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Stellingen (Thesen) 

1. Der Abbau von Hoftüpfelmembranen von Fichtenholztracheiden führt nicht zwangsläufig 
zu einer Verbesserung der Imprägnierbarkeit des Fichtenholzes. 
Kapitel 4 

2. Die erhöhte Abbauaktivität von Enzymen bei Temperaturen zwischen 30 - 40 °C ist für die 
Behandlung von Rundholz und Schnittholz unerheblich. 
Kapitel 3 

3. Die Einwirkung von Pectinesterasen auf die Holzzellwand führt zu einer verbesserten 
Fixierung kupferhaltiger Holzschutzmittel. 
Kapitel 3 

4. Aus der Holzzellwand lassen sich Uronsäuren auch mit Enzympräparaten, die keine Pec
tinesterasen und keine Polygalacturonasen besitzen, herauslösen. 
Kapitel 2.2 

5. Die verbesserte Imprägnierbarkeit von Fichtenholz nach Behandlung mit Enzymen beruht 
vor allem auch auf dem Abbau von Kreuzungsfeldtüpfelmembranen. 
Kapitel 5 

6. Der geringe Erfolg bei der enzymatischen Vorbehandlung von intaktem Kernholz im 
Vergleich zu Splintholz ist nicht durch Unterschiede in derchemischen Zusammensetzung 
der Zellwände zu erklären. 
Kapitel 2 

7. Der Verzicht auf den Gebrauch von Tropenholz führt in den wirtschaftlich entwickelten 
Ländern zu Umweltproblemen. 

8. Die lokale Holzschutzbehandlung von Fensterrahmen mit toxischen Schutzsalzen ist aus 
ökologischen Gesichtspunkten den herkömmlichen Methoden vorzuziehen. 

9. Die Weiterentwicklung der Hochtemperaturtrocknung von Holz bedroht Hersteller von 
Bläueschutzmitteln. 

10. Beim Abbau von Holzzellwandstrukturen muss den Bakterien eine viel wichtigere Rolle, 
zugeschrieben werden als bisher angenommen. 

11. Die Eigentumsverhältnisse in der ehemaligen DDR behindern eine rasche wirtschaftliche 
Entwicklung in den neuen Ländern der Bundesrepublik Deutschland. 

12. Die fortschreitende Arbeitszeitverkürzung bedingt auch eine fortschreitende Zerstörung 
der Umwelt. 

H. MilitZ 
"Die Verbesserung der Imprägnierbarkeit von Fichtenholz mittels 
chemischer und enzymatischer Vorbehandlung" 
Wageningen, 19.12.1990 



Kurzfassung 

Militz, H. (1990): Die Verbesserung der Imprägnierbarkeit von Fichtenholz mittels 
enzymatischer und chemischer Vorbehandlung. Dissertation, Landbouwuniversiteit 
Wageningen. 220 Seiten, 90 Abbildungen, 40 Tabellen. Zusammenfassungen in 
niederländisch und englisch. 

Fein gemahlenes Fichtenholz (Picea abies (L.) Karst.) wurde mit verschiedenen 
Enzympräparaten inkubiert, die Enzymkonzentration, Dauer, Temperatur und 
Pufferkonzentration dabei variiert. Die aus der Zellwand herausgelöste Menge an 
Uronsäuren und neutralen Zuckern wurde qualitativ und quantitativ bestimmt. Die 
hierbei effektivsten Enzympräparate waren stets solche mit einem breiten 
cellulolytischen und hemicellulolytischen Wirkungsspektrum. Spezifische Pectinasen 
waren wenig effektiv. Splintholz und Kernholz wurden gleichstark abgebaut. Durch 
enzymatische Vorbehandlung intakten Fichtenholzes liess sich die Imprägnierbarkeit 
verbessern. Das Ausmass der Verbesserung hängt vom Enzympräparat, der 
Enzymkonzentration, der Behandlungsdauer, der Behandlungstemperatur und der 
Herkunft des Holzes ab. Der Erfolg der enzymatischen Vorbehandlung ist beim 
Splintholz grösser als beim Kernholz. Mittels Rasterelektronenmikroskopie war der 
Abbau des Torus und der Margo der Hoftüpfelmembranen sowie der einseitig 
behöften Tüpfel zwischen Tracheiden und Parenchym nachzuweisen. Es fand keine 
Reduktion der Druckfestigkeit und des E-moduls statt. Vorbehandlungen von intakten 
Fichtenschnittholz mit Laugen, Säuren und Komplexbildnern erbrachten keine 
Verbesserung der Imprägnierbarkeit. 

Keywords: 
Fichtenholz (Picea abies ), Hoftüpfel, Imprägnierbarkeit, Eindringung, Holzschutzmittel, 
Enzyme, Cellulase, Pectinase, Hemicellulase, Polyuronide, Uronsäure, 
Komplexbildner, Säurebehandlung, Laugenbehandlung. 
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Resume 

Militz, H. (1990): De verbetering van de impregneerbaarheid van vurehout d.m.v. 
enzymatische en chemische voorbehandeling. Proefschrift in het Duits, 
Landbouwuniversiteit Wageningen. 220 pagina's, 90 afbeeldingen, 40 tabellen. 
Samenvattingen in het Nederlands en Engels. 

Fijn gemalen vurehout ( Picea abies (L.) Karst. ) werd met verscheidene 
enzympreparaten geincubeerd. De enzymconcentratie, de incubatietijd, de 
temperatuur en de bufferconcentratie werden daarbij gevarieerd. Het uit de celwand 
opgeloste mengsel van uronzuur en neutrale suikers werd zowel qualitatief als 
quantitatief bepaald. De enzympreparaten met een breed cellulolytisch en 
hemicellulolytisch spectrum werkten het meest effectief. Specifieke pectinasen waren 
weinig effectief. Spint- en kernhout werden even sterk afgebouwd. Door enzymatische 
voorbehandeling van intakt vurehout laat zich de impregneerbaarheid verbeteren. De 
mate van verbetering hangt af van het enzympreparaat, de enzymconcentratie, de 
incubatietijd, de temperatuur en de herkomst van het hout. De gevolgen van 
enzymatische voorbehandeling zijn groter voor het spinthout dan voor het kernhout. 
Door gebruik te maken van rasterelektronenmicroscopie was de afbouw van de torus 
en de margo van de hofstippelmembranen, als ook de eenzijdige stippels tussen 
tracheïden en parenchym aan te wijzen. Er vond geen reduktie plaats van de 
druksterkte evenwijdig op de vezel en de E-modulus. Voorbehandeling van het 
intakte vurehout met logen, zuren of chelaten leverde geen verbetering van de 
impregneerbaarheid op. 

Sleutelwoorden: 
Vurehout (Picea abies), hofstippel, impregneerbaarheid, indringing, 
houtverduurzamingsmiddel, enzym, enzymbehandeling, chemische behandeling, 
cellulase, pectinase, hemicellulase, polyuronide, uronzuur, chelaten, 
zuurbehandeling, loogbehandeling. 
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Abstract 

Milite, H. (1990) : Improvement of the permeability of spruce by means of enzymatic 
and chemical pre-treatment. Dissertation in German, Agricultural University of 
Wageningen. 220 pages, 90 figures, 40 tables, summaries in Dutch and in English. 

Finely ground spruce {Picea abies (L.) Karst. ) was incubated with different enzyme 
preparations. The enzyme concentration, incubation time, temperature and buffer 
concentration were varied. The nature and quantity of uronic acids and neutral sugars 
released from the cell walls were determined. The most effective enzyme preparations 
were shown to be those with a broad cellulolytic and hemicellulolytic spectrum of 
activity. Specific pectinases were found not to be particularly effective. Sapwood and 
heartwood were broken down in equal degrees. Enzymatic preliminary treatment of 
intact spruce improved the permeability of the timber. The extent of the improvement 
was dependent on the enzyme preparation applied, the enzyme concentration, the 
incubation time, the incubatiori temperature and the origin of the timber. Enzymatic 
preliminary treatment was more effective in sapwood than in heartwood. Scanning 
electron microscopy made it possible to demonstrate the decomposition of the torus 
and the margo of the bordered pits as well as the decomposition of the pits between 
tracheids and parenchyma. The compression strength and the modulus of elasticity 
were not reduced. Preliminary treatment of intact spruce with alkali, acids and 
chelating agents did not result in improved permeability. 

Key words: 
Spruce (Picea abies), bordered pits, permeability, penetration, wood preservatives, 
enzymes, cellulase, pectinase, hemicellulase, polyuronide, uronic acids, chelating 
agents, treatment with acids, treatment with alkali. 
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1 Einleitung und Literaturbesprechung 

1.1 Allgemeine Einleitung 

Fichtenholz (Picea abies (L) Karst.) ist eine der wichtigsten Holzarten innerhalb 
Europas mit sehr grossem Vorkommen in Skandinavien und Mitteleuropa. 

