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1 Zusammenfassung

Die wihrend eines European Stationary Cycle 13 Stufentest-Verfahrens (ESC) mit einem EURO 5 Fahrzeug (DAF-
CF 85) auf einem Rollenpriifstand aus dem Verdiinnungskanal gewonnen Filterproben wurden mit Dichlormethan
extrahiert.

In Relation zu mutagen wirkenden Reinchemikalien (Positivkontrollen) — mit Ausnahme von Methylmethansulfo-
nat - erwiesen sich die untersuchten Extraktinhaltstoffe aller drei Proben im Ames-Test mit den Priifstimmen
TA98 und TA100 als vergleichsweise wenig wirksam (s. Tabelle 1). Bezogen auf die extrahierte RuBmenge war die
Anzahl an Revertanten bei den AbgasruB-Extrakten aus Pflanzendl mit bioltec-Umriistung um den Faktor 2 bis 3
niedriger als bei den Diesel-RuBextrakten.

Tabelle 1: Ermittelte Anzahlen an zusatzlichen Revertanten bezogen auf ein Milligramm der Priifsubstanzen
Netto-Revertanten pro mg Positivkontrolle P-Diesel P-bioltec
DieselruB3 Rapsol/DieselruB mit
bioltec

TA98 ohne S9 1,5x 10% 220 135

TA98 mit S9 22 x10% 134 n.n.

TA100 ohne S9 450 660 253

TA100 mit S9 13x10% 770 284

*= 3-NBA ; = 2-AF;"*= MMS

Im Unterschied hierzu hatte die FAL einen Faktor von 10 bis 30 der mutagenen Wirkung zwischen Dieselbetrieb
und Raps6lbetrieb bei einem Motor anderer Bauart und identischer Fahrweise festgestellt (FAL, 2006; FAL, 2007;
vgl. Tabelle 2). Dieser Unterschied hat sich bei den hier untersuchten Probenextrakten und beim Einsatz der biol-
tec-Umriistungstechnologie nicht bestatigt. Allerdings wurde von der FAL ein Motor genutzt, der nicht an die
eingesetzten Kraftstoffe angepasst gewesen sein soll. Zudem ist nicht bekannt, in wie weit der von der FAL einge-
setzte Treibstoff der DIN 51 605 entsprach. Weiterhin ist nicht beschrieben, ob eine Umriisttechnologie fiir Raps-
olbetrieb genutzt wurde. Ndhere Angaben der FAL zu den Versuchsbedingungen und den Motoreinstellungen
konnten zur wissenschaftlichen Einordnung dieser Ergebnisse hilfreich sein.

Die mutagene Wirkung des Probenextraktes P-BIOLTEC lag teilweise an der unteren Nachweisgrenze. Ein Grund
ist sicherlich die relativ geringe absolute Menge an RuB3, mit denen die Filter beladen waren. Bisherige Erfahrun-
gen des bifa zeigten, dass erst ab einer RuBmenge von ca. 20 mg aufwirts deutlich signifikante mutagene Wir-
kungen bei EURO3 Motoren feststellbar waren (Probenahme aus dem Verdiinnungskanal).

Die visuelle Beurteilung der DMSO Extrakte zeigt bei den Extrakten P-DIESEL (beide Filter wurden getrennt extra-
hiert) eine gelbliche Farbe. Der Extrakt der Probe P-BIOLTEC war im Vergleich dazu relativ klar mit einem nur
leichten gelblichen Stich (Abbildung 3).

Die auf die RuBmenge bezogenen Ergebnisse der aktuellen Untersuchung stimmten bei der Nutzung von Diesel
recht gut mit Literaturangaben Gberein (Tabelle 2), wobei tendenziell niedrigere mutagene Wirkungen (Faktor 2
bis 6) als von Krahl et al. (2003) fiir DieselruB festgestellt wurden. Es ist anzunehmen, dass Varianten der Motor-
typen, der Motoreinstellungen, der Betriebsbedingungen, der Kraftstofftypen und der Probeentnahmebedingun-
gen groBen Einfluss auf die stoffliche Qualitat der RuBpartikel haben kénnen.

T Real kbnnen diese Konzentration nicht immer getestet werden, da ab einer bestimmten Konzentration toxische Effekte der
Priifsubstanz liberwiegen konnen. Die in der Tabelle angegebenen Werte sind hochgerechnet auf eine hypothetische
Konzentration von 1 mg der entsprechenden Substanz um einen Vergleich verschiedener Substanzen zu ermdglichen. Der
rechnerische Wert gibt an, wie viele Revertanten zu erwarten sind, wenn man geniigend Agar-Platten mit der real, im
tatsdchlichen Test maximal eingesetzte Konzentration beaufschlagen wiirde.
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Tabelle 2: Literaturbefunde

bifa/bioltec bifa/bioltec DieselruB Raps6lruB Quelle
DieselruB3 RapsolruB3
TA 98 ohne S9 2,20 x 102/mg 1,36 x 102/mg 7 X 102/mg - Krahl et al., 2003
4-13 x 10*/mg -- Nylund et al., 2004
TA 98 mit S9 1,34 x 102/mg 0,91 x 102/mg 6 X 102/mg - Krahl et al., 2003
3-7 x 10°/mg - Nylund et al., 2004

Werte von Krahl et al. (2003) und Nylund et al. (2004) wurden {iberwiegend aus publizierten Diagrammen abge-

lesen, so dass kleinere Abweichungen zu den Originalbefunden méglich sind

Zu RapsolruB konnten keine Angaben bezogen auf die RuBmenge ermittelt werden

Es muss weiteren Untersuchungen vorbehalten bleiben, die Ursachen fiir die Mehrbefunde der FAL bei Rapsolbe-
trieb zu ermitteln, da eine Reihe von EinflussgroBen (s.0.) die stoffliche Qualitdt des RuBes verindern kann.

