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Stellingen (Thesen)

1. Der Abbau von Hoftlipfelmembranen von Fichtenholztracheiden flhrt nicht zwangsl&ufig
zu einer Verbesserung der Imprégnierbarkeit des Fichtenholzes.
Kapite! 4

2. Die erhdhte Abbauaktivitat von Enzymen bei Temperaturen zwischen 30 - 40 °C ist fir die
Behandlung von Rundholz und Schnittholz unerheblich.
Kapitel 3 '

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

4. AusderHolzzellwand lassen sich Uronsduren auch mit Enzympraparaten, die keine Pec-
tinesterasen und keine Polygalacturonasen besitzen, herausldsen.
Kapitel 2.2

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

6. Der geringe Erfolg bei der enzymatischen Vorbehandlung von intaktem Kernholz im
Vergleich zu Splintholz ist nicht durch Unterschiede in der chemischen Zusammensetzung
der Zellwénde zu erkléren,

Kapitel 2

7. Der Verzicht auf den Gebrauch von Tropenholz tihrt in den wirtschaftiich entwickelten
LAndern zu Umweltproblemen.

8. Die lokale Holzschutzbehandking von Fensterrahmen mit toxischen Schutzsalzen ist aus
ékologischen Gesichtspunkten den herkémmlichen Methoden vorzuziehen.

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

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

11. Die Eigentumsverhaltnisse in der ehemaligen DDR behindern eine rasche wirtschatiliche
Entwicklung in den neuen L&ndern der Bundesrepublik Deutschland.

12. Die fortschreitende Arbeitszeitverkiirzung bedingt auch eine fortschreitende Zerstérung
der Umwel.

H. Militz

"Die Verbesserung der impragnierbarkeit von Fichtenholz mittels
chemischer und enzymatischer Vorbehandiung”

Wageningen, 19.12.1950




Kurzfassung

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

Fein gemahlenes Fichtenholz (Picea abies (L.} Karst.) wurde mit verschiedenen
Enzympriparaten inkubiert, die Enzymkonzentration, Dauer, Temperatur und
Pufferkonzentration dabei variiert. Die aus der Zellwand herausgeldste Menge an
Urons3uren und neutralen Zuckern wurde qualitativ und quantitativ bestimmt. Die
hierbei effektivsten Enzympréparate waren stets sclche 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 Impragnierbarkeit
verbessern. Das Ausmass der Verbesserung hangt vom Enzympréparat, der
Enzymkonzentration, der Behandlungsdauer, der Behandlungstemperatur und der
Herkunft des Holzes ab. Der Erlolg der enzymatischen Vorbehandlung ist beim
Splintholz grésser als beim Kernholz. Mittels Rasterelektronenmikroskopie war der
Abbau des Torus und der Margo der Hoftiipfelmembranen sowie der einssitig
behéften Tipfel zwischen Tracheiden und Parenchym nachzuwsisen. Es fand keine
Reduktion der Druckfestigkeit und des E-moduls statt. Vaerbehandlungen von intakten
Fichtenschnittholz mit Laugen, Sauren und Koemplexbildnern erbrachten keine
Verbesserung der Impragnierbarkeit.

Keywords:

Fichtenholz (Picea abiss ), Hoftlipfel, Impragnierbarkeit, Eindringung, Holzschutzmittel,
Enzyme, Cellulase, Pectinase, Hemicellulase, Polyuronide, Uronsiure,
Komplexbildner, SAurebehandlung, Laugenbehandiung.
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Resume

Militz, H. (199Q): De verbetering van de impregneerbaarheid van vurehout d.m.v.
enzymatische en chemische voorbehandeling. Proefschrift in het Duits,
Landbouwuniversiteit Wageningen. 220 pagina's, 80 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
hemicsllulolytisch 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 kemhout.
Door gebruik te maken van rasterelektronenmicroscopie was de afbouw van de torus
en de margo van de hofstippelmembranen, als ook de eenzijdige stippels tussen
tracheiden 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, Iindringing,
houtverduurzamingsmiddel, enzym, enzymbehandsling, chemische behandeling,
cellulase, pectinase, hemicellulase, polyuronide, uronzuur, chelaten,
zuurbehandeling, loogbehandeling.
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Abstract

Militz, 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 ae)droad cellulalytic 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 incubation 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 decompaosition 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, celiulase, pectinase, hemicelluiase, polyuronide, uronic acids, chelating
agents, treatment with acids, treatment with afkali.
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1 Einleitung und Literaturbesprechung

1.1 Aligemeine Elnleitung

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 naturlichen Dauerhaftigkeit muss das Holz jedoch in
Verwendungsbereichen, in denen es langfristig hoher Feuchtigkeit ausgesetzt ist, mit
chemischen Holzschutzmitteln geschiitzt werden, Hierbei ist ein grosser Nachteil,
dass es nur sehr schwer mit Holzschutzmitteln zu impragnieren ist und die zu
erreichenden Eindringtiefen der Mittel ins Holz fur einen dauerhaften Schutz ofimals
nicht ausreichend sind.

Die Grinde fir diese schlechte Impragnierbarkeit sind in der anatomischen Struktur
des Holzes zu suchen. Wie bei allen Nadelhdizern erfillen beim Fichtenhoiz die
Tracheiden sowohl dle Aufgabe der Gewebefestigung als auch des Wasser- und
Nahrstofftransportes im Baum. Der Flissigkeitstransport zwischen den benachbarten
Tracheiden geschieht beim lebenden Baum vor allem durch Zellwandbffnungen,
sogenannte Tipfel. Bei der Trocknung des Holzes schliessen sich jedoch diese
Strukturen, wodurch jeglicher Fliissigkeitsaustausch zwischen den Zellen
unterbunden wird. Durch diesen Tlpfelverschluss wird somit auch die Eindringung
von Holzschutzmitteln ins Fichtenholz extremn erschwert.

Den Tipfelverschiuss durch mechanische Behandlung des Holzes riickgangig zu
machen und damit die Impragnierbarkeit 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 flhrten. Andere Versuche zeigten
hingegen, dass sich die Tipfelmembranen durch bestimmte Enzyme aus der Zeliwand
herauslésen 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
Hoftipfelmembranen der Fichtenholztracheiden durch eine Vorbehandlung mit
Enzymen (Kapitel 2 und 3 ) oder mit Chemikalien (Kapifel 4 ) mit dem Ziel der
besseren Impragnierbarkeit aus dem Zellverband entfernen lassen.

1.2 Anatomie der Nadelholzzellwand

1.2.1 Mikroskopischer Autbau des Nadelholzes

Das Holz der Nadelbdume zeigt im Gegensatz zu den phyllogenetisch jingeren
Laubhiilzern einen einfachen Aufbau. Es besteht im wesentlichen aus zwei Zelitypen,
den Tracheiden und den Parenchymzellen, die je nach Ausbildung Funktionen wie
Wassertransport (Frithholztracheiden), Festigkeit (Spatholztracheiden) sowie Leitung
und Speicherung von Nahr- und Reservestoffen (Parenchymzellen) dbernehmen
{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 haupts&chlich in
Axialrichtung (LAngstracheiden, LAngsparenchym) angeordnet. Anteilméssig 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 (ber
90 % des Nadelholzkérpers aus (Kolimann u. Cote 1968). In Uberwiegender Anzahl
kommen die Tracheiden axialgerichtet als Langstracheiden vor. Diese toten
Zellelemente leiten im Baum Wasser und sorgen for die Festigkeit des Holzes. Sie
entstehsn in der Kambialzone aus den Kambialinitialzellen, worauf ihre langgestreckte
-Form, die Zellen sind ca. 100x langer als breit, beruht.

Aus Abb. 1 ist ebenfalls zu ersehen, dass Unterschiede zwischen den im Frihjahr
gebildeten, diinnwandigen und weitlumigen Frihholziracheiden und den spater im
Jahr geformten, dickwandigeren Spatholztracheiden bestehen. Durch ihren
struktureilen Aufbau bedingt sind die Fruhholztracheiden vor allem fir die Saftleitung
im Baum verantwortlich, die Spéthelztracheiden vor allem fir die Festigkeit. Die
Zellange der Fichtentracheiden variiert je nach geographischer Herkunft des Baumes
und raumlichem Vorkommens im Stamm zwischen 2-5 mm, dér Durchmesser
zwischen 20 - 40 pm.

Der Wasser- und Nahrstoffaustausch zwischen aneinandergrenzenden Tracheiden
wird durch Offnungen in den Zellwénden, die Hoftipfel, ermdglicht. Diese Hoftapfel
kommen vor allem in den Radialwénden der Langstracheiden vor. Sie ermdglichen
dadurch einen tangentialen Transport von Fllssigkeiten (Stamm 1964). Dagegen wird
der radiale Flissigkeitsaustausch bei der Fichte hauptséchlich durch die radial
gerichteten Tracheiden der Holzstrahlen ausgefihrt (Bosshard 1974). Der Aufbau der
Hoftiptel wird néher in Abschniit 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 Holzstrahliracheiden dienen in erster Linie dem radialen Wassertransport. Sie
sind mit einer Lange von ca. 100 um und einem Durchmesser von 10 - 20 pm
erheblich kleiner als die LAngstracheiden. Der Kontakt zu anderen Zellelementen wird,
wie bei den Léngstracheiden, durch Tlpfel erméglicht (Panshin u. de Zeeuw 1980).

PARENCHYMZELLEN

Die Parenchymzellen dienen vor allem der Speicherung und Leitung von Nahr-,
Wuchs- und Reservestoffen. lhrer Funktion entsprechend, besitzt dieser Zelityp
weniger die langgestreckte, auf Festigkeit ausgerichtete Zellform der Tracheiden,
sondern ist mehr rechteckig geformt und erheblich kiirzer. Im Gegensatz zu manchen
anderen Nadelhdizern und den meisten Laubhdlzern kommen beim Fichtenholz nur
radial gerichtete, den Holzstrahl formende, Parenchymzellen vor (Wagenflhr 1984,
Bosshard1974).

Ein anderer im Fichtenholz vorkommender parenchymatischer Zelityp ist die
Epithelzelle. Diese Exkretzellen liegen in direkter Nachbarschaft zu den Harzkanilen
und sondern Harz in diese Hohlraume ab.
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Abb. 1 : Anatomischer Aufbau des Nadelhoizes (schematisch, Wagenfihr 1984). Q
Querschnitt, T = Tangentialschnitt, R = Radialschnitl, Fh = Frihholztracheiden, Sh
Spditholztracheiden, Jg = Jahrringgrenze, HS = Holzstrahl, H = Harzkanal, HS(H)
harzgangfihrender Holzstrahl.

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

Langstracheiden: 93-95%
Holzstrahltracheiden: <1%
Holzstrahlparenchym: 57 %
Langsparenchym: -
Harzkandgle: 0.5-1%

Tab. 1: Prozentualer Raumanteif der Zeliartert im Gewebe von Fichtenholz .




Zelltyp Grisse [pm]
Langstracheiden

Lange 1100..3400..6300
Hthe

tangential 21..30..40
radial Frahholz 30.3
radial Spitholz 17.7
Holzstrahltracheiden

Lange 120 +47
Haéhe 17 4
Holzstrahiparenchym

L4nge 161 £83
Hohe ‘ 19 +3

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

1.2.2 Feinstruktureller Aufbau der Nadelholzzellwand

Die Versuche, die in der vorliegenden Arbeit dargesteilt werden, beschaftigen sich mit
dem Abbau ganz bestimmter Zellwandbestandteile -der Hoftlipfel- durch chemische
bzw. enzymatische Behandlung. Voraussetzung dafr ist die genaue Kenntnis Uber
die strukturelle Zusammensetzung der Zellwand und der abzubauenden Tipfel. In
Abschnitt 1.2.2 wird deshalb der feinstrukturelle Zellwandaufbau von Nadalhdizern
beschrieben.

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

- Mittellamalle (ML)

- Prim@rwand (PW)
-Sekundarwand: (8)
-81
-82
-83

(-Warzenschicht)



MITTELLAMELLE

Die Mittellametlle, nach der Zellkernteilung als Trennwand zwischen den nsu
entstehanden Tochterzellen gebildet, formt die Verbindungsschicht zwischen
benachbarten Zellen. Chemisch gesehen besteht die Mittellamelle, auch
interzellularschicht genannt, vor allem aus Lignin und Pectin (Wagenflhr 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
Verhdlinis zur Sekundarwand ist die Mittellamelle dinn (ML + PW ca. 0.1 - 0.2 pm;
Fengsl u. Stoll 1973).

PRIMARWAND

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

SEKUNDARWAND

Vor Abschluss der Zellwanddifferenzierung lagert der Primarwand die Sekundarwand
auf {Takabe et al 1989). Im Elektronenmikroskop ist ein deutlicher Ubergang von
ungerichtetem Fibrillenverlauf (Streuungstextur) von der Primarwandseite der
Sekund&rwand hin zu gerichtetem Fibrillenverlauf mit definiertem Fibrillenwinkel in der
S$2-Schicht zu erkennen (siehe auch Abb. 2). Zur besseren Unterscheidung der
Zeliwandschichten wird deshalb die Sekunddrwand unterteilt in S, $2 und S3.

SEKUNDARWAND 1 (S1)

Dieser an die Primarwand grenzende Teil weist eine, der Primarwand ahnliche
Streuungstextur auf (Bucher 1957, Meier 1955, Stemsrud 1956). Eine Tendenz zur
schwachen Paralelistruktur mit Fibrillenwinkel von 60-800 erkannte Liese (1970).
Diese S1 hat zudem einen laminaren Aufbau, bestehend aus 3 - 6 Lamellen. Mit einer
Dicke von 0.1 - 0.35 um macht die S1 ca. 5 - 10 % der gesamten Zellwanddicke aus.
Die chemische Zusammensteliung dieser und der anderen Zellwandschichten ist Tab.
4 zu entnehmen. Moskaleva u. Brijanceva (1973) wiesan zusétzlich zu den in dieser
Tabelle genannten Komponenten -mittels histochemischer Verfahren-
Pectinvorkommen in der Grenzschicht zwischen Primarwand und S1 nach.

SEKUNDARWAND 2 (S2)

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



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

SEKUNDARWAND 3 (S3)

Diese, zur Lumenseite gewandte diinne Schicht (0.5 - 1.0 pm) wird von einigen
Autoren der S2 zugeordnet {(Wardrop u. Dadswell 1957), von anderen jedoch
aufgrund ihrer Entstehungsgeschichte, ihrer Textur und ihrer besonderen
Bestandigkeit gegenuber Séuren und hohe Temperaturen als individuelle Schicht
genannt (Meier 1955). Ahnlich der S2 ist das Mengenverhdltnis der
Zesllwandkomponenten 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 Laubhélzern ist auf die S3 die sogenannte Warzenschicht
aufgelagert. Aufkiarung iber Vorkommen und Struktur dieser Schicht ist vor allem
Liese (1956, 1963) zu verdanken. Nach Liese ist das Vorkommen, die Verteilung und
die Grdsse der Warzen sehr variabel und abhdngig von Holzart, Wuchsgebiet und
Zellform. Diese Warzenschicht ist gegenitber Chemikalien und enzymatischem
Pilzangriff widerstandsfahiger als die dahinterliegenden Zelischichlen {(Jayme u.
Azzola 19686). Takabe et al. (1989) stellen in ihr vor allem Hemicellulosen fest.

ML/PW S1 S2 S3
Cellulose 05 4 37 4 [
Hemicellulose 0.5 5 22 3
Lignin 3 7 13 1

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

MLPW S1 S2 83-
Cellulose 13 26 51 50
Hemicellulose 17 30 32 37
Lignin 70 44 17 13
100 100 100 100

Tab. 4: Chemische Zusammensetzung [%] der Zeliwandschichten lignifizierter
-Nadeiholzzellen (aus: Wagenfiihr 1984, nach: Panshin u. de Zeeuw 1980)



1.2.3 Mikroskopischer, feinstruktureller und chemischer
Aufbau der Hoftiipfel

VORKOMMEN

Die Tracheide ist der im Nadelholz am meisten vorkommende Zelityp. Das
tracheideale Gewsbe ist nicht nur fiir die Festigkeit, sondern auch fir den
Wassertransport des Baumes zusténdig. Deshalb ist eine gute Verbindung zwischen
angrenzenden Tracheiden notwendig. Dass die Wasserleitung im lebenden Baum
nicht durch die Zellwand geschieht, sondern durch Offnungen in ihr, den sogenannten
- Hofttpfeln, wurde bereits frilhzeitig unter dem Lichtmikroskop erkannt (Sanio 1873,
Bailey 1913). _

Die Hoftipfel kommen in grosser Haufigkeit in den Radialwinden und den
Uberlappenden Zellbereichen der Frihholztracheiden, weniger in Spétholztracheiden
vor {50 - 300 Stick je Tracheide; Starnm 1964). Sie garantieren so den axialen und
tangentialen Wasseriransport. Artspezifisch kommen auf den Tangentialwanden wenig
oder keine Hoftiipfel vor.

Mikroskopisch gesehen besteht der Hoftlpfel aus einer Tupfelmembran, die als
durchlaufende Mittellamelle und Primarwand gesehen werden kann, sowie bei vielen
Nadelhilzern aus einem verdickten, runden Mittelteil, dem Torus. Im Tipfelbereich
habt sich die Sekundirwand von der TUpfelmembran ab und Uberwéibt sie, wodurch
in der mikroskopischen Aufsicht ein Hof entsteht (Wagenfihr 1984, siehe Abb. 3).
Diese Ausbildungsform des doppelt behdften Tapfels kommt ausschliesslich zwischen
angrenzenden Tracheiden vor. Zwischen Parenchymzellen werden hingegen in der
Regel unbehofte, einfache Tipfel ausgebildet. In einigen Fallen kdnnen jedoch auch
schwach differenzierte Hote bei interparenchymatischen Tipfeln vorkormmen (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 Tapfels bestehen
zwischen verschiedenen Baumarten und Gattungen (Bosshard 1974). Diese
artspezifischen Unterschiede macht man sich bei der mikroskopischen
Holzartenbestimmung zunutze. Untersuchungen der morphologischen Struktur der
Tapfel an 120 Nadelholzarten {Bauch et al. 1972) fGhrten zur Einteilung in
varschiedene "Strukturtypen™ der Hoftliipfel. Als charakteristisches Gattungs- und
Artmerkmal ist jedoch nicht nur der doppelt behofte Topiel zu gebrauchen. Auch die
sogenannten Kreuzungsfeldtiipfel an den Ber(hrungsstellen der Langstracheiden mit
dem Holzstrahlparenchym bilden charakteristische Strukturen aus, die zu
diagnostischen Zwecken herangezogen werden kénnen (siehe auch Abb. 4).

FEINSTRUKTUR

Untersuchungen UOber den Feinbau der Hoftipfel wurden erst durch
Elektronenmikroskope méglich und von verschiedenen Autoren durchgefihrt (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 Tidpfel 3-lamellig aufgebaut ist und die Fibrillenanordnung
betreffend den Primarwanden und der Mittellamelle entspricht. Die Margo selbst



besteht aus einem dichten Flachtwerk von Elementarfibrillen und gréberen Haltefaden.
Der Torus ist als beidseitige Verdickung auf die doppelte Primérwand aufgelagert und
besitzt eine Textur aus konzentrisch verlaufenden Fibrillen.

Spétere Untersuchungen ergaben, dass eine ungeordnete Primarwandstruktur der
Margo nur in den ersten Jahmringen zu finden ist, jedoch bei alteren Zellelementen
durch Fibrillenverschigbung eine Blndelung stattfindet, die die Margo als geb&nderte
Schicht erscheinen lisst. Diese Umlagerung geht nach Jayme u. Fengel (1959) mit
dem Hoftiipfelverschluss einher.

Studien der Wandschichtung des Hoftipfels mittels Lichtmikroskopie (Polarisations-
und Phasenkontrastmikroskopie) sowie Elektronenmikroskopie {(Abdruck- und
Ultraddnnschichtverfahren) fithrten zur Beschreibung des Hoftdpfels in Modellform
(Harada u. Cote 1967, Jutte u. Spit 1963). Die Hoftipfelmembran besteht nach Jutte u.
Spit (1963) aus den durchlaufenden Primarwénden der aneinanderliegenden Zellen
und der Mittellamelle. Der Hof wird geformt aus den Zellwandschichten S$1, S2 und S3
(Abb. 5). Auf das Vorkommen von Warzenstrukturen auch im Tipfelbereich wiesen
bereits Wardrop et al. (1959) hin. Die Griésse des Torus variiert in den
Frithholztracheiden des Fichtenholzes zwischen 7 - 10 pm, die Hoftipfeldffnung
(Porus) ist 4 - 6 um gross.
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Abb. 3 : Aufbauv der Nadeiholztipfel-Typen (Wagenfihr 1384). a} Frihholzhoftiplel: b)
Spdtholzhoftiipfel; ¢} halbbehifter Tipfel zwischen Tracheide und Parenchymzelle; d}
einfacher Tiiptel zwischen Parenchymzellen. Primdrwand (FP), Mittellamelie (M),
Sekundidrwand (S).

Abb. 4 : Kreuzungsleldtiplelung bei Nadethéizern
Abb. 5 : Feinbau des Nadeiholz-Hoftiipfels nach Harada u. Cote (1967). Mittellamelle (ML),

Primérwand (P), Sekunddrwand (51, 82, 83), Warzenschicht (W), Margo (M), Torus (T}, Porus
(PO).




CHEMISCHE ZUSAMMENSETZUNG

Untersuchungen dber die chemische Zusammensetzung der Nadelholz-Hoftlpfel
fOhrten zunéchst zu widersprichlichen Aussagen. So fanden Jayme u. Fengel (1861),
Sachs (1963) den Torus der Hoftapfel lignifiziert vor. Bamber (1961) hingegen wies
auf nicht-lignifizierte Tiptelmembranen hin.

Untersuchungen von Bauch et al. {1968), Bauch u. Berndt (1873) sowie von Bauch et
al. (1974) zeigten aut, dass zwischen verschiedenen Baumarien, innerhalb einer Ar,
ja sogar zwischen den Tipfein benachbarter Tracheiden Unterschiede in der
chemischen Zusammensetzung bestehen kdnnen. 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, kiinnen
schon im Splintholztiipfel phenolische Komponenten vorkommmen, die sich jedoch
mit Athanol/ Banzol extrahieren lassen.

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

1) Im Splintholz bestehen die Margofibrillen aus Cellulose und Hemicellulose. Im
Torus kommen vor allem Pectine vor, die in ein Gerist aus Hemicellulose und
Cellulose eingebettet sind. Im Splinttiptel des Fichtenholzes k&nnen keine
phenolischen Stoffe nachgewiesen werden,

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

1.3 Chemischer Aufbau der Zellwandkomponenten

Fir den gezielten Abbau bestimmter Zellwandteile, im vorliegenden Fall der Hoft(pfal,
ist neben der Beachtung anatomischer Gegebenheiten des Fichtenholzes eine
genaue Kenninis des chemischen Aufbaus der Zellwandkomponenten notwendig.

Wie bei allen verholzten Zelistrukturen 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 Ubersicht Gber die Zellwandbestandteile geben Abb. & sowie Tab. 5. Als
Holocellulose werden die nach Delignifizierung verbleibenden Polysaccharide
verstanden. Im vorliegenden Kapitel werden die fir die Problemstsellung dieser Arbeit
wichtigsten Zellwandkomponenten beschrieben. Da im Holzbereich fir 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 Zellwandkomponentsn ist ausserdem zum Verstindnis und zur
Wertung der in Kapitel 2 beschriebenen Zuckeranalysen von Wichtigkeit.



Holocell.  Cell. Hemi Pentosan Lignin Ethbenz.  Wasser
extrakt extrakt

80.9 46.0 15.3 83 27.3 2.0 20 (1}
82.5 40.4 314 - 28.2 14 2

1 = Fengel 1966 a, b, Fengel 1967
2 = Wegener 1974, Fengel et al 1978

Tab. 5: Mengenmdssiges Vorkommen der Zellwandbestandteile [%] im Fichtenholz (Picea
abies) (nach: Fengal u. Wegener 1984).
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Abb. 6. Verteilung der Polysaccharide in der Zaliwand. Cellviose (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. §). Sie ist ein Polysaccharid, das ausschliesslich aus durch B-1,4 Bindungen
verknipften D-Glucoseeinheiten aufgebaut ist {siehe Abb. 7). Bei der Cellulose

handelt es sich, im Gegensatz zur aus a-1,4-D Glucosebausteinen aufgebauten
Stérke, um ein lineares, langgestrecktes Kettenmolekill. Die Kettenlange variiert stark
zwischen verschiedenen Pflanzentypen, Teilen einer Pflanze und sogar zwischen
rdumlich benachbarten Polymerketten (Nikitin 1966). Die Molekilgrosse der Cellulose
wird ausgedrickt durch die Anzahl der glykosidisch aneinander gebundenen Anhydro-
Glucoseeinheiten (auch Polymerisationsgrad DP genannt) und betrigt im Fichtenholz
ca. 8000,

Mehrere Cellulosemolekiile lagem sich zu Elementarfibrillen (1.5 - 3.0 nm) zusammen,
diese wiederum zur nichst grdsseren Unterscheidungseinheit, den Mikrofibrillen {10 -
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25 nm). Diese formen schliesslich ganze Zellwandschichten und bilden das
Grundgerlst der Zellwand (Ranby 1954, Fengel u. Wegener 1984).

Fur den Aufbau solcher supramolekularer Strukturen aus Glucoseeinheiten sowie
Verknipfungen 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 zusétzlich zu den gewdéhnlichen
chemischen Bindungen eine Wechselwirkung zwischen den am Sauerstoft
gebundenen H-Atom und freiem Elektronenpaar am Sauerstoft. Diese
Wasserstoffbrickenbindungen besitzen zwar nur 1/10 der Stirke vigler chemischer
Bindungen, haben jedoch aufgrund der vielfiltigen Verbindungsmdglichkeiten 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. Antsile von 20 - 40% (je nach Pflanzenteil) zeigen auch dessen quantitative
Bedsutung auf. Im Gegensatz zur iberwiegend kristallin aufgebauten Cellulose ist das
Ligninmolekil von amorpher Struktur und besitzt keinen Ubermolekuldren 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 Pilanzenzellwand. Durch wenig freie Hydroxylgruppen bedingt
nimmt Lignin erheblich weniger Feuchtigkeit auf als Hemicellulose.

Das Ligninmolekil besteht chemisch aus vielen Phenylpropaneinheiten, die
untereinander verknipft sind. Die Synthaese eines solchen Makromolekils lauft Gber
komplizierte Vorstufen (Shikimisdurecyklus und andere Vorstufen) vom
Glucosebaustein hin zu den Grundbausteinen des Ligninmolekils (Abb. 9). Diese
Bausteine werden dann, vor allem durch Radikalmechanismen, zu Dimeren und weiter
zum Makromolekil miteinander verknipft. Ein wvereinfachtes Modell fir
Fichtenholzlignin (Adler 1977), bestehend aus 16 C9-Bausteinen, zeigt Abb. 10.

Fir 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 Seitenkstten, die
Atherbindungen der Seitenketten und die Methoxylgruppen zu nennen (Nikitin 1968,
Fengel u. Wegener 1984, Fry 1988). Neueren Versuchen von Takabe et al. {(1989) an
Tracheiden von Cryptomeria japonica zufolge beginnt die Lignifizierung in den
Zeliecken, setzt sich dann fort in der Mittellamelle, Primarwand, S1 und findet zuletzt in
der S2 statt. Auch die Warzenschicht wird stark lignifiziert.
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Abb. 7 : Cellulosemolekill, aufgebaut aus 3—-1,4-D-Glucoseeinheiten.
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Abb. 8: Aufbau von Cellulose-Makrofibrillen aus Glucosebausteinen, modeliférmiyt dargestelh
anhand einer Baumwollfaser.
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Abb. 10: Struktur des Fichienlignins, bestehend aus verknipfien

Phenyipropaneinheiten (Fengel u. Wegenar 1984 nach: Adler 19
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HEMICELLULOSEN

Die Hemicellulosen, oftmals zusammen mit der Cellulose als Holocellulose aufgefihrt,
stellen mengenmaissig einen wichtigen Teil dar. Im Gegensatz zur kristallinen
Cellulose besitzt das verzweigt aufgebaute Hemicellulosenmolekil keinen
Gbermolekularen Bau. Aufgrund seiner verzweigten Strukiur und dem Vorkommen
vieler stark hydrophiler Gruppen sind grosse Taile der Hamicellulosen In Wasser oder
Alkali [8slich.

Die ldslichkeit der Hemicellulosen in unterschiedlichen Lésungsmitteln 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 Zsllwandbestandteilen gibt Aspinall (1973). Demnach gehdren zur
Gruppe der Hemicellulosen alle Xylane und Glucomannane der pflanzlichen Zellwand
{siehe Tab. 6). Genauer beschreiben Fengel u. Wegener (1984) die am Aufbau des
Hemicellulosenmolekiils beteiligien Zucker {siehe Abb. 11) und verweisen dabei auch
auf Xylane und Mannane als Grundelemente des Molekdls.

Der Aufbau der Hemicellulosen und das Verhiltnis der Zuckerbausteine zusinander
ist zwischen Laubhélzern und Nadelhblzern verschieden. Im Hinblick auf die Versuche
werden die Nadelholzxylane und -mannane im folgenden kurz beschrieben.

Cellulose Glucan

Hemicelluiose Xylane, Glucomannane

Pectine Galacturonane, Arabinane, Galactane
u.fo. Arabinogalactane mit linearen
Ketten

andere Polysaccharide Arabinogalactane (hochverzweigt),
Fuco-xyloglucane

Glycoproteine

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

NADELHOLZ XYLANE

Bei den Nadelhdlzern 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 Nadslholzxylane den Arabino-4-O-Methylgiucurono-Xylanen zuzuordnen. Die
chemische Strukiur gines solchen Bausteins stellt Abb. 12 dar,
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Abb. 11: Zucksrbausteine der Hamiceliuiosen (Fengel u. Wegener 1984}
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Abb. 12: Telistrukiur des Arabino-4-O- Mathylgiucuronoxylans der Nadeihdizer (Fenge! u.
Wegener 1964}
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Abb. 13: Teilgtrukiur des O-Acelyl-Galaclogiucomannans der NadeihGizer
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Far die Bewertung der in Kapitel 2 beschriebenen Zuckeranalysen sind
Vergleichswerte aus der Literatur von in Hemicellulosen vorkommenden Zuckern von
Intaresse. Die im Arabino-4-O-Methylglucuronoxylan enthalienen Zucker kommen
nach Timell (1967) in folgendem Verhéltnis vor:

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

Als Mittelwert des Verh&linisses der 3 Komponentan untereinander wird Xyl : MeGluU :
Ara mit 8 : 1.6 : 1 angegeben. Andere Werte finden Zinbo u. Timell (1967) fir
Fichtenhclzxylane. Demzufolge kommen die Komponenten Xyl : Me-GluU : Ara im
Verhéltnis 7.4 : 1.25 : 1 vor.

NADELHOLZ MANNANE

Nadeiholz enthélt ca. 20-25 % Mannane mit Glucomannanen im Hauptglied, an
welche Acetylgruppen und Galactosebausteine geknipft sind {(Fengel u. Wegener
1984). Demzufolge sind die Nadelholzmannane O-Acetyl-Galactoglucomannane zu
nennen. Abhéngig von der Separationsmethode findet man stark variierende
Verhéltniszahlen der Zuckerbausteine (Regers u. Thomson 1969, Fengel 1979). Fiir
wasserldsliche Galactoglucomannane findet man Mittelwerte von Man : Glu : Gal 3 : 1
: 1, bei alkalildslichen 3 : 1 : 0.2 (Timell 1967).

PECTIN

Pecting kommen weitverbreitet in der Pflanzenwelt vor. Im Zeliverband beschrénkt sich
ihr Vorkommen auf die Mittellamelle und Primérwand (Fry 1988, Takabe st al. 1989).
Der histochemische Nachweis der vergsterten Pectine kann durch Einfirben mit
alkalischem Hydroxylamin-Eisenchlorid geflihrt werden (McCready u. Reeve 1955,
Gee et al. 1959), nicht so spezifisch ist die Farbung mit Rutheniumrot (Aspinall 1973).
Fry(1988) definiert die Pectine als "Polysaccharide, die reich an D-Galacturonsiure
sind, deren Seitenketten und chemisch dhnliche Polysaccharide®. Eine andere
Definition ist aut die Ldslichkeit des Pectinmolekiis gerichtet: "Pectine sind durch
Komplexbildner zu lésende Polysaccharide und chemisch ahnliche Polysaccharide”.

Strukiurell werden Pectine charaklerisiert durch eine lineare Hauptkette von D-
Galacturonsdurebausteinen (GalA), die durch «-(1-4) Bindung glykosidisch
miteinander verbunden sind. Die Carboxylgruppen dieser Sauren sind teilweise mit
Methylalkohol verestert. Der Methylisrungsgrad (DM) ist definiert als Anteil methylierte
GalA pro 100 GalA. Native Pectine kommen, abh#éngig vom Reifegrad, meist
hochverestert vor (DM > 70). Bai Ananaspectin fanden Voragen et al. (1983) jedoch
niedrig veresterte Pectine (DM 25). Unveresterte GalA kann unterginander und mit
anderen Zellwandpolymeren dber Ca-Briicken verbunden sein. Diese Ca-Briicken
behindern u.a. die Ldslichkeit der Pectine (Doesburg 1965, Joslyn 1962).

Die GalA kdnnen am 02 oder O3 acstyliert sein. McComb u, McCready (1957) fanden
schwach acetylierte Pectine, Voragen et al. (1988) fanden bei Kartoffeln héher
acetylierte Pectine.

Jarvis (1984) beschreibt die Pectine als "block-polymers®. Manche Teile des
Pectinmolekils ("blocks”) bestehen vor allem aus unverzweigten a-D-

Galacturons#iurebausteinen, andore Teile des selben Molekils sind verzweigt und
enthalten Rhamnose, Galactose und Arabincse {DeVries et al. 1983). Die in der
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Pectinhauptkette vorkommenden Rhamnoseeinheiten sind oftmals der Ankniipfpunkt
fir diese neutralen Zucker. Diese verzweigten Stellen sind gegen enzymatischen
Angriff widerstandsféhiger als unverzweigte (McNeill et al. 1980). Die Pectine einiger
Pflanzen enthalten zudem geringe Mengen an Xylose {(z.B. in der Frucht von Apfeln,
jedoch nicht in Citrusschalen; DeVries 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 % Galacturonséure, Allsop u. Misra (1940) hingegen finden in
Kambiumzellen von Kiefer, bei denen noch keine Sekundérwand aufgelagert ist, 16.6
% und im Splintholz 1.3 % Galacturonsauren. Grosse Unterschiede im Pectingehalt
innerhalb einer Holzart konstatieren auch Thornber u. Northcote (1962), die im
Kiefarnkernholz 1 %, im Splint 1.3 % im Kambium 8.4 % und im Phlaem sogar 10 %
nachweisen kénnen. Bei neueren Untersuchungen von Westermark et al. (1986)
wurde der Uronsduregehalt in verschiedenen Bereichen des Fichtenholzes
untersucht. Sie fanden durchschnittlich 1.9 % Uronsaure im Holz, in jungen
Pflanzenteilen jedoch 10.6 %. Die Zellwand der Parenchymzellen besteht diesen
Versuchen zufolge zu 3.4 % aus Uronsduren. Mit einer speziellen Priparationstechnik
untersuchten die Autoren die zusammengesetzie Mittellamelle von Alteren
Fichtentracheiden und entdeckten in dieser Schicht 5.1 % Uronséuren.

Angaben zur Pectinstruktur von Gewebekulturen einer Ahornart geben Talmadge et al.
(1973} anhand eigner Analysen. Demnach besteht die Pectingrundkette aus
Galacturonsaure- und Rhamnoseeinheiten. Jeder 8. Baustein ist eine

Rhamnoseeinheit, die durch a-(1,2)- und -(1,4)-Bindungen an die Galacturcnsaure
gekoppelt ist. Ungefahr 50 % der Rhamnose in der Grundkette ist mit Galactanen
verknGpft, die Teile der Seitenketten ausmachen.

Uber den Grad der Veresterung der Holzpectine wurde bisher wenig publiziert. Die
Aussagen sind zudem noch widerspriichlich. So kommt Lidtke (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, eéndo-PG) auf Holz einwirken und kommen arhand der
freikommenden Pectinmengen zum Schluss, dass es sich beim Birkenholz um
hochveresterte Pectine handeln muss.

COOCH, COCCH, COOCH; COCH

D@wwﬁﬁd

Abb. 14: Tail eines Pectinmolekiils mit einem Veresterungsgrad von 50 %.

(e}
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Abb. 15: Siruktur der Rhamnogalaciuronsédure-Grundketie und "Blockstruktur™ der Pecting:
unverzweigte Beraiche (A) (Homogalacturonane) und verzweigte Bersiche (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 pilanzlichen Zellwandaufbaus, der
Zellwanddifierenzierung 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 gewiinschten Verénderung von
Zellwandbestandteilen bei. Zellwandverandernde 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}, McCleary u. Matheson (1986), Rombouts u.
Pilnik (1980, 1986).

Enzymreaktionen besitzen im Gegensatz zu vielen chemischen Reaktionen beziglich
des zu verdndernden Substrates sowie der angewandten Abbaumechanismen einen
sehr hohen Grad an Spezifizitat. So verindert ein spezifisches Enzym stets nur eine
Ant Substrat und das, chemisch gesehen, stets auf die gleiche Weise. Diese hohe
Spezialisierung gilt nur fir reine Enzyme. Die in den vorliegenden Versuchen
verwendeten Handelsenzyme hingagen besitzen Abbauaktivititen auf verschiedens
Zellwandpolymeras.

Nachdem die Bezeichnung und Klassifizierung der Enzyme Uber 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 verwendsten Enzymtypen
beschrieben.

PECTINASEN

Pectolytische Enzyme greifen die Rhamnogalacturonsurekette der Pectine an. Die
Seitenketten hingegen werden nicht durch pectolytische Enzyme abgebaut. Eine
Ubersicht der pectolytischen Enzyme geben Rombouts u. Pilnik (1980). Sie
unterscheiden dabei zunachst verseifende Enzyme (Pectinesterasen) und
Depolymerasen (Polygalacturonasen, Lyasen).

PECTINESTERASEN

Pectinesterasen (E.C. 3.1.1.11.) verseifen die Methylestergruppen des Pectinmolekiils.
Sie sind spezifisch auf Galacturonsaureester gerichtet. Eine Verseifung beginnt stets
neben freien Carboxylgruppen und neben reduzierenden Endgruppen in der
Galacturonsdurekette. Einige Methylester, z.B. die der Mono-, Di, Tri- Galacturons3ure,
sind resistent gegen den Abbau der Pectinesterase {Deuel u. Stutz 1958).

Pectinesterase kommt in vielen Frachten und Gemiisen vor (Heutink 1986), wird
jedoch auch von Mikroorganismen produziert (Rombouts u. Pilnik1880). thr pH
Optimum héngt 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 Anderung von Pectinen bei der Reifung und bei der
Verarbeitung von reifen Frichten eine wichtige Rolle. Bedeutend ist dies insofern, da
nur niedrig veresterte Pectine mit Ca-salzen Bricken formen kbnnen, die zur
Verfestigung und Versteifung von Zellgeweben beitragen. Ein hoher Veresterungsgrad
verhindert solche Ca-Briickenformung (Pilnik et al. 1986).

Auch fir die Losung von Pectinstrukturen aus der Holzzellwand kann der
Veresierungsgrad des Pectinmolekils wichtig sein. Niedrig veresterie Pectine im Holz
kdnnen mit Ca- oder Mg-Salzen Briicken formen und sind dadurch schwerer aus dem
Zellwandverband zu 15sen als nicht vernetzie Strukturen.

DEPOLYMERASEN

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

* Hydrolasen

Eine hydrolytische Spaltung des Pectinmolekils 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 Stilck fir Stlck ab. Exopectatlyasen jedoch kénnen die
Polysaccharide am reduzierenden Ende angreifen (Rombouts u. Pilnik 1980).
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Zur Gruppe der Hydrolasen zéhlen die Polygalacturonasen {PG). Diese Enzyme

hydrolisieren die o-(1-4) Bindung neben nicht veresterten Galaturonsaureeinheiten.
Unterschieden werden eine Exo-PG (E.C. 3.2.1.67), welche die Polygalacturonsiure
zu Galacturonséure abbaut und eine andere Exo-PG (E.C. 3.2.1.82), welche die
Polygalacturonsiure zu Digalacturonséure 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 p-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
Pectinmolekiil vom reduzierenden Ende her angreifen {Exo-Enzyme) und den Endo-
Enzymen, die die Ketten in Bruchstlicke zerkleinern. Es konnte jedoch noch keine Exo-
Pectinlyase nachgewiesen werden {Rombouts u. Pilnik 1986}.

Ein Enzym, welches die Spaltung von Galacturonséuren und Rhamnose nur in den
verzweigten Gaebieten verursacht, wurde von Schols et al. {1989) isoliert. Der optimale

pH-Wert dieses Enzyms lag bei 3-4, die optimale Temperatur bei 40-50 cC.

coocu,

coocv-ns

Polygalacturonase
Q ﬂ Lyasen : :

R = H bzw. CHa

Abb. 18: Enzymatischer Abbau von Polygalacturonsdure durch Pectinesterase,
Polygalacturonase bzw. Pectinlyase.
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CELLULASEN

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

- endo-B-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;

- B-Glucosidasen {auch Cellobiasen genannt, E.C. 3.2.1.21), welche Cellcbiose 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 hdheren Pflanzen
entdeckt, wobei zwei Typen unterschieden werden:

- B-{1-4) Galactanasen (E.C. 3.2.1.89), welche die p-(1-4) Bindung der Galactane und
Arabinogalactane des Typs | abbauen;

- B-{1-3) Galactanasen (E.C. 3.2.1.90), welche die B-(1-3) Bindung angreifen und
Arabinogalactane des Typs |l abbauen.

XYLANASEN

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

- exo-Xylanasen (E.C. 3.2.1.37);

- endo-Xylanasen, die keine Arabinose lésen (E.C. 3.2.1.8);

- endo-Xylanasen (E.C. 3.2.1.8), die auch Verzweigungen abbauen und Arabinose
herausidsen. 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 B-(1-4) Bindung 2zwischen Mannosebausteinen der Mannane,
Galactomannane und Glucomannane abbauen. Das pH-Optimum der Enzyme variiert
zwischen pH 3 - 6.
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Abb. 17 : Schematische Dersieliung des enrymatischen Abbeus von Collulose durch endo-
Glucanasen (enG), exo-Glucanasen (exG) und B-Glucosidasen (B-G); aus: Renard (1989)
nach: Kiiosov u. Rabinovitch {1980).
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Abb. 18 : Abbay von Xylanen (Bisly 1985). Zum Abbau ses Xylsemolskdis sing nelsen der
Xylanase auch a-Arabinofuranosidasen, a-Glucuronidasen und Acelylesterase nolwendig.
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1.4.1.2 Kinetische Aspekie der Enzymanwendung

Ein Abbau von Hoftlipfelmembranen im Fichtenholz mittels pectinabbauender Enzyme
sowie mittels Cellulasen und Hemicellulasen darf aus wirtschaflichen und
verfahrenstechnischen Griinden keine langen ZeitrAume in Anspruch nehmen. Darum
missen Enzyme gefunden werden, die das vorliegende Substrat "Holz" auf
schnellstmégliche Weise verdndern. Die Reaktionsgeschwindigkeit einer
Enzymreaktion hangt jedoch nicht alleine vom eingesetzten Enzym ab, sondern ist in
mehr oder weniger starkem Masse von anderen Faktoren wie zum Beispiel der
Tamperatur, dem pH-Wert und der Enzym- und Substratkonzentration abhdngig. Die
Optima der Enzymreaktion bel Ver&nderung dieser Faktoren sind fir alle Enzyme
unterschiedlich und missen darum fir die in Frage kommenden Enzyme in
Kombination mit dem Substrat "Holz" untersucht werden,

* Temperatur

Wie bei vielen anderen Reaktionsablaufen spielt auch bei Enzymroaktionen die
Temperatur eine wichtige Rolle. Tendentiell kann gesagt werden, dass eine
Temperturerh8hung zur erhéhten Enzymaktivitét fiihrt, wobei das Temperaturoptimum
abhangig vom Enzymtyp fiir viele Enzymreaktionen zwischen 30 - 40 ¢C liegt. In Abb.
19 ist das Verhdltnis von Aktivitat und Temperatur schematisch aufgezeigt.

Bei sehr niedrigen Temperaturen {unter 0 oC) agieren die Enzyme sehr langsam, sind
jedoch nicht vollkommen inaktiv. Demgegeni(ber ist eine vollkommene und
irreversible Inaktivierung von Enzymen durch Denaturierung bei héheren
Temperaturen Uber 70 - 90 oC zu erreichen. Eine Denaturierung beginnt bereits mehr
oder weniger stark auch schon bei niedrigeren Temperaturen. Das fihrt dazu, dass
eine Temperaturerhbhung zwei gegenléufige Effekte verursacht: die Steigerung der
Enzymaktivitit sowie die Denaturierung von Enzymen. Eine Aussage (ber
Temperaturoptima ist daher stets nur in Kombination mit der in Versuchen
angewandten Einwirkzeiten méglich. Flr |1anger dauernde Versuche kann dies unter
Umsténden bedeuten, dass eine Erniedrigung der -meist in Kurzzeitversuchen
ermittelten- Temperaturoptima aufgrund niedrigerer Denaturierungsraten von Vorteil
ist.

* pH-Wert

Jode Enzymreaktion besitzt sinen optimalen pH-Wert, der fir die meisten Enzyme
zwischen pH 3 und pH 7 liegt (siehe Abb. 19). Sehr hohe sowie sehr niedrige pH-
Werte kdinnen zur Denaturierung der Enzyme fihren.

Das Optimum des pH's ist jedoch nicht nur abhdngig 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

Uberangebot bereitgestellt wird, besteht eine direkte Proportionalitdt zwischen
Reaktionsrate und Enzymkonzentration (sieche auch Abb. 19).
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* Substratkenzentration

Bei vorgegebener Enzymkonzentration steigt die Reaktionsrate mit der
Substratkonzentration zunéchst proportional an (Abb. 19). Dies ist jedoch nur bis zu
eingm bestimmten "Optimumpunkt” der Fall, von dem ab sich die Umsetzungsrate sehr
verlangsamt. Zu erkldren ist dieser Verlauf dadurch, dass bei vorgegebener
Enzymkonzentration und steigender Substratkonzentration der Punkt erreicht wird, an
dem alle vorkommenden Enzyme am Substrat gebunden sind und praktisch keine frei
verfigbaren Enzyme mehr vorkommen. Mit héherer Enzymkonzentration verschiebt
sich dieser Punkt nach oben; die Form der Kurve verdndert sich jedoch nicht.

Aktivitat

10 20 30 40

50 60

Enzymiésung [mil ]

70
Temperatur °c
soel
__ 4001
g
= 3004
;
N 2004
1001
1 2 3

Hydrolyserate
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Molarkonzentration
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Abb. 19 : Schematische Darstellung der Enzymaktivitdt , abhdngig von der Temperatur, Jom

pH-Wen, der Enzymkonzentration und der Substratkonzentration.
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1.4.2 Hoftiipfelabbau mit Enzymen

Die Permeabilitat von Fichtenholz fir Fliissigkeiten ist, im Vergleich zu vielen anderen
Holzarten, sehr gering. Diese Eigenschaft beruht auf dem holzanatomischen Aufbau,
insbesondere dem Vorkommen und der Struktur des sich bei der Trocknung
schliessenden Hoftlpfels (siehe Abschnitt 1.2).

Im Laufe der Jahre wurden erhebliche Anstrengungen unternommen, um diesen
Hoftlipfelverschluss auf physikalisch-technischem Wege rickgéngig zu machen.
Heissdampfverfahren (Nicholas u. Thomas 1968, Bamber u. Johnstone 1968),
verschiedene Trocknungsverfahren (Lantican et al. 1965, Ohkoshi et al. 1987),
Ultraschallverfahren (Borgin u. Corbett 1970, Morishita et al. 1986}, um nur einige
Versuche zu nennen, wurden mit unterschiedlichem Erfolg erprobt, konnten sich aber
nicht in der Praxis durchsetzen.

Der Einfluss von Mikroorganismen auf die Permeabilitdt von Holz wurde in den 50er
und 60er Jahren in verschiedenen Laboratorien eingehend untersucht. So wurden
Trichoderma-Arten gefunden, die die Wegsamkeit in einigen Holzarten erhbhten
{Lindgren u. Harvey 1952, Ellwood u. Ecklund 1959, Johnson u. Giovik 1970). Bereits
1958 beschrieben jedoch Suclahti u. Wallen, dass auch bestimmte Bakterienarten
nach langerer Einwirkung die Permeabilitdt von Holz erhdhen kdnnen. Aufgrund der
Beobachtungen, dass das Holz bei Bakterienbefall umso permeabler ist, je weniger
Pectine es enthalt, kamen sie zu dem Schluss, dass Bakterien in der Lage sind, die
pectinreichen Hoftlipfel abzubauen. Weitere Untersuchungen in den Folgejahren
unterstitzten diese Vermutungen (Knuth u. McCoy 1962, Liese u. Karnop 1968,
Greaves 1970, Dunleavy u. McQuire 1970, Dunleavy u. Fogarty 1971). Vor allern in
wassergelagertem Holz kénnen aerobe und anérobe Bakterien einen Hoftiipfelabbau
verursachen (Adolf et al. 1972).

Mikroorganismen bauen Zelliwandkomponenten durch den Einsatz von Enzymen ab.
Enzyme, die unterschiedliche chemische Bestandtteile abbauen, werden auch
technisch hergestelit und von unterschiedlichen Produzenten vermarktst.

Nichclas u. Thomas (1968) flhrten Untersuchungen durch, um mit derartigen
Handelspraparaten Hoftipfelmembranen abzubauen und dadurch die
Impragnierbarkeit von Holz zu verbessern. Sie verwendeten fir die Behandlungen von
Kiefernholzproben ungereinigte Enzyme, die sie als Cellulase, Hemicellulase und
Pectinase bezeichneten und bestimmten die Permeabilitit dieser Holzproben vor und
nach Behandiung. Durch die "Pectinase” und durch den Einsatz der "Cellulase” liess
sich die Permeabilitdt deutlich erh&hen. Dieses wurde durch den Abbau der
Hoftipfelmembranen (Margo) sowie die Auflésung von Teilen des Torus erreicht.

Versuche an verschiedenen mitteleuropaischen Holzarten mit ebenfalls ungereinigten
Handelspréparaten wurden von Bauch et al. (1970) durchgefiihrt. Die Permeabilitat
der untersuchten Hélzer liess sich im Splint mittels einer "Pectinase” 2.T. deutlich
erhdhen. Mit einem "Cellulase™préparat wurden dhnlich gute Ergebnisse erzielt. Im
Kernholz erreichten die angewandien Enzympraparate keine
Permeabilititsveranderung. Dieses flihrten die Autoren auf durch im Kernholz
vorkemmender Polyphenole zuriick, die die Enzymwirkung beeintrachtigen kénnen.

In Folgeuntersuchungen von Bauch et al. (1973) sowie Adolf (1975, 1976) wurde auch
Fichtenholz in die Versuche mit einbezogen. Mit einem "Pectinasepraparat”™ sowie
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einem "Cellulasepraparat” verbesserten die Autoren die Trankbarkeit des Holzes.

Meyer {1974) behandelte verschiedene nordamerikanische Hoblzer mit einem
"Pactinasepriparat” und einem "Cellulasepréparat™. Er erreicht an einer Kiefernart
(Pinus contorta) erhebliche Verinderungen der Permeabilitdt, wohingegen die
Behandlung einer Fichtenart (Picea glauca) zu keiner Verbesserung fithrt. Griinde fiir
die so unterschiedliche Anfilligkeit der Holzarten auf den enzymatischen Abbau sind
nach Meyer in der unterschiedlichen Pectinstruktur der verschiedenen Holzarten zu
suchen. Versuche von Thomas (1975) wiesen auf den Einfluss phenoclischer
Verbindungen auf die Wirksamkeit von "Pectinasen” und "Cellulasen” hin. So wurde
der enzymatische Abbau von Kernholzhoftipfeln erst durch Vorextraktion von
Polyphenolen mdéglich,

Neuere Untersuchungen von Marishita et al. (1986) und Ohkoshi et al. (1987) an
verschiedenen japanischen Holzarten weisen auf einen in den Versuchen der Jahre
1958 bis 1975 nicht berOcksichtigten Aspekt hin. So setzten diese japanischen
Autoren spezifische pectinabbauende Enzyme ein, deran Hauptaktivitdt entweder auf
hochveresterte bzw. auf niedrig veresterte Pectine gerichtet war. Anhand dieser
Versuche erkannten sie, dass bei den verschiedenen Holzarten die angewandten
Pectinasen unterschiedlich wirksam waren. Bei einigen der getesteten Holzarten
wurden durch den Einsatz der Pectinlyasen bessere Ergebnisse erreicht als mit
Cellulasen, bei anderen waren es hingegen die Polygalacturonasen und
Pectinesterasen, die die Tipfelmembranen stirker abbauten. Sie schlossen daraus,
dass die Pectinstrukturen je Holzart andersartig aufgebaut sind.

1.4.3 Zielsetzung eigher Versuche

Bei erster Betrachtung der angefiihrien Literatur der Jahre 1958 bis 1976 scheinen
weitere Versuche zur Verbesserung der Permeabilitit von Fichtenholz mittels
enzymatischer Vorbehandlung nicht lohnenswert. Mehrere Grinde jedoch sprechen
daflr, unter Zugrundelegung der in diesen Versuchen aufgebauten Kenntnis erneute
Untersuchungen durchzufGhren.

Die meisten der oben genannten Versuche wurden mit ungereinigten
Handelsenzymen durchgefihrt, Gber deren Aktivititsspekirum keine Angaben
gemacht wurden und die anhand der Herstellerangaben als "Pectinase”, "Cellulase”
bzw. "Hemicellulase” bezeichnet wurden. Es ist jedoch sehr wahrscheinlich, dass alle
diese Praparate auch andere als die angegebenen Aktivitaten besitzen. Will man
bestimmte Zellwandpolysaccharide gezielt abbauen, ist die Kenntnis der im
Handelspraparat vorkommenden Aktivitaten wichtig.

