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TEIL | — Kurzbericht

Hintergrund und Projektziel

Carbonfasern (CF) und carbonfaserverstarkte Kunststoffe (CFK) sind als innovativer Werkstoff
in Schlisseltechnologien des Leichtbaus wie in der Luft- und Raumfahrt, im Automotivbereich
und der regenerativen Energiegewinnung hier insbesondere flir Rotorblatter von
Windenergieanlagen unabdingbar. Das breite Einsatzgebiet resultiert aus den
anwendungsbezogenen Herstellungs- und Verarbeitungsprozessen, die es ermdglichen ein
CFK-Bauteil gezielt mit den benétigten physikalisch-chemischen Eigenschaften herzustellen.

Die Herstellung und Verarbeitung von CF und CFK ist sehr energie- und kostenintensiv,
sodass ein Recycling der Carbonfasern anzustreben ist. Die einzig kommerziell verfiigbare
Recyclingtechnologie in Deutschland ist die Pyrolyse von CFK-Abfallen. Haufig wird dafur eine
mechanische Zerkleinerung der Bauteile bendtigt, wodurch die verfligbare Faserlange von
rezyklierten Carbonfasern (rCF) deutlich geringer ist als die der ursprunglichen Fasern, und
somit ein Einsatz in Hochleistungsanwendungen nicht mehr moglich wird. Daher werden rCF
langenabhangig als Vliese und Fullstoff in anderen Werkstoffen, insbesondere auch
Thermoplasten eingesetzt.

Die Entsorgung von carbonfaserhaltigen Abfallen am Ende des Lebenszyklus ist noch
ungeklart, da Verweilzeit, Temperatur und Sauerstoffangebot in Hausmullverbrennung als
auch Sondermudllverbrennung nicht ausreichen, um die Carbonfasern vollstandig thermisch
abzubauen.

Mit einer zunehmenden Verbreitung von CFK-Produkten geht eine Zunahme an Produktions-
und Bearbeitungsschritten einher. Bei Recycling- und Entsorgungsprozessen kann es hierbei
zu einer Freisetzung lungengangiger, biobestandiger Staube flihren und damit Fragen
aufkommen, inwieweit hierbei emittierte Feinstdube Auswirkungen auf Mensch und Umwelt
haben.
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Ziel des Projekts CFC war die Identifizierung realistischer Freisetzungsszenarien im
gesamten Lebenszyklus solcher Produkte und eine toxikologische Bewertung freigesetzter
lungengangiger Staube und Fasern. Daraus wurden Empfehlungen zum sicheren Umgang bei
Herstellung, Bearbeitung, Recycling und Entsorgung dieser Materialien abgeleitet. Die Institute
fur Technische Chemie (ITC) und fur Biologische und Chemische Systeme — Biologische
Informationsprozessierung (IBCS-BIP) haben vor allem die Arbeitspakete 2, 4, 5, 6 und 7
bearbeitet.

Zentrale Ergebnisse

Vom Institut fur Technische Chemie (ITC) wurden in AP2 umfangreiche Methoden zur
Charakterisierung sowie zur thermischen Behandlung und deren Auswirkung auf die
Eigenschaft der CF entwickelt und durchgefihrt. Zentraler Punkt des CFC-Projekts war die
Entwicklung von Methoden fiir die homogene und reproduzierbare Herstellung von CF-
Proben fir nachfolgende toxikologische Untersuchungen, sowie deren Charakterisierung und
Quantifizierung, wofur eine komplexe Prozesskette entwickelt und validiert wurde.

Laboruntersuchungen zum thermischen Abbauverhalten ausgewahlter Projektfasern
mittels Thermogravimetrie (TGA) fanden am ITC in synthetischer Luft statt, wobei die Fasern
bezlglich der Probenaufbereitung insbesondere bei der Zerkleinerung unterschiedlich
aufbereitet wurden. Alle Fasern scheinen bei den untersuchten Bedingungen mit einem
einstufigen Mechanismus abgebaut zu werden, wobei sich bei den verschiedenen Heizraten
deutliche Unterschiede bezuglich charakteristischen Temperaturen (Abbaubeginn,
Temperatur des vollstdndigen Abbaus) sowie der Abbaugeschwindigkeit zeigten. Generell
verschob sich der Faserabbau bei hoheren Heizraten hin zu hdéheren Temperaturen bei
gleichzeitiger Reduktion der Abbaugeschwindigkeit. Vier der Projektfasern wurden fur einen
direkten Vergleich des thermischen Faserverhaltens mit einer hohen Einsatzmenge im
Vergleich zu den Untersuchungen mittels Thermowaage in einem Rohrreaktor untersucht.

Die Aufbereitung und Charakterisierung realer Proben wurde anhand von Proben etabliert,
die im Rahmen des vom Umweltbundesamt geférderten UFO-Plan-Projekts ,Untersuchungen
zu Moglichkeiten und Grenzen der Entsorgung Carbonfaserverstarkter Kunststoffabfalle in
thermischen Prozessen unter Berucksichtigung moglicher Risiken im Umgang mit den
prozessspezifischen Reststoffen” im Rohgas von drei Hochtemperaturprozessen entnommen
wurden. Dabei erfolgte eine Trennung des Filterbelags und die Aufbereitung der Carbonfasern
und Abtrennung der Aschen durch einen mehrstufigen Prozess, der mit Laborproben validiert
wurde. Nach dieser Probenaufbereitung liegen Carbonfasern frei vor, sodass sie mittels
Lichtmikroskopie auf ihre AnzahlgréRenverteilung ausgewertet werden kdnnen.

In AP4 wurden durch das ITC basierend auf den in AP2 entwickelten Methoden
lungengangige Teststaube aus der mechanischen bzw. thermisch-mechanischen
Beanspruchung erzeugt und charakterisiert. Diese Teststdube wurden in einer eigens flr
das Projekt entwickelten Versuchskette aus Dosierer, Verweilzeitstrecke und
Expositionssystem in letzteres eingetragen. Im Expositionssystem des Projektpartners
VITROCELL wurden die luftgetragenen CF-Fragmente an die Gas-Flussigkeits-Grenzschicht
menschlicher Lungenzellen (ALI) gebracht. Die Aerosolerzeugung sowie die Bestimmung der
damit erzielten Expositionsdosis wurden in Kooperation mit dem Projektpartner PALAS
entwickelt und im Rahmen der Toxizitatsstudien angewendet. Des Weiteren wurden geeignete
Methoden fiir die Messung der auf den Zellkulturen applizierten Dosis entwickelt und
angewendet.

In AP5 wurden durch das IBCS-BIP in Kooperation mit dem KIT-IAB (Partner KIT-
Universitatsbereich) geeignete Lungenepithel-, Makrophagen- und Fibroblasten-
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Zellkulturen in Mono- und Kokultur fiir die toxikologische Untersuchung und Bewertung
lungengéngiger CF-Fragmente in Vorstudien etabliert und gemeinsam mit dem ITC an der
Gas-Flissigkeits-Grenzschicht exponiert. Hierbei standen die Bestimmung der Zytotoxizitat,
Erstellung von Genexpressionsanalysen und die Erfassung des inflammatorischen,
fibrotischen und genotoxischen Potentials im Fokus der Untersuchungen. Es konnte gezeigt
werden, dass die deponierten CF-Fragmente, eine Mischung aus Partikeln, Fasern und Fasern
mit WHO-Geometrie, in den Zellen DNA-Schadigungen, inflammatorische Wirkungen
sowie verschiedene Antworten auf der Genexpressionsebene verursachten. Dabei
konnte ein Einfluss der Faservorbehandlungsmethode festgestellt werden.

Im Rahmen von AP6 werden in Zusammenarbeit aller  Projektpartner
Handlungsempfehlungen zur Wirkung von und zum Umgang mit Carbonfasern erstellt.

Das ITC hatte im Rahmen von AP7 die Projektkoordination und war fur die Aulendarstellung
des Projekts zustandig.

Stoffstromanalyse

7 reprasentative Fasern ausgewahlt
Vertreter der Fasergruppen HT-, IM-, HM-, und UHM-Fasern

Gemeinsame Fasertypen mit CarboBreak

Untersuchungen zum thermischen und mechanischen Verhalten von CF

Abbau von CF unter thermischer Belastung ist abhangig « CF brechen und splittern abhangig vom mechanischen
von Atmosphare und Fasertyp Energieeintrag und der Faserart

Bereitstellung und Charakterisierung lungengangiger CF

Sowohl die mechanische als auch thermisch-mechanische Faserbearbeitung kénnen WHO-
_ Faseranteile verursachen

WHO-faserhaltige Aerosole kénnen reproduzierbar erzeugt werden,

Es kénnen reproduzierbare Expositionen an der Gas-Fliissigkeit-Grenzschicht (ALI) humaner
Zellkulturen mit definierten Dosen durchgefiihrt werden

¥

Toxikologische Untersuchungen mit CF

mechanisch behandelte Carbonfasern induzieren moderate pro-inflammatorische und zellulare Effekte in ALI-exponierten
Mono- und Ko-Kulturen
Die thermisch-mechanische Behandlung der Carbonfasern verstarkt die Wirkungen

Ableitung von Handlungsempfehlungen

Abbildung 1: Ubersicht iiber die zentralen Ergebnisse des CFC-Projekts.
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TEIL Il - Eingehende Darstellung

Im CFC - Carbon Fibre Cycle Verbundprojekt stehen Fragestellungen bezlglich des gesamten
Lebenszyklus von Carbonfasern (CF) im Mittelpunkt. Dies betrifft nicht nur CF selbst, sondern
auch daraus hergestellte Produkte, was meist faserverstarkte duroplastische
Verbundwerkstoffe (CFK) sind. Die weltweite Produktion an CF-haltigen Produkten ist mit
maximal 200.000 t/a im Vergleich zu anderen Werkstoffen gering und an Thermoplasten
werden weltweit jahrlich 390 Mio. t hergestellt. Jedoch stehen CF seit einigen Jahren in der
Kritik in lungengangiger Form eine gesundheitsschadliche Wirkung analog zu Asbestfasern zu
besitzen. Hierzu liegen noch unzureichende Untersuchungen und Studien vor, um dies
abschlie3end beurteilen zu kénnen, weshalb das CFC-Projekt initiiert wurde.

