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Kurzzusammenfassung

1 Kurzzusammenfassung

Der Einsatz von Bioziden in Baustoffen hat eine hohe Umweltrelevanz. Um biogenen Be-
wuchs zu verhindern und die Haltbarkeit von Bauprodukten zu verlangern, werden Baustof-
fen Biozide in Form von Filmschutzmitteln und Topfkonservierungsmitteln zugesetzt. Diese
Biozide kénnen durch Auswaschung in die Umwelt gelangen.

Um die Belastung des Bodens durch den niederschlagsbedingten diskontinuierlichen Biozi-
deintrag umfassend zu charakterisieren und dadurch Ansatze fur neue Bewertungsverfah-
ren zu liefern, wurden folgende Untersuchungen durchgefiihrt: (i) Herstellung von Eluaten
in Labor- und Freilandversuchen, (ii) Simulation des Biozidaustrags und Modellierung der
Verteilung von Bioziden im Boden sowie die experimentelle Validierung, (iii) Evaluierung
der Eluatwirkung mit etablierten 6kotoxikologischen Tests und (iv) Untersuchung der Ver-
anderung der Biodiversitat und mikrobiologischen Aktivitat.

Die Untersuchungen zeigten, dass die Auswaschung von Topfkonservierern schnell und in
hohen Konzentrationen erfolgte. Im Gegensatz dazu waschen sich Filmkonservierer tber
einen langen Zeitraum in geringen Konzentrationen aus. Zudem konnte gezeigt werden,
dass Verkapselung und Bestrahlung die Konzentration an ausgewaschenen Bioziden ver-
ringerten.

Die Kopplung der Modellierungsprogramme PELMO und COMLEAM ermdglichte eine nach
Bodentiefen aufgeldste Vorhersage der Biozidkonzentrationen und damit eine Abschatzung
der Gefahrdungsbeurteilung fir das Umweltrisiko von Bioziden aus Fassaden flir das Um-
weltkompartiment Boden. Die Eluate aus dem Tauchtest gemaR DIN EN 16105 sowie des
ersten Monats des Freilandversuchs wirken selbst unter Berucksichtigung einer realisti-
schen Verdlunnung toxisch auf mehrere Modellorganismen.

Die physikochemischen Bodenparameter und die globale Aktivitdt und Funktion des Bo-
denmikrobioms wurden durch Biozide und Biozidkombinationen nicht verandert. Allerdings
konnte eine signifikante Verringerung der bakteriellen und pilzlichen Genkopienzahl festge-
stellt werden. Die Untersuchung der aktiven Mikroorganismen des Bodenmikrobioms
zeigte, dass die Biozide und Biozidkombinationen sowohl die mikrobielle Zusammenset-
zung als auch die Funktion anderten. Biozidkombinationen hatten starkeren Einfluss auf
das Bodenmikrobiom als einzelne Biozide.

Die Ergebnisse des Projektes zeigen, dass eine Omics-basierte Methodik im Vergleich zu
den derzeitigen Methoden (DIN-Normen) eine umfassendere quantitative und qualitative
Informationstiefe liefert und somit die Bewertung des Biozideinsatzes in Baustoffen als Um-
weltrisiko fur den Boden erleichtert. Als Fazit sollte der aktuelle Biozideinsatz besonders in
der frihen Phase nach dem Bau als 6kotoxikologisch bedenklich angesehen werden.
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2 Einleitung

Das Auftreten von Mikroorganismen an Fassaden hat unerwiinschte Auswirkungen auf Ge-
baude und kann zu Farbveradnderungen fluhren. Dariber hinaus sind einige der auf den Fas-
saden lebenden Mikroorganismen nicht nur in der Lage, farbige Biofilme zu bilden, sondern
fuhren auch zu einer Verschlechterung der Baumaterialien [1]. Deshalb werden in der Regel
Biozide in Putz- und Farbformulierungen zugegeben, um eine Besiedlung durch Mikroorganis-
men zu verhindern oder zumindest hinauszuzdgern. Die Verwendung von Bioziden wird durch
das Europaische Parlament und den Européischen Rat in der Biozid-Produkt-Verordnung ge-
regelt [2].

Einfache Putz- oder Farbprodukte enthalten in der Regel eine Mischung aus mehreren Biozi-
den mit einem geschatzten Gesamtgehalt von etwa 0,5 % [3]. Jedes Baumaterial hat eine
andere Biozidzusammensetzung, die auf die spezifische Anwendung und die Materialeigen-
schaften zugeschnitten ist. Daher findet sich eine breite Palette von Bioziden und Biozidfor-
mulierungen mit unterschiedlicher Konzentration und Freisetzungsvermdogen in Bauwerken.
Bei Fassaden lassen diese sich Uberwiegend in Film- und Topfkonservierungsmittel untertei-
len. Jedes Biozid in der Anwendung birgt ein potenzielles Risiko der Freisetzung in die Umwelt.

Eine erste systematische Studie hat gezeigt, dass die aus Baumaterialien freigesetzten Men-
gen an Bioziden in der gleichen Groflenordnung wie die Mengen der am haufigsten verwen-
deten landwirtschaftlichen Pestizidein Schweizer Oberflachengewassern liegt. Im Gegensatz
zu landwirtschaftlichen Quellen wurden diese Substanzen hier jahreszeitunabhangig nachge-
wiesen [4]. Daruber hinaus hat eine deutsche Studie iber die Biozidbelastung in kleinen hes-
sischen Flussen gezeigt, dass einige der in Fassadenbeschichtungen verwendeten Biozide,
wie z. B. Terbutryn, noch immer in Oberflachengewassern und stadtischen Regenwasserka-
nalen vorhanden sind, obwohl ihre Verwendung in der Landwirtschaft seit Juli 2003 verboten
ist. Es liegen zahlreiche Studien zur Auswaschung von Bioziden aus Gebaudeoberflachen vor,
die eindeutig darauf hinweisen, dass Baustoffe neben der Landwirtschaft eine weitere Ver-
schmutzungsquelle fiir Biozide darstellen [5-8].

Die Auswaschung selbst ist ein sehr komplexer Prozess und die Wirkung der wichtigsten Pa-
rameter zur Vorhersage der Auswaschung und ihrer Mechanismen wurde kurzlich von Paijens
et al. [8] zusammengefasst. Die vier Hauptparameter, die die Auslaugung beeinflussen, sind:
(a)Witterungsbedingungen, (b) Materialeigenschaften, (c) Abbauverhalten und (d) Standort
und Architektur.

Eine Literaturrecherche hat gezeigt, dass der Auswaschungsprozess von Bioziden aus Bau-
materialien bereits gut untersucht ist. Auch das 6kotoxikologische Potenzial dieser auswasch-
baren Stoffe flr die aquatische Umwelt wurde evaluiert [5,9-11]. Im Gegensatz dazu liegen
kaum Daten Uber die Toxizitat solcher auswaschbaren Stoffe auf die terrestrische Umwelt und
ihnre Bodenorganismen einschliellich des Mikrobioms vor [12]. Darlber hinaus ist der Ver-
gleich zwischen Versuchsanordnungen und ihrem Toxizitatspotenzial kompliziert, da der Aus-
waschungsprozess multiparametrisch ist und die verfligbaren terrestrischen Okotoxikologi-
schen Tests nur ein lickenhaftes Bild der Diversitat, Abundanz und Aktivitat der mikrobiellen
Gemeinschaften im Boden liefern [13]. Daher ist die Toxizitat von Bioziden aus Baumaterialien
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fur die Bodenumwelt bisher weitgehend unbekannt. Die nachhaltige Produktivitat landwirt-
schaftlicher Flachen wird durch die Abundanz, Aktivitdt und Zusammensetzung von Mikroor-
ganismen bestimmt [14], was auch fiir stadtische Boden und landliche Gebiete in Siedlungen
gilt. Die Fruchtbarkeit des Bodens wird durch mikrobielle Gemeinschaften im Boden verbes-
sert. Diese bilden einen wichtigen und mobilen Pool fir lebenswichtige Bodenfunktionen, wie
beispielsweise die Bodenfruchtbarkeit, Filter-, Puffer- und Speicherfunktion und als Lebens-
raum. Diese Bodenfunktionen werden durch biochemische Prozesse, den mikrobiellen Abbau
von organischem Material und den Nahrstoffkreislauf aufrechterhalten [15]. Obwohl viele Da-
ten Uber die Auswirkungen von Pestiziden auf das Bodenmikrobiom vorliegen, kdnnen diese
Daten fir eine Abschatzung der Toxizitat von Bioziden auf Baumaterialien nur bedingt verwen-
det werden. Die Testrichtlinien sind aufgrund der unterschiedlichen Aufnahmewege und des
dadurch abweichenden Schwerpunkts der bisherigen Forschung nicht direkt Gbertragbar.

Das komplexe Zusammenspiel der vielen zu bericksichtigenden Parameter (Abbildung 1)
macht eine Einschatzung des Gefahrdungspotentials von Bioziden fur den Boden schwierig
und erfordert das Schaffen einer Datengrundlage und von Modellen zur Simulation und Iden-
tifikation der wesentlichen Parameter.

Klima

Abbildung 1: Uberblick tiber die Parameter, die fiir die vollstandige terrestrische dkoto-
xikologische Bewertung von Baustoffeluaten berticksichtigt werden mus-
sen. Braun: Bodenbedingte Faktoren, Blau: Eluatbedingte Faktoren.
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3 Aufgabenstellung

Das Projekt hatte zum Ziel, die 6kotoxikologische Gefahrdung durch aus Putzen und Farben
auswaschbaren Bioziden zu untersuchen und in diesem Anwendungsfeld noch selten einge-
setzte Methoden zu evaluieren sowie Modelle zur Abschatzung der Gefahrdung zu entwickeln.

Daflr sollte zunachst der Austrag von Bioziden aus Fassaden durch verschiedene Verfahren
abgebildet werden, welche in ihrer Komplexitat und Nahe zur Realitat variieren. Auflderdem
sollten Einflussfaktoren auf die Auswaschung untersucht werden. Die auf Basis dieser Verfah-
ren gewonnenen Fassadeneluate sollten 6kotoxikologisch bewertet werden. Hierfir wurden
verschiedene Modellorgansimen herangezogen.

Zur Bewertung der Effekte von Einzelbioziden, Biozidkombinationen und Fassadeneluaten
wurden verschiedene Bodeninkubationsstudien im Labor und im Freilandversuch durchge-
fuhrt. Neben der Analyse des Einflusses der Behandlungen auf physikochemische Bodenpa-
rameter wie pH-Wert, Anionen und Gluhverlust wurde das Bodenmikrobiom zum einen global
mittels CO»-Produktion und zum anderen dessen Quantitat, Zusammensetzung und Aktivitat
mittels molekularbiologischer Methoden untersucht.