Die oben genannten Autoren kommen zudem uber die fir die Varbshandlung von
Holz wichtigen Parameter zu widersprichlichen Aussagen. Bauch et al. {1970) sowie
Adolf (1976) weisen anhand ihrer Versuche daraut hin, dass eine verbesserte
Permeabilitat mit Enzymvorbehandlung nur an frischem Fichtenholz zu erzislen ist.
Dagegen stellt sich nach Morishita et al. (1986) die Wirksamkeit der Enzyme bei der
Behandlung getrockneten Holzes nur wenig schlechter dar. Aussagen Ober die
notwendige Dauer einer wirksamen Vorbehandlung von Holzproben reichen van 7
Tagen (Adolf 1976) bis hin zu 4 Wochen (Tschernitz 1973).

Fiir die praktische Anwendung von Enzymen fir die Vorbehandlung von Holz sind die
letztgenannten Aspekte wichtig. So wirde eine kurzzeitige Enzymbehandlung von
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saftfrischem und getrocknetem Helz von wenigen Tagen fir einige
Anwendungsgebiete praktisch wvertretbar, eine lange Vorbehandlung mit
vorhergehender Sortierung frischen und trockenen Holzes jedoch aller
Wahrscheinlichkeit nach nicht praktikabel sein. Aus diesen Griinden stand fir eigne
Versuche im Vordergrund, den Abbau der Hoftipfel durch kurze
Vorbehandlungszeiten zu erreichen. Dies kann durch eine Auswahl spezifisch
wirkender Enzyme bzw. Enzymkombinationen erreicht werden.

Bei giner Kombination verschieden wirkender Enzympriparate miteinander sowie bei
Variation verschiedener Behandlungsparameter {Puffer, Einwirkzeit, Konzentration,
Temperatur) waren zahireiche Versuche notwendig. Diese Versuche an intakten
Holzproben durchzufihren, ergabe einen nicht vertretbaren Zeit- und Arbeitsaufwand.
Aus diesem Grunde wurden in erster Instanz die Wirksamkeit von Enzymen beim
Herausldsen von Pectinen und neutralen Zuckern aus fein gemahignem Holzmehl
untersucht und die geltésten Zucker analysiert (Kapitel 2).

Anhand dieser Analysen wurde eine Vorselektion unter den Enzymen getroffen. Mit
den selektierten Praparaten wurden dann Fichtenholz-Kleinproben behandelt und
deren Wirksamkeit bei der Verbesserung der Holzschutzmittetaufnahme und
-eindringung untersucht {Abschnitt 3.1). Enzyme, die in diesen Versuchen die besten
Resultate erzielton, wurden dann fir die Behandlung von Rund- und Schnittholz
verwendet (Abschpift 3.2 u. 3.3). Einen Uberblick {ber alle durchgetiihrten
Enzymversuche gibt Abb. 20.

1.5 Chemische Vorbehandlung von Holz
1.5.1 Hoftiipfelabbau mit Chemikalien
Elnleitung

Eine Ldsung von Pectinstoffen und Hemicellulosen ist nicht nur mit Enzymen zu
erreichen. Auch mit verschiedenen Chemikalien lassen sich die Zellwandpolymere
des Holzes abbauen. Der Vorteil von Chemikalien gegeniber den empfindlichen
biochemischen, oftmals nur unter sehr genau einzuhaltenden Versuchsbedingungen
optimal arbeitenden Enzymen liegt in der unproblematischen Aufbewahrung und
Behandlung. Zudem ist zu erwarten, dass ein Abbau der Hoftipfel beim Einsatz
geeigneter chemischer Stoffe durch die Anwendungsmaglichkseit hdherer
Temperaturen und Konzentrationen kirzere Vorbehandlungszeiten erfordert als eine
Enzymbehandlung. Diesen méglichen Vorteilen stehen jedoch auch Nachteiie
gegeniiber. Reine Enzyme bauen die verschiedenenen Zellwandpolymere sehr
selektiv ab, ohne dabei andere Bestandteile ungewolit anzugreifen. Die meisten
Handelsenzyme sind zwar aufgrund diverser Haupt- und Nebenaktivitdten weniger
selektiv als reine Enzyme, lassen sich jedoch noch selektiver einsetzen als
Chemikalien, welche neben gewollten Abbauschritten sicherlich eine Reihe
ungewollter verursachen.

Ein Nachteil gegeniiber den toxikologisch wenig problematischen Enzymen liegt in
der Giftigkeit vieler Chemikalien und der Gefahr beim Umgang mit den Stoffen. Die fur
die Vorbehandlungen in Frage kommenden und schliesslich verwendeten
Chernikalien werden in Abschnitt 4.2.1 aufgelistet und besprochen, Bei der Auswahl
geeigneter Stoffe wurde auf die Gesundheits- und Umweltgefahrdung der
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Chemikalien besonders geachtet.
Literaturbesprechung

Einige wenige Versuche wurden bisher unternommen, die Permeabilitit von Holz
durch eine chemische Vorbehandlung zu verbessern. Bereits in 1952 publizierten
Sanderman u. Jonas Versuche, bei denen die Permeabilitdt von kleinen
Fichtenproben gegendber CO2 nach unterschiedlichen Vorbehandlungen gemessen
wurde. Sie gingen davon aus, dass Pectinstoffe fir den behinderten
Flassigkeitstransport im Holz verantworllich seien, die man mit Basen, Sauren oder
Ammoniumoxalat i6sen kdnnte. Eine andere Maglichkeit, um die Permeabilitit des
Holzes zu varbessern, wurde in der Vorbehandlung des Holzes mit Ca-acetat
gesehen. Dieser Stoff sollte das Pectin der Hoftlipfel unquellbar machen und so einen
Tapfelverschluss verhindern.

Die Versuche zeigten, dass sich die Permeabilitit ungetrockneten Holzes lediglich
durch eine Vorbehandlung mit Methanol verbessern liess, wogegen Vorbehandlungen
mit Ca-acetat, Na-sulfit und Salzsiure zu keiner starken Verbesserung fiihren. Eine
Behandlung mit Natronlauge flihrte sogar zu einer sehr starken Verschlechterung der
Permeabilitdt. Getrocknetes Holz wurde mit den gleichen Chemikalien, aber héheren
Behandlungstemperaturen vorbehandelt. Hierbei erwies sich Ca-acetat als sehr
erfolgreich, HCI, Ammoniumoxalat und Na-sulfit verbesserten die Permeabilitat auch;
dagegen war Oxalsaure weniger effektiv. Sandermann und Jonas sehen den Erfolg
der Methanol- und Ca-acetatbehandlung in der chemischen Veranderung des Pectins,
durch das ein Dichtquellen der Tapfelmembran verhindert werden soll.

Yoshimoto et al. (1972) behandelten Mikroschnitte von Cryptomeria und einer
Kiefernart mit NaOH und konstatierten die Auflitisung der Tori unter den gewéhlten
Versuchsbedingungen. Bereits vor den Versuchen geschlossene Hoftiipfel waren
durch diese Behandlung hingegen weitaus schlechter abbaubar.

Auch Imamura et al. (1974) entfernten die Tori aus Tipielmembranen von Tracheiden
jungen Holzes mit 5 % KOH. An &lteren Holzproben erreichten sie diesen Effekt erst
mit einer 24 % KOH-Ldsung. Sie vermuteten deshalb, dass bei der Alterung des
Holzes eine Veranderung der chemischen Zusammenstsliung des Tlpfels stattfindet.

Tschernitz (1973) fithrte Versuche mit mehreren Chemikalien an grosseren
Pseudotsuga-Holzproben durch, um das Eindringen von Holzschutzmitteln zu
verbessern. Er variierte jedoch die Versuchsbedingungen nicht und kam anhand
weniger Versuchsreihen zum Schluss, dass lediglich eine Vorbehandlung von
Douglasienholz mit Ammoniumoxalat das Eindringen von Holzschutzmitteln
verbesserte.

Mit einer Athanol-Benzolextraktion verbesserten Charuk u. Razumova (1974) die
Permeabilitdt von Kiefernkernholzproben. Sie folgerten anhand dieser Ergebnisse,
dass bei der Kiefer nicht allein der Hoftlipfelverschluss, sondern auch die Verstopfung
der Zeliverbindungen mit Harzen, Terpenen und Fetten fir eine schiechte
Impragnierung verantwortlich sein muss.

In leider lGckenhaft beschriebenen Versuchen von Johannsson u. Nordman-Edberg

{1987) wurden durch kurzdauernde Vorbehandlungen wvon Fichtenholz mit
Ammoniumoxalat, EDTA und NTA (Nitrilotriacetic acid) geringfligig verbesserie
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Holzschutzeindringungen erreicht.

Die genannten Versuche von Sandermann u. Jonas (1952), Tschernitz {1873} und
Johannsson u. Nordman-Edberg (1987) zeigen, dass sich die Permeabilitit des
Holzes und somit auch die Eindringung von Holzschutzmitteln durch eine
Vorbehandlung mit bestimmten Chemikalien verbessern lasst. Die beschriebenen
Versuche lassen jedoch viele zur Vorbehandlung von Fichtenholz wichtige Fragen
offen. Sandermann u. Jonas {1952} ilhrten ihre Versuche lediglich an Kieinproben
und ohne anschliessende Trankversuche durch. Sie ermittelten zudem die
Permeabilitat des Hoelzes gegeniiber CO2, was nicht flir die Permeabilitét gegendber
Flissigkeiten heranzuziehen ist. Tschernitz (1973) verwendete fir seine Versuche
Douglasienholz und variierte die Versuchsparameter bezlglich der Temperatur,
Behandlungszeit, Konzentration etc. nicht. Die geringe Wirkung mit anderen
Chemikalien als Ammoniumoxalat kann deshalb unter Umstinden auf die gew&hlten
Vearsuchsbedingungen zurickgefibhrt werden. Johannsson et al. (1987} verwendeten
in ihren Experimenten verschiedene Chemikalien, jedoch stets nur in einer
Konzentration und bei einer Temperatur. Diese Ergebnisse sind insofern nicht auch
auf andere Versuchsumstinde {bertragbar.

1.5.2 Zielsetzung eigner Versuche

Die Ergebnisse der wenigen, an intakten Holzproben durchgefihrten Versuche zur
Verbesserung der Permeabilitit wertend, ergibt sich kein deutliches Bild Gber die
Mdbglichkeiten und Probleme bei einer chemischen Vorbehandlung von Fichtenholz.
Es fehlen zundchst Aussagen (Ober aptimal wirkende Chemikalien, Gber notwendige
Behandlungszeiten, Gber Bshandlungstemperaturen und -konzentrationen. Hinzu
kommt, dass keiner der Autoren Festigkeitsuntersuchungen mit dem behandslten Holz
durchfihrte. Dieses ist jedoch unter allen Umstanden erforderlich, da ein Abbau von
Celluloss und Lignin der Zellwand zu einer Raduktion der Festigkeiten fihren muss.

Die in Kapitel 4 beschriebenen eigenen Versuche richteten sich deshalb in erster
Linie aut die Auswahl geeigneter Chemikalien fiir Vorbehandlungen von Fichtenholz.
Umfangreiche Versuche mit Kleinproben soliten im folgenden zu einer Auswahi
effektiver Stoffe fiir weitere Versuche an:Holzproben in Praxisabmessungen fihren.
Mit allen erfolgversprechenden Mitteln wurden zudem Behandlungen durchgefihrt,
die Aussagen uber den Einfluss der Vorbehandlung auf die Festigkeitseigenschaften
des Holzes zulassen. Eine Ubersicht Gber alle chemischen Versuche gibt Abb.20.
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Eincringung van Helreshutomiiein in varbshan-
dalte Proben -

ArtderVersuche Kapitet Versuchsmethode
Yarsuche mit Holzmehl
- Analytische Erfassung der enzymatisch heraus- - Chromatographie : HPLG / HPGPG/  GLG
geldstan Zelwandpolysaccharidiragments 222, =
- Bestimmung der Enzymwitmmﬁ anhand
Mengs harausgeldster Uronsfiuren und nautia-
lon Zucker 2.21.
¥asuche mit intakten Kleinproben - Autoanalyzer: Uronsiurebestimmung /  Total-
- Bestimmung der Enzymwirkgamkeit anhand 224, 2uckarbestimmung
Maenga herausgeidster Uronsauren und neutra-
bon Zucker
- Bastimmung der Enzymaktivitat auf Standard-
substrate bei Langzeitinkubation (teilwelae mit - Autoanalyzer: reduzierende Endgruppenbte-
intaktan Klginproben, tellweise ohne Halz) 24. stimmung
- Bestimmung der Effeltivitdt von Enzymvorbe-
handungen anhand dar Aufnahme und Eindrin-
gung von Holzachutzmitteln in vorbehandelte 3.1.
Proben - Enzymbehandlung intakten Holzes — Im-
pragnierung der Proban mit Holzechutzmitteln
wwm —-}Mmmng der Aufnahme undg Eindrin-
- Bestimmung der Effektivitat von Enzymvorbe- gung des Mittels ergibt Etfektivitat der Enzym-
handungen anhand der Auiname und Elndrin- 3.2 behandlung.
gung von Holzschutzmitteln in vorbehandeite
Chemische
Vorbehandiung
Vaeaucho mit intakten Klainproben
- Bestimmung der Effektivitdt von chemischen
Varboehandlungen anhand der Aufnshme und 422
Eindringung von Holzechutzmitteln in vorbehan- .
dole Praben.
« Yorbehandiung von intakten Holzproben mit
Chemikalien— imprignierung der Proben mit
Yanuche mit Rundholz / Schnittholz Holzschutzmitteln ~— Bestimmung der Auf-
nahme und Eindringung des Mittels ergibt Ef-
- Bestimmung der Effektivitit von chemischen i hand!
Vorbshandiungen anhand der Aufnahme und 423 fekiivitat dar Enzymbehandiing

Abb. 20 : Art dar durchgefGhrten Versuche, Versuchsmethode und Kapitelangabe.
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2 Enzymatischer Abbau von Zellwandsubstanzen

2.1 Einleitung

Das Ziel der vorliegenden Versuche war die Wirkung einiger kommerzieller
Enzymprodukte mit bekannten Aktivitidten bei der Vorbehandlung von Fichtenholz zu
untersuchen. Dies konnte aus naheliegenden Grinden nicht an Praxisabmessungen
(Rundholz, Schnittholz) geschehen. Zeitaufwand, Arbeitsaufwand und fehlende
technische Mdglichkeiten verbieten derartige Grossversuche. Deshalb wurden die in
Frage kommenden Enzymprodukte zundchst mittels analytischer Methoden
hinsichtlich ihrer Akfivitit beim Abbau von Holzzellwandsubstanz untersucht. Als
Substrat wurde fein gemahlenes Holzmehl verwendet. Zum Screening des
enzymatischen Abbaus hat ein solches Substrat im Vergleich zu intakten Holzproben
den Vorieil, dass die Enzyme zum Abbau nicht erst in die Holzstruktur eindringen
missen. Ausserdem wurde dig Holzzellwand durch den Mahlvorgang beschéadigt und
dadurch die Zellwandkomponenten fir einen Enzymangriff besser zuganglich. Auf
diese Weise erhaft man schneller aussagekraftige Ergebnisse.

In ersten Versuchen (Abschnift 2.2.1) wurde untersucht, wie die verschisdenen
Handelsenzyme die Polyuronide, Hemicellulosen und Cellulose aus dem
gemahlenem Fichtensplint- und Fichtenkernholz abbauen. Durch Variation von
Einwirkzeit, Temperatur, pH-Wert der Enzyml&sungen und Enzymkonzentration sollten
zudem Aufschliisse (iber die Wirksamkeit einiger Enzyme gewonnen werden.

In einer weiteren Versuchsreihe wurden die durch Enzyme abgsbauten
Zellwandpolysaccharide chromatographisch untersucht (Abschnitt 2.2.2).
Enzymatische Behandlungen von kleinen Holzbldcken (im folgenden "Kleinproben"
genannt) mit anschliessender Analyse der aus dem Holz gelsten Zucker sollten einen
Eindruck (iber die Enzymwirksamkeit an intakten Holzpraben ergeben (Abschnitt 2.3).
Die Langzeitakfivitit einiger Enzyme hinsichtlich des Abbaus von Cellulose, Pectinen
und Hemicellulosen wurde in Abschnitt 2.4 untersucht.

2.2 Bestimmung der Enzymwirksamkeit an Holzmehl

2.2.1 Abbau von Polysacchariden zu Uronséuren und neutralen
Zuckern

2.2,1.1 Material und Methoden
*Enzympréparate

Zum Abbau pectinhaltiger und cellulosehaltiger Zellwandstrukturen kommt eine Reihe
von Handelsenzymen in Frage. Diese Enzyme sind zwar auf den Abbau bestimmter
Zellwandpolymere gerichtet, besitzen jedoch meist in mehr oder weniger starkem
Masse Nebenaktivititen auch auf andere Zellwandkomponenten. Auf Basis der
Literatur und Produktinformationen von Enzymfabrikanten wurde eine Vorauswahl
mobglicherweise geeigneter Produkte getroffen. So wurden fiir die Versuche vor allem
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solche Enzyme ausgewdhit, von denen aufgrund von Erfahrungen mit anderen
mehrjahrigen Pfianzen Abbauwirkungen auf Holzpectme Celiulose und
Hemicellulosen erhofft werden konnten. Eine Ubersicht iber alle in diesen Versuchen
angewandten Enzyme gibt Tab. 7. Die in dieser Tabelle angegebenen pH-Optima und
Temperatur-Optima sowie Aktivitdten und Nebenaktivititen sind den
Herstellerangaben entnommen.

*Puffer

Anhand Tab, 7 ist zu ersehen, das die meisten Enzyme bei pH 4 - pH 5 ein
Aktivitétsoptimum haben. Die Enzyme wurden deshalb in den eignen Versuchen meist
in ginem 0.1 M Natriumacetatpufter auf einen pH-Wert von 5 aingestelit.

*Dialyse von Enzymen

In einigen der Handelsenzyme, vor allem den puderfdrmigen, sind in grossen Mengen
durch den Hersteller zu Stabilisierungszwecken Zucker beigefiigt. Diese Zucker
beeinflussen die Analysenresultate unerwinscht und wurden deshalb meist vor den
Tests durch 2-fache Dialyse entfernt. Dies geschah bei 4 0C gegen Puffer, um einem
Aktivitatsverlust in dieser Versuchsphase zuvorzukommen. Die Dialysemembran
wurde dabei regelmaéssig erneuert, da aufgrund der Cellulaseaktivitit der Enzyme mit
einem Abbau der Membran gerechnet werden kann.

*Fungizid

Anfangs wurde bei ¢inigen Testserien als Fungizid 0.01 % Natriumazid beigegeben.
Dieses Fungizid solite verhindern, dass Mikroorganismen die Enzymeffelktivitit negativ
beeinflussen. Da jedoch Nairiumazid eine stoérende Wirkung auf die spektrometrische
Bestimmung von Uronsiduren haben kann, wurde in spéteren Versuchsserien auf das
Fungizid verzichtet.

* Holz

Fir alle Analysen wurde Fichtenholz (Picea abies (L.) Karst) deutscher
Mittelgebirgsiage verwendet. Das Holz wurde unmittelbar nach dem Falien entrindet,
gesagt und aufgelattet bei ca. 200C / 60 % relativer Luftfeuchtigkeit getrocknet. Die
sich unter diesen klimatischen Umsténden einsteliende Holzfeuchtigkeit betragt

ca. 12 - 14 %*.

Fir die Versuche wurde das Splint- und Kernholz eines Brettes verwendet, in einer
Hammermahle vorverkleinert und dann mit einer Siebmihle feingemahlen. Um
definierte Korngrdssen fiir die Versuche zu erhalten, erfolgte dann eine Siebung in
einer Laborsisbmaschine "Haver u. Bicker”. Fir alle analytischen Versuche wurde mit
einer Siebfraktion zwischen 150 pm und 450 pm gearbeitet. Eine Bestimmung der
Stoffeuchte des Holzmehls vor Beginn der Analysen ergab die auf das Trockengewicht
bezogenen Feuchtigkeiten {Splintholz 8 %, Kernholz 7 %).

* Definition Holzfeuchtigkeit: Verhaltnis von Masse Wasser in Trockenmasse Holz [%).
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Enzym Abk. Aktivitéten pH-Opt. Temp.opi.
Réhm:
Rohapect D5L D5L PL 4-5 40 - 45
Rohapect DSP 5 DSP5 PG 4-5
Rohament P P P 3-5 40
Rohament CT CT C 3.5-5
Rohament CA CA C,HC 4-5 685
Rohament 7069 7069 C,HC 40
Gist Brocades:
Rapidase C 80 lig. C80 PL, PG, PE 45-5 50 - 55
Rapidase C 600 C600 PL,PG,PE,C,HC 45-5
Maxazym CL 2000 CL C,HC 5 30
Hemi Il Hemi HC
Novo:
Uttra SPL SPL PG,PE,PLC G, A 4.5 35
Pectinex 3xLAP18  3xL PL, PG, PE, HC 4 45 - 60
Gamanase Gama HC 5 ao
Ultra SP 359 SP359 HC,C,PE, Gl 5-7 40
Cellulast Cellu C 4.8 40
Ceremix Cere Am, Gl, Pro 5-6 37
Ultra AFP AFP
Amano:
PATE 10511 H PATE PAL >7
Kiuyveromyceas Klu PG
P = pectolytisch, nicht ndher definiert C = ¢ellulelytisch, nicht ndher definiert
HC = Hemicellulase-Aktivit&t PG = Polygalacturonase-Aktivitat
PE = Pectinesterase-Aktivitat PL = Pectinlyase-Aktivitat
A = Arabinanase-Aktivitat G = Galactanase-Aktivitat
a = Glucanase-Aktivitit Pro = Proteinase-Aktivitat
Am = Amylase-Aktivitt
PAL = Pectatlyase-Aktivitit. Fordert pH >7 und Ca++

Tab. 7: In Versuchen verwendete Handelsenzyme mil Hauptaktivitdten, pH und
Temperaturoptima laut Herstellerangaben.

Analysengeréte und -methoden

Cellulosebestimmung:

Die Cellulosebestimmungen wurden nach Up de Graff (1969} ausgefihrt. Bei dieser
Methode werden Lignin, Hemicellulosen und Pectin in einer Salpetersdure-
Essigsaurevorbehandlung von der Cellulose getrennt und die verbleibende Celluiose
nach Abbau zu Furfuralderivaten mit Anthronreagenz getarbt. Die anschliessende
spektrophotometrische Bestimmung erfolgte bei 620 nm und die Auswertung anhand
einer Eichkurve mit Glucose.
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Uronsédurebestimmung:

Zur Bestimmung der Uronséuremenge wurde der MHDP-Test (Ahmed u. Labavitch
1977} angewandt. Er beruht auf der Detektierung von Zellwanduronséuren. Dafir
werden Proben zuerst mit Schwefelsdure hydrolisiert, wobei Uronsfureeinheiten
freigesetzt werden, dann wird Tetraborat zugefiigt. Anschliessend wird eine Meta-
Hydroxydiphenylldsung (MHDP) zugefiigt, welche mit den aus der Uronséure
entstandenen Furfuralderivaten Farbkomplexe formt. Zur Korrektion von
Neutralzuckern wird ein Blanco mit ausgetiihri. Spekirophotometrische Bestimmung
dieser L8sung bei 520 nm und Vergleich mit Uronsdureldésungen ergeben die
Uronsaurekonzentration.

Autoanalyzer:

Ein Grossteil der Analysen wurde im Autoanalyzer der
LUW/Levensmiddelentechnologie (Skalar-Analyzer SA 20/40; Range Orcinol: 0-400
ppm Glucose; Range MHDP: 0-100 ppm Pectin) durchgefiihrt. Der oben beschriebene
MHDP-Test zur Bestimmung von Uronsduren wurde ebenfalls in dieser Apparatur
nach Thibault (1979) durchgefiihrt. Ein zweiter Test, der paralell zu diesem
Uronsauretests durchgefihrt wurde, ist die Bestimmung des Neutralzuckergehaltes
giner Losung. Hierbei wurde die Probe mit Orcinol-Schwefelsdure gemischt und bei
98 oC hydrolisiert (nach: Tollier u. Robin 1978). Alle sich formenden Zucker bilden mit
dem Orcinol eine Gelb-Braunfarbung, deren Absorption bei 420 nm gemessen wird
und mittels einer Glucosestandard-Eichlinie auf die Losungskonzentration
umgerechnet wird. Die gegenseitige Beeinflussung der Analysenresultate der MHDP-
Farbung und Orcinol-Farbung wurde rechnerisch beriicksichtigt.

Bei der Methode férben alle in Losung gegangenen Zucker, Die Verwendung einer
Glucoseeichlinie bei der Errechnung des Totalzuckergehaltes der Losung fithrt
deswegen zu einem fehlerhaften Went. Da jedoch zum einen bet der enzymatischen
Behandiung des Holzes zum grossen Teil Glucosebausteine in Lésung gehen (siehe
Analysen Abschnitf 2.2.2}, zum anderen die bei der photometrischen Bestimmung
angewandte Glucoseeichlinie "gemittelt™ zwischen den Eichlinien der anderen
relevanten Zucker (Xylose, Arabinose, Galactose, Mannose) liegt, wird dieser
Messtehler in Kauf genommen.

Bestimmung der Wirksamkeit von Enzymen beim Abbau von Holzsubstanz

Alle im folgenden Abschnitt beschriebenen Versuche sind auf die gleiche Weise
durchgefiihrt worden.

Fein gemahlenes Holzmehl wurde in Pufferldsung bzw. Wasser suspendiart und unter
andauerndem Schwanken mit unterschiedlichen Enzymen 24 h bei 40 oC inkubiert.
Nach Einwirkung der Enzyme wurde das Holz abzentrifugiert, die Flissigkeit 10 min
bei 100 oC inaktiviert und im Autoanalyzer der Uronsiuregehalt und
Neutralzuckergehalt bestimmt. Diese Werte wurden mit den nicht behandelten Blancos
{Enzymblanco und Holzblanco) korrigiert. Zum Vergleich wurde die in der
Enzymflissigkeit nach der Inkubation gefundene Menge Uronsdure prozentual auf die
Gesamtmenge der im Holz vorkommenden Uronsduren bezogen (1.4 % im Splint, 1.7
% im Kern).

Analysen der durch die Enzymbehandlung herausgelésten Polysaccharide zeigten,
dass im Zuckergemisch vor allem die Cellulose- und Hemicellulosenbausteine
Glucose, Xylose, Arabinose, Mannose und Galactose vorkommen. Die im Orcinoltest
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des Autoanalyzers analysierte Menge an Neutralzuckern wurde deshalb aus Grinden
der Anschaulichkeit prozentual auf die Gesamtmenge der im Holz vorkommenden
Cellulose und Hemicellulosen {ca. 75 % der Holzsubstanz) hezogen.

Alle Behandlungen wurden stets in zweifacher Austlihrung durchgefiihrt. Die
angegebenen Resultate sind die errechneten Mittelwerte. Thibault (1979) sowie Tollier
u. Robin {1979) wiesen auf die gute Reproduzierbarkeit der angewandten Uronsiure-
und Neutralzuckerbestimmungsmethoden hin. Dieses konnte in den eignen Analysen
bestatigt- werden. Tab. 8 zeigt einige typische Analysenresultate. Aufgrund der hohen
Ubereinstimmung der Werte der Wiederholungsproben und der sich in den
verschiedenen Versuchen erweisenden hohen Reproduzierbarkeit der
Analysenergebnisse ldsst sich die geringe Anzahl der Wiederholungsproben
rechifertigen.

Enzym Konzentration Uronséure neutr.Zucker
(%] A B c D
cT 0.1 20 14.21 5.90 7.88
24 16.89 5.84 7.78
CL 2000 0.1 .22 16.06  7.51 10.01
.23 16.65 7.42 9.89
CT/A3XL 0.05 +0.05 .15 10.50 5.13 6.84
.16 11.11 5.18 6.90
CL 2000/3XL 0.05 +0.05 19 13.75 6.16 8.21
.18 13.20 6.06 8.08
CT 0.4 .21 13.33 10.79 14.38
.21 15.08 10.36 13.81
CL 2000 0.4 a1 22.14 9.83 13.10
31 21.95 10.89 14.52
CT/3XL 02+02 19 13.56  5.47 7.29
19 13.73 6.07 8.09
CL 2000/3XL 0.2+02 .22 15.86  6.82 9.09
.23 16.75 672 8.96
SP359 0.1 .01 .80 1.28 1.7
02 1.09 1.37 1.83
G600 0.1 12 835 545 7.26

13 9.12 5.30 7.06

Tab. 8: Einige typische Analysenresufiate der Uronsdure- und Neutralzuckerbestimmungen im
Autoanalyzer. Angegeben sind stets zwei Wiederholungsproben. A = Uronsdure in
Reaktionsfiiissigkeit, ausgedrickt [%] zum gesamten Zuckervorkommen in der Fliissigkeif. B =
Wert von "A" umgerechnet auf die Gesamtmenge Uronséure in der Holzsubstanz.” C =
Neutrale Zucker in Reaktionsilissigkeit, ausgedrdckt [%] zum gesamten Zuckervorkommen in
der Fliissigkeit. D = Wert von "C", gerechnet auf die Gesamtmenge Cellulose und
Hemicelluiosen in der Holzsubstanz.
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2.2.1.2 Versuchsdurchfiihrung und Ergebnisse
Besti ies Pectin- und Gellul halt

An einer Reihe von Proben des fein gemahienem Fichtenholzmehies wurden mit den
oben genannten Methoden der Cellulosegehalt und der Uronsiuregehalt bestimmt.
Die Mittelwerte dieser Analysen sind in Tab. 9 angegeben. Bei allen weiteren
Versuchen wurde die durch Enzymbehandlung aus dem Holz geldste Menge
Uronsaure prozentual auf die hier analysierte Gesamtmenge Uronsdure {1.4 % im
Splint bzw. 1.7 % im Kernholz) bezogen.

Uronséuren kommen im Holz vor allem als Baustein der Pectine (Galacturonséuren)
vor. Ausserdem kommen in den Hemicellulosen Glucuronsiuren und auch
Galacturonsduren vor, die jedoch anteilméssig im Vergleich zur Mannose, Xylose,
Galactose und Arabinose gering sind (Fengel u. Wegener 1984). Deshalb und aus
Grinden der Anschaulichkeit wird bei den folgenden Versuchen oftmals von
"Pectinabbau" gesprochen.

Uronséaure Cellulose [%4)
Splintholz 1.4 41.0
Kernholz 1.7 383

Tab. 9: Cellulosegehait und Uronsduregehalt des in den Versuchen verwendeten Splintholzes
und Kemhoizes [%] im Verhilinis zur Gesamisubstanz.

Wie bereits in einleitenden Kapiteln aufgeflihrt, besitzen die meisten der hier
verwendeten Enzyme pH-Optima zwischen pH 4 und pH 6. Filr die Aktivitdt der
Enzyme musste dieser pH-Bereich wihrend der Versuchsdauer eingehalten werden.
In einigen Testreihen wurde der Frage nachgegangen, inwiewsit sich der pH-Wert von
Enzymiflissigkeiten mit und ohne Holzmehl bei verschiedenen Versuchstemperaturen
varandert.

* in Pufferlésung

0.1 g Kernholz und Splintholz wurden in 10 ml Natriumacetatpuffer pH £
unterschiedlicher Konzentration (0.01 M, 0.1 M, 1 M) eingebracht und der Verlauf des
pH-Wertes Uber einen Zeitraum von 14 Tagen verfolgt. Der pH-Wert der Suspénsionen
von Splintholz und Kernholz verdnderte sich innerhalb des Versuchszeitraumes nicht.
Der pH-Wert der Suspensionen von Holz in Wasser sank schnell von anfanglich pH
5.5 auf pH 5 und blieb dann wahrend des Versuchs stabil.

* in gepufferter Enzymlbésung

Splintholz und Kernholz wurden in gepufferter Enzymlésung unterschiediicher
Konzentration (0.1 M, 0.01 M; pH 5) suspendiert und nach 24 h Inkubation der pH-Wert
bestimmt. Beim Splintholz und Kernholz in beiden Pufferkonzentrationen verénderte
sich der pH-Wert innerhalb der 24 h Inkubation nicht. In einem weiteren Experiment
wurde Holz in gepufferter Losung (0.1 M Na-acetatpuffer, pH 5) mit unterschiedlichen
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Enzymkonzentrationen (0.01 %, 0.1 %, 0.2 %, 0.4 %, 0.8 %) suspendiert und nach 24 h
Inkubation der pH-Wert bestimmt. Auch bei diesem Experiment veranderte sich der
anfangliche pH-Wert der Suspension nicht.

* in ungeputferter Enzymidsung

Splintholz wurde in ungepufferter Enzymitsung (0.1 g Holz in 0.1 % Enzymfliissigkeit)
suspendiert und bei unterschiedlichen Temperaturen inkubiert. Der pH-Wert dieser
Suspensionen und der von ungepufferten Enzymiésungen ohne Holz wurde nach

24 h Inkubation bestimmt,

Bei diesem Experiment ist bemerkenswert, dass sich bei den ungepufferten
Holzsuspensionen nach 24 h ein pH 4 - 5 einstellt, wogegen die Enzymfliissigkeit
ohne Holzmehl einen pH-Wert von 6 hat (siehe Abb. 21).

oH
7
|@ cT CL 2000 CT/ 3 a/3 K3 er/ost ) cL/ose
6 AN 7
7
Ny
5
% 7 Z 2 Z
N 7
Al \% NS N
[ /\ %
Z 2 Z
/] /// %\ )
3 40 % 30 % 20 °c Enzym o. Holz

Behandlungstemperatur

Abb. 21: pH-Wert von ungepulferten Enzymilissigkeiten mit und ohne Splintholzmehi nach 24
h Versuchsdauer
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Wirksamkei E beim Abt Pol iden. Cellul |
Hemicellulosen aus Holzmehl zu Urons&uren und neutralen Zuckemn

Yergleich von Handelsenzymen

Versuchsablauf:

Die Versuche wurden nach folgendem Schema durchgefOhrt: 0.1 g Holzmehl wurde in
10 ml einer 0.1 % Enzymibsung in 0.1 M Natriumacetatpuffer, pH 5 suspendiert. Bei
allen Enzymkombinationen wurden anstelle der 0.1 % Konzentration eine 0.05 % +
0.05 % Lbésung angewandt. Die Inkubationszeit des Holzes mit Enzymen betrug 24 h
bei 40 oC. Dann wurde im Autoanalyzer bei allen Proben die aus dem Holzmehl
geltste, sich in der Enzymldsung befindliche Menge an Uronséuren und
Neutralzucker bestimmt (Vorbehandlung und Analysentechniken siehe Abschnitt
2.2.1.1).Die Ergebnisse dieser Analysan sind in den Abb. 22-24 graphisch dargestelit.
Dabei wird die durch ein Enzym aus dem Holz geléste Menge an Zuckern als sin Mass
fir die Wirksamkeit des Enzyms beim Abbau von Holzsubstanz angesehen.

cT CA CL
CT/DSP 5 CA/DSP 5 Cere
CT/D5L CA/ D5L Cellu
CT/3xL 7069 c8o
CT/7069 7069/SPL PATE {inpH 7}
CT/P2 7069/ 3xL Hemi
CT/Klu DSP 5 Klu
CT/C 800 D5L Gama
CT/ Hemi/ 3xL SPL SP
C 600 axL P1

P2

Tab. 10: In den Versuchen angewandte Handelsenzyme (Siehe auch Tab. 7 und Abb. 22-24).
Ergebnisse:

Die Menge der aus dem Holz geldsten Uronsduren und Neutralzucker weist darauf
hin, dass die getesteten Enzympriparate beim Abbau von Holzmehi unterschiedlich
effektiv sind (siehe Abb. 22-24). Vor allem Rohament CT, Maxazym CL 2000 und
Rohament 7068 (alleine oder in Kombination mit Pectinex 3xL, Rohapect D5L oder
Rohapect DSP 5) sind sehr effektiv und bringen mehr als 10 % der urspringlich im
Holz verkommenden Menge Pectine und 5 - 10 % der Cellulose/Hemicellulosen in
Ldsung. Dagegen l6sen einige andere Enzyme fast keine Uronsduren und andere
Zucker aus dem Holz (PATE, Rohament P). Auffallend hierbei ist die Tendenz, dass
relativ spezifische Enzyme (PATE, Kluyveromyces-PG, C 80, P} viel weniger effektiv
sind als Enzyme mit diversen Nebenaktivititen auf verschisdene
Zellwandkomponanten (CT, CL 2000).

Die effektivsten Enzyme sind stets cellulolytische Enzyme mit Nebenaktivititen. Das
gilt sowohl fir den Abbau von Caellulose/ Hemicellulosen als auch fir den Abbau von
Pectinen. Pectinasen (Rohapect DSP 5, Rohapect D5L, Pectinex 3xL, Rapidase C 80)
hingegen zeigen baim Abbau von Cellulose sehr geringe Wirksamkeit und sind auch
beziglich des Pectinabbaus den Cellulasen unterlegen.
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Tendentiell unterscheidet sich die Wirksamkeit eines Enzyms beim Abbau der
Kernholz- und Spilintholzkomponenten nicht. So sind die beim Pectin- bzw.
Celluloseabbau des Splintholzes wirksamen Enzyme ebenso im Kernholz etfektiver
als andere. Stets jedoch sind absoclute Unterschiede beim Abbau von Kernholz und
Splinthotz zu becbachten, wobei in manchen Fillen die Effektivitit eines Enzyms im
Kernholz grésser ist als im Splintholz und in anderen Fallen umgekehit.

Bei der Wertung der Wirksamkeit von Enzymkombinationen (z.B. CT/ Rohapect DSP 5)
im Vergleich zum Reinenzym (z.B. CT) solite beachtet werden, dass jeweils nur 50 %
der Konzentration der beiden Enzyme angewandt wurden (z.B. 0.05 % + 0.05 %
anstelle von 0.1 %). So ist es dann auch weniger erstaunlich, dass das sehr effektive
Enzym CL 2000 in Kombination mit einem weniger eflektiven Enzym zu geringerem
Uronsiaure- und Cellulose/Hemicellulosenabbbau {&hig ist als alleine. Die
Kombination von CT mit 3xL filhrte zwar im Vergleich zum CT ohne 3xL baim Abbau
von Cellulosse und Hemicellulosen zu etwas niedrigen Werten, nicht jedoch beim
Abbau von Polyuroniden. Dieses deutet darauf hin, dass sich die zwei Enzyme beim
Losen von Uronsduren aus der Holzzellwand positiv beeinflussen.

Fir alle weiteren Versuche wurde anhand dieser Analysenresultate eine Auswahl an
Handelsenzymen getroffen. Solche Enzympréparate, die mengenméssig die meisten
Polyuronide, Cellulosen und Hemicellulosen aus dem Holzmehl geldst hatten, wurden
in den folgenden Versuchen in Hinblick auf ihre Wirksamkeit bei Variation der
Pufferkonzentration, Behandlungstemperatur, Enzymkonzentration und
Behandlungsdauer weitergehend untersucht.

Pufferkonzentration

Versuchsablauf:

- 0.1 g Holzmehl suspendiert in 10 ml EnzymflGssigkeit

- @in Teil: 0.1 % Enzym in 0.1 M Natriumacetatpuffer, pH 5

- anderer Teil: 0.1 % Enzym in 0.01 M Puffer, pH 5

- bei Enzymkombinationen: 0.05 % + 0.05 %

- Inkubationszeit 24 h

- Vorbshandiung und Analysen: Beschreibung in Abschnitt 2.2.2.1
- Angewandte Enzyme und Ergebnisse: siehe Abd. 25a und 250.

Ergebnisse:

Die Pufferkonzentration besitzt offenbar einen geringen Einfluss auf die Wirksamkeit
einiger Enzyme, Rohament CT ist alleine oder in Kombination mit Pectinex 3xL im 0.1
M Puffer wirksamer, wogegen Maxazym CL 2000 im 0.01 M Puffer wirksamer ist. Beim
Abbau von Cellulose und Hemicellulosen des Kernholzes sind sogar alle Enzyme im
schwiacheren Puffer wirksamer als im 0.1 M Pufier.
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Abb. 22-24: Enzymaltisch aus Holzmeh! herausgeldsie Menge an Uronsduren und neufralen
Zuckern (prozentual auf Gesamtmenge an Folyuroniden bzw. Cellulose/ Hemicellulosen im
Holz bezogen)
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Polyuroniden, Cellulose und Hemiceliulosen zu Uronsguren und neutralen Zuckern (Werle in

% der Gesamtmenge an Polyuroniden (Abb. 25 a) bzw. Cellulose/ Hemicellulosen (Abb. 25 b)
im Hoiz)
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Behandlungstemperatur

Im vorliegenden Versuch wurde die Wirksamkeit einiger Enzyme bei Variation der
Behandlungstempearatur untersucht. Die Inkubationszeit betrug. 24 h. Die
Enzymaktivitit bei l&nger dauernden Versuchen wird in Abschnitt 2.4 beschrieben.

Zusétzlich zur Variation in der Behandlungstemperatur wurden in der ersten
Versuchsserie die Enzyme in einem 0.1 M Puffer geldst, wahrend im 2. Teilversuch die
Enzyme in Wasser geldst wurden. Ein Vergleich beider Versuchsserien erlaubt darum
Schlisse (iber die Effaktivitits&nderung beim Gebrauch von Wasser anstelle von
Pufferldsungen.

Versuchsablauf:

- 0.1 g Holzmehl wurde in 10 ml Enzymldsung suspendiert

- Versuch 1: 0.1 % Enzym in 0.1M Natriumacstatpuffer, pH 5

- Versuch 2: 0.1 % Enzym in destilliertem Wasser

- bei Enzymkombinationen: 0.05 % + 0.05 %

- Inkubationszeit 24 h

- Variation der Temperatur: 20 ©C - 30 0C - 40 oC

- Vorbehandlung und Analysen: siehe Abschniit 2.2.2.1

- Angewandte Enzyme und Ergebnisse: siehe Abb. 26 und 27.

Ergebnisse:

in beiden Versuchsserien ist die Wirksamkeit der Enzyme bsim Abbau von

Polyuroniden und Cellulose/ Hemicellulosen bei 40 oC am grossten. Eine Reduktion
der Tempaeratur brachte in allen Fillen auch einen reduzierten Abbau der
Holzsubstanz mit sich. ’

Bei der Anwendung von Enzymen in Puffer sind Maxazym CL 2000 und Rohament CT
bei 30 oC gleich wirksam, wogegen die Kombinationen dieser Celluiasen mit
Pectinasen geringere Wirksamkeit besitzen. Bei 20 oC ist die Kombination CL 2000/
Pectinex 3xL den anderen Enzymen Uberlegen. Die Effektivititseinbussen bei 20 oC
im Vergleich zu 30 oC betragen bei fast allen Enzymen beim Abbau von Polyuroniden
20 - 30 %, beim Abbau von Cellulose/ Hemicellulosen dagegen nur 5 - 10 %.

Deutlich andere Verhédltnisse zeigen die Resultate der in Wasser geldsten Enzyme.
Hier ist CL 2000, alleine oder in Kombination mit anderen Enzymen, im Vergleich zu
Rohament CT beim Abbau von Polyuroniden um ca. 30 % wirksamar, Der Grund dafir
liegt in der verminderten Effektivitat von CT in Wasser im Vergleich zum Puffer. CT ist,
in Wasser geldst, bei 30 oC um 20-30 % weniger effektiv als in Puffer. Bei 20 ¢C
betragt der Unterschied zwischen in Wasser und Puffer geldstem Enzym nur ca. 10 %.
Demhingegen ist CL 2000 bei 30 ¢C in Wasser nur um 10 % leistungsreduziert, bei 20
oC sogar effektiver als in der Pufferlésung.
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Abb. 26: Einfluss der Behandiungstemperatur auf die Enzymwirksamkeit baim Abbau von
Polyurcniden, Cellulose und Hemicellulosen zu Uronsduren und neutralen Zuckern,
Splintholz und Kernholz wurden in Puffer suspendiert (Werle in % der Gesamimenge an
Polyuroniden (Abb. 26 a) bzw. Caliulose/ Hemicellulosen (Abb. 26 b) im Holz)
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Abb. 27: Einfluss der Behandlungstemperatur auf die Enzymwirksamkeit beim Abbau von
Polyuroniden, Cellulose und Hemicellulosen zu Uronsduren und neutralen Zuckern. Das

Splintholz wurde in Wasser suspendiert (Warte in % der Gesamtmenge an Polyuroniden bzw.
Celiuiose/ Hemiceliulosen im Holz)
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Enzymkonzentration

In dieser Versuchsserie solite geklart werden, welche Enzymkonzentration (bei
vorgegebener Substratmenge und Puffermenge) zu einem maximalen Abbau an
Zellwandsubstanzen fiihrt.

Versuchsablauf:

- 0.1 g Holzmehl (Splint) in 10 ml Enzymidsung suspendiert

- Enzym in 0.1 M Natriumacetatpuffer, pH 5

- Inkubationszeit 24 h

- Temperatur: 40 oC

- Analyse direkt nach Inkubationsende, nicht eingefroren oder inaktiviert
- Vorbehandlung und Analysen: siehe Abschnitt 2.2.2.1

- Angewandte Enzyme und Ergebnisse: siehe Abb. 28.

Ergebnisse:

Unter den vorgegebenen Versuchsbedingungen {(Temperatur, Substratmenge) nimmt
bei steigender Enzymkonzentration die Abbaumenge an Uronsiuren und neutralen
Zuckern zu. Zwischen 0.1 % und 0.4 % stellit sich ein Optimum ein. Bei
Konzentrationen (ber 0.4 % scheint die Abbaumenge an Uronsiuren und
Neutralzuckern sogar abzunehmen. Eing Erkldrung fir dieses Phanomen kann
anhand der Versuche nicht gegeben werden. Die im (berwiegenden Teil der in
digsem Abschnitt durchgefihrten Versuche angewandte Enzymkonzentration (0.1 %)
erscheint mit dem Hintergrund dieser Ergebnisse als sinnvoll gewahlt.

Inkubationszeit
Versuchsablauf:

- 0.1 g Holzmehi (Splint) wurde in 10 ml Enzymlésung suspendiert

- Enzym in 0.1M Natriumacetatpuffer, pH 5§

- inkubationszeit: 2 - 8 - 24 - 48 h; nach jeder dieser Zeiten 1.5 ml aus Reagenzglas
entnommen und sofort Enzym bei 100 oC inaktiviert, dann bei 5 °C aufbewahrt

- Temperatur: 40 oC

- Analyse direkt nach Inkubationsende aller Proben, nicht eingefroren

- Vorbehandlung und Analysen: sieshe Abschnitt 2.2.2.1

- Angewandte Enzyme und Ergebnisse: siehe Abb. 23.

Ergebnisse:

Alle Enzyme zeigen beim Abbau von Polyuroniden und Cellulose/ Hemiceliulosen
einen vergleichbaren Verlauf. Bis hin zu 24 h Inkubationszeit steigt die abgebaute
Menge Uronsiure und auch Neutralzucker {Hemicellulosen/ Cellulose) deutlich an.
Bereits nach 8 h verlangsamt sich der Abbau und stagniert nach 24 h, zumindest bei
der Uronsaure. Eine Verléngerung der Behandlungsdauer {ber 24 h hinaus fihrt
somit bei vorliegendem Substrattyp und -menge zu keiner Steigerung der
Abbaumenge an Holzsubstanz. Der Abbau der Cellulose/Hemicellulosen scheint
hingegen, wenn auch in sehr geringem Masse, auch noch nach 24 h fortzulaufen.

In den Versuchen in Abschnift 2.2 wurde das Holzmehl in der Regel 24 h mit Enzymen
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inkubiert {(wenn nicht anders angegeben). Diese Inkubationszeit ist, wie anhand dieser
Versuchsserie zu erkennen, ginstig, da bis zum Zeitpunkt von 24 h der Grossteil der
mittels der eingesetzien Enzyme abbaubaren Pecline, Hemicsllulosen und Cellulosen
abgebaut ist. Dabei liegt die maximal aus Holzmehl abzubauende Menge Uronsaure
bei ca. 20 %. Die Mengse in der FlUssigkeit analysierter Neutralzuckern liegt bei 5 - 8 %
der im Holz vorkommenden Cellulose/ Hemicellulosen, hat jedoch nach 48 h noch
nicht seinen Maximalwert erreicht.
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Abb. 28: Einfluss der Enzymkonzentration auf die Wirksamkeit beim Abbau von Polyuroniden,
Cellulose und Hamicellulosen zu Uronsduren (Abb. 28 a) und neulralen Zuckern (Abb. 28 b).

Das Splintholz war in 0.1 M Puffer geldst und wurde 24 h bei 40 O©C mit Enzymen inkubiert
(Woerte in % der Gesamtmenge an Folyuroniden bzw. Cellulose/ Hemicellulosen im Holz)
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Abb. 29: Einfluss dar Inkubationszeit auf die Wirksamkeit von Enzymen bsim Abbau von
Polyuroniden, Cellulose und Hemicellulosan zu Uronsduren (Abb. 29 a) und neutralen

Zuckern (Abb. 29 b). Das Splintholz war in 0.1 M Puffer geldst und wurde bei 40 °C mit
Enzymen inkubiert (Werte in % der Gesamimenge an Polyuroniden bzw. Cellulose/
Hemicsllulosen im Holz) '
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2.2.2 Analytische Erfassung abgebauter Zellwandpolymere

Untersuchungen der Art und des Aufbaus der durch Enzyme geldsten niedrig- und
hochmolekuldren Zuckerbausteine wurden anhand unterschiediicher
chromatographischer Verfahren durchgefihrt. Die angewandien Analysemetheden
und Versuchsergebnisse werden im folgenden Abschnitt beschrieben.

2.2.2.1 Material und Methoden
Material
*Holz

Die Herkunft und Vorbehandlung des in diesen Versuchen verwendeten
Fichtensplintholzes ist mit den der in Abschnitt 2.2.1 beschriebenen Versuche
identisch.

*Enzyme

Fir die im folgenden beschriebenen Versuche wurden 3 Enzyme ausgewahit, die in
den Versuchen des Abschnitts 2.2.1 die Holzsubstanz am effektivsten abbauten. Dies
waren:

- Rohament CT
- Maxazym CL 2000
- CL 2000 + Pectinex 3xL AP18

Meathoden
*Enzymbehandliung

Die Enzymbehandlung des Splintholzes erlolgte analog zu den in Abschnitt 2.2.1
beschriebenen Versuchen. Im folgenden wird deshalb lediglich eine
Kurzbeschreibung des Behandlungsablaufes gegeben:

Jeweils 2 g gemahlenes Splintholz wurden in 200 ml Enzymflissigkeit (0.1 % in 0.1 M
Natriumacetatpuffer pH 5) suspendiert und 24 h bei 40 oC inkubiert. Nach der
Inkubation wurden die Proben eingefroren, vor den Analysen aufgetaut und
zentrifugiert (10 min bei 5000 rpm), die Flissigkeit abgeschittet und dann bei 100 oC,
10 min, inaktiviert. Stets wurden Holzblanco und Enzymblanco mitanalysiert, um die
Analysenwerte mit diesen "Blancos™ zu korregieren. Alle Behandlungen und Analysen
wurden zweifach ausgefihrt, um eine gewisse Kontrolle der Resultate zu haben.

*Uronsdurebestimmung und Neutralzuckerbestimmung

Die Bestimmung der Uronsauren und Neutralzuckem wurde gemiass Abschnift 2.2.1
im Autoanalyzer durchgefihrt.
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HPLC (High Performance Liquid Chromatography)
* Oligomere Zuckeranalysen (HPLC/Oligo)
HPLC-Saulen:

Spectra Physics Liquid Chromatograph SP 8000 Saulen: Aminex HPX 87P (300 mm x
7.8 mm; Big-Rad Labs. U.S.A.) Vorkolomme: “Mixed bed"-lonentauscher 50 mm x 4.6
mm, Ag 50W-X4 (H+, 400 mesh} u. Ag 3-x4A (OH-, 200-400 mesh) / Eluenz: Wasser
0.5 ml/min / Temperatur: 85 oC / Detektor: ERMA-ERC 7510 Refractive index

40¢cC RI= 1/2; P=23

Vorreinigung der Proben:

Zur Entfernung der bei den Analysen stérenden Eiweissen und Fetten wurden die
Losungen bis zur Endkonzentration von 0.05 M mit Bleinitrat angefilit und diese
Lésung dann eine Stunde tiefgefroren. Nach Auftauen und Zentrifugieren wurden die
Praben in die HPLC-Saulen eingebracht.

In der Enzymiliissigkeit sind nach der Inkubation die Zuckertypen zu erwarten, die im
Holz vorkommen sowie die, den Enzympraparaten zugefiigten Zucker. Diese Zucker
wurden deshalb zunachst als Standardzuckerldsungen im HPLC bestimmt. Die
beobachteten Retentionszeiten sind in Tab. 17 aufgelistet.

Ret.zeit Zuckertyp

11.63 Stachyose/ Raffinose
12.45 Celiobiose

12.53 Sucrose

13.49 Lactose/ Maltose
14.96 Glucose

16.08 Xylose

16.99 Galactose

18.27 Arabinose

19.28 Fructose

Tab. 11: Retentionszeiten verschiedener Standardzuckerldsungen bei HPLC-Analyse.