In allen Bereichen des Innenausbaus wird das Holz der Fichte seit jeher angewandt. 
Aufgrund seiner geringen natürlichen Dauerhaftigkeit muss das Holz jedoch in 
Verwendungsbereichen, in denen es langfristig hoher Feuchtigkeit ausgesetzt ist, mit 
chemischen Holzschutzmitteln geschützt werden. Hierbei ist ein grosser Nachteil, 
dass es nur sehr schwer mit Holzschutzmitteln zu imprägnieren ist und die zu 
erreichenden Eindringtiefen der Mittel ins Holz für einen dauerhaften Schutz oftmals 
nicht ausreichend sind. 

Die Gründe für diese schlechte Imprägnierbarkeit sind in der anatomischen Struktur 
des Holzes zu suchen. Wie bei allen Nadelhölzern erfüllen beim Fichtenholz die 
Tracheiden sowohl die Aufgabe der Gewebefestigung als auch des Wasser- und 
Nährstofftransportes im Baum. Der Flüssigkeitstransport zwischen den benachbarten 
Tracheiden geschieht beim lebenden Baum vor allem durch Zellwandöffnungen, 
sogenannte Tüpfel. Bei der Trocknung des Holzes schliessen sich jedoch diese 
Strukturen, wodurch jeglicher Flüssigkeitsaustausch zwischen den Zellen 
unterbunden wird. Durch diesen Tüpfelverschluss wird somit auch die Eindringung 
von Holzschutzmitteln ins Fichtenholz extrem erschwert. 

Den Tüpfelverschluss durch mechanische Behandlung des Holzes rückgängig zu 
machen und damit die Imprägnierbarkeit zu verbessern, war bis heute bereits das Ziel 
diverser Versuche (Phillips 1933, Bellmann 1968, Bamber u. Johnstone 1968, Banks 
1973, Bergman 1973, Morgan 1976, Coggins 1981, Boutelje 1983), welche jedoch 
bisher zu keinem zufriedenstellenden Ergebnis führten. Andere Versuche zeigten 
hingegen, dass sich die Tüpfelmembranen durch bestimmte Enzyme aus der Zellwand 
herauslösen lassen (Suolahti u. Wallen 1958, Dunleavy u. Fogarty 1971, Adolf et al. 
1972, 1974, Adolf 1975 u. 1976). 

In den nachfolgend beschriebenen Versuchen soll untersucht werden, ob sich die 
Hoftüpfelmembranen der Fichtenholztracheiden durch eine Vorbehandlung mit 
Enzymen (Kapitel 2 und 3 ) oder mit Chemikalien (Kapitel 4 ) mit dem Ziel der 
besseren Imprägnierbarkeit aus dem Zellverband entfernen lassen. 

1.2 Anatomie der Nadelholzzellwand 

1.2.1 Mikroskopischer Aufbau des Nadelholzes 

Das Holz der Nadelbäume zeigt im Gegensatz zu den phylogenetisch jüngeren 
Laubhölzern einen einfachen Aufbau. Es besteht im wesentlichen aus zwei Zelltypen, 
den Tracheiden und den Parenchymzellen, die je nach Ausbildung Funktionen wie 
Wassertransport (Frühholztracheiden), Festigkeit (Spätholztracheiden) sowie Leitung 
und Speicherung von Nähr- und Reservestoffen (Parenchymzellen) übernehmen 
(Bosshard 1974, Stamm 1964, Grosser 1977, Jane et al. 1970). 



In Abb. 1 wird der anatomische Aufbau des Nadelholzes vereinfacht dargestellt. Aus 
ihr ist ersichtlich, dass der Aufbau anisotrop ist. Die Zellelemente sind hauptsächlich in 
Axialrichtung (Längstracheiden, Längsparenchym) angeordnet. Anteilmässig geringer 
sind die radial gerichteten, den Holzstrahl formenden Zellelemente wie 
Holzstrahlparenchym und Holzstrahltracheiden (Butterfield u. Meylan 1980). 

TRACHEIDEN 

Beim Nadelholz ist die Tracheide der am meisten vorkommende Zelltyp. Er macht über 
90 % des Nadelholzkörpers aus (Kollmann u. Cote 1968). In überwiegender Anzahl 
kommen die Tracheiden axialgerichtet als Längstracheiden vor. Diese toten 
Zellelemente leiten im Baum Wasser und sorgen für die Festigkeit des Holzes. Sie 
entstehen in der Kambialzone aus den Kambialinitialzellen, worauf ihre langgestreckte 
Form, die Zellen sind ca. 100x länger als breit, beruht. 

Aus Abb. 1 ist ebenfalls zu ersehen, dass Unterschiede zwischen den im Frühjahr 
gebildeten, dünnwandigen und weitlumigen Frühholztracheiden und den später im 
Jahr geformten, dickwandigeren Spätholztracheiden bestehen. Durch ihren 
strukturellen Aufbau bedingt sind die Frühholztracheiden vor allem für die Saftleitung 
im Baum verantwortlich, die Spätholztracheiden vor allem für die Festigkeit. Die 
Zellänge der Fichtentracheiden variiert je nach geographischer Herkunft des Baumes 
und räumlichem Vorkommens im Stamm zwischen 2-5 mm, der Durchmesser 
zwischen 20 - 40 um. 

Der Wasser: und Nährstoffaustausch zwischen aneinandergrenzenden Tracheiden 
wird durch Öffnungen in den Zellwänden, die Hoftüpfel, ermöglicht. Diese Hoftüpfel 
kommen vor allem in den Radialwänden der Längstracheiden vor. Sie ermöglichen 
dadurch einen tangentialen Transport von Flüssigkeiten (Stamm 1964). Dagegen wird 
der radiale Flüssigkeitsaustausch bei der Fichte hauptsächlich durch die radial 
gerichteten Tracheiden der Holzstrahlen ausgeführt (Bosshard 1974). Der Aufbau der 
Hoftüpfel wird näher in Abschnitt 1.2.3 beschrieben. 

In den radial gerichteten, vor allem aus Parenchymzellen bestehenden Holzstrahlen 
kommen bei einigen Holzarten (u.a. der Fichte) radial verlaufende Tracheiden vor. 
Diese Holzstrahltracheiden dienen in erster Linie dem radialen Wassertransport. Sie 
sind mit einer Länge von ca. 100 um und einem Durchmesser von 10 - 20 um 
erheblich kleiner als die Längstracheiden. Der Kontakt zu anderen Zellelementen wird, 
wie bei den Längstracheiden, durch Tüpfel ermöglicht (Panshin u. de Zeeuw 1980). 

PARENCHYMZELLEN 

Die Parenchymzellen dienen vor allem der Speicherung und Leitung von Nähr-, 
Wuchs- und Reservestoffen. Ihrer Funktion entsprechend, besitzt dieser Zelltyp 
weniger die langgestreckte, auf Festigkeit ausgerichtete Zellform der Tracheiden, 
sondern ist mehr rechteckig geformt und erheblich kürzer. Im Gegensatz zu manchen 
anderen Nadelhölzern und den meisten Laubhölzern kommen beim Fichtenholz nur 
radial gerichtete, den Holzstrahl formende, Parenchymzellen vor (Wagenführ 1984, 
Bosshard 1974). 

Ein anderer im Fichtenholz vorkommender parenchymatischer Zelltyp ist die 
Epithelzelle. Diese Exkretzellen liegen in direkter Nachbarschaft zu den Harzkanälen 
und sondern Harz in diese Hohlräume ab. 
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Abb. 1 : Anatomischer Aufbau des Nadelholzes (schematisch, Wagenführ 1984). Q 
Querschnitt, T = Tangentialschnitt, R = Radialschnitt, Fh = Frühholztracheiden, Sh 
Spätholztracheiden, Jg = Jahrringgrenze, HS = Holzstrahl, H = Harzkanal, HS(H) 
harzgangführender Holzstrahl. 

Abb. 2: Anatomischer Aufbau der Zellwand des Holzes (nach: Wardrop 1954). 

Längstracheiden: 

Holzstrahltracheiden: 

Holzstrahlparenchy m : 

Längsparenchym: 

Harzkanäle: 

93 - 95 % 

<1 % 

5-7 % 

-

0.5 -1 % 

Tab. 1: Prozentualer Raumanteil der Zellarten im Gewebe von Fichtenholz. 



