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Chiorophyliwert, Blattmasse und trockene Biomasse und
somit die landwirtschaftlichen Ertrage signifikant!
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Das Studienergebnis der Universitdt Shihezi* zeigt folgende Steigerungen in %:

Fotosyntheseleistung: +18 % Blattmasse +24 %
Chlorophyliwert: +125 % trockene Biomasse +27 %

Laut dieser Studie werden CO,-Diinger mit Slow-release-Technologie, wie AGROSOL 2.0,
zur Verbesserung der Bedingungen im Freiland (offene Flache) verwendet. Sie dringen in
die Stomata der Pflanze ein und reagieren dort mit der sauren Umgebung.

Durch die Slow-release-Technologie wird CO, langsam freigesetzt und unterstitzt somit
das Pflanzenwachstum. Eine dauerhaft ausreichende CO,-Konzentration ist laut dieser
Studie einer der Schliisselfaktoren fiir einen guten Ernteertrag.

Tl

~ AGROSOL 2.0
Partikelchen

WRE
i %

Stomata-Offnung ohne AGROSOL 2.0 Stomata-Offnung mituAGROSOL 2.0

Die Studie beweist, dass CO,-Diinger wie AGROSOL 2.0 die Chlorophyll-Synthese der
Pflanzen und die Fotosynthesekapazitat férdern. Chlorophyll spielt eine wesentliche Rolle
fur die Fotosynthese und ermdglicht die Lichtaufnahme lber die Blatter. AuBerdem haben
CO,-Diunger enorme Effekte auf die Blattflache, die Blattmasse je Flache und die trockene
Biomasse. Durch eine hohe Fotosyntheserate lassen sich die Getreideertrage steigern.



This is an open access article published under an ACS AuthorChoice License, which permits
copying and redistribution of the article or any adaptations for non-commercial purposes.

\

©

ACS AuthorChoice

A4

& Cite This: ACS Omega 2019, 4, 10354—10361

http://pubs.acs.org/journal/acsodf

Bessere Fotosynthese durch neuen Kohlendioxidgas-Diinger

mit langsamer Abgabe

Yan Wang,7,§ Yu-Jie Zhang,,§ Ji-Mei Han,} Cui-Hua Li,7 Rong-Jie Wang,t Ya-Li Zhang,*,} and Xin Jia*,

FInstitut fiir Chemie und Verfahrenstechnik/Key Laboratory fiir umweltschonende Bearbeitung des Bereichs Verfahrenstechnik von Xinjiang Bingtuan und
{The Key Laboratory von Oasis Eco-Agriculture, Xinjiang Production and Construction Group, Universitdt Shihezi, Shihezi 832003, Volksrepublik China

ZUSAMMENFASSUNG:

In natiirlichem Zustand betrégt die Kohlendioxidkonzentration
in der Atmosphire ca. 300 umol mol™'. Pflanzen bendtigen fiir
ein optimales Wachstum einen ausgewogenen CO2-Haushalt.
Die optimale CO2-Konzentration fiir eine hohe Fotosynthese-
rate liegt bei einem Volumenanteil von 0,1 bis 1,0 %. Die Luft
hat allerdings nur einen CO2-Volumenanteil von 0,03 %, so-
dass Pflanzen ihr Wachstumspotenzial nicht voll ausschopfen
koénnen. Durch Diinger, die die CO2-Gabe unterstiitzen, erhoht
sich die Fotosyntheserate. Fiir diese Studie wurde ein an die
Polyphenolchemie angelehnter CO2 -Gasdiinger mit langsamer
Abgabe entwickelt, der durch dauerhafte CO2 -Abgabe die Fo-
tosynthesekapazitit der Pflanzen verbessern und so zu hoheren
Ertriagen fiihren sollte. Die Kern-Schalen-Struktur war auf eine
langsame Abgabe durch die Gasdiinger ausgelegt. Den Kern
bildeten mikrometergrofe Calciumcarbonatpartikel mit einheit-
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licher PartikelgroBe und regelméBiger Morphologie als Kohlenstoffquelle fiir die Fotosynthese. Diese wurden durch oxidative
Oligomerisierung und Polyetherimid-Verbindungen mit Gerbsédure als Schale umhiillt. Struktur und Morphologie der Diinger
wurden durch Rasterelektronenmikroskopie, energiedispersive Rontgenspektroskopie, Transmissionselektronenmikroskopie,
Rontgen-Photoelektronenspektroskopie und thermogravimetrische Analyse charakterisiert. In-vitro-Versuche haben gezeigt,
dass die Diinger ihre Wirkstoffe langsam abgeben. Dann wurden anhand der Fotosyntheserate, der Chlorophyllfluoreszenzpara-
meter, der Chlorophyllkonzentration, der Blattflache, der Blattmasse je Flache und der Trockenmasse die Effekte der CO2-Gas-
diinger mit langsamer Abgabe auf die Physiologie von Brassica chinensis untersucht. Dabei zeigte sich, dass die CO2-Gasdiinger
nicht nur Giber gute, langsam freisetzende Eigenschaften verfiigten, sondern auch die Fotosynthese verbessern konnten.

B EINFUHRUNG

Damit der zunehmende Nahrungsbedarf der stetig wachsen-
den Weltbevdlkerung auch in Zukunft gedeckt werden kann,
muss das Problem der landwirtschaftlichen Produktivitit ge-
16st werden.'

