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Kurzfassung

Das Landesumweltamt Nordrhein-Westfalen hat in Zusammenarbeit mit dem Labor
Dr. Rabe HygieneConsult ein Messprogramm an einem Bioaerosolpruf-Kanal
initiiert. Ziel war es, auf Basis der Impingement-Methode eine Datengrundlage zur
Beschreibung und spateren Standardisierung eines Emissionsmessverfahrens flr
Mikroorganismen zu erarbeiten. Als Vertreter unterschiedlicher Bakterien und Pilze
wurden die Testorganismen Bacillus subtilis, Penicilium brevicompactum und
Staphylococcus epidermidis eingesetzt. Die Sammlung der Mikroorganismen erfolgte
mit einem modifizierten AGI 30-Impinger.

Als geeignete Absaugrate wurde bei einem Disendurchmesser des Impingers von
1,23 mm ein Volumenstrom von 0,6 m*h ermittelt. Eine Fullmenge von 32 ml erwies
sich im Hinblick auf Flussigkeitsverluste bei der Probenahme als besonders glnstig.
Die Probenahmedauer hatte im Bereich von 10 bis 60 Minuten keinen Einfluss auf
die Sammeleffizienz. Ein Zusatz von Tween 80® erhdhte die Abscheideleistung des
Impingers um das FUunf- bis Sechsfache, ohne toxisch auf die abgeschiedenen
Bakterien zu wirken oder sie zum Wachstum anzuregen. Als Standardabweichung
unter Wiederholbedingungen wurden fur alle Testorganismen Werte unter 20 %
ermittelt. Die Wiederfindungsrate war fur die einzelnen Mikroorganismen
uneinheitlich, sie betrug fur Bacillus subtilis 100 %. Erste Versuche zeigen die
Eignung des Impingement-Verfahrens zur Emissionsmessung von Mikroorganismen
an emittierenden Anlagen.

Abstract

In cooperation with the Institute “Labor Dr. Rabe HygieneConsult” the North Rhine-
Westphalia State Environment Agency has started developing a measurement
method for the determination of microorganism emissions on the basis of liquid
impingement. Different concentrations of the test organisms Bacillus subtilis,



Penicillium brevicompactum and Staphylococcus epidermidis were dosed at constant
flow rates into a test tunnel. For the collection of the microorganisms a slightly
modified AGI 30- impinger was used. Different measurement parameters as flow
rate, fill and sampling time were tested as well as the composition of the sampling
liquid. The most important result was that an addition of 0,01 % Tween 80® to the
samling liquid increases the collection efficiency by a factor of at least five. This
Tween 80®-concentration of was proved not to be toxic or growth-stimulating for the
microorgansims. In addition, performance characteristics as standard deviations from
parallel measurements and detection limits were determined.

1. Einleitung

Mikroorganismen werden grofRtenteils von Tierhaltungs-, Abfallbehandlungs- und
Entsorgungsanlagen emittiert. Obwohl aus dem Bereich der Arbeitsmedizin bekannt
ist, dass luftgetragene Mikroorganismen beim Menschen Atemwegserkrankungen
und allergische Reaktionen auslosen konnen, gibt es bisher noch kein
Messverfahren, mit dem Emissionen dieser Stoffe aus Anlagen verlasslich ermittelt
werden konnen. Ein wichtiger Grund hierflr ist, dass Mikroorganismen hauptsachlich
im Bereich des Arbeitsschutzes gemessen werden und die dort verwendeten Mess-
methoden nicht ohne weiteres fur Emissionsmessungen eingesetzt werden kdnnen.
FiUr die Beurteilung von Anlagenemissionen und Emissionsminderungsmafnahmen
ist jedoch die Anwendung standardisierter Verfahren eine grundlegende Voraus-
setzung, da nur so eine Vergleichbarkeit von Messergebnissen gewahrleistet ist.

