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aus der Analytik und Forschungsbedarf

Silika-Nanopartikel in Nahrungsmittelindustrie

* Siliziumdioxid in Lebensmitteln

RL Nr. 95/2/EG: SiO, - "E551”

zugelassen mit bis zu 10 g/kg z. B. in

* Rieselhilfsmittel in Salz, Gewlrzen

» Trockenlebensmittel in Pulverform (z. B. Instant-Suppen)

e Schnitt- und Reibekase

Nanofiltration zur Reduktion unerwinschter Verbindungen (Klarung von Wein und
Bier)

Kontaktoberflachen und Verpackungen von Lebensmitteln
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Silika-Nanopartikel in Nahrungsmittelindustrie

Others Pancake mix
Cake with icing __ 1%
10% Instant asparagus
soup
. 2% 3%
PoE Emes B gy
S2asoning mix — - B N
18% ' SIRODOUDRN  Coffee creamer
\ . ey ———  (Drand a)
PR R A 26%
Cheese sauce ~ Crrlilaiind. - N
12%
Guacamaole . VI’[EF‘I;IH C
seasoning mix Taco seasoning 4%
3% mix 11%

Dekkers et al. 2011: (Rounded) percentage contribution of each product to the total nanosilica
exposure. The slice others contains products that contribute less than 3% (each).

Dekkers et al. (2011). "Presence and risks of nanosilica in food products." Nanotoxicology 5(3): 393-405.
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Silika-Nanopartikel in Nahrungsmittelindustrie

« Materialien verandern ihre Eigenschaften im Nanometerbereich
» stark vergroRRerte Oberflache mit Abnahme des Partikeldurchmessers

» erhdhte Reaktivitat
» erhohte Bioverflugbarkeit

| ‘ ‘ ‘ ‘ ERRRERRLERERERRE
— 3 . CERRRERRN -

B cm? 12 tm? 24 rm?

OberflachenvergrélRerung bei gleich bleibendem Gesamtvolumen (sunp)

» spezifische Oberflache

« Partikel chemisch gleicher Zusammensetzung weisen ein unterschiedliches
toxikologisches Profil auf

BUND: https://www.nanoportal-bw.de/pb/,Lde/242518.html; 15.06.2015
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Silika-Nanopartikel in Nahrungsmittelindustrie
» erfasste toxische Effekte stark abhangig von (u et al. 2012; Tarantini et al. 2015, Fruijtier-Pslioth 2012)

+ Partikel-GrofRe, -Oberflache, -Protein-Corona

« umgebendes biologisches Milieu

* |nkubationskonzentration, -zeit

« VO (EU) Nr. 1169/2011: seit 13.12.2014: SiO, NPs - “E551 (nano)”

« Zentrale Fragen:

Suspensions- und Agglomerationverhalten

Freisetzung von SiO, NPs aus Lebensmitteln

Bioverfugbarkeit

Biologische/toxikologische Wirkung??

Fruijtier-Polloth, C. (2012). "The toxicological mode of action and the safety of synthetic amorphous silica-a nanostructured material." Toxicology 294(2-3): 61-79.

Mu et al. (2012). "Mechanism of cellular uptake of genotoxic silica nanoparticles." Part Fibre Toxicol 9: 29.

Sabella et al. (2014). "A general mechanism for intracellular toxicity of metal-containing nanoparticles." Nanoscale.

Tarantini et al. (2015). "Toxicity, genotoxicity and proinflammatory effects of amorphous nanosilica in the human intestinal Caco-2 cell line." Toxicology in Vitro 29(2): 398-407.
Yang et al. (2013). "Evaluation of the toxicity of food additive silica hanoparticles on gastrointestinal cells." J Appl Toxicol.
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Toxizitatsstudien nach oraler Exposition

Frohlich & Roblegg 2012:

« Einflisse auf Nanopartikel-Aufnahme sehr komplex aufgrund Unterschiede in:
« Erndhrung

* Mucus-Dicke, -Zusammensetzung, -Sekretion

* pH-Wert
 GIT Transitzeit
 GIT-Flora

* Nanopartikel kdnnen:
» selbst aufgenommen werden
» Permeation anderer Substanzen erhdhen od. verringern durch Absorption dieser
» Resorption unverdauter bzw. nicht-metabolisierter Substanzen vom GIT

