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Regulierung von Nanomaterialien (Stand Oktober 2015)

Dr. Anke Jesse, Bundesministerium fiir Umwelt, Naturschutz, Bau und Reaktorsicher-
heit, Berlin

Die Nanotechnologie als breit eingesetzte Querschnittstechnologie sinnvoll zu regulieren, stellt an die
Europaische Kommission, das Europaische Parlament und die Mitgliedstaaten mit ihren vollziehenden
Behdrden eine Herausforderung dar, der es sich zu stellen gilt.

Die europaische Chemikalienverordnung REACH

Wahrend in sektoralen Bereichen wie dem Kosmetik- und Lebensmittelbereich die Regulierung fortge-
schritten ist, fehlt bislang im zentralen Stoffsicherheitsbereich in der europdischen Chemikalienverord-
nung REACH die Anpassung an Nanomaterialien (NM) vollig.

Die ist umso misslicher, als nunmehr eine rechtsverbindliche Regulierung fir die letzte und niedrige
Tonnage 2018 nicht mehr erreicht werden kann. Ob dies bewusst von der Europaischen Kommission
(KOM) gewollt ist, kann nicht mit an Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit gesagt werden. Die
Mitgliedstaaten, die sich fiir eine zeitnahe Anpassung der europaischen Chemikalienverordnung aus-
gesprochen hatten, sind verwundert. Vorschlage einzelner Mitgliedstaaten und Behoérden, wie eine
Anpassung erfolgen konnte, liegen der KOM seit mehreren Jahren vor. Das lange Zégern der KOM ist
umso erstaunlicher, als man sich einig ist, dass REACH grundsatzlich geeignet ist, auch NM zu regu-
lieren.

Mangels eines offiziellen Vorschlags der KOM hat eine Ressortabstimmung zur notwendigen Anpas-

sung bisher nicht stattfinden kdnnen. Aus Sicht der deutschen Bundesoberbehérden UBA, BAuA und
BfR, die der KOM einen Textvorschlag zu Anpassung fiir die Diskussion vorgelegt haben, sind die fol-
genden Punkte notwendig:

e Aufnahme der Definition (mindestens in die Anhange)

¢ Nanomaterialien sind eine besondere Form eines Stoffes (keine eigenstandigen Stoffe)

e Transparente Darstellung der einzelnen Nanoformen im Dossier und Stoffsicherheitsbericht
e Umfangreiche Charakterisierung der physikalisch-chemischen Eigenschaften

e Vereinfachte Registrierung ab 100t/a (Daten zur physikalisch-chemischen Eigenschaften)

e Vorziehen von Information Anforderungen auf nachstniedrige Tonnagegrenze, eher Informati-
on uber Langzeitwirkung

e Stoffsicherheitsbericht ab 1t/a

Was die KOM letztendlich vorlegen wird, bleibt abzuwarten. Ob das — wie von ihr mehrfach angekiin-
digt — noch in 2015 erfolgen wird, ist unwahrscheinlich.

Eine nicht zu unterschatzende Herausforderung ist die rechtliche Einstufung von gecoateten und ober-
flachenfunktionalisierten NM sowie von véllig neu designten NM, die insbesondere im Medizin Bereich
eingesetzt werden. Hier drangt sich die Frage nach einer Einstufung als Stoff ,sui generis“ auf. Eine
Antwort dazu ist bislang offen.
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Stoffbewertung unter REACH

Die deutschen Bundesoberbehdérden planen fir die kommenden Jahre die Stoffbewertungen von ZnO,
MWCNT, CeO,. Holland flihrt eine Stoffbewertung fir Siliziumdioxid (SiO,) und Silber (Ag) durch.
Frankreich hat die Stoffbewertung von Titandioxid (TiO,) angemeldet, wartet noch auf die Ergebnisse
der Bewertung durch die ECHA hinsichtlich der Vollstandigkeit der Daten im Dossier.

Die Registranten von SiO, und TiO, haben Widerspruch gegen die Entscheidung der ECHA zu weite-
ren Datenanforderungen fiir SiO, und TiO, erhoben. Der Widerspruchsbescheid der ECHA wird be-
zuglich der Datenanforderungen wegweisend sein.

Andere Verordnungen der KOM

In der Biozid Verordnung ist die Definitionsempfehlung der Kommission iibernommen worden. Es be-
steht eine Kennzeichnungspflicht und gesonderte Bewertung von NM.

Auch in der Kosmetik Verordnung besteht eine Kennzeichnungspflicht.

In der Pflanzenschutz Verordnung besteht keinerlei Vorgaben hinsichtlich NM. Dies gilt auch fir die
Tier-und Humanarzneimittel.

Im Bereich der Medizinprodukte wird derzeit eine Regulierung beztglich NM, in der Novel Food Ver-
ordnung die Definition verhandelt. Die Lebensmittelinformationsverordnung hat eine Definition und
Kennzeichnungspflicht fiir NM aufgenommen. Hier besteht allerdings eine besondere Herausforde-
rung hinsichtlich der Definition.

Herausforderung Nanodefinition
Rechtssicherheit beginnt mit einer verbindlichen Definition.

Die KOM hatte Ende 2011 eine Definitionsempfehlung mitgeteilt und eine Uberpriifung fiir 2014 ange-
kiindigt. Ob diese noch in diesem Jahr erfolgen wird und Anderungen vorgenommen werden, ist offen.

In einigen Regelwerken ist diese Empfehlung Gibernommen worden, in anderen wird die rechtsgiiltige
Definition an die Empfehlung angepasst. Dies ist insbesondere deshalb notwendig, um nicht in einem
Sektor eine Substanz als Nanomaterial laut Definitionsempfehlung vorliegen zu haben und in einem
anderen Sektor bei Einsatz der Substanz laut Definition des Sektors dasselbe Material nicht mehr als
Nanomaterial bewerten zu kénnen. Das ist derzeit in der Lebensmittelinformationsverordnung der Fall.
So ist zum Beispiel E 551 (Silica in nanoskaliger Form) laut Definitionsempfehlung der Kommission
ein Nanomaterial, wahrend es nach der Definition der eben genannten Verordnung nicht als Nanoma-
terial gewertet werden kann. Damit unterliegt es dann nicht der Kennzeichnungspflicht. Dieses Ergeb-
nis ist weder flr die Industrie, Behorden noch Verbraucher kommunizier bar und kann nicht gewollt
sein. Wie die kiinftige Definition bei der derzeit in Abstimmung befindlichen Novel Food Verordnung
ausfallen wird, bleibt abzuwarten.

Markttransparenz der KOM

Das Europaische Parlament forderte 2009 die KOM auf, vor Juni 2011 ein &ffentlich zugangliches
Verzeichnis der Arten von NM und ihrer Anwendungen auf dem europaischen Markt aufzustellen. Da-
raufhin beauftragte die KOM eine Folgenabschatzung.

Die Signale der Generaldirektion Growth deuten heute darauf hin, dass es kein Register eher eine
.Beobachterstelle” geben wird, die aktiv Daten zusammen tragt.
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Nationale Register

Nationale Register gibt es bisher in Frankreich, Danemark und Belgien. Bisher hat Italien ein freiwilli-
ges im Gesprach. Schweden entwickelt derzeit einen Vorschlag fir ein nationales Register. Die Nie-
derlande sprechen sich fiir ein europaisches Register aus, um Doppelpflichten zu vermieden.

In Deutschland forderte im Juli 2013 der Bundesrat die Bundesregierung auf, sich nachdricklich fur
die Schaffung einer Nano-Produktdatenbank auf EU-Ebene einzusetzen. Ein eigenes nationales Re-
gister ist in Deutschland nicht durchsetzbar.

Messmethoden und Analytik

Trotz bestehender Regulationen und Kennzeichnungspflichten besteht die Herausforderung in der
Entwicklung und Anwendung von geeigneten, einheitlichen Mess- und Analyseverfahren. Nur damit
sind die Voraussetzungen geschaffen, die rechtlichen Verpflichtungen durchzusetzen.

Fazit
NM stellen auch in den kommenden Jahren eine nicht zu unterschatzende Herausforderung auf allen
Ebenen dar.
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Der Weg zu zuverlassigen Resultaten in der Nanotoxikolo-
gie

Wie erhalt man robuste und vergleichbare Ergebnisse bei Nano-
Bio-Tests?

Dr. Matthias Rosslein, Empa — Materials Science and Technology, St. Gallen (Schweiz)

Die neuartigen Eigenschaften von Nanomaterialien, die dank intensiver Forschungs- und Entwick-
lungsarbeiten schrittweise in verschiedensten Anwendungsgebieten eingesetzt werden, erfordern eine
umfangreiche und zielgerichtete Abklarung allfalliger gesundheitlicher Risiken. Dementsprechend
entwickelt sich die Erforschung der Sicherheit von Nanopartikeln in eines der Trendgebiete der Natur-
wissenschaften. Damit einhergehend ist ein drastischer Anstieg an wissenschaftlichen Publikationen
zu beobachten, die aber keinen Erkenntnisgewinn mit sich bringen, im Gegenteil mit ihren sich wider-
sprechenden Aussagen flr Verwirrung sorgen1. Dies verursacht eine generelle Verunsicherung der
am Einsatz von Nanomaterialien forschenden Industrie und der breiten Offentlichkeit, was entspre-
chend die Weiterentwicklung des Gebiets zurlickbindet. Zudem verhindern die sich widersprechenden
Forschungsergebnisse eine effektive Regulierung dieser zukunftstrachtigen Materialien mit vielver-
sprechenden neuen Eigenschaften.

In mehreren Ver('jffentlichungen1'4 wurden die mdglichen Ursachen der widersprichlichen Resultate
untersucht und besprochen. Dabei wurden unterschiedliche Ursachen aufgedeckt, die Uber gezielte
MaRnahmen behoben werden sollten. Bereits durchgesetzt hat sich die von Krug & Wick® geforderte,
umfangreiche Charakterisierung der untersuchten Nanomaterialien. Die Liste der physikalischen und
chemischen Parameter ist umfangreich, da bis anhin der Zusammenhang zwischen den einzelnen Pa-
rametern und deren Einfluss auf biologische Systeme sich nicht mit einfachen Gleichungen beschrei-
ben lasst. Zudem lasst sich nicht schllssig zeigen, dass die bis anhin gemessenen Parameter ausrei-
chend sind.

Die Veroffentlichungen zeigten zudem, dass bei vielen der durchgeflihrten in vitro Experimente zur
akuten Toxikologie der Nanopartikel wichtige Kontrollen fehlen. Dies verhindert eine eindeutige Beur-
teilung der Funktionstlchtigkeit der entsprechenden Analyse, was fur Experimente mit lebenden
Krebszelllinien entscheidend ist. Diese Methoden lassen sich nur beschrénkt standardisieren, da sie
komplexen, biologischen bedingten Schwankungen unterliegen.

