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Zusammenfassung

Dem Einsatz von Nanomaterialien in Verpackungsmaterialien wird auf Grund von
Jintelligenten Eigenschaften™ wie verbesserten mechanischen und thermischen sowie
optimierten Barriere- und mikrobiozider Eigenschaften ein hohes Potential vorhergesagt. Bei
der Verwendung von Nanomaterialien in verbrauchernahen Produkten wie
Lebensmittelkontaktmaterialien sind jedoch noch Fragen beziiglich Einsatz, analytischen
Nachweismethoden, einem mdoglichen Ubergang in das Lebensmittel und einer daraus
resultierenden Exposition fir VerbraucherInnen offen.

Das zentrale Ziel des Projektes ,,Nano-Metalle in Lebensmittelkontaktprodukten: Anwendung,
Untersuchung von Lebensmittelsimulanzien und Bewertung" (kurz: ,Nano-Metalle in FCM —
Food Contact Material" ist die Entwicklung einer Detektions- und Quantifizierungsmethode
von nanopartikuldrem Silber und Palladium in Lebensmittelsimulanzien, die zur
gesundheitlichen Beurteilung und Bewertung der Sicherheit von Verpackungsmaterialien
herangezogen werden.

Dazu wurde das zukiinftige Potential der Verwendung von Silber und Palladium im Bereich
der Lebensmittelkontaktmaterialien und in Oberflachenbedruckungen erhoben. Verschiedene
Muster von Kunststoffen (Polyethylen und Polypropylen) mit variierenden Parametern
(PartikelgroBe, mechanische und thermische Belastungsszenarien, Art der Einbringung) von
Silber und Palladium wurden beschaffen. Mit diesen Mustern an Verpackungsmaterialien
wurde die Migrationspriifung mittels der Lebensmittelsimulanzien MilliQ Wasser und

20 Vol.-% Ethanol basierend auf den bestehenden gesetzlichen Vorgaben zur
Migrationsprufung der Verordnung (EU) Nr. 10/2011 durchgefiihrt.

Diese Lebensmittelsimulanzien wurden flir die Entwicklung einer Methode zur Quantifizierung
von Silber- und Palladium-Migrationsraten mittels sp-ICPMS herangezogen. Mit dieser
Methode ist nun die Bestimmung der Gesamt- sowie der spezifischen Migrationsrate
(Gesamt-, Gel6st-, und partikuldre Konzentration) maglich.

Auf Basis der Analysenergebnisse kdnnen folgende Riickschllisse auf das Produktdesign
geschlossen werden: je kleiner die GréBe der verwendeten Partikel, desto héher die
Konzentration im Lebensmittelsimulanz. Der verwendete Kunststofftyp (PE bzw. PP) sowie
eine thermische und mechanische Behandlung der Kunststoffmuster hat bei den im Projekt
untersuchten Bedingungen keinen signifikanten Einfluss auf die Konzentration im
Lebensmittelsimulanz. Allgemein ist die partikuldre Konzentration von Silber und Palladium
sehr gering. Silber migrierte im Gegensatz zu Palladium hauptséachlich in seiner geldsten
Form, wahrend Palladium kaum nachzuweisen war. Einzelne Partikel waren jedoch in allen
Fallen im Simulanzmedium nachweisbar.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Migration bzw. Ablésung von nanoskaligen
Silber- und Palladiumpartikeln bei allen im Projekt vorliegenden Proben unter den
beschriebenen Versuchsbedingungen sehr gering ist. GemaB dem Leitfaden der EFSA (2011)
zur Bewertung von nanotechnologischen Anwendungen in Lebens- und Futtermitteln, soll als
erster Schritt die Exposition mit der nanoskaligen Substanz abgeschatzt werden.



Eine Exposition mit nanoskaligen Silber- und Palladiumpartikeln ist in Folge der sehr geringen
Konzentration im Lebensmittelsimulanz kaum gegeben. Gesundheitliche Beeintrachtigungen
der Verbraucher sind deshalb unwahrscheinlich, kénnen nach derzeitigem Wissensstand auf
Grund der Unsicherheiten und Wissensliicken bei der Bewertung der Toxikologie von
Nanopartikeln nicht ganzlich ausgeschlossen werden.
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Hintergrund des Projekts

Dem Einsatz von Nanomaterialien in Verpackungsmaterialien wird auf Grund von
Jntelligenten Eigenschaften® wie verbesserten mechanischen und thermischen sowie
optimierten Barriere- und mikrobiozider Eigenschaften ein hohes Potential vorhergesagt
(Helmut Kaiser Consultancy Group. 2007).

Die Nanopartikel oder —schichten sind entweder in einer Polymermatrix eingebunden oder
durch zusatzliche Sperrschichten, sogenannte funktionelle Barrieren, nicht in direktem
Kontakt mit dem Lebensmittel. Trotzdem kann mit dem heutigen Wissensstand nicht
ausgeschlossen werden, dass unter bestimmten Bedingungen eine Verunreinigung des mit
Lebensmittels durch Nanopartikel erfolgen kann. Insbesondere stellt sich die Frage, ob die
vorhersehbare und bestimmungsgemadBe Nutzung und die damit verbundene mechanische
Beanspruchung des Verpackungsmaterials durch beispielsweise Dehnung und Kratzen zu
einem kritischen Ablésen solcher Partikel flihrt. Weiters muss auch geklart werden, ob und
unter welchen Umstdnden solche Produkte am Ende ihres Lebenszyklus zum Problem
werden kdnnen. So ist im Zuge der stofflichen Wiederverwertung, dem Materialrecycling, ein
erneuter Kontakt mit Lebensmittel moglich.

Die Mechanismen und Umgebungsbedingungen, die die Freisetzung solcher Partikel
ermdglichen, sind bisher nicht anhand konkreter Versuche systematisch untersucht worden.
Das liegt auch daran, dass es flir die Partikelanalyse als solche noch keine verldsslichen
Routineverfahren gibt und selbst die zur Verfligung stehende Geratetechnik hierflr nicht
ausreicht.

