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Titan-Blutspiegel vor und nach Belastungsversuchen mit Titandioxid
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Im Blut von minnlichen 24—66 Jahre alten Probanden wird ein Normalwert von 11,2 ug Ti/l (SD 4,1) gefunden. Belas-
tungsversuche mit Titandioxid in Gelatine-Kapseln und als lose Pulverware in Anatas-Qualitét lassen erkennen, dass Titan
aus dem Gastro-Intestinaltrakt resorbiert werden kann. Ein Vergleich zwischen Pigmenten mit den Korngréen 0,16 um
und 0,38 wm ergibt, dass dasjenige mit dem groferen Durchmesser sowie das Pulver mit seiner Neigung zur Agglomerat-
bildung schlechter persorbieren. Die Blutspiegel/Zeit-Abhéngigkeiten zeigen den fiir Persorptionskurven typischen Verlauf
und sind starken individuellen Schwankungen unterworfen. Nach Verdopplung der applizierten Dosis ldsst sich nur eine
tendenzielle Erhchung der Blutspiegel beobachten. Als Analysenmethode wird die ICP-AES verwendet. Eine Mineralisie-
rung der organischen Matrix ist erforderlich.

Blood levels of titanium before and after oral administration of titanium dioxide

The normal titanium levels in the blood of males between 24 and 66 years of age were found to be 11.2 pg/l (rsd 4.1).
After oral administration of titanium dioxide containing capsules or as powder (anatas) it could be observed that the
material can be absorbed from the gastro-intestinal tract. If two titanium dioxide qualities, having different mean particle
sizes (0.16 um and 0.38 um), are administered orally, the latter shows less absorption, most likely due to agglomeration
phenomena. The blood concentration/time correlation shows the type of curves which are characteristic for a persorption
mechanism of absorption and reveal a high individual fluctuation. An increase of the administered dose by twice the
amount shows only a tendentious response in the corresponding blood levels. The method of analysis was ICP-AES. A
pretreatment of the samples in order to eliminate the organic matrix is necessary.

1. Einleitung Die Analytik mittels sequentieller induktiv gekoppelter
Hochfrequenzplasma-Emissions-Spektrometrie zur Bestim-
mung von Titan aus Vollblut wird entwickelt.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Kldrung der Frage,
welche Titan-Blutnormalwerte im menschlichen Korper
anzutreffen sind und in wie weit Titandioxid bei oraler
Applikation aus dem Gastro-Intestinal-Trakt resorbiert

wird.

Titandioxid ist als Kontaminationsquelle fiir den Men-
schen bisher nur beziiglich seiner inhalativen Belastung
untersucht worden [1-4]. Titandioxidpigmente stehen in
dem Ruf, praktisch nicht aus dem Magen-Darm-Trakt re-
sorbiert zu werden [5—7]. Einige Autoren bestitigen diese
Annahme [8, 9], andere schlieBen eine gastrointestinale
Resorption von Titandioxid-Partikeln nicht aus [10, 11]. In
einer Untersuchung der EU zur biologischen Aktivitit von
Titandioxid wird von Valentine [12] auf das Fehlen genau-
erer Daten fiir Titan und dessen Verbindungen hingewie-
sen. Auch von den Autoren einer Studie zur moglichen
Carcinogenitit von Titandioxid, die vom National Cancer

2. Untersuchungen und Ergebnisse

Bei 6 minnlichen Probanden im Alter von 24 bis 66 Jah-
ren, die frei von Titan-Belastungen sind, wird eine Blut-
normalgehalts-Bestimmung durchgefiihrt sowie untersucht,

Institute an Ratten und Miusen durchgefiihrt wurde, sind
keine Titananalysen im Gewebe und Blut durchgefiihrt
worden [13]. Ergebnisse zur gastro-intestinalen Absorption
von Titandioxidpigmenten im Menschen liegen ebenfalls
nicht vor.