» Hinderung der Aufnahme notwendiger Substanzen

Frohlich, E. and E. Roblegg (2012). "Models for oral uptake of nanopatrticles in consumer products.” Toxicology 291(1-3): 10-17.
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Orogastrointestinale Permeation

Frohlich & Roblegg 2012:

» Epithelgewebe bietet gro3ten Widerstand gegen die Passage von Substanzen und
Nanomaterialen

» Epithelgewebe des Orogastrointestinaltrakts deutlich dicker als andere Epithele + Mucus

Frohlich and Roblegg 2012

&

-, — —= 9l ih._hﬂ |
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Einschichtiges Plattenepithel Meh_rsch_lchtlges ) Einfaches Zyllr.w.dereplthel in
. N Plattenepithel in Mundhéhle Magen, Dinn- und
in BlutgefalRen .. .
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Frohlich, E. and E. Roblegg (2012). "Models for oral uptake of nanopatrticles in consumer products.” Toxicology 291(1-3): 10-17.
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Orogastrointestinale Permeation

Frohlich & Roblegg 2012:

» Aktive Aufnahme-Mechanismen von Nanomaterialen in Zellen:
* Makropinozytose
« Clathrin- oder Caveolae-gesteuerte Endozytose

* Nicht-Clathrin- oder Nicht-Caveolae-gesteuerte Aufnahme

Macropinocylosis

B SRV

MP: Makropinosomen

CC: Clathrin-coated Vesikel

EE: frihe Endosomen

LE: spate Endosomen

L: Lysosomen

Cav: Caveolosomen

ER: Endoplasmatische Retikulum

%JQ EV: Exozytotische Vesikel
: i i RE: Recycling-Endosomen
@_‘_‘_'_'-- .................... st @ TV: Transport-Vesikel

Cyto %h\'“‘“ﬁ:———: i @

Frohlich and Roblegg 2012

Frohlich, E. and E. Roblegg (2012). "Models for oral uptake of nanopatrticles in consumer products.” Toxicology 291(1-3): 10-17.
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Verhalten von LM-Nanosilika im Verdauungstrakt

Peters et al. 2012: in vitro Nachahmung der menschlichen Verdauung

« Untersuchung verschiedener LM mit E551 als Additiv in verschiedenen Verdauungsstufen
» Kaffee mit Kaffeeweil3er
» Instant-Suppe

> Pancakes

gastric duodenal
saliva juice juice + bile
laangh ot e e s | sl ettt el 7 T bl o Sty |
v m— i * il * 1l * i
' ' rotate ! rotate '! rotate
5 min Z hrs Z hrs
37 °C 27 °C 27 oC
pH 6.5 , pH 2 pH 8

step 2:
mouth” 't "stomach"

step 3!
“Intestine”

wn
]
L=
e
-

Schematic presentation of the in vitro digestion procedure, Petersetal. 2012

Peters et al. (2012). "Presence of hano-sized silica during in vitro digestion of foods containing silica as a food additive." ACS Nano 6(3): 2441-2451.
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Verhalten von LM-Nanosilika im Verdauungstrakt

Peters et al. 2012: in vitro Nachahmung der menschlichen Verdauung

« Magen:
+ keine SiO, NPs aus Kaffee od. Instant-Suppen detektierbar, geringe Mengen bei Pancakes
« Vermutete Ursachen - geringer pH + hohe Elektrolytkonzentration

» Ausbildung grof3er Partikel-Agglomerate und —Aggregate

 Darm:
* Erh6hung des pH-Wert

* Wiederauftreten der SiO, NPs sogar in hoheren Mengen als im Mundmodell

« Anteil nanoskaliges Silika nach vollstandiger Verdauung:
+ Kaffee: ca. 80%

» Suppe u. Pancakes: ca. 15% (mehr partikulares + faserformiges Silika enthalten )

- nach Verzehr von E551-haltigen Lebensmittelnscheint am ehesten das Darmepithel SiO, NPs

ausgesetzt zu sein

Peters et al. (2012). "Presence of hano-sized silica during in vitro digestion of foods containing silica as a food additive." ACS Nano 6(3): 2441-2451.
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Erfassung von Nanomaterial in Lebensmitteln

