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Neubewertung von Titandioxid: BfR zieht ahnliche Schllisse wie die
Europaische Behorde fir Lebensmittelsicherheit

Stellungnahme Nr. 038/2021 des BfR vom 8. Dezember 2021

Die Europaische Behorde fur Lebensmittelsicherheit (EFSA) hat gesundheitliche Risiken von
Titandioxid als Lebensmittelzusatzstoff E 171 neu begutachtet und das Ergebnis am 6. Mai
2021 veréffentlicht. Nach einer systematischen Literaturrecherche wurden insbesondere Stu-
dien zu maglichen erbgutschadigenden (genotoxischen) Effekten durch Titandioxid ausgewer-
tet.

Die EFSA kommt zu dem Ergebnis, dass genotoxische Wirkungen von Titandioxid nicht mit
hinreichender Sicherheit ausgeschlossen werden kdnnen. Als Lebensmittelzusatzstoff konne
Titandioxid deshalb nicht mehr Ianger als sicher angesehen werden. Da fir genotoxische
Stoffe bislang keine gesundheitlich unbedenkliche Dosis ermittelt wird, konnte entsprechend
keine akzeptable tagliche Aufnahmemenge (Acceptable Daily Intake, ADI) fir die Substanz
abgeleitet werden.

Das BfR hat sich mit den von der EFSA bertcksichtigten Daten zur Genotoxizitat befasst und
zieht Uberwiegend die gleichen Schlusse. Allerdings weist das BfR darauf hin, dass fur eine
abschlieRende Bewertung noch Wissenslicken bestehen. Bislang ist zum Beispiel unklar, in
welchem Ausmald und auf welche Weise Titandioxid das Erbgut schadigen kann. Welche Rolle
spielen die Teilcheneigenschaften, ihre Grolde, Form, kristalline Beschaffenheit? Besteht ein
Krebsrisiko? Auf diese Fragen mussen noch Antworten gefunden werden.

Siehe auch:

https://www.bfr.bund.de/cm/343/lebensmittelzusatzstoff-titandioxid-e%20-17 1-auf-dem-pruef-
stand.pdf

1 Bewertungen zur Verwendung von Titandioxid als Lebensmittelzusatzstoff
durch die EFSA

Im Jahr 2016 wurde die Verwendung von Titandioxid als Lebensmittelzusatzstoff (E 171) von
der Europaischen Behdrde fur Lebensmittelsicherheit (EFSA) im Rahmen des Programms zur
Neubewertung der zugelassenen Lebensmittelzusatzstoffe gemaf Artikel 32 der Verordnung
(EG) Nr. 1333/2008 und der Verordnung (EU) Nr. 257/2010 bewertet. Dabei ging die EFSA
davon aus, dass der Lebensmittelzusatzstoff E 171 weniger als 3,2 % Nanopartikel (bezogen
auf die Masse) enthielt, und hat daher den Studien mit Titandioxid-Nanopartikeln nur eine be-
grenzte Relevanz beigemessen. In ihrer Bewertung kam die EFSA zu dem Ergebnis, dass auf
der Basis der bis zum Jahr 2016 verfigbaren Informationen zur Genotoxizitat und der Daten
zur Absorption, Verteilung und Ausscheidung von Titandioxid-Nanopartikeln und -Mikroparti-
keln ein erbgutschadigendes Potenzial von oral aufgenommenem Titandioxid (in Nano- und
Mikro-Form) in vivo unwahrscheinlich sei. Insgesamt kam die EFSA zu dem Schluss, dass im
Hinblick auf die orale Aufnahme von Titandioxid (E 171) mit Lebensmitteln keine Hinweise auf
gesundheitliche Risiken vorlagen (EFSA 2016). Die EFSA wies jedoch auf Datenllcken zur
Reproduktionstoxizitat und zur Charakterisierung des Lebensmittelzusatzstoffs E 171 hin.

Im Auftrag der Europaischen Kommission hatte die EFSA im Juni 2018 vier neue Studien
(Heringa et al. 2016; Bettini et al. 2017; Guo et al. 2017; Proquin et al. 2017) zur potenziellen
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Toxizitat von Titandioxid als Lebensmittelzusatzstoff E 171 bewertet. Aus diesen Daten ergab
sich fur die EFSA kein Anlass, die Bewertung von 2016 zu revidieren (EFSA 2018).

Im Jahr 2019 hatte die EFSA zu einem Gutachten der Franzésischen Agentur fur Lebensmit-
telsicherheit, Umwelt- und Arbeitsschutz (ANSES) Stellung genommen. Die EFSA kam zu dem
Schluss, dass das im April 2019 veroéffentlichte Gutachten der ANSES keine wesentlichen
neuen Erkenntnisse enthalt, die die Schlussfolgerungen der beiden vorangegangenen wissen-
schaftlichen Gutachten der EFSA zur Verwendung von Titandioxid als Lebensmittelzusatzstoff
E 171 in Frage stellen wirden (EFSA 2019a).

In ihrem Gutachten aus dem Jahr 2016 hatte die EFSA empfohlen, die Partikelgrolienvertei-
lung als zusatzlichen Parameter in die Spezifikation fur Titandioxid (E171) einzufigen. Im Juni
2019 hatte die EFSA hierzu einen Vorschlag ausgearbeitet. Konkret wurde empfohlen, einen
mittels Elektronenmikroskopie bestimmten Median der minimalen duf3eren Abmessung von
mehr als 100 nm als zusatzlichen Parameter in die Spezifikation fur Titandioxid (E171) in den
Anhang der Verordnung (EU) Nr. 231/2012 aufzunehmen. Das entspricht einem Anteil von
weniger als 50 % an Partikeln mit einer minimalen aufl’eren Abmessung von weniger als
100 nm (EFSA 2019b). Bislang wurde die Spezifikation im Anhang der Verordnung (EU) Nr.
231/2012 jedoch nicht geandert.

