Lniversitat
wien

MASTERARBEIT / MASTER’S THESIS

Titel der Masterarbeit / Title of the Master‘s Thesis

,, Wirkung von Silber-Nanopartikeln auf die Gemiisepflanze
Raphanus sativus und deren Verteilung im Pflanzensubstrat*

verfasst von / submitted by

Fabian Dorn, B.Sc.

angestrebter akademischer Grad / in partial fulfilment of the requirements for the degree of

Master of Science (MSc)

Wien, 2023 / Vienna 2023

Studienkennzahl It. Studienblatt / UA 066 862
degree programme code as it appears on
the student record sheet:

Studienrichtung It. Studienblatt / Masterstudium Chemie
degree programme as it appears on
the student record sheet:

Betreut von / Supervisor: Mag. Dr. Franz Jirsa, Privatdoz.






Danksagung

Ich mo6chte mich an dieser Stelle aufrichtig bei allen Menschen bedanken, die mich bei meiner
Masterarbeit unterstiitzt haben. Ein besonderer Dank geht an Franz Jirsa, der es mir ermoglicht
hat, meine Masterarbeit in einem umweltchemisch relevanten Thema zu schreiben und mir auch
wahrend der praktischen Tétigkeiten immer beratend zur Seite stand. Auch danke ich ihm fiir die
hilfreichen Tipps beim Schreiben meiner Arbeit. Ebenso danke ich Jakob und Andreas, die mir
stets bei Fragen und Unklarheiten helfend zur Seite standen und mich immer wieder mit geeigneten
Hilfestellungen auf den richtigen Weg fithrten. Aufferdem mochte ich meiner Freundin Tina danken,
die wiahrend der ganzen Zeit immer ein offenes Ohr fiir mich hatte, mich motiviert hat und mir auch

beim Korrekturlesen eine grofse Unterstiitzung war.

I



IT1



Inhaltsverzeichnis

1 Einleitung 1
1.1 Nanopartikel und deren Eigenschaften . . . . . . ... .. .. ... ... ...... 1
1.2 Anwendung von Nanopartikeln in der Agrarwirtschaft . . . . .. ... .. ... ... 2

1.2.1 Nanodiinger . . . . . . . . . . . . e 2
1.2.2 Pflanzenschutz und Schédlingsbekédmpfung . . . . . . . . ... ... ... ... 4
1.3 Aufnahme, Translokation und Akkumulation von Nanopartikeln in Pflanzen . . . . . 4
1.4 Vorkommen, Verwendung und Eigenschaften von Silber. . . . . . . .. ... ... .. 8
1.5 Anwendung von Silber-Nanopartikeln in der Agrarwirtschaft . . . . . . . . . ... .. 8
1.6 Auswirkungen von Silber-Nanopartikeln auf Pflanzen . . . . . . . . ... .. ... .. 9
1.6.1 Exposition des Wurzelsystems . . . . . . .. ... oL 10
1.6.2 Exposition der Blatter . . . . . . . . ... o 11
1.7 Verhalten von Silber-Nanopartikeln im Boden . . . . . . . ... ... ... ... ... 15
1.8 Radieschen als Nutzpflanze . . . . . . . . . .. ... 16
1.9 Ziel dieser Arbeit . . . . . . . . 17
2 Material und Methoden 18
2.1 Substratparameter . . . . . . . . ... 18
2.1.1 Probenvorbereitung . . . . . . .. .. L 18
2.1.2 Silbergehalt . . . . . ... 19
2.1.3  Gehalt weiterer Schwermetalle . . . . . . . . . ... ... ... L. 20
2.1.4  Stickstoffgehalt . . . . . . ... 20
2.1.5 Phosphatgehalt . . . . . . .. ..o 21
2.1.6 Wasserhaltekapazitdat . . . . . . . . . ..o 22
2.1.7 pH-Wert . . . . . 22

v



2.1.8  Gesamter organischer Kohlenstoff . . . . . . ... ... .. ... .. ......
2.2 Charakterisierung der Silber-Nanopartikel und des Diingemittels . . . . ... . . ..
2.3 Versuchsaufbau . . . . . . . ..o
2.3.1 Kultivierung der Radieschen . . . . . . . .. ... ... .o
2.3.2 Probennahme, Probenvorbereitung und Probenanalyse . . . . . . . ... ...

2.4 Statistische Datenanalyse . . . . . . . . . .. ..o

Ergebnisse

3.1 Substratparameter . . . . . . . . ... e

3.2 Charakterisierung der Silber-Nanopartikel Suspensionen und des Diingemittels . . . .
3.2.1 Silbergehalt . . . . ...
3.2.2 Partikelgrofse und Partikelform . . . . ... ..o oo

3.3 Versuchsergebmnisse . . . . . . . . ..
3.3.1 Masse, Grofe und Umfang . . . . . . .. . ... .o
3.3.2 Silbergehalt der Wurzeln und Blatter . . . . . .. ... .. ... ..

3.3.3 Silbergehalt im Pflanzensubstrat . . . . . . ... .. 0000

Diskussion

4.1 Substratparameter . . . . . . .. L
4.2 Charakterisierung der Silber-Nanopartikel Suspensionen . . . . . . .. ... ... ..
4.3 Kultivierung . . . . . . . . L
4.4 Masse, Grofe und Umfang . . . . . . .. ..o Lo
4.5 Silbergehalt der Wurzeln und Bléatter . . . . . . . . .. ..o

