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FKZ 3709 64 418

1 Einleitung

Das Verhalten und die Wirkung von Nanopartikeln in der Umwelt sind noch nicht ausreichend erforscht,
um eine umfangreiche Risikobeurteilung durchzufiihren [1-3]. Ein Ansatz, diese Wissensliicken zu reduzie-
ren, ist die Untersuchung ausgewahlter Nanopartikel durch Mitgliedsstaaten der OECD im Rahmen der
"Working-Party on Manufactured Nanomaterials". Dabei reprasentiert Deutschland einen Sponsor fiir
nanopartikuldres Titandioxid (nTiO,) und muss eine Umweltbewertung durchfiihren, fir nanopartikulares
Silber (nAg) ist Deutschland Co-sponsor und tragt zur Erstellung einer Umweltbewertung bei. Fiir diese
Umweltbewertung werden existierende Daten aus okotoxikologischen Versuchen zusammengefasst und
Bereiche identifiziert, in denen noch keine Daten vorliegen. Bisher liegen wenige Daten zur chronischen
Toxizitat von nTiO, und nAg vor. Deshalb wurden im Laufe des in diesem Bericht dargestellten Teilprojekts
Versuche zur chronischen Toxizitdat von nTiO, auf den sedimentbewohnenden Wurm Lumbriculus variega-
tus und die terrestrisch lebende Milbe Hypoaspis aculeifer durchgefiihrt. In einem weiteren Teilprojekt
wurde die chronische Toxizitdt von nAg auf friihe Lebensstadien des Fischs Danio rerio untersucht. Um
eine moglichst hohe Vergleichbarkeit der Untersuchungsergebnisse mit anderen Studien zu gewahren,
wurden die Versuche basierend auf den entsprechenden OECD-Richtlinien durchgefiihrt. Begleitend zu
den Versuchen wurden Untersuchungen zum Agglomerationsverhalten der Partikel in den Expositions-
medien, den eingesetzten Konzentrationen und der Aufnahme der Partikel in die Testorganismen durch-
gefiihrt.

Testmaterial
Die in diesem Bericht dargestellten Versuche wurden mit nanopartikuldarem Titandioxid P25 (NM-105) und
Nanosilber (NM-300 K) durchgefiihrt.

Die Dispersionen, die zur Applikation des NM-105 in das terrestrische und das aquatische Testsystem
verwendet wurden, wurden durch Einwaage einer entsprechenden Menge des Testmaterials und Zugabe
des entsprechenden Volumens deionisierten Wassers hergestellt. AnschlieRend wurde die Dispersion fir
eine Minute bei 900 Umdrehungen pro Minute auf einem Magnetrihrer geriihrt und im Anschluss in
einem Ultraschallbad fiir drei Minuten behandelt [4].

Messung der PartikelgroRen und Metallgehalte

Wahrend der Expositionen wurden Messungen zum Verhalten (z. B. Agglomerationszustand) der Partikel
in den Testmatrizes durchgefiihrt. Zur Uberpriifung der eingesetzten Partikelkonzentrationen im Wasser
wurden die Gesamtmetallkonzentrationen analytisch Gberprift. Die AgglomeratgroRenverteilung wurde
mittels Dynamischer Lichtstreuung (DLS) bestimmt. AuRerdem wurden Testorganismen aus dem
Sediment-Kontakt-Test hinsichtlich der Aufnahme von NM-105 in den Organismus untersucht.

2 Sediment-Kontakt-Test mit Lumbriculus variegatus

Fir die Untersuchung der Wirkung von NM-105 auf den aquatischen sedimentbewohnenden Oligochaet
Lumbriculus variegatus wurden zwei Haupttests nach OECD 225 [5] durchgefiihrt. Die Applikation von
NM-105 erfolgte dabei abweichend zur entsprechenden Richtlinie [5] lGber die Wasserphase und nicht
Uber das Sediment.

