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Glossar

Absetzbecken

AgNM
Anaerobbecken

Anoxisch

Apoplast

Bellftungsbecken

Biofilm

Bioverfligbarkeit

Denitrifikationsstufe

DGGE

Dispersantenkontrolle

DLS

Becken in der Abwassertechnik, in dem ungel6ste Stoffe
durch Sedimentation abgetrennt werden (Streit, 1991).

Silbernanomaterialien.
Entspricht: Denitrifikationsstufe.

Bedingungen (v.a. in der Abwassertechnik ), bei denen kein

freier, molekularer Sauerstoff vorliegt (Streit, 1991).

In pflanzlichem Gewebe die Gesamtheit der Zellwande und

des Interzellularraums.
Entspricht: Nitrifikationsstufe.

Film aus lebenden und abgestorbenen Mikroorganismen an
den Grenzflachen von zwei Phasen (www.wasser-wissen.de,
2000).

Grad, bis zu dem Chemikalien im Boden durch menschliche
oder Okologische Rezeptoren absorbiert oder metabolisiert
werden oder fur den Austausch zwischen biologischen
Systemen zur Verfiigung stehen (DIN EN ISO 17402, 2008).

Schritt in der Abwasseraufbereitung, bei dem, aufgrund von
anoxischen bis anaeroben Bedingungen, Nitrat von
denitrifizierenden ~ Mikroorganismen  zu  molekularem

Stickstoff reduziert wird.

(Engl. denaturing gradient gel electrophoresis)
Denaturierungsgradientengelelektrophorese; Verfahren zur
Auftrennung von DNA oder RNA in Abhangigkeit von ihren

Bestandteilen an Aminosauren (Mulhardt, 2013).

Kontrollbehandlung, bei der nur der Dispersant, nicht der
eigentliche Testgegenstand, geprift wird, um einen Effekt

des Dispersanten auszuschlieRen.

(Engl. dynamic light scattering) Dynamische Lichtstreuung;

analytische Methode zur PartikelgréRenbestimmung.
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DOC

ECso

EDX

Einwohnergleichwert

Frischmasse

Gelelektrophorese

GLP-Studien

Hydrodynamischer

Durchmesser

ICP MS

ICP OES

Klarschlammdesinfektion

Klarschlammhygienisierung

Kontrolle

(Engl. dissolved organic carbon) Gelbster organischer
Kohlenstoff (Streit, 1991).

Mittlere Konzentration einer Substanz, bei der 50 % des
Effektes (z.B. Hemmung der Aktivitat) innerhalb der

Versuchsdauer auftreten (Fent, 2007).

(Engl. energy dispersive X-ray spectroscopy)

Energiedispersive Réntgenspektroskopie.

Auch Einwohnerwert; Wert zur Bemessung von Anlagen in

der Abwasserwirtschaft (www.wasser-wissen.de, 2000).
Gewicht des feuchten Bodens.

Verfahren zur Auftrennung von DNA oder RNA basierend
auf der Anzahl der Basenpaare.

Studien, die nach den Regeln der Guten Laborpraxis (OECD
No.1, 1997) durchgefuhrt werden.

Theoretischer Durchmesser eines Partikels, der sich aus der
Sedimentationsgeschwindigkeit in einem flissigen Medium

ergibt.

(Engl. inductively coupled plasma mass spectrometry)
Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma;

Standardmethode der anorganischen Analytik.

(Engl. inductively coupled plasma optical emission
spectrometry) Optische Emissionsspektrometrie mit induktiv
gekoppeltem Plasma; Standardmethode der anorganischen
Analytik.

Entspricht: Klarschlammhygienisierung

Sammelbegriff fur Verfahren zur Reduktion pathogener

Keime im Klarschlamm.

Kontrollbehandlung in 0Okotoxikologischen Studien ohne
Testgegenstand; in der vorliegenden Dissertation ein

Gemisch aus Boden und nicht beaufschlagtem Klarschlamm.
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Kontrolle Boden

Limittest

Lysimeter

Mesophile Faulung

Mikroflora

nestedPCR

Nitrifikationsstufe

NM

NOEC

In  der vorliegenden Dissertation reiner Boden als
Kontrollbehandlung in ©kotoxikologischen Studien, ohne

Klarschlamm und Testgegenstand.

(Oko)toxikologische Studie, in der nur die
Maximalkonzentration eines Testgegenstandes untersucht

wird.

Anlage zum Erfassen des Wasserhaushalts, als Grundlage
zur Mengen- und Stoffbilanz in Abh&ngigkeit von Boden,
Gestein, Bewuchs, Ilokalem Klima und anderen
Randbedingungen (DIN 4049, 1992).

Klarschlammfaulung in einem Temperaturbereich von 30 bis
40°C (Resch and Schatz, 2010).

Bodenflora aus Strahlenpilzen, Pilzen, Algen und Flechten,
generell weniger als 0,2 mm grofl3
(hypersoil.uni.muenster.de, 2004).

Geschachtelte Polymerase-Kettenreaktion.

Schritt in der Abwasseraufbereitung, bei dem unter aeroben
Bedingungen organischer Stickstoff tber Ammoniak bzw.
Ammonium zu Nitrat erfolgt. Gleichzeitig findet hier die
gesamte aerobe Mineralisierung der organischen Substanz

statt.

Nanomaterial, ,natlirliches, bei Prozessen anfallendes oder
hergestelltes Material, das Partikel in ungebundenem
Zustand als Aggregat oder als Agglomerat enthélt und bei
dem mindestens  50%  der  Partikel in der
AnzahlgroRenverteilung ein oder mehrere Aul3enmalie im
Bereich von 1 nm bis 100 nm haben® (Européische Union,
2011).

(Engl. no observed effect concentration) Die hochste
Konzentration einer Substanz, bei der gerade noch kein
(schadlicher) Effekt auftritt (Greim and Deml, 2005).
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PCR

PEC

pH-Wert

poly dispersity index

PSD

Redoxpotential

Schockload

SEM

Silbersulfid

SRB

Sulfidierung

TEM

(Engl. polymerase chain reaction) Polymerase-
Kettenreaktion; Laborverfahren zur Vervielfaltigung von DNA
oder RNA.

(Engl. predicted environmental concentration) Erwartete oder

berechnete Umweltkonzentration (Elstner et al., 1990).

Charakterisiert den Saure-Base-Zustand von Béden (Ad-
Hoc-AG, 2005).

Wert zur Charakterisierung einer Dispersion in mono- bis

polydispers.

(Engl. particle size destribution) Partikelgrof3enverteilung in
einer Probe.

Mal fur oxidierende oder reduzierende Eigenschaften eines
Systems; Elektronentbertragungspotential (Oehlmann and
Markert, 1997).

Schlagartige Applikation einer grol3en Menge
Testgegenstand, die zu einer unmittelbaren Reaktion wie
Absterben fuhrt.

(Engl. scanning electron microscopy)
Rasterelektronenmikroskopie; ein Verfahren der
Elektronenmikroskopie, bei dem die Oberflaiche eines
Objektes gescannt und Uber die Sekundarelektronen die

Oberflache einer Probe erfasst wird (Egerton, 2005).

(Silberglanz, Argentit) Chemische Formel Ag.S, in Wasser
unléslich, ein schwarzgefarbtes, wichtiges, natirliches
Silbermineral (Streit, 1991).

Schwefelreduzierende Bakterien, auch Schwefelbakterien
genannt, sind in der Lage schwefelhaltige Verbindungen
unter anaeroben Bedingungen dissimilativ zu Sulfid zu
reduzieren (Streit, 1991).

Bildung von Metallsulfiden.

(Engl. transmission electron microscopy)

Transmissionselektronenmikroskopie, Verfahren der



Bioverflugbarkeit von Silbernanomaterialien Glossar

TOF SIMS

Trockenmasse

Trockensubstanz

WHKmax

Mikroskopie, bei der Elektronen anstelle von Licht verwendet
werden. Bei der Transmissionselektronenmikroskopie
durchdringen die Elektronen die dinne Probe und werden
vom Detektor erfasst (Egerton, 2005). Damit ist es mdglich,

das Innere einer Probe abzubilden.

(Engl. time-of-flight secondary ion mass spectrometry)
Bildgebende Analysemethode fiir Oberflachen; vor allem in
den Materialwissenschaften angewandt (Sodhi, 2004).

Masse des Bodens (oder einer anderen Matrix) ohne
Wasser nach Trocknung bei 105°C (Streit, 1991).

Entspricht im Grunde der Trockenmasse, aber hier
insbesondere die Masse des Klarschlamms ohne Wasser.

Die maximale Wasserhaltekapazitat eines Bodens ist die
Menge Wasser, die ein Boden gegen die Schwerkraft

maximal halten kann.
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Kurzzusammenfassung

Als antibakterielle Substanz gelangen Silbernanomaterialien (AgNM) tber Klarschlamm auf
landwirtschaftlich genutzte Flachen. Vor ihrer Verwertung gibt es verschiedene Moglichkeiten
der Klarschlammaufbereitung, die unterschiedlich auf die Schlamme und die darin
enthaltenen AgNM einwirken und potentiell zu unterschiedlichen Ag-Spezies mit veranderter
Bioverfugbarkeit fihren koénnen. Folgende Fragestellungen wurden im Rahmen dieser
Dissertation bearbeitet: (I) Welchen Einfluss hat die Klarschlammaufbereitung auf die
Bioverfugbarkeit von AgNM (Schwerpunkt Bodenmikroflora)? (lI) Welche Faktoren
beeinflussen die Sulfidierung von AgNM als ,natirliche Detoxifizierung“ wobei die AGNM mit
chemischen Verfahren speziiert wurden? (Ill) Kénnen Laborversuche als Indikatoren fiir das
Verhalten von AgNM im Freiland genutzt werden? Dazu wurden Klaranlagenversuche mit
einem spharischen AgNM und Ag-Referenzmaterialien mit verschiedenen Schwefel- und
Silberkonzentrationen im Klaranlagenzulauf durchgefiihrt, die Klarschlamme unterschiedlich
aufbereitet (Direktapplikation, Hygienisierung durch Kalkung, Hygienisierung durch
Pasteurisierung und Klarschlammfaulung) und die landwirtschaftliche Verwertung in Labor-
und Freilandversuchen simuliert. Untersuchungen mit dem Transmissionselektronen-
mikroskop mit energiedispersiver Rontgenspektroskopie (TEM EDX) zeigten die Sulfidierung
der AgNM bereits in der Klaranlage, die weitere Aufbereitung hatte keinen signifikanten
Einfluss auf die Ag-Spezies und deren Bioverfugbarkeit. In allen Behandlungen der
Langzeitstudien war die Nitrifikation erheblich gehemmt, nur die Hygienisierung durch
Kalkung fuhrte indirekt, durch eine Anhebung des Boden-pH-Wertes, zu weniger
ausgepragten Effekten. Dieser Einfluss muss jedoch als zeitlich begrenzte Konditionierung
betrachtet werden, sodass die AQNM grundsétzlich bioverfiigbar bleiben. Die aufgetretenen
Effekte wurden auf instabile, in der Klaranlage sulfidierte AQNM zurtickgefiihrt, aber auch
unter Laborbedingungen hergestellte Ag.S-NM riefen ausgepragte Effekte hervor. Das
bestéatigt, dass die Sulfidierung nicht zwangslaufig zu einer vollstandigen Detoxifizierung der
AgNM fihrt und die Okotoxizitat nur tiber langere Versuchszeitraume erfasst werden kann,

indem Schwellenwerte der lonenkonzentration tberschritten werden.

In einer Lysimeterstudie Uber drei Vegetationsperioden von April 2014 bis Juli 2016 traten
Hemmungen der Nitrifikation und der Bodenatmung auf, deren Ausmal3 zwar geringer als in
Laborstudien ausgepragt, aber tber zwei Jahre konstant war und somit auf eine langfristige
Wirkung hindeutet. Zudem wurde ein geringfigiger Austrag von Ag uber das Sickerwasser
und eine Aufnahme in Pflanzenwurzeln detektiert, eine Geféahrdung des Grundwassers oder

der Nahrungskette kann aufgrund der geringen Konzentrationen ausgeschlossen werden.
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Abstract

Silver nanomaterials (AgNM) are used as anti-microbial substances and are immitted on
agricultural areas via sewage sludge. Prior to application on the field there are several
techniques to reduce pathogens in sewage sludges. These techniques affect the sewage
sludges as well as the incorporated AQNM and potentially lead to different Ag-species with a
different bioavailability. The following questions were addressed in this dissertation: (I) How
does the sewage sludge treatment influence the bioavailability of AgNM (focus soil
microflora)? (lI) Which are the factors that influence the sulfidation of silver as a “natural
antidote”? For this aim, the silver species was determined by chemical methods. (Ill) Are
laboratory studies suitable indicators to assess the behavior of AGQNM in the environment?
For this purpose, wastewater treatment plant experiments were conducted with a spherical
AgNM and various Ag-reference materials. The sewage sludges were treated by four
approaches (direct application, hygienisation by liming, hygienisation by temperature and
anaerobic digestion) followed by simulation of the agricultural application. Energy-dispersive
X-ray spectroscopy analysis coupled to a transmission electron microscopy revealed that the
particles were completely sulfidized after the wastewater treatment. The sewage sludge
treatment did not significantly alter their speciation and bioavailability. In all approaches the
nitrification process in long-term studies was substantial inhibited, only the setups after
hygienisation by liming showed reduced inhibitions, which was related to a mid-term
remediation of soil-pH, the AgNM itselves stay bioavailable. These effects were affiliated to
instable AQNM after sulfidation under natural conditions. However, even Ag.S NM produced
in the laboratory led to strong effects. This confirms that the sulfidation did not inevitably lead
to a complete detoxification of AgNM and shows that these effects can only be observed in

studies with an extended duration, after exceeding thresholds of the ion concentration.

The lysimeter study over three growing seasons from April 2014 until July 2016 revealed an
inhibition on the nitrification activity and on the respiratory activity in soils. The magnitudes of
effects were less pronounced than in laboratory studies, but constant over the whole test
period. Additionally, a slight discharge over the leachate and plant uptake into the roots were
detected. Due to the low detected amounts the groundwater and food chain are not

endangered.
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1. Einleitung

Silbernanomaterialien (AgNM) sind aufgrund ihrer antibakteriellen Wirkung (Morones et al.,
2005) eines der am haufigsten eingesetzten Nanomaterialien (Vance et al., 2015). Derzeit
werden AgNM in mehr als 430 kommerziell vertriebenen Produkten eingesetzt (Vance et al.,
2015). Vor allem in der Textilindustrie (Burkhardt et al., 2011a, Benn et al., 2010, Kulthong et
al., 2010, Impellitteri et al.,, 2009, Benn und Westerhoff, 2008) finden AgNM zur
Funktionalisierung der Fasern Anwendung, aber auch in Fassadenfarben (Kaegi et al., 2010)
oder Sprays (Hagendorfer et al., 2010) werden AgNM eingesetzt und ihre Freisetzung aus
den Produkten nachgewiesen. Gro3e Mengen der freigesetzten AgNM gelangen Uber das
Abwasser in die kommunale Klaranlage. Bei der Abwasserreinigung akkumuliert der Grof3teil
der AgNM im Klarschlamm (Voelker et al., 2015, Tiede et al., 2010, Gottschalk et al., 2009,

Shafer et al., 1998), nur ein geringer Teil verbleibt in der Wasserphase.

Aufgrund der hohen Nahrstoffgehalte von Klarschlamm, insbesondere der Gehalte von
Phosphor, der guten Pflanzenverfligbarkeit der Nahrstoffe und der groRen anfallenden
Klarschlammmengen wird dieser in der Bundesrepublik Deutschland nach wie vor als
Dunger in der Landwirtschaft oder als Bodenverbesserer bei landschaftsbaulichen
MaRRnahmen bei der Rekultivierung eingesetzt (Wiechmann et al., 2012). Im Vergleich zur
Entsorgung stellt die landwirtschaftliche Verwertung einen kostengunstigen Weg (DWA,
2010b) des Umgangs mit den jahrlich anfallenden 1,8 Millionen Tonnen Klarschlamm aus
kommunalen Klaranlagen (Statistisches Bundesamt, 2016) dar. In anderen europdischen
Landern hat die landwirtschaftliche Klarschlammverwertung ebenfalls grof3e Bedeutung

(European Environment Agency, 2001).

Klarschlamm stellt eine Senke flr organische und anorganische Schadstoffe sowie
pathogene Keime dar, die Verwertung ist daher nicht unumstritten. Die landwirtschaftliche
Klarschlammverwertung wird in  der Bundesrepublik Deutschland durch die
Klarschlammverordnung (AbfKlarV (1992) geregelt, die derzeit novelliert wird. Fur Metalle
und einige organische Schadstoffe sind in der AbfKlarV (1992) bereits Grenzwerte
festgelegt, Silber, AQNM oder NM im Allgemeinen werden jedoch nicht berticksichtigt und
kénnen daher unkontrolliert in Bodentkosysteme eingetragen werden. In dem Prozess der
Novellierung wird insbesondere die Hygienisierung der Schlamme zur Reduzierung von
pathogenen Keimen gefordert. Dazu sind derzeit insbesondere zwei Verfahren
(Klarschlammfaulung, Hygienisierung durch Kalkung) aus wirtschaftlicher Sicht interessant,
die unterschiedlich physikalisch und chemisch auf die Klarschlamme und die darin
akkumulierten AgNM einwirken. Die Verfahren kénnen somit zu unterschiedlichen Ag-

Spezies sowie unterschiedlicher Bioverfugbarkeit der AQNM fur Bodenorganismen fuhren.
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Besonders die natirliche Sulfidierung zu schwer loslichem Ag.S, welches als natirliche
Detoxifizierung der AgNM fir ein- und mehrzellige Organismen gilt (Starnes et al., 2015,
Levard et al., 2013, Reinsch et al., 2012), nimmt eine entscheidende Rolle fir das Ausmal
der Effekte auf Bodenorganismen ein. Reinsch et al. (2012) wiesen mit ihren Studien nach,
dass der Grad der Sulfidierung das Ausmalfd der Effekte auf Escherichia coli bestimmte. Die
Sulfidierung wahrend der Abwasser- und Klarschlammaufbereitung wurde in Studien mit
Labor- oder Technikums-Klaranlagen (Ma et al., 2014, Lowry et al., 2012, Levard et al.,
2011) nachgewiesen. Auch in Klarschlammen aus einer echten Klaranlage wurden AgNM
gefunden (Kim et al., 2010). Kaegi et al. (2013) demonstrierten die effiziente Sulfidierung von
AgNM bei dem Transport zur Klaranlage in einem Abwasserkanal.