DarUber hinaus sollten Modelle zur Abschatzung der Bodenbelastung durch Baustoffbiozide
entwickelt, Parameter dieser Modellierungen identifiziert und die Modelle experimentell Gber-
pruft werden. Insgesamt sollen diese Arbeitsschritte eine Risikoabschatzung fir Biozide in
Baustoffen insbesondere nach Bodeneintrag ermdglichen.
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4 Vorgehensweise

4.1 Fassadenbewitterung und Analytik

411 Bewitterungen

Zur Herstellung von Fassadenablaufen fur nachfolgende Charakterisierung und 6kotoxikologi-
sche Tests wurden zwei Bewitterungsstudien durchgefiihrt. Bei der ersten Studie wurden
Priffassaden entsprechend einer allgemein verwendeten Standardformulierung des Dr. Ro-
bert-Murjahn-Institutes (RMI) mit 350 ppm Biozidgesamtgehalt im Putz und 500 ppm in der
Farbe hergestellt. Die Fassadenprifmuster bestanden generell aus einem biozidfreien Unter-
putz, einem Oberputz und einem Farbanstrich. Als Biozide wurden Mischformulierungen der
Firma Thor GmbH zugegeben (Acticide MKB 3 und Acticide SR 2081). Bei Acticide SR 2081
handelt es sich um ein Topfkonservierungsmittel mit den Bioziden Benzisothiazolinon (BIT),
Methylisothiazolinon (MIT) und Chlormethylisothiazolinon (CMIT). Acticide SR 2081 ist ein
Filmkonservierungsmittel mit den Bioziden Octylisothiazolinon (OIT), Terbutryn (TB), Zink-Py-
rithion und Zinkoxid. Insgesamt wurden drei verschiedene Bewitterungsformen untersucht: Ein
einjahriger Freilandversuch lokalisiert am Parkplatz der Sonneberger Strale in Coburg (Abbil-
dung 2, Abbildung 3), ein Bewitterungsverfahren mit einer Bewitterungskammer (Q-SUN XE-
1) sowie eine diskontinuierliche Immersion geman der DIN EN 16105 (Tabelle 1). Es wurden
verschiedene Prifformulierungen hergestellt, wobei unterschieden wurde, ob sich die Film-
konservierer im Putz, in der Farbe oder in beiden Schichten befanden. Zur Kontrolle der 6koto-
xikologischen Wirkung wurde au3erdem eine komplett biozidfreie Priiffassade hergestellt. Die
generelle Bezeichnung der Prufmuster gliedert sich in die Bewitterungsform (F- fur Freiland-
bewitterung, B- fur Bewitterungskammer, D- fur DIN geprifte Fassaden) und wird nachfolgend
in die jeweils enthaltene Biozidkonzentration differenziert ( -B fir die Blindprobe ohne Biozide,
-U flr die Probe, welche lediglich Topfkonservierer enthalt, -UO flr die Probe, welche Topf-
konservierer enthalt sowie Filmkonservier im Oberputz, -UF fiir die Probe, welche Topfkonser-
vierer enthalt und lediglich Filmkonserviere in der Farbe und UOF fiir die Probe, welche Topf-
sowie Filmkonservierer in Farbe und Oberputz-Schichten enthalt) (Tabelle 2).

Tabelle 1: Vergleich der eingesetzten Prifverfahren bezlglich des Umfangs, des Infor-
mationsgehaltes und der Limitationen.
Aspekte | Freilandpriifung | Artifizielle Bewitterung | Artifizielle Bewitterung ge-
von Prifmustern in der | maR Tauchtests
Bewitterungskammer (DIN 16105)

© Webpage Q-Sun

Dauer 1 Jahr 4 Wochen 3 Wochen
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Aspekte @ Freilandprifung | Artifizielle Bewitterung | Artifizielle Bewitterung ge-
von Prufmustern in der = maR Tauchtests
Bewitterungskammer (DIN 16105)
Einsatz | Studium von Darstellung von extremen | Reproduzierbares genormtes
Langzeitbelastun- = Regen und UV-Strah- Prufverfahren
gen lungsbedingungen
Beriick- v Regen v Regen v Wasserkontakt
sichtigt |~ Hitze v Hitze v DIN 16105
v Kalte v Kalte Trocknungsphasen
v Sonne v Sonne
v Tau
v Wind
Pros Realitatsnahe Kontrollierte Witterungs- Evaluiertes Testverfahren,
bedingungen, gute Reproduzierbarkeit,
Kontrollierte reproduzier- | geringe
bare Strahlungsintensitat = Eluatmengen
Cons Grolder Zeit- und | Noch keine genormte Keine Berlicksichtigung von
Platzbedarf, Durchfiihrung Witterungsschwankungen und
keine Reprodu- UV-induziertem Biozid-Abbau
zierbarkeit

Tabelle 2: Darstellung der verwendeten Prifmuster und deren Biozidkombinationen so-
wie die eingesetzten Bewitterungsformen.
Priif- Enthaltene Biozid- | Enthaltene Biozidkombi- Bewitterungsform
musterbe- kombinationen im nationen in Farbe
zeichnung Putz
B Keine Biozidkombina- | Keine Biozidkombination Freiland, DIN EN
tion 16105; Bewitterungs-
kammer
U TK (MIT, CMIT, BIT) TK (MIT, CMIT, BIT) Freiland, DIN EN
16105
UF TK (MIT, CMIT, BIT) = TK (MIT, CMIT, BIT); FK Freiland, DIN EN
(Terbutryn, OIT, Zink-Py- 16105
rithion)
uo TK (MIT, CMIT, BIT); TK (MIT, CMIT, BIT) Freiland, DIN EN
FK (Terbutryn, OIT, 16105
Zink-Pyrithion)
UOF TK (MIT, CMIT, BIT); | TK (MIT, CMIT, BIT); FK Freiland, DIN EN

FK (Terbutryn, OIT,
Zink-Pyrithion)
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Vorgehensweise

Abbildung 2: Experimenteller Aufbau zur natiirlichen Bewitterung. a) Versuchsauf-
bau. Die mit einem Putzsystem bedeckten L-Steine wurden in westlicher
(F-1) und 6stlicher Richtung (F-Il) platziert, wobei die Rinnen am Boden
der bedeckten Flache und die Glasflaschen zum Auffangen der Eluate an-
gebracht wurden. b) Verputzter Stein mit integrierten Sensoren. Feuchtig-
keitssensor (rot), elektrischer Leitfahigkeits- und Temperatursensor, die
zwischen der unteren und der oberen Putzschicht integriert sind. Lufttem-
peratur- und Luftfeuchtigkeitssensor (blau).

_ Biozidfreier Putz
m Nur Topfkonservierer (TK)

W _ TKin Putz und Farbe und
Filmkonservierer (FK) in der Farbe
Mineralischer Putz

_ TK in Putz und Farbe und FK im Putz

IEEEEEE 7 und FK in Putz und Farbe
[IETAT[FTATT Alternative biozidfreie Formulierung
Abbildung 3: Ausrichtung des natiirlichen Bewitterungsversuchs. Zwei L-formige
Steine wurden mit der bedeckten Oberflache in westlicher und &stlicher
Richtung platziert. Die in dieser Studie vorgestellten Putz- und Farbkom-
binationen wurden farblich gekennzeichnet. Fir jede Richtung und Biozid-
Kombination wurden drei Steine innerhalb des Versuchsgebiets platziert.
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Vorgehensweise

Im zweiten Versuch zur Auswaschung von Bioziden aus Fassaden sollten der Einfluss der
Kapselung sowie der UV-Abbau der Biozide untersucht werden. Dazu wurden wiederum Test-
fassaden hergestellt - diesmal jedoch nur eine biozidfreie Putz- und Farbformulierung sowie
eine Formulierung mit Topf- und Filmkonservierungsmitteln in der Putz- und Farbschicht. Bei
der Prifkorperformulierung mit Biozidzusatz, die sowohl Film- als auch Topfkonservierer ent-
hielt, wurden einmal Prifkérper mit eingekapselten Filmkonservierern und einmal Prifkorper
mit freien Filmkonservierern zugesetzt. Alle drei Kombinationen (biozidfrei, Filmkonservierer
unverkapselt, Filmkonservierer verkapselt) wurden in zwei Gruppen eingeteilt. Eine Gruppe
wurde zwei Wochen im Dunkeln gelagert, die andere Gruppe wurde zwei Wochen in der Be-
witterungskammer bestrahlt. Die Bestrahlungsintensitat orientierte sich an zwei durchschnittli-
chen Sommerwochen in Deutschland. AnschlieRend wurden die Prifkorper der diskontinuier-
lichen Tauchprufung nach DIN EN 16105 unterzogen. Diesmal betrug die Zielkonzentration
fur jedes Biozid 350 ppm in der Putzschicht und 500 ppm in der Farbschicht, wobei die Biozide
als Einzelsuspensionen von der Thor GmbH zur Dosierung zur Verfigung gestellt wurden.
Diese enthielten die Biozide BIT (ACTICIDE BCL 2) und eine Mischung aus CIT/MIT (ACTI-
CIDE MV). Als Topfkonservierungsmittel fur die unverkapselten Biozide wurden TB (AC-TI-
CIDE SR2044), OIT und (ACTICIDE OTW) und Dichloroctylisothiazolinon (DCOIT, ACTICIDE-
DE DTC) verwendet. Als verkapselte Biozidsuspensionen wurden ebenfalls TB (ACTICIDE
ATAZ20), OIT (ACTICIDE OTAZ20) und DCOIT (ACTICIDE DCA10) verwendet.

4.1.2 Analytik der erzeugten Eluate

Die im ersten Bewitterungsversuch erzeugten Eluate wurden mittels Fllissigchromatographie
(HPLC) und einem Dioden-array Detektor (DAD) quantifiziert. Die Messlangenwellen wurden
fur MIT, CMIT und OIT bei 280 nm, fur TB bei 240 nm und fur BIT bei 317 nm festgelegt. Fir
die Quantifizierung wurde eine externe Kalibrierung verwendet. Die Eluate des zweiten Bewit-
terungsversuchs wurde mit einer HPLC gekoppelt mit Tandem-Massenspektrometer (MS-MS)
gemessen, wobei Uber isotopenmarkierte Standards quantifiziert wurde.

4.2 Okotoxikologische Untersuchungen

4.2.1 Okotoxikologische Bewertung der in verschiedenen Bewitterungsversuchen er-
zeugten Eluate

Fur die 6kotoxikologischen Tests wurden jeweils die Eluate des ersten Monats des Freiland-
versuchs sowie die neun Zyklen der Immersion und die vier Phasen der artifiziellen Bewitte-
rung mittels Bewitterungskammer je nach Biozidkonzentration gepoolt. Da in der Realitat Fas-
sadeneluate immer durch horizontalen Regen verdiinnt werden, wurde ein Verdiinnungsfaktor
von 5,19 verwendet. Dieser setzt sich zusammen aus einem experimentell bestimmten Pro-
zentsatz an Fassadenablauf im Bezug zur Gesamtregenmenge und dem in der ECHA be-
schriebenen Verhaltnis von einem Standardhaus und der zu berlicksichtigenden Bodenflache.

Anschlielend wurden die Eluate der Prifmuster mit Topf- und Filmkonservierern im Putz und
Farbe und zum Vergleich ohne Biozide umfangreich auf deren toxische Wirkung mit Sediment-
und aquatischen Modellorganismen untersucht. Dies Tests umfassten Daphnien, Algen,
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Leuchtbakterien, Zebrafischeier, Sedimentwirmer und Zuckmiicken sowie den Umu-Test. Zu-
dem wurde zur Bewertung der Gesamtbodentoxizitatstests die Bodenatmung und Stickstoff-
bildung geprift. Fir die verschiedenen Kombinationen (-B, -U, -UO, -UF, -UOF) und die Be-
witterungsformen, bei denen alle Kombinationen getestet wurden (D-, F-), wurden zudem Al-
gen- und Leuchtbakterientests durchgefiihrt. Diese Prifungen erfolgten ebenfalls bei einer
Eluatverdiinnung von 5,19.

4.2.2 Auswirkungen von UV-Abbau und Verkapselung auf die Okotoxizitit von
Fassadeneluaten

Fur die zweite Studie zur Auswaschung wurden die verschiedenen Kombinationen von freien,
verkapselten, bestrahlten und nicht bestrahlten Prifmustern jeweils als Triplikate nach der DIN
EN 16105 gepruft. Von den insgesamt 9 Zyklen wurden fur jedes Triplikat die Zyklen 1-4 und
die Zyklen 5-9 vereinigt und verdunnt auf ihre Toxizitat gegentber Algen und Leuchtbakterien
gepruft.

4.2.3 Auswirkung von Bioziden aus Baustoffen auf das Bodenmikrobiom

Zur Beurteilung der Effekte von Bioziden aus Baustoffen wurden innerhalb des Projektes drei
Inkubationsstudien durchgefihrt. Aufgrund der geringen Datengrundlage aus &éffentlich verfig-
baren Quellen zur Wirkung von Bioziden auf das Bodenmikrobiom, wurde zuerst ein 28-tagiger
Inkubationsversuch mit einzelnen Bioziden und Biozidkombinationen (i) durchgefiihrt. In den
darauffolgenden Inkubationsversuchen wurden Fassadeneluate aus dem oben beschriebenen
Freilandversuch fur die Bodenbehandlung verwendet. Zum einen erfolgte die Beaufschlagung
der Bodemikrokosmen einmalig mit Fassadeneluat im Laborversuch (ii) analog zum ersten
Inkubationsversuch (i). Um die Realitat des Eintrages von Bioziden aus Baustoffen nachzu-
stellen, erfolgte ein Inkubationsversuch im Freien (iii), bei welchem das Fassadeneluat mehr-
mals mit Auftreten der Regenereignisse in die Béden eingetragen wurde. Fir alle Inkubations-
studien wurde der durch das Umweltbundesamt empfohlene Referenzboden RefeSol-02A des
Fraunhofer-Instituts fir Molekularbiologie und Angewandte Okologie (Schmallenberg) verwen-
det.

