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Untersuehungen fiber den biologischen Abbau des Lignb~s 
dureh Mikroorganismen. 

Von 
GERHARD FIS(~HER, 

Mit 5 Textabbildungen. 

(Eingegangen am 16. September 1952.) 

Im Kreislauf der Naturstoffe haben die Pflanzenrficksti~nde fiir die 
Bfldung der organischen Bodensubstanzen, wie z. B. der Humusstoffe, 
grebe Bedeutung. So gelangen in der Landwlrtsehaft z. B. mit Ernte- 
rfickstgnden und Stalldfinger u. a. aueh beaehtliehe Mengen yon Lignin- 
substanzen in den Boden, die naeh den Angaben verschiedener Forsoher 
(Lbn~is, W ~ x s ~  u .a . )  jahrlieh etwa 1000 kg je Hek ta r  betragen 
sollen. Ferner finder das Verhalten des Lignins zu holzzerstSrenden Or- 
ganismen in den holzverarbeitenden Wirtschaftszweigen sowie im Holz- 
schutz starke Beaehtung und wachsendes Interesse. 

Nun sind unsere Kenntnisse fiber die natiirlichen Abbauvorg~nge der 
leicht zersetzlichen Antefle der Pflanzenreste (Cellulose, Hemieellulosen, 
Peetine usw.) wesentlieh tiefer und umfassender als diejenigen fiber die 
Ligninumwandtung, werm man unter Ligniu einen Naturstoffkomplex ver- 
steht, der naeh den bisherigen Feststellungen organismisch sehr sehwor zer- 
stSrbar ist. Dies mag seinen Grund iu der schwierigen Isolierung soleher 
Ligninsubstanzen bUS den verholzten Zellmembranen der Pfianzen haben. 

Die moderne technisehe Isolierung des Lignins sehliei~t die rfieksiehts- 
lose Anwendung chemiseh stark wirkender Reagentien ein, die wahr- 
soheinlich Ver~nderungen in dem Ligninkomplex herbefffihren, zum min- 
desten aber dutch Substitution oder Einbau yon Atom- bzw. ]Kolekfil- 
gruppen der ehemischen Aufschlu~mittel den nativen Ligninkomplex nut  
mehr als ,,Ligninderivat" erseheinen lassen. Solehe teetmisch 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 welehen ProzeB der Umwandlung mu~ es 
durehmaehen, um diesen Organismen als Ni~hrstoffquelle zu dienen? 

Die ersten Untersuchungen, in denen Bakterien beim Abbau des Lignins eine 
Rolle spielen 1, diirften die yon H. PRI~GS~EI~ u. F~cgS (1923) sein. Sie fanden 

1 Wegen der Schwierigkeit der Literaturbeschaffung konnten einige, insbesonderv 
ausl~ndische Arbeiten leider nur als Referat herangezogen werden. 
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bei der Untersuchung des bakteriellen Abbaus eines selbst dargestellten Lignin- 
n~hrbodens eine Abnahme des Methoxylgehaltes des Lignins yon 15,5% auf 10,72%. 
Eine Betefligung yon Bakterien an dem Abbau von Lignin kSnnen wir durch die 
Untersuehungen yon BAcH (1925), BALKS (1926), FALK (1928), WXKS~AN (1930, 
1931) sowie PHILL~I'S, W]~Itt~. u. Slutish (1930) anne~hmen, in denen jedoch keine 
genauere Beschreibung der beteiligten Organismen gegeben wird. Erst D~MM~ (1932) 
beschreibt Bakterien, die er aufAlkalilignin-N/~hrbSden isoliert haste, und erw~hnt 
eine Abnahme des Methoxylgehaltes. GOTTLI~B U. P~.LCZAR kommen in ihrem 
Sammelberieht jedoch zu einem negativen Ergebnis hinsiehtlieh der Beteiligung 
yon Bakterien am Ligninabbau. 

Das Geschick des Lignins in der Zersetzung der Pflanzenreste wurde haufig durch 
den Weehsel des Methoxylgehaltes erfal3t. Die Zul/~ssigkeit dieser Methode ist jedoch 
problematisch, da andere Kohlenwasserstoffverbindungen, die in der Pflanze vor- 
kommen, ebenfalls Methoxylgruppen besitzen. 

Die wichtigsten Untersuehungen sowie eine Zusammenstellung der bedeutend- 
sten Ergebnisse fiber den biologisehen Abbau yon Ligrdu liefern uns die jiingeren 
Arbeiten yon WA]~SMA~r U. Mitarb. (1936, 1946) und die yon FAm~EUS (1944, 1947, 
1949), in denen hShere holzzerst5rende Pflze (auch CellulosezerstSrung) beriick- 
siehtigt werden, sowie weitere Zusammenfassungen fiber Ligninzersetzung yon 
CARTWRIG~T (1943) sowie yon GOTTLI~B U. P~LCZ~-n. W~KS~A~ U. Mitarb. (1946) 
geben folgende Zusammenstellung der bisherigen Forschungsergebnisse: ,,Lignin 
leistet unter den chemischen Verbindungen der Pflanze den grSBten Widerstand 
gegen einen Angriff durch Pilze, Bakterien und Tiere, die in der Erde, in Siimpfen 
und im Kompost leben. IAgnin h/~uft sich quantitativ nicht in demselben Zustande 
an, in welehem es in Pflanzen vorkommt, sondern es unterliegt einem langsamen 
ProzeB der Umwandlung. Gewisse spezifizierte Arten yon Mikroorganismen, die 
reichlieh nnter den h5heren Pilzen gefunden werden, sind f~hig, eine aktive Zer- 
stSrung des Lignins herbeizuffihren, h/iufig sogar in grSl~erem Umfange als die der 
Cellulose und Hemicellulosen. Lignin ist der ZerstSrung durch diese Organismen 
unterworfen, sofern es in ffischen oder teilweise zerstSrten pflanzlichen Geweben 
vorliegt. Wenn es jedoeh in m5glichst unver~nderter Form hergestellt wird, ist es 
vollst~ndig widerstandsf/i,hig gegen einen Angriff seitens jener Organismen. ]~s wird 
stets entscheidend bleiben, welches der physikalisehe und chemisehe Zustand des 
Ligninkomplexes ist, der durch den Vorgang der Ligningewinmmg ver~nder~ wurde. 
Die durch die mikrobie]len u der CellulosezerstSrung, der Glucosefermen- 
tation und der Nitratbildung ausgelSste Wirkung auf das Lignin ist fiir den Lignin- 
abbau nicht stSrend. 

Die bisher bekannte Art der Ligninumwandlung besteht aus a) dem Verlust an 
Methoxylgruppen, b) einer Dunkelf/trbung, begleitet yon Sauerstoffabsorption, 
c) einer chemischen bzw. adsorptiven Bindung an Proteine, d) einem Anwachsen 
der LSslichkeit in Alkalien." 

Dieser  kurze  ~ b e r b l i e k  zeigt ,  da$  fiber den  biologischen , ,modus  ope- 
r a n d i "  der  L ign inzers t6 rung  und  die dabe i  be tef l ig ten  F a k t o r e n  noeh 
n ich t  sehr  viel  b e k a n n t  ist.  D a h e r  soll in der  vor l iegenden  Arbe i t  ver-  
such t  werden,  einen Be i t r ag  zu dem P rob l em des L ign inabbaus  in  e rs te r  
Linie  dureh  biologische VorgKnge zu liefern. 

Dazu  wurden  folgende P u n k t e  un t e r such t  : 1. Welcher  A r t  s ind die  a n  
L ign inumwand lungen  betef l ig ten  Organismen? 2. Welchen  ]~edingungen 
un te r l i eg t  der  Vorgang  biologisehen L ign inabbaus  und  welches s ind die  
dabe i  be te i l ig ten  F a k t o r e n ?  3. Welcher  A r t  is t  ein Lignin,  das  in de r  



~ber den biologisehen Abbau des Lignins durch Mikroorganismen. 399 

N a t u r  e inem bak te r i e l l en  A b b a u  ausgese tz t  war  ? I s t  dieses Lignin  na t ive r  
Ar t ,  oder  welche U m w a n d l u n g  m u g  es durchmachen ,  um als N~hrstoff- 
quene ffir gewisse Organismen zu dienen? 4. Wie  vol lz ieht  sich eine solche 
U m w a n d l u n g  ? 

A) Der biologische Abbau des Lignins. 
I. M e t h o d i s c h e  H i n w e i s e .  

1. N / ~ h r b S d e n .  

Zur Anreicherung der ]igninzersetzenden Mikroorganismen dienten die bekannten 
Ni~hrlSsungen A und S nach STA~2 u. BORT]~LS, ZU denen als C- Quelle 0,2% eines 
Ligninpraparates hinzugefiigt wurden. NahrlSsung A: 0,5 Natriumnitrat, 0,25 sec. 
Kaliumphosphat, 0,1 Magnesiumsulfat ad 1000,0 Aqua dest. NahrlSsung S: 0,5 
Ammoniumsuffat, 0,25 prim. Kaliumphosphat, 0,1 Magnesiumsuffat ad 1000,0 
Aqua dest. NahrlSsung S wurde mit Schwefelsaure auf ein p~ yon 6,5, NahrlSsung 
A mit Kalilauge auf p~ 7,5 eingesteUt. 

Die Gewinnung der l%inkulturen, deren Weiterziichtung sowie die Durchfiihrung 
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. G e w i n n u n g  d e r  L i g n i n p r ~ p a r a t e .  

C u p r o x a m l i g n i n  in Folien, nach Fm~VDENBERG, ZOC~ER U. DffR~ (1932), 
verandert. 

Um eine visuelle Beobachtung sowie eine neue zunachst qualitative Bestimmung 
der bakteriellen ZerstSrung des Lignins zu ermSglichen (nach einer Anregung yon 
H. ULL~IC~), dienten als Ausgangsmaterial diinne Furnierfolien yon 1,5 • 10 em 
und 0,1 mm Starke. Zur Verhinderung einer allzu starken Deformierung der 
Folien dureh den Celluloseentzug wurden diese durch Bestreichen ihrer Rander 
mittels eines saute- und laugenfesten Klebstoffes auf 0bjekttragern befestigt. Ein 
vorheriges Aufrauhen der Oberfl~iehe der Objekttrager mit FluBsi~ure empfiehlt sieh. 

A m m o n i a k -  und A l k a l i l i g n i n  aus Stroh und destruiertem tIolz. 
Die Gewirmung dieser Ligninpraparate erfolgte im Prinzip nach den Richtlinien 

der Alkaliligningewinnung nach BECm~ANN, LIESC~E u. Lv.m~ANN (1932). Das 
Ammoniaklignin ist getrocknet und in fester Konsistenz yon hellbrauner Farbe 
und 16st sieh in der Kiilte vSllig in Pyridin, Phenol, Eisessig, wenig in Alkohol und 
Aeeton, besser in Mischungen yon Alkohol oder Aeeton mit Wasser (2:1) und ist 
nieht 16slich in Wasser, ~ther und Benzol. Jedoch 15st sich dieses Ligninpr~parat 
noch in einer nut 0,0014% ( ~  1/t0o 0 n) 1NH 3 entha]tenden waBrigen L6sung vSllig. 
In seinen Eigenschaften hinsichtlieh der LSs]ichkeitsverhaltnisse gleicht es vollstan- 
dig denen der Alkali-Lignine. F~rbungen mit WIES/','ERS Beagens und mit Anilin- 
suffat geben keine deutlich erkennbaren Reaktionen. 

