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Zusammenfassung Zur Beurteilung von Arbeitsplatz-Atmosphéren
wurde ein Testverfahren etabliert, mit dem Luftschadstoffe in eine flis-
sige (ethanolische) Phase Uberfuihrt und auf ihre akute Gesamttoxizitat
untersucht werden kénnen. Dazu werden Leuchtbakterien als Biosenso-
ren eingesetzt. Der vorliegende Beitrag stellt beispielhaft die Testergeb-
nisse fur drei organische Stoffe unter Laborbedingungen (Priifgase)
ebenso vor wie die Reaktion der Leuchtbakterien auf gesammelte
Dampfe und Aerosole aus Bitumen bei der HeiBverarbeitung an Bau-
stellen. Es folgt ein Vergleich von KenngroRen der akut toxischen Wir-
kung, die Schadstoffe einerseits im Leuchtbakterientest und andererseits
in Tierversuchen aufweisen. Im Fokus stehen dabei fliichtige organische
Verbindungen, die hdufig z. B. in Losungsmitteldimpfen an Arbeits-
platzen anzutreffen sind. SchlieBlich wird der prognostische Wert der
gemessenen Effektstarken im Leuchtbakterientest im Hinblick auf die
menschliche Gesundheit kritisch diskutiert.

Assessment of the toxicity of airborne substances
at the workplace by means of the luminescent
bacteria test — Part 2: Critical review

Abstract To assess workplace atmospheres a test method has become
established in which air contaminants are converted into a liquid (etha-
nolic) phase and can be investigated for their acute overall toxicity. Lumi-
nescent bacteria are used to this end as biosensors. By way of example,
the present paper presents the test results for three organic substances
under laboratory conditions (test gases) as well as the reaction of lumi-
nescent bacteria to collected bitumen vapours and aerosols during hot
processing in residential construction work. This is followed by a compa-
rison of the characteristic quantities of the acute toxic effect shown by
the contaminants in the luminescent bacteria test on the one hand and in
animal tests on the other. The focus here is on volatile organic com-
pounds which are frequently encountered at workplaces in, for example,
solvent vapours. Finally, the predicted value of the measured effect
strengths in the luminescent bacteria test is critically discussed with
respect to human health.

1 Einleitung

Eine Methode zur Abschitzung der akuten Gesamttoxizitét
von Wasser- oder Bodenproben im Rahmen der Umwelt-
uberwachung ist der DIN-zertifizierte Leuchtbakterientest.
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Dieser bakterielle In-vitro-Toxizitdtstest wird standard-
méafig in wissrigem Milieu durchgefiihrt. An Arbeitsplitzen
fallen gefidhrliche Stoffe dagegen vielfach gas- oder dampf-
formig an. Daher entwickelte das Institut fiir Arbeitsschutz
der Deutschen Gesetzlichen Unfallversicherung (IFA) ein
Verfahren, mit dem Luftschadstoffe auf Probentriagern auf-
konzentriert und mittels eines Thermodesorbers mit Kryo-
fokussierung in eine ethanolische Losung tiberfiihrt werden
konnen. Dies ermoglicht die nachfolgende Untersuchung
der akuten Toxizitiat der aus den Luftproben isolierten Ge-
fahrstoffe in fliissiger Phase mithilfe des Leuchtbakterien-
tests. Die Anwendbarkeit konnte bereits vor einigen Jahren
in einer ersten Publikation exemplarisch fiir drei Modellstof-
fe (Toluol, Xylol, eingeschrinkt auch fiir Ethylacetat) gezeigt
werden [1].

In der Zwischenzeit wurden weitere organische Verbindun-
gen im Labormalstab getestet und die Methode im Feldver-
such an einem Arbeitsplatz erprobt. Die Ergebnisse werden
im Folgenden vorgestellt.

2 Methodenbeschreibung

Die Bestimmung der Gesamttoxizitédt von Luftproben erfolgt
in drei Teilabschnitten [1]:

e Probenahme der Stoffe bzw. der Stoffgemische auf Proben-
tragern,

e Aufarbeitung durch Thermodesorption mit Kryofokussie-
rung,

e Bestimmung der Hemmwirkung aus der ethanolischen Lo-
sung der gesammelten Substanzen im Leuchtbakterientest.

2.1 Probenahme

Mithilfe einer speziellen Probenahmepumpe (SG4000ex, Fa.
GSA Messgeridtebau, Neuss) wird die Probeluft mit einem
konstanten Volumenstrom durch den Probentriger gesaugt,
wobei sich die luftgetragenen Schadstoffe durch Sorption auf
der Sammelphase des Probentridgers anreichern. Die ver-
wendeten Probentrager (Air Toxics™ Tubes, Fa. Perkin-
Elmer, Uberlingen) bestehen aus einem Zwei-Bett-System
mit modifizierter Aktivkohle und Kohlenstoff-Molekularsieb
(Carbotrap/Carboxen 1008; [2]). Es ist moglich, dem Air-
Toxics™-Probentriger einen Feststofffilter vorzuschalten
[3]. Die damit gesammelten Substanzen kénnen gesondert
aufgearbeitet und untersucht werden.

Die Beaufschlagung der Probenahmerdhrchen erfolgte an
der Priifgasstrecke des IFA, die es gestattet, homogene Priif-
gase mit genau definierter Konzentration, Temperatur und
Luftfeuchte herzustellen. Mittels Fourier-Transformations-
Infrarotspekiroskopie und Flammenionisationsdetektor
werden die eingestellten Priifgaskonzentrationen online
kontrolliert [4]. Auferdem wurden Luftproben an einem rea-
len Arbeitsplatz gezogen. Dies fand im Rahmen der ,,Human-
studie Bitumen* [5] statt.
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Tabelle 1. Leuchtintensititshemmungen der Priifgasproben (PGS: Priifgasstrecke).

