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362. Eane Pringsheim und Walter Flrchs: 
aber den bakteriellen Abbau von LigninaBure. 

[Aus d. Chem. Institut d. Universitit Berlin. j 
(Eingcgangeii a m  20. Juli 1923.) 

Unter den verschiedensn Bestandteilen des H o 1 z e s isi die iii - 
k r u s t i e r e n d e S u b s t a n  z ohiie Frage die hio10,oisch resistenteste. 
Wiihrend die C e 11 u 1 o s e und die P e n .t o Y a n e fur sich unschwer durch 
hnkterielle Garungen bis zur volligen Losung angegriffen werden konnen, 
wurde der biologische A b h u  des L i g n i n  s bisher noch nicht beobachtet. 
Nit diesen Umstknden hat inan die Eutstchung der Kohle in Zusamnien- 
h m g  gebacht: F r a i i z  F i s c h e r  und S c h r a d e r  haben ihre ) )Lip in-  
Hypothese der Rohlecc durch verschiedenc rein chemische Belege gestiitzt 1). 

Wir haben uns die Aufgabe gestellt, die durch slkalische Iiochung 
gewinnbare Holz-Ligninsiiure clurch Mikroorganistnen ahzubauen, w-ozir \vi.ir. 
nls Beispiel die I< i e f e r n 11 o 1 z - L i g n i n c a u r e  wahlten. Als hesonders 
vorteilhaft crwies es sich, die Si.ure als Ammoniurnsalz in Losung ZII 

bIingen und als Inipfmaterial W a l d e  r d e  zu  henutzen. Die . Lignins5ur.e 
scliien sich hierbei als ein geeignetes xAaliaufungscc-Materialz) darzubieten, 
da nach den von Frau Dr. phil. S t e f a n  i e L i c I1 t e n s t e i n vom hiesigeii 
physiologischen Institut ausgekihrteu 1Jalctcriol~ogisc.iien Untersuchungoi 
jedenhlls n u r  menige Bakterienarten auf den1 ligninsauren L4mmouium iii  

Gegenwnrt. rein nnorganisch,er Niihrsalze Zuni Wnchstuni gelangten ; ob die 
zwei isolierteii Aeroben oder die. i n  anaeroben Kulturen gewachseaen 
Lkli terien fur die Ligninzersetzung \vxuitwortlich sind, wird wciter gepriifl.. 

U m  clic mil der Erde beigcbrachteii Verunreinigungen nuszuscheiden, 
h p f t e n  wir iit tiefer Fliissigkeitsschicht 2-rnal auf neue Nahrlosung urn. 
Bei der Verarbeitung des dtitten Ansatzes zeigte sich, daI3 der Angriff der 
Baktericsi auf die 1,ignins:iure ein energischer gewesen war : Wir gewannen 
bci einetn 2-prom. Aiisiitz durcli Siinrefiillung (iOO;,, bei einrm 1-prom. niir  

40'J;i0 zuruck, und die wiedergewonncne Substanz unterschied sich nach der 
Eleincntara.ria1yse wie auch durch den Aktlioxylgehall wesentlich voni Aus- 
gangsmaterial. Auch enthielt sie in1 Gegensatz zur ursprunglichen Lignin- 
siiiire bis zu 500/0 eines i n  L41kohol loslichen Anteils. Die zuriickgewonnene 
SBure, hesonders aber der alkohol-Iosliche Teil, hatten einen Teil ihres 
Melliosylgehaltes Linter deni EinfluD der Balrterien eingebuDt, und c-lcr 
alliohol-losliche war nuch betrachtlich kohlenstoff-reiclier als das Ausgangs- 
iimterial. Diese Befunde lassen sich irn Sinne der F i s c h e r - S c 11 r ad e r - 
schen Hypothese verwerten. 

Unser Ausgangsniaterial enthielt noch gegen 60/, P e n t  o s an3). Der 
heutige Stand der Forschnng gibt lteirieii endgultigen AufschluD hr i iher ,  
~b Pentosan einen integren Bestandteil des Lignins ilarstellt : Wir haben 
ahsichtlicli auf die auf  serschiedene Weise niogliche Eiitfernung dieses 
durch Destillation rnit SalzsB.ure ha.chweisbaren Pentosan-Anteiles verzichtet, 
urn unser Ausgangsniaterial keinen unnutzen Gefahren auszusetzen. 

1) vergl F i s c h e r und S c.h r a d e r , Entstehung imd cliemische Struktur der 

2 )  vergl. Okologie. ))hnhaufuugen:c nach B e  i j e r i n c k .  Beitrlge zur iiatiirlichen 

3 )  veigl. H l g g l u n d ,  Zur  Renntnis des SalzsBiire-Ligiiins; I i i i r s c h n e r ,  Cber 

kolile. Essen 1922. 