Durch eine hohe Fotosyntheserate lassen sich hohe Getreideer-
trage erzielen. Bezogen auf die gesamte pflanzliche Produkti-
on (also Wurzeln, Stimme, Blitter, Samen usw.) stammen nur
5-10 % der Nahrstoffe aus dem Boden (Aufnahme iiber die
Waurzeln). 90-95 % entstehen durch Fotosynthese.”’
Kohlendioxid (CO2) ist fiir diese der wichtigste limitierende
Faktor, denn dieses liegt nicht nur bei kiinstlich-atmosphéri-
schen Bedingungen, sondern auch dort, wo in den Bléittern
die Carboxylierung erfolgt, nur in geringer Konzentration
vor.* Zahlreiche Wissenschaftler im In- und Ausland haben
bei Versuchen zur genetischen Verbesserung nachgewiesen,
dass eine erhohte Kohlendioxidkonzentration in der Umge-
bung die pflanzliche Fotosynthese steigern kann.” 7 Eine hohe
CO2-Konzentration tragt unzweifelhaft zum Ertrag bei.®

Seit dem ersten Bericht von Saussure iiber den Effekt einer
CO2-Diingung auf die Pflanzenproduktivitit aus dem Jahr
1804° haben zahlreiche Agrarwissenschaftler die Entwicklung
und die Verwendung von CO2 intensiv untersucht. In entwi-
ckelten Landern kam CO2 erstmals bei Gurken, Tomaten und
Salat (westliches gemischtes Gemiise) in Treibhdusern (ge-
schlossene Rdume) zum Einsatz.

In den vergangenen Jahrzehnten wurden die CO2-Diinger
(z.B. AGROSOL, ein Kohlendioxid-Gasdiinger) zur Verbes-
serung der Bedingungen im Freiland (offene Flachen) ver-
wendet. Die CO2-Diingung basiert auf folgendem Vorgang:
Der Gasdiinger dringt in die Stomata der Pflanze ein und re-
agiert dort mit der sauren Umgebung. Dadurch wird das CO2
langsam freigesetzt und unterstiitzt das Pflanzenwachstum.
Allerdings ist nicht klar, wie die CO2-Gasdiinger ggf. auf die
Fotosynthese wirken.

Bei der Fotosynthese diffundiert CO2 aus der Atmosphére in
die substomatdren Hohlrdume der Blatter und dann weiter zu
den Stellen, an denen die Carboxylierung erfolgt.” Im Allge-
meinen geht eine hohere CO2-Konzentration mit einer hohe-
ren Fotosyntheserate einher.”® Bei wenig Licht ist allerdings
eher die Lichtenergie als das verfligbare CO2 der limitierende
Faktor fiir die Fotosyntheserate.'” Dagegen ist bei viel Licht
oder Lichtsattigung die Fotosyntheserate maximal, wenn die
CO2-Konzentration iiber dem CO2-Sittigungswert liegt.'
Eine dauerhaft ausreichende CO2-Konzentration ist also einer
der Schliisselfaktoren fiir die Verbesserung des Ernteertrags.
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Abb 2: (A) XPS-Spektrum von AGROSOL, (B) SEM-Bild von AGROSOL, und (C) EDX-Spektrum von AGROSOL.
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Abb 3: SEM-Bilder von (A) PSS-dotierten CaCO;-Mikrosphéren, (B) TA-umhillte CaCO;-Mikrospharen und (C) PEI/TA-umhillte CaCO.-
Mikrosphéren. EDX-Spektrum von (D) TA-umhullte CaCO;-Mikrosphéaren und (H) PEI/TA-umhiilite CaCO,-Mikrospharen. TEM-Bilder von (E)
PSS-dotierte CaCO,-Mikrospharen, (F) TA-umhillte CaCO;-Mikrospharen, und (G) PEI/TA-umhillte CaCO;-Mikrosphéaren.

In den vergangenen Jahren ist die Slow-release-Technologie
in der Landwirtschaft, der Medizin und anderen Bereichen
umfassend zum Einsatz gekommen und Diinger mit dieser
Technologie haben aufgrund der geringeren Verlustrate, der
langfristigen Versorgung mit Nahrstoffen, der geringeren Aus-
bringungshéufigkeit und der geringeren Gefahr negativer Ef-
fekte durch Uberdosierung viel Aufmerksamkeit erhalten.'" '
Bei umhiillten Diingern wird die Oberfliche physisch mit
einer diinnen Schicht versehen. So entsteht ein neuer Diin-
ger, der seine Néhrstoffe nach und nach freisetzt. Vor Kur-
zem haben Messersmith et al. berichtet, dass durch oxidative
Oligomerisierung von Polyphenol-Prikursoren eine diinne,
oberflaichengebundene multifunktionale Biopolymer-Um-
hiillung gebildet werden kann.'® Gerbsédure (TA) ist farblos,
nicht toxisch, biologisch abbaubar, kostengiinstig und leicht
verfiigbar und Polyhydroxysdure kann durch Selbstpolymeri-
sation an der Luft zu einem diinnen Film oxidiert werden, der
ein ideales Umhiillungsmaterial darstellt. Fiir die vorliegende
Arbeit, die auf der Slow-release-Technologie basiert, wurden
Gasdiinger mit langsamer Abgabe vorbereitet, die besser auf
die Wachstumsbediirfnisse von Pflanzen abgestimmt sind.

Dazu wurden mikrometergrofe Calciumcarbonatpartikel mit
einheitlicher PartikelgroBe und Morphologie vorbereitet und
als Kohlenstoffquelle fiir die Fotosynthese eingesetzt. Als
typischer pflanzlicher Polyphenol-Prakursor wurde fiir die
Veranschaulichung der Herstellung und der strukturellen Ver-
dnderung der umbhiillten Diinger Gerbsdure gewédhlt. Danach
wurde die gebildete Umbhiillung durch Polyethylenimin (PEI)
durch Schiffsche Base/Michael-Addition-Reaktion zwischen
Aminogruppen von PEI und Catechol-/Pyrogallol-Gruppen
von TA kovalent vernetzt, um so die langsame Abgabe von
CO2 zu erreichen. PEI/TA-umhiilltes CaCO3 als CO2-Gas-
diinger mit langsamer Abgabe weist nicht nur eine bessere
mechanische Stabilitdt auf, sondern auch eine kontinuier-
liche Abgabe, die den Wachstumsbediirfnissen der Pflanzen
entgegenkommt. Somit wurde durch die Verdnderung der
Dosierungsformen von Diinger ein neuer Ansatz fiir die Ver-
besserung der Fotosyntheseeffizienz und die Steigerung der
Ernteertrage entwickelt.