Dennoch traten toxische Effekte von sulfidierten AgNM in Bdden in unterschiedlichen
Studien auf. So war das Wurzelwachstum von Pflanzen (Pradas del Real et al., 2016)
ebenso gehemmt wie das Wachstum von Tomatenpflanzen und Mykorrhizapilzen (Judy et
al., 2015). Durch Ag>S wurde die mikrobielle Struktur in mit Klarschlamm beaufschlagten
Bdoden verandert (Judy et al.,, 2015) und die Entwicklung von Nematoden (Caenorhabditis
elegans) gehemmt (Starnes et al., 2015). Schlich et al. (2013) zeigten mit ihren Studien
toxische Effekte wvon AgNM nach Applikation (dber Klarschlamm aus einer
Klaranlagensimulation. Die Effekte der Uber Klarschlamm applizierten AgNM auf
Bodenmikroorganismen waren nach Inkubation von 100 bis 140 Tagen ahnlich ausgepragt
wie die Effekte der reinen, ohne Klarschlamm applizierten AgNM nach 28 Tagen. Bei einem
Ansatz Uber zuvor gefaulten Klarschlamm deutete sich eine reduzierte Bioverfigbarkeit der
AgNM an. An dieser Stelle setzt die vorliegende Arbeit an. Die von Schlich (2013) zugrunde
gelegten Daten zur Bioverfigbarkeit von AgNM in Béden von Kurz- und
Langzeituntersuchungen im Labormalfistab sollten, um die fiir die Novellierung der AbfklarVv

angeregte Klarschlammvorbehandlung erganzt werden.
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2. Zielstellungen

Die vorliegende Arbeit baut auf derjenigen von Schlich (2013) auf. Beide Arbeiten
beschaftigten sich mit der landwirtschaftlichen Klarschlammnutzung und den
Okotoxikologischen Folgen einer Belastung des Klarschlamms durch AgNM. In der Arbeit von
Schlich (2013) wurde gezeigt, dass AgNM-haltiges Abwasser bei der Klaranlagenpassage zu
einer Ag-Belastung von Klarschlamm fuihrt, die bei der anschlieRenden Zugabe des
Klarschlamms in Bdden signifikante ©kotoxikologische Wirkungen im Vergleich zu
unbehandeltem Klarschlamm hervorruft. Eine Detoxifizierung der urspriinglichen AgNM fand
nicht statt. Dabei wurden alle Fragestellungen im Rahmen von Laboruntersuchungen
bearbeitet. In der vorliegenden Dissertation lag der Fokus zum einen auf den Auwirkungen
verschiedener gangiger Klarschlammaufbereitungsverfahren auf die Bioverfligbarkeit von
AgNM bei der landwirtschaftlichen Klarschlammnutzung. Dabei war es unabdingbar, auch
die Speziierung des Silbers zu berlcksichtigen. Zum anderen galt es, Informationen

hinsichtlich der Ubertragbarkeit von Laborergebnissen auf Freilandbedingungen zu erhalten.

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurden daher folgende thematische
Fragestellungen bearbeitet:

e Welchen Einfluss hat die Klarschlammaufbereitung auf die Bioverfligbarkeit von
nanopartikularem  Silber fur Bodenmikroorganismen, wenn es Uber den

Klarschlammpfad in Boden eingebracht wird? Wie hoch ist das verbleibende Risiko?

Die Bioverfuigbarkeit wurde anhand von 6kotoxikologischen Effekten mittels biologischer
Verfahren bestimmt, nachdem die Klarschlamme unter praxis- und damit umweltrelevanten
Bedingungen zunéchst in Laborklaranlagen beaufschlagt und anschlieBend aufbereitet
wurden, wobei sie unterschiedlichen physikochemischen Einflussfaktoren (Temperatur, pH-
Wert, Redoxpotential) ausgesetzt waren. Um grundsatzliche Aussagen zum Verhalten der
AgNM und zur Reduktion von Effekten treffen zu koénnen, musste von aktuellen
Umweltkonzentrationen abgewichen und Okotoxikologisch wirksame Ag-Bodengehalte

angestrebt werden.

e Welche Faktoren beeinflussen die Sulfidierung der AgNM, die als ,naturliche
Detoxifizierung® von Silber gilt? Wird bei der Abwasser- oder der

Klarschlammaufbereitung Ag.S gebildet?

Die Sulfidierung der AgNM zu AgQ.S stellte sich als entscheidender Faktor fur die
Bioverfugbarkeit heraus. Die fur die Sulfidierung notwendigen Faktoren, der Einfluss der

Menge an reduzierbarem Schwefel und der Einfluss der Silberkonzentration in der
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Klaranlage, wurden in Versuchsansatzen, bei denen nur jeweils einer dieser Faktoren bei der
Klaranlagensimulation angepasst wurde, mit Langzeituntersuchungen zur Bioverflgbarkeit
der AgNM fir Bodenmikroorganismen mittels funktioneller Verfahren untersucht. Zudem
wurden die Anwesenheit und Aktivitat von schwefelreduzierenden Bakterien (SRB) zu
unterschiedlichen Zeitpunkten der Klaranlagensimulation und der Klarschlammaufbereitung
Uberpruft. Uber Elektronenmikroskopie mit gekoppelter energiedispersiver
Rontgenspektroskopie wurde auf die Silberspezies im Klarschlamm und in den
Klarschlammbodengemischen riickgeschlossen. Die Effekte der natirlich entstandenen
Ag.S-Partikel wurden abschlieBend mit Referenzmaterialien abgeglichen, die (I) unter
optimierten Laborbedingungen sulfidiert wurden, (II) die nicht nanopartikular waren und (lll)
die als leicht I6sliches Silbersalz direkt in Losung gehen konnten.

e Konnen Laborversuche als Indikatoren fir das Verhalten von AgNM im Freiland

genutzt werden?

Des Weiteren wurde der 6kologische Einfluss des AgNM-Eintrags in die Umwelt und die
Bedeutung fur die Chemikalienregulierung  abgewagt. Dazu  wurden  die
Laboruntersuchungen zur mikrobiellen Bioverfugbarkeit mit einer Freilandlysimeterstudie und
Pflanzen- sowie Regenwurmstudien abgerundet. Die Lysimeterstudie sollte langfristige
Wirkungen der AgNM (ungefahr zwei Jahre) auf die Bodenmikroflora unter
Freilandbedingungen aufzeigen, was im Labor zum einen zeitlich, aufgrund der
Ressourcenzehrung in den Bdden, nicht realisierbar war und zum andern Umwelteinfliisse
unberiicksichtigt lieR. Uber drei Vegetationsperioden wurden die Verlagerung der AgNM und
die Aufnahme in landwirtschaftliche Nutzpflanzen mit gezielter Probenahme und der

Bestimmung der Ag-Gesamtgehalte bestimmt.

Im Rahmen dieser thematischen Fragestellungen waren methodische Entwicklungen bzw.
Anpassungen und fir die Umsetzung teilweise Kooperationen mit anderen Institutionen

notwendig. Dies betraf folgende Aspekte:

o Entwicklung eines Verfahrens zur chemischen Sulfidierung von AgNM und zur
Synthese von Ag>S-NM.

e Optimierung eines molekularbiologischen Verfahrens zum Nachweis von
schwefelreduzierenden Bakterien.

e Methodische Ubertragung von technischen Prozessen zur

Klarschlammvorbehandlung auf Laborbedingungen.
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Beaufschlagung und Aufbereitung von groRReren Klarschlammmengen mit AGNM fir

die Lysimeteruntersuchungen im Freiland.
o Adaption des bestehenden Verfahrens zum Nachweis von AgNM in Klarschlamm-

und Bodenproben Uber Elektronenmikroskopie.
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3. Aktueller Kenntnisstand

3.1. Einsatz von AgNM

Gemal} der Definition der Europaischen Union (2011), die im Wesentlichen der Regulation
dient, sind Nanomaterialien natirliche, anfallende oder hergestellte Materialien, die
Nanopartikel in ungebundener, aggregierter oder agglomerierter Form enthalten. Von diesen
Partikeln missen mindestens 50 % in einer oder mehreren Dimensionen zwischen 1 bis 100

nm liegen.

Silbernanomaterialien (AgNM) werden vor allem wegen ihrer antibakteriellen Wirkung, aber
auch wegen ihrer Leitfahigkeit (Piccinno et al.,, 2012) in vielen Verbraucherprodukten
eingesetzt (Vance et al.,, 2015). Derzeit werden AgNM in mehr als 430 kommerziell
vertriebenen Produkten eingesetzt (Vance et al.,, 2015). Vor allem in der Textilindustrie
(Burkhardt et al., 2011a, Benn et al., 2010, Kulthong et al., 2010, Impellitteri et al., 2009,
Benn und Westerhoff, 2008) finden AgNM zur Funktionalisierung der Fasern Anwendung,
aber auch in Fassadenfarben (Kaegi et al., 2010), Sprays (Hagendorfer et al., 2010) und
Kosmetika (Vance et al., 2015) werden AgNM eingesetzt. Ebenso finden sich Anwendungen
in Lebensmittelverpackungen, im Sanitdrbereich von Wohnungen (Blaser et al., 2008),
Waschmaschinen (Farkas et al.,, 2011) und zunehmend mehr im medizinischen Bereich.
Wundauflagen, Knochenzement und Implantate werden mit AQNM antibakteriell ausgestattet
(Chaloupka et al., 2010). Die langfristige Wirkung der AQNM gegenlber anderen Bioziden
bedingt den zunehmenden Einsatz in Textilien. Yuan and Cranston (2008) schatzen die
weltweite Produktion von antibakteriellen Textilien auf 100.000 Tonnen fir das Jahr 2000

und prognostizierten eine Zunahme von Uber 15%.

Die genauen Produktionsmengen und Einsatzgebiete sowie die Frage, ob es sich bei den
verwendeten Materialien um NM handelt, erschweren die Abschatzung von
Umweltkonzentrationen. Entgegen der Schatzung einer weltweiten jahrlichen Produktion von
circa 464 Tonnen und dem Einsatz von 110 bis 230 Tonnen Silber als Biozid in Europa
(Blaser et al., 2008) scheinen die Produktionsmengen von AgNM erheblich geringer zu sein.
Nur etwa 10 % der 110 bis 230 Tonnen Silber waren demnach nanopartikular (Scheringer et
al., 2010). Piccinno et al. (2012) schatzen nach Expertenumfragen die AQNM-Produktion fir

Europa, als Hauptproduzent von Nanosilber, auf unter 10 Tonnen pro Jahr.

3.2. Okotoxizitat von NM-300K

Nanopartikuldres Silber wird aufgrund seiner bakteriziden Wirkung eingesetzt. Wenige

Studien zur 6kotoxikologischen Wirkung wurden explizit nach nationalen oder internationalen
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standardisierten Richtlinien durchgefiihrt, sodass die Ergebnisse der vorhandenen Studien

nicht unmittelbar miteinander vergleichbar sind (Hund-Rinke et al., 2008).

Schlich (2013) wies im Rahmen seiner Doktorarbeit mit seinen Versuchen mit NM-300K eine
unterschiedliche Sensitivitdat bestimmter terrestrischer Organismengruppen nach. Dabei
reagierten Bodenmikroorganismen am empfindlichsten auf die Gegenwart von NM-300K. Die
ECio fUr die Nitritbildung (potentielle Ammoniumoxidation, 1SO 15685) lag bei
0,5 mg Ag/kg TM Boden und die der Bodenatmung (Kohlenstofftransformation, OECD 217)
bei 1,67 mg/kg TM Boden. Weniger empfindlich als die Bodenmikroorganismen reagierte das
Pflanzenwachstum unter Betrachtung der Biomasseproduktion. Die NOEC lagen bei
1,67 mg Ag /kg TM bei der dikotylen Mungobohne (Phaseolus aureus) und 1,5 mg Ag/kg TM
fir den monokotylen Hafer (Avena sativa). Der Kompostwurm (Eisenia andrei) zeigte sich
am wenigsten sensitiv gegeniber NM-300K. Die ECio fur die Reproduktion lag bei
24,2 mg Ag/kg TM Boden. Die Effekte wurden durch freigesetzte Silberionen hervorgerufen,
was sich dadurch zeigte, dass die Effekte von NM-300K und AgNOs bei vergleichbaren
lonenkonzentrationen im Porenwasser auftraten. Im aquatischen Bereich lagen die NOEC
bei 9 mg Ag/L und die ECio bei 43 mg Ag/L fir Belebtschlamm im Atmungshemmtest nach
OECD Richtlinie 209 (Schlich, 2013).

3.3. Bioverfligbarkeit von chemischen Substanzen

Die Wirkung einer Substanz auf einen Organismus ist nicht von der Gesamtkonzentration
oder -gehalt abhéngig, vielmehr wird die (6ko)toxische Wirkung von einem Anteil der
Substanz hervorgerufen der verflgbar ist. Dieser Anteil wird als bioverfligbar bezeichnet
(DIN EN ISO 17402, 2008). Diese Bioverfugbarkeit ist substanz- und organismusspezifisch
und schlief3t laut DIN EN ISO 17402 (2008) folgende Aspekte mit ein: Dauer der Exposition,
Aufnahme der Substanz (vom Boden oder sonstigem Umgebungsmedium) in den
Organismus, ggf. die Akkumulation der Substanz im Organismus und die Wirkung der

Substanz.

Hierbei muss zwischen der umweltbedingten Bioverfuigbarkeit, die die Aufnahme der
Substanz in den Organismus beinhaltet, und der toxikologischen Bioverfiigbarkeit, die die
Akkumulation und/oder die Wirkung der Substanz im Organismus umfasst, unterschieden
werden (Peijnenburg et al., 1997, Lanno et al., 2004) Die Bioverfugbarkeit von Substanzen
ist ein wichtiger Faktor fur eine realistische Gefdhrdungsabschatzung, daher wird von
wissenschaftlicher Seite Aufwand betrieben, die Bioverfligbarkeit in der Risikobewertung und
dem ausfihrenden Bodenschutz noch starker zu verankern (z.B. Terytze et al.,, 2011,
Terytze et al,, 2010, Bradham et al., 2006). Bei einer Gefahrdungsabschétzung kann
demnach durch die Bestimmung von Gesamtgehalten im Umgebungsmedium nicht

zwangslaufig auf die toxikologische Bioverfligbarkeit, bzw. die wirksame Dosis der Substanz
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im Organismus geschlossen werden (Mc Carthy et al 1992). Eine Herangehensweise Uber
Gesamtgehalte wirde die Risiken Uberbewerten (Terytze et al., 2011, Macholz et al., 2011).
Ansatze die den verfiigbaren Gehalt der Substanz und ihre intrinsische Toxizitat umfassen,
bilden die Gefahrdung durch eine Substanz realistischer ab (DIN EN ISO 17402, 2008), aber
auch verfeinerte Methoden wie die Speziierung oder sequenzielle Extraktion kénnen den

bioverfigbaren Anteil nur ndherungsweise widerspiegeln.

Bestimmte Einflussfaktoren auf die Bioverflgbarkeit, wie etwa die Wasserloslichkeit oder die
Polaritat sind von der Substanz bedingt (Bernhard, 2013). Diese Einflussfaktoren stehen
neben der Interaktion mit dem exponierten Organismus in Wechselwirkung mit den
Eigenschaften des umgebenden Milieus und den klimatischen Bedingungen, was die
Abschéatzung der Bioverfiigbarkeit sehr komplex macht (Terytze et al.,, 2010) und bei
identischen Gehalten oder Konzentrationen einer Substanz zu unterschiedlich stark
ausgepragten effekten fihren kann (Terytze et al.,, 2011). Dem Boden wird hierbei
besondere Aufmerksamkeit entgegengebracht, da hier neben dem chemischen Milieu, das
beispielsweise die Transformation, Lésung oder Fallung der Substanz beeinflusst,
physikalische Bodenparameter Einfluss nehmen. Die Korn- und PorengréRenverteilung
sowie die Sorption an Bodenpartikel kbénnen die Bioverfiigbarkeit von Substanzen bis hin zur
irreversiblen Sorption oder Maskierung beeinflussen (DIN EN ISO 17402, 2008). Die
Bodenart kann die Bioverflugbarkeit einer Substanz beispielsweise erheblich beeinflussen, so
sind Feinporen Mikroorganismen nicht mehr zugéanglich (Johnsen et al., 2005) und die
potentiell darin enthaltene Substanz dadurch fir Mikroorganismen nicht verflgbar.
Untersuchungen zur Bioverfligbarkeit von Schadstoffen fir Mikroorganismen betrachten
h&aufig die Toxizitat, die zu einer Anderung der strukturellen Diversitat (z. B. Anderung in der
Biozonose) und funktionellen Diversitat (z. B. Atmung, Dehydrogenase-Aktivitat, Abbau von
organischer Substanz) fuhrt (Kula and Rombke, 1998). Um generelle Aussagen zur Wirkung
auf Biozbnosen oder die Lebensraumfunktion eines Bodens zu machen reicht die
Betrachtung einer Spezies in der Regel nicht aus, es muss die Bioverfuigbarkeit ftr
unterschiedliche Organismen betrachtet werden, da sie auf unterschiedliche Weise mit der
Substanz in Kontakt kommen und diese unterschiedlich wirkt (DIN EN ISO 17402, 2008).

Grundsatzlich kann die Bioverfugbarkeit gemalR DIN EN ISO 17402 (2008) uber zwei
Herangehensweisen bewertet werden, die sich gegenseitig ergdnzen. Das umfasst zum
einen spezifisch auf die Erfassung des verfligbaren Anteils ausgelegte chemische Verfahren,
die auf der Extraktion und der analytischen Bestimmung der Substanz beruhen, zum
anderen biologische Verfahren bei denen Organismen einer Substanz ausgesetzt werden
und Effekte oder Akkumulation beobachtet werden. Im ldealfall werden beide Verfahren
miteinander kombiniert, also die Effekte mit gemessenen Konzentrationen verglichen.

Obwohl bei biologischen / Okotoxikologischen Verfahren die Bioverfliigbarkeit per se nicht
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direkt gemessen wird, kann jedoch durch die Messung der inneren Konzentration und der
Korrelation mit den Effekten ein Eindruck der Bioverfligbarkeit gewonnen werden (DIN EN
ISO 17402, 2008). Fur Mikroorganismen ist eine analytische Quantifizierung der
bioverfugbaren Substanz im Organismus nicht mdglich. Nach DIN EN ISO 17402 (2008)
muss jedoch, wenn Effekte auftreten, bioverfiigbare Substanzen vorliegen. Nichtsdestotrotz
ist die Messung der Akkumulation und der Wirkung an oder in einem speziellen Organismus
die einzige Mdglichkeit die Bioverfugbarkeit fir den betreffenden Organismus unmittelbar
abzuschatzen (DIN EN ISO 17402, 2008). Fur Routineuntersuchungen sind chemische
Extraktionsverfahren aufgrund des geringeren Aufwandes biologischen vorzuziehen
(Macholz et al.,, 2011), sofern entsprechende Verfahren, die auf den zu betrachtenden
Organismus und den Schadstoff abgestimmt sind, vorliegen.

