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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Im Rahmen der interdisziplindren Forschungsarbeit wurde der mikrobielle Zellwandabbau
durch den Braunfdulepilz Antrodia vaillantii und durch Erosion-Bakterien topochemisch
und feinstrukturell untersucht. SchwerpunktméfBig wurden dabei die Friihstadien des
mikrobiellen Holzabbaus auf subzelluldrer Ebene analysiert, fiir die bisher noch keine
grundlegenden Ergebnisse vorliegen.

Die topochemischen Untersuchungen erfolgten mit Hilfe der speziellen UMSP-Methode,
deren hochauflosendes, UV-spektroskopisches Scanning-Verfahren (Ortsauflosung von
0,25 um x 0,25 pum) sich besonders fiir die bildgebende Charakterisierung chemischer
Verinderungen innerhalb der einzelnen Zellwandschichten eignet. Ergdnzende UV-
spektroskopische Punktmessungen mit einer Ortsauflosung von 1 um? ermdéglichten eine
chemische Analyse abgebauter Zellwandbereiche und deren Abbauprodukte. Zur
detaillierten Beschreibung der mikrobiellen Besiedlungsabfolge auf Gewebe- und
Zellwandniveau wurden die Untersuchungen mit elektronenmikroskopischen Methoden
(TEM und FESEM) kombiniert.

Die UV-spektroskopischen Analysen zeigen, dass bereits nach drei Tagen Inkubation eine
Ligninmodifikation durch die Aktivitit des Braunfduleerregers Antrodia vaillantii
topochemisch nachgewiesen werden kann. Infolge des mikrobiellen Zellwandabbaus
konnten hoch absorbierende Ligninderivate im Bereich der &duBleren S2 und der S1 der
Tracheiden detektiert werden, die eine eindeutige Selektivitit und frithzeitige
Ligninmodifikation im Anfangsstadium des Zellwandabbaus bestitigen.

Die topochemischen Analysen des bakteriellen Holzabbaus zeigen im Friithstadium initiale
Verdnderungen der UV-Absorptionswerte im Bereich der Tiipfelkanile, ohne das
morphologische Strukturabweichungen elektronenmikroskopisch in diesem Stadium
nachweisbar sind. Eine chemische Charakterisierung befallener Bereiche der Sekundidrwand
erfolgte durch ergéinzende UV-spektroskopische Punktmessungen im Wellenldngenbereich
von 240-400 nm. Die Auswertung der UV-Spektren bestétigt, dass die bakteriellen
Abbauprodukte aus biochemisch modifizierten und unmodifizierten Ligninen bestehen, die
durch hohere UV-Absorptionswerte charakterisiert werden.

Vergleichende UV-spektroskopische Untersuchungen zu einem chemischen Holzaufschluss
(NSSC) zeigen Parallelen zur beschriebenen mikrobiellen Lignin-Modifikation durch
A. vaillantii auf. Beide Prozesse sind durch eine frithzeitige und selektive
Ligninmodifikation innerhalb individueller Zellwandschichten charakterisiert. Die
vorliegenden Ergebnisse der topochemischen Analysen liefern einen wichtigen Beitrag zur
Beschreibung friihzeitiger sukzessiver Abbauprozesse auf zelluldrer Ebene.

Zur Charakterisierung eines fortgeschrittenen Zellwandabbaus erfolgten zusitzlich
anatomische, strukturelle und feinstrukturelle Untersuchungen an archidologischem Holz
(Sarg der Moorleiche ,,Frau von Peiting*). Die angewendeten Untersuchungen zeigen, dass
der in seiner Intensitdt variierende Zellwandabbau, insbesondere durch Erosion-Bakterien
verursacht wurde. Der insgesamt verhdltnismaBig gute Erhaltungszustand des Sarges muss
auf die spezifischen Lagerungsbedingungen (saures Bodenmilieu unter Sauerstoffarmut)
zurlickgefiihrt werden.
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Zusammenfassung

Im Rahmen weiterfithrender praktischer Untersuchungen wurden zudem die natiirliche
Dauerhaftigkeit und Eigenschaften neu eingefiihrter Handelshdlzer (Bintangor,
Calophyllum spp.; Kasai, Pometia pinnat; Durian, Durio spp.; Merpauh, Swintonia spp. und
Massaranduba, Manilkara bidentata) sowie speziell die natiirliche Dauerhaftigkeit der
Sibirischen Lérche untersucht. Die Ergebnisse der standardmaBigen Normpriifungen und
zusitzlichen chemischen Analysen sind eine wichtige Voraussetzung fiir die Zulassung der
neuen Handelssortimente.
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Einleitung

1 Einleitung

Der Rohstoff Holz unterliegt einem Lebenszyklus, der durch Wachstum und Zersetzung
gepragt ist. Die Zersetzung, d.h. der biotische Abbau des Holzes, ist zum einen ein
wesentlicher Bestandteil im natiirlichen Stoffkreislauf, zum anderen ein bedeutender
wirtschaftlicher Faktor. Holzkonstruktionen, die langfristig eine Holzfeuchte von u > 18%
aufweisen, unterliegen einem erhdhten biotischen Befallsdruck. Gefahrdet sind insbesondere
Konstruktionen in den Gebrauchsklassen 3 und 4 nach DIN EN 335-2:2006, wie
Holzfenster und -fassaden oder Holzer im Garten- und Landschaftsbau wie z.B.
Terrassendielen oder Pfosten mit Erdkontakt. Derart exponierte Holzer konnen Algen,
Flechten, Moosen, Pilzen und Insekten als Lebensraum dienen (Freystein und Reisser, 2011;
Huckfeldt und Rehbein, 2011; Noldt, 2005). Nur wenige dieser Organismen sind in der
Lage, lignifizierte Zellwédnde als Substrat fiir ihren Metabolismus zu nutzen. Zu diesen
Spezialisten zdhlen einige Pilze, Bakterien und Insekten (u.a. Huckfeldt und Schmidt, 2006).
Entsprechen Holzart, Holzfeuchte und die Umgebungstemperatur den Anspriichen dieser
Organismen, hat ihre Gegenwart einen entscheidenden Einfluss auf die Gebrauchsdauer der
Holzbauteile. Verschiedene Ansétze, vom Einbringen chemischer Schutzmittel iiber die
thermische und chemische Modifikation bis zu rein konstruktiven bzw. baulichen
SchutzmaBnahmen sind geeignet, die Gebrauchsdauer von Holz in Abhingigkeit von der
Beanspruchung zu erhdhen. Sind derartige Mafinahmen nicht gewiinscht oder nicht moglich,
kann die Gebrauchsdauer durch den Einsatz natiirlich dauerhafter Holzer verldngert werden.
Die natiirliche Dauerhaftigkeit, d.h. die Widerstandsfahigkeit des Holzes gegen einen
biotischen Abbau, variiert in direkter Abhéngigkeit von der Art und Zusammensetzung
holzeigener chemischer Verbindungen in der Zellwand. Die Anzahl der nachweisbaren und
identifizierten Inhaltsstoffe unterscheidet sich dabei zwischen den Holzarten. In einem
Holzextrakt konnen mehr als hundert Substanzen detektiert werden (Faix, 2002). Nach
Hillis (1971) kann der Extraktstoffgehalt, in Abhidngigkeit von der Holzart, bis zu 20%, in
seltenen Fillen bis zu 40% von der Einwaage betragen. Die Synthese der Inhaltsstoffe
erfolgt in der Regel im Verlauf der obligatorischen, d.h. genetisch fixierten
Kernholzbildung. Zu den die natiirliche Dauerhaftigkeit einer Holzart beeinflussenden
Verbindungen zdhlen vor allem Chinone (Tectochinon, Tectona grandis), Stilbene
(Pinosylvin, Pinus spp.), Tropolone (Thujaplicin, Thuja plicata) und Flavonoide (Taxifolin,
Pseudotsuga menziesii; Quercitin, Quercus spp.) (Willeitner und Peek, 1997; Haupt et al.,
2003; Faix, 2002). Aufgrund dieser groen Bandbreite der einzelnen Extraktstoffe und
moglicher Synergieeffekte ldsst sich der individuelle Einfluss einzelner Verbindungen nur
schwer quantifizieren. Grundsitzlich ist das Splintholz aller Holzarten aus Mangel an
bioziden Inhaltsstoffen — auch der Holzarten mit sehr dauerhaftem Kernholz — wenig bis
nicht dauerhaft (Eslyn und Highley, 1976).

Die hohe Variabilitdt der natiirlichen Dauerhaftigkeit der weltweit gehandelten Holzarten,
begriindet die Notwendigkeit einer Klassifizierung der Kernhdlzer entsprechend ihres
Resistenzverhaltens gegeniiber holzabbauenden Organismen. Eine Auflistung etablierter
Holzarten entsprechend ihrer natiirlichen Dauerhaftigkeit gibt DIN EN 350-2:1994. Ein
genereller Zusammenhang zwischen der Farbausprigung oder der Dichte und der
natiirlichen Dauerhaftigkeit einer Holzart besteht nicht (Scheffer und Morrell, 1998). Fiir
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neu eingefiihrte bzw. auf dem deutschen Markt selten gehandelte Holzarten liegen in der
Regel keine bzw. weniger verldssliche Daten iiber die individuellen Holzeigenschaften
insbesondere  die  natiirliche  Dauerhaftigkeit vor. Die Notwendigkeit der
Eigenschaftsermittlung wird offensichtlich, wenn die gewéhlte Holzart den Anforderungen
nach der Verarbeitung nicht entspricht. Der Mangel an Hintergrundinformationen fiihrt dann
hdufig zu Reklamationen oder im schlimmsten Fall zum Versagen von Bauteilen. Die
frithzeitige Ermittlung der relevanten Kennwerte, insbesondere der Resistenz gegeniiber
holzabbauenden Pilzen, kann derartige Probleme verhindern.

Die fiir den Holzabbau verantwortlichen Organismen, insbesondere die holzzersetzenden
Pilze und Bakterien, stehen seit langem im Fokus der Forschung. Licht- und
elektronenmikroskopische Untersuchungen, kombiniert mit chemischen Analysen
ermdglichen ein generelles Verstindnis des mikrobiellen Zellwandabbaus. Ergidnzende
physikalische Untersuchungen erweitern das Wissen iiber Festigkeitsverluste abgebauter
Hoélzer. Der zum Teil hohe Verlust der Festigkeiten zu Beginn des Holzabbaus durch
Braunfaulepilze verdeutlicht die potentielle Gefahr, die von befallenen insbesondere
tragenden Bauteilen ausgeht (Bariska et al., 1983).

Der aktuelle Stand des Wissens liber die Vorginge beim enzymatischen Ligninabbau durch
Weillfaulepilze und der Ligninmodifikation durch Braunfaulepilze und Bakterien zeigt noch
ungeklirte Fragestellungen. In Bezug auf den Zellwandabbau durch Weillfaulepilze sind die
grundsétzlichen biochemischen Abldufe bekannt und die fiir den Ligninabbau
verantwortlichen Enzyme sowie ihre Wirkungsweise erforscht (u.a. Goodell, 2003). Im
direkten Vergleich ist der Kenntnisstand iiber den Holzabbau durch Braunfaulepilze und
Bakterien (insbesondere der Friihstadien) weniger umfassend. Im Detail sind die relevanten
biochemischen Prozesse der Ligninmodifikation noch nicht vollstindig verstanden.
Insbesondere das Wissen um die frithen Abbaustadien des Holzes, d.h. erste Verdnderungen
des Lignin-Grundgeriistes der individuellen Zellwandschichten, ist begrenzt. Strukturelle
(morphologische) Verdnderungen der Gewebe konnen wunter Anwendung der
Lichtmikroskopie und ultrastrukturelle Verdnderungen durch die Elektronenmikroskopie
dargestellt werden. Die Modifikation der lignocellulosischen Komponenten innerhalb der
individuellen Zellwandschichten kann dagegen durch die genannten Methoden nur
unzureichend, z.B. durch eine selektive Féarbung der Zellwand, dargestellt werden. Als
spezielle Methode hat sich hierfiir die hochauflosende zelluldre UV-Spektroskopie erwiesen,
deren  bildgebendes  Verfahren eine  topochemische  Differenzierung  der
Zellwandmodifikation auf dem Niveau individueller Zellwandschichten ermoglicht. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit erfolgten strukturelle, ultrastrukturelle sowie zelluldre
UV-spektroskopische Untersuchungen an durch Pilze und Bakterien abgebauten Holzern.
Der Schwerpunkt lag dabei auf der topochemischen Charakterisierung sukzessiver
Verdnderungen individueller Zellwandschichten, insbesondere in den frithen Stadien des
Zellwandabbaus bzw. der Ligninmodifikation. Um feinstrukturelle Verdnderungen
innerhalb der Zellwand hochauflosend darzustellen, wurden zusétzlich
elektronenmikroskopische Methoden kombiniert (Rehbein et al., 2010; Rehbein und Koch,
2011; Rehbein et al., submitted 2011).
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2 Wissensstand

2.1 Beurteilung der Eigenschaften neu eingeftihrter Holzarten

Holz ist ein Rohstoff mit langer Tradition (Trendelenburg und Mayer-Wegelin, 1955). Auf
dem deutschen Holzmarkt werden einheimische bzw. europdische Holzarten sowie
Importhélzer, z.B. aus Siidostasien, Siidamerika, Afrika, Australien, Kanada und Sibirien,
angeboten. Die Griinde fiir den Holzimport sind vielfaltiger Natur und basieren zum Teil auf
den individuellen Holzeigenschaften, wie einer guten bis sehr guten natiirlichen
Dauerhaftigkeit oder einer besonderen bzw. stark nachgefragten Farbgebung der
Importholzer.

Dem Holzhandel stehen aktuell Verdnderungen bevor. Etablierte Importholzarten wie z.B.
Rote-Meranti-Holzer (Shorea spp., subg. Rubroshorea) oder Bangkirai (Shorea spp., subg.
Shorea) aus der Familie der Dipterocarpaceae, stehen nicht mehr in den gewiinschten
Mengen und Qualitdten zur Verfiigung. Die intensive und langjdhrige Holzeinfuhr, in
Kombination mit einer nicht nachhaltig betriebenen Bewirtschaftung der Wilder, fiihrt zu
einer Ubernutzung der vorhandenen Ressourcen. Die wachsende Nachfrage nach FSC
(Forest Stewardship Council) oder PEFC (Programme for the Endorsement of Forest
Certification Schemes) zertifizierten Holzarten aus nachhaltig bewirtschafteten Wéldern
zeigt ein Umdenken in der Bevolkerung. Dennoch bewirkt der stetig ansteigende
Importholzbedarf, z.B. fiir den Garten- und Landschaftsbau, weiterhin eine Verknappung
einzelner Wirtschaftsbaumarten. Etablierte, aus Siidostasien und Afrika stammende Holzer
(z.B. Bangkirai (Shorea spp., Sektion Shorea), Bilinga (Nauclea diderrichii), Gerutu
(Parashorea spp.) und Iroko (Milicia excelsa)) konnen praktisch nicht mit den anerkannten
Zertifikaten (z.B. FSC) erworben werden. Insbesondere lokale Herkunfts- und
Nachhaltigkeitszertifikate fiir Bangkirai sind zunehmend fragwiirdig geworden, da die
Hoélzer zum Teil aus illegalem Einschlag stammen (Dieter, 2009). Zusitzlich wird im
Rahmen des internationalen Artenschutzes CITES = ,,Convention on International Trade in
Endangered Species® der Handel mit geschiitzten Baumarten wie z.B. Afrormosia
(Pericopsis elata) oder Echtes Mahagoni (Swietenia spp.) eingeschriankt bzw. verboten.

Die anhaltende Importholz-Nachfrage hat in den letzten Jahren zur Einfuhr relativ
unbekannter, vor allem aus Siidamerika stammender Arten gefiihrt. Fiir die z.T. FSC-
zertifizierten Holzer, wie z.B. Garapa (Apuleia leiocarpa) und Massaranduba (Manilkara
bidentata), lagen i.d.R. nur wenige Informationen iiber deren individuelle
Holzeigenschaften vor, so dass diese im Einzelfall gepriift werden mussten (Rehbein und
Koch, 2007; Weber und Koch, 2007). Eine weitere Folge der verminderten Verfiigbarkeit
traditioneller Importholzarten ist neben einem starken Preisanstieg die Abnahme der
Holzqualitdt. Dies zeigt sich besonders am Beispiel der lamellierten Fensterkanteln. Die
angebotenen schichtverleimten Meranti-Kanteln der Qualitdt Dark Red Meranti (Shorea
spp., Sektion Rubroshorea) erreichen haufig nicht die vorgegebenen bzw. erwarteten
Rohdichtewerte (Rohdichte > 0,55 g/cm?®), entsprechend den Malaysian Grading Rules.
Weiterhin ist eine stetig wachsende Anzahl von falsch oder unzureichend deklarierten
Mischsortimenten sowie ein vermehrtes Auftkommen von falsch deklarierten
schichtverleimten Kanteln, zum Teil aus unterschiedlichen Holzarten, sog. ,,Mixed tropical
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species®, auf dem deutschen Markt zu beobachten (Koch, 2006; Koch und Rehbein, 2009;
Abb. 1 und 2).

Abb. 1: Querschnitt einer Fensterkantel aus drei Abb. 2: Fensterkantel aus einer nicht dauerhaften
unterschiedlichen Holzarten, sog. ,,mixed tropical Holzart (Durio spp.) mit Insektenbefall
species“: Von oben nach unten: Heritiera spp., (Bostrichidae spp.) im Bereich der Mittellage.
Shorea spp., Terminalia spp.

Probleme konnen bei schichtverleimten Kanteln insbesondere dann auftreten, wenn es sich
bei den verarbeiteten Lamellen um Holzer handelt, die nicht die verwendungsrelevanten
Rohdichtewerte oder Dauerhaftigkeiten aufweisen oder bei denen die Verklebung der
Lamellen nicht den erforderlichen Standards entspricht. Weiterhin fithren Mischsortimente
mit Holzern unterschiedlicher physikalischer und mechanischer FEigenschaften zu
erheblichen Problemen bei der Bearbeitung und Oberflichenbehandlung der Kanteln
(Schwab et al.,, 1997). Von der aktuellen Marktsituation ausgehend, ist auch in den
kommenden Jahren weiterhin mit der Einfuhr neuer bzw. falsch deklarierter Holzer zu
rechnen.

Hier muss der Holzhandel gezielt reagieren, denn diese zum Teil minderwertigen
Sortimente stellen die gesamte Branche vor die Problematik einer ungewollten
Qualitdtsminderung, die ohne ein ,aktives Gegensteuern® (z.B. durch permanente
Stichprobennahme mit anschlieBender Holzarten- bzw. Qualitits-Bestimmung) zu einem
schwerwiegenden Imageverlust fithren kann (Rehbein, 2007). Um weiterhin die gewohnten
Standards und geforderten Holzmengen anbieten zu konnen, werden ausgehend von der
beschriebenen Marktsituation aktuell noch (relativ) unbekannte Holzarten (lesser known
species) sog. »Substitutionsholzer gesucht, deren  Eigenschaften = und
Verwendungsmoglichkeiten fiir den AuBlenbereich im Einzelfall gepriift werden miissen.
Eines der wichtigsten Priifkriterien ist dabei die natiirliche Dauerhaftigkeit (DIN EN
350-1:1994) der Holzer gegen holzabbauende Pilze. Im Rahmen der eigenen
Untersuchungen wurden relevante Holzeigenschaften wie z.B. die natiirliche
Dauerhaftigkeit neu eingefiihrter Holzarten normgerecht untersucht (Rehbein und Koch,
2007; Koch et al., 2007; Koch und Rehbein, 2009; Rehbein und Koch, 2010).
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2.2 Natirliche Dauerhaftigkeit des Holzes

Die natiirliche Dauerhaftigkeit, als Widerstandsfiahigkeit des Holzes gegeniiber der
Zersetzung durch holzabbauende Organismen, ist eine verwendungsrelevante
Materialeigenschaft. Steht die Gebrauchsdauer des Holzes im Vordergrund, muss der
Abbauprozess des Holzes verlangsamt oder im Idealfall unterbrochen werden. Bei vielen
Holzprodukten oder —konstruktionen besteht keine oder nur eine zu vernachldssigende
Gefdhrdung eines biotisch bedingten Holzabbaus. Bei feuchteexponierten Konstruktionen
kann der Einsatz einer natiirlich dauerhaften Holzart den biotischen Abbau verzégern und
somit die Nutzungsdauer verldngern. Nicht dauerhafte Holzarten sind demgegeniiber
anfillig fiir Schiadlingsbefall (Willeitner, 1981). Als natiirliche Dauerhaftigkeit einer Holzart
wird nach DIN EN 350-1:1994 ,.die dem Holz eigene Widerstandsfahigkeit gegen einen
Angriff durch holzzerstorende Organismen® bezeichnet. Sie variiert deutlich zwischen den
verschiedenen Holzarten und schwankt, wie alle Holzeigenschaften, zwischen
Wuchsgebieten, von Stamm zu Stamm und selbst innerhalb eines Stammes, ohne das dies
duBlerlich deutlich wird (Willeitner, 1981; Scheffer und Morrell, 1998).
Der Abbau des Holzes durch Pilze ist seit rund 150 Jahren Gegenstand eingehender
wissenschaftlicher Untersuchungen (Liese, 1963). Erste systematische Laborversuche zur
Klassifizierung der natiirlichen Dauerhaftigkeit des Holzes gegeniiber Basidiomyceten
gehen auf W. Bavendamm und J. Liese zuriick (nach Tackmann et al., 2009). Die Priifung
der natiirlichen Dauerhaftigkeit basiert entweder auf langjahrigen Versuchen im Freiland,
mit und ohne Erdkontakt, oder erfolgt innerhalb verkiirzter Zeitrdume unter
Laborbedingungen. In Europa basiert die Priifung der natiirlichen Dauerhaftigkeit von
Vollholz auf der zurzeit geltenden DIN EN 350-1:1994. Es wird zwischen der natiirlichen
Dauerhaftigkeit gegeniiber

= holzabbauenden Pilzen,

= Larven von Trockenholzkéfern,

= Termiten

= und Holzschddlingen im Meerwasser
unterschieden. Die Differenzierung nach Schadorganismen verdeutlicht, dass die
Dauerhaftigkeit keine absolute Eigenschaft ist, sondern in Abhéngigkeit von der
Beanspruchung variieren kann. So sind nach Willeitner und Peek (1997) mehr Holzarten
dauerhafter gegen einen Holzabbau durch Pilze als gegen Termiten oder
Meerwasserschidlinge.
Zur Ermittlung der natiirlichen Dauerhaftigkeit von Vollholz entsprechend DIN EN
350-1:1994 oder DIN CEN/TS 15083-1:2005 werden Kolleschalen oder Rundgefdfle mit
einem Nahrmedium (Malzagar) befiillt und mit Basidiomyceten-Monokulturen beimpft. Die
Priitholzer (50 mm x 25 mm x 15 mm) werden sterilisiert und anschlieBend iiber 16 Wochen
dem Pilzangriff bei 22 + 1°C und 70 + 5 % relativer Luftfeuchte ausgesetzt. Im Anschluss
wird der Holzabbau durch den Masseverlust der Priifhdlzer quantifiziert, d.h. entweder
direkt durch den Masseverlust selbst (DIN CEN/TS 15083-1: 2005) oder durch einen
Relativwert (x-Wert) aus dem Masseverlust der Priifholzart und dem Masseverlust der
Referenzholzart (DIN EN 350-1:1994). Entsprechend dem Ergebnis wird die gepriifte
Holzart einer von fiinf Dauerhaftigkeitsklassen zugeordnet; dabei definiert die
Dauerhaftigkeitsklasse 1 eine sehr dauerhafte, die Dauerhaftigkeitsklasse 5 eine nicht
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dauerhafte Holzart. Die Anwendung normierter Priifmethoden — insbesondere unter
Laborbedingungen — zur Klassifizierung der natiirlichen Dauerhaftigkeit individueller
Holzarten ist nicht unumstritten. Zum einen kann von Laborergebnissen nicht ohne weiteres
auf Freilandergebnisse geschlossen werden (Hedley, 1993; Nilsson und Edlund, 1995), zum
anderen birgt die Priifung sowie das Probenkollektiv an sich eine Vielzahl von Faktoren, die
das Ergebnis beeinflussen. Durch die Vereinheitlichung der Priifung konnen Einfliisse z.B.
durch die Priifkorpergrofe, die Art der Sterilisation, die Virulenz der Priifpilze oder die
Dauer der Priifung ausgeschlossen bzw. in das System integriert werden. Wichtige
Grundlagen, wie die Auswahl der Priifpilze oder die Anzahl, Herkunft und Entnahmestelle
der Priitholzer, sind in der jeweiligen Norm definiert, finden aber in der praktischen
Anwendung oft ihre Grenzen. Unter Beriicksichtigung der oben genannten Faktoren bieten
Laborversuche vergleichbare und reproduzierbare Ergebnisse (Da Costa, 1975) in einem
vergleichsweise kurzen Zeitrahmen.

2.3 Holzabbau durch Pilze

Der Holzabbau durch Pilze bedarf geeigneter Umgebungsbedingungen. Nahrungsangebot,
Feuchtigkeit, Luftsauerstoff und Temperatur miissen vorhanden, die drei letztgenannten
aber weder zu hoch noch zu niedrig sein. Dabei variieren die Anspriiche deutlich zwischen
den Arten (u.a. Schmidt, 1994; Huckfeldt und Schmidt, 2006; Abb. 3 - 5).

- o @

Abb. 3: Holzfenster (Shorea Abb. 4: Durchfeuchtete Abb. 5: Kompostwerk, die

spp-) mit massivem Aullenwand einer Schiefbahn, Unterkonstruktion eines
Weillfaulebefall (Phellinus spp.). bewachsen mit Asterostroma Biofilters (Lophira alata), wurde
cervicolor. durch Moderfiulepilze zerstort.

Viele Pilze nutzen den Rohstoff Holz als Lebensraum, d.h. sie sind in der Lage, die
Oberfldche zu besiedeln. Einige Pilze wachsen durch das Holzstrahlgewebe und die Tiipfel
tiefer in den Holzkorper ein und konnen - ohne die Fahigkeit lignifizierte Zellwéinde
abzubauen - durch ihre Stoffwechselprodukte bzw. die Eigenfarbe ihrer Hyphen
Farbanderungen im Gewebe hervorrufen (Shigo, 1965; Levy, 1967; Schmidt, 1994; Croan,
1997; Tackmann, 2009; Abb. 6 und 7). Diese Pilze, gemeinhin als Schimmel- und
Bléduepilze bezeichnet, gehoren zu den Asco- bzw. Deuteromyceten und ernéhren sich von
frei zuginglichen Zuckern und anderen leicht abbaubaren Bestandteilen (Kiihne et al., 1970;
Liese, 1970a, b; Wolf und Liese, 1977; Schmidt und Wahl, 1987; Zink und Fengel, 1988,
1989; White-McDougall et al., 1998; Huckfeldt und Schmidt, 2006, Kim et al., 2007;
Gobelsmann, 2008; Huckfeldt und Rehbein, 2011).



Wissensstand

Abb. 6: Lagerschaden: Bldue in Kombination mit Abb. 7: Mikroskopische Abbildung eines

Rotstreifigkeit (Pinus sylvestris), Mafistab 20 mm.  Blidueschadens. Die Hyphen wachsen durch die
Holzstrahlen in tiefer liegendes Gewebe ein,
Mafistab 1000 pm.

Pilze, die in der Lage sind Bestandteile der lignifizierten Zellwinde fiir ihren Metabolismus
zu nutzen, konnen entsprechend ihrer Abbaumuster in Braun- und WeiBfaulepilze (Falck,
1926, sowie frithere Veroffentlichungen seit 1913, siehe dazu Falck, 1927) und
Moderfaulepilze (Findlay und Savory, 1954) unterschieden werden.

Braunfaulepilze zdhlen zu den Basidiomyceten, sie bauen die Kohlenhydrate des Holzes
(Cellulose, Hemicellulosen und Pektin) enzymatisch ab (Vorreiter, 1949; Liese und Schmid,
1962), Lignin oder Lignin-Derivate bleiben zuriick. Die Namensgebung wurde an die, bei
fortgeschrittenem Befall, in variierender Intensitit auftretende Braunfirbung des Holzes
angelehnt (Abb. 8). Durch den Cellulose-Abbau und dem damit einhergehenden
Festigkeitsverlust neigen befallene Holzer beim Trocknen zum sog. Wiirfelbruch. Die
Oberflache des Holzes reiflit quer zur Faser ein, wobei die Grofe und Auspriagung der
Wiirfel pilzspezifisch sein konnen (Huckfeldt und Schmidt, 2006). In der finalen
Abbauphase zerfillt das Holz unter leichtem Druck zu Pulver. Braunfaules Holz weist
bereits zu Beginn des Befalls einen intensiven Verlust der Festigkeiten und der
Dimensionsstabilitit auf (Seifert, 1968; Wilcox, 1978). Nach Untersuchungen von v.
Pechmann und Schaile (1950) konnten fiir drei verschiedene Braunfdulepilze bei 5%
Gewichtsverlust Festigkeitsverluste des Holzes von jeweils ca. 60% ermittelt werden.
Kommt es zum Bruch weist das Holz, bedingt durch die Depolymerisation der Cellulose,
ein kurzfaseriges, stumpfes bzw. muschelférmiges Bruchbild auf.

Nach Huckfeldt und Schmidt (2006) verursachen die Braunfduleerreger etwa 65 bis 80%
aller Holzschdden in Gebduden, wobei Nadelhdlzer von Braunfédulepilzen stirker abgebaut
werden als Laubholzer (Eslyn und Highley, 1976). Innerhalb von Gebiduden kommen der
Echte Hausschwamm (Serpula lacrymans), der Braune Kellerschwamm (Coniophora
puteana) sowie verschiedene Arten aus der Gattung der Porenschwiamme (Antrodia spp.)
und Blittlinge (Gloeophyllum spp.), wie zum Beispiel der Weille Porenschwamm (Antrodia
vaillantii), und weitere Braunfiuleerreger regelméBig vor (Schmidt, 2007).

Exkurs zum Zellwandabbau durch Braunfiulepilze: Das Wissen tiber die Prozesse beim

Zellwandabbau durch Braunfdulepilze ist im Vergleich zu den Weilfaulepilzen noch immer
nicht umfassend. Die einzigartige Féhigkeit zum selektiven Ligninabbau hat die
WeiBfaulepilze schon sehr frith in den Fokus der Wissenschaft sowie der industriellen
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Forschung geriickt (Schwarze, 2007). Die genauen Vorginge beim Zellwandabbau durch
Braunfiaulepilze sind auch nach 150 Jahren Forschung nicht generell verstanden.
Braunfaulepilze konnen die Kohlenhydrate, inklusive der kristallinen Cellulose enzymatisch
depolymerisieren (Blanchette, 1991). Der Zellwandabbau beginnt nachweislich im dueren
Bereich der S2 (Rehbein und Koch, 2011). Die Hyphen der Braunféaulepilze wachsen jedoch
vornehmlich im Lumen, d.h. ohne direkten Kontakt zur Zellwand. Die Hyphen produzieren
Enzyme und weitere niedermolekulare Agenzien, die im wéssrigen Milieu durch die S3
penetrieren und in tieferliegende Zellwandschichten diffundieren (u.a. Daniel, 1994; Suzuki
et al., 2006, Baldrian und Valaskova, 2008). Die Zuginglichkeit der Zellwand ist jedoch
sehr begrenzt. Flournoy et al. (1991) ermittelten fiir Sweetgum (Liquidambar styraciflua)
eine Zellwand-PorengroBBe von < 3,8 nm und schlossen daraus, dass die fiir den
Celluloseabbau notwendigen Enzyme die relativ kleinen Poren nicht ohne weiteres
passieren kdnnen. Um die Kohlenhydrate innerhalb der Zellwand aufzuspalten, muss zuerst
das Lignin-Grundgeriist der Zellwand modifiziert werden. Lignin ist ein komplexes,
heterogenes, aus Phenylpropaneinheiten aufgebautes Polymer. Es bildet die Matrix der
holzernen Zellwand und stellt durch seinen makro-molekularen Aufbau eine physische
sowie chemische Barriere fiir den biotischen Abbau der Cellulose und Hemicellulosen dar.
Nach dem derzeitigen Stand des Wissens erfolgt die Modifikation des Lignins in einem,
dem enzymatischen Abbau der Kohlenhydrate vorangestellten Prozess. Durch eine
Diffusion niedermolekularer oxidativ wirkender Agenzien (Goodell, 2003; Schmidt, 2006;
Schwarze, 2007) wird das Lignin zundchst soweit modifiziert, dass die Zugénglichkeit fiir
die wesentlich groBeren Enzyme gegeben ist. Nachfolgend werden die Kohlenhydrate
aufgespalten und vermutlich durch Diffusionsvorginge dem Pilz zugénglich gemacht.

it LA

Abb. 8: Braunfiule: Dielenbrett, abgebaut durch Abb. 9: Braunfiule: Pinus sylvestris abgebaut
Serpula lacrymans. Auffillig ist der in der GroBle durch Antrodia vaillantii im polarisierten Licht.
variierende Wiirfelbruch und die Braunfirbung Die abgebauten Gewebebereiche weisen einen

des Holzes, Mafistab 20 mm. intensiven Verlust der Doppelbrechung der
kristallinen Bereiche der Cellulose auf.

Lichtmikroskopisch zeichnet sich braunfaules Holz durch eine verminderte oder fehlende
Doppelbrechung der Cellulose im polarisierten Licht aus (Abb. 9). Frithe Stadien des
Zellwandabbaus  durch  Braunfdulepilze ~ konnen  unter =~ Anwendung  der
Polarisationsmikroskopie nicht diagnostiziert werden (Anagnost, 1998). Wird ein Verlust
der Doppelbrechung beobachtet, sollte dieser lediglich als Hinweis und nicht als
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Bestétigung eines Braunfdulebefalls angesehen werden, da der bakterielle sowie der durch
Moderfaulepilze verursachte Holzabbau im fortgeschrittenen Stadion #hnliche Verluste
aufzeigen und somit zu einer Fehleinschédtzung bei der Identifizierung fithren kénnen. Die
Hyphen von Braunfdulepilzen wachsen in der Regel durch die Holzstrahlen und Tiipfel in
das Holzgewebe ein, wobei die Substrathyphen bevorzugt im Lumen der Zellen und selten
direkt an der S3 angelagert vorkommen. Zellwanddurchwachsungen kommen vor, sind aber
eher selten zu finden. Stark abgebaute Gewebe verlieren an ,,Substanz®, d.h. die
Sekundédrwinde erscheinen ausgediinnt gegeniiber intakten Bereichen. Insgesamt ist der
Holzabbau durch Braunfdulepilze durch wenige Merkmale gepriagt. Infektionen im
Anfangsstadium sind lichtmikroskopisch nicht (Anagnost, 1998) bzw. nur indirekt iiber
artspezifische Merkmale der Pilze zu identifizieren.

WeiBfaulepilze zdhlen vorwiegend zu den Basidiomyceten, es sind aber auch einige

Ascomyceten in der Literatur beschrieben, die WeiBifaule an Laubhdlzern hervorrufen
(Schmidt, 1994; Schwarze et al., 2007). Nach Untersuchungen von Gilbertson (1980) zéhlen
von den 1600-1700 in Nordamerika vorkommenden holzabbauenden Basidiomyceten ca.
94% zu den Weilifaulepilzen, wobei der groBere Anteil dieser Pilze an Laubhdlzern
vorkommt. Innerhalb von Gebduden dominiert hingegen der Holzabbau durch
Braunfaulepilze (Huckfeldt und Schmidt, 2006). Im Unterschied zu Braunfaulepilzen sind
Weillfaulepilze in der Lage Lignin ebenso wie die Kohlenhydrate des Holzes (Cellulose,
Hemicellulosen und Pektin) im direkten Umfeld der Hyphen enzymatisch abzubauen
(Vorreiter, 1949; Rypacek, 1966; Kirk und Chang, 1975). Der Abbau kann simultan oder
sukzessiv erfolgen (Liese und Schmid, 1962; Liese 1970b; Blanchette, 1984a, 1984b). Bei
der Simultanfaule werden in Abhédngigkeit von der Pilzart und der Intensitdt des Holzabbaus
die Kohlenhydrate und Lignin ,,simultan® abgebaut (Schmidt, 1994). Die Hyphen liegen
lumenseitig an der Zellwand und erodieren diese enzymatisch im direkten Umfeld bzw.
grof3flichig. Anagnost (1998) beschreibt als lichtmikroskopische Merkmale eines
simultanen WeiBfaulebefalls; an den Spitzen abgerundete, dem Hyphenverlauf folgende
Erosionskanidle sowie U- oder halbkreisformige Vertiefungen in der Sekundidrwand, bis hin
zu groBflachig abgebauten runden Durchbrechungen (Abb. 10 und 11).

Abb. 10: Weilifdule: Detailansicht einer Abb. 11: Weillfiulekavernen im polarisierten

Fensterkantel (Khaya spp.) abgebaut durch Licht. Durch den simultanen Abbau der

Trametes versicolor. Das Holz wird faserig und Kohlenhydrate und des Lignins wurde die

nimmt eine helle Farbe an, Mafistab 20 mm. Zellwand im direkten Umfeld der Hyphen
,Kavernenartig® erodiert.
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Der sukzessive Abbau erfolgt in vielerlei Hinsicht dhnlich dem simultanen Abbau durch
WeiBfaulepilze (Anagnost, 1998). Der Unterschied liegt im schnelleren bzw. bevorzugten
Ligninabbau zu Beginn der sukzessiven Wei3faule (Schmidt, 2006) durch niedermolekulare
Agenzien (Messner et al., 2003). In Folge des Ligninabbaus kann es zur Authebung des
Zellverbundes im Bereich der Mittellamelle, d.h. zur Separierung einzelner Zellen kommen.
Um den Verlauf der Delignifizierung lichtmikroskopisch zu untersuchen konnen
histochemische Methoden, wie die Farbung mit Safranin und Astrablau, sowie fluoreszenz-
mikroskopische Untersuchung hinzugezogen werden (Liese, 1970a; v. Aufsess, 1972;
Srebotnik und Messner, 1994). Die Festigkeitsminderung des Holzes hdngt vom Fauletyp
und der Intensitdt des Befalls ab. Allgemein gehen die Festigkeiten bei einem Befall durch
Weilfaulepilze weniger stark zuriick als bei Braunfdulepilzen (Bariska et al., 1983).
Schmidt (1994) begriindet die Unterschiede bei gleichem Masseverlust durch den
verminderten Celluloseabbau durch Weillfaulepilze. Hierdurch werden die Festigkeiten des
Holzes weniger stark verringert als bei einem vergleichbaren Braunfaulebefall.

Moderféulepilze zdhlen zu den Asco- bzw. Deuteromyceten (Liese und Schmid, 1962;
Liese, 1970a; Schwarze et al., 1995; Daniel und Nilsson, 1998; Kim und Singh, 2000). Erste
Untersuchungen gehen auf Findlay und Savory (1954), Savory (1954) und Liese (1955)
zuriick, wobei die Namensgebung auf der bei feuchtem Holz dunkel verfarbten und modrig-
weichen Oberfliche befallener Holzer beruht (Schmidt, 1994). Der Holzabbau durch
Moderfaulepilze dominiert in feuchten bis sehr feuchten Umgebungsbedingungen wie z.B.
in Kiihltiirmen, Berieselungs- und Biofilteranlagen oder Holzern im Erdkontakt wie Masten,
Pfosten und Schwellen (Liese, 1959; Liese und Ammer, 1964; Blanchette et al., 1991;
Worrall et al., 1991; Singh et al., 1992; Nelson et al., 1995; Blanchette, 2000; Huckfeldt und
Melcher, 2008). Kommt es zu einer langerfristigen Befeuchtung, werden auch chemisch
geschiitzte oder modifizierte Holzer (Da Costa und Kerruish, 1963; Singh et al., 1992;
Skyba et al., 2008) sowie innerhalb von Gebduden verbautes Holz (Huckfeldt und Melcher,
2008) abgebaut. Befallene Holzer weisen nach dem Trocknen hiufig ein Braunfiule-
dhnliches Schadbild mit Wiirfelbruch auf (Schmidt, 1994; Blanchette, 2000; Huckfeldt und
Schmidt, 2006; Abb. 12).