Messverfahren zur Emissionsmessung von Mikroorganismen mussen einige
grundsatzliche Anforderungen erfullen. Da die erfassten Mikroorganismen durch
Kultivierung nachgewiesen werden, sollte ihre biologische Sammeleffizienz moglichst
hoch sein. Die Probenahmesysteme mussen in warmer und wasserdampfgesattigter
Abluft eingesetzt werden konnen und, da Mikroorganismen auch partikelgebunden
auftreten, fur eine isokinetische Probenahme geeignet sein. Des Weiteren sollten im
Hinblick auf die Vorgaben der TA Luft [1] Einzelmessungen Uber einen Zeitraum
von 30 Minuten zur Berechnung von Halbstundenmittelwerten moglich sein. Sind
aullerdem noch gesundheitliche Wirkungen von Mikroorganismen zu beruck-
sichtigen, ist die Erfassung der einatembaren Fraktion erforderlich. Von den
gebrauchlichen Sammelmethoden zur Ermittlung der Konzentration luftgetragener
Mikroorganismen bietet sich an, die Abscheidung durch Impingement als Basis eines
Emissionsmessverfahrens zu nehmen, da diese Methode alle oben genannten
Anforderungen erflillen kann. Ein Impingement-Verfahren wird dariber hinaus zur
Zeit auch zur Erfassung luftgetragener Bakterien in der AulRenluft im Rahmen der



VDI-Richtlinie 4252 Blatt 3 [2] standardisiert, so dass eine Vergleichbarkeit von
Emissions- und Immissionsdaten moglich ware.

Das Landesumweltamt NRW hat zur Entwicklung eines Emissionsmessverfahrens in
Zusammenarbeit mit dem Labor Dr. Rabe HygieneConsult ein Messprogramm am
dort zur Verflgung stehenden Bioaerosol-Prufkanal initiiert. Ziel der im Folgenden
beschriebenen Untersuchungen war es, eine Datengrundlage zur Beschreibung und
anschliellenden Standardisierung eines Emissionsmessverfahrens fur Mikro-
organismen zu erarbeiten. Anhand verschiedener Testorganismen wurde untersucht,
wie sich unterschiedliche Probenahmebedingungen wie z.B. Probenahmedauer und
Zusammensetzung der Sammelflissigkeit auf die Abscheidung der Mikroorganismen
auswirken. Aus parallelen Probenahmen mit zwei Messeinrichtungen wurden einige
Verfahrenskenngroflen flr die untersuchten Mikroorganismen bestimmt.

2. Material und Methoden
2.1 Eingesetzte Testorganismen

Fir die nachfolgend beschriebenen Versuche wurden als Vertreter unterschiedlicher
Bakterien und Pilze folgende Mikroorganismen verwendet: Sporen des gram-
positiven Bakteriums Bacillus subtilis (ATCC 9372), Conidiosporen des
Schimmelpilzes Penicillium brevicompactum (CBS Kultur) und vegetative Zellen des
grampositiven Bakteriums Staphylococcus epidermidis (DSMZ 20044).

2.2 Beschreibung des Bioaerosolkanals und  Dosierung der
Mikroorganismen

Der Bioaerosol-Prufkanal hat eine Gesamtlange von 13,1 m und einen quadratischen
Querschnitt von 0,372 m? mit einer Kantenldnge von 610 mm .Der Luftstrom wird
mittels eines Radiallifters durch den Kanal gesaugt erzeugt. Die befeuchtete Zuluft
wird nach Eintritt in den Kanal mit Hilfe eines Schwebstofffilters (Filterklasse HEPA
13) gereinigt. Hiermit werden alle Partikel in der Grof3enklasse der verwendeten
Mikroorganismen zu mehr als 99,99 % zuruck gehalten. Hinter dem Schwebstofffilter
erfolgt die Eindisung der Mikroorganismensuspension in den Luftstrom. Einbauten
im Kanalquerschnitt sorgen fur eine turbulente Stromung und Ausbildung einer
homogenen Aerosolverteilung.

Zur Dosierung der Mikroorganismen wurden die oben beschriebenen
Testorganismen in Reinkultur vermehrt und aus diesen Kulturen jeweils
Suspensionen hergestellt. Die Zerstaubung der Mikroorganismen-Suspensionen
erfolgte mit einem hydropneumatischen Zweistoff-Dusenzerstauber
(Dusendurchmesser: 0,5 mm). Durch Einstellung des Zerstadubungsluftdruckes und



des FlUssigkeitsdurchsatzes wurde Tropfchenzahl und Keimdichte in der Suspension
so auf einander eingestellt, dass in einem Tropfchen héchstens ein Mikroorganismus
enthalten ist. Die Durchflussrate der Keimsuspension wurde wahrend der
Messungen online registriert und gegebenenfalls reguliert.

