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1 Zusammenfassung

Theobromin ist der physiologisch wirksame Bestandteil der Kakaobohne und ein Hauptmetabolit des
Coffeins. Wegen seiner harntreibenden und gefal3erweiternden Wirkung wurde es schon im 19. Jahrhundert
als Arzneimittel eingesetzt. Bei humantoxikologischer Betrachtung kénnen neben den positiven Wirkungen
von Theobromin, oft in nur wenig erhéhter Dosierung, Giftwirkungen nachgewiesen werden, die im
Tierversuch nach Theobromin-Applikation bis zur irreversiblen Zerstérung der Thymusdrise und mannlicher
Geschlechtsorgane sowie zu teratogenen Wirkungen (Skelettveranderungen) in den Nachkommen reichen.

Die niedrigsten Dosen (No-observed adverse effect level, NOAEL) fir eine reproduktionstoxische Wirkung
von Theobromin in Tierversuchen wurden zwischen 2 und 20 mg/(kgKG-d) ermittelt.

In Sduglingen bewirkte die nach Schokoladenverzehr der Mutter errechnete Theobromin-Dosis von 1-2
mg/(kgKG-d) Uber die Muttermilch eine Stimulation des Nervensystems, der Harnausscheidung und des
Herzmuskels sowie eine Entspannung der glatten Bronchien-Muskulatur.

Eine Krebs erzeugende Wirkung von Theobromin kann nicht ausgeschlossen werden; zwar fehlen
angemessene Langzeitstudien an Labortieren fir diese Substanz, jedoch gibt es Hinweise auf Prostata-
bzw. Hodenkrebs aus zwei epidemiologischen Auswertungen und Hinweise auf eine mutagene Wirkung
(Schwester-Chromatid-Austausch und Chromosomenbriiche). Fir das chemisch eng verwandte Theophyllin
gibt es dagegen Langzeitstudien an Ratten und Mausen mit negativem Ergebnis.

Aus dem niedrigsten NOAEL 2 mg/(kgkG-d) fur reproduktionstoxische Wirkungen von Theobromin an
Ratten errechnet sich mit einem Extrapolationsfaktor von 100 (10 fir die Ubertragung vom Tierversuch auf
den Menschen und 10 zur Berticksichtigung empfindlicher Personengruppen) ein GFSyyman (vorlaufig) = 70
Mo/L.

Aus der unerwiinschten Wirkung von Theobromin auf Séuglinge von 1-2 mg/(kgKG-d) errechnet sich zum
Schutz dieser besonders sensiblen Gruppe mit einem Extrapolationsfaktor 10 (fiir die Ubertragung vom
Lowest observed adverse effect level (LOAEL) auf einen NOAEL) der Vorschlag fur einen vorlaufige GFS
von

GFShuman (vorlaufig) = 40 pg/L.

Die Datenbasis fur okotoxikologische Untersuchungen mit Theobromin ist gering im Vergleich zu einer
erheblichen Zahl unterschiedlicher Tests an Coffein. Sowohl an Saugern und beim Menschen als auch in
okotoxikologischen Priufungen zeigen die strukturverwandten Methylxanthine Theobromin und Coffein
gleiche Wirkmechanismen. Deshalb werden die dkotoxikologschen Untersuchungen mit Coffein gleichbe-
rechtigt zur Ableitung einer GFSq,a herangezogen.

Als besonders sensibel gegenlber Coffein zeigten sich die vorliegenden chronische Daten der Invertebraten
Kalifornische Miesmuschel und Strandkrabbe. Die starksten Wirkungen an der Strandkrabbe beruhen auf
den gleichen Mechanismen wie die Wirkungen von Theobromin und Coffein auf Saugetiere: zum einen auf
einer Storung von Enzymfunktionen wie einer Hemmung der Phosphodiesterase, zum anderen auf einer
DNA-Schadigung, beobachtet in Mutagenitatstests und an Krebszellen. In den untersuchten Amphibien
wurden ebenso wie in den Laborversuchen mit Ratten teratogene Wirkungen von Theobromin und Coffein
gleichermalRen beobachtet. DNA-Schadigung und Teratogenitdt sind deshalb als Substanzgruppen-
spezifischen Wirkmechanismen anzusehen.

Mit den Tests zur Wirkung des Coffeins auf Invertebraten und Amphibien wurden deshalb mit groRRer
Wabhrscheinlichkeit die sensibelsten Endpunkte der Methylxanthin-Toxizitdt getestet, so dass der
anzusetzende Sicherheitsfaktor reduziert werden kann; angewendet wird daher auf den LOEC-Wert (0,1
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pg/L) fur die dosisabhdngigen DNA-Schaden an der Gemeinen Strandkrabbe ein Faktor 20 statt 50
(mindestens Faktor 10, dazu Faktor 2 zur Extrapolation von LOEC auf NOEC):

GFSaquar (vorlaufig) =5 ng/L.

Der in der gleichen GroRenordnung liegende niedrigste LOEC (zellularer Stress) fur die Kalifornische
Miesmuschel mit 0,05 pg/L wird hier wegen des weniger populationsrelevanten Endpunktes nicht in erster
Prioritat beruicksichigt.

Dieser vorlaufige GFS sollte abgesichert werden durch zusatzliche nachzufordernde Prifungsergebnisse zur
Langzeit-Wirkung von Theobromin auf Amphibien und Invertebraten (an Stelle der Daten zum hier
ersatzweise bewerteten Coffein).

Die festgestellte Wirkung ,dosisabhangige DNA-Schaden® von Coffein auf Invertebraten als
Substanzgruppen-spezifischer Wirkmechanismus ist derart gravierend, dass ein analoger Test mit der
Strandkrabbe auch mit Theobromin als Testsubstanz ausgefiihrt werden sollte.

Theoretisch ist es sinnvoll einen chronischen Fischtest durchzufihren, der den SF auf 10 reduzieren kdnnte.
Da jedoch die Minimalwerte flir NOEC und ECs, nicht auf der trophischen Ebene der Fische zu finden sein
werden, kann hierliber der SF von 20 nicht unterschritten werden.

Aus einem Vergleich des vorlaufigen GFS zum Schutz des Menschen (GFSpyman = 40 pg/L, s. Kapitel 3.5)

und dem vorlaufigen GFSzum Schutz aquatischer Lebewesen (GFS,quar = 2,5 ng/L) resultiert als niedrigerer
Wert von beiden der vorlaufige Geringflgigkeitsschwellenwert

GFS (vorlaufig) = 5 ng/L
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2 Stoffdaten

2.1  Allgemeine Informationen

Synonyme:
3,7-Dihydro-3,7-dimethyl-1H-Purin-2,6-dion, 3,7-Dimethylxanthin, Santheose

CA-Bezeichnung:
1H-Purine-2,6-dione, 3,7-dihydro-3,7-dimethyl-

EINECS-Nummer:
201-494-2

Summenformel:
C,;HgN,O,

Strukturformeln:

Das Alkaloid Theobromin (3,7-Dimethylxanthin) ist eng strukturverwandt mit Coffein (1,3,7-Trimethylxanthin
und Theophyllin (1,3-Dimethylxanthin).

Theobromin und Coffein sind Naturstoffe. Theobromin ist im Menschen und in Sdugetieren ein Metabolit des
Coffeins, ebenso Theophyllin. Alle drei Verbindungen weisen &hnliche Wirkungen im medizinischen Bereich
sowie im toxischen Verhalten gegeniber Menschen auf.

o CHs 0 CHy o] )
I\f H.C / HsC . N
") T T
V y V7
CHs CHa CHs
Theobromin Coffein Theophyllin
3,7-Dimethylxanthin 1,3,7-Trimethylxanthin 1,3-Dimethylxanthin
CAS-Nummern:
83-67-0 58-08-2 58-55-9
Molare Masse:
180,16 g/mol 194,19 g/mol 180,16 g/mol

Biologischer und abiotischer Abbau:

Mit aerobem Klarschlamm-Inokulum ist Theobromin nach Adaptation leicht abbaubar [Richardson und
Bowron 1985]. In 5 Tagen werden nach OECD-Prufrichtlinie 302 B (Zahn-Wellens-/EMPA-Test) 70 %
abgebaut [GSBL a 2014].

Eine Reaktion mit Wasser (Hydrolyse) ist unter Umweltbedingungen nicht wahrscheinlich, da keine
hydrolysierbaren Gruppen vorhanden sind [HSDB 2013].

I
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2.2 Physikalisch-chemische Eigenschaften:

Dissoziationskonstante (pK,-Wert):
10,05, d.h. Theobromin liegt in der Umwelt protoniert (als Kation) vor.

Wasserlgslichkeit:
bei 25 °C: 0,33 g/L (vermutlich nicht protoniert gemessen) (sehr schwer l6slich)

Dampfdruck:
bei 25 °C: 1,5 - 10° Pa (berechnet)
(nicht flichtig)

Henry-Koeffizient H = ¢(Luft)/c(Wasser):
bei 25 °C: H = 0,33 - 10 Pa (berechnet)
(nicht flichtig aus Wasser)

Adsorption:

geringe Adsorption, d.h. sehr hohe Mobilitéat im Boden, jedoch als Kation Mdglichkeit zur Anreicherung an
Tonbestandteile und organische Bodenbestandteile [HSDB 2013].

Aus Wasser sowie feuchten und trockenen Bdden nicht fliichtig [HSDB 2013].

2.3 Bioakkumulation

Biokonzentrationsfaktor (BCF): in aquatischen Organismen: sehr gering, liegt als Kation vor!

Verteilungskoeffizient n-Octanol/Wasser (log Poy):
-0,78 (nicht akkumulierend; unter Versuchsbedingungen vermutlich protoniert)

3 Einstufungen
D (2014): Wassergefahrdungsklasse 1 (schwach wassergefahrdend) [UBA 2014]
D (2014): Arbeitsplatzgrenzwert (MAK-Wert) nicht aufgestellt [DFG 2014]

EU (ca. 1999): Theobromin ist aufgefuhrt in der Liste der Altstoffe, die in Mengen zwischen 10 und 1000
Tonnen jahrlich in der Gemeinschaft hergestellt oder in sie eingefuhrt werden [IUCLID
2000].

EU (2013): gelistet als High Production Volume (HPV) Chemical [ESIS 2013]

Theobromin ist in keiner Prioritatenliste im Rahmen der Verordnung (EWG) Nr. 793/93 des Rates vom 23.
Mérz 1993 zur Bewertung und Kontrolle der Umweltrisiken chemischer Altstoffe enthalten [ESIS 2013].
Theobromin ist als HPV(High Production Volume)-Chemikalie aufgefihrt [ESIS 2013].

WHO (1991/1997): nicht klassifizierbar hinsichtlich der Karzinogenitat am Menschen (Gruppe 3)
In der EU sind Hochstgehalte von Theobromin in Futtermitteln festgelegt, und zwar 300 mg/kg fur
Alleinfuttermittel und 700 mg/kg fur Alleinfuttermittel erwachsener Rinder. Fir Milchkiihe und Schweine
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konnen bei dieser Konzentration im Futter allerdings bereits Auswirkungen auf die Milchproduktion bzw.
schéadliche Wirkungen auftreten [EFSA 2008].

Fir das strukturverwandte Coffein wurde eine Predicted-no-effect-concentration (PNEC) von 0,0199 ug/L =

19,9 ng/L auf Basis einer ECs, (28 d) mit einem Sicherheitsfaktor 1000 abgeleitet [Aguirre-Martinez et al.
2013b]

4 Ableitung eines Geringfugigkeitsschwellenwertes fiir Theobromin

4.1 Datenrecherche fir die Humantoxikologie

Zunachst wurde nach vorliegenden Bewertungen anerkannter Institutionen gesucht. Dazu wurden folgende
Informationssysteme genutzt:

e PUBMED (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed)
e Dokumente der OECD:
- OECD Existing Chemicals Database (http://webnet.oecd.org/Hpv/ui/Search.aspx)
- OECD: The Global Portal to Information on Chemical Substances
(http://lwww.echemportal.org/echemportal/index?pagelD=0&request_locale=en)
- Chemicals Screening Information Data Set (SIDS) for High Volume Chemicals
(http://www.chem.unep.ch/irptc/sids/OECDSIDS/sidspub.html) (bis 2007)
e TOXNET (“Databases on toxicology, hazardous chemicals, environmental health, and toxic releases”)
der United States National Library of Medicine (http://toxnet.nlm.nih.gov) mit den Unterdatenbanken
- TOXLINE (Toxicology Literature Online) (http://toxnet.nlm.nih.gov/cgibin/sis/htmlgen?TOXLINE)
- Hazardous Substances Databank (HSDB) (http://toxnet.nlm.nih.gov/cgibin/sis/htmigen?HSDB)
- Chemical Carcinogenesis Research Information System (CCRIS)
- Development and Reproductive Toxicology (DART)
- Genetic Toxicology (GENETOX)
- IRIS (Integrated Risk Information System) der U.S. Environmental Protection Agency (U.S. EPA)
(http://lwww.epa.goVv/IRIS/index.html)
e DIMDI Datenbank des Deutschen Instituts fur Medizinische Dokumentation und Information
(http://www.dimdi.de/static/de/db/index.htm) mit den Unterdatenbanken
- MEDLINE

- BIOSYS

-  EMBASE

-  EMBASE Alert
- SciSearch

- Dt. Arzteblatt

Keinen Eintrag gab es in
- IRIS (Integrated Risk Information System) der U.S. Environmental Protection Agency (U.S. EPA)
(http://www.epa.gov/IRIS/index.html)
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4.2 Datenrecherche fiir die Okotoxikologie

Es wurden die folgenden elektronischen Quellen auf Einzelinformationen zur aguatischen und terrestrischen
Toxizitét von Theobromin durchsucht:

e ECOTOX (Ecotoxicology), U.S. EPA (http://cfpub.epa.gov/ecotox/quick_query.htm)

e ETOX (Informationssystem Okotoxikologie und Umweltqualitatsziele), Umweltbundesamt
(http://webetox.uba.de/webETOX/index.do)

e EFSA (European Food Safety Authority) (http://www.efsa.europa.eu/)
e Toxicology Data Network (TOXNET) (http://toxnet.nim.nih.gov/) der United States National Library of
Medicine mit der Unterdatenbank
- HSDB (Hazardous Substances Data Bank)
e SCORECARD Chemical Profile (http://scorecard.goodguide.com/chemical-profiles/)
e ESIS (European Chemical Substances Information System), European Commission - Joint Research
Centre (http://ecb.jrc.ec.europa.eu/esis/)
e Dokumente der OECD:
- OECD Existing Chemicals Database (http://webnet.oecd.org/Hpv/ui/Search.aspx)
- OECD: The Global Portal to Information on Chemical Substances
(http://lwww.echemportal.org/echemportal/index?pagelD=0&request_locale=en)
- Chemicals Screening Information Data Set (SIDS) for High Volume Chemicals
(http://www.chem.unep.ch/irptc/sids/OECDSIDS/sidspub.html) (bis 2007)
e World Health Organization (WHO) (http://www.who.int/en/) mit
- IARC (International Agency for Research on Cancer), WHO (http://www.iarc.fr/)
e NTP (National Toxicology Program), (U.S. Department of Health and Human Services) (http://ntp-
server.niehs.nih.gov/)

e STN Easy der STN International, betrieben von Fachinformationszentrum Karlsruhe und Chemical
Abstracts Service, Columbus, OH (http://www.stn-international.de) mit zahlreichen Unterdatenbanken
wie insbesondere

- CAplus (Toxicology focus) Datenbank
- Registry of Toxic Effects of Chemical Substances (RTECS) Datenbank
- TOXCENTER Datenbank
e  Toxicological Profile Information Sheet, United States - Agency for Toxic Substances and Disease
Registry (U.S. ATSDR) (http://www.atsdr.cdc.gov/toxprofiles/index.asp)
e REACH/ECHA (European Chemicals Agency) (http://echa.europa.eu/information-on-chemicals/)

Keinen Eintrag gab es in

e  Toxicological Profile Information Sheet, United States - Agency for Toxic Substances and Disease
Registry (U.S. ATSDR) (http://www.atsdr.cdc.gov/toxprofiles/index.asp)

e REACH/ECHA (European Chemicals Agency) (http://echa.europa.eu/information-on-chemicals/)
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4.3 Beurteilung der gesundheitlichen Wirkung von Theobromin auf den Menschen
(Grau unterlegte Studien werden zur Ableitung herangezogen.)

4.3.1 Aufnahme und Resorption

Der Mensch nimmt Theobromin hauptséchlich aus Schokoladenwaren, Kakaogetranken und kakao- und
schokoladehaltigen Backwaren auf; weiter entsteht es im Kérper nach Metabolisierung von Coffein (u.a. aus
dem Verzehr von Kaffee, Tee u.a.). Im Vergleich zum direkten Verzehr von Kakaoprodukten ist die
Aufnahme von Theobromin aus Tierprodukten wie Fleisch, Milch und Eiern vernachlassigbar [EFSA 2008].
Die mittlere tagliche Aufnahmemenge des Menschen aus Nahrung und Getranken in den USA wird auf 39
mg/d geschatzt, umgerechnet' ca. 0,56 mg/(kgKG-d) Theobromin.

Nach einer konservativen Schatzung kann der Genuss von téglich 100 g schwarzer Schokolade mit einem
maximalen Theobromin-Gehalt von 6300 mg/kg in einer 60 kg schweren Person eine Exposition von 10,5
mg/(kgKG-d) bedeuten [EFSA 2008].

Theobromin wird im Kdrper gut absorbiert, umfassend verteilt und schnell verstoffwechselt. Unverandertes
Theobromin und seine Metabolite werden hauptséchlich im Urin ausgeschieden.

Im Menschen werden Methylxanthine vom Enzym Cytochrom P 450 durch Demethylierung metabolisiert,
d.h. Theobromin (3,7-Dimethylxanthin) entsteht aus Coffein (1,3,7-Trimethylxanthin) und wird selbst
vorrangig weiter abgebaut zu 3- und 7-Methylxanthin. Die folgenden Metaboliten von Theobromin wurden in
menschlichem Urin identifiziert [Tarka 1982, WHO (1991/97)]:

- 7-Methylxanthin (28-30 %, 34-48 %),

- 3-Methylxanthin (14-21 %, 20 %),

- 7-Methylharnsaure (7-12 %),

- 6-Amino-5-(N-methylformylamino)-1-methyluracil (6-9 %),
- 3,7-Dimethylharnsaure (1 %),

- (unverandertes Theobromin 11-12 %)2.

Der weitere Abbau erfolgt ber
- Xanthin und

- Harnsaure zu
- Allantoin(saure) mit anschlieBender
- Mineralisierung [EFSA 2008].

Theobromin durchdringt auch die Blut-Hirn-Schranke [WHO 1991/97; EFSA 2008; Skopinski et al. 2011],
die Ubergangsmenge und Geschwindigkeit der Metabolisierung sind altersabhéngig: Das Theobromin-
Konzentrationsverhéltnis Gehirn:Blut in Ratten nahm von 0,96 bei der Geburt in 30 Tagen auf 0,60 ab [WHO
1991/97].

Theobromin geht leicht in die Muttermilch Uber und kann zu physiologischen Wirkungen im Saugling fuhren
(s. Abschnitt 3.4.3.2); Neugeborenen fehlt das Enzym Cytochrom P 450, so dass die Entgiftung verzogert ist
[Skopinski et al. 2011]. Kinder in fortgeschrittenem Alter habe dagegen im Vergleich zu Erwachsenen eine
beschleunigte Metabolisierung.