Dieser Vortrag zeigt auf, wie mit Hilfe der Grundsatzen der Metrologie®, die in anderen Fachbereichen,
wie der analytischen Chemie, bereits sehr erfolgreich eingesetzt werden, die Funktionstlchtigkeit und
damit die Robustheit und Vergleichbarkeit der Resultate von in vitro akut toxikologischen Experimen-
ten erreicht werden kann.

Abbildung 1 (wg. fehlender Bildrechte nicht vorhanden) zeigt die drei Grundlagen der Metrologie; Ruckfuhrbar-
keit6, Messunsicherheit” und Validierungs. Der dreibeinige Stuhl symbolisiert weiter, dass zwischen
diesen drei Grundlagen ein enger Zusammenhang besteht. Ohne Ruckfihrbarkeit und Validierung
kann keine Messunsicherheit abgeschatzt werden, wahrend eine Beurteilung der Ergebnisse aus der
Validierung nicht ohne Rickfuhrbarkeit und Messunsicherheit mdglich ist. Die Ruckfiuhrbarkeit fuhrt in

@ Def.: Wissenschaft vom Messen und ihre Anwendung
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einer Messung die Skala ein und erlaubt die eigentliche Quantifizierung. Die Messunsicherheit schatzt
den Bereich ab, wo die Ergebnisse von wiederholten Messungen liegen kénnen. Dieser Bereich an
Messwerten bildet die Voraussetzung fur den Vergleich von Messresultaten. Wahrend bei der Validie-
rung eines Messverfahrens umfassend untersucht wird, dass die direkten Zusammenhange zwischen
den einzelnen Parametern der Gleichung der Messgrofie und der MessgroRe selber gegeben sind
und keine signifikanten Storungen vorliegen. Oder in anderen Worten formuliert, dass wirklich das
gemessen wird, was gemessen werden sollte.

Diese drei Grundsatze werden am Beispiel des MTS-Assaysb, dessen Durchflihrung schematisch in
Abbildung 2 (wg. fehlender Bildrechte nicht vorhanden) zusammengefasst ist, einzeln ausgefiihrt. Die Rickfiih-
rung einer Messung auf die Grundeinheiten des Internationalen Einheitensystems war bis anhin eine
wenig beachtete Anforderung fur in vitro Experimente. Der Dosis-Wirkungs-Zusammenhang wird bei
einer Untersuchung von kleinen Molekulen Uber die Reinheit der Verbindung automatisch auf die
Grundeinheit der Menge (Mol) zurtickgefiihrt. Damit ist eine der Grundvoraussetzungen fir die Ver-
gleichbarkeit von Messergebnissen gegeben. Dies ist bei den komplexen nicht biologischen Syste-
men, wie sie Nanopartikel darstellen, nicht der Fall. Bis anhin gibt es keine Kombination von analy-
tisch chemischen und physikalischen Messverfahren, die eindeutig die Identitat von verschiedenen
Produktionschargen von Nanopartikeln zweifelsfrei belegen lasst. Die vollstandige Titration der Posi-
tivkontrolle eines Assays biete eine einfache und pragmatische Lésung. Der EC50 Wert der chemi-
schen Kontrolle flihrt den Assay, wie bei Messungen mit kleinen Molekiilen auf die Basiseinheit Mol
zurlick und erlaubt gleichzeitig eine Uberpriifung des korrekten Funktionierens der Bestimmung. Zu-
satzlich liefert der Ansatz eine erste Abschatzung der Messunsicherheit, die um weitere Faktoren aus
der im Vergleich von kleinen Molekilen schwierig zu berechnenden Dosierung der Nanopartikel erwei-
tert werden muss. AulRerdem erlaubt die regelmafRige Bestimmung des EC50 Werts einer bekannten
Verbindung eine Teilvalidierung der aktuellen Bestimmung. Diese Kontrolle muss fiir den eindeutigen
Nachweis, dass die Messung keinen Artefakten unterliegt, um eine Serie von Interferenzkontrollen er-
weitert werden.

Der ganze Lésungsansatz wurde mit Hilfe einer Ursachen- und Wirkungs-Analyse®'® ausgearbeitet
und in einem speziellen Plattenlayout umgesetzt. Anschlielend wurde die Wirksamkeit der Losung in
einem weltweiten Ringversuch tberpruft. In Zukunft gilt es diese Lésung, die am Beispiel des MTS-
Assays ausgearbeitet wurde, wie die bereits umgesetzte umfangreiche Charakterisierung der Nano-
partikel, in allen Fallen einzufordern. Nur so kénnen Messergebnisse von gleichen oder unterschiedli-
chen Nanopartikeln fiir gleiche Endpunkten miteinander verglichen werden und so in einer realisti-
schen Risikobeurteilung zusammengefligt werden. Dies bildet die Grundlage fir eine breite Akzeptanz
der Nanotechnologie und erlaubt der Industrie die nachhaltige Entwicklung neuer Produkte mit revolu-
tionaren Eigenschaften fortzufiihren.

Referenzen
1. KRUG, H. F. Nanosicherheitsforschung—sind wir auf dem richtigen Weg? Angewandte Chemie
(2014). doi:10.1002/ange.201403367

2. HrisTOZOV, D.R. et al. A weight of evidence approach for hazard screening of engineered nano-
materials. Nanotoxicology 8, 72—87 (2014).

3. HiIRscH, C., ROESSLEIN, M., KRUG, H. F. & WIcK, P. Nanomaterial cell interactions: are current in
vitro tests reliable? Nanomedicine (Lond) 6, 837—847 (2011).
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Cloud Point Extraktion als Schlussel fiir die Bestimmung
von Silber-Nanopartikeln in Umweltproben

Zusammenfassung des Vortrags

Prof. Dr. Michael. Schuster, Technische Universitat Miinchen

Problemstellung

Die Nanotechnologie gehort wegen ihrer zahlreichen Anwendungsfelder in technischen, medizini-
schen und Konsumprodukten noch immer zu einer der am schnellsten wachsenden Hochtechnologien
unserer Zeit. Durch Anwendung und Entsorgung dieser Produkte riickt zunehmend der Verbleib
kunstlicher ENM (engl. Engineered Nanomaterial) in der Umwelt in den Fokus. Mittlerweile gibt es
mehr als 1.600 registrierte, auf der Nanotechnologie basierende Produkte, von denen 23 % Silber-
Nanopartikel (AgNP) enthalten (YIN, Y.; YU, S.; Liu, J.; JIANG, G. 2014, Environ. Sci. Technol. (5),
2671-2679). Letztere werden aufgrund ihrer antimikrobiellen Wirkung in Gebrauchsgegenstanden und
medizinischen Produkten z. B. Textilien, Wundpflaster, Deo-Sprays, Pflegeprodukten, Verpackungs-
materialien, zur Beschichtung medizinischer Werkzeuge und von Kuhlschranken u. v. m. eingesetzt.
Ein nicht unerheblicher Teil dieser kinstlich hergestellten AgQNP gelangt laut Lebenszyklusanalysen
Uber Abwasserstrome letztlich in Klaranlagen. Simulationen im Labormalistab zufolge findet dort eine
Abreicherung (> 90 %) der eingeleiteten AgNP statt, die im Klarschlamm angereichert werden.

Bisher sind keine realen Belastungen des aquatischen Systems durch AgNP bekannt, weil keine all-
gemein anwendbaren analytischen Verfahren existieren, die eine selektive Messung von AgNP unter
realen Bedingungen gestatten. Dies gilt auch flir den Zulauf von Klaranlagen, der zwar vergleichswei-
se hohe Konzentrationen an AgNP enthalt, aber auch eine dulierst komplexe Matrix darstellt, die ext-
reme Anforderungen an die Selektivitat eines analytischen Verfahrens stellt. Bisher existieren lediglich
Abschatzungen auf der Basis mathematischer Modelle, die eine Konzentration von AgNP in FlieRge-
wassern im unteren zweistelligen ng L"-Bereich prognostizieren (z. B. MUELLER und NOWACK 2008.
"Exposure modeling of engineered nanoparticles in the environment." Environ. Sci. Technol. 42 (12):
4447-4453). Gleichzeitig belegen viele Studien die Okotoxizitat von Silbernanopartikeln und Silberio-
nen auf Mikroorganismen, Algen und Fische. Auch flir Menschen stuft die Weltgesundheitsorganisati-
on (WHO) Silber als giftig ein (WHO-Reihe Nr. 12, 2007), fir Trinkwasser gilt in Deutschland z. B. ein
Grenzwert von 0,01 mg Ag/L. Diese Einschatzung gilt nur fur Silber allgemein, eine Spezifizierung
ausschlieBlich fur AgNP existiert nicht.

In zwei vom Bayerischen Staatsministerium fir Umwelt und Verbraucherschutz (StMUV) geférderten
Projekten sollten deshalb analytische Voraussetzungen geschaffen werden, die es gestatten, AQNP
(und andere Metallnanopartikel) auch in hochkomplexen Realproben mit gédngiger Analysentechnik
richtig zu bestimmen. Dies sollte nicht nur mit kiinstlich hergestellten AgQNP mit bekannter Oberfla-
chenbelegung (engl. Coating) mdglich sein, wie in nahezu allen in der Literatur beschriebenen Verfah-
ren, sondern auch fiir Partikel gelten, die chemische Transformationen im Abwassersystem und in na-
tarlichen Gewassern erfahren haben. Dazu wurden entsprechende Partikel synthetisiert, mit in der Na-
tur vorkommenden bzw. naturnahen Verbindungen modifiziert und mit modernen bildgebenden und
anderen Verfahren charakterisiert. Fir diese Partikel und fur Partikel mit den Ublichen ENM Coatings,
die zu deren Stabilisierung eingesetzt werden, wurden dann effiziente Verfahren zur selektiven Ab-
trennung und Anreicherung von AgNP aus Realproben untersucht und validiert. Eine solche selektive
und gleichzeitig informationserhaltende Anreicherung von Nanopartikeln er6ffnet die Méglichkeit, gan-
gige routinefahige Bestimmungstechniken einzusetzen und sind damit der Schlissel fur eine routine-
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fahige Bestimmung von Nanopartikeln in komplexen Umweltproben. Im Rahmen dieser Untersuchun-
gen hat sich insbesondere die Cloud Point Extraktion (CPE) als einfach anwendbare und Uiberaus
wirksame Methode zur Anreicherung von AgNP herausgestellt.

