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1 Einleitung

1.1 Nanopartikel

Als Nanopartikel (NP) gelten alle Partikel, die im Gro3enbereich zwischen 1 nm
und 100 nm liegen (The European Commission, 2011; Vert et al., 2012).
NP haben besondere chemische und physikalische Eigenschaften, die sie von
den Charakteristiken eines Festkorpers mit derselben Zusammensetzung
unterscheiden. Sie haben wegen ihrer geringen GroRe eine besonders hohe
spezifische Oberflache, die ihre chemische Reaktivitat und katalytische Wirkung
beeinflusst (I. Lee et al., 2008; Sajanlal et al., 2011). Da in NP 40 — 50 % aller
enthaltenen Atome an der Oberflache des Partikels liegen, kann insgesamt ein
viel groRBerer Anteil der Atome an Reaktionen teilnehmen als bei einem
vergleichbaren Feststoff (Farré et al., 2009).

Nanopartikel werden in verschiedene Klassen eingeteilt. Darunter fallen
kohlenstoff-basierte NP wie carbon nanotubes, metallische NP, Quantenpunkte,
Dendrimere und Komposite (Chavez-Hernandez et al., 2024). Aufgrund der
Relevanz zur vorliegenden Arbeit wird im Folgenden aber nur auf die Klasse
der Metallnanopartikel naher eingegangen.

Die Form von NP variiert stark. Spharische NP sind am weitesten verbreitet, je
nach Einsatzgebiet werden aber auch nicht-spharische Formen wie Stabchen
(Vigderman et al., 2012), Nadeln (An et al.,, 2019), Prismen (O’Brien et al.,
2014) oder Wiurfel (Ma et al., 2022) wegen ihrer formspezifischen
Eigenschaften wie beispielsweise einer besonderen Lichtstreuung verwendet.
Dementsprechend liegt bei der Synthese von NP ein besonderer Fokus auf der
Kontrolle von Grolie, Monodispersitat, Form und Coatings (O’Brien et al., 2014;
Rosi & Mirkin, 2005). Die Modifikation der Oberflache von NP erreicht man,
indem bestimmte Coatings auf die Oberflache der NP aufgebracht werden. Die
Adsorption an die Oberflache gelingt mittels Wasserstoffbrickenbindungen,
elektrostatischen und hydrophoben Wechselwirkungen oder kovalenten
Bindungen. Durch diese Coatings kann auch die Stabilitdt der NP verbessert
werden. Wegen des speziellen Oberflachen-Volumen-Verhaltnisses bei NP

haben Oberflachenladungen sowie Van-der-Waals-Wechselwirkungen eine
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groliere Bedeutung (Rosi & Mirkin, 2005). Die Agglomeration der NP wird durch
elektrostatische Abstollung der einzelnen NP oder sterische Hinderung
reduziert, welche man durch das Anbringen von geladenen oder sperrigen
Gruppen erreicht (Cartwright et al., 2020). Das Verhalten in Losungen wird
dadurch beeinflusst. Ist die elektrostatische AbstoRung zwischen den NP
grolRer als die attraktiven Van-der-Waals-Krafte, liegen die Partikel als
sogenannte stabile Losung vor, was bedeutet, dass die NP annahernd
gleichmaRig dispergiert sind. Uberwiegt die Anziehung durch die Van-der-
Waals-Krafte, bilden die NP grélere Cluster. Man unterscheidet Aggregation,
bei der NP durch starke Wechselwirkungen irreversible Verbande eingehen,
und Agglomeration, bei der durch schwache Wechselwirkungen reversible
Cluster gebildet werden. Diese beiden Ausdricke werden aber oft
gleichbedeutend verwendet (Y. Y. Bai et al., 2023; Zare, 2016). Agglomeration
kann die Eigenschaften des Systems deutlich verandern, da die Zahl der
einzelnen Partikel sinkt, die Gesamtoberflache stark abnimmt und der
Durchmesser der Cluster um ein Vielfaches groRer ist als der eines einzelnen
NP (Katelhon et al., 2017; nanoComposix, 2024).

Coatings kénnen neben der reinen Trennung der NP aber noch auf viele
weitere Faktoren Einfluss haben. Funktionelle Gruppen wie Citrat, Carbonat,
Aminosauren oder Ascorbinsaure sorgen fur Ladungen auf der Oberflache von
NP (Ameh et al., 2023; Kim et al., 2014; nanoComposix, 2024). Citrat wird
haufig bei der Synthese von NP, beispielsweise von Silbernanopartikeln
(AgNP), als Reduktionsmittel eingesetzt und unverbrauchte Reste binden dann
an die Oberflache der NP (Cartwright et al., 2020). Polymere wie
Polyethylenglykol (PEG), Polyvinylpyrrolidon (PVP), Polyvinyl Alkohol (PVA),
Polystyrol (PS) aber auch Dodecanthiol kénnen NP stabilisieren (Cartwright et
al., 2020; nanoComposix, 2024). Fur landwirtschaftliche Anwendungen werden
natlrliche organische Stoffe, oft als natural organic matter (NOM) bezeichnet,
als umweltvertragliche Coatings verwendet. Hier spielen unter anderem
Huminsauren eine wichtige Rolle (Cartwright et al., 2020). Chitosan, PEG oder
zwitterionische  Siloxane flihren zu verbesserten physikochemischen
Eigenschaften, einer kontrollierten Wirkstoffausschittung und verbesserten
Bioverfugbarkeit in biomedizinischen Anwendungen (Cartwright et al., 2020;
Estephan et al., 2011; Frank et al., 2020).
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Die breitere Anwendung von NP hat in den letzten Jahrzehnten stark
zugenommen. Sie finden Verwendung in Kunststoffen, Solarzellen,
Katalysatoren,  Textilien, Farben und Lacken. Weitere wichtige
Anwendungsgebiete sind die Halbleitertechnologie, die Datenspeicherung,
Elektronik, Pharmazie und Kosmetik (Farré et al., 2009; Walters et al., 2014).
Schatzungen zur Gesamtproduktionsmenge von Nanopartikeln in der Literatur
variieren stark. Keller et al. (2013) berechneten eine gesamte
Produktionsmenge an Nanopartikeln von etwa 300.000 Tonnen fur das Jahr
2010. Hiervon entfallen etwa 450 Tonnen auf AgNP, was einem Anteil von nur
0,15 % entspricht. Die Produktion von SiO2- und TiO2-NP in diesem Jahr war
beispielsweise um etwa das 200-fache groRer als die von AgNP. Pulit-Prociak &
Banach (2016) schatzten die Gesamtproduktion an Nanopartikeln fur das
Jahr 2014 auf 300.000 — 1,6 Millionen Tonnen und die hergestellte Menge an
Silbernanopartikel auf 135 — 420 Tonnen mit einer Prognose von 400 — 800
Tonnen fur das Jahr 2025. Die meisten Schatzungen in der Literatur geben
Werte fur Silber von bis zu 500 Tonnen/Jahr an (Giese et al., 2018). Im Jahr
2021 lag die geschatzte Gesamtproduktion von Nanopartikeln schon deutlich
héher bei 11 Millionen Tonnen (EUON, 2021).

AgNP gehoren mit etwa 400 Tonnen/Jahr zu den ,low volume productions®.
Trotz ihres geringeren Anteils an der Gesamtproduktion machen
Silbernanopartikel mit 13,5 % Marktanteil in 2020 einen grof3en Teil der
kommerziell erhaltlichen NP-basierten Konsumguter aus (EUON, 2021).
Konsumguter (,consumer products®) sind in diesem Fall Produkte, die keine
industrielle Anwendung finden, sondern direkt von privaten Endverbrauchern

genutzt werden.



Silber
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Abbildung 1: Weltweite absolute Zahlen von nanobasierten Konsumgutern nach dem Material (nach Nanotechnology
Products Database vom 2.9.2024)

Abbildung 1 zeigt alle Konsumguter, die Nanopartikel enthalten und aktuell
kommerziell erhaltich sind, nach der Art von NP gestaffelt (nach
Nanotechnology Products Database vom 2.9.2024). Von den 4577 Produkten
machen AgNP mit 1093 Waren den gréf3ten Teil aus, gefolgt von Siliziumdioxid
(465 Produkte) und Titandioxid (438 Produkte).

AgNP werden besonders aufgrund ihrer antibakteriellen und antimykotischen
Eigenschaften in vielen Bereichen eingesetzt (Sharma et al., 2014). Deshalb
werden im Medizinsektor unter anderem Wundverbédnde, Implantate,
chirurgische Instrumente aber auch Wasserfilter und Wandfarben genutzt, die
AgNP enthalten. Aufgrund dieser speziellen Eigenschaften werden sie auch in
Alltagsprodukten wie beispielsweise Mobiltelefonen, Zahnbursten,
Kosmetikprodukten und auch Lebensmittelverpackungen eingesetzt (Sharma et
al., 2014; Yu et al.,, 2013). Ein weiteres grof3es Verwendungsgebiet machen
Sportbekleidung, Unterwasche und Socken aus. Hier werden AgNP in den Stoff
eingebracht, um mikrobielles Wachstum zu mindern und so unangenehme
Geriiche oder Flecken zu vermeiden (Allehyani, 2022; Yu et al., 2013).

Zusatzlich hat Silber eine hohe thermische und elektrische Leitfahigkeit und
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einen niedrigen Kontaktwiderstand. Deshalb werden AgNP haufig in Elektronik
verbaut, beispielsweise fir das Bedrucken von Platinen (Yu et al., 2013).
Wegen ihrer besonderen optischen Eigenschaften wird daran gearbeitet, AQNP
in Solarzellen zu integrieren um deren Effizienz zu verbessern (Bastianini et al.,
2024; Shamaeizadeh et al., 2024).

1.2 Silber in der Umwelt

Silber kommt in der Natur gediegen und in Mineralen vor allem sulfidisch
gebunden vor und kann durch die Verwitterung von Gestein oder den Bergbau
in die Umwelt freigesetzt werden. Besonders unter sauren Bedingungen kann
Silber in oberflachen-nahen Schichten sehr mobil sein. Da die meisten
Silbermineralien aber eine hohe Stabilitat aufweisen, ist der Eintrag in die
Umwelt durch diese pH-abhangige Mobilitat von Silberionen aber eher gering.
Anthropogene Eintrage stammen von der Silberaufbereitung, der Stahliraffinerie,
der Verbrennung fossiler Brennstoffe, der Miullverbrennung und von
Mulldeponien, welche beispielsweise in den USA den Groliteil aller Eintrage
ausmachen. Bereits im Jahr 1998 wurden jahrlich schatzungsweise
2500 Tonnen Silber in die Umwelt abgegeben, davon 80 Tonnen direkt in
Oberflachengewasser (Padhye et al., 2023). Der Uberwiegende Teil der
Umweltbelastung durch Silber stammt von Feststoffen, die aufgrund der
geringen Loslichkeit von elementarem Silber nur eine sehr geringe Gefahr fur
aquatische Systeme darstellen. Vor der weit verbreiteten Verwendung von
AgNP (siehe Kapitel 1.1) war die Fotoindustrie die Hauptquelle fur Silber in
Oberflachengewassern. Der Ubergang zu digitaler Fotografie hat zeitweise
sogar zu einer allgemeinen Abnahme der Silbergehalte in der Natur gefuhrt
(Fabrega et al., 2011; Wood, 2011).

Silber kommt in der Natur hauptsachlich in sulfidischen Gesteinsschichten als
Sulfide und Sulfosalze vor. Das eindeutig haufigste Silbermineral ist dabei
Akanthit oder Silberglanz (Agz2S). Ein weiterer, eher seltener Vertreter dieser
Gruppe ist Aguilarit (AgsSeS). Silber liegt auch in Form von Halogeniden wie
Bromargyrit (AgBr) oder dem weitaus haufigeren Chlorargyrit (AgCl) vor. Man

findet es in Verbindung mit anderen Metallen wie Eisen, Kupfer, Arsen, Tellur,
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Antimon und Selen mit wechselnder Haufigkeit. Bekannte Mineralien sind unter
anderem Pyrargyrit oder Dunkles Rotgultigerz (AgsSbSs), Proustit oder Lichtes
Rotgultigerz  (AgsAsSs), Polybasit ((Ag,Cu)1Sb2S11) und Argentojarosit
(AgFe®*3(S0a4)2(OH)s). Auch Bornit (CusFeSs4) und Fahlerz konnen als
Mischkristalle Silberionen enthalten. Dennoch kommt Silber auch durchaus in
gediegener Form vor, meistens in Anwesenheit von elementarem Gold
(Palyanova, 2020; Shalaby et al., 2004).

Die hohe  Stabilitat von  Silbersulfid erkennt man an  der
Gleichgewichtskonstante, die stark auf Seiten der festen, ungel6sten Form liegt.
Der log K fur Ag2S liegt bei 23,7 (Dyrssen, 1988) und das Ldslichkeitsprodukt
bei 102 (Shakhashiri et al., 1980), was einen natirlichen Silbereintrag in
Gewasser vernachlassigbar klein macht. Im Gegensatz zu vielen anderen
Metallen zeigt sich bei der Speziierung von Silber in aquatischen Systemen nur
eine geringe pH-Abhangigkeit. Allerdings hat Ag* eine sehr hohe Affinitat fir
Anionen und andere im Wasser vorliegende Stoffe. In Anwesenheit von
Sulfiden bildet ionisches Silber bevorzugt die Sulfidkomplexe AgHS und AgHS2
mit einem log K von 13,5 (Wood, 2011), Komplexe der Form Ag(S203)n"2" mit
vorhandenem Thiosulfat (log K zwischen 8,8 und 14,2) (Hogstrand & Wood,
1998) gefolgt von Komplexen mit geléstem organischem Kohlenstoff (Dissolved
Organic Carbon, DOC) (log K =9,0) (Wood, 2011). DOC beinhaltet in diesem
Zusammenhang Huminsauren, Fulvosauren, Fettsauren, Aminosauren und
Urea. Weniger haufig kommt es zur Bildung von geléstem AgCl (aq) und den
Chloridkomplexen AgClz", AgCls?> und selten AgCls3- mit log K Werten zwischen
3,3 und 5,5, in Abhangigkeit der Salinitat des Gewassers. Es besteht eine
starke Abhangigkeit mit der Chloridkonzentration, deswegen kommen im
SuRwasser eher AgCl (aq) und AgCl>- vor, wahrend im Salzwasser AgCl3®
dominiert. Das Vorkommen von AgCls®- unter realen Bedingungen ist umstritten,
da daflr eine sehr hohe Salinitat bendtigt werden wurde (Wood, 2011).