! fur ein mittleres Gewicht von 70 kg
% In trachtigen Ratten und Kaninchen erhohte sich die unveranderte Theobromin-Ausscheidung von 35 % bzw. 39 % auf mehr als 50 %
[WHO 1991/97]
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4.3.2 Theobromin als Genussmittel, Arzneimittelwirkstoff, Doping- und Futtermittel

Theobromin hat wie die anderen Methylxanthine Coffein oder Theophyllin physiologische Wirkungen als
Genussmittel (Kakao, Schokolade) und als Arzneimittel (vor allem historisch), jedoch im Menschen und in
Tieren auch gravierende toxische Wirkungen. Die Wirkungen als Genussmittel sind im Abschnitt 3.3.2.1
beschrieben, die wesentlichen pharmakologischen Einsatzbereiche sowie die Verwendung als Doping- und
Futtermittel im Abschnitt 3.3.2.2.

4.3.2.1 Theobromin als Genussmittel

Die Wirkung von Theobromin auf den menschlichen Organismus &hnelt der des Coffeins, ist aber deutlich
schwacher. Als schwacher Adenosinrezeptor®-Antagonist (Adenosinrezeptor-Hemmer) hat Theobromin eine
geringe stimulierende Wirkung auf das Zentralnervensystem und erhdht die Herzfrequenz. Anders als
Coffein wirkt es mild und dauerhaft anregend, aber auch stimmungsaufhellend [Kelich 2013; Smit 2011].

An Freiwilligen (n=80) getestete Theobromin-Dosen von einmalig 500 bzw. 1000 mg (ca. 7 bzw. 14
mg/(kgKG-d)) wirkten negativ auf die Stimmung; 250 mg zeigten nur begrenzte subjektive Effekte. Die
Herzfrequenz stieg mit der Dosis [Baggott et al. 2013].

(Anmerkung: Diese Dosis von LOAEL = 7 mg/(kgkG-d) liegt im Bereich einer 100g-Tafel schwarzer
Schokolade)

4.3.2.2Theobromin als Arzneimittelwirkstoff, Doping- und Futtermittel

Bereits Mitte des 19. Jahrhunderts wurde Theobromin als Inhaltsstoff des Kakaos identifiziert und
therapeutisch eingesetzt [Schaarschmidt 2008]. Im Folgenden werden die wichtigsten Verwendungsbereiche
dargestellit.

Diuretikum

Wegen der harntreibenden Wirkung wurde Theobromin seit ca. 1885 als erstes Diuretikum und eines der
bedeutendsten Medikamente seiner Zeit eingesetzt. Der Dosierungsbereich liegt bei 300-600 mg, die
Tagesmaximaldosis bei 3000 mg, entsprechend ca. 150-300 Tassen Tee, 60-100 g dunkler Schokolade
oder 170-340 g Milchschokolade [Schaarschmidt 2008].

Therapie von Herzinsuffizienz

Die Therapie von Herzinsuffizienz war Ende des 19. und Anfang des 20. Jahrhunderts eine der wesentlichen
klinischen Anwendungsgebiete von Theobromin-Derivaten. Dabei wirkt Theobromin gleichzeitig auf die
Herzmuskulatur (positive Inotropie), lindert die Atemnot durch seine bronchodilatierende Wirkung, verbessert
die Kreislaufeffizienz (dadurch Reduktion von Lungenédemen) und verstarkt die Diurese zur Entlastung des
Herzens [Schaarschmidt 2008].

® Adenosin blockiert die Ausschiittung aller belebenden und aktivierenden Neurotransmitter wie zum Beispiel Dopamin, Acetylcholin
oder Noradrenalin. Dies bewirkt eine Dilatation (Weitung der Blutgefae), wodurch der Blutdruck sinkt. Adenosin verringert au3erdem
die Herzfrequenz und verléngert die Uberleitungszeit im AV-Knoten des Herzens.

I

GFS Theobromin Seite 10 von 55 LU.G

Fiir eine lebenswerte Zukunft



Behandlung von Herzrhythmusstérungen

Bereits 1920 wurde Theobromin erfolgreich zur gezielten Behandlung von Herzrhythmusstérungen
eingesetzt (die chemisch verwandten Methylxanthine Coffein und Theophyllin zeigten eine gegenteilige
Wirkung). Der klinische Einsatz von Theobromin fir diese Therapie war allerdings sehr begrenzt
[Schaarschmidt 2008].

Durchblutungsférderung (Vasodilatation)

Bis 1950 wurde Theobromin zur Behandlung von Angina Qectoris;4 eingesetzt, dann aber durch organische
Nitroverbindungen wie Glycerintrinitrat oder Theophyllin abgeldst [Schaarschmidt 2008].

In den meisten Untersuchungen zeigte Theobromin eine positive therapeutische Wirkung auf die periphere
arterielle Durchblutung, unter anderem bei der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit®. Zusatzlich kann
Theobromin langfristig der Cholesterinspiegel senken (bzw. den schiitzenden HDL-Cholesterin-Spiegel
erhohen), was sich positiv auf die Arteriosklerose, die so genannte ,Arterienverkalkung® auswirkt
[Schaarschmidt 2008; Neufingerl et al. 2013].

Asthma- und Hustentherapie

Theobromin fuhrt (wie Theophyllin und auch Coffein) zu einer Erschlaffung der glatten Muskulatur der
Bronchien und verbessert die Atmung durch die Bronchienerweiterung (,Bronchodilatation®) erheblich. Dies
fuhrte zur Verwendung in der Asthma-Therapie; Theobromin wurde jedoch Anfang des 20. Jahrhunderts
durch Theophyllin verdrangt [Schaarschmidt 2008].

Wie Codein besitzt Theobromin eine hustenhemmende (antitussive) Wirkung, jedoch mit weniger
Nebenwirkungen (wie Midigkeit, Rauschzustéande oder Suchtpotenzial) [Usmani et al. 2005].

Einsatz zur Leistungssteigerung, als Doping- und Futtermittel

In Ergometrie-Tests von 1901 konnte die Arbeitsleistung nach Einnahme von Theobromin um bis zu 70 %
gesteigert werden, und die Mudigkeit war deutlich geringer. Bei Langzeit-Ergometrien trat allerdings eine
schnellere Ermidung ein [Schaarschmidt 2008].

In einer Doppel-Blind-Studie zeigten bereits 60 g schwarze Schokolade (250 mg Theobromin und 19 mg
Coffein) eine signifikante Verbesserung verschiedener kognitiver Fahigkeiten [Smit et al. 2004].

Wegen der Leistungssteigerung durch die stimulierende Wirkung wird Theobromin bei Hunde-, Kamel- und
Pferderennen als Dopingmittel eingesetzt [Smit 2011].

Vor allem als Futterzusatz fur Rinder werden Kakaobohnenschalen, Kakaobohnenmehl, Kakaokeime und
verworfene Konditorwaren in Europa verwendet [EFSA 2008]; dies erhéht vor allem im Winter den Vitamin-
D-Spiegel in den Tieren [Smit 2011]. Der Milchfettgehalt wird durch kakaohaltigen Futterzusatz bei Kilhen
ebenfalls erhdht [Smit 2008].

“ Angina pectoris (Brustenge, Herzschmerz): anfallsartiger Schmerz in der Brust in Folge einer voriibergehenden Durchblutungsstorung
des Herzens

® Die periphere arterielle Verschlusskrankheit entsteht durch Einengung oder Verschluss der die Extremititen versorgenden Arterien
oder seltener der Hauptschlagader (Aorta). Hauptursache ist die Arteriosklerose.
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Entziindungshemmung

Die entzindungshemmenden Eigenschaften von Theobromin (und seines Metaboliten 3-Methylxanthin
[Stavric 1988]) beruhen auf der Hemmung der Erythrozyten-Phosphodiesterase. Zusammengefal3t sind auch
die anderen Methylxanthine Coffein und Theophyllin sowie der Arzneimittelwirkstoff Pentoxifyllin, ein
Theobromin-Derivat, Phosphodiesterase-HemmerG. Besonders  Theophyllin ist wegen seiner
entzindungshemmenden Eigenschaft bekannt.

Theobromin zeigt eine starke Hemmwirkung auf das Enzym Poly(ADP-Ribose)polymerase-1 (PARP-1), das
fur akute und chronische Entziindungen verantwortlich gemacht wird; es wurde deshalb zur therapeutischen
Behandlung von GeféaR-Fehlfunktionen und Entziindungen empfohlen [Smit 2011].

Nach einer U.S.-amerikanischen Studie an mehr als 2000 Schwangeren kann der Genuss von Schokolade
das Risiko von Praeklampsie bei Schwangeren senken. Leitsymptome dieser Erkrankung sind Odeme,
Bluthochdruck und Proteinurie (Eiwei3 im Urin), auRerdem Schwindel und Kopfschmerzen, Benommenheit,
Sehstérungen wie Augenflimmern sowie Ubelkeit und Erbrechen. Die Anzahl der Frauen mit
entsprechenden Symptomen war direkt negativ abhédngig vom Spiegel des in der Schokolade enthaltenen
Theobromin im Serum [Triche et al. 2008].

Weitere therapeutische Einsatzmoglichkeiten

Als positive Wirkung von Theobromin wird auch die Hemmung von Zahnkaries beschrieben und die
Substanz als Zusatz in Zahnpasta empfohlen [Smit 2011]. Von Kargul et al. (2012) wurde aktuell die
Verbesserung der Zahnschmelzhérte und von Amaechi et al. (2013) die Neubildung von Zahnschmelz unter
Theobromin-Einwirkung festgestellit.

Wegen seiner Hemmwirkung auf die Neubildung von (in diesem Fall) krankhaften Blutgefaen wurde
Theobromin in der Augenheilkunde zur Therapie von proliferativer Retinopathie7 vorgeschlagen [Skopinski et
al. 1993].

Theobromin ist wie die anderen Methylxanthine ein Radikalfanger [Leén-Carmona und Galano 2012]. Ob
diese Eigenschaft mit positiven oder negativen physiologischen Wirkungen verknupft ist, wird in der Literatur
nicht diskutiert.

4.4  Toxische Wirkungen von Theobromin

Neben den positiven Wirkungen von Theobromin kann Theobromin, oft in nur wenig erhodhter Dosierung,
Giftwirkungen entfalten, die im Tierversuch nach Theobromin-Applikation bis zur irreversiblen Zerstérung der
Thymusdriise und mannlicher Geschlechtsorgane sowie zu teratogenen Wirkungen (Skelettverdnderungen)
in den Nachkommen reichen. Im Folgenden (Abschnitt 3.4.1) werden zunéchst im Text allgemeine toxische
Wirkungen auf den Menschen, Labor- und Haustiere dargestellt. Die wichtigsten Untersuchungen an
Labortieren und an Haustieren mit Theobromin (rein) oder kakaohaltigem Futter fassen die Tabellen 1 und 2

® Der Abbau von cyclischem Adenosinmonophosphat. cAMP, zu AMP (Adenosinmonophosphat) wird durch das Enzym
Phosphodiesterase katalysiert. Eine Hemmung dieses Enzyms lasst somit die cAMP-Konzentration im Korper ansteigen.

" durch die Zuckerkrankheit Diabetes mellitus hervorgerufene Erkrankung der Netzhaut des Auges mit zunehmender Schadigung
kleiner Blutgefalle
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zusammen. Schadigungen der Thymusdrise sind im Abschnitt 3.4.2 (Endokrine Wirkungen) beschrieben,
die reproduktionstoxischen Wirkungen von Theobromin im Abschnitt 3.4.3.

Der Abschnitt 3.4.4 enthalt eine Aufstellung der erbgutschadigenden (mutagenen) Wirkungen von
Theobromin (u.a. Chromosomenschadigungen), Abschnitt 3.4.5 befasst sich mit einer epidemiologisch
abgeleiteten mdglicherweise Krebs erzeugenden Wirkung von Theobromin im Fétus und andererseits der
Theobromin-induzierten Hemmung des Wachstums bdsartiger Tumore, allein oder in Verbindung mit
Zytostatika

4.4.1 Allgemeine toxische Wirkungen

Eine hohe tagliche Aufnahme von 50-100 g Kakao (0,8-1,5g Theobromin) Uber einen Zeitraum von
10 Tagen verursachte bei Menschen starke Kopfschmerzen, Schwei3ausbriche und Zittern [WHO 1991/97].
Bei einer oralen Aufnahme von 3x200 mg in 24 Stunden zeigten sich bei Freiwilligen keine klinischen
Symptome oder pharmakologische Aktivitat. In einer anderen Studie hatte die Aufnahme von 6 mg/(kgKG-d)
Theobromin mit Schokolade ebenfalls keinen Einfluss auf klinische Parameter [WHO 1991/97]. In hoher
Dosierung kann Theobromin wie Coffein einen Rauschzustand auslésen, besonders in Kombination mit
Coffein [Kelich 2013]. GroRe Dosen Theobromin sollen auch Ubelkeit und Anorexie (Magersucht) bewirken
[EFSA 2008].

Menschen besitzen ebenso wie Ratten und Mause ein Enzym, das Theobromin im Korper abbaut. Bei
Hunden, Katzen oder Pferden fehlt dieses Enzym; sie bauen Theobromin somit wesentlich langsamer ab
(Plasmahalbwertszeit fur Hunde ca. 17 Stunden im Vergleich zu 6-10 Stunden [IARC 1991] beim
Menschen), weshalb Theobromin fiir diese Tiere eher todlich sein kann. Die orale letale Dosis (der LDsg-
Wert) fir Ratten liegt bei 950 mg/kg KG, fir Hunde bei 300 mg/kg KG [EFSA 2008].

In den nachfolgenden Tabellen 1 und 2 sind die Wirkungen von Theobromin auf Labor- und Haustiere mit
den korrespondierenden niedrigsten toxisch wirksamen Korperdosen (lowest observed adverse effect
levels, LOAEL) und die Kérperdosen ohne toxische Wirkung (no-observed adverse effect levels, NOAEL)
zusammengefasst.

Die niedrigsten Werte liegen in der Gré3enordnung von 2-20 mg/(kgKG-d).

In den folgenden Abschnitten sind die wichtigsten Endpunkte toxischer Wirkungen ausfihrlich dargestellt:

e endokrine Wirkungen (Abschnitt 3.4.2)
e reproduktionstoxische Wirkungen (Abschnitt 3.4.3)
e erbgutschadigende (mutagene) Wirkungen (Abschnitt 3.4.4)
e Wirkungen auf das Wachstum von Tumoren (Abschnitt 3.4.5)
=Ty
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Tabelle 1: Toxizitat von Theobromin in Labortieren
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Tabelle 2: Toxizitat von Theobromin in Haustieren
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Wesentliches Zielorgan der endokrinen (hormonartigen) Wirkung von Methylxanthinen wie Theobromin ist
der Thymus8 und — in Folge einer Schadigung dieses Organs mit Verringerung der Produktion von T-
Lymphozyten — eine Schwachung der Immunabwehr in Menschen und Saugetieren.

In Ratten, Hamstern und Mausen wurde eine vollstdndige Atrophie (Gewebeschwund) des Thymus bei
hohen Dosen von 250-500 mg/kg KG, 850 mg/kg KG bzw. 1840-1880 mg/kg KG beobachtet. Die Wirkung
war weitgehend irreversibel [WHO 1991/97].

Reife méannliche Kaninchen erhielten tber 120 Tage Theobromin-Dosen von 0,5, 1 und 1,5 % im Futter
(geschatzt ca. 250, 500 und 750 mg/(kgKG-d) [EFSA 2008]). Alle Gruppen mit Theobromin-Applikation
zeigten dosisabhéngige hohe und rasche Mortalitat infolge Herzversagens (4 von 8, 7 von 8 und 7 von 8

& Thymus: beim Menschen zweilappiges Organ oberhalb des Herzens. Im Thymus werden Thymozyten (Pra-T-Lymphozyten) in T-

Lymphozyten, eine Gruppe weilRer Blutkdrperchen, umgewandelt. Diese sind wichtige Bestandteile der Inmunabwehr.

GFS Theobromin

Seite 15 von 55

I

LUG

Fiir eine lebenswerte Zukunft



Tieren, Kontrolle 1). Theobromin bewirkte deutliche Veranderungen an Herz, Thymus und Hoden in allen
drei Gruppen [Soffietti et al. 1989].

In Ratten, denen 2-10 g Theobromin je kg Futter tGiber 4 Wochen in zwei Studien bzw. 7 Wochen in einer
dritten appliziert worden waren (90-140 bzw. 215-290 mg/kg KG in Mannchen bzw. Weibchen), zeigte sich
eine signifikante absolute und relative Abnahme der Thymus-Gewichte mit Verlust von Rinden-Lymphozyten
[EFSA 2008; Tarka et al. 1979; Gans 1982, 1984].

In Hamstern und Mausen wurde ein verringertes Thymus-Gewicht erst bei der hdchsten Dosis von 10 g je kg
Futter beobachtet [EFSA 2008, Tarka et al. 1979]. In den applizierten Hamstern gab es keine anomalen
histologischen Veranderungen; einige Mause der hochsten Dosis starben vor dem Ende der Studie [EFSA
2008].

Von Bishop et al. (1988) wurde in mannlichen Bewohnern von Utah (n=155 Zwillingspaare) ein niedrigerer
Plasma-Gehalt des Steroids Andostandiol® (als Glukuronid) mit steigendem Theobrominspiegel beobachtet.
Die gleiche Korrelation zeigte sich allerdings auch mit Coffein und der Kalorienaufnahme.

4.4.3 Reproduktionstoxische Wirkungen

4.4.3.1 Schaden an méannlichen Fortpflanzungsorganen

In mehreren unabhéngigen Versuchen an méannlichen Ratten wurden erhebliche irreversible Schadigungen
der Hoden (Testes) festgestellt, die Aspermatogenese (keine Spermienbildung) zur Folge hatten:

Die chronische Applikation von 5 g/kg Theobromin im Futter Uber 64 Wochen (zu Beginn 3 Wochen mit 10
g/kg) an mannlichen Ratten entsprechend ca. 250 mg/(kgKG-d) fuhrte zu starker Atrophie der Hoden und
Aspermatogenese in 94 % bzw. 82 % der Tiere [Friedman et al. 1979; IARC 1991; EFSA 2008]. In einer
weiteren Studie Uber 19 Wochen an einem anderen Ratten-Stamm wurde dieses Ergebnis bestatigt (100 %
Hoden-Atrophie bzw. 79 % Aspermatogenese, zusatzlich Erhéhung des Testosteronspiegels) [Friedman et
al. 1978].

An méannlichen Ratten reichten 250 und 500 mg/(kgKG-d) Theobromin, verabreicht mit der Schlundsonde
Uber 4 bzw. 2 Wochen aus, um schwere Hoden-Schaden hervorzurufen [Funabashi et al. 2000].

