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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Holz und eine Vielzahl von Holzschutzmitteln (HSM) werden im Bodenkontakt durch Eukaryonten
und Prokaryonten bis zum Kohlenstoffdioxid abgebaut und zum Teil in mikrobielle Biomasse umgewandelt.
Die Abbauprozesse eines HSMs, auf Basis von metallorganischem Kupfer-HDO, wurden im Rahmen dieser
Arbeit durch die Verkniipfung chemischer und molekularbiologischer Techniken sowie "“C ,Tracer”-

Experimenten néher charakterisiert.

Analysen mit sterilisiertem Boden ergaben, dass der Abbau von “C- und “C-Kupfer-HDO durch eine
mikrobielle Gemeinschaft beschleunigt wurde. Durch Auswaschung aus geschiitztem Holz kénnen Teile des
Biozids in geringen Konzentrationen in den Boden gelangen. Messungen der Biozidkonzentration mittels
HPLC iiber die Zeit ergaben, dass das Kupfer-HDO innerhalb von wenigen Tagen im Boden abgebaut wurde.
Ein Vergleich der Abbaugeschwindigkeiten zeigte, dass Kupfer-HDO als reines Biozid im Boden schneller
abgebaut wird, als ein im Holz eingebetteter Bestandteil einer Holzschutzmittelformulierung. Die Analysen
des respiratorisch entstandenen CO,, sowie der Veridnderungen der mikrobiellen PLFA-Struktur in den
Testansdtzen mittels EA-IRMS- bzw. GC-C-IRMS erbrachten, dass das Kupfer-HDO sowohl anabolisch als

auch katabolisch von der mikrobiellen Gemeinschaft metabolisiert wurde.

Durch den Einsatz der SIP-PLFA-Technik wurde die mikrobielle Gemeinschaft charaterisiert. Mittels der
Analyse des §°C-Werts in den PLFAs wurde nachgewiesen, dass der Abbau des Biozids hauptséchlich durch
Gram negative Bakterien erfolgte. In den nur in geringem Mafle vorhandenen Signaturfettsduren von Pilzen
und anderen Eukaryonten konnte demgegentiber keine Verdnderung des §°C-Werts festgestellt werden. Dies

deutet darauf hin, dass die Eukaryonten nicht am Abbau des Kupfer-HDOs beteiligt waren.

Um die mikrobielle Sukzession in Bezug auf HSM zu charakterisieren, wurde die Zusammensetzung der
mikrobiellen Lebensgemeinschaft auf der Oberfldche von Kupfer-HDO- und Kupfer-Amin-behandelten sowie
unbehandelten Holzpriifkorpern im Bodenkontakt bestimmt. Zur Aufklirung der Bedeutung des Co-Biozids
HDO fiir die mikrobielle Lebensgemeinschaft am Holz wurde dies durch ein anderes Amin ersetzt und unter

der Bezeichnung Kupfer-Amin-HSM in den Untersuchungen eingesetzt.

Mit Hilfe des Fingerabdruckverfahrens T-RFLP wurde die Zusammensetzung der bakteriellen
Gemeinschaftsstruktur charakterisiert. In einem Ordinatensystem wurden die Verdnderungen der bakteriellen
Gemeinschaftsstruktur hinsichtlich der Faktoren Inkubationszeit und HSM visualisiert. Die statistische
Auswertung der Datensitze ergab, dass sich die bakterielle Gemeinschaftstruktur zwischen dem Kupfer-
Amin-basierten HSM signifikant von dem Kupfer-HDO-basierten HSM unterschieden. Im Verlauf der
Inkubationszeit konnten in den einzelnen Testansétzen keine statistisch signifikanten Unterschiede detektiert

werden.

Die Gemeinschaftsstruktur der Eukaryonten wurde mittels des SSCP-Fingerabdruckverfahrens charakterisiert.
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Zusammenfassung

Dazu wurde die DNA von abundanten operativen taxonomischen Einheiten (OTUs), welche sich iiber die Zeit
und im Bezug auf die verschiedenen HSM besonders stark dnderten, aus den Banden in den SSCP-Gelen
isoliert, kloniert und sequenziert. Entgegen den Erwartungen, unter den Eukaryonten am Holz und im
angrenzenden Boden eine grofSe Anzahl an Pilzen detektieren zu konnen, zeigte sich, dass nur drei Pilze an der
Sukzession der eukaryontischen Gemeinschaft von Bedeutung waren. So wurde der Weiifaule erregende
Basidiomycet Sphaerobolus stellatus vor allem an den H,O-behandelten Kontrollpriifkdrpern nachgewiesen.
Auch der Moderfaule erregende Ascomycet Lecytophora multabilis wurde vermehrt in den Kontrollen

nachgewiesen.

Die eukaryontische Gemeinschaft wurde von unterschiedlichen Phyla, wie Alveolata, Disicicrista, Amoebozoa,
Arthropoda oder Nematoda dominiert. Von keinem dieser Organismen war aus der Literatur bekannt, dass er
in der Lage ist, Holz, HSM oder einzelne Bestandteile von HSM zu metabolisieren. Diese Organismen ernihren
sich in der Mehrzahl bakterivor. Dies deutet darauf hin, dass sie weniger das Kupfer-HDO abbauen, als

vielmehr den Bakterienrasen beweiden, der sich auf der Oberfliche des Holzes angesiedelt hat.

Mit der vorliegenden Arbeit konnte erstmals eine direkte Verbindung zwischen Organismengruppen und dem
Abbau des metallorganischen Biozids Kupfer-HDO hergestellt werden. Zusitzlich wurden die zeitlichen

Verinderungen der mikrobiellen Lebensgemeinschaft in Abhéngigkeit von Kupfer-HDO charakterisiert.
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Abstract

Abstract

The soil microbial community is able to degrade wood and a variety of chemical wood-preservatives
(WP) to generate energy by producing CO, and as nutrition source to establish biomass. This work is focused
on the characterization of the microbial degradation of a metal-organic WP including Copper-HDO (Cu-HDO)

as biocide via 13C tracer experiments. Investigations with sterilized and non-sterilized soil incubated with Cu-
HDO demonstrated that degradation of Cu-HDO was accelerated by the presence of the soil microbial
community. Leaching of treated wood into the surrounding soil is characterized by low Cu-HDO
concentrations (5 pg - 20 pg). Measurements of such biocide-concentrations by HPLC over time showed that
Cu-HDO was degraded within a few days of soil incubation. Cu-HDO solely was degraded faster in soil
compared to Cu-HDO as part of a WP. Presence of Cu-HDO significantly decreased the overall soil respiration

compared to samples without Cu-HDO. Detailed information of the microbial metabolic pathways was
achieved by comparison of 12C and 13C enriched Cu-HDO experiments and thereafter SIP-PLFA analysis.

Monitoring of the 3'3C in PLFAs revealed that the carbon derived from the biocide was integrated nearly

exclusively into the abundant PLFAs affiliated to gram negative bacteria. PLFAs indicative for fungi and other

eukaryotic organisms could be found only in low relative abundances and without 5'3C enrichment. This result
suggests that eukaryotes were not involved in utilization of Copper-HDO based carbon. To characterise the
impact of the co-biocide HDO on the microbial community the composition of the microbial community
present at the surface of Copper-HDO, Copper-Amine treated specimens as well as of untreated specimens in
soil contact was investigated. The bacterial community structure was characterized by the T-RFLP
fingerprinting technique whereas the eukaryotic community structure was analyzed by the SSCP-
fingerprinting technique. Shifts in the bacterial community structure were analyzed by correspondence
analysis to explore the effect of WP and incubation time on the microbial community patterns. Bacterial and
eukaryotic community structure differed significant between samples with Cu-Amine treated samples and Cu-
HDO treated samples. To identify abundant eukaryotic community members a cloning and sequencing
approach was carried out. Only few fungal sequences were obtained of the eukaryotic sequence diversity in the
interface of wood and soil, which were affiliated to pronounced shifts in the eukaryotic community structure
along the incubation time. One of these was the white-rotter Sphaerobolus stellatus (basidiomycota) and the
mold-rotter Lecytophora multabilis (ascomycota). The dominant eukaryotic community members were affiliated
to the phyla Alveolata, Disicicrista, Amoebozoa, Arthropoda or Nematoda. However, the majority of these
phyla are known to have a bacteriovorious lifestyle and are not able to degrade or metabolize wood, WP or WP
ingredients. This finding suggests that the majority of eukaryotes grazes on the bacterial population and is
rarely involved in Cu-HDO degradation. In conclusion, a defined bacterial population is involved in Cu-HDO
degradation and both the bacterial and eukaryotic community was significantly directly and indirectly affected
by the presence of Cu-HDO.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Holzschutzmittel im Wandel der Zeit

Die ilteste bekannte Art zum Schutz des Holzes vor dem Abbau durch Mikroorganismen ist
das Ankohlen des Holzes. Dies ergaben archidologische Funde aus der Zeit um 5000 v. Chr. in der
Fayum Wiiste (Sutter, 1992). Auch zu Zeiten des Vasco da Gema (1469-1524) schiitzten die Portugiesen
ihre Schiffsflotte durch diese Technik (Sutter, 1992). Zum Schutz von Holz in gefdhrdeten Bereichen,
wie dem Kontakt zum Boden, wurde bereits zu Beginn des 19. Jahrhunderts der Einsatz chemischer
Holzschutzmittel (HSM) vorangetrieben (Huches, 2004). Das Wissen um den Einsatz von Chemikalien
im Holzschutz war zu diesem Zeitpunkt nicht neu. So berichten Quellen, dass schon die Vélker des
Altertums, wie Agypter, Phonitzer und Griechen ein breites Wissen iiber die Verwendung von Salzen
wie Alaun, Natron, Peche, Ole und Kochsalz zum Schutz von Holz vor dem Abbau durch
Mikroorganismen besafien (Sutter, 1992). Im 19. Jahrhundert wurden verbreitet Produkte aus Kohle-

und Erdoldestillaten im Holzschutz eingesetzt.

In der Mitte des vergangenen Jahrhunderts wurde eine Reihe hoch human-toxischer HSM, wie z.B. das
Chrom-Kupfer-Arsen (CCA), Pentachlorphenol (PCP) oder y-Hexachlorcyclohexan (Lindan) eingesetzt,
die zusétzlich auch negative Einfliisse auf die Umwelt besaien. CCA kann aus dem behandelten Holz
austreten (Ma et AL., 2006, WILLEITNER ET AL., 1991) und akkumuliert im Boden, in Pflanzen und Tieren,
z.B. in Fischen. Auch 40 Jahre nach dem Einsatz dieses Biozids wurde noch Arsen und Chrom im
Boden sowie in Pflanzen in der Umgebung des behandelten Holzes nachgewiesen (Ma et aL., 2006). In
vielen Studien wurden die Gesundheitsgefahren oder Problematiken der Entsorgung, die von diesem
HSM oder seinen Bestandteilen ausgingen beschrieben (u.a. Kwon er aL., 2004; Hamura et AL., 2006;
WiLLErTNER 1973; HartroRD, 1993 obErR HELSEN & van DEN Burck, 2005). CCA dominierte den HSM-Markt
fiir viele Jahrzehnte (HucHes, 2004) und ist wahrscheinlich das am besten beschriebene HSM iiberhaupt.
In den meisten europdischen Lindern wurde CCA aufgrund des Gehaltes an Schwermetallen,
besonders des Arsens, verboten und ist derzeit nur noch als Referenz zur Analyse der Wirksamkeit von
HSM oder im Aufienbereich, z.B. an Larmschutzwinden (Commvsion Drextive 2003/2/EC 2003; Hasicar
ET AL, 2003; EpLunp & NiLssoN, 1999) zulédssig. Die Verwendung anderer hoch humantoxischer HSM wie
PCP oder Lindan wurde in Europa und den U.S.A. ginzlich verboten. Studien zur Bioremediation von
Steinkohleteerélen, Lindan und PCP unter Verwendung von Pilzen und Bakterien sind von

MajcrerczYK & HUTTERMANN (1998) zusammengefasst.



Einleitung

In den vergangenen Jahren wurde eine Reihe HSM mit geringerer Toxizitét fiir Mensch und Umwelt

entwickelt. Eines dieser Préaparate ist (Bis-(N cyclohexyl-diazeniumdioxy-)Kupfer), das Kupfer-HDO.

1.2 Holzschutzmittel auf der Basis von Kupfer-HDO

Die Wahl eines geeigneten HSM wird primér vom Einsatzort und der Art des Holzes bestimmt.
Besonders am Weichholz, wie Pinus sylvestris, welches der Gebrauchsklasse 4 (GK 4) ausgesetzt ist,
wird héufig chemischer Holzschutz eingesetzt. Der GK 4 unterliegt Holz fiir den Auflenbereich mit
direkter Wetterbeanspruchung und mit stindigem Erd- und/oder SiiSwasserkontakt [DIN EN 335-1,
2006]. Damit ist das Holz dem stdndigen Angriff durch holzzerstorende Mikroorganismen ausgesetzt.
Im Bauwesen ist chemischer Holzschutz fiir bestimmte tragende und aussteifende Holzbauteile, die
z.B. im Kontakt mit dem Boden stehen (GK 4), sogar bauaufsichtlich vorgeschrieben (Marutzky, 1990).
Hiufig basieren HSM fiir Holz der GK 4 auf dem Biozid Kupfer-HDO.

Das Kupfer-HDO besteht aus dem anorganischen Kupfer und der organischen HDO-Komponente
(Abb. 1). Ubergangsmetalle, wie das Kupfer, sind wichtige Komponenten in vielen HSM der GK 4
(Huches, 2004; Temitz et AL., 2004; DIBT, 2009). Neben dem Kupfer ist das Chrom ein hiufig verwendetes
Ubergangsmetall in HSM. Die Kupfer- bzw. Chromkomponente bewirkt die Fixierung des Biozids am
Holz. In der Literatur werden die Ubergangsmetalle aufgrund ihrer dhnlichen chemischen
Eigenschaften (Dickerson & Geis, 1999) und der Dichte von > 5 g/cm™ (Forstner & Wirtmann, 1979) oft

den Schwermetallen zugeordnet (vergl. FRosTEGARD ET AL., 1993 B; EpLunp & Niisson, 1999).

Eine weitere wichtige Funktion des Kupfers im HSM ist der Schutz des Holzes vor dem Abbau durch
saprophytische Mikroorganismen im Boden. Neben den guten fungiziden Eigenschaften von Kupfer ist
bekannt, dass es im Holz auch einen effektiven Schutz vor dem Abbau durch holzzerstérende

Bakterien bietet (Temrrz er AL, 2004, EpLunp & Niwsson, 1999, Scamipt, 2006).

Uber den Effekt, den zu hohe Kupfer-Konzentrationen auf die Mikroorganismen im Boden austiben, ist
bislang wenig bekannt. FLemminG & Trevors (1989) sowie Nies (1999) wiesen nach, dass bei einer zu
hohen intrazelluldren Kupfer-Konzentration unspezifische Bindungen zwischen Kupfer und der
Zellmembran entstehen konnen. Die Folge ist oft die Zerstorung der Integritdt der Zellmembran und
damit der Tod des Organismus (Lera T AL, 1995). Es konnen sich zusitzlich auch unspezifische
Komplexe von Kupfer mit Komponenten der Zelle, wie Proteinen, bilden (FLemmiNG & Trevors, 1989;
Nies, 1999, Lemra et AL., 1995). Dies kann auch zum Tod des Organismus oder zumindest zur Inhibierung
von Wachstum und Zellteilung fithren. Einige Mikroorganismen haben gegen Schwermetalle

Resistenzmechanismen entwickelt. Die notwendigen Gene sind hierfiir hdufig auf Plasmiden lokalisiert
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(Dong, Er AL, 1998). Weitere Resistenzmechanismen konnen das Ausschleusen des Kupfers aus der

Zelle oder die Komplexierung zu weniger toxischen Substanzen sein (Nres, 1999).

Im Boden konnen hohe Kupfer-Konzentrationen durch die oben genannten Effekte zu einer
signifikanten Verdanderung der mikrobiellen Gemeinschaft fithren (BAAth, 1992; BAAtH ET AL, 1998;
FROSTEGARD ET AL., 1993 B; PENNANEN ET AL, 1996), indem sich einzelne an das Kupfer angepasste
Organismengruppen durchsetzen konnen. Eine Kupferkontamination des Bodens wirkt sich haufig
besonders auf die Abundanz aerober Bakterien aus. Von hoher Relevanz ist zusatzlich die Dauer der
Kontamination (WILkE T AL., 2005), sowie die Form, in der die Schwermetalle bioverfiigbar sind. Kupfer
in organischer Form gebunden iibt auf das Wachstum, die Morphologie und den Metabolismus von
Mikroorganismen im Boden einen erheblichen Einfluss aus (Lerra et aL., 1995). Die Bioverfiigbarkeit
von Kupfer im Boden korreliert auch mit der Feuchtigkeit des Substrats (Tom-PeTersEN ET aL., 2004). So
ist Kupfer in einem trockenen Boden haufig weniger toxisch fiir die Mikroorganismen, wie die gleiche

Kupfer-Konzentration in einem feuchteren Boden (FLemmING & Trevors, 1989; Tom-PETERSEN ET AL., 2004).

In vielen Laborstudien wurde belegt, dass Chrom- und Kupfersalze eine inhibierende Wirkung
gegeniiber Mikroorganismen besitzen (u.a. Scumor & Lise, 1974; Scummr & Liese, 1976).
Freilandexperimente zeigten hingegen, dass Holz, welches durch CCA, Kupfer-HDO oder
metallorganische HSM geschiitzt war, trotzdem von Mikroorganismen abgebaut wurde (EbLunp &
NissoN, 1999; Briscok Er aL., 1990). Es existiert demnach ein deutlicher Unterschied im Abbauverhalten
zwischen Laboranwendungen und Freilandexperimenten (Scummpr & Liese, 1994; EpLunp & NILssoN,

1999).

Kupfer hat nicht nur eine schidliche Wirkung auf die Organismen, z.B. im Boden, sondern es ist auch
ein essentielles Spurenelement. Aufgrund seiner Redoxchemie ist Kupfer fiir viele metabolische
Prozesse, sowohl in Prokaryonten als auch in Eukaryonten, notwendig (FLemmING & Trevors, 1989). Als
essentieller Bestandteil in der Atmungskette fungiert das Kupfer als redoxaktives Zentrum
verschiedener Cytochrom Oxidasen (SPeno ET AL., 1995; RosiNsoN ET AL., 1999). Von holzzerstorenden
Krustaceen ist bekannt, dass sie Kupfer an die aktiven Zentren ihrer holzabbauende Enzyme anlagern

und so die Degradierung des Holzes vorantreiben (CracG £t aL., 1999).

HDO wird als Co-Biozid neben der Verwendung mit Kupfer im Kupfer-HDO auch im Komplex mit
Kalium ((N cyclohexyl-diazeniumdioxy-)Kalium) und Aluminium (Tris-(N-cyclohexyl-
diazeniumdioxy-) Aluminium) eingesetzt (GorrscHe & Marx, 1989). Das Kalium-HDO wird unter dem
Markennamen Xyligen® 25 oder Xyligen® 30 vermarktet (Juncer, 2002; DIBt, 2009) und findet als

Sonderpréparat in Holzspanplatten oder Bau-Furniersperrholzplatten Verwendung. Das Aluminium-
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HDO ist unter dem Marktnamen Xyligen®Al erhaltlich und besitzt sehr gute fungizide Eigenschaften
(PetrROWITZ & WAGNER, 1981). Dieses Praparat wird heute zum Schutz von Holz aufierhalb des Bodens

(GK3) eingesetzt (DIBt, 2009).

Das HDO ist ein Amin und fungiert als Co-Biozid. Das Amin stabilisiert und fixiert das Biozid im Holz
(Znanc & Kapmem, 1999). Zusidtzlich bietet das HDO einen wirksamen Schutz vor der Abbau des
Biozids durch kupfertolerante Mikroorganismen (Lesow, 2004). EpLunp & NitssoN (1999) berichteten in
ihrer Studie, dass die Co-Biozide, wie HDO, eine wichtige Funktion beim Schutz des Holzes vor dem
Abbau durch holzzerstorende Mikroorganismen besitzen. Die Wirkweise von Kupfer-HDO ist jedoch
weitestgehend unbekannt. Es wird vom OFrrice oF PREVENTION, PESTICIDES ENVIRONMENTAL PROTECTION AND
Toxic Susstances AGency (EPA) 2005 berichtet, dass das Kupfer-HDO einen Effekt auf die Funktion der

Sulfhydrylgruppen von essentiellen Aminosduren in Pilzen besitzt.

Kupfer-HDO wird durch das Kessel-Vakuum-Druckverfahren in das Holz eingebracht und findet
vielfiltigen Einsatz unter GK 4-Beanspruchung u.a. in Fassaden, Zdunen, Terrassendecks, Pfahlen und
Masten, im Standerwerk von Briicken, im Lawinenschutz, sowie in Bootsstegen von StifSwasserseen

(Www.WOLMAN DE.).

Derzeit sind in Deutschland im Bereich GK 4 von den 22 bauaufsichtlich zugelassenen Formulierungen
8 chromhaltig und 14 chromfrei. Im Jahr 2008 waren unter anderem noch 3 Formulierungen auf der

Basis von Steinkohleteerdlen bauaufsichtlich zugelassen (DIBr, 2008). Zu den chromfreien

Formulierungen wird auch das Kupfer-HDO gezzhlt (DIBr, 2009), dass z.B. als Wolmanit®CX erhiltlich

ist.

Alternativen zum chemischen Holzschutz sind seit Jahrzehnten bekannt. Unter anderem kommen
Holzer mit einer natiirlichen Dauerhaftigkeit zum Einsatz (Liesg, 1961; Becker, 1961; CraGG ET AL., 1999;
VENALAINENET AL, 2001) oder die Resistenz des Holzes wird durch Erhitzen verbessert (KAMDENET AL.,
2002). Eine neuere Technik, bei der mit Temperaturen von 180 - 260 °C gearbeitet wird, ist das
Thermowood-Verfahren (Kocaere er aL., 2007). Mit méfigem Erfolg werden auch antagonistische
Bakterien und Pilze und deren Exkrete eingesetzt (WAicHLt & Tscrott, 1975; Scamipt, 2006). Ein neuerer
Ansatz ist die Verwendung von Wood-Plastic-Composites (WPC). WPC ist ein Verbundwerkstoff aus
Holz mit hiufig synthetischen Kunststoffen und Additiven (z.B. UV-Schutzzusitze, Farbpigmente oder

Klebstoffe) und findet unter anderem Anwendung in Bodenbeligen.
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1.3 Mikrobielle Gemeinschaften

1.3.1 Sukzession der mikrobiellen Gemeinschaft

Die Sukzession (lat. succedere: nachfolgen) wird definiert als nicht jahreszeitlich bedingtes,
gerichtetes und kontinuierliches Muster der Besiedelung eines Gebietes durch aufeinander folgende
Populationen an einem bestimmten Ort (BecoN Er aL., 1996) nach einer nicht weiter definierten Stérung
der Biozonose (Fisuer, 1990). Die ersten Beschreibungen dieses Phinomens stammen aus dem spéten

19. Jahrhundert und sind von Nott (2004) zusammengefasst.

Wichtige sukzessive Ereignisse sind die Primérsukzession, die erste ErschliefSung eines neuen Gebietes,
z.B. nach einem Vulkanausbruch, und die Sekundirsukzession. Als Sekundirsukzession wird eine
Wiederbesiedelung eines Gebietes nach einer Stérung, z.B. durch abiotische Faktoren wie Flutung des
Habitats mit Wasser (Nott er aL., 2005), durch Temperaturverdnderungen (Horr et AL., 2006) oder durch
den Eintrag von Huminstoffen (ManucHaRovA ET AL., 2005) bezeichnet. Ponct (1991) beschrieb, dass eine
Veranderung der Zusammensetzung der organischen Bestandteile im Boden zu einer Sukzession der
mikrobiellen Gemeinschaft fithren kann. Dieser Grundsatz gilt im Speziellen auch fiir die mikrobielle
Gemeinschaft am Holz, im Boden oder in anderen Medien, wo durch den Eintrag von Bioziden eine
Sukzession ausgelost werden kann (WatLace & Dickinson, 2004; PoweLL ET AL., 2001; SHIRAKAWA ET AL.,
2001). Nach lidngerer storungsfreier Zeit bildet sich eine durch die abbiotischen Faktoren bestimmte

stabile Schlussgesellschaft.

1.3.2 Die mikrobielle Gemeinschaft im Boden

Ein Teilaspekt der mikrobiellen Okologie beschiftigt sich seit Mitte des vergangenen
Jahrhunderts mit der Identifizierung von mikrobiellen Gemeinschaften in nahezu allen Bodenhabitaten
der Erde. Abhingig vom Okosystem befinden sich pro Gramm Boden ca. 10*- 10° Bakterien (Brame
METTING JR, 1992) und ca. 10° Pilze (AnDErsoN ET L., 2003). Die mikrobielle Diversitiit ist in jedem Habitat
von vielen biotischen und abiotischen Faktoren abhingig (Gist et aL., 1997). Unter den abiotischen
Faktoren haben sich unter anderem der pH-Wert und die Feuchtigkeit als relevant fiir die Struktur des
Bodens sowie fiir die Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft herausgestellt (ULricH &
Becker, 2006). Die bakterielle Diversitit ist in pH-neutralen Boden am hochsten (FRiErer & Jackson, 2006).
Aufgrund des geringen Nahrstoffgehaltes ist in einem Sandboden die mikrobielle Diversitit signifikant

geringer als in einem Lehmboden (Sessitsch Er aL., 2001). Bakterien besiedeln bevorzugt die
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Lehmfraktion im Boden, wihrend die Pilze und Protozoen auch in der Sandfraktion leben (Gisi Er AL.,

1997).

Mikroorganismen sind verantwortlich fiir den biogeochemischen Kreislauf auf der Erde (Rabajewski T
AL, 2000; Mutter Er AL, 2002, UrricH & Becker, 2006). Bakterien und Pilze sind essentiell fiir die
biochemischen Prozesse im Boden. Sie sind sie z.B. in den Kohlenstoff- oder Energiestoffwechsel direkt
involviert (Ranjarp ET AL., 2000). Die mikrobielle Gemeinschaft im Boden produziert auch eine grofie
Anzahl an extrazelluldren Enzymen, die im Boden den Abbau von Makromolekiilen wie Starke, Lignin

und Zellulose vermitteln (Gist et aL., 1997, van DEr WatL, 2007).

Im Fokus der Umweltmikrobiologie standen in den letzten Jahren oft angewandte Fragestellungen, wie
der Einsatz von Mikroorganismen zur Sanierung des Bodens (KLEsTEUBER ET AL., 2006) oder die
Auswirkung von Zivilisationseinfliissen auf die mikrobielle Gemeinschaft im Boden (Bockt, Et AL., 1998;

RanyarD ET AL., 2000; BovLg, 2006) und im Wasser (ScHREBER & Szewzyk, 2008).

1.4 Die mikrobielle Gemeinschaft am Holz

Pilze besitzen in terrestrischen Okosystemen eine Schliisselfunktion beim Abbau von
organischem Material wie Holz (AnpErsoN T AL., 2003; HOGBERG ET AL., 1999 B; Schmir, 2006; Gisi ET AL.,
1997). Ein Angriffspunkt der Mehrheit dieser saprophytischen Pilze ist die Zellwand des Holzes. Die
Holzzellwand ist eine polymere Struktur und besteht hauptsichlich aus Zellulose, Hemizellulose und
Lignin. Zum Abbau des Lignins sind spezielle Enzyme notwendig, die nicht von allen saprophytischen
Pilzen gebildet werden koénnen (Schmmbr, 2006). Aus diesem Grund bleibt das Lignin bei vielen

Befallstypen héufig lange intakt.

Es werden 3 Befallstypen des pilzlichen Holzabbaus unterschieden (PowerL Er ar., 2001):

(a) Braunfaule, (b) Weififiule und (c) Moderfaule. Die unterschiedlichen Befallstypen werden dabei
durch das Schadbild charakterisiert und geben zunéchst nur bedingt Aufschluss tiber den involvierten
Pilz. Hauptséchlich handelt es sich bei den holzabbauenden Pilzen um Basidiomyceten, Ascomyceten

und Deuteromyceten (PoweLL ET AL., 2001).
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(a) Die Braunfaule wird vor allem durch holzzerstérende Basidiomyceten hervorgerufen, welche die

bbildung 1: AVon e

Zellulose des Holzes metabolisieren. Da Braunfiule erregende Pilze nur wenige Lignin abbauende
Enzyme exkretieren (Scamipt, 2006), verbleibt das Lignin im Holz und verleiht dem Schadbild die

typische braune Farbung. Das Holz verliert durch den Abbau der Zellulose an Masse und

Festigkeit. Es konnen die fiir Braunfdule typischen, querrissigen Strukturschaden, der sogenannten

,Wiirfelbruch”, entstehen (Abb. 1A blauer Pfeil).

'.w.\.

: el

inem Braunfdulepilz befallener Holzpriifkorper (adelholz). Der blaue

Pfeil zeigt die fiir diesen

Befallstyp charakteristischen , Wiirfelbruch”. B Ein mit einem Weififiule erregenden Pilz befallenes Laubholzstiick.
Roter Pfeil: Demarkationslinie. Griiner Pfeil: weile Zellulosefasern. ein typisches Schadbild das durch WeiBfdule
erregende Pilze hervorgerufen wird.

(b

~

Prominente Braunfiule erregende Pilze sind u. a. Lentius lepideus, Antrodia spp. und Serpula
lacrymans. Letzterer, der echte Hausschwamm, ist einer der bekanntesten holzzerstérenden Pilze
und zeichnet sich besonders durch sein hohe Toleranz gegeniiber hohen Kupfer-Konzentrationen

aus (Hastrup Et AL., 2006).

An Holz, das mit einem HSM auf Kupfer-HDO-Basis behandelt wurde, konnte bereits ein
Holzabbau durch Braunfiule erregende Pilze nachgewiesen werden. Es ist jedoch unbekannt, ob

diese Pilze aktiv das Biozid abbauen kénnen (EpLunp & NieLson, 1999).

