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RESUME

NANOPLAST-projektet har haft til formal at karakterisere de fysiske, kemiske og toksiske
egenskaber af de nanoteknologiske materialer, der potentielt vil opna massiv anvendelse i den
fremtidige produktion af plastprodukter. Projektet har fokuseret pa fiberforsteerkede polymer
nano compositter (PNC) af termoplast, hvori der indgar en polymer matrix, organo-ler eller
kulstofnanorer (CNT). Hovedprojektet har systematiseret viden pa tveers af 3 delprojekter, og
gennemfort en dansk og international formidling i samarbejde med plastindustriens parter.

Projektet har omfattet 3 delprojekter med hvert deres formal:

Delprojekt 1: Fysisk- kemisk karakterisering af udvalgte organo-ler og kulstofnanorer, samt
kemiske omdannelsesprodukter, der opstar under testproduktioner af PNC.

Delprojekt 2: Karakterisering af toksiske egenskaber af udvalgte organo-ler og kulstofnanorer, der
kan anvendes i plast.

Delprojekt 3: Vurdering af eksponeringsrisici - Eksponeringsscenarier i laboratoriet ved
testproduktioner af PNC.

NANOPLAST-projektet har vist at hvert eneste nano-mateiale er en unik kemisk forbindelse med
unikke fysiske, kemiske og toksikologiske egenskaber. Organo-lers toksiske egenskaber ved
inhalation har sandsynligvis kun korttidseffekt, men en hej dosis vil veere uheldig. Derimod ser
nogle af de lange og stive kulstofnanorer (CNT) ud til ved inhalation at kunne forarsage langvarig
inflammation og celleskader ved en mekanisme, der minder om den, som asbest virker ved, og
som derfor pa sigt maske kan medfere kraeft. Vi har ogsa observeret stor forskel pa hvor toksisk
den enkelte organo-ler og CNT er og kan sammenholde det med deres fysiske og kemiske
egenskaber. Vi har ogsa vist at der under produktion af polymer nanokompositter (PNC) af
termoplast i worst case-scenarier kan opsta situationer med en uensket hej luftbéren eksponering.
Disse situationer er i forbindelse med handteringen af de rene nano-materialer og hverken i
forbindelse med compounderingsprocessen eller sprojtestebningen. Vi har ogsa vist at stevnings-
egenskaberne af besleegtede nano-materialer kan veere meget forskellig og dermed den potentielle
eksponering i en handteringssituation. Denne viden om nano-materialernes fysiske, kemiske og
toksikologiske egenskaber kan bruges til at udveaelge de nano-materialer med de mindst toksiske
egenskaber og optimale materiale egenskaber til den fremtidige industrielle anvendelse.



SUMMARY

NANOPLAST: Nano-technological materials and products in the plastics industry: Exposure
assessment and toxicological properties

The aim of the NANOPLAST project was to investigate physical, chemical, and toxicological
properties of engineered nanomaterials (ENMs) that will obtain massive use in the future
production of plastic products. Focus was on organoclays and carbon nanotubes for use in
production of fiber-reinforced polymer nano composites (PNCs) of injection moulded thermo-
plastics. In addition, the aim was to estimate the exposure risk during production of PNCs.

The main project organized the obtained knowledge across three work packages and carried out a
comprehensive dissemination in collaboration with partners of the Danish plastics industry. The
three work packages were:

Work package 1: Characterisation of toxicologically relevant physical and chemical properties of
organoclays and carbon nanotubes.

Work package 2: Characterization of toxicological properties of organoclays and carbon nanotubes
for use in plastic products.

Work package 3: Assessment of the risk of exposure to ENMs in the plastics industry — Exposure
scenarios carried out during test productions in the laboratory.

The NANOPLAST project has shown that every ENM is a unique chemical compound with
unique physical, chemical and toxicological properties. The toxic properties of organoclay by
inhalation probably only cause short-term effect, but a high dose would be harmful. In contrast,
some of the long and rigid carbon nanotube (CNT) appeared at inhalation to cause prolonged
inflammation and cell damage by a mechanism similar to that by which asbestos acts and therefore
at long term might lead to cancer. We have also observed large differences in toxicity of individual
organoclays and CNTs and can correlate this with their physical and chemical properties. In
addition, we have shown that undesirably high airborne exposure may occur during the
production of PNC of thermoplastics in worst case scenarios. These situations are related to the
handling of the pure ENM, and neither during the compounding process or injection moulding.
We have also shown that the dustiness characteristics of related ENM can be very different and
therefore result in a very different potential exposure in a handling situation. This knowledge of
ENM'’s physical, chemical and toxicological properties can be used to select the ENM with the least
toxic properties and optimum material properties for future industrial use.



INDLEDNING

Begrebet nanoteknologi deekker over en meget bred vifte af kemiske stoffer og teknikker til
handtering af dem. Feelles er, at de forekommer som funktionelle molekylstrukturer i
slutprodukter, i molekylare lag eller som partikler, hvor en af dimensionerne er i nanometerskala
(én milliontedel millimeter). I denne rapport beskrives fysik-kemiske, toksikologiske og
eksponeringsmaessige egenskaber af de rene nano-materialer organo-ler (engelsk: nanoclay eller
organoclay) og kulstofnanorer (CNT af engelsk: Carbon nanotubes). Det nanoteknologiske
slutprodukt er polymer nanokompositter (PNC af engelsk: Polymer nanocomposites), som her i
projektet er termoplast, hvori der indgar organo-ler (Ray and Okamoto, 2003; Hussain et al., 2006;
Pavlidou and Papaspyrides, 2008; Patel et al., 2006; Liu et al., 2006; Morgan, 2007). Organo-ler og
CNT forventes at blive blandt de mest anvendte nano-tilseetningstoffer til forsteerkning af plast i
form af PNC.

Der er generelt et stort behov for mere praktisk og teoretisk viden om udseettelse for og eventuelle
toksiske effekter af organo-ler og CNT samt de kemiske transformationer, der kan opsta under
produktion og ved bearbejdning af PNC (SCENIHR, 2006; Oberdorster et al., 2005b; Maynard and
Kuempel, 2005). Dette geelder i hoj grad ogsa for anvendelse af nanoteknologi i plastindustrien.
Plastindustrien i Danmark anvender i dag kun nanoteknologiske materialer i beskedent omfang,
men forventer en steerk veekst i de kommende ar.

Organo-ler

Organo-ler er baseret pa mineralet montmorillionit, som ogsa kaldes Bentonit, og det findes
naturligt bl.a. pa Lolland. Som det fremgar af Figur 1 har montmorillonit en lagdelt struktur med
plader, som er ca. 1 nm tykke og med en leengde pa 100-500 nm i én retning (Pavlidou and
Papaspyrides, 2008; Kamena, 2005; Ray and Okamoto, 2003). For at omdanne det hydrofile
montmorillionit til en lipofil organo-ler, som kan bindes til den organiske plastpolymer i en PNC,
er det nedvendigt at modificere overfladen (se Figur 1). Dertil bruges kvaternsere ammonium-
ioner eller phosphonoium-ioner med forskellige alifatiske eller aromatiske sidegrupper (Ray and
Okamoto, 2003; Singla et al., 2012). Organo-ler er saledes ikke blot montmorillionit-partikler men
en raekke forskellige kemiske forbindelser heraf. Montmorillonits evne til at reagere med organiske
ioner (Smith, 1934) og kvaternaere ammonium-ioner (Rahn and Vaneseltine, 1947) har vaeret kendt
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Figur 1. Opbygningen af rent ler mineral (montmorillionit) og strukturen af organo-ler.



siden 1930’erne og processerne er blevet forfinet gennem alle arerne. Det potentielt store
overfladeareal af organo-ler pa ca. 750 m?/g (Kamena, 2005) betyder en vaesentlig interaktion med
polymermolekylerne i en PNC, og dermed sendrede egenskaber. Samtidig forbedres andre
egenskaber, s man opnar en unik egenskabsprofil. En PNC bestaende af organo-ler og organiske
plastpolymerer (se Figur 2), kan skabe yderst gode tekniske egenskaber til en pris, som forventes at
ligge under prisen for at opna samme egenskaber ved traditionel teknologi. 5% organo-ler kan fx
give samme styrkeforbedring som 30% korte fibre. De forbedrede egenskaber geelder blandt andet
barriere egenskaber, treekstyrke, stivhed, slagstyrke, slidbestandighed, og brandheemmende
egenskaber (Pavlidou and Papaspyrides, 2008; Hussain et al., 2006; Ray and Okamoto, 2003).

Figur 2. Eksempel pa fiber-plade-forsteerkning af polymer-materiale. Her plader af organo-ler fuldt udfoldet i en
polymermatrix.

Kulstofnanorgr

CNT er en meget stor gruppe af fysisk og kemisk forskellige stoffer, som har det til feelles at de
bestar af graphen (rent kulstof ordnet i sekskantede ringe i ark a la et stykke hensetradnet), som er
rullet til semlese, hule rer pa forskellig made som vist i Figur 3 (Tasis et al., 2006; Igbal and Goyal,
2005; Lu and Chen, 2005; Breuer and Sundararaj, 2004; Thostenson et al., 2001). CNT har helt
unikke egenskaber, bl.a. en treekstyrke der er 10-100 gange stals, men kun en brekdel af dets
massefylde (Thostenson et al., 2001). Dette er med til at gore CNT meget attraktiv som fibre i PNC.
Diameteren af CNT varierer fra lige under én nanometer til flere hundrede nanometer, og leengden
kan veere flere hundrede mikrometer. I enderne kan CNT veere aflukket med fulleren
(fodboldmolekyle) strukturer. Graphen-arket kan veere sammenrullet pa forskellig vis som er af
betydning for om CNT er metalliske eller halvledende (Figur 1B), hvad der er af interesse i

A:Graphen ark B:Enkeltvaegget CNT C:Flervaegget CNT  D:/<CNT
COOH  coOH
COOH
CH2-CH2-NH:2
armchair zigzag chiral @
CH2-CH2 NH2

Figur 3. Kulstofnanorer (CNT) er opbygget som et oprullet grafen ark (A). Vinklen ved oprulning medferer forskellige
materialeegenskaber (B). Flere koncentriske enkeltveeggede CNT danner flerveeggede CNT (C). Eksempler pa
overfladefunktionaliserede CNT (~CNT)(D).



forbindelse med anvendelse af CNT i elektronik-industrien. Herudover kan CNT vaere
enkeltveeggede (single-walled CNT: SWCNT) eller flerveeggede (multi-walled CNT: MWCNT).
MWCNT bestar af flere koncentriske rer bundet sammen af van der Walls kreefter. Som tilfaeldet er
med organo-ler, er det ogsa nodvendigt at CNT kan fordeles homogent i polymeren og at der
dannes steerke bindinger i graensefladen mellem CNT og polymermatricen. Strategier for at opna
dette for polymer CNT kompositter involvere fysisk blanding i oplesning, in situ polymerisering,
anvendelse af overflade aktive stoffer eller kemisk modifikation (derivatisering) af CNT-
overfalden, s& der kan opnas binding til de organiske plastpolymerer (Singh et al., 2010a; Tasis et
al., 2006; Dyke and Tour, 2004; Igbal and Goyal, 2005). CNT er ogsa blevet gjort vandopleseligt ved
at indpakke det i polymerer som polyvinyl-pyrolidon, polyethylen-imin, eller en-strenget DNA
(Zheng et al., 2003). PNC med CNT vil typisk blive brugt i konstruktioner der kraever stor styrke
og lav veegt som fx vindmellevinger, fly, biler, cykler og forskelligt sportsudstyr (Moniruzzaman
and Winey, 2006; Coleman et al., 2006; Qian et al., 2010; Breuer and Sundararaj, 2004). Ud over
PNC arbejdes der ogsa med CNT-forsteerket keramiske kompositter (Samal and Bal, 2008) og
metal-matrix kompositter (Bakshi et al., 2010).