Weitere Studien bestatigen die Wirkungen von Theobromin auf die ménnlichen Reproduktionsorgane von
Ratten [Tarka et al. 1979, 1981; Gans 1984]. Die Exposition variierte von 2 bis 10 g je kg Futter
entsprechend 90-140, 215-290, 310-380 420 und 490-560 mg/(kgKG-d) Uber 4 bis 8 Wochen [EFSA 2008].
Eine erhebliche Hodenschadigung wurde bei Dosierungen ab 300 mg/(kgKG-d) Uber mindestens 4 Wochen
festgestellt [EFSA 2008]. Die Testes-zerstérende Wirkung von Theobromin war bei 6 g/kg und 8 g/kg
Theobromin im Futter Gber 7 Wochen irreversibel [Tarka et al. 1981]. Aus dem letzteren Versuch (7 Wochen)
lasst sich fur die Ratte in Bezug auf Hodenschaden ein No-observed-adverse-effect-level (NOAEL) von 2
g/kg im Futter (90-140 mg/(kgKG-d) ableiten.

Auch von Wang et al. (1992) wurden Korpergewichtsabnahme und Veranderungen der Hoden (Testes) bei
Schlundsonden-Applikation von taglich 250 mg Theobromin je kg KG Uber 31 Tage an mannlichen Ratten
beobachtet. Die gleichen Hoden-Schaden zeigten sich bei Applikation der gleichen Theobromin-Dosis in

® 3-a-Androstandiol ist ein Hauptmetabolit von Testosteron und Dihydrotestosteron
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Form eines Kakao-Extraktes, jedoch in signifikant niedrigerer Intensitat. Keine Hoden-Veradnderungen
bewirkte eine Kakao-Extrakt-Dosis von 50 mg/kg KG.

In einer weiteren Studie [Wang und Waller 1994] mit 500 mg/kg KG Theobromin Uber 7 Tage zeigten sich an
mannlichen Ratten ebenfalls Veranderungen der Hoden und ihrer Funktion. Eine Schadigung der Sertoli-
Zellen® wurde als primare Wirkung des Theobromins identifiziert. Eine Applikation von Kakao-Extrakt mit
equivalenter Theobromin-Menge blieb ohne Wirkung; die Theobromin-Konzentration in Serum und Testes in
diesen Tieren lag 1,8- bzw. 1,6-fach niedriger als bei Verabreichung reinen Theobromins. Der Kakao-Extrakt
verringert also die Wirkung des Theobromins, welches mutmabRlich Gber das Serum in die Organe gelangt,
um den Faktor 1,8, anders formuliert: 50 mg/(kgKG-d) im Extrakt bewirken (berechnet) die gleichen Schaden
wie 28 mg/(kgKG-d) reines Theobromin.

Aus den o.a. beiden subakuten Untersuchungen von Wang und Co-Autoren errechnen sich die folgenden
LOAEL bzw. NOAEL fir die beobachteten Wirkungen an den Testes:

LOEAL: 500 mg/(kgkG-d) Theobromin rein Giber 7 Tage

LOAEL: 250 mg/(kgKG-d) Theobromin rein uber 31 Tage

LOAEL: 250 mg/(kgKkG-d) Theobromin in Kakao-Extrakt tber 31 Tage
NOAEL: 500 mg/(kgKG-d) Theobromin in Kakao-Extrakt Gber 7 Tage
NOAEL: 50 mg/(kgKG-d) Theobromin in Kakao-Extrakt Giber 31 Tage

Die darlber zu erhaltene NOAEL flr reines Theobromin anstelle von Theobromin aus Kakao-Extrakt mit 50
mg/kgKG-d berechnet sich unter Beachtung des anderen Serum-Spiegels (Faktor 1,8) zu 28 mg/(kgKG-d)
Theobromin rein Uber 31 Tage (berechnet).

Dass Tein (Coffein) in schwarzem Tee in Ratten keine reproduktionstoxischen Wirkungen zeigte, wird auf die
Anwesenheit anderer Tee-Inhaltsstoffe wie Catechine oder Flavonole zuriickgefiihrt [Skopinski et al. 2011].
Mause und Hamster waren im Hinblick auf Hoden-Atrophie weniger empfindlich bzw. resistent gegen
Theobromin [WHO 1991/97; EFSA 2008].

Hunde zeigten bei Kurz- und Langzeit-Applikation von 25-150 mg/(kgKG-d) Theobromin Uber einen Zeitraum
von bis zu einem Jahr keine Hoden-Atrophie [ EFSA 2008; Gans et al. 1980].

4.4.3.2 Wirkungen auf Féten und Neugeborene

Die Aufnahme von Methylxanthinen (Coffein, Theophyllin und Theobromin) kann beim Menschen wéhrend
der Schwangerschaft und der postnatalen Zeit erheblich starkere physiologische Wirkungen im Fotus und in
den Neugeborenen hervorrufen als bei Erwachsenen. Dies ist bedingt durch einen ungehinderten Transport
durch die Plazentaschranke sowie noch nicht ausgereifte enzymatische Aktivitaten und metabolische
Vorgange in Embryos und Kindern, verbunden mit einer langeren Halbwertszeit [Chorostowska-Wynimko et
al. 2004].

Nach dem Verzehr von 113 g Schokolade mit 240 mg Theobromin und 16 mg Coffein wurden in Blutplasma,
Speichel und Muttermilch nach 2-3 Stunden Theobromin-Konzentrationen von 3,7 bis 8,2 mg/L gemessen
(in der Muttermilch 3,7-7,5 mg/L, Mittelwert 5,3 mg/L). Das Konzentrationsverhaltnis Milch/Plasma betrug
0,82, das Verhaltnis Speichel/Plasma 0,92 [Resman et al. 1977]. Die aus der Aufnahme von Muttermilch
resultierende Theobromin-Exposition Neugeborener wurde zu 1-2 mg/(kgKG-d) berechnet; eine solche
Dosis war in den meisten Neugeborenen bereits pharmakologisch aktiv (stimulierende Wirkung auf das

1% Sertoli-Zellen: spezielle, teilungsunfahige Zellen des Hodengewebes, die die Hodenkanalchen gegeniiber den BlutgefaRen
abschirmen
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Nervensystem, die Harnausscheidung und den Herzmuskel sowie Entspannung der glatten Muskulatur der
Bronchien [EFSA 2008]. Zudem war die Eliminations-Halbwertszeit bei einer Einmal-Dosis von 25 mg/kg KG
in trAchtigen Ratten signifikant erhdht (nicht bei niedriger Dosis von 5 mg/kg KG) [Abdi et al. 1993]. Damit
erhoht sich die Exposition des Fotus und gestillter Neugeborener nach der Aufnahme von Theobromin
(Schokolade, Kakao) oder Coffein (Kaffee, Tee) zusatzlich. Das Neugeborene einer Mutter mit
regelmaligem Mate-Genuss wahrend der Schwangerschaft zeigte bis 84 Stunden nach der Geburt
Entzugserscheinungen; in verschiedenen biologischen Matrices von Mutter und Kind wurden hohe
Konzentrationen von Coffein und Theobromin gemessen [Martin et al. 2007].

In den Foten schwangerer Frauen (n=100) wurde nach Genuss von einmalig 30 g Schokolade mit 30 % oder
80 % Kakao (Theobromin geschatzt 1,3-3,9 bzw. 3,4-10,3 mg/kg KG') eine signifikante dosisabhéngige
Erhdhung der Herzakzelerationen festgestellt: Die mittlere Zahl stieg bei der niedrigen Dosierung von 4,2 auf
6,0, bei der hohen Dosis von 4,3 auf 8,9. Nur bei der hohen Dosierung wurden des Weiteren festgestellt
[Buscicchio et al. 2013]:

- eine Erhdhung der Zahl fetaler Bewegungen (von 24 auf 52),

- eine Verlangerung der Episoden hoher Herzratenvarianz (von ca. 8 auf 13 min),

- eine Verlangerung der Kurzzeitvarianzen (von 7,4 auf 12,7 ms).
Diese Ergebnisse belegen eine Veranderung der Herzaktivitéat im Fotus bei einer einmaligen Exposition von
wenigen mg/kg KG Theobromin.

Die Wirkung von Theobromin auf die Milchmenge und -zusammensetzung in saugenden Ratten sowie auf
das Wachstum der Nachkommen wurde von Hart und Grimble (1990) untersucht. Die Applikation erfolgte
wahrend der Trachtigkeit und in den ersten beiden Wochen des Séaugens. Bei 2 mg/(kgKG-d) erhohte
Theobromin (ebenso wie die 25-fache Dosis an Coffein) das Gewicht der Nachkommen (am 13. Tag)
signifikant; die Korrelation mit Milchmenge und -zusammensetzung war nur schwach (nicht signifikant)
ausgepragt.

Eine einmalige Injektion von 500 oder 600 mg/kg KG Theobromin an weiblichen Mausen am 12. Tag der
Trachtigkeit ergab neben maternaler Letalitat (bei der héheren Dosis) bei beiden Dosen verringertes Gewicht
der Foten, Missbildungen und subkutane Hamatome [Fujii und Nishimura 1969; WHO 1991/97].

Von Tarka et al. wurden weiblichen Ratten an den Trachtigkeitstagen 6-19 taglich 0,675 g/kg oder 1,35 g/kg
Theobromin im Futter appliziert (53 bzw. 99 mg/kg KG). Es wurde keine maternale Toxizitdt beobachtet, in
der héheren Dosis jedoch eine Abnahme der Fotus-Gewichte und eine signifikante Erhéhung der Haufigkeit
von Skelettveranderungen (verzégerte Knochenbildung des Brustbeins) [Tarka et al. 1986a; IARC 1991/97].
Aus dieser Studie ergibt sich ein NOAEL fur Skelettveranderungen in den Nachkommen von 53
mg/(kgKG-d).

Die Bildung neuer BlutgefalRe (Angiogenese) und die Kontrolle ausufernder Blutgefabildung (Anti-
Angiogenese) spielen eine Schliisselrolle in vielen physiologischen und pathologischen Befunden;
antiangiogenetisch wirkende Arzneimittel konnen in schwangeren Frauen schwere Entwicklungsstdérungen
der Nachkommen verursachen' [Barcz et al. 2007]. Zur Priufung der Wirkung von Theobromin auf die
Angiogenese wurden von Chorostowska-Wynimko et al. (2004) 2 Monate alten Mausen wahrend
Trachtigkeit und Séugen téaglich 2 oder 6 mg Theobromin appliziert: Dies entsprache 100 bzw. 300
mg/(kgKG-d)la. Beobachtet wurden bei der hdheren Dosis eine signifikante Hemmung des embryonalen
Wachstums (Kérpergewicht und angiogene Gewebeaktivitat), ebenso signifikant kiirzere GliedmaRen in der
postnatalen Phase (nach 4 Wochen). Nach 6 Wochen zeigten sich zudem in beiden Dosisgruppen
beachtliche Veranderungen der Funktionalitat des Immunsystems [Chorostowska-Wynimko et al. 2004, Smit
2011].

™ Berechnet mit 1-3 % Theobromin in Kakaopulver und einem mittleren weiblichen Kérpergewicht von 70 kg
2 7u den antiangiogenetisch wirkenden Arzneimitteln gehért auch das schwere Missbildungen verursachende Thalidomid.
'3 errechnet mit einem Gewicht von 20 g/Maus
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Die teratogenen Wirkungen hatte auch Schokolade; diese wurden aber auf den Gehalt an Epigallocatechin14
zurickgefihrt [Skopinski et al. 2003, Smit 2011]. Skopinski et al. (2003) und Chorostowska-Wynimko et al.
(2004) empfehlen eine Verringerung der Theobromin-Aufnahme (und abgeleitet auch anderer
Methylxanthine wie Coffein) wahrend der Schwangerschaft.

Aus den signifikanten Verdnderungen der Immunsystem-Parameter der Nachkommen von M&ausen
errechnet sich ein Lowest observed adverse effect level (LOAEL) fir die Reproduktionstoxizitat von
100 mg/(kgKG-d).

Eine 3-Generationen-Studie mit mannlichen und weiblichen Ratten ergab bei Applikation von Kakao-Pulver
mit dem Futter Uber 12 Wochen in der 0. Generation keine adverse Wirkung auf die Reproduktion
(Theobromin+Coffein-Dosen Mannchen/Weibchen 30/36, 72/86 oder 104/126 mg/(kgKG-d)). In den beiden
hochsten Dosierungen wurde in allen drei untersuchten Generationen nicht-reproduktive Toxizitat
beobachtet. Von den Autoren wird festgestellt, dass bis 5 % Kakao-Pulver im Futter keine
reproduktionstoxischen Wirkungen zu verzeichnen waren, abgesehen von einem nicht-signifikanten
Auftreten von Hoden-Atrophien. Der NOAEL fir reproduktionstoxische Wirkungen an méannlichen und
weiblichen Ratten leitet sich aus diesem Versuch mit 104 bzw. 126 mg/(kgKG-d) Methylxanthine
(Theobromin+Coffein) ab [Hostetler et al. 1990; WHO 1991/97].

Eine Studie im Rahmen des U.S. National Toxicology Programme (NTP) galt der reproduktionstoxischen
Wirkung von Theobromin auf Mause. Appliziert wurden 1, 2,5 oder 5 mg Theobromin je kg Futter
entsprechend 126, 335 und 630 mg/(kgKG-d) tber 18 Wochen. In allen Dosierungen war die Zahl lebender
Nachkommen je Wurf reduziert, bei der héchsten Dosis auch die Zahl der Wirfe je Paar. Die Zahl der
Lebendgeburten war durch Theobromin reduziert, ebenso das Gewicht der Nachkommen. Der LOAEL ergibt
sich aus dieser Studie zu 126 mg/(kgKG-d). Die hochste Dosis bewirkte zudem erhéhte Lebergewichte und
reduzierte Gehirn-Gewichte in mannlichen und weiblichen Tieren. Bei den méannlichen Mausen waren die
Hodengewichte reduziert und die Zahl abnormaler Spermien erhoht. Es gab keine morphologischen
Veranderungen der Reproduktionsorgane und der Hormonmuster bei Mannchen und Weibchen. Die
Reproduktionstoxizitat in den Nachkommen wurde nicht untersucht [Lamb et al. 1997; EFSA 2008].

Bei Applikation an weiblichen Kaninchen am 6. bis 29. Tag der Tréachtigkeit von taglich 0,625, 1,25 oder 1,88
g/kg Theobromin im Futter entsprechend 21, 41 oder 63 mg/(kgKG-d) wurden Anorexie (Magersucht),
Diarrhoe (Durchfall), weicher Stuhl und Vaginalausfliisse in allen Gruppen beobachtet, zudem verringerte
Fotengewichte und Missbildungen der Nachkommen (unvollstindige Knochenbildung oder fehlende
Gliedmafien (Brustbein, Mittelzehe oder Zehenglieder)). Die Brustbein-Verdnderungen waren bei 41 und 63
mg/(kgkG-d) signifikant [Tarka et al. 1986b]. Als No-observed adverse effect level (NOAEL) fur
Skelettveranderungen in Kaninchen ergibt sich aus dieser Studie flir Theobromin eine Kérperdosis von
21 mg/(kgKG-d) [EFSA 2008].

Die Applikation von Kakaopulver an weiblichen Kaninchen am 6. bis 29. Tag der Trachtigkeit mit taglich 25,
50 oder 75 g/kg Methylxanthinen (Uberwiegend Theobromin) im Futter entsprechend 25, 50 oder 75
mg/(kgKkG-d) Methylxanthine ergab neben Magersucht signifikant héhere Missbildungen am Brustbein in der
Gruppe mit der hochsten Dosierung und Missbildungen der mittleren Knochen in der mittleren und hoéchsten
Dosierung [Tarka et al. 1986b].

Etwa mit gleicher Dosis wie bei Theobromin bewirkte auch Coffein in Mausen und Ratten teratogene
Wirkungen, ebenfalls unter anderem an Gliedmaf3en und Fingern: Die Missbhildungen traten an Mausen bei
50-75 mg/(kgKG - d) auf, an Ratten bei 80 mg/(kgKG-d). Bei Dosierung Uber den Tag verteilt lag die in
Ratten wirksame Dosis bei 330 mg/(kgKG-d) [Nahlig und Detry 1994]. Eine andere Ubersichtsarbeit nennt
fur Entwicklungsstérungen an Nagetieren durch Coffein einen NOEL von 30 mg/(kgKG-d), far
reproduktionstoxische Wirkungen 80-120 mg/(kgKG-d), fur teratogene Wirkungen 8100 mg/(kgKG - d)

'* Epigallocatechin-gallat ist u.a. Hauptbestandteil von griilnem Tee; es hemmt die Angiogenese
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[Christian und Brent 2001]. Die Angabe von 2 mg/(kgKG-d) fur sehr schwache teratogene Wirkungen von
Bitzer (2003) ist nicht mit einem Literaturzitat belegt,und kann daher hier nicht verwendet werden.

Die Nachkommen von Ratten, die vom 4. Tag der Trachtigkeit bis zur Geburt 10 mg/(kgKG-d) Coffein mit
dem Trinkwasser erhalten hatten, zeigten deutliche kognitive Stérungen (des Erinnerungsvermogens)
[Soeliner et al. 2009].

4.4.4 Mutagenitat

Theobromin erwies sich als nicht mutagen im Ames-Test mit Salmonella typhimurium TA97A, TA98, TA100,
TA102, TA104, TA1535, TA1537 und TA1538 mit und ohne metabolische/r Aktivierung [Brambilla et al.
2013; CCRIS 2013]. Giri et al. (1999) beobachteten eine sehr schwache mutagene Wirkung von Theobromin
(und Theophyllin) mit TA 102 und TA 104 nach metabolischer Aktivierung mit S9, nicht aber mit anderen
Strangen mit oder ohne Aktivierung. Im Test mit Escherichia coli war Theobromin dagegen mutagen
[Brambilla et al. 2013; WHO 1991/97]. Ebenso induzierte es Mutationen in niederen Eukaryonten (Euglena
gracilis) [WHO 1991/97].

Von Woziwodzka et al. (2011) wurde belegt, dass alle von ihnen untersuchten Methylxanthine (Coffein,
Theophyllin und Pentoxifyllin) die mutagene Wirkung Krebs erzeugender heterocyclischer aromatischer
Amine hemmen.

In Pflanzen (Ackerbohne, Vicia faba) induzierte Theobromin keine Chromosomenaberrationen, ebensowenig
in der Schwarzbauchigen Taufliege (Drosophila melanogaster) [WHO 1991/97].

In  Maus-Lymphomzellen bewirkte Theobromin eine hohere Frequenz von Mutanten bei extrem
zytotoxischen Dosen [Brambilla et al. 2013; CCRIS 2013; WHO 1991/97].

In Ovarzellen des Chinesischen Hamsters erhdhte Theobromin die Schwester-Chromatid-Austauschrate
signifikant, jedoch nur in Abwesenheit einer metabolischen Aktivierung [Brambilla et al. 2013; IARC 1991],
Chromosomenaberrationen wurden nicht induziert WHO 1991/97].

In Kulturen von Human-Lymphozyten erhdhte Theobromin die Schwester-Chromatid-Austauschrate bei
hoéheren Dosen in Abwesenheit einer metabolischen Aktivierung [Brambilla et al. 2013; IARC 1991]. Diese
Wirkung wird eher auf eine indirekte Wirkung als auf eine direkte Schadigung der DNA zuriickgefihrt [IARC
1991]. Theobromin induziert jedoch auch Chromosomenbriche in Human-Lymphozyten, anders als in
Mausezellen [WHO 1991/97].

In vivo induziert Theobromin in Knochenmark des Chinesischen Hamsters Schwester-Chromatid-Austausch
und Mikrokerne, jedoch keine Chromosomenaberrationen [Brambilla et al. 2013; WHO 1991/97]. Auch in
Knochenmarkzellen von Mausen induzierte Theobromin (wie auch Theophyllin) in vivo signifikante
Schwester-Chromatid-Austausche [Giri et al. 1999].