Am Vortag des Expositionsbeginns wurden die TestgefdRe mit Sediment gefillt. Die Hélfte des finalen
Volumens des Uberstehenden Wassers wurde vorsichtig auf das Sediment gegeben. AnschlieRend wurden
die Wirmer in die Testgefdlle eingesetzt. Die TestgefdBe wurden lber Nacht unter Testbedingungen
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inkubiert, damit die Wirmer sich eingraben konnten. Am nachsten Tag erfolgte Exposition gegeniiber
NM-105 durch Applikation der Dispersionen. Nach Zugabe der Dispersionen wurden die Testmedien kurz
mit einem Glasstab geriihrt. Die Tests wurden anschlieBend unter den in Tabelle 1 genannten Bedingun-

gen inkubiert.

Tabelle 1: Expositionsbedingungen im Sediment-Kontakt-Test mit Lumbriculus variegatus.

Testorganismus:

Lumbriculus variegatus (Muller), adulte Wirmer mit
synchronisiertem Reproduktionszyklus

Anzahl Testorganismen je GefaR:

10 Wiirmer je Testgefal3; Testbeginn 10 d nach Synchronisation

Fiir die Haltung der Lumbriculiden und in den Tests wurde
rekonstituiertes Wasser nach [6] verwendet.

Wasserkarper: Im ersten Haupttest mit L. variegatus wurde neben rekonstituiertem
Wasser auch das am IME Ublicherweise in Tests eingesetzte Medium
verwendet. Dabei handelt es sich um aktivkohlegefiltertes,
aufgehartetes und sauerstoffgesattigtes Leitungswasser.

Sediment: Kunstsediment nach [5]

Testdauer: 28 Tage
Uberleben, Reproduktion und Biomasse (Trockengewicht)

Endpunkte: Zusatzlich wurde in Wirmern aus dem zweiten Haupttest die

Titankonzentration gemessen.

Biologische Parameter:

Anzahl der Wirmer, Trockengewicht der Wiirmer in jedem Replikat

TestgefalRe:

GlasgefaRe, 250 mL mit Plastikdeckel

Sediment pro Testgefal3:

80 g Frischgewicht

Sedimenthohe pro Testgefal:

ca.1,5cm

Volumen des Wasserkorpers:

180 mL

Belliftung der Testgefalie:

durchgéngige Beliiftung wahrend Konditionierungs-, Aquilibrierungs-
und Expositionsphase; Kontrolle: taglich an Werktagen

Fiitterung wahrend der Exposition:

Futter in Sediment (Brennnessel- und Cellulosepulver)

statisches Testsystem; regelmaRiger Ausgleich von verdunstetem

Wasserwechsel:
Wasser
A In den beiden Haupttests mit L. variegatus wurden alle in der
Validitat: L - .
Richtlinie [4] genannten Validitatsparameter erfillt.
Temperatur: 20,8 - 21,5°C (n = 54)
Lichtregime: 16 Licht : 8 dunkel

Ergebnisse der Haupttests mit L. variegatus

Die im Uberstehenden Medium gemessenen AgglomeratgréoRen lagen bei Testbeginn zwischen 402 und
1325 nm. Sieben Tage nach Beginn der Exposition unterscheiden sich die gemessenen PartikelgroBen
nicht von den in den Kontrollen gemessenen Werte. Dies deutet auf ein vollstandiges Sedimentieren der
Partikel aus der Wasserphase hin.

Das untersuchte Nanomaterial NM-105 hatte im ersten Haupttest bis zur héchsten Testkonzentration von
100 mg/L keinen signifikanten Einfluss auf die beiden erhobenen Endpunkte in den Lumbriculiden.

Mit dem zweiten Haupttest sollten die Ergebnisse des ersten Haupttests bestatigt werden. Aus diesem
Grund wurde ein Limit-Test mit der hochsten Testkonzentration (100 mg/L), in der im vorhergehenden
Versuch kein Effekt auftrat, und einer Kontrolle durchgefiihrt. Die zu Testbeginn mittels chemischer Ana-
lyse gemessenen Konzentrationen stimmen gut mit den nominalen Konzentrationen Uberein. Es ergab
sich kein signifikanter Unterschied zwischen der Kontrolle und der Behandlung (100 mg/L).
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Der Endpunkt Gewicht wurde als Frischgewicht bestimmt, auRerdem wurden alle Wirmer einer Konzen-
trationsstufe vor der Messung gepoolt, um sie anschlieBend direkt zur chemischen Analytik der Titankon-
zentration weiterzugeben. Die chemische Analytik der Wirmer ergab die folgenden Ergebnisse:
100 + 1 pg Titan/g Wurm (Trockengewicht) in den Kontrollen und 112 + 12 pg Titan/g Wurm (Trockenge-
wicht) in der Behandlung (Mittelwerte + Standardabweichung). Es gibt keinen signifikanten Unterschied
zwischen der Kontrolle und der Behandlung.

