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Zusammenfassung 

Trotz nicht eindeutiger wissenschaftlicher Bewei-
se sind Dieselmotoremissionen (DME) in Deutsch-
land und anderen Staaten als krebserregend eingestuft, 
weil in epidemiologischen Studien eine leicht erhöhte 
Lungenkrebshäufigkeit bei beruflich durch Dieselab-
gas exponierten Personen beobachtet wurde und im 
Tierversuch Lungentumoren an Ratten auftraten. Die 
krebserregende Wirkung geht von den Partikelemissi-
onen und den daran anhaftenden polyzyklischen aro-
matischen Kohlenwasserstoffen (PAK) aus. Die Höhe 
des kanzerogenen Potenzials lässt sich am effektivs-
ten durch die Untersuchung der erbgutverändernden 
Wirkung (Mutagenität) an einzelnen Zellen untersu-
chen. 

Wir haben daher die DME-Partikelphase von 3 
verschiedenen Dieselkraftstoffen (herkömmlicher 
Dieselkraftstoff (DK), schwedischer Dieselkraftstoff 
(MK1) und Biodiesel (RME)) in ihre löslichen und 
unlöslichen Fraktionen aufgetrennt und die lösliche 
Fraktion im AMES-Test auf ihre mutagene Wirkung 
untersucht.  

Im Vergleich zu DK waren sowohl die Gesamt-
massen als auch die unlöslichen Fraktionen der emit-
tierten Partikel bei der Verbrennung von MK1 und 
RME in den drei untersuchten Lastpunkten immer 
deutlich niedriger. Die Mutagenität der Partikelex-
trakte war bei Verwendung von RME als Kraftstoff in 
allen getesteten Betriebspunkten am niedrigsten. Die-
ser Unterschied ist mit großer Wahrscheinlichkeit 
durch den sehr niedrigen Gehalt an Schwefel und 
PAK im Biodiesel bedingt. MK1 hatte im Vergleich 
zu herkömmlichem DK ebenfalls eine deutlich niedri-
gere mutagene Wirkung. Dies ist wahrscheinlich 
ebenfalls auf die Absenkung des Schwefelgehaltes 
zurückzuführen. 

Nach den bislang vorliegenden Kenntnissen kann 
das auf inhalierte DME zurückzuführende Gesund-
heitsrisiko durch den Einsatz von RME als Kraftstoff 
absinken. Für fossile Dieselkraftstoffe kann ein ähnli-
cher Effekt sehr wahrscheinlich durch die Absenkung 
des Gehaltes an Schwefel und Aromaten erzielt wer-
den. 

Einleitung 

Eine viel diskutierte chronische Auswirkung der 
inhalativen Exposition durch Dieselrußpartikeln ist 
die Kanzerogenese. Während die krebserzeugende 
Wirkung von partikulären Dieselmotoremissionen im 
Tierversuch durch die Auslösung von Lungentumoren 
im Langzeitinhalationsversuch an Ratten eindeutig 
belegt ist (Heinrich et al., 1986, Heinrich et al., 1995, 
Nikula et al., 1995), ist die Bedeutung der inhalativen 
Exposition durch partikuläre Verbrennungsemissio-
nen aus Dieselmotoren für die Induktion von malig-
nen Lungentumoren beim Menschen immer noch 
umstritten. Epidemiologisch haben eine große Zahl 
von arbeitsmedizinischen Studien erhöhte relative 
Risiken von 1,2 bis 1,6 für Lungenkrebs nach langjäh-
riger beruflicher Exposition gegenüber hohen Kon-
zentrationen von Dieselmotoremissionen erbracht, 
wobei aber die 95%-Konfidenzintervalle (95% KI) in 
vielen dieser Studien für eine Signifikanz der Ergeb-
nisse zu groß waren (Übersichten bei: Mauderly, 
1994, Health Effects Institute, 1995, Bhatia et al., 
1998, Health Effects Institute, 1999, Nold und Boch-
mann, 1999). Neben diesem epidemiologisch nur 
gering erhöhten Risiko wurde die Kausalität des Zu-
sammenhangs auch aus anderen Gründen angezwei-
felt (Stöber und Abel, 1996, Muscat, 1996, Crump, 
1999). So wiesen die meisten der oben genannten 
Studien erhebliche Mängel bei der Expositionsab-
schätzung und der Berücksichtigung von Confoun-
dern (Rauchen, Asbest) auf.  