P h e n o l l i g n i n  nach KALB, SC~OEI~LER U. M~STAGLm (KLEI~ 1932). 

3. B e s t i m m u n g  d e r  L i g n i n r i i e k s t ~ n d e .  

P h e n o l l i g n i n :  Die Kulturen wurden mit ~thylessig~ther nach W A K S ~  
extrahiert und die Extrakte dureh einen Seheidetrichter gewonnen. Dies wurde 
so lange wiederholt, bis alles Lignin zuriiekerhalten war. Die Extrakte wurden ge- 
sammelt und filtriert, die Rfiekst/~nde noeh mit Aeeton ausgewasehen und dem 

27* 
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Ffltrat hinzugeffigt, hierauf die Extrakte auf einem Wasserbad bis zu konstantem 
Gewicht getrocknet. Der Gewichtsunterschied zwischen Kontrolle und Versuch 
gab die HShe der LigninzerstSrung an. 

Alkali- bzw. Ammoniaklignin:  Die Kulturen wurden auf der Nutsehe 
krKf$ig abgesaugt, die Rfickst/~nde mit Wasser gewaschen, die gelSsten Lignin- 
rfiekst~nde mit 25~oiger Salzs/~ure ausgef~llt und 5 rain gekoeht. Nach wieder- 
holtem Absaugen wurde das Lignin im Troekensehrank bis zu konstantem Gewicht 
getrocknet. Der Gewichtsunterschied zwischen der KontroUe und den Versuehen 
zeigte den Grad der Ligninverminderung an. 

II. Isol ierung der Mikroorganismen.  

Um die an der LigninzerstSrung beteiligten Mikroorganismen zu er- 
fassen, wurde versueht, diese aus zerstSrtem Holz (HolzpfAhle) und aus 
WaldbSden zu isolieren. Bekanntlieh unterlieg~n Itolzpf/~hle einer mehr 
oder weniger raschen ZerstSrung der Tefle, die in das Erdreieh eingelassen 
sind, und hier wiederum die Partien des Pfahles, die sich an der Erd- 
oberfl~ehe befinden. Dies l~13t die Annahme zu, dab die Bakterien, die 
an der Zerst6rung des Holzes betefligt sein kSnnen, aerob sein dfirften 
bzw. dal~ oxydative Vorg~nge mitwirken. 

Um die zur t~olzzerstSrung bef~higten Organismen zu isolieren, wurden kleine 
Holzstiickchen aus zerstSrten Partien yon Holzpf~hlen entnommen, sauber yon 
anhaftenden Erdteflchen befreit und in der Reibschale durch vorsichtiges Stol~en 
zerbrSckelt. Die zerkleinerten I-Iolzsplitter warden dann auf Silicagel-Nahrb6den, 
die neben den iiblichen Mineralsalzen als C-Quelle Phenollignin enthielten, ge- 
streut. Ein Teil der Splitter wurde in die N/~hrbSden eingedrtiekt, so da$ sie mit 
diesen in intensivere Beriihrung kamen. 

Naeh einer Einwirkungszeit von 8 Tagen und bei einer Temperatur 
yon 28 ~ C entwiekelten sich in keinem Falle Bakterien, sondern nur ver- 
einzelt Penicillium-Kolonien. Wurde jedoch die anhaftende Erde mit 
hinzugegeben, so breitete sieh bereits naeh 48 Std eine reiche Bak~erien- 
flora neben Penicillium aus. Daraus ergibt sich, dal3 entweder Bakterien, 
die f~hig sind, Ligninsubstanzen des Holzes abzubauen, in diesem selbst 
fehlen, oder dal~ zu ihrer Entwicklung gewisse akzessorisehe N~hrstoffe 
fehlen. Das Fehlen der Bakterien im Holz mSehte sich wohl darauf zu- 
riiekffihren lassen, alas die Zellwandsubstanzen stickstofffrei sind nnd das 
Holz als Ganzes stickstoffarm ist (z. B. Fichte 0,1 ,q'o N, F~DLAY 1934) 
und nur unter Ausnutzung der im Boden schon vorhandenen S$ickstoff- 
verbindungen sowie yon hinzukommenden Wuchsstoffen eine bak- 
terielle Entwicklung mSglich ist (siehe auch S. 409). In  diesem Zusammen- 
hang sind Arbeiten yon FI~DLAu (1934), WEn~ER (1915) und Zrcl~X 
(1940) erw/~hnenswert. 

Diese Forscher untersuchten den EinituB yon stickstoffhaltigen Substanzea auf 
das Wachstum holzzerstSrender Pilze. FI~CDLA:~- fand, dab HolzklStzchen, die mit 
Asparagin oder Pepton getr/~nkt wurden, eine st/~rkere ZerstSrung erfahren als 
K15tzchen. (lie mit AmmonCerbilldungen oder Nitratcn behaadelt wurden. Im 
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Gegensatz hierzu stellte ZYC~A lest, dal~ in Lehm eingebaute HolzklStzchen eben- 
falls erheblieh zerstSrt wurden, wenn der Lehm sowohl mit Nitraten als auch mit 
Ammonsuffat getr~nkt worden ist. 

Weitere Ursachen fiir das Fehlen gerade aerober Bakterien im Holz 
selbst kSnnten sein, dab die O~-Spannung im Holz, besonders in grii- 
hem, sehr gering ist (siehe S. 418), ferner, dab diese im allgemeinen 
dutch die Art  ihres Wachstums nieht in der Lage shad, in ein festes Sub- 
strat  tiefer einzudringen, im Gegensatz zu den Pflzen, die fiber ein aus- 
gesprochenes Spitzenwachstum verffigen. 

Nach solehen Feststellungen erfolgte nunmehr die Isolierung der lignin- 
zerstSrenden Mikroorganismen aus der Erde nach der Methode von 
WAKSMA~ (1936). Es lieBen sich aus Buchenwald- bzw. Fichtenwalderde 
zahlreiche Bakterien- und Fusarium-Arten isolieren, yon denen jedoch 
nur die am st~rksten ligninabbauenden, insgesamt 11 Bakterien- und 
3 Fusarium-St~mme, zu Versuehszwecken beriicksichtigt und beschrie- 
ben wurden (siehe Tab. 1 und 2). Die Bakterien der ~iehtenwalderde 
erhielten die Bezeiehnung 1 2', 11 F usw., die Bakterien der Buchenwald- 
erde I B, 1I B usw. Am Ligninabbau sind danach vornehmlich Xurz- 
sti~bchen und Bakterien tier Chromogenes- bzw. der Fluorescens-Gruppe 
beteiligt. Diese Beobachtung ist interessant in bezug auf die Forschungen 
yon LIESKE U. H O F ~ A ~  (1928) fiber die ~ikrobiologie der Kohlen und 
ihrer natiirliehen Lagerst~tten. 

Die Verf. stellten lest, dal~ die Mikroflora, die auf Braunkohlen und im Innem 
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 yon FlSC~E~ u. SCHRADE~ 1922 sowie 
yon WAXSMA~ 1946, die auf die Beteiligung yon Pflzen und Bakterien an der Ent- 
stehung der Kohle hinweisen). 

III .  Wachs tum der Milzroorganismen und i hre Zers tgrungswirlc- 
8amIceit auf verschiedenen Ligninprgparaten. 

Zur genaueren Untersuchung des Abbans bzw. der ZerstSrung des 
Lignins dutch Mikroorganismen wurde nunmehr versucht, diese Orga- 
nismen auf isoliertem Lignin zu kultivieren; dazu wurden verschiedene 
Ligninpr~parate herangezogen. Zu Beginn der Arbeiten wurden solehe 
gepriift, die als Rfickst~nde der holzverarbeitenden Industrie anfallen, 
wie die Sulfitablaugen aus Buehen- und Fichtenholz sowie das aus diesen 
Laugen gewonnene lignosulfosaure Calcium 1, ferner die Ligninrfickstgnde 
der Zellstoffgewinnung in fester ~orm. Neben diesen Ligninrfickstiinden 
der Industrie kamen aul~erdem Cuproxamlignin, Alkalilignin und 

1 Zu einem spgteren Zeitpunkt stellten uns die Aschaffenburger Zellstoff-Fabriken 
durch tterrn Prof. Dr. BE~N~AU~ lignosuffosaures Calcium freundlicherweise zur 
Verfiigung, das noch eine kurze mikrobiologische Untersuchung erfuhr. 
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Phenol l ign in  zur  Verwendung.  Diese L ign inp r~pa ra t e  s ind  dureh  die  
r i icks ichts lose  A n w e n d u n g  chemisch s t a rk  wi rkender  Reagen t i en  ohne 
A u s n a h m e  chemisch s t a rk  beansp ruch t .  Sie s ind desha lb  n ich t  als na t i i r -  
l i t he  D e r i v a t e  des n a t i v e n  Lignins  anzusprechen.  Die Ergebnisse ,  d ie  m i t  

Tabelle 1. Die ligninzerst6renden 

Gelatine- 
Habitus Fundort 

Verflfissigung Stichkultur 

stark 

Kultur 

H B  

III  B 

I V B  

V B  

VII  B 

V I I I F  

I X  B 

X B  

X I  B 

Kurzstabchen 
1,2 • 0,6/~ 
nicht sporenbildend 

dicke Kurzst~bchen 
1,2 • 1 # 
nicht sporenbfldend 

Doppel-Kurzstabchen 
3,6--4,8 X 1,2/x 
nicht sporenbfldend 

l~ngere Kurzst~bchen 
6--10,8 • 1,2 ~t 
nicht sporenbfldend 

Doppel-Kurzst~behen 
2,4 • 1,2 
nicht sporenbildend 

Kurzst/ibchen 
3 • 1,2/~ 
nicht sporenbildend 

Kurzst~bchen 
1,2 • 0,8/~ 
nicht sporenbfldend 

sehr kl. Kurzst~bchen 
0,8--1,2 • 0,6~0,8/~ 
nicht sporenbildend 

Kurzst~bchen 
1,2 X 0,8/~ 
nicht sp0renbfldend 

dicke Kurzst~bchen 
1 ,2•  l g  
nicht sporenbildend 

l~ngere Kurzst&bchen 
6--8 • 1,2 
nicht sporenbildend 

Fichten- 
walderde 

Buchen- 
walderde 

Buchen- 
walderde 

Buchen- 
walderde 

Buchen- 
walderde 

Fichten- 
walderde 

Buchen- 
walderde 

Fichten- 
walderde 

Buchen- 
walderde 

Buchen- 
walderde 

Buchen- 
walderde 

sehrstark 

schwach 

keine 

schwach 

keine 

keine 

sehr stark 

schwach 

stark 

stark 

trichter- 
f6rmig 

zylinder- 
fSrmig 

trichter- 
fSrmig 

en~f~Jlt 

schtissel- 
fSrmig 

entf~llt 

entf~llt 

zylinder- 
fSrmig 

sehiissel- 
f~rmig 

zylinder- 
f~rmig 

zylinder- 
fSrmig 

1 Systematisch stehen alle isolierten Bakterien mi~ Ausnahme der St~mme I F  B 
und V1 E der Gruppe der Ghromoejenes am n~chsten. Die St~mme I V  B und ]7 /F  
gehSren zur Fluorescens-Gruppe. Eine genauere Bestimmung naeh B~.RGEr war 
nicht mSglich, d~ in seinem System Ligninbakterien nieht erw~hnt sind. Die physio- 
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solchen Stoffen erzielt wurden, sind unter  mikrobiologischen Gesichts- 
punk ten  interessant,  lassen aber auf  den Vorgang der Ligninumwandlung 
unter  nat/irlichen Verh/~ltnissen keine SchluBfolgerung zu, geben uns 
auch kein klares Bfld und  keine sichere Vorstellung dar/iber, in welcher 

Organismen: Schizomyceten. 

