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Zusammenfassung

Die Firma DAT Dynamic Aquabion® Tower GmbH (DAT) setzt zur Héartestabilisation
in Wassersystemen das AQUABION® -System ein. Das System basiert auf dem
kathodischen Korrosionsschutz, wobei die Aktivanode aus reinem Zink besteht. Es
wird von DAT postuliert, dass durch die Abgabe von Zink (Zinkionen) ins Wasser die
Deckschichtbildung und damit auch die Biofilmbildung beeinflusst wird. Das Calcit
wird in Aragonit umgebildet, welches eine geringere Tendenz zur Anhaftung an
Oberflachen besitzt.

Um den Einfluss des AQUABION® Aktivanodensystems zu Uberprifen, wurden zwei
Drehkolbenreaktoren eingesetzt, die im geschlossenen Kreislaufverfahren
anlehnend an Praxisbedingungen in ausgewéhlten Kihlkreislaufsystemen am IWW
betrieben wurden. In den Kreislauf des einen Reaktors wurde das AQUABION® -
System implementiert, der zweite Reaktor diente als Kontrolle. In der Wasserphase
des Reaktorsystems mit AQUABION® wurden die Zink-Konzentrationen gemessen.
Sie zeigten, dass das Aktivanodensystem Uber den gesamten Versuchszeitraum
Zink (Zinkionen) freisetzte. Bei der Charakterisierung des Biofilms wurde festgestellt,
dass es nach vier Wochen zu einer Akkumulation von Zink im Biofilm aus dem
AQUABION® System gekommen war.

Die Wirkung des AQUABION® beeinflusste hauptsachlich die Biofilmbildung, weniger
die Bakterienkonzentration in der Wasserphase. Es konnte gezeigt werden, dass

= der Schlauch, der in dem System mit AQUABION® eingebaut war, nach
5 Wochen Versuchsdauer sichtbar weniger belegt war als der Schlauch aus
dem Kontrollsystem. AuBerdem war deutlich, dass der Belag im Schlauch des
Kontrollsystems gelblich-braunlich gefarbt, wéhrend der Biofilm im AQUABION®
weiBlich gefarbt war. Das macht deutlich, dass der Biofilm in beiden Systemen
nicht nur unterschiedlich in der Biofilmdicke, sondern auch in der
Zusammensetzung ist,

* in den ersten zwei Versuchswochen in beiden Versuchssystemen kurze
Stabchen dominierten, die homogen auf der Couponoberfliche adhériert
waren. Ab der dritten Versuchswoche bildeten sich bakterielle Aggregate und
das Auftreten von Protozoen konnte nachgewiesen werden. Ein wesentlicher
Unterschied war dann die Anwesenheit von féadigen Bakterien nur im
Kontrollsystem. Durch die Vernetzung von fadigen Bakterien besitzen Biofilme,
die diese enthalten, in der Regel eine héhere Stabilitat,
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= die Kultivierbarkeit der Kihlwasserbakterien im AQUABION® -System um
mindestens den Faktor 10 (nach einer Woche Versuchsdauer sogar um den
Faktor 1000) niedriger war,

= die Anzahl kultivierbarer Legionella spec. im AQUABION® -System um
mindestens den Faktor 10, nach 2 Wochen und 5 Wochen Versuchsdauer
sogar um den Faktor 1000 niedriger war als im Referenzsystem ohne
AQUABION®,

= eine Verringerung der Kultivierbarkeit der Biofilmbakterien durch Zink(ionen)
gegeben war. Diese Verringerung konnte auch in der Wasserphase fiur die
Kultivierbarkeit von Legionella spec. gezeigt werden.

Beim Betrieb der beiden Reaktorsysteme fiel auf, dass in dem Ansatz mit dem
AQUABION® sich mehr Flocken sedimentierten als im Kontrollreaktor. Die
chemische Untersuchung des Préazipitates zeigte, dass die Flocken aus beiden
Versuchssystemen sehr &hnlich zusammengesetzt waren. Die Kalziumkonzen-
trationen waren mit 56,6 und 56,7 mg/l gleich hoch. Ein groBer Unterschied lag nur in
der Konzentration von Zink im Préazipitat: Wéhrend Zink im Préazipitat aus dem
Kontrollreaktor nicht nachweisbar war, enthielten die Flocken aus dem AQUABION®
14 mg/l Zink.

Im Anschluss an die Untersuchungen mit AQUABION® wurden im Kontrollreaktor der
mikrobiozide Effekt nach Zugabe von lod und Zink nach dem DAT-Prinzip des
Aquainjects auf ausgebildete Biofilme Uberpruft. Es konnte gezeigt werden, dass
* in der Wasserphase die Behandlung eine Erhdhung der Gesamtzellzahl (Erfas-
sung aller Bakterien: lebende und tote), jedoch eine deutliche Verringerung der
Gesamtkoloniezahl (Erfassung nur der vermehrungsfahigen, Kkultivierbaren
Bakterien) bewirkte. Legionellen waren schon nach 2 Tagen Behandlung nicht
mehr kulturell nachweisbar.
= die Behandlung nur zu einer geringen Ablésung des Biofilms fihrte.
= die Kultivierbarkeit im Biofilm deutlich weniger abnahm als in der Wasserphase.
Kihlwasserbakterien und Legionellen konnten im Biofilm auch nach einer
Woche Behandlung kulturell noch nachgewiesen werden.
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In einem separaten Versuchsaufbau wurde der Abbau organischer Stoffe durch
den AQUABIOREAKTOR untersucht. Durch die im Reaktor etablierte Biomasse
sollen Nahrstoffe lokal abgebaut und dadurch die organische Fracht im Kuhlwasser
verringert werden. Es konnte gezeigt werden, dass

= der Einsatz des AQUABIOREAKTORs zu einem Abbau der organischen
Substanzen in der Wasserphase flhrt.

