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前    言

GB/T 13277《压缩空气》分为九部分：

——第1部分：污染物净化等级；

——第2部分：悬浮油含量测量方法；

——第3部分：湿度测量方法；

——第4部分：固体颗粒测量方法；

——第5部分：油蒸气及有机溶剂测量方法；

——第6部分：气态污染物含量测量方法；

——第7部分：活性微生物含量测量方法；

——第8部分：固体颗粒质量浓度测量方法；

——第9部分：液态水含量测量方法。

本部分为GB/T 13277的第7部分。

本部分按照GB/T 1.1-2009给出的规则起草。

本部分使用重新起草法修改采用ISO 8573-7:2003《压缩空气  第7部分：活性微生物含量测量方法》。
考虑到我国国情，本部分在采用ISO 8573-7:2003时，做了一些修改。有关技术性差异已编入正文中，并在它们所涉及的条款的页边空白处用垂直单线标识。

为了便于使用，本部分还做了下列编辑性修改：

a) “本国际标准”一词改为“本部分”；

b)  用小数点“.”代替作为小数点的逗号“，”；

c)  压力单位用“MPa”代替“bar”；

d)  删除ISO 8573-7：2003前言。

本部分由中国机械工业联合会提出。

本部分由全国压缩机标准化技术委员会（SAC/TC145）归口。

本部分起草单位：。

本部分主要起草人：。

压缩空气

第7部分：活性微生物含量测量方法

1 范围

本部分规定了识别可能存在于压缩空气中且不同于其它固体颗粒的具有活性、能够形成菌群的有机微生物（如：酵母菌、细菌、内毒素）的试验方法。本部分提供了微生物取样、培养以及确定其颗粒数量的方法。
本部分适用于根据GB/T 13277.1确定净化等级，也适用于结合GB/T 13277.4来确定固体颗粒中的活性菌落形成单元。
2规范性引用文件
下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本文件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
GB/T 13277.1压缩空气 第1部分：污染物净化等级（GB/T 13277.1-2008，ISO 8573-1：2001，MOD）
GB/T 13277.4压缩空气 第4部分：固体颗粒测量方法（GB/T 13277.4-2015，ISO 8573-4：2001，MOD）
3 术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。
3.1 
微生物  microbiological organisms
有能力形成活性菌群的颗粒。

注：这些可以被认定为细菌、酵母菌或真菌。

3.2 
活性微生物数量  number of viable micro-organisms
有新陈代谢活动潜能的微生物数量。

3.3 
可培养数量  culturable number
能在固体营养培养基上形成菌落的聚集体、单细胞或微生物的数量。

3.4 
菌落形成单位  colony-forming unit
CFU
表示可培养数量的单位。

４通过部分流量取样确定活性微生物存在的方法

确定活性微生物存在的方法就是把琼脂营养物暴露在压缩空气样品中。定量分析可采用附录Ｂ提供的方法。带有琼脂培养基的培养皿的详细准备方法见附录Ｄ。

部分流量取样时，应结合GB/T 13277.4中给出的方法使用一个缝隙式取样器（一种撞击式空气测试器）（见图1）。应进行空气等动力取样，直到取样量达到取样器制造厂规定的范围内时才可停止取样。应根据制造商的建议或按GB/T 13277.4将压力降到大气压条件下，并需要进行流量测量。应在测量流量时同时记录琼脂暴露于压缩空气样品气的时间。

为了能够从微生物中辨别出非微生物，测试要求在4小时内完成。
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说明：

1——空气入口；
2——旋转琼脂培养皿；
3——空气出口；
4——空气。
图1缝隙式取样器
要尽可能消除液体对颗粒大小和数量的影响，以便得到准确的读数。为了避免影响微生物的活性，不要用加热或干燥空气的方法来减低水的影响，这样反而不合适。

应适当考虑水以外的其它液体的影响。

5 工况条件

实际工况条件应在试验报告中描述清楚（见附录A）。

6 活性菌落微生物的确定

将样品在琼脂营养物上培养后（见B.3），应能在琼脂营养物表面直观的检查到并确定活性微生物群落的存在。

7试验报告

假如证实在固体颗粒中存在活性微生物菌群，在根据GB/T 13277.4描述固体颗粒的说明之后，应在试验报告中补充说明这些内容。

“压缩空气符合GB/T 13277.1的无菌要求”的叙述后应包含如下内容： 
——“无菌”或“有菌”，

——取样日期，

——测试日期， 
——地点。

附录A提供了样品试验报告格式。
附  录  A

（资料性附录）

压缩空气中活性微生物含量的测量——样品试验报告
按照GB/T 13277.4确定出压缩空气中固体颗粒含量后，再将从压缩空气系统中取出的样品空气中检测出的不同于这些固体颗粒的活性微生物的菌落数记录在表格式试验报告（见图A.1）上。

