Bayerisches Landesamt fur
Umwelt

Umweltrelevante Eigenschaften

synthetischer Nanopartikel

Abschlussbericht







Abschlussbericht

Umweltrelevante Eigenschaften synthetischer Nanopartikel

Bayerisches Landesamt fir Umwelt (LfU)
Birgermeister-Ulrich-Strae 160

86179 Augsburg

Tel.: 0821 9071-0

Fax: 0821 9071-5556

E-Mail:  poststelle@lfu.bayern.de
Internet: www.Ifu.bayern.de

Projektbearbeitung
LfU, Referat 76, Dr. Marina Maier

Projektleitung
LfU, Referat 76, Dr. Michael Gierig, Dr. Martin Wegenke

Januar 2013


mailto:poststelle@lfu.bayern.de
http://www.lfu.bayern.de/

Inhalt

Inhaltsverzeichnis

3.1
3.1.1
3.1.1.1
3.1.2
3.2
3.2.1
3.2.2
3.2.2.1

4.1
411
4.2
4.2.1
422
4.3
4.4

© o0 N o

Einleitung
Ausgangslage und Projektziele
Angewendete Techniken und Methoden

Laborklaranlagen

Auswahl und Charakterisierung von Nanopartikeln fir die Experimente

Dosierung der Nanopartikel

Versuchbegleitende Analytik

Einfluss von Nanopartikeln auf Belebtschlammprozesse
Nitrifikationshemmtest (DIN EN ISO 9509)
Respirationshemmtest (OECD 209)

Verlangerter Respirationshemmtest

Ergebnisse und Diskussion

Untersuchungen in Laborklaranlagen

Verteilung von Nanopartikeln in Klaranlagen

Einfluss von Nanopartikeln auf Belebtschlammprozesse
Nitrifikationshemmtest (DIN EN ISO 9509)
Respirationshemmtest (OECD 209)

Metallbelastung bayerischer Klaranlagen

Bestimmung von Nanopartikeln in wassrigen Umweltproben
Zusammenfassung

Anhang

Verwendete Abkiirzungen

Projektbegleitende Aktivitaten

Literatur

10
10
12
15
16
19
19
21
22
23
23
25
26
26
29
30
32
36
37
43
44
45

Bayerisches Landesamt fiir Umwelt 2014



Inhalt

Bayerisches Landesamt fir Umwelt 2014 5



Einleitung

1 Einleitung

Die Nanotechnologie (griech. nanos = Zwerg) ist die gezielte Beeinflussung oder
Herstellung von Strukturen, Systemen oder Materialien im Bereich atomarer oder
molekularer Dimensionen mit nanoskaligen Abmessungen zwischen 1 nm und 100
nm [1]. Ein Nanometer ist ein milliardstel Meter (10'9 m) und bezeichnet einen
Grenzbereich, in dem die Oberflacheneigenschaften gegentber den Volumeneigen-
schaften der Materialien eine grof3e Rolle spielen. Mit abnehmender TeilchengrolRe
nimmt die relative Oberflache bei gleichbleibendem Gesamtvolumen zu. Werkstoffe
in Nanodimension zeigen spektakulare Veranderungen der physikalisch-chemischen
Eigenschaften: Schmelzpunkte verschieben sich, Farben, katalytische Aktivitaten,
Leitfahigkeit und Transporteigenschaften verandern sich. Damit eréffnen sich véllig
neue Maoglichkeiten fur die Entwicklung von Produkten [2,3].

Fir Nanomaterialien gibt es mehrere Definitionen, die nicht einheitlich sind. Uber ei-
ne gemeinsame Definition wird seit langerem auf der europaischen Ebene diskutiert.
Nach einer Empfehlung der EU-Kommission wird Nanomaterial beschrieben als ,ein
natiirliches, bei Prozessen anfallendes oder hergestelltes Material, das Partikel in
ungebundenem Zustand, als Aggregat oder als Agglomerat enthélt, und bei dem
mindestens 50 Prozent der Partikel in der Anzahlgré3enverteilung ein oder mehrere
AuBenmal3e im Bereich von 1 nm bis 100 nm haben* [4].

Synthetische Nanomaterialien werden bereits in vielen Produkten und Prozessen
weltweit eingesetzt und es ist zuklnftig mit einer Zunahme der Anwendungen in ver-
schiedenen Bereichen zu rechnen (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Anzahl der Nanoprodukte weltweit [5]
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Einleitung

Das Woodrow Wilson International Center unterhalt eine Datenbank, in der die welt-
weit auf dem Markt befindlichen Konsumprodukte erfasst sind. Im Marz 2011 wurde
eine aktualisierte Bestandsaufnahme von mehr als 1300 Nanoprodukten veréffent-
licht (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Anzahl der Nanoprodukte nach Anwendungskategorie [5]

Parallel zu den viel versprechenden Prognosen Uber die Marktpotenziale der Nano-
technologie gibt es jedoch auch Bedenken hinsichtlich der Auswirkungen dieser
Technologie auf biologische Systeme und die Umwelt [6]. Mit dem steigenden Ein-
satz von Nanomaterialien erhoht sich die Wahrscheinlichkeit einer Exposition der
Umwelt. Nanopartikel konnen in Luft, Wasser und Boden gelangen [7,8]. Der Kennt-
nisstand Uber Freisetzungsszenarien, Verhalten, Verbleib und Auswirkungen von
Nanopartikeln im Verlauf ihres ,Lebenszyklus® ist zurzeit sehr lickenhaft. Nanomate-
rialien verhalten sich in der Umwelt haufig anders als die groRer strukturierten Vari-
anten (,Bulk-Material®) [9,10]. Dies hangt sowohl mit den neuen Materialeigenschaf-
ten als auch mit der Vielfalt von Strukturen, Produkten und Anwendungsfeldern zu-
sammen [11]. Aufgrund der Vielzahl an Nanomaterialien und ihrer verschiedenen
Anwendungen sind allgemeine Aussagen uUber die Gefahrlichkeit von Nanomateria-
lien nicht moglich. Trotz gleicher Zusammensetzung unterscheiden sich Nanopartikel
stark in ihren chemisch-physikalischen Eigenschaften. Unterschiede bestehen z.B. in
Dotierungen, Morphologie, Kristallstruktur und Oberflachenreaktivitat der Partikel
[12,8]. Das Umweltverhalten muss deswegen fir einzelne Klassen von Nanopartikeln
separat untersucht und beurteilt werden.
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Ausgangslage und Projektziele

2 Ausgangslage und Projektziele

Nanopartikel konnen wahrend der Produktion, der Weiterverarbeitung, dem Trans-
port sowie beim Gebrauch oder bei der Entsorgung von Produkten in die Umwelt
freigesetzt werden. Die kommunalen Klaranlagen spielen dabei eine zentrale Rolle,
da ihnen die in Haushalts- und Industrieabwasser gelangenden Nanopartikel zuge-
fuhrt werden. Vor allem Nanopartikel aus Konsumprodukten werden Uberwiegend
uber das Abwasser in Klaranlagen eingetragen [9]. So konnte die Freisetzung von
Nanosilber aus impragnierten Textilien beim Waschen nachgewiesen werden [13].
Nano-Titandioxid bzw. Nano-Zinkoxid werden derzeit vornehmlich in Farben, Kosme-
tika und Sonnencremes verwendet. Ins Abwasser gelangen diese Nanopartikel durch
Abwaschen der Creme oder durch Regenereignisse. Der Eintrag von Titandioxid-
Nanopartikeln aus Aulienwandfarben ins Abwasser wurde von Kaegi et al. (2008)
untersucht. Sowohl in Regenwasser von einer neu gestrichenen Fassade als auch in
Wasser von einer zwei Jahre alten Fassade wurden nanoskalige Titandioxidpartikel
nachgewiesen [14].

Das kommunale Abwasser wird in Klaranlagen einer mechanischen und einer biolo-
gischen Reinigung unterzogen (Abbildung 3).

Kommunale Klaranlage
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Funktion einer kommunalen Klaranlage
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Ausgangslage und Projektziele

Bei der mechanischen Reinigung wird das Abwasser zunachst im Rechenbecken
von Sperr- und Grobstoffen befreit, dann im Sandfang von Sand und Kies und zuletzt
im Vorklarbecken vom groften Teil der ungeldsten organischen Stoffe.

In der biologischen Reinigungsstufe kommen spezialisierte Bakterien und Mikroorga-
nismen zum Einsatz, die sich in den Belebungsbecken von gewasserbelastenden
Stoffen ernahren. Dieser Vorgang verlauft nach den gleichen Gesetzen wie die
Selbstreinigungsvorgange in natirlichen Oberflachengewassern. Auf diese Weise
werden geloste organische Kohlenstoffverbindungen wie Kohlenhydrate, Eiweil3kor-
per und Fette abgebaut. Auch die Stickstoffelimination findet im Rahmen der biologi-
schen Reinigung statt. Die Reduzierung des Stickstoffgehaltes erfolgt in zwei Stufen:
In der ersten Stufe (Nitrifikation) wird Ammoniumstickstoff (NH4-N) Uber Nitrit (NO3)
zu Nitrat (NO3") oxidiert, wobei freier Sauerstoff bendtigt wird. In der zweiten Stufe
(Denitrifikation) wird der Sauerstoff des Nitrats (NO3") fur den Abbau von Kohlenstoff
verwendet, wobei gasformiger Stickstoff (N2) entsteht und in die Atmosphare ent-
weicht [15].

Die Empfindlichkeit von Belebtschlammorganismen gegenlber Nanopartikeln wurde
bis jetzt nur wenig untersucht. Besonders bei der Zufuhr von Nanopartikeln mit anti-
bakteriellen Eigenschaften (wie Ag-, TiO,-, ZnO- oder CuO-Nanopartikel) ist nicht
auszuschlieRen, dass die Belebtschlammbakterien geschadigt werden. Uber die Wir-
kung der obengenannten Nanopartikel auf andere Mikroorganismen liegen bereits
zahlreiche Studien vor. Eine starke biozide Wirkung von Nanosilber wurde bei Gram-
negativen Bakterien und antibiotikaresistenten Bakterien nachgewiesen [16,17]. Die
Untersuchungen von Choi et.al zeigten, dass Silber-Nanopartikel die Atmung der
Bakterien um 42 bis 86% bzw. das Wachstum um 55 bis 66 % hemmen kénnen [18].
Studien zur Wirkung von TiO,-Nanopartikeln auf Bakterien dokumentieren eine pho-
tokatalytische Aktivitat von Nano-TiO, und des Weiteren eine bakterizide Wirkung
gegenuber Escherichia coli [19]. Adams et. al. belegten in ihren Studien eine hdhere
bakterizide Wirkung von Nano-ZnO gegenuber Bacillus subtilis und Vibrio fischeri im
Vergleich zu den TiO2-Nanopartikeln ahnlicher GroRe [20,21]. Suspendierte CuO-
Nanopartikel wirken antibakteriell gegenuber Staphylococcus aureus und Escherichia
coli [22,23].

