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1. Exkurs / Einleitung

Der Kampf gegen die mikrobielle Zerstérung von Werkstoffen ist so alt wie die Menschheit. Sehr friih wurden
bereits Verfahren entwickelt, um Werkstoffe zu konservieren — eine bedeutende Kunst.

Fast alle Materialien sind der biogenen Wertminderung oder Zerstérung ausgesetzt wodurch hohe wirtschaftliche
Verluste entstehen. Bekannt ist, dass Holz- und Holzwerkstoffe, Leder, Textilien, Papier und Karton, Farben,
Klebstoffe sowie Mineraldle durch Mikroorganismen abgebaut werden kdnnen. Aber auch Beton, Glas,
Mauersteine, Natursteine sowie Metalle, Kunststoffe und Gummi unterliegen dem zerstérenden Einfluss von
Mikroorganismen (Brill, 1995)

Spezialisierte Organismen wie Pilze und Insekten niitzen Holz als Lebens- bzw. Nahrungsgrundlage, zersetzen
es dabei und fuhren die zersetzte Holzsubstanz als Nahrstoff der Natur zurlick. Bei unseren Bauhdlzern ist
dieses Verhalten unerwiinscht und bedingt, dass Holz entweder konstruktiv so gut geschiitzt werden muss, dass
sich die den Organismen zutraglichen Bedingungen, insbesondere entsprechende Holzfeuchten, nicht einstellen,
oder dass chemische Holzschutzmalinahmen zu setzen sind.

In den letzten Jahren ist die Holzschutz- und Anstrichmittelindustrie-Branche durch die strengen Vorschriften an
die Gesundheits- und Umweltvertraglichkeit der bis dato verwendeten Wirkstoffe unter Druck geraten. Von hoher
Prioritat fir die Branche ist daher das Auffinden von Alternativen zu den bisher eingesetzten Wirkstoffen.

Auf dem Gebiet des Alternativen Holzschutzes haben sich nicht erst in den letzten Jahren Bestrebungen
entwickelt, Naturstoffe als potentielle Alternativsubstanzen zu untersuchen. Bereits in den 90er Jahren wurde die
Entwicklung von sog. biologischen Holzschutzmitteln auf Basis von Pflanzeninhaltsstoffen vorangetrieben
(Wegen et al.1998). In dieser Untersuchung wurden einerseits unterschiedliche Prufverfahren optimiert und
andererseits ein umfangreiches Screening umweltvertraglicher Substanzen auf ihre fungitoxische Wirkung
durchgefiihrt. Seit Ende der Achtzigerjahre werden Tannin-basierende Formulierungen fiir den Einsatz im
Holzschutz untersucht. Vielversprechenden Ergebnissen im Labor standen dabei drastische Verschlechterungen
nach Auswaschung entgegen. Gegenwartig wird an der Verbesserung der Widerstandsfahigkeit gegen
Bewitterung geforscht. (Tondi, 2015).

Vor allem in letzter Zeit werden verstarkt Naturstoffe hinsichtlich ihrer antimikrobiellen Eigenschaften untersucht
und neue Ergebnisse in Konferenzen vorgestellt: So wurde in einer vorlaufigen Studie das Flavonoid Rutin auf
seine hemmende Wirkung auf Gloeophyllum trabeum und Tratmetes versicolor untersucht. Beide Pilze zeigten
Hemmungen allerdings wurde ihr Wachstum nicht komplett unterbunden. Daher sollen hier weitere
Untersuchungen mit hdheren Konzentrationen von Rutin folgen (Yan et al. 2017). Weiters reicht die Bandbreite
der Untersuchungen von Flechten- (Usnea filipendula) und Mistelextrakten (Viscum album), die auf ihre
Eigenschaften als hemmende Substanz auf das Wachstum von Coniophora puteana untersucht wurden (Yildiz et
al. 2017) bis zu Untersuchungen mit Rindenextrakten vor allem mit RoRkastanie- und Pappelextrakten, die
Hemmungen bei Braun- und WeiRfaulepilze (Ozgenc & Durmaz 2017) zeigten.

2. Stand der Technik

Verbautes Holz unterliegt bei ungiinstigen Umweltbedingungen dem biologischen Abbau und Veranderungen
durch Mikroorganismen wie holzverfarbende und holzzerstérende Pilze. Insbesondere in der Aul3enanwendung
ist fur einen wirtschaftlich sinnvollen Einsatz das Holz durch chemische Holzschutzmittel zu schiitzen. Dabei wird
die Anzahl der zur Verfiigung stehenden Wirkstoffe, die in Holzschutzmitteln eingesetzt werden kdnnen, durch
die aktuelle Gesetzgebung (Biozidprodukteverordnung (EU) Nr. 528/2012) stark eingeschrankt. Daher ist nicht
nur fir die Holzschutzmittelindustrie, sondern auch fir den Materialschutz im Allgemeinen die Erforschung von
umweltvertraglicheren, wirksamen Alternativstoffen, wie z.B. Terpenoiden von gro3em Interesse.
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2.1. Natlrliche Dauerhaftigkeit

