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Zusammenhang von physikalisch-chemischen Eigenschaften und aquatischer Okotoxizitit bei Nanomaterialien mit dem Ziel einer Gruppierung.

1 Zusammenfassung

Technisch hergestellte Nanomaterialien (NM) werden mit sehr variablen Eigenschaften in Bezug auf
ihre Grofde, Form, Kristallstruktur oder Oberflichenmodifikationen produziert. Bisher ist das Wissen
tiber den Einfluss dieser Eigenschaften auf die 6kotoxikologische Wirkung von NM begrenzt. Um den
Testaufwand fiir diese Anzahl an einzelnen NM zu begrenzen, werden gegenwartig Gruppierungs-
bzw. read across-Ansatze in Analogie zur Chemikalienbewertung diskutiert. Sowohl die Gruppierung
als auch read across zielen darauf ab, durch die Identifikation von bestimmten Eigenschaften oder
Parametern eine verldssliche Vorhersage tiber Gefahrdungen durch NM einer Gruppe ohne zusatzliche
Testung zu erlauben und auf diese Art Ubertragung von Daten von einem Mitglied einer Gruppe auf ein
anderes zuzulassen (read across). Fiir eine Gruppierung von NM nach 6kotoxikologischen
Gesichtspunkten gibt es bisher nur wenige Ansatze, wahrend fiir das Gebiet der Humantoxikologie
bereits einige Gruppierungsvorschliage unterbreitet wurden.

Daher war es das Ziel dieses Projektes ein Gruppierungskonzept fiir technisch hergestellte NM mit
Bezug zu ihren 6kotoxikologischen Effekten und besonderem Fokus auf die aquatische Okotoxikologie
zu entwickeln. Die folgenden Testorganismen und Testsysteme wurden vom Umweltbundesamt (UBA)
fiir diesen Zweck ausgewahlt:

» Algeninhibitionstest (OECD Guideline 201, 2011)
» Akuter Immobilisierungstest mit Daphnien (OECD Guideline 202, 2004)
» Zebrafischembryo-Toxizititstest (OECD Guideline 236, 2013)

Das Projekt bestand aus 5 Arbeitsschritten. Im ersten Schritt erfolgte nach definierten Kriterien die
Auswahl von 14 NM. Die ausgewdhlten NM enthielten verschiedene Subtypen aus Ag, ZnO, TiO, CeO;
sowie Cu. Im zweiten Schritt wurden die physikalisch-chemischen Eigenschaften aller NM sowohl in
Wasser als auch in den jeweiligen Testmedien bestimmt. Basierend auf den bestimmten Eigenschaften
wurden Hypothesen hinsichtlich der Okotoxizitit der 14 NM formuliert (Arbeitsschritt 3). In einem
vierten Schritt erfolgte die Uberpriifung der aufgestellten Hypothesen mittels der Durchfiihrung der
Okotoxikologischen Versuche. Im letzten Arbeitsschritt erfolgte die Erstellung eines
Gruppierungskonzeptes basierend auf den physikalisch-chemischen Eigenschaften, welche fiir die
Entstehung einer toxischen Wirkung in aquatischen Organismen als relevant identifiziert wurden.

Die nachfolgend aufgelisteten NM wurden fiir dieses Projekt vom Umweltbundesamt (UBA)
ausgewahlt und beinhalten sowohl lonen-freisetzende als auch weitere NM, die sich jeweils in Grofie,
Form, Kristallstruktur, Reaktivitat und Zeta-Potential unterschieden. Explizit ausgeschlossen waren
NM mit Oberflichenmodifikationen.