Dennoch wurden Dieselmotoremissionen 1987 
von der Senatskommission zur Prüfung gesundheits-
schädlicher Arbeitsstoffe der Deutschen Forschungs-
gemeinschaft (MAK-Kommission) als wahrscheinlich 
für den Menschen krebserregend eingestuft. Diese 
Bewertung wurde auch durch den Ausschuss für Ge-
fahrstoffe (AGS) des Bundesministeriums für Arbeit 
und Sozialordnung mit der Aufnahme in die TRGS 
905 (Einstufung K2) in nationales Recht überführt. 
Neben epidemiologischen Studien an beruflich expo-
nierten Kohorten beruhte diese Einschätzung auch auf 
tierexperimentellen Studien. 

Erste Hinweise auf die Kanzerogenität von DME 
ergab eine Studie aus den 50-er Jahren des vorigen 
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Jahrhunderts, bei der Extrakte von Dieselrußpartikeln 
und Kondensate der Gasphase auf die Haut von Mäu-
sen aufgebracht wurden (Kotin et al., 1955). Endgül-
tige Gewissheit über die kanzerogene Wirkung der 
DME erbrachten Inhalationsstudien, bei denen ver-
schiedene Spezies (Ratte, Maus, syrischer Goldhams-
ter) über 2 Jahre bzw. lebenslang gegenüber DME 
exponiert wurden. Die Versuche an Ratten zeigten 
konsistent, dass die Exposition durch hohe Konzentra-
tionen von DME zu einer dosisabhängigen Inzidenz 
von Lungentumoren führt (Heinrich et al., 1986, Ishi-
nishi et al., 1986, Iwai et al., 1986, Mauderly et al., 
1987). Im Gegensatz zu diesen eindeutigen Ergebnis-
sen an Ratten waren die Untersuchungen am syri-
schen Hamster durchweg negativ. Die Inhalationsstu-
dien an Mäusen ergaben uneinheitliche Ergebnisse. 
(Übersicht bei Busby und Newberne, 1995).  

Die Relevanz dieser Daten für die Abschätzung 
des humanen Lungenkrebsrisikos durch Dieselmotor-
emissionen wird sehr kontrovers beurteilt. Auffällig 
ist beispielsweise, dass die Tumoren in der Rattenlun-
ge meist im Alveolarbereich entstehen, beim Men-
schen jedoch im Bronchialbaum (Pott und Roller, 
1997). Darüber hinaus entstehen Tumoren in der 
Rattenlunge in der Regel erst durch eine Partikelkon-
zentration, bei der die Reinigungsfunktion (Clearan-
ce) überlastet wird (Health Effect Institute, 1995). 
Unterhalb einer Dosis von 2 mg Dieselpartikeln/m3 
Luft traten in diesen Inhalationsstudien keine statis-
tisch signifikanten Anstiege der Lungentumorraten 
bei Ratten auf (Heinrich et al., 1995, Nikula et al., 
1995). 

Mechanistisch scheint es sowohl einen nicht geno-
toxischen als auch einen genotoxischen Schädi-
gungsweg durch die in den Atemwegen deponierten 
Partikel von DME zu geben. Während die unlöslichen 
Anteile der Partikel über eine Aktivierung von 
Makrophagen zur Bildung von reaktiven Sauerstoff-
radikalen und über die Ausschüttung von Zytokinen 
und anderen Mediatoren zu einer Inflammation mit 
Zellschädigung und Zellproliferation mit der Folge 
der Hyperplasie und der Fibrose führen, können die 
von den Partikeln desorbierten PAK zur Bildung von 
DNA-Addukten und Punktmutationen führen (Bond 
et al., 1988, Health Effects Institute, 1995).  

Die hohe mutagene Potenz von Dieselpartikelex-
trakten wurde erstmals von Huisingh et al. (1978) 
beschrieben und wurde mittlerweile von vielen ande-
ren Arbeitsgruppen bestätigt (Clark und Vigil, 1980, 
Claxton und Barnes, 1981, Lewtas, 1983). Weitere 
Untersuchungen zeigten, dass auch die Partikel selbst 
(Brooks et al., 1980, Siak et al., 1981, Belisario et al., 
1984) und die Kondensate der Gasphase von DME im 
Ames-Test mutagen sind (Stump et al., 1982, Rannug 
et al., 1983, Matsushita et al., 1986).  