Weder in Mausen noch in Ratten wurde ein Dominant-Letal-Effekt beobachtet [Brambilla et al. 2013; WHO
1991/97].

Die Bindung von Theobromin, Coffein und Theophyllin an gefriergetrocknete DNA von Kalbs-Thymus wurde
von Johnson et al. (2012) auch mittels UV-Absorption und Fourier-Transform-Infrarot-Spektroskopie (FTIR)
nachgewiesen. Franco et al. (2013) messen dieser Wechselwirkung mit DNA aber keine Bedeutung fir die
menschliche Gesundheit bei.
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4.45 Krebs erzeugende, Krebs férdernde oder Krebs hemmende Wirkung

4.4.5.1Ergebnisse von Langzeitstudien an Labortieren

Die Reaktion von primaren, sekundaren und tertidaren Aminen mit Nitrit kann bekanntlich zur Bildung von
Nitrosaminen flhren, von denen einige als Krebs erzeugend fir den Menschen anzusehen sind (Kategorie 2
[DGF 2013]). Vor diesem Hintergrund wurde auch Theobromin auf Krebs erzeugende Wirkung geprift; es
hat sowohl eine sekundéare als auch eine tertidre aliphatische Aminfunktion wie die bekannten Karzinogene
(Liste s. DFG 2013). Die Applikation an mannlichen Ratten Uber 64 Wochen in einer Dosis von 0,5 %
Theobromin im Futter (ca. 250 mg/(kgKG-d)) — mit/und/oder/ohne Nitrit — iber 64 Wochen (zu Beginn 1,0 %
Uber 3 Wochen) ergab keine Hinweise auf neoplastische oder pra-neoplastische Wirkungen (bésartige
Geschwulste bzw. Vorlauferstadien) [Friedman et al. 1978]. Die gravierenden Schaden an den Hoden
werden im Abschnitt 3.4.3.1 beschrieben.

Das chemisch verwandte Coffein verursachte in Ratten wahrend 2-jahriger Applikation ebenso wie
Theobromin keine Tumorbildung [Tarka 1982].

Langzeituntersuchungen mit Theophyllin _an maéannlichen und weiblichen_Ratten mit 7,5, 25 oder 75
mg/(kgkG-d) (Schlundsonde) ergaben ebenfalls keine Hinweise auf ein Krebs erzeugendes Potenzial [NTP
1998; Brambilla et al. 2012].

Auch Langzeituntersuchungen mit dem chemisch eng verwandten Theophyllin an mannlichen und
weiblichen_Mausen mit 15, 50 oder 150 mg/(kgKG - d) bzw. 7,5, 25 oder 75 mg/(kgkG-d) (Schlundsonde)
ergaben keine Hinweise auf ein Krebs erzeugendes Potenzial [NTP 1998; Brambilla et al. 2012]. Die
Langzeitstudien zu Theophyllin zeigten sogar eine Abnahme der Brustkrebs-Haufigkeit in weiblichen Ratten
(in Folge geringerer Korpergewichte) und der Leber-Adenome und -Karzinome in mannlichen und weiblichen
Mausen [NTP 1998].

Eine Krebs hemmende Wirkung von Theobromin wurde auch an weiblichen Mausen nach einmaliger
subkutaner Injektion von Ethylcarbamat (Urethan) getestet: Eine siebenfache subkutane Injektion von
insgesamt 63 mg/kg KG Theobromin ergab nach 5 Monaten eine signifikante Verringerung der Zahl an
Lungenkrebs erkrankter Mause und der Tumor-Zahl je Lunge [WHO 1991/97; CCRIS 2013].

4.4.5.2Epidemiologische Studien

Eine epidemiologische Studie erbrachte ein erhdhtes Prostatakrebsrisiko bei alteren Mannern, die taglich 11-
20 mg bzw. >20 mg Theobromin aufgenommen hatten (n=41 bzw. 51, Kontrolle n=96 bzw. 105).
Zigarettenrauchen, Alkohol, Kaffee- oder Teegenuss und Coffein waren nicht mit Prostatakrebsrisiko
korreliert [EFSA 2008 Slattery und West 1993]. Die Autoren verweisen in diesem Zusammenhang u.a.
darauf, dass Theobromin gentoxisch ist (s. Abschnitt 3.4.4); es verursache mehr Schwester-Chromatid-
Austausche als Coffein, zudem besitze Coffein einen Schwellenwert fur diese Wirkung. Auf Hoden-Atrophie
und Anomalien spermabildender Zellen wird ebenfalls verwiesen [Slattery und West 1993].

Mit Uberraschend guten Korrelationskoeffizienten (0,86 bzw.0,76) wird das weltweit kontinuierlich
anwachsende Auftreten von Hodenkrebs und Hypospadie (Fehlbildung des Penis™®) bei 20- bis 34-jahrigen
Ménnern (Kollektive 1998-2002 bzw. 1999-2003) mit einem steigenden Kakaokonsum in den Geburtsjahren
1965-1980 in Verbindung gebracht. Als Ursache werden die in einigen Tierversuchen erwiesenen
reproduktionstoxischen und chromosomenschadigenden Wirkungen von Theobromin in Verbindung mit der

'® Harnrohrensffnung befindet sich an der Unterseite des Penis
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Plazentagangigkeit dieser Substanz und einem verzdgerten Metabolismus in Neugeborenen angeﬂ]hrt16

[Giannandrea 2009].

4.4.5.3Hemmung des Wachstums von Tumoren

Beim Wachstum von Eierstockkrebs und der Metastasenbildung spielt das Wachstum von Blutgefa3en
(Tumor-Angiogenese'’) eine wichtige Rolle. Die Neubildung von GefaRstrukturen durch zirkulierende
Stammzellen (Angioblasten), die sich zu de-novo-Endothelzellen ausbilden, (Vaskulogenese) wird unter
anderem durch Adenosin stark stimuliert. Barcz et al. (1998) stellten fest, dass der Adenosin-Hemmer
Theobromin auch eine signifikante Hemmung der angiogenen Aktivitdt von Human-Eierstock-Krebszellen
bewirkt. Die Adenosin-hemmende Wirkung von Theobromin (und auch Coffein) bewirkt nach Smit (2011)
urséchlich die Antitumor-Wirkung dieser Methylxanthine, weil in den Karzinomen Adenosinrezeptoren das
Krebs-Wachstum fordern.

Eine andere, mdoglicherweise zur Krebsbekampfung nutzbare Wirkung von Theobromin liegt darin, dass
Methylxanthine die Wirkung alkylierender Agenzien in der Chemotherapie verstarken. Krebszellen
unterscheiden sich von normalen Korperzellen: Sie teilen sich haufiger, haben einen lebhafteren
Stoffwechsel und wachsen schneller. Deshalb sind sie auch anfélliger gegen auftretende DNA-Schaden.
Diese Eigenschaft macht man sich in der Chemotherapie durch den Einsatz zellschadigender Medikamente
(Zytostatika) zu Nutze, die Krebszellen starker schadigen als normale Zellen. Theobromin kann die
Reparaturmechanismen in den Krebszellen hemmen und so synergistisch die Schadigung der Krebszellen
durch alkylierende Agenzien verstarken. Dazu ist zum einen eine schwach zytotoxische (zell- und
gewebeschadigende) Wirkung der Methylxanthine nétig, zum anderen ein ausreichend langer Verbleib zur
Verhinderung der Zellreparatur. In vitro wurde die Theobromin-induzierte Verstarkung der Krebszellen-
Schadigung (Zell-Sensibilisierung; HeLa- und HT29-Zelllinien) in Folge einer Exposition gegeniiber den
wasserloslichen Zytostatika Peroxycyclophosphamid und Phosphoramid-Mustard (Chlorethylphosphorsaure-
amid) von Byfield et al. (1981) getestet. Erforderlich war eine Theobromin-Konzentration von ca. 200 pg/ml
bei einer Expositionsdauer von 12-24 Stunden.

Mdgliche Mechanismen zur Erklarung der pro- und antikarzinogenen Wirkungen von Theobromin und
Coffein werden von Smit (2011) diskutiert. Ebenso wird vom Autor auf die mdglichen Wirkungen anderer
Nahrungsinhaltsstoffe hingewiesen, welche die Ubertragung von Tierversuchen mit Theobromin auf den
Menschen erschweren.

4.5 Ableitung eines Geringfligigkeitsschwellenwertes GFSyyman fUr Theobromin

Wie aus der Tabelle 1 und den vorangegangenen Abschnitten ersichtlich ist, wurden die niedrigsten NOAEL
fur eine reproduktionstoxische Wirkung von Theobromin in Tierversuchen zwischen 2 und 20 mg/(kgKG-d)
ermittelt. Bei 2 mg/(kgKG-d) Theobromin im Trinkwasser wurde eine Gewichtszunahme gesaugter Ratten
beobachtet'®.

'8 Als mogliche andere Erklarung der festgestellten Korrelationen verweist der Autor auf eine mégliche Stérung des Gleichgewichts von
freien und gebundenen Hormonen mit damit verbundener Erhéhung des Estradiolspiegels der schwangeren Mitter als Folge eines
erhéhten Konsums ,energiedichter” Lebensmittel. Der Zusammenhang zwischen dem Verzehr von SiiRigkeiten und dem
Estradiolspiegel wird u.a. von Fung et al. (2007) beschrieben. Ein erhéter Estrogenspiegel im Uterus kann nach Sharpe und
Skakkebaek (2006) zu den beschriebenen Folgen in den Geschlechtsorganen der ménnlichen Nachkommen fihren. Eine Korrelation
des weiblichen Estradiolspiegels mit dem Verzehr von Sifigkeiten wird von Fung et al. (2007) beschrieben

' Angiogenese: Wachstum von Blutgefaen durch Sprossungs- oder Spaltungsvorgéange aus bereits vorgebildeten BlutgefaRen.

'8 Die bei 2 mg/(kg KG - d) beobachtete signifikante Gewichtszunahme der Nachkommen wird hier nicht als adverse Wirkung
interpretiert, weil die tUbrigen erfassten Parameter durch Theobromin nicht beeinflusst wurden.
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http://de.wikipedia.org/wiki/Endotheliale_Vorl%C3%A4uferzelle
http://de.wikipedia.org/wiki/Senfgas

In Sauglingen bewirkte nach Schokoladenverzehr der Mutter eine errechnete Theobromin-Dosis von 1-2
mg/(kgKG-d) Uber die Muttermilch eine Stimulation des Nervensystems, der Harnausscheidung und des
Herzmuskels sowie eine Entspannung der glatten Bronchien-Muskulatur.

Eine Krebs erzeugende Wirkung von Theobromin kann nicht ausgeschlossen werden; zwar fehlen
angemessene Langzeitstudien an Labortieren fir diese Substanz, es gibt jedoch Hinweise auf Prostata-
bzw. Hodenkrebs aus zwei epidemiologischen Auswertungen und Hinweise auf eine mutagene Wirkung
(Schwester-Chromatid-Austausch und Chromosomenbriiche). Fur das chemisch eng verwandte Theophyllin
gibt es dagegen Langzeitstudien an Ratten und Mausen mit negativem Ergebnis.

Aus dem NOAEL von 2 mg/(kgKG-d) fir reproduktionstoxische Wirkungen von Theobromin an Ratten (s.
Abschnitt 3.4.3.2) und einem Extrapolationsfaktor von 100 (10 fiir die Ubertragung vom Tierversuch auf den
Menschen und 10 zur Berlcksichtigung empfindlicher Personengruppen) ergibt sich daraus eine vorlaufige
tolerable Dosis von 20 pg/(kgKG-d).

Umgerechnet auf eine 70 kg schwere Person und eine Trinkwasseraufnahme von 2 L/d entspricht dies einer
tolerablen Trinkwasserkonzentration von 700 pg/L. Die Aufhahme von Theobromin mit Nahrungs- und
Genussmitteln ist wahrscheinlich; der ,unfreiwillige® Expositionsbeitrag Uber das Trinkwasser sollte nicht
mehr als 10 Prozent betragen. Daraus resultiert ein GFS-Vorschlag von GFSyman (vorlaufig) = 70 ug/L.

Ein &hnlicher Wert ergibt sich aus der beobachteten unerwiinschten stimulierenden Wirkung auf Sauglinge
(LOAEL) von 1-2 mg/(kgKG-d) (s. Abschnitt 3.4.3.2). Hier ist ein Extrapolationsfaktor von 10 anzusetzen fir
die Ubertragung vom beobachteten LOAEL auf einen NOAEL; fiir den niedrigeren Wert entspricht dies einer
vorlaufigen tolerablen Dosis von 100 pg/(kgKG-d). Die Trinkwasseraufnahme fiir einen 4 kg schweren
Saugling wird mit taglich 1 Liter angenommen [UBA 2003] entsprechend einer tolerablen Dosis fir Sduglinge
von 400 pg/d. Bei einem 10-prozentigen Expositionsbeitrag ergibt sich daraus ein vorlaufiger GFSyyman VON

GFShuman (vorlaufig) = 40 pg/L.

Diese Geringfugigkeitsschwelle liegt damit unterhalb der mittleren Aufnahmemenge Uber Nahrung in den
USA von ca. 560 pg/(kgKG-d) bzw. wird bereits tGberschritten mit der Aufnahme einer 100-g-Tafel schwarzer
Schokolade.
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4.6 Zusammenstellung 6kotoxikologischer Daten fiir Theobromin, Coffein und
Theophyllin

Die Datenbasis fir Theobromin ist gering. Wenn zu einer Substanz Daten fehlen, kénnen unter bestimmten
Bedingungen die Eigenschaften eng verwandter chemischer Analoga herangezogen werden (sog. ,Read
across®) [TGD 2011, S. 25ff. und 115]. Die folgenden Bedingungen missen fir diesen Fall bei der
Betrachtung von Toxizitaten erfillt sein;

Allerdings sind nach den TGD 2011 analoge Daten nicht geeignet fir die Vorhersage der Toxizitat der
sensibelsten Spezies. Auch muissen die Eigenschaften und der Wirkmechanismus der zu vergleichenden
Substanzen ahnlich sein®®.

In Sdugern und dem Menschen konnte eine solche enge Verwandtschaft fir Theobromin, Coffein und
Theophyllin gezeigt werden (s. Kapitel 3.3 und 3.4). Im Folgenden sind deshalb die Okotoxizitéats-Daten fir
alle drei Methylxanthine aufgefthrt.

Erst danach wird entschieden, welche der Daten zur Ableitung eines GFS-Wertes flr Theobromin
herangezogen werden kdnnen. Grau unterlegte Studien sind dazu geeignet.

46.1 Fische

Kurzzeittests Fische

Zebrabarbling (Danio rerio):

Theobromin: LCsg (48 h) = 145 mg/L [GSBL a 2014]

Theobromin: LCsq (48 h, stat.; Embryos) = 568 mg/L [Ali et al. 2012]

Theobromin: LCsq (72 h, stat.; Embryos) = 420 mg/L [Ali et al. 2012]

Theobromin: LCs (96 h) = 136 mg/L [GSBL a 2014]

Theobromin: LCsq (96 h, stat.; Embryos) = 150 mg/L [Ali et al. 2011, 2012]

Theobromin: NOEC (4 min; Larven, Hemmung der visuomotorischen Aktivitat) = 10 mg/L [Ali et al. 2012]
Theobromin: LOEC (4 min; Larven, Hemmung der visuomotorischen Aktivitat) = 30 mg/L [Ali et al. 2012]

Coffein: LCsq (24 h, stat.; Embryos/Larven) = 735 mg/L (hominal) [ECOTOX 2013b, Selderslaghs et al.
2012];

Coffein: ECsq (48 h, stat.; abnormale Entwicklung der Embryos/Larven) = 303 mg/L (nominal) [ECOTOX
2013hb, Selderslaghs et al. 2012];

Coffein: LCsq (48 h, stat. ; Embryos/Larven) = 691 mg/L (nominal) [ECOTOX 2013b, Selderslaghs et al.
2012];

Coffein: LCs (24 h; Embryos) = 200 mg/L (hominal) [Chen et al. 2008];

Coffein: LCg; (24 h; Embryos) = 250 mg/L (nominal) [Chen et al. 2008];

Coffein: LCg (24 h; Embryos) = 275 mg/L (nominal) [Chen et al. 2008];

Coffein: LC1qo (24 h; Embryos) = 300 mg/L (nominal) [Chen et al. 2008];

Coffein: NOEC (24 h; Embryos: Kdrperlange) = 150 mg/L (nominal) [Chen et al. 2008];

Coffein: NOEC (48 h; Embryos: Koérperlange) = 35 mg/L (nominal) [Chen et al. 2008];

Coffein: LOEC (48 h; Embryos: reduzierte Kérperlange) = 150 mg/L (nominal) [Chen et al. 2008];

1% “predictive and analogue methods may be used for generating supporting data but are not suitable for predicting toxicity to be used as
critical data. Furthermore, the range of substances to which these models can be applied is limited to chemicals with certain
physicochemical and mode of action properties and are not suitable for all substances.”[TGD 2011, S. 26].
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Coffein: LOEC (48 h; Embryos/Larven: Beriihrungsempfindlichkeit, Ausrichtung der Muskelfasern) = 17,5
mg/L (dosisabhangig stérker bei 35 und 75 mg/L bzw. 150 mg/L) (nominal) JChen et al. 2008];

Coffein: LOEC (48 h; Embryos/Larven: Schadigung der Bewegungs-Axone ® und neuromuskularen
Verknupfungen) = 150 mg/L (nominal) [Chen et al. 2008];

Coffein: ECsq (72 h, stat.; abnormale Entwicklung der Embryos/Larven) = 151 mg/L (nominal) [ECOTOX
2013b, Selderslaghs et al. 2012];

Coffein: LCx (72 h, stat. ; Embryos/Larven) = 676 mg/L (nominal) [ECOTOX 2013b, Selderslaghs et al.
2012];

Coffein: EC (48-96 h, stat.; Embryos: Herzfrequenz, Schliipfen) = 19,4 mg/L (nominal) [Abdelkader 2012];
Coffein: LCs (96 h, stat.) = 87 mg/L (nominal) [OECD 2002]

Coffein: LCyqp (96 h, stat.) = 215 mg/L (nominal) [OECD 2002]

Coffein: ECsp (144 h, stat.; abnormale Entwicklung der Embryos/Larven) = 44,7 mg/L (nominal) [ECOTOX
2013b; Selderslaghs et al. 2012];

Coffein: LCs (144 h, stat.; Embryos/Larven) = 307 mg/L (nominal) [ECOTOX 2013b; Selderslaghs et al.
2012]

Coffein: LCyqq (144 h, stat.; Embryos/Larven) = 1250 mg/L (nominal) [Selderslaghs et al. 2009]

Coffein: LOEC (72 h, stat.; Embryos/Larven: abnormale Entwicklung der Otholiten®, Schlupfen) = 313 mg/L
(nominal) [Selderslaghs et al. 2009]

Coffein: LOEC (72 h, stat.; Embryos/Larven: abnormale Entwicklung der Augen) = 625 mg/L (nominal)
[Selderslaghs et al. 2009]

