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Projekttitel:  Verbundvorhaben: Vergleich zweier Entnahmesysteme zur 
Probensammlung für Mutagenitätsanalysen 

 

Projektbeschreibung:  

Ausgangspunkt des Projekts waren Ergebnisse einer Studie, die beim Betrieb eines herkömmli-
chen Euro III-NFZ-Motors mit Rapsölkraftstoff (RÖ) erheblich höhere Emissionen von mutage-
nen Stoffen im Vergleich zu Dieselkraftstoff (DK) ergab (Bünger et al. 2007). Im Gegensatz dazu 
fanden Blassnegger et al. im Jahr 2009 bei Untersuchungen eines Schleppermotors keine erhöhte 
Mutagenität bei der Verbrennung von RÖ im Vergleich zu DK. Ziel der vorliegenden Studie war 
es, zu ermitteln, ob die unterschiedlichen Ergebnisse durch die unterschiedlichen Probenahmesys-
teme oder durch die unterschiedlichen Motoren hervorgerufen wurden.  

Im Rahmen des Projektes „Vergleich zweier Entnahmesysteme zur Probensammlung für Mutage-
nitätsanalysen“ wurden die Probenahmeapparaturen des Thünen-Instituts (TI) und der Techni-
schen Universität München (TUM) vergleichend an den beiden schon in den Vorstudien benutz-
ten Dieselmotoren getestet. Diese Motoren waren ein Tier III/EU 3A JohnDeere-Schleppermotor 
(JD 6068 HL 481) und ein EURO III Mercedes Benz-NFZ-Motor (OM 906 LA). Während der 
Probenahmen wurden parallel die Messungen der limitierten Abgaskomponenten Partikelmasse, 
flüchtige Kohlenwasserstoffe, Kohlenmonoxid und Stickoxide durchgeführt. Bei jedem Motor 
wurden jeweils Zyklen (NRSC und ESC) mit DK und RÖ gefahren. Die mit den beiden zu prü-
fenden Probenahmeapparaturen gesammelten Emissionen wurden aufgearbeitet. Mittels des bak-
teriellen Rückmutationstests (Ames-Test) wurde die Mutagenität bestimmt. Alle Tests wurden mit 
den Teststämmen TA98 und TA100 mit und ohne Bioaktivierungsschritt für promutagene Sub-
stanzen durchgeführt. Chemisch analytisch wurden die promutagenen polyzyklischen aromati-
schen Kohlenwasserstoffe vermessen. Um Messfehler auszuschließen, wurden die Analysen in 
zwei unabhängigen Laboratorien parallel durchgeführt und die Proben inkl. Probenvorbereitung 
gegenseitig verglichen. 

Projektergebnisse:  

Die Messungen der limitierten Abgaskomponenten belegten vorhandene Ergebnisse. Der NFZ-
Motor erzielte mit RÖ Anstiege bei den NOX, HC und PM Emissionen, die CO Emissionen san-
ken. Beim Schleppermotor stiegen NOX und PM bei RÖ-Betrieb an, die Werte für CO und HC 
sanken. 
Die Bestimmungen der Mutagenität und die PAK-Analysen der kreuzweise zwischen den Labora-
torien ausgetauschten Proben korrelierten gut. Unterschiede ergaben sich durch die eingesetzten 
Entnahmesysteme. Mit dem TUM Probenahmesystem konnten höhere Konzentrationen der leich-
ter flüchtigen PAK detektiert werden. Die Probenahme mit dem TI System ergab leicht höhere 
Konzentrationen der schwerflüchtigen und stärker mutagenen PAK. 
Leerproben, die zwischen dem Prüfstandsbetrieb bei abgeschaltetem Motor (Schleppermotor) 
bzw. aus der Ansaugluft (NFZ-Motor) als Kontrollproben erzeugt wurden, ergaben hinsichtlich 
PAK höhere Werte für beide Motoren als zu erwarten war. Offenbar sind Memoryeffekte zu er-
warten. 
Der Teststamm TA98 zeigte für den NFZ-Motor eine mehrfach erhöhte Mutagenität für RÖ im 
Vergleich zu DK. Im weniger sensitiven Stamm TA100 war dieser Effekt ebenfalls zu beobach-
ten. Bei der Untersuchung der Proben des Schleppermotors trat dieses Phänomen nicht auf. Es 
wurden jedoch geringe Erhöhungen der Mutagenität für DK beobachtet. Der mit RÖ betriebene 
NFZ-Motor emittierte deutlich höhere Mengen an PAK im Vergleich zu DK.  
Die Ergebnisse des Ames-Tests belegten für alle Laboratorien eine sehr gute Übereinstimmung. 
Einflüsse die durch die unterschiedlichen Handhabungen bei der Durchführung der gesamten Un-
tersuchungsmethodik auf das Ergebnis entstehen können, können somit vernachlässigt werden.   
Die vorherigen Ergebnisse von Bünger et al. 2007 und Blassnegger et al. 2009 wurden wechsel-
seitig bestätigt. 
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Project title:  Collaborative project: A comparison of two sampling systems for 
collecting samples for performing mutagenicity analyses 

 

Project description:  

The starting point for the project was provided by a study whose findings showed that operating a 
conventional Euro III heavy duty engine with rapeseed oil (RO) produced substantially higher 
emissions of mutagenic substances compared to diesel fuel (DF) (Bünger et al. 2007). In contrast, 
when conducting tests on a tractor engine in 2009, Blassnegger et al. found that the combustion of 
RO did not result in increased mutagenicity compared to DF. The objective of the present study 
was to determine whether the differing results were caused by the different sampling systems or 
by the different engines.  

As part of the study entitled “A comparison of two sampling systems for collecting samples for 
performing mutagenicity analyses”, comparative tests of the sampling devices used by the Thü-
nen-Institut (TI) and Technische Universität München (TUM) were performed on the two diesel 
engines that had already been used in the previous studies. These engines were a Tier III/EU 3A 
John Deere tractor engine (JD 6068 HL 481) and a EURO III Mercedes Benz heavy duty engine 
(OM 906 LA). During the sampling procedure, parallel measurements were made of the following 
regulated exhaust gas components: particulate mass, volatile hydrocarbons, carbon monoxide, and 
nitrous gases. Cycles (NRSC and ESC) using DF and RO were run for each engine. The emis-
sions collected using the two sampling devices to be tested were processed. The bacterial reverse 
mutation assay (Ames test) was used to assess mutagenicity. All tests were conducted with and 
without bioactivation substances of promutagenic substances using the TA98 und TA100 test 
strains. Chemical analysis were performed for promutagenic polycyclic aromatic hydrocarbons. In 
order to rule out measurement errors, parallel analyses were carried out in two independent labor-
atories, and the samples, including the sample preparation, were mutually compared. 

Project results:  

The measurements of the regulated exhaust gas components supported existing findings. When 
using RO, the commercial vehicle motor experienced increases in NOX, HC, and PM emissions, 
while CO emissions decreased. Running the tractor engine on RO resulted in an increase in NOX 
and PM emissions and a decrease in CO and HC levels. 

The mutagenicity assessments and the PAH analyses performed on the samples that were cross-
exchanged between the laboratories correlated well. The sampling systems that were utilized re-
sulted in differences. It was possible to detect higher concentrations of the more highly volatile 
PAHs with the TUM sampling system. The sampling performed with the TI system revealed 
slightly higher concentrations of low-volatility, more highly mutagenic PAHs. 

Blank samples that were generated as control samples between the test bench operations while the 
engine was switched off (tractor engine) or from the intake air (heavy duty engine) revealed high-
er than expected PAH levels for both engines. Memory effects are apparently to be expected. 

For the heavy duty engine, the TA98 test strain showed a level of mutagenicity for RO that was 
elevated several fold compared to that of DF. This effect was also observed in the less sensitive 
TA100 strain. The test performed on the tractor engine samples did not show this phenomenon. 
However, minor increases in mutagenicity were observed for DF. The heavy duty engine that ran 
on RO emitted significantly higher levels of PAHs compared to DF. 

The Ames test results were highly consistent for all laboratories. Any influencing factors that may 
result due to the different approaches used when carrying out the overall test methodology can 
therefore be disregarded. 

The previous findings by Bünger et al. in 2007 and Blassnegger et al. in 2009 were mutually con-
firmed.
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1. AUSGANGSLAGE 
Im Projekt „BioE - Emissionen bei der motorischen Verbrennung von Biokraftstoffen und 
Kraftstoffmischungen“ wurden neben den gesetzlich limitierten Emissionskomponenten auch 
gesetzlich nicht limitierte Emissionskomponenten untersucht. Dabei handelte es sich um Par-
tikelanzahl und Partikelgrößenverteilung, Aldehyde, Ketone und polyzyklische aromatische 
Kohlenwasserstoffe. Weiteres wurde besonderes Augenmerk auf die Untersuchung der muta-
genen Wirkung von Abgasen gelegt. 

Neben fossilem Diesel, welcher als Referenztreibstoff diente, wurden unterschiedliche Bio-
dieselblends sowie reiner Biodiesel (FAME gemäß EN 14214) und reines Pflanzenöl 
(Rapsölkraftstoff gemäß DIN 51605) untersucht. 

Die Versuchsträger waren bei den dieselmotorischen Anwendungen ein Euro 5 PKW, ein 
EURO V Nutzfahrzeug und ein STEP III A Schleppermotor. Diese Versuchsträger wurden 
mit den Testtreibstoffen in unterschiedlichen dynamischen und stationären Testzyklen unter-
sucht. Eine detaillierte Beschreibung aller Ergebnisse findet sich im Endbericht zum Projekt 
wieder (Blassneger et. al. 20091). 
Gemeinsame Untersuchungen des Instituts für Agrartechnologie - Johann Heinrich von Thü-
nen-Institut (TI), des Technologietransferzentrums Automotive Coburg (TAC) der Hochschu-
le Coburg und der Universität Göttingen - Zentrum für Arbeits- und Sozialmedizin, ergaben 
an einem Mercedes Benz OM 906 LA Motor der Emissionsklasse EURO III für Rapsöl eine 
deutliche Zunahme der Mutagenität (mit und ohne Bioaktivierung, Teststamm TA98) der par-
tikulären Phase für Rapsöl gegenüber Dieselkraftstoff (Munack et al. 2005).  
Im Projekt BioE konnte keine so deutliche Zunahme der Mutagenität von Abgas aus Pflan-
zenölbetrieb festgestellt werden. Eine Aktivität von Direktmutagenen konnte im Projekt BioE 
mit dem eingesetzten EURO V LKW-Motor nicht ermittelt werden.  
Bei den Prämutagenen wurden leichte Zunahmen im Pflanzenölbetrieb für die verwendeten 
Teststämme TA98 und TA100 gefunden. 
 
Ein Grund für diese Unterschiede kann der Einsatz verschiedener Entnahmesysteme bei den 
Untersuchungen im Projekt der Arbeitsgruppe TUM (AG TUM) und bei den Untersuchungen 
der Arbeitsgruppe TI, HS Coburg und Uni Göttingen (AG TI) sein. 
 
Um die Unterschiede genauer interpretieren zu können, wurde im hier vorliegenden Projekt 
die Durchführung von zwei Messreihen mit einem bereits eingesetzten Versuchsträger der AG 
TI und einem Versuchsträger aus dem Projekt BioE geplant. Bei diesen Messungen kamen 
beide Entnahmesysteme zur Probensammlung für die Bestimmung der Mutagenität zum Ein-
satz. Jede der generierten Proben wurde geteilt, und von den Projektpartnern kreuzweise aus-
gewertet.  Die Messung der limitierten Schadstoffemissionen erfolgte gemäß der von der EU 
für die Typprüfung vorgeschriebenen Richtlinien.  