Betrachtet man den Lebenszyklus von CF-haltigen Produkten, so findet man nur wenige
Informationen zu landerspezifischen Mengen und in Marktberichten sind meist nur globale
Daten enthalten, wobei Europa als Ganzes betrachtet wird. Im Lebenszyklus CF-haltiger
Produkte spielen Fragen zu deren mechanischen und thermischen Verhalten, deren
Freisetzung, Abfallmengen und Verwertung eine wichtige Rolle, die bezlglich einer
gesamtheitlichen Betrachtung (LCA) dieses Leichtbaumaterials zu beantworten sind.

CF haben in ihrer urspriinglichen Form (vCF) Durchmesser im Bereich von 5 bis 12 ym und
sind somit nicht lungengéngig. CF-haltige Produkte werden insbesondere in
hochbeanspruchten Leichtbauanwendungen eingesetzt und die Vermarktung der CF erfolgt
allgemein als Endlosfasern, wobei auch geschnittene und gemahlene CF-Produkte erhaltlich
sind.

Bekannt ist, dass pechbasierte CF bei mechanischer Beanspruchung verstarkt zum
Splitterbruch mit Spleilen in Langsrichtung neigen, wodurch lungengangige Faserfragmente
entstehen koénnen. Dies trifft aber nicht nur auf pechbasierte CF zu, sondern auch bestimmte
PAN-basierte Fasern zeigen solche Eigenschaften. Weiterhin ist bekannt, dass durch
thermische Belastung in oxidativer Atmosphare CF ab etwa 500°C oberflachlich oxidieren und
abgebaut werden. Hierbei nimmt der Faserdurchmesser ab und der Abbau erfolgt teils lokal in
einer Art Lochfral. Dies bewirkt neben der Abnahme des Faserdurchmessers eine Erzeugung
moglicher Bruchstellen, was bei einer kombinierten thermischen und mechanischen
Beanspruchung zur Bildung lungengéangiger Faserfragmente fihren kann.

Das Karlsruher Institut fir Technologie (KIT) ist am Grof3forschungsbereich mit den Instituten
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fur Technische Chemie (ITC) und fir Biologische und Chemische Systeme (IBCS, friher
Institut fir Toxikologie und Genetik, ITG) am Projekt CFC — Carbon Fibre Cycle beteiligt. Das
ITC bearbeitet federfihrend die Arbeitspakete (AP) 2 zur Untersuchung des thermischen
Abbauverhaltens von CF und AP 4 zur Bereitstellung und Charakterisierung lungengangiger
CF. AuRRerdem arbeitet das ITC in den AP 5 an den toxikologischen Untersuchungen von CF
und 6 an der Ableitung von Handlungsempfehlungen zum Umgang mit CF mit und ist fir die
Koordination des Gesamtprojekts im Rahmen von AP 7 zustandig. Das IBCS leitet die
toxikologischen Arbeiten in AP 5 und begleitet die Arbeiten in den AP 4 und 6.

Ziel des Projekts CFC - CarbonFibreCycle ist die Identifizierung realistischer
Freisetzungsszenarien fir die oben genannten Verfahren und Prozesse sowie deren
toxikologische Bewertung, ob freigesetzte lungengangige Stdube und Fasern eine
gesundheitliche Gefahrdung flir den Menschen darstellen. Daraus werden insbesondere
Empfehlungen zum sicheren Umgang bei der Bearbeitung und Verwertung dieser Materialien
abgeleitet.

Das ITC hat in Arbeitspaket (AP)2 das thermische Abbauverhalten, teilweise nach
vorausgegangener mechanischer Beanspruchung, verschiedener reprasentativer CF
(Projektfasern) untersucht, die aufgrund ihrer Ausgangsmaterialien, Eigenschaften und
Einsatzgebiete einen Querschnitt des weltweiten Fasermarkts darstellen. Es wurden
Methoden zur reproduzierbaren und homogenen Faserpraparation sowie zur automatisierten
Charakterisierung und Quantifizierung von CF und deren Fragmente entwickelt. AnschlielRend
wurden die ausgewahlten CF thermogravimetrisch untersucht und die bei einer thermischen
und oder mechanischen Beanspruchung auftretenden physikalischen Anderungen der
Fasereigenschaften charakterisiert. Weiterhin wurde eine Methode zur reproduzierbaren
Herstellung lungengéangiger CF-Faserproben in einem Laborreaktor entwickelt und flr
toxikologische Untersuchungen bereitgestellt.

Die Tatigkeiten im AP 2 am ITC waren in folgende drei Teilpakete untergliedert:

« Methodenentwicklung
e Laboruntersuchungen zum thermischen Abbauverhalten
e Untersuchungen realer Proben

Die wesentlichen Ergebnisse dieser Teilpakete werden im Folgenden dargestelit.
Methodenentwicklung

Die im CFC-Projekt ausgewahlten und zu untersuchenden CF wurden in AP 1 anhand
verschiedener Kriterien bestimmt, wie Marktrelevanz, Anwendungsbereich, aber auch Einsatz
des Fasertyps im Partnerprojekt CarboBreak.

Die ausgewahlten, sieben Projektfasern unterschieden sich deutlich voneinander hinsichtlich
des Durchmessers sowie deren mechanischen Fasereigenschaften. Hinzu kommt, dass fur
einige der ausgewahlten CF nur unzureichende Informationen bezliglich der Beschlichtung
vorliegen.

Die Inbetriebnahme diverser Gerate sowie die zugehoérige Entwicklung von Methoden erfolgte
wahrend der Projektlaufzeit an verschiedenen, kommerziell verfligbaren Variationen einer
PAN-basierten CF. Variationen dieser Faser sind kommerziell verfligbar und unterscheiden
sich hinsichtlich ihrer Lange, bzw. Schlichte, sodass gezielt verschiedene Parameter variiert
und gleichzeitig Wechselwirkungen mit anderen Einflussfaktoren ausgeschlossen werden
konnten.

Wesentliche im Rahmen des CFC-Projekts entwickelte Methoden sind die homogene und
reproduzierbare Herstellung von CF-Proben fur nachfolgende Untersuchungen sowie deren
Charakterisierung und Quantifizierung, wofiir eine komplexe Prozesskette entwickelt und
validiert wurde (siehe Abbildung 1).
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Abbildung 1: Prozesskette zur Zerkleinerung von Carbonfasern in einer Planetenkugelmiihle, sowie zur
Charakterisierung der Mahlproben inkl. wesentlicher Prozessschritte.

Zur Herstellung von homogenen, reproduzierbaren CF-Proben wurden Projektfasern handisch
auf eine Lange von etwa 10 mm zugeschnitten und anschlieend optional in einem Muffelofen
unter Stickstoffatmosphare entschlichtet. Nachfolgend konnte eine Zerkleinerung in einer
Planetenkugelmihle bei ausgewahlten Mahlparametern (Sonnenraddrehzahl und Mahldauer)
erfolgen. Fur die statistische Auswertung der CF-Mahlproben stellte sich eine Suspension des
Mahlguts in Wasser unter Zugabe eines geeigneten Tensids als zweckmafig heraus. Von
solchen Suspensionen konnten lichtmikroskopische Aufnahmen unter Berucksichtigung einer
statistisch ausreichenden Anzahl an Objekten (Fasern und Partikeln des Mahlguts) erstellt
werden, welche anschlieend mittels einer konventionell erhaltlichen automatisierten
Bildauswertesoftware analysiert wurden. Dabei wurden (ber die Generierung eines
Binarbildes und einer anschliefenden Blobanalyse die Objekte gezahlt und vermessen. Mittels
einer weiterfihrenden geometrischen Beschreibung und Darstellung der Ergebnisse des
Kollektives mithilfe eines selbst erstellten Excel-Makros konnte einerseits der Anteil an
faserformigen (L/D >3) bzw. an partikularen Objekten (L/D <3) bestimmt werden,
andererseits war die Bestimmung des Anteils an Fasern mit einer Geometrie nach WHO-
Kriterium (L 25 um; D <3 uym, L/D = 3) bezogen auf die Gesamtzahl der Objekte, bzw. der
faserformigen Objekte mdglich.