Im Marz 2020 hat die Europaische Kommission die EFSA gebeten, die von der EFSA 2016
empfohlenen und von der Europaischen Kommission im Januar 2017 geforderten Studien zur
Reproduktionstoxizitat und Untersuchungen zur Charakterisierung des Lebensmittelzusatz-
stoffs E 171 bis Marz 2021 zu bewerten. Die EFSA hat die entsprechende Bewertung im Marz
2021 abgeschlossen und ihr Gutachten am 6. Mai 2021 veroffentlicht (EFSA 2021). In diesem
Gutachten hat die EFSA mdgliche gesundheitliche Risiken im Zusammenhang mit der Ver-
wendung von Titandioxid als Lebensmittelzusatzstoff (E 171) auf Basis aller derzeit verflugba-
ren relevanten wissenschaftlichen Erkenntnisse neu bewertet.

2 Datengrundlage der fiir die Beurteilung moglicher genotoxischer Effekte re-
levanten toxikologischen Endpunkte

Im Rahmen der aktuellen Stellungnahme der EFSA wurden eine neue Tierstudie zur Untersu-
chung mdglicher reproduktionstoxischer Wirkungen bertcksichtigt und eine systematische Li-
teraturrecherche durchgefuhrt. Im Fokus standen bei der Neubewertung auch Bedenken hin-
sichtlich méglicher erbgutschadigender Wirkungen von Titandioxid. Auf der Basis neuer Er-
kenntnisse zur Partikelgrof3enverteilung von Titandioxid (E 171) wurden dabei die zahlreichen
Studien mit Titandioxid-Nanopartikeln erstmals als flr die Bewertung relevant eingestuft. Fir
die Beurteilung mdglicher genotoxischer Effekte wurden von der EFSA nach einer systemati-
schen Methodik Publikationen als potentiell relevant identifiziert und bewertet. Die Studien
wurden dabei von der EFSA in einem sehr detaillierten Verfahren im Hinblick auf ihre Rele-
vanz, Zuverlassigkeit und Qualitat Uberpruft (EFSA 2021).

Unter Berucksichtigung dieser Daten kommt die EFSA zu dem Schluss, dass Titandioxid-Par-
tikel das Potenzial haben, DNA-Strangbriche und Chromosomenschaden, nicht aber Genmu-
tationen zu verursachen. Allerdings konnte keine eindeutige Korrelation zwischen den physi-
kalisch-chemischen Eigenschaften von Titandioxid-Partikeln (z. B. kristalline Form, Partikel-
gréRe, Form, Agglomerationszustand) und den Ergebnissen in den bewerteten in vitro- bzw.
in vivo-Genotoxizitatsstudien abgeleitet werden. Die bewerteten Studien wurden jedoch na-
hezu ausschlielllich mit annahernd spharischen Partikeln durchgefihrt, was die Beurteilung
einer Korrelation im Hinblick auf die Partikelform einschrankt.
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Insgesamt kommt die EFSA zu folgendem Fazit: ,...Based on all the evidence available, a
concern for genotoxicity could not be ruled out, and given the many uncertainties, the Panel
concluded that E 171 can no longer be considered as safe when used as a food additive. ...”

2.1 Potential zur Induktion von Genmutationen
Ubersicht iiber die von der EFSA beriicksichtigten Studien

Die EFSA hat acht bakterielle in-vitro-Genmutationstests bewertet, die alle negativ waren. Die
darin beschriebenen Daten wurden allerdings von der EFSA aufgrund der eingeschrankten
Durchlassigkeit der bakteriellen Zellwand fur (Nano-)Partikel als nicht aussagekraftig angese-
hen.

Ferner identifizierte die EFSA 14 in vitro-Genmutationstests an Saugetierzellen, wovon sieben
Studien als ,hoch relevant® oder ,eingeschrankt relevant” eingeschatzt und fir die weitere Be-
wertung herangezogen wurden. Positive Befunde (d. h. genmutationsinduzierende Effekte)
wurden in zwei HPRT-Tests sowie in einem Spi-Genmutationstest beobachtet, wahrend sich
in zwei anderen HPRT-Tests sowie zwei Mouse Lymphoma-Assays keine signifikanten Effekte
in Bezug auf die Induktion von Genmutationen nachweisen lieRen. Die Ergebnisse eines wei-
teren Mouse Lymphoma-Assays in CHO-K1-Zellen wurde als nicht eindeutig (,equivocal®) ein-
geschatzt.

Die Daten aus sechs in vivo-Genmutationstests in Nagern unter Verwendung von Titandioxid-
Nanopartikeln < 30 nm wurden von der EFSA als ,hoch relevant® oder ,eingeschrankt relevant*
eingestuft und bertcksichtigt. Eine Studie mit oraler Applikation erbrachte einen positiven Be-
fund im Hinblick auf die Induktion von gréfieren Deletionen, wahrend flinf andere Studien nach
intraperitonealer, intravendser bzw. intratrachealer Applikation ein negatives Ergebnis in Be-
zug auf die Induktion von Genmutationen und kleineren Deletionen zeigten.

Die EFSA kommt insgesamt zu dem Ergebnis, dass die Hinweise auf ein Potential zur Induk-
tion von Genmutationen aus in vitro-Genmutationstests an Saugetierzellen durch die Daten
aus in-vivo-Studien (mit TiO2 NPs < 30 nm) nicht bestatigt werden.

Bewertung der Datenlage durch das BfR
Diese Einschatzung der EFSA ist fur das BfR nachvollziehbar.

2.2 Potential zur Induktion von Mikrokernen und Chromosomenaberrationen
Ubersicht iiber die von der EFSA beriicksichtigten Studien

Zur Beurteilung des Potenzials von Titandioxid, Mikrokerne bzw. Chromosomenaberrationen
zu induzieren, hat die EFSA 82 potenziell relevante Studien identifiziert und ausgewertet. Die
Datenbasis zu den in vitro-Studien umfasste insgesamt 56 Studien, von denen 43 Studien mit
67 Einzelexperimenten von der EFSA als relevant (hohe oder eingeschrankte Relevanz) flr
die Bewertung angesehen wurden. Von den 67 berlcksichtigten Einzelexperimenten berich-
teten 26 ein positives Testergebnis. Zwolf der berucksichtigten Einzelexperimente mit einem
positiven Ergebnis wurden durch die EFSA mit einer hohen Relevanz fir die Bewertung ein-
gestuft. Die Mehrzahl der berlcksichtigten Studien befasste sich mit Nanopartikeln von einer
Grole < 30 nm. Eine Studie befasste sich explizit mit E171 und berichtete ein positives Ergeb-
nis.

