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Kurzfassung

Kurzfassung

Der Anbau von gentechnisch veranderten Pflanzen hat in den letzten Jahren weltweit
zugenommen. Eine wichtige gentechnische Veranderung ist die Insektenresistenz.
Diese Insektenresistenz beruht darauf, dass in der Pflanze Cry-Proteine exprimiert
werden. Die Cry-Proteine stammen urspringlich aus diversen Bacillus thuringiensis
Subspezies. Durch Ernterlickstande oder Uber Wurzelexsudate gelangen diese Cry-
Proteine aus Bt-Pflanzen in die Béden der Anbauflachen.

Der Einfluss der Bodeneigenschaften auf die Sorption von Cry-Proteinen wurde

bislang wenig untersucht.

Das Ziel der hier vorgelegten Arbeit ist es, die flr die Sorption verantwortlichen
chemischen und physikalischen Eigenschaften ausgewahlter Boden zu identifizieren.
Zu diesem Zweck wurden Sorptionsisothermen aufgenommen. Bei der Gewinnung
der einzelnen GrdRenfraktionen wurde bewusst darauf verzichtet die verkittend
wirkenden Substanzen zu zerstéren. Dieses geschah, um die Reaktivitat der
Bodenpartikel moglichst wenig zu beeinflussen.

Die Verlaufe dieser linearen Isothermen konnten durch ihre Verteilungskoeffizienten
k charakterisiert werden. Die Untersuchungen wurden bei feldrelevanten Cry-
Proteinkonzentrationen (max. 140 ng - g in der Zugabeldsung) durchgefiihrt.

Es zeigte sich, dass der Verteilungskoeffizient k vom nominellen Radius der
Bodenpartikel abhangt.

Fur die Ton-Fraktion wurde eine positive Korrelation der k-Werte mit dem Gehalt an
organischem Kohlenstoff gefunden. Ein derartiger Zusammenhang bestatigte sich
bei der Feinerde-Fraktion hingegen nicht.

Bei Perkolationsversuchen an gestorten Bodensaulen konnte beobachtet werden,
dass geringe Mengen an Cry3Bb1 Protein eluiert werden. Das dies bereits vor
Elution eines Porenvolumens stattfand ist wahrscheinlich auf die Ausbildung von

praferentiellen FlieBwegen zurlckzufuhren.

Schlagworter: Bacillus thuringiensis, Bodeneigenschaften, Adsorption



Abstract

Abstract

The cultivation of genetically modified plants has increased worldwide within the last
years. An important genetic modification is the resistance against insect pests. The
insect resistance of the Bt-plants is based on the expression of the cry-proteins within
the plants. Originally these cry-proteins stem from different subspecies of Bacillus
thuringiensis. These cry-proteins from the Bt-plants get into the soil of the cultivated
area either by crop residues or by root exudates.

So far the influence of soil properties on the sorption of cry-proteins has not been

studied in detail.

The aim of this work is to identify the chemical and physical properties responsible for
the sorption of some chosen soils.

Therefore sorption isotherms have been measured. During the preparation of the
different size-fractions, the cementing substances were not destroyed. This was done
in order not to affect the reactivity of the soil particles.

The linear isotherms obtained were characterized by their distribution coefficient k.
The investigations have been performed with cultivation-relevant cry-protein
concentrations (max. 140 ng - g™ in solution).

It could be shown, that the distribution coefficient k correlates with the nominal radius
of the soil particles.

In the clay-fraction a positive correlation between the k-values and the content of
organic carbon was found. Such a correlation was not found within the fraction
<2 mm.

Percolation experiments performed with disturbed soil columns showed that small
amounts of Cry3Bb1 proteins where eluted. This elution took place before the elution

of one pore-volume, so it is due to the formation of preferential flow paths.

Key words: Bacillus thuringiensis, soil properties, adsorption



1 Einleitung

1 Einleitung und Problemstellung

Der Anbau von gentechnisch veranderten Pflanzen hat in den letzten Jahren stark
zugenommen. Seit Beginn der Nutzung gentechnisch veranderter Pflanzen im Jahre
1996 nahm die Anbauflache bis 2008 auf weltweit 125 Mio. Hektar zu (JAMES, 2008).
Grinde fur diese Zunahme sind unter anderem eine vereinfachte
Unkrautbekampfung durch herbizidresistente Nutzpflanzen oder eine wirksame
Schadlingsbekampfung durch Nutzpflanzen, die selbst insektizide Wirkstoffe

exprimieren.

Die gentechnische Veranderung mit der weitesten Verbreitung ist Herbizidtoleranz
mit ca. 68 % der angebauten gentechnisch veranderten Pflanzen (JAMES, 2008).

Ein Beispiel hierfur sind Pflanzen mit einer Toleranz gegenuber dem, unter dem
Handelsnamen Roundup bekannten Wirkstoff Glyphosat. Durch den Einbau des
urspruanglich aus Agrobacterium spp. CP4 stammenden CP4-EPSPS-Gens (5-Enol-
pyruvylshikimat-3-phosphat Synthase) in das Genom von z.B. Soja oder
Maispflanzen, werden diese tolerant gegenuber Glyphosat. Bei diesen als Roundup
Ready® bekannten Pflanzen kann eine Bekampfung von Unkrautern durch den
Einsatz des Totalherbizids Glyphosat erfolgen, ohne dass die Nutzpflanzen

geschadigt werden.

Die zweithaufigste gentechnische Veranderung bei Pflanzen ist Insektenresistenz.
Diese resistenten Pflanzen sind durch eine gentechnische Veranderung in der Lage
sogenannte Cry-Proteine zu exprimieren, durch deren insektizide Wirkung die

Pflanze vor bestimmten Schadinsekten geschutzt ist.

Im Schadinsekt entfaltet das Cry-Protein, nach der Aufnahme mit pflanzlichem
Material, im Verdauungstrakt seine letale Wirkung. Der groRe Vorteil dieser
gentechnischen Veranderung ist, dass die verschiedenen Cry-Proteine sehr
spezifisch gegen den jeweiligen Zielorganismus wirken. Derzeit sind tGber 400 dieser
Cry-Proteine klassifiziert (CRICKMORE et al., 2009).

In der Natur kommen Cry-Proteine in den sporulierten Formen der jeweiligen
Subspezies des Bodenbakteriums Bacillus thuringiensis vor. In der Spore liegt das
1



1 Einleitung

Protein in kristallisierter Form als Protoxin vor. Diese Proteine werden als Cry-
Proteine bezeichnet (Abb.1).

. AccV  Spot Magn
20 0kv 52 6400 BSE 10.0 05 Torr
kA e - T s

Abb. 1: Kristalle von Bacillus thuringiensis (Foto: J. Buckman)

Gelangen die Sporen in den Verdauungstrakt des jeweiligen Zielinsektes, I16sen sich
die Kristalle unter den dort herrschenden alkalischen Bedingungen auf. Durch
proteolytische Spaltung entsteht danach aus dem freigesetzten Protoxin das

eigentliche Toxin (delta-Endotoxin).

Bislang vermutet man, dass die Bindung des Endotoxins an spezifische Rezeptoren
in der Mitteldarmwand des Insekts zur Ausbildung von Poren fuhrt, wodurch die
Epithelzellen des Mitteldarms aufgeldst werden. Dies fuhrt zur Sepsis und in Folge
zum Tod des Insekts (BRAvO et al.,, 2007). Weitere Untersuchungen zur
Wirkungsweise der Cry-Proteine haben ergeben, dass diese wesentlich komplexer
ist. BRODERICK et al. (2006) haben gezeigt, dass auch die im Darm vorhandenen
Mikroorgansimen die Wirkung der Cry-Proteine beeinflussen. Die aul3erordentliche
Spezifitat der einzelnen Cry-Proteine ist auf die sehr hohe Selektivitat hinsichtlich der

Rezeptormolekiile des Zielinsekts zurtickzufuhren.

Bei der gentechnischen Veranderung der Nutzpflanze wird das Gen aus der
jeweiligen Subspezies von B. thuringiensis, welches die aktive Form des Toxins (das
delta-Endotoxin) codiert, in das Genom der Pflanze eingebaut. Damit kann die

Pflanze das Cry-Protein exprimieren.
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In der hier vorliegenden Arbeit wurden zwei unterschiedliche Cry-Proteine eingesetzt.
Das Protein Cry3Bb1 mit einer spezifischen Toxizitat gegen den Maiswurzelbohrer
(Diabrotica virgifera virgifera) und das gegen den Maiszunsler (Ostrinia nubilalis)

wirkende Protein Cry1Ab.

Abb. 2: Dreidimensionale Kristallstruktur des Cry3Bb1 Proteins (blau Domain I, griin
Domain Il, rot Domain lll) (RCSB Protein Data Bank)

In Abbildung 2 ist am Beispiel des delta-Endotoxin-Proteins Cry3Bb1 der Aufbau
eines Cry-Proteins aus drei sogenannten Domains dargestellt. Nach SCHNEPF et al.
(1998) ist Domain | fur die Ausbildung der Poren (lonenkanéle) in der Darmwand
verantwortlich, wahrend die Domains Il und Il flr die spezifische Bindung an die
Rezeptoren notwendig scheint. Der Domain Il kommt zusatzlich noch eine regelnde

Funktion des lonenkanals zu.

Das Cry3Bb1 Protein mit einem Molekulargewicht von 77 kDa besteht aus 652
Aminosaureresten (AS) und besitzt ein, dem Cry1Ab Protein mit 66 kDa (bestehend
aus 594 AS) ahnliches Molekulargewicht. Die Aminosauresequenzen von Cry1Ab
und Cry3Bb1 stimmen jedoch zu weniger als 35 % Uberein (CRICKMORE et al., 1998).
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1.1 Verhalten von Cry-Proteinen in der Umwelt

Diese in gentechnisch veranderten Pflanzen exprimierten Cry-Proteine gelangen, wie
andere Proteine auch, auf verschiedenen Pfaden in die Umwelt und somit auch in die
Boden. Dort konnen die Cry-Proteine an Bodenpartikel sorbieren, wobei ihre

insektizide Wirkung erhalten bleibt (TAPP & STOTzKY, 1995).

Der wahrend der Vegetationsperiode wichtigste Eintragsweg von Cry-Proteinen in
Boden wurde von SAXENA et al. (1999, 2002a) und SAXENA & STOTzZKY (2000)
beschrieben. Sie wiesen nach, dass das Cry1Ab Protein mit den
Wurzelausscheidungen von Bt-Maispflanzen verschiedener Bt-Maissorten in die
Rhizosphare abgegeben wird. 2004 berichtet STOTzKY, dass auch das Cry3Bb1
Protein mit den Wurzelexsudaten von Maispflanzen, die das Cry3Bb1 Gen enthalten,

freigesetzt wird.

Das aus der gentechnisch veranderten Maislinie MON810 stammende Protein
Cry1Ab wurde von BAUMGARTE & TEBBE (2005) in den Bdden einer Anbauflache
dieser Maislinie nachgewiesen. Spuren des Proteins wurden von DOUVILLE (2005)

auch in Oberflachengewassern gefunden.

Nach der Ernte werden die enthaltenen Cry-Proteine aus den auf der Anbauflache
verbleibenden Pflanzenresten freigesetzt. Die hoéchsten Eintrage sind dabei beim
Anbau von Bt-Mais als Kornermais zu erwarten, bei dem nur die Korner vom Feld
entfernt werden, wahrend bei der Verwendung als Silomais nur die Wurzel im Boden

verbleibt.

Die Cry3Bb1 Gehalte in den Maispflanzen der Linie MON88017 waren nach den
Untersuchungen von NGUYEN & JEHLE (2009) im Stadium der Frucht- und Samenreife
am hochsten (BBCH-Entwicklungsstadium 83, MEIER, 2001). Basierend auf den
ermittelten Cry3Bb1 Gehalten in verschiedenen Pflanzenteilen ergeben sich nach
NGUYEN & JEHLE (2009) mittlere Cry3Bb1 Gehalte von 85 g - ha™ in der Wurzel und
von 820 g - ha™' in oberirdischen Pflanzenteilen.
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Beim Anbau von Silomais muss somit, durch den Verbleib des Wurzelstocks im
Boden, von einem Eintrag von 85 g Cry3Bb1 Protein - ha” ausgegangen werden.
Hinzu kommt noch der Uber die gesamte Anbauperiode stattfindende Eintrag Uber
die Wurzelausscheidungen.

Im Vergleich dazu ergibt sich bei der Verwendung eines kommerziell erhaltlichen Bt-
Praparates fur den sogenannten organischen Landbau ein Bt-Protein-Eintrag von
66,4 g - ha™' bei einmaliger Anwendung nach den Vorgaben der Gebrauchsanleitung
(Dipel ® ES, Stahler GmbH, Stade, Deutschland).

Wenn beim Anbau von MON88017 als Silomais durch den auf dem Feld
verbleibenden Wurzelstock von einem geringen Eintrag an Cry-Protein in den Boden
ausgegangen wird, ist der Eintrag dennoch wesentlich hoher als bei der Verwendung
eines konventionellen Bt-Praparates. Da wahrend der Vegetationsperiode noch die
Eintrage von Cry3Bb1 aus den Wurzelausscheidungen hinzukommen, muss von
einer noch grofderen Eintragsmenge an Bt-Protein in den Boden ausgegangen

werden.

Viele Veroffentlichungen stellen das Sorptionsverhalten unterschiedlicher Cry-
Proteine im Boden dar. Es wird belegt, dass Cry-Proteine sowohl von einzelnen
Bodenkompartimenten als auch von naturbelassenen Bodenproben sorbiert werden.
VENKATESWERLU & STOTZKY (1992) zeigten beispielsweise, dass verschiedene Cry-
Proteine innerhalb von 30 Minuten an die Tonminerale Montmorillonit und Kaolinit
sorbieren, wahrend CRECCHIO & STOTzKY (1998) eine ahnlich schnelle Sorption des
Proteins an aus Bdden extrahierten Huminsauren nachwiesen. SUNDARAM (1996)
hingegen untersuchte die maximale Adsorption des Proteins aus B. thuringiensis

subsp. kurstaki an zwei sterilen, nicht fraktionierten Bodenproben.

Den Effekt, dass an Boden und Bodenfraktionen gebundene Cry-Proteine weiterhin
ihre insektizide Wirkung zeigen, beschreiben TAPP & STOTzKY (1995, 1998). Im
Biotest mit Larven des Tabakschwarmers (Manduca sexta) konnte eine insektizide
Wirkung der an Tonminerale bzw. an die Ton-Fraktion von Béden gebundenen Cry-
Proteine nachgewiesen werden. Fur die an Huminstoffe bzw. an Komplexe von
Montmorillonit mit Huminsauren und Aluminium-Hydroxypolymeren gebundenen Cry-

Proteine von B. thuringiensis subsp. kurstaki wurde der Erhalt der insektiziden
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Wirkung von CRECCHIO & STOTzKY (1998, 2001) beschrieben. Auch CHEVALLIER et al.
(2003) kommen zu dem Ergebnis, dass die Proteine von B. thuringiensis subsp.
tenebrionsis nach der Sorption an eine Mischung von Tonmineralen, welche mit einer
natlrlichen Huminstoffschicht Uberzogen sind, vor mikrobiellem Abbau geschutzt
sind.

Speziell fur das Cry3Bb1 Protein konnten FIORITO et al. (2008) zeigen, dass das
Protein nach der Sorption an  Montmorillonit bzw. Kaolinit von

Bodenmikroorganismen nicht verwertet wurde.

Aus diesen Untersuchungen geht hervor, dass Cry-Proteine im Boden Uberdauern
und somit eine Gefahr fur Nichtzielorganismen darstellen kdnnen. Dies wird zudem
unterstitzt durch Untersuchungen mit dem Cry1Ab Protein aus Biomasse bzw. aus
Wurzelausscheidungen von SAXENA & STOTzKY (2001). Sie zeigten im Biotest, dass
an oberflachenaktive Bodenpartikel gebundenes Cry-Protein seine insektizide
Wirkung bis zu 180 Tagen behalt.

Fir das an Bodenpartikel sorbierte Protein aus B. thuringiensis subsp. kurstaki
wiesen TAPP & STOTzKY (1998) die insektizide Aktivitat noch nach 234 Tagen nach.
Die Untersuchungen wurden nach 234 Tagen abgeschlossen und es gibt es fur die

insektizide Langzeitwirkung bislang keine weiteren Untersuchungen.

Aufgrund der beschriebenen Ergebnisse zur Dauer der insektiziden Wirkung der
sorbierten Cry-Proteine ist auch die Entwicklung von Resistenzen, durch die

andauernde Prasenz des Proteins, nicht ausgeschlossen.