60 PSS-dotiertes
CaCo,
——PTA-1
——PTA2
——PTA3
——PTAS
——PTA-10

50

40 4

30

20

Masse (%)

100

90

80

—PTA1
—— 0.2 PEITA-umhiilltes CaCO;
—— 0.1 PEITA-umhiilltes CaCO;
—— 2.0 PEITA-umhillltes CaCO;

70

60

50

40

T T T
400 600 800

Temperatur (°C)

T
0 200 1000

T T T T
200 400 600 800 1000

Temperatur (°C)

Abb. 4: TGA-Kurven mehrerer CO,-Gasdunger. (A) Polytanninsédure (PTA); (B) PEI, das in chemisch vernetzte TA-Oligomere

(PEI/TA-umhulltes CaCO;) eingefuhrt wird.

B ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Morphologie und Merkmale von CaCO3 mit PEI-/TA-Um-
hiillung als CO2 -Gasdiinger mit langsamer Abgabe. Abb. |
zeigt schematisch das an die Polyphenolchemie angelehnte Ver-
fahren zur Herstellung von CaCO3 mit PEI-/TA-Umbhiillung,
das sich in drei Schritte gliedern ldsst: (1) Erzeugung von mit
Poly(natrium-4-styrolsulfonat) (PSS) dotierten CaCO3-Mik-
rosphéren durch Koprézipitation;” (2) oxidative Oligomerisie-
rung und Aufbringung von Polyphenol auf der Oberflache der
Mikrosphéren; (3) weitere Vernetzung der gebildeten Polyphe-
nol-Umbhiillung mit PEI durch Schiffsche Base/Michael-Addi-
tion-Reaktion zwischen den Aminogruppen von PEI und den
Catechol-/Pyrogallol-Gruppen von Polyphenol.

In Anlehnung an einen im Handel erhdltlichen Gasdiinger
(AGROSOL) wurde als Kohlenstoffquelle in den CO2-Gas-
diingern Calciumcarbonat ausgewéhlt. Durch Rontgen-Photo-
elektronenspektroskopie (XPS) und energiedispersive Ront-
genspektroskopie (EDX) (Abb. 2 A, C) wurde nachgewiesen,
dass Carbonate die wesentlichen Bestandteile von AGROSOL
sind. Abb. 2 B zeigt die Rasterelektronenmikroskopaufnahme
(SEM) von AGROSOL; zu sehen sind UnregelméBigkeiten
und eine uneinheitliche Grofle der Carbonate in Industriequa-
litat. Die PartikelgroBe betrdgt im Allgemeinen Zehntel Mik-
rometer. Aus diesem Grund wurden durch ein Koprezipitati-
onsverfahren PPS-dotierte CaCO3-Mikrosphiren mit einer
Partikelgrofe von ca. 4 um erzeugt (siche Abb. 3 A). PSS ist
ein Controller in kristalliner Form, der bei den erzeugten Cal-
ciumcarbonat-Mikrosphéren fiir mehr Ordnung und Homoge-
nitét sorgt. Natiirliche Polyphenole (TA) sind nicht nur kos-
tengtlinstig und leicht erhéltlich, sondern auflerdem biologisch
abbaubar. Die Pyrogallolgruppen von TA kdnnen problemlos
zu reaktiven Chinonen oxidiert werden,’' die sich durch oxida-
tive Bindungsreaktionen miteinander verbinden und dann die
Oligomere bilden konnen.”>*

Angesichts der starken Grenzflichenaffinitdt von TA'® konnen
die Oligomere dann auf die Oberfliche der CaCO3-Mikrosphé-
ren aufgetragen werden. Wie Abb. 3 B zeigt, wiesen TA-um-
hiillte CaCO3-Mikrosphéren eine ,,bergigere Oberfliche mit
Hoéckern auf. Dies beweist, dass TA-Oligomere erfolgreich
auf die CaCO3-Mikrosphiren aufgetragen wurden. Dariiber
hinaus zeigt Abb. 3 auch Transmissionselektronenmikroskop-
aufnahmen (TEM) von PSS-dotierten CaCO3 Mikrosphéren,
TA-umhiillten CaCO3-Mikrosphédren und PEI-/TA-umhiillten
CaCO3 -Mikrosphidren. Anders als bei einem nicht umhiillten
Diinger (Abb. 3 E) ist an der Grenze der dunklen CaCO3-Mi-
krosphéren die hellere AufBenhiille klar zu erkennen (siche
Abb. 3 F), was ebenfalls darauf hindeutet, dass die TA-Um-
hiillung der CaCO3-Mikrosphéren erfolgreich war. Die rauere
Oberflache ist vermutlich das Ergebnis einer unregelméBigen
Stapelung von TA-Oligomeren. Aufgrund der schwachen In-
teraktion zwischen TA-Oligomeren (Wasserstoffbriicken und

