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Aufkl-rung der Rolle von CeO2-Nanopartikel-Auflçsung bei der
Aufnahme in die Pflanze mithilfe intelligenter Radiomarkierung
Stefan Schymura,* Thomas Fricke, Heike Hildebrand und Karsten Franke

Abstract: Die Identifizierung der Hauptaufnahmepfade von
technischen Nanopartikeln in Pflanzen ist ein wichtiger Faktor
bei der Einsch-tzung ihres Verbleibs in der Umwelt und der
damit verbundenen Risiken. Durch den Einsatz unterschied-
licher Radiomarkierungsmethoden gelang es, eine haupts-ch-
lich partikul-r stattfindende Aufnahme von CeO2-Nanoparti-
keln zu zeigen, im Unterschied zu einer Aufnahme in Form
von ionischem Cer.

Infolge der zunehmenden Anwendung von Nanopartikeln
(NPs) haben Bedenken bezgglich ihres Verbleibs in der
Umwelt und der damit verbundenen Risiken Forschungsak-
tivit-ten auf den Gebieten der Verbleibsanalyse, Toxikologie
usw. ausgelçst. Ein spezielles Problem ist hierbei die Frage
nach umweltbedingten Ver-nderungen der NPs und ihrem
Einfluss auf den NP-Verbleib. Dies ist besonders fgr den
mçglichen Eintrag von NPs in die Nahrungskette durch
Aufnahme in Pflanzen relevant, die in partikul-rer Form oder
durch die Aufnahme der gelçsten 3berreste der NPs ge-
schehen kann.[1] Hierbei besteht die Mçglichkeit, dass die
Pflanze die Auflçsung selbst bewirkt, indem sie den pH-Wert
und die Redox-Eigenschaften in der Rhizosph-re beeinflusst
und Komplexbildner ausscheidet (organische S-uren, Phyto-
siderophore).[2] Den Hauptaufnahmepfad zu finden, ist hier-
bei von besonderer Bedeutung, da NPs als „trojanische
Pferde“ toxische Ionen in die Pflanze transportieren
kçnnen.[3] Ein Nanopartikel, fgr welches dies diskutiert wird,
ist CeO2.

[4] Ein vorhergesagter Hauptexpositionspfad von
Pflanzen mit CeO2-NPs ist deren Eintrag in die Rhizosph-re
aufgrund der kommerziellen Nutzung von CeO2 als Treib-
stoffzusatz durch Ablagerung von Autoabgasen auf dem
Bodengrund und durch Straßenabfluss.[5] NPs und mçgliches
gelçstes Cer kçnnen gber gleiche Aufnahmepfade durch die
Wurzel zum Zentralzylinder gelangen, um danach in die
oberen Pflanzenteile verlagert zu werden. Diese w-ren der
apoplastische Weg (zwischen den Zellen hindurch als Folge

von Verletzungen oder an Stellen, wo der Casparische Strei-
fen noch nicht vollst-ndig gebildet wurde, z.B. an den Wur-
zelspitzen) oder der symplastische Weg (durch die Zellen,
z. B. durch Plasmodesmata). Die NPs werden allerdings durch
Grçßenausschlusseffekte und Adsorption aufgrund ihrer
hohen Oberfl-chenenergie gehindert.[6] Ionische Spezies
kçnnen sich potenziell freier bewegen und Ionenkan-le und
Transportproteine nutzen, unterliegen aber dementsprechend
der aktiven Kontrolle dieser Transportmçglichkeiten durch
die Pflanzenzellen und Biomineralisation mit anschließender
Fixierung. Bei jedem Schritt auf diesem Pfad kann es zur
Auflçsung der NPs durch Variationen des pH-Wertes und des
Redox-Potentials sowie durch Komplexbildner kommen, was
den weiteren Transport beeinflussen kann.[7] Die biologischen
Effekte von CeO2 scheinen zum Großteil davon abzuh-ngen,
welche Spezies relevant sind, wobei die Produktion oder das
Abfangen von reaktiven Sauerstoffspezies durch den Re-
doxzyklus Ce3+(lçslich)/Ce4+(unlçslich) als Hauptwirkungs-
weise gilt.[8]