= sich die Versuchsergebnisse sowohl in der Bestimmung des CSB-Gehaltes als
auch in der Bestimmung des DOC-Gehaltes widerspiegeln.

= fur den schnellen Abbau von organischer Substanz eine Zufuhr von Sauerstoff
gunstig ist.

= geringere Konzentrationen von Saccharose effektiver (innerhalb kirzerer Zeit)
abgebaut werden als héhere Konzentrationen.

* bei dem Einsatz von 27 g Saccharose das AQUABION®-System den Abbau der
organischen Substanz um etwa 2 Tage verzdgert. Das kdnnte einen Hinweis
darauf liefern, dass die durch den AQUABION® eingebrachten Zinkionen die
Biomasse zunéchst in ihrer Stoffwechselaktivitdt hemmt, nach 2 Tagen jedoch
eine Adaptation der Bakterien an die erhdhte Zinkkonzentration erfolgt ist.

= es unter diesen Versuchsbedingungen nicht zu einer Verringerung der Gesamt-
koloniezahl kam. Das liegt wahrscheinlich daran, dass die Koloniezahlen im
Wasser aufgrund des groBen Oberflachen zu Volumen-Verhéltnisses die
Biofilmbildung im Reaktor widerspiegeln.

Ausblick

Die durchgefuhrten Untersuchungen zeigten deutlich, dass der Einsatz des
AQUABION® die Biofilmbildung im Untersuchungszeitraum verzégerte im Vergleich
zum Kontrollreaktor. Die Versuche konnten im gewdahlten Versuchszeitraum nicht
zeigen, ob dieser Einfluss nur im Bereich der ersten Wochen auftritt und sich danach
nivelliert oder auch Uber einen langeren Zeitraum von Monaten aufrechterhalten
werden kann. Deshalb sind weiterfihrende Untersuchungen Uber den Einfluss des
AQUABION® Aktivanodensystem tiber einen langeren Zeitraum sinnvoll.
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Besonders die Kultivierbarkeit von Legionella spec. war in dem Versuchssystem mit
AQUABION® sowohl im Biofilm als auch in der wéssrigen Phase deutlich geringer.
Uber den méglichen physiologischen Zustand der nicht kultivierbaren Bakterien kann
die FISH-Gensondentechnik Aussagen liefern. Diese molekularbiologische Methode
erfasst nur stoffwechselaktive Bakterien, die aber nicht unbedingt vermehrungsfahig
sein mussen. Inwiefern sich Legionellen, die mit dem AQUABION® behandelt
werden, in einem stoffwechselaktiven, jedoch nicht kultivierbaren Zustand befinden
kénnen, wird Inhalt weiterer Forschungsarbeiten sein.

Die Ergebnisse zur Uberpriifung des AQUABIOREAKTORs zeigten, dass die
Versuchsbedingungen nicht optimal gewahlt waren. Um z. B. zu Uberprufen, ob der
Einsatz des AQUABIOREAKTORSs zu einer Verringerung der Koloniezahlen in der
Wasserphase fluhrt, misste der Versuch mit einem gréBeren Wasservolumen
wiederholt werden.

Wir bedanken uns fur den Auftrag und die konstruktive Zusammenarbeit. Falls noch
offene Fragen auftreten sollten, stehen wir Ihnen jederzeit gern zur Verfugung.

IWW Rheinisch-Westfélisches Institut fir Wasser
Beratungs- und Entwicklungsgesellschaft mbH

i.V.
Dr. W. Merkel Dr. G. Schaule
Bearbeitung bei IWW:
Wissenschatftlicher Direktor: Prof. Dr. H.-C. Flemming
Projektleiter: Dr. S. Schulte
Sachbearbeiter: D. Moschnitschka

Ansprechpartner des Auftraggebers: Dr. J. Scheen
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1 Einleitung und Hintergrund

Die mikrobiologische und chemische Beschaffenheit von Kihl- bzw. Prozesswasser
hat einen wesentlichen Einfluss auf die Betriebssicherheit der Anlage. So fihrt z. B.
eine Ubermé&Bige Ablagerung von Kalk in Verdunstungskihlgeraten zu einer
Verminderung der Kuhleffektivitat. Starke Kalkablagerungen sowie die Entstehung
von Korrosionsprodukten kénnen weiterhin die Ansiedlung und Vermehrung von
Mikroorganismen auf den Oberflachen beglnstigen. Die massive Bildung von
Biofilmen auf Oberflachen, z. B. von Wéarmetauschern, kann zum einen Stérungen
im Betrieb der Anlage hervorrufen, zum anderen kénnen sich in den Biofilmen
hygienisch relevante Mikroorganismen vermehren. Dazu gehdren die Legionellen,
welche durch Inhalation von lungengangigen Aerosolen auf den Menschen
ubertragen werden. In den Biofilmen vieler Wassersysteme finden diese Bakterien
einen Lebensraum, von dem aus sie das Wasser kontaminieren und dann an Stellen
mit Aerosolbildung in die Umgebung gelangen. Legionellenhaltige, luftgetragene
Aerosole koénnen ernste Gesundheitsschéaden verursachen. In den letzten Jahren
sind aus einigen Landern spektakuldre Krankheitsausbriche durch Legionellen in
Aerosolen aus Industriekuhltirmen als Infektionsquellen mit schweren Erkrankungen
und Todesféllen in der Bevolkerung berichtet worden.