n-Stapel-Wechselwirkungen)’' wiirde sich die TA-Umbhiillung
16sen und wiirde dadurch eine langsame Abgabe verhindert.
Zur Verstiarkung der mechanischen Stabilitdt der TA-Umihiil-
lung wurden die TA-Oligomere mit PEI chemisch vernetzt.
Wie Abb. 3 C zeigt, entstand durch die PEI-Vernetzung eine
viel glattere und kompaktere Oberflache, was darauf hindeutet,
dass die Wechselwirkung zwischen TA-Oligomeren durch PEI
verstarkt wurde. Anders als bei TA-umbhiillten CaCO3-Mik-
rosphéren waren an den Grenzen dunkler CaCO3-Mikrospha-
ren eindeutig regelméfigere und glattere helle Auflenhiillen zu
erkennen (Abb. 3 G), was ebenfalls beweist, dass dic Wech-
selwirkung zwischen TA-Oligomeren durch PEI verstirkt
wurde. Die Zunahme des Elements N im EDX-Spektrum der
CaCO3-Mikrosphdren mit PEI-/TA-Umbhiillung zeigt ebenfalls
klar, dass PEI mit TA-Oligomeren vernetzt ist (Abb. 3 D, H).
Thermogravimetrische Analyse. Der Effekt der zugesetz-
ten TA auf die thermische Stabilitdt der entstehenden Po-
ly-Gerbsdure (PTA) wurde mit einer thermogravimetrischen
Analyse (TGA) untersucht und in Abb. 4 A dargestellt. Die
TGA-Kurven belegen auch die erfolgreiche TA-Umhiillung
von CaCO3-Mikrosphéren. Der Gewichtsverlust der PPS-do-
tierten CaCO3-Mikrosphiren betrdgt bei Temperaturen von bis
zu 1000 °C 47,74 %. Nach der oxidativen Oligomerisation und
Aufbringung von Polyphenol verlduft der Gewichtsverlust bei
TA-umhiilltem CaCO3 deutlich schneller als bei PSS-dotier-
ten CaCO3-Mikrosphéren. Die jeweiligen Werte fiir den Ge-
wichtsverlust bei Temperaturen bis 1000 °C bei unterschiedli-
chen Aufbringungszyklen sind: 49,57, 52,48, 55,30, 64,07 und
73,73 %. Dies zeigt, dass die TA-Anteile von PTA-1, PTA-2,
PTA-3, PTA-5 und PTA-10 1,83, 4,74, 7,56, 16,33 bzw. 25,99
% betragen. Die TA-Konzentration erhéht sich mit zunehmen-
der Anzahl der Aufbringungszyklen. Es ist also erwiesen, das
mit Erfolg TA-umhiilltes CaCO3 als CO2-Gasdiinger herge-
stellt wurde.

Zur Verbesserung der mechanischen Stabilitdat der TA-Umhiil-
lung wurden die TA-Oligomere mit PEI chemisch vernetzt.
Der Effekt des zugesetzten PEI auf die thermische Stabilitét
des resultierenden PEI-/TA-umhiillten CaCO3 wurde durch
eine TGA untersucht und ist in Abb. 4 B dargestellt.

Der Gewichtsverlust von PTA-1 bei Temperaturen bis 1000
°C betridgt 49,57 %. Nach der chemischen Vernetzung mit un-
terschiedlichen PEI-Konzentrationen verlduft der Gewichts-
verlust bei PEI-/TA-umhiilltem CaCO3 deutlich schneller als
bei PTA-1. Die jeweiligen Werte fiir den Gewichtsverlust bei
Temperaturen bis 1000 °C bei unterschiedlichen PEI-Konzen-
trationen sind: 51,53, 51,24 bzw. 55,27 %. Dies zeigt, dass
der PEI-Anteil bei 0,2 PEI-/TA-umhiilltem CaCO3, 1,0 PEI-/
TA-umhiilltem CaCO3 und 2,0 PEI-/TA-umhiilltem CaCO3
1,74, 1,67 bzw. 5,7 % betragt. Die TGA-Kurven belegen eben-
falls die erfolgreiche Vernetzung von PEI mit TA-Oligomeren.
Anhand der TGA-Daten kennen wir die Dicke der Umbhiillung
von CO2 -Gasdiingern mit langsamer Abgabe.
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Abb. 5: COx-kumulative Freisetzungsmenge mehrerer CO2>-Gasdunger. (A, B) Verdlnnte Salzsaure wird verwendet, um eine saure
Umgebung zu simulieren, (C) DL-Weins&ure wird verwendet, um eine saure Umgebung zu simulieren.

Abgabeverhalten von CO2-Gasdiingern in vitro.

Die Beobachtung und Erfassung des CO2-Abgabeprozesses bei
CO2-Gasdiingern in den pflanzlichen Stomata ist problema-
tisch. Daher haben wir das Abgabeverhalten der oben genann-
ten Diinger in vitro mit einem Ein-Faktoren-Versuch simuliert.
Die Diingermenge je Test war anhand der Umhiillungsrate (aus
der TGA) bekannt. Es musste schlieflich gewéhrleistet sein,
dass der Gehalt an Calciumcarbonat als Kohlenstoffquelle
konstant ist. Zunéchst haben wir anorganische Saure verwen-
det (verdiinnte Salzsdure, pH 2) verwendet, um die Aziditét der
pflanzlichen Stomata zu simulieren (siche Abb. 5 A, B), und
haben auch versucht, organische Sduren wie DL-Weinsédure
zu verwenden (siche Abb. 5 C). Die Menge an abgegebenem
CO2 wurde mithilfe des Li-840A CO2/H20 Gas Analyzers
kontinuierlich registriert. Wie Abb. 5 zeigt, wurde wegen der
Instrumente und aus anderen objektiven Griinden die kumula-
tive CO2-Abgabe in den ersten 4 Stunden registriert und dann
die Registrierung nicht fortgesetzt. Es ist allerdings klar er-
kennbar, dass der Trend der Kurven zur kumulativen CO2-
Abgabe sehr nah beieinander liegt, da die Konzentration an
Calciumcarbonat als Kohlenstoffquelle konstant ist. Wenn die
Slow-release-Schicht aufgebracht wird, zeigt die Abgabekurve
eine Slow-release-Stufe, und mit zunehmender Zahl der Auf-
bringungszyklen wird die Steigung der Abgabekurve geringer
und die Abgabestufe ldnger (Einsédtze in Abb. 5 A-C). Dies
kann auf die Dicke der aufgetragenen Filme zuriickgefiihrt
werden. Wir gehen davon aus, dass diese Filme eine Art Bar-
riere-Effekt haben und die Abgabe von CO2 behindern. Wenn
der Film dicker ist, wird auch die Barriere fiir das CO2 grofer.
Die obenstehenden SEM- und TEM-Aufnahmen zeigen, dass
die TA-Umhiillung instabil ist. Daher wurde zur Verstirkung
der mechanischen Stabilitdt der TA-Umbhiillung durch che-
mische Vernetzung PEI zugesetzt. Wie Abb. 5 B zeigt, ist die
langsame Abgabe bei PEI-/TA-umhiilltem CaCO3 besser als
bei TA-umhiilltem CaCO3. Aulerdem verbessert sich die me-
chanische Stabilitit. Um das saure Milieu der Stomata in den
Pflanzenblittern besser simulieren zu kdnnen, haben wir die
gleichen Versuche mit der in Pflanzenblittern in normalen und
hohen Konzentrationen vorkommenden organischen DL-Wein-
sdure durchgefiihrt. Dabei hat sich ebenfalls gezeigt, dass die
hergestellten Diinger gute Abgabeeigenschaften hatten.

