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1 Zielsetzung

Die Nanotechnologie wird als die Technologie der Zukunft bezeichnet, da durch den
Einsatz nanoskaliger Komponenten neue Funktionalitdten entstehen kdnnen, die wie-
derum zu neuen oder verbesserten Produkteigenschaften flihren.

Im Gegensatz zu den herkdmmlichen Bezeichnungen von Substanzen, die Aufschluss
Uber die chemische Zusammensetzung geben, stellt die Bezeichnung ,Nanomateria-
lien“ einen GroRRenbegriff dar, der von einer Vielzahl chemischer Verbindungen erzielt
werden kann. Organische und anorganische Materialien unterschiedlichster Struktur
fallen darunter. Aufgrund der Kombination von Gré3e und chemischer Zusammenset-
zung ist die Anzahl méglicher Materialien immens grof3. Zur Strukturierung wurde von
der OECD eine Klassifizierung erarbeitet, die GréRe, Form und das Vorliegen als freies
oder eingebundenes Objekt berlicksichtigt. Die chemische Zusammensetzung bleibt
unbericksichtigt (Abbildung 1).

Material

Nanomaterial Other
(One or more external dimensions or an internal or surface structure Materials
on the nanoscale)

AN

Nano-object ' _ Nano-structured material
(One or more external dimensions on (internal or surface structure on the
the nanoscale) nanoscale)
| Nanorod | Nanoplate | | Nanoparticle | Nanocomposite Aggreﬁa@
~N
Nanocrystallin Agglomerate

Manufactured nanomaterials: Nanomaterials intentionally produced to have specific properties or specific composition.
Nanomaterial: material which is either a nano-object or is nanostructured

Nano-object:material confined in one, two or three demensions at the nanoscale

Nanostructured: having an internal or surface structure on the nanoscale

Nanoscale: The siye range between 1 nm and 100 nm

Note: Products containing nanomaterils (e.g. tires, electronic equipment, coated DVDs) are not nanomaterials.

Abbildung 1: OECD-Vorschlag einer Klassifizierung von Nanomaterialien

Noch ist sehr wenig Uber die Umweltauswirkungen bekannt, die Nanomaterialien haben
kénnen. Dies liegt unter anderem daran, dass keine entsprechende Untersuchungsme-
thodik vorliegt. Standardisierte Tests zur Erfassung der entsprechenden Eigenschaften
wurden fir die Testung von ,klassischen“ Chemikalien entwickelt. Damit kénnen 16sli-
che bzw. schwer I8sliche Substanzen untersucht werden. Zumindest ein Teil der Na-
nomaterialien, beispielsweise Metalloxide, liegen jedoch in partikularer Form vor. Fir
die Testung von Suspensionen, sind die zur Verfugung stehenden Testsysteme jedoch
nicht vorgesehen. Einige natirlich vorkommende Metalloxide, z.B. Eisenoxid, Titandi-
oxid, werden auch in Form von Nanopartikeln produziert und kommen in verschiedenen
technischen Anwendungen zum Einsatz. Bei Untersuchungen zum Verbleib dieser pro-
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duzierten Nanomaterialien muss daher eine Unterscheidung von den entsprechenden
naturlich vorkommenden Stoffen mdglich sein.

Die Untersuchung von Nanomaterialien stellt somit eine besondere Herausforderung
dar, der sich zahlreiche Arbeitsgruppen stellen werden. Noch ist die Anzahl der ent-
sprechenden Publikationen sehr Uberschaubar, doch ist davon auszugehen, dass die
Zahl in den nachsten Jahren exponentiell ansteigen wird. Um einen effektiven finanziel-
len Ressourceneinsatz zu gewahrleisten, sollte zum einen sicher gestellt werden, dass
die einzelnen Arbeitsgruppen gegenseitig auf ihren Erfahrungen aufbauen kénnen und
grundlegende Entwicklungen, die bei der Beschaftigung mit einem neuen Thema ge-
leistet werden miissen, nicht zu haufig parallel erfolgen. Des Weiteren muss sicher ge-
stellt sein, dass die Ergebnisse der einzelnen Arbeiten nicht nur unabhangig von ein-
ander interpretiert werden kénnen, sondern dass aus der Zusammenschau der Resul-
tate, diese abgesichert bzw. neue Erkenntnisse gewonnen werden kénnen.

Damit der Untersuchungsaufwand in einem vertretbaren Umfang bleibt, ist es wiin-
schenswert, Gesetzmaligkeiten zu erkennen, die es ermdglichen, dass von der Unter-
suchung ausgewahlter Materialien auf andere Materialien geschlossen werden kann.
Dies setzt voraus, dass relevante Informationen in allen Studien erfasst und veroffent-
licht werden.

Aufgabe dieser Studie ist es daher, soweit wie moglich Leitlinien flr die Testung und
Berichtspflichten im Vorfeld aufzustellen.

Dabei wurden zwei Zielrichtungen ausgewahlt:

1. Untersuchungen zum Umweltverhalten

2. Okotoxikologische Untersuchungen mit aquatischen Organismen (Untersuchun-
gen in wassriger Losung)

Schwerpunkt wird dabei auf die standardisierten Testverfahren gelegt, da diese im ge-
setzlichen Rahmen Eingang finden, akzeptiert sind und die Durchflihrung weit ver-
breitet ist. Da jedoch grundlegende Fragestellungen beantwortet werden, kdnnen die
erarbeiteten Informationen auch auf andere Studientypen Ubertragen werden.

2 Vorgehensweise

Es wurde eine Literaturrecherche durchgeflihrt, bei der in den online-Recherche-
Services ,STNeasy*, ,Science@direct”, ,scirus®, ,springerlink®, ,scopus” und ,google
scholar® gesucht wurde.

Fir den Teilbereich ,Umweltverhalten* wurde auf die folgenden Suchbegriffe hin ge-
sucht:

— Nanomaterials / nanoparticles AND fate

— Nanomaterials / nanoparticles AND mobility

— Nanomaterials / nanoparticles AND behaviour AND soil (oder sediment oder
water)

— Nanomaterials / nanoparticles AND environment

— Nanomaterials / nanoparticles AND environmental risk
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— Nanomaterials / nanoparticles AND hazard

— Nanomaterials / nanoparticles AND stability AND environment
— Nanomaterials / nanoparticles AND transport AND environment
— Nanomaterials / nanoparticles AND fate AND testing (oder test)

Da indirekte Rickschlisse zum Umweltverhalten aus solchen Literaturstellen, die sich
mit der Boden-, Gewasser- und Grundwassersanierung befassen, als vielversprechend
angesehen wurden, wurde ebenfalls recherchiert nach:

— Nanomaterials / nanoparticles AND remediation AND environment
— Nanomaterials / nanoparticles AND remediation AND soil (oder aquifer oder
water)

Aus allen Recherchen einschliel3lich der Akquisition von Zitaten, die in den zunachst
gefundenen Literaturstellen angegeben waren, ergaben sich 57 Zitate, die zusammen
mit den fur den Teilbereich ,6kotoxikologische Priufungen ermittelten im Literaturver-
zeichnis aufgefiihrt sind.

Far den Teilbereich ,,0kotoxikologische Prifungen® wurde auf die folgenden Such-
begriffe hin gesucht:

— Nanomaterials / nanoparticles AND ecotox
— Nanomaterials / nanoparticles AND tox

— Nanomaterials / nanoparticles AND effect
— Nanomaterials / nanoparticles AND cell

Relevante Zitate in den ermittelten Literaturstellen wurden ebenfalls in die Auswertung
einbezogen. Da eine besondere Herausforderung bei der Testung von Nanomaterialien
die Herstellung von Suspensionen ist, wurden neben Artikeln zur Untersuchung der
Okotoxizitat auch Artikel in die Auswertung einbezogen, die cytotoxische Aspekte so-
wie Aspekte zur Herstellung und Stabilitdt von Nanomaterialien betreffen. Es wurde da-
von ausgegangen, dass in diesen Artikeln wertvolle Hinweise beispielsweise im Hin-
blick auf Untersuchungen zur Erfassung der Nebenwirkungen von Nanomaterialien er-
mittelt werden konnen, die auf andere Fragestellungen Ubertragen werden kénnen.

Alle ermittelten und im Literaturverzeichnis aufgefiihrten Artikel wurden hinsichtlich ih-
rer tatsachlichen Relevanz fur die vorliegende Fragestellung gescreent. Es wurden
ausschlielilich die Zitate in die weitere Bearbeitung einbezogen, die direkte oder indi-
rekte Hinweise auf die Fragestellung gaben. Diese Artikel wurden nach Themengebie-
ten sortiert. Dabei handelt es sich fiir den Teilbereich , Umweltverhalten® um:

1. Verhalten von Nanomaterialien in der Umwelt

2. Verhalten von an Nanomaterialien sorbierte Chemikalien in der Umwelt

3. Verhalten von Nanomaterialien und/oder sorbierten Stoffen im Zusammenhang
mit Sanierungsmaflnahmen und Umwelttechnologie
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Der Teilbereich , 6kotoxikologische Prifungen® konnte folgendermalien strukturiert
werden:

1. Suspensionsherstellung und 6kotoxikologische Testung fiir anorganische Mate-
rialien

2. Suspensionsherstellung und 6kotoxikologische Testung flr organische Materia-
lien

3. Suspensionsherstellung und Erfassung der Cytotoxizitat

4. Spezifische Artikel zur Charakterisierung von Nanomaterialien

Generell wurden nur Artikel betrachtet, bei denen freie Nanomaterialien untersucht
wurden. Beschichtungen beispielsweise auf Platten oder Glaskugeln wurden nicht be-
rucksichtigt.

Am 26.November 2007 fand am Umweltbundesamt Dessau ein Fachgesprach zu die-
ser Fragestellung statt, dessen Ergebnisse ebenfalls in den vorliegenden Bericht einge-
flossen sind.
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3 Auswertung relevanter Literaturstellen

In diesem Kapitel werden die ermittelten und als relevant eingestuften Literaturstellen
naher ausgewertet. Dabei werden alle Referenzen durchnummeriert, um Verweise zu
erleichtern. Einige Referenzen werden unter verschiedenen Aspekten (Unterpunkten)
betrachtet. Dessen ungeachtet, erhalten sie nur eine Nummer.

3.1 Untersuchungen zum Umweltverhalten

Standardisierte Testverfahren zu Fate-Untersuchungen in den Systemen Wasser, Se-
diment und Boden sind fur Industriechemikalien und Pflanzenschutzmittel seit einer
Vielzahl von Jahren entwickelt und erprobt, wobei die wichtigsten von ihnen folgender-
malfen zusammengefasst werden kénnen:

Endpunkt: Testverfahren: Testguideline:

Adsorption/Desorption — Screening Methode (HPLC) ~ OECD TG 121

— Sorptions-/Desorptionsstudie  OECD TG 106,
EU-Richtlinie 91/414 Il A 2.6

Hydrolyse als Funktion des - Hydrolysestudie OECD TG 111,
pH-Wertes EWG-Methode C.7,
EU-Richtlinie 91/414 11 A 2.9.1
Aerober Bioabbau im — Abbau in Inkubationssystem,  BBA Teil IV, 4-1
Boden verschiedene Bdden OECD TG 307, Draft,
U.S.-EPA, Canada
Anaerober Bioabbau im — Abbau unter anaeroben Be- BBA Teil 1V, 4-1
Boden dingungen OECD TG 307, Draft,
U.S.-EPA, Canada
Aquatischer Bioabbau — Abbau im Wasser-/Sediment- BBA Teil IV, 5-1
System OECD TG 308,

U.S.-EPA, Canada,
Dutch CTB 88/1048.JM/GR

Klaranlagenabbau, aerob — Priifung auf Abbaubarkeiten: ~ OECD TG 301 A
Jready”, ,inherent”, ,non de- OECDTG 301 B
gradable” OECDTG 301 C

OECD TG 301 D
OECD TG 301 E
OECD TG 301 F
OECD TG 302 A
OECD TG 302 B
OECD TG 302 C
OECD TG 302 D, Draft
OECD TG 303 A

Klaranlagenabbau, anaerob OECD TG 311 D, Draft,
ISO 11734
Mobilitat in Boden — Versickerung im gealterten BBA Teil IV, 4-2
Boden
— Versickerung im nicht gealter- BBA Teil IV, 4-2
ten Boden
Freilandlysimeterstudie BBA Teil IV, 4-3
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Die Literaturecherche ergab, dass fir die Testung von Partikeln respektive Nano-
Materialien diese Testsysteme bisher nicht vorgesehen oder adaptiert worden sind. Die
deshalb durchgefiihrte Strategie der Auswertung der Literatur war es,

e solche Literaturzitate zu Nanomaterialien zu identifizieren, die Untersuchungen
mit analogen oder vergleichbaren Zielsetzungen durchgefuhrt haben,

¢ die in diesen Literaturzitaten aufgeflihrten Methoden auf Anwendbarkeit auf Fa-
te-Untersuchungen zu Uberprifen, die vergleichbar mit den o. g. Standardver-
fahren sind,

e Testverfahren vorzuschlagen, die auf der einen Seite die Charakteristika der
Nanomaterialien bertlicksichtigen und auf der anderen Seite mdglichst ver-
gleichbar mit bereits etablierten Verfahren sind.

Damit bei ggf. neu vorgeschlagenen Testverfahren fir Nanomaterialien der Untersu-
chungsaufwand in einem vertretbaren Umfang bleibt, ist es winschenswert, Gesetz-
mafigkeiten zu erkennen, die es ermdglichen, von Untersuchungsergebnissen ausge-
wahlter Nanomaterialien auf andere Nanomaterialien zu schliel3en. Dies wiederum
setzt voraus, dass relevante Informationen in allen Studien erfasst und veroffentlicht
werden.

Im Folgenden sind die ermittelten Literaturstellen naher dargestellt und den Themenbe-
reichen

1. Verhalten von Nanomaterialien in der Umwelt
2. Verhalten von an Nanomaterialien sorbierte Chemikalien in der Umwelt

3. Verhalten von Nanomaterialien und/oder sorbierten Stoffen im Zusammenhang
mit Sanierungsmaflinahmen und Umwelttechnologie

zugeordnet. Insgesamt konnten fir die Fragestellung ,Untersuchungen zum Umwelt-
verhalten® 13 der hierfur Gberpriften 57 Literaturzitate ausgewertet werden. Die Dar-
stellung der wesentlichen Inhalte der Veroffentlichungen erfolgt auf die Weise, dass
zunachst die Fragestellung kurz skizziert wird und dann auf die methodischen Aspekte
"Herstellung der Losung / Suspension®, "Materialcharakterisierung“, "Konzentrationsbe-
stimmung®“ und "Testdesign, Methodik* detailliert eingegangen wird. Eine Ergebnisdar-
stellung erfolgt nicht, da dies nicht Gegenstand der hier bearbeiteten Studie war.

Literaturstudie: Technisches Vorgehen bei der Testung von Nanopartikeln
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3.1.1 Verhalten von Nanomaterialien in der Umwelt

Referenz 01: Lecoanet, H.F.; Wiesner, M.R. (2004a): Velocity effects of fullerene and oxide
nanoparticle deposition in porous media. Environ. Sci. Technol. 38 (16), 4377-
4382

Fate-Untersuchung, Fragestellung:

Transport-Geschwindigkeiten von Fullerenen und Oxiden in wassrigen Suspen-
sionen durch pordse Medien. Es wurden eine Reihe von physiko-chemischen
Details beschrieben, Durchbruchkurven fiir zwei verschiedene FlieRgeschwin-
digkeiten erstellt und die Ergebnisse interpretiert.

Herstellung der L6ésung / Suspension:

Fullerene C60:

Herstellung einer C60-Lésung in Benzol, die zum Wasser gegeben wird, so
dass 95% des Materials als Cluster mit einer Grél3e von 250 — 350 nm vorlie-
gen, nachdem das Benzol verdampft ist.

Alternativ Herstellung einer Losung in Toluol +THF + Aceton, Zugabe zu Was-
ser, so dass eine wassrige Suspension von n-C60-Clustern erhalten wird mit ei-
ner GroRRe von 168 nm.

Single wall carbon nanotubes (SWNT):

Dispersion in Wasser durch Nutzung von Na-Dodecylsulfonat als wassrigem,
oberflachenaktivem Stoff. Durch die Tensid-Stabilisation kénnen tber 65% der
Nanotubes, die urspringlich zum Wasser gegeben wurden, geldst werden; die
Lésung ist iber Monate stabil.

Anatase (TiNano40):

Keine Angaben

Silica Nanopartikel:

Keine Angaben

Materialcharakterisierung:

— Grofe und Form (mittels Transmissions-Elektronenmikroskop)
— In Suspension: Dichte, elektrophoretische Mobilitat, pH-Wert

Konzentrationsbestimmung:

— Influent und Effluent-Konzentrationen wurden mittels UV/VIS-
Spektrophotometer bestimmt.
— vorher: Wellenlangen-Scan und Kalibrierung

Testdesign, Methodik:

Bei dem pordosen Medium handelt es sich um Silikat-Partikel (< 300 ym), die in
kleine Saulchen von 9,25 cm Hoéhe gefiillt wurden. Die Porositat des Saulenma-
terials hat einen Wert von 0,43, was ,feinem/mittleren Sand“ entspricht. Es wur-
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den Leaching-Versuche durchgefihrt: 10 Porenvolumina NaCl-Elektrolytlésung
werden Uber die Saulen geschickt, anschliefiend werden die Nanopartikel-
haltigen Suspensionen mittels Spritze (in der Spritze wurde gerihrt, um die
Suspension homogen zu halten) appliziert. Die Durchbruchkurven bei zwei ver-
schiedenen FlielRgeschwindigkeiten bestimmt. MessgréRe war c/c;, wobei ¢ =
Partikelkonzentration im Leachte und ¢; = aufgetragene Partikelkonzentration.

Referenz 02: Lecoanet, H.F.; Bottero, J-Y.; Wiesner, M.R. (2004b): Laboratory assessment
of the mobility of nanomaterials in porous media. Environ. Sci. Technol. 38
(1), 5164-5169

Fate-Untersuchung, Fragestellung:

Die Mobilitat von acht verschiedenen Nanomaterialien in einem definierten po-
résen Material wurde untersucht. Es konnte die Schlussfolgerung gezogen wer-
den, dass Nanomaterialien generell kein einheitliches Umweltrisiko darstellen,
sondern — im vorliegenden Fall — einen weiten Bereich von Transport-Verhalten
abdecken. Es wurden getestet:

— Silika (2 Partikelgrofien)
— Anatase (TiNano40):

— Ferroxane

— Alumoxane

— Fullerol (hydroxyliertes Fullerene)
— Cgo-Cluster (n-Cgp)

— Single-wall carbon nanotubes

Herstellung der L6ésung / Suspension:

Fullerol:
wasserloslich

Fullerene:
Siehe Referenz 1

Single wall carbon nanotubes (SWNT):
Siehe Referenz 1

Silika:

Keine weiteren Angaben

Anatase (TiNano40):
Keine weiteren Angaben

Ferroxane:
Keine weiteren Angaben

Alumoxane:
Keine weiteren Angaben
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Materialcharakterisierung:

- PartikelgroRe (auler fir Fullerol) wurde mit Photonen-Korrelations-
Spektroskopie (PCS) bestimmt.

- PartikelgroRe und -form (mittels Transmissions-Elektronenmikroskop)

- In Suspension: Dichte, elektrophoretische Mobilitat, pH-Wert

Konzentrationsbestimmung:

Siehe Referenz 1 (Influent und Effluent-Konzentrationen wurden mittels UV/VIS-
Spektrophotometer bestimmt; vorher: Wellenlangen-Scan und Kalibrierung)

Testdesign, Methodik:

Siehe Referenz 1

(Bei dem porésen Medium handelt es sich um Silikat-Partikel (< 300 ym), die in
kleine Saulchen von 9,25 cm Hohe gefiillt wurden. Die Porositat des Saulenma-
terials hat einen Wert von 0,43, was ,feinem/mittleren Sand“ entspricht. Es wur-
den Leaching-Versuche durchgefihrt: 10 Porenvolumina NaCl-Elektrolytlésung
werden Uber die Saulen geschickt, anschlielfiend werden die Nanopartikel-
haltigen Suspensionen mittels Spritze (in der Spritze wurde gerihrt, um die
Suspension homogen zu halten) appliziert. pH-Wert und lonenstarke wurden so
gewahlt, dass sie einem typischen Siilwasser-Aquifer entsprechen.)

Referenz 03: Brant, J.; Lecoanet, H.F.; Wiesner, M.R. (2005): Aggregation and deposition
characteristics of fullerene nanoparticles in aqueous systems. Journal of Na-
noparticle Research 7 (4-5), 545-553

Fate-Untersuchung, Fragestellung:

Die Neigung von n-Cg zu aggregieren’ und auszufallen spielt eine entschei-
dende Rolle bei der Bestimmung seiner Persistenz in aquatischen Systemen
und damit auch bei der Einschatzung von Exposition und Risiko durch diese
Colloide. Aggregations- und Depositionscharakteristika von n-Cgq bei verschie-
denen lonenstarken — und damit unter verschiedenen Bedingungen eines aqua-
tischen Systems — wurden untersucht. Es konnte nachgewiesen werden, dass
die Stabilisierungsmechanismen elektrostatischen Ursprungs sind.

Gesamtergebnis ist, dass Fulleren-Nanopartikel groRe Aggregate bilden kon-
nen, die aus den Suspensionen ausfallen kénnen, an andere Partikel oder Me-
dien sorbieren oder immobilisiert werden kénnen, falls sie in die aquatische
Umwelt gelangen.

Die aktuelle Diskussion auf OECD-Ebene unterscheidet zwischen aggregieren (Bildung chemischer Bindungen) und
agglomerieren (basierend auf van der Waals Kraften). In der vorliegenden Verdéffentlichung wird von ,aggregation® ge-
sprochen, wobei es sich jedoch vermutlich um ein Agglomerieren gemaf der aktuellen Definition handelt. Diese Diffe-
renzierung war zurzeit des Erscheinens der Ver6ffentlichung noch nicht tblich.
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Herstellung der Lésung / Suspension:

Wassrige Suspensionen wurden nach der Methode von Deguchi et al. (2001)
(Referenz 21) hergestellt. Cgo wurde zunachst in Toluol molekular dispersiert
und dann bei Raumtemperatur zu unterschiedlichen Volumina THF gegeben.
Drei unterschiedliche Cgo-GréfRenfraktionen wurden dadurch hergestellt, dass
die Ausgangskonzentrationen von Cgo in THF unterschiedlich waren.

Materialcharakterisierung:

Grofle und Struktur der n-C60 Nanopartikel werden mittels ,dynamic light scat-
tering” (DLS) und TEM bestimmt. Die DLS-Messungen werden unter Nutzung
eines Photonen-Korrelations spektroskopischen Set-ups direkt nach Herstellung
der Suspension sowie nach 2-monatiger Lagerung im Dunkeln durchgefuhrt.
Die AggregationsgrofRe und —struktur wurde mit Hilfe des TEMs bestimmt. Die
dazu bendtigten Proben wurden mittels Ultrazentrifugation vorbereitet.

