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1 Hintergrund und Zielsetzung

Um die Ziele der schweizerischen Energiestrategie 2050 erreichen zu kénnen, wird ein Anstieg der
Holzenergienutzung um 50% erwartet. Da Holzfeuerungen einen relevanten Beitrag zur Luftver-
schmutzung, insbesondere zum Feinstaub kleiner 10 Mikrometer (PM10) verursachen, besteht ein po-
tenzieller Zielkonflikt zwischen der vermehrten Nutzung von Energieholz und den Zielen der Luftrein-
haltung. Im Zusammenhang mit den Feinstaubemissionen aus Holzfeuerungen ist zu beachten, dass
die Emissionen je nach Anlagentyp und Betriebsweise grosse Unterschiede in Art, Menge und Zusam-
mensetzung verschiedener Komponenten aufweisen. Die priméaren Partikel, die im heissen Abgas in
fester oder fliissiger Form vorliegen, werden daher in drei Kategorien unterteilt:

1. Anorganische Partikel (vorwiegend Salze als dominierende Partikelfraktion bei nahezu vollstéandi-
ger Verbrennung).

2. Russ (gebildet bei hohen Verbrennungstemperaturen und Sauerstoffmangel).

3. Kondensierbare organische Verbindungen (Condensable Organic Compounds, COC, gebildet bei
niedrigen Verbrennungstemperaturen).

Von den drei Partikelarten zeigen eigene frihere Untersuchungen fur COC die hdchste Zytotoxizitat
und Karzinogenitat, gefolgt von Russ, wahrend Salzpartikel die geringste Wirkung aufweisen. Zytotoxi-
zitat ist die Fahigkeit einer chemischen Substanz, eines Virus oder einer Immunzelle lebende Zellen
zu schadigen oder zu zerstdren. COC sind in Abhangigkeit von Temperatur und Konzentration entwe-
der in der Gas- oder Flussigphase zu finden. Im heissen Abgas befinden sich COC in der Gasphase
und sind Teil der fluchtigen organischen Verbindungen (Volatile Organic Compounds, VOC). In der
Atmosphére kdnnen COC kondensieren und tragen dann zu den primaren organischen Aerosolen
(POA) bei, wahrend VOC durch fotochemische Reaktionen in der Atmosphéare sekundéare organische
Aerosole (SOA) bilden kénnen.

Da die Emissionsgrenzwerte fur Staub in der Luftreinhalte-Verordnung (LRV) auf einer Probenahme
im heissen Abgas basieren, liegen zu COC und SOA, mit Ausnahme einer Messung von VOC als
mdgliche SOA-Vorlaufer, in der Regel keine Informationen vor. Aus diesem Grund besteht eine Wis-
sensliicke beim Zusammenhang zwischen den gemessenen Schadstoffemissionen im heissen Abgas
und dem Einfluss der Umgebungsluft auf die menschliche Gesundheit. Zudem sind experimentelle
Methoden zur Untersuchung von Gesundheitsauswirkungen von Schadstoffen komplex und teuer. In-
formationen Uber Gesundheitseffekte von Emissionen aus Holzfeuerungen liegen deshalb nur verein-
zelt vor und sind meist auf eine kleine Anzahl spezifischer Anwendungen beschrankt. Ziel der vorlie-
genden Arbeit ist deshalb, die Entwicklung eines einfachen Verfahrens fir Probenahme und an-
schliessender In-vitro-Zellanalyse von Abgasen aus der Holzverbrennung.
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2 Vorgehen und Methode zur Toxizitatsanalyse

Um eine einfache Probenahme zu realisieren, wurden zwei nacheinander durchgefiihrte Standard-
Probenahmeverfahren angewandt. In einem ersten Schritt wird dabei heisses Abgas durch eine be-
heizte Probenahme bis zu einem beheizten Filter geleitet. Dieser Teil entspricht der Probenahme zur
gravimetrischen Bestimmung der Feststoffe im heissen Abgas nach BAFU- Messempfehlung Emissi-
onsmessung bei stationdren Anlagen (EN 13284-1 (VDI 2066)). Anschliessend wird das heisse, gefil-
terte Abgas durch drei in einem Wasserbad auf 5 °C gekihlte Gaswaschflaschen geleitet. Zwei Fla-
schen sind mit Wasser gefiillt, die dritte ist leer. Die rasche Abkuhlung bewirkt die Kondensation von
COC sowie von Salzen, Schwermetallen und Wasserdampf in den Gaswaschflaschen. Nach den Fla-
schen befindet sich ein weiterer, nicht beheizter Filter. Auf diesem werden mitgerissene Tropfchen so-
wie Partikel, die durch Abkihlung in den Gaswaschflaschen entstanden sind, aber nicht im Wasser
abgeschieden wurden, gesammelt. Die Gaswaschflaschen mit nachfolgendem Filter entsprechen der
Methode nach US-EPA 5H.