Das bioltec-System erwies sich in Hinblick auf die festgestellten mutagenen Wirkungen in den Tests als giinstig.
Die RuBmenge als auch die mutagenen Wirkungen sind beim Betrieb mit variabler Kraftstoffzusammensetzung
tendenziell niedriger als bei reinem Dieselbetrieb.
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2 Veranlassung

bioltec evolv-ram GmbH (im Folgenden ,bioltec”) hat ein System entwickelt, welches bei der Verbrennung von
Kraftstoffen in Motoren zur Optimierung des Ausbrands beitragt. Dies fiihrt vor allem zu Vorteilen beim kombi-
nierten Einsatz von biogenen Treibstoffen wie z.B. Rapsdl (DIN 51 605) und Diesel (DIN EN 590).

Aktuell ist jedoch der Einsatz von Rapsol in Verbrennungsmotoren in Kritik geraten, da Studien vorliegen, die dem
Abgas aus der Verbrennung - hier vor allem den RuBpartikeln - ein erhdhtes mutagenes Potential zusprechen
gegeniiber dem Abgas aus dieselbetriebenen Motoren.

Zur Uberpriifung, ob diese Aussage auch fiir das von bioltec entwickelte System gilt, wurde bifa von bioltec mit
der Durchfiihrung von Amestests an von bioltec beaufschlagten Filterproben beauftragt (Angebot 630094 T01).
Eine Probe bestand aus je zwei Filtern, die im Amestest nach der OECD-Guideline 471 (Salmonella typhimurium,
Reverse Mutation Assay) in Anlehnung an das Protokoll von Maron u. Ames (1983) untersucht wurden.

3 Untersuchungsgang

3.1 Probenahme von partikuldren Abgasbestandteilen

bioltec hat zur Uberpriifung ihres Systems Testlaufe am PAE-Labor eines marktfiihrenden Mineraldlkonzernes
durchfiihren lassen. Ziel war ein Vergleich der Auswirkungen des Emissionsverhaltens eines Motors beim Einsatz
verschiedener Treibstoffzusammensetzungen auf einem Rollenprifstand. Dabei wurden unterschiedliche Lastver-
haltnisse gemaB des ESC 13 Stufentest-Verfahrens fiir Verbrennungsmotoren gefahren. Die fiir den Amestest
relevanten Filterproben wurden wihrend der Testlaufe aus dem Verdiinnungstunnel des Priifstandes gezogen.

Verdinnungstunnel des Priifstands (Rohrleitung) Flanschanschluss fiir die Probenahme

Abbildung 1: Rollenpriifstand des PAE-Labors in Hamburg

Der Amestest erfordert nach den Erfahrungen des bifa bis zu 30 mg RuB einer Abgasprobe zur Anzeige mutage-
ner Wirkungen. Um derartige Mengen an RuBpartikeln mit einem vertretbaren Aufwand sammeln zu kénnen,
wurde die Probenahme mit Hilfe eines vom bifa modifizierten High-Volume-Samplers durchgefiihrt. Nach Anga-
ben des Priiflabors betrug der Abgasstrom wihrend der Probenahme ca. 30 m3/min; das Probenahmevolumen
600 L/min. Dadurch konnte das Gber einen bestimmten Zeitraum beprobte Abgasvolumen gegeniiber der her-
kommlichen Probenahmeprozedur ungefahr vervierfacht werden. Die sich dabei einstellende Temperatur im Ver-
diinnungstunnel erreichte maximal 50 °C.

Fiir die Probenahme wurden Glasfaserfilter (MN 85 / 90 BF; @ 15 cm; Macherey-Nagel), welche in Dichlormethan
vorgereinigt wurden, eingesetzt. Bis zum Eintreffen der Proben wurden diese gekiihlt gelagert. Die Proben wur-
den nach der Messung vom beauftragten PAE-Labor entnommen, getrocknet und per Kurier direkt an bifa zur
Untersuchung gesendet.
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Die Proben wurden am 01.06.2007 am bifa angeliefert und bis zur Extraktion bei -55 °C eingelagert (Abbildung
2).

Kraftstoff: DIN EN 590 (Diesel) Kraftstoffmix (Diesel/Raps)

Abbildung 2: Beladene Filter nach der Probenahme (li. nach re.: Filter 1, 2, 5 und 7)

Tabelle 3 zeigt die RuBmengen, welche auf den Filtern gesammelt werden konnten. Fiir alle weiteren Berechnun-
gen wurden diese Werte herangezogen.