Toksicitet og eksponering

Inhalation er den vigtigste eksponeringsvej for partikler i arbejdsmiljoet. Nar stov indandes, vil en
del af det deponeres i luftvejene atheengig af partikelstorrelse, sidledes at de storste partikler bliver
opfanget i ovre luftveje (bronkier og bronkioler), mens de mindre partikler primeert deponeres
dybt i lungernes alveoler. Stov deponeret i de gvre luftveje transporteres via det sakaldte
mukocilieere system op i svaelget hvor det synkes. Det vil sige, at bade lunger og mave-
tarmkanalen eksponeres for partiklerne. De mindste partikler (nanosterrelse) som nar alveolerne,
hvor der ikke findes et mukocilieert system, kan kun fjernes af makrofager ved fagocytose.
Undersogelser har vist at nanopartikler kan veere sveere at genkende/finde og at nanopartikler
sommetider kan forblive i maneder eller ar i lungerne. Dette medferer at personer, som udsaettes
for nanopartikler i arbejdsmiljeet sandsynligvis har eget risiko for ophobning af partikler i
lungerne i lobet af deres arbejdsliv.

Til dato er der kun en meget begraenset viden om eksponering for og toksiske effekter af organo-
ler og CNT. Organo-ler anses normalt ikke for at udgere nogen sterre sundhedsrisiko bortset fra
generelle betragtninger om nanopartiklers toksicitet (Hussain et al., 2006). Organo-ler kan dog
indeholde op til 0,5 % kvartsstov (Kamena, 2005). Det er velkendt at inhalation af kvarts pa lang
sigt kan forarsage lungekreeft og silikose. Derudover kan det veere problematisk med indholdet af
kvaternaere phosphonoium- eller ammonium-ioner, der i deres rene form kan give anledning til
astmasymptomer (Purohit et al., 2000). Den til dato eneste peer-reviewed artikel, som beskriver
toksicitet af organo-ler, finder da ogsa kun en moderat genotoksicitet, som skyldes frigivelse af
overfladmodificeringen fra organo-leret og ikke organo-ler-partiklerne i sig selv (Sharma et al.,
2010). Ydermere antyder forseg at organo-ler kan frigives fra PNC film, idet bladgrentsager
indpakket i organo-ler PNC film fik flere ganges forggelse af indholdet af silicium, som er en
hovedbestanddel af organo-ler (Avella et al., 2005).

SWCNT og MWCNT har vist at kunne give mange forskellige effekter i in vitro og in vivo studier,
heriblandt forskellige inflammationstilstande og mutationer (Shvedova et al., 2009; Folkmann et



al., 2009; Jacobsen et al., 2008a; Jacobsen et al., 2009). Nogle studier har endda indikeret ligheder
mellem lange MWCNT og kreeftfremkaldende asbest fibre (Takagi et al., 2008; Poland et al., 2008;
Sakamoto et al., 2009). Der er dog i flere tilfeelde modstridende resultater som muligvis kan
skyldes at de fysik-kemiske egenskaber af de CNT, der er eksponeret med, ikke er tilstreekkeligt
karakteriseret (Helland et al., 2007; Singh et al., 2010b). Toxiciteten af CNT atheenger nemlig helt af
de fysiske og kemiske karakteristika som biopersistens, leengde, diameter, stivhed, struktur,
agglomereringstilstand, funktionalisering (herunder oxidativ syrebehandling), urenheder,
defekter, etc. (Kayat et al., 2010; Helland et al., 2007). Der findes indtil nu kun tre publicerede
studier, der viser at handtering af CNT kan resultere i stovning (Maynard et al., 2004; Han et al.,
2008; Lee et al., 2010). I de to Koreanske studier var de hhv. maksimalt 0,2-0,4 mg/m? (Han et al.,
2008) og 0,008-0,3 mg/m? (Lee et al., 2010), mens de i Maynards studie kun var op til 0,05 mg/m?
(Maynard et al., 2004). Nye amerikanske forskningsresultater (Johnson et al., 2010) antyder, at
MWCNT kan slippe ud i luften bade nar man afvejer CNT og homogeniserer veesker ved hjeelp af
ultralyd (sonikering). MWCNT har generelt diametre pa 20 nm til > 200 nm og leengder fra 1 um
og op til ~100 um, og forskellige former (fx lige, bojet, krollet) og de kan forekomme enkeltvis, i
klumper eller reb (Donaldson et al., 2006). Nye dyreforseg har vist at en luftvejseksponering i mus
pa 30 mg/m3 MWCNT kan na den subpleurale del i den nedre del af lungen (Ryman-Rasmussen et
al., 2009a) og at de kan forsteerke luftvejsfibrose i mus der i forvejen har en allergisk inflammation
(Ryman-Rasmussen et al., 2009b). Hvis CNT nar ned i lungerne er de mere toksiske end carbon
black og kvarts og ber betragtes som et alvorligt arbejdsmiljoproblem selv ved begraenset stovning
(Lam et al., 2006).

Det er velkendt at der ved ekstrudering og sprojtestobning af termoplast afgives gasser, flygtige
organiske stoffer og aerosoler (Tikuisis et al., 1995; Patel and Xanthos, 1995; Forrest et al., 1995;
Adams et al., 1999; Tikuisis et al., 2010). Men emissionerne er oftest under de hygiejniske
greenseverdier og endda ofte under detektionsgraenserne for malemetoderne (Tikuisis et al., 1995;
Forrest et al., 1995; Tikuisis et al., 2010). Ved ekstrudering af PNC kan det pulverformige nano-
materiale teenkes potentialt at veere en kilde til aerosoler. Dette bekrzeftes af det formodentlig
eneste peer-reviewed studie af partikel-emissionen ved ekstrudering af en PNC bestaende af nano-
aluminium oxid og polymethylmethacrylat (PMMA) (Tsai et al., 2008). Forfatterne finder forhojede
niveauer af nanopartikler, der bestar af de rene nano-aluminium oxid partikler og agglomerater og
polymer-damp-partikler. Et andet studie har studeret partikel emissionerne ved fremstilling
(afvejning af CNT) og bearbejdning (slibning) af en epoxy/CNT PNC (Cena and Peters, 2011). De
fandt forhejede niveauer af respirable partikler bade ved afvejningen og slibningen. En del af
slibepartiklerne havde CNT strittende ud af overfladen.

I de fleste af de fa undersogelser af emissioner fra bearbejdning af PNC (slibning, boring, savning,
fraesning, drejning) frigives der ikke de rene tilsatte nanopartikler (Wohlleben et al., 2011), dog
med én undtagelse ved tor-boring i en PNC, hvor der frigives klumper af CNT (Bello et al., 2010).
Derimod ser det ud til at generel forvitring og nedbrydning af vejr, vind og lys og maske brand
kan frigive de rene nanopartikler (Kaegi et al., 2008; Kaegi et al., 2010; Wohlleben et al., 2011; Liu et
al,, 2012; Nguyen et al., 2011; Petersen et al., 2011). Bello et al. (2009) bearbejdede PNC
indeholdende CNT med bade bandsav og rundsav begge med diamantskeer. Der var ikke forskel i
afgivelse af partikler for kompositter med og uden CNT og de fleste afgivne partikler var i
mikrometer storrelse og der kunne ikke observeres frie CNT. Wohlleben et al. (2011) udsatte fire



forskellige PNC med bl.a. CNT for tre nedbrydningsscenarier og kun én PNC i ét scenarie opforte
sig anderledes end polymeren uden nano-materiale. De viste, at slibning ikke afgiver frie
nanopartikler af det tilsatte nano-materiale og at der ikke ser ud til at veere forskel i partikel-
afgivelsen fra PNC og polymer uden nano-materiale. Dette er i overensstemmelse med studier af
slibning af bemalede overflader behandlet med malinger indeholdende nano-materialer udfert af
Gohler et al (2010) og Koponen et al. (2009; 2011). Saber et al. (2011b; 2011a) viste at slibestovet fra
de nano-holdige malinger fra de sidstneevnte studier ikke var seerlig toksisk og at tilseetning af
nano-materiale ikke szendre slibestovets toksiske egenskaber i forhold til den samme maling uden
nano-materiale.

Overordnet set ser det ud til at den umiddelbare risiko forbundet med produktion af
nanoteknologiske plast-produkter er forbundet med handtering af rene nano-materialer.

Risikovurdering

De senere ar har flere forskere, politikere, interesseorganisationer og virksomheder efterlyst
redskaber til at risikovurdere nano-materialer i diverse anvendelsessammenhange. Det har
resulteret i flere bud pa risikovurderingsveerktgjer og ‘god praksis’ manualer, som alle har deres
styrker og svagheder f.eks. BSI (2007), Paik et al. (2008), Hock et al. (2008) og NIOSH (2009). De
fleste af disse modeller er baseret pa kvalitative vurderinger eller sjeeldent validerede risiko-
indikatorer. Dvs. de overvejende kan anvendes til identifikation af om der er mulighed for
eksponering, men ikke dens storrelse (Jensen, 2010). Den toksikologiske fare af nanopartiklerne
vurderes ogsa vha. risiko-indikatorer og de tidligere modeller placerer automatisk nye
nanopartikler og nanorer i omradet med maksimal sundhedsrisiko. NFA har udviklet en ny
internet-baseret model, NANOSAFER, som er en forste version af en kvantitativ vurdering af
eksponeringsfaren. Modellen indeholder ogsa et modul til evaluering af potentielle sundhedsrisici.

Der findes intet i litteraturen om risikovurdering af nano-ler, men for CNT er der inden for de
sidste par ar publiceret flere forslag til greenseveerdier for forskellige typer CNT. En greenseveerdi
er foreslaet for den flerveeggede CNT, Baytubes®, der produceres af den tyske kemikoncern Bayer.
For Baytubes® er der foreslaet en greenseveerdi pa 0,05 mg/m? bl.a. baseret pa “no-observed
adverse effect level” (NOAEL) for inhalationsstudier i rotter (Pauluhn, 2010). For en anden CNT,
som ogsa er flerveegget, er der forsldet en hygiejnisk greenseveerdi (eksponering i 8 timer/day, 5
dage om ugen) pa 0,21 mg/m? (Morimoto et al., 2010; Kobayakawa et al., 2009). Denne veerdi er
ogsa baseret pa NOAEL for inhalationsstudier i rotter. Pa det seneste har NIOSH (National
Institute of Occupational Health, USA) nu foreslaet en graenseveerdi for CNT pa helt ned til

7 ug/m?® (NIOSH, 2010).
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FORMAL OG PROBLEMSTILLING

Projektet skal ses som et vigtigt bidrag til at opfylde det strategiske mal om at understette den
danske satsning i nanoteknologi med velunderbygget viden om eventuelle helbredsrisici ved
denne teknologiudvikling. Under ledelse af NFA vil det samlede forskernetvaerk gennemfore
forskningen i sundhedsmezessige effekter ved i faser at deekke den nanoteknologiske produktion
indenfor forskellige industriomrader.

NANOPLAST-projektet har til formal at karakterisere toksiske egenskaber ved de
nanoteknologiske materialer, der potentielt opnar massiv anvendelse i den fremtidige produktion
af plastprodukter. Projektet fokuserer pa polymer nano composittes (PNC) af termoplast, hvori der
indgdr en polymer matrix, organo-ler eller kulstofnanorer (CNT). Hovedprojektet systematiserer
viden pa tveers af 3 delprojekter, og vil gennemfere en dansk og international formidlingsindsats i
samarbejde med plastindustriens parter.

Projektet omfatter 3 delprojekter med hvert deres formal:

Delprojekt 1: Fysisk- kemisk karakterisering af savel nano-materialer og tekniske derivater heraf
samt kemiske omdannelsesprodukter, der opstar under testproduktioner af PNC.

Delprojekt 2: Karakterisering af toksiske egenskaber af udvalgte nano-materialer, der anvendes i
plast.

