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Za ucinkovito zascito lesa je nujno, da
aktivne ucinkovine enakomemo prepo-
jijo celi¢no steno. Preucevali smo mikro-
porazdelitev bakrovih u¢inkovin v trahe-
idah kasnega lesa smrekovine (Picea
abies), impregnirane z dvema vodotop-
nima bakrovima pripravkoma. Mikropo-
razdelitev bakra v celi¢nih stenah lesa,
zas¢itenega z bakrovim(ll) sulfatom sov-
pada z mikroporazdelitvijo lignina v ce-
licni steni lesa. Po drugi strani je mikro-
porazdelitev bakra v traheidah smreko-
vine, impregnirane z vodno raztopino
bakrovega(ll) oktanoata in etnolamina,
enakomernejsa. V vseh slojih celicne
stene smo dolocili primerljivo vsebnost
bakrovih ucinkovin. Opazili smo, da so
vse tri uporabljene glive razkrojevalke
(Antrodia vaillantii Trametes versicolor
in Gloeophyllum trabeurn) vplivale na
mikroporazdelitev bakra v celi¢ni steni.
Glive so translocirale Cu iz zdruzene
srednje lamele v celi¢ni lumen ali pa v
predele z nizjo koncentracijo bakra. Obli-
ka in nacin redistribucije Cu po celi¢ni
steni traheide smrekovine je v veliki me-
ri odvisna od koli¢ine izlo¢ene oksalne
kisline.

In order to enable efficient protection
of wood, itis of a significant importance
to ensure even distribution of a preser-

vative in cell walls. Microdistribution of
copper biocides in spruce latewood tra-
cheids impregnated with two different
copper based aqueous solution is de-
scribed herein. Copper microdistribution
in wood cells impregnated with aque-
ous solution of Cu(ll) sulfate is similar as
microdistribution of lignin. On the other
hand, more even distribution was deter-
mined in spruce latewood cells impre-
gnated with copper(ll) octanoate-etha-
nolamine based solution. In all parts of
tracheid walls similar copper contents
were determined. It was clearly seen,
that all wood decay fungi (Antrodia
vaillantii, Trametes versicolor and Glo-
eophyllum trabeurn) used, influenced
microdistribution of copper in impre-
gnated wood. Fungi translocated copper
from middle lamellae into cell lumen,
or other parts with lower copper con-
centration. Mechanisms of redistribution
are significantly affected by amount of
oxalic acid extracted.

Klju¢ne besede: bakrovi pripravki,
vezava v les, zas¢ita lesa, mikroporaz-
delitev, lesne glive

Key words: copper based preserva-
tives, fixation, wood preservation,
microdistribution, wood decay fungi

Uvod

Tretjina zasCitenega lesa v Evropi je
prepojena s pripravki na osnovi bakra.
Klasi¢na zas¢itna sredstva na osnovi
kromovih, bakrovih ter borovih ali
arzenovih spojin vse bolj izpodrivajo
novejse resitve. Med najbolj obetajo-
¢imi novejSimi pripravki so sredstva,
kjer kot fiksativ namesto kromovih
spojin uporabljajo etanolamin. Na sve-
tu in tudi v Sloveniji je v komercialni
rabi na voljo kar nekaj pripravkov na
tej osnovi; ACQ (CSI), Celcure AC
(Osmose), Tanalith-E (Arch), Wol-
manit CX-10 (Wolman), Kuproflorin
(Regeneracija) (Humar in Pohleven,
2005).

