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1. Einleitung

1.1 Dieselmotor

Rudolf Diesel stellte im Jahr 1882 der Offentlichkeit einen Motor mit neuem
Funktionsprinzip vor. Dabei wird die Luft im Kolben des Motors so stark komprimiert,
dass sie sich auf ca. 700-900 °C erwarmt. In diese heiRe Luft wird eine genau
dosierte Menge des Dieselkraftstoffs eingespritzt. Dabei entziindet sich der Kraftstoff
beim Eintreten in die heil3e, verdichtete Luft, verursacht eine Explosion und erzeugt
damit die gewunschte Energie.

Der Dieselmotor ist genau wie der Ottomotor ein Viertaktmotor, mit folgenden
Takten:

1) Ansaugtaki:
Der Kolben bewegt sich vom oberen Totpunkt (OT) zum unteren Totpunkt (UT) und

saugt reine Verbrennungsluft durch das geoffnete Einlassventil an.

2) Verdichtungstakt:

Die angesaugte Luft wird bei geschlossenen Ventilen durch die Kolbenbewegung
vom UT zum OT stark verdichtet (30-60 bar), dadurch ergibt sich eine
Temperaturerhdhung von ca. 300-400 °C auf ca. 700-900 °C.

3) Arbeitstakt (Arbeitshub):
Der Dieselkraftstoff verbrennt mit dem Sauerstoff der Luft und der Druck der
Verbrennungsgase schiebt den Kolben vom OT zum UT.

4) Ausstoltakt:
Die verbrannten Gase werden durch die Bewegung des Kolbens vom UT zum OT

durch das gedffnete Auslassventil ausgestofien.

Anfanglich wurde der Dieselmotor vorwiegend bei LKWs und Maschinen der
Landwirtschaft verwendet. Durch seinen niedrigeren Verbrauch verglichen zum Otto-

1
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Motor wahrend des Betriebes wird er immer mehr im PKW-Bereich eingesetzt. Der
Dieselmotor stellt heute eine zum Otto-Motor vergleichbar gute Mdoglichkeit dar,
erneuerbare Kraftstoffe als Antriebskraftstoff fur den PKW-Bereich zu verwenden.

Zur Verbrennung der in diesen Versuchen verwendeten Kraftstoffe wurde ein Motor
des Typs Mercedes Benz OM 906 LA verwendet, der im Abschnitt 2.2.3 noch

genauer beschrieben wird.

1.2 Dieselkraftstoffe

1.2.1 Mineralolkraftstoff (DK)

Der herkdmmliche Dieselkraftstoff besteht aus Alkanen, Cykloalkanen und
aromatischen Kohlenwasserstoffen (10-22 Kohlenstoff-Atomen pro Molekdl).
Gewonnen wird er durch Destillation von Rohdl als Mitteldestillat (IGS-Stoffliste
09/2008).

Wegen der in Deutschland im Vergleich zum herkdmmlichen Benzin geringeren
Mineraldlsteuer gewinnen Dieselkraftstoffe immer mehr an Bedeutung. Die in den
kommenden Jahren drohende Mineraldlknappheit zwingt die Industrie auf
erneuerbare Kraftstoffe auszuweichen (z.B. auf Biodiesel, der aus verschiedenen
Pflanzendlen gewonnen wird). Die Verbrennung von Kraftstoffen ruft Emissionen
hervor, die eine gesundheitsbeeintrachtigende Wirkung haben koénnen. In der
vorliegenden Arbeit wurden die Emissionen der biogenen Kraftstoffe mit den
Ergebnissen fur den Referenzkraftstoff (DK) verglichen. Zur Darstellung der
Emissionen wurden die Ergebnisse der Verbrennung des Referenzkraftstoffes (DK =
100%) und die Ergebnisse der Biodiesel in ein relatives Verhaltnis gesetzt.

Geliefert wurde der DK von der Firma Haltermann Products, Zweigniederlassung der
Dow Olefinverbund GmbH, in Hamburg.

1.2.2 Biokraftstoffe (FAME, fatty acid methyl esters)

Biodiesel, auch Fettsauremethylester (FSME) bzw. im Englischen Fatty Acid Methyl
Ester (FAME) genannt, bestehen aus mit Methanol oder Ethanol veresterten

2
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Fettsauren und werden aus Pflanzendlen hergestellt (in seltenen Fallen auch aus
tierischen Fetten).

Pflanzliche Ole sind Ester aus Glycerin (Triglyzeride, TG) mit verschiedenen
Fettsauren (gesattigt oder ungesattigt), auch Triacylglycerin (TAG) genannt. Bei TAG
sind drei Fettsauren Uber Esterbindungen kovalent an ein Glycerinmolekul gebunden
(Fang und McCormick 2006; Bunger et al. 2000).

Zur Herstellung von FAME werden die TG mit Methanol umgeestert. Die Reaktion
wird entweder durch Sauren oder, wie im technischen Prozess verwendet, durch
Basen katalysiert. Dabei entstehen aus einem Triglyzeridmolekul drei Molekile
FAME.

FAME beinhalten im Vergleich zu DK weniger Schwefel und keine Aromaten (Fang
und McCormick 2006).

0. R
H,C-0 O H,C-0-H 0-CH
HC{-O—LR 4+ 3HO-CH, _Kat. HC-O-H + 3 _/ 3
H,C-0, H,C-0-H ‘0
)R
d
TAG Methanol Glycerin FAME

Abbildung 1: Umesterung der Pflanzendle (Triglyceride)

Verglichen zu DK bringen FAME einige Vorteile mit sich: FAME zeigen neben
hoherer Umweltfreundlichkeit eine bessere Kosten- und Verwendungseffizienz auf,
sobald mindestens 10% FAME zum normalen Kraftstoff hinzu gemischt werden (Liu
et al. 2008). Die Verbrennung von FAME in Dieselmotoren fuhrt zur Reduktion von
Kohlenwasserstoffen (HC), Kohlenstoffmonoxid (CO) und Partikelmasse (PM) in den
Emissionen (Durbin und Norbeck 2002). Hierauf wird unter 1.3.3 (S. 6) naher
eingegangen.
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1.2.3 Kraftstoffblends

Als Alternative zu herkdmmlichen Mineraldl-Dieselkraftstoffen eignet sich die
Verwendung von FAME flr den Betrieb von Motoren. Allerdings werden FAME als
Reinkraftstoff in nur wenigen Léndern (Deutschland und Osterreich) verwendet.
Meist liegen vielmehr Gemische, sog. Blends, aus Mineraldlkraftstoff und FAME vor.
Neben der Verwendung von FAME als Reinkraftstoff werden in Deutschland 7%
FAME zum DK dazu gegeben (MWV, Amtliche Mineraldldaten 2011, Tabelle 9). In
den USA ist der gangige Anteil an FAME mit 20% Beimischung deutlich héher als in
Deutschland (Fang und McCormick 2006). Die momentanen Spezifikationen der
FAME werden in den USA Uber die ASTM D6751 und in Europa Uber die EN14214
bestimmt (Fang und McCormick 2006).

1.2.4 Oxidationsstabilitat

FAME haben unterschiedliche Oxidationspunkte. Ist der Oxidationspunkt nach
langerer Zufuhr von Sauerstoff erreicht, altern die FAME. Die Molekulstruktur der
FAME beginnt sich zu verandern und eine Sedimentierung der sich bildenden
Oligomere tritt ein. Eine solche Alterung wurde in diesen Versuchen kunstlich
durchgefuhrt, um zu testen, ob die Molekulveranderungen und die Oligomere
Auswirkungen auf die Verbrennung und somit auf die Mutagenitat der
Verbrennungsabgase der FAME haben. Der genaue Vorgang wird unter 2.2.2 (S. 24)

beschrieben.

1.3 Dieselmotoremissionen (DME)

Bei der Verbrennung von DK und FAME entstehen Dieselmotoremissionen (DME).
Die entstehenden Emissionen beinhalten gesetzlich limitierte und nicht limitierte
Komponenten. Zu den limitierten Komponenten zahlen Stickoxide (NOy),
Kohlenstoffmonoxid (CO), Kohlenwasserstoffe (HC, Hydrocarbons) und

Partikelmasse (PM). Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK),

4
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Aldehyde, Ketone, Aromaten, 1,3-Butadien, Benzol, Toluol und Xylol bilden einen
Teil der HC, sind aber im Einzelnen nicht limitiert (Di et al. 2008). Vermehrtes
Augenmerk wird auf die PAK gelegt, da sie zum grof3en Teil mutagene und
kanzerogene Wirkungen haben. Sie verursachen oxidative und genetische Schaden
und fuhren zu reproduktionstoxischen und kardiovaskularen Effekten (Lewtas 2007).

Des Weiteren wird zwischen Partikel- und Gasphase unterschieden, auf die unter
1.3.1 (S. 5) und 1.3.2 (S. 6) genauer eingegangen wird.

Die Zusammensetzung der DME st stark von der Kraftstoffqualitat, der Art des
Motors, der Einspritztechnik, der Abgasnachbehandlung, dem Motordl, der Motorlast
und der Motordrehzahl abhangig (Scheepers und Bos 1992a).

Nach der Verbrennung werden die DME in die Atmosphare ausgestoRRen. Dort
agglomerieren die Primarpartikel zu immer grof3eren Komplexen, adsorbieren HC
und andere Stoffe und es entsteht eine Vielzahl an lonen (wie Sulfat (SO4%) aus
Schwefeldioxid (SO2) oder Nitrat (NO3") aus Stickoxiden (NO)). Viele dieser lonen
finden sich in der Partikelphase wieder (Meng et al. 1997). Ein Teil der PAK reagiert
zusammen mit anderen Abgaskomponenten zu sogenannten substituierten PAK, wie
z.B. Nitro-PAK, Oxy-PAK, Alkyl-PAK, Thio-PAK (IARC 1989, Scheepers und Bos
1992a, Winer und Busby 1995).

1.3.1 Partikelphase der DME

Wahrend der Kraftstoffverbrennung entstehen aus einem Kern elementaren
Kohlenstoffs (65%-70%), um den sich PAK (30%-35%) und Sulfate mit Nitraten (4%-
5%) formieren, ultrafeine Kohlenstoffpartikel, die zu Rul® aggregieren und
agglomerieren (McDonald et al. 2004a, 2004b). An den Rul} lagern sich sekundar,
neben weiteren Stoffen, organische Verbindungen an wie Schmierdlbestandteile
oder unverbrannter Kraftstoff (HElI 1995). Die aus dem Abgas herausgefilterten
Partikel haben einen aerodynamischen Durchmesser bis 1000 nm. Nanopartikel
(Durchmesser < 100 nm) haben einen numerisch groReren, aber in der Masse
kleineren Anteil bezogen auf die Verbrennungsprodukte (Kittelson 1998). Die
partikulare Phase wird nach ihrer Extrahierbarkeit mit organischen Losemitteln wie
Dichlormethan (DCM), Toluol oder Methanol in die so genannte I6sliche organische
Fraktion (LOF) und unlosliche Fraktion (UF) unterteilt. Die LOF besteht vor allem aus
HC, PAK, die relevante toxische Wirkungen haben, Carbonylen und unverbrannten

5
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Kraftstoffresten (Scheepers und Bos 1992b). Die UF wird vorwiegend aus Ruf}
(elementarem Kohlenstoff), Sulfaten und Spuren von Metallen gebildet (Scheepers
und Bos 1992b).

1.3.2 Gasphase der DME

Die Gasphase besteht vorwiegend aus CO, CO,, NOy, Schwefelmonoxid (SO), SO-
und einer Vielzahl von kleinmolekularen HC, vor allem Aldehyden und Ketonen, aber
auch PAK, die nicht an Partikel gebunden sind. Viele dieser Verbindungen sind akut
zytotoxisch, wie z.B. Formaldehyd, Acrolein und Acetaldehyd. Neben den
zytotoxischen entstehen auch Stoffe mit humankanzerogenen Eigenschaften wie z.B.
PAK, Benzol und 1,3-Butadien (Scheepers und Bos 1992a, HEI 1995).

1.3.3 Unterschiede der Zusammensetzung der DME bei Verbrennung von DK
und FAME

Die Verbrennung von FAME fuhrt im Vergleich zu DK zur Reduktion von CO,, CO,
HC, PAK und meistens PM, jedoch zur Erhéhung von NO, (U.S. EPA 2002a, Krahl
et al. 2001, Krahl 2002, Krahl et al. 2005, Lapuerta et al. 2008).

Krahl et al. zeigten in einer Studie, dass Rapsolmethylester (RME) im Vergleich zu
DK bis zu 57% weniger HC- und bis zu 46% weniger CO-Emissionen zur Folge
hatte. Ebenso zeigten sie in der Gegenuberstellung von FAME zu DK, dass bei
FAME CO; und PAK erniedrigt und NOx erhoht waren (Krahl et al. 2007).

Gleiche Ergebnisse lieferten Munack et al. (2008). Auch hier waren die Emissionen
von HC und CO von RME geringer als bei DK, ebenso wie PM. NO, war bei RME
hoher als bei DK. Munack et al. bestatigten so die Ergebnisse aus den Vorversuchen
von Krahl et al. (1996 und 2007) und von Schroder et al. aus dem Jahr 1999 (Krahl
et al. 1996a, 2007, Schroder et al. 1999, Munack et al. 2008).

Krahl et al. fuhrten 2009 einen weiteren Versuch zu den Unterschieden in der
Zusammensetzung der DME bei der Verbrennung von DK und FAME durch. Bei der
erneuten Testung von RME und DK zeigten sie, dass bei RME HC, CO und PM
gegenuber DK verringert und NOy erhoht waren (Krahl et al. 2009).