2.3 Probenahme der Mikroorganismen

Die Probenahmen wurden mit einer Absaugeinrichtung der Fa. Breitfuss, Typ MPN-
E durchgefuhrt, deren Saugleistung zwischen 0,5 m3/h und 5 m3*h (Norm, trocken)
einstellbar ist. Zur Probenahme wurde mit einer 50 cm langen Probenahmesonde
(90° Winkel) ein Teilvolumenstrom unter leicht Uberisokinetischen Bedingungen aus
der Mitte des Strémungskanals entnommen. Die Abscheidung der Mikroorganismen
erfolgte in mit Flussigkeit gefullten Impinger-Flaschen. Hierfur wurden Flaschen und
Einlassrohre angefertigt, die gegentber dem AGI-30 Impinger [3] um jeweils 40 mm
verlangert sind, um den Uberlauf von Reagenzfliissigkeit zu verringern. Der Abstand
zwischen Duse und Flaschenboden betragt wie beim Original AGI 30-Impinger 30
mm. Der mittlere Innendurchmesser der Dusen wurde zu 1,23 + 0,01 mm bestimmt
(n = 35). Als Schutzeinrichtung fur das Absaugsystem wurden ein Kondensat-
abscheider sowie ein Trockenturm zwischengeschaltet. Abhangig vom
durchzufihrenden Versuch wurde ein Impinger eingesetzt oder es wurden zwei
Impinger hintereinander geschaltet. Alle luftfihrenden Teile und Verbindungsstlicke
einschlieRlich Kondensatabscheider bestehen aus Gerateglas, sind mit Kugel- und
Pfannenschliff KS 19 ausgestattet und werden durch Schliffklammern miteinander
verbunden. Die Verbindung mit dem Trockenturm und der Absaugeinrichtung erfolgt
uber einen Gewebeschlauch.

Zur Untersuchung der Bedingungen im Prifkanal und zur Bestimmung des
Volumenstroms im Kanal wurden Temperatur, Stromungsgeschwindigkeit, Feuchte
und statischer Druck im Kanal mit entsprechenden Messgeraten sowie Temperatur,
Feuchte, Luftdruck am Bioaerosolkanal erfasst.

An jedem Versuchstag wurden auch Blindwerte ermittelt. Hierfur wurden die
Impinger wie oben beschrieben vorbereitet, zur Messung mitgenommen, aber keine
Mikroorganismen durchgesaugt. Die Sammelflussigkeit wurde anschliel3end wie die
anderen Proben aufbereitet. Bei keiner Versuchsreihe konnten Blindwerte
nachgewiesen werden.

2.4.1 Analyse der Proben und Auswertung der Ergebnisse

Nach Beendigung der Probenahmen wurden die Impinger mit Alufolie verschlossen
und sofort auf ca. 4°C gekuhlt. Die Aufarbeitung der Proben erfolgte innerhalb von



24 h nach Ende der Probenahme. Aus den Proben wurden Verdinnungsreihen mit
drei dekadischen Verdunnungsstufen hergestellt und aus jeder Verdinnungsstufe je
100 ul Suspension in dreifacher Wiederholung auf Nahrbodenplatten ausgestrichen.
Bei niedrigen Bioaerosolkonzentrationen wurden unmittelbar aus der
Probenflissigkeit 100 yl Suspension ausgestrichen bzw. 1 ml bis 10 ml Suspension
membranfiltriert und die Filter auf Nahrbéden aufgelegt. Die Bakterien wurden auf
CASO-Nahrboden bei 36°C zwei Tage lang und die Pilzkulturen auf DG 18-
Nahrbéden bei 25°C funf Tage lang bebritet. Die Zahlung und Auswertung der
gewachsenen Kolonien erfolgte wie in VDI 4253 Blatt 2 und Blatt 3 [4,5]
beschrieben. Unter Berlcksichtigung des Endvolumens in der Impingerflasche und
des Luft-Probenvolumens wurden die KBE/Impingerflasche bzw. KBE/m*®* (KBE =
Kolonie bildende Einheiten) berechnet.

3. Ergebnisse und Diskussion
3.1 Laborversuche zur Ermittlung der Probenahmebedingungen

Bei der Probenahme durch Impingement wird ein definiertes Luftvolumen beim
Durchstromen einer Duse auf eine hohe Geschwindigkeit beschleunigt und die im
Luftvolumen befindlichen Mikroorganismen in einer Sammelflissigkeit abgeschieden
und dort angereichert. Die Geschwindigkeit der angesaugten Luft kann im engsten
Querschnitt der Duse maximal Schallgeschwindigkeit annehmen. In diesem Zustand
ist der Massenfluss durch die Dise konstant und kann nicht mehr weiter erhoht
werden.