Abb. 12: Moderfiule: Holz aus einem Kiihlturm, Abb. 13: Moderfiulekavernen (Typ 1) im

die Oberfliiche weist einen feinen Wiirfelbruch polarisierten Licht. Die spitz zulaufenden

auf, Mafistab 20 mm. Kavernen sind perlschnurartig, dem
Mikrofibrillenwinkel folgend, angeordnet.
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Moderfiulepilze bauen Cellulose und Hemicellulosen enzymatisch ab (Daniel und Nilsson,
1998), wobei zwei unterschiedliche Abbautypen in der Literatur beschrieben werden
(Corbett, 1965; Nilsson, 1973). Typ 1 ist charakterisiert durch T-formige Verzweigungen
sowie Kavernen, die innerhalb der S2 dem Mikrofibrillenwinkel folgend, zum Teil
perlschnurartig angeordnet sind (Courtois, 1963; Nilsson, 1974; Crossley und Levy, 1977;
Hale und Eaton, 1986; Anagnost et al., 2000; siche Abb. 13). Ein vergleichbares Abbaubild
wird unter bestimmten Umgebungssituationen, wie z.B. Holzfeuchten nahe der
Fasersittigung (Kleist und Schmitt, 2001), auch fiir einige Basidiomyceten beschrieben
(Daniel et al., 1992; Schwarze et al., 1995; Schwarze und Engels, 1998; Kleist et al., 2002;
Huckfeldt und Schmidt, 2006). Anagnost et al. (1994) beschreiben in ihren Untersuchungen
eine seltene Variante mit diffusen, irreguldren Kavernen in der Sekunddrwand von Pinus
taeda Tracheiden. Typ 2 ist gekennzeichnet durch eine vom Lumen ausgehende Erosion der
S3 und der S2, weitestgehend ohne Abbau der S1, Primdrwand und Mittellamelle (Nilsson
und Daniel, 1989).

Durch den Abbauprozess werden die Festigkeitseigenschaften des Holzes stark verringert.
So kann nach Liese (1963) ein Gewichtsverlust von nur 5% bereits zu einer Abnahme der
Bruchschlagarbeit um etwa 50% fiihren. Das Bruchbild kann &hnlich einem
Braunfaulebefall stumpf erscheinen.

2.4 Holzabbau durch Bakterien

Bakterien sind in der Lage frei zugidngliche Zucker sowie Bestandteile der lignifizierten
Zellwinde abzubauen. Geeignete Umgebungsbedingungen finden sich im stehenden Stamm,
beim FloBen oder der Nasslagerung von Sturmwurf-Holzern sowie Holzern im Wasser- oder
Erdkontakt, wie z.B. Schiffswracks und Griindungspfdhle (u.a. Liese, 1950; Liese, 1955;
Harmsen und Nissen, 1965; Kim et al., 1996; Bjordal et al., 1999, 2000, 2005; Gelbrich
et al., 2008; Klaassen, 2008, 2009; Rehbein et al., 2009). Auch mit Holzschutzmitteln
behandelte Holzer werden befallen (Eaton, 1994).

Der Holzabbau durch Bakterien findet zumeist im ,,Verborgenen™ statt. Holzabbauende
Bakterien zdhlen zu den Prokaryonten, genauer den Eubakterien, durch ihre geringe Grof3e
(0,4 um, Liese, 1955) bleiben sie selbst unter dem Lichtmikroskop, mit Ausnahme einiger
stabformiger Bakterien (Liese und Karnop, 1968; Karnop, 1972), unkenntlich. Fiir die
diagnostische Charakterisierung hilfreiche iibergeordnete Strukturmerkmahle, wie das
Oberflichenmycel oder die Fruchtkorperausbildung holzabbauender Pilze, fehlen ihnen.
Lichtmikroskopisch erfolgt die Diagnose eines bakteriellen Befalls, unterstiitzt durch
spezifische Farbemethoden, in der Regel indirekt, d.h. iiber das Abbaumuster (Greaves,
1969; Karnop, 1972; Peek und Liese, 1979; Schmidt und Liese, 1994). Erst unter
Anwendung der hochauflosenden Elektronenmikroskopie kann der Bakterienkorper sowie
Einzelheiten des Zellwandabbaus dargestellt werden (Nilsson und Singh, 1984; Singh und
Butcher, 1986; Singh, 1989; Daniel, 1994; Schmidt und Liese, 1994; Kim und Singh, 2000;
Blanchette, 2000; Powell et al., 2001; Schmitt und Melcher, 2004; Rehbein et al., 2009). Die
Beurteilung einer bakteriellen Holzinfektion sollte nicht pauschal erfolgen. In Abhédngigkeit
vom zeitlichen Auftreten sowie dem Schadbild ist es sinnvoll, den Befall detailliert zu
differenzieren. Im stehenden Stamm treten Bakterien, im Rahmen einer Sukzession
synergistisch mit Pilzen auf (Shigo, 1965). Haufig geschieht dies im Zusammenhang mit der
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Erkrankung eines Baumes, dem Vorkommen eines Nasskerns oder einer exogen ausgeldsten
fakultativen Verkernung (Schmidt, 1985). Hierbei treten Bakterien oft als Erstbesiedler auf
(Schmidt, 1994). Im Holz erndhren sich Bakterien von frei zuginglichen Zuckern,
Inhaltsstoffen der Parenchymzellen, und bauen nicht-lignifizierte Tiipfelmembranen ab
(Liese, 1970b). Durch die Synthese von Stoffwechselprodukten kommt es im Holz zu
Verdanderungen des pH-Wertes, zum Teil unangenehmen Geriichen nach z.B. Buttersidure
sowie zu Verfarbungsreaktionen (Liese und Karnop, 1968; Schmidt et al., 1986; Schmidt
und Mehringer, 1989).

Das Holz von Stdmmen, die z.B. nach einem Windwurf zum Schutz gegen Austrocknung
iiber einen ldngeren Zeitraum berieselt oder wassergelagert wurden, wies anschlieBend eine
erhohte Permeabilitidt auf. Durch vertiefende Untersuchungen von Ellwood und Ecklund
(1959) und Knuth und McCoy (1962) an wassergelagertem Kiefern-Splintholz konnten
Bakterien isoliert und unter Laborbedingungen ein Permeabilititsanstieg des Holzes
nachgestellt werden. Durch spitere Untersuchungen gelang es zahlreiche Bakterienstimme
aus berieselten bzw. wassergelagerten Holzern zu isolieren (Berndt und Liese, 1973,
Schmidt und Wahl, 1987) und einen Abbau der nicht lignifizierten Margofidden der
Hoftiipfelmembranen im Splintholz nachzuweisen (Liese und Karnop, 1968; Karnop, 1972).
Der bakterielle Abbau kann Verfarbungsreaktionen induzieren (Koch et al., 2000) sowie
durch die lokal verédnderte Permeabilitdt des Holzes zu Spannungen bis hin zur Rissbildung
bei der technischen Trocknung fithren. Weiterhin wird durch die erhohte Wegsamkeit das
Aufnahmeverhalten von z.B. schiitzenden oder farbgebenden Behandlungen verdndert
(Willeitner, 1971), d.h. es kommt zur lokalen Uberaufnahme (Abb. 14 und 15).

*
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Abb. 14: Fensterkantel (Picea abies) mit lokaler Abb. 15: Detail aus Abb. 14: Die Uberaufnahme
Uberaufnahme der  Oberflichenbehandlung; der Beschichtung erfolgt im Friihholz.
Detailansicht, Maf}stab 20 mm.

Eine nicht bekannte Anzahl von Bakterienstimmen ist in der Lage lignifizierte Zellwénde
fiir thren Metabolismus zu nutzen, wobei der bakterielle Abbauprozess - im Vergleich zu
holzabbauenden Pilzen - langsam erfolgt (Klaassen, 2009). Die Holzfeuchte muss hoch, d.h.
weitestgehend wassergesittigt und der Sauerstoffanteil gering bis nahezu anaerob sein.
Bakterien sind in feuchter Erde und in wéssriger Umgebung allgegenwirtig (Schmidt,
2006). Unter diesen Bedingungen spielen sie eine wichtige Rolle beim Holzabbau (Liese,
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1955; Daniel et al, 1987; Bjordal et al., 1999) und verursachen zum Teil hohe
wirtschaftliche Schiden (Klaassen, 2008). Wissenschaftliche Untersuchungen an Holzern,
die iiber Jahrzehnte bis mehrere Jahrhunderte bzw. Jahrtausende einem permanenten
Erd- oder Wasserkontakt ausgesetzt waren, wie z.B. Griindungspfihle, Buhnen,
Konstruktionen in Kiihltiirmen, Schiffswracks oder holzerne Kulturgiiter aus
archdologischen Funden (Abb. 16 und 17), weisen héufig Abbaumuster durch
Bakterienbefall im Holzgewebe auf, auch in Gesellschaft mit Moderfaulepilzen (Singh.
1997; Schmitt et al., 2005). Eine abschlieBende Kenntnis iiber die genauen Vorgidnge beim
bakteriellen Holzabbau besteht aktuell noch nicht (Blanchette, 2000).

Abb. 16: Griindungspfahl einer Lagerhalle im Abb. 17: Moorleiche ,,Frau von Peiting“. Durch
Hamburger Hafen (Tidezone). Heller Bereich: die Lagerung im sauerstoffarmen und sauren
Bohrloch der Probenentnahme zur Milieu weisen Holz und Leichnam einen guten
mikroskopischen Untersuchung des Gewebes. Erhaltungszustand auf.

Holzabbauende Bakterien werden entsprechend der Morphologie ihrer Abbaumuster in zwei
hiufig beschriebene und eine dritte selten vorkommende Variante unterteilt (Singh und
Butcher, 1986; Daniel et al., 1987; Singh und Butcher, 1991; Nilsson et al., 1992; Daniel,
1994; Blanchette, 2000), wobei die dritte Variante auch nur eine ungewdhnliche Form der
zweiten sein kann (Daniel und Nilsson, 1998; Kim und Singh, 2000). Eine taxonomische
Klassifizierung erfolgt anhand der Befallsbilder nicht. Unterschieden werden der
Tunnelling-, Erosion- und der Caviation-Typ, wobei die Namensgebung vom jeweiligen
mikroskopischen Abbaubild abgeleitet wurde.

1) Tunnelling-Bakterien bauen entsprechend ihrer Namensgebung die Zellwand in einem
tunnelformigen Befallsbild ab, wobei vornehmlich die S2, bei fortgeschrittenem Befall aber
auch die S3, S1, Primdrwand und Mittellamelle abgebaut werden (Daniel and Nilsson,
1998). Die Tunnel sind durch wiederholt auftretende, halbkreisférmige Wiande geprégt
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(Abb. 18). Innerhalb der Tunnel befindet sich nur wenig bis kein granuldres Abbauprodukt
(Daniel et al., 1987). Nach Singh and Butcher (1991) koénnen die Abbaumuster in
Abhéngigkeit vom Substrat variieren.

2) Erosion-Bakterien bauen die S2 oder rhomben- bzw.
diamantenformigen Muster ab, wobei die Lidngsachse der Hohlrdume entsprechend dem
Mikrofibrillenwinkel ausgerichtet verlduft (Nilsson, 1984). Im fortgeschrittenen Befall kann
auch ein grof3flichiger Abbau der S3 erfolgen. Die S1, Primdrwand und die Mittellamelle

in einem halbkreis-

werden nicht abgebaut (u.a. Kim und Singh, 2000). Abgebaute Zellwandbereiche weisen
variable Mengen eines granuldren Abbauproduktes aus Lignin oder Lignin Bestandteilen auf
(Singh et al., 1990; Abb. 19).

3) Der Zellwandabbau durch Caviation-Bakterien wurde zuerst von Nilsson (1984) und
Nilsson und Singh (1984) an mit Holzschutzmittel behandelten Stiitzpfiahlen (Pinus radiata)
fiir die Kiwi-Pflanze in Neuseeland beobachtet und charakterisiert. Das Befallsbild ist
gekennzeichnet durch kleine Locher sowie diamantformige oder unregelmiBig geformte
Hohlrdume in der S2, deren Léngsachse im rechten Winkel zum Verlauf der Tracheiden
ausgerichtet ist (Nilsson, 1984; Nilsson und Singh, 1984; Singh and Butcher, 1991).

Abb. 18: Tunneling-Bakterien (TEM); die gesamte
Zellwand (Pinus radiata) wird in einem
tunnelformigen Befallsbild abgebaut. Die Tunnel
sind durch Querwinde geprigt, granulire
Abbauprodukte sind selten. Die Abbildung wurde
zur Verfiigung gestellt durch Dr. A. Singh,
Neuseeland (Mafistab = ohne weitere Angaben).

Abb. 19: Erosion-Bakterien (TEM); die S2 (Pinus
sylvestris) wird groBflichig abgebaut, es verbleibt

ein  granulires  Abbauprodukt. Die SI,
Primidrwand und Mittellamelle werden nicht
abgebaut. Detail: Tunnelartiges Befallsbild mit
granulirem Abbauprodukt aber ohne deutliche
Querwiinde.

Der bakterielle Holzabbau wird vornehmlich im Zuge wissenschaftlicher Untersuchungen
an wirtschaftlich, kulturell oder historisch relevanten hoélzernen Konstruktionen in der
Literatur beschrieben. Unter Beriicksichtigung der geringen GroBe holzabbauender
Bakterien und der begrenzten Auflosung lichtmikroskopischer Untersuchungen ist zu
vermuten, dass eine unbekannte Anzahl bakterieller Befille, insbesondere wenn es sich um
einen kombinierten Befall mit holzabbauenden Pilzen handelt, nicht diagnostiziert wird.
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2.5 Spezielle Untersuchungen zur Topochemie des Holzabbaus

Die Anwendung lichtmikroskopischer Methoden eignet sich zur Charakterisierung von
mikrobiellen Besiedlungsstrategien sowie zur Untersuchung geschéidigter Bereiche des
Holzes, beim Zellwandabbaus durch Pilze auch zur Beschreibung bzw. Bestimmung der
Substrathyphen im Gewebe (u.a. Rypacek, 1966; Huckfeldt und Schmidt, 2006, Schmidt,
2006). Holzabbauende Bakterien konnen lichtmikroskopisch nur beim Vorkommen groferer
Stabbakterien oder Konglomeraten dargestellt werden. Die Visualisierung der Bakterien
innerhalb der einzelnen Zellwandschichten erfolgt durch hoher auflosende
elektronenmikroskopische Methoden (u.a. Nilsson und Singh, 1984; Schmidt und Liese,
1994; Blanchette, 2000; Schmitt und Melcher, 2004; Rehbein et al., 2009). Feinstrukturelle
Verdnderungen innerhalb der individuellen Zellwandschichten kdnnen unter Anwendung
lichtmikroskopischer Methoden, auch gestiitzt durch spezifische Farbemethoden, nicht oder
nur in einem begrenzten Umfang analysiert werden. Hierfiir hat sich die
Elektronenmikroskopie, insbesondere die Transmissionselektronenmikroskopie, als
geeigneter erwiesen. Topochemische Untersuchungen des Holzgewebes erfolgen unter
Anwendung der hochauflosenden zelluldren UV-Spektroskopie. Die
Universalmikrospektralphotometrie ~ ermoglicht  die  Visualisierung  aromatischer
Komponenten (u.a. Lignin) innerhalb der individuellen Zellwandschichten (u.a. Fergus et
al., 1969; Fergus und Goring, 1970; Okuyama et al., 1998) und hat sich nach Koch und
Griinwald (2004) als geeignet fiir die Untersuchung bzw. Charakterisierung
= der Ligninverteilung innerhalb eines Jahrringes (u.a. Fukazawa und Imagawa, 1981;
Takabe et al., 1992; Gindl und Grabner, 2000; Gindl, 2001; Schmitt et al., 2003),
= der Zellwandbildung (Griinwald et al., 2002a, b),
= der Ligninverteilung bei transgenen Pappeln (Griinwald et al., 2001),
= acetylierter und thermisch verdandertet Gewebe (Sander und Koch, 2001),
= der Lokalisierung und Analyse von Holz-Extraktstoffen (u.a. Bland und Hillis, 1969;
Hillis et al., 1976; Imagawa und Fukazawa, 1978; Kleist und Bauch, 2001; Koch et
al., 2003),
= der chemischen Zusammensetzung bzw. des feinstrukturellen Aufbaus der
Tiipfelmembran der Gymnospermen (u.a. Bauch und Berndt, 1973; Sano und
Nakada, 1998)
erwiesen. Ergdnzend zur Charakterisierung der natiirlichen Ligninverteilung innerhalb der
individuellen Zellwandschichten kdnnen chemische bzw. biochemische Prozesse wie
= die Delignifizierung des Holzgewebes bei der Zellstoff-Herstellung (Procter et al.,
1967; Saka et al., 1979; Whiting und Goring, 1981; Yoshizawa et al., 1996; Rehbein
etal., 2010),
= die generelle Verdnderung lignifizierter Gewebe beim Zellwandabbau durch Pilze
(u.a. Bauch et al., 1976; Kleist und Seehann, 1997; Schmidt et al., 1997; Kleist und
Schmitt, 2001)
dargestellt werden. Sukzessive Verdnderungen, insbesondere in den frithen Stadien des
Zellwandabbaus bzw. der Zellwandmodifikation, konnen topochemisch detailliert
charakterisiert werden und sind ein wesentlicher Bestandteil der eigenen Untersuchungen
(Rehbein et al., 2010; Rehbein und Koch, 2011; Rehbein et al., submitted 2011).
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3 Material

Die Materialauswahl der in dieser Arbeit zusammenfassend dargestellten Publikationen
erfolgte zum einen anwendungsorientiert, d.h. unter spezieller Beriicksichtigung aktueller
Fragestellungen, zum anderen grundlagenorientiert und durch die Ergebnisse umfangreicher
Vorversuche begriindet. Der interdisziplindre Charakter und der umfangreiche Aufbau der
Versuche ldsst eine Einzeldarstellung der verwendeten Materialien nicht zusammenfassend
beschreiben. Detaillierte Angaben zum Versuchsaufbau und -umfang, zur Vorbehandlung
der Proben sowie eine generelle Charakterisierung des Probenmaterials sind in den
jeweiligen Publikation ausfiihrlich dargestellt. Eine Zusammenfassung der untersuchten
Holzer ist Tabelle 1 zu entnehmen.

Tab. 1: Zusammenfassung des verwendeten Untersuchungsmaterials nach Publikationen dargestellt.

Kurzzeichen nach
Publikation*! Handelsbezeichnung Botanische Bezeichnung DIN EN 13556:2003
. Calophyllum spp.
Bintangor Familie: GUTTIFERAE CLXX
. Durio spp.
| Durian Familie: BOMBACACEAE DUXX
. Pometia pinnata Forst.
Kasal Familie: SAPINDACEAE PMPN
Swintonia spp.
Merpauh Familie: ANACARDIACEAE
. Picea abies (L.) Karst.
*2
Fichte Familie: PINACEAE PCAB
Eucalyptus globulus Labill.
| Eucalyptus Familie: MYRTACEAE EUGL
Eucalyptus grandis Hill. Ex Maid.
*2
Eucalyptus Familie: MYRTACEAE EUSL
- Parika spp.
*2
Parica Familie: MIMOSACEAE
. Pinus sylvestris L.
Kiefer Familie: PINACEAE PNSY
. Larix sibirica Ledeb.
A *2
Sibirische Larche Familie: PINACEAE
Fagus sylvatica L.
*2
. Buche Familie: FAGACEAE FASY
. . Shorea spp . Subg. Rubroshorea
*2
Light Red Meranti Familie: DIPTEROCARPACEAE SHLR
o Quercus spp.
*2
WeiReiche Familie: FAGACEAE QCXE
. Pinus sylvestris L.
v Kiefer Familie: PINACEAE PNSY
Larix gmelinii (Rupr.) Kuzen
. . Familie: PINACEAE LAGM
\% Sibirische Larche —
Larix sibirica Ledeb.
Familie: PINACEAE
Manilkara bidentata (A. DC) A. Chev.
*3
Vi Massaranduba Familie: SAPOTACEAE MNXX
Fraxinus excelsior L.
Esche Familie: OLEACEAE FXEX
vill Picea abies (L.) Karst
Fichte Familie: PINACEAE PCAB
Larix gmelinii (Rupr.) Kuzen
X Sibirische Larche Familie: PINACEAE HACH
Larix sibirica Ledeb.
Familie: PINACEAE
! Siehe Kapitel V Liste der Publikationen; *2 Ergebnisse sind nicht in der Publikation aufgefiihrt, werden noch veréffentlicht
bzw. Versuche ergaben keine weiterfihrenden Ergebnisse; *3 Priifung erfolgte im Rahmen der Diplomarbeit Rehbein (2007)
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4 Methoden

Die im Rahmen der interdisziplindr ausgerichteten Arbeit angewendeten Methoden dienten
der Darstellung, Analyse und Bestimmung grundlegender biologischer, chemischer und
technischer Prozesse bzw. der Charakterisierung der Holzeigenschaften. FEine
Zusammenfassung der Methoden ist in Tabelle 2 dargestellt. Nachfolgend wird
exemplarisch auf spezielle mikroskopische Untersuchungen vertiefend eingegangen.
Weiterfiihrende Informationen zu den nicht abgehandelten Methoden sind der jeweiligen
Verdffentlichung zu entnehmen.

Tab. 2: Zusammenfassung der angewendeten Methoden nach Publikationen dargestellt.

Publikation* Biologische Untersuchungen** Chemische Untersuchungen** Technische Untersuchungen**
Roh-, Darrdichte

natirliche Dauerhatftigkeit ASE-Extraktion*2 ) Lo
. . . Biege-, Druckfestigkeit
| Lichtmikroskopie*2 Extraktstoffanalyse Brinellhérte
zellulare UV-Spektroskopie (UMSP)*2 (RP-HPLC)*2

Quell- und Schwindverhalten

Lichtmikroskopie
1] zellulare UV-Spektroskopie Neutral Sulfit Aufschluss (NSSC)*3
(UMSP 80 area / line scan)

Abbauversuch
Lichtmikroskopie
Polarisationsmikroskopie
11} Elektronenmikroskopie Nanoindentation*?
(TEM/FE-SEM*?)
zellulare UV-Spektroskopie
(UMSP 80, area scan, point analysis)

Lichtmikroskopie
Polarisationsmikroskopie
Elektronenmikroskopie (TEM)
\Y zellulare UV-Spektroskopie
(UMSP 80 area scan)
zellulare UV-Spektroskopie
(MSP 800 point analysis)

naturliche Dauerhaftigkeit ASE-Extraktion .

. . ; . - Roh-, Darrdichte

\Y Lichtmikroskopie*? gravimetrische Jahrringanalyse
zellulare UV-Spektroskopie (UMSP)*2 Extraktstoffbestimmung 9 4

Roh-, Darrdichte

Biege-, Druckfestigkeit
natirliche Dauerhaftigkeit Brinellharte
VI*® Lichtmikroskopie*2 Quell- und Schwindverhalten

kiinstliche Bewitterung
UV-Belichtung
CIE-L*a*b*-Farbwertmessung

Holzartenbestimmung
Lichtmikroskopie
Vil Polarisationsmikroskopie
Elektronenmikroskopie
(TEM/FE-SEM)

Elementanalytische-Untersuchung dendrochronologische
(ICP-OES) Altersbestimmung

ASE-Extraktion
natirliche Dauerhaftigkeit gravimetrische Roh-, Darrdichte

Lichtmikroskopie*2 Extraktstoffbestimmung Jahrringanalyse
Extraktstoffanalyse (RP-HPLC)*?

X

+! Siehe Kapitel V Liste der Publikationen.
*2 Ergebnisse sind nicht in der Publikation aufgefiihrt, werden noch verdffentlicht bzw. Versuche ergaben keine weiterfihrenden Ergebnisse.
*3 Weiterfiihrende Informationen tber die Kochung und die chemischen Analysen der Proben sind der Dissertationsschrift von Dr. Miguel Pereira (2008) zu entnehmen.

** Die verwendeten Normen sind der jeweiligen Publikation zu entnehmen.

*5 Priifung erfolgte im Rahmen der Diplomarbeit Rehbein (2007).

Zur strukturellen und topochemischen Untersuchung mikrobiologisch und chemisch
modifizierter Holzer, unter besonderer Beriicksichtigung frithzeitiger Verdnderungen der
individuellen Zellwandschichten, wurden lichtmikroskopische, UV-spektroskopische und
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transmissionselektronenmikroskopische Methoden angewendet. Die lichtmikroskopischen
Untersuchungen dienten zum einen der ersten Charakterisierung struktureller
Verdanderungen des Holzgewebes, zum anderen zur Vorbereitung und Unterstiitzung der
UV-spektroskopischen und transmissionselektronenmikroskopischen Untersuchungen. Die
UV-Spektroskopie wurde zur subzelluldren, topochemischen Charakterisierung der
modifizierten Gewebe genutzt, wihrend die transmissionselektronenmikroskopischen
Untersuchungen die Darstellung ultrastruktureller Verdnderungen ermoglichten.

4.1 Einbettung des Probenmaterials fiir die mikroskopischen Untersuchungen

Fiir einen Teil der lichtmikroskopischen sowie die gesamten UV-spektroskopischen und
transmissionselektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden Transversal- sowie
teilweise Radialproben aufsteigender Behandlungs- bzw. Abbaustadien eingebettet. Die
ProbengroBe betrug einheitlich 1,5 x 1,5 x 5 mm’. Ein Teil der Proben wurde bis zu drei
Tage in ein Gemisch aus Paraform- und Glutaraldehyd (Karnovsky, 1965) gegeben (fixiert)
und nachfolgend dreimal mit 0,1 molarem Cacodylatpuffer gewaschen. Die Proben wurden
nachfolgend in einer Acetonreihe entwissert, iiber sechs Propylenoxid-Epoxydharz-
Infiltrationsstufen in reines Epoxydharz, bestehend aus dem Harz (ERL-4221-D), dem
Hiarter (Nonenylbernsteinsdureanhydrid), einem Weichmacher (Diepoxid) und einem
Beschleuniger (Dimethylaminoethanol), tiberfiihrt (Spurr, 1969) und anschlieend bei 70°C
in einem Wérmeschrank auspolymerisiert. Ein zweiter Teil der Proben wurde nach Kleist
und Schmitt (1999) ohne vorherige Entwisserung direkt iiber sechs Propylenoxid-
Epoxydharz-Infiltrationsstufen in reines Epoxydharz {iberfiihrt (Spurr, 1969) und
auspolymerisiert, um Reaktionen mit Losungsmitteln zu vermeiden.

4.2 Lichtmikroskopie

Bei der Praparation des Probenmaterials fiir die lichtmikroskopischen Untersuchungen
kamen zwei Methoden zur Anwendung.

Methode 1: Zur allgemeinen Untersuchung befallener Bereiche wurden Handschnitte in
radialer und tangentialer Richtung mit einer Rasierklinge (Rothbart, zweischneidig)
angefertigt. Die Schnitte wurden nachfolgend mit einer Baumwollblau/Milchséure Losung
zur besseren Kontrastierung eingeférbt, auf Glasobjekttriger iiberfithrt und mit einem Zeiss
Ultraphot IT Durchlichtmikroskop, ausgestattet mit einer Canon EOS 500D Digitalkamera,
untersucht.

Methode 2: Von den in Epoxydharz eingebetteten Proben wurden mit einem Ultramikrotom
(Ultracut E, Reichert-Jung) 1 pm dicke Semidiinnschnitte angefertigt. Die Schnitte wurden
auf Glasobjekttriager iiberfiihrt, bei ca. 70°C auf einer Warmeplatte ausgerichtet, gestreckt
und fixiert. AnschlieBend wurde eine Schnellfirbung mit einer 1%igen Borax-Toluidinblau-
Losung (Mischungsverhiltnis 4:1 mit einer 1%igen Pyronin G-L&sung) und nachfolgendem
Waschen in Aqua bi-dest. und Ethanol durchgefiihrt. Als Ubersichtsfirbung fiir die
Durchlichtmikroskopie farbt Toluidinblau lignifizierte Zellwénde griinblau. Anhand der
lichtmikroskopischen Schnitte konnten gezielt Bereiche fiir die UV-spektroskopischen und
elektronenmikroskopischen Untersuchungen ausgewdhlt werden. Die Mikroskopie sowie
die Fotografie der Schnitte erfolgte mit einem Olympus BX 51 Durchlichtmikroskop
ausgestattet mit einer Digitalkamera und der CELL F Software (Olympus).
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Zur Ergénzung der lichtmikroskopischen Untersuchung erfolgte eine Beurteilung der
mikrobiologisch modifizierten Proben unter Anwendung der Polarisationstechnik.

4.3 Universal Mikrospektralphotometrie (UMSP 80 / MSP 800)

Analog zur Lichtmikroskopie (Methode 2) wurden von den in Epoxydharz eingebetteten Proben
lum dicke ungeférbte Semidiinnschnitte in transversaler und radialer Ausrichtung angefertigt. Die
Schnittebene lag, sofern mdglich, direkt unterhalb der Ebene der lichtmikroskopischen Schnitte, um
die Vergleichbarkeit der Gewebe zu gewéhrleisten. Die Schnitte wurden auf Quarz-Objekttriger
iiberfiihrt und mit UV-Licht durchldssigem Immersionsol und einem Quarz-Deckglas abgedeckt.

Flachenmessung (UMSP 80)
Die topochemische Untersuchung chemisch und mikrobiologisch modifizierter Holzer erfolgte an

einem Universal-Mikro-Spektral-Photometer (UMSP 80, Zeiss), ausgeriistet mit einer Flachenscan-
Einrichtung und Ultrafluar-Objektiven (Vergroerung: 32:1, 100:1). Die Untersuchung ermdglicht
die semi-quantitative Darstellung aromatischer Verbindungen (Lignin) in den individuellen
Zellwandschichten. Hierzu wurden Aufnahmen mit konstanten Wellenlingen von 278 nm bei
Laubholz und 280 nm bei Nadelholz (Koch und Griinwald, 2004) durchgefiihrt. Die gewéahlten
Wellenléngen entsprechen dabei jeweils dem Absorptionsmaximum von Guajacyl- und Syrigyl-
lignin. Die Messungen erfolgten, indem definierte Flichen mit Hilfe des Scan Programms APAMOS
(Automatic-Photometric-Analysis of Microscopic Objects by Scanning, Fa. Zeiss, Ortsaufnahmen
von 0,25 pm x 0,25 pm) gescannt und die detektierbaren 4096 Graustufen in 14 bzw. 56
Grundfarben konvertiert wurden, welche dann die gemessenen Absorptionsintensititen
reprasentieren (Koch und Kleist, 2001).

Punktmessung (UMSP 80 / MSP 800)

Zur chemischen Charakterisierung der absorbierenden Substanzen im Holzgewebe wurden
Punktmessungen an zwei UV-Spektrometern (UMSP 80, MSP 800) durchgefiihrt.

I: Beim UMSP 80 werden Semidiinnschnitte sequentiell mit monochromatischem Licht in
einem variablen Wellenldngenbereich von 240-700 nm in 1 nm Schritten im Durchlicht
(Transmission) gemessen. Jede Punktmessung besteht aus einem Mittelwert von 50

automatisch wiederholten Einzelmessungen. Die Absorption der Messpunkte wird analog
mit einem Dioden-Array-Detektor in Abhédngigkeit von der Wellenldnge aufgezeichnet
(Koch, 2004) und mit der Software LAMWIN ausgewertet.

II: Beim TIDAS MSP 800 werden ebenfalls Semidiinnschnitte im Durchlicht
(Transmission) gemessen. Die Messung erfolgt mit definiertem polychromatischem Licht,
welches im Anschluss durch ein Spektrometer (CCD-MCS UVNIR) in die einzelnen
Wellenlidngen zerlegt wird. Der nutzbare Wellenldngenbereich des Spektrometers betrigt
190-1010 nm, ist aber bedingt durch die optischen Eigenschaften des Mikroskops (Zeiss
Axio Imager.D1m) auf 240-900 nm begrenzt (j&m, 2011). Die Aufnahme eines Spektrums
(240-400 nm) mittels Dioden-Array-Detektor erfolgt mit 3 automatisch wiederholten
Einzelmessungen in weniger als 20 Sekunden. Die Messfeldgrofle kann flexibel eingestellt
werden und betrug flir die eigenen Messungen 1,4 pum? bei Verwendung eines 40x
Objektivs. Die Auswertung der Spektren erfolgte mit der Software Panorama.
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4.4 Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEM)

Die TEM-Analysen erfolgten an Proben, die zuvor fiir eine lichtmikroskopische
Charakterisierung der Gewebe und Zellwandschichten ausgewéhlt und pripariert wurden.
Von den ausgewihlten Bereichen wurden Ultradiinnschnitte (80-100 nm) hergestellt und mit
Kaliumpermanganat (KMnOjy) kontrastiert (Donaldson, 1992; Schmitt und Melcher, 2004).
Zur Verbesserung der Schnittqualitit wurden die Schnitte im Auffangtrog des
Diamantmessers mit einem Gemisch aus Chloroform und Xylol (1:1) gestreckt und auf
unbefilmte Kupfernetze (Maschenweite 300) aufgezogen. Die Untersuchung der Proben
erfolgte mit einem Elektronenmikroskop ,CM 12 TEM® (Philips) bei einer
Beschleunigungsspannung von 40 oder 60 kV durchgefiihrt. Bei der TEM Untersuchung
handelt es sich um ein indirektes, bildgebendes Verfahren. Die visuelle Darstellung der
Schnitte beruht auf einer Anfarbung des Lignins mit Kaliumpermanganat (KMnQOy,), dessen
Ionen bevorzugt die funktionellen Gruppen der Alkohole des Lignins oxidieren (Schmitt
und Melcher, 2004). Eine Differenzierung der einzelnen Zellwandschichten wird durch die
variierende Elektronendichte und damit einhergehende unterschiedliche Farbaufnahme des
Gewebes moglich. Die Technik eignet sich somit zur Visualisierung der natiirlichen
Ligninverteilung (u.a. Singh et al., 2002) und zur Dokumentation der Verdanderung der
Elektronendichte, d.h. der optischen Dichte des Gewebes im Verlauf des Zellwandabbaus
durch Pilze (Huckfeldt, 2003; Schmitt und Melcher, 2004).
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5 Zusammenfassung der Ergebnisse

Der Werkstoff Holz definiert sich {iber seine Materialeigenschaften. Eine fachgerechte und
anwendungsorientierte Holzauswahl kann ohne detaillierte Kenntnis der Holzeigenschaften
nicht erfolgen. Holzer, die einer erhdhten Beanspruchung unterliegen, konnen ihre Funktion
nur dann erfiillen, wenn sie entsprechend gute Kennwerte aufweisen. Im Falle einer
biotischen Beanspruchung, z.B. durch holzabbauende Pilze, ist die natiirliche
Dauerhaftigkeit des Holzes eine wichtige selektierende Materialeigenschaft. Ungeachtet der
hohen wirtschaftlichen Schidden, die insbesondere durch holzabbauende Pilze an
Konstruktionen im Innen- und AuBlenbau hervorgerufen werden, sind die biochemischen
Prozesse beim Holzabbau durch Braunfdulepilze und Bakterien noch nicht vollstindig
verstanden.

5.1 Beurteilung der Holzeigenschaften neu eingefuhrter Wirtschaftsbaumarten fir den
konstruktiven AulRenbau (Publikationen I, V, VI und X)

Der deutsche Holzhandel steht vor dem Problem, dass fiir den Fenster- sowie Garten- und
Landschaftsbau etablierte Importhdlzer aufgrund langjdhriger intensiver Nachfrage und
Ubernutzung nicht mehr in den gewiinschten Mengen und Qualitiiten zur Verfiigung stehen
(Rehbein und Koch, 2007; Koch und Rehbein, 2009). Die Verknappung etablierter
Handelshélzer hat zu einem Preisanstieg und einer verstirkten Einfuhr aktuell noch relativ
unbekannter Holzarten, sog. Substitutionsholzer, gefiihrt (Rehbein und Koch, 2007).

Ermittlung grundlegender Materialeigenschaften von Substitutionshdlzern
Die Eignung einer Holzart fiir den Garten- und Landschafts- sowie konstruktiven
Rahmenbau definiert sich {iber die individuellen Holzeigenschaften. Als relevante

Eigenschaften sind zu nennen: die Rohdichte, die natiirliche Dauerhaftigkeit und die
Dimensionsstabilitdt. Bei neu eingefiihrten bzw. weniger bekannten Holzarten miissen diese
Eigenschaften vorab ermittelt werden, da die verfligbaren Literaturdaten zum Teil aus nicht
nachvollziehbaren Quellen stammen oder abweichenden nicht normkonformen Standards
entsprechen.

Infolge der beschriebenen Marktsituation wurden die Materialeigenschaften von fiinf
Substitutionsholzern ermittelt und hinsichtlich ihrer Eignung fiir den konstruktiven
Rahmenbau bzw. den Garten- und Landschaftsbau iiberpriift.

Die aus Siidostasien stammenden Holzer Bintangor (Calophyllum spp.), Kasai (Pometia
pinnata), Durian (Durio spp.) und Merpauh (Swintonia spp.) werden als Ersatzholzer fiir das
ctablierte Handelssortiment Rotes Meranti (Shorea spp., Sektion Rubroshorea) auf dem
deutschen Markt angeboten. Die Holzart Massaranduba (Manilkara bidentata) aus
Stidamerika wurde vor ca. 4-6 Jahren als Substitutionsholz fiir das etablierte Bangkirai
(Shorea spp., subg. Shorea) fiir den Garten- und Landschaftsbau, insbesondere fiir die
Verwendung als Terrassendielen, eingefiihrt.

Geeignete Holzarten fiir die Konstruktion mafBhaltiger Bauteile wie z.B. Fenster und
AuBentiiren sind vom Verband der Fenster und Fassadenhersteller e. V. (VFF) im Merkblatt
HO.06-1:2009 zusammengefasst. Die aktuelle Version umfasst 10 Nadel- und 24
Laubholzer. Auf der Grundlage der ermittelten Kennwerte (siehe Tab. 3) und praktischen
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Erfahrungen wurden die beiden Holzer Bintangor und Kasai als geeignet fiir den Fensterbau
eingestuft und neu in das VFF Merkblatt HO.06-1:2009 aufgenommen (Koch und Rehbein,
2009). Die Holzer Durian und Merpauh zeichnen sich durch gute bis sehr gute Festigkeiten
sowie eine gute Verklebbarkeit aus. Die Priifung der natiirlichen Dauerhaftigkeit
entsprechend DIN EN 350-1 ergab fiir die Holzart Durian die Einstufung in die
Dauerhaftigkeitsklasse 4 bis 5 (wenig bis nicht dauerhaft) und fiir die Holzart Merpauh die
Dauerhaftigkeitsklasse 5 (nicht dauerhaft). Beide Holzer erfiillen somit nicht die
Bewertungskriterien der Gilitegemeinschaften und wurden insbesondere aufgrund der
geringen natiirlichen Dauerhaftigkeit des Kernholzes nicht fiir den konstruktiven
Rahmenbau zugelassen (Tab. 3).

Tab. 3: Bezeichnung, Herkunft und Materialeigenschaften gepriifter Substitutionshdolzer.

Handelsname | Botanische Bezeichnung | Verbreitung Materialeigenschaften
, Rohdichte: 0,45 - 0,68 - 0,85 g/cm’
Calophyllum spp. Indien )
. ) E-Modul: 8.000 - 15.300N/mm
Bintangor Familie: Stidost-Asien ) o 5
) Biegefestigkeit: 74 - 94 - 106 N/mm
CLUSIACEAE Indomalesia
Dauerhaftigkeitsklasse 3 (variabel)
Pometia pinnata Siidost Rohdichte: 0,63 - 0,72 - 0,92 g/em’
idost-
. J.R. Forst. & G. Forst. . E-Modul: 12.800 - 17.500N/mm’
Kasai . Asien ) o )
Familie: . Biegefestigkeit: 77 - 101 - 112 N/mm
Indomalesia
SAPINDACEAE Dauerhaftigkeitsklasse 3
. ) Rohdichte: 0,40 - 0,69 - 0,75 g/cm3
Durio spp. Vietnam 5
. . E-Modul: 9.500 - 13.000N/mm
Durian Familie: Kambodscha ) o )
i Biegefestigkeit: 60 - 69 - 78 N/mm
BOMBACACEAE Indomalesia

Dauerhaftigkeitsklasse 4 bis 5
Rohdichte: 0,60 - 0,71 - 0,82 g/cm®
Burma E-Modul: 15.000 - 18.100 N/mm®

Swintonia spp.

