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Zusammenfassung:

Entwicklung von Oberflachenbesiedlungen unter dem E influss verschiedener Modell-
substanzen und deren Auswirkung auf die Wasserphase

Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit lag in der Untersuchung der Auswirkung unter-
schiedlicher organischer Substanzen auf die Besiedlung einer inerten Oberflache durch
wasserburtige Mikroorganismen. Dabei sollte der Einfluss einer bestehenden Besiedlung
bzw. eines Biofilms auf die Wasserphase aufgezeigt werden. Ein weiterer Aspekt bestand
darin, die verschiedenen Strukturen der Besiedlungen bzw. Biofilme miteinander zu
vergleichen und anhand der untersuchten Wasserproben ein Kontaminationspotential
abzuleiten. Standversuche im Labor und FlieRversuche an einem praxisnahen
Leitungssystem sollten den Vergleich einer Oberflachenbesiedlung in einem ruhenden
System mit einmaligem Nahrstoffeintrag mit einer Besiedlung in einem flieBenden System
unter kontinuierlicher Nahrstoff-Zudosierung ermdglichen.

Die Untersuchungen ergaben, dass im stehenden Wasser das Vorhandensein einer hohen
Nahrstoffkonzentration nicht zwangslaufig zur Ausbildung einer ausgepragten Oberflachen-
besiedlung fihrt. Die Art des im Wasser befindlichen Nahrstoffs ist den Ergebnissen zufolge
wichtiger als die Konzentration. Wie schwer eine Voraussage Uber die mikrobiologische Ver-
wertbarkeit einer Substanz und ein damit verbundenes Wachstumspotential zu treffen ist,
zeigten insbesondere die Versuche mit den Stoffen Ligninsulfonsaure und Tween 80. Bei der
als schwer abbaubar geltenden Ligninsulfonsédure wurde eine ausgepragte, bei dem leicht
verwertbaren Stoff Tween 80 lediglich eine geringe Oberflachenbesiedlung beobachtet.
Dartber hinaus besteht kein eindeutiger Zusammenhang zwischen Besiedlungsdichte auf
der Oberflache und Koloniezahl im Wasser. So wurden bei Tween 80 zum Teil hohere
Koloniezahlen festgestellt als bei Ligninsulfonsaure. Diese Ergebnisse zeigen, dass das
Ausmald einer Besiedlung letztlich nur anhand von Oberflachenuntersuchungen beurteilt
werden kann. Im Gegensatz zu den Standversuchen wurden in den Flie3versuchen bei allen
eingesetzten Substanzen ausgepragte Besiedlungen beobachtet. Selbst bei der als schwer
abbaubar geltenden Ligninsulfonsdure wurde eine deutliche Besiedlung festgestellt. Die
rasche Oberflachenbesiedlung bei flieRendem Wasser scheint aus der Tatsache zu
resultieren, dass Nahrstoffe, Mikroorganismen und Oberflichen wesentlich schneller
aufeinandertreffen als in einem ruhenden System. Es wurde ein klarer Zusammenhang
zwischen Koloniezahl im Wasser und Oberflachenbesiedlung festgestellt. Je ausgepragter
der Biofilm war, desto héher war die Koloniezahl im Wasser. AuRerdem wurde festgestellt,
dass die Abgabe ganzer Plaques aus einer Besiedlung ab einem bestimmten Zeitpunkt
kontinuierlich erfolgt. GréRe und Struktur der Plaques lassen Rickschlisse auf
Besiedlungsstruktur und -dichte zu und weisen auf das vorhandene Kontaminationspotential
hin. Das AusmafRR einer Kontamination wurde durch die Versuche mit geanderter
FlieBgeschwindigkeit dokumentiert. Durch eine kurzzeitige Erhéhung der FlieRgeschwin-
digkeit stieg die Koloniezahl in der Wasserphase sprunghaft an. Trotz der hohen Abtragung
aus der Besiedlung konnte jedoch keine gravierende Reduktion der Oberflachenbesiedlung
festgestellt werden.

Die Bestandigkeit ausgepragter Besiedlungen gegeniber duReren Einflussfaktoren ist hoch.
Das wurde in Reinigungs- und Desinfektionsversuchen mit Wasserstoffperoxid nach-
gewiesen. Ab einer bestimmten Besiedlungsdicke dringt Wasserstoffperoxid nicht mehr tief
genug in die Besiedlung ein und kann somit weder eine Beseitigung noch eine Abt6tung
vorhandener Mikroorganismen bewirken. Infolgedessen ist die frihzeitige Erkennung einer
Besiedlung fir eine erfolgreiche Reinigungs- und Desinfektionsmalinahme von entschei-
dender Bedeutung.



