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1 Kurzdarstellung des Projektes

1.1 Aufgabenstellung

Ziel des Verbundvorhabens war es, fir Silbernanopartikel (AgNP) grundlegende Daten zu
Verhalten, Verbleib und Wirkung in Abhangigkeit der Umgebungsbedingungen zu erarbeiten
sowie unter Berlcksichtigung der Vorgehensweise nach REACH eine exemplarische Risiko-
abschétzung durchzufiihren. AgNP werden aufgrund ihrer bakteriziden Eigenschaften in
zahlreichen Produkten des taglichen Lebens eingesetzt, wobei steigender Verbrauch zu er-
warten war. In einem interdisziplindren Ansatz sollte eine Bruicke zwischen Grundlagenerar-
beitung und Praxisrelevanz geschlagen werden. Hierzu sollten parallel freie AgNP mit klar
definierten Eigenschaften und reale AgNP enthaltende Produkte am Beispiel Textilien in
exemplarischen Nutzungsszenarien untersucht werden, um spater in einer Risikoanalyse
zusammengefihrt zu werden. Im Rahmen des Vorhabens sollten zudem Methoden entwi-
ckelt werden, die den Nachweis von AgNP sowie die Beurteilung ihres ¢kotoxikologischen

Gefahrdungspotenzials in relevanten Umweltmedien bzw. —kompartimenten ermdglichen.

Das Projekt verfolgte drei Teilziele:

1. Das erste Teilziel war die Identifikation von Zusammenhéngen zwischen spezifischen
Nanomaterialeigenschaften und dem Verhalten und der Wirkung von AgNP zur Erar-
beitung von generellen Aussagen. Teilaufgaben hierzu waren zum einen die Herstel-
lung und die chemische Charakterisierung von AgNP mit spezifischen Eigenschaften
und zum anderen die Bestimmung des Verhaltens und der Wirkung von diesen
AgNP.

2. Das zweite Teilziel war die Untersuchung des Verbleibs, der Exposition und Wirkung
von Silber in Verbrauchsprodukten anhand von produktspezifischen Silbernanomate-
rialien. Teilaufgaben hierzu waren die Simulation nutzungsrelevanter Szenarien, die
Charakterisierung der Exposition und die Charakterisierung von biologischen Effek-

ten.

3. Das dritte Teilziel war die Gefahrdungs- und Risikoabschétzung fur Silbernanomate-
rialien. Hier sollte die Gefahrdungs- und Risikoabschatzung an spezifischen, ideali-
sierten Szenarien unter Berilicksichtigung der Variabilitat von AgNP und Produkten
durchgefihrt werden. Dies sollte basierend auf den Ergebnissen der Teilziele 1 und 2

geschehen.
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1.2 Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchgefihrt
wurde

Es war Ziel der Bekanntmachung des BMBF vom 18.07.2008, auf der dieses Vorhaben be-
ruht, den Eintrag, die Verteilung, den Verbleib und die Wirkung von synthetisierten Nanopar-
tikeln und Nanomaterialien in der Umwelt zu erforschen. Das Vorhaben wahlte das Thema
~Silber-Nanopartikel“ aufgrund einer Literaturstudie (UBA, FKZ 360 04 020, K. Hund-Rinke et
al. 2008). Danach wurden zu dem Zeitpunkt der Studie bereits jahrlich 1.100 kg Nanosilber in
umweltrelevanten Bereichen eingesetzt. Es wurde prognostiziert, dass bis zum Jahr 2015 die
Einsatzmenge signifikant steigen wurde, wobei die wesentlichen Zuwéachse fir Anwendun-
gen mit AgNP erwartet wurden. Die Kenntnisse bezuglich Wirkung, Verhalten und Verbleib

von AgNP in der Umwelt waren zum Zeitpunkt der Antragstellung &uf3erst gering.
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In dem von der Universitat Bremen koordinierten Verbund waren die Partner Vdw und OKO
mit Partnern aus Industrie, Forschung und Regulierungsbehoérden beteiligt:

Kirzel | Partner Beteiligung
an AP VDW
OKO | Okologie, FB 2, Universitat Bremen, UFT Zentrum fur Um- | 1.2.3
weltforschung und nachhaltige Technologien 231
2.3.2
3.1
HI BPI Hohenstein e.V., Abteilung Textile Dienstleistungen und | 3.1
Innovationen
IME Fraunhofer Institut fir Molekularbiologie und Angewand- | 2.3.1
te Okologie 2.3.2
3.1
UBA | Umweltbundesamt, FG IV 2.1 2.3.2
TuDr | TU Dresden, Institut fur Verfahrenstechnik und Umwelttech- | 1.1.2
nik 1.2.2
UM Universitat Marburg, FB Physik, AG Biophotonik 111
1.2.2
1.2.3
IWT Stiftung Institut fir Werkstofftechnik (IWT), Abteilung Ver- | 1.1.1
fahrenstechnik 1.2.2
VdW | Verfahrenstechnik der Wertstoffriickgewinnung, FB 4, | 1.1.1
Universitat Bremen 1.2.2
1.2.3
3.1
BUI Bremer Umweltinstitut GmbH 3.1

BGR Bundesanstalt fir Geowissenschaften und Rohstoffe, | 1.2.4
Fachbereich Boden als Ressource — Stoffeigenschaften | 2.2.2
und Dynamik

JRC | Europdische Kommission: Joint Research Centre (JRC), | 3.2
Institute for Health and Consumer Protection (IHCP), In-
stitute for Environment and Sustainability (IES)

CHT | CHT R. Beitlich GmbH, 2.1.1
RAS | rent a scientist GmbH 2.1.1
OMPG | Ostthuringische Materialprifungsgesellschaft fur Textil- 211

und Kunststoffe mbH (smartfiber AG)

Das Projekt gliederte sich in zwei Gruppen gemal der Teilziele und der geplanten APs. Die
erste Gruppe beschéftigte sich vor allem mit der Herstellung und der Charakterisierung von
Nanomaterialien. Die zweite Gruppe untersuchte den Verbleib, die Exposition und die Wir-
kung von Silber in Verbrauchsprodukten. Die Gefdhrdungs- und Risikoabschatzung fur Sil-

bernanomaterialien wurde von Teilen beider Gruppen bearbeitet.
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Dieser Bericht stellt die Ergebnisse der Arbeitspakete vor, an denen die Partner VdW und
OKO der Universitat Bremen beteiligt waren. Da die bearbeiteten Arbeitspakete in Zusam-
menarbeit mit anderen Projektpartnern durchgefuhrt wurden, werden, soweit erforderlich,
zum Teil auch Ergebnisse anderer Projektpartner mit aufgefihrt.

1.3 Planung und Ablauf des Vorhabens

Der Partner VdW war in die Arbeitspakete eingebunden zur Herstellung spezifischer Nano-
materialien (AP 1.1.1) und zur Begleitanalytik (AP 1.2.2), zu der Erfassung der Wirkung von
NM in den Screeningversuchen (AP 1.2.3), der Erfassung der Wirkung in terrestrischen Sys-
temen (AP 2.3.1) und in aquatischen Systemen (AP 2.3.2). Zudem war der Partner VdW fe-
derfihrend beteiligt am Arbeitspaket zur Lebenszyklusanalyse (AP 3.1).

Im Rahmen des Arbeitspaketes 1.2.2 zur Begleitanalytik wurde mit den Partnern TUDr, UM,
BGR und IME zusammengearbeitet bei der Erstellung der standard operation procedures
(SOP) fur die Dynamische Lichtstreuung und die Messungen des Zetapotentials. Ringversu-
che hierzu sowie zur Bestimmung des Silbergehalts wurden mit den Parthnern BGR und TUDr
durchgefuhrt. Bei der Charakterisierung der TiO,/Ag,O-Kompositpartikel in Dispersion wurde
mit dem Partner IWT zusammengearbeitet. Fir den Partner UBA wurde im Auftrag die Cha-
rakterisierung der Partikel NM300K in den Medien flr die aquatischen toxikologischen Tests

durchgefinhrt.

Der Gesamtverbund wurde vom Partner OKO koordiniert (AP 4). Partner OKO war federfiih-
rend in den Arbeitspaketen 1.2.3: Wirkungsuntersuchungen mit Screening-Tests und AP
2.3.1: Erfassung der Wirkung - Terrestrische Systeme, Sediment, Akkumulation. Weiterhin
war er beteiligt an den Arbeitspaketen 2.3.2: Erfassung der Wirkung - aquatische Systeme;

3.1 Lebenszyklusanalyse und 3.2 Gefahrdungs— und Risikobewertung.
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Tabelle K-1: Zeitlicher Verlauf der Arbeitspakete der Partner OKO & Vdw

Nr. Arbeitspaket 2010 2011 2012 2013

\4

AP 1.1.1 | Herstellung spezifischer Nanomaterialien

v

AP 1.2.2 | Begleitanalytik zu AP 1.2.3, 2.3.1-2.3.2

AP 1.2.3 | Wirkungsuntersuchungen mit Screening >
Tests

A\ 4

v

AP 2.3.1 | Erfassung der Wirkung- Terrestrische
Systeme

AP 2.3.2 | Erfassung der Wirkung - aquatische
Systeme

\4

AP 3.1 Lebenszyklusanalyse

\4

AP 3.2 Gefahrdungs— und Risikobewertung >

v

AP 4 Koordination

1.4 Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknupft
wurde

Partner VdW: Beziglich der Partikelherstellung wird in einzelnen Verétffentlichungen die
Mikroreaktortechnik zur Verbesserung der Partikelqualitat beschrieben (Zhao et al. 2011).
Vorrangig wird hier der Volumenstrom zur Steigerung der Mischgute als zusatzlicher Stellpa-
rameter genutzt. Verschiedene, synthese-spezifische Mikromischer-Konstruktionen kdnnen
aus der Literatur entnommen werden. Werden Nanopartikelsynthesen in Kombination mit der
Mikroreaktionstechnik publiziert, handelt es sich in den meisten Fallen um Fallungsreaktio-
nen, welche durch die erhéhte Mischeffizienz optimiert werden kénnen. Da die Art des Mik-
romischers und der Verweilstrecke von der jeweiligen Synthese abhangen, missen der kon-
krete Versuchsaufbau sowie die dazugehoérigen Bedingungen fur jede Herstellung einzeln
ermittelt werden. Zudem konnte durch die Zusammenarbeit mit dem Partner OKO und die
Mitarbeit in dem Promotionskolleg ,nanoToxcom® aufgebaut werden auf die Erfahrungen zur
Charakterisierung von Nanopartikeln mit der Dynamischen Lichtstreuung zur Bestimmung
der hydrodynamischen Durchmesser und der elektrophoretischen Lichtstreuung zur Bestim-

mung des Zetapotentials.
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Fokus des Partners OKO ist die prospektive Abschatzung neuer Umweltrisiken mit dem
Schwerpunkt auf Boden, Nanopartikel und Wechselwirkungen der Substanzen mit der Um-
gebungsmatrix. Ein breites Spektrum an standardisierten dkotoxikologischen Testsystemen
reicht von marinen Bakterien Uber Algen und Wasserpflanzen bis hin zu terrestrischen Pflan-
zen und Bodenorganismen. Der Partner OKO forscht seit 2006 zu Risiken von Nanopartikeln
und war u.a. Partner und Koordinator des interdisziplindren Promotionskollegs ,nano-
Toxcom®. Hier wurden diverse Ansatze entwickelt, Standardtests fur Anforderungen an den
Einsatz mit Nanomaterialien in puncto Zeit- und Materialaufwand, Aussagekraft und 6kologi-

scher Relevanz zu optimieren (Filser et al. 2013).

1.5 Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Um einen kontinuierlichen Informationsaustausch zu gewéhrleisten, fanden funf Treffen aller
Partner im Verbund statt, bei denen die Verbundpartner den Stand ihrer Arbeiten prasentier-
ten, diskutierten und den weiteren Ablauf vereinbarten. Dariber hinaus gab es drei Treffen
des Gesamtverbundes im Rahmen der DaNa-Clustertreffen der BMBF-Fordermalinahmen
NanoCare und NanoNature in Frankfurt, bei denen sich die Partner miteinander austauschen
konnten. Zudem fand ein kleines Arbeitstreffen zur Absprache der Vorgehensweise bei der

Charakterisierung von Dispersionen mit Hilfe der Dynamischen Lichtstreuung statt:

10. Juni 2010 Kickoff-Meeting an der Universitéat Bremen
10.-11- Februar 2011 Projekttreffen beim Partner UM an der Universitat Marburg
22. Februar 2011 DLS-Treffen beim Partner TUDr an der Technischen Universi-

tat Dresden
10. Mai 2011 DaNa Clustertreffen bei der DECHEMA in Frankfurt a. M.
28.-29. September 2011 Projekttreffen beim Partner BGR in Hannover
12. Marz 2012 DaNa Clustertreffen bei der DECHEMA in Frankfurt a. M.

27.-28. September 2012 Projekttreffen beim Partner TUDr an der Technischen Universi-
tat Dresden

14.-15. Januar 2013 DaNa Clustertreffen bei der DECHEMA in Frankfurt a. M.

14.-15. Marz 2013 abschlieRendes Treffen beim Partner UBA in Berlin

10
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2 Eingehende Darstellung

2.1 Darstellung der Verwendung der Zuwendung und der erzielten
Ergebnisse im Einzelnen, mit Gegeniberstellung der vorge-
gebenen Ziele

2.1.1 Arbeitspaket 1.1.1: Herstellung spezifischer Nanomaterialien

Ziel dieses AP war die kontrollierte Synthese von silberbasierten Referenzmaterialien zur
Untersuchung der grundlegenden Mechanismen bei deren Wirkung auf biologische Modell-
systeme in Abhangigkeit definierter Umweltmatrices. Dabei kamen zwei grundsatzlich ver-
schieden Arten von silberbasierten NM zum Einsatz, die zum Zeitpunkt der Antragstellung in
Anwendungen zu finden waren: Silber auf einer Metalloxid-Tragermatrix (Ag/TiO,-NP) und
reine Silbernanopartikel (AgNP). Dafur wurden zwei verschiedene Synthesemethoden ver-
wendet (Flammensynthese, Kolloidsynthese). Das Verhalten von silberbasierten NP
(Ag/TiO,-NP und AgNP) wird wesentlich durch ihre Oberflachenmodifikation beeinflusst (lyo-
phob, Iyophil). Dieser Aspekt sollte durch gezielte Modifikation der NP-Oberflache ebenfalls
untersucht werden. Gleichzeitig sollten Fluoreszenzmethoden zur Detektion der NP im biolo-

gischen Gewebe zum Einsatz kommen.

Der Projektpartner VdW sollte, basierend auf den Erfahrungen in der Mikroreaktionstechnik
zur Prozessintensivierung beispielweise in der Synthese von ionischen Flissigkeiten und der
Herstellung nanopartikularer Stoffe, in diesem Arbeitspaket ein Mikroreaktorsystem zur kon-
tinuierlichen Nanopartikelsynthese aufbauen. Ziel dabei war, die kontinuierliche und durch
eine genaue Parameterwahl reproduzierbare Produktion von Silber-Nanopartikeln mit schar-
fer GroRenverteilung zu ermdéglichen. Dies war vor allem wichtig fiir vergleichbare Aussagen
aus den toxikologischen und 6kotoxikologischen Tests. Zunachst sollten mit Vorversuchen
die groben Eckdaten (wie Volumenstrom, Temperatur, Druck, Edukt-Konzentrationen) zur
Auslegung der Anlagen-Komponenten bestimmt werden. Mit den ermittelten optimalen Pa-
rametern sollte darauf folgend eine Anlage zur kontinuierlichen Synthese von Nanopartikeln
entworfen werden. Die Auswertung der Versuche mit den jeweiligen Prozessparametern soll-
te unter Einbeziehung der Ergebnisse der Partikelcharakterisierung AP 1.1.2 bewertet wer-

den.

11
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Herstellung spezifischer Nanomaterialien in einem Mikroreaktorsystem

Es wurden zwei unterschiedliche Synthesen untersucht, eine basierend auf organischem
Losungsmittel und eine wassrige, umweltfreundliche Synthese mit wenig toxischen Kompo-
nenten. Mit dem in Abbildung 1 gezeigten System liel3 sich letztere erfolgreich auf die konti-
nuierliche Prozessfiihrung Ubertragen. Durchsatze von 78 L/d (bei 6h Produktion/d und 2h
Reinigung/d) an Partikeldispersion sind mdglich, so dass der Prozess fir die industrielle Pro-
duktion geeignet erscheint. Die dazugehorigen (Oko-)Toxizitatstests finden sich in den weite-
ren Arbeitspaketen (Kap. 2.1.3, S. 51 und 2.1.5, S. 72).

Stromungseigenschaften: Re =?

Ag-Losung uMischer
el é )

Pum (T-Mischer aus
P Glas oder PFA)

Vag=6 - ViagHa o
Pumpe 2 ? >
NaBH4 Lésung

Produkt

Wasserbad mit
Thermostat

T=40...60°C
Abbildung 1: FlieRbild der Mikroreaktoranlage mit den am Anfang zu ermittelnden Parametern (grau unterlegt).

Zur Konstruktion des Mikromischers wurden verschiedene Aspekte wie Dimension, Kanal-
guerschnitt, Werkstoff, Wechselwirkung Losungsmittel/Partikel-Reaktorwand betrachtet. Die
Anforderungen an den Reaktorwerkstoff sind grof3, da nicht nur die Herstellung kostengtins-
tig sein soll. Insbesondere sollte der Werkstoff die Partikelsynthese z.B. durch sekundare
Keimstellen nicht beeinflussen und auch mit den Partikeln selbst mdglichst wenig wechsel-

wirken, um Verblockungen zu vermeiden.

Bei der Herstellung von Silber-Nanopartikeln war weiterhin der Aspekt der Chemikalienbe-
standigkeit vor allem im Hinblick auf die Reinigungslésungen (hochprozentige Salpetersaure)
zu beachten. Fir die Werkstoffversuche zur Materialbestandigkeit wurden drei Mikromischer
mit identischer Struktur (T-Mischer, quadratischer Querschnitt 400um x 400um Kantenlange,
gleiche Lange des Verweilers 55mm) gefertigt, siehe Abbildung 2. Es wurden ein Glas-, ein
Kunststoff (PEEK)- und ein Edelstahlmischer getestet. Der Kunststoffmischer stellte sich als
bevorzugtes Material heraus, da dieser Werkstoff bei der Synthese selbst und dem anschlie-
Renden Reinigungsschritt am unempfindlichsten in der Handhabung war und die Partikelei-
genschaften konstant gehalten werden konnten. Aufgrund der groRen Neigung der Nanopar-

tikel, an der Reaktorwand zu haften (Fouling), wurden hinreichend grof3e Querschnitte ge-
12



Abschlussbericht UMSICHT, Universitat Bremen, FKZ 03X0091A

wahlt, um einer Verblockung vorzubeugen. Es ist, je nach Verweilzeit und Kanalquer-
schnittsgeometrie, ein Mindestdurchmesser von 500 ym zu empfehlen. Als am besten pas-
sende Kanalquerschnittsgeometrie stellte sich die kreisrunde Form heraus. Durch die feh-
lenden Ecken im Querschnittsprofil konnte die Partikelanlagerung deutlich reduziert werden.

Abbildung 2: T-uMischer aus unterschiedlichen Werkstoffen mit identischen Dimensionen, von links Borotsilikat-
glas (Fa. Little Things Factory), PEEK und Edelstahl (Eigenproduktion).
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Abbildung 3: Verringerung der inversen relativen Mischgite (gemessen als Farbintensitat der Vil-
lermaux/Dushman-Produktlésung) in Abh&ngigkeit von der Reynoldszahl Re. Je effizienter die Durchmischung,
desto geringer die Farbintensitat der Produktlésung. Der gewéhlte Reynoldsbereich stellte den Ubergang vom
streng laminaren Strémungsprofil zum Engulfmentbereich dar (MW + SD).
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Eine entscheidende GroRRe bei der Auslegung des Mikromischers ist die Mischgite, welche
mit Hilfe der Villermaux/Dushman-Reaktion ermittelt wurde. Im Allgemeinen liegt in einem
Mikromischer eine laminare Strdomung vor, welche oft mit Hilfe von konstruktiven Elementen
durchbrochen oder z. B. mit Segmented Flow umgangen wird. Fur eine enge PartikelgroRen-
verteilung ist es wichtig, dass die Keimbildung homogen erfolgt, da bei heterogener Nuklea-
tion das Partikelwachstum zeitlich versetzt eintritt. Neben den konstruktiven Moglichkeiten,
der Keimbildung entgegenzuwirken, ist es auch mdglich, bei einem einfachen T-Mischer die
Mischgute deutlich zu erhéhen.

Mischgiite steigt

Mikroreaktor Minireaktor
<€ >
0,25 1
T
0,2 - i
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|
0 T T
T-Mischer T-Mischer T-Mischer T-Stiick T-Stlick T-Stiick
PEEK Glas Edelstahl PEEK di=0,5mm  PFAdi=1,58mm PEEK di=1mm
quadratisch quadratisch quadratisch kreisrund kreisrund kreisrund
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Abbildung 4: Relative Mischgiite (gemessen als Farb-Intensitéat der Villermaux/Dushman-Produktlésung) fur un-
terschiedliche Mischertypen, Re-Zahl = 227

Zunachst wurden verschiedene Volumenstrome getestet, um den Ubergang vom streng la-
minaren Stromungsprofil zum Engulfmentbereich aufzuzeigen. Ab einer Reynoldszahl von
ca. 180-200 setzt das sogenannte Engulfment ein. Hierbei ,kreuzen® sich die Strdmungsla-
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mellen, wodurch die Mischgtte erhéht wird (siehe Abbildung 3). Aus diesem Grund sind alle
Volumenstrome so zu wahlen, dass eine Reynolds-Zahl von mindestens 200 erreicht wird.

Eine signifikante Steigerung der Mischgite durch die Ecken im quadratischen Quer-
schnittsprofil konnte nicht festgestellt werden (Abbildung 4). Jedoch wird deutlich, dass bei
.echten Mikroreaktoren® (innere Dimension betragt maximal 1 mm) eine bessere Durchmi-
schung als bei Mini-Reaktoren (innere Dimensionen wenige Millimeter) vorliegt. Dem entge-
gen steht die zuvor erwdhnte Verblockungsneigung. Ferner galt es bei der Wahl der Quer-
schnittsgeometrie darauf zu achten, dass die Anlagerungen bereits aus elementarem Silber
bestehen oder nanopartikular sind. Im letzteren Fall lieRen sich die Anlagerungen unter Um-
standen durch gentigend hohe Abrasion wieder losen.

Die Ermittlung der optimalen Versuchsparameter fir die kontinuierliche Synthese im
Mikroreaktor erfolgte mittels des in Abbildung 1 dargestellten Versuchsaufbaus. Wie wichtig
die Beachtung des Reaktor-Foulings ist, zeigte ein Vorversuch mit einer wassrigen Silber-
Nanopartikelsynthese. Innerhalb von Sekunden anderte sich der mittlere Partikeldurchmes-

ser, wie in Abbildung 5 dargestellt.

quantity/~

/\.

Anzahlverteilung/ -

1 10 dp/nm 100
Hydrodynamic diameter/nm

Abbildung 5: Veranderung des Nanopartikeldurchmessers Uber die Zeit bei steigendem Foulingbelag an der Re-
aktorinnenflache. Hier gezeigt bei der Synthese von AgNP in einem Interdigital-Glas-Mischer.

Unter diesen Bedingungen waren reproduzierbare Partikeleigenschaften im groRen Herstel-
lungsmalistab nicht méglich. Sind jedoch die geeigneten synthese-spezifischen Systempa-
rameter gefunden, kdnnen gut reproduzierbare Eigenschaften gewahrleistet werden. Ergeb-

nisse fur eine geeignete Kombination von Systemparametern sind zu ermitteln. Es zeigte
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sich, dass die Erh6hung der Reynoldszahl das Reaktorfouling minimierte, vermutlich l6sen
sich nanopartikulare Ansammlungen an der Oberflache durch die Abriebskrafte der Stro-
mung wieder.

Herstellung von AgNP-Dispersionen mit Gluconat-Coating oder Glutathion-Coating

Synthese von AgNP mit weniger toxischen Edukten (,griine“ Nanopartikelsynthesen) benut-
zen z.B. Glucose als Reduktionsmittel. Die oxidierte Form der Glucose, das Gluconat, liegt
dann als stabilisierender Ligand auf der Oberflache der AgNP vor. Die Herstellung der Glu-
conat-stabilisierten AgNP-Dispersionen erfolgte im Mikroreaktor. Es wurde mit der Variation
der Systemparameter gezeigt, dass mit steigender Reynoldszahl, d.h. mit steigender Misch-
gute, die Partikeldurchmesser kleiner werden und die Breite der GroRenverteilung schmaler
wird (Abbildung 6). Derselbe Effekt fiel bei der Referenz-Synthese von Bariumsulfat noch

deutlicher aus, d. h. der hydrodynamische Partikeldurchmesser verringerte sich zugiger.

Im Vergleich der Mini- und Mikromischer (Abbildung 4) ist zwar die Mischgute bei Mikroreak-
toren besser, jedoch zeichnet sich ein Unterschied in der Partikelgrof3e nur tendenziell ab
und ist nicht signifikant (Abbildung 7). Die Reproduzierbarkeit der durchgefiihrten Synthese
war sehr gut. Schon bei nur drei wiederholten Synthesen ergab sich bei einem mittleren hyd-
rodynamischen Durchmesser d,, = 72 nm eine Standardabweichung der mittleren Durch-
messer von nur 4 nm (CUMU Algorithmus). Zudem wird aus dem Vergleich der TEM Bilder
von AgNP aus Batchsynthesen mit AQNP aus Mikroreaktorsynthesen deutlich, dass mit der
Mikroreaktionstechnik schmalere Gré3enverteilungen erreicht werden kénnen (siehe Abbil-
dung 8). Des Weiteren waren die Partikelformen bei der Mikroreaktionstechnik néaher an der

idealen Kugelform.
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Abbildung 6: Charakterisierung der AgNP (Gluconat-Coating) mit DLS in Abh&ngigkeit von der Reynoldszahl bei
der Synthese (CUMU Algorithmus). Die Mischgdite ist hier dargestellt mit Hilfe der Villermaux/Dushman-Reaktion.
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Abbildung 7: PartikelgréRen und deren Verteilungsbreite synthetisiert in verschiedenen Mischern.
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Abbildung 8: Auswirkung der Reaktionsfuhrungen als Batch- und als Mikroreaktor auf die PartikelgroRen-
verteilung und die Partikelform.
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Abbildung 9: Die PartikelgrofRe zeigt keine signifikanten Abh&ngigkeiten von der Verweilzeit, der Kon-
zentration und der Temperatur. Allerdings nimmt die Streuung der GroR3enverteilung mit ansteigender
Temperatur deutlich ab.