2. METHODIK 
2.1. Testkraftstoffe 
Als Referenzkraftstoff wurde wie schon beim Vorprojekt CEC Diesel (Schwefelanteil <10 
ppm, kein Biotreibstoffanteil) eingesetzt. Der Rapsölkraftstoff entsprach der Norm DIN 
51605. Die Analyseblätter zu beiden Testkraftstoffen sind im Anhang ersichtlich. 

                                                 
1 Report Nr. I-17/2009 JBlass-Em Nr/28/06 vom 17.12.2009 

Dieses Werk ist copyrightgeschützt und darf in keiner Form vervielfältigt werden noch an Dritte weitergegeben werden. 
Es gilt nur für den persönlichen Gebrauch.



7 
 

 

2.2. Versuchsträger 
Tier III / EU 3A Traktormotor 

Bei den vorliegenden Untersuchungen kamen die Versuchsträger aus den Vorprojekten zum 
Einsatz. Am transienten Motorprüfstand am Institut für Verbrennungskraftmaschinen und 
Thermodynamik an der TU-Graz wurde dabei ein Tier III / EU 3A Traktormotor vermessen. 
Die wichtigsten technischen Daten dieses Versuchsträgers sind in Tabelle 1 zusammengefasst. 

 
Tabelle 1: Technische Daten John Deere Tier III / EU 3A Traktormotor 6068 HL 481 (Herstellerangaben) 

Hersteller John Deere 
Motorbeschreibung 6068 HL 481 

6 Zylinder Turbodieselmotor           
4 Ventiltechnologie                          
Common Rail Direkteinspritzung    
Abgasturbolader mit variabler 
Turbinengeometrie                           
gekühlte Abgasrückführung 

Hubraum 6788 cm3 
max. Leistung 126 kW bei 1900 U/Min  
Abgasklasse  Tier III / EU 3A 

 

 

EURO III NFZ - Motor 

Die Messungen am TI Braunschweig wurden mit dem Mercedes-Benz-Motor OM 906 LA 
durchgeführt. In der am Emissionsprüfstand montierten Ausführung entspricht der Motor den 
nach EURO III geltenden Emissionsgrenzwerten. Daimler verbaute diesen Motor unter ande-
rem in der LKW-Reihe ATEGO, in Linienbussen für den Stadtverkehr und im UNIMOG. Die 
wesentlichen Daten sind in Tabelle 2 zu finden.  

 
Tabelle 2: Technische Daten des Prüfmotors OM 906 LA 

Bezeichnung OM 906 LA LKW-Motor 

Motorbeschreibung 
6 Zylinder Dieselmotor, Pumpe-Leitung-Düse 
Einspritzsystem, Turbolader mit Ladeluftküh-
lung 

Hubraum 6370 cm3 

Nennleistung 205 kW 

Nenndrehzahl 2300 min-1 

Kraftstoff Dieselkraftstoff nach EN 590 

Abgasklasse Euro III 
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2.3. Messprogramm Tier III / EU 3A Traktormotor 
Der Tier III / EU 3A Traktormotor wurde am transienten Motorprüfstand der TU-Graz im 
Testzyklus NRTC (Non Road Transient Cycle) vermessen. Der instationäre Prüfzyklus wird 
jeweils nach Warmstart gefahren, wobei die Durchführung gemäß 97/68/EEC erfolgte.  

Bei den Messungen wurden die Sammelsysteme beider Arbeitsgruppen gleichzeitig einge-
setzt. Die Probenahmen erfolgten parallel aus dem unverdünnten Abgas.  Mit dem Entnahme-
system der AG TUM wurden 5 Dieselabgasproben und 9 Rapsölabgasproben gezogen. Jede 
dieser Proben wurde aus dem Durchfahren von jeweils 9 NRTC Zyklen generiert. Parallel 
dazu wurden mit dem Entnahmesystem der AG TI während der 9 NRTC Zyklen, 5 TI Proben 
generiert. Tabelle 3 zeigt eine Übersicht der am transienten Motorprüfstand an der TU Graz 
gezogenen Abgasproben und der gefahrenen Messzyklen. 

 
Tabelle 3: Übersicht Messprogramm Tier III / EU 3A Traktormotor 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Zusätzlich werden pro Treibstoffkampagne bei den Mutagenitätsproben 2 Leerwerte mit jeder 
Sammeleinrichtung erzeugt, um Rückschlüsse auf Hintergrundwerte zu erhalten. 

Die Messungen fanden am transienten Motorprüfstand des Instituts für Verbrennungskraftma-
schinen und Thermodynamik statt. Während aller Messzyklen wurden die gasförmigen Emis-
sionskomponenten CO2, CO, HC und NOx erfasst. Die Partikelmasse wurde von den jeweils 9 
NRTC Wiederholungen immer bei der ersten und neunten Vermessung ermittelt. 

 

 

 

 

 

 

Probenahmesystem TI Probenahmesystem TUM 
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 2.4. Messprogramm EURO III NFZ Motor 
Der Motor OM 906 LA  wurde am Motorprüfstand des TI in Braunschweig mit dem ESC 
(European Stationary Cycle) Testzyklus vermessen. Der Testzyklus wurde gemäß EG 
595/2009 (2009) durchgeführt. Nach einer vierminütigen Leerlaufphase werden die weiteren 
Betriebspunkte jeweils für zwei Minuten angefahren.  

Für die Analyse des mutagenen Potenzials erfolgte die Probenahme zwischen der zweiten und 
der 28. Minute des ESC-Tests kontinuierlich mit einem konstanten Volumenstrom. Wegen 
des konstanten Volumenstroms verschiebt sich die Gewichtung der Betriebspunkte zugunsten 
von Leerlauf und Schwachlastpunkten. Durch diese Art der Probenahme sind transiente An-
teile in der Probe vorhanden. Beide Messapparaturen wurden parallel betreiben und aus dem 
unverdünnten Abgasstrom beladen. Mit den Entnahmesystemen wurden 5 Diesel- und 10 
Rapsölabgasproben erzeugt. Eine Probe der AG TUM setzt sich insgesamt aus 7 ESC Zyklen 
zusammen, was einer Messzeit von 3 Stunden und 2 Minuten entspricht. Im gleichen Zeit-
raum wurden von der AG TI aus den 7 ESC 7 Proben generiert und zu einer Probe vereinigt.  

Während des ESC Testzyklus wurden die limitierten Abgaskomponenten, sowie die Partikel-
größenverteilung mit gemessen. Die Probenahme dafür erfolgte dabei immer in der letzten 
Minute des jeweiligen Betriebspunkts (Abbildung 1).  

 

 
 

Abbildung 1: Drehzahl- und Drehmomentverläufe (ESC-Test). 

  

Dieses Werk ist copyrightgeschützt und darf in keiner Form vervielfältigt werden noch an Dritte weitergegeben werden. 
Es gilt nur für den persönlichen Gebrauch.



10 
 

 

Tabelle 4: Übersicht Messprogramm Euro III NFZ-Motor 

 
2.5. Beschreibung des Entnahmesystems der Arbeitsgruppe TUM 
Die Probennahme erfolgte mittels eines Probenahmesystems nach VDI-DIN 3499 Blatt 3. 
Diese Apparatur wurde um eine Kühlfalle ergänzt, um die leichtflüchtigen Komponenten der 
PAK erfassen zu können. Somit wurde ein aus Gasphase und Partikeln bestehender definierter 
Teilstrom des gesamten Abgases erfasst. Im Mittel lag das gezogene Probenahmevolumen bei 
30 m³. 

  
Abbildung 2: Schema der Probensammeleinrichtung zur Mutagenitätsprobenahme 
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 Um die Analysen (AMES-Test, PAK-Analyse) durchführen zu können, wurden die Proben 
nach der Extraktion geteilt, so wie in Abbildung 3 dargestellt. 50 % wurden als Austausch-
probe an unsere Projektpartner versandt. Die restlichen 50 % der Rohproben wurden noch-
mals geteilt, 90 % davon wurden für die Durchführung des AMES-Testes verwendet. Die 
restlichen 10 % wurden für die PAK-Analyse eingesetzt.  
 

 
Abbildung 3: Schema der Probenauftrennung 

Bei den Mutagenitätsanalysen kommt die gesamte kombinierte Probe aus partikulären und 
gasförmigen Probenanteilen zur Untersuchung. 
 
Probenaufarbeitung 
Die aus der Messkampagne stammenden XAD-Kartuschen, Filter und Glassonden werden mit 
Dichlormethan in einer Soxhlet-Apparatur 24 h extrahiert. Die flüssigen Proben aus der Lö-
semittelflasche und dem Kühler werden aufgrund ihres hohen Wassergehalts im Scheidetrich-
ter getrennt. Die wässrige Phase wird verworfen und die organische Toluol-Phase mittels Nat-
riumsulfat getrocknet. Nach dem Trocknen werden die Proben am Rotationsverdampfer bis 
auf ca. 0,5 mL eingeengt. Danach werden sie in Dichlormethan gelöst und anschließend die 
Einzelfraktionen der Proben vereinigt. Danach werden die vereinigten Gesamtproben portio-
niert. 50 % wurden zur weiteren Bearbeitung an das IPA und TI geschickt. Die restliche Pro-
benmenge ist mit dem Ames-Test und mit der GC-MS analysiert worden. Die Angabe der 
Ergebnisse erfolgt in Revertanten pro Kubikmeter bzw. in ng/m³ Abgas, damit die Vergleich-
barkeit zwischen den Probenahmesystemen gewährleistet werden kann. 
 

2.6. Beschreibung des Entnahmesystems der Arbeitsgruppe TI 
Das Probenahmesystem wurde in Anlehnung an die VDI-Richtlinie 3872 Blatt 1 aufgebaut. 
Die Sammlung der Partikel erfolgte auf PTFE-beschichteten Glasfaserfiltern (Pallflex Fiber-
film, T60A20, 70 mm, Fa. Pall) aus dem unverdünnten Rohabgas. Gasförmige Komponenten 
wurden durch Verwendung eines Intensivkühlers bei -18 °C als Kondensat gesammelt und in 
einem 250 mL-Kolben abgeschieden. Der Probenahmevolumenstrom betrug 25 L/min. Nach 
24-stündiger Konditionierung in der Klimakammer (relative Luftfeuchtigkeit 45 % ± 8 %, 
Temperatur 22 °C ± 1 °C) und Rückwiegen des belegten Haupt- und „Back up“-Filters wer-
den diese bis zur Extraktion bei -18 °C gelagert. 
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Abbildung 4: Paralleles Probenahmesystem zur Bestimmung der Mutagenität und für die PAK-Analytik. 

 
Abweichend von früheren Untersuchungen der Arbeitsgruppe TI erfolgte die Probenahme für 
die Bestimmung der Mutagenität und die PAK-Analytik gemeinsam. Bei früheren Messreihen 
der Arbeitsgruppe TI wurde mit Hilfe des parallelen Probenahmesystems jeweils eine Probe 
für die Bestimmung der Mutagenität und eine Probe für die PAK-Analytik erzeugt. Die ge-
meinsame Probenahme war möglich, da wegen der langen Probenahmezeiten der Arbeits-
gruppe TUM jeweils 5 bzw. 7 Einzelproben der Arbeitsgruppe TI zu einer Gesamtprobe ver-
einigt wurden. Hierdurch war genug Probenmaterial vorhanden, um sowohl die Bestimmun-
gen der Mutagenität als auch die PAK-Analytik durchzuführen.  
 
Die zusammengehörigen Filter der jeweiligen Testläufe wurden extrahiert und mit den ent-
sprechenden Kondensatrückständen gepoolt. Nach der Extraktion erfolgte die Aufteilung der 
Proben gemäß Abbildung 5. Anschließend wurden die Proben im Ames-Test zusammen mit 
den aus München gelieferten Proben im selben Testansatz untersucht. 
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Abbildung 5: Aufteilung der Proben zwischen den Arbeitsgruppen für die Bestimmung der Mutagenität im 
Ames-Test und die PAK-Analytik. 

