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Development of a Decision Support Tool regarding the Environmental Behavior of Nanomaterials

Zusammenfassung

Im Laufe des OECD - WPMN Expert Meeting on Environmental Fate & Eco-Toxicology of Nanomaterials
in Berlin im Januar 2013 (OECD 2014) entwickelte sich ein gemeinsamer Standpunkt bei den Experten,
dass ein Bedarf fiir mindestens drei neue, nanomaterialspezifische Priifrichtlinien zur Frage des Ag-
glomerationsverhaltens, der Auflésung und der Transformation von Nanomaterialien existiert. Es
wurde beschlossen zwei Priifrichtlinien (Test Guidelines, TG) zusammen mit einem gemeinsamen Leit-
faden (Guidance Gocument, GD) fiir die Dispersionsstabilitdt und das Auflésungsverhalten von Nano-
materialien zu entwickeln. Ziel war es, zwei OECD TGs zu entwickeln, die die experimentellen Routinen
liefern, um das Agglomerations- und Auflésungsverhalten von Nanomaterialien unter den fiir diese
Prozesse relevanten Bedingungen in natiirlichen Wassern zu bestimmen. Die Ergebnisse der Priifun-
gen sollen es ermoglichen das Umweltverhalten der Materialien abzuschdtzen, Aussagen dariiber lie-
fern welches Verhalten in den nachgeschalteten 6kotoxikologischen Tests zu erwarten ist und be-
schreiben welche nanospezifischen Eigenschaften beziiglich Agglomeration und Auflésung in den
Tests zu beriicksichtigen sind. Ziel dieses Projektes war es, eine Priifrichtlinie zur Dispersionsstabili-
tat bzw. dem Agglomerationsverhalten von Nanomaterialien unter umweltrelevanten hydrochemischen
Bedingungen zu entwerfen sowie erste Anhaltspunkte fiir einen Leitfaden zu dieser Priifrichtlinie und
der Priifrichtlinie zum Auflosungsverhalten zu identifizieren (letztere nicht Teil dieses Projekts). Dieser
Bericht enthdlt die experimentellen Ergebnisse, die wahrend der Entwicklung der Methode zur Disper-
sionsstabilitat in simulierten Umweltmedien erhalten wurden. Da Nanomaterialien in Testsystemen
auch Umwandlungsreaktionen durchlaufen kénnen, ist ein Teil dieses Berichts diesen Prozessen ge-
widmet. In Form einer Literaturstudie wird der Stand des Wissens in 2015 {iber typische Umwand-
lungsreaktionen dargestellt. Es ist anzumerken, dass der Wissensstand zu dieser Fragestellung seit
damals schnell voran geschritten ist.

Technische Nanomaterialien (ENMs) verhalten sich in der Umwelt anders als gel6ste Substanzen, Par-
tikel > 1 pm oder Feststoffe. Durch ihre geringe GroBe wird das Verhalten der Partikel weitgehend
durch ihre Oberflachenchemie bestimmt und auBer bei Partikeln mit hoher Dichte {iberwiegt in wassri-
gen Medien die Diffusion der Partikel ihre Sedimentation und die Partikel bleiben {iber [dngere Zeit im
Schwebezustand (in Abhdngigkeit von der Dichte sogar bis hin zu mikroskaligen Partikeln). Dies fiihrt
zur Ausbildung von Dispersionen selbst ohne zusatzliche MaRnahmen zur Stabilisierung. Eine Disper-
sion ist ein makroskopisch homogenes, fliissiges Medium in dem mikroskopische Phaseniibergdange
fest/fliissig existieren. Dispersionskolloide, zu denen viele ENPs gehdren, sind thermodynamisch je-
doch instabil, neigen dazu zu agglomerieren und sich durch Sedimentation der Agglomerate abzu-
scheiden. Dispersionskolloide kdnnen durch interpartikuldre Krafte, die das Agglomerieren der Parti-
kel verhindern, in einem pseudostabilen Zustand verbleiben. Das besondere Verhalten der ENPs ldsst
es naheliegend erscheinen, dass die Risikobewertung auf Verfahren zuriickgreifen muss, die diese Be-
sonderheiten gegeniiber gelosten Substanzen oder klassischen Feststoffen beriicksichtigen.