Rcinzuclit der ~Iikroorganisiiien. Berlin. Inst. f .  Giirungsgcwerbe 1907. 

Pentosan im Fichteuholz; H 6 n i g -  Festschrift, Leipzig 1923. 
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Eines der Resultate des bakteriellen Abbaues ist die fast vollige 
iieseitigung dieses Pentosan-Anteils; jedoch kann dies keiiieswegs die 
Hauptreaktion gewesen sein, da  die analytischen Daten damit nicht ulser- 
einstimmen. 

Beschreibung der Versuche. 
D a r s 1 e 11 u n g d e s Au s g a n g  s m a t e r i a 1  s :  250 g S a g e  ni te h l  v o 11 K i e  f e r ii - 

h o 1 z wurden in einem Blechgefii5 mit 1 1 5proe. N a t r o n l  a u g  e fibergosen und  
iiach dem Vermischen im Autoklaven bei eineni tiberdrucli von 21/, 6tm. G Stdn. er- 
hitzt. Hierauf wurde lcoliert und der auf dem Tuche verbleibende Riiclistand niit der 
hgdraulischen Presse bis zu 10,Atm. ausgeprefit. Die vereinigten Fliissiglceiten g o w n  
wir sodann, mit Wasser stark verdiinnt, bis zur volligen Klirung durch ein FaIten- 
filter und sauerteii schlie5lich mit Salzsaure an. Den ausfallenden Xiederschlag 
Iirachten wir nach dem Absitzen auP einem md5ig warmen Wasserbade aur eine 
Sulsche und wuschen zuniichst mit kaltcm Wasser so lange, bis das Filtrat nur mehr 
cine sehr schwache Chlorreaktion zeigte; sodann wurde die Substanz in einen 
geraumigen E r l  e n m e g e r  - Iiolben gebracht und rnehrmals mit kochend heil3em 
IL'asser behandelt. Dadurch wird die urspriiiiglich gelatinose Masse in ein dichtes. 
zcrreibliches Pulver verwanddt. Jedoch verstopft auch dieses Pulver leieht die Pore% 
tles Filters, weshalb es dui-ch Dekantieren gewascheii und schlic5lich mit m6glichst 
wenig Wasser auf die Nutsche gebracht wird. Nach dem Tmckneii ~ b e r  Schwefclsiiure 
ini Vakuum-Exsiccator resnltieren 60 g eines liellgelbeq, amorphen Pulvers, welches 
in Wasser uiid in  .4lkohol s o  gut wie unloslich i s t ,  sich dagegen spielend leicht i n  
.\mnionialc lBst, eine Eigenschaft, die sich fur ui i sm Zwecke als bcsonders giiiistig 
erwies. 

Die so gewonnene L i g n i n  s Bur e enthBlt mehrere Prozent P e n  t 0 s a n ,  
wie aus der zusammenfassenden SchluWtabelle, die auch die anderen charnk- 
tcristischen Daten enthalt, hervorgeht. 

B a k t e r i e l l e r  A b b a u  d e r  K i e f e r n - L i g n i n s a u r e :  10 g Subslanz 
wurden in einer Porzellanschale init Wasser ubergossen, etwas Ammoniali 
hinzugefugt, umgeruhrt und sodann auf dem Wasserbade bei gelinder 
WSrme bis zum Verschwinden des Amnioniak-Geruches digeriert. Znr 
Liisnng ,des  A m m o n i u m s a l z e s  fiigten wir in einer 5-1-Stopselflasche 
ein Nahrsalzgemisch aus 20 g Ammoniumsulfat, 5 g Kaliumphosphat, 2.5 g 
Magnesiumsulfat und ein paar Gramm Kreide. Diese Mischung, rnit etwas 
E r d e  aus dem Berliner Tiergarten heimpft, murde rnit Leituiigswasser 
vollig aufgefullt und rnit dem Stopsel verschlossen im Brutraum hei 370 
stehen gelassen. Nach einigen Tagen war in der Flasche eine schwache 
(;a.sentwiclilung zu bemerken, die ubrigens beim ersten Uberinipfen 
schwacher wurde und beim zweiten anscheinend ganz ausblieb. Nach 
8 Tagen impften wir auf einen in genau der gleichen Weise hergestellten 
Ansalz uber und wiederholten den ProzeW nach abermals 8Tagen. Den 
tlritten Ansatz arbeiteten wir nach 8-tagigem Stehen auf. 