Bei der Analyse der Enzymblancos zeigte sich, dass Maxazym CL 2000 bei
Retentionszeit 13.49 einen deutlichen Piek aufweist. Dieser Zuckertyp war vorab nicht
bei den Standardzuckern mitgeprift worden. Es kann jedoch davon ausgegangen
werden, dass es sich dabei um Lactese oder Maltose handelt. Aus den eben
genannten Grinden kann der Kalibrierungsfaktor nur abgeschétzt werden. Die in den
Tabellen angegebene Mengenangabe fir Lactose/Maltose ist deshalb nur mit
Vorbehalt zu werten. Im Chromatogramm d{berlagern sich die Pieks fiir Glucose und
Xylose. Sie kénnen deshalb hier nicht unterschieden werden und werden
zusammengefasst,

Durch rechnerischen Vergleich der Piekoberflichen der Chromatogramme von

Standardzuckern und der im Versuch zu analysierenden Zucker lasst sich die absolut
in der Lésung vorkommende Zuckermenge bestimmen.
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HPGPC (High Performance Gel Permeation Chromatography)

Mittels HPGPC lassen sich Molekillgemische nach ihrer Molekiligrbsse trennen. Mit
dieser Methode ist zwar keine Aussage iber den Typ des Polysaccharides oder seiner
Zuckerbestandteile zu machen, jedoch sind relative Aussagen Gber die Kettenlange
von Polysacchariden méglich. Im Zusammenhang mit den vorliegenden
Enzymversuchen war es von grossem Interesse festzustellen, inwieweit die
eingesetzten Enzyme in der Lage sind, die¢ Zellwandbausteine in ihre
Zuckerbestandteile abzubauen.

HPGPC-Saulen:

Spectra Physics Ligquid Chromatograph SP 8800 / 3 Bio Gel TSK Séulen (300 x 7.5
mm} u. TSK XL / Vorkolomme (40 x 6 mm) / Eluenz: 0.4 M Essigsiure/ NaAc (pH 3) 0.8

mi/min / Temperatur: 30 oC / Detektor: Shodex SE-61 Refractive Index

Nach Verdlinnung der Kohlenhydratkonzentration auf 1 - 5 mg/ ml wird die Flissigkeit
in die Sdulen eingebracht. Die Durchlaufzeit eines Zuckers wird dabei nicht nur von
der Molekilgrésse, sondern auch von der Siutenfhllung bestimmt. Die Zeiten fir die
getesteten Standardidsungen sind in Abb. 31 angegeben.

GLC (Gas Liquid Chromatography)

Mit GLC Jassen sich die einzelnen, in einem Zuckergemisch oder sinem
Polysaccharid befindlichen Zuckerbausteine bestimmen. Eine solche Bestimmung war
zur Klarung der Fragen {ber abgebaute Zellwandbestandteile erforderlich. Genauere
Kenntnis der abgebauten Zellwandzucker erlauben Schiisse dber die
Enzymaktivititen sowie Mechanismen beim Abbau der Zellwand.

Fir gaschromatographische Bestimmungen {(durchgefiihrt nach Englyst u. Cummings
1984) missen die zu analysierenden Zucker im flichtigen Zustand vorliegen. Aus
diesem Grunde wird zunachst ein hydrolytischer Abbau von Polysacchariden zu
Monosacchariden durch den Einsatz von Schwefelsdure herbeigeflhrt. Viele der nun
vorliegenden Monosaccharide, wie z.B. die Aldosen, lassen sich aufgrund
mutarotativen Vorkommens im Gaschromategramm nicht eindeutig bestimmen und
werden daher zu Alditolen reduziert (Brunt 1988). Durch diese Reduktion verlieren die
Aldosen ihre mutarotative Form, Ein Problem stellen die Ketosen (z.B. Fructose) dar,
da an ihrer Carbonylgruppe nach einer Reduktion zum Alkohol ein asymetrisches
Zgntrum entsteht und somit zwei Alditole vorkommen kénnen (Glucitol-Mannitol). Sie
werden deshalb als Aldosegemisch bestimmt. Aussagen (ber Fructosevorkommen
miissen anhand von HPLC gemacht werden. Die reduzierten Zucker werden nun mit
Essigsdureanhydrid acetyliert und so in flichtige Form gebracht, so dass eine
Trennung der Bestandteils im GLC méglich wird.

Folgende Apparatur wurde dabei verwendet:

Carlo Erba Strumentazione / Kolomme: OV-275 3% Chrom; WHP 80100 / Temperatur:
220 oG / 20 mi/min / Detektor: FID / Integrator: Spectra Physics SP 4290
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Arbeitsschema

Mit jedem der chromatographischen Verfahren lassen sich unterschiedliche
Fragestellungen beantworten. So srreicht man mit HPGPC eine Trennung der zu
untersuchenden Komponenten nach Molskilgrésse, mit HPLC eine Trennung
einfacher mono- und ocoligomerer Zuckergemische nach Molekligrdsse und
Einzelbestandteilen und mit GLC eine genauere Determination der Zuckerbausteine.
Zur Klarung der Frage, welche Zellwandkomponenten von den Enzymen am meisten
abgebaut werden und zu welchen Zuckern der Abbau erfolgt, wurden alle drei
chromatographischen Verfahren angewandt. In Abb. 30 ist das Arbeitsschema
skizziert, nach welchem die Analysen durchgefihit wurden.

Gemahlenes Splinthoiz wurde vor (A1) und nach (A2) Enzymhehandiung mit GLC auf
seine Bausteine hin analysiert. Die aus der Enzymbehandlung hervorgehende
Lésung, bestehend aus dem Enzym und abgebauten Zellwandbestandtellen, wurde
zunichst auf Vorkommen und Menge von Uronséuren {B1) und neutralen Zuckern
(C1}), dann nach Inaktivieren erneut mit GLC (D), zusétzlich mit HPGPC (F) und HPLC
(E) untersucht. Anschliessend wurde zur Trennung hach- und niedrigmolekulérer
Zucker eine Dialyse durchgefiihrt und dann sowohl das Retentat als auch das Permeat
mittels HPGPC (11/12) sowie GLC (K1/K2) und Autoanalyzer {Uronsiure G1/G2;
Glucose H1/H2) untersucht.

Al glc’ o] Enzymbehendiung

Inaktiveren
Zantrifugieran

r
B2 Uronsaure™ .. |
czNeutralmckar'_

D GLe
E HPLC
F HPGPC -

Dialyse

LI ‘Autoanalyzer - -
G1 Uronsaure G2 Uronsgure
H1 Neutralzucker “| H2 Neutratzucker
11 HPGPC o 12 HPGPC
K1 GLC K2 GLC:

Abb. 30: Arbeitsschema bei chromatographischen Zuckeranalysen
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2.2,.2.2 Versuchsdurchfihrung und Ergebnisse
HPGPC-ANALYSEN

HPGPC-Analysen wurden an den folgenden Stufen des Arbeitsschemas (siehe Abb.
30) durchgefiihrt:

- Analyse der Enzymlésung nach Einwirken auf Holz ("F")

- Analyse des Permeats nach Dialyse 12"}

- Auch ohne genaue Gewichtsbestimmung wurde deutlich, dass sich nach der Dialyse
der weitaus (berwiegende Teil der Zucker im Permeat befand, somit also beinahe

ausschliesslich kleinmolekulare Zucker in der Lésung vorkommen. Eine Analyse des
Retentates ("I1") war aus diesem Grunde nicht méglich.

™ |[HPGPC-Standard|
w
6
10 8 T 500.000 Zucker
0] T 70.000
T 40.000
44 T 10.000
10
Heptamer
34 Pentamer )
10 Trimer
.{ Dimer
Monocmer
2 v T
‘0 20 30 43

Retentlonszelt {min)

Abb. 31: Retentionszeiten einiger Standardzucker-Ldsungen durch HPGPC-Kolomme
Ergebnisse Analyseschritt "F”

Aus Abb. 37 u. 32 ist zu ersehen, dass in den Reaktionsfliissigkeiten nach der
Behandlung fast ausschliesslich kleinmolekuldre Zucker (Mono- bis Heptamere)
vorkommen. Das Fehlen hochmolekuldrer Abbaustoffe wird auch durch das
Dialyseresultat bestétigt, bei dem -wie bereits erwdhnt- ebenfalls ausschliesslich
kleine Zuckermolekile nachweisbar waren. Die Tendenz, dass die angewandten
Enzyme die Zellwandbestandteile vor allem zu klgineren Bruchstiicken abbauen, ist
bei allen drei Enzymen zu erkennen. Rohament CT produziert vor allem Monomere,
jedoch auch zu geringen Anteilen Dimere, Tri- bis Heptamere, besitzt jedoch auch im
Enzymblanco recht viele Monosaccharide. Maxazym CL 2000, welches auch bereits
im Blanco grosse Mengen Dimere hat, baut die Polysaccharide fast ausschliesslich zu

52




Serie F

Rohament CT Mazazym CL 2000 Maxazym CL 2000/
Peclinex 3XL
I J' \r
40 20 30 40 20 30 40
Serie | ,
Rohament CT Maxazym CL 2009 Maxazym CL 2000/
Pectinex 3XL
A
!
-3
» E )
l. |
,.= ! \d
*‘ A
20 30 40 20 30 30 40

Abb. 32: HPGPC-Chromatogramm der in den Analyseschritten *F" und "I2" {vgl. Abb. 31)
analysierten Enzyme., Die gepunkiete Linie gibt das Chromalogramm des Enzymblancos
wieder, die durchgezogene Linie stelit das Chromatogramm der Enzymbehandiung dar. Der

Piek bei 39.1 beruht auf der Puffersubstanz. Ordinate: Refractive Index; Abszisse:
Retentionszeit fmin].
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Monomeren und geringen Mengen Di- und Trimeren ab. Deutlich zeichnet sich die
Tendenz ab, dass das kombinierte Enzym CL 2000/3xL die Polysaccharide unter den
gewshlten Versuchsbedingungen zum grdssten Teil zu Monosacchariden abbaut und
auch geringe Mengen Tri-/ Tetrasaccharide vorkommen.

Ergebnisse Analyseschritt "12"

Die Dialyse zeigte, dass der grosste Teil der Zucker im Permeat wiederzufinden ist.
Das Ergebnis liess erwarten, dass die in Analyseschritt "F", also unmittelbar vor der
Dialyse analysierte Lésung, mit der in Analyseschritt "12" zu analysierenden Losung
grosse Ahnlichkeit aufweisen wirde. Ein Vergleich der Chromatogramme beider
Serien bestitigt dieses deutlich. Wie auch bereits bei "F" aufgefallen war, bauen dig
Enzyms die Zellwandpolymere vor allem zu Mono- und Dimeren ab. Nur beim CL
2000/ 3xL und CT kommen noch geringe Mengen Tri-/ Tetramere in der Lésung vor.

HPLC-ANALYSEN

HPLC-Analysen erfolgten nach der Enzymbehandlung des Splintholzes, unmittelbar
vor Dialyse der Losungen (siehe Arbeitsschema Abb. 30, Analyseschritt "E"). Es
wurden neben den Enzymlosungen, die nach der Holzbehandlung abzentrifugiert
wurden, auch Enzymblancos (Enzymidsungen ohne Holzeinwirkung) und Holzblancos
{Holz-Pufferlésung ohne Enzym) analysiert.

Enzymblancos

Tab. 12 zeigt die in den Enzymblancos gefundenen Zuckertypen und -mengen auf.
Eindeutig zu ersehen ist, dass die Handelsenzyme erhebliche Mengen Zucker
enthalten. Diese Zucker werden bei der Enzymproduktion vom Hersteller zur
Stabilisierung hinzugegeben. Rohament CT enthalt vor allem Glucose, Maxazym CL
2000 mehr Lactose/ Maltose. Pectinex 3xL, hier nur in Kombination mit CL 2000
untersucht, enthélt wenig Zucker.

Zucker CcT CL 2000 CL/3xL
Lactose/Maltose - 281 133
Glucose 252 69 39
Galactose - 24 22
Fructose 9 - -

Tab. 12 : Mit HPLC analysierte Zuckertypen und Zuckermengen In Handelsenzymen [ug/ mi].

Holzblancos
In den im Versuch mitanalysierten Fliissigkeiten des Holzblancos (Holz in Puffer
suspendiert) wurden nur geringste Mengen an Zuckern gefunden.

Reaktionsfliissigkeit ("E")

In der Tab. 13 werden die im HPLC-Chromatogramm analysierten Mengen an
Zuckern fir die Enzyme Rohament CT, Maxazym CL 2000 und CL/ Pectinex 3xL
getrennt wiedergegeben. Die Tabelle enthalt die durch Substraktion der
Enzymblancos und Holzblancos korrigierten Zuckertypen und -mengen, die durch die
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Enzymbehandlung aus dem Holz geldst wurden.

Rohament CT baut am meisten Zellwandsubstanzen ab. Seine Hauptaktivitat ist auf
Cellulose gerichtet, was anhand der hohen Glucose- und Cellobiosewerte zu
erkennen ist. Arabinose in der Flissigkeit weist jedoch darauf hin, dass CT auch Teile
der Hemicellulosen oder Pectine abbaut.

In der Reaktionsflissigkeit von Maxazym CL 2000 sind im Vergleich zu CT weniger
Zuckermengen zu finden. Das ist auf den geringeren Celluloseabbau (Cellobiose- und
Glucosewerte) zurlickzuflihren. Dagegen zeichnet sich CL 2000 durch starkere
Aktivitditen beim Abbau von arabinose- und galactoseenthaltenden
Zellwandpolymeren aus.

Die Reaktionsfliissigkeit der Kombination von CL 2000 mit Pectinex 3xL enthalt im
Verhélinis zur vorher genannten Reaktionsflissigkeit mengenmassig nur halb soviel
vom Enzymstoff CL 2000. Das zeigt sich auch im Analyseresultat. Die Menge
abgebauter Cellulose ist mit 360 ug/ ml um ca. 40 % geringer als beim reinen CL
2000. Dig Hauptakdivitat von 3xL liegt eindeutig mehr im Bereich von Hemicelluiosen
bzw. Pectinen. Dies ist abzulesen anhand der verhiltnismassig hohen Abbaumenge
an Galactosen und Arabinosen. Die Totalmenge der durch dieses
Kombinationspraparat abgebauten neutralen Zellwandzucker liegt ¢a. 30 % niedriger
als die durch Behandlung mit CL 2000 bzw. CT geldste Gesamtmenge an neutralen
Zellwandzuckern.

Zucker CcT CL 2000 CL/3xL
Tri+ Tetramere - - 16 [g/mi]
Cellobiose 130 24 31
Glucose 589 576 360
Galactose - i9 35
Arabinose 8 56 59
Total 727 675 501

Tab. 13: Nach der Enzymbehandiung von Holzmeh! in Reaktionsflissigkeit analysierte
Mengen an Zuckem, bestimmt mit HPLC [ug/mi].

GLC-ANALYSEN

Gaschromatographische Zuckeranalysen wurden an verschiedenen Stellen des
Arbeitsschemas durchgefihrt. Nach der Enzymbehandlung und der anschliessenden
Dialyse (zur Trennung grossmolekuldrer und kleinmolekuldrer Zucker) zeigte sich,
dass sich der iberwiegende Teil der geldsten Zucker im Permeat ("K2") befand, also
kein Unterschied zu den Analyseresultaten der Losung vor Dialyse ("D") zu erwarten
war. Auf die Bestimmung von "K2" wurde deshalb verzichtet. Die Messung des
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Retentates "K1" erwies sich aufgrund der geringen Masse als problematisch und
wurde darum ebenfalls nicht ausgefiihrt. GLC-Analysen wurden aus diesem Grunde
nur am Holzstoff vor und nach Enzymbehandiung ("A1", "A2"), sowie an der Ldsung
nach Enzymbehandiung ("D"} durchgefihrt.

Analyseschritte “"A1" und "A2"

Betrachtet man die Analyseresultate des unbehandelten Holzes (Tab. 74) so bestétigt
sich, dass erwartungsgeméss die Glucose als Baustein der Cellulose, Hemicellulosen
und anderer Zellwandbestandteile mengenmaéssig am meisten vorkommt. Weiterhin
werden die Hemicellulosenbausteine Mannose, Xylose, Galactose und Arabinose
gefunden. Mit 1.4 % liegt die Menge Uronsdure in der erwarteten Grdssenordnung.
Insgesamt werden beim nicht behandelten Holz 74.5 % der eingewogenen Holzmasse
im GLC bestimmt. Beachtet man zudem, dass das eingewogene Holzmehl ca. 5 - 10 %
Holzfeuchte enthielt, liegen die hier wiedergegebenen Werte sicher um 5 - 10 % zu
niedrig. Der Gesamtanteil der in der Analyse bestimmten Zucker l&ge somit bei ca. 80
% der in der eingewagenen Trockenholzmasse vorkommenden Zucker.

Die Polysaccharide der Holzzeilwand werden sowohi durch den Puffer und in
starkerem Masse durch die Enzymbehandlung aus dem Holz geldst. Je nach
Enzymtyp sind nach den Behandlungen ca. 25 - 35 % weniger Zucker wiederzufinden
als vor den Behandlungen. Das ist zum einen auf den enzymatischen Abbau
zuriickzufihren, zum anderen aber auch auf die Wirkung des Wassers und Puffers auf
leicht losliche Zellwandbestandteile (in reiner Pufferbehandlung sind nur 91 % der
. Anfangsmenge zurickzufinden). Der Abbau richtet sich sowohl auf glucosehaltige
Polysaccharide (Cellulose, Starke, Hemicellulosen) als auch auf mannose-, xylose-,
arabinose- und galactosehaltige Strukturen (Hemicellulosenn, Pectine). Beim
Vergleich der Wirkung der verschiedenen Enzyme fallt auf, das Maxazym CL 2000 die
analysierten Polysaccharide starker abbaut als Rohament CT.

Analyseschritt "D"

Die Ergebnisse der GLC-Bestimmung der Reaktionsfliissigkeit nach Inkubation
(Analyseschritt "D} sind in Tab. 15 wiedergegeben.

Beim Vergleich der Tab. 14 u. 15 fallt auf, dass in der flissigen Phase nach
Enzymbehandlung weitaus weniger Zucker zurickzutinden sind, als aus dem Holz
geldst wurden. Diese Diskrepanz ist nicht uniform flr alle Polysaccharide und ist auf
die Art der Probennahme zurisckzufiihren. Direkt nach der Enzymbehandiung wurden
die Holz-Enzymgemische zentrifugiert und die flissige Phase zur Analyse abpipettiert.
Der Holzstoff wurde dann vor der GLC-Bestimmung mehrfach ausgewaschen. Es ist
anzunehmen, dass diverse Zucker durch die Enzymbehandiung entstanden, jedoch
nicht in der Enzymidsung sondern im Holzsteff vorlagen. Diese Zucker wurden dann
ausgewaschen und in keiner der beiden Analyseschritte mitanalysiert.
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"A1" Zuckergehalt *A2" Recovery
vor Behandlung nach Behandlung
[% dar Einwaaga] [ % der Gesamtmenge im Holz
vor Behandlung ]
Puffer () CL CL/3xL
Arabinose 1.2 103 72 80 65
Xylose 59 104 74 €8 66
Mannose 14.3 92 73 66 65
Galactose 0.9 48 68 65 87
Glucose 50.8 90 73 64 63
neutr.Zucker 731 % 91 73 65 64 [3%]
von urspringlicher Menge
Uronsiure 1.4% 86 €6 59 60 [%]
ven ursprilnglicher Menge
Total 74.5%

Tab. 14: Zuckergehalt des Holzes vor und nach der Enzymbehandiung (bestimmt im GLC).
Angegeben ist der prozentuelle Anteil der verschiedenen Zucker beim Holz vor
Enzymbehandiung sowie die nach Enzymbehandiung von der Ausgangsmenge
zuriickzufindende Zuckermenge [%].

Recovery [%]
Puffer o) CL CLaxL
Arabinose 0 3 ¢ 0
Xylose 0 3.3 ¢ 0.7
Mannose 0 9.6 13.6 6
Galactose 0 o 15.9 0
Glucose 0 9.5 14.5 42
neutr. Zucker 0 88 13 4.1
von urspringlicher MengaNeutralzucker
Uronsdure 0 18 25 8.6
von urspriinglicher Menge Uronsaure

Tab. 15: Nach Enzymbehandiung in der flissigen Phase gefundenen Zucker, ausgedrickt als
[ea] Verhdilinis zur Gesamtmenge der Zucker vor Enzymbehandiung (Analyseschriti “D").
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Bestimmung der Uronsdure und neutralen Zucker

Zu verschiedenen Zeitpunkten der Versuche wurden im Autoanalyzer
Uronsiurebestimmungen und Neutratzuckerbestimmungen vorgenommen (siehe
Arbeitsschema Abb. 30). Zunachst erfolgten die Analysen direkt nach der
Enzymbehandlung des Splintholzes ("B1","C1"). Es war zu vermuten, dass die
Inaktivierung des Enzymes bei hohen Temperaturen und die anschliessende
Zentrifugierung das Analyseresultat verandern. Deshalb wurden die Bestimmungen
unmittelbar nach dem Inaktivieren erneut durchgefiihrt ("B2", "C2"}. Im weiteren
wurden diese Zuckerbestimmungen nach der Dialyse mit dem Permeat durchgefihrt
{"G2", "H2"). Eine Untersuchung des Retentates war aufgrund mangelnder Masse nicht
méglich. Die Ergebnisse der Analysen werden in Tab. 16 wiedergegeben. Sig sind
ein Mass fir die Wirksamkeit der Enzyme beim Abbau von Holzsubstanz.

Betrachtet man die Analysenergebnisse vor und nach Inaktivierung ("B1"/ "B2" sowie
"C1" "C2") wird deutlich, dass die Warmebehandlung und das Zentrifugieren keine
Verénderung des Resultates bewirken. Maxazym CL 2000 zeigt sich sowohl| beim
Abbau von Pectinen als auch beim Hemicellulosen/ Celluloseabbau effektiver als
Rohament CT, welches wiederum der Kombination CL/ Pectinex 3xL dberlegen ist.
Durch die Halbierung der CL 2000-Konzentration beim Gemisch CL/3xL ist diese
weniger effektiv als das CL alleine.

Auch die Analyse der Serie "G1" {Permeat) kommt zu Werten in vergleichbarer
Grossenordnung. Die geringe Abnahme an nachgewiesenen Uronséuren und
Neutralzuckern ist durch den Verlust einiger Zucker bei der Dialyse zu erklaren.

Anzumerken ist weiterhin, dass die hier gefundenen Abbaumengen an Uronséuren
und Neutralzuckern gut mit den in Abschnift 2.2.1 durchgefiihrten Zuckeranalysen
Gbereinstimmen. Diese Ubereinstimmung unterstreicht die Reproduzierbarkeit der
Versuche.

Enzym Abbau Polyuronide [%)] Neutralzucker [%)]

B1 B2 G2 C1 c2 H2
Rohament CT 12,7 12,9 11,9 9,8 9,8 9.4
Maxazym CL 2000 142 1486 131 1,7 12,1 11,2
CL/ Pectinex 3xL 11,0 10,8 10,4 7.7 7.8 8,0

Tab. 16: Wirksamkeit von Enzymen beim Abbau von Polyuroniden und Hemicelluiosen/
Cellulose. Die angegebenen %-Werle beziehen sich auf die Gesamimenge an Polyuroniden
im Holz (1.4% der gesamten Holzsubstanz} und auf die Gesamimenge
Hemicellulosen/Cellulose (75 % der gesamten Holzsubstanz).
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2.3 Bestimmung der Enzymwirksamkeit an intakten
Holzproben

Einleitung

im Gegensatz zu allen bisherigen Versuchen wurde der im folgenden beschriebene
Versuch durchgetiihrt, um einen Einblick in die mengenméssige Gréssenordnung des
enzymatischen Abbaus von Pectinen, Cellulose und Hemicellulosen an jniakien
Holzproben zu erhalten. Zu diesem Zweck wurden die bei einer enzymatischen
Behandlung von intakten Kleinproben abgebauten und in die Enzymldsung
gegangenen Mengen an Uronsduren und neutralen Zuckarn bestimmt.

Zum Vergleich wurde der Uronsiuregshalt des enzymbehandelten und
unbehandelten Holzes in unterschiedlichen Probentiefen bestimmt (siehe Abb. 33).

2.3.1 Material und Methoden

MATERIAL

Holz

Fir diesen Versuch wurde frisches Fichtensplintholz nordbselgischer Herkunft nach
dem Sagen gehobelt und in Probenabmessungen 2 x 2 x 5 cm aufgetrennt. Diese
Probenabmessungen wurden in Anlehnung an alle anderen Versuche mit Fichtenhalz-
Klsinproben (siehe Abschnitt 3.1) gewdhilt.

Enzyme

Die folgenden Enzyme wurden in 1 % Konzentration in 0.1 M NaAc-Puffer mit pH = 5

angesetzt. Vor den Versuchen wurden Rohament CT und Maxazym CL 2000 mit der in
Abschnitt 2.2.1.1 beschriebenen Methode dialysiert.

1 Maxazym CL 2000 4 CL 2000/ Pectinex
2 Rohament CT 5 Rohament 7069

3 Pectinex 3xL 6 nur Puffer
METHODEN

Enzymbehandlung

Von jeder EnzymiGsung und dem Blanco (nur Puffer) wurden 300 ml auf zwei
Becherglaser verteilt. In jedem Becherglas wurden dann drei Holzproben mit dem
Enzym im Kesseldruckverfahren {2 h Vacuum/ 2 h Druck) impragniert und vor

Verdunstung mit Deckeln geschitzt und bei 40 oC gelagert.

Der Versuch dauerte 10 Tage. An den Behandlungstagen 3, 7 und 10 wurden von
jedem Becherglas 10 ml Enzymlésung zur Bestimmung des Uronsdure- und

Neutralzuckergehaltes abpipettiert, direkt nach Probennahme 10 min bei 100 oC
Inaktiviert und dann eingefroren.
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Analyse der Reaktionsfliissigkelt

Nach Ablauf der Enzymbehandiung wurden die Enzymidsungen auf Vorkommen und
Mengen an Urcnsiuren und neutralen Zucker im Autoanalyzer untersucht. Eine
Beschreibung der Analysemethodik und -apparatur ist Abschnitt 2.2.1.1 zu
entnehmen.

Analyse der Holzproben

Die in der L&sung gefundenen Mengen an Urans&uren bzw. neutralen Zucker wurden
enzymatisch aus den Holzproben geldst. Fraglich ist jedoch, ob diese Stoffe alleine
aus den oberstan Zellschichten gelést wurden oder ob sie aus dem ganzen
Probenquerschnitt stammen. Zur Klarung dieser Frage wurden den
enzymbehandelten und unbehandelten Holzproben nach Versuchsende in
verschiedenen Probentiefen mit einem Mikrotom ca. 0.5 mm dinne Schichten
entnommen (sishe Abb. 33), die dann fein gemahlen wurden. Anschliessend wurde
der Uronséuregehalt dieser Proben bestimmt (Analysemethode siehe Abschnitt
2.2.1.1). Auf die Bestimmung des Csliulosegehaltes dieser Holzschichten wurde
verzichtet, da die enzymatisch aus dem Holz geldsten Mengen an Neutralzuckern
Uberaus gering waren (siehe Ergebnisteil 2.3.2).

Bestimmung der Eindringung von Flilssigkeit In Holzproben

Die nach der Enzymbehandlung in der Flussigkeit gefundene Menge an Urons&uren
und neutralen Zucker kann als Mass der Enzymwirksamkeit beim Abbau von
Uronséuren, Cellulose und Hemicellulosen aus Holzproben gesshen werden. Ob
jedoch der enzymatische Abbau dieser Zucker zugleich auch die Trankbarkeit des
Holzes verbessert, musste sich anhand von Trankversuchen mit den vorbehandelten
Proben zeigen. Diese Trinkversuche mit den im vorliegenden Versuch behandelten
Fichten-Kleinproben sind aus Griinden der Ubersichtlichkeit an anderer Stelle
beschrieben (siehe Abschniit 3.1).

2.3.2 Versuchsdurchfiihrung und Ergebnisse
Bestimmung von Uronséure und neutralen Zuckern in Reaktionsfliissigkeit

Das exakte Trockengewicht der Holzproben vor den Enzymbehandiungen konnte bei
Versuchsbeginn nicht bestimmt werden, da eine Trocknung bei hohen Temperaturen
moglicherweise eine Ver#nderung der anatomischen oder auch chemischen
Zollstruktur bewirkt hifte. Da jedoch alle Proben aus einem Stammabschnitt
genommen wurden, kann fir alle von einer ungeféhr gleichen Rohdichte
ausgegangen werden. Das mittlere Holzgewicht (3 Proben in einem Becherglas)
betrug ca. 40 g. Bei einer angenommengan Holzfeuchte vor Versuchsheginn von ca. 30
% betrégt das Trockengewicht der 3 Proben dann 30 g. Im zweiten Versuchsteil wurde
der Uronsiuregehalt der unbehandelten Proben bestimmt. Es zeigte sich, dass 2 %
der gesamten Holzsubstanz Urons3uren sind. An anderer Stelle wurde bereits der
Gesamtgehalt an Hemicellulosen und Cellulose als 75 % der gesamten Holzsubstanz
bestimmt (Abschnitt 2.2.2). Diese Gesamtmengen an Urons3ure, Hemicellulosen und
Cellulose (Neutralzucker) wurden als Bezugsmenge genommen. Die in der
Holzsubstanz vorkommenden Mengen Uronséuren und Neutralzucker liessen sich
somit fir jede Behandlung (=pro Becherglas) getrennt berechnen.
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Rechenbeispiel:
2 Gew. % Uronsdure von 30 g Holz = 0.6 g Uronsaure/Becherglas
75 Gew. % Neutralzucker von 30 g Holz = 22.5 g Neutralzucker/Becherglas.

Um nun einen Eindruck (ber die relative Menge der in Lésung gegangenen Zucker zu
erhalten, wurden die in der Reaktionsfliissigkeit gefundenen Mengen Uronsaure bzw.
neutralen Zucker ing Verhdiltnis zu den total in den Holzproben vorkommaenden
Mengen an Uronsdure und Cellulose/Hemicellulosen gesetzt. Diese
Mengenverhiltnisse bei den Probenahmen sind in den Tab. 17 wiedergegebsen.
Vergleicht man diese, durch die enzymatische Behandlung der Kleinproben in Ldsung
gegangenen Zucker mit den Analysenergebnissen der a:. Holzmehl durchgefihrten
Enzymbehandlungen fillt folgendes auf:

Obwohl die Behandlungszeit weitaus langer war als bei den Holzmehl-Behandlungen
(10 Tage gegeniber 24 h bei Holzmehl) werden durch die Enzyme aus den
Holzproben mit intakter Struktur nur sehr wenig Uronsauren und fast keine anderen
Zucker geldst. Bei den enzymatischen Behandlungen mit Holzmehl wurden mit den
hier angewandten Enzymen stets ca. 10 - 15 % der vorkommenden Polyuroniden und
5 - 10 % der Cellulose/Hemicellulosen aus dem Holzstoff gelbst. An den intakien
Holzproben wurden dagegen in 10 Tagen nur maximal 1.6 % der Polyuroniden und
kaum nachweisbare Mengen (0,1 %) der Cellulose/ Hemicellulosen in Ldsung
gebracht. Es besteht jedoch die Moglichkeit, dass die Enzyme mehr als diese
nachgewiesenen Mengsen an Zellwandsubstanz abgebaut haben, diese Zucker jedoch
nicht in der Lésung vorlagen, sondern in abgebauter Form in den Holzproben
verblieben.

Wie auch bereits bei allen anderen Versuchen gezeigt, besitzen CL 2000 und vor
allem Rohament CT dig hdchste Effektivitit beim Abbau von Uronsduren.
Bemerkenswert ist, dass in den hier vorliegenden Versuchen nicht das CL 2000
alleing am effaktivsten ist, sondern in Kombination mit dem 3xL besonders gut wirkt.
Ebenfalls abweichend von den Resultaten der Holzmehlbehandlungen ist, dass
Rohament CT am wirksamsten von allen Pradukten ist.

Bestimmung der Uronséure in Holzschnitten

Beim Vergleich der in Tab. 18 aufgefiihrten Mengen Uronséure in der Probenmitte
und im Probenrand lassen sich keine Behandlungseffekte feststellen. Abgesehen von
CL 2000, bei dem 0.2 % weniger Uronséure im Probenrand als in der Probenmitte
zuriickgefunden werden, ist bei den anderen Behandlungen die Menge gleichgross
oder sogar z.T. in der Randschicht héher. Es ist davon auszugehen, dass die geringen
Unterschiede von 0,1 % nicht auf den Einfluss der Enzymbehandlung zurdckzufihren
sind, sondern auf mengenméssige Unterschiede in der Uronsiuremenge der
urspringlichen, unbehandelten Proben.

61



TR

Abb. 33: Prebennahme von Mikroschnitten aus enzymbehandelten Holzproben zur
Bestimmunyg das Uronsduregehaltes

Probennahme
Enzym Tag 3 Tag7 Tag 10
in [%4] in [%] in [%]

U N U N U N
CL 2000 2 2 3 0 9 0
CT 7 1] 7 1) 1.6 0
3xL 0 1] | 0 2 A
CL 2000/3xL 3 A 6 0 10
7069 1 1] 2 Aa R
nur Puffer 0 4] 0 0 0 0

Tab. 17: Wirksamkeit von Enzymen beim Abbau von Polyuroniden (U) und Neutraizuckern
(N) aus intakten Holzproben. Angegeben ist die relative Menge in Ldsung gegangener
Uronsdure und Neutralzucker in den Behandiungen. Die absolute Menge der in Lésung
analysierten Menge Uronsdure und Neulralzucker wurde zur Gesamimenge der in den
Proben vorkommenden Uronsdure (2 % der Subsianz) und Neutralzucker (75 % der
Substanz) ins Verhiltnis gesetzt [%).

Uronsaure In [%] der Gesamtmenge
an Holzsubstanz

Behandlung Probenrand Probenmitte
CL 2000 1.5 1.7
cT 1.8 1.8
axL 1.8 1.9
CL 2000/3xL 1.8 1.8
7069 1.9 1.8
nur Puffer 2.0 1.9
Kontrolle 1.9 1.8

Tab. 18: Menge Uronsdure [% von Gesamimenge der Holzsubstanz] in dinnen Holzschnitten,
entnommen aus Probenmilte bzw. Probenrand enzymbehandelter und unbehandeiter
Holzproben. Gemittefter Wert von 2 Proben.
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Ein Unterschied zwischen den verschiedenen Behandiungen ist ebenfalls nicht zu
erkennen. Dieses ist jedoch nicht weiter verwunderlich, da durch das effektivste Enzym
(Rohament CT) total nur ca. 1.6 % der in den Proben vor Enzymbahandlung
enthaltenen Uronséuremenge durch die Behandlung gelbst werden (siehe Tab. 17).
Rechnet man diese Menge auf die gesamte im Holz vorkommende Menge Uronséure
um (ca. 1.5 - 2 % von der gesamten Holzsubstanz), ergeben sich Unterschiede
zwischen dan behandeiten und unbehandelten Holzproben im Urons&uregehalt von
0.03 %. Werte in dieser Grdssenordnung sind jedoch bei der angewandten
Bestimmungsmethode nicht zu unterscheiden.

Die Ergebnisse der beiden Versuche mit intakten Holzproben k&nnen wie folgt
zusarnmengefasst werden:

- bei der enzymatischen Vorbehandlung von Holzproben mit intakter Holzstruktur
werden nur sehr geringe Mengen der Uronsauren und Cellulose/Hemicellulosen
aus der Holzzellwand in der Reaktionsfliissigkeit gefunden (nach 10 Tagen: max. 1.6
% der Uronsduren und 0,1 % der Cellulose/Hemicellulosen).

die in der Enzymildsung analysierten Mangen an Uronsduren und Celiulose/
Hemicellulosen sind um den Faktor 10 (fiir Uronsduren) bis Faktor 30 (fur
Neutralzucker) geringer als bei der Behandlung von Holzmehl. Dies trotz einer
weitaus langeren Enzymbehandiung der Holzproben {10 mal langer).

ein Unterschied in der Effektivitat beim Abbau von Zellwandpolysacchariden
zwischen den verschiedenen Enzymen ist zu erkennen. Dieser Unterschied ist
jedoch erheblich geringer als bei der enzymatischen Behandlung von Holzmehi.

2.4 Enzymaktivitat bei Langzeitinkubation
2.4.1 Einleitung

Bei der Vorbehandlung von Rund- oder Schnittholz mit Enzymen sind
Behandlungszeiten von 7 - 14 Tagen notwendig. Das zeigen die in Kapitel 3
beschriebenen Versuche. Bei solchen langandauernden Behandlungsprozessen ist
nicht nur die kurzfristige Enzymaktivitdt wichtig. Vielmehr miissen die eingesetzten
Enzyme Uber den Behandlungszeitraum hinweg stabil bleiben.

Bisherige Versuche wurden zudem meist mit Temperaturen (ca. 40 oC) durchgefilhrt,
bei denen die Enzyme in Kurzversuchen ein Akfivititsoptimum besitzen. Bei solchen
Temperaturen finden jedoch bereits mehr oder weniger Denaturierungen der Enzyme
statt, wodurch unter Umstanden nach einigen Tagen Behandlungszeit ein starker
Aktivitatsverlust eintritt. Bei niedrigeren Temperaturen ist mit geringeren
Denaturierungen zu rechnen. Eine niedrigere Behandlungstemperatur kénnte
deswegen fUr Langzeitversuche (10 - 14 Tage) zu besseren Versuchsresultaten
fahren, obwohl die Enzymaktivitat bei kurzzeitigen Versuchen bei 40 oC weitaus hher
ist. Die im folgenden beschriebenen Versuche wurden durchgefiihrt, um einige
Enzyme hinsichtlich ihrer Aktivitdt beim Abbau von Zellwandsubstanzen bei
Langzeitinkubation zu untersuchen. Um den Einfluss der Temperatur dabei zu
erkennen, wurden alle Versuche bei 20 oC und 40 oC ausgefihit.
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2.4.2 Material und Methoden

In dem vorliegenden Versuch wurde der Verlauf der Enzymaktivitat von 3
Handelsenzymen unter Anwesenheit von Holzproben und chne Holzproben ("pur®) bel
2 Behandlungstemperaturen untersucht. Daflr wurde der im folgenden beschriebene
Versuchsablauf gewabhit:

Reaktionsfliissigkeit "pur” bzw. Reaktionsflissigkeit mit Holzproben

Lagerung bei 20 °C bzw. Lagerung bei 40 oC

Entnabme von Realdionsflissigkeit zur Bestimmung
der Enzymaktivitat

O -—) wfp— M ~—

Testen der Enzymaktivitat dieser Proben auf
unterschiedliche Substrate

Behandlungsschritt A:

In dem Versuch wurden zum einen je Behandlung 3 Holzproben in 150 ml
Enzymidsung eingebracht, zum anderen zu Vergleichszwecken je 150 mi
Enzymi&sungen ohne Holzproben ("pur”} mitbehandelt.

*Holz

Kleinproben Fichtensplintholz
Abmessungen: 2x2x5¢cm
Herkunft: Niederlande, Nihe Zwolle

*Enzyme

E1: Rohament CT (1%)

E2: Maxazym CL 2000 (1 %)

E3: Maxazym CL 2000 + Pectinex 3xL (0.5% + 0.5%)
Pufter: 0.1 M Na-acetat pH 5

Rohament CT und Maxazym CL 2000 wurden, zum Entfernen der fiir die Versuche
unerwinschien Zucker, vor Gebrauch dialysiert. Dies geschah mit der in Abschnitt
2.2.1.1 beschriebenen Methode. Anschliessend wurden alle Enzyme in einem 0.1 M
Natriummacetatpuffer auf eine 1 % Konzentration verdiinnt.

Die Holzproben wurden bei Versuchsbeginn im Vacuumverfahren in einem Exicator
30 min mit der Enzymidsung impragniert und dann wéhrend der Versuchsdauer in
Becherglasern in der Enzymitsung untergetaucht. Die Vacuumimpréagnierung wurde
nach 6 Tagen wiederholt.

Behandlungsschritt B:
Alle Behandlungsvarianten wurden sowohl bei Raumtemperatur (20 oC) sowie in

einem Klimaschrank bei 40 ¢C durchgefihrt. Somit ergaben sich die folgenden
Behandiungen:
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Rohament CT mit Holz
Maxazym CL 2000 mit Holz jeweils bei
Maxazym CL + Pectinex 3xL mit Holz 20 oC und
Putterldsung mit Holz 40 oC
Rchament CT

Maxazym CL 2000

Maxazym CL 2000 + Pectinex 3xL

SN OI A W@ N -

Behandlungsschritt C:

In regelméssigen Abstanden wurde den Behandlungen 1 ml Reaktionsflissigkeit flr
die unter "D" beschriebenen Aktivititsbestimmungen entnommen. Die erste
Probennahme erfolgte unmittelbar nach Beginn des Versuches, dann nach der
Vacuumimprégnierung der Holzproben (0.5 h) und im weiteren nach 1h-2h-4h - 24
h-48h-96h- 144 h- 182 h - 240 h - 336 h. Der Versucti wurde nach 14 Tagen (=
336 h) beendet. Die entnommene Reaktionsfliissigkeit wurde dann bis zur Analyse
eingefroren,

Behandlungsschritt D:
Die Enzymaktivitit der aus dem Versuch entnommenen Enzymproben wurde auf
folgenden Substraten untersucht:

* Polygalacturonsiure (GalA), Nutritinal Biochemicals,
* Carboxymethyiceilulose (CMC) AF 0305, Enka;
* Xylan (XYL) ex larch sawdust pur CHR Kochlight.

Umfangreiche Vorversuche mit ginigen inkubierten Substraten zeigten, dass fir die
spectrometrischen Bestimmungen die aus dem Versuch entnommene
Reaktionsfliissigkeit fir die Ermittlung der PG- und CMC-Aktivitdt 100 mal verdinnt
werden musste, fir die Xyl-Aktivitdt 500 mal.

Die so verdinnten Enzymldsungen wurden dann 1 h bei 40 oC mit den Substraten
inkubiert und dann 5 min bei 100 oC inaktiviert. Nach Abkihlen wurden im
Autoanalyzer die reduzierenden Zucker bestimmt (nach Stephens 1974).

Die spectrometrische Bestimmung der geldsten Zucker wurde fir alle Substrate mit
einer Glucose-Eichlinie vorgenomimen. Zur Korrektur des durch diese Eichlinie bei den
nicht aus Glucose bestehenden Zuckern entstandenen Fehlers wurden zuvor auch
Xylose- und Galacturonsaure-Eichlinien bestimmt und der im Spectrophotometer des
Autoanalyzers erhaltene Response mittels linearer Regression auft Xylose und
Galacturonsfure umgerechnet.

2.4.3 Ergebrniisse
Aktivitit beim Abbau des Substrates Polygalacturonsiure
Alle Ergebnisse sind in Abb. 34 a-e dargestellt, Von den vier getesteten Produkten

besitzt lediglich die Enzymkombination Maxazym CL 2000/ Pectinex 3xL Aktivitit beim
Abbau von Polygalacturonsiure (GalA). Da jedoch CL 2000 allein keine Aktivitit beim
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Abbau von GalA besitzt, kann angenommen werden, dass diese auf das Produkt 3xL
zurlickzufihren sind.

Bei der niedrigeren Versuchstemperatur (20 oC) bleibt die Aktivitit Gber den
Versuchszeitraum hinweg relativ konstant, nimmt lediglich nach 96 h geringfigig ab.
Ein ganz anderes Bild zeigt sich bei der hdéheren Temperatur (40 oC). Nach
anfanglicher Aktivitat in der gleichen Grdssenordnung wie bei 20 oC falit sie nach 4 h
sehr schnell ab und betragt nach 24 h nur noch ca. 10 % des Ausgangswertes. Nach
96 h reduziert sich die Aktivitat sogar auf ca. 5 % des Ausgangswertes. Die Akfivitét
des Enzymes in der Behandlung mit Holzprobe unterscheidet sich hierbei nur
unwesentlich von der Enzymbehandlung ohne Holz.

Aktivitét beim Abbau des Substrates Carboxymethylcellulose

Beim Abbau dieses Substrates besitzt CL 2000 im Vergleich zu den anderen beiden
Enzymen die hichste Aktivitdt. CT und CL/3xL erreichen hierbei Resultate in gleicher
Grossenordnung.

Bei 20 oC verlieren die Enzyme iber den Versuchszeitraum hinweg nur wenig an

Aktivitit. Bei 40 oC ist ein Aktivititsrickgang grbsser (ca. 10 %), jedoch weitaus
geringer als der Aktivititsrickgang der Enzyme beim Abbau von GalA.

Aktivitit beim Abbau des Substrates Xylan

CT und CL 2000 besitzen hdhere Xylanaktivitaten als die Kombination von CL/3xL.
Eing Erhéhung der Behandlungstemperatur von 20 ¢C auf 40 oC fihrte bei allen
Enzymen zu einem Rickgang der Enzymaktivitdt. Wahrend bei den
Enzymbehandlungen mit 20 oC nach 14 Tagen noch ca. 90 % der Anfangsaktivitat
vorhanden ist, reduziert sie sich bei der erhdhten Temperatur auf ca. 80 %.

Einfluss des Holzes auf die Aktivitit

Bei allen Behandlungen liegt die Aktivitat der Enzyme, welche aus den Behandlungen
mit Holzproben entnommen wurde, beim Abbau der Substrate geringfligig niedriger
als die der Enzyma aus den Behandlungen ohne Holz. Die Reduktion, die durch die
Anwesenheit des Holzes verursachl wird, ist jedoch sehr gering. Eine mdgliche
Ursache fir die Reduktion der Aktivitdt kann darin liegen, dass aus dem Holz Stoffe
geldst werden, die sich auf die Enzymaktivitdt negativ auswirken. Eine andere
Maglichkeit ist, dass die Enzyme teilweise vom Holz absorbiert werden.

Nach 9 Tagen Versuchsdauer wurde bei den Behandlungen mit Holzproben in 20 oC
in der Enzymilissigkeit Schimmelwachstum festgestellt. Dieser verstirkte sich mit
fortschreitender Versuchsdauer. Bei den Bsehandlungen in 40 oC ftrat
Schimmelwachstum erst nach 12 Tagen auf. Alle Enzymflissigkeiten ohne
Holzproben waren auch noch bei Beendigung des Versuches nach 14 Tagen
schimmelfrei. Dieses Schimmelwachstum hat jedoch offenbar keinen Einfluss auf die
Enzymaktivitat. Der Vergleich der Enzymaktivitidten "mit" und "ohne" Holz (also auch
mit und ohne Schimmel) macht dieses deutlich.
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Abb. 34 a - e: Veriauf der Aktivitit von Enzymen beim Abbau verschiedener Substrate bei
Langzeitinkubation. Variiert wurde die Temperalur {20 ©C, 40 °C) der Behandlungen mit und

ohne Holzpraben.
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3 Enzymatische Vorbehandlung von Fichtenholz

3.1 Enzymversuche mit intakten Kleinproben
3.1.1 Einleitung

An gemahlenen Holzstoff haben die Enzymiliissigkeiten keine Eindringwege zu
dberwinden sondern wirken in der Flissigkeit direkt auf das Substrat. Ausserdem
werden beim Mahlen des Holzes der Zellverband und die ZeilwAnde geschidigt,
wodurch den Enzymen der Angriff und Abbau der Zellwandpolymere erleichtert wird.

Beim Schnittholz dagegen ist die Struktur intakt. Durch S&gen oder Hobeln wird nur
die Holzoberfliche geschadigt. Dieser Unterschied fahrt dazu, dass (bei
Enzymversuchen mit dem Ziel des Abbaus bestimmter Zellwandstrukturen) die an
Holzmehl gewonnensen Ergebnisse nur insoweit aussagekraftig sind, als sie Enzyme
angeben, die sehr effektiv beim Abbau von Holzpectinen und anderen Holzpolymeren
sind. Dagegen sind Kenntnisse (ber den Verlauf und Erfolg von Enzymbehandlungen
mit dem Ziel der Veranderung des anatomischen Zellwandaufbaus intakten Holzes zur
Verbesserung der Eindringung von Fliissigkeiten ins Holz auch nur an intaktem Holz
"ZU gewinnen.

Zundchst mussten die Enzyme auf ihre Effektivitat hinsichtlich der Verbesserung der
Permeabilitit des Holzes untersucht werden. !m weiteren mussten die
Prozessvariablen, insbesondere die Enzymkonzentration, Pufferlésung,
Behandlungsdauer und -temperatur optimiert werden, um das angestrebte Ziel durch
kirzeste Vorbehandlung zu erreichen.

Die Durchfihrung dieser zur Enzymauswahl und -optimierung notwendigen Versuche
an Holz mit Praxisabmessungen (Rundholz, Schnittholz) hatte zu einem nicht
dberschaubaren Versuchsumfang gefGhrt. Um dennoch Erkenntnisse Gber die
Enzymwirkung an intaktem Holz zu erhalten, wurden zunichst zahlreiche Versuche
an Fichtenholz-Kleinproben (20 x 20 x 50 mm) durchgefihrt. Die anhand dieser
Versuchsserien erhaltenenen Ergebnisse fihrten dann zur Auswahl gut wirkender
Enzymgemische und Versuchsparameter for Versuche an Holz mit
Praxisabmessungen.

3.1.2 Material und Methoden

Die Versuche mit Kleinproben wurden in verschiedene Teilversuche untargliedert.
Versuchsmaterial und -methoden wurden jeweils an die zu untersuchende
Fragestellung angepasst, jedoch aus Griinden der Vergleichbarkeit nicht prinzipiell
geéndert. In diesem Abschnitt werden deshalb die wichtigsten der angewandten
Materialien und Methoden beschrieben. Abweichungen davon werden bei den
Teilversuchen dargestellt.
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3.1.2.1 Material
HOLZ
* Holz aus dem Wachstumsgebiet "Oberberg” {Code H1)

Die in den Jahren 1987, 1988 und zum Teil 1989 durchgefihrten Versuche wurden mit
Fichtenholz {Picea abies {L.) Karst) aus dem Gebiet des Forstamtes Waldbrdl
{Nordrhein-Westfalen, Deutschland, ¢a. 400 m idber N.N.) durchgefihrt. Die ca. 65
Jahre alten Stadmme, Brusththendurchmesser ca. 30 cm, wurden im November 1987
gefallt, unmittelbar danach in Bohlen von 30 mm Dicke aufgetrennt und anschliessend
bei 20 oC/ 60 % rel. Luftfeuchtigkeit auf Stapellatten gelagert. Die Holzfeuchtigkeit des
Splintholzes vor der Tracknung betrug 120 - 150 %, die des Kernholzes 25 -35 %.

*Holz aus dem Wachstumsgebiet "Sachsenwald” {Code H2)

Versuchae im Jahre 1989 wurden z.T. mit Fichtenholz aus dem Sachsenwald (Forstamt
Friedrichsruh bei Hamburg) durchgefiihrt. 25 cm Stammstiicke wurden 2 Wochen nach
dem Fallen im Februar 1989 in 25 mm dicke Bohlen gesigt und nach dem Transport
unter denselben Bedingungen wie oben beschrieben aufgelattet, gelagert und
getrocknet. .Die Holzfeuchte vor Beginn der Trocknung betrug ca. 100 % im Splintholz
und 30 % im Kemholz.

*Holz aus den Ardennen {Code H3)

Fir eine Versuchsreihe wurden bei sinem Sagewerk in Langbroek/ Niederlande 30
mm dicke Holzbohlen {Picea abies (L.) Karst) verwendet. Dieses Holz stammite laut
Aussage des Verkaufers aus den belgischen Ardennen und wurde im August 1989
gefallt, 3 Wochen spater aufgetrennt und auf Latte gestapelt gelagest. Die Holzfeuchte
des Splintholzes vor Trocknung betrug 60 - 80 %, die des Kerns 25 %.

*Holz aus Waldgebiet “Zwolle" {Code H4)

Flr die Versuche in 1990 wurden im Dezember 1989 frisch gefalite 30 - 35 ¢cm dicke
Stammsticke aus einem Waldgebiet nahe Zwolle/ Niederlande geholt und am
folgenden Tag in 30 mm dicke Bohlen aufgetrennt. Nach dem Transport des Holzes
erfolgte die Auflattung und Trocknung unter den bereits oben beschriebenen
klimatischen Umstanden. Die Splintfeuchte betrug ca. 180 %, die Kernfeuchte 25 - 30
%.

Das Holz aller Herkunftsgebiete wurde nach der Trocknung in Latten gesagt, die dann
nach dem Hobeln in die endgiltigen Probenabmessungen 20 x 20 x 50 mm unterteilt
wurden. Die Codierung aller Holzproben ermdglichte eine schematische Einteilung
der Proben in die verschiedenen Versuche. Diese wurde so vorgenommen, dass stets
die gut zu vergleichenden, in der Stammachse hintereinanderliegenden Proben so auf
die verschiedenen Versuche aufgeteilt wurden, dass eine gute Vergieichbarkeit des
Ausgangsmaterials gegeben war.
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ENZYME

In Abschnitt 2.2.1.1, Tab. 7 sind alle in den nachfolgend beschriebenen Versuchen
angewandten Enzymprodukte mit den vom Hersteller angsgebenen Haupt- und
Nebenakiivititen aufgelistet. In der Beschreibung der Versuchsdurchiithrung werden
dann Uberwiegend nur die beistehenden Abkiirzungen verwendet.

PUFFER

Die Enzyme wurden in 0.1 M Pufferldsungen eingegeben, bevor die Inkubation des
Holzes erfolgte. Regelmassig durchgefilhrie Messungen erwiesen, dass der
eingestellte pH-Wert relativ konstant blieb und kein Nachstellen erforderlich war. Die
folgenden Pufferlésungen wurden in den unterschiedlichen Versuchen verwendet:

Code Puffer

P1 Citronensdure / Citratpuffer pH 5

P2 Citronenséure / Phosphatpuffer pH 5
P3 Natriumacetatpuffer pH 5

FUNGIZID

Zur Vermeidung von Pilzbefall wurde in den meisten Versuchen den Enzymltsungen
ein Fungizid zugefiigt. Dieses waren in den Versuchen 1987, 1988 und z.T. 1989 stets
0.1% Natriumazid (Code F1). Aus Granden der Toxizitit und Problemen beim Umgang
mit diesem Stoff wurde ab 1989 0.15% Natriumbenzoat (Code F2) angewandt, was
sich jedoch in dieser Konzentration als weniger gut geeignet erwies.