3.4. Freisetzung und Verbleib von AgNM

Der Eintrag von AgNM in die Umwelt erfolgt Gber verschiedenste Wege, beispielsweise
durch Auswaschungen aus Baustoffen wie Fassadenfarben (Kaegi et al., 2010) oder
Verbraucherprodukten wie Sprays (Hagendorfer et al., 2010). Besondere Bedeutung,
aufgrund des starken Einsatzes als antibakterielle Ausstattung, hat die Freisetzung von
AgNM aus Textilien wahrend der Wasche in Haushaltsabwasser und ihr Transport in die
Klaranlage. Die Freisetzung aus Textilfasern wurde in unterschiedlichen Studien
nachgewiesen. Geranio et al. (2009) fiihrte den Austrag von Fragmenten aus AgNM und
Textilfasern auf mechanische Beanspruchung wahrend des Waschvorgangs zurlick, weil der
Uberwiegende Anteil des Silbers an Bestandteilen (Textilfasern) von tber 450 nm gebunden
war. Der geringere Anteil von 10 bis 15 % lag im nanoskaligen Mal3stab von einem bis
hundert Nanometern vor. In der Studie wurde gezeigt, dass realistische Nutzungsszenarien
mit Waschmittel aufgrund von Wechselwirkungen mit Waschmittelbestandteilen zu
niedrigeren Auswaschungen filhren als mit destilliertem Wasser. In weiteren Studien, die ein
realistisches Nutzungsszenario abbildeten, wurden die freigesetzten Partikel mittels
mikroskopischer Untersuchungen als AgCl, Ag.S und metallische AgC®-Partikel identifiziert
(Lorenz et al., 2012). In einer Studie, bei der nur destilliertes Wasser genutzt wurde, fand
sich dartber hinaus ionisches Silber (Ag*) (Benn und Westerhoff, 2008). In allen drei Studien
war der Uberwiegende Anteil der Partikel in einem GrofRenbereich Uber 100 nm,
grundsatzlich fanden sich jedoch auch Partikel kleiner 100 nm, was der Definition von
Nanomaterialien entspricht. Die Studie von Burkhardt et al. (2011b) zeigte den
Zusammenhang zwischen der ausgewaschenen Menge und der Grol3e der Materialien und
ihrer Textilappliaktion. Die AgNM, die in die Faser eingearbeitet waren, wurden signifikant

weniger ausgewaschen als die, die oberflachlich auf die Faser aufgebracht wurden.
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In einer Studie zum Transport der AgQNM Uber den Abwasserstrom wurden die Partikel ohne
nennenswerte Verluste an den Biofilm im Abwasserkanal transportiert. Dazu wurden AgNM
in einem funf Kilometer langen Teilstlck eines Abwasserkanals ohne Zu- und Ablaufe unter
kontrollierten Durchflussbedingungen eingesetzt und die angekommene Menge am Ende der
Strecke bestimmt. Unter Berucksichtigung der analytischen Ungenauigkeit und
Unsicherheiten bei der Bestimmung des Abflusses lag die Massenbilanz bei anndhernd
100 %. Mikroskopische Aufnahmen zeigten dabei die Bindung der Partikel an die
Schwebstoffe (Kaegi et al., 2013). Bereits in Batchversuchen mit Rohabwassern wurden die
Partikel zu etwa 15 % sulfidiert. Die Autoren schlussfolgerten daraus die Sulfidierung der
Partikel zu einem bestimmten Grad wahrend des Transports im Abwasserkanal, da hier die
Konzentration von saurefliichtigen Sulfiden gegeniber einem Batchversuch erhéht war
(Kaegi et al., 2013). In unterschiedlichen Studien mit Batchversuchen (Kaegi et al., 2013,
Tiede et al.,, 2010) sowie Klaranlagen im Technikums- und LabormafR3stab (Schlich, 2013,
Kaegi et al., 2011, Wang et al., 2012) wurde die starke Bindung von bis zu 99 % an den
Klarschlamm nachgewiesen. Die Studie von Tiede et al. (2010) zeigte nach 6 Stunden im
Batchversuch eine Bindung von Uber 90 % der eingesetzten AgNM-Menge an den
Klarschlamm, die (brigen AgNM befanden sich im Uberstand des Klarschlammes und
besalRen noch ihre urspriingliche GréfR3e. In Technikumsklaranlagen wurden nach 43 Tagen
Laufzeit 85 % der AgNM im Klarschlamm, 5% im Auslauf der Anlage und 5% in der
Klaranlalage detektiert. Die Massenbilanz lag insgesamt bei 95 % der eingesetzten AGQNM
(Kaegi et al, 2011). In den vier unabhdngig voneinander durchgefiihrten
Simulationsversuchen mit Laborklaranlagen von Schlich (2013) fanden sich immer
mindestens 90 % des zugefiihrten NM-300Ks im Klarschlamm. Die Bindung an den
Klarschlamm findet unabhéngig vom Coating oder der GréfRe der AGNM statt, so waren bei
der Studie von Wang et al. (2012) mit Carboxyl gecoateten AgNM (NM-300K sterisch
stabilisiert) fast 90 % an den Klarschlamm gebunden und bei der Studie von Shafer et al.
(1998), der nicht nanopartikulares Silber verwendete, wurden bis zu 99 % des eingeleiteten
Silbers aus dem Abwasser beseitigt. Wahrend der Abwasserbehandlung in Klaranlagen
kommt es aufgrund von hohen Sulfidkonzentrationen, wie schon im Abwasserkanal, zur
Sulfidierung der AgNM. Kaegi et al. (2011) detektierten mittels X-ray absorption
spectroscopy Ag.S als dominante Spezies im Schlamm und im Auslauf der Klaranlage. In
Batchexperimenten wiesen sie die Sulfidierung der AQNM in weniger als zwei Stunden fur
die Denitrifikationsstufe nach, in der bellfteten Nitrifikationsstufe blieben die AQNM aufgrund
der geringen Sulfidkonzentrationen metallisch (Kaegi et al., 2011). In echten Klaranlagen
wurde ebenfalls die Sulfidierung von AgQNM nachgewiesen, indem AgNM in einer Klaranlage
zugesetzt wurden. Dabei bestatigten sich die Erkenntnisse aus den Versuchen von Kaegi et

al. (2011), die Sulfidierung fand Uberwiegend in den anaeroben Bereichen der Anlage statt,
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dartber hinaus wurde eine Sulfidierungsrate von etwa 11 bis 14 nm/h ermittelt (Kent et al.,
2014). Ag2S wurde ebenfalls als dominante Spezies in Klarschlammen einer amerikanischen

Klaranlage detektiert, die nicht kiinstlich mit AgNM beaufschlagt wurden (Kim et al., 2010).

3.5. Einsatz von Klarschlamm

Anfallender Klarschlamm wird in der Bundesrepublik Deutschland entweder stofflich
verwertet oder entsorgt. FiUr die stoffliche Verwertung eignen sich die Landwirtschaft,
landschaftsbauliche Mal3Bhahmen und eine sonstige stoffiche Verwertung (z.B.
Kultursubstrate). Die Entsorgung von Klarschlamm kann vor allem thermisch tber eine

Mono- oder Mitverbrennung als auch tiber Deponierung erfolgen.

In der Bundesrepublik Deutschland werden etwa 10.000 offentliche Klaranlagen in
unterschiedlichen GréRenklassen betrieben (Statistisches Bundesamt, 2016, Klages et al.,
2009), aus denen im Jahr 2013 rund 1,8 Millionen Tonnen Trockensubstanz Klarschlamm
anfielen (Statistisches Bundesamt, 2016). Die Klarschlammverwertung in der Landwirtschaft
war in den letzten Jahren leicht riicklaufig, was an den steigenden Qualitatsanforderungen
an die Schadstoffgrenzwerte der Klarschlamme lag. Die in der Landwirtschaft stofflich
verwertete Klarschlammmenge aus der biologischen 6ffentlichen Abwasserbehandlung sank
von circa 568.000 t Klarschlamm im Jahr 2010 auf 484.000 t Klarschlamm im Jahr 2013.
Diese 484.000 t Klarschlamm des Jahres 2013 entsprechen einem Anteil von circa 27 % der
Gesamtmenge aus der biologischen d&ffentlichen Abwasserbehandlung (1,8 Mio. t).
Klarschlamm aus den nichtéffentlichen Anlagen wurde zu 12 % in der Landwirtschaft
verwertet  (Statistisches  Bundesamt, 2016). Von der Gesamtmenge aller
Abwasseraufbereitungsanlagen in der Bundesrepublik Deutschland, einschlieZlich der nicht
offentlichen Anlagen, (1,8 Mio.t + 1,6 Mio.t = 3,4 Mio. t) wurden im Jahr 2013 etwa 36 %
stofflich verwertet, darunter fast 16 % in der Landwirtschaft, 8 % bei landschaftsbaulichen
MaRnahmen (Rekultivierung) und 12 % fielen unter die sonstige stoffliche Verwertung, die
Restmenge wurde Uberwiegend thermisch entsorgt (~48 %) (Statistisches Bundesamt,
2016).

Laut Wiechmann et al. (2012) wird in der Bundesrepublik Deutschland der Klarschlamm
uberwiegend in den Flachenbundeslandern Mecklenburg-Vorpommern, Niedersachsen,
Rheinland-Pfalz und Schleswig-Holstein in der Landwirtschaft verwertet. In anderen
europdischen Léandern hat die landwirtschaftliche Klarschlammverwertung sehr
unterschiedliche Gewichtung. In Danemark, Norwegen, Frankreich und GroR3britannien wird
im Gegensatz zu den Niederlanden oder Griechenland, die nur einen geringen Teil
verwerten und uberwiegend thermisch Entsorgen oder Deponieren, ein Anteil von tber 50 %
des Klarschlamms auf landwirtschaftlichen Flachen verwertetet. Die European Environment

Agency (2001) prognostizierte im Jahr 2001 fur das Jahr 2005 einen Anstieg der in Europa
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anfallenden Klarschlammmenge um 50 % aufgrund gestiegener Anspriiche an die
Abwasserklarung. Gleichzeitig wird die landwirtschaftliche Verwertung aufgrund von zum Teil

hohen Schadstoffgehalten kritisch hinterfragt.
Fur den Einsatz von Klarschlammen sprechen unterschiedliche Griinde (DWA, 2010b):

¢ Die Nutzung der hohen Nahrstoffgehalte des Schlammes

e Die Schonung der begrenzten Phosphor-Ressourcen

o Die landwirtschaftliche Verwertung stellt einen Entsorgungsweg mit geringem
Energieverbrauch und ginstiger Klimabilanz dar und ist gleichzeitig im Vergleich zur
thermischen Entsorgung ein kostengunstiger Entsorgungsweg.

Der Koalitionsvertrag der aktuellen Bundesregierung sieht vor, die Verwertung von
Klarschlamm in der Landwirtschaft komplett zu unterbinden (Koalitionsvertrag, 2013). Aktuell
wird die Klarschlammverwertung in Deutschland noch durch die Klarschlammverordnung
(AbfKlarV, 1992) geregelt. Die AbfKlarV (1992) befindet sich gegenwartig im Prozess der
Novellierung. Dadurch sollen die bestehenden Grenzwerte fir Metalle und organische
Kontaminanten abgesenkt bzw. neue Grenzwerte eingefiihrt werden, etwa flr Benzo(a)pyren
oder perflourierte Tenside. GroRe Bedeutung wird dabei der Hygienisierung der Schlamme
beigemessen, um die Gefahr durch pathogene Keime drastisch zu reduzieren (Klages et al.,
2009). Silber, Silbernanomaterialien oder Nanomaterialien im Allgemeinen werden bislang
nicht bertcksichtigt. Nanomaterialien wurden bislang bei der Novellierung der AbfKlarV
(1992) einer Kategorie zugeordnet, die derzeit weder einen Grenzwert erhalten haben noch
von einem Monitoring erfasst werden (Bergs, 2010), was derzeit analytisch auch nur sehr
eingeschrankt leistbar ware (Nowack et al., 2015), weil es bislang keine praxisgerechte

Methode einer ,nanospezifischen® Silberbestimmung gibt.

3.6. Klarschlammvorbehandlung

Die rund 10.000 Klaranlagen in der Bundesrepublik Deutschland sind in finf Grol3enklassen
eingeteilt. Ein Drittel davon entfallen auf die kleinste Ausbaustufe, ein Drittel auf die zweite
und dritte Ausbaustufe und ein Drittel auf die beiden grofiten Ausbaustufen (Klages et al.,
2009). Die technischen Umsetzungen der Abwasserklarung, die einzelnen
Aufbereitungsstufen der Klaranlagen hangen von der GroRRenklasse, den technischen und
rdumlichen Gegebenheiten und der vorherbestimmten Klarschlammverwertung bzw.

Klarschlammentsorgung ab (Resch and Schatz, 2010).

Grundsétzlich erfordert der Klarschlamm aufgrund seines hohen Wassergehalts und des
hohen Gehalts an leicht abbaubarer organischer Substanz und des hohen Anteils
pathogener Keime verschiedene Aufbereitungsschritte zur Stabilisierung und Hygienisierung.

Die Stabilisierung erfolgt in kleineren Anlagen in der Regel Uber das Verfahren der aeroben
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Stabilisierung im Belebungsbecken der Klaranlage durch Langzeitbeliftung in Verbindung
mit einem hohen Schlammalter und einer niedrigen Schlammbelastung. In gréReren Anlagen
mit Gber 20.000 Einwohnergleichwerten (Gré3enklassen 4 und 5) wird haufig eine anaerobe
Stabilisierung mittels beheizter Schlammfaulung (mesophile Faulung) eingesetzt. Dabei wird
die Schlammmenge durch Abbau der organischen Substanz reduziert, die Entwasserbarkeit
des Schlammes erhéht und das anfallende Klargas energetisch genutzt (Resch and Schatz,
2010). Nach der Stabilisierung hat der Schlamm sehr hohe Wassergehalte von etwa 97 bis
99 % (Feststoffgehalt 1 bis 3 %). Um den Wassergehalt des Schlammes auf etwa ein Drittel
zu reduzieren, was zu einem Feststoffgehalt von 3 % bis 9 % fihrt, wird der Schlamm nach
Zugabe eines polymeren Flockungsmittels mechanisch, beispielsweise (ber einen
Scheibeneindicker, entwéssert. Damit werden die Transport- und Lagerkosten fur den
Schlamm erheblich reduziert (Resch and Schatz, 2010).

Bei den GroRenklassen bis etwa 10.000 Einwohnergleichwerten (bis GréRenklasse 3) wird
der anfallende Schlamm in der Regel aerob stabilisiert und meist als Nassschlamm in der
Landwirtschaft verwertet. Bei den grof3eren Anlagen werden die Klarschlamme meist
anaerob stabilisiert. Die anfallenden Schlamme werden im Anschluss an diese Faulung in

der Regel entsorgt, aber zum Teil auch landwirtschaftlich verwertet (Klages et al., 2009).

Im Rahmen der Novellierung der AbfKlarv wird eine Pflicht zur Hygienisierung
beziehungsweise Desinfektion des Klarschlamms gefordert. Die Hygienisierung von
Klarschlamm hat das Ziel, Krankheitserreger durch geeignete Behandlungsmaflinahmen
unschadlich zu machen (Pietsch et al., 2015). Die Zugabe von Kalk, aber auch die
Pasteurisierung bilden Verfahrensschritte, die zur Hygienisierung in Klaranlagen eingesetzt
werden. Die Pasteurisierung als thermische Desinfektion gilt diesbezlglich als sehr
zuverlassiges Verfahren. Pathogene Bakterien, Viren und Parasitendauerstadien wie
Wurmeier werden bei ausreichender Temperatur und Einwirkzeit inaktiviert (Pietsch et al.,
2015). Die Hygienisierung durch Kalkung erfolgt durch die Zugabe von Kalkmilch (oder
Ldschkalk) bei flissigem Schlamm und Branntkalk bei entwassertem Schlamm. Die
Inaktivierung der Keime erfolgt durch die stark alkalischen Verhéltnisse tber pH 12. Optimale
Wirkungen werden durch gleichzeitige Temperaturen tber 50 °C durch Selbsterhitzung
(exotherme LoOschreaktion) oder Hitzezufuhr erzielt (Capizzi-Banas et al.,, 2004, DWA,
2010a). Zur Hygienisierung von Klarschlamm kann ebenfalls eine thermophile Faulung mit

Temperaturen zwischen 50 und 60 °C genutzt werden (DWA, 2010a).

Im Januar 2013 haben der Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und
Forschungsanstalten (VDLUFA) und die Deutsche Vereinigung fir Wasserwirtschaft,
Abwasser und Abfall (DWA) ihre Qualitats- und Priufbestimmungen fir Klarschlamme

herausgegeben (QLA, 2013), die der praktischen Umsetzung und der Gitetiberwachung der
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Klarschlammverwertung dienen, und an denen sich die im Rahmen dieser Promotion
angewendeten Methoden orientieren. Zum jetzigen Zeitpunkt wird in der Praxis die Zugabe
von Kalk am ehesten angewandt, da dies gleichzeitig mit einer Kalkdiingung fir den Acker
einhergeht. Da eine Hygienisierung noch nicht gesetzlich vorgeschrieben ist, wird die fir eine
zuverlassige Hygienisierung erforderliche Kalkmenge um pH 12,8 zu erreichen, aufgrund des
enormen Kalkbedarfs nicht eingesetzt. Die Kalkung dient derzeit noch der Kalkdingung fur
den Acker und nicht der Hygienisierung. Weil der Koalitionsvertrag der aktuellen
Bundesregierung vorsieht, die Verwertung von Klarschlamm in der Landwirtschaft zu
unterbinden (Koalitionsvertag, 2013) und die politische Entscheidung tber den Fortbestand
der landwirtschaftlichen Klarschlammverwertung dadurch sehr ungewiss ist, verhalten sich
die Klaranlagenbetreiber zurtckhaltend bei der Investition in geeignete Verfahren zur
Hygienisierung der Schlamme.

Fiur den Fortbestand der landwirtschaftlichen Klarschlammverwertung wurde eine Studie zu
den ,Anforderungen an die Novellierung der Klarschlammverordnung unter besonderer
Berticksichtigung von Hygieneparametern® erstellt. Die Autoren empfehlen darin, aufgrund
der eingeschrankten Auswahl von Hygienisierungsverfahren fir kleine Klaranlagen (bis circa
10.000 Einwohnergleichwerte; GroRenklasse 3), die Ausbringung von nicht hygienisiertem
Schlamm zu genehmigen, da eine Hygienisierung nicht wirtschaftlich wéare (Klages et al.,
2009).
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3.7. Einfluss der Klarschlammvorbehandlung auf die Bioverfiigbarkeit von

Silbernanopartikeln — Sulfidierung von AgNM

Im Rahmen der Promotion von Schlich (2013) zur 6kotoxikologischen Wirkung von AgNM
ergaben sich Hinweise darauf, dass durch die Faulung von Klarschlamm eine langfristige
Detoxifizierung von Silbernanopartikeln bewirkt wird. Schlich (2013) konnte dabei weder
naher auf die Ursachen fur diese Beobachtung eingehen, noch konnten andere potentielle
Einflussfaktoren, wie sie sich durch eine Klarschlammvorbehandlung ergeben wirden,
untersucht werden. Anaerobe oder anoxische Verhdltnisse, wie sie in Abwassern oder bei
der Abwasser- und Klarschlammbehandlung auftreten, fliihren zur Reduktion von Schwefel
zu Sulfid, und, wie in Kapitel 3.4 dargelegt, zur Sulfidierung von AgNM. Auch in
SuRwassermesokosmen, die aus einem aquatischen, einem subhydrischen und einem
terrestrischen Kompartiment bestanden, zeigte sich in Abh&ngigkeit des Redoxpotentials
unter anaeroben Bedingungen die Bildung von Ag.S bzw. von Ag-Sulfhydryl-Verbindungen
(Lowry et al., 2012).