Merpauh Familie: ) ) o ,
Indomalesia Biegefestigkeit: 82 - 141 - 169 N/mm
ANACARDIACEAE
Dauerhaftigkeitsklasse: 5
Manilkara bidentata Rohdichte: 0,90 - 1,07 - 1,17 g/cm®
(A.DC.) A. Chev. Guayana E-Modul: 17.885 N/mm?
Massaranduba .. .. . L 2
Familie: Brasilien Biegefestigkeit: 131 - 179 - 227 N/mm
SAPOTACEAE Dauerhaftigkeitsklasse: 1

Nach Auswertung der biologischen und physikalischen Priifwerte konnte der Holzart
Massaranduba, unter der Voraussetzung einer fachgerechten, dem Einsatzzweck
angepassten Vortrocknung, eine Empfehlung fiir den Einsatz im AuBenbau, speziell als
Terrassendielen, ausgesprochen werden (Rehbein und Koch, 2007). Bedingt durch die hohe
Dichte des Gewebes findet die Feuchteabgabe und —aufnahme bei Massaranduba sehr
verzogert statt. Nach dem Fillen werden die Stdimme i.d.R. ohne technische Trocknung im
Erzeugerland zu Halb- oder Fertigwaren verarbeitet. Die Holzfeuchte dieser Produkte liegt
bei der Verarbeitung in Deutschland daher nicht selten bei u = 40-60%. Infolge der
beschleunigten Abtrocknung der Mantelfliche, z.B. durch direkte Sonneneinstrahlung,
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kommt es nach der Verarbeitung hdufig zur Ausbildung innerer Spannungen im Holzkoérper
und in deren Folge zur Rissbildung, zumeist entlang der Holzstrahlen. Eine angemessene
Holzfeuchte von u = 15-18% muss als Grundvoraussetzung fiir die Verwendung dieser
Holzart im AuBlenbau angesehen werden, um die Neigung zur Ausbildung von
holzstrahlparallelen Rissen zu vermindern.

Erweiterte Untersuchungen zur natiirlichen Dauerhaftigkeit der Sibirischen Lérche
Aktuell wird die Sibirische Lérche (Larix sibirica, L. gmelinii, LAGM) als ein ,relativ*
neues Sortiment auf dem deutschen Holzmarkt angeboten. Die gleichmifig und feinjdhrig

gewachsenen Holzer sollen sich insbesondere fiir die Verwendung im Auflenbau eignen
(Abb. 20). Detaillierte Informationen iiber die natiirliche Dauerhaftigkeit der Sibirischen
Larche lagen zu Beginn der Untersuchung noch nicht vor. Die bisher gehandelten Arten
(Larix decidua, L. kaempferi, L. x eurolepis und L. occidentalis) sind in der DIN EN
350-2:1994 als maBig bis wenig dauerhaft (DHK 3-4) gelistet. Die besonderen
Klimabedingungen mit kurzen Wuchsperioden in Sibirien begrenzen den jdhrlichen
Zuwachs der Bdume und fordern einen besonders feinen und gleichmifBigen Jahrringaufbau.
Bei Nadelholzern erhoht sich der Spatholzanteil mit abnehmender Jahrringbreite, d.h. umso
feiner der Jahrringaufbau, desto hoher der Spétholzanteil mit hoherer Dichte des
Holzgewebes. Diese ,,Faustformel* gilt bis zu einer Jahrringbreite von ca. 1 mm. Unterhalb
dieser Grenze nimmt der Friihholzanteil zugunsten der lebensnotwendigen Wasserleitung
nicht weiter ab. Die Dichte hat einen direkten Einfluss auf die Materialeigenschaften und
lasst innerhalb einer Gattung Riickschliisse auf die natiirliche Dauerhaftigkeit des
Kernholzes, in diesem Fall der Sibirischen Larche im direkten Vergleich zur Européischen
Léarche, zu. Eine derartige Korrelation besteht nur fiir wenige Holzarten wie z.B. die Gruppe
der Meranti Holzer (Shorea spp.) aus Stidostasien.

Abb. 20: Stammabschnitt einer Sibirischen Lirche mit dem typischen engringigen Jahrringaufbau und
ausgeprigter Rinde.

Zur Klassifizierung der natiirlichen Dauerhaftigkeit des Kernholzes der Sibirischen Larche
wurden in den Jahren 2007 und 2009/10 umfangreiche Laborpriifungen entsprechend DIN
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CEN/TS 15083-1:2005 und DIN EN 350-1:1994 durchgefiihrt (Koch et al., 2007; Rehbein
und Koch, 2010). Die ausgewdihlten Priifkdrper wurden zum einen entsprechend ihrer
lokalen Herkunft in Sibirien (Irkutsk, Lesosibirsk, Ust Ilimsk, im Jahr 2007), zum anderen
als gemischtes Handelssortiment mit einer erweiterten Anzahl von Priifpilzen (im Jahr
2009/10) nach Norm getestet. Zur grundlegenden Beurteilung der speziellen
Holzeigenschaften wurden umfangreiche quantitative Extraktstoff- und
Rohdichtebestimmungen  sowie  Jahrringmessungen  durchgefiihrt.  Ergédnzende
Freilanduntersuchungen stehen noch aus.

Die Laborpriifung der natiirlichen Dauerhaftigkeit des Kernholzes der Sibirischen Larche im
Jahr 2007 ergab fiir die Priifkérper aus dem Herkunftsgebiet Irkutsk die
Dauerhaftigkeitsklasse 2 (dauerhaft), fiir die der Herkunftsgebiete Lesosibirsk und Ust
Ilimsk die Dauerhaftigkeitsklasse 3 (méBig dauerhaft) (Koch et al., 2007). Durch erweiterte
Untersuchungen im Jahr 2009/10 konnten die vorherigen Ergebnisse bestétigt werden
(Rehbein und Koch, 2010). Die Priifung ergab fiir das praxisnahe Handelssortiment
Sibirische Lirche die Dauerhaftigkeitsklasse 3 (méBig dauerhaft). Variationen in der
natiirlichen Dauerhaftigkeit innerhalb des Sortimentes traten in Abhéngigkeit von der
Rohdichte (bei u = 11-12%) der einzelnen Priifkérper auf. Holzer mit einer Rohdichte
< 0,70 g/cm?® lagen im Bereich der Dauerhaftigkeitsklassen 2 bis 4 - (5). Oberhalb einer
Rohdichte von 0,70 g/cm? verliert sich die Streuung der Einzelwerte zunehmend, die Proben
lagen alle im Bereich der Dauerhaftigkeitsklasse 3 und besser (Abb. 21). Die Korrelation
zwischen der Rohdichte und dem ermittelten Masseverlust der einzelnen Priitkorper zeigt
mit einem Bestimmtheitsmall von R? = 0,99 eine sehr hohe Signifikanz.
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Abb. 21: Sibirische Lérche, Untersuchung 2009/10: Dauerhaftigkeitsklassen nach Rohdichte
(bei u = 11-12%) dargestellt. Ab einer Rohdichte von 0,70 g/cm? lagen alle Proben im Bereich DHK < 3.

Erginzende quantitative Extraktstoffbestimmungen und Jahrringmessungen der Proben aus
dem Kollektiv 2009/10 ermdglichten eine grundlegende Beurteilung des untersuchten
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Sortimentes hinsichtlich der mafligebenden, die Dauerhaftigkeit beeinflussenden Faktoren.
Die natiirliche Dauerhaftigkeit einer Holzart wird im Wesentlichen durch die Einlagerung
fungizid wirkender Inhaltsstoffe unterschiedlicher Stoftklassen beeinflusst. Fiir die
quantitative  Bestimmung der Extraktstoffgehalte ~wurden Parallelproben der
Dauerhaftigkeitspriifung gemahlen und sukzessive mit Petrolether und Aceton/Wasser [9:1]
extrahiert (ASE, Accelerated Solvent Extraction). Der Feststoffgehalt wurde nachfolgend
durch Abdampfen des Losungsmittels gravimetrisch bestimmt und mit dem Darrgewicht der
Einwaage ins Verhiltnis gesetzt. Die Auswertung belegt eine eindeutige Beziehung
zwischen der ermittelten Extraktstoffmenge und der natiirlichen Dauerhaftigkeit. Proben mit
der hochsten natiirlichen Dauerhaftigkeit (,,sehr dauerhaft) weisen den hdchsten
Extraktstoffgehalt auf. Insbesondere der Vergleich der Dauerhaftigkeitsklassen 2 bis 3 und 4
bis 5 weist signifikante Unterschiede bezogen auf die Extraktstoffgehalte der einzelnen
Kollektive auf (Rehbein und Koch, 2010; Abb. 22). Eine nachfolgend durchgefiihrte
RP-HPLC Analyse (Reversed Phase — High Performance Liquid Chromatography)
bestitigte die quantitative Relevanz der individuellen Extraktstoffe. Aufgrund fehlender
Stammdaten gelang es jedoch nicht einzelne Verbindungen mit ausreichender Sicherheit zu
bestimmen.
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apP 1,13 0,49 0,40 0,32 0,17
HA 3,68 2,14 2,18 1,41 1,63
EPA 4,81 2,64 2,58 1,74 1,80

Abb. 22: Sibirische Lérche, Untersuchung 2009/10: Prozentualer Extraktstoffgehalt nach
Dauerhaftigkeitsklassen (DHK) dargestellt. X-Achse: 1 bis 5 = DHK; P = Pertolether; A =
Aceton/Wasser (9:1); PA = Summe P + A.

Da das Holz der Sibirischen Léarche durch einen besonders feinen Jahrringaufbau geprigt
ist, wurde der Einfluss der Jahrringstruktur auf die natiirliche Dauerhaftigkeit durch
Auszihlen und Vermessen des Friih- und Spétholzanteils untersucht. Es konnte deutlich
gezeigt werden, dass die Priifkoérper mit einer hoheren natiirlichen Dauerhaftigkeit einen
signifikant héheren Spitholzanteil aufweisen (R* = 0,90).
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Aufgrund der erzielten Ergebnisse, insbesondere der signifikanten Korrelation zwischen
Rohdichte und Dauerhaftigkeit, konnte dem Holzhandel die Empfehlung einer Rohdichte-
Vorsortierung der Sibirischen Lérche fiir eine praxisnahe Zuordnung bzw. Beurteilung ihrer
natiirlichen Dauerhaftigkeit ausgegeben werden (Rehbein und Koch, 2010).

Die Ergebnisse der Dauerhaftigkeitspriifung werden im Zuge der Uberarbeitung bzw.
Neufassung der DIN 68800, im neuen Teil 1 ,,Allgemeines®, aufgenommen. Parallel hierzu
gilt es, die Ergebnisse zur natiirlichen Dauerhaftigkeit dahingehend aufzubereiten, dass sie
iiber den nationalen Spiegelausschuss im DIN beim CEN eingereicht und somit nach
Mbglichkeit in die Uberarbeitung von DIN EN 350-2 einflieBen (Rehbein et al., 2011).

5.2 Topochemische Untersuchungen zum Holzabbau durch den Braunfaulepilz Antrodia
vaillantii (Publikation I11)

Das Wissen iiber den Holzabbau durch Pilze ist durch grundlegende Untersuchungen in den
letzten 150 Jahren stetig erweitert worden. Viele dieser Arbeiten stiitzen sich auf die licht-
bzw. elektronenmikroskopische Beschreibung der Abbaumuster. Weniger ist iiber die
topochemischen Verdnderungen innerhalb der individuellen Zellwandschichten,
insbesondere beim beginnenden Zellwandabbau durch Braunfaulepilze bekannt (Rehbein
und Koch, 2011).

Im Rahmen der eigenen Untersuchungen wurde der Beginn und Fortschritt des Holzabbaus,
verursacht durch den Weilen Porenschwamm (Antrodia vaillantii (Fr.) Ryv.), unter
Anwendung der Licht- und Elektronenmikroskopie sowie der zelluldren UV-Spektroskopie
grundlegend untersucht (Rehbein und Koch, 2011). A. vaillantii ist ein in Deutschland
hiufig vorkommender Hausfédulepilz; er verursacht eine Braunfiaule und kommt regelmaBig
an Nadelholz vor. Fiir die vorliegende Versuchsreihe wurde Splintholz der Holzart Kiefer
(Pinus sylvestris L., Auswahl entsprechend DIN EN 113:1996) einem Pilzabbau iiber 22
Tagen ausgesetzt (Abb. 23). Nach 3, 7, 11, 16 und 22 Tagen wurden die inkubierten Proben
entnommen, inklusive steriler Kontrollproben bei -18°C gelagert und nach Abschluss der
Versuchsreihe fiir die topochemischen und elektronenmikroskopischen Analysen in
Epoxydharz eingebettet.

Der spezifische Versuchsaufbau basiert auf den Ergebnissen unterschiedlich konzipierter
Vorversuche, die zur Festlegung einer geeigneten Kombination der Holz- und Pilzart, der
Probengeometrie, dem Einbauverfahren sowie der Inkubationszeit durchgefiihrt wurden.
Entsprechend den Ergebnissen der Vorversuche wurde das Probenformat von urspriinglich
25 x 25 x 5 mm?® auf 1,5 x 1,5 x 5 mm?® verkleinert. Das geringere Probenvolumen
ermoglicht die vollstindige Epoxydharz-Einbettung der gesamten Probe ohne vorherige
Modifikation der Mantelflache, vereinfacht die Préparation oberflaichennaher Schnitte sowie
die UV-spektroskopische Untersuchung frither Abbaustadien.
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Inkubation der Holzproben

@ I N Vs an der Mycel-Wuchsfront

~d

1.6 mm

1.6 mm
- -

Abb. 23: Probenentnahme (Pinus sylvestris) sowie Positionierung der Priifkorper in Bezug zur Mycel-
Whuchsfront des Priifpilzes Antrodia vaillantii.

Die Kombination P. sylvestris und A. vaillantii wurde aufgrund des gleichméfigen Aufbaus
des tracheidalen Grundgewebes des Nadelholzes sowie der guten und anspruchslosen
Priparations- und Wuchseigenschaften des Braunfiulepilzes gewihlt. Im Fokus der
Untersuchung lag die topochemische Charakterisierung frither Befallsstadien. Die
lichtmikroskopische Auswertung der Vorversuchsreihen bestétigte ein Einwachsen von
Substrathyphen bereits innerhalb der ersten drei Tage. Nach sieben bis elf Tagen war ein
Masseverlust gravimetrisch zu ermitteln, nach 22 Tagen zeigte das Holzgewebe beim
Ausbau bereits einen deutlichen Verlust der Festigkeiten auf, daher wurde die Laufzeit von
urspriinglich 44 auf 22 Tage begrenzt.

Bedingt durch die in das Holzgewebe einwachsenden Hyphen war eine anfiangliche
Gewichtszunahme der Proben messbar. Erst nach sieben Inkubationstagen war ein
gravimetrischer Masseverlust von im Mittel 1,2% nachweisbar. Nach 22 Tagen lag der
mittlere Masseverlust bei 17,1% (Tab. 4).

Tab. 4: Masse der Proben im Relation zur Inkubationsdauer mit dem Priifpilz Antrodia vaillantii.

Exposition Prozentuale Masseveriinderung
in Tagen Minimum Mittelwert Maximum
3 -5,8 -0,8 2,9
7 -3,0 1,2 4.4
11 -1,7 1,9 6,8
16 2,4 12,0 24,0
22 12,7 17,1 23,7
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Im Rahmen der lichtmikroskopischen Charakterisierung des beginnenden Zellwandabbaus,
verursacht durch A. vaillantii, wurden die befallenen Gewebe auf braunfiulespezifische
Abbaumuster und auf den Verlust der Doppelbrechung im polarisiertem Licht untersucht.
Erste Verdnderungen der Zellwand bzw. der Gewebestruktur konnten nach elf Tagen
Inkubation im Friihholz der Proben lichtmikroskopisch nachgewiesen werden. Die
Zellwiande der weitlumigen Tracheiden wirkten ,,ausgediinnt®, das Zellgefiige erschien
weniger gleichmdBig und einzelne Zellen waren, bedingt durch den Festigkeitsverlust im
Verlauf des Zellwandabbaus, kollabiert bzw. gestaucht.

Ergédnzende Untersuchungen im polarisierten Licht bestitigten diesen Eindruck. Durch den
Abbau kristalliner Bereiche der Cellulose verdnderte sich das Erscheinungsbild der
Zellwiande. Nach elf Tagen Inkubation sind erste Verdnderungen der Doppelbrechung im
Frithholzbereich der Proben sichtbar. Das Spitholz erscheint weiterhin hell, intensiver
befallene Zonen im Friihholz hingegen dunkel bis schwarz. Nach 22 Tagen Inkubation weist
das gesamte Gewebe einen deutlichen Verlust der Doppelbrechung auf.

Zur ultrastrukturellen Darstellung und Charakterisierung des sukzessiven Zellwandabbaus
wurden transmissionselektronenmikroskopische Untersuchungen durchgefiihrt. Nach drei
Tagen Inkubation konnten bereits =zahlreiche Hyphen in den oberflichennahen
Gewebebereichen der Proben detektiert werden. Die Anzahl der Hyphen vervielfachte sich
mit fortschreitender Dauer der Inkubation. Nach elf Tagen Inkubation traten erste
strukturelle Verdnderungen im Bereich der Kreuzungsfeld-Tiipfel zwischen dem radial
verlaufenden Holzstrahlgewebe und den Léngstracheiden auf. Von den Holzstrahlen
ausgehend, durchwuchsen Substrathyphen die Tiipfelmembran und besiedelten tiefer
liegende Bereiche des tracheidalen Grundgewebes. Nach 22 Tagen Inkubation war das
gesamte Gewebe von Hyphen durchwachsen. Die meisten Hyphen befanden sich im Lumen
der Zellen, nur wenige waren direkt an die Zellwand der Tracheiden angelagert.
Verdnderungen der Elektronendichte im frilhen Stadium des Zellwandabbaus durch
A. vaillantii konnten mit Hilfe der Elektronenmikroskopie nicht nachgewiesen werden.
Auch nach 22 Tagen Inkubation und einem mittleren Masseverlust von 17,1% war keine
sichere Unterscheidung zwischen abgebauten bzw. modifizierten und gesunden Bereichen
innerhalb der individuellen Zellwandschichten elektronenoptisch moéglich (Rehbein und
Koch, 2011).

Zur topochemischen Charakterisierung friiher Abbaustadien wurden die befallenen Proben
aufsteigender Zeitreihen sowie unbefallene Kontrollen unter Anwendung der zelluldren
UV-Spektroskopie  untersucht. Die zwei- und dreidimensional dargestellten
Flachenmessungen, mit einer Ortsauflosung von 0,25 x 0,25 um pro Pixel, belegen
deutliche Verdnderungen im Absorptionsverhalten (Wellenldnge A,sonm) liber den zeitlichen
Verlauf des Zellwandabbaus durch A. vaillantii. Die UV-spektroskopische Untersuchung
erfolgte vornehmlich an den stirker ausgebildeten Sekundidrwédnden der Spitholztracheiden.
Das Ziel war die Darstellung topochemischer Verdnderungen aromatischer Komponenten zu
Beginn und iiber den weiteren Verlauf des Zellwandabbaus durch A. vaillantii. Die
Kontrollproben zeigen das typische Absorptionsprofil von Spitholztracheiden (Abb. 24).
Die Mittellamelle/Primdrwand (ML/PW) und Zellzwickel (Zz) weisen die hdchste
Absorption im Bereich von A3 nm = 0,5-0,8 auf. Die homogener absorbierenden
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Sekundarwinde liegen mit Werten im Bereich von A;gp nm = 0,2-0,3 deutlich niedriger als die
ML/PW und Zz.

Intensity

Scanning field size:
Length: 53,50 ym /215 pixel
Width: 5550 um /223 pixel
Area: 47945 pixel

Abb. 24: Reprisentative UV-spektroskopische Darstellung einer Spitholztracheide (Kontrolle, Pinus
sylvestris). Der Farbton der Pixel definiert die unterschiedliche Absorption des Gewebes bei A9 ym. Die
hochste Absorption erfolgt im Bereich der Mittellamelle (ML/PW) und der Zellzwickel (Zz), die S2
erscheint weitestgehend homogen.

Bereits nach drei Tagen Inkubation zeigten die Querschnitte ein verdndertes
Absorptionsmuster gegeniiber den Kontrollproben auf (Abb. 25). Das Absorptionsverhalten
verdanderte sich im Bereich der &ufleren S2 und der S1 der Tracheiden. Es traten
inhomogene, weniger intensiv absorbierende Flichen sowie lokal begrenzte, hdoher
absorbierende Linien auf, die eine beginnende Depolymerisierung bzw. Modifikation der
Lignin-Cellulose-Matrix durch wahrscheinlich niedermolekulare Agenzien aufzeigen
(Rehbein und Koch, 2011). Die inneren Bereiche der S2 zeigen wenig bis keine
Verdanderungen im Absorptionsverhalten. Die Ergebnisse belegen die hohe Selektivitét der
Ligninmodifikation im Anfangsstadium des Zellwandabbaus durch A. vaillantii.
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Abb. 25: UV-spektroskopische Darstellung des Gewebes (Pinus sylvestris) nach drei Tagen Inkubation:
Der beginnende Zellwandabbau durch Antrodia vaillantii veréindert das Absorptionsverhalten (A,gy nm)-
Die S2 zeichnet sich durch Flichen mit verringerter Absorption [7] sowie hoch absorbierende Linien [1],
die zum Teil parallel zur Mittellamelle verlaufen [1] aus.

Nach elf Tagen Inkubation ist die gesamte Sekunddrwand durch den Prozess der
Ligninmodifikation beeinflusst. Auffallig ist die Verlagerung der hoher absorbierenden
Linien von der dufleren zur inneren S2. Auch die ML/PW weist sowohl in radialer als auch
in tangentialer Richtung eine beginnende Verdnderung im Absorptionsverhalten auf. Elf
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Tage spiter, nach 22 Tagen Inkubation mit einem mittleren Masseverlust von 17,1%, weist
das gesamte Gewebe ein deutlich verindertes Absorptionsverhalten auf. Die radial
verlaufende ML/PW verliert an UV-Intensitit und zeitgleich steigt die Absorption der
parallel zur ML verlaufenden Linien im Bereich der inneren S2 deutlich an. Im direkten
Kontrast dazu, zeigen die inneren Bereiche der S2 und die S3 lokal begrenzte Flichen mit
stark verringerter Absorption auf. Eine Erklarung fiir die intensive Modifikation der Lignin-
Zellulose Matrix der radial orientierten Zellwédnde kann der morphologische Aufbau des
Gewebes, genauer die bevorzugte Ausrichtung der Tiipfel in tangentialer Richtung geben.
Die Tiipfelkandle ermoglichen eine bessere Zugénglichkeit zu den inneren
Zellwandschichten und somit eine Diffusion niedermolekularer Agenzien in die S2 der
Tracheiden. Der lokale Verlust der Absorption zeigt eine weitere Facette des
Zellwandabbaus durch A. vaillantii im fortgeschrittenen Stadium des Befalls auf (Rehbein
und Koch, 2011).

Zur chemischen Charakterisierung der Zellwandmatrix iiber den zeitlichen Verlauf der
Modifikation durch A. vaillantii wurden zusitzlich UV-spektroskopische Punktmessungen
der S2 mit einer Ortsauflosung von 1 pm? im Wellenldngenbereich von 250-400 nm
durchgefiihrt (Abb. 26). Die UV-Spektren der S2 der Kontrollproben ergaben einen fiir
Nadelholz-Tracheiden typischen Kurvenverlauf mit einem Absorptionsmaximum von
A280 nm 0,2. Nach drei Tagen Inkubation belegen die Messungen bereits erste Verdnderungen
im Absorptionsverhalten der S2. Die Absorption steigt auf ein Maximum von Azgp nm 0,24
und nach elf Tagen Inkubation auf Ayg9 nm 0,41. Zwischen Tag 11 und Tag 22 stagniert die
Zunahme der Absorption. Neben intensiv befallenen Zellwandschichten mit A0 nm 0,43
befanden sich nahezu intakte Bereiche mit Asgp nm 0,24.

0,50
e ontrolle —8—Tag 3 ©=Tag 11 Tag 22-1 X=Tag 22-2

Absorbance

0,00

250 255 260 265 270 275 280 285 290 295 300 305 310 315 320 325 330 335 340 345 350 355 360 365 370 375 380 385 390 395 400
Wavelength [nm]

Abb. 26: UV-spektroskopische Punktmessungen (Absorptionsspektren bei 250-400 nm) intakter sowie
durch Antrodia vaillantii abgebauter Spitholztracheiden (Pinus sylvestris) in Relation zur
Inkubationsdauer.
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Die Zunahme der Absorption iiber den zeitlichen Verlauf des Zellwandabbaus durch
A. vaillantii kann durch eine Depolymerisierung der Lignin-Cellulose-Matrix erklart
werden. Infolge der Modifikation des Lignin Makromolekiils durch niedermolekulare
oxidativ wirkende Agenzien, entstehen hoch absorbierende Ligninderivate. Der stagnierende
Verlauf der Absorption zwischen Tag 11 und 22 bestidtigt die systematische Abfolge des
Zellwandabbaus. Zuerst wird das Lignin Makromolekiil durch niedermolekulare Agenzien
modifiziert (Anstieg der Absorption). Ist die Zuginglichkeit fiir die wesentlich groBeren
Enzyme gegeben (Stagnation der Absorption), kann der Abbau der Cellulose und
Hemicellulosen erfolgen. Insgesamt belegen die Spektren die Intensitit sowie die
Selektivitit bzw. Inhomogenitit des Zellwandabbaus durch A. vaillantii. Eine Verschiebung
der Absorptionsmaxima in Richtung hoherer Wellenldngen wurde nicht beobachtet.

Die UV-spektroskopischen Untersuchungen zeigen grundsétzlich, dass der Zellwandabbau
durch den Braunfiauleerreger A. vaillantii durch eine frithzeitige Modifikation des Lignin-
Grundgertistes durch niedermolekulare Agenzien erfolgt. Auf der Basis der vorliegenden
Ergebnisse  miissen  weitere  Untersuchungen  mit  alternativen  Pilz-  und
Holzartenkombinationen den Stand des Wissens erweitern und Anstdfe fiir neue
Forschungsansétze geben.

5.3 Topochemische und feinstrukturelle Untersuchungen zum Zellwandabbau durch
Bakterien (Publikationen 1V und VIII)

Das Wissen iiber den bakteriellen Holzabbau ist im Vergleich zum Holzabbau durch Pilze
noch relativ begrenzt. Erste Forschungsansitze gehen auf die 40er Jahre des letzten
Jahrhunderts zuriick. Die friihen Arbeiten stiitzten sich auf die lichtmikroskopische
Beschreibung der Abbaumuster. Vertiefende Erkenntnisse brachte die Anwendung der
hochauflosenden Elektronenmikroskopie. Mit ihr ist es moglich, die Bakterien innerhalb der
Zellwand darzustellen und detaillierte Informationen iiber die unterschiedlichen
Abbauprozesse zu erlangen. Uber die topochemischen Verinderungen innerhalb der
individuellen Zellwandschichten, insbesondere beim beginnenden Zellwandabbau durch
Bakterien, liegen bisher keine Untersuchungen vor.

Untersuchungen zum Zellwandabbau durch Bakterien an Griindungspfahlen einer Kaimauer
im Hamburger Hafen

Der bakterielle Holzabbau an Griindungspfahlen (Pinus sylvestris L.) wurde unter
Anwendung der Licht- und Elektronenmikroskopie sowie der zelluldren UV-Spektroskopie
grundlegend charakterisiert (Rehbein et al., submitted 2011). Das Untersuchungsmaterial
entstammt einem umfassenden Gutachten iiber Griindungspfahle einer Kaimauer aus dem

Hamburger Hafen. Offizielle Angaben iiber die Standzeit der Pfahlgriindung bestehen nicht.
Generelle Informationen zur Historie des Hafens lassen ein Alter der Pfahle von mehr als
50 — 80 Jahren vermuten. Die Probenentnahme erfolgte mit einem 30 mm Kernbohrer im
Bereich der unteren Tidezone. Die Bohrkerne wurden nach einer ersten
lichtmikroskopischen Voruntersuchung in drei Zonen unterschiedlicher Abbaustadien mit
einer Entfernung von 1,5, 6 und 7,5 cm von der Mantelfldche unterteilt. Die dulleren Proben
(1,5 cm) zeigten einen massiven Abbau, die mittleren Proben (6 cm) einen inhomogenen, in
der Intensitit stark variierenden Abbau und die inneren Proben (7,5 cm) einen beginnenden
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Abbau des Holzgewebes. Aus jedem der drei Bereiche wurden Proben fiir die
mikroskopischen und spektroskopischen Untersuchungen entnommen und in Epoxydharz
eingebettet.

Die lichtmikroskopische Untersuchung des bakteriellen Holzabbaus erfolgte anhand
typischer Abbaumuster (Abb. 27 und 28). Der Fortschritt bzw. die Intensitét des bakteriellen
Holzabbaus lésst sich durch die differenzierte Betrachtung der inneren und duf3eren Proben
dokumentieren. Die inneren Proben (7,5 cm) zeigen einen beginnenden Zellwandabbau mit
wenigen rhombischen oder halbmondférmigen Erosionsflichen und diamantformigen
Kavernen in den Sekundirwénden der Spitholztracheiden. Der iiberwiegende Anteil des
Gewebes wies lichtmikroskopisch keine sichtbaren Schiden auf. Die &duBleren Proben
(1,5 cm) zeigen intensiv abgebaute Bereiche mit erweiterten Kavernen, groffldchiger
Erosion der Sekunddrwand und feinen, eisblumenartig ausgebreiteten Tunneln als
Befallsmerkmale (Abb. 28). Dabei ist zu erwihnen, dass bei fortgeschrittenem Befall die
lichtmikroskopische Differenzierung der Befallsbilder nur noch begrenzt moglich war.

r

Abb. 27: Innere Probe im polarisierten Licht. Die Abb. 28: AuBere Probe: Fortgeschrittener
erodierten, rhombenféormigen Flichen [{] Zellwandabbau durch Bakterien;
,verschmelzen* bei fortschreitendem ,,verschmolzene* erodierten Flichen [{] und
Bakterienbefall zu  grofiflichig  erodierten beginnender Abbau mit feinen, eisblumenartig
Bereichen (siehe dazu Abb. 28). ausgebildeten Tunneln [1].

Die Untersuchungen der mittleren Proben (6 cm) belegen, dass der bakterielle Holzabbau
nicht gleichmiBig von der Mantelfliche zum Zentrum der Pfdhle erfolgte. Direkt neben
lokal begrenzten Zellwandbereichen mit fortgeschrittenem Abbaubild befinden sich optisch
intakt wirkende Zellen. Ergdnzende Untersuchungen im polarisierten Licht bestétigten die
lichtmikroskopischen Ergebnisse. Durch den fortgeschrittenen Zellwandabbau, genauer den
Abbau kristalliner Bereiche der Cellulose, verdndert sich das Erscheinungsbild des
Gewebes. Kavernen und Erosionsflichen sind als dunkle Bereiche innerhalb der S2 deutlich
zu erkennen. Die Untersuchung der inneren Proben (7,5 cm, Abb. 27) zeigt einen
beginnenden Zellwandabbau im Spétholz, der durch lokale Verdnderungen der
Doppelbrechung und Kavernen in der S2 geprégt ist. Die Zellwandschichten des Frithholzes
der Proben erscheinen intakt. Ein nahezu vollstindiger Verlust der Doppelbrechung konnte
bei den intensiv abgebauten Zellwédnden der dulleren Proben (1,5 cm) im Friih- und Spétholz
festgestellt werden. Abgebaut wurden die kristallinen Bereiche der Cellulose der
Langstracheiden und Holzstrahl-Parenchymzellen, lediglich die Holzstrahl-Tracheiden
erschienen intakt. Insgesamt zeigt die Polarisationsmikroskopie eine Selektivitdt des
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bakteriellen Holzabbaus &hnlich einem Befall durch Moderfaulepilze auf (Rehbein und
Koch, submitted 2011).

Die feinstrukturellen Verdnderungen innerhalb der individuellen Zellwandschichten wurden
transmissions-elektronenmikroskopisch (TEM) untersucht. Die hochauflésende Technik
ermoglicht eine bessere Differenzierung zwischen den bakteriellen Abbaumustern als die
Lichtmikroskopie und eignet sich besonders zur Darstellung und Lokalisierung der
Bakterien innerhalb des Gewebes. Die inneren Proben (7,5 cm) zeigen auf feinstruktureller
Ebene den Beginn des bakteriellen Zellwandabbaus, genauer der Zellwanderosion der S3
und S2 der Spétholztracheiden. Es wird angenommen, dass die Besiedlung der S2 auch von
den Tiipfelkanilen aus erfolgt, dies konnte aber im Verlauf der TEM Untersuchung nicht
mit Sicherheit bestdtigt werden. Abgebaute Zellwandbereiche zeichnen sich im frithen
Befallsstadium durch eine granuldre, weniger dicht erscheinende Struktur im Bereich der S2
und eine dichter erscheinende Struktur der erodierten S3 aus. Der Fortschritt des
bakteriellen Zellwandabbaus zeigt sich deutlich an den mittleren Proben (6 cm). Das
Holzgewebe weist intakte Zellen parallel zu geringfiigig bis stark abgebauten
Zellwandbereichen auf. Die TEM Untersuchung zeigt, dass eine Besiedlung der Zellwand
vom Lumen der Tracheiden aus erfolgt. Die Bakterien haften von einer Schleimschicht
umgeben an der S3 (Abb. 35). Im weiteren Verlauf erodieren bzw. durchdringen die
Bakterien die S3 und bauen bevorzugt die dickwandige S2 ab (Abb. 29). Der Abbau
zeichnet sich durch ein fldchiges oder tunnelférmiges Befallsbild mit einer unterschiedlich
dicht erscheinenden granuldren Struktur innerhalb der Tunnel bzw. erodierter Bereiche aus.

Abb. 29: TEM-Aufnahme der mittleren Probe: Die Abb. 30: TEM-Aufnahme der dufleren Probe: Die
Bakterien [7] erodieren bzw. durchdringen die S3 S2 ist durch Bakterien grofflichig abgebaut und
[1] und bauen die S2 in einem tunnelférmigen weist eine in ihrer Dichte variierende granulire
Abbaumuster ab. Die Tunnel sind geprigt durch Struktur auf. Die ML/PW und S1 erscheinen
ein granulires Material, sie weisen jedoch keine weitestgehend intakt.

deutlichen Querwénde auf.
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Die Untersuchung der dufleren Proben (1,5 cm) belegen die Intensitdt und die Selektivitdt
des bakteriellen Zellwandabbaus der Griindungspfdhle. Die inneren Zellwandschichten
(S2/S3) sind iiber den gesamten Probenquerschnitt befallen und grofBflichig abgebaut. Sie
weisen die bereits beschriebene, in ihrer Dichte variierende granulédre Struktur, auf. Die S1
ist durch wenige lokal erodierte Bereiche geprédgt, erscheint aber weitestgehend intakt
(Abb. 30). Ohne jeglichen mikroskopisch nachzuweisenden Abbau stellen sich die duleren
Zellwandschichten (ML/PW und Zz), bedingt durch den hoheren Grad der Lignifizierung,
elektronenoptisch dar. Die unter Anwendung der Polarisationsmikroskopie beobachtete
Resistenz der Holzstrahltracheiden gegeniiber einem bakteriellen Zellwandabbau kann
durch die TEM-Untersuchung bestétigt werden. Auch in final abgebauten Gewebebereichen
ist kein Zellwandabbau an den Holzstrahltracheiden ersichtlich (Rehbein und Koch,
submitted 2011).

Die beschriebenen Befallsbilder weisen strukturelle Merkmale auf, die sowohl einem Befall
durch Tunneling- als auch durch Erosion-Bakterien zuzuordnen sind. Der flachige Abbau,
die granuldre Struktur sowie der selektive Abbau der dulleren Zellwandschichten zeigen die
typischen Merkmale eines Befalls durch Erosion-Bakterien auf. Die Ausbildung von
Tunneln mit mehr oder weniger deutlichen Querwinden hingegen entspricht dem
Befallsbild der Tunneling-Bakterien. Eine ortlich begrenzte oder zeitliche Differenzierung
der Befallsbilder iiber den Verlauf des bakteriellen Zellwandabbaus war nicht moglich.

Zur topochemischen Darstellung der Zellwandmodifikation und zur chemischen
Charakterisierung der granuldren Struktur abgebauter Zellwandbereiche wurden die Proben
UV-spektroskopisch  untersucht. Die zwei- und dreidimensional dargestellten
Flachenmessungen mit einer Ortsauflosung von 0,25 x 0,25 pm pro Pixel zeigen deutliche
Verdanderungen im Absorptionsverhalten (Wellenldinge Asonm) der Proben iiber den
zeitlichen Verlauf des Zellwandabbaus durch Bakterien auf (Abb. 31). Erste Verdnderungen
im Absorptionsverhalten der inneren Proben (7,5 cm) sind im Bereich der Hoftiipfel und der
tangential ausgerichteten Tiipfelkanéle zu beobachten (Abb. 31B).
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Abb. 31: UV-spektroskopische Darstellung des fortschreitenden bakteriellen Zellwandabbaus einer
Pfahlgriindung (Pinus sylvestris). A: Kontrolle; reprisentative topochemische Darstellung einer intakten
Spitholztracheide. Der Farbton der Pixel definiert die unterschiedliche Absorption des Gewebes bei A,g
am- Die hochste Absorption erfolgt im Bereich der Mittellamelle (ML/PW) und der Zellzwickel (Zz), die
S2 erscheint weitestgehend homogen. B: Innere Probe; der beginnende bakterielle Zellwandabbau wird
im Bereich der Tiipfel durch eine Abnahme der Absorption deutlich [1]. C: Mittlere Probe; die S2 ist
geprigt durch intensiv [{] sowie schwach [ | absorbierende Flichen. D: AuBlere Probe; hoch
absorbierende Flichen im Bereich der S2 [1] sowie vollstiindig erodierte Bereiche [1] liegen eng
nebeneinander.

Die Ergebnisse stilitzen die Annahme, dass die initiale Besiedlung des Gewebes von den
Tiipfelkandlen aus erfolgt. Die UV-Profile der mittleren Proben (6 cm) zeigen ein
heterogenes Absorptionsverhalten. Die S2 der befallenen Zellen ist durch Flichen mit
verringerter sowie deutlich erhohter Absorption gekennzeichnet (Abb. 31C). Die erhdhte
Absorption ist auf das Vorkommen modifizierter, hochkondensierter aromatischer
Verbindungen des Lignins oder auf Ligninderivate mit einem Absorptionsmaximum von
A2gonm (siehe spektroskopische Punktmessungen) zuriickzufiihren. Zellwandbereiche mit
verringerter Absorption sind durch lokal begrenzte, flichig bzw. trichterformig erodierte
Felder mit einer geringeren Konzentration UV-aktiver Ligninderivate geprigt. Das
Absorptionsverhalten der duleren Proben (1,5 cm) insbesondere der S2 der Tracheiden hat
sich durch den bakteriellen Zellwandabbau am deutlichsten verdndert. Parallel zur radial
verlaufenden Mittellamelle treten vermehrt hochabsorbierende Flichen oder Linien
innerhalb der S2 auf. Zellwandbereiche mit verringerter Absorption fehlen oder sind selten.
Im direkten Kontrast zu den hochabsorbierenden Flichen weist die S2 erodierte Bereiche
auf, in denen keine Zellwandriickstinde oder UV-aktive Ligninderivate nachzuweisen sind
(Abb. 31D). Fiir die tangential verlaufende Mittellamelle und die Zellzwickel wurden keine
Verianderungen im Absorptionsverhalten beobachtet. Der bevorzugte Abbau der
Radialwdnde kann morphologisch durch das vermehrte Vorkommen von tangential
verlaufenden Tiipfelkanédlen erklart werden. Die Ergebnisse der UV-spektroskopischen
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Flachenmessungen bestitigen die TEM Ergebnisse und belegen dariiber hinaus eine mehr
oder weniger intensive topochemische Verdnderung aller Zellwandschichten {iber den
Verlauf des bakteriellen Zellwandabbaus (Rehbein und Koch, submitted 2011).