Abstract:

Surface colonization by microorganisms under the inf luence of different model
substances and its effect on the aqueous phase

The emphasis of the present work was the investigation of the influence of different organic
substances on the colonization of inert surfaces by waterborne microorganisms. Furthermore
the release of microorganisms from already colonized surfaces (biofilms) into the water was
studied. Another aspect was to compare the different biofilm structures and their potential for
contamination from the examined water samples. Laboratory tests in stagnant water (Batch
tests) and pilot tests with flowing water in a 21 m % “stainless steel plumbing system were
performed to compare surface colonization in a stagnant system with a single nutrient dose
at the start to a flow through system with constant nutrient level maintained by continuous
dosage.

The experiments showed that a high concentration of nutrients in stagnant water does not
necessarily cause a strong surface colonization. The results showed that the type (kind) of
nutrients is more important than the concentration. How difficult it can be to predict the
digestibility of a substance and the corresponding growth potential was shown by the tests
using lignin-sulphonic acid and Tween 80. While the tests with lignin-sulphonic acid
(considered to be not a simply degradable substance) showed a pronounced surface
colonization; the tests with Tween 80 (considered to be easily digestible) showed only a
slight surface colonization. Furthermore, no distinct correlation between biofilm density and
the number of cfu (colony forming units) in the water could be found. E.g. number of cfu were
sometimes higher with Tween 80 than with lignin-sulphonic acid. These results show that the
extent of a biofilm formation can only be determined through the examination of the surface.
In contrast to the results of the tests with stagnant water, the flow tests resulted distinct
biofilms with all tested substances. Even lignin-sulphonic acid which was expected to be
difficult to degrade produced pronounced biofilms in the tests.The rapid surface colonization
in flowing water, seems to result from the fact that the nutrients, microorganisms and surface
meet significantly faster and more effective compared to stagnant water. There was a clear
correlation between the cfu number in the water and the surface colonization. The more
biofilm was formed, the larger was the number of microorganisms in the flowing water. It was
also observed that after a certain time, the detachment rate of plaques from a biofilm became
constant. The size and structure of the floating plagues allowed to deduce the biofilm
structure and density and the potential for contamination. The extent of a contamination was
documented with tests at changing flow velocities. A brief rise in the flow velocity caused the
number of cfu to rapidly increase. However, the high release from the surface colonization
was not found to cause a serious reduction of the biofilm.

The persistence of biofilms against external influences were found to be high. This was
demonstrated by cleaning- and disinfectant tests using hydrogen peroxide. Beyond a certain
level of biofilm density, hydrogen peroxide is not able to penetrate sufficiently deep into the
biofilm and achieve both the elimination and destruction of the microorganisms.
Consequently, the timely detection of surface colonization is crucial to allow successful
cleaning and disinfection measures.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Allgemeine Einfihrung

Biofilme kdnnen als Matrix-umschlossene Bakterienpopulationen definiert werden, die an-
einander gebunden vorkommen und/oder an Oberflachen oder Grenzflachen anhaften (16).
Die Matrix besteht aus extrazellularen polymeren Substanzen (EPS), welche von den
anhaftenden Mikroorganismen gebildet werden oder aus der Wasserphase stammen. Dabei
handelt es sich um Polysaccharide, Proteine, Glycoproteine und andere stark wasserhaltige
Substanzen (21), die, bezogen auf die Trockenmasse, 50 bis 90 % der organischen Masse
des Biofilms ausmachen (14). Voraussetzung fir die Ausbildung eines Biofilms ist das Vor-
handensein von Grenzflachen, Mikroorganismen, genigend Feuchtigkeit und Nahrstoffen.
Die Dicke von Biofilmen kann wenige Mikrometer betragen oder auch mehrere Zentimeter
(20).