Die Firma DAT Dynamic Aquabion® Tower GmbH setzt zur Hértestabilisation in
Wassersystemen das AQUABION® Aktivanodensystem ein. Das System basiert auf
dem kathodischen Korrosionsschutz, wobei die patentierte Aktivanode aus hoch
reinem Zink besteht. Es wird von DAT postuliert, dass durch die Abgabe von Zink
(Zinkionen) ins Kreislaufwasser die Deckschichtbildung und damit auch die
Biofilmbildung beeinflusst wird. Das Calcit wird in Aragonit umgebildet, welches eine
geringere Tendenz zur Anhaftung an Oberflachen besitzt.

Die Firma DAT plant in einigen Kihlwassersystemen den AQUABIOREAKTOR
einzusetzen, um organische Stoffe durch die im Reaktor etablierte Biomasse lokal
abzubauen und dadurch die organische Fracht im Kihlwasser zu verringern.

Vor diesem Hintergrund beauftragte die DAT Dynamic Aquabion® Tower GmbH das
IWW  Rheinisch-Westfélisches Institut fur Wasser - Beratungs- und
Entwicklungsgesellschaft mbH mit Schreiben vom 10.09.2009, in einer Studie den
Einfluss mehrerer Produkte auf Biofilme zu untersuchen. In einem weiteren Versuch
sollte im LabormaBstab anlehnend an Praxisbedingungen uberprift werden, wie
effektiv der AQUABIOREAKTOR die organische Fracht im Kihlwasser verringern
kann.
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2 Versuchsaufbau, Material und Methoden
2.1 Einfluss des AQUABION® auf Biofilme

Zur Uberpriifung des Einflusses des AQUABION® auf Biofilme und insbesondere auf
Bakterien der Art Legionella pneumophila wurden Drehkolbenreaktoren eingesetzt
(Abbildung 1).

Die Biofilmreaktoren wurden in Anlehnung an Praxisbedingungen in Kihlwasser-
systemen

= im Kreislauf (Volumen 5 1)

= bei30C

= mit einer N&ahrstoffkonzentration zwischen 2 und 5 mg/l, zugegeben als CASO-

Lésung und gemessen als geldster organischer Kohlenstoff (DOC),

= einer Salzkonzentration von ca. 700 yS/cm gemessen als Leitféahigkeit und

= mit einem pH-Wert von ca. 8 betrieben.
Die dafir bendtigten zwei Reaktoren (Kontrollreaktor ohne AQUABION® und Reaktor
fur den kontinuierlichen Einsatz des AQUABION®) wurden funf Wochen betrieben,
um den Einfluss des Systems beurteilen zu kénnen. Der Anschluss der AQUABION®
Technik an den Versuchsreaktor wurde in Zusammenarbeit mit dem Auftraggeber
vorgenommen.

Das Wasser beider Versuchssysteme wurde mit einer Mischkultur von Bakterien, die
aus einem realen Kuhlwassersystem stammte, in einer Konzentration von 10°
Bakterien/ml angeimpft. Zusatzlich wurden Bakterien der Art Legionella pneumophila
in einer Konzentration von 10 Bakterien/ml zugegeben.

2.2 Einfluss des Prinzips des DAT Aquainjects auf Biofilme

Nach dem funfwdchigen Versuch wurden die Biofilme im Kontrollreaktor mit einer
kontinuierlichen Dosierung einer Kombination von Zink und lod nach dem Prinzip
des DAT Aquainjects Uber den Zeitraum von einer Woche betrieben. Dazu wurde in
zwei in Reihe in den Zulauf geschaltete Behélter 27 g Zink bzw. 27 g lod gefullt.

In den Drehkolbenreaktoren befanden sich entnehmbare Testoberflachen
(Coupons), die einen integralen Bestandteil der AuBenzylinderwand bildeten. So
konnte die mikrobielle Besiedlung von Rohr- oder Wéarmetauscheroberflachen
simuliert werden. Weitergehende mikroskopische, mikrobiologische und chemische
Untersuchungen erfolgten auf den Coupons. Damit konnte eine getrennte
Beurteilung der Wirkung des eingesetzten Verfahrens hinsichtlich Biofilmablésung
und/oder —abtbtung erfolgen.
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Diese Differenzierung war auch fir die Beurteilung der Wirksamkeit des
AQUABION® gegentiiber Biofimbakterien, insbesondere Legionella pneumophila,
von groBer Bedeutung.