Die Wege zur natirlichen Resistenz von Baumen sind Gegenstand mehrerer wissenschaftlicher Untersuchungen
(z.B. Tholl and Lee, 2011). Eine natirliche Resistenz besitzen nicht nur Baume, sondern Pflanzen allgemein.
Grund dafur ist die Notwendigkeit des Schutzes gegen Angriffe von Pilzen und Insekten, die die
Pflanzenstrukturen zerstdren, um notwendige Nahrstoffe zu gewinnen. Als Antwort darauf werden seitens der
Pflanzen Substanzen im sekundaren Stoffwechsel gebildet, die das Wachstum zerstérender und verfarbender
Pilze inhibieren (Hart et al. 1975, 1979). Bei Baumen werden diese Substanzen vermehrt im Kernholz
gespeichert und weniger im Splint. In Nadelhélzern finden sich diese Abwehrstoffe in hdheren Konzentrationen
als in einheimischen Laubhdlzern. In Baumen werden diese sekundaren Metaboliten immer wieder produziert,
besonders bei mechanischen Verletzungen. Das Kernholz, als die physiologisch nicht mehr aktive Struktur des
Stammes, enthalt kaum Holzreservestoffe, die wiederum in dem physiologisch aktiven Splintholz ausreichend zu
finden sind. Das, zusammen mit der Wasserleitungsfunktion, macht das Splintholz zum bevorzugten Ziel fur
Pilze. Durch die sekundaren Inhaltsstoffe bleibt das Kernholz nach dem Fallen langer geschiitzt und von
Mikroorganismen nahezu unbefallen, wahrend das Splintholz durch die Reservestoffe, wie Zucker leichter
angreifbar fir Pilze ist (Schultz et al. 2000).

2.2. Quellen von Alternativstoffen

Laut Forschungsuntersuchungen sind die Substanzen, die unter anderen aktiv an der natlrlichen Resistenz im
Holz beteiligt sind einerseits Monoterpene, und andererseits Harzséuren (ein Teil der Gruppe der Diterpene)
(DeGroot et al. 1972). Diese Stoffe sind reichlich in Abfallprodukten der Holzindustrie, wie Nadeln, Rinde und
Sagespanen enthalten.

Eine andere Quelle sind Kondensate aus der Holztrocknung. Die anfallenden Prozessgaskondensate bei der
Vakuumtrocknung von Holz und bei der thermischen Holzveredelung unterliegen den Emissionsverordnungen
und sind folglich getrennt zu entsorgen, oder nur mit Zustimmung des Kanalisationsunternehmens in die
offentliche Kanalisation einzuleiten (WKO, 2005). Gleichzeitig sind die darin enthaltenen organischen
Verbindungen nach einer Riickgewinnung von grol3em Interesse und kdnnten fir héherwertige Aufgaben genutzt
werden (Stratev et al. 2013; Rathke et al. 2013). Hier wurden zum Beispiel bei der Riickgewinnung von
Biomolekilen aus Prozessgaskondensaten der thermischen Holzveredelung Wasserdampfdestillate mit starken
Hemmeigenschaften gegeniiber dem Wachstum von Aspergillus nidulans gewonnen (Uberall et al., 2009).

Des Weiteren sind einige von den genannten Terpenen, wie Pinene, Limonene, Terpinolene in Gewdrzen wie
Rosmarin, Koriander, Kiimmel, und auch in verschiedenen Olen, z.B. Orangen-, Zitronen-, Koriander-,
Eukalyptusol, enthalten. In Osterreich fallen im Jahr bis zu 1100 Tonnen Trockenmasse Gewirzmittelriickstande
an. Diese enthalten ihrerseits bis zu 2 % Terpenoide (Parthasarathy et al. 2008) und kénnten somit eine weitere
Quelle zur Gewinnung von Alternativstoffen darstellen.

Reststoffe aus der Holzindustrie — Waldhackgut (2,6 Mio.t Frischmasse) und Ségenebenprodukte (7,8 Mio.t
Frischmasse) werden vorwiegend zur energetischen Nutzung herangezogen (Osterreichischer
Biomasseverband, 2014). Diese stellen eine Quelle fur Terpene und Harzsauren dar. Bei Nadeln betragt der
Anteil bis zu 8% (Manninen et al. 2002), bei Zapfen 4-7 %, und in der Rinde kdnnen bis zu 10-15 % enthalten
sein (Eberhardt et al. 1994). Bei Nadelhdlzern féllt eine Schlagabraummenge zwischen 20-30 % an, wobei es
wichtig zu beriicksichtigen ist, dass rund ein Drittel davon im Wald verbleiben soll, um dem Boden wichtige
Nahrstoffe nicht zu entziehen (Kiihmaier, 2007). Denn ein wichtiger Aspekt den es zu beriicksichtigen gilt ist,
dass die Extraktion der erwilinschten Substanzen nicht im Konflikt mit der weiteren Nutzung steht.