Eden izmed zelo pomembnih dejav-
nikov, ki vplivajo na u¢inkovitost za-
Scitnih sredstev za les, je enakomerna
porazdelitev biocidov na makro- in
mikronivoju (Richardson, 1997). To
je Se posebej pomembno pri glivah, ki
povzroc¢ajo mehko trohnobo. Mikro-
porazdelitvi bakrovih za$¢itnih pri-
pravkov po celi¢ni steni je bilo po-
sveceno ze veliko raziskav. Njihov pou-
darek je bil na mikroporazdelitvi ko-
vinskih ionov v lesu razli¢nih vrst, za-
Scitenem s CCA ali CCB vodotopnimi
pripravki (Greaves, 1974; Dickinson,
1974; Yamamoto in Matsuoka, 1989;
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Ani in Salmah, 1995; Newman in
Murphy, 1996). Rezultati nakazujejo,
da je mikroporazdelitev zas¢itnega
sredstva v veliki meri odvisna od vrste
lesa ter od tipa celic (rani/kasni les,
parenhimske celice/traheje/vlakna).
Nekateri avtorji (Peters in Parames-
waran, 1980; Daniel in Nilsson, 1987)
porocajo, da je v zdruZeni srednji lame-
li najvecji delez bakra. Predpostavljajo,
da vsebnost bakra narasca z delezem
lignina v celi¢ni steni. Pri preucevanju
lesa, impregniranega z bakrovim nafte-
natomv lak bencinu ter lesa, impreg-
niranega z amoniakalnimi raztopinami
bakrovega (II) oktanoata je do podob-
nih sklepov prisel tudi Petric¢ s sode-
lavci (2000). Najvedji delez bakra so
opaziliv celicnem kotu ter v zdruzeni
srednji lameli kasnega lesa, ki vsebuje
najve¢ lignina (Fengel in Wegener,
1989; Tisler in Humar, 1999; Gricar
in Cufar, 2004). V zdruZeni srednji la-
meli in celi¢nih kotih celic ranega lesa
so opazili manj$e koncentracije bakra,
sajjev celicnih stenah ranega lesa delez
lignina nizji.

V literaturi nismo zasledili Se nobenih
podatkov, kako glive vplivajo na mi-
kroporazdelitev bakrovih u¢inkovin
med razkrojem impregniranega lesa.
Znano je, da tolerantni glivni izolati
bakrove u¢inkovine v impregniranem
lesu pretvorijo v bakrov oksalat (Hu-
mar in Pohleven, 2003). Po drugi stra-
ni pa $e ne vemo, ali glive pri tem baker
translocirajo v celi¢ne lumne ali bak-
rove uc¢inkovine ostanejo v steni celice.
To vpraSanje je zanimivo iz dveh raz-
logov. Ce dobro poznamo mehanizem
razkroja zaScitenega lesa, lahko razvi-
jemo ucinkovitej$a zascitna sredstva za
les. Ce pa bi potrdili, da tolerantni
glivni izolati translocirajo baker iz ce-
licne stene, bi ta mehanizem lahko
ucinkovito uporabili za mikoremedia-
cijo odpadnega zascitenega lesa (Hu-
mar in Pohleven, 2003).

Materiali in metode

Vzorce (1,5 X 2,5 X 5,0 cm) smo iz-
delali iz beljave smrekovine (Picea
abies Karst). Absolutno suhe vzorce
smo impregnirali po standardnem po-
stopku z vakuumom (SIST EN 113
1989). Uporabili smo dva pripravka
na osnovi bakra, in sicer bakrov(II)
sulfat (CuS) in bakrov(II) oktanoat z
etanolaminom (CuE). Koncentracija
bakra v pripravku je bila v obeh pri-
merih 0,75 %. Impregnirane vzorce
smo nato $tiri tedne susili na zraku, in
sicer: prvi teden v zaprtih, drugi in tretji
v polzaprtih in Cetrti teden v odprtih
komorah. Na ta nacin smo zagotovili
ustrezno vezavo.

Sterilizirane vzorce smo vstavili v
gojitvene kozarce, kjer je bilo hranilno
gojis¢e preraslo z micelijem gliv pisana
ploskocevka, tramovka in bela hisna
goba (preglednica 1). Vstavili smo jih
na plasti¢no mrezico in s tem prepre-
¢ili stik vzorcev z gojisc¢em. Po 16 ted-
nih smo jih izolirali in pripravili za na-
daljnje raziskave. Poleg izpostavljenih
vzorcev smo analizirali tudi glivam
neizpostavljen zas¢iten in nezaciten
les.