Anwendung von PEI-/TA-umhiilltem CaCO3 als
CO2-Gasdiinger mit langsamer Abgabe.

Beim Sprithen von CO2-Gasdiinger um 12 Uhr mittags
haben wir die drittletzten Bldtter von Brassica chinensis
gesammelt, schnell eine Probe vorbereitet, vor Ort mit
Flussigkeit versetzt, gefriergetrocknet und dann per SEM
getestet und SEM-Aufnahmen der Stomata erhalten.

Abb. 6: SEM-Bild von B. chinensis-Stomata. (A) CK (Blindkontrolle),
(B) Dungemittel mit langsamer Abgabe von CO,-Gasdlingern.

Abb. 6 zeigt SEM-Aufnahmen der Stomata von B. chinensis.
A ist von einer Blindkontrolle (CK) ohne Diingung, Sprithung
nur mit destilliertem Wasser, B von Stomata nach Diingung
mit CO2-Diinger mit langsamer Abgabe. Abb. 6 zeigt klar,
dass die CO2-Gasdiinger in die Stomata eingedrungen sind.

Effekte von CO2-Gasdiingern mit langsamer Abgabe auf
Fotosynthesemerkmale bei B. chinensis.

Die Netto-Fotosyntheserate (P,) wird allgemein als Indikator
fiir den CO2-Gasaustausch durch die Stomata von Bléttern
herangezogen und steht fiir die Kapazitit zur CO2-Bindung
durch Fotosynthese fiir die Bildung von Zucker und Koh-
lenhydraten. '

Wie erwartet hat im Vergleich zu CK Pn bei allen CO2-Gas-
diingerbehandlungen zugenommen und damit zur Entwick-
lung und zum Wachstum der Pflanzen beigetragen (Tabelle 1).



Durch eine héhere Chlorophyll-Konzentration konnen die Er-
gebnisse bei sdamtlichen CO2-Gasdiingerbehandlungen weiter
unterstiitzt werden (Tabelle 1). Dass Chlorophyll fiir die Foto-
synthese eine wesentliche Rolle spielt” und die Lichtaufnah-
me iiber die Blatter ermoglicht, ist umfassend dokumentiert. Im
Allgemeinen geht eine Zunahme der Chlorophyll-Konzentration
mit einer hohere Fotosynthesekapazitit einher.”

Die Anwendung von CO2-Gasdiingern kann also die Chloro-
phyll-Synthese der Pflanzen und die Fotosynthesekapazitét for-
dern. Ferner hat die Behandlung mit PEI-/TA-umbhiilltem CaCO3
bemerkenswerte Effekte auf die Blattfliche, die Blattmasse je
Flache und die trockene Biomasse, vor allem auf die beiden letzt-
genannten (Tabelle 1). Die Blattmasse je Flache ist ein wichtiger
physiologischer Indikator fiir die Fotosynthesekapazitit und re-
flektiert die Trockenmassebildung der Pflanze.”® Bei der Behand-
lung mit PEI-/TA-umbhiilltem CaCO3 nahmen P,, Blattflaiche und
Blattmasse je Flache signifikant zu, was darauf hindeutet, dass
CO2-Diinger mit langsamer Abgabe die Fotosynthesekapazitit
von B. chinensis effektiv verbessern, die Trockenmassebildung
steigern und in der Folge die Ernteleistung erhdhen kénnen.

Da die CO2-Gasdiinger in die substomatdren Hohlrdume diffun-
dierten (Abb. 6), wurde CO2 an den Stellen freigesetzt, an denen
sich die Fotosynthese in der Pflanze vollzieht. Wir haben daraus
geschlossen, dass die Synthesekapazitit durch die Zunahme von
CO2 iiber CO2-Gasdiinger mit langsamer Abgabe kurzfristig
verbessert wird.

Chlorophyllfluoreszenz ist ein Beleg fiir Fotosynthese.”’

Unsere Ergebnisse haben gezeigt, dass iiber sémtliche Behand-
lungen hinweg keine Unterschiede bei der maximalen Quan-
tenausbeute der PS-II-Fotochemie (F,/F,,) auftraten, was darauf
hindeutet, dass der Fotosyntheseapparat durch die CO2-Abgabe
der CO2-Gasdiinger nicht beschadigt wurde. Im Vergleich zu CK
zeigten die Blatter mit CO2-Gasdiinger-Bespriihung bei ETR(II)
und Y(II) ein dhnliches Bild. Angesichts der Zunehme von P, bei
Bldttern mit Anwendung von CO2-Gasdiinger ist anzunehmen,
dass die Fotorespiration wahrend des Fotosyntheseprozesses
gehemmt wird. Wie oben dargelegt, gelangt CO2 in die substo-
matéiren Hohlrdume.