Inwiefern  die  bestehenden gesetzlichen Vorgaben flr die Prifung von
Lebensmittelkontaktmaterialien mit Lebensmittelsimulanzien auch fiir die Beurteilung des
Abldseverhaltens von Nanoteilchen anwendbar sind, ist ebenfalls zu lberprifen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass bei der Verwendung von Nanomaterialien in
verbrauchernahen Produkten wie Lebensmittelkontaktmaterialien Fragen bezlglich Einsatz,
analytischen Nachweismethoden, einem méglichen Ubergang in das Lebensmittel und einer
daraus resultierenden Exposition fiir VerbraucherInnen offen sind.



Ziele des Projekts

Fir die gesundheitliche Beurteilung von Nanomaterialien in Lebensmittelverpackungen sind
adaquate Mess- und Nachweismethoden von zentraler Bedeutung. Das zentrale Ziel des
Projektes ,Nano-Metalle in FCM" (FCM: Food Contact Material) ist die Entwicklung einer
Detektions- und Quantifizierungsmethode von bestimmten Nanomaterialien in
Lebensmittelsimulanzien, die zur gesundheitlichen Beurteilung und Bewertung der Sicherheit
von Verpackungsmaterialien herangezogen werden.

Dazu werden folgende Projektziele abgeleitet:

- Erhebung der fiir Verpackungsmaterialien relevanten Nanomaterialien (insbesondere
Metalle), die Potential fir zukiinftige marktreife Anwendungen haben

- Entwicklung einer Mess- und Nachweismethode flir ausgewahlte Nanometalle in
Lebensmittelsimulanzien

- Erarbeitung der Ubertragbarkeit der Methodik auf andere Arten von Nanomaterialien
und Probenarten

- Untersuchung des Ubergangs bzw. einer Freisetzung der ausgewéhiten Nanometalle
aus dem Verpackungsmaterial in das Lebensmittel

- Analyse der Bedingungen, die eine Herausldsung der Nanometalle aus der
Verpackung férdern

- Auswertung des Einflusses auf die Exposition von VerbraucherInnen der untersuchten
Parameter (unterschiedliche Nano-Edelmetalle auf verschiedenen Tragermaterialien,
PartikelgroBe, -groBenverteilung, Art der Einbringung, verschiedene Lagerungs-,
Verwendungsbedingungen und Belastungsszenarien) sowie Beurteilung dieser
Parameter

- Ermittlung der Mdglichkeit einer Ableitung fiir ahnliche Nanometalle auf Basis der
Beurteilung der Parameter

- Ermittlung des Beitrags des Produktdesigns zur Exposition und daraus Ableitung flr
die Sicherheit der VerbraucherInnen

Nicht-Ziel ist die systematische Untersuchung von Nanomaterialien in
Verpackungsmaterialien.
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Abbildung 1: Ablauf des Projekts



Tabelle 1: Beschreibung der Arbeitspakete

Beschreibung der Arbeitspakete und deren Ergebnisse

AP Arbeitspaket- Start | Ende S
Nr. Bezeichnung MM/3] | MM/1] 9
» Relevante Nanometalle, die in
Verpackungsmaterialien eingesetzt
werden, sind bekannt
« Reinstoffe der Nanometalle stehen
Erhebung und Beschaffung fur die Untersuchung zur
1 von relevanten 05/12 | og/13 | Verfugung
Nanomaterialien  Muster mit ausgewahlten
Nanometallen stehen mit
variierenden Parametern fir die
Untersuchung zur Verfiigung
« Herstellung von neuen Mustern in
Abhangigkeit von AP 4
2 Migration/Simulation 01/13 11/13 |  Migrationslésungen liegen zur
weiteren Untersuchung vor
« Entwicklung Detektions- und
_ Quantifizierungsmethode fiir
3 Entwicklung von 07/12 | 12/13 Nanometalle in idealer Dispersion
Untersuchungsmethoden ] ]
« Entwicklung Detektions- und
Quantifizierungsmethode fiir
Nanometalle in reinen Simulanzien
Analyse der Relevanz von -
4 . 05/13 12/14 | * Schlussfolgerungen bezuglich
Produktdesign .
Produktdesign
» Bewertung und Abschatzung des
Risikos
5 Darstellung und B_ewertung 01/14 04/14 o
der Ergebnisse « Schlussfolgerungen beztiglich des
Gefahrdungspotentials von
ausgewahlten Nanometallen
6 Projektleitung und 05/12 | 04/14 | e Erstellung des Zwischen- und

Koordination

Endbericht




Erhebung und Beschaffung von relevanten Nanomaterialien

Erhebung relevanter Nanomaterialien

Die Recherche hinsichtlich des Einsatzes von Nano-Metallen, die in Lebensmittel-
verpackungen und Oberflachenbedruckungen eingesetzt werden, wurde an Hand von
Publikationen, Durchsuchen von Patentdatenbanken, Informationen von
Herstellern/Anbietern und Veréffentlichungen von Organisationen durchgefiihrt.

Die Recherche gestaltet sich als nicht einfach. Hersteller gehen mit ihrer Information sparlich
um, oft ist aus den Angaben nicht klar, ob es sich tatsachlich um nanostrukturiertes Material
oder Bestandteile handelt. Zusatzlich wird es erschwert, dass der Nachweis oft nicht
durchfiihrbar ist. Weiters andern sich die Auslobungen der Hersteller schnell.

Informationen zur GréBenverteilung, Struktur, Herstellungsverfahren und Tragermaterialien
der eingesetzten Nanomaterialien von Produkten, die sich auf dem Markt befinden, kénnen
nicht aufgefunden werden. Hersteller von Nanopartikeln bieten ihre Produkte in vielen
GréBen und Modifikationen an, sodass hier nur schwer ein Riickschluss getroffen werden
kann, welche Nanopartikel in Verbraucherprodukten eingesetzt werden.

In den verdffentlichten, zuganglichen wissenschaftlichen Arbeiten tberwiegt das
Themengebiet der Toxikologie von Nanomaterialien. Es liegen zwar Arbeiten zur prinzipiellen
Herstellung von Nanomaterialien vor, es ist jedoch unklar, ob diese Produktionsverfahren flir
die Forschung verwendet werden oder auch flr die routinemaBige Herstellung von
Produkten.

Als Mustermaterialien fiir das Projekt wurden Silber und Palladium ausgewahlt.