Schadstoff Luftkonzentration Leuchtintensititshemmungen in %
PGS in ppm t =5 min t =15 min t =30 min
Heptan 0,97 20,7 17,4 14,4
2,55 47,4 40,3 36,2
4,13 64,2 56,2 51,3
1-Heptanol 20,5 44,0 40,2 38,3
30,7 58,9 56,3 55,1
Cyclohexanon |25,4 41,4 37,8 37,0
37,9 48,4 451 43,9
2.2 Aufarbeitung zeln in definierten Konzentrationen unter Laborbedingun-

Die Freisetzung der auf der Sammelphase des Probentrigers
abgeschiedenen Stoffe erfolgt mit einem Thermodesorber
mit Kryofokussierung (Automatic Thermal Desorption Sys-
tem ATD 400 mit Air-Monitoring-Kéltefalle; beides Fa.
PerkinElmer, Uberlingen [6; 7]): Durch das 15-miniitige Er-
hitzen der Air-Toxics™-Probentriager auf 350 °C desorbieren
die Substanzen in einen Helium-Triagergasstrom und wer-
den in der Kiltefalle bei - 30 °C zuriickgehalten. Bei dem
nachfolgenden schlagartigen Aufheizen der Kéltefalle auf
350 °C verdampfen sie in den Tréagergasstrom und werden in
2 ml Ethanol aufgefangen (Waschflaschenprinzip: Das Tré-
gergas perlt durch die Fliissigkeit). Die Untersuchung dieser
ethanolischen Losungen auf ihre Toxizitit erfolgt anschlie-
Bend mithilfe des Leuchtbakterientests.

2.3 Leuchtbakterientest

Das marine Bakterium Aliivibrio fischeri (frither auch als
Vibrio fischeri oder Photobacterium phosphoreum bezeich-
net) zeigt als Nebenprodukt des Energiestoffwechsels eine
Biolumineszenz (,,kaltes Leuchten®), deren Intensitdtsmaxi-
mum bei einer Wellenldnge von 490 nm liegt. Schadstoffe
storen diesen Prozess und fithren zu einer Verringerung der
Leuchtintensitit, die als Indikator fiir die akut toxische Wir-
kung! dieser Substanzen angesehen werden kann [8 bis 10].
Auf dieser Basis erfolgte die Untersuchung der Testlosungen
in einem Einheitsverfahren (Microtox Test®), das durch die
Norm DIN EN ISO 11348-3 geregelt ist [11]. Dabei wird das
Ausgangsleuchten von jeweils 500 nl Bakteriensuspension
pro Probe in einer Kiivette luminometrisch (Microtox®-
Luminometer Model 500, Fa. Azur Environmental, Carlsbad,
USA) gemessen. Anschliellend versetzt man diese Testansét-
ze mit den zu untersuchenden Priiflosungen. Diese werden
dadurch erhalten, dass 10 pl der bei der Probenaufarbeitung
gewonnenen ethanolischen Schadstofflosungen zu 490 ul
Kochsalzlosung (2 %) gegeben werden. Als Negativkontrolle
fungiert reines Ethanol anstelle der ethanolischen Schad-
stofflosung. Es resultieren also jeweils Ansidtze von 1 ml
Priiflosung, deren Leuchtintensitdt nach 5, 15 und 30 min be-
stimmt wird. Sowohl die Kontrollen als auch die Proben wer-
den in Dreifachbestimmung gemessen.

3 Messergebnisse

3.1 Ergebnisse mit definierten Luftproben (Priifgasproben)

3.1.7 Leuchtbakterientest

Im Folgenden werden beispielhaft Versuche mit den Stoffen
Heptan, 1-Heptanol und Cyclohexanon vorgestellt, die ein-

" Dariiber hinaus existieren auch Varianten des Tests, mit denen auf chronisch
toxische sowie auf mutagene und promutagene Wirkungen von Stoffen gepruft
werden kann.

gen beprobt wurden.

Tabelle 1 gibt die Leuchtintensititshemmungen von Luft-
proben wieder, die nach der oben beschriebenen Methode
(vgl. Abschn. 2) aus dem Zyklus von Probenahme (40 I;
2-stiindige Probenahme mit einem Volumenstrom von
0,333 1/min) an der Priifgasstrecke (PGS), Thermodesorp-
tion und Leuchtbakterientest untersucht wurden (Priifgas-
proben). Es handelt sich dabei um die Mittelwerte der Mess-
werte aus der Aufarbeitung von je drei Air-Toxics™-Proben-
tragern pro Luftschadstoffkonzentration. Fiir alle drei Test-
substanzen ist bei gegebener Konzentration eine Abnahme
der Leuchtintensititshemmung mit der Zeit zu festzustellen
(6 min —> 15 min -> 30 min). Dieser Effektist auch von vielen
anderen Stoffen bekannt. Der umgekehrte Fall, also die Zu-
nahme der Leuchtintensititshemmung mit der Einwirkdau-
er in der Kiivette, wurde allerdings ebenfalls berichtet (vgl.

[12]).

3.1.2 Wiederfindungsraten

Unter den hier beschriebenen definierten Versuchsbedin-
gungen entspricht die gemessene Hemmwirkung einer
Priifgasprobe eindeutig einer Konzentration des jeweiligen

Schadstoffkonzentration im Leuchtbakterien-Testansatz in mmol/l
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Bild 1. Eichkurven der Leuchtintensititshemmung von Heptan im Leucht-
bakterientest und Hemmwirkungen von Priifgasproben.
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Stoffes in der zugehorigen Priiflosung. Uber die Hemmwir-
kung einer Probe kann also auf die Konzentration der Test-
substanz geschlossen werden, wenn deren Dosis-Wirkungs-
Beziehung bekannt ist.