4.6 Silbergehalt im Substrat . . . . . .. .. L0 o

5 Fazit

Literaturverzeichnis

Zusammenfassung

Abstract

44
44
45
45
46
47
48

49

50

59

61



1 Einleitung

1.1 Nanopartikel und deren Eigenschaften

Als Nanomaterialien werden natiirlich vorkommende oder kiinstlich hergestellte Materialien be-
zeichnet, welche eine Ausdehnung in mindestens eine Dimension von unter 100 nm haben. Dazu
zéhlen Nanofilme, Beschichtungen, Nanorohren, Nanodrédhte und Nanopartikel (NP). In solch ei-
ner Grofenordnung weisen diese Materialien Eigenschaften von Schiittgiitern als auch von kleinen
Molekiilen auf. NPs konnen einen natiirlichen Ursprung haben, wie beispielsweise in Asche oder
Biomolekiilen. Neben diesen kénnen sie aber auch unabsichtlich vom Menschen durch Abgase, Zi-
garettenrauch, Schweifs- und Schleifprozesse produziert oder absichtlich fiir diverse Anwendungs-
moglichkeiten hergestellt worden sein [1]. Charakteristisch fiir NPs ist ein sehr grofes Oberfldchen-
zu-Volumen Verhéltnis. Der prozentuale Anteil an oberflichenexprimierten Atomen steigt mit ab-
nehmender Partikelgrofe. Beispielsweise steigt dieser von 0,006% eines 10 um grofsen Partikels auf
knapp 50% in einem 2nm groken Partikel. Allgemein verhélt sich die spezifische Oberfliche um-
gekehrt proportional zur Partikelgrofe [2]. Die physikochemischen Eigenschaften von NPs héngen
von der Oberflachenstruktur (Oberflichengruppen, Beschichtungen), chemischen Zusammensetzung
(Reinheit, Kristallinitét), Reaktivitéit, Massenkonzentration, Grofe und Grokenverteilung, Loslich-
keit, Aggregation, Mobilitit als auch von der Form ab [1][3].

Diese Eigenschaften beeinflussen mafgeblich das Verhalten und den Verbleib der Partikel in der
Umwelt. Besonders die Grofendimension von NPs macht sie 6kotoxikologisch relevant. Dies begriin-
det sich in der Moglichkeit zur Uberwindung natiirlicher Barrieren in Organismen, welche, je nach
Barriere, Porengrofsen im Nanometerbereich aufweisen. Je kleiner ein Partikel ist, desto leichter kann
dieser die Zellwand penetrieren. Ob ein aufgenommener Partikel niitzlich fiir den Organismus ist
oder Schéaden verursacht, hdngt dabei von der Art des Partikels und der Anzahl der internalisierten

Partikel ab. Auch die Morphologie von NPs hat einen Einfluss auf die toxikologischen Eigenschaften.



Beispielsweise konnten Pal et al. [4] Unterschiede in der Elektronendichte bei runden, stabchenfor-
migen und dreieckigen Ag-NPs feststellen. Die Formunterschiede resultierten in unterschiedlichen
Interaktionen mit dem gram-negativen Bakterium Escherichia coli.

Ein weiterer wichtiger Faktor ist das Zetapotential. Dieses gibt Aufschluss iiber die rdumliche
Ausdehnung des elektrischen Potentials eines NPs. Hieriiber lassen sich Informationen iiber den
Grad der Abstofsung benachbarter und geladener Teilchen in einer Dispersion gewinnen. Ein hoher
Wert (>+30mV) bedeutet dabei eine starke Abstoffung und eine geringere Agglomeration. Die
Kenntnis des Zetapotentials liefert damit wichtige Informationen iiber das Verhalten eines NPs in

einer Suspension |[3].

1.2 Anwendung von Nanopartikeln in der Agrarwirtschaft

Der weltweite Ernteriickgang aufgrund von gestiegenen Salzgehalten in Béden, Diirren, Schadlingen,
verdanderten klimatischen Bedingungen und die Notwendigkeit, eine zunehmend grofiere Menschen-
population zu erndhren, macht es notig, nach neuen Moglichkeiten zum Pflanzenschutz und zur
Steigerung der Ertrage zu suchen. Auch die Verringerung der Biodiversitdt und limitierende An-
bauflachen fordern ein Umdenken [3]. Offen fiir neue Technologien zu sein, ist damit unerlésslich, um
die Ernteertrige zukiinftig zu steigern und Losungen fiir die aufgefiihrten Probleme zu finden. NPs
mit ihren speziellen Eigenschaften sind dabei in das Blickfeld der Forschung gelangt. Die Vielzahl der
moglichen Parameter, wie Zusammensetzung, Grofse, Oberflaichenstruktur etc. ermdglichen es, NPs
mit unterschiedlichsten physikochemischen Eigenschaften zu konstruieren. Denkbare Anwendungs-
felder fiir NPs in der Agrarwirtschaft liegen in den Gebieten Pflanzenschutz, Schiadlingsbekdmpfung

oder Diingemittel, mit dem Ziel, das Wachstum und die Ertrdge von Pflanzen zu verbessern [5][3].

1.2.1 Nanodiinger

Herkommliche Diingemittel sind fiir den Produzenten meist sehr kostenintensiv und kénnen dabei
auch schédlich fiir Mensch und Umwelt sein [6]. Hieraus begriindet sich die notwendige Suche nach
Diingemitteln, welche umweltfreundlicher sind und gleichzeitig eine hohe Néhrstoffnutzungseffizienz
aufweisen. Das Kernproblem herkémmlicher Diingemittel liegt oft in deren schnellen Nahrstoff-
freisetzung, wodurch ein Grofteil der Nahrstoffe nicht von der Pflanze resorbiert, sondern vorher

ausgewaschen oder abgebaut wird oder sich im Boden festsetzt. Die von Pflanzen aufgenommene