Die Lebensgemeinschaft im Biofilm bietet den Mikroorganismen viele Vorteile, die sich
hauptsachlich aus der Struktur und den Eigenschaften der EPS ergeben. Die EPS haben
weit mehr Funktionen als den Zusammenhalt von Bakterien in einer Matrix und auf Ober-
flachen. EPS sind hydrophil, binden Wasser und schiitzen den Biofilm vor dem Austrocknen.
Sie verleihen auch urspriinglich hydrophoben Oberflachen einen hydrophilen Charakter (20).
Die EPS-Schicht wird auch als ,Nahrstoff-Falle” bezeichnet (15), da ihre ,klebrige* Ober-
flache die Adhéasion von Partikeln aus der Wasserphase erleichtert, die gemeinsam mit
Nahrstoffen aus dem besetzten Material im Biofilm angereichert werden kénnen (10). Das
auf diese Weise entstandene Nahrstoff-Depot sichert den Biofilm-Organismen auch unter
Nahrstofflimitierung ein Uberleben. AuRerdem bietet die Nahrstoffanreicherung im Biofilm
solchen Mikroorganismen ein geeignetes Habitat, die mit einem geringeren Angebot aus der
Wasserphase nicht tberleben bzw. wachsen kénnten (20). Die EPS-Matrix ermdglicht die
Ausbildung stabiler Mikroorganismen-Aggregate, die sich zu synergistischen Mikrokonsortien
entwickeln kdnnen. Die hohe Zelldichte und der Austausch zwischen den unterschiedlichen
Mikroorganismen ermoglicht z.B. den sequenziellen Abbau von Substanzen, die fir eine
einzelne Spezies nicht verwertbar waren. Die Mikroorganismen-Vielfalt in der EPS-Matrix
begrindet sich auRerdem durch das Entstehen von Arealen mit unterschiedlicher Sauer-
stoffkonzentration. Aerobe und anaerobe Habitate kdnnen dicht nebeneinander bestehen
(22). Die EPS schaffen nicht nur optimale Wachstumsbedingungen fiir Mikroorganismen
unterschiedlicher Spezies, sondern stellen auch einen physikalischen und chemischen
Schutz vor Antibiotika und Bioziden dar. Die EPS-Schicht kann als Diffusionsbarriere fungie-
ren, die ein Eindringen von Desinfektionsmitteln in die Matrix erschwert oder unmdglich
macht. Auerdem kdnnen biozide Mittel bereits auf der Matrix-Oberflache gebunden und

inaktiviert werden (41).
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Biofilme sind ubiquitdr und treten auch unter extremen Bedingungen auf. Costeron et al.
vertreten die Ansicht, dass der weitaus grof3te Teil der Mikroorganismen auf der Erde an
Oberflachen gebunden lebt — im Boden, in Sedimenten, in Gesteinsporen und auf Schweb-
stoffen im Wasser (15). Biofilme sind jedoch nicht nur in der nattrlichen aquatischen Umwelt
anzutreffen, sondern auch in industriellen Systemen, die mit Wasser in Verbindung stehen.
Hier findet man haufig ein hohes Nahrstoffangebot und groRe Oberflachen, die geradezu
pradestiniert fir Besiedlungen und Biofilmbildung sind. Biofilme flhren in vielen Bereichen zu
Problemen. Ein konkretes Problem ist die bakterielle Besiedlung der wassergekihlten Seite
von Warmeaustauschern. Biofilme bewirken eine Isolierung bzw. eine Abschwéachung der
Warmeabgabe. Durch die Isolierung kann die angestrebte Warmeabgabe-Leistung unter
10% sinken (15). In Rohrleitungen kdnnen Biofilme zu einer Erhéhung des Strdomungswider-
standes und zu einer Abnahme der maximalen Transportkapazitat fuhren (40). Das Auftreten
von Biofilmen hat weitreichende Folgen. Betroffene Gerate oder Leitungen missen gereinigt
oder sogar ausgetauscht werden. Die dabei entstehenden Kosten werden durch die zu
bertcksichtigenden Ausfallzeiten noch weiter in die Hohe getrieben. Die durch Biofilme
entstandenen Probleme haben den Begriff Biological Fouling gepragt. Darunter versteht man
die Akkumulation und Stoffwechselaktivitdit von Mikroorganismen auf Oberflachen von
technischem Gerat, wodurch die Leistung des Gerates signifikant herabgesetzt oder die

Betriebsdauer stark verkirzt wird (12).