Die Ergebnisse aus Untersuchungen zur Dispersionstabilitat und auch Auflésung lassen Riickschliisse
zu, ob und wenn ja, wie die Nanomaterialien in weiterfiihrenden Priifungen nano-spezifisch betrachtet
werden miissen. So wiirde ein leicht und schnell [6sliches Partikel u.U. klassisch wie l6sliche Substan-
zen getestet werden, wahrend fiir un-/teillosliche Partikel eine spezifische Priifstrategie abgeleitet
werden konnte. Beispielsweise wiirde ein unldsliches, gut dispergierbares Partikel eher zur Exposition
von pelagialen Organismen fiihren, wahrend bei schnell agglomerierenden, schlecht dispergierbaren
Materialien Sedimentorganismen verstdrkt exponiert wiirden. Dies kdnnte bei nachfolgenden Tests
und deren Bewertung beriicksichtigt werden.

Die Ergebnisse der einzelnen, hier dargestellten Experimente dienen der Gestaltung der OECD
Testrichtlinie zur Testung des Dispersionsverhaltens in unterschiedlichen aquatischen Medien. Die
Grundidee der dazu entwickelten Priifmethode ist, eine Dispersion des zu testenden Nanomaterials
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unterschiedlichen aber typischen hydrochemischen Bedingungen in einem Oberflaichengewdsser aus-
zusetzen und die Stabilitat der Dispersion iiber die Zeit zu beobachten. Dies soll iiber regelmafiige
Probennahmen kurz unter der Oberfldche der Dispersion und Konzentrationsbestimmung der darin
(noch) enthaltenden ENPs erfolgen. Bei einer stabilen Dispersion wird diese Konzentration konstant
sein, andernfalls sie sich durch Agglomeration und Sedimentation der Partikel verringern.

Partikel kleiner als etwa 1 pm Durchmesser bilden thermodynamisch instabile Dispersionen in wassri-
gen Medien. Solche lyophoben Dispersionskolloide (im Unterschied zu lyophilen Mizellen oder Mole-
kiilkolloiden), zu denen die meisten der derzeit betrachteten Nanopartikel gehdren, kénnen durch in-
terpartikuldre AbstoBungskrafte in Dispersion gehalten werden. Die dafiir notwendige Energiebarriere
wird hauptsdchlich durch elektrostatische und sterische Wechselwirkungen erzeugt. Andere Wechsel-
wirkungen spielen ebenfalls eine Rolle (siehe Grasso, et al. 2002), sollen hier aber nicht betrachtet
werden. Diese Wechselwirkungen werden kontrolliert durch die Materialeigenschaften, die Oberfla-
chenchemie und die Zusammensetzung des die Partikel umgebenen Mediums (Wasserchemie). Je
nach Partikeleigenschaften und der umgebenden Wasserchemie kénnen sich demnach relativ stabile
Dispersionen ausbilden oder die Partikel agglomerieren und sedimentieren. Die Zusammensetzung
von natiirlichen Wassern ist sehr komplex und rdumlich/zeitlich variabel. Um das Verhalten der Parti-
kel in natiirlichen Wdssern oder Testmedien zu bestimmen, kann man eine Dispersion der Partikel in
einem bestimmten natiirlichen Wasser oder Medium herstellen und das Verhalten der Partikel be-
obachten. Die hieraus erhaltenen Informationen modgen sehr realistisch fiir das untersuchte Wasser-
/Partikelsystem sein, sind aber nicht tibertragbar auf andere Wasser/Medien und die das Verhalten
der Partikel bestimmenden Eigenschaften des Wassers/Mediums kdnnen nur schlecht oder gar nicht
in Erfahrung gebracht werden. Im Rahmen von vorausgehenden Untersuchungen (Liu, et al. 2013,
Ottofuelling, et al. 2011, von der Kammer, et al. 2010) konnten einige wenige Parameter als Hauptein-
flussfaktoren isoliert werden. Hierzu wurden die in nicht-marinen Oberflichengewdssern normaler-
weise anzutreffenden Konzentrationsbereiche unterschiedlicher Kationen und Anionen beriicksichtigt
und mit dem Ausmas ihres Einflusses auf die Agglomeration kombiniert. Die resultierenden primaren
Einflussfaktoren sind danach der pH-Wert, die Calciumionenkonzentration und die Konzentration na-
tiirlicher organischer Substanz. In einigen Wassern und bei bestimmten Partikeln kénnen auch Magne-
sium- und Sulfationen einen Beitrag zur Agglomeration zeigen, um solche Wasser ebenfalls abzubil-
den kann mit MgSO0: als Elektrolyt gearbeitet werden; zusétzlich zu dem hier verwendeten Ca(NOs)2
und im hdufig anzutreffenden Molverhaltnis von 1:4 fiir Mg zu Ca. Die gewdhlten Salze ergeben sich
aus der Betrachtung ihres Vorkommens in Gewdssern und ihres Einflusses auf die Dispersionsstabili-
tat hauptsdchlich elektrostatisch stabilisierter ENMs: die einwertigen Kationen (Na, K) haben nur ge-
ringen Einfluss auf die Agglomerationsneigung stabiler Dispersionen, wahrend die in dhnlich hohen
Konzentrationen vorkommenden zweiwertigen Kationen (Ca, Mg) aufgrund ihres weit grofReren Einflus-
ses auf die Stabilitat (Schultze-Hardy-Regel) den Prozess dominieren. Dreiwertige Kationen (Al, Fe) ha-
ben noch einen weit starkeren Effekt, kommen aber nur in vernachlassigbaren Konzentrationen vor.
Die fiir die Tests ausgewdhlten Konzentrations- und pH-Wertbereiche decken etwa 95% der Werte ab,
die in Europdischen Oberflachengewdssern gefunden werden (Salminen 2007) und daher einen weiten
Bereich realer Konzentrationen. Wahrend es praktisch unmoglich ist, die vollstandige Bandbreite na-
tlirlicher Wasser im Labor zu testen, ermdglicht die fiir die OECD TG vorgeschlagene Prozedur eine sys-
tematische und vergleichsweise einfache Abschatzung auf Basis der wichtigen Parameter.

