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1 Ausgangssituation

Vor rund 50 Jahren begann der Einsatz von Klimaanlagen im Pkw. Heute gehoren sie bei den meisten
Neufahrzeugen zum Standard. Die Grundfunktionen der friiheren Klimaanlagen (Heizen, Kiihlen und
Entfeuchten) wurden stiandig technisch optimiert und den Komfortanspriichen der Nutzer angepasst.
High-End-Produkte bieten eine Vierzonenklimatisierung fir individuelles Wohlfiihlklima im gesamten
Fahrgastraum. Frisch- und Umluftfilter bewirken eine Luftverbesserung durch Abscheidung von
Partikeln (RuB, Pollen, Schimmelsporen, Staub) und Gasen (Ozon, Abgase, Geriiche).

Pkw-Klimaanlagen sind kompakte Hochleistungsaggregate. Sie bewirken im Fahrgastraum einen 100- bis
200fachen Luftwechsel in der Stunde. Dabei werden nach DIN 1946-3 bis zu 600 m3 Luft in der Stunde zundchst
in Filtern von unerwiinschten Stoffen (Staub, RuB, Pollen, Abgasbestandteile, u.a.) befreit. Die gefilterte Luft wird
anschlieBend in einem Verdampfer genannten Wérmetauscher abgekiihlt. Dabei kondensiert ein Teil des in der
Luft vorhandenen Wasserdampfes, der als Kondensat ausgeschieden wird. Die entfeuchtete Luft wird an-
schlieBend in einem Heizelement auf die gewiinschte Temperatur erwédrmt und gelangt in den Fahrgastraum.

Abbildung 1: Schema einer modernen Pkw-Klimaanlage

Bei den ersten Klimaanlagen traten nach ldngerem Gebrauch noch haufiger storende Gerliche auf. Bei
modernen Anlagen gibt es bei regelmaBiger Wartung nur noch selten Geruchsprobleme. Doch auch
diese Falle sollen zukiinftig vermieden werden. Das bifa Umweltinstitut hat die Behr GmbH & Co. KG
bei der Aufklarung der wichtigsten Ursache fiir stérende Geriiche von Pkw-Klimaanlagen und bei der
Entwicklung von Klimaanlagen mit einer das Keimwachstum unterdriickenden Ausrilistung unterstiitzt.
Der vorliegende Beitrag fasst ausgewéhlte Ergebnisse der Entwicklungsarbeiten zusammen.
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2 Ursachenermittlung

2.1 Nachweis von Biofilmen in geruchsauffilligen Pkw-Klimaanlagen

2.1.1 Mikrobielle Diagnostik von Umweltkeimen

Obwohl schatzungsweise die Halfte der globalen Biomasse aller Lebewesen auf Bakterien zuriickzu-
fihren ist (Whitmann et al., 1998; Schleifer, 2004), bleiben sie in der natiirlichen Umwelt fiir den Be-
trachter wegen ihrer geringen GréBe von wenigen Mikrometern (um) meist unsichtbar. Selbst bei der
Anwendung von Mikroskopen lassen sich einzelne Bakterien in Umweltproben haufig nur schwer
nachweisen, da neben den Bakterien viele andere Partikel vorhanden sind, die eine optische Unter-
scheidung erschweren.

Da alle Lebewesen und damit auch Bakterien im Unterschied zur unbelebten Materie Erbmaterial in
Form von Nukleinsduren enthalten, gelingt es durch eine selektive Anfarbung des Erbmaterials in den
meisten Féllen, die in einer Probe vorhandenen Bakterien sichtbar zu machen. Ein Beispiel zeigt
Abbildung 2: Der von der Oberflache eines Verdampfers einer Pkw-Klimaanlage abgewaschene Biofilm
wurde im Lichtmikroskop betrachtet. Bei Losungen, die ausschlieBlich Bakterien enthalten, lassen sich
die Bakterien im Durchlichtmikroskop unter Nutzung des Phasenkontrastverfahrens immer sehr gut
erkennen. Die untersuchte Waschfliissigkeit enthielt dagegen sehr viele andere Partikel, sodass im
Phasenkontrastbild allenfalls einzelne Bakterien sichtbar waren. Derselbe Bildausschnitt zeigte dagegen
nach Anfiarbung des Erbmaterials mit Acridinorange im Auflichtfluoreszenzmikroskop eine groBe An-
zahl und Vielfalt hell-orange leuchtender Bakterien. Mit an die Aufgabenstellung angepassten mikro-
skopischen Verfahren gelingt es in den meisten Fillen, die Zellzahl der Bakterien (und Pilze) in einer
Probe zu ermitteln.

Abbildung 2: Mikrofotografien desselben Bildausschnittes bei Betrachtung im Phasenkontrast (links) und im
Auflicht-Fluoreszenzmikroskop nach Anfirbung des Erbmaterials mit Acridinorange (rechts)
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Mikroskopische Zellzahlbestimmungen erlauben zwar relativ rasch eine Aussage dariiber, ob in einer
Untersuchungsprobe Mikroorganismen in groBer Anzahl vorhanden sind. In der Regel ist es aber nicht
moglich, Aussagen dariiber zu machen, welcher Anteil der mikroskopisch nachweisbaren Zellen noch
vital und stoffwechselaktiv und welcher Anteil abgestorben ist. Zudem ist es vorteilhaft zu wissen,
welche Mikroorganismenarten in der Untersuchungsprobe vorhanden sind.

Zur Beantwortung dieser Frage ist es zielfiihrend, die in der Probe vorhandenen Mikroorganismen auf
geeigneten Ndhrbdden unter wachstumsfdrdernden Kulturbedingungen zu vermehren und Rein-
kulturen der interessierenden Keime zu gewinnen. Meist sind die Wachstumsanspriiche der in der Probe
vorhandenen Mikroorganismen aber unbekannt. Ohne langere methodische Optimierungsarbeiten
bilden deshalb nur geringe Anteile der in Umweltproben mikroskopisch nachweisbaren Zellen Kolonien
auf den Nahrboden aus. Durch Variationen der Kulturbedingungen (vergl. Joseph et al., 2003; Davis et
al., 2005) gelingt es aber oft, dass mindestens ein zweistelliger Prozentanteil der mikroskopisch nach-
weisbaren Zellen Kolonien auf den N&ahrboden ausbildet. So bevorzugen viele Umweltkeime ver-
gleichsweise niedrige Nahrstoffkonzentrationen und Wachstumstemperaturen (Abbildung 3)'. Dadurch
bedingt wachsen sie meist nur langsam und bilden oft nur kleine Kolonien auf den Nahrbdden.
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Abbildung 3: Einfluss des Ndhrbodens (links) und der Bebriitungstemperatur (rechts) auf das Ergebnis der
Lebendkeimzahl von AuBenluft (Sedimentationsplatten, n. Jérg et al,, 1997)

Die Auswertung der Anzahlen an Bakterienkolonien unter den gewahlten Kulturbedingungen liefert als
Ergebnis die Lebendkeimzahl (LKZ), die nur unter Angabe der jeweiligen Kulturbedingungen aussage-
kraftig ist’. Die Auswertung der visuell unterscheidbaren Kolonievarianten liefert Informationen zur

Haufigkeit des jeweiligen Kolonietyps und ermdglicht die Isolation von Reinkulturen der Kolonietypen
(Abbildung 4).

! Die fiir den humanmedizinischen Bereich interessanten Krankheitserreger bevorzugen im Unterschied zu vielen Umwelt-
keimen hohe Nahrstoffkonzentrationen und Bebritungstemperaturen um 37 °C.

2 Beispiel: LKZ(s ¢, 30 c, roa) bedeutet: Lebendkeimzahl nach fiinftigiger Bebriitung bei 30 °C auf R2A-Agar
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Gelb, groB, gefaltet

Rosa, flach, groB

Abbildung 4: Arbeitsgang der Lebendkeimzahlbestimmung und der Kolonietyp-Auswertung

Speziell fiir die Identifizierung von wichtigen - jedoch nicht allen - humanpathogenen Bakterien
werden in der Praxis halbautomatisierte Arbeitshilfen eingesetzt. Die Funktionsweise dieser Identi-
fizierungssysteme basiert darauf, dass das Wachstum des zu identifizierenden Keimisolates mit einer
Auswahl unterschiedlicher Wachstumssubstrate gepriift wird (Abbildung 5).

Abbildung 5: Beispiele fiir biochemische Identifizierungssysteme fiir Bakterien; links: API-Streifen mit 32
Substratvarianten fiir das ATB Plus-System von bioMérieux; rechts: Mikrotiterplatte mit 96 Substratvarianten
fiir das Microlog-System der Firma BIOLOG

Das sich bei der Priifung ergebende Muster an positiven und negativen Wachstumsbefunden wird
mithilfe von Datenbanken mit dem Muster von bekannten Keimarten verglichen. Bei vielen klinisch
relevanten Keimvarianten haben sich die biochemischen ldentifizierungssysteme als hilfreich und hin-
reichend zuverlassig erwiesen. Die Anzahl der bekannten Krankheitserreger des Menschen ist allerdings
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mit rund 1.407 Arten - darunter 307 Pilz- und 538 Bakterienarten - vergleichsweise klein?
(Whoolhouse et al., 2005).