Delprojekt 3: Vurdering af eksponeringsrisici - Eksponeringsscenarier i laboratoriet ved
testproduktioner af PNC.

Hoved-problemstillingerne er at finde ud af hvor i produktionen af PNC af termoplast, der kan

veere den storste risiko for eksponering for uenskede kemiske stoffer, hvilke stoffer der er tale om,
samt at undersoge disse stoffers toksicitet. Hermed kan den samlede risiko vurderes.
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FORSOG OG RESULTATER

Forsggsoversigt og de undersggte nano-materialer

Den oprindelige plan var at udfere projektet som et helhedsorienteret projekt hvor alle
arbejdsmilje-aspekter ved produktion af polymernanokompositter (PNC) af termoplast skulle
belyses. Det betad at de rene nano-materialer, som man kan eksponeres for ved handtering, skulle
undersoges for deres fysiske, kemiske og toksikologiske egenskaber. Hertil kom at hele
produktionsprocessen, fra hdndtering og blanding af nano-materiale og polymer til
compoundering og sprejtestebning, skulle undersgges for emissioner af partikler og gasser.
Ydermere var det ambitionen at undersgge om stovpartikler fra en PNC, som kan dannes ved
forarbejdning (skeering, boring, slibning), kunne veere toksiske pa linie med de nano-materialer de
indeholdt. Dette PNC-stov skulle genereres ved en standard slid-test metode. Flere arsager betod
at det ikke var muligt at gennemfore denne oprindelige plan (se Figur 4). Efter projektstart kom

Tests:

Physical — Weartest | \weartest |«— roPenty

Ch ical dust characterization
emica

Toxicological

T

Nano

material\ ot
Handling Compounding njection

" moulding
Polymer/

Reference:
Pure Polymer

Emissions

Y

A 4

> PNC Product

Particles
(S)vOC

Figur 4. Den oprindelige plan for undersogelser i projektet. Undersogelser i den punkterede boks blev taget ud.

der flere rapporter, der antydede ligheder mellem lange MWCNT og kreeftfremkaldende asbest
tibre (Takagi et al., 2008; Poland et al., 2008; Sakamoto et al., 2009). Da vi ikke havde de fornedne
faciliteter til at arbejde med kraeftfremkaldende stoffer i store maengder beted dette, at vi ikke
kunne arbejde med CNT ved produktion af PNC. Men vi gennemferte en eksponeringsmaling ved
héndtering og omheeldning af CNT i et arbejdstelt (“asbesttelt”) (Jensen et al., 2012a), se afsnittet
om eksponering. Desuden udvidede vi det antal CNT der blev undersogt fysisk/kemisk og
toksikologisk (Se Tabel 1.). Det blev ogsa opgivet at fremstille slidteststov dels pga. den blode plast
og dels fordi de meget lipofile afslidningspartikler ville veere svaere at suspendere i de vandige
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eksponeringsmedier. Desuden viste resultaterne fra NanoKem-projektet at slibestgvet fra nano-
materiale-holdige malinger ikke var seerlig toksisk og at tilseetning af nano-materiale ikke 2endrede
slibestovets toksiske egenskaber i forhold til den samme maling uden nano-materiale (Saber et al.,
2011b; Saber et al., 2011a). Dermed blev det besluttet ikke at bruge kreefter pa at generere
slidteststov fra de fremstillede PNC og prove at suspendere det i et eksponeringsmedier.

Tabel 1. Nano-materialer undersogt i NANOPLAST, og polymerer anvendt til fremstilling af PNC.

Short name Nano material Primary Primary Primary Tox. | Polymer 1: Polymer 2: | Polymer 3:
Thickness Diameter | Length tests | Polyethylen | PMMA PS
(nm) (nm) (um)

NanoFil 5 Organo-ler 1: Nanofil® 5, 1 100 - 500 - X X X X
StidChemie

NanoFil 8 Organo-ler 2: Nanofil® 8, 1 100 - 500 - X X X X
SiidChemie

NanoFil 9 Organo-ler 3: Nanofil® 9, 1 100 - 500 - X X X X
StidChemie

NanoFil SE3000 Organo-ler 4: Nanofil® SE3000, 1 100 - 500 - X X X X
SiidChemie

NT1 MWNT 2: Sigma Aldrich, > 90%, Product no. 110- 170 5-9 X
659258

NT2 MWNT 3: Manuf. ARKEMA INC,, Sigma Aldrich, 2-6 0.1-10 X
>90%, Product no. 677248

NT3 SWNT 2: Sigma Aldrich, 90%, Product no. 652512 1-2 05-2 X

NT4 SWNT 1: EliCarb® SWCNT, Thomas Swan, > 95% 09-17 <1 X

NT5 MWNT 1: XNRI MWCNT-7, Hadoga Chemical 40 - 50 1-513? | X
Industry (formerly Mitsui), 99.8%

NT6 MWNT 4: Cheap Tubes Inc., >95% 8-15 10-50 X

NT7 MWNT 5: Nagano Bended Tubes 20 - 40 <20

NT8 SWNT 3: Sigma Aldrich 1.1 0.5-100

CB Printex 90 Tox. reference: Carbon Black: Printex 90, Evonic 14 X
Degussa, >98%

Bentonite Tox. Physico-chemical reference. 100% X
Montmorillonite (Schneider and Jensen, 2008)

Alti alt kom NANOPLAST-projektet til at omfatte fysik/kemisk og toksikologisk karakterisering af
de rene nano-materialer vist i Tabel 1 plus 10 kvaterneere ammonium forbindelser, eksponerings-
studie af NT5 og NT6 (se Tabel 1) i “asbesttelt”, eksponeringsstudie af emissionerne af aerosoler og
gasser ved laboratorie-skala fremstilling af 12 forskellige PNC baseret pa 4 forskellige typer
organo-ler og tre forskellige polymerer (se Tabel 1). Forsggene er neermere beskrevet i de felgende

afsnit.
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Fysisk-kemisk karakterisering
Delprojektet 1’s formal var at foretage en toksikologisk relevant fysisk-kemisk karakterisering af
organo-ler og kulstofnanorer (CNT) til brug i PNC af termoplast.

Partiklers fysisk-kemiske egenskaber spiller en vigtig rolle for partiklernes sundhedsskadelige
effekter. Toksikologiske tests antyder at de vigtigste partikelparametre er partiklernes storrelse,
specifikke overfladeareal, overflade-kemi, redox-potentiale, biologiske opleselighed og indhold af
specifikke toksiske stoffer (Maynard and Kuempel, 2005; Oberdorster et al., 2005a; Hassellov et al.,
2008; Stone et al., 2010; Bouwmeester et al., 2011). Der kan veere en steerk ssammenhaeng mellem
partiklers redox potentiale eller evne til radikaldannelse og deres toksiske egenskaber; specielt
celletoksicitet og DNA-skade (Oberdorster et al., 2005a; Becker et al., 2002; Donaldson et al., 1996).
Der er dog endnu lang vej til en forstaelse af, hvilke parametre der spiller den sterste rolle.
Endvidere er der mangelfuld viden om bade nanopartiklers fysisk-kemiske egenskaber og
stabilitet i komplekse stovaggregater. I Delprojekt 1 har vi derfor foretaget en omfattende fysisk-
kemisk karakterisering af nano-materialerne ved hjeelp af en raekke forskellige metoder til
bestemmelse af specifikt overfladeareal (BET), fase, fase-andele og krystallit-sterrelse (XRD),
partikelform, generel storrelse, aggregerings- og agglomeringsgrad (SEM), grundstofkemisk
sammensaetning (XRF), overfladekemisk sammensaetning, OH-radikal-dannelsespotentiale, samt
nano-materialernes hydrokemiske reaktivitet og biodurabilitet i simulerede biologiske veesker.
Disse karakteristika indgdr som en vigtig komponent i den toksikologiske karakterisering af
materialerne og iseer i fortolkningen af hvad der forarsager de observerede toksiske effekter. I
tilleeg til de primeere partikelkarakteristika er der foretaget storrelsesfordelingsmalinger i alle
partikelsuspensioner anvendt til eksponeringsforsegene (in vitro og in vivo) med DLS. Resultaterne
fra den fysisk-kemiske karakterisering af de fire undersogte organo-ler er ved at blive skrevet
sammen i en videnskabelig artikel (Clausen et al., 2012a), men resultaterne vil ellers overvejende
blive publiceret sammen med de toksikologiske resultater, fx (Jacobsen et al., 2012a). I det felgende
bringes her uddrag af resultaterne af de fysik-kemiske malinger.

Organo-ler

Haojtryks-vaeske-ekstraktion (pressurized liquid exttraction: PLE) og veeske chromatografi
kombineret med massespektrometri (LC-MS) blev brugt til at vise at de fire organo-ler alle var
overflademodificeret med kvaterneere ammonium forbindelser (QAC) (Clausen et al., 2012a).
Nanofil®5, Nanofil®8 og Nanofil®SE3000 var overflademodificeret med samme type QAC, mens
Nanofil®9 var modificeret med en anden type QAC af benzalkonium-typen. Kommercielle QAC
er aldrig rene stoffer, men en blanding af beslaegtede stoffer med forskellige laengder kulstof-
keeder, som har betydning for deres antimikrobielle og dermed celletoksiske effekt (Gilbert and
Moore, 2005). Derfor var det nedvendigt at kortleegge sammenseetningen af QAC (dvs. kortleegge
de forskellige keedeleengder) pa hver organo-ler for at kunne evaluerer toksiciteten pa lungeceller
(se afsnittet om Toksiske effekter). Uddrag af den kortleegning er vist i Tabel 2 og den viser at
Nanofil®5, Nanofil®8 og Nanofil®SE3000 er overflade modificeret med den samme QAC blanding
og at Nanofil®9 er overflademodificeret med en blanding af benzalkonium QAC. PLE
ekstraktionerne viste ogsa at QAC pa de fire organo-ler var bundet mere eller mindre steerkt. QAC
pa Nanofil®5, Nanofil®9 og Nanofil®SE3000 var bundet nogenlunde lige steerkt, mens en stor del
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Tabel 2. Kortleegning af sammenseetningen af QAC pé de fire organo-ler. DDA = dialkyl-dimethyl ammonium,
benzalkonium = alkyl-benzyl-dimethyl ammonium. +, ++, +++ =1idt, moderat, meget.

Type Keedeleengde i | Nanofil®5 | Nanofil®8 Nanofil®9 Nanofil®SE3000
antal
kulstofatomer

DDA C14 + + +

DDA Cle ++ ++ ++

DDA C18 +++ +++ 4t

Benzalkonium | C14 +

Benzalkonium | C16 ++

Benzalkonium | C18 i+

af QAC pa Nanofil®8 var lgst bundet. Det var ikke muligt at kvantificere meengden af QAC pa de
tire organo-ler, da de ikke kunne ekstraheres 100% med PLE, og der blev derfor brugt
termogrivimetyrisk analyse i stedet for.

Den termogravimetrisk analyse (TGA) blev brugt til at bestemme maengden af QAC pa overfladen
af de fire organo-ler. Maengden af QAC blev bestemt til at veere 31%, 41%, 35% og 51% for
henholdsvis NanoFil®5, NanoFil®8, NanoFil®9, NanoFil®SE3000. Det er meget store meengder af
QAC pa ler-overfladen, men for NanoFil®SE3000’s vedkommende har det veeret muligt at
bekraefte det med litteraturdata, der angiver ca. 55% QAC (Filippi et al., 2006; Haurie et al., 2007;
Opalko, 2008). TGA resultaterne viser ogsa NanoFil®5 og NanoFil®SE3000 har identisk
kurvefacon, men at NanoFil®SE3000 har langt storre meengde QAC. Dette stemmer ogsa overens
med at Nanofil®SE3000 er en videreforarbejdning af Nanofil®5 (Seeling,2009). NanoFil®8 og
NanoFil®9 har forskellige TGA kurver som ogsa er forskellige fra TGA kurverne for NanoFil®5 og
NanoFil®SE3000.

