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Beurteilung der Wirkung von Enzymfiltern
auf Bakterien und Schimmelpilze

Ein Vorschlag zur Priifung von Mafinahmen gegen Schimmelpilze

Tatsuaki Tanaka, Lee Hun-jun und Keiko Imai

1. Einleitung

Fiir Luftfilter werden je nach Anwendungsgebiet unter-
schiedliche Materialien benutzt. Es gibt Filtermaterialien
fiir grobe bis hin zu feinsten Staubpartikeln sowie fiir
geringe, mittlere, hohe und sehr hohe Filterleistungen. Die
Filter werden vor allem im industricllen Bereich ein-
gesetzt, wie in Reinrdumen der Halbleiter-, Fliissig-Kris-
tall-, Pharma- oder Lebensmittelindustrie, in Kranken-
hdusern, Biro- oder Geschittsgebduden aber auch im
Wohnbereich, .

Luftfilter werden leicht von Schimmelpilzen befallen und
bilden damit biologische Verschmutzungsquellen im
Raum, die eine sekundire Verschmutzung verursachen
kénnen. Die Pilze vermehren sich in den Filterfasern und
werden mit der Luft in dic Rdume geblasen.

Einige Untersuchungen zu Luftfiltern und Mikroorganis-
men gibt s bereits:

Hamada et al. [1; 2] haben daraufl hingewiesen, dass der
Schimmelpilzbefall in Luftfiltern von RLT-Anlagen ab-
hiingig ist vom Verwendungszeitraum oder der Hiaufigkeit
der Reinigung.

Ls gibt auch Untersuchungen zu typischen Arten und zur
Anzahl der am Lufttilter anhaftenden Schimmelpilze [3].

Isomae und Gokano et al. berichten Uber ausfiihrliche
Untersuchungen von Luftfiltern, die in Reinrdumen der
Getrinke-, Lebensmittel- und Pharmaindustrie sowic in
Krankenhidusern oder Hotels eingesetzt werden [4 bis 8],
Fiir diesen Anwendungsbereich wurden mit Silber oder
organischen Chemikalien behandelte Luftfilter entwi-
ckelt. Diese Luftfilter sind zwar wirksam, mit der Zeit
gcht der Effekt aber verloren, weil sich die Chemikalien
verbrauchen. Dariiber hinaus lésen sich die in-die Filterfa-
sern gekneteten oder aut diese aufgebrachten Chemikalien
mit der Zeit ab, so dass sie im Raum verteilt werden und
Menschen bzw. Produkte. die sich in unmittelbarer Nihe
der Luftfilter belinden, verunreinigen kdnnen. Der Ein-
satzbereich dicser vorbehandelten Luftfilter ist somit
begrenzt.
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1999 erschienen auf dem japanischen Markt Luftfilter mit
Bakterien auflésenden Enzymen. Diese Enzymlfilter sol-
len die konventionellen Filter ersetzen. Sie werden jetzt
zunchmend in Reinrdumen der Lebensmittel-, Getrinke-
oder Pharmaindustrie, in Krankenhdusern, Biiro- oder Ge-
schiftsgebduden als umweltfreundliche hybride ,,Enzym-
lilter fiir Desinfektionszwecke™ eingesetzt und hoch
geschiitzt.

Im Gegensatz zu Silber oder organischen Chemikalien
sind die die Bakterien abbauenden Enzyme ohne Toxizitit.
Sie besitzen ecinen hohen Desinfektionseffekt, der auf
cinem natiirlichen Mechanismus beruht. Ferner werden
diese Enzyme nicht auf dic Oberfliche der Filtermateria-
lien gespriiht, sondern auf molekularer Ebene in den Fil-
terfasern chemisch gebunden, so dass sie nicht aufge-
braucht werden und eine anhaltende Desinfektion moglich
ist. Das sind die bedeutendsten Merkmale dieser Enzym-
filter.

Gegenwirtig gibt es keine Untersuchung zu Priifverfah-
ren, die Aussagen iiber die vorbeugende Wirkung der
Luftfilter gegen Schimmelpilzbefall zulassen. In dieser
Arbeit werden vor Ort gemessene Daten iiber die vorbeu-
gende Wirkung marktiiblicher ,,Enzymfilter fiir Desinfek-
tionszwecke™ gegen Schimmelpilze und Bakterien vorge-
legt und ein Priifverfahren zur Beurteilung der vorbeugen-
den und bekdmpfenden Wirkung der Luftfilter gegen
Schimmelpilzbefall vorgeschlagen.