Die aktiven Cry-Proteine im Boden konnten auch im Boden lebende Organismen
beeinflussen. ZWAHLEN et al. (2003b) beobachteten in Fltterungsversuchen mit Bt-
Maisstreu beim gemeinen Regenwurm (Lumbricus terrestris) keine letalen Effekte.
Nach einer Versuchsdauer von 200 Tagen stellten sie jedoch ein geringeres Gewicht
der Tiere gegenlber den Kontrolltieren fest.

Es besteht somit die Moglichkeit, dass der Abbau der organischen Substanz im
Boden beeintrachtigt wird und sich die Zusammensetzung und die Menge der
organischen Substanz im Boden verandert, wenn die Wirkung auf Bodenorganismen
uber langere Zeitraume anhalt.
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Im Gegensatz zu den oben beschriebenen Ergebnissen berichten einige Autoren von
einem relativ schnellen Abbau der Cry-Proteine.

ZWAHLEN et al. (2003a) beschreiben eine Reduktion des Cry-Proteingehaltes in
Pflanzenmaterial von Bt-Mais im Boden auf 0,3 % der Ausgangskonzentration
innerhalb von 200 Tagen. Die Geschwindigkeit des Abbaus wird hier unter anderem
durch die Bodentemperatur, den Wassergehalt und die Art der Bodenbearbeitung
beeinflusst. Um den mikrobiellen Abbau des Cry1Ab Proteins zu bestimmen, haben
ACCINELLI et al. (2008) "C-markiertes Cry1Ac Protein mit verschiedenen unsterilen
Bodenproben gemischt und inkubiert. Sie zeigten einen Abbau des “C-markierten
Protein durch Bodenmikroorganismen von ca. 50-60 % innerhalb von 20 Tagen und

kamen zu dem Ergebnis, dass die Cry-Proteine nicht im Boden tUberdauern.

Es bleibt jedoch die Frage, ob die verbleibenden ca. 40-50 % bei einer langeren
Versuchsdauer auch abgebaut werden konnten oder ob dieser Teil der Cry-Proteine
im Boden gebunden wurde und, wie von anderen Autoren berichtet, vor mikrobiellem

Abbau geschutzt ist.

DUBELMAN et al. (2005) hingegen schlielRen aus ihren Untersuchungen, dass das
Protein Cry1Ab auch nach 3-jahrigem Anbau von Bt-Mais (MON810 oder Bt11),
aufgrund der im Biotest nicht nachweisbaren insektiziden Wirkung, im Boden nicht

vorliegt.

Im Boden sorbiertes Cry-Protein kann, wenn es desorbiert wird, in tiefere
Bodenschichten oder sogar bis in Grund- oder Oberflachengewasser gelangen. Es
gibt zahlreiche Untersuchungen zur Desorption von Cry-Proteinen. Fur das
Umweltverhalten der Proteine sind jedoch nur solche Untersuchungen relevant bei
denen die Desorption bzw. der Transport der Cry-Proteine mit Wasser bestimmt
wurden.

Von den an Tonmineralen sorbierten Cry-Proteinen wurden mit Hilfe von H,O ca. 10-
30 % desorbiert (TAPP et al. 1994; STOTZKY, 2000). Hingegen zeigten CRECCHIO &
STOTZKY (1998) und MUCHAONYERWA et al. (2006), dass die an Huminsauren bzw.
organischem Material sorbierten Cry-Proteine durch mehrmalige Desorptionsschritte

zu ca. 20-55 % desorbiert werden konnten.
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Diese Untersuchungen zeigen, dass sorbiertes Cry-Protein, abhangig von der Art des
Sorbenten, mit Wasser desorbiert werden kann. Eine Verlagerung dieser

desorbierten Cry-Proteine mit dem Sickerwasser ist denkbar.

Da Versuche zur Verlagerbarkeit von Cry-Proteinen im Boden Uber langere
Zeitrdume verlaufen als Sorptionsversuche, ist es fur die Untersuchung des
Transports der Cry-Proteine in Bodensaulen wichtig ihren mikrobiellen Abbau

auszuschlielRen.

In der Literatur finden sich zahlreiche Methoden fur die Sterilisierung von
Bodenproben. Aufgrund des hohen technischen Aufwands (z.B. Gamma-
Bestrahlung) oder ihrer unvollstdndigen Wirkung, sind die meisten jedoch nicht
praktikabel. Zudem werden durch einige Verfahren die Eigenschaften der Proben
verandert (TREVORS, 1996, TUOMINEN, 1994). TOTSCHE et al. (2006) konnten das
mikrobielle Wachstum bei Perkolationsversuchen durch Verwendung einer
Natriumazidlésung unterdricken. Da die Probeneigenschaften dabei kaum
beeinflusst werden, scheint diese Methode flr Perkolationsversuche mit Cry-

Proteinen geeignet.

Fir Untersuchungen zum Verhalten von Cry-Proteinen aus gentechnisch

veranderten Pflanzen missen einige Bedingungen erflllt sein.

In Untersuchungen zur Sorption von Cry-Proteinen wurden maximal sorbierbare
Proteinmengen bestimmt. TAPP et al. (1994) und MUCHAONYERWA et al. (2006) haben
zum Beispiel die Sorptionsmaxima fir Cry-Proteine an verschiedenen
Bodenbestandteilen und Grolenfraktionen ermittelt. Fur die Untersuchung des
Sorptionsverhaltens der Cry-Proteine im Boden einer Anbauflache sind jedoch
Versuche mit solchen Proteinkonzentrationen notwendig, die beim Anbau
gentechnisch veranderter Pflanzen tatsachlich in den Boden gelangen kénnen.

In einigen Untersuchungen wurden die Cry-Proteine mit unspezifischen Protein-
Nachweismethoden wie z.B. dem Proteinnachweis nach Lowry oder durch, von FuU et
al. (2008) verwendeten, spektrophotometrischen Messungen (bei 280 nm), bestimmit.
Dies kann durch die in Boden vorhandenen Proteine durchaus zu Problemen und
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Falschinterpretationen von Ergebnissen fuhren. Die Grinde hierfur sind in der

geringen Empfindlichkeit und der mangelnden Spezifitat zu suchen.

Auch Ergebnisse aus Versuchen, bei denen die Sorption in Gegenwart von pH-
Puffern durchgefuhrt wurde, sind kaum auf natlrliche Bedingungen im Boden
Ubertragbar. MUCHAONYERWA et al. (2000) konnten zeigen, dass die Sorption von
Cry-Protein aus B. thuringiensis subsp. tenebrionsis an Proben einer Ton-Fraktion in

Gegenwart von 0,1 M Phosphatpuffer extrem verstarkt wurde.

Nur wenige Untersuchungen wurden zum Verhalten von sehr niedrig konzentrierten
Cry-Proteinen im Boden durchgefuhrt. SHAN et al. (2005) untersuchten
Extraktionsmethoden fir an Bodenpartikel sorbierte Cry-Proteine. Fir die
notwendigen Sorptionsversuche verwendeten sie ca. 70 bis 170 ng Cry-Protein pro
Gramm Bodenprobe. Sorptionsversuche mit feldrelevanten Cry-
Proteinkonzentrationen wurden im Hinblick auf das Sorptionsverhalten im Boden von
PAGEL-WIEDER et al. (2004 und 2007) durchgefuhrt. Sie konnten zeigen, dass die
stofflichen Eigenschaften von Proben einer Ton-Fraktion die Sorption von niedrig

konzentriertem Cry1Ab Protein beeinflussen.
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1.2 Sorptionsmechanismen

In dieser Arbeit liegt der Schwerpunkt auf der Bestimmung und der Interpretation der
Verteilung der Cry-Proteine zwischen der flissigen Phase und den Oberflachen der
festen Bodenbestandteile.
Zwischen Proteinen und den mineralischen und organischen Oberflachen der
Bodenbestandteile existieren verschiedene Wechselwirkungen.
Mechanismen:

- van der Waals Krafte

- hydrophobe Wechselwirkungen

- Wasserstoffbriickenbindungen

- elektrostatische Wechselwirkungen

(hier besonders Kationenbricken)

Die Reihung erfolgt hier nach zunehmendem Energieinhalt der jeweiligen
Wechselwirkungen. Die sorptiven anorganischen Oberflachen bestehen aus
silikatischen (Si-O-Si) und hydroxidischen (Si-OH, Al-OH) Strukturen.

Die organischen Bereiche der Oberflachen enthalten:

- carboxylische (-COOH) CII)

R"“oH
. OH
- phenolische (-OH)
- alkoholische (-COH O
alkoholische ( ) RO

aber auch unpolare Gruppen, wie Fettsauren und hydrophobe Bestandteile von

Lipiden.
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Mathematische Beschreibung der Sorption

Zur quantitativen Verteilung oder Sorption werden Adsorptionsisothermen
herangezogen. Hauptsachlich werden in der Bodenchemie, zum Beispiel bei der
Sorption von Schwermetallen oder Pflanzenschutzmitteln an Bodenbestandteile, drei
mathematische Ausdricke zur Beschreibung der Verteilung zwischen flissiger und

fester Phase benutzt:
- lineare Isotherme
XS = k' XL (1)

Xs = Menge des (im Gleichgewicht) sorbierten Stoffes
X1, = Menge des Stoffes in der Gleichgewichtsldsung

k = Verteilungskoeffizient

- Isotherme nach Langmuir

_ Xme kL XL
XS - 1+ kg -Xg (2)

X; = Menge des (im Gleichgewicht) sorbierten Stoffes
X, = Menge des Stoffes in der Gleichgewichtsldsung
X,, = maximale Adsorption

k, = Langmuir Sorptionskoeffizient
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Isotherme nach Freundlich
XS = kF . XLl/n

Xs = Menge des (im Gleichgewicht) sorbierten Stoffes
X1, = Menge des Stoffes in der Gleichgewichtsldsung
kr = Freundlich Sorptionskoeffizient

n = Freundlich Exponent
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1.3 Problemstellung und Ziele

Aus den Ergebnissen der dargestellten Literatur geht hervor, dass das
Sorptionsverhalten und die Persistenz der Cry-Proteine im Boden bisher selten unter
bodennahen, chemischen und physikalischen Bedingungen untersucht wurden.
Zudem wurden in den meisten Untersuchungen hohere Proteinkonzentrationen
verwendet, als unter normalen Bedingungen beim Anbau von Bt-Pflanzen in die
Bdden gelangen kénnen. Daher kann nicht auf das Verhalten der Cry-Proteine bei
anbaurelevanten Bedingungen geschlossen werden. Um letztlich Aussagen Uber das
Langzeitverhalten der Cry-Proteine im Boden machen zu kdnnen, mussen folgende

Randbedingungen eingehalten werden:

- Die Bodenproben durfen nur mit physikalischen Mitteln in unterschiedliche
GrolRenfraktionen aufgeteilt werden. Um die Proben chemisch nicht zu

verandern, durfen daher keine Dispergierungsmittel verwendet werden.
- Die organischen und anorganischen, verkittend wirkenden Substanzen durfen
nicht zerstort werden, um auch organische Uberziige der Bodenpartikel zu

erhalten

- Die Versuche zur Sorption und Desorption mussen ohne Zugabe von Puffern

oder lonen durchgefuhrt werden

- Die verwendeten Cry-Proteinkonzentrationen missen in einem fur den Anbau

von Bt-Pflanzen relevanten Bereich liegen

- Die Cry-Proteingehalte mussen spezifisch durch einen ELISA (enzyme-linked

immunosorbent assay) bestimmt werden
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Ziel dieser Arbeit ist es, die Sorption des Cry3Bb1 Proteins unter diesen realistischen
Bedingungen zu untersuchen, um Aussagen uber das Sorptionsverhalten und die
Persistenz des Cry-Proteins im Boden zu ermoglichen.

Weiterhin sollen die Zusammenhange zwischen der Sorption von Cry3Bb1 und den
stofflichen Eigenschaften der Bodenfraktionen ermittelt werden, um einen oder
mehrere Parameter zu finden, die fur das Sorptionsverhalten des Cry3Bb1 Proteins

verantwortlich sind.

Allerdings muss bei der Interpretation der Ergebnisse zur Ad- und Desorption von
Proteinen beachtet werden, dass es sich bei dem Sorbenten nicht um homogenes
Material sondern um ein sehr komplexes Gemisch handelt. Daraus resultieren auch
verschiedene Mechanismen bei der Wechselwirkung von Protein und Bodenpartikel.
Hinzu kommt bei den hier vorgestellten Versuchen eine fir Sorptionsversuche

geringe, aber im Versuchskontext notwendige Konzentration an Sorbatmolekulen.

Aufgrund dieser beiden Faktoren erscheint es schwierig, eine einzige fur die Sorption

verantwortliche stoffliche Eigenschaft zu finden.

Diese These wird durch die Gegenuberstellung der vom Protein maximal bedeckten
Flache und der spezifischen aulleren Oberflache der in den Experimenten
verwendeten Proben gestutzt.

Basierend auf den Angaben zur MolekulgroRRe des Cry3Bb1 Proteins (GALITSKY et al.,
2001), ergibt sich eine Flache von maximal ca. 29 mm? die, bei der hdchsten im
Sorptionsversuch verwendeten Konzentration von 140 ng - mL™", bedeckt werden
kann. Bei einer rein theoretischen Annahme, dass alle Cry3Bb1 Proteine sorbieren,
stehen der somit bendtigten Flache die im Sorptionsexperiment angebotenen
Oberflachen der Proben von ca. 93 000 mm? bei der Feinerde-Fraktion bis zu
maximal ca. 800 000 mm? bei der Ton-Fraktion gegenuber.

Durch diesen Vergleich wird deutlich, dass flr die Sorption des Cry-Proteins
ausreichend Flache und somit auch Sorptionsplatze mit unterschiedlichen

Wechselwirkungsmechanismen zur Verfugung stehen.
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2 Material und Methoden
2.1 Probenahme der Béden und Probenaufarbeitung

Probenahme

Zur Erfassung der kleinrdumigen Verteilung der Béden des Standortes und um die
daraus resultierenden Konsequenzen flr das Sorptionsverhalten des Bt-Proteins
abschatzen zu konnen, wurden von den Oberbdden (0-20 cm Tiefe) aller 32
Parzellen des Versuchsfeldes Mischproben entnommen (Edelman-Bohrer, 15
Einstiche je Parzelle). Durch die gewahlte Tiefe von 0-20 cm konnte sichergestellt
werden, dass die Oberbodenproben ausschliel3lich aus dem Ap-Horizont, mit einer
Variation der Machtigkeit von ca. 25-36 cm, entnommen wurden.

Zur Kennzeichnung des Unterbodens wurde jeweils in der Parzellenmitte aus 40-

60 cm Tiefe Bodenmaterial enthommen (per Spaten).

Probenaufarbeitung

Die entnommenen Bodenproben wurden luftgetrocknet und im Anschluss an die
mechanische Zerstorung der Aggregate homogenisiert und <2 mm gesiebt. Die

erhaltene Feinerde-Fraktion wurde in Polystyrol-Dosen aufbewahrt.

Da die Sorptionsversuche auch an der Ton-Fraktion (< 2 um) durchgeflhrt werden
sollten, wurde diese Fraktion durch Sedimentation gewonnen. Auf eine Zerstérung
der Aggregate durch Ultraschall oder Zugabe eines Dispergierungsmittels wurde
verzichtet. Hierfur wurde ein Teil der Feinerde-Fraktion in HyOgest dispergiert
(Schutteln), die Fraktion < 2 um abgehebert und dann die Ton-Fraktion durch Zugabe
von Magnesiumchlorid ausgefallt. Durch Zentrifugation wurde die Ton-Fraktion
eingeengt und das Uberschissige Magnesiumchlorid anschliefend ausgewaschen.
Da die Aggregation der Tonminerale einen Einfluss auf das Sorptionsverhalten
haben konnte, wurden die Tondispersionen mit flissigem Stickstoff (-196°C)
eingefroren und gefriergetrocknet, um das natirliche Geflige zu erhalten. Die Ton-
Fraktionen wurden in Glasrohrchen gelagert.
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FUr die Bestimmung der spezifischen aufleren Oberflachenladung wurde durch
trockene Siebung die Grollenfraktion <63 um gewonnen. Dies war notwendig, da
Partikel mit einem Durchmesser >63 uym die Endpunktiserkennung des
Titrationsverfahrens mittels Particle Charge Detector (PCD) stéren und somit die
Bestimmung der spezifischen aufieren Oberflachenladung der Feinerde-Fraktion
(<2 mm) nicht moglich war. Die GroRenfraktion <63 ym wurde in Polyethylen-

Behaltern aufbewahrt.
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2.2 Bestimmung ausgewahlter Bodenparameter
221 pH-Werte

Die Messung der pH-Werte erfolgte potentiometrisch in 0,01 M CaCl2-Ldsung, bei

einem Feststoff-Losungsverhaltnis von 1:2,5.