6

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fir den persénlichen Gebrauch.



Laut U.S. EPA fuhrt B20 zu einer Reduktion von PM um 10,1%, CO um 11% und HC
um 21,1%. Ebenso wie bei 100%igem FAME hatte auch die Verbrennung von B20
eine Erhohung von NOy, in diesem Falle um 2% zur Folge (U.S. EPA 2002a).
Weitere Untersuchungen zeigten, dass bei Verbrennung von B20 die UF der
Partikelphase sank und die LOF anstieg (Graboski und McCormick 1998).

Sowohl Peng et al. bei B20, als auch Krahl et al. bei reinem FAME konnten eine
Reduktion von Formaldehyd in den DME nachweisen (Peng et al. 2008, Krahl et al.
2003); wohingegen Turrio-Baldassari et al. und Correa und Arbilla einen Anstieg von
Formaldehyd in den DME beschrieben (Turrio-Baldassarri et al. 2003, Correa und
Arbilla 2008). Zervas fand 2008 heraus, dass bei einem Anstieg von HC
Formaldehyd sank (Zervas 2008). Eine weitere Studie zeigte , dass je mehr die
Konzentration an FAME in einem Blend stieg, die Formaldehydkonzentration in den
Emissionen abnahm (Di et al. 2008).

Eine Reduktion der PM bei steigendem FAME-Anteil im Blend veroffentlichten Zou
und Atkinson 2003. Sie schrieben, dass bei Verwendung von 100% FAME eine
Reduktion der PM um 33% moglich ist. Die PM-Emissionen waren bei der
Verwendung eines OM 906 Motors stets unterhalb des Euro Il Limits von 0,1 g/kWh.
Zusatzlich wurden die Konzentrationen der PAK bei B20 und DK innerhalb der bei
der Verbrennung entstehenden Gas- und Partikelphase verglichen und festgestellt,
dass B20 in beiden Phasen niedrigere Konzentrationen aufwies als DK (Zou und
Atkinson 2003).

In einer schwedischen Studie wurden durch die Verwendung eines DK mit sehr
geringem Schwefelgehalt (MK1) (0,7 mg/kg) die Emissionen deutlich gesenkt. Die
Ergebnisse zeigten im Vergleich zum ublichen Tankstellendiesel, dass bei MK1 die
Emissionen von Aldehyden, Alkenen und CO gleich blieben, jedoch die Emissionen
von PAK um 88% und von 1-Nitropyren um 98% geringer waren (Westerholm und
Christensen 2001).

Nach den derzeitig vorliegenden Ergebnissen weisen FAME eine Reduktion von CO,
HC, PAK und PM aus, jedoch eine Erhohung von NOx (U.S. EPA 2002a, Krahl et al.
2001, Krahl 2002, Krahl et al. 2005, Lapuerta et al. 2008, Blnger et al. 2012). Es ist
bereits maoglich, die HC bis zu 70% und CO und PM bis zu 50% zu reduzieren.

Allerdings konnen NOy bis zu 15% ansteigen.
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1.4 Biologische Wirkungen der DME

DME konnen mutagene, kanzerogene und weiter toxische Wirkungen hervorrufen.
Nicht-kanzerogene Effekte von DME auf den Menschen konnen entweder akut,
jedoch auch chronisch sein.

Akute Wirkungen wurden 1992 von Scheepers und Bos beschrieben, die Reizungen
der Mukosa, der oberen Atemwege und der Augen beobachteten. Die Ursache
wurde in den gasformigen Komponenten der Abgase der DME gesehen (Scheepers
und Bos 1992b). Neben Reizungen wurden signifikante Ergebnisse fur das rasche
Entstehen der systemischen und pulmonalen Inflammationen beschrieben. Eine
Beeintrachtigung der Lungenfunktion lag nicht vor (Salvi et al. 1999, Nightingale et al.
2000, Nordenhall et al. 2000). Stenfors et al. wiesen auf eine neu aufgetretene
pulmonale inflammatorische Reaktion von gesunden Menschen hin, wogegen
Asthmatiker keine neu entstandene pulmonale inflammatorische Reaktion auf DME-
Exposition zeigten (Stenfors et al. 2004). Vor allem bei den feinen (PM25s) und
ultrafeinen (PMg 1) Partikeln besteht der Verdacht, dass sie chronische Effekte auf
das Herz-Kreislaufsystem und die Atemwege haben (Dockery et al. 1993, Schwartz
1993, Pope et al. 1995, Samet et al. 1995, Peters et al. 1997, Schwartz 2000,
Schwartz und Neas 2000, Wichmann 2007). Mills et al. beschrieben vaskulare
Beeintrachtigungen und Dysfunktionen bedingt durch Nanopartikel (Mills et al. 2011).
Die gesundheitsschadigende Wirkung der Nanopartikel durch Inhalation wurde
vermehrt bei Kindern beobachtet (Seaton et al. 1995, Schwartz und Neas 2000,
Oberdorster 2001). Auch eine Verschlechterung von allergischen Symptomen oder
bereits das Auslosen von Allergien werden auf DME zurtckgefuhrt (Heinrich und
Wichmann 2004, Brauer et al. 2007, Morgenstern et al. 2008). Laut Hesterberg et al.
liegt eher eine Verschlechterung bzw. Verstarkung als ein Neuauslosen von
allergischen Symptomen vor. Ein direkter Beweis fur das Auslosen einer Allergie
durch DME liegt bisher nicht vor (Hesterberg et al. 2009).

1.4.1 Humankanzerogenitat (Epidemiologie)

Seit dem 12.06.2012 werden DME von der IARC in die Gruppe 1 ,krebserzeugend
beim Menschen® eingestuft. Die Entscheidung fult unter anderem auf den beiden
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Auswertungen der ,Diesel Exhaust in Miners Study (DEMS)" von Attfield et al. und
Silverman et al., auf die im Folgenden genauer eingegangen wird (Attfield et al.
2012, Silverman et al. 2012).

In vorhergehenden Studien wurden bereits Ergebnisse erzielt, die einen
Zusammenhang zwischen Lungenkrebserkrankungen und DME-Expositionen
vermuten lielen:

Garshick et al. (1987) und Steenland et al. (1990) haben beide an retrospektiven
Studien gezeigt, dass ein erhohtes Lungenkrebsrisiko durch Exposition mit DME
besteht. Garshick et al. werteten Daten von Bahnarbeitern aus, die bei der Railroad
Retirement Board (RRB) verzeichnet waren, die zwischen dem 1. Marz 1981 und
dem 28. Februar 1982 gestorben waren, mindestens zehn Jahre bei der Bahn
beschaftigt waren und im Jahr 1900 oder spater geboren wurden. Die Sterbedaten
und der Sterbegrund wurden aus den Sterbeurkunden der Arbeiter entnommen.
Berucksichtigt wurde die Art des Arbeitsplatzes, ob der Arbeitsplatz gegniber DME
exponiert oder nicht exponiert war, ob eine Exposition mit Asbest vorlag, das
Rauchverhalten der Arbeiter und in welchem Alter die Arbeiter berentet wurden (vor
dem 64. Jahr oder nach dem 65. Jahr). Weitere Daten von 534 Bahnarbeitern, die
mindestens zehn Jahre bei einer Bahngesellschaft gearbeitet hatten, wurden in die
Studie  eingespeist. Den  Lungenkrebsfallen  wurden zwei  Kontrollen
gegenubergestellt, deren Geburtsdatum nicht mehr als 2,5 Jahre und deren
Todesdatum nicht mehr als 31 Tage vom Fall abwichen. Nach Auswerten und
gegenseitigem Abwagen der Daten kamen die Autoren zu dem Ergebnis, dass ein
um den Faktor 1,5 erhohtes Lungenkrebsrisiko durch DME bestand (Garshick et al.
1987).

Steenland et al. untersuchten ebenso anhand von Sterbeurkunden mannliche
Arbeiter mit Lungenkrebs, die zwischen 1982 und 1983 gestorben waren. Es
handelte sich um Berufskraftfahrer, die Mitglieder in der Gewerkschaft ,Teamster
Union® waren. Auch diesen Personen wurden Kontrollpersonen gegenubergestellt.
Daten wurden uber einen Fragebogen zusammengetragen, den die Angehdrigen und
die Teamster Union ausflullten. Berucksichtigt wurden Angaben zu Alter,
Arbeitsplatzen mit und ohne madgliche Exposition an DME, das Rauchverhalten der
Arbeiter, deren Ernahrung und Asbestexposition. Die Teamster Union lieferte noch
Angaben uber die verschiedenen Arbeitsplatze, an denen die Arbeiter eingesetzt
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wurden. Da die Angaben der Angehorigen nicht komplett mit denen der Teamster
Union Ubereinstimmten und auch keine konkreten Informationen Uber die in den
Fahrzeugen verwendeten Kraftstoffe vorlagen, war eine vollstandige Auswertung
nicht moglich. Es wurden 2zwei eingeschrankt verwertbare Datensatze zur
Auswertung herangezogen. Ein Datensatz beinhaltete die Arbeitsplatze und
Kovariablen (Rauchen etc.) aus den Fragebdgen, ein anderer beinhaltete die
Arbeitsplatzinformationen von der Teamster Union verbunden mit Kovariablen aus
den Fragebdgen. Anschliel3iend wurde der Datensatz mit Daten der Teamster Union
auf einen Zusammenhang zwischen Expositionsjahren und einer Erhohung der Odds
Ratio (OR) gepruft. Bei Verwendung einer Exposition ab 1960 war fur Fern- und
Kurzstreckenfahrer ein signifikanter Anstieg der OR mit zunehmender Exposition bis
1,55 (Konfidenzintervall (KI): 0,97-2,47) bei Fernfahrern und 1,79 (KI: 0,94-3,42) bei
Kurzstreckenfahrern nach =18 Expositionsjahren  zu verzeichnen. Bei einer
Betrachtung der Exposition nach 1964 konnte ein solches Ergebnis nur noch bei den
Fernfahrern mit einer Expositionszeit von =13 Jahren verzeichnet werden (OR = 1,64
(KI: 1,05-2,57)). Der Datensatz aus den Befragungen der Angehorigen lieferte keine
signifikanten Ergebnisse. Bei beiden Datensatzen zeigte sich kein Zusammenhang
zwischen Alter und Exposition, sowie zwischen Rauchen und Exposition. Es lagen
wahrscheinlich Fehleinschatzungen der Exposition und des Rauchens durch die
Angehorigen vor, die zu einer Einschrankung der Aussagekraft der Studie fuhrten.
AuBerdem war die Latenzzeit kurz, das Kontrollkollektiv klein und es fehlten
Expositionsmessungen. Trotz allem lagen die Ergebnisse im Bereich anderer
Studien. Die Einschrankungen fuhrten eher zu einer Unterschatzung des

Lungenkrebsrisikos in dieser Studie (Steenland et al. 1990).

Ein kanzerogener Effekt bei Menschen wurde auch von Pukkala et al., in der bisher
weltweit grofdten prospektiven Kohortenstudie beschrieben. Die Studie umfasst 15
Mill. Menschen aus Skandinavien und Island. Die Bevolkerungserhebung zu dieser
Studie wurde in den 1970er bis 1990er Jahren durchgefuhrt. Die Leute mussten im
Alter von 30-64 Jahren sein und in dem jeweiligen Land seit dem 1. Januar nach
dem Erhebungsjahr leben. Es wurden Fragebodgen versandt, die Fragen zu Name,
Adresse, Familienstand, Ausbildung, Geschaftstatigkeit, Beruf und industriellen
Tatigkeiten beinhalteten. Uber eine personliche Identifikationsnummer wurden diese

Fragebogenergebnisse mit den Daten der Studienteilnehmer in den zentralen
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Statistikburos der Sozialversicherung des jeweiligen Landes zusammengefuhrt .
Daten Uber die Krankheiten bzw. Tumorleiden der Teilnehmer wurden von
Krankenhausern, privaten Kliniken, Fach- und Allgemeinarzten und von
Pathologiezentren eingeholt. In den Jahren von 1960 bis 2005 wurden 2,8 Mill. neue
Krebserkrankungen beobachtet. Fur Menschen, die in Berufen mit DME-Exposition
arbeiteten, konnte eine signifikante Risikoerh6hung fur Lungenkrebs verzeichnet
werden. Dies Dbetraf folgende Berufsgruppen: Mechaniker, Kraftfahrer,
Motorenbediener, Seeleute und Bergleute. Zusatzlich wurde ein erhohtes
Blasenkrebsrisiko in diesen Berufsgruppen gefunden. Dass der Krebs durch die
Partikelwirkung an der Blase hervorgerufen wurde, wird von den Autoren als dul3erst
unwahrscheinlich erachtet. Vielmehr wird es als naheliegend eingeschatzt, dass der
Effekt durch die in den Abgasen enthaltenen PAK und Nitro-PAK auf systemische
Weise hervorgerufen wurde. Der Confounder Rauchen konnte in dieser Studie
allerdings nicht berucksichtigt werden, da keine Informationen Uber das
Rauchverhalten der Probanden vorlagen (Pukkala et al. 2009).

Olsson et al. (2011) analysierten Daten aus der SYNERGY-Studie (Metaanalyse von
11 Fall-Kontroll-Studien), die Informationen Uber Lungenkrebserkrankungen der
Probanden mit Daten Uber die lebenslange Exposition am Arbeitsplatz und deren
Rauchgewohnheiten zusammenfuhrt. Die SYNERGY-Studie umfasst 13.304
Lungenkrebsfalle und 16.282 Kontrollen aus 11 Studien, die in Europa und Kanada
erhoben wurden.