Malzagar 

gut 

gut 

gut 

sehwach 

gut 

schwach 

gut 

gut 

gut 

gut 

gut 

Wachstum auf 

Bouillon 

gut, 
gl/~nzend 

gut, 
glanzend 

gut, 
gl/~nzend 

gut, 
troeken, 
warzig 

gut, 
gl~nzend 

gut, 
gl/inzend 

gut, 
gli~nzend 

gut, 
gl~nzend 

gut 

gut 

gut 

logischen Merkmale der isolie 

Kar~offel 

braun, 
gl/~nzend 

rosa, weil]er 
Rand, 
trocken 

braun, heller 
Rand, warzig, 
gl/inzend 

hellrot, 
warzig, 
gl/~nzend 

hellrosa, 
hellgelber 

Rand, troek. 

rosa, 
troeken 

beige, 
gl/~nzend 

braun, 
troeken 

heltrosa, 
gl~rLzend 

braun, 
troeken 

braun, 
troeken 

ZerstOrungswirkung in % 
Phenol- 
lignin 

52,5 

75,0 

44,8 

60,7 

28,2 

37,0 

32,0 

48,7 

Alkali- Ammoniak- 
lignin Iignin 

24,0 

10,1 13,0 

26,5 

15,1 

35,4 36,9 

22,7 

33,5 

24,0 

- -  46,5 

- -  37,7 

- -  50,9 

System am n/~chsten stehenden Bakterienarten nieht vSllig iiberein. Eine Zuord- 
nung k5nnte daher zu Irrtiimern ffihren. Gramf/~rbung und Cellulosezersetzung bei 
allen Formen negativ. 

~en Bakterien stimmen mit denen der nach BERGEYS 
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F o r m  sich das  Lignin  der  Pf lanze bef indet ,  das  z. B. e inem bakter ieUen 
Aufschlul l  un te r l i egen  kann .  So wurden  als vorauss ich t l i ch  na t i i r l iche  
L ign inde r iva t e  biologisch,  d. h. f e r m e n t a t i v  erzeugtes  Lignin  (Destruk-  

Tabelle 2. Die ligninzersetzenden Organismen : Pilze. 

Organismus 

Trichoderma 
lignorum 
Tode, syn. 
Tr. viride 

Alternaria 
tenuis ~qees 

Fusarium 
solani 
App. et Wr. 

Fusarium 
nivale Ces 

Fusarium spec. 
(Fus. lateritium 
Nees ?) 

Fusarium spec. 
(Eus. Merismo- 
ides Cauda ?) 

Fusarium lactis 
Pir. et Rib. 

Habitus 

in flfissigen N~hrmedien 
Oberfl[iehenmycel wat- 
tig, griine F/~rbung durch 
Conidienbildung, Gutta- 
tion, submerses Myeel 
yon loekerer Konsistenz 

in flfissigen Ni~hrmedien 
Oberfl~ehenmyeel dicht, 
wattig, hellbraun. Sub- 
merses Mycel flockig 

in flfissigen N/~hrmedien 
Oberfli~ehenmycel sam- 
rig, weil3-rosa, Gutta- 
tion, submerses Mycel 
schleimig-zi~h 

Oberfl~chenmycel war- 
zig, wei$, Guttation, 
submerses Myeel schlei- 
mig und sehr fest 

Oberfl~chenmycel weiB, 
dicht, Guttation, sub- 
merses Mycel schleimig- 
z~h 

Oberfl/whenmycel sam- 
rig, weil~-rosa, Gutta- 
tion, submerses Myeel 
sehr feste Konsistenz 

Oberfl~chenmycel trat  
wenig fiber den Flfissig- 
keiSsspiegel hinaus, rosa, 
samtig, submerses Mycel 
schleimig, sehr z~he 
Konsistenz 

Mikroskopie 

Hyphen septiert, 
Conidien rundlich 3/~ ;~ 

Hyphen sep$iert, 4--7 /~ 
breit, braune Conidien 
mehrzellig (3--8), 21--34 • 
8--14/z 

Makrokon. leieht gekriimmt 
an den Enden zugespitzt, 
14--40 X 4--6 /~, Mikro- 
kon. rundlich, septieH, 8 bis 
10 x 4--5 /z, Chlamydosp. 
intercalar u. termin. 

Makrokon. kleiner, 17 bis 
20 X 3--4 /~, septiert, 
Mikrokon. 4--8 X 2--4 #, 
Chlamydosp. nieht vorhan- 
den 

Makrokon. gekriimmt, sep- 
tiert, 24--38 x 4---5 /~, 
Mikrokon. unseptiert, sel- 
tener, 5--8 X 3--5 /z, 
Chlamydosp. nicht vorhan- 
den 

Makrokon. septiert, 16 bis 
24 • 3---4 /z, siehelfSrmig, 
abgerundet, Mikrokon. sel- 
ten, septiert, 4--6 x 3--4/x, 
Chlamydo. sp. intercalar 

Makrokon. kleiner, septiert, 
9 24 x 3 4 / x ,  Mikrokon. 
6--10 x 2---4~u, Chlamydo- 
sporen nieht vorhanden 

Zer- 
stSrungs- 
wirkung 

auf 
Phenol- 

lignin in % 

34,6 

29,3 

37,5 

57,3 

58,6 

60,0 

65,3 
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tion des Holzes dureh Merulius lacrymans) und ein durch ammoniakali- 
sche Behandlung gewonnenes Ligninpr~parat untersucht (siehe metho- 
discher Tefl S. 399). InHinbl ick auf die bier gestellteAufgabe karm in 
der vorliegenden Arbeit auf die Verwertung der Ligninriickst/~nde aus 
der Industrie durch Mikroorganismen nur kurz eingegangen werden. 

1. L i g n i n r i i c k s t ~ n d e  de r  Z e l l s t o f f g e w i n n u n g ,  C u p r o x a m -  
l i g n i n  u n d  b i o l o g i s e h  e r z e u g t e s  L ign in .  

Diese Ligninderivate sind unlSslich. Die Ligninrfickst~nde der Zell- 
stoffgewinnung, die etwa 4~ an Sulfos~uren der AufschluBmRtel ent- 
halten, lieBen nach Neutralisation durch Alkalien und Zugabe yon an- 
organischen Nghrstoffen eine Entwicklung von Mikroorganismen nieht zu. 

Ebenso lieB sich in keinem Falle ein Angriff yon ligninzerstSrenden 
Bakterien auf mit N/~hrlSsung , , S T ~ r  A" getr/~nkte Cuproxam-IAgnin- 
folien beobaehten. Aueh weitere mit ErdlSsungen angesetzte Unter- 
suchungen lie$en keine Entwicklung yon Ligninbakterien erkennen. Das 
gleiehe grit fOx das biologisch erzeugte Lignin (Destruktion des Holzes 
durch Merulius lacrymans), sozusagen ein natiirliches Ligninpr~parat 1. 

Aus einer weiteren Versuchsreihe mit Trichoderma lignorum und den 
Fusarium.Arten moniliforrae, lacti8, solani, merismoides und bulbigenum 
ergab sich, daI~ auch diese keine Entwicklung zeigten 2. Ein ". ergleichen- 
der Versuch mit einem holzzerst6renden hSheren Pflz, Polys$ictus versi- 
color, ergab nur ein m/~13iges Wachstum dieses Pilzes auf Cuproxamlignin, 
jedoch eine deutliche Aufhellung der angegriffenen Stellen. 

Die untersuchten Lignine sind somit fox biologische Studien nicht ge. 
eignet, und ein Nachweis der LigninzerstSrung in diesen Pr~paraten 
konnte deshalb auch nicht erbracht werden. Lignin unterliegt nur in 
15slicher Form einem biologischen Aufschlu$, wie wir sparer noch zeigen 
werden. 

2. S u l f i t a b l a u g e n  aus  B u c h c n -  u n d  F i c h t e n h o l z ,  
l i g n o s u l f o s a u r e s  Ca lc ium.  

Die Untersuehungen mit Sulfitablaugen lieBen sich nicht welter verfolgen, da 
sich in den Ablaugen neben Lignin noch andere Kohlenwasserstoffverbindungen 
in angereichertem Mal3e vorfanden. So enthalten sie nach SWCD~A~r (1949) neben 
Ligninriickst~inden noeh Hexosen, Pentosen, Uronsguren und Spuren yon unver- 
~nderter Cellulose. 85---90% des Hexosegehaltes entfallen auf die Mannose, die den 
dominierenden Zuckeranteil der Laugen darstellt. 

1 ~ach den bisherigen Erfahrungen werden durch Merulius lacrymans keine 
Antibiotica gebildet, die das Wachstum yon Bakterien hemmen. 

2 Die biologisch ausreichende Cu-Entfernung ~urde durch Testversuche mit 
Bakterienkulturen bewiesen. 
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Eine fippige Organismenentwieklung fand bereits naeh 48 Std in einer l~ 
Lauge, die mit einem Zusatz yon 0,5% Natriumnitrat und 0,1% prim. Kalium- 
phosphat versehen wurde, statt. Der Sehwefelwasserstoffgehalt wurde dureh starke 
Durehlfiftung und Neutralisation mitfcls Alkalien entfernt. 

Das  lignosulfosaure Calcium, aus Sulfi tablaugen gewonnen, enth~lt  die 
begleitenden Kohlenwassers toffverbindungen nicht  mehr.  Eine Iso- 
lierung der Bakterienkolonien,  die sich au f  NKhrbSden, die dieses Lignin 
nebst  anorganischem N/~hrsalz enthielten, entwiekelten, wurde nich$ vor- 
genommen,  jedoeh die Waehstumsintens i t~t  verschiedener niederer Pilze 
au f  diesem Ligninmedium untersucht  (Tab. 3). Nu t  T r i c h o d e r m a  l i g n o r u m  

und  F u s a r i u m  m e r i s m o i d e s  ragen durch ihr kr/~ftiges W a c h s t u m  aus den 
un te rsuchten  Organismen hervor  und  kSnnen deshalb als geeignet be- 
trach~et werden, lignosuffosaures Calcium als C-Quelle zu benfitzen. 

Tabeile 3. W a c h s t u m  niederer  P i l z e  a u /  l l gnosu l /o saurem Ca lc ium.  

O r g a n i s m u s  W a c h s t u m  

F u s a r i u m  arg i l laceum . . . . . . .  

,, a q u a e d u c t u m  . . . . . . .  

,, m o n i l i / o r m e  . . . . . . .  