3.1.2.2 Methoden

Alle Enzymversuche mit Kleinproben wurden auf ahnliche Weise vorbersitst,
durchgefilhrt und ausgewertet. Der im Schema {Abb. 35) abgebildete Versuchsablauf
beinhaltet die folgenden Bearbeitungsgénge:

A Holzvorbereitung

Unter diesem Punkt sind alle Schritte zusammengefasst, die bis hin zur
varsuchsfertigen Holzprobe erforderlich waren. Hierzu gehéren:

- Fallen des Baumes

- Kern- / Splintdifferenzierung an frischem Holz
- Auftrennen des Starmmes in Brettholz

- Trocknung des Brettholzes

- Einteilung der Bretter in Endprobengrisse

- Probeneinteilung in Teilversuche

Die Methode der Holzvorbereitung ist bersits bei der Nennung der Materialien
beschrieben worden.
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A Holzvorbereitung
B impragnierung des Holzes mit Enzymen
c Enzymoehandlung/ Inkubation
D Ende Enzymbehandlung/ Klimatisierung
der Proben
E Trankversuche/ Bestimmung der Aufnahmemenge
F Kiimatisierung der Proben
G Bestimmung der Eindringtiefe
von Lésungen
H Beurteilung des Effektes der Enzymbehandlung
anhand Aufnahme und Eindringung

Abb. 35: Schematische Darsiellung des Ablaufes aller Versuche mit intakten Fichtenholz-
Kleinproben

B Imprignlerung des Holzes mit Enzymen

In den vorliegenden Versuchen soilten die auf intakte Holzstrukturen am effektivsten
arbeitenden Enzyme und Versuchsparameter gefunden werden. Es wurde deshalb
versucht, die Enzyme mittels einas Vacuum/Druckverfahrens in das Holz einzubringen.
Dalfir wurden die 20 x 20 x 50 mm grossen, unabgedichieten Holzproben in einem
Becherglas, mit Abstandhaltern aus Glas getrennt und dann in einer
Kesseldruckanlage impragniert {(1h Vacuum/ 1h Druck 5 bar). Dieses wurde bei
einigen Versuchen wihrend der mehrere Tage dausrnden Enzymbehandlungen im
Abstand von 3 Tagen wiederholt.

C Enzymbehandlung

Die Kleinproben wurden wahrend des Versuchszeitraumes in den mit Enzymibsung
gefiiliten Becherglidsern um ein Auftauchen zu verhindern mit einem glasernen Gefiss
beschwert {siehe Abb. 36). Je nach Zislsetzung des Teilversuches wurden die
folgenden Vearsuchsparameter variiert: Enzymtyp, Enzymkonzentration, Puffertyp,
Behandlungstemperatur, Behandlungsdauer. Eine Nennung des angewandten
Enzymtyps und der Versuchsparameter erfolgt bei der jeweiligen
Varsuchsbeschreibung. Wahrend der Versuche wurden taglich Temperatur- und pH-
Messungen vorgenommen. Zur Einstellung der gewiinschten Behandlungstemperatur
wurden die Bechergldser in Klimaschrénken aufbewahrt und mit Deckeln gegen
Verdunstung geschiitzt.
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D Beendigung der Enzymbehandiung

Nach Ablauf der geplanten Behandlungsdauer wurden die Proben aus der
Enzymidsung genommen, mit Wasser abgespllt und zum Einstellen eines
Holzfeuchtegleichgewichtes in einer Klimakammer bei 20 ¢C/ 60 % rel. Luftfeuchte
gelagert. Diese Trocknung dauerte gemittelt 4 - 8 Wochen. Es ist nicht
auszuschliessen, dass die Enzyme auch noch nach Beendigung des Versuches, also
wahrend der Trocknung, weiterhin wirkten. Als *Versuchsdauer” wird im foigenden
jedoch stets die Zeitdauer der direkten Exponierung des Holzes verstanden.

E Trénkversuche/ Bestimmung der Aufnahmemenge an Fliissigkeit

Der Erfolg der Enzymbehandlung wurde anhand von Trankversuchen ermitielt. Dabei
wurden die vorbehandelten Holzproben und unbehandelte Vergleichsproben in einem
Exicator unter Vacuum mit einer Farblésung impragniert und die Flissigkeitsaufnahme
jeder Einzelprobe ermittelt. Die Ermittiung der Eindringtiefe der Farbldsung erfolgte
nach erneuter Probentrocknung durch Auftrennen der Proben in der Mitte (siehe G }.
Umfangreiche Vorversuche mit unbehandelten Proben ergaben, dass bei einer 15 - 30
miniitigen Vacuurnimpragnierung sebr geringe Aufnahmemengen und Eindringtiefen
erreicht werden, wohingegen enzymatisch vorbehandelie Proben bei diesen
Trénkzeiten bereits grosse Eindringtiefen aufzeigten. Zur guten Unterscheidung des
Effektes der Enzymbehandlungen untereinander wurden alle Proben deshalb 10 min
mit Vacuum bebandelt und dann weitere 10 min in der Flissigkeit belassen bevor die
Bestimmung der Auinahmemange erfolgte.

Probenabdichtung: Die Enzymvorbehandlungen der kleinen Proben wurden mit
unabgedichteter Hirnflache durchgsefihrt, um ein optimales Eindringen der Enzyme zu
ermdbglichen. FUr die anschliessende Trankung der Kleinproben mit Farbldsungen war
eine rasche Axialgindringung des Mittels jedoch unerwinscht. Aus diesem Grunde
mussten die Hirnflichen vor den Trankversuchen mit einem geeigneten Mittel
abgedichtet werden. Dieses Mittel sollte sich zum einen gut auftragen und verarbeiten
lassen, zum anderen musste es in der Lage sein, der beim Trankprozess
statifindenden Hoizquellung flexibel nachzugeben, ohne zu reissen. Dazu wurden
eine Reihe von Mitteln getestet. Unter den getesteten Leimen und Kunstharzen
erwiesen sich folgende Produkte als gut geeignet:

Epoxidharz Acrupox 78 + Harter Acrumid 480:

Dieses Harz eignet sich gut zum Abdichten noch feuchter Proben. Es besitzt den
Nachteil, dass es eine Topfzeit von nur wenigen Minuten hat und deshalb sehr schnell
verarbeitet werden muss. Zudem besitzt es nach dem Aushérten geringe Flexibilitit
und reisst bei zu grosser Quellung der Holzproben. Es eignet sich deshalb nicht gut fir
die Abdichtung trockenen Holzes.

PvAc-Leim mit Chromhérter (z.B. Durolok):

Dieser Leim zeigte zur Abdichtung trockener Holzproben sehr gute Eignung. Die
Vorteile gegeniber den Epoxidharzen liegen in der langen Topfzeit sowie der hohen
Flexibilitat beim Impragnieren. Auf feuchtes Holz kann er jedoch nicht aufgetragen
werden, da er dann nicht aushértet.
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F Trocknung der Proben

Nach der Vacuumimprégnierung der Proben mit Farbldsung wurde das Holz erneut
getrocknet. Diese Trocknung dauerte in der Regel 2-3 Wochen.

G Bestimmung der Eindringtiefe der Farblésungen

Die Bestimmung der Eindringtiefe von Fliissigkeiten stand im Vordergrund der
Beurteilungsmethoden, da mit ihr die Verbesserung der Eindringung wvon
Holzschutzmitteln am besten beurtsilt werden kann.

Wie bereits unter E aufgeflhrt, zeigten Vorversuche, dass nach der Vacuumtrankung
sine deutliche Variation in der Fliissigkeitsaufnahme und der Eindringung zwischen
den behandelten und unbehandslten Proben zu erkennen war. Als wasserldslicher
Farbstoff zur Beurtgilung der Eindringtiefe wurde Rhodamine B gewéhlt. Spétere
Versuche zeigten, dass es bei diesem Farbstoff aufgrund zu grosser Moleklilgewichte
in einigen Fillen zu Fehlibeurteilungen kommen kann, Aus diesem Grunde wurde bei
den Varsuchen in 1989 und 1990 ein wasserl§sliches Holzschutzmittel (CCB-Salz, 3
% Lbsung} verwendet, dessen Eindringung durch Anfarbung der Kupferkomponente
mit Rubeanwasserstoff (Kottlors und Theden 1965) beurteilt wurde.

Die Beurteilung der Eindringtiefe der Fliissigkeiten (Rhodamine B bzw.CKB) erfoigte
nach Aultrennen der Proben. Da aufgrund sehr unregeimaéssiger Eindringmuster eine
Messung der Eindringtiefe in mm oder cm nicht sinnvoll erschien, wurde die
Eindringung bei allen Proben anhand eines 4-stufigen Beurtsilungsschliissels
vorgenommen (siehe auch Abb. 37). Die auf diese Waeise fir jede einzelne Probe
ermittelte Eindringung wurde dann fir jede Behandlung gemittelt ausgedriickt.

H Beurtellung des Effektes der Enzymbehandiung anhand der Aufnahmemenge
und Eindringtiefe

Bei der Vorbehandlung intakter Holzproben wurden solche Enzyme als "wirksam®
beurteilt, die die Aufnahmemenge und Eindringtiefe von Holzschutzmitteln in die
behandeiten Proben im Vergleich zu unvorbehandelten Proben verbessern.

Abb. 36: Imprignierung der Holzproben mit
Flissigkeiten

A = Abstandhalter aus Glas

B = Becherglas

F = Fliissigkeit

G = Gewichle zum Beschweren

H = Holzproben

G
BT
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Abb. 37: Stufen bei der Beurleilung der Eindringtiefe von wissriger Farbldsung (Rhodamine B)
in enzymvorbehandeite und unbehandelte kleine Holzproben

Stufe 1:  nur Randeindringung wahrzunehmen
Stufe 2: geringe Eindringung, etwas tiefer als Stufe 1
Stufe 3:  partiell recht tiefe, jedoch sehr unregelméssige Eindringung

Stufe 4:  tiefe und gleichmissige Eindringung
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3.13 Versuchsdurchflihrung und Ergebnisse
3.1.3.1 Vorversuche
Kernholz / Splintholzdetectierung

Ein grosses Problem bei der Verwendung von Fichienholz fir Versuchszwecke liegt in
der Gleichfarbigkeit von Kern- und Splintholz. Dieses makroskopisch und auch
mikroskopisch nicht einfach zu unterscheidende Holz zeigt jedoch Verschiedenheit
betreffend mancher chemischer und physikalischer Eigenschaften und solite deshalb
getrennt voneinander untersucht werden.

Eine Methode der Differenzierung von getrocknetem Fichtenkern und Fichtensplint
wird von Cymorek (1980) beschrieben. Bei eigner Anwendung der von ihm genannten
Reagenzien Phloroglucin (1,3,5-Trihydrobenzol)-Salzsdure an getrocknetem
Fichtenholz liessen sich jedoch die zu erkennenden Farbdifferenzierungen nicht
eindeutig dem Kern oder Splint zuordnen. Nur an Rundhdlzern, wo der Verlauf der
Kern-Splintgrenze ungefibr bekannt ist, kann mit einiger Sicherheit durch Ieichte
Farbnuancen eine Differenzierung wahrgenommen werden. Diese Mathode liess sich
jedoch nicht bei Brettholz durchfihren, bei dem Kern- und Splinthoizanteile unbekannt
sind.

Auch andere Verfahren zur Differenzierung von getrocknetem Kern- und Splintholz
wurden chne Erfolg getestet {Sandermann et al. (1967) mit Perchlorsdure und mit
Phosphormolybdansaure, Yang (1987) mit Kontrastmethode).

Aus diesem Grunde musste bei der Probennahme frisch gefélltes Fichtenholz
verwendet werden. In diesem Zustand lassen sich Kern- und Splintholz noch relativ
gut unterscheiden, da der Splint weitaus mehr Fauchtigkeit enthalt als der Kern. Die
deutliche Unterscheidung des feuchten Splintholzes gegeniiber dem trockenen
Kernholz ist jedoch nur kurze Zeit nach dem Féllen des Baumes und S#gen des
Holzes méglich. Leicht angetrocknates Splintholz, bei dem disser Unterschied zum
Kernholz nicht mehr gut erkennbar ist, l4sst sich durch Besprihen mit einer wissrigen
Bromkresolldsung sehr gut differenzieren. Die Methode beruht darauf, dass das frisch
gefallte Splintholz einen vom Kernholz verschiedenen pH-Weart besitzt.
Bromkresolgrin wird dabei als pH-Indikator verwendet. Sis wurde bei allen Versuchen
nach dem Sagen der Stdmme angewandt, indem die Hirnflachen mit dem Mittel
bespriht wurden.

3.1.3.2 Behandlung von Splintholz und Kernholz

Versuchszlel

In dieser Versuchsreihe sollten vor allem Erkenntnisse (iber die Enzymwirksamkeit bei
Variation der Enzymkonzentration, der Pufferldsung und der Behandlungsdauer
gewonnen werden. Zudem sollte die Wirksamkeit einiger Enzyme auf die

Verbaesserung der Eindringung von Holzschutzmittein in Kern- und Splintholz
verglichen werden. )
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Material und Methoden

Die angewandten Materialien (Holz, Enzyme etc.) sind in Tab. 19 beschrieben. Die
Versuchsdurchflhrung und Ergebnisermittlung erfolgte mit der in 3.7.2.2
angegebenen Methodik. Die Aufteilung der Proben auf die 5 Enzymvarianten erfolgte
nach dem in Abb. 38 gezeigten Schema.

Enzyme Konz. Holz Puffer | Fung. | Temp. | Dauer
D5L 1% H1: ] F1 40°C 7Tg
DSP5 5% -Kern P2 14Tg
P -Splint

PCT

DSPS/CA

* bei Kombinationen: 0.5 % + 0.5 % bzw. 25 % + 2.5 %

* Kern: Versuche ausschliesslich mit 5% (bzw. 2.5 % + 2.5%)

Tab. 19: Im Versuch Abschniit 3.1.3.2 angewandie Materialien und Behandlungsparameter
(ndhere Baeschreibung siehe 3.1.2.2)

Enzymbehandiung
|
! o
7 Tage 14 Tage
AN 7, R
- 1
Kl;rn Spl‘int Kle‘rn Splint Kem Spiint Kem Splnt
A
10 12 10 12 10 1‘2 1‘0 1‘2
Probenanzahl

Abb. 38: Einteilung der Praben im Versuch, Abschnitt 3.1.3.2
Ergebnisse

Dig Holzproben wurden nach der Enzymbehandiung im Exikator 10 min unter Vacuurn
mit wassrigem Farbstoff {Rhodamine B) getrankt. Die Aufnahmemengen wurden
registriert. Nach Trocknung wurden die Proben in der Mitte aufgesigt und die
Eindringtiefe des Farbstoffes in den Proben beurtsilt (siehe 3.1.2.2 E). Der Mittelwert
der Aufnahmemengen und Eindringtiefen ist in den Abb. 39 a-f wiedergegeben.

ERGEBNIS SPLINTZHOLZ
Die Enzymvorbehandlung des Splintholzes fihrte in fast allen Fallen zu siner

erheblichen Steigerung der Fl(issigkeitsaufnahme und Eindringtiefe der Mittel im
Vergleich zu unbehandelten Proben.
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Enzymkonzentration

Vergleicht man die Aufnahmemengen bzw. Eindringtiefen der verschiedenen
Behandlungen, fallt auf, dass sich bei verschiedenen Enzymkonzentrationen {1 %
bzw. 5 %) nicht bei allen Enzymen ein gleiches Bild ergibt. Bei einigen Behandlungen
fithren hohere Konzentrationen zur héheren Aufnahme und Eindringung, bei den
meisten jedoch ergeben die Enzymbehandlungen mit der niedrigeren Konzentration
ebenso gute oder sogar bessere Aufnahmewaerte.

Puffer

Die Pufferldsung besitzt ebenfalls einen, wenn auch geringen, Einfluss auf die
Wirksamkeit der Vorbehandlung. Nach 7 Tagen Vorbehandlung sind die meisten der
in Putter 1 und Puffer 2 suspendierten Enzyme gleich wirksam. Nach 14 Tagen
Vorbehandlung sind hingegen die im Puffer 2 (Citronensdure-Phosphatpuffer)
suspendierten Enzyme wirksamer.

Dauer

Bei fast allen Behandlungen werden nach 14 Tagen Enzymvorbehandiung hbhere
Aufnahmemengen und Eindringtiefen erzielt als nach 7 Tagen. Dies ist unabhingig
von der Pufferldsung und der Konzentration. Deutlich zu erkennen ist diese Tendenz
der Mittelaufnahme bei den Enzymbehandlungen mit DSL und DSP 5/CA. Andere
Enzymbehandiungen (DSP 5, CT/P) sind bereits bei 7 Tagen ebenso wirksam wie bei
14 Tagen Behandlungsdauer.

Allgemein

Alle Enzymvorbehandlungen verbesserten die Aufnahme und Eindringtiefe des in
Wasser gelésten Farbstoffes zum Teil erheblich. Ohne jegliche Vorbehandlung
erreicht man bei den getrockneten Proben mit der angewandten 10 minltigen
Vacuumtrankung geringe Aufnahmen (2-3 g) und keine Eindringung, mit den
Enzymkombinationen P/CT und DSP 5/CA hingegen bei 14 tagiger Behandlung
Aufnahmemengen von 6-8 g und zugleich tiefe und gleichmassige Eindringungen des
Farbstoffes (Eindringklasse "4"). Die Handelsenzyme D5L und DSP 5 sind auch ohne
Kombination mit einer Cellulase relativ wirksam {Aufnahme 4-6 g), wohingegen
Rohament P alleine (24 g) nicht effektiver als die Pufferlésung chne Enzym ist. Die
Kombination von Rohament P+CT hingegen ist die wirksamste Vorbehandlung.
Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass entweder die Kombination der beiden
Produkte besonders effektiv ist, oder aber das CT eine hohe Wirksamkeit besitzt.

ERGEBNIS KERNHOLZ

Die Vorbehandlung des Kernholzes mit Enzymen flihrte ebenfalls zu einer Steigerung
der Flissigkeitsaufnahme und Eindringtiefe.

Enzymkonzentration
in den Versuchen mit Kernholz wurde nur gine 5 %-ige Konzentration verwendet. Eine

vergleichende Betrachtung mit einer schwicheren Konzentration ist deshalb nicht
mdglich.
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Puffer

Bei den Kernholzbehandlungen ist keing so eindeutige Tendenz wie bei den
Splintholzbehandlungen zu erkennen, bei denen die in Citronensiure-Phosphatputfer
suspendiarten Enzyme efektiver waren,

Dauer

Im Gegensatz zu den Splintversuchen zeichnet sich bei den Versuchen mit Kernholz
deutlich ab, dass die kiirzere Behandlung zu besseren Resultaten fihrt, als die 14-
tagige Vorbehandlung. Dieses Ergebnis ist nicht nur bei den Enzymbehandiungen
sondern auch bei den Kontrollbehandiungen in Pufferiésung zu erkennen. Nur bei der
Wasserbehandlung ergeben sich nach Idngerer Behandiung héhere
Aufnahmemengen ais nach 7-tagiger Behandlung.

Allgemein

Auch beim Kernholz verursachen die Enzymbehandlungen im Holz eine
Verbesserung der Aufnahme und Eindringtiefe von Flissigkeiten, nicht jedoch in
gleichem Masse wie beim Splintholz.Das unbehandelte Kernholz nimmt ebenfalls
weniger Mittel auf als das unbehandelte Splintholz. Die besten Ergebnisse lassen sich
mit einer 7-tAgigen Vorbehandlung mit der Enzymkombination DSP5/CA im
Citronenséure/ Phosphatpuffer erzielen. Ahnlich wirksam sind D5L sowie P/CT im
gleichen Puffer.

Zusammenfassung der Ergebnisse

Aus den Ergebnissen dieses Versuches geht hervor, dass eine Vorbehandlung von
Fichtensplint- und -kernhoiz mit Enzymen zu einer erheblichen Verbesserung der
Aufnahme und Eindringung von wassrigen Lsungen iGhrie. Besonders erfolgreich
war eine 14-tigige Vorbehandlung mit 1 % CA/DSP 5 oder P/CT bzw. D5L. Bei
Kernholz hingegen war eine 7-tdgige Vorbehandiung effektiver als die 2 wdchige
Behandlung. Alle 3 Produkte waren im Citronensdure/ Phosphatpuffer effektiver als im
Citronensdure/ Citratpuffer. Eine Steigerung der Enzymkonzentration von 1 % auf 5 %
erbrachte beim Kernholz und auch beim Splintholz keine weitere Verbesserung der
Flissigksitsaufnahme und -eindringung.
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Abb. 39 a-f: Aufnahmemengen [g] und Eindringtiefen von Flissigkeit bei Vacuumirdnkung (10
min Vac/ 10 min in Flissigkeit) enzymbehandelten und unbehandeiten Splint- und
Kernholzes. Die Eindringung wurde anhand der unter 3.1.2"G" beschriebenen Methodik
beurteilt .
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3.1.3.3 Behandiung mit Cellulasen und Pectinasen
Versuchsziel:

In diesem Abschnitt wurden Handelsenzyme verwendet, die im vorherigen Versuch
nicht untersucht wurden.

Material und Methoden:
Die im Versuch verwendeten Materialien sind in Tab. 20 aufgefiihit. Eine ndhere

Beschreibung der Methodik bei der Versuchsdurchfihrung und Ergebnisermittlung ist
Abschnitt 3.1.2 zu entnehmen.

Enzyme Konz. Holz Puffer Fung. Temp. Dauer
7069/DSP5 2%  H1: P2 F1 40°C 9Tg
7069/D5L * -Kern

CA/DSP5S -Splint

CA/D5L je 10 Proben

CT/DSP5

CT/D5L

C80/CA

C80/DSP5

(01 13]

* bei allen Kombinationen: 1% + 1 %

Tab. 20: Im Versuch Abschnitt 3.1.3.3 angewandte Materialien und Behandiungsparameter.
Eine nihere Beschraeibung des Malerials und der Methodik ist Abschnitt 3.1.2 zu entnehmen.

Ergebnisse:

In Abb. 40 a u. b sind die Aufnahmemengen und Eindringtiefen von
enzymbehandelten und unbehandelten Holzproben dargestelit.

Beide nach der Vacuumtrankung aufgenommenen Parameter, die Menge an
Farblosung sowie deren Eindringung im Holz, weisen darauf hin, dass eine
Enzymvorbehandlung von getrockneten Kleinproben zu einer Verbesserung der
Flissigkeitsaufnahme fithrt. Dies gilt vor allem fir Splintholz und in geringerer
Grbssenordnung auch fur Kernholz.

Am effektivsten sind die Kombinationen von 7069, CA und CT mit DSP5 und D5L,
wobei vor allem 7069/D5L und CA/D5L mit einer Verbesserung der
Flassigkeitsaufnahme von 200 - 400 % im Vergleich zu den unvorbehandelten
Kontrollproben am wirksamsten sind. Dagegen zeigt C80 alleine und auch in
Kombination mit anderen Enzymen nur geringe Wirksamkeit. Auch der Citronenséure-
Phosphatpuffer, ohne Enzymbeigabe, verbessert das Imprégnierergebnis nur gering
{ca. 10 - 20 %).
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Abb. 40 a u. b: Aufnahmemeangen und Eindringtiefen wdassriger Farbidsung in
enzymbehandelte und unbehandeite Splint- und Kernholzproben. Die Eindringtiefe wurde
anhand der unler 3.1.2.2 "G" beschriebenen Methodik beurloilt.
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3.1.3.4 Wiederverwendung von Enzymen
Versuchsziel:

Disser Versuch sollte zeigen, ob die Wirksamkeit der Enzyme durch den Gebrauch im
vorherigen Versuch verringert wird.

Material und Methoden:

Kleinproben wurden in Enzyme eingebracht, die im vorherigen Versuch (3.1.3.3)
bereits ca. 10 Tage bei 40 oC verwendet wurden. Die Enzymidsungen wurden hierbei
nicht, wie im vorherigen Versuch, durch ein Vacuumverfahren eingebracht, sondern
lediglich in den Enzymibsungen untergetaucht gelagert. Auch wéhrend des
Behandlungszeitraumas erfolgte keine Vacuumbehandiung. Die Enzyme werden
durch diese Behandlung nicht in die Proben hineingedriickt, sondern missen sich
solbst von aussen den Weg ins Holz bahnen. Die Behandlungsdauer betrug 9 Tage
bei 40 oC.

Ergebnisse:

Die Aufnahmemengen an Farbstofffliissigkeit sowie deren Eindringtiefe ins Holz sind
in den Abb. 41a u. b dargestellt. Trotz der Verwendung von bereits gebrauchten
Enzymlsungen und der Lagerung des Holzes in den Lasungen ohne unterstitzende
Vacuumtrankung erreichen die meisten Enzyme eine Verbesserung in der Aufnabme
und Eindringung der Farbstoffidsung ins Holz. Diese Verbesserung fallt jedoch im
Vergleich mit dem vorherigen Versuch deutlich geringer aus. Dies kann zum einen an
einer verminderten Enzymaktivitat (durch Lagerung bei 40 oC) liegen, zum anderen
kann die geringere Wirksamkeit jedoch auch darauf beruhen, dass die Enzymae nicht
mit Vacuum tief in die Proben eingebracht wurden, sondern lediglich in die
Enzymflissigkeiten getaucht wurden. Eine Unterscheidung in "wirksame” und
"weniger wirksame”™ Enzyme kann anhand dieser Versuchsreihe aufgrund der
geringen Unterschiede im Ergebnis nicht getroffen werden.

3.1.3.5 Einfluss von Detergentien auf die Wirksamkeit der Enzymbehandiung
Versuchsziel:

Die Eindringung von Flissigkeiten ins Holz I&sst sich in manchen Fallen durch eine
Verringerung der Oberflachenspannung der Flissigkeit verbessern. Im Handel sind
Mittel erhéltlich, die die Oberflichenspannung von Flissigkeiten verringern. Mittel mit
niedriger Grenzflichenspannung dringen unter Umsténden leichter ins Hoiz ein
{Bauch u. Liese 1966). Es war deshalb zu erwarten, dass auch Enzymflossigkeiten mit
einer verringerten Oberflachenspannung tiefer ins Holz eindringen wirden. In dieser
Versuchsreihe sollte untersucht werden, ob sine verbesserte Eindringung der
Enzymidsungen ins Holz den Erfolg der anschliessenden Vacuumimprignierung mit
Holzschutzmitteln vergréssert. Dazu wurden Mittel, die in der Lage sind, die
Oberflachenspannung von Flissigkeiten zu verringern, mit Enzymen kombiniert und
dann ins Holz eingebracht.
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Abb. 41 a u. b: Aufnahme [g] und Eindringtiefe von Farbidsung n anzymbehandeltes und
unbehandeltes Kernhoiz und Splintholz. Die Eindringtiefe wurde anhand der in 3.1.2.2 "G"
beschriabenen Methodik bewerlel.
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Material und Methoden:

Die im Versuch angewandten Materialien sind in Tab. 27 aufgefdhrt. Eine n#hare
Beschreibung der Methodik bei der Versuchsdurchfihrung und Ergebnisermittiung ist
Abschnitt 3.1.2.2 zu entnehmen.

Enzyme Zusatz Holz Puffer  Fung. Temp. Dauer
CA/DSL Tween 80 H1: P1 F1 409C 9Ty
Tween 20 -Kern
Brij 35 -Splint
je 5 Proben
PCT Tween 80
Tween 20
Bii] 35
D5L Tween 80
Tween 20
CA/DSL
* die Enzymkonzentration betrug 1% + 1 %
* die Konzentration des Zusatzes stets 2 %, bezogen auf die Flissigkeit

Tab. 21: Angewandte Materialien und Behandlungsparameter (Versuch Abschniit 3.1.3.5).
Eing ndhere Baschreibung das Malerials und der Methodik ist Abschnitt 3.1.2.2 zu eninehmen.

gemittelte Eindringklasse
Enzyme Zusatz Splintholz Kernholz
CA/DSL Twean B0 25 2
Tween 20 23 2
Bri] 35 35 3
P/CT Tween 80 3.0 2
Tween 20 2.3 2
Brij 35 38 2
D5L Tween 80 2.0 2
Tween 20 25 2
CA/DSL ohne 33 2
Kontrolle 1.3 1

Tab. 22: Eindringung von wissrigem Rhodamine B in enzymbehandelte und unbehandsite
Splint- und Kernholzproben. Die Eindringliefe wurde anhand der unter 3.1.2.2 *G*
beschriebenen Methodik beurleilt.
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Ergebnisse:

Bei diesem Versuch wurde ausschliesslich die Eindringtiefe der Farbstoffldsung
ausgewertet. Die Ergebnisse dieser Beurteilung sind in Tab. 22 aufgezeigt. Die
Resultate zeigen, dass sich die Eindringung des Farbstoffes durch die
Enzymvorbehandiung im Vergleich zum unbehandelten Holz deutlich verbessert.
Vergleicht man jedoch die Ergebnisse der Behandlungen mit und ohne die
Detergentien, dann muss man zu dem Schluss kommen, dass diese Mittel die
Wirksamkeit negativ beeinflussen. Nur Brij 35 verschlechtert die Wirksamkeit nicht,
sondern fOhrt zu einer geringflgig verbesserten Eindringung des Farbstoffes im
Vergleich zur Behandlung ohne Brij 35. Die schischtare Wirksamkelt der Enzyme bei
Zufagung der oberflachenaktiven Mittei liegt darin begriindet, dass die negativ
anionischen Detergentien einige Enzymaktivititen (z. B. Pectinesterase) inaktivieren
kdnnen (Fry 1988).

3.1.3.6 Abbau von Zellwandpolymeren und Eindringung von Flissigkelten
Versuchsziel:

Dieser Versuch wurde mit unterschiedlichen Fragestellungen begonnen und steht im
Zusammenhang mit den Analysen des Abschnittes 2.3. Die an Holzmehl wirksamsten
Enzyme beim Herauslésen von Zellwandpolymeren sollten hisr an Kleinproben
getestet werden, um zu erkennen, ob sich durch die Andersartigkeit des Substrates
{intakte Holzproben anstelle von Holzmehl) auch Unterschiede in der Wirksamkeit
ergebean.

Gleichzeitig wurden wahrend der Versuche den Enzymbehandlungen regelméssig
Flissigkeitsproben entnommen, die dann auf Pectin- und Gesamtzuckergehalt
analysiert wurden. Diese Daten gaben dann Aufschluss dariber, ob ein
Zusammenhang besteht zwischen der Enzymwirksamkeit an Kleinproben und der aus
dem Holzverband geldsten Menge Pectine und Cellulose. Eine Beschreibung der
analytischen Versuchsteile erfolgte an anderer Stelle (2.3). In dissem Teil werden
ausschliesslich die Ergebnisse der Trinkversuche mit den vorbehandelten Proben
dargestellt.

Material und Methoden:

Die im Versuch angewandten Materialien sind in Tab. 23 aufgetihrt. Eine ndhere
Beschreibung der Methodik bei der VersuchsdurchfGhrung und Ergebnisermittlung ist
Abschnift 3.1.2.2 2u entnehmen. Fir diese Versuche wurden Enzyme ausgewdhit, die
in den analytischen Versuchen mit Holzmehl (Abschnitt 2.2.2 ) besonders wirksam
waren.

Erizyme Konz. Puffer Holz Temp. Dauer

CL 1% P3 H3 350C 11 Tg
CT

3xL

CL/3xL

7069

Tab. 23: Angewandie Malerialion und Behandiungsparameter (Versuch Abschinitt 3.1.3.6)
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Ergebnisse:

Die Proben haben in allen Behandlungen wéhrend der Versuche ca. 5 g an
Enzymflussigkeit bzw. Pufferldsung aufgenommen, was einer Holzfeuchtszunahme
gemittelt von ca. 50 % entspricht. Diese Zunahme war in allen Behandlungen gleich
gross; ein Unterschied je Enzymtyp konnte nicht erkannt werden (siehe Abb. 42).

Nach Beendigung der Enzymvorbehandlung wurden die Proben getrocknet, dann im
Vacuumverfahren mit Holzschutzmittel (CCB-Salz, 5 %) getrankt, erneut getrocknet
und dann wurde die Eindringtiefe des Mittels bewertet. Die Ergebnisse lassen den

folgenden Schluss zu:

CL 2000, CT sowie CL/3xL verbesserten die Aufnahme von Schutzmitteln um mehr als
100 % im Vergleich zum unbehandelten Holz. Alle anderen Behandlungen

verbesserten die Aufnahme nicht.

Bei der Analyse der bei diaser Bebandlung aus dem Holz herausgalisten
Zuckerbausteine {siehe Abschnitt 2.3) zeigte sich, dass die Enzyme CT, CL 2000 und
CL/3xL am meisten Uronsiure aus den intakien Proben lésten. Dieses Ergebnis
stimmt mit dem hier erreichten Trankresultat gut Gbersin. Es ist daher zu folgemn, dass
ein Zusammenhang zwischen enzymatischem Abbau von Zellwandpolymeren und der

verbesserten Trankbarkeit von Holz besteht.
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Abb. 42: Gemitteite Aufnahme der Holzproben an a} Enzymflissigkeit wahrend der
Enzymbehandiung, b) an Holzschutzmittel nach Enzymbehandiung sowie c¢) Eindringtiefe des
Hoizschutzmittels, Die Eindringtiefe wurde mit der in 3.1.2.2 "G" beschriebenen Methode

beurtsift.
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Bei der Wertung dieses Trankresultates muss allerdings beachtet werden, dass die
erreichte Eindringtiefe des Holzschutzmittels in diesem Versuch geringer war als die
durch einige andere Enzymprodukte in vorherigen Versuchen erreichte (vgl.
Abschnitte 3.1.3.2 - 3.1.3.5). Ein direkter Vergleich der verschiedenen Versuchsreihen
ist jedoch nicht sinnvoll, da in jedem Versuch Holz mit anderer Herkunft und
verdnderte Versuchsbedingungen angewandt wurden. Zum direkten Vergleich der in
den verschiedenen Versuchen erfolgreichen Enzymprodukte war somit eine weitere
Versuchsreihe notwendig.

3.1.3.7 Behandlung mit an Heolzmehl effektiven Enzymen
Versuchsziel:

Bei den analytischen Versuchen mit aut Holzmehl einwirkenden Enzymen (siehe
Abschnitt 2.2.2) zeigten sich einige der getesteten Produkte weitaus effektiver als
andere. Die Wirkung dieser effektiven Enzyme war bisher noch nicht an Kleinproben
untersucht und wurde in den vorliegenden Versuchsreiken nachgeholt. Ausserdem
sollten die Enzyme, die in den bisherigen Versuchsreihen gute Resultate erzielt hatten,
zum besseren Vergleich zusammen getestet werden.

Material und Methoden:

Die im Versuch angewandten Materialien sind in Tab. 24 aufgefilhri. Die in diesem
Versuch verwendeten Enzymlésungen wurden ca. 14 Tage vor Behandlungsbeginn

angesetzt und bis zum Versuchsbeginn bei ca. 5 oC gelagert.

Enzyme Konz. Putfer Holz Temp. Dauer

CT 1% P3 Hi: 250C 7Tg
CL -Splint

CT/3xL

CL/3xl.

7069/3xL

CA/DSPS

AFP/7089

7069/D5L

CA/DSL

P/CT

CA/DSP5 P2
CL

CT

7069/3xL

Tab. 24: Im Versuch Abschnitt 3.1.8.7 angewandte Materialien und Behandlungsparameter.
Eine ndhere Beschreibung des Materials und der Methode ist Abschnitt 3.1.2 zu entnehmen.

Ergebnisse;
Die gemitteite Aufnahmemenge sowie Eindringtiefe der Farblésung wird in den Abb.
43 a u. b wiedergegeben. Abweichend von bisherigen Versuchen wurden, anstelle

einer 10-min{tigen Vacuumbehandlung mit anschliessender 10-minitiger Lagerung
der Proben in der Farblésung, zwei andere Trankverfghren ausprabiert. Zum einen
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wurden die Proben 30 min mit Vacuum behandelt und 5 min in der Flassigkeit
belassen. Nach anschliessender Beurteilung der Eindringtiefe wurden die Proben
erneut abgedichtet, in einer Druckbehandlung (1.5 h mit 3 bar) impragniert und
abschliessend die Eindringtiefe ernseut beurteilt.

Ein Vergleich der behandelten Proben und der unbehandelten Vergleichsproben
bekréftigt den Effekt einer Vorbehandlung erneut. Eine Steigerung der Aufnahme und
Eindringung ist dabei vor allem mit den Produkien AFP/7069, CA/D5L, 7069/D5L,
CA/DSP5 und 7069/3xL zu erzielen, wobei die ersten 4 Produkte im
Natriumacetatpuffer effektiver sind als im Citrat-Phosphatpuffer. Dagegen sind die bei
den analytischen Versuchen mit Holzmeh! so erfolgreichen Produkte CT und CL in
diesem Versuch mit Klainproben den anderen Enzymen nicht Gberlegen.

Bei der Bewertung dieser Ergebnisse muss beriicksichtigt werden, dass in diesem
Versuch Holz mit anderer Herkunit als in den vorherigen verwendet wurde. Was den
direkten Vergleich mit den bisherigen Versuchen zusatzlich erschwert ist die
Einbringungsmethode des Farbstoffes in die Proben, die nach anderer
Verfahrensweise als bisher ausgefihrt wurde. Eine Beurteilung des Ergebnisses sollte
sich aus diesen Grinden auf die in diesem Versuch erhaltenen Resultate
beschrénken. Der direkte Vergleich der Eindringtiefen und Aufnahmemengen mit den
in anderen Versuchen erhaltenen Werten erscheint nicht sinnvoll.

Bei der Bewertung der Ergebnisse dieses Versuches muss jedoch hervorgehoben
werden, dass der Erfolg bei der Verbesserung der Eindringtiefe mit einer Temperatur
der Enzymbshandlung von 25 oC erreicht wurde. Bisherige Versuche wurde stets bei
40 oC durchgefihrt.

3.1.3.8 Zusammeniassung der Ergebnisse der Enzymversuche mit intakten
Klelnproben

Bei allen Versuchsreihen mit Kleinproben erwies sich, dass eine
Enzymvorbehandlung von getrocknetem Fichtenholz zu einer Steigerung der
Aufnahme und Eindringtiefe von Holzschutzmitteln fihn.

Die oben beschriebenen Varsuchsreihen mit Kleinproben wurden zu
unterschiedlichen Zeitpunkten, mit unterschiedlicher Zielsetzung und abgewandelten
Material und Methoden durchgefiihrt. Es ist deshalb kein direkter Vergleich der
Ergebnisse der Versuchsreihen untereinander méglich, wohl aber ein Vergleich der
verschiedenen, innerhalb einer Versuchsreihe getesteten Enzyme. Die in
unterschiedlichen Versuchsreihen effektivsten Enzyme wurden deshalb stets in
anderen Versuchen miteinander vergleichend untersucht.

Enzyme

Dass angestrebte Ziel -die Verbesserung der Aufnahme und Eindringung von
Holzschutzmitteln- wurde von einigen Enzymen erreicht. Am wirksamsten waren
hierbei die im folgenden aufgelisteten Enzymkombinationen, wihrend &ine Reihe
zndehrer Enzyme weitaus weniger wirksam war oder sogar keine Verbesserung
rachte.
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Rohament 7068 / Rohament D5L
Rohament 7069 / Pectinex 3xL
Rechament 7062 / Ultra AFP
RohamentCA / Rohament D5L
Rohament CA !/ Rohament DSP5
Rohament CT ! Pectinex 3xL
Rohament CT !/ Rohament P

Wirksamkelt bei Kernholz/ Splinthoiz

Alle getesteten Enzyme und Enzymkombinationen schufen eing Steigerung der
Auinahme und Eindringtiefe von Holzschutzmitteln, vor allem im Splintholz. Das
Kernholz wurde durch die Enzymbehandiungen auch, jedoch nur in geringerem
Ausmass aufnahmefidhiger. Dieses Ergebnis scheint den Resultaten der Versuche an
Holzmehi (sishe Abschnitt 2.2.2) zu widersprechen, in denen die Pectine und andere
Zellwandpolysaccharide im Kernholz ebenso stark abgebaut wurden wie im
Splintholz. In der Diskussion der Versuche (Kapitel 8) wird auf diesen Widerspruch
eingegangen.

Behandlungstemperatur

In den hier beschriebenen Versuchen mit Kleinproben zeigte sich, dass die
Enzymbehandlung bei 25 oC die Schutzmittelaufnahme ebenso wirksam verbessert
wie die Behandlung bei 40 oC. Auch dieses scheint den Versuchen mit Holzmehl zu
widersprechen und wird in der Diskussion der Ergebnisse naher besprochen.
Versuche mit anderen Temperaturen als den hier genannten, wurden an Kleinproben
nicht durchgefdhrt. Es ist jedoch anzunehmen, dass eine Erh&hung der Temperatur
Uber 40 oC zu einer verstarkten Denaturierung der Enzyme flihren wirde, die
wiederum bei den zur Holzvorbehandiung benétigten langen Behandlungszeiten von
ginigen Tagen zu einer Verringerung der Effektivitat fihrte. Eine Erniedrigung der
Temperatur unter 20 oC wilrde zwar die kurzfristige Enzymaktivitdt mindern. Da jedoch
auch die Denaturierungsprozesse verlangsamt stattfinden, kénnte die Effektivitat der
Enzymbehandlung eventuell auch zu einer guten Verbesserung der Aufnahme und
Eindringung filhren. Eine sindeutige Aussage dar(iber wire jedoch erst nach weiteren
Versuchen mdéglich.

Enzymkenzentration

In den vorliegenden Versuchen wurden lediglich 1 % und 5 % Enzymkonzentration
angewandt. Die Reduktion von 5 % auf 1 % veranderte die Wirksamkeit der
Behandlung nur geringfigig. Eine Konzentration von < 1 % wurde in den Versuchen
nicht verwendet, erscheint aber wegen der Resultate der Versuche mit Holzmehi
untersuchenswert.

Pufferibsung
Ein eindeutiger Einfluss der unterschiedlichen Putfer auf die Wirksamkeit der Enzyme
konnte nicht konstatiert werden. Es zeigte sich jedoch bei einigen Behandlungen, dass

die Puffersubstanz selbst, also ohne Beigabe von Enzymen, die Eindringung von
Flissigkeiten ins Holz geringfigig verbessert.
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Abb. 43: Aufnahmemaenge und Eindringung von wissrigem Rhodamine B in enzymbehandelte
Splintproben (Versuch Abschnitt 3.1.2.2). Die Eindringtiefe wurde anhand der unter 3.1.2.2 "G*
beschriebenen Methodik beurieilt.
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3.2 Enzymversuche mit Rundholz und Schnittholz
3.2.1 Einleitung
Fichtenholz wird in Mitteleuropa vor allem in zwei Formen verwendet:

- als Rundholz im Garten- und Landschaftsbau, im Strassen- und Wasserbau, z.T. flr
Teletonmasten und Strommasten etc.. In all diesen Bersichen wird das Holz
Uberwiegend mit Bodenkontakt verbaut. Wegen der hohen Gefahr pllzlachen
Holzabbaus ist eine Holzschutzbehandlung erforderlich.

- als Schnittholz in sehr vielen Bereichen des lnnen- und Aussenbaus. Fir die
Verwendung von Fichtenholz im Innenbereich ist keinerlei chemische
Holzschutzbehandlung erforderlich. Fir die Verwendung im Aussenbereich
hingegen, in denen das Holz langfristig oder dauerhaft in Kontakt mit Feuchtigkeit
gerdt, ist vielfach eine Holzschutzbehandlung notwendig (Schnittholz im Garten-
und Landschaftsbau, Strassen- und Wasserbau, ungeschiitzte
Aussenbekleidungen von Hausemn etc.).

Versuche mit Enzymen, mit dem Ziel der Verbesserung der Aufnahme und
Eindringung von Holzschutzmitteln ins Fichtenholz, wurden aus diesem Grunde an
Rundholz (Abschnitf 3.2.2) und Schnittholz {Abschnift 3.2.3) durchgefihrt.

3.2.2 Enzymversuche mit Rundholzpféahlen
3.2.2.1 Vorversuche

In einer Reihe von Vorversuchen wurden verschiedene, fir eine erfolgreiche
Enzymvorbehandlung von Rundholz wichtige Versuchsparameter erarbeitet. Dabei
stand im Vordergrund, Aufschluss Gber die notwendige Enzymkonzentration und
Behandlungsdauer zu erhalten, bevor dann aufwendigere Versuche mit Varjation
anderer Parameter erfolgen solken. Von einer Anzahl durchgefiihrter Vorversuche
sollen im folgenden nur 2 kurz aufgeflihrt werden. Es wurden hierfir Enzyme
verwendet, die in den Versuchen mit Kleinproben wirksam die Aufnahme und
Eindringung von Holzschutzmitteln verbesserten (siehe Abschnitt 3.1).

Yorversueh 1;

Holz:

Herkunft Oberberg / F.A. Waldbrdl / Rundholzpféhle (Durchmesser 10-*2 cm) frisch
gefilit September 1988, handgeschalt / Holzfeuchte: Holzfeuchteprofil sieha Tab. 25.
Die Pfahle wurden aut Probenlange 25 cm gekirzt, die Hirnflichen vor: Behandiung
mit Epoxy-Harz abgedichtet. Es wurden 10 Proben sowie 10 Kontrollproben in die
Versuche eingebracht.

Enzym:
Kombination Rohament CA / DSPS5 (2.5% + 2.5%).

Pufter:
0.1 M Citronensaure-Phosphatputfer{ pH 5); als Fungizid Na-Azid 0.1% beigefigt.
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Position |Stamm 1 2 3 4
1 134 % 119% 120% 105%
2 73 % 75 98 48
3 52 % 34 a3 31
4 33 % 30 32 30
5 46 % 43 as a8
6 85 % 90 90 45
7 129 % 114 120 102

Tab. 25: Holzfeuchteprofil von 4 der In den Versuchen verwendsten Rundhdizer. Dafidr wurde
aine 2 cm dicke Stammscheibe radial in ca. 1 cm dicke Scheibchen aufgetrennt und die
Holzfeuchte dber den Querschnitt hinweg berechnet. Position 1: aussen...Position 4:
Mitte...Position 7: aussen

Enzymbehandlung:

Die Rundholzabschnitte wurden in einer Kesseldruckanlage mit der Enzymildssigkeit
1h Vac/ 1h Druck (8 bar) impragniert und dann in Plastikwannen bei 40 oC vor
Verdunstung geschitzt gelagert. Nach 6 Tagen erfolgte eine erneute Vac/ Druck-
behandlung, nach 12 Tagen wurde der Versuch beendet.

Holzschutzmittelbehandlung:

Von einer unmittelbar nach der Enzymbehandlung geplanten Vacuum-Druckirénkung
der enzymatisch vorbehandelten Hdlzer sowie der Kontrollproben mit einem
wasserlbslichen Holzschutzmittel (CKB-Salz, 5 % Lésung) wurde abgesehen, da alle
Proben mit Enzymfliissigkeit gesattigt waren und somit eine Trénkung nicht sinnvoll
erschien. Die Proben wurden darauthin bei 20 oC/ 60 % relativer Luftfeuchtigkeit bis
ca. 15 % Holzfeuchte getrocknet und erst anschliessend in einem kurzen Trankzyklus
{2h Vac/ 2h Druck 8 bar) mit Schutzmittel getrankt.

Ergebnisermittiung:

Bei jeder Probe wurde stets die bei der Trankung aufgenommene Menge
Holzschutzmittel bestimmt. Nach erneuter Trocknung wurden die Proben in der Mitte
aufgetrennt und die Eindringtiefe des Mittels durch Anfarbung der Kupfer-Komponente
des Holzschutzmittels mit Rubeanwasserstoff (Kottlors und Theden 1965) sichtbar
gemacht. Eine Klassifizisrung der Eindringtiefe erfolgte optisch in 4 Eindringklassen.

96



Ergebnisse:

Fir jede Probe wurde die Aufnahmemenge an Salz/ m3 sowie die Eindringtiefe dieses
Mittels bestimmt {sishe Abb. 44 a u. b). Zu erkennen ist, dass die Enzymbehandlung
die Eindringtiefe und auch die Aufnahmemenge des Mittels stark verbessent. Dieses
Ergebnis ist umso positiver zu bewerten, da die Trénkzeit zum Einbringen des
Schutzmittels {2h Vac/ 2h Druck) sehr kurz war.

Yorversuch 2:

Holz:

Herkunft Sachsenwald bei Hamburg/ F.A. Aumilhie; Rundholzptéhie, (Durchmesser 12-
15 cmy}; gefalit und maschinell geschilt November 88; Pfihle auf 25 ¢ Probenlings
gekirzt und Hirnflichen sofort mit Epoxyharz abgedichtet; 10 Proben sowie 10
Kontrollpraben.

Enzym:
Kombination Rochament CA/ DSP5 (2.5 % + 2.5 %) in Puffer.

Puffer:
0.1 M Citronensadure-Phospatpuffer ( pH 5); als Fungizid 0.1% Na-Azid beigefiigt.

Enzymbehandlung:

Die Rundhélzer wurden in einer Kesseldruckanlage mit der Enzymflissigkeit 1h Vac/
1h Druck (8 bar) impragniert und dann in Plastikwannen bei 30 oC gegen Verdunstung
geschiitzt gelagert. Wahrend der Enzymbehandlung erfolgte keine weitere Vac/
Druckbehandlung. Die Enzymbehandlung dauerte 12 Tage.

Holzschutzmittelbehandlung:

Die Trankung mit Holzschutzmittel erfolgte durch zwei verschiedener Methoden. Ein
Teil wurde nach der Enzymbehandiung bei der Bundesforschungsanstait fiir Forst
- und Holzwirtschaft, Hamburg, mit einem Nasstrankverfahren (OPM-Verfahren) in
feuchtern Zustand mit Holzschutzmitteln getrankt (Zyklus 6h), ein anderer Teil nach
Trocknung mit einem Vac/ Druckverfahren (2h Vac/ 4h Druck). In beiden Verfahren
wurde das glsiche Trankmittel verwendet (Impra CCO, CKB-Salz, ca. 5 % Ldsung).

Ergebnisse:

Die Ermittlung des Trénkergebnisses wurde nach der im 1. Vorversuch
beschriebenen Meathode vorgenommen. In Abb. 45 sind die Eindringklassen der
behandelten und unbehandelten Rundholzproben autgezeigt. Dieser Vorversuch
2eigte, dass trotz der verringerten Temperatur von 30 oC {im Gegensatz zu 40 oC im 1.
Vorversuch} eine Enzymvorbehandlung die Eindringung von Holzschutzmittel in
Rundhdlizer verbessert. In welchem Masse jedoch die Behandlungszeit weiter verkirzt
werden kann und inwieweit die Holzschutzmitteleindringung durch das angewandte
Kesseldruckverfahren zu verbessern ist, ist in weiteren Versuchen zu kléren,
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Abb. 44 a u. b: Aufnahmemengen und Eindringung von CKB-Salz in jewsils 10
enzymbehandeite und unbehandelte RundhSizer im 1. Vorversuch, Abschnitt 3.2.2.1.
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Eindringklasse 1 Eindringtiefe sehr gering;
Randeindringung weniger als 1 mm

Eindringklasse 2 Eindringtiefe nur wenige mm,
geringfigig besser als Klasse 1

Eindringklassae 3 Eindringung dautlich besser als
Klasse 1 und 2, jedoch unregelmissig

Eindringklasse 4 sehr tiefe Eindringung

Tab, 26: Kiassifizierung der Eindringtiefe des Holzschutzmittels impra CCO (CKB-Salz) in
enzymbehandelte und unbehandelte Rund- und Schnittholzproben (siehe auch Anhang 7).
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Stammnummsrn 1—5: mit Vac/Druckvertohren
Stammnummern 56— 10: mit OPM—varfahren
Eindringklasse 1=sehr schiacht,,.4=ashr gut

Abb 45: Eindringung des Holzschutzmittels in fewsils 10 enzymbehandelte und unbehandeite
Fichtenrundhdizer im 2. Vorversuch, Abschnitt 3.2.2.1. Vergleich eines Vac/Druckveriahrens
und eines OPM-Verfahrens.
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3.2.2.2 Einfluss des Trinkverfahrens
EINLEITUNG

Vorversuche wiesen darauf hin, dass sine Wechseldrucktrankung (OPM-Verfahren =
Oscillating pressure method) bei einigen Stimmen zu tieferen
Schutzmitteleindringungen fihrt als normale Vacuum-Druckirénkung.

Die Vorversuche wurden an kleinem Probenmaterial und mit geringen Probenmengen
durchgeflhst und hatten somit nur crientierenden Charakter. Zum Erhalt gesicherter
Ergebnisse wurden Versuche in Zusammenarbeit mit der BFH
(Bundesforschungsanstalt f. Forst- und Holzwirtschaft, Ordinariat f. Holzbiclogie und
Helzschutz) in Hamburg durchgefihrt. Die BFH verfigt Uber Kesseldruckanlagen fir
Holzschutzbehandlungen, in denen sowohl gewdhnliche Vac/Druckverfahren als auch
OPM- und APM-Verfahren (Alternating pressure method, Beschreibung der
Kesselverfahren siehe unten) angewandt werden knnen.

Ebenso wichtiges Untersuchungsziel dieser Versuchsreihen war die Ermittlung, ob
sich getrocknetes Fichtenholz anders bei einer Enzymvorbehandlung verhélt als frisch
getalltes Holz. Ein deutlicher Unterschied war zu erwarten, da bei getrocknetem Holz
durch vorhandenen Hoftiipfelverschluss eine Vorbehandlung eventuell langsamer und
weniger erfolgreich erfolgt, als das bei frischem Holz der Fall ist.