Laboruntersuchungen zum thermischen Abbauverhalten

Miteinander vergleichbare Untersuchungen zum thermischen Verhalten der CF-Projektfasern
in sauerstoffhaltiger Atmosphare (Luft) setzen die Entwicklung und Validierung von Methoden
zur reproduzierbaren Zerkleinerung sowie Charakterisierung gemahlener CF-Proben voraus.
Diese Methoden wurden Uber die Projektlaufzeit entwickelt und zunachst
thermogravimetrische Untersuchungen zum Einfluss von Beschlichtung und Fasergeometrie
an einer Modellfaser durchgefihrt.

Voruntersuchungen

Zur Bestimmung des Einflusses der Fasergeometrie auf das thermische Abbauverhalten von
CF wurden Proben, die mittels der Planentenkugelmihle zerkleinert wurden, mit zwei
kommerziell verfugbaren CF-Fasermehlen verglichen. Um bei den Messreihen einen
Schlichteeinfluss auszuschlie®en, wurden unbeschlichtete und gemahlene CF des Herstellers
verwendet, bzw. die vom Hersteller auf 6 mm geschnittenen, schlichtefreien CF in der
Planetenkugelmihle gemahlen. Die Proben wurden anschlieRend lichtmikroskopisch bei einer
500-fachen Vergrélerung aufgenommen und entsprechend dem Vorgehen nach Abbildung 1
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charakterisiert.

Diese Untersuchungen zeigten, dass bei kommerziell erhaltlichen, gemahlenen CF der WHO-
Anteil vernachlassigbar ist. Bei den am ITC in der Planetenkugelmihle gemahlenen Proben
wurden hingegen signifikante Anteile von WHO-Fasern, als auch partikularer Objekte bezogen
auf alle vermessenen Objekte bestimmt.

Nachfolgende thermogravimetrische Analysen der Proben zeigten deutliche Unterschiede
bezlglich der charakteristischen Temperaturen, wie Abbaubeginn und Temperatur des
vollstandigen Umsatzes sowie der Reproduzierbarkeit fur die vier untersuchten gemahlenen
CF.

Die Ergebnisse zeigen, dass sich das prinzipielle Verhalten der kommerziell verfigbaren
gemahlenen CF und der mittels der Planetenkugelmuhle gemahlenen CF hinsichtlich des
Abbauverhaltens und der Reproduzierbarkeit sehr ahnlich verhalten. Dies bedeutet, dass die
Planetenkugelmuhle geeignet ist bezlglich einer Probenaufbereitung, flr die nachfolgenden
toxikologischen Untersuchungen.

In einer weiteren Messreihe in synthetischer Luft bei einer Heizrate von 10 K/min wurde
anhand einer Modellfaser gepruft, ob deren Beschlichtung einen Einfluss auf das thermische
Abbauverhalten hat, was beispielsweise durch eine oxidierende Wirkung freiwerdender
gasférmiger Abbauprodukte der Schlichte beeinflusst werden konnte. Um bei den
Untersuchungen einen zusatzlichen Geometrieeinfluss zu vermeiden, wurden CF mit einer
Lange von 3 mm verwendet und in einem Muffelofen unter Stickstoffatmosphare pyrolytisch
entschlichtet. Die so hergestellten, rezyklierten Faserproben (rCF) wurden nachfolgend in
synthetischer Luft analog zu den beschlichteten CF-Proben behandelt (siehe Abbildung 2).
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Abbildung 2: Temperaturabhédngige Massenabnahme der verschieden beschlichteten Carbonfasern (jeweils

schwarz) und der zuvor in Stickstoff pyrolysierten Carbonfasern (jeweils farbig).

Der temperaturabhangige Abbau der pyrolysierten Carbonfasern (rCF) zeigte keine
wesentlichen Unterschiede zum Verhalten der jeweils beschlichteten CF. Zur Uberpriifung, ob
durch die Vorbehandlung in Stickstoff sauerstoffhaltige Zersetzungsprodukte der Matrix einen
Angriff auf die CF verursachen, wurden Proben vor und nach der Entschlichtung bei 480 °C in
Stickstoffatmosphare rasterelektronenmikroskopisch untersucht. Als Referenz wurden CF
ohne Schlichte analog behandelt und charakterisiert (siehe Abbildung 3).
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Epoxidharz Polyurethan Ohne Schlichte

unbehandelt

In N, vorbehandelt

Abbildung 3: Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen von Carbonfasern mit Schlichte aus
Epoxidharz (links), Polyurethan (mitte) sowie unbeschlichteten Referenzfasern (rechts), jeweils vor (oben) und nach
(unten) thermischer Behandlung in Stickstoff zur Entschlichtung bei einer Endtemperatur von 480 °C.

Bei keiner der untersuchten Proben konnte ein Faserangriff nachgewiesen werden. Somit
kann fir diese CF eine Beschadigung durch Abbauprodukte der Schlichte weitgehend
ausgeschlossen werden. Dies bedeutet, dass eine zusatzliche Aufbereitung der CF-
Materialien bezuglich der Schlichte sowie deren aufwandige Charakterisierung nicht
erforderlich ist.

Thermogravimetrischer Abbau von CF in Luft

Die thermogravimetrischen Untersuchungen der Projektfasern fanden am ITC in synthetischer
Luft statt, wobei die Fasern unterschiedlich aufbereitet wurden, was insbesondere deren
Zerkleinerung betrifft. Bei den TG-Analysen wurden die Proben auf eine Temperatur von
1100 °C erhitzt, wobei zwei Heizraten von 10 K/min und 30 K/min untersucht wurden. Jede
Faser wurde dreifach bestimmt und Abbildung 4 zeigt den Faserabbau als Mittelwerte mit
zugehdriger Standardabweichung. Der Abbau der Schlichten bei Temperaturen unterhalb von
500 °C ist nicht dargestellt, da aufgrund ungenligender Datenverfugbarkeit zur
Zusammensetzung der Schlichte, bzw. deren Anteilen daraus keine Ergebnisse gewonnen
werden konnten.
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Abbildung 4: Temperaturabhéngiges Abbauverhalten der Projektfasern bei einer Heizrate von 10 K/min (links)

und 30 K/min (rechts) in synthetischer Luft.

Alle Fasern schienen bei den untersuchten Bedingungen mit einem einstufigen Mechanismus
abgebaut worden zu sein, wobei sich bei den verschiedenen Heizraten deutliche Unterschiede
bezlglich charakteristischen Temperaturen (Abbaubeginn, Temperatur des vollstdndigen
Abbaus) sowie der Abbaugeschwindigkeit zeigten. Generell verschob sich der Faserabbau bei
einer hdheren Heizrate hin zu hdéheren Temperaturen bei gleichzeitiger Reduktion der
Abbaugeschwindigkeit, was an den flacheren Verlaufen der Kurven erkennbar ist.

Bei beiden Messreihen wurde diejenige Faser am schnellsten abgebaut, welche mit Abstand
die hochste Zugfestigkeit der Projektfasern aufwies (PAN-CF 2), was darauf hindeuten kann,
dass diese Faser unter Bedingungen hergestellt wurde, die sich von denen der anderen
Fasern unterscheidet und eine andere Faserstruktur vorliegen kénnte. Diese Faser wies
allerdings auch einen deutlich niedrigeren Durchmesser als die weiteren Projektfasern auf,
sodass dieser Einfluss nicht ausgeschlossen werden kann.

Die pechbasierte Carbonfaser (Pech-CF) wurde am langsamsten abgebaut, wobei diese den
groften Durchmesser aller CF im Projekt aufwies. Daher kann auch hier aktuell keine
abschlielende Aussage darlUber getroffen werden, was die primare Ursache fir den
langsameren Abbau war.

Homogene und reproduzierbare Herstellung lungengangiger Faserproben

Zur Herstellung thermisch beanspruchter CF flir weiterfiihrende Untersuchungen wurde
zunachst ein Muffelofen eingesetzt, wo jedoch keine homogene Probenbeanspruchung
gewabhrleistet werden konnte. Daher wurde ein beheizter, vertikal betreibbarer Rohrofen
(Abbildung 5) als Alternative zum Muffelofen fir weitere Untersuchungen eingesetzt. Dieser
kann sowohl als Wirbelschicht mit einem aufwarts gerichteten Gasstrom, als auch nach dem
Prinzip eines Festbettreaktors betrieben werden, wo der Gasstrom von unten oder von oben
in den Reaktor geleitet werden kann.




Abschlussbericht CFC-Projekt Carbon Fibre Cycle

P‘it

e

eeeodCs ._.-o"-"

——

Abbildung 5: Fiir das Projekt eingerichtetes CF-Labor zur thermischen Beanspruchung von Carbonfasern mit
speziellen HEPA-Abziigen (links), sowie Detailaufnahme des vertikal durchstrémten Rohrreaktors (rechts).

Der fir Temperaturen von bis zu 1.100 °C einsetzbare Rohrreaktor als Festbett kann mit
verschiedenen Gasen oder Gasmischungen betrieben werden, beispielsweise mit N,
Mischungen aus O2/N2 oder Mischungen aus CO2/N.. Mittels Gasanalysatoren werden die
Konzentrationen an CO., CO und O erfasst, was eine Bilanzierung des Reaktors ermdglicht.