I5 It expected|YES b
to digect Are they
o dissohve? aggregated?
o
=
NO 2 (Szakal et al. 2014)

S
- Figure 3. Example decision tree for the selection of analysis metheds for nanomatenals in feods depending on the type and
VES o state of the material. AAS, atomic absorption spectroscopy; AFM, atomic force microscopy; CARS, coherent anti-Stokes
g E Haman scattenng; CLSM, confecal laser scanning microscopy; ELISA, erayme-linked immunoserbent assay; FEF, field flow
=~ fractionation; HPLC, high-performance liquid chromatography; ICP-MS, inductively coupled plasma mass spectrametry; LEIS,
Is the ICP-MS lew-energy ron scattering: SEM-EDS, scanning electron microscopy with energy-dispersive spectroscopy; SIMS, secondary

inn mass spectrometry; SPACP-MIS, single-particle inductively coupled plasma mass spectrometry; SPR, surface plasmon

material
Nancmaterial ﬂrganic? resonance; TEM, transmission ebeciron micrescopy; TEM-EELS, trammision electron microscopy coupled with electron
enerqy loss spectroscopy; TIRF, total intemal reflection flusrescence; UV —vis, ultraviolet —visible; XP5, X-ray photoslectron
specirescopy.
Is it an
established  [7o R
N0 technigque? £
Is it expected YES Hy :§
to digest - 4 Separation ar other sample dean-up
or gissove; o - [} =
= =t
NO 5 % g Dothey lygs m !
g 3 Tleggregate’] Complex Food Sample Digestion Characterization or
— ] Matrix Containing i or =] Quantification of
% Nanomaterials MM Separation MNanomaterial
=1 = :
[CP-M5, -

Direct measurement currently poses risks to damage
analytical equipment for most detection methods
Strategie zur Methodenentwicklung zur Detektion oder
Quantifizierung von Nanomaterial (NM) in komplexen
Nahrungs- und biologischen Matrices (Szakal et al. 2014)

SP-ICP-MS

Szakal, C., S. M. Roberts, et al. (2014). "Measurement of nanomaterials in foods: integrative consideration of challenges and future prospects.”" ACS Nano
8(4): 3128-3135.
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Resorption von LM-Nanosilika

Dekkers et al. 2011: Risikobewertung anhand Vorkommen, Partikelgrof3e- u. Konzentration
* Verwendung experimentell-analytischer Daten zur Abschatzung der Aufnahme von Nano-Silika aus LM
* Problem: GIT-Absorption von Nano-Silika unklar
a) SiO, Partikel Absorption in geldster Form basierend auf Tox-Daten der Nicht-
* LoOsungansatze: Nanoform = keine adversen Effekte erwartet
b) Absorption von SiO, in Partikelform basierend auf Tox-Date der Nanoform - zu viele

Unsicherheiten fur angemessene Risikobewertung

Table 1. Silica and nanosilica concenrration in food products with and withour E551. Peters et al. 2012
MNanosilica
_ H Tl saliwn Total silicn® e mgdE Pementage silicm

H DC ICPMS Zur BeStImmung von Code Product description in mg'g in mg'g (50200 am) in nano-form
PartikelgroRe und —konzentration =~ Froducs w351

Fl Mix for lasagne sauce 2.5 54 03 e
Von S|02 NPS Fz2 Instant noodles <0.1

F3 Minced meat seasoning mix 1.2 2.6 0.2 %
« <0.1-1.0 mg/g F4 Pancake mix 1.3 28 0.1 4%

F5 Instant asparagus soup 0.3 0.6 0.2 13%
*  50-200 nm F6 Spicy pepper rub 0.5 1.1 0.1 £12%

E7 Sweers sticky rub 28 6.0 0.4 T

I8 Steak house rub 2.0 4.3 0.2 4%

Fo Roasted vegerable rub 23 1.9 0.6 12%

Flo Sea food rub 2.2 4.7 0.5 11%

Fl1 Burnto icaiming mix 5.3 7.1 0.3 3%

" ; 712 ; q [ ) 2 : . 0%

Dekkers et al. (2011). "Presence and risks of Fl Cotfes Grmamte (aamd 2) . 3.1 1.0 1
nanosilica in food products." Nanotoxicolog){ *Total silica (5i0, molecular weight 60 g'mol) was calculated from the total silicon content (5§, molecular weight 28 g/mal) by multphing

with Gi/2E, - Mot memsured

5(3): 393-405.
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Resorption von LM-Nanosilika