Daruber hinaus wurden insgesamt 26 in vivo-Studien bewertet, von denen 15 Studien von der
EFSA als fur die Bewertung relevant (hohe oder eingeschrankte Relevanz) eingeschatzt wur-
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den. Von den 15 berlcksichtigten in vivo-Studien berichteten acht Studien ein positives Test-
ergebnis. Jedoch wurde lediglich eine der berticksichtigten in vivo-Studien durch die EFSA mit
einer hohen Relevanz fiir die Bewertung eingeschatzt. Diese Studie von Shukla et al. berich-
tete ein positives Ergebnis (Shukla et al. 2014). Im Hinblick auf den oralen Verabreichungs-
weg, der im Zusammenhang mit der Verwendung von Titandioxid als Lebensmittelzusatzstoff
als besonders relevant betrachtet wird, berichteten vier von funf berlcksichtigten Studien ein
positives Testergebnis. Insgesamt 12 Studien befassten sich mit Nanopartikeln von geringer
(< 30 nm) und/oder mittlerer (30-60 nm) Grofe und berichteten sowohl positive als auch ne-
gative Ergebnisse nach oraler, intraperitonealer und intravendser Verabreichung. In einer Stu-
die wurde nach oraler Verabreichung von nanoskaligen Partikeln mit einer Grof3e von ca.
75 nm ein negatives Ergebnis berichtet. Zwei Studien berichteten nach intraperitonealer Ap-
plikation von gréReren Partikeln (> 100 nm) jeweils ein uneindeutiges und ein negatives Er-
gebnis.

Auf der Grundlage der zuvor beschriebenen Studienlage stellte die EFSA fest, dass Titandi-
oxid-Nanopartikel das Potenzial haben, Mikrokerne bzw. Chromosomenaberrationen zu indu-
zieren. Nach Einschatzung der EFSA konnte dabei kein eindeutiger Zusammenhang zwischen
der Partikelgréfie und dem Auftreten positiver Ergebnisse im Mikrokerntest bzw. Chromoso-
menaberrationstest beobachtet werden.

Bewertung der Datenlage durch das BfR

Basierend auf der Gesamtschau der zur Verfligung stehenden Informationen, die sich insbe-
sondere auf die in vivo-Mikrokerntests mit oraler Verabreichung bezieht und zudem durch wei-
tere positive Ergebnisse aus in vivo-Studien mit anderen Verabreichungswegen bzw. in vitro-
Studien untermauert wird, erscheint aus Sicht des BfR die Einschatzung der EFSA im Hinblick
auf das vorhandene Potenzial von nanopartikularem Titandioxid zur Induktion von Chromoso-
menaberrationen plausibel. Es wird jedoch angemerkt, dass die aufgeflihrten in vivo-Studien
aufgrund von bestehenden Dokumentationslicken bzw. Abweichungen zu OECD-Prufrichtli-
nien in der zitierten Originalliteratur bei alleiniger Betrachtung nur als eingeschrankt belastbar
angesehen werden.

Die der EFSA-Stellungnahme zu Grunde gelegten Daten erlauben keine Einschatzung beztg-
lich eines Zusammenhangs zwischen den physikochemischen Eigenschaften (Partikelgrofie
sowie weiteren Partikeleigenschaften wie Partikelform, Kristallstruktur oder Agglomerations-
zustand) und dem Auftreten positiver Ergebnisse im Mikrokerntest bzw. Chromosomenaber-
rationstest. Die verfiigbaren in vivo-Studien nach oraler Verabreichung deuten in der Summe
auf ein genotoxisches Potenzial insbesondere fur Nanopartikel von geringer bzw. mittlerer
Grofke (5-58 nm) hin. Das Potenzial in Bezug auf die Induktion von Mikrokernen bzw. Chro-
mosomenaberrationen fur groRere Partikel (insbesondere > 100 nm) nach oraler Verabrei-
chung ist jedoch nicht ausreichend durch die der EFSA-Bewertung zu Grunde liegenden Stu-
dien charakterisiert.

2.3 Potential zur Induktion von DNA-Schaden

Ubersicht iiber die von der EFSA beriicksichtigten Studien

Die EFSA hat in ihrem Gutachten insgesamt 142 in vitro-Studien und 44 in vivo-Studien iden-
tifiziert, die das genotoxische Potenzial von Titandioxidpartikeln mit Hilfe des Comet-Assays
untersucht haben.

Hinsichtlich der in vitro-Studien wurden 106 Studien mit 142 Einzelexperimenten von der EFSA
als ,hoch relevant” oder ,eingeschrankt relevant bewertet. Die Mehrzahl der betrachteten in
vitro-Studien berichtete ein positives Testergebnis.
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Von den 44 in vivo-Studien wurden 18 Studien fir den oralen Aufnahmepfad als ,hoch rele-
vant“ oder ,eingeschrankt relevant“ angesehen. Davon befassten sich neun Untersuchungen
mit dem oralen Aufnahmepfad, der fir die Bewertung von Titandioxid als Lebensmittelzusatz-
stoff im Vordergrund steht. Dem EFSA-Gutachten ist zu entnehmen, dass Strangbriiche in
sechs der neun Studien mit oraler Applikation nachgewiesen wurden. Als Zielorgan wurde
meist das retikulo-endotheliale System identifiziert. Die tierexperimentellen Daten stehen im
Einklang mit den Befunden aus in vitro-Experimenten. In einzelnen Studien konnte zudem eine
Korrelation mehrerer Endpunkte zur Genotoxizitat beobachtet werden. So berichteten z. B.
Grissa et al. positive Befunde im Comet-Assay in Leukozyten, Mikrokerne im Knochenmark
und Mikrokerne in roten Blutkorperchen (Grissa et al. 2015).