Da im Bereich der Pharmazie grofe Mengen an Titandi-
oxid eingesetzt werden, sind Daten zu seinem Verbleib im
Organismus wiinschenswert. Tabletten enthalten z.B. zwi-
schen 0,01 und 1,0, Dragees bis zu 1,5 und Gelatinekap-
seln bis zu 2,0 Gew.% TiO,. Die unterschiedlichen Titan-
dioxide werden meistens in einer Korngréfle zwischen 0,1
und 0,5 pm Durchmesser eingesetzt, da sie so die besten
pigmentoptischen Eigenschaften besitzen. Eine Persorption
von anderen Partikeln dieser Grofenordnung und dariiber
hinaus bis 120 wm Durchmesser durch die Darmwand ist
beschrieben [14—19]. Fiir Titandioxid (Rutil) wurde bei
weiblichen Ratten gefunden, dass 500 nm Partikel iiber
den Magen-Darm-Trakt in systemische Organe gelangen
[20]. Auf Grund der physikalischen und chemischen Ei-
genschaften des Titandioxids und des Befundes von Jani
et al. [20] ist daher die Aufnahme als ganzes Partikel auch
beim Menschen zu diskutieren.
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in wie weit der Bluttitangehalt zeitlichen Schwankungen
unterliegt. Von zwei Probanden werden die Bluttitange-
halte in einem Zeitraum von 10 Monaten zwei bzw. drei-
mal bestimmt. Die Analysenergebnisse sind in Tabelle 1
zusammengefalt.

Die Werte eines einzelnen Probanden liegen, auch iiber
einen relativ grofen Zeitraum, gegeniiber denen verschie-

Tabelle 1: Titan-Blutnormalwerte von 6 ménnlichen Proban-
den, bei 2 Probanden innerhalb von 10 Monaten
wiederholt gemessen.

Proband Alter Ti (ug/l) Mean  Std. dev.
RR 24 59
BS 28 14,6 124 16,7 - 14,6 3,04
HB 30 74
HPK 31 18,1
OK 45 8,9
SS 66 122 109 11,8 138 12,2 1,45
Mean 11,2
Std. dev. 4,09

Alter in Jahren, Wiederholung mit Mehrfachmessung
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Tabelle 2: Bluttitangehalte von fiinf Probanden nach Applikation von 22,9 mg und 45,8 mg TiO, in Form von Gelatinekapsel-

Wandmaterial mit einem Gehalt von 2% TiO,

Nach Applikation von 22,9 mg TiO, 45,8 mg TiO,

Proband, Alter HB, 30 HPK, 31 OK, 45 SS, 66 BS, 28 SS, 66 BS, 28
Entnahmezeit

0 min 7.4 18,1 8,9 10,8 12,4 13,8 16,8
+15 min 27,1 12,8 9,0 27,6 15,5 12,5 20,3
+30 min 70,4 22,2 5.8 12,2 81,5 37.8 30,2
+ 1h 17,6 27,9 16,4 14,4 16,6 14,7 31,9
+ 2h 12,9 25,7 14,9 56,2 21,7 15,6 25,9
+ 4h 45,0 22,1 16,7 20,9 4,2 8.8 32,1
+ 8h 29,2 22,4 29,1 49,7 23,5 109,9 61,8
+12 h 9,9 41,5 42,3 45,1 37,4 21,5 35,1
+24 h 18,7 18,9 11,8 20,0 17,4 18,4 243

Angabe in pg/l, Alter in Jahren

dener Probanden wesentlich enger zusammen und sind im
Untersuchungszeitraum sehr stabil.

Die Blutgehalte von fiinf mit 22,9 bzw. 45,8 mg TiO,
Capsugel-Kapseln belasteten Probanden sind in Tabelle 2
aufgefiihrt. Generell sind Blutspiegel an persorbierten Par-
tikeln starken zeitlichen Schwankungen ausgesetzt [14].
Diese Beobachtung ldsst sich auch fiir Titan machen. Es
treten im allgemeinen bereits wenige Minuten nach der
oralen Aufnahme dieser Partikel nennenswerte Mengen in
der Blutbahn auf.