Silber ist ein Nanomaterial, fir das es sehr viele Anbieter gibt, die das Material in den
verschiedensten GroBen, Losungen, Coatings etc. anbieten. Daraus lasst sich schlieBen, dass
mit Silber sehr viel gearbeitet werden, sei es fir toxikologische Studien, Forschungszwecke
oder fiir den tatsachlichen Einsatz in Produkten. Die Anzahl der Hersteller fiir Palladium-
Nanopartikel ist sehr viel kleiner, auch wenn das Angebot hinsichtlich Lésungsmittel und
GroBe variantenreich ist.
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Beschaffung relevanter Nanomaterialien

Im Rahmen des Projekts wurden sowohl Suspensionen von Silber- (Ag) und Palladium-
Nanopartikel (PdNP) als auch AgNP in Pulverform verwendet.

Folgende Muster von Verpackungsmaterialien wurden hergestellt (

Tabelle 2):

Tabelle 2: Im Projekt verwendete Muster von Verpackungsmaterialien

Kunststoffmuster mit eingearbeiteten AgNP

Nicht behandelt

50 nm Ag Mechanisch behandelt

PE-Material Thermisch behandelt

Nicht behandelt

100 nm Ag Mechanisch behandelt

Thermisch behandelt

Nicht behandelt
50 nm Ag

Mechanisch behandelt
PP-Material

Nicht behandelt
100 nm Ag

Mechanisch behandelt

Kunststoffmuster mit AGNP und PdNP besputtert

Nicht behandelt
Ag

Zusatzliche Haftverbesserung
PE-Folie

Nicht behandelt
Pd

Zusatzliche Haftverbesserung

1. Herstellung der Kunststoffmuster mit eingearbeiteten AgNP (PCCL GmbH)

Polymere mit definiertem Gehalt an AgNPs wurden von Seite der PCCL GbmH zur Verfligung
gestellt. Da vorzugsweise Fillstoffe in pulvriger Form in Polymere eingearbeitet werden,
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wurden AgNPs von dem US-Unternehmen SkySpringNano AgNPs (spherical) in
verschiedenen PartikelgréBen bestellt (100 nm, 50-60 nm, 20-30 nm).

Zur Herstellung der Polymerproben mit AgNPs wurden als Basispolymer zwei flir
Lebensmittelverpackungen zugelassene Matrixpolymere ausgewahlt. Ein Polyethylen (PE,
FT5230) der Firma Borealis, (ein sogenanntes low density polyethylene) mit einem
Schmelztemperaturbereich von 160-190°C. Weiters ein Polypropylen (PP Mosten, GB 005)
der Firma Unipetrol. Dieses Polymer weist eine Erweichungstemperatur von 155°C auf.

Die AgNPs der unterschiedlichen GréBen wurden zu einem Anteil von 5w% in das jeweilige
Polymer eingearbeitet. Hierfiir wurde das Granulat des Matrixpolymers in einem Kneter
(Haake, PolyLab) bei 175°C und einer Walzenrotation von 60rpm geschmolzen und die
entsprechende Menge an Nanofillstoff beigemengt. Nach 12 miniitigen Kneten wurde das
Material in einer Presse (Collin, P 200 PV) in fiinf Phasen (1.Phase: 190°C, 1bar, 10min,
2.Phase: 190°C, 60 bar, 5min, 3.Phase: 190°C, 100bar, 5min, 4.Phase: 190°C, 100bar, 5min
und 5. Phase: 30°C, 100bar, 10min) zu 16x16x0,08 cm groBen Platten verpresst.

Zur Simulation von Beschadigungen und mechanischer Belastung der Materialien wurden die
vom PCCL hergestellten Proben mittels eines Prazisionstribometer UMT-2 von CETR
behandelt. Hierflir wurden die in Platten gepressten Proben in das Gerat eingespannt und die
halbe Flache der Probe mittels einem Kugelaufsatzes (Kérnung 600) und einem Druck von
2N in mehreren Reihen zweifach abgeschliffen (um eine rauhe Oberflache zu erhalten und
eventuell Partikel aus den unteren Schichten freizusetzen) und die zweite Halfte mit einem
Diamantaufsatz in mehreren Reihen gefurcht (um Rillen zu erhalten, und die Oberflache zu
vergroBern und somit mehr Partikel freizusetzen).

i e
P 4+ PP + PP .pPE+  LDPE4 LDPE &

W Ag-M oy M-t 7 sur-Agw SwfAth SEESEEER

0 Se-bew  mDwm

Abbildung 2: verschiedene Kunststoffmuster

2. Herstellung von Nanopartikel-Suspensionen & besputterten
Kunststofffolien (Attophotonics Biosciences GmbH)

Ag und PdNP —Suspensionen wurden von Attophotonic Biosciences GmbH durch kontrollierte
Reduktion entsprechender Metallsalze in wassriger Losung hergestellt. Eine besondere
Herausforderung stellte dabei die erwlinschte GréBe der AgNP dar. Da AgNP mit einem
Durchmesser <30 nm mit dem im Projekt eingesetzten Messsystem nicht detektiert werden
kénnen, sollten Partikel mit einer mittleren GréBe von ~ 70 nm hergestellt werden. Mittels
etablierter Protokolle lassen sich gemeinhin spharische Ag-Partikel <40 nm erzeugen. Bei der
Synthese gréBerer Partikel kommt es haufig zu Aggregationsphdanomenen bzw. weisen die
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hergestellten Partikel weniger spharische, sondern eher polyedrische Formen auf. Bei der
Herstellung der Pd- und AgNP wurde nach publizierten Protokollen vorgegangen, die
entsprechend der speziellen Anforderungen des Projekts hinsichtlich der GréBe der
Nanopartikel modifiziert wurden. Ungeladene bzw. geladene hydrophile Polymere wurden
den Reaktionen zugegeben, um die NP nach ihrer Bildung zu verkapseln und dadurch deren
Aggregation bzw. Ausfallen zu verhindern.