Tabelle 3: RuBmengen

Wagung PAE Labor in mg

RuB aus Dieselbetrieb 21,48 (10,89 + 10,59)

RuB aus Kraftstoffmixtest 9,01 (4,26 + 4,41)
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3.2 Probenaufbereitung

Die Filter einer Probe wurden in 150 - 200 mL Dichlormethan (Geyer, BAKER ULTRA RESI-ANALYZED) im Soxhlet
tiber 12 h extrahiert (Theizoag = 70 °C; Txanier = 4 °C). AnschlieBend wurde der Extrakt in einen Glaskolben iiber-
fiihrt. Alle verwendeten Gerite (Glaskolben, Messkolben, ...), Materialien (Siedeperlen, Pinzetten, ...) und Arbeit-
flachen die in direkten Kontakt zu den Proben kommen konnten, wurden mit Dichlormethan vorgereinigt.

Vor dem Eindampfen im Rotationsverdampfer wurden aus dem Extrakt 10 % als Riickstellproben fiir chemische
Analysen entnommen, die gegebenenfalls zur Plausibilitdtskontrolle untersucht werden kénnen.

Der restliche Extrakt wurde im Rotationsverdampfer (Twasservad = 54 °C; Txanier = 4 °C) auf ca. 5 - 10 mL eingeengt.
Das Dichlormethan wurde dann mit hochreinem Stickstoff abgeblasen. Die Menge an Riickstand, die im Glaskol-
ben zuriickblieb, besaB eine Glige Konsistenz und war bei allen Proben sichtbar (Beispiel siehe Abbildung 3).

Abbildung 3: Extraktionsriickstand im 250 mL Rundkolben nach dem Abblasen des Dichlormethans

Der Riickstand wurde in 5000 pL hochreinem Dimethylsulfoxid (Merck, Qualititsstufe pro analysi) riickgeldst und
in dieser Form im Ames-Test eingesetzt. Die Filter 1 und 2 (Diesel) wurden getrennt aufgearbeitet. In die Testsys-
teme gelangten deshalb anstatt 100 pL 200 pL der Probe (je aufgereinigten Filter 100 pl).

3.3 Ames-Test

Im Ames-Test wird die mutagene Wirkung der Extrakte mit Hilfe von Bakterien bestimmt. Testorganismen sind die
Mutantenstamme TA98 und TA100 von Salmonella typhimurium LT2 (His"). Diese sind nicht mehr in der Lage, die
lebenswichtige Aminosdure Histidin selbst herzustellen und kdnnen so in einem histidinfreien Medium nur dann
wachsen, wenn sie durch den Einfluss von mutagenen Substanzen die Fahigkeit zur Bildung von Histidin wieder-
erlangen (Riickmutation).

Mit den eingesetzten Stammen werden Punktmutationen erfasst. 2 Stimme kommen deshalb zum Einsatz, da bei
Punktmutationen 2 Klassen unterschieden werden miissen — Basenpaarsubstitutionen (Nachweis mit TA100) und
Rasterschubmutationen (Nachweis mit TA98).

Die Anzahl der Riickmutationen (Revertanten) ist ein MaB fiir die Mutagenitit. Durch Zugabe von Rattenleberex-
trakt (S9-Mix) kénnen auch Substanzen erfasst werden, die erst nach einer metabolischen Aktivierung im Siuge-
tierorganismus mutagen sind.

Obwohl sich die Struktur des bakteriellen ,Chromosoms" sehr stark von der viel komplexeren Struktur der Chro-
mosomen von Siugerzellen unterscheidet und der Ames-Test somit nicht bei allen chemischen Verbindungsklas-
sen eine gute Korrelation zwischen Mutagenitdt und Kanzerogenitdt aufweist, wird doch mit einer Sensitivitat
von anndhernd 83 % ein kanzerogenes Potential erkannt.
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3.3.1 Anzucht der Salmonellen

Die Salmonella-Mutantenstimme TA98 und TA100 wurden am Tag vor dem Test von einer Master-Platte in Nahr-
bouillon mit 3,15 % Ampicillin liberimpft und tiber Nacht bei 37 °C angezogen. Nach etwa 14 h Kultivierung bei
37 °C wurden die Teststimme am Morgen des Testtages nochmals in Ampicillin- Nahrbouillon Giberimpft und 3 h
bei 37 °C kultiviert, um sicherzustellen, dass sich die Salmonellen in der exponentiellen Wachstumsphase befan-
den. Die optische Dichte der in den Tests eingesetzten Stimme bei 660 nm wurde auf ca. 0,75 eingestellt.

3.3.2 Testansatz

GemiaB OECD-Guideline 471 (Salmonella typhimurium, Reverse Mutation Assay) wurde der Ames-Test in Anleh-
nung an das Protokoll von Maron u. Ames (1983) durchgefiihrt.

Vom jeweiligen Probenextrakt wurden zunéchst durch Verdiinnung mit hochreinem DMSO insgesamt
6 Konzentrationsstufen (6,25 %; 12,5 %; 25 %; 33 %; 50 %; 100 %) hergestellt.