Bei allen Probanden wird nach Gabe der Gelatinekapseln
mit 22,9 mg TiO, eine deutliche Steigerung der Bluttitan-
gehalte beobachtet. Die Zeiten, zu denen Gehaltsspitzen
auftreten, sind sehr individuell bestimmt. Das durch einen
langsamen Anstieg gekennzeichnete Maximum wird als
Hauptmaximum definiert, um eine Unterscheidung von
den kurzfristig auftretenden Gehaltsspitzen zu Versuchsbe-
ginn zu treffen. Die Hauptmaxima werden, auch bei dop-
pelter Dosierung, recht einheitlich nach 8 bzw. 12 h er-
reicht, nur in einem Fall bereits nach 4 h. Die Raucher
unter den Probanden zeigen keine Auffilligkeiten.

Der Vergleich der Blutnormalwerte mit den jeweiligen
Maxima zeigt eine signifikante Erhohung der Bluttitange-
halte nach Applikation von Titandioxidpigmenten. Die ein-
heitliche Struktur der Werte wird durch die Ndhe von Mit-
telwert und Median, siehe Tabelle 3, belegt.

Tabelle 3: Mittelwerte und Median der Blutnormalwerte und
Hauptmaxima des Probandenkollektivs nach Appli-
kation von 22,9 mg TiO,

Mittelwert  Standardabweichung ~ Median n
Blutnormalwert 11,5 4,14 10,8 5
Hauptmaximum 432 4,52 423 5

Angabe in pg/l

Die Bluttitangehalte nach Dosissteigerung um den Faktor
2 auf 45,8 mg TiO, liegen gegeniiber der Einfachdosis
lediglich tendenziell hoher (Tabelle 2). Das Hauptmaxi-
mum erscheint in beiden Fillen nach 8 h.

Die Wiederholungsmessung an einem belasteten Proban-
den ergibt eine reproduzierbare Persorptionsrate. Im Ab-
stand von 2 Monaten werden 22,9 mg TiO, gegeben und
Blindwerte sowie je ein Belastungswert nach 12 h gemes-
sen. Die Blindwerte betragen 12,4 und 16,7 ug Ti/l. Nach
12 h weist der Proband einen Bluttitangehalt von 374
bzw. 37,0 ug Ti/l auf.

Als weiteres Titandioxidpigment wird eine TiO,-Anatas-
Qualitdt als Pulver eingesetzt. Es werden zwei Probanden
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Tabelle 4: Titanblutgehalte zweier Probanden nach Applika-
tion einer farblosen Gelatinekapsel, Gr. I, mit
22,9 mg TiO,-Anatas Qualitéit in Pulverform

Entnahmezeit RR SS

0 min 5,9 11,8
+15 min 32,1 16,7
+30 min 46,9 17,6
+ 1h 23,8 14,1
+2h 16,9 14,8
+ 4h 20,0 21,7
+ 8h 9,4 5,1
+12h 8,0 31,1
+24 h 11,1 13,2

Angabe in mg/l

belastet. Die Titanblutgehalte, gemessen iiber 24 h, sind in
Tabelle 4 zusammengefasst. Die Werte beider Probanden
verhalten sich &hnlich, lediglich das Hauptmaximum ist
von 4 h bei RR auf 12 h bei SS verschoben. Beim Pro-
banden SS weisen sowohl die Gehaltsspitzen als auch die
Hauptmaxima einen wesentlich moderateren Verlauf auf
als nach Gabe von TiO; in Kapseln.

3. Diskussion

Die gefundenen Blutnormalwerte fiir Titan liegen mit
11,2 ug/l unter den Literaturangaben, die 20 bis 150 ug/l
ausweisen [12, 21-23]. Die Entwicklung neuer Geritege-
nerationen und die immer genaueren Kenntnisse {iber
Kontaminationen der Proben fiihren nachweislich zu tiefe-
ren Normalwerten [24-28]. Dariiber hinaus existieren
keine neueren Untersuchungen iiber eine Titananalytik im
biologischen Material mit einer entsprechenden Wiirdi-
gung der analytischen Peripherie.

Titandioxid kann aus dem Gastro-Intestinaltrakt resorbiert
werden. Belegt wird diese Aussage durch die signifikante
Erhohung der Bluttitangehalte nach Applikation von TiO,-
Pigmenten.