 
Die gekühlt angelieferten, auf PTFE-beschichteten Glasfaserfiltern gesammelten Dieselab-
gaspartikel von Standardkraftstoff (handelsüblicher Tankstellendiesel oder Referenzdiesel) 
und Dieselkraftstoff aus nachwachsenden Rohstoffen wurden zur Bestimmung der Gesamt-
partikelmasse und des organischen Anteils des Partikulats vor und nach der Extraktion gravi-
metrisch vermessen. Die Extraktion fand im Soxhlet-Verfahren mit Dichlormethan statt. Nach 
Trocknung der Extrakte und der korrespondierenden Kondensate wurden die Rückstände in 
10 mL Toluol aufgelöst und gepoolt. Zur weiteren Untersuchung wurden je 5 mL aller Proben 
zur Bestimmung der PAK und der Mutagenität an das Labor in München überstellt. An das TI 
wurde je 1 mL der Proben zur PAK-Analytik transportiert. Die Bestimmung der Mutagenität 
der Proben im Labor Bochum erfolgte nach dem Standardprotokoll für den Ames-Test 
(OECD-Methode 471).  
 
Als Extraktionsverfahren wurde die Soxhlet-Methode mit Dichlormethan 
(DCM) als Lösemittel benutzt. Das Soxhlet-Verfahren erzielt eine höhere 
Ausbeute an mutagener Aktivität aus DME-Partikeln im Vergleich zur 
Ultraschall-Extraktion (Claxton et al. 1992) und im Vergleich zu anderen 
polaren und unpolaren Lösemitteln (Hexan, Methanol, Toluol) (Siak et al. 
1981) auch bei Verwendung von Biokraftstoffen (Stalder et al. 1993). Die 
Extraktionen werden im Dunkeln ausgeführt, da die Extrakte lichtempfind-
lich sind (Claxton 1983). Als für die toxikologischen Tests am besten 
kompatibles Lösemittel hat sich Dimethylsulfoxid (DMSO) erwiesen, in 
das die Partikelextrakte nach Entfernen des DCM durch Eintrocknung 
überführt werden (Maron et al. 1981).  
  Quelle: The Amphora

Society  
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Tabelle 5: Darstellung der Unterschiede zwischen den Probenahmesystemen und den Aufbereitungsverfahren 
der Arbeitsgruppen TUM und TI. 

 TUM TI 

Abscheidestufen 5 2 
Temperaturminimum
des Systems 79 °C 18 °C 

Gezogenes Volumen ca. 30 m³ 4,55 m³ 
Auslegung leichtflüchtige und parti

kelgebundene PAK 
partikelgebundene PAK

Lagerung  12 °C 18 °C 
Aufarbeitung Extraktion, Cleanup Einengen am Rotations

verdampfer  
 

2.7. Methodenbeschreibung des AMES-Tests (TUM) 
Die Bestimmung der Mutagenität wurde mit dem AMES-Test nach dem Protokoll von Maron 
und Ames (1983) durchgeführt. Für den AMES-Test wurden die Stämme Salmonella TA 98 
und TA 100 (Trinova) benutzt. Diese Stämme unterscheiden sich hinsichtlich ihrer geneti-
schen Ausstattung sowie auch in der Mutationsart, die von ihnen detektiert wird. Die nachfol-
gende Tabelle 6 gibt Auskunft darüber, welche Eigenschaften die einzelnen Stämme aufwei-
sen. 
 
Tabelle 6: Unterscheidung der Salmonella Stämme TA100 und TA98 

 
 
 
 
 
 
 

 
Vorbereitend für den AMES-Test wird am ersten Tag eine Übernachtkultur (üNK) angesetzt. 
Hierzu gibt man ein bis zwei Bakterienkolonien des Teststammes in die Nährbouillon (Oxoi-
de) und inkubiert diese Bakteriensuspension ca. 15 h bei 37 °C. Um zu gewährleisten, dass 
sich die Bakterien in der exponentiellen Wachstumsphase befinden, werden diese am Testtag 
nochmals in frische Nährbouillon überimpft und anschließend ca. 3 h bei 37 °C inkubiert. 
Darauf erfolgt die Verdünnung der Nährbouillon auf eine OD von 0,6 bis 0,75 bei 660 nm. 
Pro Teströhrchen (Falcon) werden 200 μl Gemisch aus Histidin und Biotin (Sigma) vorgelegt. 
Anschließend werden 100 μl Probe und 100 μl Bakteriensuspension zugegeben. Danach er-
folgt je nach Unterscheidung, ob die Probe bzw. der Standard (Trinova) aktiviert wird oder 
ohne Aktivierung, die Zugabe von 500 μl PBS-Puffer (nicht aktiviert) bzw. 500 μl S9-Mixes 
(aktiviert) (Trinova). Anschließend werden auf alle Probenröhrchen 2 ml flüssiger Top–Agar 

Stamm  Genotyp DNA-
Reparatur 

Biotin-
Ausstattung

Plasmid Mutationsart 

S.typh. 
TA 98 

HisD uvrB Bio- pKM101 Frameshift 

S.typh. 
TA 100 

HisG uvrB Bio- pKM101 Basenpaar-
substitution 
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(BD) gegeben, der zuvor geschmolzen wurde. Das Gemisch wird auf minimale Glucose-
Agarplatten aufgebracht und durch gleichmäßiges Schwenken verteilt. Nach dem Aushärten 
der Platten werden diese bei 37 °C in den Brutschrank platziert. 

Zur Veranschaulichung ist der Ablauf des Mutagenitätstests in Abbildung 6 schematisch dar-
gestellt.  

 

 
Abbildung 6: AMES-Test SA=Natriumazid, 2-NF=2-Nitrofluoren 

In der AG Bo/Gö wurden die Emissionsproben parallel ebenfalls mit Hilfe des Ames-Testes 
untersucht. Damit sichergestellt werden konnte, dass Einflussgrößen aus den leicht variierten 
Durchführungen des AMES-Test nicht vorhanden sind, wurde ein Kreuzversuch mit den 
Standardsubstanzen der AG Bo/Gö durchgeführt. Die ermittelten Ergebnisse decken sich mit 
den Ergebnissen aus den Laboratorien Bochum/Göttingen. 
 

Tabelle 7: Qualitätssicherung des Ames-Testes 

 S. thyph. TA 98 S. thyph. TA 100 

Testsubstanzen TI TUM TI TUM 

Spontane Rückmutationsrate 24  ±   11 20  ± 4 129  ±   30 135 ± 31 

Spontane Rückmutationsrate mit 
DMSO 20  ±   15 18 ± 4 122  ±   39 130 ± 29 

Spontane Rückmutationsrate +S9 39  ±   17 40 ± 10 137  ±   31 139 ± 20 

Methylmethansulfonat 35  ±   12 39 ± 6 2127  ± 416 2110 ± 73 

2-Aminofluoren 49  ±   22 48 ± 9 138  ±   27 146 ± 16 

2-Aminofluoren +S9 1677  ± 625 1672 ± 77 1266  ± 337 1277 ± 123 
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2.8. Methodenbeschreibung des AMES-Tests (IPA) 
1973 veröffentlichten Bruce Ames und Mitarbeiter ein in vitro-Testsystem, das durch Rück-
mutationen von his-auxotrophen zu his-prototrophen (Wildtyp) Salmonella-typhimurium-
Stämmen mutagene Eigenschaften eines weiten Spektrums von Substanzen aufdeckt. Dieser 
später weiter verbesserte Test (Ames et al. 1975) entwickelte sich zur weltweit am häufigsten 
verwendeten Methode zur Mutagenitätstestung von Substanzen in der Toxikologie und Um-
weltforschung (OECD-Methode Nr. 471). Insbesondere ist er für die Untersuchung von Ge-
mischen unbekannter Zusammensetzung (z.B. Verbrennungsprodukte) geeignet (Claxton 
1983).  
Wir benutzen das überarbeitete Standardprotokoll (Maron und Ames 1983) mit den Stämmen 
TA98 und TA100. Die Stämme wurden uns freundlicherweise von Herrn Prof. Ames zur Ver-
fügung gestellt. Um enzymatisch bedingte Aktivierungen der Mutagenität von Fremdstoffen 
im höheren Organismus zu berücksichtigen, wird der Test zusätzlich nach Einwirkung fremd-
stoffmetabolisierender Enzyme aus Warmblütergewebe vorgenommen. Die Gewinnung dieser 
sogenannten S9-Fraktion (Mikrosomen) aus Rattenlebern, folgt der Beschreibung von Maron 
und Ames (1983). Statt Arochlor-1254 werden Nembutal und Beta-Naphthoflavon zur Induk-
tion des Enzymsystems verwendet (Matsushima et al. 1976, Ong et al. 1980). Der Erfolg der 
Induktion des P450-abhängigen Monooxygenase-Systems, vor allem von CYP1A1 und 
CYP1A2, die als Promutagene vorliegende PAK zu aktivieren vermögen, wurde durch en-
zymkinetische Untersuchungen bestätigt (Bünger et al. 2000). 
Als Positivkontrollen dienen in allen Untersuchungen die Mutagene Methylmethansulfonat 
(MMS), 3-Nitrobenzanthron (3-NBA) und 2-Aminofluoren (2-AF). Alle Proben werden pa-
rallel sowohl ohne metabolisierendes System als auch mit vierprozentigem S9-Zusatz an 4 
verschiedenen Konzentrationen der Extrakte getestet. Die doppelt angelegten Testreihen wer-
den mindestens einmal wiederholt. Nach den Kriterien des Standardprotokolls (Maron und 
Ames 1983) wird eine Verdoppelung der Mutationen gegenüber den Kontrollen (Spontanmu-
tationsraten für TA98 = 20-35/Platte und für TA100 = 120-148/Platte) bei gleichzeitiger do-
sisabhängiger Zunahme der Mutationen als positives Ergebnis gewertet. Der Anstieg der 
Rückmutationen wird nach Krewski et al. (1992) aus der Steigung des linearen Teils der Do-
sis-Wirkungskurve berechnet, da hohe Konzentrationen der Partikelextrakte oft toxisch auf 
die Bakterienkulturen wirken und zur Verminderung des Anstiegs der Mutationen führen.  
 
Tabelle 8: Ergebnisse der Positiv- und Negativkontrollen als Qualitätssicherung für den Ames-Test. 

Stamm TA98 TA100
Spontane Rückmutationsrate 32    14 154    39
Spontane Rückmutationsrate mit DMSO 28      9 144    30
Spontane Rückmutationsrate +S9 49    12 152    20
Methylmethansulfonat 35    10 1787  510
2-Aminofluoren 57    22 150    35
2-Aminofluoren +S9 2062  710 1061  337
3-Nitrobenzanthron 2622  461 1693  214
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2.9. PAK-Analytik der Arbeitsgruppe TUM 
Aus den Teilproben wurden die PAK mit Hilfe der GC-MS ermittelt. Alle analysierten Sub-
stanzen sind der in Tabelle 9 aufgelistet. Die Bestimmung erfolgte über die Isotopenverdün-
nungsmethode (Telli-Karakoc et al. 2002; Niu et al. 2003). Die Analyse umfasst die Extrakti-
on, die analog zu dem AMES-Test durchgeführt wurde. Im Anschluss erfolgt die Aufgabe des 
internen Extraktions- und des Ausbeutestandards. Die Aufreinigung der Proben erfolgt über 
mehrere Schritte und wird mit Chromatographie und SPE-Säulen durchgeführt. Die Detektion 
der PAK erfolgt mittels HRGC/HRMS und ist Bestandteil akkreditierter, validierter Standard-
arbeitsanweisungen (SOP). 
 
Tabelle 9: Liste der PAH, die mit der Analytik erfasst werden. 