2. Vergleichende Untersuchungen zur
vorbeugenden Wirkung von Filtern gegen
sekundire Verschmutzungen durch
Schimmelpilze

2.1 In einer Lebensmittelfabrik

Ein konventioneller Schwebstoff-Filter und e¢in Enzym-
Schwebstoff-Filter wurden unter gleichen Bedingungen
im Reinraum einer Lebensmittelfabrik ein Jahr lang
durchgehend bei gleich hoher Feuchte betrieben. Aus bei-
den Filtermaterialien wurden Proben des oberen, mittleren
und unteren luftdurchstrémten Teils entnommen und unter
einem Rasterelektronenmikroskop betrachtet.

In Bild 1 sind die Ergebnisse vergleichend dargestellt,
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Konventioneller Schwebstofffilter

Enzym-Schwebstofffilter

der untere luftdurchstromte Filterteil

Bild 1, Ergebnisse aus verschiedenen Untersuchungen in einer Lebens-
mittelfabrik.

Beim konventionellen Schwebstoff-Filter wurden im mitt-
leren und unteren lulidurchstromten Teil Mikroben, meist
Schimmelpilze, nachgewiesen. Dagegen wurden beim
Enzym-Schwebstoft-Filter sowohl bei der optischen Un-
- tersuchung als auch bei der mit einem Rasterelektronen-
mikroskop keine Mikroben festgestellt.

2.2 In einem Krankenhaus

Ein konventioneller Schwebstoft-Filter und ein Enzym-
Schwebstoft-Filter wurden im Reinraum einer Universi-
tatsklinik unter gleichen Bedingungen ein Jahr lang durch-
gehend im Abluftsystem eines Bakterien-Testraums ver-
wendet. Probennahme und Auswertung erfolgten wie
unter 2.1,

In Bild 2 sind die Ergebnisse vergleichend dargestellt.

Im Bakterien-Testraum, in dem die Luftfeuchtigkeit eben-
falls geregelt wird, gibt es weniger Probleme durch Schim-
melpilze als in der Lebensmittelfabrik. Trotzdem wurden
beim konventionellen Schwebstoff-Filter im mittleren und
unteren luftdurchstromten Filterteil iiberall Bakterien
gefunden, wie aus den beiden linken Bildern zu entneh-
men ist. Im Gegensatz dazu wurde beim Enzym-Schweb-
stoff-Filter (Bilder rechts) keine Verschmutzung durch
Mikroorganismen festgestellt.

Konventioneller Schwebstofffilter

Enzym-Schwehstofffilter

N
ii}" _ik'@%-‘% @ﬁ

der mittlere luftdurchstromte Filterteil

der untere qutdurchstromte Ftltertell

Bild 2. Ergebnisse aus verschiedenen Untersuchungen in einer Univer-
sititsklinik.
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Bild 3. Luftsammler-Ergebnisse in einem Reinraum.

2.3 Messung frei schwebender
Mikroorganismen mit einem Lufisammler

Beide Filterarten wurden in je einem fortwihrend betrie-
benen, gleichartigen Reinraum eingesetzt. Unmittelbar
nach dem Einsetzen der fabrikneuen Filter und anschlie-
Bend ein Jahr lang monatlich wurden die frei schwebenden
Mikroorganismen in den Riumen mit einem RCS Air
Sampler (Biotest) gesammelt und untersucht.

Das Ergebnis ist in Bild 3 dargestellt.

Direkt nach dem Filtertausch lie3 sich keine Verschmut-
zung der Rdume nachweisen. erst ab dem 3. Monat nach
Austausch der Filter wurden im Raum mit konventionel-
lem Schwebstoff-Filter Mikroorganismen beobachtet.
Aufgrund des Verlaufs der Kurve ist davon auszugehen,
dass diese aus dem Filter ausgeblasen wurden.
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Tabelle 1. Priifung der vorbeugenden Wirkung des Luftfilters gegen Schimmelpilzbefall (Methode A).