,, n iva l e  . . . . . . . . . .  

,, d l m e r u m  . . . . . . . .  

,, equiset i  . . . . . . . . .  

,, g r a m i n e u m  

,, lactis  . . . . . . . . . .  

,, l a t e r i t i um  . . . . . . . .  

,, so lan i  . . . . . . . . . .  

,, s e m i t e c t u m  . . . . . . .  

,, e x p a n s u m  . . . . . . . .  

,, m e r i s m o i d e s  . . . . . . .  

,, b u l b i g e n u m  . . . . . . .  

0 
3 
0 
1 
0 
1 
0 
3 
0 
0 
I 
0 

4--5 
3 
0 ~ ~ooa~ . . . . . . . . . .  

T r i c h o d e r m a  K o n i n g i  . . . . . . .  1 

T r i c h o d e r m a  l l g n o r u m  . . . . . . .  4 

Ziffernerkl~rung: 6 = iippig, 5 = sehr gut, 4 = gut, 3 = mal3ig, 
1 -~ sehr sehwach, 0 = keine_Entwieklung. 

2 = schwach, 

3. P h e n o l l i g n i n .  

a )  E i g e n s c h a /  t e n  d e s  P h e n o l l i g n i n s .  

Durch  die Gewinnung des Lignins aus ext rahier tem Holzmehl  mittels 
wasserfreien Phenols wird das Phenol  an den Ligninkomplex angelagert  
bzw. eingebaut,  l~ber die Bindung  des Phenols herrscht  jedoch noch 

keine Klarhei t .  
Nach F~EUDgNB~Ra U. Dt)RR (1932) kann es sich um Anlagerung des Phenol- 

hydroxyls an (wahrend des Aufsehlusses entstandene) ~thylenbfldungen des ali- 
phatisehen Ligninanteils, abet auch um Kernkondensation mit den aliphatisehen 
Hydroxylgruppen des Lignins handeln. DaB jedoch bei der Bildung yon Phenol- 
lignin Phenol zweifellos in den Ligninkomplex eintritt, hat Jo~cAs (1921) gezeigt. 
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Es ergib~ sieh also die Frage: Wird, falls Phenollignin dutch Mikro- 
organismen verwertet wird, direkt das Ligninmolekiil angegriffen oder 
unterliegt nur das angelagerte bzw. eingebaute Phenol einem hiologischen 
Aufsehlusse und kann somit den Organismen als Kohlenstoffquelle die- 
hen? Um dies zu kl~ren, wurden zwei Versuehe durehgefiihrt. MYIRS 
(1928), BARTELS (1940) U. a. besehrieben bereits phenolabbauende Bak- 
terien, so dab zum Vergleich die folgenden Versuehe mi~ Bakterien, die 
f~hig sind, Lignin zu zerstSren, ausgefiihrt warden. 

TabeUe 4. Farbreak~ionen des PhenoUignins. 

1. reines Phenollignin Farbreaktion mit Phlorogluc~u ~ Salz- 
s~ure ~ keine F~irbung 

2. wie bei 1. Farbreaktion mit FeC13 ~ keine Vio- 
lettf~rbung 

3. mines Phenollignin nach Aufschlu~- Farbreaktion mit Phloroghein ~- Salz- 
versuch mi~ konz. HC1 (erw~rmt) s~ure ~ keine F~rbung 

4. wie bei 3. Farbreaktion mi~ FeCla ~ keine Vio- 
lettf~rbung 

5. abgebautes Phenollignin Farbreaktion mit Phloroglucin ~ Salz- 
s~ure '-- keine F~rbung 

6. wie bei 5. Farbreaktion mit FeCls ~ keine Vio- 
lettfarbung 

7. abgebautes Phenollignin n~ch Auf- Farbreaktion mit Phloroglucin -~ Salz- 
schluBversuch mit konz. HC1 (erw~rm~) s~ure ~ keine F~rbung 

8. wie bei 7. Farbreaktion mit FeCl 3 ~ keine Vio- 
lettf~rbung 

Als erstes untersuchten wir die rarbreakt ionen des Phenollignins unter 
Beriieksiehtigung des Lignins und des Phenols. Das Ausbleiben der Farb- 
reaktion mittels Phlorogluein-Salzs~ure ist bekannt (KL~,r~ 1932), doch 
sind auch sie in Tab. 4 der Vollst~ndigkeit halber mit aufgeffihrt. Es 
warden Phenolligninproben untersucht, die sich in frisehem, nieht an- 
gegriffenem Zustande befanden, und solehe, die dureh bakterielle T~tig- 
kei~ bereits abgebaut bzw. zerstSrt waren. Weder reines noeh abgebautes 
Phenollignin zeigt eine Farbreaktion (Tab. 4). Alle iibliehen Lignin- und 
Phenolreaktionen blieben aus. Das Phenolmolekiil mu~ demnaeh lest 
in den Ligninkomplex eingebaut worden sein und auch die Vanillin- 
gruppe, die in erster Linie fiir die Phloroglueinreaktion verantwortlich 
ist, bloekiert haben. Naeh F~D~,~B~R~ (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 noeh eventuell frei werdendes 
Phenol naehgewiesen werden konnte. 

Ein weiterer Versuch fiber das Waehstum der phenolligninabbauenden 
Bakterien auf Phenol versclaiedener Konzentration sollte die Frage 
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kliiren, ob reines Phenol in Gegenwart der fiblichen Mineralsalze yon 
diesen Organismen als C-Quelle verwertet wird (Tab. 5). 

Tabelle 5. Wachstum Phenollignin abbauender Babterien au/ Phenol 
versvh~edener Konzentration. 

Konzentration 
des Phenols in % Bakterien aus Erdl6sung Ligninbakterien 

0,2 
0,1 
0,04 
0,02 

0,013 

0,01 

keine En~wicklung 
keine Entwicklung 

leicht milchige Triibung 
st~rkere Triibung, 

grtin-gelbliche Fluorescenz, 
leichte Hautbildung 
starke Trtibung, 

Fhorescenz, Hautbildung 
leichte Trfibung 

keine Entwicklung 
keine Entwieklung 
keine Entwicklung 

leicht mflchige Triibung 

stiirkere Triibung 

leichte Trfibung 

Die Tabelle zeigt, da]3 bei einer Konzentration des Phenols von 0,04 ~ 
in der mit Bakterien aus einer Erd15sung beimpften N~hrlSsung eine 
sehwaehe Entwicklung eintritt. Die Phenollignin-Bakterien verwerten 
jedoch das gebotene Phenol erst yon einer Konzentration yon 0,02 ~ an. 
Der Versuch zeigt deutlich, dab in der Erde phenolabbauende Bakterien 
vorkommen, die erst in Gegenwart yon 0,094 ~ Phenol und hSher nach 
B.4a~Tv.LS (1940) als phenoiverwertende Organismen anzusprechen Sind. 
Diese Konzentration ist jedoeh bedeutend hSher als diejenige, bei welcher 
die Ligninbakterien zur Entwieklung gelangen. Die PhenollignJnbak- 
terien k6nnen aus diesem Grunde nicht als ausgesprochene Phenolver- 
werter bezeichnet werden, da sie nicht wie diese eine hShere Konzen- 
tration des Phenols als 0,02 ~ vertragen. 

b) Bakterien au[ Phenollignin. 

Dutch den pr~parativen Aufschlu~ des Ligninkomplexes mittels was- 
serfreien Phenols wird das Lignin in eine 15sliche Form fibergefiihrt, die 
offenbar geeignet ist, mannigfachen Organismen als Kohlenstoffquelle zu 
dienen. Die aus Walderde isolier~en Bakterien (Tab. 1) zeigen in einem 
Ligninderivat nebst Mineralsalze enthaltenden flfissigen N~hrmedium 
(siehe Methodik S. 399)bei 28~ dem Temperaturoptimum, eine un~er- 
schiedliche Abbauti~tigkeit, wie Abb. 1 zeigt. 

Die Abnahme des Phenollignins geht in Reinkulturen der Bakterien 
maximal nicht fiber 75~/o hinaus. In Mischkulturen jedoch erhSht sie 
sich - -  wie sparer noch gezeigt werden wird - -  in einem Fall bis auf 
91,5~o. Der sti~rkste Abbau erfolgt innerhMb yon 14 Tagen und nimmt 
dann mehr oder weniger rasch ab. Nach 3 Wochen erfolgte im allgemeinen 
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kein nermenswerter Abbau mehr, und nach Ablauf yon 4 Wochen 
lieg sich in keinem Versuchsk61bchen eine ~inderung des Lignin- 
gehalts mehr nachweisen (Bestimmungsmethode siehe unter methodische 
tIinweise S. 399). Dabei weisen die aus 
BuchenwMderde isolierten Bakterien eine 
grSBere Streuung auf als die aus Fichten- 
walderde stammenden. Letztere verffigen 
fiber eine ziemlich einheitliche Zerst6rungs- 
intensitgt bis zu durchschnittlich 44~ 
(siehe Abb. 1). 

c) E in / l u f l  verschiedener Sticksto[fquellen.  

Der Angriff ligninzerst6render Bakterien 
wurde bei den bisherigen Versuchen nach 
Zugabe einer organischen Stickstoffquetle 
in Form yon Pepton verfolgt. U m  das Lignin- 
derivat als einzige Kohlenstoffquelle zu 
siehern, wurde der Einflug eines anorgani- 
schen N-Salzes in Form yon Ammonium- 
phosphat  - -  (NH4)2HPO 4 - - a u f  den Ab- 
bau des Lignins untersucht (Tab. 6). 

Es zeigte sieh, dab Lignin auch nach 
Zugabe einer anorganischen Stickstoffver- 
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&bb. 1. Zerst6zung yon 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 ~ o maximal. 

Tabelle 6. Einflufi einer anorganischen StickstoHverbindung 
- -  (NH4)~HPO 4 - -  au/ die Zerst6rungsintensitdt yon ligninzerst6renden Bakterien. 

Versuchsdauer 28 Tage, Temperatur 28 ~ C. 

Kontr. Rest abgebaut 
Stamm mg mg mg % 

I F 84 43 41 48,7 
I I  B 84 23 61 72,5 

I I I  B 84 50 34 40,0 
I V  B 84 34 50 60,0 

V B 84 61 23 27,5 
VI F 84 57 27 32,5 

V I I  B 84 60 24 30,0 
V I I I  F 84 45 39 46,2 

Mischkultur 84 14 70 82,8 

Wir dfirfen also annehmen, dab die Zugabe yon Proteinen das Wachs. 
turn yon ligninzerstSrenden Bakterien fSrdert un4 damit auch eine 
Steigerung ihrer ligninabbauenden T~tigkeit erreicht wird. 

#5 '  

/v8 

~ 8  
- -  v f F  

F#B 
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d) Einflufl verschiedener Holzarten. 