In den Bildern 1 bis 3 sind die Dosis-Wirkungs-Beziehungen
der Testsubstanzen dargestellt. Sie wurden ermittelt, indem
analog zu den Priifgasproben ethanolische Eichlésungen
mit verschiedenen Konzentrationen des jeweiligen Stoffes
dem Leuchtbakterientest zugefiihrt wurden (vgl. Abschn.
2.3). Die Hemmwirkungen sind gegen die Konzentrationen
in mmol/l aufgetragen, die jeweils in den 1-ml-Prif-
I6sungsansitzen vorlagen (obere x-Achse). Die oberen
x-Achsen wurden jeweils so skaliert, dass an den unteren
x-Achsen die (theoretischen) Schadstoff-Luftkonzentratio-
nen (in mg/m?und ppm) abzulesen sind, die bei einem kom-
pletten Testdurchlauf (Probenahme an der Priifgasstrecke,
Thermodesorption und Leuchtbakterientest, wie in Abschn.
2 beschrieben) mit 100 %iger Wiederfindung in die entspre-
chenden Priiflosungskonzentrationen miinden wiirden. Die
Dosis-Wirkungs-Beziehungen (Eichkurve/Fit: gestrichelte
Kurven) wurden durch die Anpassung der Messwerte an
eine mathematische Funktion (Hill-Funktion) ermittelt.
Ebenfalls dargestellt sind in jedem Diagramm die Hemm-
wirkungen der Priifgasproben (aus Tabelle 1), grafisch auf-
getragen gegen die bei den jeweiligen Versuchen an der
Priifgasstrecke eingestellten Luftkonzentrationen in ppm
und mg/m3 (untere x-Achsen). Bedingt durch Substanzver-
luste bei der Aufarbeitung weisen sie erwartungsgemaéal
niedrigere Werte auf als fiir die gleichen Konzentrationen
bei den Eichmessungen, die den Hemmwirkungen einer
theoretischen maximalen Wiederfindung von 100 % ent-
sprechen.

Die Wiederfindungsraten der Priifgasproben kénnen nun
wie folgt ermittelt werden: Fiir die Hemmwirkungen der
Priifgasproben werden auf der zugehdérigen Eichkurve die

Schadstoffkonzentration im Leuchtbakterien-Testansatz in mmol/l
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Bild 2. Eichkurven der Leuchtintensititshemmung von 1-Heptanol im Leucht-
bakterientest und Hemmwirkungen von Priifgasproben.

Schadstoffkonzentrationen in ppm abgelesen (vgl. beispiel-
hafte Pfeile in Bild 1). Aus dem Verhélinis dieser Werte (Mit-
telwerte entsprechend den Messungen nach 5, 15 und
30 min) zu den bei den Probenahmen an der Priifgasstrecke
eingestellten Luftkonzentrationen errechnet sich die Wie-
derfindungsrate des jeweiligen Versuchs?. Die Ergebnisse
sind in Tabelle 2 zusammengefasst.

Die Wiederfindungsraten liegen zwischen 71 und 90 % bei
1-Heptanol und Cyclohexanon. Heptan weist eine deutlich
geringere Wiederfindung auf. Fiir diesen Stoff mussten auf-
grund seiner starken Hemmwirkung Luftkonzentrationen
gewdhlt werden, die etwa eine Zehnerpotenz niedriger
liegen.

3.2 Ergebnisse mit realen Arbeitsplatz-Luftproben (manueller
Gussasphalteinbau)

Als schnell hirtende Alternative zu beispielsweise Zement-
estrich kommt Gussasphalt als Fulbodenbelag zur Anwen-
dung. Dabei handelt es sich um ein Gemisch aus verschiede-
nen Fillstoffen (z. B. Sand, Splitt) mit 6,5 bis 8 % Bitumen.
Bitumen besteht tiberwiegend aus hochmolekularen alipha-
tischen und aromatischen Kohlenwasserstoffen. Guss-
asphalt wird mit einer Temperatur von bis zu 250 °C neben
anderen Einsatzorten auch manuell in Innenrdume einge-
baut, sodass die Arbeiter gegeniiber Ddmpfen und Aerosolen
exponiert sind.

Im Rahmen der ,Humanstudie Bitumen“ [5], einem For-
schungsprojekt zur chemisch-irritativen und/oder genotoxi-
schen Wirkung von Ddmpfen und Aerosolen aus Bitumen,
wurden Luftproben wihrend des manuellen Einbaus von
Gussasphalt? in zwei Fertig-Einfamilienhduser genommen.

2 Die Konzentrationen im Leuchtbakterientest (obere x-Skala) sind direkt
proportional zu den Luftkonzentrationen (untere x-Skala).

3) Manueller Einbau: Transport des Gussasphalts in Eimern in das Geb&udeinnere,
Ausschiitten, Verteilen und Ausstreichen mit Kellen und Brettern.

Schadstoffkonzentration im Leuchtbakterien-Testansatz in mmol/l
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Bild 3. Eichkurven der Leuchtintensititshemmung von Cyclohexanon im Leucht-
bakterientest und Hemmwirkungen von Priifgasproben.
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Tabelle 2. Messergebnisse nach Probenahme (Beaufschlagung von Air-Toxics™-Probentridgern mit verschiedenen Noxen an der Priifgas-
strecke, PGS), Thermodesorption (Uberfiihrung in Ethanol) und Leuchtbakterienanalytik (Testung der ethanolischen Lésungen) mit den
zugehorigen Wiederfindungsraten (ermittelt mithilfe der Eichkurven; vgl. Bilder 1 bis 3).