Die Inbetriecbnahme des Reaktors umfasste die Messung der hohenabhangigen
Temperaturverteilung, der ein- und austretenden Massenstréome sowie eine Prifung der
Eignung der Apparatur fur verschiedene Faserarten (u. a. Schlichte, Geometrie, Masse).

In anschlieRenden Untersuchungen wurden die optimalen Prozessparameter zur
reproduzierbaren Herstellung thermisch beanspruchter CF mit einer moglichst homogenen
Langenverteilung und einem hohen Anteil an WHO-CF ermittelt. Diese Methode wurde, inkl.
der Parameter der Fasermahlung und —charakterisierung an die folgenden Arbeitspakete fur
die toxikologischen Untersuchungen im Expositionssystem Ubergeben.

Weiterhin wurden vier der Projektfasern im Rohrreaktor untersucht. Hierbei lagen die Ziele auf
einem direkten Vergleich des Faserverhaltens bei hohen Einsatzmengen im Vergleich zu den
Untersuchungen mittels Thermowaage. Dabei wurden CF mit einer Lange von etwa 3 cm
eingesetzt und Einflisse von eingesetzter Menge, Temperatur und des Luftvolumenstroms
untersucht. Abbildung 6 zeigt beispielhaft die Massenabnahmen bei Variation des
Luftvolumenstroms und der eingesetzten Masse an CF bei einer Reaktionstemperatur von
800 °C.
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Abbildung 6: Zeitabhdngige Massenabnahme einer Projektfaser unter Variation von Einwaage und

Gasvolumenstrom von 2 L/min (links) und 4 L/min (rechts) in synthetischer Luft bei einer Reaktionstemperatur von
800 °C.

Auffallig ist, dass bei den Versuchen eine Restmasse von etwa 15 — 20 % verblieb, was nicht
abschlie3end erklart werden konnte. Méglicherweise ist die Faserschiittung an einigen Stellen
frihzeitig vollstéandig oxidiert, sodass das nachfolgend durchstrémende Gas unzureichenden
Kontakt zu den ubrigen CF hatte und deshalb keine weitere Oxidation erfolgen konnte.
Generell zeigten die untersuchten CF deutliche Unterschiede in Art und Ausmal} des
thermischen Angriffs (siehe Abbildung 7).

Abbildung 7: REM-Aufnahme von thermisch fiir 20 min bei 800 °C in einem Luftvolumenstrom von 2 L/min
beanspruchten Projektfaser. (1) zeigt scheinbar unbeanspruchte CF; (2) zeigt CF mit Lochfral3; (3) stellt CF mit
potentieller Durchmesserabnahme dar; (4) zeigt CF mit einer Kombination von potentieller Abnahme des
Durchmessers und Lochfral3; (5) zeigt gebildetes Gewebe und (6) sehr stark beanspruchte CF.
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Bewertung der Ergebnisse

Das Arbeitspaket 2 des CFC-Projekts konnte innerhalb der Projektlaufzeit erfolgreich
abgeschlossen werden.

Wesentliche Arbeiten umfassten die Methodenentwicklung zur Faserzerkleinerung inkl. deren
Charakterisierung unterschiedlichster Proben. Eine Methode zur Herstellung reproduzierbarer
und homogener lungengangiger Faserproben fiir toxikologische Untersuchungen wurde
entwickelt. Hierbei gilt, dass sich die im CFC-Projekt zu untersuchenden Carbonfasern
(Projektfasern) hinsichtlich Geometrie, Eigenschaften und Schlichte deutlich voneinander
unterscheiden und daher Methoden der verschiedenen Untersuchungen, die an einer Faser
entwickelt wurden, nicht generell auf anderen Projektfasern Ubertragen werden konnten und
aufwandige Methodenentwicklungen und -anpassungen flir alle Projektfasern notwendig
waren.

Diese Problematik wurde bei der Antragstellung unterschéatzt, allerdings konnte dafiir nétiges
Fachwissen zur Aufbereitung und Messung der Carbonfasern auch durch Teilnahme an
Weiterbildungsveranstaltungen, Konferenzen sowie durch einen Austausch mit Experten aus
verschiedenen Fachbereichen aufgebaut werden.

AP4: Bereitstellung lungengangiger CF

Basierend auf den Erkenntnissen aus AP2 wurden fiir die ausgewahlte Carbonfaser je eine
Behandlungsroutine flr die mechanische Vorbehandlung und eine fur die mechanisch-
thermische Vorbehandlung der Carbonfaser entwickelt, wobei der Fokus bei der
Routinenentwicklung darauf lag, zum einen einen relevanten Anteil von WHO-Fasern im
Produkt zu erhalten, zum anderen muissen die Proben fur die Aerosolerzeugung geeignet sein.
Diese Routinen wurden genutzt, um in ausreichender Menge Probenmaterial von ca. 10 g pro
Experiment fur die toxikologischen Untersuchungen an der Gas-Flissigkeits-Grenzschicht
bereit zu stellen.
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vorbehandelter Carbonfasern fiir die ALI-Tox-Untersuchungen

Dosierung der Fasern mit Aerosolgeneratoren

Die Dosierung von Fasern in eine Gasphase ist bisher unzureichend entwickelt und hierzu
liegen noch wenige Erfahrungen in der Literatur vor. Entsprechend wenige Verdffentlichungen
stehen zur Verfligung, wobei diese sich im Prinzip auf die Methode der Wirbelschicht in zwei
verschiedenen Bauformen beschranken (Myojo 1983; Prenni et al. 2000; Carpenter et al.
1981; Carpenter et al. 1983).

Die kommerzielle Bauform dieser Generatoren, der Wirbelbett-Aerosolgenerator Typ 3400A
des Herstellers TSI Inc., USA, ist aufgrund regulatorischer Beschrankungen in der
Europaischen Union nicht erhaltlich.

Des Weiteren kam bei Inhalationsversuchen mit Fasern der BIA ein Trockendispergierer auf
Basis einer Injektordise Uber einem Dosierband zum Einsatz (Muhle et al. 1998). Ein auf
diesem Prinzip basierendes Gerat ist von TSI Inc., Aachen, und Topas GmbH, Dresden,
baugleich als Typ 410 erhaltlich. Dieses Gerat entspricht dem Ausflhrungsbeispiel 7.2.2 der
VDI-Richtlinie 3491 (VDI-Richtlinie 3491 - 3).

Im Rahmen dieses Projekts wurden bezlglich Verfugbarkeit zwei Typen von
Aerosolgeneratoren getestet:

Der Burstendosierer RBG1000, Palas GmbH, ebenfalls nach VDI-Richtlinie 3491,
Ausflhrungsbeispiel 7.2.3. Ein Test mit gemahlenen PAN-Kurzfasern mit einer nominellen
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Lange von 150 um, zeigte sich zwar beim Stopfen ganz gut, allerdings wurde danach nichts
dosiert. Die gesamte Fasermasse war nach Beendigung des Versuchs zusammengeschoben
und in die Freirdume an der Burste gepresst worden. Experimente mit Fasern, die den WHO-
Kriterien entsprechen, sind nicht mehr durchgeflhrt worden, da nach dem Mahlprozess das
Material noch starker flieRt und noch weniger zu stopfen ist

Der Dosierer mit Injektordise Uber segmentiertem Band, Typ 410L von TSI: Das Aerosol
entsteht in diesem Generator, indem in der Dispergierdise nach ISO 5011 die Forderluft an
der Dusenbohrung einen starken Unterdruck erzeugt und dadurch den Feststoff aus den
Kammern eines umlaufenden Férderzahnriemens ansaugt.

Als parallele Aerosolquelle kommt die von Projektpartner Vitrocell gefertigte Trennmaschine
zur mechanischen Bearbeitung von carbonfaserverstarkten Kunststoffen zum Einsatz. Auch
dieser Apparatur ist im neu ausgerusteten Labor aufgestellt, das tber eine Abzugshaube
verflgt, die ebenfalls am HEPA-H13-Filter des Abzugs angeschlossen ist. Dieses Labor ist nur
durch eine Trennwand von dem Labor getrennt, in dem das Expositionssystem untergebracht
ist.

Experimenteller Ablauf und Auswertung

Nach Abschluss der Methodenentwicklung und —Optimierung stellt sich der Versuchsaufbau
wie in Abbildung 9 abgebildet dar:

Im Faserbereich des zweigeteilten Labors befinden sich im Abzug der Dosierer sowie der
Verweilzeitbehalter. Die in blau dargestellten Aerosolleitungen flihren von dort tiber die CFK-
Trennmaschine zur Durchfiihrung in den Zellexpositionsbereich des Doppellabors und dort
weiter zum Expositionssystem. Kurz vor der Durchfihrung wird das Aerosol der
Trennmaschine Uber ein T-Stlck auf die gleiche Zuleitung geflihrt und tber Kugelhdhne
kénnen beide Aerosolquellen wahlweise zu- oder abgekoppelt werden.
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Abbildung 9 Gesamtaufbau flir Faseraerosoluntersuchungen an der Gas-Fliissigkeits-Grenzschicht im

zweigeteilten Faser-Tox-Labor (Ansicht von oben).