3 Reproduktionstest mit Hypoaspis aculeifer

Der Einfluss von NM-105 auf das Uberleben und die Reproduktion der terrestrisch lebenden Raubmilbe
Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer CANESTRINI (Acari: Laelapidae) wurde fiir jeweils 14 Tage in einem Dosis-
Findungstest und zwei Haupttests nach OECD 226 [7] untersucht (Tabelle 2).

Tabelle 2: Expositionsbedingungen in den Reproduktionstests mit Hypoaspis aculeifer.

Testorganismus:

Hypoaspis aculeifer (Canestrini), synchronisiertes Alter

Anzahl Testorganismen je GefaR:

10 adulte, gravide Weibchen je Testgefaly, 28 — 35 Tage alt

Substrat: Kunsterde nach OECD 226 (2008)
Testdauer: 14 Tage
Endpunkte: Reproduktion, Uberleben

Biologische Parameter:

Anzahl juvenile Milben, Anzahl adulte Milben in jedem Replikat

TestgefalRe:

GlasgefaRe, 200 mL ; Abdeckung mit perforiertem Parafilm

Substrat pro Testgefal3:

20 g (Trockengewicht)

Fiitterung wahrend der Exposition:

3, 7 und 10 Tage nach Expositionsbeginn mit Milben der Art
Tyrophagus putrescentiae

In dem Dosis-Findungstest und den beiden Haupttests mit

Validitat: H. aculeifer wurden alle in der Richtlinie [6] genannten
Validitatsparameter erfillt

pH-Wert: 6,1-6,7

Bodenfeuchte: 48,3 — 56,9% der WHKmax

Temperatur: 20,2 -21,3°C

Lichtregime: 16 : 8 h hell-dunkel-Rhythmus

Beleuchtungsstarke: 541 — 703 Ix

Die Testkonzentrationen 1 und 10 mg/kg wurden durch Applikation von 20 mL bzw. 50 mL Dispersion her-
gestellt. Die Kunsterde war zum Zeitpunkt der Applikation vorbefeuchtet, die endglltige Feuchte der
Kunsterde wurde durch Applikation der Dispersion auf 40 - 60% der maximalen Wasserhaltekapazitat ein-
gestellt [8]. Die Testkonzentrationen 100 und 1000 mg/kg wurden durch Mischen des pulverférmigen
Testmaterials in das Substrat hergestellt, die Feuchte von 40 - 60% der maximalen Wasserhaltekapazitat
wurde vor Applikation des Pulvers eingestellt. Um einen moglichen Einfluss der Applikationsmethode auf
die Toxizitat des Testmaterials erfassen zu kénnen, wurde die Testkonzentration 10 mg/kg zusatzlich mit-
tels Applikation des Pulvers hergestellt. AnschlieBend wurde die erforderliche Menge des Substrates
(20 g TG je Prufgefall) eingewogen und zehn adulte Weibchen aus den vorbereiteten Synchronisations-
zuchten eingesetzt.
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3.1 Ergebnisse des Dosis-Findungstests mit Hypoaspis aculeifer

Der Vergleich der Ergebnisse aus der Exposition gegeniiber NM-105 mit der Kontrolle zeigt signifikante
Effekte des Testmaterials auf die Anzahl juveniler Milben in der hochsten Testkonzentration (1000 mg/kg).
Die niedrigste untersuchte Testkonzentration (1 mg/kg) hatte signifikante Effekte auf die Anzahl juveniler
Milben und das Uberleben der adulten Milben. In den mittleren untersuchten Testkonzentrationen
(10 und 100 mg/kg) wurde fiir keinen der untersuchten Endpunkte ein signifikanter Unterschied zur Kon-
trolle festgestellt.