Zur Beurteilung des Einflusses des AQUABION® Aktivanodensystems wurden die
Biofilme auf den Oberflachen und die wassrige Phase im Reaktor wdchentlich
zeitgleich auf folgende Parameter untersucht:

Wasserphase (im Zulauf des Reaktors):

= Leitfahigkeit

= Temperatur

= pH-Wert

= DOC-Gehalt (gel6ster organischer Kohlenstoff)

= Zinkkonzentration

» Gesamtzellzahl
(Erfassung aller Bakterien - lebende und tote - durch Abfarbung der bakteriellen
DNA mit dem Fluoreszenzfarbstoff 4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI))

= Gesamtkoloniezahl
(Erfassung der vermehrungsfahigen Bakterien, die sich auf R2A-Agar bei 20T
und einer Inkubationszeit von 7 Tagen kultivieren lassen)

= Legionella spec.
(Erfassung der vermehrungsfahigen Legionella species, die sich nach
Hitzebehandlung far 30 min bei 50 T; Bebriutung auf GVPC-Agar bei 36C und
einer Inkubationszeit von 10 Tagen kultivieren lassen. Verdachtige Kolonien
wurden als Subkultur auf BCYE-Agar und NB-Agar angelegt)

Biofilm (auf den Testcoupons):

= Zinkkonzentration

» Gesamtzellzahl

= Gesamtkoloniezahl

= Legionella spec.

= Charakterisierung der Biofilmstrukturen mittels Fluoreszenzmikroskopie nach
Anfarbung mit DAPI

Die Testcoupons besitzen eine Flache von je 33 cm2.

IWWAIWW Bericht 10275-2009-21100.doc
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Innenzylinder mit entnehmbaren
Coupons

AQUABION®
/ . 3&;_‘.:;

Abbildung 1: Versuchsaufbau, warmeisolierte Drehkolbenreaktoren mit und
ohne AQUABION®
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2.3 Einfluss des AQUABIOREAKTORSs auf die Konzentration an
organischen Stoffen in der Wasserphase

Der von DAT zur Verfugung gestellte AQUABIOREAKTOR war aufgebaut aus 4 PE-
Rohren, die jeweils 50 cm lang waren und einen Durchmesser von 90 mm besafen.
Auf darin enthaltenen Tréagerkdrpern befand sich ein bereits vorher von DAT
angezuchteter Biofilm. 80 | Trinkwasser wurden bei Raumtemperatur (ca. 21 C) mit
einer Pumpenleistung von 1 m%/Stunde im Kreis gefthrt. Der pH-Wert wurde mithilfe
einer automatischen Dosiereinheit auf 7 eingestellt. Um grobe Flocken aus dem
System zurlckzuhalten wurde in den Kreislauf ein Partikelfilter mit einer PorengréBe
von 100 ym eingebaut.

AQUABIOREAKTOR

Partikelfilter

G~

Abbildung 2: Versuchsaufbau AQUABIOREAKTOR mit AQUABION®

IWWAIWW Bericht 10275-2009-21100.doc 5



=
=IWW
——
=S

In verschiedenen Versuchsansatzen wurden entweder CASO-Bouillon als
Vollmedium mit Kohlenstoff (C), Stickstoff (N) und Phosphor (P) oder Saccharose als
alleinige Kohlenstoffquelle in unterschiedlichen Konzentrationen eingesetzt. In
einigen Versuchsansatzen wurde das Wasser bellGftet und in einigen
Versuchsansatzen zusatzlich noch mit dem AQUABION® behandelt. Die
verschiedenen Versuchsanséatze sind in Tabelle 1 aufgefihrt. Vor jedem Neustart
wurde der Partikelfilter gereinigt und das Wasser auch aus dem Reaktor komplett
entfernt. Danach wurde der Reaktor mit Trinkwasser gespult und anschlieBend mit
dem Medium mit dem gewulinschten Néhrstoffgehalt gefulit.

Tabelle 1: Auflistung der Versuchsansatze mit dem AQUABIOREAKTOR

Versuch-Nr. KOZISZIT;MF Konzentration Sa;ﬂ:;?ff' AQUABION®
1 Caso-Medium 1,251 nein nein
2 Saccharose 199 nein nein
3 Saccharose 19¢ ja nein
4 Saccharose 27 9 ja nein
5 Saccharose 279 ja ja
6 Saccharose 279 ja ja
7 Caso-Medium 1,251 ja ja

Zur Uberprifung der Verringerung des Kohlenstoffgehaltes im Wasser wurden der
chemische Sauerstoffbedarf (CSB) und der geléste organische Kohlenstoff (DOC)
analysiert. Zusatzlich wurden die Gesamtkoloniezahlen in den Wasserproben
bestimmt, um 2zu Uberprifen, ob die Bakterien auf dem Fulllmaterial des
Biofilmreaktors immobilisiert und somit aus der Wasserphase entfern werden.

IWWAIWW Bericht 10275-2009-21100.doc 6
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3 Ergebnisse und Diskussion
3.1 Einfluss des AQUABION® auf Biofilme
3.1.1 Chemische und physikalische Wasserparameter

Wahrend des gesamten Versuchszeitraums wurden die Parameter pH-Wert, DOC-
Gehalt, Zinkkonzentration, Temperatur und Leitfédhigkeit gemessen, um zum einen
fur ein Kihlwasser typische Konzentrationen einzustellen und zum anderen Uber die
Bestimmung der Zinkkonzentration die Funktion des AQUABION® Systems zu
kontrollieren.

Der pH — Wert war mit Werten zwischen 7,45 und 8,62 relativ konstant (Tabelle 2).
Der DOC-Gehalt war zu Beginn des Versuchs mit 1,6 bzw. 1,7 mg/l gering, wurde
dann aber auf Werte Uber 3 mg/l eingestellt. Zu dem Probenahmezeitpunkt nach 5
Wochen lag die DOC-Konzentration mit 2,5 bzw. 2,6 mg/l wieder etwas unter 3 mg/l
(Tabelle 2).