Cloud Point Extraktion als Anreicherungsmethode fiir Silbernanopartikel

Bei der Cloud Point Extraktion (CPE) werden die Nanopartikel in Mizellen eingeschlossen, die dann
thermisch zur Koagulation gebracht und durch Zentrifugation oder schwerkraftgetrieben abgetrennt
werden. Das Prozedere dazu ist bemerkenswert einfach und hocheffektiv. Der Nanopartikel-haltigen
Lésung wird unter definierten Bedingungen eine Tensidlésung mit einer Konzentration oberhalb der
CMC (engl. Critical Micellar Concentration) zugesetzt, die Temperatur geringfligig erhéht und so eine
Koagulation der Mizellen eingeleitet. Im Falle von Triton X-114, das fiur die Versuche ausgewahlt wur-
de, geniigt eine Tensidkonzentration von 0,2 Gewichtsprozenten und eine Temperatur von 40°C, um
optimale Bedingungen fir die Anreicherung zu erhalten. Nach der Zentrifugation verbleibt ein kleiner
Tensidtropfen am GeféalBboden, der die angereicherten Silber-Nanopartikel enthalt. Er wird in 100-
200 pl Ethanol geldst und direkt mittels ET-AAS (Elektrothermale Atomabsorptionsspektrometrie) ana-
lysiert. Die ET-AAS besitzt eine hohe Nachweisstarke fir Silber, hat einen geringen Probenbedarf
(20uL) und ermoglicht eine gerateinterne Veraschung potenziell stérender Probenbestandteile vor der
Atomisierung. Sie besitzt damit im Vergleich zu zerstauberbasierten Techniken wie der ICP-MS klare
Vorteile, die Probleme mit der Verarbeitung konzentrierter Tensidphasen haben, bzw. diese nur nach
einer drastischen Verdiinnung verarbeiten kdnnen. Aus moderaten Ausgangsvolumina von 40 ml las-
sen sich mit der ET-AAS so Anreicherungen um den Faktor 80-100 erreichen. Speziesselektivitat |asst
sich relativ einfach erzielen, indem man geldstes Silber mit EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure) in
negativ geladene Komplexverbindungen uberfuhrt, die aufgrund ihrer hohen Polaritat nicht in die Ten-
sidphase ubergehen. Anhand dieser leicht durchzufiihrenden und schnellen Partikelanreicherung wird
fur AgNP eine sehr gute Nachweisgrenze (0,2-0,7 ng L'1) bei hoher Toleranz ubiquitarer Storstoffe er-
zielt. Die Groflenverteilung der AgNP bleibt durch die Anreicherung unverandert. Interessanterweise
nimmt die Extraktionseffizienz fur Partikel > 100 nm stark ab [1]. Dieser Effekt ist durchaus erwtinscht,
da so groRRe Partikel, die nicht mehr unter die Definition fiir Nanopartikel fallen, ausgeblendet werden
kénnen. Details der analytischen Optimierung bzw. Untersuchungen zur Matrixtoleranz sind in den
Publikationen [1]-[3] beschrieben.

Extraktionseffizienz der Cloud Point Extraktion in Abhangigkeit von der Parti-
keloberflache

In der Realitat liegen AgNP, was die PartikelgréRe und Form sowie deren Oberflachenbeschichtung
betrifft, in einer untiberschaubaren Vielfalt vor. Es ist daher nicht ausreichend — wie vielfach in der Li-
teratur beschrieben — eine Sorte selbst hergestellter oder gekaufter Partikel in einfach zusammenge-
setzten Lésungen anzureichern und zu bestimmen. Im Rahmen der Validierung der CPE wurden da-
her nicht nur Matrixeinfliisse untersucht, sondern auch unterschiedlich beschichtete Partikel herge-
stellt, aufwandig gereinigt, spektroskopisch und elementanalytisch charakterisiert und deren CPE-
Eigenschaften, insbesondere die Extraktionseffizienz bestimmt. Dabei wurden u. a. anorganisch be-
schichtete Partikel hergestellt (Chlorid, Sulfid, Phosphat), elektronenmikroskopisch visualisiert und
hinsichtlich der Elementzusammensetzung mittels EDX charakterisiert. Neben den umweltrelevanten
anorganischen Beschichtungen wurden auch zahlreiche organische Beschichtungen und ,reine” Sil-
berpartikel untersucht, die durch Laserablation von Silber in Reinstwasser hergestellt wurden. Als or-
ganische Beschichtung wurden Polymere wie Polyvinylpyrrolidon (PVP), das auch in technisch einge-
setzten AgNP zur Stabilisierung der Partikel verwendet wird und Starke als natirliches Polymer unter-
sucht. Aufgrund der hohen Thiophilie des Silbers wurden haufig eingesetzte schwefelhaltige Liganden
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wie Mercaptobernsteinsaure und 12-Mercaptoundekansaure sowie die schwefelhaltige Aminosaure
Cystein zur Beschichtung der Partikel verwendet. Des weiteren wurden Citrat- und Lysin-funktionali-
sierte Partikel hergestellt und ihre Eigenschaften hinsichtlich der CPE Anreicherung untersucht. Alle
synthetisierten Partikel wurden vorab dialysiert, um iberschiissige Silberionen und lberschissige
niedermolekulare Reagenzien zu entfernen, und zusatzlich mehrfach abzentrifugiert, um sicher zu
stellen, dass keine nicht partikular gebundenen Spezies die CPE bzw. die ATR-FT-IR (Abgeschwéch-
te Totalreflexions-Fourier-Transform-Infrarotspektrometrie) Charakterisierung verfalschen, die zum
Nachweis der erfolgreichen Modifizierung eingesetzt wurde. Zusammenfassend lasst sich also fest-
stellen, dass die CPE tatsachlich in der Lage ist, praktisch alle Silbernanopartikel weitgehend unab-
hangig von deren Oberflachenbeschaffenheit anzureichern. Details zur Herstellung und Charakterisie-
rung der oberflachenmodifizierten AgNP sind in der Publikation [2] naher beschrieben.

Extraktionseffizienz der Cloud Point Extraktion in Abhangigkeit von der Matrix

Neben der ausfiihrlichen Untersuchung der Extraktionseffizienz in Abhangigkeit von der Partikelober-
flache wurde auch eine Abhangigkeit der Extraktionseffizienz von der Matrix untersucht. Umweltrele-
vante anorganische Matrixbestandteile (Ammonium, Chlorid, Phosphat, Nitrat) haben im Konzentrati-
onsbereich von 0 bis 100 mmol L™ keinen Einfluss auf die Extraktionseffizienz der CPE. TiO,-Partikel
werden bis zu Konzentrationen von 100 mg L™ toleriert. Um den Einfluss von ,Natiirlicher Organischer
Materie* (NOM) im Hinblick auf die Extraktionseffizienz zu bestimmen, wurde die CPE von AgNP in
verschiedenen Arten von NOM-Standards untersucht. Die Konzentration wurde so gewahlt, dass die
maximale NOM-Konzentration in realen Umweltproben erreicht, bzw. sogar Uberschritten wird (Kon-
zentrationsbereich von 0 bis 100 mg L‘1). Auch hier wurde kein Einfluss auf die Extraktionseffizienz
der CPE festgestellt. In diesem Zusammenhang konnte beildufig auch die in situ Bildung von AgNP
aus Silberionen nachgewiesen werden. Ag” wird in Gegenwart von NOM offenbar sehr schnell in
AgNP umgewandelt. Diese in situ Bildung von AgNP konnte mittels CPE und elektronenmikroskopi-
scher Visualisierung der Partikel nachgewiesen werden. Die CPE ist daher auch ein sehr interessan-
tes Werkzeug zur Untersuchung der Bildung von AgNP in der Natur und unter kontrollierten Laborbe-
dingungen. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind im Detail in Publikation [2] aufgeflihrt.

Validierung der Cloud Point Extraktion in Realproben

Um komplexe Matrices wie Klaranlagenzulaufe zu untersuchen, wurden neben den bereits erwahnten
Matrixvalidierungen zahlreiche Aufstockungs- und Wiederfindungs-Experimente in Realmatrices
durchgefiihrt und die CPE mit einer zweiten chemisch vollstdndig unabhangigen Anreicherungsme-
thode validiert. Als unabhangige Validierungsmethode hat sich die Festphasenanreicherung mit lo-
nenaustauschern bewahrt, einer weiteren im Verlauf der StMUV Projekten entwickelten Anreiche-
rungsmethode, die in der Publikation [5] ndher beschrieben ist. Durch das véllig andere chemische
Anreicherungsprinzip, kann sie zur Uberpriifung der Richtigkeit der CPE eingesetzt werden [4].

Bestimmung von Nanosilber in Klarwerken

Die optimierte CPE-ET-AAS Kopplung erlaubt nun erstmals, den Zulauf, den Ablauf und Schritte in-
nerhalb der Klarprozesse mit realen Partikeln, die das Kanalsystem und die darin ablaufenden chemi-
schen und physikalischen Prozesse durchlaufen haben, zu untersuchen. Diese Untersuchungen wur-
den an neun unterschiedlich groRen und unterschiedlich arbeitenden siiddeutschen Klaranlagen
durchgefihrt. Bisher waren mangels analytischer Méglichkeiten nur Untersuchungen mit vorheriger
massiver Zudotierung synthetisch erzeugter AQNP maéglich. Die Ergebnisse dieser Arbeiten sind in der
Publikation [4] zusammengefasst. Sie lassen auch eine erste Abschatzung der AgNP-Frachten in
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Umgebungsgewasser zu. Das Klarwerk Minchen Nord (ca. 520.000 t/d) hat z. B. zur Zeit der Proben-
nahmen ca. 4 g AgNP pro Tag emittiert. Die Ergebnisse dieser Arbeiten zeigen, dass die CPE fir die
Summenbestimmung von AgNP in unterschiedlichen Wasserproben bis hin zu hochbelasteten Ab-
wassern sehr gut geeignet ist. Da Messungen bis in den Ultraspurenbereich moglich sind, kann in ei-
nigen Fallen auch der natirliche geogene Hintergrund an AgQNP gemessen werden.

Aufbauend auf diesen Arbeiten wurden dann am Beispiel der Klarwerke Gut Marienhof (Grof3stadt
Minchen) und Garching (Kleinstadt) in regelmaRigen Zeitabstdnden Proben genommen und mittels
CPE-ET-AAS hinsichtlich der ANP-Fracht analysiert. Bei allen Proben handelte es sich um 24-
Stunden-Mischproben, die Giber einen langeren Zeitraum und bei unterschiedlichen Wetterbedingun-
gen/Jahreszeiten gesammelt wurden. Das Klarwerk Garching verwendet als erste biologische Reini-
gungsstufe ein Belebtschlammverfahren, die zweite biologische Reinigungsstufe erfolgt hier allerdings
mit einem Tropfkérperverfahren. Das Klarwerk wurde wegen letzterem ausgewahlt, um zu klaren, ob
und in welchem Umfang auch dieses Verfahren in der Lage ist, nanopartikulares Silber zuriickzuhal-
ten. Die Untersuchungen ergaben, dass der Gberwiegende Teil der ANP-Fracht in den Klarwerken
zurtickgehalten wird. In beiden Klarwerken wurde eine Rickhaltung von mindestens 94 % der gesam-
ten AgNP-Fracht gemessen.
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Durchschnittliche Tagesfracht AgNP [g/d]

Rohzulauf Zulauf Zulauf 1. Zulauf 2. Zulauf Ablauf KIA K Gut M
Vorklarung biclogische biclogische Sandfang- v_om arwer u : a-
Reinigung Reinigung becken rienhof zu unterschied-

lichen Jahreszeiten.