Ein Ziel des Vorhabens war es, das Vorkommen und das Verhalten biozid wirkender
Nanopartikel in Klaranlagen zu untersuchen. Insbesondere war zu prifen, ob durch
die biozide Wirkung von Nanomaterialien die Reinigungsfunktion von Klaranlagen
beeintrachtigt wird und ob die Nanopartikel Gber den Ablauf einer Klaranlage in die
Gewasser gelangen kénnen.

Um einen Uberblick tber die Silber- Titan-, Zink- bzw. Kupferbelastung und deren
zeitliche Entwicklung in bayerischen Klaranlagen zu erhalten, sollten Klarschlamm-
proben aus den Jahren 2008 und 2010 auf die Gesamtgehalte an Silber, Titan, Zink
und Kupfer untersucht werden.

Als Vorbereitung fur den Aufbau einer Nano-Analytik am LfU sollte eine Bestands-
aufnahme der entsprechenden verfliigbaren analytischen Verfahren durchgefihrt
werden. Dabei sollte ein Uberblick gewonnen werden, in wieweit die derzeit vorhan-
denen Methoden fur die Quantifizierung und Charakterisierung synthetischer Nano-
partikel in Umweltproben, insbesondere in Wasser, geeignet sind.

Bayerisches Landesamt fir Umwelt 2014 9
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Die Kompetenz des LfU im Bereich Nanotechnologie sollte durch eine Fachtagung
dokumentiert werden. Der Kenntnisstand zur Umweltrelevanz synthetischer Nano-
partikel sollte in einer Informationsbroschure fiur die Offentlichkeit aufbereitet werden.

3 Angewendete Techniken und Methoden
3.1 Laborklaranlagen

Das LfU betreibt biologische Klaranlagen im Labormalstab. In jeder dieser Anlagen
kann die biologische Stufe einer realen Klaranlage unter definierten Bedingungen
simuliert werden. Die Anlagen bestehen aus zwei Belebungsbecken mit vorgeschal-
teter Denitrifikationsstufe und einem Nachklarbecken und werden vollautomatisch
betrieben. Diese Belebungsverfahren werden in Klaranlgen sehr haufig zur Stickstof-
felimination angewendet [24,25]. Der aus der Nitrifikation flieRende Belebt-schlamm
wird in einem Nachklarbecken vom gereinigten Abwasser getrennt und als Rucklauf-
schlamm zusammen mit dem Rezirkulationsvolumenstrom zurlck in das Denitrifika-
tionsbecken gefuhrt (Abbildung 4).

Lei D enitrifilation Nitrifilation
Sungswasser
Nachkiarung
22L
synthetisches oo 1
Abwasser
(Konzentrat) Ablauf
5 o Belebungs-
* . becken
Nanopartikel -
Suspension Rezrkulation
Ruckauischiamm Beliiftung
Uberschuischi amm

Abbildung 4:  Schematischer Aufbau der LfU-Laborklaranlagen

Das Beckenvolumen sowohl der Denitrifikations- als auch der Nitrifikationsstufe wur-
den durch Ruhren standig vollstandig durchmischt. Fur den Betrieb der Klaranlagen
wurde synthetisches Abwasser verwendet (s. Anhang), um eine konstante Matrix fur
die Abbauversuche zu erhalten und Wechselwirkungen mit sonstigen Abwasserbe-
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standteilen auszuschlieen. Die Nanopartikel-Dosierldsungen wurden aus einer se-
paraten Vorlage in das Denitrifikationsbecken eingeleitet. Pro Tag und Anlage wur-
den 12 Liter einer Losung zudosiert, die sich wie folgt zusammensetzte: 240 ml syn-
thetisches Abwasser, 240 ml Nanopartikel-Dosierlosung, 11520 ml Leitungswasser.
Die Versuche wurden in Anlehnung an DIN EN ISO 11733 bzw. OECD 303A durch-
gefuhrt. FUr die Untersuchung wurden die Laborklaranlagen mit Belebtschlamm der
kommunalen Klaranlage Weilheim beflllt und anschlieRend 10 bis 14 Tage ohne
Testsubstanzen eingefahren. Die Einfahrphase diente zum Waschen und zur Stabili-
sierung des Belebtschlamms. Der Biomassegehalt im Belebungsbecken wurde auf
2,5 g/l gehalten, was den in den meisten kommunalen Klaranlagen herrschenden
Bedingungen entspricht [26]. Fur jede getestete Nanopartikelart wurden zwei Paral-
lelversuche in separat betriebenen Prifanlagen durchgefuhrt. Die Nanopartikel wur-
den jeweils 55 Tage kontinuierlich zudosiert. Um die Funktionstuchtigkeit der Anla-
gen beurteilen zu kdnnen, wurde zusatzlich eine Kontrollanlage betrieben, die nicht
mit Nanopartikeln beaufschlagt wurde (Abbildung 5a). Da die Toxizitat von TiO,-
Nanopartikeln auf einem photokatalytischen Effekt beruht, wurden an allen drei Anla-
gen (Kontrollanlage und zwei Prifanlagen) UV-Lampen 100 W der Fa. Exo-Terra
eingebaut (Abbildung 5b). Die Anlagen wurden taglich 12 Stunden mit UV-Licht be-
strahlt.
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E:ll::‘ig:ﬂﬂ’r s:.-nt}'u&tisch&s.

NP-Dosieridzung . Abwasser

Abbildung 5:  Laborklaranlagen wahrend des Betriebes: a) ohne zusatzliche UV-Bestrahlung,
b) mit zusatzlicher UV-Bestrahlung

Der Sauerstoffgehalt in den Nitrifikationsbecken wurde automatisch zwischen 2 und
3 mg/l reguliert. HierfUr wurden Sauerstoffsonden FDO 700 IQ der Fa. WTW und ein
Sauerstoff-Regelgerat IQ SensorNet 2 der Fa. WTW verwendet. Der pH-Wert wurde
zwei Mal wochentlich mittels eines Handgerats Multi 197i der Fa. WTW gemessen.
Die elektrische Leitfahigkeit wurde mit einem Handgerat LF 325 der Fa. WTW regel-
malfig kontrolliert.
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3.11 Auswahl und Charakterisierung von Nanopartikeln fiir die Experimente

Silber-Nanopartikel

Nanosilber-Partikel werden mit zunehmender Tendenz in zahlreichen Anwendungen
eingesetzt. Dazu gehoren Lebensmittelverpackungen, Medizinprodukte, Haushalts-
und Budrogerate, Wasserfilter, Lacke und Wandfarben, Textilien und Kosmetika [5].
Je nach Anwendungsbereich werden Silber-Nanopartikel mit verschiedenen Gréfen,
Formen, Ladungen und Oberflachenfunktionalisierungen hergestellt. Bei der Synthe-
se werden die Partikel mit einem Stabilisator umhdallt, um das Wachsen zu Mikropar-
tikeln zu verhindern [27]. Diese Hulle hat gro3en Einfluss auf die physikochemischen
Eigenschaften und damit auch auf die biologische Aktivitat der Nanopartikel. Zur
Stabilisierung von Nanosilber werden haufig verschiedene Emulgatoren (wie z.B. Po-
lyoxyethylen-Fettsaureester), Natriumcitrat [28], das neutrale Polymer Polyvinylpyrro-
lidon (PVP) und Konservierungsstoffe (wie z.B. Propylenglycol) verwendet [29].
Durch Einbau von Silbernanopartikeln in eine Matrix aus Silikon oder aus thermo-
plastischen Polyurethanen (TPU) kdnnen Polymer-Silber-Nanokomposite hergestellt
werden. Das Nanosilber liegt dabei in amorphen Polymerpartikeln vor, die eine Gro-
Re > 1 um aufweisen.

FUr die Untersuchungen in den Laborklaranlagen wurden die Arten von Nanosilber
ausgewahlt, die am haufigsten bei der Herstellung nanosilberhaltiger Produkte ein-
gesetzt werden (Tabelle 1).

Tabelle 1: Nanosilber —Testsubstanzen

Testsubstanz Hersteller Anwendung
Nano-Ag (Emulgator) Sigma-Aldrich GmbH Forschung

Nano-Ag (PVP), Particular GmbH Kosmetika, Textilien, Technik
Nano-Ag (Citrat) Particular GmbH Kosmetika, Textilien, Technik

Die Nanopartikel-Praparationen wurden mit dem Rasterelektronenmikroskop (REM)
untersucht. Abbildung 7 zeigt die REM-Aufnahmen und die PartikelgroRenverteilung.
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Abbildung 6: REM-Aufnahmen von Silber-Nanopartikeln mit GréRenverteilungshistogrammen (n=500)

Die GroRenverteilung der eingesetzten Nanopartikel wurde mit Hilfe des Raster-
elektronenmikroskops Hitachi S300N bestimmt. Es wurden jeweils 500 Partikel aus-
gewertet. Dabei ergab sich eine breite GroRenverteilung von 10 bis 110 nm Durch-
messer.

Nano-TiO,

Nano-Titandioxid ist neben Nanosilber derzeit eines der am haufigsten eingesetzten
Nanomaterialien. TiO,-Nanopartikel werden als physikalischer UV-Filter in Sonnen-
schutzmitteln und Kosmetika eingesetzt [30]. Des Weiteren finden sie Anwendung in
Farben, Kunststoffen, Emaille, Papier und Farbstoffsolarzellen [31]. Je nach ge-
wulnschten Eigenschaften und Anwendungen werden die Nanopartikel entsprechend
beschichtet. Beispielsweise werden Nanopartikel flr Drucker-Toner mit Silanen, flr
Autolacke mit Aluminium- und Zirkon-Oxid und fir kosmetische Anwendungen mit Si-
likon beschichtet. Die Beschichtung erhoht die Dispergierbarkeit in Emulsionen und
ist vor allem fur die Photostabilitat unabdingbar. Unbeschichtetes Titandioxid ist ein
Photohalbleiter und neigt unter UV-Bestrahlung zur Oxidation und in Folge zu Radi-
kalbildung. Diese Radikale sind in der Lage, viele organische Substanzen abzubau-
en. Die photokatalytische Eigenschaft von Nano-TiO, ermoglicht zahlreiche industri-
elle Anwendungen wie die photokatalytische Wasseraufbereitung, die Luftreinigung,
selbstreinigende Schichten, Antibeschlagbeschichtungen, Solarzellen, und Wasser-
stoff-Herstellung [32]. Sie birgt aber auch das Risiko schadlicher Auswirkungen auf
lebende Organismen. Von den beiden in der Industrie eingesetzten TiO-
Kristallformen Anatas und Rutil ist Anatas die photokatalytisch aktivere Form. Ein
Gemisch aus 20-30% Rutil-Nanopartikeln und 70-80% Anatas-Nanopartikeln weist

Bayerisches Landesamt fir Umwelt 2014 13
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die hochste Aktivitat auf und wird intensiv industriell eingesetzt [33,34]. Fiur die Un-
tersuchungen in den LfU-Laborklaranlagen wurde deswegen das kommerziell erhalt-
liche Gemisch aus 30% Rutil und 70% Anatas (AEROXIDE der Fa. Degussa) ver-
wendet (Abbildung 7).