Die Temperatur spiegelt mit Werten zwischen 26C und 32C Warmwasser
Bedingungen zuverléassig wider (Tabelle 2).

Die Leitfahigkeit war mit Werten um die 700 yS/cm ebenfalls konstant (Tabelle 2).
Ausnahme stellt hier ein Wert nach 3 Wochen Versuchsdauer in dem Reaktor mit
AQUABION® dar.

Tabelle 2: Zusammenfassung der chemischen und physikalischen
Wasserparameter liber den Versuchszeitraum (K = Kontrolle, AB =

AQUABION® System)

X:Litcns' 3 Stunden 1 Woche 2 Wochen 3 Wochen 4 Wochen 5 Wochen
mit mit mit mit mit mit

Reaktor K AB K AB K AB K AB K AB K AB
pH 8,08 | 814 | 814 | 7,45 | 8,36 |8,18| 7,74 | 8,03 | 8,08 | 8,47 | 8,62 | 8,28
DOC

1,6 1,7 3,5 45 3,8 3,4 3,4 3,4 29 3,2 2,5 2,6
(mg/l)
Zn (mg/l) | 0,037 0,725 |<0,01 11 0,024 | 26 | 0,019 | 4,6 | 0,014 | 0,56 |<0,01| 0,93
T () 26,4 | 27,1 | 30,8 | 30,6 31 30,1| 31,5 |30,5| 27,2 26 31 31
LF 674 | 655 | 707 | 732 | 762 | 696 | 679 | 900 | 631 | 621 | 702 | 686
(us/cm)

Bei den analysierten chemischen und physikalischen Wasserparametern konnten
keine Unterschiede zwischen den beiden untersuchten Systemen mit und ohne
AQUABION® festgestellt werden. Eine Ausnahme bildet hier der Parameter Zink, der
im Kontrollreaktor immer nahe an der Nachweisgrenze von 0,01 mg/l lag und im
Reaktorsystem mit AQUABION® Werte bis zu 26 mg/l erreichte. Dieser Wert wurde
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nach 2 Wochen Laufzeit erreicht. Danach wurden in beiden Reaktorsystemen 2 der
5| Volumen durch Trinkwasser mit Zugabe von Nahrstoffen ersetzt. Danach wurden
nach jeder Probenahme wochentlich 2 Liter des Versuchsvolumens ausgetauscht.
Die erhdhten Zink-Konzentrationen in der Wasserphase des Reaktorsystems mit
AQUABION® zeigen, dass das Aktivanodensystem Uber den gesamten
Versuchszeitraum funktionierte und die Zinkkonzentration der einzige Unterschied in
den beiden Versuchssystemen darstellte.

3.1.2 Zink im Biofilm

Die Konzentration an Zink in allen untersuchten Biofilmen zeigte, dass bis zum
Zeitpunkt von 3 Wochen Versuchsdauer die Zinkkonzentrationen nahe der
Nachweisgrenze lagen. Bei der Beprobung des Biofilms nach vier Wochen wurde
festgestellt, dass es zu einer Akkumulation von Zink im Biofilm aus dem
AQUABION® System gekommen war. Dies kdnnte auf die hohe Zinkkonzentration im
Wasser zum Probenahmezeitpunkt von zwei Wochen zurtickgefuhrt werden. Die
Zinkkonzentration im Biofilm (pro 10° Biofilmbakterien), der mit dem AQUABION®
System behandelt wurde, war nach 4 bzw. 5 Wochen Versuchsdauer um 1-2
GréBenordnungen héher als der im Kontrollsystem (Tabelle 3)

Tabelle 3: Konzentration von Zink im Biofilm liber den Versuchszeitraum

Zink (mg/10° Biofilmbakterien)

Versuchsdauer Kontrolle mit AQUABION® System
3 Stunden 3,57 x 10 3,17 x10°%
1 Woche <6,95x10° 1,93 x 107
2 Wochen <8,72x10° <3,11x10%
3 Wochen <2,40x10® <2,30x10®
4 Wochen 7,08 x10° 289 x10™
5 Wochen 288x10° 512x10™
3.1.3 Mikrobiologische Wasseranalysen

Im Wasser wurden zu Versuchsbeginn Gesamtzellzahlen von 2 x 10° Bakterien/ml
gemessen, was in einem far Kihlwasser typischen Bereich liegt. Bis zu drei Wochen
Versuchszeit ist kein deutlicher Trend, ob die Zellzahlen im AQUABION® System
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oder im Kontrollsystem hoéher waren, zu erkennen. Das zeigt, dass Zink keine
toxische Wirkung auf die Kihlwasserbakterien besitzt. Ab der flinften Woche jedoch
stieg die Bakterienkonzentration im AQUABION® -System auf Werte von 5 x 10°
Bakterien/ml, wahrend die Bakterienkonzentration im Wasser des Kontrollsystems
nur bei etwa 4 x 10° Bakterien/ml| lag. Das kénnte einen Hinweis darauf liefern, dass
im AQUABION® weniger Biomasse auf den Oberflachen adhériert war, aber sich
daftr mehr in der Wasserphase befand.

Dieser Trend spiegelte sich ansatzweise in den Ergebnissen zur Gesamtkolonie-
zahlbestimmung wider (Abbildung 3).