Schadstoff Luftkonzentrationen in ppm Wiederfindungsrate in %
PGS Leuchtbakterientest
t=5min t=15min t=30min Mittelwert
Heptan 1,0 0,6 0,6 05 0,6 60
2,6 1,5 1,6 1,6 1,5 60
4.1 2,6 2,6 25 2,6 62
1-Heptanol 20,5 14,9 14,5 14,3 14,6 71
30,7 |[252 24,6 25,0 24,9 81
Cyclohexanon 254 22,7 21,9 24,0 22,9 90
37,9 30,1 30,6 32,7 31,1 82

3.2.1 Leuchtbakterientest

Die Probenahme erfolgte stationér, aber moglichst nahe am
Ort des Ausbringens und Verteilens von Gussasphalt auf dem
FuBboden (etwa in Kopfhohe des knienden Arbeiters), wobei
mit zwei verschiedenen Volumenstromen (0,533 und
0,666 1/min) jeweils drei Probentriger beaufschlagt wurden.
Die Probenahmedauer an den beiden Baustellen variierte
aufgrund unterschiedlicher Einbauzeiten. Bild 4 zeigt die
Hemmwirkungen der Luftproben (fiir ¢ = 15 min), nachdem
sie mittels der Leuchtbakterienanalytik (vgl. Abschn. 2) un-
tersucht wurden.

Fiir beide Messreihen ist eine Abhédngigkeit der Leucht-
intensititshemmung von dem jeweiligen Probeluftvolumen
zu erkennen. Eine Modellierung der Dosis-Wirkungs-Bezie-
hung ist schon aufgrund der geringen Probenzahlen wenig
sinnvoll. Erschwerend ist zusitzlich die Tatsache, dass der
beobachtete Effekt auf der Kombinationswirkung von unter-
schiedlichen Inhaltsstoffen der Bitumenddmpfe und -aero-
sole beruht. Zu einer vorsichtigen Abschitzung der unter-
schiedlichen Expositionen an den beiden Baustellen konnen
jedoch die Messwerte herangezogen werden, die Leucht-
intensititshemmungen in vergleichbaren Groéfenordnun-
gen aufweisen. Dies ist bei den Messungen B1-V2 und B2-V1
(Bild 4) der Fall. Bildet man bei diesen Messungen den Quo-
tienten aus Hemmwirkung und Probenluftvolumen als rela-
tives Mal} der Schadstoffkonzentration, so ergibt sich im Mit-
tel der jeweils drei Luftproben fiir Baustelle 2 eine etwa
3,4-fach hohere Belastung.
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Bild 4. Leuchtintensititshemmungen von Luftproben zweier Gussasphalt-
Baustellen.

3.2.2 Chemisch-analytische Expositionsermittlung

Parallel zur Erprobung der Leuchtbakterienanalytik auf den
oben beschriebenen Baustellen erfolgte eine Probenahme
im Rahmen des Messsystems Gefihrdungsermittlung der
Unfallversicherungstriager (MGU, ehemals BGMG). Die da-
bei erhaltenen Messergebnisse aus dem chemisch-analy-
tischen Labor werden in der IFA-Expositionsdatenbank
MEGA dokumentiert und archiviert [13]. Expositionswerte
fir Dampfe und Aerosole aus Gussasphalt bei der Heil3verar-
beitung wurden gemittelt aus jeweils vier Luftproben zu
1,7 mg/m> (Baustelle 1) und 4,4 mg/m? (Baustelle 2) be-
stimmt. Damit weist Baustelle 2 eine etwa 2,6-fach héhere
Belastung auf. Die Messwerte fiir Bitumen resultieren aus
der infrarotspektroskopischen Bestimmung der Intensitit
der C-H-Streckschwingungen der Probe im aliphatischen
Bereich (2 800 bis 3000 cm '), die Konzentrationsberech-
nung erfolgt durch Vergleich mit einem definierten Standard
[14].

4 Relevanz von Leuchtbakterien-Testergebnissen:
KenngroRenvergleich

Ein wichtiger Priifstein bei der Validierung des Leuchtbakte-
rientests mit aufgearbeiteten Arbeitsplatz-Luftproben ist die
Frage der Ubertragbarkeit der im akuten Microtox®-Assay
erhaltenen Ergebnisse auf exponierte Menschen am Ar-
beitsplatz. Anhand ausgewdéhlter organischer Stoffklassen
sollen im Folgenden Uberlegungen zum prognostischen
Wert der gemessenen Leuchtbakterien-Reaktionen fiir
mogliche Auswirkungen des untersuchten Stoffs oder Stoff-
gemischs auf die menschliche Gesundheit angestellt wer-
den. Zu diesem Zweck erfolgt eine Gegeniiberstellung soge-
nannter ECj;)- und LDjs,-Werte von iiberwiegend leicht
fliichtigen organischen Verbindungen verschiedener Stoff-
klassen (Abschn. 4.5).

Ein EC5,-Wert ist eine fiir Vergleichszwecke gebrduchliche
Kenngrofe des Leuchtbakterientests. Darunter versteht
man die Schadstoffkonzentration, die zu einer Hemmung
der Leuchtintensitit im Vergleich zu den Kontrollproben um
50 % fiihrt (entsprechendes gilt fiir andere EC-Werte, wie
z. B. ECyp-Werte). Als analoges Mall der Humantoxizitét
eines Stoffes konnen demgegeniiber die in Versuchen an
Wirbeltieren ermittelten LD;,-Werte® dienen, welche die
akut wirkende Dosis reprisentieren, die den Tod von 50 %
eines Versuchstierkollektivs verursacht. Eine gute Korrela-
tion der Zahlenwerte dieser beiden Kenngréflen konnte als

YLD: Letale Dosis
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Hinweis darauf angesehen werden, dass es moglich ist, aus
der Hemmwirkung im Leuchtbakterientest zumindest auf
die akute Gefdhrlichkeit von Schadstoffen an Arbeitspldtzen
zu schlieffen.

In den folgenden Abschnitten werden zunédchst aus der Lite-
ratur entnommene ECj;p- (4.1) und LDj,-Werte (4.2) als
Struktur-Wirkungs-Beziehungen beschrieben. Eine Korre-
lationsanalyse der KenngréBen von Stoffklassen, deren
ECs4- und LDsy-Werte als Wertepaare in ausreichender Zahl
vorliegen, folgt in Abschn. 4.3.