Zelltyp 

Längstracheiden 
Länge 
Höhe 
tangential 
radial Frühholz 
radial Spätholz 

Holzstrahltracheiden 
Länge 

Höhe 
Hoizstrahlparenchym. 
Länge 
Höhe 

Grösse [um] 

1100..3400..6300 

21..30..40 
30.3 
17.7 

120 ±47 
17 ±4 

161 ±83 
19 ±3 

Tab. 2 : Zelldimensionen von Fichtenholz (Picea abies) (aus: Trendelenburg u. Mayer-Wegelin 
1955) 

1.2.2 Feinstruktureller Aufbau der Nadelholzzellwand 

Die Versuche, die in der vorliegenden Arbeit dargestellt werden, beschäftigen sich mit 
dem Abbau ganz bestimmter Zellwandbestandteile -der Hoftüpfel- durch chemische 
bzw. enzymatische Behandlung. Voraussetzung dafür ist die genaue Kenntnis über 
die strukturelle Zusammensetzung der Zellwand und der abzubauenden Tüpfel. In 
Abschnitt 1.2.2 wird deshalb der feinstrukturelle Zellwandaufbau von Nadelhölzern 
beschrieben. 

Bereits durch Anwendung lichtmikroskopischer Verfahren wurde erkannt, dass die 
Holzzellwand aus verschiedenen Schichten aufgebaut ist. Es bedurfte jedoch der 
Elekronenmikroskopie, um genaueren Aufschluss über den Aufbau zu erhalten und 
um zu erkennen, dass Zeilwandschichten mit unterschiedlicher Anordnung und 
Packungsdichte der Mikrofibrillen bestehen (Wardrop 1954, 1958, Wardrop u. Harada 
1965, Frey-Wyssling 1959, Harada 1965). Unter Zuhilfenahme dieser 
Unterscheidungsmerkmale lässt sich die Zellwand, von aussen nach innen, in 
folgende Schichten unterteilen (siehe auch Abb. 2 ) . 

-Mittellamelle 
- Primärwand 
-Sekundärwand: 

-S1 
- S 2 
-S3 

(-Warzenschicht) 

(ML) 
(PW) 
(S) 



MITTELLAMELLE 

Die Mittellamelle, nach der Zellkernteilung als Trennwand zwischen den neu 
entstehenden Tochterzellen gebildet, formt die Verbindungsschicht zwischen 
benachbarten Zellen. Chemisch gesehen besteht die Mitteliameile, auch 
Interzellularschicht genannt, vor allem aus Lignin und Pectin (Wagenführ 1984, 
Moskaleva u. Brjanceva 1973), jedoch wurden auch Proteine in Verbindung mit 
Calcium (Necesany 1964) sowie Silizium (Moskaleva u. Goncarova 1968) in ihr 
nachgewiesen. Auffallend ist, dass die Mittellamelle resistenter gegen chemische und 
mechanische Degradierung ist als andere Zellwandschichten (Bosshard 1974). Im 
Verhältnis zur Sekundärwand ist die Mittellamelle dünn (ML + PW ca. 0.1 - 0.2 um; 
Fengel u. Stoll 1973). 

PRIMÄRWAND 

Bereits während der Zellteilung lagert der Mittellameile die Primärwand auf. Da keine 
klare Phasengrenze zwischen diesen beiden Schichten besteht, ist sie auch im 
Elektronenmikroskop nur schwer von der Mittellamelle zu unterscheiden und wird 
oftmals mit ihr zusammen aufgeführt. Mit einer Dicke von 0.1 - 0.2 ^m machen sie 
zusammen nur ca. 4 % der gesamten Zellwandsubstanz aus. Im Gegensatz zur 
Mittellamelle besteht die Primärwand jedoch aus einem zerstreut angeordneten 
Netzwerk aus Cellulosefibrillen, in deren Zwischenräumen Pectin, Lignin und 
Hemicellulosen eingelagert sind (Frey-Wyssling 1959, Strasburger 1981, 
Trendelenburg u. Mayer-Wegelin 1955). 

SEKUNDÄRWAND 

Vor Abschluss der Zellwanddifferenzierung lagert der Primärwand die Sekundärwand 
auf (Takabe et al 1989). Im Elektronenmikroskop ist ein deutlicher Übergang von 
ungerichtetem Fibrillenverlauf (Streuungstextur) von der Primärwandseite der 
Sekundärwand hin zu gerichtetem Fibrillenverlauf mit definiertem Fibrillenwinkel in der 
S2-Schicht zu erkennen (siehe auch Abb. 2). Zur besseren Unterscheidung der 
Zellwandschichten wird deshalb die Sekundärwand unterteilt in S1, S2 und S3. 

SEKUNDÄRWAND 1 (S1) 

Dieser an die Primärwand grenzende Teil weist eine, der Primärwand ähnliche 
Streuungstextur auf (Bucher 1957, Meier 1955, Stemsrud 1956). Eine Tendenz zur 
schwachen Paralellstruktur mit Fibrillenwinkel von 60-80° erkannte Liese (1970). 
Diese S1 hat zudem einen laminaren Aufbau, bestehend aus 3 - 6 Lamellen. Mit einer 
Dicke von 0.1 - 0.35 |im macht die S1 ca. 5 -10 % der gesamten Zellwanddicke aus. 
Die chemische Zusammenstellung dieser und der anderen Zellwandschichten ist Tab. 
4 zu entnehmen. Moskaleva u. Brjanceva (1973) wiesen zusätzlich zu den in dieser 
Tabelle genannten Komponenten -mittels histochemischer Verfahren-
Pectinvorkommen in der Grenzschicht zwischen Primärwand und S1 nach. 

SEKUNDÄRWAND 2 (S2) 

Mit einer Dicke von 1 - 10 Jim macht die S2 ca. 80 % der Zellwanddicke aus (Liese 
1970). Sie besteht aus schraubig angeordneten, paralell liegenden Cellulosefibrillen 
(Fibrillenwinkel 5-300). im Frühholz lassen sich innerhalb der S2 20-30 
aufeinandergepackte Lamellen unterscheiden; in den dickeren Spätholzzeilwänden 



sind es sogar 150. Chemisch gesehen besteht die S2 zu grossen Teilen aus Cellulose 
(51 %), Hemicellulose (32 %) und Lignin (17 %). Andere Autoren (Moskaleva u. 
Brjanceva 1973) finden auch hier zusätzlich Pectine in der Grenzschicht zwischen S1 
und S2. 

SEKUNDÄRWAND 3 (S3) 

Diese, zur Lumenseite gewandte dünne Schicht (0.5 - 1.0 um) wird von einigen 
Autoren der S2 zugeordnet (Wardrop u. Dadswell 1957), von anderen jedoch 
aufgrund ihrer Entstehungsgeschichte, ihrer Textur und ihrer besonderen 
Beständigkeit gegenüber Säuren und hohe Temperaturen als individuelle Schicht 
genannt (Meier 1955). Ähnlich der S2 ist das Mengenverhältnis der 
Zellwandkomponenten Cellulose, Hemicellulose und Lignin. Auch in dieser Schicht 
konnten Pectine nachgewiesen werden (Moskaleva u. Brjanceva 1973) sowie hohe 
Vorkommen an Glucuronoarabinoxylan (Takabe et al. 1989). 

WARZENSCHICHT 

Bei einigen Nadel- und Laubhölzern ist auf die S3 die sogenannte Warzenschicht 
aufgelagert. Aufklärung über Vorkommen und Struktur dieser Schicht ist vor allem 
Liese (1956, 1963) zu verdanken. Nach Liese ist das Vorkommen, die Verteilung und 
die Grösse der Warzen sehr variabel und abhängig von Holzart, Wuchsgebiet und 
Zellform. Diese Warzenschicht ist gegenüber Chemikalien und enzymatischem 
Pilzangriff widerstandsfähiger als die dahinterliegenden Zellschichten (Jayme u. 
Azzola 1966). Takabe et al. (1989) stellen in ihr vor allem Hemicellulosen fest. 

Cellulose 

Hemicellulose 

Lignin 

MUPW 

0.5 

0.5 

3 

S1 

4 

5 

7 

S2 

37 

22 

13 

S3 

4 f%] 

3 

1 

Tab. 3: Verteilung von Cellulose, Hemicellulosen und Lignin [%] auf die verschiedenen 
Zellwandschichten bei Fichtenholz (aus: Wagenführ 1984; nach: Panshin u. de Zeeuw 1980) 

Cellulose 

Hemicellulose 

Lignin 

MLypw 

13 

17 

70 
100 

S1 

26 

30 

_ 4 1 
100 

S2 

51 

32 

17 
100 

S3 

50 

37 

13 
100 

Tab. 4: Chemische Zusammensetzung [%] der Zellwandschichten lignifizierter 
Nadelholzzellen (aus: Wagenführ 1984; nach: Panshin u. de Zeeuw 1980) 



1.2.3 Mikroskopischer, feinstruktureller und chemischer 
Aufbau der Hoftüpfel 

VORKOMMEN 

Die Tracheide ist der im Nadelholz am meisten vorkommende Zelltyp. Das 
tracheideale Gewebe ist nicht nur für die Festigkeit, sondern auch für den 
Wassertransport des Baumes zuständig. Deshalb ist eine gute Verbindung zwischen 
angrenzenden Tracheiden notwendig. Dass die Wasserleitung im lebenden Baum 
nicht durch die Zellwand geschieht, sondern durch Öffnungen in ihr, den sogenannten 
Hoftüpfeln, wurde bereits frühzeitig unter dem Lichtmikroskop erkannt (Sanio 1873, 
Bailey 1913). 