In der Umwelt kommen schatzungsweise einige Millionen Bakterien- und Pilzarten vor (Schleifer, 2002,
2004). Da die meisten Umweltkeime im Labor bislang nicht kultivierbar sind (Zengler, 2008), sind die
klassischen biochemischen Identifizierungssysteme fiir nicht-kultivierbare Keime ungeeignet.
Inzwischen wurde allerdings eine molekularbiologische Identifizierungsmethode fiir Bakterien (und
Pilze) entwickelt (Weisburg et al., 1991; Ludwig u. Schleifer, 1994; Woo et al., 2008), mit der es sogar
flir im Labor nicht kultivierbare Keime mdglich ist, ihre systematische Zuordnung mithilfe der
partiellen 16S-rDNA-Sequenzierung zu ermitteln. Hierbei wird versucht, die Nukleinsduresequenz des
Gens des Isolates, das die Erbinformation fiir die 165-rRNA - einem Bestandteil der fiir die Protein-
synthese dienenden Ribosomen - kodiert, ganz bzw. teilweise zu entschliisseln. Der molekulare Aufbau
der 165-rRNA ist artcharakteristisch und gilt als ,genetischer Fingerabdruck”, durch dessen Kenntnis
eine Zuordnung eines unbekannten Isolates zu einer bekannten Bakterienart moglich wird.

Bei der Datenbankrecherche wird die Basensequenz der 165-rDNA des unbekannten Isolates mit den
Basensequenzen von inzwischen mehr als 1,2 Millionen Bakterienisolaten verglichen. Wenn die Basen-
sequenz des Isolates hinreichend mit der Sequenz eines Datenbankeintrages libereinstimmt, liegt eine
Identitat des Isolates mit einer bekannten Bakterienart vor. Andernfalls handelt es sich bei dem Isolat
um eine bislang unbekannte Art. Dieser Fall wird in der Praxis hdufig vorkommen, da erst fiir einen Teil
der mehrere Millionen in der Umwelt vorkommenden Bakterienarten Sequenzdaten vorliegen. Der
Datenbestand wichst aber rasant an (Abbildung 6)*.

1.400.000
Isolation des Keims T 1235044 o
1.000.000
Reinkulturgewinnung 800.000

600.000 //
400.000

200.000 ///
Datenbankrecherche 473 S0.085
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0002 -
1002 -
200¢ -
€002
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S00T -
900C -
2002 -
800C -
600C -
oloc

Abbildung 6: Arbeitsgang fiir die Keimidentifizierung mittels 16S-rDNA-Sequenzierung (links) und Datenbestand
des Ribosomal Database Projects (rechts)

3208 Viren/Prionen, 538 Bakterien, 317 Pilze; 57 Protozoen; 287 Wiirmer

4 Zum Vergleich: Mit biochemischer Diagnostik kénnen nur rd. 1.900 Keimarten identifiziert werden
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Im Vergleich zur biochemischen Keimdiagnostik ist die 16S-rDNA-Diagnostik in mehrfacher Hinsicht
vorteilhaft. Sie ist fiir kultivierbare und nicht kultivierbare Keime anwendbar und mit ihr kdnnen
bereits heute um mehr als Faktor 500 hohere Keimvarianten unterschieden werden als mit bio-
chemischen Methoden (Tabelle 1). Auch dann, wenn die Basensequenz eines unbekannten Isolates
nicht zu 100 % mit der Sequenz eines Datenbankeintrags libereinstimmt, zeigen sich in der Praxis
meist mehr oder weniger groBe Ubereinstimmungen mit Basensequenzen bereits bekannter Keime. Auf
dieser Basis ist es moglich, auch fiir bislang unbekannte Isolate zu klaren, ob sie mit bereits bekannten
Bakterien naher verwandt sind. Informationen zu den Lebensanspriichen bekannter Bakterienarten
kdnnen dabei helfen, die Kultivierbarkeit der verwandten, unbekannten Bakterienarten zu verbessern.
Die Weiterziichtung der aus der Umweltprobe isolierten Kolonietypen ermdglicht es, genau jene Keim-
varianten als Priiforganismen fiir die Auswahl von Keimwachstum hemmenden MaBnahmen zu nutzen,
deren Wachstum am Untersuchungsstandort unterbunden werden soll.

Tabelle 1: Bedeutung molekularbiologischer Methoden fiir die Identifizierbarkeit von Umweltkeimen

Cparmetr | gaaoren | pae | e

Nachweisbar mit Kulturverfahren:
- Krankheitserreger > 80 % > 80 % > 80 %
- Umweltkeime <0,1% <0,1% selten

Biochemisch identifizierbar:

- Krankheitserreger > 70 % wenige haufig

- Umweltkeime <0,1% <0,1% Ausnahmen
Molekularbiologisch identifizierbar: IST / Potenzial ! IST / Potenzial ! IST / Potenzial !
- Krankheitserreger ~90 % [ 100 % ~ 750 [ 100 % ~ 100 9% [ 100 %
- Umweltkeime ~309% [ 100 % <209% [ 100 % wenige [ 100 %

Neben der Klarung der Verwandtschaftsverhiltnisse bietet die 16S-rDNA-Diagnostik noch den Vorteil,
dass auch die Sequenzen von unbekannten Keimen in Datenbanken aufgenommen werden kdnnen.
Werden bei Folgeuntersuchungen identische Basensequenzen (,genetische Fingerabdriicke) nach-
gewiesen, ist klar, dass der unbekannte Keim erneut gefunden worden ist. Biochemische ldenti-
fizierungsverfahren lassen fiir die dem Identifizierungssystem unbekannten Keime weder Aussagen zu
den Verwandtschaftsverhiltnissen zu, noch ermdglichen sie eine Archivierung der Daten des un-
bekannten Keims.

2.1.2 Ergebnisse von Verdampferuntersuchungen

Mikroorganismen kommen in der Umwelt fast iberall vor. Durch physikalische Wechselwirkungen
kdnnen sie an Oberflachen adsorbiert werden. Falls sie dort glinstige Wachstumsbedingungen vor-
finden, kdnnen sie sich mit unterschiedlichen biologischen Strukturen aktiv auf den Oberflachen ver-
ankern und durch Zellteilungen Mikrokolonien bis hin zu ausgeprdgten Biofilmen ausbilden (s.
Abbildung 7). Es handelt sich dabei um schleimige Strukturen mikrobiellen Ursprungs, in die die Mikro-
organismen eingebettet sind (Fleming u. Wingender, 2001; Watnick u. Kolter, 2000).
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Abbildung 7: Schema der mikrobiellen Besiedlung von Oberflichen (nach van Loosdrecht et al., 1990, verdndert)

Voruntersuchungen hatten gezeigt, dass sich beim Betrieb von Pkw-Klimaanlagen vor allem auf der
Oberfliche der Verdampferlamellen Mikroorganismen ansiedeln kdnnen. Auch Simmons et al. (1997,
1999) haben auf Verdampferoberflichen eine ausgeprigte mikrobielle Besiedlung nachgewiesen. Im
Rahmen verschiedener Untersuchungsprogramme wurde die mikrobielle Besiedlung der Oberflachen
der Verdampferlamellen von Pkw-Klimaanlagen untersucht, die in unterschiedlichen Erdregionen im
Einsatz gewesen sind. Zu diesem Zweck wurden die Verdampfer unmittelbar nach dem Ausbau in
fabrikneue Kunststofftiiten verpackt und vor Austrocknung geschiitzt. Nach dem Eingang im Labor
wurden aseptisch Stichproben der Lamellen (2 bis 5 g) aus den Verdampfern herausgeschnitten und
mit steriler Natriumpyrophosphatlésung (4,7 g/L Na.P,0;x 10 H,0, pH 7,0) 60 Minuten bei 25 °C auf
dem Horizontalschiittler eluiert. Aliquote des dabei gewonnenen Eluates wurden fiir unterschiedliche
Untersuchungen eingesetzt:

- Bestimmungen des Chemischen Sauerstoffbedarfs (CSB): Die Gesamtgehalte an chemisch
oxidierbaren Stoffen dienten als Indikator fiir die Verschmutzung der Lamellenoberflachen.

- Bestimmungen der mikroskopisch nachweisbaren Zellzahl (ZZ): Im Eluat vorhandene Partikel
wurden auf Membranfiltern abgeschieden und die Mikroorganismen wurden mit Acridin-
orange selektiv angefarbt und gezihlt (vergl. Abbildung 2). Hierbei werden vermehrungs-
fahige und bereits abgestorbene Mikroorganismen summarisch erfasst.