Coffein: LOEC (72 h, stat.; Embryos/Larven: abnormale Entwicklung der Kérpersegmente, Ablésung des
Schwanzes, verlangsamter Herzschlag, Veranderung der Blutzirkulation) = 19,4 mg/L (nominal)
[Selderslaghs et al. 2009]

Coffein: LOEC (72 h, stat.; Embryos/Larven: Knick im Schwanz) = 76 mg/L (hominal) [Selderslaghs et al.
2009]

Coffein: LOEC (144 h, stat.; Embryos/Larven: Knick im Schwanz, Schwimmverhalten) = 37 mg/L (hominal)
[Selderslaghs et al. 2009]

Coffein: ECyo (60-96 h, stat.; Embryos: Schliipfrate) = 10 mg/L [Chakraborty et al. 2011];

Coffein: EC,5 (Larven: Herzschlag) = 10 mg/L [Chakraborty et al. 2011];

Coffein: LOEC (Embryos: sehr geringe Expression des Signalmolekiils Vascular Endothelial Growth Factor,
VEGF) = 10 mg/L [Chakraborty et al. 2011];

Coffein: ECyqo (Larven: vollstandig unterdriickte Expression des Signalmolekiils Vascular Endothelial Growth
Factor, VEGF) = 100 mg/L [Chakraborty et al. 2011]

Coffein: LCsg (48 h, stat. ; Embryos/Larven) = 662 mg/L [Knobel et al. 2012]

Coffein: LCx (48 h, stat. ; Embryos/Larven) = 971 mg/L [Teixidé et al. 2013]

Coffein: ECsq (48 h, stat. ; Embryos/Larven: Teratogenitat) = 155 mg/L [Teixid6 et al. 2013]

Coffein: ECs, (48 h, stat. ; Embryos/Larven: Dottersack-Odeme, Schwanz- und Kopf-Deformation,
verlangsamter Herzschlag, verzdgerte Entwicklung) = 183 mg/L [Kndbel et al. 2012]

Coffein: LOEC (48 h, stat.; Embryos/Larven: morphologische Verénderungen, Missbildungen von Herz, Kopf
und Schwanz) = 19,4-97 mg/L (nominal) [Teixid6 et al. 2013]

Coffein: NOEC (48 h, stat.; Embryos/Larven: morphologische Veranderungen, Missbildungen von Herz, Kopf
und Schwanz) = 19,4 mg/L (nominal) [Teixid6 et al. 2013]

Coffein: LOEC (48 h, stat.; Embryos/Larven: Acetylcholinesterase-Aktivitat) = 290 mg/L (nominal) [Teixido6 et
al. 2013]

Coffein: NOEC (48 h, stat.; Embryos/Larven: Acetylcholinesterase-Aktivitat, Kopf-Rumpf-Winkel,
Schwanzlange) = 194 mg/L (nominal) [Teixido et al. 2013]

Dickkopfelritze (Fathead Minnow, Pimephales promelas):
Coffein: LCs (48 h, stat.) = 100 mg/L [Moore et al. 2008]

2 Axon: schlauchartiger Nervenzellenfortsatz, bildet zusammen mit der Umhiillung die Nervenfaser
*! Statolith, Otolith (,Ohrstein“): Bestandteil des Gleichgewichtsorgans
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Coffein: LCs (96 h) = 151 mg/L [Cunningham et al. 2006; Rand 2007];

Coffein: LOEC (120 h, semistat.; Wachstum) = 20 mg/L [DeYoung et al. 1996; ECOTOX 2013b];

Coffein: ECs (120 h, semistat.; Missbildungen von Embryos) = 70 mg/L [ECOTOX 2013b; DeYoung et al.
1996];

Coffein: LCso (120 h, semistat.) = 720 mg/L (nominal) [DeYoung et al. 1996; OECD 2002; ECOTOX 2013b]
Coffein: LCx (7 d, semistat.) = 55 mg/L [Moore et al. 2008]

Coffein: ECsq (7 d, semistat.; Wachstum) = 71 mg/L [Moore et al. 2008]

Goldorfe (Leuciscus idus):
Coffein: LCsq (96 h, stat.) = 87 mg/L [OECD 2002]

Goldfisch (Carassius auratus):

Coffein: NOEC (96 h, semistat.; Erh6hung der Glutathion-S-Transferase-Aktivitat) = 3,2 pg/L (nominal)
[ECOTOX 2013b; Li et al. 2012];

Coffein: NOEC (96 h, semistat.; Acetylcholinesterase-Hemmung) = 16 pg/L (nominal) [ECOTOX 2013b; Li et
al. 2012];

Coffein: NOEC (7 d, semistat.; Erh6hung der Glutathion-S-Transferase-Aktivitat) = 3,2 pg/L (nominal)
[ECOTOX 2013b; Li et al. 2012];

Coffein: NOEC (7 d, semistat.; Acetylcholinesterase-Hemmung) = 16 pg/L (nominal) [ECOTOX 2013b; Li et
al. 2012]

Coffein: LOEC (1-7 d, semistat.; Anstieg der Aktivitat des Enzyms 7-Ethoxyresorufin-O-deethylase, EROD) =
3,2 pg/L (nominal) (ab 400 pg/L Verringerung der Aktivitat) [ECOTOX 2013b; Li et al. 2012]

Coffein: LCy (7 d, semistat.) = 10 mg/L (nominal) [ECOTOX 2013b; Li et al. 2012]

Guppy (Poecilia reticulata):
Coffein: LCs (96 h) = 280 mg/L [Roth 2013]

japan. Reisfisch (Oryzias latipes):
Coffein: NOEC (72-120 h, semistat.; ViteIIogenin-BiIdungzz) = 2,0 mg/L (nominal) [Kang et al. 2005]

Langzeittests Fische

Zu Theobromin, Coffein oder Theophyllin liegen keine Daten aus chronischen Fischtests vor.

Die vorhandenen NOECs miissen aufgrund der angegebenen Testdauern von < 28 d als Kurzzeittests
gewertet werden. Die max. Testdauer vorliegender Tests betragt bei Theobromin bei 96 h bzw 3 d, fur
Coffein 144 h (6 d) bzw. 168 h (7 d).

4.6.2 Aquatische Invertebraten

Kurzzeittests Invertebraten

Wasserfloh (Daphnia magna):
Theobromin: EC, (48 h; Schwimmfahigkeit) = 140 mg/L [GSBL a 2014];
Theobromin: ECsq (48 h; Schwimmféahigkeit) = 300 mg/L [GSBL a 2014]

Wasserfloh (Daphnia magna):

%2 Hormone oder hormonahnliche Stoffe bewirken in Fischen eine erhohte kérpereigene Produktion des Eidotter-Vorlaufers Vitellogenin,
anomal auch in ménnlichen Tieren. Diese Vitellogenin-Bildung wird in neueren Tests wie der OECD-Guideline 229 als Endpunkt fur
estrogene Wirkung bestimmt.
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Coffein: ECsq (48 h) = 182 mg/L (nominal) [OECD 2002]

Coffein: EC1q0 (48 h) > 500 mg/L (nominal) [OECD 2002]

Coffein: ECsp (24 h; Immobilisierung) = 160 mg/L (nominal) [ECOTOX 2013b; Rand 2007; Calleja et al. 1994;
Lilius 1995];

Coffein: ECsq (24 h, stat.; Immobilisierung) = 684 mg/L (nominal) [ECOTOX 2013b; Rand 2007; Lilius 1994,
1995];

Coffein: ECx (72 h, semistat.; Vitellogenin-Bildung) = 18,2 mg/L [ECOTOX 2013b; Hannas et al. 2011]
Theophyllin: ECsq (24 h, stat.; Immobilisierung) = 155 mg/L (nominal) [ECOTOX 2013c; Rand 2007; Lilius et
al. 1994, 1995];

Theophyllin: ECsq (24 h) = 483 mg/L (nominal) [ECOTOX 2013c; Rand 2007; Calleja et al. 1994]
Theophyllin: ECsq (24 h) = 474 mg/L (nominal) [Lilius et al. 1995]

Wasserfloh (Daphnia pulex):

Theophyllin: ECsq (24 h, stat.; Immobilisierung) = 328 mg/L (nominal) [ECOTOX 2013c; Lilius et al. 1995]

Wasserfloh (Daphnia pulex):
Coffein(hydrat): ECso (24 h, stat.; Immobilisierung) = 540 mg/L (nominal) [Morrow et al. 2001]
Theophyllin(hydrat): ECsq (24 h, stat.; Immobilisierung) = 277 mg/L (nominal) [Morrow et al. 2001]

Wasserfloh (Ceriodaphnia dubia):
Coffein: LCx (48 h, stat.) = 60 mg/L [Moore et al. 2008]

Kanadische Flussmuschel (Elliptio complanata):

Coffein: LOEC (48 h, stat.; Dibenzylfluorescein-Dealkylase) = 15,5 mg/L [Martin-Diaz et al. 2009]
Coffein: LOEC (48 h, stat; Lipid-Peroxidation, DNA-Schadigung) = 78 mg/L [Martin-Diaz et al. 2009]
Coffein: NOEC (48 h, stat.; 7-Ethoxyresorufin-O-Deethylase, Glutathion-S-transferase, Xanthin-
Dehydrogenase) = 1940 mg/L [ECOTOX 2013b; Martin-Diaz et al. 2009]

Salinenkrebs (Artemia salina):

Coffein: LCs (24 h, stat.) = 52,7 mg/L (nominal) [ECOTOX 2013b];

Coffein: LCsq (24 h) = 3460 mg/L (nominal) [ECOTOX 2013b; Rand 2007; Calleja et al. 1994]
Theophyllin: LCso (24 h) = 8250 mg/L (nominal) [ECOTOX 2013c; Rand 2007; Calleja et al. 1994]

Kiemenfller (Streptocephalus probascideus):

Coffein: LCg (24 h) = 410 mg/L (nominal) [Cunningham et al. 2006; Rand 2007; Calleja et al. 1994;
ECOTOX 2013b]

Theophyllin: LCsq (24 h) = 425 mg/L (nominal) [Calleja et al. 1994; Rand 2007; ECOTOX 2013c]

Wappen-Réadertier (Brachionus calyciflorus):
Coffein: LCsq (24 h) = 4660 mg/L (nominal) [Calleja et al. 1994; Rand 2007; ECOTOX 2013b]
Theophyllin: LCso (24 h) = 3930 mg/L (nominal) [Calleja et al. 1994; Rand 2007; ECOTOX 2013c]

Gemeiner SuRBwasserpolyp (Hydra vulgaris):

Coffein: LCs (96 h, stat.) > 100 mg/L (nominal) [Quinn et al. 2008a; ECOTOX 2013b]

Coffein: NOEC (96 h, stat.; Korperteil-Regeneration) = 100 mg/L (nominal) [Quinn et al. 2008b; ECOTOX
2013b];

Coffein: LOEC (96 h, stat.; vegetative Reproduktion, Embryo) = 100 mg/L (nominal) [Quinn et al. 2008b;
ECOTOX 2013b]

Coffein: NOEC (96 h, stat.; Fressverhalten, Anomalien) > 100 mg/L (nominal) [Quinn et al. 2008a; ECOTOX
2013b];

Coffein: LOEC (96 h, stat.; verringertes Haftvermdgen) = 25 mg/L (nominal) [Quinn et al. 2008a];

Coffein: LOEC (96 h, stat.; erhdhtes Haftvermogen) = 50 mg/L (nominal) [Quinn et al. 2008a];
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Regenwurm (Lumbricus variegatus):
Theophyllin: ECss (15 min, stat.; Anstieg der Pulsrate) = 540 mg/L (nominal) [Crisp et al. 2010; ECOTOX
2013c]

Langzeittests Invertebraten

Wasserfloh (Ceriodaphnia dubia):
Coffein: ECsq (7 d, semistat.; Reproduktion) = 44 mg/L [Moore et al. 2008]
Coffein: LCx (7 d, semistat) = 46 mg/L [Moore et al. 2008]

Kalifornische Miesmuschel (Mytilus californianus):
Coffein: LOEC (30 d, semistat.; Kiemenlamellen: zellularer Stress) = 0,05 pg/L [del Rey et al. 2011]
Coffein: NOEC (30 d, semistat.; Mantelgewebe: zellulérer Stress) = 0,5 pg/L [del Rey et al. 2011]

Gemeine Strandkrabbe (Carcinus maenas):

Coffein: LOEC (28 d, semistat.; DNA-Schadigung in Kiemen) = 0,1 pg/L, dosisabhéangige Korrelation bei 0,1,
5, 15 und 50 ug/L [Aguirre-Martinez et al. 2013a]

Coffein: LOEC (28 d, semistat.; Zellschadigung: Lipid-Peroxidation in Hepatopankreas, Kiemen und
Gonaden) =5 pg/L, dosisabhangige Korrelation bei 5, 15 und 50 pg/L [Aguirre-Martinez et al. 2013a]
Coffein: LOEC (28 d, semistat.; DNA-Schadigung in Hepatopankreas und Muskel) = 15 pg/L,
dosisabhangige Korrelation bei 15 und 50 ug/L [Aguirre-Martinez et al. 2013a]

Coffein: NOEC (28 d, semistat.; DNA-Schadigung in Hepatopankreas und Muskel) = 5 pg/L [Aguirre-
Martinez et al. 2013a]

Coffein: LOEC (28 d, semistat.; Anstieg der Aktivitat des Enzyms 7-Ethoxyresorufin-O- deethylase, EROD, in
Hepatopankreas und Gonaden) = 0,1 ug/L, dosisabhéngige Korrelation bei 0,1, 5, 15 und 50 pg/L [Aguirre-
Martinez et al. 2013a]

Coffein: LOEC (28 d, semistat.; Anstieg der Aktivitdt des Enzyms Dibenzylfluorescein-Dealkylase in
Hepatopankreas) = 5 pg/L, dosisabhangige Korrelation bei 5, 15 und 50 pg/L [Aguirre-Martinez et al. 2013a]
Coffein: LOEC (28 d, semistat.; Erh6hung der Glutathion-Peroxidase-Aktivitat in Hepatopankreas, Kiemen,
Muskel und Gonaden) =5 ug/L, dosisabhéngige Korrelation bei 5, 15 und 50 pg/L [Aguirre-Martinez et al.
2013a]

Coffein: NOEC (28 d, semistat.; Erhdhung der Glutathion-S-Transferase-Aktivitat in Hepatopankreas,
Kiemen, Muskel und Gonaden) = 15 ug/L [Aguirre-Martinez et al. 2013a]

Coffein: LOEC (28 d, semistat.; Erhdhung der Glutathion-S-Transferase-Aktivitat in Hepatopankreas,
Kiemen, Muskel und Gonaden) = 50 ug/L [Aguirre-Martinez et al. 2013a]

Coffein: LOEC (28 d, semistat.; Verringerung der Lyosommembran-Stabilitat als Neutralrot-Retention-Assay
in Hepatopankreas) = 15 ug/L (signifikant), dosisabhangige Korrelation bei 0,1, 5, 15 und 50 ug/L [Aguirre-
Martinez et al. 2013b]

Coffein: ECsq (28 d, semistat.; Verringerung der Lyosommembran-Stabilitat als Neutralrot-Retention-Assay in
Hepatopankreas) = 19,9 ug/L [Aguirre-Martinez et al. 2013b]

4.6.3 Aquatische Pflanzen

Kurzzeittests aguatische Pflanzen

Griinalge (Desmodesmus subspicatus):
Coffein: ECs (72 h, stat.; Biomasse) > 100 mg/L [OECD 2002]

Zerbrechliche Armleuchteralge (Chara globularis):
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Theobromin: NOEC (24 h, stat.; Verzégerung der Mitose®®, zweikernige Zellen, Chromosomenbriiche) = 500
mg/L [Sarma und Tripathi 1976]

Theobromin: LOEC (24 h, stat.; 24 h Verzégerung der Mitose, 25 % zweikernige Zellen, > 20 %
Chromosomenbriiche und -briicken) = 750 mg/L [Sarma und Tripathi 1976]

Theobromin: LOEC (24 h, stat.; Kerndegeneration) = 1000 mg/L [Sarma und Tripathi 1976]

Coffein: NOEC (24 h, stat.; Verzoégerung der Mitose, zweikernige Zellen) = 1000 mg/L [Sarma und Tripathi
1976]

Coffein: LOEC (24 h, stat.; Verzégerung der Mitose, 5 % zweikernige Zellen) = 1250 mg/L [Sarma und
Tripathi 1976]

Brauns Armleuchteralge (Chara braunii):

Theobromin: LOEC (24 h, stat.; 28 h Verzégerung der Mitose, 13 % zweikernige Zellen) = 500 mg/L [Sarma
und Tripathi 1976]

Theobromin: LOEC (24 h, stat.; Kerndegeneration) = 1000 mg/L [Sarma und Tripathi 1976]

Coffein: LOEC (24 h, stat.; Verzégerung der Mitose) = 1000 mg/L [Sarma und Tripathi 1976]

Coffein: LOEC (24 h, stat.; Pyknose?*) = 10.000 mg/L [Sarma und Tripathi 1976]

Armleuchteralge (Nitella furcata):

Theobromin: LOEC (24 h, stat.; 36 h Verzégerung der Mitose, 13 % zweikernige Zellen) = 500 mg/L [Sarma
und Tripathi 1976]

Theobromin: LOEC (24 h, stat.; Kerndegeneration) = 1000 mg/L [Sarma und Tripathi 1976]

Coffein: NOEC (12 h, stat.; Verzdogerung der Mitose) = 1000 mg/L [Sarma und Tripathi 1976]

Coffein: LOEC (12 h, stat.; Verzégerung der Mitose) = 1250 mg/L [Sarma und Tripathi 1976]

Grlnalge (Sphaeroplea annulina):

Theobromin: EC (24 h, stat.; Verhalten: Stress) = 300 mg/L [ECOTOX 2013a]

Theobromin: ECqg (24 h, stat.; Hemmung der Mitose) = 600 mg/L [Sarma und Chaudhary 1977]
Theobromin: LOEC (24 h, stat.; Verklumpung der Chromosomen) = 300 mg/L [Sarma und Chaudhary 1977]

Griinalge (Oedogonium acmandrium):
Coffein: LOEC (Hemmung der Zellteilung) = 1250 mg/L [Sarma und Tripathi 1976]
Coffein: LOEC (Zytokinetische Hemmung) = 300 mg/L [Sarma und Tripathi 1976]

Cyanobakterien (blaugriine Algen, Fischerella muscicola):
Coffein: EC (div. Wirkungen) = 970 mg/L [Singh und Subbaramaiah 1970]

einzellige Algen (Flagellaten, Gymnodinium inversum):

Theobromin: NOEC (24 h, stat.; Hemmung der Zellteilung) = 50 mg/L [Sarma und Shyam 1975]
Theobromin: ECyq (24 h, stat.; irreversible Unterdriickung der Zellkernteilung) = 500 mg/L [Sarma und
Shyam 1975]

Theobromin: LC (24 h, stat.) = 1000 mg/L [Sarma und Shyam 1975]

einzellige Algen (Flagellaten, Gymnodinium inversum):

Coffein: NOEC (24 h, stat.; Hemmung der Zellteilung) = 500 mg/L [Sarma und Shyam 1975]

Coffein: EC1q0 (24 h, stat.; irreversible Unterdriickung der Zellkernteilung) = 10.000 mg/L [Sarma und Shyam
1975]

Coffein: LC (24 h, stat.) = 10.000 mg/L [Sarma und Shyam 1975]