In natiirlichen Gewdssern wird die Konzentration ENMs um Gréf3enordnungen unter denen natiirlicher
Partikel liegen. Daher ist die Agglomeration der ENMs mit natiirlichen Partikeln (Heteroagglomeration)
von groBerer Bedeutung fiir den Transport und Verbleib, als die Homoaggregation zwischen den ENPs
selbst. Dies gilt jedoch nicht unbedingt fiir die standardisierten OECD Priifsysteme, in denen die ENMs
die einzigen partikuldren Feststoffe darstellen konnen. Es wiirde sich auch die Frage stellen, was ein

standardisiertes Material sein kénnte, das den Gegenpart in einem Test zur Heteroagglomeration dar-

6



Development of a Decision Support Tool regarding the Environmental Behavior of Nanomaterials

stellen kénnte (Schwebstoffflocken, Klarschlamm, Sedimentpartikel?). Natiirliche Partikel wie Gewas-
serschwebstoff sind sehr komplex und zeitlich und rdumlich sehr variabel in ihrer Zusammensetzung
und Gestalt. Dariiber hinaus sind experimentelle und analytische Ansdtze zur Messung der Heteroag-
glomeration noch nicht weit entwickelt. Erste Ansdtze zu einer Bestimmung von Heteroagglomerati-
onsprozessen in einem experimentellen Ansatz, der dem hier vorgestellten dhnelt, gibt es seit kurzem
(Barton, et al. 2014) und das in diesem Projekt von Anfang an verfolgte Konzept eines sinnvoll verein-
fachten Testverfahrens wurde kiirzlich allgemein fiir die Testung von ENPs beschrieben (Hendren, et al.
2015). Das hier beschriebene Verfahren stellt eine gut begriindete Vereinfachung von weit umfangrei-
cheren Tests dar (Ottofuelling, et al. 2011) und verzichtet absichtlich auf die Einbeziehung von Hetero-
agglomerationsprozessen wegen der derzeit noch vorherrschenden Probleme bei der Definition eines
dafiir geeigneten Testsystems. Die Parameter, die fiir den hier entwickelten Test relevant sind und auf
ihre Auswirkungen auf das Ergebnis untersucht wurden, sind:

lonenstdrke — kontrolliert die Ausdehnung der elektrochemischen Doppelschicht an der Oberflache
der Partikel (Debye-Lange 1) und damit das Ausmaf und die Reichweite der elektrostatischen Wech-
selwirkungen zwischen den Partikeln. Die lonenstdrke beriicksichtigt die Konzentration und die Valenz
aller beteiligten lonen einer Losung. Die Valenz der zur Partikeloberflachenladung entgegen gelade-
nen lonen beeinflusst aber die Stabilitdt von elektrostatisch stabilisierten Dispersionen (z.B. die Kriti-
sche Koagulationskonzentration) deutlich starker (Schulze-Hardy Regel) als dies durch den Anstieg
der lonenstarke bei Erhohung der Valenz wiedergegeben wird. Im Test wird die Konzentration von
Ca(NOs3)2 (ergdnzt alternativum MgS04) zwischen 0 und 10 mM variiert.