Die elektrophoretische Mobilitdt wurde mittels ,phase analysis light scattering*
gemessen.

Konzentrationsbestimmung:

Keine weiteren Angaben.

Testdesign, Methodik:

Transport- und Depositionsversuche wurden in einer Sdule mit spharischen
Glaskiigelchen (Durchmesser 355 um) durchgefihrt. Am Auslauf der Saule
wurde ein Nylonnetz mit einer Maschenweite von 10 ym und einer Dicke von
45 pm platziert. Die Leachingversuche wurden mit lonenstarken von 0.1 bis
0.001 M NacCl, pH = 7, durchgeflhrt.

3.1.2 Verhalten von an Nanopartikel sorbierte Chemikalien in der Umwelt

Referenz 04: Yang, K. et al. (2006): Adsorption of PAHs by Carbon Nanomaterials. Environ.
Sci. Technol. 40 (6), 1855-1861

Fate-Untersuchung, Fragestellung:

Systematische Studie zur Sorption von PAHs an verschiedene Nanomaterialien
(Fullerene, single-walled nanotubes, multiwalled nanotubes). Aufnahme von
Adsorptionsisothermen. Beschreibung der Sorption mit Hilfe des Modells von
Polynyi-Manes (PMM).

Herstellung der Lésung / Suspension:

Mischung von Nanomaterialien und Hintergrundlésung (Hintergrundlésung =
0,01 mol/l CaCl, in deionisiertem, destilliertem Wasser mit 200 mg/l NaNs. Je
nach Nanomaterial werden unterschiedlich konzentrierte Suspensionen herge-
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stellt. Die "*C-markierten PAHs werden zugegeben, indem die methanolischen
PAH-L6sungen in die Suspension injiziert werden.

Materialcharakterisierung:

Charakterisierung und Kontrolle u. a. mittels TEM. Die Nanomaterialien (Fulle-
rene, single-walled carbon nanotubes, multiwalled carbon nanotubes) wurden
mittels innerem und aufierem Durchmesser, Kohlenstoffgehalt, Reinheit, Ober-
flachengrolie, Mikro- und Mesoporenvolumen beschrieben.

Konzentrationsbestimmung:

Es wurden keine Konzentrationsbestimmungen der Nanopartikel durchgefihrt.

Testdesign, Methodik:

Die Testvials wurden verschlossen und fir 5 Tage geschdttelt; Vorversuche ha-
ben gezeigt, dass das Gleichgewicht nach weniger als 4 Tagen eingestellt ist.
Nach Zentrifugation wurde der '*C-Gehalt im Uberstand bestimmt, um die Kon-
zentration an nicht sorbiertem radioaktiven Material zu bestimmen. Fur die
thermodynamischen Versuche wurden nach dem 5-tdgigen Schutteln alle Vials
fur 24 h vertikal auf einer glatten Oberflache platziert, um die Trennung zwi-
schen Wasser und Nanomaterialien zu gewahrleisten. Es wurde nicht zentrifu-
giert, um Temperatureinflisse auszuschlief3en.

Referenz 05: Cheng, X.; Amy, T.K.; Mason B.T. (2005): Uptake and Sequestration of Naph-
thalene and 1, 2-Dichlorobenzene by C60. Journal of Nanoparticle Research
7 (4-5), 555-567

Fate-Untersuchung, Fragestellung:

Die Wechselwirkungen von Umweltkontaminanten und nano-Cg, wurden unter-
sucht, um die Umweltauswirkungen von Kohlenstoff-basierten Nanomaterialien
zu bewerten. Die Adsorption und Desorption von hydrophoben Chemikalien
(Naphthalin, 1,2-Dichlorbenzol) an nano-C60 wurde charakterisiert. Die experi-
mentell beobachtete Adsorptions-/Desorptionshysterese wurde anhand eines 2-
Kompartmentmodells beschrieben: zunachst findet eine Sorption an die auliere
Oberflache, die im Kontakt zum Wasser steht, statt, anschlieRend folgt die Ad-
sorption an die innere Oberflache innerhalb des Aggregates.

Damit sind die Sorptions- und Desorptionsprozesse ahnlich denen, die fir ande-
re Kohlenstoff-Formen beobachtet werden.
Herstellung der L6ésung / Suspension:

Stabile wassrige Lésungen wurden mit zwei Methoden hergestellt: mit der ,Ult-
raschall-Methode® und der , THF-Methode®.
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,Ultraschall-Methode:*

Herstellung einer Losung von 560 mg Cg in 1 | Toluol. Davon werden 100 mi
auf 200 ml deionisiertem Wasser in einem Becher aufgetragen; 4 h Ultraschall.
Wahrenddessen sorbiert ein hoher Anteil der Cgo-Aggregate an die Becherwan-
de. Die entstehende nano-Cgo-Suspension wird abgekuhlt und filtriert, man er-
halt die stabile Suspension.

~THF-Methode":

Herstellung einer gesattigten Cgo-Losung in THF, Filtration, Zugabe von deioni-
siertem Wasser, heftiges Riihren, anschlieRend Verdampfen des Toluols am
Rotationsverdampfer, erneute Zugabe von deionisiertem Wasser und nochmali-
ges Einengen am Roti. Wiederholung des letztgenannten Schrittes und Filtrati-
on Uber eine Glasfaser-Filtermembrane.

Materialcharakterisierung:

PartikelgroRe wurde Uber Photonenkorrelationsspektroskopie gemessen.

Konzentrationsbestimmung:

Konzentrationen wurden mit Hilfe eines UV/VIS-Spektrometers bestimmt.

Testdesign, Methodik:

Die Adsorptions- und Desorptionsversuche nach Zugabe von '*C-Naphthalin
und "C-1,2-DCB wurden im Batch-Verfahren durchgefiihrt. Co-Suspensionen
werden in 8 ml-Glasbehalter gefiillt, anschlielfiend werden jeweils die Chemika-
lien zugeflgt, die Glasbehalter werden verschlossen, und Proben und Kontrol-
len werden im Dunkeln 3 d langsam gerihrt. AnschlieRend werden die Losun-
gen filtriert und die Radioaktivitaten bestimmt. Zur Desorption wurden Proben
filtriert, zu Filtermembranen und Filterriickstand wurde deionisiertes Wasser ge-
geben. Im Ultraschallbad wurde fir 15 min desorbiert, die Filtermembranen
wurden entfernt, es wurde weiteres deionisiertes Wasser zugegeben und fir 3 -
7 Tage im Dunkeln gerlhrt. Die Suspensionen wurden dann erneut filtriert und
“C-Konzentrationen in den wassrigen Lésungen bestimmt. Die Desorpti-
onsschritte wurden zweimal wiederholt. Neben der "C-Bestimmung wurden
auch die Konzentrationen an Cg in den verschiedenen Phasen analysiert, um
eine Massenbilanz aufstellen zu kénnen.
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3.1.3 Verhalten von Nanopartikeln und/oder sorbierten Stoffen im Zusammenhang
mit SanierungsmalRnahmen und Umwelttechnologie

Referenz 06: Tungittiplakorn, W.; Lion, L.W.; Cohen, C.; Kim, J-Y. (2004): Engineered poly-
meric nanoparticles for soil remediation. Environ. Sci. Technol. 38 (5), 1605-
1610

Fate-Untersuchung, Fragestellung:

Die Synthese und Anwendung von amphiphilen Polyurethan-Nanopartikeln (A-
PU-Nanopartikel) in der Bodensanierung wird diskutiert. Dazu werden u.a. mit
APU-Nanopartikeln Sorptions- und Saulenversuche durchgefihrt, um das Ver-
halten in Boden und Aquifer zu bestimmen. Es wurden K,,- und Ks-Werte abge-
leitet.

Herstellung der Losung / Suspension:

Polymere Vorlaufer-Ketten werden in destilliertem, deionisierten Wasser ohne
Neutralisation mit NaOH vermischt. Die Wechselwirkungen zwischen den
amphiphilen Polymeren und Wasser flihrt zur Bildung von micell-ahnlichen kol-
loidalen Nanopartikeln. Nach Bildung der Partikel werden die polymeren Vorlau-
fer-Ketten in den Partikeln durch Einsatz von Kaliumpersulfat als Initiator unter
Stickstoff vernetzt.

Materialcharakterisierung:

Die Partikelgrof3e wird durch ein dynamisches Streulicht-System bestimmit.

Konzentrationsbestimmung:

Konzentrationen von Partikeln unterhalb einer bestimmten Partikelgréf3e wer-
den bestimmt durch Filtration durch ein Filter entsprechender Porengréle, an-
schlieRende Trocknung der gefilterten Suspension bei 50°C fir 24h und an-
schlieRende Messung des festen Suspensions-Rulckstands.

Testdesign, Methodik:

Sorptions-Versuche:

Die Verteilungskoeffizienten von APU-Partikeln zwischen Wasser und sandigem
Boden (Ky) werden durch Mischung einer Serie von APU-Emulsionen verschie-
dener Partikel-Konzentrationen mit 1 — 2 g Aquifersand in 20 ml Glasern be-
stimmt. Die Glaser werden fiir 2 Tage geschiittelt. Der Uberstand wird zentrifu-
giert, um Aquifersand und sorbierte Partikel von der Uberstehenden Suspension
zu trennen. 5 ml Proben der Suspension werden bei 50°C flir 24h getrocknet
und anschlieRend gewogen, um die Partikelkonzentration zu bestimmen.

Saulen-Versuche:

Das Aquifer-Material wird in Glas-Chromatographiesaulen (2,5 Innendurchmes-
ser, 10 cm Lange) gepackt und mit 5 mM CaSO, (Simulation eines Grundwas-
ser-Elektrolyten) equilibriert. Nitrat wird als Tracer eingesetzt, um Porenwasser-
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flieRgeschwindigkeit und Dispersionskoeffizient zu bestimmen. Nach Fertigstel-
lung der Saulencharakterisierung werden die APU-Emulsionen (15 g/l) als Sus-
pensionen in 5 mM CaSO, und 0.02% NaN; fiir die Dauer von 0.5 Porenvolu-
mina aufgegeben. Es folgt eine Elution mit der Elektrolytldsung (5 mM CaSO,
und 0.02% NaN3). Das NaN3; wurde zugegeben, um mikrobielles Wachstum in
der Saule zu unterbinden. Die im Fraktionssammler gesammelten Aliquots (2-3
ml) werden bei 50°C getrocknet, um anschlieRend die Partikel-Konzentration zu
bestimmen.

(Ein analoger Versuchsaufbau wird genutzt, um die Effizienz der APU-Partikel
zur Elution von PAKs vom Aquifersand zu bestimmen; Anwendung in der Bo-
densanierung).

Referenz 07: Fortner, J. D. et al. (2005): Nanocrystal Formation and Microbial Response.

Environ. Sci. Technol. 39 (11), 4307 - 4316

Fate-Untersuchung, Fragestellung:

In diesem Artikel geht es nicht um Fragestellungen zum Umweltverhalten, son-
dern zur Bildung bzw. Stabilitdt in wassrigen und anderen Medien. Hilfreich in
Hinblick auf Herstellung von Ldsungen, Bestimmung der Stabilitat, Bestimmung
von Konzentrationen und Charakterisierung.

Herstellung der L6ésung / Suspension:

Ceo wird zu THF gegeben, Uber 24 h gerihrt, so dass sich eine gesattigte Cgo-
Lésung ergibt. Lésung wird filtriert und entspricht einer C60-Losung. Nano-C60
wird hergestellt, indem verschiedene Mengen Wasser zur C60-Losung gegeben
werden; wichtigen Einflul? hat der pH-Wert des Wassers, der sorgfaltig auf
pH=5 eingestellt wird. THF wird durch Rotation weitgehend entfernt. Riickstand
wird mit Wasser verdiinnt, erneut eingeengt und erneut mit Wasser verdunnt.
Zur Ankonzentrierung der Suspension wird eine Protein-
Ankonzentrierungszentrifuge (protein concentrating centrifugal cartridge?) ein-
gesetzt.

Materialcharakterisierung:

Partikelstabilitat und —grofie werden mit ,dynamic light scattering” (ZetaPALs,
Brookhaven Instruments Corporation, Holtsville, NY) gemessen.

Konzentrationsbestimmung:

Konzentrationen von Cgo in THF, Toluol und Hexan werden mit Hilfe des Ab-
sorptionsspektrums bestimmt.

Die Konzentrationen von Nano-Cgy-Suspensionen in Wasser werden durch ein
2-stufiges Verfahren bestimmt. Die Nano-Cgo-Suspension wird durch Zugabe
von Mg-Perchlorat destabilisiert und anschlieRend mit Toluol extrahiert. Dazu
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wird das 2-phasige System 30 min geschuttelt. AnschlieRend wird die Mischung
auf Trockeneis gegeben, so dass die Toluol-Phase, die das Cgg enthalt, sepa-
riert werden kann. Die anschlieliende Konzentrationsbestimmung erfolgt Gber
HPLC mit UV/VIS-Detektor. Die Verifizierung der Ergebnisse erfolgte durch An-
wendung einer gravimetrischen Methode.

Referenz 08: Mattigod, S.V. et al. (2005): Functionalized TiO, Nanoparticles for Use in Situ
Anion Immobilization, Environ. Sci. Technol. 39 (18), 7306-7310

Fate-Untersuchung, Fragestellung:

Es wurden funktionalisierte Nanomaterialien hergestellt. Dabei handelte es sich
um Anatase-Partikel (TiO,), das mit einer Organosilan-Monoschicht, die ihrer-
seits mit Ethylendiamin-Liganden (EDA-Liganden) versehen ist, beschichtet ist.
Diese funktionalisierten Nanopartikel (FNP) werden mit wasseriger Cu(ll)-
Lésung behandelt, so dass Ligand-Cu-Komplexe entstehen, die ihrerseits gut
Uber Rontgen-Photoelektronen-Spektroskopie nachgewiesen werden konnen.
Der Einsatz dieser FNP zur Immobilisierung von Anionen wurde durch Batch-
und Saulenversuche Uberprift und bestatigt.

Herstellung der L6ésung / Suspension:
Die Herstellung der funktionalisierten Nanopartikel wird ausfiihrlich beschrieben.
Eine gesonderte Darstellung der Herstellung von Suspensionen erfolgt nicht.
Materialcharakterisierung:

Rontgen-Photoelektronen-Spektrospkopie (XPS):

Messungen der Liganden-Cu-Komplexe wurden mittels XPS durchgefiihrt, wo-
bei ein ,Physical Electronics Quantum 2000 scanning ESCA microprobe“ zum
Einsatz kam.

IR-Spektren:
Spektren wurden auf einem Nicolet 860 Magna IR Instrument aufgenommen.

NMR:
Festphasen-">C-NMR-Spektren wurden bei 25.2458 MHz aufgenommen.

Konzentrationsbestimmung:

Testdesign, Methodik:

Matrix-Testung.

Es wurde ein bestimmtes Grundwasser genutzt (Hanford groundwater), das mit
Tc-99 gespikt worden war. Es wurde im Batch-Verfahren gearbeitet, wobei die
Kontaktzeit 12 h betrug (bei vergleichbaren Sorbentien wird das Gleichgewicht
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in der Regel nach wenigen Minuten eingestellt). Das Losung/Feststoff-
Verhaltnis wurde systematisch modifiziert. Nach der Kontaktzeit wurden die
Suspensionen filtriert und die Filtrate auf Tc-99 hin quantifiziert.

Ergebnis: Effiziente Entfernung von Tc-99.

Injektionstests:

Eine Saule mit 1,27 cm Durchmesser und 100 cm Lange wurde mit ,Accusand®
geflllt. Die gepackte Saule hatte eine Porositat von 35% und ein Porenvolumen
von etwa 44 ml. Die FNP-Suspension betrug etwa 60 wt% Sorbens in der wass-
rigen Suspension, wobei 2% Ammoniumcarboxylat als Dispersionsmittel addiert
worden waren. Etwa 3 Porenvolumina an Suspension wurden injiziert. Der In-
jektionsdruck wurde gemessen und die Anatase-Verteilung wurde am Ende der
Injektion dadurch bestimmt, dass die Saule in 10 cm Scheiben geschnitten wur-
de. Jedes Segment wurde feucht durch ein 44 um Sieb gesiebt, die Sand und
Anatase-Fraktionen wurden gesammelt, getrocknet und gewogen.

Ergebnis: Das Cu(EDA)2-FNP verteilt sich recht gleichmaBig entlang der Saule.
Es kann von daher als Barriere und zur Sorption von Schadstoffen genutzt wer-
den.

Bemerkungen:

Herstellung funktionalisierter Nanopartikel ist nicht Gegenstand der UBA-Studie
und wird deshalb nicht im Einzelnen dargestellt.

Referenz 09: Paknikar, K.M. et al. (2005): Degradation of lindane from aqueous solutions
using iron sulfide nanoparticles stabilized by biopolymers. Science and Tech-
nology of Advanced Materials 6 (3-4), 370-374

Fate-Untersuchung, Fragestellung:

FeS-Nanopartikel werden auf ,nasschemischem Weg*“ hergestellt und durch
Sorption an die kolloidale Masse eines Pilzes stabilisiert. Die Nanopartikel sind
in der Lage, etwa 94% von Lindan innerhalb von 8 h abzubauen und kénnen
von daher bei der Sanierung eingesetzt werden. In einer darauf folgenden mik-
robiologischen Behandlung kénnen restliches Lindan und Abbauprodukte voll-
standig abgebaut werden. Durch den letztgenannten Prozess wird FeS aggre-
giert und kann so durch Filtration leicht entfernt werden. Diese integrierte nano-
biotechnologische Methode wird als vielversprechend zur Gewassersanierung
eingeschatzt.

Herstellung der L6ésung / Suspension:

Ein Pilz wurde als Quelle fir ein stabilisierendes Polymer eingesetzt. Das aus
dem Pilz isolierte gelatindse Material wurde mit Wasser vermischt und homoge-
nisiert, so dass eine 1 | homogene Lésung erhalten wurde. Die Lésung wurde
zentrifugiert, und das lGberstehende viskose Polymer wurde gefriergetrocknet.
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Das wieder aufgeldste, zuvor gefriergetrocknete Polymer wurde zu einer L6-
sung von FeSO, gegeben und intensiv unter N,-Atmosphare gerihrt. Zu dieser
Lésung wird Na,S gegeben, so dass eine kolloidale Suspension von FeS ent-
steht.

Materialcharakterisierung:

Scanning electron microscopy (Philips XL 30 SEM gekoppelt mit einem ,Energy
Dispersive X-ray Analysis System*) und Fouriertransformations-IR-Analyse.

Konzentrationsbestimmung:

Keine Angabe

Bemerkungen:

In der Studie ging es im Wesentlichen um den Abbau von Lindan. Sie wurde in
die vorliegende Zusammenstellung aufgenommen, um die Herstellung und Cha-
rakterisierung der Nanopartikel zu beschreiben. Fur Aussagen zu Fate-
Untersuchungen an Nanopartikeln ist dieses Zitat nicht geeignet.

Referenz 10: Elliot, D.W. (2001): Field Assessment of Nanoscale Biometallic Particles for
Groundwater Treatment. Environ. Sci. Technol. 35, 4922-4926

Fate-Untersuchung, Fragestellung:

Zweimetallige Nanopartikel (Eisen-Palladium) werden in der Grundwasser-
sanierung (Trichlorethen) eingesetzt. Nach Uberpriifung im LabormafRstab wird
die Methode erfolgreich im Feld eingesetzt.

Herstellung der Lésung / Suspension:

Herstellung der Nanopartikel: Zunéchst wird nano-skaliges Fe® hergestellt durch
Reduktion von Fe®* mit BH, . Das Fe0 wird mit Pd** zum Fe?" oxidiert; es ent-
stehen bimetallische Partikel (Fe?* und Pd°), die eine relativ homogene GréRen-
verteilung im Bereich von 100 — 200 nm besitzen.

Materialcharakterisierung:
GroRe wird mit einem hoch aufldsenden Feld-Emissions-Scanning-
Elektronenmikroskop (SEM) bestimmit.

Konzentrationsbestimmung:

Fe-Bestimmung und Bestimmung von Trichlorethen.

Testdesign, Methodik:

In diesem Zusammenhang sind die Screening-Versuche im Labor von Interes-
se: Fir die Batch-Versuche werden Fe- bzw. Fe/Pd-Nanomaterialien mit
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Grundwasser und Aquifermaterial aus dem Testgebiet, das mit Trichlorethen
kontaminiert ist, versetzt und geschuttelt. Der Vergleichansatz enthalt keine Na-
nomaterialien. Die TCE-Konzentrationen wurden in bestimmten Abstanden
nach Versuchsbeginn im Test und in der Kontrolle bestimmt.

Bemerkungen:

Es wird ausdrucklich erwahnt, dass sich im Feldversuch die Trichlorethen- und
die Fe-Konzentration (es wird auf Eisen hin analysiert) so verandern, dass das
Muster konsistent ist mit der Advektion, Dispersion, Retardation und den Reak-
tionen, wie sie von einer im Untergrund wandernden Nanopartikelfahne erwartet
werden. Damit ist dieses Verhalten auch konsistent mit dem klassischen Kon-
zept des Kolloidtransports und der Kolloidreaktionen in porésen Medien.

Referenz 11: Ponder, S.M. et al. (2000): Remediation of Cr(VI) and Pb(ll) aqueous solu-
tions using supported nanoscale zero-valent iron. Environ. Sci. Technol. 34,
2564-2569

Fate-Untersuchung, Fragestellung:

Fe(0)-Nanopartikel mit einem Durchmesser von 10-30 nm werden durch Reduk-
tion hergestellt; das Material ist an der Luft stabil, wenn es getrocknet ist und
22.6% (W/W) Fe(0) enthalt. Dieses sog. ,Ferragel” trennt und immobilisiert in
wassrigen Losungen Cr(VI) zu Cr(lll) und Pb(ll) zu Pb(0), wobei Goethit ent-
steht. Die Kinetiken sind komplex und enthalten eine Adsorptionsphase. Nach
Belegung der Sorptionsstellen I&uft die Reaktion zwar weiter ab, jedoch wesent-
lich langsamer.

Herstellung der Lésung / Suspension:

Herstellung in wassriger Loésung durch Zugabe von Borhydrid auf FeSO,.

Materialcharakterisierung:

— Eisengehalt: Herstellung einer sauren Lésung, dann AAS
— Rontgendiffraktometrische Bestimmung mit dem Pulver
— Roéntgenphotoelektronische Spektroskopie

Konzentrationsbestimmung:

Siehe ,Materialcharakterisierung*

Bemerkungen:

Die Literaturstelle wurde aufgefiihrt in Hinblick auf Herstellung anorganischer
Nanomaterialien, deren Funktionsweise und Nachweismethoden, jedoch nicht
in Hinblick auf Testdesign fir Fate-Untersuchungen.
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Referenz 12: Wang, C.B. et al. (1997): Synthesizing Nanoscale Iron Particles for Rapid and
Complete Dechlorination of TCE and PCBs. Environ. Sci Technol. 31, 2154-
2156

Fate-Untersuchung, Fragestellung:

Die Transformation von halogenierten organischen Stoffen durch Fe’- bzw.
Fe/Pd-Nanomaterialien wird beschrieben. Siehe auch Referenz 11 (Ponder et
al., 2000).