Als entscheidende Stufe zur Riickhaltung von AgNP innerhalb der Klaranlagen konnten die biologi-
schen Reinigungsstufen identifiziert werden, wobei das Belebtschlammverfahren effektiver als das
Tropfkdrperverfahren ist. Abbildung 1 zeigt gemittelte AQNP-Tagesfrachten vom Klarwerk Gut Marien-
hof zu unterschiedlichen Jahreszeiten.

Bestimmung von Nanosilber in der Isar und im Mittleren Isarkanal

Am Beispiel der Isar wurde ein FlieRgewasser von der Quelle bis zur Miindung beprobt. Es sollte die
Fragestellung beantwortet werden, ob und in welchem Umfang z. B. eine Grof3stadt wie Minchen eine
messbare anthropogene AgNP Belastung erzeugt, die oberhalb des geogenen Untergrunds liegt.
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Abb. 2: Probenahmestellen fur die Untersuchung von Isar-Wasser. Sternsymbole geben die Standorte der Klar-
werke an.

Die Wasserproben aus der Isar wurden entlang des gesamten Flusses von kurz nach der Quelle bei
Scharnitz in Osterreich bis zur Miindung in die Donau bei Deggendorf entnommen und hinsichtlich ih-
res AgNP Gehalts analysiert. In Minchen wird von der Isar der Isarkanal abgezweigt. Dieser durch-
flie3t den Speichersee und miindet vor Landshut wieder in die Isar. Das Klarwerk Miinchen Nord leitet
seinen Abfluss in den Speichersee ein. Daher wurde auch das Wasser des Speichersees und des
Isarkanals untersucht. Die Probenahmen (nach DIN 38402-15) erfolgten im Frihjahr 2015.

Zusatzlich wurden Wasserproben der Isar direkt an den Klarwerkseinleitungen und jeweils 1,5 km
flussabwarts genommen. Abbildung 2 zeigt die Orte der Probenahme; Abbildung 3 zeigt die gemes-
senen AgNP-Konzentrationen in FlieRrichtung der Isar.
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Abb. 3: Verlauf der AQNP Konzentration in FlieRrichtung der Isar von Bad Télz bis zur Miindung in die Donau
bei Deggendorf. Die Nummerierung entspricht der Legende aus Abbildung 2.

Abbildung 3 macht deutlich, dass die Klarwerke einen entscheidenden Einfluss auf die Konzentration
an AgNP im Flusswasser haben. Nahezu an jeder Einleitstelle der Klarwerke steigt die Konzentration
sprunghaft an und sinkt bis zur nachsten Einleitung wieder ab. Damit ist zweifelsfrei gezeigt, dass die
Klarwerke an der Isar zu einem Anstieg der Konzentration an nanopartikularem Silber beitragen und
dass AgNP im Flusswasser demnach zum grofdten Teil anthropogener Natur sind. Die AgNP-
Konzentration liegt dabei aber abseits von Einleitungsstellen mit maximal 3 ng L™ weit unterhalb von
kritischen oder umweltschadlichen Konzentrationen. In der eingangs erwahnten, sehr haufig zitierten
Arbeit von Mueller und Nowack wird ein Wert von 30 ng L fir AgNP in Gewassern prognostiziert, der

fur die Isar trotz der Einleitung einer GroRstadt und zahlreicher weiterer Einleitungen nicht erreicht
wird.

Elution von Nanosilber aus Klarschlamm

Moderne Klarwerke halten um die 90% der in das Werk eintretenden AgNP im Klarschlamm zurlck.
Da Klarschlamm auch zur Diingung landwirtschaftlicher Flachen eingesetzt wird, stellt sich die Frage,
ob und unter welchen Bedingungen AgNP wieder aus dem Schlamm freigesetzt werden. Um diese
Fragen zu klaren, wurde Trockenschlamm (eine Klarschlammart mit etwa 30 % Feststoffgehalt, die im
letzten Schritt des Klarwerksprozesses anfallt) diesbeziglich untersucht. Dazu wurden sowohl Schit-
tel- als auch Saulenelutionen eingesetzt und die Eluate mittels der CPE-ET-AAS-Kopplung auf Nano-
silber untersucht. Der Trockenschlamm der Klaranlage Garching enthalt bis zu 2 mg kg'1 Silber (Ge-
samtsilbergehalt) bezogen auf die Trockenmasse. Insgesamt sind davon 170 ug kg'1 Silber eluierbar,
wovon 100 pg kg'1 AgNP sind. In Anlehnung an DIN 19527 wurde eine Schittelelution der Klar-
schlammproben mit Reinstwasser Gber 24 h durchgefihrt (3 g Klarschlamm auf 200 mg Reinstwas-
ser). Es wurden aber auch chemische (pH-Anderung) und mechanische Einfliisse (Ultradispergierung,
Quarzzusatz) wahrend der Schiittelelution untersucht, die zu einer starkeren Freisetzung von AgNP
aus dem Klarschlamm flhren. Wird die Elutionsmischung ultra-fein dispergiert, werden bis zu
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150 ug kg AgNP eluiert. Der Zusatz von Quarzsand zur Elutionsmischung verdoppelt die Masse elu-
ierbarer AgNP auf 200 ug/kg. Hohe pH-Werte flihren ebenfalls zu einer Erhéhung der Masse eluierba-
rer AgNP von urspriinglich 100 ug kg™ auf 350 ug kg™ (bezogen auf Schlammtrockenmasse). Zeta-
Potenzial-Messungen hatten zuvor ergeben, dass AgNP im basischen stark negativ geladen sind (bis
-35 mV), was die erhdhte Freisetzung durch elektrostatische Abstol3ung erklart. CPE-sp-ICP-MS-
Messungen in den Trockenschlamm-Eluaten zeigen, dass vor allem sehr kleine AQNP um 14 nm aus
dem Klarschlamm eluiert werden. Neben den Schittelversuchen wurden mit dem Trockenschlamm
auch Saulenversuche durchgefiihrt, um die zeitabhangige Elution von AgNP leichter und realitatsna-
her verfolgen zu kdnnen. Diese Art der Elution fiihrt zu einer wesentlich geringeren AgNP Freisetzung,
die ca. 5 % der durch Schuttelelution freisetzbaren Masse an AgNP betragt.

Elution von Nanosilber aus klarschlammgediingten Bodenproben

Da Klarschlamm zum Teil als organischer Dlnger auf Felder ausgebracht wird, besteht die Mdglich-
keit, dass Uber den Klarschlamm AgNP in die Umwelt freigesetzt werden. Eine tber 20 Jahre mit Klar-
schlamm gediingte landwirtschaftliche Nutzflache wurde daher stichprobenartig bis zu einer Tiefe von
40 cm beprobt (maximale Pflugtiefe 20 cm). Die Bohrkerne wurden in Schichten von jeweils 3 cm
Dicke zerlegt, die dann einer Schiittelelution nach DIN 19527 (feuchter Boden : Eluat = 1 : 1) unter-
worfen wurden. In den Eluaten wurde dann mittels CPE-ET-AAS die AgNP Konzentration bestimmt.
Eine Abhangigkeit der gefundenen AgNP-Konzentrationen von der Bodentiefe konnte nicht festgestellt
werden. Die Werte schwanken zwischen 6 und 334 ng AgNP je Kilogramm Bodenmaterial (Trocken-
masse). Es fallt aber auf, dass in der obersten Bodenschicht mit zunehmendem Pflanzenbewuchs
weniger AgNP gefunden werden. Die Vermutung liegt daher nahe, dass Pflanzen AgNP aufnehmen
und so aus dem Boden entfernen.

Ausblick

Eine relativ neue Entwicklung, die sp-ICP-MS (engl. single particle Inductively Coupled Plasma Mass
Spectrometry) erlaubt es, die Groflenverteilung anorganischer Nanopartikel im Spurenbereich zu
messen. In komplexen Realproben treten jedoch zahlreiche Stérungen auf, die keine direkten Mes-
sungen erlauben. Systembedingt kdnnen bisher auch nur Nanopartikel > 20 nm gemessen werden. In
Verbindung mit einer selektiven Anreicherung der Partikel mittels CPE hat diese Methode jedoch ein
enormes Potenzial fir die gréRenselektive Quantifizierung von Nanopartikeln in Umweltproben. Durch
die selektive Anreicherung konnte bereits die Nachweisgrenze fiir AQNP deutlich gesenkt und auch
Partikel < 20 nm sicher bestimmt werden. Die CPE-sp-ICP-MS Kopplung wird daher zusammen mit
der CPE-ET-AAS Kopplung weiterentwickelt, mit dem Ziel, eine routinefahige, grofRenselektive Be-
stimmung von AgNP in Umweltproben zu erméglichen, die eine Grundvoraussetzung fiir ein effektives
Umweltmonitoring ist.
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Mobilitat von Nanopartikeln in der Umwelt

Dr. Marina Maier, Bayerisches Landesamt fir Umwelt, Augsburg

Zum Verhalten von anthropogenen Nanopartikeln in den Umweltkompartimenten liegen bislang nur
wenige Informationen vor. Daher ist es schwierig, Anreicherung, Transportwege und Bioverfugbarkeit
dieser Nanopartikel in Boden, Sedimenten und Wasser abzuschatzen. Entsprechende Erkenntnisse
sind aber flr die Bewertung des Umweltrisikos wichtig.

Insbesondere flir den Bereich Boden — Grundwasser liegen kaum Kenntnisse zur Mobilitat von anth-
ropogenen Nanopartikeln vor. Die meisten vorhandenen Daten basieren auf Saulenversuchen mit ge-
stértem Boden ohne Berticksichtigung der natirlichen Bodenstruktur. Diese Ergebnisse lassen sich
nur eingeschrankt auf reale Systeme ibertragen. Um die Mobilitat von kiinstlichen Nanopartikeln be-
urteilen zu kénnen, mussen die Untersuchungen unter realitdtsnahen Bedingungen durchgefiihrt wer-
den, d. h. die natlrliche Lagerung des Bodens sollte weitgehend erhalten bleiben.

Aus diesem Grunde wurde fir die Untersuchungen unbelasteter, natirlich gelagerter Boden gewahit.
Dafir wurden zwei Bodenmonolithe (Durchmesser 30 cm, Hohe 60 cm) aus einem unbelasteten Ge-
lande entnommen. Die Untersuchungen wurden in einem klimatisierten Raum als Doppelversuche
durchgefiihrt.

' ._Ber_ggp:uhg'sanlage

Abbildung: a) Bodenprofil, b) Versuchsanlage

Als Testsubstanzen wurden kommerziell erhaltliche Platin-, Ceroxid- und Silber-Nanopartikel einge-
setzt. Uber den Lysimetersaulen wurde eine automatische Beregnungsanlage installiert. Zur Vermei-
dung von Randeffekten wurde der duflere Rand (2 cm) des Bodens bei der Beregnung ausgespart.
Die Lysimeter wurden so weit moglich unter gleichen Bedingungen betrieben.