Tabelle 5: Analysenbedingungen zur ICP-AES Analyse von Ti
in Vollblut

Wellenldnge Ti 334,94 nm

Spaltbreite/-hche
Untergrundkompensation

0,02 nm/niedrig

Ti: +0,05 nm/—0,06 nm
Sc: +0,05 nm/—0,05 nm
Argon 4,8/15 1/min

0,6 I/min/25 psi/17 mm

Plasmagas/-menge
Zerstidubergas/-menge/-druck
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Die beobachtete Blutspiegel/Zeit-Abhingigkeit weicht auf-
grund des partikuldren Charakters des TiO, und der da-
durch bedingten Persorptions- und Verteilungscharakteris-
tik stark von den Blutspiegel/Zeit-Verhiltnissen nach
Applikation von l6slichen Arzneistoffen ab. Die Struktur
der Werte #hnelt sehr stark dem fiir Persorptionskurven
typischen Verlauf. Es werden drei mehr oder weniger
deutliche Maxima gefunden, deren zeitliches Auftreten
starken Schwankungen unterworfen ist, nicht so beim
Hauptmaximum, das einheitlich nach 8 bis 12 h erreicht
wird.

Volkheimer [14] zeigt ebensolche Kurvenverldufe mit drei
Maxima fiir Stirke und andere Substanzen auf. Fiir diese
Kurvenverldufe macht er Umverteilungsprozesse zwischen
verschiedenen Kompartimenten verantwortlich. Fiir TiO,
sind Umverteilungsprozesse in das lymphatische System
beschrieben [29]. Solche Prozesse sind sicherlich mitver-
antwortlich fiir die individuellen Schwankungen der gefun-
denen Bluttitanwerte. Die Persorptionsverldufe des TiO,
weisen jedoch auch Unterschiede zu denen von Volkhei-
mer auf. So konnte ein ausgeprigtes erstes Maximum
nach wenigen Minuten nicht in einer entsprechenden Hiu-
figkeit beobachtet werden. Dies mag auf den zeitlichen
Abstand der Probennahme zuriickzufiihren sein, der mit
Riicksicht auf die Probanden wegen des hohen Blutvolu-
menbedarfs fiir einen Messwert nicht enger gewihlt wer-
den konnte. Ein weiterer Unterschied besteht in den beob-
achteten Zeiten zum Erreichen der eigentlichen Maxima
und der Ausgangswerte, die beim TiO, zu deutlich ldnge-
ren Zeiten verschoben sind. Eine Erkldrung ist nur bedingt
moglich. Die von Volkheimer verwendeten Stirkekorner
weisen im Mittel einen um den Faktor 50—1000 héheren
Durchmesser auf als die im Rahmen dieser Arbeit einge-
setzten TiO,-Pigmente. Dariiber hinaus sind Stirkepartikel
in Folge ihrer moglichen partiellen Quellung im Gegen-
satz zu TiO,-Pigmenten elastisch und unterliegen sicher-
lich korpereigenen Abbauprozessen, die fiir TiO, eher un-
wahrscheinlich sind. Es ist daher mit Unterschieden in
Persorption und Verteilung im Organismus zu rechnen.
Das pulverformig applizierte Titanpigment wird ebenfalls
aus dem Gastro-Intestinaltrakt resorbiert. Bei einem Ver-
gleich des Persorptionsverhaltens dieses Pigments mit dem
in den Gelatinekapseln fillt die etwas schlechtere Persorp-
tion des losen Pigments auf. Dies ldsst sich tendenziell
mit den Werten des Probanden SS zeigen, der mit 22,9 mg
TiO, in Form von Gelatine-Wandmaterial im ersten Ver-
such und mit dem pulverformigen Pigment in einem wei-
teren Versuch belastet wurde. Die schlechtere Persorption
ist moglicherweise auf die hohere Korngrofe des Pig-
ments zurtickzufiihren. Diese begriindet bei gleicher appli-
zierter Menge eine deutlich reduzierte Teilchenzahl. Die
starke Neigung des Pigments, aufgrund der elektroche-
misch sehr aktiven Oberfldche Agglomerate zu bilden, ist
ebenfalls ein Faktor, der eine schlechtere Resorbierbarkeit
erwarten 14ft.