Acenaphthylen Benzo(b)fluoranthen Dibenzo(a,h)pyren 

Acenaphthen Benzo(j)fluoranthen Dibenzo(a,l)pyren 

Fluoren Benzo(k)fluoranthen Dibenzo(a,e)pyren 

Phenanthren Benzo(a)pyren Dibenzo(a,i)pyren 

Anthracen Indeno(1,2,3-
c,d)pyren Dibenzo(a,h)pyren 

Fluoranthen Benzo(g,h,i)perylen Benzo(c)fluoren 

Pyren Dibenzo(a,h)anthracen Benzo(b)naphtho(2,1-
d)thiophen 

Benzo(a)anthracen Cyclopenta(c,d)pyren Anthanthren 

Chrysen 5-Methylchrysen  

 
 

2.10. PAK-Analytik der Arbeitsgruppe TI 
Die Proben waren nach der Extraktion in Toluol gelöst. Die Proben wurden in einen Spitzkol-
ben überführt und es wurde para-Quaterphenyl als Interner Standard zugegeben. Für die 
HPLC-Analytik mussten die Proben zunächst unter einem gelinden Stickstoffstrom in Aceto-
nitril umgelöst werden. Um Verluste der Analyten zu vermeiden, wurden die Proben nie bis 
zur Trockene abgeblasen. Nach dem Umlösen wurden die Proben durch einen Spritzenvor-
satzfilter (PTFE, 0,2 μm) filtriert. Da die TUM-Proben relativ viele Feststoffe enthielten, kann 
es durch die Verwendung des Spritzenvorsatzfilters zum Verlust von Analyten gekommen 
sein.  

Für die PAK-Belastung werden häufig die 16 PAK nach der EPA-Methode 610 herangezo-
gen. Da Acenaphthylen nicht fluoreszierend ist, konnte die Substanz mit der am TI verwende-
ten HPLC mit Fluoreszenzdetektor nicht bestimmt werden.  
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Tabelle 10: Liste der 16 PAK nach EPA-Methode 610 

Name 
Anzahl der 

Ringe 

Verwendete  

Abkürzung 

Naphthalin 2 Nap 

Acenaphthylen 3 nicht fluoreszierend 

Acenaphthen 3 Ace 

Fluoren 3 Flu 

Phenanthren 3 Phe 

Anthracen 3 Ant 

Fluoranthen 4 Fla 

Pyren 4 Pyr 

Benz[a]anthracen 4 BaA 

Chrysen 4 Chr 

Benzo[b]fluoranthen 5 BbFla 

Benzo[k]fluoranthen 5 BkFla 

Benzo[a]pyren 5 BaPyr 

Dibenz[a,h]anthracen 5 DBAnt 

Benzo[ghi]perylen 6 BPer 

Indeno[1,2,3-cd]pyren 6 IPyr 

 

Die Messung erfolgte mit einer HPLC mit Fluoreszenzdetektor der Firma VWR Hitachi Elite 
LaChrom. Die PAK werden zunächst auf einer Donor-Akzeptor-Komplex-Chromatographie 
(DACC) angereichert. Anschließend erfolgt die Auftrennung der PAK auf der analytischen 
Säule. Als Referenz (Urstandard) wurde ein EPA-16-PAK-Standard der Firma LGC Pro-
mochem verwendet. Als interner Standard wurde para-Quaterphenyl (Fluka, in Toluol ange-
setzt) verwendet.  
Tabelle 11: HPLC-System zur Bestimmung der PAK 

System VWR Hitachi Elite LaChrom 
Autosampler Hitachi L-2200, Spritzenvolumen: 0,1 mL 
Pumpe Hitachi L-2130, Fließgeschwindigkeit: 1,5 mL/min 
Ofen  Hitachi L-2350, Temperatur: 24 °C 
FL-Detektor Hitachi L-2480, Volumen der Flusszelle: 12 μL 
DACC ChromSpher Pi, 20,0 mm · 3,0 mm, Fa. Varian 
Säule Supelcosil LC-PAH, 250 mm · 4,6 mm, Porendurchmesser  

5 μm, Fa. Supelco 
Verwendete Lösemittel Acetonitril und Wasser (jeweils HPLC-Qualität); Mischung aus 

Acetonitril und Wasser im Verhältnis 1:3 zur Anreicherung der 
DACC 
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3. ERGEBNISSE  
3.1. Limitierte Abgaskomponenten Tier III / EU 3A Traktormotor 
Abbildung 7 zeigt die Gegenüberstellung der Emissionswerte für Dieselkraftstoff (DK) und 
Rapsölkraftstoff (PÖL) im Messzyklus NRTC am transienten Motorprüfstand. Im Diagramm 
sind dabei jeweils Durchschnittswerte aus allen Diesel- bzw. Rapsölmessungen dargestellt. 

 

Abbildung 7: Gegenüberstellung der durchschnittlichen Emissionen von Dieselkraftstoff (DK) und 
Rapsölkraftstoff (PÖL) im Messzyklus NRTC am transienten Motorprüfstand 

Es ist ersichtlich, dass Rapsölkraftstoff bei den NOx Emissionen um etwa 10% höher als Die-
selkraftstoff liegt. Der Grund dafür ist in dem im Treibstoff gebundenen Sauerstoff zu suchen. 
Der geringere Luftbedarf von Rapsölkraftstoff bewirkt, dass im Vergleich zu Diesel eine ge-
ringere Masse (mTreibstoff+mLuft) erhitzt werden muss (betrachtet an der Flammfront bei dort 
vorherrschendem =1), was zu höheren Brennraumtemperaturen, und damit zu höheren NOx 
Emissionen führt [Blassnegger, 2005].  

Bei den CO und HC Emissionen lagen die Rapsölkraftstoffwerte unter jenen vom Dieselbe-
trieb. Bei CO war das Emissionsniveau um 21% geringer als bei den Dieselmessungen, bei 
den Kohlenwasserstoffen waren die Emissionswerte für Rapsöl um 51% geringer. 

Die Partikelmasseemissionen lagen im Betrieb mit Rapsöl um 13% höher gegenüber der Die-
selanwendung. Damit entspricht das Emissionsverhalten des Motors im Biotreibstoffbetrieb 
weitgehend den erwarteten Trends.  
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Bei 2 Einzeltestläufen kam es zu signifikanten Emissionsveränderungen gegenüber den restli-
chen Testzyklen. Davon betroffen war einmal der NOx Emissionslevel und einmal der CO 
Level. Beide überschritten in den jeweiligen Einzeltests das durchschnittliche Emissionsni-
veau um über 20%. Da es sich jedoch um Einzelergebnisse handelte, wurden die Proben, wel-
che diese Testläufe beinhalteten, vorerst nicht ausgeschieden, jedoch vermerkt. Betroffen wa-
ren folgende Proben: 

 JD09_RÖ_01_290311 (ivT) bzw. JD09_RÖ_290311 (BioE) - NOx-Überschreitung 

 JD06_RÖ_04_240311 (ivT) bzw. JD 06 RÖ 23/240311 (BioE) - CO Überschreitung 

Eine Übersicht, welche die Messdaten aus sämtlichen Testzyklen beinhaltet befindet sich im 
Anhang. 

 

3.2. Limitierte Abgaskomponenten EURO III NFZ –Motor 
Bei den limitierten Emissionen wurden die Messwerte aus früheren Vergleichsmessungen 
zwischen Rapsöl und DK bestätigt. Im Folgenden sind die mittleren Emissionswerte über alle 
durchgeführten ESC-Tests des jeweiligen Kraftstoffs mit den zugehörigen Standardabwei-
chungen aufgeführt.  

 
Abbildung 8: Stickoxidemissionen (NOX), Mittelwerte über alle Messtage 

 

 
Abbildung 9: Kohlenwasserstoffemissionen (HC), Mittelwerte über alle Messtage 
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Abbildung 10: Kohlenmonoxidemissionen (CO), Mittelwerte über alle Messtage 

 

 
Abbildung 11: Partikelmasseemissionen (PM), Mittelwerte über alle Messtage 

Bei der letzten mit Rapsöl gemessenen Probe kam es zu starken Abweichungen der Emissio-
nen von NOX, CO und CO2. Dies war auf ein Leck in der Probenahmeleitung zum Mess-
schrank zurückzuführen, in dem die gasförmigen Komponenten bestimmt wurden. Die Muta-
genitätsprobenahme blieb von diesem Umstand unberührt, ebenso der Probenahmeweg durch 
den Verdünnungstunnel zur Ermittlung der Partikelmasse. Aus diesem Grund wurde nach 
Rücksprache mit den Projektpartnern auf eine Wiederholung des Versuchs verzichtet. 

 

3.3. TUM-Ergebnisse der PAK- und Mutagenitätsanalysen 
Bei der PAK-Analyse sowie auch bei der Mutagenitätsanalyse zeigte sich ein wirkungsbezo-
gener Unterschied zwischen dem Rapsöl und den Referenzkraftstoffen. Das Rapsöl besitzt ein 
höheres mutagenes Potential und eine höhere Konzentration der PAK. Diese Unterschiede 
konnten nur bei dem EURO III NFZ festgestellt werden. Der andere Motor (Tier III / EU 3A) 
zeigte bei allen Proben Ergebnisse auf ähnlichem Niveau. Die Ergebnisse des Mutagenitäts-
tests lagen zu großen Teilen nur wenig höher als die Nachweisgrenze (bei TA98 ca. 20-30 
Revertanten pro Platte und bei TA100 ca. 120-140 Revertanten pro Platte) und weisen somit 
auf eine Mutagenität auf niedrigem Niveau hin. Bei allen Untersuchungen der Emissionspro-
ben mittels Ames-Test erwies sich der Salmonella Stamm TA98 sensitiver als der Teststamm 
TA100.  
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3.3.1 Ergebnisse des Ames-Tes des Euro III NFZ Motor  
Die Ergebnisse der Mutagenitätsanalyse bei dem EURO III NFZ Motor zeigten deutliche Un-
terscheide zwischen den Kraftstoffen. So konnte ein höheres mutagenes Potential für das 
Rapsöl ermittelt werden. Ebenso konnten Unterschiede in den Probenahmesystemen ermittelt 
werden. Diese zeigen sich in der Intensität der Mutagenität bei den verschiedenen Proben. 
 

 
Abbildung 12: Ergebnisse der TUM-Mutagenitätsanalysen EURO III NFZ Motor für den TA 98 

Betrachtet man den Stamm TA 98 so zeigen alle Proben eine höhere direkte Mutagenität. 
Diese Ergebnisse der Rapsöl-Testzyklen besitzen ein höheres direktes mutagenes Potential als 
die mitgemessenen Diesel-Zyklen. Diese Erhöhung der Mutagenität für die Rapsölzyklen 
wurde mit beiden Testsystemen gefunden und wird durch die bisher erstellten Studien der AG 
TI belegt.  

Die Unterscheide der Testsysteme zeigen sich dahin gehend, das eine andere dem niedrigeren 
Probenvolumen folgende inverse Intensität in der Mutagenität festgestellt werden konnte. 
Wobei das Testsystem des TI höhere Revertantenzahlen erzeugte. Das Messsystem der TUM 
zeigt bei den Proben den gleichen Trend wie das Messsystem des TI, jedoch auf einem 
geringerem Revertantenniveau, wie in Abbildung 9 dargestellt.  
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Abbildung 13: Ergebnisse der TUM-Mutagenitätsanalysen EURO III NFZ Motor für den TA 100 

Die Ergebnisse des Teststammes TA 100 bestätigen die ermittelten Ergebnisse vom Test-
stamm TA 98. Auch bei dieser Analysenreihe zeigten die Rapsölzyklen ein höheres Revertan-
tenniveau im Vergleich zu dem getesteten Dieselkraftstoff. Der Unterschied zwischen den 
Testsystemen konnte, analog zur Analyse mit dem TA 98, auch hier nachgewiesen werden. 
Das Testsystem des TI/TAC zeigt deutlich höhere Ergebnisse im Vergleich zum das Proben-
nahmesystem der TUM. 