4.1 EC5p-Struktur-Wirkungs-Beziehungen

4.1.1 Aliphatische Verbindungen

ECsp-Werte organischer Verbindungen® (in mmol/I in der
Testlosung; gemessen nach 30 min) von homologen Reihen
verschiedener Stoffklassen (unverzweigte, aliphatische Ver-
bindungen) in Form einer Auftragung gegen ihre Kohlen-
stoff-Kettenldnge zeigt Bild 5 (EC;,-Werte nach [12; 15 bis
18]). Die sekundére GroBenachse bezeichnet die dquivalen-
ten Luftkonzentrationen in ppm (mit40 1 Probenluftvolumen
und Aufarbeitung der Probe wie in Kap. 2 beschrieben).
Alle homologen Reihen zeigen bis auf wenige Abweichun-
gen einzelner Stoffe mit wachsender Kettenlinge zuneh-
mende Toxizitidt (erkennbar an der Abnahme des EC5,-Wer-
tes). Die unterschiedliche Ausprigung dieses Trends kann
dazu fiihren, dass sich bei einem Vergleich der einzelnen
homologen Reihen die relative Toxizitidt der Verbindungs-
klassen bei Substanzen gleicher C-Kettenlinge zueinander
umkehrt: So sind kurzkettige 2-Ketone weniger toxisch als
kurzkettige Aldehyde, dagegen weisen 2-Ketone mit mehr
als 10 C-Atomen hohere Leuchtintensitdtshemmungen als
die entsprechenden Aldehyde auf.

Der iiberwiegende Anteil der in Bild 5 dargestellten Verbin-
dungen zeigt akut toxisch wirkende Konzentrationen der
Testlosungen zwischen 0,01 und 10 mmol/l. Weniger belas-
tend auf Aliivibrio fischeri wirken sich z. B. primédre Alko-
hole und 2-Ketone mit bis zu vier C-Atomen aus. Mit zuneh-
mender Kettenlinge (und damit zunehmender Molekiil-
masse bzw. -grofie) entwickeln sich beide homologen Rei-
hen im betrachteten Testsystem dann aber sukzessive zu ex-
trem toxischen Verbindungen, deren Wirkstirke um tiber
fiinf GroBenordnungen zunimmt (ECso-Werte: 120 mmol/1
fiir Aceton, 0,02 mmol/1 fiir 2-Tridecanon). 1-Dodecanol hat
mit2 - 10-*mmol/l den niedrigsten EC5,-Wert der dargestell-
ten Substanzen. Carbonséduren zeigen dagegen die geringste
Abhéngigkeit der Leuchtintensititshemmung von der Koh-
lenstoff-Kettenléange.

4.1.2 Aromatische Verbindungen

Beispiele der Leuchtbakterien-Toxizitdtswerte von aromati-
schen Verbindungen zeigt Bild 6 (EC5,-Werte nach [12]).
Auch fiir diese Verbindungsklasse ldsst sich eine Abhéngig-
keit der Hemmung der Leuchtintensitdt von der Molekiilgro-
(e ausmachen (Pfeil 1). Weiterhin schlagen sich die Art der
Substituenten (Pfeil 2) und des Substitutionsmusters (Pfeil 3)
in der Toxizitit nieder. Der Einfluss des Substitutions-
musters konnte jedoch auch mit der Variation der Molekiil-
grofle erklart werden. Von den hier vorgestellten Stoffen
zeigt Fluorbenzol die geringste Wirkstdrke, Benzo[a]pyren
erweist sich als toxischste Verbindung mit etwa 1000-fach
stiarkerer Potenz. Die EC5,-Werte der meisten Stoffe ordnen

% Bei Vorliegen mehrerer Literaturwerte wurden die Werte arithmetisch gemittelt.
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Bild 7. LDs,-Werte (Ratte, oral) von homologen Reihen organischer Verbin-
dungen verschiedener Stoffklassen (unverzweigte, aliphatische Verbindungen) in
Abhingigkeit von der Kettenldnge.

sich in einem Bereich von 0,01 bis 1 mmol/l (in der Test-
l6sung) ein.

4.2 LDsy-Struktur-Wirkungs-Beziehungen

LDgs,-Werte zu den in Kap. 4 behandelten Schadstoffen lie-
gen nur fiir die orale Applikation an Ratten in ausreichender
Zahl vor. Sie wurden der Hazardous Substances Data Bank
(HSDB) [19] entnommen und werden analog zu den
ECs5,-Werten in Abschn. 4.1 grafisch dargestellt.

4.2.1 Aliphatische Verbindungen
In Bild 7 sind die LDs,-Werte (Ratte, oral) der homologen
Reihen der 1-Alkohole, 2-Ketone und Aldehyde von unver-

100

1

459

70 (2010) Nr. 11/12 - Nov./Dez.

Gefahrstoffe - Reinhaltung der Luft




Toxizitat

460

-Werte in mmol/l

EC

100 4 |- 100
] F
o
= _
° =
g =
S
£
%‘ 7\.,' 2
o
=2 (@) [
o
£ 10 4 1 o« I 10
2 oz
2 — o — G
[0] P
¥ 2 @ _
z
3 —
(=)
-
14 L1
Bild 8. Auswahl von LD5,-Werten (Ratte, oral) einiger aromatischer
Verbindungen.
1000 1000
¥ Alkohole Z
() »
. %
100 » Ketone % P o 100
*  Aldehyde [ ] ,5'.'-’0
@ Aromaten ; h
10 ) : 10
S
Rt
1 o £ 1
Ss) @ L* o
0,1 0_5 T 0,1
. [
o . o] S S
2 0,01 Nomaxe“ o] 'S 0,01
o &
1E-3 L 1E-3
&
&
w\.-
1E-4 1E-4
1E-5 +————rr—— - —————rrt 1E-5
0,1 1 10 100 1000

LD, -Werte Ratte (oral) in mmol/kg

Bild 9. Korrelation von EC5,-Werten mit LD5,-Werten (Ratte, oral).

zweigten Kohlenwasserstoffen dargestellt. Im Vergleich zu
den entsprechenden ECj)-Daten zeigen sie keine aus-
geprigte Neigung der Toxizititszunahme mit wachsender
Kettenldnge. Die Spreizung der Wirkstidrke erstreckt sich
nur iber etwa eine Zehnerpotenz im Unterschied zu den
entsprechenden ECj5,-Werten, die sich tiber einen deutlich
groferen Bereich ausdehnen (vgl. Abschn. 4.1.1).