- Bestimmung der Lebendkeimzahl (LKZ): Voruntersuchungen und die mikroskopischen Aus-
wertungen zeigten, dass auf den Verdampferoberflachen in der Regel nur Bakterien wachsen.
Deshalb wurde fiir die Lebendkeimzahlbestimmungen ein Nahrstoff-reduzierter Agarndhr-
boden® eingesetzt, der vielen in der Umwelt vorkommenden Bakterien gute Wachstums-
bedingungen ermdglicht.

® NAR-Agar (pro Liter): Natriumacetat x 3 H,0: 0,5 g; Glucose x H,0: 1 g; Pepton aus Casein: 2 g; Proteose-
Pepton: 1 g; Fleischextrakt: 1 g; Malzextrakt: 0,5 g; Hefeextrakt: 0,5g; Ammoniumcitrat: 0,2 g; NaCl: 1 g;
K;HPO4 x 3 H,0: 2 g; KH,PO,: 1 g; MgS04 x7 H,0: 0,1 g; Tween 80: 0,5 mL; Agar: 15 g; pH7,0; Bebriitung bei 25
°C liber 5 bis 7 Tage
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Die Untersuchungen der Oberflichen von 83 Verdampfern aus Fahrzeugen, die in Asien, Nordamerika
und Europa verwendet worden sind, flihrten zu den in Tabelle 2 zusammengefassten Ergebnissen.

Tabelle 2: Beladung der Oberfldchen von 83 Verdampfern mit chemisch oxidierbaren Verbindungen (CSB), mikro-
skopisch nachweisbaren Zellzahlen und Lebendkeimzahlen auf NAR-Agar bei 25°C

| s v | s | ooew | pos | poom |

10%-Perzentil 0,63 9 7,0 x 10° 9,6 x 10* 8,7x10° 1,2 x 10?

25%-Perzentil 0,89 12 4,4 x 107 59 x 10° 54x10° 73 x 10°
Median 1,44 19 2,4 x 108 3,2 x 108 3,7 x 108 50x 10*

75%-Perzentil 2,94 40 4,5 x 108 6,1 x 108 1,3 x 107 1,8 x 10°

909%-Perzentil 4,99 67 9,8 x 108 1,3 x 107 3,1 x 107 4,2 x 10°
Anzahl 82 83 83

Die Verdampferlamellen wiesen eine Verschmutzung der Oberflichen mit chemisch oxidierbaren
Stoffen von im Mittel 1,4 mg pro Gramm Lamellenmasse bzw. 19 pg pro cm2 Lamellenoberflache auf.
Falls es sich dabei um mikrobiell verwertbare Stoffe handelt, wiirde dieses Nahrstoffangebot Bakterien
den Aufbau von bis 10° Bakterien pro Gramm Lamellenmasse bzw. bis zu 10’ Bakterien pro cm?2
Lamellenoberflache ermdglichen. Diese Schatzwerte verdeutlichen, dass bereits geringe Oberflachen-
verschmutzungen glnstige Voraussetzungen fiir eine intensive mikrobielle Besiedlung schaffen
kénnen.

Die Ergebnisse der Zellzahlzihlungen lagen im Mittel bei 2,4 x 10° Bakterienzellen pro Gramm
Lamellenmasse bzw. 3,2 x 10° Bakterienzellen pro cm2 Lamellenoberfliche. Nimmt man fiir Bakterien
eine Trockenmasse von 2 x 107'° mg an, Idsst sich abschatzen, dass auf den Verdampferoberflachen rd.
50 ug Bakterientrockenmasse pro Gramm bzw. 0,65 ug Bakterientrockenmasse pro cm2 Lamellenober-
fliche vorhanden waren. Diese Abschatzung zeigt, dass die bakterielle Biomasse weniger als fiinf Pro-
zent zu der Gesamtmenge an oxidierbaren Stoffen auf der Lamellenoberflache beigetragen hat. Mehr
als 95 % der auf den Lamellenoberflaichen vorhandenen oxidierbaren Verschmutzungen wurden nicht
durch Bakterienbiomasse verursacht. Ligen die Bakterien auf der Lamellenoberflache in einer Schicht
nebeneinander, wiirde von ihnen rund ein Zehntel der Lamellenoberflache bedeckt. Dementsprechend
verdeutlichen die Zellzahlresultate, dass die Verdampferlamellen keinen ausgepragten, mehrlagigen
Biofilm sondern eine gréBere Anzahl von Mikrokolonien gehabt haben kdnnen. Diese Einschidtzung
bestatigten mikroskopische Untersuchungen, bei denen direkt die Verdampferlamellenoberflachen
betrachtet worden sind (Abbildung 8). Offensichtlich limitierten das Nahrungsangebot und/oder die
physikochemischen Rahmenbedingungen das AusmaB des Biofilmwachstums.

Mikrofotografie der direkt auf der Verdampferlamelle mit Acridinorange an-
gefarbten Bakterien

: Y
L

1 e ; Hell-orange Strukturen sind Bakterien, die z.T. in einer Mikrokolonie und z.T. als

-

» ?’:ﬁ.'<}=_- - einzelne Bakterien vorliegen. Dunkle, brdunliche Strukturen sind Schmutz-
Mikrokolonie " .« partikel. Die Lamellenoberfliche erscheint durch Autofluoreszenz griinlich.

Abbildung 8: Mikrofotografie einer Verdampferlamellenoberfldche

Die auf den Oberflachen der Pkw-Klimaanlagenverdampfer aufwachsenden Mikroorganismen sind
stark schwankenden physikochemischen Rahmenbedingungen ausgesetzt. Wahrend des Betriebs der
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Klimaanlage wird der Verdampfer auf Temperaturen von etwa 4 °C abgekiihlt, so dass auf den
Lamellenoberflachen aus der durchstromenden Luft Wasser auskondensiert und von den Lamellenober-
flichen als Kondensat ablduft. Im ruhenden Fahrzeug stellen sich in der Klimaanlage jahreszeitlich
bedingt sehr unterschiedliche Temperaturen ein. Im Sommer bewirken die hohen Temperaturen ein
rasches Durchtrocknen der Klimaanlage und im Winter kann es zur Eiskristallbildung kommen, wodurch
die Vitalitat der in der Klimaanlage vorhandenen Mikroorganismen nachteilig beeinflusst wird.
Dementsprechend ist zu erwarten, dass auf den Lamellenoberflachen immer auch gréBere Anteile von
abgestorbenen Bakterien vorhanden sind, wenn die Probenahme nicht unmittelbar wihrend einer
Phase mit gilinstigen Wachstumsbedingungen fiir Bakterien erfolgte. In Einzelfallen war dies der Fall
und dann stimmten die Ergebnisse der Zellzahl- und der Lebendkeimzahlbestimmungen weitgehend
uberein. Bei den meisten Untersuchungen lagen die Ergebnisse der Lebendkeimzahlbestimmungen
jedoch um ein bis zwei Zehnerpotenzen niedriger als die zugehdrigen Zellzahlen.

Bei fast allen Lebendkeimzahlbestimmungen ergab sich ein dhnliches Muster von Bakterienkolonien
(Abbildung 9): Von wenigen Ausnahmen abgesehen handelte es sich entweder um kleinere, rotlich
gefarbte oder um etwas groBere, gelb gefarbte Kolonien.

Es wurden aber diverse morphologisch unterscheidbare rotliche und gelbe Kolonien gefunden. Zur
Identifizierung der Bakterienarten wurden bei jeder Untersuchungsprobe die drei haufigsten
Kolonietypen abgeimpft und Reinkulturen isoliert, deren Identitdt abschlieBend mittels 165-rDNA-
Sequenzierung bestimmt wurde. Diese Untersuchungen zeigten, dass es sich bei rétlichen Bakterien-
kolonien um unterschiedliche Vertreter aus der Gattung Methylobacterium handelte, die derzeit 836
genetisch unterscheidbare Varianten umfasst. Die gelben Kolonietypen waren verschiedene Vertreter
aus der 1.409 Varianten umfassenden Gattung Sphingomonas.

Beriicksichtigt man, dass in der Umwelt bereits mehr als eine Millionen Bakterienvarianten gefunden
worden sind, erstaunt es, dass auf den Pkw-Klimaanlagenverdampfern nur vergleichsweise wenige
Bakterienarten vorkommen. Offenbar schrinken das Nahrungsangebot sowie die physikochemischen
Rahmenbedingungen in Pkw-Klimaanlagen die Wachstumsmaglichkeiten so stark ein, dass sich hier
nur wenige Bakterienarten ansiedeln konnen. Wie Abbildung 10 verdeutlicht, sind diese Voraus-
setzungen in verschiedenen Regionen der Welt gleichermaBen gegeben, da vergleichbare Bakterien-
arten bei allen Proben aus Europa, Asien und den USA gefunden worden sind.
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Bei allen Lebendkeimzahlbestimmungen zeigte sich

ein vergleichbares Koloniemuster:

Von wenigen Ausnahmen abgesehen wurden vor
allem kleine, rétlich gefarbte und meist etwas
groBere gelb gefarbte Kolonien gefunden. Hierbei
handelte es sich um verschiedene Vertreter aus den
nachfolgend genannten Bakteriengattungen:

Abbildung 9: Beispielfoto des Koloniemusters bei Lebendkeimzahlbestimmungen

Wuchsbild der Kolonien von Ver-
tretern aus der Gattung
Methylobacterium

Wuchsbild der Kolonien von Ver-
tretern aus der Gattung
Sphingomonas
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Abbildung 10: Nachweishdufigkeit von Bakterien der Gattungen Methylobacterium und Sphingomonas bei Ver-

dampferuntersuchungen
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Vertreter der Gattungen Methylobacterium und Sphingomonas sind in der Umwelt weit verbreitete
gramnegative, strikt aerobe Bakterien, die ein breites Spektrum organischer Verbindungen als
Nahrungsquelle verwenden kdnnen. Vertreter der Gattung Methylobacterium zeichnen sich zudem
dadurch aus, dass sie verschiedene Kohlenstoffverbindungen mit nur einem Kohlenstoffatom
(Methanol, Methylamin, ...) als Nahrungsquelle nutzen kénnen.