pH-Wert — fiir Partikel mit variablen Oberflachenladungen (z.B. Metalloxide, amphotere organische
Uberziige, Uberziige mit Carboxyl- oder Aminogruppen) spielt der pH-Wert eine groRe Rolle fiir die La-
dung der Oberflache und damit fiir die Stabilitat einer wassrigen Dispersion dieser Partikel. Der pH-
Wert kontrolliert dabei sowohl die Ladungsdichte auf der Oberflache (durch Protonierung/ Deprotonie-
rung) als auch die Polaritdt der Oberflachenladung bei amphoter reagierenden Oberflachen. Am La-
dungsnullpunkt (point of zero charge PZC) fehlen die Abstofenden Elektrostatischen Krafte und die
Dispersion ist instabil. Der PZC ist eine Materialeigenschaft und ist gleich dem isoelektrischen Punkt
(isoelectric point IEP) wenn keine spezifische Adsorption von Bestandteilen des Mediums an der Ober-
flache vorliegt. Im Test wurde der pH Wert zwischen 5 und 8.5 variiert.

Konzentration natiirlicher organischer Substanz (dissolved organic matter DOM) - in vielen Fallen er-
hoht die Anwesenheit von DOM im Wasser/Medium die Stabilitadt einer Dispersion. Dies liegt haupt-
sachlich an drei Faktoren: zum einen adsorbiert die DOM an die Oberflachen vieler ENPs und erhoht
dort die negative Ladung durch die im neutralen pH-Bereich de-protonierten Carboxylgruppen der
DOM. Diese Erh6hung der negativen Ladung verbessert die AbstofRung zwischen den Partikeln. Die
DOM Molekiile verhindern auch durch sterische Effekte eine Anndhrung von Partikeln und drittens
komplexiert DOM viele mehrwertige Kationen wie Calcium sehr effektiv und reduziert damit die Aktivi-
tdt des Kations und damit seinen Beitrag zur De-stabilisierung der Dispersion. Im Falle einer positiven
Oberflachenladung wiirde die Zugabe von DOM die Ladung zundchst vom Betrag her reduzieren (bis
zum IEP) und damit die Dispersion de-stabilisieren, eine weitere Zugabe wiirde dann eine negative
Oberflachenladung etablieren und wieder zu Stabilitat der Dispersion fiihren. Im Test wurden DOM
Konzentrationen zwischen 0 und 30 ppm (als DOC, dissolved organic carbon) eingesetzt.

Partikelkonzentration — das Prinzip des Tests basiert auf der Agglomeration der Partikel und dem
nachfolgenden Sedimentieren. Damit unterschiedliche Materialien miteinander verglichen werden
konnen muss der Agglomerationsvorgang fiir dhnlich instabile Dispersionen auch dhnlich schnell ver-
laufen. Da die Partikel-Anzahlkonzentration ein entscheidender Faktor fiir die Geschwindigkeit des
Prozesses ist, muss diese fiir unterschiedliche Materialien am Anfang moglichst gleich sein. Es wurde
untersucht, wie genau diese Anfangskonzentration einzustellen ist.




Development of a Decision Support Tool regarding the Environmental Behavior of Nanomaterials

Partikelgréfe und -dichte — eine instabile Dispersion wird durch Agglomeration der ENPs und Sedi-
mentation der gebildeten Agglomerate im Test erkannt. Die Sedimentationsrate wird hierbei durch die
Grofle der Aggregate und ihre Dichte bestimmt (zu einem Teil auch durch die Form und Durchstrémbar-
keit der Agglomerate, dies soll aber hier unberiicksichtigt bleiben, da beide Eigenschaften schwer zu
bestimmen sind). Gerade Agglomerate aus Materialien mit einer nur leicht héheren Dichte als die des
Mediums konnen wahrend der Dauer des Tests in Schwebe bleiben und so eine stabile Dispersion vor-
tauschen. Daher wird das Testgefdal am Ende des Tests zentrifugiert und iiber die Berechnung einer
Zentrifugationszeit (Berechnungshilfe als Anhang zur Priifrichtlinie), die eine einheitliche Partikel-
grof3e (1 pm) und die Dichte des Materials beriicksichtigt, wird wieder Vergleichbarkeit hergestellt.