Zur chemischen Charakterisierung der bakteriell modifizierten Sekunddrwand sowie der
Abbauprodukte innerhalb der S2 wurden zusétzlich UV-spektroskopische Punktmessungen
mit einer Ortsauflosung von 1,4 um? im Wellenldngenbereich von 240-400 nm durchgefiihrt
(Abb. 32). Die Spektren zeigen eine direkte Relation zwischen der Absorption und der
Intensitdt des bakteriellen Zellwandabbaus. Intakte Sekunddrwandbereiche der inneren
Proben (7,5 cm) weisen ein Absorptionsmaximum bei Azg0 nm von im Mittel 0,3 auf. Ein
leichter Anstieg der Absorption konnte fiir die mittleren Proben (6 cm) bei A0 nm VON im
Mittel 0,32 gemessen werden. Die intensiv abgebauten Sekundidrwénde der duferen Proben
(1,5 cm, es wurden nur Bereiche mit noch vorhandenen Zellwandfragmenten gemessen)
sind charakterisiert durch einen intensiven Anstieg der Absorption bei A0 nm auf im Mittel
0,42. Bei keiner Messung wurde eine Verschiebung des Absorptionsmaximums in Richtung
hoherer Wellenldngen festgestellt. Die Charakteristik der ermittelten Spektren bestétigt die
Annahme, dass die bakteriellen Abbauprodukte aus biochemisch modifiziertem und
unmodifiziertem Lignin bestehen, und dass der Anstieg der Absorption durch eine
Depolymerisierung der Lignin-Cellulose-Matrix verursacht wird.
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Untersuchungen zum bakteriellen Holzabbau an kulturhistorischen Objekten (Sarg der
Moorleiche Frau von Peiting)

Am 23 Juli 1957 wurde beim Abbau des Moores Schwarzer Laich, zwischen Peiting und
Hohenpeiflenberg in Oberbayern, ein hélzerner Sarg mit der gut konservierten Leiche einer
Frau gefunden (Rehbein et al., 2009; Abb. 17). Die Konservierung und Aufbewahrung
erfolgte im Textilmuseum Neumdiinster. Es wurden erste wissenschaftliche Untersuchungen
in Neumiinster und - durch das Versenden diverser Korperteile - an internationalen
Institutionen durchgefiihrt. Nur wenig ist heute tiber den Verbleib der Proben und die
Ergebnisse der Untersuchungen bekannt. Im Jahr 2007 ergab sich fiir das Johann Heinrich
von Thiinen-Institut die Moglichkeit, weiterfiihrende Untersuchungen am Sarg der

Moorleiche, in Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Rechtsmedizin der Universititsklinik
Hamburg-Eppendorf, durchzufiihren.

Zur holzbiologischen Charakterisierung wurden ein Holzspan aus der Seitenwand sowie ein
Holzdiibel des Sarges zur Verfiigung gestellt (Abb. 33). Die Untersuchungen umfassten die
anatomische Holzartenbestimmung, eine dendrochronologische Altersbestimmung sowie
mikrobiologische und elementanalytische Untersuchungen der Holzgewebe.
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Abb. 33: Untersuchungsmaterial: Holzspan aus der Seitenwand (siehe Detailaufnahme) und Holzdiibel
vom Sarg der Moorleiche ,,Frau von Peiting*

Fiir die anatomische Holzartenbestimmung wurden Mikrotomschnitte (Schichtdicke 10-15
um) vom Holz der Seitenwand und des Diibels in den drei holzanatomischen Richtungen
hergestellt und lichtmikroskopisch untersucht. Die Holzartenbestimmung ergab fiir das
Seitenbrett eine vollstindige Ubereinstimmung mit dem Holz der botanischen Art Fichte
(Picea abies) und fiir den Diibel eine Ubereinstimmung mit der Holzart Esche (Fraxinus
excelsior). Die Ergebnisse widerlegen frithere Untersuchungen, in denen der Korpus des
Sarges aus dem Holz der Kiefer (Pinus sylvestris) beschrieben wurde.

Fiir eine mogliche dendrochronologische Datierung des Sarges wurden die Jahrringe der
verarbeiteten Fichtenbretter ausgezdhlt. Dendrochronologische Untersuchungen konnen
verlédsslich an einigen Laub- und Nadelbdumen durchgefiihrt werden, die aufgrund ihrer
Strukturmerkmale einem Jahreszuwachs entsprechende Zuwachszonen ausbilden. Die fiir
den Korpus des Sarges verarbeitete Fichte eignet sich prinzipiell fiir die
dendrochronologische Untersuchung. Voraussetzung ist jedoch, dass das zu untersuchende
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Objekt mindestens 50 Jahrringe auf einem durchgehenden Querschnitt aufweist. Die Anzahl
der Jahrringe der Korpusbretter liegt bei < 35, so dass eine verldssliche Altersbestimmung
des Holzes nicht moglich war. Eine Datierung des Sarges aus dem Jahr 1965 (**C-Isotopen-
Methode) ergab ein Ergebnis von 1110 + 80 Jahre, welches nach aktueller Kalibrierung
einer Zeitstellung von 840 + 80 BP entspricht (1087-1247 nach Christus). Eine
Altersbestimmung der Leiche aus dem Jahr 2007 (**C-Isotopen-Methode) ergab 552 + 44
B.P. Mit 95,4%iger Wahrscheinlichkeit ist die Leiche der ,,Frau von Peiting® somit einer
Zeit zwischen 1290-1370 oder 1380-1440 nach Christus zuzuordnen (Haas-Gebhard und
Piischel, 2009). Der Widerspruch zwischen den beiden Ergebnissen kann zurzeit nicht
erklart werden und muss iiber eine erneute Datierung des Holzsarges erfolgen, deren
Ergebnis nach Wissensstand des Autors derzeit noch aussteht.

Die mikrobiologische Charakterisierung der Holzproben erfolgte lichtmikroskopisch an
Hand- und Mikrotomschnitten (10-15 pum) sowie zur feinstrukturellen Charakterisierung
unter Anwendung der Raster- und Transmissionselektronenmikroskopie (REM/TEM). Das
Holzgewebe der Fichte (Seitenbrett), deren natiirliche Dauerhaftigkeit nach DIN EN
350-2:1994 als ,,wenig dauerhaft™ (Klasse 4) eingestuft wird, weist einen aullergewohnlich
guten Erhaltungszustand auf. Lichtmikroskopisch lassen sich im Randbereich der Probe
(Moorseite) abgebaute Zellwande erkennen. Die befallenen Bereiche breiten sich von den
Holzstrahlen ausgehend tiber die Kreuzungsfeldtiipfel in das benachbarte Grundgewebe aus.
Erginzende polarisationsmikroskopische Untersuchungen lassen einen vom Lumen
ausgehenden Abbau der Sekundidrwidnde und einen geringfiigigen Verlust der
Doppelbrechung am Randbereich der Probe erkennen. Die Ergebnisse der
elektronenmikroskopischen Untersuchung bestitigen den z.T. sehr guten Erhaltungszustand
des Fichtenholzes (Abb. 34). Befallene Zellen weisen eine Erosion der S3 und S2 sowie
einzelne Kavernen im Bereich der S2 auf. Verursacht wurde der Holzabbau durch
Bakterien, die zum Teil noch in bzw. auf den Sekundirwidnden der Tracheiden
nachzuweisen sind (Abb. 35). Uber den bakteriell bedingten Zellwandabbau hinaus weist
das Holz des Seitenbrettes einzelne, durch Moderfdulepilze verursachte Kavernen in der S2
der Tracheiden auf.
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Abb. 34: Seitenwand (TEM-Aufnahme, Picea Abb. 35: Seitenwand (TEM-Aufnahme, Picea
abies): Intakter Tiipfel mit aufgelagerter und abies): Detailansicht der S3 / S2 mit anhaftendem,
deutlich verdickter Tiipfelmembran. von einer Schleimschicht umgebenen Bakterium.

Das Holz der Esche ist entsprechend DIN EN 350-2:1994 in die Dauerhaftigkeitsklasse 5
,hicht dauerhaft eingestuft und weist somit im Vergleich zur Fichte (DHK 4) eine
geringere Resistenz  gegeniiber holzabbauenden Pilzen auf. Lichtmikroskopische
Untersuchungen bestdtigen einen intensiveren Abbau der Sekundirwénde insbesondere im
Frithholz der Probe. Die polarisationsmikroskopische Untersuchung ldsst einen deutlichen
Verlust der Doppelbrechung lichtmikroskopisch intakt erscheinender Fasern erkennen. In
Kombination mit einem sproden, kurzfaserigen Bruchbild weisen diese Strukturen auf einen
Holzabbau durch Braunfdaulepilze hin. Eine sichere Diagnose konnte durch das Fehlen von
Substrathyphen nicht erfolgen. Die TEM Untersuchung ldsst einen z.T. intensiven Abbau
der Sekundiarwandschichten, verursacht durch holzabbauende Bakterien, erkennen (Abb.
36). Die S1 und die PW/ML erscheinen grofBtenteils intakt bzw. ein Abbau dieser
Zellwandschichten wurde nicht beobachtet (Abb. 37). Der Bakterienbefall wird als
Hauptverursacher des Zellwandabbaus angesehen. Ein Befall durch Braunfiulepilze kann
aufgrund der beschriebenen Merkmale jedoch nicht ausgeschlossen werden. Es ist
anzunehmen, dass dieser Befall bereits vor dem Versenken des Sarges im Moor am
gelagerten Holz aufgetreten und im sauren und sauerstoffarmen Milieu abgestorben ist
(Rehbein et al. 2009).
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Abb. 36: Diibel (TEM-Aufnahme, Fraxinus Abb. 37: Diibel (TEM-Aufnahme, Fraxinus
excelsior): Der Abbau der Sekundirwinde erfolgte excelsior): Fortgeschrittener Abbau; in den Resten
vom Lumen ausgehend. Auffillig sind die der Sekundirwand befinden sich Bakterien, die S1
unterschiedlichen Abbaustadien benachbarter und die Primirwand/Mittellamelle werden nicht
Zellen. abgebaut bzw. erscheinen intakt.

Die elementanalytische Untersuchung (ICP-OES) der beiden Holzproben (Fichte / Esche)
ermoglicht eine qualitative und quantitative Charakterisierung anorganischer Verbindungen
im Holzgewebe. Die Ergebnisse lassen Riickschliisse auf die Umgebungsbedingungen im
Moor und die Konservierung des Sarges zu. Die Elementanalyse belegt fiir beide Proben
einen signifikanten Anstieg der Aluminium- und Eisenkonzentration. Die Elemente werden
im Umfeld des Sarges, bedingt durch den sauren Boden-pH-Wert (pH 3,3) im Moor
freigesetzt und in das Holzgewebe aufgenommen. Die ebenfalls bei beiden Proben messbare
signifikante Zunahme der Schwermetalle Zink, Kupfer und Chrom (dienen u. a. der
Fixierung) wird auf die Behandlung des Holzes mit Konservierungsmitteln zuriickgefiihrt.

5.4 Topochemische Untersuchungen zum Vergleich des mikrobiellen und chemischen
Zellwandabbaus (Publikation 11)

Neben der natiirlichen, fiir Pilze und Bakterien lebensnotwendigen Zersetzung des Holzes
erfolgten in dieser Arbeit Untersuchungen iiber die selektive industrielle Delignifizierung
verholzter Gewebe. Die Moglichkeit, selektiv Bestandteile der Zellwand zielgerichtet zu
entfernen steht, insbesondere im Fokus der Zellstoffindustrie. Gelingt es — moglichst
schonend — das Lignin aus der Mittellamelle zu entfernen, kann eine energetisch effiziente
Separierung intakter Fasern erfolgen. Die Selektivitit ebenso wie die Effektivitdt der
Kochung héngen dabei von der verwendeten Holzart sowie vom Aufschlussverfahren,
insbesondere dem pH-Wert, ab (Rehbein et al., 2010). Der Verlauf der Delignifizierung der
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Holzart Eucalyptus globulus (Herkunft Chile) durch ein spezielles Neutral Sulfit Semi-
Chemical Verfahren (NSSC) ohne alkalischen Puffer wurde chemisch und topochemisch
untersucht. Die Kochung der Hackschnitzel erfolgte bei 170°C und wurde zur
zeitabhéngigen Darstellung der Delignifizierung nach der Aufheizphase sowie nach 20, 45,
und 180 Minuten Kochzeit unterbrochen. Fiir jede Abbruchstufe wurde der Abbau der
Kohlenhydrate, der Lignin Gehalt und der Sulfonierungsgrad der Proben ermittelt. Es wurde
festgestellt, dass sich ein Abfall des pH-Werts unter 6,0 negativ auf die Ausbeute und den
Weillgrad des Zellstoffs auswirkt. Weiterhin konnte bestétigt werden, dass die
Festigkeitseigenschaften des Zellstoffes im Wesentlichen vom Delignifizierungsgrad, d.h.
dem Sulfonierungsgrad des Lignins im Verlauf der Kochung abhéngen. Insgesamt konnten
Faserstoffe mit Ausbeuten zwischen 72 und 85% und ausgezeichneten physikalischen
Eigenschaften hergestellt werden. Weiterfiihrende Informationen iiber die Kochung der
Hackschnitzel und die anschlieBende chemische Analyse der Proben sind der
Dissertationsschrift von Dr. Miguel Pereira (2008) zu entnehmen. Die Ergebnisse der
chemischen Analysen bestitigen die generelle Eignung von E. globulus fiir das NSSC
Verfahren, geben aber nur einen begrenzten, indirekten Aufschluss tiber die Selektivitét der
Kochlosung innerhalb des Holzgewebes und einzelner Zellwandschichten. Um
weiterfithrende, feinstrukturelle bzw. topochemische Informationen iiber den Verlauf des
Kochprozesses zu erhalten, wurden die Proben lichtmikroskopisch und UV-spektroskopisch
untersucht. Eine Verdnderung der Gewebestruktur iiber den Verlauf des NSSC-Aufschlusses
ist lichtmikroskopisch ersichtlich. Die Sekundidrwéinde beginnen zu quellen und der
Zusammenhalt der Zellen im Bereich der Mittellamelle/Primdrwand erscheint geschwécht.
Nach einer Kochzeit von 270 min wirken die meisten Fasern separiert und das Gewebe
verliert stark an Zusammenhalt. Die zwei- und dreidimensional dargestellten UV-
spektroskopischen Flichenmessungen mit einer Ortsauflosung von 0,25 x 0,25 pm pro Pixel
belegen deutliche Verdanderungen im Absorptionsverhalten (Wellenlédnge A,7s,m) der Fasern
iiber den zeitlichen Verlauf der Kochung (Abb. 38 und 39).
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Abb. 38: Reprisentative UV-spektroskopische Darstellung des Fasergrundgewebes (Kontrolle,
Eucalyptus globulus). Der Farbton der Pixel definiert die unterschiedliche Absorption des Gewebes bei
A278 nm Die hochste Absorption erfolgt im Bereich der Mittellamelle (ML/PW) und der Zellzwickel (Zz),
die S2 erscheint weitestgehend homogen.

Erste Verdnderungen im Absorptionsverhalten sind bereits nach der Autheizphase (90 min)
topochemisch nachweisbar. Die Absorption nimmt insbesondere im Bereich der Zellzwickel
ab, wohingegen die S2 gequollen, aber in ihrer Absorption kaum verdndert erscheint. Nach
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110 min (90 min Autheizphase und 20 min Kochzeit bei 170°C) nimmt die Absorption aller
Zellwandschichten ab, wobei die intensivsten Verdnderungen im Bereich der
Mittellamelle/Primdrwand und Zellzwickel auftreten. Diese Ergebnisse werden nach 135
min Kochung (90 min Aufheizphase und 45 min Kochzeit bei 170°C) verstérkt. Die Proben
weisen eine fortschreitende, wenn auch weniger intensiv ausgepridgte Abnahme der
Absorption aller Zellwandschichten auf, wobei die stiarkste Verdnderung noch immer im
Bereich der Mittellamelle/Primidrwand nachzuweisen ist. Nach insgesamt 270 min Kochung
(90 min Aufheizphase und 180 min Kochzeit bei 170°C) ist das Absorptionsverhalten des
gesamten Gewebes durch die Aufschlusschemikalien vollstindig verdandert. Die Absorption
der Sekunddrwand wund Mittellamelle/Primdrwand unterschreitet den kalibrierten
Mindestwert von Az7snm 0,08, lediglich die hoch lignifizierten Zellzwickel kénnen UV-
spektroskopisch noch dargestellt werden (Rehbein et al., 2010; Abb. 39).
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Abb. 39: UV-spektroskopische Darstellung des Absorptionsverhaltes (A,73 ,n) der Fasern (Eucalyptus
globulus) nach einer Kochzeit von 270 min. Die Absorption des Gewebes unterschreitet den kalibrierten

Mindestwert von A7g,, 0,08, lediglich die stark lignifizierten Zellzwickel konnen noch dargestellt
werden.

Um die Selektivitit des NSSC Verfahrens, d.h. die bevorzugte Delignifizierung der
Mittellamelle/Primdrwand aufzeigen zu konnen, wurden an ausgesuchten Proben UV
Linienprofile bei Ay7snm aufgenommen (Abb. 40). Die Linienprofile bestitigen zum einen
die Ergebnisse der UV-spektroskopischen Flichenmessung und lassen zum anderen einen
mehrstufigen, zeitabhidngigen Verlauf der Delignifizierung des Gewebes erkennen. Im
Verlauf der Aufheizphase wird eine selektive Abnahme der Absorption im Bereich der
Mittellamelle/Primdrwand deutlich, die Sekundirwinde erscheinen intakt bzw. durch den
Prozess der Sulfonierung leicht gequollen (Abb. 40, gelbe Linie). Nach insgesamt 110 min
Kochung stagniert der selektive Ligninabbau im Bereich der Mittellamelle/Primdrwand, es
kommt vielmehr zu einer gleichmidfigen Abnahme der Absorption iiber alle
Zellwandschichten (Abb. 40, griine Linie). 25 min spéter, nach insgesamt 135 min Kochung
ist eine geringfligige Abnahme der Absorption im Bereich der Mittellamelle/Primiarwand
und der S1 zu beobachten, der Abbau der S2 stagniert bzw. die Absorption verbleibt auf
einem vergleichbaren Niveau (Abb. 40, blaue Linie). Eine letzte intensive Verdnderung im
Absorptionsverhalten ist nach insgesamt 270 min Kochung zu beobachten. Die Absorption
der gesamten Zellwand liegt bis auf wenige Bereiche der S2 unterhalb des kalibrierten
Mindestwertes (Rehbein et al., 2010; Abb. 40, braune Linie).
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Abb. 40: Oben: Absorptionsverlauf reprisentativer Linienprofile (A,75 .m, EUcalyptus globulus) iiber den
Verlauf der NSSC-Kochung. Unten: UV-Flichenspektren aufsteigender Kochstufen. Das Fadenkreuz
markiert den Verlauf der Linienprofile.

Die Kombination der chemischen Analysen und der UV-spektroskopischen Untersuchung
ermoglicht eine zeitabhidngige effektive Charakterisierung des Ligninabbaus innerhalb der
individuellen Zellwandschichten. Die Ergebnisse bestitigen die Selektivitit des NSSC
Verfahrens insbesondere zum Beginn der Kochphase und geben wichtige Hinweise zur
Optimierung der Kochparameter beim Einsatz von E. globulus fiir die Zellstoffindustrie.
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6 Schlussfolgerungen

Die Ergebnisse der topochemischen und feinstrukturellen Untersuchungen haben gezeigt,
dass sich die zelluldre UV-Spektroskopie in besonderer Weise eignet, den Holzabbau durch
Pilze und Bakterien auf Zellwandniveau grundlegend zu charakterisieren. Die Ergidnzung
der UV-spektroskopischen Analysen mit hochauflosenden elektronenmikroskopischen
Methoden ermdglichte eine detaillierte Beschreibung der mikrobiellen Besiedlungsabfolge
auf Zellwandebene und eignete sich besonders zur Dokumentation struktureller
Verianderungen einzelner Zellwandschichten.

Insbesondere Friihstadien einer Ligninmodifikation infolge der Infektion mit dem
Braunfauleerreger Antrodia vaillantii, konnten erstmalig UV-spektroskopisch nachgewiesen
werden, fiir die keine vergleichbaren Ergebnisse in der Fachliteratur vorliegen. Es wird
angenommen, dass die Ligninmodifikation durch eine Diffusion niedermolekularer, oxidativ
wirkender Agenzien des Pilzes in die Sekundirwidnde der Tracheiden erfolgt. Die
topochemischen Untersuchungen bestitigen diese Annahme durch eine signifikante
Zunahme der Absorptionswerte. Infolge des mikrobiellen Zellwandabbaus durch
A. vaillantii entstanden hoch absorbierende Ligninderivate im Bereich der dufleren S2 und
der S1 der Tracheiden, die eine eindeutige Selektivitit der Ligninmodifikation im
Anfangsstadium des Zellwandabbaus bestitigen.

Im Rahmen der spektroskopischen Untersuchungen eines Holzabbaus durch Bakterien
konnten initiale Verdnderungen im Bereich der Tiipfelkanile topochemisch nachgewiesen
werden, bevor diese Verdnderungen Licht- bzw. elektronenmikroskopisch sichtbar waren.
Ergédnzende UV-spektroskopische Punktmessungen im Wellenldngenbereich von
240-400 nm ermoglichten eine chemische Charakterisierung befallener Bereiche der
Sekunddrwand. Die Auswertung der UV-Spektren bestdtigt die Annahme, dass die
bakteriellen Abbauprodukte aus biochemisch modifizierten und unmodifizierten Ligninen
bestehen, und dass der Anstieg der Absorption durch eine Depolymerisierung der Lignin-
Cellulose-Matrix verursacht wird.

Die frithzeitige und selektive Modifikation des Lignins durch Antrodia vaillantii zeigt
Parallelen zum chemischen Holzaufschluss auf. Beide Prozesse sind durch ein
zielgerichtetes FEinwirken niedermolekularer Agenzien innerhalb der individuellen
Zellwandschichten charakterisiert. Die Selektivitdt der relevanten Verbindungen bestimmt
dabei die Effektivitit des Zellwandabbaus bzw. des chemischen Aufschlusses. Die fiir den
Ligninaufschluss relevanten chemischen Prozesse sind fiir die industriellen Verfahren
weitestgehend bekannt, der genaue Verlauf der friihzeitigen Lignin-Modifikation durch
A.vaillantii hingegen bedarf zukiinftig weiterer Untersuchungen. Im Detail sind die
relevanten biochemischen Prozesse der Ligninmodifikation durch Braunfdulepilze noch
nicht vollstindig verstanden.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse der zelluldren UV-spektroskopischen Untersuchungen die
Gemeinsamkeiten und die Unterschiede der dargestellten biochemischen Prozesse einer
Ligninmodifikation auf. Diese Erkenntnisse erweitern das Wissen iiber die frithzeitigen
sukzessiven Abbauprozesse auf Zellwandebene und helfen die genauen Abldufe und
feinstrukturellen = Verdnderungen innerhalb der individuellen Zellwandschichten,
insbesondere beim mikrobiellen Holzabbau, zukiinftig besser zu verstehen.
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Die aktuelle Marktsituation in Bezug auf die Verwendung von Tropenholzern im Fensterbau ist
dadurch gekennzeichnet, dass etablierte Holzer wie z. B. Dark Red Meranti (aus SUdostasien)
oder Sipo (aus Westafrika) aufgrund der starken Ubernutzung mengenmaRig nicht mehr aus-
reichend verfligbar sind, und die Verknappung dieser Holzartengruppe zu einem erheblichen
Preisanstieg gefihrt hat. Ausgehend von dieser Entwicklung werden aktuell noch relativ unbe-
kannte Holzarten, sog. Substitutionshdlzer, angeboten, deren Eigenschaften und Verwen-
dungsmaoglichkeiten fir den konstruktiven Rahmenbau im Einzelfall geprift werden mussen.
In der vorliegenden Arbeit werden die Kennwerte und Eigenschaften der neu eingeflhrten
Holzer Bintangor (Calophyllum spp.), Durian (Durio spp.), Kasai (Pometia spp.) und Merpauh
(Swintonia spp.) vorgestellt, die nach den Kriterien der GUtegemeinschaft (VFF) am Johann
Heinrich von Thinen-Institut (vTl) getestet wurden.

Marktentwicklung von Importholzern
fir den Fensterbau

Das Handelssortiment Rotes Meranti (Shorea, Sektion Rubros-
horea) ist auf dem deutschen Fenstermarkt seit 1970 das be-
herrschende Element unter den Importhélzern. Aufgrund der
jahrelangen intensiven Nutzung dieser Holzartengruppe berei-
tet die Rohholzbeschaffung insbesondere fiir den Fensterbau
zunehmend Schwierigkeiten. Weiterhin ist vermehrt zu beob-
achten, dass die angebotenen schichtverklebten Kanteln der
Bezeichnung Dark Red Meranti (DRM) in vielen Fallen nicht
die vorgegebenen Rohdichtewerte (Rohdichte > 0,55 g/cm?,
entsprechend den Malaysian Grading Rules 1984) und die da-
mit verbundene Dauerhaftigkeitsklasse 2 bis 3 erflllen. Die
eingefilhrten Kanteln mit der Standardbezeichnung DRM sind
zudem teilweise falsch oder unzureichend deklariert und ent-
halten Mischsortimente mehrerer Holzarten (sog. ,,Mixed Tro-
pical Species”, Abb. 1). Diese Mischsortimente mit Holzern
unterschiedlicher physikalischer und mechanischer Eigen-
schaften filhren zu grofRRen Problemen bei der Verklebung, Be-
arbeitung und Oberfldchenbehandlung der Fensterkanteln. De-
taillierte Untersuchungen von Richter [1] und Schwab [2] erga-
ben z. T. erhebliche Qualitats- und Eigenschaftsschwankungen,
insbesondere hinsichtlich der Dimensionsstabilitat (Stehver-
mogen) und den Verklebungen. Neben dem Problem der

Schichtverleimte Kantel Schichtverleimte Kantel

,;mixed tropical species*

,mixed tropical species*

Falschdeklarationen werden zunehmend neue noch relativ un-
bekannte Holzarten, sog. Substitutionshélzer, wie z. B. Durian,
Melunak, Merawan, Merpauh oder Punah aus Stidostasien an-
geboten, deren Eigenschaften und Verwendungsmaglichkeiten
fur den Fensterbau im Einzelfall gepruft werden missen [3].

© IHD, Dresden

Abb. 1: Schichtverleimte Kanteln sog. ,Mixed tropical
species’, die in vielen Fallen als Dark Red Meranti (DRM)
Sortiment deklariert werden

Fig. 1: Scantlings of “Mixed tropical species” declared as Dark
Red Meranti (DRM)

holztechnologie 50 (2009) 6
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Priifkriterien fiir die Eignung von Holzern fiir
den Fensterbau

Die wichtigsten Prifkriterien fur die Beurteilung der Eig-
nung von Holzern fir den Fensterbau sind die Rohdichte,
natirliche Dauerhaftigkeit (DIN EN 350-1/2) und die Di-
mensionsstabilitat der zumeist dreilagig verklebten Kanteln
(VFF-Merkblatt HO.06-1). Fur den praktischen Einsatz im
konstruktiven Rahmenbau hat sich ein Rohdichtebereich

zwischen py = 0,55 und 0,70 g/cm?® etabliert. In diesem Be-
reich kdnnen die gegensatzlichen Forderungen nach grofer
Festigkeit (hohe Rohdichte) und (relativ) geringen Quell-
und Schwindmalen weitgehend erflllt werden. Der angege-
bene Rohdichtebereich gilt im Wesentlichen flr die Laub-
holzer, wogegen Nadelhdlzer aufgrund ihrer einheitlichen
Struktur bei geradem Faserverlauf mit einer mittleren Roh-
dichte von py = 0,45 g/cm? &hnliche Festigkeiten erreichen
wie viele Laubh6lzer bei py = 0,55 g/cm?®.

Tabelle 1: Holzarten, die nach den Kriterien des Verbandes der Fenster und Fassadenhersteller (VFF) fir die Verwendung im

konstruktiven Rahmenbau gepriift, und als geeignet eingestuft wurden (Quelle: VFF Merkblatt HO.06-1)

Table 1: Established wood species according to the standards of the ,Verband der Fenster und Fassadenhersteller”

Merkblatt HO.06-1)

Botanische
Bezeichnung

Handelsbezeichnung

NADELHOLZER

Hemlock

Larche

Oregon Pine

Tanne Ab/es alba
Western White Spruce Picea glauca
LAUBHOLZER

Bintangor Ca/aphy/lum Spp.
Eukalyptus (Galicien)
Framiré

Iroko

Khaya

Light White Seraya
Echtes Mahagoni*
Mengkulang

Sapelli

Tasmanian Oak

WeiBeiche

*geschiitzt unter CITES Annex Il des Washingtoner Artenschutzabkommens

Quercus spp.

holztechnologie 50 (2009) 6

Rohdichte
Nomenklatur
bei u=12-15% [g/cm’]

042-0,48-054

(VFFE References: VFF

Dimensions- Dauerhaftigkeit
stabilitat nach
DIN EN 350-2

4

|

;

067-0,72-0,77 mittel 2
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Die naturliche Dauerhaftigkeit variiert zwischen den Hol-
zern stark und héangt insbesondere von Art und Menge der
Inhaltsstoffe ab, die (fast) ausschlielich im Kernholz einge-
lagert werden [4]. Nach DIN EN 350-2 ,,Naturliche Dauer-
haftigkeit von Vollholz* [5] werden die Holzer entsprechend
der Resistenz des ungeschutzten Kernholzes gegenlber ei-
nem Pilzabbau in die Dauerhaftigkeitsklassen 1 (= sehr dau-
erhaft) bis 5 (= nicht dauerhaft) eingestuft.

Diese Klassifikation bezieht sich auf die Haltbarkeit des
Holzes im Erdkontakt, d. h. unter extremer Belastung. Die
Verwendung von Holz im Fensterbau gehdrt einem niedrige-
ren Gefahrdungspotenzial an, das nach EN 335-1 durch die
Gebrauchsklassen fur einen biologischen Befall beschrieben
wird. Die Verwendung von Holz im Fensterbau ist der Ge-
brauchsklasse 3 (ohne Erdkontakt, nicht abgedeckt) zuzu-
rechnen. Holzarten, die in diesem Bereich eingesetzt wer-
den, sollten mindestens die Dauerhaftigkeitsklasse 3 (bis 4)
erfullen.

Zusétzliche Anforderungen an Holzer fur den Fensterbau
sind gutes Trocknungsverhalten, leichte Bearbeitbarkeit so-
wie die Vertraglichkeit des Holzes mit Beschlagen, Kleb-
stoffen, Dichtstoffen und Anstrichmitteln [6, 7]. Neben die-
sen technischen Anforderungen an ein Fensterholz werden
in zunehmendem Mal3e auch 6konomische und 6kologische
Aspekte, wie Anschaffungskosten, kontinuierliche \ersor-
gung und nachhaltige Bewirtschaftung nachgefragt und ge-
fordert [8].

Abb. 2: Makroskopische Holzstruktur (Langs- und
Querschnitt, VergroRerung 12 x) der Holzer Bintangor
(links) und Kasai (rechts)

Fig. 2: Macroscopic wood structure (longitudinal and transverse
section, magnification 12 x)of the approved species Bintangor
(left) and Kasai (right)

© IHD, Dresden

~Bewahrte” Holzarten fiir den Fensterbau

Auf der Grundlage der beschriebenen Anforderungsprofile
und Eigenschaften hat der Verband der Fenster und Fassa-
denhersteller e. V. (VFF) eine Holzartentabelle (HO.06-1)
erarbeitet, die die flr den Fensterbau ,,bewdhrten* Holzer
enthélt. Die aktuelle Fassung der Holzartentabelle umfasst
insgesamt 10 Nadelhdlzer und 24 Laubhdlzer, die sich im
Einsatz fir maRhaltige Bauteile (Fenster, Aufentiiren) als
geeignet ,,bewahrt“ erwiesen haben (Tab. 1).

Unter handelsrelevanten Aspekten muss bemerkt werden,
dass es sich bei einer Vielzahl der aufgelisteten Holzer wie
z. B. Afzelia, Khaya, Sapelli, Sipo und Teak um hochwertige
Ausstattungsholzer handelt, die ihre hochste Wertschépfung
im dekorativen Innenaushau oder Bootsbau besitzen und
aufgrund der begrenzten Kapazitaten und hohen Preise nicht
mehr serienmdRig im Fensterbau verwendet werden. Echtes
Mahagoni aus Naturwaldbestdnden unterliegt zudem den
Handelsbeschrénkungen des Artenschutzes (CITES Annex
I1), der nur einen sehr begrenzten Handel zul&sst [9].

Kennwerte und Eigenschaften neu
eingeflihrter Holzer fiir den Fensterbau

Infolge der beschriebenen Marktverdnderungen wurden in
den letzten Jahren die Eigenschaften der neu eingeflihrten
Substitutionshélzer Bintangor, Durian, Kasai und Merpauh

Tabelle 2: Physikalische und mechanische Kennwerte der

geeigneten Holzarten Bintangor und Kasai
Table 2: Physical and mechanical properties of the approved
species Bintangor and Kasai

Kasai

Botanische Bezeichnung:

Pometia pinnata

Familie: SAPINDACEAE
Kurzzeichen nach EN 13556: PMPN

Bintangor

Botanische Bezeichnung:
Calophy!lum spp.

Familie: GUTTIFERAE

Kurzzeichen nach EN 13556: CLXX

Kernholz braun oder rot, gelegentlich mit
Farbstreifen; Splintholz nicht immer
farblich vom Kernholz abgesetzt;

Wechseldrehwuchs lokal vorhanden

Kernholz braun oder rot, ohne
Farbstreifen; Splintholz farblich
deutlich vom Kernholz abgesetzt;
Wechseldrehwuchs lokal vorhanden

Das Holz trocknet mit normaler bis
geringer Geschwindigkeit; es neigt
stark zu Verformung (Schiisseln,
Verdrehen), weniger zu Risshildung
und Kollaps; innere Spannungen sind
oft vorhanden

Das Holz trocknet langsam und
erfordert eine vorsichtige
Behandlung um Trocknungsdefekte
zu vermeiden; vor allem durch hohe
Schwindung verursachte Verformung
sowie End- und Oberflachenrisse

holztechnologie 50 (2009) 6
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Abb. 3: Makroskopische Holzstruktur (Langs- und
Querschnitt, VergréRerung 12 x) der Holzer Durian (links)
und Merpauh (rechts)

Fig. 3: Macroscopic wood structure (longitudinal and transverse
section, magnification 12 x) of the species durian (left) and
merpauh (right)

aus Sldostasien am Institut fir Holztechnologie und Holz-
biologie des vTI geprift. Auf der Grundlage der ermittelten
Kennwerte und praktischen Erfahrungen wurden die beiden
Holzer Bintangor und Kasai (Tab. 2, Abb. 2) als geeignet fur
den Fensterbau eingestuft und neu in das VFF Merkblatt
HO.06-1aufgenommen.

Die neu eingeflihrten Holzer Durian und Merpauh (Tab. 3,
Abb. 3) erfiillen dagegen nicht die Bewertungskriterien der
Gutegemeinschaften und wurden insbesondere aufgrund der
geringen naturlichen Dauerhaftigkeit des Kernholzes (Klas-
se 4 bis 5) nicht zugelassen.

In der nachfolgenden Tabelle 4 sind Eigenschaften weite-
rer Holzer aus Siidostasien charakterisiert, die in Einzelfal-
len oder als falsch deklarierte Ware auf dem Fenstermarkt
eingefuhrt wurden [3]. Bei diesen z. T. sehr seltenen Holzern
ist nicht davon auszugehen, dass sie sich etablieren kénnen,
zumal sie in den meisten Fallen wenig bis nicht dauerhaft
sind (entsprechend den Klassen 4 und 5 nach DIN EN 350-
2, dort nicht aufgenommen).

Neben den Untersuchungen zur Eignungsprifung von Fen-
sterkanteln aus tropischen Baumarten wurden auch die Ei-
genschaften von lamellierten Kanteln verschiedener Kie-
fernarten (Pinus merkusii und Pinus radiata) aus Plantagen-
bewirtschaftung untersucht [10], die als Alternative fir die
Verwendung von Tropenhdlzern etabliert werden sollten.
Die Prifungen haben gezeigt, dass die eingefiihrten Sorti-
mente aus P. merkusii und P. radiata zumeist aus Splintholz

holztechnologie 50 (2009) 6

Tabelle 3: Physikalische und mechanische Kennwerte der
Holzarten Durian und Merpauh

Table 3: Physical and mechanical properties of the species

Durian und Merpauh

Durian

Botanische Bezeichnung: Durio spp.
Familie: BOMBACACEAE

Merpauh

Botanische Bezeichnung: Swintonia spp.
Familie: ANACARDIACEAE

Kernholz rosabraun bis graubraun
mit rotlichem Schimmer
nachdunkelnd; Splintholz schmutzig
hellgrau oder weiRlich bis hellrosa

Kernholz hell bis grau braun,
gelegentlich mit Farbstreifen;
Splintholz entspricht farblich dem
Kernholz (geringfiigig heller);

(breit bis 5 cm) Wechseldrehwuchs vorhanden

Die Trocknung des Holzes muss
schnell nach dem Einschnitt erfolgen,
um eine Verblauung zu vermeiden;
Vorkommen von traumatischen
Harzkandlen Si0,

Die Trocknung des Holzes muss
schnell nach dem Einschnitt erfolgen,
um Befall durch verfarbende Pilze zu
vermeiden; das Holzgewebe enthalt

bestehen, das durch eine hohe Feuchteaufnahme und gerin-
ge natlrliche Dauerhaftigkeit charakterisiert wird. Die Fes-
tigkeit der Klebfugen von industriell hergestellten Fenster-
kanteln war gut bis befriedigend. Mit steigendem Harzge-
halt (bis zu 30 % bezogen auf atro Holz) ergaben sich aber
ungenigende Klebfugenfestigkeiten der lamellierten Kan-
teln [10].

Weiterfiihrende Untersuchungen zielen derzeit auf den
Einsatz von modifizierten Holzern (Hitzebehandlung (ther-
mal modified timber TMT), Acetylierung, Holzvernetzung)
als Vollholzprofile oder in Form von AuRenlagen fir die
Herstellung von Fensterkanteln [11, 12]. Die hauptsachlich
durch die Modifizierung erreichbaren Eigenschaftsverbes-
serungen betreffen die nattrliche Dauerhaftigkeit sowie das
Quell- und Schwindverhalten des Holzes. Deshalb wird der
Einsatz modifizierter Holzer auch fur den Fensterbau inte-
ressant, da v. a. die Dauerhaftigkeit von mé&Rig bis wenig
dauerhaften Holzern (z. B. Kiefer oder Fichte) verbessert
werden kann. Jedoch kénnen auch andere Eigenschaften
der modifizierten Holzer, z. B. mechanische Festigkeiten,
ausschlaggebend vom jeweiligen Modifizierungsverfahren
beeinflusst werden, sodass ein Vergleich mit der urspring-
lich fur die Behandlung gewdhlten Holzart in vielen Féllen
nicht mehr gegeben ist. Aus diesem Grund wird aktuell eine
VFF Merkblatt HO.06-4. ausgearbeitet, das die Kriterien fur
die Beurteilung der Eignung modifizierter Holzer flr den
Fensterbau festlegt.