Die Legionellenkonzentration zeigte diesen Verlauf nicht. Zu allen fanf

Probenahmezeitpunkten lagen die Konzentrationen im AQUABION® -System immer

deutlich unter denen im Kontrollsystem.

=  Das liefert einen Hinweis darauf, dass der AQUABION® die Kultivierbarkeit von
Legionellen im Wasser verschlechtert, was urséchlich mit der Konzentration
von Zinkionen in der Wasserphase zusammenhangen muss.

1,00E+07

—

1,00E+06 -

1,00E+05 -

1,00E+04

1,00E+03 -

= GZZ Kontrolle
1,00E+02 \/ —8- GZZ mit AQUABION®
—@— GKZ Kontrolle
1,00E+01 —8— GKZ mit AQUABION®
—aA— Leg. spec. Kontrolle
—&— Leg.spec. mit AQUABION®

Zellzahlen (Bakterien bzw. KBE/ml)

1,00E+0° T T T T
0 1 2 3 4 5
Zeit (Wochen)
Abbildung 3: Zusammenfassung aller im Wasser bestimmten

mikrobiologischen Parameter (GZZ = Gesamtzellzahl, GKZ =
Gesamtkoloniezahl, Leg. spec. = Legionella species)

IWWAIWW Bericht 10275-2009-21100.doc 9



=
=IWW
——
=S

3.1.4 Mikrobiologische Biofilmanalysen

Im Biofilm beider Versuchssysteme wurden zu Versuchsbeginn Gesamtzellzahlen
von etwa 3 x 10° Bakterien/cm2 gemessen (Abbildung 4). Bis zu drei Wochen
Versuchszeit war deutlich zu erkennen, dass die Zellzahlen im Biofiim des
AQUABION® Aktivanodensystems niedriger waren als im Kontrollsystem. Ab der
vierten Woche jedoch ndherten sich die Konzentrationen der Gesamtzellzahlen an.

Die Ergebnisse der Gesamtkoloniezahlbestimmung im Biofilm zeigten jedoch
deutlich, dass die Kultivierbarkeit im AQUABION® System um mindestens den Faktor
10 (nach einer Woche Versuchsdauer sogar um den Faktor 1000) niedriger war
(Abbildung 4).

Auch bei der Bestimmung der Legionellenkonzentration im Biofilm konnte gezeigt
werden, dass die Anzahl kultivierbarer Bakterien im AQUABION® System um
mindestens den Faktor 10, nach 2 Wochen bzw. 5 Wochen Versuchsdauer sogar
um den Faktor 1000 niedriger war. Eine Ausnahme bilden hier die
Legionellenkonzentrationen, die nach 4 Wochen Versuchsdauer bestimmt wurden.
Allerdings ist hier aber zu berlcksichtigen, dass die Legionellenkonzentrationen in
beiden Systemen so hoch waren, dass die ausgewdahlten Verdinnungen nicht
geeignet waren und davon auszugehen ist, dass das Legionellenwachstum auf den
Agarplatten gehemmt war, was zu einem Minderbefund flhrte.
= Bei der kritischen Betrachtung der Ergebnisse zur Kultivierbarkeit der
Biofilmbakterien, fallt schon wie in der Wasserphase auf, dass im AQUABION®
System die Kultivierbarkeit der nativen Kuhlwasserbakterien und der
Legionellen deutlich verringert ist. Die ist ebenfalls ursachlich nur mit der
Wirkung der Zinkionen, die durch das AQUABION®-System freigesetzt wurden,
zu erklaren.
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Abbildung 4: Zusammenfassung aller im Biofilm bestimmten mikrobiologi-

3.1.5
3.1.5.1

schen Parameter (GZZ = Gesamtzellzahl, GKZ = Gesamt-
koloniezahl, Leg. spec. = Legionella species)

Oberflachen

Makroskopische Betrachtung der Schlauchoberflachen

Nach fiinf Wochen Versuchszeit wurden die Tygon-Schlduche, durch die wahrend
des gesamten Versuchszeitraums das Wasser geflossen war, makroskopisch
vergleichend untersucht. Man kann deutlich erkennen, dass der Schlauch, der in
dem System mit AQUABION® eingebaut war, weniger belegt war als der Schlauch
aus dem Kontrollsystem (Abbildung 5). AuBerdem wird deutlich, dass der Belag im
Schlauch des Kontrollsystems gelblich-braunlich gefarbt war, wahrend der Biofilm im
AQUABION® Aktivanoden-System weiBlich gefarbt ist. Das lasst darauf schlieBen,
dass der Biofilm in beiden Systemen nicht nur unterschiedlich in der Biofilmdicke,
sondern auch in der Zusammensetzung ist.
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Kontrollsystem

Abbildung 5: Makroskopische Betrachtung der Schlduche aus dem System
mit AQUABION® (oben) und dem Kontrollsystem (unten).