Die Untersuchungen wurden Uber 117 Tage durchgefihrt. In diesem Zeitraum wurde die durchschnitt-
liche jahrliche Niederschlagsmenge fir Minchen aufgebracht (800 mm).

Zur Analytik der Perkolate wurde eine asymmetrische Fluss-Feld-Fluss-Fraktionierung (AF4) mit ei-
nem Massenspektrometer (ICP-MS) gekoppelt. Diese Methode ermdglicht die Fraktionierung der Par-
tikel nach ihren GréRen mit anschlielender Elementbestimmung in den Fraktionen. Fir einzelne Fra-
gestellungen wurde die ICP-MS im sogenannten ,single particle-Modus (SP-ICP-MS) mit AF4 kombi-
niert.
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Nach einer Beregnungsdauer von 14 Tagen konnten von allen Testpartikeln geringe Mengen in den
Perkolaten nachgewiesen werden. Dies konnte auf den Transport von Testsubstanzen Uber praferen-
tielle Flusswege hindeuten. Nach ca. 100 Tagen war keine Elution der Testnanopartikel mehr festzu-
stellen. Bis zum Versuchsende wurden 8,5-16,6 % (Nano-Ag), 14,3-16,1 % (Nano-Pt) bzw. 7-7,5 %
(Nano-Ce0,) der aufgebrachten Mengen im Perkolat gefunden.

Um zu uberprifen, wie fest die in der Sule verbleibenden Nanopartikel an die Bodenmatrix gebunden
sind, wurden die Bodenmonolithe zerstort und in Saulenperkolationsversuchen untersucht. Dieser
Vorgang kann mit der Behandlung von Ackerboden verglichen werden. Dadurch werden die Struktur
und das Verhalten des Bodens geandert, was sich auf die Mobilitadt von Stoffen auswirken kann.

Die obere (0-30 cm) und die untere Bodenschicht (30-60 cm) wurden getrennt untersucht. In den Per-
kolaten der oberen Bodenschicht wurden 5,6-6,4 % (Nano-Ag), 5,4-5,7 % (Nano-Pt) bzw. 5,8-6,1 %
(Nano-Ce0,) der am Anfang aufgegebenen Mengen gefunden. In der unteren Bodenschicht betrugen
die Frachten 0,1-0,6 % (Nano-Ag), 0,4-2 % (Nano-Pt) bzw. 0,3-1,8 % (Nano-CeO,).

Die Untersuchungen zeigen, dass die Testnanopartikel im Boden mobil sind, wenn auch nur in eher
geringem Ausmal. Von den auf ungestdrten Boden aufgetragenen Partikeln wurden weniger als 20 %
(Nano-Ag, Nano-Pt) bzw. weniger als 10 % (CeO,) eluiert. Bei Stérung der Bodenstruktur war nur eine
geringe zusatzliche Mobilisierung der in der Bodenmatrix verbliebenen Testpartikel festzustellen.
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Vorkommen von Nanopartikeln in wassrigen Umweltproben

Dr. Martin Wegenke, Bayerisches Landesamt fur Umwelt, Augsburg

Nanomaterialien (NM) konnen auf verschiedenen Wegen in die Umwelt gelangen, als wahrschein-
lichste Eintrittspfade werden Abwasser und Abfall angesehen. Quantitative Angaben zum Vorkommen
von NM in der Umwelt liegen kaum vor. Risikoabschatzungen basieren in der Regel auf Annahmen
und Modellrechnungen und sind daher mit erheblichen Unsicherheiten behaftet. Um belastbare Daten
zum Vorkommen von NM in der Umwelt zu erhalten, wurde die Analytik zum Nachweis metallischer
Nanopartikel (NP) in Wasser etabliert und fiir Untersuchungen wéassriger Umweltproben eingesetzt.
Um einen ersten Uberblick Giber die Gehalte von NP im aquatischen Bereich zu gewinnen, wurden Zu-
und Ablaufe von Klaranlagen sowie bayerische Seen und Grundwasser untersucht.

Analytik

Nanopartikel wurden mittels asymmetrischer Fluss-Feld-Flussfraktionierung (AF4) von den ionischen
Bestandteilen abgetrennt und nach ihrer Grofte aufgetrennt. In den Fraktionen wurden die Elemente
mit ICP-MS oder single-particle-ICP/MS bestimmt. Nano-Silber aus Klaranlagenproben wurde vor der
Analyse mittels Cloud-Point-Extraction angereichert.

Nanopartikel in Zu- und Ablaufen von Klaranlagen

Bei den Untersuchungen wurde der Frage nachgegangen, ob im Einzugsbereich potenzieller NP-
Emittenten erhéhte NP-Gehalte im Abwasser auftreten. Dazu wurde eine Klaranlage untersucht, in de-
ren Einzugsbereich verschiedene Unternehmen angesiedelt sind, die NM verarbeiten (,industriell be-
einflusste Klaranlage®, IKA). Zum Vergleich wurden Messungen in einer kommunalen KA (KKA)
durchgefiihrt, bei der von einem geringen Eintrag von Nanomaterialien aus industriellen Aktivitaten
auszugehen ist.

In Zu- und Ablauf der IKA wurde nano-Silber in deutlich hdheren Konzentrationen gefunden als in ent-
sprechenden Proben aus der KKA. Die Konzentrationen an nano-Silber in der KKA sind relativ kon-
stant, wohingegen sie in der IKA wesentlich starkeren Schwankungen unterliegen. Noch deutlicher
wird der Unterschied zwischen beiden Klaranlagen, wenn man die Frachten an nano-Silber vergleicht
(Abb.).

Neben nano-Silber waren in Ablaufen beider Klaranlagen Chrom, Zink, Kupfer, Eisen, Nickel und Titan
in nano-Form nachweisbar. Die mit Abstand héchsten Frachten entfallen bei beiden Klaranlagen auf
nano-Eisen. Dies ist vermutlich auf die Verwendung von Eisensalzen zur Phosphatfallung zurtickzu-
fuhren. Vergleicht man die Anteile der verschiedenen NP an der NP-Gesamtfracht, ergeben sich cha-
rakteristische Unterschiede zwischen den Klaranlagen: Auffallig sind die vergleichsweise hohen Antei-
le von nano-Zink und nano-Titan im Ablauf der KKA. Dagegen wurden im Ablauf der IKA hohe Frach-
ten an nano-Chrom und nano-Kupfer gefunden. Die Griinde fir diese Unterschiede sind bislang nicht
bekannt.
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Nanopartikel im Grundwasser

Durch Untersuchungen von Grundwasserproben sollte festgestellt werden, ob NP nachweisbar sind,
die moglicherweise auf anthropogene Aktivitdten zuriickzuflihren sind. In Betracht zu ziehen sind z. B.
nanopartikuldre Emissionen aus dem Kfz-Verkehr (Platingruppenelemente aus Katalysatoren, Anti-
mon aus Bremsabrieb), aber auch andere haufig in nano-Form verwendete Elemente wie Silber, Titan
und Zink. Die Proben wurden an Grundwassermessstellen in der Nahe stark befahrener Strallen ge-
nommen, um einen moglichen Eintrag von Platingruppenelementen zu erfassen.

An allen fiinf Messstellen waren Eisen, Calcium und Chrom in nano-Form nachweisbar. Die héchsten
Konzentrationen wurden fiir nano-Eisen und nano-Calcium ermittelt, die Gehalte dieser Nanopartikel
lagen Gberwiegend im Bereich 6—10 pg/l. Nano-Chrom war an allen Standorten nur in vergleichsweise
geringen Konzentrationen nachweisbar (< 0,5 pg/l). Das in einer Probe in geringer Konzentration ent-
haltene nano-Uran Iasst sich auf geogenes Uran zuriickfiihren. Nanopartikel, die im Kfz-Verkehr emit-
tiert werden (Platin, Palladium, Antimon) konnten ebenso wie Silber, Titan und Zink in keiner Grund-
wasserprobe nachgewiesen werden.

Nanopartikel in bayerischen Seen

Um das Vorkommen von NP in Oberflachengewassern untersuchen, wurden Proben aus 22 bayeri-
schen Seen untersucht. Da diese Seen zum Baden genutzt werden, wurde auch der Frage nachge-
gangen, ob sich die Badesaison auf den Gehalt an nano-Titandioxid (nano-TiO,) auswirkt. Nano-TiO,
ist als UV-Filter in Sonnencremes enthalten und kénnte beim Baden ins Wasser gelangen. Die Was-
serproben wurden zu Beginn und gegen Ende der Badesaison genommen.

Die héchsten NP-Gehalte wurden flr nano-Eisen und nano-Aluminium gemessen. Die Konzentratio-
nen lagen Uberwiegend zwischen 2 und 5 ug/l. Andere Nanopartikel wie Kupfer, Zink und Titan lagen
deutlich unter 1 pg/l. nano-TiO, war nur in vier Seen nachweisbar. Die Konzentrationen gegen Ende
der Badesaison waren deutlich erhdht gegenlber den im Frihjahr gemessenen Werten, so dass von
einer Freisetzung wahrend des Badens auszugehen ist.
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Umweltverhalten und -effekte von Kohlenstoffnanorohr-
chen (CNT) und Nano-Titandioxid (Nano-TiO,)

Andreas Schaffer, Michael P. Hennig, Stefan Rhiem, Anne Simon, Anne Wyrwoll, Han-
na Maes, RWTH Aachen University

Kohlenstoffnanorohrchen

Kohlenstoffnanoréhrchen (Carbon Nano Tubes, CNT) gelten aufgrund ihrer ausgezeichneten elektri-
schen und thermischen Leitfahigkeit und ihrer mechanischen Flexibilitat und Stabilitat als Werkstoff
mit Zukunfts- und Wachstumspotenzial. Die aus einfach und mehrfach gewandeten Graphenschichten
bestehenden CNT werden zunehmend in Produkten, z. B. Kunststoffen, eingesetzt, um deren Eigen-
schaften zu optimieren. Wegen ihres méglichen Eintrags in die Umwelt bei der Herstellung, dem Ge-
brauch und vor allem der Entsorgung der Produkte ist zu tGberprifen, ob CNT exponierte Organismen
beeintrachtigen kdnnen, zumal bereits nachgewiesen wurde, dass CNT in Zellen von Organismen
aufgenommen werden und dort in niedrigen Konzentrationen verbleiben. Allerdings scheint nach den
meisten der bisher vorliegenden Ergebnisse keine akute Toxizitdt von CNT vorzuliegen. Allerdings
wurden karzinogene Effekte ,starrer, gerader® CNT (in Analogie zu Asbest) in menschlichen Zelllinien
berichtet.