4.2.3.1 Mikrokosmenversuch 1: Einzelne Biozide und Biozidkombinationen

Die Biozide Terbutryn (T), Isoproturon (I) und Octylisothiazolinon (O) wurden sowohl einzeln
als auch in Kombination (T+I; T+O; I1+O; T+I+O) in einer Konzentration von 10 ug Biozid pro g
Boden getestet und mit einem Referenzversuch ohne Biozidzugabe verglichen. Pro Biozid
bzw. Kombination wurden finf unabhangige, biologische Replikate in Flaschen fur 28 Tage im
Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Wahrend des Inkubationszeitraums wurde alle sieben
Tage die Wasserhaltekapazitat auf 50 % eingestellt und somit konstant gehalten, was eine
gleichbleibend hohe Bioverfligbarkeit der Biozide im Boden sicherstellen sollte. Nach 28 Ta-
gen wurden sowohl physikochemische Bodenparameter wie pH, Anionen und Glihverlust er-
hoben, als auch die globale Aktivitdt des Bodenmikrobioms mittels CO2-Produktion und die
Zusammensetzung und Quantitat der mikrobiellen Lebensgemeinschaft mittels molekularbio-
logischer Methoden untersucht. Zum einen wurde mit den totalen DNA-Proben eine quantita-
tive PCR Analyse durchgefiihrt, um die Genkopienzahlen sowohl flir Bakterien als auch fiir
Pilze zu bestimmen. AuRerdem wurden DNA-Proben von der totalen und der mittels BrdU
angereicherten aktiven Fraktion zur Hochdurchsatz-Amplikonsequenzierung verschickt, um
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die Zusammensetzung des pilzlichen und bakteriellen Bodenmikrobioms zu analysieren. Der
erhaltene Datensatz wurde hinsichtlich der a- (OTU Richness) und B-Diversitat (Bray-Curtis
Similaritat) untersucht. Im Anschluss wurden die Datensatze mit funktionellen Datenbanken
(FAPROTAX [16,17], FungalTraits [18]) abgeglichen, um eine Aussage Uber die Funktion des
Bodenmikrobioms treffen zu kénnen.

4.2.3.2 Mikrokosmenversuch 2: Einfachbeaufschlagung mit unterschiedlichen Fassa-
deneluaten

Die in 4.1.1. erzeugten Fassadeneluate wurden, wie bereits in 4.2.1 beschrieben, verdinnt in
den Boden eingetragen und im Falle des Freilandversuches der erste Monat fir die Analyse
vereinigt. Die Inkubation, Beprobung und Auswertung wurde analog zur Mikrokosmenstudie 1
(4.2.3.1) durchgefihrt, um eine Vergleichbarkeit der beiden Versuche zu gewahrleisten. Fir
die Mikrokosmenversuche wurden alle abiotischen Parameter, wie Temperatur, Feuchtigkeit
und Licht, konstant gehalten, um eine bessere Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit zwi-
schen den Proben und Experimenten zu gewahrleisten (Tabelle 3). Dieser Inkubationsversuch
wurde mit den Fassadeneluaten von allen Putz- und Farbschichtkombinationen (-B, -U, -UF, -
UO, -UOF) von allen Bewitterungsformen (D-, B-, F-) (siehe Tabelle 2) durchgefuhrt.

Tabelle 3: Ubersicht der Durchgefiihrten Bodeninkubationsversuche mit Auflistung der
Konstanten und Variablen

Mikrokosmen- Mikrokosmen- Bodenfreiland-
versuch 1 versuch 2 versuch
* Bodentyp * Bodentyp
» Temperatur Bodentyp » Temperaturver-

*  Temperatur

Konstanten | Wassergehalt . Wassergehalt lauf bei allen Be-
* Dunkel handlungsformen
o . * Dunkel .
* Biozidkonzentration . 28 Tage gleich
+ 28 Tage g * Dunkel
* Ausgewaschene
* Priafmuster Konzentration
Variablen » Biozidbehandlung * Ausgewaschene * Feuchtigkeits-
Konzentration menge
* Dauer
Inkubations- Geschlossen Geschlossen Offen
system

4.2.3.3 Bodenfreilandversuch: Mehrfachbeaufschlagung des Bodens im freien mit Fas-
sadeneluaten aus dem Freilandversuch

Im Rahmen dieser Studie wurde der Boden im Freien und in unmittelbarer Nahe eines Hauses
inkubiert. Somit unterlag der Versuch weitestgehend den realen Witterungsbedingungen. Um
den Niederschlagseintrag kontrollieren zu kénnen, wurden die Inkubationsgefalle durch einen
Deckel vor direktem Niederschlag geschitzt. Die Niederschlagsmenge wurde anhand der
Oberflache des Inkubationsgefafles bestimmt und mit dem prozentualen Anteil an Fassaden-
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eluat (Bestimmung im Freilandversuch) versetzt. Die Fassadeneluate wurden mit jedem Re-
genereignis in verdinnter Form auf den Boden gegeben. Durch dieses Vorgehen wurde das
reale Scenario der Auswaschung und des Eintrags in den Boden nachgestellt.

Abbildung 4: Versuchsaufbau Bodenfreilandversuch mit Feuchtigkeitssensoren.

Probennahmen fanden nach 28 Tagen und nach 63 Tagen statt. Am Tag jeder Probennahme
wurde eine CO2-Flussmessung am Morgen und Nachmittag durchgefiihrt und die chemischen
Bodenparameter bestimmt. Analog zu den vorangegangenen Mikrokosmenstudien wurden
DNA-Proben von der totalen und der mittels BrdU angereicherten aktiven Fraktion zur Hoch-
durchsatz-Amplikonsequenzierung verschickt, um die Zusammensetzung des pilzlichen und
bakteriellen Bodenmikrobioms zu analysieren.

4.3 Bodenverteilung von Bioziden, sowie deren Modellierung

4.3.1 Analytik der Biozide sowie deren Abbauprodukte im Boden

Um Biozide im Boden analysieren zu kénnen, mussen sie extrahiert werden. Dazu wurden
zwei Extraktionsprotokolle erstellt. Das erste dient der Extraktion der untransformierten Bio-
zide, wobei dreimal mit Methanol extrahiert wurde. Ein zweites wurde firr die Abbauprodukte
der Biozide optimiert, die in ihren chemischen Eigenschaften variabler, aber Gberwiegend po-
larer erwartet wurden. Fur letztere wurden vier Extraktionszyklen mit zwei verschiedenen Ex-
traktionsmitteln gewahlt, einer Mischung aus Reinstwasser und Methanol (25/75, v/v) und ei-
ner Mischung aus Reinstwasser mit 10% Ameisensaure und Methanol (1/99, v/v).

4.3.2 Experimentell bestimmte Parameter zur Simulation von Biozidverteilungen

Fur die in Bezug auf Zeitverlauf und Bodentiefe aufgeloste Vorhersage der Biozidverteilung
und Konzentration im Boden spielen Adsorption und Abbau eine wesentliche Rolle. Die Ad-
sorption der Biozide wurde an dem im Projekt verwendeten Referenzboden RefeSoiL 02A
gemall OECD 106 bestimmt [19]. Es wurden zwei Serien von Abbaustudien fir MIT, CMIT,
OIT und TB durchgefihrt. Eine erste Abbaustudie diente zur Bestimmung der DT50-Werte.
Die ermittelten Werte wurden zur Modellierung der Biozidverteilung mit PELMO verwendet. In
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einer zweiten Studie wurden Abbaukinetiken ermittelt und unterstutzt durch den Einsatz isoto-
penmarkierter Standards Abbauprodukte identifiziert. Anhand der Abbaukinetiken wurden zu-
dem erste Rickschllisse auf die Persistenz im Boden gezogen.

Bei der Bestimmung der Adsorptionskontanten und in der ersten Abbaustudie wurden die Bi-
ozide wie oben beschrieben mittels HPLC-DAD quantifiziert sowie zusatzlich mittels HPLC-
MS/MS analysiert. Die Quantifizierung erfolgte bei der MS-basierten Analytik mittels isotopen-
markierten Standards.

In der zweiten Abbaustudie wurden zur Identifizierung der Abbauprodukte bereits zu Beginn
des Versuchs isotopenmarkierte Standards in dquimolarem Verhaltnis zugegeben , so dass
alle Biozide sowie die gebildeten Abbauprodukte spezifische Isotopenmuster aufwiesen. Diese
Strategie erlaubte die vereinfachte Ermittlung von Abbauprodukten. Eine Quantifizierung er-
folgte Biozide erfolgte in diesem Versuch mittels externer Kalibrierung.

4.3.3 Simulation

Far die Simulation der Biozidverteilung im Boden wurde das fur die landwirtschaftliche Nutzung
etablierte Programm PELMO herangezogen [20]. Dieses bendtigt als Eingangsparameter Wet-
terdaten, Bodendaten, Substanzdaten, sowie Eintragsdaten.

Da sich bei der Elution von Stoffen aus Fassaden die Eintragsmengen und -haufigkeiten we-
sentlich von der Verwendung in der Landwirtschaft unterscheiden, wurden drei verschiedene
Szenarien gepruft: (i) experimentelle Eluatdaten (ii) simulierte Eluatkonzentrationen auf der
Basis realer Bewitterungsdaten und (iii) Simulation auf der Basis eines Tauchtestes. Konkret
wurden zum einen die Eluatkonzentrationen eines Freilandversuchs aus der Schweiz als Ein-
gangskonzentrationen herangezogen [5]. In einem zweitem Szenario bildete der selbe Ver-
such die Grundlage fur eine Simulation mit der Software COMLEAM, um die Emissionen sehr
spezifisch an die Wetterbedingungen, die Geometrie, das Material und die Substanzen anzu-
passen [21]. Im dritten Szenario wurden mit einem Tauchversuch gemaf DIN EN 16105 Emis-
sionskurven fur die untersuchten Biozide ermittelt, welche anschlieRend fiir eine COMLEAM
Simulation zu Grunde gelegt wurden [22]. Ein von der ECHA definiertes Modellhaus
(beschrieben unter “Supplement to the methodology for risk evaluation of biocides. Emission
scenario document for biocides used as masonry preservatives. (product type 10)” [23]) wurde
fur diese Simulationen verwendet. Bei den Materialeigenschaften wurden die Eigenschaften
der verwendeten Priffassaden nachgebildet. Als Wetterdaten wurden sowohl fiir COMLEAM
als auch fir PELMO dieselben Daten Uber den Zeitraum des Freilandversuchs verwendet,
damit die Eintrags- und Regenereignisse zur selben Zeit stattfinden. Als Bodenparameter fir
PELMO wurden die Daten des RefeSoil 02A verwendet. Bei den Substanzeigenschaften wur-
den fur bodenunabhangige Parameter Literaturwerte genommen. Die stark bodenabhangigen
Abbau- und Adsorptionskonstanten wurden hingegen wie zuvor beschrieben experimentell be-
stimmt. Da Abbau und Adsorption als wesentliche Parameter fir die Simulation im Boden er-
mittelt wurden, wurde neben den unterschiedlichen Eintragsszenarien auch der Einfluss dieser
Parameter untersucht. Hierflr wurde eine Simulation mit Literaturwerten nachgezogen und mit
den experimentell ermittelten Werten verglichen.
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4.3.4 Experimentelle Validierung