© IHD, Dresden
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Tabelle 4: Kennwerte und Eigenschaften weiterer Holzarten aus Siidostasien, die sich nicht fiir
den Fensterbau eignen

Table 4: Properties of further lesser known species from South-East-Asia which are not suitable for

Dauer-
haftigkeit*

Verarbeitungsrelevante Hinweise

Bearbeitbarkeit problemlos; anfallig fir Befall
durch Pilze und Insekten (ungeschiitztes Kernholz)

Bearbeitbarkeit problemlos; Dimensionsstabilitat
gut; anfallig ftr Befall durch Pilze und Insekten
(ungeschiitztes Kernholz)

* Die Angaben zur natiirlichen Dauerhaftigkeit entsprechen Literaturwerten (Atlas der tropischen Holzer, Band II, ATIBT und PROSEA — Plant
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Timbers for window constructions
Specific values and properties of recently imported
timbers

ABSTRACT

The current market development on import of tropical timbers
for window scantlings is characterised by a decreasing availabili-
ty in volume and quality of the established species, e.g. Dark Red
Meranti (from South-East-Asia) or Sipo (from West-Africa). Based
on this development, new so-called ““lesser known wood species”,
e.g., bintangor (Calophyllum spp.), durian (Durio spp.), kasai (Po-
metia spp.), and merpauh (Swintonia spp.) are currently imported.
For establishing these new species on the German scantling mar-
ket, the wood properties have to be studied individually according
to the standards of the VFF Giitegemeinschaft. In the present study,
the physical and mechanical standards and wood properties of
these lesser-known species are presented which were tested at the
Johann Heinrich von Thiinen-Institut (vTI).
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Eignung von Massaranduba fir die AuRenverwendung
Uneingeschrankt einsetzbar fir den Einsatz im konstruktiven AuRenverbau in den
Gebrauchsklassen 1 bis 4

von Diplom-Holzwirt Mathias Rehbein und PD Dr. Gerald Koch

Diplom-Holzwirt Mathias Rehbein ist Projekt-Mitarbeiter am Institut fir Holzbiologie und
Holzschutz der Bundesforschungsanstalt fir Forst- und Holzwirtschaft (BFH), Hamburg.
PD Dr. Gerald Koch ist wissenschaftlicher Mitarbeiter am Institut fur Holzbiologie und
Holzschutz der Bundesforschungsanstalt fur Forst- und Holzwirtschaft (BFH), Hamburg.

Die sudamerikanische Holzart Massaranduba (Manilkara bidentata) wird bereits seit
etwa zwei Jahren als so genanntes Substitutionsholz fiir Bangkirai (Shorea spp., subg.
Shorea) vermarktet, insbesondere fur die Verwendung als Terrassendiele. Bisher
fehlten jedoch normgerechte Kennwerte und Aussagen zu Gebrauchs- und
Verarbeitungseigenschaften. Nach Untersuchungen an der Universitat Hamburg kann
dem gepruften Sortiment der Holzart Massaranduba eine uneingeschrankte Eignung
fur den Einsatz im konstruktiven AufBenverbau in den Gebrauchsklassen 1 bis 4
ausgesprochen werden.

Auf Grund der anhaltenden Nachfrage nach Holzern fur den Garten- und Landschaftsbau
(Gala-Bau), insbesondere flr die Verwendung als Terrassendielen, werden in zunehmendem
Male neue bzw. noch relativ unbekannte Holzer auf dem Markt eingefiihrt (vgl. HZ Nr. 30
vom 28. Juli 2006, S. 873 und HZ Nr. 9 vom 3. Mérz 2006, S. 254). Fir den fachgerechten
Einsatz dieser Holzer ist die Bereitstellung von normgerechten Kennwerten und die
Beurteilung ihrer Gebrauchs- und Verarbeitungseigenschaften unerlasslich. Im Rahmen der
Diplomarbeit von Mathias Rehbein am Zentrum Holzwirtschaf der Universitat Hamburg, in
Verbindung mit dem Institut flir Holzbiologie und Holzschutz der Bundesforschungsanstalt
fir Forst- und Holzwirtschaft wurden die Eigenschaften und die Eignung der Holzart
Massaranduba (Manilkara bidentata) fur die Verwendung als Terrassendielen grundlegend
untersucht. Das natirliche Verbreitungsgebiet der Baumart liegt im tropischen Sudamerika,
vor allem in Brasilien und Guayana.

Material und Methode

Die Auswahl der im Rahmen der Diplomarbeit ermittelten Holzeigenschaften erfolgte zum
einen unter spezifischen anforderungsrelevanten Gesichtspunkten, zum anderen aus rein
wissenschaftlichen Ansatzen bzw. Fragestellungen, da die in der Literatur verfligbaren
Daten zum Teil aus nicht nachvollziehbaren Quellen stammen oder unter abweichenden
nicht normkonformen Standards ermittelt wurden. Neben der Bereitstellung physikalisch-
technologischer Kennwerte lag ein weiterer Schwerpunkt der Diplomarbeit in der
Charakterisierung maoglicher Farbreaktionen der Holzoberflache, ermittelt durch einen
selbstdefinierten Bewitterungs- sowie UV-Belichtungstest. Fur die Durchfiihrung der
Prifungen wurden von der Firma WOODLINK Ekkehard Anders GmbH & Co. KG,
insgesamt 30 Abschnitte von handelslblichen Unterkonstruktionshdlzern fir den
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Terrassenbau mit einem Querschnitt von ca. 66/44 mm zur Verfligung gestellt. In der
nachfolgenden Tabelle (Tabelle 1) ist eine Ubersicht der durchgefiihrten biologischen,
physikalisch-technologischen und gebrauchsorientierten Prifungen dargestellt.

Tabelle 1: Ubersicht der durchgefiihrten Priifungen

Priafungsart Bezeichnung Vorschrift nach
DIN EN
. . o L 350-1/2 [1994]
Biologische Priifung Naturliche Dauerhaftigkeit von Vollholz
113 [1996]
Biegeversuch 52 186 [1978]
Bestimmung der Druckfestigkeit parallel/quer 52 185 [1976]
(radial/tangential) zur Faser 52 192 [1979]

Physikalische Prifung ] - - ] ]
Bestimmung des Eindruckwiderstandes (Brinell) in
. . o . EN 1534 [2000]
radialer, tangentialer und longitudinaler Richtung

Bestimmung der Quellung und Schwindung 52 184 [1979]
Weiss Klimatechnik,
Bewitterung Typ: Global
Gebrauchsprifung UVv/UVv200 RB/10DU
Osram, Typ:
UV-Bestrahlung .
Ultra-Vitalux

Makroskopische Beschreibung und Probenauswahl

Das Kernholz von Massaranduba ist im frischen Zustand fleischrot, spater dunkelbraun
nachdunkelnd und hat ein deutlich abgesetztes meist schmales, rétlich-graues Splintholz.
Zuwachszonengrenzen sind auf den Querschnitten undeutlich bzw. nicht erkennbar. Die
mittelgroRen Gefalle (tangentialer Durchmesser: 80-150 um) sind zerstreutporig angeordnet,
verthyllt und in radialen Reihen/Béndern verlaufend. Axialparenchym ist vorhanden,
gebandert angeordnet und bildet mit den Uberwiegend 1 mm hohen Holzstrahlen ein
netzartiges Muster. Harzkandle sind bei Massaranduba nicht vorhanden (Gottwald 1958,
Richter und Oelker 2006).

Naturliche Dauerhaftigkeit von Massaranduba

Die Dauerhaftigkeitsprifung nach DIN EN 350-1 [1994] und DIN EN 113 [1996] ergab fir
das untersuchte Kernholz von Massaranduba einen mittleren x-Wert von 0,07 durch den an
diesem Holz aktiveren Prifpilz Coriolus versicolor (Weissfaulepilz), was zu einer
Einstufung in die Dauerhaftigkeitsklasse 1 = ,,sehr dauerhaft* fiihrt. Die in der Literatur fir
die Holzart Massaranduba beschriebenen Werte der Dauerhaftigkeitsklassen 1 bis 2 = ,,sehr
dauerhaft” bis ,,dauerhaft“ konnten somit nicht nur bestatigt sondern uneingeschrankt zur
Dauerhaftigkeitsklasse 1 hin berichtigt werden. Die Mindestanforderungen an die
Dauerhaftigkeitsklassen fur holzerne Terrassen (Gebrauchsklasse 3 bis 4) liegen nach DIN
EN 460 [1994] bei den Klassen 2 bis 3, wobei diese Angaben fur den Terrassenbau nur als
Richtwert bzw. Empfehlung, fir den Hochbau (tragende Teile) jedoch als verpflichtend
gelten.
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Physikalisch-technologische Eigenschaften von Massaranduba

Neben der Widerstandsfahigkeit einer Holzart gegen holzzerstérende Pilze sind die
physikalisch-technologischen Eigenschaften ein entscheidendes Kriterium flr die Eignung
der Holzer im konstruktiven Aussenbau. Als verwendungsrelevante KenngroRen fir die
Eignung von Terrassenholzern wurden fur Massaranduba die Rohdichte, Biegefestigkeit,
Biege-Elastizititsmodul —quer zur Faser (tangential), Druckfestigkeit, Druck-
Elastizitdtsmodul und die Brinellhdrte in radialer, tangentialer und longitudinaler Richtung
bestimmt (siehe Tabelle 2). Die ermittelte Rohdichte im Normalklima (20°C/65% rel.
Luftfeuchte) betragt fur Massaranduba 1,07 g/cm® (Mittelwert) und liegt im Bereich der
Mittelwerte, die in der Literatur angegeben werden. Die einzelnen Kennwerte der
Festigkeiten und Elastizitaten sind in Tabelle 2 dargestellt und liegen im direkten Vergleich
uber denen von Bangkirai (mit Ausnahme des Biege-Elastizitatsmoduls).

Tabelle 2: Vergleichende Darstellung der Mittelwerte holzartenabhangiger Eigenschaften von handelsiiblichen
Holzern fir den Garten- und Landschaftsbau

Eigenschaft Massaranduba Bangkirai
Rohdichte (u = 12%) [g/cm’] 1,07 0,93*!
Dauerhaftigkeitsklasse 1 2%
Biegefestigkeit [N/mm?] 179 142*°
Biege Elastizitatsmodul [N/mm?] 17.885 18.700*!
Druckfestigkeit 11 [N/mm?] 83 75-80*°
Druckelastizitatsmodul 11 [N/mm?] 20.082 k. A.
Druckelastizitatsmodul L (radiale Richtung)
- 2.615 k. A.
Druckelastizitatsmodul L (tangentiale Richtung)
N/ 1.784 k. A.
Brinellharte 11 [N/mm?] 76 k. A.
Brinellharte L (gemittelt aus radial/tangential) 3
N/ 61 37*
Differentielle Quellung radial [%/%0] 0,33 0,16-0,19**
Differentielle Quellung tangential [%/%] 0,44 0,37-0,43**
Quellungsanisotropie 1,34 1,9-2,7*
Trocknungsschwindmalfd radial [%6] 2,8 3,7*
TrocknungsschwindmaR tangential [%6] 47 6,5*
Maximales lineares Quellmaf tangential [%6] 10,8 9,3-10,2*°
Maximales lineares Quellmald radial [%] 7,6 4,2-6,8*°
Maximales lineares Quellmal3 longitudinal [%6] 0,15 k. A.
*1 = Koch 2006; ** = Dahms 1980; *° = Sell 1989; ** = Richter, H.G., Oelker, M.; ** = Richter, H.G., Gottwald (1996)

Als orientierende KenngrolRe fur die Ermittlung des Abnutzungswiderstandes wurde die
Oberflachenhédrte nach Brinell bestimmt. Bedingt durch die Korrelation von
Abnutzungswiderstand und Oberflachenhérte hat sich die Harteangabe auch in der Praxis
fur die Beurteilung der Gebrauchseigenschaften von Terrassenhdlzern etabliert. Die
Ergebnisse der Oberflachenhérte-Prifung (Brinell, Prifkraft 1.000 N) ergaben bei
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Massaranduba einen Mittelwert von 76 N/mm? in longitudinaler Richtung (parallel zur
Faser), 60 N/mm? in tangentialer Richtung (Eindruck erfolgte in radiale Flache) und 63
N/mm? in radialer Richtung (Eindruck erfolgte in tangentiale Flache). Aus diesen Daten
resultiert ein praxisrelevanter Mittelwert fiir die Priifung senkrecht zur Faser von 61 N/mm?.

Dimensionsstabilitat und Rissbildung bei Massaranduba

Ein Terrassenbelag aus Holz, der ganzjahrig der freien Bewitterung ausgesetzt ist, unterliegt
bedingt durch die wechselnden klimatischen Bedingungen seiner Umgebung (haufiger
Wechsel von Temperatur, Luftfeuchtigkeit, UV-Bestrahlung etc.) starken Belastungen, die
u.a. Dimensionsanderungen bei Holzfeuchtewechsel, Festigkeitsverluste durch einen Befall
von holzzerstérenden/-abbauenden  Organismen und  Farbveranderungen  durch
Lichteinwirkung (UV) zur Folge haben kdnnen.

Die fir den praktischen Gebrauch wichtige Beurteilung der Dimensionsanderungen bei
Feuchtewechsel wurde anhand der ermittelten Daten aus den Quell- und Schwindversuchen
abgeleitet. Um alle mdoglichen Ausgleichsfeuchte-Situationen und damit verbundenen
Dimensionsanderungen, die sich im Jahresverlauf bei einer der Bewitterung ausgesetzten
Holzkonstruktion einstellen kdnnen unter Laborbedingungen zu simulieren, wurde nach
DIN EN 52 184 [1979] eine mehrstufige Klimalagerung von darrtrocken bis wassergelagert
uber die Zwischenstufen 20°C/35% rel. LF., 20°C/65% rel. LF. und 20°C/85% rel. LF
durchgefiihrt.

Die Situation einer darrgetrockneten Holzkonstruktion kommt im realen Gebrauch nicht
vor, wurde im Zuge der Priifung dennoch bendtigt, um den Zustand der minimalen Quellung
zu erreichen. Bei Zwischenstufe 1 (20°C/35% rel. LF.) stellte sich eine mittlere
Ausgleichsfeuchte von 8,0% ein. In der Praxis entspricht diese Ausgleichsfeuchte einer
heilBen, trockenen Sommerperiode. Zwischenstufe 2 (20°C/65% rel. LF.) mit einer
resultierenden Ausgleichsfeuchte von 13,6% entspricht der Durchschnittsfeuchte des Holzes
in einem warmen Sommer. Zwischenstufe 3 (20°C/85% rel. LF.) mit 18,8% gemittelter
Ausgleichsfeuchte simuliert feuchte Perioden, wie sie im Herbst bis zum Frihling
vorkommen. Durch die Wasserlagerung wurde die maximale Quellung der Proben zur
Berechnung des Trocknungsverhaltens ermittelt. Dieser Zustand kann sich bei einer
Terrasse nur durch falsche Konstruktion (z.B. stehendes Wasser durch zu geringe Neigung),
Feuchtenester durch mangelnde Pflege (z.B. Laubansammlung, direkter Bodenkontakt, etc.)
oder Uber eine langfristig andauernde Extremwetter-Periode mit permanentem Regen
einstellen.

Die Ergebnisse der Quell- und Schwindversuche liegen in Wertebereichen, die mit der
hohen Rohdichte dieser Holzart gut korrelieren. So wurde ein mittleres maximales lineares
Quellmal (beschreibt die prozentuale Quellung vom darrtrockenen auf den nassen Zustand
des Holzes) von 7,6% fur die radiale, 10,8% fiir die tangentiale und 0,15% flr die
longitudinale Richtung ermittelt. Die Quellungsanisotropie, die eine Abschatzung der
Querschnittsverformung (Quotient aus den differentiellen Quellungen in tangentialer und
radialer Richtung) bei Holzfeuchtednderung ermdglicht, ergab bei Massaranduba einen Wert
von 1,34 (weitere Werte siehe Tabelle 2).

Die Ergebnisse der Quell- und Schwindversuche zeigen, dass die Feuchteanpassung der
Holzart Massaranduba zwischen den Klimastufen sehr langsam erfolgt, was auf die hohe
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Dichte und Einlagerungen von hydrophoben Holzinhaltsstoffen zuriickgefiihrt werden muss.
Diese Eigenschaft bringt aus verwendungstechnischer Sicht Vor- und Nachteile mit sich.
Als Vorteil kann eine langsame Feuchteanpassung nach Vortrocknung des
Ausgangsmaterials (Halbwaren) auf ca. 15-18% Holzfeuchte angesehen werden.
Kurzfristige Klimaschwankungen (kurzer warmer Sommerregen) fiihren somit nur zu einer
langsamen Holzfeuchtednderung und geringeren Dimensionsverdnderungen. Fir die
erforderliche Vortrocknung des eingeschnittenen Holzes (d.h. vor Zuschnitt und
Profilierung der Halbwaren) ist die langsame Feuchtedanderung als nachteilig anzusehen, da
eine langsame Holzfeuchteabgabe von waldfrisch auf 20% (im Idealfall 15-18%)
Holzfeuchte eine fachgerechte und kostenintensive Trocknung voraussetzt. Eine dem
Einsatzzweck angepasste Vortrocknung muss als Grundvoraussetzung fir die Verwendung
von Massaranduba im Terrassenbau angesehen werden, da als Hauptreklamationsgrund eine
starke holzstrahlparallele Rissbildung bemaéngelt wird (siehe Abbildung 1). Die
beschriebene Rissbildung muss in den meisten Fallen auf eine unzureichende Vortrocknung
des verbauten Holzes zurlckgefuhrt werden. Infolge starker Erwarmung der Oberflache
durch die Sonneneinstrahlung kommt es zu einer intensiven Abtrocknung der &uf3eren
Mantelflache und durch die so entstehenden starken inneren Spannungen zur Rissbildung.

Farbverhalten von Massaranduba
Ein  wichtiges  Kriterium  fur  die
Kundenakzeptanz  von  Holzern  fir
Terrassenkonstruktionen ist ihr
Farbverhalten (Farbstabilitit) unter Einfluss
der natdrlichen Bewitterung, insbesondere
der Sonnenlichteinstrahlung. Fur den
Ansatz, eine naturliche Verwitterung der
Holzoberflache unter Laborbedingungen
(d.h. kinstliche Bewitterung in verkirzter
Qgg;ﬁ:ﬂgub a%it%é?;:mit;gwjﬁg. der  Holzart = 7gjt ynd mit reproduzierbaren Ergebnissen)
zur Charakterisierung des Farbverhaltens
von Massaranduba (unbehandelte Holzoberflache) nachzustellen, wurden zwei
unterschiedliche Testverfahren durchgefiihrt.
e Verfahren 1. Kinstliche Bewitterung mit einem den vier Jahreszeiten angepassten
Ablauf von Belichtung, Temperatur und Regen.
e Verfahren 2: Permanente UV-Belichtung Uber einen imitierten Zeitraum von zwei
Jahren.
Die objektive Beurteilung des Farbverhaltens und der Farb&nderungen der untersuchten
Proben (Bewitterungs-, Belichtungs- und Referenzproben) erfolgte nach dem CIE L*a*b*-
System (Comission International de I’Eclairage) mit einem Farbwertmessgerat Minolta DP-
301 (die Farbwertermittlung erfolgte bei den Belichtungsproben alle 24 h, bei den
Bewitterungsproben nach jeder simulierten Jahreszeit).
Um einen direkten Vergleich der Methoden nicht nur graphisch sondern auch visuell zu
dokumentieren, wurden die Proben zu Beginn der Versuchsreihe sowie nach deren
Beendigung photographisch abgelichtet (siehe Abbildung 2). Anhand dieser Abbildungen
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wird die durch beide Verfahren erzielte signifikante Abnahme der Helligkeits-, Rot-, und
Grunwerte anschaulich dargestellt. Die Farbe der Holzoberflache veranderte sich
unabhéngig vom Verfahren innerhalb verhéltnisméalig kurzer Zeit von anfanglich rot-braun
nach dunkelbraun-grau.

Abbildung 2: Farbverhalten der unbehandelten Holzoberflachen nach kiinstlicher Bewitterung und Belichtung
(links) Proben nach Bewitterung, (Mitte) ohne Behandlung (Ursprungsfarbton), (rechts) nach kiinstlicher UV-
Belichtung.

Der Verlauf bzw. die Veranderung der Farbwerte nach der kinstlichen Bewitterung und
Belichtung sind in Abbildung 3 und 4 dargestellt. Bei der Bewitterung stabilisiert sich die
Anderung (Abnahme) des L* Farbwertes (Weik/Schwarz) nach dem ersten Intervall
(Friihling), die a*- (Rot/Griin), b*- (Gelb/Blau) Wert-Anderung stagniert in ihrem Verlauf
erst nach dem dritten Intervall (Herbst). Die Farbort (E) Anderung, die als Kombination der
L*-, a*-, b*-Werte einen insgesamt harmonisierteren Kurvenverlauf darstellt, andert sich
nach dem zweiten Intervall (Sommer) nur noch unerheblich. Die bei der kiinstlichen UV-
Belichtung ermittelte Farbwert- und Farbortdnderung stabilisierte sich in ihrem Verlauf
bereits nach den ersten 24 Stunden kunstlicher Belichtung, was einer realen
Sonneneinstrahlung von 280 Sonnenscheinstunden im Sommer auf der Insel Sylt entspricht
(ca. 1-2 Monate im Hochsommer).

Die Abweichungen im Farbwertverlauf der beiden Prufungen lassen sich auf die
systematischen Unterschiede der Verfahren zurlckfiihren. Insgesamt kann unabhangig
voneinander gezeigt werden, dass sich die anfanglichen Veranderungen der Farbwerte vom
Ursprungsfarbton rot-braun nach dunkelbraun-grau, innerhalb verhéltnismaRig kurzer Zeit
einstellen und sich anschliefend UV-stabil auf einem vergleichbaren Niveau halten (siehe
Abbildungen 3 und 4). Das Vergrauen der unbehandelten Holzoberflache durch eine
intensive UV-Lichteinwirkung muss auf den photochemischen Abbau des Lignins
zuriickgefiihrt werden (Németh und Faix 1994). Als aufféllig zeigt sich eine starke
Rissbildung auf den Stirn- und L&ngsflachen in radialer Richtung bei der UV-Belichtung.
Diese Risse sind zum einen auf die starke Erwdrmung und dadurch bedingte extreme
Austrocknung der Oberflache durch die Warmestrahlung der UV-Lampen (entspricht der
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natrlichen Erwarmung einer Terrassenoberflache durch Sonneneinstrahlung), zum anderen
auf die holzartbedingte Neigung zur Rissbildung zurlickzufihren (siehe Abbildung 1).

Bewitterung Belichtung

100 3 Farbwertanderung in [%0] Farbwerténderung in [%]

90 1
80 1

70 1

60
50 1

Anderung [%]
Anderung [%]

40
30
20

10 1

Unbehandelt Frahling Sommer Herbst Winter 0 24 48 72 9 120 144 168 192 216 240 264 288

Jahreszeiten Belichtungszeit [Stunden]

Abbildung 3: Verlauf der L*a*b* Werte zur Abbildung 4: Verlauf der L*a*b* Werte zur
Charakterisierung  des  Farbverhaltens  nach Charakterisierung  des  Farbverhaltens  nach
kiinstlicher Bewitterung mit Angabe des Farbortes kinstlicher UV Belichtung mit Angabe des Farbortes
E*. E*.

Verarbeitungseigenschaften von Massaranduba

Im Folgenden werden weitere holzartbedingte Eigenschaften fir Massaranduba, die bei der
Erstellung und Handhabung der Priifkorper aufgefallen sind, vorgestellt. Aufgrund der
hohen Rohdichte ist das Holz schon in geringeren Dimensionen schwer zu handhaben, die
Bearbeitung der Oberflache ist problemlos, durch den Wechseldrehwuchs ergeben sich
jedoch partiell leichte Oberflachenausrisse (im speziellen beim Dickenhobel). Beim
Ablangen der Probenabschnitte weist das Holz ein geringfligig sprodes, kurzfaseriges
Verhalten auf, was sich in Ausrissen an der Schnittflache zeigt. Holzinterne Spannungen
konnten beim Zuschnitt nicht beobachtet werden, was auch nicht zu erwarten war, da es sich
bei dem Ausgangsmaterial nicht um Stammware, sondern um bereits aufgetrennte
Konstruktionshdlzer handelte. Eine Bearbeitung mit Handwerkzeugen stellt sich aufgrund
der groRRen Harte als erschwert dar (Schrauben mussen vorgebohrt werden). Im Zuge der
Bearbeitung wurde eine Reizung der Schleimhdute durch den Schleifstaub bemerkt. Das
Verleimen der Holzproben erfolgte ohne weitere Schwierigkeiten und wird somit als
problemlos betrachtet.

Schlussfolgerung

Die aus Stidamerika stammende Holzart Massaranduba wurde hinsichtlich ihrer Gebrauchs-
und Verwendungseigenschaften fiir den Garten- und Landschaftsbau (Terrassendielen)
untersucht. Da fur dieses Importholz, das seit ca. 2 Jahren als Austausch flr das etablierte
Bangkirai auf dem Deutschen Holzmarkt angeboten wird noch keine standardisierten
Kennwerte vorliegen, erfolgte eine Eignungsprifung nach den wesentlichen Kiriterien
Dauerhaftigkeit, physikalisch-technologische Eigenschaften und Bewitterungseinflusse.
Nach Auswertung der biologischen und physikalischen Prifungen sowie der
Bewitterung/UV-Belichtung kann dem gepriiften Sortiment der Holzart Massaranduba —
sofern grundlegende Bedingungen der Trocknung erfillt sind — eine uneingeschrankte
Eignung fur den Einsatz im konstruktiven Aussenverbau in den Gebrauchsklassen 1-4 nach
DIN EN 460 [1994] ausgesprochen werden.
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Natiirliche Dauerhaftigkeit Sibirischer Larche

Untersuchung mehrerer Herkunftsgebiete - Inhaltsstoffe ursachlich fir unterschiedliche
Dauerhaftigkeit

Von PD Dr. Gerald Koch?*, Diplom-Holzwirt Mathias Rehbein? und Marie-Therese Lenz3

! Herr PD Dr. Gerald Koch ist wissenschaftlicher Mitarbeiter am Institut fiir Holzbiologie
und Holzschutz der Bundesforschungsanstalt fir Forst- und Holzwirtschaft (BFH),
Hamburg.

2 Herr Diplom-Holzwirt Mathias Rehbein hat im Rahmen seiner Diplomarbeit
Dauerhaftigkeitsprufungen an verschiedenen Holzarten durchgefiihrt.

3 Frau Marie-Therese Lenz ist technische Mitarbeiterin in der Abteilung Holzbiologie des
Zentrums Holzwirtschaft der Universitat Hamburg.

Die natiirliche Dauerhaftigkeit fiir Holzer der Gattung Larix wird nach der aktuellen
Fassung der DIN EN 350-2 fiir alle Arten (Larix decidua = Europiische Léarche, L.
kaempferi = Japanische Lirche, L. occidentalis = Amerikanische Lirche) gleichrangig
in die Dauerhaftigkeitsklasse 3 bis 4 eingestuft. Die anatomischen Strukturmerkmale
und chemische Zusammensetzung des Holzgewebes der Sibirischen Lérche (Larix
gmelinii, L. sibirica) lassen jedoch eine hohere Klassifizierung der natiirlichen
Dauerhaftigkeit erwarten. Um diese Fragestellung zu untersuchen, wurden
normgerechte Dauerhaftigkeitspriifungen fiir die Sibirische Lirche an ausgewiihlten
Proben der drei Herkunftsgebiete Irkutsk, Lesosibirsk und Ust Ilimsk durchgefiihrt.

Das Holzgewebe der Sibirischen Lérche (Larix gmelinii = Dahurische Larche und
L. sibirica = Sibirische Larche) wird im Vergleich zur Europaischen Lérche (Larix decidua)
durch einen engen Jahrringaufbau mit entsprechend hohem Spétholzanteil charakterisiert
(vgl. Abbildung 1), wie er fir die Europdische Lé&rche nur bei Qualitdten wvon
Hochlagenstandorten (bedingt durch die kiirzeren Vegetationszeiten) vorkommt. Der hohe
Spétholzanteil ist verantwortlich fir die vergleichsweise hohere (Roh-) Dichte des
Holzgewebes der Sibirischen Larche, wovon sich wiederum die physikalisch-mechanischen
Eigenschaften (wie z.B. Festigkeiten und Harte) des Holzes ableiten lassen. Weiterhin
konnen im Holzgewebe der Sibirischen Larche hohere Konzentrationen an Harzen
(Monoterpene und Harzsduren) und phenolischen Inhaltsstoffen (Flavonoide) nachgewiesen
werden (vgl. Koch 2006, Koch & Kulke 2006), was vermuten lasst, dass das Holzgewebe
auch eine hohere naturliche Dauerhaftigkeit im Vergleich zur Europdischen und
Amerikanischen Larche besitzt. Um diese praxisrelevante Fragestellung — mit Hinblick auf
die grofle Nachfrage und holzwirtschaftliche Bedeutung der Sibirischen L&rche — zu
eruieren, wurde die nattrliche Dauerhaftigkeit von Larix sibirica der drei verschiedenen
Herkunftsgebiete Irkutsk, Lesosibirsk und Ust Ilimsk (Sibirien) untersucht. Das
Untersuchungsmaterial in Form von 30 Brettabschnitten unterschiedlicher Stamme der
aufgefiihrten Herkunftsgebiete wurde von der Firma Jacob Jirgensen Uni Wood GmbH
(Hamburg) zur Verfligung gestellt. Eine detaillierte standortliche Zuordnung des
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Untersuchungsmaterials innerhalb der einzelnen Wuchsgebiete war nicht moglich, da es
sich  um weitrdumige Einzugsgebiete handelt und die Stdmme auf zentralen
Aufbereitungsplatzen ausgehalten wurden (vgl. Kulke 2006 und Koch & Kulke 2006).

Abb. 1: Stammabschnitt einer Slblrlschen Liérche mit dem typischen engringigen Jahrringverlauf und
ausgeprigter Rinde (Borke)

Versuchsdurchftihrung

Die Auswahl und Vorbereitung der Prufkorper fur die Dauerhaftigkeitsprufung erfolgte in
Anlehnung an CEN/TS 15083-1:2005 Dauerhaftigkeit von Holz und Holzprodukten -
Bestimmung der naturlichen Dauerhaftigkeit von Vollholz gegen holzzerstérende Pilze,
Prufverfahren - Teil 1: Basidiomyceten und DIN EN 350-1:1994 Natirliche Dauerhaftigkeit
von Vollholz. Teil 1. Grundsatze fur die Prifung und Klassifikation der natlrlichen
Dauerhaftigkeit von Holz, wonach aus den 30 Brettabschnitten insgesamt 240 normgerechte
Einzelproben mit den Abmessungen von 50 x 25 x 15 mm3 hergestellt wurden. Die
einzelnen Prufkorper wiesen den fur Sibirische Larche spezifischen engringigen Aufbau mit
Jahrringbreiten von ca. 0,5 mm bis maximal 4 mm auf (vgl. Abbildung 1).

Als obligatorische Prifpilze fiir die Ermittlung der natiirlichen Dauerhaftigkeit wurden nach
EN 113:1996 Holzschutzmittel, Prifverfahren zur Bestimmung der vorbeugenden
Wirksamkeit gegen holzzerstdrende Basidiomyceten, Bestimmung der Grenze der
Wirksamkeit der Braunfdulepilz Coniophora puteana = Brauner Kellerschwamm und der
Weissfaulepilz Coriolus versicolor = Schmetterlingsporling verwendet, die auch in der
Praxis als bedeutende holzzerstérende Pilze eingestuft werden. Im Rahmen der
labortechnischen Priifungen wurden die Prufkorper zundchst bei 20 (x2)°C und 65 (£5)%
rel. Luftfeuchte (Normklima) bis zur Gewichtskonstanz klimatisiert, anschlieend durch
eine Cobalt-60-Bestrahlung mit einer Solldosis von 25 kGy sterilisiert, unter sterilen
Bedingungen dem Holzabbau der Prifpilze ausgesetzt und der Masseverlust nach 16-
waochiger Abbauzeit bei 22 (£2)°C und 70 (£5)% rel. Luftfeuchte bestimmt. Als
Virulenzkontrollen fir die Abbauaktivitat der beiden Priifpilze dienten insgesamt 20
Prufkorper aus dem Splintholz von Kiefer (Pinus sylvestris fur C. puteana) und Buche
(Fagus sylvatica fur C. versicolor). Fur die Bestimmung der Dauerhaftigkeitsklasse wird der
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Prufpilz herangezogen, der an den Prifkorpern den hdochsten Masseverlust verursacht hat.
Der ermittelte Masseverlust der Prufkorper wird dabei durch den Masseverlust der
Virulenzkontrollen dividiert und der so erhaltene x-Wert den Dauerhaftigkeitsklassen
zugeordnet (Mittelwertsberechnung).

An Einzelproben wurde zusatzlich die Rohdichte fir das Normklima bei 20 (x2)°C und 65
(£5)% rel. Luftfeuchte und die Darrdichte des absolut trockenen Holzgewebes nach DIN 52
182 Prufung von Holz, Bestimmung der Rohdichte bestimmt.

Ergebnisse der Dauerhaftigkeitspriufung

Die Ergebnisse der Masseverlustbestimmung zur Ermittlung der natirlichen Dauerhaftigkeit
des Kernholzes der Sibirischen Lérche sind in der Tabelle 1 dargestellt. Der hochste
Masseverlust wurde erwartungsgemaf durch den Braunfaulepilz C. puteana erzielt, der im
Wesentlichen die Cellulose und Hemicellulosen im Holzgewebe abbaut. Die Auswertung
der prozentualen Masseverluste durch C. puteana zeigt fir das gesamte Kollektiv der drei
Herkunftsgebiete eine erhebliche Streuung der Einzelwerte von sehr geringen (2,5%) bis
hohen Masseverlusten (bis zu 53,7%). Die daraus ableitbare Einstufung der natiirlichen
Dauerhaftigkeit (Berechnung des x-Wertes) ergibt eine Einteilung der einzelnen Prifkorper
in die Klasse 1 = ,sehr dauerhaft” bis Klasse 4 = ,wenig dauerhaft“. Vergleichbare
Ergebnisse konnten flir den Holzabbau (Masseverlustbestimmung) durch den Weilifaulepilz
C. versicolor ermittelt werden. Der berechnete Masseverslust variiert von 1,4% bis 24,3%
was unter Bertcksichtung des Holzabbaus der Virulenzkontrollen zu einer Einstufung in die
Dauerhaftigkeitsklassen 1 bis 5 fiihrt.

Innerhalb der einzelnen Kollektive — getrennt nach den Herkunftsgebieten — koénnen
ebenfalls Variationen der naturlichen Dauerhaftigkeit von Klasse 1 bis 4 fiir den Holzabbau
durch den Braunféulepilz C. puteana nachgewiesen werden. Es ist jedoch auffallig, dass die
Proben aus dem Einzugsgebiet Irkutsk den hdchsten Anteil an Ho6lzern der
Dauerhaftigkeitsklasse 1 besitzen. Der Anteil der Proben der Dauerhaftigkeitsklasse 1
betragt fir das Herkunftsgebiet Irkutsk 42%. Die Ermittlung der Dauerhaftigkeitsklasse fur
das Gesamtkollektiv Irkutsk fuhrt zu einer Einstufung in die Dauerhaftigkeitsklasse
2 = ,dauerhaft® (Mittelwertsbetrachtung), wogegen die Holzer der Herkunftsgebiete
Lesosibirsk und Ust Ilimsk in die Klasse 3 = , maRig dauerhaft® nach DIN EN 350-2
eingestuft werden miussen.
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Tabelle 1: Ergebnisse der Rohdichte- und Masseverlustbestimmung der einzelnen Priifkorper des
Kernholzes der Sibirischen Liirche aus den drei Herkunftsgebiete Lesosibirsk, Ust Ilimsk und Irkutsk

Untersuchungsmaterial Masseverlustbestimmung
Rohdichte bei Braunfiule Weissfiule
Herkunft Priifkorper Normklima C. puteana C. versicolor
p [g/cm?] My [%] My [%]
Lesosibirsk A-24 0,73 3,6 7,7
A-15 0,72 14,4 144
A-22 0,80 18,4 10,6
A-21 0,75 24,5 124
A-23 0,63 31,3 15,9
A-17 0,72 36,4 13,8
A-16 0,67 43,6 17,6
A-20 0,60 50,4 24,3
Mittelwert 0,70
Ust Ilimsk B-02 0,71 3,6 6,1
B-09 0,76 11,0 7,5
B-06 0,72 15,1 11,3
B-12 0,72 18,6 8,0
B-11 0,64 18,8 8,5
B-03 0,69 274 12,6
B-04 0,62 27,8 16,0
B-08 0,70 46,9 19,5
B-07 0,66 48,1 19,9
B-01 0,60 53,7 19,0
Mittelwert 0,68
Irkutsk C-34 0,76 2,5 1,4
C-28 0,76 2,8 1,6
C-32 0,77 4,6 2,5
C-25 0,78 5,8 6,0
C-36 0,82 7,5 2,5
C-35 0,76 9,5 6,5
C-26 0,71 10,1 4,5
C-30 0,74 16,5 10,8
c-27 0,63 28,2 17,7
C-29 0,65 31,6 14,1
C31 0,77 34,9 14,8
C-33 0,61 47,9 20,3
Mittelwert 0,73
Virulenzkontrollen
Kiefer-Splint 66,1
Buche 26,6
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Um den Zusammenhang zwischen der groRen Variabilitat der ermittelten Masseverluste und
den Strukturmerkmalen der Prufkérper zu untersuchen, wurden die Rohdichte und
Jahrringbreiten (Spétholzanteil) der einzelnen Proben bestimmt. Die Auswertung der
Rohdichte (bei 12-15% Holzfeuchte) ergibt fur das Gesamtkollektiv der PriifkOper aus den
drei Herkunftsgebieten einen Mittelwert von 0,71 g/cm?3 (Standardabweichung 0,06 g/cm3)
(Abbildung 2). Dieser Wert liegt im oberen Variationsbereich der in der Literatur fir
Sibirische Larche angegebenen Rohdichte von 0,55 bis 0,77 g/cm? bei 15% Holzfeuchte.

Im Vergleich der drei Herkunftsgebiete weist das Kollektiv der Prufkdrper aus Irkutsk die
hdchste mittlere Rohdichte = 0,73 g/cm3 auf (Lesosibirsk = 0,70 g/cm3, Ust Ilimsk = 0,68
g/cm?3), fur die auch die geringsten Masseverluste ermittelt wurden. Die statistische
Auswertung (Regressionsanalyse) des Zusammenhangs zwischen der Rohdichte und dem
Masseverlust infolge des Holzabbaus durch den Braunfaulepilz C. puteana ergibt fur das
Gesamtkollektiv aller Proben ein Bestimmtheitsmal? von R? = 0,49 (Abbildung 3) was
bedeutet, dass nur eine ,geringe* Korrelation zwischen der Rohdichte und dem
Masseverlust der Proben besteht und die guten bis sehr guten Dauerhaftigkeitsklassen der
einzelnen Prufkorper nicht ausschlieBlich tGber eine hohe Rohdichte erklart werden kdnnen.
Fur das Kollektiv der Prifkorper aus dem Herkunftsgebiet Irkutsk (mit den hdchsten
Rohdichten und geringsten  Masseverlusten) kann ein  geringfligig erhohtes
Bestimmtheitsmal von R? = 0,54 berechnet werden, was ebenfalls keine statistisch
abgesicherte Interpretation des Zusammenhangs zwischen der Rohdichte und dem
Masseverlust zuldsst.
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Abbildung 2: Hiufigkeitsverteilung der Rohdichte Abbildung 3 : Regressionsanalyse fiir die
fiir die untersuchten Priifkdrper der Sibirischen Parameter Rohdichte und Masseverlust
Léarche aus den drei Herkunftsgebiete Irkutsk, (Holzabbau durch den Braunfiulepilz C. puteana)
Lesosibirsk und Ust Ilimsk

Die Auswertung der Jahrringbreiten zeigt ebenso wie die physikalische KenngroRe der
Rohdichte keinen statistisch abgesicherten Zusammenhang zwischen der Jahrringbreite der
Prifkorper und dem Masseverlust durch die beiden Prufpilze. In den einzelnen Kollektiven
(sortiert nach den Herkunftsgebieten) der Prifkorper sind jeweils Proben mit geringen
Masseverlusten (entsprechend den Dauerhaftigkeitsklassen 1 und 2) enthalten, die sowohl
durch einen sehr engringigen (Jahrringbreiten deutlich unter 1 mm) als auch durch einen
relativ breiten Jahrringaufbau (Jahrringbreiten bis 4 mm) charakterisiert werden (siehe
Abbildung 4). Ein vergleichbares Ergebnis wurde auch fiir die Prifkérper mit hohen
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Masseverlusten (Dauerhaftigkeitsklassen 3-4) erzielt, die ebenfalls aus Mustern mit
engringigen und relativ breiten Jahrringen bestehen.