Es gibt bisher keine analytische Methode, reine CNT, die ausschlieRlich das Element Kohlenstoff ent-
halten, in der Umwelt mit ihrem hohen natirlichen Kohlenstoffanteil quantitativ nachzuweisen. Daher
haben wir eine Markierungstechnik gewahlt, mit der CNT eindeutig zu analysieren sind: aus "*C-
Benzol wurden durch Hochtemperaturgasphasenabscheidung mit einer Co-Legierung als Katalysator
"C-CNT hergestellt. Die hohe spezifische Radioaktivitat (> 1 MBg/mg), die auf den markierten Anteil
der Gerustkohlenstoffatome in der Graphenstruktur zuriickzufiihren ist, ermdglicht eine quantitative
Bilanz bei Aufnahme-, Umsetzungs- und Freisetzungsversuchen.

Bisher ist unbekannt, wie viel CNT aus Kunststoffkompositen, in denen CNT zur ,Veredlung® enthalten
sind, bei sachgemaliem Gebrauch bzw. nach der Entsorgung durch Verwitterung freigesetzt werden
und in die Umwelt gelangen. Wir untersuchten die Freisetzung von CNT aus Polycarbonatkomposit,
das zunachst mit sonnenahnlichem Licht bestrahlt (1.000 MJ/m?, entsprechend ca. ein Jahr Belichtung
in Mitteleuropa) und anschlieRend verschiedenen denkbaren Umweltszenarien unterworfen wurde:
mechanische Behandlung (Abklopfen), Ausschiitteln (Wasser, geloste Huminstoffe, simulierter saurer
Regen, simuliertes Deponie-Eluat), Frost-Tau-Zyklen, Warmebehandlung (bis 70 °C, entsprechend
der moglichen Aufwarmung schwarzer Kérper im Sonnenlicht).

Nach der Sonnenlichtbestrahlung ist die Freilegung von CNT Nanomaterial an der Kompositoberfla-
che und die anschlielende Freisetzung nach den Umweltszenarien signifikant héher als bei Komposi-
ten, die zuvor nicht bestrahlt wurden.

1 Gew.% der CNT Menge werden aus einem bestrahlten Polycarbonat-Kompositplatichen (Gewicht
ca. 150 mg, CNT Gehalt 1 Gew.%) gegenuber 0,03 Gew.% in unbestrahlten Proben freigesetzt, ent-
weder in Form freier CNT oder in Form von CNT-Kompositfragmenten. Entsprechende elektronenmik-
roskopische Untersuchungen werden derzeit durchgefiihrt. Aus den Untersuchungen Iasst sich eine
Freisetzungsrate von 18 mg CNT-Material pro m? Polycarbonat-Komposit pro Jahr abschatzen. Hier-
bei ist zu beachten, dass in der Umwelt durch Zusammentreffen mehrerer Abbauprozesse, langerer
Bewitterungsdauer und Belichtung von allen Seiten des Materials héhere Freisetzungsraten maoglich
sind.

Bayerisches Landesamt fir Umwelt 2015 23



Umweltverhalten und -effekte von Kohlenstoffnanoréhrchen (CNT) und Nano-Titandioxid (Nano-TiO2)

In einem weiteren Teil wurde untersucht, welche Auswirkungen die Exposition von Algen mit CNT
Suspensionen hat bezliglich der Aufnahme, Elimination und physiologischer Effekte (RHIEM et al.,
2015). Algen nehmen CNT auf: es wurde ein Biokonzentrationsfaktor von 5.000 L/kg Trockengewicht
ermittelt. Werden die Algen in CNT freie Medien gesetzt, eliminieren sie einen groRen Teil der aufge-
nommenen CNT, jedoch ein kleiner Rest verbleibt. Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen,
dass die CNT in geringen Mengen im Zellinneren der Algen eingelagert sind.

Mittels FT-IR-Messungen (Fourier-Transform-Infrarotspektroskopie) und Verschiebungen der Signale
im Fingerprint-Bereich konnte gezeigt werden, dass die Zusammensetzung der Algen bei CNT Expo-
sition verandert wird, beispielsweise durch Lipidoxidation, die durch Entstehung reaktiver Sauer-
stoffspezies durch CNT geférdert wird.

Auch Wasserflohe (Daphnien) nehmen CNT auf und sind im Darm agglomeriert selbst mit lichtmikro-
skopischen Aufnahmen sichtbar. Sie scheiden einen Grofteil der CNT nach Futterzugabe wieder aus,
aber ein kleiner Teil — gemessen durch die verbleibende Radioaktivitédt — bleibt in den Organismen zu-
rick. In Darmepithelzellen sind CNT-ahnliche Strukturen elektronenmikroskopisch nachweisbar. Wer-
den Daphnien Uber langere Zeit CNT haltigen Medien ausgesetzt (1 mg/L), verandert sich die Popula-
tionsstruktur: es werden im Vergleich mit Kontrollen in CNT-freien Medien im Lauf der Inkubationszeit
mehr neonate als adulte Daphnien beobachtet (Verjingung der Population). Fische nehmen ebenfalls
CNT auf und auch hier verbleibt nach der Elimination ein sehr geringer Anteil im Korper; die Blut-
Hornschranke wird jedoch nicht Gberwunden (MAES et al., 2014).

Zusammenfassend ergibt sich das Bild, dass CNT aus Kunststoffen in der Umwelt freigesetzt werden,
dass sie von Organismen aufgenommen werden und nach dem Ausscheiden geringe Mengen durch
Aufnahme in Zellen verbleiben kénnen. Nicht gezeigt wurde im Vortrag, dass CNT als Schadstofftra-
ger bei bestimmten Konzentrationsbedingungen zu Effekten flihren kdnnen, die die Schadstoffe bei
den gleichen Konzentration allein nicht verursachen.

Bezuglich einer Umweltrisikobewertung ist allerdings zu bertcksichtigen, dass alle gezeigten Versu-
che bei CNT Konzentration durchgeftihrt wurden (mg/L), die mehrere GréRenordnungen oberhalb er-
warteter Umweltkonzentrationen liegen, so dass das Umweltrisiko von CNT bei den sehr niedrigen
Konzentrationen in Oberflachengewassern (niedrige Emissionsraten, rasche Bindung an Sediment)
als sehr gering betrachtet werden kann.

Nano-Titandio<xid (Nano-TiO,)

Titandioxid-Nanomaterialien sind das mengenmafig wichtigste industrielle Nanoprodukt, das zahirei-
che Anwendungsmadglichkeiten findet, z. B. in Kosmetika, Sonnencremes, Lebensmitteln, Beschich-
tungen. Ein Teil des Nano-TiO, gelangt durch Gebrauch der Produkte oder Verwitterung von Materia-
lien in die Umwelt, so dass Sicherheitsuntersuchungen notwendig sind. In Oberflachengewassern
wurden ng/L bis pug/L Konzentrationen abgeschatzt, in Béden bis zu einigen Hundert pg/kg bis mg/kg
Trockengewicht, wenn sie mit Klarschlamm beschickt werden, in denen sich die Nanomaterialien an-
reichern. Mit der europaischen Chemikalienverordnung REACH wird bisher die Nano- und die Makro-
form (bulk chemical) ein und derselben Substanz nicht getrennt voneinander registriert. Zudem be-
riicksichtigen vorgegebene Testbedingungen, z. B. der OECD, bisher nicht, dass relevante Expositi-
onsszenarien wie z. B. der Einfluss von Sonnenlicht und das Vorliegen von Mischungen mit anderen
Kontaminanten die Okotoxizitédt von Nanomaterialien beeinflussen kénnen. Beide Aspekte — der Ein-
fluss des Lichts und die Mischungstoxizitat — sind fir Nano-TiO, relevant, da die Substanz photoakti-
viert reaktive Sauerstoffspezies produziert und aufgrund der hohen Oberflache sorptiv fiir organische
und anorganische Schadstoffe wirkt.
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Wir untersuchten den Einfluss der Grofie von zwei Nano-TiO,-Materialien und einem Produkt, das
gréRere Abmessungen als die flir Nanomaterialien festgelegte Maximalgrofe (in einer Dimension) von
100 nm hat, auf die Toxizitat fir verschiedene aquatische und terrestrische Organismen, den Einfluss
von Sonnenlicht auf die Toxizitat sowie die Mischtoxizitat der TiO,-Materialien mit dem Biozid Triclo-
carban, das z. B. ebenso wie Nano-TiO, in Koérperpflegeprodukten eingesetzt wird und beim Waschen
oder Duschen in die Abwasser gelangt.

Sonnenlicht erhoht die toxische Wirkung von Nano-TiO,-Materialien im Vergleich zu Laborlicht signifi-
kant (WYRwoLL, 2015). Ursache ist die Menge an Hydroxyradikalen, die von TiO, unter Sonnenlicht-
bestrahlung produziert wird. Durch Nutzung verschiedener OH-Radikal Nachweismethoden konnte
zwischen geldsten (freien) und an Organismen sorbierten Spezies unterschieden werden. So schei-
nen die Daten zu belegen, dass vor allem intermediare Valenzbandlocher des TiO, und sorbierte OH-
Radikale fur die Toxizitat verantwortlich sind, die u. a. zur Oxidation von Membranlipiden flhren.

Die lonenstarke der Testmedien zeigt ebenfalls einen Einfluss auf die Toxizitat des Titandioxids, weil
dadurch das Agglomerationsverhalten der Materialien beeinflusst wird. Dies ist eine generelle Schwie-
rigkeit bei den experimentellen Untersuchungen dieses Nanomaterials: durch rasche Sedimentation
verandert sich die Konzentration der suspendierten Partikel in der Wasserphase in Abhangigkeit der
Testbedingungen rasch, so dass gemessene Toxizitatswerte nicht auf die (Nominal-)Konzentration,
fur die eine homogene Durchmischung angenommen wird, sondern auf die durch Sedimentation er-
heblich niedrigere Konzentration in der Wasserphase bezogen werden muss, die nach wenigen Minu-
ten nur noch 10-20 % der Nominal-Konzentration entspricht. Dadurch ergeben sich zum Teil Vorsor-
gewerte im pg/L-Konzentrationsbereich. Solche Konzentrationen kénnen tatsachlich in der Umwelt in
Gewassern vorliegen.

Arbeiten anderer Arbeitsgruppen (DABRUNZ et al., 2011) legen nahe, dass die Expositionszeit einen
starken Einfluss auf die Toxizitat von TiO, Nanopartikeln fir Daphnien hat: mit zunehmender Expositi-
onszeit steigen die Effekte — Endpunkte waren die Immobilitat (Tod) und die Abnahme der Hautungs-
rate (durch Ablagerung der TiO,-Nanopartikel auf der Daphnienhaut), ein bei Daphnien essentieller
Wachstumsprozess.

Far die Umweltrisikobewertung von TiO,-Nanopartikeln gilt, dass Toxizitatstests unter Bestrahlung mit
Sonnenlicht durchgefiihrt werden sollten und sich bei Berlicksichtigung der realen Konzentration in
der Wasserphase (Abnahme durch rasche Sedimentation) fiir Wasserfl6he, eine wichtige Nahrungs-
quelle fir hdhere Organismen, auch bei umweltrelevanten Konzentrationen Toxizitat auftritt. In Béden
und Sedimenten, in denen die TiO, Konzentrationen durch Anreicherung erheblich héher sind, wurden
keine Effekte auf Organismen (Sedimentwirmer und Regenwirmer) beobachtet.
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Nanoabfalle — gibt es ein Problem?