Ag
» SRM 110525: Draht, zu Verfligung gestellt durch ,Rent a scientist”
» Batch 1340: Nanodraht, zu Verfiigung gestellt durch ,Rent a scientist”
» NM-300K: sphéarisches NM, aus dem OECD Sponsorship Programme

» Eu-dotiert (5 %), zu Verfiigung gestellt von IUTA
» Fe-dotiert (5 %), zu Verfiigung gestellt von IUTA
» undotiert, zu Verfiigung gestellt von IUTA

» NM-110, aus dem OECD Sponsorship Programme
» NM-111, aus dem OECD Sponsorship Programme
» NM-113, aus dem OECD Sponsorship Programme

» Eu-dotiert (5 %), zu Verfiigung gestellt von IUTA
» NM-211, aus dem OECD Sponsorship Programme
» NM-212, aus dem OECD Sponsorship Programme
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» NM-213, aus dem OECD Sponsorship Programme

O

u
» Cu(0), zu Verfiigung gestellt von IUTA, als ionenfreisetzendes Vergleichsmaterial mit einer
erwarteten hohen Toxizitat

Der umfassende Datensatz an physiko-chemischen Parametern wurde verschiedenen statistischen
Verfahren unterzogen, um mogliche Gruppierungen zu identifizieren. In einem zweiten Schritt wurden
die ermittelten Okotoxizititswerte in die statistische Auswertung einbezogen. Ergibt sich keine
Verdnderung in den auf Basis der physiko-chemischen Daten ermittelten Gruppierungen, kann dies als
Indiz gewertet werden, dass die verwendeten physiko-chemischen Daten die Okotoxizitit bedingen.

Zusatzlich wurden die 6kotoxikologischen Testergebnisse liber Expertenbeurteilung gruppiert.

Als vielversprechender Ansatz wurde das unten stehende Flussschema entworfen, welches durch den
ECETOC-Ansatz inspiriert ist (Arts et al., 2015; Arts et al,, 2016). Da dieser Ansatz fiir eine
Gruppierung hinsichtlich Humantoxikologie entwickelt wurde, waren spezifische Anpassungen
beziiglich Okotoxikologie erforderlich. Diese wurden im Schema basierend auf den durch die Testung
identifizierten physikalisch-chemischen Parametern umgesetzt. Im ersten Schritt wird eine bekannte
oder ermittelte Okotoxizitit entweder des NM oder des nicht-nanoskaligen Materials beriicksichtigt.
Unten dargestellt ist das Schema fiir NM deren 6kotoxikologische Wirkung aufgrund des
Ausgangsmaterials bereits bekannt ist. Das analoge Schema ist auch auf NM aus bekanntermafen
nicht-toxischen Materialien anwendbar. Liegt keinerlei Information zur Toxizitat vor, wird das NM als
toxisches Material behandelt.

Ecotoxicty of Yes
bulk material |

¥

Solubility Yes m

@no indicator for hierarchy ‘_I_‘

Reactivity Yes l No | Yes m

Spherical, Rod/ Spherical Rod /
small wire others (p@ thd) wire others
(< thd) (tbd) (tbd)
Morphology £ T I T
Spherical,| Rod/ Spherical,| Rod/
small wire | others small wire | others
(@ tbd) (tbd) (@ thd) (tbd)
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Im Folgenden sind die wesentlichen Ergebnisse und Schlussfolgerungen zusammengefasst:
Gruppierung der ausgewihlten Nanomaterialien

» Unter Verwendung des entwickelten Okotox-Schemas lieRen sich aus den untersuchten
Nanomaterialien sechs Gruppen bilden:

o lonenfreisetzende Nanomaterialien mit DMPO/CPH-Reaktivitat! und anderer
Morphologie: Ag NM-300K, Cu.

o lonenfreisetzende Nanomaterialien mit DMPO/CPH -Reaktivitat, Draht: Ag, Batch 1340.

o lonenfreisetzende Nanomaterialien ohne DMPO/CPH -Reaktivitat, Draht: Ag, SRM
110525.

o lonenfreisetzende Nanomaterialien ohne DMPO/CPH -Reaktivitit, andere
Morphologie: alle ZnO Nanomaterialien.

o Nicht-ionenfreisetzende Nanomaterialien, ohne DMPQO/CPH -Reaktivitit und anderer
Morphologie: alle CeO, Nanomaterialien.

o Nicht-ionenfreisetzende Nanomaterialien, mit DMPO/CPH -Reaktivitdt und anderer
Morphologie: alle TiO; Nanomaterialien.