Diingermenge betriagt im Allgemeinen weniger als die Hélfte der ausgebrachten Diingermenge. Von
den zugefiihrten Makronéhrstoffelementen wie Stickstoff, Phosphor und Kalium kénnen dabei bis
zu 90% verloren gehen. Eine mogliche Alternative hierzu sind an nanodimensionale Adsorptions-
mittel gebundene Néhrstoffe, welche im Vergleich zu herkémmlichen Diingemitteln sehr langsam,
innerhalb von 40 — 50 Tagen statt 4 — 10 Tagen bei konventionellen Diingemitteln, freigesetzt wer-
den [7]. Dieses Konzept erhoht nicht nur die Effizienz der Néhrstoffnutzung durch eine erhéhte und
effektivere Aufnahme von Néahrstoffen und essenziellen Verbindungen, sondern minimiert auch die
Auswaschung von Nahrstoffen in das Grundwasser. Als vielversprechende Stickstoff-Nanodiinger
mit langsamer und kontrollierter Freisetzung gelten beispielsweise Harnstoff-modifizierte Zeolithe,
Hydroxylapatit und mesoporose Silica-Nanomaterialien [8]. Der Bedarf an Mikrondhrstoffen kann
ebenso iiber Nanodiinger der Pflanze zur Verfiigung gestellt werden. Zink beispielsweise ist ein fiir
Pflanzen wichtiges Element, welches in der Synthese von Kohlenhydraten und dem Proteinmeta-
bolismus eine Rolle spielt. Der Einsatz von Zn-NPs als Nanodiinger konnte den Getreideertrag
von Perlhirse Pennisetum americanum um 38% steigern als auch die Trieblange, Wurzellange und
den Chlorophyllgehalt erhohen [9]. In anderen Studien konnte beobachtet werden, dass NPs auch
wachstumsfordernd wirken konnen. Beispielsweise konnte TiO, in hoheren Konzentrationen das
Wachstum von Spinat Spinacia oleracea férdern, sowie die Chlorophyllsynthese beschleunigen und
die Photosyntheserate steigern. Zudem erhohte sich die Trockenmasse (TM) von Spinat [10]. In
einer anderen Studie konnten TiOy-NPs in einem Konzentrationsbereich von 50 — 150 mg/kg das
Biomassewachstum von Weizenpflanzen erhéhen [11]. Ein weiteres Beispiel fiir die Anwendung von
NPs als Diingemittel ist die Verwendung von Fe-NPs. Eisen ist ein wichtiger Nahrstoff fiir Planzen,
kann aber nur schwer von Pflanzen aufgenommen werden, da ein grofer Teil des im Boden vorkom-
menden Eisens an Bodenpartikel gebunden ist. Fe-NPs konnen verwendet werden, um Eisen in eine
Form zu bringen, die leichter von Pflanzen aufgenommen werden kann, was folglich zu einem verbes-
serten Wachstum und einer verbesserten Entwicklung der Pflanze fithrt. Rui et al. [12] haben den
Effekt von FeyO3 (2 —2000 mg/kg) mit konventionellem Eisendiinger Ethylendiamintetraessigsiaure-
Fe (EDTA-Fe, 45,87 mg/kg) verglichen und die Entwicklung von Erdnusspflanzen Arachis hypogaea
erforscht. Es zeigte sich, dass Fe4O3 den Eisengehalt in der Pflanze erhoht, jedoch weniger stark
als EDTA-Fe, und dass der Chlorophyllgehalt bei Konzentrationen von 2, 10 und 1000 mg/kg im
selben Mafte zunahm wie bei EDTA-Fe.



1.2.2 Pflanzenschutz und Schiadlingsbekdmpfung

NPs konnen in der Agrarwirtschaft als Pflanzenschutz eingesetzt werden. Nanomaterialien werden
entweder auf die Pflanzenbldtter aufgespriiht oder im Pflanzensubstrat verteilt und hemmen das
Wachstum von schédlichen Pilzen und Mikroorganismen. Alternativ konnen NPs auch als Tréger
fiir Pestizide und Herbizide verwendet werden [7]. NPs als Tréger zu nutzen, kann dazu beitragen,
die Wirksamkeit von Pestiziden und Herbiziden zu erhohen und gleichzeitig die Haufigkeit der
Verwendung zu reduzieren, was die Umweltbelastung verringern kann. NPs kénnen auch als Warme-
oder UV-Schutz fiir Pflanzen verwendet werden [13].

Ein Nutzen der Nanotechnologie zur Schidlingsbekidmpfung besteht in der Reduktion von bend-
tigten Pflanzenschutzmitteln [14]. Bakterielle Krankheiten und Pilze sind eine Ursache fiir erhebliche
Ernteverluste weltweit. Ag-NPs wirken nachweislich gegen pflanzenpathogene Bakterien. SiOqAg-
NPs induzierten bei Acker-Schmalwand Arabidopsis thaliana eine Immunantwort und fihrten zu
einer verbesserten Resistenz gegeniiber dem pathogenen Bakterium Pseudomonas syringae [15].
Den NP-Einsatz von Fungiziden haben beispielsweise Beckers et al. [16] untersucht. Dabei wurden
Nanotransporter synthetisiert, welche mit Fungiziden beladen werden konnten. Die Nanokapseln be-
standen dabei aus Xylan, einem pflanzlichen Heteropolysaccharid, das von Pilzen abgebaut werden
kann und damit zur Freisetzung des Fungizids fithrt [16]. Der Einsatz von TiO5-NPs zur Verbesse-
rung der UV-B Stresstoleranz ist ein anderer denkbare Einsatz fiir Nanomaterialien. Eine Studie von
Wang et al. [13] ergab bei Acker-Schmalwand eine Milderung des Pflanzenstress durch UV-B Strah-
lung. TiO9-NPs erhéhten die Aktivitdt von antioxidativen Enzymen und férderten die Synthese von

Flavonoiden.

1.3 Aufnahme, Translokation und Akkumulation von Nanopartikeln

in Pflanzen

Das Wissen iiber die Mechanismen und die Wirkungsweise von NPs auf zelluldrer und molekularer
Ebene ist rudimentér. Die Forschung zur Aufnahme, Translokation und Akkumulation von Nanoma-
terialien in Pflanzen befindet sich noch in ihren Anfangen. Die Aufnahme in das Gewebe der Pflanze
kann unterirdisch iber das Wurzelsystem oder die tiberirdischen Pflanzenbestandteile erfolgen. Die

Kenntnis {iber Struktur und Aufbau dieser Bestandteile ist daher von essenzieller Bedeutung, um



das Verhalten und den Verbleib von NPs zu prognostizieren.