Unter Umstanden kann es auch zur Ausfallung von festem Chlorargyrit (AgCl)
kommen, doch in natlrlichen Systemen ist normalerweise die Konzentration an
geléstem Silber so gering, dass das Loéslichkeitsprodukt dieses Salzes nicht
uberschritten wird. Oft sind dazu Silberkonzentrationen von mehr als 500 pg/L
notig. Die Prazipitation von Ag2S ist nicht bekannt. Zusatzlich zu Anionen und

DOC adsorbiert geléstes Silber sehr stark an Partikel im Wasser. Der
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Verteilungskoeffizient zwischen Partikel und Wassersaule befindet sich fur Ag*
im Bereich um 10%. Unter realen Bedingungen liegt somit ein GroRteil des
ionischen Silbers in Sulfid- und Thiosulfatkomplexen und komplexiert von DOC
vor, wahrend geringere Mengen an Chloridkomplexen vorhanden sind.
Messungen legen nahe, dass deutlich weniger als 40 % der geldsten
Silberionen als freie lonen vorliegen. Aufgrund fehlender Anionen, Partikel und
DOC liegt ionisches Silber in destilliertem Wasser dadurch beinahe vollstandig
in geloster Form vor (Dyrssen, 1988; Hogstrand & Wood, 1998; Wood, 2011).

Ein weiterer moglicher Schritt in der naturlichen Transformation von geléstem
Silber in Gewassern ist die Reduktion von Ag* zu elementarem Silber. Diese
Photoreduktion lauft als photobiogeochemische Reaktion ab. Diese Reduktion
durch NOM wurde auch ohne direkte Sonnenlichteinstrahlung beschrieben,
aber die Reaktionsgeschwindigkeit war in diesem Fall sehr gering. Bei einer
Bestrahlung (A > 300 nm) des Mediums, die realen Bedingungen entspricht,
kommt es bereits innerhalb der ersten Stunde zur Reduktion von ionischem
Silber und zur Formation natdrlicher Silbernanopartikel (Hou et al., 2013).

Die geldsten Silberionen werden von NOM komplexiert und bilden photoaktive
Komplexe. Unter Sonneneinstrahlung kommt es zur Reduktion und Ausbildung
von AgNP, deren Form sich mit anhaltender Versuchsdauer geandert hat. Der
vorgeschlagene Mechanismus der Reaktion ist ein Ligand-Metall-Charge-
Transfer (LMCT) von den organischen Liganden zum Ag*-Zentralatom. Die
zuerst angenommene Beteiligung von Superoxiden (‘O27) an dieser Reaktion
stellte sich hingegen als unwesentlich heraus. In Anwesenheit anderer Kationen
wie Na* lauft die Reaktion deutlich langsamer ab, da diese Kationen mit Ag* um
die Bindungsstellen der Liganden konkurrieren. Zusatzlich ist die Reduktion der
Silberionen stark pH abhangig und die Reaktionsgeschwindigkeit steigt mit
steigendem pH (getesteter pH-Bereich war 4 —9). Ein groRer Sprung ist im
Bereich zwischen pH 6,4 und 7 zu sehen. Nach einer Versuchsdauer von
20 Minuten haben sich bei pH 8 mehr als doppelt so viele AQNP gebildet wie
bei pH 6,4. Bei saurem pH-Wert lagen die verwendeten Huminsauren teilweise
protoniert vor und die elektrostatische Anziehung zu den Silberionen war

schwacher. Insgesamt zeigen die Ergebnisse bisheriger Versuche eine



Umwandlung von 4 — 32 % der eingesetzten Silberionen (Hou et al., 2013; Yin
et al., 2012).

Eine ahnliche Reduktion von Ag® zu AgNP mit sichtbarem und UV-Licht ist
ebenfalls durch extrazellulare polymere Substanzen (EPS) mdoglich. Dabei
handelt es sich um langkettige Biomolekule, die von Mikroorganismen an ihre
Umgebung abgegeben werden und in aquatischen Systemen bis zu 40 % des
gesamten  vorhandenen Kohlenstoffes =~ ausmachen konnen. Der
Reaktionsmechanismus ist dabei derselbe wie zuvor. Aufgrund der
Protonierung und Deprotonierung von in EPS enthaltenen Carboxy-, Hydroxy-
und Phenolgruppen ist der Umsatz ebenfalls bei basischerem pH héher und
schneller (Zhang et al., 2016).

Hashimoto et al. (2017) haben die Bestandigkeit und Transformation von
Silbernitrat und AgNP im Boden untersucht. Nach 30 Tagen unter aeroben
Bedingungen wurden 88 % der eingesetzten Nanopartikel unverandert
gefunden, wahrend das AgNOs vollstandig umgewandelt wurde und Kolloide
mit Huminsauren und Schichtsilikaten gebildet hat. Unter anaeroben
Bodenbedingungen wurden 83 % der AgNP zu Ag2S umgesetzt, allerdings nur
die Halfte des Silbernitrats zu AgCl, Ag2S und elementarem Silber. Wie auch in
realen Umweltproben wurden nur geringe Mengen an Silberoxiden, -carbonaten
und -sulfaten gefunden (Hashimoto et al., 2017).

In Gewassern und im Sediment durchlaufen AgNP langfristig ebenfalls eine
Transformation, bei der hauptsachlich Sulfid oder Chlorid gebunden wird und
sich Schichten ausbilden. Bei einer Untersuchung des Sees Tai Hu in China
wurde dabei zwischen AgNP, AgCI NP und Ag2S NP unterschieden. Im Wasser
betrug der Anteil an unveranderten AgNP 7,8 — 17,1 %, der flr chloridhaltige
AgNP 12,6 — 25,1 % und der fur sulfidhaltige 57,1 — 70,4 %. Die Aufteilung der
Silbernanopartikel im Sediment unterschied sich nur geringfugig (Q. Bai et al.,
2025). Die Auswirkungen der Komplexierung durch NOM auf die Stabilitat der
AgNP sind vielschichtig. Einerseits binden Huminsauren und Fulvosauren an
Stellen der NP, die Silberionen freisetzen, und blockieren die lonenabgabe.
Andererseits schwachen die funktionellen Gruppen, welche die AgNP
komplexieren, die Ag-Ag Bindungen und verbessern so die Bedingungen fur die
Diffusion der Silberionen (Yang et al., 2024).
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AgNP fallen in die Gruppe der Nanomaterialien, die zu den ,emerging
pollutants® gehoren (Chavez-Hernandez et al., 2024). Keller et al. (2013)
schatzen einen jahrlichen Eintrag von Uber 200 Tonnen Silber durch AgNP in
die Umwelt, davon 63 Tonnen in Gewasser. Ein deutlich grolierer Teil der
Nanopartikel im Abwasser wurde im Klarschlamm enden, kann aber unter
Umstanden bei Verwendung als Dungemittel fur Felder wieder in den Boden
eingetragen werden. Bei der Mdullverbrennung oder Verbrennung fossiler
Brennstoffe kénnen AgNP in die Luft geraten und Uber weite Strecken
transportiert werden, bevor sie mit dem Regen wieder auf den Boden oder in
Gewasser zurickkommen (Chavez-Hernandez et al., 2024).

Auch in privaten Haushalten kann es durch Waschen von Bekleidung oder
Lebensmittelverpackungen oder Verwendung von Zahnbursten zum Eintrag von
AgNP ins Abwasser kommen (McGillicuddy et al., 2017). In Modellen werden
die Konzentrationen von AgNP in Gewassern auf ng/L und mg/kg fur Boden
und Sedimente geschatzt (McGillicuddy et al., 2017).

1.3 Toxizitat von Silberspezies

Silber weist nur eine sehr geringe Toxizitat gegenlber Saugetieren auf.
Basierend auf einem bekannten Todesfall kann eine letale Dosis von 64 mg
Silber/kg Korpergewicht fir Menschen angegeben werden. Es kommt auch nur
zu einer schwachen Bioakkumulation in Mausen und Ratten. Silber steht im
Verdacht karzinogen zu sein und Genmutationen auszulésen, allerdings gibt es
dazu widerspruchliche Untersuchungen (Hadrup et al., 2018; Ratte, 1999).
Auch far AgNP wird angenommen, dass sie Apoptose induzieren und zu DNA-
Schaden fuhren kénnen (Ong & Nyam, 2022). Bei Menschen kann es nach
langerer oraler oder dermaler Exposition von Silber- oder AgNP-Lésungen zu
Argyrie kommen, bei der es zu einer dauerhaften blaulich bis grauen
Verfarbung der Haut durch Ablagerungen von Silber kommt (Hadrup et al.,
2018; Ratte, 1999).

Silber qilt als das toxischste aller Metalle in Bezug auf aquatische Lebewesen.

Die Toxizitat von Silber in aquatischen Systemen hangt von der Konzentration
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an geldsten und bioverfugbaren Ag*-lonen ab. Entscheidend ist hier einerseits
die Loslichkeit der Verbindung in Wasser, aber anschlieBend auch das
Vorliegen von freien lonen (Ratte, 1999). Das hangt von verschiedenen
Parametern ab, die erheblichen Einfluss auf die Toxizitat haben. Silber liegt in
natlrlichen Systemen zu einem Uberwiegenden Teil an Partikel oder gelostes
organisches Material gebunden oder in Form von Komplexen vor und ist somit
nicht bioverfugbar. Wichtige Liganden sind hierbei Thiosulfat, Sulfid und
besonders Chlorid. Gleichzeitig spielen auch die Konzentrationen von anderen
Kationen eine Rolle. Ca?* und Na* konkurrieren mit Ag* um die Bindestellen in
Kiemen, wo es zur Aufnahme kommt und in den aktiven Zentren von
Biomolekilen. Des Weiteren senken Ca?* und Mg?* die Permeabilitat der
Kiemen und in Folge kommt es zu einer reduzierten Aufnahme der Silberionen.
Insgesamt sinkt die Toxizitat mit der lonenstarke des Wassers, weswegen sie in
Meerwasser aufgrund des hoheren Salzgehaltes auch bis zu drei
Grollenordnungen geringer als in Sul3wasser ist (Wood et al., 1999).

FUr Toxizitatstests wird Silbernitrat verwendet, das die Silberverbindung mit der
hochsten Toxizitat darstellt. Es hat eine hohe Ld&slichkeit, bildet aber im
Gegensatz zu Silberthiosulfat und Silberchlorid keine Komplexe. Das ist ein
wichtiger Faktor, denn durch Komplexierung von Anionen wie Thiosulfat und
Chlorid wird die Bioverfugbarkeit von Silberionen stark gesenkt (Wood et al.,
1999).

Bei Sullwasserorganismen kommt es in den Kiemen zu einer nicht-kompetitiven
Inhibition der Natrium-Kalium-ATPase durch Silberionen und die aktive
Aufnahme von Na* und CI- wird gestort. Die dadurch entstehende Stérung des
lonenhaushalts im Blutplasma ist die primare Wirkweise von Silber bei
SuRwasserfischen (Wood et al., 1999). Zusatzlich l6ste eine Exposition zu
AgNOs bei der Amerikanischen Dickkopfelritze Pimephales promelas oxidativen
Stress und gesteigerte Genexpression in zellularen Stressreaktionswegen aus
(Garcia-Reyero et al., 2014). Bei Salzwasserfischen fuhrte Silber ebenfalls zu
einem gestoérten lonenhaushalt. In diesem Fall findet die Aufnahme allerdings
nicht in den Kiemen, sondern im Darm statt und es kommt zu erhéhten Na* und
Cl-Leveln im Blutplasma, was schlussendlich zum Tod fuhren kann (Hogstrand
& Wood, 1998).
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Im Allgemeinen zeigen Wirbellose eine deutlich hoéhere Empfindlichkeit
gegenuber Silber als Wirbeltiere wie Fische (Ratte, 1999). Fir benthische
Lebensformen wie Garnelen spielt womoglich auch die unmittelbare Nahe zum
Gewassergrund eine Rolle bezuglich ihrer Silberexposition. Geldstes Silber in
der Wassersaule erreicht nur geringe Konzentrationen, da es zur Sedimentation
kommt und Silber meistens in Form von Ag2S vorliegt (Hirsch, 1998). Ratte
(1999) nennt als mogliche Aufnahmewege flur benthische Lebewesen den
direkten Korperkontakt mit kontaminiertem Sedimentpartikeln, die Aufnahme
aus dem Wasser in den Sedimentporen sowie die Aufnahme und Verdauung
von Sedimentpartikeln. Es wird angenommen, dass der letztgenannte

Einnahmeweg den grofdten Anteil tragt.
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Tabelle 1 LCsp-Werte fiir Ag* und AgNP aus der Literatur. *Salzwasser als Versuchsmedium verwendet

Organismus

Ceriodaphnia dubia
Crangonyx pseudogra-
cilis
Daphnia carinata
Daphnia carinata
Daphnia galeata
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia pulex

Gammarus fossarum

Gammarus pseudolim-
naeus
Gammarus pulex
Paratya australiensis
Thamnocephalus
platyurus
Artemia salina
Daphnia similis
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia magna
Thamnocephalus
platyurus