Die festgestellte Persorption des Titandioxids sollte Anlass
sein abzuklédren, ob dies tatsidchlich fiir den Menschen so
harmlos ist, wie bisher vielfach angenommen wird.

4. Experimenteller Teil

4.1. Gerite und Methoden

Die ICP-AES wird mit dem ICP-5500 durchgefiihrt. Die Datenverarbeitung
erfolgt mit dem Data System 10 und dem PR-100 Printer. Diese Gerite
sind kommerzielle Systeme der Firma Perkin Elmer. Der Probenaufschluss
wird in 40 ml Quarzglas-Langhalsgefilen mit Hilfe des VAO-Nassver-
aschungsautomaten der Firma Kiirner Analysentechnik, Rosenheim, ausge-
fiihrt. Die Gefriertrocknung erfolgt in der Anlage Lyovac GT2 mit einer
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Vakuumpumpe D4A der Firma Leybold-Heraeus.

Zur Parameteroptimierung und Kalibrierung des Spektrometers wird ein
wissriger Ti-Standard von 0,10 mg/l in 5% HNOj; verwendet. Er enthilt
als internen Standard Sc in einer Konzentration von 1 mg Sc/l. Als Blind-
wert fungiert bidest. H;O mit 5% HNOs3. Die Auswertung erfolgt mit der
Standard-Additionsmethode. Die Proben werden mit 10, 20 und 30 pg/l
einer TiCly-Losung in 6% HCI aufaddiert und auf eine gleiche Endkonzen-
tration an HCI1 gebracht. Zum Ausschluss von mdglichen Transportinterfe-
renzen wird allen Ansdtzen Sc als interner Standard zugegeben. Soweit
moglich werden alle Arbeiten zur Probenvorbereitung und die Messung in
Reinstraumen ausgefiihrt.

4.2. Chemikalien und Standards

Alle verwendeten Chemikalien haben, soweit nicht anders angegeben, den
Reinheitsgrad p.a.. Das TiO,, Kronos-A FDA, wurde dankenswerterweise
von der Firma Kronos Titan GmbH zur Verfiigung gestellt; eingesetzt wird
es in der Qualitdt Anatas als lose Pulverware in transparenten Hartgelatine-
kapseln mit einem mittleren Korndurchmesser von 0,38 um. Bei den Gela-
tinekapseln handelt es sich um Capsugel-Kapseln der GroBie I mit 2% TiO,
und einem mittleren Korndurchmesser von 0,16 um.

Als Standards werden eine 1 g/l Ti-Standardlosung der Firma Merck,
Darmstadt, und eine 1 g/l Sc-Standardlésung der Firma Aldrich verdiinnt
und so gemischt, dass der gebrauchsfertige Standard 0.1 mg/l Ti und
1.0 mg/l Sc enthilt.

4.3. Analysenbedingungen

Die Analysenbedingungen sind in Tabelle 5 zusammengestellt.

4.4. Probenvorbereitung
4.4.1. Nassaufschluss

Das Pipettierschema ist in Tabelle 6 zusammengefasst. Die dotierten Proben
werden geschiittelt, wobei die Viskositit auf Grund des Sédurezusatzes stark
ansteigt und Dunkelfirbung auftritt. Die GefiBe werden mit Parafilm® ver-
schlossen, tiber Nacht eingefroren und anschlieend einer Gefriertrocknung
unterzogen. Man trocknet die Proben 24 h lang, wihrend der letzten 4 h
erwiarmt man die Einlegeboden der Anlage auf 40 °C. Die Proben werden
abermals auf —18 °C abgekiihlt und mit der ebenfalls auf —18 °C gekiihl-
ten 100% HNOj versetzt. Um die erste heftige Reaktion abklingen zu las-
sen, bewahrt man 1 h bei Raumtemperatur auf und unterzieht dann dem
offenen Nassaufschluss. Bei einer Heizblocktemperatur von 150 °C und
einem Vorschub von 1 h durchlaufen die Proben in einem ersten Schritt das
Gradientenprogramm 6/2/0/0/0. Wihrend des Aufschlusses wird jede Probe
auf ca. die Hilfte des urspriinglichen Volumens eingedampft. In einem sich
anschliefenden zweiten Schritt wird bei einer Blocktemperatur von 250 °C
und einer Aufschlusszeit von 1h auf ca. 2 ml eingeengt. Die Losungen
sind nach der Gesamtaufschlussdauer von 6 h hellgelb bis schwach rétlich.
Sie werden quantitativ in 5 ml Messkolben tibergefiihrt, bis zur Eichmarke
aufgefiillt, zur Aufbewahrung in 20 ml Polyvials umgefiillt und bei 4 °C
gelagert. Die so erhaltene Verdiinnung von 1+1, bezogen auf das ur-
spriinglich eingesetzte Blutvolumen, wird innerhalb eines Tages direkt ge-
messen. Fiir eine Probe werden 6 Aufschliisse zu je 5 ml mit 3 Additionen
durchgefiihrt und 2 Messwerte je Additionspunkt ermittelt.