Die Hoftüpfel kommen in grosser Häufigkeit in den Radialwänden und den 
überlappenden Zellbereichen der Frühholztracheiden, weniger in Spätholztracheiden 
vor (50 - 300 Stück je Tracheide; Stamm 1964). Sie garantieren so den axialen und 
tangentialen Wassertransport. Artspezifisch kommen auf den Tangentialwänden wenig 
oder keine Hoftüpfel vor. 

Mikroskopisch gesehen besteht der Hoftüpfel aus einer Tüpfelmembran, die als 
durchlaufende Mittellamelle und Primärwand gesehen werden kann, sowie bei vielen 
Nadelhölzern aus einem verdickten, runden Mittelteil, dem Toms. Im Tüpfelbereich 
hebt sich die Sekundärwand von der Tüpfelmembran ab und überwölbt sie, wodurch 
in der mikroskopischen Aufsicht ein Hof entsteht (Wagenführ 1984, siehe Abb. 3). 
Diese Ausbildungsform des doppelt behöften Tüpfels kommt ausschliesslich zwischen 
angrenzenden Tracheiden vor. Zwischen Parenchymzellen werden hingegen in der 
Regel unbehofte, einfache Tüpfel ausgebildet. In einigen Fällen können jedoch auch 
schwach differenzierte Höfe bei interparenchymatischen Tüpfeln vorkommen (Laming 
1974). Bei den Zellverbindungen zwischen Tracheiden und Parenchymzellen befindet 
sich an der Tracheidenseite ein Hof; die Parenchymzellenseite bleibt unbehoft (siehe 
Abb. 3). 

Deutliche Unterschiede in der Anordnung und Ausformung des Tüpfels bestehen 
zwischen verschiedenen Baumarten und Gattungen (Bosshard 1974). Diese 
artspezifischen Unterschiede macht man sich bei der mikroskopischen 
Holzartenbestimmung zunutze. Untersuchungen der morphologischen Struktur der 
Tüpfel an 120 Nadelholzarten (Bauch et al. 1972) führten zur Einteilung in 
verschiedene "Strukturtypen" der Hoftüpfel. Als charakteristisches Gattungs- und 
Artmerkmal ist jedoch nicht nur der doppelt behofte Tüpfel zu gebrauchen. Auch die 
sogenannten Kreuzungsfeldtüpfel an den Berührungsstellen der Längstracheiden mit 
dem Holzstrahlparenchym bilden charakteristische Strukturen aus, die zu 
diagnostischen Zwecken herangezogen werden können (siehe auch Abb. 4). 

FEINSTRUKTUR 

Untersuchungen über den Feinbau der Hoftüpfel wurden erst durch 
Elektronenmikroskope möglich und von verschiedenen Autoren durchgeführt (Liese u. 
Fahnenbrock 1952, Frey-Wyssling u. Bosshard 1953, Eicke 1975, Krahmer u. Cote 
1963, Harada 1964, Liese 1965). Frey-Wyssling u. Bosshard (1953) erkannten, dass 
die Schliesshaut der Tüpfel 3-lamellig aufgebaut ist und die Fibrillenanordnung 
betreffend den Primärwänden und der Mittellamelle entspricht. Die Margo selbst 



besteht aus einem dichten Flechtwerk von Elementarfibrillen und gröberen Haltefäden. 
Der Torus ist als beidseitige Verdickung auf die doppelte Primärwand aufgelagert und 
besitzt eine Textur aus konzentrisch verlaufenden Fibrillen. 

Spätere Untersuchungen ergaben, dass eine ungeordnete Primärwandstruktur der 
Margo nur in den ersten Jahrringen zu finden ist, jedoch bei älteren Zellelementen 
durch Fibrillenverschiebung eine Bündelung stattfindet, die die Margo als gebänderte 
Schicht erscheinen lässt. Diese Umlagerung geht nach Jayme u. Fengel (1959) mit 
dem Hoftüpfelverschluss einher. 

Studien der Wandschichtung des Hoftüpfels mittels Lichtmikroskopie (Polarisations
und Phasenkontrastmikroskopie) sowie Elektronenmikroskopie (Abdruck- und 
Ultradünnschichtverfahren) führten zur Beschreibung des Hoftüpfels in Modellform 
(Harada u. Cote 1967, Jutte u. Spit 1963). Die Hoftüpfelmembran besteht nach Jutte u. 
Spit (1963) aus den durchlaufenden Primärwänden der aneinanderliegenden Zellen 
und der Mittellamelle. Der Hof wird geformt aus den Zellwandschichten S1, S2 und S3 
(Abb. 5 ). Auf das Vorkommen von Warzenstrukturen auch im Tüpfelbereich wiesen 
bereits Wardrop et al. (1959) hin. Die Grösse des Torus variiert in den 
Frühholztracheiden des Fichtenholzes zwischen 7 - 1 0 um, die Hoftüpfelöffnung 
(Porus) ist 4 - 6 ̂ m gross. 
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Abb. 3 : Aulbau der Nadelholztüpfel-Typen (Wagenführ 1984). a) Frühholzhoftüpfel: b) 
Spätholzhoftüpfei; c) halbbehöfter Tüpfel zwischen Tracheide und Parenchymzelle; d) 
einfacher Tüpfel zwischen Parenchymzellen. Primärwand (P), Mittellamelle (M), 
Sekundärwand (S). 

Abb. 4 : Kreuzungsfeldtüpfelung bei Nadelhölzern 

Abb. 5 : Feinbau des Nadelholz-Hoftüpfels nach Harada u. Cote (1967). Mittellamelle (ML), 
Primärwand (P), Sekundärwand (S1, S2, S3). Warzenschicht (W), Margo (M), Torus (T), Porus 
(PO). 



CHEMISCHE ZUSAMMENSETZUNG 

Untersuchungen über die chemische Zusammensetzung der Nadelholz-Hoftüpfel 
führten zunächst zu widersprüchlichen Aussagen. So fanden Jayme u. Fengel (1961), 
Sachs (1963) den Torus der Hoftüpfel lignifiziert vor. Bamber (1961) hingegen wies 
auf nicht-lignifizierte Tüpfelmembranen hin. 
Untersuchungen von Bauch et al. (1968), Bauch u. Berndt (1973) sowie von Bauch et 
al. (1974) zeigten auf, dass zwischen verschiedenen Baumarten, innerhalb einer Art, 
ja sogar zwischen den Tüpfeln benachbarter Tracheiden Unterschiede in der 
chemischen Zusammensetzung bestehen können. Im Splintholz der meisten 
untersuchten Arten fanden sie den Torus vor allem bestehend aus Pectin sowie 
Cellulose und Hemicellulose. Bei einigen Arten, nicht jedoch bei der Fichte, können 
schon im Splintholztüpfel phenolische Komponenten vorkommmen, die sich jedoch 
mit Äthanol/ Benzol extrahieren lassen. 

Bei der Verkernung fast aller untersuchter Arten findet eine Inkrustierung der Margo 
und teilweise auch des Torus mit phenolischen Stoffen statt, die zusätzlich oftmals von 
Lignineinlagerungen begleitet ist. Bei anderen Arten bleibt die Lignifizierung ganz aus. 
Auch Pew et al. (1964) wiesen Chinonmethidstrukturen, die als wichtiger Baustein der 
Ligninsynthese gelten, bereits im Torus des Splintholztüpfels nach. Die vorliegende 
Literatur zusammenfassend, kann für die chemische Zusammensetzung des 
Fichtenholztüpfels folgendes ausgesagt werden: 

1) Im Splintholz bestehen die Margofibrillen aus Cellulose und Hemicellulose. Im 
Torus kommen vor allem Pectine vor, die in ein Gerüst aus Hemicellulose und 
Cellulose eingebettet sind. Im Splinttüpfel des Fichtenholzes können keine 
phenolischen Stoffe nachgewiesen werden. 

2) Die Margo des Kernholztüpfels besteht aus Cellulose und Hemicellulose mit 
Einlagerungen phenolischer Art, eventuell auch Ligninstoffen. Der Torus ist aus Pectin, 
Cellulose und Hemicellulose aufgebaut und kann darüberhinaus mit phenolischen 
Stoffen und Lignin inkrustiert sein. 