In einer ersten Testreihe wurden jeweils 100 pL Probenextrakt bzw. Extraktverdiinnung mit 100 pl frischer Bakte-
rienkultur (~ 10° Zellen pro mL), 500 pL Natriumhydrogenphosphat-Puffer und 2,0 mL Softagar als Topagar auf
einer Petrischale mit histidinfreiem Minimalmedium inkubiert. Der Softagar enthielt gemaB der Testvorschrift
auch eine geringe Menge Histidin, um den Salmonellen einige wenige Zellteilungen zu ermdglichen. Hintergrund
ist, dass viele Mutagene erst wahrend einer Wachstumsphase eine Wirkung erzielen kénnen. In einer zweiten

Testreihe wurde der Topagar zusitzlich mit 500 pL 4%igem S9-Mix versetzt (Abbildung 4).2

Nach 48 h Stunden Inkubation bei 37 °C wurden die Kolonien gezahlt, die durch reverse Mutation zum Wildtyp
auf den Platten wachsen konnten. Durch den Vergleich mit den Negativ-Kontrollen (dotiert mit jeweils 100 pL
bzw. 200 pl hochreinem DMSO) wurde der Anteil an Revertanten bestimmt, der nicht spontan auftrat, sondern
durch die Testsubstanzen verursacht wurde.

Als Positivkontrollen kamen die Mutagene Methylmethansulfonat und 3-Nitrobenzanthron (im Test ohne meta-
bolische Aktivierung durch S9-Mix) bzw. 2-Aminofluoren (im Test mit S9-Mix) zum Einsatz.

? Hinweis: Eine Variante der OECD-Guidline 471 sieht eine Priinkubation der Priifsubstanzen mit den Priifkeimen vor. Da-
durch kann bei einigen Stoffen die Sensitivitat des Test erhdht werden. Die Untersuchungen der FAL wurden jedoch ohne
Préinkubation durchgefiihrt, so dass auch bei dieser Untersuchung der konventionelle Arbeitsgang beibehalten wurde.



bifg %

Umweltinstitut

Topagar, 45 °C Bakteriensuspension (His) Extrakt der Probe
2ml 0,1 ml 0,1 ml

ggf. "S9-Mix"
R « 0,5ml bzw. Na-P- Puffer

S’
Minimalmedium /

25 ml

72 Stunden Inkubation
bei 37 °C
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Topagar———___ [
Minimalmedium ="

Auszihlen

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Salmonella-Mutagenitatstests (Ames-Test).

3.3.3 Ergebnisauswertung

Bei der Priifung der Mutagenitat von Reinstoffen ist es mdglich, im Testansatz nahezu beliebig hohe Konzentrati-
onen der Testsubstanzen einzusetzen. Dies macht es mdglich, in Vorversuchen jenen Konzentrationsbereich zu
identifizieren, in dem mutagene Wirkungen nachweisbar werden. Fiir diesen Konzentrationsbereich werden bis zu
6 unterschiedliche Priifkonzentrationen hergestellt, wobei der Konzentrationsbereich moglichst den unteren
Wirkbereich sowie mehrere Priifkonzentrationen im linearen Bereich der Dosis-Wirkungsbeziehung abdecken
sollte. Haufig ergibt sich dieser lineare Bereich erst bei einer Auftragung des Wirkeffektes (hier die Anzahl der
Revertanten) gegen den Logarithmus der Priifkonzentration (vgl. Abbildung 5).
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Abbildung 5: Idealisierte Dosis-Wirkungsbeziehung

Farbig: Der flr die Auswertung von Ames-Tests relevante Anteil der Dosis-Wirkungsbeziehung

Fiir die weitere Auswertung werden die Messwerte aus dem linearen Bereich der Dosis-Wirkungsbeziehung he-
rangezogen. Hierzu wird von der ermittelten Anzahl der Revertanten die Anzahl der Spontanrevertanten subtra-
hiert und die Netto-Revertantenanzahl gegen den Logarithmus der Priifkonzentrationen aufgetragen. Mit Hilfe
einer linearen Regression kann dann rechnerisch die fiir eine bekannte Priifkonzentration erwartete Revertante-
nanzahl abgeschatzt werden.

Gerade bei niedrigen Spontanrevertantenanzahlen (z.B. beim TA98-Stamm: 20-50 Revertanten pro Platte) ist es
in der Praxis aufgrund der Schwankung der Messwerte meist schwierig, den Beginn des linearen Bereichs der
Dosis-Wirkungsbeziehung zu erkennen. Deshalb werden in diesem Fall erst Revertantenanzahlen als signifikant
erhoht gewertet, wenn sie doppelt so hoch sind wie die Spontanrevertantenanzahl. Die Einhaltung dieser
.2fachregel” ist jedoch bei hinreichend hohen Spontanrevertantenanzahlen, wie sie z.B. beim TA100-Stamm (75-
200 Revertanten pro Platte) beobachtet werden, nicht erforderlich (Mahon et al., 1989; Mortelmans u. Zeiger,
2000).

Im Vergleich zur Priifung von Reinchemikalien ist die Auswertung der Priifungen von RuBextrakten erschwert.
Einerseits stehen nur begrenzte Mengen der RuBextrakte zur Verfligung, so dass nicht immer wiinschenswert
hohe Wirkbereiche der RuBextraktbestandteile erreicht werden. Zudem kdnnen sich die Dosis-
Wirkungsbeziehungen unterschiedlicher, mutagen wirkender RuBextraktbestandteile so ergidnzen, dass untypi-
sche summarische Dosis-Wirkungsbeziehungen erhalten werden.
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4 Ergebnisse Ames-Test

Durch das Aufteilen der DCM-Extrakte in Teilmengen fiir den Ames-Test und fiir Riickstellproben flir mogliche
chemische Untersuchungen ergaben sich die in Tabelle 4 dargestellten Bezugsmengen.