MATERIAL
Holz

Herkunft: Forstamt Aumiihle, Revier Billetal/ Kréppelshagen; Durchmesser: 10-12 cm,;
Stammiange: 4.5 m; Probenlénge: 25 cm

Fiir diese Versuche wurde frisch gefélltes Rundholz mit einem Messerschiler konisch
entrindet und gegen Austrocknung geschitzt gelagert. Die 4.5 m langen Stamme
wurden in 25 cm lange Proben aufgeteilt (Aufteilungsschema siehe Abb. 46). Durch
diese Art der Probennahme (hintereinanderliegende Stammstiicke) kann die
probenbedingte Variation in den verschiedenen Trénkversuchen so klein wie moglich
gehalten werden, und somit die Aussagekraft bezlglich des durch Enzyme
verursachten Effekts erhdht werden. Die 25 cm langen Holzproben wurden beidssitig
mit Epoxidharz (Acrupox + Hirter) abgedichtet, um eine Gberméssige Aufnahme von
Enzymen und Holzschutzmitteln Uber die Hirnenden zu verhindern. Aus jedem Stamm
wurden zusatzlich noch 6 Scheiben a 3 ¢cm Dicke entnommen. Diese Scheiben
dienten zur Holzfeuchtebestimmung und zur Anfarbung von Kern- und Splintholz.

Enzyme
Diese Rundholzversuche wurden mit einer Enzymkombination von Rohament CA/

DSP5 {1 % + 1 %) durchgefihrt. Als Puffer wurde ein Citronensiure-Phosphatpuffer
{pH 4.8) angewandt und als Fungizid 0.01 % Natriumazid zugef{igt.
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Holzschutzmittet

Die Trankung der Rundhdlzer wurde mit einem wasserldslichen Holzschutzmittel (CKB-
Salz Impralit CCO, 5 %) vorgenommen. Die Eindringtiefe dieses Mittels in die
Holzproben wurde nach Auftrennen der Proben und Anférbung der Kupferkomponente
mit 5 % Rubeanwasserstoff in Alkohol (Kottlors und Theden 1965) gemessen.

Trankanlagen

Die Impragnierung der Rundholzproben mit Holzschutzmitieln erfolgte in den
Trankanlagen der BFH. Fir das Vacuum-Druckverfahren stand eine gewdhnliche
Kesseldruckanlage zur Verfigung, die OPM- und APM-Trénkung erfolgten in einer
computergesteuerten Wechseldruck-Versuchsanlage der Firma DWT (Danish Wood
Treating), die im Aufbau den von DWT produzierten Grossanlagen entspricht ( Goetsch
1987).

VERSUCHSDURCHFUHRUNG
Probeneinteilung Im Versuch

In diesem Versuch soliten unter anderem Erkenninisse gewonnen werden, Uber die
Wichtigkeit der Holzfeuchte vor der Enzymbehandlung sowie den Einfluss
unterschiedlicher Kesseldruckverfahren auf die Eindringtiefe und -menge von
Holzschutzmitteln. Zu diesem Zwecke wurden aus 6 verschiedenen Stammen Proben
nach dem in Abb. 46 angegebenen Schema entnommen und auf den Versuch verteilt.
Die Einteilung der Proben geschah folgenderweise: je Stamm wurden einige Proben
vor der Enzymbehandlung auf ca. 20 % Holzfeuchte getrocknet, andere direkt nach
dem Fallen und Entrinden mit Enzymen behandelt. Auch nach der Enzymbehandiung
wurden einige Proben erst auf ca. 20 % Holzfeuchte zurGekgetrocknet, andere direkt in
feuchtem Zustand mit Holzschutzmitteln imprégniert. Eine Impragnierung der feuchten
Proben wurde nur mit OPM und APM vorgenommen, da im gewdhnlichen
Vacuum/Druckverfabren die wassergeséttigten Proben kein Holzschutzmittel
aufnehmen kdénnen. Zur Kontrolle des Behandlungserfolges wurden ebenfalls
unvorbehandelte Proben des gleichen Stammes mit den Holzschutzmitteln in den
Kesseldruckverfahren impragniert.

Enzymvorbehandlung

Nach Abdichten der Holzproben und Aufteilung in die verschiedenen Teilversuche
(sieshe Abb. 46 ) wurde ein Teil der Proben mit den genannten Enzymen behandelt.
Dies geschah durch Trénkung der Proben mit den Enzymen in einem Druckkessel (2h
Vac/ 3h Druck 8 bar). Die Proben wurden dann 12 Tage in Plastikbehéiltern in der
Enzymflissigkeit bei 40 oC gelagert. Jeden Tag wurde der pH-Wert der Ldsung
kontrolliert. Nach Ablauf der Enzymbehandlung wurde das Holz sofort nach Hamburg
transportiert, wo daraufhin die Holzschutzbehandlung vorgenommen wurde.

Trénkung mit Holzschutzmitteln
Yacuum-Druckirdnkung

Vacuum-Druckverfahren in Kesseldruckanlagen gehdren zu den meist angewandten
Trankverfahren bei Holzschutzbehandlungen. Mit diesen Verfahren lassen sich
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sowohl wasserldsliche als auch 8lige Holzschutzmittel ins Holz einbringen. Das Holz
wird einem Vacuum ausgesetzt, wodurch die im Holz vorhandene Luft teilweise
entfernt wird und ein Unterdruck im Holz entsteht. In diesem Zustand wird das
Holzschutzmittel in den Kessel singebracht. Dann wird der Druck auf 6-10 bar erhbht
und dadurch das Holzschutzmitte! ins Holz eingedriickt. Voraussetzung fir den Erfolg
dieses Verfahrens ist, dass das Holz bei Trénkbeginn nicht zu feucht ist. Aus diesem
Grunde konnte das enzymvorbehandelte Holz erst nach seiner Trocknung mit diesem
Verfahren behandelt werden. Die Trankung erfolgte im Kesseldruckverfahren (2 h
Vacuum, Absolutdruck 0.4 bar, dann 5 h Druckphase, Absolutdruck 8 bar).

OPM-Vertahren (Oscillating P Method)

Im OPM- {auch Wechseldruckverfahren genannty werden Vacuum und Druck sehr oft
und schnell gewechselt. In den vorliegenden Versuchen wurde nach einer 30 min
Vordruckphase eine 10 h Wechseldruckphase (160 Perioden Druckaufbau his 8 bar/
Druckabbau bis 0.4 bar} benutzt. Abschliessend wurde ein Nachvacuum angelegt (30
min, 0.4 bar).

Modifiziertes APM-Veriahren (Al ing P Method)

Fir das APM-Verfahren wurde die gleiche Trankanlage wie fir das CPM-Verfahren
benutzt. Im APM-Verfahren wird der Trankerfolg durch héufige Wechsel zwischen
atmosphérischen Druck und Uberdruck erreicht. Versuche bei der BFH (Goetsch 1987)
ergaben, dass bei Fichtenholz aufgrund schlechter Druckiortptlanzung im Holz der
héufige Druckwechsel nicht den gewlinschten Erfalg hatte. Das APM-Verfahren wurde
daraufhin fir die vorliegenden Versuche so modifiziert, dass sich die Wechsel
zwischen Druckaufbau und Druckabbau langsam und lber langere Zeitrdume
verieilen.

Es wurden 5 Trankzyklen hintereinander gefahren. Jeder Cyklus bestand aus einer
einstiindigen langsamen Druckaufbauphase auf 8 bar mit einer anschliessenden
langsamen Druckabbauphase auf atmosphéarischen Druck. Die totale Trankzeit betrug
somit 10 h.

ERGEBNISSE

Mit einem Arealmessgeridt wurde die Eindringtiefe des Miitels in der Holzprobe
gemessen und ins Verhaltnis zur gesamten Probenfliche sowie zur Splintfliche
gesatzt. Die Ergebnisse (Schutzmittelaufnahme und -eindringung) sind in Abb. 47
wisdergegeben.

Die Vorbehandlung der Rundhélzer mit den Enzymen CA/DSP 5 fihrt bei ailen
Versuchen zu einer deutlichen Steigerung der Eindringtiefe des Holzschutzmittels.
Das Holzschutzmittel dringt nach den wirksamen Behandlungen (2,8) sehr tief in die
Proben ein. Das geschitzte Gebiet umfasst dann 70 - 80 % des gesamten
Probenquerschnitts. Dagegen betrdgt das geschitzte Gebiet bei den
unvorbehandelten Proben nur ca. 20 % des Probenquerschnitts. Bei diesem
Trankerfolg spielt offensichtlich das gewdhlte Kesseldruckverfahren eine
untergeordnete Rolle. OPM und modifiziertes APM fihren zu dhnlich guten
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Abb. 46: Verteilung der Proben auf die verschiedsnen Tellversuche, Abschnitt 3.2.2.2.
Scheibe a: fir Holzfeuchtemessung; Scheibe b und c: fir Anfirbung Kern-Spiinigrenze.

Stammir. Position Kernholz Splintholz
1 unten 40 % 114 %
oben 41 % 76 %
2 unten 38% 103 %
oben 9% 84 %
3 unten 44 %, 102 %
oben 44 % 132 %
4 unten 39% 131 %
oben N% 123 %
5 unten 42 % 159 %
oben 45% 127 %
6 unten 40 % 155 %
oben 44 9% 120 %

- Tab. 27: Gemittelte Holzfeuchte der 6 im Versuch verwendeten Stimme vor der
Enzymbehandlung. Angegeben sind die Werle fiir Kernholz und Splintholz in 2 Stammhbhen
(Stammfuss = unten, Stammzopf = oban)
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Tranktiefen; dieses gilt sowohl fur die vorbehandeiten Proben (Behandlung 1;2;3;4 -
7:8,9;10) als auch fir die unbehandelten Kontrollproben (5;6 - 11;12). Die
Eindringtieten bei den im Vacuum/Druckverfahren getrinkten Hdlzern sind etwas
schiechter als die bei den anderen Verfahren, Dies muss nicht zwangslaufig an der
Impragniermethode fiegen, sondern ist eventuell auf die verschiedenen Tr&nkzeiten
zurlckzufilhren (Trankzeit im Vac/Druckverfahren nur 7h im Vargleich zu 11h bei OPM
und APM}. Bei den unbehandelten Kontrollproben ist das Vac/Druckverfahren
hingegen den anderen Verfahren nicht unterlegen.

Die besten Ergebnisse werden mit Enzymbehandlungen des frischen Holzes erreicht,
das anschliessend getrocknet und erst dann mit Holzschutzmittel getréinkt wurde.
Eine sehr tiefe Eindringung des Schutzmittels ist dabei sowohl mit dem OPM- als auch
dem APM-Verfahren zu erreichen {Behandlungen 2; 8). Eine Trinkung mit dem Vac/
Druckverfahren (Behandiung 14) fihrt ebenfalls zu guten Trankergebnissen. Aus Sicht
der Prozesstechnologie ist bei diesem Behandlungsablauf jedoch von Nachteil, dass
das frisch mit Enzymen behandelte Holz nicht direkt mit Holzschutzmitteln getrankt
werden kann, da es im vollgesogenen Zustand keine Trankmittel aufnimmt. Es muss
also vor der Trankung eine 2-3 wbchige Freilufttrocknung des Holzes erfolgen.

Aus verfahrenstechnischer Sicht bieten dagegen die Behandlungen 4 bzw. 10 den
Vorteil, dass unmittelbar nach der Enzymbebhandiung die Holzschutztrinkung
geschehen kann.

Bei einigen Behandlungen ist der Vorbehandlungseffekt der Enzyme an frischem Holz
grbsser als bei getrocknetem Holz. Dies gilt jedoch nur fiir die Enzymbehandiung
frischen Holzes mit anschliessender Trocknung vor Kesseldruckirdnkung
(Behandlungen 2; 8). Geht man davon aus, dass aus verfahrenstechnischen Griinden
eine Trankung direkt nach Beendigung der Enzymbehandlung erfolgen solite, scheint
die Holzfeuchte vor Enzymbehandlung unwesentlich (siehe Behandlungen 1-4, 7-10).
Dieses Ergebnis ist fir die praktische Anwendung von grosser Bedeutung, da nicht nur
bei frischem Holz, sondern ebenso bei angetrocknetem und trocknem Holz die
Aufnahmeféhigkeit durch eine Enzymbehandlung erhéht werden kann.
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Abb. 47: Eindringung von Holzschutzmittein (CKB-Salz, 5 %) in enzymbehandeite und
unbehandelte Proben ( Versuch Abschnitt 3.2.2.2, Behandlungen siehe Abb. 46). Die
Eindringtiefe des Mittels wird im Verhaltnis zur gesamten Probenfiiche angegeben.
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3.2.2.3 Vergleich wirksamer Handelspraparate
EINLEITUNG

Enzymversuche mit Fichtenholz-Kleinproben ergaben, dass einige Enzyme die
Aufnahme und Eindringung von Holzschutzmitteln mehr vergrésserten als andere. Um
die Wirkung dieser an Kleinproben besonders efiektiven Enzyme auch an grbsseren
Rundholzproben zu untersuchen, wurde der foigende Versuch durchgefdhrt. Die
Behandiungstemperatur wurde dabei auf 20 oC gesenkt.

MATERIAL
Holz
Der Versuch wurde mit sowohl frisch geféllten (A) als auch bereits léngere Zeit

gelagerten Holzproben (B) wverschiedener Herkunft durchgefilhrt. In jede
Teilbehandlung wurden 10 Proben eingebracht.

Frisches Helz (A) Getlagertes Holz (B}
Herkunft belg. Ardennen Norddeutschland
Holzfeuchte
Splint ca. 130 % ca.25%
Kern ca. 40% ca.25%
Abmessungen Durchmasser 10 - 12 cm
Lange 25 cm
Himfiichen abgedichtat mit Epoxy
Enzyme

Die folgenden 'Enzyme wurden fir die Behandlung der Rundhdlizer jeweils in einer 0.5
% Konzentration in 0.1 M Na-acetatpuffer (ph 5) geldst.

- Rohament 7069 + Rohament D5L (0.5 % + 0.5 %)
- Rohament CA  + Rohament D5L (0.5 % + 0.5 %)
- Rohament 7069 + Pectinex 3xL (0.5 % + 0.5 %)

VERSUCHSDURCHFUHRUNG

Die Rundholzproben wurden in einer Kesseldruckanlage kurzzeitig mit Enzymi&sung

getrénkt (1 h Vacuum/ 1 h Druck 8 bar) und dann in Plastikwannen bei 20 oC in der
Lésung belassen. Ein Teil der Proben wurde nach 5 Tagen, der andere Teil der
Proben nach 10 Tagen aus dem Enzymbad entnommen.

Bei der Enzymbehandlung nehmen die Proben erheblich an Gewicht zu. Deshalb

wurden alle Proben 4 Wochen bei 20 oC/ 60 % relativer Luftfeuchte auf ca. 20 %
Holzfeuchte getrocknet und dann mit Holzschutzmittel impragniert.

106




Die Effektivitit der Enzymbehandlung wurde, wie bereits an anderer Stelle ausfihrlich
beschrieben, anhand der aufgenommen Menge Holzschutzmittel und der Eindringtiefe
ins Holz ermittelt (sishe Abschniit 3.2.2.1).

ERGEBNISSE

in Abb. 48 a u. b ist die aufgenommene Meange an Holzschutzsalz/ m3 sowie deren
Eindringtisfe in die Proben fir die verschiedsnen Enzymbehandiungen getrennt
dargestelit. Alle Enzymbehandlungen verbessern die Aufnahme und Eindringung von
Holzschutzmitteln.

Ein Vergleich der drei getesteten Enzymkombinationen ergibt, dass keine sehr
grossen Unterschiede in ihrer Effekfivitat bei der Verbesserung der Aufnahmeféhigkeit
des Holzes gegeniiber dem Holzschutzmittel bestehen. Bei dem getrockneten Holz
sind nach der Behandlung mit 7069/D5L die Eindringtiefen besser als dieses nach
einer Vorbehandiung mit anderen Enzymen der Fall ist. Beim_frischem Holz der
Herkunft "A" liessen sich mit der Kombination CA/D5L bessere Resultate erzielen,

Auffallend ist jedoch, dass das vor der Enzymbehandlung trockne Holz mehr Salz
aufnimmt und ein tieferes Impragnierbild zeigt als das vor der Behandlung frisch
geféllte Holz. Beim Vergleich der Kontroliproben ist zu erkennen, dass dies nicht auf
eine unterschiedliche Effektivitit der Enzyme zuriickzufdhren ist, sondern an
Unterschieden in der Trankbarkeit des Holzes liegt. Die Ursachen daflr sind in der
varschiedenen Herkunft des Holzes und seiner Unterschiede in den
Holzeigenschaften zu suchen (Rohdichte, Jahrringbreite, Zellabmessungen ete.). Der
grosse Einfluss dieser Eigenschaften auf die Trankbarkeit von Fichtenholz ist
allgemein bekannt. Ein Vergleich der Wirksamkeit der Enzymbehandlungen bei
trocknem und frischem Holz ist somit nicht mdglich.

Bei beiden Holzgruppen ist zu erkennen, dass bereits nach 5 Tagen Behandlung die
Aufnahme und Eindringung von Holzschutzmitteln stark verbessert ist. Eine
Verlangerung der Behandlungszeit auf 10 Tage verbessert dieses Ergebnis nicht
weiter, sondern bewirkt sogar eine verschlechterte Aufnahme und Eindringung.
Worauf dieser Effekt zurlickzufihren ist, konnte im Rahmen dieser Versuche nicht
geklart werden. Eventuell steht er jedoch im Zusammenhang mit dem in der
Enzymlésung nach einigen Tagen beginnenden Wachstum von
Oberflachenschimmeln, das am Ende der 10-tAgigen Versuche auch auf der
Holzoberfliche wahrnehmbar ist. Solche Schimmelpilze kénnen unter Umstanden die
Eindringung der Holzschutzmittel behindern. Um Schimmelbildung zu vermeiden,
wurde deshalb den Enzymlésungen in den folgenden Versuchen ein Fungizid
beigetiigt. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass das Ergebnis dieses
Versuches zufriedenstellend ist, weil:

- durch alle Enzymbehandlungen erheblich grossere Aufnahmemengen und
Eindringtiefen erraicht wurden als bei unbehandeltem Halz;

- dies bei einer Varbehandlungsdauer von nur 5 Tagen und einer
Behandiungstemperatur von nur 20 oC erreicht wurde.

Die Ergebnisse dieses Versuches sind aufgrund der verschiedensn Herkunit des
Holzes nicht direkt mit den Ergebnissen der vorherigen Versuche zu vergleichen.
Dennoch kann gesagt werden, dass auch die hier im Versuch getesteten
Enzymkombinationen die impragnierbarkeit des Holzes verbessern.
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Abb. 48 a u. b: Aufnahme und Eindringung von Holzschutzmittel in unbehandeite und
enzymbehandelte Rundholzproben (Versuch Abschnitt 3.2.2,3). Die Eindringung wurde bei
feder Probe anhand des in Tab. 26 beschriebenen Schiiissels bestimmt (Klasse 1: schiechte
Eindringung...Klasse 4: gute Eindringung)
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3.2.2.4 Bereghung mit Enzymen
EINLEITUNG

Im vorliegenden Versuch wurde untersucht, ob eine Beregnung des Holzes mit
EnzymilOssigkeit anstelle der Lagerung in der Flissigkeit ebenfalls zu guten
Resultaten fihrt.

In allen Enzymversuchen mit Fichtenholzmehl (Abschnitt 2.2.2) erwies sich Maxazym
CL 2000 beim Abbau von Uronsduren und neutralen Zuckern als besonders effektiv
und den meisten anderen Produkten Gberlegen. In den bisherigen
Rundholzversuchen wurde die Wirksamkeit des CL 2000 noch nicht untersucht, was
deshalb im 1. Versuchsteil geschah. Im 2. Versuchsteil wurden andere, weitaus
billigere Handelspraparate, die in den Versuchen mit Kleinproben wirksam waren,
unter vergleichbaren Versuchsumstinden getestet.

1. Versuchsteil: Beregnung mit Maxazym CL 2000
MATERIAL
Holz

In diesem Versuch wurde frisch gefélltes und entrindetes Rundholz verwendet. Je
Behandlung wurden 5 Proben verwendet.

Herkunft Nordbelgien

Holzfeuchte bei Yersuchsbeginn:

-Splint ca. 125 %

-Kem ca.35%

Abmessungen Durchmaesser 11 - 14 cm
Probenldnge 25 cm

Himnflachen abgedichtet mit Epoxy

Enzym

1 % Maxazym CL 2000 wurde in entmineralisiertem Wasser geldst. Zur Vermeidung
von Schimmelbildung wurde 0.01 % Natriumazid hinzugefligt.

VERSUCHSDURCHFUHRUNG

Die Holzproben wurden im Kesseldruckverfahren (1 h Vacuunv 3 h Druck 8 bar) mit
den Enzymen getrénkt. Ein Teil der Proben wurde danach in Plastikwannen in der
Enzymldsung untergetaucht gehalten, ein anderer Teil wurde taglich 4 mal eine haibe
Stunde lang mit der Enzymldsung beregnet (4 Liter pro Beregnung; Enzymldsung
wiederverwendet). Die Versuchstemperatur betrug 20 oC. Nach 4 und 8 Tagen wurde
gin Teil der Proben aus dem Versuch {Wannen und Beregnung) geholt; der Versuch
wurde nach 14 Tagen beendet. Nach Beendigung der Enzymbehandlung wurden die
Holzprohen bei 20 oC/ 60 % r.F. getrocknet und bei ca. 15 % Hoilzfeuchte im
Kesseldruckverfahren (1 h Vacuum/ 4 h Druck 8 bar) mit einem wasserldslichen
Holzschutzmittel (CKB-Salz, 3 %) getrankt.
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ERGEBNISSE

Fir jede Holzprobe wurden die Aufnahmemenge und Eindringtiefe des
Holzschutzmittels mit der in 3.2.2.1 beschriebenan Methode bestimmt. Die Ergebnisse
dieser Messungen sind in Abb. 49 a uv. b fir jede Behandlung gemittelt
wiedergegeben.

Auch dieser Versuch belegt erneut, dass sich durch eine Enzymbehandlung die
Impragnierfahigkeit des Fichtenrundholzes verbessern I1&sst. Ob dieser Effekt mit dem
hier verwendeten Enzym CL 2000 grisser ist als bei den in vorherigen Versuchen
verwandeten Enzymen, ist aufgrund der Verschiedenheit des Ausgangsmaterials
(Holz anderer Herkunft) nicht zu erkennen. Verglsicht man jedoch die Verbesserung
der Schutzmittelaufnahme in diesem Versuch nach 8 Tagen (Eindringung
unbehandeltes Holz: Eindringklasse 2.3, enzymbehandeltes Holz: Eindringklasse 2.6
bzw. 2.9) mit den Resultaten der vorherigen Versuche, so 1asst sich vermuten, dass
durch die Behandlung mit CL 2000 die Verbesserung der Eindringung in der gleichen
Grdssenordnung liegt, wie die der anderen effektiven Enzyme (7069/D5L, CA/D5L,
CA/DSPS, 7069/3xL).

Nach 4 Tagen Vorbehandlung mit CL 2000 lasst sich noch keine deutliche
Verbesserung in der Aufnahme und Eindringung der Schutzmittel erkennen. Erst nach
8 Tagen ist dieser Effekt sichtbar. Die 14-tdgige Behandlung fiihrt lediglich beim
Tauchversuch zu héheren Mitteleindringungen im Vergleich zur 8-tdgigen
Vorbehandlung. Das gilt nur fiir die Eindringtiefe, nicht jedoch fir die
Aufnahmemenge.

Eine Beregnung mit Enzymfliissigkeit anstelle der Lagerung der Praben im Enzymbad
fahrt zu 5-10 % geringeren Holzschutzmittelaufnahmen und Eindringungen. Die
Eindringtiefen des Holzschutzmittels bei den mit Enzymen beregneten Proben liegen
jedoch héher als die bei den unbehandelten Proben. Fir die praktische Anwendung
kann diese Methode der Enzymbehandlung sehr interessant sein, da fiir die
Beregnung von grossen Mengen Holz anstelle der Lagerung in Enzym-Tauchbadern
ein geringerer technischer und finanzieller Aufwand notwendig ist. Eine solche
Behandlung tihrte im hier beschriebenen Versuch mit einem in Wasser gel@sten

Enzym bel 20 oC zu guten Erfolgen.
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Abb. 48 a uv. b: Aufnahme [kg/m3] und Eindringtiefe von Holzschulzmitie! in
enzymvorbehandeltes und unbehandeltes Rundhoiz nach unlerschiadlicher Vorbehandlung
(Versuch Abschnitt 3.2.2.4/1). Die Eindringung wurde nach dem in Tab. 26 beschriebenen
Schitissel bastimmt (Kiasse 1: schlechie Eindringung....Klasse 4: gute Eindringung)
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2. Versuchsteil: Beregnung mit Enzymkombinationen
MATERIAL
Holz

Es wurde angetrocknetes, geschéltes Rundholz verwendet. Je Behandlung wurden &
Proben in den Versuch eingebracht.

Herkunft Niederlande/ Provinz Brabant

Helzteuchte bej Versuchsbeginn:

-Splint ca. 40 %

-Kemn ca. 30 %

Abmmessungen Durchmesser Scm
Probenldnge 20 cm

Hirnflachen abgedichtet mit Epoxy

Enzyme

Die folgendan Enzymkombinationen wurden in 1.5 % Konzentration in Wasser gelst;

- Rohament 7069 + Ultrazym AFP {0.75 % + 0.75 %)
- Rohament 7069 + Rohament CA + Rohament D5L (0.5 % + 0.5 % + 0.5 %)
Als Fungizid wurde Na-benzoat in 0.1 % Konzentration zugeflgt.

VERSUCHSDURCHF(HRUNG

Die Holzproben wurden im Kesseldruckverfahren (1h Vacuum/ 2 h Druck 8 bar) mit der
Enzymflissigkeit impragniert. Ein Teil der Proben wurde danach in Plastikwannen im
Enzym gelagert, der andere Teil in Plastikplanen vor Austrocknung geschitzt gelagert
und jeden 2.Tag 5 Minuten mit der Enzymflissigkeit beregnet. Beide
Behandlungsvarianten wurden bei 20 oC durchgefithit. Die Versuchsdauer betrug 10
Tage; ein Teil der Proben wurde jedoch bereits nach 5 Tagen aus dem Versuch
antnommen.

Nach der Enzymbehandlung wurden die Proben auf ca. 20 % Holzfeuchte getrocknet,
um sie anschliessend im Kesseldruckverfahren (2 h Vacuum/ 1 h Druck 8 bar) mit
einem wasserldslichen Holzschutzmittel (CKB-Salz, 3 %) zu impragnieren.

5 Tage nach Behandlungsbeginn wurde in allen Enzymidsungen Schimmelbildung
konstatiert. Diese Schimmelbildung trat auf, ocbwehl den Enzymlosungen 0.1 % Na-
benzoat zugefligt war und nahm mit fortschreitender Versuchsdauer stark zu.

ERGEBNISSE

Fir jede Holzprobe wurden die Aufnahmemenge und Eindringtiefe an
Holzschutzmitteln mit der in 3.2.2.7 beschriebenen Methodik bestimmt. Die Ergebnisse
dieser Messungen sind in Abb. 50 a u. b flr jede Behandlung gemittelt
wiedergegeben. Der Versuch macht deutlich, dass beide Enzymbehandlungen die
Aufnahmetéhigkeit des Holzes fur Holzschutzmittel gleichgut verbessern. Wie auch
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bereits bei anderen Versuchen festgestelit, vergrossert sich dieser Effekt durch eine
Verliingerung der Enzymbehandlung von 5 auf 1¢ Tage nicht.

Die Tauchbehandlung des Holzes im Enzymbad fihrt dabsi zu besseren
Eindringtiefen als die Beregnung mit Enzymen. Die "Beregnungsbehandlung”
Ihrerseits verbessert die Aufnahme und Eindringung von Holzschutzmitteln im
Vergleich zu unbehandeiten Proben.
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Abb. 50 a u. b: Aufnahmemenge [kg/m3] und Eindringtiate von Hoizschutzmittel in
enzymvorbehandeites und unbehandeltes Holz nach unterschiedlicher Vorbehandiung
(Versuch Abschniit 3.2.2.4/2). Die Eindringung wurde nach dem in Tab. 26 beschriebenen
Schiissel bestimmt (Kiasse 1: schlechte Eindringung....Klasse 4: gute Eindringung)
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3.2.3 Enzymversuche mit Schnittholz

3.2.3.1 Behandlung mit Rohament CA/DSP §

EINLEITUNG

In dem Versuch wurde untersucht, cb eine einwbchige Verbehandlung von
Schnittholzbohlen mit einer bei den Kleinprobenversuchen erfolgreichen
Enzymkombination die Aufnahme und Eindringung von Holzschutzmitteln verbessert.
MATERIAL

Holz

In diesem Versuch wurde getrocknetes Schnittholz verwendet.

Herkunft Mittalgebirge Deutschland (Oberberg)
Holzfeuchte bei Versuchsbeginn: ca. 12%

- Abmessungen 30x15x3cm (I xbxd)
Hirnfi&ichen abgedichtet mit PVAC-Leim
Brobenanzahl 10 in Enzyn/ 10 Kontrolle
Enzym

Rohament CA / DSP5 (2 % + 2%) wurden in 0.1 M Citronenséure/ Phosphatpuffer
(pH 5) geldst und als Fungizid 0.01 % Natriumazid beigefigt.

VERSUCHSDURCHFUHRUNG

Die Proben wurden in einer Kesseldruckanlage {1 h Vacuum/ 2 h Druck B bar) mit der
Enzymidsung impragniert. Anschliessend wurde das Holz untergstaucht in
Plastikwannen 7 Tage bei 40 oC gelagert. PH-Messungen wurden regelmassig
durchgefiihrt. Nach der Enzymbehandlung wurde das Holz auf ca. 20 % Holzleuchte
klimatisiert und dann im Kesseldruckverfahren (1 h Vacuum/ 2 h Druck 8 bar) mit
einem wasserlbslichen Holzschutzmittel (CKB-Salz, 3 %) getrénkt. Die Aufnahme an
Holzschutzmittel wurde errechnet und nach Trocknung der Proben und mittigem
Auftrennen die Eindringtiefe des Schutzmittels optisch beurteilt. Eine Klassifizierung
der Eindringtiefe erfolgte in 4 Eindringklassen (sishe Tab. 26).

ERGEBNISSE

Bei Beandigung der Enzymbehandlung fiel zunachst auf, dass die enzymbehandelten
Proben im Vergleich zu den unbehandelten Proben sehr schwer waren und auch
langsamer trockneten als diese. Dieses war auch bereits bei einigen
Rundholzversuchen festgesteilt worden.

Die Schutzmittelaufnahme und -eindringung bei enzymbehandelten und

unbehandelten Proben zeigt Abb. 57 a u. b. Alle behandelten Proben nehmen mehr
Holzschutzmittel auf als unbehandelte. Zudem dringt das Mittel tief in die Proben ein.
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Bei der optischen Beurteilung fallt jedoch auf, dass die Eindringung (ber den
Probenquerschnitt gesshen nicht regelmassig ist, sondern an manchen Stellen viel
besser ist als anderen. Bei einigen Proben ist zudem erkennbar, dass die Eindringung
ins Kernholz geringer ist als ins Splintholz.

3.2.3.2 Varlation der Behandlungsdauer

EINLEITUNG

Der folgende Versuch wurde durchgefiihrt, um den Effekt der an Kleinproben
wirksamen Enzyme auch an Schnittholz zu untersuchen. Er wurde zeitgleich mit dem
in Abschnitt 3.2.2.3 beschriebenen Rundholzversuch ausgefihrt.

MATERIAL

Holz

Fiir diesen Versuch wurde gehobeltes Schnittholz verwendet. Aus langen Brettern

wurden hintereinanderliegende Proben entnommen und verschieden behandelt. In
jede Behandlung wurden 10 Proben eingebracht.

Herkunft Niederlande, Provinz Brabant
Holzteuchte ca. 14 %

Abmassungen 13.8x12x1.6cm (I xbxd)
Enzyme

Die folgenden Enzyme wurden fiir die Behandlung des Schnittholzes jeweils in einer
0.5 % Konzentration in 0.1 M Natriumacetatpuffer {ph 5) gelost.

- Rohament 7069 + Rohament D5L (0.5 % + 0.5 %)
- Rohament CA  + Rohament D5L {0.5% + 0.5 %)
- Rohament 7069 + Pectinex 3xL (0.5 % + 0.5 %}

VERSUCHSDURCHF(HRUNG

Das Schnittholz wurde in einer Kesseldruckanlage kurzzeitig mit Enzymldsung
getrénkt (1 h Vacuum/ 1 h Druck 8 bar} und dann in Plastikwannen bei 20 oC in der
Losung belassen. Ein Teil der Proben wurde nach 5 Tagen, der andere Teil der
Proben nach 10 Tagen aus dem Enzymbad genommen. Bei der Enzymbehandlung
nehmen die Proben erheblich an Gewicht zu. Deshalb wurde alles Holz 4 Wochen bei
20 oC / 60 % relativer Luftfeuchte getrocknet.

ERGEBNISSE

In Abb. 52 a u. b ist die aufgenommene Menge an Holzschutzsalz/ m3 und die
Eindringtiefe des Salzes fiir die verschiedenen Enzymbehandlungen getrennt
wiedergegeben. Alle Enzymbehandlungen verbessern die Aufnahme und die
Eindringung von Holzschutzmitteln erheblich. Bereits nach 5 Tagen Behandiungszeit
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wird bei den enzymbehandelten Proben ca. 2-3 mal mehr Holzschutzmittel
aufgenommen als bei den Proben ohne Vorbehandlung. Dabei erzielen alle
Enzymkombinationen gute Resuitate.

Durch eine l&ngere Behandlung werden lediglich die mit CA/D5L behandelten Proben
noch aufnahmefdhiger. Bei beiden anderen enzymatisch vorbehandelten
Probenraihen verschlechtert sich die Aufnahme im Vergleich zur 5 Tage dauernden
Vorbehandlung sogar. Die gleiche Tendenz wurde bereits bei dem Versuch mit
Rundholzproben (3.2.2.3) beobachtet. Eine eindeutige Erklarung hierfiir kann auch
hier nicht gegeben werden.

Bereits bei den anderan Enzymversuchen mit Kleinproben und Schnittholz zeigte sich,
dass das Kernholz trotz gleicher Enzymbehandlung weniger Holzschutzmittel
aufnimmt als das Splintholz. Dies war auch in diesem Versuch so. Bei der Beurteilung
der Eindringtiefe des Schutzmittels wurde neben dem Gesamtbild der Eindringung
(Abb. 52 b} auch die Eindringung getrennt fir Splint- und Kemholz derselben Proben
(Abb. 52 c) bewertet. Dabei ist gut zu erkennen, dass das Kernholz der Proben durch
die Enzymbshandlung im Vergleich zum unbehandelten Holz zwar auch
aufnahmefahiger wird, jedoch weitaus geringer als das Splintholz derselben Probe.
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Abb. 52 ¢: Vergleich der Eindringtiefe von Schutzmiltel in enzymbehandeltes und
unbehandeites Kern- und Spiintholz der selben Probe (Versuch Abschnitt 3.2.3.2).
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3.2.3.3 Beregnung mit Enzymen

EINLEITUNG

Im vorliegenden Versuch wurde untersucht, ob eine Beregnung des Schnittholzes mit
Enzymilissigkeit anstelle der Lagerung in der Fliissigkeit ebenfalls zu guten
Resultaten tohrt.

1. Versuchsteil: Beregnung mit Maxazym CL 2000

In diesem Versuch wurde die Wirksamkeit des bei Holzmehl sehr effektiven Enzyms
Maxazym CL 2000 auf Schnittholz untersucht. Dieser Versuch wurden zeitgleich mit
dem in 3.2.2.4 beschrisbenen Rundholzversuch durchgeithrt.

MATERIAL

Holz

Es wurde sigerauhes Schnittholz mit unhekanntem Splint-/Kernholzanteil verwendet.
Am Jahrringverlauf zu erkennen, enthielten die Proben Gberwiegend Kernholz.

Herkunft Nordschweden
Holzfeuchte ca. 10%
Abmessungen 20x20x4cm{Ixbxd)
Hirnfldchen abgedichtet mit Epoxy
Pro Behandiung 5 Proben

Enzym

1 % Maxazym CL 2000 geldst in entmineralisiertem Wasser. Als Fungizid wurde
0.01 % Natriumazid zugefigt.

VERSUCHSDURCHFUHRUNG

Die Schnittholzberegnungsversuche wurden mit der gleichen Methode wie die
Rundholzberegnungsversuche ausgefilhrt. Fir die Beschreibung der
Versuchsdurchfiihrung wird deshalb auf Abschnitt 3.2.2.4 verwiesen.

ERGEBNISSE

Auch dieser Versuch belegt erneut {vgl. Abb. 53 a u. b), dass sich durch eing
Enzymbehandlung die Impragnierbarkeit des Fichtenholzes verbessern lasst. Ob
dieser Effekt mit dem in diesem Vaersuch verwendeten Enzym CL 2000 grosser ist als
mit denen, die in den vorherigen Versuchen verwendet wurden, l&sst sich aufgrund
der Vearschiedenheit des Ausgangsmaterials (Holz anderer Abmessungen und
anderer Herkunft, zum Teil Kernholz) sowie der anderen Imprignierbehandiung nicht
erkennen.

Wie auch bei den Rundholzproben sichtbar, ist nach 4 Tagen Vorbehandlung mit
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CL 2000 noch keine deutliche Verbssserung in der Aufnahme und Eindringung des
Schutzmittels zu erkennen. Erst nach 8 Tagen ist die Wirkung sichtbar. Die 10-tagige
Behandlung fahrt im Vergleich zur 8 Tage dauernden Behandlung zu keiner waiteren
Verbesserung. Vielmehr scheint es sogar so zu sein, dass die Aufnahme geringtigig
schlechter ist als nach einer 8-tigigen Vorbehandlung.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Besregnung des Holzes mit
Enzymldsung anstelle der Lagerung der Proben im Enzymbad zwar zu etwas
geringeren Holzschutzmittelaufnahmen und Eindringungen fihrt, diese aber nach 8
Tagen héher als die der unbehandelten Proben liegen. Bei der Bewertung der
Eindringtiefe fallt auf, dass sinige Zonen im Holz bedeutend schlachter impragniert
waren als andere. Dem Jahrringverlauf zufolge handelt es sich bei diesen Bereichen
um Kernholz.

~ 2. Versuchsteil: Beregnung mit Enzymkombinationen

MATERIAL

Holz

In diesem Versuch wurde zunéchst frisch geségtes Schnittholz auf ca. 15 %
Holzfeuchte getrocknet. Dann fand eine Verteilung der im Stamm

hinterginanderliegenden Holzproben auf die verschiedenen Behandlungen statt. Jo
Behandlung wurden 5 Helzproben in den Versuch eingebracht.

Herkunft Niederlande, Provinz Gelderland
Holzfeuchte ca.15%

Abmessungen 20 x 2.4 cm () x d); unterschiedliche Breiten
Hirnfldchen mit Epoxy abgedichtet

Enzyme

Die folgenden Enzymkombinationen wurden in 1.5 % Gesamtkonzentration in Wasser
gelbst; als Fungizid wurde Na-benzoat in 0.1 % Konzentration zugefogt.

- Rohament 7089 + Ultrazym AFP (0.75 % + 0.75 %)
- Rohament 7069 + Rohament CA + Rohament D5L (0.5 % + 0.5 % + 0.5 %)

VERSUCHSDURCHFOHRUNG

Fir die Beschreibung der Versuchsdurchfiihrung siehe Abschnitf 3.2.2.4/2.
ERGEBNISSE

Bei diesem Beregnungsversuch ist die Enzymkombination AFP/ 7069 wirksamer als
die Kombination 7069/ CA/ D5L. Die héhere Wirksamkeit aussert sich in grdsseren
Aufnahmemengen und besseren Eindringtiefen des Schutzmittels bei der
Vac/Drucktrédnkung (siehe Abb. 84 a u. b). Bei dan Proben war, wie auch bereits bei

allen anderen Versuchen mit Schnittholz, eine geringere Eindringung Im Kerpholz im
Vergleich zum Splintholz derselben Probe zu erkennen,
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Die Beregnung mit Enzymen fihrte bei diesem Versuch zu ebenso guten Resultaten
wie die Lagerung der Proben Im Enzymbad. Diese Methode der Enzymbehandlung ist
far die praktische Anwendung sehr interessant, da fir die Beregnung von grossen
Mengen Holz anstelle der Lagerung in Enzym-Tauchbédern ein geringerer
technischer und finanzieller Aufwand notwendig ist.
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Abb. 54 a u. b: Aufnahmemenge und Eindringtiefe von Holzschutzmittel In
enzymvorbehandeltes und unbehandeltes Schnittholz nach unigrschiedlicher Vorbehandlung
(Yersuch Abschnitt 3.2.3.3/2). Die Eindringung wurde mit dem in Tab. 26 beschriebenen
Schilssel bastimmt (Klasse 1: schiechie Eindringung....Klasse 4: gute Eindringung)
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3.2.3.4 Kurztauchversuch
EINLEITUNG

Bei diesem Versuch solite der Frage nachgegangen werden, ob ein kurzzeitiges
Tauchen (von 1h bis hin zu 24h) des getrockneten Holzes in ein Enzymbad (anstelle
einer Imprignierung mit Enzymen im Kesseldruckverfahren) mit anschliessender
mehrtagiger Lagerung in feuchtem Milieu zu verbesserten Schutzmittelaufnahmen
fahrt.

MATERIAL
Holz

Luftgetrocknetes Schnittholz mit bekanntem Kern-/ Splintholzanteil (Herkunft "H1",
siahe Abschnitt 3.1.1) wurde langsam auf ca. 12 % Holzfeuchte getrocknet und
gehobelt. Die Aufteilung in die verschisdenen Teilversuche wurde so vorgenommen,
dass stets aus einem Brett hintereinanderliegende Holzproben in die verschiedenen
Versuchsvarianten singebracht wurden. Die Probengrisse betrug 15 x 125x2¢em (I x
b x d). Die Hirnflachen der Proben wurden mit PYAC-Leim abgedichtst,

Enzyme

Fir die Versuche wurde die Enzymkombination Rohament CA / DSP5 {1 % + 1%)
verwendet. Als Puffer wurde erneut ein 0.1 M Citronensaure-Phosphatpuffer (pH 4.8)
verwendet, dem als Fungizid 0.01 % Natriumazid zugegeben wurde. Die
Enzymtemperatur wurde wahrend der Versuche auf 40 oC gehalten.

VERSUCHSDURCHF{HRUNG

Ein Teil der Proben wurde in Enzymflissigkeit getaucht; die Paralellproben bligben
unbehandslt. Nach 1 h - 8 h - 24 h wurden die Proben aus den Flissigkeiten geholt,
erneut gewogen und in Plastik eingepackt, um eine feuchte Lagerung wahrend der
folgenden Tage zu erreichen. Nach diesem Tauchen wurden alle Proben 14 Tage
gelagert. Nach Ablauf dieser Zeit wurde das Plastik von den Proben entfernt und die
Proben auf ca. 20 % Holzfeuchte konditioniert. Bei allen Proben erfolgte dann eine
Holzschutzbehandlung durch 10 min Tauchen in ein wassergelstes Holzschutzmittel
(CKB-Salz, 5 %).

ERGEBNISSE

In Abb. 55 ist die Schutzmittelaufnahme [kg/m3] wiéhrend des Tauchversuchs
dargestelit. Die Enzymbehandlung flihrte zu einer Steigerung der
Schutzmittelaufnahme. Ausserdem zeigte sich anhand der steigenden Aufnahme,
dass die |&ngere Enzymbehandlung wirksamer war als die sehr kurze.

Auigrund dieser unterschiedlichen Aufnahmemenge wire auch sin Unterschied in der
Eindringtiefe 2u erwarten gewesen. Eine Messung der Eindringtiefe des Schutzmittels
ergab jedoch, dass sich die Eindringtiefe durch das Kurztauchen nicht verbessert.Das
Ergebnis dieses Versuches ist somit nur teilweise zufriedenstellend: Zwar lasst sich
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die Einbringmengs an Holzschutzmittel durch kurzfristiges Tauchen in einem
Enzymbad verbessern; jedoch reicht diese Behandlung offenbar nicht aus, um das
Holz auch in tieferen Schichten besser permeabler zu machen.

Schutzmittelaufnahme
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Abb. §5: Schutzmittelauinahme [kg/m3] enzymbehandeiter und unbehandelter Brettproben
nach 10 min Tauchen in wasserdslichem Holzschutzmittel.
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3.3 Permeabilitat von Holz gegeniiber Luft und Wasser

3.3.1 Permeabilitit gegeniiber Luft
ALLGEMEINES

Fiir die Verwendung von Holz, insbesondere bei vielen technischen Verfahren, spielt
die Permeabilitdt des Holzes fir Flissigkeiten und Gase eine wichtige Rolle. Anhand
von Permeabilititszahlen lassen sich Aufschlilsse gewinnen (ber Trocknungs- und
Trankverhalten von Holzarten, Eindringungsmdglichkeiten wund
Eindringgeschwindigkeiten von FlOssigkeiten ins Holz interpretieren (Erickson et al.
1937, Siau 1971, Bohner 1975).

Theoretische Fliessmodelle tber die Permeabilitat von Nadelhblzern wurden von
Comstock (1970), Petty {(1970) sowie Siau (1976) entwickelt, um Unterschiede im
Durchflussverhalten zwischen verschiedenen Holzarten und innerhalb eines Stammes
mathematisch zu erfassen.

Die Permeabilitat fir Flissigkeiten und Gase wird bei Nadelh&lzern in erheblichen
Masse durch die Durchflussrichtung bestimmt. So ist die longitudinaie
Luftpermeabilitat durch Werte gekennzeichnet, die 3-10 Zehnerpotenzen h&her liegt
als der radiale oder tangentiale Durchfluss.

Wie auch bei vielen anderen physikalischen, chemischen und biologischen
Eigenschaften des Holzes beeinflussen eine Anzahl Faktoren, wie z.B. Holzfeuchte,
Temperatur, Alter des Holzes, Lage im Stamm etc. die Permeabilitat. Eine Diskussion
und Wertung all dieser Faktoren wirde jedoch im Rahmen dieser Arbeit zu weit fihren.

Bellmann (1955} wies darauf hin, dass bel Nadelhblzern die Position und der Zustand
der Hoftiptel als Verbindungspforten zwischen den Tracheiden von
ausschlaggebender Bedeutung ist. Dies gilt auch fiir Permeabilitdtsunterschiede
zwischen Frith- und Spétholz, da im Spéatholz aufgrund dickwandiger Zeliwénde und
Taptelmembranen mit weniger Tiipfelverschluss zu rechnen ist als bei den
dinnwandigen Frihholzzellen. Bei Kernholz und Splintholz spisit neben den
Unterschieden im Hoftlipfelverschluss (im Kernholz von Fichte sind ca. 90% der TOpfel
geschlossen, im Splintholz je nach Position und Trocknungszustand 30 -80 %; Bonsen
1987) auch die Einlagerung von Extrakistoffen eine Rolle (Cote u. Krahmer 1962,
Charuk et al. 1873).

Far die vorliegenden Versuche war es aus diesem Grunde intergssant zu ermitteln, in
wieweit sich die Permeabilitit von Fichtenholz durch eine Enzymvorbehandlung
verandert. Anhand von Versuchen von Adolf et al. (1972), bei denen bakterieller
Hoftiipfelabbau zu erhéhter Permeabilitat fihrte, war mit Erhéhung der Permeabilitét
zu rechnen.

3.3.1 Permeabilitét von Holz gegentiber Luft
Permeabilititsmessungen mit Luft wurden auf einer speziell fir diesen Zweck

erstellten Testapparatur (Polaczek 1980, sishe Abb. 57) durchgeflhrt. Diese Anlage
bietet den Vorteil, dass auch Luftdruck kleiner 0.01 bar exakt reguliert werden kann.
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Als geeigneter Druck wurde nach Vorversuchen mit unbehandelten Holzproben 0.003
bar gewahit. Bei konstantem Druck wird dann die Durchflussmenge durch eine
Halzprobe pro Zeitginheit gemessen. Fir die Messungen wurden zylinderidrmige
Proben, Durchmesser 15 mm, mit einem Spezialbohrer angefertigt und auf die
Probenlange 20 mm gekiirzt. Aufgrund der sehr geringen radialen und tangentialen
Permeabilitdt des Holzes wurden bei allen Versuchen stets Messungen in
longitudinaler Richtung durchgeflihtt.

Die Holzproben und auch die Messanlage befanden sich in einem Klimaraum (20 °C,
60% r.F.), um fir alle Proben die gleichen Bedingungen zu schaffen und
Einflussfaktoren wie unterschiedliche Holzfeuchte, Temperatur etc. so gering wie
mdglich zu halten.

Vorversuche

Ein Problem der Luftpermeabilititsmessungen liegt in der geringen
Reproduzierbarkeit der Versuche (Polaczek 1980). Dafir ist vor allem eine
ungenigende seitliche Probenabdichtung verantworllich, so dass bei hiherem Druck
dia Luft nicht nur durch den Probenquerschnitt gelangt, sondern seitlich an den
Proben vorbeistrémen kann. Dadurch wird das Messergebnis stark vertélscht. Zur
Vermeidung dieses Fehlers wurden im Rahmen der eignen Versuche verschiedene
Abdichtungsmaglichkeiten ausprobiert, die im folgenden kurz genannt und gewertat
werden:

a. Zylinderproben werden in einen Polyathylenschlauch eingefiihrt und mit einer
Schlauchklemme abgedichtet. Diese Methoda fiihrt zu unbefriedigenden
Ergebnissen. Die Schwankungen im Durchfluss sind erheblich und die
Reproduzierbarkeit gering.

b. Holzproben werden mit Epoxidharz eingegossen und dann in einen PVAC-
Schlauch eingefilhrt. Die Ergebnisse dieser Methede sind besser als bei a. Jedoch
weisen die schwankenden Werte auf die Méglichkeit hin, dass durch eine
unregelméssige Eindringung des Epoxids in die Proben der fiir den Luftdurchfluss
zur Verflgung stehende Querschnitt unregeimassig eingeschrankt wird und
dadurch das Ergebnis verfalscht wird.

c. Als weitaus einfacher und zugleich besser stellte sich folgende Methode heraus:
die Holzproben wurden in einen thermischen Schrumpfschlauch eingefithrt. Auf
die Enden dieses Schiauches wurden Verbindungsstlcke aufgesetzt (siehe Abb.
58). Mit einer Heissluftpistole wurde diese Einheit erwérmt, so dass sich der
Schlauch durch starkes Schrumpfen eng an die Holzprobe andriickt.

Wiederholte Durchflussversuche nach 0 Std, 24 Std, 72 Std belegten, dass die
kurzzeitige Erhifzung der Proben keinen messbaren Einfluss auf die Permeabilitat
hatte. Befreiung der Proben aus dem Schwindschlauch und erneutes Einschweissen
mit nachfolgender Durchflussmessung zeigten dar(iberhinaus, dass diese Methode
der Probenabdichtung zu gut reproduzierbaren Ergebnissen fiihrt. Die durch die
Proben geflossene Luftmenge wurde stets nach 60 sec, 120 sec, 180 sec, 240 sec und
300 sec gemessen.
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ERGEBNISSE
Luftpermeabilitit von unbehandeltem Holz

Fiir Permeabilitdtsmessungsn an unbehandeltem Splintholz und Kernholz wurde Holz
der gleichen Herkunft wie bei den Enzymversuchen an Kleinproben (siehe Abschnitt
3.1, Holz "H1") verwendet. Die Proben wurden mit einem scharfen Lochbohrer
ausgefrast. In der Stammachse hintereinanderliegende Proben wurden mit a und b
gekennzeichnet. Abb. 56 a-d zeigt die Ergebnisse dieser Messungen. Zu erkennen ist,
dass die in 60 sec durchgeflossene Luftmenge wahrend des Versuchszeitraumes fir
die Einzelprobe konstant bleibt und noch im Messzeitraum 240-300 sec den gleichen
Wert besitzt.

Im Stamm hintersinander liegende Proben erreichen dabei Werte in vergleichbarsr
Gréssenordnung. Dagegen bestehen zwischen den aus verschiedenen
Stammstiicken entnommenen Proben Unterschiede in der Durchflussmenge.

Kernholzproben waren in den hier vorliegenden Versuchen weniger luftdurchidssig
als Splintproben. Auffallend ist hierbei jedoch auch; dass die Variation im Kernholz
zwischen gut und schiecht durchldssigen Proben grésser ist als im Splintholz.

Luftpermeabilitit von enzymbehandeltem Holz

Flr diesen Versuch wurden Holzproben aus dem gleichen Stammstiick wie bei den
unbehandelten Proben entnommen und in Enzymversuchen mit Rundholzproben
(sitehe Abschnift 3.2) mitbehandelt. Die Enzymbehandiung mit 1 % Rohament CA und
1 % DSP 5 dauerte 12 Tage. Nach der Behandlung wurden die Proben auf die gleiche
Holzfeuchte wie die der unbehandelt gepriften Proben konditicniert (ca. 12 %). Die
Permeabilititsmessungen erfolgten einige Wochen nach Beendigung der
Enzymversuche.

Die Ergebnisse sind in Abb. 56 abgebildet. Erstaunlicherweise zeigen sowohl die
enzymbehandelten Kernholzproben als auch die Splintholzproben entgegen der
Erwartung keine héhere Luftpermeabilitat als die unbehandelten. Es ist sogar zu
konstatieren, dass die Durchflussmenge pro Zeiteinheit geringer ist als bei den
unbehandelten Proben. Dieses Ergebnis ist umso Gberraschender, da Trénkversuche
mit den zur gleichen Zeit behandelten Rundholzproben zeigten, dass die Eindringtiefe
von Holzschutzmitteln durch die Behandlung mit CA/DSP 5 stark zunimmt, folglich also
auch die Permeabilitit des Holzes far Flissigkeiten.

Eine Erklarung fir dieses Ergebnis kénnte darin bestehen, dass die bei der
Enzymbehandlung zum Teil abgebauten Zellwandpartike! und Hoftipfelmembranen
noch in den Zelllumina und Hoftipfeln verliegen. Die Luft, die bei den hier
heschriebenen Permeabilititsversuchen mit sehr niedrigem Luftdruck (0.003 bar)
durch die Proben strémt, wird durch solche Verstoptungen in ihrem Fluss behindert.
Bei der Trénkung des Holzes mit Holzschutzmitteln miissen diese Verstopfungen nicht
zwangslaufig hinderlich sein, da bei den angewandten Trénkverfahren ein weitaus
hoherer Druck (ber einen [Angeren Zeitraum vorherrschte.