Nano-ZnO

Zinkoxid-Nanopartikel haben ein sehr breites Anwendungsspektrum. Nano-Zinkoxid
besitzt antibakterielle und fungistatische Wirkung und wird als physikalischer UV-
Filter in Sonnenschutzmitteln mit Lichtschutzfaktoren Uber 25 eingesetzt, die fur die
empfindliche Haut von Kindern und Allergikern geeignet sind [35]. Ummantelungen
fur ZnO-Nanopartikel kdnnen aus Dimethicon, pflanzlichen Fetten, SiO, und Fettsau-
ren bestehen [36]. Dadurch werden beispielsweise die Photostabilitat und die Dis-
persionseigenschaften von Sonnenschutzmitteln verbessert. Nano-ZnO wird aulder-
dem in der Medizin, in Textilien, Lacken, Kunststoffen, im Holz- und Mdbelbereich,
bei der Zement- und Gummiherstellung und als Halbleiter in verschiedenen Elektro-
nikartikeln eingesetzt [37]. Fur die Untersuchungen in den Laborklaranlagen wurden
kommerziell erhaltiche ZnO-Nanopartikel der Fa. Sigma-Aldrich verwendet
(Abbildung 7).

Nano-CuO

Alternativ zu nanosilberhaltigen Produkten werden inzwischen Produkte mit Kupfer-
oxid-Nanopartikeln angeboten, die ebenfalls biozide Eigenschaften besitzen. Hierbei
handelt es sich vor allem um impragnierte Textilien [38], antibakterielle Applikationen
[39] und Antifoulingbeschichtungen flr Schiffe [40,41]. Kupferoxid-Nanopartikel sind
wesentlich billiger und einfacher zu stabilisieren als Ag- oder Cu-Nanopartikel. Sie
werden aullerdem als Farbepigment fur Glas, Tinte, Keramik und Porzellan verwen-
det, als Poliermittel fur die Optik, und als Katalysatoren in chemischen Prozessen
[42]. FUr die Laboruntersuchungen wurden kommerziell erhaltliche CuO-Nanopartikel
der Fa. Sigma Aldrich eingesetzt.

Abbildung 7 zeigt die REM-Aufnahmen und die PartikelgroRenverteilung der geteste-
ten Titandioxid-, Zinkoxid- und Kupferoxid-Nanopartikel.
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Abbildung 7: REM-Aufnahmen der TiO2-, ZnO-, und CuO-Nanopartikel mit Grofienverteilungshistogrammen
(n=500)

Die GroRenverteilung der eingesetzten Nanopartikel wurde mit Hilfe des Raster-
elektronenmikroskops Hitachi S300N bestimmt. Es wurden jeweils 500 Partikel aus-
gewertet. Die verwendeten Nanopartikel zeigten eine breite GréRenverteilung von 20
bis 130 nm Durchmesser.

31141 Dosierung der Nanopartikel

Zum Eintrag von Nanopartikeln in das Abwasser liegen bisher noch keine Messun-
gen vor. Die Konzentrationen von Ag-, TiO2-, ZnO,- und CuO-Nanopartikeln in den
Zulaufen von Klaranlagen lassen sich in grober Naherung aus Messungen der Ge-
samtelementgehalte ableiten. Da die Zulaufe in der Regel nicht beprobt werden, lie-
gen nur wenige Daten zu den Gehalten der untersuchten Elemente vor. Shafer et al.
(1998) ermittelten eine mittlere Silberkonzentration von 4 ug/l im Zulauf von Klaran-
lagen in der Schweiz [43]. In Deutschland (2005-2006) betrug die durchschnittliche
Ag-Konzentration des Zulaufs in Klaranlagen ca. 25 ug/l [44].

Die Titankonzentrationen in Zuldufen erreichen nach einer amerikanischen Studie
100 bis 3000 ug Ti/l (Durchschnitt 200-300 ug//l) [45]. Aus Deutschland gibt es nur
einen verodffentlichten Messwert von 200 pg/l Titan im Zulauf eines Klarwerks in
Hamburg [46].
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Die Konzentrationen an Zink bewegen sich im Bereich 100-800 ug/l (Durchschnitt
500-600 ug/l) [47,48]. Die Konzentrationen an Kupfer liegen durchschnittlich im Be-
reich 100-300 pg/l [49,50].

Fur die Untersuchungen in den Laborklaranlagen wurde eine Nanopartikel-
Konzentration im Zulauf gewanhlt, die der realen Konzentration angenahert ist. Hierzu
wurde angenommen, dass ca. 50% des Gesamtelementgehaltes in nanopartikularer
Form im Abwasser vorliegen. Damit ergeben sich die in Tabelle 2 aufgefihrten Kon-
zentrationen im Zulauf. Wegen der rasch zunehmenden Verwendung von Ag-
Nanopartikeln wurde zusatzlich das haufig in der Produktion eingesetzte Nano-Ag-
(PVP) in einer sehr hohen Konzentration von 150 ug/l getestet.

Tabelle 2: Nanopartikel - Konzentrationen im Zulauf

Konzentrationen
Testsubstanz
im Zulauf

Nano-Ag (Emulgator)

10 g/l

Nano-Ag (PVP)

10 ug/l; 150 pg/l

Nano-Ag (Citrat) 10 ug/l
Nano-TiO, 300 ugl/l
Nano-ZnO 300 ugl/l
Nano-CuO 150 pg/l

Die Nanopartikel wurden nach Herstellerangaben in Reinstwasser suspendiert und
im Ultraschallbad behandelt (s. Anhang). Die Elementkonzentrationen der Suspensi-
onen wurden nach Mikrowellenaufschluss mit ICP-OES-Messung bestimmt. Die Par-
tikelgroRenverteilung wurde mittels Rasterelektronenmikroskopie untersucht.

3.1.2 Versuchbegleitende Analytik

An festgelegten Tagen wurden Belebtschlammproben sowie Proben des Zu- und Ab-
laufs genommen. Bestimmt wurden die wichtigsten Leistungsparameter der Klaran-
lagen und die Gesamtelementkonzentrationen der Proben (Tabelle 3).

16 Bayerisches Landesamt fiir Umwelt 2014



Angewendete Techniken und Methoden

Tabelle 3: Analysen wahrend des Betriebes der Laborklaranlagen

Parameter Einmal wochentlich Zweimal wochentlich
oo (1) o™ | peleischamn

w;g; ?:Isétsot?fes)toffe im Abwasser (Abfilt- Ablauf
Chemischer Sauerstoffbedarf (CSB) Zulauf Ablauf
Biochemischer Sauerstoffbedarf fur 5 Zulauf, Ablauf

Tage (BSBs)

Nitratstickstoff (NO3z-N) Zulauf Ablauf
Ammoniumstickstoff (NH4-N) Zulauf Ablauf
Geloster organischer Kohlenstoff(DOC) Zulauf Ablauf
Gesamter gebundener Stickstoff (TNb) Zulauf Ablauf
Mikroskopie Belebtschlamm
Gesamtelementkonzentration der Zulauf, Ablauf,

Testsubstanz (Agges. Tiges., ZNges., CUges.) Belebtschlamm

Trockensubstanz (TS)

Die Trockensubstanz (TS) der suspendierten Biomasse wurde nach DIN 38414-2
bestimmt. Hierfur wurden die Belebtschlammproben (50 ml) durch einen gewogenen
Glasfilter mit 0,2 ym Porenweite filtriert. Der Schlammrtickstand wurde mit dem Filter
im Trockenschrank bei 105°C getrocknet, im Exsikkator abgekuhlt und gewogen. Ab-
zug des Filtergewichtes ergab die Trockensubstanz fur 50 ml des Schlammes.

Organische Trockensubstanz (o-TS)

Die organische Trockensubstanz, die auch als Glihverlust bezeichnet wird, ist defi-
niert als verglihbarer Anteil der Trockensubstanz. Die nach DIN 12879 durchgefuhr-
te Bestimmung erfolgte im Anschluss an die Ermittlung der Trockensubstanz (TS),
indem die bei 105 °C getrocknete Probe nach dem Auswiegen fur 2 h bei 550 °C im
Thermoofen gegliht wurde. Nach dem Abklhlen im Exsikkator wurde die Probe er-
neut gewogen. Die Differenz ergab den gesuchten Wert fur o-TS.

Abfiltrierbare Stoffe

Fir die Bestimmung der abfiltrierbaren Stoffe im Ablaufwasser wurde 1 Liter der Ab-
laufprobe durch einen gewogenen Glasfaserfilter mit 0,2 ym Porenweite filtriert. Der
Filter mit Rickstand wurde bei 105°C im Trockenschrank getrocknet und nach dem
Abkuhlen gewogen. Abzug des Filtergewichtes ergab den Gehalt von abfiltrierbaren
Stoffen im Abwasser.

Chemischer Sauerstoffbedarf (CSB), Ammoniumstickstoff , Nitratstickstoff

Der CSB-Wert kennzeichnet die Menge an Sauerstoff, welche zur Oxidation der ge-
samten im Wasser enthaltenen organischen Stoffe verbraucht wird.
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Durch Messung der Gehalte an Ammonium- und Nitratstickstoff wird die Umwand-
lung der Stickstoffverbindungen (Nitrifikation) erfasst.

CSB sowie die Gehalte an Ammonium- und Nitratstickstoff wurden photometrisch
bestimmt. Es wurden Kuvetten-Schnelltests LCK 304 (NH4-N), LCK 339 (NO3-N) und
LCK 414 (CSB) der Fa. Hach Lange sowie ein Spektralphotometer Lasa100 verwen-
det [51]. Alle Proben wurden vor der Analyse durch Glasfilter mit 0,2 um Porenweite
filtriert.