Der blev ogsa udfert forseg til at klarleegge hvor meget frit QAC der afgives fra de fire organo-ler i
eksponeringsmedierne, da sddan en frigivelse af QAC fra nogle andre typer organo-ler tidlegere er
vist at kunne forklare toksiciteten (Sharma et al., 2010). Det viste sig at de fire organo-ler kun afgav
sma meengder QAC, men at Nanofil®8 afgav mest.

Overfladearealerne af de fire organo-ler blev med BET-metoden (Brunauer et al., 1938) bestemt til
at veere 3 — 24 m?/g. Dette er langt under det teoretiske areal pa 750 m?/g (Kamena, 2005).

De fire organo-lers evne til at danne OH-radikal i kunstig lungevaeske blev ligesom for CNT malt
med benzosyre som probe (Palomadki et al., 2011). Hverken efter 24 timer eller 96 timer i kunstig
lungevaeske kunne der ikke males dannelse af OH-radikal.

Scanning elektron-mikroskopi (SEM) blev brugt til at bestemme de fire organo-lers partikelform,
generelle storrelse, aggregerings- og agglomeringsgrad bade for primeere partikler taget direkte fra
opbevaringsbeholderen og for organo-leret suspenderet i eksponeringsmedie (se Figur 5). SEM
billederne afslorer at alle fire organo-ler bestér af agglomerater af primaer-partiklerne og til en vis
grad “fedtet” sammen. Denne sammenfedtning kan teenkes at skyldes det lille overskud af fri
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QAC eller simpelt hen at de lange lipofile kulstofkaeder i QAC fuldsteendig daekker organo-lerets
overflade og dermed gor organo-ler-pladerne fedtede. Tilsyneladende sendrer suspenderings-
processen i eksponeringsmedie ikke agglomeraternes storrelse og udsende. Dog kunne det godt se
ud som der er “eetset” lidt i overfladen, hvad der maske kan tilskrives den smule QAC der frigives
fra organo-leret i suspension (se Figur 5). Dette betyder at organo-ler partiklerne der kan indandes
fra aerosoler ved handtering af det pulverformige organo-ler meget ligner de partikler, der udferes

toksikologiske tests pa.

Electron microscopic images af Nanofil®5 direct from bag and in cell media

1 P 3 V. oy ’f kg -l

Direct from bag

In cell media

Figur 5. Scanning elektron-mikroskopi billeder i to forskellige forsterrelser
af NanoFil®5 direkte fra opbevaringsbeholderen (posen) og efter
suspension i vandigt cellemedie.

Konklusion
De fire undersogte organo-ler var alle overflade modificeret med store mangder QAC (30-50%)

som bestar af kulstofkaeder med forskellige leengder; én organo-ler var modificeret med en
anden type QAC, men stadig med forskellige lengder af kulstofkaeder. Alligevel var QAC
bundet godt til organo-lerets overflade og kun meget sma maengder QAC blev afgivet til det
vandige eksponeringsmedie efter suspendering. Dette er muligvis medvirkende til at de
relativt store agglomerater, som organo-leret forekommer i, bevares efter suspendering. Den
tilsyneladende fedtede overflade af organo-ler-pladerne er muligvis arsag til at de agglomerere
og dermed ogsa arsag til at det specifikke overfladeareal er meget lille. Ingen af de fire organo-
ler var i stand til i veeske at generere OH-radikaler som dermed ikke vil indgd i den toksiske
virkning af disse fire nano-ler.
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Kulstofnanoror

Ingen af de valgte kulstofnanorer (CNT) i Tabel 1 er overflade-modificeret og det var derfor ikke
nedvendigt at bruge komplicerede analyser for at klarleegge identiteten og meengden af en sddan
overflade-modificering. Termogravimetrisk analyse (TGA) (Pang et al., 1993; Itkis et al., 2005) og
Raman spektroskopi (Itkis et al., 2005; Dresselhaus et al., 2010; Dresselhaus et al., 2005) blev brugt
til at undersoge renheden af de forskellige CNT. Ved TGA analysen blev proverne varmet op til
1000 °C i luft og den ufordampelige rest blev analyseret for grundstoffer med Rentgen diffraktion
(XRD). Resultaterne viser en stor spredning med op til 10% ufordampelig rest, som hovedsagelig
bestar jern, nikkel og calcium, men igen med stor spredning pa hvilke grundstoffer de indeholder.
Undersogelserne viser desuden at de undersogte CNT generelt har mange strukturelle defekter
sasom 5-ledede og 7-ledede ringe.

Evnen af de udvalgte kulstofnanorer (CNT) i Tabel 1 til at danne OH-radikal i kunstig lungeveeske
blev mélt med benzosyre som probe (Palomaki et al., 2011). Bade efter 24 timer og 96 timer i
kunstig lungeveeske kunne der enten madles ingen dannelse eller dannelse af kun lidt OH-radikal (<
6 nmol OH-radikal/mg).

Scanning elektron-mikroskopi (SEM) blev brugt til at belyse de udvalgte CNT’s leengde, diameter,
forskellige former (lige, bojet, krollet) og om de forekommer enkeltvis, i klumper eller reb (se
eksempel i Figur 6).
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Figur 6. Scanning elektron-mikroskopi billeder i to forskellige forsterrelser af Mitsui XNRI-7 direkte fra
opbevaringsbeholderen. Kugleformationerne pa disse CNT er formodentlig resterne af den metal-katalysator der er
blevet anvendt ved produktionen.
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Konklusion

Det generelle billede som de fysisk-kemiske analyser giver af de udvalgte CNT er at de er
urene og inhomogene blandinger, men at det deekker over en meget stor spredning. Et par af
de udvalgte CNT er rimelig rene mht. kulstofindhold og katalysator-rester og relativt
homogene mht. diameter, men at der stadig er tale om blandinger af mange leengder og
forskellige typer CNT (fx flervaegget, enkeltvaegget). Alti alt er det sveert at givet et entydigt
billede af hver af de udvalgte CNT.
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Toksiske effekter

Delprojekt 2’s formal var at undersegge, om udseettelse for organo-ler og kulstofnanorer (CNT) kan
fore til celleskader, fremkalde inflammation og/eller DNA-skadende effekter, associeret med oget
risiko for kreeft.

Test strategien (Figur 7) var at screene alle 8 indsamlede CNT, 4 organo-ler samt reference
materialer (Bentonite og carbon black) i in vitro assays, hvor celleskadende og vaekstheemmende
effekter blev bestemt i en lunge epithel cellelinie fra mus (FE1-MML). Celle linien FE1-MML er
spontant immortaliseret og formodes derfor at veere teettere pa det naturlige respons (primeere
cellelinier) end seedvanlige cancer cellelinier. P4 denne baggrund blev de 5 mest
potente/interessante kandidatpartikler, sammen med Bentonit (udgangsmaterialet for organo-ler)
og reference materialet carbon black Printex 90 udvalgt til intratracheal instillation i C57 mus. Vi
har tidligere har pavist at 14 nm carbon black (Printex 90) forarsager bdde DNA strengbrud og
oksidative skader in vitro og in vivo (Jacobsen et al., 2007; Jacobsen et al., 2011; Bourdon et al.,
2012a) samt at disse skader ved leengere eksponering fikseres som mutationer forarsaget af
produktion af radikaler (Jacobsen et al., 2007; Jacobsen et al., 2011). Printex 90 minder i
sammenseaetning om CNT ved neesten udelukkende at besta af rent kul (>99%) samt indeholdende
meget sma meengder af metaller og PAH. Her analyseres for celle skadende effekter i lungen,
inflammation og DNA skade (comet assay) for alle udvalgte materialer.

In vitro test af celleskadende og
vaekstheemmende effekter. Alle
testmaterialer undersgges.
Afggrende mekanismer bag forhgjet
toksisitet forsgges klarlagt in vitro.

l

Interessante materialer med hgj/lav
toksisitet udvaelges til in vivo studier af celle

skader i lungen, inflammation samt
genotoksisitet

Figur 7. Test strategi for organo-ler og kulstofnanorer.

Celleskader: Sveere celleskader medferer at celleindhold (cytosol) laekkes til omgivelserne. Dette
medforer stigning i meengden af protein som direkte kan korreleres med skadernes omfang.

Inflammation i lungen: Vi benyttede cellesammenseaetningen i lungens skylbare celler til at
definere niveauet af lungeinflammation. Antallet af rekrutterede neutrophile celler kan direkte
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relateres til inflammationsniveauet. Dette mal er det mest udbredte og anerkendte mal for
inflammation (Concalves et al., 2011; Jacobsen et al., 2009).

Genotoksisitet/DNA skade: DNA skade blev pavist ved comet assay (Moller, 2005), som er en
meget folsom teknik, som kan bruges til at estimere antallet af DNA strengbrud og evt. oksiderede
DNA baser. Begge typer af DNA-skader som kan fore til mutationer og oget kreeftrisiko. Vi har
lang erfaring med assay’et savel pa in vitro cellelinier som pa celler fra lungeskyllevaeske, og
varierende veev (Meller et al., 1998; Bornholdt et al. 2002; Dybdahl et al., 2004; Saber et al., 2005;
Jacobsen et al., 2007; Jacobsen et al., 2008b; Jacobsen et al., 2009; Bourdon et al., 2012a).

In vitro toksicitet.

Alle materialer blev testet for celleskadende og veekstheemmende effekter i muse lunge-epitel-
cellelinien FE1I-MML. Som illustreret i figur 8 forarsagede ingen af de 8 CNT celleded uanset
eksponeringsdosen. Det er velkendt at partikeleksponering kan saenke cellernes
vaekst/delingshastighed. Disse forseg viste at alle 8 CNT pavirkede vaeksthastigheden negativt i
hgjere grad end Printex 90. Ydermere kunne noget tyde pa at flerveeggede CNT haemmer
cellevaekst marginalt mere end enkeltveeggede CNT.
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Figur 8. Viser de celleskadende og veekstheemmende effekter ved eksponering af muse lunge epitel cellelinie for
kulstofnanorer og organo-ler.
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Udover disse in vitro forseg blev Mitsui XNRI-7 og Cheap Tubes (NT5 og NT6 i Tabel 1) testet i en
seerlig celle-linie og sammenlignet med asbest (Palomaki et al., 2011). Her antydede resultaterne at
Mitsui XNRI-7 aktiverede den samme toksicitetsmekanisme som asbest og at det hang sammen
med den lange nalelignende form.

Modsat CNT sa viste alle 4 organo-ler sig at vaere mere giftige for muse lunge-epitel cellelinien end
bade Bentonite og Printex 90, dog i meget varierende grad. Hvor de to mindst giftige 1a pa niveau
lignende Bentonite (24t LDso: >800 pg/ml), var de to andre organo-ler (Nanofil®8 og 9) langt mere
giftige (24t LDso: <80 pg/ml) (Jacobsen et al., 2012a).

For at fa en bedre forstaelse af denne opdeling af organo-ler materialerne blev molekylerne pa
overfladen af organo-ler partiklerne analyseret i detaljer med HPLC-MS. Materialer viste sig at
indeholde en kombination af 15 forskellige kvaternaere ammonium-forbindelser. Da farligheden af
disse stoffer er ukendt besluttede vi at kigge naermere pa de giftige egenskaber ved de kvaternaere
ammonium-forbindelser (QAC). Ti kvaterneere ammonium-forbindelse (alle som er tilgeengelige
pa markedet) blev indkebt og testet i det samme system som nano-materialerne (Jacobsen et al.,
2012a).