Fiir weitere vergleichende Versuche schien die Messung der Luftpermeabilitit aus
den eben genannten Grinden nicht sinnvell. Vielmehr sollte die Permeabilitét der
Proben gegeniiber wassrigen Lésungen bei htherem Druck untersucht werden.
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Abb. 56 a-d: Permeabilitt enzymbehandeiter und unbehandefter Splintproben (Abb. a, Abb.c)
bzw. Kernproben (Abb. b, Abb. d) gegeniiber Luft. Angegeben ist dig im Zeitraum von 60 sec
durch die Proben gefiossene Menge Luft [ml], gelestet mit Messanlage siehe Abb. 57.
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Abb. 57: Versuchsaniage zur Messung der Lufidurchiassigkeit von Hoizproben (aus: Polaczek
1580)

1 = induktiver Difforenzdruckautnahmer

2 = Messversiirker

3 = Probeneinspannung

4 = Miandertdrmige Messrihre (Ablesegenauigkeit 0.1 cm3)
5 = Messrohre mit Ablesegenauigkeit 0.01 cm?

& = Vacuumschiauch

7 = Schlauch fir Volumenmessung der durchgestromien Luft
8 = Druck/ Vacuumpumpe

Abb. 58: Holzprobe (P}, eingeschweisst in Schwirkischiauch (K) mit Anschiusssilick (A)

VFK

Abb. 59: Messaniage fiir die Bestimmung der
Wasserdurchidssigkeit von Holzproben TITTIITITITI7
(Probenhalterung siehe Abb. 58).

T= Wassertank P
F= Flilssigkeilsspiegel

A = Anschlusstiick fir Holzproben ( siehe Abb. 58)
P = Plastikschiauch

T
A A A A
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3.3.2 Permeabilitiit von Holz gegeniiber Wasser
Messanlage und Messmethode

Bei der Trankung von Holz mit wéassrigen Holzschutzmitteln quillt die Zellwand
aufgrund der Wasseraufnahme auf. Die Permeabilitit des Holzes in diesem
gequollenen Zustand ist sicherlich durch andere Faktoren gekennzeichnet als die
Durchlassigkeit des Holzes gegendber Luft. Deshalb und wegen der vorher
beschriebenen Probleme bei den Lufipermeabilitatsmessungen wurde zusétzlich die
Wasserpermeabilitdt der Holzproben bestimmt. Dafir musste jedoch zunachst eine
Messanlage entwickelt werden (siehe Abb. §9). Umfangreiche Vorversuche mit
unterschiedlichen Methoden flihrten zu der folgenden Messmethode:

- die Holzproben wurden auf die gleiche Weise wie die Proben bei den
Luftpermeabilititsmessungen vorbereitet und in Schwindschiduche eingeschweisst
(siehe Abb. 58).

- die Proben wurden dann in ginem Exikator mit Wasser getrénkt und 24 h
untergetaucht gehaiten. Auf diese Weise sollte gewdhrieistet werden, dass alle
Proben wassergeséttigt waren,

- auf die Proben wurde wihrend des Untersuchungszeitraumes ein konstanter
Wassardruck von 1.5 bar (15 m Wassersiule) ausgedbt.

- die durch die Proben hindurchfliessende Menge Wasser wurde in Massbechern
aufgefangen und in regelméassigen Abstanden gemassen [ml).

Berechnung Permeabilitéitszahl

Die Durchlassigkeit des Holzes gegenlber Wasser wurde anhand der durch die
Proben durchstrémenden Wassermenge [ml] gemessen. Um eine auch filr andere
Versuchsaufstellungen und Probenabmessungen gemeing(ltige "Permeabilitatszahl”
2u erhalten, wurde bei den meisten Versuchen diese Durchlissigkeit ins Verhdltnis zur
Durchstromoberflache, der Dicke der Probe und dem ausgelbten Wasserdruck
gesetzt.

Folgende Formal wurde fir die Umrechnung der Wassermengen verwandt:
P =dv/dt*t/A*p*h{inPa*s-1)

P = Permagabilitit {Pa * s-1]
dVidt = Volumen Figssigkeit pro Zeiteinheit durch Probe [m3 /5]

A = Durchstromoberfiache [ m2 )
p = Druckunterschied [ Pa ]
h = Hdhe {bzw. Dicke) der Proba [m ]

Der aut die Proben ausgelibte Druck wurde bestimmt durch den H&henunterschied
zwischen Messstelle (= Probe) und der Position des Wassertanks. Dieser betrug bei
den Versuchen 15.29 m. Ausgehend von der Dichte von Wasser (1000 kg/m3) und der
Gravitationskraft von 9.81 m/s2 entspricht dieses einem ausgeidbten Druck von 150
kPa. Die Proben hatten eimen Durchmesser von 15 mm und eine Hohe von 20 mm.
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ERGEBNISSE

In einer ersten Versuchsreihe wurden Wasserdurchflussmessungen an den Proben
ausgefdhrt, die bereits fir die vorher beschriebenen Luftpermeabilititsmessungen
benutzt worden waren. Die Messungen waren besonders interessant, da die
Luftdurchflussmessungen ergeben hatten, dass die unbehandelten Proben
permeabler waren als die mit Enzymen behandelten.

Die Ergebnisse dieser Wasserdurchflussmessungen sind in Abb. 60 a-d
wiedergegeben. Sehr gut zu erkennen war bereits bei der ersten Messung nach 30
min, dass ein sehr grosser Unterschied zwischen den behandelten und
unbehandelten Proben besteht. Die behandelten Splintproben sind um das 2 bis 4
-fache durchlassiger als die unbehandel!ten Proben. Weitaus geringere
Durchldssigkeiten zeigen die Kernproben. Unbehandelte Kernproben lassen trotz des
hohen Wassardruckes beinah kein Wasser durchstrdmen {ca. 2.5-10 ml /30 min). Die
behandelten Kernproben sind dagegen mit 5-25 ml /30 min viel parmeabler, allerdings
noch weitaus weniger durchldssig als enzymatisch behandeltes Splintholz.

Aussaerdem ist zu erkennen, dass beim enzymbshandslten Splintholz und Kernholz
erhebliche Unterschiede zwischen den verschiedenen Proben bestehen. Einige dar
getesteten Proben liessen nach der Enzymbehandiung sehr vie! Wasser
durchstrdmen, andere Proben waren trotz der Behandlung nur wenig besser als
unbehandelte.

Eine andere Beobachtung wurde bei allen Versuchen, unabhingig ob
enzymbehandelt oder nicht, gemacht. Bei den Messungen der Luftpermeabilitit zeigte
sich, dass die durchstrdmende Luftmenge pro Zeiteinheit wahrend des
Versuchszeitraumes von 300 sec konstant blieb. Dieses gilt flir die Durchlassigkeit der
Proben gegenitber Wasser nicht. Die zu verschiedenen Zeitpunkten ausgefithrten
Messungen zeigten einen eindeutigen Rickgang der Permeabilitdt der Proben mit
fortlaufender Versuchsdauer. Die durchfliessende Wassermenge reduziert sich
innerhalb der ersten Stunden sehr stark und ndhert sich dann immer mehr einem
konstanten Wert. Dieser Permeabilitatsverlauf ist in den Abb. 67 a v. b fir einige
enzymbehandelte und unbehandelte Splintproben abgebildet, gilt jedoch in gleicher
Weisa fir die Kernholzproben.

Trotz dieser Reduktion der Durchflussmenge bei fortfaufender Versuchsdauer sind alle
enzymbehandelten Proben permeabler als unbehandelte. Dass der Grung fir die
hdhere Permeabilitat nicht in unzureichender Probenabdichtung und ssitlich an den
Proben vorbeistrdmendem Wasser lisgt, wird deutlich beim Vergleich der
verschiedenan "Zwillingsproben” a und b, die in fast allen Féllen &hnliche
Permeabilititen besitzen. Die Enzymbehandlung mit CA/DSP5 vergrdsserte somit die
Permeabilitit des Splintholzes erheblich. Auch die Kernholzpermeabilitit erhghte sich
gegeniiber der des unbehandelten Kernholzes stark, blieb jedoch in vielen Fallen
noch unter der des unbehandelten Splintholzes.

Weitere Permeabilitétsversuche
In einigen der Enzymversuche mit Kleinproben bzw. mit Rundholz oder Schnittholz

(siehe Kapitel 3) wurden gleichzeitig Proben fir Wasserpermeabilitatsmessungen
enzymatisch vorbehandelt. Dafir wurde ca. 3 cm dickes und 30 cm langes Schnittholz
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in den Enzymversuchen mitbehandelt, aus dem nach Ablauf der Behandlung die fiir
die Permeabilititsmessungen notwendigen Zylinderproben gebohrt wurden. Die
verwendete Apparatur und Methode entsprach stets dem oben beschriebenen
Versuchsablaut.

ERGEBNISSE

Um die durch eine verschiedene Holzherkunit bedingte Streuung der Messresultate
(aufgrund anderer Rohdichte, Jahrringbreite, Inhaltstoffe etc.) so niedrig wie mdglich
zu halten, wurden in allen Fallen Proben aus der gleichen Schnittholzbohle in die
verschiedensn Versuche eingebracht. Trotz dieser Vorkehrung besteht die
Wahrscheinlichkeit, dass das Probenmaterial bereits vor Enzymbehandlung
unterschiedliche Ausgangspermeabilitaten besass. Dieses war bei dem gewahlten
Versuchsablauf nicht zu verhindam und solitedeshalb bei der Wertung der Ergebnisse
mit beachtet werden.

Die Permeabilitatszahlen fir einige reprasentative enzymatisch vorbehandelte und
unbehandelte Holzproben sind im Anhang 1 graphisch dargestellt. Zu erkennen ist,
dass die meisten Enzymbehandlungen die Permeabilitidt des Kern- und Splintholzes
im Vergleich zu den unbehandeslten Proben stark erhéhen. Von den geteststen
Enzymen verbessert lediglich Rapidase C 80 die Permeabilitét der Proben nicht oder
nur geringfligig. Auch die Behandlung des Holzes mit dem Citronensiure
-Phosphatpuffer erhidht in einigen Fallen die Permeabilitit des Holzes, jedoch viel
weniger als die meisten Enzymbehandlungen.

Bei der Begutachtung der Permeabilitatszahlen der Splintholzproben falit weiterhin
auf, dass die Enzymbehandlungen die Permeabilitat nicht bei allen Holzproben in
gleich starker Weise erhdhen. Einige Proben sind nach den Behandlungen sehr pords
und lassen innerhalb der Testzeit mehr als 1 Liter Wasser durchstrdmen; andere
Proben sind nach dersalben Enzymbehandlung noch wenig durchgéngig fiir Wasser.
Diese sehr grosse Variationsbreite der Permeabilitat bei Splintproben derselben
Enzymbehandlung verhindert einen sinnvollen Vergleich zwischen den
verschiedenen Enzymbehandlungen. Obwohl dies hier der Fall ist, |&sst sich aber
faststellen, dass die Behandlungen nicht bei allen Holzproben die Permeabilitdt gleich
stark erhdhen. Das wird deutlich beim Vergleich der behandelten und unbehandelten
Splintproben, besonders jedoch bei den Kernproben. Die meisten
Enzymbehandiungen erhfhen die Kernholzpermeabilitét, die Werte liegen jedoch
weitaus niedriger als bei den Splintproben.
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Abb. 60 a-d: Permeabilitidt enzymbehandelter ung unbehandeiter Splintproben (Abb. a, Abb. ¢)
bzw. Kernproben (Abb. b, Abb. d) gegeniiber Wasser. Angegeben ist die im Zeitraum von 30
min durch die Proben gefliossene Menge Wasser [ml], gelestet mit Messaniage siehe Abb. 59.
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3.4 Festigkeitseigenschaften enzymbehandelten Holzes

ALLGEMEINES

Eine Enzymbehandlung verbessert die Aufnahme und Eindringung von Flissigkeiten
in Fichtenholz. Diese Verbesserung wird verursacht durch den enzymatischen Abbau
von Zellwandsubstanzen, vor allem leicht zugénglicher Pectine, Hemicsllulosen und
zum Teil auch Cellulosen. Durch gine solche Zsllwanddegradierung verbessert sich
jedoch unter Umsténden nicht nur die Durchldssigkeit des Holzes. Es besteht die
Gefahr, dass sich in mehr oder weniger starkem Masse auch die Festigkeit des Hoizes
reduziert. Fir die praktische Anwendung enzymbehandelten Holzes ist dieser Punkt
von grosser Wichtigkeit. Wiirde die Festigkeit des Holzes stark abnehmen, kdnnite
dieses Holz nur fir nicht-tragende Zwecke verwaendet werden bzw. misste, der
Festigkeitsreduktion entsprechend, Gberdimensioniert werden. Im Vordergrund des im
folgenden beschriebenen Versuches stand deshalb die Bestimmung einiger wichtigen
Holzfestigkeitseigenschaften von enzymbshandeltem und nicht vorbehandeltem Holz.
Im Hinblick auf das Anwendungsgebiet von Fichtenholz als Bau- und
Konstruktionsholz wurden bei den Tests die Biege- und Druckfestigkeit sowie das E
-modul untersucht.

MATERIAL UND VERSUCHSDURCHFUHRUNG

Holz

Getrocknetes Fichtenholz {ca. 14 %), Splint, Herkunft H1 (siehe Abschniit 3.1)
Abmessungen 20 x 20 x 500 mm far Biegefestigkeit und E-modul; Abmessungen 20 x
20 x 100 mm fOr Druckfestigkeit. Je Behandlung wurden 10 Proben verwendet.

Enzymbehandlung

Das Holz wurde mit Enzymen imprégniert und 14 Tage bei 40 oC in Enzymldsung
untergetaucht gehalten. Alle Enzyme waren in Natriumacetatputfer (pH 5) geldst. Nach
der Enzymbehandlung wurden die Proben auf 12 % Holzfeuchte klimatisiert.

Behandhing Korzantration
Rohament 7069 / Rohament D5L 1% +1%
Rohament CA / Rohament D5L

Rohament 7069 / Pectinex 3xL

Kontrolle in Puffer (K1) bzw. Wasser {K2)

Bestimmung der Feastigkeitseigenschaften

Die Biegelestigkeit sowie das E-modul wurden im Biegeversuch auf einer Amsler-
Testbank mit Dreipunktbelastung ausgetithrt. Der Versuch wurde nach DIN-Norm
52186 ausgefiihrt. Die Stltzweite zwischen den Auflagerpunkten betrug 30 cm. Der
Versuch wurde so gefahren, dass die Proben innerhalb 90 +/- 30 s brachen.

Die Druckfestigkeit wurde ebenfalls auf der Amsler-Testbank ausgetihrt. Der Versuch
wurde nach DIN 52192 ausgefihrt. Die Versuchsbeschreibung ist der Norm zu

137



entnehmen. Die Resultate wurden mittels Varianz-Analyse mit Zweiklasseneinteilung
(two-way classification) statistisch verglichen. Mit einem F-Test wurden eventuelle
Behandlungsunterschiede ausgewertet. Ein t-Test (Student's t-test) diente zur
Beurteilung des kieinsten signifikanten Unterschiedes. Es wurde dabei steis von
Normaiverteilung der Daten ausgegangen.

ERGEBNISSE

In Tab. 28 sind die Ergebnisse des Biege- und Druckversuchs dargesteilt. Die
statistische Auswertung dieser Werte zeigte, dass die geringen
Festigkeitsunterschiede zwischen den verschiedensn enzymbehandelten H&lzern und
den Kontroliproben statistisch nicht signifikant sind. Die Enzymbehandiungen fiihrten
somit nicht zu einer Reduzierung der Druck- und Biegefestigkeit sowie des E-modulus
des Holzes. Obwohl die Anzahl der Proben je Behandlung (10 #Gr Druckfestigkeit, 10
fr Biegeversuch) sehr gering war, kann diese Aussage aufgrund der geringen
Streuung der Werte getroffen werden.

Behandlung Druckfastigkeit Biegefestigkeit E-modul

7069/D5L 49.8 (1.8/3.8) B80.4 (4.6/5.8) 10187 (683.9/6.7)
CA/DSL 46.8 (2.4/5.2) 86.6 (4.7/5.4) 11133 (602.7/5.4)
7069/3xL 541 (4.6/8.4) 941 (5.0/5.3) 11897 {416.2/3.5)
Kontr.1 471 {8.2/13.1) 81.7 (9.8M124) 10697 (873.3/8.9)
Kontr.2 50.1 (5.4/6.7) 843 (7.6/74) 11265 (567.2/7.6)

Tab. 28: Druck- und Biegefestigkeit sowie E-modul des enzymalisch behandsiten und
unbehandeiten Hoizes [N/mm2] (Bestimmung nach DIN 52186 und DIN 52192) mit
Standardabweichung und Variationskoeffizient.
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3.5 Auslaugung von Holzschutzmitteln aus
enzymbehandeltem Holz

ALLGEMEINES

Holz, das mit umwelttoxischen Holzschutzmitteln behandelt wurde, wird
ausschliesslich in Aussenbereichen mit oder chne Bodenkontakt verwendet. In diesen
Anwendungsberaichen wird das Holz Witterungsbhedingungen ausgesetzt, bei densn
eine ungewollte Auslaugung der eingebrachten Schutzmittel stattfinden kann. Die in
diesen Verwendungsbereichen Uberwiegend eingesetzien Holzschutzmittel bestehen
aus wasserldslichen Salzen. In den meisten dieser Produkte sind als aktive
Kormponenten Chrom- und Kupfersalze enthalten, welche toxisch auf holzabbauende
Pilze und Insekten wirken und ausserdem fir eine Schutzmittelfixierung an der
Holzfaser sorgen. Durch den Fixierungsvorgang der Holzschutzmittel an Bestandteilen
der Zellwand wird die Auslaugung dieser Mittel aus dem Holz ausserordentlich
erschwert.

Die Versuche in den vorhergehenden Kapiteln zeigten, dass sich durch eine
Enzymvorbehandlung von Fichtenholz die Eindringtiefe und Eindringmenge ven
Holzschutzmitteln in Rund- und Schnittholz verbessern lasst. Im oben genannten
Zusammenhang ist es jedoch auch von grosser Wichtigkeit, dass die ins Holz
eingebrachten Schutzmittelkomponenten an der Zellwand fixieren und nicht leicht und
schnell auswaschbar sind. Da die Enzyme wahrend der Holzvorbehandlung die
Struktur der Zellwandpolysaccharide in mehr oder weniger grossem Masse verindern,
besteht die Gefahr, dass die Fixierung von Holzschutzsalzen negativ beeinflusst wird.

Im wvorliegenden Versuch sollte deshalb mit Auslaugversuchen von
enzymbehandeltem und unbehandeltem Holz untersucht werden, inwieweit eine
Enzymvorbehandlung Einfluss auf die Auslaugung von Holzschutzsalzen aus
impragniertem Fichtenholz hat.

VERSUCHSDURCHFUHRUNG

Enzymvorbehandlung

Fir den Vergleich der Auslaugung von Holzschutzmitteln aus enzymatisch
behandeltem und unbehandeltem Holz wurden Kieinholzproben mit Enzymen
behandelt. Genauere Angaben (ber das verwendete Holz und den Ablauf der
Enzymbehandiung sind der Versuchsbeschreibung (siehe Abschnitt 3.1.3.6) zu
entnehmen, Die Gr&sse der Holzproben betrug 20 x 20 x 50 mm.

Holzschutzbehandlung

Nach den Enzymbehandlungen wurden pro Behandlung drei Holzproben auf ca. 18 %
Holzfeuchte klimatisiert und anschliessend mit einem in Wasser gelisten
Holzschutzsalz auf Basis von Chrom-, Kupfer- und Borsalzen {Impra CCQO) impragniert.
Die Aufnahme an Trankmittel wurde fiir jede Probe bestimmt. Anschliessend wurde
das Holz bei 23 oC / 65 % relative Luftfeuchte 6 Wochen klimatisiert. Dieser Zeitraum
der Lagerung entspricht der in NEN-Norm empfohlenen Lagerzeit fiir frisch
impragniertes Holz. Es ist zu erwarten, dass innerhalb dieser Periode der grosste Teil
des ins Holz eingebrachten Holzschutzmittels an der Zellwand fixiert ist {lfiner 1988).
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Auslaugtest

Die klimatisierten Holzproben wurden einzeln in Becherglaser gelegt, mit 35 ml
destilliertam Wasser (ibergossen und 20 min in einer Schittelmaschine ausgelaugt.
Nach dieser Auslaughbeanspruchung wurden die Proben aus dem Auslaugwasser
genommen. Dieses Wasser wurde dann mittels Atomabsorptionsspektromettie (AAS)
auf Gehalt an Chrom- und Kupferionen analysiert.

ERGEENISSE

Die kleinen Probenabmessungen sowie die im Auslaugversuch angewandte Methode
des "Ausschittelns” in Bachergldsern beinhaltet einige Probleme bei der Ubertragung
der Auslaugergebnisse auf grdssere Holzproben in "Praxisabmesssung” (lliner 1988,
Militz 1990). Der Zweck dieses Versuches lag jedoch nicht in der Baurteilung der aus
Grossproben auslaugenden Holzschutzmittelmengen. Vielmehr sollte verglichen
werden, ob aus enzymbehandeltem Holz mehr oder weniger Holzschutzmittel
auslaugen als aus unbehandelten Prohen.

Die AAS-Analyse des Holzschutzmittels erbrachte folgende Zusammenstellung des
Mittels zum Zeitpunkt der Impragnierung:

Kupfer 5640 ppm
Chrom 10100 ppm

Unter Zuhilfenahme dieser Werte und der Aufnahmemengs an Holzschutzmittel liess
sich die in die Holzproben eingebrachte Menge an Kupler und Chrom berechnen. Die
bei der Analyse des Auswaschwassers gefundena Menge an diesen Metallionen l&sst
sich dann ins Verhiltnis zur eingebrachten Menge Schutzmittel bringen und far die
verschiedenen Enzymbehandlungen und die Kontrollbehandlung miteinander
vergleichen. In Tab. 29 sind diese Zahlenwerte aufgelistet. Die relative Menge
ausgelaugten Kupfers und Chroms ist zudem in Abb. 62 abgebildet.

Zur objektiven Beurteilung der Auslaugung von Holzschutzmittelkomponenten Iasst
sich das Verhiltnis der ausgelaugten zur singebrachten Menge Kupfer bzw. Chrom
vergleichen. Auffallend hierbei ist, dass bei allen enzymbehandelten Hblzern weniger
Kupfer als bei unbehandeltem Holz auslaugt. Ein anderes Bild zeigt sich bei der
Chromauslaugung. Bei den Enzymbehandlungen mit 7069, 3xL, CL/3xL sowie der
Pufferbehandlung laugt deutlich mehr Chrom aus, wagegen die Auslaugung bei den
Behandlungen mit CT bzw. CL in der gleichen Grbdssenordnung liegt wie bei
unbehandeltem Holz.

Will man diese Werte der Auslaugversuche werten, muss man beachten, dass die
gefundenen Unterschiede zwischen enzymbehandelten und unbehandeltem Holz
sehr gering sind. Zudem filhrt die Vorbehandiung von Holz mit den effektivsten
Enzymen Rohament CT und Maxazym CL 2000 zu einer, wenn auch geringen,
Verminderung der Auslaugung von sowohl Kupfer als auch Chrom.

Es kann somit gefolgert werden, dass die Auslaugung von Kupfer und Chrom aus
enzymbshandeltem und dann impragniertem Holz nicht grésser ist als die aus
unvorbehandeltem Holz. Dieses gilt zumindest fiir die Auslaugung 6 Wochen nach
Imprégnierung. Aussagen (ber die Langzeitauslaugung nach Monaten und Jahren
kénnen anhand der Versuche nicht gemacht werden.
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elngebr. Menge (A) ausgel. Menge(B) B/A

Beh. Mittel Cu Cr Cu Cr Cu Cr

[g1 [mg] [mg] [mg] [mg] [%] %]
CL2000 6.0 337 603 0.03 0.52 0.08 0.88
cT 56 315 564 0.03 0.37 0.09 0.66
3x 28 158 282 0.03 0.59 0.19 2.03
CL/3xL 24 137 245 Q.04 0.25 026 1.01
7069 1.6 9.0 16.1 0.02 0.27 0.17 1.8
Puffer 25 143 255 0.02 0.30 0.16 1.20
Kontrolle 3.5 19.8 355 0.05 0.24 029 0.68

Tab. 29: Auslaugung von Holzschutzmitteln aus enzymbehandeltem und unbehandeitem Holz
hach Holzschulzimpragnigrung und Auslaugbeanspruchung (20 min in Schitttelmasching). in
der Tabelle sind dia in die Proben eingebrachte und ausgelaugie Menge Kupfer und Chrom
wiedergegeben und ins Verhiltnis zueinander geselzl.

Menge ausgelaugtes Cu u. Cr [
von eingebrachter Menge

e
A B cu
2 s A cr
|
1,5 4 7
| 7 7
1 | 7 7
7 7R 1 7 %
) ) ) w
CL 2000 T 3k CL/34. 7063 Puffer o.Behandig.

Abb. 62: Im Auslauglest ausgewaschene Menge an Kupfer und Chrom im Verhditnis zur
eingebrachtan Menge [%]. Vergleich enzymbehandelter und unbehandeiter Proben.
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4 Chemische Vorbehandlung von Fichtenholz

4.1 Einleitung

Die in diesem Kapitel beschriebenen Versuche richteten sich auf die Auswahl
geeigneter Chemikalien fir Vorbehandlungen von Fichtenholz. Umfangreiche
Versuche mit Kleinproben flhrten zun#chst zu einer Auswsahl effektiver Stoffe for
waltere Versuche an Holzproben in Praxisabmessungen. Anschliessend wurden die
Festigkeitseigenschaften vorbehandelter Holzproben bestimmt.

4.2 Chemische Vorbehandlungen
4.2.1 Angewandte Chemikalien

Fir die Ver&nderung der Holzstruktur mit dem Zisl einer verbesserten
impragnierbarkeit kommen unterschiedliche Chemikalien in Frage, deren Wirkungen
auf die Zellwandbestandteile des Holzes nachfolgend kurz beschrieben werden.
Einige dieser Stoffe wurden bereits bei siner Yorauswahl verworfen, da sie sine zu
hohe Toxizitat aufweisen oder aufgrund der Gefahr beim Umgang filr eine eventuelle

spatere grosstechnische Anwendung nicht zu empfehlen waren. Eine Ubersicht Uber
alle in den Behandiungen angewandten Chemikalien gibt Tab. 30.

Laugen Siuren Komplexbildner - Andere
Natronlauge  Essigsaure Natriumhexametaphosphat  Ca-acetat
Kalilauge Ameisensiure *‘CDTA

Phosphonopropions.  *EDTA

Ascorbinsaure Nitriloessigséure (NTA)

Ammoniumoxalat

* COTA = Trans-1,2-diaminocyclohexan-N,N,N',N'-tetraessigsdure
* EDTA = Ethylendiaminotetraessigséure

Tab. 30: Zur Vorbehandiung von Fichienholz verwendste Chemikalien.
Laugen

Laugen greiten, abhangig von ihrer Konzentration und Temperatur, die in der
Holzzellwand vorkommenden Polysaccharide auf verschiedene Weise an. Bei
niedriger Konzentration und Temperatur zerbrechen sie die Wasserstoffbriicken und
verursachen zunéchst ein Schwellen der Celiulose und Hemicellulosen;
Esterbindungen werden ebenfalls gebrochen. Bei steigender Temperatur wird dieser
Prozess von Abbauerscheinungen begleitet, Dabei kommt es vor allem an den
reduzierenden Enden der Polysaccharide zur Depolymerisation durch “"peeling-off-
Reaktionen” und in geringerem Masse auch zu hydrolytischer Spaltung der Ketten,
Hemicellulosen werden schneller abgebaut als Cellulosen. Es zeigt sich zudem, das
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die Xylane der Hemicellulosen gegeniber alkalischem Abbau stabiler sind als die
Glucomannane (Johannsson u. Samugison 1977, Fengel u. Wegener 1984).

Bei Pectinen findet im alkalischen Milieu bereits bei Raumtemperatur eine Verseifung
der Estergruppen statt. Bei steigender Temperatur werden in zunehmendem Masse

die Pactinketten depolymarisiert. Dieser Abbau der Pectinketten wird vor allem durch p-
Elimination verursacht und findet ausschliesslich an glykosidischen Bindungen:statt,
bei denen die benachbarte Carboxylgruppe verestert vorliegt. Aus den eben
genannten Griinden sind hochverasterte Pectine {ir einen transeleminativen Abbau
weitaus empfindlicher als niedrig veresterte (Doesburg 1965, Pilnik et al. 1986).

Lignin kann ebenfalls durch Alkali abgebaut werden, was bei technischen
Holzaufschlussverfahren zunutze gemacht wird (Kraft- und Sodaaufschluss). Die
Abbaurate der Seitenkettenabtrennung bis hin zur Spaltung des aromatischen Ringes,
wird jedoch in starkem Masse von der Konzentration und der Temperatur der Lauge
beeinflusst. Sie ist bei niedrigen Temperaturen gering.

SHuren

Auch S&uren kbnnen auf verschiedene Weise die Polysaccharide der Holzzellwand
degradieren. Die Abbaurate h&ngt auch hierbel von der Konzentration, dem pH-Wert
und der Temperatur der Saure ab (Fengel u. Wegenar 1984). Abspaltungen von
Estergruppen werden bereits bei niedrigen Temperaturen beobachtet. Die
hydrolytische Depolymerisation der Polysaccharide nimmt mit steigender Temperatur
zu und Uberwiegt bei hdheren Temperaturen (Pilnik et al. 1986). Mit starken Sauren
und bei hohen Temperaturen lassen sich schiiesslich die Monomere selbst aufspalten.
Pyranosen werden dabei aufgrund der stabileren Form weniger schnell abgebaut als
Furanosen. Versuche von Hoffmann u. Pait (1976) sowie Czirnich u. Patt (1978)
zoigten zudem, dass Xylane, bei denen relativ viel 4-O-Methylglucuronséure in der
Kette vorkommt, gegen hydrolytischen Abbau resistenter sind als andere. Sie filhren
das auf die relative Resistenz der glykosidischen Bindungen zwischen Uronsauren
gegen hydrolytischem Abbau zurlick.

Komplexblidner (Chelating agents)

In Arbeiten verschiedener Autoren wurde aufgezeigt, dass die
Rhamnogalacturonséureketten der Pectine untereinander und mit anderen
Zellwandkomponenten durch zweiwertige Ca-kationen verknipft sind {(Jarvis 1982,
McNeil et al. 1984, Selvendran 1885, Fry 1886). Komplexbiidner sind in der Lage,
disse Kationen zu binden und dadurch die Lslichkeit der Pectine zu erhfhen. Zum
Entfernen dieser Ca-briicken wurde das Holz mit unterschiedlichen Komplexbildnern
vorbehandelt, die eine grosse Affinitt zu Metallen haben und diese an sich binden
kénnen.

Andere

Ein anderer Stoff, mit dem das Fichtenholz in den nachfolgend beschriebenen
Varsuchen behandelt wurde, ist Calciumacetat. Dieser Stoff hat eine den
Komplexbildnern entgegengesetzte Wirkung. Pectine bilden mit dem Calcium
untereinander schwerldsliche Bricken, wodurch sie bsim Kontakt mit Wasser
schlechter quellbar werden. Auf diese Weise kann unter Umstinden verhindert
werden, dass der Torus der Hoftipfel beim Impragniervorgang quillt und dadurch den
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Porus abschliesst. Bei Versuchen von Sandermann u. Jonas (1952) wurden durch die
Vorbehandiung von Fichtenholz mit Calciumacetat gute Resultate erreicht. Eine der
Versuchsreihen wurde aus diesem Grunde mit Calciumacetat durchgefihit.

4.2.2 Versuche mit Kleinproben

in den Vorversuchen wurden Fichtenholz-Kleinproben mit unterschiedlich wirkenden
Chemikalien behandelt. Anschliessend erfolgte mit den vorbghandelien und
unbehandeiten Proben eine Vacuumtrénkung mit Holzschutzmitteln. Die
Aufnahmemenge und Eindringtiefe dieses Holzschutzmittels diente als Mass der
Effektivitat der Vorbehandlungen. Anhand dieser Versuche mit kleinen Proben wurde
gine Auswahl von Chemikalien getroifen, die im waiteren fir Versuche mit Fichtenhoiz
in grésseren Abmessungen verwendet wurden.

4,221 VYorversuch

MATERIAL UND METHODE

Holz

In den Versuchen wurde frisches Fichtenbrettholz {Herkunft: Fa. Gouderak b.v.,
Brabant, Holzfeuchte Splint gemittelt 38.5 %) verwendet. Aus den Breitern wurden
Splintproben (18 x 18 x 50 mm) gesagt. Im Brett hintereinanderliegende Proben

wurden stets in verschiedene Bshandlungen eingebracht (5 Proben je Behandiung).

Chemikalien

Tab. 31 zeigt die im Versuch angewandten Chemikalien und Behandlungsparameter
Konzentration, Temperatur und Zeit. Das auf Volumen bezogene Verhéltnis Holz :
Lésung betrug stets ca. 1 : 1.

BEHANDLUNGSMETHODE

Behandiung 1

Die Holzproben wurden in einem Exicator 35 min mit NaOH imprégniert, dann in der
Flussigkeit auf 90 ¢C erwdrmt. Dieser Aufwarmvorgang dauerte 30 min. Die Proben
wurden dann weitere 15 min in NaOH belassen, anschliessend aus der Lauge geholt
und dann 7 Tage unter fliessendem Wasser ausgespiilt.

Behandiung 2

Die Holzproban wurden ebenfalls 35 min in einem Exicator mit NaOH getrankt, dann
45 min bei 22 oC in der Lbsung gelagert und anschliessend 7 Tage in Wasser gespiilt.

Behandlung 3
Bei Behandlung 1 und 2 waren trotz der Exicatorimpragnierung die Holzproben nicht

mit Lauge geséttigt. Aus diesem Grunds wurden bei Behandlung 3 die Probsn 4 mal
20 min im Wechsel unter Vacuum und atmosphérischen Druck mit NaOH getrankt.
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Behandlung Konz. Temp.  Dauer

(%] (€] (]
1 NaOH 5 90 0.5
2 NaOH 5 22 0.75
3 NaOH 5 90 170
4 EDTA 1 90 2118
5 CDTA ? 90 2/18
5 NaOH 0.5 90 2/18
7 NaOH 1 90 2/18
8 NaOH 5 90 2/18
10 CDTA+KOH 1+1 90 2/18
11 CDTA+KOH 1+1 70 2/18
12 EDTA 1 70 2/18
13 NaQH 0.5 70 2/18
14  NaOH 1 70 2/18
15  NaOH 5 70 2/18
16 NTA+KOH 141 90 2/18
17 Ammox. 1 an 2/18
18  KOH 0.5 920 2/18
19 KOH 1 90 2118
20 KOH 5 90 2/18
21 NTA+KOH 1+1 70 2/18
22 Ammox. 1 70 2/18
23  KOH 0.5 70 2/18
24 KOH i 70 2/18
25 KOH 5 70 2/18

Tab. 31: Verwendeie Chemikalien und Behandiungsparameter Konzentration, Temperatur
und Zeit.

Die Proben waren jedoch auch nach diesem Tréankzyklus noch nicht mit Lauge
gesittigt (sie trieben noch auf der Flissigkeit). Die Proben wurden daraufhin in 90 oC
heisse NaCH gebracht und bei dieser Temparatur 7 Tage in der Losung belassen.

Behandlungen 4 bis 25

Da sich in den ersten Behandlungen zeigte, dass die Vacuumimpréagnierung nicht zur
Sattigung der Proben mit der Chemikalienldsung fGhrte, wurden die Proben in den
Behandlungen 4 - 25 in einer Kesseldruckanlage 1 h mit Vacuum und 2 h mit Druck
{10 bar) mit der Ldsung impragniert. In jede Behandlung wurden 5 Holzproben
eingebracht, wovon 2 Proben nach 2 h Behandlung aus der Losung genommen wurde
und 3 Proben nach 18 h.

COTA und NTA sind nur in geringer Konzentration in Wasser [8slich, jedoch bessar in
KOH (Catr u. Swartzfager 1970). Die komplexierende Eigenschaft der Stoffe wird
durch das KOH nicht beeinflusst. Aus diesem Grunde wurden beide Stoffe in KOH
geldst und dann in die Versuche eingebracht.

Die Proben in Behandiung 15 (NaOH 5 %) wurden nach der Behandlung 7 Tage in

145



Wasser ausgespilt. Alle anderen Proben wurden direkt nach der Behandiung 2 - 3

Wochen bei 18 0C/40 % relativer Luftfeuchte getrocknet. Dann wurden die Himflachen
mit einem PVAC-Leim abgedichtet.

Die unbehandelten Kontrollproben wurden wihrend der Behandlungszeit bei 4 oC im
Kihliraum gelagert. Um Pilzwachstum auf den Proben zu verhindern, wurde ein mit
Xy'ol getrankter Wattebausch beigefigt.

Bestimmung der Auinahmemenge und Eindringung

Nach dem Trocknen und dem Abdichten der Hirnflichen wurden alle Proben in einem
Exicator mit wiéssriger Farblosung (ca. 0.1 % Rhodamine B; 15 min Vacuum, 5 min in
Flissigkeit} gstrinkt. Die Bestimmung der Aufnahme an Fllssigkeit sowie die
Beurteilung der Eindringung des Farbstoffes wurde mit der in Abschnitt 3.1
beschriebenen Methode durchgefihrt.

Visuelle Beurtsilung der Proben

Erste Vorbshandlungen mit starken Laugen hatten gezeigt, dass die Holzstruktur
durch eine solche Behandlung stark veréndert werden kann. Dabei traten zunichst
dunkelbraune Verfarbungen auf. Im weiteren Verlaut der Behandlung zeigten die
Proben eine waschbrettartige Oberfliche bis hin zu starken Verformungen des
Probenquerschnittes. Alle Proben wurden darauthin nach der Behandlung visuell auf
Unregelmissigkeiten beurteilt. Der Beurteilungsschllssel far Verfarbungen und fir
den allgemeinen Zustand der Proben ist in Tab. 32 wiedergegeben,

Code Verfarbung Holzstruktur

1 sahr starke Braunfarbung sehr starke Verformung

2 starke Verfarbung starke Verformung

3 mittlere Verfarbung mittlere Verformung

4 leichta Verférbung geringe Verformung

5 nicht vertarbt keine obertliEchlich
wahrnehmbare Verdnderung

Tab. 32: Optische Beurtsilung der Holzproben nach Behandiung mit Chemikalien.
ERGEBNISSE
Aufnahmemenge und Eindringtiefe

Die Autnahmemengen und Eindringtiefen an wéssriger Rhodamine B-Ldsung nach
den verschiedenen Behandlungen sind in Abb. 63 a-f dargestellt. Auffallend dabei
sind die sehr hohgn Aufnahmemengen und Eindringtiefen von allen unbehandeken
Kontrollproben, die bei fast allen hoher liegen als bei den behandelten Proben.

In einer mikroskopischen Studie des behandelten und unbehandelten Holzes wurde
die Erklarung fir dieses nicht erwartete Bild gefunden. Vor allem in den nicht
behandelten Kontrollproben wurden Hyphen von Bliuepilzen entdeckt. Diese
Blaupilze sind in der Lage, durch Auflésung oder mechanische Zerstérung der
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Tiipfelmambranen die Permeabilitit des Holzes zu erhbhen. Da in allen behandelten
Proben weitaus weniger Bliue konstatiert wurde, muss davon ausgegangen werden,
dass sich bereits vor Beginn der Versuche Bidus im Holz befand. Diese konnte sich,
trotz Lagerung im Kohiraum und unter Zufigen von Xylol, in den Kontrollproben weiter
entwickeln. In den Versuchen mit Chemikalien hingegen fand kein weiteres
Pilzwachstum statt, sodass die Permeabilitit der Kontrollproben besser war als die des
behandelten Holzes.

Beim Vergleich der behandelten Proben fiel auf, dass die Eindringung bel den meisten
Behandlungen sehr schlecht war. Dieses gilt nicht fir die Behandlungen 16, 17, 21

und 22 (NTA + KOH und Ammoniumoxalat bei 70 oC und 90 ¢C).
Visuelle Beurteilung der Proben

Vor allem Laugen verursachten sine starke Dunkelfarbung des Holzes. Auch fGhren
sie, vor allem bei héharen Konzentrationen, zu Verformungen des Holzquerschnittes.
Nach den NaQH und KOH-Behandiungen zeigt die Holzoberfliche eine
waschbrettartige Struktur, nach den KOH-Behandlungen sogar starken Zellkollaps.
Alle Proben mit sehr stark verféarbter Cberflache, Waschbrettstrukiur und Kollaps haben
eine weiche, leicht zu zerfasernde Oberfliche. Gute Werte bekommen bei der
visuellon Beunieilung die Proben, die mit Komplexbildnern behandelt waren sowie die
Laugenbehandlungen mit niedrigen Temperaturen und Konzentrationen (70 oC, 0.5
%).

Zusammenfassung der Ergebnisse

Durch den starken Befall der Kontrollproben mit Blauepilzen und die dadurch
verursachte Mehraufnahme an wissriger Lésung kdnnen die Ergebnisse dieses
Versuches nicht zur Beurteilung der Effektivitét einer chemischen Vorbehandlung
herangezogen werden. Dennoch wurde der Versuch hier beschrieben, da einige
wichtige Erkenntnisse gewonnen werden konnten.

Der Effekt dar verwendeten Chemikalien bei der Verbesserung der Impragniertdhigksit
des Fichtenholzes muss bei den meisten Behandlungen als “schiecht” beurteilt
werden. Zu dieser Wertung muss man kommaen, da trotz der 2.T. recht intensiven
Vorbehandiungen die von Bliuepilzen befallenen, aber ansonsten unbehandelten
Kontrollproben mehr Flissigkeit aufnahmen.

Die visuelle Beurteilung der Proben nach den Bghandlungen zeigte auch, dass einige
der Behandlungen, vor allern starke Laugen bei hohen Temperaturen, zu einer
ungewollten Zerstérung der Holzstruktur fiihren. Bei niedrigeren Tempsraturen wurden
hingegen weitaus weniger Deformationen festgestsllt. In weiteren Versuchen wurden
deshalb starke Laugen bei niedrige Temperaturen (KOH, 5-24 %, 4 oC) sowie
schwache Laugen bei méssigen Temperaturen {0.5 %, 35 oC) verwendet.

Behandlungen mit CDTA, EDTA, NTA und Ammoniumoxalat haben, zumindest
makroskopisch betrachtet, keinen negativen FEinfluss auf die Holzstruktur. In
Kombination mit KOH tritt zwar eine leichte Braunfirbung der Holzoberflache auf,
jedoch keine makroskopisch wahrnehmbare Strukiurver&nderung des Holzes.
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Abb. 63 a-f: Aufnahmemenge [g] und Eindringtiefe von Farbidsung in chemisch vorbahanrdelle
und unbehandelte Holzproben (zur Erklirung der Behandiungen 1-25 siche Tab. 31; fir die
Methode der Beurteilung der Eindringung siehe Abschnitt 3.1).
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4,2,2.2 Behandlung mit Laugen, Komplexbildnern und Siuren

EINLEITUNG

Im vorliegenden Versuch wurden u.a. die Mittel des Vorversuchs erneut getestet, die
die Holzstruktur -makroskopisch gesehen- nicht negativ beeintlusst haben. Zudem
sollte die Wirksamkeit von Na-HMP und Ascorbinsaure untersucht werden.

MATERIAL UND METHODE

Holz

Die Proben wurden aus getrocknetem, blauefreiem Schnittholz gesigt (Herkunft:
deutsche Mittelgebirgslage "H1" vgl. Kapitsel 3.1). In die verschiedenen Behandlungen
wurden Splintproben (20 x 20 x 50 mm) eingebracht.

Chemikallen

Die im Versuch verwendsten Chemikalien und Behandlungsparameter Konzentration,
Temperatur und Behandlungsdauer sind in Tab. 33 aufgslistet.

Behand. Mittel Konz[%] Temp.[oC] Dauer[h]
26 NaOH 5 4 241168
27 KOH 5 4 24/168
28 KOH 24 4 24/168
29 NaOH 05 35 241168
30 KOH 0.5 35 24168
31 CDTA+KCH 1+1 70 24/168
32 NTA+KOH 1+1 70 24/168
33 EDTA 1 S0 24168
34 Ammox. 1 90 24/168
35 Ascorbin i 80 72168
36 Na-HMP 2 80 721168
37 Wasser 90 721168
38 Wasserdampf 168

Tab. 33 : Im Versuch Abschnitt 4.2.2.2 verwendete Mittsl und Behandiungsparameter.
Behandlung 26 - 37

Die Proben dieser Behandlungen wurden im Kesseldruckverfahren (1 h Vacuum, 2 h
10 bar Druck) mit dem Mittel getradnkt. Anschliessend wurden die Proben in der
Flissigkeit auf die gewinschte Temperatur gebracht. Die Druckbehandlung wurde
nach 24 h, 48 h, 120 h und 144 h wiederholt. Nach Ablauf der Behandlungen (24 bzw.
72 bzw. 168 h) wurden die Proben 7 Tage unter fliessendem Wasser ausgespiilt und

anschliessend bei 23 oC/ 50% relativer Luftfeuchte getrocknat.
Behandiung 38
Die Wasserdampfbehandlung wich von den anderen Behandlungen ab. Die

Holzproben wurden in einem Glasbehalter auf Glasréhrchen gelagert, unter denen
sich Wasser befand (siehe Abb. 64). Das Wasser wurde durch ein Heizelement zum
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Kochen gebracht, der Dampf strdmte an den Holzproben vorbel, kondensierte an
einem Riickflusskiihler wieder aus und floss zuriick in die Lésung. Die Behandlung
dauerte 7 Tage. Danach erfolgte keine Ausspilung wie bei den anderen
Behandlungen,

ERGEBNISSE

Die Proben wurden mit der in Tab. 32 beschriesbenen Methode visuell beurteilt, dann
mit wéassrigem Rhodamine-B im Vacuumverfahren imprdgniert und die
Aufnahmemenge und Eindringtiefe des Mittels in die Proben bestimmt.

Aufnahme und Eindringung

Die Messergebnisse sind in Abb. 65 a u. b graphisch dargestelit. Anhand der Graphik
ist deutlich zu erkennen, dass lediglich die Ammoniumoxalat- und EDTA-
Vorbehandlungen die Aufnahme an wéssriger Rhodamineldsung verbessern, Die
Proben nehmen nach Behandlung mit Ascorbinsdure bzw. Na-HMP recht viel
Flussigkeit auf, die Kontrollpreben dieser Behandlungen jedoch ebenfalls.

Obwohl die meisten Behandlungen die Aufnabme an Farblésung im Vergleich zum
unbehandelten Holz verschlechtern, fillt bei der Betrachtung der Graphik auf, dass die
Aufnahme an Filssigkeit nach 7 Tagen Vorbehandlung besser ist als nach einer
kurzzeitigen Behandiung (1 Tag). Diese Tendenz ist bei allen Behandlungen zu
erkennen, bei denen Lauge verwendet wurde. Diese Beobachtung wird in Kapitel 6
diskutiert.

Visuelle Beurtellung

Die mit starken Laugen behandelten Proben (Bshandlungen 26, 27, 28} zeigen keine
Braunfirbung, jedoch starke Verformungen des Holzquerschnittes. Auch die mit
schwachen Laugen behandelten Proben (29, 30} und die kombinierten Behandlungen
von CDTA bzw. NTA mit Lauge (31, 32) sind verformt und wurden daher mit “schlecht”
beurteilt. Die mit EDTA bzw. Ammoniumoxalat behandelten Proben (33, 34) sind zwar
bréunlich verfarbt, zeigen aber insgesamt keinerlei Strukturveranderung und wurden
dashalb mit "gut® bewertet. Die Behandlungen mit Ascorbinsdure und Na-HMP (35, 36)
und in geringerem Masse auch die Wassaerdampfbehandlung (38) flhren zu
Querschnittsverformungen und Verfirbungen und bekommen deshalb schlechte
Beurteilungen. Auch die Heisswasserbshandlung des Holzes (90 ©C) flhrt zur
Braunfarbung der Holzoberflache, jedoch zu keinerlel Verformungen oder anderen
Strukturverénderungen.

Zusammenfassung der Ergebnisse

In diesen Versuchen wurde mit getrockneten, unverblauten Holzproben gearbeitet.
Trotzdem verursachten die meisten Vorbehandlungen mit Chemikalien keinerlsi
Verbesserung der Schutzmittelaufnahme oder Eindringung, sondern brachten
teilweise sogar eine starke Verschlechterung. Dieses ist vor allem bei allen
Laugenbehandlungen zu konstatieren. Auch die Behandlung mit Wasserdampf
verbesserte die Aufnahme und Eindringung an Farblésung nicht. In der Diskussion
(Kapite! 6) wird versucht, eine Erkldrung fir diese Becbachtungen zu finden.

Zu der Verschlechterung in der Aufnahme an Flissigkeiten kommt zusitzlich als
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negativer Effekt hinzu, dass viele der Behandlungen die Holzstruktur stark angreifen
und schwéchen. Auf weitere Versuche mit Laugen soll aus diesen Grinden verzichtet
werden.

Lediglich die Behandlungen mit EDTA (33), Ammoniumexalat (34), Ascorbinsiure (35)
und Na-HMP (36) verschlechtern die Autnahme und Eindringung der Farblésung nicht,
vielmehr verbessern sie sie teilweise und greifen die Holzstruktur nicht oder in
geringerem Masse an. Deshalb wurden weitere Versuche u.a. mit diesen Chemikalien
durchgefdhrt.

Abb. 64: Wasserdamplbehandiung der Proben (Behandlung 38). Holzproben (P) gelagert aut
Glasrohrchen (g). Wasser wurde auf Heizplatte (h) verdampft, strdmite an Proben vorbei,
kondensierte an Kithiwende! (w). Das Kondansat wurde zuriickgefihr,
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Abb. 65 a u. b: Aufnahmemenge [g] und Eindringtiefe von Farbldsung in chemisch
vorbehandelte und unbehandeite Holzproben (zur Erkidrung der Behandiungen 26-38 siehe
Tab. 33; fir die Methode der Beurteilung der Eindringung siehe Abschnitt 3.1).
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4,.2.2.3 Auswahl von Chemikalien fir Schnittholzversuch
EINLEITUNG

Im vorherigen Versuch waren einige Chemikalien in der Lage, die Impragnierbarkeit
der Fichtenproben -wenn auch nur geringfigig- zu verbessern, ohne dabei die
Holzstruktur negativ zu beeinflussan. Die Mittel EDTA, Ammoniumoxalat und Na-
Hexametaphosphat (Na-HMP) wurden deshalb hier erneut, jedoch in hdherer
Konzentration und mit hbherer Temperatur, fir Vorbehandiungen des Holzes
varwendet. Ausserdem wurden die Mittel Ca-acetat und Essigséure, mit welchen
Sandesrmann und Jonas (1952) die Gaspermeabilitdt von kleinen Fichtenproben
verbessern konnten sowie Ameisensiure und Phosphonopropionséure angewandt.

MATERIAL UND METHODE

Holz

Fir diese Versuche wurde getrocknetes Splintholz der gleichen Herkunft wie im
vorherigen Versuch verwendet. Aus Brettern wurden Proben mit den Abmessungen 20
x 20 x 50 mm gesagt und gehobelt. Je Versuch wurden erneut 5 Proben eingebracht.
Nur bei Behandlung 47 wurde frisch gesfgtes Holz der Ségerei Zalo/ Loneker
verwendet (Herkunft: Umgebung Zwolle}.

Chemlkalien

Die verwendeten Chemikalien und Versuchsparameter Konzentration, Temperatur
und Behandlungsdauer sind in Tab. 34 autgelistet.

Behand.  Mittel Konz.[%]  Temp.[°C] Dauerfh]
40 Ca-acetat 10 100 3/4
41 Ca-acetat 10 100 4
42 EDTA 1 100 4
43 Ammaox. 10 100 4
44 Essigséure 10 100 4
45 Na-HMP 10 100 4
46 Ameisensiure 10 20 360
47 Phosphonséure 10 100 4

Tab. 34: Im Versuch Abschnitt 4.2.2.3 verwendele Chemikalien und Behandlungsparameter:
Konzeniration, Temperatur und Dauver.

BEHANDLUNGSMETHODEN
Behandlung 40

Die Behandlung mit Ca-acetat wurde ohne Vacuumimpragnierung der Proben mit der
Flissigkeit vorgenommen. Eine kochende 10 % Ca-acetatldsung wurde Uber die
Proben gegossen, welche dann noch weitere 45 min in der Flissigkeit gekocht
wurden, Mit dieser Vorbehandlungsmethode hatten Sandermann u. Jonas (1952) die
Gaspermeabilitdt getrocknaeten Holzes erhohen kdénnen. Nach der Behandiung

wurden die Proben ohne Ausspilen bei 18 oC/ 40 % relativer Luftfeuchte getrocknet.

155



Behandlungen 41 bis 45

Bei diesen Behandlungen wurden die Fl(issigkeiten auf 100 oC erwarmt und dann die
Hoizproben unter Druck {2 h, 10 bar) mit der Lbsung irmpragniert. Anschliessend
wurde die Temperatur erneut auf 100 oC gebracht und die Proben 2 h in der L8sung
gekocht. Nach der Behandlung wurden die Proben ebenfalls bei 18 oC/40 %
zurickgetrocknet. EDTA ist im Handel nur in 1 % Ldsung erhdltlich und wurde deshalb
nicht in stirkeren Konzentrationen verwendet. Die Loslichkeit von Ammoniumoxalat
bei Zimmertemperatur liegt bei ca. 2 %. Da hier jedoch mit heissen Ldsungen
gearbeitet wurde, konnte eine 10 % Konzentration erreicht werden.