Bei Weififaule erregenden Pilzen handelt es sich in der Regel um Basidiomyceten und einige
wenige Ascomyceten. Diese Pilze degradieren die Zellulose, die Hemizellulose und Lignin des
Holzes (Leise, 1970). Charakteristisch fiir diesen Befallstyp kénnen dunkle Linien im Holz sein
(Demarkationslinien) (Abb. 1A roter Pfeil), die gesunde Holzteile von befallenen abgrenzen und
der Feuchtigkeitsregulation im Holz dienen (Scumior, 2006). Das erzeugte Schadbild einer
Weifsfaule kann sich durch weifiliche Zellulosefasern auszeichnen (Abb. 1A griiner Pfeil). Bekannte

Weiflfaule erregende Pilze sind neben Trametes versicolor und Ganoderma adspersum auch Mitglieder

7
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~

der Gattung Sordariales. Es ist bekannt, dass z.B. der Weififaule erregende Pilz Trametes hirsuta in
der Lage ist, HSM wie PCP vollstindig zu mineralisieren (Boyie, 2006). In Freilandversuchen
konnte von EpLunp & NreLson (1999) gezeigt werden, dass Holz, das durch ein Kupfer-HDO haltiges
Praparat geschiitzt war von Weififaule befallen war. Fir Kupfer-HDO wurde unter
Berticksichtigung eines Auswaschprozesses im Holz eine Toxizitdtsgrenze fiir Coriolus versicolor
von 1 kg /m’ festgelegt (ADVISORY COMMITTEE ON PESTICIDES, EvaLuation oN Cu-HDO, 2005). Ob

Weififdaule erregende Pilze jedoch auch Kupfer-HDO abbauen koénnen ist unbekannt.

Der Begriff ,Moderfaule” wurde 1954 von FinoLay & Savory eingefiihrt. Bei Moderfaule erregenden
Pilzen handelt es sich um Ascomyceten und Deuteromyceten, die Holz unter extremen
Bedingungen, wie hohen Temperaturen, hoher Feuchtigkeit oder niedrigem pH-Wert abbauen
konnen, die fiir Basidiomyceten ungiinstig sind (Liest & Ammer, 1964; BjorbaL et aL, 1999). Der
Befallstyp der Moderfdule unterscheidet sich von den Befallstypen Braun- und Weiifdule durch
das Wachstum des Pilzes in den Zellwinden des Holzes. Es entstehen die fiir die Moderfaule

typischen Hohlrdume in den Sekundar-Winden von Hart- und Weichhélzern. Diese Hohlrdaume

weisen im Langsschnitt eine kavernenartige (Rhomben) Struktur auf (Abb. 2 A und Abb. 2 B) (Liesk,
1964; Scumipr, 2006).

Abbildung 2.: A Radialschnitt und B Tangentialschnitt durch einen von einem Moderfaule erregenden Pilz befallenen
Holzpriifkérper. Die roten Pfeile zeigen die Locher in den Sekundidrwinden, die blauen Pfeile die rhombenartige
Struktur dieser Hohlraume.

Hiufig kann bei Moderfiule erregenden Pilzen, wie Lecytophora multabilis, auch das Auftreten von
Speichergranulae festgestellt werden, in denen hohe Konzentrationen des HSM CCA gefunden
wurden (Daniet, 2003). Diese Granulae konnten der Detoxifizierung des HSMs dienen. Moderfgule

erregende Pilze bauen zunichst die Zellulose und Hemizellulose ab. In spéteren Stadien kann auch

BAM-Dissertationsreihe
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ein Abbau des Lignins vollzogen werden. Viele Moderfdule erregende Pilze sind jedoch nicht
tolerant gegeniiber hohen Kupferkonzentrationen, so dass die Verwendung dieses Metalls in einem

HSM einen guten Schutz gegeniiber einem Befall durch diese Pilze bietet (Schmipt, 2006).

Neben den Pilzen sind auch Bakterien am Abbau des Holzes und der Degradierung von HSM beteiligt
(Briscok, ET AL., 1990; WaLLaceE & Dickinson, 2004; WarLace & Dickinson, 2006). Da sie jedoch weniger
prominente Schadbilder erzeugen und der Abbau langsamer verlauft, ist dieser Befall in der Literatur
weniger beschrieben als der Holzbefall durch saprophytische Pilze.

Wihrend der mikrobiellen Sukzession scheinen die Bakterien die ersten Organismen zu sein, die das
Holz besiedeln. Bakterien konnen jedoch auch in spiteren Stadien des Holzbefalls auftreten (Schmr &
Liese, 1994). Bei den holzzerstorenden Bakterien handelt es sich um Stidbchen der Gattungen Bacillus,
Clostridium, Erwinia, Flavobacterium und Pseudomonas. Auch einige Kokken, wie Micrococcus und
Staphylococcus, sind in den Abbau des Holzes involviert (Scamipt & Liese, 1994). Zu den holzabbauenden
Bakterien zdhlen sowohl aerobe, fakultative anaerobe und auch strikte anaerob lebende Bakterien. Die
Letztgenannten bewohnen z.B. Holz im Wasserkontakt, das durch die Bildung von anaeroben
Bereichen fiir viele Pilze, mit Ausnahme von Hefen und Moderfiule erregenden Pilzen, nicht
besiedelbar ist (PoweLL ET AL, 2001).

Bakterien gelangen hiufig durch das Parenchym, das als Quelle von einfach abzubauenden
Néhrstoffen dient, in verschiedene Bereiche des Holzes. Es sind drei Arten des Holzabbauprozesses
durch Bakterien bekannt (a) Erosion, (b) Clavitation und (c) Tunnelbildung (Scummr & Liese, 1994;
SINGHT ET AL., 1990; PoweLL T AL., 2001).

Das Schadbild, das von Clavitation- oder Tunnelbakterien erzeugt wird, unterscheidet sich vom
Schadbild der Erosion durch die Bildung von Kavernen in den Zellwidnden. Mikroskopisch ist dieses

Schadbild ghnlich dem der Moderfiule (Abb. 3).

&

Abbildung 3: Tangentialschnitt durch einen von Bakterien befallenen Holzpriifkorper. Der Bakterienbefall des Holzes
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verursacht den Abbau der zellulose- und hemizellulosehaltigen Zellwénde; als hellere Bereiche zu erkennen (rote Pfeile).

Ein von Mikroorganismen befallenes Holz wird in vielen Fillen von unterschiedlichen Bakterien und
Pilzen gleichzeitig befallen. Bakterien und Pilze konnen dabei sowohl synergetische als auch
antagonistische Gemeinschaften bilden. Bakterien konnen Pilze in ihrem Wachstum durch die Abgabe
von toxischen Degradationsprodukten, Antibiotika oder die Entfernung von Nihrstoffen in ihrem
Wachstum inhibieren (Scumir & Liese, 1994; pe Boer & van per Wat, 2008). Auf der anderen Seite
konnen sie durch die Abgabe von stickstoffhaltigen Verbindungen das Pilzwachstum beschleunigen
(Levy, 1975; bE BoEr & vaN DErR WaL, 2008).

Bezogen auf den Holzschutz konnte von DaneL unp NiLsson (1985) am Beispiel des CCAs nachgewiesen
werden, dass Bakterien durch die Solubilisierung von Biozidkomponenten die Toxizitit soweit
herabsetzten konnen, dass ein Pilzwachstum moglich ist. Unter Verwendung des gleichen Biozids
konnten Greaves (1970) und WILLEITNER ET AL., (1977) zeigen, dass der Abbau des Holzes durch Pilze
beschleunigt wird, wenn zuvor eine bakterielle Reinkultur (Conophora puteana) am Holz eingesetzt
wurde. Es wurde spekuliert, dass dieser Effekt durch spezielle von Bakterien produzierten Siuren
ausgelost wird. Diese Sduren konnen zum Auswaschen der fixierten Bestandteile des CCAs fithren
(Scambt, 1986). Der gleiche Effekt kann auch durch Séduren hervorgerufen werden, die von Pilzen

gebildet und abgegeben werden.
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1.5 Techniken zur Erfassung der mikrobiellen Diversitit

Zur Beantwortung von mikrobiell-6kologischen Fragestellungen und zur Charakterisierung der
mikrobiellen Lebensgemeinschaft z.B. im Boden sind zwei unterschiedliche Herangehensweisen
bekannt. Die klassische Herangehensweise stiitzt sich auf die Kultivierung der zu analysierenden
Organismen. Bei der anderen, der molekularbiologischen Herangehensweise, werden die

Nukleinsduren zur Identifizierung der Organismen verwendet.

Der klassische Ansatz zur Charakterisierung der mikrobiellen Lebensgemeinschaft hat den grofien
Nachteil, dass bisher nur 1 - 15 % der Bakterien (AMANN ET AL., 1995; Kirk ETAL, 2004; ScHLEIFER, 2004) und
etwa 5 % -10 % der Pilze im Boden (HawkswortH, 1991; HawswortH & Rossman, 1997) kultiviert werden
konnten. Der kultivierbare Anteil der Gemeinschaft ist aus diesem Grund weder qualitativ noch
quantitativ reprdsentativ fiir das untersuchte Okosystem. Es eignen sich somit die traditionellen
Kultivierungsmethoden nur eingeschrankt zur Bestimmung der Diversitit der mikrobiellen
Gemeinschaft. Die Kultivierungsmethoden sind bei der Isolierung der abundanten Mitglieder
mikrobieller Gemeinschaften in vielen Fillen nicht erfolgreich und sind aus diesem Grund fiir die

Quantifizierung nur eingeschrankt anwendbar (CHANDELER ET AL., 1997).

Durch den Einsatz molekularbiologischer Methoden, besonders der Verwendung des Markergens der
165 rRNA zur phylogenetischen Klassifizierung, wurde es moglich, die Diversitit komplexer
bakterieller Gemeinschaften aufzulosen (Woksk, 1987; Amman Er aL., 1995; HucensoLz , 2002; RANJARD ET
AL, 2000). Die Verwendung des 16S rRNA-Markergens zur phylogenetischen Klassifizierung hat sich
gegeniiber anderen kultivierungsunabhiangigen Methoden, wie unter anderem die Verwendung von
ATPase Untereinheiten (AMANN ET AL., 1988) oder RNA-Polymerasen (PUHLER ET AL., 1989), durchgesetzt,
da die 165 rRNA-Gene wichtige strukturelle Komponenten der prokaryontischen Ribosomen sind und
somit ubiquitdr in Prokaryonten vorkommen. Durch die Grofie von etwa 1500 bp besitzt die 165 rRNA
gegeniiber z.B. der 23S rRNA (2900 Basen) einen ausreichend groflen Informationsgehalt, um
phylogenetische Charakterisierungen von Prokaryonten vornehmen zu konnen (Woesg, 1987). Mittels
einer Zusammenstellung von Sequenzdaten konnte nachgewiesen werden (NEers, et AL., 1993), dass die
16S rRNA-Gene aller Organismen neben stark konservierten Abschnitten, insgesamt 9 variable
Regionen beinhalten (V1 - V9). Die stark konservierten Bereiche fungieren bei den phylogenetischen
Untersuchungen als Bindestellen fiir die Oligonukleotidprimer, wihrend die variablen Sequenzen zur

Unterscheidung der Organismen verwendet werden.

Auf Ebene der Eukaryonten stiitzt sich die phylogenetische Charakterisierung auf dem 185 rRNA-Gen
(Drez E1 AL, 2001 A; Diez T AL, 2001 B; van HANNEN, ET AL., 1999; HE ET AL., 2005). Zur tieferen Auflosung,
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z.B. zur Identifizierung holzzerstorender Pilze (RiserG ET AL., 2005) oder zur Charakterisierung von
Nematoden (Powers Er AL., 1997), werden die ITS-Regionen des 18S rRNA-Gens (internal transcribed

spacers) verwendet.

Die Aufklarung der Zusammensetzung komplexer mikrobieller Lebensgemeinschaften wurde durch
verschiedene molekularbiologische Fingerabdruck-Techniken, basierend auf dem 16S-rRNA- bzw. 18S
rRNA-Gen, realisiert. Der Vorteil gegentiber den klassischen kultivierungsabhingigen Methoden ist
neben der Moglichkeit einen grofieren Anteil der Gemeinschaft tiberhaupt erfassen zu kénnen auch ein
hoher Durchsatz vieler Proben. Zusitzlich kann die Dynamik der Gemeinschaft iiber die Zeit
visualisiert werden. Fingerabdruck-Techniken bieten zusitzlich gegeniiber den héufig zeitaufwendigen
Verfahren von Klonierung und Sequenzierung eine schnellere und eindeutigere Abschitzung der
mikrobiellen  Diversitit.  Zusitzlich konnen Informationen zur Abundanz einzelner

Organismengruppen getroffen werden.

Hiéufig  verwendete  Fingerabdruck-Techniken sind zB. (a) denaturierende/thermische
Gradientengelelektrophorese DGGE/TGGE (Muyzer, 1999; KowaLcHuk ET AL., 1997), (b) Einzelstrang-
Konformations-Polymorphismus (SSCP; Lee, er aL, 1996) und (c) Terminaler-Restriktions-
Fragmentldngen-Polymorphismus (T-RFLP; L, 1997). Diese Methoden ermoglichen gemischte PCR-
Produkte auf Grund von verschiedenen Charakteristika der DNA, wie Schmelzverhalten, Mobilitit in

einem elektrophoretischen Gel oder Sequenzabschnittmuster voneinander zu trennen.
In dieser Arbeit wurden die SSCP-Methode (b) und die T-RFLP-Methode (c) eingesetzt.

(b) Die SSCP-Methode wurde bereits haufig zur Charakterisierung  mikrobieller
Lebensgemeinschaften eingesetzt (KLEINSTEUBER ET AL., 2006; DoHRMANN & TEBBE, 2004; SCHMALENBERGER
ET AL, 2001). Urspriinglich wurde diese Methode zur Detektion von Mutationen entwickelt (Myrs, r
AL., 1987; Orita, 1989). Zunichst wurde doppelstringige DNA in der SSCP eingesetzt, was zur
Bildung von mindestens drei Banden (zwei DNA-Einzelstrange und der DNA-Doppelstrang) fiihrte
(Lee ET AL, 1996, Nakao & Porovic, 1998). Um den Einsatz dieser Methode zur Charakterisierung
mikrobieller Lebensgemeinschaften im Boden zu vereinfachen, wird der durch die vorangegangene
PCR erzeugte DNA-Doppelstrang mit Hilfe des Enzyms A-Exonuklease in einen Einzelstrang
iiberfithrt. Die Anzahl der DNA-Banden, die eine ,Operative taxonomische Einheit” (OTU) erzeugt,
werden auf diese Weise im Idealfall auf einen Strang minimiert. Die Sensitivitit der SSCP-Methode
ist hoch genug, um OTUs zu detektieren, die nur 1,5 % der gesamten Gemeinschaft ausmachen (Leg
ET AL., 1996). Zusitzlich gibt die Intensitit der Bande im Gel einen Hinweis auf die Abundanz des

OTUs (FroMIN ET AL., 2002).

Im Vergleich mit der DGGE-Methode bietet die SSCP-Methode den entscheidenden Vorteil, dass die
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Bildung von Heteroduplexstrangen (DNA-Doppelstrang, generiert von zwei verschiedenen

Organismen) unterbunden wird (ScawitGer & TebBE, 1998; LEE ET AL, 1996).

(c) Die T-RFLP-Methode ist eine weitere Methode zur Analyse der mikrobiellen Gemeinschaft im
komplexen Okosystem Boden. Auch diese Methode basiert, wie die SSCP-Methode, auf einer
Amplifizierung eines Abschnittes, z.B. der prokaryontischen 16S rRNA (in dieser Arbeit) mittels
spezifischer, fluoreszenzmarkierter Oligonukleotidprimer. Durch eine Hydrolyse dieser PCR-
Produkte mit hédufig schneidenden Restriktionsenzymen werden DNA-Fragmente mit
unterschiedlichen Lingen erzeugt. Wihrend der Lingenbestimmung mittels einer
Kapillarelektrophorese werden nur die terminalen DNA-Fragmente (T-RFs), bedingt durch die
Markierung mit dem Fluoreszenzfarbstoff, detektiert. Die Anzahl und Lénge dieser T-RFs korreliert
mit der Anzahl bzw. den unterschiedlichen OTUs im analysierten Habitat. Ein grofier Vorteil dieser
Methode liegt in der sofortigen Verfiigbarkeit der Daten in digitaler Form und einer damit

vereinfachten und schnellen Auswertung.

Mit Hilfe der Fingerabdruck-Techniken ist es in den letzten Jahren vermehrt gelungen, einen tiefen
Einblick in die Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft im Habitat Boden zu erlangen. Die
Funktion der Organismen in diesem Habitat kann jedoch mit diesen Methoden nicht bestimmt werden.
Um eine Verkniipfung zwischen einem Substrat und dessen Konsumenten herzustellen, wurden
Methoden eingesetzt die es erlauben, Bestandteile des Substrats in den Organismen zu detektieren. Der
Einsatz stabiler Isotope, vor allem das stabile Kohlenstoffisotop C als ,Tracer”, erméglichte diesen
Nachweis in den Zellen sowie die Analyse von biologischen Prozessen, wie Respiration oder

Metabolisierung.

Das Kohlenstoffisotop *C ist mit einem Anteil von 1,1 % in der Atmosphire, zumeist im CO, enthalten

(Carte, 1991). Die verbleibenden 98,9 % entfallen auf das Kohlenstoffisotop *C. Andere Isotope, wie das

C, sind extrem selten. Infolge der Massenunterschiede der beiden Isotope C und "C zeichnen sie sich
durch unterschiedliche Bindungsenergien und Reaktionseigenschaften aus (Carce, 1991; Mook & DE
Vries, 2005). Das schwerere “C-Isotop wird in biologischen Reaktionen diskriminiert. Daraus resultiert
die Akkumulation des C-Isotops in den gebildeten Substanzen. Durch die Analyse dieser Substanzen
mittels eines Gaschromatographen (GC) mit angeschlossenem Massenspektrometer (MS) erfolgt die
Bestimmung des “C/"*C-Isotopenverhéltnis (dargestellt im §C-Wert) in einer Substanz oder in einem
Gemisch (z.B. Boden). Diese Analyse ermoglicht die Messung der Isotopenfraktionierung bei

unterschiedlichen Anwendungen wie Respiration oder Assimilation.
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Stable-isotope-probing (SIP) ist eine ca. 15 Jahre alte Methode, die zur Aufdeckung und
Charakterisierung der Funktion aktiver mikrobieller Gemeinschaften verwendet wird. Durch den
Einsatz, z.B. eines *C-markierten Substrats, kann der Nachweis erbracht werden, welche Organismen
aktiv an der Assimilierung dieses Substrats beteiligt sind. Die isotopische Anreicherung selbst hat
keinen Einfluss auf die assimilierenden Organismen (Rapajewski, et aL., 2000). Bislang beschréankte sich
die Analyse oft auf leicht abbaubare Substanzen wie Glukose. Ein *C-markiertes Biozid wurde in SIP-

Untersuchungen bislang noch nicht eingesetzt.

Der Nachweis des C-Isotops kann in verschiedenen Zellbestandteilen erfolgen. In vielen Studien wird
das C-Isotop in den Nukleinsiuren, speziell im 16S rRNA-Gen (SIP-DNA), nachgewiesen (RapajEwski
ET AL, 2000; MANEFEELD ET AL, 2002 A; MaNErELD ET AL, 2002 B). Diese Methode bietet den Vorteil einer sehr
hohen phylogenetischen Auflosung (Rabagwskt T aL, 2000). Bei der SIP-RNA-Methode wird das
16S rRNA Molekiil selbst verwendet, welches mit einer hoheren Kopienzahl an RNA-Molekiilen in der
Zelle vorliegt, als das 165 rRNA-Gen. Das 16S rRNA-Molekiil wird unabhingig von der Teilung der
Zelle gebildet. Die Verwendung des 165 rRNA-Molekiils bietet zusitzlich den Vorteil, dass die
gebildete Menge mit der Aktivitit der Zelle, z.B. mit der Proteinbiosynthese korreliert (Rosser ET AL.,
1966; DumonT Et AL., 2005; DumonT Et AL., 2006; Nomura ET AL., 1984; Kemp ET AL., 1993). MANEFIELD ET AL.
(2007) beschrieben, dass das ®C-Isotop ca. 6,5 fach schneller in die RNA integriert wird als in die DNA.
Um eine Anreicherung der RNA mit dem BC-Isotop nachweisen zu konnen, miissen etwa 20 % der

RNA-Molekiile markiert worden sein (Rabajewsk eT aL., 2003).

Neben Kohlenstoffisotopen werden anwendungsbezogen auch Isotope des Stickstoffs (*N) eingesetzt,
z.B. zur Analyse der Funktion saprophytischer Pilze im Stickstoffkreislauf (Hossie, 1999; HOGBERG ET AL.,

1999 A).

Eine weitere hiufig verwendete Methode zum Nachweis einer erfolgten Substratassimilation ist der
Nachweis von “C-Isotopen in den mikrobiellen Phospholipidfettsduren (SIP-PLFA) (BORSCHKER ET AL.,
1998; ABraHAM ET AL., 1998; KniEF ET AL., 2003; MAUCLAIRE ET AL., 2003; SHRESTHA ET AL., 2008). Die sehr hohe
Sensitivitdt von SIP-PLFA gegentiber den oben beschriebenen Nukleinsdure basierten Methoden ist der
groe Vorteil dieser Methode. Durch eine Analyse der PLFAs mittels GC-C-IRMS kénnen isotopische
Anreicherungen im pg-Bereich detektiert werden (Dumonr Er aL., 2006). Durch den schnellen Einbau der
BC-Isotope in die PLFAs konnen strukturelle Verdnderungen der Gemeinschaft nach kurzer
Inkubationszeit detektiert werden (Zeiies, 1999). Ein essentieller Unterschied zu den Nukleinsidure
basierten Methoden ist auch, dass die PLFAs nur in lebenden Zellen vorhanden sind, da nach dem Tod
der Zelle die Phosphatgruppe schnell abgebaut wird (Tunup T AL., 1985; ZELLES, 1999; EVERSHED ET AL.,

2006). Phospholipide sind Hauptkomponenten der Zellmembran aller lebender Zellen mit einem
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konstanter Anteil der Biomasse (LEcHEVALIER, 1989). Dariiber hinaus sind die Phospholipide strukturell

sehr divers, wodurch sie sich gut als mikrobielle Biomarker eignen (Greex & Scow, 2000).

SIP-PLFA wurde bereits erfolgreich zur Charakterisierung vieler mikrobieller Lebensgemeinschaften
eingesetzt, sowie zur Untersuchung der Nahrungskette bei Bakterien und Prokayonten (MAUCLAIRE ET

AL., 2003, KnrEF ET AL, 2003) und weiteren Gliedern der Nahrungskette.

1.6 Techniken zur Bestimmung von Kupfer-HDO

Viele HSM der neuen Generation sind aus organischen und anorganischen Bestandteilen
(Metallen) aufgebaut. Der Nachweis anorganischer Komponenten, wie z.B. Kupfer, kann durch das
Veraschen der Proben realisiert werden (Perrowirz, 1971). Durch diesen Prozess konnen storende
Begleitstoffe aus der Probe entfernt werden und mittels Atomabsorptionsspektrometrie (AAS) kann
das Kupfer nahezu vollstindig nachgewiesen werden. Dieses Verfahren wird wegen der hohen
Genauigkeit in vielen Studien eingesetzt (z.B. Hasicut et AL., 2003; Temirz et aL., 2004). Aufgrund der
Komplexitit des Holzes gestaltet sich jedoch die Bestimmung vieler HSM, besonders organischer
Bestandteile, in der Holzmatrix schwierig (JuNcer, 2002). WITTENZELLNER ET AL., (1999) entwickelten ein
Verfahren, zur Bestimmung von HDO mittels Hochdruck-Fliissigkeits-Chromatographie (HPLC), mit
dem HDO in geringeren Konzentrationen (ca. 1 - 2 pg/ml) nachgewiesen werden kann. Diese hohe
Sensitivitdt ist in vielen Féllen notwendig, wenn die Konzentration des HDOs durch Auswaschung

oder Abbau reduziert wurde.

Organische Holzschutzmittel kénnen mittels GC-MS im Holz nachgewiesen werden (FerLazzo, 1999,
JunceL et AL. 2000). Durch den Einsatz der GC-MS war es zusitzlich moglich, neben der Quantifizierung
des HDO, auch einen Einblick tiber dessen Verteilung im Holz zu erlangen und dessen chemisch

entstandene Umbauprodukte zu bestimmen (Juncer, 2002).

1.7 Ziele dieser Arbeit

Der Einsatz von Bioziden zum Schutz des Holzes vor dem Abbau durch saprophytische
Mikroorganismen ist in den letzten Jahrzehnten geprégt durch die Verwendung von Formulierungen,
die sich im Vergleich zu den HSM der letzten Generationen durch eine bessere Umweltvertraglichkeit
auszeichnen. Eines dieser Biozide ist das Kupfer-HDO. Die bessere Umweltvertraglichkeit dufSert sich

unter anderem in der Tatsache, dass das Kupfer-HDO im Laufe der Inkubationszeit im Boden abgebaut
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wird (EpLunp & Nizsson, 1999) und es somit nicht wie bei anderen Bioziden zu einer Akkumulation im
Boden, Pflanzen und Tieren kommt. Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit stand die Zielsetzung,
den Abbauprozess des Kupfer-HDOs im Boden und im Holz, sowie die darin involvierten Organismen
zu charakterisieren. Die zur Bearbeitung dieser Zielsetzung eingesetzten Versuchsansitze sind in

Abb. 7 schematisch dargestellt.

Fragestellungen, die mit der vorliegenden Arbeit beantwortet werden sollten:

A. Wird Kupfer-HDO abgebaut, wenn es in geringen Konzentrationen in den Boden gelangt?

Es sollte nachgewiesen werden, ob das durch natiirliche Auswaschung aus behandeltem Holz in den
Boden gelangte Kupfer-HDO abgebaut wird oder persistiert. Diese Testansitze werden in Folge als

,Biozid im Boden”, Bi-Bo, bezeichnet und sind im Kapitel 2.7 Abschnitt A ausfiihrlich beschrieben.

B. Wird das Kupfer-HDO auch als Teil einer HSM-Formulierung degradiert, wenn es im Holz

fixiert ist?

Durch den Einsatz eines HSM mit Kupfer-HDO als Biozid und unter Verwendung von Holzspédnen im
Boden sollte diese Fragestellung beantwortet werden. Diese Testansitze werden in Folge als
,Holzschutzmittel in Holzspédnen im Boden”, HSM-Ho-Bo, bezeichnet und sind im Kapitel 2.7
Abschnitt B ausfiihrlich beschrieben.

C. Lost das Einbringen eines HSMs auf der Basis von Kupfer-HDO eine mikrobielle Sukzession

aus?

Dies sollte in einem mdglichst praxisnahen Ansatz, unter Verwendung von Holzpriifkdrpern im
Boden analysiert werden. Der Effekt, den die organische HDO-Komponente auf die mikrobielle
Gemeinschaft ausiibt, sollte durch den Einsatz eines HSMs gleicher Formulierung mit gleichem
Kupfer-Gehalt, jedoch in Abwesenheit des HDO Anteils, bestimmt werden. Zusétzlich zur Bestimmung
der mikrobiellen Gemeinschaft sollten mogliche Verdnderungen der Konzentrationen der Biozide
berticksichtigt werden. Die Testansdtze dieses konzeptionellen Designs werden in Folge als
,Holzschutzmittel in Priifkorper im Boden”, HSM-Pr-Bo, bezeichnet und sind im Kapitel 2.7
Abschnitt C ausfiihrlich beschrieben.
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2 Material & Methoden

2.1 Chemikalien und Gase

Soweit im Text nicht gesondert angegeben, wurden Chemikalien mit einem Reinheitsgrad , zur
Analyse” eingesetzt und von den Firmen Merck (VWR International, Darmstadt) und Roth (Karlsruhe)
bezogen. Die in der Molekularbiologie eingesetzten Reagenzien stammen von Applied Biosystems
(Darmstadt), Biozym Scientific GmbH (Hessisch Oldendorf), Fermentas (St. Leon-Rot), Merck (VWR
International, Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma-Aldrich (bzw. Fluka)
(Taufkirchen). Alle Oligonukleotide wurden von MWG (Ebersberg) synthetisiert. Die eingesetzten

technischen Gase wurden iiber Air Liquide, Berlin, angefordert.

2.2 Bodenproben

Fiir alle durchgefiihrten Projekte wurde ein Boden aus einem Testfeld der Bundesanstalt fiir
Materialforschung und -priifung, in Horstwalde (Brandenburg, Koordinaten: 52°05' 44,72"N; 13°24'
34,98" E) verwendet. Dieser Boden wird fiir mikrobielle Abbauversuche in der BAM schon seit Jahren
erfolgreich eingesetzt. Eine Bewirtschaftung dieses Bodens in den letzten 10 Jahren war nicht gegeben.
Nach der Entnahme wurde der Boden in einem trockenen Raum bei Auflentemperatur (die Temperatur

lag jedoch nie unter 0 °C) in groflen Steinbecken iiber einen Zeitraum von maximal 8 Wochen gelagert.

2.3 Holzpriifkoérper und Holzmehl

In diesem Projekt wurde Kiefernsplintholz (Pinus sylvestris, Linnaeus) verwendet. Die Kiefern
wurden am 29.09.2004 in Brandenburg gefillt und zur weiteren Verarbeitung in Latten geschnitten.
Aus den Latten wurden Holzpriifkérper mit den Abmafien von 50 mm (+ 0,5 mm ) x 25 mm (+ 0,5 mm)
x 15 mm (+ 0,5 mm) hergestellt und bis zum Einbringen in den Boden bei 22 °C und einer
Luftfeuchtigkeit von 65 % (+5%) gelagert. Die Priifkorper gentigen der Norm DIN EN 113, aus der
hervorgeht, dass die Holzstruktur frei von UnregelmiBigkeiten, von groben Fehlern, wie Asten,
Harzeinschliissen, Verfarbungen jeglicher Art zu sein hat, um eine moglichst homogene Aufnahme der
Tranklosungen im Holz zu erreichen. Auch das Verhiltnis von Frith- zu Spétholz (gemessen an den

Jahrringen) hat signifikante Auswirkungen auf die Aufnahme von Losungen in das Holz. Die
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Gewichtstoleranz der einzelnen Priifkorper lag bei max. 10 % des arithmetischen Mittels aller
verwendeten Priifkorper.
Das verwendete Holzmehl wurde auch aus Kiefernsplintholz gewonnen und auf eine Gréfie von 2 mm

(+ 0,5 mm) gesiebt (Analysensieb, Retsch, Hahn).

2.4 Vermikulit

Vermikulit ist ein natiirlich vorkommendes Tonmineral aus der Mineralklasse der Silikate, das
schuppige, blittrige oder massige Aggregate ausbildet. Durch seine strukturellen Eigenschaften kann
Vermikulit groffe Mengen an Wasser speichern (Tab. 17). Da Vermikulit nur geringen pH-Wert-
Schwankungen unterliegt (ArLison & Prosser, 1993) und biologisch nahezu inert ist, ist es als
Beimischung zum Boden (Curung Er AL, 2002) gut geeignet. Vermikulit wird auch haufig als
Tragermaterial fiir Versuche zum Abbau von HSM mit pilzlichen Reinkulturen eingesetzt, um Effekte
durch die Bodenmatrix und ein zusétzliches Nahrstoffangebot auszuschalten (Baonza & Franco, 1989);

[DIN EN 807].