Biochemischer Sauerstoffbedarf fiir 5 Tage (BSBs)

Der Biochemische Sauerstoffbedarf (BSBs) ist die Menge an Sauerstoff, die von Mik-
roorganismen bendtigt wird, um die organischen Substanzen eines Wasserkdorpers
aerob abzubauen. Die BSBs —Bestimmung erfolgte mit der OxiTop-Methode der Fa.
WTW. Diese Methode beruht auf der Druckmessung in einem geschlossenen Sys-
tem. Die zu untersuchenden Wasserproben (je 500 ml) wurden in Braunflaschen
uberfuhrt und mit N-Allylthioharnstoff als Nitrifikationshemmer versetzt. Die Flaschen
wurden mit einer COj-Auffangvorrichtung (beflllt mit Natriumhydroxid) und einem
Magnetrahrer versehen und mit Messkopfen verschlossen. Die Flaschen wurden im
Thermoschrank bei 20 °C inkubiert. Die in den Proben befindlichen Mikroorganismen
verbrauchen Sauerstoff und bilden dabei CO, das mit NaOH absorbiert wird. Der
dadurch entstehende Unterdruck wird gemessen.

Geloster organischer Kohlenstoff (DOC) und Gesamtstickstoff (TNb )

Gesamtstickstoff TNb (Summe von organisch gebundenem Stickstoff, Ammonium-,
Nitrit- und Nitratstickstoff) und DOC (Dissolved Organic Carbon) sind wichtige Kenn-
gréflen fur den Verschmutzungsgrad des Zu- und Abwassers. Durch die Bestimmung
dieser Grolken konnen wichtige Abbauprozesse von Kohlenstoff- und Stickstoffver-
bindungen erfasst werden. Die DOC-Analysen (DIN EN 1484) bzw. TNb-Analysen
(DIN EN 12260) wurden vom Referat 73 des LfU durchgefuhrt.

Mikroskopie des Belebtschlamms

Um die Effekte von Nanopartikeln auf Belebtschlammorganismen zu prufen, wurden
Belebtschlammproben der Kontroll- und Prifanlagen mikroskopisch untersucht. Die
Analysen wurden mit dem Lichtmikroskop 2 AXIOSKOP 2“ der Fa. Zeiss durchge-
fuhrt. FUr die digitalen Aufnahmen wurde eine an das Mikroskop gekoppelte Digital-
kamera ,PowerShot G2“ der Fa. Canon verwendet.

Mikrowellenunterstiitzter Druckaufschluss

Zur Vorbereitung der Proben fir die Elementbestimmung wurde das mikrowellenun-
terstutzte Druckaufschluss-System ,MLS-ETHOS plus” der Firma MLS GmbH einge-
setzt (Abbildung 8). Feststoffproben wurden vor dem Aufschluss im Trockenschrank
bei 105 °C getrocknet und anschlieliend homogenisiert. Flissige Proben wurden oh-
ne Vorbehandlung aufgeschlossen. Das Probengut wurde in geschlossenen Druck-
gefallen mit der jeweiligen Sauremischung (s. Anhang) erhitzt und aufgeldst.
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Fir die Bestimmung der Silber-, Zink- und
Kupfergehalte des Belebtschlamms wurde ein
einstufiger Aufschluss mit Kdnigswasser durchgefihrt
(DIN EN ISO 1146). Fur die titanhaltigen Proben kam
ein zweistufiger Aufschluss zum Einsatz. In der ersten
Stufe wurde Konigswasser zugegeben (DIN ISO
1146). Dadurch wird die organische Matrix der
Proben zerstort und alle vorhandenen Metalle (aulder
Titan) werden in eine I6sliche Form Uberfuhrt. In der
zweiten Stufe wurde der Titandioxidrickstand durch
Zugabe von Schwefelsaure vollstandig in Losung
_ _ gebracht. Die Ablaufproben und die Nanopartikel-
popildung 8: Wikrowellenunter- Dosierlésungen wurden nach DIN EN I1SO 11885

(AbwV BGBI. 1, Nr.74, 2002) aufgeschlossen. Zu den

titanhaltigen Wasserproben wurde zusatzlich Schwefelsaure gegeben. Die aufge-
schlossenen Proben wurden in 50 ml Messkolben dberfihrt und mit ultrareinem
Wasser aufgefullt. Es wurden Reagenzien der Qualitat ,supra pur‘ oder ,ultrapur®
verwendet. Fur die Elementbestimmung im unteren Konzentrationsbereich (ng/l bis
pg/l) wurde die Massenspektroskopie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-MS
,ELAN 600“ der Fa. Perkin Elmer) eingesetzt. Die Bestimmung der Elemente im ho-
heren Konzentrationsbereich wurde mittels optischer Emissionsspektrometrie mit in-
duktiv gekoppeltem Plasma- (ICP-OES ,Optima 200 DV* der Fa. Perkin Elmer)
durchgefuhrt. Die Gerateparameter wurden vor jeder Messung mit Hilfe einer Mul-
tielement-Standardlosung optimiert.

3.2 Einfluss von Nanopartikeln auf Belebtschlammprozesse

Um weitere Erkenntnisse Uber die Wirkung von Nanopartikeln auf Belebtschlamm-
prozesse zu erhalten, wurden Nitrifikations- bzw. Respirationshemmtests in einfa-
chen Systemen (,Batch-Systemen®) durchgefuhrt. Gepruft wurde, ob Nanopartikel
(Ag, Ti, Zn und Cu) im Konzentrationsbereich von 50 — 1000 mg/kg TS zur Hem-
mung von Reinigungsprozessen flhren kdnnen. Zum Vergleich wurden im gleichen
Konzentrationsbereich Versuche mit ionischem Silber (AgNO3), Zink (Zn(NOs3),) und
Kupfer (Cu(NOs3),) durchgefihrt. Fur die TiO2-Nanopartikel wurden keine Vergleichs-
versuche durchgefuhrt, da die antibakterielle Wirkung von TiO, ausschlieBlich auf
den photokatalytischen Effekt oder die nanoskalige GroRe des TiO, zurlickzufihren
ist.

3.21 Nitrifikationshemmtest (DIN EN ISO 9509)

Die Nitrifikation ist ein wichtiger Prozess in der Abwasserreinigung [52]. Unter aero-
ben Bedingungen wird Ammonium Uber Nitrit zu Nitrat oxidiert. Verantwortlich fir die
Nitrifikation ist die Bakteriengruppe der Nitrifikanten. Diese lasst sich einteilen in die
ammoniumoxidirenden Nitrosomonas und die nitritoxidierenden Nitrobacter. Nitrifi-
kanten sind gramnegative, aerobe respiratorische Organismen, die im Boden und in
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wassriger Umgebung leben [53]. Sie sind chemolithotroph, d. h. sie bendtigen keine
organischen Stoffe zum Wachstum. Der Energiegewinn durch Oxidation des anorga-
nischen Ammoniums ist sehr gering gegeniber dem heterotropher Organismen. Nit-
rifikanten besitzen daher sehr lange Generationszeiten. Sie gelten als besonders
empfindlich gegenlber chemischen Stressoren [54]. Eine Stérung der Nitrifikation
kann den Abbau des Ammoniums verhindern, wodurch es zu einem Anstieg der
Ammoniumkonzentration kommt.

Beim Nitrifikationshemmtest wird die Hemmwirkung einer in verschiedenen Konzen-
trationen eingesetzten Testsubstanz auf nitrifizierende Bakterien im Belebtschlamm
untersucht. Die Untersuchungen wurden nach DIN EN ISO 9509 durchgefihrt. Die
Testdauer betrug 24 h, die Inkubation wurde bei einer Temperatur zwischen 20°C
und 25°C in einem Sapromat-Gerat unter standiger Bellftung des Belebtschlamms
durchgefuhrt (Abbildung 19a). Fur die Untersuchungen mit TiO,- Nanopartikeln wur-
den UV-Lampen 100 W der Fa. Exo-Terra eingebaut (Abbildung 9b). Die Testgefalie
wurden permanent geruhrt, um eine ausreichende Durchmischung zu gewahrleisten.
Die kurze Inkubationszeit des Nitrifikationshemmtests erlaubt nur die Bestimmung
des akuten Hemmeffektes.

Abbildung 9: Nitrifikationshemmtest : a) Untersuchungen mit Ag-, ZnO- bzw. CuO-Nanopartikeln, b) Untersu-
chungen mit TiO2-Nanopartikeln

Far jeden Versuch wurde eine frische Belebtschlammprobe der Klaranlage Weilheim
entnommen. Zur Aufbereitung wurde diese zunachst dreimal mit Trinkwasser gewa-
schen, um Inhibitoren sowie vorhandenes Nitrat zu entfernen. Durch Zugabe eines
Ammoniumsulfat-haltigen Nahrmediums (s. Anhang) wurde eine definierte Ammoni-
um-Konzentration im Belebtschlamm eingestellt. FUr jeden Testansatz wurden 1,5 g/l
Belebtschlammtrockensubstanz eingesetzt. Alle Testsubstanzen wurden in Konzent-
rationen von 50 bis 1000 mg (Elementkonzentration)/kg TS getestet. Jede Substanz
wurde in 5 unterschiedlichen Konzentrationen getestet, als Kontrolle diente ein An-
satz ohne Test-Nanopartikel bzw. Test-lonen (Blindwert) sowie ein Referenzinhi-
bitoransatz (mit Allylthioharnstoff als Nitrifikationshemmer).
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3.2.2 Respirationshemmtest (OECD 209)

Mit dem Respirationshemmtest wird die Toxizitat einer Testsubstanz gegenuber ei-
ner aeroben Belebtschlammbiozonose ermittelt. Die meisten Belebtschlammorga-
nismen gewinnen die Energie fur ihre Lebensfunktionen (wie Wachstum, Transport-
vorgange und Bewegung) durch die Oxidation chemischer Verbindungen unter Ver-
wendung von Sauerstoff [55]. Chemische Stressoren kdnnen die Bakterien in ihrem
Wachstum hemmen oder die Zellen sogar abtoten, was sich in einem verminderten
Sauerstoffverbrauch aufert. Durch Messung der Sauerstoffzehrung konnen die
Auswirkung der Testsubstanzen auf aerobe Mikroorganismen gepruft werden.