Behandlung 46

Bei der Behandlung mit Ameisensiure (HCOOH) wurden die Proben untergetaucht
und 15 Tage lang in einer 10 % L&sung bei Zimmertemperatur gelagert. Die Proben
wurden anschliessend zurlickgetrocknet und dann mit PVAc-Leim abgedichtet. Die
Vacuumimpragnierung wurde jedoch diesmal nicht mit wéssrigem Rhodamine B
ausgefihrt, sondern mit einem wéssrigen Holzschutzmittel (Impra CCO) auf der Basis
von Kupfer-, Chrom- und Borsalzen.

Behandiung 47

In dieser Behandlung wurden die Holzproben mit einer 10 % L&sung von
Phosphonopropionséure (pH 1} im Druckverfahren (2 h/ 10 bar) impragniert. Die
Proben wurden dann weitere 2 h in der Ldsung gekocht, dann zurickgetrocknet und
anschliessend mit einem wassrigen Holzschutzmitte! impragniert.

ERGEBNISSE

Wie auch bereits bei den vorherigen Versuchen wurden alle Proben nach der
Behandlung visuell beurteilt. Dann erfolgte eine Vacuum-Druckbehandlung (15 min
Vag/ 15 min Druck 3 bar) mit einem Holzschutzmittel, deren Aufnahme und
Eindringung in den Proben als Mass fir die Effektivitat der Vorbehandlung genommen
wird.

Aufnahme und Eindringung

Die Messergebnisse der Aufnahme und Eindringung des wissrigen Farbstoffes bzw.
des Holzschutzmittels in die Holzproben sind in Abb. 66 a u. b abgebildet. Anhand
dieser Abbildungen ist zu erkennen, dass, wie auch bereits bei den vorherigen
Versuchen, die Vorbehandlungen zu keiner oder zu nur geringen Verbesserungen der
Impragnierbarkeit des Holzes flihren; und zwar dieses trotz hdéherer
Behandlungstemperaturen und Mittelkonzentrationen.

Die Behandlungen mit Ca-acetat verschlechtern die Aufnahme und Eindringtiefe des
Holzschutzmittels, wobei die “oberflichliche” Ca-acetatbehandlung (ohne
Imprégnierung mit dem Mittel) zu einem besseren Resultat fihit als die tiefergehende
Behandlung (41). Das gute Ergebnis, welches Sandermann u. Jonas {1952} mit einer
vorgleichbaren Behandlung erzielten, kann mit den hier durchgefilhrten Versuchen
nicht bestatigt werden.
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Abb. 56 a u. b: Aufnahmemenge [g] und Eindringliefe von Farbibsung in chemisch
vorbetandalte und unbehandelte Holzproben (zur Erkidrung der Behandlungen 40 - 47 siehe

Tab. 34; fir die Methode der Beurteilung der Eindringung siehe Abschnitt 3.1).
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Zu einer Verschlechterung der Holzschutzmittelaufnahme fihrte auch die
Vorbehandlung mit EDTA. Dieses Resultat stimmt {iberein mit dem Ergebnis des
vorherigen Versuches, in dem EDTA erst nach langer Behandlungszeit eine geringe
Verbesserung verursachte. Die gleiche Tendenz wurde auch fir Na-HMP konstatiert.
Auch Phosphonopropionséure verbesserte wunter den gewdhlten
Versuchsbedingungen die impréagnierbarkeit des Holzes nicht.

Vaon den diversen Vorbehandlungen fihrten lediglich Ammoniumoxalat, Essigséure
und Ameisensiure zu einer Varbesserung der Aufnahme. Da jedoch beim Versuch mit
Ameisensiure die Trankung nach der Vorbehandlung nicht mit wéssrigem Rhodamine
B, sondern mit einem wissrigen Holzschutzmitte! durchgeiiihrt wurde, sind diese
Ergebnisse nicht direkt miteinander vergleichbar. Sie weisen jedoch darauf hin, dass
auch Ameisensiure die Imprignierbarkeit des Fichtenholzes geringflgig verbessert.

Visuelle Beurteilung

Keine der Vorbehandlungen verinderte die Holzstruktur wesentlich. Auf eine
Bewertung jeder einzelnen Probe konnte deshalb verzichtet werden.,

Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Ergebnisse dieses Teilversuches machen deutlich, dass keine der verwendeten
Chemikalien bei einer kurzzeitigen Vorbehandlung die Impragnierbarkeit des Holzes
zufriedenstellend verbessert. Einige der Mittel verschlechterten die Aufnahme und
Eindringung des Holzschutzmittels sogar und sind deshalb fir weitere Versuche mit
grésseren Holzproben (Schnittholz) nicht geeignet.

Eine Verbesserung der Schutzmittelaufnahme wurde nur mit Ammoniumoxalat,
Essigsdure und Ameisensiure erreicht. Da die Behandlung mit Ameisensiure im
Gegensatz zu den beiden anderen Behandlungen trotz der langen Dauer (15 Tage im
Vergleich zu 4 h) keine besseren Resultate brachte, wurden fir die weiteren,
langerdauernden Versuche mit Schnittholz Ammoniumoxalat und Essigséaure
ausgewdhit.

Obwohl Na-HMP in diesem Versuch ein nur missiges Resultat erreichte, wurde es
dennoch fir die Schnittholzversuche ausgewahlt. Diese Auswahl erfolgte, weil Na-
HMP in dem vorherigen Versuch bei langerer Einwirkdauer die Impragnierbarkeit der
Proben verbessern konnte.

4.2.3 Versuche mit Schnittholz
EINLEITUNG

Anhand der Resultate der drei Versuche mit Kleinproben wurden drei Chemikalien fir
Versuche mit Schnittholzproben ausgewahlt. Dieses waren im einzelnen:
Ammoniumoxalat, Na-Hexametaphosphat (Na-HMP) und Essigséure.

Der Erfolg der chemischen Vorbehandlung wurde -wie auch bereits bei anderen
Versuchen beschrieben (siehe Kapitel 3)- anhand von Triankversuchen ermittelt. Die
behandelten und unbehandeliten Proben wurden dafir im Kesseldruckvertahren mit
einem wassrigen Holzschutzmittel impragniert und die Aufnahme und Eindringung des
Mittels in den Praben miteinander verglichen. Als weiteres Mass fir den Erfolg der
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Vorbshandlung dienten Messungen der Wasserpermeabilitit des unbehandelten und
behandelten Holzes. Festigkeitshestimmungen (Biegefestigkeit und E-modul} gaben
abschliessend Auskunft dber eine eventuelle Reduktion der Holzfestigkeiten aufgrund
der chemischen Vorbehandlung.

MATERIAL UND METHODE
Holz

Fir diese Versuche wurde, wie auch bereits im letzten Kleinprobenversuch, frisch
gefélites Holz aus der Gegend von Zwolle verwendet, welches am vorherigen Tag
gefallt worden war und somit keine Verblauung aufweisen konnte. Die Stamme
wurden in 25 mm dicke Bohlen gesagt, Kern- und Splintholz in frischem Zustand
differenziert. Das Holz wurde anschliessend bei 18 oC/ 50 % relativer Luftfeuchte
getrocknet. Fir die Versuche wurden aus 5 Biumen (Baum 1,3,6,7,8) jewsils 2 Bohlen
in Proben mit 150 mm Lénge und variabler Breite geségt. Fir die Festigkeitsversuche
wurden fehlerfreie Splint- und Kemnholzproben aus den gleichen Bohlen gesagt.

Chemikalien

Wie bereits in der Einleitung genannt, wurden die Schnittholzproben mit den in Tab.
35 aufgelisteten Chemikalien vorbehandelt.

Behandl. Mittel Konz. Temp. Dauer
(%] [°c ral

| Essigsure 2 60 10/20
n Na-HMP 2 60 10/20
n Ammonismoxalat 2 60 10/20
v Wasser €0 10/20

Tab. 35: Fiir die Vorbehandiung von Schnittholz verwendete Chemikalien (Abschnitt 4.2.3).

Abb. 67: Versuchsaufstellung bei
der Behandlung mit Essigsdure.

Die Holzproben (H) wurden in
Plastikwannen in der Sdure gelagert.
~. Die Temperatur wurde durch T
Pl . 20¥ auchsieder (S) mit Thermosensor (T)
\\ F geregeit. Weiterhin bedeuten.

F = Flissigkeitsspicgel,
P = Piastikdecke! gegen Verdunstung.
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Behandlungen I-IV:

Die Holzproben wurden in Plastikwannen (45 x 45 x 50 cm) gestapelt und in einer
Kesseldruckanlage mit Vacuum (1.5 h) und Druck (3.5 h, 10 bar) mit den Flissigkeiten
impréagniert. Die Behandlungen IV wurden in Klimaschranken, durch Abdecken vor
Verdunstung geschiitzt, auf 60 oC gebracht und dort wahrend des Versuchszeitraumes
gelagert. Zum Erreichen der Temperatur (60 oC) bei der Behandiung mit korrosiver
Essigsiure (Behandlung I) wurden in die Plastikbehilter grosse Tauchsieder
eingebracht. Ein TemparaturiGhlier regelte wihrend des Versuchs die gewinschte
Temperatur (siche Abb. 7). Nach Beendigung der Versuche wurden die Proben bei
18 oC/ 50 % relativer Luftfeuchte zurilickgstrocknet.

Ergebnisermittiung

Vor der Imprégnierung mit einem wéssrigen Holzschutzmittel (CKB-Salz, 3 %) wurden
alle Hirnflichen der Proben mit einem Epoxyharz abgedichtet. Die Impragnierung
wurde dann im Kesseldruckverfahren (15 min Vacuum, 15 min Druck 3 bar)
vorgenommen und anschliessend die Schutzmittelaufnahme [kg/m3] und die
Eindringtiefe bestimmt. Im Gegensatz zu der rein visusllen Beurteilung der
Eindringtiefe in allen bisherigen Versuchen (sieshe Kapitel/ 3) wurde in diesem
Versuch aufgrund gleichméssiger Eindringung die Eindringtiefe des Mittels an 5
Stellen der Probe gemessen und rechnerisch gemittelt.

Autgrund sehr geringer Unterschiede in der Eindringtiefe zwischen vorbehandelten
und unbehandelten Proben wurden die Resultate der Eindringtiefe sowie der
Aufnahmemenge der verschiedenen Behandlungen statistisch ausgewertet. Davon
ausgehend, dass die Daten normalverteilt sind, wurden eine Varianzanalyse mit
Zweifach-Einteilung (two-way classification) und ein F-Test angewandt. Auf digse
Woeise liessen sich "Behandlungsseffekte” von "Baumefiekten” trennen. Mit einem t-Test
(Student’s t-Test) wurden kleinste signifikante Unterschiede (LSD) erarbeitet. Mit den
gleichen statistischen Berechnungen wurden ebenfalls die Resultate der
Festigkeitsuntersuchungen und der Permeabilititsmessungen ausgewertet.

ERGEBNISSE
Aufpahme und Eindringung von Holzschutzmitteln

Die Aufnahmemengen und Eindringtiefen des Holzschutzmittels in die Proben sind in
den ANOVA-Tabellen im Anhang 2 und 3 aufgelistet. Abb. 68 a u. b zeigen die
gemittelten Werte der verschiedenen Behandlungen.

Bei der Betrachtung der Aufnahmewerte fallt auf, dass der durch die chemische
Vorbehandlung verursachte Effekt nicht grésser ist als der durch die Anwendung von
Holz verschiedener Baume hervorgerufene Unterschied. Bei einer Signifikanzstufe
von 0.05 kénnen bei den meisten Behandlungen auch keine Unterschiede zum
unbehandelten Holz nachgewiesen werden. Eine Ausnahme bildet hierbel die 20-
tagige Vorbshandlung mit Essigsaure, die signifikant von der Kontrollbehandiung
verschieden ist, Bei Erhdhung der Signifikanzstufe auf 0.10 lassen sich auch fiir die
kurze Essigsaurebehandiung und die Ammoniumoxalatbehandlungen signifikante
Unterschiede wahrnebmen. Die Werte der kurz- und langdauernden Behandlung mit
Na-HMP hingegen unterscheiden sich nicht von der Kontrollbehandlung.
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161



Deutlicher sind die Behandlungseffekte bezliglich der Eindringtiefe nachweisbar.
Sowohl Ammoniumoxalat als auch Essigs@ure verbessern die Eindringung
{Signifikanzniveau L= 0.05) bereits nach 10 Tagen Vorbehandlung signifikant. Ein
Unterschied zwischen der kurz- und langdauernden Behandlung kann jedoch nicht
nachgewiasen werden. Na-HMP verbesserte die Eindringung nicht.

Sowohl bezlglich der Aufnahmemenge als auch bei der Eindringtiefe lassen sich
nicht nur durch die Vorbehandlungen verursachte Unterschiede nachweisen, sondern
ebenfalls Unterschiede zwischen den verschiedenen Béumen feststellen. Dies macht
erneut deutlich, wie wichtig eine sorgfiltige Probenauswahi und Probeneintsilung bei
Versuchen mit Holz sind.

Permeabilitit gegeniiber Wasgser

Die Messungen der Wasserpermeabilitdt wurden mit der gleichen Messanlage wie die
in Abschnitt 3.3.2 beschriebenen Versuche durchgefihrt. Messmethode und Methode
der Ergebnisermittlung sind dort nachzulesen. Die Ergebnisse der 60 min davernden
Permeabilitatsmessungen sind graphisch in den Abb. €9 a-d wiedergegeben,

Bei der Betrachtung der Graphiken wird deutlich, dass die Wasserpermeabilitit nach
den verschiedenen Behandiungen nicht grosser ist als die Permeabilitat der
Kontrollbehandlung.

Um jedoch auch eventuell geringfligigp vorhandene Unterschiede nachweisen zu
kénnen, wurden die Messwarte zum Zeitpunkt t=45 min mittels der oben genannten
statistischen Methoden miteinander verglichen. Auch diese Auswertung erbrachte das
Ergebnis, dass beziiglich der Wasserpermeabilitit mit der hier angewandten
Messmethode keine signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungen
nachwelsbar sind.

4.2.4 Festigkeitseigenschaften des Holzes nach chemischer
Vorbehandlung

MATERIAL UND METHODE

Splint- und Kernproben wurden in den vorher beschriesbenen Versuchen mit
unterschiedlichen Chemikalien behandelt. Anschliessend wurden im Biegeversuch
{DIN-Norm 52186) die Biegefestigkeit und das E-modul behandelter und
unbehandelter Proban bestimmt (Methode des Biegeversuches: siehe Abschnitt 3.4).
Eine genauere Beschreibung des Probenmaterials und der chemischen
Vorbehandlung ist in 4.2.3 gegeben. Die Probenabmessungen betrugen 20 x 20 x
400 mm, Die Resultate wurden, wie auch bereits im vorherigen Kapitel erwahnt, mittels
statistischer Methoden ausgewertet (Varianzanalyse, F-Test, t-Test).

ERGEBNISSE

Die Mittelwerte der im Biegeversuch bestimmten Festigkeiten sind in Tab. 36
aufgenommen. Die Ergebnisse sind ausserdem als ANOVA-Tabellen im Anhang 4-6
aufgenommen. Die Kernholzdaten des Versuches mit Ammoniumaxalat wurden nicht
ausgewertet, da aufgrund eines holzfehlerbedingten Probenausfalles nicht genug
Daten zur Verfiigung standen.
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Der Vergleich der Fastigkeiten des Splintholzes zeigt, dass zwar ein signifikanter
Unterschied zwischen den aus verschiedenen Baumen kommenden Proben besteht,
nicht jedoch auch ein behandlungsbedingter Unterschied. Dieser Unterschied
zwischen den verschiedenen Baumen ist auch beim Kernholz zu erkennen, hier
jedoch in geringerer Gréssenordnung. Auch beim Kernholz filhrten die chemischen
Vorbehandlungen in der Regel nicht zu einer Schwichung der Holzstruktur, Lediglich
bei der kurzzeitigen Behandlung mit Na-HMP zeigte sich eine, wenn auch geringe,
Verringerung der Biegefestigkeit. Warum dies dann nicht auch bei der 20-tagigen
Behandlung mit Na-HMP nachzuweisen ist, kann nicht erklart werden.

Zusammenfassend kann ausgesagt werden, dass eine 10- bzw. 20-tigige
Behandlungen mit Ammoniumoxalat oder Essigséure bei 60 oC
Behandlungstemperatur die Biegefestigkeit und das E-modul des Splint- und
Kernholzes nicht verringern,

Splintholz Kernholz
E-modul Biegef. E-modul Biegef.
10 20 10 20 10 20 10 20 Tg:_
Ammoniumox. | 3140 3310 56 61 2400 51
Essigstura 3400 3400 60 54 2700 2750 | 49 48
Na-HMP 3420 3050 59 54 2500 2700 | 48 57
Wasser 3140 54 2870 54

Tab.36: Gemittelte Werte des im Biegeversuch bestimmien E-moduls [N/mm2] und der
Biegefesiigkeit [N/mm2] von behandeiten und unbehandelien Spiint- und Kernholzproben.
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Abb. 69 a-d: Wasserpermeabilitit [ 1 / Pa * s] von unbehandeiten und chemisch behandeiten
Proben zu verschiedanen Zaiipunkien der Massungen.
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5 Rasterelektronenmikroskopie

Einige der in den Versuchen der Kapitel 3 und 4 mit Enzymen bzw. Chemikalien
behandelten Fichtenholzproben wurden im Rasterelektronenmikroskop (REM)
untersucht. Material und Methode der enzymatischen bzw. chemischen Behandiung
sind den entsprechenden Kapiteln zu entnehmen. Die Holzproben wurden nach
Meylan u. Butterfield (1978) fur die REM prépariert. Die nachfolgend dargestellten
Aufnahmen geben ein reprasentatives Bild der begutachteten Struktur der Proben

wieder.

REM-Aufnahmen unbehandelten Fichtenholzes

Abb. 70:

Abb. 71:

Abb. 72;

Abb. 73:

Abb. 74 ;

Querschnitt durch eine Frihholiztracheide, Zu erkennen sind die
diinnwandigen Zellwdnde sowie die behdften Tiipfel als Verbindungspforten
zwischen den benachbarten Tracheiden (2500 x Vergr.).

Im Radialschnitt sind nebeneinander liegende Tracheiden mit intakien und
geschlossenen Hoftlipfein sowie Kreuzungsfeldilipfe! als Verbindung von
Tracheiden mit Markstrahlparenchymzelien zu erkennen (600 x Vergr.}).

Wachselseilig nach oben bzw. unten geschlossene intakte Tiipfelreihen
nebeneinander liegender Tracheiden unbehandelten Holzes (1000 x
Vergr.).

intakter, geschlossener Hoftdpfel in Aufsicht. Deutlich zu erkennen ist der
nach aussen gewdible Hof, gegen den sich von innen der Porus anlegt
und somit die Durchidssigkeit des Tiipfels gegeniiber.Fliissigkeiten und
Luft behindert (4000 x Vergr.).

Innenansicht des Hoftlipfels nach Entfernen des oberen Hofes. Zu erkennen
ist der runde Torus, der seitlich durch das Fibriflengeriist der Marga mit der
Zellwand verbunden ist (4000 x Vergr.).

Abb. 70
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Abb. 71: Abb. 72:

Abb. 73 Abb. 74 ;
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REM-Aufnahmen enzymatisch behandelten Fichtenholzes

Zu erkennen ist, dass durch die Enzymbehandlungen die Mikrostruktur der Zellwand
auf unterschiedliche Waise ver&ndert wird.

Abb. 75:

Abb. 76 ;

Abb. 77:

Abb. 78:

Abb. 79:

Abb. 80 u. 81:

Angeldste Strukiur nebeneinander liegender Hofilpfel nach 10-tdgiger
Behandiung mit 2 % Rohament CT/ Pectinax 3xL {3500 x Vergr.).

Durch Behandlung mit 1 % Rohament CA/ Rohapect DSP5 verinderte
Strukiur des Torus (4000 x Vergr.).

Verdnderung der Hottipfal durch 7-tigige Behandiung mit Rohament CT/
Peclinex 3xL. Die Margo und der Torus erscheinen siark angeldst und zeigen
nicht mehr die normale Struktur (3000 x Vergr.; vgl. auch

REM-Aufnahmen von unbehandeltem Holz).

Brilchige Margo eines Hoftiplels nach Behandlung mit 1 % Rohament
CA/ Rohapect DSP5 (5400 x Vergr.).

Aufsicht auf eine Tipfelreihe nach Behandiung mit 1 % Rohament CA/
Rohapect DSP5. Die Tori der Tipfel sind stark angegriffen und brdchig
(1100 x Vergr.).

Durch Einwirkung von 1 % Rohament CA/ Rohapect DSPS abgebaute Tor
der Hoftiipfel. Ausserdem ist zu erkennen, dass die Zellwand selbst nicht
angegriffen ist. Ebenso schaint die Margo nicht oder nur wenig durch die
Enzymeinwirkung abgebaut zu sein (4000 x Vergr.}.

Krouzungsfeldtipfe! (Tipfel zwischen Tracheiden und
Holzstrahiparenchym) nach Behandiung mit Rohament CA/ Rohapect
DSP5. Deutlich zu erkennen sind die zerstdrien Membranen vieler
Tiplel (1200 x Vergr.).
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Abb. 75: Abb. 76 :
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Abb. 80

oo Abb. 82:
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REM-Aufnahmen chemisch behandelten Fichtenholzes

Tagen Behandlung mt 24 % KOH be| 4 °C

Abb. 83:

Nach KOH-Behandiung teilweise aufgelbste Tori der Hoftdpfel
{3000 x Vergr.).

Rauhe, toilweise angeldste Tracheldenwdnde (2200 x Vergr.).

Angegriffene Hoftipfel (1200 x Vergr.).

Ammomumoxalat ben 90 oC

Abb. 86:

Abb. 87:

Abb. 88:

Abb. 83:

intakte Tracheidenwand mit Oxalatkristallauflagerungen nach
Behandiung mit Ammoniumoxalat (1200 x Vergr.).

Blick durch Pori in den Hof der Tipfel. Die Tori liegen von der Margo
losgeldst im Hof vor (3000 x Vergr.).

Durch Ammoniumoxalatbehandiung teilweise gekiste Margofibrillen.
Der Torus selbsi ist nur wenig abgebaut (5000 x Vergr.).

Durch Oxalatkristalie verstopfte Por! der Hoftlpfel. Die Zeliwande der

Tracheiden sind durch die Behandiung nicht angegriffen
{2000 x Vergr.) .
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bb. 85:

Abb. 86
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Abb. 88:

Abb. 87 :

Abb. 89 :
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6 Diskussion der Versuchsergebnisse

6.1 Chemische Vorbehandlung von Fichtenholz

Die im Kapitel 4 beschriebenen Versuche hatten zum Ziel, die Parmeabilitat von
Fichtenholz fir Holzschutzmitiel zu verbessern. Dazu wurden Fichtenholzproben mit
Laugen, S&uren, Komplexbildnern und Calciumacetat in unterschiedlichen
Konzentrationen, bei verschiedenen Temperaturen und mit unterschiedlicher Dauer
vorbehandelt. Die Holzprobaen wurden anschliessend ausgewaschen, getrocknet und
dann mit wassrigen Farblésungen bzw. Holzschutzmitteln impragniert. Die von den
Proben bei dieser Impragnierung aufgenommene Menge Holzschutzmittel sowie die
Eindringtiefe des Mittels in die Proben wurde als Mass fir den Erfolg der
Vorbehandiung genommen. Messungen der Wasserpermeabilitit der Proben
ergaben weitere Informationen Uber den Effekt der Vorbehandlungen.
Behandlungsbedingte Festigkeitsreduktionen wurden durch Biegeversuche Gberprift.

6.1.1 Vorbehandlung mit Laugen

Die Versuche der Vorbehandiungen mit KOH bzw. NaOH zeigen deutlich, dass sich
als Folge der Laugenbehandlungen die Schutzmittelaufnahme und -eindringung ins
Holz verschlechtern. Kurzzeitige Behandlungen (2-24 h) wverursachen grossere
Reduktionen der Aufnahme und Eindringung als langer dauernde Vorbehandlungen
{7 Tage).

Bereits Sandermann u. Jonas (1952) konstatierten bei Permeabilitatsmessungen mit
COz2 an Fichtenholzproben einen stark negativen Einfluss durch Laugenbehandlung.
Zu einem anderen Ergebnis kamen Yoshimito et al. (1972). Sie behandelten
Mikroschnitte von Cryplomeria japonica D.Don und Pinus thunbergii PARL. 15
Minuten mit NaOH unterschiedlicher Konzentrationen und beocabachteten im
Lichtmikroskop in vielen Fillen Aufléseerscheinungsn der Hoftipfel. Sie folgerten
daraus, dass sich durch eine Laugenbehandlung die Imprégniereigenschafien der
beiden Holzarten verbessern lassen, wiesen dies jedoch experimentell nicht nach.

Auch Imamura et al. (1974) zeigten mit Versuchen an varschiedenen Nadelhélzern,
dass sich die Hoftipfel aus jungen Geweben mit einer 5 % KOH-Ldésung entfernen
lassen. Zum Herauslésen der Tipfel aus &lteren Holzgeweben bendtigten sie
hingegen eine 24 % KOH-L&sung. Die Autoren vermuteten aufgrund dieses
Ergebnisses, dass beim Alterungsprozess der Hoftlpfel chemische Veranderungen
stattfinden.

Eine Erkidrung fir die Ergebnisse der eignen Versuche, die teilweise von denen von
Sandermann u. Jonas {1952) und anderen Autoren abweichen, kann anhand der
elektronenmikroskopischen Aufnahmen des mit KOH behandelten Fichtenholzes
gegeben werden. Im REM wird deutlich (siehe Kapitel 5, Abb. 83), dass die Tori der
Hoftlpfel durch die Laugenbehandiung strukturell verdndert und sogar zum Teil
aufgelést werden. Die Lécher im Torus beweisen, dass Laugen in der Lage sind,
Zellwandpolymere wie Hemicellulosen und Pectine anzugreifen. Mikroskopische und
makroskopische Untersuchungen des Holzes verdeutlichen jedoch auch, dass die
Laugenbehandlurigen zu einer starken Quellung der Zeliwand und der
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Hoftipfelmembran {fOhrt. Aus diesem Grunde wird die Eindringung von
Holzschutzmitteln in die Holzproben sehr behindert. Bereits bei kurzer
Laugenbehandlung quellen die Zellwinde stark; Tipfel dagegen werden nur wenig
abgebaut. Holzschutzmittel kénnen deshalb kaum ins Holz eindringen. Mit
fortschreitender Behandlungsdauer werden siets mehr Hoftiipfel abgebaut, so dass
trotz der starken Zellwandquellung Schutzmittel ins Holz eindringen. Obwehi Tiplel
abgebaut werden, verbessert sich -insgesamt betrachtet- die Eindringung von
Schutzmitteln nach NaOH- bzw. KOH-Behandiung nicht,

Zudem greifen Laugen, wie bereits erwlhnt, die Zellwand an und verursachen
dadurch eine Deformation der Proben und Zellwandschwachungen.
Laugenbehandiungen mit dem Ziel der Verbesserung der Impragnierbarkeit von Holz
sind aus diesern Grunde nicht zu empfehlen.

6.1.2 Vorbehandlung mit Séiuren

Bei den eignen kurzzeitigen Vorbehandlungen des Holzes mit unterschiedlichen
Sauren (4 h Essigsdure, Ascorbinsdure, Phosphonsdure) verbesserte sich die
Aufnahme und Eindringung von Holzschutzmitteln nicht. In einigen Féilien
verschlachterte sich diese sogar (siehe Abschnitt 4.2.2). Lediglich eine 15-tigige
Vorbehandlung kleiner Proben mit Ameisenséiure erhdhte die Aufnahmemenge an
Schutzmitteln, die Eindringtiefe hingegen war schiechter als bei unbehandeltem Holz.

Eine signifikante Verbesserung, sowohi bei der Aufnahmemenge als auch bei der
Eindringtiefe von Schutzmittein in Schnitthoiz ergab sich durch eine 20-tagige
Vorbehandlung mit 2 % Essigsaure.

Auch Sandermann u. Jonas (1952) verbesserten die CO2-Permeabilitdt von frischen
und getrockneten Fichtenholzproben durch eine Salzsdurebehandlung. Da sie mit
sehr kleinen Proben experimentierten (3 x 2 x 2 mm), wurde diese Verbesserung
bereits nach einer 4-tdgigen Behandlung erzielt. Tschernitz (1973} erreichte mit einer
Citronenséurebehandlung (pH 3.5) bei Douglasienholz (Pseudotsuga menziesii var.
glauca) bessere Eindringtiefen von Creosotdlen als in unbehandeltem Holz.

Die in den eignen Versuchen konstatierte Verbesserung der Impréagnierbarkeit des
Fichtenschnittholzes kann mehrere Grinde haben. Zum einén unterliegen einige
Zellwandpolymere auch unter schwach sauren Umstanden hydrolytischem Abbau.
Seifert (1967) wies an Kiefernholz nach, dass vor allem Pentosanketten und in
geringerem Masse auch Hexosanketten durch schwache Sauren hydrolisiert werden.
Dieser Abbau kann unter den gegebenen Behandlungsbedingungen jedoch nicht
alleine fiir die Verbesserung verantwortlich sein. Durch die Einwirkung von S&uren
werden auch verschiedene Extrakistolfe aus dem Holz gelést. Charuk et al. (1974)
sowie Vologdin et al. (1979) wiesen mit Versuchen an Kiefernkern- und Fichtenholz
nach, dass sich die Permeabilitit des Holzes in Bezug auf Gase und Flossigkeiten
durch Herauslosen diverser Extraktstoffe (Terpene, Harze, Fette) erhthen jdsst. Als
Erkldrung fir diesen Effekt geben die Autoren an, dass die Tipfelmembranen mit
solchen Extrakistoffen verklebt sind und nach Extraktion leichter durchgéingig werden.
Bailey u. Preston (1969) erkannten ebenfalls eine Permeabilitdtserhéhung von
Douglasienholz nach Extraktion von Harzen und Terpenen, jedoch folgerten sie
anhand mikroskopischer Studien, dass durch die Entfernung dieser Extrakistoffe das
Interkapillarsystem der Zellwand zwischen den Tracheiden fir Flissigkeiten
durchlassiger wird.
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Die eignen Versuche haben gezeigt, dass nach der Saurebehandlung und
anschliessender Trankung viele Harzkandle mit Schutzmittel gefiilit waren. Diese
Beobachtung |&sst die Feststellung zu, dass durch die Behandlung mit S&uren Stoffe
aus den Harzkandlen geldst werden und diese somit besser fur Flissigkeiten
durchgéngig werden.

Farbliche Veranderungen der Holzobertliche wiesen auf eine chemische
Veranderung der Holzkomponenten hin. Im Biegeversuch konnte jedoch
nachgewiesen werden, dass die Essigsiurebehandlung nicht zur Schwichung des
Holzes flhrt. Die Begriindung hierflir diirfte darin liegen, dass bei der angewandten
Konzentration und Temperatur sich vor allem die Hemicellulosen chemisch verandern,
die nur in geringem Masse zur Festigkeit der Holzzellwand beitragen.

6.1.3 Vorbehandlung mit Komplexbildnern

In einigen Versuchsreihen wurden Chemikalien angewandt, von denen erwartst
wurde, dass sie aufgrund ihrer starken Affinitdt zu metallischen Kationen die
Calciumbriicken der Pectine brechen und somit die Ldslichkeit der Pectine erhShen
wirden.

Bei kurzandauernden Vorbehandlungen mit erhéhten Temperaturen (2-4 h, 70-100
oC) kannte keine verbesserte Schutzmitteleindringung erreicht werden. Vielmehr
verschiechterte sich die Eindringung und Aufnahme von Holzschutzmitteln sogar. Bei
der Verlangerung der Versuchsdauer auf 18-24 h verbesserten sich zwar die
Aufnahmemengen im Vergleich zur kurzzeitigen Behandiung in geringem Umfang,
trotzdem waren die Proben insgesamt weniger aufnahmeféhig als die unbehandelten.
Eine signifikante Verbesserung wurde erst mit einer 10-tagigen
Ammoniumoxalatbehandlung erzielt. Dieser Effekt konnte jedoch bei einer
Verlangerung der Vorbehandiung auf 20 Tage nicht mehr verstarkt werden.

Die Wirksamkeit von Ammoniumoxalat bei der Verbesserung der Eindringung von
Holzschutzmitteln wurde auch von anderen Autoren beschrieben. Sandermann u.
Jonas (1952) beobachteten, dass sich die Permeabilitit von getrockneten
Fichtenproben gegeniber CO2 nach 45 min Kochen in 10 % Ammoniumoxalat erhéht.
Dass die Autoren eine Verbesserung bereits nach 45 min Vorbehandlung erzielten, ist
wahrscheinlich auf deren sehr kleine Probenabmessungen (10 x 5 x 5 mm)
zurlickzufdhren.

Tschernitz {1973) behandelte Douglasienholz 7 Tage bei 80 oC mit Ammoniumoxalat
und verbesserte durch diesae Vorbehandlung die Eindringung von Creosotdl. Versuche
mit EDTA und Na-HMP waren wenig erfolgreich. Das wurde auch in den eignen
Versuche bestatigt.

Johannsson u. Nordman-Edberg (1987) verbesserten die Holzschutzmittelautnahme
von Fichtensplintholz durch eine Ammoniumoxalatbehandlung. Entgegen den eignen
Versuchsergebnissen erreichten die Autoren jedoch auch eine Verbesserung durch
Behandlungen mit EDTA und NTA. Durch sine ungeniigende Beschreibung der
Versuche kann dieses Ergebnis allerdings nicht weiter bewertet werden.

Eine Erklarung fir die in dan eignen Versuchen beobachtete Verbesserung der

Schutzmitielaufnahme und -eindringung nach Ammoniumoxalatbehandlung l4sst sich
anhand der rasterelekironenmikroskopischen Betrachtung der Holzstruktur geberr
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(siehe Abb. 86-89) . Zu erkennen ist, dass die Margo und in geringerem Masse auch
der Torus dar Hoftipfelmembranen durch das Ammoniumoxalat abgebaut werden, so
dass Flussigksiten folglich besser ins Holz e€indringen kénnten. Die Zellwand
hingegen wird nicht angegriffen. Das beweisen auch zusatzlich die Resultate der
Biegeversuche. Wegen dieses Abbaus kénnte eine grossere Verbesserung der
Permeabilitdt des Fichienholzes erwartet werden. Aufgrund der Molekiilgrosse der
Oxalatkristalle varstopfen jedoch viele Hoftlpfelpori mit Kristallen, so dass der
Flissigksitsaustausch zwischen den Tracheiden beeintrdchtigt wird. Damit ist auch zu
erkldren, warum eine Verlingerung der Vorbehandlungsdauer von 10 auf 20 Tage zu
keiner weiteran Verbesserung flhrte.

Tschernitz (1973) erzielte in seinen Versuchen mit Ammoniumoxalat weltaus bessere
Resultate. Er behandeite jedoch ausschliesslich Douglasienholz. Bei dieser Holzart
sind die Tori der Hoftlpfel aber anders geformt als beim Fichtenholz. Deshalb treten
Verstopfungen der Pori weniger auf und somit wird auch die Eindringung von
Flissigkeiten weniger behindert. Eine direkte Vergleichbarkeit der Versuche ist aus
diesem Grunde nicht méglich.

6.1.4 Vorbehandlung mit Ca-acetat

Die eignen Versuche zeigten, dass auch nach 4 h Kochen von Holzproben in 10 % Ca-
acetatldsung keinerlei Verbesserung erreicht wird, sondern sogar eine
Varschlechterung der Eindringung und Aufnahme von Holzschutzmitteln in die Proben
entsteht. Dieses Ergebnis war anhand der guten Versuchsresultate von Sandermann
u. Jonas (1952} mit diesem Stoff nicht zu erwarten,

Sandermann u. Jonas {(1952) behandelten sehr klaine Fichienproben (10 x 5 x 5 mm)
und verbesserten bereits durch 45 min Kochen der Proben in Ca-acetat die
Permeabilitat des Holzes gegeniber COz. Sie folgerten daraufhin, dass das Ca-acetat
das Quellverhalten des Hoftipfels beeinflusst, so dass kein Tapfelverschluss
statifinden kann. Der Behandlungserfolg der Autoren und ihre Schlussfolgerung muss
anhand der eignen Versuchsresultate angezweifelt werden. Sandermann u. Jonas
fahrten die Vorbehandlung an getrocknetem Fichtenholz durch, bei dem nach neueran
Erkenntnissen (Bonsen 1987) der weitaus grésste Teil der Hoftapfe! bereits in
geschlossenem Zustand vorliegt. Es ist deshalb nicht wahrscheinlich, dass sich durch
die Ca-acetatbehandlung ein Hoftipfelverschluss verhindern lasst. Hinzu kommt
ausserdem, dass das Pectin im Torus in enger Verbindung mit anderen
Zallwandpolymeren steht, so dass es auch ohne Ca-acetatbehandiung nicht stark
quelibar ist.

6.1.5 Anwendung von Chemikalien fiir die Vorbehandlung von
Fichtenholz in der Praxis

Von allen in den vorliegenden Versuchen getesteten Chemikalien liess sich die
Aufnahme und Eindringung von Holzschutzmitteln ins Fichtenholz lediglich durch gine
20-tégige Essigsaure- und eine 10-tAgige Ammoniumoxalatbehandiung signifikant
verbessern. in beiden Fallen drang jedoch das Schutzmittel nur wenige mm tiefer als
bei unbehandelten Proben in das Schnittholz ein. Weitere Versuche mit diesen beiden
Chemikalien unter Variation der Konzentration, der Vorbehandiungsdauer und
Versuchstemperatur missten folglich die Frage klaren, ob eventuell die
Schutzmitteleindringung noch weitergehend verbessert werden kann. Weiterhin
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misste untersucht werden, ob sich durch eine sclche Vorbehandlung das
Auslaugverhalten von Holzschutzmittelkomponenten nachteilig verdndert. Insgesamt
betrachtet, ist es jedoch angesichts der nur geringen Verbesserung der
Impragnierbarkeit des Fichtenholzes trotz relativ langer Vorbehandlungszeiten
fraglich, ob sich aufgrund der mit siner Essigsfure- bzw. Ammoniumoxalatbehandlung
verbundenen Kosten diese Vorbehandlungsmethede in der Praxis durchsetzen
kdnnte.

6.2 Enzymatische Vorbehandiung von Fichtenholz

6.2.1 Abbau von Polysacchariden des Holzes zu Uronsiduren und
neutralen Zuckern

Das Ziel der Versuche war die Verbesserung der Permeabilitdt von Fichtenholz
gegeniber Holzschutzmitteln durch Vorbehandlung mit Enzymen zu erreichen. Dabei
wurden Enzyme angewandt, die auf dem Markt leicht zu beschaffen sind. Solche
Enzympriparate, vor allem Pectinasen, Hemicsllulasen und Cellulasen, sind bei
verschiedenen Herstellern erhéltlich. Die Enzyme werden aus verschiedenen
Schirnmelkulturen gewonnen. Sie warden im allgemeinen im Nahrungsmittelsektor
eingesetzi. Erfahrungen iber den Abbau von Zellwandkomponenten im Holz lagen
dagegen nicht vor. Aussagen hieriiber waren bei der Fragestellung der vorliegenden
Arbeit jedoch von grosser Wichtigkeit.

Die Enzyme wurden zunichst analytisch auf ihre Wirksamkeit beim Abbau von
Zellwandsubstanz untersucht (Kapitel 2). Als Substrat wurde fein gemahlenes
Holzmehl verwendet. Zum Screening des enzymatischen Abbaus hat ein solches
Substrat im Vergleich zu intakien Holzproben den Vorteil, dass die Enzyme zum
Abbau nicht erst in die intakte Holzstrukiur eindringen missen.

Die Versuche zeigten, dass beim Abbau von Polyuroniden und anderer
Polysaccharide des Holzes ein grosser Unterschied zwischen den 18 getesteten
Handelspraparaten besteht. Einige der Enzyme 18sten nur sehr geringe Mengen an
Polysacchariden aus dem Zellwandverband heraus, andere hingegen 15 - 20 % der
im Holz vorkormenden Polyuronide und 5 - 10 % der Cellulose und Hemicellulosen.
Am effektivsten zeigten sich hierbei Rohament CT und Maxazym CL 2000 alleine oder
in Kombination mit Rohament 7069, Rohapect D5L, Rohapect DSP5 oder Pectinex 3xL
und die Kombinationen Rohament CA/ Rohapect DSP5 bzw. D5L.

Die Abbaurate von Zellwandpolymeren ist relativ hoch. Sie ist auf die Schidigung des
Zellverbandes beim Mahilen des Holzes zurlickzufihren. Die Enzyme kdnnen dadurch
direkter auf das Substrat einwirken.

Bei intakierr Holzproben lassen sich die Zellwandpolysaccharide weitaus weniger
wirksam aus der Zellwand herausidsen. Das zeigen die Analysenresultate der
Versuche mit kleinen Holzbldcken (Abschnitt 2.3). Trotz Verwendung der an Holzmehl
effektivsten Enzyme und einer Inkubationszeit von 10 Tagen liessen sich aus intaktem
Holz nur maximal 1.6 % der in den Proben vorkommenden Polyuronide und nur 0.1 %
der neutralen Zucker herausldsen. Die Werte beziehen sich allerdings nur guf die in
der Enzymfiliissigkeit nach der Behandiung der Proben analysierten Mengen an
Polyuroniden und neutralen Zuckern. Dagegen gehen in disse Bewartung die in den
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Proben abgebauten, jedoch nicht in die Flissigkeit diffundierten, sondern in den
Proben verbleibenden Mengen an Zuckern nicht mit ein. Es ist deshalb nicht
auszuschliessen, dass der Abbau an Polyuronsduren und anderen neutralen
Polysacchariden in intakten Proben héher ausfélit als es die sehr niedrigen
Zahlenwerte vermuten lassen. Abbaumengen in der Gréssenordnung der an Holzmehl
gefundenenen Werte sind hingegen nicht zu erwarten.

interessant hierbei ist jedoch das Abbauverhdltnis von Polyuroniden (1.6 %) und
neutralen Zuckern (0.1 %)}, welches bei intakten Holzproben 1.6 % / 0.1 % = 16 ist. Bei
Versuchen mit Holzmehl war dieses Verhaltnis abgebauter Polyuronide (15 - 20 % der
im Holz vorkommenden Gesamtmenge an Polyuroniden) zu Abbau an neutralen
Zuckern (5 - 10 % der im Holz vorkommenden neutralen Zuckern) stets 2-3. Dieser
Unterschied deutet darauf hin, dass sich mit den angewandten Enzymen Polyuronide
(Teile der Pectin und Hemicellulosen) leichter aus der intakten Zellwand 16sen lassen
als Cellulose und Hemicellulosen (= neutrale Zucker).

Bestimmung der in der Fichtenzellwand verkommenden Zuckerbausteine

Die Menge der in der Zellwand von Fichtenholz vorkommenden Zuckerbausteine
wurde anhand gaschromatographischer Analysen mit vollkommen hydrolisierten
Praparaten ermittelt (Abschnitt 2.2.2). Die in den Versuchen gefundenen
Zuckerhausteine und -mengen sind in Tab. 37 aufgelistet. Sie stimmen Uberein mit der
von Fengel et al. (1978) ebenfalls an Fichtenholz bestimmten Zusammensetzung.

Fengel u. Wegener (1984} weisen darauf hin, dass das Mengenverhaltnis
verschiedener Zucker in der Zellwand bei Nadelhdlzern anders ist als bei
Laubhélzern. Das Verhéltnis von Xyl : Ara der im Fichtenholz vorkommenden Arabino-
4-0O-Methylglucoronoxylane variiert nach deren Untersuchungen zwischen 2.5 : 1 und
10 : 1. Zinbo u. Timell (1967) geben das Verhaltnis Xyl : Ara : Me-GluU mit 7 : 1 : 1.2
an. In den eigenen Analysen wurde ein Verhéltnis von 4.9 : 1 : 1.2 gefunden. Das
Verhaltnis der mit Alkali aus den O-Acetyl-Galactoglucomannanen geldsten Man : Gal
geben sie mit 3 : 0.2 an. Das gleiche Mengenverhaltnis wurde auch in den eigenen
Versuchen festgestelit.

Vorkommen [Gew. %]
Zuckertyp Fengel et al. eigne Analysen
Mannose 13.6 14.3
Xylose 56 5.9
Galactose 28 0.9
Arabinose 1.2 1.2
Rhamnose 03 0
Uronséure 1.8 1.6

Tab. 37: Zuckerbausteing in Picea abies (ausser Glucose) nach Fengel et al. (1978} und
eignen Analysen, bestimmt mit GLC an hydrolisierten Préparatenn.
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M+P* s1 S2 S$2 innen+T
Galactan 16.4 8.0 0.0 0.0
Callulose 334 55.2 64.3 63.3
Glucomannan 7.9 18.1 24.4 23.7
Arabinan 293 1.1 0.8 0.0
Arabino-4-O- 13.0 17.6 10.7 12.7
methyl-glucorono-
xylan
* P enthielt ebenfalls grossa Mengen an Galacturonan

Tab. 38: Mengenverhiitnis an Polysacchariden in den verschiedenen Zellwandschichien von
Fichtentracheiden (Fengel u. Wegener 1984). M = Miltellamelle, P = Primdrwand, S1 =
Sekundirwand 1, 82 = Sekundirwand 2, T = Tartiirwand,

Bestimmung der aus der Zellwand des Holzes durch Enzymbehandlung
herausgelsten Zuckerbausteine

Die durch Enzymbehandiung aus dem Holz herausgelésten Zucker wurden mittels
HPGPC, HPLC und GLC analysiert (siehe Abschnilt 2.2.2). Die Ergebnisse der
HPGPC-Analysen weisen darauf hin, dass die Enzyme die Zellwandbestandteile fast
ausschliesslich zu niedermolekularen Zuckern {(Mono-, Di-, Tri-, Tetra-, Heptamere)
abbauen. Hohermolekulare Zucker kommen in den Enzymfiissigkeiten kaum vor.

Die HPLC-Analysen zeigen, dass die Aktivitdt von Rohament CT vor allem auf
Caellulose gerichtet ist. Dies ist anhand der grossen Menge Glucose und nur geringen
Menge Arabinose in der Enzymflissigkeit zu erkennen. Bei Behandlung mit Maxazym
CL 2000, besonders in der Kombination mit Pectinex 3xL, kommen dagegen
zusitzlich die Hemicellulosen- und Pectinbausteine Galactose und Arabinose in der
Flissigkeit vor. Die GLC-Bestimmungen zeigten zudem, dass CL 2000, CT und CL/3xL
insbesondere Glucose aus der Holzzellwand herauslfsen, dar(iberhinaus auch
Mannose, Galactose, Arabinose und Xylose.

Schols et al. (1986, unverdffentlicht} untersuchten die Abbauaktivitit der gleichen
Handelspraparate, jedoch mit anderen Substraten als Holz (Tab. 39). Aufgrund dieser
andersartigen Substrate sind diese Ergebnisse nicht direkt mit den an Holzmehl
gefundenen Werten vergleichbar. Trotzdem sind einige Ubereinstimmungen mit den
eigenen Resultaten feststellbar.

Maxazym CL 2000 baut vor allem Cellulose und Xylan ab. Dabei werden die Polymere
hauptsachlich zu Mono- und Dimeren abgebaut. Arabane und Galactang werden
wahrend der 24 h Inkubation aus den Substraten von Schols et al. (1986) nicht
abgebaut, jedoch aus der Holzzellwand herausgelést. Rohament CT erreicht
beziglich seiner Aktivitit vergleichbare Werte wie CL 2000. Die Kombination CL/3xL
I6ste aus dem Holzmehl neben Glucose vor allem Arabinose, Mannose, Xylose und
Galactose. Bei den Versuchen von Schols et al. {1986) zeigte 3xL ebenfalls hohe
Aktivitaten beim Abbau dieser Zucker.
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Enzym CMC H3aPQas-C Arabinfan/ Galactan Xylan
3h 24h | 3h 24h 3:emglh 3h 24h; 3h 24h
CL2000 | ++12 ++ 12 | +123 ++123 - - - -[+123 ++ 123
CT ++12 ++123 1+ 12 ++ 12 - - - -+ 123 + 123
CA +123 ++ 12 |2 12 + 12 - - - B 3 ++1234
7069 ++12 4+ 12 |+ 12 ++12 -1 - - - ++1234
D - + 123 - - - - -+ 4 -+ 234
3xL +234 + 12| 2 + 12 - 1123 124 ++1234 1234 ++ 123

Tab. 39: Aktivitdt einiger Enzyme beim Abbau verschiedener Subsirate nach 3 h und 24 h
Inkubation {Schols et al. 1986, unverdifentlicht). Die Bewertung der Aktivitét nach 3 h bzw. 24
h wird in der Tabelle folgendermassen wiedsrgegeben:

Zeichen

awh=f+H .

Ein Streifen unier der Ziffer zeigt das mengenmissige Verhiltnis der Zucker an,

Bedeutung

keing Aktivitit

geringe Aktivitit

Akchivitst

hohe Aktivitit

Monomer
Dimer
Trimer
Tetramear

2.B. 1 2 3 mehr Monomere ais Di- und Trimere oder 1 2 3 viel mehr Dimere als Mono- und

Trimere

verwendete Substrate:

- Carboxymethyiceliulose
- mit H3PO4 gequoliene Cellulose

Ultra Filirate Retamtate (UFR); sine hochmoickulare

Fraktion figssigen Apfelpulps. Enthilt ca. 20 % Pectin und 50 % Arabinan.

- Xylan

Galactan (aus Kartoffeln gewonnen)
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Zur Vorbehandlung des intakten Holzes wurden auch andere Enzyme benutzt, deren
Wirkung auf Zellwandpolysaccharide in den eignen Vaersuchen chromatographisch
nicht untersucht wurden. Darunter waren auch Enzyme, die von Schols et al. (1986)
analysiert waren.

Nach den Ergebnissen von Schols et al. {1986) bauen Rohament 7069 und Rohament
CA ebenfalls Cellulose und Xylan ab. Auch Arabanaktivititen sind nachweisbar.
Pectinol O (die frihere Bezeichnung fir Rohapect D5L) besitzt geringe Aktivitdten
beim Abbau von CMC und keine beim Abbau von gequollener Callulose. Galactan
und Xylan hingegen werden nach 24 h abgebaut. Pectinex 3xL besitzt Aktivitdten
keziglich vieler Substrate. Cellulose wird waniger abgebaut als durch CT, CL 2000,
7069 und CA. Es baut jedoch im Gegensatz zu den anderen Produkten Araban,
Galactan sowie auch Xylan ab (siehe Tab. 39).

Abbau von Polyuroniden und Neutralzuckern

In Abschnitt 2.2 wurde nachgewiesen, dass die Enzyme Maxazym CL 2000 und
Rohament CT sehr wirksam sowohl Neutralzucker als auch Polyuronide aus dem
Holzmehi herauslésen. Hierbei war vor allem der Abbau der Polyuronide
beachtenswert, da weder CT noch CL 2000 Polygalacturonsdure-Aktivitadt und nur
geringe Araban- und Galactan-Aktivitat besitzen (siehe Abschnitt 2.4). Dagegen
bauten Enzyme mit hokien PG-Aktivititen, wie Pectinex 3xL, Rohament DSP 5, D5L
u.a. weitaus weniger Polyuronide ab. Dies, obwohl diese Priparate neben den
pectolytischen Aktivititen auch in geringem Masse cellulolytische und
hemicellulolytische Aktivititen besitzen.

Dieses Resultat weist darauf hin, dass sich die Polyuronide -entgegen der Erwartung-
nicht am wirksamsten mit Pectinasen/ Hemicellulasenkombinationen aus dem
Holzverband herausldsen lassen, sondern weitaus effektiver mit Enzymen, die
Coellulose und Hemicellulosen abbauen. Ein Grund daflir liegt sicher in der engen
Verflechtung der verschiedenen Zellwandpolymere, die Fry (1986) in einem
hypothetischen Modell wiedergibt (Abb. 90). Danach sorgen neben glykosidischen
Bindungen vor allem Esterbindungen, H-Bricken, Ca-Briicken und Phenol-Brlicken fiir
eine Verflechtung der Zellwandpolymere. Extensin kammt hierbei, aufgrund seiner
Kapazitat bei zwischenmolekularen Bindungen von Polypeptiden, eine Sonderrolle
zu. Dem Modell zutolge, sind die Xyloglucane durch H-Briicken an die Mikrofibrillen
der Cellulose gebunden, wogegen die Rhamnoglacturonane und ein Teil der
Arabinane und Arabinogalactane kovalent gebunden sind. Rhamnogalacturonane
sind nach Fry (1986} ausserdem durch Ca-Briicken miteinander und mit anderen
Zellwandbestandteilen verbunden. Saure Phenole koénnten daneben fir die
Verbindung zwischen Polysacchariden sorgen. Die sauren Pectine und die basischen
Extensine wéaren durch lonen verbunden. Inwieweit sich dieses fir
Primarwandstrukiuren gdltige Modell auch auf ausdifferenzierte Zellwénde des Holzes
Obertragen lasst, ist ungeklart.