Nach der Durchfiihrung befinden sich im Expositionsbereich des Labors die verschiedenen
Probenahmen bzw. Analysemethoden (in griin dargestellt) fur die Untersuchungen.

Das Gesamtaerosol wird vor dem PMyqo-Inlet des Expositionssystems mittels
Kaskadenniederdruckimpaktors DLPI klassiert und auf Aluscheiben Proben abgeschieden.
Nach dem PM1o-Inlet wird das Aerosol im Expositionssystem auf 85 % relative Feuchte und
37°C erwarmt. Vom Reaktor wird ein Probenstrom zum Streulichtpartikelanalysator welas der
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Firma Palas GmbH geflihrt, der den kompletten Versuch tberwacht.

Aus dem Reaktor werden mittels Sonden die Aerosolstrome den einzelnen
Expositionskammern zugefihrt. In diesen kénnen je nach Art des Experiments Transwell-
Membran-Einsatze, TEM-Grids oder Schwingquarzmikrowaagen (QCM) mit den
deponierenden Fasern und Faserfragmenten beladen werden.

Nach Beendigung des Experiments werden die Analysen der gewonnenen Proben je nach Art
des Experiments, Dosimetrie- oder Toxikologieuntersuchungen, wie folgt durchgefihrt:

o Nach Toxikologie-Experimenten werden die Transwell-Membran-Inserts mit den
Zellkulturen sowie ihr Zellkulturmedium im Rahmen von AP5 am IBCS-BIP und IAB
bezlglich biologischer Antworten weiter behandelt und ausgewertet.

o Nach Dosimetrie-Experimenten werden die Transwell-Membran-Inserts entnommen,
die Membranen ausgeschnitten und nach der in Abbildung 10 zusammengefassten
Methode am ITC analysiert.

Proben aus Aerosol
oder Expo
It |
Beladener Filter / Mikroskopie der Suspension der Fasern Mikroskopie der
Membran \_ Filter/Membranen )/ in H,0+Tensid Suspension

Originalaufnahme Bin&rbild Vermessung und Auswertung

R L Geoditische Linge, um

Bildanalyse mit Fibreshape /

Abbildung 10 Untersuchungsmethode fiir Faserbeladene Membranen oder Filter.

Die Schwingquarzmikrowaage QCM, bzw. eQCM bei der Verwendung eines elektrischen
Felds, zeichnet die Massenbeladung wahrend des Experiments in pg/cm? auf. Dieses Signal
wird nach dem Experiment beziiglich der mittleren Steigung als Dosisrate ausgewertet und zur
Dosisberechnung verwendet.

Erganzend wurde in einem Experiment gezeigt, dass die Beladung von TEM-Grids in der
Kammer zwar funktioniert, die Fasern aber zu gro3 sind, um im
Transmissionselektronenmikroskop aussagekraftige Aufnahmen erzeugen zu kénnen.

Bestimmung der applizierten Dosis
Online-Dosismessung mit der Schwingquarzmikrowaage

Bei der Schwingquarzmikrowaage (englisch ,Quartz Crystal Microbalance®, kurz QCM)
handelt es sich um eine in friiheren Projekten etablierte Apparatur zur Online-Aufzeichnung
der deponierten Massen an der angestromten Grenzschicht bzw. angeordneten Oberflache
(Mulhopt et al. 2008; Milhopt et al. 2014; Milhopt et al. 2009). Diese Technologie kam bis zu
diesem Projekt nur fur partikel- und trépfchenférmige Aerosole zur Anwendung, der Einsatz
bei faserférmigen Aerosolen, insbesondere Carbonfaser-Aerosolen, ist neu.

12
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Abbildung 11 Links: Signal zweier Schwingquarzmikrowaagen in ng/cm? aufgezeichnet (ber ein

Expositionsexperiment von 1 h Dauer. Rechts: Digitalmikroskopie der Goldelektrode auf einem faserbeladenen
Schwingquarz.

Wie in Abbildung 11 zu sehen, bildet die QCM Uber die Dauer des Experiments eine stabile
Beladung der Oberflache mit eine konstanten Dosisrate ab. Flr eine zusatzliche Absicherung
der Dosis wurde der Quarzkristall mit der beladenen Goldelektrode im Digitalmikroskop
untersucht. Zum einen war die Beladungszeit zu hoch, um die Aufnahmen auswerten zu
kénnen, aber auch mit geringeren Beladungen wird diese Methode hier nicht anwendbar sein,
da die Riefen in der Goldelektrode als Fasern fehlinterpretiert werden und damit die
Auswertung stark verfalschen.

Auswertung der Mikroskopie-Aufnahmen

Die Auswertung der Mikroskopie-Aufnahmen erfolgt zuerst mit FibreShape und im Anschluss
die der damit gewonnenen Werte mit einem im Projekt erstellten Excel-Makro. Die dabei
angewendeten Einstellungen und Routinen sind im Rahmen der Methodenentwicklungen in
Arbeitspaket 2 entwickelt und dort dargestellt worden.

Wie bereits im Kapitel ,Experimenteller Ablauf und Auswertung“ dargestellt, werden zwei
grundlegende Experimentarten bei den Untersuchungen an der Gas-Flussigkeits-
Grenzschicht unterschieden:

o Dosimetrieuntersuchungen mit Transwell-Kulturschalen, bei denen nur die Membranen
exponiert und anschlieffend bezlglich der darauf abgeschiedenen Fasern untersucht
werden.

o Toxizitatsmessungen mit Zellkultursystemen, die nach der Exposition bezuglich der
biologischen Antworten, die durch die Fasern induziert werden, analysiert werden.

Im Folgenden werden vor allem die Ergebnisse der Dosimetrieuntersuchungen vorgestellt, da
die biologischen Ergebnisse Gegenstand des AP5-Berichts sind.

Dosimetrieuntersuchungen an gemahlenen Fasern

Begleitend zu den ALI-Untersuchungen mit den verschiedenen Zelllinien fur AP 5 werden fur
die Fasern und die verschiedenen Vorbehandlungsmethoden Dosisuntersuchungen ohne
Zellkulturen auf den Membranen durchgefiihrt. Im Folgenden werden die stellvertretenden
Ergebnisse eines Experiments mit gemahlenen Fasern dargestellit.
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Abbildung 12 Massenbeladung des DLPI iiber den aerodynamischen Nenndurchmessern der 13 Stufen

Das Aerosol wurde wie beschrieben mit dem DLPI beprobt. Die Massenverteilung Uber die
Stufen des DLPI zeigt, dass die Fasern alle im inhalierbaren Bereich liegen (Abbildung 12).
Die einzelnen Stufen wurden im Nachgang mikroskopisch auf die Fasergeometrie untersucht.

Die wahrend des Experiments beladenen Membranen der Transwell-Kulturschalen wurden
ebenfalls mikroskopisch untersucht, es ergibt sich fur jede der 9 beladenen Membranen eine
Faserdurchmesser-Langen-Verteilung, die in aerodynamische Aquivalentdurchmesser
umgerechnet werden kann. In Abbildung 13 sind flir jede der mdglichen Depositionsarten,
ohne elektrischem Feld, also rein diffusiv, oder mit elektrischem Feld von zwei
unterschiedlichen Feldstarken, das Ergebnis einer Membran gegenubergestellt.
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Abbildung 13 Anzahlverteilung der auf den Membranen deponierten Fasern. Links Modul B: diffusiv beladen;
Mitte Modul C: elektrisches Feld mit einem Potential von 750 Volt; Rechts Modul C: elektrisches Feld mit einem
Potential von 1500 Volt;

Auch die QCM-Signale zeigen Unterschiede zwischen den Modulen bzw. insbesondere eine
schlechtere Deposition auf der eQCM, also der Schwingquarzmikrowaage mit elektrischem
Feld Abbildung 13). Um an einer Schwingquarzmikrowaage ein elektrisches Feld anlegen zu
kénnen, muss die potentialfihrende Elektrode, die in den anderen Expositionskammern unter
bzw. in der Zellkultur, also von unten angeordnet ist, gegeniber dem Sensor der QCM, also
oben angebracht werden. Dies fihrt zu einer anderen, aufwandigeren und geschlossenen
Geometrie des zuflhrenden Inlets, was zu erhdhten Verlusten in den Aerosolinlets fihren
kann. Diese Vermutung wurde durch eine mikroskopische Analyse der Waschfllssigkeit nach
der Reinigung der Inlets bestatigt.
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Abbildung 14 Dosissignal an den Schwingquarzmikrowaagen ohne (B und C) und mit (eQCM) elektrischem
Feld

Da in den ersten Expositionsexperimenten mit Zellkulturen mit ausschlieRlich diffusiv
beladenen Kulturen bereits gute Ergebnisse erzielt werden, wurde bei den toxikologischen
Untersuchungen auf das Anlegen elektrischer Felder und damit der verlustreichen eQCM-
Inlets verzichtet.

Dosimetrieuntersuchungen an gemahlenen und thermisch behandelten Fasern

Die im Rohrofen thermisch vorbehandelten Fasern wurden der gleichen Mahlbehandlung
unterzogen wie die rein mechanisch behandelten. Nach der Mahlung wurde die Probe als
Ausgangsmaterial fiur das Aerosolexperiment mittels Digitalmikroskopie analysiert. Der
Groldteil der erkannten Fasern hat eine Lange von 3 um, auch langere Fasern, die die WHO-
Kriterien erflillen, sind nachweisbar.