Dr. Julia Vogel, Umweltbundesamt

Nanomaterialien (NM) sind Materialien, die einen Anteil von mindestens 50 % Partikel in der GréRen-
ordnung von 100 Nanometer oder weniger (= 1 — 100 nm) in mindestens einer Dimension enthalten’.
Sie konnen natlrlichen oder anthropogenen Ursprungs sein. Im Zusammenhang mit den Risiken der
Nanomaterialien sind anthropogen hergestellte Nanopartikel im Fokus, diese werden haufig auch als
ENP ,engineered nanoparticles” oder ENM ,engineered nanomaterials” bezeichnet. Neben der tat-
sachlichen physikalischen Gestalt der Partikel ist sowohl die chemische Zusammensetzung als auch
die Funktionalitat der Oberflache der Partikel sehr variabel; NM lassen sich keiner einzelnen Stoff-
gruppe zuordnen und kénnen deshalb nur schwer als eine einheitliche Gruppe betrachtet werden, so
dass generelle Aussagen Uber das Verhalten praktisch unmdglich sind. Daher ist auch keine eindeuti-
ge Aussage Uber die potenzielle von Nanomaterialien ausgehende gesundheitliche Gefahrdung oder
Wirkung auf die Umwelt mdglich.

Auch die Produkte in denen NM Anwendung finden sind sehr vielfaltig?,?,*, so dass davon ausgegan-

gen werde kann, dass sich nanomaterialhaltige Abfalle (sog. Nanoabfélle) in vielen verschiedenen Ab-
fallstromen wiederfinden. Allerdings gibt es keine einheitliche Definition des Begriffes Nanoabfall. In
Anlehnung an das Nano Trust Dossier des Institutes fiir Technikfolgenabschatzung der Osterreichi-
schen Akademie der Wissenschaften® wird der Begriff Nanoabfall wie folgt definiert:

e die enthaltenen Nanomaterialien sind anthropogenen Ursprungs,
e Nanoabfall kann anfallen bei

e der Produktion von NM,

e der Produktion von Produkten, die NM enthalten,

e des Gebrauchs von NM-haltigen Produkten,

e Nanoabfall entsteht beabsichtigt (durch den Entsorgungswillen des Erzeugers)

Im Gegensatz zum Nanoabfall wird noch der Begriff des Nano-Kontaminant definiert, welcher unbe-
absichtigt entsteht.

Eine Mengenabschatzung fiir Nanoabfalle ist schwierig, da bisher keine Kennzeichnungspflicht fir
Nanomaterialien in Produkten besteht und selbst die in Produkten enthaltenen Nanomaterialien dekla-
rieret sind, werden keine Mengen angegeben.

Da Nanomaterialien inzwischen in verschiedensten Produkten enthalten sind, ist auch davon auszu-
gehen, dass in allen Abfallbehandlungsanlagen (MVA, MBA, Recycling) und Deponien auch Nanoab-
falle mitbehandelt/eingebracht werden.

Die Ziele der Abfallwirtschaft sind unter anderem der Schutz von Umwelt und Gesundheit, der Schutz
der naturlichen Ressourcen und das SchlieRen von Materialkreisldufen. Eine weitere wichtige Funkti-

' Definition der EU Kommission

2 hittp://www.bund.net/themen_und_projekte/nanotechnologie/einsatzbereiche/
® http://www.nanowerk.com/nanotechnology databases.php

* http://nanotechproject.org/cpi/products/

® GRERLER et al. 2014, Nano trust Dossiers Nr. 40, ITA der OAW
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on liegt in der Ausschleusung von Schadstoffen aus Materialkreislaufen, um deren Anreicherung zu
verhindern (Senkenfunktion).

Im Europaischen Abfallrecht gibt es bislang keine Regelungen, die sich auf Nanoabfalle beziehen.

Wie sich Nanomaterialien in Abfallbehandlungsanlagen verhalten und wie oder ob sie von dort in die
Umwelt eingetragen werden, ist bisher weitgehend unbekannt. Es stellt sich also die Frage ob Abfall-
behandlungsanlagen auch im Falle von Nanoabféllen in der Lage sind ihre Senkenfunktion zu erfillen.

Die OECD ,Working Party on Resource Productivity and Waste WPRPW verdéffentlicht zum Thema
Nanoabfalle vier miteinander verbundene Literaturstudien zu den vier Entsorgungspfaden: Recycling,
thermische Entsorgung, Deponierung und Abwasser Behandlung. Diese beschéaftigen sich detailliert
mit den daraus maoglicherweise resultierenden Emissionen in die Luft, das Abwasser und die festen
Ruckstande, sowie insbesondere im Bereich Recycling, mit der Arbeitssicherheit. Insgesamt wird in
den Literaturstudien deutlich, dass noch wenig Informationen zum Thema Nanoabfélle und deren Ent-
sorgung vorhanden sind.

Eine Studie der Prognos AG® beschaftigt sich eingehend mit dem Recycling nanomaterialhaltiger Ab-
falle und identifiziert die relevanten Abfallstrome: Elektronik, Papier, Metalle, Textilien, Elektrogerate,
Batterien, Kunststoffe und Gummi, wobei eine Mengenabschatzung der nanomaterialhaltigen Produk-
te im Recyclingkreislauf nicht moglich ist.

Erste Studien aus der Schweiz und Deutschland an Abfallverbrennungsanlagen zeigen, dass sich Na-
nomaterialien weitestgehend in den festen Rickstanden der Verbrennung und den Filterstduben wie-
derfinden’.

Im Rahmen eines UFOPLAN-Projektes des Umweltbundesamtes »Untersuchung méglicher Umwelt-
auswirkungen bei der Entsorgung nanomaterialhaltiger Abfalle in Abfallbehandlungsanlagen« des
Umweltbundesamtes soll durch systematische Versuche in Kleinfeuerungsanlagen im Technikums-
malfdstab und Messungen an einer realen Miillverbrennungsanlage das Verhalten von Nanomateria-
lien bei der Verbrennung untersucht werden. Dazu wird der gesamte Weg vom Input tber Verbren-
nung, Abgasreinigung bis zu den Riickstanden der Verbrennung betrachtet. Daraus sollen schlief3lich
die Verteilungspfade des untersuchten Nanotitandioxides ermittelt und mdéglichst auch quantifiziert
werden.

Im Rahmen dieses Projektes wurde Nanotitandioxid auf den Inputstrom Hausm{ill aufgebracht und in
verbrannt. Das Nanomaterial wurde als Titandioxid in allen Versuchen zugegeben, die Analytik erfasst
aber den Gehalt an Titan. Die Messungen ergaben, dass der grofite Anteil des Titans nach der Ver-
brennung in der Rostschlacke (~ 92 %) sowie der Flugasche (~ 5 %) zu finden ist. Die Titankonzentra-
tion des Rauchgases wird durch die Zugabe des Nanotitandioxides zum Input nicht erhéht und die
Rauchgasreinigung den Titangehalt effektiv reduziert. Diese Ergebnisse stimmen mit denen einer
Studie aus der Schweiz zur Verbrennung von Ceriumdioxid in einer Millverbrennungsanlage uberein.

Zusatzlich werden im dem UFOPLAN-Projekt auch Untersuchungen an einer Klarschlammverbren-
nungsanlage durchgefiihrt. Dabei soll u. a. der Einfluss der Feuerungstechnik — Wirbelschicht vs.
Rostfeuerung — untersucht werden, allerdings liegen die Ergebnisse noch nicht endgultig vor.

® JUTTA STRUWE, EVA SCHINDLER: Bedeutung von Nanomaterialien beim Recycling von Abféllen, Arbeitspapier 270, November
2012,
http://www.prognos.com/fileadmin/pdf/publikationsdatenbank/121100 Prognos HansBoecklerStiftung Bedeutung von Nano
materialien.pdf

" WALSER et al., “Persistence of engineered nanoparticles in a municipal solid-waste incineration plant”, Nature Nanotechnolo-
gy, Vol 7, August 2012
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Nanoabfélle — gibt es ein Problem?

Das Projekt soll bis Ende 2016 abgeschlossen werden.

Nanoabfalle ricken erst langsam in den Fokus der Wissenschaft und es sind noch zu viele Fragen of-
fen, um eine Antwort auf die Frage zu geben, ob Nanoabfélle ein Problem fiir Mensch und Umwelt
sind. Deutsche Abfallverbrennungsanlagen, mit hohen Sicherheitsstandards, sind vermutlich in der
Lage einen Grolteil der Nanomaterialien aus dem Abluftstrom zurlickzuhalten, allerdings gilt dies si-
cherlich nicht fir Anlagen mit niedrigeren Standards, wie sie in anderen Landern, insbesondere au-
Rerhalb der EU, Ublich sind. Es bleibt festzustellen, dass mehr Forschung bendtigt wird und Nanoab-
falle als potenzielles Risiko im Blick behalten werden sollten, um ggf. handeln zu kdnnen, sollten sich
negative Umweltauswirkungen oder gesundheitliche Risiken zeigen.
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Vergleichende Inhalationstoxizitat verschiedener Nanopar-
tikel

Lan Ma-Hock, Volker StrauB, Sibylle Groters, Bennard von Ravenzwaay, Robert Land-
siedel, Experimentelle Toxikologie und Okologie, BASF SE

Nanomaterialien (NM) kdnnen Staube bilden, die eingeatmet werden kénnen. Es ist seit langem be-
kannt, dass nicht-nanoskalige schwerldsliche Partikel nach Inhalation in der Lunge Entziindungen
auslésen kdnnen (JOTTEN and KLOSTERKOTTER 1955). Es konnte gezeigt werden, dass Staube aus
schwerlGslichen NM sich grundsatzlich nicht anders verhalten als Feinstaubpartikel; Effekte jedoch be-
reits bei niedrigeren Massenkonzentration auftreten kénnen (ARTS et al. 2007; ELDER et al. 2005;
OBERDORSTER et al. 1994). Verschiedenen Formen und Freisetzungsszenarien von Stauben aus NM
kénnen dariiber hinaus zu Unterschieden in der Wirkung auf die Lunge flihren (ARTS et al. 2007;
ELDEr et al. 2005; OBERDORSTER et al. 1994; REUZEL et al. 1991; WARHEIT et al. 2007). Aufgrund der
Vielzahl der Oberflachenmodifikationen und GréRenverteilungen der NM und ihrer Anwendungen ist
es nicht méglich, jede einzelne NM umfassend tierexperimentell zu prifen. Daher wurde vom
European Centre for Ecotoxicology and Toxicology of Chemicals (ECETOC) ein mehrstufiges Schema
zur Gruppierung und Testung von NM entwickelt (,decision-making framework for grouping and tes-
ting nanomaterials“, DF4nano; ARTS et al. 2015), das die Risikobewertung weitgehend aufgrund der
Materialeigenschaften, der bio-physikalischen Interaktionen und der zellularen Effekte (in vitro) der
NM vornimmt. Tierversuche sind nur in Ausnahmefallen nétig und werden als Kurzzeitinhalationsstu-
dien (short-term inhalation studies, STIS) durchgefuhrt.