Die Nutzung der Radiomarkierung ermçglicht es nun, die
Aufnahme von CeO2 in Pflanzen direkt zu messen und dabei
zwischen einem partikul-ren und einem ionischen Aufnah-
mepfad durch die Wahl der Radiomarkierungsmethode zu
unterscheiden. Zwei Radiomarkierungsmethoden wurden
entwickelt, die unterschiedliche Verteilungen des Radioiso-
tops in den markierten Partikeln zur Folge haben. Anhand
unterschiedlicher Aktivit-tsfreisetzungskinetiken bei Auflç-
sung kann zwischen einem haupts-chlich partikul-ren Auf-
nahmeweg und einem ionisch dominierten Aufnahmeweg
unterschieden werden; dies alles unter Vermeidung eines
großen Problems der Nanosicherheitsforschung durch Ver-
wendung von relativ geringen – und deshalb realistischeren –
Expositionskonzentrationen.[9] Die beiden Radiomarkie-
rungsmethoden sind die Eindiffusion von Radionukliden in
die NPs und die Aktivierung der NPs durch Protonenbe-
strahlung mittels Zyklotron.[10]

Die Eindiffusionsmethode besteht aus der tropfenweisen
Zugabe einer 139Ce-Radionuklid-Lçsung zum trockenen
CeO2-Nanopulver mit anschließendem Tempern bei 300 88C
gber 5 h. Die gew-hlte Temperatur ist die Folge einer Opti-
mierung der Radiomarkierungsausbeute (Abbildung 1).

Bei der Aktivierungsmethode wird das trockene CeO2-
Nanopulver mit 17.6-MeV-Protonen bestrahlt, um die Kern-
reaktion 140Ce(p,2n)139Pr auszulçsen (IBA Cyclone 18/9 Zy-
klotron). Das produzierte 139Pr klingt mit einer Halbwertszeit
von 4.41 h ab, und es werden radiomarkierte [139Ce]CeO2-NPs
erhalten. Die Protonenenergie wird durch ein geeignetes
Target-Design eingestellt, sodass die optimale Nutzung des
Reaktionsquerschnittes gew-hrleistet wird (siehe Hinter-
grundinformationen (SI)). Bei beiden Methoden bleiben die
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Partikelgrçßenverteilung und das Zeta-Potential erhalten
(siehe SI fgr mehr Details), und eine Detektion im ng L@1-
Bereich ist mçglich (Tabelle 1).

Beide Methoden resultieren in [139Ce]CeO2-NPs, die sich
vor allem in einer speziellen Eigenschaft – der Aktivit-ts-
freisetzung bei Auflçsung – unterscheiden. Kontrollierte
Auflçsungsexperimente mit Salpeters-ure bei pH 3 zeigen,
dass die eindiffundierten NPs deutlich mehr Aktivit-t frei-
setzten als die aktivierten NPs (Abbildung 2). Hier befindet
sich das Radioisotop vor allem an der Partikeloberfl-che,
w-hrend bei den aktivierten NPs mit einer Gleichverteilung
des Radioisotops zu rechnen ist. Interessanterweise zeigt sich
eine hçhere initiale Auflçsung, gefolgt von einer Stagnation

des Auflçsungsprozesses fgr beide Partikelarten, was auf
einen Teil der CeO2-NPs schließen l-sst, der relativ schnell
aufgelçst wird. In den ersten 21 Tagen (21 d) ergibt sich die
Freisetzungsrate zu 3.6% d@1 bzw. 0.27%d@1 fgr die eindif-
fundierten NPs und die aktivierten NPs. W-hrend der Rest-
zeit der Auflçsungsversuche fallen diese Raten auf 0.17% d@1

und 0.017% d@1, was ein Oberfl-che/Kern-Strukturmodell fgr
CeO2-NPs stgtzt.[11]

Nimmt man an, dass die Aktivit-tsfreisetzungsrate der
aktivierten NPs der realen Auflçsungsrate entspricht, ergibt
sich mit einer Kristallitgrçße von 49 nm (dem zugehçrigen
JRC-Bericht entnommen[12]), einem Atomlagen-Abstand von
250 pm und einer Dichte von 7.31 gcm@3, dass ungef-hr zwei
Atomlagen relativ leicht gelçst werden, gefolgt von nur ge-
ringfggiger weiterer Auflçsung (Abbildung 3). Außerdem