Bakterien der Gattungen Methylobacterium und Sphingomonas wurden auch an anderen wechsel-
feuchten Standorten nachgewiesen (Hugenholtz et al., 1995). In diesem Zusammenhang erw#hnens-
wert sind der Nachweis in Trinkwasser (Simdes et al, 2007) und gechlortem Trinkwasser (Hiraishi et al.,
1995), in Getriankeabfiillanlagen (Timke, et al., 2005), in Wasserversorgungseinrichtungen bei Zahn-
arzten (Singh et al., 2003), auf Duschvorhidngen (Kelley et al., 2004), in Biofiltern zur Abluftreinigung
(Lipski et al., 1992; Universitait Hamburg, 1994) und sogar in Reinstraumen (La Duc et al., 2003). Auch
in der Mundhohle und auf den FiiBen des Menschen wurden Vertreter aus der Gattung
Methylobacterium gefunden (Anesti et al., 2004, 2005).

Hinsichtlich des biologischen Gefdhrdungspotenzials sind alle derzeit in der TRBA 466° gelisteten
Methylobacterium-Arten und 37 der 39 gelisteten Sphingomonas-Arten der niedrigsten Gefahrdungs-
stufe 1 zugeordnet. Die in der TRBA 466 der Risikogruppe 2 zugeordneten Bakterienarten
Sphingomonas parapaucimobilis und paucimobilis wurden in den untersuchten Pkw-Klimaanlagen
nicht nachgewiesen.

Die Kenntnis des eingeschrankten Spektrums der in Pkw-Klimaanlagen vorkommenden Bakterienarten
bietet gute Voraussetzungen fiir zielgerichtete MaBnahmen zur Abwehr des unerwiinschten Keim-
wachstums. Besonders hilfreich ist es, wenn - wie nachfolgend beschrieben - die am Standort vor-
kommenden Bakterien als Testorganismen fiir die Beurteilung der OptimierungsmaBnahmen zur Ver-
fligung stehen.

6 TRBA: Technische Regeln fiir Biologische Arbeitsstoffe
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2.2 Nahrungsgrundlage fiir Biofilme in Pkw-Klimaanlagen

2.2.1 Voriiberlegungen

Da die in Pkw-Klimaanlagen nachgewiesenen Bakterienarten selbst bei Anlagen, die auf unterschied-
lichen Kontinenten (Europa, Asien, Nordamerika) im Einsatz waren, weitgehend {bereinstimmten,
kdnnte eine mogliche Ursache fiir das begrenzte Artenspektrum ein selektiv wirkendes Nahrungsan-
gebot fiir Umweltkeime sein.

Beim Regelbetrieb von Pkw-Klimaanlagen wird Umgebungsluft angesaugt, die durch vorausfahrende
Fahrzeuge mit Abgasbestandteilen angereichert sein kann. Ergebnisse aus einem FuE-Verbundprojekt
zeigten, dass die in der Abluft eines StraBentunnels vorhandenen Abgasbestandteile (Kohlenwasser-
stoffe, Kohlenmonoxid und Stickoxide) bei der Passage durch einen Biofilter aus der Luft eliminiert
wurden. Mikrobiologische Untersuchungen des Biofiltermaterials fiihrten u.a. zum Nachweis von Ver-
tretern der Gattung Methylobacterium (Heinlein, 1994; Universitit Hamburg, 1994). In Pkw-
Klimaanlagen liegen analoge Bedingungen wie in einem Biofilter vor: GroBe Luftmengen werden uber
feuchte Oberflaichen (Verdampfer) gefiihrt, auf denen sich Mikroorganismen ansiedeln. Eine Mdglich-
keit ware es deshalb, dass die in der AuBenluft vorhandenen Abgasbestandteile als Nahrungsquelle fiir
die in Pkw-Klimaanlagen vorkommenden Bakterien dienen.

In der AuBenluft kommen die fiir das Mikroorganismenwachstum benétigten Nahrelemente zwar vor
(Tabelle 3). Im Jahresmittel sind selbst an verkehrsreichen StraBen nur geringe Konzentrationen an
organischen Verbindungen in der Luft vorhanden. Vergleichsweise hohe Werte werden dagegen fiir das
Kohlenmonoxid (CO) in der AuBenluft beobachtet. Es ist bekannt, dass das fiir Menschen giftige
Kohlenmonoxid von einigen Bakterienarten als Energiequelle genutzt werden kann (Gremmer et al.,
2001). Eine orientierende Untersuchung sollte klaren, ob auch die in Pkw-Klimaanlagen vor-
kommenden Bakterien Kohlenmonoxid (s. 2.2.3) verwerten.

Tabelle 3: Kfz-bedingte Immissionskonzentrationen und Grundbelastungswerte; Jahresmittelwerte in ug/ms3 (LfU,
2003)

Schadstoffkomponente Stadt- Autobahnen Stadtische Bundesweite
straBen Grundbelastung Grund-
belastung
Summe organ. Verbindungen* 50 - 100 < 100 50 - 100 < 50
RuB pg/m3 4-10 3-6 2-4 <1
Kohlenmonoxid 1.000 - 2.000 1.000 1.000 < 500
Stickstoffdioxid 30-70 30 - 60 30-60 < 150
Stickstoffmonoxid 30 -90 20-70 10 - 40 <10

*ohne Methan

Ergebnisse eines BMBF-Verbundprojektes (BMBF, 1998) zeigten zudem, dass eine sehr groBe Anzahl
von Stoffen aus den Pkw-Werkstoffen in die Innenraumluft eingetragen wird: Schatzungen umfassen
ca. 300 leichtfliichtige und ca. 300 schwerfllichtige Verbindungen. Auch bei neueren Untersuchungen
wurden hohe Konzentrationen an fliichtigen organischen Verbindungen (VOC) in der Innenraumluft
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von Neu- und Gebrauchtfahrzeugen gefunden (Yoshida et al., 2006a, b). Abbildung 11 zeigt den Ein-
fluss der Innenraumtemperatur auf die Luftkonzentration fliichtiger organischer Stoffe. Ohne Luftaus-
tausch stieg die Konzentration fliichtiger organischer Verbindungen im Innenraum bei hohen
Temperaturen rasch um bis zu Faktor 1.000 auf Werte von tiber 90 mg/m3. Da Pkw-Klimaanlagen aus
regelungstechnischen Griinden bei Fahrtantritt den Umluftmodus nutzen, gelangen die fllichtigen,
organischen Verbindungen mit der Innenraumluft in die Klimaanlage. Dort kénnen die VOC im
Kondensat und auf den kalten Verdampferoberflichen abgeschieden werden und den dort vor-
kommenden Bakterien als Nahrung dienen. Wie Abbildung 11 zeigt, sinken die VOC-Konzentrationen
im Innenraum nach Inbetriebnahme der Liiftungsanlage rasch ab, da das etwa 2-3 m3 umfassende
Volumen des Fahrzeuginnenraums stiindlich mit etwa 200 m3 (bis zu maximal 600 m3) Luft durchspiilt
wird. Bereits nach 20 Minuten ist die Konzentration an fliichtigen organischen Verbindungen auf unter
2 mg/m3 abgesunken. Bei hohen AuBentemperaturen werden Pkw-Klimaanlagen jedoch zu 80 % im
Umluftmodus betrieben, so dass vergleichsweise groBe Mengen an VOC aus dem Innenraum in die
Klimaanlage gelangen.

g

Messung bei Messung Messung
Raumtemperatur bei 45 °C blei 65°C

Konzentration [mgC/md]
3 8 8§88 8 3 8 8

-
o

Montag Dienstag Mittwoch Donnerstag

1007 Oben: Ein Fahrzeug wurde in einer Priifkammer ver-
schiedenen Temperaturen und einem geringen Luftwechsel

80 von 0,6 h' ausgesetzt und der Einfluss auf die Gesamt-
konzentration an VOC verfolgt. Nach der Messung wurde