Die Arbeitsplatze wurden bezuglich ihrer Exposition durch Dieselabgase in nicht
exponiert = 0, leicht exponiert = 1 und hoch exponiert = 4 eingeteilt. Um die Daten
der Studien vergleichen zu konnen, wurden drei Einteilungen vorgenommen: (1)
Alter (<45, 45-49, 50-54, 55-59, 60-64, 65-69, 70-74, 75+), Geschlecht und
Ausbildung; (2) ob der Proband jemals in einem ,Kategorie A“ Beruf gearbeitet hat;
(3) Rauchverhalten und wann das Rauchen aufgegeben wurde (aktueller Raucher,
Rauchen aufgegeben vor 2-7 Jahren, vor 16-25 Jahren, oder vor 26+ Jahren vor der
Datenerhebung, niemals geraucht). Aktuelle Raucher wurden definiert als Personen,
die >1 Zigarette pro Tag fur >1 Jahr geraucht haben und die das Rauchen erst in den
letzten 2 Jahren vor der Datenerhebung aufgegeben hatten. Ein ,Kategorie A“ Beruf
ist ein mit DME hoch exponierter Beruf/Arbeitsplatz.
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Die erhobenen Daten umfassten nach Herausnahme der Probanden mit unsicheren
Angaben schlieRlich noch 13.304 Lungenkrebsfalle und 16.282 Kontrollen. Nach
Auswertung der Daten kamen Olsson et al. zu dem Ergebnis, dass eine schwache
konstante  Assoziation zwischen DME-Exposition am  Arbeitsplatz  und
Lungenkrebsrisiko besteht, sowie signifikante Reaktionen auf die Exposition von
DME. Wurde die Expositionshohe in Quartile eingeteilt, war die OR mit dem
hochsten Quartil statistisch signifikant (OR: 1,31 bei 95% KI: 1,19-1,43). Diese
Assoziation kam sehr wahrscheinlich nicht zufallig durch Messfehler oder durch
fehlerhafte Zuordnung oder Erstellung von Modellen und Analysen in Sub-Gruppen
von Nicht-Exponierten, die potentielle Confounder darstellen kdnnten, zustande
(Olsson et al. 2011).

Attfield et al. fuhrten eine Kohortenstudie zur Mortalitat von 12.315 Arbeitern durch,
die in acht Nicht-Metall-Bergbauunternehmen wahrend der Arbeit DME ausgesetzt
waren. Historische Messungen, ahnliche vergleichbare Belastungsdaten, gemeinsam
mit industriellen Hygienemessungen wurden verwendet, um retrospektive
quantitative Abschatzungen der Belastung von lungengangigem elementarem
Kohlenstoff jeden Arbeiters machen zu konnen. Standardisierte Sterberaten und
intern abgestimmte Gefahrenmodelle wurden verwendet, um das durch
lungengangigen elementaren Kohlenstoff (als Surrogatparameter der DME-
Exposition) bedingte Belastungsrisiko zu evaluieren.

Standardisierte Mortalitatsraten fur Lungenkrebs (1,26; 95%-KI = 1,09-1,44),
Oesophaguskrebs (1,83; 95%-KI = 1,16-2,75) und Pneumokoniose (12,20; 95%-KI =
6,82-20,12) waren in der kompletten Kohorte erhoht, verglichen mit
bevolkerungsbasierten Mortalitatsraten. Risikounterschiede bei den Arbeitsplatzen
waren anfanglich schwach mit einem Anstieg der Dieselbelastungs-Wirkungs-
Beziehung bei Lungenkrebs in der kompletten Kohorte zu verzeichnen. Bei der
Betrachtung einer 15-Jahres-Belastung durch Iungengangigen elementaren
Kohlenstoff stiegen die Risiken, an Lungenkrebs zu versterben, bei den Arbeitern,
die immer unter Tage arbeiteten (verglichen mit der Referenzkategorie (0 bis <20
Hg/m3-y)), bei einer Beschaftigungsdauer von 5 oder mehr Jahren, mit einer
Belastung von 640 oder weniger als 1280 pg/m3-y. Allerdings fiel das Risiko bei noch
hoheren Belastungen ab. Ansteigende Risiken fur eine Dieselbelastungs-Wirkungs-
Beziehung waren ebenso bei Arbeitern zu sehen, die nicht unter Tage arbeiteten.
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Die Ergebnisse dieser Studie liefern weitere Evidenz, dass die Belastung mit DME

das Mortalitatsrisiko von Lungenkrebs ansteigen lasst (Attfield et al. 2012).

Silverman et al. fihrten eine in die Studie von Attfield et al. eingebettete Fall-Kontroll-
Studie durch. Diese Studie beinhaltete 198 Lungenkrebs-Todesfalle und 562
Kontrollpersonen. Fur jede Fallperson wurden vier Kontrollpersonen ausgewahlt. Die
Auswahl erfolgte individuell bezuglich Bergbauarbeitsbereich, Geschlecht,
Rasse/Volkszugehdrigkeit und Geburtsjahr (innerhalb 5 Jahren) aus allen Arbeitern,
die vor dem Todestag der Fallperson am Leben waren. Fur jeden Einzelnen wurde
die Diesel-Abgas-Belastung anhand des lungengangigen elementaren Kohlenstoffs,
anhand des Jobs und des Jahres, basierend auf einer umfangreichen retrospektiven
Belastungs-Begutachtung einer jeden Bergbaubeschaftigung abgeschatzt. Weiterhin
fuhrten sie sowohl die kategorische als auch die kontinuierliche Regressionsanalyse
angepasst an das Rauchen und andere potentielle Confounder durch, OR und 95%
Kl abschatzen zu konnen.

Sie beobachteten ein statistisch signifikant ansteigendes Risiko, an Lungenkrebs zu
erkranken, mit steigendem kumulativem lungengangigem elementarem Kohlenstoff
und dessen durchschnittlicher Expositionsintensitat . Lungengangiger elementarer
Kohlenstoff als Surrogatparameter fur die kumulierte Dieselabgasexposition Uber 15
Jahre zeigte einen statistisch signifikanten Anstieg fur Lungenkrebsrisiko insgesamt
(p =0,001) (Silverman et al. 2012).

1.4.2 Kanzerogenitat im Tierversuch

Die bisher durchgefuhrten Studien haben gezeigt, dass DME neben nicht-
gentoxischen Wirkungen auch mutagene und kanzerogene Effekte sowohl beim Tier,
als auch beim Menschen hervorrufen (DFG 1987, IARC 1989, U.S. EPA 2002b).
Aufgrund vermehrter Tumoren bei den Versuchstieren wurden 1987 DME von der
Senatskommission  der Deutschen  Forschungsgemeinschaft (DFG) als
krebserzeugender Stoff in die Kategorie IlIA2 (aktuell in die Kategorie 2) der
krebserzeugenden Stoffe eingestuft (erwiesenermallen krebserzeugend im
Tierversuch). Wie oben schon dargestellt, hat die IARC Dieselabgase seit dem
12.06.2012 in Gruppe 1 umgestuft (erwiesenermalien krebserzeugend beim
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Menschen). Ob die DFG dieser internationalen Einstufung folgen wird, ist derzeit

Gegenstand der wissenschaftlichen Diskussion.

Heinrich et al. fuhrten Langzeitinhalationsversuche an Hamstern, Ratten und Mausen
durch (Heinrich et al. 1982, Heinrich et al. 1986, Heinrich et al. 1995). 1982
exponierten sie syrische Hamster und Ratten beiden Geschlechts gegenuber
gefilterten und ungefilterten DME, mit einem Partikelanteil von 3,9 mg/m>. Die
Expositionsdauer betrug 7-8 Stunden pro Tag, 5 Tage die Woche, uber 120 Wochen.
Ziel war es, den toxischen Effekt der gefilterten und ungefilterten DME zu belegen.
Bei den Ratten lie3en sich weder bei den gefilterten, noch bei den ungefilterten DME
Veranderungen in den Lungen erkennen. Hingegen zeigten sich bei den syrischen
Hamstern bei beiden Expositionen histologische Veranderungen, wie adenomatose
Proliferationen in der Lunge (Heinrich et al. 1982).

Eine weitere Versuchsreihe fuhrten Heinrich et al. 1986 durch. Hier exponierten sie
neben Hamstern und Ratten zusatzlich Mause. Die Exposition dauerte 19 Stunden
pro Tag, 5 Tage die Woche Uber 120 Wochen (Exposition der Hamster) bzw. 140
Wochen (Exposition der Ratten und Mause), mit einer Konzentration der DME von
4,24 mg/m®. Die Hamster zeigten keine Erhdhung der Tumorrate (weder gutartige
Tumoren, noch bdsartige Tumoren) auf die Exposition. Die Mause boten vdllig
uneinheitliche Ergebnisse, so dass kein Zusammenhang zwischen Exposition und
Ausbildung von Lungentumoren hergestellt werden konnte. Bei den Ratten konnten
aber Lungentumoren - allerdings nur bei Expositionen mit ungefilterten DME -
beobachtet werden. Die Studie =zeigte, dass DME-Expositionen mit hoher
Konzentration Uber langere Zeit mit einer eindeutig dosisabhangigen Zunahme der
Inzidenz von Lungentumoren bei Ratten vergesellschaftet sind, was bei der

Exposition von Hamstern und Mausen nicht nachzuweisen war (Heinrich et al. 1986).

Nikula et al. (1995) verglichen anhand von Inhalationsversuchen an Ratten die
Wirkung von DME und Kohlenstaub. Die Ratten wurden 16 h pro Tag, 5 Tage pro
Woche uber maximal 24 Monate mit Konzentrationen von 2,5 mg/m3 (DME) bzw. 6,5
mg/m® (Kohlenstoff) exponiert. Es zeigten sich pathologische Verdnderungen
(Hyperplasien) in den Rattenlungen. Die DME hatten eine leicht hohere
dosisabhangige Kanzerogenitat im Vergleich zu Kohlenstaub, die jedoch nicht
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signifikant hoher war. Das mutagene Potential der beiden Stoffe wurde anschlieRend
im Salmonella-Rickmutationstest nach Ames (Ames-Test) untersucht und es zeigte
sich, dass DME eine um 10° héhere Mutagenitat haben als Kohlenstaub. Ebenso
konnten Nikula et al. zeigen, dass ein Unterschied innerhalb der
PartikelgroRenverteilung bestand. Die GroRRe der Partikel ist der Parameter, der
hauptsachlich die Aufnahme in die Lunge bestimmt. Im Tierversuch war zusatzlich zu
sehen, dass die Beladung der Rattenlungen mit Partikeln von DME deutlich héher
war, als von Kohlenstaub. AuRerdem waren nicht-kanzerogene Effekte bei beiden
Stoffen unterschiedlich und auch nicht in denselben Lungenregionen angesiedelt
(Nikula et al. 1995).

In ihren Studien entdeckten Heinrich et al. und Nikula et al., dass bei Ratten ab einer
Dosis von =2,0 mg/m® PM-Exposition Lungentumoren nachweisbar waren. Unterhalb
dieses Wertes konnten keine signifikanten Anstiege an Lungentumoren ausgemacht
werden (Heinrich et al. 1995, Nikula et al. 1995).

1.4.3 Mutagenitat

Der erste Nachweis des mutagenen Potentials von Dieselru3partikelextrakten wurde
1978 von Huisingh et al. erbracht (Huisingh et al. 1978). AnschlieRend wurde dieses
Ergebnis von weiteren Arbeitsgruppen, wie der um Clark und Virgil, Claxton und
Barnes oder Lewtas bestatigt (Clark und Virgil 1980, Claxton und Barnes 1981,
Lewtas 1983).

Zusatzlich wurde gezeigt, dass im Ames-Test die Partikel selbst ebenso ein
mutagenes Potential aufweisen (Brooks et al. 1980, Siak et al. 1981, Belisario et al.
1984), genauso wie die Kondensate der Gasphase von DME (Stump et al. 1982,
Rannug et al. 1983).

Bei DieselruRpartikeln wird zwischen direkter und indirekter Mutagenitat
unterschieden. Direkte Mutagenitat bedeutet, dass die Partikelextrakte ohne
vorherige metabolische Aktivierung mutagen sind. Direkt mutagen sind v.a. die
substituierten PAK wie Nitro-PAK oder Oxy-PAK (Wang et al. 1978, Pederson und
Siak 1981, Ohe 1984). Bei der indirekten Mutagenitat mussen die nativen PAK erst
enzymatisch in aktive Metabolite Uberfuhrt werden. Dies geschieht, indem z.B.
Benzo[a]pyren im Korper durch Monooxygenasen aus der Cytochrom-P450-Familie
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(Subtypen CYP1A1 und CYP1B1) zunachst zu Benzo[a]pyren-7,8-Epoxid
umgewandelt wird. Nach der Hydrolyse der Epoxidgruppe durch eine Epoxid-
Hydrolase wird das entstandene 7,8-Dihydroxybenzo[alpyren in Position 9 erneut
epoxidiert und so zum kanzerogenen Benzo[a]pyren-7,8-Dihydroxy-9,10-Epoxid
umgesetzt. Dessen Epoxid-Gruppe reagiert chemisch mit dem Guanin der DNA und
beeintrachtigt so die Struktur der DNA, was Zellteilungen verhindern oder Mutationen
beglnstigen kann. Im Ames-Test wird diese metabolische Aktivierung durch ein
Enzym-Mix (S9-Mix), der aus Rattenlebern gewonnen wird, erreicht. Naheres zu dem
S9-Mix wird unter 2.2.5 beschrieben.