1.2 Biofilm-Entstehung

Die Entwicklung eines Biofilms verlauft in 3 Phasen, die flieBend ineinander Gbergehen. Die
Beseitigung gestaltet sich mit fortschreitender Phase schwieriger. Daher ist die frihzeitige
Entdeckung einer Besiedlung von entscheidender Bedeutung, um Abhilfemalinahmen

anzuwenden, die zu einem spéateren Zeitpunkt evtl. nicht mehr greifen.

1. Induktionsphase

Sobald Oberflachen von Wasser benetzt werden, erfolgt innerhalb weniger Sekunden eine
irreversible Adsorption von Makromolekilen. Darunter sind Polysaccharide, Lipopolysaccha-
ride, Huminstoffe und Proteine zu finden (20). Ein sogenannter ,Conditioning Film" entsteht.
Mikroorganismen aus der Wasserphase treffen auf diesen Film und lagern sich an. Dieser
als Primaradhasion bekannte Prozess kann zunachst noch reversibel sein. Auf die priméare
Adhasion kann die irreversible Adhasion folgen. Die Zellen haften auf der Oberflache fest an
und bilden extrazelluldre polymere Substanzen (9). Die Induktionsphase kann innerhalb
weniger Stunden ablaufen, jedoch auch Monate bis Jahre dauern. Selten kommt es in dieser
Phase schon zu Beeintrdchtigungen technischer Systeme. Der Beginn einer Biofilm-
Entwicklung stellt jedoch insbesondere fir die Wassertechnologie einen wichtigen Hand-

lungszeitraum dar. Kenntnisse Uber die Faktoren, die die Induktionsphase beeinflussen,
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kénnen bei der Verhinderung einer Besiedlung oder der Beseitigung hilfreich sein. Zu den
Faktoren gehoren Art und Rauhigkeit des Oberflachenmaterials, Scherkrafte des Mediums,
die Anwesenheit von konditionierenden Makromolekilen, Mikroorganismen und Néahrstoffen

in der Wasserphase (20).

2. Wachstumsphase (logarithmische Akkumulation)

Diese Phase ist vom Wachstum der adsorbierten Mikroorganismen gepragt. Neben dem
Wachstum der Primérbesiedler werden weitere Mikroorganismen aus der Wasserphase
adsorbiert. Nicht nur das Zellwachstum, sondern auch die Bildung von EPS tragen zum
Biofilmaufbau bei. Auf diese Weise entstehen Mikrokonsortien verschiedener Spezies (20).
Diese zeichnen sich durch eine Fille an moglichen Interaktionen innerhalb des Films aus.
Die Biofilm-Entwicklung wird in dieser Phase auch von Transportprozessen innerhalb der
Matrix bestimmt. Die mafRgebenden Einflussfaktoren sind das N&hrstoffangebot und die

Temperatur (11).

3. Plateau-Phase (stationére Phase)

Die logarithmische Wachstumsphase geht Uiber in eine stationére Phase, in der die maximale
Biofilmdicke erreicht ist und die Zellzahl konstant erscheint. Auf diesem Niveau entspricht die
Zunahme durch Wachstum und Adhasion der Abldsung. Die Hohe des erreichten Plateaus
wird im Wesentlichen durch das Nahrstoffangebot in der Wasserphase, die physikalische
Stabilitat des Biofilms und die Scherkrafte bestimmt (20). In den meisten aquatischen Syste-
men ist die stationdre Phase nach wenigen Wochen erreicht. Beim gezielten Einsatz von
Biofilmen in Reaktoren ist die Hohe des Plateaus von entscheidender Bedeutung. Oftmals
gilt es dicke Biofilme von 100 - 200 um zu vermeiden, da sie ab diesen Dicken nicht mehr am
Stoffumsatz mit der flissigen Phase teilnehmen und zum Abldsen neigen. Andererseits gibt

es Systeme, die erst ab einer bestimmten Schichtdicke reagieren und funktionieren (20).