Vogali vzorcev so bili vklopljeni v epo-
ksidno smolo (Spurr, 1969) in z ultra-

mikrotomom, narezanina 0,5 pum de-
bele rezine. Te rezine smo opazovali s
presevnim elektronskim mikrosko-
pom TEM Philips 400, opremljenim
z Link (Si)Li detektorjem in Link QX
200 analizatorjem. Pogoji analize so
bili: pospesSevalna napetost 80 kV, ¢as
merjenja 200 s, 10.000-kratna poveca-
va, obmocje merjenja 200 nm. Meritve
so bile opravljene v pet do sedmih po-
novitvah na sedmih mestih celi¢ne ste-
ne traheide kasnega lesa, kot je razvid-
no s slike 1. Dobljeni spektri so bili
integrirani. Na podlagi razmerja med
intenziteto vrhov Cu, , in ozadja (p/b)
smo izracunali relativno koli¢ino bak-
rav delu celi¢ne stene. Visje ko je bilo
razmerje p/b, vecja koli¢ina bakra je
bila opazna na mestu meritve.

Rezultati in razprava

Iz mikroporazdelitve bakrovih ionov
v glivam neizpostavljenem lesu (slika
2) vidimo, da se mikroporazdelitev
bakra v celi¢ni steni lesa, impregnira-
nega s CuS, razlikuje od mikroporaz-
delitve bakra v lesu, impregniranem s
CuE. V lesu, zascitenem s CuS, smo
najvec bakra zaznali v zdruZeni srednji
lameli (CML), Se posebno na mestih,
kjer se stikajo stiri celice (CM). Koli-
¢ina bakra v zdruZeni srednji lameli je

O Slika 1. Shematski prikaz mest v celi¢ni steni, na katerih smo

opazovali mikroporazdelitve bakra.
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O Slika 2. Mikroporazdelitev bakra v celi¢ni steni traheide kasnega
lesa smreke, impregniranega s CuS in CuE (c_, = 0,75 %).
Mikropozicije v celi¢ni steni so oznacene na sliki 1.
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O Slika 3. Mikroporazdelitev (razmerje p/b) Cu v celi¢nih stenah
traheid kasnega lesa smreke. Smrekovina je bila impregnirana s
pripravkom CuE (c_, = 0,75 %) in za 16 tednov izpostavljena
delovanju gliv razkrojevalk. Mikropozicije v celi¢ni steni so
podrobneje oznacene na sliki 1.

bila Stirikrat vi§ja kot v sloju S2 ali S3.
Po drugi strani pa je porazdelitev bakra
v traheidah smrekovine, impregnirane
s CuE, enakomernejsa. V sloju S2 je
koli¢ina bakra, ki je primerljiva s kon-
centracijo v zdruZeni srednji lameli. Le
v sloju S3 smo izmerili nekoliko nizZje
vrednosti Cu (slika 2).

Za opisano razliko je moznih vec raz-
logov. Znano je, da bakrov(II) sulfat s
komponentami lesa kemi¢no ne rea-
gira, temvec se nanje le adsorbira (Coo-

per, 1998). Adsorpcija potece preko
izmenjave ionov med Cu(II) in rahlo
kislim lesom (Dahlgren, 1972). Pri
vrednostih pH impregniranega lesa
takoj po impregnaciji (pHH”4,5) naj
bi se na lignin absorbiralo ve¢ Cu kot
na holoceluloze (Pizzi, 1982a, 1982b).
Tako si lahko razlozimo vecjo pojav-
nost bakra v delih celi¢ne stene, ki je
bogata z ligninom. Na primer, v srednji
lameli, kjer se stikajo $tiri celice (CM),
je najviSja vsebnost lignina (Boutelje,

1972; Gricar in Cufar, 2004) in ravno
na tem delu smo opazili tudi najvecjo
vsebnost bakra. V zdruzeni srednji la-
meli traheid smreke je namre¢ pribliz-
no 60 % lignina, po drugi strani pajev
sloju S2 delez lignina bistveno manjsi
(25 %). Poleg tega je gostota zdruZene
srednje lamele viSja kot gostota sloja
S2.V gostejsih predelih celicne stene
je na voljo ve¢ funkcionalnih skupin,
na katere se posledi¢no veze tudi ve¢
bakrovih ucinkovin.