Die Untersuchungen wurden nach OECD-209 durchgefuhrt. Fur jeden Versuch wur-
de eine frische Belebtschlammprobe der Klaranlage Weilheim entnommen, drei Mal
mit Trinkwasser gewaschen und dann sofort in Nahrlésung suspendiert (s. Anhang).
Alle Testsubstanzen wurden in Konzentrationen von 50 bis 1000 mg (Elementkon-
zentration)/kg TS getestet. Jede untersuchte Substanz wurde in 5 unterschiedlichen
Konzentrationen getestet. Als Kontrollen dienten ein Ansatz ohne Testsubstanzen
(Blindwert) sowie ein Kontrollansatz mit Respirationshemmer (3,5-Dichlorophenol).
Das Gesamtvolumen des Testmediums in jedem Gefald betrug 0,5 I. Der Schlamm-
gehalt lag bei 1,5 g/I. Die Inkubationen wurden bei einer Temperatur von 20°C in ei-
nem Sapromat-Gerat unter standige Bellftung und Rihren des Belebtschlamms
durchgefuhrt. Fur die Untersuchungen mit TiO,- Nanopartikeln wurden UV-Lampen
100 W der Fa. Exo-Terra eingebaut (Abbildung 9b). Nach 30 Minuten Inkubationszeit
wurde die erste Sauerstoffmessung durchgefihrt. Daflir wurden die Proben in eine
Enghals-Glasflasche Uberfihrt und gut verschlossen. Der Sauerstoffverbrauch wurde
uber einen Zeitraum von 10 Minuten unter Rihren mit einem Sauerstoffmessgerat
(WTW Oxi ProfiLIne Oxi 197i) gemessen (Abbildung 10).

Abbildung 10: Aufbau des Respirationshemmtests

Die gefilllten Messflaschen dirfen bei der Messung keinen Luftraum haben. Die
Sauerstoffkonzentration im Belebtschlamm vor der Messung soll mindestens 5 mg/I
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betragen. Die Messwerte wurden vom Gerat alle 20 Sekunden aufgenomen und ge-
speichert. Der Inhalt der Messflasche wurde nach der Sauerstoffmessung wieder in
die Inkubationsgefalie zuriickgegeben und der Ansatz wurde weiter bellftet. Nach 3h
wurde die Sauerstoffzehrung erneut gemessen.

3.2.21 Verlangerter Respirationshemmtest

Mikroorganismen in aeroben Mischpopulationen variieren stark bezuglich ihrer Emp-
findlichkeit und Generationszeit. Kurze Versuchzeiten bergen die Gefahr, dass die
Wirkungen von Nanopartikeln unterschatzt werden, da verzdgert auftretende Effekte
madglicherweise nicht erfasst werden. Aus diesem Grund wurde die Testdauer auf 7
Tage verlangert. Die Untersuchungen wurden nur mit Nano-Silber durchgefuhrt, da
fur diese Nanopartikel die Hemmung der Nitrifikation erwiesen worden war.

Da die beim Kurzzeittest verwendete Nahrlésung nicht fur langere Versuche geeignet
ist, wurde ein Nahrmedium in Anlehnung an den Zahn-Wellen-Test (DIN EN ISO
9888) eingesetzt (s. Anhang). Als Kohlenstoff- und Energiequelle wurde Glucose zu-
gegeben. Die Sauerstoffzehrung wurde nach 3 Stunden und nach 7 Tagen gemes-
sen. Parallel zur Sauerstoffzehrung wurde die Entwicklung der Biomasse als Mal} flr
die Vitalitat der Mikroorganismen untersucht. Dafur wurden nach sieben Tagen in al-
len Proben die TS-Gehalte bestimmt. Zu Beginn des Versuches wurden jedem Test-
ansatz 1,5 g TS/l zugesetzt.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1

Untersuchungen in Laborklaranlagen

Um den Einflul von Nanopartikeln auf die in Klaranlagen ablaufenden Prozesse zu
untersuchen, wurden Laborklaranlagen mit verschiedenen Nanopartikeln beauf-
schlagt (s. Kap.3.1.2). Abbildung 11 zeigt die Elimination von Kohlenstoffverbindun-
gen, gemessen als DOC, BSBs, CSB sowie von Stickstoffverbindungen in Test- und

Kontrollanlagen.
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Fur alle Testansatze ergaben sich sehr gute Abbauleistungen Uber den gesamten
Versuchzeitraum. Kohlenstoffverbindungen wurden zu 95-99% und Stickstoffverbin-
dungen zu 75-77% eliminiert. Hinweise auf eine Beeintrachtigung von Be-
lebtschlammprozessen durch biozid wirkende Nanopartikel waren nicht festzustellen.
Der Gehalt an abfiltrierbaren Stoffen war bei allen Testanlagen wahrend der gesam-
ten Versuchsphase gering. Dies ist ein Indiz daflr, dass es im Testverlauf keine
Schlammabsetzprobleme gegeben hat. Bei mikroskopischen Untersuchungen des
Belebtschlamms konnte kein Einfluss der Nanopartikel auf die Zusammensetzung
der Belebtschlammbiozdnose festgestellt werden.

Der Befund, dass keine toxischen Wirkungen beobachtet wurden, kann mdglicher-
weise damit erklart werden, dass die Nanopartikel an ihren Oberflachen verschiede-
ne Stoffe wie Huminstoffe oder Silikate adsorbieren kdnnen. Dies flhrt zu einer Inak-
tivierung der Partikeloberflache [56,57]. Des Weiteren kdnnen Nanopartikel Aggrega-
te bzw. Agglomerate bilden [58,59] wodurch die Wahrscheinlichkeit abnimmt, dass
Organismen in Klaranlagen mit einzelnen Nanopartikeln in Kontakt kommen bzw.
diese resorbieren. Aus der Literatur ist bekannt, dass die biozide Wirkung von Nano-
partikeln unter anderem auf der Freisetzung von lonen beruht [60,61]. lonen von Sil-
ber, Zink und Cu kénnen im Klaranlagenmilieu sehr schnell schwerlosliche Verbin-
dungen (z.B. Sulfide) bilden, wodurch sich die Toxizitat ebenfalls verringert. So wur-
de nachgewiesen, dass Spuren von gelostem Silber in Gegenwart von Eisensulfid
sofort als Silbersulfid ausfallen [62]. In einer weiteren Untersuchung wurde gezeigt,
dass der Faulprozess in Wasserwerken erst ab Kupfergehalten von 10 000 mg/kg TS
gehemmt wird, da durch die Bildung von schwerléslichem Kupfersulfid rasch eine
Entgiftung eintritt [50].
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411 Verteilung von Nanopartikeln in Klaranlagen

Um die Verteilung von Nanopartikeln in Laborklaranlagen quantitativ zu erfassen und
zu bilanzieren, wurden die Konzentrationen von Silber, Titan, Zink und Kupfer in Zu-
lauf, Ablauf und Klarschlamm vor und wahrend der Dosierung von Nanopartikeln
gemessen. (Abbildung 12).

Ag-FUF (10) Ag PP [ 150)

Ag-Emulgator
Titzrwdiood i ] Hupferoxd
e 9% 10%
O BelebtschHamm
W Ablauf
O nicht bilareiert

Abbildung 12: Massenbilanz der Metallgehalte nach Zudosierung von Nanopartikeln in Laborklaranlagen

Ca. 82-88% der zudosierten Nanopartikel werden im Klarschlamm zurlckgehalten,
ca. 5-9% gelangen in den Klaranlagenablauf. Vergleichbare Ergebnisse wurden fur
nanoskalige Ceroxid-Nanopartikel in Laborklaranlagen (ETH, Zurich) und far Silber-
Nanopartikel in einer Pilot-Klaranlage (Eawag, Dibbendorf) nachgewiesen [63, 64].
Dies bedeutet, dass die vorliegend untersuchten Nanopartikel nur zu einem geringen
Anteil aus Klaranlagen in die Gewasser ausgetragen werden. Der weitaus grof3ere
Anteil verbleibt im Klarschlamm und kann bei dessen landwirtschaftlicher Verwertung
auf Ackerbdden gelangen.

Zur Identifizierung der Nanopartikel im Ablauf wurden zwei Ablaufproben aus Versu-
chen mit Ag-Citrat bei der Fa. Postnova mittels AF4-System analysiert. In beiden
Proben konnten Silber-Nanopartikel im Grofienbereich von 30-130 nm detektiert
werden. Da zu diesem Zeitpunkt bei der Fa. Postnova kein ICP-MS-Gerat zur Verflu-
gung stand, konnten die Konzentrationen von nanopartikuldarem Silber im Ablauf
nicht bestimmt werden.
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4.2

4.21

Der Einfluss von Nanopartikeln auf die Funktion nitrifizierender Bakterien ist in Abbil-

Einfluss von Nanopartikeln auf Belebtschlammprozesse

Nitrifikationshemmtest (DIN EN ISO 9509)

dung 13 dargestellt.
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Abbildung 13: Einfluss von Nanopartikeln auf die Nitrifikation
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Nach 4h Inkubationszeit ergaben sich keine Hinweise auf eine Beeinflussung der Nit-
rifikation. Die Testansatze mit Nanopartikeln und die Kontrollen zeigten keine Unter-
schiede im Nitrifikationsverlauf. Nach 24h Inkubationszeit war eine deutliche Nitrifika-
tionshemmung durch hohe Konzentrationen an Nanosilber in Form von Ag-PVP bzw.
Ag-Emulgator (1000 mg Ag%kg TS) festzustellen. In GefaRen mit Ag-PVP-Nano-
partikeln wurde die Elimination von Ammoniumstickstoff um 24% gehemmt, in Gefa-
Ren mit Ag-Emulgator-Nanopartikeln um 28%. Citrat-stabilisierte Ag-Nanopartikel
zeigten keine hemmende Wirkung, was darauf hinweist, dass die Oberflachenbe-
schichtung das Verhalten von Nanopartikeln in Klaranlagen beeinflussen kann. Mit
Nano-TiOz-, Nano-ZnO und Nano-CuO wurden im Konzentrationsbereich bis 1000
mg/kg TS keine Wirkungen auf die Nitrifikationssprozesse festgestellt. In den Ansat-
zen mit Nitrifikationshemmer war erwartungsgemaf eine deutliche Hemmung der Nit-
rifikation festzustellen.

Hohe Konzentrationen von Silberionen fuhrten zu einer starken Hemmung der Nitrifi-
kation (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Einfluss von Metallionen auf die Nitrifikation

So wurde die Nitrifikation durch 500 mg Ag*/kg TS um 37%, durch 750 mg Ag*/kg TS
um 67% und durch 1000 mg Ag*/kg TS sogar um 78% gehemmt. Mit Kupferionen
war erst ab 750 mg Cu?*/kg TS eine Hemmung zu beobachten. Die Umsetzung von
Ammoniumstickstoff wurde dabei um 19% gehemmt. Bei einer Cu®*-Konzentration
von 1000 mg/kg wurde die Nitrifikation um 33% gehemmt. Mit Zinkionen wurde im
Konzentrationsbereich bis zu 1000 mg Zn?*/kg TS keine hemmende Wirkung festge-
stellt.
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Bei den wahrend des Versuches durchgefihrten mikroskopischen Analysen war kein
Einfluss von Nanopartikeln und Metallionen auf die Belebtschlammorganismen zu
erkennen. Allerdings wurden nach 24h Inkubationszeit in allen Proben mit Nanosilber
ab einer Partikelkonzentration von 750 mg Ag/kg ahnliche optische Veranderungen
der Schlammflocken festgestellt. Die voluminédsen Schlammflocken (Abbildung 15a)
wurden in kleinere Bruchstiicke zerlegt (Abbildung 15b).