Syntheseroute und Umfunktionalisierung

Eine alkalische Glucoselésung, deren Glucosekonzentration 42,32 mM (mit NaOH 2,82 mM)
ist, wurde mittels einer Mikrozahnringpumpe (110 mL/min) und einer Silbernitrat-Lésung
(AgNO3; 4,64 mM) mittels einer Spritzenpumpe (7,81 mL/min) zum Mischer geférdert. Beide
Ldsungen wurden zuvor mit MilliQ-Wasser angesetzt. Als Mischer diente ein Kunststoff T-
Stuck (Perfluoralkoxylalkan, PFA) mit einem Innendurchmesser von 1,58 mm. Die fertige
Reaktionslésung durchfloss dann eine 2700 mm lange PFA-Kapillare mit 1,58 mm Innen-
durchmesser, die mit Hilfe eines Wasserbades auf 40 °C temperiert wurde (Versuchsaufbau
analog zu Abbildung 1), wobei bei einer Reynolds-Zahl von 2404 die mittlere Verweilzeit der

Reaktionslésung 2,7 s betrug.

Als ,grines Coating von AgNP und stabilisierender Ligand wurde das Tripeptidmolekil
Glutathion eingesetzt. Das Glutathion-Coating erfolgte mit 50% der AgNOs der urspriingli-
chen Synthese Konzentrationsmenge. Fir die Umfunktionalisierung wurden 50 mL einer
0,3% Gluthation-L6sung (w/w) in einem Kolben vorgelegt und mit 450 mL der frisch syntheti-
sierten AgNP-Dispersion aufgeflllt. Die Verweilzeit bis zum Aufbereitungsschritt betrug 5
min. Die Aufbereitung der Dispersionen mittels Dialyse gegen Milli-Q-Wasser (entionisiertes,
staub- und keimfreies Wasser, MQ-H,0) diente der Entfernung Uberschiissiger Edukte. Nach
der erfolgreichen Dialyse liegen die AgNP im wassrigen Loésungsmittel vor. Zur Vorbereitung
und Konservierung der Proben fir die Bestimmung des tatséachlichen Silbergehalts (und da-
mit der Ausbeute) mittels Atomabsorptionsspektroskopie (AAS) wurden 10 pL einer 1%-

HNO;-LOsung zu 100 pL der dialysierten AgNP-Dispersionen gegeben.
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Die gemessenen Silberkonzentrationen betrugen etwa 50% der Nominalkonzentration fur
beide Lésungen, d.h. 11,8 mg/L (£ 0,1 mg/L) fur die Gluconat- und 4,6 mg/L (= 0,1 mg/L) fir
die Gluthation-gecoateten AgNP. Die Ergebnisse der Charakterisierung der synthetisierten
AgNP sind in der Tabelle 1 aufgefuhrt.

Das Aufbringen des Liganden 11-Mercaptoundecansaure erfolgte ebenso wie die Synthese
bei einer Temperatur von 40 °C. Es wurden von einer 5,7 mM Mercaptoundecansaure-
Losung 20 mL in einem temperierten Kolben vorgelegt. Die frisch synthetisierte AgNP-
Dispersion wurde tber eine Schlauchpumpe hinzu dosiert (100mL, 7mL/min). Die vermeng-
ten Eduktlésungen wurden bei 40 °C Uber einen Zeitraum von 90min gerihrt. Die enge Gro-
Renverteilung der AGNP anderte sich durch diese Prozedur nicht.

Tabelle 1: Charakterisierung der synthetisierten AgNP mit Lichtstreumethoden (DLS & ELS; MW £ SD)

Synthese Stufe Hydrodyn. Zetapotential pH
Durchmesser [mV]
(CUMU) [nm]
AgNP + Rohprodukt 69+6 42 +12 10,9+0,2
Gluconat dialysiert 72+4 -30+£3 54+0,2
AgNP + Rohprodukt 67 +7 -48 £ 4 9,604
Glutathion dialysiert 64 £5 -34+5 51+0,1
AgNP + Rohprodukt 805 45+ 2 9,9+0,1
Mercapto- dialysiert 7917 507 6,2+0,1
undecansaure

Herstellung von AgNP nach der Methode des Partners UM

Die Synthese von AgNP in Ethanol nach der Vorschrift von Mari et al. (2010) lie3 sich nur
anteilig auf kontinuierliche Mikroreaktionstechnik umstellen. Denn nur der eigentliche Syn-
theseschritt konnte im Mikroreaktor durchgefiuihrt werden (Abbildung 10), wahrend sich fir
die folgenden Aufarbeitungsschritte (Reinigung, Trocknung, Polymer-Coating) aufgrund ihrer
Komplexitat nur Batch-Verfahren als sinnvoll erwiesen. Dieses bedeutete vor allem im gro-
Ben Herstellungsmafstab einen erhdhten Zeitaufwand und wurde nicht weiter verfolgt. Die
Synthesevorschrift wurde soweit wie moglich bei der Prozessubertragung auf den Mikroreak-
tor ibernommen, d.h. Verweilzeit, Temperatur und Konzentrationen wurden konstant gehal-

ten, da Nanopartikel-Synthesen meist sensibel gegeniiber Parameteranderungen reagieren.
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Vor der Ubertragung der AgNP-Synthese auf den Mikroreaktor ist vorab der Ligand Sodium
S-Dodecylthiosulfate (SDTS) zu synthetisieren (Mari et al. 2010). Der erste Synthese-Schritt
wird bei dem Transfer auf den kontinuierlichen Prozess unterteilt in die Féallung und die an-
schlielBende Verweilzeit von 3 Stunden. Wahrend die Fallung auf den Mikroreaktor Ubertra-
gen wurde, wurde der folgende Schritt aufgrund der fur Mikroreaktoren sehr langen Verweil-
zeit von 3 h weiterhin im Batch-Prozess durchgefuhrt (siehe Abbildung 10).

Eding’ - \(udCad gt dingtd

Synthese Fallung 3 hrihren Waschen Trocknen
SDTS AgNP mit Ascorbinsadure

¥
—

Abbildung 10: Verfahrensschritte bis zum Vorliegen der getrockneten AgNP, inklusive der Synthese des Liganden
SDTS. Die Fallung wurde im Mikroreaktor durchgefihrt, die Gbrigen Schritte als Batch-Prozesse durchgefiihrt.

Zunachst wurden Fallungsversuche bei unterschiedlichen Mischgiten bzw. Mischzeiten
durchgefiihrt, welche stets inhomogene Ergebnisse zur Folge hatten. Daher wurde vermutet,
dass der entscheidende Schritt zur Festlegung der PartikelgréRe die lange Verweilzeit im
Anschluss an die Fallung ist. Die Einstellung stets reproduzierbarer, konstanter Ausgangsei-
genschaften vor der langen Verweilzeit schien hier nicht erforderlich zu sein. Dies bedeutete,
dass es sich hier um ein ,Top down“-Prinzip handelte, bei dem die Nanopartikel bzw. Agglo-
merate ,klein gekocht® werden.

Die Partikeleigenschaften nach unterschiedlichen Zeitraumen im Verweilzeit-Schritt wurden
zur Bestatigung des ,Top down“-Prinzips untersucht. Fir die Auswertung wurden nicht auf-
gereinigte Proben (nicht befreit von gréferen Agglomeraten) herangezogen, da die Agglo-
merate hier ebenso von Interesse waren. Bei der Auswertung der DLS-Messungen kam die
NNLS-Methode zur Bestimmung der Groéfzenverteilungen der AgNP-Dispersionen zum Ein-
satz, da bei der Auswertung mit der Kumulanten Methode bei multimodalen Verteilungen

nicht zwischen den unterschiedlichen GréRenklassen differenziert werden konnte.
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Abbildung 11: Veranderung des mittleren Partikeldurchmessers nach unterschiedlichen Verweilzeiten. Blau:
AgNP-Durchmesser bestimmt mittels NNLS-Methode. Rot: Partikeldurchmesser lber alle GroRenverteilungen
inklusive Mikro-Agglomerate (Cumulant Method). Grin: Mindest-Verweilzeit bis zum Erreichen des minimalen
Durchmessers

In Abbildung 11 ist das ,Top down®“- Prinzip klar zu erkennen, mit zunehmender Verweilzeit
verminderte sich die Partikelgrof3e bis sie schlie3lich konstant blieb (AgNP-NNLS). Daraus
folgte eine bendtigte minimale Verweilzeit von 120 min, welche allerdings fur einen Einsatz
des Mikroreaktors noch deutlich zu hoch ist. Im darauffolgenden Schritt folgte dann das Up-
Scaling der AgNP-Synthese. Auch hatte es sich gezeigt, dass der Einsatz eines Mikroreak-
tors bei dieser Synthese auf die Qualitat der gefallten Partikel keinen mafigeblichen Einfluss
hat.

Das Up-Scaling der Liganden-Synthese von Natrium S-Dodecylthiosulfat (SDTS) um den
Faktor 10 auf 1L Gesamtvolumen im diskontinuierlichen Prozess wurde erfolgreich im Kol-
ben durchgefuhrt. Die mit dem in unterschiedlichen Mal3stéaben hergestellten SDTS syntheti-
sierten AgNP besitzen in der DLS jeweils ahnliche mittlere Partikelgréf3en und Standardab-

weichungen, d.h. ein Up-Scaling ist trotz der langen Verweilzeiten im Kolben durchfiihrbar.
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2.1.2 Arbeitspaket 1.2.2:
Begleitanalytik zu den Arbeitspaketen 1.2.3und 2.3.1 —2.3.2

Ziel dieses Arbeitspaketes war die genaue Charakterisierung und quantitative Analytik aller
untersuchten Silber-Nanopatrtikel Gber die gesamte Projektlaufzeit. Dabei standen folgende
Aspekte im Mittelpunkt der analytischen Fragestellungen: (1) Charakterisierung der NP in
den Testmedien bevor diese mit den biologischen Testsystemen in Kontakt kommen, (2)
Charakterisierung der NP aus den verschiedenen Testmatrizes, nachdem die NP mit biologi-
schen Systemen in Kontakt waren, (3) Entwicklung von geeigneten Methoden, um NP in
komplexen Umweltmedien (z.B. Klarschlamm, Waschabwasser, Boden) nachweisen und

charakterisieren zu konnen.

Der Projektpartner VdW koordinierte dieses Arbeitspaket. Dazu gehdrten insbesondere die
Zusammenfihrung und die Kommunikation der erzielten Ergebnisse an die anderen Projekt-
partner. Zusatzlich wurden Fragestellungen hinsichtlich der Analytik aus anderen Arbeitspa-
keten, besonders aus denen der Herstellung der Partikel und denen der toxikologi-
schen/6kotoxikologischen Testung, gesammelt und bearbeitet. Des Weiteren wurde die Ent-
wicklung, Betreuung und Durchfihrung der Charakterisierung und Quantifizierung von NP
sowohl in biologischen Medien (vor der Testung) als auch von Proben aus der Mikroreaktor-
synthese (siehe AP 1.1.1) vom Projektpartner Gbernommen. Als Methoden kamen dabei
Atomabsorptionsspektroskopie (AAS), Dynamische Lichtstreuung (DLS) und die Messung
des Zetapotentials zum Einsatz, mit denen gezielt die Parameter Agglomerationsgrad, Gr6-
Be/Form und der Silbergehalt der NP bestimmt wurden. Der Projektpartner sorgte fur eine
enge Rickkopplung zum Arbeitspaket 1.1.1 zur kontinuierlichen Verbesserung und Quali-
tatssicherung der hergestellten Nanopartikel. Die Methoden Transmissionselektronenmikro-
skopie (TEM) und die Dichtegradientenzentrifugation (DCS) kamen nicht Uber den weiter
oben beschriebenen Umfang zum Einsatz. Die DCS wurde zunachst fir die Messung der
PartikelgroRenverteilung der zu Beginn des Projektes verabredeten Standardpartikel benutzt,
wobei sich aber zeigte, dass eine grof3e systematische Diskrepanz zwischen den Ergebnis-
sen der DLS- und der DCS-Methode bestanden hat. Zudem wurde festgestellt, dass die
Dauer der DCS-Messung der PartikelgréRenverteilung im unteren Nanometerbereich sehr
lang wurde. Daher wurde unter Berlicksichtigung der groRen Anzahl von zu charakterisie-
renden Proben auf diese Methode verzichtet und sich auf die Dynamische Lichtstreuung mit

der Unterstiitzung der UV/VIS-Spektroskopie beschrankt.
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Dynamische Lichtstreuung (DLS) und Zetapotentialmessungen

Zu Beginn des Projektes wurde verabredet, dass zur Abstimmung der Charakterisierungs-
methoden und der standard operation procedures (SOP) fur die Bestimmung des hydrody-
namischen Durchmessers dy (DLS) und des Zetapotentials ¢ in einem ersten Schritt von der
Arbeitsgruppe Parak (UM) synthetisierte und charakterisierte Goldnanopartikel in den drei
Arbeitsgruppen UM, TUDr und VdW untersucht werden sollten. Dem sollten dann die als
Standard verabredeten Silbernanopartikel folgen. AuRerdem wurde die Methode der Sedi-
mentationsanalyse benutzt zur Bestimmung des hydrodynamischen Durchmessers dys
(Partner TUDr und IWT). Die ersten Ergebnisse dienten zur Festlegung der SOP fir diese
Methoden auf dem Projekttreffen im Februar 2011 in Marburg. Die verschiedenen Methoden
zeigten unterschiedlich stark voneinander abweichende Ergebnisse. Zusatzlich dazu hatte
die Auswahl der Auswertungsmethode der DLS-Messungen einen starken Einfluss auf die
Ergebnisse. Die einfache und robuste Auswertung mit der Kumulanten-Methode (CUMU)
wertet die Korrelationsfunktionen der DLS unter Annahme einer monomodalen GréfRenvertei-
lung (mit Mittelwert, d.h. kumulativ, und Polydispersitatsindex PI) aus, wohingegen die non-
negative-least- square- (NNLS)-Methode polymodale GrolRenverteilungen bei der Auswer-

tung der Korrelationsfunktionen zulasst und dadurch weniger robust ist.

Zudem gab es groRe Abweichungen der Ergebnisse der Sedimentationsanalyse von denen
der Dynamischen Lichtstreuung. Hier sei als Beispiel die Tabelle 2 mit den Ergebnissen fir

die verabredeten Goldnanopartikel des Partners UM aufgefthrt.

Tabelle 2: Daten der Charakterisierung der Goldnanopartikel UM (TEM, DLS, Sedimentation, Zetapotential)

Methode / Partner UM TUDr Vdw
TEM <d> 4.6 nm - -

DLS cumulants dycumu - 201 nm 42 +9 nm
DLS cumulants PI - 0.36 0.24 £0.12
DLS NNLS intensity dmax ~22nm ~20 nm ~ 16 nm
DLS NNLS number dy 12 nm - 12+2nm
Sedimentationsanalyse dy s - ~3nm 3.1+0.8nm
¢ in H,O -34.5 mV - -118 £ 12 mV
¢ in 1mM NaCl - - -45+2 mV

Da die im Projekt vorhandenen Gerate zur Dynamischen Lichtstreuung nur bei einem Streu-
winkel messen, wurden als erganzendes Experiment die JRC-Standardpartikel NM300K in
einem MALS Aufbau charakterisiert. Die intensitdtsgewichteten Haufigkeitsverteilungen der

einzelnen Winkel waren bimodal bis trimodal.
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Die winkelgemittelten Ergebnisse dieses Experiments fir die jeweils starksten Moden der
Verteilungen ergaben fir den hydrodynamischen Durchmesser 72 + 44 nm. Im Vergleich
dazu ergab sich (siehe auch weiter unten) mit der spater etablierten DLS-SOP der Standard-
partikel NM300K ein hydrodynamischer Durchmesser von 43 + 10 nm in Wasser (10 mg
Ag/L, NNLS-Algorithmus).

Um einen Entwurf fir eine DLS-SOP auszuarbeiten, wurden drei Standardpartikeldispersio-
nen ausgewdahlt (NanoXact 10 nm, Nanosphere 40 nm, Nanosphere 100 nm) und von den
Partnern VdW, TUDr, UM und IME charakterisiert. Als Hintergrundelektrolyt wurde 10 mM
NaCl gewéhlt nach der Empfehlung des NIST (Hackley et al. 2010, NIST-NCL PCC 1). Die
Ergebnisse sind in der Tabelle 3 zusammengefasst, wobei der Standard NanoXact nicht
Uber den Zeitraum der Experimente stabil war und aus diesem Grund nicht bertcksichtigt

wurde.

Die Ergebnisse fur die hydrodynamischen Durchmesser lagen alle leicht Gber den Werten
der Herstellerangabe der Durchmesser. Samtliche gemessenen Durchmesser der jeweiligen
Proben zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Projektpartnern. Das gleiche
galt fur die Werte des Polydispersitatsindex. Mit diesen Ergebnissen konnte die im 2. Zwi-
schenbericht dargestellte DLS-SOP als etabliert betrachtet werden. Die DLS-SOP ist im An-
hang aufgefihrt.

Tabelle 3: Zusammenfassung der DLS-Ergebnisse zu den Standardpartikeln von drei unabhéngigen Messreihen
der Projektpartner (Hintergrundelektrolyt 10 mM NacCl). Aufgefiihrt sind die Mittelwerte und die Standardabwei-

chungen der Kumulantenauswertung, d.h. der z-average des hydrodyn. Durchmessers d und die Polydispersitéat
PI.

Standard Vdw TUDr UM IME
Nanosphere d[nm] 409+15 43429 41107 43625
40 nm P1 PI 0.13+0.04 0.13+0.04 0.07+0.03 0.15+0.06
Nanosphere d[nm] 448 £5.1 469+4.7 418+1.2 446 2.0
40 nm P2 PI 0.17+0.09 0.15+0.07 0.08+0.04 0.17 +0.04
Nanosphere  d[nm] 1124+76 1085+39 1049+11 108.8%x3.7
100 nm PI 0.08+0.05 0.07+0.06 0.01+0.01 0.04+0.03

Aufbauend auf der SOP fir die Bestimmung der Partikelgréf3enverteilung mit der Dynami-
schen Lichtstreuung und den Vorschlagen des NCL (Clogston et al. 2009, NCL Method
PCC-2) wurde vom Partner VdW die SOP flrr die Messung des Zetapotentials formuliert. Zur
Uberprufung der SOP wurde eine Standardpartikeldispersion (PS-Latex in 10 mM Hinter-
grundelektrolyt gepuffert bei pH 9.1) von den Partner TUDr, UM und BGR analysiert (Tabelle
4). Die Werte liegen alle bei ungefahr -50 mV ohne signifikante Unterschiede zwischen den

Ergebnissen der Partner. Die somit etablierte Zetapotential-SOP ist im Anhang aufgefihrt.
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Tabelle 4: Ergebnisse des Ringversuchs zur Messung des Zetapotentials.

Partner Methode Probe (Nominal Zetapotential pH
Konz.) [mV]

VdwW ELS PS-Latex (50 pg/L) -50.5 £ 3.2 9.1

TUDr LSM PS-Latex (50 ng/L) -51.2+6.7 9.1

BGR ELS PS-Latex (50 pg/L) -50.1+1.3 8.8

UM ELS PS-Latex (50 pg/L) -49.4 + 6.6 8.5

Numerische Speziierung der biologischen Testmedien

Zur Vorbereitung der Charakterisierung der Silbernanopartikel in den biologischen Test-
medien wurden den Arbeiten von Liu et al. (2010) und Jin et al. (2010) folgend numerische
Berechnungen der chemischen Gleichgewichtslage und der Konzentrationen der unter-
schiedlichen Silberspezies in den Medien mit der Software PHREEQCi [v. 2.18, USGS]
durchgefuhrt. Zunachst wurde die Speziierung der Testmedien mit PHREEQCi ohne Silber
berechnet. Erste Berechnungen konnten einige organische Bestandteile der Testmedien
noch nicht berlcksichtigen. Die wichtigsten redoxwirksamen Komponenten wie Glucose,
Acetat und Ascorbinsédure wurden in einem spateren Schritt in die verwendete Datenbank
minteqv4.dat der PHREEQCi eingearbeitet. Die im Gesamtverbund verwendeten Test-
medien sind in der Tabelle 5 zusammen mit ihren wichtigsten Komponenten und der berech-
neten lonenstarke aufgefuihrt. Die gewonnen Daten fur die lonenstarken erlaubten der
DLVO-Theorie folgend die kolloidale Stabilitdt von Nanopartikeln in den Medien abzuschéat-
zen (Filser et al. 2013a). Zusatzlich dazu erlaubte die numerische Berechnung der Test-
medien auch die Abschatzung der chemischen Stabilitat von Silbernanopartikeln gegen Auf-
[6sung durch Oxidation und die Abschatzung der geltdsten Silberionenkonzentrationen im
Gleichgewicht und deren unterschiedlichen Spezies (z. B. l6sliche hohere Silberchloridkom-
plexe). Zudem konnte mit dieser Methode abgeschatzt werden, ob in einem Medium zuvor in
Stammldsungen geldste Silberionen mit Medienkomponenten im Test ausfallen (z.B schwer-
I6sliches Silberchlorid; Abb. 12; s.a. Filser & Kdser 2013).
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Tabelle 5: Auflistung der Testmedien mit ihren Hauptkomponenten und lonenstérken. Die Berechnung erfolgte mit
PHREEQCi (v2.18). Nicht berticksichtigt wurden (da sie nicht in der Datenbank enthalten waren): Aminosauren,
Proteine, Harnstoff, Saccharose und Vitamine. Komponenten, die potentiell oxidierend wirken, sind rot einge-
farbt,potentiell reduzierend wirkende Komponenten griin.

Test Hauptkomponenten lonenstarke
[mM]
Anabaena flosaquae = NaNOj;, NaHCOj3;, MgCl,, MgSO, 1.0
(Cyanobakterium)
Pseudokirchneriella NaHCO3;, NH,CI, CaCl,, MgSO, 1.7
subcapitata
(Grunalge)
Pseudokirchneriella NaHCO3;, NH,CI, CaCl,, MgSO, 4.6
S. UBA mod.
Myriophyllum s. Saccharose, KNO3, Ca(NOs),, MgSO, 5.0
(Tausendblatt)
Elendt M7 (Daphnien) CaCl,, NaHCO3;, MgSO,4, NaNO; 8.3
Danio rerio CaCl,, NaHCO3;, MgS0O,, KCI 8.4
(Fischembryo)
Elendt M4 chronisch CaCl,, NaHCO3;, MgS0O,, NaNO; 8.6
(Daphnien)
Lemna minor KNO3, Kaliumphosphat-Puffer, 9.3
(kl. Wasserlinse) Ca(NOy),
Arthrobacter globi- NaCl, Glucose, Proteine 11.4
formis (Boden-
bakterium)
Scenedesmus vacuo- NaCl, KNO3, Natriumphosphat-Puffer 25.4
latus (Griunalge)
Enzyminhibition von Natriumphosphat-Puffer, NaHCO; 52.3
Acetylcholinesterase
AchE
Klarschlammmedium  Proteine, Harnstoff, Kaliumphosphat- 71.1
Puffer, NaCl
RPMI Zellkulturmedi-  NaCl, Natriumphosphat-Puffer, Na- 144 .4
um (IPC-81 Zellen) HCO3, Glucose, KCI, Aminosauren,
Proteine
Enzyminhibition von Kaliumphosphat-Puffer 205.9
Glutathionreduktase
GR
Belebtschlamm Natriumacetat, Kalium- 207.8
Natriumphosphat-Puffer, NaNOs, As-
corbinsaure
Vibrio fischeri NaCl, Kalium-Natriumphosphat-Puffer 385.9

(marines Bakterium)
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Abbildung 12: Numerische Speziierung einer 1 mM Silbernitratldsung als Funktion der Chlorid-Konzentration.

Ahnlich wie bei Liu et al. (2010) wurden die Silberspezies numerisch berechnet fiir eine
1 mM Silberlésung mit unterschiedlichen Chlorid-Konzentrationen (dargestellt in Abbildung
12). Fur die meisten Testmedien im Projekt liegen die Chlorid-Konzentrationen in dem Be-
reich, wo ein Grof3teil des Silbers im Gleichgewicht ausfallt als Silberchlorid. Erst bei grol3e-
ren Chlorid-Konzentrationen ab 0,3 mol/L liegt der Grof3teil des Silbers im Gleichgewicht als
geldste hohere Silberchlorid-Komplexe vor. Erst die Auftragung mit der Variation der Silberni-
trat-Konzentration bei sonst gleichbleibender Medienzusammensetzung machte klar, wie
stark das Loslichkeitsgleichgewicht Einfluss haben konnte auf die wirksame Dosis in den
toxikologischen Untersuchungen. Bei der Bestimmung der ECso-Werte wird im Allgemeinen
die Konzentration des zu testenden Stoffes variiert und dann die Wirkung auf die Testorga-
nismen bestimmt. Dabei wird davon ausgegangen, dass die Einwaage des Stoffes in die
Testldsung der Konzentration entspricht. Fallt aber, wie fir Silbernitrat gezeigt in Abbildung
12, ein GroRteil der wirksamen Substanz (hier geloste Ag*) aus und ist den Testorganismen
nicht mehr zugénglich, ist die etablierte Methodik der ECs-Werte Bestimmung auf Basis der

Nominalkonzentrationen in Frage gestellt.
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Aufbauend auf diese Feststellungen wurde fir unterschiedliche Zugaben von metallischem
Silber (als Modell fur Silbernanopartikel) zu den Testmedien die Speziierung numerisch ab-
geschatzt. In Abbildung 13 sind die Ergebnisse fir metallisches Silber im Testmedium fur die
Grinalgen Scenedesmus vacuolatus dargestellt. Die Berechnungen ergaben, dass fur Sil-
berzugaben unterhalb von 3 mM (ca. 300 mg/L) das Silber chemisch nicht stabil ist und im
Gleichgewicht vollstandig oxidiert vorliegt. Zudem liegt im Gleichgewicht ein Groliteil des
oxidierten Silbers als schwerlgsliches Silberchlorid vor (bis ca. 2 pM herunter). Als wichtigste
Reaktionspartner dienten im Medium im Wesentlichen das vorhandene Nitrat (8 mM) und
das Chlorid (8,2 mM). Nur in Konzentrationen oberhalb von 3 mM ist das metallische Silber
im Medium auf das Gleichgewicht bezogen chemisch stabil. Wie schnell die Oxidationsreak-
tion fur die Auflosung des metallischen Silbers und wieviel geldstes Silber neben den zu tes-
tenden Silbernanopartikeln in den Testmedien vorliegt, war eine wichtige Fragestellung fur

die Bewertung der Ergebnisse der toxikologischen Tests.
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Abbildung 13: Numerische Speziierung von unterschiedlichen Zugaben von metallischem Silber (aufgetragen auf
der x-Achse) zu dem Testmedium fur Scenedesmus vacuolatus. Auf der y-Achse sind die Konzentrationen der
unterschiedlichen Silberspezies.
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Die in Abbildung 13 dargestellten Konzentrationen der Silberspezies entsprechen unterhalb
von 0,5 mM (ca. 50 mg/L) sehr gut den Ergebnissen fur Zugaben von Silbernitrat zu diesem
Testmedium. Anhand dieses Teils der Abbildung kann das Gleichgewichtsverhalten von Sil-
bernitrat in diesem Testmedium diskutiert werden. Unterhalb von 1 pM (ca. 100 pg/L) ent-
spricht die abgeschatzte geldste Silber-Konzentration den Einwaagen. Oberhalb der Zugabe
von 1 pM Silbernitrat ist das Loslichkeitsprodukt von Silberchlorid erreicht und weitere Zuga-
ben von Silbernitrat kbnnen die geldste Silber-Konzentration nicht erhéhen. Dies Verhalten
der Plateaubildung konnte ahnlich bei vielen anderen Chlorid enthaltenden Medien bei der
numerischen Speziierung beobachtet werden, wobei die Lage des Plateaus von der Chlorid-
konzentration abhing. In anderen Testmedien sind Komponenten vorhanden, die Silberionen
reduzieren kénnten. Die numerische Berechnung der Zugabe von Silbernitrat zum Arthrobac-
ter-Medium nach dem gleichen Schema wie in Abbildung 13 zeigte den Einfluss von Glucose

auf die chemische Stabilitat von gelosten Silberionen.
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Abbildung 14: Numerische Speziierung von unterschiedlichen Zugaben von Silbernitrat (aufgetragen auf der x-
Achse) zu dem Testmedium fiir Arthrobacter globiformis. Auf der y-Achse sind die Konzentrationen der unter-
schiedlichen Silberspezies.