Trotz analytisch nachgewiesener (Pradas del Real et al., 2016, Judy et al., 2015, Colman et
al., 2013) oder angenommener (Schlich et al., 2013) Sulfidierung von AgNM durch eine
Applikation Uber Klarschlamm treten nach wie vor Effekte auf unterschiedliche
Bodenorganismen auf. Die hervorgerufenen Effekte von sulfidierten AgNM waren in
unterschiedlichen Studien gegenliber einer metallischen oder ionischen Referenz reduziert
(Judy et al., 2015, Starnes et al., 2015).

Auf Basis dieser Informationen ist davon auszugehen, dass die Klarschlammbehandlung mit
ihren unterschiedlichen, extremen physikochemischen Bedingungen (Redoxpotential, pH-
Wert, Temperatur) einen unmittelbaren Einfluss auf die Bioverfligbarkeit von
Silbernanomaterialien hat. Besonders nach der Aufbereitung durch die Klarschlammfaulung
unter streng anaeroben Bedingungen sollten durch Sulfidierung von AgNM zu Ag.S Effekte
ausbleiben, da Ag.S nahezu nicht wasserloslich (6,21-107° g/L bei 25 °C) und damit nicht
bioverfugbar seien sollte. Der thermische Einfluss bei der Pasteurisierung und der Einfluss
des pH-Wertes bei der Hygienisierung durch Kalkung wurden bislang in keiner Studie als
Faktor fur die Bioverfugbarkeit von AQNM in Betracht gezogen. Die Methoden sind jedoch fur
die Praxis der Klarschlammaufbereitung relevant und konnen sich potentiell auf die
Bioverfugbarkeit von AgNM, beispielsweise durch bessere Prozessbedingungen fir die

Sulfidierung, auswirken.
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4. Material und Methoden

Die Untersuchungen dazu, inwieweit die Klarschlammaufbereitung die Bioverfiigbarkeit von
AgNM beeinflusst, erfolgten in einem dreigeteilten Ansatz (Abbildung 1). In Schritt 1 wurden
die Vorgange einer Klaranlage in Laborklaranlagen simuliert, um Klarschlamm zu gewinnen,
der unter realistischen Bedingungen mit AQNM versetzt worden war. Durch die Simulation
der Abwasseraufbereitung werden Veranderungen oder Transformationen der
Nanomaterialien in die Studien integriert und somit eine groRere Umweltrelevanz im
Vergleich zu einfachem Versetzen von Klarschlamm im Batchansatz erzielt. Die strukturelle
Diversitat der Mikroflora und die Abbauleistung des Schlammes wurde Uber
molekularbiologische und funktionelle Untersuchungen erfasst, um Aussagen Uber Effekte
von AgNM auf die Mikroflora in der Klaranlage zu treffen und die Anwesenheit von

schwefelreduzierenden Bakterien (SRB) zu Uberprifen, die fir eine Sulfidierung der AgNM

essentiell ist.
Anaerobe Behandlung:
Faulturm Boden +
Vorfluter Klarschlamm:
Inkubation fur 140 d
Einlauf Entwésserung
durch Polymer-

r — zugabe
r Aerobe Behandlung

p e .

Hygienisierung

Ricklaufschlamm \ durch Kalkung

Denitrifikations- Belliftungs- Absetz- Simulation der
stufe becken becken Hygienisierung durch »landwirtschaft-
(Nitrifikation) Pasteurisierung lichen Klar-

schlamm-
verwertung“:
Schwerpunkt

Simulation der Vorgange in der Klaranlage: Klarschlamm- Bodenmikroflora

Modellklaranlage nach OECD Test Guideline 303 behandlung

Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3

Abbildung 1: Verfahrensschema der Klarschlammbehandlung

In Schritt 2 wurden die Behandlungen der Klarschlamme aus den Laborklaranlagen
simuliert. Die Klarschlamme wurden in Anlehnung an die praxisrelevantesten Verfahren

aufbereitet.

In Schritt 3 wurde die landwirtschaftliche Klarschlammverwertung simuliert. Dazu wurden

die in Schritt 2 aufbereiteten Klarschlamme in Anlehnung an die AbfKlarv (1992) in
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Testbtden eingearbeitet und im Klimaschrank inkubiert. Die Bodenklarschlammgemische

wurden zu bestimmten Zeitpunkten beprobt und untersucht.

Um die Laborversuche mit Freilandversuchen abzugleichen, die eine gré3ere 6kologische
Relevanz haben, wurde Klarschlamm in einer Batchapplikation mit AgNM beaufschlagt,
entwassert und in Boden von Freilandlysimetern eingebracht. Aufgrund der bendétigten
Klarschlammmenge fiir die Lysimeter musste an dieser Stelle von der Applikation mittels der

Laborklaranlagen abgesehen und eine Batchapplikation durchgefiihrt werden.

4.1. Chemikalien und Gerate

Im Anhang sind die wichtigsten Geréate (Anhang 1) und Chemikalien (Anhang 2), die fur die

Arbeiten im Rahmen dieser Promotionsarbeit verwendet wurden, aufgelistet.

4.2. Nanopartikel NM-300K

Als Testgegenstand wurde in allen durchgefihrten Versuchen NM-300K als nanopartikulares
Silber untersucht. NM-300K ist eines der am umfassendsten untersuchten
Silbernanomaterialien. Im Rahmen des ,OECD Working Party on Manufactured
Nanomaterials (WPMN) Sponsorship Programme“ wurden die physikochemischen
Eigenschaften von NM-300K untersucht. Klein et al. (2011) haben die Ergebnisse in dem
Bericht ,NM-Series of Representative Manufactured Nanomaterials — NM-300 Silver —

Characterisation, Stability and Homogenity” zusammengefasst.

Die vorliegende Promotion baut auf der Promotion von Schlich (2013) auf, die ebenfalls am
Fraunhofer IME durchgefiihrt wurde. Daher Uberschneiden sich einige Methoden oder
wurden weiterentwickelt und konnen deshalb in Details voneinander abweichen. Um die
angewandten Methoden nach dem aktuellsten durchgefiihrten Stand darzustellen und dieses
Kapitel Ubersichtlich zu gestalten, wurde bewusst auf einen einfachen Verweis verzichtet und

es wurden alle Methoden detailliert beschrieben.
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Die Abbildung 2 zeigt TEM-Aufnahmen von NM-300K in Reinstwasser. NM-300K weist eine
primare PartikelgroRe von 15 nm mit einer engen PartikelgréRenverteilung von 99 % auf,
darliber hinaus zeigt sich ein geringer Anteil an Partikeln mit einer sekundaren PartikelgroRe
von 5 nm. Der pH-Wert von NM-300K liegt bei pH 7,2 £ 0,3 bei einer Temperatur von 20 °C.
NM300K hat eine Dichte von 1,2 £+ 1 g/mL und den Siedepunkt bei 102 + 2°C.

Abbildung 2: TEM-Aufnahme von NM-300K in Reinstwasser.

4.3. Ag-Referenzmaterialien

Die Ag-Referenzmaterialien wurden bengtigt, um die Effekte von NM-300K im Verhaltnis zu
anderen Silbermaterialien abzuschéatzen. Fir die Studie mit den Referenzmaterialien wurde
als leicht l6sliches Silbersalz AgNO; verwendet, als Negativkontrolle nur sehr schwer
I6sliches, nicht nanopartikulares gemorsertes Ag.S (Agz2S NonNM). Zudem wurden zwei
nanopartikulare Ag.S Materialien am Leibnitz-Institut flr Polymerforschung in Dresden
hergestellt. Das Ag:S NM wurde direkt, wie von Kumari et al. (2014) beschrieben,
synthetisiert. Davon abweichend wurde der Ligand von NM-300K verwendet (NM-300K-DIS).
Die Dispersion wurde auf 1000 mg Ag/L eingestellt. Zusatzlich wurde NM-300K im Labor in
einer gesattigten (NH4)S2-L6sung chemisch sulfidiert (Ag2S NM-300K), indem 2 g NM-300K
(~200mg Ag) zu 198 mL der Losung gegeben wurde (Ziel 1000 mg Ag/L). Die
Analyseergebnisse der zwei hergestellten nanopartikularen Ag.S-Materialien sind in Kapitel
5.6.1 dargestellt.

4.4. Testboden

Als Testboden wurde fir alle Versuche im Rahmen dieser Promotion Refesol 01-A Boden
verwendet, da bei diesem ackerbaulich genutzten Boden, aufgrund seiner vergleichsweise
geringen Sorptions- und Pufferkapazitat, Effekte deutlicher hervortreten als bei bindigeren

Bdoden. Fur dieses Projekt wurde eine gesonderte Charge des Refesol 01-A Boden genutzt,
28



Bioverflugbarkeit von Silbernanomaterialien Material und Methoden

um fur alle Versuche Boden mit gleichen Eigenschaften zu verwenden. Diese Sondercharge
wurde, da sie nicht fir GLP-Studien genutzt wurde, nicht in die Dokumentation der Refesol-
Bdden aufgenommen und trug die Bezeichnung HagenAM2013. Die Refesolbdden sind vom
UBA (Umweltbundesamt) anerkannte Referenz- und Testboden fir Testverfahren nach
BBodSchG / BBodSchV. Der Boden ist hinreichend genau in seinen physikochemischen
Eigenschaften charakterisiert. Es handelt sich bei dem Refesol 01A um eine Braunerde aus
schwach lehmigem Sand, die mittel sauer und sehr schwach humos ist. Die genauen
Bodencharakteristika sind der Tabelle 1 zu entnehmen.

Tabelle 1: Charakterisierung des Testbodens RefeSol 01A (HagenAM2013).

Parameter RefeSol 01-A (HagenAM2013)

Bodentyp Dystric Cambisol
Braunerde

Eigenschaften schwach lehmiger Sand, mittel sauer, sehr schwach humos

Sand [%] 62,7

Schluff [%] 22,3

Ton [%)] 51

WHKmax [9/kg] 292

pH (CaCl2) 51

Corg [%0] 1,10

Niotat [MQ/KQ] 780

KAKe [mmolc/kg] 19,0

Feox [mmolc/kg] 1,57

Alox [mmolc/kg] 0,95

Der Boden wird auf dem Gelande des Fraunhofer IME in Hochbeeten mit
Edelstahleinfassung und einer Drainage am Boden der Einfassung gelagert. Es erfolgt eine
in der Landwirtschaft tbliche Zwischenfrucht, z.B. mit Phacelia tanacetifolia. Der Einsatz von

Pflanzenschutzmitteln ist ausgeschlossen.

4.5. Bodenaufbereitung und Lagerung

Die Bodenaufbereitung und Lagerung erfolgte gemafR 1SO Guideline 18512 (2007). Die
Bbdden wurden fur die Verwendung in Versuchen auf eine KorngréRe <2 mm gesiebt. Dafur
wurden die Boden auf etwa 30 % der maximalen Wasserhaltekapazitat (WHKmax) an der Luft
ohne zusétzliche Zufuhr von Hitze getrocknet, indem sie groR3flachig ausgebreitet wurden.
Durch regelméaRiges Wenden wurde das oberflachige Austrocknen vermieden. Die Bdden
wurden, sofern sie nicht direkt verwendet wurden, in feuchtem Zustand (30 % WHKmax) unter

aeroben Bedingungen im Dunkeln bei 4 + 2°C flir bis zu drei Monate gelagert. Bevor die
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Bdoden fur Studien Anwendung fanden, wurden sie zwei bis drei Tage bei Raumtemperatur

akklimatisiert, um die Aktivitat der Mikroorganismen anzuregen.

4.6. Trockenmassebestimmung

Die Trockenmassebestimmung der Bodden wurde gemafR DIN I1SO 11465 (1996) -
durchgefuhrt. Sie erfolgte fur die Béden mit dem Halogentrockner Mettler Toledo HB 43-S
Halogen oder Mettler Toledo HB 43 Halogen Moisture Analyzer, indem circa 2,5 bis 3,5 g FM
Boden auf das Wageschélchen eingewogen wurden. Die Trockensubstanzbestimmung der
Klarschlamme erfolgte nach der gleichen Richtlinie, jedoch mit dem Trockenschrank
(Hereaus Instruments T6060). Zum Beflllen der Laborklaranlagen wurde die
Trockensubstanz (TS) der Klarschlamme aus Zeitgriinden mit einem Halogentrockner mit
einer Dreifachbestimmung ermittelt. Die Klarschlammmenge wurde in Abhéangigkeit von der

Konsistenz nach eigenem Ermessen eingewogen.

4.7. pH-Wertbestimmung

Die Bestimmung des pH-Wertes von Bdden erfolgte nach DIN ISO 10390 (2005). Dazu
wurden 10 g FM Boden in 50 ml Becherglaser eingewogen und mit 25 ml CaCl, (0,01 M)
versetzt. Die Proben wurden mit einem Spatel aufgeriihrt, abgedeckt und Uber Nacht
inkubiert, damit sich der pH-Wert und die Temperatur einstellen konnten. Vor der Messung
wurde die Dispersion mit einem Magnetriihrer aufgeriihrt und anschlieBend im Uberstand
gemessen. Die Bestimmung erfolgte, wie die Kalibrierung des pH-Meters (WTW pH 540
GLP), bei Raumtemperatur. Zwischen den Messungen wurde die Elektrode mit H2Ogem

gesplilt. Die pH-Werte wurden in einer Einfachbestimmung gemessen.

4.8. Applikationsmethoden und Klarschlammaufbereitung

In den folgenden Unterkapiteln werden die Klarschlammvor- und Klarschlammaufbereitung,
die Applikation der AgNM in den Klarschlamm Uber die Klaranlagensimulation und die
Batchapplikation sowie die direkte und die klarschlammgebundene Applikation der AQNM in
die Boden beschrieben.

4.8.1.Klarschlammvorbereitung

Vor Versuchsstart wurde jeweils unmittelbar vor dem Einsatz der Schlamme frischer
Rucklaufschlamm aus der kommunalen Kléaranalage in Schmallenberg enthnommen. Der pH-
Wert des Klarschlammes wurde in der Klaranlage auf pH 6,7 — 7,0 eingestellt. Der Schlamm
wurde auf <2 mm gesiebt, um grobere Bestandteile und Fremdstoffe zu entfernen, und
wurde bis zur Verwendung im Test unter Beluftung gertuhrt. Zum Animpfen der

Klarschlammfaulung mit den typischen Mikroorganismen wurde Faulschlamm aus dem
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Faulturm der Klaranlage Maumke verwendet. Der Faulschlamm wurde direkt aus der Anlage
in PE-Flaschen mit mdglichst wenig Luftiberstand abgeflllt und fur die weitere Verwendung
bis zu sieben Tage gelagert. Der Faulschlamm wurde, um ihn mdoglichst anoxisch bis

anaerob zu halten, nicht weiter behandelt.

4.8.2.Herstellung der AgNM-Suspension

Zur Applikation von NM-300K wurde eine AgNM-Stammsuspension gemafd der SOP der
Technische Universitat Dresden (2011) hergestellt. Dazu wurden 2000 mg NM-300K, das
203,2 mg Ag (10,16 %) beinhaltet, mit 8 mL H2Odem aufgefiillt. Die Suspension wurde
1 Minute kraftig von Hand geschiittelt und 15 Minuten bei einer Frequenz von 35 kHz im
Ultraschallbad (RK 510, Bandelin electronic GmbH & Co. KG, Berlin) dispergiert. Fur die
Applikation in die Versuchsklaranlagen wurden aus der Stammsuspension weitere
Verdinnungen in H2Ogem durchgefihrt.

Die beiden nanopartikularen, sulfidierten AgQNM (Ag.S NM-300K und Ag.S NM) wurden als
Stammsuspension mit 1000 mg Ag/L ohne weitere Vorbehandlung nach erneutem Aufrihren
weiter verdunnt. Die AgNOs-Lésung wurde direkt durch eine Einwaage angesetzt. Das nicht

nanopartikulare Ag.S ist in Wasser nicht I6slich und wurde direkt abgewogen.

4.8.3.Klaranlagensimulation (OECD Richtlinie 303A)

Die Klaranlagensimulationen wurden in Anlehnung an die OECD Guideline 303A (2001)
durchgefiihrt. Neben Effekten der NM auf die Funktionsfahigkeit der Abbauprozesse in den
Klaranlagen dienten die Klaranlagensimulationen primar der Beaufschlagung von

Klarschlamm mit Testgegenstanden.

Es wurden in den Studien bis zu sechs Laborklaranlagen (behrotest® Laborklaranlage KLD
4N, behr Labortechnik GmbH, Dusseldorf, Deutschland) parallel betrieben. Die Anlagen
bestehen aus einer Denitrifikationsstufe (Anaerobbecken), einer Nitrifikationsstufe
(Beluftungsbecken) und einem Absetzbecken. Das Gesamtvolumen einer Laborklaranlage
betragt 10 L, die Nitrifikations- und die Denitrifikationsstufen haben ein Volumen von jeweils
4 |, das Absetzbecken hat ein Volumen von 2 L. Der Versuch erfillt die Validitatskriterien,
wenn die Elimination des geldsten organischen Kohlenstoffs (DOC) in der Kontrollanlage
Uber 80 % liegt. Hierzu wurde taglich die Menge an DOC im Ein- und Auslauf der Klaranlage
gemessen (TOC Vpcy mit ASI-V, Shimadzu, Kyoto, Japan) und die Elimination des DOC
berechnet. Zudem konnten Aussagen gemacht werden, ob und wie stark die Abbauleistung

der Mikroorganismen im Klarschlamm durch den Testgegenstand beeinflusst wird.