kann mit dieser Kinetik abgesch-tzt werden, dass sich im
Falle der eindiffundierten NPs 47% des Radiomarkers in der
ersten Atomlage befinden. Natgrlich kann eine solche
Quantifizierung nur als Veranschaulichung dienen. Die po-
lydisperse Realit-t der CeO2-NPs macht eine derart punkt-
genaue Berechnung unmçglich. Eine alternative Interpreta-
tion w-re, dass es die Fraktion der kleinsten NPs ist, die so
leicht aufgelçst wird und die 47 % des eindiffundierten Ra-
dioisotops enth-lt und die folglich ungef-hr die H-lfte der
Oberfl-che der Probe ausmacht. Auf jeden Fall zeigt sich hier
die Wichtigkeit von Transformationseffekten, da eine inde-
rung von weniger als 1% der Probe einer inderung der ge-
samten bzw. der halben Probenoberfl-che entspricht. Unab-
h-ngig von Fragen der Interpretation ergibt sich, dass eine
Auflçsung von 1% der CeO2-NPs in einer 70-fach hçheren
Aktivit-tsfreisetzung der eindiffundierten NPs gegengber
den aktivierten NPs resultiert. Dies ermçglicht die Nutzung
der so markierten NPs, um Auflçsungseffekte bei der Auf-
nahme von Cer aus CeO2-NPs in die Pflanze zu untersuchen.
Sollte Auflçsung eine große Rolle beim Aufnahme- und
Translokationsprozess spielen, sollte sich dies in unter-
schiedlichen Aktivit-tsaufnahmeraten fgr die verschieden
markierten NPs widerspiegeln.

In 24–96-stgndigen Expositionsexperimenten mit CeO2-
NPs in Leitungswasser mit 5 mg L@1 Fulvins-urezusatz
konnten jedoch keine signifikanten Unterschiede bei der
Aufnahme in Weidelgras (Abbildung 4) und Sonnenblume
festgestellt werden, weder fgr die Aufnahme in die Wurzel
noch fgr die Translokation in den Spross. W-hrend sich eine
lineare Abh-ngigkeit der Wurzel- von der Expositionskon-

Abbildung 1. Radiomarkierungsausbeute ANP/A0 ffr 10 mg CeO2-NPs
mit 900 kBq 139Ce nach 5 h Tempern bei verschiedenen Temperatu-
ren T.

Tabelle 1: Charakterisierungsdaten der genutzten CeO2-NPs.

Partikel Aktivit-ts-
konzentration
[MBqmg@1]

Nachweis-
grenze[a]

[ngl@1]

Zeta-
Potential[b]

[mV]

Partikel-
grçße[b]

[nm]

CeO2 – – 40.0:3.16 222
Eindiffusion
[139Ce]CeO2

1.242 41 41.4:0.93 223

Aktivierung
[139Ce]CeO2

0.975 52 40.7:0.49 224

[a] Wallac 1480 WIZARD 3’’ Gamma Counter. [b] 1 mgmL@1 in deioni-
siertem Wasser, gemessen mit dynamischer Lichtstreuung mittels Mal-
vern Zetasizer Nano-ZS.

Abbildung 2. Freisetzung von 139Ce aus [139Ce]CeO2-NPs durch Auflç-
sung bei pH 3.

Abbildung 3. Lçsung von Atomlagen von aktivierten [139Ce]CeO2-NPs
bei pH 3.



zentration zeigt, sind die Sprosskonzentrationen fgr alle ge-
testeten Expositionskonzentrationen gleich, was auf eine
S-ttigung des Verlagerungsmechanismus schon bei geringen
Konzentrationen um 500 mgL@1 schließen l-sst. Zum Ver-
gleich: Der Median der Expositionskonzentrationen von
jgngsten hydroponischen Studien zur Pflanzenaufnahme von
CeO2 in der Literatur betr-gt 500 000 mgL@1 (siehe SI fgr
Details).

Die Unabh-ngigkeit der CeO2-NP-Aufnahme von der
Radiomarkierungsmethode l-sst drei Interpretationen zu:
1) Die NPs wurden komplett aufgelçst, und das resultierende

ionische Cer wurde in gleichem Maße von den Pflanzen
aufgenommen.

2) Keine Auflçsung fand statt, und die Aufnahme erfolgt in
Form von partikul-rem CeO2.