Blnger et al. verglichen 1998 RME mit DK im Salmonella-typhimurium-Test mit den
Teststammen TA97a, TA98, TA100 und TA102. Sie verzeichneten als Ergebnis,
dass in den Stammen TA98 und TA100 die DME der FAME weniger mutagen waren,
als die des DK. In den Petrischalen lagen bei RME weniger Revertanten vor, als bei
DK. TA97a und TA102 lieferten als Ergebnis keine signifikanten Unterschiede.
Ebenso war die LOF bei RME kleiner als bei DK. Weiterhin wurde von ihnen
beschrieben, dass die Konzentration von Ruf und PAK bei den FAME im Vergleich
zu DK kleiner war (Bunger et al. 1998, Krahl et al. 1996a, Krahl et al. 1996b).

Die PM-Konzentration stieg bei der Verwendung von FAME, da der verwendete
Motor auf die Verbrennung von DK ausgelegt war. Die erhohte PM bestand aus
unverbranntem RME (Bunger et al. 1998).

Ahnliche Ergebnisse wurden in einer Studie von Bagley et al. beobachtet. Hier
wurden allerdings Sojamethylester (SME) und DK verglichen. In dieser Studie waren
die DME von DK vierfach mutagener als die der FAME (Bagley et al. 1998).

Blnger et al. verglichen im Jahr 2000 SME, RME, DK und LS-DK (low-sulfur DK mit
einem Schwefelgehalt von 1 ppm) miteinander. Ihre Ergebnisse zeigten, dass DK
und SME zweimal mehr PAK bei der Verbrennung produzierten, als LS-DK und
RME. Die DME von SME und RME wiesen geringere Mutagenitat als die von LS-DK
und DK auf; die DME von LS-DK waren geringer mutagen als die des DK (Bunger et
al. 2000). Es zeigt sich, dass die Produktion von PM und PAK umso geringer wird, je
geringer der Schwefelgehalt im Kraftstoff ist. Dies zeigt sich auch bei FAME, die
weniger Schwefel als DK enthalten (Bagley et al. 1998). Zusatzlich steigt die
Mutagenitat mit steigender Schwefelkonzentration im Kraftstoff, da bei der
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Verbrennung von schwefelhaltigem Kraftstoff PAK entstehen, die bekanntlich
mutagenes Potential besitzen. Zusatzlich haben FAME nahezu keine aromatischen
Komponenten, im Gegensatz zu DK, der 3-40 Vol.-% Aromaten enthalt, darunter
PAK bis zu 340 mg/L (Sjogren et al. 1995).

1.5 Fragestellungen der vorliegenden Studie

Nicht nur der oben beschriebene Schwefelgehalt und der Aromatengehalt haben
Auswirkungen auf die Mutagenitat der DME, sondern auch andere Faktoren, die eine

nicht optimale Verbrennung des Kraftstoffes bewirken.

1.5.1 Auswirkung der Doppelbindungen der Biokraftstoffmolekule auf die DME

In einer Studie von Bunger et al. wurden unter anderem RME und SME miteinander
verglichen. SME hat mit 61% einen hoheren Anteil an mehrfach ungesattigten
Fettsauren (mehrf. unges. FS) als RME (29%). Die Studie zeigte, dass bei den
Motorlaufen, ,Volle Last (Lastpunkt A)“ und ,Leerlauf (Lastpunkt E)“, die DME von
SME hohere Mutagenitat als die von RME besalien (Bunger et al. 2000). Folglich ist
ein Unterschied bezuglich der Mutagenitat der DME zwischen verschiedenen FAME-
Arten zu erkennen. Angeregt durch die Studie von Bunger et al. wird in dieser Arbeit
systematisch gepruft, ob die Anzahl der Doppelbindungen der veresterten Fettsauren
einen Einfluss auf die Mutagenitat der DME hat. Es wird untersucht, ob bei
zunehmender Anzahl an mehrfach ungesattigten Fettsauren der FAME-Kraftstoff

schlechter verbrannt wird und die DME eine hohere mutagene Wirkung haben.

1.5.2 Auswirkung der Alterung der Biokraftstoffe auf die DME

Fang und McCormick zeigten 2006, dass durch eine Oxidation der FAME und Blends
vermehrt Oligomere entstehen, die schlechter verbrennen und somit den DME des
Kraftstoffs ein erhohtes mutagenes Potential verleihen konnten (Fang und
McCormick 2006). Blnger et al. griffen diese Ergebnisse auf und zeigten, dass die
DME von B20 in ihrem Versuch mutagener als die von reinem DK oder reinen FAME
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(RME) waren (Bunger et al. 2009). In dieser Arbeit wird gepruft, ob die Oxidation

(ktnstliche Alterung) verschiedener FAME und Blends hohere Mutagenitat der DME

bewirkt.

2.

21

2141

21.2

Materialien und Methoden

Materialien / Losungen

Soxhlet-Extraktion

Dichlormethan p. a., Merck, Darmstadt

Dimethylsulfoxid, Merck, Darmstadt

Finnpipette 1000 pL-5000 pL (Thermo Scientific)

Probenréhrchen, 4,5 ml Polystyrol-Réhrchen, Greiner, Solingen
Rotationsverdampfer, Typ VV1, Heidolph, Kehlheim

Rundkolben 250 mL, Brand, Wertheim

Soxhlet-Extraktionsapparat 100 mL, Brand, Wertheim

Teflonbeschichtete Glasfaserfilter, T60 A20, Pallflex Products Corp., Putnam,
CT, US.A.

Wasserbad WB 2001, Heidolph, Kehlheim

Trocknung der Kondensate und Partikelextrakte

Dichlormethan (DCM), Merck, Darmstadt

Dimethylsulfoxid (DMSO), Fluka, Buchs, Schweiz
Probenrdhrchen, 4,5 mL Polystyrol-Rohrchen, Greiner, Solingen
Rotationsverdampfer, Typ VV1, Heidolph, Kehlheim
Rundkolben 250 mL, Brand, Wertheim

Wasserbad: WB 2001, Heidolph, Kehlheim

Wasserstrahlpumpe
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2.1.3 Ames-Test

- 2-Aminofluren (2-AF), Molekulargewicht 181,24, Sigma-Aldrich, Steinheim

- 3-Nitrobenzanthron (3-NBA), Reinheit >90%, im Johann Heinrich von Thunen-
Institut (vTI) in Braunschweig synthetisiert und analysiert

- B-D-glucose-6-Phosphat-Natriumsalz, Molekulargewicht 282,12, Sigma-
Aldrich, Steinheim

- Agar-Agar Kobe |, Serva, Heidelberg

- D-Biotin, Molekulargewicht 244,3, Sigma-Aldrich, Steinheim

- Difco-bacto-nutrient-broth, Difco Laboratories, Detroit, Michigan, U.S.A.

- Dikaliumhydrogenphosphatanhydrid, MG 174,2, Serva, Heidelberg

- D(+)-Glukose, MG 180,16, Merck, Darmstadt

- Eppendorfgefalle, Sarstedt/Eppendorf

- Heraeus-Brutschrank, Functionline BB 16, Heraeus Instruments, Hannover

- Heraeus-Sicherheitswerkbank, Herasafe HS 18, Heraeus Instruments,
Hannover

- Kaliumchlorid (KCI), Molekulargewicht 74,55, Sigma-Aldrich, Steinheim

- L-Histidin, HCI, Molekulargewicht 209,63, Merck, Darmstadt

- Magnesiumchlorid, MG 203,30, Merck, Darmstadt

- Magnesiumsulfat , MG246,48, Merck, Darmstadt

- NADP-Natriumsalz, Molekulargewicht 765,39, AppliChem, Darmstadt

- Natriumamminohydrogenphosphat, MG 209,07, Riedel de Haen, Seelze

- Natriumchlorid (NaCl), Molekulargewicht 58,44, Sigma-Aldrich, Steinheim

- Natriumphosphat dibasisch, Molekulargewicht 177,99, Sigma-Aldrich,
Steinheim

- Petrischalen aus Polystyrol 94x16 mm, mit Deckel, ohne Nocken, Greiner,
Solingen

- Pipetten, Eppendorf Research 0,5 uL-10 yL (Eppendorf),

Eppendorf Reference 10 uL-100 pL (Eppendorf),
Finnpipette 1000 pL-5000 pL (Thermo Scientific)

- Pipettenspitzen, Sarstedt/Eppendorf

- Polystyrol-Réhrchen, Greiner, Solingen

- PS-Rohrchen, Greiner, Solingen

- Reagenzglaser 10 mL, Glas-Schott, Mainz

19

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fir den persénlichen Gebrauch.



- S9-Fraktion, Trinova, Gielden

- Salmonella-typhimurium-Teststamme TA98 und TA100, B.N. Ames,
Department for Biochemistry, University of Berkeley, California, U.S.A.

- Waage, Analysenwaage MC 1 Analytic AC 210 S, Sartorius, Gottingen

- Wasserbad WB 2001, Heidolph, Kehlheim

- Vortex, Vortex-Genie 2, Scientific Industries, Ludwigsburg

- Zitronensauremonohydrat, p.a.-Ware, MG 210,14, Merck, Darmstadt

2.1.4 Auswertung

- Koloniezahlgerat, Cardinal 1.17, Perspective Instruments, Haverhill, Suffolk,
U.K.

2.2 Methoden

2.2.1 Eingesetzte Biokraftstoffe

Um den Einfluss verschiedener FAME-Qualitaten bzw. Gemische aus DK und FAME
auf die Verbrennung und die Mutagenitat zu vergleichen, wurden verschiedene
FAME-Qualitaten bezogen, zu Blends gemischt und getestet. Der als
Referenzkraftstoff verwendete DK wurde von der Firma Haltermann Products,
Zweigniederlassung der Dow Olefinverbund GmbH, in Hamburg geliefert.
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Grenzwerte DK | LME | RME | PME
Einheit Min. Max
Cetanzahl - 49 - 52,9 52 65,9
Cetanindex - 46 -
Dichte (15 °C) kg/m® 820 845 833,6 883,3 | 876,6
PAK % (m/m) - 11 44
Schwefelgehalt mg/kg - 50 1,6 <10 <1
Flammpunkt °C >55 - 88 >151 | 162
Koksrlickstand % (m/m) - 0,30 <0,01 <0,3 0,15
Aschegehalt % (m/m) - 0,01 0,002 | 0,02 < 0,01 | <0,01
Wassergehalt mg/kg - 200 26 500 250 420
Gesamtverschmutzung || mg/kg - 24 24 1 9
Eﬁgfcf}'?g Twwblzekiusno%ce;m Korr.Grad - 1 1A 1 1 1
Oxidationsstabilitat g/m’ - 25 <1 >6 1,0
HFRR (bei 60°C) pm - 460 207
Kin. Viskositat (40 °C) || mm?/s 2 4,5 2,93 3,723 | 4,462 | 4,678
CFPP °C - 0/-10/-20 | -20 -8 -17 +1
Monoaromaten % (m/m) 19
Diaromaten % (m/m) 4,3
Tri+weitere % (m/m) <0.1
Polyaromaten % (m/m) 4.4
Polyzyklen % (m/m)
Gesamtaromaten % (m/m) 203’4
[Y%o wi]

Tabelle 1: Die im Versuch verwendeten FAME im Vergleich

Palmolmethylester (PME)

Palmol stammt hauptsachlich aus Sudostasien. Die wichtigsten Produktionslander

sind Malaysia und Indonesien. Palmél wird aus dem Fruchtfleisch der Olpalmen-

Frucht gewonnen. Aus Palmadl wird durch Umesterung PME hergestellt.

Palmal beinhaltet folgende Fettsauren (vTI):
1% Myristinsaure (C14:0), 43,8% Palmitinsaure (C16:0), 0,5% Palmitoleinsaue (C
16:1), 5% Stearinsaure (C18:0), 39% Olsdure (C18:1), 10% Linolséure (C 18:2),
0,2% Linolensaure (C 18:3), 0,5% Arachinsaure (C 20:0). Insgesamt hat das Palmadl
einen prozentualen Anteil von 39,5% einfach ungesattigten und 10,2% mehrfach

ungesattigten Fettsauren.
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Geliefert wurde der Kraftstoff von der Firma ADM Archer Daniels Midland Company,
Hamburg AG, Werk Leer.

Leindlmethylester (LME)
Leindl wird in Europa v.a. in Russland und Ungarn produziert. Weitere

Produktionslander sind Agypten, Kanada, Argentinien, Uruguay und Paraguay.
Leindl wird aus der Flachspflanze gewonnen. LME wird durch die Umesterung von
Leindl gewonnen.

Leindl besitzt folgende Fettsaurezusammensetzung (vTI):

6,5% Palmitinsaure (C16:0), 3,5% Stearinsaure (C18:0), 18% Olsaure (C18:1), 14%
Linolsaure (18:2) und 58% Linolensaure (18:3).

Folglich hat LME einen Anteil von 18% an einfach ungesattigten und 72% an
mehrfach ungesattigten Fettsauren, davon 58% dreifach ungesattigte Fettsauren.

Die Firma ASG Analytik-Service Gesellschaft mbH aus Neusall war Lieferant fur
LME.

Rapsolimethylester (RME)

In Mittel- und Westeuropa dominiert der Anbau von Raps (weit Uberwiegend

sogenannter 00-Raps) zur Herstellung von Biodiesel. Zur Gewinnung von RME wird
Rapso6l umgeestert.