Die direkte Mutagenität von Dieselrußpartikeln 
wird substituierten polyzyklischen aromatischen Koh-
lenwasserstoffen zugeschrieben, vor allem den Nitro-
PAK (Wang et al., 1978, Pedersen und Siak, 1981, 
Ohe, 1984). Die nativen PAK müssen in aktive Meta-
bolite überführt werden, um mutagen zu wirken. Im 
Ames-Test wird diese metabolische Aktivierung 
durch Rattenlebermikrosomen, deren Enzyme durch 
eine Vorbehandlung der Ratten mit Arochlor oder 
anderen enzyminduzierenden Substanzen induziert 
wurden, erreicht (Clark und Vigil, 1980). In einer 
Reihe von Untersuchungen wurden Nitro-PAK als 
Hauptverursacher der in vitro-Gentoxizität organi-
scher Extrakte aus Dieselmotorabgasen identifiziert 
(Übersicht in: Rosenkranz und Mermelstein, 1983).  

Ziel der toxikologischen Untersuchungen 

Neben der Weiterentwicklung der Motortechnolo-
gie und der Abgasnachbehandlung wurde in den letz-
ten Jahren auch die Kraftstoffforschung intensiviert, 
um die neuen EU-Grenzwerte einhalten zu können. In 
diesem Zusammenhang wurde einerseits der Schwe-
felgehalt von Mineralöldiesel gesenkt, andererseits 
Kraftstoffen aus regenerativen Quellen (Pflanzenöl-
methylester, Biodiesel) verstärkt Aufmerksamkeit 
gewidmet (Krahl et al., 1998). 

Da nicht alle gesundheitsrelevanten Dieselmotor-
abgasbestandteile bekannt sind, und die bisher unter-
suchten wegen ihrer großen Anzahl nicht alle quanti-
tativ erfasst werden können, war es das Ziel der toxi-
kologischen Studien, die partikulären Dieselmotor-
emissionen als Gemisch bei Verbrennung von Biodie-
sel im Vergleich zu fossilem Dieselkraftstoff mit einer 
in vitro-Methode (Ames-Test) auf ihre biologischen 
Wirkungen zu untersuchen und aus arbeits- und um-
weltmedizinischer Sicht zu bewerten.  

Material und Methoden 

Extraktion der filtergesammelten Partikel 

Aus dem Institut für Technologie und Biosystem-
technik der Bundesforschungsanstalt für Landwirt-
schaft wurden mit Abgaspartikulat belegte Glasfaser-
filter gekühlt zur Verfügung gestellt. Für jeden der 3 
untersuchten Kraftstoffe (DK, MK1, RME) wurden je 
5 Filterpaare und ein Referenzfilterpaar der Betriebs-
punkte 1, 3 und 6 des 13-Stufen-Tests (ECE R 49) 
untersucht. Die filtergesammelten Partikulate wurden 
einer Soxhlet-Extraktion mit Dichlormethan im Dun-
keln unterzogen (Claxton, 1983). Dieses Verfahren 
ermöglicht die effektivste Gewinnung von Mutagenen 
aus Dieselabgaspartikulat (Siak et al., 1981). Das 
Filtergewicht wurde vor und nach der Extraktion 
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ermittelt und die lösliche Fraktion berechnet. Die 
gewonnenen Extrakte wurden im Rotationsverdamp-
fer bis zur Trockne eingedampft. Für den Ames-Test 
wurde der eingetrocknete Extrakt in 4 ml DMSO 
gelöst.  

Mutagenitätsuntersuchung (Ames-Test) 

Der sogenannte Ames-Test (Ames et al., 1973 und 
1975) deckt die mutagenen Eigenschaften eines wei-
ten Spektrums von chemischen Substanzen und Ge-
mischen durch Rückmutationen in einer Serie von 
verschiedenen Teststämmen auf. Diese tragen Mutati-
onen im Histidin-Operon. Die Mutationen bedingen 
eine Histidin-Auxotrophie der Teststämme im Gegen-
satz zu den Wildtypen von Salmonella typhimurium, 
die Histidin-prototroph sind. Der Ames-Test ist das 
weltweit am häufigsten eingesetzte in-vitro-
Testverfahren (OECD-Methode 471), um die Muta-
genität komplexer Gemische, wie z.B. von Verbren-
nungsprodukten, zu untersuchen. Die hier vorliegende 
Studie benutzte das revidierte Standardtestprotokoll 
von Maron und Ames aus dem Jahr 1983 mit den 
Teststämmen TA 98 und TA 100. TA 98 deckt Ras-
terschub-Mutationen und TA 100 Basenpaar-Substi-
tutionen auf. Die Teststämme wurden freundlicher-
weise von Prof. B.N. Ames zur Verfügung gestellt.  