Der Versuch wurde bei einer Raumtemperatur zwischen 20 und 25°C durchgefiihrt. Uber

Sauerstoffelektroden und eine Beluftung wurde der Sauerstoffgehalt in den
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Nitrifikationsbecken durchgangig zwischen 2,0 und 4,5 mg O./L gehalten. Synthetisch
angesetztes Abwasser wurde als Nahrmedium fir die Mikroorganismen (ber den
Klaranlageneinlauf zugefiuhrt. Abweichend von der Richtlinie wurde die DOC-Konzentration
von maximal 100 mg/L auf 150 mg/L durch einen angepassten Anteil Pepton und
Fleischextrakt erhéht, um die pH-Werte in den Laborklaranlagen konstant zu halten und
damit die Bildung von ,Blahschlamm® zu reduzieren. Das Leitungswasser in Schmallenberg
weist nur eine sehr geringe Pufferkapazitat auf, was den pH-Abfall beglinstigt, sodass die
erhohte DOC-Fracht ein geeignetes Mittel zur Stabilisierung darstellte. Finfzehn Liter
modifiziertes synthetisches Abwasser wurden zehnfach konzentriert in H2Ogem angesetzt
(Tabelle 2) und wéhrend der Versuche im Kiihlschrank bei 4°C vorgehalten.

Tabelle 2: Zusammensetzung des modifizierten synthetischen Abwassers (~150 mg/L DOC).

Komponente Menge (einfache Konzentration)
[mg/L]

Pepton 210

Fleischextrakt 150

Harnstoff 30

K2HPO4 28

NaCl

CaCl2 * 2 H20 4

MgSOa4 * 7 H20

Auch die Suspensionen bzw. Ldsungen der jeweiligen Testgegenstande wurden zehnfach
konzentriert angesetzt und im Kuihlschrank vorgehalten. Die Testgegenstdnde und das
synthetische Abwasser wurden Uber ein Schlauchsystem in die Anlagen dosiert. Zunachst
wurde Leitungswasser aus Vorlagebehéltern in das Schlauchsystem gepumpt. Uber
Zweiwegeverteiler wurde kontinuierlich erst das konzentrierte synthetische Abwasser in das
Leitungswasser hinzu dosiert und im zweiten Schritt die Suspensionen /-l6sungen
eingeleitet, um die Konzentrationen um 1:10 auf die Zielkonzentration im Klaranlageneinlauf
zu verdinnen. In die Kontrollanlagen wurde nur synthtisches Abwasser eingeleitet. Die
Einlaufkonzentrationen des DOC in das Nitrifikationsbecken lagen bei 150 mg/L, die der
Testgegenstande betrugen entweder 0,4 mg Ag/L oder 1 mg Ag/L. Die Zuflussrate der
Anlagen wurde taglich Uber die Pumpen auf 18 L/d angepasst, was einer hydraulischen
Retentionszeit im Nitrifikationsbecken von etwa viereinhalb Stunden entspricht. Das nicht
nanopartikulare Ag.S ist als Dispersion nicht ausreichend stabil. Deshalb wurde dieser
Testgegenstand taglich abgewogen und dem Denitrifikationsbecken zugefuhrt. Die Einwaage

entsprach der Tagesdosis Ag von NM-300K (18 mg Ag).
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Der Klarschlamm wurde, wie in Kapitel 4.8.1 beschrieben, vorbehandelt und der TS-Gehalt
(Trockensubstanzgehalt) des Klarschlammes bestimmt. Wenn der TS-Gehalt im
Klarschlamm auRRerhalb von 5 bis 10 g TS/L lag, wurde er durch Abdekantieren oder
Zufiihren von Uberstandwasser aus dem Klarschlamm angepasst. Der TS-Gehalt der Anlage
sollte bei Testbeginn bei 2,5 g TS/L in der Laborklaranlage (25 g Klarschlamm / 10 L) liegen,
dazu wurde auf Grundlage der TS-Bestimmung die benétigte Menge Klarschlamm zu
gleichen Teilen in das Nitrifikations- und Denitrifikationsbecken gegeben und mit
Leitungswasser verdunnt. In der Einlaufphase wurde die Klaranlage mit reinem
synthetischem Abwasser betrieben. Wenn der DOC-Abbau in allen Anlagen gleichermalRen
bei Uber 90 % lag, dies war innerhalb von finf Tagen der Fall, wurde tber die Dauer von
10 Tagen kontinuierlich der Testgegenstand uber den Klaranlageneinlauf hinzu dosiert (Ag2S
NonNM wurde direkt eingewogen). Der DOC-Gehalt und der pH-Wert in den Ein- und
Auslaufen sowie in den Reinigungsstufen der Klaranlagen wurden taglich bestimmt.

4.8.4.Batchapplikation

Die Batchapplikation bietet die Mdoglichkeit entweder Testgegenstande in groReren
Ansatzmengen oder mehr als sechs parallele Ansatze zu applizieren. Deshalb wurden fir die
Langzeitversuche drei und vier sowie die Lysimeterstudie die Klarschlamme nicht mit Hilfe
der Laborklaranlagen beaufschlagt, sondern in einem vereinfachten Ansatz Uber eine

Batchapplikation.

Fur die Applikation von NM in den Klarschlamm wurde der vorbehandelte Klarschlamm in ein
ausreichend groRRes Gefald gegeben (fur die Langzeitversuche 800 mL-Becherglaser; fur die
Lysimeterstudie 80 L-Speifldfasser). Darin wurde der Ansatz mit Magnetrihrern oder einem
Uberkopfrithrwerk geruihrt und mit Hilfe von porosen Beliiftersteinen mit Umgebungsluft
beltftet, um komplett anaerobe Verhéltnisse durch die starke Sauerstoffzehrung und damit
die Faulung des Klarschlammes in dem gesamten Gefal3 zu reduzieren. AnschlieRend wurde
eine Trockensubstanzbestimmung mit dem Halogentrockner (Mettler Toledo HB 43,
Columbus, USA) durchgefuhrt, um die gewiinschte Trockensubstanz durch Zugabe oder
Entnahme von Wasser einzustellen. Diese sollte 10 g/L nicht Uberschreiten, damit der
Schlamm flie3fahig bleibt und eine gleichmaRige Belliftung gewahrleistet wurde. Die

Klarschlammtrockensubstanz wurde abschlie3end in einer Dreifachbestimmung untersucht.

Die Anpassungen der TS pro Liter, bzw. der absoluten Klarschlammtrockensubstanz,
erfolgten entweder direkt im Applikationsgefal? bei den Applikationen der Lysimeterstudie
oder in einem ersten Ansatzgefal? (PE-Eimer), um den Klarschlamm anschlielend in die
Applikationsgefalie (Becherglaser) zu uberfihren. In den AppliaktionsgefaRen wurde der
Klarschlamm ebenfalls gertihrt und beliiftet. Basierend auf der Klarschlammtrockensubstanz

in den Applikationsgefal3en wurde die gewiinschte Menge Stammsuspension (20 mg Ag/mL)
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zugegeben. Die Zugabe wurde Uber vier Stunden gestaffelt durchgefuhrt, um einen
Schockload und damit eine abrupte Hemmung der Mikroorganismen zu vermeiden.
AnschlieBend folgte eine Nahrstoffgabe Uber synthetisches Abwasser und eine
Inkubationszeit von 16 Stunden bis zur Aufbereitung des Schlamms, um eine gleichméaRige
Verteilung der AgNM in dem Klarschlamm zu gewéhrleisten und die Verweildauer in der
Abwasseraufbereitung einschlielich der Kanalisation und der Klaranlage zu
berlcksichtigen. Prozessen, wie beispielsweise der Sulfidierung der Partikel, stand dadurch
eine moglichst realitédtsnahe Zeitspanne fur den Ablauf zur Verfigung.

Die Langzeitversuche drei und vier galten der Frage, ob bei den Klaranlagensimulationen
ausreichend reduzierbarer Schwefel fur die vollstdndige Sulfidierung der Partikel zur
Verfiigung steht. Dazu wurde die Studie mit jeweils vier Schwefelkonzentrationen in der
Kontrolle und einer 6kotoxikologisch relevanten NM-300K-Konzentration angesetzt. Neben
dem Schwefel des MgSO. und dem organisch gebundenen Schwefel (Pepton und
Fleischextrakt) in dem synthetischen Abwasser diente Na,SOs als zusatzliche
Schwefelquelle, da dies in groen Mengen uber Waschmittel in Haushaltsabwasser
eingetragen wird. Die Tabelle 3 zeigt das molare Ag/S- Verhdltnis des nicht organisch
gebundenen Schwefels, wonach selbst in der geringsten Behandlung ausreichend Schwefel
in dem zugefuhrten synthetischen Abwasser fiir die vollstandige Sulfidierung des Silbers zu
Ag2S vorhanden war.

Tabelle 3: Ag/S-Verhiltnis bei der Batchapplikation. Selbst ohne zusitzliche Schwefelzugabe ist die

vorhandene Schwefelmenge theoretisch ausreichend, um die AgNM vollstandig zu sulfidieren
und damit in Ag>S zu liberfiihren.

Behandlung Ag/S-Verhaltnis [mol/mol]

0 SO4*>-NM300K 2,0
100 SO+#*-NM300K  |0,7
200 SO4*-NM300K |03
500 SO4>-NM300K |0,1

Fir die Lysimeterstudie wurde der Klarschlamm auf 101 g TS/L eingestellt. Die Zugabe der
AgNM erfolgte auf Grundlage der TS-Bestimmung. Nach der Applikation und der
Inkubationszeit von 16 Stunden wurden 3,5ml  Flockungsmittel pro Gramm
Klarschlammtrockensubstanz zugesetzt (siehe Klaranlagensimulation) und der Uberstand

abdekantiert. Die weitere Klarschlammaufbereitung folgt im nachsten Kapitel.
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4.8.5.Klarschlammaufbereitung

Nachdem die Klaranlagensimulationen oder die Applikationen im Batch beendet waren,
wurden die Klarschlamme mit 8 ml Flockungsmittel pro Liter Klarschlamm (Entspricht in etwa
1,5 ml/g TS Klarschlamm) versetzt. Nach funf Minuten wurde der Uberstand abdekantiert.
Das Flockungsmittel war auf 0,2 % vorverdinnt und wurde von der kommunalen Klaranlage
in Schmallenberg bezogen. Bei dem Flockungsmittel handelte es sich um das kationische
Polyacrylamid SEDIFLOC 154 Polymer (Kemira, Helsinki, Finnland). Die Aufwandmenge des
Flockungsmittels orientierte sich an den Mengen der Klaranlage Schmallenberg. Der
Klarschlamm wurde nach dem Dekantieren aufgeteilt und je nach Studie unterschiedlichen
Aufbereitungsvarianten zugefuhrt, die in der Praxis bereits Anwendung finden oder als
praxisrelevante Aufbereitungsvariante diskutiert werden (QLA, 2013).

Direktbehandlung:  Die Direktbehandlung stellte als aerobe minimale Behandlung die
Referenzbehandlung dar. Die Klarschlamme wurden nach dem
Abdekantieren des Uberstands durch Zentrifugieren (20 min,
10.000 x g; Avanti J-26S, Beckman Coulter, Brea, USA) und erneutes

Abdekantieren des Uberstandes weiter entwassert.

Pasteurisieren: Durch Pasteurisieren sollte der Einfluss der Temperatur auf die
Bioverflugbarkeit der AgNM untersucht werden. Dazu wurden die
Klarschlamme auf einem Magnetrihrer mit Heizung und
Temperaturfihler (C-MAG HS 7 und PT 1000, IKA-Werke GmbH &
CO. KG, Staufen, Deutschland) bei 70° C gerthrt (400 rpm). Es
wurden zwei unterschiedliche Einwirkzeiten bertcksichtigt. Um
eventuell auftretende Einflisse auf die Bioverfligbarkeit zu sehen,
wurde die Einwirkzeit der Temperatur erhéht. Die Klarschlamme
wurden fir eine bzw. drei Stunden pasteurisiert, wobei eine Stunde der
Praxis entspricht. AnschlieBend wurden die Klarschlamme durch
Zentrifugieren (30 min, 10.000 x g) und Abdekantieren, wie unter dem

Punkt Direktbehandlung beschrieben, weiter entwassert.

Kalkung: Die Einflisse durch den pH-Wert und Calcium auf die Bioverfugbarkeit
der AgNM sollten durch die Klarschlammhygienisierung durch Kalken
betrachtet werden. Die Klarschlamme wurden mit 0,6 g CaO / g TS auf
mindestens pH 12,8 eingestellt. Die pH-Werte konnten sich Gber Nacht
einstellen und wurden am folgenden Tag kontrolliert. Danach wurden
die Klarschlamme, wie unter den Punkten Pasteurisierung und
Direktbehandlung beschrieben, unter standigem Ruahren (400 rpm) fir

3 Stunden auf 55° C erhitzt und durch Zentrifugieren weiter entwéssert.
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Faulung:

Lysimeterstudie:

Um den Einfluss von anaeroben Verhéltnissen auf die Toxizitat der
AgNM  zu untersuchen, wurden die Klarschlamme einer
Klarschlammfaulung unterzogen. Die Klarschlamme wurden fur 25 und
35 Tage bei 35+2° C bei anaeroben Verhdltnissen gerihrt. Der
praxisrelevante Wert der mesophilen Faulung liegt bei etwa 20 bis
25 Tagen. Die 35tagige Faulung sollte als Extrembehandlung
eventuelle Unterschiede zur 25 tagigen Faulung herausstellen. Die
Faulung wurde in Becherglasern auf Magnetrihrern (lka RH basic 2,
IKA-Werke GmbH & CO. KG, Staufen, Deutschland) bei 400 rpm in
temperierten Vakuumbrutschréanken (Heraeus VTS5050EK, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA) durchgefuhrt. Die Becherglaser
waren mit einer nach innen eingewolbten und perforierten Alufolie
abgedeckt, um den Feuchtigkeitsverlust zu reduzieren. Die
Luftatmosphére in dem Inkubationsschrank wurde zum Beginn der
Faulung im Wechsel funf Mal auf 600 mbar evakuiert und
anschlieRend mit N2 geflutet. AnschlieRend wurde die Atmosphére in
dem Inkubationsschrank arbeitstaglich einmalig evakuiert und mit Nz
geflutet. Nach zwei Tagen wurde der Schlamm mit 10 ml Faulschlamm
(Klaranlage Maumke, Lennestadt) angeimpft und die Atmosphére in
dem Inkubationsschrank funf Mal durch N ersetzt. Um einen
gemeinsamen Teststart der gefaulten Behandlungen zu ermdéglichen,
wurden die 25 Tage gefaulten Klarschlamme nach der Faulung flr
zehn Tage bei 4+1°C im Kihischrank gelagert. AnschlieRend wurden
die Klarschlamme, wie unter dem Punkt Direktbehandlung

beschrieben, durch Zentrifugieren weiter entwassert.

Da die Klarschlammmenge zu gro3 war, um sie zu zentrifugieren,
wurde der Wassergehalt mechanisch weiter reduziert. Dazu wurde der
Klarschlamm in Gaze (200 um Maschenweite) eingeschlagen und
weiteres Wasser herausgepresst ohne dabei Schlamm durch die Gaze

zu dricken.
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4.8.6.Applikation in Béden

Die Applikation der Testgegenstande erfolgte gebunden an Klarschlamme. Zudem wurden
fur eine Studie die Testgegenstande direkt, ohne den Weg Uber den Klarschlammpfad, in die

Bdden eingebracht.

Die im zweiten Schritt aufbereiteten Klarschlamme wurden auf Bdden appliziert und die
langerfristige Wirkung der sich in den stabilisierten oder hygienisierten Klarschlammen
befindenden Ag-NM auf die Bodenmikroflora untersucht. Der Klarschlammzusatz orientierte
sich an der AbfKIarv (1992), nach der innerhalb von 3Jahren maximal 5t
Klarschlammtrockensubstanz pro Hektar aufgebracht werden durfen. Bei einer
Einarbeitungstiefe von 20 cm (Pflugtiefe) und einer mittleren Bodendichte von 1,5 g/cm?3
entspricht dies einer Menge von 1,67 g Klarschlammtrockensubstanz pro Kilogramm
Bodentrockenmasse. Dabei muss berticksichtigt werden, dass die erlaubte Hochstmenge
einmalig und nicht gestaffelt in die Bdden eingebracht wird. Die Bodengehalte der
Testgegenstande ergaben sich also aus den Konzentrationen der Klaranlageneinlaufe, dem
Ausmald der Sorption an die Klarschlamme und der angefallenen Klarschlammmenge nach

den Klarschlammaufbereitungen und waren somit nicht prazise einzustellen.

Fur samtliche Versuche wurde aufbereiteter HagenAM2013-Boden verwendet (Kapitel 4.4
und Kapitel 4.5). Unmittelbar vor Testansatz war eine Trockenmassebestimmung der Béden
und der Klarschlamme durchgefihrt worden. Daraus wurden die benétigten Mengen
Frischmasse (FM) von den Bdden und den Klarschlammen sowie die Mengen H2Ogem als
Ansatzwasser berechnet, um einen Wassergehalt von 50 % WHKmnax der Bdden zu erhalten.
Bei der Applikation der Klarschlamme auf die Bdden wurde die benétigte Menge an
Klarschlamm (1,67 g TS pro kg TM Boden) in einem Becherglas in einem Teil des
Ansatzwassers (~80 %) mit einem Magnetriihrer aufgeschlammt. Im Anschluss wurden die
Klarschlammgemische gleichméaRig auf die in Edelstahlwannen ausgebreiteten Boden
aufgetragen. Die Bodden wurden mit einer Kelle mehrmals gut durchmischt, um eine
mdglichst homogene Verteilung zu gewdhrleisten. Mit dem restlichen zur Verfligung
stehenden Wasser (~20 %) wurden die Becherglaser durchgesplilt und ebenfalls den Bdden
zugefihrt. Die Boden wurden erneut durchmischt bis sie gleichmaRig feucht waren, dann
wurde von einer gleichmaRigen Verteilung der Klarschlamme mit den darin enthaltenen
AgNM ausgegangen. Die Wassergehalte wurden abschlie3end Uberprift und falls notwendig
auf 50 % WHKmax nachgestellt.

Die Referenzsubstanzen wurden, zusatzlich zur Applikation Uber eine Klaranlagensimulation,
auch ohne den Weg uber den Klarschlammpfad in die Béden eingebracht. Daftr wurden die
Substanzen, die als Suspension vorlagen (NM-300K, Ag:S NM, NM-300K Ag.S), auf 5%

(m/m) des luftgetrockneten Bodens in Glasschalen in der gewiinschten Menge per Pipette
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vorappliziert und mit einem Spatel untergemischt. AnschlieBend wurden die vorapplizierten
Bdoden auf die restlichen 95 % des in Edelstahlwannen ausgebreiteten Bodens (950 g TM)
gleichméaRig verteilt und zunéchst ohne Wasserzugabe vermischt. Anschlielend wurde das
bendtigte Ansatzwasser zum Einstellen der Béden auf 50 % der WHKmax gleichmaRig mit
einem Drucksprihgerat (GLORIA Haus- und Gartengerate GmbH, Witten, Deutschland)
aufgetragen und die Béden erneut durchmischt bis sie gleichmafig feucht waren, dann
wurde von einer gleichméaRigen Verteilung der AgNM ausgegangen. Die Wassergehalte
wurden abschliel3end tberpruft und falls notwendig auf 50 % WHKmax nachgestelit.