60 Jjeweils die Luft im Innenraum ausgetauscht.

407 Links: Konzentrationsverlauf in Prozent des Ausgangswertes
nach Inbetriebnahme der Liiftung.

207
Quelle: BMBF, 1998, verdndert
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Abbildung 11: Konzentrationen an VOC im Fahrzeuginnenraum bei unterschiedlichen Temperaturen im
stehenden Fahrzeug (oben) und Konzentrationsverlauf nach Inbetriebnahme der Liiftung

Mehr als 98 % der Biomasse (Feuchtmasse FM) von Bakterien geht auf nur sechs Elemente zurtick. Fiir
die in Pkw-Klimaanlagen wachsenden chemoorganotrophen Bakterien wurden die in Tabelle 4 auf-



blfa 1:_ ;:’ Biofilme in Pkw-Klimaanlagen: 15
Ursachenermittlung und AbwehrmaBnahmen

Umweltinstitut

geflihrten moglichen Quellen fiir die Nihrelemente identifiziert. Mit den nachfolgend skizzierten
Untersuchungen wurde geklart, welche der in Pkw-Klimaanlagen eingetragenen Verbindungen als
Nahrungsquelle fiir die dort gefundenen Bakterien in Frage kommen. Wichtige Voraussetzungen fir
mikrobielles Wachstum sind neben der Verfiigbarkeit von Wasser und geeigneten Ndhrstoffen fir
Lebewesen vorteilhafte physikochemische Rahmenbedingungen (pH, Temperatur, Salzgehalt, ...).

Tabelle 4: Mégliche Quellen der Ndhrelemente fiir die in Pkw-Klimaanlagen vorkommenden Bakterien

o% der M | Mégliche Quellen

C 10 VOC; CO; (CO,)

0 75 0,; H.0; VOC

H 10 H,0; VOC, Anorganik
N 2-28 NHs; NO,; (N,); N-vOC
P 0,6 Phosphat

S 0,2 Sulfat

VOC: volatile organic compounds = fliichtige, organische Verbindungen

2.2.2 Priifung der Verwertung ausgewdhlter VOC

Im Rahmen einer Diplomarbeit wurde Uberpriift, ob die aus geruchsauffilligen Pkw-Klimaanlagen
isolierten Mikroorganismen ausgewahlte fliichtige organische Verbindungen als alleiniges Wachstums-
substrat verwenden konnen (Miiller, 2008). Hierbei wurden VOC eingesetzt, die nach Literaturaus-
wertungen und Messungen der Behr GmbH & Co. KG besonders hdufig und in hdheren
Konzentrationen in der Innenraumluft von Pkw nachgewiesen worden sind. Fiir die Abbaupriifungen
wurden zwei aus Pkw-Klimaanlagen gewonnene Reinkulturen (Methylobacterium aminovorans;
Sphingomonas sp. MG49) sowie eine Mischkultur aus einem Verdampfereluat in ein Mineralmedium
(Brunner et al., 1980) geimpft. Als KulturgefaBe dienten luftdicht verschraubte 300-mL-Kulturkolben,
die 100 mL Medium sowie 0,1 mL des jeweiligen VOC enthielten. Von Kohlenmonoxid wurden 100 mg
und von Abgas eines Benzinmotors 100 mL zu jedem Ansatz dosiert. Die Kulturansidtze wurden fiinf
Wochen bei 25 °C auf dem Schiittler (100 rpm) bebriitet. AnschlieBend wurde visuell das an der
Tribung des Mediums erkennbare Keimwachstum sowie die resultierende Proteinkonzentration aus-
gewertet (Tabelle 5).

Die von Verdampferlamellen eluierte Mischkultur war in der Lage 16 der 18 gepriiften VOC als einzige
Kohlenstoff- und Energiequelle fiir das Wachstum zu nutzen. Lediglich fiir Acetaldehyd und Kohlen-
monoxid waren die Befunde nicht eindeutig, da nur eine minimale Triibung des Kulturmediums und
geringe Proteinkonzentrationen gefunden wurden.

Die aus Pkw-Klimaanlagen isolierten Reinkulturen konnten zehn (Methylobacterium aminovorans) bzw.
finf (Sphingomonas sp. MG49) der 20 gepriiften Substrate eindeutig als einzige Kohlenstoff- und
Energiequelle fiir ihr Wachstum nutzen. Zusammen waren sie in der Lage 13 der 20 gepriiften
Substrate (=65 %) fiir das Wachstum zu nutzen. Weder Methylobacterium aminovorans noch
Sphingomonas sp. MG49 zeigten jedoch mit Kohlenmonoxid und den Abgaskomponenten ein ein-
deutiges Wachstum. Da in Pkw-Klimaanlagen zahlreiche Vertreter dieser Gattungen zeitgleich vor-
kommen kénnen und zudem noch Vertreter anderer Bakterienarten vorhanden sind, ist es plausibel,
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dass die aus einem Verdampfer eluierte Mischkultur das umfangreichste Spektrum an VOC verwertet

hat.

Tabelle 5: Ergebnis der Priifungen zur VOC-Verwertung durch Bakterien aus Pkw-Klimaanlagen - Auswertung

der Triibung (OD) und der Proteinkonzentration (in mg/L) nach Abschluss der Kultivierung

Methanol
Ethanol
1-Butanol
Aceton
Acetaldehyd

Cyclohexanon

Methylisobutylketon

n-Hexan
n-Nonan
n-Decan
n-Undecan
n-Dodecan
Methylcyclopentan
Ethylbenzol
Xylol

Toluol
Limonen
Phthalat DEHP
Co

Abgas

neg. Kontrolle

Mischkultur Methylobacterium sp. Sphingomonas sp.
N T
<1

0 | foen |00 ]
+++ 91 ++

+++
+++
+++
(+)
+++
++
++
++
++
++

++

155
167
131
4,9
136
32
44
30
75
44
35
57
7.1
4,7
55
9,8
28
55

++
+ bis ++

+

(+)

147
118
4,6
<1
1.5
23
1.8
1.5
<1
<1
<1
<1

1.4
1.5
1,2
1.3
1,7
1.1

2,4
1.4
1.0

0
(+)
++

0
(+)

0
(+)
++
(+)
++

+

+
(+)

0

0
(+)
(+)
(+)

0
(+)

0

<1
348
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Diese Befunde bestatigen, dass die in Pkw-Innenrdumen regelmaBig und z.T. in hohen Konzentrationen
nachweisbaren VOC als Nahrungsquelle fiir die in Pkw-Klimaanlagen vorkommenden Bakterien dienen
kdnnen. Dementsprechend sollte der Eintrag dieser Verbindungen in Pkw-Klimaanlagen mdglichst ver-
mieden werden, um die Wachstumsbedingungen fiir diese Bakterien einzuschranken.

Ein Teil der gepriiften VOC's ist auch im Abgas von Fahrzeugen vorhanden (Wiedemann et al., 2000), so
dass auch tber die AuBenluft mikrobiell verwertbare organische Stoffe in die Pkw-Klimaanlagen ge-
langen kdnnen. Die Konzentrationen organischer Stoffe sind in der AuBenluft allerdings vergleichs-
weise gering, doch werden beim Betrieb von Pkw-Klimaanlagen relativ hohe Luftdurchsitze und dem-
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entsprechend  hohe  Frachten an  Luftbestandteilen erreicht: Nimmt man  Gesamt-
Kohlenwasserstoffkonzentrationen von 100 ug/m3 und einen Luftdurchsatz von 600 m3/h an, ergeben
sich rechnerisch Eintrdge von 60 mg Kohlenwasserstoffen pro Stunde. Aufgrund der zu erwartenden
Stoffvielfalt wiirden fiir einzelne Kohlenwasserstoffverbindungen aber nur sehr kleine Frachten er-
reicht. Im Vergleich dazu ergdben sich fiir Kohlenmonoxideintrage tiber die AuBenluft hohe Frachten
von bis zu 1.200 mg/h. Deshalb wurden Bakterien aus Pkw-Klimaanlagen ergénzend hinsichtlich einer
Kohlenmonoxidverwertung gepriift.

2.2.3 Priifung der Kohlenmonoxidverwertung

Der biologische Abbau von Kohlenmonoxid wurde mit unterschiedlichen Mikroorganismen untersucht’:

- Hydrogenophaga pseudoflava (DSM 1084) diente als Referenzbakterium, das bekanntermaBen
mit Kohlenmonoxid als alleiniger Energiequelle rasch wachst.

- Methylobacterium sp. SKJH-15 und Sphingomonas sp. MG49 waren zwei aus Pkw-
Klimaanlagen isolierte Bakterien

- eine aus einer Pkw-Klimaanlage gewonnene Mischkultur

In 500 mL Schraubdeckel-Kulturflaschen wurden 25 mL einer mineralischen N&hrlosung® mit dem
jeweiligen Bakterium beimpft. Der Gasraum der Kulturflaschen war mit einer Mischung aus 80 % Luft
und 20 9% Kohlenmonoxid gefiillt. Die Kulturansitze wurden anschlieBend bei 28 °C auf einem
Horizontalschittler bebriitet. In einem Vorversuch war ermittelt worden, dass alle Bakterien in dem
mineralischen Kulturmedium mit Natriumacetat als Energiequelle rasch heranwuchsen und dass
Kohlenmonoxidanteile von 20 % in der Gasphase nicht hemmend wirken.