» Mit Ausnahme von Silber waren die Sub-Typen der einzelnen Nanomaterialien gleicher
chemischer Zusammensetzung zu gering, um zu einer Trennung in verschiedene Gruppen zu
fihren. Es scheint, dass die Unterschiede zwischen den Nanomaterialien einer chemischen
Zusammensetzung deutlich grofier sein miissen als die in dem vorliegenden Projekt
vorliegenden, um eine veranderte Okotoxizitit hervorzurufen.

Physikalisch-chemische (PC-)Parameter

» Die Ergebnisse zeigen, dass sich die PC-Parameter in den verschiedenen Testmedien stark
unterscheiden (Wasser, ISO-Wasser fiir den Zebrafischembyrotest, OECD-Medium fiir den
Algentest, ADaM fiir den Daphnientest). Fiir Vorhersagen hinsichtlich der Okotoxizitit fiir
einen bestimmten Organismus konnen nur die Werte aus dem jeweiligen Testmedium
herangezogen werden.

» Eswurden wenig Zusammenhange zwischen PC-Parametern und 6kotoxikologischen
Wirkungen gefunden, was zu der Schlussfolgerung fiihrte, dass die ermittelten Parameter nicht
ausreichend sind, um eine 6kotoxische Wirkung zu erklaren oder sogar vorherzusagen. Zum
Beispiel erwies sich die Loslichkeit eines NM als ungeeigneter alleiniger Indikator. ZnO-
Partikel etwa losten sich innerhalb von 72 h vollstandig auf, fiir Ag hingegen war der geloste
Anteil wesentlich geringer. Trotzdem war aufgrund der unterschiedlichen Toxizitit der
chemischen Ausgangssubstanzen wie erwartet die Toxizitat des ZnO geringer als die des Ag,
(Okamoto et al., 2015). Zudem zeigte eine Betrachtung der Effekte innerhalb einer chemischen
Gruppe, wie zum Beispiel der Silber-NM, dass das l6slichste NM nicht unbedingt die h6chsten
Effekte hervorrufen muss. Das bedeutet, dass das 19slichste NM nicht als Worst Case Ansatz
herangezogen werden kann. Neben der Toxizitdt der Ausgangssubstanz sollten auch weitere
Parameter wie beispielsweise die Form beriicksichtigt werden.

1 Messung der Reaktivitdt mittels DMPO

Die NM werden mit Wasserstoffperoxid (H202) und 5,5-Dimethyl-1-Pyrrolin-N-Oxid (DMPO) gemischt und inkubiert. Die
iiber Fenton-dhnliche-Reaktionen von dem Material gebildeten Hydroxylradikale (OH-), werden vom DMPO unter Bildung
von DMPO-OH abgefangen, welches dann mittels Elektronenspinresonanz detektiert werden kann (Shi et al., 2003).

Messung der Reaktivitdt mittels CPH

Eine mogliche (Oberflachen-)Reaktivitat des NM, die durch an die Oberfldche gebundene Substanzen oder durch physiko-
chemische Eigenschaften hervorgerufen wird, wird mit Hilfe von 1-Hydroxy-3-Carboxy-2,2,5,5-Tetramethylpyrrolidin
Hydrochlorid (CPH) bestimmt (Driessen et al., 2015; Papageorgiou et al., 2007). Dabei wird die (Oberflachen-)Reaktivitat
iiber die H*-Abspaltung von CPH zu CP erfasst. Dieser Effekt wird méglicherweise durch aktive Oberflachen des NM
hervorgerufen.
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» Der Einfluss des Zeta-Potentials scheint hingegen in 6kotoxikologischen Tests vergleichsweise
gering zu sein und andere Indikatoren haben folglich eine grofiere Relevanz. Beispielsweise
haben die verschiedenen ZnO-Subtypen sowohl negative als auch positive Werte fiir das Zeta-
Potential, die jedoch in keinem offensichtlichen Zusammenhang zu den 6kotoxikologischen
Effekten stehen. Eine Ausnahme stellt hier das Algen(OECD-)medium dar, in welchem immer
hohe negative Werte gemessen wurden und immer toxische Effekte auftraten. Aber gerade in
diesem Testsystem wird der Stabilitit der NM im Medium eine geringere Bedeutung
beigemessen, da Algen und NM wahrend des gesamten Tests durch Schiitteln in Kontakt
bleiben.