1.3 Chemischer Aufbau der Zellwandkomponenten 

Für den gezielten Abbau bestimmter Zellwandteile, im vorliegenden Fall der Hoftüpfel, 
ist neben der Beachtung anatomischer Gegebenheiten des Fichtenholzes eine 
genaue Kenntnis des chemischen Aufbaus der Zellwandkomponenten notwendig. 

Wie bei allen verholzten Zellstrukturen besteht auch die Zellwand des Fichtenholzes 
vor allem aus Cellulose, Hemicellulose und Lignin. Prozentual weitaus weniger 
machen Pectine, Tannine und andere Gerbstoffe, akzessorische Bestandteile u.a. aus. 
Eine Übersicht über die Zellwandbestandteile geben Abb. 6 sowie Tab. 5. Als 
Holocellulose werden die nach Delignifizierung verbleibenden Polysaccharide 
verstanden. Im vorliegenden Kapitel werden die für die Problemstellung dieser Arbeit 
wichtigsten Zellwandkomponenten beschrieben. Da im Holzbereich für die 
Komponenten Cellulose, Lignin und Hemicellulose umfassende Buchwerke bestehen 
(Fengel u. Wegener 1984, Nikitin 1966, Browning 1967, Wise u. Jahn 1952), sollen 
diese hier nur kurz umschrieben werden. Eine Beschreibung der chemischen 
Zusammenstellung der Zellwandkomponenten ist ausserdem zum Verständnis und zur 
Wertung der in Kapitel 2 beschriebenen Zuckeranalysen von Wichtigkeit. 



Holocell. Cell. 

80.9 46.0 
82.5 40.4 

1 = Fengel 1966 a, 
2 = Wegener 1974, 

Hemi Pentosan 

15.3 8.3 
31.1 

b, Fengel 1967 
Fengel et al 1978 

Lignin 

27.3 
28.2 

Eth.benz. 
extrakt 

2.0 
1.4 

Wasser 
extrakt 

2.0 (1) 
(2) 

Tab. 5: Mengenmässiges Vorkommen der Zellwandbestandteile [%] Im Fichtenholz (Picea 
abies) (nach: Fengel u. Wegener 1984). 
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Abb. 6: Verteilung der Polysaccharide in der Zellwand. Cellulose (C), Galacto-glucomannan 
(M), Arabino-4-O- Methylglucuronoxylan (X) (nach: Takabé et al. 1989) 

CELLULOSE 

Cellulose ist prozentual gesehen der wichtigste Zellwandbestandteil (siehe Abb. 6, 
Tab. 5 ). Sie ist ein Polysaccharid, das ausschliesslich aus durch ß-1,4 Bindungen 
verknüpften D-Glucoseeinheiten aufgebaut ist (siehe Abb. 7 ). Bei der Cellulose 
handelt es sich, im Gegensatz zur aus a-1,4-D Glucosebausteinen aufgebauten 
Stärke, um ein lineares, langgestrecktes Kettenmolekül. Die Kettenlänge variiert stark 
zwischen verschiedenen Pflanzentypen, Teilen einer Pflanze und sogar zwischen 
räumlich benachbarten Polymerketten (Nikitin 1966). Die Molekülgrbsse der Cellulose 
wird ausgedrückt durch die Anzahl der glykosidisch aneinander gebundenen Anhydro-
Glucoseeinheiten (auch Polymerisationsgrad DP genannt) und beträgt im Fichtenholz 
ca. 8000. 

Mehrere Cellulosemoleküle lagern sich zu Elementarfibrillen (1.5 - 3.0 nm) zusammen, 
diese wiederum zur nächst grösseren Unterscheidungseinheit, den Mikrofibrillen (10 -

10 



25 nm). Diese formen schliesslich ganze Zellwandschichten und bilden das 
Grundgerüst der Zellwand (Ranby 1954, Fengel u. Wegener 1984). 

Für den Aufbau solcher supramolekularer Strukturen aus Glucoseeinheiten sowie 
Verknüpfungen mit anderen Zellwandbestandteilen sind in erster Linie die an den 
Glucosebausteinen befindlichen funktionellen Gruppen verantwortlich, wobei den 
Hydroxylgruppen eine wesentliche Rolle zukommt. Alle hydroxylhaltigen organischen 
Verbindungen, somit auch die Cellulose, zeigen zusätzlich zu den gewöhnlichen 
chemischen Bindungen eine Wechselwirkung zwischen den am Sauerstoff 
gebundenen H-Atom und freiem Elektronenpaar am Sauerstoff. Diese 
Wasserstoffbrückenbindungen besitzen zwar nur 1/10 der Stärke vieler chemischer 
Bindungen, haben jedoch aufgrund der vielfältigen Verbindungsmöglichkeiten eine 
wichtige Funktion. Daneben beruhen viele physikalische und chemische 
Verhaltensmuster auf dem Vorkommen freier Hydroxylgruppen an 
Cellulosebausteinen. 

LIGNIN 

Neben der Holocellulose ist Lignin der wichtigste Zellwandbestandteil bei verholzten 
Pflanzen. Anteile von 20 - 40% (je nach Pflanzenteil) zeigen auch dessen quantitative 
Bedeutung auf. Im Gegensatz zur überwiegend kristallin aufgebauten Cellulose ist das 
Ligninmolekül von amorpher Struktur und besitzt keinen übermolekulären und 
gestreckten Aufbau, sondern formt mehr kugelartige und teils vernetzte Gebilde. Aus 
dessen strukturellem Aufbau resultiert die versteifende und wenig elastische Funktion 
des Lignins in der Pflanzenzellwand. Durch wenig freie Hydroxylgruppen bedingt 
nimmt Lignin erheblich weniger Feuchtigkeit auf als Hemicellulose. 

Das Ligninmolekül besteht chemisch aus vielen Phenylpropaneinheiten, die 
untereinander verknüpft sind. Die Synthese eines solchen Makromoleküls läuft über 
komplizierte Vorstufen (Shikimisäurecyklus und andere Vorstufen) vom 
Glucosebaustein hin zu den Grundbausteinen des Ligninmoleküls (Abb. 9). Diese 
Bausteine werden dann, vor allem durch Radikalmechanismen, zu Dimeren und weiter 
zum Makromolekül miteinander verknüpft. Ein vereinfachtes Modell für 
Fichtenholzlignin (Adler 1977), bestehend aus 16 C9-Bausteinen, zeigt Abb. 10. 

Für inter- und intramolekulare Bindungen zwischen Lignin und anderen 
Zellwandbestandteilen sind seine funktionellen Gruppen wichtig. Als besonders 
reaktive Gruppen sind hierbei die phenolischen OH-Gruppen, die dazu benachbart 
stehenden Wasserstoffatome am Ring, die OH-Gruppen in den Seitenketten, die 
Ätherbindungen der Seitenketten und die Methoxylgruppen zu nennen (Nikitin 1966, 
Fengel u. Wegener 1984, Fry 1988). Neueren Versuchen von Takabe et al. (1989) an 
Tracheiden von Cryptomeria japonica zufolge beginnt die Lignifizierung in den 
Zellecken, setzt sich dann fort in der Mittellamelle, Primärwand, S1 und findet zuletzt in 
der S2 statt. Auch die Warzenschicht wird stark lignifiziert. 
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Abb. 7 : Cellulosemolekül, aufgebaut aus ß-1,4-D-Glucoseeinheiten. 
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anhand einer Baumwollfaser. 
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HEMICELLULOSEN 

Die Hemicellulosen, oftmals zusammen mit der Cellulose als Holocellulose aufgeführt, 
stellen mengenmässig einen wichtigen Teil dar. Im Gegensatz zur kristallinen 
Cellulose besitzt das verzweigt aufgebaute Hemicellulosenmolekül keinen 
übermolekularen Bau. Aufgrund seiner verzweigten Struktur und dem Vorkommen 
vieler stark hydrophiler Gruppen sind grosse Teile der Hemicellulosen in Wasser oder 
Alkali löslich. 

Die Löslichkeit der Hemicellulosen in unterschiedlichen Lösungsmitteln wird von 
einigen Autoren herangezogen, um die Hemicellulosen von anderen 
Zellwandbestandteilen zu unterscheiden. So bietet Fry (1988) als 
Klassifizierungsmerkmal der Hemicellulose an: "Non-cellulosic wall polysaccharides 
other than pectins....They are extractable by NaOH but not by cold chelating agents." 