3.1.5.2 Direkte Betrachtung der Couponoberflachen

Bei der fluoreszenzmikroskopischen Betrachtung der angefarbten Coupon-
oberflachen wurde deutlich, dass sie im Kontrollreaktor starker mit Biofilmbakterien
belegt waren als die Couponoberflachen, die aus dem AQUABION® Aktivanoden-
system entnommen wurden. Man konnte ebenfalls erkennen, dass sich die Biofilme
der zweiten Woche deutlich von denen der dritten Woche unterschieden. Wéahrend
in den ersten zwei Versuchswochen eher kurze Stabchen, die homogen auf der
Couponoberflache adhéariert waren, dominierten, waren ab der dritten
Versuchswoche deutlich Aggregatbildung und das Auftreten von Protozoen
erkennbar. Ein wesentlicher Unterschied in der Struktur der Biofilme auf den
Oberflachen war die Anwesenheit von fadigen Bakterien im Kontrollsystem. Durch
die Vernetzung von fadigen Bakterien besitzen Biofilme, die diese enthalten, in der
Regel eine hbhere Stabilitdt. Die durch die Anwesenheit von Zinkionen aus dem
AQUABION® verringerte Stabilitat des Biofims kdnnte zusatzlich ein Grund dafiir
sein, dass er sich aufgrund der im Schlauch herrschenden Scherkréfte nicht in dem
MaBe entwickelte wie im Kontrollsystem (vgl. 3.1.5.1).
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Versuchs-
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Kontrollreaktor Reaktor mit AQUABION®

4 Wochen
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Abbildung 6: Direkte Betrachtung der Couponoberflachen zu den
Probenahmezeitpunkten nach Anfarbung mit dem
Fluoreszenzfarbstoff DAPI

3.1.6 Chemische Untersuchung von Prézipitaten der
Kreislaufsysteme

Beim Betrieb der beiden Reaktorsysteme fiel auf, dass in dem Ansatz mit dem
AQUABION® Aktivanodensystem wesentlich mehr Prazipitate auf dem Boden des 5
Liter-GefaBes ausfielen als im Kontrollreaktor (Abbildung 7). Da von DAT postuliert
wird, dass durch die Abgabe von Zink (Zinkionen) ins Wasser Calcit (CaCO3) in
Aragonit (CaCQO3) umgebildet wird, welches eine geringere Tendenz zur Anhaftung
an Oberflachen besitzt, sollte Uberprift werden, ob die Prazipitate unterschiedliche
Konzentrationen an verschiedenen Elementen enthielten. Deshalb wurde die
chemische Zusammensetzung der Flocken mittels ICP-OES bestimmt (Tabelle 4).
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Abbildung 7: Flocken auf dem Boden des 5 Liter-GefdBes im Ansatz mit
AQUABION® -System

Die Untersuchung zeigte, dass die Flocken aus beiden Versuchssystemen chemisch
sehr ahnlich zusammengesetzt waren. Die Kalziumkonzentrationen waren mit 56,6
und 56,7 mg/l gleich hoch. Ein groBer Unterschied lag nur in der Konzentration von
Zink in den Focken: Wahrend Zink in den Flocken aus dem Kontrollreaktor nicht
nachweisbar war, enthielten die Flocken aus dem AQUABION® Aktivanodensystem
14 mg/l Zink. Aus der Literatur ist bekannt, dass Zink bei der Bildung von
Carbonaten, speziell von Kalziumcarbonat, eine Veranderung der kristallinen
Struktur hervorruft (Coetzee, P.P. et al.,, 1998, ,Kesselstein-Reduzierung und
Kesselstein-Modifizierungseffekte durch Zn und andere Metallsorten bei der
physikalischen Wasseraufbereitung®, Water SA, Bd. 24, Nr. 1, S. 77-84). Bei der
Kristallation werden gr6Bere Kristalle, so genannte Aragonite gebildet. Die
Adhéasionskréafte des Aragonits an und auf Oberflachen sind laut Literatur wesentlich
geringer als beim einfachen Calcit. Die gemessene Anwesenheit von Zink in den
Prazipitaten und die verringerte Belagsbildung auf den Schlduchen des Systems mit
AQUABION® (vgl. 3.1.5.1) liefern Hinweise auf die Antiscaling-Eigenschaften des
AQUABION®.

Geringflgige Unterschiede traten dariber hinaus in den Kupfer- und in den
Natriumkonzentrationen auf. Sie waren jeweils im dem AQUABION® -System héher
als im Kontrollsystem. Kupfer wurde wahrscheinlich aus der Installation des
AQUABION® -System eingetragen.
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Tabelle 4: Zusammenfassung der chemischen Untersuchungen der Flocken
in den beiden Reaktorsystemen, blau hinterlegt sind die Elemente,
die in unterschiedlichen Konzentrationen vorlagen.

Flocken Flocken
Parameter zusammensetzung zusammensetzung
Kontrolle AQUABION®
Aluminium < 0,05 mg/I < 0,05 mg/I
Kalzium 56,6 mg/l 56,7 mg/l
Magnesium 9 mg/l 9,7 mg/l
Natrium 65,4 mg/| 71,8 mg/|
Kalium 5,2 mg/I 5,8 mg/I
Bor 0,089 mg/I 0,099 mg/I
Cadmium < 0,001 mg/I < 0,001 mg/I
Cobalt < 0,005 mg/l < 0,005 mg/l
Chrom 0,0085 mg/I < 0,0051 mg/I
Kupfer 0,056 mg/| 0,18 mg/|
Nickel 0,011 mg/I 0,016 mg/I
Blei < 0,01 mg/I 0,041 mg/I
Eisen 0,099 mg/I < 0,05 mg/I
Mangan < 0,01 mg/| < 0,01 mg/|
Silizium 2,89 mg/l 2,73 mg/l
=S N O =

Gesamt-Phosphor 0,14 mg/l 0,16 mg/l
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3.2 Uberpriifung des mikrobioziden Effekts nach Zugabe von lod
und Zink nach dem DAT Prinzip des Aquainjects auf
ausgebildete Biofilme

Im Anschluss an die Untersuchungen mit dem AQUABION® Aktivanodensystem
wurden in den Zulauf des Kontrollreaktors zwei Behélter in Reihe geschaltet, die
jeweils 27 g Zink bzw. Jod enthielten. Wieder wurden 5 Liter uber den Zeitraum von
einer Woche im Kreislauf gepumpt.