In Abbildung 12 ist das Resultat der Uberpriifung zusammengefasst: Beim mit Hydrogenophaga be-
impften Kulturansatz war eine rasche Abnahme der Kohlenmonoxidkonzentration zu beobachten.
Parallel dazu stieg die als Biomasseindikator genutzte Proteinkonzentration auf den 18fachen Wert des
Ausgangswertes an. Bei allen anderen Ansatzen blieben die Kohlenmonoxid- und die Biomasse-
konzentration lber den gesamten Zeitraum von 22 Tagen unverandert.

Die aus Pkw-Klimaanlagen gewonnenen Bakterien zeigten dementsprechend keine Verwertung von
Kohlenmonoxid, sodass diese in vergleichsweise hohen Mengen verfiigbare AuBenluftkomponente
keine relevante Energiequelle fiir die aus Pkw-Klimaanlagen isolierten Bakterien ist.

7 Federspiel, G. (2008): Bericht zum Praxissemester am bifa Umweltinstitut. FH Augsburg (unveroffentlicht)

8 http://www.dsmz.de/microorganisms/medium/pdf/DSMZ Medium133.pdf; das Medium 133 wurde fiir
chemoautotrophes Wachstum mit 2,5 g/L NaHCO; versetzt
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Abbildung 12: Konzentrationsdnderung von CO in Kulturansitzen mit ausgewdhlten Testkeimen
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3 Abwehr von Biofilmen in Pkw-Klimaanlagen

Nachdem geklart werden konnte, dass die in Pkw-Klimaanlagen vorkommenden Mikroorganismen in
erster Linie Vertreter aus den Bakteriengattungen Methylobacterium und Sphingomonas sind, die ein
breites Spektrum organischer Verbindungen als Nahrungsquelle nutzen kénnen, sollte gepriift werden,
ob sich durch den Einsatz von Biozid ausgeriisteten Beschichtungen eine wirkungsvolle Reduktion des
Bakterienwachstums erzielen lasst. Zu diesem Zweck wurden die flr den Einsatzzweck zur Verfiigung
stehenden bioziden Wirkstoffe mit einem einfachen Screening hinsichtlich ihrer Wirksamkeit gegen
Methylobacterium und Sphingomonas untersucht. Die drei wirksamsten Wirkstoffe wurden an-
schlieBend noch hinsichtlich ihres Wirkpotenzial mit einem breiten Spektrum von Bakterien und Pilzen
tberpriift (s. 3.1). Das dabei ausgewihlte Biozid wurde anschlieBend in Beschichtungen fiir Verdampfer
eingearbeitet und mit einem speziell entwickelten Priifsystem wurde untersucht, wie wirksam das aus-
gewahlte Biozid in der realen Verdampferbeschichtung ist. Hierbei kamen Segmente von Prototyp-
Verdampfern sowie von anderen am Markt verfiigbaren Vergleichsverdampfern zum Einsatz (3.2).

3.1 Auswahl geeigneter biozider Wirkstoffe

Fiir das Screening der Wirksamkeit der bioziden Wirkstoffe wurden diese in Wasser verdlinnt.
AnschlieBend wurde aus jeder Verdinnungsstufe 1 mL entnommen und zu 9 mL einer mit dem
jeweiligen Priifkeim beimpften NAR-Bouillon dosiert. Zur Kontrolle wurden unbeimpfte Ansdtze mit-
gefiihrt, damit eine durch den Wirkstoff hervorgerufene Triibung erkennbar war. Die beimpften An-
satze enthielten Anfangs 10* Zellen des Priifkeims pro Milliliter. Wenn die Biozidkonzentration oder die
-wirksamkeit unzureichend waren, vermehrten sich die Priifkeime und erzeugten ab etwa 10°
Zellen/mL eine visuell wahrnehmbare Triibung.

Biozidverdiinnung

WK | .. | 7:64| 1:32| 1:16| 1:8 1:4 1:2 | unv.

p— — — pu— pu— pu— p— —_—

. IS IS IS IS IS IS IS IS

AN l d 2 \2 \2 2

Sterilkontrolle] ® | ® | ® ® ® ® ® ® ® | < 1 mL steriles Reinstwasser

A-Reihe, ® @® ® ® ® ® ® ® ® |« 1 mLImpfsuspension
B-Reihe, ® & & ® ® ® ® ® ® |« 1 mL Impfsuspension

®: Reagenzglas mit 9 mL steriler NAR-Bouillion; unv.: unverdiinnt; WK: Wachstumskontrolle
Griin schattiert: Ansatze ohne Triibung durch Biomasse; orange schattiert: durch Mikroorganismenbiomasse getriibte Ansatze
bei unzureichender Biozidkonzentration bzw. -wirksamkeit

Abbildung 13: Schema des Arbeitsgangs fiir die Wirksamkeitspriifung von Bioziden

Nach einer Bebriitung bei 30 °C uber bis zu zehn Tage wurde die durch Mikroorganismenwachstum
hervorgerufene Tribung der Ansédtze kontrolliert. Ausgewertet wurde, ab welcher Biozidkonzentration
keine durch Mikroorganismenwachstum hervorgerufene Triibung visuell mehr wahrnehmbar war.
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Abbildung 14: Ergebnis der Priifungen ausgewdhlter Biozidwirkstoffe und den Priifkeimen Methylobacterium
und Sphingomonas (beachte: logarithmisch skalierte Konzentrationsachse)

In einem ersten Screening sind die fiir den Einsatzzweck zur Verfligung stehenden Formulierungen
biozider Wirkstoffe mit den aus Pkw-Klimaanlagen isolierten Priifkeimen Methylobacterium sp. SKJH
15 und Sphingomonas sp. MG49 untersucht worden. Die in Abbildung 14 zusammengefassten Ergeb-
nisse zeigen, dass das als Referenz mitgefiihrte Silbernitrat ab einer Konzentration von 18 mg/L das
Wachstum der beiden Priifkeime verhinderte. Der Wirkstoff 1 erwies sich in der Formulierung 1a dhn-
lich wirksam wie Silbernitrat. Im Gegensatz dazu erwies sich eine andere Formulierung desselben Wirk-
stoffs (1b) erst bei sehr hohen Konzentrationen als biozid wirksam. Die beiden Formulierungen der
Wirkstoffs 2 sowie das Produkt mit dem Wirkstoff 3 hemmten das Wachstum der beiden Priifkeime
ebenfalls sehr gut. Im Unterschied dazu erwies sich der Wirkstoff 4 nur gegeniiber Sphingomonas als
hochgradig biozid; Methylobacterium wurde erst bei mehr als 4.500fach héheren Konzentrationen im
Wachstum gehemmt. Der Wirkstoff 5 hemmte das Wachstum der Priifkeime selbst bei der maximal
gepriiften Konzentrationen von 36 Gramm pro Liter nicht.

Drei gegeniiber Sphingomonas und Methylobacterium sehr gut wirksame Produkte (Wirkstoffe 1a, 2b
und 3) wurden fiir eine weitergehende Untersuchung ausgewahlt. Das Produkt mit dem Wirkstoff 2a
wurde trotz guter Wirksamkeit aussortiert, da es eine fiir den Anwendungszweck zu hohe Wasserlos-
lichkeit hatte. Gepriift wurde, inwieweit die drei ausgewahlten Wirkstoffe das Wachstum von weiteren
Priifkeimen verhindern. Zum Einsatz kamen neben Methylobacterium und Sphingomonas sechs weitere
Bakterienarten sowie acht Pilzarten. Die Auswahl umfasste dabei Keimarten, die vorzugsweise im
asiatischen Raum fiir die Bewertung der bioziden Wirksamkeit von Verdampferbeschichtungen ver-
wendet werden. Die Ergebnisse dieser Priifungen sind in Abbildung 15 zusammengestellt.
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Abbildung 15: Ergebnis der Priifungen von drei Biozidwirkstoffen mit acht Pilz- und acht Bakterienarten
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Das als Referenzbiozid mit breitem Wirkungsspektrum mitgefiihrte Silbernitrat hemmte das Wachstum
aller Priifkeime ab einer Konzentration von 18 mg/L. Eine massenbezogene vergleichbare Wirkung auf
alle eingesetzten Priifkeime hatte der Biozidwirkstoff 1a.

Mit dem Biozidwirkstoff 3 wurden nur bei zehn der 16 gepriiften Keime mit Konzentrationen unter 20
mg/L eine Hemmung des Wachstums beobachtet. Bei 5 Priifkeimen waren 36 mg/L des Biozids fiir eine
Wachstumshemmung notwendig. Beim Priifkeim Pseudomonas aeruginosa lag die notwendige
Wirkkonzentration sogar bei 142 mg/L fiir diesen Biozidwirkstoff.