Davon abweichend definiert man im technischen Sektor, z.B. bei der 
Papierherstellung, als Hemicellulosen alle im Alkaliextrakt anfallenden Polyosen und 
kurzkettigen Cellulosen (Fengel u. Wegener 1984). Eine Zuordnung von 
Kohlenhydraten zu Zellwandbestandteilen gibt Aspinall (1973). Demnach gehören zur 
Gruppe der Hemicellulosen alle Xylane und Glucomannane der pflanzlichen Zellwand 
(siehe Tab. 6). Genauer beschreiben Fengel u. Wegener (1984) die am Aufbau des 
Hemicellulosenmoleküls beteiligten Zucker (siehe Abb. 11) und verweisen dabei auch 
auf Xylane und Mannane als Grundelemente des Moleküls. 

Der Aufbau der Hemicellulosen und das Verhältnis der Zuckerbausteine zueinander 
ist zwischen Laubhölzern und Nadelhölzern verschieden. Im Hinblick auf die Versuche 
werden die Nadelholzxylane und -mannane im folgenden kurz beschrieben. 

Cellulose 

Hemicellulose 

Pectine 

andere Polysaccharide 

Glycoproteine 

Glucan 

Xylane, Glucomannane 

Galacturonane, Arabinane, Galactane 
u./o. Arabinogalactane mit linearen 
Ketten 

Arabinogalactane (hochverzweigt), 
Fuco-xyloglucane 

Tab. 6: Zuordnung pflanzlicher Kohlenhydratbausteine zu Zellwandbestandteilen (Aspinall 
1973) 

NADELHOLZ XYLANE 

Bei den Nadelhölzern fehlen im Vergleich zu den Xylanen des Laubholzes die 
Acetylgruppen. Sie besitzen jedoch L-Arabinofuranosebausteine, die durch a-(1,3)-
Bindungen an die Xylanhauptkette gebunden sind. Durch diese Struktur bedingt sind 
die Nadelholzxylane den Arabino-4-O-Methylglucurono-Xylanen zuzuordnen. Die 
chemische Struktur eines solchen Bausteins stellt Abb. 12 dar. 

14 



I "«—I [ 
CH^OH 

OH OH OH OH OH 

ß-D-Xyloa p-D-GkJCOM p-OGlucuronsàur» o-L-RhwnnoM 

CH4OH ÇOOH 

< O J — O J O M o 

T / «Ä™ y C o A r AOHHOA"* y ^ 
OH OH OH 

«L-ArabinopyrwioM ß-D-MannoM a-D-4-0-M«thytglucuron«aur» a-L-FucoM 

aVOH oooH 

- w / T ƒ T A H Y _ _ A O H 

>4öö. r r.- Zuokerbauateine der HemteeUulosen (Feng* u. Wegen* 1984) 

HjCO =-X HOH,C. 

v Q n Q " o ^ 
a-D-Me-GlupU 

1 

4. 

2 

a-L-Araf 

1 

4 

2 

—4-ß-D-XflD-1-»4-H>-Xy(p-1 -»4-0-O-Xytp-l -»4-#-D-Xflp-1-.4-H>-Xy1p-1-

4W>. 72; TeMstruktur des Arabino-4-O Methykjlucuronoxylans der Nadelhölzer (Fengel u. 
Wegener 1984) 

T^—o 
V \ V A 

OH | 
CH^H O-Ao OH, 

J 0 I J O 

/ \A/ \ / \ vv < /y o /w «? 
CH,OH 

o-O-Galp 

Ac 1 

2 6 

CH-OH 

J O 
,°v / N / \ / / v O v w 

l ° f 
CH,OH OH 

AC 

1 
3 

-> « ß Mwp-1 -»4-0-tMMup-l ->4>D-M*np-1 -»*>D-M»np-1 - • 4-ß*Glup-1-

Abb. 13: TeUstruktur des O-Acetyl-Galactoglucomannans der Nadelhölzer 

15 



Für die Bewertung der in Kapitel 2 beschriebenen Zuckeranalysen sind 
Vergleichswerte aus der Literatur von in Hemicellulosen vorkommenden Zuckern von 
Interesse. Die im Arabino-4-O-Methylglucuronoxylan enthaltenen Zucker kommen 
nach Timell (1967) in folgendem Verhältnis vor: 

Xyl : Me-GluU 5 - 6 : 1 
Xyl : Ara 6 -10 :1 

Als Mittelwert des Verhältnisses der 3 Komponenten untereinander wird Xyl : MeGluU : 
Ara mit 8 : 1.6 : 1 angegeben. Andere Werte finden Zinbo u. Timell (1967) für 
Fichtenholzxylane. Demzufolge kommen die Komponenten Xyl : Me-GluU : Ara im 
Verhältnis 7.4:1.25: Ivor. 

NADELHOLZ MANNANE 

Nadelholz enthält ca. 20-25 % Mannane mit Glucomannanen im Hauptglied, an 
welche Acetylgruppen und Galactosebausteine geknüpft sind (Fengel u. Wegener 
1984). Demzufolge sind die Nadelholzmannane O-Acetyl-Galactoglucomannane zu 
nennen. Abhängig von der Separationsmethode findet man stark variierende 
Verhältniszahlen der Zuckerbausteine (Rogers u. Thomson 1969, Fengel 1979). Für 
wasserlösliche Galactoglucomannane findet man Mittelwerte von Man : Glu : Gal 3 : 1 
: 1, bei alkalilöslichen 3 :1 : 0.2 (Timell 1967). 

PECTIN 

Pectine kommen weitverbreitet in der Pflanzenwelt vor. Im Zellverband beschränkt sich 
ihr Vorkommen auf die Mittellamelle und Primärwand (Fry 1988, Takabe et al. 1989). 
Der histochemische Nachweis der veresterten Pectine kann durch Einfärben mit 
alkalischem Hydroxylamin-Eisenchlorid geführt werden (McCready u. Reeve 1955, 
Gee et al. 1959), nicht so spezifisch ist die Färbung mit Rutheniumrot (Aspinall 1973). 
Fry(1988) definiert die Pectine als "Polysaccharide, die reich an D-Galacturonsäure 
sind, deren Seitenketten und chemisch ähnliche Polysaccharide". Eine andere 
Definition ist auf die Löslichkeit des Pectinmoleküls gerichtet: "Pectine sind durch 
Komplexbildner zu lösende Polysaccharide und chemisch ähnliche Polysaccharide". 

Strukturell werden Pectine charakterisiert durch eine lineare Hauptkette von D-
Galacturonsäurebausteinen (GalA), die durch a-(1-4) Bindung glykosidisch 
miteinander verbunden sind. Die Carboxylgruppen dieser Säuren sind teilweise mit 
Methylalkohol verestert. Der Methylierungsgrad (DM) ist definiert als Anteil methylierte 
GalA pro 100 GalA. Native Pectine kommen, abhängig vom Reifegrad, meist 
hochverestert vor (DM > 70). Bei Ananaspectin fanden Voragen et al. (1983) jedoch 
niedrig veresterte Pectine (DM 25). Unveresterte GalA kann untereinander und mit 
anderen Zellwandpolymeren über Ca-Brücken verbunden sein. Diese Ca-Brücken 
behindern u.a. die Löslichkeit der Pectine (Doesburg 1965, Joslyn 1962). 
Die GalA können am 02 oder 03 acetyliert sein. McComb u. McCready (1957) fanden 
schwach acetylierte Pectine, Voragen et al. (1986) fanden bei Kartoffeln höher 
acetylierte Pectine. 

Jarvis (1984) beschreibt die Pectine als "block-polymers". Manche Teile des 
Pectinmoleküls ("blocks") bestehen vor allem aus unverzweigten <x-D-
Galacturonsäurebausteinen, andere Teile des selben Moleküls sind verzweigt und 
enthalten Rhamnose, Galactose und Arabinose (DeVries et al. 1983). Die in der 
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Pectinhauptkette vorkommenden Rhamnoseeinheiten sind oftmals der Anknüpfpunkt 
für diese neutralen Zucker. Diese verzweigten Stellen sind gegen enzymatischen 
Angriff widerstandsfähiger als unverzweigte (McNeill et al. 1980). Die Pectine einiger 
Pflanzen enthalten zudem geringe Mengen an Xylose (z.B. in der Frucht von Äpfeln, 
jedoch nicht in Citrusschalen; De Vries et al. 1984). 