3.2 Ergebnisse der Haupttests mit Hypoaspis aculeifer

Im ersten Haupttest ergaben sich fiir keinen der erhobenen Endpunkte signifikante Unterschiede zwi-
schen Kontrolle und den Behandlungen.

Der zweite Haupttest wurde wie geplant zur Bestatigung der vorher erhaltenen Ergebnisse als Limit-Test
durchgefihrt. Da die beiden bisher durchgefiihrten Tests allerdings nicht absolut gleiche Ergebnisse er-
brachten, wurden zwei Testkonzentrationen und eine Kontrolle untersucht. Der Vergleich der Ergebnisse
aus der Exposition gegeniiber NM-105 mit der Kontrolle zeigt signifikante Effekte des Testmaterials auf
die Anzahl juveniler Milben in beiden untersuchten Testkonzentrationen (1 und 1000 mg/kg). Es gab kei-
nen Effekt auf das Uberleben der adulten Milben im Vergleich mit der Kontrolle (Abbildung 1).

A Anzahljuvenile Milben B Uberleben adulte Milben
0,
[n]goo é‘ * * [%] 100 — =
I Elﬂ 80 . |

200 60
100 40
20
0 0

Kontrolle 1 1000 Kontrolle 1 1000

nanoTiO, [mg/kg] nanoTiO, [mg/kg]

Abbildung 1: Ergebnisse des zweiten Haupttests mit Hypoaspis aculeifer.
A: Anzahl der juvenilen Milben.
B: Uberleben der adulten Milben bezogen auf Zahl der eingesetzten Milben.
Die Boxen stellen die beiden mittleren Quartile dar, zwischen den Boxen liegt der Median;
die Balken markieren minimale und maximale Werte; ¢: Mittelwert; n = 8 (Kontrolle und
Behandlungen). *: Signifikanter Effekt im Vergleich zur Kontrolle (Student t-Test; p<0,05).

4 Zusammenfassung der Langzeittests mit Titandioxid

In allen Tests, die in diesem Bericht dargestellt sind, wurden die in den entsprechenden Richtlinien ge-
nannten Validitatsparameter erfiillt. Die wahrend den Expositionen gemessenen physikalisch-chemischen
Parameter liegen innerhalb der empfohlenen Bereiche. In den jeweiligen Tests mit beiden Organismen
zeigen die Messungen der PartikelgroRRe, dass die Applikation des Nanomaterials in die Testsysteme re-
produzierbar gelang. Die zu Beginn des Sediment-Tests gemessenen Konzentrationen stimmen gut mit
den nominalen Konzentrationen uberein.
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Im Test mit dem aquatischen sedimentbewohnenden Wurm Lumbriculus variegatus traten nach 28-tagi-
ger Exposition keine signifikanten Effekte auf die Reproduktion und die Biomasse der Wiirmer auf. Die
Analyse der Titankonzentrationen in den Testorganismen nach Testende zeigte keinen signifikanten Un-
terschied in Wirmern, die gegentiiber 100 mg/L NM-105 exponiert waren im Vergleich zur Kontrolle.

Der Test mit der terrestrischen Raubmilbe Hypoaspis aculeifer fihrte nicht zu eindeutigen Ergebnissen, da
in den Tests unterschiedliche Ergebnisse ermittelt wurden. Im Vorversuch zur Ermittlung eines geeigneten
Testkonzentrationsbereichs wurden Effekte in der niedrigsten und der hochsten untersuchten Konzentra-
tion festgestellt (1 und 1000 mg/kg). Da in diesem Test die Uberlebensrate der adulten Milbe bei 1 mg/kg
im Gegensatz zu allen anderen untersuchten Konzentrationen reduziert war, wurde vermutet, dass die
eingesetzten Testorganismen moglicherweise aus nicht bestimmten Griinden auRerhalb des Testsystems
(z. B. Verletzung des Tieres bei Einsetzen ins TestgefdR) vor der Reproduktion starben. Im ersten Haupt-
test wurde dann derselbe Konzentrationsbereich untersucht; es wurden keine signifikanten Effekte auf
die erhobenen Endpunkte Uberleben und Reproduktion festgestellt. Der zweite Haupttest sollte diese
Ergebnisse bestdtigen. Allerdings wurden hier leichte, signifikante Effekte durch NM-105 in den beiden
untersuchten Konzentrationen 1 und 1000 mg/kg auf die Reproduktion der Milben festgestellt. Der
Unterschied der Anzahl an Nachkommen zur Kontrolle ist jedoch deutlich schwacher als im Dosis-Fin-
dungstest. Im Gegensatz zum Dosis-Findungstest war die Uberlebensrate der adulten Milben in diesem
Test aber nicht signifikant niedriger als in der Kontrolle oder der anderen untersuchten Testkonzentration.