Tabelle 6: Pipettierschema zur Vollblutanalytik mit Nass-

aufschluss
Blut, undotiert Blut 5,0 ml
Sc 10,00 mg/l 0,5 ml
HCl 6% 1,5 ml
Blut, +10 pg Ti/l Blut 5,0 ml
Sc 10,00 mg/1 0,5 ml
Ti 0,10 mg/l 0,5 ml
HCL 6% 1,0 ml
Blut, +20 ug Ti/l Blut 5,0 ml
Sc 10,00 mg/1 0,5 ml
Ti 0,10 mg/l 1,0 ml
HCL 6% 0,5 ml
Blut, +30 ug Ti/l Blut 5,0 ml
Sc 10,00 mg/1 0,5 ml
Ti 0,10 mg/1 1,5 ml

Da Ti ubiquitir vorkommt, wird eine Uberpriifung der Kontamination mit
Ti bzw. des Verlustes an Ti durch Wandabsorption an Gefien etc. durch-
gefiihrt. Eine Standardldsung von 20 pg Ti/l wird in Probengefifle der Art,
wie sie spiter verwendet werden, gefiillt und Ti bestimmt. Danach unter-
liegen die verwendeten Polyvials keinerlei Kontamination mit Ti. Kontami-
nationsquellen wie Reagenzien und Aufschlussgefie werden durch eine
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Blindanalyse, welche einer kompletten Probenvorbereitung unterzogen
wurde, bestimmt. Es wird keine Belastung im Sinne einer Kontamination
oder Desorption gefunden.

4.4.2. Belastungsprocedere und Blutprobennahme

Die Probanden im Alter von 24 bis 66 Jahren nehmen wihrend der Unter-
suchung keine Medikamente ein und weisen auch keine andere Belastungs-
quelle an Titan auf. Die Probanden HB und HPK unterscheiden sich von
den anderen dadurch, dass sie Raucher mit einem Zigarettenkonsum >20/d
sind. Eine spezielle Erndhrung wird nicht durchgefiihrt. Zur Bestimmung
der Blutnormalgehalte werden jeweils morgens vor dem Friihstiick je Pro-
band 27 ml Blut entnommen. Die Probanden nehmen daraufhin das TiO,-
haltige Material, Kapseln oder Pigment, in niichternem Zustand mit 200 ml
lauwarmem Wasser ein. Die Entnahme erfolgt nach 0, %, Y2, 1, 2, 4, 8, 12
und 24 h.

Die Blutproben werden einer Armvene entnommen und im Verhéltnis 9 + 1
mit der Natriumcitratlsung, Fresenius, versetzt. Sie werden in Serummo-
novetten, Sarstedt, die kein Trennmittel mehr enthalten, bei 4 °C aufbe-
wabhrt. Ein Vergleich der Messung mit und ohne Nullwert bei einer Blut-
konserve ergibt im extrapolierten Gehalt keinen Unterschied. Daher kann,
insbesondere um das zu entnehmende Blutvolumen nicht unnétig steigern
zu miissen, auf die Bestimmung des Leerwerts verzichtet werden. Fiir die
Methodenentwicklung wird eine Citratfrischblutkonserve des DRK verwen-
det.
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