Dariber hinaus kann die Kurzzeitstudie im Rahmen des mehrstufigen Ansatzes zur Gruppierung von
NM eingesetzt werden, um die getesteten Materialien gemaR ihrer Toxizitat in den Gruppen einzuord-
nen. Diese ermdglicht die Priorisierung und Konzentrationswahl spaterer sub-chronischer oder chroni-
scher Studien. ECETOC hat hierzu ein mehrstufiges Gruppierungskonzept vorgestellt (ARTS et al.
20195),

Die Kurzzeitinhalationsstudie (STIS) an Ratten umfasst eine flinftagige Exposition und eine anschlie-
Rende dreiwdchige Nachbeobachtungszeit. Die Tiere werden kurz nach der Exposition und nach der
Nachbeobachtungszeit hinsichtlich folgender drei Aspekte untersucht:

1. Inhalationstoxizitat:

Effekte der eingeatmeten Partikel werden durch histologische Untersuchungen des Respirationstrak-
tes und die Untersuchung der Lungensplilflussigkeit (BALF) aufgezeigt. Beide Untersuchungsmetho-
den sind komplementar: Die Histologie zeigt morphologische Veranderungen im gesamten Respirati-
onstrakt, inklusive des oberen Traktes wie Nase und Larynx, an. In der BALF werden Summenpara-
meter der Lungen gemessen. Diese Untersuchung zeigt empfindlich die friihen Veranderungen in der
Lunge an, wohingegen die Histologie deren frithe morphologische Manifestation erkennt.

2. Reversibilitdt und Progression:
Histologie und BALF-Analyse werden zu zwei Zeitpunkten durchgefiihrt. Der Vergleich der Inzidenz
und Schweregrade gibt Hinweise auf Reversibilitdt oder Progression der Effekte.

3. Deposition in der Lunge und ihre Abtransport:

Untersuchung der Lungenbeladung zu zwei Zeitpunkten ermdglicht eine Abschatzung der internen
Exposition und der Clearance aus der Lunge. So kénnen sowohl Hinweise auf Uberladung der Lunge
als auch Differenzierungen der biologisch I6slichen und schwerléslichen Partikel gewonnen werden.
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Die Untersuchung zuséatzlicher Effekte — beispielsweise extrapulmonaler Organe — kann in das Studi-
enprotokoll aufgenommen werden.

Bislang wurden mehr als 40 NM in STIS an der Ratte geprift. Ein Auszug der umfangreichen Daten
zeigt, dass die Materialien sich in Bezug auf die oben erwahnten drei Aspekte zum Teil erheblich von-
einander unterscheiden. Dies soll anhand der Ergebnisse der Testung dreier NM im STIS illustriert
werden:

1) ZnO ist ein Beispiel fir Partikel mit mafiger Wasserloslichkeit aber rascher Lésung in biologi-
schen Systemen. In der STIS wurden Effekte am oberen und unteren Respirationstrakt beo-
bachtet. Die Effekte sind iberwiegend den freigesetzten Zinkionen zuzuordnen und waren re-
versibel innerhalb des Nachbeobachtungszeitraums. Die Reversibilitat 1asst sich durch eine
schnelle Clearance aus der Lunge durch Losung und Abtransport der lonen erklaren
(LANDSIEDEL et al. 2014).

2) CeO; (NM211 and 212) ist ein schwerldsliches partikulares Material, das keine toxischen lo-
nen in relevantem Ausmal freisetzt. In der STIS zeigten sich ausgepragte Entziindungen in
der Lunge und eine verringerte Clearance der Lunge bei Aerosolkonzentrationen oberhalb von
5 mg/m? (KELLER et al. 2014), bei 0,5 mg/m?® wurden keine Entziindungen beobachtet und die
Clearance aus der Lunge erfolgte mit ,normaler physiologischer Geschwindigkeit.

3) Nano-BaSO, (NM220) verursachte in der STIS keine Entziindung bei einer sehr hohen Aero-
solkonzentration von 50 mg/m?; es wurde zudem rasch aus der Lunge entfernt (LANDSIEDEL et
al. 2014). In einer Instillationsstudie und in Inhalationsstudien mit Expositionsdauer von vier
und 13 Wochen wurde die schnelle Clearance bestatigt (KONDURU et al. 2014). Die schnelle
Clearance lasst eine Teilldslichkeit des ansonsten unldslichen Bariumsulfats in vivo vermuten.

Eine STIS misst die friihen Effekte in der Lunge, die haufig als Entziindung und oder beginnende his-
tologische Veranderungen zu beobachten sind. Dies ermdglicht zum einen die Einschatzung der toxi-
schen Potenz eines Staubes, zum andern ist eine anhaltende Entziindung die notwendige (aber mog-
licherweise nicht hinreichende) Voraussetzung fur die Entstehung von Fibrosen und ggf. Tumoren in
Rattenlungen (ILSI Risk Science Institute Workshop Participants 2000).

Im Rahmen des von ECETOC vorgeschlagenen DF4nano werden NM in 4 Hauptgruppen eingeteilt:
Gruppe 1 l6sliche NM, Gruppe 2 Fasern und faserahnliche NM, Gruppe 3 passive NM, Gruppe 4 akti-
ve NM. Basierend auf den Materialeigenschaften, Bio-physikalischen Interaktionen und den Ergebnis-
sen der STIS erflillt ZnO die Kriterien flir die Gruppe 1 der I6slichen NM, CeO, der Gruppe 4 der akti-
ven NM und BaSOQ, ist aufgrund der geringen Inhalationstoxizitat der Gruppe 3 der passiven NM, zu
zuordnen. Basierend auf der Gruppierung und den Ergebnissen der STIS kann das Gefahrdungspo-
tenzial der NM bewertet werden.
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Nanopartikel in Lebensmitteln und Kosmetika

Richard Winterhalter, Silvio Dietrich, Wolfgang Matzen, Marina Sysoltseva und Her-
mann Fromme, Bayer. Landesamt fiir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit (LGL)

Im Rahmen des vom Bayerischen Staatsministerium fur Umwelt und Verbraucherschutz geférderten
Projekts ,Lebensmittelsicherheit und Nanotechnologie (LENA)® befasst sich das LGL mit verschiede-
nen Aspekten der Nanotechnologie im Lebensmittelbereich und entwickelt analytische Methoden zum
Nachweis von Nanopartikeln in Lebensmitteln und Kosmetika.

Im Lebensmittelbereich werden Nanopartikel zum einen in der Verpackungsindustrie, aber auch in
Lebensmitteln und Nahrungsergdnzungsmitteln eingesetzt. In Lebensmittelverpackungen wird z. B.
Nanoton als Gasbarriere flir Sauerstoff und Kohlendioxid in Kunststoffverpackungen eingesetzt. Bei
der Herstellung von PET-Flaschen ermdglichen Titannitrid-Nanopartikel (TiN) ein schnelleres Aufhei-
zen der PET-Rohlinge um diese aufzublasen und Nanosilber findet Anwendung als antimikrobielle
Beschichtung in Kunststoffooxen. Im Rahmen des Projektes LENA durchgeflihrte Migrationsstudien
zeigten allerdings, dass keine Nanopartikel auf Lebensmittel Gbertreten, da die Diffusion in der Kunst-
stoffmatrix viel zu langsam ist und es somit auch zu keiner Exposition des Verbrauchers kommen
kann.

In Lebensmitteln und Nahrungserganzungsmitteln werden nanoskalige Mizellen und Liposome in viel-
faltiger Weise eingesetzt z. B. flr wasserunlésliche Substanzen in Limonaden oder zur besseren
Bioverflgbarkeit von Vitaminen. Einige Lebensmittelzusatzstoffe wie amorphe Kieselsaure (SiO,,

E 551) enthalten ebenfalls nanoskalige Strukturen.

Im Bereich der Kosmetika werden Titandioxid (TiO,) und Zinkoxid (ZnO) in Form von Nanopartikeln
als UV-Schutz in Sonnencremes eingesetzt. AulRerdem wird Carbon Black, das auch in nanoskaliger
Form vorliegen kann, als schwarzer Farbstoff in dekorativer Kosmetik und Tatowierfarben verwendet.

Zur Information des Verbrauchers ist eine Kennzeichnungspflicht von Nanomaterialien in Lebensmit-
teln und Kosmetika in der Verordnung (EU) Nr. 1169/2011 bzw. 1223/2009 vorgesehen. Um in der
Lage zu sein diese Kennzeichnungspflicht zu Gberwachen miissen analytische Methoden entwickelt
werden, die alle Aspekte der jeweils zugrunde liegenden Definitionen von Nanomaterialien erfassen
kénnen.

Dazu ist eine vollstandige Charakterisierung der Nanomaterialien notwendig, um die chemische Identi-
tat und die AnzahlgrofRenverteilung zu bestimmen. Prinzipiell lassen sich die Methoden in Einzelparti-
kel- und Ensembletechniken unterteilen. Mit einer Einzelpartikelmethode wie Elektronenmikroskopie
(REM) kann neben der GréRRe auch die Form von Nanopartikeln ermittelt werden, doch ist ein erhebli-
cher Zeitaufwand nétig um eine hinreichend gro3e Anzahl an Nanopartikeln zu vermessen, um eine
reprasentative GrofRenverteilung zu erhalten. Bei den Ensembletechniken wie z. B. Lichtstreuung
(DLS) wird in der Regel ein methodenabhangiger mittlerer Partikeldurchmesser bestimmt, der nur be-
dingt in eine AnzahlgréRenverteilung umgerechnet werden kann.

Zusatzlich kdnnen Nanopartikel durch Feldfluss-Fraktionierung (AF4) entsprechend ihrer Gré3e auf-
getrennt werden. Dies ermoglicht zum einen die Grofenbestimmung der Partikel, zum anderen koén-
nen die Partikelfraktionen aufgefangen werden und mit dem REM weiter untersucht werden.
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Die chemische Analyse anorganischer Nanopartikel kann mit Hilfe der Induktiv-gekoppeltes-Plasma-
Massenspektrometrie (ICP-MS) durchgefiihrt werden. Betreibt man ICP-MS im Einzelpartikel-Modus,
kann damit auch die Anzahlgrofienverteilung der Nanopartikel bestimmt werden.

Anhand ausgewabhlter Beispiele werden die am LGL eingesetzten analytischen Methoden zur Charak-
terisierung von Nanopartikeln und Nanomaterialien (REM, AF4, DLS, ICP-MS) vorgestellt und Ergeb-
nisse der Untersuchungen von TiO, in Sonnencreme, Carbon Black in Tatowierfarben, SiO; in Nah-
rungserganzungsmitteln und Nanosilber in so genanntem ,Silberwasser” prasentiert.
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