Rolle des atmospharischen CO2 — wie zuvor bereits angefiihrt konnen Substanzen, die auf die Oberfla-
che der Partikel sorbieren, die Ladung der Oberflache beeinflussen. Damit gilt dann IEP#PZC. Da der
IEP wichtig fiir die Dispersionsstabilitdt ist, wurde der Einfluss von CO2 auf die Dispersionsstabilitat
untersucht. Es war davon auszugehen, dass aus CO: gebildetes und sorbierendes COs> den IEP zu
niedrigen pH-Werten verschiebt. Auch wenn dieser Effekt in der Literatur haufig beschrieben ist,
konnte keine Verdnderung der Dispersionsstabilitat der getesteten Materialien mit und ohne Luftab-
schluss gefunden werden.

Das Ergebnis des hier entwickelten Tests beschreibt die Dispergierbarkeit/Dispersionsstabilitdt sowie
das Agglomerationsverhalten unter standardisierten Bedingungen.

Dispergierbarkeit — beschreibt wie gut ein partikuldres Material in einem Medium zu einer Dispersion
verarbeitet werden kann. Viele Produkte unseres taglichen Bedarfs sind (meist recht stabile) Dispersi-
onen oder Emulsionen. Das zeigt, dass viele partikuldare Materialien unter Zuhilfenahme von Hilfsstof-
fen und Energiezufuhr dispergierbar sind. Die Frage hier ist jedoch wie sich ENMs unter Bedingungen,
wie sie in natiirlichen Oberflaichengewdssern existieren, dispergieren lassen. Die Dispergierbarkeit ist
also immer systembezogen und kann nur fiir eine bestimmte Prozedur angegeben werden. In der hier
definierten Methode (in Anlehnung an existierende Protokolle) wird zundchst eine héher konzentrierte
Vorratsdispersion produziert (definiert sind Massenkonzentration ENM, Ultraschallsonde und einge-
tragene Ultraschallenergie) aus der verdiinnte Dispersionen unterschiedlichen hydrochemischen Be-
dingungen ausgesetzt werden (definiert sind Anzahlkonzentration, pH-Wert, lonenstarke, DOM Kon-
zentration und Versuchsdauer). Dispergierbarkeit kann dann definiert werden in » x% noch dispergiert
nach y Stunden Beobachtungszeit. Es sind somit zwei Messungen nétig. Einfach zu beschreiben sind
Proben, die bereits beim Herstellen der Vorratsdispersion innerhalb von wenigen Minuten sedimentie-
ren und einen klaren Uberstand hinterlassen. Problematisch erweisen sich hier heterogene Nanomate-
rialien, bei denen ein Anteil stabil dispergierbar ist, ein Anteil jedoch nicht. Im Prinzip miissten die
beiden Anteile gesondert betrachtet werden.

Dispersionsstabilitdt — gibt an wie langzeitstabil die Dispersion unter unterschiedlichen Bedingungen
ist. Wobei der Zeitraum der Beobachtung eine Rolle spielt und die Stabilitdt auch von der Anzahlkon-
zentration der ENPs in der Dispersion abhdngt. Es miissen daher mindestens Beobachtungsdauer und
Anzahlkonzentration definiert sein. Bei gleicher Anzahlkonzentration zu Beginn des Tests und gleicher
Beobachtungsdauer werden sich unterschiedliche Materialien gleicher Dispersionsstabilitdt sehr dhn-
lich verhalten. Voraussetzung zum Vergleich unterschiedlicher Materialien ist, dass unterschiedliche
Dichten beriicksichtigt werden (Zentrifugationsschritt).