1.3 Mikroorganismen in Biofilmen

Biofilme konnen bis zu 10'? Zellen/mL enthalten, was einer Gesamtoberflache von 3 m?/mL
entspricht (11). Dabei ist eine Vielzahl von Mikroorganismen-Arten im Biofilm anzutreffen.
Die Wachstumsrate der Organismen hangt von den unmittelbaren Umweltbedingungen des
Biofilms ab. Dazu gehotren das Nahrstoffangebot in der Wasserphase, die Substrateigen-
schaften der belegten Oberflache und die Lage innerhalb des Biofilms. Die Lage der Mikro-
organismen spielt insofern eine wesentliche Rolle, da beispielsweise der Nahrstoff- und
Sauerstoffgehalt nicht in allen Kompartimenten des Biofilms gleich ist (8). Weitere Umwelt-
faktoren wie z.B. Temperatur und Licht Uben ebenfalls einen Einfluss auf das Leben und
Wachstum im Biofilm aus. Biofilme werden haufig von heterotrophen Bakterien gebildet, was

dafur spricht, dass sie geniigend Nahrstoffe aus dem vorbeiflieBenden Wasser erhalten. Die
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Fahigkeit zur Ausbildung von Biofilmen in oligotropher Umgebung besitzen nur anspruchs-
lose Arten, z.B. bestimmte Pseudomonaden (20). Die Effizienz, mit der Bakterien Ober-
flachen besiedeln und bewachsen scheint begriindet durch ihre geringe Grélze, hohe Wachs-
tumsraten und ihre Fahigkeit sich an Umweltveranderungen zu adaptieren. Die Produktion
von extrazellularen Strukturen und Substanzen (z.B. Fimbrien und EPS) ermdoglicht Bakte-
rien die Adsorption an Oberflachen und die Bildung von Aggregaten (8). Zu den haufig nach-
gewiesenen Bewohnern von Biofilmen gehéren Vertreter der Gattungen Pseudomonas,
Alcaligenes, Acinetobacter, Arthrobacter, Bacillus, Flavobacterium, Moraxella usw. Ferner

konnten auch verschiedene filamentose Pilze nachgewiesen werden (21).

1.4 Biofilme im Trinkwasserbereich

Biofilme spielen im Trinkwasserbereich eine ambivalente Rolle. Sie sind in ihrer Wirkung als
.biologischer Filter* ein entscheidender und bewahrter Bestandteil der Aufbereitungstechnik.
Sie bestehen aus gemischten Mikroorganismen-Populationen, vorwiegend Bakterien, die
dem Wasser gel6ste, biologisch abbaubare Inhaltsstoffe entnehmen. Die Mikroorganismen
mineralisieren die Inhaltsstoffe und bilden lokal immobilisierte Biomasse, die durch RUck-
spulung entfernt werden kann (36). Neben diesem gezielten Einsatz treten Biofilme auch
unkontrolliert auf und kénnen an bestimmten Stellen der Trinkwasserspeicherung und
Trinkwasserverteilung zu Problemen fiihren (36). Insbesondere das Verteilungsnetz bietet
ein grol3es, von Mikroorganismen besiedeltes Oberflaichenareal. Schwartz et al. gehen
davon aus, dass sich 95% der Biomasse im Verteilungsnetz an den Wéanden befindet (36). In
Tabelle 1 sind Probleme aufgefiihrt, die durch Biofilme in Trinkwassersystemen auftreten

kdnnen.

Tabelle 1 Probleme durch Biofilme in Trinkwassersystemen (36)

Kontamination des Trinkwassers
» Erhohte Koloniezahlen
» Freisetzung fakultativ pathogener Keime
e Schlechtere Eignung als Brauchwasser: geringere Haltbarkeit von Endprodukten der
Pharma-, Kosmetik-, Farben-, Lebensmittelindustrie usw.
Asthetik
.Schleimbart”
» Geschmack und Geruch (Stoffwechselprodukte, Reaktionsprodukte von
Desinfektionsmitteln)
Desinfektion
» Erhdhte Zehrung durch Biofilmkomponenten
e Erhohte Toleranz/Resistenz durch Biofilm-Organismen

Mikrobiell beeinflusste Korrosion (MIC)

Die Besiedlung einer Materialoberflache héngt entscheidend vom Nahrstoffangebot ab.
Mineralien und organische Substanzen werden von Mikroorganismen zum Wachstum
bendtigt und gelten daher als wachstumslimitierend (34). Zu den natirlichen organischen