Literaturangaben zur Pectinstruktur im Holz orientieren sich stark an den Resultaten an 
anderem Pflanzenmaterial. Jayme u. Hahn (1960) finden bei Buche, Pappel und 
Fichte weniger als 1 % Galacturonsäure, Allsop u. Misra (1940) hingegen finden in 
Kambiumzellen von Kiefer, bei denen noch keine Sekundärwand aufgelagert ist, 16.6 
% und im Splintholz 1.3 % Galacturonsäuren. Grosse Unterschiede im Pectingehalt 
innerhalb einer Holzart konstatieren auch Thornber u. Northcote (1962), die im 
Kiefernkernholz 1 %, im Splint 1.3 % im Kambium 8.4 % und im Phloem sogar 10 % 
nachweisen können. Bei neueren Untersuchungen von Westermark et al. (1986) 
wurde der Uronsäuregehalt in verschiedenen Bereichen des Fichtenholzes 
untersucht. Sie fanden durchschnittlich 1.9 % Uronsäure im Holz, in jungen 
Pflanzenteilen jedoch 10.6 %. Die Zellwand der Parenchymzellen besteht diesen 
Versuchen zufolge zu 3.4 % aus Uronsäuren. Mit einer speziellen Präparationstechnik 
untersuchten die Autoren die zusammengesetzte Mittellamelle von älteren 
Fichtentracheiden und entdeckten in dieser Schicht 5.1 % Uronsäuren. 

Angaben zur Pectinstruktur von Gewebekulturen einer Ahornart geben Talmadge et al. 
(1973) anhand eigner Analysen. Demnach besteht die Pectingrundkette aus 
Galacturonsäure- und Rhamnoseeinheiten. Jeder 8. Baustein ist eine 
Rhamnoseeinheit, die durch a-(1,2)- und oc-(1,4)-Bindungen an die Galacturonsäure 
gekoppelt ist. Ungefähr 50 % der Rhamnose in der Grundkette ist mit Galactanen 
verknüpft, die Teile der Seitenketten ausmachen. 

Über den Grad der Veresterung der Holzpectine wurde bisher wenig publiziert. Die 
Aussagen sind zudem noch widersprüchlich. So kommt Lüdtke (1965) nach Isolierung 
von Fichtenholzpectinen mit Ammoniumoxalat zum Ergebnis, dass diese schwach 
methyliert sind. Demhingegen lassen Meshitsuka et al. (1983) substratspezifisch 
angreifende Enzyme (endo-PL, endo-PG) auf Holz einwirken und kommen anhand der 
freikommenden Pectinmengen zum Schluss, dass es sich beim Birkenholz um 
hochveresterte Pectine handeln muss. 

Abb. 14: Teil eines Pectinmoleküls mit einem Veresterungsgrad von 50 %. 
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Abb. 15: Struktur der Rhamnogalacturonsäure-Grundkette und "Blockstruktur der Pectine: 
unverzweigte Bereiche (A) (Homogalacturonane) und verzweigte Bereiche (B). 

1.4 Enzymatische Vorbehandlung von Holz 

1.4.1 Enzymatische Abbaumechanismen 

1.4.1.1 Klassifizierung von Enzymen 

Enzyme spielen bei vielen Fragen des pflanzlichen Zellwandaufbaus, der 
Zellwanddifferenzierung und des Abbaus von Zellwandkomponenten eine 
fundamentale Rolle. Diese aus Proteinen aufgebauten Biokatalysatoren sind in der 
Lage, viele spezifischen biochemischen Reaktionen zu katalysieren. Eigens von 
Pflanzenzellen synthetisiert, steuern sie zur gewünschten Veränderung von 
Zellwandbestandteilen bei. Zellwandverändernde Enzyme werden jedoch nicht allein 
durch Pflanzen selbst synthetisiert, sondern auch von phytopathogenen 
Mikroorganismen zum Abbau von Pflanzenmaterial verwendet. Umfassende Artikel zu 
der Thematik der enzymatischen Mechanismen beim Zellwandabbau liefern Pilnik u. 
Rombouts (1981), Dey u. Brinson (1984), McCIeary u. Matheson (1986), Rombouts u. 
Pilnik (1980, 1986). 

Enzymreaktionen besitzen im Gegensatz zu vielen chemischen Reaktionen bezüglich 
des zu verändernden Substrates sowie der angewandten Abbau mechanismen einen 
sehr hohen Grad an Spezifizität. So verändert ein spezifisches Enzym stets nur eine 
Art Substrat und das, chemisch gesehen, stets auf die gleiche Weise. Diese hohe 
Spezialisierung gilt nur für reine Enzyme. Die in den vorliegenden Versuchen 
verwendeten Handelsenzyme hingegen besitzen Abbauaktivitäten auf verschiedene 
Zellwandpolymere. 

Nachdem die Bezeichnung und Klassifizierung der Enzyme über viele Jahre hinweg 
nicht einheitlich geregelt war, teilt die "Commission on Enzymes of the International 
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Union of Biochemistry" (E.C.) die Enzyme anhand des Reaktionstyps ein, der vom 
Enzym katalysiert wird. Eine Beschreibung der Gruppen gibt Whitaker (1972). Im 
folgenden werden lediglich die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Enzymtypen 
beschrieben. 

PECT1NASEN 

Pectolytische Enzyme greifen die Rhamnogalacturonsäurekette der Pectine an. Die 
Seitenketten hingegen werden nicht durch pectolytische Enzyme abgebaut. Eine 
Übersicht der pectolytischen Enzyme geben Rombouts u. Pilnik (1980). Sie 
unterscheiden dabei zunächst verseifende Enzyme (Pectinesterasen) und 
Depolymerasen (Polygalacturonase^ Lyasen). 

PECTINESTERASEN 

Pectinesterasen (E.C. 3.1.1.11.) verseifen die Methylestergruppen des Pectinmoleküls. 
Sie sind spezifisch auf Galacturonsäureester gerichtet. Eine Verseifung beginnt stets 
neben freien Carboxylgruppen und neben reduzierenden Endgruppen in der 
Galacturonsäurekette. Einige Methylester, z.B. die der Mono-, Di, Tri- Galacturonsäure, 
sind resistent gegen den Abbau der Pectinesterase (Deuel u. Stutz 1958). 

Pectinesterase kommt in vielen Früchten und Gemüsen vor (Heutink 1986), wird 
jedoch auch von Mikroorganismen produziert (Rombouts u. Pilnik1980). Ihr pH 
Optimum hängt von ihrer Herkunft ab und variiert von pH 4-5 bei Pilzen bis hin zu pH 7 
-8 bei Tomaten, Orangen und einigen Bakterien. 

Pectinesterasen spielen bei der Änderung von Pectinen bei der Reifung und bei der 
Verarbeitung von reifen Früchten eine wichtige Rolle. Bedeutend ist dies insofern, da 
nur niedrig veresterte Pectine mit Ca-salzen Brücken formen können, die zur 
Verfestigung und Versteifung von Zellgeweben beitragen. Ein hoher Veresterungsgrad 
verhindert solche Ca-Brückenformung (Pilnik et al. 1986). 

Auch für die Lösung von Pectinstrukturen aus der Holzzellwand kann der 
Veresterungsgrad des Pectinmoleküls wichtig sein. Niedrig veresterte Pectine im Holz 
können mit Ca- oder Mg-Salzen Brücken formen und sind dadurch schwerer aus dem 
Zellwandverband zu lösen als nicht vernetzte Strukturen. 

DEPOLYMERASEN 

Hydrolasen sowie Lyasen (Transeliminasen) katalysieren die depolymerisierende 
Spaltung des Pectinmoleküls. 

* Hydrolasen 

Eine hydrolytische Spaltung des Pectinmoleküls kann durch zwei Enzymtypen erreicht 
werden: 
- Endoenzyme greifen die a-(1-4) Bindungen "at random" innerhalb der Kette an; 

- Exoenzyme greifen die Kette im allgemeinen vom nicht-reduzierenden Ende her an 
und bauen so die Kette Stück für Stück ab. Exopectatlyasen jedoch können die 
Polysaccharide am reduzierenden Ende angreifen (Rombouts u. Pilnik 1980). 
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Zur Gruppe der Hydrolasen zählen die Polygalacturonase!! (PG). Diese Enzyme 
hydrolisieren die a-(1-4) Bindung neben nicht veresterten Galaturonsäureeinheiten. 
Unterschieden werden eine Exo-PG (E.C. 3.2.1.67), welche die Polygalacturonsäure 
zu Galacturonsäure abbaut und eine andere Exo-PG (E.C. 3.2.1.82), welche die 
Polygalacturonsäure zu Digalacturonsäure abbaut. Der optimale pH-Wert dieser Exo-
PG liegt zwischen 4.5 - 5.5. Der optimale pH der Endo-PG (E.C. 3.2.1.82) liegt bei 4 - 5. 