Zusatzlich zur Kombination der beiden Standardprobenahmen wurden anstelle von Wasser auch ver-
schiedene Zellnahrstoffflliissigkeiten in den Gaswaschflaschen verwendet wie auch Versuche ohne
Filter vor den Gaswaschflaschen durchgefiihrt. Dabei werden zuséatzlich zu den kondensierbaren Ver-
bindungen auch Feststoffe in den Flaschen abgeschieden. Um die Wirkung sowohl fir kondensierbare
Stoffe als auch fur Partikel bestimmen zu kénnen, werden parallel zwei Probenahmelinien aufgebaut,
eine mit Filter vor den Gaswaschflaschen (Methode 1) und eine ohne Filter (Methode 2):

e Methode 1 liefert die Toxizitat von COC ohne die Feststoffe im Abgas.
e Methode 2 liefert die Toxizitat von COC inklusive Feststoffe.

Im Biologielabor werden die Flussigkeiten der Gaswaschflaschen nach der Probenahme im Verbren-
nungslabor mit Zellkulturen gemischt. Nach einer gewissen Expositionsdauer der Zellen wird an-
schliessend die Zelliberlebensrate bestimmt. Diese wird als Mass fur die Zytotoxizitéat von COC und
Feststoffen aus Holzfeuerungsabgasen betrachtet und bezeichnet den Anteil lebender Zellen einer
Zellpopulation nach einer bestimmten Expositionsdauer. Zur Charakterisierung der Probenahme und
der dazugehorigen Arbeitsschritte wurden folgende Tests durchgefihrt:

Evaluation des Verfahrens zur Bestimmung der Zelliberlebensrate.
Untersuchung von Blindproben und des Einflusses der Sterilitéat des zur Probenahme verwende-
ten Materials.

e Artund Menge der Probenahmeflissigkeit sowie Absauggeschwindigkeit.

e Einfluss der Zeitdauer zwischen Probenahme im Verbrennungslabor und Beginn der Zellanalyse
(Probenlagerungsdauer).

e Vergleich verschiedener Zelllinien.

3 Resultate der Methodenentwicklung

o Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung (FACS) kann zur Bestimmung der Zelliberlebensrate fir
Proben, die mit der entwickelten Probenahme gesammelt wurden, angewendet werden. Es waren
keine Interferenzen von Feststoffen, die nicht in der Probenahmefliissigkeit geldst, sondern in
Suspension waren, mit der FACS-Analyse ersichtlich. Diese Ergebnisse stimmen mit Erkenntnis-
sen aus der Literatur Gberein.

e Es wurden keine Unterschiede in der Zelliberlebensrate zwischen Proben mit sterilem und nicht
sterilem Zubehor gefunden. Zudem zeigten Blindproben mit Probenahmeflussigkeit, die nicht mit
Abgasen durchstromt wurde, keinen Unterschied zu Negativkontrollen (Zellkulturen, die mit fri-
schem Medium oder sterilem Wasser hergestellt wurden, das keine Arbeitsschritte im Verbren-
nungslabor durchlaufen hat).

e Als Probenahmeflussigkeit wurde steriles Wasser oder Zellnahrstoffflissigkeiten verwendet. Es
wurde jedoch kein Einfluss der Flissigkeit auf die Zellliberlebensrate gefunden. Da Wasser fir
chemische Analysen, insbesondere des organischen Kohlenstoffs (Total Organic Content, TOC),
besser geeignet ist, wurde fir die nachfolgenden Experimente ausschliesslich steriles Wasser ein-
gesetzt.