Zur Ermittlung geeigneter Probenahmebedingungen fir Emissionsmessungen
wurden zunachst in Laborversuchen finf der vorhandenen Impingerflaschen mit
jeweils 30 ml H,O dest. befillt und Luft durch die Flaschen gesaugt. Dabei wurde die
Absaugrate stufenweise erhdht und gleichzeitig der statische Druck im
Probenahmesystem zwischen Gasausgang des Impingers und Gaseingang der
Pumpe gemessen. Mit zunehmendem Volumenstrom sinkt der Druck im Mess-
System bis eine weitere Erhohung des Volumenstroms nicht mehr mdglich ist. Dies
ist bei den im LUA verwendeten Impinger-Flaschen bei einer Absaugrate von 0,68
m3h erreicht. Die Messpunkte der einzelnen Flaschen zeigen dabei eine gute
Ubereinstimmung.

Mit sinkendem Druck im Mess-System erhoht sich auch der Flissigkeitsverlust durch
Verdunstung der Sammelflissigkeit. Tabelle 1 zeigt die Zunahme der relativen
FlUssigkeitsverluste in Abhangigkeit der Absaugrate bei einer Fillmenge von 30 ml
0,9 %iger NaCl-Losung mit 0,01%igem Tween 80® -Zusatz und einer
Probenahmezeit von 30 min. Ein weiterer Nachteil bei Messungen mit niedrigem
Druck ist, dass aufgrund der entstehenden Verdunstungskalte und der Abklhlung



der Probenluft durch die Expansion nach der Duse die Gefahr des Einfrierens der
Sammelflissigkeit besteht. Zusatzlich erhodht sich bei zu groRem Unterdruck die
Mdglichkeit von Leckagen im Messsystem. Aus diesen Grinden ist es
empfehlenswert, bei der Probenahme mit den hier verwendeten Impingern eine
Absaugrate von 0,6 m?h nicht zu Uberschreiten.
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Bild 1: Statischer Druck im Impinger in Abhangigkeit vom Volumenstrom

Tabelle 1:  Flussigkeitsverluste in Abhangigkeit vom Druck

Gesamtzahl | Absaugrate Druck Rel.
der Verlust
Proben
[m3/h] [hPa] [%]
24 0,5 782 13,2+2)5
51 0,6 690 16,1 £ 3,7
10 0,65 574 19,7+ 1,5
20 0,67 326 21,5+£3,2

Fir den AGI 30-Impinger wird flir den Betrieb als kritische Duse ein
Trenndurchmesser (cut-off) von 0,3 ym angegeben [6]. Das bedeutet, dass unter
diesen Probenahmebedingungen 50 % der Partikel mit einem aerodynamischen
Durchmesser von 0,3 um impaktiert werden. Partikel mit einem aerodynamischen
Durchmesser von 1 yum und mehr werden nahezu vollstandig impaktiert. Geht man



davon aus, dass sich die Abscheidung im Impinger im Wesentlichen durch
Impaktion beschreiben lasst, kann der aerodynamische Trenndurchmesser der
Partikel nach Gleichung 1 [6] berechnet werden. Zur Abschatzung des
Impaktionswirkungsgrades des von uns verwendeten Impingers errechnet sich nach
Gleichung 1 fUr eine Absaugrate von 0,6 m*h und einem DUsendurchmesser von
1,23 mm ein Trenndurchmesser von 0,58 um. Damit ist sichergestellt, dass beim
Impingement auch kleine Bakterien bzw. Bakteriensporen weitgehend vollstandig
impaktiert werden.