Das Enzym RuBisCo (Ribulose-1,5-bisphosphat carboxyla-
se/-oxygenase ist ein wichtiges Carboxyl-Enzym im Calvin-Zy-
klus der Fotosynthese und katalysiert die Reaktion zwischen
RuBP und Kohlendioxid) zieht eine CO2-Bindung vor und ver-
bindet sich kaum mit Sauerstoff. *

B FAZIT

Zusammenfassend lédsst sich feststellen, dass CO2-Gasdiinger
mit kontinuierlichen Abgabeeigenschaften erfolgreich hergestellt
und fiir das Wachstum von B. chinensis angewandt werden konn-
ten. Mithilfe der systematischen Studie konnte festgestellt wer-
den, dass die CO2-Diinger mit langsamer Abgabe nicht nur eine
sehr stabile Kern-Schalen-Struktur aufweisen, sondern auch gute
Abgabeeigenschaften haben und vor allem in situ eine langsame
CO2-Abgabe in die Stomata bieten. Die physiologischen Merk-
male der Pflanzen haben auflerdem gezeigt, dass die hergestellten
CO2-Diinger mit langsamer Abgabe die Fotosynthese-Effizienz
von Pflanzen verbessern und schlieBlich das Wachstum fordern
konnen.

B MATERIALIEN UND METHODEN

Materialien. AGROSOL (ein im Handel erhiltlicher Kohlen-
dioxid-Gasdiinger) wurde vom o&sterreichischen Unternehmen
Agrosolution erworben. PSS (Mw ca. 70 000), TA, und Tris(hy-
droxymethyl)aminomethan (Tris) wurden vom Unternehmen
Sigma-Aldrich erworben.

PEI (Mw ca. 10 000 Da, verzweigt) wurde von Xi’ya Chemical
Industry Co., Ltd., Shandong, China, erworben.

Tabelle 1: Auswirkungen verschiedener CO,-Gasdiinger auf den Chlorophylligehalt, Netto-Fotosyntheserate (P,), Blattmasse pro Flache, Blattflache, trockenes Biomasse-
gewicht, maximale Quantenausbeute der PS lI-Fotochemie (F./F.), Tatsachliche Quantenausbeute der PS lI-Fotochemie im Licht (Y (ll)) und Elektronentransportrate

(ETR (I)) in B. chinensis (Mittelwert * SE, n = 3). Werte, denen unterschiedliche Buchstaben folgen, unterscheiden sich signifikant bei einer Wahrscheinlichkeit von 0,05.

P, (umol-m~*s7")
11.38 + 0.66b

ETR(II)

61.37 £ 9.01a

Y(11)

0.06 + 0.01a

ESH

0.83 + 0.01a

Blattmasse/Flache Blattflache trockenes
(mg x dm?2) (g xm?) (cm?) Biomassegewicht (g)

Chlorophyligehalt

Behandlung

CK

5.44 + 0.12b

728.18 + 191.76a

9
3491 + 0.61a (21%)
33.97 + 2.04a (18%)

28.80 + 1.1

0.73 + 0.13b

12.84 + 0.39a (13%)
12.04 + 0.22ab (6%)

66.95 + 4.42a (9%)
64.60 + 7.78a (5%)

0.07 + 0.005a (9%)
0.07 + 0.008a (5%)

(=3%)
(=2%)

0.81 + 0.001a
0.81 + 0.01a

6.28 + 0.40ab (15%)
7.55 + 0.69a (39%)

1.50 + 0.11a (104%) 784.00 + 104.52a (8%)
846.89 + 120.15a (16%)

1.43 + 0.12a (95%)

PSS-dotiertes CaCO,
PEI/TA-umhiilltes

CaCO;,
AGROSOL

59.97 + 8.45a (—2%) 13.42 + 0.48a (18%)

0.06 + 0.01a (—2%)

(=3%)

0.81 + 0.01a

35.85 + 0.31a (24%)  764.15 + 86.07a (5%) 692 + 0.59ab (27%)

1.65 + 0.24a (125%)



DL-Weinsaure, wasserfreies Natriumcarbonat (Na2CO3) und
wasserfreies Calciumchlorid CaCl2) wurden von Tianjin
Sheng’ ao Chemical Reagent Co., Ltd erworben. Das Wasser,
das fiir alle Versuche verwendet wurde, war deionisiert. Die
pH-Werte der Losungen wurden mit einem pH-Messgerdt PHS
25 (Shanghai Instrument Electric Scientifi ¢ Instrument Co.,
Ltd., Lei magnetic instrument factory, Shanghai, China) gemes-
sen und durch Zugabe einer HCI-Losung (10 mM) eingestellt.
Herstellung von PSS-dotiertem CaCO3 als CO2-Gasdiinger.
Zunichst wurden PSS-dotierte CaCO3-Mikrosphéren (Durch-
messer: 3-4 um) durch Koprézipitation vorbereitet und als
CO2-Gasdiinger fiir die Fotosynthese verwendet.

Im Besonderen'” wurden unter 30 Sek. intensivem Riihren
80 ml einer 0,33 M Na2 CO3-Losung schnell 80 ml einer
0.33 M CaClI2-Losung mit 240 mg PSS zugesetzt. Nach
10-miniitigem Warten wurden durch Zentrifugieren und
Wasserspiilung PSS-dotierte CaCO3 -Mikrosphéren gewon-
nen. Die Ausfillung wurde anschliefend unter Vakuum auf
ein konstantes Gewicht getrocknet.

Herstellung von TA-umhiilltem CaCO3 als CO2-Gasdiinger
mit langsamer Abgabe.