4.2.2 Aromatische Verbindungen

Bild 8 zeigt die LD5,-Werte der aromatischen Verbindungen
entsprechend Abschn. 4.1.2, sofern sie zu ermitteln waren.
Die LD5y-Werte der betrachteten Stoffe liegen zwischen 0,5
und 60 mmol/kg, sodass die Spreizung ihrer letalen Dosen
geringer ausfillt als die der ECj;y-Konzentrationen (vgl.
Abschn. 4.1.1 und 4.1.2). Einfliisse von MolekiilgroBe, Sub-
stituent und Substitutionsmuster sind zu erkennen.

4.3 Korrelation von ECs,- und LDsy-Werten

Eine Korrelation der Microtox®-Toxizitdtsdaten mit den
LDso-Werten (Ratte oral) in doppelt logarithmischer Skalie-
rung liefert Bild 9.

Lineare Anpassungen der Beziehungen zwischen ECs,- und
LDjs,-Werten der einzelnen Stoffklassen in der Form

logECsy = A-logl.Ds, + B

sind als gestrichelten Linien eingezeichnet mit r/n (rp = Kor-
relationskoeffizient (Pearson), n = Anzahl der Datensitze)
fir Alkohole (- 0,72/8), Ketone (0,75/5), Aldehyde (0,69/5)
und Aromaten (0,34/14). Die Korrelationsanalyse fiir den ge-
samten Datensatz (nicht eingezeichnet) liefert rp = 0,23 mit
n = 32. Die Signifikanzniveaus aller Korrelationen liegen
oberhalb von 10 % und sind folglich mit einer hohen Irr-
tumswahrscheinlichkeit behaftet. Dies gilt nichtim Falle der
Alkohole, die aber eine nicht plausible negative Korrelation
liefern9.

Fiir viele Stoffklassen, wie z. B. fiir Carbonsiduren oder die im
Leuchtbakterientest stark toxisch wirkenden Kohlenwas-
serstoffe, liegen nicht geniigend LD;,-Werte vor.

5 Zusammenfassung und Diskussion

5.1 Leuchtbakterientest mit Luftproben

Die Eignung der beschriebenen Methode (Kap. 2) zur Beur-
teilung der Gefdhrdung an Arbeitspldtzen durch Luftschad-
stoffe wurde mit drei Stoffen aus verschiedenen Stoffklassen
(Kohlenwasserstoffe, Alkohole, Ketone) gezeigt. Dabei
konnten dhnlich gute Ergebnisse erzielt werden wie zuvor
schon fiir zwei Aromaten (Toluol, Xylol) [1].

Die Wiederfindungsraten lagen dabei zwischen 60 und 90 %,
wobei moglicherweise durch Optimierung des mit Ethanol
gefiillten Absorbers (handelsiibliche 2-Milliliter-Mikrore-
aktionsgefilie) eine Steigerung erzielt werden konnte.
Durch eine Verschlankung des Gefdlles kann eine lingere
Kontaktzeit des Gases mit der fliissigen Phase erreicht und
die Absorption der Luftschadstoffe in der fliissigen Phase
verbessert werden. Die untere Nachweisgrenze liegt bei
1 ppm oder niedriger, vorausgesetzt der Schadstoff weist im
Leuchtbakterientest in diesem Konzentrationsbereich eine
entsprechende Hemmwirkung auf.

Um aussagekriftige Ergebnisse zu erlangen, muss die ther-
mische Stabilitit der zu untersuchenden Stoffe voraus-
gesetzt werden konnen. Versuche mit Tetrachlorethen (Er-
gebnisse hier nicht dargestellt) fithrten rechnerisch nach
der oben beschriebenen Methode zu Wiederfindungsraten
von bis zu 130 %. Es ist davon auszugehen, dass im Zuge der
Thermodesorption bei 350 °C eine Zersetzung von Tetra-
chlorethen einsetzt und zur Entstehung einer deutlich toxi-
scheren Substanz fiihrt. Diese Vermutung wird durch die Be-
obachtung gestiitzt, dass bei niedrigeren Desorptionstem-
peraturen (Probenahmerodhrchen und Kéltefalle) zwischen
200 und 300 °C Hemmwirkungen resultieren, die einer Wie-
derfindung von gleichbleibend ca. 70 % entsprechen. Fiir
schwer fliichtige Substanzen, deren Bestimmung mit dieser
Testmethodik ebenfalls angestrebt war, ist unter derartigen
Bedingungen allerdings eine unvollstindige Freisetzung
vom Probentrédger zu erwarten.

Bei einem Feldversuch erfolgte der Einsatz der Leuchtbak-
terienanalytik an einem realen Arbeitsplatz wihrend des
Einbaus von Gussasphalt in Innenrdumen. Die im Leucht-
bakterientest ermittelten Befunde von zwei Baustellen
korrelieren recht gut mit den chemisch-analytischen Kon-
zentrationsbestimmungen des MGU-Messsystems: Beide
Methoden weisen Baustelle 2 als den erheblich stiarker expo-
nierten Arbeitsplatz aus.

9 beidseitiger Signifikanztest
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5.2 Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen

Die Relevanz des Leuchtbakterientests fiir den Menschen
am Arbeitsplatz wird durch zwei Umstédnde begrenzt:

e Eis handelt sich um einen akuten Toxizitétstest.

e Der Indikatororganismus ist ein Bakterium.