Zur experimentellen Uberpriifung der Simulation wurde ein neuer Versuchsaufbau konzipiert
und erprobt, der es ermdglicht, Uber einen Zeitraum von drei Monaten bei bis zu zehn Zeit-
punkten Proben aus sechs Bodentiefen zu enthnehmen. Als Applikationsszenario wurde die
Emission gemal DIN EN 16105 geprift und mit COMLEAM simuliert . Der stundlich vorher-
gesagte Eintrag wurde jeweils auf tagliche Werte tiber 90 Tage gemittelt. Drei identische Ver-
suchsaufbauten wurden aufgestellt, mit Boden beflllt (50% Wasserhaltekapazitat) und Gber
90 Tage wurde der Eintrag in taglicher Aufldsung nachgestellt. Zu zehn Zeitpunkten wurden
bei allen drei Versuchsaufbauten Bodenproben entnommen (jeweils in 0 cm, 5 cm, 10 cm, 15
cm, 20 cm und 25 cm Tiefe).
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Fassadenbewitterungen

Fir die zwei Klassen (TK und FK) der Biozide wurde jeweils im Freilandversuch und im Labor
derselbe Trend bezuglich des Auswaschverhaltens beobachtet. Topfkonservierer werden bei
Kontakt mit Feuchtigkeit sehr schnell und vollstandig ausgewaschen, wohingegen Filmkonser-
vierer Uber einen langeren Zeitraum in geringen Konzentrationen ausgewaschen werden.
Exemplarisch sind die Konzentrationen der ersten Halfte der Immersionsprifung (Zyklus 1-4)
und der zweiten Halfte der Immersionsprifung (Zyklus 5-9) dargestellt (Abbildung 5). Wahrend
Filmkonservierer tiber die komplette DIN-Prifung in geringen Konzentrationen ausgewaschen
wurden (maximal 0.1 mg-L™"), wurden Topfkonservierer in Konzentrationen von etwa 1 mg-L™’
ausgewaschen, waren hingegen aber bereits nach dem dritten Zyklus zu 86 % ausgetragen
(nicht gezeigt). Auch im Freilandversuch erfolgte die Elution der Topfkonservierer zu Beginn
und bereits nach zwei Wochen keine messbaren Konzentrationen an Topfkonservierern mehr
nachweisbar, wohingegen Topfkonservierer auch zu spateren Zeitpunkten detektiert wurden.

I BIT Zyklus 1-4
[ |BIT Zyklus 5-9
I TB Zyklus 1-4
[ ] TB Zyklus 5-9

B OIT Zyklus 1-4
[ ]OIT Zyklus 5-9

o

o 0.1
E
p=l
o
om
&

0.01 -

0.001 . : , -
B U UF uo UOF
Priufmusterbezeichnung
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Abbildung 5: Auswaschverhalten von Bioziden gepriift iiber 9 Zyklen nach DIN EN
16105. Dargestellt ist das Auswaschverhalten der Biozide Benzisothiazo-
linon (BIT, rot / orange). Terbutryn (TB, grun/hellgrin) und Octylisothiazo-
linon (OIT, blau/hellblau). Die Konzentrationen wurden jeweils Uber die
ersten vier Zyklen und Uber die letzten flunf Zyklen aufsummiert. Gepruift
wurden unterschiedliche Verteilungen der Biozide in einem Putz-/Farbsys-
tem. Prifmuster UOF enthalt Filmkonservierer in Putz und Farbe, Pruf-
muster UO enthalt Filmkonservierer im Oberputz, Prifmuster UF (enthalt
Filmkonservierer in Farbe, Prifmuster U enthalt lediglich Topfkonservie-
rer, Prifmuster B ist biozidfrei.

Es wurden vergleichend die drei verschiedenen Bewitterungsarten Eintauchversuch (DIN EN
16105), Freilandbewitterung und kiinstliche Bewitterung in der Bewitterungskammer durchge-
fuhrt. Fur die kuinstliche Bewitterung in der Bewitterungskammer gibt es keine genormten Pro-
tokolle. Es wurde versucht, ein Jahr in vier Wochen abzubilden, indem Strahlungs- und Wet-
terdaten des Deutschen Wetterdienstes ausgewertet und die Vierteljahresmittelwerte fir
Deutschland in Protokolle fir eine einwdchige Bewitterung umgerechnet wurden. Dabei wur-
den relativ hohe Wassermengen und Bestrahlungsstarken verwendet, wodurch die Biozide
maoglicherweise zu stark verdinnt bzw. durch die Bestrahlung abgebaut wurden. Entsprechend
konnten bei der kiinstlichen Bewitterung keine Biozide in den Eluaten nachgewiesen werden.
Bei der DIN-Prifung und dem einjahrigen Freilandversuch konnte bei beiden Bewitterungsar-
ten eine schnelle Auswaschung der Topfkonservierer in hohen Konzentrationen von bis zu
10 mg-L" pro Tauchzyklus/Regenereignis beobachtet werden. Bereits nach dem dritten Re-
genereignis sowie dem dritten Immersionszyklus, konnte kein BIT mehr nachgewiesen wer-
den, welches mit einem Anteil von 94 % in der ursprunglich verwendeten Topfkonservierermi-
schung der konzentrierteste Topfkonservierer war. Im Freilandversuch konnten die Filmkon-
servierer nur bei einzelnen Regenereignissen nachgewiesen werden, aber auf Grund der ge-
ringen Konzentrationen nicht quantifiziert werden. Im Tauchversuch konnten die Filmkonser-
vierer Uber den gesamten Versuch in geringerer Konzentration quantifiziert werden. Ein Un-
terschied, ob sich die Filmkonservierungsmittel in der Putzschicht oder in der Farbschicht be-
fanden, konnte nicht festgestellt werden (Abbildung 5).

Die Wirkung der Verkapselung von Bioziden wurde bezliglich des Freisetzungsverhaltens so-
wie der Photostabilitat untersucht. Fur die verkapselte Variante konnte eine signifikant gerin-
gere Auswaschung beobachtet werden. Bezliglich der Photostabilitdt wurde hingegen festge-
stellt, dass verkapselte Biozide wie frei vorliegende Filmkonservierer durch Bestrahlung stark
abgebaut werden. Bei OIT wurde bei den nicht bestrahlten freien Prifmustern Uber die kom-
plette Prifung 87,26 + 4,8 mg-m ausgewaschen, wobei bei den bestrahlten freien Prifmus-
tern mit 44,50 + 3,3 mg-m nur ca. die Halfte ausgewaschen wurde. Bei dem verkapselten
nicht bestrahlten Priifmuster wurde mit 17,22 + 1,2 mg-m2deutlich weniger ausgewaschen als
bei der freien Probe. Jedoch wirkte sich die Bestrahlung geringer auf die Auswaschung aus
und es wurden bei der bestrahlten verkapselten Probe immer noch 12,8 + 0,9 mg-m2 ausge-
waschen. Fir Terbutryn wurde bei den nicht bestrahlten freien Prifmustern tber die komplette
Prufung 1,46 + 0,1 mg-m? ausgewaschen, wobei bei den bestrahlten freien Priifmustern mit
0,72 + 0,006 mg-m~ ebenfalls nur ca. die Halfte ausgewaschen wurde. Bei dem verkapselten
nicht bestrahlten Priifmuster wurde mit 0,49 + 0,05 mg-m-2deutlich weniger ausgewaschen als
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bei der freien Probe. Anders als bei OIT wirkte sich die Bestrahlung auch hier auf die Auswa-
schung aus und es wurden bei der bestrahlten verkapselten Probe 0,28 + 0,003 mg-m2 aus-
gewaschen. Anders als bei der kompletten Bewitterung mittels Bewitterungskammer, wurde in
diesem Versuchsaufbau lediglich die Bestrahlung simuliert. AuRerdem wurde darauf verzichtet
das Verfahren zeitlich beschleunigt abzubilden. Zwei durchschnittiche Sommerwochen in
Deutschland wurden nachgebildet, wobei auch Tages- und Nachzyklen berucksichtigt wurden.

Zusammenfassend konnte beobachtet werden, dass sowohl Verkapselung als auch Bestrah-
lung die Menge an ausgewaschenen Filmkonservierern deutlich reduziert. Ob die Biozide ur-
sprunglich in der Farb- oder Putzschicht vorlagen, hat keinen wesentlichen Einfluss auf den
Austrag. Eine Bewitterung mittels Bewitterungskammer abzubilden, funktioniert fur ein zeitlich
gerafftes Verfahren auf Grund der beschriebenen Problematik noch nicht. Jedoch konnten
zwei Wochen im Sommer ohne Regen damit fiir nachfolgende Versuche erfolgreich abgebildet
werden. Generell waschen sich Topfkonservierer sehr schnell in hohen Konzentrationen bei
den ersten Wasserkontaktereignissen aus und Filmkonservierer Uber einen langen Zeitraum
in geringen Konzentrationen.

5.2 Simulation

Fur die Simulation der Biozidverteilung im Boden wurden drei Eingangsszenarien verglichen.
Die Daten einer 2008-2009 durchgefiihrten Feldstudie wurden einerseits als Eingangsdaten
definiert und unverandert in PELMO eingespeist (Szenario 1) [5]. Aulierdem wurden auf Basis
der Austragsdaten Emissionskurven abgeleitet und zur Simulation in COMLEAM verwendet
(Szenario Il). Die Simulation wurde auflerdem mit Emissionskurven basierend auf DIN EN
16105 Austragsdaten derselben Prufmuster durchgefuhrt (Szenario Ill) [22]. Weitere zu defi-
nierende Parameter wie die Materialeigenschaften und initiale Biozidkonzentrationen orientier-
ten sich an den in den Publikationen angegeben Werten. Fir die Wetterdaten wurden die von
den Schweizern aufgenommenen Daten wahrend des Feldversuchs verwendet. Lediglich flr
BIT waren keine Emissionsdaten verfligbar, weshalb die Daten der internen Prifung nach DIN
EN 16105 verwendet wurden, um eine Emissionskurve abzubilden.

Im Feldversuch wurde an 34 Tagen Eluate nach Regenevents gesammelt und analysiert.
Diese bestimmten Eluatkonzentrationen wurden entsprechend als Bodeneintrag fur die Bo-
denverteilungssimulation mittels PELMO flir Szenario | verwendet. In den Szenarien Il und 1lI
wurde ein Eintrag stiindlich mittels COMLEAM simuliert, was in 1039 Zeitpunkten fir den Bio-
zideintrag resultierte. Die kumulative Konzentration der Eintragsszenarien betrug 1174 mg-m-
2 fur TB und 875 mg-m-2 fur OIT fur den Feldversuch (Szenario |), bei 291 mg-m-2 fir TB und
1241 mg-m-2 fur OIT fur die COMLEAM Simulation auf Basis der DIN Prifung (Szenario Il1)
und 742 mg-m-2 fir TB und 713 mg-m-2 fir OIT fir die COMELAM Simulation auf Basis des
Feldversuchs (Szenario Il) (Tabelle 4).
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Tabelle 4: Vergleich der kumulativen Eintragskonzentration fiir die Biozide OIT und TB
bezogen auf drei unterschiedliche Eintragsszenarien.

Eintragsszenario Crs [mg'm?] | Cor [mg-m?]

Szenario I:

Freilandversuch (unverandert) 1174 875

Szenario Il:
Freilandversuchsdaten als Grundlage fir eine Simulation 742 713
mit COMLEAM

Szenario lll:
Immersionsdaten als Grundlage fiir eine Simulation mit 291 1241
COMLEAM

Betrachtet man die Eintragshaufigkeiten, so unterscheiden sich beide COMLEAM-Simulatio-
nen signifikant vom natirlichen Wetterexperiment (p-Werte < 0,0001). Um die Eintragskon-
zentrationen trotz unterschiedlicher Eintragshaufigkeit statistisch zu vergleichen, wurden die
einzelnen Eintrage der mit COMLEAM simulierten Szenarien entsprechend der Messintervalle
des Freilandversuches aufsummiert. Damit wurden ebenfalls 34 Eintragszeitpunkte erhalten
und es konnten die Konzentrationen verglichen werden. Fur die OIT-Eintragskonzentrationen
wurde dabei kein signifikanten Unterschied festgestellt. Fir TB weicht das Szenario Il jedoch
von der auf dem Feldversuch basierenden Simulation (Szenario ) sowie dem Feldversuch
(Szenario 1) signifikant ab (p-Wert < 0,0001).