Die Ergebnisse des aquatischen Tests mit L. variegatus sind vergleichbar mit Ergebnissen aus Studien mit
dem ebenfalls in Sediment-Wasser-Systemen durchgeflihrten Test mit Chironomus riparius, die in dem
Partnerprojekt (FKZ 3709 64 416) erhoben wurden.

Die Unterschiede im Auftreten von signifikanten Effekten in den verschiedenen Tests mit H. aculeifer sind
vermutlich durch das Testdesign beeinflusst. In allen drei Tests ist die Reproduktion bei 1 mg NM-105/kg
niedriger als in der entsprechenden Kontrolle. In den beiden Haupttests ist der Unterschied zwischen
Reproduktion in der Kontrolle und bei 1 mg/kg sehr dhnlich. Durch die Verwendung von acht Replikaten
im zweiten Haupttest wurde die Power des Tests deutlich erhéht, so dass bei der statistischen Auswer-
tung der Daten signifikante Unterschiede bei geringeren Unterschieden festgestellt werden, als bei Ver-
wendung einer niedrigen Replikatzahl. Da der Test im Standard-Design alle Validitatskriterien gut erfillt,

ist von einer NOEC von > 1000 mg/kg auszugehen.

5 Fisch Early Life Stage-Test mit Danio rerio und Nanosilber

Fur die Untersuchung der Wirkung von Nanosilber (NM-300 K) auf die friihen Lebensstadien von Fischen
wurden zwei Haupttests mit dem Zebrabarbling (Danio rerio) nach OECD 210 [9] durchgefiihrt. Da die
Dosierung in einem Durchflusssystem von Nanopartikeln je nach dispersiven, adsorptiven und
elektrostatischen Eigenschaften problematisch sein kann, wahlten wir semistatische Expositionsbedingun-
gen in groRen Aquarien (240 L stindig bewegtes Testmedium), in die Brutkafige fiur die als
Pseudoreplikate fungierenden Versuchsgruppen (je 20 befruchtete Eier) eingehdngt wurden. Zur
Minimierung von Stress fir die friihen Lebensstadien wurde der Wechsel des Expositionsmediums alle 7
Tage vorgenommen, indem die Tiere in ihren Brutkafigen in frisch angesetzte Aquarien tberfiihrt wurden.
In einem Orientierungstest tiber 7 Tage wurden die Stabilitdt der PartikelgréRe (70-80 % der Partikel
wahrend der ersten 5 Tage konstant mit einer GréRBe von 50-60 nm bestimmt) und Homogenitdt der
Verteilung (Aquarienmitte, Brutschalen: mittlere Konzentrationen 82-114% der Nominalkonzentration)
bestatigt.
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Tabelle 3: Testbedingungen fir die Early Life Stage Tests mit Danio rerio und Nanosilber.

Danio rerio, Cyprinidae, Teleostii

Der verwendete Stamm (Herkunft: West Aquarium GmbH, 37431 Bad
Testorganismus: Lauterberg) wird am Fraunhofer IME ohne Einkreuzung seit Gber 20
Jahren kultiviert. Er ist wildtypnah und entspricht in seiner Embryonal-
und Sexualentwicklung Hisaoka et al. [10, 11] und Takahashi [12].

Testdauer: 35 Tage

Testgefalle: Glasaquarien mit 240 L Testdispersion (unbeliftet)
Aktivkohlegefiltertes, aufgehartetes und sauerstoffgesattigtes

Wasserkorper: Leitungswasser, standig bewegt durch vier eckstandige Pumpen auf
dem Aquarienboden.