2.5 Herstellung eines Boden/Vermikulitgemisches

Der Boden wurde in feuchtem Zustand auf eine Korngrofle von < 2 mm gesiebt und bei 28 °C
und einer Luftfeuchtigkeit von 60 % eine Woche konditioniert. Im Anschluss erfolgte die Zugabe von
sterilisiertem Vermikulit im Verhaltnis 5 : 1 (w/w). Die Sterilisierung erfolgte durch das Erhitzen des
Tonminerals auf 160 °C fiir 3 Stunden im Trockenschrank (Thermo, Heraeus, Hanau). Nachdem die
Komponenten griindlich durchmischt wurden, wurde eine Wasserhaltekapazitit (WHK) von 100% mit
sterilem Wasser aus der Leitung eingestellt. Dies entspricht einem gravimetrischen Wassergehalt (W)
von ca. 51 %. Der Bodenansatz wurde erneut eine Woche bei gleichen Bedingungen konditioniert. Zu
Beginn jedes Versuchsansatzes, wurde der gravimetrische Wassergehalt bestimmt. Der Bodenansatz
wurde einmal zu Beginn dieser Arbeit hergestellt und ausschlieflich verwendet. Uber lingere
Zeitraume wurde der Bodenansatz, das fortan als ,,Boden” bezeichnet wird, bei 15 °C in Dunkelheit
gelagert. Um den Verlust von Feuchtigkeit zu verringern, wurde der Boden luftdurchlissig abgedeckt.
Vor allen Anwendungen wurde der Boden griindlich gemischt und im Bedarfsfall durch die Zugabe

von sterilem dd H,O auf den urspriinglich eingestellten gravimetrischen Wassergehalt gebracht.
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2.6 Kupfer-HDO und Formulierungen auf der Basis von Kupfer-HDO

In dieser Arbeit wurde der Holzschutz-Wirkstoff Kupfer-HDO als Bestandteil verschiedener
flussiger Modellholzschutzmittelformulierungen (Modell-HSM) und in reiner Form (Feststoff)
eingesetzt (bereitgestellt von Fa. Dr. Wolman GmbH, Sinzheim). Die fiir diese Arbeit relevanten
chemikalischen und physikalischen Eigenschaften des Kupfer-HDOs sind in Tabelle 1 aufgefiihrt
(GorrscHE & Marx, 1989)

Tabelle 1: Chemische und physikalische Daten des Kupfer-HDOs (GorrscHE UND Marx, 1989)

Kurzbezeichnung Kupfer-HDO
Chemische Bezeichnung Bis-(N-cyclohexyl-diazeniumdioxy)-Kupfer
Summenformel Ci2H»NO,Cu
Molekulargewicht 350 g/mol
Strukturformel o
VAR
N
|2 Cu
o
2

Beschaffenheit blau, kristallin
Schmelzpunkt 157 °C
Dampfdruck <107 hPa/20 °C
Loslichkeit in H,O 10 mg/1bei 20 °C

Die Loslichkeit von Kupfer-HDO liegt bei 10 mg/1 und kann durch die Zugabe von Komplexbildnern
erhoht werden (Juncer, 2002). Kupfer-HDO haltige, wéssrige Formulierungen konnen mit Wasser

(GorrscHE & Marx, 1989) oder Ethanol in beliebig niedrige Konzentrationen verdiinnt werden.

2.7 Modellsysteme

Der mikrobielle Abbau von Kupfer-HDO und von Holzschutzmitteln (HSM) auf der Basis von
Kupfer-HDO im Boden wurde anhand drei verschiedener Modellsysteme untersucht (Abb.7).

A. Kupfer-HDO als reines Biozid im Boden

(Bi-Bo) tiber einen Zeitraum von 85 Tagen.

Es wurden folgende Kupfer-HDO-Konzentrationen und Kohlenstoffisotope im HDO eingesetzt (Tab.2).
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Experimente an Boden, ohne Holzmehl oder Holzpriifkérpern, wurden mit reinem Kupfer-HDO, als
Feststoff durchgefiihrt. Es wurde Kupfer-HDO mit den Kohlenstoffisotopen C und “C eingesetzt. Die

Biozide wurden in einer Stammlosung von 2 mg/ml Ethanol (absolut), kurz vor dem Einbringen in den

Boden frisch angesetzt.

Tabelle 2: Kupfer-HDO als reines Biozid im Boden (Bi-Bo)

Biozid Konzentration im Boden Isotop Bezeichnung
Kupfer-HDO 5 ng/g* Kohlenstoffisotop 12 B-1-12
Kupfer-HDO 20 pg/g* Kohlenstoffisotop 12 B-h-12
Kupfer-HDO 5 ug/g* Kohlenstoffisotop 13 B-1-13
Kupfer-HDO 20 pg/g* Kohlenstoffisotop 13 B-h-13

* pro Gramm feuchten Boden

Durch einen vollstindigen Austausch der “C-Isotope im HDO-Molekiil durch "C-Isotope wurde ein
angereichertes, schwereres, HDO erzeugt (BASF). Uber einen Nachweis dieses *C-Isotops im Boden
und Holz kénnen Aussagen zum Verbleib einzelner Bestandteile des HDO-Molekiils getroffen werden
(sofern diese Kohlenstoff enthalten). Zum einfacheren Verstindnis werden die unterschiedlichen
Biozide im weiteren Verlauf dieser Arbeit mit den in Tabelle 2 unter Bezeichnung aufgefiihrten

Abkiirzungen benannt.

B. Kupfer-HDO als Bestandteil einer HSM-Formulierung
(HSM-Ho-Bo). Inkubationszeitaum 105 Tage.

In den Markierungsexperimenten mit Boden mit Zusatz von Holzmehl wurden Modell-HSM mit
Kupfer-HDO gleicher Konzentration und unterschiedlichen Kohlenstoffisotopen (Tab. 3) verwendet.
Als Referenz wurde ein Modell-HSM ohne Kupfer-HDO verwendet. Die Konzentration der Modell-
HSM betrug in allen Fillen 1% HSM in wéssriger Losung.

Tabelle 3: Kupfer-HDO als Bestandteil einer HSM-Formulierung, dotiert in Holzspdnen, im Boden. (HSM-Ho-Bo)

Biozid im HSM Kupfer-HDO- Konzentration Isotop Bezeichnung
Boden/Holz

HSM mit Kupfer-HDO (25 %) 200 ng/g* Kohlenstoffisotop 12 HSM-12

HSM mit Kupfer-HDO (25 %) 200 pg/g* Kohlenstoffisotop 13 HSM-13

HSM ohne Kupfer-HDO ohne Kohlenstoffisotop 12 HSM-0

* pro Gramm feuchtes Boden/Holzgemisch;
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Auch in diesem Modellsystem wurde ein HDO als Bestandteil einer HSM-Formulierung verwendet,
welches im Kohlenstoff Geriist des HDO Molekiils das Kohlenstoffisotop 13 enthilt. Zum einfacheren
Verstandnis werden die unterschiedlichen Formulierungen im weiteren Verlauf dieser Arbeit mit den

in Tabelle 3 unter Bezeichnung aufgefiihrten Abkiirzungen benannt.

C. Kupfer-HDO als Bestandteil einer HSM-Formulierung
(HSM-Pr-Bo) Inkubationszeitaum 448 Tage.

Fiir die Experimente an Holzpriifkorpern wurde Kupfer-HDO (Kap. 2.10.1 ) in einer geringen und
einer hohen Konzentration als Bestandteil eines HSM auf Wasserbasis eingesetzt (sieche Tab. 4). Als
Referenz fiir Kupfer-HDO freie Formulierungen wurden HSM mit Kupfer-Aminen in gleicher
Konzentration verwendet (Tab. 4). Bei all diesen Formulierungen handelt es sich um Modell-HSM, die
nicht im Hinblick auf praxisrelevante Eigenschaften wie Stabilitét, Fixierung und Eindringvermogen
optimiert wurden. Bei den gering, wie auch bei den hoch konzentrierten Formulierungen ist jeweils die
gleiche Konzentration an Kupferionen in der Losung vorhanden. Zur Simulierung einer HSM freien
Formulierung wurde dd H;O eingesetzt und als Kontrolle bezeichnet. Alle Formulierungen dieses

Versuchsansatzes enthielten das natiirliche Kohlenstoffisotopverhaltnis von 98,9 % *C zu 1,1 % C.

Tabelle 4:Kupfer-HDO als Bestandteil einer HSM-Formulierung, in Holzpriifkérpern im Boden. HSM-Pr-Bo

Biozid Konzentration Kupfer* HDO Kupfer (HDO), Bezeichnung
[m/m] % [m/m]%  [m/m] %

HSM mit Kupfer-HDO*  1,10%* 0,033 0,154 0,185 HSM-K-1

HSM mit Kupfer-HDO*  2,20%* 0,069 0,303 0,375 HSM-K-h

HSM mit Kupfer-Amin ~ 1,10%* 0,032 nd nd HSM-A-1

HSM mit Kupfer-Amin ~ 2,20%* 0,065 nd nd HSM-A-h

dd HO Kontrolle

* Konzentration des HSM in der Formulierung; n.d. : nicht detektierbar

Zum einfacheren Verstindnis werden die unterschiedlichen Formulierungen im weiteren Verlauf

dieser Arbeit mit den in Tabelle 4 unter Bezeichnung aufgefiihrten Abkiirzungen benannt.

21



Material & Methoden

2.8 Charakterisierung der Boden und Holzproben

2.8.1 Ermittlung des pH-Wertes in Bodenproben

Zur Bestimmung des pH-Wertes der Bodenproben wurden 6 g Boden eingewogen und mit 14 g
dd H,O 15 min mit einem Magnetriihrer (RETbasic, IKA-Labortechnik, Staufen) verriihrt. Nachdem die
Bodenpartikel sedimentiert waren, wurde der pH-Wert im Uberstand mit einem pH-Meter
(Microprocessor, pH 537, WTW Weilheim) bestimmt. Der pH-Wert wurde aus dem Mittelwert von drei

unabhingigen Versuchsansétzen generiert.

2.8.2 Bestimmung des gravimetrischen Wassergehaltes im Boden

Der gravimetrische Wassergehalt der Bodenproben wurde mit dem Moisture Analyser
MA30 der Firma Sartorius, Géttingen bestimmt. Dazu wurde eine Probe von 10 g eingewogen
(Feuchtgewicht) und bei 105 °C bis zur Gewichtskonstante gedarrt (Trockengewicht). Aus der
Gewichtsdifferenz zwischen Trocken- und Feuchtgewicht wurde der gravimetrische Wassergehalt mit

der Formel [1] ermittelt.

_ WG, %100(%)

W, : gravimetrischer Wassergehalt; WGy Feuchtmasse des Bodens; WGTM Trockenmasse des Bodens

2.8.3 Bestimmung der Wasserhaltekapazitit in Bodenproben

Die Wasserhaltekapazitdat (WHK) gibt die maximal im Boden zurtickgehaltene Wassermenge
an, nachdem das durch Schwerkraft bewegbare Wasser entfernt worden ist. Die WHK ist von der

Struktur und Zusammensetzung des Bodens abhingig.

Zur Bestimmung der WHK wurde der Boden in einen Trichter eingewogen, iiber Nacht mit Wasser
gesittigt und durch Anlegen eines Vakuums das nicht gebundene Wasser entfernt. Die Bodenproben
wurden gewogen, bei 105 °C fiir 12 h bis zur Gewichtskonstante getrocknet und erneut gewogen. Die

WHK konnte tiber folgende Formel [2] berechnet werden
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_ (Bf—Bt)
WHK= (Btx100) [2]

Bf : Masse des feuchten Bodens; Bt: Masse des trockenen Bodens

Unter Beriicksichtigung der Heterogenitit der Bodenmatrix wurden die WHK in drei unabhingigen
Versuchsansitzen bestimmt. Die verschiedenen Wiagungen wurden (PG4 002-5, Mettler Toledo,

Gieflen) mit einer Genauigkeit von 0,01 g vorgenommen.

2.9 Bestimmung der Zusammensetzung des Bodens

2.9.1 Korngrofsenanalyse

Die Bodenart wird durch die Korngréfienzusammensetzung des mineralischen Bodenmaterials
gekennzeichnet (Bodenkundliche Kartieranleitung, 1994). Die Zusammensetzung der Korngrofsen wird
in Feinboden < 2 mm und Grobboden > 2mm unterschieden und nach DIN 18123 bestimmt. Da der
Boden zuvor einer Siebung durch ein 2 mm Sieb unterzogen wurde, erfolgte die Entfernung des
Grobbodens. Der Feinboden wurde durch die relativen Anteile an Ton, Schluff und Sand

charakterisiert, die durch Trockensiebung des zuvor bei 105 °C getrockneten Bodens ermittelt wurden.

2.9.2 Bestimmung des Karbonatgehaltes

Ein weiterer Aspekt der Bodencharakterisierung ist die Bestimmung des Karbonats. In
Karbonat gepufferten Boden liegt gebundenes Karbonat vornehmlich als Kalziumkarbonat (CaCOs) vor

und wurde durch Formel 3 bestimmt.
CaCO,;+2 HCL— CaCl,+CO,+H,0 [3]
CaCO : Calciumkarbonat; HCL: Salzsdure; CO, : Kohlenstoffdioxid; H,O: Wasser
Das Volumen des freigesetzten Kohlenstoffdioxid (CO,) wurde mit einem Scheibler-Gerit gemessen

und mit dem Volumen an CO, verglichen, welches in gleicher Reaktion durch reines CaCO; freigesetzt

wird. Dieser Versuch wurde nach der DIN ISO 10693 durchgefiihrt.
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2.9.3 Bestimmung des organischen Kohlenstoffes im Boden

Der Boden wurde auf 900 °C im sauerstoffhaltigen und CO, freiem Gasstrom (trockene
Verbrennung) erhitzt, dadurch wurde der Kohlenstoff zu CO, oxidiert. Dieses wurde
gaschromatographisch gemessen. Zur Bestimmung des Gehaltes an organischem Kohlenstoff wurden
samtliche Karbonate im Boden zuvor durch Salzsidure (siehe Karbonatbestimmung) entfernt. Die
Elemente Schwefel und Stickstoff wurden nach der gleichen Verfahrensweise extrahiert, wie sie auch
zum Nachweis des organischen Kohlenstoffes zum Einsatz kam. Dieser Versuch wurde nach der DIN

ISO 10694 durchgefiihrt.

2.9.4 Korndichte

Die Korndichte (pr) wird als die mittlere Dichte der einzelnen, festen Bestandteile des Bodens
definiert. Sie wurde durch ein Gasverdrangungspyknometer (AccuPyc 1330, Micromeritics GmbH,
Monchengladbach) ermittelt. Das Gerat bestimmt das Volumen einer Probe aus der Veranderung des
Druckes eines zugeleiteten Analysengases (Helium), durch die Expansion vom Proben- in den

Expansionsraum des Gerétes.

2.9.5 Gliihverlust

Der Gliihverlust (%) beschreibt den Anteil an organischer Substanz einer Bodenprobe, da der
enthaltene Kohlenstoff zum CO, oxidiert und aus der Probe entfernt wird. Zur Bestimmung des
Gliihverlustes wurde die Probe iiber Nacht bei 105 °C getrocknet und bei 550 °C fiir zwei Stunden im
Muffelofen gegliiht.. Die Proben wurden in einem Exsikkator abgekiihlt und anschlieSend
ausgewogen. Der Glithverlust definierte sich durch die Differenz aus dem Ausgangsgewicht der Probe
und dem Gliihriickstand der getrockneten Probe. Der Gliihverlust zeigte den Anteil an organischen
Bestandteilen des Bodens an. Als Gliihriickstand verblieb der mineralische Teil der Probe. Dieser

Versuch wurde nach der DIN ISO 18128 durchgefiihrt.

2.10 Modellsysteme

Der Holzschutzmittelabbau und die mikrobielle Sukzession in Holz und Boden wurde in

Modellsystemen im Labor analysiert. Diese Modellsysteme ermoglichten die Abbauprozesse von Holz
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und Holzschutzmittel durch die Wahl konstanter Rahmenbedingungen (Temperatur, pH Wert und
Feuchtigkeit des Bodens) nachzuvollziehen. Anders als in einem Freilandversuch kénnen diese
Parameter konstant gehalten werden, so dass deren Einfluss konstant blieb und keine zusitzlichen
Effekte auf die Versuche ausiibten. Es wurden Modellsysteme entwickelt, um den Abbau von Kupfer-
HDO unter verschiedenen Rahmenbedingungen zu analysieren. Folgende Systeme wurden

unterschieden:

2.10.1 Modellsystem zur Analyse von biozidbehandelten Holzpriifkérpern im Boden
(HSM-Pr-Bo)
2.10.2 Kupfer-HDO als reines Biozid im Boden

(Bi-Bo)

2.10.3 Kupfer-HDO als Bestandteil einer HSM-Formulierung, dotiert in Holzspinen, im Boden
(HSM-Ho-Bo)
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2101  Modellsystem zur Analyse von HSM-Pr-Bo

Vollholztrinkung der Holzpriifkorper

In Anlehnung an die européische Norm zur Bestimmung der vorbeugenden Wirksamkeit von HSM
gegen holzzerstorende Basidomyceten, [DIN EN 113; 1996] wurden Kiefernsplintholz Priifkorper (Pinus

sylvestris, Linnaeus) verwendet.

Die Priifkorper (Abmafle: 25 mm; 15 mm; 50 mm, siehe Abb. 4), deren Hirnfldchen nicht versiegelt
waren, wurden mit den Holzschutzmitteln (Tab. 4), und dd H,O fiir die Kontrollen, durch eine
Vollholztrankung behandelt. Die Priifkérper wurden in einem Exsikkator platziert. Durch das Anlegen
eines Vakuums von 7 hPa wurde die Luft in den Hohlrdumen des Holzes entfernt. Nach 15 min
wurden die Modell-HSM (Tab. 4) zugeleitet und durch den Druckanstieg beim Beliiften des Systems
drangen die HSM in das Holz ein. Fiir alle Priifkorper wurde die Masse vor und nach der Triankung
erfasst. Fiir die Fixierung des Kupfers, bzw. Kupfer-HDOs im Holz, wurden die Priifkorper vier
Wochen in einem klimatisierten Raum (Normklima 22 °C + 2 °C und 65 % + 5 % Luftfeuchtigkeit)
konditioniert. Zur gleichmifligen Trocknung und Konditionierung iiber die Zeit wurden die frisch
getrinkten Holzer auf Metallgitter in den Aquarien (300 mm x 220 mm x 150 mm) platziert und
zunichst mit einer Glasscheibe abgedeckt. Um zu vermeiden, dass sich auf der Holzoberfldche
wihrend der Konditionierungszeit Mikroorganismen ansiedeln konnten, wurden in Aquarien mehrere
mit Xylol (ca. 10 ml pro Aquarium) gefiillte Gefdfle aufgestellt. Nach einer Woche erfolgte die
schrittweise Offnung der Aquarien. Die Priifkérper wurden vor dem Einbringen in den Boden erneut
gewogen. Alle Priifkérper, deren Gewicht um mehr als + 10 % vom arithmetischen Mittelwertes aller
Priifkorper abwichen, wurden von den weiteren Priifungen ausgeschlossen. Die Priifkorper besaflen

vor der Einbettung in den Boden eine Holzfeuchte von etwa 12 %:

Einbettung der Priifkorper in den Boden

Die Holzpriifkérper wurden in etwa 200 g Boden eingebettet, sodass sie vollstindig bedeckt
waren (Abb. 4). Als Priifgefafse wurden biologisch inerte Kunststoffgefdfie mit den Abmafien (7,2 cm x

5,6 cm x 5, 6 cm) eingesetzt.
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' Parafilm
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Kunststoffgefafi ==
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= /;,6 cm

Abbildung 4: Modellsystem mit im Boden eingebrachtem Holzpriifkorper

5,6 cm

Inkubation der Priifkorper

Um einen Feuchtigkeitsverlust und die damit einhergehende Austrocknung der Proben zu
vermeiden, wurden die Priifgefdfle mit zwei Schichten Parafilm® abgedeckt. Dies ermdglichte dariiber
hinaus einen Gasaustausch mit der umgebenden Raumluft. Das Gewicht der Priifgefafie wurde im
Abstand von vier Wochen kontrolliert und die Gewichtsdifferenz durch die Zugabe von sterilem
dd H,O gegebenenfalls ausgeglichen. Die Proben wurden bei 28 °C (+ 2 °C) und 60 % Luftfeuchtigkeit

ohne Lichteinwirkung inkubiert.

Probennahme und Mikrotomschnitte

Fiir jede der fiinf Behandlungsweisen (Tab. 4) wurden fiinf unabhingige Versuchsansitze
angefertigt und sofort, nach 1, 3, 7, 14, 56, 112, 224 und 448 Tag(en) Inkubationszeit ausgewertet.
Die Probennahme erfolgte durch die Entnahme des Priifkorpers aus dem Boden mit einer
abgeflammten Pinzette (Abb.5). Die dem Priifkérper anhaftende Erde wurde mit einem sterilen Spatel
von der Holzoberfldche entfernt, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei - 70 °C gelagert. Zur
Bestimmung der sich gegebenenfalls verindernden Holzfeuchte, wurden die Priifkérper nach
Entfernung der anhaftenden Erde gewogen und das Gewicht mit dem Einbaugewicht verglichen. Zur
Gewinnung der Holzproben fiir die mikrobiologischen und chemischen Versuche wurden die

Priifkérper in einem Schlittenmikrotom (HM 440E, MICROM, Neuss) eingespannt. Im Folgenden
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wurden von jeder der vier Seitenflichen 10 pm dicke Scheiben, insgesamt 2 mm Holz pro Seite,
abgenommen (Abb. 5).
Die Hirnflichen wurden nicht verwendet, da sie zum Einspannen des Priifkérpers im Mikrotom

genutzt wurden. Es ist dariiber hinaus mit diesem Gerdt nicht moglich, Holz quer zur Faser zu

schneiden.
anhaftende ’ f

= -

Erde Priifkorper
B Priifgefafl

Externe Holzschichten (2 mm)

A4

F-AAS und HPLC

Voo / N
' ' ' Gesamt -Kupfer HDO
Analyse der .mikrobiellen Analyse tiber den Verbleib des
Gemeinschaft Holzschutzmittels

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Probennahme und Bearbeitung der Proben der Testansitze mit HSM-Pr-Bo.

Eine schmale Seite des Priifkorpers wurde unter sterilen Bedingungen abgenommen und fiir die
mikrobiologischen Versuche verwendet. Die verbleibenden drei Holzseiten wurden zur Kupfer- und

zur HDO-Bestimmung verwendet (Abb. 5).

Ermittlung des Massenverlustes in den Holzpriifkorpern

Zur Bestimmung des Masseverlustes wurden pro Behandlungsweise drei Testansitze
verwendet, die analog zu den in Abb. 4 dargestellten Priifkérpern 448 Tage inkubiert wurden. Die
Priiftkorper wurden aus der Erde entnommen und mit einem feuchten Tuch von allen anhaftenden
Erdpartikeln befreit. Bei einer Temperatur von 105 °C wurden die Priifkorper fiir mindestens
15 Stunden bis zur Gewichtskonstante im Trockenschrank (Termo, Heraeus, Hanau) getrocknet. Nach
dem Abkiihlen der Proben im Exsikkator mit Silikagel (2-5 mm, VWR International, Darmstadt) wurde
das Trockengewicht bestimmt (PG4 002-5, Mettler Toledo, Giessen). Die Differenz zwischen dem

Trockengewicht (Darrgewicht) bei Einbau und dem Darrgewicht beim Ausbau ergab den Masseverlust
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des Priifkorpers. Es wurde das arithmetische Mittel von zwei unabhingigen Versuchsansitzen

angegeben.

2102  Modellsystem zur Analyse von biozidbelastetem Boden

Holzschutzmitte] konnen durch Auswaschung aus dem zu schiitzenden Holz in den
angrenzende Boden gelangen. Es wurde unter Laborbedingungen analysiert, welchen Einfluss das
Biozid bzw. dessen Abbauprodukte und Bestandteile im Boden auf die Zusammensetzung der

mikrobiellen Gemeinschaft ausiiben.

210.2.1 Inkubation des Bodens mit reinem Kupfer-HDO (Bi-Bo)

Der Boden (Kap. 2.5 ) wurde auf eine relative Feuchte von 48 % (v/v) eingestellt
(Kap. 2.8.2)). Zur Steigerung der mikrobiellen Aktivitit im angefeuchteten Boden, wurde dieser eine
Woche bei 22 °C in Dunkelheit konditioniert. Um sterile Bodenproben herzustellen, wurde ein Teil des
Bodens in PE-Kunstoffbeutel gefiillt und bei 70 kGY mit einer Cobaltquelle (Gammaservice, Radeberg)
bestrahlt. Das Kupfer-HDO wurde in einer Stammlosung (2 mg/ml) in Ethanol (absolut) angesetzt und
in den sterilen Boden gegeben, so dass die Konzentration des Biozids fiir die B-1-13 und B-h-13 bei
20 pg/g und 80 pg/g respektive bei 80 pg/g feuchten Boden fiir die B-h-12 Proben lag. In einem
Mischbeutel (,,Blender Bag”, Curved 400, Grade, Gehrden) wurde der sterile Boden durch Kneten des
Beutels mit dem Biozid griindlich vermischt. Als Referenz diente steriler Boden, der nur mit Ethanol
gleichen Volumens behandelt wurde. Durch einen Stickstoffstrom wurde das Ethanol aus den Proben
vollstindig entfernt. Im Anschluss erfolgte die Vermischung mit dem Boden, der zuvor bei 22 °C
inkubiert wurde, im Verhiltnis 1 : 4 (w/w), so dass eine Kupfer-HDO-Konzentration fiir die B-1-13 und
B-h-13 bei 5 ng/g und 20 pg/g und fiir die B-h-12 bei 20 ng/g Boden (Feuchtgewicht) lag. Ausgehend
von diesen Ansitzen wurden Portionen zu je 20 g hergestellt, bei 22 °C in Dunkelheit inkubiert und wie

folgt in drei unabhéngige Versuchsansitze eingesetzt:

Versuchsansatz I
Dieser Versuchsansatz wurde verwendet:

. Zur Analyse der Kupfer-HDO-Konzentration (Kap. 2.12.1).
. Zur Bestimmung des §”C im Boden (Kap. 2.14 ).
. Zur Charakterisierung der mikrobiellen Phospholipidfettsduren (PLFAs) (Kap. 2.16 ).
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Die Inkubation des Bodens erfolgte in Glasflaschen (100 ml, Schott, Mainz). Die Flaschen wurden
gasdicht verschlossen (Rabajewski er ar., 2002). Es wurde durch eine gaschromatographische Messung
bestimmt, wie lange dieser gasdichte Zustand gegeben ist (Kap. 2.11 ). Um anaerobe Zustinde im
System zu vermeiden, wurde im Abstand von 14 Tagen durch eine Spritze 50 ml der Luft im System
entfernt und durch einen Sterilfilter (Rotrand 0,2 um Celluloseacetat, Whatman, Dassel) 50 ml
Umgebungsluft aus dem Priifraum (20,97 % O,) ersetzt. Zundchst wurde gaschromatographisch
nachgewiesen, dass in dieser Periode nicht mit einem relevanten Verlust an Sauerstoff zu rechnen war.
Die Proben wurden sofort nach Einbau, nach 2, 4, 8, 16, 24, 50, 64 und 85 Tagen entnommen und

analysiert.

Zu jedem der acht Beprobungszeitpunke wurden drei unabhingige Versuchsansitze ausgewertet.

Versuchsansatz II

Dieser Versuchsansatz diente der Analyse des respiratorisch entstandenen CO, auf dessen Gehalt an
BCO, (Kap. 2.14 ). Die Proben wurden in die Reaktoren des modifizierten Tests nach Sturm (1973)
eingebracht. Die Proben wurden sofort nach Einbau, nach 2, 4, 8, 16, 24, 50, 64 und 85 Tagen
entnommen und auf ihr Kohlenstoffisotopen-Verhiltnis (8”C) untersucht. Zu jedem

Beprobungszeitpunkt wurden 4 unabhingige Versuchsansitze ausgewertet.

Versuchsansatz I11

In diesem Versuchsansatz wurden die Proben in die Sdulen eines Infrarotgasanalysators (ADC,
Hoddesdon, UK) eingebaut. Dieses diente der Bestimmung (im Turnus von 2 h) der
Respriationsaktivitdt der mikrobiellen Gemeinschaft im Boden, gemessen anhand der CO,-Emission
tiber den gesamten Inkubationszeitraum von 85 Tagen. Téglich wurden 4 wunabhingige

Versuchsansétze und 17 Mehrfachmessungen eines Versuchsansatzes ausgewertet.