2.2.2 KorngroRenverteilung

Die KorngroRenverteilung der Proben der Feinerde-Fraktion wurde mit einer
Kombination aus Sedimentations- und Siebverfahren bestimmt. Die Fraktionen
0,063-2 mm wurden durch Nasssiebung, die Fraktionen < 0,063 mm durch

Pipettanalyse ermittelt (verandert nach KOHN, 1928).

2.2.3 Kationenaustauschkapazitat

Die effektive Kationenaustauschkapazitat (KAK) der Feinerde-Fraktion sowie der
Ton-Fraktion wurde in Anlehnung an die Methode von VAN REEUWIJK (1993) mit
Silberthioharnstoff ermittelt.

2.2.4 Gehalt an organischem Kohlenstoff

Der Gehalt an organischem Kohlenstoff (Cog) von Feinerde-Fraktion und Ton-

Fraktion wurde durch Verbrennung im Sauerstoffstrom bestimmt.

2.2.5 Eisen- und Manganoxide

Die Bestimmung der oxalatldslichen Eisen- und ManganOxide/Hydroxide (Fe, bzw.
Mn,) der Feinerde-Fraktion sowie der Ton-Fraktion erfolgte nach SCHWERTMANN

(1964) durch Extraktion mit 0,2 M Ammoniumoxalatlésung im Dunklen.

Die Gesamtgehalte an Eisen- bzw. Manganoxiden/-hydroxiden (Feq bzw. Mng)
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wurden nach MEHRA und JACKSON (1960) durch Dithionit-Citrat-Bicarbonat Extraktion
bei pH 8,2 bestimmt.

Die Eisen- und Mangankonzentrationen in den jeweiligen Extrakten wurden mittels

Flammen-Atomabsorptionsspektrometrie (AAS) bestimmt.

2.2.6 Spezifische auBBere Oberflache

Die Bestimmung der spezifischen au3eren Oberflache der Feinerde-Fraktion und der
Ton-Fraktion erfolgte nach dem BET-Verfahren (BRUNAUER etal., 1938) durch
Adsorption und Desorption von Stickstoff bei - 196°C. Am Tag vor der Messung
wurden die Proben eingewogen und bis zur Messung bei 105°C getrocknet. Vor der
Messung wurde die Einwaage erneut bestimmt und die Proben bei 100°C flir 2

Stunden ausgeheizt.

2.2.7 Spezifische dauBere Oberflachenladung

Die Quantifizierung der spezifischen, also der auf die Masse bezogenen elektrischen
Ladung der auleren Oberflachen der Bodenfraktionen erfolgte durch Titration der in
Wasser suspendierten Proben mit Polydiallyldimethylammoniumchlorid
(PolyDADMAC, 1 mmol. - L") in einer automatischen Titrationseinheit (DL 25, Mettler
Toledo). Zur Endpunktserkennung wurde diese mit einem Particle Charge Detector
(PCD 02, Mutek) gekoppelt. Es wurden dreifach-Bestimmungen durchgefuhrt mit
Einwaagen von ca. 20 mg - 10 mL™" bei der Ton-Fraktion und ca. 150 mg - 10 mL™
bei der Grolenfraktion <63 uym. Aus dem Verbrauch des Titrationsmittels und der
Probeneinwaage erfolgte die Berechnung der Oberflachenladung (BOCKENHOFF &
FISCHER, 2001).
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2.2.8 Mineralogische Zusammensetzung der Ton-Fraktion

Die mineralogische Zusammensetzung der Ton-Fraktion wurde mit Hilfe der
Rontgenbeugungsanalyse bestimmt. Die Proben wurden durch eine Behandlung mit
1 M KCI-Lésung bzw. 0,5 M MgCl,-Lésung mit Kalium bzw. Magnesium belegt und
auf Glas-Objekttragern sedimentiert, um Texturpraparate zu erhalten. Nach
Trocknung bei Raumtemperatur (20°C) wurden diese Proben gemessen. Nach
Bedampfung der Mg belegten Proben mit Ethylenglykol und Erhitzung der K belegten
Proben auf 550°C wurden die Proben erneut analysiert. Es wurde ein Diffraktometer
(Philips, Typ PW 1390) mit Vertikalgoniometer und einer CuKa-Strahlung im
Winkelbereich 1-30° 2© verwendet.

Mit Hilfe der Basisnetzebenenabstande, die die aufweitbaren Dreischichtsilicate bei
den unterschiedlichen Behandlungen einnehmen, wurden die enthaltenen

Tonminerale bestimmt.
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2.3 Sorptions- und Desorptionsexperimente

2.3.1 Quantitative Analyse der Cry3Bb1 und Cry1Ab Proteine

Die verwendeten Proteine wurden mit Hilfe von transformierten E. coli Stammen
produziert und fir diese Untersuchungen im Rahmen des Forschungsverbundes
.Freisetzungsbegleitende Sicherheitsforschung transgener Maissorten mit neuen Bt-
Genen® von der Arbeitsgruppe Jehle (DLR Rheinpfalz, Neustadt a. d. Weinstr.) zur
Verfligung gestellt.

Die Ausgangskonzentration des Cry3Bb1 Proteins war 3,4 mg - mL", die des
Cry1Ab-Proteins betrug 3 mg - mL™. Fiir die verschiedenen Untersuchungen wurden
die Stammldésungen der Cry-Proteine in Aliquots aufgeteilt und diese Teilmengen bei
- 80°C gelagert. Diese Aliquots wurden nach Bedarf aufgetaut und Reste der

Proteinldsung anschlieRend verworfen.
Proteinnachweis

Die Bestimmung der Cry3Bb1 bzw. Cry1Ab Konzentrationen erfolgte mit dem
kommerziell erhaltlichen direkten ,double antibody sandwich enzyme-linked
immunosorbent assay“ (DAS-ELISA).

Fur die Bestimmung des Cry3Bb1 Proteins wurde der Bt-Cry3Bb1 ELISA-KIit, fir die
Bestimmung von Cry1Ab der Bt-Cry1Ab/Cry1Ac ELISA-Kit der Firma Agdia (Elkhart,
Indiana, USA) verwendet. Diese Testkits sind fir den qualitativen Nachweis der Cry-
Proteine bestimmt.

Durch die Verwendung angepasster Kalibrationsreihen und einer abgewandelten
Testprozedur konnte der ELISA fir den quantitativen Nachweis der Cry-Proteine
optimiert werden. Die fur die quantitative Cry-Protein-Bestimmung optimierte
Durchfihrung des ELISA beinhaltete zudem eine Verlangerung der Inkubationszeit
(von 2 h bei 20°C auf 16 h bei 4°C) und die Messung der Farbung bei 450 nm nach
stoppen der Farbreaktion durch Zugabe von 3M H,SO4 (vgl. NGUYEN, 2009).
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2.3.2 Sorption von Cry3Bb1 Proteinen an ausgewahlten Bodenfraktionen

Probenvorbereitung

Die Versuche zur Sorption der Cry3Bb1 und Cry1Ab Proteine wurden unter sterilen
Bedingungen durchgefuhrt. Um sterile Proben zu erhalten, wurden die einzelnen
Proben der Bodenfraktionen tyndallisiert. Beim Tyndallisieren werden die Proben im
Verhaltnis 1:10 bei der Ton-Fraktion und der GroRenfraktion < 63 ym bzw. 1:4 bei
der Feinerde-Fraktion mit H>Ogest Vversetzt, 20 Minuten auf 100°C erhitzt und
anschlielend Uber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Dieser Vorgang wird
zweimal wiederholt und die Proben abschlieBend 20 Minuten auf 100°C erhitzt.
Durch den Inkubationsschritt werden die in den Proben enthaltenen Bakterien zum
Auskeimen angeregt und durch die darauffolgende Erhitzung abgetotet. Die so

vorbereiteten sterilen Proben wurden in Glasréhrchen bei 4°C gelagert.

Adsorption von Cry3Bb1 an die Fraktionen < 2 um, < 63 um und <2 mm

Zur Bestimmung der Sorptionsisothermen wurden je acht Sorptionspunkte
aufgenommen. Die Sorptionsversuche erfolgten in wassriger Suspension. Je
Sorptionspunkt wurden folgende Einwaagen der Bodenfraktionen verwendet: Ton-
Fraktion (<2 pum): 10 mg, GroRenfraktion <63 um: 20 mg, Feinerde-Fraktion
(<2 mm): 50 mg. Diese unterschiedlichen Einwaagen resultieren aus der jeweils zu
erwartenden Sorption.

Die entsprechenden Mengen der Proben wurden in Form von sterilen Suspensionen
in 1,5 mL Reaktionsgefalie (Polypropylen) gegeben. Die Ausgangskonzentration der
Proteinldsung wurde in zwei Schritten zur Stammlésung verdunnt. Fur die Cry3Bb1
Proteinkonzentrationen von 0-140 ng - mL™ wurden steigende Mengen an Cry3Bb1
Proteinstammldsung zu den Suspensionen gegeben und mit HyOg4est auf ein

Gesamtvolumen von 1 mL aufgefilllt.

Die Proben wurden 30 Minuten bei Raumtemperatur (20°C) geschuttelt
(Uberkopfschittler, 30 U - min™). Nach anschlieRender Zentrifugation (22640 g,
5 min) wurden die Bt-Proteinkonzentrationen in den Zugabel6sungen und in der

Gleichgewichtslosung  (Uberstand) mittels ELISA bestimmt. Die sorbierte
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Bt-Proteinmenge ergab sich aus der Konzentrationsanderung von Zugabe- zu

Gleichgewichtslosung.

Die Untersuchungen zur Sorption des Cry1Ab Proteins wurden ebenfalls mit diesen

Versuchseinstellungen durchgefihrt.

Die Sorptionspunkte wurden mit der linearen Isotherme (Gleichung (1)), mit Hilfe des
Programms Microsoft® Office Excel® 2007, angepasst. Der Sorptionskoeffizient k
entspricht der Steigung der Ausgleichsgeraden durch die einzelnen Sorptionspunkte
und ist ein Mal fur die Verteilung der Proteine zwischen der Oberflache der
Bodenprobe und der Lésung. Je héher der Wert fur k, desto starker ist die Affinitat
des Proteins zur Partikeloberflache. Mit Hilfe dieser Verteilungskoeffizienten lasst
sich daher die Sorption von Cry3Bb1 an die verschiedenen Bodenproben
miteinander vergleichen. Des Weiteren besteht die Moglichkeit, mit Hilfe des k-
Wertes die Abhangigkeit der Sorption von den chemischen und physikalischen

Eigenschaften der Bodenproben zu bestimmen (vgl. Kap. 3.6 bis 3.8).

Fur die Versuche zur Desorption des Cry3Bb1 Proteins, zur Sorption bei Variation
von pH-Werten bzw. lonenstarke und zur Sorption des Cry1Ab Proteins wurden die
Proben der Ton-Fraktion der Parzellen A8, B6 und D5 herangezogen. Fur die
Versuche zur Desorption wurde zusatzlich Probe D3 verwendet. Diese Proben

entstammen jeweils dem Oberboden.

2.3.3 Sorption von Cry3Bb1 bei Variation des pH-Wertes

Die Durchfuhrung der Versuche entspricht den Versuchseinstellungen unter Kapitel
2.3.2, es wurde jedoch nur ein Sorptionspunkt mit einer Cry3Bb1 Konzentration von
140 ng - mL" aufgenommen. Fiir jeden pH-Wert wurden pro Bodenprobe drei
Wiederholungen durchgefuhrt. Die Cry3Bb1 Losungen und die Tonsuspensionen
wurden durch Zugabe von Salzsaure (0,1 M) bzw. Natronlauge (0,1 M) auf pH-Werte
von 4, 5, 6, 7 bzw. 8 (je £ 0,1 pH) eingestellt. Der pH der Suspensionen wurde vor
dem Zentrifugieren erneut bestimmt, da sich der eingestellte pH-Wert durch
Pufferung der Bodenpartikel wahrend des Schittelns verandert hatte. Dieser pH-
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Wert wird zur Interpretation herangezogen. Es wurden Kalibrationsreihen mit

entsprechend angepassten pH-Werten im ELISA verwendet.

2.3.4 Sorption von Cry3Bb1 bei Variation der lonenstarke

Fur diese Untersuchungen wurden Sorptionsisothermen mit je vier Sorptionspunkten
mit Cry3Bb1 Konzentrationen von 0 bis 140 ng - mL’ aufgenommen. Die
Versuchseinstellungen entsprachen ansonsten denen der Versuche unter 2.3.2. Fur
den ELISA wurden Kalibrationsreihen mit entsprechenden lonenkonzentrationen

verwendet.

2.3.5 Desorption von Cry3Bb1

Fur die Untersuchungen der Desorption wurde fur jede Probe ein Sorptionspunkt
(Zugabe 140ng Cry3Bb1-mL™) in dreifacher Wiederholung bestimmt. Nach
Gleichgewichtseinstellung und Zentrifugation wurden 950 uyL des Uberstandes
abgenommen und hiervon die Cry3Bb1 Konzentration bestimmt. Zum Pellet inklusive
der verbleibenden 50 pL Gleichgewichtslésung, wurden 450 uL H2Ogeri gegeben. Die
Mischung wurde aufgewirbelt (Vortex-Mixer), die Dispersionen zur Einstellung eines
neuen Gleichgewichts 30 Minuten geschiittelt (Uberkopfschiittler, 30 U - min™),

zentrifugiert und die Cry3Bb1 Konzentration im Uberstand bestimmt.
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2.4 Perkolationsexperimente

Die Perkolationsexperimente wurden mit einer Probe der Feinerde-Fraktion (< 2mm)
aus dem Oberboden von Profil 1 durchgefihrt.

FUr den Versuchsaufbau wurde eine Edelstahlsaule mit einem Innendurchmesser
von 1,6 cm verwendet. Diese wurde ober- und unterhalb der Bodenprobe durch je
einen Adapter AK 16 (GE Healthcare, Uppsala, Schweden) abgedichtet. Die Adapter
wurden am Ende der Saule verschraubt und schlossen zur Edelstahlsaule hin durch
Quetschdichtungen ab. Der Anschluss zur Bodenprobe wurde durch ein
feinmaschiges Netz als Filter abgeschlossen. Von diesem Netz aus fuhrt ein

Schlauch durch den Adapter nach auf3en.

Die Saule wurde mit der lufttrockenen Bodenprobe (Einwaage ca. 30 g) gefullt und
iber Nacht mit einer 2 mmol-L" Natriumazid-Lésung (NaNs) aufgesattigt. Zur
Vermeidung praferentieller Fliewege und um in der Bodenprobe enthaltene Luft aus
der Saule auszutreiben, wurde die Saule von unten nach oben durchstromt. Die
Perkolationsldsungen wurden mit einer einstellbaren Spritzenpumpe (Perfusor,
perfusor® secura, B. Braun, Melsungen, Deutschland) durch die Saule gepumpt. Mit
Hilfe eines Fraktionssammlers (Circular |, Reichelt Chemie Technik, Heidelberg,
Deutschland) wurde das Eluat oberhalb der Saule in Reaktionsgefalien aufgefangen,
wobei die Sammelintervalle je nach Versuchsansatz variiert wurden.

Die Versuche wurden bei Raumtemperatur (20°C) mit einem Perkolationsvolumen
von 2 ml - h™ durchgefiihrt, die Eluate gesammelt und bis zur Analyse eingefroren
(-80°C). Die Cry3Bb1 Konzentrationen in den Eluaten wurden mittels ELISA

bestimmt.

Die Konzentrationen der im Tastversuch verwendeten BSA-Lésung wurden
photometrisch bei einer Wellenlange von 280 nm bestimmt (NanoDrop®, Peqlab,
Erlangen, Deutschland). Die Kaliumkonzentrationen wurden flammenphotometrisch

ermittelt.

Weitere Vorversuche zeigten, dass eine NaNs-Hintergrundkonzentration von

2 mmol - L™ notwendig ist, um das Bakterienwachstum deutlich zu verringern. Diese
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Konzentration wurde zur Aufsattigung der Saule und bei den Perkolationsversuchen

mit dem Cry3Bb1 Protein verwendet.

Die Sterilitat der Eluate wurde mittels Peptone-yeast extract-soil extract-Agar
(PYS-Agar) Uberpruft.

Als Ausgangs-Konzentrationen fur die Perkolationsversuche wurden Cry3Bb1
Proteinlésungen mit 1 ug - mL" verwendeten. Fir die Versuchsansatze 1 und 2
wurde je ein Ansatz mit 50 mL Cry3Bb1 Lésung verwendet. Fur Versuch 3 und 4
wurden je Saule 3 mal 50 mL Cry3Bb1 Losung verwendet. Durch den Wechsel der
Perkolationsldsungen bei den Versuchsansatzen 3 und 4 kam es zu einer

kurzzeitigen Unterbrechung der Perkolation (< 1 min).