Abbildung 15: Lichtmikroskopische Aufnahme von Schlammflocken bei der Durchfiihrung des Nitrifikations-
hemmtest bei Nano-Ag-Proben ab 750 mg/kg a) Versuchsbeginn, b) nach 24h Inkubationszeit

Nanosilberpartikel kdnnen offenbar in hohen Konzentrationen die Flockenstruktur
beeinflussen. Dafur kdnnen unterschiedliche Faktoren verantwortlich sein. Als mogli-
che Grunde werden in der Literatur spezifische chemische Reize, Nahrstoffmangel
oder Nahrstoffiberschuss genannt [65,66].

Fiar Klarschlamme kommunaler Klaranlagen werden folgende Gesamtmetallgehalte
angegeben:

Silber: 25-100 mg/kg TS [67,68], Kupfer: 200-600 mg/kg TS [69],Titan: 200-600
mg/kg TS [46], Zink: 100-1200 mg/kg TS [70,71]. In diesen Konzentrationsbereichen
sind aufgrund unserer Untersuchungen keine akuten Nitrifikationshemmungen oder
Einflisse auf die Belebtschlammflocken zu erwarten.
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4.2.2 Respirationshemmtest (OECD 209)

Die Respiration ist ein Mal flr die biologische Aktivitat des Belebtschlamms. Fur
verschiedene Nanopartikel wurde untersucht, ob sich ein Einfluss auf die Be-
lebtschlammatmung feststellen lasst (Abbildung 16)
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Abbildung 16: Respirationshemmtest mit Nanopartikeln

Die Messungen nach 0,5h bzw. 3h Inkubationszeit ergaben im Konzentrationsbe-
reich von 50 — 1000 mg/kg TS keine Hinweise auf eine Beeinflussung des Sauer-
stoffverbrauchs durch Nanopartikel. Auch mit ionischen Testsubstanzen konnte keine
Hemmuwirkung festgestellt werden.
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Verlangerter Respirationshemmtest

Bei Verlangerung der Inkubationszeit auf 7 Tage konnte keine Veranderung der
Empfindlichkeit des Belebtschlamms gegenuber Silber-Nanopartikeln festgestellt
werden. Die Trockensubstanzgehalte nahmen im Laufe der Testwoche in allen Test-
ansatzen zu, was auf ein ungestortes Wachstum der Biomasse schliefen lasst
(Tabelle 1).

Tabelle 4: Trockensubstanzentwicklung nach 7 Tagen wahrend des Tests mit Silber-Nanopartikeln

0 50 250 500 750 1000
Probe
mg Ag/ mg Ag/l mg Ag/l mg Ag/l mg Ag/l mg Ag/l
Ag- - 0,29/l 0,25 g/l 0,15 g/l 0,2 g/l 0,15 g/l
Emulgator <9 49 9 199 <9 199
Ag-PVP - 0,25 g/l 0,149/l 0,2 g/l 0,15 g/l 0,2 g/l
Ag-Citrat - 0,19/l 0,2 g/l 0,15 g/l 0,15 g/l 0,2 g/l
Kontrolle 0,2 - - - - -
Inhibitor 0 - - - - -

Die Tatsache, dass nach Verlangerung des Tests selbst bei der hochsten eingesetz-
ten Konzentration an Nano-Silber keine Hemmwirkungen auftrat, lasst darauf schlie-
Ren, dass nur ein kleiner Teil der Belebtschlammpopulation (z.B. Nitrifikanten) ge-
hemmt wird. Bakterien, die unempfindlich sind fur Nano-Silber, kdnnen sich vermeh-
ren und werden selektiert.

4.3 Metallbelastung bayerischer Klaranlagen

Um einen Uberblick Uber die Gesamtmetallbelastung und deren zeitliche Entwicklung
in bayerischen Klaranlagen zu erhalten, wurden die Silber-, Titan-, Zink- und Kupfer-
konzentrationen in Klarschlammproben aus den Jahren 2008 und 2010 gemessen.
Die Analyse erfolgte mittels ICP-OES nach mikrowellenunterstitztem Druckauf-
schluss mit Kénigswasser nach DIN EN ISO 1146 (s. Anhang). Die Messdaten sind
in Abbildung 17 dargestellt.
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Abbildung 17: Silber, Titan-, Zink- und Kupferkonzentration in bayerischer Klaranlagen

Die Ergebnisse zeigen, dass die Silberkonzentrationen generell unter 12 mg Ag/kg TS
liegen. Die Titan- bzw. Kupferkonzentrationen liegen unter 500 mg/kg TS und die Zink-
konzentrationen unter 1500 mg Zn/kg TS. Die Ag-Konzentrationen im Jahr 2010 sind in
vier von sechs der untersuchten Klaranlagen deutlich hoher als im Jahr 2008. Die Titan-
Konzentrationen im Jahr 2010 sind in allen untersuchten Klaranlagen deutlich hdher als
die des Jahres 2008. Eine Ursache hierfur ist offenbar die Zunahme silber- bzw. titanhal-
tiger Produkte auf dem deutschen Markt [72]. Im Gegensatz dazu ist bei Zink und Kupfer
kein eindeutiger Trend erkennbar, die Konzentrationen 2008 und 2010 unterscheiden
sich nur geringfugig. Generell liegen die gemessenen Metallgehalte der Klarschlamme
unter den in der Klarschlammverordnung festgelegten Grenzwerten.
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4.4 Bestimmung von Nanopartikeln in wassrigen Umweltproben

Ein Ziel des Projektes war es, die vorhandenen Methoden hinsichtlich ihrer Eignung
zur Quantifizierung und Charakterisierung der in der Umwelt vorkommenden synthe-
tischen Nanopartikel zu prufen. Es existieren bereits viele Verfahren zur Charakteri-
sierung einzelner Nanoobjekte bzw. abgegrenzter nanoskaliger Bereiche (Raster-
sondenverfahren, Elektronenmikroskopie, Rontgenkleinwinkelstreuung, Zetapoten-
tial, Ultrafiltration) [73]. Fur das Umweltmonitoring werden online-Verfahren bevor-
zugt, da sie automatisiert durchgefuhrt werden kénnen und fur die Untersuchung ei-
ner gro3en Anzahl von Proben geeignet sind. Dabei werden Techniken zur Trennung
und GroRencharakterisierung mit elementspezifischen Detektionsmethoden gekop-
pelt. Diese Koppeltechniken kdnnen sowohl Informationen zur Grélke als auch zur
chemischen Natur der Nanopartikel in einer Probe liefern. Zur Anreicherung von Na-
nopartikeln in Umweltproben und weiterer GroRRenfraktionierung mit anschlieRender
Elementbestimmung eignet sich z.B. die asymmetrische Fluss-Feldfluss-
Fraktionierung (AF4) in Kombination mit einem induktiv gekoppelten Plasma Mas-
senspektrometrie (ICP/MS).

Mittels AF4-System werden dispergierte Nanopartikel in einem Trennkanal nach
Grolke, oder Dichte separiert und von den vorhandenen lonen getrennt. Eine Fokus-
sierung der Probe zu Beginn der Separation ermdglicht die Anreicherung von sehr
stark verdiinnten Lésungen (Abb. 18). Zur Trennung der Probenteilchen wird ein ex-
ternes Kraftfeld angelegt, welches senkrecht zur Flussrichtung im Trennkanal wirkt.

Partikel verschiedener Grolie werden in unterschiedlich schnellen Schichten des pa-
rabolischen Stromungsprofils im Kanal angeordnet, wodurch die GroRenseparation

erreicht wird. Durch Kombination mit
UV-Absorptionsmessung oder mit
Licht-streudetektoren konnen die
Partikelgrolen bestimmt werden.
Wird zusatzlich eine Detektions-
methode wie ICP-MS nach-
geschaltet, kann auch die Element-
zusammensetzung der Probenfrak-
tionen ermittelt werden. Mit Hilfe der
AF4/ICP-MS-Methode konnen Na-
Kensle inkess kansmsiass  NOpPartikel in wassrigen Proben

LaD D JA0CO LB DEDEODRBD

Cuerfluss

Elufion der Probe quantitativ und qualitativ charak-

:‘ terisiert werden. Dieses Verfahren
N — wurde im Rahmen dieser Arbeit fir
. > . die Nanoanalytik wassriger Umwelt-

> %+ o proben getestet. Fur die Untersu-

I I | I O | I A | chung wurde die Asymmetrische
Fluss-Feldfluss-Fraktionierung in
ihrer technologisch weiter entwi-

ckelten

Abbildung 18: Trennprinzip der Asymmetrischen Fluss-
Feldfluss-Fraktionierung.
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Form AF42000 MT der Fa. Postnova gekoppelt mit einem ICP-MS ,Agilent 7700“ der
Fa. Agilent angewendet. Die Analysen wurden bei der Firma Postnova Analytics in
Landsberg durchgefihrt.

Die Proben stammten aus Flissen in der Nahe bayerischer Industriegebiete, aus
strandnahen Bereichen von Seen sowie aus einer kommunalen Klaranlage und dem
LfU-Lysimeter. Angaben zu den untersuchten Proben sind in Tabelle 5 zusammen-

gestellt.