Es sollte im Zuge des Projekts auBerdem festgestellt werden, ob infolge eines Kontakts mit
wassrigen Simulanzien Nanopartikel aus vakuumtechnisch hergestellten Metall-
Diinnschichten freigesetzt werden kénnen. Zu diesem Zweck wurden vom PCCL PE-Folien zur
Verfligung gestellt. Diese bestanden aus demselben PE-Basismaterial, das auch flir die vom
PCCL hergestellten, mit NP-Flllung ausgestatteten PE-Folien eingesetzt wurde. Die PE-Folien
wurden sorgfaltig gereinigt und entfettet und anschlieBend mittels Magnetronsputtern mit
Ag- bzw. Pd-Nanoschichten beschichtet (Beschichtungsparameter: Druck: 2,5 x 10~ bar,
Sputterdauer: 35 sec). Zur Modifikation der Haftung der Metallschichten auf dem Substrat
wurde auf einen Teil der PE-Folien vor dem Besputtern aus wassriger Losung ein
hochmolekulares hydrophiles kationisches Polymer adsorbiert. Die Auswirkung dieser
Zwischenschicht auf die Haftungseigenschaften der Metallschichten unterschied sich stark in
rein wassrigem bzw. ethanolhdltigem Simulanz, wie festgestellt werden konnte.

Migration/Simulation

Fir die Simulation der Abgabe von Nanopartikeln sowie der Migration der Elemente in
geldster Form wurden die bestehenden gesetzlichen Vorgaben zur Migrationsprifung der
Verordnung (EU) Nr. 10/2011 herangezogen. Diese regelt unter anderem auch die Priifung
und Bewertung von Kunststoffmaterialien und —gegenstanden hinsichtlich der Abgabe von
unerwiinschten Stoffen ins Lebensmittel.

Da nicht nur homogene, einschichtige Platten, sondern auch einseitig beschichtete Proben
untersucht werden sollten, wurde fiir alle Untersuchungen den Anforderungen der Norm EN
1186-5:2002 entsprechende Priifzellen verwendet (siehe Abbildung 3), wobei ausschlieBlich
das Verfahren A (einseitige Beaufschlagung) zur Anwendung kam. Abweichend zur Norm
wurden die Migrationszellen auf einem Schiittler mit einer Frequenz von 40 upm
kontinuierlich bewegt, um Sedimentationsvorgdange und Agglomerationen zu vermeiden.
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Abbildung 3: Darstellung der Priifzellen fiir die Migration: Verfahren A (einseitige Beaufschlagung),
Verfahren B (beidseitige Beaufschlagung)

Als Worst Case qilt fiir Lebensmittelkontaktmaterialien die Priifung bei 60 °C und 10 Tagen
Dauer. Sie deckt eine Langzeitlagerung von mehr als 6 Monaten bei Raumtemperatur und
darunter ab, einschlieBlich Erhitzung auf 70 °C fiir eine Dauer von bis zu 2 Stunden oder
Erhitzung auf 100 °C fiir eine Dauer von bis zu 15 Minuten. Die Ubertragbarkeit fiir die
Simulation der Abgabe von Nanopartikeln aus einer Kunststoffmatrix unter Beriicksichtigung
maoglicher Stabilitdtsprobleme wurde untersucht. Basierend auf der Verordnung (EU) Nr.
10/2011 wurden folgende Simulanzien gewahlt:

« MilliQ Wasser (Simulanz fiir Trinkwasser und generell Wasser)
» Ethanol 20 Vol.-% (Lebensmittelsimulanz C It. Anhang IIT)

Essigsdure 3 Gew.% (Lebensmittelsimulanz B It. Anhang III) zeigte sich fur die Simulation
der Abgabe von Silbernanopartikel als ungeeignet, da sich diese unter diesen Bedingungen
rasch auflésen. Pflanzliches Ol (Lebensmittelsimulanz D2) ist fiir die anschlieBende
Partikelmessung kaum geeignet und auch aus chemischer Sicht kein aggressives Medium fiir
Metalle und wurde daher nicht untersucht.

Testreihen mit Temperaturen von 25°C und 60°C und Lagerzeiten zwischen
1 Stunde, 1 Tag, 3 und schlieBlich 10 Tagen zeigten, dass der Worst Case Ansatz bei 60°C
und 10 Tagen auch fiir die Simulation der Abgabe von Nanometallpartikeln anwendbar ist.

Entwicklung von Untersuchungsmethoden

Die Methodenentwicklung auf Basis der Massenspektroskopie mit induktiv gekoppeltem
Plasma (ICP-MS) zur Quantifizierung von (a) der Gesamtkonzentration, (b) der Geldst-
Konzentration, (c) der Partikelkonzentration und (d) der PartikelgroBe wurde erfolgreich
abgeschlossen. Die entwickelte Methode wurde anschlieBend fiir die Ermittlung des
Migrationsverhaltens der beiden Metalle Silber und Palladium aus den Kunststoffen
Polypropylen (PP) und Polyethylen (PE) angewendet. Ziel der Untersuchungen war es, die
spezifischen Migrationsraten (partikuldr- und geldst) und die Gesamtmigrationsrate von Ag
und Pd zu ermitteln. Der Vorteil der entwickelten und getesteten Analysenmethode
gegenliber bereits Verfligbaren besteht darin, dass neben Konzentrationsdaten gleichzeitig
auch Daten zur PartikelgroBe ermittelt werden. Sowohl die Methodenentwicklung als auch
die Migrationsversuche fanden an der Universitat Wien, Department fir
Umweltgeowissenschaften statt. Die unzureichende Stabilitat des nanopartikuldren Anteils in
den Proben legt eine Durchfiihrung von Migrationsexperimenten und Analytik im selben
Gebaude nahe.
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Die nétige Probenvorbereitung zur Bestimmung der Gesamt-, der Geldst- und der
partikuldren-Konzentration ist in Abbildung 4 zusammengefasst. Die Gesamtkonzentration (a)
wurde nach Ansdauerung der Proben mit 1 M HNO; ermittelt. Zur Bestimmung der Gel6st-
Konzentrationen (b) erfolgte die Messung nach Filtration der wassrigen Probe < 50 kDa
(PES, VivaSpin, Sartorius, USA), was einer Partikelgr6Be von ca. 5 nm entspricht. Aufgrund
der geringen Massenkonzentrationen mussten die verwendeten Zentrifugenfilter (VivaSpin,
Sartorius, USA) vor der Probenaufbereitung konditioniert werden, um einen Ag- bzw. Pd-
Verlust durch Anhaftung an der Filteroberflache zu minimieren. Dazu erfolgte vor der Analyse
eine Spllung mit Ag- bzw. Pd-Lésung (Konzentration von 5 pg/L).

