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317. Theodor Ploetz:  Uber das Verhalten von Lindenholz gegen 
Athylendiaminkupferoxyd-Liisung und den enzymatischen Abbau der 
Hauptfraktionen. 111. Mitteil. iiber den enzymatischen Abbau poly- 

merer Kohlenhydrate *) . 
[Aus d. Institut fur (1. Cheiiiie d. I-Iolzes u. (1. Polysaccharide. Chern. Institut d .  ITni\-ersitiit, 

(Eingcgangen am 7. September 1939.) 

R. S. H i l p e r t  l) hat unlangst einige Holzer einer Praktionierung durcli 
Einwirkung von Athylendiaminkupferoxyd-Losung unterworfen. I m  folgenden 
wird iiber einen analogen Versuch berichtet, der an Lindenstammholz (Tilia 
tonientosa) durchgefiihrt wurde. Fiir die Wahl dieses Materials waren Criinde 
des spateren fermentativen Abhaus maflgebend. 

Bei der Behandlung des fein gemahlenen und mit Benzol-Alkohol extra- 
hierten Holzes niit dern Reagens bleiben 61% der Holzsubstanz ungelijst, 
1.2.7yo lassen sich durch Ansauern aus der Losung fallen. 26.3%) des Holzes 
sind demnach wasserloslich geworden. 

Der unlijslich verbleihende Holzriickstand unterscheidet sich in seiner 
Elementarzusammensetzung kaum vom Ausgangsmaterial. Nur der OCH,- 
Gehalt ist etwas gestiegen. 

I-leidelberg. 1 

Lindenstammholz . . . . C 49.56 %, H 6.37 %, OCH, 6.51 y,. 
Unlijsl. Ruckstand.. . . ,, 49.62%, ,, 6.55%, ,, 7.20%. 

Man kommt deiii Wesen der eingetretenen Veranderung aber nah(?r, 
wenn man neben der Eleiiientarzusainmensetzung auch die Hauptkijrper- 
klassen verfolgt, aus denen sich die Holzsubstanz zusammensetzt. Dann 
zeigt sich namlich, da13 der Riickstand sich doch wesentlich voni Ausgangs- 
holz unterscheidet : 

Cross - Dcran-Cellulose, Pentosen 1,ignin 
pentosenfrei 

1,indcnstatninholz . . . . 45.5 %,, 26.1 %, 18.0 %. 
Unlosl. Ruckstand. . . . 6 ! ) 3  %, 8.67 %, 20.5.5 %,. 

Von den Hauptbestandteilen des Ausgangsmaterials sind deninach in 
Liisung gegangen 18.9% der vorhandenen Cellulose, 79.704 der Pentosen 
und 30.576 des Lignins jbestimint als Klason-Liguin) . Trotz der Konstanz 
der Werte der Eleinentaranalyse sind also sehr wesentliche l’eranderungen 
der Zusammensetzung des Holzes erfolgt. 

Die Auflijsung von 300/;, des Ligninanteils ist auch als ein Fraktionierungs- 
vorgang aufzufassen, da sich das aus dem Riickstand erhaltliche Lignin in 
seiner Zusanimensetzung von dein des Ausgangsholzes unterscheidet : 

1,indenstaiiiiiiholzlignin . . . . C 64.60 %, H 5.50 %, OCH, 19.85 %. 
Ligiiin aus d. Kiickstand . . . . , , 61.32 %, , , 6.04 %, , , 20.91 %, 

Der aus der Athylendiaininkupferoxyd-Losung durch Ansauern fall‘oare 
Anteil wurde als gelbliches Pulver erhalten. Die Zusammensetzung ist 
c 45.98%, H 5.91%, was einen Korper der Klasse C,H804 verrnuten liel3e. 
Die Substanz enthalt aber noch 7.23% OCH, und liefert bei der Pentosen- 

*) 1. Mitteil. Ztsclir. physiol. Cheni. 2.59, 18 [1939]; 11. Mitteil. ehenda in1 Druck. 
l) B. 72, 607 [1939]. 
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I 
Ausgangs- 

1 material 

bestimmung nur 49.6% Pentosen, was einem Pentosangehalt von 43.7% 
entspricht. Die Fraktion ist also keineswegs einheitlich. 