Buchenholz-Lignin und Fichtenho]z-Lignin weisen unterschiedliche 
Zusammensetzung auf. Das drfickt sich bereits durch den hSheren Meth- 
oxylgehalt des Lignins im Buchenholz aus (nach F~EUDENB]~G besitzt 
Buchenholz-Lignin 21--22 ~ Methoxylgehalt, Fichtenholz-Lignin 16 bis 
17 0/o)- Inwieweit kSnnen nun die Lignine der verschiedenen Holzarten - -  
im Ext rem Laubholztyp (Lignin aus dem Holze yon Carpinus betulus 
L.) und Nadelholztyp (Lignin aus dem Holze von Picea excelsa L i n k ) -  
einer unterschiedlichen Zerst5rung durch ligninangreffende Bakterien 
unterliegen? Sind etwa die Ligninbakterien jewefls an eine bestimmte 
Holzart  gebunden oder vermSgen 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. Zerst6rungsintensitdt verschiedener Bakteriengemeinacha/ten 
in Phenollignin au8 JBuchen- bzw. ~ichtenholz. 

I suchsdauer Kontrolle l~est 
Tage mg  mg mg % 

Bakterienst~mme I I  B, l I I  B, IV  B, V B, VII JB (aus Buchenwalderde). 

Buchenholz-Lignin �9 �9 �9 I 42 83 7 76 91,5 
Fichtenholz-Lignin I 42 87 18 69 79,3 

Bakterienst~mme I.F, VI.F, VIII.F (aus Fichtenwalderde). 

Buchenholz-Lignin . . . I 42 8 3  15 1 64 77,1 
Fichtenholz-Lignin 42 87 10 77 88,5 

So vermSgen auch die folgenden Untersuchungen mit Phenollignin 
aus Buchen- bzw. Fichtenholz nur Erkenntnisse zu liefern, die technisch 
yon Bedeutung sein kSnnen (Tab. 7). Nach 42 Tagen Einwirkungsdauer 
machte sich eine deutlich nnterscheidbare Abbaut~tigkeit der Bakterien 
verschiedener Herkunft  bemerkbar. Das aus Buchenholz gewonnene 
Lignin wird durch aus Buchenwalderde isolierte Bakterien stgrker ab- 
gebaut als dutch 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 FREUDE:NBERG methoxyl~rmere 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 dutch die zu diesen 
Versuchen herangezogenen Bakterienarten sein. Wir diirfen aus obigen 
Ergebnissen wohl folgern, da$ die einzelnen Arten der Bakterien, die 



ffir f/~hig befunden wurden, Lignin zu zerst5ren, spezifiziert sind und so- 
mit eine gewisse natiirliche Anpassung an die verschiedenen Lignine bzw. 
Holzarten vorzuliegen scheint. 

e) Ein]lufl  der WasserstoHionenkonzentration. 

Die Anpassung der Ligninbakterien an verschiedene Lignine erfi~hrt 
zudem noch eine Unterstfitzung durch dieWasserstoffionen-Konzentration 
in den edaphischen Faktoren der Umwelt. Es wurden n~mlieh bei den 
Bodenproben, aus denen die besehriebenen und isolierten Bakterien 
stammen, folgende durchsehnittliehen p~-Werte gemessen: Fichtenwald- 
erde p~ 6,8/6,7 ; Buchenwalderde pH 7,44. Die Proben aus Buchenwald- 
erde sind demnach als neutral bis leicht alkaliseh zu bezeiehnen, die 
Proben der Fichtenwalderde als neutral bis leicht sauer. 

Tabelle 8. ZerstSrun lswirkun9 der Ligninbakterien bsi verschiedenen pg-Werten. 

"~ ~ u 
> Tage 

o 

r 

28 

o 

28 

28 

28 

Stature 

l i B  
H I  B 
I V B  

V B  
VI I  B 

Mischkultur 
I I B  

H I  B 
I V B  

V B  
VI I  B 

Mischkultur 

28 

28 

28 

28 
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I2" 
V I I '  

V I I I  F 

Mischkultur 
I F  

V I F  
V t H  F 

lVfischkultur 

ebaut 

% 

72,5 
40,0 
60,0 
27,5 
30,0 
85,9 
58,7 
28,0 
50,0 
15,8 
19,5 
69,1 

48,1 
32,1 
45,6 
79,0 

42,8 
27,3 
41,6 
67,4 

Um die Einwirkung der Wasserstoffionen-Konzentration zu unter- 
suchen, wurden Phenollignine aus' Buchen- bzw. Fichtenholz unter 
Einstellung des p~-Wertes auf 7~5 als schwach alkalisches und auf 6,5 
als sehwaeh sautes Medium verwendet (siehe Tab. 8). Die aus Fiehten- 
walderde isolierten Bakterien besitzen eine geringere Abnahme der Zer- 
stSrungswirkung bei einem ~bergang yore alkalischen in den sauren 
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Bereich als die aus Buchenwalderde isolierten. Der Unterschied des pro- 
zentualen Abbaus betr/~gt bei den Bakterien aus Fichtenwalderde nut  
4,7~11,6~ bei denen aus Buchenwalderde jedoch 11,6--16,8%. Es 
kann  somit angenommen werden, dab die untcrsuchten ligninzerst6ren- 
den Bak~erien, die aus dem schwach sauren l~ichtenwaldboden s~ammen, 
eine nat/irliche Anpassung an dieses l~ilieu besitzen und eine hShere 
Wasserstoffionen-Konzentration ver tmgen als die Bakterien, die dem 
alkalischeren Buchenwaldboden entnommen wurden. 

Tabelle 9. Zerst6rungswirl~ung PhenoUignin abbauender Bakterien 
in Alkalilignin. 

Stature 

I F  
l i b  

I I I  B 
I V B  

V B  
VI~V 

VII B 
VIII  F 
I---VIII 

Versuchsdauer 
Tage 

35 

Kontrolle Rest 
mg mg 

120 
I 142 

116 
134 

158 102 
122 
105 
119 
94 

abgebaut 

mg 

38 
16 
42 
24 
56 
36 
53 
39 
74 

24,0 
10,1 
26,5 
15,1 
35,4 
22,7 
33,5 
24,0 
40,5 

/) Ein/lufl yon Phenollignin.Bakterien au] Alkali.Lignin. 

Durch Behandeln extrahierten Holzes mittels wasserfreien Phenols 
t r i t t  dieses mit  dem Lignin in Reakt ion und fiihrt dadurch zur Bildung 
yon Oxyphenylresten im Ligninmolekiil im Gegensatz zum alkalisehen 

[ ]  Pheno/-Ligm'n [ ]  Atkali-L~m'n 

73,,I 

~s,o ~, . , 39.s , N9 

IF gB ~B WB VB YIF ~B ~F 

~oo 
% 

go 
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qo 
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o 

~2 

M1}ch- 
kultuP 

Abb. 2. Vergleich der Tdgnin-Bakterien auf Phenol- und Alkali-Lignin-lV~ihrbSden. 

AufschluB verholzter Fasern, der zur Bildung yon vorher nicht vor- 
handenen Carboxyl- oder Phenolgruppen fiihrt (Lignins~uren). Es  ent- 
steh$ die Frage: Wie verhalten sich die bisher beschriebenen Phenol2 
lignin zerst6renden Bakberien gegenfiber Alkalilignin und wie wirk$ sich 
die unterschiedliche Gewinnung und der Charakter dieser 16slichen 
Ligninpr/~parate aus ? Daher wurden Phenollignin abbauende Bakterien 
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in Alkalilignin untersucht  (Tab. 9). Wir  sehen, dal~ die Phenollignin- 
Bakter ien ebenfalls in der Lage sind, wenn auch in geringerem MaBe, 
15sliches Lignin, das dutch  alkalischen Aufschlul~ gewonnen wurde, an- 
zugreifen. Eine Speziatisierung derselben scheint jedoch vorzuliegen 
(Abb. 2), da  die am st~rksten Phenollignin abbauenden Bakterien Alkali- 
lignin nur  schwach verwerten kSnnen. 

g) Niedere Pi lze  und  Phenol l ignin .  

Weiterhin ergab sich die Frage, ob aul~er Bakterien noch andere das Erdreich 
bewohnende Mikroorganismen an der Beseitigung der Ligninriickst~nde beteiligt 
sind und welche Einwirkung sie auf das Lignin besitzen. Reinkulturen yon Boden- 
organismen ergaben nach WAKSMAN U. Mitarb. (1931, 1936, 1946) einen Angriff 
yon Trichoderma auf Pentosane und Cellulose des Weizenstrohs, nieht aber auf 
das Lignin. Actinomyceten sollen abet neben Cellulose und Fettsubstanzen etwas 
Lignin angreffen. Weir starker ist die Zersetzungst~tigkeit einer Mischflora (Boden- 
population) ; Fusarium und Alternaria fiben auf isoliertes Lignin eine unterschied- 
liche Einwirkung aus. Etwas Lignin ist in allen F~llen zerstSrt worden. 

I m  folgenden sind Untersuchungen an Pflzen (Fungi  imper/ecti) ,  die 
tefls in Walderde,  tells auf  sich zersetzendem tIolz leben, hinsichtlich 
ihrer Wachstumsf~higkei t  sowie ihres ZerstSrungsgrades auf  isoliertem 
Lignin mitgeteilt .  

KulturkSlbchen, die Phenollignin als C-Quelle neben den iiblichen Mineralsalzen 
(siehe Methodik S. 399) enthielten, wurden mit frischem, lebensfithigem Pflzmycel 
beimpft und die Ergebnisse nach 35 Tagen Einwirkungsdauer festgestellt (Tab. 10). 

Tabelle 10. Zerst6rungswirkung verschiedener Fungi imper/ecti au] Phenollignin. 

Organismus 

Stemphylium botryosum var. botrytis 
Stemphylium spec . . . . . . . . .  
Alternaria tenuis . . . . . . . . .  
Macrosporium spec . . . . . . . .  
Trichoderma Koningi . . . . . . .  
Trichoderma lignorum . . . . . . .  
Fusarium spec . . . . . . . . . .  
Fusarium soIani . . . . . . . . .  
Fusarium dimerum . . . . . . . .  
Fusarium spec . . . . . . . . . .  
Fusarium nivale . . . . . . . . .  
Fusarium lactis . . . . . . . . .  

ontrolle 
mg 

75 

mg 
Rest 

56 
67 
53 
61 
62 
49 
31 
47 
57 
30 
32 
26 

abgcbaut 

mg % 

19 25,3 
8 10,6 

22 29,3 
14 18,6 
13 17,3 
26 34,6 
44 58,6 
28 37,3 
18 24,0 
45 60,0 
43 57,3 
49 65,3 

Die G~ttung F u s a r i u m  Link stellt einige Vertreter,  die auf  Lignin 
fippiges W a c h s t u m  entwickeln. Abb. 3 zeigt auf  der rechten Seite Luft-  
mycel  yon  F u s a r i u m  lactis Pir. et Rib. in einem VersuchskSlbchen auf  
Phenollignin in fliissigem Medium und  l~ttt deutlich eine starke schwarz- 
rote Pigmentbi ldung erkennen, die vom Organismus in die umgebende 
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Nithritfissigkeit abgeschieden wird. Das Luftmycel verfi~rbt sich dagegen 
wesentlich sehw/~cher. Entsprechende Beobachtungen konnten bei allen 
m~tersuehten Fusarieust/immen gemacht werden, die auf ligninhalgigen 
Niflu'bSden geziichtet wurden. 