Abbildung 15 Gegenliberstellung zweier reprasentativer REM-Aufnahmen von Carbonfasern, die im ALI-
Expositionssystem auf Membranen deponiert wurden. Links: mechanisch behandelte CF. Rechts: thermisch-
mechanisch behandelte CF

Das Aerosol wurde mittels DLPI charakterisiert, auch hier zeigt sich der groRe Anteil von
Fasern im Bereich um die 3 ym. Es konnten Fasern auf den Stufen 9 bis 13 nachgewiesen
werden.
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Die exponierten Membranen zeigen unter dem Mikroskop, dass nahezu alle deponierten
Fasern den WHO-Kriterien entsprechen und damit fir die Toxizitatsuntersuchungen gut
geeignet sind. Zwischen den diffusiv und denen in Kammern mit elektrischem Feld beladenen
Membranen sind Unterschiede in der Dosis zwischen 0 und 750 Volt zu erkennen, wobei aber
die héhere Feldstarke wieder zu ahnlichen Zahlen wie die diffusive Beladung (0 Volt) fuhrt.
Hier besteht noch Untersuchungsbedarf.

Zusammenfassend ist ein mehrstufiger Prozess entwickelt worden, in dem reproduzierbar
Faseraerosole aus Endlosfasern erzeugt und charakterisiert werden kénnen. Dabei werden
die Endlosfasern von der Rolle geschnitten, die geschnittenen Fasern ggf. im Rohrofen
thermisch vorbehandelt und die Probe danach gemahlen (Abbildung 16).

Cha rakterisierung Bildanalyse von Digitalmikrografien
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Abbildung 16 Faserbehandlungsprozess von der Endlosfaser bis zum Aerosol im Expositionssystem.

Wahrend eines ALI-Experiments wird die vorbehandelte Faserprobe mit dem Banddosierer in
die Aerosolphase gebracht und dem Expositionssystem zugefiihrt. Die Charakterisierung des
Aerosols erfolgt mittels Streulichtmessgerat welas und einem Kaskadenniederdruckimpaktor.
Die aus beiden Methoden gewonnenen Ergebnisse werden mit den Ergebnissen aus der
umfassenden Bildanalyse der exponierten Membranen verglichen.

Diese Methoden wurden bei den Toxizitdtsexperimenten mit WHO-Faseraerosol auf den
Kokultursystemen angewendet und die Dosisdaten fir das AP5 ermittelt.

Tabelle 1 Applizierte Dosen wéhrend der ALI-Expositionsuntersuchungen in APS.
Mechanisch Termisch-mechanisch
behandelte CF behandelte CF
Welas Cn 1/cm? 2,7E+6 £ 8,9E+5 8,80E+6 + 3,8E+6
Bildauswertung QCM Hg/cm? 25+29 44146
Steigung QCM Mg/cm? 70+1,3 6,6 +2,0
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Cn (gezdhlte Fasern auf  1/cm? 4934 + 2795 3391 £+ 3895
QCM aus Mikroskopie)

Faserdurchmesser d.e um 7,0+3,2 58+1,8
@ Mahlung

Faserdurchmesser d.. Hm 3,7+0,9 49+0,5
@ Expo

P D N
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Abbildung 17 Faserbehandlungsprozess von der Endlosfaser bis zum Aerosol im Expositionssystem.

Dosis der Fasern aus der Trennmaschine

In enger Kooperation mit dem Projektpartner Vitrocell wurde die Trennmaschine fir CFK in
das System eingebunden und ebenfalls als Aerosolquelle untersucht. Aufgrund der geringen
Materialverfliigbarkeit konnten nur einzelne Experimente durchgefiihrt werden, die
systematische Testung von freigesetztem Material mit Zellkulturen konnte nicht mehr
durchgefihrt werden, da auch die erzielbaren Dosen viel zu niedrig waren.

€ 10E+02 15
E“" -‘5‘%"#‘*‘.‘“\.‘,
c ; .:-' = 14
£ 1,0E+01 2 .. £
g “% 2
t : i 5 o
£ 1,0E+00 : e
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]
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Abbildung 18 Links: AnzahlgréBenverteilung des Trennmaschinenaerosols im Expositionssystem. Rechts:
Dosisaufzeichnung (ber ein 1-h-Experiment mittels Schwingquarzmikrowaage QCM.
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Abbildung 19 CFK-Aerosol im Expositionssystem. Links: REM-Aufnahme von deponierten Fragmenten aus
Kunststoff und Carbonfaser. Rechts: Absolute Anzahlen von Fragmenten auf der Membran, mittels
Digitalmikroskopie ermittelt.

Zusammenfassend lasst sich sagen:

e Es werden sehr niedrige Konzentrationen von Partikeln und Fasern freigesetzt (~10?
1/cm3)

e Dies spiegelt sich in den niedrigen QCM-Signalen und Anzahlen deponierter Fasern
(Auswertung Digitalmikroskopie) wider.

o Die REM-Aufnahmen zeigen, dass die deponierte Fraktion von Kunststoffpartikeln
dominiert wird, aber auch einige Faserfragmente zu finden sind.

o Aufgrund der Schwierigkeiten, an der Trennmaschine mit der diinnen UMS-40-Platte,
wurde durch IVW die Platte gedoppelt und verdickt. Durch diese Prozedur stand somit
nur noch wenig Probenmaterial zur Verfiigung.

o FUr Toxizitatsstudien hatten die Expositionszeiten deutlich erhéht werden miussen,
hierfir waren weitere sonderangefertigte Platten nétig gewesen was aber im Rahmen
des Projekts zeitlich nicht mehr moglich war.

e Die Trennmaschine ist ein geeignetes Tool um die Bearbeitung von CFK und
ahnlichem zu simulieren.

Insgesamt qilt fir AP4, dass es erfolgreich bearbeitet wurde. Es konnten reproduzierbar
Aerosole mit einem relevanten Anteil an inhalierbaren Carbonfasern erzeugt werden, die
geeignet waren, auf den Zellkultursystemen deponiert zu werden. Die Dosis konnte gut
ermittelt werden und in Kooperation mit den Partnern Vitrocell Systems GmbH und Palas
GmbH konnten die umfangreichen Experimente des AP5 mit den biologischen Instituten |1AB
und IBCS-BIP bearbeitet werden. Mit den entwickelten Geraten und Methoden kdnnen in
Zukunft systematische Untersuchungen zur Toxizitdt von CF in Abhangigkeit ihrer
Eigenschaften und Vorbehandlung durchgefiihrt werden.

AP5: Toxikologische Untersuchung lungengéangiger CF

Ziel der biologischen Arbeiten des IBCS-BIP, in Kooperation mit KIT-IAB (Institut fur
Angewandte Biowissenschaften), war die Erstellung eines umfassenden Toxizitatsprofils der
zu untersuchenden CF Fragmente in Zellkultursystemen, die relevant fur die Lunge sind
(humane Epithelzellen, Makrophagen, Fibroblasten). Die Exposition erfolgte in einem Air-
Liquid Interface (ALI) System, welches die Situation in der Lunge realistischer abbildet (1). Als
Endpunkte wurden Zytotoxizitat und Proliferation sowie inflammatorisches, fibrotisches sowie
gentoxisches Potential betrachtet. Alle Arbeiten am KIT-IBCS erfolgten hinsichtlich der
biologischen Endpunkte in Abstimmung mit KIT-IAB, hinsichtlich der ALI Exposition mit KIT-
ITC sowie mit der Fa. Vitrocell.
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Die in diesem vorliegenden Bericht prasentierten Ergebnisse beziehen sich ausschlieRlich auf
die durch KIT-IBCS-BIP durchgefuhrten Analysen, weshalb auf die jeweiligen
Zwischenberichte von KIT-ITC und KIT-IAB inhaltlich verwiesen wird. Die Ergebnisse werden
hier nur kurz zusammengefasst ohne detaillierte Beschreibung der Einzelresultate, da diese
bereits in der Fachliteratur in mehreren Manuskripten publiziert wurden (im folgenden Text
wird an entsprechender Stelle auf die Publikationen verwiesen).