Zu diesem Zwecke wurde zunichst durch cin rnit Kieselgur gedichtetes Fiiter 
iibgesaugt, sodann das vollkommeii klare Filtrat i n  einer gersumigen Schale mit Salz- 
s iuie  angesiiuert und einige Zeit auf dem Wasserbade digeriert. Den abgesanglem 
Siederschlag wuschen wir auf dem Filter so langc, bis clas Waschw.asser chlorfrei 
wid vollkommen farblos abfloB. Das Auswaschen ging glatt und schnell vonstatleii. 
1)er im Vakuum-Exsiccator getrocknete Niederschlag wog 6 g. Das trockue gelbe 
I'd\-er wurde nun 5-mal mit je 50 ccm Alkohol ausgekoclit, die vereinigten alkohol. 
LBsuugeii nochmals aufgekocht, filtriert und das Filtrat ZUP Trockne verdampft. 
t>ie in  Alkohol lijsliehe Substanz steltte nach de,m Trocknen bei 13 m m  untl 1000 
iiber I-'hosphorpentoxyd ein schokoladenbraunes, amorplies Pulver dar;  ihre Ilenge 
betrug 2.5 g. Der in Alkohol unlBsliche Anteil war vie1 heller; er wog ebcnso ge- 
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trocknet 3.5g. Das saure Filtrot, auf 250ccin eingedampft, gab an  Xthtr 0.3 g 
einer rotbrauneii harzigen Substanz ah ,  iiber welche bisher nichts Niheres er- 
mitlelt worden ist. 

Der ganze Versuch wurde nunniehr von Antang his zu Ende wiederholt: 
wahrend jedoch die zur bakteriellen Zersetzung hingestellte Lijsung in1 
obigen Beispiel 2 O/oo organische Substanz enthielt, wurde, die Wiederhohuig 
des Versuches mit einer nur 1-prom. Losung vorgenommen. Bei dieser V(:I.- 
suchsanordnung wird erheblicii mehr organische Sribstaiiz zerstort: 10 g 
Ligninsiure lieferten nur 4 g eines Pulvers, das zu anniihernd gleichen 
Teilen aus in Alkohol loslicher uric1 unloslicher Substanz bestand. A uch die 
analytischen Dater1 der Praparate deuten auf einen weiteren Fortschritt (les 
Abba.ues hin; iin grol3en und ganzen ergah sich jedoch dasselbe Bild. 

K o n t r o l l e  d e r  R e s u i t a t e  dirrch e i i i c n  B l i n d v e r s u c h :  5 g  Liguiiisiure 
wurden in 1-prom. Lijsung gebracht, welche in genau dcr gleichen Weise hergestcllt 
war wie i i i  den obigen Beispiden des bakterielleii Abhaues. Wir lieBen dann durch 
etwas Toluol gegen Infektion geschiitzt S Tage im Brutraum bei 370 stehen untl  
arbeiteten in genau der gleichen Wdse auf. \Vir gcwaiiiieu 4.5 g zuriiclc, derc.11 
Analysenwerte \ion denen dcs ursprdnglichen AIalerials nicht verschieden wareii. 

Der Kiirze wegeri fasscn wir die a 11 a 1 y t i  s c 11 e n D a 1 e n  in folgender Tabello 
zusnmmen: 

I. Ausgangs-Ligninshre . . . . . . I 5.35 1 62.02 I 6.34 I 15.50 

11. Gesamt-Garungs-Ligninsaure . . . . I 0.5 I - I - I 12.5 

65.29 6.16 10.73 I 66.25 I 6.30 I 11.12 1 111. Girungs-Ligninsaore, alkohol-loslich { 

IV. Garungs-LigninsBure, alkohol-unloslich. I - I 62.34 I 5.88 I 13.30 

V. Ligninsaure vom Blindversuch . . . I - I 62.34 I 5.97 1 15.36 

I .  0.1002 g Sbst.: 5.0 ccni "llo-Agi%Os ( K i r p a l ) .  - 0.1603 g Sbst.: 0.361 I g 
CO,, 0.0908 g I-I,O, 0.002G g Asche. - 3.909 g Sbst.: 0.2326 g Phloroglucicl. 

11. 1.010 g Shst.: 0.005 g Phloroglucid. - 0.231s g Sbst.: 9.0 ccin "/lo-.\gSO, 
(,li i r p a  1). 

111. 0.1610 g Sbst.: 0.3353 g CO,, 0.OE8ti g H20. - 0.1575 g Sbst.: 0.3S25 g LO,. 
0.OSSS g H,O. - 0.1675 g. Sbst.: 5.S ccin '1/lo-.lgN03 ( K i r p a l ) .  - 0.1727 g Sbst.: 
6.2 ccm "/lo-AgN03. 

IV. 0.1574 g Shst.: 6.S ccin "/lo-AgN03 ( K i r p a l ) .  - 0.1460 g Sbst.: 0.331'13 g 
CO,. 0.OiGS g H,O. 

fl/lo-AgNQ, (I< i r p a l ) .  
V. 0.1561 Sbst.: 0.3567 CO,, O.OS51 1 1 2 0 .  - 0.1GS6 g Sbst.: S:I ( ' ~ 1 1 1  