Rapsol beinhaltet folgende Fettsauren (vTl):

4% Palmitinsaure (C16:0), 1,5% Stearinsdure (C18:0), 63% Olsaure (C18:1), 20%
Linolsaure (C18:2), 9% Linolensaure (C18:3), 0,5% Arachinsaure (C20:0), 1%
Eicosensaure (C20:1) und 0,5% Erucasaure (C22:1).

Folglich hat Rapsdl einen prozentualen Anteil von 64,5% einfach ungesattigten und
29% mehrfach ungesattigten Fettsauren.

RME wurde von der Firma ADM Archer Daniels Midland Company, Hamburg AG,
Werk Leer, geliefert.

Rapsolmethylester-alt (RMEalt)

Die Ausgangszusammensetzung war identisch zu RME, jedoch wurde dieser
Kraftstoff kinstlich gealtert. Auf die kunstliche Alterung wird spater im Punkt 2.2.2 (S.
24) naher eingegangen.
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B20

B20 ist ein Blend, bei dem 80% des Referenzdiesels (DK) mit 20% RME gemischt
wurden.

Daraus ergibt sich eine Zusammensetzung der Fettsauren bei B20 wie folgt:

0,8% Palmitinsaure (C16:0), 0,3% Stearinsdure (C18:0), 12,6% Olsaure (C18:1), 4%
Linolsaure (C18:2), 1,8% Linolensaure (C18:3), 0,1% Arachinsaure (C20:0), 0,2%
Eicosensaure (C20:1) und 0,1% Erucasaure (C22:1).

Demnach betragt der Gehalt von B20 12,9% einfach ungesattigten Fettsauren und
5,8% mehrfach ungesattigten Fettsauren.

Alle Blends wurden direkt im Johann Heinrich von Thunen—Institut (vTl) in

Braunschweig gemischt.

B20alt
Bei diesem Kraftstoff handelt es sich um dasselbe Gemisch wie bei B20, nur wurde
B20alt wie RMEalt kunstlich gealtert.

B20E2

B20E2 beinhaltet dasselbe Mischungsverhaltnis wie B20, nur, dass zu B20 noch 2%
Ethanol (EtOH) und 2% Butanol (BuOH) hinzu gemischt wurden. Somit besteht die
Zusammensetzung aus 76% DK, 20% FAME, 2% Ethanol und 2% Butanol. Warum
Ethanol und Butanol hinzugefugt wurden, wird unter Punkt 4.3 behandelt.

B20altE2
Auch hier handelt es sich um dieselbe Zusammensetzung wie bei B20E2, lediglich

im gealterten Zustand.

Zur Herstellung der Blends wurde der unter 1.2.1 beschriebene Referenzkraftstoff

(DK) verwendet.
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2.2.2 Alterung (Oxidation) der Kraftstoffe

Im Vorversuch wurde die Oxidationsstabilitat der Kraftstoffe getestet. Beobachtet
wurde, dass FAME im Vergleich zu DK weniger stabil sind und wahrend der
Lagerung im Tank oxidieren. Um zu testen, ob ein im Laufe der Zeit eingetretener
Alterungsprozess der FAME sich auf die Mutagenitat der Abgase auswirkt, wurden
Kraftstoffe kuinstlich gealtert.

Um eine solche kunstliche Alterung herbeizufuhren, wurden 10 L RME in einem
Gefal® mit einer externen elektrischen Heizung auf 110 °C Uber 40 Stunden erwarmt.
Wahrenddessen wurden ca. 200 mL/min Luft eingeleitet, um den Oxidationsprozess
zu beschleunigen. Der Aufbau des Versuchs wurde offen betrieben, sodass fluchtige

Komponenten entweichen konnten.

2.2.3 Herstellung und Lagerung der Motoremissionen

Die Verbrennung des DKs und der FAME erfolgte im vTl in Braunschweig. Es wurde
ein Motor des Typs Mercedes Benz OM 906 LA verwendet, der der EURO-III-
Abgasnorm entspricht. Er wird fur kleine bis mittlere Lastkraftwagen und Busse
eingesetzt. Mit seinen sechs Zylindern erlangt der Motor eine Leistung von 205 kW.
Tabelle 2 beinhaltet weitere Daten des Motors.

Zylinderhub 130 mm
Zylinderbohrung 102 mm

Zylinderanzahl 6

Hubvolumen 6370 cm®
Nenndrehzahl 2300 min™
Nennleistung 205 kW

Maximales Drehmoment 1100 Nm bei 1300 min™
Abgasnorm Euro llI

Tabelle 2: Daten des im Versuch verwendeten Motors
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Der Motor war auf den Betrieb mit DK optimiert und lief im stationaren Betrieb, was
bedeutet, dass der Motor auf dem Prufstand betrieben wurde und nicht in ein
Fahrzeug eingebaut war. Die Verbrennung der Kraftstoffe erfolgte im so genannten
European Stationary Cycle (ESC). Dieser Zyklus simuliert eine LKW-Fahrt. Er
beinhaltet 13 Phasen, die in Drehzahlen, Lasten und Geschwindigkeiten des Motors

unterschiedlich sind. Die Dauer eines Testzyklus betrug 28 Minuten.
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Abbildung 2: Die 13 Phasen des European Stationary Cycle (ESC)
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Abbildung 3: Auftragung der Drehzahlen und Drehmomente im Verlauf des ESC-
Tests

Die Versuche wurden ohne Oxidationskatalysator oder eine andere Form der
Abgasnachbehandlung durchgefuhrt.

Bevor die Kraftstoffe verbrannt und die dabei entstehenden Partikel in den dafur
vorgesehenen Glasfaserfiltern aufgefangen wurden, wurden die Filter zweimal
gewogen, um deren Leergewicht zu ermitteln. Dazu wurden die Filter fur 24 Stunden
in einer Klimakammer bei 22 + 1 °C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 48 + 8%
konditioniert.

Die Glasfaserfilter (Pallflex T60A20, mit 70 mm Durchmesser, der Firma Pall) wurden
im vTl in Braunschweig belegt.

Die Emissionen wurden mit folgender Apparatur gesammelt:

Hinter einen Dimrothkuhler wurde ein Intensivkuhler geschaltet. Beide Kuhler wurden
durch einen Kryostaten auf -18 °C herabgekuhlt. Als Kuhlmittel wurde Glykol
verwendet. Durch das Herabkuhlen der Kuhler wurde das heil3e Abgas, das bei der
Verbrennung der Kraftstoffe entsteht, gemaf} VDI-Richtlinien auf Temperaturen unter
+50 °C herabgekuhlt. Das Rohabgas, das mit Hilfe eines Teflonschlauchs und einer
Glasolive in die Kuhler geleitet wurde, wurde direkt hinter dem Schalldampfer
abgenommen. Uber ein T-Stiick wurde ein 250 mL Rundkolben am Dimrothkihler
befestigt und so das wahrend des Motorlaufs entstehende Kondensat aufgefangen.
Dieser Rundkolben wurde mit Alu-Folie ummantelt, um die im Kolben befindlichen
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PAK vor Sonnenlicht zu schutzen. Hinter die Kuhler wurde ein Filterhalter geschaltet.
Anschlie®end an den Filterhalter wurde eine Vakuumpumpe installiert, die das zu
untersuchende Abgas ansaugt. Am Ende des Motorlaufs wurde die Apparatur mit
100 mL Dichlormethan (DCM) gespult und das DCM zusammen mit dem Kondensat
im Rundkolben aufgefangen. AnschlieBend wurden die Rundkolben bei -18 °C
aufbewahrt. Die Kuhler wurden mit gefilterter, trockener Druckluft fur 20 Minuten
getrocknet.

Im Filterhalter befanden sich zwei Filter. Der erste Filter (Hauptfilter) sollte die durch
die Verbrennung entstehenden Partikel aufnehmen, aus denen durch Soxhlet-
Extraktion die PAK und andere I6sliche Komponenten gewonnen werden sollten. Der
zweite Filter (Sekundarfilter) diente zur Sammlung der Partikel, die den ersten Filter
passierten. Der Probenstrom des Versuches wurde durch einen Massenflussregler
auf 25 L/min geregelt. Pro Kraftstoff wurden alle 13 Phasen des ESC dreimal
angefahren. Somit entstanden pro Durchlauf ein belegter Filter und ein 250-mL-
Rundkolben mit Kondensat. Nach drei Durchlaufen pro Kraftstoff entstanden
schlieRlich drei 250-mL-Rundkolben mit Kondensat und drei belegte Filter. Die
belegten Filter wurden direkt nach dem Motorlauf auf +20 °C herabgekunhlt, erneut

gewogen und dann bis zur Extraktion bei +4 °C gelagert.

27
Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fir den persénlichen Gebrauch.



Abbildung 4: Apparatur zur Probengewinnung im Johann Heinrich von Thiinen-
Institut (vTl), Braunschweig

2.2.4 Vorbereitung der Kondensate und Filter fir die Testung

2.2.4.1 Trocknung der Kondensate und Erstellung der Proben

Das im 250-mL-Rundkolben aufgefangene Kondensat der Gasphase wurde im
Rotationsverdampfer vom DCM und Wasser getrennt. Hierzu wurde folgender
Aufbau der Apparatur verwendet:

Der 250-mL-Rundkolben wurde an einem Rotationsverdampfer (Typ 51111,
Heidolph) befestigt und in ein Wasserbad (WB 2001, Heidolph) bei ca. +45 °C
gehangt und rotiert. Durch die Rotation des Rundkolbens im warmen Wasserbad
verdampfte das Losungsmittel (DCM) gleichmaRig an allen Stellen des Rundkolbens.

Die Vakuumpumpe an dem Intensivkihler zog das verdampfende L&sungsmittel

28

Dieses Werk ist copyrightgeschitzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fir den persénlichen Gebrauch.



durch den Intensivkuhler nach oben. Dort kondensierte das Losungsmittel und floss
in den zusatzlich am Intensivkuhler befindlichen Kolben. Im Rundkolben blieb nur der
feste Ruckstand der Gasphase zuruck. Pro Kraftstoff erfolgten drei Motortestlaufe.
Fir jeden Motortestlauf wurde ein extra Kolben verwendet.

Die Ruckstande aller drei Kolben wurden mit 4 mL Dimethylsulfoxid (DMSO) gelost,
das nach jeweils ca. dreiminutigem Ausschwenken von Kolben zu Kolben weiter
pipettiert und danach in einem kleinen sterilen Probengefaly (4 mL) bei -18 °C

eingefroren und aufbewahrt wurde.

2.2.4.2 Extraktion der Filter und Erstellung der Proben

Vor Extraktionsbeginn wurden alle Filter nochmals gewogen und danach jeweils drei
Filter mit dem darauf befindlichen Abgaspartikulat desselben Kraftstoffes in je einen
Soxhlet-Apparat (Brand, Wertheim) gegeben.

Zur Soxhlet-Extraktion wurde folgender Aufbau verwendet:

Unter den Soxhlet-Apparat wurde ein mit 180 mL DCM befullter Kolben in ein ca. +65
°C warmes Wasserbad gehangt. AnschlieBend zirkuliete das DCM durch den
Soxhlet-Apparat. Dieser Waschzyklus dauerte ca. 15 Min. Bei einer Extraktionszeit
von sechs Stunden ergaben sich 24 Zyklen.

Nun wurde der Kolben mit den aus den Filtern extrahierten PAK einrotiert. Dies
wurde, wie unter 2.2.4.1 (S. 28) beschrieben, durchgefuhrt.

Nach der Extraktion wurden die getrockneten Filter erneut gewogen, um die Masse
der LOF zu errechnen (Gewicht der Filter nach der Extraktion subtrahiert vom
Gewicht der Filter vor der Extraktion ergibt die Masse der LOF). Hauptbestandteil
des sich noch auf den Filtern befindlichen Belages ist unverbrannter Kraftstoff.

2.2.5 Ames-Test (Salmonella-typhimurium/Mikrosomen-Test)

Um die Mutagenitat eines unbekannten Stoffgemisches bzw. einer unbekannten
Substanz zu testen, wurde der Salmonella-typhimurium/Mikrosomen-Test verwendet.
Der Ames-Test ist momentan das weltweit am haufigsten verwendete in-vitro-
Testverfahren, um komplexe Stoffgemische auf deren Mutagenitat zu prufen. Dieses
Testsystem wurde 1973 von Bruce Ames und seinem Forschungsteam entwickelt
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und veroffentlicht (Ames et al. 1973). In den Jahren 1975 und 1983 lieferten Ames et
al. Uberarbeitete Versionen (Ames et al. 1975, Maron und Ames 1983).

Der Test beruht auf dem Nachweis der Fahigkeit eines Bakterienstammes nach einer
Ruckmutation Histidin wieder selbst produzieren zu konnen. Es wurden genetisch
veranderte Salmonella-typhimurium-Stamme verwendet, die his-auxotroph und somit
nicht in der Lage sind, Histidin selbst zu produzieren. Wurde die zu testende
Substanz zu den Bakterienstammen in eine Agarplatte gegeben und wirkte diese
Substanz mutagen, erfolgte eine Ruckmutation der Bakterienstamme. Die Stamme
wurden his-prototroph (= Wildtyp), konnten erneut Histidin selbst produzieren und in
Kolonien wachsen.

Um den Test fur die in der Arbeit verwendeten Proben anzuwenden, wurden manche
Anderungen zum aktuellen Standardprotokoll von Maron und Ames (1983)
vorgenommen (Maron und Ames, 1983). Es wurden nur die Bakterienstamme TA98
und TA100 verwendet und nicht die Stamme TA97a und TA102, da diese in friGheren
Versuchsreihen keine konstanten Ergebnisse fur Extrakte von DK und FAME
lieferten. TA98 beweist eine Rasterschubmutation, TA100 eine
Basenpaarsubstitution in der DNA der Bakterien.