Zur permanenten Unterdrickung des Bakterienwachstums innerhalb der Saule
wurden den Cry3Bb1 Lésungen jeweils 2 mmol - L' NaN3 zugesetzt.

Die Sammelintervalle waren bei Versuch 2 und 3: 30 min, entsprechend 1 mL Eluat
und bei den Versuchen 3 und 4: 60 min, entsprechend 2 mL Eluat. Die Laufzeiten
der Versuche waren ca. 19 h bei den Versuchsansatzen 1 bzw. 2, wahrend bei den
Versuchen 3 ca. 66 h bzw. 52 h bei Versuchsansatz 4 perkoliert wurde. Zusatzlich zu
den Eluaten wurden die Cry3Bb1 Konzentrationen der Ausgangsldsungen zu Beginn
und am Ende der jeweiligen Perkolationslésung mittels ELISA bestimmt, um eine
madgliche Veranderung der Proteinkonzentrationen zu berlcksichtigen.

Die Ausgangslosungen sowie Teilproben der Eluate wurden durch Ausstrich auf

PYS-Nahrboden auf Bakterienwachstum untersucht.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Feldbodenkundliche Charakterisierung des Standortes

Im Rahmen eines Forschungsverbundes wurde auf einem Versuchsfeld des Lehr,-
Versuchs- und Fachzentrums Schwarzenau ein Freisetzungsversuch mit Bt-Mais
durchgefuhrt. Dieses Versuchsfeld lag an einem relativ stark geneigten Hang des
Maintals, in der Nahe von Schwarzenau bei Wurzburg.

Nach dem Ackerschatzungsrahmen liegt im Bereich des Versuchsstandortes als

Bodenart stark sandiger Lehm vor (Zustandsstufe 5-6, Bodenzahl 30-40)

Nach Sondierung der gesamten Versuchsflache wurden an 3 charakteristischen

Standorten Bodenprofile aufgenommen.

Profil 1 - Braunerde
Tiefe [cm] Horizont Beschreibung

0-33 Ap Pflughorizont

33-40 [IBv Graue Steinlage

40-60 [ICv Rostbraunes,
dichtgelagertes
Grobsandmaterial

Abb. 3: Profil 1, Braunerde

26



3 Ergebnisse und Diskussion

Profil 2 - Parabraunerde-Pseudogley

Tiefe [cm] Horizont Beschreibung

0-36 Ap Pflughorizont

36-60 Al/Sw Tonauswaschungs-
horizont, stauwasser-
beeinflusst

60-100 Bsg/Sd  Anreicherung Fe/Mn-
Oxide, stauwasser-
beeinflusst

Abb. 4: Profil 2, Parabraunerde-Pseudogley

Profil 3 - Pelosol

Tiefe [cm] Horizont Beschreibung

0-25 Ap Pflughorizont
> 25 C Tonlage, stark
verdichtet

Abb. 5: Profil 3, Pelosol

Aus den Abbildungen 3 bis 5, den Beschreibungen der drei Profile und den
Bodenkenndaten (Tab. 1) wird deutlich, dass es auf dem Versuchsfeld sehr
unterschiedliche = Ausgangsmaterialien fir die Bodenbildung gab. Diese
verschiedenen Ausgangsmaterialien fluhren, zusammen mit der Lage an einem
Hang, zu einem sehr heterogenen Standort.
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Tab. 1: Bodenkenndaten der drei aufgenommenen Profile

Profil / Verteilung der PartikelgréRen pH Corg-Gehalte C/N-
Horizont der Feinerde Verhaltnis
Ton Schluff Sand o
[%] [%] [%] (Cach) el

Profil 1 - Braunerde

Ap 8,79 30,95 60,26 5,7 0,65 9,38
IBv - - - - - -
liCv 9,92 30,55 59,53 55 0,14 6,82

Profil 2 - Parabraunerde Pseudogley

Ap 10,71 41,65 47,64 57 0,34 11,99
Al/Sw 11,84 50,77 37,39 59 0,82 10,16
Bsg/Sd 17,21 45,04 37,75 6,1 0,14 9,57

Profil 3 - Pelosol

Ap 18,12 30,46 51,42 5,6 0,88 10,38

C 57,07 24,74 18,19 4,4 0,38 7,01
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Die Versuchsflache war in 32 Parzellen mit einer GroRe von je 31,5 x 40,5 m
aufgeteilt. Die Parzellen waren in vier parallelen Reihen A bis D, mit je acht Parzellen
angeordnet. Die Nummerierung erfolgte hangabwarts. In Abbildung 6 ist zusatzlich

die Anordnung der verschiedenen verwendeten Maissorten ersichtlich.

1 2 3 4 5 [ 7 B
o Bt 150 wonv.1 Konv.2 Bt Konv.1 50 vz | ® Profil 3
Weg
C Konv.2 Bt Iso Konwv.1 Konv.2 153 Kion.1 Bt
Weg
B Konv.1l Komnv.2 Bt |5 Konv.1 Konw_2 Bt Konv.1
® (Profil 1 ® Profil 2 weg
Bt: Br-Mais
A 150 Komv.1 Konv.2 Bt Is0 Bt Komy.2 150 Iso: sogene Linie
Kon. 1: Konventionelle Maissorte 1
Kon. 2: Konventionelle Maissorte 2

Abb. 6: Parzellenplan des Versuchsfeldes mit Lage der drei Profilgruben

Die erste Einschatzung, nach Sondierung des Standortes und nach Aufnahme der
drei Bodenprofile in markanten Bereichen des Versuchsfeldes, hat sich nach
Untersuchung der Bodenproben von allen Parzellen bestatigt. Bei der
dreidimensionalen Darstellung der untersuchten Bodenparameter ist die
Heterogenitat des Versuchsfeldes, besonders im Unterboden, deutlich zu erkennen.
Die zwei untersuchten Tiefen unterscheiden sich teilweise deutlich in ihren
Eigenschaften. Wahrend sich im Oberboden fur die meisten Bodeneigenschaften
ahnliche Werte zeigen, fallt der Unterboden durch groRe Streubereiche der
verschiedenen Werte auf (siehe Kap. 3.2). Diese Unterschiede missen auf
unterschiedliche Ausgangsmaterialien bei der Bodenbildung zuriickgefuhrt werden.
Diese verschiedenen Bodenarten sind hauptsachlich flr die Heterogenitat des
Standortes und die daraus resultierende unterschiedlich starke Auspragung der
verschiedenen Bodeneigenschaften im Unterboden verantwortlich.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Hingegen sind diese unterschiedlichen Materialien im Oberboden durch
Bodenbearbeitung gemischt und somit homogenisiert worden, womit sich die Proben
der verschiedenen Parzellen wesentlich weniger unterscheiden als die des

Unterbodens.

3.2 Charakterisierung der GroRenfraktionen der Boden des Standortes

3.21 pH-Werte der Feinerde-Fraktion

Die pH-Werte der Bdden liegen im Bereich von 5 bis 6 und sind somit in einem flr
einen Ackerstandort charakteristischen Bereich. Die pH-Werte der Unterbdden sind
hoher als diejenigen der Oberbdoden, was auf eine zunehmende Versauerung
zurtckzufihren ist. Zudem sind die pH-Werte im Unterboden (Abb. 7) durch eine

starkere Streuung gekennzeichnet.

Oberboden Unterboden

Abb. 7: pH-Werte der Ober- und Unterboden

3.2.2 PartikelgroBen-Verteilung der Feinerde-Fraktion

Die Ergebnisse der Korngroflenverteilung der Feinerde-Fraktion zeigen die
Unterschiede in der Zusammensetzung zwischen Ober- und Unterboden. Die
geringeren Schwankungen der Werte des Oberbodens sind auf die Homogenisierung
zurlckzufuhren (Abb. 8). Auffallig sind die durch sehr hohe Tongehalte von ca. 30-
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40 % gekennzeichneten Parzellen (A8, C8, D8) im Bereich des HangfuRes. Zudem
fallt die Bodenprobe der Parzelle B2 mit einem Tongehalt von ca. 40 % auf.

Oberboden

Unterboden
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Abb. 8:

Verteilung der
Unterboden

PartikelgroBen der Feinerde-Fraktion aus Ober-

und
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3.2.3 Gehalt an organischem Kohlenstoff

Die Gehalte an organischem Kohlenstoff (Corg) im Oberboden sind sowohl bei der
Feinerde-Fraktion als auch bei den Proben der Ton-Fraktion hoher als im
Unterboden (Abb. 9, Abb. 10). Dies ist auf den Eintrag des organischen Materials
unter anderem durch Erntereste zurtckzufuhren.

Da die organische Substanz im Boden auch als Ton-Humus-Komplex vorliegt, ist die

Ton-Fraktion durch hohere C,q4-Gehalte gekennzeichnet als die Proben der

Feinerde-Fraktion. Auch in der Ton-Fraktion des Unterbodens sind Cqg-Gehalte von
0,5-1,8 % anzutreffen.
Oberboden Unterboden

Abb. 9: C,4-Gehalte der Feinerde-Fraktion aus Ober- und Unterboden

Oberboden Unterboden

Abb. 10: C,-Gehalte der Ton-Fraktion aus Ober- und Unterboden
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3.2.4 Kationenaustauschkapazitat

Im Oberboden zeigt sich bei der Kationenaustauschkapazitat (KAK) der Feinerde-
Fraktion nur eine geringe Streuung von 23 bis zu 63 mmol; - kg‘1 innerhalb des
Versuchsfeldes (Abb. 11). Im Unterboden ist dagegen eine hdhere KAK von bis zu

160 mmol. - kg™ in den durch hohe Tongehalte gekennzeichneten Parzellen (B2, BS,
C8, D8) zu beobachten.

Oberboden Unterboden

KAK [rmol; kg )

Abb. 11: Kationenaustauschkapazitat der Feinerde-Fraktion aus Ober-

und
Unterboden

Die KAK der Ton-Fraktion ist mit Werten im Bereich von 188-550 mmol. !

. kg'
wesentlich hoher als die der Feinerde-Fraktion (Abb. 12). Die starke Schwankung
innerhalb der Freisetzungsflache ist auf die chemische und mineralogische

Zusammensetzung der Ton-Fraktion zurtckzufuhren (siehe 3.2.9).
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Oberboden

Unterboden

Abb. 12: Kationenaustauschkapazitit der Ton-Fraktion aus Ober- und Unterboden

3.2.5 Spezifische aulere Oberflache

Bei der Feinerde-Fraktion liegt die Grolie der spezifischen Oberflachen zwischen 1,8
und 35 m? - g'1, wobei die vier Proben B2, B8, C8 und D8 der Feinerde-Fraktion des
Unterbodens aufgrund ihrer hohen Tongehalte die grolten spezifischen aufieren
Oberflachen aufweisen (Abb. 13). Aufgrund der PartikelgroRe besitzen die Proben
der Feinerde-Fraktion (<2 mm) eine wesentlich geringere spezifische auliere
Oberflache als die Proben der Ton-Fraktion (Abb. 13, Abb. 14). Die GroRe der

spezifischen Oberflachen der Ton-Fraktion liegen zwischen 15 und 80 m2 - g™'. Auch

hier sind die geringen Schwankungen der Werte im Oberboden auf die
Bodenbearbeitung zurickzuflhren.
Oberboden Unterboden

2 A
oz. Aulere Oberflache mgl
spez.

Abb. 13: Spezifische auBere Oberflache der Partikel der Feinerde-Fraktion aus Ober-
und Unterboden
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Oberboden

Unterboden

Abb. 14: Spezifische duBere Oberflache der Partikel der Ton-Fraktion aus Ober- und
Unterboden
3.2.6 Spezifische dauBere negative Oberflachenladung

Die spezifische aullere Oberflachenladung wurde an den Proben der GrofRenfraktion
< 63 uym und der Ton-Fraktion (< 2 ym) bestimmt. Die Bestimmung der spezifischen

aulBeren Oberflachenladung der Feinerde-Fraktion war aus messtechnischen
Grinden nicht moglich.

Die Werte

der spezifischen &aulleren

negativen Oberflachenladung der
Grolenfraktion < 63 um des Unterbodens zeigen im Gegensatz zu den Werten des

Oberbodens eine grofRere Streuung (Abb. 15). Die hohen Werte einiger Proben des

Unterbodens sind auf die erhdhten Tongehalte zuriickzufihren.
Oberboden

Unterboden

A
Ladung (mmolc kg 1

Abb. 15

: Spezifische duBere negative Oberflaichenladung der GroRenfraktion < 63 pm
aus Ober- und Unterboden
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Im Vergleich mit der GroRenfraktion <63 ym sind die spezifischen aulleren
negativen Oberflachenladungen der Ton-Fraktion mit Werten von 26 bis 89

mmol. - kg”' wesentlich héher (Abb. 16). Dies ist auf die GroRe der spezifischen

Oberflache und die Kristallstruktur dieser GroRRenfraktion (< 2 um) zurtickzufihren.

Oberboden

Unterboden

A
Ladung [mmol¢ kg 1

A
Ladung [mmol¢ kg 1

Abb. 16

: Spezifische auBere negative Oberflaichenladung der Ton-Fraktion aus Ober-
und Unterboden

3.2.7 Gehalt an Eisenoxiden/-hydroxiden

Die Gehalte an oxalatléslichen Eisenoxiden/-hydroxiden (Fe,) und der gesamten
Eisenoxide/-hydroxide (Feq4) sind in den Abbildungen 17 bis 20 dargestellt.

Die Feyq-Gehalte von Feinerde-Fraktion und Ton-Fraktion sind deutlich hoher als die
jeweiligen Werte fur Fe,. Zudem fallen die Proben aus dem Unterboden durch

besonders starke Schwankung der Fey4-Gehalte auf (Abb. 18, Abb. 20). Die Fe,- bzw.
Feq-Gehalte aus dem Oberboden

zeigen auch
Schwankungsbreite.

hier eine geringere

Die Unterboden haben im Gegensatz zu den Oberbdden einen hdheren Gehalt an

kristallinen Eisenoxiden/hydroxiden, als Folge einer fortgeschrittenen Pedogenese im
Bereich der Unterbodenhorizonte.
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Oberboden Unterboden

Abb. 17: Fe, der Feinerde-Fraktion aus Ober- und Unterboden

Oberboden Unterboden

Abb. 18: Fey4 der Feinerde-Fraktion aus Ober- und Unterboden

Oberboden Unterboden

Abb. 19: Fe, der Ton-Fraktion aus Ober- und Unterboden
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Oberboden Unterboden

Abb. 20: Fey der Ton-Fraktion aus Ober- und Unterboden

3.2.8 Gehalt an Manganoxiden/-hydroxiden

Die Gehalte an oxalatléslichen (Mn,) und dithionitléslichen Manganoxiden/
-hydroxiden (Mngy) sind in den Abbildungen 21 bis 24 dargestellt.

Bei den Proben der Feinerde-Fraktion sind die Gehalte an Mn, und Mngy nahezu
identisch (Abb. 21 bis 24). Dies trifft auch fur die Ton-Fraktion zu. Dies legt nahe,

dass das Mangan hier hauptsachlich in Form von Oxiden/Hydroxiden vorliegt.
Oberboden Unterboden

Abb. 21: Mn, der Feinerde-Fraktion aus Ober- und Unterboden
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Unterboden

Oberboden

2000

o
o
o
N

1500

1500

6% 6wl PuN

Abb. 22: Mny der Feinerde-Fraktion aus Ober- und Unterboden

Unterboden

Oberboden
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-Fraktion aus Ober- und Unterboden

Abb. 23: Mn, der Ton

Unterboden

Oberboden
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-Fraktion aus Ober- und Unterboden

Abb. 24: Mngy der Ton
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3.2.9 Mineralische Zusammensetzung der Ton-Fraktion

In den Proben der Ton-Fraktion konnten Vermiculit und Smectit in Spuren
nachgewiesen werden. Kaolinit und lllit waren in den Proben in héheren Gehalten
vorhanden (Abb. 25, Abb. 26). Eine befriedigende Quantifizierung der Anteile in den

Proben war nicht moglich, da bewusst auf die Entfernung der organischen Substanz

verzichtet worden ist. Bedingt durch die Anwesenheit der organischen Substanz war

nur eine halbquantitative Auswertung der Réntgendiffraktogramme maglich.
Oberboden Unterboden

Abb. 25: lllit in der Ton-Fraktion von Ober- und Unterboden

Oberboden Unterboden

it
Kaolini .

Kaolinit

Abb. 26: Kaolinit in der Ton-Fraktion von Ober- und Unterboden
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3.2.10 Statistische Zusammenhéange der Bodenparameter

In den Tabellen 2 und 3 sind die R*-Werte fur die Abhangigkeit der Eigenschaften
von Feinerde-Fraktion und Ton-Fraktion untereinander dargestellt. Diese Werte
werden bendtigt, um bei der Bestimmung der Abhangigkeit der Sorption von den
Probeneigenschaften, besonders bei der multiplen Regression, Scheinkorrelationen

auszuschlielRen.