Tabelle 4: Bezugsmengen fiir den Ames-Test und fiir die chemischen Analysen

Extrahierte RuBmengen Dieselbetrieb bioltec-Betrieb
mg mg
Gesamt 21,48 9,01
Ames-Test 19,33 8,11
Riickstellproben 2,15 0,90

4.1 Ergebnisse fiir die Extrakte im Ames-Test mit TA98

4.1.1 Ergebnisse mit TA98 ohne S9-Mix

Fiir die Negativkontrollen (nur DMSO 100 pl) wurden 18, 19, 34, 20 und 21 Revertanten pro Agarplatte ermittelt.
Der Mittelwert von 22 Revertanten liegt damit im Wertebereich, der bei TA98 im Ames-Test erreicht werden soll
(20 - 50 Revertanten pro Platte).

Fir die Negativkontrollen mit doppelter Menge DMSO (200 ul) wurden 23, 26, 11, 24 und 23 Revertanten pro
Agarplatte ermittelt. Der Mittelwert von 21 Revertanten liegt damit ebenfalls im genannten Wertebereich.

Tabelle 5: Bruttoanzahlen an Revertanten mit TA98 ohne S9 fiir das gepriifte DMSO, 100 pL und 200 pL

Dosis/Platte DMSO
L A B C D E Mittelwert
100 18 19 34 20 21 22
200 23 26 11 24 23 21

Ein Einfluss der doppelt dosierten DMSO Volumina auf das Testsystem konnte somit nicht festgestellt werden. Die
mit den DieselruBextrakten erzielten Ergebnisse kdnnen direkt mit den Diesel/Rapsélextrakten verglichen werden.
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Tabelle 6: Bruttoanzahlen an Revertanten mit TA98 ohne S9 fiir die Positivkontrolle (3-NBA) sowie die Extrakte
des DieselruBes und Kraftstoffmix Raps/DieselruB

Dosis/Platte 3-NBA TA98 ohne S9
pg A B C Mittelwert
14 28 25 30 28
29 28 22 30 27
57 26 15 36 26
115 37 38 46 40
230 68 62 68 66
459 85 96 88 90

Dosis/Platte DieselruB3 TA98 ohne S9

ug "RuB" A B C Mittelwert

24 39 27 23 30
48 31 39 30 33
97 43 30 46 40
128 52 39 44 45
193 56 59 66 60
387 100 118 104 107

Dosis/Platte Rapsdl-Dieselru3 TA98 ohne S9

ug "RuB" A B C Mittelwert

10 24 17 21 21
20 21 21 28 23
41 27 32 30 30
54 25 31 26 27
81 27 33 33 31
162 44 46 34 41

ROT: Anzahlen an Revertanten unterhalb der Schwelle ,2facher Blindwert";
BLAU: Anzahlen an Revertanten oberhalb der Schwelle ,2facher Blindwert"
3-NBA: 3-Nitrobenzanthron

Die als Positivkontrolle eingesetzte Substanz 3-Nitrobenzanthron (3-NBA) lieferte bereits ab einer Dosis von rd.
230 pg/Platte Revertantenzahlen, die um mehr als Faktor 2 tiber dem Mittelwert der Blindwertextrakte (60 Rever-

tanten/Platte) lagen. Die Auswertung dieser Netto-Revertantenanzahlen ergab eine rechnerische Netto-Anzahl’
von 1,5 x 10° Revertanten pro mg 3-NBA. Dieser Wert deckt sich gut mit Angaben von Miicke et al. (2002), die
3,2 x 10° Revertanten pro mg 3-NBA angaben.

Im Vergleich dazu lieferten die Extrakte der untersuchten RuBproben nur sehr kleine Revertantenzahlen. Dies
verdeutlicht auch Abbildung 6. Die Zunahme der Revertantenzahl bei steigender Extraktmenge weist auf eine
direkte Korrelation bei allen Proben-Extrakten hin.

3 Hinweis zur Interpretation: Diese Anzahl wire zu erwarten, wenn 1 mg 3-NBA in Dosen von 114 bis 459 pg 3-NBA auf eine
entsprechend groBe Anzahl von Agarschalen einwirken wiirde.
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Abbildung 6: Vergleich der mit dem TA98-Stamm erzielten Dosis-Wirkungsbeziehungen fiir die Positivkontrolle
mit 3-NBA sowie mit Extrakten von DieselruB und Kraftstoffmix Raps/DieselruB

BEACHTE: Log-skalierte X-Achse: Lesebeispiele: X-Wert = -2,0 = 107 ug/Platte; X-Wert = 3,0 = 10° ug/Platte

Platten mit unverdlinntem (entspricht 0,387 mg extrahierter DieselruB) und 1:2 verdiinntem Extrakt aus Diesel-
ruB (entspricht 0,193 mg extrahierter DieselruB pro Platte) wiesen erkennbar erhéhte Anzahlen an Revertanten
auf. Die von Maron u. Ames (1983) fiir den Nachweis einer mutagenen Wirkung empfohlene Erh6hung der Rever-
tantenanzahl je Platte (= Verdopplung der Revertantenanzahl im Vergleich zum Blindwert) wurde dabei erreicht.
Bezogen auf 1 mg DieselruB ergab sich eine Netto-Anzahl von 220 Revertanten.