H i l p e r t  findet bei seinen analogen Fraktionen eine Elenientarzusamxnensetzung, 
die auf die Formel C,H,,O, stimmt. Mit 4 % OCH, ist dabei die Fraktion aus Kotbuchen- 
holz am hochsten methyliert. U'enn daraus der SchluB gezogen wird, ,,es kann also im 
Holz keine OCH,-freie Cellulose vorkommen", so ist drrri entgegenzuhalten, daW fur die 
Einheitlichkeit des Praparats keinerlei Beweis geliefert werden kann. 

Mit Schwefelsaure ergibt der fallbare Anteil 26.14% Lignin. Das Lignin 
ist also in dieser Praktion gegenuber dem Holz angereichert. Iler OCH,- 
Gehalt dieses Lignins liegt tiefer als der des Holzlignins und des Lignins des 
unloslichen Riickstandes. 

Lignin aus der Fallung: C 61.40y0, H 5.25y0, OCH, 15.64%. 
In den1 entsprechenden Praparat aus Rotbuche findet H i l p e r t  nur 8.5 % Lignin. 

Da das Praparat 44.74 % C enthalt, wird geschlossen, da13 es auf Grund seiner Elemelltar- 
zusaniniensetzung unmoglich so viel vorgebildetes L i p i n  mit etwa 60 yo C enthalten 
konne. Da das Praparat aus Linderiholz bei ahnlicher Rlernentarzusaxririlensetzuag sogar 
26 % Lignin liefert, konqte dieser SchluB hicr ]nit noch viel gr6Berer Wahrscheinlichkeit 
gezogen werden. Entweder entstammen die 26 yo Ligr~n einer Vorstufe, die 35 Yo aus- 
rnachen und ein Viertel des Gewichts, das sind 9% Wasser, beim Ubergang in Klason- 
Lignin verlieren miiRte. Oder das Lignin ist mit den1 hohen Kohlenstoffgehalt vorge- 
bildet (siehe unten) ; dann mu0 auUerdem eine Substanz von geringem Kohlenstoff- 
gehalt im Praparat enthalten sein. 

Zieht man von dein gesamten OCH,-Gehalt des fallbaren Anteils die 
auf das Lignin entfallende Menge ab, so bleiht noch ein OCH,-Rest. Der 
ligninfreie Anteil enthalt demnach noch 4.28%) OCH,. Der fallbare hnteil 
besteht also aus Lignin und einer OCH,-haltigen Substanz, die nicht in das 
Klason-Lignin iibergeht. Ob dieses OCH, in den Pentosen, oder in dem nicht 
erfaBten Rest, der noch 30% des Praparats ausmacht, gebunden ist, wurde 
noch nicht festgestellt. Vielleicht handelt es sich dabei urn methylierte 
TJronsauren oder ahnliche Stoffe, wie sie von M. H. O'Dwyer2) in den Hemi- 
cellulosen gefunden worden sind. Jene 3076 Restsubstanz miissen jedenfalls 
einen hiiheren Oxydationsgrad aufweisen, denn fur sie errechnet sich aus 
den Analysendaten der anderen Restandteile ein C-Gehalt von etwa 34%, 
vorausgesetzt, daB das Lignin mit 61% Kohlenstoff vorgebilclet ist. 

Sowohl der in athylendiaminkupferoxyd-Losung unlosliche Ruckstand 
als auch die mit Saure erhaltene Fallung sind stickstoff-frei. 

F'olgende Tafel zeigt, inwieweit die gepruften Bestandteile des Holzes 
in den beiden Hauptfraktionen erfaBt worden sind (berechnet auf 100 g 

Unl05l Mit Ssure 
Ruckstand 1 gefallt 

(;eu-icht . . . . . . 1 100.0g 1 61.0 g 
Cellulose . . . . . . ~ 45.5g , 38.0 g 

I Pentosen.. . . . . I 26.1 g I 5.29g 
Lip in  . . . . . . . .  1 18.0 g ' 12.6 g 
OCH, . . . . . . . . . I 4.4 g 

I 

6.51 g 

12.5 g 
nicht 

gepriift 
6.38 g 
3.34 g 
0.93 g 

d Ausgangssubstanz 
erfaWt 

73.7 % 
(81.4 %) 

44.7 % 

82.0 % 
88.6 % 

. Lsg. verbl. 