Basierend auf den Studiendaten schlussfolgert die EFSA, dass Titandioxid-Partikel DNA-
Schaden induzieren kénnen. Allerdings wird dabei angemerkt, dass ein Uberwiegender Teil
der positiven Studien mit Partikeln < 30 nm durchgefihrt wurde, jedoch DNA-Strangbriiche
auch mit Partikeln > 30 nm induziert wurden. Aul3erdem weist die EFSA darauf hin, dass sich
auf Grundlage der betrachteten Studien keine klare Abhangigkeit zwischen der Induktion von
DNA-Schaden im Comet-Assay und der PartikelgroRe ableiten Iasst.

Bewertung der Datenlage durch das BfR

Die Darstellung und Interpretation der in der Stellungnahme berlcksichtigten wesentlichen
Studienergebnisse durch die EFSA sind insgesamt nachvollziehbar.

Aussagen Uber eine eventuelle Abhangigkeit zwischen positiven Ergebnissen und den phy-
sikochemischen Eigenschaften des Testmaterials sind anhand der berticksichtigten Datenlage
mit Unsicherheiten behaftet. Ein Grund ist, dass die EFSA-Stellungnahme in Bezug auf die in
vivo-Studien keine hinreichend belastbare Datenlage flr eine klare Trennung zwischen nano-
und mikroskaligem Material aufweist.

2.4 Untersuchung von Interaktionen mit der DNA

Ubersicht iiber die von der EFSA beriicksichtigten Studien

In der Stellungnahme der EFSA werden funf in-vitro-Studien und zwei in vivo-Studien be-
schrieben, in denen die Interaktion zwischen Titandioxid-Nanopartikeln und der DNA unter-
sucht wurde. In zwei tierexperimentellen Untersuchungen wurde dabei nach intraperitonealer
bzw. intranasaler Applikation von Titandioxid-Nanopartikeln eine Bindung der Partikel an die
aus Leberzellen der Versuchstiere isolierte DNA nachgewiesen (Li et al. 2010; Jin et al. 2013).
Die Bindung flhrte zu Veranderungen in der DNA-Konformation. Die Ergebnisse weiterer auf-
geflhrter in vitro-Studien haben ebenfalls eine Interaktion zwischen den Nanopartikeln und
der DNA gezeigt. Bei der Untersuchung von Mikropartikeln in der Rutil-Kristallform (Durchmes-
ser < 5 ym) wurde hingegen keine Bindung an die DNA beobachtet.

Auf Grundlage der Ergebnisse wurden von den Studienautoren sowohl elektrostatische Wech-
selwirkungen zwischen den Titandioxid-Nanopartikeln und der DNA als auch eine Interkalation
der Nanopartikel in die DNA als mdglich angesehen. Zudem wurde in einigen Studien auch
die Moglichkeit einer kovalenten Bindung zwischen den Nanopartikeln und der DNA postuliert.
Die EFSA gelangte in ihrer Stellungnahme zu dem Schluss, dass auf Grundlage der ange-
wandten Techniken keine abschliefiende Beurteilung moglich ist, ob die beschriebenen Inter-
aktionen auch eine kovalente Bindung an die DNA umfassen.
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Bewertung der Datenlage durch das BfR

Die Darstellung und Interpretation der wesentlichen Studienergebnisse durch die EFSA ist
nachvollziehbar und wird von Seiten des BfR geteilt. Aus Sicht des BfR wird aber weiterer
Forschungsbedarf gesehen (siehe Abschnitt 3.5).

Im Detail ist anzumerken, dass die Studien Uberwiegend mit Titandioxid-Nanopartikeln mit ei-
ner Grofde von weniger als 30 nm durchgefihrt wurden. In zwei von Patel et al. durchgefihrten
Studien war die PartikelgroRe zwar mit < 100 nm angegeben; laut der Originalpublikation aus
dem Jahr 2017 ergab eine Charakterisierung der Partikel allerdings eine durchschnittliche
Grolde von etwa 20 nm (Patel et al. 2017), so dass auch hier von einem relevanten Anteil
kleiner Partikel mit einer Groflde unterhalb von 30 nm ausgegangen werden muss.

2.5 Auftreten von aberranten Krypten (Aberrant Crypts, AC)

Ubersicht (iber die von der EFSA beriicksichtigten Studien

Die EFSA hat bezlglich des Auftretens von aberranten Krypten insgesamt drei Studien be-
ricksichtigt. Als neue Studie wurde die im Jahr 2016 von der EFSA geforderte Studie zur
Reproduktionstoxizitat gemal der OECD-Prufrichtlinie 443 (Extended One Generation Repro-
ductive Toxicity Study; EOGRTS) bewertet. Aulerdem wurden zwei weitere Studien berlck-
sichtigt, die diesen Endpunkt untersuchten (Bettini et al. 2017; Blevins et al. 2019).

Die Studie von Bettini et al. (2017) wurde zuvor vom ANS-Panel bewertet, und die Limitationen
wurden ausfuhrlich diskutiert (EFSA 2018). In der Studie wurde in adulten mannlichen Wistar-
Ratten ein gehauftes Auftreten von aberrant cryptic foci (ACF) bei einer Dosis von 10 mg/kg
Kérpergewicht pro Tag beobachtet. In der Studie von Blevins et al. (2019) und der von der
EFSA bewerteten, neu vorgelegten Studie zur Reproduktionstoxizitat konnten diese Befunde
nicht bestatigt werden. Die EFSA bewertet die beiden letztgenannten Studien als weniger aus-
sagekraftig, weil die Exposition der Versuchstiere gegentuber Titandioxid-Nanopartikeln hier
unklar sei.

Bewertung der Datenlage durch das BfR

Aberrante Krypten und Herde mit einem gehauften Auftreten dieser atypischen bis dysplasti-
schen Morphologie gelten als Vorstufe colorektaler Polypen und damit als praneoplastische
Lasion. Ein gehauftes Auftreten kann in der Darmschleimhaut von Versuchstieren regelmaRig
nach Behandlung mit entsprechenden genotoxischen Kanzerogenen beobachtet werden. Da-
bei findet eine Auspragung der ACF innerhalb von zwei W ochen statt. Hinsichtlich Anzahl und
Schwere der Veranderungen ist mit genotoxischen Kanzerogenen eine Dosis-Abhangigkeit zu
beobachten.