28 Mitose: Zellkernteilung
2 pyknose: Verdichtung des Chromatins im Zellkern mit Kerndegeneration
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Langzeittests aguatische Pflanzen

Grinalge (Desmodesmus subspicatus):

Coffein: NOEC (72 h, stat.; Biomasse) = 6,25 mg/L (hominal) [OECD 2002]
Coffein: ECy (72 h, stat.; Biomasse) = 10,2 mg/L (nominal) [OECD 2002]
Coffein: LOEC (72 h, stat.; Biomasse) = 12,5 mg/L (nominal) [OECD 2002]

Algen in Fluss-Biofilm:
Coffein: LOEC (56 d; Biomasse) = 5 pg/L [Lawrence et al. 2012]

Bucklige Wasserlinse (Lemna gibba):
Coffein: NOEC (7 d, semistat.; Biomasse) = 1000 pg/L (nominal) [Brain et al. 2008; ECOTOX 2013b]

div. marine Algen in Symbiose mit Korallen:
Coffein: NOEC? (40 d, stat.; Wachstum) = 30 mg/L (nominal) [Pollack et al. 2009]

Cyanobakterien (blaugriine Algen):

Coffein: NOEC (56 d, fl.; Abnahme der Cyanobakterien in Biofilm) = 5 ug/L [Lawrence et al. 2012; ECOTOX
2013b]

Coffein: LOEC (56 d, fl.; Abnahme der Cyanobakterien in Biofilm) = 10 pg/L [Lawrence et al. 2012]

%% angegeben sind die minimalen Hemmkonzentrationen, = niedrigste Konzentrationen einer Substanz, bei der die Vermehrung der
Testorganismen mit bloBem Auge nicht wahrgenommen werden kann
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4.6.4 Amphibien

Kurzzeittests Amphibien

Krallenfrosch (Xenopus laevis):

Theobromin: LOEC (96 h, stat.; Hemmung des Wachstums) = 60 mg/L [Fort et al. 1998]

Theobromin: LOEC (96 h, stat.; Misshildungen von Embryos) = 75 mg/L (6 von 160 tot, 4 missgebildet
[Dawson und Bantle 1987]

Theobromin: LOEC (96 h, stat.; Misshildungen von Embryos: abnormaler Darm, Defekte im Kopf-, Gesichts-
und Kieferbereich, Mikrophthamieze) =100 mg/L [Fort et al. 1998]

Theobromin: ECsg, (96 h, stat.; Missbildungen von Embryos) = 150 mg/L [Fort et al. 1998]

Theobromin: LOEC (96 h, stat.; Missbildungen von Embryos: Muskelabknickung, Mikroenzephalie27, Bauch-
Odeme) = 200 mg/L [Fort et al. 1998]

Theobromin: LCsg (96 h, stat.; Embryos) = 250 mg/L [Fort et al. 1998]

Theobromin: LOEC (96 h, stat.; Blutung, Skelettabknickung und abnormales Herz) = 350 mg/L [Fort et al.
1998]

Coffein: LOEC (96 h, stat.; Missbildungen von Embryos) = 80 mg/L (0 von 160 tot, 13 missgebildet)
[Dawson und Bantle 1987];

Theophyllin: LOEC (96 h, stat.; Missbildungen von Embryos) = 75 mg/L (0 von 160 tot, 12 missgebildet)
[Dawson und Bantle 1987]

Coffein: LOEC (48 h; verschiedene Wachstumsstérungen von Larven) = 100 mg/L [Sakamoto et al. 1993];
Coffein: ECsq (96 h; anormales Wachstum) = 68-218 mg/L28 (Laborvergleichtest, n=21), Labormittelwerte
74-158 mg/L (n=7) [Bantle et al. 1994];

Coffein: LCso (96 h) = 220-370 mg/L? (Laborvergleichtest, n=21), Labormittelwerte 240-350 mg/L (n=7)
[Bantle et al. 1994];

Coffein: LOEC (96 h; Hemmung des Wachstums) = 50-125 mg/L*®® (Laborvergleichtest, n=21),
Labormittelwerte 50-90 mg/L (n=7) [Bantle et al. 1994];

Coffein: NOEC (96 h, semistat.; Wachstum, Missbildungen von Embryos) > 100 mg/L (hominal) [ECOTOX
2013b; Richards und Cole 2006]

Coffein: ECyo (96 h, semistat.; Wachstum, Missbildungen von Embryos) > 100 mg/L (nominal) [ECOTOX
2013b; Richards und Cole 2006];

Coffein: LCyo (96 h, semistat.) > 100 mg/L (nominal) [ECOTOX 2013b; Richards und Cole 2006];

Coffein: ECsq (96 h, semistat.; Wachstum, Missbildungen von Embryos) > 100 mg/L (nominal) [Richards und
Cole 2006];

Coffein: LOEC (120 h, semistat.; Wachstum) = 80 mg/L [DeYoung et al. 1996; OECD 2002];

Coffein: ECsq (120 h, semistat.; Missbildungen von Embryos) = 130 mg/L [DeYoung et al. 1996; OECD
2002];

Coffein: LCg (120 h, semistat.) = 190 mg/L (nominal) [DeYoung et al. 1996; OECD 2002]

Coffein: LOEC (96 h, stat.; Hemmung des Wachstums) = 50 mg/L [Fort et al. 1998]

Coffein: LOEC (96 h, stat.; Missbildungen von Embryos: abnormaler Darm, Defekte im Kopf-, Gesichts- und
Kieferbereich, Mikroophthalmie) = 100 mg/L [Fort et al. 1998]

Coffein: LOEC (96 h, stat.; Mikroenzephalie) = 130 mg/L [Fort et al. 1998]

% Mikrophthamie: untbliche Kleinheit des Auges

2T Mikroenzephalie: verkleinerter Kopf, verkleinertes Gehirn

%8 Die Angaben in ECOTOX (2013b) von 0,068-0,218 pg/L beruhen mutmaBlich auf einer falschen Umrechnung der Originalangaben
0,068-0,218 mg/ml (= 0,068-0,218 g/L). Der gleiche Fehler findet sich auch bei [Fort et al. 1998] in den zusammenfassenden Tabellen 6
und 7.

# Die Angaben in ECOTOX (2013b) von 0,22-0,37 pg/L beruhen mutmaRlich auf einer falschen Umrechnung der Originalangaben 0,22-
0,37 mg/ml (= 0,22-0,37 g/L). Der gleiche Fehler findet sich auch bei [Fort et al. 1998] in den zusammenfassenden Tabellen 6 und 7.

¥ Die Angaben in ECOTOX (2013b) von 0,050-0,125 pg/L beruhen mutmaBlich auf einer falschen Umrechnung der Originalangaben
0,050-0,125 mg/ml (= 0,050-0,125 g/L).
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Coffein: LOEC (96 h, stat.; Bauch- und Gesichtsédeme, abnormales Maul) = 170 mg/L [Fort et al. 1998]
Coffein: ECsq (96 h, stat.; Missbildungen von Embryos) = 120 mg/L [Fort et al. 1998]

Coffein: LOEC (96 h, stat.; Blutung und Muskelabknickung) = 250 mg/L [Fort et al. 1998]

Coffein: LOEC (96 h, stat.; Skelettabknickung) = 300 mg/L [Fort et al. 1998]

Coffein: LCs (96 h, stat.; Embryos) = 480 mg/L [Fort et al. 1998]

Theophyllin: ECs (96 h, stat.; Missbhildungen von Embryos) = 100 mg/L [Fort et al. 1998]

Theophyllin: LCsq (96 h, stat.; Embryos) = 210 mg/L [Fort et al. 1998]

Theophyllin: LOEC (96 h, stat.; Hemmung des Wachstums) = 30 mg/L [Fort et al. 1998]

Theophyllin: LOEC (96 h, stat.; abnormale Defekte im Kopf-, Gesichts- und Kieferbereich) = 90 mg/L [Fort et
al. 1998]

Theophyllin: LOEC (96 h, stat.; Mikroophthalmie, Muskelabknickung, Mikroenzephalie, Bauch6édeme) = 120
mg/L [Fort et al. 1998]

Theophyllin: LOEC (96 h, stat.; Skelettabknickung) = 200 mg/L [Fort et al. 1998]

Langzeittests Amphibien

Leopardfrosch (Rana pipiens):

Coffein: LOEC (28 d, semistat.; Kaulguappen: Aktivitat) = 0,60 ug/L (vermindert) bzw. 600 pg/L (erhéht)
(nominal, signifikant) [Fraker und Smith 2004]

Coffein: LOEC (28 d, semistat.; Kaulquappen: erhdhte Schreckreaktion) = 0,60 pg/L (nominal, signifikant)
[Fraker und Smith 2004]

Coffein: NOEC (28 d, semistat.; Kaulquappen: Gewicht) = 0,60 pg/L (nominal) [Fraker und Smith 2004;
ECOTOX 2013b]

Coffein: LOEC (28 d, semistat.; Kaulquappen: Gewicht) = 6,0 pg/L (nominal; nicht signifikant) [Fraker und
Smith 2004; ECOTOX 2013b]

Amerikanische Erdkréte (Bufo americanus):
Coffein: NOEC (14 d, semistat.; Kaulguappen: Mortalitat, Aktivitat, Gewicht) = 600 pg/L (nominal) [Smith und
Burgett 2005; ECOTOX 2013b]

4.6.5 Mikroorganismen

Kurzzeittests Mikroorganismen

Augentierchen (Euglena gracilis):
Theobromin bewirkt Mutationen [WHO 1991/97]

Leuchtbakterien (Vibrio fischeri):

Theobromin: EC;, (Lumineszenz, Mortalitét) = 250 mg/L [GSBL a 2014]
Coffein: ECsq (5 min) = 672 mg/L [Calleja et al. 1994]

Theophyllin: ECsq (5 min) = 2490 mg/L (nominal) [Calleja et al. 1994]

einzellige Algen (Flagellaten, Gymnodinium inversum):

Theobromin: NOEC (24 h, stat.; Hemmung der Zellteilung) = 50 mg/L [Sarma und Shyam 1975]
Theobromin: ECyq (24 h, stat.; irreversible Unterdriickung der Zellkernteilung) = 500 mg/L [Sarma und
Shyam 1975]

Theobromin: LC (24 h, stat.) = 1000 mg/L [Sarma und Shyam 1975]

Bakterien (Pseudomonas putida):
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Coffein: ECy4 (17 h, stat.; Hemmung der Zellvermehrung) = 1530 mg/L (nominal) [OECD 2002];
Coffein: ECs (17 h, stat.; Hemmung der Zellvermehrung) = 3490 mg/L (nominal) [OECD 2002];
Coffein: ECgy (17 h, stat.; Hemmung der Zellvermehrung) = 5240 mg/L (nominal) [OECD 2002]

anaerobe Bakterien (Clostridium perfringens; wichtigster Erreger des Gasbrandes):

Theophyllin: LOEC (20-44 h; Erhéhung der Zahl hitzeresistenter Sporen um Faktoren 3-1000) = 50 mg/L
[Sacks und Thompson 1978]

Coffein: LOEC (Erhéhung der Zahl hitzeresistenter Sporen) = ca. 50 mg/L [Sacks und Thompson 1978]

einzellige Algen (Flagellaten, Gymnodinium inversum):

Coffein: NOEC (24 h, stat.; Hemmung der Zellteilung) = 500 mg/L [Sarma und Shyam 1975]

Coffein: EC1q0 (24 h, stat.; irreversible Unterdriickung der Zellkernteilung) = 10.000 mg/L [Sarma und Shyam
1975]

Coffein: LC (24 h, stat.) = 10.000 mg/L [Sarma und Shyam 1975]

Zooplankton: Coffein: ECsy = 600-700 mg/L [Fent et al. 2006]

Schimmelpilz (Aspergillus tamarii):

Coffein:

NOEC (Biomasse) = 1000 mg/L [Gutiérrez-Sanchez et al. 2013];

EC (Zunahme der Biomasse) = 2000 mg/L [Gutiérrez-Sanchez et al. 2013];
EC (Abnahme der Biomasse) = 8000 mg/L [Gutiérrez-Sanchez et al. 2013]

Xanthine wirken hemmend auf Viren und Pilze; es gibt Uberlegungen zum zukiinftigen Einsatz als
Virustatika und Antimykotika [Schaarschmidt 2008, S. 107, keine Originalliteratur vorhanden].

Coffein bewirkt Wachstumsreduzierung und Absterben eines Pilzes, der von Blattschneiderameisen in
Symbiose kultiviert wird, hat jedoch auf die Ameisen keinen letalen Einfluss [Miyashira et al. 2012].

Langzeittests Mikroorganismen

Mikrometazoen (Nematoden, Radertierchen): Coffein: NOEC (ca. 49 d, stat.; Zahl der Organismen) = 5 pg/L
[Lawrence et al. 2012]

Fluss-Biofilm: Coffein: LOEC (49 d, stat.; Biomasse, Zusammensetzung der Population) = 5 pg/L [Lawrence
et al. 2012]

Fluss-Biofilm: Coffein:

LOEC (49 d, stat.; verstarktes Wachstum von Bakterien-Biomasse, Dicke, Exopolymer-Produktion,
Abnahme der Cyanobakterien-Biomasse und Anderung der Bakterienpopulations-Zusammensetzung) = 10
pg/L [Lawrence et al. 2012]

Bakterien in Fluss-Biofilm:

Coffein: LOEC (56 d, fl.; Biomasse) = 5 pg/L [Lawrence et al. 2012]

Protozoen-Population in natirlichem Biofilm:

Coffein: EC (ca. 49 d, stat.; Zunahme (!) des Wachstums) = 5 pg/L [Lawrence et al. 2012]
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4.6.6 Terrestrische Pflanzen

Kichenzwiebel (Allium cepa):

Theobromin: LOEC (Hemmung der Mitose) = 400 mg/L [Sarma und Chaudhary 1977]
Theobromin: LOEC (Bildung von Zellplatten) = 200 mg/L [Sarma und Chaudhary 1977]
Coffein: LOEC (Hemmung der Zellteilung) = 500 mg/L [Sarma und Tripathi 1976]

4.6.7 Insekten

Zuckmiickenlarven:
Coffein: LCsq (48 h, stat.) = 1230 mg/L [Moore et al. 2008]

Hornissen zeigten bei Applikation von Theobromin, Coffein oder Theophyllin erhéhte Nervositat, Ataxie
(Stoérung der Bewegungskoordination), erhohten Appetit und verringerte Thigmotaxis (Bestreben, sich an
bertihrende Flachen anzuschmiegen und sich zusammen zu schlieBen). Die Dosis betrug 5-10 pg/Tier
entsprechend ca. 8-17 pg/g®. Eine Coffein-Dosis von 20 ug/Tier (33 pg/g) war nach einigen Tagen
Aufnahme tddlich [Ishay und Paniry 1979]. Eine niedrigere Theobromin-Dosis von 5 pg/Tier (3 ug/g)
verlangerte dagegen das Leben von Hornissen [Ishay et al. 1981].

Der natlrliche Gehalt von Coffein im Nektar von Coffea- und Citrus-Pflanzen scheint Bienen nicht zu
schaden [Wright et al 2013].

Coffein wirkt als Inhaltsstoff von Pflanzen (insbesondere in ungeschitzten Keimlingen) als Insektizid, indem
es bestimmte Insekten betaubt oder totet [Nathanson 1984; Frischknecht et al. 1986]. Eine Applikation von
Coffein mit dem Futter totete die Larven des Tabakschwarmers (Manduca sexta) bei einer Konzentration, die
auch in Teeblattern oder Kaffeebohnen enthalten ist, namlich 0,68-2,1 Prozent. Wie auch in Saugern (s.
Abschnitt 3.3.2.2) wird auch hier als Wirkmechanismus die Erhéhung der Konzentration von cyclischem
Adenosinmonophosphat (CAMP) in Folge einer Methylxanthin-induzierten  Hemmung des Enzyms
Phosphodiesterase angenommen [Nathanson 1984].

Auch Insektizide des Formamidin-Typs basieren auf einer starken Aktivierung der Synthese von cAMP in
Folge einer Hemmung der Phosphodiesterase. Die Kombination von Formamidin-Insektiziden mit
Methylxanthinen potenzierte in Folge dessen die Wirkung dieser Insektizide [Nathanson 1984; Butzer 2003].

Andererseits fanden Matsagas et al. (2009) erhebliche Unterschiede der Toxizitdten von Coffein und
Theobromin gegeniber der Schwarzbauchigen Taufliege (Drosophila melanogaster).

4.7 Ableitung des Sicherheitsfaktors (SF) bei der Festlegung eines PNEC quat_fUr
Theobromin

Wie die oben aufgefiihrten ©kotoxikologischen Daten zeigen, sind die Daten zu den Methylxanthinen
Theobromin, Coffein und Theophyllin sehr &hnlich, soweit vergleichbare Datengruppen vorliegen. Wesentlich
wichtiger ist aber die Tatsache, dass die drei Substanzen auf den Menschen, auf S&ugetiere, auf
Invertebraten, Amphibien und auf Insekten vergleichbare Wirkungen ausiiben, beispielsweise durch
Hemmung der Phosphodiesterase und damit verbundene Eingriffe in den Stoffwechsel oder hinsichtlich

% Das Gewicht von Hornissen-Arbeiterinnen und Drohnen betragt 0,5-0,6 g/Tier bzw. 0,6-0,7 g/Tier [Anonym 2013]
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eindeutiger reproduktionstoxischer Wirkungene’z. Auch sind die von Dawson und Bantle (1987) parallel
ermittelten reproduktionstoxischen (teratogenen) Wirkungen der drei genannten Methylxanthine an Embryos
von Krallenfréschen im 96-h-Test praktisch identisch. Insofern erscheint es — nur in diesem Ausnahmefall —
gerechtfertigt, die 6kotoxikologischen Daten zu allen drei Methylxanthinen gleichberechtigt heranzuziehen.

Es wird allerdings dringend empfohlen, die fehlenden experimentellen Daten fiir Theobromin in Zukunft zu
erheben, um eine gréRere Sicherheit bei der GFS-Ableitung zu erhalten.

Zunachst erfolgt eine Zusammenstellung relevanter zuziglich weiterer empfindlicher Daten unter den drei
trophischen Ebenen. Daruber erfolgt die Ableitung des Sicherheitsfaktors, mithilfe dessen die GFS bezogen
auf die empfindlichste Spezies festgelegt wird.

4.7.1 Zusammenstellung des Basisdatensatzes (akute Toxizitdten zu den drei trophischen
Ebenen Fische, Wasserflohe und Algen)

(Die zur weiteren Ableitung herangezogenen Daten sind wiederum grau unterlegt.)
Zusammenstellung akuter Daten
Akute Daten Fische:

Die vorgeschriebene Testdauer fir Sicherheitsfaktorrelevante akute Tests an Fischen betréagt 96 h.