Partikelsuspension aus Migrationszellen

Partikelkonzentration Konzentration (gelost) Konzentration (gesamt)
und -groRe
Probenvorbereitung v v
Verdiinnung der Filtrations mittels Ansauerung auf ca. pH 1
Suspension Zentrifugenfilter (50 kDa) mittels 1M HNO,
A

Ansauerung auf ca. pH 1
mittels 1M HNO;

Analytik
A 4 A4

Messung mittels ICP-MS Messung mittels ICP-MS
,single particle mode“ ,conventional mode“
Zerstaubereffizienz:
50 nm Au NP (50 ng/L)
Isotope: 107Ag oder Isotope: 107Ag oder
105pd 105pd

Abbildung 4: Probenaufbereitung sowie Ag- und Pd-Analytik (ICP-MS)

Die Partikelkonzentration und die PartikelgrdBe (c) wurden mittels des Einzelpartikel-ICP-MS-
(sp-ICP-MS)-Messprinzips quantifiziert. Fir eine detaillierte Beschreibung dieses Prinzips und
der sp-ICP-MS Methodenentwicklung wird auf Laborda et al. 2011 und Mitrano et al. (2012)
verwiesen. Durch Verdiinnung der Suspensionen mit Milli-Q Wasser wurde angestrebt, dass
die Anzahl der Partikelereignisse zwischen 2 und max. 12% von der gesamt Anzahl an
Messungen nach Verdiinnung lag. Um die Abwesenheit von Carry-over Effekten zu
dokumentieren, wurden zwischen zwei Partikelproben mindestens eine Nullprobe (Milli-Q
Wasser) vermessen.

Die Methodenentwicklung fiir die Bestimmung der spezifischen Migrationsraten
mittels ICP-MS erfolgte schrittweise. Zur Einzelpartikelanalytik und zu Bestimmung der
Gesamt- und Geldst-Konzentrationen wurde ein Agilent System 8800 (Agilent, USA)
eingesetzt. Kiinstlich hergestellte AGNP- und PdNP-Suspensionen (Attophotonics GmbH)
wurden fir die Methodenentwicklung verwendet. Im ersten Schritt wurden die
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Gerateparameter flir die Einzelpartikelmessung von Ag- und Pd-NP mittels ICP-MS optimiert.
Dazu gehdren (I) die Integrationszeit der Messintervalle (,dwell time"; 10, 5, 3 ms), (II) der
Volumenstrom des Zerstdubergases, (III) die Anwendung eines Kollisions-/Reaktionsgases
zur Unterdriickung von Interferenzen (He/O,) und (IV) die Zerstduber- und
Transporteffizienz mittels GréBenstandards. Im dritten Schritt wurden die ermittelten
Konzentrationsdaten aus den sp-ICP-MS Analysen mit den Konzentrationsdaten aus der
konventionellen ICP-MS-Analytik verglichen. Die Gegentiberstellung beider Messverfahren
zeigte, dass die gesamt und die spezifischen Konzentrationen vergleichbar sind und die
Unterschiede im Bereich der Messwertschwankungen lagen.

Im Ergebnis der Methodenentwicklung waren folgende Schritte fiir die Massenquantifizierung
von Ag und Pd mittels sp-ICP-MS-Analytik erforderlich:

1. Kalibrierung des Massendetektors mit geldst-Standards (Ag- bzw. Pd-Standards mit
0.1,0.5,1, 5, 10, 50, 100 ug/L)

2. Ermittlung der Zerstauber- und Transporteffizienz mit einem PartikelgroBenstandard
bekannter Konzentration und GréBe (z.B. Au-Nanopartikelstandard, PartikelgroBe: 60
nm, c(Au) = 50 ng/L, BBI International) und

3. Messung der verdinnten Suspensionen mit den ermittelten sp-ICP-MS
Gerateparametern.

Die Analysenmethode wurde an hergestellten Partikelsuspensionen (A) und an wassrigen
Proben aus den Migrationsversuchen (B) getestet. Die hergestellten Partikelsuspensionen
wurden zunachst verdiinnt, wohingegen die wassrigen Proben aus den Migrationsansatzen
(B) i.d.R. direkt mittels sp-ICP-MS analysiert wurden. In beiden Probentypen (A) und (B)
wurden sowohl der partikuldre- und gel6st-Ag-Anteil als auch die PartikelgréBenverteilung
bestimmt. Abbildung 5 zeigt typische Messdatenreihen von den Proben (A) und (B). Die fiir
(A) errechnete PartikelgréBenverteilungen (Abbildung 5) reicht von 50 bis 200 nm. Die
Haufigkeit der Partikelereignisse lag bei 10.9% was im oberen Feld des zuldssigen Bereichs
lag. Mit steigender Partikelanzahl nimmt auch die Wahrscheinlichkeit von Doppelereignissen
wahrend eines Messintervalls zu. Dieser Effekt fiihrt zu Uberbestimmung der PartikelgréBe.
Die Ereignishaufigkeit in der Migrationssuspension war wesentlich geringer und erreicht im
Beispiel 0.2 %. Es wurden also wesentlich weniger Partikel in der Lésung detektiert.
Entsprechend niedriger war auch die Partikelanzahlkonzentration (2.3-10° Partikel / mL). Ca.
90 % der Ag-Gesamtmenge in der Migrationslésung lagen in geléster Form vor. Dieser
vergleichsweise hohe geldst-Anteil erschwerte die Quantifizierung von Partikeln mit geringer
GroBe. Im hier gezeigten Beispiel lag die minimale PartikelgréBe bei 36 nm. In AgNP-
Suspensionen mit geringen Ag-Ionen Konzentrationen (<0.1 pg/L) kbnnen minimale
PartikelgréBen bis ca. 18 nm quantifiziert werden.
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Abbildung 5: Detekorsignal (links) und PartikelgroBenverteilung (rechts) fiir a) kiinstlich hergestellte
AgNP Suspension und b) Migrationsldsung nach 10 d, PE mit 100 nm AgNP