Die Unterschiede zwischen den Eintragskonzentrationen der Stoffe fur die verschiedenen Sze-
narien lassen sich durch die Art der Bewitterungsversuche erklaren. Der Vorteil eines natrli-
chen Bewitterungsexperiments ist, dass alle Wetterparameter wie UV-Strahlung, Temperatur-
schwankungen, Frost, Tau und andere erfasst werden. Der gro3e Nachteil solcher Experi-
mente ist die Reproduzierbarkeit. Sie sind kaum reproduzierbar und daher nicht mit anderen
Orten oder Daten vergleichbar [12]. Alle Wetterparameter werden fir das natlrliche Verwitte-
rungsexperiment als direkt und fiir das mit COMELAM gekoppelte Experiment als indirekt be-
trachtet, da sie die Emissionskurve beeinflussen. Im dritten und letzten Szenario wurden die
Auslaugungsversuche nach DIN EN 16105 als Daten fiur die Erstellung der Emissionskurve
fur die weitere Simulation mit COMLEAM verwendet. Der gro3e Nachteil der DIN EN 16105
ist, dass Wetterparameter nicht berlcksichtigt werden. Auch ist der Wasserfassadenanteil
sehr hoch, was zu einer Uberschatzung der Auswaschung, insbesondere fiir polare Biozide,
fuhren kann. Andererseits handelt es sich um eine einfache Methode mit guter Reproduzier-
barkeit und Vergleichbarkeit. Um die Unterschiede der drei Szenarien hinsichtlich der Biozid-
verteilung in verschiedenen Bodenschichten zu untersuchen, wurde eine PELMO-Simulation
in finf Bodenschichten (0-2,5¢cm, 2,5-5cm, 5-7,5¢cm, 7,5- 10 cm und 10 - 12,5 cm) Uber
600 Tage durchgefihrt. Zum Vergleich der verschiedenen Szenarien wurden die Konzentrati-
onen zu einem festen Zeitpunkt verglichen, au’erdem wurde eine lineare Regression fir die
verschiedenen Szenarien und Schichten durchgefuhrt.

Wenn die verschiedenen Aufnahmeszenarien zu einem bestimmten Zeitpunkt (300 Tage) fiir
TB verglichen wurden, unterschieden sich alle Szenarien unabhangig von der Schicht nur in-
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nerhalb einer GréRenordnung (Tabelle 5). Fir die obere Schicht lag der Unterschied der Auf-
nahmeszenarien in einem Bereich von 1,8 mg-kg™' + 39 %. Fir tiefere Bodenschichten (7,5 -
10 cm) war der Einfluss der Eintragsszenarien geringer. In dieser Schicht lag die Konzentration
bei 0,066 mg-kg™ + 4,6 %.

Tabelle 5: Biozidkonzentrationen simuliert mit PELMO. Verglichen werden die Konzent-
ration bei 300 Tagen fir drei unterschiedliche Eintragsszenarien bei der Bo-
denschicht 0-2,5 cm, sowie der Bodenschicht 7,5-10 cm.

Cre [mg-kg™] Cre [mg-kg”]

Eintragsszenario (0-2,5cm (7,5-10cm
Bodenschicht) Bodenschicht)

Szenario I:

Freilandversuch (unverandert) 2,54 0,10

Szenario Il:
Freilandversuchsdaten als Grundlage fur eine 1,96 0,073
Simulation mit COMLEAM

Szenario lll:
Immersionsdaten als Grundlage fur eine Simula- | 0,95 0,024
tion mit COMLEAM

Auch in der tieferen Bodenschicht unterschieden sie sich mindestens um eine GroRenordnung.
Die Schwankung der Werte nahm jedoch bei den beiden vorgestellten Werten fur tiefer wer-
dende Bodenschichten von 39 % auf 5 % ab. Fur einen besseren Vergleich mit allen Zeitpunk-
ten wurde eine lineare Korrelation zwischen den Szenarien fir jede Schicht hergestellt. Fir TB
war fur jede Schicht und alle Szenarien eine Korrelation (Pearson's R tiber 0,588) zu erkennen,
aullerdem nahm die Starke der Korrelation mit der Bodentiefe zu (Pearson's R Uber 0,854 in
und Uber der Schicht 5-7,5 cm). In Bezug auf OIT wurde ebenfalls eine Korrelation zwischen
den Szenarien deutlich (Pearson's R uber 0,511). Wohingegen beim Vergleich der beiden
COMLEAM-basierten Szenarien der R-Wert fir die ersten beiden Bodenschichten 0,5 betrug.
Far die Schicht 0 - 2,5 cm konnte fast keine Korrelation nachgewiesen werden (Pearson's R =
0,065). Fur die Schicht 2,5 - 5 cm konnte eine schwache Korrelation gezeigt werden (Pearson's
R =0,363). TB weist lange Halbwertszeiten auf und stellt ein hohes Risiko fiir die Bodenumwelt
dar, weshalb es bereits seit 2004 fir die Verwendung als Pestizid verboten ist. Aufgrund des
bereits angedeuteten hohen Risikos fiir die Bodenumwelt sollte der Einfluss der Fassadene-
luate als Risikofaktor berticksichtigt werden, z.B. flr Versickerungsmulden in stadtischen Ge-
bieten. Fir OIT kénnten die DIN-basierten Emissionskonzentrationen die Biozidkonzentration
in der oberen Bodenschicht Uberbewerten. Wenn dieses Szenario fur die Risikobewertung
verwendet wird, sollte es sorgfaltig interpretiert und als Worst-Case-Szenario betrachtet wer-
den. Fir die Langzeitwirkung, Akkumulationstendenzen und Bodentiefenverteilungen kann die
Kombination verschiedener Auslaugungsexperimente mit COMLEAM und PELMO ein nitzli-
ches Werkzeug sein, welches die Moglichkeit bietet, verschiedene Gebdudegeometrien, Ma-
terialeigenschaften und Wetterparameter leicht anzupassen.
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Zusatzlich zu den verschiedenen Eintragsszenarien wurde der Einfluss von Abbau und Ad-
sorption auf die Simulation geprift. Die Halbwertszeiten im Boden sind sehr stark von den
gewahlten Bodenparametern abhangig und variieren beispielsweise fur Terbutryn zwischen 9
und 231 Tagen [24-27].

Der Adsorptionskoeffizient Ko,c wurde nach der OECD Guideline 106 ermittelt [19]. BIT weist
mit einem Koc von 2110,9 mg-L™" die groRte Adsorptionstendenz auf. Allerdings war BIT auch
das einzige Biozid, dessen Adsorption reversibel war. Der Koc von TB lag bei 1206,0 mg-L™
und fir OIT bei 812,2 mg-L™. Die experimentell ermittelten Halbwertszeiten fiir den Abbau im
Boden lagen fir BIT unter einem Tag und fur TB und OIT bei 14 Tagen.

Die in der Literatur beschriebene Halbwertszeit fur BIT lag ebenfalls bei unter einem Tag, al-
lerdings wurde die Adsorption mit einem Ko Wert von 196,87 L-kg™ als deutlich schwacher
beschrieben [28]. Fir das Biozid OIT wurden fir die auf Literaturwerten basierte Modellierung
die Assessment Reports flir die Beurteilung als Produkt Typ 8 (Holzschutzmittel) herangezo-
gen. Darin wurden Halbwertszeiten von knapp einem Tag beschrieben, sowie die mittlere Ad-
sorption fiir drei Béden und ein Sediment mit K, Werten von 982 L-kg" und einem 1/n von
0,8427 [28]. Fur Terbutryn waren keine Assessment Reports verfligbar, weshalb als Quelle
die Pesticide Properties DataBase (PPDB) (beschrieben von [25]) herangezogen wurde. Fir
den Abbau wurden Halbwertszeiten von 74 Tagen beschrieben, fur die Adsorption wurden Ko
Werte von 518 mL-g™" und einem reziproken Freundlich-Exponenten 1/n von 1,10 angegeben
[29].

Die tiefenabhangige Verteilung der Biozide im Boden bei den Simulationen auf der Basis von
experimentell-bestimmten Werten mit den Simulationen auf der Basis der Literaturwerte wurde
mittels linearer Regression verglichen. Dies ergab, dass fur OIT ein deutlicher Unterschied in
allen Schichten bestand (Pearson R maximal 0,6). Hingegen korrelierten fur die beiden ande-
ren Biozide die Simulationen jeweils sehr gut (Pearson R mindestens 0,726).

Wohingegen die Verteilung fur Terbutryn und BIT unabhangig von der Datenquelle (Literatur
oder Experiment) gut korreliert, ist der Unterschied bei den vorhergesagten absoluten Kon-
zentrationen zwischen den 2 Simulationen teils um mehrere GroRenordnungen unterschied-
lich (Abbildung 6). So betragen die vorhergesagten Maximalkonzentrationen fir Terbutryn fir
die Bodenschicht 7,5-10 cm beispielsweise 4,9-10° mg-kg™ bei der Simulation mit den expe-
rimentell ermittelten Werten und 1,15 mg-kg™' fir die Simulation mit den Literaturwerten. Die
Zeitpunkte, an denen Konzentrationsspitzen auftreten, unterschieden sich ebenfalls deutlich
voneinander. Bei der Simulation mit den experimentellen Werten wird die maximale Konzent-
ration an Tag 303 und bei den Literaturwerten an Tag 564 simuliert. Die mit den Literaturwerten
simulierten Daten zeigten fur Terbutryn zudem einen deutlichen Trend zur Aufkonzentrierung
in tieferen Bodenschichten. Fur jedes der drei Biozide konnten beim Vergleich der 2 Simulati-
onen Konzentrationsunterschiede in den Extremwerten von mindestens drei GréRenordnun-
gen beobachtet werden (Abbildung 6). Zusammenfassend sollten die bodenabhangige Sub-
stanzparameter der Adsorption und Abbaukinetik daher experimentell flr den jeweiligen Bo-
den bestimmt bzw. zumindest unter Berlicksichtigung des jeweiligen Bodentyps ausgewahit
werden
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Abbildung 6: Biozidverteilung in der Bodenschicht 2,5-5 cm.
Abgebildet sind die Verlaufe fir die experimentellen Adsorptions- und Ab-
bauwerte sowie die Literaturwerte fiir die Biozide BIT, TB und OIT.

Aulierdem wurde ein experimentelles Setup entwickelt, um die simulierten Daten zu Uberpri-
fen. Hierflr wurden 90 Tage des DIN-basierten Eintrag-Szenarios in taglicher Auflésung repli-
ziert und an zehn Zeitpunkten in sechs Bodentiefen (0 cm, 5 cm, 10 cm, 15 cm, 20 cm, 25 cm)
Proben genommen. Dabei wurde eine deutlich tiefere Verteilung von TB und OIT in Boden-
schichten bis zu 25 cm sowie ein groRerer Effekt von Trocknungs- oder Starkregenereignissen
auf die Verteilung aller Biozide beobachtet. Die tiefere Verteilung kann unter anderem durch
die Poren erklart werden, die zwangslaufig bei der Probennahme entstehen. Um diesen Effekt
bestmdglich abzubilden, wurde die Dispersionslange der Simulation von 5 cm auf 20 cm er-
héht, um so einen Makroporenfluss abzubilden. Die experimentellen Werte stimmten flr die
oberen Bodenschichten oberhalb von 5 cm in einem Intervall von einer Zehnerpotenz iberein.
Fur die unteren Bodenschichten wurde die Differenz jedoch héher und auch durch die Simu-
lationen mit Makroporen konnten keine Biozide in Bodenschichten unter 15 cm vorausgesagt
werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass durch eine Kombination von COMLEAM und
PELMO eine Simulation des Austrags von Bioziden aus Fassaden und deren Eintrag in den
Boden mdglich ist. Unter der Voraussetzung, dass die Absorptions- und Abbauwerte der Sub-
stanzen bodenabhangig ermittelt wurden, Iasst sich das Gefahrdungspotential von Bioziden in
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Bezug auf Akkumulation abschatzen. Experimentell lassen sich die vorhergesagten Konzent-
rationen in oberen Bodenschichten nachweisen, auch wenn Wetterereignisse wie Starkregen
oder Trockenperioden bei der Simulation deutlich weniger Einfluss zeigen. Allerdings konnte
die Verteilung in tieferen Bodenschichten nicht simuliert werden. Ob die Préasenz der Biozide
in tieferen Schichten dem experimentellen Aufbau oder der Annahme eines direkt eingestellten
Adsorptionsgleichgewichts des Modells geschuldet ist, sollte in zuklinftigen Studien untersucht
werden.