Zur Uberpriifung, dass es sich bei dem Abbau des Biozids um einen durch die mikrobielle
Gemeinschaft im Boden ausgeldsten Prozess und nicht um einen spontanen Zerfall des Biozids im
Boden handelt, wurde das beschriebene Experiment unter gleichen Bedingungen auch an sterilem
Boden durchgefiihrt. Das Biozid mit dem Kohlenstoffisotop ?C wurde in den sterilen Boden gegeben
(5ug/g und 20 pg/g), griindlich gemischt und in den verschlossenen Glasflaschen inkubiert. Die
Analysen erfolgten sofort, nach 2, 4, 8 und 16 Tagen. Es wurden pro Inkubationszeitraum und

Konzentration des Biozids drei unabhiingige Versuchsansitze ausgewertet.
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Die Versuchsansitze des Modellsystem zur Analyse von biozidbelastetem Boden (Bi-Bo) sind in

Abbildung 6 schematisch zusammengefasst:

Versuchsansatz 1 Versuchsansatz 2 Versuchsansatz 3
IR- Gasanalysator mod. Sturmtest
Boden dotiert = l
mit Pr tifsubstanz ' _'
oBC- Kupfer - Messung der Messung des §13C-
Wertim HDO Respiration Wertes in der
Boden  prFAs ytik (CO, Gehaltes der Gasphase
Gasphase)
EA-IRMS GC -MS-IRMS HPLC IR -Gasanalysator EA-IRMS

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Versuchsansitze des Modellsystems Bi-Bo und HSM-Ho-Bo

2103  Modellsystem zur Analyse von HSM-Ho-Bo

Inkubation von Holzspinen mit HSM im Boden

Die auf ca. 2 mm (+ 0,5 mm) gesiebten Holzspane aus Kiefernsplintholz (9 % Holzfeuchte)
wurden zu Portionen von 10 g in sterilen 100 ml Bechergldsern eingewogen und mit den Modell-HSM
(Tab. 3) versetzt und griindlich gemischt. Das Volumen des HSM wurde so berechnet, dass eine
Endkonzentration von 200 pg/g Kupfer-HDO pro Probe erzielt wurde. Durch Konditionierung des
Holzes fiir eine Woche im Normklima (22 °C/ 65 + 5 °C relative Feuchte), konnte das Losungsmittel
des HSMs (H;O) entfernt werden. Das Biozid aus dem HSM konnte sich im Holz stabilisieren. Im
Anschluss erfolgte die Zugabe des Bodens (Kap. 2.5 ) und durch Zugabe von sterilem dd H,O wurde
eine relative Feuchte der Proben von 65 % und ein Probengewicht von 20 g eingestellt. Der verwendete
Boden wurde in einem vorangegangenen Projekt iiber 448 Tage in Kontakt mit HSM ( 2.10.1 ) inkubiert.
Dieser Boden wurde gewihlt, um die Aktivitdt der Mikroorganismen zu erhohen und gegebenenfalls
wurden in diesem Boden bereite Mikroorganismen angereichert, die Kupfer-HDO abbauen koénnen.
Die Proben wurden analog des in Kapitel 2.10.2 beschriebenen Versuchsaufbaus eingebracht und auf
gleiche Weise inkubiert. Die Versuchsansitze sind denen des Modellsystem zur Analyse von
biozidbelastetem Boden identisch und aus Abbildung 6 zu entnehmen. Es wurden folgende

Veréinderungen vorgenommen:
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Versuchsansatz I und II

Die Proben wurden sofort nach Einbau sowie nach 2, 4, 8, 16, 24, 32, 64 und 105 Tagen entnommen und

analysiert. Zu jedem Zeitpunkt wurden drei unabhingige Versuchsansitze ausgewertet.

Versuchsansatz I1I

Die Proben in den Reaktoren wurden 105 Tage kontinuierlich gemessen. Tiaglich wurden fiinf

unabhingige Versuchsansétze und 17 Mehrfachmessungen eines Versuchsansatzes ausgewertet.

Die Versuchsansitze des

zusammengefasst:

Modellsystem HSM-Ho-Bo

sind

in Abbildung 6

schematisch

Alle im Kapitel 2.10 beschrieben Modellsysteme sind in Abbildung 7 noch einmal im Bezug auf die

hergestellten Testansitze, Abkiirzungen, die erbrachten Nachweise, sowie die eingesetzten Techniken

zusammengefasst.
Testans dtze
A. Bi-Bo
Kontrolle(H ,0)

5 ng/g Kupfer-HDO 13C
20 pg/g Kupfer-HDO 2C
20 pg/g Kupfer-HDO 3C

B. HSM-Ho-Bo
Kontroll HSM ohne HDO

200 pg/g Kupfer-HDO 12C
200 pg/g Kupfer-HDO 13C

C. HSM-Pr-Bo

=] 2

Kontrolle mit H,O

HSM mit 1,1 % Kupfer -HDO
HSM mit 2,2 % Kupfer -HDO
HSM mit 1,1 % Kupfer-Amin
HSM mit 2,2 % Kupfer-Amin

Abk tirzung

Kontrolle
(B-1-13)
(B-h-12)
(B-h-13)

(HSM-0)
(HSM -12)
(HSM -13)

Kontrolle
(HSM -K-1)
(HSM -K-h)

(HSM-A-])

(HSM-A-h)

Nachweis

Respiration (CO ,)
S1BC-Wert im CO,
S1BC-Wert im Boden

O1BC-Wert in den PLFAs

HDO-Konzentration

Respiration (CO ,)
8BC-Wert im CO,
S13C-Wert im Boden
O13C-Wert in den PLFAs
HDO-Konzentration
Metabolite des HDOs
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Abbildung 7: Ubersicht {iber die eingesetzten Modellsysteme aus Kapitel

Testansétze, Abkiirzungen, die erbrachten Nachweise, sowie die eingesetzten Techniken.
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2.11 Begleitende Kontrolluntersuchungen

Es wurden fiir die drei Versuchsansdtze der Modellsysteme 2.10.2 und 2.10.3 folgende

Untersuchungen begleitend durchgefiihrt:

Uberpriifung des Deckelsystems der Glasflaschen auf Gaspermeabilitit

Vor der Inkubation der Bodenproben in 100 ml Glasflaschen war eine Priifung des
Deckelsystems, bestehend aus einem Septum (GL 45 Butylstopfen fiir Laborflaschen, Ochs, Bovenden)
und einer Lochkappe (GL 45, Ochs) auf ihre Undurchléssigkeit gegentiber Gasen notwendig, um einen
gegebenenfalls auftretenden Gasaustausch mit der Umgebung ausschlieSen zu kénnen. Zu jedem
Inkubationstag wurde eine Glasflasche mit einem Septum und einer Lochkappe in einen
Kunstoffbeutel (Vernichtungsbeutel, 300 x 500 mm, Th. Geyer, Berlin) gelegt. An diesen Beutel wurde
ein Dreiwegehahn angeschlossen, der zum einen mit einer Pumpe und zum anderen mit einer
Stickstoffflasche verbunden war. Zundchst wurde die im Beutel befindliche Luft mit dem
Vakuumpumpensystem (Turbomolekularpumpe mit Membranpumpe als Vorvakuumpumpe, TMH
071P DN40 ISO KEF, 3P, Pfeiffer Vaccuum, Asslar) entfernt und der Beutel vollstindig evakuiert. Das
Vakuum von ca. 2 hPa wurde fiir 15 sec. aufrecht erhalten. Im Anschluss wurde der Beutel mit
Stickstoff (99,9999% Reinheit, 6.0) vollstandig gefiillt. Der Beutel wurde noch drei Mal evakuiert und
neu mit Stickstoff befiillt. Bei Atmospharendruck (1000 hPa) wurde das Septum in die Flasche gedriickt
und diese mit der Lochkappe verschlossen. Es wurden vier Flaschen (jeweils eine Flasche pro
Inkubationstag) in beschriebener Weise vorbereitet. Sofort, nach 8, 24 und 65 Tagen wurde mit Hilfe
einer gasdichten Spritze (Modell: Syringe Pressure Lok, capacity 10 ml, Precision sampling Corp., Baton
Rouge, Lousiana/USA) das Septum durchstochen und eine Gasprobe von 10 ml entnommen. Diese
Gasprobe wurde mittels der oben angegebenen Spritze tiber die Gasprobendosierschleife (0,5 ml) eines
Gaschromatographen in das GC-Analysensystem injiziert. Eingesetzt wurde ein Gaschromatograph
(HP 6890, Hewlett Packard) mit einem Wéarmeleitfahigkeitsdetektor und einer gepackten Mol-Sieb 5A
Trennsédule (60/80 mesh), Linge = 4 m, & = 1/8". Die Temperatur des GC-Ofens betrug 60 °C, und als
Kalibriergas wurde Raumluft mit einem Sauerstoffgehalt von 20,93 % [v] verwendet. Als Referenz fiir
eine Permeabilitdt des Deckelsystems gegeniiber Gasen wurde der Sauerstoffgehalt in der Gasphase,

der Flasche, bestimmt.
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Uberpriifung der Verfiigbarkeit von Sauerstoff

In einer mit Boden befiillten und gasdicht verschlossenen Flasche bildet sich durch den
Verbrauch des Sauerstoffs durch Bodenmikroorganismen nach unbekannter Zeit eine anoxische
Atmosphére. Zusétzlich akkumuliert sich in der Gasphase oberhalb des Bodens das von den
Mikroorganismen abgegebene CO,. Um dies zu vermeiden, musste von aufien Luft in das System
eingebracht werden und die Gasphase in der Probe musste in regelméfiigen Abstinden gemischt
werden. Um zu ermitteln in welchen Zeitabstanden dies notwendig war, wurde iiber einen Zeitraum
von 25 Tagen tdglich eine Flasche mit 20 g Boden (Kap. 2.10.2 ) befiillt, gasdicht verschlossen und bei
20 °C Dunkelheit inkubiert. Nach 25 Tagen wurden die Proben kurz geschwenkt, um die Gasphase zu
mischen. Das Septum wurde durchstochen und aus der Gasphase der Proben wurden 10 ml mit einer
gasdichten Spritze (Syringe Pressure Lok, capacity 10 ml, Precision sampling Corp., Baton Rouge)
entnommen. Die Proben wurden gaschromatographisch (siehe Seite 33) auf den Gehalt an Sauerstoff

analysiert.

2.12 Chemische Analysen

2121  Bestimmung der Kupfer HDO Konzentration

Die Bestimmung der Kupfer-HDO-Konzentration untergliedert sich in zwei Abschnitte:

*  Optimierung des Extraktionsverfahrens fiir Kupfer-HDO aus Boden

* Quantitative Bestimmung von Kupfer-HDO mittels HPLC

Optimierung des Extraktionsverfahrens fiir Kupfer-HDO aus Boden

Die Extraktion von Kupfer-HDO aus Boden wird durch die Erdmatrix stark behindert, weil ein
Teil des Kupfer-HDOs an die Bodenbestandteile gebunden wird und somit nicht mehr extrahiert
werden kann. Ein Teil des Biozids wird auch an der Holzmatrix fixiert. Eine Quantifizierung des
Kupfer-HDOs aus dem Boden wird so beeintrachtigt. Es ist notwendig, die Extraktionsmethode auf die
Bedingungen des Systems anzupassen, um eine hochstméogliche Ausbeute zu erzielen und um die
exakte Wiederfindungsrate zu bestimmen. Zur Analyse wurde Kupfer-HDO Standard (Firma Dr.
Wolman GmbH, Sinzheim) fiir verschiedene Analyse-Ausgangskonzentrationen (20 pg/g; 10 ug/g; 5
ug/g 2 ng/g 1 ng/g) in 1,8 ml dd H,O gelsst und in 10 g des Bodens (55 % relative Feuchte)
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eingebracht. Die Proben wurden {iiber Nacht bei 60 rpm geschiittelt, (Schiittelaparat 3005, GFL,
Burgwedel) um eine griindliche Durchmischung zu erzielen. Durch die Zugabe von eines
Lésungsmittelgemisches aus 28 ml Methanol (Merck) und 15 ml 0,05 M Kaliumdihydrogenphosphat
(KH2PO4; Merck), in einem Gesamtvolumen von 50 ml, wurde das Kupfer-HDO extrahiert. Nach dem
Vermischen von Boden mit dem Losungsmittel lag der pH-Wert der Proben durchschnittlich bei pH 7.
Durch Zugabe von Phosphorsaure (85 %, Merck) wurde der pH Wert auf pH 3,5 oder auf pH 2 gesenkt.
In den Vergleichsproben wurde der pH-Wert bei pH 7 belassen. Im Ultraschallbad (Sonorex Super 10P,
Bandelin) bei einer Leistung von 100 % und einer Temperatur von 40 °C fiir 60 min erfolgte die
Freisetzung des Kupfer-HDOs aus der Bodenmatrix. In parallel ablaufenden Experimenten wurden
noch weitere Extraktionsschritte mit zusétzlichem Riihren der Proben fiir eine weitere Stunde oder eine
erneute Inkubation im Ultraschallbad vorgenommen (bei gleich bleibenden Bedingungen). Nach dem
Abkiihlen der Proben auf Raumtemperatur wurde im Bedarfsfall ein auftretender Gewichtsverlust der
Probe durch Zugabe der &dquivalenten Menge Methanol ausgeglichen. Im Anschluss wurden die

Extrakte eine Stunde bei Raumtemperatur geriihrt (Electronicrithrer Multipoint HP6, VARIOMAG®).

In allen weiteren Projekten wurde dieses Verfahren angewandt und mit einem pH Wert des Extraktes
von pH 3,5 gearbeitet, da sich dieser als optimal herausgestellt hatte. Die einzelnen Schritte der

optimierten Extraktion sind in Abb. 8 zusammengefasst.

/ \ Abkiihlen auf
Zugabe : mischen  pH-Wert 3,5 durc RaumteperaturMessung
\ ) +28mlCEOH mm) Zugab / -
gabe ! :
+15 m1 KHPOy von HPO mittels HPLC

po

10 g (Feuchtgewicht) Extraktion im
Boden Ultraschallbad

oder
Boden/Holz 60 min bei 40C

Abbildung 8: Schematische Darstellung des optimierten Extraktionsverfahrens von Kupfer-HDO aus einer Boden
bzw. Boden/Holzmatrix.

Zur Analytik von Kupfer-HDO aus Boden ist derzeit noch keine verdffentlichte Studie verfiigbar. Von
der Firma Dr. Wolman GmbH sind hinsichtlich der Kupfer-HDO-Analytik schon Studien durchgefiihrt

worden (WITTENZELLNER, 2006).
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Quantiative Bestimmung von HDO mittels HPLC

Durch HPLC wurde der HDO-Gehalt der Proben quantifiziert. Mit einer Spritze wurden etwa
2ml der Probe (2 ml, Norm-Ject, Henke Sass, Wolf GmbH, Tuttlingen) entnommen und {iiber einen
0,45 pm PTFE-Filter (Minisart SRP 15, Sartorius) filtriert. Die ersten 0,5 ml der Probe wurden
verworfen, da nicht auszuschlieffen war, das Bestandteile der Probe an dem unkonditionierten Filter
absorbieren. Die geringe Wirkstoffkonzentration in den Proben erforderte keine weiteren
Verdiinnungsschritte vor der Messung. Die Proben wurden im direkten Anschluss an die Extraktion
gemessen. Die Trennung wurde an einer Luna C18(2)-Sdule (Lénge 75 mm, ID 4,6 mm Partikel 3 um)
bei 40°C durchgefiihrt. Zur Elution wurde ein Gemisch (45 % Methanol und 55 % KH,PO,) mit einem
pH Wert von 2,5 und einer Flussrate von 1,0 ml/min eingesetzt. Die Detektion erfolgte mit einem UV-
Detektor bei 229 nm. Der HDO Anteil im Kupfer-HDO wird durch das UV-Licht erfasst und kann iiber
das Integral der Fliche, die am Maximum entsteht, quantifiziert werden. Das verwendete
Injektionsvolumen lag bei 10 pl. Grundlage zur Berechnung der Messwerte mit dem PC-Programm
(Chrom Gate, Knauer, Berlin) war ein Abgleich der Retentionszeit und der Signalfliche (-hdhe) eines
externen Standards mit den Messwerten. Um die Extrakte aus dem Boden zu isolieren, wurde die
Messzeit von 5 min auf 10 min verldngert. So konnte sichergestellt werden, dass alle Bestandteile der
Probe die Siule verlassen hatten. Nach einer Messreihe wurde die HPLC-Anlage zunichst mit 10 ml

Methanol und im Anschluss mit 30 ml 10 % Methanol (in reinst H,O) gespiilt.

2122  Bestimmung der Kupfer-Konzentration

Um die Kupferkonzentration zu bestimmen, wurden die Proben verascht und mit Sdure
aufgeschlossen. Die mit dem Mikrotom (Kap. 2.10.1 ) hergestellten Holzschnitte wurden getrocknet
und in feuerfeste Quarztiegel (1 g Holz pro Probe) eingewogen. Uber einem Gasbrenner erfolgte im
Anschluss die vollstindige Verbrennung der Proben, wobei darauf zu achten war, dass wahrend des
Verbrennungprozesses keine Ascheflocken aus der Probe entweichen konnten. Samtliche organische
Komponenten in der Probe wurden im Muffelofen (Nabertherm, L9/S, Lilienthal) durch Hitze entfernt.
Hier wurden die Proben iiber einen Zeitraum von 30 min auf eine Temperatur von 500 °C erhitzt; diese

wurde dann noch 2 h beibehalten.

Nach dem Abkiihlen der Proben im Muffelofen auf Raumtemperatur wurde jede Probe in 2 ml dd H:O
gelost, um einem Entweichen von Ascheflocken aus der Probe vorzubeugen.
Fiir die Kupferanalyse wurden die Proben in einem Sandbad langsam auf eine Temperatur von etwa

40 °C erwarmt. Im Anschluss erfolgte die Zugabe von 2 ml Schwefelsdure (Merck) und die Proben
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wurden weiter bis auf 180 °C erhitzt. Durch eine stetige und tropfenweise Zugabe von insgesamt 5 ml
Salpetersdure (Merck) zu den Proben wurden diese aufgeschlossen. Als Indikator fiir eine aktive
Umsetzung war eine intensive Rauchgasentwicklung zu sehen. Die Umsetzung der Proben war dann
abgeschlossen, wenn die vormals getriibten Proben klar erschienen. Durch den hohen Gehalt an
Mineralien, in den Proben, die aus dem Boden stammten, konnten jedoch nicht alle Schwebestoffe
vollstindig aus den Proben entfernt werden. Daher wurde der Versuch nach einer Stunde der
Salpetersdure Zugabe generell beendet. In den Proben mit einer zu erwartend hohen
Kupferkonzentration (HSM-h-A und HSM-h-K) wurden die Proben 1 : 10 (v/v) in dd HO verdiinnt.
Bei gering konzentrierten Proben (HSM-I-K und HSM-1-A) erwies sich eine Verdiinnung von1:5 (v/v)

in dd H,O als optimal, da ein Abgleich zur Standarteichreihe ermoglicht wurde (siehe unten).

Die Kupferkonzentration wurde durch Atomabsorptionsspektrometrie (AAS) bestimmt. Die
Hohlkathodenlampe des AAS emittierte Licht einer Wellenlangen von 324,8 nm (Wellenlinge
spezifisch zur Kupferbestimmung) mit einer Intensitit von 10 mA. Durch die Zuschaltung einer
Deuteriumlampe wurde das lichtabhiangige Untergrundrauschen, welches im UV-Bereich entstand,
minimiert. Im Strahlengang des Atomabsorptionspektrometer (UNICAM 969, Thermo Scientific,
Hamburg) befand sich eine Atomisierungseinheit, in der die Bestandteile der Probe durch eine
Ethin/Luft-Flamme atomisiert wurden, so dass eine Atomwolke entstand. Der Lichtstrahl wurde durch
die atomisierten Kupferatome absorbiert. Hinter der Atomisierungseinheit wurde die Intensitit des
geschwichten Lichts gemessen und mit der Intensitdt des ungeschwichten Lichtstrahls korreliert. Mit
ansteigender Konzentration des Kupfers (0,5 mg/1 und 5 mg/1) in der Probe stieg die Extinktion des
Lichtes proportional an. Die Proben wurden gegen externe Standards mit Kupferkonzentrationen von
0,5-1-2-3-4und 5 mg/l Kupfer abgeglichen. Jede der Proben wurde zweifach gemessen und aus
dem arithmetischen Mittel von drei Wiederholungen wurde die Kupferkonzentration bestimmt.
Zwischen den einzelnen Messungen wurden die Leitungen mit dd H,O gespiilt, um Verfilschungen
der Messwerte durch unvollstindig entfernte Bestandteile der vorangegangenen Probe zu minimieren.

Der Toleranzbereich, dem die Messwerte gentigen mussten, betrug + 5 % des arithmetischen Mittels.

2.13 CO,-Entwicklungstest zur Analyse des *CO,

Der CO;-Entwicklungstest diente urspriinglich dem Nachweis ,..der biologischen
Endabbaubarkeit nicht fliichtiger Chemikalien in wéssrigen Medien.” (Sturm, 1973). Dieser CO-
Entwicklungstest wurde bereits zur Analyse des Abbaus von Kunststoffen im Boden eingesetzt (MULLER

ET AL, 1992). In diesem Versuch wurde das durch den biologischen Abbau des Biozids respiratorisch
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erzeugte CO, in einer Bariumhydroxidlosung Ba(OH), gebunden und als Bariumkarbonat (BaCO:)

ausgefillt. Es konnte mit folgender Formel (4) quantifiziert werden:

Ba(OH),+CO,~ BaCO,+H,0 [4]

Es wurde mit einer 0,01 molaren Ba(OH,)-Losung gearbeitet, die zunichst durch Filtration (595 %2
Faltenfilter, @ 240 mm, Schleicher und Schuell, Dassel) von nicht gelostem Ba(OH), befreit wurde. Das
Verfahren basierte auf einer Kette von Waschflaschen, durch die Luft aus dem Raum mit einer
Geschwindigkeit von 100 ml/min gepumpt wurde (Wisa Pumpe mit 6 Watt Leistung, Abb. 9).
Zunichst wurde die Luft durch Aktivkohle von organischen Substanzen und durch 5 M KOH vom CO,
befreit. Zur Kontrolle wurde eine nachgeschaltete Flasche mit einer 0,01 molaren Ba(OH), gefiillt.
Triibungen der Fliissigkeit deuteten auf eine ineffiziente Entfernung des CO, aus der Gasphase hin. Im
weiteren Verlauf durchfloss die Luft einen Sterilfilter (Midisart, Sartorius) und wurde durch steriles dd
H,O abgesittigt, um ein Austrocknen der Proben zu verringern. Die Reaktoren wurden zu Beginn und
in regelmifiigen Abstinden gewogen. Der Gewichtsverlust, bedingt durch einen Verlust an
Feuchtigkeit der Proben durch den stetigen Luftstrom, wurde durch steriles dd H,O ausgeglichen.
Nach anschlieflender Passage des Reaktors, in dem sich 20 g der Bodenproben befanden, wurde das
hier gebildete CO2 mit dem Luftstrom durch 200 ml Ba(OH), geleitet und prazipitierte als BaCOs;
(Abb. 9). Das BaCOs; konnte mit einer Glaspipette vom Grund der Waschflasche gewonnen werden. Da
bei der gering gewéahlten Probenmenge sehr wenig CO, gebildet wurde und demzufolge nur eine
geringe Ausbeute an BaCO; erzielt werden konnte, wurde zu jedem Priiftag die produzierte BaCOs-

Menge von 48 h verwendet.
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Abbildung 9: Schematische Darstellung des CO,-Entwicklungstests

2.14 Bestimmung des 8"°C in Boden und in BaCO3

Die Isotopenvariation vom Kohlenstoff in den Bodenproben und im BaCO; wurde mit der
Geritekombination EA-IRMS (EA - Elementaranalysator, Vario EL III, Elementar Analysensysteme

GmbH, Hanau; IRMS - Isotop Ratio Mass Spectrometer, IsoPrime, GV Instruments, Manchester)

bestimmt. Von den Bodenproben wurden 10 bis 20 mg und fiir die BaCO; Proben, 1 bis 3 mg

Probenmaterial in Zinnkapseln bzw. Zinnschiffchen eingewogen. Der Elementaranalysator (Abb. 10)
arbeitet nach dem Prinzip der katalytischen Rohrverbrennung. Zuniéchst wurde die Probe iiber den
Probentrédger in das Verbrennungsrohr eingeleitet. Unter Sauerstoffzufuhr (35 ml/min fiir 90 sec.) und
einer Temperatur von 1150 °C wurde die Probe verbrannt. Die durch die Verbrennung entstandenen
Gase wurden von stérenden Fremdgasen befreit. Die Analysengase (CO,, H,O, SO, und N») wurden

dazu auf den drei Adsorptionssiulen des EA adsorbiert. Nacheinander wurden dann die Gase von den

Séulen desorbiert. CO, wurde bei einer Temperatur von 100 °C desorbiert. Als Spiil und Tréigergas

wurde Helium mit einem Fluss von 200 ml/min verwendet. Die Quantifizierung der Analysengase
wurde am Ausgang des EA durch den Warmeleitfadhigkeitsdetektor bestimmt. Die in das IRMS
geleiteten Analysengase (Gasmolekiile) wurden ionisiert und der Ionenstrom wurde mit einem
Multikollektorsystem, das aus drei Faraday-Cups bestand, gemessen. Aus den Intensititen der

Ionenstrome der Massen 45 und 44 wird das Isotopenverhiltnis R(*C/"C) fiir die Probe und des
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Referenzgases (CO,) bestimmt.

Abbildung 10: Funktionelles Diagramm EA- IRMS Analysators (nach Elementar Analysensysteme GmbH, Hanau).

Der Ionenstrom der Masse 46 wurde fiir die Sauerstoffkorrektur verwendet. Das Isotopenverhiltnis des
R(®C/™C) Referenzgases wurde vor jeder Probenmessung bestimmt. Der lonenstrom, der von den
Probeneinwagen abhing, lag bei den BaCO; -Messungen zwischen 4 und 10 nA (Masse 44) und bei den
Bodenproben zwischen 3 und 6 nA (Masse 44). Der 6°C -Wert des Referenzgases wurde mit einem
internationalen Standard bestimmt, der auf einem internationalen Standard (56-Skala fiir CO,, VPDB -

Skala) bezogen wurde. Der §°C-Wert der Probe wurde nach der folgenden Formel [5] berechnet:

13C
C.jBC = uc _ A " fProde
13C [5]
12
¢ Stndard

In Formel 5 ist der R(*C/"C)proe -~ Wert das Isotopenverhéltnis der Probe und R(®C/"C)siandara — Wert
das Isotopenverhiltnis des Referenzgases. Die 613C-Werte wurden in Promill (%.) angegeben. Die
Messungen am EA-IRMS wurden von Herrn Dr. W. Pritzkow V.1 der Bundesanstalt fiir

Materialforschung und -priifung vorgenomen.
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2.15 Bestimmung der mikrobiellen Bodenatmung

Die mikrobielle Bodenatmung wird in Form von Atmungsraten (CO,-Produktion pro Zeit)
ermittelt. Die Atmungsraten korrelieren mit der Aktivitit und Vitalitit einer mikrobiellen
Gemeinschaft im Boden und erméglichen eine direkte Analyse der Auswirkung von Substraten auf die
Gemeinschaft der Organismen (NorpGreN Et AL. 1988). Die Atmungsraten wurden in Anlehnung an die

DIN ISO 17155 erzeugt. Folgende Parameter wurden ausgewertet (Abb. 11 und Tab. 5):

* /
= 10
F
b Steigung
o
z
r Substratzugabe
i {
0
& 1 ¥ 4 ~
=
2 Rs - _’4
@ Lag-Phase
o 0,1
@ Re g [
Peakmaximum
|-

Zeit
Abbildung 11: Relevante Phasen zur Auswertung von Bodenatmungskurven (Wike & Winker, 1999) Erlduterungen
befinden sich in Tab. 5.

Tabelle 5: Erlduterungen relevanten Fachbegriffe der Abb. 11

Phase Bedeutung

Lag-Phase Zeit zwischen Substratzugabe und Beginn des exponentiellen Wachstums
Peakmaximum Zeit zwischen Substratzugabe und maximaler CO, Abgabe

Steigung Beschreibt die Wachstumsrate [u1] in halblogarithmischer Darstellung (Wike

& WINKEL, 1999)

2151  Bestimmung der mikrobiellen Bodenatmung durch einen

Infrarotgasanalysator

Die Bodenatmung wurde anhand der CO,-Produktion mittels eines Infrarot Gasanalysators
(ADC, Hoddesdon, UK) quantifiziert (Abb. 12). Die Bodenproben wurden in 20 g Portionen in
Glasrohre (200 mm Lange, @ 40 mm Innendurchmesser) gefiillt, die am unteren Ende durch 7 g sterile,
auf 5 cm verdichtete, Glaswolle (Roth) und einem Stiick Gaze luftdurchléssig verschlossen wurden.
Diese Rohre wurden in die Messsdulen eingesetzt und tiber Schlduche (& 4 mm Innendurchmesser,

Portex) mit dem Gasanalysator verbunden. Insgesamt wurden 16 Sidulen abwechselnd mit den

41



Material & Methoden

unterschiedlich behandelten Bodenproben der Modellsysteme aus Kap. 2.10.2 bzw. Kap. 2.10.3 ) befiillt.
Als Nullprobe wurde in die erste Sdule nur Glaswolle gefiillt. Zum Beliiften und zum Transport des
respiratorisch erzeugten CO, zur Messzelle wurde Luft aus der Umgebung angesaugt und tiber eine
Sédule mit Silikagel (2 -5 mm, VWR) zunichst von Feuchtigkeit und im Anschluss durch eine Siule mit
Natronkalk (Roth) von CO, befreit. Ein Teil dieses Gases wurde zur Referenz-Infrarotzelle des Gerites
gepumpt und zum Abgleich mit den Proben verwendet. Der restliche Teil der Luft wurde durch einen

Sterilfilter (Midisart, Sartorius) geleitet und in einer Flasche gebtindelt.

Abbildung 12: Aufbau des Systems zur Bestimmung der Bodenatmung mit einem Infrarotgasanalysator (ADC,
Hoddesdon, UK) und den verwendeten Messsdulen.

Von hier wurde das Gas zunichst durch steriles dd H,O geleitet, um ein Austrocknen der Bodenproben
zu verringern und gelangte im Anschluss in die einzelnen Messsédulen. Die Proben wurden im Abstand
von ca. vier Wochen gewogen. Ein gegebenenfalls auftretender Gewichtsverlust wurde durch eine
dquivalenten Menge sterilem ddH,O ausgeglichen. Die Messung der Proben erfolgte kontinuierlich,
wobei die zu messende Saule zunéchst 4 min 45 sec. mit der durchgeleiteten Luft gespiilt wurde. Dann
erfolgte die 5 sekiindige Messung des CO,-Gehaltes. Alle anderen Siulen wurden in dieser Zeit mit der
gleichen Menge Luft gespiilt, die mit etwa 100 ml/min durch die Sdulen gepumpt wurde. Jede Probe
wurde 17 x am Tag gemessen und aus diesen Daten wurde das Tagesmittel berechnet. Der CO, Gehalt
wurde durch die Anderung der Absorption der Infrarotstrahlung bei unterschiedlichen CO,-
Konzentrationen in der Infrarotzelle bestimmt. Die Kalibibrierung des Gerdtes wurde iiber einen
separaten Kreislauf mit zusétzlicher Silikasdule, Natronkalk Sdule und einem Molekularfilter
vorgenommen. Dieses System zur Messung von CO, aus Bodenproben wurde in dhnlicher Weise von

HEINEMEYER ET AL. (1989) beschrieben.
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2152  Bestimmung der mikrobiellen Bodenatmung durch Titration

Eine weitere Methode um die Konzentration des respiratorisch abgegebenen CO, einer
mikrobiellen Gemeinschaft im Boden zu bestimmen, ist die Titration. Dazu wurde der im Kapitel 2.13
beschriebene CO.-Entwicklungstest eingesetzt. Das préazipitierte BaCO; wurde durch Filtration mit
einem Faltenfilter (595 %2 Faltenfilter,&d 240 mm, Schleicher und Schuell, Dassel) aus der Ba(OH),-
Loésung (0,025 molar) entfernt. Die entstandene Ba(OH)-Losung wurde gegen eine 0,05 molare HCL-
Lésung bis zum Neutralisationspunkt von pH-7 (Microprocessor pH 537 , WHT und Digitalbiirette, 25

ml, Brand) titriert. Die verbrauchte Menge an Salzsédure diente der Berechnung des entstandenen CO..