Fur die Applikation der Klarschlamme in die Béden der Lysimeter wurden 405 g TS von den
aufbereiteten, wasserreduzierten Klarschlammen auf etwa 25 kg TM-Boden (~55 % WHKmax)
aus den oberen 20 cm der Lysimeter vorappliziert und 30 Minuten mit einem Zwangsmischer
vermengt. Damit wurde die Applikationsmenge erhéht und somit eine homogenere
Verteilung der Klarschlamme mit den inkorporierten AgNM im Lysimeter gewahrleistet. Die
Bodenklarschlammgemische wurden gleichmaRig, flachig auf die Lysimeter aufgetragen und
20 cm tief mit einem Spaten und einem ,Dreizack® eingearbeitet, um das Pfligen zu
simulieren. Da die Béden durch die Klarschlamme sehr feucht wurden, wurden die Lysimeter
zum Abtrocknen und zum Schutz vor Niederschlag eine Woche lang mit einer Holzplatte
abgedeckt und taglich 20 cm tief durchmischt um eine gleichméaRigere Verteilung zu

erhalten.

4.9. Inkubation der Béden und Boden- Klarschlammgemische im Labor

Die Boden wurden nach der Applikation, je nach Ansatzmenge, in 1,0 L Braunglasflaschen,
1,5 L Einmachglaser oder 5,0 — 18 L Polypropylen-Eimer (lebensmittelecht) gefiillt und mit
einem Deckel oder Alufolie verschlossen. Um einen Gasaustausch zu gewéahrleisten, wurden
die Deckel und die Alufolie mit einer Kantle leicht perforiert. Die Inkubation erfolgte bei
20°+£1 C in Inkubationsschranken (Universalschrank Dishwasher UFP800DW Memmert,
Schwabach, Deutschland). Die Fullhdhe der Gefalle hat 15 cm nicht Uberschritten, um die
Bildung anaerober Zonen zu vermeiden. Der Wasserverlust wurde jede zweite Woche tber
eine Waage (PM32, MettlerToledo, Columbus, USA; oder MSE5203S-100-RD, Sartorius
Weighing Technology GmbH, Gottingen, Deutschland) kontrolliert und ausgeglichen. Die

Bodden wurden dabei durchmischt, so dass es zu einer Durchliftung und Lockerung kam.

Aufgrund der Nahrstoffzufuhr Gber die Klarschlammzugabe konnte die Inkubationszeit
abweichend von den einschlagigen Richtlinien (z.B. OECD Guideline 217, 2000, OECD
Guideline 216, 2000) auf Uber 140 Tage ausgedehnt werden. Die Probenahmen erfolgten in
der Regel nach 60, 90 und 140 Tagen, bei dem zweiten Langzeitversuch erfolgte eine

zusétzliche Probenahme nach 196 Tagen.
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4.10. Freilandlysimeterversuch

Um Labordaten mit umweltrelevanteren Freilanddaten zu vergleichen, wurde ein
Lysimeterversuch mit NM-300K durchgefiihrt. Dazu wurde Klarschlamm im Batchversuch mit
AgNM versetzt und auf Boden in Lysimetern aufgebracht. Die Lysimeter waren der Witterung
ausgesetzt und wurden gemaf der guten landwirtschaftlichen Praxis bewirtschaftet. Die
Klarschlammmenge orientierte sich, wie bei den Laborstudien auch, an der AbfKlarV (1992).
Es wurden 0,405 kg TS Klarschlamm als einmalige Gabe aufgebracht, was der erlaubten
Applikationsmenge uber drei Jahre entspricht.

Die Lysimeter hatten eine Grundflache von 90 * 90 cm und eine Tiefe von 90 cm. Der
Lysimeterkorpus bestand aus Edelstahl. Als unterste Schicht wurden 10 cm Drainagekies
(Kérnung: 8 — 16 mm) eingebracht, dartiber befanden sich 70 cm HagenAM2013-Boden. Die
unteren 50 cm waren unbehandelt, die oberen 20 cm wurden mit 200 g CaO-Dinger
aufgekalkt, um die Boden auf landwirtschatftlich relevante pH-Werte eines Ap-Horizontes von
etwa pH 6,0 anzuheben (Abbildung 3).

Nutzpflanze

Bodenklarschlammgemisch, gekalkt

Unbehandelter Boden (HagenAM2013)

Drainagekies

0
l_O‘ Sickerwasser Beprobung

Abbildung 3: Skizze der Freilandlysimeter.

Die Lysimeterstudie umfasste jeweils ein Replikat als Kontrolle, die mit nicht beaufschlagtem
Klarschlamm behandelt wurde und zwei AgNM-Behandlungen mit den mittleren Ag-
Bodengehalten von 1,8 mg Ag/kg TM und 7,0 mg Ag/kg TM. Aufgrund der GroRe der
Lysimeter (Volumen und Oberflache) und des enormen Arbeitsaufwands wurde nur ein
Replikat je Behandlung angesetzt. Durch die GroRe mit fast einem Quadratmeter Oberflache
und fast einer Tonne Bodeninhalt wurde erwartet trotz der Heterogenitdt des Boden-
Klarschlammgemisches reprasentative Aussagen zu erhalten. Uber eine flachendeckende
Verteilung von 10 Teilproben fur die 6kotoxikologischen Fragestellungen und 5 Teilproben
fur die analytischen Fragestellungen zum Verbleib der AQNM wurden Abweichungen durch
Bodenhetrogenitat gemittelt. Durch die Gr6éRe der Lysimeter werden Randeinflisse und
kleinere innere Storstellen wie z.B. préaferenzielle FlieBwege durch Regenwurmgange nur
gering gewichtet. Schlich (2013) zeigte, dass der Dispersant NM-300K DIS auf die potentielle
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Ammoniumoxidation und die Substratinduzierte Respiration nicht toxisch wirkt. Die Effekte
der AgNM werden immer auf die Klarschlammkontrolle bezogen, daher wurde auf eine

Dispersantenkontrolle und eine reine Bodenkontrolle verzichtet.

Monat  Okotoxikologie.: Chemie: A
Bestimmungen Beprobung
Zeit[Tag] Zeit[Tag]
Lab. Freil.
Applikation KS in Boden
Apr Regelm. Mischen & Abtrocknen
Mai 0 0 X {Einsaat: Weizen
Jun 30
N w eo
—
Au 920
i i Ermnte: Weizen
Sep 129/140 129 X Einsaat: Raps
Okt 154
Nov 180 B
Dez
Jan
Feb 283
Mar
Apr
Mai
8 Jun 396
==
o Ju
i 450 X { Ernte: Raps

Einsaat: Gerste
L

Abbildung 4: Zeitleiste der Lysimeterstudie unterteilt in den Freilandteil (Freil.) und Laborteil (Lab.) mit den
6kotoxikologischen Bestimmungen (potentielle Ammoniumoxidation, substratinduzierte
Respiration) und den Probenahmen fiir die Ag-Analytik der Boden- und Pflanzenproben und
der Bewirtschaftung. Fotos vom Lysimeter zu unterschiedlichen Zeitpunkten: Wahrend der
Klarschlammapplikation; B Wahrend der Bodenprobenahme (Kreise deuten die Rotation der
Einstiche zu den unterschiedlichen Beprobungszeitpunkten an) und C wahrend der
Vegetationsperiode mit Weizen.

Die Lysimeter wurden mit einer Abfolge von landwirtschaftlichen Pflanzen bewirtschaftet, die
fur die Dingung mit Klarschlamm relevant sind (AbfKlarV 86 Absatz 1, 1992). Das Saatgut
war fur Forschungszwecke ungebeizt. Im Juni 2014 wurde ein Sommerweizen (Triticum
aestivum “Tybalt A* Saaten Union GmbH Isernhagen, Germany) ausgesat, gefolgt von einem
Winterraps (Brassica napus Treffer’ KWS Saat SE, Einbeck, Germany) im September 2014
und abschlielend einer Wintergerste (Hordeum vulgare *~ SY Typee  Syngenta, Maintal,
Germany) im August 2015. Die genaue Bewirtschaftung und Beprobung ist in Abbildung 4

dargestellt.
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Die Pflanzendichte richtete sich nach den Herstellerangaben, die Pflanzen wurden
arbeitstaglich bonitiert. In Trockenphasen wurden alle Lysimeter mit der gleiche Menge
Leitungswasser gegossen. Aufwachsendes Unkraut wurde unmittelbar herausgezogen,
verblieb aber im Lysimeter, um weder Nahrstoffe noch Silber auszutragen. Bei der Ernte
wurden etwa 25 % der Pflanzen mit ihrer Wurzel entnommen, die Ubrigen 75 % der Pflanzen
wurden etwa 5 cm Uber der Bodenoberflache abgeschnitten, ihre Wurzeln verblieben in den
Lysimetern als Nahrstoffquelle geman der landwirtschaftlichen Praxis und um keine AgNM,
die sich potentiell in den Wurzeln befinden konnten, aus dem System zu entfernen. Die
geernteten Pflanzen wurden in Wurzeln, Spross und Frucht (Ahre, Schote, bzw. Samen)
differenziert, die Frischgewichte wurden erfasst und die Pflanzenteile fir die Analytik der
Gesamtgehalte bei 4°C gelagert.

Nach der Pflanzenernte wurden finf Bodenproben je Lysimeter mit einem Purckhauer-
Bohrstock uber eine Tiefe von 40 cm genommen. Die Bohrpunkte richteten sich nach einem
bestimmten Muster und rotierten zwischen den Probenahmen, damit zu jedem
Probenahmezeitpunkt eine ,ungestorte“ Probe genommen werden konnte (Abbildung 4). Die
Bodenproben wurden in Segmente von 10 cm Horizonten untergliedert und an der Luft
getrocknet. Der unbelastete Teil der Bohrlécher (20 - 40 cm) wurde anschlieBend mit
HagenAm2013-Boden verflllt, damit durch das anschlieBende Umarbeiten Kkein
kontaminierter Boden eingetragen wurde. Das beflillen der oberen 20 cm war somit nicht
notwendig und die Menge des Bodenverlustes zu vernachlassigen. Fir die
Okotoxikologischen Untersuchungen wurden mit einer Schaufel etwa 500 g TM Boden
entnommen. Abschlielend wurden die obersten 20 cm der Béden umgegraben und die
Folgefrucht eingesat. Nach dem Winterraps wurde fiir die Wintergerste eine Bedarfsdiingung
gemessen an dem Stickstoffbedarf der Gerste mit einem Universaldiinger (Hakaphos® soft

plus 14+6+24+3; Compo GmbH, Minster, Germany) vorgenommen.

Das Sickerwasser wurde permanent in Polypropylen-Eimern (lebensmittelecht) aufgefangen,
arbeitstaglich wurde die Sickerwassermenge bestimmt und in einem Kihlschrank (Comfort
Liebherr, Biberach an der Rif3, Deutschland) bei 4+1 °C zu einer Mischprobe vereinigt. Wenn
circa 15 L Sickerwasser vereinigt worden waren oder nach spatestens zwei Wochen, wurden
20 mL Probe fir die chemische Analytik entnommen und mit 200 pL 69 % HNOs3; suprapur
(Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Germany) angesauert bevor sie aufgeschlossen und
die Ag-Konzentrationen gemessen wurden. Einmal pro Monat oder nach
Starkregenereignissen wurden Frischwasserproben entnommen und unmittelbar analysiert.
An den Probenahmeterminen wurden Wasserparameter wie pH-Wert, DOC und EC

(Elektronische Leitfahigkeit) bestimmt.
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Um Daten aus Laborstudien direkt mit den Daten aus der Freilandlysimeterstudie
abzugleichen, wurden 6 kg Boden vor der Einsaat als Mischprobe von verschiedenen Stellen
aus den Lysimetern (0-20 cm) enthommen und im Labor inkubiert. Die B6den wurden auf
eine KorngrofRe von unter 2 mm gesiebt und die Béden auf 50 % der WHKax eingestellt. Die
Boden wurden fir 180 Tage, wie in Kapitel 4.9 beschrieben, bei 20°+1 C im Labor inkubiert
und nach 0, 30, 60, 90, 129, 154 und 180 Tagen auf Effekte durch AgNM auf
Bodenmikroorganismen untersucht. Die Effekte von AgNM auf die Bodenatmung wurden mit
der substratinduzierten Respiration (OECD Guideline 217, 2000) untersucht, die Effekte auf
die Nitrifikation wurde mit der potentiellen Ammoniumoxidation (ISO Guideline 15685, 2004)

untersucht.

Die in den Lysimetern inkubierten Bdden wurden mit den gleichen Methoden zu den
Erntezeitpunkten untersucht (Abbildung 4). Die Untersuchungen nach 129 Tagen fanden
parallel statt und die Werte von Tag 0 waren gleichzeitig die Startwerte fir die im Labor- als
auch die in den Lysimetern inkubierten Boden. Die Lysimeterboden wurden funf Tage vor der
Untersuchung entnommen und wie die im Labor inkubierten Boden aufbereitet. Um den
Einfluss des Temperaturwechsels zu minimieren, wurden die Béden nach dem Sieben und

dem Einstellen der Wassergehalte bis zur Untersuchung im Labor bei 20°+1 C inkubiert.

4.11. Okotoxikologische Untersuchungen

Die inkubierten Btden wurden zu unterschiedlichen Probenahmezeitpunkten
Okotoxikologisch untersucht. Der erste Langzeitversuch wurde in einem gréReren Umfang,
neben der potentiellen Ammoniumoxidation mit zwei weiteren Testsystemen untersucht, die
mit einem Ansatz mehrere Stoffumsatze untersuchen, also die funktionelle Diversitat
betrachten. Diese Methoden erwiesen sich als wenig sensitiv und daher ungeeignet, daher
wurden sie bei den folgenden Langzeitversuchen nicht weiter berilicksichtigt. Bei der
Lysimeterstudie wurden die substratinduzierte Respiration und die potentielle
Ammoniumoxidation untersucht. Zusatzlich wurden in den Bdéden der Lysimeter

Pflanzentests und Regenwurmversuche durchgefuhrt.

4.11.1. Funktionelle Diversitat: System MicroResp™

Der Abbau spezifischer Kohlenstoffquellen in Boden wurde mit dem System MicroResp™
untersucht. Dabei werden den Boden in Microtiterplatten N&ahrlosungen mit geldsten
Kohlenstoffverbindungen zugesetzt und die dadurch induzierte Respiration kolorimetrisch auf

Indikatorplatten erfasst.

Vor Testansatz wurden die Indikatorplatten hergestellt. Hierzu wurden die Indikatorlésung
und eine 3 prozentige Agarldsung angesetzt. Fur die Indikatorldsung wurden 18,75 mg des

Farbstoffs Kresol Rot, 16,77 g KCI| und 0,315 g NaHCO3 in 1000 mL H2Ogem bei geringer
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Temperatur (< 65 °C) geldst. Fur die Agarlésung wurden 3 g Agar in 100 mL H2Ogem gelést
und anschlieBend 20 min bei 121 + 3°C autoklaviert (DX 65, Systec GmbH, Linden,
Deutschland). Bei einer Temperatur von 60 °C wurden zwei Teile Indikatorldsung mit einem
Teil Agarlésung auf einem Magnetrihrer bei 250 rpm gemischt und anschlieRend 150 uL der
Ldsung je Well mit einer Transferpipette in klare Kunststoff 96-Well-Platten (96 wells-F,
sterile Fa. VWR Leuven, Belgien) Uberfuhrt. Die Indikatorplatten wurden im nachsten Schritt
abgedunkelt in einem Exsikkator bei Raumtemperatur mit Natronkalk als CO»-Falle und
einem Becher Wasser fir 2 — 3 Tage gelagert, dann mit Parafilm versiegelt und in CO.-freier
Atmosphére weiter in einem Exsikkator gelagert.

Ein Tag vor Versuchsdurchfihrung wurden fur alle Béden die Wassergehalte bestimmt, da
diese malRgebend fiir die Konzentration der Substratlésung sind. Die Bdden wurden danach
mit der zum System gehérenden Vorrichtung in Deepwell-Platten (Deepwell Platte 96-well,
PP, 1,2ml, U-Boden, Low Profile, unsteril, Fa. Brand Wertheim, Deutschland) eingefillt und
die mittlere Fullmasse der Wells ermittelt. Die Platten wurden anschlieend mit Parafilm
versiegelt fur 24 Std bei 25,0+0,5 °C in einem Klimaschrank (Heratherm Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA) inkubiert. Sofern sich die Wassergehalte der zu beprobenden
Bdden nicht wesentlich voneinander unterschieden, wurde der mittlere Wassergehalt zur
Berechnung der Substratlosungen herangezogen. Diese wurden so angesetzt, dass
30 mg Substrat auf 1 g Bodenwasser gelangen, wenn 25 puL Substratldsung pro Well

zugefuhrt werden.

Am folgenden Untersuchungstag wurden die Substratldsungen auf die in die Deepwell-
Platten vorliegenden Bdden pipettiert und mit der Dichtungsmatte verschlossen. Unmittelbar
danach wurde die Absorption der Indikatorplatten bei 570 nm mit einem Plattenphotometer
(Epoch Mikroplatten-Spektralphotometer Fa. BioTek Winooski, United States) gemessen.
Sofern der Variationskoeffizient der Absorptionen der gemessenen Indikatorplatte kleiner
5% betrug, wurde die Platte auf die Oberseite der Dichtmatte gedriickt und mit der
Spannvorrichtung luftdicht verschlossen. Die Ansatze wurden flr 6 Std bei 25 °C inkubiert
und die Absorptionen der Indikatorplatten erneut gemessen. Die Berechnungen der COo-

Produktion erfolgten nach den Herstellerangaben des Systems.
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4.11.2. Funktionelle Diversitat: Enzymaktivitdtsmuster in Bodenproben mit fluorogenen
Substraten (DIN ISO/TS 22939)

Der Einfluss von AgNM auf die funktionelle Diversitat der inkubierten Béden wurde durch den
Abbau spezifischer Substratklassen ermittelt. Die Messung erfolgte nach DIN ISO/TS 22939
(2010) Bodenbeschaffenheit — Messung von Enzymaktivitdtsmustern in Bodenproben mit
fluorogenen Substraten in Microtiterplatten. Dabei wird eine Bodendispersion mit
ausgewahlten fluorogenen Substratiosungen inkubiert (Tabelle 4). Durch die Aktivitat der
Enzyme werden die Substrate abgebaut und die frei werdenden Fluorogene in Form von
Fluoreszenz messbar. Die Messungen wurden nach Anhang A der Richtlinie ,Anleitung zur
Verwendung frisch angesetzter Substratldsungen® (DIN ISO/TS 22939, 2010) durchgefihrt.