» Die Oberflachenreaktivitit wird als ein Grund fiir die beobachteten 6kotoxischen Effekte durch
die NM TiO; und CeOzvermutet. Die Messmethode fiir die Reaktivitiat bedarf aus unserer Sicht
einer ndheren Betrachtung. Es ist eine Methode zu identifizieren oder eine bestehende
Methode anzupassen, die mit einer Okotoxizitit korreliert, von der erwartet wird, dass sie auf
Oberflachenreaktivitat beruht.

» Die Morphologie der NM wird ebenfalls als relevant betrachtet. Eine Differenzierung in
spharische Partikel und Stdbchen/Dréahte allein wird jedoch als nicht ausreichend betrachtet.
(siehe auch unter: Testspezies - Daphnien). Schwellenwerte sind festzulegen, die besonders
toxische spharische und stibchenférmige NM von einer dritten Gruppe abtrennen, in die die
tibrigen NM fallen kénnten.

» Einige NM-Subtypen waren dotiert. Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass eine Dotierung alleine
keinen Aufschluss iiber eine mdgliche d6kotoxische Wirkung gibt. Fiir TiO, modifiziert eine
Dotierung die Kristallstruktur und damit auch die 6kotoxische Wirkung. Fiir CeO; wurde dieser
Zusammenhang nicht beobachtet, da die Effekte fiir Eu-dotiertes CeO; vergleichbar zu zwei der
nicht-dotierten CeO; NM waren, wahrend ein drittes nicht-dotiertes CeO andere Effekte
zeigte.

» Damit miissen fiir NM offenbar Kombinationen aus verschiedenen Parametern beriicksichtigt
werden. Der einzelne Parameter muss gewichtet werden, wobei die verschiedenen
Testorganismen, die Testmedien und ihr Verhalten darin berticksichtigt werden miissen.

» Statistische Verfahren konnen niitzlich sein, um physiko-chemische Parameter zu
identifizieren, die die Okotoxizitit beeinflussen. Derartige Verfahren kdnnen jedoch nur bei
einem grofden Datensatz zielfithrend eingesetzt werden. Der Datensatz, der in diesem Projekt
erhoben wurde und der den Auswertungen zugrunde lag, war limitiert und muss fiir robuste
Aussagen erweitert werden.

Testspezies

» Die Testspezies verhalten sich hinsichtlich der Rangordnung der NM unterschiedlich. Sie
miissen daher separat behandelt werden (auch im Sinne der Méglichkeiten und Grenzen der
Datentibertragung im Falle von read across).

» Die Bioverfiigbarkeit von NM ist mit ihrem Verhalten in den verschiedenen Testmedien
verkniipft. Daher kdnnen Daten zur Toxizitit eines Nanomaterials fiir einen bestimmten
Organismus nicht ohne Weiteres verwendet werden, um die Toxizitét fiir das gleiche
Nanomaterial aber einen anderen Testorganismus abzuleiten.