Resultaterne viste klart at giftigheden af organo-ler med kvaterneer ammonium (QAC) falder:
o Jo mindre QAC som tilsettes
¢ Jo flere lange alkyl kader det tilsatte QAC har
¢ Jolengere alkyl kaederne pa QAC er

Baseret pa ovenstaende retningslinjer er det forstaeligt at Nanofil®9 er klart mest giftig. Derimod
er differentieringen i giftighed mellem de ovrige materialer (Nanofil®SE3000. Nanofil®5 og
Nanofil®8) sveerere at forklare idet de er dannet ud fra samme udgangsprodukt (blanding af
kvaternere ammonium forbindelser). Vore analyser viste dog at QAC var lasere bundet pa
Nanofil®8 hvilket ogede eksponeringen og giftigheden for cellerne. Dog ikke i en sddan grad at
det kunne forklare den kraftigt egede giftighed af Nanofil®8. Da dele af produktionen er
hemmelig har det ikke veeret muligt at finde ud af hvilke elementer der indgar i efter-
produktionsbehandlingen af Nanofil®8, og som muligvis forklarer den resterende del af
giftigheden.

In vivo toksicitet.

Pa basis af resultaterne fra in vitro studierne samt viden fra den videnskabelige litteratur blev
folgende materialer udvalgt til dyreforseg. CNT materiale 4, 5, og 8 som er en kort (Thomas Swan)
og en lang enkeltvaegget (Sigma) CNT samt en flerveegget (Mitsui) CNT. Den mest giftige
(Nanofil®9) og den mindst giftige (Nanofil®SE3000) blev udvalgt blandt organo-lerene. Ydermere
blev Bentonit (udgangsmaterialet for organo-ler) og carbon black Printex 90 (reference materiale).
Alle forseg blev udfert med tre doser (lav 18 ug, middel 54 ug og hej 162 ug) samt tre tidspunkter;
akut (24t), intermedizcer (3 dage) og kronisk (28 dage)(Jacobsen et al., 2012b).

Alt efter deponeringsmodel og de inhalerede nanopartiklers praecise storrelse kan det forventes at

en mus placeret i stovholdigt arbejdsmilje ved graensevaerdien for inert stov vil deponere mellem 2
og 4.5 pg/time. Dette medferer at de benyttede doser svarer til lidt under 1 arbejds dag (laveste), til
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ca. 2 arbejdsdage (mellemste) og ca. 6 fulde arbejdsdage (hgjeste). Det skal dog noteres at vi pa
baggrund af in vitro resultaterne for Nanofil®9 valgte at fravige det valgte design (18, 54 og 162
ng/dyr) for denne partikel til fordel for en lavere eksponering (6, 18 og 54 ug/dyr). Vi har i
NANOPLAST valgt at benytte instillation ved deponeringen af partiklerne i lungen af dyrene.
Dette skyldes at en del partikler, som eksempelvis CNT kan veere sveere eller ligefrem farlige at
aerosolisere pa tilfredsstillende made i laboratoriet. Andre fordele ved at benytte instillation er at
den deponerede dose kan bestemmes praecist og kun varierer minimalt mellem dyrene. Vi har god
dokumenteret erfaring med denne teknik, og leverer instillationer med partikeler jeevnt fordelt i
hele lungen (Mikkelsen et al., 2011). Vi har her valgt at fokuserer pa tre udbredte endepunkter.
Direkte celleskade malt som protein laekket fra cellerne til lungevaesken. Inflammation
(beteendelsestilstand) méalt som antallet af neutrophile celler rekrutteret til lungen. Neutrophile
celler er sammen med macrophager forsvarsvaerket som skal eliminerer partikler fra alveolerne.
Genotoksicitet (DNA skader) som eks. DNA streng brud. Jget genotoksicitet vil ofte medfere oget
antal af mutationer og eget kreeftrisiko.

Tabel 3. Antallet af celleskader malt som meengden af celleveeske (cytocol protein) frigivet til lunge veesken. Subjektiv
vurdering af alle resultater 3 doser (lav, mellem og hgj) for hver af de 3 tider fordelt pa skalaen -, +, ++, +++. NB: Doserne
var for alle materialer 18, 54 og 162 ug/dyr dog ikke for Nanofil®9; 6, 18 og 54 ug/dyr.

Bentonit NanaoFil NanofFil Printex 90 Mitsui Thomas Swan Sigma Long
523000 9 XNRI-7 Elicarp Dry
Celleskader
Akut (24 timer) ++ - + - + + +
Intermedizer (3 dage) +++ - + - ++ + +
Kronisk (28 dage) - - - - + (+) (+)

Tabel 4. Inflammation bestemt ved antallet af neutrophile celler i lungeveesken. Subjektiv vurdering af alle resultater 3
doser (lav, mellem og hej) for hver af de 3 tider fordelt pa skalaen -, +, ++, +++. NB: Doserne var for alle materialer 18, 54
og 162 ug/dyr dog ikke for Nanofil®9; 6, 18 og 54 pg/dyr.

Bentonit NanofFil NanofFil Printex 90 Mitsui Thomas Swan Sigma Long
5e3000 9 XNRI-7 Elicarp Dry
Inflammation
Bkut (24 timer) +++ + + ++ ++ ++ ++
Intermedizer (3 dage) +++ - +(+) + +++ + +
Kronisk {28 dage) - - - + ++ + ++

Tabel 5. Genotoksicitet malt ved Comet assay i skylbare lungeceller. Subjektiv vurdering af alle resultater 3 doser (lav,
mellem og hgj) for hver af de 3 tider fordelt pa skalaen -, +, ++, +++. NB: Doserne var for alle materialer 18, 54 og 162
pg/dyr dog ikke for Nanofil®9; 6, 18 og 54 ug/dyr.

Bentonit NanoFil NanoFil Printex 90 Mitsui Thomas Swan Sigma Long
se3000 9 XNRI-7 Elicarp Dry
Genotoksicitet
Akut (24 timer) +++ - + ++ ++ + +
Intermedizer (3 dage) - ++ (+) + ++ (+) -
Kronisk (28 dage) - - (+) + ++ - _
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Resultater Bentonit og organo-ler

For Bentonit viste resultaterne at pa trods af lav giftighed in vitro, fordrsagede Bentonit akut et
meget hojt niveau af celleskader, inflammation og genotoksicitet (Tabel 3, 4 og 5). Der blev ikke
observeret nogen kronisk effekt eftersom alle tre parametre var normaliseret en méned efter
eksponeringen (Jacobsen et al., 2012b).

Nanofil®SE3000 udviste in vitro effekter meget lig Bentonit, men i dyreforsegene viste alle tre
endepunkter at den var mindre giftig end Bentonit. En mulig forklaring er at de skarpe kanter
(knivseeg) pa Bentonitten bliver lidt mere ”slove” pa Nanofil®SE3000 nar en lang reekke af de
mindst giftige QAC er pasat. Samtidig ses der pa SEM billeder af Bentonit hundredvis af enkelte
ler plader. Dette observeres ikke pa SEM billeder af de fire organo-ler praeparaterne som er mere
klistret sammen (Jacobsen et al., 2012b).

For Nanofil®9 observeredes mange celleskader, inflammation og en svag men vedvarende
genotoksicitet (Tabel 5). Efter de kraftige effekter observeret in vitro var det overraskende at
Nanofil®9 ikke var mere potent i dyrestudierne. Denne forskel kan skyldes at luftvejenes
slimproteiner kan inaktivere benzalkonium chlorid, som er hovedbestanddelen pa overfladen
Nanofil®9. Den meget svage men langvarige genotoxicitet observeret ved Nanofil®9 skyldes
sandsynligvis indholdet af benzalkonium QAC som ogsa fer er vist genotoksisk i doser benyttet til
konservering af neesesprays (Deutschle et al., 2006).

Konklusion

Samlet set er der ingen eller meget begranset kronisk effekt efter instillation af de testede
organo-ler og Bentonit. Det skal dog understreges at Nanofil®9 ikke blev testet ved sa haje
doser som de andre materialer, samt at den udviste lengerevarende meget svag genotoksicitet
ogsa observeret af andre (Deutschle et al., 2006). Derudover vil det vere forventeligt at
mekanismen bag inaktiveringen af benzalkonium QAC pa overfladen vil have en begraenset
kapacitet hvorefter giftigheden eges hastigt.

Resultater Printex 90 og kulstofnanoror

Carbon black Printex 90 forarsagede ingen oget protein i lungen som folge af direkte celleskade
(Tabel 3), hvilket er i overensstemmelse med observationerne in vitro. Derimod observeredes
vedvarende inflammation og genotoksicitet (Tabel 4 og 5). Mekanismen bag den egede
genotoksicitet formodes at veere en hgj produktion af reaktive oxygen molekyler fra Printex 90
(Jacobsen et al., 2008b; Jacobsen et al., 2011). Vi har ydermere vist at genotoksiciteten fra Printex 90
kunne findes i lungeskylceller, i lungeveaevet samt i leveren gennem hele perioden (1, 3 og 28 dage)
(Bourdon et al., 2012a; Bourdon et al., 2012b).

Alle 3 CNT forarsagede direkte celleskader i hgjere grad end Printex 90 (Tabel 3). Kraftigst for den
stiveste flerveegget fiber (Mitsui) efterfulgt af den lange og korte enkeltvaegget CNT. Alle
materialer forarsagede vedvarende inflammation (Tabel 4), men ogsa her var responset kraftigst
efter udseettelse for Mutsui og lange enkeltveegget CNT. Den vedvarende inflammation
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udmundede sig i genotoksicitet som for Printex 90 og Mitsui viste sig at veere vedvarende og for
de tynde enkeltveegget CNT (Thomas Swan og Sigma Long) var kortvarig (Tabel 5).

Konklusion

Samlet set er det bekymrende at alle tre udvalgte kulstofnanorer forarsager langvarig
inflammation og celleskader. Der er naturligvis en serlig bekymring omkring inhalation af
biologisk ikke-nedbrydelige fibre. Hvis det inflammatoriske respons ikke formar at fjerne
fibrene, kan man forstille sig at de pa sigt kan forarsage lignende sygdomme som eks asbest
fibre. I denne forbindelse er det ikke overraskende at den stive, tykke fiber (Mitsui) (Palomaki
et al,, 2011) giver kraftigere effekter pa alle parametre end de tynde fibre som nemt kroller
sammen, og derfor nemmere kan fagocyteres af makrofager og neutrophile celler.
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Eksponering
Delprojekt 3’s formal var at male emissioner samt vurdere eksponeringsrisiko ved fremstilling,
bearbejdning og anvendelse af plast med eller uden organo-ler og kulstofnanorer.

Steveksponering i plastindustrien kan forekomme ved handtering af pulverformige ramaterialer
herunder ogsa i up-stream virksomheder, der forblander rdmaterialer (compoundering), under
fremstilling samt ved efterfolgende bearbejdning. Selv i skrivende stund findes kun meget fa
malinger af eksponering for tekniske nanopartikler og de fleste er i forbindelse med handtering af
ramaterialer. Disse og egne undersogelser, iseer fra NANOKEM-projektet og Arbejdsmiljo-
kataloget, (Kristensen et al., 2010) viser, at der iser er fare for eksponering for frie partikuleere
nano-materialer i processer, hvor pulver handteres eller doseres. Som diskuteret i indledningen
findes der stadig kun spirende og ingen generalisérbar viden omkring eksponeringsfaren ved
bearbejdning af nanokompositer, se f.eks. (Bello et al. 2009; Bello et al., 2010; Gohler et al., 2010;
Koponen et al., 2009; Koponen et al., 2011; Wohlleben et al., 2011). Endnu mindre viden findes ang.
de toksiske egenskaber for stov genereret ved bearbejdning af nanokompositer sammenlignet med
kompositer uden nanopartikler (se (Wohlleben et al., 2011; Saber et al., 2011b)).