Betrachtet man sich die Revertanten pro m³ und setzt die Ergebnisse der Diesel- und 
Rapsölzyklen ins Verhältnis, so zeigt sich, dass das Rapsöl ein höheres mutagenes Potential 
besitzt. Beim Teststamm TA 100 konnte ein bis zu 3,8-mal höheres Potential erreicht, der TA 
98 bis zu 10,9-mal (Tabelle 12). 
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Tabelle 12: Mutagenes Potential von Rapsöl 

 
Revertanten/m3 

Mittelwert 
Diesel 

Revertanten/m3 

Mittelwert  
Rapsöl 

höheres  
Potential von 

Rapsöl 

TA 100 

TUM 
direkt 1700 3702 2,2 

indirekt 2762 3593 1,3 

     

TI 
direkt 9596 19674 2,1 

indirekt 8369 31565 3,8 
      

TA 98 

TUM 
direkt 240 766 3,2 

indirekt 517 1293 2,5 
     

TI 
direkt 2047 6679 3,3 

indirekt 1813 19810 10,9 

 

3.3.2 Ergebnisse des Ames-Testes mit dem Step III A Motor  
Die Ergebnisse der Mutagenitätsanalyse bei dem Step III A Motor wiesen wesentlich kleinere 
Unterschiede zwischen den Kraftstoffen im Vergleich zum EURO III NFZ Motor auf. Die 
systematischen Unterschiede in den Probenahmesystemen konnten auch in dieser Messkam-
pagne ermittelt werden. Diese zeigen sich in der Intensität der Mutagenität der verschiedenen 
Proben. 
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Abbildung 14: Ergebnisse der TUM-Mutagenitätsanalysen Step III A Motor für den TA 98 

Der Teststamm TA 98 zeigt bei allen Proben der EURO III NFZ- Messreihe eine höhere 
direkte Mutagenität. Diese Ergebnisse der Rapsöl-Testzyklen ergben ein niedrigeres 
mutagenes Potential als die zum Vergleich erzeugten Diesel-Zyklen. Dies konnte mit beiden 
Testsystemen nachgewiesen werden. Die erzielten Ergebnisse bestätigen die bisher erstellte 
Studie der AG TUG/TUM. (Blassnegger, et al. 2009) 

Die Unterschiede der Testsysteme bringen eine unterschiedliche Intensität im Ames-Test 
hervor. Mit dem Probenahmestsystem des TI konnten höhere Revertantenzahlen ermittelt 
werden. Diese sind im Schnitt um ein vierfaches höher als die Resultate des anderen 
Probennahmesystems der TUM. Betrachtet man die Tendenzen der beiden 
Probennahmesysteme für die Diesel- und Rapsölzyklen, so ergeben sich die gleichen Trends. 
Diese Unterschiede, die durch die Testsysteme hervorgerufen werden, wurden auch durch die 
Euro III NFZ Messreihe bestätigt. 
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Abbildung 15: Ergebnisse der TUM-Mutagenitätsanalysen Step III A Motor für den TA 100 

 

Der Teststamm TA 100 bestätigt die ermittelten Ergebnisse des Teststamms TA 98. In dieser 
Analyse konnte ebenfalls gezeigt werden, dass der Dieselkraftstoff eine höhere Mutagenität 
als das Rapsöl besitzt. Die bisher ermittelten Unterschiede zwischen den Probenahmesyste-
men wurden auch mit dieser Testreihe belegt. So erzeugt das Probenahmesystem des TI deut-
lich höhere Ergebnisse als das Probennahmesystem der TUM. 

Wenn man die Revertanten pro m³ der Diesel- und Rapsölzyklen ins Verhältnis setzt, so zeigt 
sich bei diesem Motor, dass das Rapsöl ein schwächeres mutagenes Potential besitzt als die 
getesteten Dieselproben. Bei den Rapsölproben ergibt sich so nur ein maximal 0,86 Faches 
Potential, was wiederum heißt, dass der Dieselkraftstoff um ein 1,16 Faches stärker wirkt. 
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Tabelle 13: Mutagenes Potential von Rapsöl 

 
Revertanten/m³  

Mittelwert 
Diesel 

Revertanten/m³ 
Mittelwert  

Rapsöl 

Potential 
von 

Rapsöl 

TA 100 

TUM 
direkt 1421 1222 0.860 

indirekt 1576 1335 0.847 
     

TI 
direkt 9719 7179 0.739 

indirekt 11966 8924 0.746 
      

TA 98 

TUM 
direkt 201 134 0.667 

indirekt 583 361 0.619 
     

TI 
direkt 3819 2563 0.671 

indirekt 1391 1037 0.746 

 

3.3.3 Ergebnisse der PAK-Analyse für das EURO III NFZ 
Bei den Dieselproben konnten die fünf Haupkomponenten Fluoren, Phenanthren, Anthracen, 
Fluoranthen und Pyren ermittelt werden, diese konnten bei beiden Entnahmesystemen 
gefunden werden. Bei der Probenahme der TUM war der Anteil der leichtflüchtigen PAK wie 
Naphthalin, Acenaphthylen und Acenaphten bis um ein 400-Faches höher konzentriert. Bei 
der TI-Probennahme zeigte sich ein doppelt so hoher Gehalt an partikelgebundenden PAK 
wie Benzo[a]anthracen, Chrysen und Benzo[a]pyren (s.Abbildung 16)  

 

  
Abbildung 16: Gemittelte TUM PAK–Ergebnisse der Dieselproben unterteilt nach Testsystemen  
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Betrachtet man die Rapsölproben, so sind es drei Hauptkomponenten, die mit beiden Probe-
nahmesystemen gefunden wurden (s. Abbildung 17). Dabei handelt es sich um Phenanthren, 
Fluoranthen und Pyren. Bei dem TI-Testsystem zeigt sich, wie schon bei den Dieselproben, 
ein höherer Anteil an partikelgebundenen PAK, wie zum Beispiel bei Benzo(a)anthracen und 
Chrysen. In der Analyse der TUM erzeugten Proben war ein höherer Anteil an leichtflüchti-
gen PAK (Naphthalin, Acenaphthylen, Ancenaphten) zu finden. 

 

 
Abbildung 17: Gemittelte TUM PAK–Ergebnisse der Rapsölproben unterteilt nach Testsystemen 

 

 
Abbildung 18: PAK-Emissionen pro m3 Leerprobe. Die beiden Leerproben wurden nach der Messung von OM 
08 RÖ  und OM 14 RÖ genommen. 
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 Berechnete Mutagenität  
Die theoretische Mutagenität berechnet sich aus den gemessenen Werten für die einzelnen 
Substanzen und einem Faktor. Dieser Faktor gibt die Verhältnismäßigkeit der toxischen Wir-
kung im Vergleich zu Benzo[a]pyren an. Benzo[a]pyren wird gleich Eins gesetzt und die an-
deren PAK in Bezug dazu gesetzt. Die einzelnen Faktoren sind im Anhang aufgeführt. Die 
theoretische oder berechnete Mutagenität gibt an welches mutagene Potential die Probe be-
sitzt. 

Bei der Berechnung der theoretischen Mutagenität der Dieselzyklen zeigt sich der Unter-
schied bei den Entnahmesystemen deutlich. Durch die stark erhöhten Anteile der leichtflüch-
tigen PAK des TUM-Probenahmesystems, besitzen die analysierten Proben ein erhöhtes mu-
tagenes Potential. Das Testsystem des TI zeigte in der PAK-Analyse einen höheren Anteil an 
schwerflüchtigen PAK. Diese spiegelt sich in der Höhe der theoretischen Mutagenität wieder 
(s. Abbildung 19). 

 

Abbildung 19: Theoretische Mutagenität der Dieselproben des Euro III NFZ unterteilt nach Testsystemen 
basierend auf den TUM PAK–Ergebnissen 

 

Bei der Berechnung der Rapsölzyklen zeigt sich, dass diese Zyklen ein höheres mutagenes 
Potential besitzen als die Dieselzyklen. Auch wird hier der Unterschied in der Zusammenset-
zung der PAK bei den Testsystemen noch einmal deutlich.  
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Abbildung 20: Theoretische Mutagenität der Rapsölproben des Euro III NFZ unterteilt nach Testsystemen 
basierend auf den TUM PAK–Ergebnissen  
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Ergebnisse der PAK-Analyse für den Step III A Motor 
 

Bei der Messreihe mit dem Step III A Motor konnte bei den Dieselproben die gleichen 
Tendenzen wie bei der Messreihe mit dem Euro III NFZ ermittelt werden. Es zeigten sich bei 
diesen Proben auch die fünf Haupkomponenten Fluoren, Phenathren, Anthracen, Fluoranthen 
und Pyren. Diese Hauptkomponenten wurden bei beiden Entnahmesystemen gefunden. Bei 
der Probenahme der TUM konnte ein höherer Anteil der leichtflüchtigen PAK wie 
Naphthalin, Acenaphthylen und Ancenaphten gefunden werden. Diese leichtflüchtigen PAK 
sind bis um ein 2500 -faches höher konzentriert im Vergleich zu der der Probennahme des TI. 
Bei der TI-Probennahme zeigte sich ein leicht erhöhter Gehalt an partikelgebundenden PAK 
wie Benzo[a]anthracen, Chrysen und Benzo[a]pyren. Die Konzentrationen sind bei den 
Dieselproben jedoch nicht so hoch wie in der vorangegenagenen Euro III NFZ Messreihe. 

 

 
Abbildung 21: Gemittelte TUM PAK–Ergebnisse der Dieselproben unterteilt nach Testsystemen für den Step III  

 

Bei den Rapsölproben der Step III A Messreihe, sind es drei Hauptkomponenten analog zur 
Messreihe mit dem Euro II NFZ Motor. Diese wurden mit beiden Probennahmesystemen ge-
funden. Dabei handelt es sich um Phenanthren, Fluoranthen und Pyren. Allgemein ist die 
Konzentration der PAK nicht höher als bei den Dieselproben. In der Analyse der TUM er-
zeugten Proben war ein höherer Anteil an leichtflüchtigen PAK zu finden. Diese leichtflüchti-
gen Substanzen (Naphthalin, Acenaphthylen, Ancenaphten) sind in den TUM-Proben bis zu 
800 mal höher Konzentriert als in den Proben des TI. 
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Abbildung 22: Gemittelte TUM PAK–Ergebnisse der Rapsölproben unterteilt nach Testsystemen für den Stepp 
III A-Motor 

 

 
Abbildung 23: PAK-Emissionen pro m3 Leerprobe. Die beiden Leerproben wurden nach der Messung von JD 
05 DK und JD 12 RÖ genommen.  

 

Berechnete Mutagenität  
Auch bei diesen Proben konnte der Unterschied der Probenahmesysteme deutlich gemacht 
werden. Wie auch schon in der voran gegangenen Berechnung zeigten die stark erhöhten An-
teile der leichtflüchtigen PAK des TUM-Probenahmesystems ein höheres mutagenes Potenti-
al. Das Testsystem des TI zeigte in der PAK-Analyse einen leicht höheren Anteil an schwer-
flüchtigen PAK. Diese zeigen sich auch deutlich in der Höhe bei der theoretischen Mutageni-
tät (s. Abbildung 24).  
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Abbildung 24: Theoretische Mutagenität der Dieselproben des Step III A - Motors unterteilt nach Testsystemen 
basierend auf den TUM PAK–Ergebnissen 

 

Bei der Berechnung der Rapsölzyklen zeigt sich, dass diese Zyklen kein höheres mutagenes 
Potential besitzen als die Dieselzyklen. Die ermittelten Unterschiede in der Zusammensetzung 
der PAK im Vergleich beider Testsysteme konnte bei diesen Proben noch einmal deutlich 
gemacht werden (s. Abbildung 25).  