Gleichung 1:
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3.2 Messungen am Bioaerosol-Prifkanal

3.2.1 Fullmenge

Zur Ermittlung einer geeigneten Flllmenge wurde der relative Verlust von
Sammelflissigkeit, der bei der Autoklavierung der befullten Impinger-Flaschen und
der Probenahme entstehen, ermittelt. Fllssigkeitsverluste kénnen sowohl durch
Verdunstung als auch durch FlUssigkeitsaustrag auftreten. Als Sammelflissigkeiten
wurden 0,9%ige NaCl-Lésung und 0,9%ige NaCl-Lésung mit einem Zusatz von
0,01% Tween 80® verwendet. Bei einer Probenahmedauer von 30 min wurden
jeweils Fullmengen von 20 ml, 30 ml und 50 ml getestet. Zur Berechnung der
Fllssigkeitsverluste wurden die Impingerflaschen inkl. Fltssigkeit vor und nach den
Probenahmen gewogen.

Die bei den Probenahmen gemessenen relativen FlUssigkeitsverluste (Tabelle 2)
sinken erwartungsgemalf mit zunehmender Flllmenge der Sammelflissigkeit, weil
die Verdunstung unabhangig von der Flllmenge konstant ist. Bei Tween 80®-Zusatz
tritt durch das Schaumen der Sammelflissigkeit bei einer Fullmenge von 30 ml ein
geringer und bei einer Flllmenge von 50 ml ein hoher Flussigkeitsaustritt auf.



Der Flussigkeitsverlust durch das Autoklavieren der Flaschen betragt ca. 5 % bei 30
ml Flallmenge. Somit ist bei einer Probenahmezeit von 30 min und bei Verwendung
von 0,9%iger NaCl-Lésung mit Tween 80® als Sammelflissigkeit eine Fullmenge
von 32 ml empfehlenswert, um FlUssigkeitsverluste durch das Autoklavieren zu
kompensieren und nach der Probenahme geniugend Probenmaterial fur die
Kultivierung der Mikroorganismen zur Verfligung zu haben.

Tabelle 2:  Verluste von Sammelflissigkeit bei der Probenahme mit Impingern
(Absaugrate: 0,6 m3/h; Probenahmedauer: 30 min)

Gesamtzahl Sammel- Fullmenge Rel.
der flussigkeit Fllssigkeits-
vor
Proben verlust
Probenahme
(o)
12 ohne Tween 80® 20 20,7 + 3,1
33 ohne Tween 80® 30 13,3+4,9
6 ohne Tween 80® 50 84+17
12 mit Tween 80® 20 215+3,0
51 mit Tween 80® 30 16,1+ 3,7
5 mit Tween 80® 50 346+2,2
3.2.2 Probenahmedauer

Zur Untersuchung, ob mit zunehmender Probennahmedauer mit dem Impingement-
Verfahren eine Schadigung der Mikroorganismen auftritt, wurden fur Bacillus subtilis
und Penicillium brevicompactum unterschiedliche Probenahmezeiten von 10 min, 30
min und 60 min getestet. Die Auswertung der Versuchsergebnisse hat, im Rahmen
der Messgenauigkeit, keine Hinweise ergeben, dass eine langere Probenahmedauer
zu Minderbefunden bei den gemessenen Mikroorganismen-Konzentrationen fuhrt.

3.2.3.1 Erfassungsgrad der im Sammelsystem aufgenommenen Mikro-
organismen

Minderbefunde bei der Sammlung von Mikroorganismen kdnnen sowohl durch
unvollstandige Abscheidung in der Sammelfliissigkeit als auch durch einen Ubergang
der in der FlUssigkeit abgeschiedenen Mikroorganismen in den Luftstrom auftreten.



Konzentration [KBE/m?3]

Um diese Effekte in ihrer kombinierten Wirkung zu untersuchen, wurden Bacillus
subtilis und Penicillium brevicompactum im Bioaerosol-Kanal im Konzentrations-
bereich von 10° bis 10° KBE/m® dosiert und die Konzentrationen der
Mikroorganismen in zwei hintereinander geschalteten Impinger-Flaschen gemessen.
Als Sammelflussigkeit wurde in allen Fallen NaCl-Lésung 0,9 % mit Tween 80® 0,01
% verwendet. Die Auswertung der Ergebnisse von 12 Messungen ergab, dass im
Mittel in der ersten Flasche 89 % und in der 2. Flasche 11 % der erfassten
Mikroorganismen gesammelt wurden. Maximal befanden sich in der 1. Flasche 95 %
und minimal 81 % der erfassten Mikroorganismen.

Bedingt durch die Versuchsanordnung mit den zwei hintereinander geschalteten
Flaschen betrug die Durchflussrate bei diesen Messungen nur 0,5 m*h (Norm,
trocken). Das bedeutet, dass trotz der niedrigeren Durchflussrate und damit einer
geringeren Impaktionsgeschwindigkeit eine gute Abscheidung der Mikroorganismen
in der Sammelflussigkeit erfolgte.