26.3 % 
(18.6 %) 

55.3 % 

18.0 yo 
11.4 % 

z ,  Biochem. Journ. 33, 713 [1939]. 
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Der enzymatische Abbau wurde mit verschiedenen gereinigten Enzym- 
praparaten vom Verdauungssaft der Weinbergschnecke (Helix pomatia) 
durchgefuhrt, die Cellulase, Lichenase und Cellobiase enthalten ,). 

Das als Ausgangsmaterial verwendete Lindenstammholz verhalt sich 
gegen den Enzymangriff sehr resistent. So gehen mit einem - allerdings 
nicht sehr aktiven - Enzympraparat, das Cuprophan in 6 Tagen zu 23% 
abbaut, im gleichen Zeitraum vom Lindenholz nur 3.8% in Losung. Die 
aktivsten Praparate, die Cuprophan in 2-3 Tagen vollig losen, bewirken 
in 8 Tagen einen Abban von 140/. Der in Losung gehende Zucker besteht 
dabei zu 35% aus Pentosen. Dieses Verhaltnis bleibt auch bei mehrmaligem 
Angriff mit verichiedenen Enzympraparaten ziemlich konstant (dies gilt 
naturlich nur fur die bis jetzt erreichten Abbaugrade). Das bedeutet, daU 
die beiden Kohlenhydratklassen Pentosen und Hexosen beim enzymatischen 
Abbau von Anfang an etwa in dem Verhaltnis in Losung gehen, in dem sie 
im Holz vorhanden sind. Eine bevorzugte Hydrolyse des Pentosenanteils, 
wie sie bei der Einwirknng verdiinnter Sauren feststellbar ist, tritt also hier 
nicht auf. 

Man konnte nun vermuten, daB die Aufteilung der Holzsubstanz in 
Fraktionen durch die Einwirknng der Athylendianiinkupferoxyd-Losung 
den enzymatischen Angriff erleichtern wurde. Im unloslichen Ruckstand 
sollte durch die Entfernung von 40% der Holzsubstanz die Oberflache ver- 
groBert und der Zugang zum Zellinnern erleichtert sein. In  der Saurefallung 
ist die Zellstruktur uberhaupt verschwunden und die Moglichkeit einer Ab- 
deckung abbaubarer Stoffe durch inkrustierende Substanzen ausgeschlossen. 

Der in Athylendiaminkupferoxyd-Losnng unlosliche Ruckstand zeigt 
aber nun keineswegs eine gesteigerte enzymatische Angreifbarkeit. Selbst 
durch lang andauernde Enzym-Einwirkung und mehrmalige Erneuerung 
des Enzyms konnten namlich nur insgesamt 18.6% der Substanz in Losung 
gebracht werden. Der aus der Zuckerbestimmung und aus der Gewichts- 
abnahme ermittelte Abbau stimmen dabei vollig uberein, so da13 a d e r  den 
bei der Zuckerbestimmung erfaWten Stoffen nichts in Losung geht. Der 
gebildete Zucker besteht zu 42.5% aus Pentosen, die somit in einer Menge 
von 7.9% des Materials entstanden sind. Die Untersuchung hatte ergeben, 
daW der unlosliche Ruckstand 8.7% Pentosen enthalt. Demnach sind die 
im Material enthaltenen Pentosen auf enzymatischem Wege restlos in Losung 
zu bringen. Auffallend ist ubrigens, dal3 der enzymatische Abbau zum Still- 
stand kommt, wenn gerade soviel in Losung gegangen ist, als dem Hemi- 
cellulosenanteil des Materials (19%) entspricht. Der Ruckstand bestande 
demnach nur aus Lignin (25%) und Cellulose (750/,). Diese Folgerung bedarf 
noch der Prufung. 