Entwicklungsbedarf, der liber die Zielstellung des Projektes hinausgeht, besteht weiterhin in
der Quantifizierung von gelésten und partikularen Konzentrationsanteilen. Die Ergebnisse der
Methodenentwicklung und der Migrationsversuche unterstreichen die Notwendigkeit fiir
Aufbereitungsmethoden zur Abtrennung von Geldst-Anteilen. Ist die Unterscheidung beider
Anteile mdglich, kbnnen generell geringere Nachweisgrenzen der Minimum-PartikelgréBe
erreicht werden. Eine Unterscheidung kann (a) durch Abtrennung des Geldst-Anteils
wahrend der Probenaufbereitung oder (b) wahrend der Datenauswertung erfolgen. Fir die
technische Umsetzung von (a) existiert eine Reihe von Konzepten, die unter anderen
Hohlfasermembranen zur Aufreinigung der Suspension verwenden. Zur Unterscheidung von
geldst- und partikuldaren Massenanteile auf Basis der ICP-MS Daten sind unterschiedliche
Ansatze verfligbar (Cornelis & Hassellov 2014). Deren Anwendbarkeit auf
Partikelsuspensionen mit einem relevanten geldsten Hintergrund ist bisher allerdings
unzureichend nachgewiesen.
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Analyse der Relevanz von Produktdesign

Polyethylen und Polypropylen sind die mit Abstand am haufigsten verwendeten Kunststoffe
fur Verpackungen, Behalter und Verschliisse. Daher wurde je eine Polyethylen- und eine
Polypropylentype, die fiir Lebensmittelverpackungen angeboten wird, ausgewahlt:

» Polyethylene FT5230 (Borealis), Low Density Polyethylene (LDPE)
« Polypropylen (PP) Mosten GB 005 (Unipetrol)

Diese stellten die Polymermatrix dar, in welche im Handel erhdltliche, kugelférmige
Silbernanopartikel (ssnano) mit verschiedenen PartikelgroBen (Spherical: 20-30 nm,
Spherical: 50-60 nm und Spherical: 100 nm) in einer Konzentration von 5 Gew.% mittels
Kneter mit Doppelschnecke eingearbeitet und anschlieBend in einer Heizpresse mit
Vakuumkammer zu Platten verarbeitet wurden. Durch das Nanosilber verfarbten sich alle
Proben schwarz, wobei teilweise auch Inhomogenitaten erkennbar waren. Die
Verarbeitungsqualitat bzw. Homogenitat des eingearbeiteten Nanomaterials kénnte durch
vorherige Herstellung eines sogenannten Masterbatches gesteigert werden, allerdings wiirde
daftir noch deutlich mehr Fillstoff benétigt werden. Aufgrund des Preises und auch der
Verarbeitbarkeit selbst, ist davon auszugehen, dass in der Praxis deutlich niedrigere
Konzentrationen verarbeitet werden. Handelsiibliche Produkte mit biozider Wirkung enthalten
maximal 3 Gew.% silberhaltigen Wirkstoffes, der reine Silbergehalt ist somit noch geringer.
Da die Nanoform wesentlich wirksamer sein sollte, sind tatsachliche Gehalte von weniger als
1 % realistisch.

Die durchgefiihrten Versuche zeigen keine groBen Unterschiede zwischen den beiden
Polyolefinen. Die Migrationsrate war erwartungsgemaB bei den kleineren 50-60 nm Partikeln
groBer als bei den 100 nm. Dieser Effekt zeigte sich bei beiden Polymertypen. Die Proben mit
20-30 nm Silber wurden nicht untersucht, da die Nachweisgrenze fir Silberpartikel bei etwa
25 nm liegt. Zusatzlich zu den gewahlten Worst Case Migrationsbedingungen (10 Tage
Kontakt mit 60°C warmen Priifsimulanz) wurden einige Proben zusatzlichen
Stressbedingungen ausgesetzt. Fiir die thermische Belastung wurden die Priifkdrper zuerst
eine Woche bei -20°C und anschlieBend 30 Minuten bei 100°C gelagert. Fir die mechanische
Belastung wurde ein Scratch Test ausgesucht, wobei mittels Tribometer und Diamantnadel
tiefe Furchen in das Material gezogen werden. Die an den Proben durchgefiihrten Stresstests
fuhrten jedoch zu keiner signifikanten Erhdhung der Migrationsraten bzw. Veranderung des
Migrationsverhaltens der Silbernanopartikel.

Eine weitere interessante Anwendungsform stellt die Aufbringung von Nanoschichten oder
Nanoinseln dar. Hiermit kdnnen spezifische Eigenschaften von Nanometallen wesentlich
umfangreicher technologisch genutzt werden. Die moglichen Tragermaterialien sind vielfaltig
und reichen von Kunststoff bis Glas. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden nanodiinne
Schichten von Silber und Palladium auf in gleicher weise hergestellte LDPE-Platten der Type
FT5230 (Borealis) durch eine Besputterungstechnik aufgebracht. Um den Einfluss der
Verarbeitungsqualitat zu simulieren, wurden speziell fixierte und nicht behandelte
Beschichtungen hinsichtlich ihres Migrations- bzw. Ablésungsverhaltens untersucht und
zeigten auch tatsachlich die zu erwartenden Unterschiede. Ganzlich unterschiedlich war das

Migrationsverhalten zwischen Silber- und Palladiumpartikel. Wahrend Silber hauptsachlich in
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geldster Form migrierte, blieben die Migrationsraten im Fall von Palladium sehr niedrig. Die
Anzahl nachweisbarer Nanopartikel im Lebensmittelsimulanz war generell sehr gering.

Die ebenfalls an nanobeschichteten Proben durchgefiihrte thermische Stressbeaufschlagung
(1 Woche Tiefkiihlung bei -20°C und anschlieBende Warmebehandlung 30 Minuten bei
100°C) zeigte keine messbaren Auswirkungen auf das Migrationsverhalten. Eine
mechanische Belastung mittels Scratch Test war bei den besputterten Proben nicht méglich,
da dieser eine Zerstérung der Beschichtung zur Folge hatte.