Dekkers et al. 2011: Risikobewertung anhand Vorkommen, Partikelgrof3e- u. Konzentration

» Expositionsabschéatzung:

Table 11, Estimared inmke of nanosilicn hased on consumprion of food producrs analysed for their nanosilica (F1-F12) or silica (F13-F27)
comaeniminn

Poroon size Lxposure per Lxposure
Meun concentration (& powder portion Limsmnption per day

Code* Food product (mg nanosilicn’g powder)*™®  porrion) (Mg nanosilicn’porton) (portion’day) (mg nanosilicn/day)
Fl Mix for lasagne sauce 0.3 32.5 5.9 2 1.7

F2“  Inseant noodles 0.1 20 2.0 1 2.0

F31 Minced mear seasoning mix 02 10 1.7 02 .3

F4 Pancake mix 0.1 133.3 13 1 13

ik Instanl asparagus soup 0.z 20 4.2 1 4.2

Fbo*  Spcy pepper rub 0.1 3 .30 4]

F7°  Sweers sricky rub 0.4 3 1.3 0

E&* __ Sreak hopes rub 0z 3 037 i

Fa® Roasted vegetable rub 0.6 3 1.7 0.2 0.3

F10* Seafood rub 0.5 3 1.6 i)

Fll Bumito seasonmg mix 03 13.3 3.9 b2 .4
F12a™ Coffee creamer (hrand a)*** 2.2 25 5.5 [ £k}

* Kinetik: Peters et al. 2012

« Mechanismen der GIT-Absorption von Nicht-Nano-Silika unklar

« Exkretion v. a. via Urin, teilweise via Faeces

« Ftterungsstudien an Nagern: Nano-Silika scheint nach oraler Aufnahme tw. bioverfiigbar zu sein u.
kann zu toxischen Effekten in der Leber flihren

* unklar welche Form absorbiert wird (NPs, gelost oder beides)
Dekkers et al. (2011). "Presence and risks of nanosilica in food products." Nanotoxicology 5(3): 393-405.
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Protein-Corona

« Nanopartikel werden nach Kontakt mit biologischen Medien, z. B. Zellserum, durch Proteine

beeinflusst

» Ausbildung einer Protein-Schicht (Corona) auf der Partikeloberflache

- Anderung der physiko-chemischen Eigenschaften von Partikeln

_— Maroparticle-corona compl

» Beeinflussung der Interaktionen mit Zellen:

Receplor

« serumfreie SiO, NPs zeigen starkere Zellmembran-

Adhesion und hohere Internalisierung-Effizienz im

[ sfraseliiar glda ol
cell membrane

Vergleich zu Pra-formierten Coronen aus serumbhaltigen

Medium (Lesniak et al. 2012)

* Reduktion adverser Effekte von SiO, NPs infolge einer

Choleslenal

P intraceliuier sideol B
ol membirars

Corona-Ausbildung (octer et al. 2014) -

' Integral profsin

Monopoli et al. 2012

Lesniak et al. (2012). "Effects of the presence or absence of a protein corona on silica nanoparticle uptake and impact on cells." ACS Nano 6(7): 5845-5857.

Docter, D., C. Bantz, et al. (2014). "The protein corona protects against size- and dose-dependent toxicity of amorphous silica nanoparticles.” Beilstein J
Nanotechnol 5: 1380-1392.

Monopoli, M. P., C. Aberg, et al. (2012). "Biomolecular coronas provide the biological identity of nanosized materials." Nat Nanotechnol 7(12): 779-786.