Die CO, Konzentration wurde mit folgender Formel berechnet (6):

N xV *
§=(BTAB_%)*NA*f (6]

a

¢ [mmol] : Kohlenstoff, der in das System als CO, eingebracht wurde

N [ml] : Titer der eingesetzten Bariumhydroxidlosung vor dem Versuch (vor Filtration)

Vi [ml] : Volumen der Proben

N, [ml] : Titer der HCL-Losung

x  [ml] : Titratiopsvolumen‘ an HCL-Losung, das Ver\{vendet wurde, um ?ine Probe (nach Entfernung
des gebildeten Bariumkarbonat) von 25 ml bis pH-7 zu neutralisieren

Ve [ml] : Volumen der eingesetzten Bariumhydroxidlgsung

V., [ml] : Probenvolumen

f  [mmol] : Molaritit der HCL-Losung

2.16 Charakterisierung der mikrobiellen Fettsduren aus dem Boden

2.16.1 Extraktion von Fettsduren
Die Fettsduren aus Boden wurden in drei aufeinander folgenden Schritten isoliert:
1. Die Lipide wurden nach einer modifizierten Methode nach Bligh und Dyer (1959) extrahiert.

2. Durch eine Festphasenchromatographie der hergestellten Lipidextrakte wurden die

Phospholipide gewonnen (ZeLLEs & Ba1 1993).

3. Anschlieend erfolgte eine alkalische Methanolyse zur Uberfithrung der Phospholipide in
FAMEs (Fettsdure-Methyl-Ester), um eine gaschromatographische Messung zu ermdglichen
(mod. nach Witk T L. 1979).
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Die Lipide wurden aus dem feuchten Boden mit Chloroform extrahiert. Es wurden 6,5 g des Bodens in
einem 100 ml Erlenmeierkolben mit Schliff eingewogen und mit je 40 ml Chloroform und Methanol
(beides Merck) versetzt. Der Kolben wurde wie alle Glasgeféfie, die zur Fettsdureextraktion eingesetzt
wurden, zuvor mit Chloroform griindlich gereinigt, um eventuell vorhandene organische Riickstinde
von der Glaswand zu entfernen. Nach einstiindiger Extraktion bei Raumtemperatur durch Riihren der
Proben mir 400 rpm (Electronicrithrer Multripoint HP6, VARIOMAG® FL, USA) wurden die festen
Bestandteile der Probe durch Zentrifugation mit 3000 rpm fiir 3 Minuten (Micro 200, Hettich
Zentrifugen, Tuttlingen) entfernt. Um noch vorhandene Lipide aus dem Boden zu l6sen, wurde durch
erneute Zugabe von je 40 ml Chloroform und Methanol zu den festen Bestandteilen die gesamte
Extraktion wiederholt. Beide Extrakte einer Probe wurden in einem 250 ml Rundkolben vereinigt.
Durch einen Unterdruck von 0,95 hPa bei 50 °C im Rotationsverdampfer (Rotavapor R-200, Biichli,
Essen) wurden die Losungsmittel vollstindig entfernt. Die Lipide verblieben an der Wand des Kolbens
und konnten in 3 ml Chloroform aufgenommen und in einen zuvor ausgewogenen 25 ml Spitzkolben
iiberfiihrt werden. Zur Bestimmung des Gesamtgewichtes der gewonnenen Lipide wurde das
Lésungsmittel erneut durch rotieren unter gleichbleibenden Bedingungen entfernt und das Gewicht
des Kolbens wurde erneut ermittelt (LE 225D-0CE, Sartorius, Gottingen). Die Probe wurde in 300 ul

Chloroform aufgenommen.

Die chromatographische Trennung der gewonnen Gesamtlipide in neutrale Lipide, Glyko- sowie
Phospholipide erfolgte tiber eine Silikasdule (DSC-Si, 6 ml Reservoir, 500 mg Sorbent, Sigma Aldrich).
Die Sdule wurde mit 2 ml Chloroform equilibriert, und im Anschluss wurde die Probe aufgetragen.
Durch einen Unterdruck von 650 hPa (Kammer: SPE12 Anschluss Station, Phenomenex, Aschaffenburg;
Pumpe: DA7C, Charles austen pumpes, surrey, UK) wurde die Probe langsam durch die Phase
durchgezogen. Die einzelnen Lipidfraktionen wurden schrittweise mit 7 ml Chloroform (neutral
Lipide), 7 ml Aceton (Glykolipide) entfernt. Die Phospholipide wurden in 15 ml Methanol (getrocknet,
Merck) eluiert und durch rotieren vollstindig getrocknet. Die Wiederaufnahme erfolgte in 1 ml

wasserfreiem Methanol/Toluol (1: 1) (v/v).

Die Phospholipide wurden durch Zugabe von 1 ml frischer 0,2 M NaOH, fiir 15 min bei 37 °C im
Wasserbad (ecoline 011, Lauda, Shropshire, UK), in FAMEs (Eettsiuremethylester) umgesetzt.
Zusétzlich wurde der Probe noch 20 ul eines 0,1 mg/ml des Standards Methyl nonadecanoate (FAME
19:0, Fluka) zugefiigt. Die Neutralisation und Gewinnung der FAME:s erfolgte durch die Zugabe von 2
ml Hexan, 0,3 ml 1 M Essigsdure sowie 2 ml dd H,O. Die Proben wurden griindlich gemischt und so
lange inkubiert, bis eine Phasentrennung ausgelost wurde. Die Hexanphase mit den enthaltenen
FAMEs wurde abgenommen. Um die Ausbeute an FAMEs zu maximieren, wurde die verbliebene

wiissrige Phase noch zweimal mit Hexan geschiittelt. Die Hexanphasen einer Probe wurden in einem
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10 ml Spitzkolben vereinigt und mit 20 ul eines 0,1 mg/ml des Standards Methyl laurate (FAME 12:0,
Fluka) vermischt. Durch einen milden Stickstoffstrom wurden die Proben vollstindig eingeengt und in
200 pl Hexan rehydriert. Die Proben wurden in GC-Vials (Agilent) in Rollrandflaschen bei - 21 °C bis

zur gaschromatographischen Messung gelagert.

2162  Bestimmung des Isotopenverhiltnisses in den mikrobiellen Fettsduren

Die Isotopenverhiltnisse und die Fettsiurekomposition der in Kapitel 2.16.1 hergestellten
FAME wurden am Helmholtz Zentrum fiir Infektionsforschung bestimmt. Die Analysen wurden
modifiziert, wie in AsraHAM ET AL. (1998) beschrieben, durchgefiihrt. Die Ausnahmen waren, dass die
Proben nicht derivatisiert wurden. Das Dimethyl-sulfid-Addukt wurde vorher hergestellt um die
Standards zu identifizieren. Die Nachweisgrenze fiir die einzelnen PLFAs ist abhédngig von der
Gesamtkomposition der PLFAs. Es konnen PLFAs mit einem Anteil von etwa 1 % an der relativen
Gesamt-PLFA-Zusammensetzug detektiert werden. Ein weiterer wichtiger Faktor ist, wie gut sich die

einzelnen PLFAs im Gemisch voneinander trennen lassen.

2.16.3 Nomenklatur der PLFAs

In dieser Arbeit wurden die PLFAs nach der Fettsiure-Nomenklatur des Prinzips A:BoC
beschrieben. Der Buchstabe A steht dabei fiir die Anzahl der Kohlenstoff-Atome und B fiir die Anzahl
der enthaltenen Doppelbindungen. Bezogen auf das aliphatische (®) Molekiilende steht C fiir die

“

Position dieser Doppelbindungen. Durch ein vorangestelltes ,t“ (trans) oder ,c” (cis) wird die
Konfiguration der Doppelbindung angegeben. Zur Beschreibung von Metylgruppen-Verzweigungen
wird eine vorangestelltes ,i” fiir eine iso- und ,a” fiir eine antiso- Verzweigung verwendet (z.B. hier
befindet sich die Verzweigung ein bis zwei Kohlenstoffatome vom ®-Terminus entfernt). Weitere
Postionen der Methylgruppen werden vom Carboxyl-Ende aus beschrieben (z.B 10Me18:0). War die
Position der Methylgruppe unbekannt, so wurde des PLFA die Buchstaben ,br” (branched)
vorangestellt. Das ,,d” z.B in 19:0d8,9 steht fiir die Position des Cyclopropans in der Kette. Manchmal
wird noch ein ,c” angefiigt, um zu zeigen, dass die Alkylreste beide auf derselben Seite des

Cyclopropanringes stehen. Ein Cyclopropylring wurde durch ,cy” vor dem PLFA angezeigt (Zelles,
1997).
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2.17 Mikrobiologische Techniken

2171 Bakterielle Reinkulturen

Eine Einzelkolonie der verschiedenen bakteriellen Reinkulturen (Tab.6) wurden auf einer Platte
mit LB-Ndhrmedium (1 % Tryptone, 0,5 % Hefeextrakt, 1 % NaCL, mit NaOH, pH 7 mit 5 % Agar) in
Abhiangigkeit der optimalen Kultivierungseigenschaften der einzelnen Arten angezogen. Nach 15 -24 h,
je nach Wachstumsgeschwindigkeit der einzelnen Stimme, wurde eine Einzelkolonie in 100 ml LB-
Fiissigmedium tiberimpft. Die Ernte der Zellen erfolgte bei einer ODsy nm (Visible Spectrometer,

Amersham Pharmacia Biotech Invitrogen, Karlsruhe) von ca. 1.

Tabelle 6: Verwendete bakterielle Reinkulturen

Organismus DSMZ Stamm  Temperaturoptimum
Artrobacter globiformis 20124 30°C
Bacillus licheniformis 13 30°C
Corynebacterium Glutamicum 20300 30°C
Escherichia coli K12 498 37 °C
Halomonas elongata* 2581" 30°C
Marinococcus halophilus™* 20408" 30 °C
Pseudomonas fluorescens 50090" 30°C

*Zugabe von 5 % NaCl zum Medium; "- Typenstamm

217.2  Erzeugung chemisch kompetenter Escherichia coli DH5a Zellen

Diese Methode zur Erzeugung chemisch kompetenter Zellen wurde von INout Er AL. (1990)
entwickelt. Dafiir wurde eine Escherichia coli DH5a Einzelkolonie (F®80dlacZAM15, A(lacZYA-argF),
U169, oR, recAl; end Al; phA, hsdR17(rK'mK") supE44 A, thi-1, gyrA96, relAl) (Invitrogen, Karlsruhe)
von einer LB-Platte (LB-Fliissigmedium mit 5 % Agar) in 20 ml AB-Fliissigmedium (Antibiotic Broth
Fertigprodukt, Fluka) tiberfiihrt und bei 37 °C im Inkubationsschiittler (Innova® 44, Incubator Shaker
Series, New Brunswick Scientific, Niirtingen) bei 160 rpm angezogen. Nach acht Stunden wurde diese

Vorkultur in 100 ml SOB-Medium (Hananan, 1983) 1 : 50 verdiinnt (Tab. 7) tiberimpft.
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Tabelle 7: SOB-Komplexmedium

Bestandteil Konzentration

Trypton 2 % (w/v) 20,00 (g/1)
Hefeextrakt 05 % (w/v) 5,00 (g/1)
NaCl 10 mM 0,58 (g/1)
KCL 2,5 mM 0,20 (g/1)
MgCl, (6 H:O) 10 mM 2,03 (g/1)
MgSO; (6 H:0)* 10 mM 0,49 (g/1)

* Sterilfiltriert durch einen 0,2 um Filter (Rotrand, Whatman, Dassel) und nach
dem autolkavieren (20 min 121 °C bei 2 bar) zu den restlichen Komponenten
zugegeben

Die Zellen wurden iiber Nacht bei 20 °C kultiviert. Das Wachstum der Zellen wurde bei einer ODs40 nm
(Visible Spectrometer,Amersham Pharmacia Biotech, Invitrogen, Karlsruhe) zwischen 0,6 und 0,8 durch
inkubieren der Zellen in nassem Eis fiir 10 min gestoppt. Durch die Zentrifugation bei 5000 g fiir
10 min bei 4 °C (Avanti™ ]-20 XP, Rotor JA 25.50 M, Beckmann COULTIER) wurden die Zellen
pelletiert. Das entstandene Zellpellet wurde in 80 ml eisgekiihltem Transformationspuffer (10 mM
PIPES, 15 mM CaCl, x 2H,O, 250 mM KCL), resuspendiert und ein pH-Wert von 6,7 mit KOH
eingestellt. Zusitzlich wurden 55 mM MnCL, (steril filtriert) zugegeben. Die Zellen wurden im
Anschluss 10 min auf Eis inkubiert und durch Zentrifugation 10 min bei 5000 rpm (4°C) erneut
pelletiert. Die Zellen wurden in 20 ml Transformationspuffer und 1,4 ml DSMO gelost und erneut
10 min auf Eis inkubiert. Zur Lagerung wurden Portionen von je 200 pl Zellsuspension hergestellt.

Diese chemisch kompetenten Zellen sind bei - 70 °C max. drei Monate lagerbar.

2173  Lagerung und Rekultivierung bakterieller Reinkulturen

Um bakterielle Reinkulturen zu lagern, wurde das CryobankTM - System des Herstellers Mast
Diagnostica (Reinfeld) verwendet. Das Cryobank™-Rohrchen wurde mit ca. 3 - 4 Bakterienkolonien
von einer frischen Stammplatte (LB-Medium) beimpft. Durch mehrmaliges Invertieren und kurzes
Mischen auf dem Vortex (Reax 2000, Heidolph, Kehlheim) wurden die Zellen in Cryomedium
suspendiert. Das Cryomedium wurde restlos entfernt, wobei einige Zellen an der Matrix der
Cryokugeln verlieben. Die Roéhrchen wurden bei - 70 °C gelagert. Zur Rekultivierung der
Mikroorganismen aus der Cryokultur™ wurden 2 - 3 der Cryokugeln entnommen, auf der Oberfléche
eines geeigneten Festmediums mit einer sterilen Impfose abgerollt und unter geeigneten

Kultivierungsbedingungen (Tab. 6) im Inkubationsschiittler (Innova® 44, Incubator Shaker Series, New
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Brunswick Scientific, Niirtingen) angezogen. Um mit den Organismen zu arbeiten war es notwendig,
diese durch fraktionierten Ausstrich zu vereinzeln, erneut auf Festmedium anzuziehen und Kolonien

bilden zu lassen.

2174 Lagerung rekombinanter Zellen

Zur dauerhaften Lagerung der rekombinanten Klone wurden Glyzerinkulturen angelegt. Dazu
wurden Aliquots einer Ubernachtkultur mit Glyzerinpuffer (56 % [v/v] Glyzerin; 100 mM MgSO;
25 mM Tris-HCl, [pH 8,0]) in gleichen Volumenanteilen in einem 2 ml Reaktionsgef4f3 gemischt und bei
-80 °C eingefroren.

Fiir ein erneutes Wachstum wurde mit einer sterilen Impfose ein Teil der gefrorenen Kultur
entnommen und auf einer Agarplatte durch fraktionierten Ausstrich vereinzelt. Die Glyzerinkulturen

sind maximal 1 Jahr lang lagerbar (Angaben des Herstellers).

2.18 Molekuarbiologische Methoden

2.18.1 Verfahren zur Extraktion von Nukleinsduren

Es wurden verschiedene Verfahren zur Extraktion von Nukleinsduren aus den unterschiedlichen
Matrices angewandt, um moglichst hohe Ausbeuten zu erzielen. Folgende Extraktionsverfahren

wurden eingesetzt:

*  Extraktion der Gesamt-Nukleinsduren aus Boden- und Holzproben
¢ Extraktion von Nukleinsduren aus bakteriellen Reinkulturen
*  Extraktion von Nukleinsduren aus Gram negativen Bakterien

*  Extraktion von Nukleinsduren aus Gram positiven Bakterien

Extraktion der Gesamt-Nukleinsduren aus Boden- und Holzproben

Zur Extraktion der Gesamt-Nukleinsduren aus den Bodenproben wurde das PowerSoil™ DNA
Isolation Kit (MO BIO Laboratories, Inc. Carlsbad, CA, U.S.A) verwendet. Die Nukleinsdureextraktion

erfolgte nach Angaben des Herstellers. Folgende Anderungen wurden durchgefiihrt:
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Die DNA der Mikroorganismen aus den Boden- und Holzproben wurde durch Einwiegen (PG4 002-5,
Mettler Toledo, Giefien) von 200 pg Erdprobe und 50 pg Holzprobe in die Reaktionsgefifie des Kits
eingeleitet. Der Zellaufschluss erfolgte in einem Zell-Homogenisator (FastPrep ®-24, MP-Biomedicals,
Solon, OH, USA) bei 4,5 m s’ fiir 30 sec. Die Zelltrimmer und Bodenpartikel wurden durch
einminiitige Zentrifugation (Laborfuge M, Heraeus, Hanau) bei Raumtemperatur mit 13.000 rpm
entfernt und der Uberstand wurde zur DNA-Isolierung eingesetzt. Die DNA wurde in 100 pl sterilem
dd H,O von den Trennsdulen des Kits eluiert. Da gemeinsam mit der DNA auch noch andere
Substanzen, wie Huminstoffe, von der Siule eluiert werden und die enzymatischen Reaktionen im
weiteren Verlauf des Versuches beeintrichtigen konnen (Tsar & Orson, 1992), wurde die DNA in

anschlieffenden Versuchen 1 : 10 verdiinnt eingesetzt.

Extraktion von Nukleinsiuren aus bakteriellen Reinkulturen

Die in den SSCP-Gelen detektierte DNA aus den Bodenproben wurde gegen die DNA
bakterieller Reinkulturen abgeglichen, deren Laufeigenschaften im Gel bekannt waren. Alle
eingesetzten Reinkulturen (Tab. 6) wurden von der DSMZ bezogen und im Cryo-System (Kap. 2.17.3)
gelagert. Fiir Gram positive und Gram negative Bakterien wurden unterschiedliche, unten aufgefiihrte
Extraktionsverfahren verwendet (Kunte ET AL., interne Laborvorschrift, nicht veroffentlicht), die

urspriinglich auf eine Methode von Marmur (1961) zuriickzufiihren waren.

Extraktion von Nukleinsduren aus Gram negativen Bakterien

Ausgehend von einer Einzelkolonie auf einer Platte mit LB-Medium (Kap. 2.17.2 ) wurden die
Zellen in 10 ml LB-Fliissigmedium inkubiert. Die Zellen aus 3 ml Kultur wurden durch Zentrifugation
fiir 5 min bei 5.000 rpm (Biofuge Fresco, Heraeus, Hanau) gewonnen und in 1 ml TES Puffer (5 mM
EDTA, 50 mM Tris-Base, 50 mM NaCl, pH 8) resuspendiert. In einem Zentrifugationsschritt bei 13.000
rpm (Biofuge Fresco, Heraeus, Hanau) fiir 3 min wurden die Zellen sedimentiert. Zur Lyse der
Zellmembranen wurden die Zellen in 800 pl TES-Puffer aufgenommen und in Anwesenheit von 20 ul
20% Natriumdoecylsulfat (SDS) fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die DNA aus der
entstandenen proteinhaltigen Losung wurde durch Phenol-Chloroform-Extraktion abgetrennt. Dazu
wurde Proben-Lésung in gleichen Volumenanteilen mit Phenol-Chloroform-Isoamylaklohol (25 : 24 : 1)
(v/v) versetzt und griindlich gemischt. Die organischen und wéssrigen Phasen wurden durch 10-
miniitiges zentrifugieren bei 13.000 rpm getrennt. Die DNA verblieb aufgrund ihrer hydrophilen

Gruppen in der oberen wissrigen Phase. Diese Phase wurde so lange vorsichtig abgenommen und
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durch Zugabe von Phenol-Chloroform ausgeschiittelt, bis keine Interphase mehr auftrat. Zur Fallung
der DNA wurde 0,1 Volumenanteil 3 M Natriumacetat (pH 4,8) und ein Volumenanteil Isopropanol
zugegeben (beides eisgekiihlt) und durch 20-mintitige Zentrifugation bei 13.000 rpm (Biofuge Fresco,
Heraeus, Hanau) sedimentiert. Die pelletierte DNA wurde mit 500 ul Ethanol (70 %) mehrfach
gewaschen und in einem Thermoblock bei 60 °C (ThermoStat plus, Eppendorf, Wesseling-Berzdorf) 5 -
10 min getrocknet. Anschlieffend wurde die DNA in 50 pl EB Puffer (10 mM Tris-HCI, pH 8,5, Qiagen)
aufgenommen. Bei gegebenenfalls auftretender hoher Viskositit der entstandenen Losung, wurde die

DNA in EB Puffer soweit verdiinnt, bis sie nicht mehr viskos war.

Extraktion von Nukleinsduren aus Gram positiven Zellen

Um die DNA aus Gram positiven Zellen zu isolieren, wurde das Protokoll fiir Gram negative

Bakterien wie folgt verandert:

Nach der Resuspendierung der Bakterienzellen in 800 ul TES-Puffer wurden 4 mg Lysozym zugegeben
und die Probe wurde fiir 30 min bei 37 °C im Thermoblock (ThermoStat plus, Eppendorf, Wesseling-
Berzdorf) inkubiert. Im Anschluss wurden 20 pl 20 % SDS und 120 pg Proteinase K (Fermentas)
zugegeben und die Probe 1 Stunde bei 65 °C im Thermoblock inkubiert. Die Zelltriimmer wurden
durch zentrifugieren bei 13.000 rpm (Biofuge Fresco, Heraeus, Hanau) fiir 3 min entfernt und die im
wissrigen Uberstand befindliche DNA wurde durch Zugabe von Phenol-Choroform-Isoamylaklohol
(25 : 24 : 1) (v/v) gereinigt. Alle weiteren Schritte entsprechen dem Protokoll fiir Gram negative

Bakterien.

2.19 Quantifizierung von Nukleinsiuren
Die in Kap. 2.18.1 isolierte DNA wurde mit verschiedenen Methoden quantifiziert:
*  Quantifizierung durch Photometrie

*  Quantifizierung durch Agarose-Gelelektrophorese

Photometrische Quantifizierung von Nukleinsiuren

Zur Quantifizierung der DNA, die mittels Phenol-Chloroform-Extraktion aus den bakteriellen
Reinkulturen isoliert werden konnte (Kap. 2.18.1 ), wurde eine photometrische Bestimmung mit einem

DyNA Quant™ 200 und dem dazu erhiltlichen Kit (Amersham Biosciences, Freiburg) vorgenommen.
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Die Durchfithrung erfolgte nach Angaben des Herstellers. Die Konzentration der DNA wurde mit
einem Standard (100 ng/ ul \-DNA) verglichen. Die Ausbeute lag zwischen 20 und 50 ng DNA in 1 pl
EB-Puffer.

Quantifizierung von Nukleinsduren durch Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese ist eine Standardmethode zur Bestimmung der Menge und
Molekiilgrofse von Nukleinsduren. Durch die negative Ladung der Phosphatreste wandern
Nukleinsduremolekiile in einem elektrischen Feld zur Anode. Eine Gréflenauftrennung wird hierbei
durch das unterschiedlich schnelle Durchwandern der Proben durch ein Agarosegel (hier 1%) erzielt.
Die Nukleinsgduren werden im Verhéltnis von 6:1 mit 6 x Ladepuffer (Fermentas) vermischt und fiir ca.
60 min einem 80 V starken Gleichstromfeld (Biometra Standard Power Pack P 25, Invitrogen, Karsruhe)
in einer Elektrophoresekammer (HORIZON® 58, HORIZON® 20-25; Invitrogen, Karsruhe) unterworfen,
wobei TB-Puffer (90 mM Tris, 90 mM Borséure, 2,5 mM EDTA (Titriplex III), pH 8,3) als Laufpuffer
verwendet wurde. Um die Molekiilgréfle- bzw. Molekiil-konzentration zu bestimmen, wurden je nach
Fragestellung und der Grofle der zu wuntersuchenden Fragmente unterschiedliche DNA-

Liangenstandards verwendet, die alle von Fermentas bezogen wurden (Tab. 8).

Tabelle 8: DNA-Lingenstandard

Langenstandards Messbereich (bp)
GeneRuler™ 100bpDNA Ladder Plus 3000 - 100 bp
GeneRuler™ 1kb DNA Ladder 10000 - 250 bp

Quantifizierungsstandards

MassRuler™ DNA Ladder, Mix ready to use 10000 - 80 bp
GeneRuler™ DNA Ladder, Low Range 700 -25 bp
GeneRuler™ DNA Ladder, High Range 48502 -10171.  bp
NoLimits 500bp DNA Fragment 500 bp

Das Gel wurde nach der Trennungphase fiir 10 min in einer ethidiumbromidhaltigen Losung (10
mg/L) inkubiert und 10 min in H,O gewaschen. Die DNA konnte durch Anregung des in der DNA
interkalierten Etidiumbromids mit UV-Licht (Transilluminator, UVT-Serie, Herolab, Wiesloch)
visualisiert werden. Im angeregten Zustand konnte die DNA mit einer DC290 ZOOM (Aufsatz EDAS
290, Kodak, Stuttgart) Fotokamera fotografiert und anschliefend mit der Kodak 1D Image Analysis

Software am PC ausgewertet werden.
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Diese Methode wurde ebenfalls in bei der Aufreinigung von DNA-Molekiilen in einem Agarosegel

eingesetzt.

2.20 Amplifikation ribosomaler DNA mittels PCR

Zur Identifizierung der Mitglieder der mikrobiellen Gemeinschaft wurden ribosomale-DNA-
Genabschnitte (165 rRNA und 18S rRNA) der aus Erde und Holz isolierten DNA mit der in vitro
Technik Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) amplifiziert (Muis &  Faitoona, 1987). Als
Oligonuklotidprimer-Bindestellen wurden DNA-Bereiche gewihlt, die in den Zielorganismen
hochkonserviert vorliegen (Tab. 9). Diese DNA-Sequenzen flankieren variable Sequenzen, die zur

phylogenetischen Bestimmung der Organismen herangezogen werden kénnen.

Tabelle 9: Verwendete Oligonukleotidprimer (Primer) zur Analyse der Bodenproben und Reinkulturen.

Zielgen Primerpaar  Sequenz (5'— 3') Hybrid. Positionin  Referenz
E. coli’ oder
S.cerevisiae®
16SrRNA Comlf CAGCAGCCGCGGTAATAC 519 —536! ScHwieGER & TeBBE, 1998
Com2-Ph CCGTCAATTCCTTTGAGTTT 907 —926! ScHwIEGER & TEBBE, 1998
fD1-FAM® GAGTTTGATCMTGGCTCAG 9 —27! WEISBURG ET AL. 1991
907r CCGTCAATTCMTTTRAGTTT 907 —921! MuyzeRr ET AL. 1993
18S rRNA  EuklA CTGGTTGATCCTGCCAG 4 — 20" Diez, et aL.2001 B
Euk 516r-Ph*  ACCAGACTTGCCCTCC 563 — 548! Diez, et AL.2001 B

R=A/G;M=A/C

“ Primer wurden durch eine Phosphatgruppe am 5' Ende modifiziert; *Primer wurde durch Fluorescein (FAM) am 5'
Ende modifiziert

Die Reaktionsmischung enthielt 2 - 5 ng der jeweiligen Matrizen-DNA, 1 x PCR-Reaktionspuffer
(Eppendorf, Wesseling-Berzdorf), 50 mM jedes Desoxynukleosid-triphosphates (Fermentas), 0,3 mM
jedes Primers (Tab. 10) (MWG-Biotech, Ebersberg) und 2,5 U Tag-Polymerase (5-Prime, VWR,
Darmstadt). Die Verwendung des Primerpaars EukA1l/Euk516rPh erforderte zusitzlich den Einsatz
von 5x PCR-Enhancer (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf) im Reaktionsansatz. Um das Endvolumen von
50 pl zu erreichen, wurde die entsprechende Menge sterilem dd H,O zugegeben.

Als Negativkontrolle wurde in einem zusétzlichen Reaktionsansatz 1 pl dd H,O anstelle der Matrizen-
DNA eingesetzt. Da Inhibtionseffekte durch extrahierte Substanzen, unbekannter Art aus dem Erd-

Holzgemisch, auftreten konnten, wurden die Nukleinsdureextrakte 10-fach verdiinnt. Fur die
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Amplifikation des 16S rRNA-Gens aus den bakteriellen Reinkulturen wurden 20 - 40 ng DNA

eingesetzt und erfolgte nach folgenden Temperaturprofilen:

Tabelle 10: Temperaturprofile der PCR zur Amplifikation der rDNA aus Bodenproben

Zielgen Primer PCR/Temperaturprogramm Zyklenanzahl
Initialdenaturierung 94 °C 120 sec. Einmalig
16SrRNA  Comlf/Com?2-Ph 94 °C 60 sec. 25
50 °C 45 sec.
68 °C 30 sec.
9f-FAM/907r 94 °C 30 sec. 28
48 °C 30 sec.
68 °C 45 sec.
18 srRNA  EuklA/Euk516r-Ph 94 °C 30 sec. 35
56 °C 45 sec.
68 °C 60 sec.
Finale Elongation 68 °C 300 sec. Einmalig

Die PCR wurde im Thermocycler (Mastercycler ep gradients, Eppendorf, Wesseling-Berzdorf,)
durchgefiihrt. Der Deckel des Thermocyclers hatte wihrend des gesamten Versuchsablaufes eine
Temperatur von 105 °C. Um ein vorzeitige Anlagerung der Polymerase an die DNA zu vermeiden,
wurde das Enzym erst nach erreichen der Denaturierungstemperatur, von 94 °C, zugegeben (Hot start).
Zusidtzlich zu den in Tabelle 10 aufgefithrten Schritten, ging jedem PCR-Programm eine
Initialdenaturierug voran, abschieffend wurde eine Finale Elongation vorgenommen, bevor die Ansétze
auf 22 °C abgekiihlt wurden. Fiir eine ldingere Lagerung wurden die Proben bei - 21 °C aufbewahrt und
vor jeder weiteren Verwendung im Thermoblock (ThermoStat plus, Eppendorf, Wesseling-Berzdorf)
auf 60 °C fiir 5 min erwdrmt, um die DNA optimal in Lésung zu bringen.