Tab. 2: R2-Werte" fiir die Abhdngigkeit zwischen den Eigenschaften der Feinerde-
Fraktion (n=64)

Parameter Cog-Gehalt  Spez. auR. KAK Tongehalt Feo Feq Mn, Mng
Oberflache

Cor-Gehalt X 0,22 0,08 0,12 0,00 0,18 0,02 0,01

(S)'E‘fo'l :gfe X 0,81 0,95 0,00 0,85 0,10 0,08
KAK X 0,87 0,04 0,73 0,14 0,09

Tongehalt X 0,03 0,80 0,14 0,11
Feo X 0,00 0,20 0,18
Fex X 0,03 0,01
Mn, X 0,94
Mnygy X

* Der R%-Wert ist das BestimmtheitsmaR flr die hier verwendete lineare Regression
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Tab. 3: R2-Werte" fiir die Abhéngigkeit zwischen den Eigenschaften der Ton-Fraktion

(n=64)
Parameter Cog-Gehalt  Spez. aulR. KAK Spez. aul. Feo Feq Mn, Mny
Oberflache negative
Oberfl.-
ladung
Cor-Gehalt X 0,60 0,08 0,38 0,65 0,15 0,47 0,42
Spez. aul.
Oberfléche X 0,29 0,78 0,53 0,66 0,52 0,50
KAK X 0,40 0,46 0,56 0,39 0,39
Spez. auR. neg.
Oberflachenl. X 0,09 0,22 0,13 0,14
Feo X 0,15 0,52 0,49
Feq X 0,16 0,16
Mn, X 0,99
Mnd X
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3.3 Sorption von Cry3Bb1

Im Bereich der hier verwendeten, sehr geringen Proteinkonzentrationen verlaufen
alle Sorptionsisothermen annahernd linear und lassen sich somit mathematisch mit
einer linearen Gleichung beschreiben (vgl. Kap. 1.2). Der typische Verlauf einer
solchen Isotherme ist in Abbildung 27 fur zwei Proben der Ton-Fraktion dargestellt.
Es kann davon ausgegangen werden, dass das Maximum der Adsorption erst bei

weitaus hoheren Proteinkonzentrationen erreicht wird.
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Abb. 27: Sorption von Cry3Bb1 an die Probe A1 der Ton-Fraktion des Ober- und
Unterbodens
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3.3.1 Adsorption von Cry3Bb1 an drei GroRenfraktionen

3.3.1.1 Sorption an die Feinerde-Fraktion

Die k-Werte fur die Sorption von Cry3Bb1 an die Feinerde-Fraktion (< 2 mm) liegen
im Oberboden im Bereich von 27-78 und im Unterboden im Bereich von 18-88. Die
Probe B2 (40-60 cm) mit einem k-Wert von 306 wird als Ausreil3er eingestuft. Wie
aus Abbildung 28 hervorgeht, gibt es nur im Unterboden dieser Parzelle einen derart
hohen Wert. Dies muss auf eine abweichende Zusammensetzung des Unterbodens
zurtckzufihren sein. Diese Abweichung lasst sich jedoch nicht allein mit dem
Tongehalt oder anderen untersuchten Eigenschaften dieser Probe erklaren und wird
in Kapitel 3.6 ausfuhrlich diskutiert.

325 325

Feinerde (0-20 cm) 500 o Feinerde (40-60 cm)
300
275
275
100 100
(@]
x 75 @ x 75
(@] (@]
(@] (@] o P 8 2
s} © ® 0 ) 0f o ° e L4
® o o 8 °© s o é e e g °
@ ® o Q
25 © o Q Q 25 (] . o
® ¢)
1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8
Parzelle Parzelle ® Reihe A
O ReiheB
O ReiheC
@® ReiheD

Abb. 28: Raumliche Verteilung der k-Werte fir die Sorption von Cry3Bb1 an die
Feinerde-Fraktion nach Reihe und Parzelle

Trotz der ahnlichen Streubereiche der k-Werte in den beiden untersuchten Tiefen
(Mittelwerte, +Standardabweichung [%]: Oberboden 41 £ 5 %, Unterboden 44 + 7 %)
zeigt sich in Abbildung 28, dass die meisten Werte im Oberboden in einem engeren
Bereich streuen als die Werte im Unterboden. Diese Ahnlichkeit der Sorptionsstarke
der verschiedenen Proben ist vermutlich auf die langjahrige Homogenisierung des
Ap-Horizontes durch Bodenbearbeitung in allen 32 Parzellen zurtickzuflhren, wie

bereits in Kapitel 3.2 fur die Bodenparameter dargestellt.
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3.3.1.2 Sorption an die GroRRenfraktion < 63 ym

Die Sorption von Cry3Bb1 an die GroRenfraktion <63 ym wurde untersucht, um
einen Einfluss der negativen spezifischen auflieren Oberflachenladung auf die Starke
der Sorption bestimmen zu kdénnen. Bei der Feinerde-Fraktion waren diese

Untersuchungen nicht moglich.
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Abb. 29: Raumliche Verteilung der k-Werte fiir die Sorption von Cry3Bb1 an die
GroRenfraktion < 63 yum nach Reihe und Parzelle

Die Verteilungskoeffizienten der Sorption an die GroRenfraktion <63 um liegen im
Bereich von 26-216. Wie schon bei den k-Werten der Feinerde-Fraktion fallt auch
hier die Probe B2 (40-60 cm Tiefe) mit einem k-Wert von 2443 als Ausreil3er auf
(Abb. 29).

Die Homogenisierung des Oberbodens fihrt, wie schon bei der Feinerde-Fraktion, zu
einem geringeren Streubereich der k-Werte in 0-20 cm Tiefe. Auch hier tritt, bedingt
durch die Heterogenitat des Ausgangsmaterials im Unterboden, eine starkere

Schwankung der Verteilungskoeffizienten auf.
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3.3.1.3 Sorption an die Ton-Fraktion

Die k-Werte der Ton-Fraktion (<2 um) liegen im Oberboden im Bereich von 354-
1085. Die Verteilungskoeffizienten flr die Sorption an die Unterbodenproben liegen
mit 129-485 in einem deutlich geringeren Bereich (Abb. 30). Die beiden
Wertebereiche setzen sich zwar voneinander ab, es gibt jedoch auch einen

gemeinsamen Wertebereich.
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Abb. 30: Raumliche Verteilung der k-Werte fur die Sorption von Cry3Bb1 an die
Ton-Fraktion nach Reihe und Parzelle

Bei der Darstellung der Haufigkeitsverteilung der k-Werte fir die Ton-Fraktion zeigt
sich diese weitgehende Trennung der Wertebereiche von k besonders deutlich
(Abb. 31). Bei den k-Werten der Feinerde-Fraktion und der GroéfRenfraktion < 63 um

zeigt sich keine derartige Trennung der Werte von Ober- und Unterboden.
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Haufigkeit

—— Oberboden
Unterboden

0 200 400 600 800 1000 1200

k-Werte
Abb. 31: Haufigkeitsverteilung der k-Werte fiir die Sorption von Cry3Bb1 an die
Ton-Fraktion des Ober- und Unterbodens

Der Interpretation zur Abhangigkeit der Sorption von den Bodeneigenschaften
vorgreifend, liegt die Vermutung nahe, dass es bei den Proben der Ton-Fraktion
einen generellen Unterschied zwischen Ober- und Unterboden geben kdnnte,

welcher die Sorption von Cry3Bb1 beeinflusst.
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Abb. 32 Verteilung der k-Werte der drei untersuchten GroRenfraktionen inklusive des
AusreiBers B2 der Feinerde-Fraktion und der GroRenfraktion < 63 pm (10%
und 90%-Perzentile)(Boxplots erstellt mit SigmaPlot 10.0)
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Abbildung 32 zeigt zusammenfassend die Verteilung der k-Werte fur die Sorption des
Cry3Bb1 Proteins an die verschiedenen GroRenfraktionen. Es zeigt sich hier sehr
deutlich, dass die Grolenfraktionierung der Proben einen groRen Einfluss auf das

Sorptionsverhalten hat.

Dieser Sachverhalt muss auf die Zunahme der spezifischen Oberflache mit
abnehmender Groe der Bodenpartikel zurickgefuhrt werden. Bertcksichtigt werden
muss hierbei allerdings, dass die Belegung der Proben der Ton-Fraktion mit Mg”-
Kationen einen Einfluss auf die Sorption haben kdnnte, welcher bei den beiden

anderen Fraktionen nicht auftritt, da diese nicht mit Magnesium belegt wurden.

3.3.2 Probenauswabhl fiir weitere Sorptions- und Desorptionsexperimente

Die Versuche zur Desorption sowie zum Einfluss von pH-Wert und lonenstarke auf
die Sorption von Cry3Bb1 und die Sorptionsexperimente mit dem Cry1Ab-Protein
wurden an drei ausgewahlten Bodenproben durchgefiihrt. Die drei Proben A8, B6
und D5 der Ton-Fraktion aus dem Oberboden sind durch den hochsten, den
niedrigsten und einen mittleren Sorptionskoeffizienten k gekennzeichnet und decken
den gesamten Schwankungsbereich der Sorption von Cry3Bb1 an Proben der Ton-
Fraktion ab (Tab. 4).

Tab. 4: Kenndaten der Proben A8, B6, D5 und D3 der Ton-Fraktion des Oberbodens

Probe k-Wert Corg Spez. auls. KAK Neg. spez. Fe, Feq Mn, Mngy
Oberflache Oberflachen
-ladung
[%] [m* g’ [mmol, kg™'] [mg kg™']
A8 354 2,86 22,99 326,7 37,57 9000 21400 700 700

B6 1085 2,40 18,66 226,5 32,70 8500 19600 1600 1500

D5 676 2,62 17,44 267,6 36,18 8000 13400 900 900

D3 638 2,7 21,28 294.,9 41,75 6600 16200 900 900
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3.3.3 Sorption von Cry3Bb1 bei Variation des pH-Wertes

Da sich der pH-Wert im Boden sowohl durch natirliche Einflusse als auch durch
Kalkung und Dlingung verandern kann, wurde der Einfluss verschiedener pH-Werte
auf das Sorptionsverhalten von Cry3Bb1 untersucht.

Die Untersuchungen wurden an den drei Proben A8, B6 und D5 der Ton-Fraktion

aus dem Oberboden durchgefinhrt.
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Abb. 33: Adsorption von Cry3Bb1 an die Ton-Fraktion der Parzellen A8, B6 und D5
aus dem Oberboden bei kiinstlich eingestellten pH-Werten, der graue
Bereich kennzeichnet den IEP des Cry3Bb1 Proteins

In Abhangigkeit vom eingestellten pH-Wert kommt es zu unterschiedlich hoher
Sorption von Cry3Bb1 an die Proben der Ton-Fraktion. Die sorbierte Proteinmenge
nimmt bei den drei verwendeten Proben von pH 4,5 bis pH 6,5 stetig ab, steigt
jedoch ab pH 6,5 bis zum héchsten verwendeten pH von 8,0 wieder an (Abb. 33).

Die an die drei Proben sorbierten Proteinmengen unterscheiden sich im Bereich
eines eingestellten pH-Wertes nur minimal.

Der isoelektrische Punkt (IEP) des Cry3Bb1 Proteins liegt im Bereich von 5,7
(berechnet, ExPASYy) bis 5,9 (FIORITO et al., 2008). Bei pH-Werten unterhalb des IEP
des Proteins ist die Proteinoberflache durch Protonierung positiv geladen. Da die
Tonmineraloberflachen durch isomorphen Ersatz eine negative Oberflachenladung
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besitzen, ergibt sich eine Anziehung zwischen dem positiv geladenem Protein und
der negativ geladenen Mineraloberflache, welche zur Erhdhung der Sorption fuhrt
(Mc LAREN et al., 1958; ARMSTRONG & CHESTER, 1964).

Die negativ geladenen Oberflachen der Proben sind zwar durch Kationen, hier in
erster Linie durch Magnesium belegt, organische Kationen kdnnen diese jedoch von
den negativen Platzen verdrangen, wie unter anderem McC LAREN et al. (1958)

berichten.

Dieser Theorie folgend, muisste die Oberflache des Cry3Bb1 Proteins oberhalb
seines |IEP mit ansteigendem pH-Wert zunehmend negativ geladen sein. Dies muss
in Folge zu einer Abstol3ung zwischen der negativ geladenen Tonmineraloberflache
und dem Protein fihren. Dies ist in dieser Untersuchung jedoch nicht der Fall. Eine
mogliche Erklarung ist die Bindung des negativ geladenen Proteins an die negativ
geladene Tonmineraloberflache Uber Brickenkationen. Als Brickenkationen standen
MgZ+-Kationen zur Verfigung, mit denen die Proben der Ton-Fraktion belegt waren.
Es ist nicht geklart, ob die Kationenbelegung fiir diesen Effekt der Erhéhung der
Sorption ausreicht, da auch diese Experimente unter Verwendung von H3Ogest.

durchgefuhrt wurden.

3.3.4 Sorption von Cry3Bb1 bei Variation des Begleitelektrolyten

In der Bodenlosung liegen unterschiedliche lonen vor. Die Konzentration dieser
lonen im Boden kann sich im Laufe der Zeit durch naturliche oder anthropogene
Faktoren wie Auswaschung, Dungung oder Kalkung verandern.

Der Einfluss verschiedener Kationen auf die Sorption von Cry3Bb1 wurde anhand
von Sorptionsversuchen mit drei verschiedenen lonen im Hintergrund der Sorption
untersucht. Als Kationen wurden hierfir Calcium, Natrium und Kalium ausgewahlt
und als CaCl,-, NaCl- bzw. KCI-Lésungen zu den Tonsuspensionen gegeben. In den
Reaktionsgefallen wurden folgende Kationenkonzentration eingestellt:
Ca?*:2,25mmol - L', Na*:0,7mmol-L" K:04mmol-L"'. Werte dieser

Grollenordnung liegen in Béden an Ackerstandorten vor.
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In Abbildung 34 sind die erhaltenen Isothermen dargestellt. Aufgrund des Verlaufs
der Isothermen der Sorption mit Ca®* im Hintergrund und der Isotherme der Probe A8
mit Na* im Hintergrund wurden hier keine Ausgleichsgeraden eingezeichnet. Bei den
drei untersuchten Proben der Ton-Fraktion zeigt sich eine deutliche Zunahme der
Sorption, wenn CaCl; als Hintergrundelektrolyt in der Lésung vorliegt. Zwischen den
Varianten H,O (kein Hintergrundelektrolyt) und KCI bzw. NaCl als
Hintergrundelektrolyt sind hingegen keine wesentlichen Unterschiede im

Sorptionsverhalten zu beobachten mit Ausnahme Probe A8.
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Abb. 34: Sorption von Cry3Bb1 in Abhédngigkeit der Begleitkationen an die Proben A8,
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Die Verwendung des zweiwertigen Kations Ca®" in Form von CaCl, hat die Sorption
extrem verstarkt und den Einfluss der Probeneigenschaften auf die Sorption (vgl.
Kap. 3.8) Uberlagert. Einwertige Kationen (als KCI bzw. NaCl) haben dagegen nur

einen minimalen, abschwachenden Einfluss auf die Sorption von Cry3Bb1.
Fir diese Beobachtungen gibt es verschiedene mogliche Erklarungen:

1) Calcium als einziges untersuchtes, zweiwertiges Kation erhéht die Sorption
durch seine Wirkung als Bruckenkation zwischen der negativ geladenen

Tonmineraloberflache und dem Protein (mit pH-abhangiger Ladung).

2) Durch Zugabe von zweiwertigen Kationen zur wassrigen Suspension kann es
zu Flockung der Tonsuspension kommen. Eine Ca?*-Konzentration in der
Lésung von z.B. 0,09-0,12 mmol - L™ reicht nach O’BRIEN (1971) aus, um eine
Suspension eines mit CaCl, gesattigten Montmorillonit auszuflocken. Hierbei
ist es denkbar, dass Proteine zwischen Tonmineralen eingeschlossen werden
und somit, aufgrund der im Versuch verwendeten indirekten

Proteinbestimmung, als sorbiert betrachtet werden.

Die Ausflockung der urspringlich dispergiert vorliegenden Cry-Proteine durch
Zugabe der Ca*-lonen kann hier ausgeschlossen werden, da dieses Phidnomen
auch bei den angepassten Kalibrationsreihe aufgetreten ware. Bei der Kalibration

gab es jedoch keine Unterschiede zwischen den Werten mit und ohne Begleitkation.