Da kein abgesicherter =~ Zusammenhang zwischen den beiden  Parametern
Rohdichte/Jahrringbreite und dem Masseverlust festgestellt werden konnte, wurden
zusétzlich quantitative chemische Analysen zur Bestimmung der Extraktstoffgehalte
durchgefuhrt. Bereits die visuelle Ansprache der einzelnen Prifkérper der drei
Herkunftsgebiete hat gezeigt, dass die Einzelproben mit der intensivsten rétlichen
Farbauspragung des Kernholzes auch die geringsten Masseverluste aufweisen (Abbildung
4). Daraus lasst sich hypothetisch ableiten, dass in den Proben mit intensiverer
Kernholzfarbe auch hohere Konzentrationen an phenolischen/flavonoiden Inhaltsstoffen
eingelagert wurden, die maBgeblich flr die Dauerhaftigkeit des Kernholzes verantwortlich
sind. Um diesen Zusammenhang zu eruieren, wurde der Extraktstoffgehalt an ausgewéhlten
Proben mit geringem und hohem Masseverlust gravimetrisch nach sukzessiver Extraktion
mit Petrolether und Aceton/Wasser (9:1) bestimmt. Fir die chemischen Analysen wurden
jeweils die dquivalenten Riickstellproben der Feuchtekontrollen verwendet.

Die  Auswertung der quantitativen
(gravimetrischen) Extraktstoffbestimmung
belegt eindeutig, dass in den Proben mit der

hochsten  natirlichen  Dauerhaftigkeit
(Klasse 1)  auch die hdchsten
Konzentrationen an

phenolischen/flavonoiden Inhaltsstoffen
gemessen werden konnen (Abbildung 4).
Fur die Proben der Dauerhaftigkeitsklasse 1
betragt der Anteil der Inhaltsstoffe der
Aceton/Wasser-Extrakte im Mittel 2,13%
(bezogen auf atro Holz), wogegen fur die
Proben der Dauerhaftigkeitsklasse 4 im

Mittel nur 1,33%  Extraktstoffanteil
bestimmt werden konnte (vgl. Kulke (2006)
und Venalainen et al. (2006), die
vergleichbare  Extraktstoffgehalte  im
Kernholz der  Sibirischen Larche
Abbildung 4: Visuelle Ansprache (Sortierung) der nachgewiesen haben). Die quantitative
untersuchten Priifkorper (Holzabbau durch den Auswertung der Petrolether-Extrakte

Braunfiulepilz C. puteana) nach den ermittelten

Dauerhaftigkeitsklassen (DHK) und Aceton/Wasser
- Extraktstoffgehalt fiir die Proben der
Dauerhaftigkeitsklassen 1 und 4 (v. . n. r.): DHK 4,
3, 2-3, 2, 1-3, 1-2 und 1. Der DHK 4 entspricht ein
Aceton-/Wasser-Extraktionsgehalt von 1,33%, der
DHK 1 ein Gehalt von 2,13% ([%] bezogen auf atro
Holz)

(Nachweis von Harz- und Fettséuren) zeigt
dagegen keine signifikanten Unterschiede
im Gehalt zwischen den Proben der
Dauerhaftigkeitsklasse 1 (Mittelwert 0,46%
bezogen auf atro Holz) und der
Dauerhaftigkeitsklasse 4 (Mittelwert 0,43%

bezogen auf atro Holz), was belegt, dass die natiirliche Dauerhaftigkeit des Kernholzes der

Sibirischen  Larche maRgeblich  auf

die

Synthese und Einlagerung von
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phenolischen/flavonoiden Verbindungen zurickgefiihrt werden muss. Das Kollektiv der
Proben der Dauerhaftigkeitsklasse 1 mit den hoheren Gehalten an Aceton/Wasser- Extrakten
weist ebenso wie das Kollektiv der Dauerhaftigkeitsklasse 4 (niedrigerer Extraktstoffgehalt)
einzelne Proben mit sehr engringigen und relativ breiten Jahrringen auf, was zusétzlich
belegt, dass kein abgesicherter statistischer =~ Zusammenhang zwischen  der
Jahrringbreite/Dichte und der natlrlichen Dauerhaftigkeit des Holzgewebes besteht, die
vielmehr auf die Konzentration der phenolischen Inhaltstoffe zurtickgefiihrt werden muss.

Zusammenfassung:

Die natlrliche Dauerhaftigkeit des Kernholzes der Sibirischen Ldrche der untersuchten
Herkunftsgebiet Irkutsk, Lesosibirsk und Ust Ilimsk wird durch eine Variation der
Einzelproben in die Dauerhaftigkeitsklassen 1 = ,;sehr dauerhaft“ bis Klasse 4 = ,wenig
dauerhaft* charakterisiert. Nach DIN EN 350-2 kdnnen die Proben aus dem Herkunftsgebiet
Irkutsk in die Dauerhaftigkeitsklasse 2 = ,,dauerhaft*, die der Herkunftsgebiete Lesosibirsk
und Ust Ilimsk in die Klasse 3 = , méRig dauerhaft” eingestuft werden. Diese Werte
(Klassifizierung) liegen uber den Dauerhaftigkeitsklassen die nach DIN EN 350-2 fir die
Européaische und Japanische Léarche (L. decidua und L. kaempferi) angegeben werden
(jeweils Dauerhaftigkeitsklasse 3 bis 4).

Die Ursache fir die hohere Dauerhaftigkeit des Kernholzes der Sibirischen Larche muss im
wesentlichen auf die Synthese und Einlagerung von phenolischen/flavonoiden Inhaltsstoffen
zuriickgefuhrt werden, wogegen zwischen der Rohdichte/Jahrringbreite und den ermittelten
Masseverlusten durch den Pilzabbau keine signifikanten Zusammenhénge festgestellt
werden konnten. Das Kernholz der untersuchten Sibirischen Lérche ist aufgrund der
ermittelten Dauerhaftigkeitsklassen 2 und 3 flr die Verwendung im Aussenbereich (ohne
direkten Erdkontakt) ohne chemischen Holzschutz geeignet.
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Wie dauerhaft ist die Sibirische Larche?

Wissenschaftliche Untersuchungen am vTI in Hamburg bestétigen praktische Erfahrungen
Von Mathias Rehbein® und PD Dr. Gerald Koch?

! Diplom-Holzwirt Mathias Rehbein ist Wissenschaftlicher Angestellter am Johann Heinrich
von Thunen-Institut, Institut fur Holztechnologie und Holzbiologie (HTB), Fachbereich
Holzqualitat und Holzabbau durch Pilze; Laufende Promotion an der Universitat Hamburg.
2 Privatdozent Dr. Gerald Koch ist Wissenschaftlicher Oberrat am Institut fir Holzbiologie
und Holzschutz (HTB) des vTI. Fachbereich Holzeigenschaften und Holzstruktur.

Im Handel werden aktuell die Sortimente Europdische Larche (Larix decidua, LADC)
und Sibirische Larche (Larix sibirica, L. gmelinii, LAGM) angeboten. Aufgrund der
Wouchsbedingungen in Sibirien, die zu einem besonders feinen und gleichmafiigen
Jahrringaufbau mit hohem Spatholzanteil bei der Sibirischen Larche fuhren, sind
insbesondere bei der natirlichen Dauerhaftigkeit bessere Werte im Vergleich zur
Européischen Léarche zu erwarten. In der DIN EN 350-2 ist die Sibirische Larche
bisher nicht gesondert aufgefuhrt. Die gelisteten Arten L. decidua, L. kaempferi, L. X
eurolepis und L. occidentalis werden als maRig bis wenig dauerhaft (DHK 3-4)
eingestuft.

Um die natiirliche Dauerhaftigkeit des Kernholzes der Sibirischen Lérche beurteilen zu
konnen, wurden im Jahr 2007 an der damaligen Bundesforschungsanstalt fiir Forst- und
Holzwirtschaft umfangreiche Laborpriifungen entsprechend CEN/TS 15083-1:2005
(Dauerhaftigkeit von Holz und Holzprodukten - Bestimmung der natiirlichen
Dauerhaftigkeit von Vollholz gegen Holz zerstérende Pilze, Priifverfahren — Teil 1:
Basidiomyceten) und DIN EN 350-1:1994 (Natiirliche Dauerhaftigkeit von Vollholz. Teil 1:
Grundsitze fiir die Priifung und Klassifikation der natiirlichen Dauerhaftigkeit von Holz)
durchgefiihrt. Das Untersuchungsmaterial bestand aus 30 Brettabschnitten (240 Priitkorper)
unterschiedlicher Stimme aus drei Herkunftsgebieten in Sibirien (Irkutsk, Lesosibirsk, Ust
Ilimsk) und wurde 16 Wochen gegen einen Holzabbau durch die Priifpilze Coniophora
puteana und Trametes (Coriolus) versicolor getestet. Die natiirliche Dauerhaftigkeit des
Kernholzes der Sibirischen Larche der untersuchten Herkunftsgebiete Irkutsk, Lesosibirsk
und Ust Ilimsk wurde durch eine Variation der Einzelproben entsprechend den
Dauerhaftigkeitsklassen 1 (= ,,sehr dauerhaft™) bis 4 (= ,,wenig dauerhaft*) charakterisiert.
Entsprechend der Auswertung nach DIN EN 350-1 konnten die Priifkdrper aus dem
Herkunftsgebiet Irkutsk in die Dauerhaftigkeitsklasse 2 (= ,,dauerhaft), die der
Herkunftsgebiete Lesosibirsk und Ust Ilimsk in die Dauerhaftigkeitsklasse 3 (= ,,méBig
dauerhaft®) eingestuft werden. Die Ergebnisse der Dauerhaftigkeitspriifung fiir die drei
untersuchten Kollektive Sibirische Lirche ergaben somit eine bessere Einstufung als die in
der Norm DIN EN 350-2 angegebene Klassifizierung der Europdischen, Japanischen und
Nordamerikanischen Lérche (Dauerhaftigkeitsklasse 3 bis 4) (sieche Holz-Zentralblatt Nr.
22, 2007). Durch ergidnzende Extraktstoffbestimmungen sowie Jahrringmessungen konnte
die Ursache fiir die erhohte Dauerhaftigkeit der Sibirischen Lirche im Wesentlichen auf
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eine erhohte Synthese und Einlagerung von phenolischen/flavonoiden Inhaltsstoffen und
weniger auf einen signifikanten Zusammenhang zwischen Rohdichte/Jahrringanzahl
zuriickgefithrt werden. Da die quantitative Analyse der Holzinhaltsstoffe fiir den
Holzhandel, insbesondere beim Einkauf bzw. im Zuge der Qualititssortierung, nicht als
praktikabel anzusehen ist, wurde im Jahr 2009 ein stark erweiterter Versuch mit einem
handelsiiblichen Sortiment Sibirischer Lérche durchgefiihrt. Ziel der weiterfithrenden
Untersuchungen war es, neben einer Bestdtigung der Dauerhaftigkeitsergebnisse, der Praxis
Sortierkriterien an die Hand zu geben (z. B. entsprechende Rohdichteklassen), nach denen
eine Qualititssortierung der Sibirischen Lérche erfolgen kann.

Aktuelle Untersuchungen

Das Untersuchungsmaterial fiir die weiterfiihrenden bzw. ergdnzenden Versuche wurde vom
Gesamtverband Deutscher Holzhandel (GD-Holz) bereitgestellt. Um die Laborpriifungen
moglichst praxisnah zu gestalten, erfolgte keine Vorsortierung entsprechend der
Herkunftsgebiete (wie es 2007 der Fall war), da Informationen iiber lokale Herkiinfte fiir
den Endverbraucher in der Regel nicht verfiigbar sind. Die aktuellen Untersuchungen
wurden im Vergleich zu den Priifungen aus dem Jahr 2007 erheblich erweitert, indem eine
groflere Anzahl an Priifkérpern (400 gegeniiber 240 im ersten Versuch) sowie ein weiterer
Priifpilz (Oligoporus (Poria) placenta, Braunfaule) verwendet wurden. Zusitzlich wurden
umfangreiche quantitative Extraktstoffbestimmungen (Accelerated Solvent Extraction vom
Typ ASE 200, DIONEX) sowie Jahrringmessungen inklusive Rohdichtebestimmung
durchgefiihrt, um der Praxis eine Qualitdtssortierung innerhalb des Handelssortimentes
Sibirische Larche zu ermoglichen.

Dauerhaftigkeitsprifung

Die Bestimmung der Dauerhaftigkeit wurde in Anlehnung an DIN EN 350-1:1994
(Natiirliche Dauerhaftigkeit von Vollholz), DIN CEN/TS 15083-1:2005 (Dauerhaftigkeit
von Holz und Holzprodukten) und EN 113:1996 (Priifverfahren zur Bestimmung der
vorbeugenden Wirksamkeit gegen holzzerstorende Basidiomyceten) im Laborversuch
durchgefiihrt.

Es wurden zur Bestimmung der natiirlichen Dauerhaftigkeit drei unterschiedliche Priifpilze
verwendet.

Zum einen der nach EN 113 obligatorische Priifpilz Coniophora puteana (Schumacher ex
Fries), Karsten (Stamm BAM Ebw. 15), als zweiter Priifpilz Oligoporus (Poria) placenta
(Fries), Cooke sensu J. Eriksson, (Stamm FPRL 280) und als zusétzlicher Priifpilz Coriolus
versicolor (Linneus), Quelet (Stamm CTB 863 A). Bei den Priifpilzen handelt es sich um
Basidiomyceten, welche als Standard Priifpilze Verwendung finden.

Coniophora puteana, im Volksmund als Brauner Kellerschwamm bekannt, befillt
bevorzugt Nadelholz, ist aber auch imstande einen Masseverlust bei Laubhdlzern
hervorzurufen. Er ist einer der bedeutendsten holzabbauenden Gebaudepilze in Mitteleuropa
und gilt als der hédufigste Hausfauleerreger in Neubauten (bedingt durch die anfinglich
erhohte Holzfeuchtigkeit im Neubau). Des Weiteren kommt er in feuchten Altbauten vor
und befillt Boote, Masten und Fenster, bendtigt dort aber eine Holzfeuchte von mindestens
21,5% (Optimum u = 36-210%) (HUCKFELDT und SCHMIDT 2006).
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Der zweite Priifpilz, Oligoporus (Poria) placenta oder Rosafarbener Saftporling zdhlt zu
den gebrduchlichen Testpilzen bei Nadelholz-Priifungen und bewirkt eine intensive helle
Braunfaule.

Beim Braunen Kellerschwamm und dem Rosafarbenem Saftporling handelt es sich um
Braunfauleerreger, die Cellulose, Hemicellulosen und Pektine enzymatisch abbauen. Lignin
bleibt im Holz vorhanden (Braunfarbung). Beim Trocknen des abgebauten Holzes kommt es
bedingt durch den Celluloseabbau zu starker Rissbildung (Wiirfelbruch), bis hin zum
pulvrigen Zerfall der gesamten Probe.

Auf mikroskopischer Ebene ist der Holzabbau im polarisierten Licht durch die Abnahme der
Doppelbrechung kristalliner Bereiche der Cellulose infolge des Celluloseabbaus zu
erkennen(nicht im Anfangsstadium eines Befalls).

Es erscheint wichtig darauf hinzuweisen, dass es im Verlauf eines Braunfiaulebefalls zu
einem schnellen Verlust der mechanischen Eigenschaften kommt; ein eindeutiger Hinweis
auf den Holzabbau, wie z.B. spiirbarer Masseverlust oder Verfiarbungen des Befallsstiickes,
aber erst im spéteren Befallsstadium auftritt.

Trametes versicolor (auch Coriolus versicolor) als Schmetterlings-Tramete bekannt, ist ein
hauptsidchlich an abgestorbenem Laubholz (Saprophyt, gerne Buche) auftretender
Weillfauleerreger, der lagerndes Rundholz, aber auch im Freien verbautes Holz wie z.B.
Pfahle, Bahnschwellen und Gartenhdélzer befillt (SCHMIDT 1994).

Bei einem Weillfaulebefall wird zwischen der selektiven Delignifizierung und einer
Simultanfdule unterschieden. Bei der selektiven Delignifizierung findet, wie der Name
andeutet, insbesondere im Anfangsstadium ein bevorzugter Abbau des Lignins statt.
Mikroskopisch kann ein Abbau im Bereich der Mittellamelle/Primdrwand und somit ein
Auflosen des Zellverbundes beobachtet werden.

Die Abbauvorginge bei einer Simultanfdule sind weniger spezialisiert, es kommt zu einem
simultanen (gleichzeitigen) Abbau von Lignin, Cellulose und Hemicellulosen. Auf
mikroskopischer Ebene ist bei einem Weillfaulebefall im Querschnitt ein simultaner Abbau
der Zellwinde, beginnend mit den tangential und nachfolgend den radial verlaufenden
Zellwanden sowie der Mittellamelle, zu erkennen. Im Langsschnitt sind die typischen durch
enzymatischen Abbau erzeugten Zellwanddurchbrechungen und Aushdhlungen der
Zellwand i.d.R. mikroskopisch nachweisbar.

Der entscheidende Unterschied zum Holzabbau durch einen Braunfauleerreger liegt im
Abbau des Lignins, wodurch sich das Holzgewebe im Laufe des Pilzbefalls eher weillich
verfarbt (Cellulose) und einen weichen, faserigen Zustand einnimmt. Die mechanischen
Eigenschaften des Holzes bleiben im Vergleich zur Braunfaule langer erhalten.

Jahrringanalyse

Um den Einfluss der Jahrringbreite auf die natiirliche Dauerhaftigkeit des handelsiiblichen
Sortimentes Sibirische Larche zu untersuchen, wurde die Anzahl der Jahrringe sowie deren
Friih- und Spétholzanteil lichtmikroskopisch bestimmt (Abbildung 4). Die reprisentativen
Proben (Parallelproben zur Feuchtekontrolle) mit einer definierten Querschnittsfliche von
15 x 25 mm? wiesen im Durchschnitt 26 Jahrringe (Minimum = 15, Maximum = 52) auf.
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Quantitative Extraktstoffbestimmung

Fiir die quantitative Bestimmung der Extraktstoffgehalte wurden reprisentative Priifkorper
(Parallelproben zur Feuchtekontrolle) aus den zuvor ermittelten Dauerhaftigkeitsklassen
ausgewdhlt. Die unbehandelten Referenzproben wurden zunédchst gemahlen (definierte
PartikelgroBe von 3 mm) und anschlieBend mit Hilfe einer ASE-Einrichtung (Accelerated
Solvent Extraction) sukzessive mit Losungsmitteln (Petrolether, Aceton/Wasser (9:1))
extrahiert. Im Anschluss an die Extraktion wurden jeweils zwei Parallelen einer Probe (je10
ml) zur gravimetrischen Bestimmung der geldsten Holzinhaltsstoffe in einer Aluschale auf
einer Heizplatte bei 30-40°C zum Abdampfen des jeweilige Losungsmittels erwédrmt. Im
nichsten Schritt wurde der Riickstand in einem Exsikkator abgekiihlt, mit einer
Analysewaage gravimetrisch bestimmt und mit dem Darrgewicht der Einwaage ins
Verhiltnis gesetzt. Die prozentuale Ausbeute an extrahierten Inhaltsstoffen wurde mit den
zuvor ermittelten Ergebnissen der Dauerhaftigkeitspriifung fiir die einzelnen Priitkdrper
verglichen und ist in Abbildung 2 dargestellt.
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Abbildung 1: Rohdichtemittelwerte (Klima 20°C/65%  Abbildung 2: Prozentualer Extraktstoffgehalt nach
rel. LF) entsprechend den ermittelten Dauerhaftigkeitsklassen dargestellt. Darstellung auf
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Dauerhaftigkeitsklassen dargestellt X-Achse: 1 — 5 = Dauerhaftigkeitsklasse; P =
Petrolether; A = Aceton/Wasser (9:1); PA = Summe
P+A

Ergebnisse

Die erweiterten Untersuchungen zur Dauerhaftigkeit des Kernholzes der Sibirischen Lérche
bestétigen die vorliegenden Ergebnisse aus dem Jahr 2007 (siche Holz-Zentralblatt Nr. 22,
2007). Im Rahmen der aktuellen Priifung konnte fiir ein handelsiibliches Sortiment
Sibirische Larche, welches ohne Vorsortierung nach regionalen Herkiinften untersucht
wurde, eine Einstufung entsprechend DIN EN 350-1 in die Dauerhaftigkeitsklasse 3
erfolgen. Insgesamt variieren die Ergebnisse der Dauerhaftigkeitspriifung in Abhdngigkeit
von der Rohdichte (Ausgleichsfeuchte im Klima bei 20°C / 65% rel. Luftfeuchtigkeit) der
einzelnen Priitkorper. Holzer mit einer Rohdichte < 0,70 g/cm?® liegen im Bereich der
Dauerhaftigkeitsklassen 2 bis 4 - (5). Oberhalb einer Rohdichte von > 0,70 g/cm? verliert
sich die Streuung der Einzelwerte zunehmend, die Proben liegen alle im Bereich der
Dauerhaftigkeitsklasse 3 und besser (Dauerhaftigkeitsklasse 1 bis 3, siche Abbildung 3).

Die Auswertung der Korrelation zwischen der physikalische Kenngrof3e Rohdichte und dem
ermittelten Masseverlust der einzelnen Priifkérper zeigt mit einem Bestimmtheitsmall von
Rz = 0,99 eine sehr hohe Signifikanz (Abbildungen 1). Im Jahr 2007 konnte dieser
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Zusammenhang aufgrund des geringeren Probenumfangs nicht so deutlich dargestellt
werden, da bei abnehmender Individuenzahl die Extremwerte einen verstiarkten Einfluss auf
das Gesamtergebnis haben.

In den Priifungen aus dem Jahr 2007 ergab die Auswertung der Jahrringbreiten ebenfalls
keinen statistisch abgesicherten Zusammenhang zwischen den Jahrringbreiten der Proben
und den ermittelten Masseverlusten durch die verwendeten Priifpilze. In der aktuellen
Untersuchung (2009) wurde die Jahrringanalyse, zusétzlich zur Auszidhlung der Jahrringe,
um die Vermessung der Friih- und Spétholzanteile erginzt. Der prozentuale Anteil an Friih-
und Spétholz wird neben einer genetischen Ausprigung im Wesentlichen von den
individuellen Wuchsbedingungen (v.a. Klimaeinfliisse) eines Baumes bestimmt. Bei den
Nadelh6lzern nimmt mit abnehmender Jahrringbreite (bis ca. 1 mm Breite) der
Spdtholzanteil zu. Da viele physikalische Eigenschaften mit der Dichte des Holzes
korrelieren, hat der prozentuale Anteil des Spétholzes einen direkten Einfluss auf die
Holzeigenschaften bzw. —qualititen (REHBEIN 2009). Im Rahmen der vorliegenden
Untersuchungen kann deutlich gezeigt werden, dass die Priitkorper mit einer hdheren
Dauerhaftigkeit (geringerem Masseverlust) auch einen signifikant héheren Spatholzanteil
aufweisen (BestimmtheitsmaB3 von R? = 0,90 fiir die Korrelation von Spétholzanteil und
Dauerhaftigkeitsklasse, siche Abbildung 4).
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Abbildung 3: Dauerhaftigkeitsklassen nach Rohdichte Abbildung 4: Jahrringanalyse; Verhiltnis

abgebildet, ab einer Rohdichte von 0,70 g/cm® lagen Spétholz/Friithholz entsprechend der

alle Proben im Bereich < DHK 3 Dauerhaftigkeitsklassen — dargestellt. Eine  hohe
Verhéltniszahl entspricht einem héheren
Spétholzanteil

Die Auswertung der quantitativen Extraktstoffbestimmungen zeigt ebenfalls einen
eindeutigen Zusammenhang zwischen der Dauerhaftigkeit und der gemessenen
Konzentration an phenolischen/flavonoiden Inhaltsstoffen auf. Bereits die visuelle
Ansprache der in Abbildung 5 dargestellten und nach den Ergebnissen der
Dauerhaftigkeitspriifung sortierten Proben zeigt, dass die Proben mit hohem Spétholzanteil,
engen Jahrringen und intensiver Farbung des Kernholzes tendenziell dauerhafter sind, als
helle Proben mit weiten Jahrringzuwéchsen. Eine intensive Farbgebung des Holzes muss
unter anderem auf die FEinlagerung von phenolischen/flavonoiden Inhaltsstoffen
zurlickgefiihrt werden, die maBgeblich fiir die Dauerhaftigkeit des Kernholzes
verantwortlich sind (Koch et al. 2007). Um diesen Zusammenhang durch analytische
Labormethoden zu bestitigen, erfolgte eine sukzessive Extraktion mit Petrolether und
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Aceton/Wasser (9:1). Der Extraktgehalt reprisentativer Proben wurde gravimetrisch
bestimmt und mit den Ergebnissen der Dauerhaftigkeitspriifung verglichen. Die Auswertung
der Extraktstoffbestimmungen zeigt eindeutig eine Korrelation zu den Ergebnissen der
Dauerhaftigkeitspriifung auf. Die hochste natiirliche Dauerhaftigkeit (DHK 1) korreliert mit
dem hochsten bestimmten Extraktstoffgehalt. Insbesondere der Vergleich der
Dauerhaftigkeitsklassen 2 — 3 und 4 — 5 weist signifikante Unterschiede bezogen auf die
Extraktstoffgehalte der einzelnen Kollektive auf (Abbildung 2).

DHK 1 e 2 O#H % DHH 3 DM 3 DHH 4 DWK i DUy 5

Abbildung 5: Priifkorper (Sterilkontrollen) nach den ermittelten
Dauerhaftigkeitsklassen (DHK) sortiert.

Zusammenfassung

Die aktuelle Dauerhaftigkeitsuntersuchung eines handelsiiblichen Sortimentes Sibirische
Larche in Anlehnung an DIN EN 350-1:1994, DIN CEN/TS 15083-1:2005 und EN
113:1996 bestitigt die vorliegenden Ergebnisse aus dem Jahr 2007 und belegt, dass das
Kernholz der Sibirischen Larche im Vergleich zur Europdischen Lirche durch eine bessere
Dauerhaftigkeit charakterisiert wird (siche Holz-Zentralblatt Nr. 22, 2007). Durch
erginzende quantitative Extraktstoft- und  Rohdichtebestimmungen sowie
Jahrringmessungen erfolgte eine grundlegende Beurteilung des untersuchten Sortimentes
hinsichtlich der maf3igebenden, die Dauerhaftigkeit beeinflussenden Faktoren. Aufgrund der
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erzielten Ergebnisse, insbesondere der signifikanten Korrelation zwischen Rohdichte und
Dauerhaftigkeit empfiehlt sich eine Rohdichte-Vorsortierung der Sibirischen Lirche fiir eine
praxisnahe Zuordnung bzw. Beurteilung ihrer natiirlichen Dauerhaftigkeit. Die
Untersuchungen haben im Detail ergeben, dass Proben mit einer Rohdichte von > 0,70
g/cm?® Dauerhaftigkeitsklasse < 3 (< ,,miBig dauerhaft*) aufweisen und somit deutlich besser
eingestuft werden konnen als die in der DIN EN 350-2:1994 fiir das Handelssortiment
Liarche angegebene Dauerhaftigkeitsklasse 3 — 4 (= ,,méBig* — ,,wenig dauerhaft™). Bei den
angewendeten Priifverfahren handelt es sich um Laborpriifungen gegen holzabbauende
Basidiomyceten (Pilze), eine Priifung der Sibirischen Lérche hinsichtlich ihrer
Dauerhaftigkeit gegen Moderfaulepilze (CEN/TS 15083-2:2005) bzw. eine Freilandpriifung
im Erdkontakt entsprechend (EN 252:1989) steht noch aus.
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The initiation and progress of wood degradation of Pinus sylvestris sapwood exposed to the brown-rot
fungus Antrodia vaillantii was studied on a cellular level by scanning UV microspectrophotometry
(UMSP 80, Zeiss, MSP 800 Spectralytics). This improved analytical technique enables direct imaging of
lignin modification within individual cell wall layers. The topochemical analyses were supplemented by
light and transmission electron microscopy (TEM) studies in order to characterize morphological changes
during the first days of degradation. Small wood blocks (1.5 x 1.5 x 5 mm) of Scots pine (P. sylvestris)
were exposed to fungal decay by A. vaillantii for 3, 7, 11, 16, and 22 days. No significant weight loss was
determined in the initial decay periods within three up to 7 days. After three days of decay the top-
ochemical investigation revealed that the lignin modification starts at the outermost part of the
secondary wall layer, especially in the region of the latewood tracheids. During advanced degradation
after exposure of 22 days, lignin modification occurs non-homogeneously throughout the tissue. Even
among the significantly damaged cells, some apparently unmodified cells still exist. Knowledge about
lignin modification at initial stages of wood degradation is of fundamental importance to provide more
information on the progress of brown-rot decay.

© 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

Brown-rot decay occurs on soft- and hardwood timbers used for
construction, indoors as well as outdoors, with important economic
consequences. The decay pattern of brown-rot degraded wood has
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been extensively described by using light microscopy (e.g.,
Anagnost, 1998). To study the degradation within individual cell
wall layers investigation on a sub-cellular level is required. Methods
such as transmission electron microscopy (TEM) and scanning
electron microscopy (SEM) reveal structural details about the
degradation mechanisms of fungal-infected tissues (e.g., Liese,
1970; Blanchette, 1991; Wilcox, 1993; Daniel, 1994; Green and
Highley, 1997; Schmitt and Melcher, 2004; Schwarze, 2007).
Ultraviolet microspectrophotometry has proven a useful tool to
provide general information on the topochemical distribution of
lignin and phenolic extractives in woody tissue (Fergus et al., 1969;
Scott et al., 1969; Koch and Kleist, 2001; Koch et al., 2003b;
Mendonga et al,, 2004; Singh et al., 2006; Kim et al., 2008). This
technique enables direct imaging of lignin distribution within
individual cell wall layers with a high resolution of 0.25 um x
0.25 pum. Both techniques offer a methodological approach to study
the wood degradation at initial stages of fungal decay. Brown-rot
fungi degrade cellulose and hemicelluloses, leaving the lignin
essentially undigested but modified. They do not produce lignin-
degrading enzymes (Goodell, 2003; Schmidt, 2006). However,
non-enzymatic low molecular weight agents produced by the
brown-rot fungi are responsible for initial stages of cell wall attack
(Goodell, 2003). A lignin modification is indicated by demethylation
and the accumulation of oxidized polymeric lignin-degradation
products (Highley and Dashek, 1998). At the initial stage of decay,
brown-rot affects several strength properties, even before a signifi-
cant weight loss is detected (Pechmann von and Schaile, 1950;
Wilcox, 1993). The loss of strength is related to a rapid decrease in
the degree of cellulose polymerisation. The cellulose that remains is
characterised by an average degree of polymerisation of 150—200
(Highley and Dashek, 1998). Despite an increased research effort,
the exact mechanism of brown-rot decay remains unclear (Green
and Highley, 1997).

The objectives of the present paper are focussed on top-
ochemical analyses of lignin modification at initial stages of wood
degradation by the brown-rot fungus Antrodia vaillantii. Top-
ochemical studies of the fungi-related degradation process on the
sub-cellular level are rare (Bauch et al., 1976; Kleist and Seehann,
1997; Schmidt et al., 1997). The results of the available UV-
microscopic studies are based on the evaluation of UV photo-
graphs in monochromatic light and point analysis measurements at
wavelengths of 240—700 nm. Irbe et al. (2006) studied the degra-
dation process of brown-rotted Scots pine (Pinus sylvestris)
sapwood by using scanning UV microspectrophotometry. The
present study complements the application of both transmission
electron microscopy (TEM) and scanning UV spectroscopy (UMSP)
to study the cell wall degradation of pine sapwood by A. vaillantii.
The investigations are focused on the initial stages of decay, more
precisely the first 3—22 days. The tight temporal resolution of the
investigated processes and the combination of special microscopic
techniques provides a detailed insight into the process of initial cell
wall degradation. In particular, the modification of lignin within
individual cell wall layers was topochemically studied at initial
stages of brown-rot decay.

2. Materials and methods
2.1. Sample exposure to the fungi

Small blocks of P. sylvestris sapwood were exposed to the
brown-rot fungus A. vaillantii. The sapwood samples were taken
from Nordic Scots pine according to the standard EN 113:1996.
After several unsuccessful preliminary tests with bigger samples,
the sample size was reduced and adapted to 1.5—1.5 mm at the
cross section and 5 mm in length to study the initial stages of wood

degradation. It is known that the decay intensity and the coloni-
sation strategy of brown-rot fungi depend on (among other factors,
such as temperature and humidity of the substrate) the sample size
(Kleist, 2000). When using bigger samples it was not possible to
localise the parts of initial cell wall degradation within the sample
tissue. This situation was improved by using the smaller size. Each
sample included a growth ring boundary. All samples of one test
series were directly located behind each other with the long side
parallel to the grain (Fig. 1 [1]).

Before incubation, the samples were heated at 100 °C (steam)
for 20 min on two days with one intermediate day at room
temperature (e.g., Tyndallization, Schlegel, 1985). To accomplish
fungal wood degradation under laboratory conditions, petri dishes
where prepared with a standard malt agar according to EN
113:1996 (4% malt, Merck; and 2% CERO AGAR, Roeper) as
a nutrient source. After curing, the petri dishes were inoculated
with fresh mycelium plugs of A. vaillantii (DC.: Fr.) Ryv. (HUM,
palisade Liibeck, Germany, institute collection). After 3 days, when
the mycelium had started to overgrow the agar, the test specimens
were placed in front of the mycelium without spacer between the
sample and agar (Fig. 1 [3]). After incubation in a growth chamber
at 22 °Cand 70% RH, the samples were removed after 3, 7,11, 16, and
22 days (with eight replications) without cleaning the surface from
mycelium and stored at —18 °C. To determine the average mass loss,
four replications were evaluated by calculating the dry mass (as
a percentage) before and after culture, according to DIN EN 350-
1:1994 (Table 1). The whole experiment was repeated twice,
showing comparable results.

2.2. Sample embedding and microscopic analysis

Samples (size 1.5 x 1.5 x 5 mm) were fixed in a glutaraldehyde/
paraformaldehyde solution (Karnovsky, 1965) and dehydrated in
a graded series of acetone. When the dehydration was completed,
the samples were embedded in epoxy resin according to Spurr
(1969) to stabilise the degraded cell wall structure and facilitate
the cutting procedure.

After curing, the embedded samples for the UV spectroscopic
analysis were cut into 1-um semi-thin cross sections with an
ultramicrotome Ultracut E (Reichert-Jung) equipped with a dia-
mond knife. Thereafter, the sections were transferred to quartz
microscope slides, thermally fixed, mounted in non-UV-absorbing
glycerine, and covered with a quartz cover slip.

In addition, 1-um semi-thin sections for light and polarized light
microscopy were stained with toluidine blue as a general staining
agent, to enhance the cell wall structure of the investigated woody
tissue. According to Gerlach (1977), staining with toluidine blue is

Test specimens are placed
at the mycelium growth front

Fig. 1. Sample preparation and positioning.



M. Rehbein, G. Koch / International Biodeterioration & Biodegradation 65 (2011) 913—920 915

Table 1

Mass loss of P. sylvestris sapwood according to exposure to A. vaillantii.
Exposure Mass loss [%]
[days] Min Average Max
3 -5.8 -0.8 29
7 -3.0 12 4.4
11 -1.7 1.9 6.8
16 24 12.0 24.0
22 12.7 171 23.7

an established method to visualise lignified cell walls for light
microscopic studies. However, a detailed quantitative determina-
tion of the lignin modification at early stages of brown-rot decay is
not possible using staining techniques. Therefore, electron micro-
scopic studies as well as special UV spectroscopic analyses were
used.

Ultrathin sections of about 0.1 pm were also prepared with an
ultramicrotome for transmission electron microscopy (TEM), to
characterize the fungal decay and the structural changes of cell
walls on a high-resolution level.

All sections for light, UV, and transmission electron microscopy
were taken from the first 0.5 mm of the fungi-infected surface of
the samples (see Fig. 1 [3]).

2.3. Light microscopy and cellular scanning UV
microspectrophotometry

Microscopic analyses of the decay patterns were performed
with 1-um semi-thin sections. Both conventional light microscopy
and polarized light were applied. All sections were immersed in
glycerine and examined with a Zeiss Ultraphot Il microscope and
Olympus BX 51 microscope, adapted with the CELL F (Olympus)
evaluation program.

The topochemical analyses was carried out using a Zeiss UMSP
80 microspectrophotometer equipped with a scanning stage,
enabling the determination of image profiles at constant wave-
lengths using the scan program APAMOS (automatic photometric
analysis of microscopic objects by scanning, Zeiss) as described by
Koch and Kleist (2001). The technique is based on the ultraviolet
illumination of semi-thin transverse sections of woody tissue.
Lignin displays a characteristic ultraviolet absorbance spectrum
with absorbance maxima around 280 nm due to the presence of
associated phenylpropane groups with several chromophoric
structural elements (Jaffé and Orchin, 1962; Sarkanen and Hergert,
1971; Hesse et al., 1991). No other component of the mature wood
cell displays ultraviolet absorbance properties in the same spectral
region, and the intensity of absorbance may therefore be related to
the concentration of lignin across the cell wall. The scan program
digitises square fields of the tissue with a local geometrical reso-
lution of 0.25 x 0.25 um and a photometrical resolution of 4096
grey scale levels, which are converted into 56 basic colours to
visualise the local absorbance intensities. The scan can be depicted
as a two- or three-dimensional image profile, including a statistical
evaluation (histogram) of the semi-quantitative lignin distribution.
For semi-quantitative studies, 16 measurements of individual
tracheid wall layers of each incubation stage were carried out: six
image profiles of latewood tracheids (S2 and compound middle
lamella), six image profiles of the early wood tracheids, and four of
the cell walls of ray tracheids.

The lignin modification process within the S2 layers of latewood
tracheids was additionally investigated by photometric point-by-
point measurements (spot size | umz) between A350 nm and A400 nm
wavelengths using the program LAMWIN (Zeiss). This program

evaluates the UV absorbance spectra of the lignified cell walls
according to Lambert—Beer’s law. Furthermore, discrimination
between different types of lignin is possible due to different ratios of
their guaiacyl- and syringylpropane units. Softwood lignin is mainly
composed of guaiacylpropane units with an absorbance maximum
at 280 nm (Fergus and Goring, 1970a,b; Takabe et al., 1992).

2.4. Transmission electron microscopy

Ultrathin (80—100 nm) transverse sections of the embedded
specimens (all five series of incubation) were cut with diamond
knives, placed on uncoated 300-mesh copper grids, and stained
with potassium permanganate according to Donaldson (1992).
Examination was carried out with a Philips CM 12 TEM at acceler-
ating voltages of 40 or 60 kV to enhance contrast.

3. Results and discussion
3.1. Light and polarized light microscopy

The brown-rot-related degradation of individual cell wall layers
during initial stages of exposure (3 up to 22 days) was structurally
studied by light and polarized light microscopy and topochemically
analysed by scanning UV microspectrophotometry.

The start and progress of fungal decay were evaluated by the
determination of mass loss. At the early stage of brown-rot decay
(day 3) no mass loss could be observed. The mass increase is related
to the growing hyphae and is indicative of fungal activity. The first
distinct mass loss occurred after 7 days of exposure (average 1.2%).
After 22 days the mass loss reached its highest values, with an
average of 17.1% (Table 1). The evaluated data in Table 1 represent
the average results mass losses (four replications) at initial stages of
brown-rot decay by A. vaillantii.

One indicator for identifying brown-rot decay on a microscopic
level is the loss of birefringence of cellulose displayed in polarized
light. This method should only be used as a positive indicator of
decay (Anagnost, 1998) and is related to the prior decrease in
degree of cellulose polymerisation. Cell wall regions where cellu-
lose has been degraded appear dark, while undegraded parts are
highlighted in polarized light (comp. Fig. 2). The lignin and hemi-
celluloses also appear dark owing to their non-birefringent nature
(Schwarze, 2007). The absence of any changes in cellulose crystal-
linity under polarized light does not eliminate the possibility of
brown-rot decay because the loss of birefringence occurs only at
advanced stages of degradation.

Microscopic studies of samples prepared from initial stages of
wood degradation revealed no significant changes of birefringence
after 3 days of exposure (average mass loss of —0.8%). Seven days
later, at exposure day 11, the first changes occurred in the region of
early wood tracheids at the wood surfaces (average mass loss of
1.9%). After 22 days an intensive lack of birefringence was apparent
across the transverse section (average mass loss of 17.1%, Fig. 2a—c).