4
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Wasserinhaltsstoffen (NOM = natural organic matters) gehdren u.a. Huminstoffe, Poly-
saccharide, Proteine und niedermolekulare Sauren (26). In das Wasser eingetragene
Nahrstoffe kénnen beispielsweise aus Werkstoffen stammen, die organische Bestandteile
enthalten. Insbesondere im Trinkwasserbereich kdénnen dadurch Probleme auftreten.
Baustoffe und Auskleidungsmaterialien, mit denen das Wasser in Kontakt kommt, kénnen
den bakteriellen Aufwuchs auf der Oberflache férdern und zu einer Verschlechterung der
Wasserqualitat fuhren (18, 33). Die im Trinkwasserbereich einzusetzenden Materialien
sollten daher nicht nur auf ihre physiologische Unbedenklichkeit untersucht werden, sondern
auch auf ihre Zusammensetzung hin, bakterielles Wachstum zu férdern. Das DVGW-
Arbeitsblatt W 270 (2) beschreibt ein Verfahren zur Prifung und Bewertung von Werkstoffen
fur den Trinkwasserbereich. Sofern Werkstoffe organische Bestandteile enthalten, ist eine
Prufung nach diesem Arbeitsblatt erforderlich. Tabelle 2 zeigt weitere Eintragspfade von

Nahrstoffen in Trinkwassersysteme (34).

Tabelle 2 Mdogliche Eintragspfade fir Nahrstoffe in Trinkwassersysteme (34)
Rohrbriche

Reparaturarbeiten

Kontaminiertes Fremdwasser

Ruckfluss von kontaminiertem Wasser

Luft, die in Reinwasserbehélter strémt

Werkstoffe

Reinigungsmittel fiir Reinwasserbehalter

Regenerationsmittel fir Brunnen

Bohrspuladditive

. Wasserinhaltsstoffe, die bereits bei der Gewinnung oder nach abgeschlossener
Aufbereitung ins Verteilungsnetz gelangen

© XN g ~w DN

=
o

Eine Kontamination des Trinkwassers kann durch Abgabe von Mikroorganismen aus einem
Biofilm in die Wasserphase erfolgen (30). Die mikrobiellen Gemeinschaften in der Trinkwas-
seraufbereitung und im Verteilungsnetz bestehen Uberwiegend aus oligotrophen Bakterien
(36). Dabei kann es sich um unspezifische, fir den Menschen ungefahrliche Mikroorganis-
men handeln. Als problematisch ist jedoch die Ansiedlung von Arten anzusehen, die eine
hygienische Relevanz haben und zur Vermehrung im Verteilungsnetz fahig sind (35). Die
Vermehrung und unkontrollierte Abgabe dieser, zum Teil fakultativ-pathogenen Bakterien,
stellt fiir den Menschen eine besondere Gefahr dar. Die Koloniezahlbestimmung liefert einen
ersten Hinweis auf eine Kontamination des Wassers. Eine Koloniezahlerh6hung im Wasser
wird bei routinemaBig durchgeflihrten Untersuchungen festgestellt. Nach Trinkwasserver-
ordnung (4) darf eine Koloniezahl von 100/mL nicht d{berschritten werden. Nach
abgeschlossener Desinfektion soll die Koloniezahl 20/mL nicht Ubersteigen. Werden diese

Werte Uberschritten, missen sofort AbhilfemalRnahmen eingeleitet werden. Dabei ist es
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wichtig zu wissen, auf welchem Wege die Mikroorganismen in das Wasser gelangt sind. Es
gibt zwei unterschiedliche Ursachen flr eine Koloniezahlerhéhung. Entweder werden die
Mikroorganismen auf dem Transportwege von auf3en in das Wasser eingetragen (z.B. durch
Rohrbriiche, Einspeisung von kontaminiertem Fremdwasser usw.) oder sie wachsen im
Wasser im Verteilungsnetz heran (34). Im letzten Fall kann man von einer Besiedlung der
Materialoberflache ausgehen, die in einen Aufwuchs tibergehen kann. Durch die Abgabe von
Mikroorganismen aus dem Aufwuchs bzw. Biofiim kommt es zur Aufkeimung bzw.
Koloniezahlerhéhung im Wasser. Auch wenn bei einer erhdhten Koloniezahl eine
Seuchengefahr ausgeschlossen wird, kann diese doch unginstige Auswirkungen in
verschiedenen Bereichen haben. So kommt es beispielsweise in der Lebensmittelindustrie
immer wieder zu einem vorzeitigen Verderb von Lebensmitteln durch die Verwendung von
kontaminiertem Wasser bei der Zubereitung (34, 42). Dass aus einer vorhandenen
Besiedlung bzw. einem Biofilm Mikroorganismen an die Wasserphase abgegeben werden,
ist ein bekanntes Problem. Es besteht allerdings Klarungsbedarf, ob die Besiedlungsdichte
mit der Zell-Abgabe korreliert und ab welcher Besiedlungsstarke ganze Plaques an das

Wasser abgegeben werden.