In ihrem Gutachten stellt die EFSA fest, dass die von Bettini et al. (2017) beschriebenen Be-
funde zwar in zwei weiteren Studien (Extended One-Generation Reproductive Toxicity Study
und Blevins et al. 2019) nicht bestatigt werden konnten, fir diese zwei Studien jedoch die
Exposition der Versuchstiere gegenuber Titandioxid-Nanopartikeln unklar sei. Weil in den bei-
den anderen Studien die Exposition gegenuber Titandioxid-Nanopartikeln unklar war, hat die
EFSA diesen Studien weniger Gewicht beigemessen als der Studie von Bettini et al. (2017).

Das BfR kann die in der Stellungnahme vorgenommene Wichtung der Studien von Bettini et.
al. (2017) im Vergleich zu der Studie von Blevins et al. (2019) nicht vollstandig nachvollziehen,
deren Unterschied in erster Linie in der Aufbereitung und Verabreichung der Prifsubstanz
beruht. Das BfR merkt an, dass die in der Studie von Bettini et. al. (2017) mit nur einer Dosie-
rung (10 mg/kg bw/Tag) beobachteten Effekte hinsichtlich Haufigkeit und Schweregrad allen-
falls als marginal betrachtet werden kdnnen. In der Studie von Blevins et al. (2019), in der
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entsprechend den OECD-Empfehlungen mit vier Dosisgruppen ein Bereich bis zu ca.
300 mg/kg bw/Tag untersucht wurde, konnten trotz erhéhter Gruppengrofie die Befunde zu
colorektalen préaneoplastischen Lasionen in Form von ACF nicht bestétigt werden. Uber die
gemal OECD-Prufrichtlinie 443 durchgefluhrte neue Studie liegen dem BfR derzeit keine aus-
reichenden Informationen zur Beurteilung der Studienergebnisse vor.

2.6 Befunde aus sonstigen Studien

Ubersicht iiber die von der EFSA beriicksichtigten Studien

Zur Beurteilung genotoxischer Eigenschaften von E 171 wurden zusatzlich Ergebnisse aus
Untersuchungen zur Phosphorylierung des Histons H2AX (yH2AX), Untersuchungen zur Bil-
dung oxidierter DNA-Basen (8-oxo-dG) und zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies, zum Ein-
fluss auf das DNA-Methylierungsmuster zur Abschatzung epigenetischer Effekte sowie zur
moglichen Induktion der Zelltransformation im Rahmen berucksichtigt.

Zur Abschatzung des Potenzials von Titandioxid-Partikeln, die Phosphorylierung von H2AX zu
induzieren, wurden seitens der EFSA vier in vitro-Studien und zwei in vivo-Studien beurteilt,
wobei in zwei der vier in vitro- und in beiden in vivo-Studien ein Anstieg von yH2AX detektiert
wurde. Die EFSA misst diesen Studien nur eine limitierte Aussagekraft zu.

Zur Bewertung der Bildung oxidierter DNA-Basen (8-oxo-dG) als Reaktion auf die Bildung re-
aktiver Sauerstoffspezies wurden funf in vitro-Studien und eine in vivo-Studie bewertet. In vier
in vitro-Studien und in der in vivo-Studie wurde jeweils ein positives Ergebnis nach Behandlung
mit Titandioxid-Nano- und Mikropartikeln beobachtet. Die EFSA kommt aufgrund der hier be-
schriebenen Daten zu dem Schluss, dass Titandioxid-Nanopartikel und -Mikropartikel das Po-
tenzial haben, die DNA zu schadigen. Jedoch wird diesen Studien nur eine limitierte Aussage-
kraft zugesprochen.

Zur Beurteilung der Bildung von reaktiven Sauerstoff-Spezies (ROS) wurden von der EFSA in
vitro- und in vivo-Studien berlcksichtigt, in denen die Induktion von ROS zum Teil parallel zur
Induktion von Mikrokernen und DNA-Schaden untersucht wurde. Im Uberwiegenden Teil der
in vitro-Studien konnte eine Induktion von ROS nach Exposition gegenlber Titandioxid-Parti-
keln nachgewiesen werden. In den betrachteten in vivo-Studien wurden neben der Induktion
von ROS durch Titandioxid-Partikel auch die Induktion der Expression von Markergenen fur
Apoptose nachgewiesen. Die ROS-Induktion wurde unabhangig von der Applikationsart beo-
bachtet.

Zur Bewertung moglicher epigenetischer Effekte wurden von der EFSA funf in vitro-Studien
bewertet. Diese zeigten eine Veranderung der Promotormethylierung spezifischer Gene bzw.
des globalen zellularen DNA-Methylierungsmusters nach Exposition gegeniber Titandioxid-
Nanopartikeln. Die EFSA kommt zu dem Schluss, dass die Studien zur Erfassung von epige-
netischen Veranderungen nach Titandioxid-Partikelapplikation geeignet sein kénnten. Sie wer-
den von der EFSA als unterstitzende Information angesehen.

Aulerdem wurde von der EFSA unter dem Punkt W eitere Studien” der Einfluss von Titandi-
oxid-Partikeln auf die Zelltransformation bewertet, wobei hier vier in vitro-Studien betrachtet
wurden. Diese zeigen eine vermehrte Koloniebildung und ,anchorage independent growth*
nach Titandioxid-Nanopartikelapplikation. Eine Studie zeigt neben einem Anstieg der Koloni-
enanzahl auch eine Kolonievergroerung. Nach Einschatzung der EFSA liefern die in vitro-
Studien Hinweise auf ein Potenzial von Titandioxid-Nanopartikeln, Zelltransformationspro-
zesse als einen initialen Schritt bei der Kanzerogenese zu induzieren. Insgesamt kommt die
EFSA zu dem Schluss, dass diesen Ergebnissen eine limitierte Relevanz fur Bewertung von
Gentoxizitat und Kanzerogenitat zugesprochen werden kann.
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Bewertung der Datenlage durch das BfR

Zusammenfassend sind die Ergebnisse der von der EFSA bewerteten sonstigen Studien nach-
vollziehbar dargestellt. Die daraus gezogenen Schlussfolgerungen werden vom BfR mit Ein-
schrankungen geteilt.