Die Tests wurden mit und ohne metabolische Ak-
tivierung durch mikrosomale Monooxygenasen (S9-
Fraktion) durchgeführt. Die Präparation der S9-
Fraktion aus Lebern von jungen Sprague-Dawley-
Ratten wurde entsprechend der Anleitung von Maron 
und Ames (1983) durchgeführt. Für die Induktion der 
Leberenzyme wurden Phenobarbital und β-Naphtho-
flavon anstatt des polychlorierten Biphenyls Aro-
chlor-1254 benutzt (Matsushima et al. 1976). Die Mu-
tagene Methylmethansulfonat (MMS), 2-Amino-
fluoren (2-AF) und 3-Nitrobenzanthron (3-NBA) 
wurden als Positivkontrollen verwandt.  

Direkt vor der Testung wurden die Extrakte in 4 
ml DMSO gelöst. Ebenfalls unter Verwendung von 
DMSO wurde eine absteigende Verdünnungsreihe 
hergestellt, die für die Tests eingesetzt wurde. 2-AF 
(100 µg/ml) und 3-NBA (1 ng/ml) wurden ebenfalls 
in DMSO gelöst. MMS wurde mit destilliertem Was-
ser (10 µg/ml) verdünnt. Flüssiger Top-Agar (2,5 ml) 
der 0,05 mmol Histidin und 0,05 mmol Biotin ent-
hielt, wurde mit 100 µl einer Testkonzentration der 
Extrakte und 100 µl einer Übernachtkultur eines Test-
stammes gemischt. Nach kurzem Schütteln auf einem 
Vortex-Gerät wurde das Gemisch direkt auf eine 
Minimal-Agarplatte, die Vogel-Bonner-E-Medium 
enthielt, verteilt. Jede Testkonzentration wurde mit 
beiden Teststämmen und mit und ohne Zusatz von 
4%-igem S9 untersucht. Jeder Extrakt wurde doppelt 

getestet. Die Tests wurden im Abstand von 1 bis 2 
Wochen wiederholt.  

Die Kolonienzahl der Rückmutanten auf den Petri-
schalen wurde nach 48 Stunden Inkubation bei 37 °C 
im Dunkeln gezählt. Das Hintergrundwachstum der 
Bakterien wurde regelmäßig mittels Lichtmikroskopie 
überprüft, da hohe Konzentrationen der Extrakte to-
xisch auf die Teststämme wirken und zu einer Aus-
dünnung des Hintergrundes sowie zu einem Rück-
gang der Mutationen führen können. Die Auszählung 
der Platten wurde mit Hilfe eines elektronischen Ko-
lonienzählgerätes (Cardinal, Perceptive Instruments, 
Haverhill, Großbritannien) durchgeführt. Routinemä-
ßig wurden zur Kontrolle 10 % der Platten handge-
zählt. Entsprechend der Kriterien von Ames et al. 
(1975) wurden die Ergebnisse als positiv gewertet, 
wenn die Kolonienzahl der Rückmutationen auf den 
Petrischalen eine Verdopplung der spontanen Muta-
tionsrate und eine dosisabhängige, reproduzierbare 
Dosis-Wirkungs-Beziehung aufwiesen.  

Ergebnisse und Diskussion 

Je nach Lastpunkt zeigten die Partikelmassen ein 
unterschiedliches Verhalten. Im Vergleich zu DK war 
die Gesamtmasse der emittierten Partikel bei Ver-
brennung von MK1 und RME in den drei Lastpunkten 
aber immer deutlich niedriger (Abbildung 1). 
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Abbildung 1: 
Partikelmassen und lösliche Fraktionen der DME von DK, 
MK1 und RME im relativen Vergleich (DK = 100%). 

Die löslichen Fraktionen verhielten sich insgesamt 
ähnlich wie die Gesamtmassen. Der sehr hohe prozen-
tuale Anteil der löslichen Fraktionen bei niedriger 
Last spricht dafür, dass diese Fraktionen zu einem 
großen Anteil aus unverbranntem Kraftstoff bestehen. 