I dette projekt blev eksponeringsfaren for de fire forskellige organo-ler-pulvere (Nanofil®5, 8, 9, og
SE3000) evalueret vha. stovningstest i en miniaturiseret EN15051 roterende stovtromle i forhold
(Schneider and Jensen, 2008). Til sammenligning med organo-ler-pulverne testede vi ogsa
stovningen fra det konventionelle Bentonit, som er det principielle udgangspunkt for organo-ler.
Et specielt studium undersggte om kort-tids-kompaktering af et af organo-ler pulverne
(Nanofil®5) og Bentonit kunne medfere eendringer i den potentielle eksponeringsfare (Jensen et
al., 2009). Der blev ikke lavet stovningstest af kulstofnanorer, idet NFA i projektperioden ikke
kunne handtere de store meengder af potentielt meget sundhedsfarlige kulstofnanorer i vores
laboratorier til stevningtest.

Procesrelaterede malinger af luftkoncentrationer og personlig eksponering blev foretaget i
forbindelse med udportionering af kulstof nanorer fra batch beholdere til mindre prove glas, hvor
arbejdet blev udfert i et midlertidigt isoleret arbejdsomrade i form af et “asbesttelt” (Jensen et al.,
2012a). Dette arbejde blev udfert af en professionel virksomhed med ekspertise i asbest-sanering.
Vi gennemforte ogsa maling af partikelniveauet og den personlige eksponering for inhalérbar stov
under produktion af reference plast og polymer nanokompositer (PNC for Polymer Nano
Composites) af termoplast med organo-ler i hele processen fra handtering og (manuel) blanding af
organo-ler og polymer, compoundering i en “twin-screw extruder” og sprejtestebning. Desuden
blev der malt for flygtige og mindre flygtige organiske stoffer (VOC, SVOC og carbonyl-
forbindelser). Malingerne blev foretaget pa et pilotanleeg pa Teknologisk Institut. Resultaterne af
dette arbejde vil blive skrevet sammen i en videnskabelig artikel. Resultaterne af eksponeringen
under blanding af polymer og organo-ler og compounderingen preesenteres i det folgende.

Endelig blev der foretaget en modellering af eksponeringsfaren under handtering af de enkelte
pulvere i forskellige arbejdsscenarier. Modelleringen blev foretaget vha. den nyligt reviderede
eksponeringsalgoritme i NanoSafer (http://nanosafer.i-bar.dk/), som netop er indsendt til review
som en videnskabelig artikel (Jensen et al., 2012b). Nogleparametrene i eksponerings-
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beregningerne er stovningsindekset og de kontekstuelle forhold, som bla. omfatter total meengde
héndteret, doseringsrate, ventilationsrate, rumsterrelse m.m.

Stovningstest af organo-ler og Bentonit

Forsegsopstilling

Stevningstest er foretaget med en roterende stovtromle iht. den europeeiske standard EN15051,
hvor tromlen dog er nedskaleret til test af nanopartikuleere pulvere (Schneider and Jensen, 2008).
Figur 9A viser tromlen monteret med filter-sampler og dens indre opbygning med tre flancher
(Figur 9B).

I korte treek udferes testen ved at leegge ca. 6 g pulver pa kanten af en af tre indre flancher i
tromlen. Herefter lukkes tromlens ender og proven aekvilibreres med test-atmosfeeren pa 50%RH i
1 minut. Herefter udferes forst et drop ved at rotere tromlen en halv omgang og tromlen stoppes i
3 minutter. Herefter roteres tromlen i 1 minut efterfulgt af 3 minutters fortsat filteropsamling af
inhalérbart stov og on-line maling af partikler med en Fast Mobility Particle Sizer (FMPS) Model
3091 og en Aerodynamic Particle Sizer (APS) Model 3321, som hhv. maler partikler i
storrelsesintervallet 6,3 — 523 nm og 523 nm til 18,43 um; alle er kanal midtpunkter. Filtrene
(Cellulose-esther; med 0.8 um poresterrelse) blev indvejet og udvejet ved 50%RH efter mindst 24
timers eekvilibrering i et klimakontrolleret vejerum. Vejetal blev korrigeret vha. blindfiltre.

Massen af det opsamlede stov anvendes til beregning af stovningsindekset (mg/kg pulver), som
korrigeres for andelen (9/11 1/min) af det totale flow, der anvendes til filteropsamlingen. Hhv.
1 1/min blev opsamlet af APS’en og FMPS’en og fortyndet med hhv. 1:5 og 1:9.

Figur 9. Den roterende stovtromle. a) Monteret i oprindelig opstilling. b) tveersnitsbillede af den cylindriske centrale del
af tromlen i centrum og de koniske endestykker pa hver side.

En seerlig undersogelse blev udfert for at undersegge den mulige effekt af kortvarig uniaxial
kompaktion ved 3.5 kg/cm? (Jensen et al., 2009).

25



Resultater

Resultaterne fra stovningstestene er vist i Figur 10. Det ses at stovningspotentialet for organo-ler-
produkterne er lavere end for Bentonit og at stevningsniveuet varierer fra lavt (100 — 1000 mg/kg)
til moderat (1000 — 5000 mg/kg) iht. kategorierne in EN15051. Nanofil®SE3000 og Nanofil®8 er
hhv. det mindst og mest stovende af organo-ler-produkterne. Det er bemaerkelsesvaerdigt at
stovningsindekset i rotationstesten for organo-ler (eksemplificeret ved Nanofil®5) gges (ca. 225%)
efter kortvarig kompaktering, mens niveauet falder svagt (ca. 20%) ved kompaktering af Bentonite
(Jensen et al., 2009). Denne forskel formodes at skyldes at organo-ler-produkterne bestar af
granulerede partikler (se SEM billederne pa figur 5), som brydes op ved kompaktering.
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Figur 10. Det inhalérbare stevningsindeks for Bentonit og de fire organo-ler materialer, kaldet Nanofil®#. Sgjlerne med
sort farve materiale market med “C”, er stevningsindekset for prever udsat for 5 min kompaktion ved 3,5 kg/cm?.

Stovet generet ved stovningstest har en multimodel partikelstorrelsesfordeling og hovedandelen af
stovpartiklerne findes i omradet ca. 80 til 500 nm. Maksimumkoncentrationen findes ved ca.

400 nm (organo-ler) sammenlignet med 300 nm for Bentonit. Sterre stovpartikler har en
maksimumkoncentration ved ca. 1 og 2,5 um (Jensen et al., 2009).

Konklusion

Det inhalérbare stovningsindeks for de fire testede organo-ler produkter Nanofil®5, 8, 9, og
SE3000 er lavt til moderat og i frisk upavirket pulver mindre end den er for det konventionelle
lerprodukt, Bentonit. Partikelantal-storrelsesfordelingen i stovet er domineret af partikler i
omradet 80 til 500 nm med toppe omkring 300 til 400 nm. Kompaktion af det granulerede
organo-ler kan forege stovningsindekset markant til mere end det dobbelte, mens det reduceres
for konventielt Bentonit. Dette viser, at de specifikke arbejdsmetoder og handteringen af
pulvere kan betyde meget i forhold til den potentielle eksponering ved et givent produkt.
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Dosering af polymer-granualet og nano-ler under compoundering i udviklingslaboratorium
Aktivitet

Der udferes blanding af polyethylen-granulat og organo-ler i spand med lag, herefter haeldes
blandingen i vibrationsfoder (doseringsapparat) som doserer blandingen henover sliske og ned i
tragt til en “twin-screw extruder”. Der anvendes fire typer organo-ler (Nanofil®5, -8, -9 og -
SE3000), som alle er funktionaliseret montmorillonit-ler (Bentonit), hvor alkali-ioner er udbyttet
med forskellige koncentrationer og sammensaetninger af langkaedede organiske molekyler, sasom
benzalkonium QAC.

Lokalet og ventilationsforhold

Laboratoriet var ca. 14 langt, 7 m bredt og ca. 4 m hejt. Lokalet indeholder en mindre laboratorie-
skala “twin-screw extruder” til polythylen produkter samt vandbad og cutter, stremstyringsanleeg,
en hgj-temperatur ovn samt et par skabe langs den ene veeg (Figur 11). Rummet havde flere lokal-
udsug, hvor det ene var et emfang, der hang over “skorstenen” pa twin-screw extruderen. Der var

vinduer i den ene ende af lokalet og adgang til et nabo-laboratorium gennem en skilleveaeg.
Indgangen til laboratoriet sker gennem en stalder.

Maling

Luftkoncentrationen af VOC males ved opsamling pa Tenax og efterfeglgende TD-GC-MS analyse
som for beskrevet (Clausen et al., 2008). SVOC males ved opsamling pa glasfiberfilter/ adsorbent
som tidligere beskrevet (Clausen and Wolkoff,1994) med efterfolgende ASE ekstraktion og GC-MS
analyse, se fx (Clausen et al., 2012b). Desuden blev der malt carbonyl-forbindelser med DNPH-ror
som tidligere beskrevet (Clausen et al., 2001)

Partikler males med to FMPS’er, én GRIMM Dustmonitor Model 1.108 og ingen CPC i denne
opstilling. Desuden blev der foretaget personbaren og stationeer maling af totalstev (TSP) pa
Teflon filtre monteret i Millipore cassetter og luftopsamling med Vortex pumper (beskrevet i Tabel
1). Placering af aktivitetsmalingen er vist i Figur 11. Denne ene FMPS anvendes til
baggrundsmaling, mens de andre instrumenter anvendes til maling af stov ved doseringsapparat,
hvor udgangsmaterialer (polyethylen granulat blandet med pulver af forskellige typer organo-ler)
doseres ned i en tragt til twin-screw extruderen. Faldhejden fra doseringsapparatet og bunden af
tragten er ca. 30 cm. Granulat of pulver guides ned til tragten gennem en papir-tragt, som er sat
ind i stal tragten for at mindske stov og spild.

Arbejdsprocedure

Operatoren blandede 1 kg polyethylen granulat og 10 g organo-ler pulver i en plastikspand ved
kraftig omrystning med henderne. Blandingen kontrolleres visuelt og godkendes, nar man ikke
mere kunne se frit organo-ler-materiale af betydning i bunden af spanden (Figur 12A). Efter
opvarmning af extruderen (gjort inden blandingen foregéar), blev granulat-organo-ler blandingen
heeldt ned i en vibrations-feder og dosering blev pabegyndt. Doseringen skete automatisk ved at
granulat-pulver blandingen langsomt blev rystet ud pa en svagt heeldende sliske som leder
blandingen hen til frit fald ned i tragten til sneglene i extruderen. Systemet er delvist abent.
Operatoren anvender ikke veernemidler. Efter ekstrudering blev polymer-strengen kolet i vandbad
og skaret til polymer-pellets (Figur 12B) som blev anvendt til produktion af plast test-emner ved
sprojtestebning (Figur 12C), hvor malingerne ikke viste emissioner over baggrundsniveau og
yderligere rapportering er ikke gjort i denne rapport.
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Figur 11. Skitse af laboratoriet og malepositioner under méling af granulat-pulver dosering i twin-screw extruder. Til
hejre ses fotografier af maleposition med OPC og FMPS (sort slange) ved vibrations-federen og TSP filteropsamler
umiddelbart over tragten i vibrationsfederen.