Herstellung der L6ésung / Suspension:

Siehe Referenz 11 (Ponder et al., 2000). Hier jedoch bessere Erlauterung: Das
mit Borhydrid reduzierte Eisen fallt in der wassrigen Lésung aus. Durch die Zu-
gabe von Pd?* wird das Prazipitat mit einer diinnen Schicht Pd belegt; man
kann durchaus von gecoatetem Fe sprechen.

Materialcharakterisierung:
TEM

Rontgendiffraktometer

Konzentrationsbestimmung:

Siehe Referenz 11 (Ponder et al., 2000)

Bemerkungen:

Die Veroffentlichung enthalt Gber das in Referenz 11 Beschriebene hinaus kei-
ne weiteren Informationen.

Referenz 13: Kim, J.Y. et al. (2000): Use of amphiphilic polymer particles for in situ extrac-
tion of sorbed phenanthrene from a contaminated aquifer material. Environ.
Sci Technol. 34, 4133-4139

Fate-Untersuchung, Fragestellung:

Amphiphile Polyurethan-Nanomaterialien (APU-Nanomaterialien) wurden hin-
sichtlich ihres Sorptionsverhaltens an Aquifermaterial sowie hinsichtlich ihres
Sorptionsvermdgens fur PAKs (zur Sanierung) getestet. Die chemisch vernetzte
Natur der Nanomaterialien sowie deren ionische funktionelle Gruppen auf der
Oberflache der Partikel vermindern die Sorptionsfahigkeit an porése Medien.
APU-vernetzte Nanomaterialien entfernten etwa 98% des Phenanthren aus
dem kontaminierten Boden, ohne dass es zu nennenswerten Verlusten an Na-
nomaterial kam.
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Herstellung der Lésung / Suspension:

Amphiphile Urethanacrylat Anionomer-Ketten (UAA-Vorlauferketten) sind die
Vorlaufer der APU-Nanomaterialien. Die UAA-Vorlauferketten werden zunachst
in einem 4-stufigen Prozel} (anderweitig beschrieben) hergestellt. Zur Herstel-
lung der Suspension von APU-Nanomaterialien werden die UAA-Ketten ohne
externe Surfactants in Wasser gegeben. Die Verknlpfung der AUU-Tropfen in
der Emulsion zur Bildung der APU-Partikel erfolgt mit Hilfe von Kaliumpersulfat.
Die UAA-in-Wasser Emulsion entsteht durch eine Trennung der hydrophilen
und hydrophoben Segmente der Ketten. In wassriger Phase liegen die Carboxy-
lat-Anionen aulRen, wahrend die ,Rlckgrate” der Ketten das hydrophobe Innere
der gebildeten Partikel bilden.

Materialcharakterisierung:

Keine Angabe

Konzentrationsbestimmung:

Die Konzentrationen von APU-Nanomaterialien in den Suspensionen — zum
Beispiel die auf die Saulen aufgetragenen oder eluierten Suspensionen — wer-
den gravimetrisch bestimmt.

Testdesign, Methodik:

Zur Bestimmung der Sorptions-Isotherme der APU-Nanopartikel werden zu-
nachst Batch-Experimente durchgeflihrt. Sand wird mit APU-Emulsion ge-
mischt, die Glaschen werden verschlossen und 1 Tag lang rotiert.

Zur Bestimmung der Sorption von Phenanthren an APU-Nanopartikel im Batch-
Verfahren wird eine PHE-Lésung zu APU-Emulsionen gegeben, die unter-
schiedlich konzentriert sind. Auch diese Ansatze werden 1 Tag lang rotiert.

Zur Durchflhrung von Saulenexperimenten werden verschiedene APU-
Konzentrationen auf mit Sand gefiillte Saulen bei unterschiedlicher Flielge-
schwindigkeit gegeben.
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3.2 Okotoxikologische Prifverfahren

Schwerpunkt der Ausarbeitung zum Themenfeld ,Okotoxikologische Prifverfahren*
sollten die Tests mit Daphnien (OECD 202; Testparameter: Immobilisation) und Algen
(OECD 201; Testparameter: Wachstum) darstellen. Da die Literaturrecherche ergab,
dass nur wenige diesbeziigliche Arbeiten flir Nanopartikel vorliegen, wurden auch wei-
tere Tests mit aquatischen Organismen berlicksichtigt. Dabei sollte gewahrleistet wer-
den, dass zumindest generelle Hinweise auf die Testung, die aus diesen Studien ermit-
telt werden kénnen, in die Auswertung mit einfliel3en.

Im Folgenden sind die ermittelten 30 relevanten Literaturstellen zum Themenfeld ,Oko-
toxikologische Prufverfahren naher dargestellt. Von den 30 Literaturstellen ist eine
auch im Kapitel ,Untersuchungen zum Umweltverhalten* (Referenz 07) aufgefiihrt. Re-
ferenz 18 wird bei den Unterpunkten "Suspensionsherstellung und ékotoxikologische
Testung fur anorganische Partikel" und "Suspensionsherstellung und 6kotoxikologische
Testung flr organische Partikel“ aufgeflihrt, da beide Aspekte in dieser Veroffentli-
chung beinhaltet sind.

Die Darstellung der wesentlichen Inhalte der Veroffentlichungen erfolgt auf die Weise,
dass zunachst die "Herstellung der Lésung / Suspension® kurz skizziert wird und dann
auf die methodischen Aspekte "Konzentrationsbestimmung®, "Materialcharakterisie-
rung“, und "6kotoxikologische Testung* detaillierter eingegangen wird. Auffalligkeiten
werden zum Schluss aufgeflihrt. Eine detaillierte Ergebnisdarstellung erfolgt nicht, da
dies nicht Gegenstand der hier bearbeiteten Studie war.

Es ist ersichtlich, dass der Grad der methodischen Beschreibung sehr unterschiedlich
ist und das zum Teil essentielle Informationen fehlen, wenn anhand von Ergebnisse
aus verschiedenen Studien generelle Informationen hinsichtlich Verbleib und Wirkung
von Nanomaterialien und den Eigenschaften, die jeweils verantwortlich sind, gezogen
werden sollen.

3.21 Suspensionsherstellung und dkotoxikologische Testung flr anorganische
Partikel

Referenz 14: Haley M.V., Johnson D.W., Hart G.S. (1986): The toxicity of brass dust to the
microalgae Ankistrodesmus falcatus and Selenastrum capricorntum. J. Appl
Toxicol 6, 281-285

Herstellung der Lésung / Suspension:
RuBpartikel in Algentestmedium (Direkteinwaage; 1,0 mg/mL; Polycarbonat-
gefalle) gegeben; Ultraschallbehandlung (10 — 15 min) zur feinen Verteilung
der RuBpartikel, die eine hohe elektrostatische Aufladung zeigten. 4 mL der
Stammlésung wurden in 1000 mL verdinnt

Konzentrationsbestimmung:
nominale Werte
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Materialcharakterisierung:
Chemische Zusammensetzung und GréfRe; die Angaben zur Gréle stehen in
Widerspruch zur Johnson (1986), so dass vermutlich bei beiden Zitaten
Schreibfehler vorliegen; es kann nicht mit Sicherheit gesagt werden, ob es
sich um Nanopartikel gehandelt hat.

Okotoxikologische Testung:
Test wurde in Glasgefallen durchgefiihrt.

Wachstumshemmung; ECso = 0.056 mg/L (Ankistrodesmus falcatus)
ECso = 0.056 mg/L (Selenastrum capricorntum)

Bemerkung: Detektierte Toxizitat ist auf geléste Cu-lonen zurtickzufiihren; RuB} dissoziiert
in Cu (68,5 %) und Zn (27,5 %); ECs, von Cu liegt bei 0,047 mg/L; eine Be-
schreibung, ob die Partikel im Test sedimentierten, wurde nicht gegeben

Referenz 15: Huang Z., Maness P-C, Blake D.M., Worlfrum E.J., Smolinski S., Jacoby W.A.
(2000): bactericidal mode of titanium dioxide photocatalysis. J. Photochem
Photobiol A: Chem 130, 163-170

Herstellung der L6ésung / Suspension:
Stammlésung mit TiO, (10 mg/mL) in deion. Wasser; unmittelbar vor Testung
hergestellt und im Dunkeln aufbewahrt;

Konzentrationsbestimmung:
Nominale Werte

Materialcharakterisierung:
Beschreibung der eingesetzten Partikel (P25 von Degussa; Durchmesser: 20
nm PrimarpartikelgroRe, Oberflache: 50 m?/g, keine Beschreibung der ange-
wendeten Methoden); keine Angabe zur Agglomeratbildung in der Suspension

Okotoxikologische Testung:
Gewaschene E. coli-Zellen wurden in deion. Wasser resuspendiert (10’
CFU/mL); 1 mL TiO,-Stammldsung + 8 mL deion. Wasser + 1 mL Zellsuspen-
sion (TiO,-Konzentration: 1 mg/mL); auf Magnetrihrer; Bestrahlung mit zwei
40 W-UV-Lampen (Maximum bei 365 nm); Lichtintensitat auf Oberflache war
ca. 8 W/m?%; Probenentnahme in Intervallen von 15 min fiir 1 h

Zellzahl (bestimmt als koloniebildende Einheiten, CFU) und Galactosidaseak-
tivitat

Bemerkung: gleiche Vorgehensweise bei Untersuchung von Zelllysaten und bei reiner
E.coli R-Glucosidase
keine Information wie osmotischer Druck ausgeglichen wurde (Verwendung
von deion. Wasser!)
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Referenz 16: Hund-Rinke K., Simon M. (2006): Ecotoxic effects of photocatalytic active
nanoparticles (TiO,) on algae and daphnids. ESPR - Environ Sci Pollut Res
13, 225-232

Herstellung der L6ésung / Suspension:
TiO, fUr jede Testkonzentration in Algentestmedium bzw. in Daphnienwasser
suspendiert, Ultraschallbehandlung (Dauer keine Angabe)

Konzentrationsbestimmung:
nominale Werte

Materialcharakterisierung:
Beschreibung der eingesetzten Partikel (Partikeldurchmesser: 25 nm fiir P25
von Degussa und 100 nm, Kristallstruktur: Anatase, Rutil; keine Methodenbe-
schreibung); keine Angabe zur Agglomeratbildung in der Suspension

Okotoxikologische Testung:
Okotoxikologische Tests mit Algen (Desmodesmus subspicatus) und Daph-
nien (Daphnia magna) nach Richtlinie (DIN 38412-Teil 33 bzw. OECD 202);
Der Algentest wurde in Mikrotiterplatten (200 uL) durchgefihrt; es wurde der
Nachweis erbracht, dass die Partikel nicht zu Beschattungseffekten flhrten;
die Platten wurden periodisch geschittelt; eine Konzentrations-Wirkungs-
Beziehung wurde erhalten
Der Daphnientest wurde in Petrischalen durchgefuhrt (@ 5,5 cm; 20 mL L6-
sung), um einen Kontakt zwischen Daphnien und Partikeln zu erzwingen,;
Schiitteln der Ansatze war nicht méglich, da Daphnien dadurch geschadigt
wurden.

Algen: Wachstumshemmung (ECso: 44 mg/L bei Primarpartikelgrofie 25 nm;
kein Effekt bis 50 mg/L bei Primarpartikelgrofie 100 nm)
Daphnien: Immobilisation

Bemerkung: Untersuchungen mit und ohne UV-Behandlung der TiO,-Suspensionen; keine
Konzentrations-Wirkungs-Beziehung bei Daphnientest

Referenz 17: Johnson D.W., Haley M.V., Hart G.S. (1986): Acute toxicity of brass particles
to Daphnia magna. Appl Toxicol 6, 224-228.

Herstellung der Lésung / Suspension:

Untersuchungen mit gecoateten und ungecoateten Rul3partikeln (Coating mit
Teflon) sowie einem Siliziumprodukt und TiO,; es wurde eine Stammlésung
(1 mg/mL) hergestellt und mit Ultraschall homogenisiert; diese Losung wurde
24 h sedimentieren gelassen. Der Uberstand wurde entnommen und fiir die
Untersuchung weiter verdiinnt. Eine Charakterisierung des Uberstandes er-
folgte nicht. Partikel mussten enthalten sein, da sie im Darm der Tiere mikro-
skopisch nachgewiesen wurden.
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Konzentrationsbestimmung:
nominale Werte bezogen auf die urspriingliche Einwaage; das Sedimentieren
wurde nicht bertcksichtigt

Materialcharakterisierung:
Chemische Zusammensetzung und GrélRe; die Angaben zur Gréle stehen in
Widerspruch zur Haley (1986), so dass vermutlich bei beiden Zitaten Schreib-
fehler vorliegen; es kann nicht mit Sicherheit gesagt werden, ob es sich um
Nanopartikel gehandelt hat.

Okotoxikologische Testung:
Tiere wurden mikroskopisch untersucht und die Partikelaufnahme in den
Darm gezeigt

ECs, flr Immobilisation lag bei 22,6 ug/L

Bemerkung: die Toxizitat fur die Ru3partikel ist nach Aussage der Autoren vermutlich auf
die Aufnahme der Partikel und Dissoziation im Darm zurlckzuflihren; die im
Darm freigesetzten Cu-lonen bewirken Effekt

Referenz 18: Lovern, S.B., Klaper R. (2006): Daphnia magna mortality when exposed to
titanium dioxide and fullerene (C60) nanoparticles. Environ. Toxicol. Chem.
25, 1132-1137.

Herstellung der Lésung / Suspension:
THF/TiO, bzw. Wasser/TiO,
THF/Fullerene bzw. Wasser/Fullerene
Wasser/Fullerene bzw. Wasser/TiO,: Wasser und 30 min Ultraschall
THF/Fullerene bzw. THF/TiO,: Methode in Anlehnung an Referenz 21 (Degu-
chi et al., 2001)
Deguchi (2001): frisch hergestelltes THF wurde entgast (30 min); C60 bzw.
C70 wurde mit THF gemischt und tber Nacht unter Argonathmosphare ge-
ruhrt; Filtration Gber PTFE Membranfilter (0,45 nm Porenweite); Lé6sung wurde
1:1 mit Wasser gemischt und THF mittels N, ausgetrieben
Lovern: Filtration anstelle von PTFE Membranfilter mit Nylaflo Filter (0,22 um);
Austreiben von THF durch Rotavapour

Konzentrationsbestimmung:
Fullerene: Elektronenmikroskopie
TiO,: UV Spektroskopie (325-350 nm) (Vorgehensweise nicht naher beschrie-
ben)

Materialcharakterisierung:
Grélenbestimmung Uber Elektronenmikroskopie; keine Hinweise zum Zeit-
punkt der Charakterisierung im Vergleich zum Test

Okotoxikologische Testung:
Akuter Daphnientest nach US-EPA-Standardprotokoll (Standard operating
procedure for 48-hour acute toxicity test using Daphnia magna and Daphnia
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Bemerkung:

pulex) in Becherglasern (50 mL Volumen von Testlosung); keine besonderen
Modifikationen fur die Testung von Nanopartikeln

Die Ultraschallbehandlung bzw. die Verwendung von THF flihrt zu unter-
schiedlichen PartikelgrofRen

TiO, mit Ultraschallbehandlung zeigt keine Effekte im Gegensatz zur THF-
Behandlung, die Konzentrations-Wirkungs-Beziehung zeigt (Konzentrationen
von TiO, bei Ultraschallbehandlung: 50 — 500 ppm; Konzentration bei THF:
0.2—-10 ppm)

Fullerene: bei beiden Behandlungen Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen,
Effekte bei THF héher (Konzentration von Fullerenen bei Ultraschallbehand-
lung: 0,2 — 9 ppm, Konzentration bei THF: 40 — 880 ppb; vergleichbare Er-
gebnisse bei Zhu et al., 2006).

Generelle Anmerkung: mit THF hergestellte Fulleren-Lésung kann THF in Ful-
leren Agglomeraten enthalten, die zu einer Erhdhung der Toxizitat fihren
kann (Referenz 42: Brant et al., 2005).

Referenz 19:

Maness P-C, Smolinski S, Blake D.M., Huang Z., Wolfrum E.J., Jacoby W.A.
(1999): Bactericidal activity of photocatalytic TiO, reaction: toward an under-
standing of its killing mechanism. Appl.Environm. Microbiol 65, 4094-4098.

Herstellung der Lésung / Suspension:

TiOz in deion. Wasser (100 mg/mL/Stammldsung); im Test 0,1 — 1 mg/mL; im
Test wurde kontinuierlich gerihrt, Bestrahlung mit zwei 40 W-Schwarzlicht-
réhren mit einem spektralen Maximum bei 356 nm; Lichtintensitat auf der
Oberflache der Inkubationslésung ca. 8 W/m?; Zeitdauer der Bestrahlung bis
30 min; keine Angabe Uber AnsatzgréRe und GefalBmaterialien

Konzentrationsbestimmung:

nominale Werte

Materialcharakterisierung:

Beschreibung der eingesetzten Partikel (P25 von Degussa; Oberflache 50
m2/g; 75 % Anatase, 25 % Rutil; keine Angaben Uber die verwendeten Metho-
den); keine Angabe zu dem Vorliegen in der Suspension

Okotoxikologische Testung:

Bemerkung:

E. coli K12 in Nahrmedium, TiO, zugesetzt

Messparameter: Lipidperoxidation, Zellzahlbestimmung auf Nahragarplatten;
Erfassung der Atmungsleistung tber O,-Elektrode, Bestimmung der mikrobiel-
len Dehydrogenaseaktivitat; Vergleich der Ansatze mit und ohne Bestrahlung
sowie mit und ohne TiO,;

keine Hinweise auf besondere Behandlung infolge der Untersuchung von Na-
nopartikeln; antibakterielle Wirkung ist abhangig von Zellkonzentration und
TiO,-Konzentration
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Referenz 20: Sondi, I., Saloped-Sondi B. (2004): Silver nanoparticles as antimicrobial
agent: a case study on E. coli as a model for Gram-negative bacteria. Journal
of Colloid and Interface Science 275, 177-182.

Herstellung der L6ésung / Suspension:
Silbernanopartikel wurden mit eigener Methode hergestellt. Das erhaltene
Pulver wurde in E.coli-Wachstumsmedium (flissiges LB-Medium) mittels Ul-
traschall dispergiert. Jede Konzentration wurde einzeln eingesetzt.

Konzentrationsbestimmung:
nominale Konzentration

Materialcharakterisierung:
Grolie und Morphologie der hergestellten Nanopartikel wurde iber Transmis-
sionselektronenmikroskopie (TEM) bestimmt, die spezifische Oberflache tber
"single-point"-Stickstoff Adsorption" (158 m?/g)

Okotoxikologische Testung:
Medium mit Silbernanopartikeln wurde mit 10” E.coli-Zellen angeimpft (10 —
100 pg/mL) und die optische Dichte in 30 min-Intervallen photometrisch bei
650 nm bestimmt. Silber flihrte zu Wachstumsverzdgerung; vollstandige
Wachstumshemmung wurde nicht erzielt

Nahragarplatten, die TiO, (10 — 100 pg/cm?) enthielten, wurden mit E.coli be-
impft; detektierte Hemmwirkung hangt von eingesetzter Bakterienanzahl ab

Bemerkung: eine Charakterisierung der Partikel in der Suspension erfolgte nicht; Oberfla-
che und Morphologie der Bakterien wurde Uber Elektronenmikroskipie und
Rontgen-Mikroanalyse erfasst; Silbernanopartikel akkumulierten zum einen in
der Zellwand, zum anderen gelangten sie in die Zellen

3.2.2 Suspensionsherstellung und dkotoxikologische Testung fur organische
Partikel

Referenz 21: Deguchi, S.; Rossitza, G. A.; Tsujii, K. Stable dispersions of fullerenes, C60
and C70 in water. Preparation and characterization. Langmuir 2001, 17, 6013-
6017.

Herstellung der L6ésung / Suspension:
Gesattigte Losung von C60 bzw. C70 in THF: Riahren von C60 bzw. C70 in
THF Gber Nacht unter Argon-Athmosphare; Filtration Glber PTEE Membranfil-
ter (Porengrofde 0,45 uym); Herstellung einer 1 : 1-Mischung mit Wasser und
Austreiben des THF Uber Stickstoff
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Konzentrationsbestimmung:
Spektrophotometische Bestimmung (C60: 330 nm; C70: 331 nm)

Materialcharakterisierung:
Grole der Fulleren-Agglomerate wurde iber DLS (dynamic light scattering)
und Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) bestimmt.

Okotoxikologische Testung:
Keine Testung durchgeflihrt

Bemerkung: Stabilitat der Suspensionen wurde (iber Adsorptionsspektroskopie dargestellt;
Suspensionen erwiesen sich Uber den Untersuchungszeitraum von einem
Monat als stabil; Zusatz von Salz (1% NaCl) reduziert die Stabilitat deutlich
C60-cluster sind negativ geladen
Fullerene konnen aus Wasser nicht in Toluol Uberfihrt werden; liegen die Ful-
lerene als Komplex mit y-Cyclodextrin oder in einer wassrigen Salzlésung
(1 % NaCl) vor, ist eine Extraktion in Toluol méglich; Ankonzentrierung von
Fullerenen in Wasser ist moglich (in Publikation wurde eine Ankonzentrierung
um den Faktor 4 problemlos erzielt)

Referenz 07: Fortner, J. D.; Lyon, D. Y.; Sayes, C. M.; Boyd, A. M.; Falkner, J. C.; Hotze, E.
M.; Alemany, L. B.; Tao, Y. J.; Guo, W.; Ausman, K. D.; Colvin, V. L.; Hughes,
J. B. C60 in water: Nanocrystal formation and microbial response. Environ.
Sci. Technol. 2005, 39, 4307-4316.
Angewendet von Lyon et al., 2006 (Referenz 22)

Herstellung der Lésung / Suspension:
THF/nC60: s. Beschreibung bei Lyon et al., 2006 (Referenz 22)

Konzentrationsbestimmung:
Konzentrationsbestimmung mittels Absorptionsspektrum; keine Hinweise zum
Zeitpunkt der Bestimmung im Vergleich zum Test

Materialcharakterisierung:
PartikelgréRe und —form Uber DLS und TEM; keine Hinweise zum Zeitpunkt
der Charakterisierung im Vergleich zum Test

Okotoxikologische Testung:
Wachstum von Mikroorganismen (B. subtilis, E. coli) in Nahrmedien, photo-
metrische Detektion des Wachstums sowie Atmungsmessung (CO,-Freiset-
zung); im Gegensatz zu den anaeroben Bedingungen wurde bei den Untersu-
chungen unter aeroben Inkubationsbedingungen die Ansatze geschuttelt.
Keine Beschreibung der AnsatzgroRe und der Materialien der verwendeten
Inkubationsgefalie

Bemerkung: keine Hinweise auf Grenzen der Bestimmungen.
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Referenz 18: Lovern, S.B., Klaper R. (2006): Daphnia magna mortality when exposed to
titanium dioxide and fullerene (C60) nanoparticles. Environ. Toxicol. Chem.
25, 1132-1137.