In einem typischen Verfahren'” wurden 2 g PSS-dotierte
CaCO3-Mikrospharen (siche oben) in 200 ml Tris-HCI-Puffer
(50 mM, pH 8,0) mit 1,0 mg ml™' TA gelost. Nach 2 Stunden
leichtem Riihren bei Zimmertemperatur wurden die Mikro-
sphiren durch Zentrifugieren gewonnen und drei Mal mit
Wasser gespiilt. Die Diinger wurden unter Vakuum bei 40 °C
auf ein konstantes Gewicht getrocknet. Auf diese Weise wur-
de das Endprodukt gewonnen. Um PSS-dotiertes CaCO3 mit
TA-Umbhiillung in unterschiedlicher Dicke zu erhalten, wur-
de die Anzahl der Aufbringungszyklen auf 1, 2, 3, 5 bzw.
10 festgelegt. Das Aufbringungsverfahren wurde jeweils wie
oben dargelegt wiederholt. Die daraus entstandenen Produk-
te wurden als PTA-1, PTA-2, PTA-3, PTA-5 und PTA-10
bezeichnet, wobei 1, 2, 3, 5 und 10 sich auf die Anzahl der
Aufbringungszyklen bezichen.

Herstellung von PEI-/TA-umbhiilltem CaCO3 als CO2 -
Gasdiinger mit langsamer Abgabe.

Die erhaltenen 0,5 g TA-umbhiillte CaCO3-Mikrosphéren
wurden wiederum in 50 ml Tris-HCI-Puffer (50 mM, pH 8,0)
mit 1,0 mg mI™' PEI gelost. Diese Losung wurde bei Zimmer-
temperatur fir 0,5 Stunden leicht geriihrt. Dann wurden die
Mikrosphéren zentrifugiert und drei Mal mit Wasser gespiilt.
AnschlieBend wurde die Ausfédllung unter Vakuum auf ein
konstantes Gewicht getrocknet.
Charakterisierungsverfahren.

Zur Ermittlung der Morphologie und der Elementarzusam-
mensetzung von AGROSOL, PSS-dotierten CaCO3-Mikro-
sphiaren, TA-umbhiillten CaCO3-Mikrosphiren und PEI-/
TA-umhiillten CaCO3-Mikrosphédren kamen SEM (Hitachi
SU8010) und die damit verbundenen Verfahren EDX und
XPS zum Einsatz.

Fiir die Beobachtung der Morphologie und der Dicke der
TA-umbhiillten CaCO3-Mikrosphéren und der PEI-/TA-um-
hiillten CaCO3-Mikrosphéren kam TEM (Hitachi H-600)
zum Einsatz. Die thermische Stabilitdt wurde mithilfe einer
thermogravimetrischen Analyse (TGA, Netzsch STA449F3)
fiir eine Temperaturspanne von 25 - 1000 °C bei einer Auf-
heizrate von 20 K min™' unter N2-Atmosphére bestimmt.
Abgabeverhalten von TA-umbhiilltem CaCO3 und von
PEI-/TA-umhiilltem CaCO3 als CO2-Gasdiinger mit
langsamer Abgabe.

Das Abgabeverhalten von AGROSOL, PSS-dotiertem CaCO3,
TA-umhiilltem CaCO3 und PEI-/TA-umhiilltem CaCO3
wurde wie folgt ermittelt: Es wurden z. B. 25 mg PTA-1 bei
Strangrotation mit 50 RPM in einen 500-ml-Rundkolben ge-
geben. AnschlieBend wurden 70 ml Salzséureldsung mit pH 2
(zur Simulierung des sauren Milieus in den Stomata) bei ver-
schlossenem Rundkolben langsam zugesetzt.

Die CO2-Abgabemenge wurde mit einem LI-840A CO2/H20
Gas Analyzer (Li-6400, Li-Cor Inc., Lincoln, NE, USA) dauer-
haft registriert. Die spezifische Menge an Diinger wurde durch
Berechnung der Umbhiillungsrate der Diinger mit langsamer
Abgabe mithilfe von TGA ermittelt.

Um das saure Milieu in den Stomata der Pflanzenblitter besser
simulieren zu kdnnen, wurde eine géngige hochkonzentrierte
organische Sdure (DL-Weinsdure) fiir vergleichbare Abgabe-
versuche verwendet. Das spezifische Verfahren verlduft wie
folgt: z. B. Abwiegen von 10 mg PTA-1 in einen 500-ml-Rund-
kolben und derselben Menge DL-Weinsdure bei Strangrotation
mit 50 RPM und dann langsame Zugabe von 50 ml destillier-
tem Wasser durch einen Scheidetrichter in einen verschlosse-
nen Rundkolben. Die Menge an abgegebenem CO2 wurde
mithilfe des Li-840A CO2/H20 Gas Analyzers kontinuierlich
registriert. Die spezifische Menge an Diinger wurde durch Be-
rechnung der Umbhiillungsrate der Diinger mit langsamer Ab-
gabe mithilfe von TGA berechnet. Weitere CO2-Gasdiinger
mit langsamer Abgabe wurden auf die gleiche Weise getestet.
Pflanzenmaterial und Versuchsanordnung.