Figur 12. A) Inspektion af blandet granulat og pulver. B) Twin-scew extruder med emfang over systemets skorsten og
kolekar til venstre i billedet. I forgrunden ses GRIMM OPC; desuden ses sma bla pumper forbundet til provetagere til
opsamling af VOC og SVOC. C) Sprejtestebemaskine

Resultat

I luften omkring extruderen blev der kun fundet VOC og carbonylforbindelser, der typisk dannes
ved termisk nedbrydning under extrudering af polyethylen (Tikuisis et al., 2010; Patel and
Xanthos, 2001), polystyren (Patel and Xanthos, 2001; Patel and Xanthos, 1995), og
polymethylmethacrylat (Manring, 1991) og tilmed i meget lave koncentrationer. Der blev slet ikke
fundet SVOC i luften. Det skal ogsa bemzerkes her at koncentrationerne af de malte stoffer
ligeledes var meget lave i luften omkring sprejtestabemaskinen. Dette var ogsa forventeligt da
maskinen var indkapslet og at der udsug lige over den.
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Undersogelsen viste at der var synligt stov i luften da operateren undersegte om granulat og
organo-ler blandingen var blandet tilfredsstillende. Der var ingen brugbare on-line malinger af
dette. I forhold til baggrundskoncentrationen, sa viste partikelmalingerne dog en tydelig foregelse
(faktor 1,6-2,4) i koncentrationen af fine partikler ved vibrationsfederen, nar den doserede organo-
ler-polyethylen blanding ned i twin-screw extruderen (Figur 11 og Tabel 6). Partikelstorrelses-
fordelingen blev ogsa forandret med en klar forogelse af partikler mellem ca. 100 og 500 nm samt
mellem 750 nm og 15 um (Figur 13). Partikler mindre end 100 nm er primeert emissioner fra twin-
scew extruderen og partikler i indtreengende udendersluft. Den sterste kilde til partiklerne er
generelt stov fra doseringen af granulat-pulver blandingen.
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Figur 13. A) Variation i partikelstorrelsesfordelingen ved vibrationsfeder pa twin-screw extruder under dosering af
blandinger med polyethylen granulat blandet med fire forskellige organisk funktionaliserede organo-ler materialer. B)
Gennemsnitlig partikelsterrelsesfordeling af fine partikler i luften ved doseringsapparat under dosering af de fire
forskellige organo-ler-granulat blandinger sammenlignet med partikelfordelingen 2-5 min for og efter dosering
pabegyndes.
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Tabel 6 viser resultaterne fra malingerne af partikelkoncentrationerne og totalt suspenderet stov
(TSP). TSP havde relativt hoje niveauer ved doseringsapparatet (1,484 mg/m?) og det personlige
eksponeringsniveau var ogsa hejt (0,420 mg/m®) taget de sma anvendte pulvermeengder i
betragtning. De relativt hoje TSP niveauer er veerd at notere, da malingerne af partikelstorrelsen
med OPC viste at der stort set ikke er stovpartikler storre en 10 pm og de fleste er under 5 pm.
Resultaterne fra denne undersogelse gav anledning til eendring af opstilling og procedurer.
Herunder forseg pa at mindske eksponering under blanding af granulat og pulver ved at lade
blandingen sta en vis periode for kontrol og anvendelse af personlige veernemidler.

Tabel 6. Stov- og FMPS partikel-koncentrationer ved pulverhdndtering og doseringsapparat til twin-screw extruder.

Sted TSP Rumluft TSP Personlig Partikelkoncentration Max £ Min £
£
(mg/m3) (mg/m3) (cm-3) (cm-3)
(cm-3)
NANOFIL®5 1,621 e4 3,680 e4 5,440 €3
NANOFIL®8 1,608 e4 4,190 e4 7,010 €3
1.484 [2,2 timer] 0,420 [2,2 timer]
NANOFIL®9 1,599 e4 3,400 e4 7,450 e3
NANOFIL®SE3000 1,037 e4 1,930 e4 6,910 €3
Baggrund§ - - 6,651 €3 9,480 €3 4,100 e3

§ Baggrunden blev bestemt som gennemsnittet malingerne fra begyndelse af dosering med Nanofil®5 til afslutning af
dosering af Nanofil®SE3000.

£ Partikelkoncentrationerne blev bestemt med FMPS (5,6 — 560 nm) og alle minimum og maksimum veerdier er midlet
over 20 sek.

Konklusion

Undersogelsen indikerede at der kan vere signifikant eksponering for organo-ler og andet stov
under pulverblanding og dosering under plastproduktion vha. twin-screw ekstrudering i
udviklingslaboratorier. Den potentielle eksponering kunne madles med bade filter,
partikelkoncentration og partikelstorrelsesmadlinger, selvom der kun blev anvendt 10 g af hver
organo-ler-type. Stov kunne ogsa ses visuelt under kontrol af blandinger i spand. Det anbefales
at veere opmarksom pa arbejdsprocedurer og som minimum anvende personlige vernemidler
(handsker, kittel og andedratsvaern) ved arbejde med sma pulver-maengder uden lokal
ventilation. Resultaterne fra undersogelsen gav anledning til @ndring af opstilling og
arbejdsprocedurer.

Udportionering af MWCNT i hojventileret arbejdstelt

Aktivitet

Udportionering af ca. 0,5 kg Cheap Tubes (NT6) og 2 kg Mitsui XNRI-7 (NT5) flerveeggede
kulstofnanorer i glas-beholdere af blue-cap typen. Arbejdet blev udfert pa en forskningsinstitution
(NFA) af et professionelt asbestsaneringsfirma. Hovedresultater fra denne undersogelse er
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publiceret i en offentlig tilgeengelig rapport af Kristensen et al. (2010) og en videnskabelig artikel er
under udarbejdelse.

Lokalet og ventilationsforhold

Der blev opbygget et 2-zones arbejdstelt i et hjorne af en parkeringskeelder (Fig. 14). Teltet var
baseret pa et traeskelet, som blev bekleedt med kraftig klar plastik hele vejen rundt, sa bade loft og
gulv var beklaedt. De to zoner var forbundet med et plastikforhaeng og den ferste zone (1,8 m lang,
0,6 m bred og 1,8 m hgj) fungerede som indgang og to sluseovergange adskilt med plastikforheeng.
Den anden zone (2,1 m lang, 0,9 m bred og 1,9 m hgj) var selve arbejdsrummet, hvor
udportioneringen foregik. En stor vakuumpumpe med Grovpartikel- og HEPA-filtre (Pullman
Ermator A600 HEPA) var monteret i teltet for enden af arbejdszonen, saledes at rumluften udenfor
teltet kunne fores igennem teltet med et kraftigt sug (550 eller 60 m3/time) med retning fra
indgangspartiet til den lukkede ende af arbejdszonen. Afkastet fra pumpen blev fort ud af
parkeringskaelderen via en slange, hvilket er standard procedure ved asbestsanering. Der blev
ogsa etableret et vindue i dobbelt-lag transparent plast for enden af arbejdszonen, som gjorde det
muligt at se og signalere med operateren under arbejdet.

Mailing

Der blev mélt med tre direkte visende maleinstrumenter (FMPS, APS og OPC). Desuden blev der
opsamlet totalstev (TSP), PMi, og stev pa asbest-opsamlingsfiltre. De direkte visende
maleinstrumenter opsamlede luften i arbejdsteltet via sonder monteret gennem siden af i teltet,
ved siden af operatorens arbejdsomrade (Fig. 14). Alle stationaere instrumenter malte i 150 cm
hejde. Observationer af operateren viste, at han ofte arbejdede i lavere hgjde end opsamlingen
foregik. De stationeere filtersamplere var placeret pa et stativ i samme ende af teltet som
provetagnings-sonderne til det direkte visende udstyr (Fig. 14). Der blev ikke foretaget
baggrundsmalinger i arbejdsomradet grundet instrument-fejl.

APS OPC FMPS

HEPA-filtreret
ventilationsenhed

Hovedarbejdsomrade

Rent <4—— Indgang
omrade

Figur 14. Til venstre ses skitse af “arbejdsteltet” til udportionering af kulstofnanorer og med indikation af malingernes
placering. Til hejre ses fotografiet af operater er taget gennem plastvindue. Operatoren er ifort veernemidler og i gang
med at overfere CNT til blue-cap flasker gennem en tragt.
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Arbejdsprocedure

Materiale-tonder og flasker til udportionering af produkterne blev fort ind i arbejdsteltet. Pga.
pladsforholdene blev materiale-tonderne taget ind og temt en ad gangen. Tenderne indeholdt alle
MWCNT i en stor plasticpose som forsigtig blev dbnet og materialet blev udportioneret i flaskerne
ved anvendelse af forskellige storrelser stal-ske, glas-tragt (senere plast-tragt, da glas-tragten gik i
stykker), og glas-spatel til at skubbe det statiske pulver gennem tragten. Operatoren arbejdede som
hovedregel med tenden med pulvermaterialet imellem sig og ventilationsudstyret, sa han var
mindst muligt eksponeret. Rengering af beholdere, operator mv. blev foretaget med en asbest-

stovsuger for passage til forste del af slusen. Beholderne blev efter stovsugning afterret to gange
med spritveedede engangsservietter og en gang med tor serviet.

Ved udgang kunne operateren efter stovsugning tage dragt og vernemidler af, inden han gik ud
til indgangspartiet. Operateren var udstyret med heldragt i Tyvek®, engangsandedraetsvaern,
gjenveern, engangshandsker og arbejdssko. Inde i forlebet blev det valgt at tape overgange mellem
handsker og heldragt for at forhindre kontaminering op langs armene. Engangsvaernemidlerne
blev lagt i plastposer, som blev lukket, og derefter lagt ud i sluse 2 og smidt ud sammen med teltet
som special-affald. Dette er ogsa standardprocedure ved asbestsanering. Det hoje
sikkerhedsniveau blev valgt idet toksikologiske studier de seneste ar har vist at der er risiko for at
visse MWCNT kan veere alvorligt sundhedsskadelige (Takagi et al., 2008; Poland et al., 2008;
Sakamoto et al., 2009).

Resultat

Det viste sig at veere vanskeligt at handtere og kontrollere stovudviklingen fra de to typer
MWCNT. NT6 var et lost pulver som overvejende bestod af kornede partikler af CNT, mens NT5
var et meget lost fnugget materiale. Den lase pulverkarakter gjorde at ventilationsraten til tider
matte eendres til det lave niveau, idet pulveret i visse tilfeelde neermest blev suget op af pulver-
beholderne og maleskeen ved det maksimale udsug, som normalt anvendes ved asbestsanering.
Det viste sig ogsa at veere vanskeligt at fd MWCNT til at glide ned i proveflaskerne pga. den lave
partikel densitet og pakning i pulvertragten. Derfor skulle pulverne normalt hjeelpes gennem
tragten med spatlen.

Partikelkoncentrationen var relativ lav (typisk < 10.000 cm=) under udportioneringen (Tabel 7).
Der var dog kortvarige hgje koncentrationer (typisk < 50.000 cm?), som kan kobles til operatorens
aktiviteter. Disse forhgjede partikelkoncentrationer skyldtes partikler i omradet 100-300 nm, men
ogsa af partikler mellem ca. 10 og 100 nm (Fig. 15).

Rengpring af flasker og operater med brug af industri-stevsugeren medferte en generel hojere
partikelkoncentration i maleomradet (typisk 1-10 e4 cm?) end CNT handteringen og var domineret
af ca. 10 nm store partikler (spaend: 5-80 nm). Det er velkendt at stovsugermotorer udsender
partikler i dette storrelsesomrade.

De generelt lave malte partikel-antalskoncentrationer indikerer, at der kun var moderate
koncentrationer MWCNT’s ved de stationeere malepositioner. Vi noterede at operateren i lange
perioder arbejdede i lavere hojde end den vi malte i. Dette betyder, at der mest sandsynligt har
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veeret en vaesentlig forskel pa den malte partikelkoncentration med stationaere
provetagere/partikelmalere og den aktuelle eksponering.
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Figur 15. A) Kurven viser variationer i partikelkoncentrationen under udportionering af NT6 og efterfelgende rengering
med flere episoder af stovsugning (de heje koncentrationer). B) Kurverne viser partikelstorrelsesfordelingen i
udsugningsteltet for udportioneringen gér i gang, under udportionering af MWCNT-1 og under stovsugning i den
efterfolgende rengering.

For filtermdlingerne diskuterer vi resultaterne for PM: og TSP. Alle PM:1 malingerne var alle under
detektionsgreensen og data er ikke anfert. Der var synligt MWCNT stov pa alle TSP filtrene, mens
der i enkelte tilfaelde slet ikke var synligt stov pa PM: filtrene. De personbéarne TSP koncentrationer
viste en eksponering omkring 0,2 mg/m? under udportionering af begge typer CNT (Tabel 7). Der
var dog problemer med at noget at materialet hoppede af filtrene og satte sig pa filter-underlaget
ved udvejning af netop disse to filtre pga. MWCNT’s meget steerke statiske elektricitet. Flere
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prover viste at CNT ogsa satte sig pa siderne af filterkassetterne, som antyder at de reelle

koncentrationer er hojere end de malte.