Bezeichung des Wachstumszustand
Schimmelpilzes Erohe Sulistrat 3. Tag 5. Tag 7.Tag  14.Tag  21.Tag  28.Tag
Kontrolle Tween 80 *1 + + + -+ +—+
Aspergillus niger : st N N - o R
e : Enzymfilter  Tween 80 *1 - -
1/10 GP *2 - - + = =
Kontrolle Tween 80 *1 +- ++ t |
Awreobasidium s 1/10 GP *2 + ++ +—+ —+
AUreQDASIAIIm sp. Enz}-'mfil[er T\’\"Cﬁ[l 80 *l _ _ - _
1/10 GP #2 - + e - +
Kontrolle Tween 80 *1 &l ++ ++ 4
Cladosporium 1/10 GP *2 + -+ 1 ++ +
cladasporioides Enzymfilter  Tween 80 *1 - - - = =
1/10 GP *2 = - = _ _
Kontrolle Tween 80 *1 g5 b ++ +—+
Penicillivim citrinuin ; 1 aF )’2 iy - = o =
Enzymfilter — Tween 80 #1 = - . - -
1710 GP #2 - = + + +

#1  polysorbate 80. Difco

*2  Glukose-Pepton-Fiissigagar, auf das 10 fache verdiinnt
—  kein Wachstum

+  Wachstum war sichtbar auf unter 1/3 der Probefldche
= Wachstum war sichtbar auf 1/3 der Probefliche

+=  Wachstum war sichtbar auf 2/3 der Probefliche

=+ Wachstum war auf der ganzen Probetliche sichtbar

3. Priifung der vorbeugenden Wirkung
von Luftfiltern gegen Schimmelpilzbefall

3.1 Priifungsmaterial

Als Probe diente ein quadratisch ausgeschnittenes Stiick
Filtermaterial eines Enzym-Schwebstoff-Filters in der
GroBe Sem x Sem, das mit y-Strahlung behandelt wurde.

Fiir den Kontrollversuch wurde Material eines konventio-
nellen Schwebstoff-Filters gleicher Gréfe verwendet und
entsprechend behandelt.

3.2 Schimmelpilze

Als  Schimmelpilze  wurden  Awreobasidium  sp.
(HMC2048), Cladosporium cladosporioides (IIMC2045),
Aspergillus  niger (HMC2037) und Penicillium  sp.
(HMC2054) gewihlt, die in japanischen Wohnungen
gewonnen und identifiziert wurden.

3.3 Abstimmung der Sporenldsung

Auf einem mit etwas Chloramphenikol (Antibiotikum)
versetzten Kartoffel-Dextrose-Agar (PDA-CP von Nissui)
wurden dic oben genannten Schimmelpilzarten eine
Woche lang vorgezlichtet. Den gewachsenen Kolonien
wurde eine autoklavierte 0.05 %-ige Tween80-Losung (ein
oberflichenaktiver Stoff) zugesetzt und die Lésung dann
pipettiert. Die gesammelten Sporen wurden anschliefiend
mit einer physiologischen Kochsalzlésung auf die Sporen-
zahl 1.0~4.0x 100 cfu/ml abgestimmt.

Die Zubereitung einer zweiten Sporenldsung basierte auf
einem Glukose-Pepton-Fliissigagar (GP von Nissui). Zur

Sporengewinnung wurde dieser mit destilliertem Wasser
auf 10% verdiinnt (1/10 GP), die gesammelten Sporen
wurden schlieBlich mit einer physiologischen Kochsalzlo-
sung auf die Konzentration 1.0~4.0x10° KBE/ml abge-
stimmt,

3.4 Priifmethoden

Die Priifung erfolgte mit zwei Verfahren: einem Standard-
verfahren der japanischen Industrie (Methode B), das in
verschiedensten Bereichen eingesetzt wird und mit einem
speziell fiir Filter entwickelten Verfahren (Methode A),
das stirker die Anwendungsumgebung berticksichtigt.