* Lyasen 

Im Gegensatz zu den Hydrolasen spalten Lyasen die glykosidische Bindung der 
Pectine ß-transeliminativ (Abb. 16). Neben Lyasen, die die glykosidische Bindungen 
nur neben Methylestergruppen spalten, den sogenannten Pectinlyasen (E.C. 4.2.4.10), 
kommen auch solche vor, die nur neben freien Carboxylgruppen wirken (Pectatlyasen; 
E.C. 4.2.4.4). Auch bei Lyasen kann unterschieden werden in Enzyme, die das 
Pectinmolekül vom reduzierenden Ende her angreifen (Exo-Enzyme) und den Endo-
Enzymen, die die Ketten in Bruchstücke zerkleinern. Es konnte jedoch noch keine Exo-
Pectinlyase nachgewiesen werden (Rombouts u. Pilnik 1986). 

Ein Enzym, welches die Spaltung von Galacturonsäuren und Rhamnose nur in den 
verzweigten Gebieten verursacht, wurde von Schols et al. (1989) isoliert. Der optimale 
pH-Wert dieses Enzyms lag bei 3-4, die optimale Temperatur bei 40-50 °C. 

CCOCHj 

— o 
H,o 

_0 Pectinesterase 
CCOCH3 COOH 

COOR 

— o 

H20 

0 ' Polygalacturonase 
COOH COOH 

|R-Hbzw. CĤ l 
COOR I a COOR 

Abb. 16: Enzymatischer Abbau von Polygalacturonsäure durch Pectinesterase, 
Polygalacturonase bzw. Pectinlyase. 
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CELLULASEN 

cellulolytische Enzyme werden von vielen Mikroorganismen und höheren Pflanzen 
produziert. Kristalline Cellulose wird prinzipiell von folgenden Enzymtypen zu 
Oligomeren und Monomeren abgebaut: 

- endo-ß-Glucanasen (E.C. 3.2.1.4), welche die glykosidische Bindung in den 
amorphen Bereichen der Cellulosekette angreifen; 

- exo-Glucanasen, welche Cellobiose (Cellobiohydrolase, E.C. 3.2.1.91) oder Glucose 
(Glucohydrolase, E.C. 3.2.1.74) produzieren und in den kristallinen Bereichen 
angreifen; 

- ß-Glucosidasen (auch Cellobiasen genannt, E.C. 3.2.1.21), welche Cellobiose zu 
Glucose hydrolisieren. 

Zahlreiche endo-Glucanasen greifen auch Xylane an (Beldman et al. 1988). 

ARABINANASEN 

Arabinanasen hydrolisieren Arabinane der Seitenketten (z.B. Arabinogalactane, 
Arabinoxylane). Die folgenden vier Arabinase-Typen wurden isoliert (Voragen et al. 
1987, Rombouts et al. 1988): 

- endo-Arabinanase (E.C. 3.2.1.99) greifen die a-(1-5) Bindung der Hauptkette an; 
- zwei Typen a-L-Arabinofuranosidasen (E.C. 3.2.1.55); 
- exo-Arabinanase (ohne E.C, Kaji 1984). 

GALACTANASEN 

Galactanasen wurden in Pilzen, Bakterien und verschiedenen höheren Pflanzen 
entdeckt, wobei zwei Typen unterschieden werden: 

- ß-(1-4) Galactanasen (E.C. 3.2.1.89), welche die ß-(1-4) Bindung der Galactane und 
Arabinogalactane des Typs I abbauen; 
- ß-(1-3) Galactanasen (E.C. 3.2.1.90), welche die ß-(1-3) Bindung angreifen und 
Arabinogalactane des Typs II abbauen. 

XYLANASEN 

Xylanasen wurden in Bakterien, Algen, Moosen und einigen höheren Pflanzen 
nachgewiesen. Es werden hierbei drei Typen unterschieden: 

- exo-Xylanasen (E.C. 3.2.1.37); 
- endo-Xylanasen, die keine Arabinose lösen (E.C. 3.2.1.8); 
- endo-Xylanasen (E.C. 3.2.1.8), die auch Verzweigungen abbauen und Arabinose 

herauslösen. Dieser von Dekker u. Richards (1976) gefundene Xylanasetyp konnte 
bisher jedoch nicht auch in anderen Versuchen nachgewiesen werden. 
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MANNANASEN 

Mannanasen werden von vielen Organismen produziert. Man unterscheidet: 

- exo-Mannanasen (E.C. 3.2.1.78) und 
- endo-Mannanasen (E.C. 3.2.1.78), 

die beide die ß-(1-4) Bindung zwischen Mannosebausteinen der Mannane, 
Galactomannan« und Glucomannarw abbauen. Das pH-Optimum der Enzyme variiert 
zwischen pH 3 - 6. 

Abb. 17 : Schematisch* Danrtaëung dm amymamehan Abbaus von Caäukma durch endo-
Glucanasen (enG). sm-Glucanasen (exG) und ß-Glucosidasen (B-O); aus: Renard (1989) 
nach: KMosov u. RabinovUch (1980). 
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3 3 f ¥ 
-^)^D-Xylp-(1->4)-^D-Xylp-(1-^)-ß-[>XylH1-^>-P-^Xylp-(1-^)^D-Xylp-(1-^)-ß-[^Xy1p(1->4)-ß-D-Xytp(1-»4)-p-D-XylH« 
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p-D-Xylp(1 A4»D-Xy1p<1 ->4)-ß-D-

Abb. 18 : Abbau von Xytanan (BMy 1985). Zum Abbau dm Xytommmtmm ami maban dar 
Xylanase auch a-Arablnofuranosldasen, a-Gtucuronldasen und Acetylesterase notwendig. 
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1.4.1.2 Kinetische Aspekte der Enzymanwendung 

Ein Abbau von Hoftüpfelmembranen im Fichtenholz mittels pectinabbauender Enzyme 
sowie mittels Cellulasen und Hemicellulasen darf aus wirtschaflichen und 
verfahrenstechnischen Gründen keine langen Zeiträume in Anspruch nehmen. Darum 
müssen Enzyme gefunden werden, die das vorliegende Substrat "Holz" auf 
schnellstmögliche Weise verändern. Die Reaktionsgeschwindigkeit einer 
Enzymreaktion hängt jedoch nicht alleine vom eingesetzten Enzym ab, sondern ist in 
mehr oder weniger starkem Masse von anderen Faktoren wie zum Beispiel der 
Temperatur, dem pH-Wert und der Enzym- und Substratkonzentration abhängig. Die 
Optima der Enzymreaktion bei Veränderung dieser Faktoren sind für alle Enzyme 
unterschiedlich und müssen darum für die in Frage kommenden Enzyme in 
Kombination mit dem Substrat "Holz" untersucht werden. 

* Temperatur 

Wie bei vielen anderen Reaktionsabläufen spielt auch bei Enzymreaktionen die 
Temperatur eine wichtige Rolle. Tendentiell kann gesagt werden, dass eine 
Temperturerhöhung zur erhöhten Enzymaktivität führt, wobei das Temperaturoptimum 
abhängig vom Enzymtyp für viele Enzymreaktionen zwischen 30 - 40 °C liegt. In Abb. 
19 ist das Verhältnis von Aktivität und Temperatur schematisch aufgezeigt. 

Bei sehr niedrigen Temperaturen (unter 0 °C) agieren die Enzyme sehr langsam, sind 
jedoch nicht vollkommen inaktiv. Demgegenüber ist eine vollkommene und 
irreversible Inaktivierung von Enzymen durch Denaturierung bei höheren 
Temperaturen über 70 - 90 °C zu erreichen. Eine Denaturierung beginnt bereits mehr 
oder weniger stark auch schon bei niedrigeren Temperaturen. Das führt dazu, dass 
eine Temperaturerhöhung zwei gegenläufige Effekte verursacht: die Steigerung der 
Enzymaktivität sowie die Denaturierung von Enzymen. Eine Aussage über 
Temperaturoptima ist daher stets nur in Kombination mit der in Versuchen 
angewandten Einwirkzeiten möglich. Für länger dauernde Versuche kann dies unter 
Umständen bedeuten, dass eine Erniedrigung der -meist in Kurzzeitversuchen 
ermittelten- Temperaturoptima aufgrund niedrigerer Denaturierungsraten von Vorteil 
ist. 

* pH-Wert 

Jede Enzymreaktion besitzt einen optimalen pH-Wert, der für die meisten Enzyme 
zwischen pH 3 und pH 7 liegt (siehe Abb. 19). Sehr hohe sowie sehr niedrige pH-
Werte können zur Denaturierung der Enzyme führen. 

Das Optimum des pH's ist jedoch nicht nur abhängig vom jeweiligen Enzymtyp, 
sondern in gewissem Masse auch vom Substrat, der Inkubationszeit, der 
lonenkonzentration und den Temperaturbedingungen. 

* Enzymkonzentration 

Wenn sich alle anderen Faktoren in ihrem Optimum befinden und das Substrat im 
Überangebot bereitgestellt wird, besteht eine direkte Proportionalität zwischen 
Reaktionsrate und Enzymkonzentration (siehe auch Abb. 19). 

23 