Selbst wenn man unberiicksichtigt ldsst, dass der Arbeits-
schutz primér die chronische Exposition gegen Gefahrstoffe
in den Blick nimmt - MAK-Werte beziehen sich auf ,,wieder-
holte und langfristige, in der Regel tiglich achistiindige Expo-
sition* |20] — zeigt schon der Vergleich von Leuchtbakterien-
ECs50- mit Wirbeltier-LD;,-Werten fiir homologe Reihen or-
ganischer Chemikalien erhebliche Diskrepanzen. Kinige
Beispiele finden sich im Abschn. 4.3. Umfangreiche Unter-
suchungen anderer Autoren zur Interspezies-Variabilitit
[21; 22], die die akute Toxizitdt von Stoffen in Form der
Microtox®-EC5,-Werte mit Maus/Ratte-LD5,-Werten ver-
gleichen, ergaben unterschiedlich gute Korrelationen in Ab-
héangigkeit von der Form der Applikation. Die Art der Sduge-
tierspezies zur LDj,-Ermittlung hat nur einen geringen Ein-
fluss. Die stidrksten Korrelationen ergeben sich bei intra-
venoser Applikation (7/n: 0,753/54 und 0,68/165 fiir Ratte und
Maus), weniger gute Modelle errechnen sich fiir intraperito-
neale (r/n: 0,48/195 und 0,43/378 fiir Ratte und Maus) und
orale (r/n: 0,35/471 und 0,35/344 fiir Ratte und Maus) Ver-
abreichung der Testsubstanzen. Diese vergleichsweise gu-
ten Ergebnisse mogen zunichst iiberraschen. Sie lassen
sich aber dadurch erkldren, dass bei der unsystematischen
Auswahl der Datensitze relativ reaktionstridge lipophile
Stoffe offenbar unterreprisentiert waren. Auch wurden bei
der weiterfiihrenden Auswertung, die Datensitze der Versu-
che an Miusen und Ratten zusammenfasst, beispielsweise
n-Hexan, Hexansdure oder 1-Dodecanol als Ausreiller von
den Berechnungen ausgeschlossen [22]. Riickt man jedoch
gerade diese Stoffgruppe in den Mittelpunkt der Betrachtun-
gen (vgl. Abschn. 4.3), dann wird deutlich, dass eine Uber-
tragharkeit der Ergebnisse des Leuchtbakterientests auf
Sédugetiertoxizitidtsdaten zumindest bei den vorliegenden
Daten nicht gegeben ist.

Besonders interessant im vorliegenden Kontext wire die Be-
trachtung inhalativer L.C5,-Werte, die aber nur in sehr unzu-
reichendem Mafie zur Verfligung stehen. Legt man die zahl-
reichen verfiigharen oralen LDj;,-Werte fiir die Ratte (in
mmol/kg Kérpergewicht) zugrunde und bildet den Quotien-
ten mit den jeweiligen Leuchtbakterien-EC5,-Werten (in
mmol/]l Testsubstanz), variieren stoffbezogen die Ergebnis-
se um mehrere Zehnerpotenzen (Bild 9). Fiir homologe Rei-
hen innerhalb einer Stoffklasse kann sich der ECs,-Wert
schon bei der Zunahme der Kettenldnge um ein C-Atom ver-
vielfachen (vgl. Abschn. 4.1.1, Bild 5).

Derart grof3e relative Unterschiede gegeniiber den Leucht-
bakterien-EC5,-Werten lassen sich sicher nicht durch Zwei-
felhaftigkeiten von LD5,-Werten aus Tierversuchen begriin-
den. Es springtins Auge, dass z. B. fiir Sdugetiere einschliel3-
lich des Menschen eher harmlose Stoffe wie Heptan oder
1-Octanol im Leuchtbakterientest eine hohere Toxizitit auf-
weisen als etwa das als akut toxisch eingestufte Nitrobenzol
(Kategorie 3: Einatmen, Hautkontakt, Verschlucken?).
Bakterien sind als Bioindikatoren leicht zu handhaben, ver-
mehren sich rasch und ihre Verwendung in der Toxikologie
wirft keine ethischen Probleme auf. Evolutionsgeschichtlich
trennt sie aber ein enormer Abstand vom Menschen. Es be-

7> Nach: Verordnung (EG) Nr. 1272/2008 uiber die Einstufung, Kennzeichnung
und Verpackung von Stoffen und Gemischen.

darf keiner nédheren Erlduterung, dass sich eine spezifische
Organtoxizitit mit einem prokaryotischen Einzeller kaum
abbilden lésst.

Auch wenn die Wirkmechanismen, die zur Hemmung der
bakteriellen Lumineszenz fiihren, noch nicht komplett ver-
standen sind, diirfte in vielen Féllen ein durch die Noxe in-
duzierter Mangel an Adenosintriphosphat (ATP) fiir die
Unterbrechung des energieabhingigen Leuchtprozesses
verantwortlich sein. Im Gegensatz zu eukaryotischen Orga-
nismen, bei denen die Atmungskettenenzyme im Mitochon-
drium lokalisiert sind, findet bei Bakterien die ATP-Synthese
(oxidative Phosphorylierung) in der Zytoplasmamembran
statt. Verbindungen, die nach Uberwindung der (bei gram-
negativen Bakterien wie Aliivibrio fischeri relativ diinnen)
Zellwand diese Membran in ihrer Funktion beeintriachtigen,
scheinen deshalb die Leuchtintensitét stark zu beeinflussen.
Méoglicherweise ist dazu eine komplette Diffusion der Mole-
kiile in die Zelle hinein nicht notwendig.