Um die enzymatische Aktivierung der im Organismus befindlichen Promutagene
nachzustellen, wurde ein 4%iger S9-Mix, wie im Standardprotokoll, verwandt. Um
sicher zu gehen, dass die S9-Fraktion PAK aktiviert, wurden in einer friheren Studie
enzymkinetische Untersuchungen des im Labor selbst hergestellten S9 durchgefuhrt
(Bunger et al. 2000).

Wie von Maron und Ames (1983) beschrieben, wurden in dieser Arbeit fur die
Versuche auch Methylmethansulfonat (MMS) und 2-Aminofluren (2-AF) als
Mutagene fur Positivkontrollen genommen. DMSO diente als Negativkontrolle. MMS
testet v.a. Basenpaarsubstitutionen, da die Werte bei TA 100 deutlich anstiegen. Bei
2-AF wird der S9-Mix auf seine Funktion getestet, da die Werte der Mutationen nur
im Stamm TA 98 +S9 deutlich anstiegen. Erganzend wurde 3-Nitrobenzanthron (3-
NBA) mit in dem Test verwendet. 3-NBA stellt einen Vertreter der Gruppe der
direkten Mutagene, der Nitro-PAK, dar. Die Extrakte wurden vor dem Testverfahren
in 4 mL DMSO gel6st. Zu 100 pg/mL 2-AF und 10 ng/mL 3-NBA wurden ebenso 4
mL DMSO hinzu gegeben. MMS (10pg/mL) wurde mit destilliertem Wasser verdunnt.
Gemeinsam mit 2,5 mL flussigem Top-Agar, der 0,05 mMol Histidin und 0,05 mMol
Biotin enthielt, wurden 25 pL, 50 pL und 100 pL einer Testkonzentration der Extrakte
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und 100 pL einer Ubernachtkultur eines Teststammes in einem Reagenzglas
gemischt. AnschlieBend wurde das Gemisch kurz auf einem Vortex geschuttelt und
auf eine Minimal-Agarplatte gegeben, die Vogel-Bonner-E-Medium enthielt. Jeder
der Extrakte wurde sowohl mit und ohne Zugabe von S9 in einem
Versuchsdurchgang und mit beiden Teststammen untersucht. Um eine Dosis-
Wirkungs-Beziehung aufstellen zu kénnen, wurden 25 yL, 50 pyL und 100 pL von
jedem Extrakt verwendet und mindestens drei Versuchsdurchgange angesetzt. Pro
Versuch wurden einmal alle Positivkontrollen und Extrakte gemessen.

Bei hoheren Extraktkonzentrationen kann es zu toxischen Wirkungen und zum
Absterben der Bakterien kommen. Dieser toxische Effekt fuhrt zu einer
Ergebnisverfalschung, da ein linearer Anstieg der Dosis-Wirkungs-Kurve damit nicht
mehr moglich ist (Krewski et al. 1992). Zum Testen einer linearen Dosis-Wirkungs-
Beziehung mussen daher niedrigere Dosen verwendet werden. Die Steigung der

Funktion zeigt dabei den Wert der Mutagenitat des Extraktes an.

2.2.6 Auswertung des Tests

Die mit dem Extrakt behandelten Agarplatten wurden 48 h lang im Brutschrank bei
37 °C inkubiert und anschlieBend ausgewertet. Zur Auszahlung der entstandenen
Kolonien auf den Petrischalen wurde ein Bildauswertungssystem (Cardinal,
Perspective Instruments, Haverhill, Great Britain) verwendet. Von jeder Platte
wurden zweimal alle Kolonien gezahlt und aus den Ergebnissen der Mittelwert
berechnet. Dieser Wert wurde dokumentiert und spater mit der Basisrate (Wert der
DMSO-Kontrollen) verglichen. Kriterien waren, ob die Anzahl der Revertanten
doppelt so hoch war, wie die Basisrate und ob eine reproduzierbare Dosis-Wirkungs-
Beziehung zu erkennen war.

Als letzter Schritt der Auswertung wurde der Boden der Petrischalen betrachtet, um
toxische Effekte des Extraktes auf das Bakterienwachstum, so genannte
Mikrokolonien, zu erkennen. Der Boden der Agarplatte wirkt dann glanzend und
leicht durchsichtig mit einer ubermafRig hohen Zahl an sehr kleinen Kolonien.

Da die Verbrennung von Kraftstoffen immer Emissionen hervorruft, die eine
gesundheitsschadliche Wirkung haben kdnnen, die HOhe und Zusammensetzung der
Abgase aber variieren, wurden keine absoluten Konzentrationen der Emissionen der

FAME angegeben, sondern mit den Ergebnissen fur den Referenzkraftstoff (DK)
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verglichen. Dazu wurden zur Darstellung der Emissionen die Ergebnisse der
Verbrennung des Referenzkraftstoffes DK = 100% gesetzt und die Ergebnisse der
FAME in relativem Verhaltnis dazu.

3. Ergebnisse

3.1 Partikelmassen

Wie unter Punkt 1.3.1 (S. 5) beschrieben, wird die auf den Filtern gesammelte
Partikelphase als Gesamtpartikelmasse (GPM) bestimmt und nach Extraktion in eine
LOF und eine UF eingeteilt, auf die im nachfolgenden Punkt naher eingegangen
wird. Pro Kraftstoff erfolgten drei Motortestlaufe. Pro Motortestlauf wurde ein Filter
mit Partikeln belegt. Die Extraktionsergebnisse der drei Filter fur einen Kraftstoff
wurden gemeinsam ausgewertet und der Mittelwert mit der Standardabweichung
(SD) berechnet.

3.1.1 Gesamtpartikelmassen

Die FAME weisen die geringsten Gesamtpartikelmassen (GPM) im Vergleich zu DK
oder den Blends auf. PME, LME und RME ergeben eine GPM von ca. 1,8 mg. Bei
dem Vergleich von DK mit den Blends B20 und B20alt zeigen alle drei Kraftstoffe
gleich hohe Werte auf. Aus der Reihe fallen B20E2 und B20altE2. Diese beiden
Kraftstoffe haben die hochsten Werte fur die GPM mit 3,6 mg (B20E2) und 2,9 mg
(B20altE2).

3.1.2 Losliche organische und unlosliche Fraktionen

Bei den FAME machen die LOF den grofdten Teil der GPM aus, mit Anteilen von
74%-84%. Bei den Blends liegt fast ein Verhaltnis 50% : 50% (LOF : UF) vor. DK hat
die niedrigste LOF und weist damit den hochsten RufRanteil auf.
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Kraftstoff GPM [mg] | LOF [mg] | %-Anteil UF [mg] £ | %-Anteil
+SD +SD von LOF SD von UF an
an GPM GPM
PME 1,8+0,17 |[1,30+0,23 | 74% 0,50 + 0,06 | 26%
LME 1,8+0,10 |[1,50+0,12 | 81% 0,30 £ 0,06 | 19%
RME 1,9+0,25 |[1,60+0,15 | 84% 0,30+ 0,10 | 16%
RMEalt 1,4+059 |[1,10+0,36 | 80% 0,40 +£0,12 | 20%
DK 24+044 |1,00+£0,20 |41% 1,40 £ 0,26 | 59%
B20 24+0,70 |1,20+0,32 | 52% 1,40 £ 0,42 | 48%
B20alt 22+0,49 |1,00+0,15 | 48% 1,10 £ 0,38 | 52%
B20E2 3,6+090 |1,80+0,44 |50% 1,80+ 0,55 | 50%
B20altE2 29+0,38 |1,50+0,21 | 52% 1,40 £ 0,17 | 48%

Tabelle 3: Gesamtpartikelmassen (GPM) der Emissionen der FAME, DK und Blends
[mg/Filter | LOF und UF der verwendeten FAME, DK und Blends [mg/Filter]
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Abbildung 5: LOF und UF der Kraftstoffe
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3.2 Mutagenitat der Biokraftstoffemissionen

Die folgenden Balkendiagramme zeigen, dass jeder Kraftstoff einen Balken mit
positiven Werten aufweist. Dies belegt, dass jeder der getesteten Kraftstoffe
abzuglich der Basisrate erhdhte Mutationen verursachte. Die Standardabweichungen
der Balken zeigen eine prozentuale Abweichung der Mutagenitat von 9%-16% je
nach Kraftstoff im Stamm TA98 ohne enzymatische Aktivierung und von 15%-16%
im Stamm TA98 mit enzymatischer Aktivierung. Im Stamm TA100 betragt die
prozentuale Abweichung der Mutagenitat 12%-13% ohne enzymatische Aktivierung
und 18%-20% mit enzymatischer Aktivierung.

Weiterhin wurde beobachtet, dass die Mutagenitat der Gasphase des Kraftstoffes
héhere Werte aufweist, als die Mutagenitat der Partikelphase des Kraftstoffes. Die
mdgliche Ursache wird in der Diskussion behandelt.

Die beschriebenen Ergebnisse beziehen sich fast ausschlieBlich auf die Werte mit
TA98, da dieser Stamm sensitiver war als der Stamm TA100. TA98 zeigte das
mutagene Potential bei Partikelextrakten und Kondensaten an, das von TA100 nicht
mehr erfasst wurde. Im Stamm TA98 wurde bei einer Dosis von 100 pL noch
Mutagenitat erfasst, wohingegen im Stamm TA100 teilweise keine positiven
Ergebnisse mehr verzeichnet wurden.

Bei Betrachtung der Blends zeigt sich, dass die DME im Stamm TA98 auler
B20altE2 weniger mutagen wirken als die bei DK. Im Stamm TA100 zeigt sich ein
gegensatzliches Bild. Hier sind die DME der Blends mutagener als die des DK.
Dennoch zeigen weder der Stamm TA98, noch der Stamm TA100 sowohl mit als
auch ohne enzymatische Aktivierung signifikante Unterschiede in der Mutagenitat.
Aus diesen Grinden werden die Blends nicht graphisch dargestellt und weiter
beschrieben. Lediglich der Alterungsversuch der Blends wird unter Punkt 3.2.3 (S.
47) naher betrachtet.
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3.2.1 Vergleich der Mutagenitit der Kondensate der FAME im Uberblick

Die Grafiken fur die einzelnen Kraftstoffe (Abbildung 6 und 7) zeigen, dass aul3er bei
PME die DME der FAME mutagener sind als die des DK. Die Mutagenitat ohne
metabolische Aktivierung mit S9 ist gro3er als mit metabolischer Aktivierung.

Aufgrund der Hypothese, dass die DME der FAME mit einer hdoheren Anzahl an
mehrfach ungesattigten Fettsauren ein hoheres mutagenes Potential aufweisen,
werden im Folgenden die einzelnen FAME untereinander und im Bezug zu DK
verglichen. RMEalt wird nicht mit den anderen FAME verglichen dargestellt, sondern

nur in den Alterungsversuchen verwendet.
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Abbildung 6: Mutagenitédt der Kondensate der FAME im Stamm TA98 mit und ohne
metabolische Aktivierung im direkten Vergleich (linke S&ule jeweils ohne
metabolische Aktivierung (-S9), rechte Sédule mit metabolischer Aktivierung (+S9))
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Mutationen im Stamm TA100
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Abbildung 7: Mutagenitéat der Kondensate der FAME im Stamm TA100 mit und ohne
metabolische Aktivierung im direkten Vergleich (linke S&ule jeweils ohne

metabolische Aktivierung (-S9), rechte Sdule mit metabolischer Aktivierung (+S9))

3.2.1.1 Vergleich der Kondensate von Leinélmethylester, Rapsolmethylester
und Palmolmethylester mit dem Referenzkraftstoff

Im Stamm TA98 ohne metabolische Aktivierung ist das Kondensat von LME
signifikant mutagener als DK (p < 0,001). RME weist einen ahnlichen Trend auf,
liefert jedoch keine signifikanten Werte. Die DME von PME sind geringer mutagen
als die des DK, wie bereits in der allgemeinen Ubersicht zu erkennen ist. Dieser
Zusammenhang ist jedoch nicht signifikant.

Der Stamm TA98 mit enzymatischer Aktivierung liefert ahnliche Ergebnisse. Diesmal
sind die DME von LME und RME signifikant mutagener als die des DK (LME: p =
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0,025; RME: p = 0,022). Die DME von PME sind ebenso nicht signifikant geringer
mutagen als die des DK.

Es zeigt sich ein tendenziell hoheres mutagenes Potential der FAME in den
Kondensaten, insbesondere nach metabolischer Aktivierung der PAK.

Im Stamm TA100 ohne metabolische Aktivierung finden sich ahnliche Verhaltnisse
wie im Stamm TA98. Als Ergebnis wurde ein signifikanter Unterschied bei dem
Vergleich zwischen DK und LME erzielt, bei dem die DME von LME signifikant
mutagener sind als die des DK (p = 0,001). Ebenso mutagener, jedoch nicht
signifikant, sind die DME von RME und PME verglichen mit denen des DK. PME und
DK weisen ziemlich gleiche Ergebnisse auf. Im Stamm TA100 mit metabolischer
Aktivierung haben die Kondensate der FAME durchgangig signifikant hohere
Mutagenitat als die des DK (LME und DK (p < 0,001 ), RME und DK (p = 0,007),
PME und DK (p = 0,024).