 

 
Abbildung 25: Theoretische Mutagenität der Rapsölproben des Step III A - Motors unterteilt nach Testsystemen 
basierend auf den TUM PAK–Ergebnissen 

3.3.4 Interpretation der Ergebnisse 
Betrachtet man die PAK-Ergebnisse der Probenahmen, so ist eindeutig zu sehen, dass beide 
eingesetzten Apparaturen unterschiedliche Ergebnisse erzeugen und jeweils für einen be-
stimmten Bereich der Analyten besser geeignet sind. Bei der Probenahme der AG TI sind 
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vorwiegend die partikelgebundenen PAK zu finden, die ein höheres mutagenes Potential be-
sitzen. Bei der Probenahme der AG TUM ist der Anteil der leichtflüchtigen PAK, welche ein 
geringeres mutagenes Potential aufweisen, relativ höher. Betrachtet man die Kraftstoffe so 
zeigt sich unabhängig von der Probenahme, dass die Rapsölproben beim EURO III NFZ Mo-
tor eine höhere Konzentration an PAK besitzen als die Dieselproben. 

Wie die PAK-Ergebnisse vermuten lassen, erzeugt die TI-Probenahme höhere mutagene Er-
gebnisse als die Probenahmeeinrichtung der der AG TUM. Des Weiteren lässt sich aus den 
Ergebnissen des Ames-Test ein deutlicher Trend für die Kraftstoffe ablesen. Die Testzyklen, 
die mit Rapsöl gefahren wurden, weisen beim EURO III NFZ Motor ein höheres mutagenes 
Potential auf als die Dieselzyklen. Beim John Deere-Schleppermotor tritt dieses Phänomen 
nicht auf, allerdings steigt die Mutagenität bei DK-Verbrennung leicht an. 

Betrachtet man die Teststämme so sind die Effekte im weniger sensitiven Teststamm TA100 
geringer und zum Teil kaum mehr nachweisbar. Die Ergebnisse der Labors in Bochum / Göt-
tingen und München zeigen eine gute Vergleichbarkeit hinsichtlich der Mutagenität.  

Der Motor (EURO III NFZ) in Braunschweig weist ein höheres mutagenes Potential auf als 
der Motor in Graz (John Deere-Schleppermotor). Weitere Unterschiede zeigen sich ebenfalls 
in den einzelnen Messapparaturen und deren unterschiedlichen PAK-Gefüge. Mit den bisher 
in dieser Studie ermittelten Ergebnissen werden die Ergebnisse aus den vorangegangenen 
Studien der einzelnen Arbeitsgruppen belegt. 

 

3.4. TI/IPA-Ergebnisse der PAK- und Mutagenitätsanalysen 
Im Folgenden sind die Ergebnisse der Mutagenitätsanalysen der Emissionen des Tier III / EU 
3A Traktormotors (JD) und des EURO III NFZ Motors (OM) in Abhängigkeit von den beiden 
parallel verwendeten Probenahmesystemen des TI (FK) und der TUM (XAD) dargestellt. Die 
extrahierten Filter und die Kondensatrückstände der zusammengehörigen Testläufe wurden 
gepoolt und dann zusammen im Ames-Test untersucht.  

Um die Variabilität zwischen verschiedenen Labors zu testen und als zusätzliche Maßnahme 
der Qualitätssicherung, wurden ein Teil der Proben im Labor Göttingen und ein weiterer Teil 
im Bochumer Labor getestet. Die Testprotokolle waren in beiden Fällen identisch. Die jewei-
ligen Laborassistentinnen kannten die Ergebnisse des jeweils anderen Labors bei der Auswer-
tung der Tests nicht. Die Abbildung 26 bis Abbildung 29 zeigen die Varianz zwischen den 
beiden Labors und waren schon im Zwischenbericht aus dem IPA und TI vom 23.04.2012 
enthalten.  
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Abbildung 26:Darstellung der Mutationen von Dieselkraftstoff (DK) und Rapsölkraftstoff (RÖ) im Ames-Test 
mit dem Stamm TA98 in Abhängigkeit der beiden Probenahmesysteme (FK vs. XAD) und der beiden Motoren 
(OM vs. JD). Die Versuche wurden im Labor an der Universität Bochum durchgeführt. 
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Abbildung 27: Darstellung der Mutationen von Dieselkraftstoff (DK) und Rapsölkraftstoff (RÖ) im Ames-Test 
mit dem Stamm TA100 in Abhängigkeit der beiden Probenahmesysteme (FK vs. XAD) und der beiden Motoren 
(OM vs. JD). Die Versuche wurden im Labor an der Universität Bochum durchgeführt. 

 

Der Einfluss der beiden Labors auf die Ergebnisse ist gering. Deutlich ist zu erkennen, dass 
die Probenahme (FK vs. XAD) einen Effekt hat, die Ergebnisse jedoch identische Trends zei-
gen. Haupteinflussfaktor jedoch ist ganz eindeutig der verwendete Motor. Während der Seri-
enmotor eine hohe Mutagenität der Abgase beim Betrieb mit Rapsöl verursacht, ist der tech-
nisch an den Kraftstoff angepasste Motor in der Lage die Mutagenität im Rapsölbetrieb auf 
ein sehr niedriges Niveau zu senken, das noch unterhalb der Mutagenität im DK-Betrieb liegt.  
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Abbildung 28: Darstellung der Mutationen von Dieselkraftstoff (DK) und Rapsölkraftstoff (RÖ) im Ames-Test 
mit dem Stamm TA98 in Abhängigkeit der beiden Probenahmesysteme (FK vs. XAD) und der beiden Motoren 
(OM vs. JD). Die Versuche wurden im Labor an der Universität Göttingen durchgeführt. 
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Abbildung 29: Darstellung der Mutationen von Dieselkraftstoff (DK) und Rapsölkraftstoff (RÖ) im Ames-Test 
mit dem Stamm TA100 in Abhängigkeit der beiden Probenahmesysteme (FK vs. XAD) und der beiden Motoren 
(OM vs. JD). Die Versuche wurden im Labor an der Universität Göttingen durchgeführt. 

 

Für den Endbericht wurden die einzelnen Ergebnisse aller zusammengehörigen Testläufe aus 
beiden Labors auf das Abgasvolumen bezogen und dann gemeinsam ausgewertet. Die Ge-
samtergebnisse der jeweils fünf im Ames-Test ausgewerteten Parallelproben zeigen die fol-
genden vier Abbildungen. Es sind jeweils die Ergebnisse der Mutagenitätsanalysen der Ar-
beitsgruppe TUM denen der Arbeitsgruppe TI und IPA gegenübergestellt (Abbildungen 
Abbildung 30-Abbildung 33). Die Abbildung 30 und Abbildung 31 zeigen dabei die Ergeb-

Dieses Werk ist copyrightgeschützt und darf in keiner Form vervielfältigt werden noch an Dritte weitergegeben werden. 
Es gilt nur für den persönlichen Gebrauch.



37 
 

 

nisse am EURO III NFZ Motor (OM 906 LA), während die Abbildung 32 und Abbildung 33 
die Resultate am Tier III / EU 3A Motor (JD 6068 HL 481) darstellen.  

 
Abbildung 30: Mutationen pro m3 Abgas im Stamm TA98 durch die Verbrennung von Dieselkraftstoff (DK) 
und Rapsölkraftstoff (RÖ) im EURO III NFZ Motor (OM 906 LA) in Abhängigkeit von beiden 
Probenahmesystemen (TUM vs. TI).  

 
Abbildung 31: Mutationen pro m3 Abgas im Stamm TA100 durch die Verbrennung von Dieselkraftstoff (DK) 
und Rapsölkraftstoff (RÖ) im EURO III NFZ Motor (OM 906 LA) in Abhängigkeit von beiden 
Probenahmesystemen (TUM vs. TI).  
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Abbildung 32: Mutationen pro m3 Abgas im Stamm TA98 durch die Verbrennung von Dieselkraftstoff (DK) 
und Rapsölkraftstoff (RÖ) im Tier III / EU 3A Motor (JD 6068 HL 481) in Abhängigkeit von beiden 
Probenahmesystemen (TUM vs. TI).  

 

 
Abbildung 33: Mutationen pro m3 Abgas im Stamm TA100 durch die Verbrennung von Dieselkraftstoff (DK) 
und Rapsölkraftstoff (RÖ) im Tier III / EU 3A Motor (JD 6068 HL 481) in Abhängigkeit von beiden 
Probenahmesystemen (TUM vs. TI).  
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 Im Folgenden sind die Ergebnisse der PAK-Analysen der Emissionen des Tier III / EU 3A 
Traktormotors (JD) und des EURO III NFZ Motors (OM) in Abhängigkeit von den beiden 
parallel verwendeten Probenahmesystemen des TI (FK) und der TUM (XAD) dargestellt. 

  
Abbildung 34: PAK-Emissionen pro m3 Abgas bei der Verbrennung von Dieselkraftstoff (DK) im Tier III / EU 
3A Motor (JD 6068 HL 481) in Abhängigkeit von beiden Probenahmesystemen (TUM vs. TI).  

 

 

  
Abbildung 35: PAK-Emissionen pro m3 Abgas bei der Verbrennung von Rapsölkraftstoff (RÖ) im Tier III / EU 
3A Motor (JD 6068 HL 481) in Abhängigkeit von beiden Probenahmesystemen (TUM vs. TI). Untersucht 
wurden 5 von insgesamt 9 Rapsölproben. 
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Abbildung 36: PAK-Emissionen pro m3 Abgas bei der Verbrennung von Rapsölkraftstoff (RÖ) im Tier III / EU 
3A Motor (JD 6068 HL 481) in Abhängigkeit von beiden Probenahmesystemen (TUM vs. TI). Untersucht 
wurden die 4 Rückstellproben.  

 

  
Abbildung 37: PAK-Emissionen pro m3 Leerprobe. Die beiden Leerproben wurden nach der Messung von JD 
05 DK (obere Balken) und JD 12 RÖ (untere Balken) genommen.  
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Abbildung 38: PAK-Emissionen pro m3 Abgas bei der Verbrennung von Dieselkraftstoff (DK) im EURO III 
NFZ Motor (OM 906 LA) in Abhängigkeit von beiden Probenahmesystemen (TUM vs. TI).  

 

 

  
Abbildung 39: PAK-Emissionen pro m3 Abgas bei der Verbrennung von Rapsölkraftstoff (RÖ) im EURO III 
NFZ Motor (OM 906 LA) in Abhängigkeit von beiden Probenahmesystemen (TUM vs. TI).  
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Abbildung 40: PAK-Emissionen pro m3 Leerprobe. Die beiden Leerproben wurden nach der Messung von OM 
08 RÖ (obere Balken) und OM 14 RÖ (untere Balken) genommen. 
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4. ZUSAMMENFASSUNG 
Ausgangspunkt des Projekts waren Ergebnisse einer Studie, die beim Betrieb eines herkömm-
lichen Euro III-NFZ-Motors mit Rapsölkraftstoff (RÖ) erheblich höhere Emissionen von mu-
tagenen Stoffen im Vergleich zu Dieselkraftstoff (DK) ergab (Bünger et al. 2007). Im Gegen-
satz dazu fanden Blassnegger et al. im Jahr 2009 bei Untersuchungen eines Schleppermotors 
keine erhöhte Mutagenität bei der Verbrennung von RÖ im Vergleich zu DK. Ziel dieser Stu-
die war, zu ermitteln, ob die unterschiedlichen Ergebnisse durch die unterschiedlichen Probe-
nahmesysteme oder durch die unterschiedlichen Motoren hervorgerufen wurden.  