Ein Tag vor Versuchsdurchfiihrung wurden, aufgrund der geringen Einwaage der Bdden, fur
alle Bboden die Wassergehalte bestimmt. Fir den Versuch wurden 2gTM in 250 ml
Schottflaschen eingewogen und mit 200 ml autoklaviertem Ultra High Quality Wasser (UHQ)
fur drei Minuten mit einem Ultra Turrax® bei 9600 rpm homogenisiert. Damit die Probe nicht
Uberhitzt, wurde sie wéhrenddessen mit Eis gekuhlt. Fur den Versuch wurden zwei
Pufferldsungen benutzt, der 2-(N-Morpholino) Ethansulfonsédure (MES)-Puffer mit einem pH-
Wert von 6,1 und der Trizma-Puffer mit einem pH-Wert von 7,8. Die MES-Pufferlésung ist
sowohl fur die Enzyme des Kohlenstoffkreislaufs als auch fir die der Phosphatase und
Sulfatase zu verwenden. Diese Substrate enthalten 4-Methylumbelliferyl-Phosphat (MUF) als
fluoreszierende Verbindung. Der Trizmapuffer dient der Bestimmung der Peptidasen. Die
Substrate enthalten 7-Amino-4-Methylcoumarin (AMC) als fluoreszierende Verbindung
(Tabelle 4).

Die Pufferlésungen wurden am Vortag angesetzt und 20 min bei 121 + 3 °C autoklaviert. Fur
den MES-Puffer (0,1 M) wurden 22,1 g MES pro Liter gel6st, fur den Trizma-Puffer (0,05 M)
wurden 0,985 g Trizma-Base und 2,66 g Trizma-HCI in 0,5 | H,O geldst.

Fur die Substratldsungen mit einer Konzentration von 10 mmol in 10 ml Kolben, wurden die
eingewogenen Substrate in 300 pL Dimethylsulfoxid (DMSO) gelést und mit UHQ aufgefiillt.
Anschlieend ist jeweils 1 ml mit der Pipette abgenommen und mit der dem Substrat
entsprechenden Pufferlésung auf 10 ml aufgefillt worden, um eine Konzentration von
1 mmol/l zu erhalten. Fir Reaktionen auf MUF- bzw. AMC-Basis wurden die Substanzen flr
den Standard in DMSO mit einer Konzentration von 5 mmol/l gelést und mit MES-
Pufferlosung (MUF) und Trizma-Pufferlosung (AMC) auf 50,0 umol/l verdinnt. Daraus
wurden Konzentrationsreihen von 0,1/ 0,5/ 1,0/ 5,0/ 10,0 / 25,0 / 50,0 umol/l hergestellt.
Um auszuschlieBen, dass die Substrate abiotisch zerfallen, wurden Wells mit 100 pL

Pufferldsung und mit 100 pL Substratlésung befllt.
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Tabelle 4: Ubersicht der verwendeten Substrate und der abbauenden Enzyme (Quelle I1SO TS 22939, 2010).

Enzym Substrat Element Abgebautes Makromolekdl
Arylsulfatase 4-MUF-sulfat Schwefel Mineralisation von org. Schwefel
a-Glucosidase 4-MUF-a-D- Kohlenstoff Starke und Glykogen
glucopyranosid
Cellobiosidase 4-MUF-R3- Kohlenstoff Cellulose
cellobiopyranosi
d
Lipase 4-MUF- Kohlenstoff Lipide
nonanoat
B-Xylosidase 4-MUF-R3-D- Kohlenstoff Xylan, Xylobiose
xylopyranosid
B -Glucosidase 4-MUF-R-D- Kohlenstoff Cellulose
glucopyranosid
Phosphodiesterase bis-(4-MUF)- Phosphor Hydrolyse von Phosphatdiestern
(PDE) phosphat
Chitinase 4-MUF-N-acetyl- | Kohlenstoff Abbau von Chitin durch Aufspaltung von
3-D- B-1-4glycosidischen Bindungen zu N-
glucosaminid Acetyl-glucosaminid und Chitobiose
Phosphomono- 4-MUF- Phosphor Hydrolyse von Phosphatestern
esterase (PME) phosphat
Leucin- L-Leucin-AMC Stickstoff Hydrolyse  von  Oligopeptiden >
aminopeptidase Aminoséauren
Alanin- L-Alanin-AMC Stickstoff Hydrolyse  von  Oligopeptiden >
aminopeptidase Aminosauren

Die Messung wurde in 96-Well-Microtiterplatten (96F nontreated white microwell, Fa. Nunc
A/S, Roskilde, Danemark) durchgefiihrt. Dazu wurden jeweils 50 ul Bodensuspension und
50 ul autoklavierte Pufferlosung (MES oder Trizma) in jedes Well pipettiert und 100 ul der
Substratlésung hinzugegeben. Im Anschluss an die Zugabe der Substratldsung in die Wells
wurde direkt der Nullwert gemessen. Die Platten wurden fir drei Stunden bei 30 = 2°C in
einem Schittelinkubator bei 700 rpm inkubiert bevor sie wieder gemessen wurden. Die
355nm und
Emissionswellenlange von 460 nm mit einem Plattenphotometer (Synergy MX, BioTek

Messung erfolgte bei einer Anregungswellenlange von einer

Germany, Bad Friedrichshall, Deutschland).

4.11.3. Potentielle Ammoniumoxidation (ISO 15685)

Die Messung der potentiellen Ammoniumoxidation wurde in Anlehnung an die 1ISO Guideline
15685 (2004) durchgefuhrt. Bei der potentiellen Ammoniumoxidation wird der erste Schritt
der Nitrifikation in Boden betrachtet, bei dem nitrifizierende Mikroorganismen (u. A.
Nitrosomonas) Ammonium (NH4") oder Ammoniak (NHs3) zu Nitrit (NO2) oxidieren. Der
Zweite Schritt, die weitere Oxidation zu Nitrat (durch u. A. Nitrobakter) wird dabei durch

Natriumchlorat gehemmt, sodass Nitrit in Boden akkumuliert und gemessen werden kann.
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Bei der potentiellen Ammoniumoxidation wird die Nitritbildungsrate eines Bodens bestimmit.
Dazu wird der Boden in einer Nahrlésung mit Ammonium als Substrat aufgeschlammt, die so
viel Natriumchlorat enthalt, dass es die Nitritbildung nicht beeinflusst, aber den zweiten
Schritt der Nitrifikation, die weitere Oxidation zu Nitrat (NOs). Die Messung der
Nitritkonzentration erfolgte Uber vier Replikate mit jeweils vier Einzelmessungen an einem
Epoch Mikroplatten-Spektralphotometer (BioTek Winooski, United States). Die Absorption
wurde bei einer Wellenlange von 530 nm bestimmt. Der Versuch gilt als valide, wenn der
Variationskoeffizient zwischen den Replikaten der Kontrolle maximal bei 15 % liegt.

Fur den Versuch wurden 25g TM der jeweiligen Bdden in 250 mL Erlenmeyerkolben
eingewogen und mit einem Prifmedium aus Dikaliumhydrogenphosphat (K:HPO,),
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO.), Natriumchlorat (NaClOs) und Diammoniumsulfat
((NH4)2SO4) aufgeschlammt. Bei grofReren Ansétzen konnte die Einwaage am Vorabend
erfolgen, die Kolben wurden dann ohne Prifmedium mit einem Zellstoffstopfen verschlossen
und in einem Klimaschrank bei 21+1 °C inkubiert. Die Boden wurden mit Prifmedium so
aufgefullt, dass das Prufmedium zusammen mit dem Bodenwasser 100 mL ergaben.
AnschlieBend wurden die Proben in einem Inkubationsschuttler (Multitron Pro, Infors Ag;
Bottmingen, Schweiz) bei 25°C £ 1°C mit 175 rpm inkubiert und nach zwei und sechs
Stunden beprobt. Dazu wurden jeweils 5 mL Probe entnommen und mit 5 mL einer vier
molaren KOH-L6sung versetzt. Im Anschluss wurden die Proben 5 Minuten bei 10.000 X g
zentrifugiert (Avanti J-26S, Beckman Coulter, Brea, USA). Fir die Farbreaktion, die durch
Nitrit ausgeldst wird, wurde eine Pufferlosung mit NH4Cl und eine Farbreagenz aus
Sulfanilamid, Phosphorsaure und N-(1-Naphthyl)-Ethylenediamine-Dihydrochlorid hergestellt.
Fur die Kalibration der Messung wurde mit Natriumnitrit eine Eichreihe von 0 - 0,8

(1,6) ug N/mL angesetzt.

Je 150 pL des Filtrates und der Eichreihe wurden mit 150 pL der zwei Farbreagenzien
vermischt. Anschlie3end wurden die Proben 30 Minuten auf einem Schittelinkubator bei
150 rpm (Celltron Infors Ag; Bottmingen, Schweiz) inkubiert, bevor die Nitritkonzentration der

Proben bestimmt wurde.

4.11.4.Kohlenstofftransformation (OECD Richtlinie 217)

Die Bestimmung der Kohlenstofftransformation erfolgte gemar OECD Guideline 217 (2000)
Soil Microorganisms: Carbon Transformation Test als Substratinduzierte Respiration. Dabei
wird durch die Zugabe eines Glucose-Talkum-Gemisches (1.6 G:T) die Dissimilation der
aeroben Mikroorganismen angeregt und die CO»-Zehrung, bzw. O,-Produktion detektiert. Die
Bestimmung erfolgte in Dreierreplikaten. Der Versuch gilt als valide, wenn der

Variationskoeffizient zwischen den Replikaten der Kontrolle <15 % liegt.
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Je Replikat wurden 100 g TM in ein Probenglas eingewogen und 2,64 g Glukose-Talkum-
Gemisch durch Schitteln in den Boden eingearbeitet. Die Probengefaf3e wurden mit
Natronkalkplatzchen als CO»-Falle versehen und verschlossen. Die Gefal3e wurden ca.
30 Minuten im Wasserbad bei 20 °C vortemperiert, bevor sie an das Messsystem
angeschlossen wurden. Die Respiration wurde Uber 24 Stunden mittels Sapromat (Fa. IBUK,

Kdnigsbronn, Deutschland) detektiert.

Bei der substratinduzierten Respiration wird bei einer konstanten Temperatur in einem
geschlossenen System (Sapromat) die Atmungsaktivitdt eines Bodens als O;-Aufnahme
bestimmt. Der Boden, bzw. die darin enthaltenen aeroben Mikroorganismen, verbrauchen
wahrend der Respiration Oz und produzieren gleichzeitig CO2, welches durch Natronkalk
aufgefangen wird. Es kommt zu einem Druckungleichgewicht zwischen Probengefaf3,
Sauerstofferzeuger und Schaltmanometer, der Stromkreis im Schaltmanometer schlief3t sich.
Der dadurch bedingte elektrolytisch nachgelieferte Sauerstoff wird in Form der anfallenden
Strommenge, die fir einen Druckausgleich nétig ist, als Milligramm produzierter Sauerstoff
Uber die gesamte Testdauer aufgezeichnet.

Fur die Auswertung wurden die Atmungsraten wahrend der linearen Phase, zwischen der
Adaptions- und Wachstumsphase herangezogen. In dieser Phase sind alle beteiligten

Mikroorganismen aktiv, ohne dass Populationswachstum die Atmung verfalscht.

4.11.5. Regenwurmzucht

Fur die Versuche mit Ringelwiirmern wurde der Kompostwurm Eisenia andrei verwendet. Die
Zucht am Fraunhofer IME besteht schon seit Uber 20 Jahren. Die Wirmer werden unter
definierten Bedingungen gezlichtet. Sie werden in einem Zuchtsubstrat aus 69 % [w/w]
Weildtorf, 24 % [w/w] Kaolin und 7% [w/w] CaCO; gezichtet. Der pH-Wert des
Zuchtsubstrats wird mit CaCO3; auf pH 6,5 bis 7,0 eingestellt. Die Raumtemperatur der Zucht
liegt bei 20£2°C und der Raum wird mit einem Tag- / Nacht-Rhythmus von 16 / 8 Stunden
beleuchtet. Die Tiere werden wochentlich nach Bedarf mit kontrolliertem Pferdedung (ohne
Wurmkur der Pferde) geflttert.

4.11.6. Regenwurmreproduktionstest (OECD Richtlinie 222)

Der Regenwurmreproduktionstest wurde wie in der OECD Guideline 222 (2004) beschrieben
durchgefuhrt. Bei dem Regenwurmreproduktionstest werden als Endpunkte die Veranderung
der Biomasse bzw. Mortalitdt der adulten Wirmer nach 28 Tagen sowie die Anzahl der
juvenilen Wiurmer nach 56 Tagen erfasst. Die Validitatskriterien des Versuchs sind erfillt,
wenn in jedem Replikat der Kontrolle mindestens 30 juvenile Wirmer vorhanden sind und
der Variationskoeffizient der Reproduktion unter 30 % liegt. Zudem darf die Mortalitat der

adulten Tiere aller Kontrollreplikate nicht tiber 10 % liegen.
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Vor jedem Versuch wurden Tiere mit einem Clitellum und Frischgewicht zwischen 250 und
600 mg aus den ZuchtgefalRen separiert. Diese Tiere wurden an den Versuchsboden
HagenAM2013 (nicht aus den Lysimetern, ohne Klarschlamm) mit den entsprechenden
Versuchsbedingungen (50 % WHKmax) Uber drei Tage adaptiert. Fir die Tiere wurde eine
ausreichende Menge an Futter in die Bdden eingearbeitet, um einen stressbedingten
Gewichtsverlust zu verhindern. Das Futter bestand wie das Futter der Zucht aus
kontrolliertem, antibiotika- und wurmkurfreien Pferdedung. Der Dung wurde zuvor getrocknet
und auf <2 mm gemahlen. Vor der Futtergabe wurde der Pferdedung mit H>Ogem im
Verhaltnis von 1:5 (H20q4em:Pferdedung) angefeuchtet.

Der Versuch wurde mit acht Replikaten der Kontrolle und jeweils 4 Replikaten der AgNM-
beaufschlagten Bodden durchgefuhrt. Fir den Versuch wurden jeweils 625 g TM der
Lysimeterbdden (pH-Werte ~5,6) in GefalRe aus Polypropylen (Bellaplast GmbH, Alf,
Deutschland) eingewogen und 10 Tiere eingesetzt, nachdem ihr Gewicht bestimmt worden
war. Das Gewicht der Wirmer wurde individuell erfasst und notiert. Die Gefal3e wurden mit
perforierten Deckeln aus Polypropylen verschlossen, um die Flucht der Tiere und zu starkes
Austrocknen der Gefal3e zu unterbinden. Der Test wurde mit einem 16/8-Tag/Nacht-
Rhythmus (400 - 800 Lux) bei einer Temperatur von 20£2°C inkubiert. Der Wassergehalt der
GefalRe wurde wochentlich Uber Wagung Uberprift, der Wasserverlust ausgeglichen und
25 g FM Pferdedung gefuttert.

Nach 28 Tagen wurde der Wassergehalt nachgestellt und die adulten Wirmer aus den
Gefallen entnommen, gezahlt (auf Mortalitét gepruft) und die Gewichtsveranderung Uber
28 Tage bestimmt. AnschlieRend wurden die Béden letztmalig mit 25 g FM Pferdedung als
Futter fur die Juvenilen gefittert. Bis zu Tag 56 erfolgte keine weitere Fitterung, sondern nur
der Ausgleich des Wasserverlustes. Nach 56 Tagen wurde die Anzahl der juvenilen Wirmer

in den TestgefalRen bestimmt.

4.11.7. Regenwurmfluchttest (ISO 17512-1)

Zuséatzlich zu dem Regenwurmreproduktionstest wurde in den Béden der Lysimeter ein
Regenwurmfluchttest nach 1SO Guideline 17512-1 (2008) durchgefiihrt. Dieser Test
untersucht, ob die Wurmer, die Uber ihre Haut und den Verdauungstrakt in unmittelbarem
Kontakt zu ihrem Umgebungsmedium stehen, die AgNM in Béden wahrnehmen und ihnen
ausweichen. Dazu werden 10 Wirmer in GefalRe gesetzt, die auf der einen Seite mit
Kontrollboden und der anderen Seite mit Testboden beflillt sind. Die Tiere kdnnen sich frei in
den beiden Bdden bewegen und gegebenenfalls den Testboden meiden. Der Test gilt als
valide, wenn die Anzahl der fehlenden Wirmer in der Kontrolle < 10% liegt und wenn in den
Kontrollen (Kontrolle vs. Kontrolle) die Verteilungen je Seite im Mittel zwischen 40 % und

60 % liegen.
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Der Versuch wurde mit finf Replikaten durchgefuhrt, es wurden jeweils Kontrollboden und
die zwei AgNM-Behandlungen als Testbéden zusammen mit Kontrollboden als
Ausweichmoglichkeit fur die Wirmer getestet. Es wurden in Schalen aus Polypropylen
(Bellaplast GmbH, Alf, Deutschland) je Seite 350 g TM Boden in die Schalen eingefillt, die
durch eine Trennscheibe in gleichgrof3e Bereiche unterteilt waren. Die Trennscheibe wurde
anschlie3end entfernt, sodass die Boden Kontakt zueinander hatten und je Testgefald zehn
gleichgrof3e Wirmer mit einem Gewicht zwischen 300 bis 600 mg mittig auf die Trennlinie
der Boden gelegt. Die Gefal3e wurden mit perforierten Deckeln verschlossen und mit einem
16/8-Tag/Nacht-Rhythmus (400 - 800 Lux) bei 20+£2°C inkubiert.

Nach genau 48 Stunden Inkubationszeit wurde die Trennscheibe wieder mittig in die Gefalie
hineingedriickt und die Anzahl der Tiere je Seite erfasst. Die Tiere, die durch die
Trennscheibe geteilt wurden, wurden unabhangig von der GroRe der Segmente als halber
Wurm pro Seite gewertet.

4.11.8. Pflanzentest (OECD Richtlinie 208)

Die Pflanzentests wurden, wie in der OECD Guideline 208 (2006) beschrieben, in den Bdden
der Lysimeter durchgefiihrt. Die Versuche wurden mit jeweils sechs Replikaten der Kontrolle
und vier Replikaten der AgNM-Behandlungen mit den Pflanzensorten des Lysimeterversuchs
durchgefihrt. Es wurde das Keimen, bzw. die Mortalitat der Pflanzen, sowie deren Biomasse
nach 14 Tagen erfasst. Die Validitatskriterien des Versuchs sind ab einer Keimrate von
mindestens 70 % der Samen und anschlieRender Uberlebensrate von 90 % sowie durch das

Ausbleiben phytotoxischer Merkmale in den Kontrollen erfullt.

Die Studie wurde parallel mit allen drei Pflanzenarten des Lysimeterversuchs (Kapitel 4.10)
unter definierten Bedingungen (22+1°C, 70+25 % Luftfeuchtegehalt, Tag/Nacht-Rhythmus
16/8 Stunden, von etwa 8.000-12.000 Lux Lichtintensitat und 400 — 700 nm Wellenlangen) in
einer Klimakammer (Votsch Industrietechnik GmbH, Balingen, Deutschland) durchgeftihrt.