Die Wurzel besteht aus einer Vielzahl verschiedener Zellarten, die spezifische Funktionen aus-
fithren. Die Wurzelhaube (Kalyptra) besteht aus kurzlebigen sich schnell teilenden Zellen, welche
das Vordringen der Wurzel in den Boden erleichtert und dieser Orientierung gibt. Es schiitzt das
darunter liegende Wurzelmerystem vor Verletzungen. Die Wurzelhaube sondert einen polysaccha-
ridhaltigen Schleim ab, welcher wie ein Gleitfilm im Bereich der Wurzelspitze wirkt und eine Rolle
bei der Aufnahme von Néhrstoffen und Schwermetallen spielt [17]. Einteilen lésst sich die Wurzel
in die Zellteilungszone, welche direkt hinter der Wurzelspitze beginnt. Daran angrenzend liegt die
Zellstreckungszone. Die neuen Wurzelzellen erreichen die bis zu 10-fache Ausdehnung und driicken
dadurch die Wurzel in den Boden. Kurz vor der maximalen Zellausdehnung differenzieren sich die
Zellen zu spezifischen Zelltypen wie Rhizodermis, Parenchym und Leitgewebe (Differenzierungszo-
ne). Die dufserste Zellschicht, die Rhizodermis, besteht aus einer einzelnen Zellreihe und besitzt keine
Cuticula und Stomata. Die Rhizodermiszellen bilden Wurzelhaarzellen, welche fiir die Absorption
von Wasser und Néhrstoffen verantwortlich sind. Das darunter liegende Rindenparenchym dient als
Festigungsgewebe, der Speicherung von Kohlehydraten und schleust Wasser und die darin gel6sten
Néhrstoffe bis zu den Leitbiindeln. Die Endodermis ist die dem Zentralzylinder am néchstgelegene
Schicht und durch den casparischen Streifen gekennzeichnet. Die Endodermis ist durchzogen von
einer Ligninschicht, welche die Permeabilitat der Zellwand fiir Wasser und Néahrstoffe einschrankt.
Der casparische Streifen spielt eine wichtige Rolle in der Regulierung des Wasser- und Nahrstoff-
transports in Pflanzen. An die Endodermis schlieft das Perizykel an und bildet den &ufseren Teil
des Zentralzylinders. Die Seitenwurzeln bilden sich hier aus. Im Zentralzylinder liegen die Fern-
transportbahnen Xylem und Phloem. Das Xylem weist einen Durchmesser von 200 — 500 nm auf
und transportiert Wasser und Nahrstoffe zu den Blattern. Wesentlich kleiner sind die Bahnen des
Phloems, deren Durchmesser 20 — 40 nm betragen und Assimilate von den Blédttern zu den Wurzeln
transportieren [18] [19].

Die Aufnahme von Wasser und gelésten Ionen beginnt in den Wurzelhérchen iiber Osmose. Es
erfolgt entweder der nichtselektive apoplastische Transport entlang der Zellzwischenrdume und Zell-
wéande oder der symplasmatische Transport durch die Protoplasten. Diverse chemische und physio-
logische Barrieren bestimmen die Groffenausschlussgrenze, bis zu welcher Grofe Partikel aufgenom-
men werden kénnen. Gestoppt wird der apoplastische Transport fiir NPs durch den casparischen

Streifen, welcher eine Grofenausschlussgrenze von < 1 nm aufweist. NPs einer Groéfse von 36 —50 nm



wurden iiberwiegend im zwischenzellulédren Bereich und den Zellwénden der Wurzeln gefunden [20].
Alternativ kann der Transport durch passive Diffusion iiber die Protoplasten erfolgen. Die Poren-
grofe der Zellwand liegt bei 5 — 20 nm, die der Zellmembran bei 300 — 500 nm. Der symplastische
Transport wird zunédchst begrenzt durch die 3 — 50 nm groken Plasmodesmen [21]. Studien haben
gezeigt, dass sich beispielsweise 20 — 40 nm grofse Ag-NPs, ~ 15nm grofe Au-NPs oder andere ver-
gleichbar grofse Prézipitate in den Plasmodesmen akkumulierten [20]|. Gelangten NPs in das Xylem,
so konnten diese in die anderen Pflanzenbestandteile und das Phloem migrieren [22|. Das Xylem
und Phloem sind damit die bedeutendsten Transportorgane zur Translokation von NPs [23]. In Ab-
bildung 1.1 (a) sind die Eintrittswege tiber die Wurzel und Blédtter schematisch abgebildet und in
(b) die Grokenausschlussgrenze natiirlicher Barrieren dargestellt.

Diskutiert wird auch die Moglichkeit, dass NPs neue grofere Poren induzieren und so ebenfalls in
die Zelle gelangen konnen. Dies wurde berichtet von Ag-NPs [24], TiOo-NPs [25] und ZnO-NPs [26].
Die direkte Aufnahme von NPs in die Wurzel konnte beispielsweise fiir Fe;O0,-NPs [27], TiO5-NPs
[25], Au-NPs [28] oder Kohlenstoffnanoréhren (CNTs) [29] nachgewiesen werden. Fiir Ag-NPs, ZnO-
NPs oder CuO-NPs ist es unklar, ob sie als NP selbst oder als geloste Metallionen aufgenommen
werden [22].

In die Erde eingebrachte NPs konnen sich beim Kontakt mit der sauren Umgebung der Rhizo-
sphére teilweise auflosen, was wiederum Einfluss auf die Mobilitdt und den Aufnahmeweg hat. Eine
eindeutige Antwort auf den bevorzugten Zelltransport (symplastisch oder protoplastisch) ist der
Literatur nicht zu entnehmen [20]. Des Weiteren konnen Partikel iiber Endozytose in das Zellinnere
aufgenommen werden [14].

Die Blétter stellen einen weiteren Eintrittsweg von Partikeln in die Pflanze dar. Umgeben ist die
obere und untere Epidermis von der Cuticula, einer vor Austrocknung, Hitze, Kélte und Schad-
stoffen schiitzenden Wachsschicht. Uberwiegend in der unteren Epidermis erfolgt der Gasaustausch
und die Abgabe von Wasser liber Stomata, welche eine Porengrofie von > 100 nm aufweisen. Das
darunter liegende Mesophyll besteht aus dem Palisadenparenchym, welches reich an Chloroplasten
ist. Das angrenzende Schwammparenchym mit weniger Chloroplasten dient dem Gasaustausch bei
der Photosynthese. Zwischen dem Palisadenparenchym und dem Schwammparenchym laufen die
Leitbiindel Xylem und Phloem fiir den Stofftransport [19] [18]. In den Bléttern wurden bereits NPs
sowohl im Apoplast als auch im Symplast nachgewiesen [20].