» Der Zebrafischembryo-Test erwies sich als eher unempfindlich und fiir die Bewertung von NM
sollten Modifikationen wie Dechorionierung in Betracht gezogen werden ((Bodewein et al.,
2016); Henn and Braunbeck (2011)). Andernfalls miissen chronische Fischuntersuchungen
durchgefiihrt werden, auch wenn Tierversuche minimiert werden sollten. Einschrankend muss
jedoch gesagt werden, dass der Fischembryotest im vorliegenden Projekt nur mit einer
Inkubationszeit von 72 h anstelle von 96 h durchgefiihrt wurde.
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» Algen erwiesen sich als empfindlichste Testart. Wir gehen nicht davon aus, dass Abschattung
aufgrund von triiben Testdispersionen der Grund ist. Die Effekte wurden auch bei niedrigen
Testkonzentrationen ohne signifikante Triibung beobachtet.

» Daphnien sind empfindlich gegeniiber diinnen und langen Ag-Drahten. Der Bereich der
besonders kritischen Dimensionen muss noch untersucht werden.

Ranking / Gruppierung nach statistischen Analysen

» Obwohl verschiedene Korrelationen zwischen den ausgewdahlten PC-Parametern
(Agglomeratgrofde, Primarteilchengrofde, Zeta-Potential, BET-Oberflache, Loslichkeit,
Reaktivitat auf Basis von CPH und DMPO) unter Verwendung verschiedener statistischer
Ansitze berechnet werden konnten, fithrten die Clusteranalysen zu inkonsistenten
Ergebnissen, obwohl sie unabhangig fiir jedes Testmedium durchgefiihrt wurden. Die
gebildeten Gruppen sind hinsichtlich der Okotoxizitit nicht plausibel, da Ionen freisetzende
und nicht-ionenfreisetzende NM in den Gruppen gemischt werden, obwohl offensichtliche
Unterschiede in der Okotoxizitit beobachtet werden kénnen. Neben einer grofieren
Datenbasis (robustes Datenset) und einer verbesserten Auswahl von PC-Parametern kdnnen
die Griinde in unterschiedlichen Bedingungen in der 6kotoxikologischen Priifung und der
Bestimmung der PC-Parameter liegen. Einflussfaktoren wie Testorganismen, deren Bewegung
und Ausscheidungsprodukte, Beleuchtung sowie Turbulenzen wie Schiitteln oder Riihren
wurden bei der Bestimmung der PC-Parameter nicht beriicksichtigt.

Bisher ist es nicht méglich, die Okotoxizitit auf Basis einer routineméfigen statistischen
Analyse vorherzusagen. Fachwissen iiber die Interaktion der verschiedenen Parameter ist
noch erforderlich.
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Ranking / Gruppierung nach ékotoxikologischen Profilen

|

Gruppierung / Ranking, die nur auf den 6kotoxikologischen Daten und Profilen basiert, flihrte
zu nur groben Kategorien. Okotoxikologische Profile unterstiitzen jedoch die Identifikation
und Gewichtung der fiir die Okotoxizitit relevanten PC-Parameter. lonenfreisetzende und
weitere NM konnen unterschieden werden. Fiir die lonen freisetzenden NM kann die
unterschiedliche Okotoxizitit der chemischen Substanz erkannt werden.

Gruppierung nur auf Basis von 6kotoxikologischen Daten stellt keine Option fiir read-across
dar, da Sub-Materialien einer chemischen Zusammensetzung nicht differenziert werden
kénnen.

Okotox-Schema fiir Gruppierung

>

Gruppierung auf Basis eines physiko-chemischen Parameters ist nicht moglich. Es miissen
mehrere Parameter berticksichtigt werden. Ein Ansatz dhnlich dem fiir Humantoxizitat
(ECETOC Schema) wurde fiir Okotoxizitit entwickelt.

Das fiir eine 6kotoxikologische Gruppierung in diesem Projekt entwickelte Flussdiagramm
wiirde eine Spezifikation in Bezug auf einige Parameter erfordern, z.B. Ldslichkeit und
Reaktivitit. Zusatzlich muss die Form der Stibe / Drihte, die zu einer erhohten Okotoxizitit
gegeniiber Daphnien fiihren, definiert werden. Fiir eine Gefihrdungsabschitzung sind
wissenschaftlich fundierte, aber auch pragmatische Grenzwerte erforderlich. Neben
Korrelationen von physiko-chemischen Parametern und Okotoxizitit ist jedoch immer noch
Expertenwissen notwendig, um die Gruppierung in einer Einzelfallentscheidung zu verifizieren.