Die Priifmethode benétigt eine prizise Partikelmassenkonzentrationsbestimmung im Uberstand der
TestgefdBe. Daher wurden geeignete und hadufig verwendete Verfahren (Triibungsmessung, UV/VIS-
Absorptionsspektrometrie, ICP-OES und ICP-MS) auf ihre Anwendbarkeit untersucht. Die Dispersions-
stabilitat spielt in der technischen Chemie eine grof3e Rolle, z.B. in der Lack- und Farbenindustrie.
Hierfiir existieren speziell entwickelte Messgerdte von denen der Formulaction Turbiscan LAB auf die
Anwendbarkeit fiir das zu entwickelnde Testverfahren untersucht wurde.
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Im Prinzip kann die Testung der Dispersionsstabilitdt als erweiterter Test der Dispergierbarkeit an
mehreren Zeitpunkten angesehen werden.

Untersuchungszeitraum und Anzahlkonzentration— Der Untersuchungszeitraum wurde auf 6 Stunden
festgelegt. Dieser Zeitraum ergibt sich aus den Beobachtungen, dass bei einer festgelegten Anzahl-
konzentration zum Beginn des Tests die Sedimentation einer destabilisierten Dispersion nach 6 Stun-
den in jedem Fall abgeschlossen ist, bei Partikeln mit geringer Dichtedifferenz zum Medium wird diese
durch die Zentrifugation erzielt. Die beiden Randbedingungen Anzahlkonzentration und Dauer sind
daher direkt miteinander gekoppelt. Bei hoherer Anzahlkonzentration ware die bendtigte Dauer gerin-
ger und umgekehrt. Hierbei ist die benotigte Genauigkeit der Anzahlkonzentration in einer Untersu-
chung der Empfindlichkeit der Ergebnisse von dieser Konzentration untersucht worden. Es geniigt die
Anzahlkonzentration im Bereich plus/minus einer halben Gréf3enordnung zu bestimmen. Hierfiir genii-
gen meist Herstellerangaben zur mittleren Partikelgréfe und Dichte um mit Hilfe einer sphdrischen
Geometrie die Anzahlkonzentration zu berechnen. Alternativ kann eine DLS Messung der Vorratsdis-
persion herangezogen werden. Aufgrund der niedrigen bendtigten Genauigkeit (oder hohen Robust-
heit) eriibrigen sich Diskussionen iiber die Prdzision von DLS Messungen oder Herstellerangaben, die
Genauigkeit der Materialdichte oder Einfluss von Partikelgeometrien. Wenn jedoch erhebliche Abwei-
chungen von den Annahmen bekannt sind, miissen diese beriicksichtigt werden. Ein Beispiel waren
stabchenférmige Partikel und Materialien mit einer sehr breiten Partikelgrofienverteilung.

Im Prinzip ist die Untersuchung der Dispersionstabilitdt in diesem Test eine Dispergierbarkeits-Unter-
suchung mit hoherer Zeitauflésung. Sie zeigt zusatzlich das zeitliche Verhalten der Dispersion in Be-
zug auf ihre Sedimentation und Phasentrennung im natiirlichen Schwerefeld, wahrend der Zentrifuga-
tionsschritt nach 6 Stunden (Dispergierbarkeit) eine Vergleichbarkeit zwischen unterschiedlichen Ma-
terialien ermoglicht. Die hohere Zeitauflosung ermdéglicht den Prozess der Trennung besser einzu-
schatzen (Abb. 1).

ey

-
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-

dispersibility dispersion stability

concentration{C/Cg)in %
! .
!
concentration{C/Cy)in %

1 2 3 4 5 6
time (h) time (h)

Abbildung 1: Mogliche Ergebnisse aus dem Dispergierbarkeits- und Dispersionsstabilitatstest, das 2-Punkt und 7-Punkt Mess-
verfahren.