Der Versuch wurde an der Universitat Shihezi, Xinjiang, China
(45° 19" N, 86° 03" O) durchgefiihrt. B. chinensis (Brassica
rapa L. chinensis) wurden in Kunststofftopfen (19 cm Durch-
messer, 28 cm Hohe), die mit Substrat gefiillt waren (Erde zu
Vermiculit zu Perlit=1:1:1), gezogen. Sdmtliche Topfe waren
wihrend der Wachstumsphase dem vollen Sonnenlicht (ma-
ximale Intensitét: 2000 p mol- m™- s7! ) ausgesetzt. In jeden
Topf wurden fiinf bis sechs Samen gesetzt. Im Hinblick auf
die Uniformitdt wurde nach Entfaltung des ersten Hauptblatts
nur eine Pflanze je Topf behalten. Beim Wachstum von drei
Hauptblattern wurden die Sdmlinge mit der Néhrstofflosung
(mit ausreichend Ca2+ und Mg2+ ) drei Mal téglich bewissert.
Samlinge mit vier Blittern wurden dann in vier Gruppen fiir
unterschiedliche Diingerbehandlungen aufgeteilt. Der Versuch
umfasste vier Behandlungen:

Blindkontrolle (CK, Sprithung nur mit destilliertem Wasser),
AGROSOL, PSS-dotiertes CaCO3 und PEI-/TA-umbhiilltes
CaCO3. Mit einer Spriihflasche wurden die abaxialen Ober-
flichen der Blitter tdglich um 12 Uhr mittags mit Diinger
bespriiht. Gespritht wurde einen halben Monat lang. Dann
wurden die drei oberen Blétter gemessen. Jede Behandlung
wurde mindestens drei Mal wiederholt.

Messung von fotosynthetischen Merkmalen.

Die Morphologie der behandelten Stomata wurde mithilfe von
SEM (Hitachi SU8010) erfasst. Zwischen 11.00 Uhr morgens
und 13.00 Uhr nachmittags wurden mit einem tragbaren Ga-
saustausch-Analysesystem (Li-6400, Li-Cor Inc., Lincoln,
NE, USA) mit einer blau-roten LED-Lichtquelle (Li-6400-02)
Messungen des Gasaustauschs durchgefiihrt. Die Bezugskon-
zentration von CO2 wihrend der Messungen betrug 400 umol
mol ! und die fotosynthetisch aktive Strahlung (PAR) lag dau-
erhaft bei 1800 pmol- m™- s7!. Bei der Messung der CO2-Auf-
nahmeraten lag die Blatttemperatur bei (20 th2) °C und die
relative Luftfeuchtigkeit bei (56 a2) %.

Die Chlorophyllfluoreszenz der Blitter wurde per IMA-
GING-PAM (Walz, Effeltrich, Deutschland) gemessen. Fiir
die Ermittlung der maximalen Quantenausbeute von PS II
(Fv /Fm) wurden vollstdndig an Dunkelheit adaptierte Pflanzen
(2 h) verwendet. Die Blétter wurden 5 Min. lang mit aktini-
schem Licht von 1051 pmol-m™- s7! beleuchtet.

Die maximale und minimale Fluoreszenz bei Lichtadaption
(Fm "und Fo ") wurden registriert, nachdem das Fluoreszenz-
signal einen stabilen Zustand erreicht hatte (Fs).

Die maximale Quantenausbeute von PS II wurde wie folgt
berechnet: Fv/Fm = (Fm — Fo)/Fm (Fm und Fo sind die ma-
ximale bzw. minimale Fluoreszenz bei Dunkeladaption).'
Tatsdchlich betrug die PS-II-Quanteneffizienz

(YD) (Fm "= Fs)/Fm '.



'* Die Elektronentransportrate wurde anhand von (Fm ’ — Fs)/
Fm ' x 0,5 x Absorptionsgrad der Blitter x PAR geschétzt
(der Koeffizient betrdgt 0,5, da bei einem Elektronentransfer
zwei Qanten absorbiert werden miissen und die Fotosynthese
zwei optische Systeme umfasst; die Blattabsorption bezicht
sich auf das Verhiltnis der von den Blittern aufgenommenen
Lichtintensitét).

Die Chlorophyll-Konzentration (Chls) wurde anhand von aus-
gestanzten Blattscheiben ermittelt (Durchmesser ca. 1 cm).
Die Blattscheiben wurden in 80 % (v/v) Azeton 24 Stunden
lang bei Zimmertemperatur im Dunkeln extrahiert. 28,29 Die
Absorbanz eines Extrakts wurde mithilfe von UV-2041-Spek-
troskopie (Shimadzu, Japan) bei 663 und 645 nm gemessen.
Die Chls-Konzentrationen je Blattflicheneinheit wurden an-
hand der Gleichungen nach Lichtenthaler ermittelt.19

Cicniy = 12.7 x A663 — 2.69 x A645
C(Chlb) = 229 X A645 - 468 X A663
Ciemy = (20.21 x A645 + 8.02 x A663)

Pigmentkonzentration = C, x V/S

A, ist hier die Absorbanz bei einer gegebenen Wellenldnge
(n), V ist das Volumen der jeweiligen Extraktionslosung und S
ist die Flache der Blattscheiben.

Die Blattfliche der gesamten Pflanzen wurde mit einem Blatt-
flaichenmessgerit Li-3100 (Li-COR, Lincoln, USA) ermittelt.
Anschliefend wurden sofort jeweils aus dem drittletzten Blatt
jeder Pflanze fiinf Blattscheiben (Durchmesser: 0,8 cm) aus-
gestanzt. Dann wurden die iiberirdischen Pflanzenteile und
die Scheiben zur Deenzymierung fiir 30 Minuten bei 105 °C
erhitzt und bei 80 °C in einem Ofen getrocknet, bis ein kons-
tantes Gesicht (Trockengewicht/DW) erreicht war. So erhiel-
ten wir letztlich die trockene Biomasse und die Blattmasse je
Flache. Die Blattmasse wurde als Trockengewicht/Flache der
Blattscheiben berechnet.

Statistische Analyse.

Samtliche Daten wurden per Varianzanalyse (ANOVA) ge-
testet. Die Signifikanz der Differenzen zwischen den Behand-
lungsmitteln wurde durch Student—Newman—Keuls-Test (S—
N-K) bei 0,05 Wahrscheinlichkeit separiert.