Artemia salina

Daphnia magna
Daphnia magna

Daphnia magna

Thamnocephalus
platyurus
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia galeata
Daphnia magna
Daphnia pulex

Ceriodaphnia dubia

Daphnia magna
Daphnia magna
Ceriodaphnia dubia
Daphnia pulex
Artemia franciscana
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia magna

Daphnia carinata

Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia carinata
Daphnia carinata
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia carinata
Paratya australiensis

Ceriodaphnia dubia

Substanz
Ag*
Ag*
Ag*
Ag*
Ag*
Ag*
Ag*
Ag*
Ag*
Ag*
Ag*
Ag*
Ag*
Ag*
Ag*
Ag*

AgNP (2-18 nm, PVA coated)
AgNP (2-18 nm, PVA coated)
AgNP (3-8 nm, paraffin coated)
AgNP (6 nm)

AgNP (7 nm)

AgNP (8,4 nm, PVP coated)

AgNP (8,4 nm, PVP coated)

AgNP (1 nm-10 nm)*

AgNP (10 nm)
AgNP (10 nm)
AgNP (12,5 nm, protein coated
"Collargol")
AgNP (12,5 nm, protein coated
"Collargol")
AgNP (18 nm)
AgNP (18 nm, citrate coated)
AgNP (< 20 nm, PVP coated)
AgNP (< 20 nm, PVP coated)
AgNP (< 20 nm, PVP coated)
AgNP (20 nm, citrate capped
"NC20 ")
AgNP (20 nm)
AgNP (20 nm)
AgNP (20-30 nm)
AgNP (20-30 nm)

AgNP (15 nm-30 nm)X
AgNP (15 nm-30 nm)
AgNP (30 nm)

AgNP (35 nm, PVP coated)
AgNP (36 nm, Epigallocatechin
gallate coated)

AgNP (40 nm)

AgNP (40 nm, citrate coated)
AgNP (41,2 nm, curcurmin coated)
AgNP (42,7 nm, tyrosine coated)
AgNP (50 nm)

AgNP (60 nm)

AgNP (80 nm)

AgNP (86,8 nm, tyrosine coated)
AgNP (86,8 nm, tyrosine coated)
AgNP (100 nm, citrate capped
"NC100 ")

12

24h

0,69

5,4
1,36

0,81

1,37-
3,34
4,7

3,6
57

0,342
11,41

68,8

9960

256

13,8

29,7

10,48

4,30

62,04
62,24

LCso (Hg/L)

48h
0,7

6

0,62
1,21
2,13
1,10
2,6

1,05
22

1,26-
2,73

4,7

21
0,1

55
0,262
11,02

2
4
54,0

3790

4,31
10

49,4

187
12,4
13,9
121

8,95

4,8

8,00
34
67
40

6685

29,7

18,43

19,37
141

21,37
49,74
24,48
168
218
35,48
55,34

26,7

72h Quelle

(Kennedy et al., 2012)
(Martin & Holdich, 1986)

(Lekamge et al., 2018)
(Lekamge, 2019)
(Volker et al., 2013)
(Volker et al., 2013)
(Ulm et al., 2015)
(Ribeiro et al., 2014)
(Blinova et al., 2013)
(Poynton et al., 2012)
(Griffitt et al., 2008)
12'%92' (Funck et al., 2013)

4,5 (Lima et al., 1982)

(Bury et al., 2002)
(Lekamge et al., 2018)

(Blinova et al., 2013)

(Becaro et al., 2015)
(Becaro et al., 2015)
(Ribeiro et al., 2014)
(Asghari et al., 2012)
(Asghari et al., 2012)
(Blinova et al., 2013)

(Blinova et al., 2013)

(Gambardella et al.,
2015)
(Hoheisel et al., 2012)
(Ivask et al., 2014)

(Blinova et al., 2013)

(Blinova et al., 2013)

(Asghari et al., 2012)
(Ulm et al., 2015)
(Volker et al., 2013)
(Volker et al., 2013)
(Volker et al., 2013)

(Kennedy et al., 2012)

(Hoheisel et al., 2012)
(Ivask et al., 2014)
(Griffitt et al., 2008)
(Griffitt et al., 2008)

(Zawadzka et al., 2021)
(Zawadzka et al., 2021)
(Hoheisel et al., 2012)
(Poynton et al., 2012)

(Lekamge, 2019)

(Ivask et al., 2014)
(Poynton et al., 2012)
(Lekamge, 2019)
(Lekamge, 2019)
(Hoheisel et al., 2012)
(Ivask et al., 2014)
(Ivask et al., 2014)
(Lekamge et al., 2018)
(Lekamge et al., 2018)

(Kennedy et al., 2012)



Eine beispielhafte Auflistung der LCso-Werte fUr verschiedene Krebstiere ist in
Tabelle 1 gezeigt. Die Werte fur Ag* (zugegeben als AgNOa3) liegen alle in

einem ahnlichen Konzentrationsbereich von etwa 1 - 10 pg/L.

Die Toxizitat von AgNP hangt stark von ihrer Grof3e und ihrem Coating ab und
man kann nicht allgemein von ,Silbernanopartikeln“ sprechen. Kleinere NP
zeigen im Normalfall eine hohere Toxizitat als groflere NP, was mit ihrer
groReren Gesamtoberflache zusammenhangt (Hoheisel et al., 2012). In Tabelle
1 sind die LCso-Werte fur verschiedene AgNP, ohne oder mit unterschiedlichen
Coatings, angegeben. Sie sind hoher als die Werte von ionischem Silber und
liegen meistens im Bereich von 10 - 100 pg/L.

Zusatzlich wird angenommen, dass Filtrierer wie Garnelen oder Daphnien
starker von Nanopartikelbelastungen betroffen sind. Auf der Suche nach
Nahrung filtrieren sie groRe Mengen Wasser und eine Exposition oder

Aufnahme von Nanopartikeln ist wahrscheinlicher (Griffitt et al., 2008).

Der Wirkmechanismus von Silbernanopartikeln ist noch nicht vollstandig
geklart. Es wird angenommen, dass die Toxizitat sich hauptsachlich durch die
Abgabe von Ag*-lonen in das Wasser begrindet (Ratte, 1999). Zhao & Wang
(2011) verwendeten Cystein, um Ag* zu komplexieren, das von AgNP
freigesetzt wird. Auf diese Weise zeigten die AgNP keine akute Toxizitat mehr
gegenuber Daphnia magna. Die Wirkung wurde weiter dadurch verstarkt
werden, wenn Organismen ganze Nanopartikel aufnahmen und die Freisetzung
der lonen dann direkt im Korper geschahe. Allerdings zeigten Poynton et al.
(2012), dass eine Exposition von D. magna zu NP andere Auswirkungen hat als
die reine Exposition zu Ag*. Die Silbernanopartikel stérten den Zellzyklus und
fuhrten bei hohen Konzentrationen zur Apoptose. Sie steigern die Proteolyse
und bewirken eine Hochregulierung von zellularen Signalprozessen.

Auch Zhao & Wang (2011) nennen die Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS), Membranschaden, Proteindenaturierung und DNA-
Schaden durch freie Radikale als direkte Auswirkungen einer Exposition mit

AgNP unabhangig von der Freisetzung von Silberionen.
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1.4 Okotoxikologische Tests

Die Bestimmung der Toxizitat verschiedener Substanzen ist nicht nur fir die
Humanmedizin, sondern auch in der Umweltchemie von groRer Bedeutung. Da
Chemikalien wahrend ihres gesamten Lebenszyklus von der Produktion bis zur
Entsorgung ungeplant in die Umwelt gelangen konnen oder aufgrund ihres
Verwendungszwecks absichtlich in diese eingebracht werden sollen, missen
die Auswirkungen einer solchen Exposition bekannt sein. Potenzielle kurz- und
langfristige toxische Wirkungen naturlicher und synthetischer Stoffe und ihre
Wirkmechanismen auf Tiere, Pflanzen und ganze Systeme sind
Untersuchungsgegenstand  der  Okotoxikologie.  Dafir  kénnen  die
Untersuchungen je nach untersuchter Substanz und Art der Umweltbelastung
variiert werden und beispielsweise der Versuchsorganismus, das
Versuchsmedium und Art und Dauer der Exposition bestimmt werden (Schuijt et
al., 2021; Valavanidis & Vlachogianni, 2015). Um allgemein akzeptierte und
besser vergleichbare Ergebnisse zu erreichen stehen seit vielen Jahren eine
Reihe verschiedener standardisierter Testmethoden wie die der Organisation
fur wirtschaftliche Zusammenarbeit und Entwicklung (OECD, 1979, 2024), der
EPA (United States Environmental Protection Agency, 1994), der Europaischen
Chemikalienagentur sowie eine grolte Bandbreite an ISO-Normen zur

Verfligung, die immer wieder erganzt und aktualisiert werden.

In dieser Arbeit wird die akute Toxizitdt in aquatischen Systemen in vivo
untersucht. Der gangigste Wert, um die Toxizitat zu beschreiben ist die
Effektkonzentration fir 50 % (ECso0), jene Konzentration bei welcher der
beobachtete Effekt bei der Halfte der Versuchsorganismen auftritt. Wie bei
dieser Arbeit kann dieser Wert auch durch die letale Konzentration fur 50 %
(LCso0) ersetzt werden, wenn der gewahlte Endpunkt der Tod ist (EUROPEAN
COMMISSION HEALTH & CONSUMER PROTECTION, 2002).

Besonders fur Toxizitatstests sind Krebstiere (Crustacea) beliebte
Versuchsorganismen, da sie empfindlich auf Schadstoffe und Veranderungen in
ihrer Umgebung reagieren und schon bei kurzer Versuchsdauer verlassliche
Ergebnisse liefern (J. W. Lee et al., 2024; Santos et al., 2014). Mykles & Hui

(2015) empfehlen Neocaridina denticulata und N. davidi aufgrund ihrer kurzen
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Lebensdauer, geeigneten GroRRe, einfachen Haltung und hohen Verfligbarkeit.
Sie fUhren auch den Vorteil des transparenten Exoskeletts an, was fur eine
einfache und nichtinvasive visuelle Uberwachung des Versuchs von Nutzen
sein kann. Andere verbreitete Beispielorganismen fur aquatische Systeme sind
der grolle Wasserfloh Daphnia magna, der Mexikanische Flohkrebs Hyalella
azteca, der Zebrabarbling Danio rerio, die Amerikanische Dickkopfelritze
Pimephales promelas und verschiedene SufRwasseralgenarten (Schuijt et al.,
2021).
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2 Ziel der Arbeit

Da Silbernanopartikel in den letzten Jahren in immer mehr Produkten
Verbreitung finden und so auch vermehrt in die Umwelt gelangen, ist die
Forschung an ihrer Toxizitat ein sehr relevantes Thema. Fur diese Arbeit soll
die akute Toxizitat Uber 24 Stunden sowie die erweiterte akute Toxizitat Uber 48
und 72 Stunden fur zwei verschiedene AgNP, die sich in Gro3e und Art des
Coatings unterscheiden, sowie fir ionisches Silber in Form von AgNOs
bestimmt werden. Als Versuchstier soll die Ruckenstrichgarnele Neocaridina
davidi dienen, die auf der ganzen Welt im SuRwasser vorkommt. Um far
moglichst naturnahe Bedingungen zu sorgen, soll kinstliches Donauwasser als
Medium verwendet werden.

Die Silberakkumulation und die Biokonzentration in den Garnelen sollen

ebenfalls betrachtet und verglichen werden.
Zusatzlich soll das zeitliche Verhalten und die Loslichkeit der AgQNP Uber den

gesamten Versuchsablauf im Medium beobachtet werden, um damit mdgliche

Ruckschlisse auf Unterschiede in der Toxizitat zu treffen.
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3 Material und Methoden

3.1 Verwendete Reagenzien

Zur Herstellung des kunstlichen Donauwassers (siehe Kapitel 3.2 und 3.6.1)
wurde deionisiertes Wasser eingesetzt. Fur alle weiteren Schritte sowie die

Reinigung der Mesokosmen wurde Milli-Q Wasser verwendet.

Die Salze Magnesiumsulfat-Heptahydrat (MgSOs4-7 H20, ACS Reagenz
=98 %), Calciumchlorid-Dihydrat (CaClz - 2 H20, zur Analyse 99-103 %),
Natriumhydrogencarbonat (NaHCOs, zur Analyse 99,7-100,3 %), Kalium-
hydrogencarbonat (KHCOs, zur Analyse =99 %), Calciumcarbonat (CaCOs,
ACS Reagenz = 99 %), Magnesiumcarbonat (MgCOQOs, rein = 40 % Mg als MgO)
und Huminsaure Natriumsalz (technische Reinheit) wurden bei Sigma-Aldrich

(Wien, Osterreich) erworben.

Natriumcarbonat (Na2COs, zur Analyse) und Magnesiumnitrat-Hexahydrat
(Mg(NOs3)2 - 6 H20, fur Metallspurenanalyse 99,999 %) stammen von Fisher
Scientific (Wien, Osterreich).

Weitere verwendete Chemikalien waren Salzsaure (HCI, TraceSELECT™ fur
die Spurenanalyse =30 %) von Honeywell International (Wien, Osterreich),
Phosphorsaure (HsPO4, zur Analyse =85 %) von Merck KGaA (Wien,
Osterreich), Salpetersdure (HNOs, PrimarPlus fir die Spurenanalyse > 68 %)
von Fisher Scientific (Wien, Osterreich).

Es wurde eine Silber-Standardlosung (1,000 mg/L in 2 % HNOs, AVS
Titrinorm®) von VWR International GmbH (Wien, Osterreich) verwendet.
Titrisol® Salzsaure (HCI 0,1 mol/L, M-Clarity™) Merck KGaA (Darmstadt,

Deutschland) wurde bei der Titration des Saurebindungsvermogens eingesetzt.