Durch die Zugabe der Calciumlosung ergibt sich eine lonenstarke von ca.
6,75 mmol - L™ in der wéssrigen Suspension. Durch diese Erhdhung der lonenstarke
konnte die Dicke der diffusen Doppelschicht verringert werden, so dass sich der
Abstand zwischen den Cry3Bb1-Proteinen und der Tonmineraloberflache verringert
und die Proteine leichter an die Oberflache der Bodenpartikel gelangen kénnen. Bei
gleicher lonenstarke musste dieser Effekt auch bei den einwertigen Kationen
auftreten. Die lonenstarke der Kalium- bzw. Natriumlésungen lag jedoch bei 0,4 bzw.

0,7 mmol - L
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3.4 Desorption von Cry3Bb1

Die Reversibilitat der Sorption von Cry3Bb1 von Bodenbestandteilen ist ein wichtiger
Faktor fur die Verlagerbarkeit dieses Proteins. Der Anteil des sorbierten Proteins,
welcher leicht desorbiert werden kann, wird mit dem Sickerwasser in tiefere
Bodenschichten verlagert. Durch mehrfache Sorptions- und Desorptionsvorgange
konnten die Cry3Bb1 Proteine verlagert werden, bei grundwassernahen Standorten
madglicherweise bis zum Grundwasser.

Um die Reversibilitat der Sorption zu Uberprifen, wurde daher Wasser als
Desorptionsmedium verwendet. Die Untersuchungen sind exemplarisch mit drei
ausgewahlten Proben (siehe Kap. 3.3.2) und der Probe D3, ebenfalls aus der Ton-

Fraktion des Oberbodens, durchgeflihrt worden.

Das Cry3Bb1 Protein wurde bei allen vier Proben desorbiert. Dabei wurden in einem
Desorptionsschritt zwischen 6,5 und 13,4 % der zuvor sorbierten Proteinmenge
wieder von der Oberflache der Bodenpartikel entfernt (Abb. 35). Bei den
untersuchten Proben lagen die Desorptionspunkte jeweils oberhalb einer
vereinfachten Isotherme (mit nur einem Sorptionspunkt) (Abb. 36). Aufgrund dieser
deutlichen Hysterese muss davon ausgegangen werden, dass auch bei mehrmaliger
Desorption ein Teil des Cry3Bb1 Proteins an die Probe gebunden bleibt und der

Sorptionsvorgang nicht vollstandig reversibel ist.
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Abb. 35: Sorbierte und desorbierte (schraffiert) Cry3Bb1 Mengen bei ausgewahlten
Proben der Ton-Fraktion des Oberbodens. Desorption [%] bezogen auf
100 % Sorption
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Abb. 36: Schema der Desorption und der Hysterese am Beispiel von Probe D5 der
Ton-Fraktion

Zwischen den Verteilungskoeffizienten und den entsprechenden prozentualen
desorbierten Cry3Bb1 Mengen ist kein Zusammenhang zu erkennen. Zwar tritt bei
der durch ein k von 354 gekennzeichneten Probe A8 die starkste und bei Probe B6
(k = 1085) die geringste prozentuale Desorption auf, jedoch zeigen die Proben D3

und D5 bei mittleren k-Werten sowohl hohe als auch geringe Desorptionswerte.
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Es bleibt festzuhalten, dass die sorbierten Cry3Bb1-Mengen der vier untersuchten

Proben trotz der sehr unterschiedlichen k-Werte in einem ahnlichen Bereich liegen.

Auch hier liegt wieder die Vermutung nahe, dass es bei der Sorption an die Proben
der Ton-Fraktion verschiedene Wechselwirkungsmechanismen und damit
unterschiedliche Sorptionsintensitaten gibt, die nicht nur zur Variation der k-Werte,
sondern auch zu einem unterschiedlichen Desorptionsverhalten fuhren. Diese
unterschiedlichen Bindungsmechanismen sind durch die heterogene

Zusammensetzungen der Proben bedingt.

Aufgrund der geringen Datenbasis kann es keine eindeutigen und statistisch
abgesicherten Aussagen zur Abhangigkeit der Desorption von den ausgewahlten

Bodenparametern geben.

Die hier ermittelten Werte fur die Desorption des an die Ton-Fraktion sorbierten
Cry3Bb1 Proteins stimmen mit den bisher verdffentlichen Werten fiur die Desorption
von Cry-Proteinen weitgehend Uberein. TAPP et al. (1994) und STOTZKY (2000)
konnten mit ein bis zwei Waschvorgangen (H>O) 10 % des adsorbierten
B. thuringiensis subsp. kurstaki-Proteins und 30 % des sorbierten Proteins von
B. thuringiensis subsp. tenebrionis desorbieren. Weitere Waschvorgange fuhrten
jedoch zu keiner weiteren Desorption der an Montmorillonit bzw. Kaolinit adsorbierten
Cry-Proteine. Auch WANG et al. (2008) fanden fur die Desorption von Cry1Ab (aus
gentechnisch veranderten Reispflanzen), dass 10-30 % des an Tonminerale
gebundenen Proteins mit Wasser desorbiert werden konnte. Bei den
Untersuchungen von WANG et al. (2008) muss jedoch angemerkt werden, dass die
vorausgegangenen  Sorptionsversuche in  Gegenwart von Phosphatpuffer
durchgefuhrt wurden. Dies kann, wie schon erwahnt, die Sorption erhéhen und hat

somit moéglicherweise auch einen Einfluss auf die Desorbierbarkeit der Cry-Proteine.
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3.5 Vergleich der Sorption von Cry3Bb1 und Cry1Ab

Da sich das Cry3Bb1 Protein vom Cry1Ab Protein in der Aminosauresequenz und
den Proteineigenschaften stark unterscheidet, muss auch von einem
unterschiedlichen Sorptionsverhalten dieser Proteine ausgegangen werden. Zur
Uberprifung dieser These wurde die Sorption dieser Proteine an die Proben A8, B6,
und D5 der Ton-Fraktion aus dem Oberboden untersucht und die
Verteilungskoeffizienten verglichen.

Die Isothermen der Sorption von Cry1Ab an Proben der Ton-Fraktion liegen im
gleichen Bereich, die k-Werte unterscheiden sich mit 372 (A8), 390 (B6) und 412
(D5) nur geringfugig voneinander (siehe Abb. 37). Im Vergleich mit der Sorption von
Cry1Ab zeigen die Proben B6 und D5 eine wesentlich hdhere Affinitat gegenlber
dem Cry3Bb1 Protein. Bei der Probe A8 hingegen gibt es keinen Unterschied bei den
Verteilungskoeffizienten fur die Sorption von Cry3Bb1 und Cry1Ab.
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Abb. 37: Sorption von Cry1Ab und Cry3Bb1 an die Proben A8, B6 und D5 der Ton-
Fraktion des Oberbodens

Dieses Ergebnis zeigt, dass die Sorption von Cry-Proteinen tendenziell von den
Proteineigenschaften abhangt und weniger durch die Eigenschaften des Sorbenten
bestimmt wird. Die hier verwendeten Cry-Proteine unterscheiden sich unter anderem
durch ihren IEP. Dieser liegt bei Cry3Bb1, wie bereits erwahnt, im Bereich von 5,7-

5,9, wahrend der IEP des Cry1Ab Proteins nach VENKATESWERLU & STOTzKY (1992)
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im Bereich von 4,5-5/5 liegt. Im Sorptionsexperiment kommt es somit durch die
unterschiedlichen pH-Werte der Proben zu Bedingungen, die die Sorption je nach

IEP des Proteins beeinflussen.

Aufgrund der ahnlichen k-Werte und der geringen Datenmenge lassen sich hier fur
die Sorption von Cry1Ab an die Ton-Fraktion keine eindeutigen Abhangigkeiten von

den Probeneigenschaften darstellen.

3.6 Zusammenhang zwischen den stofflichen Eigenschaften der Feinerde-

Fraktion und der Sorption von Cry3Bb1

Um den Einfluss der Bodeneigenschaften der verschiedenen Proben auf das
Sorptionsverhalten zu klaren, werden im Folgenden die k-Werte in Abhangigkeit von
ausgewahlten Bodeneigenschaften dargestellt und die lineare Abhangigkeit zwischen
den k-Werten und den Bodeneigenschaften, mit Hilfe des Pearsonschen
Korrelationskoeffizienten r bestimmt. Zudem wurden multiple lineare Regressionen

mit den unabhangigen Eigenschaften der Proben durchgefiihrt.

Da es keine generellen Unterschiede der Proben aus Ober- und Unterboden gibt
(zum Beispiel durch unterschiedliche Behandlung des Versuchsfeldes oder
unterschiedliche Ausgangsmaterialien der beiden untersuchten Tiefen) und auch die
untersuchten Bodeneigenschaften keine eindeutigen Hinweise darauf geben, werden
die Datensatze aus den beiden Tiefen zusammen auf mogliche Abhangigkeiten (von
einzelnen Faktoren oder von mehreren Faktoren in Kombination (multiple
Regression)) untersucht.

Mogliche Probleme durch die gemeinsame Betrachtung z.B. durch

Scheinkorrelationen, werden bei den jeweiligen Parametern speziell erlautert.

Bei den Sorptionsexperimenten mit der Feinerde-Fraktion und der GréfRenfraktion
<63 uym fallt die Probe B2 aus dem Unterboden dieser Parzelle durch ihre sehr
starke Sorption auf. Sie wird als Ausreiller eingestuft. Bei den bodenkundlichen
Untersuchungen fiel diese Probe der Feinerde-Fraktion durch hohe Tongehalte auf,

welche ansonsten nur in den durch Hochflutlehm gekennzeichneten Parzellen B8,
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C8 und D8 am Hangful des Versuchsfeldes auftraten. Des Weiteren gab es im
Vergleich mit den anderen Parzellen erhohte Werte bei der spezifischen aulieren
Oberflache (Feinerde-Fraktion) und der spezifischen &ufleren negativen
Oberflachenladung (Gréflenfraktion < 63 um). Diese mussen jedoch auf die hohen
Tongehalte, die auch in der Probe der GroRenfraktion < 63 ym vorhanden sind,
zuruckgefuhrt werden. Es liegt die Vermutung nahe, dass es sich bei dem beprobten

Horizont dieser Parzelle um eine Tonlinse handelt.

Eine weitere Erklarung fur das extreme Sorptionsverhalten kénnte ein erhdhtes
Vorkommen von 2-wertigen Kationen in diesen Proben sein, da diese Kationen die

Sorption verstarken (vgl. Kap. 3.3.4).

Somit werden die Proben der Feinerde-Fraktion bzw. Grélenfraktion < 63 um der
Parzelle B2 aus dem Unterboden bei den folgenden Betrachtungen als Ausreil3er
ausgeschlossen. Auch bei den Berechnungen der Regression werden diese Proben

nicht bertcksichtigt.

In den folgenden Abbildungen sind die k-Werte der Sorption von Cry3Bb1 an die
Feinerde-Fraktion in Abhangigkeit von ausgewahlten Bodeneigenschaften
dargestellt. Fur die im Folgenden beschriebenen Abhangigkeiten wird der

Pearsonsche Korrelationskoeffizient fur lineare Abhangigkeiten berechnet.

59



3 Ergebnisse und Diskussion

3.6.1

Zwischen

pH-Wert

den

pH-Werten

(CaCly)

der

Feinerde-Fraktion

Verteilungskoeffizienten gibt es keinen Zusammenhang (Abb. 38).
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Abb. 38: Abhangigkeit der k-Werte vom pH-Wert (CaCl,) der Feinerde-Fraktion
(ohne B2, Unterboden)

Dies ist darauf zurickzuflhren, dass sich wahrend der Gleichgewichtseinstellung im
Reaktionsgefall, durch Zugabe der Losungen zu den Proben der Feinerde-Fraktion
und durch die Pufferwirkung der Probe, ein neuer pH-Wert einstellt. Somit ist der
Ausgangs-pH der Probe fir die Sorption in einer wassrigen Suspension nicht

relevant.

3.6.2 Tongehalt

Die in Abbildung 39 erkennbare, schwache Abhangigkeit der Sorption vom Tongehalt
der Proben (r = 0,26) basiert ausschlief3lich auf dem Datensatz des Unterbodens. Bei
getrennter Betrachtung der Pearsonschen Korrelationskoeffizienten fir Ober- und
Unterboden zeigt sich dies besonders deutlich, da mit r = 0,06 fur den Oberboden

keine Abhangigkeit besteht.
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Abb. 39: Abhdngigkeit der k-Werte vom Tongehalt der Feinerde-Fraktion
(ohne B2, Unterboden)

3.6.3 Spezifische auBere Oberflache und Kationenaustauschkapazitat

Ein ahnliches Bild zeigt sich auch fir die Abhangigkeit der Sorption von den mit dem
Tongehalt korrelierten Parametern spezifische auflere Oberflache (Abb. 40) und
Kationenaustauschkapazitat (Abb. 41). Wahrend sich im Unterboden leichte
Zusammenhange zeigen (Oberflache r = 0,36, KAK r = 0,28), gibt es im Oberboden
zur Oberflache keine (r = 0,13) bzw. bei der KAK sogar leicht gegenlaufige (r = -0,12)
Korrelationen, so dass in der gemeinsamen Betrachtung der beiden Tiefen nur

gering positive Korrelationen auftreten (Tab. 5).
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Abb. 40: Abhangigkeit der k-Werte von der spezifischen duBeren Oberflache der
Feinerde-Fraktion (ohne B2, Unterboden)
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Abb. 41: Abhangigkeit der k-Werte von der Kationenaustauschkapazitat der Feinerde-
Fraktion (ohne B2, Unterboden)

Die ausschlieBlich im Unterboden vorkommenden leichten Korrelationen sind bei
diesen miteinander Korrelierten Parametern vermutlich alle auf die GroRe der
spezifischen aulReren Oberflache zurlickzufihren. Da den Proteinen mit Zunahme
der auReren Oberflache mehr und unterschiedliche Bindungsplatze zur Verfliigung

stehen, kommt es hier auch bei einer relativ geringen Proteinkonzentrationen zu
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einer Zunahme der Sorption. Die Daten aus dem Oberboden deuten jedoch an, dass
es zusatzlich zu diesen Bodenparametern noch andere Faktoren geben muss, die im
Oberboden die Sorption von Cry3Bb1 beeinflussen, da es in einem engen

Schwankungsbereich der Bodeneigenschaften grof3e Unterschiede der k-Werte gibt.

3.6.4 Gehalt an organischem Kohlenstoff

Aus Abbildung 42 ist ersichtlich, dass es zwischen der Sorption und dem Gehalt an
organischem Kohlenstoff keine Zusammenhange gibt. Es fallt jedoch auf, dass es
eine vollstandige raumliche Trennung der Datensatze aus Ober- und Unterboden
gibt.
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Abb. 42: Abhangigkeit der k-Werte vom C,g4-Gehalt der Feinerde-Fraktion
(ohne B2, Unterboden)

Diese Trennung ist wahrscheinlich durch die Beprobungstiefe von 0-20 cm bzw.
40-60 cm bedingt, da aus den Horizonten in 20-40 cm Tiefe keine Proben
entnommen wurden. Aufgrund der naturlichen Abnahme der organischen Substanz
mit zunehmender Tiefe lagen die Gehalte an Coq in diesen Horizonten vermutlich im
Bereich zwischen Ober- und Unterboden. Die Sorption an Proben mit einem Corg-
Gehalt zwischen den Gehalten von Ober- und Unterbodenproben wurde jedoch nicht

untersucht.
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3.6.5 Gehalt an Mn, und Mny

Die Abhangigkeit der Sorption von den Manganoxidgehalten ist ungefahr gleich und
mit r = 0,20 (Mn,) (Abb. 43) und r = 0,22 (Mng) (nicht abgebildet) nur gering. Bei
getrennter Betrachtung der Korrelationen von Ober- und Unterboden fallt mit einem r

von 0,36 die starkere Abhangigkeit der Sorption im Oberboden auf (Mng, r = 0,40).
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Abb. 43: Abhdngigkeit der k-Werte vom Mn,-Gehalt der Feinerde-Fraktion
(ohne B2, Unterboden)

Zudem liegen die Gehalte an oxalatléslichen und dithionitldéslichen Manganoxiden
der Feinerde-Fraktion in einer ahnlichen GréRenordnung (im Schwankungsbereich
der Daten) und sind stark korreliert. Das Mangan liegt somit nur in der oxalatléslichen

Form vor, welche ebenso beim Dithionitaufschluss bestimmt wurde.
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3.6.6 Gehalt an Fe,

Beim Auftrag der k-Werte gegen die Gehalte an oxalatléslichem Eisen zeigt sich eine
Datenwolke und somit keine Abhangigkeit (Abb. 44). Dennoch ergibt sich im
Unterboden mit r = 0,53 ein deutlicher Zusammenhang, der bei gemeinsamer

Betrachtung noch zu einem rvon 0,37 flhrt (Tab. 5).
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Abb. 44: Abhdngigkeit der k-Werte vom Fe,-Gehalt der Feinerde-Fraktion
(ohne B2, Unterboden)

Bei Auferachtlassung des Fe,-Wertes der Probe B8 des Unterbodens bei der
Berechnung von r, ergibt sich ein Wert von r = 0,36 fir den Unterboden und ein r von

nur 0,21 fir die gemeinsame Betrachtung der Datensatze.