Siehe Referenz 18: Beschreibung unter Kapitel "Suspensionsherstellung und okotoxikologi-

sche Testung fur anorganische Partikel"

Referenz 22: Lyon, D.Y., Adams L.K., Falkner J.C., Alvarez P.J.J. (2006): Antibacterial
acitivity of fullerene water suspensions: effects of preparation method and par-
ticle size. Environ.Sci.Technol. 40, 4360-4366.

Herstellung der L6ésung / Suspension:
Son/n60: s. Andrievsky et al., (1995)

1 g/L C60 in Toluol; 50 mL in 500 mL MilliQ; Ultraschall 15 min bis Toluol
verdampft; braune Suspension wurde filtiert (0,45 um Osmonics Nylonmem-
branfilter und 0,22 m Nylonmembranfilter um Aggregate > 200 nm zu entfer-
nen.

Uberschiissiges Wasser wurde (iber Rotavapour einbedampft bis 2 - 15 mg/L
C60. Lésung wurde sterilfiltriert (0,22 um Cellulose Filter oder 0,22 um NCE
Vakuummembranfilter: Partikel wurden in eine gréRere und eine kleinere
Fraktion aufgeteilt; durch Zentrifugation bei 25.000 g fiir 1 h

Wasser/nC60: s. Cheng et al., 2004

1 g C60in 1 L MilliQ unter Erwarmen geruhrt fir 2-6 Wochen; braune Sus-
pension wurde filtiert (0,45 pm Osmonics Nylonmembranfilter und 0,22 m Ny-
lonmembranfilter um Aggregate > 200 nm zu entfernen. Uberschiissiges
Wasser wurde Uber Rotavapour einbedampft bis 2 - 15 mg/L C60. Lésung
wurde steril filtriert (0,22 um Cellulose Filter oder 0,22 ym NCE Vakuum-
membranfilter: Partikel wurden in eine groRere und eine kleinere Fraktion auf-
geteilt; durch Zentrifugation bei 25.000 g flr 1 h

THF/nCB60: s. Fortner et al., 2005 (Referenz 07)

100 mg 99,5 % reines C60 wurde in 4 L THF (Tetrahydrofuran) geldst; mit
Stickstoff Gberschichtet um Oxidation von THF zu verhindern, dann Gber
Nacht bei RT gerihrt und filtriert (0,22 yum Osmonics Nylonmembranfilter) um
ungel6ste Partikel zu entfernen

500 mL wurde unter heftigem Rihren mit 500 mL Reinstwasser versetzt

(1 L/min); THF wurde Uber Rotavapor verdampft;1 L von THF/C60/Wasser-
Mischung ergibt ca. 400 mL THF/nC60. Lésung wurde sterilfiltriert (0,22 uym
Cellulose Filter oder 0,22 um NCE Vakuummembranfilter: Partikel wurden in
eine groRRere und eine kleinere Fraktion durch Zentrifugation (25.000 g fir 1 h)
aufgeteilt

PVP/C60: s. Yamakoshi et al. (1994).
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100 mL einer 0,31%igen PVP (Polyvinylpyrrolidon)-Lésung (in Chloroform)
wurde mit 25 mL einer 1g/L Lésung von C60 in Toluo versetztl; Ldsung wurde
geriihrt und erhitzt (45 °C) iber Nacht bis Lésungsmittel verdampft; Uberstand
wurde in 500 mL MilliQ suspendiert; gelbe Suspension wurde filtiert (0,45 pm
Osmonics Nylonmembranfilter und 0,22 m Nylonmembranfilter um Aggregate
> 200 nm zu entfernen. Uberschiissiges Wasser wurde Uiber Rotavapour ein-
bedampft bis 2 - 15 mg/L C60. Losung wurde sterilfiltriert (0,22 um Cellulose
Filter oder 0,22 ym NCE Vakuummembranfilter: Partikel wurden in eine gro-
Rere und eine kleinere Fraktion aufgeteilt; durch Zentrifugation bei 25.000 g
fir1h

Konzentrationsbestimmung:

Konzentrationsbestimmung Uber Extraktion mit Toluol (s. auch Referenz 07
Fortner et al., 2005): Erfassung lber 2-stufigen Destabilisierungs-Extraktions-
Prozess. 1 Volumenanteil der Nanopartikel/WWasser-Mischung wurde mit 2/5
Volumenanteilen 0.1 M Mg(CIlQO,).-Lésung versetzte und mit 1 Volumenanteil
Toluol extrahiert. Molekulares C60 ist I6slich in Toluol mit 2,8 mg/mL. Bestim-
mung der C60-Konzentration in Toluol mittels HPLC.

Wasser/nC60 und PVP/C60 zeigten schlechte Extrahierbarkeit, Konzentration
wurde daher direkt (ohne Extraktion) Gber die Erfassung der Absorption bei
336 nm bestimmt und mit Standardkurve (C60 in Toluol) verglichen.

keine Hinweise zum Zeitpunkt der Charakterisierung im Vergleich zum Test

Materialcharakterisierung:

Grolienbestimmung der Agglomerate Gber DLS (dynamic light scattering);
keine Hinweise zum Zeitpunkt der Charakterisierung im Vergleich zum Test

Biologische Testung:

Bemerkung:

Wachstum von Mikroorganismen (B. subtilis) in Ndhrmedien; Bestimmung von
minimaler Hemmkonzentration (MIC); Nachweis des Wachstums tber photo-
metrische Bestimmung; kein Hinweis auf Zeitdauer, GefalRgréRe und Gefald-
materialien

Ausfallen von C60-Agglomeraten bei hohen Phosphatkonzentrationen; daher
Medien mit niedriger Phosphatkonzentration verwendet (0,7 g K;HPOy4, 0,2 g
KH,PO,)

Toxizitat bei kleineren Agglomeraten héher als bei grofieren, wobei der Toxizi-
tatsanstieg unproportional héher war als der Anstieg in der Oberflache.

Form der Agglomerate und Zustand(GroRRe, Gestalt, kristallin oder nicht-
kristallin) hangt von der gewahlten Methodik ab.

Antibakterielle Wirkung abhangig von dem gewahlten Verfahren ab. Mit stei-
gender Toxizitat ergibt sich folgende Reihung: PVP < Wasser < Ultraschall <
THF. Héchste und niedrigste Toxizitat unterscheiden sich um ca. Faktor 10.

Referenz 23:

Oberddrster E., et al (2006): Ecotoxicology of carbon-based engineered na-
noparticles: effects of fullerene (C60) on aquatic organisms. Carbon 44, 1112-
1120.
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Herstellung der Lésung / Suspension:
Wasser/Fullerene

500 mg Fullerene unter Sonnenlicht in 1 L steriles Reinstwasser flir mindes-
tens 2 Monate gertlihrt; Konzentration bis 35 ppm erzielt

Konzentrationsbestimmung:

Oxidation der Fullerene durch Bleiche oder Magnesiumpersulfat und Extrakti-
on in Toluol; Messen bei 332 nm gegen Standardkurve; keine Hinweise zum
Zeitpunkt der Bestimmung im Vergleich zum Test

Materialcharakterisierung:
Beschreibung der eingesetzten Partikel; keine Angabe zu dem Vorliegen in
der Suspension

Okotoxikologische Testung:
Daphnientest nach US-EPA-Standardprotokoll (10-Day Chronic-Daphnia
magna or Daphnia pulex; SOP # 2028; 1994) in Becherglasern (40 mL L&-
sung in 50 mL Becherglasern)
Untersuchungen wurden auch mit Hyalella azteca, Copepoden und Pimepha-
les promeolas durchgefihrt. Durchfiihrungen zeigten keine besonderen Modi-
fikationen hinsichtlich der Testung von Nanopartikeln.

Bemerkung: Umweltrelevante Herstellung von Fullerensuspension; Ultraschall erhdht Toxi-
zitat, daher geringere Umweltrelevanz
Salze fir die 6kotoxikologischen Tests wurden danach zugesetzt; teilweise
fielen Fullerene wieder aus (wenn Meerwasser nachgestellt wurde); maximale
Konzentration 22,5 ppm

Referenz 24: Oberdoérster, E. (2004): Manufactured nanomaterials (fullerenes, C60) induce
oxidative stress in brain of juvenile largemouth bass. Environ Health Perspect
112, 1058-1062.

Methodik analog zu Referenz 21 (Deguchi, 2001)

Referenz 25: Oberdoérster, E. (2005): Informal information on the toxicity of engineered
nanomaterials. Available from: <www.Nanotox.Info>

Herstellung der L6ésung / Suspension:
Basis ist Methodik von Referenz 21 (Deguchi, 2001)
C60 wird in THF geldst (100 mg/L); Lé6sung wird mit N2 iberschichtet und
Uber Nacht geruhrt; Filtration durch 0,22 um Nylonfilter, Zugabe von
Reinstwasser bis 1 : 1 Mischung (THF/Wasser); Verdampfen von THF (1 L-
Mischung wird auf 450 mL eingedampft, auf 550 mL aufgefullt mit Reinstwas-
ser, eingedampft erneut auf 450 mL; auf 550 ml wieder aufgeflllt und auf 500
mL eingedampft)
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Konzentrationsbestimmung:
Lésung wird oxidiert durch 0,1 Magnesiumperchlorate oder mit 2:1-Mischung
von Bleiche (50 mg/L) und nC60; Behandlung mit Vortex, Zugabe von Toluol,
Behandlung mit Vortex, Zentrifugation (14.000 g) und Bestimmung der Ad-
sorption bei 336 nm.

Materialcharakterisierung:
keine Angabe

Okotoxikologische Testung:
Daphnientest nach US-EPA-Standardprotokoll (10-Day Chronic-Daphnia
magna or Daphnia pulex; SOP # 2028; 1994)

Bemerkung: keine Auffalligkeiten zu erwahnen

Referenz 26: Zhu, S., Oberddrster E., Haasch M.L. (2006): Toxicity of an engineered
nanoparticle (fullerene, C60) in two aquatic species daphnia and fathed min-
now. Marine Environmental Research. Doi: 10.1016/j.marenvres.2006.04.059.

Methodik analog zu Referenz 25 (Oberdorster, 2005)

3.2.3 Suspensionsherstellung und Erfassung der Cytotoxizitat

Referenz 27: Beck-Speier I., Dayal N., Karg E., Maier K.L., Roth Ch., Ziesenis A., Heyder J.
(2001): Agglomerates of ultrafine particles of elemental carbon and TiO; in-
duce generation of lipid mediators in alveolar macrophages. Environ. Health
Persp. 109, 613-618.

Herstellung der L6ésung / Suspension:
Suspension von elementarem Kohlenstoff bzw. TiO, in PBS (Phosphat-
gepufferte Saline, pH 7.0, mit Ca”/Mg2+ and 0,1 % Glucose; keine naheren
Angaben) wurde wiederholt mit Vortex behandelt (5 * fir je 3 sec) und Ultra-
schall (1 min); Vorgehensweise flihrte zu Agglomeraten

Konzentrationsbestimmung:
keine Angabe

Materialcharakterisierung:
Erfassung des Durchmessers (keine spezifische Angabe zur Bestimmung),
spezifische Oberflache (mittels Adsorption von Ny)

Testung: Inkubation von Zellen in PBS mit und ohne Partikeln; keine weiteren Angaben,
die fir die hier vorliegende Fragestellung als relevant angesehen wurden.

Bemerkung: keine Auffalligkeiten zu erwahnen
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Referenz 28: Beck-Speier I., Dayal N., Karg E., Maier K.L., Schumann G., Schulz H.,
Semmler M., Takenaka S., Stettmaier K., Bors W., Ghio A., Samet J.M., Hey-
der J. (2005): Oxidative stress and lipid mediators induced in alveolar mac-
rophages by ultrafine particles, Free Radic. Biol. Med. 38, 1080—1092.

Herstellung der Lésung / Suspension:
Ultrafeine Partikel (elementarer Kohlenstoff, Printex 90, Printex G, Dieselruf3)
wurden in destiliertem Wasser suspendiert, mit Vortex und Ultraschall behan-
delt

Konzentrationsbestimmung:
keine Angabe

Materialcharakterisierung:
Von allen Partikeln ist Durchmesser und Oberflache angegeben; mit Ausnah-
me des elementaren Kohlenstoffs (Oberflache) und des Dieselrues (Durch-
messer) sind die angewendeten Methoden nicht explizit benannt.

Elementarer Kohlenstoff: Bestimmung der Oberflache mittels Adsorption von
N2 liquid
Dieselruly: Partikeldurchmesser iber Elektronenmikroskopie

Testung: Inkubation von Partikeln mit alveolaren Makrophagen wie bei Referenz 27
(Beck-Speier et al., 2001) beschrieben

Bemerkung: Testung von Agglomeraten; dabei wird davon ausgegangen, dass die Summe
der Oberflache der Einzelpartikel der Oberflache der Agglomerate entspricht

Referenz 29: Brunner TJ, Wick P, Manser P, Spohn P, Grass RN, Limbach LK, Bruinink A,
Stark WJ. (2006): In vitro cytotoxicity of oxide nanoparticles: comparison to
asbestos, silica, and the effect of particle solubility. Environ Sci Technol. 40,
4374-81.

Herstellung der Lésung / Suspension:
Nanopartikulares Asbest und Silizium; suspendiert in Reinstwasser mittels Ult-
raschall; Suspensionen (ca. 1 mg Partikel/mL) wurden mit Zellkulturmedium
vor Testung verdlunnt

Konzentrationsbestimmung:
nominale Werte

Materialcharakterisierung:
Spezifische Oberflache, mittlerer Partikeldurchmesser; PartikelgréRenvertei-
lung, Gehalt an Agglomeraten > 200 nm; Anzahl an Partikeln pro Agglomerate
(verwendete Methoden nicht angegeben)
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Testung: Bestimmung der Cytotoxizitat an verschiedenen Human- und Nagerzellen;
keine weiteren Angaben, die fur die hier vorliegende Fragestellung als rele-
vant angesehen wurden.

Bemerkung: keine weitere Charakterisierung der Partikel bzw. Agglomerate im Test

Referenz 30: Jia G, Wang H, Yan L, Wang X, Pei R, Yan T, Zhao Y, Guo X. (2005): Cytoto-
xicity of carbon nanomaterials: single-wall nanotube, multi-wall nanotube, and
fullerene. Environ Sci Technol. 39,1378-83.

Herstellung der L6ésung / Suspension:
Single wall nanotubes (SWNTs; @ 1,4 nm), multiple wall nanotubes (MWNTSs;
@10 — 20 nm), Fullerene: frische Suspension in Zellkulturmedium hergestellt,
in "Dounce Homogenizer" homogenisiert, mit Vortex behandelt; unmittelbar
nach Herstellung eingesetzt

Konzentrationsbestimmung:
nominale Werte

Materialcharakterisierung:
Keine Angabe

Okotoxikologische Testung:
Bestimmung der Cytotoxizitat an alveolaren Macrophagen (MTT [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] Test)

Bemerkung: keine Auffalligkeiten zu erwahnen

Referenz 31: Kubota Y. Shuin t., Kawasaki C., Hosaka M., Kitamura H., Cai R., Sakai H.,
Hashimoto K., Fujishima A. (1994): Photokilling of T-24 human bladder cancer
cells with titanium dioxide. Br.J. Cancer 70, 1107-1111.

Herstellung der L6ésung / Suspension:
TiO, mit Ultraschall in Wasser dispergiert; autoclaviert und anschlielend
zentrifugiert (1.600 g) zur Abtrennung von Agglomeraten

Konzentrationsbestimmung:
Uber Verbrennungsanalyse

Materialcharakterisierung:
Keine Angabe

Testung: T-24 menschliche Blasenzellen wurden auf Zellplatten angeziichtet, das Me-
dium gegen F-12-L6ésung, erganzt um 10 % Rinderserum und TiO,-
Suspension, ausgetauscht und die Zellen fiir 24 h im Dunkeln inkubiert; da-
nach wurde das Medium entfernt, die Zellen gewaschen und erneut TiO,-
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Bemerkung:

freies Medium zugegeben; Bestrahlung mit 500 W Lampen (300 — 400 nm);
Wachstum fir 10 Tage und Zellzahl ermittelt

Wirkung von adsorbierten TiO,-Partikeln wurde erfasst; wurde anstelle der F-
12-Lésung mit Rinderserum PBS (phophatgepufferte Salzlésung) als Medium
verwendet, verstarkte sich die Wirkung der Bestrahlung; es wird davon aus-
gegangen, dass entweder UV durch F-12-Medium absorbiert wird oder die re-
aktiven O2-Spezies durch einige Medienkomponenten (z.B. Mannitol, Tryp-
tophan) abgefangen werden

Referenz 32:

Méller W, Hofer T, Ziesenis A, Karg E, Heyder J.. (2002): Ultrafine particles
cause cytoskeletal dysfunctions in macrophages. Toxicol Appl Pharmacol.
182, 197-207.

Herstellung der Lésung / Suspension:

TiO, (220 nm), Printex G und Printex90 (kommerziell erhaltliche Farbstoffpig-
mente), elementarer Kohlenstoff (Nanopartikel im Labor hergestellt), Diesel-
ruf (Standardreferenzmaterial) wurden in Wasser suspendiert und mit Ultra-
schall behandelt; dann weiter in Zellmedium verdinnt; um die Wirkung von an
Rul adsorbierten organischen Bestandteilen zu erfassen, wurde DMSO zu-
gesetzt; DMSO-Konzentration im Test < 0,1 %.

Konzentrationsbestimmung:

nominale Werte

Materialcharakterisierung:

Testung:

Bemerkung:

Bestimmung der spezifischen Oberflache durch Najquig-Adsorption, Bestim-
mung der Partikeldurchmesser (Methode zur Erfassung der PartikelgroR3e ist
nicht angegeben)

Alveolare Macrophagen, keine weiteren Angaben mit Relevanz fir die vorlie-
gende Fragestellung

keine Angaben Uber den Zustand der Partikel im Test;
Extraktion von an Ruf} adsorbierten organischen Substanzen fiihrt zur Ver-
grélkerung der Oberflache (Uber Zitat belegt)

Referenz 33:

Moller W., Brown D.M., Kreyling W.G., Stone V. (2005): Ultrafine particles
cause cytoskeletal dysfunctions in macrophages: role of intracellular calcium.
Particle and Fibre Toxicology 2, D0i:10.1186/1743-8977-2-7.

Herstellung der Lésung / Suspension:

elementarer Kohlenstoff (EC90; im Labor hergestellt) Printex 90, Dieselruf
(Standardreferenzmaterial) wurden in Glasréhrchen in deion. Wasser mittels
Ultraschall suspendiert; in Medium ohne Serum weiter verdinnt;
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Konzentrationsbestimmung:
nominale Werte

Materialcharakterisierung:
Mikroskopische Betrachtung der Verdiinnungen zeigte Agglomerate

Testung: Inkubation der Partikel mit Macrophagen (100 und 320 ug/mL/106 Zellen) fiir
4 h in Serum -freiem Medium

Bemerkung: Keine weitere Charakterisierung der Agglomerate

Referenz 34: Sakai H., Ito E., cai R-X, Yoshioka R., Kubota Y., Hashimoto K., Fujishima A.
(1994): Intracellualar Ca2+ concentration change of T24 cell under irradiation
in the presence of TiO, ultrafine particles. Biochmica et Biophysica Acta 1201,
259-265.

Herstellung der Lésung / Suspension:
TiO, (P25) wurden in doppelt destilliertem Wasser mittels Ultraschall suspen-
diert und autoklaviert; bei Sterilisation agglomerierten einige Aggregate und
konnten Uber Ultraschall nicht wieder dispergiert werden; wurden Uber Zentri-
fugation (1600 g; 15 min) entfernt; kleine Agglomerate (0,03 — 1 ym) wurden
fur die Testung verwendet

Konzentrationsbestimmung:
Konzentrationswerte sind im Test angegeben; es liegt jedoch keine Angabe
vor, wie diese Werte ermittelt wurden, bzw. worauf sie sich beziehen, da die
Suspension nach Partikeleinwaage und deren Suspendierung zur Abtrennung
grolerer Agglomerate abzentrifugiert wurde.

Materialcharakterisierung:
keine Angabe

Testung: Zugabe von Zellkulturmedium (F12-Medium, Rinderserum, und Natrium Bi-
carbonat); Testung von T24-Zellen (Humanzellen)

Bemerkung: keine Charakterisierung der Partikel im Test

Referenz 35: Sayes CM, Wahi R, Kurian PA, Liu Y, West JL, Ausman KD, Warheit DB, Col-
vin VL. (2006): Correlating nanoscale titania structure with toxicity: a cytotoxic-
ity and inflammatory response study with human dermal fibroblasts and hu-
man lung epithelial cells. Toxicol Sci. 92,174-185.

Herstellung der Lésung / Suspension:
nano TiO»-Rutil und nano TiO,-Anatase/Rutil wurden aus Ti(IV)chlorid im La-
bor selbst hergestellt (PartikelgroRe 3 — 5 nm)
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Suspension des Pulver unmittelbar vor der Testung in Reinstwasser (30
mg/mL) und mit Ultraschall behandelt (50 W, 60 Hz; 30 min); diese Mischung

Konzentrationsbestimmung:
nominale Konzentration

Materialcharakterisierung:
Erfassung des Durchmessers, der Oberflache und der Kristallisationsform
(Anatase, Rutil) Gber XRD (x-ray diffraction), TEM (Transmissionselektronen-
mikroskopie) und Najquiq

Testung: TiO,-Suspension wurde zu Zellkulturen zugegeben (eine nahere Beschrei-
bung liegt nicht vor); eine Entmischung wahrend der Testlaufzeit (50 h) wurde
nicht beobachtet; Untersuchungen der Mischungen in Zellkultur ergab eine
weitere Agglomeration; dabei verhielten sich alle Proben gleich

Bemerkung: Agglomerate von Rutil und Anatase Nanopartikeln wiesen unterschiedliche
Gestalt auf

Referenz 36: Sayes CM, Gobin AM, Ausman KD, Mendez J, West JL, Colvin VL. (2005):
Nano-C60 cytotoxicity is due to lipid peroxidation. Biomaterials 26, 7587-7595.