In Abbildung 14 werden die Gleichgewichtsspezies fir zunehmende Silbernitratzugaben zum
Arthrobacter-Medium dargestellt. Fur die Zugabe von Silbernitrat unterhalb von ca. 2 mM

(dargestellt als senkrechte Linie) ist die Glucose bestimmend fir das Redoxpotential des
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Systems. Die Silberionen und Nitrationen werden von der Glucose nahezu vollstédndig zu
Ammoniumionen (NH,") und zu metallischem Silber Ag® reduziert. Ab ca. 2 mM AgNOs-
Zugabe ist das Nitrat des Silbernitrat bestimmend. Die Glucose wird nahezu vollstandig zu
Gluconat oxidiert und das Silber liegt anfanglich fast vollstandig als gefalltes Silberchlorid
(AgCls) vor. Fur hohere Silbernitratzugaben ab ca. 30 mM nimmt die Konzentration von ge-
falltem Silberchlorid nicht mehr zu (Abknicken der Datenpunkte Ag”precip-), Weil das Chlorid
fast komplett aus dem Medium geféllt wird, und es liegen zunehmend hoéhere Konzentratio-
nen der geldsten Silberspezies vor, dies vor allem als Ag ™.

Agzs addition to Elendt M7 containing 0.143 mM NaNO3

107 ¢ . .
F S E
101 | * Agmetal ¢ ¢
total Ag solved . *
+ *
ol . Agprecip. L
10 £ . ¢ .
r OAgaq e TP X ok ok x]
al = a [AgCl] * ok k% * * ]
10 = 2 AP ¢
L - *
= | o [AgCL) RS
-E-10'2:— * Agzs , * * 1
w E
) E - ¢
‘© [ * No3,aq *
3 -3 L]
o 10 ¢ ]
- pedeeeeeeee,
< [ ° b4 ¢ A
4 oA ALAAAALANAAADN
10 ¢ o4 A A
F A , ©QOOOCOQOOOCOOO _*
[ o : A A o 0] .
i FAN ¢ ', |
10-5_"A A AL e v A2 e 4
E A o] ¥ BN K
L O /\
.5> © © O
10 E O
.77
10 il L 1 | n il i | n |
10 10° 10° 10" 10° 10'

addition of Ag [mM] (as AQZS)

Abbildung 15: Silber-Gleichgewichtsspezies bei Zugabe von Silbersulfid zu Elendt M7 Medium, das 0.143 mM
Natriumnitrat enthalt.

Den Uberlegungen von Hund-Rinke et al. (2008) und Kim et al. (2010) folgend ist anzuneh-
men, dass unter den stark anoxischen Bedingungen im Klarschlamm aus aus Silbernanopar-
tikeln freigesetzten Silberionen schwerlésliches Silbersulfid entsteht. Nach Ausbringung von
Klarschlamm, der Silbersulfid enthalt, auf Felder kbnnen wieder oxische Bedingungen vorlie-
gen; zudem wird Uber Dingung h&ufig Nitrat zugesetzt. Bei Niederschldgen kann beides
Uber Erosion oder Seitenabfluss wieder in Gewdasser ausgetragen werden. Daher wurde
auch das chemische Gleichgewicht von Silbersulfid in Algen- und Daphnien-Medium fir un-

terschiedliche Dosen von Silbersulfid mit PHREEQCi numerisch abgeschatzt. Hier sei als
30



Abschlussbericht UMSICHT, Universitat Bremen, FKZ 03X0091A

Beispiel die Abschéatzung fir das Daphnien-Medium Elendt M7 mit einer zusétzlichen Natri-
umnitrat-Konzentration von 0,14 mM (entspricht 2 mg Stickstoff /L) aufgefuhrt (siehe Abbil-
dung 15). Unterhalb einer Silberzugabe von 0,4 mM (ca. 50 mg/L, als Silbersulfid) neigt das
Silbersulfid dazu sich aufzulésen, da Sulfidionen langsam durch das Nitrat zu Sulfat oxidiert
werden. Bei grofReren Zugaben von Silbersulfid (oberhalb von 0,4 mM) bestimmt das Sulfid
das Redoxverhalten der Mischung und das enthaltende Silber liegt hauptsachlich als Sil-
bersulfid vor. Dies bedeutet, dass schon bei geringen Eintragen von Silbersulfid toxisch wirk-
same Silberionen freigesetzt werden kdnnen. Bei hohen Ag,S Konzentrationen darf aller-
dings eine Depot-Wirkung nicht vernachlassigt werden.

Alle diese Berechnungen zeigten, dass die numerische Speziierung von Silber in den Test-
medien ein Uberaus wichtiges Werkzeug ist fiir die Abschatzung des Verhaltens von Silber-

nanopartikeln in den Tests und in Umweltmedien.

Silbergehaltsbestimmung mit Atom-Absorptions-Spektroskopie

Erste Experimente fur die Bestimmung des Silbergehaltes mittels GF-AAS in den Proben fir
die biologischen Tests ergaben zufriedenstellende Wiederfindungsraten mit der bisher be-
nutzten AAS-Methode, die zur Veraschung Salpetersaure und Wasserstoffperoxid und zur
Verdinnung 1% Salpetersaure verwendete. Die Standardadditionsmethode wurde vorge-
schlagen, um Stérungen durch Matrixeffekte durch die Komponenten der Testmedien zu
vermeiden. Diese ersten Experimente wurden mit Phosphatpuffer (verwendet im Test der
Acetylcholinesterase-Inhibition) und mit dem Medium fir den Test mit Arthrobacter, das als

Elektrolyt nur Kochsalz enthélt, durchgefihrt.

Fur das Zellkulturmedium RPMI, das flr Zytotoxizitatstest verwendet wurde, ergaben sich mit
der bisher benutzten Methode sogar flr das als Referenz verwendete Silbernitrat in hheren
Konzentrationen sehr schlechte Wiederfindungsraten von nur knapp tber 50% in Bezug auf
die Kalibrierung mit Silbernitrat in 1% HNO; (siehe Tabelle 6 bei HNO; / H,0,). Es war zu
vermuten, dass sich schwerltsliches Silberchlorid in den AAS-Probengefalien gebildet hatte.
Somit ging bei der Verdinnung der Proben (flir deren Messung im gultigen Bereich der Ka-

librierung) Silbergehalt verloren und es ergaben sich zu niedrige Wiederfindungsraten.

Die Berechnungen der Gleichgewichtskonzentrationen der unterschiedlichen Silberspezies in
Mischungen von Silbernitrat und den Testmedien nach dem Vorbild von Liu et al. (2010) leg-
ten nahe, dass bei der Verwendung von hoéheren Chloridkonzentrationen die Fallung von

schwerldslichem Silberchlorid in den AAS-Experimenten vermieden werden konnte (siehe
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auch Abbildung 12). Bei héheren Chloridkonzentrationen werden zunehmend I6sliche hdohere
Silberchloridkomplexe ([AGClag, [AGCla] aq, [AGCIs]* aq, [AGClL]> ag) gebildet.

Tabelle 6: GF-AAS-Wiederfindungsraten von Silber in einem ersten Experiment: Vergleich von Silbernitrat in 1%
HNO3 und in Zellkulturmedium RPMI mit unterschiedlichen Veraschungs- und Verdiinnungsmethoden.

Probe/ Veraschung Verdinnung Konzentrations-  Verdinnungs- Wieder-
Medium bereich [mg/L] faktor findung [%0]

0.1 10 100+ 6

0
ﬁ?\INOO:l/ HNO3z / H,0, HNO; 1% 10 1000 64+ 3
0.1 10 94 +£3
%

0 HCI / HNO; verd. Kw. 20 1000 94 + 5

HNO; HNO; 1% 20 1000 346

0.1 10 875

RPMI

HCI/HNOs  verd. Kw 0.1 10 98 x2

3 S 10 1000 80 +2

HNO; / H,O, verd. Kw. 8 1000 703

120,0
100,0
T 80,0
@
o
3 mVF10
£ 60,0
€ mVf100
=}
2 m VF 1000
S 40,0
W VF 10000
20,0
0,0

H20 Scened. Arthrob. Elendt M7 RPMI
Testmedien

Abbildung 16: Wiederfindung von Silbernitrat in biologischen Testmedien bei der AAS Analyse und der Proben-
vorbereitung mit Kénigswasser (Anwendung der AAS-SOP). Die untersuchten Konzentrationen (VF 10 = 0.05 —
0.20 mg Ag/L, VF 10000 = 50 — 200 mg Ag/L) reichten Uber 4 GréRenordnungen, basierend auf n = 2 unabhangi-
gen Messungen.
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Daher wurde eine Veraschungsmethode mit Konigswasser angewendet, wobei der Volu-
menanteil der konzentrierten Salzsaure erhdht wurde (4/1, v/v, konz. HCI / konz. HNO3). Fur
die Verdunnungsschritte bei hoheren Silberkonzentrationen auf3erhalb der Kalibrierung wur-
de eine verdinnte Konigswasser-Losung mit dem gleichen Molverhéltnis verwendet (10%
HNO; / 5.3 M HCI). Die Wiederfindungsraten erhdhten sich mit dieser Methode fiir die héhe-
ren Silbergehalte drastisch. Auf diesen Ergebnissen aufbauend wurde eine AAS-SOP ent-
worfen und mit Silberkonzentrationen von 50 pg/L bis 200 mg/L in vier GréRenordnungen
Uberprift. Die Wiederfindungsraten erhéhten sich mit dieser Methode fir die héheren Silber-
gehalte auf ca. 95-100% fur die meisten der bisher getesteten Medien (Abbildung 16), ledig-
lich fir AQNO3; im Daphnien-Medium Elendt M7 gab es eine leicht Abnahme der Wiederfin-
dung mit zunehmender Silberkonzentration. Die hier entwickelte Methode ist als SOP zu-
sammengefasst und diente als Grundlage fiir alle spateren AAS-Messungen im UMSICHT-
Projekt (siehe Anhang). Im Laufe der ersten AAS-Experimente traten einige Probleme mit
GefalRkontaminationen auf. Daraufhin wurde mit dem Partner BGR eine SOP fir die Gefal3-

reinigung formuliert. Sie ist ebenfalls im Anhang aufgefihrt.

Charakterisierung der Nanopartikel NM300K in den Testmedien

Mit der Etablierung der SOPs fir die Dynamische Lichtstreuung (DLS) und die Messung des
Zetapotentials wurde begonnen, die JRC-Standardpartikel NM300K in Wasser und in den
verwendeten Testmedien zu charakterisieren. Die Charakterisierung mit den beiden genann-
ten Methoden wurde beim VdW mit einem DelsaNanoC der Firma Beckman-Coulter durch-

gefluhrt.

Bei den ersten Messungen ergaben sich fir Proben mit Partikelkonzentrationen unterhalb
von 1 mg Ag/L groRere Fluktuationen in der Autokorrelationsfunktion (ACF). Die somit star-
ker verrauschte ACF ergab dann bei der Auswertung mit der Kumulanten-Methode und dem
NNLS-Algorithmus eine starkere Streuung der Ergebnisse innerhalb der 10 Wiederholungen
(siehe DLS-SOP). Eine Verlangerung der Messzeiten wirde dem entgegensteuern, aller-
dings wiurde sich dadurch auch die zeitliche Veranderung bei zu Agglomeration neigenden
Proben starker auswirken. Daher wurde entschieden, keine Proben mit kleineren Konzentra-
tionen als 1 mg Ag/L mit dem vorhandenen DelsaNanoC zu untersuchen. Als Richtwert fir
die Untersuchungen zum Verhalten der Silbernanopartikel NM300K in den Medien sollte als
Konzentration 10 mg Ag/L verwendet werden. Bei der Auswertung der DLS-Messungen wur-
den die Kumulanten-Ergebnisse genauso wie die Ergebnisse des NNLS-Algorithmus fur die
hydrodynamischen Durchmesser notiert. Spatere DLS-Messungen und deren Vergleich mit

UV/VIS-Spektren der Proben ergaben, dass sich die kolloidale Stabilitéat der Proben besser
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mit den Ergebnissen des NNLS-Algorithmus beschreiben lasst. Daher wurde auf die Auftra-
gung der Kumulanten-Ergebnisse verzichtet. Lediglich bei der Charakterisierung der TiO,-
basierten Partikel sind beide Methoden gleich gut verwendbar. Die Ergebnisse fir die hydro-
dynamischen Durchmesser der NM300K Partikel mit den beim VdW verwendeten Test-
medien einschlieBlich Wasser sind in Abbildung 17 dargestellt. Die Konzentrationen lagen
bei ca. 10 mg Ag/L.

Hydrodyn. Durchmesser von NM300K in Testmedien
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Abbildung 17: Ergebnisse der DLS-Messungen fir die hydrodynamischen Durchmesser (NNLS-Algorithmus) der
Silbernanopartikel NM300K in den jeweiligen Testmedien. Die Daten sind fir die jeweiligen Messtage gemittelt.

Die Charakterisierung wurde an jedem Messtag wahrend der Testlaufzeit durchgefiihrt. Bei
langeren Testlaufzeiten als drei Tagen wurde die Charakterisierung an drei Zeitpunkten
durchgefiihrt. In den Medien Wasser und Arthrobacter-Medium sowie in den Medien fir die
Enzyminhibitionstests lagen die hydrodynamischen Durchmesser zwischen 34 nm und 54
nm, und es war keine Agglomeration wahrend des Testzeitraums feststellbar. Fir das Zell-
kulturmedium RPMI und das Medium fir Scenedesmus vacuolatus war leichte Agglomerati-
on Uber die Testlaufzeit festzustellen. Im Medium fir das marine Bakterium Vibrio fischeri
war die Agglomeration sehr stark zu sehen. Dies Medium hat die hdchste lonenstarke unter
den untersuchten Medien. Die Ergebnisse fiir die Zetapotential-Messungen in den Test-
medien sind in Abbildung 18 gezeigt. Bei den dargestellten Messreihen ist die Zahl der un-
abhangigen Messungen n = 3. Nur fur die Medien fir AchE und Scenedesmus ist die Zahl

der unabhangigen Messungen n = 2.
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Abbildung 18: Ergebnisse der Zetapotential-Messungen der Silbernanopartikel NM300K in den jeweiligen Test-

medien. Die Daten sind fur die Messtage jeweils gemittelt.

Fur die Testmedien Wasser, Arthrobacter, GR und RPMI wurden die UV/VIS-Spektren auf-

genommen. Die Kurven fir den jeweiligen letzten Messtag sind in Abbildung 19 dargestellt.

Die Plasmonbande der Silbernanopartikel NM300K bei ca. 410 nm ist deutlich ausgepragt.

Im Zellkulturmedium RPMI zeigt sich die Ausbildung einer Schulter bei gréZeren Wellenlan-

gen (bei ca. 550 nm), welche auf die Agglomeration von den Silbernanopartikeln zurtickzu-

fuhren ist.
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Abbildung 19: Ergebnisse der Messungen der UV/VIS-Spektren der Silbernanopartikel NM300K in den jeweiligen
Testmedien am letzten Messtag. Die Daten sind fir den Messtag jeweils gemittelt.
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Fir den Partner UBA wurde im Auftrag die Charakterisierung der Silbernanopartikel NM300K
in einer weiteren Zahl von Testmedien durchgefihrt, wobei die Konzentration auf 10 mg Ag/L
eingestellt wurde. Die Ergebnisse fir die hydrodynamischen Durchmesser (Abbildung 20),
die gemessenen Zetapotentiale (Abbildung 21) und die UV/VIS-Spektren (Abbildung 22) sind
im Folgenden aufgefihrt.

Hydrodyn. Durchmesser von NM300K in Testmedien
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Abbildung 20: Ergebnisse der DLS-Messungen fir die hydrodynamischen Durchmesser (NNLS-Algorithmus) der
Silbernanopartikel NM300K in den jeweiligen Testmedien. Die Daten sind fir die jeweiligen Messtage gemittelt.

Zusammenfassend wurde die kolloidale Stabilitat der Silbernanopartikel NM300K in einer
Vielzahl von Testmedien einschlieRlich MilliQ-Wasser bei einer Silberkonzentration von 10
mg Ag L™ untersucht. Die hydrodynamischen Durchmesser, die mit der NNLS-Methode be-
stimmt wurden, eignen sich gut, um das kolloidale Verhalten der Silber-Nanopartikel zu be-
schreiben. Dies ergaben die Vergleichsmessungen der Proben mit der UV/VIS-
Spektroskopie. Die Partikel waren Uber die Testdauern in den meisten Medien kolloidal
stabil, wobei die hydrodynamischen Durchmesser im Bereich zwischen 30 nm und 50 nm
lagen. Das Zetapotential der NM300K-Silbernanopartikel scheint keinen bestimmenden Ein-
fluss auf die kolloidale Stabilitat der Partikel in den Medien zu haben. In vielen hier unter-
suchten Medien haben die NM300K-Partikel ein Zetapotential in der Nahe von 0 mV und
sind trotzdem kolloidal stabil. Sie sind sterisch stabilisiert durch die hinzugefligten Stabilisa-
toren (Klein et al. 2011, JRC Report). In den Medien Elendt M4 fiir den Daphnien-Akuttest
und den chronischen Daphnien-Test, in RPMI-Medium und in Griinalgen-Medium fiir Scene-
desmus vacuolatus zeigte sich Agglomeration der Silbernanopartikel. Im Medium fir Vibrio
fischeri war die Agglomeration sehr stark ausgepradgt. Die Methode der UV/VIS-

Spektroskopie war sehr gut geeignet, um die Auswertung der DLS-Messungen bei der Be-
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stimmung der kolloidalen Stabilitdt von Silbernanopartikeln zu ergénzen. Die Aufnahme der
UV/VIS-Spektren parallel zur DLS und ELS unterstitzte die Interpretation der Lichtstreu-
ungsergebnisse, indem sie eine Differenzierung zwischen verschiedenen Aggregatformen
der AgNP ermdglichte.
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Abbildung 21: Ergebnisse der Zetapotential-Messungen der Silbernanopartikel NM300K in den jeweiligen Test-
medien. Die Daten sind fur die Messtage jeweils gemittelt.
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Abbildung 22: Ergebnisse der Messungen der UV/VIS-Spektren der Silbernanopartikel NM300K in den jeweiligen
Testmedien am letzten Messtag. Die Daten sind fir den Messtag jeweils gemittelt.
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Charakterisierung der TiO,/Ag,O-Nanopartikel in Medien

Hydrodyn. Durchmesser von TiO,-Ag,0 (I = 10 mM)
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Abbildung 23: Hydrodynamischer Durchmesser der TiO2/Ag.0-Dispersionen (Kumulanten-Methode) in Abhangig-
keit vom pH bei | =10 mM.
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Abbildung 24: Gemessene Zetapotentiale der TiO2/Ag.0-Dispersionen in Abhangigkeit vom pH bei | =10 mM und
die Abschatzung des isoelektrischen Punkts IEP.

In Zusammenarbeit mit dem Partner IWT wurde die Charakterisierung der Titandioxid-Silber-
Komposit-Nanopartikel durchgefiihrt. Zunachst wurden in Abhangigkeit des pH-Werts von
ca. pH 2 bis pH 12 die hydrodynamischen Durchmesser und die Zetapotentiale der Partikel
mit den etablierten SOPs bestimmt. Die Konzentration der Partikel war dabei 0,15 g/L. Die
unterschiedlichen pH-Werte der TiO,/Ag,O-Dispersionen wurden mit verdinnten Natrium-
hydroxid- und Salzséure-L6sungen so eingestellt, dass die Dispersionen eine lonenstérke (I)

von ca. 10 mM hatten. Die Ergebnisse fir die hydrodynamischen Durchmesser (mit der Ku-
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mulanten-Methode bestimmt) sind in der Abbildung 23 gezeigt. Die gemessenen Zetapoten-
tiale sind in der Abbildung 24 dargestellt. Beim Vergleich der beiden Darstellungen ist klar zu
erkennen, dass im pH-Bereich in der Nahe des isoelektrischen Punktes (IEP), bedingt durch
die kleineren Zetapotentiale, die Nanopartikel zu Agglomeration neigen und somit in diesem
Bereich grofRRere hydrodynamische Durchmesser gemessen wurden. In diesem liegen die
pH-Werte der Medien fir die verwendeten biologischen Testsysteme, daher ist eine starke
Neigung zu Agglomeration hier sehr wahrscheinlich.
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Abbildung 25: Hydrodynamischer Durchmesser der TiO2/Ag.O -Dispersionen in den Medien H,O (mit 10 mM
NaCl), GR und Scenedesmus vacuolatus.
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Abbildung 26: Gemessene Zetapotentiale der TiO2/Ag.0 -Dispersionen in den Medien H,O (mit 20 mM NaCl), GR
und Scenedesmus vacuolatus.

In den Medien fir das Enzym GR (pH 7,5) und fiir Scenedesmus vacuolatus (pH 6,7) konnte
die Vorhersage des Agglomerationsverhaltens der TiO,/Ag,O-Partikel aus den vorherigen
Messungen bestétigt werden. Die gemessenen hydrodynamischen Durchmesser (Kumulan-
ten-Methode) und die gemessenen Zetapotentiale lagen in dem Bereich pH 6 bis pH 8 der

pH-abhangigen Messungen. Ebenso zeigte sich kein signifikanter Unterschied zu dem kollo-
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idalen Verhalten der reinen TiO,-Partikel, die ebenfalls untersucht wurden. Die Ergebnisse
sind in Abbildung 25 fir die hydrodynamischen Durchmesser und in Abbildung 26 fur die
Zetapotentiale dargestellt.

Charakterisierung der selbst hergestellten Silbernanopartikel in Testmedien

Die in AP 1.1.1 hergestellten Silbernanopartikel wurden nach jedem Schritt im Herstellungs-
prozess charakterisiert. Durch Reduktion von Silbernitratlésungen im Batch- oder Mikroreak-
tor wurden die Silbernanopartikel hergestellt und dann als Reaktionskontrolle auf die DLS
und UV/VIS-Spektroskopie auf die Art der PartikelgréRenverteilung hin untersucht. Fir die
Synthese vom August 2012 fir das Rohprodukt der Reaktion von Glucose mit Silbernitrat
(200 pM) ist das UV/VIS-Spektrum in Abbildung 27 dargestellt. Die dazugehérigen Ergebnis-
se der DLS sind in Tabelle 7 aufgefuhrt. Fir die Reaktion mit Glutathion (GSH) wurde eine
niedrigere Konzentration von Silbernanopartikeln (110 uM) bendétigt - daher die niedrigere
Extinktion der Dispersion, auRerdem war ein Dialyseschritt vor der Reaktion dem Coating-
Reagenz GSH ndétig. Vor der Reaktion mit GSH wurde das Zwischenedukt filtriert. Die Maxi-
ma der Plasmonresonanz verschoben sich bei jedem Schritt um 2 nm zu langeren Wellen-
langen. Die UV/VIS-Spektren des Rohprodukts und der Partikel mit GSH-Coating hatten
kleine Schultern bei ca. 500 nm, daher waren die gemessenen hydrodynamischen Durch-

messer (dH NNLS) etwas grol3er als fur die anderen beiden Proben.
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Abbildung 27: UV/VIS-Spektren zwischen und nach den Reaktionsschritten bei einer Synthese von Silbernano-
partikeln die mit Glutathion-Coating versehen wurden.
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Tabelle 7: Charakterisierungsergebnisse der AQNP zwischen den Reaktionsschritten bei der Synthese vom Au-
gust 2012 (*gefiltert mit 0,45 um regen. Cellulose)

Probe hD Polydispersi- dH (NNLS) Ikorr Plasmon pH
(Silbergehalt) (CUMU) tatsindex
[nm] [nm] [kHZz] [nm]

AgNP Gluconat 474 +15 0.40 +0.02 50+ 15 38.4 + 394 10.7
(200 uM) 3.0

AgNP Gluconat 437 + 55 0.20 +0.02 36+8 7.3+ 396 10.8
prefunkt (110 uM) 0.7

AgNP Gluconat 43 +7 0.28 +0.07 34+8 54+ 398 10.8
prefunkt (110 puM)* 0.5

AgNP Glutathion 69.4+2.8 0.27 +£0.02 57 +12 139+ 402 9.5
(100 uMm) 1.0

Nach der gleichen Vorgehensweise wurde zuvor im Mai 2012 eine &hnliche Synthese durch-
gefuhrt und die PartikelgroRenverteilung und das Zetapotential gemessen. Zusétzlich wurden
die UV/VIS-Spektren aufgenommen und die Produkte mit der AAS auf den Silbergehalt hin
untersucht. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 8 zusammengefasst. Die UV/VIS-Spektren
der AgNP-Dispersionen zeigen deutlich die Bildung von Agglomeraten und den Verlust von
Primarpartikeln (Abbildung 28). Die AQNP mit GSH-Coating wurden sogar innerhalb von zwei
Monaten vollstandig aufgel6st; im UV/VIS-Spektrum war keine Plasmonresonanz mehr
messbar. Dies Verhalten deckt sich auch mit den Streueigenschaften der Dispersion bei der
DLS-Messung. Die Streuintensitaten waren zu gering fur die Messung. Die Nanopartikel-
Dispersionen (AgNP-Gluconat, AgNP-Glutathion) wurden ebenso in den Medien flr den
Glutathion-Reduktase-Inhibitionstest (GR) und den Algen-Wachstumsinhibitionstest charak-
terisiert. Die Ergebnisse der AAS-Messungen der Stammdispersionen ergaben flir AQNP mit
Gluconat-Coating 11,8 mg Ag/L und fir AgNP mit GSH-Coating 4,6 mg Ag/L. Die erreichten
Ausbeuten der Synthesen sind daher 55% fir die AgNP mit Gluconat-Coating und 39% fur
die AgNP mit GSH-Coating.