Temperatur, Lichtregime: 26 £1°C; 14 h Licht : 10 h Dunkelheit

Anzahl der Testorganismen zu Teststart: | 20 frisch befruchtete Eier je Pseudoreplikat (Brutkéfig)

Wasserwechsel: Alle 7 Tage Transfer der Brutkéafige in nei angesetzte Aquarien

Endpunkte: Schlupf, Uberlebensrate, GréRe bei Testende (Linge, Gewicht)

Ab Tag 6: Aufzuchtfutter (Tetra, AZ 000,Tetra-Werke, Melle) zweimal
taglich ad libitum; ab Tag 16: Gemahlenes TetraMin Flockenfutter
zweimal taglich ad libitum; ab Tag 9: Zuflitterung von Artemia salina-
Nauplien

Fiitterung wahrend der Exposition:

Fischembryotest iber 48 h: NOEC survival: 200 pg nAg/L;

Konzentrationsfindung: NOEC Herzschlagfrequenz: 100 ug nAg/L

Orientierungstest: 1 Aquarium mit 4 Brutkafigen; 400 pg nAg/L
Haupttest 1: Je 1 Aquarium mit 4 Brutkafigen; 200, 100, 50, 25 und
Testdesign: 12.5 pg nAg/L, Kontrolle und Dispergent-Kontrolle

Haupttest 2: Je 2 Aquarien mit 6 Brutkéafigen; 100, 50 und

12.5 pug nAg/L, Kontrolle

Analytik des Wasserkorpers: Gesamtsilber in Beckenmitte vor und nach Medienwechsel

In den beiden Haupttests wurden die Validitatskriterien der OECD TG
210 [9] nur vom zweiten Haupttest vollstandig erfiillt. Die Ergebnisse

validitat: des ersten Haupttests lieferten jedoch wertvolle Informationen und
bestatigten die Ergebnisse des zweiten Tests.
Exposition von juvenilen Tieren Uber 21 Tage bei 25 und 100 pg
nAg/L; Untersuchung der Aufnahme und Verteilung von Silber in den
Zusatztest:

Gewebefraktionen 1) Kopf und Haut/Kiemen, 2) Magen/Darm, 3)
Filet. Messung von Gesamtsilber und gelostem Silber im Wasser.

5.1 Ergebnisse des ersten Haupttests mit Danio rerio

Die mittleren Gesamtsilberkonzentrationen wurden in allen Behandlungen mit 70 % + 2 % der Nominal-
konzentrationen gemessen. In Ubereinstimmung mit dem vorab durchgefiihrten Fischembryotest betrug
die NOEC fuir den Schlupf 200 pug nAg/L (nominal). Bei 400 pg nAG/L waren im Orientierungstest wie im
Fischembryotest Wirkungen aufgetreten. Die niedrigste Testkonzentration (12.5 pug nAg/L) und die Disper-
sant-Kontrolle gingen aufgrund einer zeitlich befristeten Kontamination des Leitungswassers verloren.
Diese beeinflusste auch die Uberlebensrate der Larven in der Kontrolle, die mit 61 % unter dem Qualitéts-
kriterium der Richtlinie [9] von 70 % blieb. Die Testkonzentrationen von 25 bis 200 pg nAg/L zeigten 100 %
Schlupf und eine Konzentrationsabhingigkeit der Uberlebensrate geschlipfter Larven. In 200 pg Ag/L
starben alle Larven nach Transfer in neues Testmedium an Tag 7. In 100 pg/L begann erhéhte Mortalitat
an Tag 14 und ergab bei Versuchsende eine Uberlebensrate von 45 %. 50 ug nAg/L fiihrten zu dhnlichen
Ergebnissen wie in der Kontrolle (Effekt unklar), wahrend 25 ug nAg/L die Uberlebensrate eindeutig nicht
negativ beeinflussten. Hinsichtlich des Wachstums (gemessen als Linge und Gewicht) war bereits bei
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25 pg/L eine Reduktion gegeniiber der Kontrolle signifikant. Wegen der Unsicherheiten der Aussage
wurden im zweiten Haupttest drei statt wie geplant zwei Konzentrationen in zwei echten und je 6
Pseudoreplikaten untersucht.