5.3 Okotoxizitit von Bioziden auf Modellorgansimen

Die Fassadeneluate der drei Bewitterungsversuche (Immersionstest gemaf DIN 16105, Frei-
landversuch und Bewitterungskammer) wurden verdinnt (Faktor 5,19) und auf deren Toxizitat
gegenuber Leuchtbakterien, Algen, Daphnien, Fischeier, Zuckmuicken, Sedimentwirmer so-
wie Gentoxizitat mittels Umu-Tests Uberprift. Dabei zeigten sich toxische Effekte der biozid-
haltigen Freilandeluate auf Leuchtbakterien, Zuckmucken und Sedimentwirmer. Eine erhohte
Toxizitat der biozidhaltigen DIN und Freilandeluate konnte au3erdem auf die Organismen
Leuchtbakterien, Algen, Daphnien und Fischeier gezeigt werden.

Zusatzlich wurde untersucht, ob und ggf. wie stark eine Verkapselung sowie eine Bestrahlung
von Bioziden die Toxizitat reduziert. Dies wurde anhand der Modellorganismen Algen und
Leuchtbakterien untersucht. Hierfur wurden die Proben unverdinnt gemessen, um auch bei
reduzierter Toxizitat noch Unterschiede detektieren zu konnen. Um zudem zu ermitteln, ob die
Okotoxische Wirkung primar durch schnell ausgewaschene Topfkonservierer oder durch Film-
konservierer hervorgerufen wird, wurden jeweils Zyklus 1-4 (dominiert durch Topfkonservierer)
und Zyklus 5-9 (nahezu topfkonservierer-frei) der DIN Prifung vereinigt und getrennt gemes-
sen. Es zeigte sich dabei eine erhohte Toxizitat der ersten Zyklen. Die Toxizitat der Leucht-
bakterien fur die Proben des Zyklus 1-4 lag beispielsweise bei allen biozidhaltigen Proben bei
einem G-Wert von 96, wohingegen bei Zyklus 5-9 nur noch G-Werte von 1-4 gemessen wur-
den. Die Algentoxizitat reduzierte sich ebenfalls und es wurden G-Werte von 12-32 (Zyklus 1-
4) sowie 6-12 (Zyklus 5-9) bestimmt. Die Effekte sind daher hauptsachlich durch Topfkonser-
vierer induziert

Im Vergleich der Bewitterungsverfahren wiesen die Eluate der Freilandbewitterung die héchste
Toxizitat auf. Dies kdnnte darin begriindet sein, dass hier der erste Monat gepoolt und fir die
Toxizitatstests verschickt wurde. Dieser wies noch eine erhdhte Konzentration an Topfkonser-
vierern auf, welche bei den weiteren Fassadeneluaten bei zunehmender Lebensdauer stark
abnahm. In Bezug auf die untersuchten Organismen konnte gezeigt werden, dass Leuchtbak-
terien als Organismus Uberaus sensibel auf Topfkonservierer reagieren, wahrend sich die Al-
gen am besten als Indikator fur Filmkonservierer eigenen.

5.4 Effekte der Biozide aus Baustoffen auf das Bodenmikrobiom

Die Effekte von Einzelbioziden, Biozidkombinationen und verdiinnten Fassadeneluaten auf
das Bodenmikrobiom wurden mittels molekularbiologischer Methoden untersucht. Die Zusam-
mensetzung und Aktivitdt des Bodenmikrobioms wird durch die physikochemischen Bodenpa-
rameter bestimmt. Deshalb ist es notwendig, diese im Rahmen der Inkubationsversuche auf
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Veranderungen zu Uberprifen. Die Korrelationsanalyse der erhobenen Umweltfaktoren zeigte,
dass sich die physikochemischen Bodenparameter, wie pH Wert, lonen und Glihverlust, zwi-
schen den Behandlungsgruppen der verschiedenen Inkubationsversuche nicht signifikant von
der Kontrolle unterschieden. Dementsprechend kénnen Unterschiede in der Zusammenset-
zung und der Quantitat des Bodenmikrobioms auf die Biozidbehandlung zurtckgefihrt wer-
den. Der Mikrokosmenversuch 2 und der Bodenfreilandversuch (Tabelle 3) konnten zum Pro-
jektende noch nicht vollstandig ausgewertet und bearbeitet werden, sodass hier nun die Er-
gebnisse aus dem Mikrokosmenversuch 1 diskutiert werden (Reil? et al. 2023, under revision,
s. Veroffentlichungen). Die vollstandige Auswertung von Mikrokosmenversuch 2 und Boden-
freilandversuch soll nach Projektende abgeschlossen werden.

Die Wasserkontrolle wies, wie erwartet, fiir die totale Fraktion der Bakterien (4,5-107-g™") und
der Pilze (2,2:10%-g™") die héchste Genkopienzahl auf (Abbildung 7). Die Biozid-Behandlung
bewirkte eine Verringerung der bakteriellen und pilzlichen Genkopienzahl, was mit den zuvor
beobachteten Ergebnissen aus der Literatur Ubereinstimmt [30]. Die Einzelbiozid-Behandlung
zeigte keine signifikante Auswirkung auf die Gesamtanzahl der bakteriellen (Abbildung 7 A)
und pilzlichen Genkopien verglichen mit der Wasserkontrolle (Abbildung 7 B). Die Gesamtzahl
der bakteriellen und pilzlichen Genkopien wurde durch die Biozidkombinationen T-TI (p =
1,782:10°), T-TO (p = 5,495:10F), T-10 (p = 3,132:10°) und T-TIO (p = 7,621:107) im Ver-
gleich zur Wasserkontrolle deutlich reduziert (Abbildung 7). Die Gesamtanzahl der bakteriellen
Genkopien war bei den Einzelbiozidbehandlungen T-T, T-1 und T-O deutlich héher als bei den
Kombinationen T-TO (pr = 6,68:10*, pi = 1,98:10*, po = 0,03), T-IO (pr = 3,79-10%, pi =
1,12:10", po = 0,02) und T-TIO (pr = 5,82:10°%, p; = 1,84:105, po = 0,003).
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Abbildung 7: Totale bakterielle (A) und (B) pilzliche Genkopienzahl nach verschie-
denen Biozidbehandlungen (n = 5). Unterschiedliche Buchstaben kenn-
zeichnen statistisch signifikante Unterschiede gemal Tukeys Test (p <
0,05). Ausreiflder wurden mit dem Grubbs-Test (p = 0,05) identifiziert und
fur die Statistik nicht berucksichtigt. (T-: Totale Fraktion des Nukleinsau-
reextraktes; W: Wasserkontrolle; T: Terbutryn; I: Isoproturon; O: Octyliso-
thiazolinon; Terbutryn + Isoproturon (TI); Terbutryn + Octylisothiazolinon
(TO); Isoproturon + Octylisothiazolinon (I0); Terbutryn + Isoproturon +
Octylisothiazolinon (T10)).
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Die Gesamtanzahl der Pilzgenkopien bei der Behandlung mit einem Biozid und bei T-TI unter-
schied sich nicht signifikant (p = 0,07198) von der Behandlung mit der Wasserkontrolle. T-TI
unterschied sich nicht signifikant von T-TO, T-10 und T-TIO. Die Behandlung T-TIO hatte so-
wohl die geringste bakterielle als auch pilzliche Genkopienzahl. Die bakterielle und pilzliche
Genkopienzahl war bei der T-TIO-Behandlung im Vergleich zur Wasserkontrolle um 66,5 %
bzw. 74 % reduziert (Pilze: p = 0,039; Bakterien: p = 7,621:107). Da Terbutryn und Octyliso-
thiazolinon bekanntermalen fungizid wirken, ist dies ein Hinweis darauf, dass die Effekte auf
die Bakterien nicht allein durch das Vorhandensein von Bioziden verursacht werden, sondern
auch durch die Verringerung oder Inaktivierung der assoziierten Pilze. Die Studie zeigte, dass
Einzelbiozid-Behandlungen eine geringere Wirkung auf die bakteriellen und pilzlichen Genko-
pien hatten, als die kombinierten Biozid-Behandlungen, selbst wenn die Summe der Biozid-
Konzentrationen in jeder Behandlung gleich war. Ein vergleichbares Ergebnis konnte fir die
bakterielle und pilzliche OTU Richness beobachtet werden (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Bakterielle (A) und pilzliche (B) OTU Richness nach verschiedenen
Biozidbehandlungen (n = 5). Unterschiedliche Buchstaben zeigen sta-
tistisch signifikante Unterschiede an. Die statistische Prifung wurde mit
dem Friedmann-Test durchgeflihrt und ergab keine signifikanten Unter-
schiede flr die bakterielle und pilzliche OTU Richness der totalen Fraktion
gemal Tukeys-Test (P < 0,05). Statistisch signifikante Unterschiede in-
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nerhalb der aktiven Fraktion sind durch unterschiedliche Buchstaben ge-
kennzeichnet. (T- Totale Fraktion; A- Aktive Fraktion; W: Wasserkontrolle;
T: Terbutryn; I: Isoproturon; O: Octylisothiazolinon; Terbutryn + Isoprotu-
ron (Tl); Terbutryn + Octylisothiazolinon (TO); Isoproturon + Octylisothia-
zolinon (IO); Terbutryn + Isoproturon + Octylisothiazolinon (TIO).

Betrachtet man die Diversitat-Indices, konnten auch hier keine Veradnderungen in der totalen
Fraktion festgestellt werden. Diese Ergebnisse entsprachen unserer Erwartung und deuten
aullerdem darauf hin, dass die totale mikrobielle Gemeinschaft entweder (i) nicht betroffen
war, (ii) ruhte, (iii) DNA aus Nekromasse enthielt oder (iv) in sporulierter Form vorlag, was die
mit Bioziden aktiv interagierenden Gemeinschaftsmitglieder tGberlagerten.

Im Gegensatz dazu konnten in der aktiven Fraktion der mikrobiellen Gemeinschaft deutliche
Veranderungen der OTU Richness durch den kombinierten Einsatz von Bioziden gezeigt wer-
den. Jede einzelne Biozidbehandlung verringerte die bakterielle und pilzliche OTU Richness
(Abbildung 8). Auf der Ebene der gesamten mikrobiellen Gemeinschaftszusammensetzung
wurden kurzlich ahnliche Verschiebungen in Sedimenten mit Glutaraldehyd oder Aldehyd frei-
setzenden Einzelbehandlungen mit Bioziden beobachtet [31]. Allerdings unterschieden sich
sowohl die Umweltbedingungen als auch die Biozide von der vorliegenden Arbeit. Die OTU
Richness an aktiven Bakterien und Pilzen nahm durch die kombinierte Biozidbehandlung im
Vergleich zur entsprechenden Wasserkontrolle zu. Daruber hinaus wurde auch die Zusam-
mensetzung der aktiven Bakterien- und Pilzgemeinschaft im Boden durch die kombinierten
Biozidbehandlungen verandert, was nach unserem Kenntnisstand bisher noch nicht unter-
sucht wurde. Die starksten Auswirkungen wurden bei den kombinierten Biozidbehandlungen
A-10 und A-TIO sowohl bei der Zusammensetzung der Bakterien- als auch der Pilzgemein-
schaft beobachtet. Dies unterstutzt unsere Erwartung, dass Biozidkombinationen einen gré-
Reren Einfluss auf die Zusammensetzung der mikrobiellen Bodengemeinschaft haben als ein-
zelne Biozidbehandlungen. Interessanterweise zeigten A-IO und A-TIO signifikante Auswir-
kungen, die A-TO-Behandlung hingegen nicht. Dies legt die Vermutung nahe, dass das Vor-
handensein von Isoproturon in Kombination mit Octylisothiazolinon die Ursache fir diese Wir-
kung sein konnte.
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Abbildung 9: Gemittelte aktive bakterielle (a) und pilzliche (b) Zusammensetzung
des Bodenmikrobioms auf Gattungsebene nach Biozidbehandlun-
gen (n = 5). Die Legende hebt Pilz- und Bakteriengattungen mit einer re-
lativen Haufigkeit von > 2 % (Bakterien) und > 5 % (Pilze) hervor. Gemaf
der einseitigen nichtparametrischen multivariaten Analyse auf der Grund-
lage der Bray-Curtis-Ahnlichkeiten zeigen unterschiedliche Buchstaben
statistisch signifikante Unterschiede an (p < 0,05, n = 5). (A- Aktive Frak-
tion; W: Wasserkontrolle; T: Terbutryn; I: Isoproturon; O: Octylisothiazo-
linon; Terbutryn + Isoproturon (Tl); Terbutryn + Octylisothiazolinon (TO);
Isoproturon + Octylisothiazolinon (10); Terbutryn + Isoproturon + Octyliso-
thiazolinon (TIO)).