Zebrabarbling (Danio rerio):

Theobromin: LCs (96 h) = 136 mg/L [GSBL a 2014]
Theobromin: LCsq (96 h, stat.; Embryos) = 150 mg/L [Ali et al. 2011, 2012]
Coffein: LCsq (96 h, stat.) = 87 mg/L [OECD 2002]
Coffein: ECsq (144 h, stat.; abnormale Entwicklung der

Embryos/Larven) = 44,7 mg/L

[ECOTOX 2013b; Selderslaghs et al. 2012]
Dickkopfelritze (Fathead Minnow, Pimephales promelas):

Coffein: LCx (7 d, semistat.) = 55 mg/L [Moore et al. 2008]
Coffein: ECxq (7 d, semistat.; Wachstum) = 71 mg/L [Moore et al. 2008]

Wegen der GréBenordnung der Toxizitat sei hier der Kurzzeit-NOEC von 4 Minuten fir Theobromin ebenfalls
aufgefihrt:
Theobromin: NOEC (4 min; Larven, Hemmung der visuomotorischen Aktivitat) = 10 mg/L [Ali et al. 2012]

Akute Daten Invertebraten:

Die vorgeschriebene Testdauer fur Sicherheitsfaktor-relevante akute Tests an Invertebraten betragt 48 h.

% 7ur Reproduktionstoxizitat von Coffein im Buntbarsch (Oreochromis niloticus) und der guten Vergleichbarkeit mit den Wirkungen in
Saugern siehe auch [Gémez-Martinez 2011] (Applikation intraperitoneal)
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Theobromin:

Wasserfloh (Daphnia magna):

ECsp (48 h; Schwimmfahigkeit) = 300 mg/L [GSBLa 2014]

Coffein:

Wasserfloh (Ceriodaphnia dubia):

LCs (48 h, stat.) = 60 mg/L [Moore et al. 2008]

Wasserfloh (Daphnia magna):

ECsp (48 h, stat.; Immobilisierung) = 182 mg/L [OECD 2002]

ECs (72 h, semistat.; Vitellogenin-Bildung) = 18,2 mg/L [ECOTOX 2013b; Hannas et al.
2011]

Salinenkrebs (Artemia salina):
Coffein: LCs (24 h, stat.) = 52,7 mg/L [ECOTOX 2013b]

Kanadische Flussmuschel (Elliptio complanata):
Coffein: LOEC (48 h, stat.; Dibenzylfluorescein-Dealkylase) = 15,5 mg/L [Martin-Diaz et al. 2009]

Theophvyllin:

ECso (24 h, stat.; Immobilisierung) = 155 mg/L [ECOTOX 2013c; Rand 2007;
Lilius et al. 1994, 1995];

Akute Daten Algen:

Die vorgeschriebene Testdauer fir Sicherheitsfaktor-relevante akute Tests an Algen betragt 72 h.

Theobromin:

Griinalge (Sphaeroplea annulina):

EC (24 h, stat.; Verhalten: Stress) = 300 mg/L [ECOTOX 2013a]

LOEC (24 h, stat.; Verklumpung der Chromosomen) = 300 mg/L [Sarma und Chaudhary 1977]
einzellige Algen (Flagellaten, Gymnodinium inversum):

NOEC (24 h, stat.; Hemmung der Zellteilung) = 50 mg/L [Sarma und Shyam 1975]
ECi00 (24 h, stat.; irreversible Unterdriickung der Zellkernteilung) = 500 mg/L [Sarma und Shyam 1975]
LC (24 h, stat.) = 1000 mg/L [Sarma und Shyam 1975]
Coffein:

Griunalge (Desmodesmus subspicatus):

ECy (72 h, stat.; Biomasse) = 10,2 mg/L (nominal) [OECD 2002]
ECs (72 h, stat.; Biomasse) > 100 mg/L [OECD 2002]
Fazit:

Der Basisdatensatz ist fir Theobromin selbst nicht vollstdndig. Addquate Daten fir den Algentest liegen
jedoch fir Coffein vor und komplettieren damit den Basisdatensatz.
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Empfindlichste Spezies bei den Daten des Basisdatensatzes ist fir Theobromin der Zebrabéarbling mit 136
mg/L. Andere akute Tests, auRerhalb der vorgeschriebenen Versuchdauer, zeigen empfindlichste Werte mit
Theobromin oder Coffein fur Flussmuschel, Wasserfloh und Griinalge im Bereich von 10-20 mg/L.

4.7.2 Zusammenstellung chronischer Daten

Chronische Daten Fische:

Allgemein gilt: Ein chronischer NOEC fiir aquatische Vertebraten zur Verwendung fir die Ableitung eines

SF sollte eine Testdauer von 28 Tagen haben. Diese Voraussetzung wird von den nachfolgenden Tests
nicht erfullt.

Im Hinblick auf die chronische Toxizitat chemischer Substanzen auf aquatische Organismen muss allerdings
gerade bei den hier betrachteten Alkaloiden bertcksichtigt werden, dass seit Veroffentlichung der TGD 2011
wichtige Prufrichtlinien herausgegeben wurden, welche uber die bisher praktizierten akuten und chronischen
Tests hinaus grundlegende Informationen Uber Wirkungen auf diese Organismen liefern (kdnnen),
beispielsweise die OECD-Guideline 229 (Fish Short Term Reproduction; 2012), die OECD-Guideline 234
((Fish Sexual Development Test; 2011) oder die OECD-Guideline 236 (Fish Embryo Acute Toxicity Test;
2013). Mit diesen Kurzzeittests werden Wirkungen auf frihe Entwicklungsstadien festgestellt, die bis dato
nur mit den chronischen Tests erfasst wurden, wie nach OECD-Guideline 210 (Fish, Early-life Stage Toxicity
Test; 1992, Update 2013). Die Ergebnisse dieser neuen Tests werden im Folgenden als NOEC ebenfalls
erfasst und in die GFS-Wert-Ableitung einbezogen.

Ob eine Anderung der hier zu betrachtenden Wirkungsparameter wie Zell- oder DNA-Schaden oder
biochemische Parameter fur den aquatischen Organismus die gleiche Bedeutung haben kann wie bisher
erfasste (,klassische®) Parameter, ist unklar.

Im Unterschied zur Humantoxikologie finden biochemische Parameter oder Biomarker in der Okotoxikologie
bisher keine Bericksichtigung bei der Ableitung regulatorischer Werte; als Schutzziel wird die Population,
nicht aber das Individuum angesehen. Fiir statistisch signifikante Wirkungen auf das Uberleben, die
Entwicklung, das Wachstum oder die Fortpflanzung wird jedoch eine Populationsrelevanz unterstellt
[Oehlmann 2014].

Fur Theobromin liegen keine chronischen 28d-Tests an Fischen vor.
Lediglich folgende NOEC/LOEC-Angaben liegen vor:

Zebrabarbling (Danio rerio)

Theobromin: NOEC (4 min; Larven, Hemmung der visuomotorischen Aktivitat) = 10 mg/L
[Ali et al. 2012]
Theobromin: LOEC (4 min; Larven, Hemmung der visuomotorischen Aktivitat) = 30 mg/L

[Ali et al. 2012]
Fur Coffein wurden u.a. folgende Daten erhalten:

Goldfisch (Carassius auratus):

NOEC (96 h, semistat.; Erhéhung der GIutathion-S-Transferase-AktivitétSS) = 3,2 ug/L
[ECOTOX 2013b; Li et al. 2012];
NOEC (96 h, semistat.; Acetylcholinesterase-Hemmung®?®) = 16 pg/L

[ECOTOX 2013b; Li et al. 2012];

¥ Bedeutung fiir die Langzeit-Entwicklung der Fische nicht geklart

I

GFS Theobromin Seite 37 von 55 LU.G

Fiir eine lebenswerte Zukunft



NOEC (7 d, semistat.; Erhohung der GIutathion-S-Transferase-Aktivitétss) = 3,2 pg/L
[ECOTOX 2013b; Li et al. 2012];
NOEC (7 d, semistat.; Acetylcholinesterase-Hemmunge’s) = 16 pg/L
[ECOTOX 2013b; Li et al. 2012]
LOEC (1-7 d, semistat.; Anstieg der Aktivitdt des Enzyms
7-Ethoxyresorufin-O-deethylase, ERODSS) = 3,2 pg/L
(ab 400 pg/L Verringerung der Aktivitat) [ECOTOX 2013b; Li et al. 2012]

japan. Reisfisch (Oryzias latipes):
NOEC (72-120 h, semistat.; Vitellogenin-Bildung) = 2,0 mg/L
[Kang et al. 2005]

Damit liegen weder flr Theobromin noch fiir Coffein oder Theophyllin eindeutig chronische SF-relevante
Daten fur die trophische Ebene der Fische vor. Die hdchste Testdauer der vorliegenden Tests liegt bei 7
Tagen mit der empfindlichsten NOEC von 3,2 ug/L fir den Goldfisch.

Chronische Daten Invertebraten:

Voraussetzung fiir das Heranziehen eines chronischen Okotoxizitatstestes an Invertebraten zur Ableitung
eines SF ist eine Testdauer von 21 Tagen (Ceriodaphnia dubio: 7 Tage) bei der Ermittlung des NOEC/EC -
Wertes. Solche Daten liegen zu Theobromin nicht vor:

Theobromin:
Wasserfloh (Daphnia magna):
ECo, (48 h; Schwimmféhigkeit) = 140 mg/L [GSBL a 2014];

Coffein:

Wasserfloh (Ceriodaphnia dubia):

Coffein: ECsq (7 d, semistat.; Reproduktion) = 44 mg/L [Moore et al. 2008]
Gemeine Strandkrabbe (Carcinus maenas):

LOEC (28 d, semistat.; DNA-Schéadigung in Kiemen) = 0,1 pg/L, dosisabhangige
Korrelation bei 0,1, 5, 15 und 50 pg/L [Aguirre-Martinez et al. 2013a]

LOEC (28 d, semistat.; Zellschadigung: Lipid-Peroxidation in Hepatopankreas, Kiemen und Gonaden) = 5
Mg/L, dosisabhéngige Korrelation bei 5, 15 und 50 pg/L [Aguirre-Martinez et al. 2013a]

NOEC (28 d, semistat.; DNA-Schadigung in Hepatopankreas und Muskel) = 5 pg/L [Aguirre-Martinez et
al. 20133]
LOEC (28 d, semistat.; DNA-Schadigung in Hepatopankreas und Muskel) = 15 pg/L, dosisabhangige

Korrelation bei 15 und 50 pg/L [Aguirre-Martinez et al. 2013a]

Kalifornische Miesmuschel (Mytilus californianus):
Coffein: LOEC (30 d, semistat.; Kiemenlamellen: zellularer Stress) = 0,05 pg/L [del Rey et al. 2011]
Coffein: NOEC (30 d, semistat.; Mantelgewebe: zellularer Stress) = 0,5 pg/L [del Rey et al. 2011]

Die trophische Ebene der Invertebraten wird nur eingeschrankt Uber chronische Tests abgedeckt, weil fir
Invertebraten adaquate Daten nur zu Coffein vorliegen. Die vorgeschriebenen 21-d-Tests liegen fir
Theobromin nicht vor, adéquat ist aber der 7d-Reproduktionstest mit dem Wasserfloh Ceriodaphnia dubia.
Fur Tests mit langerer Testdauer von 28-30 d, durchgefiihrt mit Coffein, wurden niedrigste LOECs im
Bereich von 0,05-0,1 pg/L und niedrigste NOECs im Bereich von 0,5-5 pg/l ermittelt.
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Chronische Daten Algen:

Voraussetzung fur das Heranziehen eines chronischen Algentestes zur Ableitung eines SF ist ein
NOEC/EC,o-Wert fir eine Testdauer von 3 Tagen.

Theobromin:

Fur Theobromin liegen lediglich NOEC-Daten mit kiirzerer Testdauer (24 h) vor.

Armleuchteralge (Chara globularis):

Theobromin: NOEC (24 h, stat.; Verzdgerung der Mitose, zweikernige Zellen, Chromosomenbrtiche) = 500
mg/L [Sarma und Tripathi 1976]

Grlnalge (Sphaeroplea annulina):
Theobromin: LOEC (24 h, stat.; Verklumpung der Chromosomen) = 300 mg/L [Sarma und Chaudhary 1977]

einzellige Algen (Flagellaten, Gymnodinium inversum):
Theobromin: NOEC (24 h, stat.; Hemmung der Zellteilung) = 50 mg/L [Sarma und Shyam 1975]

Coffein:

Grinalge (Desmodesmus subspicatus):

Coffein: ECy4 (72 h, stat.; Biomasse) = 10,2 mg/L (nominal) [OECD 2002]
Coffein: NOEC (72 h, stat.; Biomasse) = 6,25 mg/L (nominal) [OECD 2002]
Cyanobakterien (blaugriine Algen) in Fluss-Biofilm:

NOEC (56 d, fl.; Abnahme der Cyanobakterien) = 5 pg/L [Lawrence et al. 2012; ECOTOX
2013b]

Algen in Fluss-Biofilm: Coffein: LOEC (56 d; Biomasse) = 5 pg/L [Lawrence et al. 2012]

div. marine Algen in Symbiose mit Korallen:
Coffein: NOEC** (40 d, stat.; Wachstum) = 30 mg/L (nominal) [Pollack et al. 2009]

Bucklige Wasserlinse (Lemna gibba):
Coffein: NOEC (7 d, semistat.; Biomasse) = 1000 pg/L (nominal) [Brain et al. 2008;
ECOTOX 2013b]

Die Voraussetzung fur die Bericksichtigung eines chronischen Algentestes zur Ableitung des
Sicherheitsfaktors umfasst eine Testdauer zur Ermittlung des NOEC/EC,, von 3 Tagen bzw. 72 h. Diese
Voraussetzung wird fir Theobromin nicht erflllt, jedoch fir Coffein beim Test mit der Grilnalge
(Desmodesmus subspicatus): NOEC (72 h, stat.; Biomasse) = 6,25 mg/L (nominal).

Im langer durchgefiihrten Test Uber 56 Tage mit natlrlichem Flusswasser mit Biofilm erwiesen sich als
empfindlichste Spezies die Algenpopulation mit LOEC (56 d; Biomasse) = 5 pg/L und Cyanobakterien
(blaugriine Algen) mit NOEC (56 d, fl.; Abnahme der Cyanobakterien) =5 ug/L.

% angegeben sind die minimalen Hemmkonzentrationen, = niedrigste Konzentrationen einer Substanz, bei der die Vermehrung der
Testorganismen mit bloBem Auge nicht wahrgenommen werden kann
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Bakterien und andere Mikroorganismen:
Theobromin:

Augentierchen (Euglena gracilis):
Theobromin bewirkt Mutationen [WHO 1991/97]

Leuchtbakterien (Vibrio fischeri):
Theobromin: EC,o (Lumineszenz, Mortalitat) = 250 mg/L [GSBL a 2014]

einzellige Algen (Flagellaten, Gymnodinium inversum):
Theobromin: NOEC (24 h, stat.; Hemmung der Zellteilung) = 50 mg/L [Sarma und Shyam 1975]

Coffein:

Bakterien im Fluss-Biofilm:
LOEC (56 d, fl.; Biomasse) = 5 pg/L [Lawrence et al. 2012]

Protozoen-Population in natirlichem Flusswasser-Biofilm (Coffein):

EC (ca. 49 d, stat.; Zunahme (!) des Wachstums) = 5 ug/L [Lawrence et al. 2012]

LOEC (49 d, stat.; verstarktes Wachstum von Bakterien-Biomasse, Dicke, Exopolymer-Produktion, Abnahme
der Cyanobakterien-Biomasse und Anderung der Bakterienpopulations-Zusammensetzung) = 10 pg/L
[Lawrence et al. 2012]

LOEC (49 d, stat.; Biomasse, Zusammensetzung der Population) = 5 pg/L [Lawrence et al. 2012]

Mikrometazoen (Nematoden, Radertierchen) in Fluss-Biofilm:
NOEC (ca. 49 d, stat.; Zahl der Organismen) = 5 pg/L [Lawrence et al. 2012]

Fur Theobromin als auch fur andere Methylxanthine liegen sowohl akute (nicht fir Theobromin) als auch
chronische Bakterientests vor.

Protozoen-Tests konnen den Basisdatensatz erganzen, die drei dafur erforderlichen trophischen Ebenen
jedoch nicht ersetzen.

Empfindlichste Spezies, getestet mit Theobromin, sind die einzelligen Algen mit einem NOEC (24 h) von 50
mg/L. Getestet mit Coffein sind die empfindlichsten Spezies Nematoden, Radertierchen und Bakterien im
Fluss-Biofilm mit einem NOEC (49 d) von 5 pg/L.

Andere:
Theobromin:

Es liegen zwar keine chronischen Tests mit Theobromin vor, aber die akuten teratogenen Wirkungen von
Theobromin am Krallenfrosch sollen hier dennoch aufgefiihrt werden.

(Anmerkung: Der Krallenfrosch wird im chronischen Test als Organismus zur Priifung teratogener Wirkungen
von Arzneimitteln und anderen chemischen Substanzen eingesetzt (OECD-Guideline 231: The Amphibian
Metamorphosis Assay))

Krallenfrosch (Xenopus laevis):

Theobromin: LOEC (96 h, stat.; Hemmung des Wachstums) = 60 mg/L [Fort et al. 1998]
Theobromin: LOEC (96 h, stat.; Missbildungen von Embryos) = 75 mg/L (6 von 160 tot, 4
missgebildet [Dawson und Bantle 1987]
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Theobromin: LOEC (96 h, stat.; Missbildungen von Embryos: abnormaler Darm, Defekte im Kopf-, Gesichts-

und Kieferbereich, Mikrophthamie35) = 100 mg/L [Fort et al. 1998]
Theobromin: ECsg, (96 h, stat.; Missbildungen von Embryos) = 150 mg/L [Fort et al. 1998l
Theobromin: LOEC (96 h, stat.; Misshildungen von Embryos: Muskelabknickung, Mikroenzephalie®, Bauch-
Odeme) = 200 mg/L [Fort et al. 1998]
Theobromin: LCsq (96 h, stat.; Embryos) = 250 mg/L [Fort et al. 1998]

Coffein:

Auch fur Coffein sollen hier die akuten Tests zu teratogenen Wirkungen beim Krallenfrosch mit aufgefiihrt
werden.

Krallenfrosch (Xenopus laevis):
LOEC (96 h, stat.; Hemmung des Wachstums) = 50 mg/L [Fort et al. 1998]
LOEC (96 h, stat.; Missbildungen von Embryos) = 80 mg/L
(0 von 160 tot, 13 missgebildet) [Dawson und Bantle 1987];
LOEC (96 h; Hemmung des Wachstums) = 50-125 mg/L (Laborvergleichtest, n=21), Labormittelwerte
50-90 mg/L (n=7)
[Bantle et al. 1994];
ECsp (120 h, semistat.; Missbildungen von Embryos) = 130 mg/L
[DeYoung et al. 1996, OECD 2002];
ECso (96 h; anormales Wachstum) = 68-218 mg/L (Laborvergleichtest, n=21), Labormittelwerte
74-158 mg/L (n=7)
[Bantle et al. 1994];

NOEC (96 h, semistat.; Wachstum, Misshildungen von Embryos) > 100 mg/L

[ECOTOX 2013b; Richards und Cole 2006]
EC1o (96 h, semistat.; Wachstum, Missbildungen von Embryos) > 100 mg/L

[ECOTOX 2013b; Richards und Cole 2006]
LCy (96 h, semistat.) > 100 mg/L

[ECOTOX 2013b; Richards und Cole 2006]
Leopardfrosch (Rana pipiens):
NOEC (28 d, semistat.; Kaulquappen: Gewicht) = 0,60 pg/L
[Fraker und Smith 2004; ECOTOX 2013b]
Amerikanische Erdkréte (Bufo americanus):

Coffein: NOEC (14 d, semistat.; Mortalitat, Aktivitat, Gewicht) = 600 ug/L
[Smith und Burgett 2005; ECOTOX 2013b]

Theophyllin:

Krallenfrosch (Xenopus laevis):
LOEC (96 h, stat.;Hemmung des Wachstums) = 30 mg/L [Fort et al. 1998]

Als empfindlichste Spezies erwies sich der Leopardfrosch mit einem 28-d-NOEC von 0,6 pg/L.