Tabelle 8: Charakterisierung der Silbernanopartikel aus der VdW-Synthese Mai 2012.

Probe (Nominaler Messgroie Messung Messung
Ag-Gehalt) 05/2012 07/2012
AgNP Gluconat H20 dH NNLS [nm] 529+11.6 75.8+17.5
(21.6 mg/L) Ikorr [kHz] 726+1.1 177.4+6.9
Extinktion @ 402 nm 1.49 1.01
AAS Messung [mg/L] 11.8+0.1 -
AgNP Glutathion H20 dH NNLS [nm] 47.3+10.3 | zu gering
(10.8 mg/L) Ikorr [kHZz] 42+09 | zu gering
Extinktion @ 396 nm 0.18 0.04
AAS Messung [mg/L] 4601 -
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UV/VIS-Spektrenvon AgNP in H20
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Abbildung 28: UV/VIS-Spektren der Stammdispersionen der Silbernanopartikel (Synthese Mai 2012).
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Abbildung 29: UV/VIS-Spektren der AgNP mit Gluconat-Coating in Wasser und den Medien GR und fir Scene-
desmus vacuolatus.
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Abbildung 30: UV/VIS-Spektren der AgQNP mit GSH-Coating in Wasser und dem Lemna-Medium.
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Durch die Vorgehensweise bei der Testung der Dispersionen wurden die Stammdispersio-
nen verdunnt. Beim Algentest (Scenedesmus vacuolatus) war der Verdinnungsfaktor ca. 4,2
und beim Enzymtest mit GR war er ca. 7. Das bedeutet, die Nominalkonzentration im Algen-
test betrug ca. 2,8 mg/L (AgNP Gluc.) und 1,1 mg/L (AgNP-Glut.). Die Nominalkonzentratio-
nen im GR betrugen ca. 1,7 mg/L (AgNP Gluc.) und 0,7 mg/L (AgNP-Glut.). Die AgNP mit
Gluconat-Coating zeigten im GR-Medium starke Agglomeration und im Grunalgen-Medium
wurden die Partikel aufgeldst (Abbildung 29). Es konnte keine Plasmonresonanz im Spekt-
rum gemessen werden. Die AgNP mit GSH-Coating zeigten im Lemna-Medium ebenfalls
starke Agglomeration bei den gemessenen UV/VIS-Spektren (Abbildung 30). Die Ergebnisse
fur die DLS-Messungen sind in der Abbildung 31 dargestellt. Die Proben AgNP Glut. im GR-
Medium und Griinalgen-Medium und die weiteren Messtage von AgNP Gluc. im Grinalgen-
Medium sind hier nicht aufgefihrt, weil entweder die Streuintensitaten zu klein waren fiir eine
Charakterisierung mit den beim VdW verfigbaren Methoden oder klar mit dem Auge sichtba-
re ca. 1 mm grof3e Agglomerate vorhanden waren (AgNP Glut. im Grinalgen-Medium). Auf-
grund der so beobachteten Instabilitat der ANP wurde wegen der mangelnden Relevanz in

Bezug auf die Umwelttoxizitat auf weitere Tests mit diesen AgNP verzichtet.
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Abbildung 31: Ergebnisse der DLS von AgNP in den Medien Wasser, GR und im Grinalgen-Medium fur
Scenedesmus vacuolatus.

Silbergehaltsbestimmung der Nanopartikel in Testmedien mit Atom-Absorptions-

Spektroskopie

Zu den schon durchgefiihrten AAS-Messungen von Silbernitrat in den Testmedien wurden
erste AAS-Messungen in den Medien Wasser, Alge und GR mit dem Referenzmaterial
NM300K gemacht. Abweichend von den Ergebnissen fir Silbernitrat in den Testmedien wur-
den kleinere Wiederfindungsraten fur die NM300K ermittelt in einem Bereich von 50% - 80%.
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Dies legte die Vermutung nahe, dass sich durch die Methodik Verluste z.B. durch Adsorption
an Oberflachen ergeben oder dass die tatsachliche Silberkonzentration NM300K wesentlich
geringer ist als die Nominalkonzentration, was bei der Berechnung von z.B. ECs-Werten
bericksichtigt werden muisste.

Daher wurde mit dem Partnern BGR und TUDr fur zwei Proben, den AQNP NM300K und den
AgNP NanoXact (30 nm, Citrat-stabilisiert, Hersteller nanoComposix), ein Methodenvergleich
zur Silbergehaltsbestimmung durchgefuhrt. Die Wiederfindungsraten hierzu sind in der Ta-
belle 9 zusammengefasst. Der Projektpartner BGR mit der Methode ICP-OES mit Saureauf-
schluss, das UFT mit AAS und Koénigswasseraufschluss und der Partner TUDr mit UV/VIS
Spektroskopie haben vergleichbare Ergebnisse fir die Silbergehalte dieser Proben erzielt. In
einem letzten Schritt wurde die NM300K-Silbernanopartikel-Dispersion bei einer Nominal-
konzentration von 20 mg Ag/mL nach Volhard titriert, um den Silbergehalt zu messen. Diese
Titrationsmethode ist eine sehr robuste Methode um Silbermengen in einem Bereich von 0,1
— 1,0 mmol zu bestimmen (Jander & Blasius 1995). Die Ergebnisse der beiden Titrationen
mit insgesamt 11 Wiederholungen sind in Tabelle 10 aufgefiihrt. Diese Ergebnisse stimmen
gut mit Ergebnissen des Partners BGR fiur ICP-OES Messungen des NM300K uberein.

Tabelle 9: Methodenvergleich der der Silberbestimmung mit Kénigswasseraufschluss (Vdw) mit Hilfe der GF-
AAS und den Methoden ICP-OES (BGR) und der Auswertung der Plasmonresonanz im UV/VIS (TUDr).

Nominaler Silber- Gefundener Silbergehalt [mg/L]
gehalt

TUDr: UV/VIS

VdW: GF-AAS BGR: ICP-OES (d50,3)

NanoXact (20 mg/L) 149+0.2 14.1+£0.1 14.2 (39.0 nm)
NM300K BGR (20
mg/L) 15.0+0.3 145+0.4 15.6 (51.4 nm)
AgNO3 (20 mg/L) 18.8+0.9

Tabelle 10: Ergebnisse der Titration der NM300K-Silbernanopartikel nach Volhard.

Titration nach Vol- Gefundene Konzentrati-

hard on Wiederfindung
NM300K (20 mg/mL) [mg/mL] [%0]
Vial Nr. 7016 16.95+0.88 84.8+4.4
Vial Nr. 7051 16.78 £ 0.11 83.9+0.6
Mittelwert 16.87 £ 0.50 84.3+25
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Nun wurde uberprift, ob die fur Silbernitrat etablierte AAS-SOP auch auf die Silbergehalts-
bestimmung der Silbernanopartikel NM300K und der TiO,-Ag,O-Partikel in den Testmedien
angewendet werden konnte. Auferdem sollte der geloste Silberanteil der Nanopartikelpro-
ben in den Testmedien bestimmt werden. Fir die Bestimmung des gel6sten Silberanteils der
Silbernanopartikel wurde von einer Silberkonzentration von 10 mg Ag/L ausgegangen, wie in
den entsprechenden Charakterisierungsversuchen fur die Dynamische Lichtstreuung und die
Bestimmung des Zetapotentials. Als experimenteller Ansatz zur Bestimmung des geldsten
Silberanteils wurde die Ultrafiltration gewahlt. Die PES-Membran der verwendeten Filter ist
mit einer TrenngréRe von 3 kD vom Hersteller angegeben (Sartorius Vivaspin 500, MWCO
3000). Nach den Empfehlungen des Herstellers ist die Abtrennung von Aprotinin (MW 6500)
zu 96% mit dieser Membran mdglich. Der hydrodynamische Durchmesser von Aprotinin wird
von Wilkins et al. (1999) mit ca. 3,2 nm angegeben. Daher sollte die Porenweite dieser
Membran kleiner als 3 nm sein. Zusétzlich zu der Bestimmung des Gesamtsilbergehalts
wurde die Ultrafiltration durchgefihrt und das Filtrat mit der AAS untersucht. Die gemesse-
nen Gesamtsilbergehalte in den NM300K-Proben lagen bei ca. 6.9 bis 8.2 mg/L. Bezieht
man die Gesamtsilbergehalte der NM300K-Proben auf die Ergebnisse der Titration nach
Volhard sind die Wiederfindungen zwischen 82% und 97% (siehe Abbildung 32). Entspre-
chende Wiederfindungen fir das Medium Wasser haben die Projektpartner BGR und TUDr
mit anderen Methoden (ICP-OES, UV/VIS) bestimmt (Tabelle 9).
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Abbildung 32: Wiederfindung fir 10 mg Ag/L NM300K AgNP in biologischen Testmedien, basierend auf n =3
unabhéngigen Messungen.
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Die Bestimmung des Gesamtsilbergehaltes und des geldsten Silberanteils wurde fir die un-
tersuchten Testmedien am ersten Tag und am letzten Tag der Testlaufzeit durchgefuhrt.
Zeitlich parallel wurden zusatzlich die Nanopartikel in Wasser untersucht. Die Proben wurden

Uber den Versuchszeitraum im Dunkeln aufbewahrt.
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Abbildung 33: Geldster Silberanteil fir 10 mg Ag/L NM300K in biologischen Testmedien, basierend auf n = 2
unabhéngigen Messungen.

Die Ergebnisse fir den geldsten Silberanteil sind in Abbildung 33 fiir NM300K und Abbildung
34 fur die TiO2/Ag20-Partikel des Partners IWT dargestellt (beide mit der Einwaage 10 mg
Ag/L). In Abbildung 33 ist zusatzlich das Ergebnis des Partners BGR flir den gel6sten Silber-
anteil von NM300K (bestimmt mit der Methode der Ultrazentrifugation) dargestellt. Fir
NM300K in Wasser und in Lemna-Medium wurden geldste Silberanteile von 0,3 bis 0,5
mg/L, fur alle anderen Medien (Arthrobacter, Pseudokirchneriella, Scenedesmus, Elendt M7
und RPMI) sehr viel kleinere geldste Silberanteile von 0,01 bis 0,07 mg/L gemessen.

Fur die Versuche mit den TiO,/Ag.O-Partikeln des Partners IWT ergaben sich deutlich héhe-
re geldste Silberanteile. In Wasser und dem Lemna-Medium betrug der geldste Silberanteil
2,4 bis 3,6 mg/L. Die gelosten Silberanteile in den anderen Medien (Arthrobacter, Pseudo-
kirchneriella, Elendt M7 und RPMI) waren auch in diesen Experimenten sehr viel geringer.
Es wurden geldste Silberanteile von 0,1 bis 0,4 mg/L gemessen. Die Muster fir beide Parti-
kelarten sind &hnlich, nur dass die Absolutwerte der geldsten Silberanteile im Falle von
TiO,/Ag,0 viel héher sind. Es lag nahe, dass die Zusammensetzungen der Testmedien ei-

nen entscheidenden Einfluss haben. Die wichtigsten Komponenten der untersuchten Test-
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medien, die das Verhalten in den Testmedien bestimmen sollten, sind in der Tabelle 5
(S. 25) aufgefuihrt. Die Bestandteile der Medien, die oxidierend wirken, sind rot (Nitrate), die
reduzierend wirkenden grin (Ammonium und Glucose) markiert. Es wird davon ausgegan-
gen, dass die oxidierenden Komponenten die Silberionen (Ag*) stabilisieren, wahrend die
reduzierenden Komponenten die Silbernanopartikel (Ag°) stabilisieren.

Zusatzlich enthalten die untersuchten Medien Chloridionen. Nur im Testmedium fur Lemna
ist der Chloridgehalt (0.01 mM) vernachlassigbar klein. Die enthaltenden Chloridionen fallen
geloste Silberionen als Silberchlorid, wenn das Loslichkeitsprodukt Giberschritten wird (K.~
10719).
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Abbildung 34: Geldster Silberanteil der TiO2/Ag>O Nanopartikel (10 mg Ag/L) in biologischen Testmedien, basie-
rend auf n = 2 unabhangigen Messungen.

Die Software PHREEQC (Ver. 2.18, USGS, Datenbank-Datei minteq.v4, erweitert u.a. um
die Komponente Glucose) erlaubte eine theoretische Abschatzung, wie sich die in den Pro-

ben vorhandenen Silberspezies abhangig von der Medienzusammensetzung verhalten.

Zu Beginn der Messungen war in den Wasserproben schon ein hoher Anteil von geléstem
Silber vorhanden (ca. 0,3 mg/L fir NM300K und ca. 2,5 mg/L fur TiO»/Ag,0). Ausgehend von
diesen geldsten Anteilen als Ag® wurde fiir die Testmedien die numerische Speziierung
durchgefiihrt. Die experimentellen Daten sind in den Abbildungen 35 und 36 diesen numeri-
schen Ergebnissen gegeniiber gestellt. Die Daten zeigten eine gute Ubereinstimmung fiir die
jeweiligen Medien. In den Medien, in denen experimentell wenig geldstes Silber gemessen

wurde, gaben die numerischen Berechnungen kleine Silberkonzentrationen fur das chemi-
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sche Gleichgewicht an. Die numerischen Berechnungen neigten aber dazu, die gelosten
Silberanteile zu unterschatzen. Es konnte aus den Berechnungen geschlossen werden, dass
in den Medien RPMI und Arthrobacter die geldsten Silberanteile so gering waren, weil sie
Glucose enthalten. Die Glucose wirkte hier reduzierend. In dem Medium fur Pseudokirchne-
riella subcapitata ist Ammonium enthalten (0,28 mM), so dass hier das Ammonium reduzie-
rend auf die Silberionen wirken konnte. In den Medien Elendt M7 und fir die Grinalgen Sce-
nedesmus vacuolatus waren die gelosten Silberanteile so gering, weil die vorhandenen Sil-
berionen mit Chloridionen gefallt wurden. Das Lemna-Medium enthalt viel Nitrat (ca. 6 mM)
und sehr wenig Chlorid (0,01 mM), so daf3 hier die oxidierende Wirkung des Nitrats einen
hohen geldsten Silberanteil stabilisierte. Die Verwendung der numerischen Speziierung er-
laubte somit die Identifizierung der wichtigsten Komponenten in Testmedien, die Gber Redox-
oder Loslichkeitsgleichgewichte die Stabilitat von Silbernanopartikeln und Silberionen maf3-

geblich in den Medien beeinflussen.
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Abbildung 35: Vergleich des geldsten Silberanteils mit den numerischen Speziationsrechnungen fur 0,3 mg Ag/L
(NM300K) in den biologischen Testmedien.

Die gewonnenen Ergebnisse dieses Arbeitspaketes waren wichtig fur die Bewertung des
Einflusses der kolloidalen Eigenschaften (hydrodynamischer Durchmesser, Zetapotential),
des gelosten Silberanteils und der Verteilung der Silberspezies auf das Verhalten der unter-
suchten Partikel in den Toxizitatsuntersuchungen sowie die Betrachtung des Verhaltens der
Silbernanopartikel in den Abschnitten des Lebenszyklus, von der Herstellung tber den Ge-
brauch im Textil, die mdgliche Freisetzung dabei und die daraus folgenden mdglichen Um-
weltkonzentrationen. Die Speziationsrechnungen legen nahe, dass die Chloridkonzentration
in den jeweiligen Medien einen sehr grol3en Einflu auf die obengenannten Eigenschaften

hat. Ebenso ist die Anwesenheit von Schwefel unter anoxischen Bedingungen sehr wichtig,
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da Silberionen dann sehr fest an den Schwefel gebunden vorliegen. Wie schon angedeutet,
ist das Redoxpotential des umgebenden Mediums, bestimmt durch geldsten Sauerstoff, Nit-
rat oder geloste reduzierende Komponenten wie Glucose und Ammoniumionen, bestim-
mend, ob Silbernanopartikel chemisch stabil sind (reduzierende Bedingungen) oder dazu
neigen sich aufzulésen (oxidierende Bedingungen).
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Abbildung 36: Vergleich des geldsten Silberanteils mit den numerischen Speziationsrechnungen fur 2,59 mg Ag/L
(TiO2-Ag20-NP) in biologischen Testmedien.

2.1.3 Arbeitspaket 1.2.3: Wirkungsuntersuchungen mit Screening-Tests

Ziel dieses Arbeitspakets war es, grundlegende Mechanismen der Wirkungen von AgNP auf
subzelluléarer und zellularer Ebene zu erarbeiten. Es sollten Aussagen dazu gewonnen wer-
den, welche biologischen Merkmale (morphologisch, physiologisch, biochemisch) besonders
hohe bzw. niedrige Sensitivitdten gegentiber AgNP haben, um daraus eine erste Einschat-

zung moglicher Gefahrenpotenziale und Wirkweisen der NP abzuleiten.

Um toxikologische Wirkmechanismen der zu testenden AgNP zu identifizieren, wurden die
Partikel in Screening-Tests im Mikroliter-Maf3stab auf subzellularer Ebene an den Enzymen
Acetylcholinesterase (AChE) und Glutathion-Reduktase (GR) getestet. Die ausgewdhlten
Enzyme stellen in der Toxikologie Standard-Endpunkte dar, um die Toxizitat verschiedenster
Substanzen auf elementare Stoffwechselvorgdnge abzuschétzen. Glutathion-Reduktase

(GR) wurde ausgewahlt, weil von einer starken Wechselwirkung von Silber (als freigesetzte
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Silberionen (Ag®) oder Silberpartikel (AgNP) mit den Thiol-Gruppen des Enzyms auszugehen
war. Die Interaktion von freigesetzten Ag* aus den Partikeln mit Thiolgruppen in Proteinen
und anderen Biomolekulen (z.B. Glutathion) wird als hauptverantwortlich fur die beobachte-
ten toxischen Effekte angesehen (Luoma 2008). Eine Inhibition dieses Enzyms hat fur alle
Zellen gravierende Konsequenzen, da die Glutathion-Reduktase ein Schlisselenzym zur
Aufrechterhaltung des zellularen Redox-Stoffwechsels darstellt. Um zu untersuchen, ob tat-
séchlich Thiolate die bevorzugten biologisch aktiven Nukleophile fur eine Bindung von Sil-
berspezies sind, wurde in einer weiteren subzellularen Testserie das Enzym Acetylcholines-
terase getestet. Dieses Enzym weist im aktiven Zentrum ein hochreaktives Alkoholatanion

als nukleophiles Agens auf.

Zur Erfassung von Effekten der AgNP auf grundlegende Funktionen zur Aufrechterhaltung
der Zellvitalitat wurden Zytotoxizitatsversuche auf zellularer Ebene an der physiologisch rele-

vanten humanen Leberkarzinom-Zelllinie Hep G2 im Mikroliter-Maf3stab durchgefuhrt.

Die Testpartikel waren die Referenzpartikel NM300K, TiO,-getrdgerte Ag-Nanopartikel
(TiO2/AQ0; Partner IWT) und selbst hergestellte Gluconat- und Gluthation-gecoatete Partikel
(siehe AP 1.1.1). Als Referenz bzw. Positivkontrolle diente Silbernitrat (AgNO3). TiO,/Ag,0O-
NP mit einer sehr scharfen GréRenverteilung (10 — 20 nm) der Primarpartikel bestehen aus
TiO,—Grundpartikeln, auf die 5 Mol% (6,6 Gew.-%) Silber dotiert wurde.

Zur Interpretation der Testergebnisse wurde in den Testmedien die Charakterisierung (DLS
& ELS, UV/VIS und AAS) zur Bestimmung der kolloidalen Stabilitdt und zum Auflésungsver-
halten der NM300K und der TiO,/Ag.O durchgefiihrt (siehe dazu ebenfalls bei Abschnitt
2.1.2). Fur die relevanten Konzentrationsbereiche wurden auf3erdem mit PHREEQCi die

Gleichgewichtsspezies des Silbers in den Testmedien berechnet (siehe Abschnitt 2.1.2).

Methoden und Statistik

Glutathion-Reduktase (GR): Die Messung der Enzymaktivitat erfolgt modifiziert nach Cribb et
al (1989). Dabei wird die Reaktion eines Indikators mit dem reduzierten Substrat (reduziertes
Glutathion, GSH) photometrisch verfolgt. Das oxidierte Glutathion (GSSG) ist das Substrat
des Enzyms. Es wird durch das Enzym zu GSH reduziert. Das GSH reagiert in einem zwei-
ten — nicht geschwindigkeitsbestimmenden - Schritt mit 5,5 -Dithio-bis-2-nitrobenzoate
(DTNB) unter Bildung des Anions der Mercapto-2-nitro-Benzoesaure. Die Aktivitat des En-
zyms wird photometrisch Uber die zeitabhangige Zunahme der Extinktion beim Absorptions-

maximum des Farbstoffes (420 nm) verfolgt.
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Acetylcholinesterase (AChE): Fiur die Messung der Enzymaktivitat wurde von Ellman et al.
(1961) eine photometrische Methode entwickelt, welche Acetylthiocholin als Substrat ver-
wendet. Das Acetylthiocholin wird durch das Enzym zu Acetat und Thiocholin gespalten. Das
gebildete Thiol kann in einem zweiten - nicht geschwindigkeitsbestimmenden - Schritt mit
5,5"-Dithio-bis-2-Nitrobenzoate (DTNB) zu dem gelben Farbstoff Mercapto-2-nitro-
Benzoesaure reagieren. Die Aktivitdt des Enzyms kann daher photometrisch Gber die zeitab-
hangige Zunahme der Extinktion des Farbstoffes beim Absorptionsmaximum (420 nm) ver-
folgt werden.

Zellvitalitat: Hep G2-Zellen wurden 24 Stunden nach Aussaat in 96-well-Mikroplatten mit ver-
schiedenen Konzentrationen (je 6 Replikate einer Konzentration) der geldsten AgNP fur wei-
tere 48 Stunden inkubiert (37°C, 5% CO,). Danach wurden die Zellen mit gepufferter Koch-
salzlésung (PBS) gewaschen um die AgNP zu entfernen und weitere 24 h inkubiert. Die Zy-
totoxizitat der AQNP wurde in Abh&ngigkeit von der Konzentration mittels MTT-Assay ermit-
telt. Der Nachweis der Zellvitalitdt mittels MTT-Test beruht auf der Reduktion des gelben,
wasserloslichen Farbstoffs 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT)
in ein blau-violettes, wasserunlésliches Formazan (Mosmann, 1983; Berridge & Tan 1993;
Berridge et al. 1996). Das gebildete Formazan wird mit Isopropanol aus den Zellen gel6st
und photometrisch quantifiziert (A=570 nm). Die statistische Auswertung dieser Ergebnisse
wurde mit Hilfe des Statistikprogramms ToxRat Professional (Version 2.10.05 ToxRat Soluti-
ons GmbH, Alsdorf, Deutschland) durchgefiihrt. Die ECy-Werte wurden aus den Konzentra-
tions-Wirkungs-Beziehungen Uber das Verfahren der Probitanalyse berechnet. Das Pro-
gramm ermittelte die prozentuale Hemmung der verschiedenen Konzentrationen bezogen

auf die Kontrolle.
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Abbildung 37: Konzentrations-Wirkungs-Beziehung mit Vertrauensintervallen, berechnet und dargestellt mit Tox-
Rat Professional, zeigt die Wachstumsinhibition der Zelllinien Hep G2 nach 48 h Inkubation mit TiO2/Ag20.
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AnschlieRend wurde eine Kurve mit sigmoidalem Verlauf, die die einzelnen Testergebnisse
moglichst gut verband, erstellt. Abbildung 37 zeigt beispielhaft einen solchen sigmoidalen
Verlauf. Anhand der dahinterliegenden mathematischen Funktion wurden die EC,-Werte
berechnet. Diese Verfahren der Erstellung von Dosis-Wirkungsbeziehungen mit der Berech-
nung von EC.-Werten gilt auch fiir alle okotoxikologischen Tests, die beim Partner OKO
innerhalb von UMSICHT durchgefuhrt wurden und Teil dieses Berichtes sind (siehe Kap.
2.1.4und 2.1.5).

Ergebnisse

Der Enzyminhibitionstest mit GR ergab fur NM300K und TiO,/Ag,O eine komplette Hem-
mung der Enzymaktivitdt in dem getesteten Konzentrationsbereich von 100 pg Ag/L — 100
mg Ag/L. Der ECso Wert fur beide Testsubstanzen lag < 0, 1mg Ag/L. Der ECs, fr Silberni-
trat war mit < 0,0001 mg Ag/L mehrere GréRenordnungen geringer. Alle Experimente wurden
in drei unabhangigen Messungen mit jeweils drei Replikaten durchgefuhrt. Das als Kontrolle
ebenfalls getestete Dispersionsmittel der NM300K und das Tragermaterial TiO, zeigten in
allen getesteten Konzentrationen keinen Effekt auf die Enzymaktivitdt. Im Gegensatz dazu
hatten weder Silbernitrat noch die NM300K-Silberpartikel einen Effekt auf die Enzymaktivitét
der Acetylcholinesterase.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass essentielle Thiolgruppen in Proteinen und
anderen Biomolekiilen das molekulare Haupttarget fur Ag* und Silberpartikel darstellen und
weisen damit auf die besondere Rolle von Thiolaten als Angriffspunkt fir die molekulare To-

xizitat von Silberspezies hin.

Tabelle 11: Inhibition des Zellwachstums (Hep G2) durch TiO»/Ag,O-NP. Ubersicht der EC-Werte aller Wiederho-
lungen (6 Replikate pro Wiederholung).

Parameter ECio ECy ECso
run 1 Value [mg Ag/L] 5,294 5,920 7,333
run 2 Value [mg Ag/L] 6,402 7,281 9,313

Mittelwert aller

runs 5,848 6,601 8,323

Stabw 0,783 0,962 1,400

Tabelle 12: Inhibition des Zellwachstums (Hep G2) durch AgNOs. Ubersicht der EC.—Werte aller Wiederholungen
(je 6 Replikate pro Konzentration).

Parameter ECio ECy ECso
run 1 Value [mg Ag/L] 2,841 3,432 4,928
run 2 Value [mg Ag/L] 4,441 5,096 6,631
run 3 Value [mg Ag/L] 6,082 7,133 9,677
Mittelwert aller runs 4,455 5,220 7,079
Stabw aller runs 1,621 1,854 2,406
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Die Ergebnisse der zellularen Zytotoxizitdtsassays mit der Zelllinie HepG2 sind fur
TiO2/Ag,0O-NP in Tabelle 11 und fiir die AQNO3 in Tabelle 12 zusammengefasst. Sie zeigen
nur einen geringen Unterschied der Wachstumshemmung durch TiO,/Ag.0 im Vergleich zu
AgNOs;. Im Gegensatz dazu wurde das Wachstum der Zelllinie durch NM300K im untersuch-
ten Konzentrationsbereich bis 50 (mg Ag/L) nicht inhibiert, wie Abbildung 38 zeigt.
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Abbildung 38: Darstellung der optischen Dichte (OD) als Indikator fiir die Zellvitalitat der HEP G2 Zelllinie nach
Inkubation in Anwesenheit von steigenden Konzentrationen von NM300K (0,2 bis 50 mg Ag/L).