Zusammenfassend zeigt sich, dass Nanosilber bei homogener Einbettung in eine
Polyolefinmatrix in wassriger Umgebung hauptséachlich in Form von Silberionen migriert,
wobei vor allem die tiefer liegenden Partikel in der Matrix verankert bleiben. Auch die
untersuchten nanodiinnen Beschichtungen vermégen bei Anwendung entsprechender
Fixierungstechniken die Partikel (Silber und Palladium) effektiv in der Matrix zu binden.
Allerdings ist auch bei dieser Applikation die Migration von geléstem bzw. ionischem Silber
beobachtbar. Palladium, ein sehr korrosionsbestandiges Edelmetall, 16st sich in den
getesteten Lebensmittelsimulanzien kaum. Einzelne Partikel sind jedoch in allen Fallen im
Simulanzmedium nachweisbar.

Bei der Beurteilung der Eignung des Produktdesigns fiir den Lebensmittelkontakt sind daher
folgende Punkte zu berticksichtigen:

e Verankerung des Nanometalls im bzw. am Polymer: einige mm starke
Polyolefinschichten sollten ausreichen. Im Falle von Nano-Beschichtungen ist auf eine
ausreichende Fixierung zu achten.

» Korrosionsbestandigkeit des Nanometalls bzw. L&slichkeit in wassrigen Medien bzw.
Lebensmitteln

» GroBe und Form der Partikel: kleinere Partikel fiihren zu hdheren Migrationsraten

Die Prifbedingungen sollten den Worst Case abdecken, also eine Migrationspriifung 10 Tage
bei 60°C. Diese sind auch fiir die Beurteilung von Nanomaterialien anwendbar.
Migrationzellen aus Glas sind aufgrund der Adsorptionseigenschaften flir die Untersuchung
der Metallmigration nur bedingt geeignet.

Darstellung und Bewertung der Ergebnisse

Palladium

Palladium (Pd) ist ein silberweiBes Ubergangsmetall, das sich auf Grund seines relativ
niedrigen Schmelzpunktes von 1555 °C und einer Dichte von 12,02 g/cm? gut verarbeiten
sowie leicht und gut mit vielen anderen Metallen legieren lasst.
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Die haufigste Ursache der regelmaBigen Palladiumexposition fir den Menschen stellt die
Zahnindustrie (u.a. fir Kronen und Briicken) dar. Die Exposition (iber Lebensmittel betragt
fur Erwachsene durchschnittlich etwa 0,009 pg/kg Kérpergewicht/Tag auf (Rose, 2010). In
Arzneimitteln kann Palladium als Riickstand aus dem Produktionsprozess vorliegen (EMEA,
2008).

Die EFSA bewertete 2012 und 2014 Anwendungen von Palladium und seinen Verbindungen
als Sauerstofffanger in Verpackungen. Das Gremium kam zum Schluss, dass eine geringe
Exposition von Palladium bis zu einer Konzentration von 0,05 mg/kg Lebensmittel
toxikologisch unbedenklich ist. Die EMEA (2008) setzt aus pragmatischen Griinden einen PDE
(permitted daily exposure; ein pharmazeutische maximal akzeptable Aufnahme fiir ein
Metall, die bei regelmaBiger Aufnahme wahrscheinlich keine nachteiligen Auswirkungen auf
die menschliche Gesundheit hat) von 100 ug/Tag fest.

Die verfligbaren toxikologischen Daten hinsichtlich Palladium sind limitiert (EMEA, 2008;
WHO, 2002; EFSA, 2012). Die Absorption aus dem gastrointestinalen Trakt von
Palladiumionen ist sehr gering (< 0,5% der Anfangsdosis). Auf Grund dessen wird eine sehr
geringe akute Toxizitat erreicht. Mutagenitatstest ergaben keine Anzeichen von
Genotoxizitdt. Studien zur Kanzerogenitat sowie Reproduktions- und Entwicklungstoxizitat
werden als nicht ausreichend zur Bewertung angesehen. Einige Palladiumverbindungen
kdnnen moglicherweise die Haut sensibilisieren und Augenirritationen auslésen. Die meisten
dokumentierten Falle werden mit palladiumhdltigen Zahnersatzen in Verbindungen gebracht.
Zu nanopartikuldarem Palladium sind keine toxikologischen Daten verfligbar.

Silber

Silber (Ag) wird auf Grund seiner bakteriziden Wirkung von Silber seit Jahren im Bereich der
Medizin verwendet. Die antimikrobielle Wirksamkeit von Silber wird auf die Freisetzung von
Silberionen zurtickgefihrt.

Die Bevdlkerung nimmt Silber hauptsachlich Uber Lebensmittel und Trinkwasser auf. Die
durchschnittliche Aufnahme von Silber bei Erwachsenen betragt 1,29 ug/kg Kérpergewicht
(ANSES, 2011).

Von der EFSA wurde 2006 auf Grund toxikologischer Aspekte fiir Silber in Ubereinstimmung
mit anderen Silberbioziden ein spezifischer Migrationsgrenzwert (SML) von 50 ppb (0,05
mg/kg) festgelegt. Die WHO (1996) legt einen lebenslanglichen, oralen NOAEL-Wert von
10 g flir den Menschen fest.

Silber wurde von der WHO (1997) als eine ,toxische Substanz" und von der EPA (1977) als
prioritarer Umweltschadstoff eingestuft. Beim Menschen wird Silber nach oraler Gabe im
Kdrper akkumuliert und in Hautschichten sowie Milz und Leber abgelagert. Die haufigste
gesundheitliche Auswirkung beim Menschen, die mit einer chronischen Exposition gegeniber
Silber verbunden sind, ist die Argyria, eine graue oder blau-graue Verfarbung der Haut.

In Wijnhoven et al. (2009) werden verschiedene Toxizitatsstudien zu Nanosilber beschrieben,
unter bestimmten Studienbedingungen werden in in-vitro und in-vivo-Versuchen eine
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erhdhte Wirksamkeit und einer erkennbaren héheren toxischen Wirkung festgestellt. Fir eine
umfassende Bewertung von Nanosilber fehlt jedoch adaquates Datenmaterial.

Berechnung der Exposition

Die Berechnung der Exposition wurde gemaB der Verordnung (EU) Nr. 10/2011
durchgefiihrt. Folgende Annahmen wurden getroffen: eine Person mit 60 kg verzehrt 1 kg
Lebensmittel, das in den Kunststoff verpackt ist.