注  关于琼脂培养基的信息见B.3。

	实际值，平均测量值（见附录B）

	有机微生物
	CFU/m3
（标准状态）a

	细菌
	100

	酵母菌
	14

	真菌
	未发现

	内生菌
	50

	测试时压力
	MPa

	关于适用的不确定度说明……（见第7章）

	校准记录日期
	年/月/日

	a标准状态：
——温度  20℃；

——压力 0.1MPa；
——相对湿度在此处不影响体积。


图A.1 ——样品试验报告

附  录  B

（规范性附录）

定量取样方法
B.1 采用缝隙式取样器取样（见图1）

B.1.1原理

采用缝隙式取样器（撞击式式空气测试器）获取有机微生物的原理即简单又可靠。从压缩空气装置来的空气先通过一特别设计的连接管，然后加速通过一窄缝隙流向潮湿的琼脂表面。由于重量的作用，微生物降落到琼脂表面，而空气分子转向流走。经过适当培养，有机微生物繁殖成菌群，根据一个有机微生物产生一个菌群的假定来记录细菌总数。

缝隙式取样器可以用于细菌、酵母菌、真菌的取样，采用特殊方法还可以用于病毒和抗菌素的取样。因为当一个大的琼脂表面（如，140 mm的皮氏培养皿）在一个径向定位的缝隙（0.5 mm）下旋转时，就可以计算出大量菌落，即有机体。

B.1.2 灭菌技术

取样方法包括采用无菌技术。推荐采用消毒剂，例如70%浓度的乙醇。当不使用（储存）缝隙式取样器时，应采取预防措施，避免装置中微生物的生长。打开试验设备的所有操作应当在最短时间内进行，以避免污染物可能从外部环境进入。此外，还应当采取措施防止通风的影响。

B.2取样步骤

应按下列步骤进行取样：

a) 在使用取样设备前立即用合适的清洁剂进行消毒以保证所有取样装置都处于无菌状态，包括管道和软管。
b) 在未安装皮氏培养皿和琼脂情况下，让试验样品气通过取样设备和相关的管子、软管。这样做的目的是为了让消毒剂蒸发以及调整缝隙式取样器。

c) 在实际试验的前、后，不启动缝隙式取样器，按步骤d）到f）进行盲测。所用的培养皿内不应在随后出现增长。

d) 取出14cm的装有琼脂的皮氏培养皿。应在其底部贴上可追溯信息（日期、开始时间、试验地点、代码等）的标签。标明开始位置和转向。

e) 确定缝隙式取样器的空气进口和水平指示器都打开。提起缝隙式取样器的盖子，保证托盘固定架正确安置在微动开关位置。用消毒垫擦拭缝隙式取样器内侧。

f) 把皮氏培养皿插入缝隙式取样器，让其敞开，以致径向线直接直接位于空气进口缝隙下。取下的盖子放入无菌毒塑料袋中。

g) 取下皮氏培养皿盖子后要迅速更换缝隙式取样器的盖子。

h) 松开水平指示器并仔细将其降低到琼脂表面上。降低空气进口，使指示箭头直接指向槽道的下边缘。再次将水平指示器升至其上部位置并锁紧。

i) 按下启动按钮，开始自动取样。记录下开始时间、取样时间、试验地点以及其它可能影响试验结果的工况或情况。

j) 当指示灯关闭时，取样结束。当启动/停止按钮处于关闭位置时，，升高空气进口。

k) 松开并小心地提起缝隙式取样器的盖子，同时把放在无菌塑料袋中的盖子取出并盖在皮氏培养皿上。应小心操作该过程，以免影响或破坏琼脂和样品。

l) 把皮氏培养皿从取样装置中取出，并盖上缝隙式取样器。用胶带封住皮氏培养皿，并把它放入无菌袋中，再用胶带封住无菌袋。
m) 把皮氏培养皿放在适当的温度环境下进行培养，经过一段时间培养后对其进行观察。见B.3。在琼脂的中部以及边缘表面应没有菌落。