Bemerkenswert ist, daf3 Trichoderma lignorum Lignin in doppelt so 
starkem Grade abbaut als Tr. Koningi (34,6~o gegen 17,3}~). Trotz der 

lebhaften Entwicklung von Luft- 
und submersem ~ycel  wird Phenol- 
lignin nicht so gut verwertet wie 
von Fusarium. Die Abbauti~tigkeit 
yon Stemphylium botryosum var. 
botrytis und Alternaria tenuis ist 
nieht erheblich. 

Zusammenfassend 1/~Bt sich sa- 
gen, dal~ unter den pilzlichen 
Bodenbewohnern Fusarium Lignin 
in Form yon Phenollignin gut ab- 

Abb.  3. Trichoder~a lignorum und  Fusarium zubauenvermag, Trichodermatrotz 
lactis in Pl lenol l ignin  nach  35 Tagen .  des gesunden Waehstums etwas 

schw~eher. Die gute Nutzung des 
durch die auf3erordentlich starke Lignins durch Fusarium-Arten ist 

Farbstoffbildung gekennzeichnet. 

h) Basidiom yceten (holzzerstSrende H ymenom yceten ) au/ P henollignin. 

Es ist bekarmt, dal~ durch die hSheren holzzerstSrenden Prize in der ZerstSrung 
des Holzes zwei Wege beschritten werden. Bei der Weil~f/~ule (nach FALCK Kor- 
rosion) bleib~ Cellulose zurfiek, die Ligninbausteine werden wegoxydiert. Bei der 
Braunfi~ule (nach FALCK Oestruktion) handelt es sich um einen intensiven Humi- 
fizierungsprozeB, wobei die Cellulose zerstSrt wird, wahrend das Lignin mehr oder 
weniger seknnd~r ver/~ndert zuriickbleibt. Die ligninzerstSrenden Prize mtissen 
demnach fiber Ektoenzyme verffigen, die das genuine Ligninmolekfil angreifen und 
wenigstens bis zu wasserlSslichen, diffusiblen Bruchstficken zerlegen kSnnen (siehe 
S. 419). Solche Enzyme werden besonders yon jungen wachsenden Mycelspitzen 
ausgesehieden (Bose 1939). Meruliu8 domesticu8 (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 aromatisehen Komplexe bleiben zurfick (FALC~: 1926, Ki~RSCH~ER 1927). 
Mer~dius verffigt also fiber keine Enzyme, die das Lignin anzugreifen vermSgen. 

Trotz dieser Tatsache wurde das Verhalten des Cellulose zerstSrenden 
Merulius domesticus gegen Phenollignin untersucht, das aus yon Meru- 
liusfi~ule destruiertem Holze gewonnen wurde (siehe Methodik S. 399), 
um die Frage zu kli~ren, inwieweit dieser Pilz in der Lage ist, zuriick- 
gelassenes Lignin, sogenanntes ,,biologisehes Lignin", naehdem es in eine 
16sliehe Form gebraeht wurde, weiter zu verwergen. Solehes widersteht, 
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wie bereits festgestellt, in freiem ungel6sten Zustande allen Angriffen 
ligninzerstiirender Mikroorganismen. Das Ergebnis iibertraf alle Erwar- 
tungen, denn die Wuchsfreudigkeit yon Merulius auf Phenollignin bei 
Zimmertemperatur (vgl. Abb. 4) war iiberaus stark und nur wenig 
sehw~cher als das einer Kontrolle auf MalzextraktlSsung, n~mlich je Tag 
3,5 gegenfiber 4 mm (groBe Petrischalen yon 130 mm Durchmesser). Das 

Abb. 4, 3lerulius domesticus auf  Pheno] l ignin  
m~ch 22 Tage, m 

Abb. 5. Poly,stictus versicolor auf  l~helmlligr~iu 
nach  15 Tagen.  

Trockengewicht des Myeels betrug naeh 42 Tagen 249 mg bzw. 298 mg 
bei 40 cm a N/~hrlSsung. Der Grad der LigninzerstSrung wurde nicht be- 
stimmt, da der Pilz sich in fliissigem Medium nicht kultivieren lieB, son- 
dern nur auf Agar-NiihrbSden. Dies mag eine Folge der Benetzbarkeit 
der Pilzhyphen sein, die ein Untertauchen der Hyphen unter den Fliissig- 
keitsspiegel der N/thrlSsung herbeifiihrt. Weiterhin erschwert die hohe 
02-Bedfirftigkeit des Pilzes ein submerses Waehstum. 

Zusammenfassend dtirfen wir feststellen, dab der Cellulose zerst6rende 
Merulius domesticus f~hig ist, Lignin zu verwerten, wenn dieser aroma- 
tisehe Komplex in eine 15sliehe Form fibergefiihrt worden ist. 

Ein weiterer holzzerstSrender Pilz, Polystictus versicolor (Stamm P 21 
Jahn), lieB nieht ganz dieselbe Wuchsfreudigkeit erkennen wie Merulius 
domesticus (Abb. 5). Die Aufhahme zeigt den Pilz nach einer Entwiek- 
lung yon 15 Tagen auf Phenollignin. Das t~gliche L~tngenwachstum 
betrug 2,1 mm, das einer Kontrolle auf 4(!~;iger ~MzextraktlSsung 
2,6 ram; Myceltrockengewicht naeh 44 Tagen 104 mg bzw. 128 mg bei 
40 cm 3 N~hrlSsung. Dieser Pilz ist somit ebenfalls f~hig, Lignin in 15s- 
licher Form zu verwerten. PELZAR, GOTTLIEB U. DAY (1.950) stellten .ie- 
,.toch lest, (tab die Adsorption vorl Ligninsutfonat dureh Polystictus ver- 
~sicolor eine Verarbeitung vort~usehen kann. 

28* 
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7. A m m o n i a k l i g n i n .  

a) Allgemeines. 
Die in dieser Arbeit verwendeten Ligninpr~parate waren, ebenso wie 

die in friiheren Arbeiten yon anderen Autoren benutzten, ausnahmslos 
Stoffe, die im Laborator ium bzw. in der Teehnik durch die Anwendung 
chemisch stark wirkender Reagenzien gewonnen wurden. Selbst Cu- 
proxamtignin, das durch Herausl5sen der Cellulose aus dem HolzkSrper 
erzielt wird und dem nativen Lignin nahezukommen scheint, ist ein 
Lignin, das ebenfalls auf  dieselbe Art  hergestellt wurde. Diese ,,tech- 
nischen Ligninderivate" jedoeh sind in der Natur  naeh den bisherigen 
Erfahrungen nieht anzutreffen, obwohl einige yon ihnen, wie die Alkali- 
und Phenollignine, einem Angriff yon Mikroorganismen unterliegen 
kSnnen. Die letzteren werden zu 15slichen Ligninen gerechnet, deren 
LSsliehkeit eine Voraussetzung ffir die Zerst~rung eben durch jene Or- 
ganismen ist. Welche Umwandlung des nat iven Lignins bzw. welcher 
WeehseI in dem physikalischen oder chemisehen Zustand des Lignin- 
molekfils mu[~ nun w~hrend des Abbauvorgangs der g a n z e n  P f l a n z e  
in d e r  N a t u r  stattfinden, um einen Angriff yon solchen Mikroorganis- 
men zu erm6glichen, die kein das native Lignin 15sendes Enzym be- 
sitzen? Das genuine Lignin als solches ist ja unlSslieh. 

Es ist eine auffallende Tatsache, dab frischer Kompost ,  Stalldfinger 
sowie junge Pflanzen bei ihrer Zerst5rung eine verh~ltnism~l]ig rasche 
Abnahme ihres Ligningehaltes aufweisen im Gegensatz zu ~lteren Pflan- 
zen. So ist aueh Lignin der Zerst5rung durch Mikroorganismen unter- 
worfen, sofern es in frischen oder teflweise zerstSrten pflanzliehen Ge- 
weben vorliegt. Wenn es jedoeh in reiner Form hergestellt ist, ist es voll- 
st~ndig widerstandsf~hig gegen eben diese Organismen (DEM~E 1932, 
NORMANN 1935, WAKSMA~ 1931 und 1936). 

Ehe wir auf das Verhalten des Lignins im besonderen eingehen, miissen wir die 
chcmisehen Umwandlungen im Holz als Ergebnis seiner Zerst6rung charakteri- 
sieren. Ros~,: u. LtSSE (1917) haben bereits gezeig~, dab mit dem Fortschreiten der 
Holzzerst6rung (Abnahme des Ce]lulosegehaltes) ein Anwachsen des Methoxyl- 
gehaltcs urtd dcs alkalisch 15sliehen Materials verbunden is~. Es steilt fest, dab die 
Umwa~)(llung des Lignins in tier Natur mit einem Anwacbsen der alkalischen LSs- 
]iehkeit und einer ])unkelffirbung durch Absorption yon Sauerstoff (siehe auch 
S. 398) begleitet ist (P~'(.'S~tEIM U. FUCHS 1923). Das Anwachsen der L6slichkeit 
des Lignil~s in Alka]ien (](irfte unfer anderem eine Foige der Einwirkung des Luft- 
sauerstoffiu sein, da nach F,tJ,:,Y,)nN~ER(: (1932) dureb gelinde Oxydation des Lignins 
einzelne |~criphere Carboxylgruppen entstehen, die das Lignbt alka]ilSslich machen. 
oh ne das gesamte Gefiige nemmnswert zu ver~n(lern. 

I)ie Zmmhme (let LSslichkcit des Ligl~ins in Alkalien hat  uns m m  ver- 
aHla[./t, AmmoJfiak i,~ sebmr mS/lichen Eiget~schaft als LSsm~gsmittel 
fib' dll~'(~h dic H(Jlzz(~rsti;rmlg ft'(~igel(~gtes, gcmtines bzw. biologisch er- 
zcH~i('.~ LigwiH (1)(;sirLfl<i,iol~ des llolzes durch Mcrulillsfit(fle) zu unter- 
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suchen. Es sotlte dadurch festgestellt werden, ob Ammoniak, das dureh 
die Verrottung pflanzlieher Gewebe frei wird, in der L~ge ist, das Lignin, 
das ebenfalls in den Zersetzungsprozel~ mit  einbegriffen ist, zu 15sen, 
d .h .  in ein n a t i i r l i e h e s  16sliehes Ligninderivat iiberzufiihren, um 
es so einem Angriff ligninzerstSrender Mikroorganismen zugKnglich zu 
maehen, die eines den Ligninkomplex auflSsenden Enzymappara tes  
ermangeln. 

Hierbei konnte die iiberraschende Beobaehtung gemach~ werden~ da$ 
selbst Spuren yon w~$rigen AmmoniaklSsungen f~hig sind, biologiseh 
erzeugtes Lignin in ammoniakalisches Lignh~ fiberzuffihren und natives 
Lignin aus Weizenstroh herauszulSsen, das als nunmehriges ammoniakali- 
sches Ligninderivat dutch Salzs~ure leieht ausgef~llt werden konnte 
(siehe methodisehe Hinweise S. 400). So gelang es, mRtels Behandeln mit 
0,028 ~o NH~OH biologiseh erzeug~es Lignin und mit  0,0028 o~ NH40 H 
Lignin aus Weizenstroh in LSsung zu bringen. 