In Pflanztdpfe (TB 9; Polypropylen, Soparco, Condé-sur-Huisne, Frankreich) wurden 20 cm
lange Glasfaserdochte zur spateren Bewadsserung durch das mittlere Loch der Topfe geflhrt
und ein Filterpapier auf den Boden der Tépfe gelegt. Die Topfe wurden mit 280 g TM der
aufbereiteten Boden aus den Lysimetern befillt und mit einem Stempel funf Vertiefungen
(5 mm) fur die Pflanzensamen in die Boden gedruckt. Die Samen wurden eingesetzt, die

Vertiefungen mit dem Finger zugedrickt und die Anséatze mit 10 mL H2Og4em befeuchtet.

Die Ansatze akklimatisierten fur 24 Stunden in der Klimakammer auf Gitterrosten, bevor die
Dochte mit H>O¢em angefeuchtet wurden und in die dafur darunter bereitgestellten
Wasserschalen gehangt wurden. Es wurde darauf geachtet, dass den unterschiedlichen

Behandlungen unterschiedliche Wasserschalen zur Verfigung standen. Die Wasserschalen
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waren mit einer Dungerlosung (,Compo Grinpflanzendiinger® (Compo GmbH, Munster,
Deutschland) 1 mL/L H2Ogem) befullt und wurden nach Wasserbedarf der Pflanzen

nachgefillt, sodass die Pflanzen immer ausreichend Wasser und Nahrstoffe hatten.

Die Ansatze wurden arbeitstaglich hinsichtlich Keimung, Absterben, Nekrosen, Chlorosen
und sonstiger Anomalien bonitiert und ausgetrocknete Bodenoberflachen mit H,Ogem benetzt.
Der Versuchstag 1 bezeichnet den Zeitpunkt, an dem mindestens die Halfte der Pflanzen in
den Kontrollansatzen gekeimt war. Nach 14 Tagen wurden die Studien aufgelost und die
oberirdische Pflanzenfrischmasse je Pflanze bestimmt.

4.12. Statistische Auswertung

Die Auswertung der Okotoxikologischen Daten wurde mit dem Statistikprogramm ToxRat
Professional (ToxRat Solutions GmbH, Online Version 2.09 und 2.10) durchgefiihrt. Das
Programm wurde flr die routineméaRige Auswertung toxikologischer und 6kotoxikologischer
Testsysteme nach OECD- oder DIN- bzw. ISO-Richtlinien entwickelt. Es bietet, neben
vorgegebenen Tests fir Varianzanalysen, Varianzhomogenitat, paarweisen Vergleichen,
multiplen Vergleichen und Ausreif3er-Tests, auch verschiedene Moglichkeit Dosis-Wirkungs-

Kurven zu erstellen.

Die Auswertung der 0©kotoxikologischen Untersuchungen, nach Testung der
Normalverteilung mit dem Shapiro-Wilk-Test und der Varianzhomogenitat mit dem Levene’s
Test, erfolgte mittels Student’s t-Test fir homogene Varianzen und mittels Welch-t-Test flr
nicht homogene Varianzen. Die beaufschlagten Behandlungen wurden jeweils gegen die
Kontrolle getestet. Die Testung wurde einseitig kleiner, mit einem Signifikanzniveau von
a=0,05 durchgefuhrt. Alle signifikanten Unterschiede wurden in den Abbildungen mit
Sternchen versehen (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001), die Fehlerbalken stellen die

Standardabweichungen der Behandlungen dar.
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4.13. Molekularbiologische Untersuchungen

In den Klarschlammen, die fur die Langzeitversuche 3, 5 und 8 verwendet wurden, wurde zu
unterschiedlichen Probenahmezeitpunkten die Abundanz von SRB untersucht. Fur den
Langzeitversuch 3 erfolgte die Untersuchung in den Faulschlammen exemplarisch in den
hdchsten und geringsten Sulfatstufen der Kontrolle und der AgNM-Behandlung mit einer
nestedPCR. Die Langzeitversuche 5 und 8 wurden zum Start und nach Abschluss der
Klaranlagensimulationen und nach Abschluss der Faulung mittels DGGE untersucht. Dazu
wurde jeweils DNA, bzw. RNA fur den Nachweis der gesamten Bakterien, aus den
Klarschlammen extrahiert. Die genauen, detaillierten Beschreibungen der Arbeitsschritte sind
in der Bachelorarbeit von F. Wege (2016. Einfluss von Silber-Nanomaterial auf die
Zusammensetzung der  Klarschlammmikroflora in  verschiedenen  Stufen  der
Abwasserreinigung und der Klarschlammaufbereitung. B, Hochschule Ostwestfalen-Lippe;
https://www.ime.fraunhofer.de/) beschrieben.

4.13.1. Primer

Um schwefelreduzierende Bakterien zu bestimmen, wurden DGGE-Primer auf Grundlage
der Sequenz des dsr-Gens B konzipiert. Bakterien, die das dsr-Gen besitzen, sind in der
Lage, Uber ein Enzym Sulfat dissimilativ zu reduzieren. Die DGGE-Primer wurden mit dem
Programm CLC Sequence Viewer 7.0.2 (Qiagen, Hilden, Deutschland) auf Grundlage von
sieben verschiedenen SRB-Gattungen, die in europaischen Abwasserhabitaten und Boden
vorkommen, konzipiert (Primersequenz: dsrF-GC-2: 5'-GGC GGC TCC GGC TCC AAC CTG
CG-3' / dsrF-GC-5: 5-GGA CTG GTG GAT GGA AGA AGG CAA GAA CCG-3). Die
ausgewahlten  Gattungen  waren: Desulfovibrio, Desulfococcus, Desulfobulbus,
Desulfotomaculum, Desulfomicrobium, Desulfotomaulum, Desulforhabdus (DNA-Sequenzen
NCBI, 2016).

Fur die Gesamtheit der Bakterien wurde ein Standard-all-bacteria-Primer, der auf der
ribosomalen RNA basiert, genutzt. Fir die nestedPCR wurde der bereits genannte all-
bacteria-Primer (ohne GC-Klammer, dieser verhindert die komplette Denaturierung der DNA-
Sequenzen) im ersten Schritt verwendet. Anschlieend folgten gruppenspezifische Primer
fur die SRB (Anhang 3).

4.13.2. DNA-Extraktion

Die DNA-Extraktion wurde mit dem PowerFecal DNA-Isolations-Kit (Mo Bio, Carlsbad, USA)
nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Bei diesem DNA-Isolations-Kit werden die Zellen nicht
nur durch eine chemische oder enzymatische Lyse aufgespalten, sondern zusatzlich durch
mechanische Beanspruchung mit Beads. Vor der Extraktion wurden 50 ml der Klar- und

Faulschlamme in 50 mL Zentrifugenréhrchen (Sarstedt AG & Co, Nurnbrecht, Deutschland)
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fir 15 min bei 13.000 * g zentrifugiert und der Uberstand abdekantiert, um den Wassergehalt
zu reduzieren. Die Probe, in diesem Fall Klarschlamm, wurde anschlieRend direkt in das Dry
PowerBead Tube (500 mg FM) eingewogen. AnschlieBend wurde die C1l-Ldsung, die die
Zelllyse einleitet, hinzugegeben. Die Inhalte der Probenréhrchen wurden mit einem Beater
(FastPrep®-24 Instrument, Santa Ana, USA) fir 10 Minuten homogenisiert und anschlielend
entgegen der Herstellerangaben 1 min bei 13.000 * g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
nach dem Zentrifugieren auf den SpinFilter gegeben, dort bindet die DNA an die Membran.
AnschlieBend wurden mehrere Waschschritte mit Ethanolldsungen durchgefihrt, um
Verunreinigungen durch Zell- und Proteinreste zu beseitigen. Zum Schluss wurde die DNA in
Puffer eluiert. Die DNA-Konzentration wurde am Spectrometer (NanoDrop2000, Wilmington,
USA) bestimmt und bei -20°C gelagert

4.13.3. RNA-Extraktion

Die RNA-Extraktion wurde mit PowerMicrobiome (Mo Bio, Carlsbad, USA) RNA-Isolation-Kit
nach Herstellerangaben durchgefihrt. Wie bei der DNA-Extraktion beschrieben, wurden die
Klarschlamme durch Zentrifugieren eingedickt, in BeadTubes eingewogen, homogenisiert,
lysiert und anschlieend die Nukleotide an eine Membran gebunden. In einem weiteren
Schritt wurden durch die Zugabe von DNase letzte DNA-Fragmente beseitigt. Nach weiteren
Waschschritten wurde die RNA in Puffer eluiert. Bei der Arbeit mit RNA wurde darauf
geachtet, dass die Proben immer auf Eis gekihlt wurden. Die DNA-Konzentration wurde am
Spectrometer (NanoDrop2000, Wilmington, USA) bestimmt und bei -80+1°C (Herafreeze
basic, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) gelagert.

4.13.4.Normalisierung der Proben

Die DNA- und RNA-Extrakte wurden auf eine gemeinsame Konzentration normalisiert, damit
die einzelnen Proben im DGGE-Bild eine ahnliche Menge DNA aufweisen und das Bild nicht
tberladen wird. Nach der Extraktion von DNA und RNA wurden die Proben auf 50 ng/pL mit

DNase freiem Wasser verdinnt.

4.13.5.Umschreibung der RNA in cDNA

Da RNA durch eine PCR (Polymerase-Kettenreaktion) nicht unmittelbar amplifiziert werden
kann, muss die RNA in cDNA (complementary DNA) umgeschrieben werden. Dieser Schritt
erfolgte durch das QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland). Mit
Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase, Primern und dNTPs
(Desoxyribonukleosidtriphosphat) wird aus einem RNA-Strang die dazu komplementare
cDNA hergestelit.
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4.13.1. Polymerase-Kettenreaktion, verschachtelte Polymerase-Kettenreaktion und

Denaturierungsgradientengelelektrophorese

Fur die verschiedenen PCR-Durchgange wurden Ansatze von 50 puL gewahlt. Daflr wurde
jeweils ein Master-Mix (48 uL) vorbereitet. Dieser Master-Mix enthielt: 0,5 uL
5PRIME Taq Polymerase, 5 pL 5PRIME Taq 5x Puffers und jeweils 2 pL Primer (forward und
reverse; 10 pmol) und 38,5 uL H:Og¢em. VOn dem Master-Mix wurden jeweils 48 pL in
0,2 ml Reaktionsgefalle (Sarstedt AG & Co, Nirnbrecht, Deutschland) pipettiert und
abschliel3end 2 uL DNA oder cDNA als Template hinzu pipettiert. AnschlieRend wurden die
PCR-Ansatze in den Thermocycler (Prime Full Size, Techne Staffordshire, UK) gestellt und
das Temperaturprogramm der Tabelle 5 mit 30 Zyklen gestartet.

Tabelle 5: Temperaturprogramm der PCR fiir den dsr-Primer und all-bacteria-Primer.

Temperatur [°C] Zeit [min.]
Initiale Denaturierung 94 5
Denaturierung 94 0,5
Annealing 30 55 0,5
Elongation Zyklen 72 1
End-Elongation 72 5

Bei der DGGE werden die DNA-Strédnge in Abhéngigkeit ihres GC-Gehaltes aufgetrennt.
Dieser bestimmt die Laufstrecke der DNA-Strange in dem Gel und somit kdnnen
Unterschiede in der DNA bestimmt werden und auf mikrobielle Gruppen (Arten) geschlossen
werden. Die DGGE wurden nach den Ergebnissen aus Vorversuchen mit einem Gradienten

zwischen 30 % und 80 % denaturierender Substanz durchgefiihrt.

Fur die denaturierenden Lésungen wurde TAE-Puffer angesetzt (50fach konzentriert). Dieser
bestand aus 242 g Tris (hydroxymethyl-) Amionmethan, 82 g wasserfreiem Natriumacetat
(C2H3NaO) und 18,5 g NatriumEDTA (Ci10H140sN2Naz), welche eingewogen und mit circa
800 ml HOgem versetzt wurden. Mit Essigsaure (C;H.O2) wurde der pH-Wert auf 7,8
eingestellt und anschlieBend auf ein Volumen von 1 L aufgefillt. Von der dreiigprozentigen
und der achtzigprozentigen Loésung fur die Polyacrylamidgele wurden jeweils 100 mL
angesetzt. Fir die 30%ige Losung wurden 1 ml des TAE Puffers (50fach konzentriert) sowie
22,5 mL Polyacrylamid (40 %) mit den denaturierenden Komponenten 12,6 g Urea und
12 mL Formamid versetzt und anschliel3end auf 100 mL aufgefillt. Fir die 80%ige Lésung
wurden die Konzentrationen der denaturierenden Komponenten auf 33,6 g Urea und 32 mL

Formamid erhoht und anschlieRend auf 100 ml aufgefullt.

Die Glasscheiben des DGGE Systems wurden mit Ethanol gereinigt und danach nach den
Herstellervorgaben zusammengebaut. Die ausgewahlten Gradientenlésungen wurden mit
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50 uL APS (20 %ig) und 5 uL Temed versetzt und in ein ,Zwei-Saulen-System* gegeben.
Dieses mischt die zwei unterschiedlich konzentrierten Losungen und leitet sie zu einem
gleichmaRigen Gradientengel zwischen die Glasplatten ein. Nach dem Giel3en der Gele
wurde der 50fach konzentrierte Puffer zu 7 L einfach konzentriertem Puffer verdiinnt, in den
Puffertank des Systems geflllt und auf 65°C temperiert. Nach etwa einer Stunde waren die
Gele ausgehartet und wurden mit einem ,Trenngel“ Uber dem 30%igen Gel beladen. In
dieses Gel wurden mit einem Kamm (Form) die Taschen fur die Ansatze geformt. Das
Trenngel (0,04 mL TAE Puffer (50fach konzentriert); 0,9 mL 40 % Polyacrylamid; 3,06 H)
enthalt keine denaturierenden Komponenten aber einen héheren Anteil APS (40 pL) und
Temed (4 yL) als die Gradientengele zur schnellen Polymerisation der Gele und diente
einem gleichmafigen Start der DNA. Nach zehn Minuten wurde der Kamm entfernt und die
Gele in die entsprechende Vorrichtung des Systems eingesetzt. Diese wurden in den
Puffertank gehangt und die Taschen des Trenngels vor dem Beladen mit dem warmen Puffer
geflutet. 20 pL der jeweiligen Probe wurden zum Beladen der Taschen mit 10 pL Orange G-
EDTA-Glycerin-Gemisch versetzt, um die Probe anzufarben und damit das Pipettieren zu

erleichtern. Die Proben wurden in die Taschen der sich im Puffer befindenden Gele pipettiert.

Die Gelelektrophorese wurde tber 16 Stunden bei 120 V bei 60 °C des Puffers Gber Nacht
durchgefiihrt, danach wurden die Gele aus der Vorrichtung genommen und die obere
Glasscheibe sowie das Trenngel entfernt. Die Gele wurden anschlieBend fir 30 Minuten in
SYBR® Gold Loésung (50 uL SYBR®Gold (Invitrogen, Carlsbad, USA), 10 mL TAE Puffer
(50fach) auf 500 mL mit H>Oqem aufgefiillt) angefarbt. AnschlieRend wurden die Gele fir zehn
Minuten in einer Wanne mit H,Ogqem entfarbt, bevor die Gele in der UV-Kammer (Gene Flash,

Syngene, Cambridge, UK) abgelichtet wurden.

Bestimmte Banden der Gele wurden aus dem Gel ausgeschnitten, die DNA mit dem
Gen Elute Gel extraction-Kit (Sigma-Aldrich, St, Louis, USA) extrahiert und die DNA zur

Sequenzierung zum Fraunhofer IME MB nach Aachen versendet.

Die nestedPCR wurde nach einer RNA-Extraktion und anschlieRendem Umschreiben in
cDNA mit der DNA von vier schwefelreduzierenden Bakterien als Positivkontrollen
durchgefihrt. Die Methode basierte auf der Veroffentlichung von Sacaca C. et al. (2009).
Das PCR-Programm ist in der Tabelle in Anhang 4 dargestellt. Da die verwendeten Primer
nicht DGGE-geeignet waren, wurde eine Reverse Transcriptase (RT)-PCR und im Anschluss
eine Agarose-Gelelectrophorese in 1 %igem Agarosegel durchgeftihrt (40 V, 40 Min.), bevor
die Gele in der UV-Kammer abgelichtet wurden. Alle Bandenintensitaten wurden mit Gene
Tools (Version 4.03.05.0; Philomath, USA) erfasst, aber nur die Intensitaten der Banden auf
Hohe der jeweiligen Positivkontrolle miteinander verglichen, sodass eine Aussage zur

Anwesenheit der jeweiligen Spezies getroffen werden konnte.
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4.14. Chemische Analytik

Die Analytik beschrankt sich auf die Messung der Ag-Gesamtgehalte und die

Elementanalyse der Partikel bei den TEM-Untersuchungen.

4.14.1. Aufschluss und Messung von Ag-Bodengehalten

Der Aufschluss der Bodenproben erfolgte nach 1ISO Guideline 11466 (1995). Vor der
Extraktion wurden die Bodenproben bei 105 °C getrocknet und anschlieRend fir 5 Minuten in
einer StoRelmihle (RM 100, Retsch Technology GmbH, Haan, Deutschland) gemahlen.
AnschlieBend wurden 3 g des gemahlenen Materials in 250 mL Gefalie eingewogen, mit
28 mL Konigswasser (21 mL HCI (30 % J.T.Baker) plus 7 mL HNOs (69 % suprapur; Carl
Roth GmbH & Co. KG) versetzt und tber Nacht fir 16 Stunden ohne Warmezufuhr inkubiert.
Am né&chsten Tag wurden die Ansatze Uber zwei Stunden bei 140 °C in einer Schwermetall-
Aufschlusseinheit mit Ruckfluss und Schwermetallkiihlfallen (0,5M HNO3) (SMA20A,
Gerhardt GmbH & Co. KG, Konigswinter Deutschland) gekocht. Zu Beginn des
Kochvorgangs wurden die Ansétze beobachtet, um sie bei Aufschdumen von der Heizplatte
zu entfernen, zusatzlich wurde der stark organische Referenzboden CRM 026 050 (RTC,
Laramie, USA) mit finf Tropfen 1-Oktanol versehen, was die Oberflachenspannung und

damit das Aufkochen reduzierte.

Die Konigswasserextrakte wurden auf Raumtemperatur gekihlt, die Schwermetallkihlfallen
in die 250 mL Gefal3e und anschlielend der gesamte Extrakt in 100 mL Kolben Uberflihrt
und vorsichtig mit HCI (3 %) auf 100 mL aufgefillt. Vor der Analyse wurden die Proben
filtriert (0.45 um, Spritzenfiltervorséatze, Polyethylenterephthalat- (PET-) Membran, Graphic
Controls, Buffallo, NY, USA). Zusammen mit den Bodenproben wurden Referenzbéden CRM
026 050 (RTC) und Blanks (reines Kdnigswasser) aufgeschlossen, um den