Der RuB aus dem bioltec-Kraftstoffmixtest zeigte ein entsprechendes Bild: der unverdiinnte Extrakt (162
ug/Platte) wies tendenziell leicht erhdhte Revertantenzahlen gegeniiber den von DMSO-Negativprobe ausgelos-
ten Spontanmutationen auf. Die hochgerechnete Netto-Revertantenzahl aus den beiden héchsten Extraktkon-
zentrationen ergab 135 Netto-Revertantenzahl je mg RuB aus dem Kraftstoffmixtest.

Die Revertantenzahl des bioltec-Extraktes pro mg RuB lag damit bei etwa der Hilfte der Revertanten des Diesel-
RuBextraktes.
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4.1.2 Ergebnisse mit TA98 plus S9-Mix

Fir die Negativkontrollen (nur DMSO) wurden im Mittel 30 Revertanten pro Agarplatte ermittelt. Der Wert lag im
tiblichen Wertebereich von 20 - 50 Revertanten pro Platte (Tabelle 7).

Fiir die Negativkontrollen mit doppelter Menge DMSO (200 ul) wurden im Mittel 31 Revertanten pro Agarplatte
ermittelt. Ein Einfluss des doppelt dosierten DMSO auf die im Amestest eingesetzten Salmonellenkulturen konnte
auch hier nicht festgestellt werden.

Tabelle 7: Bruttoanzahlen an Revertanten mit TA98 mit S9 fiir das gepriifte DMSO

Dosis/Platte DMSO
L A B C D E Mittelwert
100 32 25 28 26 40 30
200 33 31 28 30 34 31

Die als Positivkontrolle eingesetzte Substanz 2-Aminofluren (2-AF) lieferte bei 4 gepriiften Dosierungen Rever-
tantenzahlen, die um mehr als den Faktor 2 hoher lagen als die mit DMSO ausgeldsten Spontanmutationsraten
(vgl.Tabelle 8). Die Auswertung der zugehdrigen Netto-Revertantenanzahlen ergab eine rechnerische Netto-

Anzah!? von 2,2 x 10° Netto-Revertanten pro mg 2-AF. Dieser Wert liegt in der GréBenordnung der Befunde
von Maron u. Ames (1983), die 6,2 x 10° Revertanten pro mg 2-AF erfasst haben.

Der Extrakt der DieselruBprobe ergab in der héchsten eingesetzten Konzentration von 387 pg/Platte Revertan-
tenzahlen von mehr als dem doppeltem gegeniiber den Spontanmutationsraten von DMSO. Insgesamt wiirden
sich bei einem Einsatz von 1 mg dieses Extrakts, aufgeteilt auf Konzentrationen von ca. 387 pg, rechnerisch 134

Netto-Revertanten / mg Dieselruf3 ergeben5.

Beim Extrakt, der aus dem bioltec-Raps/Diesel-Mixbetrieb gewonnen wurde, fiihrte die maximal eingesetzte Kon-
zentration zu keinen eindeutigen Ergebnissen. Es wird auf einen Bezug auf 1 mg Rapsol-/DieselruB verzichtet. Die
Anzahl der Revertanten hebt sich nicht wesentlich von der Spontanmutationszahl auf der Negativprobe
DMSO ab.

Insgesamt konnte durch die Zugabe von S9 keine Erh6hung der Mutationsraten gegeniiber den Ansdtzen ohne S9
erzielt werden. Die metabolische Wirkung ist bei diesen Extrakten fiir den Teststamm TA98 vernachléssigbar.

4 Hinweis zur Interpretation: Diese Anzahl wére zu erwarten, wenn 1 mg 2-Aminofluren in Dosen von ca. 5 ug auf eine ent-
sprechend groBe Anzahl von Agarschalen einwirken wiirde.

° Hinweis zur Interpretation: Diese Anzahl wére zu erwarten, wenn 1 mg DieselruBextrakt in Portionen von ca. 387 pg auf
eine entsprechend groBe Anzahl von Agarschalen einwirken wiirde.
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Tabelle 8: Bruttoanzahlen an Revertanten mit TA98 mit S9 fiir die Positivkontrolle (2-AF) sowie die Extrakte des
DieselruBes und des bioltec-Kraftstoffmix Raps/DieselruBes.

Dosis/Platte 2-AF TA98 mit S9
ng A B C Mittelwert
156,3 35 23 39 32
3125 42 31 46 40
625 81 53 76 70
1250 157 168 147 157
2500 440 524 492 485
5000 1166 1135 1075 1125
Dosis/Platte DieselruB TA98 ohne S9
ug "RuB" A B C Mittelwert
24 34 27 22 28
48 40 42 23 35
97 36 28 28 31
128 37 37 44 39
193 38 34 43 38
387 77 90 80 82
Dosis/Platte Rapsdl-Dieselruf3 TA98 ohne S9
ug "RuB" A B C Mittelwert
10 28 33 30 30
20 32 19 33 28
41 26 30 20 25
54 30 29 31 30
81 30 35 28 31
162 35 27 47 36

ROT: Anzahlen an Revertanten unterhalb der Schwelle ,2facher Blindwert";
BLAU: Anzahlen an Revertanten oberhalb der Schwelle ,2facher Blindwert"