3.24 Sammelflissigkeit (ohne Tween 80® und mit Tween 80®)

Als Sammelflussigkeit zur Abscheidung der Mikroorganismen durch Impingement
wird in der Regel 0,9 %ige NaCl-Lésung verwendet. In den nachfolgend
beschriebenen Versuchen wurde getestet, wie sich in Parallelproben ein Zusatz von
0,01 % Tween 80® auf die Abscheideeffizienz der drei Testorganismen auswirkt.
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Bild 2: Bacillus subtilis: Abscheideverhalten ohne und mit Tween 80®
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Bild 3: Penicillium brevicompactum: Abscheideverhalten ohne und mit Tween 80®
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Bild 4: Staphylococcus epidermidis: Abscheideverhalten ohne und mit Tween 80®
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Die Bilder 2 bis 4 zeigen, dass die Verwendung von 0,01 % Tween 80® in der
Sammelflissigkeit den Abscheidegrad von Bacillus subtilis und Penicillium
brevicompactum um das ca. FUnf- bis Sechsfache erhoht. Fir Staphylococcus
epidermidis betragt dieser Faktor bis 60. Die verbesserte Abscheidung der
untersuchten Mikroorganismen in Anwesenheit von Tween 80® lasst sich vermutlich
mit der Herabsetzung der Oberflachenspannung der Sammelflissigkeit durch das
Detergens erklaren.

Dass Tween 80® auf grampositive und gramnegative Bakterien in der hier
verwendeten Konzentration weder toxisch noch wachstumsférdernd wirkt, wurde mit
Suspensionen von vier verschiedenen Bakterienarten (Enterobacter -cloacae,
Staphylococcus epidermidis, Micrococcus luteus, Pseudomonas spec. (Wildstamm))
getestet. Aus Reinkulturen wurden gewaschene und resuspendierte Bakterien in
Impingersammelfltissigkeit mit bzw. ohne Tween 80® in jeweils 10 Parallelansatzen
Ubertragen und bei 4 °C fur 24 Stunden, der maximal zulassigen Transport- und
Lagerzeit von Impingerproben, gelagert. Unmittelbar nach dem Ansatz und nach 0,5,
6 und 24 Stunden Standzeit wurden Proben entnommen und die Bakteriengehalte
bestimmt. Im Rahmen der Messgenauigkeit war kein Einfluss von Tween 80®
gegenuber den Versuchsgliedern ohne Tween 80® festzustellen.

3.25 VerfahrenskenngrofRen

Die Leistungsfahigkeit von Messverfahren wird anhand von Verfahrenskenngrof3en
charakterisiert. FuUr das hier eingesetzte Impinger-Verfahren wurden die
Wiederholstandardabweichung, die Nachweisgrenze/Bestimmungsgrenze sowie die
Wiederfindungsrate ermittelt.

3.25.1 Standardabweichung unter Wiederholbedingungen

Zur Bestimmung der Reproduzierbarkeit des Verfahrens wurde fur die drei
verschiedenen Testorganismen die Standardabweichung unter Wiederhol-
bedingungen mit Hilfe von zeitgleichen Doppelbestimmungen mit zwei
Impingerflaschen ermittelt (Tabellen 3 bis 6). Bei allen Messungen diente 0,9 %ige
NaCl-Losung mit Tween 80®-Zusatz als Sammelflussigkeit; die
Probenahmebedingungen variierten hinsichtlich der dosierten Konzentrationen, der
Probenahmedauer und der Fullmenge der Sammelflussigkeit.
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Tabelle 3:  Wiederholstandardabweichungen fur Bacillus subtilis

N = Anzahl der Doppelbestimmungen; ¢ = dosierter Konzentrationsbereich;
F = Fullmenge ; Absaugrate = 0,6 m%h

C N F Probe- Mittelwert Median Standard | rel. Standard-
nahme- | aller Proben aller -abw. abw.
dauer Proben (Doppel- | (Doppelbest.)
best.
[KBE/ [ml] [min] [KBE/m?] [KBE/m?®] | [KBE/m?] [%]
m3]