Der in Abb. 1 dargestellte Fall (a) wiirde durch Partikel entstehen, die zwar agglomerieren, aber durch
ihre geringe Dichte in Schwebe bleiben, Fall (b) zeigt eine kontinuierliche Abscheidung wahrend eines
(relativ zu c) langsamen Agglomerationsprozesses. Fall (c) weist darauf hin, dass die Dispersion aus
zwei Fraktionen besteht, einer stabilen, die auch iiber 6 h nicht agglomeriert und einer, die sehr
schnell sedimentiert. Als alternative Analytikmethode wurde ein Batch-Verfahren mit einem UV/VIS
Spektrophotometer erprobt, das eine noch hdhere zeitliche Auflésung ermoglicht und fiir Partikelty-
pen, die im UV/VIS Spektrophotometer in Triibung oder in echter Absorption gemessen werden kon-
nen, geeignet ist. Es ergeben sich Nachteile beziiglich Zeitaufwand und Empfindlichkeit, auf die in der
TG eingegangen wird.
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Mit Hilfe der Priifmethode konnen ENM entsprechend ihres Verhaltens in verschiedene Klassen von
Dispersionsstabilitaten eingeordnet werden. So wird ein ENM zunachst in Anwesenheit von DOM unter
allen drei pH-Werten und Ca-Konzentrationen auf seine Dispergierbarkeit getestet (2-Punkt-Verfah-
ren). Wenn es unter allen dieser Bedingungen zu mehr als 90% nach 6h im Uberstand gefunden wird
gilt es als gut dispergierbar und stabil. Wenn es zu weniger als 10% im Uberstand gefunden wird, gilt
es als nicht dispergierbar und instabil. Es muss dann nicht weiter hinsichtlich Dispersionsstabilitat
getestet werden. ENM mit Ergebnissen zwischen 10 und 90% werden dem detaillierteren Dispersions-
stabilitatsverfahren unterzogen (7-Punkt-Verfahren) und unter Einfluss von DOM und ohne DOM unter-
sucht.

Es muss darauf hingewiesen werden, dass die zum Zeitpunkt 0 h in den TestgefdaBen gemessene Kon-
zentration als 100% definiert ist und alle wihrend des Tests auftretenden Verluste im Uberstand auf

diesen Wert bezogen werden. Durch Verluste an Oberflachen oder vorzeitige Sedimentation zwischen
dem Ansetzen der Testdispersion und dem Start des Tests kann dieser Startwert sich vom erwarteten
Wert, der sich aus Einwaage und Verdiinnungsfaktoren ergibt, abweichen. Dieser Unterschied soll er-
fasst und im Testbericht festgehalten werden. Hohe Verluste in dieser Startphase konnen darauf hin-
deuten, dass das verwendete GefaBmaterial fiir das zu testende Nanomaterial ungeeignet ist und Al-

ternativen gefunden werden miissen.

Im Rahmen des Vorhabens wurden drei ENM ausgewdhlt, um die Anwendbarkeit des Testverfahrens zu
tiberpriifen. Zum einen Silber-NPs (NM300K), die bekannt sind unter vielen Bedingungen eine stabile
Dispersion auszubilden (positive Kontrolle), Kohlenstoffnanoréhren (NM400), die unter den meisten
Bedingungen keine stabile Dispersion ausbilden (negative Kontrolle) und ein ENM, welche bekannter-
mafien ein Dispersionsverhalten zeigt, das sehr stark von den Umgebungsbedingungen abhangt, Ti-
tandioxid (NM105).

Die ausgewahlten hydrochemischen Bedingungen im Test ergeben sich aus einer Datenbankanalyse
fiir europdische Oberflaichengewdsser (Salminen, et al. 2005) und aktueller Literatur zu Stabilitatsbe-
reichen von ENM in aquatischen Medien (Hammes, et al. 2013, von der Kammer, et al. 2010, Zhu, et al.
2014). Als natiirliche organische Substanz (DOM) wird Suwannee River NOM vorgeschlagen, in einer
Konzentration von 10 mg/L, wobei nicht nur die Massenkonzentration der DOM und der Partikel eine
Rolle spielt, sondern die verfiigbare Oberflache der Partikel in der Dispersion beriicksichtigt werden
soll. Der pH-Werte-Bereich wurde zundchst mit 5 — 7 — 8,5 festgelegt, im Zuge der Abstimmungen mit
der OECD jedoch auf 4 bis 9 gedndert, um eine Angleichung an existierende TGs zu gewahrleisten. Der
Bereich der Kalziumkonzentration wurde mit 0 — 1 — 10 mmol/L als Ca(NOs): festgelegt, mit der Option
dies um MgSO0: zu erganzen (im Molverhaltnis 4:1 Ca:Mg).

Die auf Basis der hier dargestellten Ergebnisse erstellte Testrichtlinie wurde im Oktober 2017 durch
das Council der OECD verabschiedet und kann auf den Internetseiten der OECD unter
http://www.oecd-ilibrary.org/environment/test-no-318-dispersion-stability-of-nanomaterials-in-si-
mulated-environmental-media 9789264284142-en abgerufen werden.
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