Die Untersuchungen zur Phosphorylierung von H2AX besitzen nur eine limitierte Aussagekraft.
yH2AX ist kein spezifischer Marker flir DNA-Doppelstrangbriiche, sondern zeigt einen gene-
rellen DNA-Schaden an, der auch in Folge einer zellularen Stressantwort bzw. apoptotischen
Prozessen entstehen kann. Insoweit lasst sich die biologische Relevanz dieser Daten nur
schwer einschatzen.

Die Daten zu epigenetischen Veranderungen nach Titandioxid-Partikelapplikation werden von
der EFSA als eingeschrankt unterstitzende Information angesehen. In der EFSA-Stellung-
nahme werden u. a. Veranderungen im DNA-Methylierungsmuster in den epigenetischen Kon-
trollregionen (,CpG islands®) von Genen, die fur DNA-Reparaturproteine kodieren, als ein mog-
licher Wirkmechanismus der Titandioxid-vermittelten genotoxischen Effekte angesehen. Das
BfR ist der Auffassung, dass sich die biologische Relevanz der Daten zu Effekten auf das
Epigenom aktuell noch nicht abschatzen lasst.

Auch die unter ,Sonstige Studien® berticksichtigten Daten haben nur eine eingeschrankte Re-
levanz flr Bewertung von Gentoxizitat und Kanzerogenitat.

3 Fazit aus Sicht des BfR

3.1 Evaluierung des methodischen Vorgehens

Insgesamt wurden von der EFSA fast 12.000 Publikationen recherchiert. Nach Anwendung
einer systematischen Methodik wurden darunter mehr als 200 Publikationen identifiziert und
bewertet, in denen moégliche genotoxische Effekte durch Titandioxid untersucht wurden.

Die Strategie zur Recherche der fir die Beurteilung mdglicher genotoxischer Effekte bertick-
sichtigten Literatur sowie die den international etablierten wissenschaftlichen Kriterien fol-
gende Evaluierung der Studien im Hinblick auf Belastbarkeit und Relevanz ist in den Anhangen
transparent dargestellt. In der Zusammenstellung der verwendeten Literatur (Kapitel ,Refe-
rences”) findet sich eine Reihe von Referenzen mit unvollstandigen bibliographischen Anga-
ben. Einige der in Appendix F genannten Studien sind nicht in der Referenzliste enthalten.

3.2 Uberlegungen zum Wirkmechanismus der Titandioxid-vermittelten genotoxi-
schen Effekte

Mehrere in vitro- und in vivo-Studien weisen darauf hin, dass Titandioxidpartikel DNA-Strang-
briche, oxidativ erzeugte DNA-Schaden und Chromosomenschaden verursachen. Fir die be-
obachteten genotoxischen Effekte werden mehrere, u. U. auch parallel wirkende Mechanis-
men in Betracht gezogen. Neben der Titandioxid-vermittelten Bildung reaktiver Intermediate
(reaktiver Sauerstoff- oder Stickstoff-Spezies (ROS/RNS)) wird in dem Gutachten der EFSA
eine unmittelbare Wechselwirkung von Titandioxid-Nanopartikeln mit der DNA diskutiert.

Hinsichtlich der Bildung reaktiver Intermediate wird diskutiert, dass diese auf eine intrinsische
Eigenschaft von Titandioxid-Nanopartikeln zurtickgehen konnte, Gber eine durch Titandioxid-
Partikel-vermittelte Entziindungsreaktion verlauft oder durch Wirkungen von Titandioxid-Na-
nopartikeln auf die Mitochondrien vermittelt wird (Ghosh et al. 2013; Louro et al. 2014;
Barkhade et al. 2019).
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Laut der EFSA-Stellungnahme gibt es Hinweise darauf, dass Titandioxid-Nanopartikel in den
Zellkern und in die Mitochondrien gelangen kdnnten (Louro et al. 2014). Die meisten Studien,
die anhand von elektronenmikroskopischen Bildern eine Aufnahme in den Zellkern zeigen,
wurden mit Titandioxid-Nanopartikeln kleiner 30 nm durchgefuhrt. Diesen stehen Publikatio-
nen gegentber, die ebenfalls teilweise mit Titandioxid-Nanopartikeln kleiner als 30 nm durch-
gefuhrt wurden, die jedoch keine Aufnahme in den Zellkern belegen.

In vitro-Studien mit isolierter DNA zeigten eine Interaktion mit Titandioxid. In der Proteomik
wird Titandioxid zur Aufreinigung von phosphorylierten Proteinen verwendet (Larsen et al.
2005). Daher ist es nachvollziehbar, das Titandioxid mit dem Phosphatrtickgrat isolierter DNA
interagieren kann. Ob die Befunde auf in vivo-Bedingungen Ubertragbar sind, lasst sich an-
hand der dargestellten Daten nicht beurteilen. Unter in vivo-Bedingungen sind Partikel mit ei-
ner Protein-Corona umgeben, weshalb unklar ist, ob die Partikel mit der DNA interagieren
kdnnten. In dem Gutachten der EFSA werden zwei in vivo-Studien aus derselben Arbeits-
gruppe zitiert, die eine Interaktion von Titandioxid-Nanopartikeln mit der DNA mittels UV VIS-
Spektroskopie belegen sollen. Insgesamt erbringen die bislang bekannten Daten keinen be-
lastbaren Nachweis flur die Fahigkeit von Titandioxid-Nanopartikeln, in-vivo eine kovalente Bin-
dung mit der DNA einzugehen.

Die von der EFSA zusammengefassten Befunde ergeben keine belastbaren Belege flr einen
direkten genotoxischen Wirkmechanismus durch Titandioxidpartikel. Der indirekte genotoxi-
sche Wirkmechanismus, Uber die Bildung von reaktiven Intermediaten durch Titandioxid, ist
indes plausibel. Die im Abschnitt ,Sonstige Endpunkte” berlicksichtigten Studien haben fir die
Bewertung des genotoxischen Potentials nur eine begrenzte Aussagekraft.

3.3 Korrelation zwischen beobachteten Effekten und den physikochemischen Eigen-
schaften des getesteten Titandioxidmaterials

Die der Stellungnahme der EFSA zugrunde gelegten Daten zur Genotoxizitat von Titandioxid
ergeben ein inkonsistentes Bild, das u. a. auf der Verwendung von Testmaterialien mit unter-
schiedlichen physikochemischen Eigenschaften und auf dem unterschiedlichen Studiendesign
beruhen konnte.