Tabelle 5: Wassrige Umweltproben zur AF4-ICP/MS- Analyse

Nr. Probenahmestelle P?:;:Tagie
1. | Donau, Neuburg, SONAX GmbH & Co 21.06.2012
2. Lech, Meitingen, SGL, Carbon GmbH 21.06.2012
3. Lech, Gersthofen, Clariant GmbH 21.06.2012
4. | Ammersee, Strandbad St. Alban 21.06.2012
5. Isar-Loisach Einmindung, zw. Wolfratshausen und Icking | 21.06.2012
6. | Starnberger See, Ambacher Erholungsgebiet 21.06.2012
7. | Lysimeter-Sickerwasser, LfU Wielenbach 25.06.2012
8. Ablauf, Klaranlage Weilheim-Ammer 25.06.2012

In allen Proben wurden zunachst die Gesamtelementgehalte mittels ICP-MS be-
stimmt (s. Anhang) um einen Uberblick Uiber die Zusammensetzung der Proben zu
erhalten. Danach wurden die Nanopartikel in den Proben mit dem AF4/ICP-MS-
System analysiert. In Tabelle 6 sind die Konzentrationen der Nanopartikel in den un-
tersuchten Proben zusammengestellt.
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Tabelle 6: Elementkonzentrationen der Nanopartikel <100 nm

Nr. Al Ca Ti Fe Ni Cu Zn Ag Ce 2
Mg/l Mg/l g/l Mg/l Mg/l g/l Mg/l Mg/l Mg/l Mg/l
1. Donau 29 298 n.n.* 3,7 n.n. 0,05 0,2 0,2 n.n. 305
2. Lech 3,2 287 n.n. 3,3 0,02 0,04 0,2 n.n. n.n. 294
3. Lech 2,7 272 n.n. 1,9 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. 277
4. Ammersee 2,8 398 n.n. 2,2 n.n. 0,02 n.n. 0,1 n.n. 403
5. Isar-Loisach 9,5 241 0,2 14,7 | 0,01 0,1 0,2 0,01 0,02 266
6. Sta;'::erger 27 | 'nn. | 01 | 13 | 003 | 01 | 02 | 001 | 003 | 45
7. Lysimeter 31,0 n.n. 1,1 18,3 | 0,04 | 0,01 0,1 0,01 0,01 51
8. KA Weilheim | 6,5 519 0,1 13,2 | 0,02 0,1 0,2 0,03 n.n. 539

*n.n. = nicht nachweisbar

In jeder untersuchten Probe konnten Nanopartikel nachgewiesen werden, die Kon-
zentrationen der gemessenen Elemente liegen im Bereich 0,01-519 ug/l. Die Ge-
samtgehalte der analysierten Nanopartikel waren am niedrigsten im Starnberger See
(4,5 ug/l), der Ablauf der KA Weilheim wies mit 539 ug/l den hochsten Wert auf. Das
Messverfahren wurde anhand der Ag-Wiederfindung in zwei mit Ag-Citrat-
Nanopartikeln aufgestockten Kontrollproben validiert (Partikelgrof3en:10-110 nm,
Partikelkonzentration 1 pgAg%! (Probe 1) bzw. 2 pgAg%! (Probe 2). Da ca. 2% der in
der Probe enthaltenen Nanopartikel grofier als 100 nm sind und bei der Messung
abgetrennt werden, wurden die Wiederfindungsraten entsprechend korrigiert (Tabelle
7).

Tabelle 7: Ag-Wiederfindung in Kontrollproben

Gegebene Gemessene Korrigierte . .
AL Konzentrationen | Konzentrationen | Konzentrationen OUEe ETE T
1. 1 ug Ag/l 0,7 ug Ag/l 0,81 pg Ag/l 81 %
2. 2 yug Ag/l 1,8 ug Ag/l 1,88 pg Agl/l 94%

Far Silber wurde eine gute Wiederfindung in beiden Kontrollproben ermittelt, wobei
die Wiederfindungsrate bei niedrigerem Nanopartikelgehalt etwa 13 % niedriger ist
als bei hdherem Nanopartikelgehalt. Durch die Erhéhung der Probenvolumeninjekti-
on und die Verlangerung der Partikelfokussierungszeit (Aufkonzentrierung) Iasst sich
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die Messmethode fiir Proben mit einem Nanopartikelgehalt unter 1 pg/l noch optimie-
ren.

Generell hat sich die AF4-ICP/MS-Methode als geeignet fur Nanopartikelmessungen
in wassrigen Umweltproben erwiesen, sie kann flr das Nanopartikelmonitoring in
Oberflachengewassern, Sickerwasser und Ablaufen von Klaranlagen eingesetzt wer-
den.
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5 Zusammenfassung

Die rasante Entwicklung der Nanotechnologie wirft die Frage auf, in welchem Aus-
mald Nanopartikel in die Umwelt gelangen und welche Risiken sich daraus ergeben.
Das vorliegende Projekt befasst sich mit den Auswirkungen von Nanopartikeln auf
Klaranlagen und aquatische Okosysteme. Wegen der bioziden Wirkung der Nano-
partikel sind Beeintrachtigungen der Klaranlagenfunktion nicht auszuschliefen. Um
diese Hypothese zu Uberprifen, wurden Laborklaranlagen mit Nanopartikeln im um-
weltrelevanten Konzentrationsbereich beaufschlagt.

Es ergaben sich keine Hinweise, dass Nanopartikel die Funktion von Laborklaranla-
gen beeintrachtigen. Bei mikroskopischen Untersuchungen des Belebtschlamms war
kein Einfluss von Nanopartikeln auf die Belebtschlammorganismen zu erkennen. Ca.
82-88% der Nanopartikel werden im Klarschlamm zurickgehalten, ca. 5-9% gelan-
gen in den Klaranlagenablauf. Somit wird nur ein sehr geringer Anteil der Nanoparti-
kel Uber den Klaranlagenablauf in die Gewasser ausgetragen.

Nanosilber hemmte die Nitrifikation im Belebtschlamm erst ab einer Konzentration
von 1000 mg Ag /kg TS. Derartig hohe Konzentrationen von Nanopartikeln kommen
in realen Klaranlagen nicht vor. TiO»-, ZnO- und CuO-Nanopartikeln zeigten bis zu
einer Partikelkonzentration von 1000 mg/kg TS keine hemmenden Wirkungen auf die
Nitrifikation. Auch die Atmungsaktivitat des Belebtschlamms wurde nicht durch Na-
nopartikel gehemmt.

Untersuchungen der Gesamtmetallgehalte in bayerischen Klarschlammproben aus
den Jahren 2008 und 2010 ergaben in mehreren Klaranlagen einen Anstieg der Sil-
ber und Titan-Werte im Jahr 2010. Eine Ursache hierfur kann die Zunahme von sil-
ber- bzw. titanhaltigen Produkten auf dem deutschen Markt sein. Bei Zink und Kupfer
war kein eindeutiger Trend feststellbar.

Analytische Verfahren zur physikalischen und chemischen Charakterisierung sowie
zur quantitativen Bestimmung von Nanopartikeln in Umweltproben sind eine Schlis-
selvoraussetzung flir die Risikobewertung. Im Rahmen dieses Projekts wurde Uber-
pruft ob die derzeit vorhandenen Methoden fur die Quantifizierung und Charakterisie-
rung der in der Umwelt vorkommenden synthetischen Nanopartikel geeignet sind.
Dabei wurde die Asymmetrische Fluss-Feldfluss-Fraktionierung in Kombination mit
induktiv gekoppelter Plasma-Massenspektrometrie (AF4-ICP/MS) getestet. Fur die
Nanopartikelbestimmung in wassrigen Umweltproben hat sich diese Messmethode
als geeignet erwiesen.
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6 Anhang

Svynthetisches Abwasser zur Erndhrung der Mikroorganismen

Fir die Herstellung der Nahrlésungen wurden Chemikalien der Reinheitsstufe ,,zur
Analyse” sowie vollentsalztes Wasser (VE) verwendet.

Synthetisches Abwasser wurde immer fir 6 Laborklaranlagen hergestellt. Fir jede

Anlage wurden 2 | Nahrlésung pro Woche bendtigt. In Tabelle 8 ist die Zusammen-
setzung fur 12 | Nahrlésung angegeben.

Tabelle 8: Zusammensetzung des synthetischen Abwassers

Nr. Substanz Menge
1. | Natriumchlorid 3,16 g
2. Dikaliumhydrogenphosphat 1269
3. Harnstoff 1359
4. | Fleischextrakt 49,59
5. | Pepton aus Casein, pankr. verdaut 7209
6. | Natriumacetat 3,28

Alle Substanzen wurden nacheinander in ein 51 Becherglas eingewogen und auf ei-
nem heizbaren Magnetrihrer bei ca. 60 -70 °C vollstandig in Losung gebracht. Die
abgekulhlte Losung wurde auf 6 Flaschen aufgeteilt. Jede Flasche wurde dann mit
destilliertem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 2 | aufgefullt. Vor dem Einsatz wur-
den die Losungen in einem Autoklaven bei 121 °C ca. 5 Stunden dampfsterilisiert.

Dispergierung der Nanopartikel

Stammsuspension

Zur bessere Dispergierung der pulverformigen Nanopartikel wurde zunachst eine
Stammsuspension flr jede Partikelart hergestellt. Dafir wurden 300 mg der Nano-
partikel in eine Porzellan-Reibschale gegeben, mit etwas Wasser ubergossen und
gut durchmischt. Wichtig ist, dass das gesamte Pulver gut mit Wasser bedeckt ist.
Die Partikelmischung muss mindestens 48 Stunden abgedeckt stehen, damit die
Partikeloberflachen durch das Wasser vollstandig benetzt werden.
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Danach werden die Nanopartikel in nassem Zustand mit einem Pistill zerrieben um
die Agglomerate aufzubrechen. Die feinen Nanopartikel werden in einem Liter VE-
Wasser suspendiert und 4 Stunden im Ultraschallbad behandelt.

Dosierlésung

Zur Herstellung der Dosiersuspension wurde die Stammsuspension entsprechend
verdunnt. Vor der Verdunnung ist eine 30-minutige Ultraschallbehandlung notwendig.
Wegen der niedrigeren Konzentrationen der Dosiersuspensionen sind die Nanoparti-
kel sterisch stabilisiert und bleiben ca. 10 Tage stabil. Die Dosiersuspensionen wur-
den alle 6 Tage neu angesetzt.

Die Nano-TiOz-, ZnO- und CuO- Stammsuspensionen wurden im LfU-Labor herge-
stellt. Die Nano-Ag-Stammsuspensionen wurden von der Fa. ,Nanoparticular GmbH*
(Hamburg) bezogen.

Tabelle 9: Nanopartikel-Konzentrationen in Stammlésungen, Dosierlésungen und
im Abwasser der Laborklaranlagen

Nanopartikel Stammsuspension- Dosiersusp_ension- Abwasser-_
Konzentration Konzentration Konzentration
Nano-TiO, 300 mg Ti/l 15 mgTi/l 300 pgTill
Nano-ZnO 300 mg Zn/I 15 mgZnl/l 300 pgZn/l
Nano-CuO 300 mg Cul/l 7,5 mgCul/l 150 pgCul/l
Nano-Ag 100 mg Ag/l 500 pgAgl/l 10 ugAg/l

Mikrowellenunterstiizter Druckaufschluss

Fur den Aufschluss wurden Chemikalien der Reinheitsstufe ,Suprapur’ verwendet,
als Wasser kam Ultrapur-Wasser (UPW) zum Einsatz.