Das parallel getestete Dispersionsmittel (NM300dis) und TiO,-Nanopartikel als Tragermate-
rial fihrten in dem getesteten Konzentrationsbereichen zu keiner Abnahme der Enzymaktivi-
tat, respektive der Zellvitalitat.

Die vom Partner VdW hergestellten gecoateten AGQNP wurden nur in der am hdchsten her-
stellbaren Konzentration getestet. Die Ergebnisse zeigen, dass die Ag-Konzentration dieser
Glutathion- bzw. Gluconat- gecoateten Ag-Nanopartikel mit 4,4 mg/L bzw. 11,7 mg/L zu ge-

ring war um einen messbaren Effekt in den 0.g. Testsystemen zu induzieren.

In den Screening-Testsystemen bestétigte sich, dass in wassrigen Medien die geltsten Sil-
berspezies aus der Silbernitrat-Referenz einen starkeren toxischen Effekt zeigen als die Sil-
berpartikel. Die bei dem Versuch gemachten Beobachtungen deuteten jedoch zuséatzlich auf
eine starke Agglomeration der NM300K und Sedimentation der Partikel in dem Testmedium
RPMI hin, was ihre Bioverfugbarkeit weiter reduziert. Die Charakterisierung der NM300K -
Partikel ergab fur die Freisetzung von Ag® aus den NM300K im Testmedium RPMI (mit der
Ultrafiltrationsmethode und der nachfolgenden Messung mit der AAS, siehe Abschnitt AP
1.2.2) die niedrigste gemessene geloste Ag*-Konzentration der untersuchten Medien. Die
Werte lagen fir RPMI am Testanfang bei 0,01 + 0,01 mg Ag/L und am Testende bei 0,02 +
0,01 mg Ag/L bei einer Nominalkonzentration der NM300K von 10 mg Ag/L. Es wurde eine
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deutliche Agglomeration der NM300K bei der gemessenen Konzentration von 10 mg Ag/L
festgestellt (siehe auch Abschnitt zum AP 1.2.2).

Fiar die Versuche mit den TiO,/Ag,O-Partikeln des Partners IWT ergaben sich wesentlich
hohere geltste Silberanteile. Die geldsten Silberanteile im RPMI-Medium war mit 0,1 bis 0,4
mg/L wesentlich hoher als fur NM300K, d.h. die Absolutwerte der geldsten Silberanteile wa-
ren im Falle von TiO,/Ag,0 fast eine Gré3enordnung hoher.

2.1.4 Arbeitspaket 2.3.1: Erfassung der Wirkung — Terrestrische Systeme, Se-
diment und Akkumulation

Zu den toxikologischen Effekten von AgNP innerhalb terrestrischer Kompartimente ist wenig
bekannt. Auf dem Hintergrund der Simulationsversuche des Klaranlagenpfades (AP 2.1.4,
Partner IME), die gezeigt haben, dass ca. 90% der AgNP im Belebtschlamm bleiben (Tiede
et al. 2010; Schlich 2013), sind Untersuchungen hierzu dringend erforderlich. In Deutschland
wird Belebtschlamm als Diinger auf Ackerbdden aufgebracht und kann dort terrestrische
Organismen verschiedener Trophieebenen beeinflussen. Aulerdem haben weitere Ergeb-
nisse gezeigt, dass die Mobilitdt der AQNP eingeschrankt ist (Hoppe et al. 2011; Schlich
2013).

Um mdgliche toxikologische Wirkungen auf terrestrische Systeme zu untersuchen, wurden

vom Partner OKO folgende Tests und Untersuchungen durchgefihrt:

1. der Sedimentkontakttest mit Arthrobacter globiformis nach DIN 38412-L48 (2002)

2. der Reproduktionstest mit der Collembolenart Folsomia candida nach OECD-Richtlinie
232 (2009) bzw. ISO 11267 (2001) sowie in einer hier entwickelten miniaturisierten
Variante (Filser et al. 2013)

3. Langzeiteffekte von NM300K im Boden auf die beiden Bodenorganismen

Da Nanopartikel besonders wahrend ihrer Entwicklung in nur geringen Mengen verflgbar
sind, war es ein weiteres Ziel dieses Projektes beide Testsystem so zu miniaturisieren, dass
wesentlich kleinere Testvolumina bendétigt wurden. Zusatzlich wurden in aquatischen Syste-
men der Daphnientest und der Lemna-Test in miniaturisierter Form verwendet (siehe 2.1.5

und 2.6). Alle modifizierten Testsysteme wurden validiert bevor sie zur Anwendung kamen.

Sedimentkontakttest mit Arthrobacter globiformis nach DIN 38412-L48 (2002), modifiziert

RefeSol 01A wurde als Testboden verwendet. Refesol (www.refesol.de) sind Bdden, die
durch das Umweltbundesamt (UBA) als geeignete Testbdden entsprechend der Deutschen
Bundes-Bodenverordnung anerkannt sind. Die Analysedaten von Refesol 01A sind in Tabel-

le 13 zusammengefasst.
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Tabelle 13: Physiko-chemische Eigenschaften von RefeSol 01A. WHChax*: Maximale Wasserhaltekapazitat.

Sand [weight%] 71
Silt [weight%] 24
Clay [weight%] 5
pH 5,67
Corg [%0] 0,93
Niotal [%0] 882

WHCma* [mikkg] 227

Fur die Testvorbereitung wurde der Boden gesiebt, zu je 15 g in Zentrifugenréhrchen aliquo-
tiert und bei 120 °C autoklaviert. Dann wurde der Boden mit der AgNP-Dispersion gemischt,
um die hdchste Konzentration zu erreichen. Die Verdiinnungsstufen wurden durch Vermi-
schen von kontaminiertem mit nicht kontaminiertem Boden hergestellt. Fir sechs verschie-
dene Konzentrationen wurden drei unabhangige Tests mit je drei Replikaten jeder Konzent-
ration fur die AQNP NM300K und TiO,/Ag.O sowie fir AQNO3; durchgefihrt. Parallel wurde
der Test ohne Boden durchgefiihrt, um den Einfluss des Bodens (u.a. Adsorption von Ag*
und/oder der AgNP) zu erfassen. Fir das hdchste eingesetzte Volumen der NM300K-
Standarddispersion wurde zur Kontrolle der Einfluss des Dispersionsmittels der NM300K
(NM300Kdisp) ermittelt.

Ebenso wurde fir das héchste eingesetzte Volumen der TiO,/Ag.O-Dispersion der Einfluss
nicht dotierter TiO,-Tragerpartikel untersucht. All Proben wurden auf einen Wassergehalt von
50% der maximalen Wasserhaltekapazitat eingestellt. Alle Tests wurden ca. 20 Stunden

nach Dotierung der Béden durchgefihrt/begonnen.

Der Sediment-Kontakttest basiert auf der Hemmung der Dehydrogenase-Aktivitat der Bakte-
rien als toxikologischem Endpunkt. Gemessen wird dazu die Metabolisierung des Farbstoffes
Resazurin zu Resorufin Uber die Abnahme der optischen Dichte im Absorptionsmaximum
des Resazurins (Liu 1989; Thomas et al. 1986). Der Sediment-Kontaktest wurde mit dem
Bakterium Arthrobacter globiformis durchgefiihrt, das als nicht pathogen klassifiziert ist. Die
verwendete Bakterienkultur stammte von der Deutschen Sammlung flr Mikroorganismen
und Zellkulturen (DSMZ, Seriennummer 2014). Die Bakterien wurden entsprechend der DIN
38412-L48 (2002) vermehrt und in 1,5 ml Eppendorf Zentrifugenréhrchen bei -20 °C gela-
gert.

Miniaturisierung des Sedimentkontakttests mit Arthrobacter globiformis

Fur die Miniaturisierung des Tests wurden 24-Well-Platten mit Deckel verwendet. Je Well

wurden 0,6 g Boden eingewogen. Es wurden immer zwei Platten mit je 3 Replikaten jeder
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Ag-Konzentration vorbereitet. Zusatzlich wurde als Negativkontrolle (NC) Boden eingewo-
gen, der mit NM300K Dispersant bzw. mit der TiO, Tragermaterial dotiert war. Dann wurden
600 pl dionisiertes Wasser in jedes Well pipettiert und weiter entweder 400 ul der Bakterien-
dispersion bzw. nur das Kulturmedium (Blank, um deine direkte Reduktion des Resazurins
durch Bestandteile des Bodens und/oder die Testsubstanz zu erfassen). Anschlie3end folgte
eine Inkubationszeit von 120 Minuten bei 30 °C auf dem Riittler (100 min™). Danach wurden
in jedes Well 500 pl der Resazurin-Lésung (45 mg/L) pipettiert und die Platten weitere 60
Minuten unter denselben Bedingungen inkubiert. Die Inkubation wurde durch Zentrifugation
der Platten (5 Minuten, 5000 U min™ bei Zimmertemperatur) beendet. Je 3 mal 300 pl-
Aliquots wurden in die Wells einer 96-Well Platte tberfihrt. Abschlie3end wurde die optische
Dichte (OD) gemessen.

Die Hemmung der Dehydrogenaseaktivitat wurde nach Gl. 1 berechnet:

(0Dgrs — OD1g)
I'=100- - 100 in %
{GDB."."E - GD‘\.:[]

wobei

I: Hemmung der Dehydrogenase (%)

ODgrs: optische Dichte der Blanks (d.h. ohne Bakterien) mit Testsubstanz
OD+s: optische Dichte mit Bakterien und Testsubstanz

OBgne: optische Dichte der Blank-Negativkontrollen (d.h. ohne Testsubstanz) ohne
Bakterien
ODyc : optische Dichte der Negativkontrollen mit Bakterien

Der Test wurde auch ohne Boden durchgefiihrt, um eine Wechselwirkung der AgNP mit dem
Boden (Adsorption) zu erfassen. Dazu wurde das Testmaterial in entsprechenden Konzent-
rationen in deionisiertem Wasser verdinnt und 500 pl jeder Konzentration in die Wells einer
24-Well-Platte uberfuhrt.

Die statistische Auswertung dieser Ergebnisse wurde mit Hilfe des Statistikprogramms Tox-
Rat Professional (Version 2.10.05 ToxRat Solutions GmbH, Alsdorf, Deutschland, siehe Kap.
2.1.3) durchgefiihrt.

Validierung:

Abbildung 39 zeigt die gemittelte OD mit und ohne Bakterien. Das entscheidende Validitats-
kriterium fUr den Sedimentkontaktest, die Abnahme der OD des Resazurin-Farbstoffes auf
60% £ 10% im Vergleich zur Kontrolle aufgrund seiner Metabolisierung in Anwesenheit der
Bakterien im Vergleich zur Kontrolle ohne Bakterien, ist erfillt. Die Messung der OD wurde
sowohl direkt als auch drei Stunden nach Beendigung des Tests durchgefuhrt. Der Ver-

gleich zwischen den Ergebnissen zeigt, dass durch den Zentrifugationsschritt und Uberfiih-
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rung des Uberstandes in eine anderes Well sichergestellt wird, dass die Messung der OD

nicht durch Bakterien und/oder Boden gestort wird und eine weitere Metabolisierung des

Resazurins ausgeschlossen ist.

ENC without bacteria  ONCin presence of bacteria

18

1,6 T

1,4

1,2
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Abbildung 39: Abnahme der optischen Dichte (OD; A=620nm) durch die Metabolisierung des Resazurins durch
Arthrobacter globiformis (1) im Vergleich zur Kontrolle ohne Bakterien (). Die Messung der OD erfolgte entwe-
der (1) direkt nach der Inkubation und Zentrifugation der 24-Well-Platten oder (2) nachdem die Platten fir ca. drei
Stunden im Dunkeln bei Zimmertemperatur gelagert waren.
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Abbildung 40: Dosis-Wirkungskurven fur den Sedimentkontakttest mit (A) und ohne Boden (B) in Anwesenheit der

NM300K (®) und TiO2/Ag.0 (=) oder AgNO3 (®).

Abbildung 40 A und B zeigen die ermittelten Dosis-Wirkungskurven fur den Sedimentkontakt-
test fir NM300K, TiO,/Ag.O und AgNO3; mit (A) und ohne Boden (B). In Abbildung 41 sind
die daraus resultierenden ECso-Werte fliir NM300K, TiO,/Ag,0 und fur AQNO3z; zusammenge-
fasst. Wahrend die Dosis-Wirkungskurven und die ECso-Werte fir AgNO; und TiO,/Ag,0O

vergleichbar sind, liegt der ECs, fir NM300K um eine GroflRenordnung hoher. Die Anwesen-
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heit des Dispersionsmittels und TiO, —Tragerpartikel allein hatten keinen Effekt auf die Vitali-

tat der Bakterien (nicht dargestellt).
Die Ergebnisse sind zur Veroffentlichung eingereicht (Engelke et al. 2013, submitted).
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Abbildung 41: Im Sediment-Kontaktest ermittelte ECso-Werte (mg/L) fir AgNO3; (H[CI), NM300K (M[I)und
TiO2/Ag20 (F L)), mit (geflllte Symbole) und ohne (offene Symbole) Boden. (3 runs mit je 3 Replikaten).
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Abbildung 42: Im Algen-Wachstums-Inhibitionstest ermittelte ECso-Werte (mg/L) fir AgNO; (<), NM300K
(®O)und TiOx/Ag,0O (M) in Beziehung zur extrapolierten Konzentration der Ag®, mit (gefiillte Symbole) und
ohne (offene Symbole) Boden.

Es war ein weiteres Ziel zu unterscheiden, ob die Unterschiede der ECsy-Werte der unter-

suchten AgNP auf den Anteil der gelosten Ag* oder auf spezifische Partikeleigenschaften
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zuruickzufuhren waren. Deshalb wurden die experimentell ermittelten ECso-Werte zu den wie
unter 2.1.2 dargestellten relativen gelosten Ag-Anteilen in Beziehung gesetzt.

Der relative Anteil geléster Ag* betrug 0,78% =+ 0,13% fur NM-300K und 4,5% =+ 0,1% fir
TiO2/Ag20. Abbildung 42 zeigt den Zusammenhang zwischen den experimentell ermittelten
ECso-Werten und den extrapolierten Konzentrationen geloster Ag* im Testmedium fiir beide
AgNP und AgNOs. Die Ag-Konzentrationen geloster Ag®, die zu einer 50%-Hemmung der
Dehydrogenaseaktivitat fuhrten, waren fir NM300K und TiO,/Ag;0 in der gleichen Gro3en-
ordnung, sowohl mit als auch ohne Boden. Die Ergebnisse fuhren zu dem Schluss, dass die
toxischen Effekte proportional zur Aktivitat der Ag® sind, die von den AgNP in das Medium
freigesetzt wurden. Im Gegensatz dazu war die AgNOs-Konzentration, die zu einer 50%-
Hemmung fuhrte, in Anwesenheit des Bodens um eine GroéRenordnung hdher. Mdglicher-
weise ist die geringere Toxizitat des AgNO3 in Anwesenheit vom Boden darauf zurtickzufiih-
ren, dass freie Ag"* eine hohe Affinitat zu organischem Material haben und dass dadurch ihre
Bioverfugbarkeit herabgesetzt ist (Benoit et al. 2013). Eine weitere Hypothese beinhaltet,
dass ein direkter Kontakt zwischen Partikeln und Zellen die antibakterielle Aktivitat der AgNP
erhoht (Fabrega et al. 2011). Neue Ergebnisse weisen darauf hin, dass die antibakterielle
Wirkung allein auf der effektiven Konzentration der Ag™ innerhalb der Zellen beruht (Bonda-
renko et al. 2013). Diese ist nicht allein von der extrazellularen Loslichkeit der Ag™, sondern
der Loslichkeit auf der Partikel-Oberflache abhangig, die ihrerseits auf einen direkten Zell-
Partikel Kontakt zuriickzufihren ist (Bondarenko et al. 2013). Diese ,short-distance“-Effekte
werden durch zusatzliche Freisetzung von Ag* von der Oberflache der AgNP in der Nahe der
Bakterienmembran begrindet. Der direkte Kontakt mit der Oberflache der Bakterien (und
Zellen generell) fuihrt zu einer erhohten lokalen Ag™ -Konzentration, die zusatzliche Schadi-
gung der Bakterienmembran induziert und weitere Sekundareffekte durch Ag™ wie die Akku-
mulation von intrazellularen ROS (reaktive Sauerstoffspezies) und Inaktivierung von Biomo-
lekilen hervorruft (Fabrega et al. 2009; 2011).

Collembolen-Reproduktionstest mit Folsomia candida (OECD Richtlinie 232), miniatu-

risierte Form)

Methodenentwicklungung:

Der Collembolen-Reproduktionstest mit Folsomia candida (OECD TG 232) wurde miniaturi-
siert (Filser et al. 2013). Hierzu wurden sowohl die Bodenmenge (30, 20 und 10g Trocken-
boden) als auch die Zahl der eingesetzten Tiere (10, 7 und 5 Tiere) systematisch variiert. Die
GroRRe der VersuchsgefalRe wurde der Bodenmenge angepasst. Gearbeitet wurde mit unbe-
handeltem Lufa 2.2-Boden. Die Validitat des miniaturisierten Tests wurde anhand der toxiko-

lischen Endpunkte Mortalitdt und Reproduktion sowie anhand der Streuung der einzelnen
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Replikate Uberprift. Das miniaturisierte Testsystem mit 10 g Boden und 5 Tieren erfillte alle

Validitatsktiterien.

In Abbildung 43 sind die Ergebnisse des miniaturisierten und des Standard-Testsystems zur
Hemmung der Collembolen-Reproduktion in Anwesenheit steigender Konzentrationen der
NM300K Silberpartikel dargestellt. Tendenziell zeigen beide Testsysteme eine Abnahme in
der Reproduktion in Abhangigkeit von der Konzentration. Das Dispersionsmittel allein hatte
keinen Einfluss auf die Reproduktion. Alle im Folgenden dargestellten Ergebnisse zum Col-
lembolen-Reproduktionstest wurden mit der miniaturisierten Variante des Testsystems

durchgefinhrt.
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Abbildung 43: Reproduktion von F. candida nach 28 Tagen Laufzeit mit den Testsubstanzen NM300K, dem Dis-
persionsmittel (NM300Kdisp) und der Referenzsubstanz AgNO3; (MW+SE, n = 5); Vergleich von miniaturisierten
und Standard-Tests.

Bodenbeaufschlagung:

Es wurden zwei Methoden der Boden-Dotierung mit den Testsubstanzen verglichen: A) die
Bodenbeaufschlagung mit zunehmend verdinnter AgNP-Testldsung und B) die Bodenbe-
aufschlagung durch Vermischung des Bodens mit der hdchsten Konzentration der AgNP und
weitere Verdiinnung durch Mischen des in der héchsten Konzentration mit AgNP-dotierten
Bodens mit nicht-kontaminiertem Boden. Jeder Test wurde mit je flinf Replikaten jeder Kon-
zentration durchgefiihrt. 50 mg Ag/L AgNOs; diente in allen Versuchen als Referenzstandard.
Fur das hdchste eingesetzte Volumen an NM300K-Standarddispersion wurde zur Kontrolle
ebenfalls der Einfluss des Dispersionsmittels der NM300K (NM300Kdisp) ermittelt.
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Abbildung 44: Einfluss der NM300K-Silbernanopartikel, des Dispersionsmedium (NM300kdisp) und des Refe-
renzstandards (AgNO3) auf die Reproduktion von F. candida nach 28 Tagen Laufzeit. A) Bodenbeaufschlagung
durch Vermischung von mit NM300K-kontaminiertem und nicht-kontaminiertem Boden und B) Bodenbeaufschla-
gung mit steigender Verdinnung der Testlésung.

Beide Varianten der Boden-Dotierung mit NM30OK lieferten valide Ergebnisse entsprechend
den Validitatskriterien (OECD 232). Allerdings waren die Collembolen in der Variante B (Ver-
dunnung der Testlosung) wesentlich reproduktionsfreudiger als in Variante A (Abbildung 44
A und B). In Variante B war eine konzentrationsabhangige Wirkung zu beobachten, und die
Werte wiesen eine niedrigere Streuung auf. Deshalb wurde in den nachfolgenden Tests die

Variante B verwendet

Vergleich LUFA 2.2 Boden und RefeSol 01A:

Alle bisher vorgestellten Tests wurden mit dem LUFA 2.2-Boden durchgefihrt. Der Test wur-
de mit dem Boden Refesol 01A wiederholt, da dieser als Standard fir alle terrestrischen
Testsysteme innerhalb des UMSICHT-Projektes gewahlt wurde (siehe auch Sediment-
Kontakttest).

Im LUFA-Boden wirkte NM300K in allen getesteten Konzentrationen ahnlich wie AgNO; in
der hochsten Konzentration (Reduktion der Reproduktion um ca. 20%). Eine konzentrations-
abhangige Wirkung war nicht festzustellen. Im Refesol 01A war das Muster ahnlich, jedoch
wirkten hier die AgNP in allen Konzentrationen stérker toxisch als AgNO3 in der hdchsten
Konzentration. Bei 25 mg Ag/kg TM Boden reduzierte NM300K die Reproduktion um gut
60% (Abbildung 45).
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Die Abbildungen 44 und 45 zeigen, dass das Dispersionsmittel in beiden getesteten Bdden
und beiden Beaufschlagungsvarianten keine toxische Wirkung auf die Reproduktion von
F. candida hat.

O
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Abbildung 45: Einfluss der NM300K Silbernanopartikel, des Dispersionsmediums (NM300kdisp) und des Refe-
renzstandards (AgNOs3) auf die Reproduktion von F. candida nach 28 Tagen in LUFA 2.2 und im Refesol 01A
Boden. Die Bodenbeaufschlagung erfolgte durch Vermischung von mit NM300K-kontaminiertem und nicht-
kontaminiertem Boden.
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Abbildung 46: Durch NM300K (m) und TiO2/Ag20 (™) induzierte Abnahme der Reproduktionsrate im Collembolen-
Test. 50 mg/kg Trockengewicht AgNO; (M) diente als Positivkontrolle, das Dispersionsmittel der NM300K und die
TiO»-Partikel entsprechend als Negativkontrollen ().
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Neben NM300K AgNP wurde TiO,/Ag,0 im Collembolen-Reproduktionstest untersucht. Wie
NM300K fihrte auch TiO,/Ag.O zu einer Abnahme der mittleren Reproduktionsrate (Abbil-
dung 46), allerdings sind auch hier die Standardabweichungen hoch, und es lasst sich kein
Zusammenhang zwischen der Zunahme der Konzentration und der Reproduktionsrate her-
stellen. Weder fiur NM300OK noch durch TiO,/Ag,O konnten ECso-Werte ermittelt werden,
bzw. der ECso-Wert war mit > 50 mg/kg Trockengewicht fir beide AgNP sehr hoch.

Langzeiteffekte von NM300K im Boden auf Bodenorganismen

Neben der unmittelbaren Beeinflussung der Vitalitat der Bakterien und der Reproduktion der
Collembolen durch die verschiedenen Ag-Spezies wurde die Wirkung von NM300K und Ag-
NO; im Rahmen der Simulation des Klaranlagenpfades (siehe Zwischenberichte des Ver-
bundpartners vom Fraunhofer Institut fir Molekularbiologie und Angewandte Okologie, IME)
untersucht. Ziel war es zu klaren, ob an Belebtschlamm adsorbierte AgNP bei landwirtschaft-
licher Verwertung von Belebtschlamm langfristig eine hemmende Wirkung auf die Aktivitat
der Bodenmikroflora und —fauna entfalten. Dies wirde darauf hindeuten, dass toxische Sil-

berspezies im Zuge des Belebtschlammabbaus freigesetzt werden.

Die Dotierung des Belebtschlamms erfolgte Uber zwei verschiedene Ansétze:

LV1 Verwendung von Belebtschlamm aus der Laborklaranlage, der tber einen langeren
Zeitraum AgNP bzw. Silbernitrat Uber synthetisches Abwasser zugefihrt wurde. Die
NM300K-Konzentrationen betrugen dabei 0,4/ 4,0/ 8,2/ 16,4 (mg Ag/kg TM Boden).
Als Kontrolle diente Boden + Belebtschlamm (K+B), der nicht mit NM300K dotiert
war. Ein weiterer Boden war mit 4,0 (mg Ag/kg TM Boden) AgNO; dotiert.

LV2 Einmaliges Spiken von aus der regionalem Klaranlage frisch geholtem Be-
lebtschlamm mit AgNP bzw. Silbernitrat. Die Konzentrationen betrugen hier entweder
2,5 oder 6 mg Ag/kg TM Boden sowohl fiir NM300K als auch flr AgNOs. Als Kontrolle
diente Boden + Belebtschlamm (K+B), der nicht mit NM300K dotiert war

Alle Lagerversuche (LV1 und LV2) wurden Uber insgesamt 140 Tage durchgefiihrt. Die Pro-
ben der gelagerten Béden aus LV1 und LV2 wurden nach 32, 60, 100 und 140 Tagen Lager-
zeit vom Partner IME an den Partner OKO/Universitat Bremen geschickt und dort sowohl im
Arthrobacter-Sedimentkontakttest als auch im Collembolen-Reproduktionstest in Hinblick auf
ihre hemmende Wirkung im Vergleich zu Kontrollboden (K+B) und Boden ohne Be-

lebtschlamm untersucht.
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Abbildung 47: Hemmung der Dehydrogenase-Aktivitat in Anwesenheit steigender NM300K—Konzentrationen im

Boden aus Lagerversuch LV1.
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Abbildung 48: Hemmung der Dehydrogenase-Aktivitdt in Anwesenheit steigender NM300K —Konzentrationen im

Boden aus Lagerversuch LV2. D = Lagerzeit in Tagen.
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Sowohl der Collembolen-Reproduktionstest als auch der Sediment-Kontakttest wurden in der
oben vorgestellten miniaturisierten Form durchgefiihrt. Wie Abbildung 47 und Abbildung 48
zeigen, Ubten innerhalb des betrachteten Lagerzeitraums von 140 Tagen weder NM300K
noch AgNO; einen signifikanten, von der Lagerzeit abhangigen Einfluss auf die Vitalitat der
Bakterien aus.