Herstellung der Lésung / Suspension:
Fullerene C60; Vorgehensweise entspricht Referenz 25 (Oberdorster, 2005)

Konzentrationsbestimmung:
Konzentrationen sind im Test erwahnt; ob die Konzentration nach der Aufar-
beitung in der Stammldsung bestimmt wurde oder ob sich die Angaben auf
nominale Einwaagewerte beziehen, geht nicht hervor

Materialcharakterisierung:
Keine Angabe

Testung: Zugabe zu Humanfibroblasten und Zellkulturmedium

Bemerkung: keine Informationen zum Vorliegen der Fullerene im Test

Referenz 37: Sayes, C.M., Fortner J.D., Guo W., Lyon d., Boyd A.M., Ausman K.D., Tao
Y.J., Sitharaman B., Wilson L.J., Hughes J. B., West J.L., Colvin V.L. (2004):
The differential cytotoxicity of water-soluble fullerenes. Nano Letters 4, 1881-
1887.

Herstellung der L6ésung / Suspension:
(I) Fullerene (C60; C60(OH),4) wurden in Toluol mittels Ultraschall geldst
(1,25 ym), NaOH-L6sung (13,8 mM) und Tetrabutylammoniumhydoxid (1 mL)
zugegeben; nach 48 h wurde eine wassergeltste Fraktion isoliert. Die Na*-
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Fullerenol-Probe wurde Uber Kristallisation gereinigt.
(1) Fullerene wurden nach Andrievsky et al., (1999; 2002) bzw. Referenz 21
(Deguchi et al., 2001) gelost.

Konzentrationsbestimmung:
keine weitere Angabe

Materialcharakterisierung:
Die hergestellte Na*-Fullerenol-Probe (Methodik 1) wurde Gber Absorptions-
spektroskopie and TEM charakterisiert. Erfasst wurden die Spektrum sowie
die Grole der Partikel.

Testung: Humane Dermalfibroblasten und Leberzellen wurden in Medium bis zu einem
Bedeckungsgrad von 70 % herangezogen, bevor die Fulleren-Lésungen zu-
gegeben wurden; weitere Angaben zum Testansatz (z.B. Gefalle) liegen nicht
vor. Es wird eine Monolayerkultur angenommen.

Bemerkung: keine Charakterisierung der Partikel im Test; geringfugige Veranderungen der
Oberflache fihrt zu starken Veranderungen in der Cytotoxizitat (> 7 GrofRen-
ordnungen); je starker die Hydrophilie wird, desto hdher ist die Toxizitat; es
werden Superoxidanionen als Ursache fir die Toxizitat postuliert

Referenz 38: Soto KF, Carrasco A, Powell TG, Garza KM, Murr LE (2005): Comparative in
vitro cytotoxicity assessment of some manufactured nanoparticulate materials
characterized by transmission electron microscopy. Journal of Nanoparticles
Research, 7, 145-169.

Herstellung der Lésung / Suspension:
Ag, (20 nm; 25 nm) As,0s3, Fe,03, ZrO,, TiO,, (Anatase), TiO, (Rutil),
MgsSi.Os (Asbest), Carbon black Pulver: Suspendierung der Partikel in DMSO
("Stammlésung”: 5 ug/mL); Behandlung mit Ultraschall (Vortex)

Konzentrationsbestimmung:
nominale Werte

Materialcharakterisierung:
Charakterisierung der Ausgangspartikel mittels Transmissionselektronenmik-
roskopie (Morphologie und GréRRe der Agglomerate, Grolie der Partikel; Kris-
tallstruktur)

Testung: Alveolare Macrophagen von der Maus wurden in 96-well-Platten inkubiert
(50.000 Zellen/well); 80 % Bedeckungsgrad vor Zugabe von verschiedenen
Konzentrationen der Nanopartikel (Startkonzentration: 10 ug/mL); DMSO-
Konzentration im Test betrug 0.0344 mM — 35.25 nM (2,7 * 10* - 2,8 * 107
%); keine negative Wirkung durch DMSO aufgrund entsprechender Kontrollen
beobachtet

Bemerkung: keine Auffalligkeiten zu erwahnen
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3.24 Spezifische Artikel zur Materialcharakterisierung

Referenz 39:

Rothen-Rutishauser BM, Schurch S, Haenni B, Kapp N, Gehr P. (2006): In-
teraction of fine particles and nanoparticles with red blood cells visualized with
advanced microscopic techniques. Environ Sci Technol. 40, 4353-4359.

Materialcharakterisierung:

Bemerkung:

Nachweis von Nanopartikeln nach Aufnahme in rote Blutkorperchen; Technik
variierte in Abhangigkeit der Nanopartikel

TiO,: "energy filtering" Transmissionselektronenmikroskopie (EFTEM)
Fluoreszierenzmarkierte Polystyrolpartikel: laser scanning Mikroskopie (LSM)
Nanopartikel mit hoher Dichte (z.B. Gold): konventionelle Transmissionselekt-
ronenmikroskopie (TEM)

Die Methoden dienten der Lokalisierung der Nanopartikeln in den biologi-
schen Proben und wurden spezfisch fur die jeweiligen Partikel gewahit.

Referenz 40:

Lin H., Huant C.P., Li W., Ni C., Ismat Shah S., Tseng Y-H. (2006): Size de-
pendency of nanocrystalline TiO, on ist optical property and photocatalytic re-
activity exemplified by 2-chlorophenol. Appl Catalysis B: Envrionmetal 68, 1-
11.

Materialcharakterisierung:

Bemerkung:

TiO, (100 % Anatase; Herstellung im Labor: 17 — 29 nm, kommerziell erwor-
ben: 3,8 — 5,7 nm;)

Charakterisierung erfolgte Uiber Transmissionselektronenmikroskopie (TEM),
X-ray diffraction (XRD), scanning Elektronenmikroskopie (SEM), BET spezi-
fische Oberflachenbestimmung, dynamic light scattering (DLS), diffuse reflec-
tance spectra, Rdntgen-Photoelektronen-Spectroskopie (XPS),

Die verwendeten Methoden dienten der Erfassung der PartikelgroRe und —
form (TEM, bestatigt durch BET, SEM, XRD), der kristallinen Struktur (XRD),
der spezifischen Oberflache (BET), Agglomeratgréfie (DLS), Erfassung des
Absorptionskoeffizienten (diffuse reflectance spectra), relative Zusammenset-
zung der Nanopartikel und des Valenzzustandes (XPS). Mit diesen Verfahren
konnte gezeigt werden, dass die GroRRe der einzige Unterschied bei den ver-
schiedenen Partikeln darstellte. Kristallstruktur, Reinheit und Morphologie wa-
ren vergleichbar.

Abnahme der Partikelgréfie von 23 auf 17 nm fihrt zur Reduktion der Bandli-
ckenenergie; von 17 nm zu 2,8 nm ist wieder eine Zunahme zu verzeichnen;
dennoch ist die photokatalytische Umsatzrate flir 2-Chlorphenol umso groRer,
je kleiner die Partikel sind, was durch die unterschiedlichen spezifischen
Oberflachen bedingt ist. Die photokatalytische Effektivitat eines Partikels wird
somit durch zwei gegenlaufige Prozesse bestimmt. Je kleiner der Durchmes-
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ser, desto geringer ist die in einer Lichtquelle vorhandene Energie, die zur An-
regung benutzt werden kann(falls keine Lichtquelle mit enger Begrenzung der
Wellenlange verwendet wird). Aufgrund der héheren Oberflache ist die Effek-
tivitat jedoch wieder hoher.

In wassriger Losung kann die primare Partikelgrofie nicht gehalten werden, da
unmittelbar Agglomeration einsetzt; Agglomeration kann nur verhindert wer-
den, indem standig Energie zur Dispergierung zugefihrt wird. Fir die photo-
katalytische Umsatzrate spielt die sekundare Partikelgréfie jedoch eine ver-
nachlassigbare Rolle.

Referenz 41:

Andrievski G.V., Klochkov V.K., Bordyuh A., Dovbeshko G.I. (2002): Com-
parative analysis of two aqueous-colloidal solutions of C60 fullerene with help
of FTIR reflectance and UV-Vis spectroscopy. Chemical Physics Letters 364,
8-17

Materialcharakterisierung:

Bemerkung:

Ausgangspunkt waren zwei Fullerenproben, die von Universitaten hergestellt
waren (99,5 — 99,8 % Reinheit). Herstellung von Suspensionen und Charakte-
risierung mittels FTIR (Fourier-Transformations-IR-Spektroskopie), UV-Vis
Spektroskopie, TEM.

Die Methoden geben Informationen Uber die Zusammensetzung der Suspen-
sionen (Einzelmolekiile bzw. Agglomerate), die Form der vorliegenden Cluster
sowie die Art der Bindungskrafte, die zur Stabilitat der Cluster beitragen.

Referenz 42:

Brant J., Lecoanet H., Hotze M., Wiesner M. (2005): Comparison of electroki-
netic properties of colloidal fullerenes (n-C60) formed using two procedures.
Environ. Sci. Technol. 39, 6343-6351.

Materialcharakterisierung:

Bemerkung:

Es wurden verschiedene Fullerensuspensionen hergestellt, die tber
"electrophoretic mobility" Bestimmungen sowie Uber potentiometrische und
coduktometrische Titration charakterisiert wurden.

Die Methoden geben Informationen tber die Oberflachenladung (electropho-
retic mobility) und Oberflachenfunktionalitat (potentiometrische und codukto-
metrische Titration) der n-C60- Molekiile.
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4 Zusammenfassende Auswertung der Literatur und resultie-
rende Empfehlungen

Anmerkung:

Die folgenden Kapitel unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Prasentation. Sie sind entwe-
der starker tabellarisch oder textlich dargestellt. Es wurde jeweils die Form gewahlt, mit
der sich die die zu treffenden Aussagen in Abhangigkeit des Themenfeldes am deutlichs-
ten darstellen lief3.

4.0 Suspensionsherstellung, Materialcharakterisierung und Konzentrations-
bestimmungen

Neben der Literaturauswertung mit unmittelbarem Bezug zur Methodik der Bestimmung des
Umweltverhaltens und der dkotoxikologischen Wirkungen wurde eine gesonderte Auswer-
tung im Hinblick auf die Suspensionsherstellung, Materialcharakterisierung sowie Konzentra-
tionsbestimmung durchgefuhrt. Diese Aspekte bilden eine wichtige Grundlage bei der For-
mulierung von Empfehlungen zum Testdesign und zur Berichtspflicht.

Es wird zunachst eine tabellarische Ubersicht iber die verschiedenen in der Literatur aufge-
fuhrten Methoden differenziert nach organischen und anorganischen Nanomaterialien aufge-
fuhrt, daran schlieRen sich Detaildiskussionen an.
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Tabelle 4.1: Ubersicht iber Suspensionsherstellungen, Materialcharakterisierung und Konzentrationsbestimmungen

organische / anorg:_:mi— Herstellung der_NanomateriaIien bzw. Charakterisierung der Nanomaterialien Konzentrationsbestimmung
sche Nanomaterialien Suspensionsherstellung
— Benzol als Lésungsvermittler — GroRe und Form mittels TEM - UVNIS
— Toluol und THF als Lésungsvermittler — GroéRe mittels Photonen-Korrelations- — Filtration, Trocknung der
— THF als Lésungsvermittler, anschlieBend Spektroskopie (PCS) gefilterten Suspension und
Zugabe von Wasser und Einstellung des | - Dichte gravimetrische Bestimmung
pH-Wertes, dann Entfernung THF und An- | _ pH-Wert

konzentrierung (protein concentrating

centrifugal cartridge) - Beschreibung mittels Reinheit, Oberflachen-

gréfle, Mikro- und Mesoporenvolumen, in-

— Tensidstabilisation mit Hilfe von Na- nerer und duRerer Durchmesser (keine de-
Dodecylsulfat taillierten Angaben der Methodik)

— direkte Einwaage bei wasserlOslichen —  Stabilitat und GréRe durch dynamische
Nanomaterialien (z.B. Fullerol) Lichtstreuung

— Mischung von Nanomaterial und wassrige | _  Ejektrophoretische Mobilitat mittels ,phase

CaCly-Losung analysis light scattering®
— Ultraschall-Methode

— Polymere Vorlaufer-Ketten mit wassriger
NaOH vermischen, Entstehung von micell-
ahnlichen Nanopartikeln, dann Vernetzung
mittels Katalysator

organische

— Polymere Vorlauferketten liegen vor, wer-
den mit Persulfat in wassrige Lésung ge-
geben, so dass amphiphile Polyurethan-
Nanomaterialien entstehen mit polarem
Anteil auflen und hydrophobem Anteil in-
nen
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organische / anorgani-
sche Nanomaterialien

Herstellung der Nanomaterialien bzw.
Suspensionsherstellung

Charakterisierung der Nanomaterialien

Konzentrationsbestimmung

anorganische

Herstellung einer Suspension durch Di-
rekteinwaage und Lésung in Wasser bzw.
analog zu organischen Nanopartikeln
durch einen Zwischenschritt Uber THF und
Uberfiihrung in Wasser

Herstellung der funktionalisierten Nano-
partikel: Anatas mit EDA-Liganden, wer-
den mit Cu(ll)-Lésung behandelt

Nutzung eines Pilzes als stabilsierendes
Polymer; Aufgabe von FeSO,, dann Re-
duktion, so dass kolloidale Suspension
von FeS entsteht

Bimetallische Nanopartikel:

Herstellung von Nano-Fe(0) durch Reduk-
tion von Fe(3+) mit Borhydrid, dann Oxida-
tion der aulReren Schicht durch Pd(2+) un-
ter gleichzeitiger Reduktion zum Pd(0),
dadurch Entstehung von zwei-metalligen
Nanopartikeln

Nano-Eisen:

Herstellung von Nano-Fe(0) in wassriger
Lésung durch Zugabe von Borhydrid auf
FeSQO,. Die Reduktion wird in Gegenwart
von Hilfsmaterialien durchgefiihrt, die die
Partikelaggregation verhindern sollen. Da-
bei handelt es sich beispielsweise um Po-
lymerharze, Silikagel oder Sand. Die Aus-
beute ist hoch, die Monodispersitat dahin-
gegen gering.

Herstellung von Fe(CO)s mittels Ultra-
schall. Die entstehenden Nanopartikel
werden zur Vermeidung einer Oxidation
gecoatet

Nano-TiO,:

Metalloxid-Nanopartikel (zum Beispiel
TiO,) werden durch den sog. ,Sol-Gel

Roéntgen-Photoelektronen-Spektroskopie
(XPS)

IR-Spektren

Festphasen-">C-NMR
Elektronenmikroskopie und Fouriertrans-
formations-IR-Analyse

Hochauflésendes Feld-Emissions-
Scanning-Elektonenmikroskop (SEM)
TEM

Eisengehalt: Herstellung einer sauren Lo-
sung, dann AAS
Roéntgendiffraktrometrische Bestimmung

Fe-Bestimmung
UVIVIS
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organische / anorgani-
sche Nanomaterialien

Herstellung der Nanomaterialien bzw.
Suspensionsherstellung

Charakterisierung der Nanomaterialien

Konzentrationsbestimmung

Prozess” hergestellt. Aus Ti(IV)alkoxiden

entsteht durch saure Hydrolyse das TiO,.

Es gibt vornehmlich drei verschiedene kri-

stalline Strukturen (Rutil, Anatas und

Brookit). Kleine sphérische Partikel mit ei-

nem Durchmesser von 14 nm oder kleiner

sind in der Regel aus Anatas

Zusammenfassung: Oberflachenmodifizie-

rung von Nano-TiO,:

= Doping von TiO, mit Ubergangs-
metallen

= Aufbringung von Edelmetallen auf die
Oberflache

=  Molekulare Funktionalisierung durch
Anheftung von katalytisch wirkenden
Molekiilen, z.B. Carboxylgruppen
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4.0.1 Suspensionsherstellung

Bei den Literaturstellen, die sich mit Fragen des Umweltverhaltens sowie der Sanierung
befassen, werden meistens Verfahren zur Suspensionsherstellung erwahnt, die die Erzielung
einer Suspension mit maximal mdglicher Menge an suspendiertem Material anstreben. Es
lassen sich verschiedene Typen der Suspensionsherstellung unterscheiden:

— Das organische, in Wasser unldsliche Nanomaterial liegt in fester Form vor und wird
in eine wassrige Losung eingerthrt. Dabei kommen zum Teil Stabilisatoren zum Ein-
satz.

— Das organische, in Wasser unlésliche Nanomaterial liegt in fester Form vor und wird
in einem organischen Losungsvermittler (zum Beispiel: THF, Toluol, Benzol) gelost.
Durch Zugabe von Wasser und Entfernung des organischen Lésungsvermittlers ent-
steht die wassrige Suspension.

— Das organische Nanomaterial wird aus vorliegenden Vorlauferketten durch Vernet-
zungsreaktionen in situ in wassriger Losung hergestellt.

— Die anorganischen Nanomaterialien werden haufig in situ in der wassrigen Lésung —
zum Beispiel durch Reduktion — hergestellt. Dabei kommen haufig Hilfsmaterialien
zum Einsatz, die die Partikel-Aggregation verhindern sollen. Des Weiteren werden
Reduktionsmittel und/oder Katalysatoren eingesetzt. Durch anschlieRende Oberfla-
chenmodifizierungen werden funktionalisierte Nanomaterialien hergestellt bzw. Na-
nomaterialien durch Coating stabilisiert.

Katalysatoren, Gberschissige Hilfsmittel, Reduktionsmittel etc. sollten nach Méglichkeit wei-
testgehend aus den Suspensionen entfernt werden, da sie das Umweltverhalten beeinflus-
sen kdonnen. Aussagen dazu liegen jedoch nicht in allen Literaturstellen vor. Das trifft beson-
ders auf die Zitate zu, in denen es weniger um Studien zum Umweltverhalten als vielmehr
zur Sanierung/Umwelttechnologie ging.

Daruber hinaus sind die Variablen identisch zu den bei den 6kotoxikologischen Prifungen
angegebenen (Lésungsmittel, Durchmischung, Zeitdauer).

Bei den Untersuchungen zur Okotoxizitat sind primar zwei Vorgehensweisen zu beobach-
ten. Generell ist dabei darauf zu achten, dass die Vertraglichkeit der Suspensionen / Losun-
gen fur die Organismen bertcksichtigt werden muf3. So missen beispielsweise pH-Wert,
Lésungsmittelmenge und Losungsmittelart sowie Salzgehalte flir Organismen in tolerablen
Bereichen liegen.

— Das organische, in Wasser unlésliche Nanomaterial liegt in fester Form vor und wird
in einem organischen Losungsvermittler (zum Beispiel: THF, Toluol, Benzol) geldst.
Durch Zugabe von Wasser und Entfernung des organischen Lésungsvermittlers ent-
steht eine stabile wassrige Suspension.

— Die anorganischen Nanomaterialien (Metalloxide) werden direkt eingewogen und
mechanisch durch Ruhren oder Ultraschall in Suspension gebracht.

In einer Publikation, bei der sowohl organische als auch anorganische Nanomaterialien un-
tersucht wurden, wurden, moéglicherweise aus Grinden der Vergleichbarkeit, beide Materia-
lien Uber Lésungsmittel in Suspension gebracht und das Losungsmittel anschliefiend ent-
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fernt. Wurde THF als Losungsmittel verwendet, ergab sich eine vergleichsweise hohe Toxizi-
tat. Von einigen Autoren (z.B. Oberdérster, 2005; Brant, 2005) wird als Begriindung hierfur
angeflihrt, dass THF in Agglomeraten verbleiben kann, was zu einer Erhéhung der Toxizitat
fuhrt. In diesem Fall wirde die Toxizitat von Fullerenen Uberschatzt. Lyon et al. (2006)
schliefdt dies als Ursache flr die Toxizitat bei ihren Untersuchungen jedoch aus.

Bei 6kotoxikologischen Untersuchungen kénnen zwei Fragestellungen unterschieden wer-
den, die zwei Verfahrensvarianten bedingen:

l. Erfassung der intrinsischen Substanzeigenschaften

Il. Erfassung der Wirkung unter Beriicksichtigung von Umweltrelevanz

Aussagen zu den intrinsischen Substanzeigenschaften im Hinblick auf die Okotoxizitat be-
deuten, dass EC, oder LC, bzw. NOEC-Werte zu berechnen sind. Dies erfordert eine Kon-
zentrations-Wirkungs-Beziehung. Voraussetzung hierfir ist eine ausreichend hohe Loslich-
keit bzw. eine Feinverteilung in der Suspension (geringe AgglomeratgréRe). Damit ergeben
sich in Abhangigkeit der Nanomaterialien folgende Empfehlungen:

— Verwendung eines organischen Lésungsmittel und Uberfiihrung in Wasser: geeignet
beispielsweise fir die Herstellung von Lésungen von Fullerenen und carbon nanotu-
bes)

— Feinverteilung in Wasser mittels Ultraschall: geeignet beispielsweise flir Metalloxide
Ob Ultraschall in der Probe (Vortex) oder Ultraschall im Wasserbad zu bevorzugen
ist, kann zum derzeitigen Zeitpunkt noch nicht gesagt werden.

Stehen Aussagen zur Wirkung unter realen Umweltbedingungen im Vordergrund, diirfen nur
Verfahren zum Einsatz kommen, die einen Bezug zur Umwelt haben. Ultraschallbehandlung
oder die Verwendung von organischen Losungsmitteln sind in diesem Fall ungeeignet. Die
Einbeziehung von naturlichen Losungsvermittlern wie beispielsweise Huminsauren, ist dage-
gen in Abhangigkeit der Fragestellung tolerierbar.

Damit ergibt sich folgende Vorgehensweise:

— Unabhangig von den Nanomaterialien wird Wasser fiir die Suspensions- bzw. Lo-
sungsherstellung verwendet, wobei die Verteilung nur durch Rihren erzielt wird.

Die Zeitdauer des Rihrens beeinflusst die Loslichkeit bzw. Feinverteilung. Bei den ausge-
werteten Studien betrug die Zeitspanne Minuten bis Wochen. Hiermit kann somit zwischen
worst-case (langes Rihren, gute Verfligbarkeit) und best-case (kurzes Rihren, weniger gute
Verflgbarkeit) differenziert werden.

Fazit:
Suspensionsherstellung fiir Untersuchungen zum Verbleib in der Umwelt:

Ziel ist die Erstellung einer Suspension mit maximal méglicher Menge an suspendiertem
Material, was auf verschiedene Weise erfolgen kann:
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— Das organische, in Wasser unlésliche Nanomaterial liegt in fester Form vor und wird
— z.T. unter Nutzung von Stabilisatoren — in eine wassrige Lésung eingerihrt.

— Das organische, in Wasser unlésliche Nanomaterial liegt in fester Form vor, wird in
einem organischen Lésungsvermittler (zum Beispiel: THF, Toluol, Benzol) geldst,
dann wird der Losung Wasser zugegeben und der organische Lésungsvermittler ent-
fernt.

— Das organische Nanomaterial wird aus vorliegenden Vorlauferketten durch Vernet-
zungsreaktionen in situ in wassriger Lésung hergestellt.

— Die anorganischen Nanomaterialien werden in situ in der wassrigen Lésung — zum
Beispiel durch Reduktion — hergestellt.