Die Aufnahmerate von NPs korreliert mit der Transpiration in Gefaftpflanzen. Die Bewegung der



Partikel erfolgt mit dem Wassertransport. Dies konnte an trockenheitstoleranten Pflanzen mit ge-
ringen Transpirationsraten gezeigt werden [30]. Die Messung der Aufnahmeraten iiber die Wurzeln
ergab Werte von 0,57 — 1,00 mg/(kg * d) fiir Ag-NPs der Grofe 20 — 150 nm [31]. Solche Aufnah-
meraten sind jedoch mit Vorsicht zu betrachten, da die Komplexitit zur Trennung der Aufnahme

von NPs und der Aufnahme von ionischem Silber die Interpretation der Messdaten erschwert [20].

Eintritt in Blatter (ber:
» * _cuticula
.f ® - Stomata
- Hydathoden
- Wunden

Phloem

(a) Eintrittswege in die Pflanze

GréRe in nm
0,1 1 10 100 1000

Zellwand —
Zellmembran —e
Plasmodesma —— o
Casparischer Streifen =~ +—
Stomata ~—
Zellkontakte .
Xylem —e
Phloem -—e

Hydathoden —

(b) Grokenauschlussgrenzen pflanzlicher Barrieren

Abbildung 1.1: Aufnahme und Translokation von Nanopartikeln in Pflanzen (a) und Grofenaus-
schlussgrenzen pflanzlicher Barrieren (b)



1.4 Vorkommen, Verwendung und Eigenschaften von Silber

Silber besitzt das chemische Symbol Ag und ist in gediegener Form ein silberweifiglinzendes Uber-
gangsmetall mit der Ordnungszahl 47. Es ist das 11. Element in der 5. Periode und gehort neben
Kupfer und Gold zur Kupfergruppe. Die relative Atommasse liegt bei 107,868 v und die Elektro-
nenkonfiguration von Silber im Grundzustand bei 4d'°5s!. Es kommt in der Natur gediegen, als
Silbersulfid oder in Blei- und Kupfererzen vor. Silber findet Anwendung elementar als Miinzen,
Schmuck, Uberzug oder als elektrischer Leiter in der Elektronik. Silbersalze wirken antibakteriell
und antimykotisch [32]. Die Silberionen zeigen eine sehr grofse Affinitét zu Schwefel. Silber besitzt die
hochste elektrische und thermische Leitfahigkeit aller Elemente. Der Schmelzpunkt liegt bei 961 °C'
und Siedepunkt bei 2212°C. Die Dichte liegt bei 10,49 g/ecm3 und die Mohshérte bei 2,5 — 3. Das
Potentialdiagramm von Silber ist in der nachstehenden Reaktion dargestellt. Das zweiwertige Sil-
berion wird bei einem Standardpotential von +1,98 V zum einwertigen Silberion reduziert und das
einwertige Silber zu elementarem Silber bei einem Standardpotential von +0,8 V. Damit ist Silber

ein Edelmetall, welches relativ reaktionstrége ist [33].

1,98V 08V
Ag2+ - Ag+ a Ag

Elementares Silber reagiert nicht mit Sauerstoff, auch nicht bei hoheren Temperaturen. In oxi-
dierenden Sduren wie konzentrierter Schwefelsdure oder Salpetersdure 16st es sich. Silber kommt
iiberwiegend in den Oxidationsstufen +I und +II vor. Die stabilste Oxidationsstufe von Silber hat
die Elektronenkonfiguration 4d'® und kommt in Silber(I)-Verbindungen, wie zum Beispiel Ag,S,
vor. Das Ag™-Ion ist in wissriger Losung bestéindig [34]. Kiinstlich hergestelltes nanopartikuléres

Silber ist sehr stabil und lasst sich gut in wassriger Losung dispergieren [5].

1.5 Anwendung von Silber-Nanopartikeln in der Agrarwirtschaft

Aufgrund der starken antimikrobiellen Effekte sind Ag-NPs die am haufigsten vorkommenden me-
tallischen NPs in Konsumprodukten [22|. Anwendungsmoglichkeiten von Ag-NP in der Agrarwirt-
schaft werden derzeit vielfach diskutiert. Silberhaltige NPs kénnten eine Moglichkeit darstellen,
biotischen und abiotischen Stress in Pflanzen zu verringern und damit ein neuer Ansatz fiir alterna-
tive Pflanzendiinger und Pestizide sein [3]. Grund dafiir liegt in dem grofen Oberfldche-zu-Volumen

Verhiltnis, welches einen stirkeren antimikrobiellen Effekt zu haben scheint, verglichen mit Bulk-



materialien aus Silber [7]. Ob die mikrobielle Toxizitét speziell von der Groke der NPs oder von
freigesetzten Silberionen herriihrt, ist nicht abschliefend geklart [22]. Ziel der Forschung ist zum
einen die Erkenntnisgewinnung iiber die Wachstumshemmung von Pilzen, Mikroorganismen und
anderen Pathogenen als auch eine mogliche Nutzung als Wachstumsstimulator fiir Pflanzen [5]. Die
Aufnahmefihigkeit in die Pflanze und das Verhalten der NPs in dieser hédngen von der chemischen
Zusammensetzung, Grofe, Beschichtung, Reaktivitat, Agglomeration und ihrer Konzentration ab.
Die Exposition der NPs kann, wie in Abschnitt 1.3 beschrieben, iiber den Boden oder die Bléatter
stattfinden [3]. Akkumulieren die Partikel in essbaren Pflanzenbestandteilen, so kénnen diese iiber
den Verzehr jener in den menschlichen Korper gelangen und damit ein potenzielles Risiko fiir den

Menschen darstellen [35].