In Zusammenarbeit mit dem KIT-IAB wurde zunéachst ein auf alveolaren Epithelzellen (A549)
basierendes Zellsystem als Mono- und zusammen mit differenzierten Makrophagen (dTHP-1)
als Kokultur etabliert. Diese wurden gegenuber dem Referenzmaterials a-Quarz (Min-U-Sil5)
sowohl in Submers- als auch in ALI-Experimenten exponiert. Hierfur wurden in vitro Methoden
zur Untersuchung von Zyto- und Gentoxizitat, Proliferation, inflammatorischem sowie
fibrotischem Potential eingesetzt und adaptiert. Die Quarzpartikel in der A549 Monokultur
sowie in der A549/dTHP-1 Kokultur wirkten im angewandten Konzentrationsbereich nicht
zytotoxisch. Nur bei der héchsten Min-U-Sil5 Konzentration von 60 ug/cm? kam es zu einer
Membranschadigung. Auf Proteinebene wurde die konzentrationsabhangige Freisetzung des
Entziindungsmediators IL-8 nach Quarz-Exposition der A549 Mono- und mit dTHP-1 in
Kokultur nachgewiesen, wobei in Kokultur eine deutlich starkere inflammatorische Reaktion zu
verzeichnen war, was durch die synergistisch interzellulare Kommunikation der
unterschiedlichen Zelltypen erklart werden kann. Entsprechend zur Untersuchung der Vitalitat
und des inflammatorischen Potentials der Positivkontrolle, Min-U-Sil5, in klassischer
Submerskultur erfolgte die Exposition der Zellkulturen an der Luft-Flissigkeitsgrenzschicht
(ALI) an der Vitrocell® Cloud. Die Exposition der Zellen mit Quarzpartikeln am ALI erhohte
ebenfalls dosisabhangig die Freisetzung des Entziindungsmediators, wobei im Vergleich zur
submersen Kultur die ALI-Exposition bei vergleichbaren Dosen einen deutlich geringeren
Effekt induzierte. Mit diesem Expositionssystem konnte weiter die hdhere Sensitivitat der
Kokultur gegenuber der A549 Monokultur bestatigt werden, weshalb fur weiterfuhrende
Untersuchungen der biologischen Endpunkte auf den Einsatz von Kokulturen fokussiert wurde.
Parallel zur in vitro Methodenentwicklung nach Exposition mit Quarz wurden Zellkultursysteme
an der Expositionsstation von Vitrocell in Reinluftexpositionen hinsichtlich Vitalitat und
Regulation auf Genexpressionsebene untersucht. Hierbei erwies sich das auf alveoldren A549
basierende Zellmodell bezliglich Zytotoxizitat und Proliferation Gber einen Zeitraum von 24 h
als instabil. Uberdies ist auch von einer gréRenbedingten Deposition der CF im bronchialen
Bereich der Lunge auszugehen, weshalb daraufhin ein auf bronchialen Epithelzellen
basierendes Zellmodell in Reinluft-Expositionen etabliert wurde. BEAS-2B Epithelzellen in
Monokultur und in Kokultur zusammen mit dTHP-1 Zellen oder Fibroblasten sowie in einer
Triple-Kultur mit dTHP-1 und Fibroblasten zeigten nach einer 4-stiindigen Reinluft-Exposition
gefolgt von einer 20-stiindigen Nachinkubation an der Luft-Flissigkeitsgrenzschicht keinen
schadigenden Effekt auf die Zellmembranen, auch die Gesamtzellzahl blieb im Vergleich zu
entsprechenden Kontrollen konstant.

Zusammenfassend wurde die in vitro Methodenentwicklung mit lungenrelevanten
Zellkulturmodellen in Mono- und Kokulturen sowohl in Submers- als auch in ALI-Expositionen
anhand des Referenzmaterials a-Quarz erfolgreich abgeschlossen. Dabei zeigte sich in
beiden Expositionssystemen im Vergleich zu Monokulturen ein synergistischer Effekt in
Kokulturen hinsichtlich der Regulation auf Genexpressionsebene und der Sekretion des pro-
inflammatorischen Mediators IL-8, jedoch waren die Effekte nach ALI Exposition geringer. Die
Ergebnisse der Untersuchungen mit der Referenzsubstanz konnten bereits in zwei
Veroéffentlichungen erfolgreich publiziert werden (Ref. Einfugen). Ferner wurde ein bronchiales
Zellmodel in Mono, Ko- und Triplekulturen etabliert, welches sich durch seine Stabilitat in
Reinluft-Expositionen auszeichnete. Aus diesem Grund wurde das BEAS-2B Zellkultursystem
zur toxikologischen Bewertung im weiteren Projektverlauf in ALI-Expositionen mit CF-Stauben
in der optimierten Expositionsstation von Vitrocell® eingesetzt. Nach einer 1-stiindigen ALI
Exposition an der Expositionsanlage mit mechanisch vorbehandelten CF (mCF) und einer
Nachinkubation von bis zu 23 h konnte sowohl in BEAS-2B Monokulturen als auch in
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BEAS2B/Makrophagen Kokulturen kein Effekt auf die Zellvitalitat festgestellt werden. Auch
induzierte die Exposition mit mCF keine Reduktion der Gesamtzellzahl. Vielmehr konnte
innerhalb des untersuchten Nachinkubationszeitraums (1h+0h, 1h+3h und 1h+24h)
Zellwachstum festgestellt werden. Weiter wurde in BEAS-2B Monokulturen keine signifikante
Freisetzung des pro-inflammatorischen IL-8 nachgewiesen, wahrend erneut in Kokultur
zusammen mit Makrophagen eine zeitabhangige Freisetzung des Zytokins im Vergleich zu
entsprechenden Kontrollen detektiert wurde. Nach einer 1 h Exposition gegeniber mCF,
gefolgt von einer 23 h Nachinkubation, war die starkste inflammatorische Reaktion auf
Proteinebene zu verzeichnen, was zu erwarten war, da die Effekte auf Proteinebene der
Regulation auf Genexpressionsebene nachgeschaltet sind. Ob die Induktion der IL-8
Freisetzung allein auf die zellulare Reaktion der Makrophagen zuriickzuflihren ist, kann nicht
bewertet werden, da dTHP-1 Makrophagen keinen konfluenten Zelllayer ausbilden und somit
nicht unter ALl Bedingungen in Monokultur exponiert werden konnen. Es unterstreicht
allerdings die Notwendigkeit den Einfluss von zellularen Interaktionen in Kokulturen zur
toxikologischen Bewertung hinzuzuziehen und weiter zu verfolgen.

Zusammenfassend konnten Zellkulturen basierend auf einem bronchialen Zellkultursystem
erfolgreich gegenliber mechanisch behandelten Faseraerosolen in der Expositionsanlage von
Vitrocell® exponiert werden. Zeitabhangige inflammatorische Effekte wurden in Kokulturen
nachgewiesen, was den Einsatz eines Kokultursystems zur Bewertung des toxikologischen
Potentials von Fasern unterstreicht. Parallel bei gleicher CF-Dosis war allerdings keine
Wirkung auf Zytotoxizitdt sowie Proliferation zu verzeichnen. Weitere ALl Studien zu
mechanisch behandelten Fasern, die zusatzlich zuvor thermischem Stress ausgesetzt waren,
wurden in Zusammenarbeit mit dem ITC durchgefihrt und werden im entsprechenden
Abschlussbericht geschildert. Die erzielten Ergebnisse zur Etablierung der Systeme anhand
von Quarz konnten bereits in zwei Publikationen verdéffentlicht werden (2,3) und eine weitere
Arbeit zu den Wirkungen von CF wurde eingereicht (4).

APT: Projektkoordination

Im Rahmen des Arbeitspakets AP7 wurde durch das KIT-ITC die Koordination des
Gesamtprojekts betreut und das CFC-Projekt auf Veranstaltungen wie zum Beispiel dem
NanoCare-Cluster-Meeting vertreten. Nachfolgend sind alle Veranstaltungen aufgefuhrt.

Veranstaltungen:

Datum Veranstaltung Ort Rolle KIT
21.01 2019 Kick-Off-Meeting KIT-CS Ausrichter
10./11. 07 Konsortialmeeting mit Externem KIT - CN Ausrichter
2019 Beirat
26. 09 2019 NanoCare-Cluster-Meeting Frankfurt/Main Referenten
(Vortrag und 2 Poster)
30.01.2020 Konsortialmeeting VW, Referenten
Kaiserslautern
10.09.2020 Konsortialmeeting TEER, RWTH Referenten
Aachen (digital)
17.09.2020 Projektmeeting des Projektes Referenten
»CarboBreak" (Tandem-Vortrag)
26.09.2020 NanoCare-Cluster-Meeting digital Referenten
(Tandem-Vortrag)
23.02.2021 Konsortialmeeting digital Ausrichter
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14.09.2021 Konsortialmeeting digital Ausrichter
21.09.2021 NanoCare-Cluster-Meeting digital Referenten

(Tandem-Vortrag und Poster)

7.4.2022 Abschlussworkshop des Projekts Berlin Referenten
,CarboBreak"“ (Vortrag)

o 2022: Planung und Ausrichtung eines Abschlussworkshops mit Konsortium,
Gastreferenten aus Partnerprojekten und Stakeholdern aus Industrie, Arbeitsschutz,
Umwelt- und Naturschutz am 19./20.01.2023 am KIT Campus Nord

o 2022: Zusammenstellung  eines  CFC-Gesamtabschlussberichts  und
Koordination der Publikation von einem Ubersichtspaper und Handlungsempfehlungen
im Jahr 2023

Wichtigste Positionen des zahlenmaBigen Nachweises

Die wichtigste Position des zahlenmafligen Nachweises stellen die Personalkosten dar, die
héher ausgefallen sind als urspriinglich geplant, da der Versuchsplan im Laufe des Projektes
erheblich erweitert wurde. Dartber hinaus kam es durch die Covid-19-Pandemie insbesondere
in den Jahren 2020 und 2021 zu Verzdgerungen im Projektablauf, vor allem verursacht durch
LaborschlieBungen und grofde Lieferschwierigkeiten von Verbrauchsmaterialien. Da die im
Rahmen von CFC geférderten Wissenschaftler/innen und Doktoranden/innen auch wahrend
der Lockdown-Phase beschaftigt wurden, wurde in der Folge sowohl die Verlangerung der
Projektlaufzeit als auch eine Aufstockung der Personalmittel beantragt und durch den
Projekttrager bewilligt. Fur eine Zwischenfinanzierung wurde ein Teil der im urspringlichen
Antrag ausgewiesenen Sach- und Reisemittel in Personal umgewidmet.