e Die Untersuchung des Einflusses der Zeitdauer zwischen Probenahme im Verbrennungslabor und
Beginn der Zellanalyse (bei Lagerung der Proben im Kuhlschrank bei ca. 4°C) zeigte fur dieselbe
Probe einen Anstieg der Zelliberlebensrate nach zwei Wochen im Vergleich zu einer Lagerung
von nur 15-19 Stunden. Das heisst, die Zytotoxizitat nimmt bei langen Probelagerungszeiten ab.
Innerhalb der ersten 31 Stunden waren jedoch keine Effekte erkennbar. Daher wurde fiir alle Pro-
ben die Zellanalyse 15-19 Stunden nach der Probenahme im Verbrennungslabor gestartet.
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Die Untersuchung verschiedener Absauggeschwindigkeiten wahrend der Probenahme zeigte,
dass Durchflussraten zwischen 5 und 15 I/min keinen Einfluss auf den Abscheidegrad von COC
haben. Jedoch sollte ausreichend Flussigkeit und ein hoher Flissigkeitsstand in den Gaswasch-
flaschen verwendet werden, damit der grésstmdogliche Abscheidegrad von COC erreicht wird.

Die Reproduzierbarkeit der Zelliiberlebensrate von Mehrfachmessungen desselben Betriebszu-
standes beinhaltet die Variabilitat der Verbrennungs- und Probenahmebedingungen sowie der
Zellanalyse. Wiederholte Messungen von Proben aus einem Pelletkessel zeigten eine Gesamtva-
riabilitat von weniger als 30% bei einer Zellexposition von 24 Stunden. Da eine kiirzere Exposition
zu einer hdheren Variabilitat fihrte, wurden alle nachfolgenden Zellanalysen mit einer Exposition
von 24 Stunden durchgefuhrt. Die Gesamtvariabilitét variiert jedoch fiir unterschiedliche COC-
Konzentrationen, Feuerungen und Betriebsbedingungen. Daher wurden jeweils zwei oder mehr
Proben fiir jede Feuerung und Betriebsbedingung analysiert.

Fir die ersten Tests und die Methodencharakterisierung wurden sog. C2C12-Skelettmuskelzellen
von Mausen verwendet, zu denen bereits Erfahrungen vorlagen. Um fiir den Menschen relevan-
tere Ergebnisse zu erhalten, wurden anschliessend menschliche H187-Lungenepithelzellen unter-
sucht. Ein Vergleich zwischen den beiden Zelltypen ergab keine signifikanten Unterschiede der
Zelluberlebensrate fur dieselben Proben. Zusatzlich wurden noch vier Tests mit der A549-Zelllinie
(Lungenepithelzellen mit Eigenschaften von Alveolartyp-11) durchgefihrt. Der Vergleich der Zell-
Uberlebensrate als Funktion von TOC zwischen den A549 und H187 Zellen zeigte, dass die Dosis-
Wirkungskurven zwar dieselbe Form aufweisen, jedoch bei den A549-Zellen eine héhere TOC-
Menge erforderlich ist, um dieselbe Zytotoxizitat wie bei den H187-Zellen zu induzieren.

Bestimmung der Zytotoxizitat von Holzfeuerungsabgasen

Nach der Charakterisierung der Probenahme wurden folgende Feuerungen bei unterschiedlichen Be-
triebsarten untersucht:

15 kW Pelletkessel optimal betrieben, sowie mit Luftmangel und hohem Luftliberschuss.

150 kW Vorschubrostfeuerung mit Waldhackschnitzel unter Voll- und Teillastbetrieb sowie Abfah-
ren von Teillast auf Standby.

8 kW Holzofen bei stationarer Verbrennung, sowie bei Kaltstart und Nachlegen.

30 kW Stlickholzkessel unter optimalen Bedingungen, sowie bei Kaltstart und Luftmangel.

Resultate der Zytotoxizitatsbestimmung von Holzfeuerungsabgasen

Die hdchsten Emissionen an CO, fliichtigen Nicht-Methan-Kohlenwasserstoffverbindungen
(NMVOC), COC und Feststoffen wurden im Holzofen bei Kaltstart mit Anfeuern von unten gefun-
den, gefolgt vom Nachlegen im Holzofen. Auch bei den anderen Feuerungen verursachten un-
glnstige Betriebsbedingungen (Kaltstart und Luftmangel im Stiickholzkessel, Abfahren von Teil-
last auf Standby in der Vorschubrostfeuerung, sowie hoher Luftliiberschuss und Luftmangel im
Pelletkessel) hohe NMVOC- und vor allem hohe CO-Emissionen. Wahrend des stationaren Be-
triebs traten bei allen untersuchten Feuerungen viel geringere Emissionen auf, bei organischen
Verbindungen sogar um mehr als eine Grossenordnung. Es zeigte sich auch, dass die TOC-Men-
gen in der Probenahmefliissigkeit gut mit den NMVOC im heissen Abgas korrelieren (R? = 0.74).
COC-Emissionen kdnnen die Feststoffemissionen im heissen Abgas deutlich tGibersteigen.