Der Wirkstoff 2b zeigte eine recht unterschiedliche Hemmwirkung. Wahrend bei den Bakterienarten
Pseudomonas fluorescens und Pseudomonas aeruginosa keine hemmende Wirkung erkennbar wurde
und ebenso die Pilze Penicillium citrinum und Trichoderma virens nur bei sehr hohen Konzentration
von 182 mg/L bzw. 91 mg/L wihrend des Versuchszeitraumes von sieben Tagen sicher im Wachstum
gehemmt werden konnten, war die Wirkung gegeniiber den restlichen Priifkeimen relativ gut. Sie lag
weitestgehend in der GréBenordnung von Silbernitrat oder darunter. Der Wirkstoff 2b war ab einer
Konzentration von ca. 45 mg/L unter Versuchsbedingungen nur noch zum Teil IGslich. Dies bedeutet,
dass hohere Wirkstoffdosierungen kein weiteres Ansteigen der geldsten Wirkstoffmenge erzielen, so
dass sedimentierte Wirkstoffanteile nicht auf die in der Kulturlésung suspendierten Keime einwirken
kdnnen.

Auf Basis dieser Befunde wurde der Wirkstoff 1a fir die Entwicklung einer biozid wirksamen Be-
schichtung fiir Verdampferoberflichen ausgewdhlt. Der Beschichtungsaufbau wurde von der Firma
Behr unter dem Namen BEHROXAL NANO® markenrechtlich geschiitzt. Zur Uberpriifung der Wirksam-
keit der Beschichtung wurde das nachfolgend beschriebene Priifsystem entwickelt. Da sich der Wirk-
stoff 1a gegeniiber den gepriiften acht Pilz- und acht Bakterienarten vergleichbar wirksam erwiesen
hatte, wurde bei den weitergehenden Arbeiten nur noch eine Auswahl der Priifkeime eingesetzt.

3.2 Priifung biozider Beschichtungen im Behr-Verdampfer-Test

3.2.1 Beschreibung des Behr-Verdampfer-Tests

Mit dem vom bifa Umweltinstitut fiir die Behr GmbH & Co. KG entwickelten Verdampfer-Test wird der
Einfluss von bioziden Verdampferbeschichtungen auf die Vermehrungsfahigkeit von ausgewdhlten
Priifkeimen ermittelt.

Fiir die Priifungen werden Segmente mit einer GréBe von mindestens 3 x 5 cm2 Flache und der
gesamten Verdampfertiefe aus Verdampfern herausgeschnitten:

Hierzu wird zuerst ein Mittelteil des Verdampfers herausgesagt und
anschlieBend werden aus diesem Teilstlick wieder Mittelteile her-
ausgesagt.

‘ | | Fiir jeden Priifkeim wird ein Priifstiick bendtigt. Da die Priifstiicke
durch die Sagearbeiten mit Umweltkeimen kontaminiert sind,
werden sie vor der weiteren Bearbeitung liber Nacht bei 120 °C
exponiert, um labile Umweltkeime abzutdten. Die so vorbereiteten
Prifstiicke werden in sterilen Kunststoffbechern bis zum Priifungs-
start zwischengelagert.

Prifstiick 2

Prifstiick 1
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Teilblock aus einem Verdampfer bei der Verdampferblock
Beimpfung im Inkubationsgefal

Abbildung 16: Foto eines Priifstiicks und des InkubationsgefilBes

Fiir die Durchflihrung der eigentlichen Priifungen wird je ein Prifstlick mit einem der ausgewdhlten
Priifkeime beimpft. Die zur Beimpfung verwendeten Keimsuspensionen enthalten 10* Pilzsporen bzw.
Bakterienzellen pro Milliliter NAR-Bouillon (vergl. 2.1.2). Fiinf Milliliter der jeweiligen Keimsuspension
werden mit einer Mikroliterpipette in 25 plL-Portionen gleichmaBig auf der Priifstiickoberflache ver-
teilt. Danach werden die Priifstiicke jeweils in ein steriles Kunststoffgefd gesetzt und fest ver-
schlossen. Dadurch soll eine hohe Luftfeuchtigkeit aufrecht erhalten bleiben. Die beimpften Prifstlicke
werden im Brutschrank bei 25 & 2 °C {iber bis zu 28 Tage bebriitet. Nach 5, 16 und 28 Tagen wird aus
jedem Priifstiick jeweils eine Lamellenlage herausgeschnitten und in 20 mL steriler Natriumpyro-
phosphatlésung (4,7 g/L NasP,0; x 10 H,0, pH 7,0) gegeben. Durch intensives Schiitteln (60 min. auf
dem Horizontalschiittler) werden die Keime von den Lamellenoberflichen eluiert. Die so gewonnenen
Ausgangssuspensionen werden anschlieBend (iber bis zu sechs dekadische Verdiinnungsstufen mit
Natriumpyrophosphatldsung verdiinnt und aus jeder Verdiinnungsstufe werden zwei Agarschalen be-
impft. Ausgewertet werden die Anzahlen an Kolonie-Bildenden Einheiten (KBE) pro mlL Eluat.
AnschlieBend wird die Trockenmasse der jeweiligen Priifstiickprobe bestimmt, damit die
Lebendkeimzahl auf eine definierte Einwaage bezogen werden kann.

Da die zum Beimpfen verwendete Keimsuspension neben dem Priifkeim die fiir das Wachstum not-
wendigen Ndhrstoffe enthdlt, ist bei der Priifung von Verdampfersegmenten ohne biozide Be-
schichtung ein Wachstum der Prifkeime und somit ein Ansteigen der Lebendkeimzahl zu erwarten.
Wenn das Prifstiick eine biozide Beschichtung enthdlt, die den jeweiligen Priifkeim hemmende
Mengen des Wirkstoffs freisetzt, sollte ein Wachstum des Priifkeims unterbleiben.

3.2.2 Wirksamkeit der BEHROXAL NANO-Beschichtung im Behr-Verdampfer-Test

Fiir diese Priifung wurde ein Verdampfer aus der Serienfertigung ohne biozide Ausstattung und ein
Prototyp eines Verdampfers mit der neuen BEHROXAL NANO®Beschichtung eingesetzt. Als Priifkeime
wurden sieben der 16 Keime genutzt, mit denen die Wirksamkeit von Biozidpraparaten tberpriift
worden ist (s. 3.1) Neben zwei in der Umwelt weitverbreiteten Schimmelpilzen (Aspergillus niger,
Penicillium citrinum) wurden fiinf Bakterienarten ausgewihlt: Bacillus subtilis und Streptomyces
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griseus reprasentieren Vertreter von in der Umwelt weitverbreiteten Bakteriengattungen, die dazu be-
fihigt sind, sehr resistente Dauerstadien (Bacillus: Endosporen; Streptomyces: Sporen) zu bilden. Das
Bakterium Pseudomonas fluorescens wird regelméBig in Kaltwasserstromen gefunden und wurde des-
halb als wichtiger Priifkeim ausgewédhlt. Die fiir Klimaanlagen wichtigsten Priifkeime sind
Methylobacterium sp. SKJH-15 und Sphingomonas sp. MG49.

Die mit dem Behr-Priifsystem erzielten Ergebnisse fiir die sieben Priifkeime und die beiden Verdampfer
sind in Abbildung 17 zusammengefasst. Fiir die Priifblocke des Verdampfers ohne zusatzliche biozide
Ausristung wurde durchgehend und erwartungsgemal ein starker Zuwachs der eingesetzten Priif-
keime beobachtet. Lediglich nach 28 Tagen Kulturzeit wurden mit Methylobacterium und
Sphingomonas stark reduzierte Lebendkeimzahlen festgestellt, da bei langen Kulturzeitrdumen Vitali-
tatsverluste durch Trocknungsstress, Nahrungsmangel und/oder Anhiufung von Stoffwechsel-
produkten auftreten kénnen. Die anderen Priifkeime kdnnen dagegen resistente Dauerformen (Sporen,
Endosporen) ausbilden und blieben Giber 28 Tage hinweg vital.

Die Priifblocke des BEHROXAL NANO®-beschichteten Verdampfers verhinderten das Wachstum der
beiden Schimmelpilze und der fiinf Bakterienarten nahezu vollstdndig. Lediglich bei Bacillus war bis
zum filinften Kulturtag ein geringer Keimzuwachs festgestellt worden, der jedoch in der Folgezeit nicht
weiter voranschritt. Bei 20 von 21 Proben hat die biozide Beschichtung den Keimzuwachs wirkungsvoll
verhindert (biostatische bzw. ,keimhemmende” Wirkung) und bei 16 von 21 Proben lag die Keim-
konzentration um mehr als Faktor zehn unter der Ausgangskeimkonzentration, sodass hier sogar eine
biozide (,keimabtotende”) Wirkung erzielt wurde. Die Priifblocke mit der BEHROXAL NANO°-
Beschichtung wiesen um bis zu sechs Zehnerpotenzen geringere Keimzahlen im Vergleich zu den Priif-
blocken ohne biozide Beschichtung auf.