Die Wirkung der Biozidkombinationen auf die Zusammensetzung des aktiven bakteriellen und

pilzlichen Bodenmikrobioms unterschied sich signifikant von der Mehrheit der Einzelbiozidbe-
handlungen (Abbildung 9). Die Markierung aktiver Mitglieder der mikrobiellen Gemeinschaften
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mittels BrdU wurde in aktuellen Studien zur Untersuchung mikrobieller Gemeinschaften in ver-
schiedenen Umweltkompartimenten haufig angewandt [32—-34], was ihre universelle Anwend-
barkeit in vielen Umwelthabitaten (z. B. Rhizosphare, arktischer Boden, Totholz) zeigte und zu
zuverlassigen Ergebnissen flhrte.

Fir jede Behandlung wurden Indikatorspeziesanalysen durchgefiihrt, um die Auswirkungen
der Behandlung auf die Zusammensetzung des aktiven bakteriellen und pilzlichen Bodenmik-
robioms auf Gattungsebene zu bewerten. Die Indikatorspeziesanalyse ist ein statistisches Ver-
fahren zur Identifizierung, welche Spezies anhand von statistischen Indikatorwerten signifikant
mit Biozidbehandlungen assoziiert sind. Dieser Index wird verwendet, um den Vorhersagewert
von Taxa als Indikatoren fir Biozidbehandlungen zu bewerten [35]. Die meisten Bodenindika-
tor-Mikroorganismen wurden in der aktiven bakteriellen Gemeinschaftszusammensetzung bei
der A-10-Behandlung gefunden, was mit der héheren Richness im Vergleich zu den anderen
Behandlungen einherging (Abbildung 8). Mehrere Arten chemoheterotropher Bakterien wur-
den in der A-IO-Behandlung als Indikatoren identifiziert. Die Indikatorspezies mit den héchsten
Sequenzlesehaufigkeiten in der A-IO-Behandlung war ein nicht klassifiziertes Mitglied der pos-
tulierten Gattung KD4-96. Mitglieder dieser Gattung wurden haufig in kontaminierten Boden
nachgewiesen [36,37]. Im Vergleich zu den am haufigsten vorkommenden Indikatorarten wa-
ren die Indikatorarten mit der hochsten Assoziation mit der A-I0-Behandlung Mitglieder der
Gattung Bacillus. Diese sind bekannt daflir, Diuron abzubauen, dass ebenfalls ein Phenylharn-
stoff-Herbizid wie Isoproturon ist [38,39]. Nicht-klassifizierte Mitglieder der Klasse Tremello-
mycetes wurden als Indikatorspezies fir die Zusammensetzung des aktiven pilzlichen Boden-
mikrobioms in der A-lIO-Behandlung identifiziert. Mitglieder von Tremellomycetes zeigen auf-
grund der Produktion von Flavonoiden antioxidative Eigenschaften [40]. Die Flavonoide haben
analoge Strukturen zu Thiazolen und ahneln strukturell dem Octylisothiazolinon [41,42]. Phe-
nylharnstoff-Herbizide wie Isoproturon kénnen die Anzahl der Flavonoide reduzieren [43]. Dar-
Uber hinaus sind Flavonoide an der Biosynthese von Anthocyanpigmenten und kondensierten
Tanninen, Flavonen und Phytoalexinen aus Hulsenfriichten im Flavonoid-Stoffwechsel betei-
ligt, der am Cytochrom P450 stattfindet [44]. Da Cytochrom P450 das Ziel von Isoproturon ist,
ist so eine Verringerung der Toxizitat besonders flr Mitglieder der Tremellomycetes mdglich.

Nicht nur die Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft wurde durch die Biozidbe-
handlung verandert, sondern auch die funktionelle Zusammensetzung der Bakterien und Pilze.
Zwischen den verschiedenen Biozidbehandlungen konnten nur geringe Unterschiede in der
totalen bakteriellen, funktionellen Zusammensetzung festgestellt werden. Lediglich die Be-
handlungen T-T und T-lIO unterschieden sich von den anderen Biozidbehandlungen (Daten
nicht gezeigt). Im Gegensatz dazu, blieb die funktionelle Zusammensetzung der aktiven Bak-
teriengemeinschaft bei der Mehrzahl der Biozidbehandlungen gleich (Abbildung 10). Nur die
A-10-Behandlung unterschied sich von der Wasserkontrolle. Die wichtigsten funktionellen Zu-
ordnungen der aktiven und der totalen Bakteriengemeinschaft waren Nitrifikation und aerobe
Chemoheterotrophie.
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Abbildung 10: Zusammensetzung der aktiven, bakteriellen Funktionen auf OTU-
Ebene (a) und der Pilzfunktionen auf Gattungsebene (b) nach Biozid-
behandlungen (n = 5). Die kurze Legende hebt bakterielle Funktionen
mit einer relativen Haufigkeit von > 1 % hervor. Unterschiedliche Buchsta-
ben kennzeichnen statistisch signifikante Unterschiede gemaf der einsei-
tigen nichtparametrischen multivariaten Analyse (p = 0,05). (A- Aktive
Fraktion; W: Wasserkontrolle; T: Terbutryn; I: Isoproturon; O: Octylisothi-
azolinon; Terbutryn + Isoproturon (TI); Terbutryn + Octylisothiazolinon
(TO); Isoproturon + Octylisothiazolinon (I0); Terbutryn + Isoproturon +
Octylisothiazolinon (TIO)).

Wahrend die Auswirkungen der Biozide auf die bakteriellen Funktionen relativ gering sind,
konnten bereits enorme Veranderungen in der funktionellen Zusammensetzung der gesamten
Pilzgemeinschaft festgestellt werden. Mit Ausnahme der T-O-Behandlung unterschieden sich
alle Biozidbehandlungen in ihrer funktionellen Zusammensetzung von der jeweiligen Wasser-
kontrolle. Dariber hinaus wurden grolde Verschiebungen in der funktionellen Zusammenset-
zung der aktiven Pilzgemeinschaft beobachtet (Abbildung 10). Wahrend sich die einzelnen
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Biozidbehandlungen A-T und A-I nicht unterschieden, zeigten die kombinierten Biozidbehand-
lungen A-TO, A-IO und A-TIO enorme Verschiebungen in ihrer funktionellen Zusammenset-
zung im Vergleich zur jeweiligen Wasserkontrolle. Der starkste Ruckgang in der funktionellen
Zusammensetzung wurde bei den saprotrophen Bodenorganismen als Ergebnis der kombi-
nierten Biozidbehandlung festgestellt (Abbildung 10).

Darlber hinaus konzentrierten wir uns auf die Gattungen, die nur in der jeweiligen Wasser-
kontrolle vorhanden waren, aber in den Biozidbehandlungen fehlten. Fir die Zusammenset-
zung der aktiven Bodenbakteriengemeinschaft wurden Mitglieder der Gattungen Desulfotoma-
culum, Lachnospira und Methyloversatilis identifiziert, die in allen Biozidbehandlungen fehlten.
Mitglieder der Gattungen Desulfotomaculum [45] und Lachnospira [46] kdnnen in Bdden als
Endosporen persistieren. Desulfotomaculum und Lachnospira wurden in der gesamten Bak-
teriengemeinschaft der Wasserkontrolle und aller Biozidbehandlungen gefunden. Im Gegen-
satz dazu fehlten diese Gattungen in jeder Biozidbehandlung in der Zusammensetzung der
aktiven Bakteriengemeinschaft, waren aber in der jeweiligen Wasserkontrolle vorhanden. Da-
raus schlielen wir, dass die meisten Mitglieder der Gattungen Desulfotomaculum und Lach-
nospira Endosporen gebildet haben, um den Biozidstress zu umgehen. Dieses Ergebnis
zeigte, wie wichtig die Differenzierung zwischen den aktiven und inaktiven Mikroorganismen
ist. Obwohl Unterschiede in der funktionellen Zusammensetzung des Bodenmikrobioms auf-
grund von Biozidbehandlungen festgestellt werden konnten, veranderten sich die physikalisch-
chemischen Parameter des Bodens und Bodenatmung nicht. Dies deckt sich mit unserer Er-
wartung, dass die Biozid-Behandlungen die Umweltfunktionen des Bodens nicht beeinflussen.
Die funktionelle Redundanz der Zusammensetzung der mikrobiellen Bodengemeinschaft wird
den Verlust oder die Inaktivierung von funktionell wichtigen Mitgliedern der Gemeinschaft bei
dieser kurzfristigen Beobachtung abfedern. Unsere Studie zeigte, dass Biozidkombinationen
ein grofleres dkotoxikologisches Risiko darstellen als einzelne Biozide. Die langfristigen Aus-
wirkungen von Biozidmischungen auf die mikrobiellen Bodenfunktionen sollten in kunftigen
Studien weiter untersucht werden.
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6 Zusammenfassung

Biozide werden eingesetzt, um Fassaden, Putze und Farben vor mikrobiellem Befall und bio-
logischem Abbau zu schitzen. Durch Regenereignisse kdnnen sie ausgewaschen werden und
in die Umwelt gelangen. Die im Projekt untersuchten Fassadeneluate aus dem ersten Monat
des Freilandversuchs zeigten 6kotoxikologische Effekte auf verschiedene Modellorganismen,
auch unter Bericksichtigung der Verdiinnung durch Horizontalregen. Grundsatzlich kann zwi-
schen polaren Topfkonservierungsmitteln, die sehr schnell ausgetragen und abgebaut wer-
den, und hydrophoben Filmkonservierungsmitteln, die Uber einen sehr langen Zeitraum in ge-
ringen Konzentrationen ausgetragen werden und eine hohere Persistenz in der Umwelt auf-
weisen, unterschieden werden. Durch gezielte Verkapselung der Biozide, aber auch durch
ungewollten, bestrahlungsbedingten Abbau kann die Konzentration der ausgetragenen Bio-
zide und damit auch die 6kotoxikologische Belastung der Umwelt reduziert werden.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass der kombinierte Eintrag von Bioziden, die haufig in Bauma-
terialien verwendet werden, die Bodenatmung, die physikalisch-chemischen Eigenschaften
des Bodens und das gesamte Bodenmikrobiom nicht signifikant verandert. Biozide haben je-
doch enorme Auswirkungen auf die aktiven mikrobiellen Gemeinschaften im Boden und die
damit verbundenen Funktionen. Mit der BrdU-Methode konnten wir untersuchen, welche Mit-
glieder des Bodenmikrobioms von Biozidbehandlungen profitieren und welche nicht. Die Er-
gebnisse dieser Studie unterstreichen die Bedeutung weiterer eingehender Forschung auf die-
sem Gebiet, insbesondere angesichts der groRen Mengen an Bioziden, die derzeit in Bauma-
terialien verwendet werden. Das aktive Bodenmikrobiom ist ein idealer Indikator fiir die Aus-
wirkungen von Bioziden, die haufig in Baumaterialien verwendet werden. Daher kann es als
Okotoxikologisches Mal} fur die Untersuchung der Auswirkungen von Biozidbehandlungen auf
die biologische Vielfalt und die Funktionen des Bodens verwendet werden.