1.6 Auswirkungen von Silber-Nanopartikeln auf Pflanzen

Die niitzlichen oder schadlichen Effekte von Ag-NPs sind stark abhéngig sowohl von der Pflan-
zenspezies als auch von den Kigenschaften der NPs selbst. Durch die physische Interaktion von
NPs konnen Poren der Zellwand und der Plasmodesmen verstopfen und den Wasser- und Néhrstof-
faustausch behindern. Gelostes Silber wiederum kann reaktive Sauerstoffspezies (ROS) generieren
und durch Bindung an schwefelhaltige Gruppen von Zellkomponenten deren Funktion beeintrach-
tigen [23]. Einen bedeutenden Einfluss hat die Interaktion der NPs mit dem Boden. Diese kann die
physikalischen und chemischen Eigenschaften der Partikel verédndern, wodurch wiederum die Phy-
totoxizitét beeinflusst werden kann. Die Ag-NPs konnen Auswirkungen auf die im Boden lebenden
mikrobiellen Gemeinschaften haben und damit das Wachstum von Pflanzen férdern oder beeintréach-
tigen [36]. Diskutiert wird auch, ob die physikochemischen Eigenschaften von Ag-NPs, verglichen
mit ionischem Silber, fiir eine bessere Aufnahmefiahigkeit in die Pflanze sorgen. Kleine NPs kénnen
dabei leichter die Zellwand penetrieren als grofse [37]. Die Oxidation in der Pflanzenzelle kann dann
zu ROS fiihren und die Pflanze schédigen [38]. Einige Studien, welche sich mit den Auswirkungen

von Ag-NPs auf Pflanzen beschéftigt haben, werden in Kapitel 1.6.1 und 1.6.2 diskutiert.



1.6.1 Exposition des Wurzelsystems

Wang et al. [39] haben die Exposition von AgyS-NPs, Ag-NPs und AgNOj iiber zwei Wochen an
der Augenbohne Vigna unguiculate und an Weizen Triticum aestivum getestet. Als Ergebnis ver-
ringerte sich die Masse von Wurzeln und Spross bei der Behandlung mit Ag,S-NPs weit weniger als
bei den Ag-NPs und AgNOj. Als Grund wird hier genannt, dass AgyS-NPs moglicherweise stark an
die Bodenmatrix adsorbieren. Bei geringen Konzentrationen wird von leichter Wachstumsstimulati-
on berichtet [39]. Die Aufnahme, der Transport und die Akkumulation von Ag-NPs in Flaumeiche
Quercus pubescens, Waldkiefer Pinus sylvestris und Schwarzpappel Populus nigra wurden von Co-
cozza et al. [40] untersucht. Die Exposition der Pflanzen mit NPs erfolgte iiber die Wurzeln oder
Bléatter. Dabei akkumulierte Silber mehr und schneller im Stamm bei der Exposition der Blatter als
bei der Wurzelexposition. In beiden Expositionsvarianten wurden erhéhte Hyperoxid-Werte in den
Blattern gemessen. Aufserdem verringerte sich die Anzahl der Populationen an Wurzel- und Blatt-
bakterien sowie von Pilzen [40]. Die Behandlung von Acker-Schmalwand mit Citrat stabilisierten
Ag-NPs der Grofse 20, 40 und 80 nm fiihrte zur Braunfarbung der Wurzelenden und zur Akkumu-
lation der NPs in den Columellazellen nach vier Wochen. Messungen zeigten auch, dass kleine NPs
mehr Silberionen freisetzten als grofe [41]. Schiddigungen an den Wurzelenden von Weizen konn-
ten auch bei der Exposition von PVP beschichteten Ag-NPs mit einer Grofse von 15 nm beobachtet
werden [42]. Hinweise auf eine Silberakkumulation wurde auch in Tomaten Lycopersicon esculentum
beobachtet. Ag-NPs mit einer Konzentration von 10 —30mg/L und einer Groéfe von 20 nm fiihrten
bei Wurzelexposition zu hohen Silbergehalten in den Wurzeln. Ein signifikanter Unterschied in der
Akkumulation von AgNO3 oder Ag-NPs konnte nicht gefunden werden. Jedoch konnte eine Verénde-
rung im Gefiafsgewebe (vergroferte Xylemzellen) und den Membrantransportern festgestellt werden
[43]. Tymoszuk [44] zeigte auf, dass bei hohen Ag-NP-Konzentrationen von 50 und 100 mg/L der
Chlorophyll- und Carotinoidgehalt in Tomaten Solanum lycopersicum, Radieschen Raphanus sativus
und Kohl Brassica oleracea abnimmt. Bei Radieschen konnten kiirzere Wurzeln und eine geringere
Frischmasse (FM) gemessen werden. Auch bei Karotten Daucus carota und Reis Oryza sativa konn-
te ein verringerter Chlorophyllgehalt nach der Behandlung mit Ag-NPs festgestellt werden [45] [46].
Die Bewiésserung von Radieschen mit synthetischem Abwasser, welches mit Ag-NPs angereichert
wurde, fithrte zu signifikant erhdhten Schwermetallgehalten von Kupfer, Cadmium, Eisen und Zink

[47]. In &hnlicher Weise haben Li et al. [48| drei verschiedene Gemiisespezies (Paprika Capsicum
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annuum, Gartensalat Lactuca sativa, Radieschen) mit Ag-NPs konfrontiert. Die Pflanzen wurden
mit Klarschlamm gediingt, welcher mit Ag-NPs versetzt wurde. Ergebnisse des Versuches waren eine
verminderte Wurzelmasse bei Salat und Radieschen um 42% und 61%. Beim Gartensalat verringerte
sich aufierdem der Kalium- und Magnesiumgehalt um ~ 25%. Eine signifikante Akkumulation von
Silber konnte jedoch in keinen der Pflanzen festgestellt werden [48]. In einer anderen Studie fithrte
die Prisenz von 1mg/kg Ag-NPs oder Silberionen im Boden zu einer signifikanten Erhéhung der
Wurzelmasse von Radieschen. Eine verstirkte Aufnahme von Silber konnte in beiden Féllen nicht
beobachtet werden [49]. Hohere Konzentrationen von 50 mg/kg an Kieselsdure adsorbierte Ag-NPs
verminderten jedoch das Wachstum von Radieschen als auch die mikrobielle Entwicklung von im
Boden lebenden Mikroorganismen [38]. Ahnliche Effekte, wie geringere Wurzel und Blattlinge, zeig-
ten sich bei 500 mg/L Ag-NPs bei Radieschenkeimlingen [50]. Die Untersuchung der Auswirkung
verschiedener Konzentrationen und Grofen an Ag-NPs auf Reiskeimlinge ergab eine Korrelation
zwischen Konzentration und Partikelgrofse. Je hoher konzentriert und je grofser die Partikel wa-
ren, desto stiarker war die Pflanzenschidigung [31]. Ob von Pflanzen aufgenommenes Silber auch
in andere Gewebe verteilt wird, konnte in einer Studie an Sonnenblumen Helianthus annuus und
Hirse Sorghum vulgare beobachtet werden. Die Wurzelexposition einer Ag-NP-Konzentration von

625 mg/ L fiihrte zu einem signifikanten Anstieg des Silbergehalts in Blattern und Stiel [51].