Der Behr-Verdampfer-Test fiir die Wirksamkeitsbeurteilung antimikrobieller Werkstoffbeschichtungen
hat sich insgesamt als duBerst praktikabel und aussagekriftig erwiesen. Deshalb wurde der Behr-
Verdampfer-Test fiir eine vergleichende Priifung von zwei mit bioziden Beschichtungen ausgeriistete
Verdampferprototypen der Firma Behr und fiinf Verdampfertypen mit biozider Ausriistung anderer
Hersteller verwendet (3.2.3).
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Abbildung 17: Lebendkeimzahlen von Verdampfer-Priifblécken nach Beimpfung mit verschiedenen Pilz- und
Bakterienarten

Anmerkung: Die bei Methylobacterium und Sphingomonas nach 28 Tagen beobachteten Vitalitatsverluste traten auch ohne
Biozideinfluss auf und kénnen die Folge von Trocknungsstress, Nahrungsmangel und/oder Anhidufung von Stoffwechsel-
produkten sein.
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3.2.3 Vergleich verschiedener Biozid-beschichteter Verdampfer

Mit dem Behr-Verdampfer-Test wurde eine vergleichende Untersuchung der Wirksamkeit von Biozid-
beschichtungen von sieben Verdampfertypen durchgefiihrt: Neben zwei Prototypverdampfern der
Firma Behr wurden fiinf Verdampfer unterschiedlicher Hersteller iber den Ersatzteilhandel beschafft
und untersucht. Sdmtliche Verdampfer wurden vorher von der Firma Behr bei Leistungsmessungen
eingesetzt und damit konditioniert: Die dabei in groBen Volumina anfallenden Kondensate haben
leicht auswaschbare Biozidanteile entfernt und sollten praxisnahe Bedingungen beim Betrieb der Ver-
dampfer in Pkw-Klimaanlagen schaffen.

Die Priifungen wurden auf jene beiden Testkeime (Methylobacterium sp. SKJH 15, Sphingomonas sp.
MG49) beschrinkt, die in Pkw-Klimaanlagen besonders haufig vorkommen und aus ihnen isoliert
worden sind. Nach der Beimpfung der Verdampfermaterialien mit 1,4 x 10° bis 2,7 x 10° Bakterien pro
Gramm wurden die Verdampfer-Priifblocke bei 25 °C bebriitet. Nach 5, 16 und 28 Tagen wurden Teil-
proben der Priifblocke entnommen und die Lebendkeimzahl auf den Priifmaterialien bestimmt. Dabei
waren drei Ergebnisvarianten denkbar:

e Ergebnisvariante A: Wenn die Beschichtungen sehr rasch ihre biozide Wirkung entwickeln und
das Wirkspektrum der Biozide die eingesetzten Prifkeime beinhaltet, ist eine rasche In-
aktivierung der Priifkeime zu erwarten. In diesem Fall ldgen die Lebendkeimzahlbefunde unter
den oben genannten Ausgangswerten. Derartige Beschichtungen sind optimal, da sie die
Ausbildung von Biofilmen auf den Oberflichen wirkungsvoll verhindern.

e Ergebnisvariante B: Wenn die Biozide zwar grundsatzlich wirksam sind, die Wirkstoffe aber
erst verzogert freigesetzt werden, ware zunachst ein Wachstum der Priifkeime zu erwarten, bis
sich eine hemmende Konzentration des Wirkstoffes einstellt. Danach sollte die Vitalitat der
Priifkeime stark abnehmen und im Optimalfall zur vollstdndigen Inaktivierung der Priifkeime
flhren. Derartige Beschichtungen lassen zwar die voriibergehende Ausbildung von Bio-
filmen zu, konnen deren biologische Aktivitit jedoch mit der Zeit einschrinken. (Obwohl im
Behr-Verdampfer-Test auch mehrwochige Einwirkzeiten gepriift werden, sind entsprechend
lange Stillstandszeiten bei Pkw-Klimaanlagen in der Praxis selten.)

e Ergebnisvariante C: Wenn das Wirkspektrum des Biozids die eingesetzten Priifkeime nicht ab-
deckt und/oder wenn die Biozidfreisetzung unzureichend ist, wiaren ein Wachstum der Priif-
keime und eine im Priifzeitraum unverdnderte Vitalitdt der Priifkeime zu erwarten. Derartige
Beschichtungen waren als wirkungslos erkannt.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 6 und Abbildung 18 zusammengefasst.

Tabelle 6: Matrix der beobachteten Ergebnisvarianten

Priifkeim

BEHROXAL
BEHR “JAPAN"

Methylobacterium

- B Produkt 1
gl g Produkt 2
sl gM Produkt 3
s=3N-"M Produkt 4
NSl Produkt 5

Sphingomonas
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Abbildung 18: Ergebnisse im Behr-Verdampfer-Test mit 7 Verdampfertypen von 6 Herstellern

BEHR ,JAPAN": Prototyp einer Beschichtung mit einem japanischen Biozidwirkstoff

Anmerkung: Die bei Methylobacterium und Sphingomonas nach 28 Tagen beobachteten Vitalitatsverluste traten auch ohne
Biozideinfluss auf und kénnen die Folge von Trocknungsstress, Nahrungsmangel und/oder Anhidufung von Stoffwechsel-
produkten sein.
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Nur mit der Beschichtung BEHROXAL NANO® wurde sowohl mit dem Priifkeim Methylobacterium als
auch mit dem Priifkeim Sphingomonas die als optimal einzustufende Ergebnisvariante A erhalten. Die
Ergebnisvariante A wurde ansonsten von keiner anderen Beschichtung mit dem Priifkeim
Methylobacterium erreicht, da das Wachstum dieses Priifkeims offenbar deutlich schwerer zu hemmen
ist als das des Priifkeims Sphingomonas.

Drei Beschichtungen (BEHR ,JAPAN"; Produkte 1 und 4) erreichten zumindest mit Methylobacterium
die Ergebnisvariante B und mit Sphingomonas die Ergebnisvariante A.

Der Verdampfer des Produktes 5 erreichte zwar mit Sphingomonas die Ergebnisvariante B, doch wurde
mit Methylobacterium nur die Ergebnisvariante C erreicht. Mit den Produkten 2 und 3 wurde sogar fiir
beide Priifkeime nur die Ergebnisvariante C erreicht, sodass diese Produkte gegeniiber Keimen aus
Pkw-Klimaanlagen wirkungslos sind.

Insgesamt hat sich der Behr-Verdampfer-Test als praktikabel und aussagekréftig erwiesen, da mit ihm
eine aussagekraftige Differenzierung von wirksamen und wirkungslosen Beschichtungen moglich ist.
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4 Fazit

Mit einer Kombination von umweltmikrobiologischen und molekularbiologischen Untersuchungs-
methoden ist es in der Regel relativ schnell mdglich, in technischen Einrichtungen das Vorhandensein
von zumeist unerwiinschten Biofilmen zu Gberpriifen (s. 2.1.1).

Das Beispiel der Untersuchungen von Pkw-Klimaanlagen bestitigt diese Aussage: Durch eine
Kombination von mikroskopischen Untersuchungen und Lebendkeimzahlbestimmungen konnte gezeigt
werden, dass in Pkw-Klimaanlagen weltweit vor allem in der Umwelt haufig vorhandene Bakterien der
Gattungen Methylobacterium und Sphingomonas vorkommen (s. 2.1.2). Die Kenntnis der Identitat der
am Standort vorhandenen Keime ist die Basis fiir die Beurteilung des hygienischen Risikopotenzials.
AuBerdem ermdglicht die Kenntnis der systematischen Zuordnung begriindete Annahmen zu den
Wachstumsanspriichen der vorgefundenen Keime. Im vorliegenden Fall konnte geklart werden, dass die
in Pkw-Klimaanlagen vorkommenden Bakterien sich von fliichtigen organischen Verbindungen (VOC)
erndhren kdnnen (s. 2.2).

Die Isolation der in Pkw-Klimaanlagen vorkommenden Keime bot zudem die Mdglichkeit, diese als
Testorganismen fiir die Auswahl von geeigneten bioziden Wirkstoffen einzusetzen (s. 3.1). Erst der Ein-
satz eines hinreichend wirksamen Biozids ermdoglicht zielgerichtete Arbeiten zur Entwicklung einer
Beschichtung mit biozider Wirkung auf Pkw-Klimaanlagenkeime. In einem speziell fiir die Priifung von
Biozid-ausgeriisteten Beschichtungen von Verdampfern entwickelten Testverfahren zeigte sich, dass
die neu entwickelte Beschichtung BEHROXAL NANO® das Wachstum der in Pkw-Klimaanlagen vor-
kommenden Keime wirkungsvoller unterdriickt als andere, derzeit am Markt vorhandene Verdampfer-
typen (s. 3.2.2 und 3.2.3).
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