5.2  Ergebnisse des zweiten Haupttests mit Danio rerio

Die mittleren Gesamtsilberkonzentrationen wurden in allen Behandlungen mit 47 % + 6 % der Nominal-
konzentrationen gemessen. Wahrend der Intervalle zwischen den Medienwechseln nahmen die Konzen-
trationen ab. Offensichtlich hatte sich die Pumpenleistung im Vergleich zum ersten Haupttest verschlech-
tert. Wie im ersten Haupttest war der Schlupf in nahezu allen Pseudoreplikaten 100 %. Die Uberlebens-
rate nach Schlupf betrug in allen Pseudoreplikaten aufler in der héchsten Testkonzentration 75-100 %.
100 pg nAg/L verursachten in einem Aquarium in vier Pseudoreplikaten erhéhte Sterblichkeiten nach
Transfer in frisches Testmedium an Tag 7. Die anderen acht Pseudoreplikate zeigten eine Uberlebensrate
vergleichbar mit der der anderen Behandlungen (70-95 %). Durch die hohe Uberlebensrate und geringe
Variabilitdt der anderen Behandlungen war die mittlere Uberlebensrate von 70,3 % in der héchsten Kon-
zentration statistisch signifikant niedriger. Ldnge und Gewicht waren bereits bei 50 pug nAg/L signifikant
reduziert (NOEC: 12,5 ug nAg/L).

Die liberlebenden Fische wurden auf ihre Gesamtsilberkonzentration untersucht. Die Konzentration stieg
mit steigender Konzentration im Medium. Wie fiir die meisten Metalle nahm jedoch die relative Anreiche-
rung mit zunehmender Konzentration im AuBenmedium ab.

Fir beide Haupttests wurden Endpunktberechnungen auf Basis der gemessenen Durchschnittskonzentra-
tionen vorgenommen (Tabelle 4). Der offensichtlich erhdhte Stress der Versuchsbedingungen im 1. Haupt-
test fiihrte zu schlechteren Uberlebensleistungen in der Kontrolle (unterhalb des Validitétskriteriums),
aber auch zu scharferen Effekten beim Wachstum (Lénge). Die Ergebnisse beider Tests stimmten gut Gber-
ein, die statistische Trennscharfe reicht aus, um Abweichungen oberhalb von 7 % von der Kontrolle signi-
fikant werden zu lassen.

Tabelle 4: Uberblickstabelle zu Wirkungen in den Early Life Stage-Tests mit Danio rerio und Nanosilber.
Berechnungen basieren auf gemessenen Durchschnittskonzentrationen (ug Ag/L).

LOEC (Effect) | NOEC (Effect) ECso 95%-Vertrauensbereich ECyo
Schlupf
Orientierungstest| 400 (80%) n.d. n.d. n.d. n.d.
1. Haupttest n.d. 136 (0%) n.d. n.d. n.d.
2. Haupttest n.d. > 47 (0%) n.d. n.d. n.d.
Uberlebensrate
1. Haupttest 69 (27%) 34 (0%) 72 67-77 53
2. Haupttest| 47 (20%) 23 (0%) 62 56-68 41
Lange
1. Haupttest 18 (19%) n.d. n.d. n.d. n.d.
2. Haupttest 23 (8%) 5,9 (2%) n.d. n.d. n.d.
Gewicht
1. Haupttest 18 (23%) n.d. n.d. n.d. n.d.
2. Haupttest 23 (26%) 5,9 (7%) n.d. n.d. n.d.

n.d.: nicht durchfiihrbar
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5.3 Ergebnisse des zusatzlichen Aufnahme- und Verteilungstests mit Danio rerio