Im Gegensatz zum unloslichen Ruckstand la& sich die mit Saure aus 
der Athylendiaminkupferoxyd-Losung erhaltene Fallung enzymatisch relativ 
leicht abbauen. Es konnte hier in zwei Abbaustufen ein Abbau von 51.4% 
erreicht werden. Entsprechend der Zusammensetzung des Praparats (Tafel 1) 
besteht der in Losung gehende Zucker zu 70% aus Pentosen. Die Abbau- 
losungen enthalten auch OCH,, was mit der Feststellung iibereinstimrnt, 

7 I. Mitteil., Ztschr. physiol. Chein. ,069, 19 [1939]. 
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dai3 aul3er deni Lignin-OCH, noch OCH, an Kohlenhydrat, oder eine andere 
reduzierende, masserlosliche Substanz gebunden vorlisgen mu13. tiher die 
1'era.nderung der Znsanimensetzung geben folgende Zahlen Aufschlun : 

~ ~ ~ ~ s g a n g s t i i a t e r i a l  . . . . C 45.OX y o ,  H 5.91 TI, OCIi, 7 23 yl- 
Nach.jl.4-pro~.Ahhau. . ,, 51.77 :<, ,, b.36 'yo, ,, 9.07 %. 

Die Zunahme der Werte fiir C und OCH, laWt veriniiten, dal'l eine Aiireiche- 
rung an 1,ignin eingetreten ist. 

Auf Grund der Analyse (Tafel 1) sind voni Gesamt-OCH, des gefallten 
Materials 56.5%, in1 1,ignin gebunden. Der Riickstand des enzyniatischen 
Abbaus enthalt jetzt noch f12~4) des urspriinglichen OCH,, d. h , ,  da13 das an 
den Nicht-Ligninanteil gebundene OCH, bereits fast viilligin1,iisung gebracht ist. 
Der Abbau dieses Anteils eilt also den1 Gesamt-Abbau vorans, denn unter der 
Yoraussetzung, da13 kein 1,ignin in Losung gegangen ist, besteht der Ruckstand 
des Abbaus imnier noch zu 460;) aus Icohlenhydraten, d. h. er setzt sich zu 
etwa gleichen Teilen ans Lignin- und Kohlenhydrat - Bausteinen zu- 
samnieii. 

Auch das aulkre Aussehen weist auf die Ligriinanreicherung hin. Ilas 
ursprunglich hellgelbliche Pulver dunkelt im \:erlaufe des Abbaus stark 
(was bei deiii vorigen Praparat, den1 in Athylendiaminkupferosyd unloslichen 
Riickstand, nicht der Fall ist) und ist auBerlich von einem schonend gewonnenen 
Lignin nicht mehr zii unterscheiden. 

herraschend ist, daB in dieseni Stadium der bisher flott verlaufene 
Ahbau plotzlich ins Stocken gerat und selbst bei Anwendung aktivster Enzyni- 
praparate ntir mehr sehr schleppend weiter geht. 

Imnierhiii gelang cs in 13 Tagen, den Abbau noch uin 0,87{) weitrr- 
zutreiben, so daB er nun 51.3(yi) betrug. I>er bei dieser letzten Hehandlung 
in Losung gegangene Zucker bestand zu 92./, aus Pentosen, woinit die in1 
Ausgangsmaterial enthaltenen Pentosen vollig in 1,iisung gegangeii waren. 

Wenn auch diese erizyniatischen Ahbauversuche, die in ihreni letzten 
Stadium sehr zeitrauhend verlatifen, noch nicht abgeschlossen siiid, so be- 
rechtigen sie doch zu der Erwartung, da(3 es gelingen diirfte, miter den 
schonenden Redingungen des enzymatischen Abbaus, also bei pIr 4.7 und 
bei 37O, aus nativein Material ligninartige Kiirper z u  isolieren. l ler  Anstieg 
des Kohlenstoffgehalts nach dem 51.4 -prozmtigen Abbau weist deutlich 
anf die Gegenmwt ligninartiger Snteilp von hoheni Kohlenstoffgehalt 
hin. 

Beschreibung der Versuche. 