Katalysatoren, Uberschissige Hilfsmittel, Reduktionsmittel etc. sollten nach Moéglichkeit wei-
testgehend aus den Suspensionen entfernt werden, da sie das Umweltverhalten beeinflus-
sen konnen.

Suspensionsherstellung fir Untersuchungen zur ékotoxikologischen Wirkung

¢ Differenzierung zwischen
- Untersuchungen zur Erfassung der intrinsischen Substanzeigenschaften
und
- Untersuchungen zur Erfassung der Wirkung unter Berilicksichtigung der Umwelt-
relevanz

e Nachweis intrinsischer Substanzeigenschaften:
maximaler Kontakt zwischen Nanomaterial und Organismus; daher hohe Loslich-
keit bzw. hohe Feinverteilung in Suspensionen; die Verwendung von Lésungs-
vermittlern und Ultraschall ist gestattet.

e Erfassung der Wirkung unter Bertcksichtigung der Umweltrelevanz:
die verwendeten Verfahren missen die Vorgange in der Umwelt widerspiegeln;
daher organische Lésungsmittel ungeeignet, natlrliche Losungsvermittler (z.B.
Huminsauren) in Abhangigkeit der Fragestellung jedoch denkbar. Vermischung
nur Uber Rihren, wobei zur Zeitdauer noch keine Empfehlung gegeben werden
kann (kurzes Rihren fuhrt zu geringerer Verteilung bzw. Verfligbarkeit, daher
"best case®; langes Rihren spiegelt "worst-case” wieder)

4.0.2 Spektrum an Nanomaterialien

Sowohl bei den Fate-Untersuchungen als auch bei den 6kotoxikologischen Prifungen
wird ein breites Spektrum an Nanomaterialien eingesetzt. So werden beispielsweise Nano-
materialien mit unterschiedlicher chemischer Zusammensetzung als auch von unterschiedli-
cher GroRe bei den einzelnen Publikationen verwendet. Dartber hinaus werden zum einen
kommerziell erhaltliche Partikel wie beispielsweise das haufig verwendete Titandioxid P25
von Degussa eingesetzt. Zum anderen werden Partikel fir die Untersuchung in dem jeweili-
gen Labor hergestellt. Da die Methoden zur Herstellung wiederum variieren konnen, ist der
Synergismus bei Resultaten eher gering.
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Von Stone et al. (2006) wird daher angeregt, eine Auswahl von gut charakterisierten Parti-
keln vorzugeben, die in GréfRe, Form, Zusammensetzung, Bestandigkeit und Reaktivitat vari-
ieren, wobei bei der Auswahl jedoch auch Umweltrelevanz zu bericksichtigen ist. Es sollte
sich um Partikel handeln, die in Zukunft in gréRerem Umfang in die Umwelt gelangen kdnn-
ten. Dieses Spektrum an Partikeln kdnnten von den Labors flir deren Untersuchungen ver-
wendet werden und damit ein Datenset geschaffen werden, das Vergleiche und Schlussfol-
gerungen zulassen wurde.

Innerhalb einer Arbeitsgruppe der OECD wird eine solche Partikelempfehlung erarbeitet
(Working Party on Manufactured Nanomaterials; Project: Safety Testing of a Representative
Set of Manufactured Nanomaterials). Die Zeitdauer bis zum Erreichen des Ziels kann derzeit
nicht abgeschatzt werden.

Fazit:

Um einen hohen Synergismus bei den Versuchsergebnissen zu erzielen, ist eine Harmoni-
sierung der Testmaterialien wiinschenswert. Derzeit wird von einer Arbeitsgruppe der OECD
eine solche Liste erstellt, wobei der Termin des Erscheinens nicht abgeschatzt werden kann.
Es stellt sich daher die Frage, ob fir Deutschland eine entsprechende Empfehlung geson-
dert erarbeitet wird und zu einem friiheren Zeitpunkt zur Verfiigung steht. Dies sollte in Ko-
operation mit der Industrie erfolgen, die entsprechend charakterisierte Materialien zur Verfu-
gung stellt. Bei der Empfehlung sollten mindestens folgende Aspekte berlicksichtigt werden:

e anorganische und organische Nanomaterialien

e Verschiedene GroRen von einem Material — prinzipielle Aussagen zum Einfluss der
Oberflache

e Verschiedene Materialien mit gleicher GréRe — prinzipielle Aussagen zum Einfluss
der Materialeigenschaften

¢ Ein Material mit verschiedenen Varianten (z.B. Oberflachenmodifikation, Kristallstruk-
tur, Form) — prinzipielle Aussagen zum Einfluss von Oberflachen- / Materialmodifika-
tionen

Weitere Eigenschaften, die Verhalten und Wirkung beeinflussen kdnnten, sollten mit den
Herstellern derartiger Materialien diskutiert werden.

4.0.3 Charakterisierung der Nanomaterialien und Suspensionen

Parameter, mit denen die Suspensionen bzw. die Nanomaterialien bzw. Agglomerate in den
Suspensionen beschrieben werden, sind sowohl bei den Untersuchungen zum Umweltver-
halten als auch bei den 6kotoxikologischen Prifungen beispielsweise:

e Oberflache (Groflke, Ladung)

e Durchmesser

¢ Morphologie der Agglomerate

o Stabilitat

e Dichte

o elektrophoretische Mobilitat.

Dabei werden in den Publikationen nicht alle Parameter bei allen Untersuchungen berichtet.
Des Weiteren werden fir den gleichen Parameter bei den einzelnen Gruppen teilweise un-
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terschiedliche Bestimmungsmethoden angewendet, wobei davon auszugehen ist, dass un-
terschiedliche Verfahren auch zu unterschiedlichen Resultaten fuhren. In einigen Studien
wurde keine Charakterisierung durchgefiihrt, was moglicherweise zum einen daran liegt,
dass fur die Charakterisierung Gerate verwendet werden (z.B. Elektronenmikroskop), die
nicht zur Standardausstattung eines 6kotoxikologischen oder chemischen Labors zahlen.
Zum anderen wird bei kommerziell erhaltlichen Nanomaterialien (z.B. P25 von Degussa)
eine Charakterisierung ohne Nennung der verwendeten Methoden angegeben. Es wird da-
von ausgegangen, dass es sich in diesem Fall um die Firmenangaben handelt. Eine chemi-
sche Charakterisierung (z.B. Erfassung der Oberflachenladung) wird in der Regel nicht
durchgefiihrt. Bei Sayes et al. (2004) wird ausdrtcklich darauf hingewiesen, dass die chemi-
sche Reaktivitat die Cytotoxizitat beeinflusst und dass eine geringfligige Modifikation der
Probe bereits eine starke Veranderung der Cytotoxizitat (> 7 GroRenordnungen) hervorrief.

Bislang in keiner Publikation berichtet, aber mdglicherweise relevant kdnnte das Verhaltnis
von spezifischer Oberflache zu Gewicht sein. So werden bei den Untersuchungen in der Re-
gel spezifische Konzentrationen eingestellt. Die Reaktivitat und Toxizitat der Nanomaterialien
kdnnte jedoch unter Umstanden besser durch andere Parameter beschrieben werden. Fur
TiO, wurde beispielsweise gezeigt, dass die spezifische Oberflache entscheidend ist (Lin et
al. 2006).

In Suspension liegen in der Regel keine freien Nanomaterialien sondern Agglomerate vor,
wobei beobachtet wurde, dass die Agglomerate unterschiedliche Morphologie aufweisen
konnen. Welche Eigenschaften die Agglomeratmorphologie bewirken, ist bislang nicht sys-
tematisch untersucht. Die Suspensionen selbst miissen dariber hinaus nicht stabil sein. So
belegen die Untersuchungen von Deguchi (2003), dass das Medium die Stabilitat der Sus-
pensionen beeinflussen kann. Dies bedeutet, dass nicht auszuschliefRen ist, dass langere
Transportwege zu einer Veranderung der Proben fliihren. Da Testung und analytische Cha-
rakterisierung jeweils Spezialkenntnisse erfordern, ist davon auszugehen, dass verschiedene
Arbeitsgruppen an der Untersuchung beteiligt sind. Aufgrund der potentiellen Instabilitat von
Suspensionen sollten die Arbeitsgruppen raumlich nahe beieinander liegen. Eine Alternative
konnte jedoch auch darstellen, dass die verschiedenen Bestimmungen (z.B. 6kotoxikologi-
sche Testung und Probencharakterisierung) nicht an derselben Probe durchgefiihrt werden,
sondern dass die Arbeitsgruppen, die die einzelnen Methoden anwenden, eine identische
Probenaufbereitung vornehmen. Dies setzt jedoch ein hohes Mafl} an Abstimmung und Do-
kumentation voraus, um zu gewahrleisten, dass die Ergebnisse wirklich zusammengefihrt
werden darfen, was jedoch zu leisten ist, da diese Arbeitsweise bereits erfolgreich angewen-
det wird (mundliche Mitteilung).

Fazit:

Bislang ist noch wenig bekannt tiber die Zusammenhange von Materialeigenschaften sowie
Verhalten und Wirkung in der Umwelt. So ist beispielsweise nicht bekannt, ob die Informatio-
nen zum Durchmesser von Materialien und Agglomeraten und die damit naherungsweise zu
berechnende Oberflache ausreichend sind oder ob die Oberflache spezifisch zu bestimmen
ist. Je interdisziplinarer die Zusammenarbeit bei der Bearbeitung der Fragestellungen ist,
desto schneller werden Zusammenhange erkannt werden kdnnen. Um die Forschungskos-
ten im Rahmen zu halten, sollte jedoch differenziert bei den Anforderungen vorgegangen
werden. Steht ein gut charakterisiertes Materialset zur Verfliigung, wird erwartet, dass die
Bestimmung der Agglomeratgrofie als weitere primare Einflussgrofie fur Verhalten und Wir-
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kung in der Umwelt essentiell ist. Durch wiederholte Messungen kénnen auch Aussagen zur
Stabilitat der Suspensionen getroffen werden, was speziell fir die Interpretation der Ergeb-
nisse aus okotoxikologischen Untersuchungen erforderlich ist.

Bei der Verwendung kommerziell erhaltlicher Materialien, die nicht zu einem empfohlenen
Referenzmaterialset zahlen, sollten Ergebnisse nur von solchen Studien akzeptiert werden,
bei denen moglichst umfassende Herstellerangaben vorliegen. Da bislang noch nicht be-
kannt ist, welche Informationen notwendig sind, die Kosten flir Studien Uberschaubar sein
mussen und die notwendigen Parameter von den Fragestellungen (z.B. Sorption, Verlage-
rung, Wirkung) abhangen werden, wird im Rahmen dieses Projektes keine verbindliche Liste
mit BestimmungsgroRen aufgestellt.

Auf Basis des jetzigen Kenntnisstandes erscheinen folgende Parameter als Mindestanforde-
rung jedoch sinnvoll:

e Durchmesser Nanomaterialien, Agglomerate: Untersuchungen zum Verhalten und
zur Wirkung

e Oberflachenladung: Untersuchungen zum Verhalten (z.B. Sorption, Verlagerung) und
zur Wirkung

4.0.4 Konzentrationsbestimmung

Angaben zur Konzentration werden bei den Literaturzitaten zur Untersuchung des Umwelt-
verhaltens und zur 6kotoxikologischen Priifung zum Teil unterschiedlich gehandhabt. Bei
den Studien, die gezielte Untersuchungen zum Umweltverhalten durchfihrten, also zum Bei-
spiel Lecoanet et al. (2004a und 2004b), werden die Konzentrationen mittels UV/VIS oder
gravimetrisch bestimmt. Auch bei einigen Fragestellungen zur Effizienz der Sanierungstech-
nologie erfolgt eine Konzentrationsbestimmung, hier jedoch — neben Konzentrationsbestim-
mungen der Nanomaterialien — insbesondere Konzentrationsbestimmungen der Kontaminan-
ten. Einige andere Literaturzitate geben keine Konzentrationen an, da dies flir die vorliegen-
de Fragestellung nicht wesentlich war.

Anders stellt sich dies bei den dkotoxikologischen Prifungen dar, wo Konzentrations-
/Wirkungsbeziehungen aufgestellt werden. Hierbei werden die Konzentrationsbestimmungen
im Test sehr unterschiedlich gehandhabt. Bei den meisten Arbeiten zu anorganischen Na-
nomaterialien werden die ermittelten Effekte auf nominale Konzentrationswerte bezogen.
Zum jetzigen Zeitpunkt des Wissens kann noch nicht gesagt werden, ob dies zumindest tole-
rierbar ist, wenn jede untersuchte Konzentration getrennt eingewogen bzw. angesetzt wird.
In dem Moment, wo weitere Verdiinnung, Ankonzentrierung, Uberfiihrung oder gar Filtration
erfolgt, wird ein derartiges Vorgehen als kritisch beurteilt. Noch ist nicht bekannt, wie homo-
gen die Suspensionen sind, so dass durch derartige Manipulationen deutliche Konzentrati-
onsveranderungen die Folge sein kdnnen. Lyon et al. (2006) weisen des Weiteren darauf
hin, dass C60-Agglomerate in Medien mit hoher Phosphatkonzentration ausfielen. Deguchi
et al. (2001) beobachteten, dass die von ihnen verwendeten Suspensionen von C60-
Molekilen in Wasser stabil waren, in Gegenwart von 1 % NaCl die Stabilitat aber deutlich
abnimmt. Systematische Untersuchungen hinsichtlich des Einflusses der Medien, die bei der
biologischen Testung verwendet werden, auf das Verhalten und die Konzentration der Na-
nomaterialien im Testansatz fehlen weitestgehend. Da gleichzeitig nie wahrend des Tests
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die Suspensionen weiter untersucht werden, ist bei dem jetzigen Zeitpunkt schwierig, Wir-
kung und reale Konzentration in Einklang zu bringen.

Huang et al. (2000) erwahnt explizit, dass die TiO,-Stammlésung vor der Testung im Dun-
keln aufbewahrt wurde. In anderen Publikationen finden sich derartige Hinweise nicht. Spe-
ziell bei TiO, konnte dies aufgrund der Aktivierung der TiO,-Nanopartikel durch UV-Licht und
der photokatalytischen Wirkung eine signifikante Rolle auf das Ergebnis ausiben.

Im Gegensatz zu den anorganischen Nanomaterialien wurde fiir organische Nanomateria-
lien, die im Hinblick auf ihre Okotoxizitat untersucht wurden, in der Regel eine Konzentrati-
onsbestimmung der Stammldsungen durchgefihrt. Haufig wird hierzu ein photometrisches
Verfahren angewendet. Bei Untersuchungen zur Cytotoxizitat fehlen dagegen in den meisten
Fallen entsprechende Angaben.

Fazit:
Konzentrationsbestimmung bei Untersuchungen zum Verbleib in der Umwelt:

Bei Untersuchungen zum Umweltverhalten sind Konzentrationsangaben notwendig, um den
Verbleib bzw. mdoglichen Abbau der Nanomaterialien verfolgen zu kénnen. Dazu bieten sich
— wie in den meisten Untersuchungen bisher auch schon praktiziert - Konzentrationsbestim-
mungen mittels UV/VIS oder auf gravimetrische Weise an.

Konzentrationsbestimmung bei Untersuchungen zur ékotoxikologischen Wirkung

Generell gilt, dass Konzentrationsbestimmungen wiinschenswert sind. In Abhangigkeit der
Nanomaterialien und der Aufarbeitung kann die Notwendigkeit jedoch unterschiedlich ausfal-
len:

e Suspensionen mit Direkteinwaage fiir jede Konzentration und keine weitere Aufarbei-
tung: Nominalwerte sind akzeptabel, da Verluste nicht zu erwarten sind.

e Suspensionen mit Direkteinwaage und weiteren Aufarbeitungsschritte: werden Aufar-
beitungsschritte angewendet, die signifikante Verluste nach sich ziehen kénnen (z.B.
Filtration, Zentrifugation, Uberfiihrung in andere Ldésungsmittel), haben Konzentrati-
onsbestimmungen zu erfolgen

e Ldsungen ohne weitere Aufarbeitung: Nominalwerte sind akzeptabel, da Verluste
nicht zu erwarten sind.

e Ldsungen mit weiteren Aufarbeitungsschritten: werden Aufarbeitungsschritten ange-
wendet, die signifikante Verluste nach sich ziehen kénnen (z.B. Filtration), haben
Konzentrationsbestimmungen zu erfolgen

4.1 Untersuchungen zum Umweltverhalten

Bezug nehmend auf die etablierten Studien zum Umweltverhalten von Chemikalien kdnnen
Parallelen und Unterschiede identifiziert sowie Anpassungsnotwendigkeiten zur Testung des
Umweltverhaltens von Nanomaterialien abgeleitet werden.

Ein wesentlicher Unterschied bei der Betrachtung von Nanomaterialien und deren Suspensi-
onen besteht darin, dass die Nanomaterialien — wie Chemikalien auch — Gber ihre chemische
Struktur und Identitat definiert werden kénnen, darlber hinaus jedoch auch durch ihre physi-
kalische Struktur, GroRe und Oberflachenbeschaffenheit und der sich daraus ableitenden
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Funktion charakterisiert werden. Von daher missen bei der Beschreibung oder Testung des
Umweltverhaltens die folgenden Variablen berlcksichtigt werden:
— chemische Charakteristik
— Material- und Suspensionscharakteristik (physikalische Struktur, Grélke, Oberfla-
chenbeschaffenheit) und damit die ,technische” Funktion bzw. Funktionsfahigkeit
— Umweltvariable bzw. Testvariable.

Das hat zur Folge, dass einige der aus der Chemikalientestung bekannten Endpunkte defi-
niert bzw. in ihrer Definition modifiziert werden mussen, wie beispielsweise die Begriffe ,Ab-
baubarkeit“ oder ,Hydrolyse®. Dies ist bei der folgenden Auswertung zu berlicksichtigen.

So wird sicherlich die grundlegende kristalline Struktur des Anatas (TiO;) im Boden nicht
modifiziert (es findet kein klassischer Bioabbau statt), aber moglicherweise andert sich die
Struktur der Agglomerate im Boden, so dass sich die Funktionsfahigkeit verandert. Hier
kénnte dann dennoch von einer ,Abbaubarkeit” gesprochen werden.

Im Folgenden werden zunachst die ausgewerteten Literaturstellen den aus der Chemikalien-
testung bekannten Prifverfahren (siehe Kapitel 3.1) gegenubergestellt.

Tabelle 4.2: Gegenulberstellung der ausgewerteten Literaturstellen und der Prifverfahren
aus der Chemikalientestung zur Charakterisierung des Umweltverhaltens

Chemikalientestung Studien mit Nanopartikeln
Endpunkt: Testverfahren: veroffentlichte Anséatze und (indirekte)
Informationen:
Adsorption/Desorption | — Screening Methode —  Schittelversuche (1 - 2 Tage) mit Mi-
(HPLC) schung einer Serie von APU-Emulsionen
— Sorptions- verschiedener Konzentration mit 1 -2 g
/Desorptionsstudie Agquifersand. Bestimmung des Kd-Wertes
(Tungittiplakorn et al., 2004; Kim et al.,
2000).

— Schittelversuche (5 Tage) zur Bestim-
mung der Sorption von PAHs an verschie-
dene Nanomaterialien (Yang et al, 2006).

—  Schuttelversuche zur Bestimmung der
Sorption von Trichlorethen an zweimetalli-
ge Nanopartikel (Fe/Pd).

— Adsorptions-/Desorptionsversuche im
Batch-Verfahren von Naphthalin und 1,2-
DCB an C60. Ruhren im Dunklen 3 Tage.
Desorption durch Zugabe von deionisier-
tem Wasser und Behandlung von Filter-
membran und Filterrlickstand im Ultra-
schallbad, anschlieBendes Riihren fiir 3 —
7 Tage, Desorption wird zweimal wieder-
holt (Cheng et al., 2005).

—  Testung der Immobilisierung von Anionen
durch funktionalisierte NM im Batch-
verfahren. Kontaktzeit 12 Stunden (Mat-
tigod et al., 2005).

Hydrolyse als Funktion | — Hydrolysestudie —  Stabilitatsprifungen in wassrigem Medi-

des pH-Wertes um, Zugabe von Tensidstabilisatoren (Na-
dodecylsulfonat) bei single-wall nanotu-
bes.
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Chemikalientestung

Studien mit Nanopartikeln

Endpunkt:

Testverfahren:

veroffentlichte Anséatze und (indirekte)
Informationen:

Untersuchungen zur Partikelstabilitat von
C60 in wassriger Losung, EinfluR des pH-
Wertes auf die Bildung der NM respektive
auf die Stabilitat (Fortner et al., 2005)

Aerober Bioabbau im
Boden

— Abbau in Inkubations-
system, verschiedene
Boden

Keine vergleichbaren Studien gefunden

Anaerober Bioabbau
im Boden

— Abbau unter anaeroben
Bedingungen

Keine vergleichbaren Studien gefunden

Aquatischer Bioabbau

— Abbau im Wasser-
/Sediment-System

Keine vergleichbaren Studien gefunden

Klaranlagenabbau,
aerob

— Prifung auf Abbaubar-
keiten: ,ready”, ,inhe-
rent”, ,non degradable”

Keine vergleichbaren Studien gefunden

Klaranlagenabbau,
anaerob

Keine vergleichbaren Studien gefunden

Mobilitat in Boden

— Versickerung im geal-
terten Boden

— Versickerung im nicht
gealterten Boden

— Freilandlysimeterstudie

Leaching-Versuche mit organischen
(Fulleren C60, single wall nanotubes)
und anorganischen (Anatas, Silica-NM,
Ferroxane, Alumoxane) Nanomaterialien
in Saulchen (ca. 10 cm) mit Silikatparti-
keln. Porositat entspricht ,feinem / mittle-
ren Sand“. Partikelkonzentrationen auf
der Saule und im Leachate bestimmt.
NaCl-Elektrolytldsungen als Eluens,
pH-Wert und lonenstarke entsprechen
SuRwasser-Aquifer (Lecoanet et al.,
20044a; Lecoanet et al., 2004b)

Transport und Depositionsversuche in
Saulchen (ca. 10 cm), die mit spheri-
schen Glaskiigelchen gefillt sind. Lea-
chingversuche mit verschiedenen lo-
nenstarken (Brant et al., 2005).

Leaching-Versuche mit amphiphilen Po-
lyurethan-Nanopartikeln in Sdulchen (ca.
10 cm) mit Aquifersand, 5 mM CaSQO,
als Eluens entspricht Simulation von
Grundwasserelektrolyt. Partikelkonzent-
rationen auf der Saule und im Leachate
bestimmt. Analoger Versuchsaufbau zur
Testung der Effizienz der APU-Partikel
zur Elution von PAKs aus dem Aquifer-
sand. (Tungittiplakorn et al., 2004; Kim et
al., 2000)

Testung der Immobilisierung von Anio-
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Chemikalientestung Studien mit Nanopartikeln

Endpunkt: Testverfahren: veroffentlichte Anséatze und (indirekte)
Informationen:

nen durch funktionalisierte NM im Sau-
lenversuch. Saulenmaterial war Sand,
Saulenlange 100 cm, Saule wurde equi-
libriert, die Suspension injiziert, dann
Anionen aufgegeben und Leachate ge-
messen. Verteilung der NM in der Saule
am Ende des Versuchs durch Schneiden
der Saule und gravimetrische Bestim-
mung Uberprift (gleichmaRige Vertei-
lung) (Mattigod et al., 2005).