Es wurden Kohlenstoffdioxid (CO2, N4.5), Acetylen (C2H2, N2.6), Argon (Ar,
N5.0) und synthetische Luft (N5.0, 79,5 % N2, 20,5 % O2) von Messer Austria

GmbH (Wien, Osterreich) verwendet.
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3.2 Kiinstliches Donauwasser als Versuchsmedium

Es wurde kinstliches Donauwasser (Artificial Danube Water, ADW) als Medium
fur die Versuche verwendet, um naturnahe Bedingungen zu schaffen. Da
N. davidi bereits in europaischen Flissen nachgewiesen wurde, stellt das
Einzugsgebiet der Donau ein durchaus relevantes Habitat fur diese Garnelenart
dar. Die Herstellung des Mediums wurde erstmals von Eiser (2023)
beschrieben und stitzt sich auf Wasserwerte, die im Jahr 2022 bei Wien in der
Lobau gemessen wurden (MA 39 - Labors fur Hygiene, 2022). Tabelle 2 zeigt
den Konzentrationsbereich dieser Werte und vergleichbare Werte aus dem
Folgejahr 2023, die bei der Messstelle Wien-Nulidorf gemessen wurden
(Umweltbundesamt, 2024). Es ist der Konzentrationsbereich der insgesamt
zwOIf monatlichen Messungen dargestellt, da die Konzentrationen in den
einzelnen Monaten saisonbedingt schwanken. Zusatzlich sind die mittleren
Konzentrationen mit Standardabweichung fur das ADW, welches fur die
Mesokosmenversuche verwendet wurde, aufgefihrt (n=6). Diese weisen
keinen signifikanten Unterschied zu den Literaturwerten des Donauwassers auf
(siehe Tabelle 2). Exakte lonenkonzentrationen fur die einzelnen Versuche

befinden sich in Appendix 1.

Tabelle 2 Vergleich mit Messdaten der letzten beiden Jahre aus der Donau mit dem verwendeten ADW (n = 6)
Monatlich gemessene Werte fir das Jahr 2023 bei NuRdorf sind als Konzentrationsbereiche angegeben (in mg/L)
DOC beschreibt den gelosten organischen Kohlenstoff (MA 39 - Labors fiir Hygiene, 2022; Umweltbundesamt, 2024)

Lobau 2022 NuBdorf 2023 ADW
Na* 7,7-11,0 6,2 - 15,6 9,91+ 1,29
K* 1,5-3,9 1,69 - 2,51 3,26 + 1,02
Mg?* 15 - 22 8,2-13,7 17,8+ 0,8
Ca? 65 - 83 40,0 - 63,5 67,5+7,4
cr 11-18 8,11-2538 14,9+ 0,8
SO 26 - 39 18,6 - 32,7 34,0 1,0
NOs 1-5 0,856 - 2,33 1,111 0,10
HCOs - ; 262 + 17
F- <0.2 - <LOD
DOC - 1,7-89 0,795 + 0,235

Die genaue Herstellung des ADW ist in Kapitel 3.6.1 beschrieben.
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3.3 Versuchsorganismus Neocaridina davidi

Die Ruckenstrichgarnele Neocaridina davidi gehoért zu den SulRwassergarnelen
(Atyidae). Der Wildtyp ist transparent bis rétlich/braunlich, allerdings existieren
orange, grune, gelbe, blaue und rote Zuchtformen. Aufgrund letzterer ist sie
auch unter dem Namen ,Red Cherry shrimp® bekannt (Suen & Gillett-Kaufman,
2020). Sie erreicht eine Grole von 1,5 - 3,5 cm, wobei die weiblichen Tiere
generell grolker werden (Levitt-Barmats et al., 2019; Pantaledo et al., 2015).
N. davidi stammt urspringlich aus Sudostasien, ist als invasive Spezies aber
bereits in vielen Teilen der Welt wie Hawaii (Englund & Cai, 1999), Polen
(Jabtonska et al.,, 2018) und Israel (Levitt-Barmats et al., 2019) verbreitet.
Vermutlich kommt es durch den Aquarienhandel zu Freilassungen in neue
Gebiete (Turkmen & Karadal, 2012). AuRerdem ist N. davidi eine sehr robuste
Art die sich schnell vermehrt, was zu ihrem Potential als invasive Spezies
beitragt (Levitt-Barmats et al., 2019).

Als benthisches Tier lebt N.davidi in unmittelbarer Nahe des
Gewassergrundes. Sie ernahrt sich von abgestorbenem organischem Material,
Mikroinvertebraten und dem Biofilm, der sich auf Wasserpflanzen bildet
(Vazquez et al., 2022).

N. davidi wurde bereits in anderen Studien als Versuchsorganismus flr
Toxizitatstests herangezogen (Razekenari et al., 2023; Zanitti et al., 2023).
Ostrézka et al. (2024) untersuchten Effekte, die durch eine Exposition mit Nickel
hervorgerufen wurden, wahrend Xing et al. (2021, 2022) die Auswirkungen von
Kupfer beobachteten. Zum aktuellen Zeitpunkt wurden noch keine Ergebnisse
zu einer Silberexposition von N. davidi veroffentlicht. Es beschaftigen sich
jedoch einige Arbeiten mit Garnelen, die in Aquakulturen fir den menschlichen
Verzehr gezuchtet werden, hauptsachlich die Weilifuldgarnele
Litopenaeus vannamei. Hier wird versucht mit AgNP als antimikrobiellem
Wirkstoff die Ausbreitung von Viren verhindern. Ergebnisse zeigen, dass die
Uberlebensrate bei einer Infektion mit dem WeiRkfleckensyndrom-Virus (White
spot syndrome virus) durch Zugabe von AgNP steigt, wahrend die Nanopartikel
selbst keine oder nur eine geringe toxische Wirkung gegenuber den Garnelen

aufweisen (Camacho-Jiménez et al., 2020; Romo Quifionez et al., 2022).
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3.4 Silbernanopartikel

Ag Nanospheres (5 mg/mL in Wasser) mit einem Durchmesser von 50 nm und
einem PVP-Coating (40 kDa) wurde von nanoComposix (San Diego, USA)
erworben. Sie wurden bei 4°C im Dunklen gelagert. Je nach Konzentration der
NP handelt es sich um eine gelbliche bis dunkelgraue Losung (siehe Abbildung
2). Je nach Bedarf wurden kurz vor Versuchsbeginn Verdinnungen mit

Milli-Q Wasser hergestellt und direkt verwendet.

Ag Nanopowder (< 100 nm Partikelgrofde, 99,5 % mit PVP als Stabilisator) als
Pulver stammt von Sigma Aldrich (St. Louis, USA) und wurde bei
Raumtemperatur im Dunklen unter Argonatmosphare gelagert. Die frisch
hergestellte Suspension hat einen graulichen Farbton (siehe Abbildung 3).

Vor jedem Versuch wurde eine Stocklésung mit einer Konzentration von etwa
60 mg/L hergestellt. Das Nanopowder wurde unter Argon entnommen, in
250 mL Milli-Q Wasser suspendiert und fur 90 Minuten bis unmittelbar vor

Versuchsbeginn im Ultraschallbad behandelt.
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Abbildung 2 Frisch hergestellte Nanospheres-Lésungen Abbildung 3 Frisch hergestellte Nanopowder-

Lésung

Abbildung 4 Alte Nanospheres-Lésungen - es ist kein Absinken der Abbildung 5 Alte Nanopowder-Lésung - die NP

Nanopartikel erkennbar liegen deutlich erkennbar auf dem Gefaf3boden

Die unterschiedliche Behandlung der NP-Losungen ergibt sich dadurch, dass
die gecoateten Nanospheres auch Uber langere Zeit in Losung bleiben (siehe
Abbildung 4), wahrend das ungecoatete Nanopowder nach Kkurzer Zeit
agglomeriert und absinkt (siehe Abbildung 5).
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3.5 Charakterisierung der Nanopartikel

Eine genaue Charakterisierung der verwendeten NP wurde von Eiser (2023)

durchgefihrt und soll im Folgenden zusammengefasst werden.

‘ 250 nm
g’rmamgyémm

Abbildung 6 TEM-Aufnahmen der Silbernanopartikel (nach Eiser (2023)).
Nanopowder (oben) und Nanospheres (unten) bei 4.000-facher (A, C) und 31.500-facher (B, D) VergroRerung

Anhand von Bildern (siehe Abbildung 6), die mit TEM (Transmissions-
elektronenmikroskopie) aufgenommen wurden, wurde die Form der
Nanopartikel durch ihre Zirkularitat beschrieben. Dabei handelt es sich um

einen Wert zwischen 0 und 1, wobei 1 einen perfekten Kreis darstellt (siehe

Formel 1).
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Oberflache Formel 1
Umfang?

Zirkularitat = 4n
Die Nanospheres zeigen eine stark ausgepragte und einheitliche Zirkularitat mit
Werten zwischen 0,48 und 1,00 und einem Median von 0,93. Das Nanopowder
weist eine signifikant (als signifikant wurden Werte mit p <0,05 gewertet)
geringere Zirkularitat mit breit gestreuten Werten zwischen 0,04 und 0,95 und

einem Median von 0,49 auf.

Die Grolenverteilung der NP wurde mittels TEM und DLS (dynamic light
scattering) bestimmt, wobei bei DLS die Annahme getroffen wird, dass
spharische Partikel vorliegen. Die Ergebnisse beider Methoden sind in Tabelle
3 dargestellt. Der mit DLS bestimmte hydrodynamische Durchmesser liegt bei
den Nanospheres zwischen 32 und 116 nm mit einem Median von 61 nm. Bei
den TEM-Ergebnissen zeigt sich fur die Nanospheres eine einheitlichere
GroRenverteilung, die in einem ahnlichen Bereich zwischen 26 und 100 nm liegt
und einen Median von 55 nm hat. Beide Ergebnisse befinden sich nahe an dem

vom Hersteller angegebenen Durchmesser von 50 nm.

Tabelle 3 Ermittelte GroRenverteilungen der NP mittels DLS und TEM (Durchmesser in nm) nach Eiser (2023)

Spannweite 1. Quartil Median 3. Quartil
Dynamic Light Scattering
Nanospheres 322 -116 52 61 77
Nanopowder 23 -1319 137 261 424
Transmissionselektronenmikroskopie
Nanospheres 26 - 100 48 55 61
Nanopowder 27 - 1033 45 64 93

Fur das Nanopowder sind die ermittelten Grolienbereiche mit TEM und DLS
ebenfalls ahnlich. Das Ergebnis mit TEM ist ein GrofRenbereich von 27 bis
1033 nm mit einem Median von 64 nm. Mit DLS erhalt man einen Bereich von
23 bis 1319 nm, aber einen hdoheren Median von 261 nm. Dieses Ergebnis steht

im Kontrast zu dem vom Hersteller angegebenen Durchmesser von < 100 nm.
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3.6 Experimenteller Ablauf

3.6.1 Herstellung des kiinstlichen Donauwassers

Die Vorschrift zur Herstellung des kunstlichen Donauwassers fur die Versuche
wurde von Eiser (2023) Gbernommen.

Far 30L ADW wurden 27,27 L deionisiertes Wasser vorgelegt und uber
10 Minuten ein kraftiger CO2-Strom Uber einen AusstrOmerstein eingeleitet
wahrend das Wasser geruhrt wurde (400 Umdrehungen/min). Anschliel3end
wurden 5,4 g CaCOs und 1,14 g MgCOs in insgesamt 200 mL Wasser beigefugt
und far vier Stunden mit CO2 geruhrt, um die zugegeben Salze in Lésung zu
bringen. Abschlielend wurden 2,05 L Wasser, 0,15 g Huminsauren in 120 mL

Wasser und jeweils 120 mL von Stock 1 bis 3 (siehe Tabelle 4) zugegeben.

Tabelle 4 Zusammensetzung der Stocklésungen fiir die Herstellung des ADW

Salze Wasser
10,58 g MgSOa4
258,5 mg Mg(NO3)2
Stock 2 3,887 g CaCl2 500 mL
4,453 g NaHCOs3
896 mg KHCOs3

Stock 1 500 mL

Stock 3 500 mL

Uber Nacht (ca. 15-20 Stunden) wurde geriihrt und Raumluft durch den
Ausstromerstein ins Wasser eingeleitet, um das im Wasser geloste CO2 wieder
zu entfernen. Schliel3lich wurde mit deionisiertem Wasser auf das ursprungliche
Volumen aufgefillt, da Gber Nacht eine geringe Menge Wasser verdunstet. Eine
komplette Charakterisierung aller verwendeten ADW findet sich in Appendix 1.
Um  Analysefehler auszuschliefen wurde fur alle Versuche der
lonenbilanzfehler (Charge Balance Error, CBE) berechnet (Formel 2), der das
Verhaltnis von positiven zu negativen Ladungen angibt und in der Theorie bei
0 % liegt. Als akzeptabel galten hier Werte zwischen -5 % und 5 %. Da die
Ladungen bertcksichtigt werden, muss die Berechnung in
Aquivalentkonzentrationen durchgefiihrt werden. Somit wird K* einfach, aber

Ca?* doppelt gezanhlt.
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Y Kationen — |Y. Anionen|

100 Formel 2
Y. Kationen + |}, Anionen| i

CBE (in%) =

3.6.2 Versuchsaufbau

Je nach Versuch wurden zwischen vier und sechs Mesokosmen verwendet,
wobei einer davon immer als Referenz gefuhrt wurde. Die Mesokosmen wurden

wie in Abbildung 7 gezeigt nebeneinander aufgebaut.

Abbildung 7 Fertiger Versuchsaufbau der Mesokosmen mit kiinstichem Donauwasser, Luftzufuhr, Naturstein und

gleichméaRige Beleuchtung von oben

Es handelt sich um Zylinder aus Acrylglas mit 15 cm Durchmesser und 35 cm
Hohe, die nach oben hin offen blieben. Jeder Mesokosmos enthielt einen
Naturstein und wurde mit 4 L ADW beflllt. Auf etwa halber Hohe des Behalters
wurde ein Ausstromerstein befestigt, der an eine Luftpumpe angeschlossen
war, um eine stetige Sauerstoffzufuhr durch Raumluft zu gewahrleisten. Es

wurde ein 12:12 Stunden Licht-Dunkel-Zyklus eingehalten.