Kunststoffmuster mit eingearbeiteten AgNP, thermisch und mechanisch
behandelt

0,14

o
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1
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1

m Exposition (pg/kg KG) bei
0,06 - Gesamtkonzentration

M Exposition (ug/kg KG) bei
Partikuldrer Konzentration

Exposition (ug/kg Korpergewicht)

Exposition (ug/kg KG) bei
Gelostkonzentration

mechanisch thermisch mechanisch

PE PP

Abbildung 6: Exposition (ug/kg Kérpergewicht) von Ag aus Kunststoffmuster, mechanisch und
thermisch behandelt (Simulanz: 20% Ethanol)

Aus Abbildung 6: Exposition (ug/kg Kérpergewicht) von Ag aus Kunststoffmuster, mechanisch und
thermisch behandelt (Simulanz: 20% Ethanol)

ist ersichtlich, dass eine Exposition gegentiber partikuldrem Silber kaum vorhanden ist (<
0,0008 pg/kg KG). Geldstes Silber wird in hdherer Menge aufgenommen. Es ist zu sehen,
dass die GroBe der eingesetzten Partikel Einfluss auf die Migration und in weiterer Folge auf
die Aufnahme der VerbraucherInnen hat. Bei den kleineren Partikeln (50 nm) ist die
Aufnahme der Geldstkonzentration héher (0,01 — 0,09 pg/kg KG). Die Aufnahme aus den
thermisch bzw. mechanisch behandelten Kunststoffmustern ist nicht signifikant héher als bei
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den unbehandelten Proben. Auch der Kunststofftyp hat keinen signifikanten Einfluss auf die
Migrationsrate und daraus resultierende Exposition der VerbraucherInnen.

Besputterte Proben

M Exposition (ug/kg Kérpergewicht) auf Basis der Gesamtkonzentration
M Exposition (ug/kg Kérpergewicht) auf Basis der Partikuldre Konzentration

Exposition (ug/kg Korpergewicht) auf Basis der Geldstkonzentration

3,5
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Exposition in pg/kg Kérpergewicht
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PE | Haftverbesserung PE ‘ Haftverbesserung

Ag Pd

Abbildung 7: Exposition (ug/kg Korpergewicht) von Ag und Pd - besputterte Proben

In Abbildung 7: Exposition (ug/kg Korpergewicht) von Ag und Pd - besputterte Proben

ist die berechnete Exposition (ug/kg Korpergewicht) gegenliber Ag und Pd aus den
besputterten Kunststofffolien zu sehen. Es ist deutlich zu sehen, dass auf Grund der héheren
Migrations- bzw. Abldsungsrate von Silber mehr Silber im Vergleich zu Palladium
aufgenommen wird.

Silber ist im Lebensmittelsimulanz hauptsachlich als ionisches Silber nachzuweisen, auf
Grund dessen ist auch die Aufnahme von ionischem Silber héher als die kaum vorhandene
Aufnahme von partikularem Silber. Partikuldres Silber wird zwischen 0,0008 — 0,03 ug/kg KG
aufgenommen. Die Aufnahme von geléstem Silber liegt im Bereich von 0,21 -2,1 ug/kg KG.

Die EFSA schlussfolgerte 2012, dass eine Konzentration von Palladium bis zu 0,05 mg/kg
Lebensmittel toxikologisch unbedenklich ist. Verglichen mit diesem Wert, ist die Migration in
den untersuchten Proben um einiges geringer. Es muss jedoch festgehalten werden, dass
dieser Wert nicht fiir nanoskalige Palladiumpartikel festgelegt wurde. Verglichen mit der
durchschnittlichen Aufnahme von Palladium von 0,009 pg/kg Kérpergewicht/Tag (Rose,

22




2010) ist die Aufnahme aus den Kunststofffolien etwas héher, aber noch weit unter dem
PDE-Wert von 100 ug/Tag (EMEA, 2008). Partikuldres Palladium wird in der GréBenordnung
von < 0,0008 pg/kg KG aufgenommen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Migration bzw. Ablésung von nanoskaligen
Silber- und Palladiumpartikeln bei allen im Projekt vorliegenden Proben unter den
beschriebenen Versuchsbedingungen sehr gering ist. Gemal dem Leitfaden der EFSA (2011)
zur Bewertung von nanotechnologischen Anwendungen in Lebens- und Futtermitteln, soll als
erster Schritt die Exposition mit der nanoskaligen Substanz abgeschatzt werden.

Eine Exposition mit nanoskaligen Silber- und Palladiumpartikeln ist in Folge der sehr geringen
Konzentration im Lebensmittelsimulanz kaum gegeben. Gesundheitliche Beeintrachtigungen
der Verbraucher sind deshalb unwahrscheinlich, kénnen nach derzeitigem Wissensstand auf
Grund der Unsicherheiten und Wissensliicken bei der Bewertung der Toxikologie von
Nanopartikeln nicht ganzlich ausgeschlossen werden.
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Zeit- und Arbeitsplan

Tabelle 3: Zeit- und Arbeitsplan

2012 2013 2014
Arbeitspaket 5 9/10 11 12 |1 3 5 7|8 10 | 11 | 12 234
1 Erhebung u_nd_ Herstellung von relevanten X x| x x| X
Nanomaterialien
1.1 | Erhebung von relevanten Nanomaterialien X
1.2 | Herstellung von relevanten Nanomaterialien x| X
1.3 | Beschaffung von Produktdesign-Mustern X | X
2 | Migration/Simulation X X X X | X X | X
3 | Entwicklung von Untersuchungsmethoden x| X | x | x [X X X x | X X | x | X
3.1 | Methode zur Detektion in idealer Dispersion X| x | x| x [X
3.2 | Methode zur Detektion in reinen Simulanzien X | X X X
33 M_ethodg zur Quantifizerung in idealer X % | X
Dispersion
34 IV!ethode_zur Quantifizerung in reinen x x| x | x
Simulanzien
4 | Analyse der Relevanz von Produktdesign X X | X X | x | X
Darstellung und Bewertung der
5 . X|x|X
Ergebnisse
6 | Projektleitung und Koordination X X X | x | x |x X X X | X X | X | X x| x| X
6.1 | Projektmeetings X X X X X
6.2 | Zwischenbericht X X
6.3 | Endbericht X X | x| X
Laufzeit fiir Arbeitspakete X
Teilprojekte X
Meilensteine X
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