Die PCR-Produkte wurden durch die Agarose-Gelektrophorese (Kap. 2.19 ) qualitativ und quantitativ

uiberpriift.

2.21 Fingerabdruck-Techniken

Die mikrobielle Gemeinschaft im Boden wurde durch kultivierungsunabhingige Verfahren
charakterisiert. Die eukaryontische Gemeinschaft im Boden wurde durch die Methode des Einzel
Strang Konformation_Polymorphismus (SSCP) analysiert, die bakterielle Gemeinschaft durch die
Methode des Terminalen Restriktions Fragmentlingen Polymorphismus (T-RFLP). Beide Methoden

werden im folgenden Abschnitt beschrieben.
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2211  SSCP und phylogenetischen Charakterisierung

Die Charakterisierung und phylogenetische Bestimmung der mikrobiellen Gemeinschaft mittels

der SSCP-Methode bis hin zur Sequenzierung erfolgte iiber folgende Schritte:

*  SSCP-Gelelektrophoretische Trennung der DNA

» Silbernitratfarbung und Digitalisierung der SSCP-Gele

* Elution und Reamplifizierung der DNA aus dem SSCP-Gel

*  Modifikation der PCR zur Reamplifikation von PCR-Produkten aus SSCP-Gelen

*  Reinigung der PCR-Produkte nach Reamplifikation durch Gelelektrophorese

* Ligation

* Transformation

* Plasmidisolierung

* Sequenzierung der klonierten PCR-Produkte und phylogenetische Auswertung der

Sequenzdaten

SSCP-Gelelektrophoretische Trennung der DNA

Basierend auf der Diversitit der eukaryontischen Gemeinschaft in den Boden-Holzproben
resultiert die Amplifikation eines ITDNA Genabschnittes (Tab. 11) in einem Gemisch verschiedenster
PCR-Produkte. Durch die Methode SSCP konnten diese verschiedenen PCR-Produkte voneinander
separiert werden. Urspriinglich wurde diese Methodik zur Detektion von Mutationen verwendet
(MYERs ET AL. , 1987, ORiTA ET AL., 1989) und fand spéter Einsatz in der mikrobiellen Okologie (ScHWIEGER
& TesBE, 1998; KLEINSTEUBER, ET AL., 2006). Die SSCP-Technik ermdglicht die elektrophoretische Trennung
kurzer (~ 700 bp) DNA-Einzelstringe gleicher Lange in einer MDE (Mutation Detektion Enhancement)-
Matrix. Diese Trennung erfolgt aufgrund von Sequenzunterschieden, ausgehend von einem
Phosphatrest am 5' Ende des anticoden Stranges. Der Phosphatrest wurde durch die vorangegangene
PCR eingefiihrt. Ein DNA Einzelstrang wurde durch partielle Hydrolyse mit der A Exonuklease erzeugt
(LirrLe, 1967). Die partielle Hydrolyse erfolge wie in Tabelle 11 beschrieben bei 37°C fiir 2 h.
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Tabelle 11: Partielle Hydrolyse der DNA

Reagenzien Konzentration Volumen
Gereinigtes PCR-Produkt 250 ng 6 ul
A- Exonuklease-Puffer 10 x 08 ul
A- Exonuklease 8 U 08 wl
Gesamtvolumen 30 wl

Die DNA-Einzelstrange wurden mit dem gleichen Volumen danaturierendem Ladepuffer (Formamid
95%, EDTA 4% und Xylencyanol-Bromphenolblaulosung 1%) fiir 2 min bei 94 °C inkubiert und
anschliefSend sofort im Eis auf 0 °C abgekiihlt. Durch das schnelle Abkiihlen bildeten die DNA-Strange
Sekundarstrukturen aus. Durch die Sekundérstrukturen besafien die DNA-Striange eine unterschiedlich
hohe Mobilitit im elektrophoretischen Feld, was der Grund fiir die Bildung distinkter Banden war. Die
Auftrennung der 18S rDNA -Fragmente mittels SSCP wurde in Anlehnung an Donrmann & Tesse (2005)
vorgenommen. Die Trennung erfolgte in 0,45 mm starken MDE-Gelen (Biozym Scientific GmbH,
Hessisch Oldendorf) im DCode™ Universal Mutation Detection System (Biorad, Hercules, CA). Die
Gele wurden in der Vertikalen zwischen zwei Glasplatten (200 mm x 200 mm 4 mm und 240 mm x
200 mm x 4 mm) gegossen. Durch die Plattengroffle wurde eine Trennstrecke von etwa 190 mm
erzeugt. Da die Gelmatrix beim Gieflen nicht gleichméfig an der Glasplatte abglitt, was zur Bildung
von Lufteinschliissen im Gel fiihren kann, wurde die gréere der beiden Platten mit einer Schicht Gel
Slick® Solution (Cambrex Bio Science Rockland, Inc. ME, USA) iiberzogen. Dies erleichterte auch das
Entfernen des Gels aus der Apparatur nach Beendigung der elektrophoretischen Trennung. Um die
Gel-Matrix zu erzeugen, wurden MDE -Losung, Wasser und Puffer griindlich gemischt (Tab. 12). Die
Gellosung wurde fiir 1 min im Ultraschallbad (Sonorex Super 10P, Bandelin) bei 100 % Leistung
entgast. Die Polymerisationsreaktion erfolgte durch Zugabe von Ammoniumperoxidsulfat (APS, Roth)
als Initiator und Tetramethylethylendiamin (TEMED, Sigma) als Katalysator. Das fliissige Gel wurde
langsam zwischen die beiden Glasscheiben gespritzt. In die noch fliissige Matrix wurde der Kamm,
dessen Taschen nach Polymerisation (2 Stunden bei Raumtemperatur) etwa 18 pl Probenvolumen
fassten, positioniert. In Tabelle 12 ist die Zusammensetzung der Gel-Matrix aufgefiihrt. Als Laufpuffer
wurde 0,7 x TBE-Puffer (Tris-Borat-EDTA-Puffer 1x, 8 mM Tris-Base, 89 mM Borsdure, 2 mM EDTA
(Titriplex III), Roth, pH 8) verwendet.

55



Material & Methoden

Tabelle 12: Zusammensetzung der SSCP-Gele

Reagenzien Volumen

dd HO 13,28 ml
MDE- Losung* 7,88 ml
TBE- Puffer 10x (pH8) 1,35 ml
APS 300 pl
TEMED 30 ul

*Die MDE-Matrix enthalt Polyacrylamid und
kann als fertiges Produkt bezogen werden.

Vor der elektrophoretischen Trennung der Proben wurde ein Vorlauf wie folgt vorgenommen:

Fiir den Vorlauf wurden die Taschen wurden mit Ladepuffer gefiillt und bei 200 V, 20 mA und 3 W fiir
30 min bei 20 °C wurde der Ladepuffer in das Gel einlaufen gelassen. Dieser Ladepuffer behindert den
weiteren Ablauf der Gelelektrophorese nicht. Der Vorlauf erméglichte, die Taschen hinsichtlich ihrer
Durchléssigkeit fiir Proben zu tiberpriifen. Durch das Anlegen einer elektrischen Spannung wurde die

elektrische Leitfahigkeit des Puffers auf ein konstantes Maf$ herabgesetzt.

Fiir den Hauptlauf wurden in jede Tasche 250 ng DNA gefiillt. Als Langenstandard wurde ein Gemisch
aus PCR-Produkten (Com Primer, siehe Tabelle 10) bakterieller Reinkulturen verwendet, dessen
Laufverhalten- und Lange im Gel bekannt waren (Scawieer unp Tesse, 2000). Ein weiterer Marker, der
in jedem Gel zur Abschitzung der DNA-Quantitit verwendet wurde, stammte aus einer Umweltprobe
(Inkubationstag 112, HSM-1-A). Das Muster dieser Umweltprobe war bekannt und reproduzierbar. Die
DNA-Einzelstrange im Gel konnten bei einer Laufzeit von 24 Stunden mit konstanten 500 V, 40 mA

und 13 W bei 20 °C optimal voneinander getrennt werden.

Silbernitratfirbung und Digitalisierung der SSCP-Gele

Die DNA im SSCP Gel wurde durch eine Silbernitratfarbung mit dem Roti®-Black N (Roth) Kit,
welches nach Herstellerangaben eingesetzt wurde, detektiert. Das Prinzip dieses Kits beruhte auf der
Methode von Bassam et aL. (1991). Dabei wurde die DNA im Gel durch 10 % Eisessig (Roth) denaturiert,
und die DNA konnte so im Gel fixiert werden. Das Gel wurde mehrfach durch einminiitiges
Schwenken in dd HO gewaschen und im Anschluss in einer Silbernitratlosung inkubiert. Es lagerten
sich Ag’-Ionen an die DNA an. Durch Zugabe von alkalischem Formaldehyd wurden die Ag*-Ionen zu
elementarem Ag reduziert. Dieses farbte die Stellen im Gel schwarz, an denen DNA vorhanden war.
Auf das Trocknen des Gels in einer Losung bestehend aus Glycerin und Ethanol wurde verzichtet, da

der enthaltene Alkohol die im weiteren Verlauf des Versuches vorgesehenen PCR-Reaktionen
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inhibierte. Das Gel wurde zwischen den zwei Seiten einer aufgeschnittenen transparenten
Klarsichtfolie an der Luft getrocknet und mit einem Scanner (CanonScan D660U) mit 300 dpi
eingelesen. Die SSCP-Bilder wurden mit dem PC-Programm 1D Image Analysis Software von Kodak

ausgewertet.

Elution und Reamplifizierung der DNA aus dem SSCP-Gel

Bei der SSCP-Methode besteht die Moglichkeit, die DNA aus dem Gel zuriick gewinnen und
analysieren zu konnen (Frost unp GuccenEnM, 1999). Einzelne Banden wurden mit einem sterilen
Skalpell aus der Matrix herausgeschnitten und fiir 10 min bei Raumtemperatur in 100 pl
Reamplifikationsspuffer (Tris-HCI 20 mM pH 9 (25 °C), KCL 100 mM, Triton X-100 0,2 %) rehydriert.
Der Puffer wurde durch 100 pl frischer Puffer ersetzt und die Probe wurde fiir 90 min bei 94°C
inkubiert. Dies fiihrte zu einem Herauslosen der DNA aus dem Gel in den Puffer. Mit dieser Methode
wurde die DNA nicht vollstindig aus dem Gel heraus geldst, auch ist die Ausbeute nicht in allen
Proben gleich hoch. Daher war es notwendig, die eluierte DNA-Menge durch eine Reamplifikation zu

erhohen.

Modifikation der PCR zur Reamplifikation von PCR-Produkten aus SSCP-Gelen

Die Reamplifikation der PCR-Produkte aus SSCP-Gelen erfolgte mit den EukAl und Euk516r
Primern und dem gleichen PCR-Temperaturprofil, mit der auch schon die in der SSCP zu
analysierenden Proben erzeugt wurde (Tab. 10). Jedoch wurde die Anzahl der Zyklen von 30 auf 35
erhoht. Um anschliefende Klonierungsexperimente zu ermoglichen, wurde der Oligonukleotidprimer
Euk516r ohne Phosphorylierung verwendet. Fiir diese PCR-Reaktionen wurde die aus dem SSCP- Gel
gewonnene DNA in sterilem dd HO 1 : 10 (v/v) verdiinnt und 5 pl dieser Losung wurden in die PCR

eingesetzt.
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Reinigung der PCR-Produkte nach Reamplifikaton durch Gelelektrophorese

Eine Agarosegelelektrophorese wurde durchgefithrt, um die Zielfragmente von PCR-
Reaktionssubstanzen aufzureinigen. Dazu wird der PCR-Reaktionsansatz vollstindig mit dem Speed
Vac-concentrator (Savant DNA 120,Thermo Electron corporation) getrocknet und in 15 pl sterilem dd
H,O aufgenommen. Der gesamte Ansatz wurde in die Tasche eines 1 % Agarosegels tiberfiihrt und die
Trennung der DNA von den iibrigen Substanzen erfolgte wie schon in Kapitel 2.19 beschrieben. Nach
Beendigung des Gellaufes wurde das Gel jedoch nur sehr kurz (max. 5 min) in Ethidiumbromid
inkubiert und nur mit 70 % der tiblichen Dosis UV - Licht bestrahlt. Diese kurze Bestrahlung ist
notwendig, da durch Bestrahlung der DNA mit UV - Licht immer die Moglichkeit besteht, dass
Mutationen ausgelost werden konnen. Das durch das UV - Licht angeregte Ethidiumbromid
ermoglichte die im Gel befindliche DNA der gewiinschten Molekiilgrofie herauszuschneiden. Zur
Reinigung und Konzentrierung der DNA wurde das QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden)
nach Herstellerangaben verwendet. Die DNA wurde in 30 pl des im Kit enthaltenen EB-Puffers von

den Anionenaustauschersiulen des Kits eluiert.

Ligation

Die Ligation bezeichnet die Verkniipfung von DNA-Fragmenten tiiber die Ausbildung von
Phosphodiester-Briicken. Dieser Vorgang wird durch eine Ligase katalysiert und dient der Verbindung
der in Kap. 220 erzeugten DNA-Fragmente mit dem DNA-Vektor pGemT (Promega, Mannheim)
(Abb. 13A). Die Schnittstelle des Vektors, in den die DNA-Fragmente hinein kloniert worden sind, sind

in Abbildung 13 gezeigt.
A T7 Transcript on Star: B
Xt | 1994 '-.,.,""' | — 5. TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA ATTGG GCCCG ACGTC GCATG CTCCC GGCCG
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Abbildung 13: A pGemT Vektor Karte mit multipler Schnittstelle fiir Klonierungsexperimente B Schnittstelle des
Vektors fiir Klonierungsexperimentestellen fiir Restriktionsenzyme. (Promega,)
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Zur Ligation der zwei DNA-Fragmente (Vektor-DNA und Insert-DNA) wurden diese wie in Formel 7
aufgefiihrt eingesetzt. In einem Reaktionsansatz von 10 pl wurden typischerweise 75 - 100 ng Proben-

DNA und 25 ng Vektor DNA eingesetzt.

_Insert[kb* Vektor[ng | 3
- Vektor[kb] (7]

Insert[ng]

Insert [ng]: Konzentration des mittels PCR (Euk.-Primer Tab. 10) erzeugten DNA-Abschnitts
Insert  [kb]: Lénge des mittels PCR (Euk.-Primer Tab .10) erzeugten DNA-Abschnitts

Vektor [ng]: Konzentration des pPGEM®-T Vektors

Vektor [kb]: Liange des pPGEM®-T Vektors

Der Ligationsansatz bestand aus 1 U DNA-Ligase (aus dem Rapid Ligations-Kit, Promega, Mannheim),
1 x Ligasepuffer sowie der DNA (Vektor und Insert) in einem 10 pl Reaktionsansatz der bei 4 °C fiir >

12 h inkubiert wurde. Fiir lingere Lagerzeiten wurden die Ligationsansétze bei -21 °C eingefroren.

Transformation

Durch Transformation kann freie DNA in kompetente Bakterienzellen eingebracht werden
(Erzeugung kompetenter Bakterienzellen siehe Kap. 2.17.2 ). Dazu wurden 5 ul des Ligationsansatzes,
ca. 50 - 75 ng DNA (siehe vorherigen Abschnitt) und 200 pl kompetente Zellen gemischt und 30 min
lang im Eis inkubiert. Als Kontrollen wurde 25 ng Vektor DNA ohne Insert eingesetzt. Nach einem
kurzen Hitzeschock fiir 30 sec. bei 43 °C wurden die Zellen anschlieffend fiir 2 min im Eis inkubiert.
Zur Regeneration der Zellen nach dem Hitzeschock wurden 800 ul SOC-Medium (SOB-Medium (Kap.
2.17.2 ) mit 20 mM Glukose), auf 37 °C temperiert, zugegeben. Die Proben wurden maximal eine
Stunde horizontal bei 37 °C inkubiert (180 rpm, Innova®4230, Refrigerated Incubator Shaker, New
Brunswick Scientific, Niirtingen). Im Anschluss wurden die Zellen auf Selektionsplatten (AB-Medium
mit 5% Agar, 10 pl 100 mM IPTG und 50 pl 2 % X-Gal in DMSO (v/v) mit 100 pg/ml Ampicillin
(Natriumsalz, Serva) ausplattiert und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die Sensitivitdt der kompetenten
Zellen gegeniiber dem verwendeten Antibiotikum wurde mit nicht transformierten Zellen iiberpriift.
Im Rahmen der Versuche waren auf diesen Platten zu keinem Zeitpunkt Kolonien gewachsen. Auf den
Platten, auf denen Zellen mit dem Vektor ohne Insert ausgebracht wurden, wuchsen in der Regel 3 - 5

blaue Kolonien.

Bedingt durch die Verwendung von IPTG und X-Gal im Medium konnte eine Blau/Weifs Selektion (a-

Komplementation) der entstandenen Klone erfolgen. Die Methode der o—Komplementation wurde zur
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Kontrolle einer erfolgreichen Klonierung und Transformation eingesetzt. Sie beruht auf dem
qualitativen Nachweis von $-Galaktosidase-Aktivitit. Generell sollte die Verwendung des Vektors
pGEMP®-T diesen Test unnétig machen, da der Vektor desposphoryliert vorliegt. Die Religation des
Vektors ohne Insert sollte daher unméglich sein. In der Praxis jedoch traten transformierte Zellen auf,

die nur den religierten Vektor enthielten.

Der Klonierungvektor pGem® T besitzt eine ,Multiple-cloning-site” (Abb. 13) vor dem fi-gal-o-
Fragment, wahrend der Rezipientenstamm E.coli DH5¢. im lacZ teildeletiert ist und lediglich tiber das
f3-gal-w-Fragment verfiigt. Nach der Transformation des pGemT wird das LacZ von E.coliDH50 durch
die a-Kette des pGemT komplementiert. Dies fiihrte zu einer blauen Farbung der Kolonien auf einer
IPTG/X-Gal-Platte. Nach erfolgter Insertion von Fremd-DNA in die , Multiple-cloning-site” und damit
verbundener Zerstorung des lacZ des Vektors, zeigte sich eine weifSe Farbung der Kolonien, die diesen

Vektor enthalten. Im weiteren Verlauf wurden nur die weifsen Kolonien verwendet.

Plasmidisolierung

Die Zellen aus einer weiflen Kolonie wurden in 10 ml AB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin
(Serva) bei 37 °C und 180 rpm iiber Nacht angezogen (Innova®4230, Refrigerated Incubator Shaker,
New Brunswick Scientific, Niirtingen). Die Isolierung des Vektors erfolge nach Vorschrift des
verwendeten Kits QIAprep®spinMiniprep Kit (Qiagen, Hilden). Die DNA wurde im Anschluss in
einem 1 % Agarosegel gereinigt und quantifiziert. Der Abgleich erfolgte gegen den MassRuler Ladder
Mix (Tab. 8). Die DNA wurde ohne weitere Schritte in die anschlieSfende Cycling-Reaktion eingesetzt.

Sequenzierung der klonierten PCR-Produkte und phylogenetische Auswertung

der Sequenzdaten

Das Prinzip der DNA-Sequenzierung beruht auf einer linearen Amplifikation der DNA (SanGer
Er AL, 1977), dem Kettenabbruch-Verfahren. Durch den unidirektionalen Einbau von vier
unterschiedlichen fluoreszenzmarkierten Didesoxynucleotid-Triphosphaten in einer PCR-Reaktion
(Cycling-Reaktion) wurden statistisch verteilte Strangbriiche im neu synthetisierten Strang erzeugt.
Hierfiir wurde das BigDye™ Terminator Cycle Sequenzing Ready Reaktion Kit™ (3.1) (Applied
Biosystems) verwendet. Die Cycling-Reaktion enthielt neben 150 - 300 ng Vector-DNA (max. 6 ul), 5
pmol des M13f (Tab. 13) Primers, 1 ul des dem Kit beiliegenden 5-fach konzentrierten Puffers, sowie
2 pl des Ready Reaction Mixes. Das Endvolumen von 10 pl wurde durch die Zugabe von sterilem dd
H,O erreicht. Die Cycling-Reaktion erfolgte mit dem T3 Thermocycler (Biometra, Gottingen), wie in
Tabelle 13 beschrieben.
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Zielgen Primer Sequenz 5'— 3' PCR/Temperaturprogramm Zyklenanzahl
pGem-Vektor M13f GTA AAACGACGGCCAG 96°C 60 sec. 1

96 °C 10 sec. 25

52°C 5 sec.

60 °C 240 sec.

4°C bis zum Einsatz

Mit dem Ampure CleanSeq Kit (Agencourt, Beckmann Coulter) wurden die Cycling-Produkte von

iiberschiissigen Oligonukleotiden und Dye-Terminatoren nach Angaben des Herstellers befreit. Die

DNA wurde unter Vakuum (Savant DNA 120, Thermo Electron corporation, Hamburg) vollstandig

dehydriert und in 10 pl sterilem dd H,O und 10 pl Formamide (Applied Biosystems) aufgenommen.

Die elekrophoretische Auftrennung der DNA-Fragmente sowie deren Zuordnung zu den DNA-Basen

erfolgte im Genetic-Analyzer 3130 (Applied Biosystems) unter folgenden Bedingungen (Tab. 14).

Tabelle 14: Sequenzierungsbedingungen

Parameter Regelkenngrofie
Ofentemperatur 60 °C
Volumen des Polymers 4840 Schritte
Stabilitait 5,0 uAmps
Vorlaufspannung 15 kV
Vorlaufzeit 180 sek
Injektionsspannung 1,2kV
Injektionszeit 12 sek
Spannungsschritte 30 nk
Spannungsschritt Intervall 15 sek
Beginn Datensammlung 120 sek
Laufspannung 8,5kV
Lauflinge 2780 sek

Die DNA-Sequenzdaten wurden mit dem PC-Programm Chromas, Version 2.3 (Technelysium, Eden

Prairie, MN, U.S.A) ausgewertet. Hiermit konnten Abschnitte aus der Sequenz entfernt werden, die

durch den Primer generiert wurden und es konnten Fehler in der Sequenz manuell behoben werden.

Zur Identifizierung der Mikroorganismen wurden die DNA-Sequenzen durch einen Abgleich mit der
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NCBI (= National Center for  Biotchnologie  Information)  Datenbank  BlastN
(http:/ /blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi; Stand November 2008) mit den DNA-Sequenzen bekannter

Organismen verglichen (ArtscHUL ET AL., 1990).

2212  T-RFLP

Diese kultivierungsunabhéngige Methode erlaubt die Untersuchung komplexer mikrobieller
Gemeinschaften aus verschiedensten Habitaten (L er aL., 1997). Es wurde eine PCR durchgefiihrt,
durch die DNA-Fragmente erzeugt wurden, an deren 5-Enden durch einen speziellen 6-
carboxyfluorescein (FAM) markierten Vorwérts-Primer 9f* eine Fluoreszenzmarkierung eingefiihrt
worden ist (Tab. 10). Als Reverse-Primer wurde der unmarkierte 907r verwendet. Durch die Hydrolyse
dieser PCR-Produkte mit dem Enzym Mspl (Fermentas) konnten Sequenz spezifisch unterschiedlich
lange terminale Restiktionsfragmente erzeugt werden. Das Enzym Mspl hydrolysiert die DNA bei der
Erkennungssequenz CTCGG. Jeder Restriktionsansatz enthielt ca. 100 ng gereinigtes PCR-Produkt, 1 pl
Puffer 10x (Puffer 2, New England Biolabs, Frankfurt am Main) und 10 U des Restriktionsenzyms. Das
Endvolumen von 10 pl wurde durch steriles dd H,O eingestellt. Der Ansatz wurde fiir 2 h bei 37 °C im
Thermoblock  (ThermoStat plus, Eppendorf, Wesseling-Berzdorf) inkubiert. Von den
Restriktionsansédtzen wurden 3 pl mit 10 ul Formamide, 0,15 ul des Langenstandards MapMarker und
0,15 ul des Farbstoffes Tracking Dye (Bioventures, Murfreesboro, U.S.A) gemischt und 2 min bei 95 °C
im Thermocycler (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf) denaturiert. Bis zur Analyse wurden die Proben bei

4 °C in Dunkelheit gelagert. Die T-RFLP Laufbedingungen sind in Tabelle 15 aufgefiihrt.
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Tabelle 15: T-RFLP Bedingungen fiir die Kapillarelektrophorese

Parameter Regelkenngrofie

Ofentemperatur 50 °C
Volumen des Polymers 6500 Schritte

Stabilitéit 5,0 uAmps
Vorlaufspannung 15 kV
Vorlaufzeit 180 sek
Injektionsspannung 3,0kV
Injektionszeit 23 sek
Spannungsschritte 20 nk

Spannungsschritt Intervall 20 sek
Beginn Datensammlung 60 sek
Laufspannung 7,5 kV
Lauflinge 4800 sek

Die entstandenen T-RFs wurden durch eine Kapillarelektrophorese (Sequenzierer, 3130 Genetic-
Analyzer, Applied Biosystems) in Abhéngigkeit zu ihrer Linge getrennt und die Fluoreszenzsignale
wurden von einem Laser detektiert und quantifiziert. Die Auswertung erfolgte mit der Gene Mapper®
Software, Version 4.0 (Applied Biosystems). Der eingesetzte Lingenstandard (Map Marker)
ermdglichte durch eine lineare Regression innerhalb der Genmapper 4.0 Software, die Berechnung der
T-RF Langen. Die Fragmente wurden durch die Integrierung des Fluoreszenzsignals eines Fragmentes
(ausgedriickt durch die Fliache der jeweiligen T-RFs) quantifiziert. Kurze T-RFs mit einer Linge von
weniger als 50 bp wurden von weiteren Analysen grundsitzlich ausgeschlossen, da es in diesem
Bereich zu Uberlagerungen mit unspezifischen, doppelstringigen Nebenprodukten, wie z.B den
Oligonukleotidprimerdimeren, kommen kann. Es wurden alle T-RFs zu einem T-RF zusammengefasst,
die sich * 0,5 bp voneinander unterschieden. Da die Bestimmung der T-RFs ab einer Linge von ca. 800
bp messtechnisch nicht mehr mit hinreichender Genauigkeit erfolgen konnte, wurden ab dieser T-RF-

Lénge alle T-RFs zusammengefasst, die sich durch + 1 bp voneinander unterschieden.
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2.22 Statistische Auswertung der generierten Daten

2221  Der Zweistichproben t-Test

Dieser Test wurde eingesetzt um zu iiberpriifen, ob sich zwei Stichprobenmengen signifikant
voneinander unterscheiden. Anhand der Mittelwerte zweier Stichproben priift der Zweistichproben t-
Test, ob die Erwartungswerte zweier Grundgesamtheiten kleiner oder grofier sind. Dabei wird
vorausgesetzt, dass die Stichproben normalverteilt (Verteilung nach Gaufl) sind. Es wurde ein
Signifikanzniveau von (p<0,05) festgelegt. Es kann daher mit einer Konfidenz von 95% festgestellt
werden, dass die Mittelwerte zweier Stichproben signifikant unterschiedlich sind. Zur Darstellung der
Signifikanzniveaus werden diese in Form von GrofSbuchstaben dargestellt. Testansidtze mit gleichen

Grofibuchstaben werden demnach als signifikant gleich definiert.

2222  Korrespondenzanalyse und Monte-Carlo Permutationstest

Die generierten Daten iiber die mikrobiellen Gemeinschaften aus den SSCP und T-RFLP
Experimenten wurden durch Korrespondenz-Analysen (KA) analysiert. Die KA ermoglicht einen
Vergleich der relativen Bandenintensititen im SSCP-Gel (Kap. 2.22.3 ) miteinander. Fiir T-RFLP-
Analysen wurden die relativen Fluorenzintensititen der einzelnen T-RFs (Kap. 2.22.4 ) miteinander
verglichen. Eine statistische Auswertung der Daten mittels KA l4sst Aussagen zur Verdnderung der
mikrobiellen Gemeinschaft im Bezug zur Behandlung mit unterschiedlichen HSMs im Laufe der
Inkubationszeit zu. Die Varianz eines multivarianten Datensatzes wurde durch die KA in einem
zweidimensionalen Raum abstrahiert. Je kiirzer die Distanz zweier Punkte zueinander in diesem
System, desto dhnlicher sind die analysierten Fingerabdruckmuster in ihrer relativen Abundanz und
Zusammensetzung. Die Ordination wurde durch das Programm CANOCO (Version 4, Microcomputer
Power Inc., Ithaca, USA) bestimmt (Ter Braak & SMILAUER, 1998). Die Ergebnisse der KA wurden mit
Hilfe des PC-Programms Origin (Version 8 Pro, OriginLap. Corp., Northampton U.S.A.) visualisiert.

Zusétzlich wurden bei dem T-RFLP Datensatz die Signifikanz der Faktoren Inkubationszeit und
Einfluss des HSMs auf die Struktur der T-RFLP-Muster mittels eines Monte-Carlo-Permutationstest mit
9999 Permutationen bestimmt. Zur unabhingigen Analyse voneinander fungierte der jeweils andere
Faktor als Co-Variable. Fiir die Berechnung des Faktors Inkubationszeit wurde der Faktor HSM als Co-

Variable eingesetzt und fiir die Berechnung des Faktors HSM entsprechend der Faktor Inkubationszeit.

Bei diesem statistischen Verfahren wird ein Faktor, konstant behalten wihrend der andere Faktor
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zufdllig permutiert wird. Die Auswertung erfolgt iiber den Vergleich der errechneten mit den realen
Unterschieden der Mittelwerte. Die Frage nach der Signifikanz dieses Unterschieds entspricht der
Frage, ob der reale Wert innerhalb des Bereichs liegt, in den 95 % aller berechneten Werte fallen (Lever
& Weische, 2007). Wenn die Mehrzahl (95 %) der zufillig errechneten Wertepaare geringere
Unterschiede als die realen Wertepaare zeigen, so sind die realen Wertpaare signifikant
unterschiedlich. Diese Art der Teststatistik eignet sich zur Berechnung von komplexen Datensitzen in
der multivariaten Statistik (LEver & WeLscHE, 2007) und wurde bereits von Notr, 2004 zur Berechnung

von T-RFLP-Datensitzen verwendet.