1.6.2 Exposition der Blatter

Wenn Pflanzenbléatter Stoffen exponiert werden, kann deren Aufnahme tiber die Cuticula oder Sto-
mata erfolgen und via Phloem zu anderen Teilen transportiert werden. Grofe Unterschiede in Auf-
nahme und Translokation kénnen sich zwischen Pflanzenspezies ergeben, was vermutlich auf die
Porengrofe in den Zellwdnden zuriickzufithren ist [52]. Ag-NPs auf die Blattoberflache von Kiir-
bissen Cucurbita und Zucchinis Cucurbita pepo aufgebracht, konnte den echten Mehltau Erysiphe
necator effektiv verhindern. Ebenso konnte die Keimung von Konidien und das Wachstum von
Pilzhyphen gehemmt werden [53]. Die Besprithung der Blatter von Gurken Cucumis sativus mit
in Wasser suspendierten Ag-NPs erhdhte die Anzahl und die Masse der Friichte sowie die TM von
Blattern und Wurzeln. Eine signifikante Erhéhung des Silbergehalts in allen Pflanzenbestandteilen
konnte ebenso beobachtet werden [54]. Die Blattbesprithung mit Ag-NPs einer Konzentration von
50 und 75 mg/L fithrte bei Weizen, Rosenkohl Brassica juncea und Kuherbse Vigna sinensis zu

signifikanten Verdnderungen in der bakteriellen Zusammensetzung der Rhizosphére [55]. Jasim et

11



al. konnten bei der Besprithung der Blatter von Bockshornklee Trigonella foenum-graecum positive
Verénderungen feststellen. Eine Konzentration von 1mg/L Ag-NPs erhohte Blattzahl, Wurzellange,
Blattlange und FM [56]. Beide Expositionswege, Wurzel- und Blattexposition, haben Li et al. [57]
an der Sojabohne Glycine maz und Reis untersucht. Mit PVP beschichtete Ag-NPs einer Grofe
von ~ 17nm fiihrte bei der Blattexposition zu einer 17 — 200 Mal hoheren Silber Akkumulation.
Die Autoren berichteten von iiberproportional viel akkumuliertem Silber in den mit NPs behandel-
ten Pflanzen, verglichen mit der AgNO;3; Kontrollgruppe. Hieraus schlussfolgerten sie, dass gelostes
Silber nicht alleine fiir den hohen Gehalt verantwortlich gewesen sein kann, sondern die NPs selbst
internalisiert wurden und damit phytotoxisch wéren [57]. Keine Anzeichen von Phytotoxizitat wur-
den bei der Blattbehandlung von Gartensalat beobachtet, die Ag-NPs aggregierten und adsorbierten
jedoch stark an die Blattoberfliche. Auch nach intensivem Spiilen verringerte sich der Silbergehalt

nicht signifikant [58].

Tabelle 1.1: Verschiedene Versuche der Wurzelexposition von Ag-NPs auf Pflanzen. Fiir h Stunden,
d Tage, w Wochen und m Monate

Nano- Grofse in nm Expositions-  Effekt Literatur
partikel Konzentration in mg/L  dauer
Pflanze
Ag 20, 40, 80 14 d Akkumulation von NPs star-  [41]
0,067-0,535 mg/L ker als bei AgNOj, ag-
Arabidopsis thaliana gregierte NPs in Plasmo-
desma, Aufnahme abhéngig
von Grofe
Ag 20 7d verringerte Wurzelldnge, [46]
0,2-1 mg/L Blatter, FM, Chlorophyll-
Oryza sativa u. Carotinoidgehalt, erhéhte
HyO4-Werte
Ag 20-150 21d Wachstumsverringerung mit  [31]
0,1-1000 mg/L zunehmender Konzentration
Oryza sativa u. Grobe, 150 nm Partikel
schédigen Zellen
AgoS 60-100 14d reduzierte FM in Wurzel [39]
0,05-20 mg/L u. Spross, Akkumulation in
Vigna unguiculata, Wurzel u. Spross, AgyS-NPs
Triticum aestivum weniger toxisch als AgNOs
und Ag-NPs
Ag 15-20 14 d reduzierte FM Wurzel u. [39]
0,025-1,6 mg/L Spross, Akkumulation in
Vigna unguiculata, Wurzel u. Spross

Triticum aestivum
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Tabelle 1.1: Fortsetzung: Verschiedene Versuche der Wurzelexposition von Ag-NPs auf Pflanzen.
Fiir h Stunden, d Tage, w Wochen und m Monate