Im Collembolen-Reproduktionstest wurden aus den oben genannten Lagerversuchen LV1
der mit einer NM300K-Konzentrationen von 16,4 (mg Ag/kg TM Boden) und der mit 4,0 (mg
Ag/kg TM Boden) AgNO; dotierte Boden untersucht. Aus Lagerversuch LV2 wurden die mit 6
mg Ag/kg TM Boden NM300K und AgNO3 dotierten Boden ausgewahilt.
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Abbildung 49: Hemmung der Reproduktionsrate in LV1 fiir die Kontrollen (K+B; Boden plus Belebtschlamm ohne
AgNP), die mit 16,4 mg Ag/kg TM NM300K und die mit 4 mg Ag/kg dotierten Bdden fiir die Lagerzeitrdume von
60, 100 und 140 Tagen. Die Daten sind normiert auf den Boden ohne Belebtschlamm.

In Abbildung 49 sind die Ergebnisse zu LV1 fir die Kontrollen (Boden plus Belebtschlamm
ohne AgNP), die mit 16,4 mg Ag/kg TM NM300K und die mit 4 mg Ag/kg dotierten Béden flr
die Lagerzeitraume von 60, 100 und 140 Tagen zusammengefasst. Die Anzahl der Juvenilen
wurde auf die jeweilige Anzahl Juveniler in den Kontrollen (Boden ohne Belebtschlamm)
normiert. Die Ergebnisse zeigen, dass allein die Beaufschlagung des Bodens mit Be-
lebtschlamm (K+B) zu einer Hemmung der Reproduktion fihrte. AgNOs fiihrte erst nach 140
Tagen Lagerung zu einer signifikanten Reduktion im Vergleich zur Kontrolle (K+B). Dagegen
war die Reproduktion fiir 16,4 mg Ag/kg TM NM30O0K fir alle drei Lagerungszeitrdume signi-
fikant reduziert (der Boden fur den Lagerungszeitraum D32 in LV1 war am Ende verschim-

melt und die Tiere verendet, so dass die Ergebnisse nicht verwendet werden konnten).
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Diese Ergebnisse zur Hemmung der Reproduktion in LV1 wurden durch die Ergebnisse aus
Lagerversuch 2 (LV2, Abbildung 50) bestatigt. Insbesondere NM300K (6 mg Ag/kg TM) fuhr-

te zu einer Hemmung, die abhangig von der Lagerzeit war.

Die in LV1 beobachtete Hemmung der Reproduktion durch Beaufschlagung des Bodens al-
lein mit Belebtschlamm ohne Silber lasst sich vermutlich darauf zuriickfiihren, dass hier Be-
lebtschlamm aus der Laborklaranlage, in LV2 aber frischer Klarschlamm aus der regionalem

Klaranlage verwendet wurde.
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Abbildung 50: Hemmung der Reproduktionsrate in LV2 fiir die Kontrollen (K+B; Boden plus Belebtschlamm ohne
AgNP), die mit 16,4 mg Ag/kg TM NM300K und die mit 4 mg Ag/kg dotierten Bdden fiir die Lagerzeitrdume von
60, 100 und 140 Tagen. Die Daten sind normiert auf den Boden ohne Belebtschlamm.

Der Sedimentkontakttest mit Bakterien hat gezeigt, dass die Anwesenheit von Boden die
toxische Wirkschwelle der leicht I6slichen Silberverbindungen (AgNO3 und TiO2-AgNP) er-
heblich nach oben verschiebt (Abbildung 41), also die Bioverfuigbarkeit von Ag” verringert.
Fur NM300K war das jedoch nicht der Fall: mit oder ohne Boden scheinen diese Partikel

deutlich weniger toxisch.

Wie irreflinrend die Risikoabschatzung mit diesem Kurzzeittest sein kann, ist aus den Lang-
zeitversuchen mit Collembolen ersichtlich: erst nach 60 bis 100 Tagen Lagerung (und langer)
zeigte sich die toxische Wirkung von NM300K, deren Schwelle nun in der gleichen GréRen-
ordnung lag wie die von AgNO; (Abbildung 49 und 50) und die von AgNO; und TiO,-AgNP
im Bakterientest.
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2.1.5 Arbeitspaket 2.3.2: Erfassung der Wirkung — Aquatische Systeme

Um die toxische Wirkung der verfiigharen AgNP (NM300K, TiO,/Ag,0, Gluconat- und Gluta-
thion-gecoatete AgNP) auf aquatische Systeme zu untersuchen, wurden vom Partner OKO
folgende Testsysteme harangezogen:

1. Leuchtbakterientest (Vibrio fischeri) nach DIN 38412-34,

2. Hemmung des Algenwachstums (Pseudokirchneriella subcapitata) nach OECD Richtlinie
201 bzw. DIN EN ISO 8692 (2012) und der Ein-Generationen-Algentoxizitatstest,

3. Hemmung des Wasserlinsenwachstums (Lemna minor) nach OECD Richtlinie 221 bzw.
DIN EN ISO 20079 (2005), miniaturisiert.

Biotests wie der Leuchtbakterientest oder aquatische Testsysteme mit einzelligen Griinalgen
oder Wasserlinsen werden u.a. fir Zwecke des Monitorings von Gewassern, phytopharma-
kologischen Wirkungsanalysen sowie in der prospektiven Beurteilung des aquatischen Toxi-
zitatspotentials von Chemikalien eingesetzt. FlUr eine Einschatzung einer toxischen Wirkung
von AgNP auf Gewasser wurden deshalb die drei o0.g. Tests durchgefuhrt. Um einen mog-
lichst groRen Probendurchsatz bei Reduzierung des Abfallvolumens zu erzielen, wurde der
konventionelle Test, der die Hemmung des Wasserlinsenwachstums (Lemna minor) nach
OECD Richtlinie 221 erfasst, miniaturisiert und der 72 h-Algenwachstumshemmtest mit dem
Ein-Generationen-Algentoxizitatstest (24 h) verglichen. Zusatzlich wurde Der Daphnientest

miniaturisiert (Baumann et al 2013, s.a. Abschnitt 2.6)

Leuchtbakterientest (Vibrio fischeri), LCK 482 (DIN EN ISO 11348-2)

Wie Abbildung 51 zeigt, reagieren die Bakterien nicht nur sensitiv auf die Silbernanopartikel,
sondern auch auf das Dispersionsmittel. Die entsprechenden ECso-Werte betrugen 18 + 3
mg Ag/L fir NM300K, 28,6 + 0,9 mg/L fur das Dispersionsmittel der NM300K und 12,72 + 8,8
mg Ag/L fir AgNO; als ionische Silber-Referenz. Aufgrund der hohen Empfindlichkeit gegen
das Dispersionsmittel ist der Test nicht anwendbar. Trotzdem zeigt sich hier ebenfalls der
Trend, dass das AgNQO;3; als losliches Silbersalz den starksten Effekt auf die Leuchtintensitat
der Bakterien zeigt, verglichen mit den NM300K-Silber-Nanopartikeln. Ein Vergleich der Do-
sis-Wirkungs-Kurven der NM300K-Partikel mit dem Dispersionsmittel zeigt ebenfalls, dass es
einen Effekt der Silberpartikel gibt, jedoch ist die Hohe dieses Effektes schwer abzuschéat-
zen, da bereits das Dispersionsmittel alleine einen deutliche toxische Wirkung zeigt. Zur

besseren Bewertung dieser Effekte mussten Mischungseffekte mit bericksichtigt werden,
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was jedoch eine Erfassung der Einzelstofftoxizitaten voraussetzen wirde. Ergebnisse zu der
GrolRenverteilung und dem Zetapotential mittels dynamischer Lichtstreuung (DLS) zeigten
daruber hinaus, dass die NM300K-Partikel nicht mehr als Nanopartikel (sondern > 600nm)
vorliegen und das AgNO; ausféllt, was auf die hohe lonenstarke bzw. die hohe NacCl-
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Konzentration (2%) in dem Testmedium fir den Leuchtbakterientest zurlickzufthren ist.

Abbildung 51: Abnahme der Leuchtintensitat von Vibrio fischeri als Funktion der Konzentration der NM300K-
Partikel (links), des Dispersionsmittels (NM300Kdisp; Mitte) und von AgNOs; (rechts).

68



Abschlussbericht UMSICHT, Universitat Bremen, FKZ 03X0091A

Hemmung des Algenwachstums (Pseudokirchneriella subcapitata) nach OECD Richt-

linie 201 bzw. DIN EN ISO 8692 (2012) und dem Ein-Generationen-Algentoxozitatstest

Fir die Erfassung der toxischen Wirkung der AgNP wurde der 72 h-
Algenvermehrungshemmtest an- Batch-Kulturen einzelliger Griinalgen (Pseudokirchneriella
subcapitata) durchgefihrt. Alternativ dazu wurde der validierte Ein-Generationen-
Algentoxizitatstest (24 h) mit synchronisierten Kulturen der Algen Scenedesmus vacuolatus
angewandt, bei dem die Wachstumsleistung durch entsprechende Kultivierungsbedingungen
maximiert wurde (Altenburger et al. 1990, Faust et al. 1992). Toxikologischer Endpunkt war
bei beiden Testdesigns die Hemmung der Algen-Vermehrung. Als Ausleseparameter wurde
die Zellzahl mittels Zellcounter ermittelt. In der Regel wurden 8 verschiedene Verdinnungs-

stufen mit zwei Replikaten pro Durchlauf gemessen.

Es wurden mindestens drei Durchlaufe pro Testsubstanz durchgefiihrt. Die statistische Aus-
wertung dieser Ergebnisse wurde mit Hilfe des Statistikprogramms ToxRat Professional
(Version 2.10.05 ToxRat Solutions GmbH, Alsdorf, Deutschland) durchgefiihrt. (siehe auch
Kap. 2.1.3).

Die ermittelten ECso-Werte (ug Ag/L) fir AgQNO3z;, NM300K und TiO,/Ag,0 sind in Abbildung
52 fur beide Versuchsbedingungen (72 h-Algenwachstumshemmtest oder Ein-Generationen-
Algentoxizitatstest, 24 h) zusammengefasst. Die Mittelwerte der erzielten Ergebnisse beider
Testsyteme sind fir AQNO; und TiO»/Ag,0 vergleichbar. Fiir NM300K unterscheiden sie sich

in den Mittelwerten, allerdings nicht signifikant.

Wie flr die terrestrischen Tests war es ein weiteres Ziel zu unterscheiden, ob die ECso—
Werte der untersuchten AgNP auf den Anteil der gelosten Ag® oder auf spezifische Parti-
keleigenschaften zurtickzufihren waren. Deshalb wurden die experimentell ermittelten ECso-
Werte zu den wie unter 2.1.2 dargestellten relativen geldésten Ag-Anteilen in Beziehung ge-

setzt.

Der relative Anteil geloster Ag® betrug 0,6% * 0,1% fur NM300K und 8,1% + 1,3% flr
TiO,/Ag,O fir den 72 h-Algenwachstumshemmtest und 0,8% + 0,1% NM300K im Ein-
Generationen-Algentoxizitatstest (24 h). Die geldéste Ag® Konzentration fir TiO./Ag,O wurde
im Medium fur den Ein-Generationentest nicht bestimmt, der Wert sollte aber entsprechend
leicht héher sein als der Wert im 72 h-Algenwachstumshemmtest. Abbildung 53 zeigt den
Zusammenhang zwischen den experimentell ermittelten ECsq Werten und den extrapolierten
Konzentrationen geldster Ag® im Testmedium fir beide AgNP und AgNOs;. Die Ag-
Konzentrationen geldster Ag®, die zu einer 50% Hemmung des Algenwachstums fiihrten,

waren fur NM300K, TiO,/Ag,O und AgNOs; in der gleichen GroRenordnung. Im Gegensatz
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dazu lagen die experimentell ermittelten ECso-Werte ohne Berlicksichtigung des geltsten
bzw. partikularen Ag-Anteils um mehr als eine GréRenordnung auseinander.
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Abbildung 52: Im Algen-Wachstums-Inhibitionstest ermittelte ECso-Werte (ug/L) fir AgNO; (<), NM300K
(®O)und TiO2/Ag.0 (ML ]). Die ECso-Werte wurden entweder aus dem 72 h Algenwachstumshemmtest (gefiillte
Symbole) oder dem Ein-Generationen-Algentoxizitatstest (offene Symbole) ermittelt (mindesten 3 runs mit je 2
Replikaten).
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Abbildung 53: Im Algen-Wachstums-Inhibitionstest ermittelte ECso-Werte (ug/L) fir AgNO; (<), NM300K
(®O)und TiO2/Ag,0O (M) in Beziehung zur extrapolierten Konzentration der Ag”. Die ECso-Werte wurden entwe-
der aus dem 72 h Algenwachstumshemmtest (gefullte Symbole) oder dem Ein-Generationen-Algentoxizitétstest
(offene Symbole) ermittelt (mindesten 3 runs mit je 2 Replikaten).
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Hemmung des Wasserlinsenwachstums (Lemna minor) nach OECD Richtlinie 221 bzw.
DIN EN ISO 20079 (2005), miniaturisiert.

Das aquatische Testsystem wurde so miniaturisiert, dass wesentlich kleinere Testvolumina
bendtigt wurden, da Nanopartikel besonders wahrend ihrer Entwicklung in nur geringen
Mengen verfigbar sind. In unserer modifizierten Form wurden Polystyrol-6-Well-Platten ver-
wendet. Diese haben ein Fassungsvermégen von 15 ml/Well, einen flachen Boden und ei-
nen Deckel. Anstelle der 100 ml im konventionellen Test war hier das Testvolumen auf 10 ml
reduziert; es wurden ca. 3 Fronds in je ein Well Gberfuhrt. Dieser Test erflllte die Validitats-
kriterien (mindesten 8-fache Anzahl an Fronds fir die Kontrollen am Ende des Tests nach
168 Stunden) und wurde auch bereits in anderen Arbeitsgruppen erfolgreich validiert
(Soukupova and Beklova 2009). Die miniaturisierte Alternative des Lemna-Tests ermdéglicht
einen groReren Probendurchsatz bei gleichzeitiger Reduzierung des Abfallvolumens auf 10%

im Vergleich zum konventionellen Test.

Pro Wiederholung des Tests wurden fiir jede Verdiinnungsstufe 3 Replikate und fir die Kon-
trollen 6 Replikate vorbereitet. Ausleseparameter fur das Wachstum der Lemna waren so-
wohl Anzahl der Fronds und die Zunahme der Frondoberflache am Anfang und am Ende des
Tests. Die statistische Auswertung dieser Ergebnisse wurde mit Hilfe des Statistikprogramms
ToxRat Professional (Version 2.10.05 ToxRat Solutions GmbH, Alsdorf, Deutschland) durch-
gefuhrt (siehe auch Kap. 2.1.3).

Die ermittelten ECso-Werte (ug/L) fur AQNOz, NM300K und TiO»/Ag,0 sind in Abbildung 54
fur beide Beobachtungsparameter (Anzahl der Fronds und Frondoberflache) zusammenge-

fasst.

Wie flr die terrestrischen Tests war es ein weiteres Ziel zu unterscheiden, ob die ECso—
Werte der untersuchten AgNP auf den Anteil der gelésten Ag® oder auf spezifische Parti-
keleigenschaften zurtickzufihren waren. Deshalb wurden die experimentell ermittelten ECso-
Werte zu den wie unter 2.1.2 dargestellten relativen geldsten Ag-Anteilen in Beziehung ge-

setzt.

Der relative Anteil geloster Ag” betrug 4,4% + 0.99% fiir NM300K and 32,3% + 0.63% fr
TiO,/Ag,0. Abbildung 55 zeigt den Zusammenhang zwischen den experimentell ermittelten
ECso-Werten und den extrapolierten Konzentrationen geldster Ag” im Testmedium flr beide
AgNP und AgNOs;. Die Ag-Konzentrationen geléster Ag®, die zu einer 50%-Hemmung des
Lemna-Wachstums fiihrten, waren fir NM300K, TiO,/AgO und AgNOs; in der gleichen Gro-
Renordnung. Im Gegensatz dazu lagen die experimentell ermittelten ECsp-Werte ohne Be-
ricksichtigung des geldsten bzw. partikularen Ag-Anteils um mehr als eine Gré3enordung

auseinander (Abbildung 54).
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Abbildung 54: Im Lemna-Wachstums-Inhibitionstest ermittelte ECso-Werte (ug/L) fur AgNOsz;, NM300K und
TiO2/Ag20. Die ECso-Werte wurden entweder aus dem Ausleseparameter Anzahl der Fronds (geflillte Symbole)
oder der Frondoberflache (offene Symbole) ermittelt (mindesten 2 runs mit je 3 Replikaten).
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Abbildung 55: Im Lemna-Wachstums-Inhibitionstest ermittelte ECso-Werte (ug/L) fur AgNO3; (€<), NM300K
(®O)und TiO2/Ag,0 (1) in Beziehung zur extrapolierten Konzentration der Ag+. Die ECso-Werte wurden ent-
weder mittels der Ausleseparameter Anzahl der Fronds (gefiillte Symbole) oder der Frondoberflache (offene
Symbole) ermittelt.
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Zusammengefasst zeigen beide aquatischen Testsysteme, dass fir die hier verwendeten
AgNP allein der Anteil der gelésten Ag™ die Toxizitat bestimmt. So liegen sowohl fur das Re-
ferenzmaterial NM300K wie auch fiur TiO,/Ag,O die Mengen an geldstem Silber, die zu einer
mittleren Hemmung (ECs,) des Algen- bzw. Wasserlinsenwachstums fiihren, in derselben
Grolienordnung.

Die Ag-Konzentration der beim Verbundpartner VdW hergestellten Glutathion- bzw. Gluco-
nat- gecoateten Ag-Nanopartikel war mit 4,4 mg/L bzw. 11,7 mg/L zu gering, um einen
messbaren Effekt in den aquatischen Testsystemen zu beobachten.

2.1.6 Arbeitspaket 3.1: Lebenszyklusanalyse

Unkenntlich gemachte vertrauliche Daten sind rot markiert

Uberblick

In diesem Arbeitspaket sollten am Beispiel der textilen Wertschdpfungskette die moglichen
Expositionen von Mensch und Umwelt gegeniber den verschiedenen Silberspezies (AgNP,
Silberpartikel > 100 nm, geldste Silberionen und an verschiedene Matrizes gebundene Sil-
berpartikel) ermittelt werden. Es wurden die folgenden Stationen der textilen Kette unter-
sucht: Die Produktion von silberhaltigen Textilfasern und Geweben, der Gebrauch dieser
Gewebe (Abnutzung durch Reibung, Waschen, Tragen am Kérper) und schlieZlich die Ent-
sorgungspfade- oder Recyclingpfade. Besonders wurden dabei folgende Punkte betrachtet:
(1) Bewertung des Umwelteintragspfades ,Verschlei® beim Produktgebrauch® mittels
Stoffflussanalysen, (2) Abschéatzung des Einflusses der Verarbeitungsweise von Nanoparti-
keln auf die Partikelemission in der Mullverbrennungsanlage. Die hier gewonnenen Expositi-

onsdaten gingen in das Arbeitspaket 3.2 zur Risikobewertung ein.

In Abbildung 56 ist der Lebenszyklus von silberhaltigen Textilien schematisch dargestellt. Die
hergestellten Textilien werden verkauft und von den Konsumenten angewendet. Beim Ge-
brauch kénnen Bestandteile der Textilien freigesetzt werden, abhangig von Art des Ge-
brauchs und den Materialeigenschaften der Textilien. Durch das Tragen von Kleidung ent-
steht beispielweise Abrieb, der Silber enthalt. Durch die Reinigung in der Waschmaschine
werden Teile des Silbers ausgewaschen und gelangen ins Abwasser, welches dann in Klar-
anlagen behandelt wird. In der Klaranlage verteilt sich das Silber auf die wassrige Phase,
welche Uber das Nachklarbecken in Oberflichengewésser gelangt, und auf den KIar-
schlamm, in dem das Silber sorbiert an die Klarschlammpartikel vorliegt. Der Klarschlamm
wird zum Teil auf Ackerflachen ausgebracht. Das im Klarschlamm enthaltene Silber kann

dann in Abhangigkeit von den vorliegenden Bedingungen (und der vorliegenden Silberform)
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im Boden transportiert werden und wieder in Oberflachengewéasser gelangen. Ein Teil des
Silbers gelangt Uber den Entsorgungspfad tber Haushaltsmull bis zur Deponie oder in die
Mullverbrennung. Fir die Abschatzung der Verteilung des Silbers wahrend des Lebenszyk-
lus wurde der Arbeit von Blaser et al. (2008) gefolgt. Diese Abschatzung konzentrierte sich
dabei auf die Bedingungen, die in Deutschland vorliegen, wobei z.B. Produktionsmengen
und Gebrauchsmengen aus Daten, die fir den globalen Markt vorliegen, auf Deutschland
umgerechnet wurden. Dies geschah basierend auf den Bevdlkerungszahlen.

BGR: AP1.2.4
AP 3'1 AP2.2.2

—— Lebenszyklusanalyse Boden:

Verfugbarkeit,
Transport
- AP2.1.4 Sorptionim Exposition,
Freisetzung Klarschlamm Wirkung,

v. AgNM in Klaranlage Akkumulation
Abwasser

Waschen v.
Textilien
HI: AP2.1.1

-

IME: AP 1.2.4

Luft, Staub, N
Abrieb
BUI: AP 2.2.1

IME, OKO:
Suspendiertim AP2.2.2,AP2.3.1
Ablauf ’ Terrestrische

Okotoxikologie

Freisetzung in
Gewadsser f

Gewdsser Verflgbarkeit, Wirkung

Entsorgung

Aquatische Toxikologie

OKO, UBA: AP 2.3.2 AP 2.3.3

Abbildung 56: Schema der Stationen des Lebenszyklus von Silber aus Textilprodukten von der Herstellung ange-
fangen (oben links) bis zur Freisetzung von Silber in den Boden und in Oberflachengewasser.

Herstellungsmengen

Der Projektpartner RAS stellt die Silbernanopartikel AgPure (NM300K) her, die z.B. einge-
bracht in Polyester-Fasern als Rohmaterial zur Herstellung von Textilien dienen. Die Kon-
zentrationen an Silbernanopartikeln in den fertigen Textilprodukten variieren je nach Herstel-
ler von XXX Ag/kg Textil. Die von RAS beabsichtigte Produktionsmenge an AgPure fir das
Jahr 2013 wird auf XXX Ag eingeschatzt. Die beabsichtige biozide Wirkung durch die Frei-
setzung von Silberionen kann auch durch die Verwendung von Silberchlorid im Textil erreicht
werden. Der Projektpartner CHT gibt fur die Jahresproduktion eines Herstellers von Sil-
berchlorid fur Textilien (iSys AG) fur Deutschland die Menge von 136 kg Ag an. Fur die EU

74



Abschlussbericht UMSICHT, Universitat Bremen, FKZ 03X0091A

werden von diesem Hersteller 319 kg Ag als Silberchlorid hergestellt. Fir den Weltmarkt sind
es 352 kg Ag (ebenfalls als Silberchlorid). Eine vertrauliche mindliche Auskunft (iber RAS)
fur den EU-Markt von 2006 gibt die Verwendung von XXX Ag in nanopartikularer Form far
antimikrobielle Anwendungen an (proportionaler Anteil nach der Bevélkerung von D ware
1302 kg).

Die Abschéatzung von Windler et al. (2013) fir den Anteil an biozidem Silber am globalen
Markt ist 0,1% - 0,5%. Die top-down Abschatzung von Burkhardt et al. (2011) kommt auf
0,2%. Windler et al. (2013) geben 68% als Nutzung von biozidem Silber fur Wasserbehand-
lung an und 32% fir andere Zwecke. Als konservative Annahme fur die Nutzung im Textilbe-
reich wird dann dieser Wert von 32% Ubernommen. Nach Burkhardt et al (2011) schliisselt
sich die Silberverwendung im Textilbereich auf in 79% als Silbersalze, 13% als metallisches
Silber und 8% als Silberionentauscher. Die konservative Annahme von 13% Anteil von Sil-
bernanopartikeln wird von Windler et al. (2013) gemacht. Ubertragen auf den weltweiten Sil-
berbedarf des Jahres 2012 von 32.604 t (Silverinstitute 2013) ergeben sich 65 t/a (mit der
Annahme 0,2% fir biozide Verwendung) fur die weltweite biozide Verwendung von Silber
und 21 t/a als weltweite Verwendung von Silber in Textilien. Der weltweite Anteil von Silber-
nanopartikeln im Textilbereich ist dann 2,7 t/a. Dies entspricht gut 10% der globalen Produk-
tion von Nanosilber, die von der EU-Kommision mit ca. 20 t/a beziffert wird (European Com-
mission, 2ndRegRevNanoMat 2012).

Fur den européaischen Markt kdnnen die Mengen Uber die Bevolkerungszahlen der industria-
lisierten Welt abgeschatzt werden, wenn man Burkhardt et al (2011) folgt. Die Bevolkerungs-
zahlen sind dabei Wikipedia entnommen (http://en.wikipedia.org/wiki/Usa, ...). Als industriali-
sierte Welt wird dabei die Bevolkerung der EU & Schweiz, USA, Kanada, Japan, 1/10 von
China und Sudkorea angenommen. Die abgeschatzten Daten fir Europa sind dann 28,1 t/a
biozide Verwendung von Silber, 9 t/a Silberverwendung fur Textilien. Die Verwendung von
Silbernanopartikeln in Textilien ware dann 1,2 t/a.

Fur Deutschland ist die abgeschatzte Verwendung von Silbernanopartikeln in Textilien die-
sen Annahmen folgend 190 kg/a. Dieser Wert wird flr das realistische Szenario verwendet.
Ein mittleres Szenario nimmt 600 kg Ag/a an und fur das worst-case-Szenario wird 1.500 kg
Ag/a angenommen, welches ungefahr der Menge an Silber entspricht, die in Deutschland fir

Textilien eingesetzt wird.

Andere Silberguellen

Um die Auswirkung der Nutzung von Silbernanopartikeln in Textilien auf die Umweltkonzent-
rationen von Silber zu bewerten, missen die anderen Silberquellen (OS) und die schon vor-
handene Konzentration des Silbers in der Umwelt berlcksichtigt werden. Folgende Abschat-

zungen der Umweltkonzentrationen von Silber konnten dem Dokument des SCENIHR (2013)
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entnommen werden. Die Umweltkonzentration von Silber im Oberflachenwasser, welches
von menschlichen Aktivitaten beeinflusst wird, liegt im Bereich von 1 — 10 ng Ag/L (Wen et
al. 1997; Wen et al. 2002; Tappin et al. 2010; Lanceleur et al. 2011). Wenn das Oberfla-
chenwasser von Eintragen von unbehandeltem Abwasser aus der photographischen Indust-
rie oder dem Bergbau betroffen ist, liegen die Umweltkonzentrationen von Silber im Bereich
von 100 — 1000 ng Ag/L (Wen 2002; Lanceleur 2011). Sedimente von Fliissen in industriali-
sierten Gebieten enthalten ca. 1 mg Ag/kg (Gobeil 1999; Lanceleur 2011) und in hochkonta-
minierten Gebieten im Bereich von 10 — 100 mg Ag/kg (Dissanayake et al. 1983; Lanceleur
2011). Der geogene Hintergrund von Silber ist ca. 70 pg Ag/kg (Pais and Benton Jones
1997).