2223  Charakterisierung der im SSCP-Gel visualisierten Banden

Die im SSCP-Gel visualisierten Banden wurden aufgrund ihrer Lage, bezogen auf den
Langenstandard (aus bakteriellen Reinkulturen) und ihrer Intensitit, bezogen auf die bekannte
Umweltprobe charakterisiert. Zur Analyse wurde die Intensitdt der OTUs aus der Bodenprobe von ,,0”
bis ,3” bewertet. Wobei die ,0” vergeben wurde, wenn das OTU abwesend war, die ,1” bei nicht
dominanten OTUs mit einer Intensitidt der Bande im SSCP-Gel zwischen 0,5 und 11. Die ,,2“ wurde bei
dominanten OTUs mit einer Bandenintensitit zwischen 11,1 und 30 vergeben. Die ,3” wurde bei sehr
dominanten OTUs mit einer Intensitit zwischen 31 und 60 vergeben. Ein Datenpunkt im
Ordinatensystem wurde durch alle Versuchsansitze der Probenreihe generiert. In die Auswertung
gingen die Daten der Gele von Tag 0, 7, 14, 112 und 448 ein. Insgesamt wurden zu diesen 5 Zeitpunkten
aus den 5 verschiedenen Behandlungsweisen (Tab. 4) und 5 unabhéngigen Versuchsansitzen (5*5*5)

125 Profile analysiert.

2224  Analyse der Terminalen Restriktionsfragmente (T-RFs)

Die Charakterisierung der T-RFs erfolgte aufgrund der Pra- und Absenz der einzelnen Peaks
bzw. der Abundanz (Peakhohe). Vor der statistischen Analyse der Daten wurde die vorldufige relative
Abundanz der TR-Fs (rA) in Prozent mit folgender Formel [8] berechnet:

A="1%100 8
TA=—=%
N ]

rA: relative Abundanz; n: Peakhohe des i-ten TR-Fs; N: Summe aller T-RF Peakhshen
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Alle TR-Fs unter 1 % (Dauerrauschen) der relativen Abundanz wurden von den weiteren Analysen
ausgeschlossen. Fiir die verbliebenen T-RFs wurde die relative Abundanz durch Formel [8] neu
generiert. In die Auswertung der TR-Fs gingen die Tage 0, 1, 3, 14, 224 und Tag 448 mit ein. Insgesamt
wurden zu diesen 6 Zeitpunkten, 5 Behandlungsweisen (Tab. 4) und 5 unabhingigen Versuchs-

ansitzen (6*5*5) 150 Profile analysiert.

66 BAM-Dissertationsreihe



Ergebnisse
3 Ergebnisse

3.1 Bestimmung von chemischen- und physikalischen Bodenparametern

Die chemischen und physikalischen Beschaffenheiten eines Bodens haben mafigeblichen
Einfluss auf die im Boden lebenden Organismen (Screrrer & ScracHTENscHNABEL, 2002). Die Mikroorga-
nismen wiederum sind durch ihre Ab- und Umbauprozesse mafigeblich an der Bildung des Bodens
beteiligt (Gist er 4L, 1997). Zur Charakterisierung der Bodeneigenschaften (Kap. 2.5 ), wurden
chemische und physikalische Parameter ermittelt. Die Textur des Bodens wurde unter Verwendung
der in der bodenkundlichen Kartieranleitung (1994) angegebenen Referenzkorngréfien vorgenommen

(Tab. 16).

Tabelle 16: Textur des Bodens

Fraktion Korngrofien Anteil am Boden
Kies 2,00 -6,30 mm 0,07 [%]
Grobsand 0,63 -2,00 mm 5,05 [%]
Mittelsand 0,20 - 0,63 mm 40,90 [%]
Feinsand 0,06 - 0,20 mm 34,51 [%]
Schluff, Ton <0,06 mm 1947 [%]
Korndichte 2,62 g/cm’

Der grofite Anteil des Bodens hatte eine Korngréfie unterhalb von 0,2 mm. Die Fraktionen Schluff und
Ton wurden nicht getrennt betrachtet und waren insgesamt mit 19,47 % im Boden zu finden. Der
Boden lief sich als schwach grobsandiger (gS), schluffiger (u), stark feinsandiger (fS), Mittelsand (mS)
einstufen. Die Fahigkeit des Bodens, Wasser zu speichern, ist abhidngig von dem Volumen der Poren

und wird durch die Wasserhaltekapazitit (WHK) angegeben (Tab. 17).

Tabelle 17: Wasserhaltekapazitit (WHK)

Boden WHK [%]
Boden aus dem Hostwalde Testgeldnde 13 [%]
Vermikulit 414 [%]

Gemisch: Nattirlicher Boden* mit Vermikulit (6:1) (v/v) 178 [%]
Gemisch: Natiirlicher Boden* mit Vermikulit (5:1) (v/v) 185 [%]
Gemisch: Natiirlicher Boden* mit Vermikulit (4:1) (v/v) 194 [%]

* Bezogen auf die Trockenmasse des Bodens, Boden aus dem Hostwalde
Testgeldnde
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Der verwendete Boden des Horstwalde Testfeldes besafl durch seinen hohen Gehalt an Sand und der
damit verbundenen Korndichte (Tab. 16) eine geringe Wasserhaltekapazitit von 13 % des Gewichtes
der Trockenmasse (Tab. 17). Durch die Beimischung von Vermikulit das eine WHK von 414 % besitzt,
wurde die WHK des hergestellten Bodens auf 185 % (5 : 1) (v/v) eingestellt.

Um die Textur des Boden so nattirlich wie moglich zu erhalten, wurde die minimale Menge an
Vermikulit zugegeben (5 : 1). Ein Mischverhiltnis von 6 : 1 erlaubte es nicht, einen gravimetrischen
Wassergehalt von 50 % einzustellen. Zur Bestimmung der chemischen Zusammensetzung des Bodens

wurden einige organische und anorganische Parameter sowie der pH-Wert ermittelt (Tab. 18).

Tabelle 18: Organische und anorganische Bodenparameter und pH-Wert

Parameter Anteil im Boden
pH 7,34
Organische Bestandteile# 1,230 [%]
TC 0,667 [%]
N 0,059 [%]
TC/N (Verhiltnis) 11,3

S 0,022 [%]
COs* 0,300 [%]*

* Gewichtsprozent; # Glithverlust; TC= Organischer Kohlenstoff;
N= Stickstoff S= Schwefel, CO32- = Karbonat

Der pH-Wert im Boden beeinflusst die chemischen, physikalischen und biologischen Parameter des
Bodens (ScHerrer & ScHACHTENSCHNABEL, 2002; Gist ET AL, 1997). Fiir den Boden wurde ein pH-Wert im
neutralen Bereich von ca. 7,3 ermittelt. Der eingesetzte Boden wies ein TC/N-Verhaltnis von 11,3 auf
und besafl mit 0,667 (%) nur sehr geringe Mengen an organischem Kohlenstoff. Der Anteil an
Huminstoffen, gemessen am Verhiltnis von C zu N, beeinflusst die Extrahierbarkeit von
Nukleinsduren aus dem Boden (Tsar & Otson, 1992) und eventuell auch von anderen organischen

Substanzen, wie z.B. HDO und dessen Abbauprodukte.

Es war daher notwendig, die Extraktionsmethode zur Gewinnung von HDO aus dem Boden
anzupassen, um eine hdchstmogliche Extraktionsrate des Biozids aus dem Boden zu erzielen. Die
exakte Bestimmung der Wiederfindungsrate wurde mit Kupfer-HDO-Standard (Firma Dr. Wolman
GmbH, Sinzheim) verschiedener Konzentrationen (20 ug/g; 10 ug/g; 5 ug/g; 2 ng/g 1 ng/g) im Boden
(Feuchtgewicht) durchgefiihrt. Zu Beginn wurde die Bodensuspension (in der Extraktions-Losung) von
einem urspriinglichen pH-Wert von pH 7 auf pH 3,5 respektive pH 2 eingestellt, mit dem in Kapitel
2.12.1 beschriebenen Extraktionsverfahren extrahiert und mittels HPLC gemessen (Abb. 14).
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Abbildung 14: Wiederfindungsrate des Kupfer-HDOs im Boden mit verschiedenen pH-Werten der Extrakte. Die

Konzentration des Kupfer-HDOs bezieht sich auf Gramm Feuchtgewicht. Es wurden pro Biozid-Konzentration
2 unabhéngige Versuchsansétze analysiert. Die Messung erfolgte mittels HPLC (Kap. 2.12.1).

Unabhingig von der Konzentration des eingesetzten Kupfer-HDOs konnte durch Absenken des pH-
Wertes von pH 7 auf pH 3,5 die Wiederfindungsrate von durchschnittlich ca. 40 % auf 70 % im Mittel
aller Proben erhht werden (Abb. 14). Die weitere Absenkung des pH-Wertes auf pH 2 zeigte hingegen
keine signifikante Verbesserung, mit Ausnahme der Proben mit 1 pg/g Kupfer-HDO, der Biozid-
Wiederfindung. Es konnten in diesen Proben im Mittel insgesamt 66 % des eingebrachten Biozids
detektiert werden. Fiir alle Versuchsansitze zur Extraktion von Kupfer-HDO aus Boden wurde ein pH-

Wert von 3,5 in den Extraktions-Losungen verwendet.

3.1.1 Stabilitat von Kupfer-HDO im Boden

Um beim Zerfallsprozess des Kupfer-HDOs im Boden zwischen chemischen und mikrobiellen
Prozessen unterscheiden zu konnen, wurden sterile Bodenansitze (Kap. 2.5 ) mit einem pH-Wert von
3,5 in den Extraktionansitzen verwendet. Es war bekannt, dass das Kupfer-HDO unter sauren
Bedingungen (pH < 5) nicht stabil ist und chemisch, ohne die Einwirkung von Organismen, zerfillt
(Studie Dr. Wolman GmbH, nicht veoffentlicht). Das Biozid wurde in den Konzentrationen 5 pg/g und

20 pg/ g tber einen Zeitraum von 16 Tagen in sterilem Boden (Feuchtgewicht) unter denen in Kapitel
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2.10.2 angegebenen Bedingungen inkubiert. In den Testansédtzen mit 5 pg/g konnte tiber die Zeit keine

signifikante Reduktion der Kupfer-HDO-Konzentration nachgewiesen werden (Abb. 15).
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Abbildung 15: Kupfer-HDO-Konzentration nach Inkubation des Biozids in sterilem Boden tiber die Inkubationszeit von
16 Tagen. Die Fehlerbalken beschreiben die Standardabweichung der 3 unabhingigen Versuchsansitze. Statistische
Auswertung durch einen t-Test mit einem Konfidenzintervall von 95 %, dargestellt als GrofSbuchstaben.

In den Testansitzen 20 pg/g streuten die Messwerte in einem breiten Bereich. Jedoch war auch nach

16 Tagen keine Tendenz zu erkennen, dass die Kupfer-HDO-Konzentration abgenommen hatte.

Als Ergebnis wurde festgestellt, dass das Kupfer-HDO-Molekiil, gemessen an der HDO-Konzentration,
in sterilem Boden stabil ist. Zur Untersuchung des biologischen Abbaus von Kupfer-HDO wurde der

Abbau dieses Biozids in 3 verschiedenen Testansitzen verfolgt (Kap. 3.2).

3.2 Testansitze mit Kupfer-HDO

Ein geringer Teil jedes Biozids, das den Witterungen ausgesetzt ist, gelangt durch
Auswaschung aus dem behandelten Holz in die Umwelt, z.B. in den Boden. Die Gréfienordnung, in
der dies erfolgen kann, ist von diversen Faktoren abhéngig, u. a. dem Loslichkeitsprodukt des Biozides
in Wasser. Kupfer-HDO besitzt eine Loslichkeit von 10 pug/ml Wasser (GorrscHE & Marx, 1989). In
diesen Testansidtzen wurde mit reinem Kupfer-HDO (99,99 % Reinheit) der Konzentrationen 5 ug/g
(B-1-13) mit ®C, 20 pg/g (B-h-13) mit “C, 20 pg/g (B-1-12) mit “C gearbeitet. Als Kontrolle wurde
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unbehandelter Boden verwendet (Tab. 2). Es wurde mit 5 pg/g eine Biozid-Konzentration gewéhlt, die
durch den natiirlichen Ausschwemmprozess in den Boden gelangen kann (ADVISORY COMMITTEE ON
PESTICIDES, Evaruation on Cu-HDO, 2005), und eine mit 20 pg/g eine 4-fach erhohte Konzentration, um
eine Akkumulation des Biozids im Boden zu simulieren. Um zu kldren, ob die Isotopie der
Kohlenstoffatome im Biozidmolekiil einen Effekt auf den Abbau des Biozids hatte, wurde C-Kupfer-
HDO und ®C-Kupfer-HDO verwendet.

3.2.1 Konzentration des Kupfer-HDOs im Boden

Die Analyse der Kupfer-HDO-Konzentration iiber die Zeit in einem mit Mikroorganismen
besiedelten Boden sollte zeigen, ob Kupfer-HDO im Boden persistiert, oder ob die Konzentration tiber
die Zeit reduziert wird. Der HDO Anteil des Kupfer-HDOs wurde extrahiert (Kap . 3.1 ) und mittels
HPLC quantifiziert. Dies ist exemplarisch in Abbildung 16 A und 16 B dargestellt. In allen
Testansétzen, in denen Kupfer-HDO eingesetzt wurde, konnte nach 3,5 min in den Chromatogrammen
ein Maximum nachgewiesen werden (blaue Pfeile), welches durch den Abgleich mit einem Standard
als HDO identifiziert werden konnte. Die Fldche dieses Maximums nahm in allen Testansétzen tiber die
Zeit ab (Abb. 16). Zusitzlich war die Pra- und Absenz von Maxima zu anderen Retentionszeiten in den
Chromatogrammen auszumachen (Abb. 16B, gelber Pfeil). Dies Maxima waren von der Isotopie der
Kohlenstoffatome im Biozidmolekiil unabhéngig und trat in allen Testansitzen mit Kupfer-HDO ab
dem 32. Inkubationstag auf. Welche Substanz dieses zusétzliche Maxima erzeugte, war nicht bekannt.
Im Laufe der Inkubationszeiten traten noch weitere Maxima auf. Da diese auch in Chromatogrammen
der Kontrollen auftraten, waren sie somit Wirkstoffunspezifisch und wurden in der Auswertung nicht
niher charakterisiert. Ein Abgleich mit den Substanzen Cyclohexanon, Cyclohexanon-oxim und
Cyclohexanol als Standards, die als potentielle Abbauprodukte des HDOs moglich wiren, da sie

strukturelle Ahnlichkeiten zum HDO besafen, zeigten keine Ubereinstimmungen der Retentionszeiten.
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Abbildung 16: Chromatogramme der Bodenextrakte aus den Testansdtzen mit B-h-12, in mAU (milli absorption units)
pro Minute, generiert durch HPLC-Messung A Inkubationstag 16 B Inkubationstag 64. Die griine-, rote- und
magentafarbende Kurve zeigen die drei unabhéngigen Versuchsansitze, die Kontrolle wird durch die orange Kurve
dargestellt. Die blauen Pfeile zeigen den Peak, der durch Kupfer-HDO erzeugt wurde, dies konnte durch den Abgleich
gegen Kupfer-HDO-Standard bestitigt werden. Der 1 zeigt eine unbekannte Substanz, die in Testansétzen mit
Kupfer-HDO ab dem Inkubationstag 32 detektiert werden konnte.
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Die Kupfer-HDO Konzentration nahm in allen Testansétzen iiber die Zeit signifikant ab, gemessen
anhand der Fliche des Kupfer-HDO-Maximum (Abb. 17). Zwischen den einzelnen Testansitzen
konnten Unterschiede in der Abbaugeschwindigkeit nachgewiesen werden. Es zeigte sich in den ersten
48 Stunden der Inkubation ein signifikanter Abbau des Kupfer-HDOs. Nach 4 Tagen der Inkubation
konnte in den Testansitzen B-1-13 eine HDO-Konzentration nachgewiesen werden, die mit 0,94 ug/g
geringfiigig tiber dem Detektionslimit (LOD) von 0,9 ng/ g lag. Das Kupfer-HDO konnte nach weiteren

4 Tagen in diesen Testansitzen nicht mehr quantifiziert werden.

In den Testansétzen B-h-12 und B-h-13 konnte nicht die gleiche Ausgangskonzentration von Kupfer-
HDO detektiert werden, obwohl die gleiche Konzentration des Biozids in den Boden eingebracht

wurde.

Kupfer-HDO-Konzentration im Boden [pg/g] (Feuchtgewicht)
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Abbildung 17: Kupfer-HDO-Konzentration nach Inkubation in aktivem Boden iiber 85 Tage. Testansdtze mit einer
Kupfer-HDO-Konzentration unterhalb des LOD wurden grau markiert. Das Kupfer-HDO ist als Molekiil noch
nachweisbar, konnte jedoch aufgrund der geringen Konzentration nicht quantifiziert werden. Es wurden zur
statistischen Auswertung mittels eines t-Tests mit einem Konfidenzintervall von 95 %dargestellt in GrofSbuchstaben 3
unabhingige Versuchsansétze herangezogen.

73



Ergebnisse
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Abbildung 18: Prozentuale Kupfer-HDO-Konzentration nach Inkubation in aktivem Boden iiber 85 Tage. Die Kupfer-
HDO-Konzentration des jeweiligen Testansatzes wurde prozentual in Abhéngigkeit zur Ausgangskonzentration von
100 % gesetzt.

Beide Testansitze zeigten dennoch einen zeitlich dhnlichen Abbau des Biozids. Die Konzentration des
Kupfer-HDOs in den Testansidtzen mit B-h-12 war nach 85 Tagen > 0,9 ug/g, in den Testansdtzen mit
B-h-13 war die Kupfer-HDO-Konzentration nach 24 Tagen unter das Detektionslimit (LOD) von
0,9 ng/g reduziert. Das LOD wurde definiert als dreifach erhohter Wert des Grundrauschens. In den
Kontrollen konnte kein Kupfer-HDO nachgewiesen werden, demnach war im Boden kein Kupfer-HDO

vorhanden.

Zur Berechnung der Halbwertszeit des Kupfer-HDOs im Boden wurden die Abbauraten als
prozentuale Funktion zur jeweiligen Ausgangskonzentration gesetzt (Abb. 18). Die Kupfer-HDO-
Konzentration in den Testansdtzen mit B-1-13 hatte eine Halbwertszeit zwischen 4 - 8 Tagen, die der
Testansédtze mit B-h-12 zwischen ca. 8 - 16 Tagen, und in den Testansdtzen mit B-h-13 lag die

Halbwertszeit bei ca. 8 Tagen.
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3.2.2 Verdnderungen des 613C-Wertes im Boden

Analysen zum Verbleib des Biozids im Boden mittels HPLC zeigten eine signifikante Reduktion
des HDO-Molekiils nach 48 Stunden der Inkubation im Boden (Kap. 3.2.1 ). Der Verbleib von
Bestandteilen des HDOs wurde durch den §°C-Wert im Boden bestimmt (Abb. 19)
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Abbildung 19: §°C-Wert im Boden iiber die Inkubationszeit von 85 Tagen. Die Fehlerbalken beschreiben die
Standardabweichung der 3 unabhéngigen Versuchsansitze und 2 Mehrfachmessungen eines Versuchsansatzes. Die
statistische Auswertung erfolgte mittels t-Test und einem Konfidenzintervall von 95 % dargestellt in Groflbuchstaben..
Probenreihen die mit einem X gekennzeichnet sind, wurden aus Mangel an ausreichendem Strichprobenumfang nicht
zur statistischen Auswertung herangezogen.

Die Testansitze mit B-h-12 besaien im Boden einen tiber die Zeit signifikant konstanten 8”C-Wert im
Bereich zwischen -26 %o und -10 %.. Einen dhnlichen Trend zeigten auch die Testansitze mit B-1-13, bei
denen der §”C-Wert signifikant erhtht war und zwischen +5 %ound +25 %o betrug. Der 6”C-Wert in

Testansédtzen mit B-h-13 nahm nach etwa 64 Tagen der Inkubation im Boden signifikant ab.

3.2.3 Auswirkungen von Kupfer-HDO auf die Respirationsaktivitdt des Bodens

Die mikrobielle Respirationsaktivitidt von allen Testansitzen mit Kupfer-HDO im Boden wurde
durch CO,-Konzentrationsbestimmungen tiber die Inkubationszeit ermittelt. Zur Darstellung und zur

Berechnung der charakteristischen Phasen (Lag-Phasen, Maxima und Steigungen der Atmungskurven)
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wurde das arithmetische Tagesmittel der CO,-Konzentrationen verwendet (Tab. 19).

Tabelle 19: Charakteristische Phasen der Bodenatmung

Kupfer-HDO
Kontrolle B-h-12 B-1-13 B-h-13
Lag-Phase (Tage) 1 1 1 1
Maximum (Tage) 3 2 4 2
Steigung * (Wachstumsrate) 1,15 0,74 2,34 0,65

*Die Steigung wurde aus einer Grafik ermittelt, in der die Daten in einem Koordinatensystem mit logarithmischer
Ordinate und linearer Abszisse aufgetragen und berechnet wurden (Grafik nicht gezeigt).

Die Lag-Phase war in den unterschiedlichen Testansitze signifikant gleich lang, wihrend das
Maximum der CO,-Abgabe zu unterschiedlichen Zeitpunkten erfolgte (Tab.19). Zusétzlich war anhand
der Steigung wihrend der exponentiellen Phase der CO, Abgabe zu erkennen, dass die Organismen in
den unterschiedlichen Testansdtzen mit verschiedenen Wachstumsraten, (Wike & Winker, 1999), auf

die Zugabe des Biozids reagierten.
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Abbildung 20: A Quantitative CO, Abgabe eines mit Kupfer-HDO respektive mit H,O dotierten Bodens in 4
unabhéngige Versuchsansitzen und mit 17 Mehrfachmessungen eines Versuchsansatzes. Statistische Auswertung der
CO,-Abgabe der Boden der 4 représentativen Inkubationstage, Tag 0, 4, 9 & 85 erfolgte mittels eines t-Tests mit einem.
Konfidenzintervall von 95 % dargestellt in GrofSbuchstaben. B Kumulative CO,-Abgabe iiber die Zeit in pg/Tag.
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Stellvertretend fiir die Veranderung der CO,-Abgabe tiber die Zeit, in den verschiedenen Testansitzen,
wurden die Proben am Tag 1, 4, 9 und 85 durch einen t-Test statistisch miteinander verglichen

(GrofSbuchstaben in Abb. 20).

Die Testansdtze B-h-12 und B-h-13 waren in den ersten 4 Tagen der Inkubation in ihrer
Atmungsaktivitidt nicht signifikant unterschiedlich. Nach 85 Tagen der Inkubation konnten signifikante
Unterschiede in diesen 2 Testansétzen ermittelt werden. Die Atmungsaktivitdt in den Kontrollen und in
Testansédtzen mit B-1-13 zeigen eine signifikant hohere Atmungsaktivitit, die zueinander dhnlicher war,
als zu den B-h-12 und B-h-13 Testansdtzen (Abb. 20). Uber die Zeit verdnderte sich die
Atmungsaktivitidt in diesen beiden Testansdtzen signifikant (Abb. 20). Nach 9 Tagen der Inkubation

stellte sich in allen Testansétzen ein stabiler Zustand der CO,-Abgabe ein.

Als Ergebnis konnte festgehalten werden, dass die Testansétze der Kontrolle und des B-1-13 neben der
Atmungsaktivitdt auch in der Summe der CO, Abgabe zueinander dhnlicher waren als zu den B-h-12
und B-h-13 Testansétzen (Abb. 20B). In den B-h-12 und B-h-13 Testansétzen wurde annidhernd iiber die
Zeit die gleiche Menge an CO, abgegeben (Abb. 20B).

3.24 Bestimmung des 6”C-Wert im respiratorisch vom Boden abgegebenen CO,

Die Bestimmung des 6°C-Wertes im respiratorisch abgegebenen CO, in einem mit Kupfer-
HDO dotierten Boden erfolgte durch Prézipitation des CO, als BaCO; (Kap. 2.13 ). In den ersten 8
Tagen der Inkubation war in allen Testansitzen kein signifikanter Anstieg der “CO, Abgabe
detektierbar (Abb. 21). In den Testansétzen mit B-h-12 zeigte sich iiber die gesamte Inkubationszeit ein
konstanter §”C-Werts im Bereich von - 15%o (Abb. 21). In den B-h-13 Testansitzen konnte ein
signifikanter Anstieg des 8°C-Wert im CO, nach 16 Tagen nachgewiesen werden (Abb. 21). Der §°C-
Wert in den Testansidtzen B-1-13 stieg iiber die Inkubationszeit nicht signifikant an (Abb. 21). Der
hochste 8°C-Wert ist bei B-1-13 und B-h-13 Testansitzen nach 16 Tagen der Inkubation detektiert
worden. Ab diesem Zeitpunkt war der §”C-Wert im CO, iiber die Zeit in den B-h-13 und B-1-13
Testansitzen geringer. Bezogen auf das Verhiltnis von C zu *C (Ratio) konnte ermittelt werden, dass
zum Inkubationstag 16 in den Testansdtzen mit B-h-13 ca. 1,75 % BC enthalten waren. Der natiirliche

Gehalt an *C ermittelt aus den B-h-12 Testansitzen lag konstant bei etwa 1,17 %.
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Abbildung 21: §°C-Wert im respiratorisch vom Boden abgegebenen CO, {iber einen Zeitraum von 85 Tagen. Der
Zeitraum von 48 h, in dem das gebildete BaCO; gesammelt wurde, wurde als ein Inkubationszeitraum definiert. Dies
wurde notwendig, da Aufgrund der geringen CO, Menge (< 1 pg/min) die in 24 h gebildet wurde, die Mindestmenge
fiir eine EA-IRMS Messung von 1mg BaCO; nicht erreicht wurde. Fiir die Kontrollen wurden 2 unabhéngige
Versuchsansidtze zur Auswertung herangezogen. Die Fehlerbalken beschreiben die Standardabweichung der 3
unabhingigen Versuchsansitze, berechnet durch einen t-Tests mit einem Konfidenzintervall von 95 %, dargestellt in
Grofsbuchstaben.

Die Verdnderungen des 6" C-Wertes iiber die Zeit in den B-1-13 Testansitzen und im Vergleich zu den

Testansédtzen mit B-h-13 wurden statistisch durch einen t-Test ausgewertet (Abb. 21).
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3.25 Identifizierung der mikrobiellen Fettsduren

Um einen Einblick in die Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft im Boden zu
erhalten, wurde die Gesamt-Zusammensetzung der PLFAs bestimmt. Der Nachweis, in welchen
mikrobiellen PLFAs eine Anreicherung des 8BC-Wertes erzielt wurde, sollte Aussagen zu
Organismengruppen zulassen, die im Stande sind, die Kohlenstoffatome des Kupfer-HDO zu
assimilieren. An den Inkubationstagen 0, 4, 16, 32 wurden die PLFAs aus dem Boden isoliert und

detektiert (Abb. 22).
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Abbildung 22: Abundanz der PLFAs in Prozent der einzelnen Testansdtze und Inkubationstage. Die Fehlerbalken
beschreiben die Standardabweichung der 3 unabhéngigen Versuchsansitze (Tag 0 B-H-12, wurde in nur mit 2
unabhingigen Versuchsansdtzen bestimmt). Alle PLFAs die unter 1 % der gesamten PLFA-Zusammensetzung
ausmachen (ECL 18.063; 20:1w 9; 20:0; ECL 20.147; 21:0 und 22:0) wurden zusammengefasst und in hellgrau dargestellt.
Mit ECL. beschriebene PLFAs konnten zu keiner bekannte PLFA zugeordnet werden. Es wurde nach der Vorsilbe ECL
die Retentionszeit angegeben, nach der die PLFA die Sdule des Gaschromatographen verliefs.

Insgesamt wurden 27 verschiedene PLFAs detektiert, von denen folgend die betrachtet wurden, die
einen Anteil von mindestens 1 % an der PLFA-Gesamtzusammensetzung ausmachten (Abb. 22). In
ihrer PLFA-Zusammensetzung, verglichen an den einzelnen Inkubationstagen, waren die beiden

Testansédtze B-h-12 und B-h-13 signifikant gleich (Ausnahme 16:1w7 an Tag 32). Dies wurde durch
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einen t-Test bestimmt. Zur Darstellung der prozentualen Veranderungen der einzelnen PLFAs wurde

daher das arithmetische Mittel aus den Testansétzen B-h-12 und B-h-13 verwendet (Tab. 20).

Die PLFA-Zusammensetzung in allen Probenreihen wurde dominiert von den Fettsiuren mit den

Kohlenstoffketten 16:0 und 18:0. Uber die Zeit konnte jedoch ein signifikanter Riickgang dieser beiden

PLFAs beobachtet werden (Tab. 20). Der Anteil der PLFAs mit den Kohlenstoffketten 16:107 und

18:1w7 und ECL 19.599 stieg mit der Zeit signifikant an.

Tabelle 20: Prozentualer Anteil einzelner PLFAs in der PLFA-Zusammensetzung iiber die Zeit. Mit Plus
bzw. Minus wurde der prozentuale Verlust bzw. Gewinn beschrieben. Es wurden nur PLFAs
beriicksichtigt, die mindestens 1 % Anteil an der gesamt PLFA-Zusammensetzung ausmachten. Die
Grofibuchstaben beschreiben die einzelnen Signifikanzniveaus der einzelnen PLFAs iiber die Zeit mit
einem Konfidenzintervall von 95 %. Es wurde das arithmetische Mittel aus den Testansitzen B-h-12 und
B-h-13 verwendet (Ausnahme 16:1w7, hier wurden die arithmetischen Mittel der beiden Testansitze

einzeln berechnet).

PLFA Ausgangs Anteil (%)  Zu- und Abnahme (%) im Vergleich zu Tag 0
Tag 0 Tag 4 Tag 16 Tag 32
ECL11.746 1,6* % +2,3% % -0,4° % -04° %
16:107 B-h-12 nd* % +56 % +4,8% % +4,1* %
B-h13 n.d*
16:0 37,3 % -5,9%% % -9,0° % -1L,7%% %
ECL16.114 8,8 % -2,3% % -2,9% % +1,0% %
18107 n.d* +3,4% % +3,0% % +0,9° %
18:0 37,8 % -9,0° % -12,8° % -50* %
ECL19.599 2,5 % +7,2° % +11,1° % +3,14% %

n.d* = nicht detektierbar (diese PLFAs wurden keinen Signifikanzniveaus zugeordnet.)

Zwischen den Inkubationstagen 0 und 32 zeigten sich signifikante Verdnderungen in der Gesamt-

PLFA-Zusammensetzung (Tab. 28). Die PLFAs mit den Kohlenstoffketten 16:1@7 und 18:1@7 waren zu

Tag 0 nicht detektierbar. Thr Anteil erhhte sich tiber die Zeit signifikant.
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Abbildung 23: §°C-Wert von vier représentativen PLFAs, der B-h-12 Testansitze (Abb. 22). Die Proben wurden an den
Inkubationstagen 0, 4, 16 und 32 entnommen. Die Fehlerbalken beschreiben die Standardabweichung von 3
unabhingigen Versuchsansitzen und 3 Mehrfachmessungen eines Versuchsansatzes.