Beim Vergleich der Zelliberlebensrate von COC-Proben (ohne Feststoffe) als Funktion von TOC
in der Probenahmeflussigkeit wurde keine bzw. nur eine geringe Zytotoxizitat fir stationére Bedin-
gungen in der Vorschubrostfeuerung (Voll- und Teillast), im Stiickholzkessel und im Pelletkessel
gefunden. Fur unglnstige Betriebsbedingungen in den untersuchten Kesseln (Kaltstart und Luft-
mangel im Stickholzkessel, Abfahren von Teillast auf Standby in der Vorschubrostfeuerung, so-
wie hoher Luftiiberschuss und Luftmangel im Pelletkessel) sowie allen Betriebsarten im Holzofen
nahm die Zelliberlebensrate mit zunehmender TOC-Konzentration hingegen deutlich ab. TOC-
Konzentrationen, die eine letale Dosis von 50% (LD50) induzierten, erstrecken sich jedoch nur
Uber einen Konzentrationsbereich von 6-19 mg/l. Dies zeigt, dass vergleichbare Mengen an orga-
nischen Verbindungen von verschiedenen Feuerungen und Betriebsbedingungen eine &hnliche
Zytotoxizitat aufweisen.

Wenn die Zelliberlebensraten auf die beprobte Abgasmenge bezogen wird, was vereinfacht einer
Toxizitat pro zugefuhrter Energie entspricht, resultierte fur COC-Proben (ohne Feststoffe) von gu-
ten und schlechten Verbrennungszustanden eine um bis zu zwei Grdssenordnungen unterschied-
liche Toxizitat. Dies ist eine Folge der deutlich héheren Gehalte an organischen Verbindungen im
Abgas bei schlechten Bedingungen. Die kleinste Abgasmenge fur LD50, und somit die héchste
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Toxizitat verursachte der Betrieb des Stiickholzkessels mit Luftmangel. Jedoch wiesen alle un-
glnstigen Betriebsbedingungen der untersuchten Feuerungen ahnliche Werte auf. Grosse Abgas-
mengen aus stationaren Bedingungen in der Vorschubrostfeuerung sowie aus optimalen Bedin-
gungen im Pelletkessel und im Stiickholzkessel zeigten hingegen keine bzw. nur eine geringe to-
xische Wirkung.

e Zur Untersuchung der Zytotoxizitat der Feststoffe liegen zwei Resultate vor:

1. Die Zelluberlebensraten von Proben mit COC allein und von Proben, in denen COC und Fest-
stoffe abgeschieden wurden, zeigten keine signifikanten Unterschiede. Somit wurde flr Fest-
stoffe mit der vorliegenden Methode keine zusétzliche toxische Wirkung gegeniiber COC ge-
funden.

2. Fur Feststoffproben, die durch Wasserextraktion des Filters vor den Gaswaschflaschen in Me-
thode 1 hergestellt wurden, konnte keine Abnahme der Zelliberlebensrate gefunden werden.
Dies gilt auch fir TOC-Konzentrationen, bei denen fir Proben mit COC allein bereits eine sig-
nifikante Zytotoxizitat vorhanden war.

Diese Beobachtungen zeigen einerseits die hohe Gesundheitsrelevanz von COC. Andererseits wird
mit der entwickelten Probenahme aber nicht die gesamte Menge an Feststoffen abgeschieden. So
fuhren Feststoffe im Vergleich zu COC im Mittel nur zu rund 10% zusétzlichem TOC in den Probenah-
meflissigkeiten. Wasserunlésliche Stoffe wie polyaromatische Kohlenwasserstoffe und Russ werden
praktisch nicht abgeschieden. Um die toxische Wirkung von Feststoffen, die wissenschaftlich belegt
ist, zu analysieren, missten daher Feststoffe separat gesammelt und analysiert werden. Zu erwahnen
ist auch, dass toxische Effekte, welche die Zelluberlebensrate um weniger als 10% verringern, nicht
detektiert werden kdnnen, da 10% der Zellen auch ohne Zugabe von Holzfeuerungsproben sterben.
Von Interesse wéare auch die Untersuchung von zusatzlichen Zelleffekten wie oxidativer Stress und
Entzundungsmarker, welche flir Feststoffe eine sensitivere Bewertung ermdglichen kdnnten. Deren
Analyse ist jedoch aufwandiger.
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