Comparable light microscopic studies revealed no structural cell
wall attack during the first 11 days of exposure (Fig. 3a and b).
However, in ascending order of incubation time the early wood
tracheids showed a modification of the cell shapes in the form of
a noncircular pattern (Fig. 3b and c). By contrast, the latewood
tracheids did not reveal structural changes until exposure day 22.
The typical macroscopic features such as shrinkage and cubical
pattern of cracks by drying and brown discolouration were not
observed due to the short exposure time and the small sample size.
It was remarkable that even at culture end the occurrence of
hyphae inside the woody tissue was mainly in the inner part of the
cross section; only few hyphae occurred at the outer regions
(Fig. 3a—c).
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Fig. 2. Transverse sections of Pinus sylvestris investigated with polarized light in ascending stages of exposure to Antrodia vaillantii; 2a: The undecayed control appears highlighted.
2b: After 11 days of exposure a first lack of birefringence is apparent under polarized light. 2c: After 22 days the highlighted parts decrease dramatically; the dark regions reveal the

intensity of fungal decay.

3.2. Cellular scanning UV microspectrophotometry

In Fig. 4a—d, two- and three-dimensional UV microspectro-
photometric scanning profiles of initial stages of brown-rot decay
are shown. The colour pixels indicate different intensities of UV
absorbance at 2339 nm. The high resolution (0.25 pm x 0.25 pm per
pixel) enables the differentiation of UV absorbance within different
cell wall layers (Koch et al., 2003a).
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Fig. 3. Light and transmission electron microscope transverse sections of Pinus sylvestris stained with toluidine blue in ascending stages of exposure to Antrodia vaillantii. 3a: After 3
days, the first hyphae occur inside the cell lumina; only a few hyphae are directly attached to the cell wall. 3b: After 11 days, the inner part of the cross section is covered with
hyphae, most of them located next to the pit channels. 3c: Even after 22 days, light microscopic analysis reveals only minor changes of the woody tissue; in detail (TEM) beginning

wood degradation, in particular at the pit membrane, was observed.
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Fig. 4. Representative UV-microscopic scanning profiles (area and 3-D) of Pinus sylvestris latewood tracheids with a statistical evaluation (histogram). The coloured pixels mark the
absorbance intensity at A»go nm. 4a: Undecayed P. sylvestris control with highest absorbance values in the area of compound middle lamella (CML) and cell corners (CC). 4b:
P. sylvestris tracheid after 3 days exposure to Antrodia vaillantii: The S2 revealed locally inhomogeneous pattern of lower intensities [] as well as spots of higher absorbance values
[1], and the onset of lignin modification apparent in the region of the primary and secondary wall [1]. 4c: P. sylvestris tracheid after 11 days exposure: High absorbing lines shift to the
inner part of the S2 [1] as well as local spots of lower absorbance values [1]. 4d: P. sylvestris tracheid after 22 days exposure: The UV-profile reveals a distinct lignin modification
within the entire cell wall. The radially oriented compound middle lamella CML were characterised by a decrease of the UV intensities, against that, lines of higher UV intensities
occurred in the inner parts of the S2 [1].
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of the compound middle lamella. For detailed illustration, the
selected scanning area is also presented as a three-dimensional
image profile where the compound middle lamella region stands
out as a highly absorbing band with highest UV absorbance at the
cell corners. The three-dimensional presentation allows an
improved evaluation of the topochemical distribution of lignin
within the individual cell wall layers, including more than 47,000
measuring points. The two-dimensional UV image profile revealed
that the average lignin concentration in the secondary wall is less
than in the compound middle lamella. The absorbance values of the
cell corners are about three times that in the secondary wall of
tracheids. This observation agrees with other topochemical studies
of lignin distribution and concentration by scanning UV micro-
spectrophotometry (Scott et al., 1969; Koch and Griinwald, 2004;
Singh et al., 2006).

After 3 days of exposure, local changes of the UV absorbance
behaviour within the S2 layers of the latewood tracheids were
topochemically detectable. The S2 revealed locally inhomogeneous
pattern of lower intensities as well as local spots of higher absor-
bance values (Fig. 4b). These spectral changes may be explained by
an initial depolymerisation of the ligno-cellulosic cell wall matrix.
The local increase of the UV absorbance revealed the onset of lignin
modification caused by the brown-rot fungus, apparent in the
region of primary and secondary wall (high absorbing lines in the
outer part of S2, Fig. 4b). The agents responsible for the depoly-
merisation are able to diffuse through the S3 into the S2 layer
(Daniel, 1994), where topochemical changes are first apparent. The
inner parts of the S2 layers showed only slight changes of the UV
absorbance intensities, indicating a high selectivity at this stage of
the lignin modification process.

Seven days later (incubation day 11, mass loss 1.9%), the entire cell
wall area seemed to be clearly affected by the lignin modification
process. The high absorbing lines were shifted to the inner part of the
S2. Minor changes occurred in the regions of the compound middle
lamellae in radial and tangential directions.

After end of exposure (day 22, mass loss 17.1%), the scanning UV
profiles revealed a distinct lignin modification within the entire cell
wall (Fig. 4d). In particular, the UV absorbance of the radially
oriented compound middle lamella, CML, was characterised by
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a decrease of the UV intensities, whereas higher UV intensities
occurred in the inner parts of the S2 which showed a parallel
orientation as compared to the radial CML. The reason of the top-
ochemical changes may be also influenced by morphological
structures of the cell wall, in detail the preferred orientation of pit
canal in direction to the radial wall, which posed as opening gap for
the fungal expansion. Furthermore, the innermost parts of the S2
showed distinct lines and spots of lower UV-absorbance values
(displayed by the blue colour) representing the progress of lignin
modification during brown-rot decay. The results of topochemical
cell wall modifications within the individual stages of brown-rot
decay are verified by a series of scanning analyses using the
UMSP technique. Overall, 16 individual scanning fields of each
incubation stage were carried out. One spectroscopic image
includes 40,000—50,000 individual absorbance values. The whole
investigation was repeated twice, showing comparable results.

In general, these topochemical analyses demonstrate the
usefulness of the scanning UV microspectrophotometry technique
for the detection of very early stages of brown-rot deterioration in
wood.

3.3. UV line absorbance spectra

Lignin modification within increasing stages of cellular wood
degradation was further studied by evaluating UV absorbance line
spectra within a wavelength range between 250 nm and A400 nm. In
Fig. 5, typical UV absorbance line spectra of an untreated S2 of
latewood tracheids (control) and the S2 of degraded cell walls (after
3, 11, and 22 days of exposure) are illustrated. The control (Fig. 5,
black line) shows the UV absorbance characteristic of a typical
lignified softwood tracheid S2 with highest UV absorbance at
2280 nm (abszso nm 0.20) and a distinct decrease at higher wave-
lengths (Koch and Kleist, 2001). A pronounced absorbance and
maximum at 280 nm indicate the presence of the strongly absorbing
guaiacyl-lignin (Musha and Goring, 1975; Fujii et al., 1987).

After 3 days of exposure, the UV absorbance spectra of the
infected S2 reveals the beginning of lignin modification, which is
characterised by an increase of the absorbance maximum at A289 nm
(absgo nm 0.24). This result corresponds with the occurrence of

Day 22-1 X Day 22-2

0.00

wavelength [nm]

Fig. 5. Lignin absorbance spectra of P. sylvestris sapwood. The spectra were taken at secondary wall latewood tracheids of control and degraded samples. The different colour

displays the ascending stages of lignin modification by A. vaillantii.
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high UV-absorbing lines locally detected in the outer part of the S2
(comp. Fig. 4b). The increase of absorbance during the very early
decay period can be explained by a partial depolymerisation of the
native ligno-cellulosic matrix combined with modifications in the
side chains of lignin, caused by oxidative agents (Bauch et al., 1976).

After 11 days, a considerable change of UV line absorbance was
recorded. The representative spectra of the S2 is characterised by an
obvious increase of maximum intensity from abs,gg nm 0.20 to 0.41.
No shift of the absorbance maximum to higher wavelength was
observed. This spectral characteristic confirms the destructive
activity of the studied fungi on P. sylvestris sapwood.

The final decay step was analysed after 22 days of exposure to
A. vaillantii. The result reveals highly modified cells directly located
to less degraded or undegraded parts of the tracheid cell wall. The
UV absorbance line 22-1 (Fig. 5, grey line) represents nearly
a complete unmodified lignin characteristic (abszgg nm 0.24); by
contrast, line 22-2 documented a distinct increase of the absor-
bance maximum from 0.20% to 0.43% of an adjacent part of the S2
(Fig. 5). The point analysis investigation shows that, even after 22
days of culture, cell wall degradation was not homogeneous
throughout the tissue. The evaluation of the UV-absorbance spectra
is important in characterising the spectral appearance of the
modified lignin and distinctively confirms the results of the scan-
ning analyses.

3.4. Transmission electron microscopy

To study the micromorphological aspects of fungal decay,
transmission electron microscopy (TEM) reveals additional infor-
mation on a sub-cellular level. This approach is useful in detecting
the general pathway of brown-rot fungal hyphae into wood (Daniel,
1994). In this investigation potassium permanganate staining was
used to facilitate the differentiation between individual wall layers
and to provide detailed information on the lignin modification
process. After 3 days of exposure, several hyphae appeared across
the whole section (Fig. 3a). Most hyphae were located in the lumina
of tracheids and rays. Only a few were located in close contact to the
wood cell walls. The first visible attack was morphologically
detectable at cross-field pit membranes after 11 days of exposure. A
change in electron density as an evidence of lignin modification by
the brown-rot fungus was not found. The comparison of both
analytical techniques used (UMSP and TEM) shows that UV spec-
troscopic analysis is more sensitive in detecting topochemical
changes of lignin modification at initial stages of brown-rot decay
by A. vaillantii.

4. Conclusions

Sub-cellular analyses of the early stages of cell wall degradation
by the brown-rot fungus A. vaillantii was carried out using light
microscopy, TEM, and UV microspectrophotometry. The TEM
results provide general information and insight into morphological
changes of the cell wall structure at initial stages of brown-rot
decay. The UMSP area scans and additional point analysis
measurements provide insights into the topochemistry in situ. In
particular, the technique provides fundamental information on the
lignin modification process during cell wall decomposition by
A. vaillantii. The topochemical analyses clearly reveal that lignin
modification occurs before any mass loss is detectable. The begin-
ning of lignin modification is evidenced at the outermost part of the
secondary wall layer. UMSP proved that even at advanced decay
stages the degradation was not homogeneous throughout the
tissue, as, among the significantly damaged cells, there were still
apparently sound cells.

The combination of TEM investigation and UV microspectro-
photometry constitutes a useful approach to determining top-
ochemical variations of lignin distribution and modification within
individual cell wall layers. In order to obtain a better understanding
of initial wood decay on a sub-cellular level, further topochemical
and cytological studies of individual brown-rot fungi are needed.
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Abstract

Bacterial degradation of Pinus sylvestris harbour foundation piles was studied
topochemically by scanning UV-microspectrophotometry. This analytical technique
enables direct imaging of lignin distribution within individual cell wall layers.
Additionally, light and transmission electron microscopy (TEM) was used to
characterise structural changes of the cell walls. Various decay stages were found in the
samples. TEM revealed that the bacterial degradation occurred mainly in the S2, leaving
granular remnants in degraded wall portions with lower as well as higher electron
density than the surrounding unmodified wall. In the initial stages, topochemical
investigations revealed that lignin modification starts in the innermost parts of the
secondary wall, most clearly observed in latewood tracheids. During advanced
degradation, lignin modification occurs more or less severe in walls of all cell types.
However, even in cell portions with intensive decay, the compound middle lamellae and
ray tracheids were undegraded. The knowledge about lignin modification at initial stages
of wood degradation by bacteria is of fundamental importance to provide more
information on the process of cell wall decay.
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Bacterial decay, Pinus sylvestris, wood degradation, topochemistry, universal
microspectrophotometry, transmission electron microscopy (TEM)
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1. Introduction

Biodegradation of wood occurs under various environmental conditions and is mainly
caused by fungi, but also by bacteria. In wet environments with distinctly reduced oxygen
availability, e.g., in pilings of building foundations and harbour quay elements, soft rot fungi
and bacteria are well known wood degraders (Klaassen, 2009). Both organisms can degrade
wood individually as well as in combination (Singh, 1997). While the presence of fungi has
always been proven in the course of wood degradation processes, it is now established that
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bacteria also play an important role in cell wall degradation of wood. Bacteria are
ubiquitous in the soil and in water (Schmidt, 2006) and, as compared to soft rot fungi,
appear to be well adapted to degrade water-saturated wood under nearly anoxic conditions.
Under these conditions, bacteria have been shown to play a major role in wood decay
processes (Daniel et al., 1987). However, a comprehensive understanding of how bacteria
degrade wood is presently not available (Blanchette, 2000). The identification of bacterial
decay types is primarily based on morphological studies of the decay patterns (e.g. Kim and
Singh, 2000). Accordingly, the degradation patterns are classified into two major categories,
tunnelling and erosion, and a third seldom described cavitation type (Singh and Butcher,
1986; Nilsson et al., 1992; Daniel, 1994). Although bacteria can degrade lignified cell walls
by extracellular enzymes, the degradation patterns differ distinctly from those caused by
most fungi (Daniel and Nilsson, 1998). Erosion bacteria mainly degrade the S3 and S2
layers, whereas the middle lamella regions usually remain intact (Kim and Singh, 2000).
The degraded cell wall portions contain variable amounts of wall residues consisting of
lignin or lignin degradation products (Singh et al., 1990). Tunnelling bacteria are known to
finally degrade all cell wall layers, including the compound middle lamella (Daniel and
Nilsson, 1998). Such a decay pattern is characterised by the formation of tunnels which
remain largely empty of precipitates or anything resembling a residual lignin skeleton
(Daniel et al., 1987). Singh and Butcher (1991) described morphological differences as a
function of different substrates. They found tunnels which remain largely empty as well as
tunnels densely filled with granular material. However, the concordant decay patterns seem
to be the appearance of cross walls inside the tunnel and the ability to also degrade the
highly lignified CML. The cavitation type is characterised by diamond shaped or irregular
cavities in the secondary wall with the larger dimension nearly perpendicular to the fibre
direction (Singh and Butcher, 1991). Similar decay patterns are often described for the
erosion type. Kim and Singh (2000) suggested that the cavitation type “may be a form of
bacterial erosion found only in restricted situations”.

To analyse the degradation within individual cell wall layers, studies on a sub-cellular level
are required. Methods such as transmission electron microscopy (TEM) and scanning
electron microscopy (SEM) are well suited to reveal structural details of the degradation
mechanism in bacteria infected woody tissues (Nilsson and Singh, 1984; Daniel and
Nilsson, 1985; Singh and Butcher, 1986; Schmidt et al., 1987; Singh, 1989; Nilsson et al.,
1992; Daniel, 1994; Schmidt and Liese, 1994; Liese et al., 1995; Schmidt, 1995; Daniel and
Nilsson, 1998; Schmitt and Hoffmann, 1998; Bjordal, 1999, 2000; Hoffmann, 2004; Schmitt
and Melcher, 2004; Rehbein et al., 2008; Singh et al., 2009). To obtain topochemical
information on Dbacterial cell wall degradation, special techniques like UV-
microspectrophotometry (UMSP) must be applied. This technique is a powerful tool to
provide general information on the distribution of lignin and phenolic extractives within
individual cell wall layers of various cell types (Fergus and Goring, 1969; Scott et al., 1969;
Koch and Kleist, 2001; Koch et al., 2003b; Mendonga et al., 2004; Singh et al., 2006; Kim
et al., 2008; Rehbein et al., 2010).

The present paper is focused on topochemical analyses of cell wall degradation and lignin
modification at increasing intensities of bacterial decay. Topochemical studies of the
bacteria related degradation process are rare and conventionally performed by UV-
spectroscopic point measurements (Schmidt and Bauch, 1980). For a more detailed
topochemical characterisation of bacteria degraded wood, UV-spectroscopic scanning
analyses were applied. This improved analytical technique enables direct imaging of the
lignin distribution within individual cell wall layers and also offers a variety of graphical
and statistical analyses with a resolution of 0.25 x 0.25 pm.
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2. Material and Methods

Samples were taken from Hamburg harbour pine (Pinus sylvestris L.) quay wall foundation
piles. No official records on the year of installation were available. However, general
information on the history of harbour construction indicates a service life of the piles of
more than 50 to 80 years. Sampling was done with a core driller from lower pile parts
located in the intertidal zone. The cores with a diameter of 30 mm were divided visually into
three different degradation zones at 1.5, 6 and 7.5 cm from the pile surface, from which
samples were removed for microscopy. The outermost samples showed severe, the
intermediate samples moderate decay symptoms; the innermost samples appeared mostly
undamaged. From each of these sample series, small slivers of about 1.5 x 1.5 x 5 mm® were
split off with a rigid razor blade. The samples as well as one additional sound P. sylvestris
sapwood control were fixed in a glutaraldehyde/paraformaldehyde solution (Karnovsky,
1965) and dehydrated in a graded series of acetone. After dehydration, the samples were
embedded in Spurr’s epoxy resin (Spurr, 1969).

2.1 Sample preparation and microscopy

For conventional and polarised light microscopy, hand cut sections stained with cotton blue
as well as 1 pm semi-thin sections stained with toluidine blue were mounted in glycerine
and examined with an Olympus BX 51 microscope, equipped with the CELL F (Olympus)
evaluation program.

For UV-spectroscopy, 1 um semi-thin sections were cut with an ultramicrotome equipped
with a diamond knife. Thereafter, the sections were transferred to quartz microscope slides,
thermally fixed and mounted in non UV-absorbing glycerine, and finally covered with a
quartz cover slip.

For topochemical analyses, a Zeiss UMSP 80 microspectrophotometer equipped with a
scanning stage was used for the determination of image profiles at constant wavelengths
applying the scan program APAMOS (Automatic-Photometric-Analysis of Microscopic
Objects by Scanning, Zeiss) as described in detail by Koch and Kleist (2001). Lignin
distribution was determined at a constant wavelength of Ag0 nm (absorbance maximum of
softwood lignin). The scan program digitises square fields of the tissue with a local
geometrical resolution of 0.25 x 0.25 pm? and a photometrical resolution of 4096 grey scale
levels, which are converted into 16 basic colours to visualise the local absorbance
intensities. The scan can be depicted as a two or three dimensional image profile including a
statistical evaluation (histogram) of the semi-quantitative lignin distribution. For semi-
quantitative studies, 16 measurements in radial and 13 measurements in transverse direction
of individual tracheid wall layers of the selected parts were carried out.

Lignin modification within the S2 layer of latewood tracheids was studied by photometric
point measurements (spot size 1 um?) in a wavelength range between Azag nm and Asop nm With
a TIDAS MSP 800 microspectrometer (j&m Analytics) equipped with a TIDASDAQ
software. For the evaluation of UV absorbance spectra, between 9 to 14 point measurements
for each degradation step were carried out.

To characterise the fine structural changes within cell walls Transmission electron
microscopy was applied. Ultrathin (80-100 nm) transverse sections of the embedded
specimens were cut in transverse and radial direction. Sections were mounted on uncoated
300-mesh copper grids and stained with potassium permanganate according to Donaldson
(1992). Examination was carried out with a Philips CM 12 TEM at accelerating voltages of
40 or 60 kV to enhance contrast.
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3. Results and Discussion

3.1 Light and polarised light microscopy

Pine foundation piles from the Hamburg harbour with distinct decay symptoms were
analyzed by means of conventional and polarised light microscopy. Mostly thick-walled
latewood tracheids or occasionally tracheids of the transition zone between early- and
latewood were examined, because degradation patterns could be more easily observed in
these walls than in the thin-walled earlywood tracheids (Fig. 1, Klaassen, 2008).

The identification of bacterial decay by
light microscopy is based on the
occurrence of some typical decay
patterns, such as  troughs and
rhombic/diamond shaped cavities specific
for erosion and cavitation bacteria, as
well as minute holes and narrow tunnels
known to be formed by tunnelling
2 o bacteria. The innermost parts of the
\ . I - / foundation piles (sample distance 7.5 cm
; ? ' / from the surface) revealed only few
=2 Y, R —1}2"‘ g rhombic or crescent erosion troughs and
Fig. 1: Transverse section of the outermost part of diamond shaped cavities while most of
bacltleria d;gradcled ioun(iiat(iion E‘ille (1.5 cm). Molst celll the woody tissue appeared unaffected
de;mzrge d?sl:,eldz b:rg;?) Sm)w 11 Some appear fatgely  (pigs. 2 .and 4). The outermost part
(sample distance 1.5 cm from the surface)
showed severe degradation. Latewood tracheids showed irregular shaped cavities, erosion of
secondary wall layers and ice-fern like decay patterns (Fig. 3).
Polarised light provided additional information on the degradation pattern. Cell wall regions
where cellulose has been degraded, showed reduced birefringence and therefore appeared
darker, while sound wall portions retained their bright birefringence (comp. Figs. 4 and 5).
Lignin and hemicelluloses also appeared dark owing to their non-birefringent nature
(Schwarze, 2007). A distinct loss of birefringence was found in the heavily degraded
outermost pile parts (1.5 cm), whereas the innermost wood portions of the piles (7.5 cm)
revealed only incipient decay in latewood tracheids; no advanced cell wall degradation was
observed in these samples. Polarised light microscopy confirmed that crystalline cellulose
became strongly degraded in axial tracheids and ray parenchyma cells. Only ray tracheids
showed unmodified bright birefringence (Figs. 5 and 14). Such a decay pattern is similar to
soft rot decay as described by Singh et al. (2006). Samples taken from the moderately
degraded pile parts (6 cm) showed both tracheids with initial stages of decay and heavily
degraded tracheids adjacent to sound cells. With increasing intensity of decay, it became
more difficult to distinguish between the different types of bacterial decay patterns.
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Fig. 2: Tangential section of a tracheid from the Fig. 3: Tangential section of a tracheid from the
innermost part of a foundation pile (7.5 cm), with outermost part of a foundation pile (1.5 cm) with
rhombic or crescent erosion troughs [1]. irregularly shaped cavities [1] and ice-fern like decay

Fig. 4: Tangential section of a tracheid from the Fig. 5: Tangential section from the outermost part of a

innermost part of a foundation pile (7.5 cm). Diamond foundation pile (1.5 cm) under polarised light. Axial

shaped cavities [1] appear dark under polarised light. tracheids and ray parenchyma cells [1] show a distinct
loss of birefringence, only the ray tracheids remain
birefringent [O].

3.4 Transmission electron microscopy

For analyses of the beginning of cell wall degradation and its related micromorphological
cell wall modifications, transmission electron microscopy (TEM) was applied. This
technique provides high resolution micrographs required to localize individual bacteria and
their decay patterns within the different cell wall layers.

In accordance with light microscopic observations, TEM confirmed that the innermost parts
of the foundation piles (7.5 cm) showed only initial stages of wood degradation, in
particular the beginning of cell wall erosion of the S3 and S2 of the tracheids. Singh et al.
(1990) described in detail that erosion bacteria have a preference for the S2, and that the S3
can also be degraded when the attack is severe. This paper also confirms the above
observations with bacterial wall degradation mainly occurring in the S2 in combination with
slight degradation of the S3 already at initial stages of decay (Figs. 6). Figure 7 clearly
shows that the residual material in initially degraded S2 portions has a granular structure
with lower electron density than the surrounding unmodified wall, while the S3 shows a
more electron dense structure.

The intermediate zone of the foundation piles (6 cm) showed apparently sound tracheids
adjacent to tracheids with incipient decay and others where severe bacterial decay occurred
within the entire S2 (Figs. 9 and 10). Only a few bacteria were observed in close contact
with the S3 (Fig. 8). The progress of bacterial decay is illustrated in Figure 8. Bacteria first
degrade the S3, leaving an electron dense structure behind. Thereafter they form tunnel like
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structures in the S2 which contain granular residual material, a pattern similar to that at
advanced stages of S2 degradation (see also Figs. 9 and 10). Compared to the unmodified
fine structure of the cell wall, the residual material at advanced stages of decay was either
more or less dense, even within the S2 of an individual cell (Figs. 9-11). For bacteria
degraded pine poles Bjordal et al. (2000) described the occurrence of residual material with
a loose structure, located near the middle lamellae, and material with a denser structure
found in contact with the cell lumen. They assume that the compact residual material
originated from secondary degraders, which are called scavenging bacteria. These bacteria
are also assumed to utilise degraded cell wall material for their metabolism without
degrading sound cell wall structures.

In the outermost zone (1.5 cm), the entire S2 and parts of the S3 showed severe degradation
by bacteria. However, even at this stage, the highly lignified cell corners and CML regions
of axial tracheids as well as the major portion of the S1 layers were unaffected (Figs. 11 and
13). Rays exhibited still sound tracheids with normal cell wall structures (Figs. 5 and 14).
The observed decay patterns like tunnelling with or without discrete cross walls as well as
large decayed secondary wall areas with residual material and no degradation of the CML
represent a combination of the variously described specific patterns caused by tunnelling
and erosion bacteria (e.g. Daniel and Nilsson, 1998).

2 pm

Fig. 6: Innermost part of a Fig. 7: Innermost part of a Fig. 8: Intermediate part of a

foundation pile with beginning cell
wall erosion by bacteria [{]. The
degradation process starts from the
lumen side and proceeds in direction
of the S2.

foundation pile in detail: parts of
S3 are degraded by bacteria and
are darker due to a higher
electron density [1]. Degraded
parts of the S2 reveal a lower
electron density [ ].

foundation pile: bacteria [ ] first
degrade the S3 [f] and
subsequently the S2 in a tunnel-
like pattern leaving residual
material behind.



International Biodeterioration & Biodegradation Manuscript Draft submitted 04.2011

Fig. 11: Outermost part of a
foundation pile: beneath the

Fig. 9: Intermediate part of a
foundation pile: bacteria degrade the

Fig. 10: Intermediate part of a
foundation pile: the degradation

S2 in a tunnelling action, leaving
behind residual material = with
differing electron density.

12:  Outermost
foundation pile: the degradation is
heterogeneous throughout. In some
parts a cross wall like structure can
be observed (box [1])

Fig. part of a

process is not homogeneous in
adjacent cell wall layers. The
darker residual material appears
compressed in comparison to the
sound S2. Box: bacteria inside

13: Outermost part of a
pile: CML, cell

Fig.
foundation
corner, S1 and parts of S2 [7]
remain undamaged although the

adjacent wall structures are

heavily degraded cell wall remain
sound parts of the S2. The

residual material reveals a tunnel-
with

like  structure variable

electron density.

Fig. 14: Outermost part of a
foundation pile: ray tracheids
show hardly any damage [1]
although the adjacent walls are
heavily degraded.

heavily degraded.

3.2 Cellular scanning UV microspectrophotometry

Scanning UV-image profiles of variously degraded cell wall layers of latewood tracheids are
shown in Figures 15 and 16. The colour pixels indicate different intensities of UV
absorbance at a wavelength of Azgonm (absorbance maximum of softwood lignin). The high
resolution (0.25 x 0.25 um? per pixel) enables the differentiation of UV absorbance within
different cell wall layers (Koch et al., 2003a).

Figure 15a represents a sound Pinus sylvestris latewood tracheid (control) with a typical
absorbance profile of lignin distribution. The distinct lignification of the compound middle
lamella (CML) is illustrated by purple to green colour pixels, with highest absorbance
values in the cell corner regions (range of absigonm 0.8-0.9). The UV-absorbance values of
the CML were somewhat variable depending on the radial or tangential orientation (see also
Takabe, 2002). The adjacent secondary walls showed significantly lower intensities in a
range of absygonm 0.3, illustrated by brown to red colour pixels on either side of the
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compound middle lamella. The UV scanning profile revealed that the average lignin
absorbance in the secondary wall is less than in the compound middle lamella. The
absorbance values in the cell corners are about three times higher than those in the S2. This
observation agrees with other topochemical studies of lignin distribution and concentration
by scanning UV-microspectrophotometry (Scott et al., 1969; Koch and Griinwald, 2004;
Singh et al., 2006).

In Figure 15b, recorded from the innermost part of a foundation pile (7.5 cm), the
absorbance decreased in the region of pit channels and pit chambers (abs;gonm 0.2, Fig. 15b
arrow), representing initial steps of cell wall decomposition caused by bacteria. The present
study clearly confirmed that bacteria colonise wood via rays and pits, and that decay often
starts at the bordered pits of tracheids (Bjordal et al., 2005).

The UV-image profile in Figure 15¢ was recorded from cells of intermediate, moderately
degraded pile parts (6 cm). It shows initial decay stages with pronounced local
modifications of the UV absorbance within the S2 layers of latewood tracheids. The S2
revealed locally heterogeneous patterns of lower intensities (Fig. 15c, yellow arrows) as
well as spots of higher absorbance values (range of abs;gonm 0.5-0.6, red arrows). The areas
of high UV absorbance intensities represent highly condensed aromatic compounds of lignin
or lignin derivates with a strong absorbance maximum at 280 nm as detected by UV
spectroscopic point measurements (comp. Fig. 17). The detection of specific areas with high
and low UV absorbance intensities may be explained by different bacterial degradation
strategies that lead to a non-homogeneous attack within the S2. During bacterial wood decay
the lignocellulosic matrix of the S2 becomes decomposed into an amorphous material of
bacterial slime and remaining unmodified and highly absorbing modified lignin (structures
shown in Fig. 10). The local decrease in absorbance is either related to the occurrence of
erosion troughs without UV-absorbing residual material or the presence of cavitation
bacteria known to produce cavities in the S2 layer with little or no residual material (Singh
and Butcher, 1991).

The outermost parts of the foundation piles (1.5 cm) revealed heavily degraded cell walls
(Fig. 15d). The entire S2 is strongly affected by the bacteria as characterised by a steep
increase of absorbance (range of absygonm 0.7-0.9) due to modified lignin with an absorbance
maximum at 280 nm. The high absorbance mainly occurs in areas parallel to the radial
CML. S2 areas with a decreased absorbance were only marginally detectable due to the
compression of highly degraded and biochemically altered wall areas or the occurrence of
secondary degraders (comp. Figs. 10, 11, 13). No distinct changes of the absorbance
behaviour were observed in the tangential CML and the cell corners. The restriction of
topochemical changes mostly to radial walls can be morphologically explained by the fact
that the pits, main entry ports for bacteria, are located primarily in the radial walls of
tracheids.

The results obtained from transverse sections are confirmed by measurements of radial cell
walls. Fig. 16 shows the typical absorbance behaviour of a progressing decay as already
described above, especially the occurrence of S2 areas with high UV absorbance intensity
due to lignin modification. Furthermore, the empty spaces as a result of total bacterial cell
wall degradation are visible in detail.
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Fig. 15: Representative UV microscopic scanning profiles of Pinus sylvestris latewood tracheids (transverse
section) with increasing intensities of bacterial degradation. The differently coloured pixels mark the
absorbance intensity at Aygy nm; A (top): sound control with highest absorbance values in the area of the
compound middle lamella; B: tracheid from the innermost part of a foundation pile with beginning wood
degradation in the area of pit channel and pit chamber [1]; C: tracheid from the moderately degraded part of a
foundation pile. The S2 reveals locally an inhomogeneous pattern of lower intensities [ ] as well as spots of
higher absorbance values [1]; D: tracheid from the outermost part of a foundation pile. The UV profile reveals
a distinct lignin modification within the entire cell wall. High absorbance areas occur in the S2 [1] and also
erosion troughs where no absorbance remains [1]. The S3 seems to be largely unaffected.

Fig. 16: Representative UV microscopic scanning profiles of Pinus sylvestris latewood tracheids (radial
section) with increasing intensities of bacterial degradation. The differently coloured pixels mark the
absorbance intensity at Ayg nm; A (top): tracheid from the innermost part of a foundation pile with beginning
wood degradation by erosion bacteria [1] and higher absorbance underneath the erosion trough. B: tracheid
from the moderately degraded part of a foundation pile. The S2 reveals locally an inhomogeneous pattern of
lower intensities [1] caused by erosion troughs on one side of CML and a profoundly changed absorbance
behaviour of the S2 with higher absorbance values on the other side [1]; C: tracheid from the outermost part of
a foundation pile. The UV profile reveals a distinct lignin modification within the entire cell wall. High
absorbance areas occur at the S2 [1] and also erosion troughs [1] and empty spaces inside the S2 where no
absorbance remains [ ]. The S3 seems to be largely unaffected.
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3.3 UV absorbance line spectra

Lignin decomposition and modification during bacterial wood degradation in the pine
foundation piles was also studied by UV point analyses within a wavelength range between
A240 nm and Ao nm. Figure 17 shows representative UV absorbance line spectra of the S2 of
latewood tracheids at different stages of degradation (sound, degraded and heavily
degraded). The undamaged S2 (Fig. 17 black line) shows the UV absorbance characteristics
typical of lignified softwood tracheids with highest UV absorbance at Axgonm (S2 absagonm
0.3) and a continuous decrease of absorbance with increasing wavelength (Koch and Kleist,
2001).

The moderately degraded S2 cell wall areas display an absorbance maximum at Azgp nm of
around 0.32.

The UV absorbance spectra of S2 layers of intensively degraded tracheids in the outermost
pile portions are characterised by a distinct increase of the absorbance maximum up to
absysonm 0.42 (Fig. 17 dashed line). No shift of the absorbance maximum to higher
wavelength was observed.

The process of cell wall degradation by bacteria is yet not entirely understood. It is
commonly accepted that the degradation proceeds slowly and that the residual material
consists of bacterial slime, bacteria and lignin derivates (Singh et al., 1990). The spectral
characteristics confirm that the residual material consists of unmodified and modified lignin.
The increase in UV-absorbance as compared to the S2 of sound wood is caused by a
depolymerization of the native ligno-cellulosic matrix.
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Fig. 17: UV absorbance line spectra of Pinus sylvestris sapwood degraded by bacteria (average of 9-14
individual point measurements). The spectra were taken from the S2 of latewood tracheids from the innermost
(7.5 cm) and outermost (1.5 cm) part of a foundation pile with different degradation intensities.

In general, the recorded topochemical details demonstrate that the bacterial degradation of
the pine poles is strongest in the outermost portions. The decay intensity in the inner pile
portions decreases in and no pronounced degradation was found in the innermost portions.
The results support the usefulness of the scanning UV microspectrophotometry technique
for interpretation and detection of the bacterial wood degradation process.
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4. Conclusions

The subcellular analyses of cell wall degradation by bacteria were studied by means of light
microscopy, TEM and UV microspectrophotometry. TEM reveals basic information on
morphological changes of the cell wall structure and shows that bacterial wall degradation
occurs mainly in the S2 with a degradation of the S3 already at initial stages. Even at late
stages of bacterial decay, cell wall degradation is not homogeneous, the highly lignified cell
corners and CML regions of axial tracheids as well as the major parts of the S1 are
unaffected while the entire S2 and parts of the S3 in those cells are degraded. Ray tracheids
are not affected by bacterial decay and retain their regular wall structures.

UMSP area scans and additional point analyses allow insights into the topochemistry in situ.
In particular, the technique provides fundamental information on the lignin modification
process during cell wall decomposition by bacteria. Lignin modification occurs mainly in
the S2, the beginning of lignin modification becomes evident at the innermost part of the
secondary wall layer. The spectral characteristics of the point measurements confirm that
the residual material left behind after cell wall degradation by bacteria consists of
unmodified and modified lignin. The increase in UV-absorbance as compared to the S2 of
sound wood is caused by a depolymerization of the native ligno-cellulosic matrix. TEM and
UV microspectrophotometry techniques as used in combination enable the determination of
variations in lignin distribution and modification within individual cell wall layers.
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Zusammenfassung:

Der holzerne Sarg der Moorleiche ,,Frau von Peiting® weist einen sehr guten
Erhaltungszustand auf. Zur Charakterisierung des Holzgewebes (Holzartenbestimmung) und
mikrobiologischen  Holzabbaus wurden lichtmikroskopische und histochemische
Untersuchungen durchgefuhrt. Die holzanatomischen Untersuchungen haben eindeutig
ergeben, dass die Seitenbretter sowie Deckel und Boden des Sarges aus der Holzart Fichte =
Picea abies und die Befestigungsdilbel aus der Holzart Esche = Fraxinus excelsior
hergestellt wurden. Eine verlassliche dendrochronologische  Altersbestimmung
(Jahrringbreitenvermessung) ist aufgrund der zu geringen Anzahl an Jahrringen fur das
Objekt nicht mdglich. Die mikrobiellen Untersuchungen ergeben fur die Seitenbretter aus
Fichte einen leichten und fir die Holzdubel einen intensiveren Holzabbau, der im
Wesentlichen durch  Bakterien verursacht wurde. Der verhéltnismélRig gute
Erhaltungszustand des Sarges muss auf die spezifischen Lagerungsbedingungen (saures
Bodenmilieu unter Sauerstoffarmut) zurtickgefiihrt werden, was durch elementanalytische
Untersuchungen des Holzgewebes belegt werden kann.
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Abstract:

The wooden coffin of the bog body ,,Frau von Peiting* is in a good state of conservation.
Light microscopic and histochemical investigations were carried out to study the wood
structure (wood identification) and microbiological decay of the wooden tissue. The wood
anatomical studies reveal that the boards (sides, bottom, and cover) are manufactured from
spruce = Picea abies. The dowels for fixing the boards consist of ash = Fraxinus excelsior.
A reliable dendrochronological determination of the age of the coffin is not possible,
because of to less numbers of growth rings. The microbiological studies reveal a slight
wood decay of the spruce tissue and a more insensitive decay of the dowels from ash mainly
caused by bacteria. The good preservation state must be explained by the specific storage
conditions of the coffin (acid soil conditions without oxygen) which were characterised by
spectroscopic analyses of the element content in the wooden tissue.

Keywords:

Holzartenbestimmung, Holzanatomie, Dendrochronologie, Mikrobieller Holzabbau,
Bakterien, Mikroskopische Holzuntersuchung, Raster- / Transmissions-
elektronenmikroskopie

Vorgeschichte:

Am 23. Juli 1957 wurde beim Abbau des Moores ,,Schwarzer Laich* in der N&he des Ortes
Peiting (Landkreis Schongau) ein holzerner Sarg mit der gut konservierten Leiche einer
Frau gefunden. Der auf das Jahr 1110+80 n.Chr. (**C-Isotopen-Methode) datierte Sarg
weist, ebenso wie der Leichnam, einen guten bis sehr guten Erhaltungszustand auf. Im Jahr
2007 wurden an der ehemaligen Bundesforschungsanstalt fiir Forst- und Holzwirtschaft
(jetzt Johann Heinrich von Thunen Institut) umfassende Untersuchungen am Holz des
Sarges durchgefuhrt (Abb. 1).
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Abbildung 1: Untersuchungsmaterial (Holzdiibel und Holzspan aus dem Seitenbrett ,,Bruchstelle/FuRende) fir
die holzbiologischen Untersuchungen

Anatomische Untersuchungen zur Holzartenbestimmung
Fur die holzanatomische Bestimmung einzelner Bauteile des Sarges wurden ein loser
Holzspan aus dem Seitenbrett (Bruchstelle/FulRende) und ein HolzdUbel zur Befestigung der
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Seitenbretter zur Verfugung gestellt (Abb. 1). Von den Proben wurden Mikrotomschnitte
(Schichtdicken ca. 10 bis 15 um) in den drei holzanatomischen Richtungen (Quer-,
Tangential- und Radialschnitt) hergestellt. Die Schnitte wurden zur besseren Kontrastierung
des Holzgewebes mit den Standard-Farbreagenzien Safranin/Astrablau angefarbt und an
einem Forschungsmikroskop mit digitaler Bildanalyse lichtmikroskopisch untersucht.
Zusétzlich wurden an den beiden Mustern rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen
(REM [HITACHI]) zur feinstrukturellen Charakterisierung des Holzgewebes durchgeftihrt.
Die mikroskopischen Untersuchungen fihren zu dem Ergebnis, dass das Seitenbrett aus der
Holzart Fichte = Picea abies (Familie der PINACEAE) hergestellt wurde. Der untersuchte
Diibel zeigt eine vollstandige Ubereinstimung mit dem Holz der botanischen Art Fraxinus
excelsior = Esche aus der Familie der OLEACEAE.
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Abbildung 2: Lichtmikroskopische und rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Holzgewebes der
Fichte (Holzspan Seitenbrett ,,Bruchstelle/Fullende). 1: Querschnitt (Jahrringgrenze) mit axialem Harzkanal,
2: Radialschnitt (Kreuzungsfeld) mit den fir Fichte typischen piceoiden Kreuzungsfeldtipfeln; 3:
Detailaufnahme eines Jahrringibergangs (Querschnitt) mit dem Rasterelektronenmikroskop; 4:
Detailaufnahme eines Kreuzungsfeldes (Radialschnitt) mit dem Rasterelektronenmikroskop

Das Ergebnis der Holzartenbestimmung fir den Holzspan aus dem Seitenbrett (Fichte)
widerlegt die bisherigen Beschreibungen und Dokumentationen in denen angegeben wird,
dass das Holz des Sarges (Seitenbretter, Boden und Deckel) aus Kiefer (bot. = Pinus
sylvestris, Familie der PINACEAE) besteht.
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Das Holzgewebe der Fichte und Kiefer kann zweifelsfrei an dem diagnostischen
Strukturmerkmal der piceoiden (fur Picea abies) und fensterformigen (fur Pinus sylvestris)
Kreuzungsfeldtiupfel unterschieden werden. Die untersuchten Schnittpraparate aus dem
Seitenbrett zeigen eindeutig piceoide Kreuzungsfeldtupfel, wie sie bei der Fichte
vorkommen. Eine anatomisch/strukturelle Abgrenzung zur Holzart Tanne (bot. = Abies
alba), die der Fichte makroskopisch dhnelt, erfolgte mikroskopisch u.a. durch den Nachweis
von reguldren (d.h. nicht traumatischen) Harzkan&len und Quertracheiden (Abb. 2).