Nach zwei Tagen wurden eine Wasserprobe und nach einer Woche eine
Wasserprobe und eine Biofilmprobe hinsichtlich Gesamtzellzahl, Gesamtkoloniezahl,
Konzentration an Legionella spec, DOC und Zink untersucht.

Wasserphase:
Die Ergebnisse zeigen, dass die Behandlung eine Erhéhung der Gesamtzellzahl
(lebende und tote Bakterien), jedoch eine deutliche Verringerung der

Gesamtkoloniezahl (vermehrungsféhige Bakterien) bewirkte. Nach 2 Tagen
verringerte sich die Gesamtkoloniezahl um 2 Log-Stufen und nach 7 Tagen um 3
Log-Stufen. Legionellen waren nach 2 Tagen Behandlung nicht mehr nachweisbar.

Biofilm:

Die Behandlung des Biofilms mit der Kombination Zink und lod nach dem DAT
Prinzips des Aquainjects fuhrte nur zu einer geringen Ablésung des Biofilms. Die
Kultivierbarkeit der Biofilmbakterien nahm aber deutlich weniger ab als in der
Wasserphase.
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Abbildung 8: Einfluss der Behandlung mit Zink und lod auf den Biofilm
(< NG = unter der Nachweisgrenze)

Versuchs-
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Abbildung 9: Dokumentation des Einflusses der Behandlung von Biofilmen
mit Zink und lod direkt auf der Couponoberflache
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3.3 Einfluss des AQUABIOREAKTORSs auf den Abbau organischer
Substanzen in der Wasserphase

Die Ergebnisse zeigen, dass der Einsatz des AQUABIOREAKTORs zu einer
Abnahme der organischen Substanzen in der Wasserphase fuhrt (Abbildung 10,
Abbildung 11). Fur den Abbau spielt es im den gewéhlten Versuchszeitrdumen (3-4
Tage) keine Rolle, ob es sich um ein Vollmedium mit C,N und P-Quelle (CASO-
Medium) oder um eine alleinige C-Quelle (Saccharose) handelte. Die
Versuchsergebnisse spiegeln sich sowohl in der Bestimmung des CSB-Gehaltes und
in der Bestimmung des DOC-Gehaltes wider, denn die Kurvenverlaufe der CSB- und
der DOC-Konzentrationen sind vergleichbar (Abbildung 10, Abbildung 11). Folgende
Erkenntnisse konnten aus den unterschiedlichen Versuchsansitzen gewonnen
werden:

= Fdr den schnellen Abbau von organischer Substanz ist eine Zufuhr von
Sauerstoff gunstig.

= Geringere Konzentrationen von Saccharose werden effektiver (innerhalb
kirzerer Zeit) abgebaut als héhere Konzentrationen, prozentual wird aber nach
100 Stunden (ca. 4 Tagen) in etwa der gleiche Zielwert von 5,9 bzw. 3,7 %
erreicht.

= Bei dem Einsatz von 27 g Saccharose verzdgert das AQUABION®-System den
Abbau der organischen Substanz, nach etwa 2 Tagen werden aber die gleichen
DOC- bzw. CSB-Konzentrationen erreicht. Das kdnnte einen Hinweis darauf
liefern, dass die durch den AQUABION® eingebrachten Zinkionen die Biomasse
zunéchst in ihrer Stoffwechselaktivitdt hemmt, nach 2 Tagen jedoch eine
Adaptation der Bakterien an die erhéhte Zinkkonzentration erfolgt ist.
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Abbildung 10: Grafische Darstellung der Verringerung der Konzentration

organischer Substanzen gemessen am CSB-Gehalt durch den
AQUABIOREAKTOR; oben: absolute Konzentrationen (mg/l)
unten: relative Abnahme (%)
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Abbildung 11: Grafische Darstellung der Verringerung der Konzentration
organischer Substanzen gemessen am DOC-Gehalt durch den
AQUABIOREAKTOR; oben: absolute Konzentrationen (mg/l)

unten: relative Abnahme (%)
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Die Ergebnisse zeigen auBerdem, dass es in dem gewéhlten Versuchsansatz nicht

zu einer Verringerung der Bakterienkonzentrationen gemessen anhand der Gesamt-
koloniezahl (KBE/ml) kam (Abbildung 12). Das liegt wahrscheinlich daran, dass die
Koloniezahlen im Wasser aufgrund des groBen Oberflichen zu Volumen-
Verhéltnisses die Biofilmbildung im Reaktor widerspiegeln. Um zu uberprifen, ob der
Einsatz des AQUABIOREAKTORSs zu einer Verringerung der Koloniezahlen in der
Wasserphase fluhrt, misste der Versuch mit einem gréBeren Wasservolumen
wiederholt werden.
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Abbildung 12: Grafische Darstellung der Entwicklung der Konzentration der
Gesamtkoloniezahlen in der Wasserphase
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