3) Auflçsung findet statt, aber nur mit solch geringer Rate,
dass die nachfolgende Aufnahme von sowohl ionischem
Cer als auch von partikul-rem CeO2 nicht zu signifikanten
Unterschieden in der Aktivit-tsaufnahme fghrt.

Zum Ausschluss einiger dieser Mçglichkeiten wurden
verschiedene Kontrollexperimente durchgefghrt. Zum einen
konnte in Inkubations- und Filtrationsexperimenten keine
Auflçsung der NPs im Versuchsmedium w-hrend der Ver-
suchszeit festgestellt werden, was Interpretation (1) aus-
schließt. Zum anderen zeigen Expositionsexperimente mit
-quivalenten Mengen von ionischem 139Ce eine gegengber
partikul-rem CeO2 hundertfache Verlagerung in den Spross
der Sonnenblume. Mit diesen Daten l-sst sich ein Erwar-
tungswert fgr die Aktivit-tsaufnahme im Falle einer Auflç-
sung von ein Promille als Grenzszenario berechnen. Mit

einem Transferfaktor fgr CeO2-NPs von 2%, einer Auflçsung
von 1%, einer 70-fachen Aktivit-tsfreisetzung fgr die ein-
diffundierten Partikel und einer 100-fachen Verlagerung fgr
ionisches Cer (das nach Auflçsung in einer Konzentration von
einem Tausendstel vorhanden ist) ergibt sich, im Falle einer
Auflçsung innerhalb des Mediums, tats-chlich eine 14 % ge-
ringere Aktivit-tsaufnahme der Pflanzen fgr die eindiffun-
dierten Partikel gegengber den aktivierten Partikeln. Dieser
Wert liegt innerhalb des experimentellen Fehlers. Das be-
deutet, dass keine punktgenaue Unterscheidung der beiden
Aufnahmerouten im Falle der Auflçsung im Medium mçglich
ist. Dieses Szenario kann jedoch durch die Kontrollexperi-
mente, die keinerlei Auflçsung zeigen, ausgeschlossen
werden.

Damit ist unser Experiment spezifisch dafgr ausgelegt, die
Rolle der Auflçsung von CeO2-NPs in der Rhizosph-re, an
der Wurzeloberfl-che und in der Wurzelstruktur bei der
Aufnahme und Verlagerung von Cer zu untersuchen. Das
Grenzszenario der Auflçsung von CeO2-NPs auf der Wur-
zeloberfl-che und in der Wurzelstruktur sowie ausschließlich
ionischer Aufnahme und Verlagerung wgrde in einer 70-fach
hçheren Aktivit-tsaufnahme oder -verlagerung im Falle der
eindiffundierten NPs gegengber den aktivierten NPs fghren.
Da kein solcher Unterschied gemessen wurde und weil sich
die Partikel w-hrend der Versuchszeit nicht im Pflanzmedium
auflçsen, kann sicher geschlossen werden, dass partikul-re
Aufnahme und Verlagerung in die oberen Pflanzenteile der
Hauptwirkungspfad fgr die Aufnahme von aus CeO2-NPs
stammendem Cer in Pflanzen ist. Die Aufnahme von ioni-
schem Cer kann jedoch mçglicherweise in l-ngerfristigen und
hçherkonzentrierten Expositionsexperimenten dominieren,
wenn die CeO2-NPs st-rker aufgelçst werden und die 100-
fach hçhere Aufnahme von ionischem Cer voll zum Zuge
kommt. In der Natur, in der gelçstes Cer, zus-tzlich zur
Aufnahme in die Pflanze, die Rhizosph-re auch verlassen
kann, sowie bei Beachtung der geringen und abflachenden
Auflçsungsrate, kçnnte es jedoch sein, dass die partikul-re
Aufnahme der dominante Wirkungspfad fgr die Pflanzen-
aufnahme von NP-basiertem Cer ist. Als solche sollte sie
durch Mechanismen kontrolliert werden, die die NPs in
Lçsung stabilisieren und die Affinit-ten mit anderen Bo-
denbestandteilen beeinflussen, z.B. die Gegenwart von na-
tgrlicher organischer Materie, die als Tensid fungieren
kann.[13] Der partikelbasierte Wirkungspfad fgr anthropoge-
nes Cer ist besonders interessant, wenn man bedenkt, dass der
natgrliche Cer-Hintergrund haupts-chlich in unlçslichen Mi-
neralien gebunden ist und die Aufnahme von natgrlichem Cer
durch Pflanzen von gelçsten Spezies dominiert wird.[14]

Obwohl die natgrlichen Cer-Hintergrundkonzentrationen
-hnlich/hçher sind wie/als die in den Spross von Weidelgras
verlagerten Konzentrationen, kçnnte so eine unterschiedliche
Wirkweise pr-sent sein.