108 3 20 10 2.200 2.100 340 16
102 3 20 30 750 760 170 22
103 3 20 60 680 610 53 8
10° 3 20 10 200.000 200.000 25.000 12
10° 3 20 30 300.000 280.000 75.000 25
10° 3 20 60 280.000 270.000 54.000 19
10° 10 30 30 130.000 140.000 21.000 16
10° 3 50 30 36.000 36.000 5.000 14
Mittelwert 17

Tabelle 4:  Wiederholstandardabweichung fur Staphylococcus epidermidis

C N F Probe- Mittelwert Median Standard | rel. Standard-
nahme- | aller Proben aller -abw. abw.
dauer Proben (Doppel- | (Doppelbest.)
best.
[KBE/ [ml] [min] [KBE/m?3] [KBE/m3] | [KBE/m?] [%]
m?3]
10° 9 30 30 103.000 105.000 8.800 9
10* 2 30 30 37.000 38.000 3.000 8

12



Tabelle 5:

Wiederholstandardabweichung fir Penicillium brevicompactum

Sowohl fur Bacillus subtilis als auch fur Penicillium brevicompactum wurden im Mittel
relative Standardabweichungen von unter 20 % berechnet. Bei Staphylococcus
epidermidis ist nur eine geringere Datengrundlage aus zwei Versuchsreihen
vorhanden, die einen Mittelwert von 9 % ergab.

3.25.2

Bei einem Volumenstrom von 0,6 m3/h, einer Probenahmedauer von 30 Minuten und
einem Endvolumen der Sammelflissigkeit von 30 ml ergibt sich bei minimaler
Belegung einer der drei parallelen Nahrbodenplatten mit einer Kolonie folgende

Nachweisgrenze/Bestimmungsgrenze

Nachweisgrenze:

Bei einer Ausstrichmenge von 0,1 ml Sammelflissigkeit:

Bei Membranfiltration von 3 x 1,0 ml Sammelflissigkeit und
Auflegen der Filter auf 3 Nahrbdden:

C N F Probe- Mittelwert Median Standard | rel. Standard-
nahme- | aller Proben aller -abw. abw.
dauer Proben (Doppel- | (Doppelbest.)
best.
[KBE/ [ml] [min] [KBE/m?] [KBE/m?] | [KBE/m?] [%]
m?]
103 3 30 10 350 350 82 24
103 3 30 30 220 230 33 15
10° 2 30 60 610 610 91 15
5x10% | 2 30 10 8.600 8.800 510 6
5x10° | 3 30 30 18.000 17.000 5.500 30
5x10* 3 30 60 62.000 52.000 13.000 22
5x10* | 5 30 30 95.000 98.000 7.000 7
5x10* S) 30 30 140.000 130.000 25.000 18
10’ 5 30 30 3.400.000 | 3.700.00 | 420.000 12
107 5 30 30 4.200.000 | 4.000.00 | 1.200.00 28
Mittelwert 18

330 KBE/m?®

33 KBE/m®

Bei Membranfiltration von 1 x 10 ml Sammelflissigkeit und
Auflegen des Filters auf einen Nahrboden:
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Die Nachweisgrenze hangt von den tatsachlich ausplattierten bzw. membranfiltrierten
Volumina ab.

Die Bestimmungsgrenze liegt um den Faktor 10 bzw. 30 héher, da flr eine sinnvolle
Auswertung der kultivierten Nahrbéden im Mittel mindestens 10 Kolonien auf jeder
Platte vorhanden sein sollten.

3.25.3 Wiederfindung

Die Wiederfindung der untersuchten Mikroorganismen wurde ermittelt, indem die mit
dem Impinger-Verfahren im Bioaerosol-Prufkanal gemessenen Konzentrationen mit
den dosierten Konzentrationen verglichen wurden. Hierfir wurde bei jeder
Versuchsreihe unmittelbar am Aerosolerzeuger das Tropfenaerosol aufgefangen, die
Keimzahl als KBE/ml bestimmt und daraus die Konzentration der Mikroorganismen
als KBE/m? berechnet.

Gemittelt Uber alle Versuche ergab sich fur Bacillus subtilis eine nahezu 100%ige
Wiederfindung, wahrend bei Staphylococcus epidermidis nur etwa 30 % der
dosierten Konzentration wieder gefunden wurde. Bei Penicillium brevicompactum
waren die Ergebnisse uneinheitlich und erfordern noch weitere Untersuchungen.