Tabel 7. TSP og partikelkoncentrationer malt under udportionering af to typer MWCNT

Sted TSP Rumluft TSP Personlig Partikelkoncentration Max Min
(mg/m3) (mg/m3) (cm-3) (cm-3) (cm-3)

Aktivitet MWCNT-1 0,205 [0,50 timer] > 0,212 [0,73 timer] 7.605 5,636 e4 3.540

Baggrund - j—

Aktivitet MWCNT-2 <LOD [1,25 timer] > 0,178 [1,42 timer] 1,684 e4 2,871 e4 4.209

Baggrund j—

Konklusion

Det er en udfordring at handtere store maengder MWCNT og samtidigt opretholde et minimalt
eksponeringsniveau uden anvendelse af personlige veernemidler. Pulveret stover let (er luftigt)
og er statisk. Der ses klare indikationer pa eksponeringsfare, men niveauerne er usikre idet der
endnu ikke findes validerede on-line malemetoder for CNT og resultater fra filteropsamling
kan vere delvist misvisende pga. tab af partikler under filterflytning og deponering pa
vaeggene i opsamlingskassetterne. Det anbefales at arbejde med at opretholde et hgjt
sikkerhedsniveau, nar man arbejder med CNT og udvikle arbejdsprocesserne ift. ventilation og
praktisk opstilling. Specielt skal man vare opmarksom pa dbninger i bekleedning og
efterfolgende vask for at forhindre kontaminering af arme og ansigt. I den specifikke opgave
kunne selve udportioneringen gores lettere ved bla. at anvende beholdere og tragte med storre
abninger og anvende antistatiske materialer.

Teoretisk modellering af eksponeringsniveauer
Idet de to arbejdspladsmalinger kun repreesenterer to specifikke arbejdssituationer anvendte vi

eksponeringsalgoritmen i NanoSafer (http://nanosafer.i-bar.dk/) til at beregne den potentielle

eksponering i tre forskellige industri-skala arbejdssituationer. Den detaljerede model vil blive
publiceret i en videnskabelig artikel. Modellen beregner kun det potentielle eksponeringsniveau
uden anvendelse af veernemidler udover generel ventilation. Derfor betragtes disse veerdier som

”worst case”.

Metode
Figur 16 giver et simplificeret indblik i modellen og dens metoder for beregning af eksponeringen i

neer-omradet (near-field; NF) og arbejdslokalet generelt (far-field; FF). I korte traek, sa er modellen
en "two-zones NF” og FF beregningsmodel med antagelse af gjeblikkelig opblanding af stev i de
to zoner. NF-zonen har en diameter pa 205 cm og et totalt FF rumvolumen. Aktiviteten foregar
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altid i centrum af NF. Emissionsraten (Ei) er givet ved enten konstant emission (Eic) eller
stovningsindekset (Eo) multipliceret med en aktivitets energi-indeks (hi) og masse-flowet (dM/dt),
hvor tidsoplesningen er sat til 1 minut. Aktivitets energi-indeks’ene (Tabel 8) er inspireret fra det
Hollandske Stoffenmanager (Tielemans et al., 2008). Ei fortyndes gjeblikkeligt voluminet af NF
(Vne). Luftkoncentrationerne modelleres herefter ved gentagen transport af lufttpakker mellem NF
og FF for hvert minut. Udrensning af partikler sikres med ventilation med udendersluft (Qer,out).
Ovrige aerosoldynamiske processer er negligeret. Derfor antages de beregnede NF og FF

stovkoncentrationer (Cnr and Crr) at veere “worst case”.
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Figur 16. Skematisk illustration af eksponeringsmodellen i NanoSafer. A) Illustration af definitionen pa emissionsraten
(Ei), emissionens fortynding i “near-field” (NF) og luftskiftet (Qxr) mellem NF og ”far-field” (FF), hvor « er en thermal
diffusionskonstant. B) Skematisk illustration af lufttransporten mellem NF og FF og ventilation med partikelfri udeluft
(Qrr). Beregningerne foretages normalt med en tidsoplesning pa 1 minut og er baseret pa Ei og stevtransport med
luftskiftefunktioner for NF til FF (NFxr-rr); FF til NF (NFer>nr); Qrr, og residualet i hhv. NF (NFresidual) 0g FF (FFresidual)
normaliseret i forhold til voluminet af NF (Vnr) og FF (V). Transport og henfaldsfunktioner er baseret pa funktionerne i
Schneider et al. (2004).

Tabel 8. Aktivitets-energi-faktorer til modifikation af stevningstest og beregning af emissioner.

Aktivitets-energi Relative energi- . .
Eksempel pa energi-niveau
faktorer skala
“Nul-energi”
hO 0.0 .
F.eks. transport af rene tromler, containere, seekke mv.
h 01 “Meget lav energi”
' F.eks. afvejning af nanomaterial med lille laboratorie-ske
“Lav energi”
h2 0.25 . . .
Faldhgjde <5 cm; handtering af uteette eller kontaminerede seekke mv.
“Moderat energi”
h3 0.50 : \ i
Faldhgjde 5 — 30 cm; vadblanding af pulver mv.
“Hej energi”
h4 0.80 ) ) ) ) )
Faldhgjde 30 — 100 cm; iheeldning, afseekning, temme big-bags mv.
hs 1.00 “Mege’f hoj energi” . N .
Faldhgjde >100 cm; terblanding, fejning, rengering med trykluft
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De teoretiske beregninger blev foretaget pa to arbejdssituationer for hvert stof, hvor der anvendes
400 g pulver doseret over tid og tilfgjet gjeblikkeligt med en faldhejde pa 30 cm i et 70 m?
laboratorium. Processen blev modelleret med en energi-faktor pa 0.5 og 0.8 for hver proces for at

undersoge den reelle forskel i dette graenseomrade.

Resultater

Figur 17 og 18 viser resultaterne fra de to modelleringsforseg og de estimerede akutte og 8-timers
middelkoncentrationer er anfert under figurerne. Resultatet viser at den store forskel i disse to
arbejdssituationer findes i den akutte NF eksponering, hvor den sterste akutte eksponerings ses i
situationen med hurtig anvendelse af 400 g pulver sammenlignet med 4 gange 30 minutters
langsom dosering. Forskellen er i storrelsesordenen 6.2. De absolutte modellerede akutte
koncentrationsniveauer er op til 0,4 — 1,1 mg/m? for opheeldning af 400 g pulver pa 1 minut
sammenlignet med 0,07 — 0,18 mg/m? for 4 ganges dosering af 400 g. Disse resultater viser
vigtigheden af de kontekstuelle forhold i estimeringen af den potentielle eksponeringsfare (-

niveau).
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Figur 17. Modellering af koncentrationen af inhalérbar stev efter 4 gange 30 minutters dosering af pulver fra feder til

twin screw extruder med luftskifte = 3 h-; volumen af arbejdslokale = 70 m?.

A) hs =0,5; Akut NF koncentration: Nanofil®5 = 97,8 pg/m? Nanofil®8 = 110,6 pg/m?3 Nanofil®9 = 63,3 ug/m?;
Nanofil®SE3000 = 43,1 pug/m?; 8-timers middelkoncentration i NF: Nanofil®5 = 45,2 ug/m3; Nanofil®8 = 51,2 pg/ms3;
Nanofil®9 = 29.3 ug/m3; Nanofil®SE3000 = 20,0 pig/m?.

B) h4=0,8. Akut NF koncentration: Nanofil®5 = 156.5 pg/m? Nanofil®8 = 176.9 ug/m? Nanofil®9 = 101,2 pug/m3;
Nanofil®SE3000 = 69.0 ug/m?; 8-timers middelkoncentration i NF: Nanofil®5 = 72,4 ug/m? Nanofil®8 = 81,9 ug/m3;
Nanofil®9 = 46,8 pg/m?3 Nanofil®SE3000 = 31,9 pg/m?.

Beregnet uden anvendelse af veernemidler, sa vil anvendelse af 3.6 kg af det mest stovende stof, i

disse scenarier, medfere overskridelse af de eksisterende graenseveerdier pa 10 mg/m? for
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akutpavirkning. For det mindst stovende stof er den kritiske graense 9.3 kg i det mest stovende

scenarie.
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Figur 18. Modellering af koncentrationen af inhalérbar stev efter 1 hurtig iheeldning af 400 g pulver over 1 minut med
luftskifte = 3 h*!; volumen af arbejdslokale = 70 m?3.

A) hs =0,5; Akut NF koncentration: Nanofil®5 = 605,8 pig/m? Nanofil®8 = 685,1 pg/m?; Nanofil®9 = 392,0 pg/m3;
Nanofil®SE3000 = 267,2 pg/m?; 8-timers middelkoncentration i NF: Nanofil®5 = 45,4 ug/m3; Nanofil®8 = 51,3 pg/m3;
Nanofil®9 = 29,4 ug/m3; Nanofil®SE3000 = 20,0 pg/m?3.

B) h4=0,8. Akut NF koncentration: Nanofil®5 = 969.2 pug/m? Nanofil®8 = 1096 pg/m3; Nanofil®9 = 627,3 ug/m?;
Nanofil®SE3000 = 427,5 pug/m?; 8-timers middelkoncentration i NF: Nanofil®5 = 72,6 ug/m3; Nanofil®8 = 82,1 pug/m3;
Nanofil®9 = 47,0 pg/m? Nanofil®SE3000 = 32,0 pg/m?.

Konklusion

Modelleringsresultaterne viser, at der er storst risiko for hej akut eksponering i arbejdszonen.
Fortyndingen i baggrundsluften er generelt meget effektiv til at handtere de relativt lave
anvendelses- 0og emissions-rater anvendt her. De kritiske anvendelses-niveauer er i

storrelseordenen 3,6 - 9,3 kg for de mest og mindst stovende nano-materialer i det mest stovende
scenarie.
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ERFARINGER OG KONKLUSIONER

NANOPLAST-projektet har vist at hvert eneste nano-materiale er en unik kemisk forbindelse med
unikke fysiske, kemiske og toksikologiske egenskaber og at det kraever noje analyse af disse
egenskaber for at kunne lave en reel risikovurdering af givne eksponeringssituationer.

Vi har vist at organo-lers toksiske egenskaber ved inhalation sandsynligvis kun har korttidseffekt,
men at en hej dosis vil veere uheldig. Nogle af de lange og stive kulstofnanorer (CNT) ser derimod
ud til ved inhalation at kunne forarsage langvarig inflammation og celleskader ved en mekanisme,
der minder om den, som asbest virker ved, og som derfor pa sigt maske kan medfere kraeft. Vi har
ogsa observeret stor forskel pa hvor toksisk den enkelte organo-ler og CNT er og kan
sammenholde det med deres fysiske og kemiske egenskaber. Denne viden kan bruges til at
udvelge de nano-materialer med de mindst toksiske egenskaber og optimale materiale egenskaber
til den fremtidige industrielle anvendelse.

NANOPLAST-projektet har ogsa vist at der under produktion af polymer nanokompositter (PNC)
af termoplast i worst case-scenarier kan opsta situationer med en uensket hgj luftbaren
eksponering. Disse situationer er i forbindelse med handteringen af de rene nano-materialer og
hverken i forbindelse med compounderingsprocessen eller sprojtestebningen. Vi har ogsa vist at
stovningsegenskaberne af besleegtede nano-materialer kan veere meget forskellig og dermed den
potentielle eksponering i en handteringssituation. Denne viden skal sammen med den
toksikologiske viden ogsa bruges til at udveelge de nano-materialer med mindst risiko til fremtidig
industriel anvendelse.
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