3.6.3 Versuchsablauf

Fir jeden Versuch wurden 30 L ADW wie in Kapitel 3.6.1 beschrieben frisch
hergestellt. Die zuvor mit verdinnter HNO3s gereinigten Mesokosmen wurden
mit ADW befullt und dem Naturstein sowie der Luftzufuhr versehen.

Unmittelbar vor Versuchsstart wurden die Silber-/Silbernanopartikellésungen
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hinzugeflgt. Dabei wurden relativ zur Gesamtmenge vernachlassigbar kleine
Volumina verwendet, weswegen in dieser Hinsicht keine Volumenkorrektur
durchgefuhrt wurde. Die fur die Versuche eingesetzten Nominal-
konzentrationen sind in Tabelle 5 ersichtlich. Fir die beiden AgNP wurde zuerst
ein  Orientierungsversuch Uber einen groReren Konzentrationsbereich
durchgefuhrt, bevor in einem oder zwei weiteren Mesokosmenversuchen die
Steigung der Toxizitatskurve dann Uber einen ausgewahlten, engeren
Konzentrationsbereich untersucht wurde. AnschlieBend wurden direkt
aufeinander folgend jeweils zehn Versuchstiere in jeden Mesokosmos
uberfuhrt. Die Garnelen der Art Neocaridina davidi wurden aus einer lokalen
Zucht am Tag des Versuchsbeginnes erworben. Es wurden naturfarbene
Exemplare von optisch vergleichbarer Grofe gewahlt. Der anfangliche
Wasserstand wurde markiert und die Mesokosmen alle 24 Stunden nach der
Probennahme mit Milli-Q Wasser bis zur Markierung aufgefillt, um

verdunstetes Wasser zu ersetzen.

Tabelle 5 Fir den jeweiligen Versuch eingesetzte Nominalkonzentrationen

Versuchsbezeichnung Eingesetzte Nominalkonzentrationen

(ng/L)
lonisches Silber 0-1-3-4-5-8
Nanospheres 1 0-100- 1000 - 10000
Nanospheres 2 0-20-50-80-150
Nanospheres 3 0-15-30-40-100
Nanopowder 1 0-20-40-60-100-1000
Nanopowder 2 0 —200 - 400 - 500 — 600 — 800

Nach 24, 48 und 72 Stunden wurden Uberlebende Versuchstiere gezahlt, tote
Versuchstiere aus dem Wasser entfernt und bei -25°C gelagert. Als Kriterium
fur das Uberleben wurde eine eindeutige Reaktion bei leichter Beriihrung
festgelegt. Nach 72 Stunden wurde der Versuch beendet, alle verbleibenden
lebenden Versuchstiere gefangen und ebenfalls bei -25°C eingefroren.

Die Versuchstiere erhielten wahrend der Versuche kein Futter.

3.6.4 Probennahmen

Bei den Wasserproben wurde Uber alle Versuche zwischen “geléstem Silber”

und “totalem Silber” unterschieden. Nach der gangigen Definition handelt es
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sich bei allen Komponenten, die einen Filter mit 0,45 pm Porengrofe passieren
kénnen, um geldste Stoffe (Danielsson, 1982). Somit galten alle Nanopartikel
als gelost, die nach Filtration mit einem solchen Filter immer noch in der Probe
vorhanden waren. “Totales Silber” bezeichnet dementsprechend samtliches in
der unfiltrierten Wasserprobe enthaltenes Silber.

Von dem fertigen ADW wurde eine gefilterte sowie ungefilterte Probe fir die
Bestimmung des Totalen organischen Kohlenstoffs (Total Organic Carbon,
TOC) und des gelosten organischen Kohlenstoffs (DOC) genommen
(Unterscheidung nach dem oben beschriebenen Prinzip) und zusatzlich etwa
200 mL durch 0,45 uym-gefilterte Probe fir die lonenchromatografie, Flammen-
Atomabsorptionsspektrometrie und die Titration des Saurebindungsvermogens.
Zwischen Zugabe der Silber-/Silbernanopartikelldsungen und Einsetzen der
Versuchstiere wurden in jedem Mesokosmos Proben zur Bestimmung der
Konzentrationen an geléstem und totalem Silber enthommen. Nach demselben
Prinzip fand 24, 48 und 72 Stunden nach Versuchsbeginn eine Probennahme
statt.

3.7 Probenvorbereitung

Die Wasserproben wurden mit demselben Volumen an 68% HNO3 versetzt
(5+5mL) und bei 70°C fur 60 Minuten im Trockenschrank (Heraeus T5028)

aufgeschlossen.

Die tiefgefrorenen Garnelen wurden fir mindestens 24 Stunden im
Gefriertrockner (Alpha 2-4 LD plus, Christ) schonend getrocknet. Nachdem die
Masse der einzelnen Garnelen bestimmt worden ist, wurden sie mit jeweils
3 mL 34% HNOs versetzt und bei 70°C fur 90 Minuten im Trockenschrank
aufgeschlossen. Diese Proben wurden abschlieRend durch einen 0,45 um-Filter

filtriert, um nicht vollstandig aufgeldste Reste zu entfernen.
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3.8 Analysemethoden

3.8.1 Graphitrohr-Atomabsorptionsspektrometrie

Far die Graphitrohr-Atomabsorptionsspektrometrie (GFAAS) wurde ein
PerkinEImer PinAAcle 900Z Atomabsorptionsspektrometer mit einem
PerkinElmer AS900 Furnace Autosampler verwendet. Bei den Silbermessungen
kam eine PerkinElmer Single Element Lumina™ Hohlkathodenlampe fur Silber
zum Einsatz. Diese wurde vor Verwendung drei bis vier Stunden lang im
Instrument vorgewarmt.

Die Absorption fir Silber wurde bei einer Wellenlange von 328,07 nm und einer
Spaltbreite von 0,7 nm bestimmt. Fir jede Messung wurden 20 uL Probe
verwendet. Proben wurden uUber die Peakflachen als Triplikate gemessen und

der Mittelwert als Ergebnis angegeben.

Das Temperaturprogramm (grafischer Verlauf siehe Abbildung 8) der GFAAS
startete mit dem Trocknen und Verdampfen der Probe. Dafur wurde das
Graphitrohr innerhalb einer Sekunde auf 110°C geheizt und 30 Sekunden
gehalten. Danach wurde das Rohr Uber 15 Sekunden auf eine Temperatur von
130°C erhitzt und wieder fir 30 Sekunden gehalten. Fir die Pyrolyse der Probe
wurde sie innerhalb von 10 Sekunden auf 800°C gebracht und fur 20 Sekunden
belassen. Die Atomisierung fand bei 1700°C Uber funf Sekunden statt und die
Atomabsorption wurde gemessen. AbschlieRend folgte ein Reinigungsschritt,
fur den innerhalb einer Sekunde auf 2550°C erhitzt und diese Temperatur flr

drei Sekunden gehalten wurde.
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Abbildung 8 Temperaturprogramm der GFAAS fir Ag: A + B Trocknen und Verdampfen, C Pyrolyse, D Atomisierung
(kein Ar Gas) und E Reinigung

Wahrend des Programms wurde stetig Argongas mit einer Menge von
250 mL/min durch das Graphitrohr geleitet. Der Gasstrom wurde nur fur die

Atomisierung und Absorptionsmessung ausgesetzt.

Mit frisch hergestellten Standards (in 2 % HNOs) wurde eine lineare
Kalibrationsgerade uber die Konzentrationen 0; 0,5; 1,0; 5,0 und 10 ug/L
erstellt. Kalibrationen mit R>-Werten > 0,999 wurden als ausreichend betrachtet.
Um die Signalintensitat mit Fortlaufen der Messungen zu Uberprifen, wurde
nach jeweils zehn Proben der Standard mit der Konzentration 10 ug/L

gemessen. Das limit of detection (LOD) lag bei 0,03 pg/L fur Silber.

3.8.2 Flammen-Atomabsorptionsspektrometrie

Die quantitative Bestimmung der Kationen Na*, K*, Mg?* und Ca?* im ADW
wurde mittels Flammen-Atomabsorptionsspektrometrie (FAAS) durchgefuhrt.
Dafur wurde ein PerkinElmer AAnalyst 200 Atomabsorptionsspektrometer mit
PerkinEImer  Single  Element Lumina™  Hohlkathodenlampen  des
entsprechenden Elements verwendet. Aufgrund ihres hohen Silbergehalts
wurden auch die Wasserproben vom Versuch ,Nanospheres 1“ mit der FAAS

gemessen.
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Als Kalibrationsgeraden wurden Polynomfunktionen durch Null mit vier
Einzelpunkten und 2 % HNOs als Blank aufgenommen (siehe Tabelle 6). Far
die Verdinnungen der Standards wurde ebenfalls 2 % HNOs verwendet. Als

Anforderung fiir eine erfolgreiche Kalibration galt ein R?-Wert von > 0,9995.

Tabelle 6 Parameter der FAAS-Messungen und Konzentrationen der Kalibrationen

Wellenlange Spaltbreiten Konzentrationen fur
(nm) (mm) die Kalibration (mg/L)
Na* 589,00 1,8/0,6 0-0,125-0,25-0,5-1,0
K* 766,49 2,7/0,45 0-0,25-0,5-1,0-2,0
Mg?* 285,21 2,7/1,05 0-0,063-0,125-0,25-0,5
Ca% 422,67 2,7/0,6 0-25-5,0-10-20
Ag* 328,07 2,7/0,8 0-0,25-0,5-1,0-2,0

Die Proben wurden als Triplikat gemessen und der Mittelwert davon als

Ergebnis herangezogen.

3.8.3 lonenchromatografie

Es wurde ein Metrohm 930 Compact IC Flex Gerat mit einer Metrosep A Supp 5
Trennsaule (Partikelgrole = 5 pym, Lange = 250 mm, Innendurchmesser =
4,0 mm) zusammen mit einem Metronm IC Conductivity Detector zur
verwendet, um chromatografisch die Konzentrationen der Anionen CI-, NOs-, F-
und SO4%> im ADW zu bestimmen. Die Messung wurde bei 25,0°C und einer
FlieRgeschwindigkeit von 0,700 mL/min Uber 30 Minuten durchgefuhrt. Als
Laufmittel diente eine Lésung mit 3,2 mM Na2COs and 1,0 mM NaHCOs. Die
Leitfahigkeit des Laufmittels wurde im Detektor mit 0,1 M H3sPO4 unterdrickt.

FUr die Analyse wurden 20 pyL der gefilterten (0,45 um) Probe auf die Saule
aufgebracht. Es wurden Kalibrationsfunktionen der Anionen verwendet und
uber die Peakflachen integriert. Die Kalibrationen wurden bei jeder Messung

durch Proben bekannter Konzentration Gberprift und gegebenenfalls erneuert.

3.8.4 TOCund DOC

Zur Bestimmung der Huminstoffe im ADW wurden der gesamte organische
Kohlenstoff (TOC) und der gel6ste organische Kohlenstoff (DOC) gemessen.
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Das daflr eingesetzte Gerat war ein Shimadzu TOC-V CPH Total Organic
Carbon Analyzer mit einem ASI-V Autosampler. DOC und TOC wurden flr
jeden Versuch nur einmal zu Versuchsbeginn bestimmt.

Es wurde eine ungefilterte 10 mL Probe fur TOC und eine durch einen 0,45 um
Spritzenfilter gefilterte 10 mL Probe fir DOC gemessen. Diese wurden im
Autosampler mit 1 M HCI auf pH <2 angesauert und drei Minuten lang mit
synthetischer Luft durchspult, wodurch anorganischer Kohlenstoff entfernt
werden konnte. Damit wurde ausschlieBlich non-purgeable organic carbon
(NPOC) gemessen. Die Oxidation von jeweils 50 yL Probe wurde durch platin-
katalysierte Verbrennung bei 720°C erreicht. Dabei entstandenes CO2 wurde
mittels eines nichtdispersiven Infrarotsensors detektiert. Eine lineare Kalibration
uber die Peakflachen einer Kaliumphtalat-Standardlosung wurde regelmafig
durchgefuhrt. Fiar die Auswertung wurden Blanks als Hintergrundwerte
zwischen den Proben gemessen und jede Probe jeweils um den direkt davor

bestimmten Blank korrigiert.

3.8.5 Zusatzliche Messungen

Der pH-Wert des ADW wurde in einem gefilterten Aliquot mit einem
VWR pH10 Pen gemessen. Die Leitfahigkeit wurde direkt im ungefilterten ADW
mit einem Mettler Toledo FiveGo mit LE703 IP67 Leitfahigkeits-Messzelle
bestimmt.

Um die Hydrogencarbonatkonzentration zu ermitteln wurde das
Saurebindungsvermogen (SBV) bestimmt. 50 mL gefiltertes ADW wurden dafur
mit 0,1 M Salzsaure mit einer Glaselektrode potentiometrisch titriert. Ein
Beispiel fur eine grafische Titrationskurve ist nachfolgend in Abbildung 9
gezeigt. Zur Ermittlung des Aquivalenzpunktes wurde die Gran-Funktion
(Formel 3) herangezogen, die gegen das zugegebene Volumen an Saure

aufgetragen wird.