Der Einsatz von Desinfektionsmitteln kann sich aus verschiedenen Griinden schwierig ge-
stalten. Das verwendete Desinfektionsmittel kann z.B. mit dem Tragermaterial des Biofilms,
mit Biofilmkomponenten, partikularen Stoffen und anderen organischen und anorganischen
Materialien, die in einem Verteilungsnetz prasent sind, reagieren und dadurch in seiner Des-
infektionswirkung abgeschwacht werden (27). Selbst wenn Desinfektionsmittel nicht gebun-
den werden, ist es fir die bioziden Substanzen oftmals schwer, die dicke, stark hydratisierte
Biofilm-Matrix zu durchdringen (15). Die Schutzwirkung eines Biofilms gegeniber Desin-
fektionsmitteln zeigt sich insbesondere anhand der Ergebnisse von Exner et al. (19). Sie
fanden Biofilme an den Innenflaichen von Desinfektionsmittel-Rohrleitungen. Untersuchun-
gen uber die Wirksamkeit von Bioziden beziehen sich in der Regel auf suspendierte Mikro-
organismen. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen lassen sich nur eingeschrankt auf
Biofilm-Organismen projizieren, da der Schutz der EPS-Schicht nicht bertcksichtigt wird.
Chen und Stewart verglichen die Wirkung von Chlor und Monochloramin auf Biofilme (13).
Sie kamen zu dem Ergebnis, dass Monochloramin und freies Chlor bei einer Chlor-Konzen-
tration von 5 — 100 mg/L zu einer Reduzierung des Biofilms fuhrten. Wahrend die entfernte
Biofilm-Menge bei beiden Stoffen ungefahr gleich war, konnte festgestellt werden, dass die
bakterielle Abtotungsrate im Film durch Monochloramin héher war als durch reines Chlor.
Grobe et al. verglichen die Wirkung von Wasserstoffperoxid und Chlor auf Bakterienalginat.
Bakterienalginat besteht aus Exopolysacchariden, die in Schleimkapseln mucoider Bakte-
rienstdmme und in EPS-Schichten von Biofilmen zu finden sind. Das verwendete Wasser-

stoffperoxid reagierte nicht mit den Exopolysacchariden und konnte somit seine Wirkung
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entfalten. Chlor hingegen reagierte mit dem Bakterienalginat unter rascher Chlorzehrung
(23). Versuche von Blanchard et al. zeigten, dass sich der Einsatz von Wasserstoffperoxid in
einem flieBenden System auf die Biofilm-Bakterien auswirkt. Dabei blieb jedoch unbeantwor-
tet, ob das Wasserstoffperoxid die Biofilm-Matrix auflockert, flir Scherkréfte angreifbar macht
und Biofilm abgeschwemmt wird, oder ob durch das Wasserstoffperoxid ein oxidativer Zell-
schaden verursacht wird, der die Zahl der lebenden Bakterien im Biofilm reduziert (5). Letzt-
endlich zeigen alle angefuhrten Studien, dass die Desinfektion und Beseitigung von
Biofilmen zahlreiche Probleme aufwirft, die nur durch weitergehende Untersuchungen gelost

werden konnen.

1.5 Problemstellung und Zielsetzung der Arbeit

Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit lag in der Untersuchung der Auswirkung unter-
schiedlicher organischer Substanzen auf die Besiedlung einer inerten Oberflache durch
wasserburtige Mikroorganismen. Dabei war sowohl die Besiedlungsgeschwindigkeit als auch
die erreichte Besiedlungsdicke in einer definierten Zeit von Interesse. Ferner sollte der Ein-
fluss einer bestehenden Besiedlung bzw. eines Biofilms auf die Wasserphase aufgezeigt
werden. Vor diesem Hintergrund bestand ein weiterer Aspekt darin, die verschiedenen Struk-
turen der Besiedlungen bzw. Biofilme miteinander zu vergleichen und anhand der untersuch-
ten Wasserproben ein Kontaminationspotential abzuleiten. Standversuche im Labor und
FlieBversuche an einem praxisnahen Leitungssystem sollten den Vergleich einer Ober-
flachenbesiedlung in einem ruhenden System mit einmaligem NA&hrstoffeintrag mit einer
Besiedlung in einem flieRenden System unter kontinuierlicher N&hrstoff-Zudosierung

ermoglichen.