1) Il ir  l{inn i r k u n g  'L o n  L ~ t h y l e n d i a m i n k u p f e r o x y d  auf das  Holz  

1h.s Xiragen5 nurdc nach H i l p e r t s l )  dngahen dargestellt 
Fein geniahlenes 1,inden~tarnmholz aurde  erschopfend niit Hen7ol- 

Alkohol extrahiert Yon den1 dmch XO-Maschensi& gesiebten Material 
niurden 20 g in 500 ccni ;ithylencliaminkupferoxq.d-T,osung 5 'rage unter 
1,ichtansschluB geschuttelt. 
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Die Aufarbeitung erfolgte wie bei H i l p e r t ' )  angegeben. I)ie niit Saure 
abgeschiedenen Flocken wurden init AIkohol m d  Ather ausgewaschen und 
getrocknet. Man erhielt, so ein hellgelbes lockeres J'ulver. 

Angesetztes Holz . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  19.45 f: l'rockensubsta I ~ L  

clier KiiclCstaiid . . . . . . . . . . . . .  11.88 g Trockerisubstani: 
ur-e gefillt . . . . . . .  . . . . . . . . . . .  2.47 x 'I'roc-kensul)st~nl 

Nach lsolierung dieser beiden Hauptfraktionen wurde die angesiiuert c 
Mutterlauge im Vak. zur Trockne gebracht. Nach Entfernung des HC1- 
fiberschusses wurde niit Ather extrahiert, wobei noch in Spuren ein harz- 
artiges Produlst herausgelost wurde. Die nachfolgende Alkoliolextraktion 
lieferte eine braune I,osung, aus der durch weitere Aufarbeitung ein nunmehi- 
wasserunlosliches ligninartiges Produkt in einer Ausbeute von 100 mg Troclten- 
substanz isoliert wurde. 

C 63.57 %, H 7.25 yo, OCH, 15.62 %. 
Der in der Extraktionshiilse verbliebene Riickstand wurde mit Wasser 

aufgenommen und zentrifugiert. Man erhielt eine braune Fallung, die kupfer- 
frei gewaschen, in einer Ausbeute von 254 mg Trockensubstanz anfiel. 

C 57.68 %, H 6.17 %. OCH, 14.88 y,. 
Durch die Einengung im \-ak. waren also aus der sauren 1,iisung noch 

geringe Mengen wasserunloslicher Produkte entstanden. Der Rest blieb 
jedoch wasserloslich und wurde nicht weiter verfolgt. 

Die Ligninbestimmung wurde mit 72-proz. Schwefelsaure durchgefiihrt. 

2) D e r  e n z y m a t i s c h e  A b b a u .  

i h e r  die Reinigungsoperationen fur Schneckenferment siehe die I. Mit- 
teilung. lnzwischen wurden noch andere Wege entwicltclt, iiher tlic an :tndrrer 
Stelle berichtet werden soll. 

I>er -4bbau verlief bei 37". .l>urch Zugabe von reichlich .hcetat.puffcr 
wurde das pi, 4.7 lionstant erhalten. Die Ansatze wurden mit 1 g Trocken- 
substanz bei eineni Gesamtvolunien des Enzym-Puffergemisches von nieist 
1.00 ccm in verschlossenen Erlenmeyer-Kolbchen unter Toluol stehen 
gelassen. Parallel-Ansatze unterrichteten iiber den Leerwert und die Aktivitat 
der Enzymlosung gegeniiber Cellulose, Lichenin und Cellobiose. Der Abbau- 
grad wmde durch 1-2-t5gige Probenahrne und Zuckerbestimmung (hlikro- 
Willstatter-Schudel) ertnittelt. In  Abstanden von 6--8 Tagen wurden die 
Enzynilosungen erneuert. Zu diesein Zweck wurde filtriert (mit dem Fiitrat 
wurden Pentosen- und sonstige Bestinimungen, wie vor alleni die n'ach- 
hydrolyse zur lirniittlung etwa nicht ganz aufgespaltener Oligosaccharide, 
ausgefiihrt), ausgewaschen und getrocknet. Der aus der Zuckerbestimmung 
ermittelte Abbaugrad wurde an  der Gewichtsabnahme kontrolliert. Dann 
wurde, meist nach abernialigern hfahlen in der Achatmiihle, mit neuem 
Enzym angesetzt. 

Fur die Ausfiihrung der Mikroanalysen bin ich den HHrn. lh .  E. Wiesen-  
b e r g e r  u. Dr. J. H a r a n d  zu Dank verpflichtet, ebenso den Frll. 
L. W a g n e r  und E. H o r n  fiir die Zuckerbestimmungen. 