Mikrodistribucija bakra v traheidah
vzorcev, impregniranih s CuE, je veliko
bolj enakomerna. V srednjilameli kot
tudi v sloju S2 so primerljive koli¢ine
bakra. Edino v CM smo opazili neko-
liko vi§je vrednosti. Sistem CuE reagira
tako z ligninskim sistemom kot tudi s
hemicelulozami (Zhang in Kamdem,
2000). Nekateri avtorji pa porocajo
celo o vodikovih vezeh med aminskimi
skupinami in hidroksilnimi skupi-
nami celuloze (Jiang and Ruddick,
1999). Med prodiranjem zascitnega
sredstva v celi¢no steno pride do reakcij
med vsemi glavnimi komponentami
lesa. Posledica tega je enakomernejsa
razporeditev bakra po celotni celi¢ni
steni (slika 2).

Po 16 tednih izpostavitve zaS¢itenega
lesa glivam razkrojevalkam je znaSala
izguba mase impregniranih vzorcev
med 1 % in 8 %. Kontrolni vzorci pa
so izgubili med 28 in 49 % svoje mase
(preglednica 2). Na okuzenem impreg-
niranem lesu smo pri mikroporaz-
delitvi Cu v celi¢ni steni opazili velike
spremembe v primerjaviz zas¢itenim
in glivam neizpostavljenem lesu. Na
mikroporazdelitev so znacilno vplivali
vsi trije uporabljeni izolati, tako na
baker tolerantni kot tudi netolerantni.

Opazili smo, da je vpliv gliv razkro-
jevalk na mikroporazdelitev bakra v
lesu odvisen od uporabljenega zascit-
nega pripravka in vrste glive (sliki 3 in
4). Na mikroporazdelitev Cu imata
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O Slika 4. Mikroporazdelitev (razmerje p/b) bakra v celi¢nih stenah
traheid smreke. Smrekovina je bila impregnirana s pripravkom Cu$S
(c., = 0,75 %) in za 16 tednov izpostavljena delovanju gliv
razkrojevalk. Mikropozicije v celi¢ni steni so podrobneje oznac¢ene

na sliki 1.

O Preglednica 1. Uporabljene lesne glive. Toleranca gliv na baker je
ocenjena na podlagi raziskav Pohlevna in sodelavcev (2002).

Lesna gliva ZIM stevilka”  Toleranca na Cu Tip trohnobe

Latinsko ime Slovensko ime Oznaka

Antrodia vaillantii Bela hisna goba Pv2 ZIM LO37 tolerantna
rjava

Gloeophyllum trabeum Tramovka Gt2 ZIM LO18 netolerantna
rjava

Trametes versicolor Pisana ploskocevka v ZIM LO57 netolerantna

bela

*(Raspor et. al, 1995)

O Preglednica 2. Vlaznosti in izgube mas vzorcev po Sestnajsttedenski

izpostavitvi lesnim glivam

Lesna gliva Zascitni pripravek  Vlaznost (%) lzguba mase (%)
G. trabeum CusS 71 2
CuE 77 6
Kontrola 60 49
A. vaillantii CuS 67 8
CuE 120 3
Kontrola 57 28
T. versicolor CuS 55 1
CuE 80 8
Kontrola 56 28

zelo podoben vpliv glivi pisana plosko-
cevka (Tv) in tramovka (Gt). V vzor-
cih, zascitenih s CuE, sta omenjeni glivi
translocirali baker iz srednje lamele v
sloj S3 (slika 3). Pri beli hisni gobi