Fur den Holzdibel (Verbindungselement) kann eindeutig die Laubholzart Esche = Fraxinus
excelsior bestimmt werden. Eschenholz wird traditionell aufgrund seiner hohen
dynamischen Festigkeitswerte fiir den Gestell- und Gerétebau eingesetzt und eignet sich
besonders gut als konstruktives Verbindungselement (Holzdubel), was im vorliegenden Fall
fur eine gezielte Holzartenauswahl spricht.

3 4
Abbildung 3: Lichtmikroskopische und rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Holzgewebes der
Esche (Holzdibel). 1: Querschnitt (Ubergang vom Friih- zum Spétholz) mit ringporiger GefaRanordnung; 2:
Tangentialschnitt mit angeschnittenem Holzstrahl und kleinen Gefaltipfeln (@ ca. 4 pm); 3:
Ubersichtsaufnahme  des  Holzgewebes der [Esche in den drei anatomischen Richtungen
(Rasterelektronenmikroskop); 4: Detailaufnahme der GeféBe (Poren) mit Thyllen = GeféRverschliisse
(Rasterelektronenmikroskop)
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Altersbestimmung des Holzes

Fur eine Altersbestimmung des Holzes (= Dendrochronologie) werden die Jahrringbreiten
eines holzernen Objektes vermessen und mit bestehenden Standardchronologien rezenter
Bdume oder datierten Objekten eines entsprechenden Wuchsgebietes verglichen. Das
Prinzip der Altersbestimmung basiert darauf, dass in Abhangigkeit von klimatische
Einflissen (vor allem Niederschldage und Temperaturen) unterschiedlich breite Jahrringe im
lebenden Baum ausgebildet werden, die als Marker (,,Weiser®) fiir eine Altersbestimmung
dienen. Dendrochronologische Untersuchungen zur Altersbestimmung konnen nur
verlasslich an einigen Laubbdumen (z.B. Eiche, Buche) und Nadelhdlzern durchgefihrt
werden, die aufgrund ihrer Strukturmerkmale ausgepragte Zuwachszonen ausbilden, die
einem Jahreszuwachs entsprechen.

Die fir die Bretter des Holzsarges bestimmte Holzart Fichte eignet sich prinzipiell fur eine
dendrochronologische Untersuchung. Voraussetzung ist jedoch, dass das zu untersuchende
Objekt mindestens 50 Jahrringe auf einem durchgehenden Querschnitt aufweist.

Die makroskopisch (visuell) untersuchten Querschnitte der Bretter des Sarges weisen alle
deutlich unter 50 Jahrringe auf (ca. 30 bis 35), so dass eine verléssliche
dendrochronologische Altersbestimmung des Objektes nicht mdglich ist. Weiterhin weist
das Holzgewebe relativ breite (einheitliche) Jahrringe ohne markante z.B. feinringige
»~Weiserringe* auf, was eine verlassliche Datierung zusétzlich erschwert bzw. nicht mdglich
macht (Abb. 4). Fir die Altersbestimmung des Objektes ist in diesem Fall die **C-Isotopen-
Methode verldsslicher, nach der ein Alter von 1110 + 80 Jahre n. Chr. Geb. bestimmt wurde.
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Abbildung 4: Makroskopische Aufnahme der Zuwachszonen (= Jahrringe) an den Seitnflchn (Querschnitte)
des Sarges. Die geringe Anzahl der Jahrringe und die ,.einheitliche* Jahrringstruktur eignen sich nicht fur eine
Altersbestimmung des Holzes
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Mikrobiologische Untersuchungen des Holzgewebes

Die mikrobiologischen Untersuchungen zum Abbau des Holzgewebes erfolgten an den
Proben, die auch flr die holzanatomischen Analysen zur Verfugung gestellt wurden. Von
den Proben wurden Handschnitte sowie Mikrotomschnitte (Schichtdicken ca. 10 bis 15 pm)
in transversaler und tangentialer Richtung hergestellt. Die Schnitte wurden zur besseren
Kontrastierung des Holzgewebes und des mikrobiellen Holzabbaus mit den Farbreagenzien
Pikrin-Anilinblau sowie Kaliumpermanganat angefarbt und an einem Forschungsmikroskop
AX 70 [Olympus] mit digitaler Bildanalyse lichtmikroskopisch untersucht. Zusatzlich
wurden an den beiden Mustern (Sargwand/Sargnagel) rasterelektronenmikroskopische und
transmissionselektronische  Untersuchungen (REM / TEM) zur feinstrukturellen
Charakterisierung des Holzabbaus durchgefihrt.

Das Holzgewebe des untersuchten Spans aus Fichte (Seitenbrett ,,Bruchstelle/Fuliende®),
deren natirliche Dauerhaftigkeit nach DIN EN 350-2 als ,,wenig dauerhaft* (entsprechend
Klasse 4) eingestuft wird, weist einen auBergewdhnlich guten Erhaltungszustand auf, der
auf die besonderen Lagerungsbedingungen im Moor (Lagerung unter Sauerstoffarmut und
saurem pH-Wert Milieu) zurtickgefiihrt werden muss. Eine solche Umgebung spricht gegen
einen Befall durch holzzerstérende Basidiomyceten, die unter Sauerstoffmangel nur
geringfugige bis keine Abbauleistungen erbringen kénnen. Je nach Sauerstoffzufuhr sind in
einem solchen Milieu Ascomyceten, Deuteromyceten (Moderféulepilze) oder Bakterien als
Verursacher des Zellwandabbaus zu erwarten.

Die lichtmikroskopischen Untersuchungen am Holzspan aus dem Seitenbrett (Fichte) zeigen
im Randbereich der Proben (Moorseite) sowie im Bereich der Holzstrahlen und dem
umgebenden Gewebe unterschiedliche Stadien des Zellwandabbaus (Abb. 5). Pilzhyphen
konnten nur vereinzelt im Lumen der Tracheiden nachgewiesen werden und nicht, wie fir
holzabbauende Pilze typisch, im Bereich der Zellwande.

(Pfeil) und zusatzlich abgebauten Sekundarwandbereichen (Kreise). Die Zerstérungen gehen vom Holzstrahl
aus.
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Abbildung 6: Lichtmikroskopische Aufnahmen vom Holzstrahl der Fichte. Links: Holzstrahl mit Harzkanal

und befallenen Zellbereichen (dunkle Zellen im Kreis); Rechts: Holzstrahl mit abgebauten Zellwénden (Kreis)

Bei detaillierter lichtmikroskopischer Betrachtung der Holzstrahlen ist eine beginnende
Zerstérung der Zellwédnde deutlich zu erkennen. Die befallenen Bereiche breiten sich von
den Holzstrahlen ausgehend uber die Zellttipfel in das benachbarte Zellgewebe aus (Abb. 5-
6). Die Betrachtung der Schnitte unter Anwendung eines Polarisationsfilters, der die
kristallinen Bereiche der Cellulose besonders hervorhebt (sog. Doppelbrechung), ergab fir
den groliten Teil des Holzgewebes der Fichte einen geringfligigen Celluloseabbau. Eine
starkere Abnahme der Doppelbrechung tritt nur in den Bereichen auf, die im Zuge eines
fortgeschrittenen Zellwandabbaus kaum noch Zellwandmaterial (Sekundarwandschichten)
aufweisen. Ein selektiver Celluloseabbau (Braunfdulebefall) kann somit nicht bestétigt
werden, vielmehr handelt es sich hierbei um einen vom Zelllumen ausgehenden simultanen
Abbau der Zellwandbestandteile.

Die elektronenmikroskopischen
Untersuchungen (47-2200 fache
VergroRerung) belegen, dass ein Abbau
des Holzgewebes vom Randbereich
ausgehend stattgefunden hat. Insgesamt
ist das Zellgewebe, wie auch die
lichtmikroskopischen Schnitte belegen, in
einem guten Zustand. Die abgebauten
Holzzellen liegen vermehrt im
Randbereich der Probe (Abb. 7). Mit

Hilfe der transmissionselektronischen

Abbilun : 7: aserelektronnikroskopische i
Aufnahme der Fichte. Randbereich mit starker UnterSt.Jchungen _konnten n ,_den
Zerstorung des Zellwandgefiiges angegriffenen Bereichen der Zellwénde

Erosions-Bakterien als Verursacher des
Holzabbaus identifiziert werden. Der Bakterienbefall weist einen kraterférmigen Abbau
(Erosion) der Zellwand vom Lumen ausgehend auf, sowie einzelne Locher (Kavernen) im
Bereich der Sekundarwand S2 (Abb. 8). Vereinzelt sind durch Moderféuleerreger
verursachte Kavernen vorhanden. Ein Befall durch Weil3faule- sowie Braunféaulepilze
konnte nicht bestéatigt werden.
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4
Abbildung 8: Transmissionselektronische Aufnahmen der Fichte. 1: Intakter Fichtentiipfel; 2: Befallener

Fichtentupfel; 3: Sekundarwand (S) zum Zelllumen mit Bakterium; 4: Durch Bakterien verursachte Kavernen
im Sekundéarwandbereich (S), die Mittellamelle (CML) sowie die Zellzwickel (CC) erscheinen intakt

Das Gewebe des Holzdubels aus Esche weist im Vergleich zum Fichtenholz (Seitenbrett)
einen intensiveren mikrobiellen Holzabbau auf. Als sog. Splintholzbaum werden im
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Holzgewebe der Esche keine dauerhaften (phenolischen) Inhaltsstoffe synthetisiert und
eingelagert, so dass das Eschenholz nach DIN EN 350-2 als ,,nicht dauerhaft* (entsprechend
Klasse 5) eingestuft wird. Neben dem fur die Fichte ermittelten Zellwandabbau durch
Bakterien weist das Holzgewebe der Esche zusatzlich einen starken Verlust der
Doppelbrechung im polarisierten Licht auf (Abb. 9). Diese Untersuchungsmethode hebt die
cellulosehaltigen Bereiche der Zellwand optisch hervor. Zellwénde die durch einen
selektiven Abbau einen geringeren Celluloseanteil aufweisen erscheinen dunkel (Hinweis
auf einen Braunfaulebefall). Pilzhyphen zur Bestatigung einer Braunfaule konnten weder
lichtmikroskopisch noch durch den Einsatz der Elektronenmikroskopie sicher bestimmt
werden. Die lichtmikroskopischen Untersuchungen zeigen deutlich den Verlust der
Sekundarwande, die bevorzugt in den Frihholzbereichen abgebaut wurden (Abb. 9). Der
Zugang der Mikroorganismen erfolgte ber die Wasserleitsysteme (GefaRe) und von dort
uber die Tupfel in das umgebende Zellgewebe.
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Abbildung 9: Lichtmikroskopische Aufnahmen stark abgebauter Eschenquerschnitte. 1: Stark abgebaute
Bereiche im Fruhholz sowie im Bereich der Gefdle (Kreise). Bereiche mit geringem Abbau (Pfeile); 2:
Beginnender Zellwandabbau (Pfeile); 3: Querschnitt mit abgebautem Bereich (Kreis); 4: Querschnitt mit
abgebautem Gewebe (Kreis) im polarisierten Licht

Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen bestétigen den intensiveren Zellwandbau
des Holzgewebes der Esche im Vergleich zur Fichte. Der Festigkeitsverlust, hervorgerufen
durch den Abbau der Cellulose in der Zellwand (Sekundéarwandschichten), wird durch ein
typisches kurzfaseriges Bruchbild charakterisiert (Abb. 10).
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Die transmissionselektronischen Untersuchungen belegen analog zur Fichtenprobe das
Vorkommen von Erosions-Bakterien (Abb. 11).

Abbildung 11: Transmissionselektronische Aufnahmen abgebauter Zellwandbereiche der Esche. 1-2:
Zellzwickel (CC) mit komplett abgebauter Sekunddrwand (S), Mittellamelle (CML) gut erhalten; 3:
Fortgeschrittener Abbau der Sekunddrwand (S) mit deutlicher Erosion; 4: Zellwand mit abgebauter
Sekundédrwand und Bakterien

Der Bakterienbefall wird als Verursacher des Zellwandabbaus angesehen. Zusatzlich kann
ein Holzabbau durch einen Braunféuleerreger nicht ausgeschlossen werden, da sowohl der
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Verlust der Doppelbrechung in optisch intakten Bereichen der Zellwand wie auch das
Bruchbild (kurzfaseriger Bruch) als Indizien dafurr sprechen. Ein solcher Befall kann auch
vor dem Versenken des Sarges im Moor am gelagerten Holz aufgetreten sein und ist im
sauren und sauerstoffarmen Milieu des Moores abgestorben. Insgesamt kann sowohl bei der
Fichte als auch bei der Esche ein Befall durch Erosions-Bakterien bestatigt werden.

Elementanalytische  Untersuchungen
des Holzgewebes

Zur chemischen Charakterisierung des
Holzgewebes wurden elementanalytische

Untersuchungen (ICP-OES)
anorganischer Verbindungen
(Metallionen) durchgefiihrt. Die
qualitative und quantitative
Zusammensetzung anorganischer
Verbindung erlaubt Rickschliisse Uber
die Lagerungsbedingungen oder

Abbildung 10 Querschnitt  der Esche im
Elektronenrastermikroskop, deutliche Zerstérung des szhandlung _des Holzgewebes. )
Zellgefiiges durch den Abbau der Sekundarwénde Far die elementanalytischen

Untersuchungen wurden Kleine
Spanfraktionen aus den beiden Mustern Holzdubel (Esche) und Holzspan-Sarg (Fichte)
herausprépariert und mit konzentrierter Salpetersdure (HNOs) aufgeschlossen. Die
Elementgehalte in den einzelnen Jahrringfraktionen wurden anschlieBend mit einem
sequentiell gesteuerten ICP-OES mit induktiv geheizter Argonplasmafackel (Inductively-
Coupled-Plasma with Optical-Emission-Spectrometry), Firma Perkin-Elmer Optima 3000
bestimmt.  Als  Eichlésungen  wurden  dabei  unterschiedlich  konzentrierte
Multielementstandards (blank; 0,1 ppm; 1,0 ppm; 10 ppm) verwendet. Die in der
nachfolgenden Tabelle 1 aufgefiihrten Ergebnisse der Elementanalysen zeigen fiir beide
Proben (Holzdibel und -span) eine signifikante Zunahme der Aluminium- und
Eisenkonzentrationen (>> 10 ppm = mg/kg) im Vergleich zu den Gehalten, die im frisch
eingeschlagenen Holz (Xylem) gemessen werden kdnnen (<< 10 ppm). Die Ursache fir die
Zunahme der Aluminium- und Eisengehalte im Holzgewebe kann chemisch durch den
sauren Boden-pH-Wert (pH 3,3) im Moor erklart werden, wodurch diese Elemente
freigesetzt und in das Holzgewebe aufgenommen werden. Als Ursache fur die ebenfalls
signifikant erhdhten Konzentrationen der Schwermetalle Zink, Kupfer und Chrom kommen
die nachtraglichen Behandlungen des Holzgewebes (Konservierungsmanahmen) in Frage.
Die drei Schwermetalle dienen in vielen (alten) Konservierungs- oder auch
Holzschutzmitteln unter anderem der Fixierung.
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Tabelle 1: Ergebnisse der Elementanalyse (Metallionen in den Holzgeweben des Holzdiibels (Esche) und
Holzspans-Sarg (Fichte)

Holzdubel Holzspan Kommentar
Metallionen Esche [ppm] Fichte [ppm] (\Val. frisches Holz)
Aluminium Al 43 77 deutlich erhoht [ <5 ppm] ,,Versauerung*
Eisen Fe 172 79 deutlich erhoht [ < 10 ppm] ,,Versauerung*
Zink Zn 32 25 deutlich erhoht [ < 3 ppm]
Kupfer Cu 15 23 deutlich erhéht ,, Konservierung*
Chrom Cr 70 183 deutlich erhoht ,,Konservierung

Schlussfolgerungen:

Die holzbiologischen Untersuchungen an den bereitgestellten Proben des Sarges
ermdglichen eine zweifelsfreie anatomische Bestimmung der verarbeiteten Holzer.
Zusétzlich kénnen detaillierte Aussagen zum mikrobiellen Holzabbau des Gewebes gemacht
werden, der im Wesentlich durch einen Bakterienbefall verursacht wurde. Insgesamt weist
das Holzgewebe jedoch einen aulergewdhnlich guten Erhaltungszustand auf, der auf die
besonderen  Lagerungsbedingungen im Moorboden (saures Bodenmilieu unter
Sauerstoffarmut)  zurlickgefuhrt werden muss, was durch elementanalytische
Untersuchungen des Holzgewebes belegt werden kann.
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Abstract The course of delignification of Eucalyptus globulus fibers during
neutral semi-chemical sulfite pulping (NSSC) was studied by universal micro-
spectrophotometry (UMSP 80, ZEISS). UV-investigation into a cellular level
enables the topochemical analyses of delignification within individual cell wall
layers during cooking. Cooks were carried out in a laboratory seven liter digester
with liquor circulation and electrical heating device. Chip samples were taken
throughout the cooking for chemical and UV microscopic analyses. UV microscopy
analysis revealed for Eucalyptus globulus chips a preferred lignin removal during
NSSC cooking in cell corner and compound middle lamella regions.

Introduction

Selective delignification of individual cell wall layers is one of the main challenges
modern cooking is faced with. The pathways of cooking chemicals into the wood
tissue largely depend on the pH of the cooking liquor (Pereira 2009). Alkali causes
swelling of the fiber wall, which facilitates a homogeneous impregnation of the cell
wall. Neutral and acid liquors preferentially dissolve lignin from the middle lamella
(Davies 1966; Jayme and Torgersen 1967). If an early fiber separation is targeted,
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acid pulping liquors are better suited to attain this purpose. At neutral or weakly
alkaline pH, the attainable delignification rate is so low that the point of fiber
separation is not reached under moderate cooking conditions. Nonetheless, pulping
under these conditions, applying sodium sulfite cooking liquors, is a well-
established method for producing semi-chemical or high-yield pulps. In neutral
sulfite semi-chemical pulping (NSSC), a supporting alkali source, sodium carbonate
or sodium hydroxide is usually added in small charges to a sodium sulfite solution in
order to maintain alkaline cooking conditions and thus accelerate the delignification
process. The resulting alkaline darkening of the pulp is not critical because NSSC
pulp is normally applied unbleached, especially as fluting material in corrugated
boards (e.g. Fengel and Wegener 1984; Ingruber 1985). In this study, however, a
pure sodium sulfite solution was used in order to avoid alkaline darkening, which is
essential when a bleachable pulp grade should be produced. Another advantage of
using a pure sulfite solution is the increased selectivity of the pulping process,
because deacetylation and dissolution of hemicelluloses occurring under alkaline
conditions is considerably retarded. In comparison with kraft or other alkaline
pulping processes, neutral sulfite pulping proceeds slowly but under substantially
higher selectivity. Unfortunately, comparable studies on the kinetics of kraft, acid
sulfite or conventional NSSC cooking of Eucalyptus globulus or other eucalypts are
not available in the relevant literature. Direct comparison of the delignification
processes by chemical, topochemical or electron microscopic analyses would be of
great interest, particularly with respect to the relevant initial cooking phase.

The surface characteristics of native as well as chemically pulped fibers have
been extensively studied by using electron microscopy (TEM/SEM) (Davies 1966;
Maurer and Fengel 1991; Boras and Gatenholm 1999; Schmitt et al. 2000; Snell
et al. 2001; Fromm et al. 2003; Singh et al. 2003). To study the delignification
within different cell wall layers, investigations into a cellular level are required. To
attain this purpose by using electron microscopy, SEM-EDXA or TEM-EDXA
techniques were developed. The EDXA technique enables the detection of elements
with atomic numbers higher than neon and involves the specific bromination for
lignin and subsequent analysis of bromine concentration in different cell wall
regions (Saka et al. 1982a, b; Westermark 1985). Bromination results reveal a
distinct dependence on the structural variation of lignin constitution. To compensate
this dependency, mercurization was used. The mercurization seems to be less
sensitive to the different lignin component distribution than the bromination and is
also suitable for lignin detection by the EDXA technique (Eriksson et al. 1988;
Westermark et al. 1988). To visualize cell wall constituents by transmission electron
microscopy (TEM), sections staining with potassium permanganate or osmium
tetroxide are applied to enable lignin localization in wooden cell walls (Daniel et al.
1991; Schmitt and Melcher 2004).

The topochemistry of delignification is of fundamental importance in pulping
research. To provide information on the topochemical distribution of lignin and
phenolic extractives in woody tissue, the UV microspectrophotometry has proved to
be a useful tool (Jayme and Torgersen 1967; Procter et al. 1967; Fergus and Goring
1969; Koch and Kleist 2001; Koch et al. 2003b; Mendonga et al. 2004; Singh et al.
2006; Kim et al. 2008). This technique enables direct imaging of lignin distribution
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within individual cell wall layers with a resolution of 0.25 pm x 0.25 pm and is
found to be ideally suited for the study of lignin removal during pulp processes
(Koch and Griinwald 2004).

Both mentioned techniques have been used for the determination of the lignin
distribution in woody tissues (Tirumalai et al. 1996). A direct comparison of results
is not given because of the higher dependence of lignin structure, reactivity as well
as the chemical pre-treatment by the bromination technique (Westermark et al.
1988). The present study describes the application of cellular UV microspectro-
photometry for the topochemical analyses of delignification during neutral sulfite
(NSSC) pulping of plantation grown Eucalyptus globulus.

Materials and methods
Pulping processes and sampling

Industrial wood chips from Eucalyptus globulus originating from Chile were used.
Chips larger than 40 mm and those smaller than 8 mm were sorted out. Knots were
removed manually. The chips with a water content of 56.6% were stored in a freezer
at —18°C. Cooks were carried out in a laboratory seven liter digester with liquor
circulation and electrical heating device. The cooking process was performed with
1,000 g of chips (dry basis) and liquor to wood ratio of 3:1. For cooking, Na,SO;
liquor was used containing 55 g/I. The total sulfite charge on dry wood was 16.5%.
Before cooking, the wood chips were steamed for 30 min to facilitate impregnation.
The heating time from 40°C to a maximum temperature of 170°C was 90 min. The
maximum cooking time at 170°C was 180 min.

Neutral sulfite cooks were stopped at different cooking times to track the course
of sulfonation, yield loss, delignification and carbohydrate dissolution (see Table 2).
The material was fiberized in a Sprout-Bauer 12 Defibrator, classified and stored in
a fridge. The monomeric composition of the carbohydrates was analyzed by borate
complex exchange chromatography after acid hydrolysis according to Puls (1982).
The lignin content was determined using the Klason method, and the degree of
sulfonation was determined according to Katz (1984). For UV microspectropho-
tometrical analyses, some chips were separated after heating, 20, 45 and 180 min
cooking time. These chips were thoroughly washed with distilled water, immersed
in water for 24 h and afterwards dried for topochemical analyses.

Light microscopy and cellular scanning UV microspectrophotometry

For light microscopy and UV spectroscopic analyses, small blocks (I mm X
I mm x 5 mm) of untreated control as well as samples from different cooking
stages (four stages) were dissected from the inner parts of collected chips and
embedded in epoxy resin (Spurr 1969), as described by Kleist and Schmitt (1999)
without prior dehydration. After curing, the embedded samples were cut to 1 pm
semithin sections with an ultramicrotome Ultracut E (Reichert-Jung) equipped with
a diamond knife. The sections were then transferred to quartz microscope slides,
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thermally fixed and mounted in glycerine. For light microscopy investigation and
image documentation, semithin sections (1 pm, Fig. 1) were stained with toluidine
blue as a general staining agent for woody tissue.

The topochemical analyses were carried out using a ZEISS UMSP 80
microspectrophotometer equipped with a scanning stage enabling the determination
of image profiles at constant wavelengths using the scan program APAMOS
(Automatic-Photometric-Analysis of Microscopic Objects by Scanning, Fa. Zeiss)
as described by Koch and Kleist (2001). For detection of the lignin distribution, a
wavelength of 4578, (absorbance maximum of hardwood lignin) was selected. The
scan program digitises square fields of the tissue with a local geometrical resolution
of 0.25 um x 0.25 pm and a photometrical resolution of 4,096 gray scale levels,
which are converted into 14 basic colors to visualize the local distribution of
aromatic compounds (absorbance intensities). The scan can be depicted as a two- or
three-dimensional image profile including a statistical evaluation (histogram) of the
semi-quantitative lignin distribution. For semi-quantitative studies, 16 measure-
ments of individual cell wall layers of each cooking step were carried out; ten image
profiles at the fiber wall, three at the ray and three image profiles at the vessel wall
as shown in Fig. 1. The delignification of individual cell wall layers was
additionally displayed by line scanning measurements at A,7g,,, to determine lignin
removal within the cell wall at different cooking stages.

Results and discussion

Neutral sulfite semi-chemical pulping of Eucalyptus globulus

In the classical NSSC pulping process, Na,CO5; or NaOH are added to the sodium
sulfite liquor in order to keep a weakly alkaline pH of about 8. At this pH, the

Fig. 1 Light microscope transverse section of Eucalyptus globulus (sample after 90 min heating up time)
with representative measuring fields
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cooking process proceeds faster than under weakly acid conditions, which are
obtained during the cooking process when no supporting alkali is added to the
sodium sulfite liquor (Table 2). Due to alkaline darkening, pulps produced in the
pH-buffered NSSC process have a lower brightness than pulps produced with pure
sodium sulfite solution. Therefore, the NSSC process should be carried out without
additional alkali, if a bleachable pulp grade should be produced. The absence of a
buffering agent in the neutral sulfite liquor reduces the speed of the cooking process
because lignin fragmentation and subsequent dissolution of the lignin are retarded.
On the other hand, sulfonation of lignin is accelerated under acidic conditions
(Gierer 1968; Gellerstedt et al. 1976; Sjostrom 1993). This reaction is desired, since
it benefits the hydrophilic character of the fibers of high-yield pulps, which
improves its strength properties, in particular its bonding ability (Heitner and
Hattula 1988). The data listed in Table 1 confirm that the lignin content and the
mean absorbance at a wavelength of 278 nm are reduced very slowly when a pure
sodium sulfite solution is applied. The increasing gap between total lignin and
Klason lignin content during the cooking process can be traced back to the increased
degree of sulfonation during the course of cooking (Table 2), which renders greater
parts of the residual lignin soluble in acid.

The applied cooking conditions without using Na,CO3; or NaOH as additional
alkali facilitate selective delignification and enhance the degree of sulfonation.
Thus, a pulp with good strength properties, especially high fiber-bonding ability, can
be produced in high yield. Moreover, such a pulp with high initial brightness can be
bleached quite easily to high brightness (publication in preparation). The
delignification starts after approximately 60 min of heating time, when the
temperature is about 130°C. After 90 min of heating, about 60% of the maximum
degree of sulfonation of the lignin is already reached, although the degree of
delignification is only 3% at that time. After extensive cooking for 180 min at
170°C, the lignin content of the fibers was decreased from 21.7 to 10.5%.
Obviously, delignification of E. globulus with pure sodium sulfite liquors is limited
to a value close to 50%. This delignification under rather harsh conditions was
accompanied by a yield loss of only 30% (Fig. 2). Due to the still high lignin
content in the fibers, it is not possible to separate the fibers without a refining stage.

The losses of the different hemicelluloses during cooking can be evaluated by the
amount of monomer sugars, which are detected after hydrolysis of the carbohydrate

Table 1 Cooking time, mean absorbance and lignin content during sulfite pulping of Eucalyptus
globulus (Total lignin content = Klason lignin + acid-soluble lignin)

Sample Control 1 2 3 4
Heating up time (min) 90 90 90 90
Cooking time at 170°C (min) 0 20 45 180
Overall cooking time (min) 90 110 135 270
Mean absorbance 0.213 0.190 0.144 0.139 0.131
Total lignin content (%) 21.7 24.0 22.2 19.0 15.0
Klason lignin (%) 21.7 21.0 18.2 16.5 10.5
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Table 2 Chemical analysis of semi-chemical sulfite pulping (NSSC) of E. globulus

Time/temp. Total yield Klason lignin Degree of sulfonation pH (-)
(min/°C) (%) (% on raw material) (mmol/Kg lignin on pulp)
0/0 (40) 100 21.7 0 9.7
75/140 89.3 21.6 268 6.8
90/170 87.4 21.0 288 6.4
100/170 85.6 20.1 333 6.3
110/170 82.0 18.2 350 6.3
120/170 82.1 18.1 353 6.2
135/170 78.0 16.5 388 6.2
150/170 76.9 15.7 424 6.2
210/170 73.7 13.7 474 6.1
270/170 69.8 10.5 468 6.1
100.0
[ lignin content
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Fig. 2 Dissolution of the main wood components during NSSC cooking
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part of the obtained pulp sample. The amounts of glucose, xylose and other sugars
after a certain cooking time are shown in Fig. 2. The fraction of other sugars
consists of small amounts of mannose, galactose, arabinose and rhamnose. The
content of carbohydrates decreases from 75.1 to 59.4% after 270 min of cooking
time. The heating phase (first 90 min) causes a significant reduction in the
carbohydrate content. During this part, deacetylation reactions, formation of
dissolved lignosulfonates and the neutralization of corresponding acids formed,
distinctly reduce the cooking liquor pH from 9.7 to 6.4 (Table 2). The reduction in
the glucose content is mainly caused by the dissolution of glucomannans but
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presumably also some short-chained cellulose constituents were dissolved. Notice-
able are the comparably high losses of xylans in the heating phase. These losses can
be explained by elimination of acetyl group side chains due to the alkaline cooking
conditions prevailing in the initial cooking phase. The further moderate losses of
xylans and the other carbohydrates in the course of cooking can be mainly explained
by hydrolysis occurring at high temperature and slightly acidic conditions.

Light microscopy and cellular scanning UV microspectrophotometry

The delignification of different cell wall layers during NS pulping was analyzed by
light microscopy and scanning UV microspectrophotometry with a defined
wavelength of A>7g,m-

Light microscopy revealed different stages of delignification during the NS
pulping process (Fig. 3, stained with toluidine blue). In ascending order of cooking
time, the middle lamella and both adjacent primary walls, termed compound middle
lamella (CML), appear to disintegrate, while the secondary walls are swollen but
morphologically unaffected (only some caves after 270 min of cooking time
occurred).

In Figs. 4-8, two- and three-dimensional UV microspectrophotometric image
profiles of progressing stages of NS pulping are shown. The color pixels indicate
different intensities of UV absorbance at a selective wavelength of Z78:m
(absorbance maximum of hardwood lignin). The high resolution (0.25 pm X
0.25 um per pixel) enables a high differentiation of the UV absorbance within the
different cell wall layers (Koch et al. 2003a).

The untreated cell walls of the fiber tissue (control sample) display the usual
lignin distribution (Fig. 4) with a mean absorbance of 1,7g,, 0.213 (Fig. 9). The red
up to green staining of the CML indicates a distinct lignification with highest
absorbance values in the cell corners (Fig. 10 control, average Abs. Zy78nm 0.46).
The absorbance values of the neighboring secondary wall shows a lower lignin
concentration, slightly varying, depending on the radial or tangential orientation of
the cell wall (Fig. 10 control, average Abs. Ay78nm 0.17) (Fergus et al. 1969; Fergus
and Goring 1970).

The average lignin concentration in the secondary wall is less than in the
compound middle lamella. The absorbance value in the cell corner is about three
times of that in the secondary wall of fibers. This observation agrees with other
topochemical studies of lignin concentration by scanning UV microspectropho-
tometry (Scott et al. 1969; Koch and Griinwald 2004; Singh et al. 2006; Rehbein
2007).

After 90 min heating time, when the cooking liquor reached the maximum
pulping temperature of 170°C, first changes within the individual cell wall layers
can be observed (Fig. 5, second from top). The mean absorbance shows a
considerable decrease to Ay7gnm 0.190 (Fig. 9). The cell walls are slightly swollen
and the decrease of absorbance reveals the onset of delignification in the region of
cell corners (Fig. 10, average Abs. Ay75,m 0.346). The S2 layers show only a slight
decrease in the UV absorbance at this stage (Fig. 10, S2 average Abs. Z78nm 0.171).
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Fig. 3 Light microscope images of Eucalyptus globulus in relation to the cooking performance (toluidine
blue stained sections, magnification of the used objective 10x). Upper left: Untreated control; Upper right:
Sample after 90 min heating up time; Middle left: Sample after 110 min overall cooking time; Middle
right: sample after 135 min overall cooking time; Down left: Sample after 270 min overall cooking time

After 110 min of cooking time (90 min heating up time plus 20 min cooking
time at 170°C, Fig. 6), the whole cell wall area seems to be clearly affected by the
cooking reactions. A distinct loss of mean absorbance (mean Abs. Ay78nm 0.144) can
be detected within all cell wall layers (Fig. 9). The main (relative) delignification
occurs in the compound middle lamellae as well as in the cell corner regions
indicating high selectivity at this phase of the NS pulping process.

The topochemical study of the following cooking stage (135 min, Fig. 7, upper
down) confirms this result. The slight change (decrease) of mean absorbance from
110 to 135 min of cooking time with average absorbance A,7g,, 0.144 to 0.139
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Fig. 4-8 Representative UV microscopic scanning profiles (area and 3D) of NS-pulped Eucalyptus
globulus fibers with a statistical evaluation (histogram). The colored pixels mark the absorbance intensity
at Ax78nm. 4 fop: untreated E. globulus control; 5 second from top: E. globulus fibers after 90 min heating
up time; 6 upper middle: E. globulus fibers after 110 min overall cooking time; 7 upper down: E. globulus
fibers after 135 min overall cooking time; 8 down: E. globulus fibers after 270 min overall cooking time
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mainly results from a decrease of the absorbance in the compound middle lamella
(average absorbance change 0.153 to 0.136, Fig. 10).

After the end of cooking (270 min), the scanning UV microspectrophotometry
reveals a delignification within the entire cell wall (Fig. 8). Only parts of the cell
corner can be depicted by the UV scanning technique because of the low
(remaining) absorbance values in the range of A,7g,, 0.08 in the compound middle
lamellae as well as secondary wall. The absorbance of the cell corners decrease
from Ay7g,m 0.278 to 0.205 (Fig. 10) and is, as expected, still the part with highest
(remaining) absorbance values.

UV line absorbance spectra in relation to ascending cooking stages

To determine the delignification within the individual cell wall layers at ascending
stages of NS cooking, the lignin removal was also studied by evaluation of the UV
absorbance line spectra with a defined wavelength of A,7g,,m. In Fig. 11, typical UV
absorbance line spectra across the cell walls of untreated fibers (control) as well as
different stages of delignification are illustrated. The UV line absorbance spectra of
untreated control (Fig. 11 red line) shows the UV absorbance characteristic of a
typical lignified hardwood fiber with highest UV absorbance in the compound
middle lamella and a slight decrease (primary wall) to the adjacent secondary wall.
The secondary wall can be divided into three different wall layers (Maurer and
Fengel 1991). Starting from the compound middle lamella, the first wall is the
secondary wall 1 with a much lower lignin concentration compared to the middle
lamella. This observation agrees with other topochemical investigations, where the
highest lignin concentration is found in the compound middle lamella (Koch and
Kleist 2001; Fromm et al. 2003; Jungnikl et al. 2008). The S2 layer is the major part
of the composite wall system. In the S2 layer, the lignin concentration is
considerably lower than in the compound middle lamella and S1 (Bentum et al.
1969; Fergus and Goring 1969). The third layer is the S3 which is described as
highly lignified (Sachs et al. 1963; Parameswaran and Liese 1982) but only
0.1-0.2 pm in width (black spruce) (Fromm et al. 2003). Using the specified UV
technique, it is not possible to detect the S3 layer individually with the preset
resolution of the scanning device.

As described, the lignin distribution within the S2 layer is inhomogeneous, and
the UV absorbance gradually increases from the lumen side to the S1 layer, as can
be seen in the representative UV line scan (control, red line) in Fig. 11.

After 90 min of heating of the cooking liquor to the maximum pulping
temperature of 170°C, the whole cell wall is slightly swollen depending on the
sulfonation process. The UV line absorbance values reveal the beginning of
delignification in the region of the compound middle lamella (Fig. 11, yellow line).
Slightly higher UV absorbance in the region of S2 depends on the natural variability
of cell wall lignification and is not related to the cooking process. Twenty minutes
later after a total cooking time of 110 min, a considerable change of UV line
absorbance behavior at between 90 and 110 min cooking time was recorded. The
spectral characteristic of the scanned fibers is characterized by an obvious decrease
of intensity (max absorbance 0.25 to 0.14) of S2 and particularly of the CML. This
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Fig. 11 Representative UV line absorbance scans at A>75,m. Upper left: The colors represent the different
UV absorbance values. Upper right: UV absorbance line spectra at J,7g,m cross the cell wall (the color
does not apply to the absorbance bar). Down: Scanning profiles (Z,7g,m) of ascending cooking stages. The
cross marks the measurement range for the line spectra

finding corresponds with the average absorbance in Fig. 10, where the first distinct
step of delignification can be observed after 110 min of cooking time.

At a cooking time of between 110 and 135 min, only a distinct loss of UV
absorbance in the inner part of the S2 layer and the compound middle lamella can be
observed. The second step of delignification occurs at between 135 and 270 min of
cooking time. The UV absorbance line of the pulped fiber cell wall (Fig. 11, brown
line) represents (nearly) “complete delignification” (detection limit of absorbance
values), although the Klason lignin decreases only from 21.7 to 10.5% (Table 1).
The contradiction of the Klason lignin content and UV absorbance measurements
depends on the sensitivity of the microscope scanning device and system calibration
according to the Lambert—Beer’s law (Koch and Griinwald 2004).

Conclusion

The subcellular analysis of the delignification of Eucalyptus globulus fibers was
studied by using UV microspectrophotometry. The presented results provide
fundamental insight into the topochemistry and selectivity during NSSC pulping as
well as general insights into the lignin removal depending on the cooking time. In
this study, NSSC cooking was performed with pure sodium sulfite cooking liquor.
An additional alkali source was not charged in order to avoid alkaline darkening of
the pulp, which would affect subsequent pulp bleaching considerably. The use of a
non pH-buffered sulfite cooking liquor results in a pH decrease into the acid range
during cooking, which retards the delignification process but also the dissolution of
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alkali-sensitive carbohydrates explaining the high selectivity of this process. The
slight acid pH supports lignin sulfonation and thus improves pulp bonding ability. Due
to the high selectivity and high degree of sulfonation, pulps produced with this
modified NSSC process have excellent strength properties. The high selectivity of the
applied, modified NSSC cooking of Eucalyptus globulus, especially in the early
cooking phase at maximum temperature, is reflected in a preferred delignification of
the cell corners and the compound middle lamellae. The combination of chemical
analyses and UV microspectrophotometry represents a useful instrument to determine
topochemical variations of lignin distribution within individual cell wall layers.
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