Far einen gro3en Anteil der Studien wurden Nanomaterialien verwendet. FUr Nanomaterialien
gibt es bisher keine international harmonisierten Testmethoden. Die fehlende Standardisie-
rung der Testmethoden fiir Nanomaterialien erschwert den Vergleich der Studien. Zudem wird
darauf hingewiesen, dass Erfahrungen aus EU-Projekten (NANOGENOTOX, NANoREG) zei-
gen, dass in Ringversuchen zu in vitro-Genotoxizitatstests mit Titandioxid die Ergebnisse in
den verschiedenen Laboren trotz Verwendung des gleichen Materials, der gleichen Zelllinie
und des gleichen SOP-Protokolls nicht in allen Laboren reproduzierbar waren (unveréffent-
lichte Daten). Aktuell erfolgt auf OECD-Ebene die Erstellung eines Leitfadens, um die speziel-
len Testanforderungen von Nanomaterialien zu adressieren.

Nanomaterialien kdnnen in ihren physikochemischen Eigenschaften (z. B. der kristallinen
Form, Partikelgrofe, Form und dem Agglomerationszustand) variieren. Méglicherweise beein-
flussen diese die toxischen Eigenschaften von Nanomaterialien. Titandioxid kommt beispiels-
weise in verschiedenen Kristallformen vor: Rutil, Anatas und Brookit. Grundséatzlich ist die wis-
senschaftliche Literatur zu Studien, in denen ein Zusammenhang zwischen der Toxizitat von
Titandioxidpartikeln und der Kristallform untersucht wurde, inkonsistent.

Die EFSA geht in ihrer Bewertung davon aus, dass ein nanoskaliger Anteil in E 171 nicht
auszuschlie3en ist. Die Partikelgrofenverteilung des Lebensmittelzusatzstoffes E 171 ist po-
lydispers und sehr divers zwischen den Herstellern — mit nanoskaligen Anteilen (< 100 nm),
die in Einzelfallen sogar mehr als 50 % der Partikelanzahl betragen kénnen (Verleysen et al.
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2020; Verleysen et al. 2021). Die meisten in vivo-Studien zur Genotoxizitat von Titandioxid,
die in der EFSA-Stellungnahme zitiert werden, sind mit Nanopartikeln durchgefiihrt worden.
Die mittlere PartikelgroRe lag in den meisten Studien bei < 30 nm. Der Anteil an Studien mit
Partikeln grof3er als 100 nm ist im Vergleich dazu deutlich geringer.

Bei Nanopartikeln wird aufgrund der gréReren spezifischen Oberflache (Oberflache-zu-Volu-
men-Verhaltnis) im Allgemeinen eine hdhere Reaktivitdt angenommen als bei grolReren Parti-
keln. Nanopartikel kénnen zudem auf Grund ihrer geringen GroRe einige Korperbarrieren
leichter Uberwinden als nicht-nanoskalige Materialien und daher eine andere Toxikokinetik
(Aufnahme, Verteilung und Ausscheidung) aufweisen.

Studien zur Toxikokinetik zeigen allerdings fur den DUnndarm keine generell bevorzugte Auf-
nahme von Partikeln mit bestimmter Partikelgréfie. Demzufolge Iasst sich unter Berticksichti-
gung der gegenwartigen technischen Mdglichkeiten fur die PartikelgroRe kein Schwellenwert
fur die intestinale Aufnahme von Titandioxidpartikeln, weder fiir kleine noch fir gro3e Partikel
(Nano- bis Mikrometerbereich), ableiten.

Da die meisten Studien zur Genotoxizitat mit Nanopartikeln von Titandioxid durchgefuhrt wur-
den und nur wenige belastbare Daten zu ausschlielllich gréReren Partikeln vorliegen, lasst
sich derzeit keine eindeutige Aussage zur Abhangigkeit der Toxizitat von der Partikelgroe
treffen.

Die EFSA schreibt in ihrer Schlussfolgerung, dass keine eindeutige Korrelation zwischen den
gezeigten Effekten in den in vitro- bzw. den in vivo-Genotoxizitatstests und den physikochemi-
schen Eigenschaften der Titandioxidpartikel beobachtet wurde. Fir die Nachvollziehbarkeit
dieser Schlussfolgerung ware eine Aufbereitung der Daten nach den verschiedenen physiko-
chemischen Parametern der verwendeten Untersuchungsmaterialien (z. B. PartikelgroRe so-
wie weiteren Partikeleigenschaften wie Partikelform, Kristallstruktur oder Agglomerationszu-
stand) in den von der EFSA als relevant angesehenen Studien hilfreich gewesen, sofern diese
Parameter in den Originalverdffentlichungen zu den begutachteten Studien berichtet wurden.

Insgesamt erlauben die der EFSA-Stellungnahme zugrundeliegenden Daten keine Aussage
beziglich eines Zusammenhangs zwischen den physikochemischen Eigenschaften und dem
Auftreten positiver Ergebnisse in Genotoxizitatstests. Aus Sicht des BfR bedarf es gezielter
Studien unter standardisierten Testbedingungen, um eine eindeutige Schlussfolgerung zu ei-
ner moglichen Korrelation mit den physikochemischen Eigenschaften von Titandioxidpartikeln
treffen zu kdnnen.

3.4 Konsequenzen fiir die Ableitung eines gesundheitsbasierten Richtwerts

Zwar werden fur die beobachteten genotoxischen Effekte mehrere, unter Umstanden auch
parallel wirkende Mechanismen in Betracht gezogen, jedoch wird vor allem der Titandioxid-
vermittelten Bildung reaktiver Sauerstoff-Spezies (ROS) Bedeutung beigemessen. Diskutiert
wird, ob die ROS-Bildung auf eine intrinsische Eigenschaft von Titandioxid-Nanopartikeln zu-
rickgeht, Uber Titandioxid-Partikel-vermittelte Entzindungsreaktionen verlauft oder durch Wir-
kungen von Titandioxid-Nanopartikeln auf die Mitochondrien vermittelt wird. Der relative Bei-
trag der insgesamt diskutierten Wirkmechanismen zur Titandioxid-vermittelten Genotoxizitat
l&sst sich anhand der verfugbaren Daten nicht abschliel3end beurteilen.