—  Feldversuche zur Uberpriifung der An-
wendbarkeit von zweimetalligen Nano-
partikeln (Fe/Pd) zur Sanierung des Un-
tergrundes (Kontamination = Trichlo-
rethen). Uberpriifung der in Untergrund
wandernden Nanopartikelfahne durch
Fe-Analyse (Elliot et al., 2001).

Die Gegenuberstellung belegt deutlich, dass flir die Fragestellung zur Sorption und zum
Verlagerungsverhalten im Boden, vornehmlich im Aquifer, eine Reihe von Studien durchge-
fuhrt worden sind. Dabei ist zu unterscheiden zwischen Studien zur Sorption von chemi-
schen Kontaminaten an die Nanomaterialien, die ihrerseits zur Sanierung eingesetzt werden,
und zur Sorption der Nanomaterialien an pordses Material oder das Aquifer (Sand). Die Un-
tersuchungen zum Verlagerungsverhalten der Nanomaterialien im Aquifer werden mit den
Zielen durchgefihrt, entweder die Funktion als Sorbens im Rahmen einer Untergrundsanie-
rung zu Uberprufen oder grundlegende Erkenntnisse Uber die Mechanismen der Diffusion,
Advektion, Agglomeratbildung und Transport von Nanomaterialien (im Vergleich zu Kolloi-
den) zu gewinnen.

Erwartungsgemaf wurden bislang keine Studien zur Abbaubarkeit durchgefiihrt, weder in
der Klaranlage noch im Wasser-/Sedimentsystem oder im Boden.

Auch Untersuchungen zur Hydrolyse im Sinne der Chemikalientestung wurden nicht durch-
gefuhrt. Jedoch kdnnen Studien zur Charakterisierung der Stabilitat der Suspensionen, und
damit der Funktionsfahigkeit der Nanomaterialien als Analoga angesehen werden. Hier ist
auf das eingangs Erwahnte zu verweisen, dass bei der Testung des Umweltverhaltens von
Nanomaterialien die chemische Charakteristik, die Umweltvariablen und die Funktionsfahig-
keit der Materialien betrachtet werden missen.

Parameter, die bei den betreffenden Studien angegeben sind, lauten:
— Eigenschaften des Eluens (pH-Wert, lonenstarke, Puffer)
— Design des Batch-Versuchs (schuitteln/rihren/stehen, Dauer, Temperatur, Lichtver-
haltnisse)
— Design der Leachingversuche (SaulengréfRe, Sdulenmaterial, FlieRgeschwindigkeit)
— Methoden zur Bestimmung von Konzentration, Grélie und Struktur der Nanomateria-
lien.
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Systematische Untersuchungen unter Variation von Umweltvariablen oder unter Nutzung von
Umweltmaterialien (Wasser, Sediment, Béden) wurden bislang nicht durchgeflhrt.

Auf den folgenden Seiten werden Vorschlage zur Anpassung der aktuellen Chemikalien-
Testung an die Untersuchungen von Nanomaterialien gemacht. Dazu wird die bereits oben
vorgestellte tabellarische Struktur aufgegriffen und um die Spalte ,Anpassungsnotwendig-
keit erganzt.
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Tabelle 4.3: Vorschlage zur Anpassung der Testverfahren

tung von Nanopartikeln

aus der Chemikalientestung zur Charakterisierung des Umweltverhaltens an die Tes-

Chemikalientestung

Studien mit Nanopartikeln

Endpunkt: Testverfahren: vertffentlichte Anséatze und (indirekte) In- Anpassungsnotwendigkeit:
formationen:
Adsorption/Desorption — Screening Methode (HPLC) | —  Schuttelversuche (2 Tage) mit Mischung —  Zur Bestimmung der Sorptionsfahigkeit

— Sorptions-/Desorptionsstudie

einer Serie von APU-Emulsionen verschie-

dener Konzentration mit 1 — 2 g Aquifer-
sand. Bestimmung des Kd-Wertes.

—  Schuttelversuche (5 Tage) zur Bestimmung

der Sorption von PAHs an verschiedene
Nanomaterialien.
—  Schuttelversuche zur Bestimmung der

Sorption von Trichlorethen an zweimetallige

Nanopartikel (Fe/Pd).
—  Adsorptions-/Desorptionsversuche im

Batch-Verfahren von Naphthalin und 1,2-
DCB an C60. Rihren im Dunklen 3 Tage.
Desorption durch Zugabe von deionisiertem

Wasser und Behandlung von Filter-
membran und Filterrickstand im Ultra-

und damit der Mobilitat der Nanopartikel
im Boden sollten die Studien — wie in
der Chemikalienbewertung auch — mit
realem Boden durchgefiihrt werden.

— Voraussetzung dafir ist eine zuverlas-
sige und selektive Analytik der NM aus
der Matrix Boden/Bodenlésung heraus

—  Als optional fur die physikalische oder
chemische Analytik kann der Nachweis
der Wirksamkeit nach Kontakt mit der
Bodenlésung bzw. die Bestimmung der
Agglomeratbildung angesehen werden.

—  Eine Anderung der chemischen Struktur
wird insbesondere bei den anorgani-
schen NM nicht erwartet.

schallbad, anschlieRendes Rihren flir 3 -7
Tage, Desorption wird zweimal wiederholt.
—  Testung der Immobilisierung von Anionen
durch funktionalisierte NM im Batch-
verfahren. Kontaktzeit 12 Stunden.

Hydrolyse als Funktion des — Hydrolysestudie —  Stabilitatsprifungen in wassrigem Medium, | —  Da (insbesondere bei den anorgani-
pH-Wertes Zugabe von Tensidstabilisatoren (Na- schen NM) eine Anderung der chemi-
dodecylsulfonat) bei single-wall nanotubes. schen Struktur nicht zu erwarten ist, ist
—  Untersuchungen zur Partikelstabilitat von der Begriff ,Stabilitat“ neu zu definieren.
C60 in wassriger Losung, Einflul® des pH- | —  Hierbei ist auf Agglomeratbildung, Wir-
Wertes auf die Bildung der NM respektive kung und Reversibilitat bei erneutem
auf die Stabilitat Wechsel des Mediums Bezug zu neh-
men.

Aerober Bioabbau im — Abbau in Inkubationssystem, | —  Keine vergleichbaren Studien —  Definition des Begriffes ,Abbaubarkeit*
Boden verschiedene Bdden bzw. ,Stabilitat” fuir NM
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Chemikalientestung

Studien mit Nanopartikeln

Endpunkt:

Testverfahren:

veroffentlichte Ansatze und (indirekte) In-
formationen:

Anpassungsnotwendigkeit:

—  Entwicklung einer selektiven Analytik
aus der Matrix Boden, die den Begriffen
»+Abbaubarkeit‘ und ,Stabilitat* Rech-
nung tragt

— Anpassungsnotwendigkeit in der Appli-
kationstechnik (definiert und reprodu-
zierbar; als Suspension oder Feststoff)

Anaerober Bioabbau im Bo-
den

— Abbau unter anaeroben Be-
dingungen

—  Keine vergleichbaren Studien

—  siehe aerober Bioabbau

Aquatischer Bioabbau

— Abbau im Wasser-
/Sediment-System

—  Keine vergleichbaren Studien

—  siehe aerober Bioabbau
—  zusatzlicher Fokus auf der Applikations-
technik

Klaranlagenabbau, aerob

— Prifung auf Abbaubarkeiten:

.ready, ,inherent®, ,non de-
gradable*

—  Keine vergleichbaren Studien

—  siehe aerober Bioabbau
—  zusatzlicher Fokus auf der Applikations-
technik

Klaranlagenabbau, anaerob

—  Keine vergleichbaren Studien

—  siehe aerober Bioabbau
—  zusatzlicher Fokus auf der Applikations-
technik

Mobilitat in Béden

— Versickerung im gealterten
Boden

— Versickerung im nicht geal-
terten Boden

— Freilandlysimeterstudie

— Leaching-Versuche mit organischen (Ful-
leren C60, single wall nanotubes) und an-
organischen (Anatas, Silica-NM, Ferroxa-
ne, Alumoxane) Nanomaterialien in Saul-
chen (ca. 10 cm) mit Silikatpartikeln. Po-
rositat entspricht ,feinem/mittleren Sand®.
Partikelkonzentrationen auf der Saule und
im Leachate bestimmt. NaCl-
Elektrolytldsungen als Eluens, pH-Wert
und lonenstarke entsprechen SulRwasser-

—  Durchfiihrung mit realen Béden

— Anpassung der Applikationstechnik
(Suspension oder Feststoff)

— Selektive Analytik aus dem Leachate
von realen Bdden

— Charakterisierung der aus der Saule
ausgetragenen NM, eine gravimetrische
Bestimmung ist ungeeignet
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Chemikalientestung

Studien mit Nanopartikeln

Endpunkt: Testverfahren:

veroffentlichte Ansatze und (indirekte) In-
formationen:

Anpassungsnotwendigkeit:

Aquifer

Transport und Depositionsversuche in
Saulchen (ca. 10 cm), die mit spheri-
schen Glaskiigelchen gefillt sind. Lea-
chingversuche mit verschiedenen lo-
nenstarken.

Leaching-Versuche mit amphiphilen Poly-
urethan-Nanopartikeln in Sdulchen (ca. 10
cm) mit Aquifersand, 5 mM CaSO, als
Eluens entspricht Simulation von Grund-
wasserelektrolyt. Partikelkonzentrationen
auf der Saule und im Leachate bestimmt.
Analoger Versuchsaufbau zur Testung der
Effizienz der APU-Partikel zur Elution von
PAKs aus dem Aquifersand.

Testung der Immobilisierung von Anionen
durch funktionalisierte NM im Saulenver-
such. Saulenmaterial war Sand, Saulen-
ldnge 100 cm, Saule wurde equilibriert, die
Suspension injiziert, dann Anionen aufge-
geben und Leachate gemessen. Vertei-
lung der NM in der Sdule am Ende des
Versuchs durch Schneiden der Saule und
gravimetrische Bestimmung Uberprift
(gleichmalige Verteilung).

Feldversuche zur Uberpriifung der An-
wendbarkeit von zweimetalligen Nanopar-
tikeln (Fe/Pd) zur Sanierung des Unter-
grundes (Kontamination = Trichlorethen).
Uberpriifung der in Untergrund wandern-
den Nanopartikelfahne durch Fe-Analyse.
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4.2  Okotoxikologische Testung

Hinweise auf eine gezielte Adaptation der Methodik bei der Untersuchung von suspendier-
ten Nanomaterialien im Vergleich zur Untersuchung von geldsten Substanzen, fehlen in den
meisten Publikationen. Lyon et al. (2006) erwahnen, dass Medien mit reduzierter Phosphat-
konzentration eingesetzt wurden, um ein Ausfallen der C60-Agglomerate zu verhindern.
Hund-Rinke & Simon (2006) beschreiben, dass der Algenwachstumstest in Mikrotiterplatten
unter Schitteln durchgefiihrt wurde, um Organismen und suspendierte Nanomaterialien in
direkten Kontakt zu bringen und ein unterschiedliches Sedimentieren zu minimieren. Des
Weiteren sollte hierdurch einem reduzierten Lichteinfall durch die milchigen TiO»-
Testsuspensionen, der zu einem reduzierten Algenwachstum flihren kann, vorgebeugt wer-
den. Die fehlende Konzentrations-Wirkungs-Beziehung beim Daphnientest wird auf ein Se-
dimentieren der Nanomaterialien im Gegensatz zu den Daphnien zurtckgefuhrt. Dadurch
wird der Kontakt zwischen Organismen und Nanomaterialien und die Auspragung eines toxi-
schen Effektes eher zufallig. Ein kontinuierliches Durchmischen durch Ruhren oder Schitteln
ist bei den empfindlichen Daphnien nicht moglich. Bei der Untersuchung von suspendierten
Nanomaterialien ist auch eine Reduktion des Lichteinfalls mit potentiellen negativen Auswir-
kungen auf die Organismen oder den Bestimmungsparameter zu berlicksichtigen. Fir den
Algentest wurde dies von Hund-Rinke & Simon (2006) systematisch untersucht und im Test-
design bertcksichtigt. Schwierigkeiten kénnten sich auch bei allen photometrischen oder
fluorimetrischen Verfahren ergeben. Als Beispiele seien die Erfassung der Lumineszenz im
Leuchtbakterientest oder die Erfassung des Bakterienwachstums iber Messung der Lichtab-
sorption angefuhrt.

Ob bestimmte GefaBmaterialien einen Einfluss auf die Ergebnisse haben, wurde bislang
nicht bertcksichtigt. Da die Oberflachen von Nanomaterialien gezielt modifiziert werden kon-
nen, um bestimmte Substanzeigenschaften zu erlangen, ist ein Einfluss von Gefalkmateria-
lien nicht auszuschliel3en. Ob dieser sich jedoch in einer Beeinflussung der Ergebnisse au-
Rert, hangt vermutlich von dem Verhaltnis von Suspensionsmenge und Gefalkoberflache ab
und damit vom Testdesign ab, das wiederum organismen- und damit testspezifisch ist.

Ein essentieller Bestandteil von dkotoxikologischen Tests ist die Untersuchung von Refe-
renzsubstanzen. Sie dienen dazu, die Sensitivitdt der Organismen zu Uberprifen. Im Hin-
blick auf die Untersuchungen von Nanomaterialien wird keine Notwendigkeit gesehen, von
den erprobten Substanzen, bei denen es sich um wasserldsliche Chemikalien handelt, ab-
zuweichen. Die Kontrolle der Organismen kann weiterhin damit erfolgen. Soll die Testdurch-
fuhrung hinsichtlich der Testung von suspendierten Nanomaterialien Uberprift werden, bei-
spielsweise um die Homogenitat der Suspension wahrend der Testung zu belegen, missten
neue, partikuldre Chemikalien in die Prufung einbezogen werden. Auf dem gegenwartigen
Stand des Wissens kann die Notwendigkeit noch nicht beurteilt und daher auch keine Emp-
fehlung gegeben werden.

Prinzipiell denkbar ist, dass neben den Nanomaterialien Begleitkontaminanten im Testan-
satz vorliegen und diese einen Beitrag zur Toxizitat leisten. Dieser Aspekt wird bislang bei
den Untersuchungen weitestgehend vernachlassigt. Hinweise bestehen, dass zumindest bei
Fullerenen bei Verwendung von organischen Lésungsmitteln Reste hiervon in Agglomeraten
der Nanomaterialien verbleiben kdnnen und diese eine Toxizitat bedingen. Prinzipiell denk-
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bar ist auch, dass von der Herstellung der Nanomaterialien noch Produktionsrickstande in
den Produkten vorhanden sind und diese fur die Toxizitat mit verantwortlich sind. Hund-
Rinke & Simon (2006) schlossen dies aus, indem die Nanomaterialien vor dem Test einer
gezielten Reinigung unterworfen wurden, bei welcher wasserldsliche Anteile eliminiert wer-
den sollten. Der Vergleich der Toxizitat von gereinigten und ungereinigten Produkten lasst
einen Ruckschluss hinsichtlich des Vorliegens von toxischen Verunreinigungen zu.

Bei der 6kotoxikologischen Testung herkdmmlicher Substanzen werden die Substanzen in
Ldsung gebracht. Sind sie nicht ausreichend wasserléslich, kénnen bei einigen Vorschriften
organische Lésungsvermittler eingesetzt werden. Fir die Testung von Olen werden WAFs
(water accomodated fractions) herangezogen (ASTM 1997, Concawe 1992, Miller & Wen-
zel, 2002). Dies bedeutet, dass die Ole fiir 24 h geriihrt werden, die ungeldste Fraktion abge-
trennt und nur die geldste Fraktion im Test eingesetzt wird. Hierdurch soll vermieden werden,
dass Organismen durch die wasserunlosliche Fraktion physikalisch beeintrachtigt werden
und dies als Effekt gewertet wird. Die Testung von Nanomaterialien kann nun mit zwei Ziel-
richtungen durchgefiihrt werden. So muss entschieden werden, ob primar Aussagen zu den
intrinsischen Eigenschaften der Materialien getroffen werden sollen oder ob die Umwelt-
relevanz der Untersuchungen (Abbildung des Verhaltes der Nanomaterialien in der Umwelt)
im Vordergrund zu stehen hat. Bei der Erfassung der intrinsischen Eigenschaften ist kontinu-
ierlicher Kontakt zwischen Organismen und suspendierten Nanomaterialien und damit best-
mogliche Verfugbarkeit herzustellen. Steht die Umweltrelevanz im Vordergrund, ist ein Se-
dimentieren der Materialien und damit eine potentielle Trennung von Testorganismen und
Nanomaterialien statthaft. So ist davon auszugehen, dass bei einem Eintrag der Nanomate-
rialien in Gewasser auch dort eine Sedimentation stattfindet, falls deren Eigenschaften dies
zulassen. Des Weiteren ist bei der Suspensionsherstellung im Hinblick auf die Auswirkungen
in der Umwelt nicht unbedingt die maximale Verfligbarkeit in den Vordergrund zu setzen.
Stattdessen ist der Schwerpunkt auf die Simulation realistischer Gegebenheiten zu legen.
Oberdorster (2006) differenzierte daher zwischen Suspensionen, die unter Anwendung von
organischem Ldsungsmittel und Ultraschall hergestellt wurden und von Suspensionen, die
nur gerihrt wurden.

Auch die Wahl der Organismen und Endpunkte wird durch die Zielrichtung bestimmt. So
kann zum einen im Vordergrund stehen, Untersuchungen fiir die gesetzgeberische Mal3-
nahmen durchzufiihren. Dies bedeutet, dass eine hohe Ubereinstimmung mit der gangigen
Praxis zu realisieren und nach etablierten Richtlinien zu arbeiten ist, die beispielsweise flr
die Chemikalien- bzw. Pflanzenschutzmittelprifung etabliert sind. In diesem Fall werden die
in den Richtlinien aufgefihrten Organismen und Endpunkte verwendet. Abweichungen im
Rahmen der Testung von Nanomaterialien sollten so gering wie mdglich sein und nur in spe-
zifischen Anpassungen an die besonderen Herausforderungen bei der Testung dieser Sub-
stanzen bestehen. Dadurch wird es moglich, detektierte Effekte mit denen klassischer Che-
mikalien zu vergleichen. Sollen dagegen generelle Informationen tber die Wirkung, Aufnah-
memechanismen, Akkumulationsorte bzw. Sensitivitat der Organismen hinsichtlich der Na-
nomaterialien gewonnen werden, kénnen weitere Organismen und Endpunkte verwendet
werden, die fur die gewlnschten Aussagen besonders geeignet erscheinen. Entsprechende
konkrete Empfehlungen kénnen aufgrund des geringen Wissensstandes und der fehlenden
systematischen Untersuchungen zum jetzigen Zeitpunkt nicht gegeben werden.

Die Wahl der Testorganismen kann auch durch die Entscheidung beeinflusst werden, ob
Informationen zu den intrinsischen Stoffeigenschaften gewiinscht werden oder ob die Abbil-
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dung des Verhaltes der Nanomaterialien in der Umwelt im Vordergrund steht. Wie bereits
ausgefuhrt, ist bei der Erfassung der intrinsischen Substanzeigenschaften ein kontinuierli-
cher Kontakt von Organismen und Nanomaterialien zu gewahrleisten. Ist dies technisch flr
einzelne Organismen nicht zu erreichen, werden diese Organismen als ungeeignet angese-
hen. Zum jetzigen Zeitpunkt kann Uber die Eignung einzelner Organismen noch nichts aus-
gesagt werden, da keine entsprechenden, systematischen Untersuchungen unter Berlck-
sichtigung aller technischen Méglichkeiten durchgefiihrt wurden. Es wird davon ausgegan-
gen, dass weitere Mdglichkeiten fir das Herstellen einer stabilen Suspension bestehen, die
Uber Schitteln und Rihren hinausgehen und die méglicherweise Daphnien und andere emp-
findliche Testorganismen nicht beeintrachtigen.

Da in der Umwelt von einem Sedimentieren der Agglomerate auszugehen ist, ist zu diskutie-
ren, ob generell nicht Untersuchungen zu Sedimentorganismen gefordert werden sollten. Der
bislang als Testorganismus fir Sedimente eingesetzte Organismus Chironomus riparius lebt
in den obersten Zentimetern im Sediment. Ein Kontakt zu den Nanomaterialien sollte jedoch
nur stattfinden zu kdnnen, wenn die Nanomaterialien nach Sedimentation auf das Sediment
in das Sediment verlagert werden kdnnen, beispielsweise Uber Leaching. Alternativ kdnnen
Sedimentorganismen verwendet werden, die noch oberflachennaher leben, so dass eine
direkte Exposition erfolgen kann. Dies kdnnten beispielsweise Tubifex tubifex, Lumbriculus
variegatus oder Potamopyrgus antipodarum sein. Erfahrung hinsichtlich der Testung von
klassischen Chemikalien liegt fur diese Organismen bereits vor. Wichtig in Hinblick auf das
Testdesign und die Interpretation der anschlieiend erhaltenen Ergebnisse ist die enge Ver-
knlpfung mit den Verbleibsuntersuchungen im Sediment. Auch hier sind ja — gegenlber der
Chemikalientestung — neue Nachweisverfahren und Bewertungsansatze zu entwickeln und
anzuwenden, die dann die Interpretation der 6kotoxikologischen Aussagen untermauern.

Fazit:

Folgende Schlussfolgerungen hinsichtlich der 6kotoxikologischen Testung von Nanomateria-
lien kdnnen gezogen werden:

e Aufgrund des geringen Kenntnisstandes und fehlender systematischer Untersuchun-
gen zur Wirkung von Nanomaterialien sind detaillierte Testprotokolle noch nicht auf-
zustellen.

e Prinzipiell erscheinen die Standardtestverfahren auf die Testung von Nanomateria-
lien adaptierbar, was jedoch noch zu erfolgen hat.

¢ In Abhangigkeit der Entscheidung, ob eine Erfassung der intrinsischen Substanzei-
genschaften oder die Testung unter umweltrelevanten Bedingungen zu erfolgen hat,
ist das Testdesign zu wahlen.

e Sollen Aussagen zur Wirkung unter umweltrelevanten Bedingungen getroffen
werden, kann Ausfallen und Sedimentieren der Nanomaterialien akzeptiert werden.
Eine gesonderte Adaptation der Testverfahren erscheint unter diesen Voraussetzun-
gen nicht notwendig.