Angesichts der vielféltigen Verknipfungen der Pecting mit anderen
Zellwandbestandteilen lasst sich erkiiren, dass tir ein Herausldsen von Pectinen aus
dem Zellwandverband (und folglich auch aus den Hoftipfeln) Pectinasen alleine
ungenidgend sind. Cellulolytische und hemicellulolytische Enzyme (hierbei vor allem
Xylanase), wie in Rohament CT und Maxazym CL 2000 enthalten, zerstéren Teile der
Matrix, in die die Pectine eingebaut sind und ldsen auf diese Weise ebentalls
Uronsauren aus derm Zellwandverband heraus.
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Im Bereich der Lebensmittelchemis ist diese hohe Wirksamkeit von Cellulasen und
Hemicellulasen beim Abbau von Pectinen nicht zu beobachten. Voragen et al. {1986}
wiesen experimentell nach, dass reine Cellulase beim Abbau von Apfelpulp wenig
wirksam ist, wogegen sich durch Beifigen von Pectinesterase und Polygalacturonase
(PE, PG) grosse Mengen Uronsaure und auch neutrale Zucker aus dem Pulp
herauslésen lassen. Dieses Ergebnis wird durch Versuche von Renard (1989) an
Apfelpulp bestatigt, aus dem sich mit Hemicelluiasen allein ebenfalls keine
Uronsguren herausldsen liessen. In Frichten scheint die Cellulose durch umringende
Polyuronsiuren geschiitzt zu sein; im Holz hingegen sind die Polyurons&uren durch
die umringenden neutralen Polysaccharide schlechter abbaubar.
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Cellulose Arabinoxylan
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Abb. 90: Primarstruktur und Bindungsmaéglichkeiten in der Primérwand (Renard 19988 nach:
Fry 1986)

1 = Cellulose-Cellulose; 2 = Xylogiucan-Celiulose; 3 = Xylan-Cellulose; 4 =
Homogalacturonan-Homogalacturonan; § = Extensin-Pectin; 6 = Extensin-Extensin; 7 = Pectin-
Pectin; 8 = Arabinoxylan-Arabinoxylan; 9 = Pectin-Celluloss; 10 = Arabinogalactarn-
Rhamnogalaciuronan; 11 = Pectin in Extensin.

() = H-Bindung; (o) = Calciumbrickenbindung, (+) = andere Iénemindung; ()=
Diphenolbrilckenbindung; (=) = Esterbindung; (-} = Glykosidische Bindung.

A = Arabinose; F = Fucose; G = Glucose; L = Galactose; R = Rhamnose; U = Galacturonsiure;
a = Aminosdure ohne Tyrosin; y = Tyrosin; yy = Isodityrosin; O = Ferulassure.
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Abhidngigkeit des Versuchsergebnisses von der Behandlungstemperatur

Bei der praktischen Anwendung der Enzyme fiir die Vorbehandlung von Holz ist die
Frage der optimalen Behandlungstemperatur von grosser Wichtigkeit. Der
iberwiegende Teil der Enzymversuche an Holzmehl wurde bei 40 oC und einer
Inkubationszeit von 24 h durchgefihri. Die Versuche zeigten, dass bei dieser
Temperatur die unter den gegebenen Bedingungen maximal aus dem Substrat
herauszuldsenden Mengen an Polyurconiden und neutralen Zuckern erreicht werden
(siehe Abschnitt 2.2.1). Dieses gilt jedoch nur fiir die Holzmehiversuchs; an intakten
Holzproben nahm auch noch nach 10 Tagen Inkubation die aus dem Holzverband
freikommende Menge Uronsauren und neutraler Zucker stetig zu (siehe Abschnitt 2.3).

Die Versuche an Holzmehl zeigten zudem, dass die Enzyme wéhrend des
Versuchszeitraumes bei 40 oC im Vergleich zur Behandlungstemperatur von 20 oC 20-
30 % mehr Polyuronsiuren und 5-10 % mehr neutrale Zucker aus dem Holz
herauslésen. Bei den Versuchen mit intakten Holzproben missen die Enzyme Ober
einen Versuchszeitraum von 7-14 Tagen aktiv bleiben. Aus diesem Grunde wurde
nicht nur das kurzzeitige Aktivitatsoptimum, vielmehr auch der Verlauf der Aktivitat iber
einen langeren Versuchszeitraum hinweg untersucht.

Der Aktivitdtriickgang der drei an Holzmehl effekiivsten Enzyme wurde in Bezug auf
die Standardsubstrate Polygalacturonséure, Carboxymethylceliulose und Xylose
innerhalb eines Versuchszeitraumes von 14 Tagen untersucht (siehe Abschnift 2.4).
Von den getesteten Praparaten besitzt nur Pectinex 3xL Aktivitat beim Abbau von
Polygalacturonsaure. Diese nimmt jedoch bei einer Behandlungstemperatur von 40

oC innerhalb der ersten Stunden stark ab und ist nach 24 h kaum noch nachweisbar.
Bei 20 ¢C Behandlungstemperatur behalt das Enzym hingegen seine PG-Aktivitat
wéhrend des gesamten Versuchszeitraumes. CL 2000 und Rehament CT bauen keine
Polygalacturonsdure ab. Auch die CMC- und Xylan-Aktivitat der Enzyme reduziert sich
bei 40 oC mehr als bei 20 oC. Bei 40 oC verlieren die Enzyme innerhalb der 14 Tage
ca. 20 % der Akfivitat, bei 20 oC weniger als 10 %.

Mit diesem Analysenergebnis lassen sich einige Versuchsresultate mit Schnitt- und
Rundholz (siehe Abschnift 3.2} erklaren. In den Versuchen zeigte sich, dass die
Enzymbehandlungen bei 20 oC die Impragnierbarkeit des Holzes ebenso effektiv

verbesserten wie die bei 40 ¢C. Das war aufgrund der in den kurzdauernden
Enzymversuchen mit Hoizmehl erzielten weitaus héheren Abbauraten zu Uronséuren

und neutralen Zuckern bei 40 ©C im Vergleich zu 20 ¢C nicht zu erwarten. Eine Grund
dafiir, dass trotz der hheren Abbauaktivitat die 10-14 tagige Behandlung von intakten
Holzproben bei 40 oC keine besseren Resultaten erzielt, kdnnte darin liegen, dass die
Enzyme bei 40 oC schneller an Aktivitit verlieren als bei 20 oC. Die anfanglich héhere
Wirksamkeit wird dadurch schnell egalisiert. Es ist jedoch auch denkbar, dass das fiir
den enzymatischen Abbau zugéngliche Substrat bei 40 oC bereits nach einigen
Tagen abgebaut ist, wogegen dies bei der Behandlung bei 20 oC erst nach 10-14
Tagen vollstandig erreicht wird.

Die Versuche zeigen, dass die PG-Aktivitat der Enzyme bei 40 oC innerhalb kirzester
Zeit tallt (24 h; siehe Abschniti 2.4). Dennoch verbesserten auch die langer dauernden

Enzymbehandlungen bei 40 oC die Impragnierbarkeit des Holzes erfolgreich. Das
weist erneut darauf hin, dass die PG-AktivitAt der Enzympréparate fiir den Abbau der
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Hoftiipfel von untergeordneter Bedeutung ist und der Erfolg der Behandlung vielmehr
in den Aktivititen der Enzyme bezliglich Cellulose, Xylan und Arabinan begrindet ist.
Dieses Ergebnis erklart den Erfolg von Adolf (1976), der Fichtenproben mit Pectinasen
und sinem Enzym mit Cellulase- und Hemicellulaseaktivitit behandelte und somit die
Trankbarkeit der Proben vor allem mit diesem Préparat verbessarn konnta.

6.2.2 Verbesserung der Imprégnierbarkeit von Fichtenholz
durch enzymatische Vorbehandlung

Die Ergebnisse der Versuche mit Holzmehl zeigten Enzyme, die sehr effekliv beim
Abbau von Holzpactinen und anderen Holzpolymeren sind. Die Erkenntnisse dber den
Verlauf und Erfolg von Enzymbehandlungen mit dem Ziei der Verinderung des
anatomischen Zellwandaufbaus wurden an intakten Holzproben untersucht. Dazu
wurden zahlreiche Versuche mit Fichtenholz-Kleinproben (20 x 20 x 50 mm)
durchgefihrt. Die Ergebnisse dieser Versuchssarien fihrten zur Auswahl optimaler
Enzyme und Versuchsparameter fiir Versuche an Holz mit Praxisabmessungen,

Anschliessend wurden Enzymvorbehandlungen an zwei fir die Praxis wichtigen
Holzsortimenten {(Rundholz, Schnittholz) vorgenommen.

Enzymatischer Abbau von Tipfelmembranen

Sowohl bei den Varsuchen mit Kleinproben als auch mit Rund- und Schnittholz liess
sich die Aufnahme und Eindringung von Holzschutzmitteln ins Fichtenholz durch die
Enzymvorbehandlung verbessern.

Vearsuche von Nicholas u. Thomas (1968}, Bauch et al. (1973), Tschernitz (1973}, Adolf
(1974) und Meyer (1974) weisen darauf hin, dass ein Abbau von Hoftipfelmembranen
unterschiedlicher Holzarten zu siner erhdhten Permeabilitat bzw. Verbesserung der
Eindringung von Holzschutzmittel fihren kann. Dass die in den eignen Versuchen
gefundene Varbesserung der Impréagnierbarkeit ebenfalls teilweise auf dem Abbau
von Hoftlipfelstrukturen beruht, beweisen REM-Aufnahmen von unbehandelten und
enzymbehandelten Holzproben (siehe Abb. 70-89). Deutlich ist zu erkennen, dass die
Hoftipfel unterschiedlich stark durch die Enzyme verandert sind. Im REM-Mikroskop
war festzustellen, dass bei einigen Tipfeln der Torus und die Margo von den Enzymen
angegriffen werden. Sie werden briichig oder verlieren sogar ihre Struktur (Abb. 82-
85). Einen anderen Zustand als Folge des enzymatischen Abbaus zeigen die Abb. 86-
88. Bei diesen Proben ist der Torus teilweise abgebaut.

Ein weiterer Effekt der Enzymbehandlung ist in Abb. 89 zu erkennen. Die Enzyme
bauen nicht nur die Margo und Tori der Hoftipfelmembranen ab, sondern greifen auch
die einseitig behéften Zellverbindungen zwischen Léngstracheiden und
Holzstrahlparenchym an. Als Folge davon entstehen Durchbrechungen in den
Membranen, so dass die Flissigkeiten ven den Tracheiden durch die
Parenchymzellen und weiter in andere Tracheiden gelangen kdnnen. Die
Flissigkeiten kénnten dann weiterhin durch die Harzkanale in longitudinaler Richtung
fliessen. Es ist deshalb anzunehmen, dass die Verbesserung der Impragnierfahigkeit
des gepruften Fichtenholzes zu entscheidenden Teilen auch durch diesen
letztgenannten Effekt entsteht. Diese Vermutung wird bekréaftigt durch Untersuchungen
von Booker (1990), der anhand mikroskopischer Studien und Trankversuchen an
Rimu (Dacrydium cupressinum Lamb.) und Radiata Pine (Pinus radiata D.Don)
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ebenfalls die wichtige Rolle der Harzkanile und der Holzstrahlen fiir die Trankbarkeit
von Holz feststelit. ‘

Wirksame Enzympréparate
Die beste Wirksamkeit aller getesteten Handelspréparate bei der Verbesserung der

Impragnierbarkeit (Aufnahme und Eindringung von Holzschutzmittel) von Fichtenholz
besitzen die folgenden Enzyme:

- Rohament CT - Rohapect D5L
- Rohament CA allain oder in Kombination mit - Rohapect DSP5
- Rohament 7069 - Pectinex 3xL

- Rohament P

- Ultrazym AFP

Bei den Versuchen mit Holzmehl stelite sich heraus, dass einige Enzyme (Rohament
CT, Maxazym CL 2000) beim Abbau von Polyuroniden und neutralen Zuckern
anderen Praparaten gegeniber {Rohament CA, 7069) iiberlegen waren. Bei den
Versuchen mit intakten Holzproben, bei denen es um die Verbesserung der
Eindringung und Aufnahme von Holzschutzmitteln ging, war dieser Unterschied
weniger deutlich wahrnehmbar. Dennoch war die Tendenz zu erkennen, dass die
Enzyme, die bei den Holzmehlversuchen effektiv waren, auch bei den Rundholz- und
Schnittholzversuchen zu den besten gehdrten. Enzyme, welche aus Holzmehl wenig
Zuckerbausteine herausldsten, waren auch bei der Vorbehandlung des intakten
Holzes nicht wirksam. Ein Grund fir den geringen Unterschied der Wirksamkeit der
Enzyme bei den Schnittholz- und Rundholzversuchen liegt vermutlich darin, dass
neben der in den Holzmehlversuchen untersuchten kurzfristigen Enzymwirksamkeit
eine Reihe von anderen Faktoren hinzukommen, die das Ergebnis der
Enzymvorbehandlung beeinflussen. Hierzu gehdrt sicherlich die bersits genannte
unterschiedliche Temperaturstabilitit der Enzyme bei langer andauernden Versuchen.
Ausserdem besteht die Moglichkeit, dass die Enzyme aufgrund verschiedener
Molekilgrdssen unterschiedlich gut in das Holz eindringen k&nnen. Bei den
Versuchen an Holzmehl spielte dieser Faktor eine untergeordnete Rolle.

Eine Verbesserung der Aufnahme und Eindringung von Holzschutzmitteln wurde
durch die Enzyme vor allem im Splint von Fichtenholz erreicht. Das Kernholz wurde
durch die Enzymbehandlung auch, jedoch in weit geringerem Masse
aufnahmefahiger. Diase Tendenz, die sich auch in den Permeabilititsversuchen mit
Wasser nachweisen liess, scheint den Analysenresultaten der Holzmehiversuche zu
widersprechen. Dort hatte sich in allen Versuchen gezeigt, dass die Enzyme die
Polyuronide und neutralen Zucker aus dem Kernholz ebenso effektiv herauslésen wie
aus dem Splintholz.

Diese Diskrepanz kann unterschiedlich begriindet werden. Sandermann u. Jonas
(1952) weisen daraut hin, dass die Hoftlipfel des Kernholzes der Fichte mit
aromatischen Stoffen verklebt sind. Diese aromatischen Stoffe behindern unter
Umsténden den Angriff der Enzyme auf die Margo und den Torus. Auf die gesamte
Holzmasse bezogen sind die Mengen aromatischer Stoffe jedoch sehr gering, so dass
die Enzymwirksamkeit beim Abbau von Holzmehl nicht singeschréinkt wird.

Ein anderer Grund fir die geringere Effektivitit der Enzyme im intakten Kernholz

kbnnte darin liegen, dass die Kernholzhoftiptel aufgrund von weiteren Auflagerungen
an Zellwandmaterial flir die Enzyme schwerer zuganglich sind, so dass der Abbau der
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Tipfel langsamer vonstatten geht als bei den dinneren, leichter zugénglichen Tlpfeln
im Splintholz. Hierfiir spricht, dass die Enzymbehandlung zwar weniger erfolgreich als
beim Splint ist, jedoch auch im Kernholz die Impragnierbarkeit sichtbar verbesserte.

Die wichtigste Ursache tir diesen geringeren Effekt der Enzymbsehandlung im
Kernholz koénnte jedoch darin zu suchen sein, dass die Verbesserung der
Imprégnierbarkeit des Holzes durch enzymatische Vorbehandlung nicht nur auf dem
Abbau der Hoftiipfel, sondern vor allem auch auf dem Abbau der Kreuzungsfeldtiipfel
zwischen Lingstracheiden und Holzstrahlparenchym beruht (siehe Abb. 89). Diese
Thpfel werden zwar auch im Kernholz abgebaut, jedoch verhindern die in den
Parenchymzellan des Kernholzes vorliegenden Inhaltstoffe einen Flissigkeitstransport
auf diesem Wege.

Bai allen Trankversuchen und Permeabilititsmessungen war ausserdem festzustellen,
dass die Enzymbehandlung auch innerhalb des Splintholzes zu sehr
unterschiedlichen Wegsamkeiten fiihrte. Bei einigen Proben erhdhte sich die
Permeabilitét durch die Enzymbehandlung um ein Vieliaches, andere hingegen waren
nur wenig permeabler als unbehandeltes Holz. Bei den Trankversuchen Ausserte sich
diesa ungleiche Wirkung in sehr unregelmassiger Schutzmitteleindringung.

Auch dieser ungleiche Erfolg der enzymatischen Behandlung kann darauf beruhen,
dass in einigen Bereichen des Splintholzes Inhaltstoffe innerhalb der
Parenchymzellen die Eindringung von Flissigkeiten behindern. Die ungleiche
Wirkung bei gleichartigen Hoftapfeln kinnte auch, wie bereits beim Kernholz
angesprochen, auf einer chemischen Variabilitdét der Tipfel beruhen. Bauch und
Berndt (1973) wiesen in den Hoftipfeln von Douglasie und Tanne wechselnde Anteile
aromatischer Verbindungen nach. Adolf (1974) vermutet daraufhin, dass auch im
Fichtensplint die Tapfel in unterschiedlichem Masse Aromaten enthalten k&nnen,
welche die Enzymwirksamksit einschrinken. Eine Variabilitit in der chemischen
Zusammensetzung der Tlpfel innerhalb des Splintholzes stellten auch imamura et al.
(1974) an verschiedenen japanischen Holzern fest. Bei ihren Versuchen liessen sich
die Tlpfel junger Tracheiden mit 5 % KOH aus dem Zellverband herauslésen, die
Tapfel dlterer hingegen erst mit 24 % KOH.

Eine weiterer Grund fir die unregelméssige Verbesserung der Impragnierbarkeit
kdnnte auch darin liegen, dass einige Bereiche des Splintholzes fir die Enzyme
weniger gut erreichbar sind. Verschiedene Autoren (Bonsen 1987, Bauch 1971)
zeigten, dass der Verschluss der Hoftiipfsl nicht in allen Bereichen des Splintholzes in
gleicher Weise geschieht. Anhand dieser Untersuchungen ist davon auszugehen,
dass die Enzyme in die Bereiche, in denen ein Tell der Tipfel unverschlossen ist,
weitaus einfacher eindringen kdnnen als in Bereiche, in denen der grdsste Teil
verschlossen ist.

6.2.3 Anwendung enzymatischer Vorbehandlungen von
Fichtenholz in der Praxis

Durch enzymatische Vorbehandlung von Fichtenrundholz und Fichtenschnittholz 13sst
sich die Aufnahme und Eindringung von Holzschutzmitteln wirksam verbessern. Das
Ausmass des Behandlungserfolges héngt jedoch nicht nur vom verwendeten Enzym
ab, sondern ebenfalls von einer Reihe anderer Faktoren, die im folgendan besprochen
werden.
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Enzymbehandlung

Durch eine 5-10 tagige Vorbehandiung konnte mit den wirksamsten Enzymen gine
Steigerung der Trankmittelaufnahme und -eindringung von iiber 100 % im Vergleich
zum unbehandelten Holz erzielt werden. Dabei spielte die Behandiungstemperatur
eine untergeordnete Rolle. Bei siner Temperatur der Enzymfliigsigkeit von 20 oC
wurden ebenso gute Ergebnisse erreicht wie bei 40 oC. Ebenfalls wurde dargestellt,
dass die Einbringung der Enzyme in Wasser bzw.in Pufferlésung zu vergleichbaren
Resultaten fihrt,

Die besten Schutzmitteleindringungen wurden erzielt, als das Enzym im Vacuum-
Druckverfahren bei Behandlungsbeginn méglichst tief ins Holz eingebracht und dieses
dann wéahrend der Behandlung untergetaucht in der Flissigkeit lagerte. Ebenso
erfolgreich verlief die Enzymbehandlung bei Beregnung des Holzes mit Enzymen. Ein
grosser Vorteil dieser Methode ist, dass fiir die Enzymbehandlung keine grossen
Bader ndtig sind, sondern das Holz aufgestapelt regelméssig beregnet werden kann.

Die Versuche zeigen, dass als eigentliche Dauer der Enzymbehandlung nicht nur der
Zeitraum, in dem sich das Holz in der Enzymidsung befindet, angesehen werden kann.
Einmal ins Holz eingebracht, sind die Enzyme auch noch nach Beendigung der
Enzymbehandlung aktiv und werden erst inaktiv bei fortschreitender Trocknung. Die
Impragnierbarkeit des Holzes wird allerdings hauptséchlich in den ersten Tagen der
Enzymbehandlung verbessert. Das verdeutlicht der Trénkversuch mit OPM-Verfahren
(Abschnitt 3.2.2), bei dem das Holz nach der 12-tigigen Enzymbehandlung nicht
zuriickgetrocknet, sondern unmittelbar nach Versuchsende mit Holzschutzmittel
impragniert wurde. Auch bei diesem Versuch war das enzymatisch vorbehandelte
Holz weitaus aufnahmefihiger als die unbehandelten Proben.

Eine weitere verfahrenstechnische Vereinfachung wirde sich ergeben, wenn sich die
Enzyme mit dem Holzschutzmittel kombinieren liessen. Das Holz kénnte dann mit der
Holzschutzmittel-Enzymkombination im Kesseldruckverfahren impragniert werden und
einige Tage in der Flissigkeit bleiben.

Erste Versuche von Réhm GmbH (pers. Mitteilung), bei denen die Abnahme der
Enzymaktivitét In verschiedenen Holzschutzmitteln untersucht wurde {siehe Tab. 40),
deuten darauf hin, dass die Enzympraparate in einigen Holzschutzmitteln suspendiert,
bereits nach einem Tag alle Cellulase- und Pectinaseaktivitét verloren haben. Dieses
ist vor allem bei den Holzschutzmitteln auf CKB-Salz-Basis und dem Creosotél zu
beobachten, Es ist davon auszugehen, dass die Schwermetalle des CKB bzw. die
phenolischen Verbindungen des Creosot inhibierend auf die Enzyme wirken.
Dagegen nimmt die Aktivitat vor allem in dem Mittel auf Basis von Azaconasole
weniger schnell ab. Weitere Versuche mit Holzproben sind jedoch notwendig, um
den Nutzen solcher Enzym-Holzschutzmittelkombinationen zu beweisen.

Herkunft des Holzes

Die Resultate der Rundholz- und Schnitthclzversuche zeigten, dass fir das Ausmass
der Verbesserung der Impréagnierbarkeit, neben den von der Enzymbehandlung
abhangigen Faktoren (Enzym, Konzentration, Dauer, Temperatur usw.), auch die
Herkunft des Holzes von Bedeutung ist. So nabtm bei der Trankung im
Vacuum/Druckverfahren das schnell gewachsene, leichte Schnittholz aus der Gegend
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von Zwolle auch ohne eine Enzymbsehandlung viel Schutzmittel auf, wahrend es ins
Holz aus Norddeutschland und aus dem Rheinischen Mittelgebirge ohne
Enzymbehandlung nur sehr schiecht eindrang. Dieser herkunfibedingte Unterschied
im Trankverhalten ist seit langem bekannt und wurde vielfach diskutiert (Belimann
1968, Bergman 1973, Hackbarth 1974, Boutelje 1983).

Eine Enzymbehandlung ist hierbei vor allem fir das schwer impragnierbare Holz zu
empfehlen. Durch eine Enzymbehandlung von auch ohne solche Behandiung
aufnahmefdhigen Holzes liess sich zwar die Aufnahme und Eindringung noch
verbessern. Es ist jedoch wahrscheinlich, dass die Aufnahme und Eindringung bei
diesem Holz auch durch Anpassung des Kesseldruckverfahrens ebenso effekliv wie
durch eine Enzymbehandlung verbessert werden kann.

Holzschutz- Enzym5% Restaktivitit
mittel *
Cellulase ‘Pectinase
nach i1-14 1 - 14 Tagen
Impra CCO  CA/ DSP5 0 0
(5 %} CcT 0
7069 0
Bardac 22 CA/DSP5 0 0
(2 %) CcT 0
7089 40 - 50
Busan 30 CA/DSP5 15- 20 30-40
(2 %) CT 100
7069 30
Def 50 SL CA/DSPS 100 100
(2 %) ) 85
7069 100
Creosot CA/DSP 5 50 0
cT 5
7069 50
* ImpraCCO : wasserldsliches CKB-Salz
Bardac 22 : auf Basis von Didecyldimethylammoniumchiorid
Busan30 : auf Basis von TCMTB
Def.50 SL : auf Basis von Azaconasole
Craosot : hochsiedende Fraktion von Steinkohlenteardl

Tab. 40: Restaktivilit von Enzymen in Holzschutzmitteln nach t bzw. 14 Tagen, bestimmt von
Rohm GmbH durch Messung der Viskositdtsabnahme einer CMC-Ldsung (fir
Cellulaseaktivitadt) bzw. siner Standard-Pectinidsung (fir Pectinaseaklivitit).
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Trocknungszustand des Holzes

Wie die Versuche zeigen, ist die Impragnierbarkeit des Schnitt- und Rundholzes am
efiektivsten an frischem, ungetrocknetem Holz vorzunehmen. Dieses ist darauf
zurickzufihren, dass sich die Tori der Hoftiipfel im Splintholz bei der Trocknung erst
bei einer Holzfeuchtigkeit zwischen 30 - 50 % schliessen (Bonsen 1987), s0 dass die
Enzyme einfacher und schneller in frisches Holz eindringen kénnen. Die enzymatische
Vorbehandlung getrockneten Holzes verbessert allerdings ebenfalls die
impragnierbarkeit, sie verliuft jedoch langsamer.

Dieses Ergebnis ist 1ir die Behandlung von Rund- und Schnittholz von praktischer
Bedeutung. Am effektivsten wére eine Enzymbehandiung deshalb, wenn sie direkt
nach dem Entrinden (Rundholz) bzw. Auftrennen der StAmme zu Schnittholz erfoigte.

Kosten der Enzymbehandlung

Die Kosten einer Enzymvorbehandlung kdnnen durch folgendes Rechenbeispiel
abgeschatzt werden:

Holzkosten:

* Einkaufspreis pro m3 Rundholz entrindet, ungeschiitzt: ca. 250 hil/ m3

* Holzschutzprozess incl. Holzschutzmittel (CCA-Salz): ca. 80 - 120 hily m3
* Verkaufspreis pro m3 geschiitzte Rundholzpfahle: ca, 400 hfl/m3

* Gewinnspanne: ca. 30 - 70 hfl/m3

Kosten Enzymbebhandiung:

* Enzymkombination Rohament 7069/ Rohapect D5L bei
Grossabnahme ca. 50 hilkg

* 0.5 % Enzymkonzentration, geldst in Wasser

* Einbringung der Enzyme im Kesseldruckverfahren; Aufnahme
gemittelt 150 I/ m3 Helz

* fir Trénkung notwendiger Uberschuss an Enzymlésung:
ca. 50 /' m3

Totalkosten Enzym fir Behandlung;
* 1 kg/ m3 = 50 hf/m3 Holz.

Wie anhand dieses Rechenbeispiels erkennbar ist, sind die Kosten flr eine
Enzymvorbehandlung von Fichtenholz hoch. Zudem wurden bei dieser
Kostenrechnung weder Lohnkosten, noch Kosten fir die zusatzliche
Kesseldrucktrankung und Lagerung einbezogen, da sie weitestgehend von der
Betriebsstruktur abhiingen. Diesen Kosten gegenilber stehen Kostensinsparungen bei
der Kesseldruckirénkung, da aufgrund der leichteren Schutzmitteleindringung kirzere
Trénkzeiten und geringere Trankdriicke erforderlich sind. Zudem wurde bei dem
Kostenbeispiel von Enzympréparaten ausgegangen, die im Bereich der
Lebensmitteltechnologie Anwendung finden. Fir den Einsatz von Enzymen im Bereich
des Holzschutzes sind solche "food grade enzymes” jedoch nicht erforderich, s¢ dass
sich der Preis der Enzyme und darnit die Kosten fir die enzymatische Vorbshandiung
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stark (auf ca. 10 - 20 hil/m3 Holz) reduzieren liessen. Bei giner Kostenanalyse sollte
ausserdem beachtet werden, dass mit dem enzymbehandelten Holz aufgrund der
tieferen Schutzmitteleindringung ein verbessertes Produkt geschaffen werden kann,
mit dem sich mdglicherweise h&here Verkaufspreise als mit dem bisherigen Holz
erzielen lassen. Unter Beriicksichtigung dieser Faktoren wirde eine
Enzymbehandlung von Fichtenholz -auch unter Kostengesichtspunkten- rentabel sein.
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7 Zusammenfassung

Fichtenholz (Picea abies {L.) Karst.) ist eine der wichtigsten Holzarten innerhalb
Europas. Ein grosser Nachtail des Fichtenholzes ist, dass flissige Holzschutzmittel nur
unzureichend ins Holz eindringen kdnnen. Verursacht wird diese schlechte
Impragnierbarkeit durch die anatomische Strukiur des Holzes, wobei vor allem die sich
baei der Holztrocknung schliessenden Hoftlipfel eine Fllssigkeitsbarriere bilden. Das
Ziel der vorliegenden Arbeit war deshalb, diese Hoftipiel mittels enzymatischer oder
chemischer Vorbehandlungsmethoden zu entfernen, um dadurch die
Impragnierbarkeit des Fichtenholzes zu verbessern.

Kapite! 1 beinhaltet eine Literaturbesprechung, in der auf den anatomischen und
chemischen Aufbau der Zellwandkomponenten unter besanderer Beriicksichtigung
der Zellverbindungen (Hoftupfel) eingegangen wird. Im weiteren wird in diesem
einleitenden Kapitel auf enzymatische und chemische Abbaumechanismen
eingegangen. In der Literatur beschriebene Versuche, die mit dem Ziel der
Verbesserung der Imprignierbarkeit von Holz durchgefihn wurden, werden genannt
und die Zielsetzung der eignen Versuche formuliert.

Im 2. Kapitel sind die eigenen Versuche beschrigben, in denen Holzmehl und intakte
Kleinproben mit verschiedenen Enzympréparaten behandelt wurden.Die aus der
Holzzellwand herausgeltsten Zuckerbausteine wurden analytisch erfasst. Zunéchst
wurde die Wirksamkeit verschiedenster Handelsenzyme beim Abbau von
Zellwandpolysacchariden aus gemahlenem Fichtensplintholz und Fichtenkernholz
untersucht {Abschniit 2.2). Die Menge der enzymatisch aus dem Holzmehi
herausgeltsten Uronséure und neutralen Zucker wies daraut hin, dass die getesteten
Enzympraparate sehr unterschiedlich effektiv sind. Mit einigen Enzympriparaten
liessen sich 10 - 20 % der urspringlich im Holz vorkemmenden Menge an
Polyuroniden und 5 - 10 % der neutralen Polysaccharide herausldsen, wogegen mit
anderen Enzympriparaten weniger als 1 % herausgeldst wurden. Bemerkenswert ist,
dass die wirksamsten Enzyme stets cellulolytische Enzyme mit hemicellulolytischen
Nebsenaktivititen sind. Das qilt sowohl fir den Abbau der neutralen Polysaccharide als
auch fir den Abbau der Polyuronide. Pectinasen hingegen sind beim Abbau der
neutralen und sauren Polysaccharide wenig wirksam. Unterschiede in der Wirksambkeit
der Enzympriparate beim Abbau von Kernholz und Splintholz konnten nicht
festgestslit werden.

Die durch enzymatische Behandlung aus der Holzzellwand herausgeldsten Zucker
wurden mittels HPLC, HPGPC und GLC gquantitativ und qualitativ erfasst. Diese
Analysen sind in Abschnit 2.2.2 beschrigben. Die abgsbauten Zellwandbestandteile
werden durch die Enzyme fast ausschliesslich zu niedermolekularen Zuckern
(Monomere bis Tetramere) abgebaut. Die in der Suspension gefundenen
Zuckerbausteine Glucose, Arabinose, Galactose, Mannose und Xylose weisen auf die
cellulolytische und hemicellulolytische Aktivitdt der eingesetzten Enzympriparate hin.
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Versuche, bei denen die Aktivitdt einiger Enzyme wahrend einer Langzeitinkubation
untersucht wurde (Abschnitt 2.4), zeigten, dass die Aktivitit beim Abbau von
Polygalacturonséiure bei 40 oC Versuchstemperatur innerhalb kurzer Zeit stark
zurlickgeht. Bei 20 oC Versuchstemperatur betrug die Aktivitit nach 14 Tagen noch ca.
90 % der anfanglichen Aktivitit. Die Cellulaseaktivitidt und die Xyianaseaktivitat
wurden durch die Versuchstemperatur nur wenig beeinflusst.

Im darauffolgenden Kapite! 3 werden die Versuche beschrieben, bei denen intakte
Holzproben mit verschiedenen Enzympraparaten behandsit wurden. Diese Versuche
wurden durchgefihrt, um die Impragnierbarkeit des Holzes zu verbessern. Zunachst
wurden Fichtenholz-Kiginproben (20 x 20 x 50 mm) mit verschiedenen
Enzympréparaten behandelt (Abschnitt 3.1). Die von den auf diese Weise
vorbehandelten Proben in einer anschliessend durchgefiihrten Druckimpragnierung
aufgenommene Menge an Holzschutzmitteln sowie die Eindringtiefe dieses Mittels in
den Proben wurden zur Beurteilung des Behandlungserfolges herangezogen.
Gleichartige Versuche wurden dann an zwei in der Praxis viel verwendeten
Holzsortimenten durchgeflhrt (Abschnitt 3.2; Schnittholz, Rundhoiz). Die
Aufnahmemenge und Eindringtiefe von Holzschutzmittel in Fichtenholz I4sst sich
durch eine vorhergehende Enzymbehandlung steigern. Das Ausmass dieser
verbesserten Impragnierbarkeit hangt dabei vor allem vom Enzympréparat, der
Enzymkonzentration, der Behandlungsdauer, der Behandlungstemperatur, dem
Trankprozess und der Herkunft des Holzes ab. Ing Splintholz drangen die
Holzschutzmittel nach enzymatischer Vorbehandiung besser ein als ins ebenso
behandelie Kernholz. Die Druckfestigkeit und das Elastizitdtsmodul des Holzes
vardndert sich durch die Enzymbehandiung nicht (3.4).

Rasterslektronenmikroskopische Untersuchungen an enzymatisch behandelten
Holzproben (Kapitel 5) zeigten, dass die Enzympraparate vor allem die Margo und den
Torus der Hoftiipfel angreifen und teilweise abbauen, wohingegen an der Zellwand
keine Abbauerscheinungen zu erkennen waren. Wie mit Elektronenmikroskopie
festzustellen, wurde die Impragnierbarkeit vor allem durch den Abbau der einseitig
behdften Tlpfel zwischen den Tracheiden und dem Holzstrahlparenchym verursacht.
Auf diesem Wege kdnnen Impragnierflissigkeiten radial und Uber die Harzkanale
auch longitudinal teichter ins Holz eindringen.

In den in Kapitel 4 beschriebenen Versuchen wurden zunichst Fichtenkleinproben
(20 x 20 x 50 mm) und im weiteren Schnittholz mit Laugen, S&uren und
Komplexbildnern unter Variation der Konzentration, Temperatur und Dauer behandelt.
Eine Beurteilung der Vorbehandlung wurde anhand der von den Proben
aufgenommenen Menge an Holzschutzmitteln und deren Eindringung ins Holz
vorgenommen. Die Laugenbehandlung fuhrte bei allen Versuchen zu einer
Verschlechterung der Holzschutzmittelaufnahme und -eindringung.
Elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten, dass dieses auf die starke
Quellung der Zellwénde zurlickzufGhren ist, wodurch der Flissigkeitstransport im Holz
behindert wird. Auch die Behandlungen mit Komplexbildnern und S3uren erbrachten
keine cder nur geringe Verbesserungen in der Impragnierbarkeit. Im
Elektronenmikroskop war zu erkennen, dass bei den Versuchen mit Ammoniumoxalat
die Tupfeldtfnungen durch grosse Oxalatkristalle verstopft werden.

In Kapite! 6 werden die Versuchsergebnisse dieser Arbait diskutiert und im Hinblick
auf eine praktische Anwendung in der Holzschutzindustrie kritisch bewaertet.
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Samenvatting

Vurehout ( Picea abies {L.) Karst. ) is een van de belangrijkste houtsoorten binnen
Europa. Een groot nadeel van vurehout s, dat vloeibare
houtverduurzamingsmiddelen niet diep genoeg in het hout dringen. Dit wordt
veroorzaakt door de anatomische structuren van het hout, waarbij vooral de tijdens het
drogen sluitende hofstippel een vioeistofbarriere vormt. Het doel van dit onderzoek
was derhalve deze holstippel door middel van enzymatische of chemische
voorbehandelingsmethoden te verwijderen om daardoor de impregneerbaarheid van
vurehout te verbeteren.

Hoofdstuk 1 bevat een literatuurbespreking, waar ingegaan wordt op de anatomische
en chemische opbouw van celwandkomponenten. In het bijzonder wordt ingegaan op
de celverbindingen (hofstippel). Verder wordt in dit inleidende hoofdstuk ingegaan op
enzymatische en chemische afbraakmechanismen. in de literatuur beschreven
onderzoek, die tot doel heeft de verbetering van de impregneerbaarheid van hout,
wordt gencemd an de doelstelling van het eigen onderzoek geformuleerd.

In hoofdstuk 2 is het eigen onderzoek beschreven, waarin houtmeel en intakte kleine
monsters met verscheidene enzympreparaten worden behandeld. Tevens is
beschreven hoe uit de houtcelwand vrijgemaakte suikerbouwstenen werden
geanalyseerd. Verder werd de werking van verscheidene handelspreparaten bij de
afbraak van celwandpolysacchariden uit gemalen vurespinthout en vurekernhout
onderzocht. Het mengsel van uronzuren en neutrale suikers die enzymatisch uit het
houtmeel zijn opgelost, wijst erop dat de geteste enzympreparaten zeer verschiliend
effectief zijn. Met enige enzympreparaten iaat zich 10 - 20 % van het corspronkselijk in
hout wvoorkomende mengsel van polyuroniden en 5 - 10 % van de neutrale
polysacchariden in oplossing brengen, terwijl met andere enzympreparaten minder
dan 1 % wordt opgelost. Bemerkenswaardig is dat de meest werkzaame enzymen
steeds  cellulolytische enzymen met hemicellulolytische nevenaktiviteiten zijn. Dat
geldt zowel voor de afbraak van de neutrale polysacchariden als voor de afbraak
van polyuroniden. Pectinases daarentegen zijn bij de afbraak van neutrale en zure
polysacchariden weinig werkzaam. Onderscheid in de werking van enzympreparaten
bij de afbraak van kern- of spinthout kon niet worden vastgesteld.

De door enzymatische behandeling uit de houtcelwand opgeloste suikers, werden
door middel van HPLC, HPGPC en GLC qualitatief en quantitatief geanalyseerd.
Deze analyses zijn in paragraaf 2.2.2 beschreven. Dé afgebroken polysaccharitien
van de celwand werden door deze enzymen uitsluitend tot kleine suikermoleculen
{monomeer tot tetrameer) afgebroken. De in de suspensie gevonden
suikerbouwstenen glucose, arabinose, galactose, mannose en xylose wijzen op
cellulolytische en hemicellulolytische activiteiten van de gebruikte enzympreparaten.

Onderzoek naar de activiteit van enige enzymen gedurende een lange incubatie tijd,
laat zien dat de activiteit bij het afbreken van polygalacturonzuur bij 40 oC binnen eén
korte tiid sterk achteruit gaat. Bij een onderzoekstemperatuur van 20 oG bedraagt de
activiteit na 14 dagen neg ca. 90% van de ocorspronkelijke activiteit. De cellulase- en
xylanaseactiviteit worden door verschillende onderzoekstemperaturen weinig
beinvloed.

194



In  hoofdstuk 3 wordt het onderzoek beschreven met de door verscheidene
enzympreparaten behandelde intakte houtmonsters. Dit onderzoek werd vitgevoerd
om de impregneerbaarheid te verbeteren. In eerste instantie werden kleine vurehout
monsters (20 x 20 x 50 mm) met verscheidene enzympreparaten behandeld
(paragraaf 3.1). De op die manier voorbehandelde monsters werden aansluitend
onder druk geimpregneerd, waardoor de hoeveelheid houtverduurzamingsmiddel en
de indringdiepte van het houtverduurzamingsmiddel in de monsters, konden worden
beoordeeld. Gelijke onderzoeken werden daarna met twee verschillende
houtafmetingen uit de praktijk vitgevoerd (paragraaf 3.2; rondhout, plankhout). De
opname en de indringing van houtverduurzamingsmiddelen in vurehout laat zich door
voorbehandsling met enzymen verhogen. De omvang van de verbeterde
impregneerbaarhseid hangt daarbij af van het enzympreparaat, de enzymconcentratie
de incubatietijd, de temperatuur, het impregneerproces en de herkomst van het hout.
In voorbehandeld spinthout dringen houtverduurzamingsmiddelen beter in dan in op
de zelfde manier behandeld ketnhout. De druksterkte en de E-modulus van het hout
veranderen door enzymbehandeling niet.

Rasterelectronenmicroscopisch onderzoek (hoofdstuk 5) van enzymatisch
behandelde houtmonsters laat zien dat de enzympreparaten vooral de margo en de
torus van de hofstippel aangrijpen en gedeeltelijk afbreken, terwijl aan de celwand
geen afbraak verschijnselen waargenomen warden. Met electronenmicroscopie is
vast te stellen dat de impregneerbaarheid ook door de afbraak van de stippels tussen
tracheiden en houtparenchym wordt vercorzaakt. Op deze manier kunnen
impregneermiddelen radiaal en door de harskanalen ook longitudinaal gemakkelijk in
het hout dringen.

In het in hoofdstuk 4 beschreven anderzoek wordan kleine vurehouten mansters (20 x
20 x 50 mm) alsmede plankhout met logen, zuren en chelaten onder variatie van
concentratie, temperatuur en tijd behandeld. De resultaten van deze voorbehandeling
op de monsters wordt aan de hand van de opgenomen hoeveelheid
houtverduurzamingsmiddel en de indringing in het hout beoordeeld. De behandeling
met logen |eidde bij alle proeven tot een verslechtering van opname en indringing van
het houtverduurzamingsriddel. Eiectronenmicroscopisch onderzoek liet zien dat dit
wordt veroorzaakt door een sterke zwelling van de celwand, waardoor het vioeistof
transport in het hout wordt geremd. Ook de behandeling met chelaten en zuren gat
geen of nauweliliks een verbetering van de impregneerbaarheid. Met
electronenmicroscopie was te herkennen dat bij de proeven met ammoniumoxalaat
de stippelopeningen door grote oxalaat kristallen verstopt raakten.

In hoofdstuk 6 worden de onderzeeksresultaten besproken en gekeken naar de

praktische haalbaarheid van enzymatische of chemische voorbehandeling voor de
houtindustrie.
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Summary

Spruce (Picea abies (L.) Karst.) is one of the most important European wood species.
A great disadvaniage of spruce is that liquid wood preservatives cannot sufficiently
penetrate the timber. The poor permeability is caused by the anatomical structure of
the timber, particularly by the fact that the bordered pits close down during drying and
thus prevent the flow of liquids. The aim of the present study, therefore, was to break
down the bordered pits by means of enzymatic or chemical preliminary freatment and
thus to improve the permeability of spruce.

Chapter 1 includes a study of the literature and deals with the anatomical and
chemical structure of the components of the cell wall, with particular attention for the
connections between cells (pits). This introductory chapter also deals with enzymatic
and chemical decomposition mechanisms. Reference is made to earlier experiments
concerning the improvement of the permeability of timber. Finally, the objectives of the
present study are formulated.

Chapter 2 describes the various experiments carried out in the context of the present
study, in which wood powder and sound test specimens were treated with various
enzyme preparations. The sugar components released from the cell walls were
analyzed. The effectiveness of various commercial enzymes in breaking down the
polysaccharides of the cell walls was first tested in powdered sapwood and heartwood
(paragraph 2.2). The quantity of uronic acids and neutral sugars released from the
wood powder by the enzymatic action of the various preparations formed an indication
that these preparations varied greatly in effectiveness. Some enzyme preparations
caused 10 - 20 % of the orginal amount of polyuronides to be dissolved and 5 - 10 %
of the neutral polysaccharides, whereas others led to results of less than 1 %. What is
remarkable is that the most effective enzymes are cellulolytic enzymes with
hemicellulolytic side effects. This was found for the decompaosition of neutral
polysaccharides as well as for that of polyuronides. Pectinases, on the other hand, are
not particularly effective in the decomposition of neutral and acidic polysaccharides.
Differences in the effectiveness of enzyme preparations in the decomposition of
heartwood and sapwood could not be observed.

The nature and quantity of sugars released from the cell walls after enzymatic
pretreatment were analyzed by means of HPLC, HPGPC and GLC. The results of
these analyses are described in paragraph 2.2.2. The decomposed elements of the
cell walls are almost exclusively broken down to low molecular sugars (monomers to
tetramers). The presence of the sugar components glucose, arabinose, galactose,
mannose and xylose in the suspension is an indication of the cellulolytic and
hemicellulolytic activity of the enzyme preparations under consideration.

Experiments investigating the various enzymes during long-term incubation (see
paragraph 2.4) have demonstrated that at a test temperature of 40 oC their activity in
decomposing polygalacturonic acids is greatly reduced in a short period of time. At a

test temperature of 20 ¢C, their activity after 14 days still amounted to approximately 90
% of their original activity.The aclivity of celiulase and xylanase were hardly influenced
by the test temperature.
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Chapter 3 gives a description of the experiments in which sound test specimens werg
treated with different enzyme preparations. The aim of these experiments was to
improve the permeability of the imber. Small specimens of spruce {20 x 20 x 50 mm)
were first treated with various enzyme preparations (see paragraph 3.1). These pre
-treated specimens were then impregnated under pressure with a wood preservative.
The effectiveness of the treatment was determined on the basis of the amount of wood
preservative absorbed and the depth of penetration of the preservative in the timber.
The same experiments were then carried out with two types of timber commonly used
(see paragraph 3.2; sawn timber and piles}). The degree of absorption and the depth
of penetration of the wood preservative in spruce can be increased by means of
preliminary enzymatic treatment. The extent to which the permeability is improved is
largely dependent on the enzyme preparation used, the enzyme concentration, the
duration of the treatment, the temperature under which the treatment takes place, the
impregnation pracess and the origin of the timber. Wood preservatives are absorbed
hetter by pre-treated sapwood than by pre-treated heartwood. The enzymatic
treatment does not cause any change in the compression strengh and the modulus of
elasticity (see paragraph 3.4).

The test specimens which had been treated enzymatically were examined by means
of a scanning electron microscope. This microscopie examination demonstrated that it
was particularly the margo and the torus of the bordered pits which were affected and
partly decomposed by the enzyme preparations. There were no indications of
decomposition of the cell wall. The improved permeability of the timber was shown to
be largely due to the decomposition of the simple pits between the tracheids and the
ray parenchyma. Preservatives can thus penetrate the wood more easily in radial
direction and through the resin canals, also in longitudinal direction.

In the experiments described in chapter 4, small test specimens of spruce (20 x 20 x
50 mm) and sawn timber were pre-treated with alkali, acids and chelating agents.
Concentration, temperature and duration were varied. The resulting amount of wood
preservative absorbed and the depth of penetration in the timber were a measure for
the effectiveness of the preliminary treatment. Treatment with alkali resulted in a
decrease of preservative absorption and penetration under all test conditions.
Examination of the treated timber by means of electron microscopy showed that this
was caused by a considerable swelling of the cell walls, as a result of which the
transport of liquid was blocked. Neither did treatment with acids or chelating agents
iead to a significant improvement of permeability. Electron-microscopic examination of
timber treated with ammonium oxalate showed that the bordered pits were blocked by
large oxalate crystals.

In chapter 6, the results of the experiments on which this dissertation is based are

discussed and evaluated critically in view of a possible application in the industrial
practice of wood preservation,
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Behand!.| Wasser |Ammoniumox| Essigséure| Na-HMP
Dauer |kurz lang | kuwrz lang | kurz lang | kurz lang |Summe|Quadrat
1 1.2 12| 1.0 1.5] 23 35 7 9 12.3| 151.3
3 1.5 1.7} 21 i8] 21 26| 1.0 14 14.2| 201.6
6 20 23| 386 32| 29 21 9 1.2] 18.2] 331.2
7 24 10| 48 38| 48 &8 7 6] 24.9| 620.0
8 14 14| 35 44| 35 38| 11 151 206| 4244
Summe | 85 7.6| 15.0 14.7]| 156 188 | 44 56] 902
Quadrat |[72.3 57.8 |225.0 216.1 |[243.4 353.4 | 19.4 31.4
gem. 1.7 15| 3.0 29| 31 38 9 11

i_.1_6_.]
ANOVA-Tabelle:

proj 2 dim proj 2 /dim f p
Niveau 203.4 1
Baum 12.6 4 3.2 3.84 015
Behandl. 40.3 7 57 6.98 | <.005
Residue 23.1 28 8

279.5 40
I
LSD {(a=0.05) (a=0.10)
Biume 8 6
Behandl. 1.0 B

Anhang 2: Gemittelte Eindringtiafe [mm] des Holzschutzmitiels in Schnittholz nach
chemischer Yorbehandlung (vgl. Abschnitt 4.2.3) und beigehdrende
Anova-Tabelle.
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Behandl| Wasser | Ammoniumox| Essigsdure| Na-HMP
Dauer |kurz lang | kurz lang | kurz lang | kurz lang iSumme|Quadrat

1 26 22 21 271 27 35| 21 18 197.2 38868.0
3 25 23 24 21 24 27| 22 56| 222.4 49469.0
6 32 30 29 28| 31 32| 33 18] 228.2p2082.5
7 44 30 52 52| 22 69| 11 20] 299.7 p9828.7
8 25 25 44 43| 44 53| 20 29] 283.0p0061.1

Summe |152 130 | 169 171| 148 216 | 106 139]1230.5
Quadrat |230 168 287 2921 219 468 | 113 192
[X102]

gem. 30 26 34 341 30 43| 21 28

g§—d
ANOVA-Tabelle:
proj 2 dim proj 2/ dim f p

Niveau 37851.3 1
Baum 938.6 4 2346 1.84 > 0.100
Behandl. | 1515.5 7 216.5 1.70 | »0.100
Residue 3574.0 28 127.6

43879.4 40
LSD {o = 0.05)
Baume 9.61
Behandl. 12.15

Anhang 3: Gewichtszunahme der Schnittholzproben [%] wahrend
Holzschutzmittelbehandiung (vgl. Abschnitt 4.2.3) und beigehdrende
Anova-Tabells.
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Anhang 4: Resultate Biegeversuch / Biegelestigkeit [N/mmél, Kernholz, nach

Behandl| Wasser | Ammoniumox Esslgs&urJ Na-HMP Quadrat
Dauer kurz lang | kurz lang| kurz lang [Summe]|[x 102]
1 427 43.0 31.2] 40.1 45.7| 41.0 200.7| 402.8
3 51.3 514] 452 46.1| 454 53.7] 293.1| 859.1
6 68.7 67.7]| 614 635 46.0 72.5] 379.8| 14423
7 48.6 41.7 49.3 45.0| 53.3 49.5] 245.6| €03.0
8 58.0 55.7 49.4 47.1| 53.3 53.6] 317.1] 1005.7
Summe 269.3 205.9 [245.4 247.3 |239.0 229.2] 1436.3
|Quadrat 725.2 424.0 |602.4 611.7 |571.4 525.5 759.7
{x102]
gem. 53.9 51.5| 49.1 495| 478 57.3
ANOVA-Tabelle:
proj 2 dim proj 2/ dim f p
Niveau 73674.6 1
Baum 1561.0 4 390.2 15.31 | «0.005
Bshandl. 279.6 5 55.9 2.19 0.100
Residue 458.6 18 25.5
75973.5 28
e e e—
LSD {o=0.05)
Baume 5.05
Behandl. 5.54

chemischer Vorbehandlung (vgl. Abschniit 4.2.3} und beigehdrende

Anova-Tabelle.
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Anhang 5: Resultate Biegeversuch / E -modul [N/mm2, Spiintholz, nach
chemischer Varbehandlung (vgl. Abschnitt 4.2.3) und beigehérende
Anova-Tabelle.
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Behand).| Wasser Ammoniumox] Essigsaure| Na-HMP Quadrat

Dauer kurz lang| kurz lang| kurz lang }Summe|{x 103]
1 2839 3499  3001| 3203 3907| 2935 2756 22139 480125
3 3398 3284 3666| 3951 3697] 3552 3353 24902 620120
6 3597 3655  3601| 3539 3414] 3848 3020 24672608727
7 2805 2771 3123| 3146 3215 2507] 17567 | 308588
8 2983 2510 3174 3172 2794| 3332 3604 21568 |465169

Summe | 15622 15719 16565[17010 17026[13667 15240 J11084%

Quadrat | 24404 24707 27439p893328990[18680 23224 366352

[x104]

gem. 3124 3144  3313| 3402 3405| 3417 3048

ANOVA-Tabelle:

proj 2 dim | proj2/dim f p

Niveau 361389376 1

Baum 2062112 4 515528 540 | <0.005

Behandl. 703181 6 117197 123 | »0.100

Residue 2197127 23 95527

366351796 34

_— e e = |

LSD (o= 0.05)

Baume 283.2

Bahandl. 335.0




Anhang 6: Resultate Biegeversuch / E -modul [N/mmé], Kernholz, nach
chemischer Vorbehandiung (vgl. Abschnitt 4.2.3) und beigehbrende
Anova-Tabelle.
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Behandl, Wasser AmmonlumoJ Essigsaure| Na-HMP Quadrat
Dauer kurz lang| kurz lang| kurz lang |Summe|{x 103]
1 2438 3179  1905| 1982 2392 2036 10751 1115573
3 3058 2138] 2569 2671| 2597 2379] 15413237572
6 3423 2359| 3218 3105| 2075 2958| 17139|293743
7 2732 2315 2672 2824 2902 2960 ) 14091198548
8 2693 3130| 3015 2788] 2891 2525] 17042:290442
Summe | 14343 9532[13458 13781}12501 10822 | 74436
Quadrat | 20571 908618111 1899115628 11712 202176
[x104]
gem. 2869 2383] 2692 2756| 2500 2706
ANOVA-Tabelle:
proj 2 dim | pro]2/dim f p
Niveau 197882142 1
Baum 1901650 4 475413 5.09 0.009
8ehandl. 711449 5 142289 152 1 >0.100
Residue 1680931 18 93385
202176171 28
LSD (= 0.05)
Baume 305.9
Behandl. 3351




Anhang 7: Bewerlung der Eindringung von Holzschutzmitteln (CKB-Salz, 3%) in
unbehandeltes und enzymatisch behandeltes Fichtenrundholz und
Schnittholz in "Eindringklassen”.

kindringkiasse 1
Eindringkiasse 2
Eindringkiasse 3

Eindringkiasse 4

Eindringtiefe sehr gering;
Randeindringung weniger als 1 mm
Eindringtiefe nur wenige mim,
geringfiigig besser als Klasse 1
Eindringung deutlich besser als
Klasse 1 und 2, jedoch unregelméssig
sehr tiefe Eindringung
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