Die von der EFSA berucksichtigten in vivo-Studien zur Genotoxizitat lassen keinen eindeuti-
gen Schluss im Hinblick auf einen mdglichen Zusammenhang zwischen physikochemischen
Eigenschaften von Titandioxid-Partikeln und einem genotoxischen Effekt zu.
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Insgesamt besteht Unsicherheit dartiber, ob ein Schwellenwert fur die moglichen genotoxi-
schen Effekte durch Exposition gegentiber dem Lebensmittelzusatzstoff E 171 angenommen
werden kann.

Es ist fir das BfR daher nachvollziehbar, dass die EFSA internationalen Leitlinien folgend kei-
nen gesundheitsbasierten Richtwert (HBGV) abgeleitet hat.

3.5 Datenliicken und Forschungsbedarf aus Sicht des BfR

Die Einschatzung der EFSA, dass die Bedenken hinsichtlich moglicher genotoxischer Wirkun-
gen von E 171 nicht ausgerdumt werden kénnen und damit der Verdacht bezuglich einer erb-
gutschadigenden Wirkung nicht entkraftet werden kann, ist auf Grundlage der verfigbaren
Daten nachvollziehbar.

Aus Sicht des BfR kdnnten gezielte Untersuchungen zu den folgenden Aspekten wesentlich
zur Verbesserung der wissenschaftlichen Bewertungsgrundlage beitragen:

(1) Zusammenhang zwischen physikochemischen Eigenschaften von Titandioxid-Partikeln
und den genotoxischen Eigenschaften

Die meisten in vivo-Studien zur Genotoxizitat, die in der Stellungnahme zitiert werden,
sind mit Nanopartikeln durchgefuhrt worden. Nach Darstellung der EFSA lasst sich an-
hand der verfugbaren Daten derzeit keine eindeutige Aussage treffen, inwieweit die
physikochemischen Eigenschaften von Titandioxid in E 171 einen Einfluss auf die Ge-
notoxizitat haben.

Studien unter standardisierten Bedingungen mit Titandioxidmaterialien definierter
Grolde (insbesondere mit Materialien, die keine nanoskaligen Anteile enthalten), konn-
ten daher geeignet sein, belastbare Schlussfolgerungen im Hinblick auf einen mogli-
chen Zusammenhang zwischen physikochemischen Eigenschaften von Titandioxid-
Partikeln und den genotoxischen Eigenschaften treffen zu kénnen.

(2)  Untersuchungen zu méglichen Wirkmechanismen

Der Titandioxid-vermittelten Bildung reaktiver Sauerstoff-Spezies (ROS) wird fir die
Genotoxizitat besondere Bedeutung beigemessen. Nimmt man ferner an, dass das
gréliere Oberflache-zu-Volumen-Verhaltnis (spezifische Oberflache) von Nanopartikeln
und die daraus resultierende héhere Reaktivitat bei Nanopartikeln eine Rolle spielt,
koénnte gepruft werden, ob der nanoskalige Anteil flr die genotoxischen Befunde ver-
antwortlich ist.

Grundsatzlich kdnnen Schaden an der DNA durch unmittelbare Interaktion der Sub-
stanz mit der DNA entstehen oder durch indirekte Mechanismen, die keine unmittel-
bare Interaktion mit der DNA erfordern, ausgelst werden. Die Risikobewertung fur
eine DNA-reaktive, genotoxisch-kanzerogene Wirkung basiert auf der Annahme, dass
es nicht moglich ist, ein Expositionsniveau zu bestimmen, das ganzlich ohne zusatzli-
ches Risiko ist. Aus diesem Grund wird Ublicherweise auch kein gesundheitsbasierter
Richtwert (health based guidance value, HBGV) abgeleitet.

Aus Sicht des BfR konnten gezielte Untersuchungen zu maglichen Interaktionen von
Titandioxid mit der DNA die Datenbasis fur Schlussfolgerungen im Hinblick auf einen
mdglichen Wirkmechanismus verbessern. Insgesamt wird aus Sicht des BfR For-
schungsbedarf gesehen, welcher Zusammenhang zwischen der Partikelgro3e und
dem Transfer in den Zellkern besteht, ob die entsprechende Interaktion zwischen Ti-
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tandioxid und der DNA von der GrofRe abhangig ist, und ob es neben den elektrostati-
schen Interaktionen und der Interkalation auch zu kovalenten Bindungen kommen
kann.

(8) Untersuchungen zum kanzerogenen Potential

Um das kanzerogene Potential insbesondere von nanoskaligen Titandioxidpartikeln ab-
schlie3end bewerten zu kdnnen, fehlen entsprechende belastbare Studien insbeson-
dere unter Verabreichung von Untersuchungsmaterial mit kleineren PartikelgréRen bis
in den Bereich deutlich unter 100 nm.

Derzeit liegt nur eine einzige Karzinogenitatsstudie nach oraler Verabreichung an Mau-
sen und Ratten vor (NCI 1979), bei der auch in der héchsten Dosisgruppe (50 g/kg Fut-
ter) keine statistisch signifikanten neoplastischen Effekte beobachtet werden konnten.
Allerdings wurde die Partikelgréfienverteilung in dieser Studie nicht bestimmt, weshalb
dieser Studie nur eingeschrankte Relevanz beigemessen wurde.
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Weitere Informationen auf der BfR-Website zum Thema Zusatzstoffe:
https://www.bfr.bund.de/de/bewertung von lebensmittelzusatzstoffen-2274.html

Uber das BfR

Das Bundesinstitut fur Risikobewertung (BfR) ist eine wissenschaftlich unabhangige Einrich-
tung im Geschaftsbereich des Bundesministeriums fur Ernahrung und Landwirtschaft
(BMEL). Es berat die Bundesregierung und die Bundeslander zu Fragen der Lebensmittel-,
Chemikalien- und Produktsicherheit. Das BfR betreibt eigene Forschung zu Themen, die in
engem Zusammenhang mit seinen Bewertungsaufgaben stehen.
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