 J1 Forschung zu Silika in Lebensmitteln — Ergebnisse % Lniversitat
Cﬁlmc . wien

aus der Analytik und Forschungsbedarf

Protein-Corona

« Aerosil ® 200 F (12 nm SiO, NPs) und Aerosil ® Ox50 (40 nm SiO, NPs) in humanem Plasma:

« zeitlich stabile Protein-Corona
« unterschiedliches Protein-Bindungs-Muster

* Apolipoprotein A1 und Fibrogen mit hohen Affinitat zu SiO, NPs (wichtig wenn Partikel in den

Blutkreislauf gelangen)

* Oberflachen-Chemie beeinflusst deutlich die Protein-Bindungs-Menge und -

Zusammensetzung (hydrophile Metalloxide binden deutlich weniger Proteine als hydrophobe NPs)

—> Variation der Corona in Abhangigkeit der NP Oberflachen-Chemie

- muss individuell fUr jedes Nanomaterial erfasst werden

Ruh et al. (2012). "Identification of serum proteins bound to industrial nanomaterials.” Toxicol Lett 208(1): 41-50.
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Zellulare Aufnahme

Gehrke et al. 2013

(A) TEM Aufnahmen der Aerosil® 200 F Silika-Nanopartikel

GXF251L
« zugelassen fiur Lebensmittel

« nominaler priméarer Durchmesser: 12 nm

» Ausbildung von Agglomeraten/ Aggregaten

Gehrke et al. (2013). "In vitro toxicity of amorphous silica nanoparticles in human colon carcinoma cells." Nanotoxicology 7(3): 274-293.
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Zellulare Aufnahme

(B) STEM-HADDF Aufnahmen von 12nm SiO,-NP

in HT29
* 31,3 ug/cm2=100 pg/ml
* 1 % FKS-haltiges DMEM
* 24nh

multiple Einstllpungen der Zellmembran

zellulare Aufnahme agglomerierter/aggregierter SiO,-NP

Diss. H. Gehrke 2012 (Aufnahme: Laboratorium fir Elektronenmikroskopie, KIT)

(A) STEM-BF Aufnahmen von 12nm SiO,-NP
in HT29 B
* 31,3 ug/cmz =100 pg/mi
* 10 % FKS-haltiges DMEM
« 24h

ZNP: Nanopartikel im Zytosol

VNP: Nanopartikel in Vesikeln
Nuc: Zellnukleus

NZ: Nachbarzelle Diss. H. Gehrke 2012 (Aufnahme: Laboratorium fiir Elektronenmikroskopie, KIT)

Gehrke, H. (2012). Biologische Wirkungen metallischer und nicht-metalloxidischer Nanopartikel in Zellen des Gastrointestinaltrakts. Department of Food
Chemistry and Toxicology, University of Vienna.
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Zytotoxizitat und Zellviabilitat

N 0 ; (Gehrke et al. 2013;
zellulare Aufnahme der Partikel Wittig et al. 2015 in prep)

« keine Zytotoxizitat
* keine ROS-Bildung

« Zellwachstum aufgrund von Zellproliferation
« Beeinflussung von zellproliferations-stimulierenden

Signalkaskaden

140 =
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[ |viable Cells
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Gehrke et al. (2013). "In vitro toxicity of amorphous silica nanoparticles in human colon carcinoma cells." Nanotoxicology 7(3): 274-293.
Wittig et al (2015). “Amorphous silica nanopatrticles relevant in food industry influence cellular growth and associated signaling pathways in human gastric
carcinoma cells.” in preparation.
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Zytotoxizitat und Zellviabilitat

EGFR — ERK1/2 — Signalkaskade

mitogenic
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Zytotoxizitat und Zellviabilitat

» Einfluss auf zellulare Signalkaskaden

* Hypothese: Effekte auf Rezeptor-Trafficking und -Recycling

(Wittig et al. 2015 in prep.)

EGFR

+
a-Tubulin

EGFR

negative control 31.3 pg/cm? 93.8 yg/cm? EGF

Wittig et al (2015). “Amorphous silica hanopatrticles relevant in food industry influence cellular growth and associated signaling pathways in human gastric
carcinoma cells.” in preparation.
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» Wenn Zellen des Verdauungstraktes in direkten Kontakt mit Nanosilica kommen wird
dieses effizient in die Zellen aufgenommen

» Nanosilica hat durchaus zellulare Wirkungen wenn auch nicht direkte cytotoxische
oder genotoxische Wirkungen zu beobachten sind

» Aktuellen Studien weisen auf ein leichte Steigerung des Zellwachstums durch
Nanosilica hin

» Verdauungsmodelle lassen vermuten, dass Darmzellen in Kontakt mit Nanosilica
kommen kdnnen.

» Weitere Forschung zur toxikologischen Relevanz von Nanosilica im Menschen
dringend erforderlich
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