Im Rahmen des Projektes „Vergleich zweier Entnahmesysteme zur Probensammlung für Mu-
tagenitätsanalysen“ wurden die Probenahmeapparaturen des Thünen-Instituts (TI) und der 
Technischen Universität München (TUM) vergleichend an den beiden schon in den Vorstu-
dien benutzten  Dieselmotoren getestet. Diese Motoren waren ein modifizierter Tier III/EU 
3A JohnDeere-Schleppermotor (JD 6068 HL 481) und ein serienmäßiger EURO III Mercedes 
Benz-NFZ-Motor (OM 906 LA). Während der Probenahmen wurden parallel die Messungen 
der limitierten Abgaskomponenten Partikelmasse (PM), flüchtige Kohlenwasserstoffe (HC), 
Kohlenmonoxid (CO) und Stickoxide (NOX) durchgeführt. Bei jedem Motor wurden jeweils 
Zyklen (NRSC und ESC) mit DK und RÖ gefahren. Die mit den beiden zu prüfenden Probe-
nahmeapparaturen gesammelten Emissionen wurden aufgearbeitet. Mittels des bakteriellen 
Rückmutationstests (OECD-Guideline 471, Ames-Test)  wurde die Mutagenität bestimmt. 
Alle Tests wurden mit den Teststämmen TA98 und TA100 mit und ohne Bioaktivierungs-
schritt für promutagene Substanzen durchgeführt. Chemisch analytisch wurden die promuta-
genen polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffe (PAK) vermessen. Um Messfehler 
auszuschließen, wurden die Analysen in zwei unabhängigen Laboratorien parallel durchge-
führt und die Proben inkl. Probenvorbereitung gegenseitig verglichen.  

Die Messungen der limitierten Abgaskomponenten an beiden Motoren belegten die bereits 
vorhandenen Erfahrungswerte. Für den NFZ-Motor ergab sich ein Anstieg der Emissionen 
von NOX, HC und PM  beim RÖ gegenüber DK, während CO erniedrigt war. Die Emissionen 
des Schleppermotors zeigten einen leichten Anstieg für NOX und PM bei RÖ-Betrieb  und 
niedrigere Werte für CO und HC. 

Während die Bestimmung der Mutagenität und die PAK-Analysen der kreuzweise zwischen 
den Laboratorien ausgetauschten Proben insgesamt gut korrelierten, ergaben sich quantitative 
und qualitative Unterschiede durch die beiden eingesetzten Entnahmesysteme. So konnten mit 
dem Probenahmesystem der TUM höhere Konzentrationen der leichter flüchtigen PAK detek-
tiert werden. Die Probenahme mit dem System des TI ergibt in der Relation leicht höhere 
Konzentrationen der schwerflüchtigen und stärker mutagenen PAK. Der Schleppermotor 
weist für beide Kraftstoffemissionen ähnliche Konzentrationen an PAK auf. Jedoch konnten 
auch für diese Messreihe die o.g. beschrieben Unterschiede der Entnahmesysteme festgestellt 
werden. 

Leerproben, die zwischen dem Prüfstandsbetrieb bei abgeschaltetem Motor (Schleppermotor) 
bzw. aus der Ansaugluft (NFZ-Motor) als Kontrollproben erzeugt wurden, ergaben hinsicht-
lich PAK höhere Werte für beide Motoren als zu erwarten war, so dass offenbar durch Memo-
ryeffekte (z.B. Verbrennungsreste im abgeschalteten Motor) sowohl mit PAK als auch mit 
Mutagenität in derartigen Proben zu rechnen ist. 

Der Teststamm TA98 zeigte für den NFZ-Motor eine mehrfach erhöhte Mutagenität für RÖ 
im Vergleich zu DK. Im weniger sensitiven Stamm TA100 war dieser Effekt ebenfalls deut-
lich zu beobachten. Bei der Untersuchung der Proben, die mit dem Schleppermotor erzeugt 
wurden, trat dieses Phänomen nicht auf, aber es wurde eine geringfügige Erhöhung der Muta-
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genität für DK beobachtet. Der mit RÖ betriebene NFZ-Motor emittierte deutlich höhere 
Mengen an PAK im Vergleich zu DK.  

 

Die Ergebnisse des Ames-Tests belegten für die Laboratorien Bochum/Göttingen und Mün-
chen eine sehr gute Übereinstimmung. Einflüsse die durch die unterschiedlichen Handhabun-
gen bei der Durchführung der gesamten Untersuchungsmethodik auf das Ergebnis entstehen 
können, können somit vernachlässigt werden. 

Die vorherigen Ergebnisse von Blassnegger et al. 2009 wurden bestätigt.  

5. SCHLUSSFOLGERUNGEN 
Vergleich der Motoren 
Die im Vergleich zu DK erhöhte Mutagenität der Emissionen bei Verbrennung von RÖ im 
serienmäßigen NFZ-Motor (Bünger et al. 2007) wurde ebenso bestätigt, wie die Vermeidung 
dieses Effekts durch Anpassung des Schleppermotors mit einem Pflanzenölsystem, welches in 
Kooperation mit dem Schleppermotorhersteller (John Deere) entwickelt wurde (Blassnegger 
et al. 2009). 

Vergleich der Entnahmesysteme 
Die getesteten Entnahmesysteme besitzen individuelle Ausprägungen bei der Selektivität der 
relevanten Abgaskomponenten. Das Probenahmesystem des TI erzielt eine signifikant höhere 
Gesamtmasse an PAK vorwiegend im Bereich der partikelgebundenen PAK. Im direkten 
Vergleich dazu erwies sich die Probenahmeapparatur der TUM als sensitiver im Bereich der 
leichtflüchtigen PAK und ergab einen deutlich höheren Gehalt an ein- bis dreikernigen PAK 
im Analytenmuster. Das TUM-Entnahmesystem erzeugt dazu allerdings in vergleichbarer 
Zeit etwa das 10-fache Probenvolumen. Die Mutagenität der Proben liegt im direkten Ver-
gleich tendenziell im Trend der PAK-Befunde. Bei den durchgeführten Analysen wurden aber 
mit der Probenahmeapparatur des TI stärkere mutagene Effekte nachgewiesen als für das Ent-
nahmesystem der TUM. Die Ursache ist aufzuklären. Mögliche Ursache könnte die sekundäre 
Erzeugung von mutagenen PAK im Sammelsystem des TI sein. 

Leerproben und Versuchsdesign 
Bei den Messungen am Tier III / EU 3A Schleppermotor wurde die Luft für die Entnahme der 
Leerproben durch den heißen Motor gezogen. Hierbei kann es zur Desorption von angelager-
ten Verbindungen gekommen sein. 

Bei den Messungen am EURO III NFZ Motor (OM 906 LA) wurden beide Leerproben nach 
der Messung von Rapsölproben genommen. Da die Rapsölproben sehr hoch belastet waren, 
kann es durch unzureichende Reinigung im Falle des TI-Probenahmesystemes zu Verschlep-
pungen in die Leerproben gekommen sein. 

Insofern ist den Leerproben und dem Design von Messkampagnen besondere Aufmerksam-
keit zu schenken, da derartige Prozedere bislang weder festgelegt noch harmonisiert worden 
sind.  

Arbeitsablauf 
Normalerweise werden bei den Messungen der Arbeitsgruppe TI die Mutagenitätsproben und 
die PAK-Proben getrennt voneinander extrahiert und aufgearbeitet. Dadurch entfällt die Auf-
teilung der Proben nach der Extraktion, wodurch die Anzahl der Glasgeräte, die mit den Pro-
ben in Kontakt kommen, reduziert wird. Hierdurch wird das Risiko der Verschmutzung von 
Proben reduziert. 
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6. HANDLUNGSBEDARF  
6.1. Erfassung der motorischen Einflussgrößen auf Mutagenität und PAK 
Die Untersuchungen in diesem Projekt zeigten, dass motorische Parameter Einflussgrößen für 
die Mutagenität und PAK in Kraftstoffemissionen darstellen können. Untersuchungen zur 
Definition der Hauptparameter, welche das größte Einflusspotenzial besitzen, werden daher 
empfohlen. 

6.2. Entwicklung einer standardisierten Probenahme für die wirkungsorien-
tierte und chemische Analyse von Fahrzeugemissionen 

Aufgrund der signifikanten qualitativen und quantitativen Unterschiede der beiden Entnahme-
systeme, die beide grundsätzlich jedoch zur Sammlung von PAK und Mutagenität aus Kraft-
stoffemissionen geeignet sind, ist für die Durchführung zukünftiger Untersuchungen zur stoff-
lichen und wirkungsorientierten Entnahme von Abgasen aus Kraftfahrzeugen eine Harmoni-
sierung und ggf. Normung der Vorgehensweise erforderlich. Die eingesetzten Entnahmen 
besitzen in unterschiedlichen Bereichen Vor- und Nachteile, die es nur bedingt ermöglichen, 
vergleichbare bzw. absolute Aussagen über Konzentration und Effekte der analysierten Kom-
ponenten zu treffen. Deshalb erscheint es notwendig, dass Tests durchgeführt werden, nach 
denen abgesteckt werden kann, wie die Vorteile der Entnahmesysteme sinnvoll zusammenge-
führt werden können und vorhandene Schwachstellen unterbunden werden. Zielsetzung ist ein 
robustes und im Hinblick auf die Nachweisbarkeit leistungsstarkes Probenahmeverfahren zu 
entwickeln - bestehend aus einer exakt zu beschreibenden Apparatur und einer Standardpro-
zedur (SOP) zur Probenahme -, welches verlässliche Abschätzungen über die Inhaltsstoffe 
von Kraftstoffen und deren Wirkungen in biologischen Kurzzeittests ermöglicht. 
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Tabelle 14: Kopie des Analyseprotokolls des Dieselkraftstoffs 

 
Eigenschaft Einheit Grenzwerte Lieferung 10/10 
  Min. Max Analyse 02/11 
 
Dichte (15 °C) kg/m3 

 
900 

 
930 919,8 

Flammpunkt P.-M. °C 220  253 
Kin. Viskosität (40 °C) mm²/s  36,0 35,66 
Heizwert, unterer kJ/kg 36000  36896 
Cetanzahl  39  39,3 
Koksrückstand n. C. Gew. %  0,4 0,22 
Iodzahl gr Iod/100gr 95 125 108 
Schwefelgehalt mg/kg  10,0 1,8 
Gesamtverschmutzung mg/kg  24 33 
Säurezahl mg KOH/g  2,0 0,041 
Oxidationsstabilität h 6,0  9,3 
Phosphorgehalt mg/kg  12 <0,5 
Erdalkaligehalt mg/kg  20 <0,5 
Oxidasche Gew. %  0,01 <0,05 
Wassergehalt mg/kg  750 160 
Refractive Index     
freie Fettsäure %    
Peroxid Zahl meq. O2/kg    
     
     
Tabelle 15: Analysedaten Rapsölkraftstoff 

 
12:0 Laurin-Säure    <0,1 
14:0  Myristin-    <0,1 
16:0 Palmitin-    4,7 
16:1 Palmitolein-    0,3 
18:0 Stearin-    1,8 
18:1 Öl-    62,7 
18:2 Linol-    19,8 
18:3 Linolen-    7,8 
20:0 Arachin-    0,6 
20:1 Gadolein-    1,3 
22:0 Behen    0,3 
22:1 Eruca-    0,3 
24:0 Lignocerin-    0,1 
24:1 Nervon-     0,1 
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Ergebnisse aus den Messungen mit dem Euro III NFZ Motor 
 
Tabelle 16: Ergebnisse Ames-Test vom TA 98 (Testsystem TUM) 

Probennummer m³ S9 Revertanten 
pro m³ 

Std.-
Abweichung 

OM01DK 37 
mit 156 25.74 
ohne 441 55.33 

OM02DK 33 
mit 176 34.67 
ohne 457 55.34 

OM03DK 35 
mit 274 37.93 
ohne 311 42.50 

OM04DK 29 
mit 432 175.09 
ohne 716 53.83 

OM05DK 28 
mit 162 7.39 
ohne 660 81.51 

OM06RÖ Rückstellprobe 

OM07RÖ Rückstellprobe 

OM08RÖ 30 
mit 1042 141.53 
ohne 2107 189.47 

OM09RÖ 32 
mit 919 50.10 
ohne 1548 84.13 

OM10RÖ 30 
mit 864 125.24 
ohne 868 257.37 

OM11RÖ 29 
mit 448 17.59 
ohne 1036 91.67 

OM12RÖ Rückstellprobe 

OM13RÖ Rückstellprobe 

OM14RÖ 31 
mit 558 65.77 
ohne 903 160.41 

OM15RÖ Rückstellprobe 

OM16LE 44 
mit 92 49.39 
ohne 127 16.83 

OM17LE 41 
mit 58 10.04 
ohne 90 50.95 
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Tabelle 17: Ergebnisse Ames-Test vom TA 98 (Testsystem TI) 