Ranking / Gruppierung nach PC-Parametern und Okotoxischen Daten

>

Die Anwendung existierender Gruppierungsansitze (zumeist bezogen auf Humantoxizitat) fiir
NM ist nicht direkt ohne Anpassungen auf 6kotoxikologische Daten auf Umweltfragestellungen
libertragbar.

Einige Parameter (z.B. Loslichkeit und Reaktivitit) des Flief3schemas, das im Rahmen dieses
Vorhabens entwickelt worden ist, miissen noch prazisiert werden. Weiterhin sind die Form der
Stabchen bzw. Drihte, die zu einer gesteigerten OKotoxizitit fiir Algen fiithren, zu definieren. Fiir
ein Ranking des Gefdhrdungspotentials sind Schwellenwerte wissenschaftlich basiert, aber
dennoch pragmatisch festzulegen. Uber eine reine Korrelation von PC-Parametern und
Okotoxizitit hinaus, wird immer Expertenwissen ein wesentliches Element bei der Gruppierung
im Rahmen einer Einzelfallentscheidung benotigt werden.

Empfehlungen

Mehrere Empfehlungen sollen die Weiterentwicklung des Gruppierungs- / read across Ansatzes in
Bezug auf Okotoxizitit unterstiitzen:

>

>

Anpassung von Methoden, die die Reaktivitit charakterisieren, die sich auf die Okotoxizitit
oberflachenreaktiver NM bezieht.

Erhohte Anzahl robuster Datensitze fiir statistische Analysen (Effektwerte (empfohlen: EC50-
Werte) fiir die gleichen Testsysteme, PC-Parameter fiir die NM in jedem Medium).

Verbesserte Messung der Expositionskonzentration (bessere Wiederfindung).

Eine detaillierte Untersuchung der Wirkung der Morphologie durch Verwendung verschiedener
NM-Typen mit der gleichen Morphologie wie ZnO- oder TiO2-Stdben / Dréhte.

Eine detaillierte Charakterisierung der Kinetik von Loslichkeit, Zeta-Potential, Reaktivitat und
Agglomerationsverhalten wird als notwendig erachtet, da keine eindeutige Beziehung zwischen
den gemessenen PC-Parametern und der Toxizitdit beobachtet wurde. Es ist nicht
auszuschliefden, dass (i) die toxische Reaktion das Ergebnis einer Kombination von Parametern
ist, (ii) nicht alle fiir die Okotoxizitit relevanten Parameter gemessen wurden, und (iii)
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Messungen von PC-Parametern ohne Organismen und nur zu einem Zeitpunkt irrefithrend sein
konnten, wie durch die Ergebnisse der loslichen Fraktion in den Tests mit Algen angezeigt.
Daher ist eine detaillierte Charakterisierung der Kinetik von Loslichkeit, Zeta-Potential,
Reaktivitat und Agglomeration erforderlich.

» Indiesem Projekt wurde das Zeta-Potential durch die statistischen Analysen als ein
potentieller Parameter identifiziert, der mit dem beobachteten Effekt in Zusammenhang
stehen kann. In den Testmedien hatten die meisten NM jedoch ein Zeta-Potential im Bereich
von instabilen Dispersionen (-15 bis +15 mV) mit Fokus auf negativen Werten. Daher konnte
keine eindeutige Korrelation zwischen dem Zeta-Potential und dem Effekt festgestellt werden.
Um zu bestimmen, ob das Zeta-Potential einen Einfluss auf die Toxizitit hat, ware es
notwendig, weitere NM mit einem negativen und positiven Zeta-Potential aufderhalb dieses
Bereichs zu testen.

» Uberpriifung des Okotox-Schemas mit weiteren Nanomaterialien.
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