Der Anteil unlöslicher Komponenten des Abgases, 
der näherungsweise dem Ruß entspricht, war insge-
samt bei RME deutlich geringer als bei DK und MK1. 
Die in zahlreichen epidemiologischen Studien beleg-
ten Gesundheitsrisiken durch Partikelemissionen 
werden zu einem wesentlichen Teil auf den Rußaus-
stoß von Dieselfahrzeugen zurückgeführt (Health 
Effects Institute, 1995). Daher ist die Reduktion der 
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unlöslichen Fraktion des Partikulates im RME-Betrieb 
aus arbeits- und umweltmedizinischer Sicht besonders 
positiv zu werten. 

Die Mutagenität der Partikelextrakte auf den Test-
stamm TA98 war bei Verwendung von RME als 
Kraftstoff in allen getesteten Betriebspunkten am 
niedrigsten (Abbildung 2), wie dies auch in früheren 
Studien an anderen Motoren und Fahrzeugen nach-
gewiesen werden konnte (Bünger et al., 1998, Bagley 
et al., 1998, Bünger et al., 2000a, Bünger et al., 
2000b). Dies ist mit großer Wahrscheinlichkeit durch 
den sehr niedrigen Gehalt an Schwefel (<10 ppm) und 
das Fehlen von polyzyklischen Aromaten im Biodie-
sel bedingt.  

MK1 hatte im Vergleich zu herkömmlichem DK 
ebenfalls eine deutlich niedrigere mutagene Wirkung 
auf den Teststamm TA98. Dies ist vermutlich eben-
falls auf die Absenkung des Schwefelgehaltes im 
MK1 (2 ppm) im Vergleich zu DK (320 ppm) zurück-

zuführen. Je nach Schwefelgehalt des Kraftstoffs 
tragen Sulfationen, die aus dem im Abgas entstehen-
den Schwefeldioxid gebildet werden, zur Bildung der 
unlöslichen Partikelfraktion bei. Steigender DK-
Schwefelgehalt bewirkt eine Zunahme der emittierten 
Partikelmasse bei verschiedenen Dieselmotoren 
(Rasmussen, 1990, Sjögren et al., 1996). Der Schwe-
felgehalt zeigt auch eine statistisch signifikante Asso-
ziation zur Mutagenität von DK-Abgasextrakten 
(Sjögren et al., 1996). 

Der mutagene Effekt auf den Teststamm TA100 
war deutlich niedriger als im TA98, spiegelte aber 
insgesamt die gleichen Verhältnisse wider. Die Tes-
tung mit metabolischer Aktivierung durch mikroso-
male Monooxygenasen ergab keine Verstärkung der 
Mutagenität. Die Revertantenzahlen waren durchweg 
niedriger als im Test ohne Aktivierung.  
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Abbildung 2: 
Dosis-Wirkungs-Kurven der mutagenen Wirkung der Partikelextrakte auf den Teststamm TA98 in den Betriebspunkten 1, 3 
und 6. 

Auch der Gehalt des Kraftstoffs an polyzyklischen 
aromatischen Kohlenwasserstoffen (PAK) hat offen-
sichtlich einen Einfluss auf die Mutagenität der Abga-
se. Bei DK stieg die Mutagenität in mehreren Studien 
deutlich mit dem Aromatengehalt des Kraftstoffs an 
(Clark et al., 1982, Crebelli et al., 1995, Rasmussen, 
1990, Sjögren et al., 1996). Den größten Einfluss auf 
die Mutagenität ermittelten Sjögren et al. (1996) für 
folgende PAK und substituierte PAK: Picen, Phe-
nanthrene, 2-Methylanthracen, 3-Methylphenanthren 
und Fluoranthen. Für die Phenanthrene wurde auch 

schon von Clark et al. (1982) über eine starke Assozi-
ation mit der Mutagenität von DK-Abgasextrakten 
berichtet. Der getestete DK enthielt 6,2 Gew.-% PAK, 
der MK1 weniger als 0,02 Gew.-%. Da RME norma-
lerweise keine PAK enthält, ist hierin wahrscheinlich 
der Grund für die noch niedrigere Mutagenität im 
Vergleich zu MK1 zu sehen. 

Wie die deutlich niedrigere Mutagenität der DME 
von MK1 und RME zeigt, lassen sich die krebserre-
genden Wirkungen von DME durch die Reduktion 
des PAK- und Schwefelgehaltes der Kraftstoffe effek-
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tiv absenken. Biodiesel hat dabei den Vorteil, dass er 
von Natur aus praktisch schwefel- und PAK-frei ist.  
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