2-AF: 2-Aminofluren

Die mutagene Wirkung der zwei Proben-Extrakte auf den Teststamm TA98 mit Zugabe des S9-Mix unterschied
sich nicht wesentlich (Abbildung 7). Ein Anstieg der Revertantenzahl mit zunehmender Konzentration ist aus
dieser Abbildung fiir alle Probenextrakte ablesbar. Jedoch befindet sich der Anstieg fiir die Probenextrakte aus
Raps/DieselruB am unteren Teil der sigmoiden Kurve. Um eindeutigere Ergebnisse zu erhalten, wiren groBere

RuBmengen erforderlich gewesen.
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Abbildung 7: Vergleich der mit dem TA98-Stamm und S9-Mix erzielten Dosis-Wirkungsbeziehungen fiir die
Positivkontrolle mit 2-AF sowie mit Extrakten von Diesel- und bioltec-Kraftstoffmix Raps/Dieselru

BEACHTE: Log-skalierte X-Achse: Lesebeispiele: X-Wert = -1,0 = 10" pg/Platte; X-Wert = 2,0 = 10° pg/Platte
Die Werte fiir die beiden hiochsten Konzentrationen fiir 2-AF wurden nicht eingetragen.

4.2 Ergebnisse fiir die Extrakte im Ames-Test mit TA100

4.2.1 Ergebnisse mit TA100 ohne S9-Mix

Fir die Negativkontrollen (Tabelle 9; nur DMSO) wurden im Mittel 116 Revertanten pro Agarplatte ausgezahlt.
Fiir die Negativkontrolle mit 200 uL pro Agarplatte wurden im Mittel 136 Revertanten gezdhlt. Die Werte lagen
im tiblichen Wertebereich von 75-200 Revertanten pro Platte.

Tabelle 9: Bruttoanzahlen an Revertanten mit TA100 ohne S9 fiir das gepriifte DMSO

Dosis/Platte DMSO
L A B C D E Mittelwert
100 106 106 106 139 125 116
200 133 162 121 141 125 136

Beim Teststamm TA100 erhohte sich die Revertantenzahl bei Einsatz der Positivkontrolle Methylmethansulfonat
(MMS), ausgehend von rd. 116 Revertanten pro Platte bei den Blindwerten - in linearer AbhZngigkeit von der
eingesetzten Menge an Methylmethansulfonat - auf rd. 232 Revertanten pro Platte. Die spezifische mutagene
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Wirkung von Methylmethansulfonat auf den Stamm TA100 errechnet sich damit zu 450 Netto-Revertanten pro

mg6.

Im Vergleich zur Positivkontrolle lieferten die Extrakte der untersuchten RuBproben dhnliche Revertantenzahlen
(Abbildung 8). Zudem ist beim DieselruBextrakt und auch ansatzweise bei den beiden anderen Extrakten ein line-
arer Zusammenhang von zugegebener Extraktmenge (Konzentration) und Revertantenzahl erkennbar.

TA100 ohne S9

500

*MMS
450 -

400 M Dieselru®

350 @ Raps/Dieselrufd

300 -

250 -

Revertanten / Platte (Mittelwert)

200 *

150 L ®
100 | *

50 -

0 T T 1
0 1 2 3
Dosis / Platte in LOG(ug)

Abbildung 8: Vergleich der mit dem TA100-Stamm ohne S9-Mix erzielten Dosis-Wirkungsbeziehungen fiir die
Positivkontrolle mit MMS sowie mit Extrakten von DieselruB und Kraftstoffmix Raps/Dieselru
BEACHTE: Log-skalierte X-Achse: Lesebeispiele: X-Wert = 2,0 = 10” pg/Platte

Platten, die mit hoher konzentriertem Extrakt aus DieselruB dotiert wurden, wiesen im Ames-Test erkennbar
erhohte Anzahlen an Revertanten auf (siehe Tabelle 10). Bei dieser Konzentration wurden im Mittel 389 Rever-
tanten pro Platte gezdhlt. Die Auswertung ergab eine Netto-Anzahl von rd. 660 Netto-Revertanten pro mg

DieselruB’.

Der untersuchte Extrakt des RuBes aus dem Kraftstoffmixtest erreichte rd. 253 Netto-Revertanten je mg RuB.

6 Hinweis zur Interpretation: Diese Anzahl wire zu erwarten, wenn 1 mg Methylenmethansulfonat in Dosen von ca. 260 pg
auf eine entsprechend groBe Anzahl von Agarschalen einwirken wiirde.

7 Hinweis zur Interpretation: Diese Anzahl wére zu erwarten, wenn 1 mg DieselruBextrakt in Portionen von ca. 387 pg auf
eine entsprechend groBe Anzahl von Agarschalen einwirken wiirde.
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Tabelle 10: Bruttoanzahlen an Revertanten mit TA100 ohne S9 fiir die Positivkontrolle (MMS) sowie die Extrakte
des DieselruBes und Kraftstoffmix Raps/DieselruB

Dosis/Platte MMS TA100 ohne S9
Mg A B C Mittelwert
8.1 102 95 88 95
16 124 107 110 114
33 128 133 132 131
65 180 171 177 176
130 197 208 205 203
260 248 218 229 232

Dosis/Platte DieselruB TA 100 ohne S9

ug "RuB" A B C Mittelwert

24 118 112 119 116
48 156 139 166 154
97 175 215 183 191
128 200 222 205 209
193 276 270 259 268
387 409 389 370 389

Dosis/Platte Rapsdl-Dieselruf3 TA100 ohne S9

ug "RuB" A B C Mittelwert

10 120 117 119 119
20 112 108 110 110
41 112 122 137 124
54 135 145 144 141
81 122 142 157 140
162 164 156 151 157

ROT: Anzahlen an Revertanten unterhalb der Schwelle ,2facher Blindwert";
BLAU: Anzahlen an Revertanten oberhalb der Schwelle ,2facher Blindwert"
MMS: Methylmethansulfonat

Insgesamt wiesen alle drei untersuchten Probenextrakte einen dhnlichen Wirkbereich auf.