¢ Sind Informationen zu den intrinsischen Substanzeigenschaften zu treffen, sollte
maximaler Kontakt zwischen Testorganismus und Nanomaterial Gber den gesamten
Versuchszeitraum vorliegen.
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¢ Nanomaterialien, die in L6sung zu bringen sind und in den Testmedien nicht ausfal-
len, kdnnen auch fir die Erfassung der intrinsischen Substanzeigenschaften nach
herkdbmmlicher Vorgehensweise getestet werden. Bei Ausfallen aus den Testmedien,
ggf. aufgrund von ungeeigneten Salzkonzentrationen, sind diese zu modifizieren.

o Bei Nanomaterialien, die als Agglomerate getestet werden missen, sind die Testan-
satze zu modifizieren. Nur fur den Algentest wurde ein erster Testansatz vorgestellt.
Andere Testansatze sind noch zu erproben.

e Bei der Testung von technischen Nanomaterialien ist zu berlcksichtigen, dass
Begleitkontaminanten vorliegen kdnnen, die zu einer Toxizitat fihren. In diesem
Fall ist zwischen einer Testung des technischen Produktes und der Testung der rei-
nen Nanomaterialien nach spezifischer Reinigung zu differenzieren.

e Zu einem potentiellen Einfluss von GefalRmaterialien auf die Ergebnisse, beispiels-
weise durch Sorption der Nanomaterialien an die Gefalwande und damit einer Re-
duktion der Verflgbarkeit, kdnnen nach jetzigem Kenntnisstand keine Aussagen ge-
troffen werden. Dies ist bei allen Untersuchungen kritisch zu hinterfragen.

¢ Die Qualitat der Ergebnisse 6kotoxikologischer Tests wird durch die Berticksichtigung
von Referenzsubstanzen sichergestellt. Die herkémmlichen Substanzen kénnen
weiter verwendet werden, um die Qualitat der Organismen und die ordnungsgemafe
Testdurchflihrung zu belegen.
Sollen speziell die Bedingungen bei der Testung von Agglomeraten belegt werden
(z.B. die Gewabhrleistung von Homogenitat und Stabilitdt der Suspension wahrend der
Testung durch entsprechende MalRnahmen) sind Nanomaterialien als Referenzmate-
rialien einzusetzen. Empfehlungen von Substanzen und Angaben von Validitatskrite-
rien sind noch zu erarbeiten.

e Aufgrund der geringen Anzahl an zur Verfigung stehenden Studien kann noch keine
definitive Aussage dartber getroffen werden, ob die Organismen und Endpunkte,
die bislang fir die Beurteilung von Chemikalien verwendet werden, uneingeschrankt
auch fiir die Testung von Nanomaterialien geeignet sind. Nach jetzigem Kenntnis-
stand spricht nichts dagegen, bei der Priifung in Anlehnung an die derzeitige Beurtei-
lungspraxis zu arbeiten. Bei der Beantwortung spezifischer Fragen (z.B. Aufklarung
von Wirkmechansimen) sind ggf. weitere Organismen bzw. Endpunkte heranzuzie-
hen.
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5 Berichtspflichten

Aufgrund des noch sehr geringen Kenntnisstandes zu Verhalten und Wirkung von Nanoma-
terialien sind verbindliche Listen mit zu berichtenden Informationen noch nicht aufzustellen.
Daher sollte so umfassend wie moglich berichtet werden, um ggf. im Nachhinein Zusam-
menhange, die zum Zeitpunkt der Testung noch nicht bewusst waren, noch rekonstruieren
zu kénnen. Im Folgenden werden jedoch einige Hinweise gegeben, die nach jetzigem
Kenntnisstand von Relevanz sein kdnnten.

5.1 Zielrichtung der Testung

Der gesamte weitere Versuchsaufbau wird durch die Zielrichtung bestimmt, die zu Beginn
klar definiert werden sollte. Diese kdnnen beispielsweise sein:

e Simulation der Wirkungen unter Berticksichtigung der Umweltrelevanz

¢ Erfassung intrinsischer Nanomaterialeigenschaften

e Erprobung der Standardverfahren hinsichtlich ihrer Eignung bzw. Adaptation der Ver-
fahren

e Eignung von Testorganismen

e Erarbeitung der Materialeigenschaften, die fur Verhalten bzw. Wirkung von Nanoma-

terialien verantwortlich sind

5.2 Charakterisierung von Nanomaterialien

Noch ist nicht bekannt, welche Nanomaterialeigenschaften fiir das Verhalten und die beo-
bachteten Wirkungen verantwortlich sind.

Auf Basis des jetzigen Kenntnisstandes erscheinen folgende Parameter als Mindestanforde-
rung sinnvoll:

o GroRe der Primarpartikel und Agglomerate
e Chemische Zusammensetzung

Zusatzliche Informationen sind wiinschenswert, kénnen jedoch vermutlich aufgrund der zur
Verflgung stehenden Ausstattung nicht immer bestimmt werden:

o Spezifische Oberflache
o Zeta-Potential

¢ Reinheit

e TEM-Bild

Soll die Toxizitat bzw. Reaktivitdt von Nanomaterialien vergleichend gegenlber gestellt wer-
den, muss dies Uber den relevanten Faktor erfolgen. Soweit dieser flr die verschiedenen
Nanomaterialien noch nicht geklart ist, sollten denkbare relevante Parameter erfasst und
berichtet werden, um ggf. zu einem spateren Zeitpunkt eine entsprechende Darstellung zu
ermaoglichen.
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5.3 Suspensionsherstellung und -charakterisierung

Die Art der Suspensionsherstellung beeinflusst die Ergebnisse signifikant. Beispielsweise die
Grolie der Agglomerate wird durch sie bedingt. Die Berichterstattung muss daher dullerst
prazise und umfassend sein.

Verwendeter Losungsvermittler
Verwendete Suspensionskonzentration

Ruhren: Zeitdauer, Starke, Art des Rihrers bzw. Form des verwendeten Magnetriihr-
stabchens

Ultraschall: Zeitdauer, Starke, in der Probe bzw. im Wasserbad
Filtration: Art des Filters, Porengrdlie, Art der Filtration

Bei Uberfiihrung der Nanomaterialien von einer organischen Stammlésung in eine
wassrige Stammldsung: Verfahren zur Entfernung des organischen Lésungsmittel

Zur Charakterisierung der Suspensionen zahilt:

Konzentration

Form der Agglomerate

Grolie der Agglomerate

Spezifische Oberflache der Agglomerate
Stabilitat der Suspensionen

Falls relevant bzw. technisch realisierbar: Oberflachenladung der Agglomerate

5.4 Untersuchungen zum Umweltverhalten

Die unter 5.1 — 5.3 angegebenen Informationen werden bei Testung zum Umweltverhalten in
entsprechendem Umfang bendétigt. Darliber hinaus sind folgende Parameter essentiell, da
sie die Testergebnisse beeinflussen:

Applikationstechnik (definiert und reproduzierbar; als Suspension oder Feststoff)

Charakterisierung der Testmedien (Boden, wassriges System, Wasser/Sediment-
System)

Wirksamkeit der Nanomaterialien nach Kontakt mit dem Testmedium, d.h. mit dem
Umweltmedium

Stabilitat der Nanomaterialien (auch: Neudefinition von ,Wirksamkeit und deren Re-
versibilitat” bei Wechsel des Testmediums beachten)
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5.5 Okotoxikologische Testung

Hauptparameter, der die Ergebnisse bei der 6kotoxikologischen Testung beeinflussen wird,
ist die Entscheidung, ob ein kontinuierlicher Kontakt von suspendierten Nanomaterialien und
Organismen Uber die gesamte Testlaufzeit zu herrschen hat, oder ob eine Trennung von
beiden infolge von Sedimentation akzeptiert wird. Dies ist besonders bei mobilen Organis-
men, wie beispielsweise den Daphnien, der Fall. Organismen mit Eigenmobilitat sind in der
Lage, sich in der Lésung zu halten, wohingegen die Nanomaterialien in Abhangigkeit der
Grolie bzw. ihrer Neigung zur Agglomeratbildung absinken kdnnen. In diesem Zusammen-
hang ist auch zu berlicksichtigen, dass die Stabilitdt von Suspensionen durch die Zusam-
mensetzung beeinflusst wird.

Um die beobachteten Effekte somit korrekt interpretieren zu kénnen, sollten daher folgende
Informationen erhoben werden:

¢ Genaue Angabe der Zusammensetzung der Testmedien

e Charakterisierung der Agglomerate im Testmedium (Parameter s. "Charakterisierung
der Suspensionen")

o Stabilitdt der Suspensionen im Test (fand eine Entmischung statt?)

¢ Wurden Verfahren angewendet, um einen kontinuierlichen Kontakt von Organismen
und suspendierten Nanomaterialien angewendet; falls ja, genaue Beschreibung

e Kann eine Beeintrachtigung der Endpunktbestimmung durch die suspendierten Na-
nomaterialien stattgefunden haben (z.B. Beschattung im Algentest)

5.6 Spezielle Anforderungen an photokatalytisch aktive Materialien

Bei photokatalytisch aktiven Materialien sind generell die Lichtverhaltnisse bei der Suspensi-
onsherstellung, Suspensionslagerung (falls relevant) und Testung zu berichten. Dabei sollte
neben der Lichtintensitat auch bertcksichtigt werden, ob die fir die photokatalytischen Ei-
genschaften essentiellen Wellenlangen vorlagen.

5.7 Sonstige Information

Noch ist nichts Uber den Einfluss der verwendeten GefalRmaterialien bekannt. Bei der Er-
gebnisdarstellung sollte daher auch erwahnt werden, ob davon ausgegangen werden kann,
dass beispielsweise aufgrund des Verhaltnisses von Testvolumen zu Oberflache dieser Ein-
fluss vernachlassigbar ist. Im Einzelfall ist es denkbar, dass derartige Aussagen schwierig zu
treffen sind. Dies betrifft besonders den Fall, dass ein Einfluss nicht auszuschlieRen ist und
die mdgliche Richtung des Einflusses (z.B. Toxizitatserniedrigung) dargestellt werden soll.
Sollten derartige Aussagen noch nicht schlissig zu treffen sein, helfen bei dem jetzigen
Kenntnisstand auch kleinste Hinweise weiter, die bei der Zusammenschau verschiedenster
Ergebnisse mdglicherweise bertcksichtigt und interpretiert werden kdnnen.
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6 Empfehlungen

Fur die weitere Bearbeitung der Beurteilung von Verhalten und Wirkung von Nanomaterialien
in der Umwelt wird die Bearbeitung der im Folgenden aufgefihrten Themenfelder gesehen.

6.1 Entwicklung einer 6kotoxikologischen Teststrategie

Speziell bei der Untersuchung der Wirkung von Nanomaterialien in instabiler Suspension
stellt sich die Frage, ob Informationen zur Toxizitat bei maximalem Kontakt zwischen Testor-
ganismen und Nanomaterialien erwlinscht werden oder ob primar Aussagen zur Wirkung
unter umweltrelevanten Bedingungen erforderlich sind. Die Wahl des Untersuchungsansat-
zes kann das Ausmal der Effekte signifikant beeinflussen. In Anlehnung Vorgehensweise
bei der Risikobeurteilung fiir Substanzen, die in anderen Gesetzesbereichen geregelt sind,
bietet sich ein stufenweises Vorgehen an, das in folgender Grafik verdeutlicht ist.

Testung mit maximalem Kontakt:

Worst-case, intrinsische Eigenschaften

v
Gefahrdung akzeptabel Ja
(z.B. PEC/IgNEC)p s> | Keine Einschrénkung
Nein ‘

Refinement:

Tests mit hoherer Umweltrelevanz:
z.B. Beriucksichtigung von
Sediment, Sedimentation

Zunachst wird unter worst-case-Bedingungen getestet, was bedeutet, dass die Unter-
suchungen mit maximalem Kontakt zwischen Testorganismen und suspendierten Nanomate-
rialien durchgefiihrt werden. Ergibt die PEC/PNEC-Berechnung Hinweise auf eine nicht ak-
zeptable Beeintrachtigung, erfolgt in einem zweiten Schritt ein Refinement, wobei eine hdhe-
re Umweltrelevanz bei den Testansatzen gewahlt wird. Im Fall der Nanomaterialien bedeutet
dies, dass beispielsweise die Verteilung in der Suspension nicht durch Ultraschall sondern
durch Ruhren erfolgt. Des Weiteren kann Sedimentation der Materialien oder Sediment in
den Tests und damit Erhéhung der Sorption und Reduktion der Verfugbarkeit gestattet wird.

Als nachster Schritt ist durch das UBA zu entscheiden:
e Diskussion der prinzipiellen Vorgehensweise

Von der Entscheidung ist abhangig, welche Suspensionen m Folgenden erarbeitet werden.
Wird dem Vorschlag zugestimmt, bedeutet dies, dass stabile Suspensionen mit maximaler
Léslichkeit zu erarbeiten sind und auch eine Adaptation der ékotoxikologischen Tests an
einen maximalen Kontakt von Testorganismus und Nanomaterialien zu erfolgen hat. Des
Weiteren hat die Erarbeitung eines Testdesigns mit hoher Umweltrelevanz zu erfolgen. Dies
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bedeutet, dass bereits zu einem friihen Stadium beispielsweise Tests mit Sedimentorganis-
men zu berlcksichtigen sind.

6.2 Festlegung und Empfehlung eines Referenzsets an Nanomaterialien

Bislang gibt es keine Vorgaben flir den Verwendung von Testmaterialien. Dies flhrt zu einer
breiten Palette von Ergebnissen, die unter Umstanden Synergismus ausschlieen. Eine
Harmonisierung ware winschenswert. Derzeit ist ein entsprechendes Testmaterialset im
Rahmen der OECD-Arbeitsgruppe “Working Party on Manufactured Nanomaterials” (Project:
Safety Testing of a Representative Set of Manufactured Nanomaterials) in Diskussion, wobei
die Zeitdauer bis zum Erreichen des Ziels derzeit nicht abgeschatzt werden kann.

Um nicht zuviel Zeit zu verlieren, wird empfohlen, gemeinsam mit Herstellern von Nanomate-
rialien ein entsprechendes Testset zumindest fir Deutschland zu empfehlen und entspre-
chend charakterisierte Materialien zur Verfigung zu stellen.

Als weitere Schritte ergeben sich somit:

¢ Grundlegende Entscheidung durch das UBA, ob ein Materialset empfohlen werden
soll.

o Im Fall einer positiven Entscheidung: Bildung einer Arbeitsgruppe mit Industrievertre-
tern, die ein Set empfohlener Nanomaterialien zur Verflgung stellen. Bei der Auswahl
sollten zumindest folgende Kriterien berticksichtigt werden:

= anorganische und organische Nanomaterialien

= Verschiedene Groften eines Materials
prinzipielle Aussagen zum Einfluss der Oberflache

= Verschiedene Materialien mit gleicher GréRe
prinzipielle Aussagen zum Einfluss der Materialeigenschaften

= Ein Material mit verschiedenen Varianten (z.B. Oberflachenmodifikation, Kris-
tallstruktur, Form)
prinzipielle Aussagen zum Einfluss von Modifikationen

Dabei muss neben der wirtschaftlichen Bedeutung der Materialien auch die Abdeckung un-
terschiedlicher Eigenschaften beriicksichtigt werden. Im Idealfall ergénzen sich beide Anfor-
derungen.

6.3 Erarbeitung von Standardprotokollen zur Suspensionsherstellung

Fur die Erarbeitung von Testsuspensionen werden verschiedene Verfahren angewandt, wo-
bei keine systematischen Untersuchungen vorliegen. Fir eine Vereinheitlichung der Vorge-
hensweise sind folgende Schritte im Rahmen eines Forschungsprojektes zu bearbeiten. Da-
bei sollte die Bearbeitung bevorzugt auf Basis der ausgewahlten Referenzmaterialien erfol-
gen.

e Erprobung verschiedener Verfahren an verschiedenen organischen und anorgani-
schen Nanomaterialien

e Charakterisierung der Suspensionen (Konzentrationsbestimmung, Grofienverteilung)
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e Aufzeigen von Abhangigkeiten zwischen Verfahren und Suspensionseigenschaften
e Erfassung der Stabilitat der Suspensionen

e Formulierung von Empfehlung hinsichtlich Methodik und Einsatzbereich (z.B.: worst-
case, realistic case) sowie Begriindung fur die angewandten Verfahren. Eine Diffe-
renzierung zwischen aquatischen und terrestrischen Tests erscheint nach jetzigem
Kenntnisstand nicht notwendig zu sein.

6.4 Erarbeitung von Standardprotokollen fur Untersuchungen zum Umwelt-
verhalten

Die aktuelle Testung des Umweltverhaltens von Chemikalien umfasst eine Charakterisierung
der Substanz sowie des Testmediums, was jeweils protokolliert wird. Demgegeniiber mis-
sen bei Testung des Umweltverhaltens von Nanomaterialien zusatzlich bertcksichtigt wer-
den:

e Erweiterung (gegenuber Chemikalien) der Charakterisierung von Nanomaterialien
durch Einbeziehung von: chemische Charakteristik und Material- und Suspensions-
charakteristik (physikalische Struktur, GréRe, Oberflachenbeschaffenheit) und damit
die ,technische” Funktion bzw. Funktionsfahigkeit

e Als Folge daraus: Modifizierung einiger aus der Chemikalientestung bekannter End-
punkte wie zum Beispiel die Begriffe ,Abbaubarkeit‘ oder ,Hydrolyse“ (Beispiel: die
grundlegende kristalline Struktur des Anatas (TiO,) wird im Boden sicherlich nicht
modifiziert (es kann kein Abbau stattfinden), aber moglicherweise andert sich die
Struktur der Agglomerate im Boden, so dass sich die Funktionsfahigkeit verandert).

6.5 Erarbeitung von Standardprotokollen fur die 6kotoxikologische Testung

Da die Richtlinien auf die Testung von gelésten Substanzen ausgelegt sind, erfolgt derzeit
bei der Testung von Suspensionen eine willkirliche Testdurchfihrung. Neben der Anlehnung
an internationale und nationale Standardrichtlinien werden auch freie Untersuchungen
durchgefihrt. Dies kann dazu flihren, dass Ergebnisse nicht vergleichbar sind und keine
Synergien erzielt werden.

Im Rahmen eines Forschungsprojektes sind daher zunachst fur alle Verfahren, die fur die
Chemikalienbeurteilung eingesetzt werden, Modifikationen fir die Testung von Nanomateria-
lien zu entwickeln. In einem ersten Schritt sollten die Basistests bearbeitet werden. Bei der
Erarbeitung der Modifikationen sind die empfohlenen Referenzmaterialien zu bertcksichti-
gen.

e Fir die aquatischen Testsysteme (Algenwachstumstest OECD 201, Akuter Daph-
nientest OECD 202, Akuter Fischtest OECD 203, Fischeitest OECD 210) bedeutet
dies primar die Erarbeitung einer organismenspezifischen Methodik, um suspendierte
Nanomaterialien im Test homogen in Suspension zu halten. Des Weiteren sind die
Suspensionen zu charakterisieren.

e FUr die Testsysteme Boden bzw. Sediment ist die Methodik der Applikation von Na-
nomaterialien zu erarbeiten. Dies kann in Form von Suspensionen oder als Pulver er-
folgen. Dabei ist zu erproben, ob die Applikationsform einen Einfluss auf die detek-
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tierte Wirkung hat. Ein Problem hierbei ist, dass die Empfindlichkeit der Standardtest-
organismen noch unbekannt ist.

6.6 Erarbeitung und Erprobung einer Bewertungsstrategie

Fur die verschiedensten gesetzlich geregelten Bereiche wurden Bewertungsstrategien ent-
wickelt. Fir Nanomaterialien liegt bislang keine Strategie vor. Da weitestgehend Harmonisie-
rung zwischen den einzelnen Gesetzesbereichen erzielt werden sollte, sollte sich auch die
Bewertung der Nanomaterialien an vorliegende Strategien anlehnen. Zum jetzigen Zeitpunkt
wird davon ausgegangen, dass die Bewertung nach Chemikalienrecht praktikabel sein sollte.
Sobald ausreichend Daten aus Untersuchungen zum Verhalten und zur Wirkung sowie er-
wartete Umweltkonzentrationen vorliegen, sollte im Rahmen eines Forschungsprojektes die
Bewertungsstrategie nach TGD (Technical Guidance Document on Risk Assessment of
Chemical Substances) bzw. dem entsprechenden Nachfolge-Dokument unter REACh er-
probt werden.

Im Gegensatz zu den vorstehend genannten Punkten (6.1 - 6.5), die in einem ersten Schritt
angegangen werden sollten, ist die Erprobung einer Bewertung im Anschluss daran zu erar-
beiten.

Nanomaterialien werden zunehmend als Bestandteil von Arzneimitteln, Bioziden und Pflan-
zenschutzmitteln verwendet. Bis eine Strategie zu deren Testung vorliegt, sollten bei der
Beurteilung vorliegender Ergebnisse folgende Aspekte beachtet werden:

o Art der Suspensionsherstellung: Ist davon auszugehen, dass die Suspensionscharak-
teristik von der Art der Herstellung abhangt und damit die Ergebnisse beeinflusst?

o Applikation: Entspricht die Applikationsform der realen Vorgehensweise?
e Nanomaterial: Handelt es sich um den Wirkstoff oder das Tragermaterial?

e Testziel: Sollten die intrinsischen Stoffeigenschaften bestimmt oder das Verhalten in
der Umwelt abgebildet werden?

e Analytik: Wurde im Fall der Verwendung von Nanomaterialien als Trager dessen
Verhalten ebenfalls untersucht?
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7 AbkUrzungsverzeichnis

AAS:
APU-Nanopartikel:
C60:

CFU:
DLS:
DMSO:
EDA-Liganden:
EFTEM:
FNP:
FTIR:
LSM:
NM
MWNT:
Naiiquia:
Nylaflo Filter:
PAK:
PCS:
PEC:
PNEC:
PTFE:
PVP:
SEM:
SWNT:
Tc-99:
TEM:
THF:
UAA:
WAF:
XPS:
XRD:

Atomadsorptionsspektroskopie
Amphiliphile Polyurethan Nanopartikel
Fulleren, spharisches Molekiil bestehend aus 60 Kohlenstoff-
atomen

Colony forming units; koloniebildende Einheiten
Dynamic light scattering

Dimethylsulfoxid

Ethylendiamin-Liganden

Energy filtering Transmissionselektronenmikroskopie
Funktionalisierte Nanopartikel
Fourier-Transformations-IR-Spektroskopie
Laser scanning Mikroskopie

Nanomaterial

Multiple walled carbon nanotubes
Flissiger Stickstoff

Nylon Membrane Disc Filter
Polyaromatische Kohlenwasserstoffe
Photonen-Korrelations-Spektroskopie
predicted environmental concentration
predicted no effect concentration
Polytetrafluorethylen

Polyvinylpyrrolidon

Scanning Elektronenmikroskopie

Single walled cabon nanotubes
Technetium 99
Transmissionselektronenmikroskopie
Tetrahydrofuran

Urethanacrylat Anionomer

Water accommodated fractions
Rontgen-Photoelektronen-Spektroskopie
X-ray diffraction
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