Ein laufendes Forschungsvorhaben an der Holzforschung Austria soll essentielle Fragestellungen klaren, ob die
Gewinnung von Alternativstoffen fiir die Holzschutzmittelindustrie zielfihrend und wirtschatftlich ist.

3. Forschungsprojekt ,,Terpenguard”

3.1. Zielsetzung

Es ist Ziel dieses Forschungsprojektes terpenoid- und harzhaltige biogene Rohstoffe als Ausgangsstoffe fr
pilzwachstumshemmende Substanzen zu erforschen. Im Sinne der Nachhaltigkeit wird dabei auch die
Mdoglichkeit untersucht, diese Substanzen aus Abféllen, z.B. der Gewirzmittelindustrie, der Holzernte und —
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trocknung, zu gewinnen. Dabei steht weiters im Vordergrund, die Anwendung von umweltvertraglichen
Verbindungen zu préferieren.

Daher werden im Rahmen des laufenden Forschungsprojektes Extraktstoffe gewonnen und auf ihre
pilzhemmenden Eigenschaften hin untersucht. Zu diesem Zweck erfolgte die Etablierung eines Verfahrens zur
Abschatzung (Quantifizierung und qualitativen Charakterisierung) des Rohstoffpotentials in Bezug auf Terpenoid-
bzw. Harzgehalt. Mehr als 50 unterschiedliche Rohstoffe aus zahlreichen Holzarten werden untersucht. Hier ist
vor allem eine mdglichst vollstandige Extraktion der Holzinhaltsstoffe essentiell fiir die richtige Erhebung des
Potentials fir die Anwendung im Holzschutz. Die GC/MS Spektren der detektierten Substanzen werden in einer
Datenbank hinterlegt, um eine gute Auffindbarkeit und Vergleichbarkeit fiir die spéatere Planung der
Untersuchungen der Substanzen zu gewahrleisten.

Im nachsten Schritt unterlaufen die erhaltenen Extraktstoffe ein Screening, indem sie hinsichtlich der minimalen
Hemmkonzentrationen (Minimum Inhibitory Concentration, MIC) auf die wachstumshemmende Eigenschaft
gegeniiber ausgewahlten Pilzen (z.B. Aspergillus niger, Aureobasidium pullulans,..) untersucht werden. Dieses
Verfahren wurde an der Holzforschung Austria im Rahmen des Forschungsprojektes neu etabliert (Abbildung 1).

Nach der Bestimmung der MIC-Werte der einzelnen Extraktstoffe, wird deren Wirkung in Kombination mit
anderen in Abfallextrakten vorhandenen Stoffen untersucht. Ein weiterer Forschungsansatz, stellt die Moglichkeit
der zumindest teilweisen Substitution von herkdmmlichen Wirkstoffen durch Extraktstoffe biogener Herkunft dar.
Anschliel3end an das MIC-Screening werden im Rahmen von biologischen Tests die Extraktstoffe, die eine
hemmende Wirkung auf das Pilzwachstum zeigten unter kontrollierten Laborbedingungen auf ihre biologische
Wirksamkeit in Verbindung mit Holz untersucht.

Ein weiterer Schritt in dem von der Osterreichischen Forschungsférderungsgesellschaft unterstiitzten Projekt ist
die Einbindung von Holzschutzmittel-Herstellern. Gemeinsam mit ihnen werden die wirksamen Verbindungen in
Holzschutzmitteln formuliert und vergleichend mit traditionellen Holzschutzmitteln, hinsichtlich der in der Praxis
erforderlichen Wirksamkeit, untersucht.

Fur die praktische Anwendung der neuen Substanzen ist die Fixierung der extraktstoffbasierten Holzschutzmittel
von zentralem Interesse. Daher ist die Untersuchung darliber, ob Uber eine gewisse Expositionszeit ein
Nachlassen der biologischen Wirksamkeit festzustellen ist, bzw. ob sich diese Extraktstoffe im Eluat nachweisen
lassen unumganglich. Dazu wird der Gehalt an Terpenoiden und Harzséuren im Eluat mittels
chromatographischen Methoden (GC-MS/FID) bestimmt. Ergdnzend werden Eluate auf eventuelle
Okotoxikologische Auswirkungen (Algen-, Leuchtbakterien- und Daphnientests) untersucht.