3.6.7 Gehalt an Feq

Beim Gehalt an dithionitldslichem Eisen zeigt sich mit r = 0,34 eine leichte, positive
Korrelation, die im Bereich des Wertes der Korrelation mit Fe, liegt (Abb. 45).

Dieser Zusammenhang ist wie schon beim Tongehalt auf den Einfluss der
Unterbodenproben zurtickzufiihren, da hier mit einem Wert von r = 0,41 eine
deutliche Abhangigkeit vorliegt, welche im Oberboden mit r = 0,05 vollkommen fehit.

Zudem sind Tongehalt und Feq4 stark miteinander korreliert.
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Bei Nichtbeachtung des Feyq-Wertes der Probe B8 des Unterbodens bei der
Berechnung von r ergibt sich mit einem r von 0,18 flr den Unterboden und r = 0,16
fur die gemeinsame Betrachtung der Datensatze kein Zusammenhang der Sorption

mit den Feg-Gehalten.
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Abb. 45: Abhidngigkeit der k-Werte vom Fey-Gehalt der Feinerde-Fraktion
(ohne B2, Unterboden)

Obwohl die Eisenoxide/-hydroxide aufgrund ihrer groRen Oberflache potentiell viele
Bindungsplatze fur die Sorption bieten, bleibt eine deutliche Zunahme der Sorption
bei hoheren Fe,- bzw. Feyq-Gehalten aus. Die Korrelationen im Unterboden zeigen
jedoch, dass ein Zusammenhang besteht, der im Oberboden nicht deutlich wird oder
bei Feq durch eine geringere Streuung der Eisenoxid-/-hydroxidgehalte nicht gezeigt

werden kann.

Die Abhangigkeit der Sorption von Cry3Bb1 von der negativen spezifischen duleren
Oberflachenladung der Feinerde-Fraktion kann hier nicht direkt dargestellt werden.
Zur Bestimmung des Einflusses der Ladung auf die Sorption wurde auf die
Grolenfraktion < 63 ym zuruckgegriffen. Grund hierfir sind messtechnische

Erfordernisse.
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Tab.5: Pearsonsche Korrelationskoeffizienten* (r) fiir die Abhangigkeit des
Verteilungskoeffizienten (k) von ausgewahiten Eigenschaften der Feinerde-
Fraktion (ohne Probe B2, Unterboden)

Tiefe Tongehalt KAK Corg Spez. &ul. Feo Feq Mn, Mngq
Oberflache

0-20 cm 0,06 -0,12 -0,05 0,13 -0,04 0,05 0,36 0,40

40-60 cm 0,29 0,28 -0,28 0,36 0,53 0,41 0,14 0,16

kombiniert 0,26 0,21 -0,19 0,31 0,37 0,34 0,20 0,22

"Der Pearsonsche Korrelationskoeffizient r ist ein MaB fiir die lineare Abhéngigkeit zwischen
zwei Datensatzen. Er ist ein dimensionsloser Index mit Werten von -1 bis 1.
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3.7 Zusammenhang zwischen der negativen spezifischen Oberflachenladung

der GroRenfraktion < 63 yum und der Sorption von Cry3Bb1

Bei der Darstellung der k-Werte fur die Sorption an die GroRenfraktion < 63 ym
gegen die negative spezifische aullere Oberflachenladung fallt, wie schon bei der
Feinerde-Fraktion, die ungleiche Verteilung der Daten von Ober- und Unterboden
auf. Wahrend es im Oberboden mit einem r = -0,22 zu einer schwach negativen
Korrelation kommt, sind die Zusammenhange im Unterboden mit r = 0,3 im leicht

positiven Bereich (Abb. 46). Bei gemeinsamer Betrachtung ergibt sich ein r von 0,24.
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Abb. 46: Abhangigkeit der k-Werte von der negativen spezifischen &auferen
Oberflachenladung fiir die Sorption von Cry3Bb1 an die GroRenfraktion
< 63 um (ohne Probe B2, Unterboden)

Eine Veranderung der Starke der Sorption von Cry3Bb1 mit zunehmender negativer
spezifischer aulderer Oberflachenladung bleibt aus.

Moglicherweise kommt die Hohe der Oberflachenladung der Ton-Fraktion erst bei
hdheren Proteinkonzentrationen zum Tragen, wenn beispielsweise eine sehr geringe
Oberflachenladung durch Sorption der Proteine teilweise abgesattigt wird. Eine
hohere Proteinsorption ware nur dann maoglich, wenn eine hdohere Ladung und damit
mehr Sorptionsplatze zur Verflgung stinden. Ein solcher Effekt ware bei den hier

verwendeten Proteinkonzentrationen kaum zu beobachten.

68



3 Ergebnisse und Diskussion

Zudem scheint besonders im Oberboden mindestens ein weiterer Faktor die Sorption
stark zu beeinflussen, da die k-Werte bei nur geringer Veranderung der Ladung
(+ 5 mmolc - kg™") von 33-161 stark variieren (Abb. 46).
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3.8 Zusammenhang zwischen den stofflichen Eigenschaften der Ton-Fraktion

und der Sorption von Cry3Bb1

In den Abbildungen 47 bis 54 sind die k-Werte der Sorption von Cry3Bb1 an die Ton-
Fraktion in Abhangigkeit von den chemischen und physikalischen Eigenschaften der
Ton-Fraktion dargestellt. Die im Folgenden beschriebenen Abhangigkeiten beziehen
sich, wenn nicht anders vermerkt, auf lineare Regressionen.

In den beiden Abbildungen zeigt sich, dass die Streubereiche der Datensatze aus
Ober- und Unterboden weitgehend voneinander getrennt sind. Diese Datensatze
werden dennoch gemeinsam betrachtet, sofern nicht anders beschrieben (siehe Kap.

3.6), da die Proben jeweils aus den gleichen Parzellen stammen.

3.8.1 Spezifische dauBere Oberflache

FUr die Abhangigkeit der Sorption von der spezifischen &aufleren Oberflache
(Abb. 47) zeigt sich ein negativer Zusammenhang, mit einem r von -0,58. Dagegen
sind die einzelnen Korrelationen mit r = -0,29 im Oberboden und r = 0,18 im

Unterboden entgegengesetzt.
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Abb. 47: Abhéangigkeit der k-Werte von der spezifischen duBeren Oberflaiche der

Ton-Fraktion
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Im hier verwendeten Konzentrationsbereich der Proteine ist die GrolRe der
spezifischen aufleren Oberflache fur die Sorption kein limitierender Faktor, da der
Sorptionskoeffizient von Cry3Bb1 bei Zunahme der spezifischen dulleren Oberflache
abnimmt. Es stehen ausreichend Sorptionsplatze zur Verfligung, da es auch schon
bei geringen Oberflachen von ca. 15-20 m? - g zu k-Werten von mehr als 1000

kommt. Die Hohe der Sorption wird durch andere Faktoren starker beeinflusst.

3.8.2 Spezifische auBere negative Oberflachenladung

Bei der spezifischen auleren negativen Oberflachenladung zeigt sich in Abbildung
48 eine deutliche Abhangigkeit, die durch den Pearsonschen Korrelationskoeffizient
von -0,51 bestatigt wird. Diese Abnahme des Verteilungskoeffizienten bei Zunahme
der Oberflachenladung zeigt sich jedoch nur bei gemeinsamer Betrachtung der
Daten aus Ober- und Unterboden (Tab. 6).
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Abb. 48: Abhangigkeit der k-Werte von der spezifischen &uBeren negativen
Oberflachenladung der Ton-Fraktion

Bei einer negativ geladenen Oberflaiche des Proteins, welche oberhalb des
isoelektrischen Punkts des Proteins vorliegt, kommt es zu einer Abstol3ung zwischen
Tonmineraloberflache und Protein, welche die Sorption hemmt. Eine Sorption ware in
diesem Fall Uber Brickenkationen moglich, welche in diesem Versuchsansatz jedoch

nicht zugegeben wurden. Die Kationenkonzentration in der Suspension ist allerdings
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geringer als in einer Bodenl6sung, da die Sorptionsexperimente in wassriger

Suspension durchgefuhrt wurden.

3.8.3 AuRere negative Oberflichenladungsdichte

In Abbildung 49 sind die k-Werte gegen die Dichte der negativen Oberflachenladung
aufgetragen. Hier zeigt sich im Gegensatz zu Oberflache und Oberflachenladung ein

positiver Zusammenhang (r = 0,51).
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Abb. 49: Abhangigkeit der k-Werte von der auBeren negativen Oberflaichenladungs-
dichte der Ton-Fraktion

Bei zunehmender Dichte der negativen Ladung der Tonmineraloberflache nehmen
die k-Werte zu. Diese Korrelation lasst sich erklaren, wenn von einem pH-Bereich
unterhalb des IEP des Proteins ausgegangen wird, da die Proteinoberflache dann
positiv geladen ist. Unter diesen Voraussetzungen ware eine Zunahme der Sorption
mit steigender negativer Oberflachenladungsdichte maoglich.

Die negativ geladene Oberflache der Tonminerale ist jedoch mit Kationen belegt und
die Ladung somit ausgeglichen. Wenn von einem pH-Wert unterhalb des IEP des
Proteins ausgegangen wird, wie schon bei der Erklarung des Einflusses der
Oberflachenladung, erklart sich dieser Zusammenhang durch die Wirkung der

Kationen als Briickenkation zwischen Tonmineraloberflache und den Cry-Proteinen.
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3.8.4 Kationenaustauschkapazitat

Zwischen der Kationenaustauschkapazitat und den k-Werten gibt es keinen

erkennbaren Zusammenhang (Abb. 50).
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Abb. 50: Abhidngigkeit der k-Werte von der Kationenaustauschkapazitat der
Ton-Fraktion

3.8.5 Gehalt an organischem Kohlenstoff

Abbildung 51 zeigt, dass es eine vollstandige Trennung der Datensatze von Ober-
und Unterboden gibt (vgl. Kap. 3.3.1.3). Diese ist wie bei der Feinerde-Fraktion durch
die verschiedenen Beprobungstiefen zu erklaren, die durch unterschiedliche Cgqrg-

Gehalte gekennzeichnet waren.
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Abb. 51: Abhangigkeit der k-Werte von den C,-Gehalten der Ton-Fraktion

Im Gegensatz zur Feinerde-Fraktion fallt jedoch auf, dass es einen deutlichen
positiven Zusammenhang zwischen dem Gehalt an organischem Kohlenstoff und der
Sorption von Cry3Bb1 an die Ton-Fraktion gibt, der auch durch den Pearsonschen
Korrelationskoeffizienten r von 0,77 bestatigt wird.

Bei Betrachtung der beiden Datensatze fallt allerdings auf, dass die

Zusammenhange bei den Tiefen gegenlaufig sind (siehe Tab. 6).

3.8.6 Gehalt an Mn, und Mny

Die starkste Abhangigkeit der Sorption nach den C.g-Gehalten, scheint gegenuber
dem Gehalt an Manganoxiden/-hydroxiden zu bestehen. Sowohl die Datensatze aus
Ober- und Unterboden, als auch der gemeinsame Datensatz sind positiv mit den k-
Werten korreliert (r = 0,72) (Abb. 52).

Da sich die Gehalte an Mn, und Mngq kaum unterscheiden, wird hier nur die
Korrelation der k-Werte mit den Mn,-Gehalten dargestellt (siehe Kap. 3.2.8).
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Abb. 52: Abhangigkeit der k-Werte von den Mn,-Gehalten der Ton-Fraktion

3.8.7 Gehalt an Fe,

In Abbildung 53 zeigt sich eine relativ deutliche Korrelation der k-Werte mit dem
Gehalt an oxalatloslichem Eisen. Dies wird auch durch den Pearsonschen

Korrelationskoeffizienten von r = 0,63 bestatigt.
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Abb. 53: Abhangigkeit der k-Werte von den Fe,-Gehalten der Ton-Fraktion
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3.8.8 Gehalt an Feq

Im Gegensatz zu den Zusammenhangen von k und Fe, gibt es bei Feq mit einem r

von -0,19 keinen klar erkennbaren Zusammenhang zur Sorption (Abb. 54).
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Abb. 54: Abhangigkeit der k-Werte von den Fey-Gehalten der Ton-Fraktion

Besonders im Oberboden ist die Sorption sehr stark von anderen Faktoren

Uberlagert, dass ein Einfluss des Fey4-Gehaltes nicht sichtbar wird.

Tab. 6: Pearsonsche Korrelationskoeffizienten (r) fiir die Abhéangigkeit des

Verteilungskoeffizienten (k) von ausgewahlten Eigenschaften der
Ton-Fraktion

Tiefe KAK Corg Neg. spez. Spez. auld. Spez. aulR. Fe, Feq Mn, Mng
auld. Oberflache ~ neg. Oberfl.-
Oberflachen- 'aguggs-
ladung ichte
0-20 cm -0,15 0,16 -0,28 -0,29 -0,02 -0,05 0,03 0,32 0,32
40-60 cm 0,14 -0,25 0,09 0,18 -0,24 -0,07 0,27 0,38 0,42
kombiniert -0,20 0,77 -0,51 -0,58 0,51 0,63 -0,19 0,72 0,71
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3.8.9 Mineralische Zusammensetzung der Ton-Fraktion

Aufgrund der geringen Aussagekraft der Ergebnisse aus der Bestimmung der
mineralogischen Zusammensetzung der Ton-Fraktion erscheint es wenig sinnvoll,
einen Zusammenhang zwischen diesen Parametern und den
Verteilungskoeffizienten fur die Sorption des Cry3Bb1 Proteins an die Ton-Fraktion

herzustellen.

3.8.10 Zusammenhang zwischen den stofflichen Eigenschaften und den
kc-Werten

In Kapitel 3.8.5 wurde gezeigt, dass der Gehalt an organischem Kohlenstoff den
gréfliten Einfluss auf die Starke der Sorption von Cry3Bb1 hat. Um den Einfluss der
ubrigen Eigenschaften der Ton-Fraktion auf die Sorption differenzieren zu kdnnen,
wird im Folgenden davon ausgegangen, dass die k-Werte in direkter Beziehung mit
dem Cgg-Gehalt stehen. Unter dieser Annahme werden die k-Werte durch den
Gehalt an organischem Kohlenstoff geteilt und somit auf einen einheitlichen Cog-

Wert normiert.

k

Corg

Die lineare Regression dieses kc-Wertes mit den Eigenschaften der Ton-Fraktion
ermoglicht eine Einschatzung des Einflusses der untersuchten Eigenschaften auf die

Sorption.

In den folgenden Abbildungen sind diese kc-Werte in Abhangigkeit von den
Eigenschaften der Ton-Fraktion dargestellt. Im Vergleich zu den dargestellten
Zusammenhangen zwischen den k-Werten und den Eigenschaften der Ton-Fraktion
(Abb. 55 bis 60) fallt auf, dass die Daten aus Oberboden und Unterboden hier nicht
voneinander getrennt vorliegen. Die Trennung der Datensatze aus Ober- und
Unterboden, die sich in den Abbildungen deutlich zeigte, ist somit hauptsachlich

durch die unterschiedlichen Cy-Gehalte bedingt.
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Die folgenden Abbildungen zeigen, dass der Gehalt an organischem Kohlenstoff die
geringen Zusammenhange zwischen dem Verteilungskoeffizienten und den
Probeneigenschaften Uberlagert hat. Es zeigt sich mit einem r von 0,34 eine leichte
Abhangigkeit der Sorption von der Grolle der spezifischen aufleren Oberflache
(Abb. 55).
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Abb. 55: Abhidngigkeit der kc-Werte von der spezifischen auBeren Oberflaiche der
Ton-Fraktion

Der Einfluss der spezifischen aufleren Oberflachenladung ist mit r=0,18 zu
vernachlassigen (Abb. 56), wahrend es einen leichten Zusammenhang zwischen der
Dichte der aufReren negativen Ladung und den kc-Werten gibt (r = -0,38) (Abb. 57).
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800
700 o
(]
o
600
[e}e]
500 0
Q
[ ]
400 | © o
o L¢) °q
o O %
(@]
3001 o % o
% o ®% e * o
° © e °
200 | °8
(] o [ ] o
(]
100 °.0
o ®  Oberboden
O Unterboden
O 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
o4 06 08 10 12 14 16 18 20 22 24 26
AuBere negative Oberflachenladungsdichte [pmol, m'z]
Abb. 57: Abhangigkeit der kc-Werte von der

Oberflachenladungsdichte der Ton-Fraktion

duBeren

negativen

79



3 Ergebnisse und Diskussion

800

700 0

600

400 ¢

300 o

200  o©° e o

100 ¢ e

1

[ ]
o

Oberboden
Unterboden

0 1 1 1 1 1
0 200 400 600

Mn, [mg kg'']

800 1000 1200 1400 1600 1800

Abb. 58: Abhangigkeit der kc-Werte vom Mn,-Gehalt der Ton-Fraktion

Der starke Einfluss der Mn,-Gehalte auf die k-Werte zeigt sich hier nicht mehr. Mit

einem r von -0,05 gibt es keinen Zusammenhang zwischen den kc-Werten und den

Gehalten an Mn,, (Abb. 58).
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Abb. 59: Abhangigkeit der kc-Werte vom Fe,-Gehalt der Ton-Fraktion
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Abb. 60: Abhéangigkeit der kc-Werte vom Fey-Gehalt der Ton-Fraktion

Bei den Gehalten an Eisenoxiden/-hydroxiden gibt es gegenlaufige Zusammenhange
mit den kc-Werten. Wahrend die Fe,-Gehalte einen leichten Einfluss auf die kc-Werte
haben (r = -0,3) (Abb. 59), gibt es eine geringfligig starkere Korrelation mit den Fegy-
Gehalten mit einem rvon 0,38 (Abb. 60).