Gran Funktion = (Vprope + V) * 107PH Formel 3
100 * Voyr
SBV = —— Formel 4
VProbe

Vprobescvenensnt Volumen der Probe (mL)
Vo, Volumen 0,1 M HCI (mL)
Vexteemnnennenne extrapolierter Verbrauch an HCI am Aquivalenzpunkt (mL)
SBV............ Saurebindungsvermdgen (meg/L)
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Abbildung 9 Titration des SBV vom Versuch mit Ag*. Der pH-Wert ist in orange, die Gran Funktion in grau gezeigt

Legt man eine Regressionsgerade im Bereich des Aquivalenzpunktes durch
diese Punkte (unterbrochene Linie). Der Schnittpunkt mit der x-Achse zeigt den
extrapolierten Verbrauch an Saure (in mL) am Aquivalenzpunkt (Vext) an. Das
Saurebindungsvermodgen wurde mit Formel 4 bestimmt. Es wurde hier
annaherungsweise mit der Konzentration aller Carbonate gleichgesetzt, da
andere Anionen in deutlich geringeren Mengen vorkommen. Aufgrund des pH-
Wertes ist Hydrogencarbonat die dominierende Carbonatspezies und der

Einfluss von geringen Mengen CO23 wird vernachlassigt.

3.9 Software

Fir die statistische Auswertung und grafische Darstellung wurde SigmaPlot
(Version 15.0) verwendet. Weitere Abbildungen und Tabellen wurden mit
Microsoft Excel 2019 (Version 2410) erstellt. Ausrei3er wurden mittels Grubb‘s
Test mit der online Version von GraphPad bestimmt. Die Relevanz
verschiedener Versuchstiere aus der Literatur wurde mithilfe von OneZoom

Tree of Life Explorer Version 4.0 bestimmt.
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4 Ergebnisse

Fir alle statistischen Auswertungen galt p < 0,05 als signifikant.

4.1 Loslichkeit und Verhalten im Wasser

Wahrend der Versuche wurden sowohl das totale Silber als auch das geloste
Silber (0,45 ym Filter) bestimmt, um Rulckschlisse Uber die Loslichkeit der
betreffenden Silberspezies treffen zu kdénnen. Abbildung 10 zeigt die totale
Menge an Silber in den Mesokosmen nach der Zeit fir den Versuch mit
Trend Abnahme

Silberkonzentration mit der Versuchsdauer erkennbar. Nach 24 Stunden waren

ionischem Silber. Hier ist ein zur der totalen

in den Mesokosmen im Mittel noch 71 % der ursprunglichen Menge Silber
vorhanden, nach 48 Stunden waren es im Mittel 53 % und nach 72 Stunden

noch im Mittel 47 %. Der Zeitpunkt ,0 Stunden® stellt den Versuchsbeginn dar.
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Abbildung 10 Totales Silber im ADW bei dem Versuch mit ionischem Silber nach Nominalkonzentration. Fir die hochste

Nominalkonzentration wurden nur nach 0 und 24 Stunden Proben genommen
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Far denselben Versuch waren nach 24 Stunden im Mittel noch 39 % so viel
geldstes Silber vorhanden wie zu Beginn des Versuchs (siehe Abbildung 11).
Nach 48 Stunden hat sich die Menge an gelostem Silber etwa halbiert (im Mittel
21 % der Menge vom Versuchsbeginn), nach 72 Stunden waren es im

Durchschnitt 20 % der Menge vom Versuchsbeginn.

Gelostes Silber im Wasser (ug/L)

0 Stunden 24 Stunden 48 Stunden 72 Stunden

—e— 1uglL

........ Opeeeeens 3“9”_
——-wv—— 4uglL
——A—- 5pug/L
— & —  8ugll

Abbildung 11 Geldstes Silber im ADW bei dem Versuch mit ionischem Silber nach Nominalkonzentration. Fir die

héchste Nominalkonzentration wurden nur nach 0 und 24 Stunden Proben genommen
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Auch fur die Nanospheres zeigt sich in Abbildung 12 eine Abnahme des totalen
Silbers Uber die Versuchsdauer. Nach 24 Stunden waren im Durchschnitt noch
91 % der ursprunglichen Konzentration, nach 48 Stunden waren es im Mittel

84 % und nach Versuchsende im Mittel 70 % der anfanglichen Konzentration.
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Abbildung 12 Totales Silber im ADW bei den Versuchen mit Ag Nanospheres nach Nominalkonzentration. Die Daten fir
die Konzentrationen 1 mg/L und 10 mg/L sind nicht abgebildet. Fir die Konzentration von 100 pg/L sind aus beiden

Versuchsreihen Daten vorhanden
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Die Menge an geléstem Silber fur die Nanospheres (siehe Abbildung 13) ist
innerhalb der ersten 24 Stunden im Mittel auf 38 % des anfanglichen Wertes
gesunken, hat sich danach aber nicht mehr signifikant verandert (34 % nach
48 Stunden und 32 % nach 72 Stunden).
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Abbildung 13 Geldstes Silber im ADW bei den Versuchen mit Ag Nanospheres nach Nominalkonzentration. Die Daten
fur die Konzentrationen 1 mg/L und 10 mg/L sind zur besseren Anschaulichkeit nicht abgebildet. Fir die Konzentration

von 100 pg/L sind aus zwei Versuchsreihen Daten vorhanden
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FUr das Nanopowder ist ebenfalls ein negativer Trend flr die Menge an totalem
Silber im Medium zu sehen (siehe Abbildung 14). Nach 24 Stunden waren im
Schnitt noch 61 % der urspringlichen Menge an totalem Silber vorhanden.
Diese ist weiter auf mittlere 51 % nach 48 Stunden und mittlere 41 % nach

72 Stunden gesunken.
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Abbildung 14 Totales Silber im ADW bei den Versuchen mit Ag Nanopowder nach Nominalkonzentration
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Im Fall des geldsten Silbers fur die Versuche mit Nanopowder lasst sich kein
Trend erkennen. Wahrend nach 24 Stunden alle Werte signifikant (p < 0,001)
gesunken sind (im Schnitt 5724 % des anfanglichen Wertes), sind nach
48 Stunden (im Mittel 92 % des Anfangswertes) und 72 Stunden (im Mittel
103 % des Anfangswertes) einzelne Zunahmen und Abnahmen sowohl zum
Tag davor als auch zum Wert vom Versuchsstart zu erkennen. Im Durchschnitt
berechnet sich ein signifikanter (p = 0,004) Anstieg zwischen den Werten nach
24 und 48 Stunden, allerdings gilt das nicht flr alle Nominalkonzentrationen,

wie in Abbildung 15 ersichtlich wird.
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Abbildung 15 Geldstes Silber im ADW bei den Versuchen mit Ag Nanopowder nach Nominalkonzentration
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Tabelle 7 zeigt den Anteil in % des geldsten Silbers am totalen Silber fur alle

Versuche zu den verschiedenen Zeitpunkten.

Tabelle 7 Anteil des geldsten Silbers am totalen Silber fiir die jeweilige Nominalkonzentration und Versuchszeitpunkt

lonisches Silber

Nominal- 0 Stunden 24 Stunden 48 Stunden 72 Stunden

konzentration

1 pg/L 43,6 % 18,9 % 8,1 % 9,3 %
3 pgl/L 60,4 % 255 % 24,1 % 28,3 %
4 pg/L 46,2 % 42,5 % 33,6 % 34,3 %
5 pg/L 55,4 % 39,3 % 18,3 % 21,4 %
8 pgl/L 49,4 % 18,8 % - -

Ag Nanospheres

Nominal- . 0 Stunden 24 Stunden 48 Stunden 72 Stunden
konzentration

15 ug/L 37,7 % 20,1 % 26,8 % 25,3 %
20 ug/L 21,1 % 3,6 % 6,6 % 12,7 %
30 ug/L 38,4 % 8,4 % 9,0 % 13,6 %
40 ug/L 271 % 7.3 % 8,9 % 11,0 %
50 ug/L 26,1 % 6,8 % 6,8 % 9,9 %
80 ug/L 21,4 % 7.7 % 9.1 % 10,8 %
100 ug/L 11,5 % 8,2 % 10,5 % 11,8 %
100 pg/L 36,7 % 4.3 % 6,6 % 9.1 %
150 ug/L 23,0 % 7.7 % 8,1 % 8,3 %
1 mg/L 35,3 % 38,5 % 23,2 % 10,4 %
10 mg/L 29.6 % 16,8 % 2,4 % 3,8 %

Ag Nanopowder

Il:lomlnal- . 0 Stunden 24 Stunden 48 Stunden 72 Stunden
onzentration

20 ug/L 0,76 % 0,14 % 1,10 % 1,92 %
40 ug/L 0,79 % 0,43 % 1,20 % 1,88 %
60 ug/L 0,68 % 0,65 % 1,37 % 2,40 %
100 ug/L 0,80 % 0,68 % 1,46 % 2,29 %
200 ug/L 0,94 % 0,84 % 1,30 % 1,51 %
400 ug/L 0,90 % 0,65 % 1,32 % 2,15 %
500 ug/L 1,06 % 1,37 % 1,48 % 1,75 %
600 ug/L 0,93 % 1,38 % 3,39 % 2,91 %
800 ug/L 1,10 % 1,22 % 2,40 % 2,77 %
1 mg/L 1,11 % 1,56 % 2,13 % 2,07 %

Bei ionischem Silber und den Nanospheres sinkt der Anteil des geldsten Silbers
im Durchschnitt in den ersten 24 Stunden signifikant, danach kommt es zu
keinen signifikanten Anderungen mehr. Das Nanopowder dagegen zeigt in den

ersten 24 Stunden keine signifikante Anderung, (iber die Versuchsdauer kommt
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es im Mittel aber zu einem signifikanten Anstieg (p <0,001) des Anteils an
geldstem Silber.

Zu beinahe jedem der vier Messzeitpunkte ist der mittlere Anteil des geldsten
Silbers fur ionisches Silber signifikant hoher als der fur die Nanospheres und
diese wiederum alle signifikant hoher als fir das Nanopowder. Die einzige
Ausnahme bilden die Anteile von ionischem Silber und Nanospheres nach

48 Stunden, die sich nicht signifikant unterscheiden (p = 0,117).
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4.2 Akute Toxizitit iiber 24 Stunden

Zur Bestimmung der akuten Toxizitat wurden 4-Parameter sigmoidale Fitkurven
verwendet und flr alle Silberspezies liegen gute Ubereinstimmungen mit den
experimentellen Daten vor. Mittels Funktionen aus Sigma Plot wurden aus den
erhaltenen Kurven LCso-Werte zur Beschreibung der akuten Toxizitat uber eine

Dauer von 24 Stunden auf Neocaridina davidi berechnet.

Die folgende Abbildung 16 zeigt die Konzentrations-Wirkungs-Kurve flr
ionisches Silber mit einem R? von 0,966. Ag* wurde dabei in Form des
leichtléslichen Salzes AgNOs zugegeben, welches auch in der Literatur die
gangige Silberspezies fur Toxizitatstests ist.

Die Kurve setzt sich aus elf Einzelwerten zusammen, von denen die rot
umrandeten von Haensell (2024) aus derselben Arbeitsgruppe Ubernommen

wurden. Die Nominalkonzentrationen liegen in einem Bereich zwischen 0 und
9 ug/L.

Es wurde ein LCso von 4,3 pg/L Uber 24 Stunden auf N. davidi berechnet.

100 - .

80 -

60 -

40 -

Mortalitat (%)

20 -

g — . .

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

log Nominalkonzentration ionisches Silber (ug/L)

Abbildung 16 Akute Toxizitat von ionischem Silber (LCs 4,3 pg/L) Uber 24 Stunden (n = 11)
Punkte mit roter Umrandung wurden von Haensell (2024) (ibernommen
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Die Datenpunkte zur Bestimmung der Toxizitat der Silbernanospheres sind in
Abbildung 17 abgebildet. Die Fit-Kurve hat einen R2-Wert von 0,914 und setzt
sich aus zwolf Einzelwerten Uber einen Bereich der Nominalkonzentrationen

von 0 — 10 mg/L zusammen.

Es wurde ein LCso von 37,7 ug/L Uber 24 Stunden auf N. davidi berechnet.

100

80 ~

60

40

Mortalitat (%)

20 +

0 1 2 3 4

log Nominalkonzentration AgNanospheres (ug/L)

Abbildung 17 Akute Toxizitat von Ag Nanospheres (LCsq 37,7 pg/L) Gber 24 Stunden (n = 12)

42



In Abbildung 18 ist die Toxizitatskurve fur das Silbernanopowder dargestellt.
Der R2-Wert betragt 0,983. Fur die Fit-Kurve wurden zwolf Datenpunkte
verwendet, von denen der Wert fur O pg/L in der Abbildung nicht gezeigt ist, um
die Ubersichtlichkeit zu verbessern. Die Werte liegen in einem

Nominalkonzentrationsbereich von 0 bis 1000 pg/L.

Es wurde ein LCso von 383 pg/L Uber 24 Stunden auf N. davidi berechnet.