Dies gilt in besonderer Weise fiir lipophile Stoffe (z. B. viele
Losungsmittel), die von einigen Autoren als unpolar nar-
kotisch bezeichnet werden ([15; 23 bis 25], vgl. Tabelle 3).
Sie sind chemisch wenig aktiv, d. h. sie reagieren nicht direkt
mit Zellkomponenten. [hre Wirkung wird durch ihre Akku-
mulation in den Biomembranen hervorgerufen, deren phy-
sikalisch-chemischen Eigenschaften sich dadurch rever-
sibel verdndern. Dominierender Faktor hierfiir ist die Grof3e
(des Kohlenwasserstoffanteils) im organischen Molekiil. Die
Toxizitiat dieser Substanzen korreliert daher oft gut mit dem
1-Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten (Kow), der ein
Mab@ fiir die Lipidloslichkeit von Stoffen ist. Substanzen, die
uberraschend aus diesem Konzept herausfallen, werden an-
scheinend im Stoffwechselprozess einer Degradation unter-
zogen, deren Metaboliten abweichende Wirkmechanismen
aufweisen.

Das in Tabelle 53 wiedergegebene Klassifikationsschema
wurde anhand von Fischtoxizitidts-Daten entwickelt. Tat-
sichlich spielen lipophile Substanzen in der Okotoxikologie
wegen ihrer potenziellen Anreicherung in biologischem
Material eine besondere Rolle. Fiir bestimmte regulatori-
sche Zwecke kann der Octanol-Wasser-Verteilungskoeffi-
zient anstelle eines im Fischtest ermittelten Biokonzentra-
tionsfaktors zur Abschitzung des Bioakkumulationspoten-
zials herangezogen werden.

Fiir den Menschen sind beispielsweise aliphatische Kohlen-
wasserstoffe nur gering toxisch. Weisen sie eine funktionel-
le Gruppe auf, sinkt die Humantoxizitét ab einer bestimmten
Kettenldnge im Regelfall wieder. Zur Illustration sei die be-
kannte Richardsonsche Regel erwihnt, die besagt, dass die
narkotische Wirkung von aliphatischen n-Alkoholen bei
Sédugetieren bis zum Hexanol zunimmt, bei steigender Ket-
tenlinge aber wieder abfillt. Bei Sdugern reduziert sich
auch das toxikologisch im Vordergrund stehende Reizpoten-
zial acyclischer aliphatischer Monoaldehyde mit steigender
Kettenlidnge.

Eine gute Ubereinstimmung der Microtox®-Ergebnisse mit
den Daten aus der chemischen Analytik wurde im Praxistest
mit Ddmpfen und Aerosolen aus Bitumen bei der Heilverar-
beitung erzielt. Dies ldsst sich leicht erklaren mit der hohen
Empfindlichkeit der Leuchtbakterien gegeniiber lipophilen
langkettigen aliphatischen Kohlenwasserstoffen, die den
Hauptbestandteil des Bitumens im Gussasphalt darstellen.
Die Beurteilung der Belastung von Arbeitspldtzen gegen-
iber Bitumen im MGU folgt einem vergleichbaren Prinzip,
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Tabelle 3. Okotoxikologische Wirkstoffklassen nach [21], ADP: Adenosindiphosphat, ATP: Adenosintriphosphat, DDT: Dichlordiphenyltrichlorethan.

Klasse moglicher Bemerkung Beispiele
Mechanismus
unpolar narkotisch | physikalische Wechselwirkung mit reversibel, 1-Octanol
Membrankomponenten (Lipiden oder | variiert mit K, 1,2-Dichlorbenzol
Proteinen) 2-Butanon
polar narkotisch wahrscheinlich eine Mischung von reversibel, Phenol
physikalischen Mechanismen variiert mit K, 4-Acetylpyridin
2-Chloranilin
reaktive Toxizitat Reaktionen mit haufig auftretenden nicht reversibel, Aldehyde
biochemischen Strukturen, Blockade variiert vor allem mit | Isocyanate
von Enzymen durch kovalente Bindung | elektronischen Eigen- |Epoxide
schaften Aziridine
spezifisch wirkende | Blockade spezifischer Enzyme durch kaum reversibel, organische
Chemikalien besonders hohe Affinitat variiert mit sterischen | Phosphorsdureester
und elektronischen DDT
Eigenschaften
Entkopplung Zerstorung des elektrochemischen teilweise reversibel, 2,4-Dinitrophenol
der oxidativen Gradienten durch Protonentransport, | variiert z.B. mit K, | Pentachlorophenol
Phosphorylierung Wechselwirkung mit ADP/ATP-Trans- | oder Aciditat/Basizitat |2,3,4,5-Tetrachloranilin
portern

indem IR-spektroskopisch die Intensitdt der C-H-Schwin-
gungen als Mal} der Luftkonzentration von aliphatischen
Molekiilteilen ermittelt wird. In beiden Fillen dienen dem-
nach die Kohlenwasserstoffanteile in den Bitumenemissio-
nen und -aerosolen gewissermalien als Leitkomponente.

6 Fazit

Die hier beschriebene Methodik bestimmt die akute Toxizi-
tat von luftgetragenen Schadstoffen mithilfe des Leuchtbak-
terientests. Wie schon in Teil 1 [1] dokumentiert, ist es mog-
lich, fliichtige organische Arbeitsstoffe mit befriedigenden
Wiederfindungsraten so aufzuarbeiten, dass sie im Leucht-
bakterientest eingesetzt werden kdnnen.

Es muss allerdings festgestellt werden, dass die Anwendbar-
keit nur unter bestimmten Voraussetzungen gegeben ist.
Chronische oder mutagene Wirkungen sind durch den
Leuchtbakterientest in dieser Form ohnehin nicht abzubil-
den. Zur Erfassung dieser Endpunkte werden eigene Tests
mit Aliivibrio fischeri kommerziell angeboten, die aber nicht
Gegenstand der vorliegenden Veroffentlichung sind.

Zwar ist der Test zur Bestimmung der Luftkonzentrationen
von Einzelkomponenten geeignet, stofit jedoch zur Abschit-
zung der akuten Humantoxizitdat von Substanzgemischen an
seine Grenzen. Besonders storend wirkt sich die dispropor-
tional hohe Empfindlichkeit der Leuchtbakterien gegentiber
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