3.4.1 JIS Z2911 (Japanischer Industrie-Standard)
(Methode B)

Die Filterproben wurden je auf ein PDA-CP und cin anor-
ganisches Substrat gelegt und anschlieBend mit ca. 0,2ml
der vorbereiteten Sporenfliissigkeiten gleichméfig be-
netzt. Bei 25 °C wurden die Kulturen 28 Tage lang geziich-
tet, wobei alle 7 Tage eine Einschitzung des Schimmel-
pilzbefalls erfolgte.

3.4.2 Priifung unter Beriicksichtigung der
Anwendungsumgebung (Mcthode A)

In einem verschlieBbaren, 2!/, | fassenden Behilter mit
etwas autoklaviertem Wasser befand sich ein 2 cm hoher
Stdnder mit Tisch, auf den das zu priifende Material
gelegt wurde. Wie bei Methode B wurden die Proben mit
ca. 0,2ml der vorbereiteten Sporenfliissigkeiten gleich-
mélig benetzt. Der Behilter wurde in einem Wéirme-
schrank aut der Temperatur 25 °C gehalten, die Aufrecht-
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Tabelle 2. Priifung der vorbeugenden Wirkung des Luftfilters gegen Schimmelpilzbefall (Mecthode B).

Bezeichung des Wachstumszustand
- p Prol substrat - > ‘ 7
Schimmelpilzes . Substra 1. Woche 2. Woche 3. Woche 4. Woche
Kontrolle . - - + %
anorganisches Salz
Enzyvmfilter - + =
Aspergillus niger
= il ; + + + +
Kontrolle PDA-CP 1
Enzymfilter 8 +
Kontrolle . = E i
anorganisches Salz
Enzymfilter = - + %
Aureobasidium sp.
s olle * + + 1
Kontrolle PDA-CP *1
Enzymfilter + s + +
Kontrolle 5 ’ -~ = +
anorganisches Salz
Cladosporium Enzymfilter - - & +
cladosporioides
: + +
Kontrolle PDA-CP 1
Enzymfilter - % + -
Kontrolle : = - + +
anorganisches Salz
Enzymfilter - - + +
Penicillivim citrinum ) ‘ . ;
Kontrolle PDA-CP *1 ¥ I
Enzymfilter + -

*| Kartoffel-Dextrose-Ager mit beigefiigtem Chloramphenikol

erhaltung der relativen Feuchte von 98% im Behilter
erfolgte mit einem Datenlogger. Unter dieser konstanten
hygrothermischen Bedingung wurde das Filtermaterial
taglich beobachtet.

Um den Grad der Luftfilterverschmutzung zu bestimmen,
wurden bei dieser Untersuchung alle oben genannten
Schimmelpilzarten verwendet. Als Index galt der Fli-
chenanteil des Schimmelpilzbefalls auf dem Filtermate-
rial. ‘

4. Ergebnisse

4.1 Priifung unter Beriicksichtigung der
Anwendungsumgebung (Methode 4)

Die Ergebnisse sind in Tubelle 1 aufgelistet.

Beim Enzymfilter wurde funf Tage nach Zugabe von 1/10
GP Wachstum von Aureobasidium, 14 Tage danach
Wachstum von Penicillium und 28 Tage danach Wachstum
von 4.niger und C.cladosporioides auf weniger als 1/3 der
Probetliche beobachtet.

Lediglich bei Verwendung von Tween80 wurde bei
A.niger; C.cladosporioides und Penicillium kein Wachs-
tum beobachtet. Bei Aurcobasidium war nach 21 Tagen
Wachstum auf weniger als 1/3 der Probefliche des
Enzymfilters festzustellen.

Beim Kontrollversuch mit konventionellem Filtermaterial
wurde in beiden Anwendungsumgebungen bei allen vier
Schimmelpilzarten bereits nach 3 Tagen Wachstum be-
obachtet.

4.2 JIS 22911 (Japanischer Industrie-
Standard) (Methode B)

Die Ergebnisse sind der Tabelle 2 zu entnehmen.

Beim Enzymfilter konnte auf PDA-CP bei allen vier
Schimmelpilzarten am 7. Tag der Ziichtung Wachstum auf
der Oberfliche beobachtet werden.

Auf dem Substrat aus anorganischem Salz wurde bei allen
4 Schimmelpilzarten am 21. Tag der Ziichtung Wachstum
nachgewiesen.