100 ~ ®

80 L ®

60 -

Mortalitat (%)

40 +

20 -

1,0 1,5 2,0 25 3,0 3,5

log Nominalkonzentration AgNanopowder (ug/L)

Abbildung 18 Akute Toxizitat von Ag Nanopowder (LCs 383 pg/L) Uber 24 Stunden
(n = 12; aus Darstellungsgriinden ist der Bereich der x-Achse ohne den Nullwert gewahit)

4.3 Akute Toxizitit iiber 48 und 72 Stunden

Bei dem Versuch mit Ag Nanospheres bei einer Nominalkonzentration von
100 pg/L ist eine Garnele nach 72 Stunden gestorben. Bei den Versuchen mit
Ag Nanopowder sind eine Garnele nach 48 Stunden (100 ug/L) und eine nach
72 Stunden (400 pg/L) gestorben. Das hat zu keiner Anderung der LCso gefiihrt.
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4.4 Silberakkumulation in den Garnelen

4.4.1 Gesamte Akkumulation

Die folgenden drei Abbildungen zeigen das angereicherte Silber in den
einzelnen Garnelen nach Aufschluss mit HNO3s auf die Trockenmasse (TM) des
jeweiligen Versuchstieres bezogen flr jede der drei Versuchsreihen.
Ergebnisse mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden sich signifikant
voneinander. Die Datensets wurden auf Ausreiler getestet. Diese sind in den

Abbildungen in Rot dargestellt.
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Abbildung 19 Silberakkumulation in den Garnelen in pg/g Trockenmasse wahrend des Versuchs mit ionischem Silber in

Abhangigkeit der Nominalkonzentration in den Mesokosmen; n = 10 fiir alle Konzentrationen

In Abbildung 19 ist das angereicherte Silber nach unterschiedlichen Ag*-
Nominalkonzentrationen im Mesokosmos gezeigt. Die Akkumulation der
Referenz (Mittelwert 0,294 ug/g TM) und der Nominalkonzentration von 1 ug/L
(Mittelwert 1,57 ug/g TM) unterscheiden sich signifikant (p < 0,001) voneinander
und sind beide signifikant niedriger als in den hdher konzentrierten

Mesokosmen. Die Akkumulation bei 3 pg/L ionischem Silber hat den hdchsten
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Mittelwert von 5,87 ug/g TM und ist signifikant (p = 0,0366) hoher als die bei
einer Nominalkonzentration von 4 ug/L (Mittelwert 3,44 ug/g TM). Die
Akkumulation bei 4 pg/L ist nicht signifikant (p = 0,215) unterschiedlich zu der
bei 5 pg/L (Mittelwert 4,18 ug/g TM), jedoch signifikant niedriger (p = 0,0177)
als die bei 8 pg/L (Mittelwert 4,87 ug/g TM). Es gibt keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Anreicherungen bei 3 ug/L, 5 pg/L und 8 pg/L.
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Die Silberakkumulation fur die Nanospheres ist in Abbildung 20 zu sehen. Die
Referenzen mit einem Mittelwert von 3,30 ug/g TM angereichertem Silber liegen
signifikant (alle p <0,001) unter allen anderen Nominalkonzentrationen. Die
Anreicherungen bei Nominalkonzentrationen von 15 ug/L (Mittelwert 7,78 ug/g
TM), 20 pg/L (Mittelwert 8,26 ug/g TM), 30 pg/L (Mittelwert 7,66 ug/g TM),
40 pg/L (Mittelwert 10,99 ug/g TM), 50 ug/L (Mittelwert 7,59 ug/g TM) und
100 pg/L  (Mittelwert 13,0 ug/g TM) unterscheiden sich nicht signifikant
voneinander. Bei 80 ug/L (Mittelwert 12,4 ug/g TM) gibt es keinen signifikanten
Unterschied zu 40 pg/L und 100 pg/L.

Die Silberakkumulationen bei den verbleibenden Nominalkonzentrationen
150 pg/L (Mittelwert 17,9 ug/g TM), 1000 ug/L (Mittelwert 53,5 ug/g TM) und
10 mg/L (Mittelwert 132 ug/g TM) unterscheiden sich signifikant.
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Abbildung 20 Silberakkumulation in den Garnelen in pg/g Trockenmasse wahrend der Versuche mit Silbernanospheres
in Abhangigkeit der Nominalkonzentration in den Mesokosmen; n = 30 fiir 0 pg/L, n =20 fiir 100 pg/L, n =10 fir alle

weiteren Konzentrationen
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Die Silberakkumulation in den Garnelen flr Silbernanopowder ist in Abbildung
21 zusammengefasst. Wahrend die Referenz (Mittelwert 1,07 pg/g TM)
signifikant (alle p <0,001) unter allen anderen Werten liegt, besteht zwischen
den Nominalkonzentrationen 20 pg/L (Mittelwert 2,99 ug/g TM), 40 pg/L
(Mittelwert 2,93 pg/g TM) und 60 ug/L (Mittelwert 3,39 ug/g TM) kein
signifikanter Unterschied. Die Akkumulationen bei 100 ug/L (Mittelwert
6,38 ug/g TM), 200 pg/L (Mittelwert 15,4 ug/g TM) und 400 ug/L (Mittelwert
56,5 ug/g TM) sind alle signifikant hoher als bei allen Mesokosmen mit
niedrigerer Nanopowderkonzentration. Die Mittelwerte bei den hoheren
Nanopowderkonzentrationen variieren, aber nur die Anreicherung bei 600 ug/L
(Mittelwert 43,0 ug/g TM) ist signifikant niedriger als jene bei 500 ug/L
(Mittelwert 91,4 ug/g TM) und 800 pg/L (Mittelwert 80,5 pg/g TM).

Uberraschend niedrig liegt die Anreicherung bei der hdchsten
Nominalkonzentration von 1000 pg/L mit einem Mittelwert von 10,4 ug/g TM.
Sie ist signifikant niedriger als bei den geringeren Nominalkonzentrationen
400 pg/L, 500 pg/L, 600 pg/L und 800 ug/L.
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Abbildung 21 Silberakkumulation in den Garnelen in ug/g Trockenmasse wahrend der Versuche mit Silbernanopowder
in Abhangigkeit der Nominalkonzentration in den Mesokosmen; n=20 fir 0 pg/L, n=10 fir alle weiteren

Konzentrationen
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4.4.2 Biokonzentration

Die Akkumulation von Silber in den Versuchstieren kann auch anhand des
Biokonzentrationsfaktors (bioconcentration factor, BCF) beschrieben werden,
der die angereicherte Menge relativ zur mittleren Anreicherung der Referenzen
betrachtet. In Tabelle 8 wurden die BCF nach der Expositionsdauer zum Silber
oder den Silbernanopartikeln aufgeteilt. Als Expositionsdauer wurde die

Lebenszeit eines Versuchstieres im Mesokosmos in ganzen Tagen festgelegt.

Tabelle 8 Mittlere Biokonzentrationsfaktoren fir alle Konzentrationen nach Expositionsdauer. Signifikante Unterschiede
(p < 0,05) sind hervorgehoben *Statistik nicht méglich, da in einer Gruppe nur ein Wert vorliegt

'eine Garnele nach 48 Stunden verstorben %eine Garnele nach 72 Stunden verstorben

lonisches Silber
Exposition < 24 Stunden  Exposition > 24 Stunden  p-Wert

1 pg/L ] 533 +2,28 -
3 pg/L 7,20 + 3,13 254 16,70 0,002
4 pg/L 10,2 + 3,92 12,3 £ 5,37 0,556
5 pg/L 13,6 + 2,28 15,7 + 6,62 0,448
8 pglL 16,5 + 3,25 _ )

Ag Nanospheres
Exposition < 24 Stunden  Exposition > 24 Stunden  p-Wert

«» 19 Hg/L - 2,36 + 0,59 -

2 20 pg/L 1,27 £ 0,07 2,81+0,75 0,025

2 30 ug/L 1,39+ 0,73 2,94 + 0,52 0,004

S 40 pg/L 1,91 £ 0,74 4,04+0,79 0,006

2 50 pg/L 2,30+0,72 ; -

o 80 g/l 3,54 + 1,38 5.74* *

T 100 pg/L 3,47 +2,08 5,62 + 2,422 0,110

S 150 pg/L 541+ 1,19 ) )

S 1mglL 16,2 + 4,6 i ]

S 10 mg/L 40,1 + 25,1 - -

:C)‘ Ag Nanopowder

% Exposition < 24 Stunden  Exposition > 24 Stunden  p-Wert

£ 20 pg/L - 2,80 + 0,90 -

S 40 pgiL ; 2,74 + 1,11 ]

< 60 pg/L - 3,17 + 0,96 ;
100 pg/L . 5,97 +2,62 1 -
200 ug/L 26,5* 12,9 + 4,1 *
400 pg/L 83,9 + 36,1 21,8+6,42 0,005
500 ug/L 102,6 + 55,5 17,0+57 0,070
600 ug/L 48,4 + 15,0 20,9+23 0,016
800 ug/L 86,4 + 35,3 30,7 + 33,7 0,079
1 mg/L 9,69 £ 8,50 - g

48



Bei den Versuchen mit ionischem Silber und Nanospheres steigen die BCF flr
die Versuchstiere, die innerhalb des ersten Tages verstorben sind, mit
steigender Silberkonzentration im Mesokosmos an. Beim Nanopowder ist das
nicht der Fall. Dafur steigt die Akkumulation bei den langer exponierten

Garnelen proportional zur Nominalkonzentration.

Die Differenz der BCF fur Expositionen von <24 Stunden und > 24 Stunden
unterscheiden sich fur die beiden Nanopartikel. Fur ionisches Silber und
Nanospheres sind die mittleren BCF fur alle <24 Stunden kleiner als die fur
> 24 Stunden. Beim ionischen Silber ist allerdings nur ein Unterschied
signifikant, bei den Nanospheres sind es drei von vier. Fur das Nanopowder
sind alle BCF fur <24 Stunden groRer als jene fur > 24 Stunden, zwei davon

sind signifikant.

Es zeigt sich kein Zusammenhang zwischen dem Biokonzentrationsfaktor und
dem Gewicht der Garnelen.

Es konnte wahrend dem Aufschluss nicht unterschieden werden, ob das
gemessene Silber tatsachlich von den Garnelen aufgenommen wurde oder nur

von aufden an den Korper adsorbiert hat.
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5 Diskussion

5.1 Toxizitit und Loslichkeitsverhalten

Da nach 24 Stunden keine relevanten Anderungen hinsichtlich der Mortalitét
mehr festgestellt werden konnten, wird im Folgenden ausschlieBlich die
Toxizitat Uber 24 Stunden betrachtet. Um den LCso fur ionisches Silber in Form
von AgNOs uber 24 Stunden zu ermitteln, wurden in dieser Arbeit bereits
vorhandene Ergebnisse aus der Arbeitsgruppe von Haensell (2024) um weitere
Datenpunkte erganzt, die vor allem den Bereich zwischen 10 % und 90 %
Mortalitat genauer darstellen. Der neu berechnete LCso-Wert von 4,3 ug/L
stimmt gut mit dem alten Wert von 3,84 pg/L Uberein. Dieser Wert liegt auch im
Bereich der Literaturwerte von 0,69 —5,7 pg/L flir andere Krebstiere aus
Tabelle 1.

Fir diese Arbeit wird in der Auswertung nur der LCso Uber 24 Stunden
betrachtet, da es bei langerer Versuchsdauer keine signifikanten Anderungen
gab. Interessanterweise sind die Ergebnisse in der Literatur in dieser Hinsicht
gespalten. Zum einen kommt es wie im Falle dieser Arbeit dazu, dass sich die
LCso-Werte Uber 24 und 48 Stunden nicht oder nur gering unterscheiden (Lima
et al., 1982), wahrend die Mortalitat bei verlangerter Versuchsdauer in anderen
Fallen eindeutig hoher war (Ulm et al., 2015). Bei Lekamge et al. (2018) zeigen
sich beide Effekte bei unterschiedlichen Versuchstieren, wobei die mit N. davidi
naher verwandte Spezies Paratya australiensis das gegenteilige Verhalten

zeigt.

Fur beide untersuchte Nanopartikel war der 24 Stunden-LCso hdher als der fur
ionisches Silber und damit die Toxizitat geringer. Im Fall der Nanospheres
unterschied er sich etwa um den Faktor 10, fir das Nanopowder um den
Faktor 100. Damit zeigt sich, dass fur die akute Toxizitdt das Vorhandensein
von geldsten Silberspezies ausschlaggebend ist. Wie die Ergebnisse mit
ionischem Silber zeigen, hat dieses eine starke toxische Wirkung Zusatzliche
schadliche Auswirkungen durch AgNP die laut Definition geldst vorliegen, wie
von Poynton et al. (2012) beschrieben, kdnnen nicht ausgeschlossen werden.

Diese Vermutung wird auch durch die Ubereinstimmung mit dem Anteil an
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geldstem Silber bestatigt. Bei den Nanospheres lagen nach 24 Stunden im
Mittel 10,4 % der Nominalkonzentration geldst vor (vergleiche Abbildung 13),
beim Nanopowder waren es nur 0,53 % (vergleiche Abbildung 15). Diese
Beobachtung lasst sich mit den unterschiedlichen Coatings der Nanopartikel
begrinden. Das ungecoatete Nanopowder agglomeriert und verringert seine
Oberflache stark. Dadurch werden nicht so viele Silberionen in das Medium
abgegeben. Im Gegensatz dazu haben die Nanospheres ein PVP-Coating, das
eine Agglomeration der einzelnen NP verhindert. Da die NP somit einzeln
vorliegen, haben sie in Summe eine deutlich gréf3ere Oberflache und es werden
mehr Silberionen ins Wasser abgegeben. Wie in Tabelle 7 ersichtlich, sinkt der
relative Anteil des geldsten Silbers fur den jeweiligen Tag fur die Nanospheres
uber den Versuchsablauf, wahrend der Anteil fir das Nanopowder jeden Tag
annahernd konstant bleibt. Allerdings sinkt die Konzentration an totalem Silber
fur das Nanopowder viel starker als fir die Nanospheres. Dies ist einfach
dadurch zu erklaren, dass das Nanopowder uber die Zeit agglomeriert und sich
am Boden absetzt. Dadurch ist es auch in den ungefilterten Wasserproben nicht

mehr vorhanden.

Durch die Agglomeration setzt sich das Nanopowder in groferen
Ansammlungen am Boden ab, wahrend die Nanospheres eher in Losung
bleiben. Aufgrund der benthischen Lebensweise der Garnelen koénnte das
Absinken des Nanopowders eine erhohte Exposition bedeuten. Allerdings hat

sich das bei den Versuchen nicht merklich auf die Toxizitat ausgewirkt.