Die verbliebenen Sachmittel wurden in erster Linie flr die Bearbeitung der Experimente mit
Verbrauchsmitteln wie Transwell-Kulturschalen und Reagenzien fur die Zellkultivierung,
Lésungsmittel und Probentrager (zum Beispiel fir REM, TG-Analysen) aufgewendet. Erganzt
wurden diese Mittel durch den Eigenbeitrag des KIT in Form der technischen Ausstattung der
Labore fur die CF-Untersuchungen, im Wesentlichen der Nachrustung der Filterabzige mit
HEPA-Filtereinheiten. Des Weiteren wurden basierend auf den Zwischenergebnissen der
Methodenentwicklung modernste Gerate wie eine Planentenkugelmuhle, ein Rohrofen, eine
Thermowaage inklusive Autosampler und diverse Hard- und Softwaretools zur automatischen
Bildauswertung beschafft.

Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Durch die Veréffentlichung der Ergebnisse in Form von Vortradgen und Poster-Beitragen auf
wissenschaftlichen Konferenzen wurde durch das Feedback der internationalen Community
klar, dass ein groRes Interesse an den durchgefiihrten Arbeiten besteht.

Da es bisher kaum Untersuchungen zur toxikologischen Wirkung von Carbonfasern aus
mechanischer / thermisch-mechanischer Behandlung gibt, sind die Arbeiten und erhaltenen
Ergebnisse notwendig, um eine Einstufung des Gefahrdungspotentials vornehmen zu kénnen.

Das KIT-ITC hat hierbei die Produkte nach der mechanischen / thermisch-mechanischen
Behandlung umfangreich charakterisiert und die so erzeugten Proben fur toxikologische
Untersuchungen bereitgestellt bzw. die online Beprobung der Lungenzellen ermdglicht und
technisch begleitet. Die dazu geleisteten Arbeiten waren im Umfang und Inhalt notwendig als
auch angemessen.

Im Rahmen von CFC wurden am KIT durch ITC, IBCS-BIP und IAB erstmalig in-vitro-
Untersuchungen zur Lungentoxizitat von inhalierbaren Fasern in der realitatsnahen Exposition
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an der Gas-Flussigkeits-Grenzschicht durchgefuhrt. Hierfur wurden geeignete Methoden zur
Aerosolerzeugung, Charakterisierung und Deposition auf Zellkulturen entwickelt. Fir die
toxikologische Bewertung wurden geeignete Zellkulturmodelle und Nachweisverfahren
etabliert, um erwartete Wirkungen (z.B. Entziindungs- und fibrotische Reaktionen) zu
analysieren. Damit stehen erstmalig in-vitro-Methoden zur Untersuchung der Fasertoxizitat an
der Luft-FlUssigkeitsgrenzschicht zur Verfigung.

Voraussichtlicher Nutzen, Verwertbarkeit des Ergebnisses

Das in CarbonFiberCycle (CFC) erworbene Know-How hat bereits Eingang in verschiedene
Projekte gefunden und soll auch in weitere Folgeprojekte minden:

¢ Im Rahmen der Studie flir das Umweltbundesamt ,Entwicklung von Rickbau- und
Recyclingstandards fir Rotorblatter® (Kihne et al. 2022) wurden erste Erkenntnisse
zum Umgang mit CF/CFK Eingang fur die Risikobeurteilung zusammengefasst.

e Im Rahmen zweier in Vorbereitung befindlicher Industriekooperationen zur
Entwicklung geeigneter Entsorgungswege fur CF und CFK werden die
Charakterisierungsmethoden und TG-Untersuchungen zum thermischen Abbau
genutzt, um die Parameter der Prozesse besser beurteilen zu kénnen. Dabei ist es
Ziel, mit einem Verstandnis fur die CF-Eigenschaften das Abbauverhalten in einer
Lichtbogenschmelze beim Metallrecycling sowie bei der Verwendung im
Zementprozess als Kohlenstoffersatz zu beurteilen.

¢ |Im Rahmen der Helmholtz Sustainability Challenge wurde im Sommer 2022 am KIT
das Projekt ,FINEST - Use and management of finest particulate anthropogenic
material flows in a sustainable circular economy” aufgenommen. Im Rahmen dieses
Projekts werden neben weiteren Additiven auch Carbonfasern und die potentielle
Freisetzung von ihren Fragmenten Gegenstand der Arbeiten sein.

e Es besteht ein reger Austausch mit dem ebenfalls NanoCare-geforderten Projekt
CarboBreak, in dem unter anderem die Freisetzung von inhalierbaren Fasern an
verschiedenen Arbeitsplatzen nachgewiesen wurde. In Zukunft sollen die
Zusammenhange zwischen dem Freisetzungsverhalten verschiedener Carbonfasern
und ihrer toxikologischen Wirkungen mit ihren chemischen-physikalischen
Eigenschaften aufgeklart werden.

Wahrend des Vorhabens bekannt gewordener Fortschritt auf dem Gebiet des
Vorhabens bei anderen Stellen

Im Sinne einer optimalen Nutzung von CF ist ein Recycling von CF(K)-Abfallen anzustreben,
wobei in Europa vier Recyclinganlagen zur Verflgung stehen, die auf
thermischenochemischen Prozessen der (Pyrolyse bzw., Vergasung) basieren. Die EoL-
Verwertung von CF-haltigen Abfallen ist noch weitgehend ungeklart, da gangige Prozesse der
energetischen Verwertung fur dieses Material nicht geeignet sind, wobei die Bedingungen
bezlglich Temperatur, Verweilzeit und des Sauerstoffangebots unzureichend sind fir einen
vollstandigen thermischen CF-Abbau sind.

Aktuell gibt es mehrere Forschungsprojekte die eine EoL-Verwertung von CF-haltigen Abfallen
untersuchen:

e Im Rahmen des Projekts CF-Pyro werden vom Lehr- und Forschungsgebiet
Technologie der Energierohstoffe (TEER) der RWTH Aachen in Kooperation mit der
Bundesanstalt fir Materialforschung und -prifung (BAM) pyrometallurgische Verfahren
hinsichtlich ihrer Eignung fur eine Verwertung von CF-haltigen Reststoffen
technologisch bewertet. Neben einer prinzipiellen Umsetzbarkeit sind Okologie und
Arbeitssicherheit inklusive Handling des Materials Schwerpunkte des Vorhabens. Das
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Projekt startete im Mai 2020 und ist bis Oktober 2023 angesetzt.

e Bei der BAM wurden erste Untersuchungen zur Verwertung von CFK in einem
kleintechnischen  Elektrolichtbogenofen  (ELBO) zur  Substitution  fossiler
Reduktionsmittel durchgeflihrt. Die Versuche haben gezeigt, dass sich CFK in diesem
Prozess teils energetisch und stofflich umsetzen lassen.

e Im Projekt CarboFuel wird am Institut fir Technische Chemie (ITC) des Karlsruher
Institut fur Technologie (KIT) in Kooperation mit dem Institut fir Nichteisen-Metallurgie
und Reinststoffe (INEMET) der TU Bergakademie Freiberg ein auf die energetische
Verwertung von CF/CFK optimierter Reaktionsraum designend. Hierbei werden
unterschiedliche inerte und active Schlackensysteme klassischer pyrometallurgischer
Prozesse unter verschiedenen oxidativen Bedingungen auf ihre Eignung zur CF(K)-
Verwertung untersucht. Geplant sind Untersuchungen in Schmelztiegeln sowie Top-
Submerged-Lance Reaktoren in Labor- und Technikumsmalfstab.

Zusammen mit dem IAB wird die aktuelle Literatur zum Thema fortlaufend Uberprift. Im Jahr
2020 sind insgesamt drei Publikationen mit verwandten toxikologischen Fragestellungen
publiziert worden. Diese stitzen unsere Ansatze, wobei die Forschungsziele unverandert
bleiben.

So wurden ebenso Tripel-Kulturen und teilweise dieselben Zelllinien zur Untersuchung an der
Luft-FlUssigkeitsgrenzschicht verwendet. Als Positivkontrolle wurde auch die von uns
vorgeschlagene und verwendete Quarzprobe Min-U-Sil5 untersucht. Somit sind unsere
Zellkulturmodelle zur ldentifikation toxischer Faser- und Partikelwirkungen im Einklang mit
dem aktuellen Kenntnisstand. Zur Wirkanalyse scheinen jedoch unsere auf die mRNA
Expression ausgelegten Studien sensitiver als die bisherige in der Literatur hauptsachlich
verwendete Proteinanalytik. Speziell der Einbezug friiher Zeitpunkte beginstigt die sensitive
Detektion toxischer Wirkungen.
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