3.2.1.2 Vergleich der Kondensate von Palmdlmethylester, Rapsoélmethylester

und Leindlmethylester untereinander

Im Stamm TA98 ohne metabolische Aktivierung mit S9 ergeben sich signifikante
Unterschiede, die eine Reihenfolge zeigen, in der die DME von PME am geringsten
mutagen, die von RME mutagener und die von LME am starksten mutagen von den
drei FAME sind. Der Unterschied der Mutagenitat der DME von LME ist im Vergleich
zu den von RME (p = 0,046) und verglichen zu den von PME (p < 0,001) signifikant
(Abbildungen 8 und 9). Abbildung 10 zeigt, dass die DME von RME signifikant
mutagener als die von PME (p = 0,012) sind. Ein ahnliches Ergebnis zeigt sich nach
metabolischer Aktivierung. Der Unterschied ist, dass nach metabolischer Aktivierung
LME verglichen zu RME gleiche Werte zeigt. Ansonsten sind die DME von LME
signifikant mutagener als die von PME (p = 0,004) und die von RME sind signifikant
mutagener als die von PME (p = 0,001).
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Abbildung 8: Vergleich der Mutagenitét der Kondensate von LME zu RME im Stamm
TA98 -S9 mittels linearer Regression
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PME vs. LME
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Abbildung 9: Vergleich der Mutagenitét der Kondensate von PME zu LME im Stamm
TA98 -S89 mittels linearer Regression
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PME vs. RME
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Abbildung 10: Vergleich der Mutagenitat der Kondensate von PME zu RME im
Stamm TA98 -S9 mittels linearer Regression

Der weniger sensitive Stamm TA100 verhalt sich in gleicher Weise wie der Stamm
TA98. Ohne metabolische Aktivierung sind im Stamm TA100 die DME von LME
signifikant mutagener als die von RME (p = 0,029) und von PME (p = 0,004).
Lediglich der Vergleich zwischen RME und PME ist nicht signifikant, obowohl RME
hohere Werte aufweist. Mit metabolischer Aktivierung zeigen sich im Stamm TA100
in allen drei Vergleichen signifikante Unterschiede, die der Reihenfolge LME > RME
> PME entsprechen (absteigende Mutagenitat der DME der FAME).

3.2.2 Vergleich der Mutagenitit der Partikulate der FAME im Uberblick

Ebenso wie bei den Kondensaten ist in beiden Stammen (TA98 und TA100)

Mutagenitat (nach Abzug der Basisrate) zu verzeichnen (Abbildungen 11 und 12).
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Die SD der Balken zeigt, dass die Mutagenitat der Kraftstoffe eine prozentuale
Abweichung von 7%-24% im Stamm TA98 ohne enzymatische Aktivierung und von
9%-16% im Stamm TA98 mit enzymatischer Aktivierung hat. Im Stamm TA100 ist die
prozentuale Abweichung der Mutagenitat 10%-17% ohne enzymatische Aktivierung
und 23%-31% mit enzymatischer Aktivierung.

Im Stamm TA98 ohne enzymatische Aktivierung mit SO wirkt der Partikelextrakt von
DK mutagener als der der FAME PME und RME, im Gegensatz zu den
Kondensaten, die bei den FAME mutagener sind als bei DK. Die DME von LME
zeigen wie bei den Kondensaten eine hohere Mutagenitat als die des DK.

Bei der Betrachtung der Blends zeigt sich ein ahnliches Bild wie bei den
Kondensaten. Im Stamm TA98 sind die DME von DK mutagener als die der Blends
und im Stamm TA100 sind die DME von B20, B20E2 und B20altE2 mutagener als
die des DK. Aber auch hier sind weder im Stamm TA98 noch im Stamm TA100
sowohl mit als auch ohne enzymatische Aktivierung signifikante Unterschiede im

Hinblick auf die Mutagenitat zu verzeichnen.
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Abbildung 11: Mutagenitét der Partikulate der FAME im Stamm TA98 mit und ohne
metabolische Aktivierung im direkten Vergleich (linke S&ule jeweils ohne
metabolische Aktivierung (-S9), rechte Sédule mit metabolischer Aktivierung (+S9))
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Mutationen im Stamm TA100
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Abbildung 12: Mutagenitét der Partikulate der FAME im Stamm TA100 mit und ohne
metabolische Aktivierung im direkten Vergleich (linke S&ule jeweils ohne
metabolische Aktivierung (-S9), rechte Sédule mit metabolischer Aktivierung (+S9))

3.2.2.1 Vergleich der Partikulate von Leindlmethylester, Rapsolmethylester und

Palmolmethylester mit dem Referenzkraftstoff

In der Betrachtung des Stammes TA98 ohne enzymatische Aktivierung liefert der
Vergleich von DK mit PME den einzigen signifikanten Unterschied zwischen beiden
Kraftstoffen. Hier sind die Partikulate von DK signifikant mutagener als die von PME
(p = 0,003). RME liefert im Vergleich zu DK keine signifikanten Unterschiede. DK und
LME =zeigen ahnliche Ergebnisse und sind daher auch nicht signifikant

unterschiedlich.
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Im Stamm TA98 mit metabolischer Aktivierung zeigt sich, dass die Partikulate von
LME signifikant mutagener sind als die von DK (p = 0,004). Die Partikulate von RME
sind ebenso mutagener als die von DK, zeigen aber keinen signifikanten
Unterschied. Bei dem Vergleich mit PME sind die Partikulate von DK mutagener,
aber auch dieser Vergleich liefert keinen signifikanten Unterschied.

Bei dem weniger sensitiven Stamm TA100 liegen sowohl ohne als auch mit
metabolischer Aktivierung keine signifikanten Unterschiede im Hinblick auf hohere
Mutagenitat der Partikulate von DK gegentber FAME vor.

3.2.2.2 Vergleich der Partikulate von Palmolmethylester, Rapsolmethylester
und Leindlmethylester untereinander

Bei einem Vergleich der FAME untereinander liegt im Stamm TA98 ohne
metabolische Aktivierung dieselbe Reihenfolge wie bei den Kondensaten innerhalb
der mutagenen Potenz der FAME vor: LME > RME > PME. Die Partikulate von LME
sind signifikant mutagener als die von RME (p = 0,012) und PME (p = 0,004)
(Abbildungen 13 und 14). Die Partikulate von RME sind signifikant mutagener als die
von PME (p = 0,039) (Abbildung 15). Diese Reihenfolge wiederholt sich in sehr
ahnlicher Weise bei den Ergebnissen mit enzymatischer Aktivierung. Die Partikulate
von LME zeigen hohere Mutagenitat gegenuber denen der RME und PME. Die
Partikulate von RME sind mutagener als die der PME. Der einzige signifikante
Unterschied bezogen auf die Mutagenitat der Partikulate ist allerdings der Vergleich
zwischen LME und PME (p = 0,009).

44
Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fir den persénlichen Gebrauch.



LME vs. RME
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Abbildung 13: Vergleich der Mutagenitét der Partikulate von LME zu RME im Stamm
TA98 -S89 mittels linearer Regression
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PME vs. LME
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Abbildung 14: Vergleich der Mutagenitét der Partikulate von PME zu LME im Stamm
TA98 -S89 mittels linearer Regression
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PME vs. RME
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Abbildung 15: Vergleich der Mutagenitét der Partikulate von PME zu RME im Stamm
TA98 -S9 mittels linearer Regression

Im Stamm TA100 ohne metabolische Aktivierung wurden signifikante Unterschiede
der Mutagenitat der Partikulate fur LME > RME (p = 0,011) und LME > PME (p =
0,015), jedoch keine Signifikanz fur PME verglichen mit RME erzielt. Bei TA100 mit
enzymatischer Aktivierung liegen keine signifikanten Unterschiede als Ergebnis vor.

3.2.3 Vergleich der Mutagenitat im Alterungsversuch

Wie bereits im Punkt 2.2.2 (S. 24) beschrieben, wurden einige FAME und Blends
kunstlich gealtert, um deren Oxidationsstabilitat und deren mutagenes Potential der
DME im gealterten Zustand zu prufen.

a7
Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fir den persénlichen Gebrauch.



3.2.3.1 Kondensate
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Abbildung 16: Mutagenitédt der Kondensate der Blends im Stamm TA98 mit und ohne
metabolische Aktivierung im direkten Vergleich (linke S&ule jeweils ohne

metabolische Aktivierung (-S9), rechte Sé&ule mit metabolischer Aktivierung (+S9))
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Mutationen im Stamm TA100
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Abbildung 17: Mutagenitédt der Kondensate der Blends im Stamm TA100 mit und
ohne metabolische Aktivierung im direkten Vergleich (linke S&ule jeweils ohne
metabolische Aktivierung (-S9), rechte Sédule mit metabolischer Aktivierung (+S9))

In beiden Teststammen (TA98 und TA100) ist weder mit noch ohne Aktivierung
durch den S9-Mix ein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Mutagenitat zwischen

nicht gealtertem und gealtertem Kraftstoff zu verzeichnen.
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3.2.3.2 Partikulate
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Abbildung 18: Mutagenitét der Partikulate der Blends im Stamm TA98 mit und ohne
metabolische Aktivierung im direkten Vergleich (linke S&ule jeweils ohne
metabolische Aktivierung (-S9), rechte Sdule mit metabolischer Aktivierung (+S9))
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Mutationen im Stamm TA100
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Abbildung 19: Mutagenitét der Partikulate der Blends im Stamm TA100 mit und ohne
metabolische Aktivierung im direkten Vergleich (linke S&ule jeweils ohne
metabolische Aktivierung (-S9), rechte Sdule mit metabolischer Aktivierung (+S9))

Bei den Partikulaten werden zwei signifikante Unterschiede beobachtet: Eine
signifikant hohere Mutagenitat der Partikulate von B20altE2 gegenuber den von
B20E2 (Stamm TA98 -S9) (p = 0,019) und von den Partikulaten von B20 gegenlber
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den von B20alt (Stamm TA100 -S9) (p = 0,001). Diese zwei Ergebnisse treten aber
in unterschiedlichen Teststammen auf. Die Partikulate der nichtgealterten Kraftstoffe
sind nicht durchgangig weniger mutagen als die der gealterten, oder umgekehrt.
Insgesamt Iasst sich kein konsistenter Effekt der Alterung zeigen.

4. Diskussion

In alteren Publikationen wurden die Ruckmutationen von Partikelextrakten von
fossilem DK auf 1 mg l6sliche organische Fraktion bezogen (Claxton et al. 1992). In
dieser Arbeit wurde nicht so vorgegangen, da die Ergebnisse verfalscht dargestellt
geworden waren. Da der Anteil der I6slichen organischen Fraktionen bei den FAME
wesentlich hoher waren, als die des fossilen DK, hatte der Bezug auf die LOF
niedrigere Mutagenitat vorgetauscht (Bunger et al. 2000). Um eine der Wirklichkeit
entsprechende BezugsgrolRe zu erhalten, wurden die Ruckmutationen auf die
Testzyklen bezogen, da die Dauer des Motorbetriebs fur alle Kraftstoffe exakt

identisch war.

41 Auswirkungen der Anzahl an mehrfach ungesattigten Fettsauren auf die
Mutagenitat von FAME-Abgasen

Dass die DME von FAME eine geringere Mutagenitat als DK-Abgase aufweisen,
wurde in vorhergehenden Studien ausgiebig untersucht und bestatigt (Bunger et al.
1998, Krahl et al. 1996a, Krahl et al. 1996b, Bagley et al. 1998, Bunger et al. 2000).
Diese Arbeit beschaftigt sich mit der Frage, ob DME der FAME mit einem hoheren
Gehalt an mehrfach ungesattigten Fettsauren starker mutagen sind als DME der
FAME mit weniger mehrfach ungesattigten Fettsauren. Die im Ames-Test
gewonnenen Ergebnisse zeigen, dass eine Einstufung der FAME hinsichtlich der
Mutagenitat inrer DME sowohl bei den Kondensaten, als auch bei den Partikulaten

im Stamm TA98 sowohl mit, als auch ohne enzymatische Aktivierung maoglich ist. Die
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Reihung der verwendeten FAME bezogen auf die mutagene Wirkung ihrer DME
ergibt folgende Abfolge: PME < RME < LME (Tabellen 4 und 5).