LA S LN L L LN L AL N LN LA N |

L

N

0

<
[
=
P~
16:107
16:0
| I BRI R R R PR P
-34 -32 -30 -28 -26 -24 -22 -20

§ °C[%o]
I Tag O N Tag 4 N Tag 16 M Tag 32
Abbildung 24: §°C-Wert von vier représentativen PLFAs, der B-h-13 Testansétzen (Abb. 22). Die Proben wurden an

den Inkubationstagen 0, 4, 16 und 32 entnommen. Die Fehlerbalken beschreiben die Standardabweichung von 3
unabhéngigen Versuchsansitzen und 3 Mehrfachmessungen eines Versuchsansatzes
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Im Zuge der Bestimmung der Gesamt-PLFAs-Zusammensetzung wurden die §"C-Werte in den PLFAs
analysiert (Abb. 23 und Abb. 24). Die statistische Auswertung, mittels eines t-Tests zwischen den §"C-
Werten der Testansdtze B-h-12 bzw. den B-h-13 eines Inkubationstages ergab, dass die beiden
Testansitze signifikant gleich waren. Ausnahmen bildeten PLFAs, die an einigen Inkubationstagen
nicht nachgewiesen werden konnten (z.B. 18:1w7 an Tag 0 und 16). Es konnte kein signifikant erhohter
8"C-Wert in den PLFAs detektiert werden.

3.3 Testansitze mit Holzschutzmitteln im Holz-Bodengemisch (HSM-Ho-Bo)

Das Biozid Kupfer-HDO wird als Bestandteil von HSM im Holz eingesetzt (Dr. Wolman
GmbH). Neben dem Biozid sind in einem HSM noch weitere Zusatzstoffe enthalten, die u. a. das Biozid
in Losung bringen und die Haltbarkeit erhhen. In diesem Experiment wurde nachgewiesen, ob dieses
mit HSM in das Holz eingebrachte Biozid auch stabil ist, wenn dies im Kontakt zum Boden steht. Das
Biozid wurde in einem Modell-HSM in Holzspiane eingebracht. Holzspane wurden gewéhlt, da sie eine
sehr grofie Oberfldche, im Verhiltnis zum Volumen, besitzen und damit das HSM fiir Abbauprozesse
durch Bodenmikroorganismen gut zugénglich ist. Das Modell-HSM besaff eine abweichende
Formulierung als die vermarkteten HSMs mit dem gleichen Biozid als Wirkstoff. Es wurden die
Modell-HSM HSM-12 und HSM-13 mit jeweils einer Biozidkonzentration von 200 pg/g
Endkonzentration im feuchten Boden-Holzgemisch analysiert (Tab. 13). Zur Kontrolle wurde eine
Kupfer-HDO freie Formulierung gleicher HSM-Zusammensetzung verwendet (HSM-0). Die Holzspane
wurden nach einer Konditionierungsphase von einer Woche, die zur Fixierung des Biozides im Holz
notwendig waren [DIN EN 113], in einen Boden eingebracht, der zuvor schon im Versuch mit HSM-K-1
und HSM-K-h tiber 448 Tage in Kontakt stand (Kap. 3.4 ). Dieser Boden wurde gewahlt, da sich darin
eventuell schon Kupfer-HDO abbauende Organismen befanden und so mogliche Abbauprozesse

beschleunigt sein konnten.

3.3.1 Bestimmung der Konzentration des Kupfer-HDOs

Die Bestimmung der Kupfer-HDO-Konzentration erfolgte wie bereits in Kapitel 3.2.1
beschrieben. Die Konzentration des Kupfer-HDO in den beiden Testansdtzen mit HSM-12 und HSM-13
zeigte in den ersten 85 Tagen der Inkubation keine signifikante Verianderung (Abb. 25). In den
Testansédtzen mit HSM-0 konnte kein Kupfer-HDO detektiert werden.
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Unabhéngig vom enthaltenden Kohlenstoffisotop im Molekiil (*C im HSM-12 oder *C im HSM-13),
konnte zwischen 85 und 105 Tagen der Inkubation ein signifikanter Riickgang der Kupfer-HDO-

Konzentration in beiden Testansitzen nachgewiesen werden.
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Abbildung 25: Kupfer-HDO-Konzentration in den Testansdtzen HSM-12 und HSM-13 tiber 105 Tage. Die Fehlerbalken
beschreiben die Standartabweichung der 3 unabhingigen Versuchsansitze. Die statistische Auswertung der Daten
erfolgte durch einen Standard t-Test mit einem Konfidenzintervall von 95 % dargestellt durch Grofsbuchstaben.

Die Halbwertszeit der Kupfer-HDO-Konzentration wurde an den einzelnen Inkubationstagen und
Testansétzen als prozentuale Funktion zur jeweiligen Ausgangskonzentration gesetzt (Abb. 26). Nach
Ablauf von 105 Inkubationstagen war in beiden Testansdtzen noch mehr als 75 % des urspriinglich
eingesetzten Kupfer-HDOs enthalten. Die Halbwertszeiten des Kupfer-HDOs im HSM beider

Testansétze waren demnach in der Inkubationszeit von 105 Tagen nicht erreicht.
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Abbildung 26: Prozentuale Kupfer-HDO-Konzentration in den Testanséitzen HSM-12 und HSM-13 nach 105-tidgiger
Inkubation. Die Kupfer-HDO-Konzentration des jeweiligen Testansatzes wurde prozentual in Abhéngigkeit zur
Ausgangskonzentration von 100 % gesetzt.

3.3.2 Auswirkungen von HSM auf die Respirationsaktivitdt des Bodens

Die Auswirkungen eines Testansatzes mit HSM-12 oder HSM-13 im Bodenkontakt auf die
Respirationsaktivitdt des Bodens wurde analog zu Kapitel 3.2.2 bestimmt. Die charakteristischen
Phasen (Lag-Phasen, Maxima und Steigungen) wurden aus dem arithmetischen Tagesmittel der CO»-
Konzentrationen abgeleitet (Tab. 21). In Abbildung 27 sind die Atmungsraten der Mikroorganismen im
Boden in den 3 verschiedenen Testansitzen graphisch dargestellt.

Tabelle 21: Charakteristische Phasen der Bodenatmung
HSM-0 HSM-12

Lag-Phase (Tage) keine keine
Maximum (Tage) 4 5
Steigung * (Wachstumsrate) 41,7 19,28

*Die Steigung wurde aus einer Grafik ermittelt, in der die Daten in einem
Koordinatensystem mit logarithmischer Ordinate und linearer Abszisse aufgetragen
und berechnet wurden. (Grafik nicht gezeigt).

Die exponentielle Phase der CO,-Abgabe begann in allen Testansitzen direkt nach dem

Inkubationsbeginn. Eine Lag-Phase war demnach nicht gegeben. Zusitzlich war an der Steigung
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abzuleiten, dass die Mikroorganismen in den Proben, die mit HSM-0 behandelt, wurden eine deutlich
hohere Wachstumsrate (gemessen an der Steigung bis zum Peakmaximum) aufwiesen, als die
Mikroorganismen in den Proben in denen HSM-12 oder HSM-13 verwendet wurden. Nach Erreichen
des Maximums reduzierte sich die Respirationsrate in den Testansidtzen mit HSM-12 und HSM-13,
wéhrend in den mit HSM-0 behandelten Proben die CO,-Abgabe auf einem konstanten Level von 20

-25 pg/min lag.

CO, [pg/min]

0 1

HSM-12 ——HSM-13

Kontrolle

Abbildung 27: A Quantitative CO,-Abgabe in den Testansatzes HSM-12 und HSM-13 iiber einen Inkubationszeitraum
von 105 Tagen in 5 unabhéngigen Versuchsansitzen und 17 Mehrfachmessungen eines Versuchsansatzes. (Ermittelt
durch Messungen an einem Infrarot-Gasanalysator.und durch Titration*). B Kumulative CO,-Abgabe iiber die Zeit in
ug, berechnet durch Summierung der Tagesmittel der CO, Produktion. Statistische Auswertung an den 4
reprasentativen Inkubationstagen Tag 0, 4, 9 & 84 mittels eines t-Tests mit einem Konfidenzintervall von 95 %,
dargestellt in Grobuchstaben.

Es bestand ein signifikanter Unterschied zwischen den Testansdtzen HSM-12 und HSM-13 in Bezug auf
die abgegebene CO, Menge. Die HSM-12 und HSM-13 Tastansdtze waren jedoch in Bezug auf die
Menge des abgegebenen CO, und der Atmungssaktivitit zueinander tiber die Zeit dhnlicher als im

Vergleich zu HSM-0, in der hohere Mengen an CO, abgegeben wurden (Abb. 27 B).

Die Beschreibung der Verdnderungen der CO,-Abgabe iiber die Zeit und zwischen den Béden mit den
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unterschiedlichen Testansdtzen HSM-12 und HSM-13, erfolgte durch einen statistischen Vergleich der
abgegebenen CO,-Mengen am Tag 1, 4, 9 und 85 durch einen t-Test (Abb. 27). Dieser ergab, dass die 3
unterschiedlichen Testansdtze iiber den gesamten Zeitablauf in ihrer CO,-Abgabe signifikant
unterschiedlich waren. Dies konnte sowohl in Vergleichen zwischen den Testansitzen HSM-0 mit

HSM-12 bzw. HSM-13, als auch zwischen HSM-12 und HSM-13 Testansétzen nachgewiesen werden.

3.3.3 Verdnderungen des 6”C-Wertes im Boden

Die Messung des §”°C-Wertes in den Testansétzen mit HSM-12 und HSM-13 erfolgte analog zu
Kapitel 3.2.2 . Die statistische Uberpriifung des §"°C-Wertes zwischen den einzelnen Inkubationstagen
und unterschiedlichen Testansitzen zeigte, dass sowohl in den Testansédtzen mit HSM-12, als auch in
den Testansidtzen mit HSM-13, keine signifikante Abnahme des §”C-Wertes detektierbar war (Abb.
28)..
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Abbildung 28: 5°C-Wert im Boden iiber die Inkubationszeit von 64 Tagen. Die Fehlerbalken beschreiben die
Standardabweichung der 3 unabhingigen Versuchsansitze und 2 Mehrfachmessungen eines Versuchsansatzes. Die
statistische Auswertung erfolgte mittels t-Test mit einem Konfidenzintervall von 95 %.
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3.34 Messung des 6"°C-Wert im respiratorisch abgegebenen CO,

Die Bestimmung der §"C-Werte im CO, erfolgte analog zu Kapitel 3.2.4 . In den HSM-0
Testansétzen lag der 8"C-Wert tiber den gesamten Inkubationszeitraum zwischen -27,4 %o und -22,8 %o
(Abb. 29). Aufgrund des geringen Stichprobenumfanges wurden die Daten dieses Testansatzes nicht
zur statistischen Auswertung herangezogen. In den Testansdtzen HSM-12 und HSM-13 zeigten sich

signifikante Verénderungen des §"°C-Werts iiber die Zeit (Abb. 29).
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Abbildung 29: A §°C-Wert im respiratorisch vom Boden abgegebenen CO; (gebunden im BaCOy iiber einen Zeitraum
von 105 Tagen. Der Zeitraum von 48 h, in dem das gebildete BaCO; gesammelt wurde, wurde als ein
Inkubationszeitraum definiert, da Aufgrund der geringen gebildeten CO, Menge (< 1 pg/min) das besonders zu
spéteren Inkubationstagen (ab Tag 15) gebildet wurden, die Mindestmenge fiir eine EA-IRMS Messung von 1 mg BaCO;
nicht in 24 h erreicht wurde. In jedem Inkubationszeitraum wurden in den Testansitzen HSM-12 und HSM-13 3
unabhéngige Versuchsansitze ausgewertet und zur statistischen Auswertung herangezogen. Die statistische
Auswertung der §”C-Werte des respiratorisch freigesetzten CO, der Testansétze erfolgte mittels eines t-Tests mit einem
Konfidenzintervall 95 % dargestellt in Grofibuchstaben. B Unabhéngige Versuchsansitze (Rohdaten) der HSM-13
Testansétze iiber die Zeit, zur Visualisierung der Streuung der Daten der einzelnen Versuchsansétze.

Die einzelnen Versuchsansitze der HSM-13 Testansitze streuten zu den einzelnen Inkubationstagen

nicht signifikant (Abb. 29B).
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Nach 2 Inkubationstagen stieg der 8BC-Wert im CO, in den Testansitzen mit HSM-13 signifikant an
und erreichte nach 32 Inkubationstagen mit 1400 %o (1,4 %) das Maximum. Ab diesem Zeitpunkt war
der 8®C-Wert in beiden Testansitzen geringer. In den Testansétzen die mit HSM-12 behandelt wurden,
konnte tiber die gesamte Inkubationszeit ein §°C-Wert detektiert werden, der vergleichbar mit den

Testsdtzen HSM-0 war.

3.3.5 Identifizierung der mikrobiellen Fettsduren

Um die PLFA-Zusammensetzung in den Testansdtzen mit HSM-Ho-Bo zu bestimmen, wurde
analog zu der Beschreibung in Kapitel 3.2.5 an den Inkubationstagen 0, 16, 32, 64 und 105 die

mikrobiellen Fettsduren aus dem Boden isoliert und analysiert (Abb. 30).
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Abbildung 30: Abundanz der PLFAs in Prozent an den einzelnen Testansdtzen und unterschiedlichen
Inkubationstagen. Die Fehlerbalken beschreiben die Standardabweichung der 3 unabhingigen Versuchsansitze. Alle
PLFAs die unter 1 % der gesamt PLFAs ausmachen (24:0; 22:0; ECL 21.609; 20:109; 11Mel8:1w5; t18:107; t18.1012,
17:1w8; 17:0i; 16:1w5; 16:0i) wurden zusammengefasst und in hellgrau dargestellt. Bei PLFAs die mit ECL. beschrieben
sind, konnte keine Zuweisung zu einem bekannten PLFA erfolgen. Hier wurde nach dem ECL als Vorsilbe die
Retentionszeit angegeben.

Insgesamt wurden 36 verschiedene PLFAs detektiert, von denen folgend nur noch die betrachtet
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wurden, die einen Anteil von mindestens 1 % an der PLFA-Zusammensetzung ausmachten (Abb. 30).
Um zu tberpriifen, ob die Testansitze HSM-12 und HSM-13 in Bezug auf ihre PLFA-
Zusammensetzung am jeweiligen Inkubationstag signifikant gleich waren, wurden die Daten der
beiden Testansitze an allen Inkubationstagen mittels t-Test miteinander verglichen (Tab. 22). Diese
t-Tests zeigten, dass die beiden Testansidtze HSM-12 und HSM-13 in ihrer PLFA-Zusammensetzung mit
4 Ausnahmen am Tag 24 (15:0a; 16:0; 17:0a und 18:0i) signifikant gleich waren. Aus diesem Grund
wurde zu Analyse der Verinderungen der PLFA-Zusammensetzung iiber die Zeit, das Mittel aus
HSM-12 und HSM-13 betrachtet. Am Inkubationstag 0 wurde die PLFA-Zusammensetzung in allen
Testansitzen von den Fettsduren 16:0 und 18:0 dominiert. Uber die Zeit waren diese PLFAs prozentual

mit einem signifikant geringeren Anteil vertreten (Tab. 22).

Die PLFAs 16:1@7 und 18:107 konnten am Inkubationstag 0 nicht detektiert werden. Thr Anteil an der

gesamten PLFA-Zusammensetzung erhohte sich tiber die Zeit signifikant.

Es konnte ein signifikanter, prozentualer Anstieg der PLFAs 18:1w7, 16:1w7, 17:1w6 und 19:0d8,9
detektiert werden. Im Gegensatz dazu sank bei den PLFAs 19:1w8 und 17:0a der prozentuale Anteil
(Tab. 22). Zwischen der sofortigen Proben-Entnahme nach Einbau (Tag 0) und 24 Tagen der Inkubation
verdnderte sich die PLFA-Zusammensetzung signifikant und konnte zwischen 24 und 32 Tagen
ebenfalls aufgelost werden. In den folgenden Inkubationstagen jedoch konnte keine signifikante

Anderung der PLFA-Zusammensetzung nachgewiesen werden (mit Ausnahme der PLFA 18:107).

Fiir die detektierten PLFAs erfolgte die Bestimmung des §°C-Wertes (Abb. 31). Es konnte in allen
Testansétzen mit HSM-12 tiber die Zeit ein §°C- Wert zwischen -30 %o und -25 %o festgestellt werden.
In allen PLFAs, die aus den Testansdtzen HSM-13 isoliert wurden, lag der 8BC-Wert am Inkubationstag
0 im Bereich der vergleichbaren PLFAs der HSM-12 Testansitze. Uber die Zeit zeigten sich in den
PLFAs mit den Kohlenstoffketten 15:0a, 16:1w7, 16:0, 18:1®7, 18:0, ELP18645 und 19:0d8,9 aus den
Testansdtzen mit HSM-13 signifikante Verdnderungen im §°C-Wert (Abb. 32). Der hochste §°C-Wert

wurde in allen Proben nach 105 Tagen der Inkubation erreicht.
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Tabelle 22: Prozentualer Anteil einzelner PLFAs in der PLFA-Zusammensetzung tiber die Zeit. Mit Plus bzw. Minus
wurde der prozentuale Verlust bzw. Gewinn beschrieben. Es wurden nur PLFAs beriicksichtigt, die mindestens 1 %
Anteil an der gesamt PLFA-Zusammensetzung hatten. Die GrofSbuchstaben beschreiben die einzelnen
Signifikanzniveaus der einzelnen PLFAs iiber die Zeit mit einem Konfidenzintervall von 95 %. Fiir die PLFAs 15:0a; 16:0;
17:0a und 18:0i PLFAs erfolgte eine zwischen den Testansitzen HSM-12 und HSM-13 eine getrennte Berechnung der
Signifikanzniveaus am Tag 24. Fiir die restlichen Inkubationstage wurde folgend zur Darstellung der prozentualen
Verdnderungen der einzelnen PLFAs das arithmetische Mittel aus den Testansdtzen HSM-12 und HSM-13 verwendet.

PLFA Ausgangs Anteil (%) Zu- und Abnahme (%) im Vergleich zu Tag 0
Tag 0 Tag 24 Tag 32 Tag 64 Tag 105
ECL11.746 2,3% % -21% % -2,3% % =23 % -2,3% %
ECL11.864 1,6 % -1,3% % -1,6°¢ % -1,6° % -1,6° %
14:1w9 1,6% % -0,7% % -1,65 % -1,6 % -1,6 %
15:0a  HSM-12 2,7% % -1,0° % =214 % -2,00 % -1,9* %
HSM-13 -2,0% %
16:107 0,8* % +9,1% % +10,7¢ % +7,3% % +6,8” %
16:0 HSM-12 334% % -15,2° % -16,2° % -17,8 % -18,6° %
HSM-13 -16,4 %
ECL16.114 10,1* % -71% % -9,0° % -9,3%® % -9,7° %
17:1w7i 15% % -0,2° % -1,5 % -1,5 % -1,5 %
17:0a HSM-12 5,0 % -1,4° % -3,6° % -3,3% % -2,9% %
HSM- 13 -2,5%%
17106 nd* % +7,9% % +8,6" % +6,7° % +6,2°%
16:0 3-OH nd* % +1,2% % nd* % nd* % nd* %
18:0i HSM-12 nd.* % n.d.* % +1,9° % +2,3% % +2,7° %
HSM- 13 +0,8% %
18:2w6,9 3,6 % 0% % +1,2° % +2,5% % +3,2°%
18:1w6 1,2% % -1,2° % -1,2% % -1,2% % -1,2% %
18:1w7 nd* % +31,3* % +37,7 % +39,8° % +351° %
18:0 28,2% % -20,6 % -21,9° % -20,4° % -20,0 %
19:1w8 3,2% % -1,6° % -3,2% 3,2 % -2,8%
ECL18.793 1,0* % +2,2% % +0,95 % -1,0° % -1,0° %
19:0 d8,9 nd* % +1,9* % +4,3% % +9,0° % +11,0¢ %

*n.d. : nicht detektierbar (diese PLFAs wurden keinen Signifikanzniveaus zugeordnet.)
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Abbildung 31: §°C-Werte der PLFAs der HSM-12 Testansitze. Die Proben wurden an den Inkubationstagen 0, 24, 32,
64 und 105 entnommen. Die Fehlerbalken beschreiben die Standardabweichung der 3 unabhéngigen Versuchsansitze.

Exemplarisch fiir PLFAs ohne Verdnderung der §"°C-Werte sind die PLFAs mit den Kohlenstoffketten
17:0i und 18:266,9 anzufiihren (Abb. 32).
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Abbildung 32: §°C-Werte der PLFAs in den HSM-13 Testansitzen. Die Proben wurden an den Inkubationstagen 0, 24,

32, 64 und 105 entnommen. Die Fehlerbalken beschreiben die Standardabweichung der 3 unabhingigen
Versuchsansitze.
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34 Testansitze mit Holzschutzmittel in Priifkorpern mit Bodenkontakt

(HSM-Pr-Bo)

Die Funktion eines HSM ist der Schutz eines Holzkorpers vor dem Abbau durch
holzzerstérende Mikroorganismen. Die Priifung von HSM auf ihre Wirksamkeit gegeniiber diesen
Mikroorganismen erfolgt haufig nach einer europidischen Norm [DIN EN 113] mit Hilfe
standardisierter Holzpriifkérper im Labor. Um den Abbau von Kupfer-HDO in einer HSM-
Formulierung zu analysieren, wurden zwei unterschiedlich konzentrierte HSM auf Kupfer-HDO-basis
eingesetzt (HSM-K-1 und HSM-K-h). Zur Analyse der Funktion der organischen Komponente HDO
wurde ein gleich formuliertes HSM verwendet, in dem jedoch das HDO fehlte (HSM-A-1 und HSM-A-
h). Dieses HDO-freie HSM wurde in den gleichen Konzentrationen eingesetzt, die auch beim HSM auf
Kupfer-HDO Basis eingesetzt wurden. Zur Kontrolle wurde H,O anstelle eines HSM verwendet. Alle

Formulierungen finden sich zusammengefasst in Tab. 4.

3.4.1 Raumliche Verteilung von Kupfer und Kupfer-HDO in Holzpriifkorpern

Ein HSM kann auf verschiedenen Wegen in das Holz eingebracht werden. Eine haufig
verwendete Methode ist dabei die Vollholztrankung, wie sie in Kapitel 2.10.1 beschrieben wurde. Uber
die Gewichtsdifferenz des Holzpriifkdrpers vor und nach der Trankung konnte bestimmt werden, wie
viel des HSM aufgenommen wurde. Eine Aussage iiber die rdumliche Verteilung im Holz konnte aus
diesen Daten jedoch nicht gewonnen werden. Der Angriffspunkt der Mikroorganismen am
Holzpriifkorper ist zunichst seine duflere Oberflidche, da diese im direkten Kontakt zum Boden steht.
Eine moglichst hohe HSM-Konzentration an der Oberfliche ist aus diesem Grunde giinstig.
Andererseits entsteht in der Praxis, bei Holzern die der Witterung ausgesetzt sind, durch
Feuchtigkeitsinderungen im Holz Trocknungsrisse, die das Eindringen von Mikroorganismen in das
Innere des Holzes erlauben. Daher muss auch hier eine ausreichend hohe Wirkstoffkonzentration
enthalten sein. Somit ist ein nicht zu steiler Konzentrationsgradient von der Oberflidche bis tief in das
Innere fiir einen optimalen Langzeitschutz erforderlich. Aussagen zu Verinderungen der Kupfer-
HDO-Konzentration in dieser dufieren Holzschicht kénnen jedoch nur getroffen werden, wenn die
Verteilung des Biozids bekannt ist. Dazu wurde die rdaumliche Verteilung des Kupfers und des HDOs

in den unterschiedlichen Schichten der Holzpriifkorper bestimmt (Abb. 33 und Abb. 34).
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Abbildung 33 : Tiefenabhingige Verteilung des Kupfers im Holzpriifkdrper, bestimmt durch AAS. Stichprobenumfang
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Abbildung 34: Tiefenabhingige Verteilung des Kupfer-HDOs im Holzpriifkorper, bestimmt durch HPLC.
Stichprobenumfang 1.
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Die hochste Kupferkonzentration wurde unabhingig von der Art des HSMs immer in den dufieren
Schichten (0 - 2 mm) der Holzpriifkérper nachgewiesen und damit in direktem Kontakt zur
Umgebung. Zum Zentrum der Holzpriifkérper war die Kupferkonzentration in allen Proben

abnehmend.

In einem weiteren Experiment mit Proben der selben Holzpriifkérper wurde auch die Kupfer-HDO-
Konzentration in den unterschiedlichen Holztiefen bestimmt. In allen Testansétzen mit HSM-A konnte

kein Kupfer-HDO nachgewiesen werden.

Dass in den HSM mit HSM-A-1 und HSM-A-h kein Kupfer-HDO enthalten war, bestitigte die HDO-
Bestimmung in diesen Proben. Wie in Abbildung 34 dargestellt wird, nahm die Kupfer-HDO-
Konzentration analog zur Kupferkonzentration Abbildung 33 in den Holzpriifkérpern zum Zentrum
hin ab. Dieser Trend war unabhingig von der Konzentration des eingebrachten Kupfer-HDOs im

HSM.

3.4.2 Bestimmung der Kupfer und Kupfer-HDO Konzentration

Aus den Experimenten in Kapitel 3.4.1 ging hervor, dass die hochsten Konzentrationen an
Kupfer und an Kupfer-HDO in der dufieren Schicht (0 -2 mm) der Holzpriifkérper zu finden waren.
Diese Schicht wurde fiir die Experimente zur Bestimmung der Konzentrationen von Kupfer und von
Kupfer-HDO tiber die Zeit verwendet. Zu den unterschiedlichen Inkubationstagen zwischen 0, 1, 3, 7,
14, 56, 112, 224 und 448 Tagen wurde die Kupfer- bzw. die HDO-Konzentration bestimmt (Abb. 35 und
Abb. 36).

In allen Testansitzen konnte nachgewiesen werden, dass die Konzentration des Kupfers tiber die Zeit
unabhiingig von der Konzentration der Kupferverbindung im HSM signifikant konstant war, jedoch
konnten Schwankungen bei der Kupfer-Konzentration festgestellt werden. In den Kontrollen, in denen

H,O anstelle eines HSMs eingesetzt wurde, konnte erwartungsgemafl kein Kupfer detektiert werden.

Die Kupfer-HDO-Konzentration (Abb. 36) wurde mit fortschreitender Zeit in den Testansidtzen HSM-
K-l signifikant reduziert. In den HSM-K-h war eine Abnahme der Kupfer-HDO-Konzentration messbar
Dieser Trend war jedoch nicht signifikant (bedingt durch den niedrigen Wert am Inkubationstag 3).
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Abbildung 35 :Kupfer-Konzentration bestimmt durch AAS in der dufleren Holzschicht (0-2 mm) der Holzpriifkérper
tiber die Zeit. Die Fehlerbalken beschreiben die Standardabweichung. Stichprobenumfang 5 unabhingige
Versuchsansitze. Die statistische Auswertung erfolgte mittels t-Test und einem Konfidenzintervall von 95 %, dargestellt

in Grof$buchstaben.
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Abbildung 36 :Kupfer-HDO-Konzentration bestimmt durch HPLC in der &uferen Holzschicht (0-2 mm) der
Holzpriifkorper iiber die Zeit. Die Fehlerbalken beschreiben die Standardabweichung. Stichprobenumfang 5
unabhéngige Versuchsansitze. Die statistische Auswertung erfolgte mittels t-Test und einem Konfidenzintervall von
95 %, dargestellt in GrofSbuchstaben.
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3.4.3 Bestimmung des Masseverlustes der Holzpriifkorper

Der Masseverlust eines Holzpriifkoérpers nach dessen Inkubation im Boden ist ein Mag fiir die
Aktivitit der holzabbauenden Bodenmikroorganismen und fiir die Wirksamkeit eines HSMs
gegeniiber diesen Organismen. Die mit H,O behandelten Kontroll-Holzpriifkérper zeigten nach der
Inkubationszeit von 448 Tagen im Vergleich zu Holzpriifkorpern, die mit einem HSM behandelt
wurden, einen grofleren Masseverlust (Abb. 37). Holzpriifkérper, die mit einem HSM auf der Basis von
Kupfer-Aminen behandelt wurden (HSM-A) verloren iiber die Zeit einen gréfieren Masseanteil, als
Holzpriifkérper mit einem HSM auf Kupfer-HDO-Basis (HSM-K), insbesondere bei der jeweils hoheren

Konzentration.

Massenverlust [%]

Kontrolle HSM-A-1 HSM-A-h HSM-K-1 HSM-K-h

Abbildung 37: Prozentualer Masseverlust der Holzpriifkérper nach 448 Tagen der Inkubation im Boden. Die
Fehlerbalken beschreiben die Standardabweichung von 2 unabhingigen Versuchsanséitzen. Bei HSM-K-1 wurde nur ein
Versuchsansatz zur Auswertung herangezogen.

Der Masseverlust zeigte sich auch an der unterschiedlichen Beschaffenheit der Oberfliche der
Holzpriifkorper (Abb. 38). Dunkel verfirbte Holzpriifkérper waren signifikant leichter als
Holzpriifkorper ohne Verfarbungen. Zusatzlich war die Holzoberfldche der Kontrollen etwas weicher
als bei den HSM-K-Priifkorpern. Die Kontroll-Holzpriifkérper (Abb. 38 A) zeigten eine dunkel
verfiarbte, unebene Oberfliache, wihrend die mit HSM-K behandelten Holzpriifkorper hell und glatt
erschienen (Abb. 38 B). Priifkérper, die mit HSM-A behandelt wurden, dhnelten in dem Grad ihrer

Verfarbung und ihrer Oberfldchenstruktur denen der Kontrollen. Bei den Kontrollen konnte ein leichter
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Abbau des Frithholzes festgestellt werden. Mikroskopisch war die Art des Befalls nicht zu

charakterisieren.

Abbildung 38 Holzprﬁfkbrpel; nach 448 Tagen der Inkubation im Boden. A Kontroll-Holzpriifkérper, mit H,O

behandelt. B Holzpriifkorper der mit HSM-K behandelt wurde.

3.5 Analyse der mikrobiellen Gemeinschaft im Boden mittels Fingerabdruck-

Techniken

Um den Einfluss von HSM auf die Diversitit der mikrobiellen Gemeinschaft im Boden in den
Testansédtzen mit HSM-Pr-