Anmerkung zur Vergleichbarkeit der Toxizitaten der drei Methylxanthine-Derivate:

® untibliche Kleinheit des Auges
% verkleinerter Kopf, verkleinertes Gehirn
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Die Untersuchungen am Krallenfrosch zeigen, dass die Toxizitat der drei Derivate mit LOEC fir eine
Wachstumshemmung von 30-60 mg/L in der gleichen GréRenordnung liegen und sich in den einzelnen
teratogenen Wirkungen gleichen. Sie sind damit vergleichbar, was unser Vorgehen, die drei Alkaloide als
nahezu gleichwertig zu behandeln, bestatigt.

4.7.3 Zusammenstellung der sensitivsten Daten

Theobromin:

Zebrabarbling (Danio rerio):

LCs (96 h) = 136 mg/L [GSBL a 2014]
NOEC (4 min; Larven, Hemmung der visuomotorischen Aktivitat) = 10 mg/L [Ali et al. 2012]
Wasserfloh (Daphnia magna):

ECs, (48 h; Schwimmfahigkeit) = 300 mg/L [GSBL a 2014}
EC, (48 h; Schwimmfahigkeit) = 140 mg/L [ETOX 2013];
Grlnalge (Sphaeroplea annulina):

EC (24 h, stat.; Verhalten: Stress) = 300 mg/L [ECOTOX 2013a]
LOEC (24 h, stat.; Verklumpung der Chromosomen) = 300 mg/L

[Sarma und Chaudhary 1977]

einzellige Algen (Flagellaten, Gymnodinium inversum):

NOEC (24 h, stat.; Hemmung der Zellteilung) = 50 mg/L [Sarma und Shyam 1975]
ECi0 (24 h, stat.; irreversible Unterdriickung der Zellkernteilung) = 500 mg/L [Sarma und Shyam 1975]
LC (24 h, stat.) = 1000 mg/L [Sarma und Shyam 1975]
Krallenfrosch (Xenopus laevis):

LOEC (96 h, stat.; Hemmung des Wachstums) = 60 mg/L [Fort et al. 1998]

LOEC (96 h, stat.; Missbhildungen von Embryos) = 75 mg/L

(6 von 160 tot, 4 missgebildet [Dawson und Bantle 1987]

Augentierchen (Euglena gracilis):
Theobromin bewirkt Mutationen [WHO 1991/97]

Leuchtbakterien (Vibrio fischeri):

Theobromin: EC,, (Lumineszenz, Mortalitat) = 250 mg/L [GSBL a 2014]

Coffein und Theophyllin:
Die nachfolgend aufgefiihrten Tests wurden alle mit Coffein durchgefuhrt:

Goldfisch (Carassius auratus):

NOEC (7 d, semistat.; Erhéhung der Glutathion-S-Transferase-Aktivitat) = 3,2 pg/L
[ECOTOX 2013b, Li et al. 2012];
NOEC (7 d, semistat.; Acetylcholinesterase-Hemmung) = 16 ug/L

[ECOTOX 2013b; Li et al. 2012]
LOEC (1-7 d, semistat.; Anstieg der Aktivitat des Enzyms 7-Ethoxyresorufin-O-deethylase, EROD) =
3,2 ug/L
(ab 400 pg/L Verringerung der Aktivitat) [ECOTOX 2013b; Li et al. 2012]
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Dickkopfelritze (Fathead Minnow, Pimephales promelas):
Coffein: LCx (7 d, semistat.) = 55 mg/L [Moore et al. 2008]
Coffein: ECxq (7 d, semistat.; Wachstum) = 71 mg/L [Moore et al. 2008]

Wasserfloh (Daphnia magna):
ECs (72 h, semistat.; Vitellogenin-Bildung) = 18,2 mg/L

[ECOTOX 2013b; Hannas et al. 2011]
Wasserfloh (Ceriodaphnia dubia):

LCs (48 h, stat.) = 60 mg/L [Moore et al. 2008]
ECs, (7 d, semistat.; Reproduktion) = 44 mg/L [Moore et al. 2008]
Kalifornische Miesmuschel (Mytilus californianus):
LOEC (30 d, semistat.; Kiemenlamellen: zellularer Stress) = 0,05 pg/L

[del Rey et al. 2011]
NOEC (30 d, semistat.; Mantelgewebe: zellularer Stress) = 0,5 pg/L

[del Rey et al. 2011]

Kanadische Flussmuschel (Elliptio complanata):
LOEC (48 h, stat.; Dibenzylfluorescein-Dealkylase) = 15,5 mg/L
[Martin-Diaz et al. 2009]

Gemeine Strandkrabbe (Carcinus maenas):
LOEC (28 d, semistat.; Anstieg der Aktivitat des Enzyms 7-Ethoxyresorufin-O-deethylase, EROD, in

Hepatopankreas und Gonaden; DNA-Schadigung in Kiemen) = 0,1 pal/L,
dosisabhangige Korrelation bei 0,1, 5, 15 und 50 pg/L [Aguirre-Martinez et al. 2013a]
NOEC (28 d, semistat.; DNA-Schéadigung in Hepatopankreas und Muskel) = 5 pg/L

[Aguirre-Martinez et al. 2013a]
Griinalge (Desmodesmus subspicatus):

ECy (72 h, stat.; Biomasse) = 10,2 mg/L [OECD 2002]
ECs (72 h, stat.; Biomasse) > 100 mg/L [OECD 2002]
NOEC (72 h, stat.; Biomasse) = 6,25 mg/L [OECD 2002]

Cyanobakterien (blaugriine Algen) in Flusswasser-Biofilm:
NOEC (56 d, fl.; Abnahme der Cyanobakterien in Biofilm) = 5 pg/L

[Lawrence et al. 2012; ECOTOX 2013b]
Mikrometazoen (Nematoden, Radertierchen):

NOEC (ca. 49 d, stat.; Zahl der Organismen) = 5 pg/L
[Lawrence et al. 2012]
Algen in Fluss-Biofilm: Coffein: LOEC (56 d; Biomasse) = 5 ug/L
[Lawrence et al. 2012]
Leopardfrosch:
LOEC (28 d, semistat.; Kaulquappen: Aktivitat) = 0,60 pg/L (vermindert) bzw.
600 pg/L (erhoht) (signifikant) [Fraker und Smith 2004]
LOEC (28 d, semistat.; Kaulquappen: erhéhte Schreckreaktion) = 0,60 pg/L (
signifikant) [Fraker und Smith 2004]
NOEC (28 d, semistat.; Kaulquappen: Gewicht) = 0,60 pg/L
[Fraker und Smith 2004; ECOTOX 2013b]
LOEC (28 d, semistat.; Kaulquappen: Gewicht) = 6,0 pg/L (nicht
signifikant) [Fraker und Smith 2004; ECOTOX 2013b]
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Amerikanische Erdkréte (Bufo americanus):
NOEC (14 d, semistat.; Kaulquappen: Mortalitat, Aktivitat, Gewicht) = 600 pg/L
[Smith und Burgett 2005; ECOTOX 2013b]

4.7.4 Bewertung der Daten und Ableitung des Sicherheitsfaktors (SF)

1. Beriicksichtigung der 6kotoxikologischen Tests nur fir Theobromin (aufRer Acht
lassen der Daten zu den chemisch eng verwandten Methylxanthinen Coffein und
Theophyllin):

Der Basisdatensatz mit akuten Daten zu den 3 trophischen Ebenen Fische, Invertebraten und Algen ist nicht
ganz vollstandig, da die vorliegenden akuten Daten fur die Alge aufgrund der abweichenden Testdauer nur
eingeschrankt verwendet werden kénnen.

Bei den vorliegenden Algentests zu Armleuchter- und Grinalge liegen akute NOEC- und LOEC-Angaben
im Bereich von 500-100 mg/L vor; die aufgefihrten Dauern der Tests stimmen nicht mit den
vorgeschriebenen Testzeiten von 72 h Uberein.

Fur die 24h-Effekt- und Letalkonzentrationen fur Griinalge und die einzellige Alge von 300 bzw. 1000 mg/L
werden keine Angaben dartiber gemacht, wieviele der eingesetzten Test-Organismen betroffen sind.

Folgerung: es kann keine Bewertung vorgenommen werden, weil die Voraussetzungen fir einen SF von
1000 nicht gegeben sind.
Aufforderung: Durchflihrung eines akuten Algentestes

Nach Vorliegen des Algentestes kdnnte ein SF von mind. 1000 gesetzt werden.
Aufgrund der vorliegenden Daten kann fiir eine ECso/LCso-Angabe mind. ein Wert im Bereich von 300-1000
mg/L vermutet werden.

Chronische Daten:
Fur Fische, Daphnien und Algen (lediglich 24h-Tests) liegen keine chronischen Daten vor.

Empfindlichste Werte liegen vor flr den Zebrabéarbling mit einem NOEC (4 Min.) von 10 mg/L, die einzelligen
Algen mit einem NOEC (24 h) von 50 mg/L und den Krallenfrosch mit einem LOEC von 60 mg/L.

Uber eine eingeschrankte Ableitung eines GFS,quafiir Theobromin mit einem SF 1000 kann eine
GFSaquat = 10 pg/L abgeschétzt werden.

Angesichts der im Folgenden zusammengefassten Daten zu Coffein ist anzunehmen, dass diese GFS,quat
nicht die sensibelsten Wirkungen von Theobromin erfasst.

2. Beriuicksichtigung aller 6kotoxikologischen Tests mit Theobromin und der Tests mit
den beiden strukturdhnlichen Derivaten Coffein (und Theophyllin):

Fir das strukturverwandte Coffein wurde eine PNEC (Predicted-no-effect-concentration) von 0,0199 pg/L =
19,9 ng/L auf Basis einer ECg, (28 d) mit einem Sicherheitsfaktor 1000 abgeleitet [Aguirre-Martinez et al.
2013b].

I

GFS Theobromin Seite 44 von 55 LuG

Fiir eine lebenswerte Zukunft



Als empfindlich erwiesen sich funf trophische Ebenen. Die niedrigsten Werte (0,05- 5 pug/L) wurden
beobachtet fur

e Fische bei 3,2 pg/L,

e Invertebraten bei 0,05-0,1 pg/L (Strandkrabbe 0,1 pg/L, Miesmuschel 0,05 ug/l),

e Algen bei 5 pg/L (Cyanobakterien, blaugriine Algen, Biofilm),

e Amphibien bei 0,6 ug/L (Leopardfrosch),

e Mikroorganismen bei 5 pg/L (Nematoden, Radertierchen, Biofilm).

Die empfindlichsten Daten liegen fur die Invertebraten mit LOEC = 0,05 pg/L (Kaliforn. Miesmuschel) und
LOEC =0,1 pg/L (Gemeine Strandkrabbe) vor.

Wegen der starken Abweichung der Versuchsanordnung und der gepriften Spezies vom Ublichen
Bewertungsschema werden die Ergebnisse zur Langzeit-Populationsentwicklung (7-8 Wochen) der Algen
und Mikroorganismen im Biofilm nicht zur GFS-Ableitung herangezogen.

Ableitung des Sicherheitsfaktors:

Nachfolgend sind die niedrigsten akuten und chronischen (Effekt)-Konzentrationen fir die einzelnen
trophischen Ebenen tabellarisch zusammengestellt, wobei die Minimum-Konzentrationen fir akute und
chronische Daten grau unterlegt sind:

Theobromin Coffein
LCs, Fisch 136 mg/L~ 87 mg/L’
EC-x, Invertebraten 300 mg/L’ 60 mg/L’
ECy, Alge 300 mg/L" >100 mg/L"
LOEC/NOEC Invertebraten 140 mg/L® 44 mg/L /

0,05 pg/L® und 0,1 pg/L’

LOEC/NOEC Amphibien 60 bzw. 75 mg/L® 0,6 ug/L®
NOEC Alge 50 mg/L" 6,25 mg/L>/ 5 pg/L’

*

vorgeschriebene Testdauer eingehalten

24 h statt 3 d Griinalge Sphaeroplea ann.

48 h¥' statt 21 d, Daphnia magna

96 h Wachstum bzw. Missbildungen von Embryos des Krallenfrosches
24 h statt 3 d, einzellige Alge

Griunalge Desmodesmus subspicatus

30d-LOEC Miesmuschel Mytilus californianus (Zwischenhautungsphase), keine Testdauer vorge-
schrieben

28d-LOEC Strandkrabbe (adulte Tiere), keine Testdauer vorgeschrieben
28 d Leopardfrosch, vorgeschriebene Dauer (fur Krallenfrosch) 21 d

56 d Cyanobakterie blaugriine Alge, vorgeschriebene Testdauer 72 h

o A~ W N

Bei Vorliegen des Basisdatensatzes sowie chronischer Daten fir zwei trophische Ebenen ist geméaR TGD
2011 zu entscheiden, ob ein Sicherheitsfaktor von 100, 50 oder im Ausnahmefall 10 angewandt wird.

Formal leitet sich gemal NOECyonmin INvertebrate + ECsg akut min INvertebrate + NOECon, Alge ein
Sicherheitsfaktor von 50 ab:

" EC, bezogen auf Schwimmfahigkeit kann NOEC gleichgesetzt werden
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Chronische Daten liegen fur Fische keine vor; die max. Testdauern liegen bei den vorhandenen Tests bei
max. 7d und kdnnen daher hier nicht beriicksichtigt werden.

Bei den Invertebraten erfilllt die 7d-Testdauer beim Wasserfloh (Ceriodaphnia dubia) die Anforderungen an
einen chronischen Test, bei den anderen Tests liegen die Testdauern von 28-30 d oberrhalb der
vorgeschriebenen 21 d.

Bei den Algen liegt fur Coffein ein chronischer Test vor, der den Anforderungen gerecht wird.

Die Unsicherheit der SF-Ableitung ist allgemein geringer, wenn die getesteten Endpunkte besonders
relevant fur den Wirkmechanismus der Testsubstanz sind und die Testsubstanz nicht bioakkumuliert. In
solchen Fallen kann ein geringerer Sicherheitsfaktor angemessen sein [TGD 2011, Gihr und Rippen 2014].
Dies gilt eindeutig im vorliegenden Fall:
o Die Bioakkumulation ist gering.
o Die niedrigsten Effekt- und No-Effekt-Werte mit den zugleich sensibelsten Endpunkten auch bei der
Betrachtung der Humantoxikologie erbrachten die Okotoxizitatstests an Invertebraten und
Amphibien

Die starksten Wirkungen von Coffein an der Kalifornischen Miesmuschel und der Strandkrabbe beruhen auf
ahnlichen bzw. den gleichen Mechanismen wie die Wirkungen von Theobromin und Coffein auf Saugetiere:
zum einen auf einer Stérung von Enzymfunktionen wie z.B. der Hemmung der Phosphodiesterase; s.
Abschnitt 3.3.2.2), zum anderen auf einer DNA-Schadigung (s. Mutagenitatstests, Abschnitt 3.4.4, und DNA-
Schadigung von Krebszellen durch Theobromin, s. Abschnitt 3.4.5)

Amphibien werden Ublicherweise gepruft, um Aussagen zu endokrinen (hormonartigen) bzw.
reproduktionstoxischen Wirkungen an Wirbeltieren und dem Menschen zu gewinnen (s. OECD-Prifrichtlinie
231 [OECD 2009]). Wie im Abschnitt 3.4.2 dargestellt, Idst Theobromin in Saugetieren endokrine Wirkungen
aus (irreversible Zerstérung der Thymusdriise und mannlicher Geschlechtsorgane) und ist wie auch die
anderen Methylxanthine im Tierversuch eindeutig reproduktionstoxisch (u.a. teratogen; s. Abschnitt 3.4.3).

DNA-Schadigung und Teratogenitat sind deshalb als Substanzgruppen-spezifischen Wirkmechanismen
anzusehen. Mit den Tests zur Wirkung des Coffeins auf Invertebraten und Amphibien wurden somit mit
groBer Wahrscheinlichkeit die sensibelsten Endpunkte der Methylxanthin-Toxizitat getestet. Die niedrigsten
LOEC-Werte (0,05 bzw. 0,1 pg/L) fur die Wirkungen an der Kalifornischen Miesmuschel und der
Strandkrabbe sind deshalb plausibel, und der Sicherheitsfaktor kann deutlich reduziert werden. Ein Faktor
20 (statt 50) erscheint ausreichend (mindestens Faktor 10, dazu Faktor 2 zur Extrapolation von LOEC auf
NOEC). Da vorrangig der Endpunkt ,DNA-Schaden” populationsrelevant ist, wird der Faktor nicht auf das
Ergebnis ,zelluléarer Stress* bei der Miesmuschel (0,05 pg/L) angewandt, sondern auf ,dosisabhangige DNA-
Schaden® bei der Strandkrabbe:
GFSaquat (Vorlaufig) =5 ngiL.

Diese vorlaufige GFS sollte abgesichert werden durch zusatzliche nachzufordernde Prifungsergebnisse zur
Langzeit-Wirkung von Theobromin auf Amphibien und Invertebraten (an Stelle der Daten zum hier
ersatzweise bewerteten Coffein).

Die OECD-Prufrichtlinie 231 [OECD 2009] schreibt fir den Test mit Amphibien eine Testdauer von 21 Tagen
und die Beobachtung der folgenden Endpunkte vor:

e Mortalitat (taglich)

e Entwicklungsstadium (Tag 7 und 21)

e Hintergliedmale (Tag 7 und 21)

e Kopfrumpflange (Tag 7 und 21)

e Korpergewicht (Tag 7 und 21)

e Schilddriisenhistologie (Tag 21)
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Die festgestellte Wirkung ,dosisabhangige DNA-Schaden® von Coffein auf Invertebraten ist so gravierend,
dass ein analoger Test mit der Strandkrabbe auch mit Theobromin als Testsubstanz ausgefiihrt werden
sollte. Dies ist insbesondere deshalb wichtig, weil DNA-Schaden durch Coffein nicht nur an der
Strandkrabbe und auch an der Kanadischen Flussmuschel beobachtet wurden, sondern auch mit
Theobromin, sowohl in vitro bei Mutagenitétstests als auch als DNA-Schadigung von Krebszellen in vivo.
Hier ist von einem Substanzgruppen-spezifischen Wirkmechanismus auszugehen!

Theoretisch ist es sinnvoll einen chronischen Fischtest durchzufiihren, der den SF auf 10 reduzieren kdnnte.
Da jedoch die Minimalwerte fiir NOEC und ECs, nicht auf der trophischen Ebene der Fische zu finden sein
werden, kann hieriiber der SF von 20 nicht unterschritten werden.

Aus einem Vergleich der vorlaufigen GFS zum Schutz des Menschen (GFSyyman = 40 pg/L, s. Kapitel 3.5)

und der vorlaufigen GFS zum Schutz aquatischer Lebewesen (GFS,quar = 5 ng/L) resultiert als niedrigerer
Wert von beiden der vorlaufige Geringfugigkeitsschwellenwert

GFS (vorlaufig) =5 ng/L.
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