Mit dem Ziel der Untersuchung der wesentlichen Aufnahmerouten und der Verteilung von Nanosilber in
Fischen wurde in den Testsystemen ein weiterer Test mit groReren juvenilen Tieren in 25 und 100 pg
nAg/L durchgefiihrt, um eine differenzielle Analyse verschiedener Gewebefraktionen zu ermdglichen. Von
den 15 Fischen pro Behandlung wurden nach 21 Tagen Exposition Gewebefraktionen von je drei Fischen
gepoolt und auf ihren Gesamtsilbergehalt untersucht (Tabelle 5). Fiir die Gewebefraktionen ,Kopf und
Haut” und “innerer Fisch” einschlieBlich Filet und innerer Organe wurden dhnliche Gesamtsilberkonzen-
trationen innerhalb jeder Behandlung festgestellt. Der Magen-/ Darmtrakt zeigte demgegeniiber etwa
vierfach hohere Werte in Kontrollfischen und 45fach hohere Werte in mit Nanosilber behandelten Fi-
schen. So ist nur ein kleiner Silberanteil in Fischen des 2. Haupttests auf die Aufnahme von geldsten
Silberionen Uber die Kiemen, der Grof3teil aber auf die Aufnahme von Partikeln in den Darm zurlickzufih-
ren. Nanopartikel im Darm verbleiben zum gréRten Teil dort, ohne in den Kérper aufgenommen zu wer-
den. Sie mogen aber einen Beitrag zur leichten Silberakkumulation im inneren Fisch beitragen, indem sie
als Quelle geloster lonen dienen.

Tabelle 5: Zusatzlicher Aufnahmetest mit Danio rerio: Gesamtsilberkonzentrationen in verschiedenen
Gewebefraktionen (ug/kg).

Kontrolle 25 pg nAg/L 100 pg nAg/L
Kopf Magen Innerer Kopf Magen Innerer Kopf Magen Innerer
& Haut & Darm Fisch & Haut & Darm Fisch & Haut & Darm Fisch
MW 18,7 63,7 11,3 134 5003 116 559 20334 415
SD 4,0 23,2 3,8 28,4 1210 120 71,2 11816 190
CV% 21,6 36,4 33,6 21,2 24,2 104 12,7 58,1 45,8

MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung; CV: Variationskoeffizient

5.4 Zusammenfassung der Langzeittests mit Nanosilber, Schlussfolgerungen

Im zweiten, validen Haupttest wurde eine NOEC von 5.9 ug nAg/L bestimmt (gemessene Gesamtsilber-
konzentration), die auf Wachstumseffekten (Gesamtlange) beruhte. Die Schwellenkonzentration fur akute
Wirkungen auf Dottersacklarven wurde mit der 100 pug nAg/L — Behandlung bestimmt (mittlere gemes-
sene Gesamtsilberkonzentration von etwa 60 pg/L). Diese Wirkung war wahrscheinlich auf die Exposition
gegeniber gelosten Silberionen direkt nach dem Medienwechsel zurtickzufiihren, da zu diesem Zeitpunkt
die Komplexierung durch organischen Kohlenstoff aus Futterresten und Faeces noch gering war. Der zur
Konzentrationsfindung durchgefiihrte Fischembryotest war in der Lage die Empfindlichkeit des Endpunk-
tes Schlupf (NOEC: 100 ug/L) vorauszusagen, nicht aber die Empfindlichkeit spaterer Lebensstadien. Im
Vergleich zu Literaturdaten von Fish Early Life Stage und juveniler Empfindlichkeit gegeniiber Silber-Na-
nopartikeln stellen die prasentierten Daten die empfindlichsten populationsrelevanten Endpunkte dar
(z. B. NOEC fur Wachstum in Schafskopfelritzen > 6.2 pg/L [13]). Das Versuchsdesign (semistatische Expo-
sition, Wasserbewegung, Medienwechsel alle 7 Tage) scheint daher fiir die Testung von Nanomaterialien
geeignet zu sein. Die Gesamtsilberkonzentration in den Fischen stieg mit steigender Gesamtsilberkonzen-
tration im Testmedium. In einem Zusatzexperiment wurde gezeigt, dass sich das meiste angereicherte
Silber im Magen-/Darmtrakt befand und somit tber die Ingestion von Partikeln geschehen war. Pseudo-
replikate (mehrere Brutkafige in einem einzigen Becken pro Konzentration) beinhalten das Risiko einer
starken Beeinflussung der Testaussage durch ungleiche Bedingungen in den statischen Systemen
(s. Haupttest 1). Deshalb sind mindestens zwei echte Replikate (die mehrere Pseudoreplikate enthalten
koénnen) bevorzugt. Sie kdnnen statistisch verglichen und zusammengefasst werden, wenn sie sich nicht
signifikant unterscheiden (s. Haupttest 2).
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