Obwohl Bodenmikroorganismen nicht das Ziel der in Baustoffen eingesetzten Biozide und Bi-
ozidmixe sind, beeinflussen sie die Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft im Bo-
den und ihre Funktionsmuster. Die Menge und Kombinationen von Bioziden in Boden, die
durch die kontinuierliche Freisetzung aus Gebauden verursacht werden, sind eine wichtige
Quelle der Bodenverschmutzung, die in kunftiger Umweltforschung berlcksichtigt werden
sollte.

Fur eine allumfassende Gefahrdungsbeurteilung fur das Umweltkompartiment Boden ist eine
tiefenabhangige Abschatzung der Biozidverteilung im Boden essenziell. Hierfur wurde eine
Methode entwickelt, die eine Kombination aus den zwei Simulationsprogrammen COMLEAM
und PELMO umfasst und diskontinuierlichen, niederschlagsbedingten wiederholten Eintrag
berucksichtigt. Es lassen sich Parameter wie Emissionskurven, Wetterdaten, Materialeigen-
schaften, Geometrien und substanzspezifische Daten flexibel anpassen und auf die Szenarien
zur Gefadhrdungsbeurteilung adaptieren. Zur Uberpriifung der Modelle wurde ein experimen-
telles Set-Up entwickelt, um die vorhergesagten Konzentrationen zu tUberprifen. Dabei wurde
eine gute Ubereinstimmung fiir die oberen Bodenschichten bis 5 cm ermittelt. Allerdings
konnte experimentell eine deutlich tiefere Verteilung der Biozide gefunden werden als durch
die Modelle vorhergesagt wurde, so dass eine Optimierung der Modelle zukuinftig vorteilhaft
ist.
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7 Ausblick

Die Auswirkungen von okotoxikologischen Effekten zu Beginn des Lebenszyklus einer Fas-
sade, welche durch Topfkonservierer getrieben sind, wurde bisher nur unzureichend in Ge-
fahrdungsbeurteilungen berlcksichtigt. Diese Effekte sollten in weiteren Studien erfasst und
auf Effektgroe und Reversibilitat gepruft werden.

Auch wenn mit konventionellen Methoden ggf. keine signifikanten Effekte nachweisbar sind,
stellen, wie mit Omics-basierten Methoden gezeigt werden konnte, biozidhaltige Eluate einen
potentiellen Stressor fur unser Bodenokosystem dar. Deshalb sollte in Zukunft der Fokus ver-
mehrt auf die phylogenetischen Effekte mittels Hochdurchsatz-Amplikonsequenzierung -ideal-
erweise der aktiven Fraktion- gesetzt werden.

Die Berucksichtigung weiterer Stressfaktoren fur eine Gesamtbeurteilung des Bodenhabitats
ist notwendig. Daher sollte auch der Effekt von Mischtoxizitdten umfassender untersucht wer-
den. Innerhalb des Mikrokosmenversuchs 1 wurden Indikatorspezies flr den RefeSoil 02A
identifiziert. In zukunftigen Studien sollten weitere Boden, insbesondere urbane Boden, mole-
kularbiologisch im Detail untersucht werden, um weitere Indikatorspezies zu identifizieren. Ein
Katalog mit bodenlbergreifenden Indikatorspezies kdnnte als Grundlage einer neuen Unter-
suchungsmethode genutzt werden, um die Bodenbelastung zu beurteilen.

Modellierungen mittels COMLEAM und PELMO ermdéglichen die Abschatzung des Biozid-Aus-
trags aus Fassaden und deren Verteilung im Boden. Unsere Simulationen zeigten dabei, dass
fur eine korrekte Abschatzung die Béden chemisch und mikrobiell definiert und klassifiziert
werden mussen. Dies gilt insbesondere in Bezug auf die Adsorption und Abbaueigenschaften.
Um die Simulationen insbesondere in Bezug auf tiefere Schichten noch weiter zu verbessern,
sollte die Verteilung von Bioziden aus Fassaden tiefenabhangig in einem Freilandversuch er-
mittelt werden.
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Uberblick Uber die Parameter, die fir die vollstindige terrestrische
Okotoxikologische Bewertung von Baustoffeluaten bericksichtigt werden
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Experimenteller Aufbau zur natirlichen Verwitterung. a) Versuchsaufbau.
Die mit einem Putzsystem bedeckten L-Steine wurden in westlicher (F-I)
und ostlicher Richtung (F-Il) platziert, wobei die Rinnen am Boden der
bedeckten Flache und die Glasflaschen zum Auffangen der Eluate
angebracht wurden. b) Verputzter Stein mit integrierten Sensoren.
Feuchtigkeitssensor (rot), elektrischer Leitfahigkeits- und
Temperatursensor, die zwischen der unteren und der oberen Putzschicht
integriert sind. Lufttemperatur- und Luftfeuchtigkeitssensor (blau). .............

Ausrichtung des natirlichen Verwitterungsversuchs. Zwei L-férmige
Steine wurden mit der bedeckten Oberflache in westlicher und 6stlicher
Richtung platziert. Die in dieser Studie vorgestellten Putz- und
Farbkombinationen wurden farblich gekennzeichnet. Fir jede Richtung
und Biozid-Kombination wurden drei Steine innerhalb des
Versuchsgebiets platziert. .........cooo i

Versuchsaufbau Bodenfreilandversuch mit Feuchtigkeitssensoren.............

Auswaschverhalten von Filmkonservierern geprift Gber 9 Zyklen nach
DIN EN 16105. Dargestellt ist das Auswaschverhalten der
Filmkonservierer Terbutryn (TB) und Ocylinone (OIT). Gepruft wurden
unterschiedliche Verteilungen der Biozide in einem Putz-/Farbsystem.
Das Prifmuster UOF (blau) enthalt Filmkonservierer in Putz und Farbe,
das Prifmuster UO (rot) enthalt im Oberputz Filmkonservierer und das
Prifmuster UF (schwarz) enthalt Filmkonservierer in der Farbe. ................

Biozidverteilung in der Bodenschicht 2,5-5 cm. Abgebildet sind die
Verlaufe fir die experimentellen Adsorptions- und Abbauwerte sowie die
Literaturwerte flr die Biozide BIT, TB UNd OIT....coonveeiieeeeeeeeeeeeeeeee,

Totale bakterielle (A) und (B) pilzliche Genkopienzahl nach verschiedenen
Biozidbehandlungen (n = 5). Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen
statistisch signifikante Unterschiede gemall Tukeys Test (p < 0,05).
Ausreifier wurden mit dem Grubbs-Test (p = 0,05) identifiziert und fir die
Statistik  nicht  bericksichtigt. (T-: Totale Fraktion des
Nukleinsaureextraktes; W: Wasserkontrolle; T: Terbutryn; I: Isoproturon;
O: Octylisothiazolinon; Terbutryn + Isoproturon (Tl); Terbutryn +
Octylisothiazolinon (TO); Isoproturon + Octylisothiazolinon (10); Terbutryn
+ Isoproturon + Octylisothiazolinon (T1O)).......c..ueeeiiiieiiiiee e,

Bakterielle (A) und pilzliche (B) OTU Richness nach verschiedenen
Biozidbehandlungen (n = 5). Unterschiedliche Buchstaben zeigen
statistisch signifikante Unterschiede an. Die statistische Prufung wurde
mit dem Friedmann-Test durchgefihrt und ergab keine signifikanten
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Unterschiede fiir die bakterielle und pilzliche OTU Richness der totalen
Fraktion gemal® Tukeys-Test (P < 0,05). Statistisch signifikante
Unterschiede innerhalb der aktiven Fraktion sind durch unterschiedliche
Buchstaben gekennzeichnet. (T- Totale Fraktion; A- Aktive Fraktion; W:
Wasserkontrolle; T: Terbutryn; I: Isoproturon; O: Octylisothiazolinon;
Terbutryn + Isoproturon (TI); Terbutryn + Octylisothiazolinon (TO);
Isoproturon + Octylisothiazolinon (IO); Terbutryn + Isoproturon +
Octylisothiazolinon (T1O).......cooiiiiiii

Gemittelte aktive bakterielle (a) und pilzliche (b) Zusammensetzung des
Bodenmikrobioms auf Gattungsebene nach Biozidbehandlungen (n = 5).
Die Legende hebt Pilz- und Bakteriengattungen mit einer relativen
Haufigkeit von > 2 % (Bakterien) und > 5 % (Pilze) hervor. Gemal der
einseitigen nichtparametrischen multivariaten Analyse auf der Grundlage
der Bray-Curtis-Ahnlichkeiten zeigen unterschiedliche Buchstaben
statistisch signifikante Unterschiede an (p < 0,05, n = 5). (A- Aktive
Fraktion; W: Wasserkontrolle; T: Terbutryn; | Isoproturon; O:
Octylisothiazolinon; Terbutryn + Isoproturon (Tl); Terbutryn +
Octylisothiazolinon (TO); Isoproturon + Octylisothiazolinon (10); Terbutryn
+ Isoproturon + Octylisothiazolinon (T1O)).......c..ueeeiiiieiiiice e,

Zusammensetzung der aktiven, bakteriellen Funktionen auf OTU-Ebene
(@) und der Pilzfunktionen auf Gattungsebene (b) nach
Biozidbehandlungen (n = 5). Die kurze Legende hebt bakterielle
Funktionen mit einer relativen Haufigkeit von > 1 % hervor.
Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen statistisch signifikante
Unterschiede gemal der einseitigen nichtparametrischen multivariaten
Analyse (p = 0,05). (A- Aktive Fraktion; W: Wasserkontrolle; T: Terbutryn;
I: Isoproturon; O: Octylisothiazolinon; Terbutryn + Isoproturon (TI);
Terbutryn + Octylisothiazolinon (TO); Isoproturon + Octylisothiazolinon
(I0); Terbutryn + Isoproturon + Octylisothiazolinon (TIO)).........ccccceeeeeennnee

Projektverbund BayOkotox Teilprojekt 6

41



	1 Kurzzusammenfassung
	2 Einleitung
	3 Aufgabenstellung
	4  Vorgehensweise
	4.1 Fassadenbewitterung und Analytik
	4.1.1 Bewitterungen
	4.1.2 Analytik der erzeugten Eluate

	4.2 Ökotoxikologische Untersuchungen
	4.2.1 Ökotoxikologische Bewertung der in verschiedenen Bewitterungsversuchen erzeugten Eluate
	4.2.2 Auswirkungen von UV-Abbau und Verkapselung auf die Ökotoxizität von  Fassadeneluaten
	4.2.3 Auswirkung von Bioziden aus Baustoffen auf das Bodenmikrobiom
	4.2.3.1 Mikrokosmenversuch 1: Einzelne Biozide und Biozidkombinationen
	4.2.3.2 Mikrokosmenversuch 2: Einfachbeaufschlagung mit unterschiedlichen  Fassadeneluaten
	4.2.3.3 Bodenfreilandversuch: Mehrfachbeaufschlagung des Bodens im freien mit Fassadeneluaten aus dem Freilandversuch


	4.3 Bodenverteilung von Bioziden, sowie deren Modellierung
	4.3.1 Analytik der Biozide sowie deren Abbauprodukte im Boden
	4.3.2 Experimentell bestimmte Parameter zur Simulation von Biozidverteilungen
	4.3.3 Simulation
	4.3.4 Experimentelle Validierung


	5 Ergebnisse und Diskussion
	5.1 Fassadenbewitterungen
	5.2 Simulation
	5.3 Ökotoxizität von Bioziden auf Modellorgansimen
	5.4 Effekte der Biozide aus Baustoffen auf das Bodenmikrobiom

	6 Zusammenfassung
	7 Ausblick
	8 Veröffentlichungen
	Literaturverzeichnis
	Abbildungsverzeichnis