Die im Gegensatz zu den Zusammenhangen mit den Verteilungskoeffizienten k
wesentlich geringeren Abhangigkeiten des kc-Wertes von den Feo,- und Mng-
Gehalten (Tab. 7) deuten darauf hin, dass diese Parameter eng mit der organischen
Substanz verbunden sind. Es zeigt sich bei der Ton-Fraktion auch eine relativ starke
lineare Korrelation zwischen dem Gehalt an organischem Kohlenstoff und den Fe,-
bzw. Mn,-Gehalten (Tab. 3). Es ist daher denkbar, dass die oxalatléslichen Eisen-
bzw. Manganoxide/-hydroxide in den untersuchten Béden hauptsachlich in einer an

die organische Substanz gebundenen Form vorliegen.
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Tab.7: Pearsonsche Korrelationskoeffizienten (r) fir die Abhadngigkeit des
Verteilungskoeffizienten (kc¢) von ausgewahlten Eigenschaften der
Ton-Fraktion

KAK Neg. spez. auR. Spez. aul. Spez. aul. neg. Feo Fed Mno Mnd
Oberflachen- Oberflache Oberflachen-
ladung ladungsdichte

0,19 0,18 0,34 -0,38 -0,30 0,38 -0,05 -0,02

3.8.11 Multiple lineare Regression der k-Werte mit den stofflichen

Eigenschaften der Ton-Fraktion

Zur Uberprifung der Annahme, dass der Gehalt an organischem Kohlenstoff den
starksten Einfluss auf die Sorption hat, wurden zusatzlich multiple lineare
Regressionen durchgefuhrt. Hierfur wurden die Datensatze aus Ober- und
Unterboden in einem Datensatz zusammengefasst.

Hierbei muss beachtet werden, dass fur diese Berechnungen nur voneinander
unabhangige Parameter kombiniert werden, da es bei Verwendung von Parametern,
die sich gegenseitig beeinflussen, zu einer Art Scheinverbesserung der Korrelationen
kommen kann.

Es hat sich gezeigt, dass relativ viele der hier bestimmten Parameter miteinander
korreliert sind. Somit bleiben nur wenige Faktoren fur die multiple lineare Regression
(Tab. 3).

Der Einfluss des organischen Kohlenstoffes auf die Sorption liegt bei Kombination mit
dem Fey4-Gehalt bei R%2 = 0,62.

Bei Kombination der Faktoren Cqq, spezifischer aulRerer Oberflachenladung und Feg-
Gehalt erhoht sich R? auf 0,65. Bei keiner anderen Kombination der unabhangigen

Eigenschaften gibt es eine derart enge Korrelation mit den k-Werten (Tab. 8).
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Tab. 8: R:? fiir die multiple lineare Regression der k-Werte mit den unabhéngigen
Eigenschaften der Ton-Fraktion

k-Wert vs. Fe, Fegq Mn, Mny Corg
Corg + X 0,62 X X X
oo e b o x x
Corg + KAK + X 0,62 X X X
Spezifische auliere Oberflache + X 0,57 0,53 0,51 X
KAK + 0,40 0,05 0,53 0,50 0,60
Fed X X 0,53 0,51 X

X = abhangige Eigenschaften

Durch die Betrachtung der multiplen linearen Regression des k-Wertes mit einem
oder zwei unabhangigen Parametern lasst sich eine Gewichtung des Einflusses der

Faktoren aufstellen.

Der Einfluss der Eigenschaften der Ton-Fraktion auf die Sorption nimmt in folgender
Reihenfolge ab:

Corg-Gehalt > spezifische aullere Oberflache > Kationenaustauschkapazitat.

Eine Gewichtung der Einflisse der spezifischen adulleren negativen
Oberflachenladung und der Gehalte an Fe,, Feq und Mn, bzw. Mny lasst sich nicht
eindeutig vornehmen. Dies ist sicherlich auch auf die Abhangigkeit dieser Faktoren

untereinander zurtckzufuhren.
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3.9 Perkolationsexperimente

3.9.1 Tastversuche

Zur Klarung der Versuchseinstellungen flr die Perkolationsversuche mit Cry3Bb1
wurden Tastversuche mit Rinderserumalbumin (BSA) durchgeflhrt. BSA wurde als
Modellsubstanz ausgewahlt, da es gut verfugbar, einfach zu bestimmen und
preiswert ist. Mit einem Molekulgewicht von 67 kDa liegt es im Bereich des
Molekulgewichts des Cry3Bb1 Proteins (77 kDa). Als Saulenflllung wurde
Quarzsand mit einer spezifischen duferen Oberflache von 0,08 m? - g verwendet.
Zur Bestimmung des Durchbruchszeitpunktes wurde der BSA-Lésung (5 mg - mL™)
Kaliumchlorid (4 mmol - L) als konservativer Tracer zugesetzt. In Abbildung 61 sind
die Durchbruchskurven von BSA und KCI dargestellt. Es ist gut zu erkennen, dass es

nach ca. einem Porenvolumen zu einem Durchbruch von BSA Lésung und Tracer

kommt.
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Abb. 61: Normierte BSA- und Kalium-Gehalte in den Eluaten,
(Saulenpackung Quarzsand)

Nach Klarung der Versuchseinstellungen wurde in Perkolationsexperimenten, mit
Feinerde-Fraktion aus dem Oberboden von Profil 1, die geringste, wirksame

Konzentration der Natriumazidlosung bestimmt. Eine NaNs-Konzentration von

84



3 Ergebnisse und Diskussion

2 mmol - L™ hat sich als geeignet gezeigt, das Bakterienwachstum wahrend der
Perkolation zu unterdricken. Zudem zeigte diese NaNs-Konzentration im Experiment

keinen Einfluss auf die Sorption von Cry3Bb1.

3.9.2 Kurzzeitperkolation

Mit den im Vorversuch (Kap. 3.9.1) ermittelten Einstellungen wurde die
Verlagerbarkeit des Cry3Bb1 Proteins untersucht. In den Perkolationsexperimenten
wurde ein hohes Foérdervolumen (2 ml - h'1) verwendet, um die Kontaktzeit zwischen
Cry-Protein und Bodenpartikel zu verringern und somit ein ,worst-case“ Szenario
darzustellen.

Aufgrund der hohen Affinitat der Proben der Feinerde-Fraktion musste zudem mit
einer starken Sorption des Cry-Proteins an die Probe der Feinerde-Fraktion
gerechnet werden mit der Folge, dass im Eluat kaum Cry3Bb1 nachzuweisen ware.
Aus diesem Grund wurde eine Cry3Bb1 Konzentration in der Perkolationslésung von
1 ug-mL" eingesetzt. Eine weitere Erhdhung der Cry-Proteinkonzentration war
aufgrund der begrenzten Verfugbarkeit und des hohen Preises des Cry3Bb1 Proteins

nicht moglich.

In Abbildung 62 sind die Durchbruchskurven fir die Perkolation einer Cry3Bb1
Lésung mit einer Konzentration von 1 pg - ml’' dargestellt. Es ist deutlich zu
erkennen, dass es zu einem Beginn des Durchbruchs der Proteinldsung vor einem
Porenvolumen kam. Die Proteinkonzentration im Eluat stieg bei Versuchsansatz 1
kurzzeitig auf bis zu ca. 9ng-mL™" an, fiel jedoch im Versuchsverlauf auf eine
Konzentration ca. 4 ng-mL" ab. Nach 2,5 Porenvolumen lagen die Cry3Bb1
Konzentrationen bei beiden Versuchsansitzen im Bereich von ca. 4 ng - mL™. Dies

entspricht 0,4 % der Ausgangskonzentration (Abb. 62).
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Abb. 62: Normierte Cry3Bb1-Gehalte in den Eluaten bei Perkolation von 1 pg - mL™
Cry3Bb1 bei zwei Versuchsansatzen (Saulenpackung Feinerde-Fraktion,
Profil 1, Oberboden)

3.9.3 Langzeitperkolation

Im Versuchsansatz 1 deutete sich eine Zunahme der Cry-Proteinkonzentration in den
Eluaten zum Ende des beobachteten Zeitraums an. Zur Untersuchung dieser
Beobachtung wurde die Verlagerung von Cry3Bb1 Uber langere
Perkolationszeitraume und mehrere Porenvolumina untersucht. In Abbildung 63 sind
die normierten Konzentrationen von Cry3Bb1 in den Eluaten fir zwei
Versuchsansatze dargestellt. Bei Versuchsansatz 3 wird relativ schnell ein
Konzentrationsbereich von 4 bis 5 ng - mL”’ Cry3Bb1 im Eluat erreicht. Dagegen
ergibt sich bei Ansatz 4 nur eine geringe Cry3Bb1 Konzentration von ca. 1 ng - mL’
in den Eluaten.

Auffallig sind bei den Versuchsansatzen 3 und 4 die stark erhdhten Cry3Bb1
Konzentrationen in den Eluaten kurz nach dem Wechsel der Perkolationslésungen.
Diese Storungen sind moglicherweise auf die kurzzeitige Flussunterbrechung
(<1 min) beim Wechsel der Perkolationslésungen zurlckzufthren. Direkt nach der
Stérung entsprechen die Cry-Proteinkonzentrationen in den Eluaten wieder den

vorher bestimmten.
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Das Bakterienwachstum konnte durch die Verwendung von Natriumazid weitgehend
unterdruckt werden. Die Versuchsansatze waren jedoch nicht steril. Mit einem
mikrobiellen Abbau des Cry-Proteins muss dennoch bei den verwendeten Cry3Bb1

Konzentrationen und in den hier beobachteten Zeitraumen nicht gerechnet werden.
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Abb. 63: Normierte Cry3Bb1-Gehalte in den Eluaten, bei Perkolation von 1 pg - mL"
Cry3Bb1 bei einer Versuchsdauer von 66 h (Ansatz 3) bzw. 52 h (Ansatz 4)
(Saulenpackung Feinerde-Fraktion, Profil 1, Oberboden). Die Pfeile
markieren die Wechsel der Perkolationslésungen

Der frihe Durchbruchszeitpunkt bei den Perkolationsexperimenten muss auf das
hohe Durchflussvolumen von 2 ml-h™' zuriickgefiihrt werden. Besonders die
Ausbildung von praferentiellen FlieRwegen innerhalb der Saulen kann in diesen
Versuchsansatzen nicht ausgeschlossen werden.

Bei den Porenvolumina ergibt sich eine minimale Kontaktzeit zwischen Cry-
Proteinlésung und Saulenpackung von ca. 4 Stunden. Daher ist auch bei einem
schnellen Durchfluss der Proteinlésung durch die Saule, bei den vorhandenen hohen
Affinitaten der Feinerde-Fraktion zu Cry3Bb1, eine hohe Sorption an die
Bodenpartikel gegeben. Dieses fuhrt zu den in den Eluaten bestimmten geringen

Cry3Bb1 Konzentrationen von maximal 0,05 %.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass das Cry3Bb1 Protein in den Proben

der Feinerde-Fraktion verlagert werden kann, jedoch in nur sehr geringen
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Konzentrationen. Unter Berucksichtigung der sehr hohen Ausgangskonzentration der
Cry3Bb1-Losung muss gesagt werden, dass es bei Verwendung von
anbaurelevanten Konzentrationen vermutlich nicht zu nachweisbaren Cry3Bb1-

Konzentrationen im Eluat gekommen ware.

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen zeigten SAXENA et al. (2002b) und STOTZKY
(2004) durch Saulenversuche, dass das auf die Bodenprobe gegebene Cry1Ab-
Protein, mit zugegebenem Wasser, durch die Saule transportiert wurde, aber das
Cry-Protein in den Eluaten nach 12 bzw. 24 Stunden nicht mehr nachweisbar war.
Sie fuhrten dies auf eine geringe Desorption, in Abhangigkeit vom Tongehalt der

Bodenprobe, zurick.
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3.10 Zusammenfassende Diskussion

In dieser Arbeit wurde untersucht, welche stofflichen Parameter der Bdden die
sorptiven Prozesse des Cry3Bb1 Proteins beeinflussen.

Es stellte sich bei den Untersuchungen heraus, dass die starkste Korrelation
zwischen den Verteilungskoeffizienten und dem Gehalt an organischem Kohlenstoff

der Tonfraktion besteht.

Dieses Ergebnis deckt sich mit den Erkenntnissen fiur die Sorption von
Prion-Proteinen an Bodenpartikel. Puccl et al. (2008) weisen darauf hin, dass die

Sorption von Prionen stark von der organischen Fraktion der Boden beeinflusst wird.

Dieser Zusammenhang zwischen dem organischen Kohlenstoff und den
Verteilungskoeffizienten konnte jedoch bei der Feinerde-Fraktion in den hier
dargestellten Untersuchungen nicht beobachtet werden.

Zudem war es auch nicht mdglich, mit Hilfe des k-Wertes der Tonfraktion auf die
k-Werte der Feinerde (und somit des Gesamtbodens) zu schlie®en. Dies zeigt sich
auch daran, dass der Verteilungskoeffizient der Feinerde-Fraktion nicht mit dem

Tongehalt der Feinerde-Fraktion korreliert.

Weiterhin zeigt sich, dass es keine Korrelation zwischen dem Gehalt an organischem
Kohlenstoff, der Feinerde-Fraktion und den k-Werten gibt. Es kann vermutet werden,
dass es einen grundlegenden Unterschied in der Reaktivitdt des organischen
Kohlenstoffs der Feinerde-Fraktion und der Ton-Fraktion gibt. Diese unterschiedliche
Reaktivitat konnte auf die erhdhte Zuganglichkeit der organischen Uberziige auf den

Partikeln der Ton-Fraktion zuriickzufihren sein.

Der Einfluss der stofflichen Parameter auf die k-Werte nahm bei der Ton-Fraktion in
der Reihenfolge: Corg > Mno- bzw. Mng-Gehalt > Feo,-Gehalt > spezifische auliere
Oberflache > spezifische auliere negative Oberflachenladung = Dichte der

spezifischen auflieren negativen Oberflachenladung > KAK > Feq4 ab.

Die Vermutung liegt aufgrund der ermittelten r-Werte nahe, dass die Bindung der

Proteine auch von den Gehalten an Fe, und Mn, bzw. Mng abhangt. Allerdings
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erscheint es aus oberflachenchemischer Sicht unwahrscheinlich, dass es zu
Wechselwirkungen zwischen Eisen- bzw. Mangan- oxiden/-hydroxiden und den Cry-
Proteinen kommen kann.

Es wird daher vorgeschlagen, den organischen Kohlenstoff der Boden als den bei
weitem wichtigsten Faktor anzusehen.

Der organische Kohlenstoff bzw. die organische Substanz ist ebenfalls ein wichtiger
Bindungspartner fur Fe, bzw. Mn,. Aus diesem Grund besteht auch eine Korrelation
zwischen Cqyg und Mn, bzw. Cog und Fe,. Daraus sollte nicht geschlossen werden,
dass ein ursachlicher Zusammenhang zwischen dem Gehalt an Mn, bzw. Fe, und

den Sorptionskoeffizienten besteht.

Nicht befriedigend geklart werden konnte die Abhangigkeit der k-Werte von den

unterschiedlichen Partikelgréfien, wie sie aus Abbildung 32 hervorgeht.
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