Auf den wichtigsten Austragungswegen im Lebenszyklus, Abwasser (WW) und feste Abfalle
(SW), werden die Abschéatzungen von Hund-Rinke et al. (2008) fir die Silberkonzentration im
Abwasser von ca. 10 pg Ag/L und von Blaser et al. (2008) fur die Menge von Silber im festen
Abféallen von 700 t Ag/a in der EU (extrapoliert auf 2010) verwendet. Fir Deutschland ergibt
die bevolkerungsbasierte Abschatzung dann 114 t/a Silber in festen Abféllen. Eine geringere
Abschétzung der Silberkonzentration im Abwasser von ca. 4 ug Ag/L geben Shafer et al.
(1998) an.

Berucksichtigung der Speziation des Silbers im Lebenszyklus

Die Bewertung der Vorhersagen der Umweltkonzentrationen von Silber mit den aus den an-
deren Arbeitspaketen bestimmten Wirkungen sollte auch die Vorhersage der vorhandenen
Silberspezies mit einschlieen. In vielen Arbeiten wird die Wichtigkeit der Speziation des
Silber bei der Betrachtung der Toxizitat stark betont (Ratte 1999; Navarro et al. 2008; Choi et
al. 2009; Liu et al. 2010; Liu et al. 2012). Es wurde in der vorliegenden Abschéatzung eine
vereinfachte qualitative Einteilung der Spezies von Silber in 5 Gruppen vorgenommen. Dies
geschah basierend auf den gewonnenen Erkenntnissen zur Speziation von Silber aus dem
Arbeitspaket 1.2.2. Die Gruppen umfassen metallische Silbernanopartikel (AgNP), geltste
Silberionen und leicht bis schwerldsliche Silbersalze (wie z.B. AgNO3; und AgCl), metalli-
sches Silber (> 100 nm), schwefelgebundene Silberionen wie z.B. Ag,S und gebunden an
Schwefelgruppen von DOM (gel6ste organische Stoffe) und NOM (nattrliche organische
Stoffe) und als letzte Gruppe metallische Silbernanopartikel fest eingebunden in Polymere,
wie es z.B. fir die Polyesterfasern des Projektpartners Hl gilt (HI, persdnliche Mitteilung). Die
Unterscheidung von Silbernanopartikeln und metallischem Silber (> 100 nm) wurde gemacht,
um nanospezifische Effekte beurteilen zu kdnnen. Geldste Silberionen und die leicht- bis
schwerldslichen Silbersalze wie z.B. Silberchlorid wurden in eine Gruppe zusammengefasst,
weil durch leichte Veranderungen des Mediums, wie z.B. die Erhéhung des Chlorid-Gehaltes

das in Silberchlorid enthaltene Silber als Silberchlorid-Komplexe wieder in Lésung gebracht
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werden kann. Dies ist bei Anwesenheit von reduziertem Schwefel als S* oder als SH-
Gruppen in organischen Verbindungen nicht mdglich, da die Bindung von Silber an diesen
Schwefel sehr stark ist (K ~ 10 firr die Reaktion Ag,S + H* — 2Ag" + HS" (PHREEQCi
v2.18, minteq.v4 Database).

Produktion der silberhaltigen Fasern und Textilien

Die Silbernanopartikel NM300K werden nach Auskunft des Herstellers RAS fest in die Poly-
esterfasern eingebunden. Eine oberflachliche Behandlung von Fasern mit Nanopartikeln, wie
dies z.B. fur die Proben fur die Abriebversuche des Partners BUI geschehen ist, wird nicht
als realistisch angesehen. Die schnelle Freisetzung von Silber aus diesen Materialien wider-
spricht der beabsichtigten langanhaltenden bioziden Wirksamkeit der Produkte. Hingegen
ermdglichen die fest in die Fasern eingebundenen Silbernanopartikel eine langanhaltende
biozide Wirksamkeit (konkrete Beispiele: vgl. Bericht des Partners Hl).

Fir die Einarbeitung von Silberchlorid in Fasern fur die Textilherstellung wird aus den oben-
genannten Grunden ahnlich verfahren wie beim AgNM NM300K (Auskunft vom Partner
CHT).

Der Projektpartner RAS nennt als Produkte, die Silbernanopartikel enthalten: XXX. Beispiele
von Textilien die Silberchlorid enthalten, sind Militdruniformen und Wischtiicher (CHT). Die
Konzentration von Silber in Textilien schwankt je nach Anwendung nach Angaben vom Part-
ner RAS von XXX Ag/kg Textil. Die biozide Wirksamkeit ist jedoch nach Auskunft von RAS
nicht immer gegeben. Windler et al. (2013) geben in 25/75%-Quantilen die Silberkonzentrati-
onen 33/77 mg Ag/kg Textil an. Die Silbergehalte in Textilien, die im Rahmen einer Wasch-
studie (KEMI Report 2011) gemessen wurden, liegen im Bereich von 0,5 mg/kg bis 1360
mg/kg. Der Mittelwert des Silbergehalts in dieser Studie liegt bei 110 mg/kg.

Freisetzung von Silber im Gebrauch von Textilien

Beim Gebrauch von Textilien wird Abrieb erzeugt, der aus Fasern und Faserbruchstiicken
besteht. Diese Bruchstiicke werden zu einem kleinen Teil direkt in die Luft freigesetzt. Ein
grolBer Teil des Abriebs ist jedoch nicht luftgetragen. Die Simulation des Abriebverhaltens
wurde vom Projektpartner BUI mit Hilfe eines Martindale-Aufbaus durchgefiihrt. Die Freiset-
zungsexperimente ergaben keine Freisetzung von einzelnen Silbernanopartikeln. Die grobe
und die feine Fraktion des Abriebs wurden auf den Silbergehalt untersucht und es wurde in
der feinen Fraktion keine Silberkonzentration, die signifikant Gber dem Blindwert liegt, gefun-
den. Die Silbergehaltsbestimmung der groben Fraktion des Abriebs ergab einen Silbergehalt

der nicht signifikant von dem des untersuchten Textils abweicht. Berticksichtigt man die Er-
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gebnisse der elektronenmikroskopischen Untersuchung des Partners BUI, kann angenom-
men werden, dass die Freisetzung von Silber aus dem Textil Uber die freigesetzten Faser-
bruchstiicke geschieht. Die Freisetzung von Silber aus Textilien Gber Abrieb kann aus Ab-
riebversuchen mit nicht mit Silbernanopartikeln behandelten Textilien abgeschéatzt werden.
Die Daten des Partners HI zum Abrieb lagen auch drei Monate nach Projektende noch nicht
vor (Martindale-Versuche -> Lebensdauer) und konnten somit nicht in diesem Bericht be-
ricksichtigt werden. Die Menge des Abriebs insgesamt in den Martindale-Versuchen (Bedin-
gungen siehe Bericht BUI) entspricht 0,5 g/kg bis 5 g/kg Textil.

Bei der Reinigung von Textilien in Waschmaschinen wird Silber ins Waschwasser abgege-
ben und gelangt somit mit dem Haushaltsabwasser in die Kanalisation und letztendlich in die
Klaranlage. Die Wasch- und Eluationsversuche wurden von den Partnern HI und RAS
durchgefuhrt. Die Eluationsversuche (folgend der ISO 10993-17) des Partners RAS von Po-
lyesterfasern mit XXX NM300K ergaben in Wasser eine Freisetzung von Silberionen weniger
als XXX innerhalb von 6 Tagen und in 0,5% HNO3; weniger als XXX, ebenfalls als Silberio-
nen.

Aufgrund der harschen Bedingungen, der Anwesenheit von Salpetersaure, kann der letztere
Fall als Freisetzung von Silber wahrend der Lebensdauer eines Jahres dieser HighTec-Faser
angenommen werden. Die Annahme der Verwendung nur dieser HighTec-Fasern fir die
Herstellung von silberhaltigen Textilien dient als Grundlage fir das realistische Szenario mit
geringer Freisetzung als Silberionen.

Die Waschversuche nach DIN EN ISO 105-C12 mit einer oberflachlich beschichteten Polyes-
terfaser (mit 75 ppm Silber, NM300K, Binder iSySSyn vom Partner CHT, 2 Waschzyklen)
und oberflachlich beschichteter Baumwolle (mit 50 ppm Silber, NM300K, Binder iSysMTX
vom Partner CHT, 9 Waschzyklen) ergaben die Freisetzung von tber 95% des Silbers. Die
Zahl der Waschzyklen der Versuche entspricht etwa dem 10fachen Wert bei Haushaltswa-
schen. Die Untersuchung des Waschwassers durch den Partner TUDr ergab eine Freiset-
zung von Silbernanopartikeln. Die Waschversuche kdénnen als Grundlage fir eine worst-
case-Annahme der Freisetzung von 95% des Silbers als Nanopartikel wahrend der Lebens-
dauer eines Textils benutzt werden. Lorenz et al. (2012) berichten von einem worst-case-
Textil (Socken mit 2,9 g Ag/kg), das nach einem Waschzyklus 23,5% des Silbers freisetzt.
13,6% des Gesamtsilbers sind in der GroRenfraktion < 0,45 pum zu finden, und auch freige-
setzte Silbernanopartikel wurden in der elektronenmikroskopischen Untersuchung des
Waschwassers nachgewiesen.

Die Waschversuche mit einer Lyocell-Faser (mit 161 ppm NM300K fest eingebunden in die
Fasern, 4 Waschzyklen, XXX) ergaben die Freisetzung von 7 ppm (entsprechend 4,3%) als
Silberionen wahrend der Lebensdauer. Dies letztere Szenario wird ebenfalls als realistisch

angenommen. Aufgrund der etwas hdheren Freisetzung als bei den Eluationsversuchen des
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Partners RAS wird diese Freisetzung im mittleren Szenarion verwendet. Die Freisetzung von
Silbernanopartikeln aus den Textilien wird als nicht gewtinschte Produkteigenschaft betrach-
tet. Im realistischen Szenario werden nur Silberionen und Faserbruchstiicke, die Silbernano-
partikel enthalten, freigesetzt. Die Bruchstiicke sind im Mikrometerbereich (Daten BUI), und
man daher davon ausgehen, dass die Bruchstiicke selbst ein &hnliches Freisetzungsverhal-
ten haben wie die Fasern selbst. Die Freisetzung von Silberionen wird auch von den Arbei-
ten von Bott et al. (2012), Lansdown (2010) und Hahn et al. (2011) fir Kompositmaterialien,
die Silbernanopartikel enthalten, beschrieben.

Daten zu Nutzungsszenarien vom Partner HI stehen ebenfalls noch aus und konnten hier
nicht berticksichtigt werden. Eine mdgliche Abschatzung ware, dass 5% der benutzten Wa-
sche mit Silbernanopartikeln behandelt wurden (Entwurf UBA).

Verhalten im Abwasser und in der Klaranlage

Das im Abwasser enthaltene Silber reagiert wegen des hohen Schwefelgehalts im Abwasser
und bei den vorherrschenden anoxischen Bedingungen grof3tenteils zu schwerldslichem Sil-
bersulfid. Fur Silbernanopartikel berichten Kagi et al (2013) die Bildung von Silbersulfid im
Abwasser. Fur AgNP (mit PVP-Coating) im Durchmesserbereich von 5 — 100 nm werden 25
— 30% des Silbers in Silbersulfid umgewandelt. Fur Silberionen berichtet Blaser et al. (2008)
vollstdndige Umwandlung zu Silbersulfid. Fur Mikrosilber und Silbernanopartikel eingebun-
den in Fasern nimmt man keine nennenswerte Umwandlung an. Nach Angaben von Eurostat
(http://epp.eurostat.ec.europa.eu/statistics_explained/index.php/Water_statistics) gelangen 95%
des Abwassers in die Klaranlage und 5% gelangen ungeklart in Oberflachengewasser. Bei
starken Niederschldgen kann es jedoch zu einer Verschiebung dieser Verteilung kommen
durch Uberlastung des Kanalsystems, wenn Regenwasser mit z.B. dem héauslichen Abwas-
ser in einem System geleitet wird. Benotti & Brownawell (2007) und Phillips et al. (2012) be-
richten von einem sehr grof3em Einfluss dieser Ereignisse auf die Konzentrationen von Stof-
fen in Oberflachengewassern, die in der Klaranlage sehr gut abgebaut werden. Zudem ge-
ben Phillips et al. (2012) die Abschatzung fir den Beitrag dieser Ereignisse zum jahrlichen
Auslauf aus der Kanalisation von 10% an. Im Rahmen dieses Projektes wurde dann im
worst-case-Szenario der Anteil des Abwassers, welches ungeklart in Oberflachengewasser

gelangt, auf 15% festgelegt.

Fur die Verteilung des Silbers auf Klarschlamm und Ablauf spielt das anfangliche Vorliegen
des Silbers eine untergeordnete Rolle, wobei es Hinweise aus Modellversuchen des Part-
ners IME gibt, dass bei Einleitung von Silbernanopartikeln bis zu 10% der Partikel unveran-
dert die Klaranlage wieder verlassen. Die Untersuchung von Burkhardt et al (2010) hat fur

Silberchlorid ergeben, dass 96% des Silbers an den Klarschlamm gebunden die Klaranlage
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verlassen. Die verbleibenden 4% des Silbers verlassen die Klaranlage als geltstes Silber
Uber das Nachklarbecken ins Oberflachengewasser. Die Projektpartner IME und BGR
(Schlich et al. 2013) geben an, dass der Hauptteil des Silbers als Silbersulfid die Klaranlage
verlasst. Diese Aussage wird von Kagi et al (2011) bestétigt. Spatere Versuche mit AgNP
(mit Citrat-Coating) ergaben die Umwandlung von 95% von AgNP mit 10 nm Durchmesser
und 10% Umwandlung von AgNP mit 100 nm Durchmesser in Silbersulfid nach 24 h (K&gi et
al. 2013). Metallisches Silber und Silbersulfid liegen dabei zusammen in den Partikeln vor.
Es wurden in beiden Arbeiten Hinweise auf Core/Shell- (Ag%/Ag,S)-Strukturen und auf kom-
plexere Strukturen der Partikel gefunden. Fir NM300OK wird basierend auf diesen Daten in
der Klaranlage eine Umwandlung von 90% des Silbers in Silbersulfid angenommen.

Die geringen Konzentrationen des Silbers im Ablauf der Versuchsklaranlagen erlaubten un-
seren Projektpartnern keine experimentelle Speziation des Silbers. Daher wird von gleicher
Verteilung der Silberspezies-Gruppen im Klarschlamm und im Ablauf ausgegangen. GemaR
der Richtlinie (EU TGD Part Il, 2003) wird der Verdunnungsfaktor 10 vom Ablauf in Oberfl&-

chengewésser angenommen.

Austrag des Klarschlamms auf Agrarflachen

Der Feststoffanteil im Abwasser betragt ca. 3 g/L (Burkhardt et al. 2010). Diese Menge an
Feststoff verbleibt ndherungsweise auch im Klarschlamm, so dass die Menge an Trocken-
substanz, an die Silber gebunden ist, aus dem Abwasservolumen abgeschatzt werden kann.
Die Ausbringung des Klarschlamms darf 5 t TS/ha alle 3 Jahre nicht Uberschreiten. Der Part-
ner IME hat die Menge Klarschlamm im ausgebrachten Boden auf 1.67 g TS/ TM Boden bei
20 cm Eindringtiefe (entspricht Umpfligen nach der Ausbringung) abgeschatzt. Daten von
Eurostat (http://epp.eurostat.ec.europa.eu/statistics_explained/index.php/Water_statistics) Water
Statistics fur Deutschland im Jahr 2008 schatzen 30% Ausbringung des Klarschlamms auf
landwirtschaftlich genutzten Flachen, 52% werden in der Mullverbrennung verbrannt, und

18% werden kompostiert oder anders verarbeitet.

Entsorgung und Recycling

Nach der Verwendung des Textils wird angenommen, dass das Textil weggeworfen wird und
der Verbleib wie bei anderen festen Abfallen (SW) sich auch auf Deponie (LF), Millverbren-
nung (TWT) und Recycling (REC) verteilt. Dabei werden die Daten von Eurostat fiir Deutsch-
land von 2011 (http://ec.europa.eu/eurostat/waste) benutzt fir das Silber aus anderen Quel-

len. Die Verteilung der festen Abfalle in Deutschland fiir 2011 ist laut dieser Quelle fur direkte
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Deponierung mit 1% angegeben, fur die Mullverbrennung 37%, fur Recycling 45% und flr
die Kompostierung 17%. Diese Werte werden korrigiert mit der Annahme, dass silberhaltige
Abfalle nicht in die Kompostierung gelangen sollten. Es ergeben sich die korrigierten Anteile
1,2% Deponie, 54,2% Recycling und 44,6% Mullverbrennung. Fir Textilabfélle werden die
Daten von Walser et al. (2011) fur die Schweiz verwendet. Die Werte sind 5% Recycling und
95% Millverbrennung. Da fur Deutschland laut Eurostat auch direkte Deponierung ge-
schieht, wird der korrigierte Anteil der Deponierung von silberhaltigen festen Abféllen 1,2%
benutzt. Der Rest von 93,8% der silberhaltigen Textilabfalle wird dann nach diesen Annah-

men in der Mullverbrennungsanlage verbrannt.

In der Millverbrennungsanlage wird die Verteilung des Silbers von Blaser et al. (2008) auf
Schlacke und Bodenasche, Flugasche und Austrag in die Atmosphére angegeben mit 78%,
21% und 1%. Midller et al. (2008) geben eine Zuriickhaltung von Silber bei der Millverbren-
nung von 99,9% im realistischen Szenario an. Fur das worst-case-Szenario in diesem Pro-
jekt wird 1% Austrag in die Atmosphare angenommen. Die Transformation von Silber bei der
Millverbrennung ist ungeklart. Aufgrund der chemischen Ahnlichkeit zu Kupfer (gleiche Ne-
bengruppe im PSE) werden die Daten fur die Transformation von Kupfer fir Silber ange-
nommen. Kupfer liegt in der Bodenasche als Metall vor (Eggenberger et al. 2010). Wegen
der hohen Temperaturen wird angenommen, dass Silbernanopartikel ihre Nanoform verlie-
ren und sich zu groReren Partikeln zusammenlagern. Der Anteil von Kupfer in der Schlacke
ist ca. 60% metallisch (Zeltner 2010), meist als Nuggets. Wegen der hohen Temperaturen
und des vorhandenen Sauerstoffs liegen die restlichen 40% wahrscheinlich als Salze oder
oxidisch vor. Johnson et al. (2010) geben an, dass die Filterasche hauptsachlich aus leicht-
[6slichen Natrium- und Kaliumsalzen besteht. Weitere Bestandteile sind z.B. eine Vielzahl
von Zink und Blei enthaltenden Chloriden, Sulfaten und Silikaten. Es wird daher erwartet,
dass Kupfer und somit Silber ebenso in der Flugasche hauptséchlich als Salze vorliegen. Fur

den Austrag in die Atmosphéare wird die gleiche Speziation erwartet.

Berechnung der PEC-Werte

Unter Verwendung der oben genannten Verteilungsfaktoren und Silbermengen und deren
unterschiedlicher Gewichtung fir die Szenarien mit geringen, mittleren und worst-case wur-
den die PEC-Werte im Oberflachenwasser, im Boden und in der Luft mit Hilfe eines eigens

erstellten Matlab-Skriptes berechnet.

Der PEC-Wert im Oberflachenwasser ergab sich dabei aus den Silbermengen, die pro Jahr
ungeklart ins Oberflachenwasser gelangen, und aus dem Ablauf der Klaranlagen, wobei das

gesamte Abwasservolumen aus der durchschnittlichen Abwassermenge pro Kopf von 122 L
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am Tag abgeschéatzt wurde. Das gesamte Abwasservolumen im Jahr in Deutschland betragt
dann ca. 3,65-10° m*a. Zudem wurde eine Verdiinnung des Abwasser bei der Einleitung mit
dem angenahertem Faktor 10 (TGD EU 2003) beriicksichtigt. Der PEC-Wert im Boden wur-
de berechnet fir Ackerflachen auf denen Klarschlamm ausgebracht wurde. Die Abschatzung
des Partners IME fur die Klarschlammmenge von 1.67 g/kg Boden wird dabei angewendet.
Der PEC-Wert in der Luft wurde Uber die gesamte ausgetragene Silbermenge in den Luft-
raum bis 1 km Hohe tber Deutschland abgeschatzt. Dabei wird die Flache Deutschlands von
357121 km? angesetzt (http://www.statistik-portal.de/Statistik-Portal/de_jb01_jahrtabl.asp,
abgerufen 26.7.2013).

Ausgehend von den bisher erwahnten Verteilungsfaktoren und Silbermengen und deren un-
terschiedlicher Gewichtung fiir die Szenarien mit geringen, mittleren und worst-case-
Verhalten (siehe auch Tabelle 14) wurden die PEC-Werte im Oberflachenwasser, im Boden
und in der Luft abgeschéatzt. Die Berechnungen wurden mit Hilfe des Matlab-Skriptes fur die
unterschiedlichen Szenarien jeweils mit und ohne die anderen Quellen (OS) durchgefinhrt,
um eine Bewertung des Gebrauchs von Silbernanopartikeln in Bezug auf die PEC-Werte zu

ermaoglichen.

Ergebnisse

Tabelle 14: Szenarien

Szenarien Gering Mittel worst case
AgNP Einsatz in Textilien 190 kg 600 kg 1500 kg
Ag Freisetzung Abrieb Lifetime 0,1% 1% 2%

Ag Freisetzung Wasche Lifetime 0,85% (Ag*) 4,3% (Ag") 95% (AgNP)
Unbehandeltes Abwasser 5% 10% 15%
Elimination in Klarschlamm 96% 95% 90%
Austrag in Oberflachenwasser 4% 5% 10%
Austrag Mullverbrennung Feinstaub 0,1% 0,1% 1%

Die Ergebnisse fiir die PEC-Werte fiur das realistische und das mittlere Szenario werden
kaum von den eingesetzten Mengen von Silbernanopartikeln beeinflusst. Die Werte sind
100fach bis 20.000fach grofR3er als die Konzentrationen, die vom Einsatz der AgNP in Textili-
en stammen. Lediglich beim PEC-Wert fir Luft gibt es eine sehr kleine Konzentration der
Spezies (Ag/Polym), welche die AgNP eingebunden in Fasern reprasentiert. Diese Menge

wird freigesetzt als Abrieb beim Tragen der Textilien.
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Tabelle 15: Ergebnisse fur die PEC-Werte fur die unterschiedlichen Szenarien ohne Beriicksichtigung der ande-
ren Quellen (ohne OS) und mit der Beriicksichtigung der anderen Quellen (mit OS).

Szenario Realistisch Medium Worst-case
Spezies ohne OS mitOS ohneOS mitOS ohne OS mit OS
PEC Wasser AgNP 4.284 4.284
[ng/L] Ag+
AQg2S 0.00388 88.00 0.1014 1451 4.789 239.8
AgMetal
Ag/Polymer
PEC Boden AgNP 0.0135 0.01354
[ng/g] Ag+
Ag2S 0.000236  5.344 0.00370 5.292 0.1799 5.190
AgMetal
Ag/Polymer
PEC Luft AgNP
[pg/m7] Ag+ 0.497 191.2 1525  189.2 17.67 1846.4
Ag2S
AgMetal
Ag/Polymer 0.532 0.532 16.80 16.80 42.00 42.00

Nur fur das worst-case-Szenario kommen die Werte fir den Einsatz von AgNP in Textilien in
den Bereich der Beitrdge aus den anderen Quellen. Die Werte mit anderen Quellen sind
30fach bis 100fach groRRer als der Beitrag der AgNP. Ein weiterer wesentlicher Unterschied
ist, dass in Wasser und Boden eine Exposition mit Silbernanopartikeln zu erwarten ist, wenn
diese Art von worst-case-Textil mit 95% Silberfreisetzung als Silbernanopartikel beim Wa-
schen tatsachlich verwendet werden wirde. Ein wichtiger Faktor fir die Freisetzung von Sil-
bernanopartikeln in Oberflachengewasser ist der Beitrag des ungeklarten Abwassers, das in
Oberflachengewasser gelangt. Dies geschieht vor allem bei sehr starken Niederschlagen.
Die fast vollstandige Umwandlung von AgNP in Silbersulfid in der Klaranlage kommt so nicht

zum Tragen und ermdoglicht in diesem Fall die erhéhte Exposition mit AQNP in der Umwelt.

Die in diesem Arbeitspaket abgeschéatzten PEC-Werte dienen in dem Arbeitspaket 3.2 zur
Gefahrdungs- und Risikoabschéatzung. Die PEC-Werte werden mit den bestimmten Wirkun-
gen aus den Arbeitspaketen 1.2.3 und 2.3.1-2.3.2 bewertet, um die Risiken abzuschéatzen.
Die ECso-Werte fiir NM300K fur die aquatischen Tests (UBA, Cyanobakterien, Grinalgen
und Daphnien (akut) liegen im pg/L-Bereich (5 pg/L bis 40 ug/L). Fur Silberionen als AQNO3
wurde vom UBA fiur Griinalgen und den Daphnien-Test (akut) die ECs-Werte 2 pg/L und 3
pHg/L angegeben. Die PEC-Werte der hier berechneten Szenarien im Oberflachenwasser
liegen im ng/L-Bereich und sind somit mehr als 1000fach unter diesen Wirkungskonzentrati-
onen. Dies gilt sogar im Falle des worst-case-Szenarios. Fur die PEC-Werte im Boden ist

dieser Unterschied noch groRRer. Der ECso-Wert im Bodenkontakt-Test mit Arthrobacter globi-
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formis liegt bei ca. 8 mg/kg fur AQNO3 und bei 34 mg/kg fir NM300K. Die PEC-Werte im Bo-
den sind fur alle hier betrachteten Szenarien unterhalb des pg/kg-Bereiches.

Zusammenfassung

Die Frage, inwieweit sich die Verwendung von Nanosilber in Textilien auf die Umwelt-
konzentrationen von Silber bzw. Nanosilber auswirkt, wurde mit der Lebenszyklusanalyse
abgeschatzt. Da die eingesetzten Mengen von Nanosilber in Textilien aktuell noch sehr ge-
ring sind im Vergleich zu den Mengen von anders verwendetem Silber, wirkt sich die Ver-
wendung der Partikel in Textilien noch kaum auf Umweltkonzentrationen von Silber aus. Erst
bei einer 100- bis 1000mal grofieren Einsatzmenge von Nanosilber in Textilien wirden sich
die abgeschatzten Umweltkonzentrationen (predicted environmental concentrations, PEC)
merklich erhéhen. Da die Waschversuche von Textilien mit fest eingebundenen Partikeln
keine Freisetzung von Nanopartikeln ergaben, ist bei dieser Art von Textilien nach dem rea-
listischen Szenario kaum Umweltexposition zu erwarten. Die wahrend des Waschvorgangs
freigesetzten Silberionen werden in der Kanalisation und in der Klaranlage zum grof3ten Teil
in Silbersulfid umgesetzt. Dies ist jedoch nur ein kleiner Teil des Nanosilbers. Der grof3te Teil
gerat mit den abgetragenen Textilien Gber den Mill in die Millverbrennungsanlage. Dort ver-
liert das Nanosilber durch die hohen Temperaturen bei der Verbrennung seine Nanoform

und verbleibt zu Uber 99% in der Asche.