Nano- Groke in nm Expositions- Effekt Literatur
partikel Konzentration in mg/L  dauer
Pflanze
Ag 1-10 5d reduzierte Wurzel-  [50]
125-500 mg/L /Keimblattlange, ver-
Raphanus sativus minderter Gehalt an Ca,
Mg, B, Cu, Mn und Zn
Ag 100 5d verringerte  Keimung um  [45]
10-2000 mg/L 20% u. Wurzeln um 70%,
Daucus carota Chlorophyllgehalt u. H50,
erhoht
Ag 30-50 3&6m Aufnahme konzentrations- [51]
1-625 mg/L abhéngig, Ag-Transport von
Helianthus annuus, Wurzeln in andere Gewebe
Sorghum vulgare bei 625 mg/L
Ag on silica 20 35d geringes ~ Wurzelwachstum  [38]
50 mg/kg bei Hafer, erhohte TM bei
Avena byzantina, Radieschen, verringertes
Lactuca sativa, Wurzelwachstum u. negati-
Raphanus sativus ver Effekt auf mikrobielle
Entwicklung
Ag <100 15d Aufnahme von NP in Wur- [59]
100 mg/L zel, Zellschaden an Wurzel-
Triticum aestivum spitzen
Ag PVP 15 1-8 h Schidden an Wurzelspitzen — [42]
coated 2-30 mg/L
Triticum aestivum
Ag Citrate  10-40 1-4 m signifikante Ag Akkumulati- [60]
coated 70 on, im Durchschnitt 3,8 - 3,5
verschiedenes Gemiise mg/kg, aufer bei Radies-
chen u. Rote Beete kein Auf-
nahmeunterschied zwischen
Ag’ und Ag-NP
Ag PVP 21 35d erhohte Biomasse der Wur-  [49]
stabilized 1 mg/kg zeln
Raphanus sativus
Ag PVP 100 52-105 d FM von Salat und Radies- [48]
disp. 10 mg/kg chen vermindert, keine signi-

Capsicum annuum,
Lactuca sativa,
Raphanus sativus

fikante Ag Akkumulation
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Tabelle 1.1: Fortsetzung: Verschiedene Versuche der Wurzelexposition von Ag-NPs auf Pflanzen.
Fiir h Stunden, d Tage, w Wochen und m Monate

Nano- Groke in nm Expositions- Effekt Literatur
partikel Konzentration in mg/L  dauer
Pflanze
Ag PVP 20 7d Ag  Akkumulation nach [43]
coat 10, 20, 30 mg/L Wurzelexpos., kein Unter-
Lycopersicon esculentum schied zwischen AgNOj u.

Ag-NPs, Verédnderung der
Xylemzellen u. Membran-

transportern
Ag 59,21 + 0,81 57d erhohte ~ Wurzelaufnahme  [47]
? von Zmn, Cd, Cu und Fe,
Raphanus sativus Verringerung der Aufnahme
von Pb und Cr
Ag 20 3w verringerter Chlorophyllge-  [44]
50, 100 mg/L halt u. Carotinoide, kiirzere
Solanum lycopersicum, Wurzeln u. geringere Masse

Raphanus sativus,
Brassica oleracea

Tabelle 1.2: Verschiedene Versuche der Blattexposition von Ag-NPs auf Pflanzen. Fiir h Stunden,
d Tage und w Wochen

Nano- Groéfe in nm Expositions-  Effekt Literatur

partikel ~ Konzentration in mg/L  dauer
Pflanze

Ag 7-25 ~4w starkste Hemmung des Mehltaus  [53]
10-100 mg/L bei 100 mg/L, Hemmung von
Cucurbita, Pilzhyphen u. Konidienkeimung
Cucurbita pepo bei in vivo Tests

Ag 50 14 w erhohter Fruchtertrag und TM  [54]
500-3000 mg/L von Blattern u. Wurzeln, erhoh-
Cucumis sativus ter Silbergehalt in allen Pflan-

zenteilen

Ag 47,9 7d Ag adorbiert an Blatter, keine [58]
+ 29,2 Phytotoxizitat
1-100 pg/L
Lactuca sativa

Ag 35-40 20,40 d Blattexposition fithrt zu signifi- [55]
50 und 75 mg/L kanter bakterieller Verédnderung
Triticum aestivum, der Rizosphére

Vigna sinensis,
Brassica juncea

14



Tabelle 1.2: Fortsetzung: Verschiedene Versuche der Blattexposition von Ag-NPs auf Pflanzen. Fiir
h Stunden, d Tage und w Wochen

Nano- Grofe in nm Expositions-  Effekt Literatur

partikel ~ Konzentration in mg/L  dauer
Pflanze

Ag 8-21 10d erhohte Blattzahl, Wurzellange [56]
1 pg/mL u. FM, vermehrte Produktion an
Trigonella foenum- Diosgenin
graecum

Ag PVP 17 7d Akkumulation iiber Blatter 17- [57]

coated 0,1-30 mg/L 200 mal hoher als iiber Wurzeln,
Glycine max, weniger Biomasse bei Wurzelex-
Oryza sativa pos., erh. HyO, Werte

Ag 10-40 10 w Akkumulation im Stamm, bei [40]
10 mal 1 Exposition von Blattern mehr als
Quercus pubescens, bei Wurzelexposition, vermehrt
Pinus sylvestris, oxidativer  Stress, Riickgang
Populus nigra Bakterien- /Pilzpopulationen an

Blattern u. Wurzeln

1.7 Verhalten von Silber-Nanopartikeln im Boden

Die Mobilitét, Retention und Bioverfiighbarkeit von Ag-NPs im Boden werden durch die Bodenphy-
sik und chemischen Eigenschaften wie pH-Wert, Ionenstérke, organische Substanzen und Tongehalt
beeinflusst. Auch die Vielzahl an biologischen Prozessen und die komplexen Umweltbedingungen
machen eine Vorhersage iiber das Verhalten und den Verbleib von Ag-NPs schwierig [61|. Repré-
sentative Untersuchungen zur Mobilitdt bzw. zur Bildung von Agglomeraten oder Komplexen unter
Umweltbedingungen konnten nur in geringem Umfang ausfindig gemacht werden. Aufgrund der
noch begrenzten Datenlage lasst sich die Toxizitat von Ag-NPs auf Pflanzen und Mikroorganismen
nur unzureichend abschétzen. Dass Ag-NPs einen Einfluss auf die im Boden lebenden Organismen
haben, konnte in einer Studie von Velicogna et al. [62] nachgewiesen werden. In der Studie kam es
zu einer Verringerung der Anzahl an juweniler Regenwiirmer der Art FEisenia andrei bei Ag-NP-
Konzentrationen > 49mg/kg. Das Uberleben von ausgewachsenen Springschwinzen der Art Fol-
somia candida wurde bei Ag-NP-Konzentrationen > 2000 mg/kg nicht beeintrachtigt. Verwendet
wurden bei beiden der genannten Organismen PVP beschichtete Ag-NPs mit 20 nm D