Der Hauptgrund daflr, dass sich die LCso nach 24 Stunden nicht mehr
signifikant verandert haben, ist die deutlich gesunkene Konzentration an
geléstem Silber im Medium sowohl fir beide NP als auch das ionische Silber.
Dieses wurde durch die vorhandenen Huminstoffe komplexiert und war damit
nicht mehr bioverflgbar. Diese Komplexierung wird auch oft in der Literatur
beschrieben (Hogstrand & Wood, 1998; Ratte, 1999; Walters et al., 2014;
Wood, 2011). Es kommt ebenfalls zur Ausbildung von Chlorokomplexen mit
geléstem Silber, woraufhin dieses ebenfalls nicht mehr bioverfugbar ist.

Da die Zusammensetzung des Versuchsmediums sich allerdings an

gemessenen Werten der Donau orientiert und es sich somit um realitatsnahe
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Bedingungen handelt, ist dieses Verhalten auch in der Natur zu erwarten.
Hogstrand & Wood (1998) schatzten, dass in Suldwasser weniger als 40 % des
geldsten Silbers bioverfugbar ist. Weitere Ergebnisse legen nahe, dass unter
anderem reduzierte Schwefelgruppen in geldstem organischem Material
Silberionen bei Sonnenlichteinstrahlung zu NP-ahnlichen Kolloiden reduzieren
kénnen (Chen et al., 2012).

Auch die totalen Silberkonzentrationen haben uber die Versuche abgenommen.
Der Rickgang des totalen Silbers in den Mesokosmen kann nicht mit einer
Aufnahme durch die Garnelen erklart werden, da es sich hierbei nur um einen
Bruchteil dieser Menge handelt. Eine mdgliche Erklarung ist die Adsorption an
die Wande der Mesokosmen, die zumindest bei den hochsten Konzentrationen
(21 mg/L) als dunkelbraune Ablagerungen sichtbar war. Da bei diesen
Versuchen kein Sediment vorhanden war und analysiert wurde, kdnnen auch
keine Aussagen uber mogliches ausgefallen Silber getroffen werden. Aus der
Literatur ist bekannt, dass Silberionen nicht nur komplexiert werden und an
Partikel binden, sondern auch an viele weitere Oberflachen. Es handelt sich
nicht um eine sprunghafte Abnahme, sondern die Konzentration an totalem
Silber sinkt Uber den Verlauf einiger Stunden. Demnach ist zu erwarten, dass
der fehlende Teil des absoluten Silbers an die Mesokosmenoberflache, den
Stein und die Luftzufuhr adsorbiert hat (Wood, 2011). Eine ahnliche Abnahme
des totalen Silbers in den Versuchsmedien haben auch Unrine et al. (2012)
beobachtet, wobei es hier zu viel grolderen Abnahmen von bis zu 75 % der

Nominalkonzentration gekommen ist.
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5.2 Silberakkumulation

Die Silberakkumulation in den Versuchstieren zeigt bei allen Versuchen den zu
erwartenden Trend, dass eine hoéhere Silber- oder AGNP-Konzentration zu einer
erhohten Akkumulation fuhrt. Dennoch gibt es fur jede der drei Substanzen
Abweichungen von diesem Trend, wie die Konzentrationen 3 pg/L ionisches
Silber (siehe Abbildung 19) oder 600 ug/L und 1000 ug/L Nanopowder (siehe
Abbildung 21). Diese Ergebnisse liegen nicht daran, dass flr eben diese
Konzentrationen durch Zufall Garnelen mit einer stark unter- oder
uberdurchschnittlichen Masse verwendet wurden. Zusatzlich stimmt die
Mortalitat der Versuchstiere aus diesen Mesokosmen gut mit der LCso-Kurve
und damit den anderen Ergebnissen uUberein. Nur die unerwartet niedrige
Anreicherung bei 1000 pg/L Nanopowder lasst sich vermutlich damit erklaren,
dass nur bei dieser Konzentration alle Garnelen innerhalb der ersten
24 Stunden verstorben sind. Auffallig war, dass viele davon schon innerhalb der
ersten Stunden gestorben sind, was aber nicht detailliert aufgezeichnet wurde.
Bedingt durch diese vergleichsweise kiirzere Uberlebenszeit im Mesokosmos
hatten die Garnelen eine deutlich kiirzere Expositionszeit, was ein Grund fur die
geringe Akkumulation sein kann.

Bei den Biokonzentrationsfaktoren kann man zwei verschiedene Trends
feststellen (siehe Tabelle 8). Fir das ionische Silber und die Nanospheres
steigen die BCF mit der eingesetzten Konzentration und der Expositionsdauer.
Diese Ubereinstimmung mit den Ergebnissen fiir ionisches Silber legt nahe,
dass die Nanospheres Silberionen ins Wasser abgeben, die dann von den
Garnelen aufgenommen werden. Dieser Prozess wird durch das PVP-Coating
der Nanospheres begunstigt, durch welches sie nicht agglomerieren und gut in
Ldésung bleiben. Das Nanopowder, das kein Coating hat und deswegen
agglomeriert und sich absetzt, zeigt ein anderes Verhalten. Zusatzlich konnten
auch geldste Nanopartikel selbst von den Garnelen aufgenommen worden sein.
Dieses Verhalten ist auch eher von den gecoateten und damit stabileren
Nanospheres als dem ungecoatetem Nanopowder zu erwarten. Hier haben die
Garnelen mit langerer Exposition keine hoheren BCF, sondern das Gegenteil ist
der Fall. Alle mittleren BCF fur eine Exposition <24 Stunden sind hdher als die

fur > 24 Stunden (nur zwei von vier signifikant hoher, allerdings liegen die p-
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Werte fir die anderen bei 0,070 und 0,079). Das zeigt, dass das Nanopowder
agglomeriert und durch die kleinere Oberflache keine relevanten Mengen an
Silberionen ins Wasser abgibt. Dafur erkennt man, dass die Mortalitdt vom BCF
abhangt, denn ein Wert Uber etwa 30 scheint todlich zu sein. Der hochste
Mittelwert fur die Uberlebenden Garnelen betragt 30,7 und der niedrigste fur die
innerhalb eines Tages verstorbenen betragt 26,5. Eine Ausnahme stellt die
hdchste Konzentration von 1 mg/L dar, fur die aber bereits zuvor die sehr kurze
Expositionsdauer diskutiert wurde.

Somit ist anzunehmen, dass eine Aufnahme der Nanopowderpartikel Uber
einen BCF von 30 zum Tod flhrt, wobei nach 24 Stunden allerdings nicht mehr
genug NP im Medium vorhanden sind, um dieses Level noch zu erreichen. Das
stimmt auch mit den gemessenen Silberkonzentrationen fur das Nanopowder
Uberein. Fir ionisches Silber und Silbernanospheres ist kein direkter

Zusammenhang zwischen den BCF und der Mortalitat erkennbar.

54



6 Conclusio

Diese Arbeit zeigt, dass neben der bereits bekannten hohen Toxizitat von
ionischem Silber auf aquatische Lebewesen auch schon Silbernanopartikel in
Konzentrationen im pg/L-Bereich fur Garnelen toxisch sind. Die Toxizitat hangt
von der Konzentration an gelosten Silberspezies ab, die sich aus Silberionen,
die von den NP ins Medium freigesetzt werden, und gelésten Nanopartikeln
selbst ab. Das ist beides wiederum auch vom Loslichkeitsverhalten der Partikel
abhangig, welches durch ihr Coating bestimmt wird. Diese funktionellen
Gruppen auf der Partikeloberflache verhindern durch sterische oder elektro-
statische AbstolRung eine Agglomeration der einzelnen NP und die dadurch
héhere Gesamtoberflache begunstigt eine Abgabe von Silberionen ins Medium.
Aus diesem Grund kann die Toxizitat von AgNP nicht allgemein betrachtet
werden. In dieser Arbeit wurde ein LCso-Wert flr N. davidi Gber 24 Stunden von
4,3 ug/L fur ionisches Silber ermittelt. Den oben genannten Bedingungen zur
Silberionenfreisetzung folgend liegen die LCso-Werte fur die Nanospheres mit
Coating bei 37,7 pg/L und fiur das Nanopowder ohne Coating bei 383 ug/L.
Diese Konzentrationen liegen um den Faktor 102 - 103 {iber umweltanalytischen
Messungen von naturlichen Gewassern, konnen in Einzelfallen aber durchaus
erreicht oder Uberschritten werden.

Fir ionisches Silber und Silbernanospheres zeigt sich der Trend, dass die
mittleren Biokonzentrationsfaktoren mit der Versuchsdauer ansteigen, wobei es
nicht immer zu einem signifikanten Anstieg kommt. Das konnte bedeuten, dass
die Toxizitat nicht direkt mit der Biokonzentration zusammenhangt. Beim
Silbernanopowder ist dieser Trend erkennbar. Hier liegen die mittleren BCF bei
den Garnelen, die innerhalb von 24 Stunden gestorben sind, Uber denen mit
langerer Exposition, aber nicht alle davon signifikant. Das zeigt, dass BCF von
> 30 todlich fur die Garnelen sind, aber nicht mit der Versuchsdauer ansteigen.
Die Konzentration an geldostem Silber in den Mesokosmen ist in allen drei
Testsubstanzen Uber die Versuchsdauer gesunken, besonders stark in den
ersten 24 Stunden. Ag*® wird dabei durch Anionen und besonders Huminstoffe
komplexiert und ist nicht mehr bioverfligbar. Das scheint die Erklarung zu sein,

wieso eine verlangerte Exposition zu keinen signifikanten Veranderungen
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hinsichtlich der Mortalitdt gefiuhrt hat. Nur bei den niedrigsten

Nanopowderkonzentrationen bleibt das geldste Silber annahernd stabil.
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Abstract

Silver is generally considered to be the most toxic metal for aquatic life. With the
decline of analogue photography and the associated silver waste, this problem
has become less important for some years. However, with the increased use of
silver nanoparticles in a great range of products, the environmental impact of
silver is now higher than ever before.

In this work, the acute toxicity to the Cherry shrimp N. davidi was determined for
the first time. Silver nanospheres with PVP-coating, silver nanopowder without
coating and ionic silver were compared. In order to create realistic conditions,
mesocosm experiments were carried out with artificial Danube water. The
determined LCso over 24 hours was 4.3 ug/L for ionic silver, 37.7 ug/L for the
nanospheres and 383 pg/L for the nanopowder. The differences can be
explained by the stability of the NP and the resulting release of silver ions. The
nanospheres with PVP-coating tend to agglomerate less than the nanopowder
and therefore have a larger total surface area which can release silver ions.
This assumption is also confirmed by the measured concentrations of dissolved
and therefore bioactive silver, which also includes dissolved nanoparticles. The
dissolved proportion of silver was greater for the nanospheres than for the
nanopowder. Due to complexation by humic acids and chlorides, only a portion
of the ionic silver, which was added as a readily soluble salt, was dissolved.
This dissolved proportion generally decreased over time for all silver species.
The silver accumulation in the shrimps was also analysed. It is similar for Ag*
and the nanospheres where it increases with longer exposure times. In contrast,
for the nanopowder the shrimps that died after 24 hours absorbed more silver
than those that survived longer in the mesocosm. Results show that a
bioconcentration factor of around 30 is lethal. It is a possibility that after
24 hours there is no longer any relevant accumulation happening, as only a
small amount of dissolved silver is still present.

These results show that the coating of AQNP has a significant influence on its

toxicity and solubility.
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Zusammenfassung

Allgemein gilt Silber als das toxischste Metall flir aquatische Lebewesen. Mit
dem Rilckgang der analogen Fotografie und den damit verbundenen
Silberabfallen hat diese Problematik fur einige Jahre an Bedeutung verloren.
Durch die verstarkte Verwendung von Silbernanopartikeln in einer immer
breiteren Produktpalette ist die Umweltbelastung durch Silber heute aber héher
als je zuvor.

In dieser Arbeit wurde erstmals die akute Toxizitat auf die Ruckenstrichgarnele
N. davidi bestimmt. Es wurden Silbernanospheres mit PVP-Coating, Silber-
nanopowder ohne Coating und ionisches Silber verglichen. Um realitatsnahe
Bedingungen zu schaffen, wurden Mesokosmenversuche mit kinstlichem
Donauwasser durchgefihrt. Der LCso Uber 24 Stunden betrug fir ionisches
Silber 4,3 pg/L, fur die Nanospheres 37,7 pg/L und fur das Nanopowder
383 ug/L. Die Unterschiede werden mit der Stabilitdt der NP und der daraus
resultierenden Freisetzung von Silberionen erklart. Die Nanospheres mit PVP-
Coating agglomerieren weniger als das Nanopowder und haben somit eine
grollere Gesamtoberflache, Uber die sich Silberionen 16sen kdnnen. Diese
Annahme wird auch durch die gemessenen Konzentrationen an geléstem und
damit bioaktivem Silber bestatigt, das aber auch geldste NP miteinschlief3t. Der
geloste Anteil am Silber war bei den Nanospheres groRer als beim
Nanopowder. Aufgrund von Komplexbildung mit Huminstoffen und Chloriden
lag selbst beim ionischen Silber, welches als leichtldsliches Salz zugegeben
wurde, nur ein Teil gelést vor. Dieser geldste Anteil hat generell fir alle
Silberspezies Uber die Zeit abgenommen. Weiters wurde die
Silberakkumulation in den Garnelen betrachtet. Diese ist fur Ag* und die
Nanospheres ahnlich und nimmt mit steigender Expositionsdauer zu. Beim
Nanopowder ist das Gegenteil der Fall, denn nach 24 Stunden verstorbene
Garnelen haben mehr Silber aufgenommen als jene, die langere Zeit im
Mesokosmos Uberlebt haben. Hier zeigt sich, dass ein Biokonzentrationsfaktor
von etwa 30 zum Tod fuhrt. Womdglich kommt es nach 24 Stunden zu keiner
relevanten Anreicherung mehr, da nur noch wenig geldstes Silber vorliegt.
Diese Ergebnisse zeigen, dass das Coating von AgNP einen wesentlichen

Einfluss auf deren Toxizitat und Loslichkeit hat.
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