Die gemachten Abschatzungen mit dem worst-case-Szenario legen eine dringende Empfeh-
lung fir die Hersteller von Silbernanopartikeln enthaltenden Textilien nahe. Bei einer starke-
ren Etablierung dieser Textilien auf dem Markt ist unbedingt darauf zu achten, dass alle Te x-
tilprodukte mdglichst so hergestellt werden, dass eine Freisetzung von Silbernanopartikeln

unterbunden wird, um die Exposition von Silbernanopartikeln in der Umwelt zu vermeiden.

2.1.7 Arbeitspaket 3.2: Risikobewertung

Alle in den Kapiteln 2.1.2 — 2.1.6 dargestellten Ergebnisse flossen gemeinsam mit denen
anderer Partner in das Arbeitspaket ,Risikobewertung“ ein. Hinzu kamen die in anderen Pro-
jekten und Gremien (v.a. nanoToxCom, SCENIHR WG ,Nanosilver: safety, health and en-
vironmental effects and role in antimicrobial resistance) gewonnenen Erkenntnisse aus
praktischen Arbeiten und der Literatur. Die wichtigsten Schlussfolgerungen aus den von den

Partnern OKO und VdW durchgefiihrten Arbeiten sind nachfolgend dargestellt.

84



Abschlussbericht UMSICHT, Universitat Bremen, FKZ 03X0091A

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass nominale Silberkonzentrationen zumindest tber die
Kurzzeit-Toxizitat von AgNP sehr wenig aussagen. Mit Hilfe der numerischen Speziierung
kénnen viele Effekte gut erklart werden — entscheidende Voraussetzung ist dabei jedoch,
dass die jeweiligen Randbedingungen (chemische Zusammensetzung des Umgebungsme-
diums) korrekt eingestellt werden. Dies trug u.a. zum Verstandnis der sehr unterschiedlichen
Wirkschwellen der verschiedenen Testsysteme bei. So zeigte z.B. keine der getesteten Ver-
bindungen eine nennenswerte Wirkung auf die marinen Bakterien Vibrio fischeri, was sich in

Meerwassermedium durch eine Ausfallung geldster lonen als AgCl erklaren lasst (Abb. 12).

Die hier erzielten Ergebnisse zeigten eine sehr gute Ubereinstimmung zwischen dem er-
rechneten Anteil geldster Silberionen und der toxischen Wirkung, z.T. aber auch deutliche
Unterschiede zwischen nanopartikularem und leicht I6slichem Silber im zeitlichen Verlauf der
toxischen Wirkung. Dabei ist jedoch zu beachten, dass sich die sehr kleinen auf die Titandi-
oxidtrager aufgebrachten AgNP bezlglich ihres Losungsverhaltens und ihrer Wirkung wie
leicht l6sliches Silbernitrat verhielten. Es konnten also keine Hinweise auf einen anderen
Wirkmechanismus als den geldster Silberionen gefunden werden, wobei intrazellulare Kon-
zentrationen und Partikel-Zellkontakt zumindest bei Einzellern von entscheidender Bedeu-
tung sind (Navarro et al. 2008, Bondarenko et al. 2013). Die sehr unterschiedliche Reakti-

onskinetik groRerer AgNP ist durchaus als nano-spezifisch anzusehen.

Letzteres ist insbesondere aus der Sicht der Umweltregulierung bedeutsam: alle first-tier-
Standardverfahren zur Gefahrdungsabschéatzung sind Kurzzeittests, die zumindest im Bo-
den, aber auch in aquatischen Systemen (Baumann et al. 2013) in keinem Verhéaltnis zum
tatsachlichen Gefahrdungspotenzial Uber einen langeren Zeitraum stehen, was hier belegt
werden konnte. Besonders bemerkenswert ist dabei, dass unter exakt denselben Bedingun-
gen Uber unterschiedliche Zeitrdume gelagerter Boden nur im 28 Tage dauernden Test mit
Collembolen, nicht aber im 30 Minuten dauernden Test mit bodenlebenden Bakterien eine
Wirkung erkennen lie3. Gerade das Testverfahren fiir die (unter Realbedingungen vermutlich
am starksten beeintrachtigten) Zielorganismen ist also denkbar ungeeignet fir die Gefahr-
dungsabschatzung von AgNP, ebenso der weit verbreitete Leuchtbakterientest mit V. fischeri
(s.0.). Einzellige limnische Organismen wie Algen lieRen dagegen in relativ kurzer Zeit (24 h
bzw. 72 h) das Gefahrdungspotenzial auch sehr niedriger Konzentrationen an AgNP Klar
erkennen (Abbildung 52, 53).

Die Lebenszyklusanalyse ergab bei den derzeit eingesetzten Mengen an AgNP eine insge-
samt geringe Umweltexposition mit AgNP. Eine Anreicherung Uber die Schadensschwelle
hinaus ist jedoch bei Ausbringung von Klarschlamm Uber l&angere Zeitraume nicht auszu-

schliefRen.
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2.1.8 Arbeitspaket 4. Koordination

Partner OKO koordinierte den Gesamtverbund. Wesentlich wurden im Projektzeitraum fol-
gende Aufgaben wahrgenommen:

e Organisation von und Teilnahme an Verbundtreffen (siehe Abschnitt 1.5)

e Terminabsprachen und -erinnerungen

o Kommunikation im Projekt, Pflege des Verteilers

e Koordination der Arbeitspakete, Vernetzung der Projektpartner untereinander
e Koordination der Bestellung der OECD-Standardpartikel NM300K bei JRC

e Bereitstellung von Informationen zu wichtigen Tagungen, Publikationen etc.

e Koordination bzw. Anregung von Gemeinschaftspublikationen

e Konsensbildung im Projekt bei Interessenskonflikten der Partner: gemeinschaftliche
Erarbeitung von sogenannten ,Kernaussagen®, die bei nachfolgenden Projekttreffen

aktualisiert und erganzt wurden
e Bereitstellung und Organisation einer gemeinsamen Datenplattform Uber Dropbox
e Bereitstellung von Layout-Vorlagen (Poster, Vortrage) und einer Verbundpréasentation
e Kommunikation mit der DANA-Datenbank

e Teilnahme an wichtigen nationalen Treffen (u.a. Abschlusskonferenz Nano-Dialog
und WING-Konferenz; beide in Berlin)

e Bereitstellung und Pflege der Projekt-Homepage http://www.umsicht.uni-bremen.de/

o Offentlichkeitsarbeit (Presse, Funk, Fernsehen; sonstige Anfragen)

e Koordination der Arbeiten mit denen in anderen Projekten, insbesondere nano-

ToxCom: komplementare Fragestellungen, Synergieeffekte
¢ Kontaktpflege und Kommunikation mit dem Projekttrager

¢ Sicherstellung der wissenschaftlichen Anschlussfahigkeit und Verwertung: Koordina-
tion des Verbundantrags ,DENANA* (vgl. 3.3)
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Anhang

1 In diesem Projekt etablierte Versuchsvorschriften (SOP)

1.1SOP zur Durchfihrung der GréRRenbestimmung mit der Methode der dyna-
mischen Lichtstreuung (DLS)

e Vor der Messung die Proben schiitteln.

e Optische Priufung der Probe (Probe im Gegenlicht betrachten) vornehmen: Im Proto-
koll vermerken, wenn z.B. ein Sediment oder Verunreinigung (Fasern, Grobpartikel,
etc.) be-obachtet werden konnten.

¢ Messkivette mit 2,5 mL Probe beflllen.

e Gegebenenfalls bei Gasblaschen an der Kiivettenwand Kuvette kurz (2 bis 3 Sekun-
den) in ein Ultraschallbad halten und mit einem fusselfreien Tuch trocken wischen.

e Optimale Temperatur: 25°C

e Optimale Equilibration Zeit: 15 Minuten

e Wiederholungsmessungen: 10

e Optimale Messdauer: 60 Sekunden pro Einzelmessung zur besseren Gewichtung
grolRer Agglomerate.

e Moglichst intensitatsgewichtete Kurven zur Auswertung der Rohdaten verwenden.

e Wenn Peaks im Bereich groRer 2-3 uym auftauchen, ignorieren oder von Anfang an
die Auswertung auf eine maximale Partikelgrgie von 2 um begrenzen. Angabe der
Grenzen im Protokoll.

e Wenn Gerate bei einem anderen (kleineren) Winkel (theta) messen, muss die Mess-
dauer verlangert werden, da gilt: t ~ sin?(theta/2).

e Auswertung der Daten mit der ,Cumulants Method*

¢ Messung von 3 unabhangigen Wiederholungen

e Experimentelle Bestimmung der Eindringtiefe (,Measurement Position®) und die Fest-
legung auf 1,5 mm (Abstand des Streuzentrums von der laserzugewandten Kivet-
tenwand).

e Protollierung der Amplituden der Autokorrelationsfunktion G(2) der einzelnen Mes-
sungen. Zur Abschatzung wird der Wert von G(2) des 3. Kanals entsprechend 1 =3
Js abgelesen.

¢ Die Streuintensitaten und die Abschwachung des Lasers werden ebenfalls in das
Messprotokoll eingetragen.

¢ Die Messung von Standardpartikeldispersionen werden mit Hintergrundelektrolyt
10 mM NacCl durchgefiihrt nach Empfehlung vom NIST [Hackley et al. 2010, NIST-
NCL PCC 1].
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1.2SOP zur Durchfuhrung der Zetapotentialbestimmung mit der Methode der
elektrophoretischen Lichtstreuung (ELS) nach Vorschldgen des NCL
[Clogston et al. 2009, NCL Method PCC-2]

e Vor der Messung schitteln

e Sind Kontamination oder Sedimentation sichtbar, Eintrag ins Messprotokoll

e Reinigung der Messzelle zunachst mit MilliQ-Wasser, dann mit Ethanol, dann wieder
mit MilliQ-Wasser. (Alternativ: Verwendung von Micro90 Reinigungslésung (2%) vor
jeder neuen Messreihe.)

e Filterung des Mediums mit dem die Proben angesetzt werden mit max. 0.1 um Po-
rengrof3e. (Alternativ: Weiterverwendung von 0.45 pum regenerierte Cellulose Filtern.)

e Messung des pH Wertes der Probe vor und nach jeder Messung. (Alternativ: Nur vor
jeder Messung.)

e Messzelle mit einem Probenvolumen von 5 mL beflllen (fiir BeckmanCoulter Dels-
aNanoC)

e Optische Priufung des Messvolumens der Messzelle. Sind Gasblaschen vorhanden
muss die Zelle neu beflllt werden.

e Optimale Messtemperatur: 25 °C

e Optimale Equilibrierung vor der Messung: 15 min. Mindestens Equilibrierung von 2
min. bei einem Temperaturunterschied innerhalb von AT + 1°C.

e 3 Wiederholungen

¢ Kleine Spannungen an den Elektroden verwenden (~ 80 V, max. 150 V, beim Beck-
manCoulter DelsaNanoC: elektr. Feldstarke E ~ 16 V/cm)

¢ Mit dem Beckman-Coulter DelsaNanoC wird an finf Messpositionen in der Zelle 40 s
lang die Frequenzverschiebung 1 gemessen.

e Resultierende Messdauer: 10 min.

e Analyse des Messung mit der Lorentz-Fit-Funktion unter der Annahme eines Fre-
guenzpeaks

e Umrechnung mit der Smoluchowski-Gleichung. Die Henry Funktion ist hier f(T7a) = 1.5
gesetzt, welches fir lonenstarken | = 10 mM gilt.

e Messung von 3 unabhangigen Wiederholungen

¢ Daten die ins Messprotokoll gehdren: Zetapotential inkl. Standardabweichung (und
Anzahl der Wiederholungen) [0 £ AlJ, Temperatur, pH, Probenkonzentration, Medien-
zusammensetzung. Als zusatzliche Parameter kdnnen angegeben werden: Ange-
wendete Naherung der Henry-Funktion, Viskositat des Mediums, dielektrische Kon-
stante, angelegte Spannung, Geratetyp, Messzellentyp.

e Werte des Zetapotentials im Bereich -10 mV =< [7 < +10 mV werden als neutral ange-
sehen.

e Einstellung des pH-Wertes der Probe mit Natriumhydroxid und Salzsaure mit jeweils
max. 0.1 mol/L tropfenweise (= 1 — 3 uL). (Alternativ: Benutzung von Salpetersaure;
Vorteil: keine Fallung oder Komplexierung von Silberionen; Nachteil: bei niedrigem
pH wird Ag® oxidiert.)
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e Der im Projekt vereinbarte Polystyrol-Latex Zetapotential-Standardpartikel wird ge-
messen in 6.5 mM NaCl, 1.1 mM Natriumazid, 1.4 mM Natriumdodecylsulfat bei pH
9.1. Der Puffer ist 1 mM HzBOg/Natriumborat. Die resultierende lonenstérke ist 10
mmol/L.
e FUr die Auswertung der Standardpartikel werden die Daten fiir 10 mmol/L NaCl in
Wasser [1 = 0.891 cP, [1 = 78.6 bei 25 °C benutzt.
0

1.3SOP zur Bestimmung der Silber-Konzentration mittels Atomabsorptions-
spektroskopie

1.3.1 Gerate, Verbrauchsmittel und Chemikalien

Gerate

Atomabsorptionsspektrometer (AAS)

Abzug

Thermoblock fir 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefalie

Tischzentrifuge fur 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefalie

Variable Einkanalpipetten 10 - 100 pL und 100 — 1000puL

Vortex

Stander fiur Eppendorf-Reaktionsgefalie

Stander fir 15 mL und 50 mL Zentrifugenréhrchen

Stander fir AAS—Reaktionsgefalle

Fur die Stamm bzw. Standardlésungen: 3 Messkolben 1000 mL und 2 Messkolben 100 mL

Verbrauchsmittel

15 und 50 mL Einweg-Zentrifugenréhrchen

5 und 10 mL serologische Einweg-Pipetten
Eppendorf Reaktionsgefale 1,5 mL

Pipettenspitzen gelb und blau

Braune Flaschen aus Polyethylen, ca. 100 mL

Cups fur den AAS-Autosampler

Alle Einweg-Verbrauchsmittel nur einmal benutzen!!!

Chemikalien

AgNOs; p.a., 299,9%

Bidestestiliertes Wasser

Salpetersaure 65% p.a. (HNOgs, [1=1,4 g/mL)

Salzsaure konzentriert 37% p.a. (HCI, 0 = 1,18 g/mL)

Verdinntes Konigswasser (450 mL Bidest, 440 ml HCI konzentriert und 110 mL HNO3)

1% HNO3 (989 mL Bidest und 11 mL HNO3)

Silberstandard (AgNQO3) fir AAS mit 20 pg/L in 1% HNO3

Silberstammlésungen (AgNO3) mit: 10 g/L, 1g/L ,100 mg/L, 10 mg/L in 1% HNO3
Matrixmodifier: Palladiumnitrat 1g/L

1% HNOg ultrarein fur Blindwert, internen Ag-Eichstandard und Waschwasser der AAS Anla-

ge
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1.3.2 Ansetzen der Ag-Stamm, bzw. Standardlésungen nach DIN 38 406 Teil 18
Silber-Stammldsung A (BAg) = 1000 mg/L)

1,5748 g AgNO; werden abgewogen und in einen 1 L Messkolben gefillt. Es werden 11 mL
der konzentrierten HNO3; (65%, d = 1.4 g/L) dazu gegeben und mit bidest. Wasser auf ein
Liter aufgefullt.

Silber-Stammldsung B (3(Ag) = 10 g/L):

1,5748 g AgNO; werden abgewogen und in einen 100 mL Messkolben gefillt. Es werden 1,1
mL der konzentrierten HNO3; (65%, d = 1.4 g/L) dazu gegeben und mit bidest. Wasser auf
100 mL aufgefiillt.

Silber-Standardlésung | (B(Ag) = 10 mg/L):

10 mL der Silber-Stammldsung A (oben) werden in einen 1 L Messkolben pipettiert. Es wer-
den 11 mL der konzentrierten HNO3 (65%, d = 1.4 g/L) dazu gegeben und mit bidest. Was-
ser auf ein Liter aufgefullt.

Silber-Standardlosung 0 (3(Ag) = 100 mg/L):

10 mL der Silber-Stammldsung A (1000 mg/L) werden in einen 100 mL Messkolben pipet-
tiert. Es werden 1,1 mL der konzentrierten HNO3 (65%, d = 1.4 g/L) dazu gegeben und mit
bidest. Wasser auf 100 mL aufgefullt.

Silber-Standardl6sung Il (R(Ag) = 100 pg/L):

10 mL der Silber-Standardlésung | (oben) werden in einen 1 L Messkolben pipettiert. Dann
werden 11 mL konz. HNO; (65%) dazu gegeben und mit bidest. Wasser aufgefllt. Diese
Ldsung ist laut DIN am Melf3tag frisch herzustellen.

Silber-Standardlosung 1l (B(Ag) = 20 pg/L) fur den internen Standard

50 ul der Silber-Standardlésung | (10 mg/L, siehe oben) werden in einen 50 mL Zentrifuge n-
réhrchen gegeben. Dazu werden 275 uL konz. HNO3; gegeben und mit bidest. Wasser auf 25
mL aufgefiillt. Diese Losung ist am Messtag frisch herzustellen.

Vorbereitung der Messkolben laut EN 1ISO 15587-1:2002 (Kdnigswasser-Aufschluss): Sorg-
faltig waschen mit warmer 10% Salpetersaure, dann mit bidest. Wasser spuilen.

Alle Silber-Lésungen in braunen Polyethylenflaschen aufbewahren.

1.3.3 Ansetzen der Ag-Eichstandards im Medium

Je 50, 100, 150 oder 200 pL der o.g. Silber-Standardlésungen (0, I,) bzw. Stammlésungen
(A, B) werden mit der korrespondierenden Menge 1% HNO3; zum Endvolumen von 1 mL in
1,5 mL Eppendorf -Reaktionsgefalen verdiinnt.

100 pL des jeweiligen Mediums (Alge, Lemna etc.) werden in ein Eppendorf-Reaktionsgefald
pipettiert, je 10 pL der Silber-Eichstandard, bzw. 10 pL der 1% HNOj fur den Blank, dazu
pipettiert und griindlich vermischt.
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1.3.4 Veraschung (um alle Rickstande aus Medium 0.4. zu entfernen)

In alle -ReaktionsgefaRe mit den 100 pL Medium + 10 pL AgNO; Eichstandard werden 80 pL
der konzentrierten Salzs&ure und 20 pL der konzentrierten Salpetersaure pipettiert. Alle Re-
aktionsgefal3e schliefen, fir ca. 5 Sekunden vortexen, in der Tischzentrifuge ca. 30 Sekun-
den bei 10.000 U/min (entspricht 6710 g) zentrifugieren. Die ReaktionsgefélRe in den Ther-
moblock tberfiihren und 6ffnen. Bei 56 °C tber Nacht veraschen. Wenn danach noch Flus-
sigkeit in den -Reaktionsgefal3e ist bei maximal 95 °C Temperatur verdampfen. Reaktionsge-
fale aus dem Thermoblock nehmen und schliel3en, wenn sie auf RT abgekuhlt sind oder
sofort weiter bearbeiten.

1.3.5 Verdunnung fur AAS Mel3bereich

50 mL verdiinntes Konigswasser (22,5 mL Bidest, 22 ml HCI, 5,5 ml HNO3) oder mehr (bei
mehreren Verdunnungsschritten oder vielen Proben) ansetzen.

1 mL verdiinntes Kénigswasser in die Eppendorf ReaktionsgefalRe pipettieren, Reaktionsge-
falRe schliel3en, ca. 30 Sekunden vortexen, in die Zentrifuge Gberfihren und 5 min bei 10.000
Umdrehungen/min (6710 g) zentrifugieren. Je 700 ml der Proben in neue Eppendorf-Cups
Uberfuhren.

Gegebenenfalls weiter um Faktor 10, 100 oder 1000 mit verdiinntem Kénigswasser verdin-
nen (z.B. 70 pL Probe +630 pL verd. Kdnigswasser) bis die nominalen Endkonzentrationen
von 5, 10, 15 und 20 pg/L eingestellt sind.

Je 700 pL der Proben mit der Pipette in das Autosampler Cup uberfthren.

1.3.6 Durchfihrung der Messungen am AAS Unicam 989QZ

Fur das Unicam 989QZ wird eine_Hohlkathoden-Silberlampe von PerkinElmer (Part # 303-
6064) benutzt. Der Lampenstrom ist auf 90% (9 mA) festgelegt. Der Monochromator wird auf
A = 328.1 nm eingestellt. Die Spaltbreite betréagt 0.5 nm. Es wird die Zeeman-Korrektur be-

nutzt. Das verwendete Graphitrohr ist beschichtet und hat eine L'vov Plattform.
Folgendes Temperaturprogramm wurde flr das beschichtete Graphitrohr gewabhilt:

Temperatur [°C] | Dauer [s] | Aufheizung [°C/s] | Argonstrom [mL/min]
1) | 120 15 10 200
2) | 160 15 10 200
3) | 600 15 150 200
4) | 200 5 10 200
5) | 1900 5 0 (Messung)
6) | 2500 3 0 200
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Die Proben werden mit dem Matrixmodifier Palladiumnitrat (1g/L in 1% HNO3) zusammen
gemessen. Die Probenvolumina sind 12pL plus 3uL Matrixmodifier. Die Absorption des Sil-
berstandards mit 20 pg/L ist dann ca. 0.45 Alls (Peakflache). Pro Probe wurden 3 Wiederho-
lungen festgelegt. Der Akzeptanzlevel betragt 90%.

Vor Beginn der Messung werden Absorptionswerte fir den Blindwert (1% HNOj3 ultrarein),
den internen Ag-Eichstandart (20 pg/L AgNO3; und HNOg ultrarein) und das verdinnte Ko-
nigswasser gepriift. Die interne Kalibrierung erfolgt mit dem Ag-Eichstandard (20 pg/L) mit 4
unterschiedlichen Probenvolumina, entsprechend der Ag-Konzentration von 5, 10, 15 und 20

Mo/L.

1.3.7 Auswertung der Daten

Die Daten werden aus dem Textformat in ein Excel-Tabellenblatt importiert. Berechnet wer-
den alle Konzentrationen aus der Signalflache (A-s) Der Mittelwert der Absorption des Blanks
wird von den Mittelwerten der Messdaten (aus 3 Wiederholungen/Probe) subtrahiert. Interner
Standard, bzw. Kalibrierung und die anderen Messdaten werden als Funktion der Nominal-
konzentration dargestellt. Fir die Kalibrierung wird die Steigung ermittelt. Damit werden die
reale Konzentration der anderen Proben und deren Wiederfindungsrate berechnet.

Ausgabedatum: 14.02.2012

@ Universitat Bremen
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1.4SOP zur Reinigung von Glasgefal3en

(nach Martin Hoppe, BGR Hannover, erganzt von Jan Késer, UFT Bremen) 01.03.2012

Die Gefal3e werden in einer Kombination von Laugenbad und Saurebad gereinigt.

1.) Laugebad: Die GlasgefaRe werden in einem Bad mit Mucasol (3%) mindestens uber
Nacht stehen gelassen bei Raumtemperatur. (Laut Hersteller Merz hat die 3% Verdinnung
des Mucasol einen pH-Wert von 11.7 bei 20 °C).

2.) Nach dem Spilen der Gefal3e mit reichlich Leitungswasser werden die Gefalie in einer
Spulmaschine gereinigt.

3.) Saurebad: Dann werden die Gefalde in ein Saurebad (HNO; 2%) mindestens tber Nacht
bei Raumtemperatur gelegt.

4.) Spulen mit reichlich entionisiertem Wasser und zum Schluss mit bidest. Wasser.

Die Losungen in den Badern werden bitte jedes Mal neu angesetzt und nach der Benutzung
entsorgt.

Diese Vorgehensweise hat fur GefalRe, die mit Silbernanopartikeldispersionen (JRC
NM300K) bis zu einer Konzentration von 50 mg/L in Kontakt gekommen sind, keine messba-
re Kontamination ergeben.

Fur héhere Konzentrationen von Silbernanopartikeldispersionen (>50 mg/L) kann als Saure-
bad sicherheitshalber HNO3; 10% benutzt werden. Danach bitte sehr ausgiebig mit entioni-
siertem Wasser spulen. Zum Schluf’ wieder mit bidest. Wasser spulen.

GroRere GlasgefalRe, die nicht in die Bader passen, werden so hoch mit den jeweiligen L6-
sungen beflllt, dass die vorherige Fullhéhe der Silbernanopartikeldispersionen gut tber-
schritten wird.

3 Berichtsblatt / Document Control Sheet
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Silver nanoparticles (AgNP) are used more and more in products convenient for consumers and therefore can end in the environ-
ment. Risks possibly resulting therefrom are not sufficiently understood and can be very different — depending on the kind of
particles and the respective environmental medium. Various AgNP have been produced by means of wet synthesis and microre-
action technique. A continuous production of AGNP in required quantities and with reproducible quality features could be achieved
by optimization of the procedure. Subsequently, the variation of the coatings was carried out discontinuously. These particles as
well as wet-chemically produced AgNP according to OECD-standard, composite particles (AgNP-doped titanium dioxide produced
by project partners using flame spray pyrolysis) and silver nitrate as reference were tested using different aquatic and terrestrial
standard test methods which partly were optimized respectively minaturized. The measurements included the growth of algae and
duckweed, the activity of selected enzymes (e. g. of terrestrial and marine bacteria) as well as the reproduction of springtails and
daphnids. The particles in the respective test media have been characterized via UV-vis-spectrum, dynamic light scattering and
zeta potential. The release of silver ions from the AgQNP and their further destination (speciation) in the different environmental
media were experimentally identified with membrane filtration and simulated with numerical methods. The surprisingly good con-
formity shows that the thermodynamics of reaction kinetics can be reliably predicted by speciation if certain redox equilibriums are
assumed as kinetically inhibited. Particle behavior, particularly speciation, considerably varied between test systems, e.g. in
Daphnia culture medium where particles agglomerated. The sensitivity of test systems showed pronounced differences, tests with
limnic organisms being clearly more sensitive than with soil or marine organisms. Usually silver nitrate was one order of magni-
tude more toxic than AgNP. This was however not the case for TiO,-AgNP and long-term effects of AgNP-spiked sewage sludge
on Collembola. Life cycle assessment at present use overall rendered low environmental exposure with AQNP. An accumulation
beyond toxic thresholds can however not be excluded when sewage sludge is applied over longer periods of time.
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