Versuche, Lignin aus extrahiertem Fichtenholzmehl ohne Druck- 
anwendung und erhShte Temperatur  in LSsung zu bringen, miBlangen. 
Da nut  biologisch erzeugtes Lignin dutch Behandeln mit  NH~OH in 
LSsung geht, diirfen wit annehmen, dal~ in der Natur  dutch Zersetzungs- 
vorg~nge zuerst die Zellwandsubstanzen der pflanzlichen l~este, ins- 
besondere die Cellulose und Hemieellulosen angegriffen werden miissen, 
um so die glykosidische Verkniipfung des Lignins mit  den Kohlen- 
hydra ten  zu trennen, damit  eventuell Einwirkungen yon ammoni~kali- 
sehen LSsungen auf das freigelegte Lignin s ta t thaben kSnnen. 

Wenn diese Vorggnge sieh unter meroben Verhgltnissen abwickeln, k6nnen dann 
auf diese Weise die Umbildungen des IAgnins zu Humusstoffen verstanden werden, 
da naeh WAKS~A~ (1946) Lignin, das mit eh~er alkalisehen LSsmxg behandelt und 
einige Zeit der Luft ausgesetzt wird, unter Verlust yon Methoxylgruppen oxydiert 
und zu einer dunkel gef~rbten Substanz umgewandelt wird, ~hnlich in seinen 
Eigensehaften wie die des ,,sauren Humus". Es seheint hier eine Wirkung sowohl 
des Einflusses des Sauerstoffs der Luft als aueh w~Briger ammoniakalischer LS- 
sungen auf das Lignin zu herrschen, die es w~hrend seiner Umbildung, wie weiter 
oben erwi~hnt, alkaliseh 15slicher maeht. 

Eine zusgtzliehe Erkl~rung des langsamen Abbaus sieh selbst iiberlassener 
~lterer pflanzlieher Gewebe dtirfte neben der Feststellung yon W~KS~A~ u. HCT- 
CroNeS (1936), die den hSheren Methoxylgehalt des Lignins ~Iterer Pflanzen dafiir 
verantwortlieh machen, die Tatsaehe sein, dal3 der EiweiBgehalt des ganzen ver- 
holzenden PflanzenkSrpers mit zunehmendem Alter desselben abnimmt und so 
nur wesentlich kleinere Mengen yon Ammoniak bei den Zersetzungsvorg~ngen 
gebfldet werden k6nnen. Dies trifft jedoch darm nieht zu, wenn ein ammoniak- 
reiches Medium vorliegt, wie wires beim Kompost und insbesondere beim Stall- 
dfinger linden. 

Die biologisehe Zersetzung des Ammoniaklignins dureh NIikroorga- 
nismen parallel zu seiner Umbfldung zu Humusstoffen durch rein physL 
kaliseh-chemisehe Einfliisse bleibt noch zu ermitteln. 
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b) Abbau des Ammoniaklignins dutch Bakterien. 

Wir diirfen das Ammoniaklignin zu den Alkaliligninen, den so- 
gcnmmten ,,sauren Ligninen", rechnen, die einem bakteriellen Aufschlug 
unterliegen. So sind auch Bakterien, vornehmlich Kurzst~bchen (St~mme 
I X B ,  X B ,  X I B ) ,  die aus WaldbSden isoliert wurden (siehe Tab. 1, S. 402), 
imstande, das Ammoniaklignin zu verwerten (Tab. 11). Eine st/irkere 
Nutzung dieser C-Quelle erhalten wir durch eine Bakterien-Rohkultur 
aus einer ErdlSsung (bis zu 67,4~o), eine schwi~chere durch die bisher 
studierten Phenollignin abbauenden Bakteriengruppen. Bei letzteren 
ist die Zerst6rung des neuen Ligninpr~parates graduell/ihnlich wie die 
des Alkalilignins S. 412ff. 

Tabelle 11. Ligninbakterien au/ ammoniakligninhaltigem Substrat. 

Vcrsuchsdauer Stamm Kontrolle Rest abgebaut 
Tnge mg mg mg % 

26 

28 

IX  B 
X B  

X I  B 
Rohkultur 

H B  
V B  

114 

92 

61 
71 
56 
30 
80 
58 

53 
43 
58 
62 
12 
34 

46,5 
37,7 
50,9 
67,4 
13,0 
36,9 

Wit diirfen aus den bisher erzielten Ergebnissen schliegen, dag die 
Widerstandsf~higkeit des Lignins gegen den Angriff yon Mikroorganis- 
men in seiner sehweren Hydrolysierbarkeit begriindet ist. Wird jedoch 
das Lignin dureh Einfiihren bzw. Bildung gewisser Atomgruppen 16slieh 
gemaeht, so kann es einem biologischen Angriff unterworfen werden. 

B) Die aerobe Natur der Ligninzerstiirung. 
Es ist schon lange bekannt, dab die ItolzzerstSrung unter aeroben Be- 

dingungen wesentlich intensiver ist als unter Sauerstoffausschlu$. 
Auf den Abbau des Holzes durch hShere holzzerstSrende Prize in Abh/ingigkeit 

yon 02 weisen F.&LCK (1907), MtiSrCH u. BAVENDAN3I (1928) hin, die zu dem Schlug 
gelangten, dab 02 insbesondere yon den Saprophyten benStigt wird. Sauerstoff- 
freies Holz wird yon Saprophyten nicht befallen. Lebensfrisches, wasserges/ittigtes 
Holz (Splint) ist mehr oder weniger gegen Pilzbefall immun, da das Wasser 
Oe verdriingt~ Daneben enth/~lt die Luft im Holz mehr CO s als atmosph~rische Luft 
(bis 600fache der normalen CO~-Spannung nach MACDOVGAL), dessen haupts/~ch- 
lichste Wirkung irL der Verdrgngung yon O~ besteht. In der aeroben Natur des 
Kompostes sieht WAI~SM.~r (1936) die Ursache der verhaltnism~.Big sehnellen Zer- 
stSrung yon Lignin durch Mikroorganismen. 

Auch die ]3eobachtung an in das Erdreich einge]assenen Holzpf/ihlen, 
(lie ihre st/irkste ZerstSrungszone an der Bodenoberseite aufweisen, sowie 
(tie Arbeiten frfiherer und jetziger Forseher fiber die ZerstSrung pflanz- 
licher Materialien unter Berticksichtigung des Lignins, ferner die in 
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dieser Arbeit  untersuchte  ZerstSrung von Ligninsubstanzen durch ~ ikro-  
organismen, die aussehliel~lich unter  aeroben Bedingungen erfolgte, lassen 
die Annahme  zu, dal~ die Bakterien, die am Ligninabbau beteiligt sind, 
aerob sein mfissen. 

Durch  eine weitere Versuchsreihe sollte untersucht  werden, inwieweit 
Ligninbakter ien auch unter  anaeroben Verhifltnissen in der Lage sind, 
diesen Naturk6rper  anzugreifen. Dazu  wurden die isolier~en Ligninbak- 
terien auf  Phenol- bzw. Ammoniakl igninn~hrbSden unter  anaeroben 
Bedingungen kultiviert .  Nach  einer Einwirkung yon  2 Wochen ergab 
sieh, dab in allen VersuchsrShrchen jegliche Entwicklung der Lignin- 
bakter ien unterbl ieben war. Wir  kSnnen somit folgern, da~ die Bakterien, 
die an  der LigninzerstSrung beteiligt sind, Sauerstoff unbedingt  benStigen 
und  deshalb als obligat aerob anzusprechen sind. 

Wie wir wissen, werden dutch die Abbauvorg~nge anderer kohleawasserstoff- 
haltiger Naturstoffe unter Beteiligung vGn O~ in erster Linie neben fltichtigen 
S~uren CO~ und Wasser gebildet, im Gegensatz zu den G~rungen unter Sauersteff- 
ausseh]uB, durch die in erster Linie S~uren gebildet werden. Aus der Beobachtung 
yon WAKSMA~ (1936) nun, welcher kein Produkt der Ligninzerst5rung isolieren 
oder demonstrieren konnte, diirfen wir ebenfalls auf den aeroben Charakter der 
LigninzerstSrung dureh die daran beteiligten Bakterien schlieBen. 

C) Der enzymatische Abbau des Lignins. 
Die holzzerstSrenden Pilze mfissen fiber Ek toenzyme verffigen, die den 

nat iven Ligninkomplex angreifen und  ihn wenigstens bis zu wasserlSs- 
lichen diffusiblen Bruchstficken zerlegen kSnnen. Diese Enzyme  werden, 
wie bereits erw~hnt, besonders yon  den jungen wachsenden Mycelspitzen 
ausgeschieden (Bose 1939). 

Bei der enzymatischen Fermentation des Lignins greift nach FERbTAND]~Z tl. 
REGVERR (1945/1946) das Ferment yon Auricularia mesenterica das Lignin unter 
Bildung yon Vanillin an und zeigt somit die Gegenwart einer Lignase an. Holz yon 
Sophora japonica, das mit einem Ferment eines anderen Prizes, Polyporus hispi,tus, 
behandelt wird, liefert ebenfalls kleine Mengen yon Vanillin. P~ppelholz yon 
Populus nigra gibt dagegen grSBere Mengen Urons~ure und etwas Vanillin. Welcher 
Art die wirksame Lignase ist, ist nicht ohne weiteres zu erkennen. Nach den Unter- 
suchungen yon GOTTLI~B n. GELLER (1949) an w~l]rigen Ligninsuspensionen 
mittels eines Enzympr~parates aus dem Prel]saft yon Agaricus campestris-5[yeel 
soll das wirksame Ferment mit keiner der bekannten Phenoloxydasen identisch 
sein. Ein vollst~ndiger Abbau bis zu dem wieder assimilierbaren CO,, findet an- 
seheinend nicht statt. Das Vanillin ist nach FgECDE~E~G ein integrierender Bau- 
stein des Ligninmolekiils. WAKSMA~ (1936) konnte jedoeh im Falle des bakteriellen 
Abbaus des Lignins keine Produkte der Ligninzerst5rung isolieren. Der gr5Bte 
Tefl des Kohlensteffs wird demnaeh in Zellsubstanzen umgewandelt, besonders 
unter Beriieksichtigung der Beobachtung y o n  WAKSSIA~, daG nur sehr wenig C02 
wahrend der LigninzerstSrung gebildet wird. 

Nun  kann  sich der Abbau  des hoehmolekularen Lignins unter  ver- 
schiedenen Bedingungen vollziehen. Einmal  liegt das Lignin als unlSs- 
lieher Komplex  im HolzkSrper vor, ein andermal  wird cs dutch  das Ein- 
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wirken bestimmter Atom- bzw. Molekiilgruppen under AufschluI~ in 15s- 
lithe Form fibergeffihrt, die, wie die bisherigen Untersuchungen zeigen, 
einen Angriff dureh Mikroorganismen gestattet. Liegt das Lignin in un- 
gelSstem Zustande im ttolz vor, so sind nur die ligninzerstSrenden 
hSheren Pflze imstande, es mit ttflfe einer Lignase anzugreifen und bis 
zu den aromatisehen Bausteinen (wie Vanillin) abzubauen. Lieg~ jedoeh 
das Lignin in 15slicher Form vor, so kann es nach den bisherigen Er- 
fahrungen vollstgndig genutzt werden. Eine Lignase wird also nieht not- 
wendig sein, wenn das Lignin in gelSstem Zustande den Organismen ge- 
reieht wird, wie das Beispiel des Merulius lacrymans zeigt, weleher nor- 
malerweise nur die Cellulose des Holzes angreift und den Kohlenhydrat- 
antefl des Ligninkomplexes einschmilzt und die aromatischen Lignin- 
substanzen zuriiekl~Bt. Liegt das Lignin in Form yon Phenollignin 
vor, das in Wasser aufgelSst wurde, so ist aueh dieser cellulosezerstSrende 
Pilz in der Lage, das Lignin welter zu verwerten. 