Probennummer m³ S9 Revertanten 
pro m³ 

Std.-
Abweichung 

OM01DK 4,55 
mit 2370 563.50 
ohne 1928 782.74 

OM02DK 4,55 
mit 1823 475.33 
ohne 1719 502.40 

OM03DK 4,55 
mit 1823 119.37 
ohne 1354 352.37 

OM04DK 4,55 
mit 2422 457.88 
ohne 1615 547.01 

OM05DK 4,55 
mit 1797 586.51 
ohne 2449 325.34 

OM06RÖ Rückstellprobe 

OM07RÖ Rückstellprobe 

OM08RÖ 4,55 
mit 7085 1246.23 
ohne 20161 1074.30 

OM09RÖ 4,55 
mit 6616 119.37 
ohne 21333 413.50 

OM10RÖ 4,55 
mit 7814 281.75 
ohne 19692 1105.12 

OM11RÖ 4,55 
mit 4741 664.61 
ohne 15355 276.28 

OM12RÖ Rückstellprobe 

OM13RÖ Rückstellprobe 

OM14RÖ 4,55 
mit 7137 548.87 
ohne 22505 773.59 

OM15RÖ Rückstellprobe 

OM16LE 4,55 
mit 1146 457.88 
ohne 1537 45.12 

OM17LE 4,55 
mit 729 180.47 
ohne 1068 45.12 
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Tabelle 18: Ergebnisse Ames Test vom TA 100 (Testsystem TUM) 

Probennummer m³ S9 Revertanten 
pro m³ 

Std.-
Abweichung 

OM01DK 37 
mit 1301 90 
ohne 2802 165 

OM02DK 33 
mit 1796 84 
ohne 2308 275 

OM03DK 35 
mit 1322 70 
ohne 1797 60 

OM04DK 29 
mit 2013 57 
ohne 3573 185 

OM05DK 28 
mit 2066 135 
ohne 3330 255 

OM06RÖ Rückstellprobe 

OM07RÖ Rückstellprobe 

OM08RÖ 30 
mit 3395 430 
ohne 3091 42 

OM09RÖ 32 
mit 3339 165 
ohne 4011 95 

OM10RÖ 30 
mit 4826 155 
ohne 4207 145 

OM11RÖ 29 
mit 3209 18 
ohne 3453 147 

OM12RÖ Rückstellprobe 

OM13RÖ Rückstellprobe 

OM14RÖ 31 
mit 3744 230 
ohne 3201 247 

OM15RÖ Rückstellprobe 

OM16LE 44 
mit 722 54 
ohne 649 62 

OM17LE 41 
mit 771 27 
ohne 733 45 
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 Tabelle 19: Ergebnisse Ames -Test vom TA 100 (Testsystem TI) 

Probennummer m³ S9 Revertanten 
pro m³ 

Std.-
Abweichung 

OM01DK 4,55 
mit 9872 1095 
ohne 10862 435 

OM02DK 4,55 
mit 8635 1271 
ohne 11018 413 

OM03DK 4,55 
mit 10497 520 
ohne 6981 1005 

OM04DK 4,55 
mit 8400 608 
ohne 6538 274 

OM05DK 4,55 
mit 10575 163 
ohne 6447 276 

OM06RÖ Rückstellprobe 

OM07RÖ Rückstellprobe 

OM08RÖ 4,55 
mit 15160 553 
ohne 35556 1221 

OM09RÖ 4,55 
mit 15941 1768 
ohne 31153 1160 

OM10RÖ 4,55 
mit 20109 296 
ohne 29955 1714 

OM11RÖ 4,55 
mit 21841 718 
ohne 30971 1786 

OM12RÖ Rückstellprobe 

OM13RÖ Rückstellprobe 

OM14RÖ 4,55 
mit 25319 1432 
ohne 30190 1860 

OM15RÖ Rückstellprobe 

OM16LE 4,55 
mit 7606 1677 
ohne 6252 0 

OM17LE 4,55 
mit 6916 497 
ohne 6955 111 
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Ergebnisse den Messungen mit dem Step III A Motor 
Tabelle 20: Ergebnisse Ames-Test vom TA 98 (Testsystem TUM) 

Probennummer m³ S9 Revertanten 
pro m³ 

Std.-
Abweichung 

JD01DK 29 
mit 252 49 
ohne 720 69 

JD02DK 29 
mit 231 100 
ohne 752 70 

JD03DK 29 mit 184 65 
ohne 548 114 

JD04DK 29 mit 168 61 
ohne 393 81 

JD05DK 29 
mit 170 63 
ohne 503 52 

JD06RÖ 35 
mit 113 30 
ohne 282 34 

JD07RÖ 32 
mit 117 17 
ohne 385 30 

JD08RÖ 32 
mit 143 6 
ohne 379 34 

JD09RÖ 34 
mit 127 38 
ohne 258 86 

JD10RÖ 29 
mit 198 39 
ohne 437 68 

JD11RÖ 32 
mit 133 33 
ohne 317 50 

JD12RÖ 32 
mit 144 29 
ohne 333 62 

JD13RÖ 34 
mit 94 11 
ohne 448 62 

JD14RÖ 32 
mit 135 69 
ohne 413 144 

JD15RÖ Nicht analysiert 

JD16LE 40 
mit 137 34 
ohne 167 46 

JD17LE 34 
mit 156 37 
ohne 166 10 

Dieses Werk ist copyrightgeschützt und darf in keiner Form vervielfältigt werden noch an Dritte weitergegeben werden. 
Es gilt nur für den persönlichen Gebrauch.
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Tabelle 21: Ergebnisse Ames-Test vom TA 98 (Testsystem TI) 

Probennummer m³ S9 Revertanten 
pro m³ 

Std.-
Abweichung 

JD01DK 4,55 
mit 1276 251 
ohne 2683 352 

JD02DK 4,55 
mit 1354 197 
ohne 3204 488 

JD03DK 4,55 mit 1459 119 
ohne 3855 239 

JD04DK 4,55 mit 1172 207 
ohne 4767 512 

JD05DK 4,55 
mit 1693 119 
ohne 4584 251 

JD06RÖ 4,55 
mit 1172 78 
ohne 1980 239 

JD07RÖ 4,55 
mit 990 393 
ohne 1328 234 

JD08RÖ 4,55 
mit 625 207 
ohne 3048 620 

JD09RÖ 4,55 
mit 1563 156 
ohne 2344 313 

JD10RÖ 4,55 
mit 912 508 
ohne 2683 316 

JD11RÖ 4,55 
mit 860 358 
ohne 2318 163 

JD12RÖ 4,55 
mit 1224 163 
ohne 2422 640 

JD13RÖ 4,55 
mit 703 78 
ohne 1771 554 

JD14RÖ 4,55 
mit 1250 156 
ohne 1771 554 

JD15RÖ Nicht analysiert 

JD16LE 4,55 
mit 1172 78 
ohne 1537 119 

JD17LE 4,55 
mit 1459 325 
ohne 1667 352 

 

Dieses Werk ist copyrightgeschützt und darf in keiner Form vervielfältigt werden noch an Dritte weitergegeben werden. 
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 Tabelle 22: Ergebnisse Ames-Test vom TA 100  (Testsystem TUM) 

Probennummer m³ S9 Revertanten 
pro m³ 

Std.-
Abweichung 

JD01DK 29 
mit 1514 160 
ohne 1347 229 

JD02DK 29 
mit 1838 95 
ohne 1272 281 

JD03DK 29 mit 1567 114 
ohne 1690 358 

JD04DK 29 mit 1441 81 
ohne 1176 52 

JD05DK 29 
mit 1521 131 
ohne 1621 120 

JD06RÖ 35 
mit 1174 139 
ohne 1009 27 

JD07RÖ 32 
mit 1354 83 
ohne 1115 73 

JD08RÖ 32 
mit 1336 34 
ohne 990 100 

JD09RÖ 34 
mit 1256 40 
ohne 1234 36 

JD10RÖ 29 
mit 1468 32 
ohne 1448 440 

JD11RÖ 32 
mit 1380 130 
ohne 1336 34 

JD12RÖ 32 
mit 1313 85 
ohne 1302 56 

JD13RÖ 34 
mit 1129 85 
ohne 1330 195 

JD14RÖ 32 
mit 1390 394 
ohne 1322 56 

JD15RÖ Nicht analysiert 

JD16LE 40 
mit 820 37 
ohne 922 70 

JD17LE 34 
mit 01127 36 
ohne 972 124 

 

Dieses Werk ist copyrightgeschützt und darf in keiner Form vervielfältigt werden noch an Dritte weitergegeben werden. 
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Tabelle 23: Ergebnisse Ames-Test vom TA 100 (Testsystem TI) 

Probennummer m³ S9 Revertanten 
pro m³ 

Std.-
Abweichung 

JD01DK 4,55 
mit 11956 547 
ohne 10341 912 

JD02DK 4,55 
mit 11044 787 
ohne 8570 1032 

JD03DK 4,55 mit 12972 998 
ohne 10862 1952 

JD04DK 4,55 mit 11461 458 
ohne 9742 197 

JD05DK 4,55 
mit 12399 1418 
ohne 9091 502 

JD06RÖ 4,55 
mit 11383 471 
ohne 11227 251 

JD07RÖ 4,55 
mit 10185 430 
ohne 9377 391 

JD08RÖ 4,55 
mit 7684 90 
ohne 6851 932 

JD09RÖ 4,55 
mit 8700 508 
ohne 7658 625 

JD10RÖ 4,55 
mit 9377 391 
ohne 6538 1418 

JD11RÖ 4,55 
mit 8987 391 
ohne 7189 547 

JD12RÖ 4,55 
mit 9872 508 
ohne 7658 234 

JD13RÖ 4,55 
mit 7137 251 
ohne 6225 627 

JD14RÖ 4,55 
mit 7736 313 
ohne 6538 1347 

JD15RÖ Nicht analysiert 

JD16LE 4,55 
mit 9377 391 
ohne 7814 156 

JD17LE 4,55 
mit 9221 469 
ohne 7736 111 
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Tabelle 24: Faktoren für die Berechnung der theoretischen Mutagenität 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PAH Literatur TEF – 
Faktor 

Naphthalin Nisbet (1992) 0,001 
Acenaphthylen Nisbet (1992) 0,001 
Acenaphthen Nisbet (1992) 0,001 
Fluoren Nisbet (1992) 0,001 
Phenanthren Nisbet (1992) 0,001 
Anthracen Nisbet (1992) 0,01 
Fluoranthen Nisbet (1992) 0,001 
Pyren Nisbet (1992) 0,001 
Benzo(a)anthracen Jacob (1996) 0,01 
Chrysen Jacob (1996) 0,03 
Benzo(b)fluoranthen Jacob (1996) 0,11 
Benzo(k)fluoranthen Jacob (1996) 0,03 
Benzo(a)pyren Jacob (1996) 1 
Indeno(1,2,3-c,d)pyren Jacob (1996) 0,08 
Benzo(g,h,i)perylen Nisbet (1992) 0,01 
Dibenzo(a,h)anthracen Jacob (1996) 1,91 
Cyclopenta(c,d)pyren Jacob (1996) 0,15 
Dibenzo(a,l)pyren Jacob (1996) 2 
Benzo(b)naphtho(2,1-d)thiophen Jacob (1996) 0,02 
Anthanthren Jacob (1996) 0,19 

Dieses Werk ist copyrightgeschützt und darf in keiner Form vervielfältigt werden noch an Dritte weitergegeben werden. 
Es gilt nur für den persönlichen Gebrauch.
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