4.2.2 Ergebnisse mit TA100 mit S9-Mix

Fiir die Negativkontrollen mit S9 Mix (Tabelle 11) wurden im Mittel 135 Revertanten pro Agarplatte ermittelt. Fiir
die Negativkontrolle mit 200 pL pro Agarplatte wurden im Mittel 125 Revertanten gezihlt. Die Werte lagen im
ublichen Wertebereich von 75-200 Revertanten pro Platte.

Tabelle 11: Bruttoanzahlen an Revertanten mit TA100 mit S9 fiir das gepriifte DMSO

Dosis/Platte DMSO
uL A B C D E Mittelwert
100 120 148 136 125 146 135
200 131 150 155 92 96 125

Wie die Abbildung 9 zeigt, besal3 der DieselruBextrakt eine um den Faktor 2 hhere mutagene Wirkung als die
beiden anderen Probenextrakte. Zudem ist eindeutig ein linearer Anstieg der mutagenen Wirkung bei einer Kon-
zentrationserhdhung erkennbar.
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Abbildung 9: Vergleich der mit dem TA100-Stamm mit S9-Mix erzielten Dosis-Wirkungsbeziehungen fiir die
Positivkontrolle mit 2-AF sowie mit Extrakten von DieselruB und Kraftstoffmix Raps/Dieselru
BEACHTE: Log-skalierte X-Achse: Lesebeispiele: X-Wert = 2,0 = 10° pg/Platte; X-Wert = 6,0 = 10° pg/Platte

Die Positivkontrolle 2-Aminofluren (2-AF) lieferte bei 2 gepriiften Dosierungen Revertantenzahlen, die um mehr
als den Faktor 2 héher lagen als die mit DMSO ausgeldsten Spontanmutationsraten (vgl. Tabelle 12 und Tabelle

11). Die Auswertung der zugehérigen Netto-Revertantenanzahlen ergab eine rechnerische Netto-Anzahl® von 13
x 10° Netto-Revertanten pro mg 2-AF.

Der Extrakt der DieselruBprobe ergab in der hochsten eingesetzten Konzentration von 387 pg/Platte Revertan-
tenzahlen von mehr als dem doppeltem gegeniiber den mit reinem DMSO behandelten Platten. Insgesamt wiir-
den sich bei einem Einsatz von 1 mg dieses Extrakts, aufgeteilt auf Konzentrationen von ca. 387 ug rechnerisch

770 Netto-Revertanten /[ mg RuB ergebeng.

Beim bioltec-Raps/Diesel-Mixbetrieb fiihrten die maximal eingesetzte Konzentration zu Werten in einer GréBen-
ordnung von 284 Netto-Revertanten bezogen auf 1 mg RuB.

Insgesamt flihrte die Zugabe von S9 zu einer geringfligigen Erh6hung der Mutationsraten gegeniiber den Ansit-
zen ohne S9 (vgl. Tabelle 10 und Tabelle 12). Die metabolische Wirkung ist bei diesen Extrakten fiir den Test-
stamm TA100 ausgepragter als beim Teststamm TA98.

8 Hinweis zur Interpretation: Diese Anzahl wire zu erwarten, wenn 1 mg 2-Aminofluren in Dosen von ca. 5 pg auf eine ent-
sprechend groBe Anzahl von Agarschalen einwirken wiirde.

9 Hinweis zur Interpretation: Diese Anzahl wére zu erwarten, wenn 1 mg DieselruBextrakt in Portionen von ca. 387 pg auf
eine entsprechend groBe Anzahl von Agarschalen einwirken wiirde.
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Tabelle 12: Bruttoanzahlen an Revertanten mit TA100 mit S9 fiir die Positivkontrolle (2-AF) sowie die Extrakte

des DieselruBes und Kraftstoffmix Raps/DieselruB

Dosis/Platte 2-AF TA100 mit S9
ng A B C Mittelwert
156,3 121 135 117 124
312,5 139 156 137 144
625 172 134 129 145
1250 273 237 235 248
2500 374 409 436 406
5000 735 720 837 764
Dosis/Platte DieselruB TA100 mit S9
ug "RuB" A B C Mittelwert
24 141 116 155 137
48 142 181 184 169
97 174 207 222 201
128 230 206 205 214
193 300 348 268 305
387 386 396 487 423
Dosis/Platte Rapsdl-Dieselru3 TA100 mit S9
ug "RuB" A B C Mittelwert
10 148 151 151 150
20 146 151 141 146
41 133 147 160 147
54 183 163 144 163
81 167 136 166 156
162 159 188 195 181

ROT: Anzahlen an Revertanten unterhalb der Schwelle ,2facher Blindwert";
BLAU: Anzahlen an Revertanten oberhalb der Schwelle ,2facher Blindwert"
MMS: Methylmethansulfonat
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