Konigswasseraufschluss fur Klarschlamm zur Metallbestimmung (DIN EN SO 1146).

Der Aufschluss des Klarschlamms wurde in TFM-Aufschlussgefal’en durchgefihrt.
500-1000 mg Klarschlammpulver wurden mit einer Mischung aus 9 ml HNO3

(65 Gew.-%) und 3 ml HCI (37 Gew.-%) versetzt. Die Mischung blieb ca. eine Stunde
stehen, damit die Vorreaktionen ablaufen kdénnen. Die Gefalte wurden dann ver-
schlossen und im Mikrowellengerat aufgeschlossen. Nach dem Abkuhlen auf Raum-
temperatur wurden die titanhaltigen Proben gedéffnet und mit 2 ml H,SO4 (96 Gew.-
%) versetzt. Die GefalRe wurden wieder verschlossen und die zweite Aufschlussstufe
gestartet. Das Aufschlussprogramm ist in Tabelle 10 angegeben.

Tabelle 10: Programm flir den mikrowellenunterstiitzten Druckaufschluss
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Nr. Zeit Energie Temperatur
1. | 1 min 900 W 75°C

2. | 4min 900 W 180 °C

3. | 10 min 900 W 180 °C

4. | 20 min ow Abkiihlen

Die Aufschlusslésungen wurden in 50 ml Glasskolben Uberfihrt und mit ultrareinem
Wasser aufgefullt.

Saureaufschluss fiir Wasserproben (DIN EN ISO 11885: AbwV BGBI. 1, Nr.74., 2002)

Fir den mikrowellenunterstitzten Aufschluss der Ablauf- bzw. Dosierlésungen wur-
den 10-30 ml Proben, 5 ml HNO; (65 Gew.-%) und 2 ml H,0, (31 Gew.-%) in die
Aufschlussgefalle gegeben und 15 Minuten im Mikrowellengerat aufgeschlossen.
Das Leistungsprogramm fur den Aufschluss ist in Tabelle 10 angegeben. Die Auf-
schlusslésungen wurden in 50 ml Glasskolben Uberfihrt und mit ultrareinem Wasser
aufgefullt.

Nahrmedium fiir die Nitrifikation (DIN EN ISO 9509 : 1995)

Fir die Herstellung der Nahrlésungen und Reagenzien wurden Chemikalien der
Reinheitsstufe ,zur Analyse” verwendet und VE-Wasser.

Tabelle 11: Konzentration des Referenzinhibitors.

Nr. Substanz Konzentration

1. | Allylthioharnstoff 1,16 g/l

Tabelle 12: Zusammensetzung der Nahrldsung.

Nr. Substanz Konzentration
1. | Natriumhydrogencarbonat 5,04 g/l
2. | Ammoniumsulfat 2,654/l
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Nahrmedium fiir den Respirationshemmtest (OECD 209 : 1984)

Fir die Herstellung der Nahrlésungen und Reagenzien wurden Chemikalien der
Reinheitsstufe ,zur Analyse” verwendet, als Wasser kam VE-Wasser zum Einsatz.

Tabelle 13: Zusammensetzung der Nahrlésung

Nr.

Substanz

Konzentration

1.

Trypton/Pepton aus Casein

16,0 g/l

Fleischextrakt

11,0 g/l

Harnstoff

3,0 g/l

Natriumchlorid

0,7 g/l

Calciumchloriddihydrat

0,4 g/l

Magnesiumsulfatheptahydrat

0,20 g/l

Dikaliumhydrogenphosphat

2,8 g/l

Die Nahrlésung wurde 15 Minuten bei 121 °C autoklaviert.

Herstellung der Referenzinhibitorlésung

Far die Herstellung der Referenzinhibitorlosung wurden 0,5 g 3,5-Dichlorphenol in
10 ml 1 N Natronlauge geldst, und mit destilliertem Wasser ungefahr 30 ml verdinnt.
Unter Ruhren wurde 1 N Schwefelsaure zugegeben, bis sich ein Niederschlag

zu bilden beginnt (ca. 8 ml). Die Lésung wurde mit Wasser auf einen Liter aufgefullt.
Alle Losungen wurden bis zur Verwendung im Kuhlschrank (4°C) aufbewahrt.

Verlangerter Respirationshemmtest

Das verwendete Testmedium setzt sich aus vier unterschiedlichen Losungen zu-
sammen. Im Allgemeinen werden fir 1000 ml Testmedium100 ml Lésung a) und je 1
ml Lésungen b) bis d) bendtigt, wobei der Rest mit Reinstwasser aufgefullt wird. Die
Zusammensetzung der einzelnen Losungen ergibt sich wie folgt:
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Tabelle 14: Zusammensetzung der Nahrlésung a)

Nr. Substanz Konzentration
1. | Kaliumdihydrogenphosphat 8,549
2. Dikaliumhydrogenphosphat 21,759
3. Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat 33449
4. | Ammoniumchlorid 0,59

. auf 1000 ml
5. | Reinstwasser auffillen

Tabelle 15: Zusammensetzung der Nahrlésung b)

Nr. Substanz Konzentration
1. | Magnesiumsulfat-Heptahydrat 225¢

. auf 1000 ml
2. Reinstwasser auffillen

Tabelle 16: Zusammensetzung der Nahrldsung c)

Nr. Substanz Konzentration
1. | Calciumchlorid-Dihydrat 36,49

. auf 1000 ml
2. Reinstwasser auffillen

Tabelle 17: Zusammensetzung der Nahrlésung d)

Nr. Substanz Konzentration
1. | Eisen(Ill)-chlorid-Hexahydrat 0,259

. auf 1000 ml
2. Reinstwasser auffiillen
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Gesamtmetallgehalte der untersuchten wassrigen Umweltproben

Tabelle 18: Gesamtmetallgehalte der untersuchten wassrigen Umweltproben (ICP/MS-Analyse)

Nr. Al Ca Ti Fe Ni Cu Zn Ag Ce Mo
pa/l mg/l ng/l mg/l pg/l pa/l pg/l pa/l ng/l pg/l
1. 21,2 | 574 n.n 0,1 0,4 1,1 1,4 0,05 114 1.5
2, 76,9 | 49,0 3,2 0,1 0,4 2,1 9,1 0,01 329 1,7
3. 57,6 | 44,8 0 0,1 0,3 0,9 1,7 0,08 1,9 1,9
4, 136 | 56,0 6,3 0,1 0,5 6,6 28,7 | 0,01 174 0,7
5. 509 | 73,6 9,5 0,5 1,0 1,5 2,8 0 1,2 1,01
6. 12,1 | 41,0 0 0,01 0,2 1,5 2,6 0 0 0,2
7. 2886 | 15,5 | 138,0 | 1,3 44 9,6 7,9 0,03 | 8538 0,2
8. 113 | 48,3 0 0,1 1,1 11,3 13,2 | 0,08 163 1,2

Probenahmestellen

—_

. Donau, Neuburg, SONAX GmbH & Co
. Lech, Meitingen, SGL, Carbon GmbH
. Lech, Gersthofen, Clariant GmbH

. Ammersee, Strandbad St. Alban

. Starnberger See, Ambacher Erholungsgebiet

2
3
4
5. Isar-Loisach Einmiindung, zw. Wolfratshausen und Icking
6
7. Lysimeter-Sickerwasser, LfU Wielenbach

8

. Ablauf, Klaranlage Weilheim-Ammer
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Verwendete Abklirzungen

7

AF4
BSBs

CSB

DOC
DIN

EN
ICP-MS
ICP-OES
ISO

NP
NH4-N
NO3-N
o-TS
PVP
REM
TNb

TS

VE

Verwendete Abkurzungen

Asymmetric-Flow Field-Flow-Fractionation
biochemischer Sauerstoffbedarf fir 5 Tage
Konzentration

Chemischer Sauerstoffbedarf

Tag

geldster organisch gebundener Kohlenstoff
Deutsches Institut flir Normung

Europaische Normen

Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry
Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry
Internationale Organisation fir Normung
Nanopartikel

Ammoniumstickstoff

Nitratstickstoff

organischer Trockensubstanzgehalt des Schlammes
Polyvinylpyrolidon

Rasterelektronenmikroskopie

Total Nitrogen bound

Trockensubstanzgehalt des Schlammes

vollentsalztes Wasser
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Projektbegleitende Aktivitaten

8 Projektbegleitende Aktivitaten

1. Erkenntnisse aus dem Projekt sind in die Beantwortung von zwei Landtagsanfra-
gen zur Nanotechnologie eingeflossen:

e Landtagsanfrage ,Risiken durch Nanosilber vom 29.07.2010
e Landtagsanfrage ,Zukunft der Nanotechnologie in Bayern: Chancen fur Um-
welt und Gesundheit verantwortungsvoll nutzen und férdern“ vom 14.10.2010

2. Im Projektzeitraum wurden zwei UBA-Fachgesprache besucht:

e Umweltrisiken von Nanomaterialien: Untersuchung des Verhaltens ausge-
wahlter Nanomaterialien unter Umweltbedingungen in Abhangigkeit von Form,
GroRe und Oberflachengestaltung, 14.10.2011.

e Anwendung zweier am haufigsten verwendeter Nanomaterialien wie Titandi-
oxid und Silber in den grundlegenden Testverfahren zur Charakterisierung
dieser Substanzen. Prufung eines ausgewahlten Nanomaterials (Titandioxid)
hinsichtlich seiner dkotoxikologischen Langzeitwirkung — Anpassung der Pruf-
verfahren, 17.11.2011.

o

Organisation und Durchfuhrung der Fachtagung ,Synthetische Nanopartikel in
der Umwelt®, 27.11.2012, Minchen

4. Veroffentlichungen:

e M. Maier, M. Letzel, M.__Wegenke: ,verhalten von Nanopartikeln in Klaranla-
gen®, Mitt Umweltchem Okotox, Nr.3, 62 (2012)

5. Vortrage:
e _Untersuchungen zum Verhalten von Silber-Nanopartikeln in der Umwelt®,
LGL-Fachtagung ,Chancen und Risiken der Nanotechnologie®; 13.12.2010
e _Verhalten von Nanopartikeln in Klaranlagen®, LfU-Fachtagung ,Synthetische
Nanopartikel in der Umwelt®, 27,11,2012
6. Poster:

o Giftzwerge? Der Einfluss von Silber-Nanopartikeln auf die Umwelt“, Tag der
offenen Tur, LfU-Wielenbach, 14. 07.2012

e _Verhalten von Nanopartikeln in Klaranlagen®, Jahrestagung der Wasserche-
mischen Gesellschaft ,Wasser 2012%, 14.05.2012
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