Die Forschungsergebnisse sollen zum einen dazu beitragen, Reststoffe aus der Holz- und Gewurzmittelindustrie,
die sonst nur mehr einer thermischen Verwertung zugefiihrt werden im Sinne einer kaskadischen Nutzung fir die
Anwendung in chemischen Holzschutzmitteln zu nutzen, zum anderen ist die Verwendung von nachwachsenden
Rohstoffen anstelle von Syntheseprodukten aus der Erdélchemie ein zusatzlicher relevanter Umweltaspekt.

3.2. Vorlaufige Ergebnisse

3.2.1. Extraktion, Gewinnung und weitgehende Aufreinigung von Inhaltsstoffen

Der erste Schritt in diesem Forschungsvorhaben war das Assessment von Ausgangsstoffen zur Gewinnung von
Terpenoiden und Harzsduren. Das Material zur Gewinnung von Terpenen und Harzsauren aus Abféllen und
Nebenprodukten wurde aus der 6sterreichischen Holzindustrie, Sdgewerken und der Gewirzmittelindustrie
bezogen (Tabelle 1).
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Tabelle 1: Liste der Reststoffe aus der Holzverarbeitungs- und Gewirzmittelindustrie, die im Rahmen des
Forschungsprojektes untersucht werden.

Ausgangsstoff Reststoff Reststoff aus Lieferant
z.B.: Kimmel,
Gewdrznelken, o
Wacholderbeeren, Gewlirzproduktion Gewirzhandler
Gewlrze Pfeffer, Koriander,

Rosmarin, Zimt

tropische dauerhafte z.B.: Cumaru, Ipe,

Holzer Teak, Itauba, Garapa Verarbeitung, Zuschnitt | Parketthersteller

Sagespéne, Rinde,
Nadeln, Kondensat,
Hackschnitzel,
Waldhackgut

z.B.: Fichte, Kiefer,
einheimische Holzer Holztrocknung, Buche,
Léarche, Zirbe

Sagewerke

Fir die Erhebung des Potenzials von Reststoffen fir die Anwendung im Holzschutz, ist eine mdglichst
vollstandige Extraktion der Holzinhaltsstoffe essentiell. Daher wurden zu Beginn des Forschungsprojektes zwei
unterschiedliche Verfahren untersucht. Hier wurden eine Hochdruckextraktion und eine Mikrowellen-Extraktion,
die mit verschiedenen Lésungsmittel betrieben wurden ausgewabhilt.

Um mdglichst viele Substanzklassen, die in den untersuchten Proben vorhanden sein kdnnten, zu erfassen,
wurden die Extraktionen mit polaren Losungsmittel, apolaren Lésungsmittel sowie diversen Mischungen daraus
durchgefihrt. Dadurch waren bei Verwendung der unterschiedlichen Extraktionsanséatze auch die
Zusammensetzung der Extrakte, unterschiedlich, was durch unterschiedliche Farbungen der Extrakte je nach
Lésungsmittel auch visuell sichtbar war. Hinsichtlich der Methoden wurden eine Hochdruckextraktion und eine
Mikrowellen-Extraktion ausgewahlt. In Abbildung 1 ist ein Vergleich der Effizienz der beiden Extraktionssysteme
bei gleichen Bedingungen (Rohstoff- und Lésemittelmenge und Losemittelzusammensetzung), dargestellt.
Daraus wird der Unterschied in der quantitativen Extraktausbeute bei vergleichbaren Ausgangsmengen an
Probenmaterial, Losungsmittel und Extrationsbedingungen ersichtlich. Die Effizienz der Hochdruckextraktion ist
mehr als eine Zehnerpotenz hdher als die der Mikrowellenextraktion.
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Abbildung 1: Vergleich der Hochdruck- und der Mikrowellenextraktionssysteme ohne Aufkonzentrierung

3.2.2. Wirksamkeit der Extrakte

Die Extraktstoffe werden zurzeit in einem Screening hinsichtlich ihrer biologischen Wirksamkeit auf die minimale
Hemmkonzentration (MIC) hin untersucht (Abbildung 2).

Abbildung 2: MIC-Test

Vorlaufige Ergebnisse zeigten, dass die Extraktstoffe von Nelke, Zimt und Zirbe eine hemmende Wirkung auf das
Wachstum von Aspergillus niger und Aureobasidium pullulans hatten. Auch die Kombinationen dieser Extrakte
mit einem herkdmmlichen Wirkstoff zeigten, dass die Substanzen eine unterstiitzende pilzhemmende Wirkung
bei gleichzeitiger Verringerung der Einsatzkonzentration des herkdmmlichen Wirkstoffes aufwiesen.

Da es sich bei dem vorliegenden Forschungsprojekt um ein noch nicht abgeschlossenes Projekt handelt, sind die
Ergebnisse noch nicht zur Ganze verifiziert und bisher auch noch nicht veréffentlicht worden.
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