Ob an der AuflSsung des Lignins die in den Pilzen vorkommenden 
Phenoldehydrasen beteiligt sind, l~Bt sich noch nicht iibersehauen. Viel- 
leicht daft aueh in diesem Zusammenhang die M5gliehkeit der Beteili- 
gung yon Phenoldehydrasen an der bisher noeh ungeklgrten Gelbf~rbung 
des Merulius lacrymans (vgl. dazu ZOB]SRST) angedeutet werden, die 
(lurch Hemmung des Waehstums oder Verletzen der Pilzhyphen auftritt. 
Jedenfalls hat ZOBSRST soeben das Vorkommen von Polyphenolasen in 
diesem Prize festgesbellt. 

Um zu priifen, inwieweit Phenoldehydrasen in den ligninzerstSren- 
den Bakterien vorkommen, wurde die Bakterienmasse yon 10 Petri- 
schalen-Kulturen gereinigt, filtriert und mittels Quarzmehl in der Reib- 
schale zerrieben. Eventuell freiwerdende Phenoldehydrasen kSnnen colori- 
metriseh (nach Pucg) durch Dioxyphenylalanin (Dopa) erfaBt werden 
(BANIANI~ U. MYRBXCK 1941, FREUDEI~IBERG 1949). Es zeigte sieh ~edoch, 
dab in Gegenwart yon Luft eine Sehwarzfi~rbung erst nach 18 Std ein- 
trat. Wenn reduzierende Substanzen wie die Ascorbinsgure in den Enzym- 
pr~iparaten zugegen sind, die die Entwieklung der Farbe verhindern, 
kann dicse eolorimetrische Methode eine VerzSgerung erfahren. Doch 
(liirfte nach Verbrauch dieser Stoffe die Farbstoffbildung nicht welter 
verzSgert werden. Wir kSnnen somit annehmen, dab Enzyme, die zur 
Gruppe der Phenoldehydrasen gereehnet werden, in den untersuchten 
Lig1~irlbakterien nieht auftreten. 

Diskussion. 

Vorstchcnd konntc gezeigt werden, dab Lignin in Obereinstimmung 
m it dea Ergelmissen anderer Forscher eine starke Resistenz gegen jeden 
:\l~gt'iff r Mikroorganismen zeigt. Die Widerstandsfi~higkeit in der 
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Natur beruht auf seiner schweren Hydrolysierbarkeit. Als hochmoleku- 
larer KSrper besteht Lignin aus einem Gemisch einander ~ul~erst nahe- 
stehender Substanzen, das, als unlSsliches Pr~parat auf technischem 
Wege gewonnen, yon Mikroorganismen nicht angegriffen werden kann, 
ebenso wie aueh das biologisch erzeugte Lignin. Werden ,,Lignin"-Prs 
parate jedoeh in ,,gelSstem" Zustande gereicht, so kSnnen sie yon 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 ligninzerstSrenden Orga- 
nismen unterliegt. Die Untersuchungen haben ergeben, dal~ die gefun- 
denen Organismen eine unterschiedliche ZerstSrungswirkung auf isolier- 
tes Lignin ausiiben, die durch die Spezialisierung derselben gekennzeich- 
net wird. 

Die Ge~nnung yon Lignin aus den verholzten Fasern pflanzlieher Ge- 
webe mittels ehemisch stark wirkender Reagentien befriedigt nur teil- 
weise, da die so gewinnbaren Derivate nach den bisherigen Erfahrungen 
in der Natur nieht anzutreffen sind. Doeh geben uns solche Stoffe immer- 
hin Aufschltisse fiber die Bedingungen, unter denen der Abbau yon 
Lignin stattfindet. Da Lignin im tIolzverband unlSslich ist, mul~te die 
Frage beantwortet werden, welehe Umwandlung das native Lignin w~h- 
rend des Verrottungsvorganges der ganzen Pftanze in der Natur erfahren 
mull, um in 15sliehe Form iibergefiihrt zu werden. Nachdem dies in vitro 
bereits durch Spuren yon Ammoniak gelang, ist es nicht unwahrschein- 
lich, dab Ammoniak als pflanzliches und tierisches Abbauprodukt auch 
mit dem durch die Zersetzung der pfianzliehen Materialien freigelegten 
Lignin reagieren und in eine 15sliche Forn~ iibergeffihrt werden kann. 
Bakterien vermSgen ein derartiges Ligninderivat in ~hnliehem Grade 
anzugreifen wie die anderen lSslichen Alkalilignine. Unter Sauerstoff- 
ausschlul~ leistet Lignin den grS~tenWiderstand gegen einen biologischen 
Angriff. Dies wird auch durch die Beobachtung unterstiitzt, daB es in 
keiner Weise gelang, ligninzerstSrende Bakterien aus teilweise oder ganz 
zerstSrtem ttolze zu isolieren. Natives Lignin vermSgen nur die hSheren 
holzzerstSrenden Prize mit Hilfe einer Lignase anzugreifen. Dieses Enzym 
scheint jedoch nicht notwendig zu sein, wie es das Beispiel des cellulose- 
zerstSrenden Merulius domesticus zeigt, der in der Lage ist, 15sliches 
Lignin in Form yon Phenollignin weiter zu verwerten. 

Der Abbau yon Lignin scheint stufenweise zu erfolgen. Nach der Auf- 
fassung yon W E ~ E ~  legen die hSheren holzzerstSrenden Prize 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 h6herer 
Prize an der Umwandlung yon Lignin kann dieser ProzeB (mit WEHMER) 
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als eine Folge biologischer und chemischer Einflfisse w/~hrend des Ver- 
rottungsvorganges pflanzlicher Gewebe verstanden werden. Zuerst mils- 
sen die leichter zersetzlichen Zellwandsubstanzen, wie Cellulose und 
Hemicellulosen durch Mikroorganismen angegriffen werden, um so die 
hSchstwahrscheinlieh glykosidische Verknfipfung des nativen Lignins 
mit den Kohlenhydraten zu trennen. Ammoniak, das durch die unter 
Beteiligung kommensaler Bakterien herbeigeffihrten Zersetzungsvor- 
g/~nge eiweil]haltiger Substanzen erzeugt oder durch Stalldfinger hinzu- 
geffigt wurde, vermag dann mit dem freigelegten Lignin unter Bildung 
yon 15slichem Ammoniaklignin in l~eaktion zu treten, das durch Bak- 
terien welter abgebaut werden kann. 

Zusammenfassung. 
Spezielle ,,Lignin"-Bakterien konnten in teilweise oder ganz zerst5r- 

tem Holz nicht gefunden werden. Dies mag eine Folge des Stickstoff- 
und Wuchsstoffmangels der verholzten Zellwandmembranen sein~ 

Am Ligninabbau sind in der Erde vorkommende, nieht aber aus Holz 
isolierbare Kurzst~bchen und Bakterien der Chromogenes- bzw. der Fluo- 
rescens-Gruppe beteiligt. 

Die Widerstandsf~higkeit des natiirliehen Lignins sowie der festen 
Ligninriickst~nde yon der Zellstoffgewinnung und des Cuproxamlignins 
gegen den Angriff yon Mikroorganismen liegt in seiner schweren Hydroly- 
sierbarkeit begrfindet. Wh'd jedoch Lignin durch Einfiihren bzw. Bildung 
gewisser Atomgruppen 15slich gemaeht (lignosulfosaures Calcium, Alkali- 
und Phenollignine), so kann es einem biologisehen Angriff unterliegen. 

Die isolierten Ligninbakterien zeiehnen sich dureh eine gewisse Spezia- 
lisierung aus: Sie verwerten Phenol sehr schlecht. Phenollignin l~Bt 

O/ sieh durch Reinkulturen bis zu 75/o, durch Misehkulturen jedoch bis zu 
91 ~o abbaueno Buchenholzlignin wird durch aus Buchenwalderde isolierte 
Bakterien starker abgebaut als durch Bak~erien aus Fichtenwalderde; 
die Bakterien der Fichtenwalderde verwerten Fieh~enholzlignin besser 
als Buchenholzlignin. Die Bakterien aus der schwaeh sauren Fiehten- 
walderde vertragen eine hShere Wasserstoffionenkonzentration als die 
Bakterien aus dem schwaeh alkalisehen Buehenwaldboden. 

Ligninbakterien greifen nur bestimmte Ligninpri~parate an; Cellulose 
wird nicht angegriffen. Unter den Fungi imper/ecti greifen Fusarium 
lactis, Fusarium nivale sowie zwei weitere aus Walderde isolier~e Fusa- 
rium-Arten Lignin gut an, Trichoderma lignorum, Alternaria tenuis und 
Stemphylium botryosum var. botrytis etwas schw~cher. 

An den starken Pigmentbildungen der Fusarium-Arten auf Lignil~ in 
waBriger LSsung beteiligen sich wahrscheinlieh unter Einwirkung von 
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Phenoldehydrasen  gebildete Chinonderivate,  die den Baus te inen  des 

Lignins  u n d  den Huminsi~uren nahestehen.  

Merulius domesticus, der in  erster Linie Cellulose zerstSrt, ist fi~hig, 
Lignin  zu verwerten,  wenn  dieses in  eine 16sliche Fo rm fibergefiihrt wor- 

den ist. 

Als ein nattirl iehes u n d  15sliches Ligninder iva t  wurde Ammoniak-  
l ignin  eraehfe$, alas dureh Bakter ien  in  Re inku l tu ren  zu 50,9 % u n d  yon  

Rohku l tu ren  bis zu 67,4% genutz t  wird. 

Der A b b a u  yon  Lignin  dureh Bak~erien vollzieht sich nu r  un te r  Ein-  

wirkung von  freiem Sauerstoff. 

Phenoldehydrasen  wurden  in den un te rsuch ten  Ligninbakter ien  nieht  

gefunden.  

Ffir die Anregung zu vorliegender Arbeit sowie ffir die Unterstfitzung bei ihrer 
Durchffihrung bin ich Herrn Prof. H. ULLRmH ZU groBem Dank verpiliehtet. Ich 
danke auch Frau Prof. A. NIETrIA~M~R ffir die L~berlassung yon Pilzkulturen sowie 
ffir wertvoUe Hh~weise, und der Deutschen Forschungsgemeinschaft, die verschie- 
dene Einrichtungen zur Verffigung stellte. 
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Anmerkung bei der KorreIctur: Die Arbeit  yon W. A. KONETZKA, lV[. J .  PELCZAR jr. 
and S. GOTTLIEB: The biological degradation of lignin. I I I .  Bacterial degradation 
of alpha-conidendrin. J.  Bacteriol. 63, 771~778 (1952) konnte, da sie nach Oruck- 
legung erst bekannt wurde, leider nicht mehr beriicksichtigt werden. 