Die DME von PME wirken am wenigsten mutagen; PME hat einen prozentualen
Anteil an mehrfach ungesattigten Fettsauren von 10,2%, darunter einen Anteil an der
dreifach ungesattigten Linolensaure von 0,2%. Der Unterschied der Mutagenitat der
DME von RME verglichen mit der Mutagenitat der DME von PME ist signifikant. RME
hat einen Anteil an mehrfach ungesattigten Fettsauren von 29% und einen Gehalt an
Linolensaure von 9%. Beide Anteile der mehrfach und dreifach ungesattigten
Fettsduren von RME sind hoher als die Anteile von PME. Die DME von LME sind von
den drei getesteten DME der FAME am starksten mutagen. LME weist einen Anteil
an mehrfach ungesattigten Fettsauren von 72% und einen Anteil an Linolensaure
von 58% auf. Es zeigt sich, dass sowohl der prozentuale Anteil an mehrfach
ungesattigten Fettsauren als auch der Anteil der am starksten (dreifach)

ungesattigten Fettsaure Linolensaure ausschlaggebend fur die Hohe der Mutagenitat

sein kann.
TA98 -S9 PME RME LME
Muta + SD 51+8 94 +14 133+ 12
mehrf. unges. FS 10,2% 29% 72%
Linolensaure 0,2 % 9% 58%

Tabelle 4: Auflistung der Mutationen der Kondensate und des prozentualen Anteils

an mehrfach ungeséttigten Fettsduren der FAME

TA98 -S9 PME RME LME
Muta + SD 41+10 68 + 6 95+7
mehrf. unges. FS 10,2% 29% 72%
Linolensaure 0,2 % 9% 58%

Tabelle 5: Auflistung der Mutationen der Partikulate und des prozentualen Anteils an

mehrfach ungeséttigten Fettsduren der FAME
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Bunger et al. verzeichneten im Jahr 2000 ahnliche Ergebnisse. Sie untersuchten die
Mutagenitat der DME von RME, SME, DK und LS-DK in unterschiedlichen Laststufen
des Motors. Es wurde ein luftgekuhlter Einzylinder Viertakt Dieselmotor (Farymann
18 D, 4,2 kW) verwendet. Der Motor lief in einem stationaren Funf-Stufen-Test, der
die Belastungen eines normalen Landwirtschafttraktors simulierte. Die Ergebnisse
zeigten, dass die DME der FAME weniger mutagen waren als die DME des DK.
Innerhalb der FAME waren die DME von RME geringer mutagen als die von SME
(Bunger et al. 2000). SME hat mit 6,6% verglichen zu RME mit 9% zwar einen etwas
niedrigeren prozentualen Anteil der Zusammensetzung an Linolensaure, aber mit
60,5% (SME) einen deutlich hoheren Gesamtanteil an mehrfach ungesattigten
Fettsduren (RME besitzt 29% mehrfach ungesattigte Fettsauren). Folglich zeichnete
sich bei Bunger et al. dieselbe Tendenz einer hoheren Mutagenitat der DME der
FAME mit steigendem Anteil an mehrfach ungesattigten Fettsauren ab, wie in den
Ergebnissen dieser Studie.

Wie in friheren Studien ist auch hier zu beobachten, dass die mutagene Wirkung der
DME ohne metabolische Aktivierung verglichen zur enzymatischen Aktivierung durch
den S9-Mix sowohl bei den FAME als auch den Blends und dem DK hoher ist
(Huisingh et al. 1978, Clark und Vigil 1980, Claxton 1983, Stalder et al. 1993, Carraro
et al. 1997, Bagley et al. 1998, Bunger et al. 1998). Das lasst vermuten, dass
genugend direkte Mutagene wie Nitro-PAK in den Extrakten sind, die nicht erst noch
aktiviert werden mussen. Zusatzlich wird von den meisten Autoren angenommen,
dass der S9-Mix durch seinen Proteingehalt aktive Mutagene bindet und dadurch das
mutagene Potential der Kondensate bzw. Partikulate eines Kraftstoffs verringert
(Bunger et al. 1998). Auf diese Weise werden unter Umstanden Mutagene,
inaktiviert. Moglicherweise werden auch Mutagene durch im S9-Mix befindliche
Enzyme, sog. mischfunktionelle Oxidasen, inaktiviert (Clark und Virgil 1980, Wang
und Wei 1981, Wang et al. 1981).

4.2 Mutagenitat der Kondensate im Vergleich zu den Partikulaten

Der Vergleich der Kondensate mit den Partikulaten ergibt eine hohere Mutagenitat
fur die Kondensate. Die Ergebnisse fruherer Studien ergaben eine hohere
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Mutagenitat der Partikulate. Es gibt fur diesen Effekt noch keine definitive Erklarung,
aber eine Hypothese, die plausibel ist. Die verbesserte Qualitat der Kraftstoffe und
die bessere Motortechnologie fuhren zu DME mit geringeren Partikelzahlen. So
verringert sich die Wahrscheinlichkeit, dass PAK an Partikel binden, da entweder die
Angriffsflache fur die PAK zu klein wird, oder zu wenige Partikel vorhanden sind. Es
steigt dadurch die Wahrscheinlichkeit, dass PAK im Kondensat abgeschieden
werden und dort eine erhohte Zahl von Mutationen auslosen.

Neuere Studien zeigen, dass die DME der FAME ein steigendes mutagenes
Potential gegenluber der des DK haben (Bunger et al. 2007, Krahl et al. 2007). In
frUheren Studien wurde bereits beschrieben, dass FAME aufgrund hoherer Viskositat
im Vergleich zu DK einen erhdhten spezifischen Kraftstoffverbrauch haben, da durch
die erhohte Viskositat die Effizienz der Verbrennung herabgesetzt wird (Monyem und
Van Gerpen 2001, Ramadhas et al. 2005). Dieser Effekt zeigt sich auch in der
Verbrennung von Blends. Je hoher der Anteil an beigemischten FAME ist (ab einem
Wert > 50%), desto schwerer sind die Blends zu verbrennen und desto mehr steigt
der spezifische Kraftstoffverbrauch. Zusatzlich steigt der Wert der PM. Dies wird von
Liu et al. ebenso auf die erschwerte Verbrennung von FAME aufgrund ihrer hoheren
Viskositat gegenuber DK zurlckgefuhrt (Liu et al. 2008). Eine andere Hypothese ist,
dass die fur die Studien verwendeten Motoren oft auf die Verbrennung von DK
ausgelegt sind. Folglich ist eine bestmdgliche Verbrennung von FAME kaum zu
erreichen und es entstehen vermehrt Partikel (Munack et al. 2008). Weiterhin wird
angenommen, dass FAME bei der Verbrennung bzw. der Zersetzung im Motor zu
sieden beginnen und hierbei mutagene Produkte entstehen (Munack et al. 2008).

4.3 Einfluss der Oxidationsstabilitat

Fang und McCormick publizierten 2006, dass bei der Oxidation von FAME Oligomere
entstehen konnen, die ausfallen und im Motor zu schlechterer Verbrennung fuhren.

Das Ausfallen von Oligomeren wahrend der Oxidation von FAME entsteht auf zwei
Wegen, die als Ausgangsstoff Peroxide haben. Peroxide entstehen in der
Initialphase der Oxidation. Diese Peroxide konnen in Aldehyde, Ketone und Sauren
zerfallen. Diese drei entstandenen Produkte konnen in einer Aldol-Reaktion
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Oligomere bilden. Zusatzlich konnen Peroxide mit Fettsaureketten reagieren und
Dimere und hohere Oligomere bilden.

Dieses Verhalten war insbesondere bei Blends zu beobachten. Bei einer
Beimischung von 5% FAME zu DK (B5) war die Konzentration an FAME zu gering,
um Oligomere zu bilden. Bei einer Beimischung von 50% FAME (B50) war die
flussige Mischung polar genug, um die entstandenen Oligomere in der LOosung zu
halten. Der Bereich von B20-B30 erwies sich als derjenige, der am meisten
Oligomere erzeugte. In diesem Bereich waren die Konzentration der entstandenen
Oligomere grof3 und die Polaritat der Losung niedrig genug, dass die entstehenden
Oligomere ausfallen konnten (Fang und McCormick 2006). Blnger et al. erzielten
dazu passende Ergebnisse, als sie Blends aus DK und RME untersuchten. In dieser
Versuchsreihe lieferte B20 hoheres mutagenes Potential als reiner DK oder reiner
RME. Sie stellten die Hypothese auf, dass die Oligomere, die bei der Oxidation der
Blends (v.a. bei B20) entstehen, durch ihren hoheren Siedepunkt schlechter
verbrannt werden und dadurch starkere mutagene Effekte produzieren (Bunger et al.
2009). Zu derselben Schlussfolgerung kamen Munack et al. bereits 2008.

In dieser Studie wurden die mutagenen Potentiale verschiedener FAME und ihrer
Blends in ihrer ungealterten Form mit der oxidierten Form verglichen. Bei den
Partikulaten wurden zwei signifikante Ergebnisse erzielt. Die DME von B20altE2 wies
gegenuber den von B20E2 eine signifikant hohere Mutagenitat im Stamm TA98 -S9
auf und die DME von B20 waren signifikant mutagener gegenuber den von B20alt im
Stamm TA100 -S9. Hier lasst sich aber trotz der signifikanten Unterschiede als
Ergebnis kein einheitlicher Trend verzeichnen, da die DME in der oxidierten Form
nicht durchgehend signifikant mutagener gegenuber denen in der nicht oxidierten
Form sind. Zusatzlich liegt immer nur ein signifikanter Unterschied als Ergebnis aus
einem Teststamm vor. Somit finden sich keine konkordanten Werte der Teststamme,
die auf ein einheitliches Verhalten der Mutagenitat hinweisen. Die Ergebnisse lassen
eher vermuten, dass sich bei einer Oxidation die von Fang und McCormick sowie
Blnger et al. beschriebenen Oligomere zwar bilden, diese aber wahrscheinlich nicht
zu einer schlechteren Verbrennung fuhren und daher auch keine hohere Mutagenitat
der Abgase des oxidierten Kraftstoffes verursachen. Allerdings ist dies
moglicherweise auch von der verwendeten Motortechnologie abhangig (Munack et
al. 2008). AuBerdem ist auch noch die Dauer der Oxidation zu berucksichtigen. Es
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wird angenommen, dass ein merklicher Effekt der Mutagenitat erst nach mehreren
Monaten eintritt und nicht bereits nach ein paar Wochen, wie bisher angenommen.
Bei einem Kraftstoff (B20E2) wurde zusatzlich der Effekt der Alkoholadditivierung mit
2% Ethanol und 2% Butanol getestet. Auf diese Weise sollte eine Homogenisierung
des FAME-Anteils durch Sedimentauflosung von oxidativen Abbauprodukten von
FAME-Blends bewirkt werden. Nachdem aber keine signifikanten Unterschiede im
Vergleich der Mutagenitat der Abgase der Blends untereinander verzeichnet wurden,
ist anzunehmen, dass die Zugabe von Ethanol nicht die gewlnschte
Sedimentaufldsung von oxidativen Abbauprodukten von FAME-Blends bewirkte und
eine Reduktion der Mutagenitat der Abgase der Blends deshalb nicht erfolgte.

5. Zusammenfassung

Um die beiden Hypothesen, dass (1) die Anzahl der Doppelbindungen der
veresterten Fettsauren einen Einfluss auf die Mutagenitat der DME hat, und (2) dass
die Oxidation (kunstliche Alterung) verschiedener FAME und Blends hohere
Mutagenitat der DME bewirkt, zu untersuchen, wurden Abgasproben der folgenden
Kraftstoffe verwendet: DK, PME, RME, LME, B20, B20alt, B20E2, B20altE2, RMEalt.
Die Abgasproben wurden Uber Testlaufe mit einem Mercedes-Benz OM 906 Euro-IlI-
Motor, der im ESC Testzyklus betrieben wurde, gewonnen. Die Mutagenitat der
Abgasproben wurde mittels des Ames-Tests untersucht. Sowohl die Positiv- als auch
die Negativkontrollen bestatigten, dass die Reagenzien und Teststamme fur die

Versuche geeignet waren.

Die Ergebnisse zeigten, dass sich die unter Punkt 1.5.1 (S. 17) beschriebene
Hypothese, dass die Anzahl der Doppelbindungen der veresterten Fettsduren einen
Einfluss auf die Mutagenitat der DME hat, bestatigte. Sowohl bei den Kondensaten,
als auch den Partikulaten konnte gezeigt werden, dass die DME der FAME mit der
geringeren Anzahl an mehrfach ungesattigten Fettsauren signifikant geringer
mutagen waren, als die DME der FAME mit der hoheren Anzahl an mehrfach
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ungesattigten Fettsauren. So ergab sich eine Reihenfolge der FAME mit
aufsteigender Mutagenitat inrer DME: PME < RME < LME.

Dieses Ergebnis war vor allem bei den Kondensaten in beiden Teststammen (TA98,
TA100) mit als auch ohne metabolische Aktivierung und bei den Partikulaten im

Stamm TA98 ohne metabolische Aktivierung zu sehen.

Die zweite Hypothese, dass die Oxidation (kunstliche Alterung) verschiedener FAME
und Blends hdhere Mutagenitat der DME bewirkt, wurde widerlegt. Zur Untersuchung
dieser Hypothese wurden neben FAME (RME, RMEalt) folgende Blends verwendet:
B20, B20alt, B20E2, B20altE2. Es konnten zwei signifikante Unterschiede erzielt
werden, die jedoch fur einen Beweis nicht ausreichten. Zusatzlich traten die
signifikanten Unterschiede nicht im selben Teststamm auf und die Abgase der
gealterten Form waren nicht durchgangig mutagener als die Abgase der nicht
gealterten Form. Der Beweis eines signifikanten Unterschiedes, dass die Oxidation
von FAME hohere Mutagenitat der DME der dadurch gealterten FAME hervorruft,
war daher nicht moglich. Weiterhin wurde ein Blend mit 2% Ethanol und 2% Butanol
verschnitten. Der erhoffte Effekt der Alkoholadditivierung, eine Homogenisierung des
FAME-Anteils durch Sedimentauflosung von oxidativen Abbauprodukten von FAME-
Blends zu bewirken, blieb ebenso aus.

Bei der Betrachtung der GPM zeigte sich, dass die FAME nicht die hochste GPM,
aber die grofdte LOF besitzen. Dies spiegelte sich in der Mutagenitat der DME der
FAME verglichen mit denen des DK wieder. DK hatte zwar einen hoheren Wert der
GPM, aber einen kleineren Anteil der LOF. Die Abgase der FAME zeigten sich
tendenziell mutagener als die des DK, jedoch ohne signifikante Ergebnisse. Dieser
Effekt war v.a. bei den Kondensaten zu sehen. Die erhohte Mutagenitat der FAME-
Abgase gegenuber den DK-Abgasen lasst sich anhand verschiedener Hypothesen
erklaren, die aber noch nicht ausreichend untersucht oder bewiesen sind.
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