4. Erprobung des Messverfahrens an einer Tierhaltungsanlage

Das hier beschriebene Impingement-Verfahren wurde zur Emissionsmessung von
Mikroorganismen in der Abluft einer Schweinemastanlage getestet. Die
Untersuchungen erfolgten im Rahmen eines ebenfalls in diesem Tagungsband
beschriebenen Untersuchungsprogramms des Landesumweltamtes NRW [8]. Hierflr
wurden jeweils acht Doppelbestimmungen mit Impingern durchgefihrt und die
Standardabweichung aus diesen Doppelbestimmungen flr verschiedene
Mikroorganismen bestimmt. Die Probenahmen erfolgten unter leicht Uberisokine-
tischen Bedingungen Uber einen Zeitraum von 15 Minuten. Exemplarisch sind in Bild
5 die ermittelten Konzentrationen der Gesamt-Bakterien 37°C dargestellt. Aus den
Doppelbestimmungen wurde eine mittlere relative Standardabweichung von 8 %
berechnet. Somit ist die gute Reproduzierbarkeit des Messverfahrens auch an einer
realen Anlage dokumentiert.
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Bild 5: Doppelbestimmungen fir Bakterien 37° C in der Abluft eines Schweinestalls

5. Zusammenfassende Bewertung und Ausblick

Die bisher durchgeflhrten Versuche am Bioaerosolkanal zeigen eine grundsatzliche
Eignung des Impingement-Verfahrens fur Emissionsmessungen von Mikro-
organismen. Fur die Untersuchungen wurden als Vertreter unterschiedlicher
Bakterien und Pilze Bacillus subtilis, Staphylococcus epidermidis und Penicillium
brevicompactum eingesetzt. Zur Abscheidung der Mikroorganismen in der
Sammelflussigkeit erwies sich eine Absaugrate von 0,6 m®h als geeignet, da keine
verringerte Abscheideeffizienz gegenlber dem Betrieb des Impingers als kritische
Duse festgestellt werden konnte. Gleichzeitig waren bei dem zugehoérigen Druck von
ca. 690 hPa die Verdunstungsverluste sowie die Abkuhlung der Probenluft
vergleichsweise gering. Somit ist auch die Gefahr des Einfrierens der
Sammelflussigkeit reduziert.

Die Messergebnisse zeigen, dass mit dem Impingement-Verfahren Mikroorganismen
(iber einen weiten Konzentrationsbereich von 10° bis 10" KBE/m® gemessen werden
konnen. Dadurch kann das Messverfahren auch bei Vorliegen unbekannter und stark
schwankender Mikroorganismen-Konzentrationen angewendet werden.

Als Sammelflissigkeit wurde physiologische Kochsalzlésung ohne und mit Tween
80® gepruft. Die Abscheidung von Mikroorganismen war bei der Verwendung von
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Tween 80® fur Bacillus subtilis und Penicillium brevicompactum um das Funf- bis
Sechsfache, fur Staphylococcus epidermidis um bis zu das Sechzigfache erhdht.
Dementsprechend verbessern sich auch die Nachweisgrenzen der Mikroorganismen
im Vergleich zur Verwendung von Sammelflissigkeit ohnne Tween 80®. Erganzende
Laborversuche zeigten aullerdem wahrend einer 24-stliindigen Lagerung keinen
hemmenden oder fordernden Einfluss von Tween 80® auf die in der
Sammelflissigkeit abgeschiedenen Mikroorganismen.

Fir alle drei untersuchten Modellorganismen wurden Standardabweichungen unter
Wiederholbedingungen von unter 20 % beim Vorliegen von Einzelzellen im Aerosol
ermittelt.

Im Rahmen erster Tests konnte die Einsetzbarkeit des Impingement-Verfahrens an
einer Tierhaltungsanlage gezeigt werden. Fir kinftige Versuche werden Impinger mit
grolReren Dusendurchmessern eingesetzt werden. Ein hoheres Absaugvolumen
konnte die Nachweisgrenzen erheblich senken, wodurch auch eine Quantifizierung
einzelner, in geringeren Konzentrationen vorkommender Bakterienarten ermdglicht
wurde. Des Weiteren soll untersucht werden, wie sich unterschiedliche Absaugraten
auf das Abscheideverhalten der Mikroorganismen in der Sammelflissigkeit der
Impinger auswirken.
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