Zus-tzlich hierzu kann die Radiomarkierung auch Auf-
schluss dargber geben, was mit den aufgenommenen und
verlagerten CeO2-NPs passiert. Autoradiographische Auf-
nahmen von Bl-ttern von Sonnenblumen, die eindiffundier-
ten CeO2-NPs ausgesetzt waren, zeigen, abh-ngig von der
Zeit der Ernte nach Exposition, Unterschiede in der Aktivi-
t-tsverteilung. Bei sofortiger Ernte nach der Exposition zeigt

Abbildung 4. CeO2-NP-Konzentration in den a) Wurzeln und b) Spros-
sen von Weidelgras (pro g Frischmasse (FM)) nach 24 h Exposition in
Abh-ngigkeit von der Expositionskonzentration und der Radiomarkie-
rungsmethode.



sich eine Akkumulation der Aktivit-t in den Blattadern und
an den Blattr-ndern, wo der transportierende Wasserstrom
endet (Abbildung 5a), ein Resultat, das fgr nichtlçsliche NPs
verallgemeinerbar sein kçnnte. In Unterschied dazu zeigen

Aufnahmen bei einer verzçgerten Ernte von einer Woche
nach Exposition eine Gleichverteilung der Aktivit-t in den
Bl-ttern (Abbildung 5b), ein Bild, das dem eines rein ioni-
schen Kontrollversuchs mit sofortiger Ernte gleicht (Abbil-
dung 5c). Dies ist ein Anzeichen fgr die Auflçsung der CeO2-
NPs im Apoplast nach einer Aufnahme und Verlagerung in
haupts-chlich partikul-rer Form, wahrscheinlich durch Va-
riationen des pH-Werts und Interaktion mit Antioxidan-
tien.[15] Da keine signifikanten Unterschiede in der Konzen-
tration zwischen den beiden Ernteschritten festgestellt
wurden, scheint die sichtliche Cer-Umverteilung wirklich auf
einer Auflçsung in der Blattstruktur zurgckzufghren sein und
nicht auf der Verlagerung von zus-tzlichem ionischem oder
partikul-rem Cer aus der Wurzel zu beruhen.

Experimentelles
Das CeO2-NP-Referenzmaterial JRCNM02102a (vormals NM-

212) wurde vom JRC Nanomaterial Repository bezogen.
Markierung durch Eindiffusion wurde durch tropfenweises Ver-

setzen mit einer Lçsung von [139Ce]CeCl3 in 0.5m HCl (PerkinElmer),
gefolgt von einem 5 h Temperschritt bei 300 88C, erreicht. Danach
wurden die CeO2-NPs mit Wasser gewaschen.

Zur Aktivierung wurden die CeO2-NPs bei 250 88C unter Vakuum
3 h getrocknet und in die Target-Kapsel gefgllt. Danach wurden die
NPs 60 h bei Protonenstrahlstrçmen von maximal 7.5 mA bestrahlt,
was in einem Stromintegral von 450 mAh resultierte.

Auflçsungsexperimente wurden mit 3-kDa-Zentrifugenfiltern
durchgefghrt. Die CeO2-NPs wurden mit der salpetersauren Lçsung
(pH 3) gberdeckt, und das ionische Cer wurde durch Zentrifugation
bei 14100 g gber 60 min entfernt.

Aufnahmee xperimente wurden mit vorkultivierten Pflanzen 
Lolium perenne und Helianthus annuus in einem hydroponischen 
Ansatz unter Schgtteln durchgefghrt. Die Pflanzen wurden CeO2-
NPs ausgesetzt, die in Leitungswasser in Konzentrationen von 500 bis 
5000 mgL@1 mit 5 mgL@1 Fuvins-urezusatz dispergiert waren. Auf-
nahmewerte sind das Mittel von n = 4 : Standardabweichung.

Weitere  experimentelle Details finden sich in den Hintergrund-
informationen.
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