Bei der mikroskopischen Betrachtung der aul beiden
Nihrbdden gewachsenen Schimmelpilze war bei PDA-CP
eine Sporenbildung deutlich erkennbar, auf dem Substrat
aus anorganischem Salz waren Sporen nur vereinzelt zu
beobachten.

Die Kontrolluntersuchungen mit dem konventionellen Fil-
termaterial ergaben die gleichen Messergebnisse wie beim
Enzymfilter, bis auf einen Unterschied: sowohl auf PDA-
CP als auch auf Substrat aus anorganischem Salz war Spo-
renbildung deutlich sichtbar.

5. Zusammenfassung

Die Untersuchung hat gezeigt, dass die Ergebnisse von der
Priifmethode abhiingen: Je besser diec Anwendungsumge-
bung realisiert wird, desto sicherer kann die vorbeugende
Wirkung gegen Schimmelpilze beurteilt werden.

Beim Enzymfilter ist im Gegensatz zum konventionellen
Filter, bei dem die Chemikalien aufgetragen sind. das
Enzym in den Filterfasern chemisch fest gebunden, es 16st
sich nicht von der Probe ab. In dicsem Fall ist es mit der
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konventionellen Methode B, die verwendet wird, wenn der
herausgeldste Stoff mit dem Schimmelpilz reagiert,
schwierig, eine richtige Beurteilung zu treffen. Dadurch,
dass bei Methode A dic Sporenfliissigkeit unterschiedlich
verdiinnt wurde. konnte zwischen Enzymfilter und kon-
ventionellem Filter ein Unterschied aufgezeigt werden.

Methode A scheint fiir dic Beurteilung von Luftfiltern, bei
dem sich die antibakterielle Substanz nicht von den Fasern
lost, ein optimales Vertahren zu sein.

Immer mehr Luftfilter werden mit Mitteln gegen Schim-
melpilze oder Bakterien vorbehandelt bzw. besitzen cinen
Desinfektionseffekt. Fiir die Priifung der Filter in einer
praxisnahen Anwendungsumgebung ist es sinnvoll, meh-
rere Priifungsmethoden zur Auswahl zu haben. Es werden
weiterhin praxisnahe Priifmethoden untersucht, die Merk-
male oder Spezifikationen der Luftfilter beriicksichtigen
und optimale Priifmethoden vorschlagen.

Danfksagung

Vor Verdffentlichung dieser Arbeit war oft Gelegenheit zur Diskussion
mit Herrn K. Isomae und Frau M. Gokano der Fa. Nikki-Universal . Thr
Beitrag zu dieser Arbeit ist erheblich. Beiden sei herzlich gedankt fir
ihre stets freundliche Hilfsbereitschaft.

Literatur

[11 Aihara, M., Tanaka, T and Takatori, K.: Monthly Changes of fungi
detected from the indoor environments of a house structure (in
Japanese). J.Antibact. Antifung. Agents 28 (2000), S. 3-8,

[2] Ohia, T.: 1. Antibact. Antifung. Agents 26 (1999). S. 521-325.

[3] Yoshizawa, S. and Sugawara, F: Microbiological contamination of
Air-conditioned buildings (in Japanese). kuuki seijou 23 (1986).
S.17-26.

4] Isomae. Gokano et al.: Vortrigesammlung fiir das Symposium fiir
Luftreinhaltung und Kontaminationskontrolle, 194-197. Japani-
scher Verband fiir Luftreinigung (2000).

[5] Isomae, Gokano et al. : Vortrigesammlung fiir das Symposium fiir
Luftreinhaltung und Kontaminationskontrolle, 303-306, Japani-
scher Verband fiir Luftreinhaltung (2001).

[6] Gokano, Isomae et al.: Vortrigesammlung fiir das Symposium [iir
Luftreinhaltung und Kontaminationskontrolle. 89-92. Japanischer
Verband fiir Luftreinhaltung (2002).

[7] Kazuo Isomae et al: The ICCCS [4th International Symposium on
Contamination Control Proceedings. 233-236. Phoenix, Arizona
(USA, 1998).

[8] Kazwo Isomae: Chemictechnik. Verband der Chemictechnik 66
(2002), S. 522-525.