注：开始/结束管线中可能含有“额外”菌群。

n) 移动托盘固定架的活动臂通过微动开关到新的启动位置。

o) 用消毒垫擦拭缝隙式取样器内部。盖好缝隙式取样器的盖子。

p) 进行新一轮取样时，从头重新开始这些步骤。

从用琼脂填满皮氏培养皿的制造商到取样点再到实验室的整个过程中，都使用相同的运输方式并对皮氏培养皿进行“地理上”的追踪，以确保能够在污染后进行非预期检查。培养皿随后不应出现菌落生长。

B.3活性有机污染物的培养

一般来讲，最合适的培养温度是接近取样前有机微生物所处环境的温度。嗜温菌或真菌应当在20℃到30℃温度范围培养。对于特殊的嗜热菌，可能需要其它温度。真菌通常要培养14天以上，而这些嗜温菌通常要培养2至14天。可以考虑其它培养温度。

选择性培养基（琼脂）可以用来隔离不同细菌，例如，革兰氏阴性肠杆菌；应在给定时间周期内（例如：24h）计数。
B.4 CFUs的测量

早在培养开始24h后就可以检查非选择性培养基并记录长成的菌落数量，然后在10到14天的培养时间内每24h重新计数。在培养期间应定期观察，以便当菌群出现时进行计数和记录，也可避免菌群过度成长引起计数误差。

附 录  C

（资料性附录）

内毒素取样

C.1概述

对压缩空气进行内毒素取样是一项艰难的工作，不仅需要洁净的塑料管和玻璃瓶，还需要操作人员有一定技术和经验。然而，通过测量压缩空气冷凝液中革兰氏阴性肠杆菌的数量就有可能确定压缩空气中内毒素的存在。

然而，还应当对冷凝物中的细菌、真菌或酵母数量进行补充测量。

C.2 取样程序
警告——存在压缩空气中的几纳克内毒素（革兰氏阴性肠杆菌产生的废物）就可能导致疾病。

应按照下列程序测量冷凝液中的革兰氏阴性肠杆菌。应一直保持无菌操作。应使用带有适当琼脂培养基的蘸棒。测试点应是压缩空气系统中待检测的便于收集冷凝液的点。

a) 取样前用70%浓度的乙醇溶液对试验点消毒。

b) 取下附有载玻片的小瓶盖，载玻片上涂有琼脂培养基。

c) 从测试点直接取冷凝液样品放入无菌小瓶中。。

d) 把附有载波片的盖子浸入样品10秒钟。琼脂基表面要与样品直接接触。

e) 在大约3秒时间内缓慢地从样品中取出载玻片。

f) 把小玻璃瓶中的液体倒掉。

g) 培养后，小心地把载波片放回小玻璃瓶内。在这一阶段，装有载玻片的小玻璃瓶可以储存或运输数小时而不会影响结果。切勿冷冻装有样品载波片的小玻璃瓶。

h) 将载波片在27℃的温度下培养14天。如果微生物成长比较慢，培养周期可以延长到一个月。

i) 培养结束后，小心地把载玻片从小玻璃瓶中取出。根据制造商的说明检验生长和颜色反应。

细菌、酵母和真菌的可接受水平为10000 cfu/ml冷凝液。如果冷凝液中发现一个革兰氏阴性肠杆菌，那么压缩空气中存在内毒素，就应清洗和消毒装置的湿润部分。

附 录  D
（资料性附录）

带培养基的皮氏培养皿的准备

以下步骤对培养基、装有琼脂和4%葡萄糖的沙博罗的计量皿都适用。

a) 按制造厂规定的质量称取培养基，并溶解在水中。

b) 在121℃的温度下对培养基进行高压灭菌15min。

c) 冷却到50℃后，测PH值；如有必要，可以用盐酸或氢氧化钠，把PH值调整到规定值。

d) 使用无菌的14cm的塑料皮氏培养皿，每一个培养皿内倒入65ml的培养基。

e) 当培养基冷却变硬后，将皮氏培养皿装入2个无菌塑料袋内：

1)第一个塑料袋采用简单的双折叠封口；

2)第二个塑料袋一定要采用热融化方法封口。

f) 在培养皿上贴上填有日期、内容和批号信息的标签。
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