(Pv2) se je zmanjSevalo razmerje p/b
tako v srednji lameli kot tudi v sloju
S2. Koli¢ina bakra v sloju S3 se skoraj
ni spremenila. Opisane spremembe bi
lahko razlozili na dva nacina. Vse tri

glive so med razkrojem mocno navla-
zile les (preglednica 2). Pri tako visoki
vlaznosti so bili lumni celic zagotovo
vsaj delno zapolnjeni z vodo in se je
vsaj del bakrove komponente iz celi¢ne
stene, impregnirane s CuE, raztopil in
difundiral v tekocino v lumnih celic.
Ko pa smo vzorce posusili, je voda iz
lumnov izparela, baker pa je ostal in se
naloZil na notranjo plast celicne stene.
Tako bi lahko pojasnili prenos bakra
iz ML v sloj S3, ki sta ga povzrocili
glivi G. trabeum in T. versicolor. Pri
vzorcih, izpostavljenih glivi Pv2, se je
zmanjSala vsebnost bakra v ML, po
drugi strani pa nismo opazili zviSanih
koncentracij Cu v sloju S3 kot pri glivah
Gtin Tv. Moznirazlog za tirazliki je
verjetno difuzija bakra. Med izposta-
vitvijo glivam so se vzorci mocno navla-
zili z vodno raztopino razli¢nih organ-
skih kislin (Humar et al, 2001), zato
se je mobilnost bakrovih spojin pove-
cala. Verjetno je baker med 16 tedni
izpostavitve difundiral iz vzorcev v
hranilno gojiS¢e (Pohleven et al., 1999;
Humar et al,, 2002).

Spremembe v mikroporazdelitvi bak-
rav vzorcih, zaScitenih s CuS, po izpo-
stavitvi vsem treh testnim glivam na
les, so zelo podobne. Vse so statisticno
znacilno zniZale vsebnost bakra v sred-
nji lameli. Razli¢no od sistema CuE,
pa nismo opazili zviSanih koncentracij
v sloju S3 (slika 4). Nasa raziskava
vprasanja, kam so glive alocirale bakro-
ve ucinkovine, ni pojasnila, zato bodo
potrebne Se dodatne raziskave.

1z nasih raziskav je razvidno (Humar
etal.,2003), davse glive ne izkazujejo
enake sposobnosti transporta bakra.
Pri glivi Pv2 bi rezultate mikroporaz-
delitve pri delno razkrojenem lesu,
zasc¢itenem s CuS, lahko pojasnili s
transportom v micelij (Pohlevenet al.,
1999). Na ta nacin pa ne moremo po-
jasniti prenosa bakra pri Gt2 in Tv.
Menimo, da je v tem primeru lahko
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vzrok za prenos tudi difuzija. Omenjeni m

glivi ne izloc¢ata oksalne kisline in Cu
aktivna spojina ostane v topni obliki
in je zato difuzija mozna (Humar et
al., 2003). Pri beli hi$ni gobi pa je di-
fuzija manj verjetna, saj ta gliva izloca
veliko oksalne kisline in nastali bakrov
oksalat ni topen v vodi, zato tudi difu-
zija ni mogoca. Gliva Pv2 je v tem
primeru translocirala baker iz lesa z
aktivnim transportom.

Sklepi

Mikroporazdelitev bakra je pri lesu,
impregniranem s pripravki na osnovi
bakra in etanolamina, enakomernejsa,
kot je pri lesu, impregniranem le z
vodno raztopino bakrovega sulfata.
Glavni razlog za enakomernej$o mi-
kroporazdelitev je dejstvo, da baker-
etanolaminski kompleksi reagirajo
tako z ligninom kot tudi celulozami,
medtem ko se bakrov sulfat ve¢inoma
adsorbira le na lignin.

Izpostavitev impregniranih vzorcev
lesnim glivam je mocno vplivala na
mikroporazdelitev bakra po celi¢ni
steni. Privzorcih, impregniranih zvod-
no raztopino bakrovega sulfata, smo
opazili ve¢je spremembe zaradi delova-
nja gliv kot privzorcih, impregniranih
s pripravkom na osnovi bakra in etano-
lamina.
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