1.5.1 Standversuche

In den Standversuchen wurden Substanzen in unterschiedlichen Konzentrationen eingesetzt,
die beispielhaft fur organische Wasserinhaltsstoffe stehen. Ligninsulfonsdure wurde als
Modellsubstanz fur Huminstoffe ausgewahlt. Dieser Stoffklasse kommt besondere Bedeu-
tung zu, da 50 — 80% der organischen Wasserinhaltsstoffe aus Huminstoffen bestehen (39).
Zudem gelten sie als mikrobiologisch schwer verwertbar, da der enzymatische Abbau dieser
hochmolekularen Stoffe nur sehr langsam vonstatten geht (28). Weitere Modellsubstanzen
waren Natriumacetat und Glucose, die beide mikrobiologisch leicht abbaubar sind und haufig
in Versuchsansatzen als Nahrsubstrat Anwendung finden (24, 28). Das Polysorbat Tween 80
wurde als 4. Modelsubstanz ausgewahlt. In diesem Fall wurde ebenfalls von einer guten
Verwertbarkeit ausgegangen, da die enthaltenen organischen Sauren bestimmten Mikro-

organismen als Nahrsubstrat dienen kdénnen (32).
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1.5.2 FlieRversuche (Testanlage)

In den FlieRBversuchen wurde Natriumacetat als mikrobiologisch leicht verwertbare Substanz
eingesetzt und Ligninsulfonsaure als mikrobiologisch schwer abbaubar geltende. Neben den
unter 1.5 erwéhnten Untersuchungszielen war bei den FlieBversuchen von besonderem
Interesse, ab welcher Schichtdicke ganze Plagues aus einem Biofilm an die Wasserphase
abgegeben werden. Spulungen bzw. kurzzeitige Erhdhungen der FlieRgeschwindigkeit soll-
ten die Auswirkung erhdhter Scherkrafte auf verschieden strukturierte Biofilme dokumentie-
ren. Dariliber hinaus war die Koloniezahlentwicklung in der Wasserphase von Interesse. Mit
einer speziellen Farbemethode sollte auRerdem die Verteilung lebender und toter Mikroorga-

nismen im Biofilm untersucht werden.

Die Bestandigkeit gegentber Reinigung und Desinfektion wurde an unterschiedlich starken
Biofilmen untersucht. Dafiir wurden Reinigungs- und Desinfektionsversuche nach Vorgabe
des DVGW-Arbeitsblattes W-291 (3) durchgefihrt.
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2 Material und Methoden

2.1 Standversuche im Labor

2.1.1 Versuchsaufbau

Fur die Standversuche wurden sterile 1-L-GefaRRe aus Klarglas mit Deckel verwendet. Das in
den Versuchen eingesetzte Leitungswasser war ein Mischwasser aus Grund- und Ober-
flachenwasser. Ausziige einer chemischen Analyse des Leitungswassers sind in Tabelle 3
aufgefuihrt. Die ausgewahlten Modellsubstanzen sowie die eingesetzten Konzentrationen
sind in Tabelle 4 wiedergegeben. Edelstahlcoupons fiir die Oberflachenuntersuchungen
wurden nach der unter 2.1.2 beschriebenen Methode prépariert und anschliel3end sterilisiert.
Die GlasgefalRe wurden mit je 1 Liter Leitungswasser geflillt und die abgewogenen Modell-
substanzen in das Wasser eingemischt. Auf dem Grund eines jeden Gefal3es wurden 5 Edel-
stahlcoupons mit einer sterilen Pinzette positioniert. Als Kontrolle diente ein Gefal? mit Lei-
tungswasser und Coupons, jedoch ohne Zusatz organischer Substanz. Um das Eindringen
von Schmutz und Staub zu verhindern, wurden die Ansatze mit einem Glasverschluss abge-
deckt und zum Schutz vor Tageslicht mit blauer Folie abgedunkelt. Die Inkubation erfolgte

bei Raumtemperatur (22 + 2C).

Tabelle 3 Wasserinhaltsstoffe (Untersuchung der chemischen Abteilung des Institutes
fur Hygiene und Offentliche Gesundheit)

Anionen Menge (mg/L) Kationen Menge (mg/L)

Cr 29,7 NH4" <0,03

S04* 44 ca™ 38,1

PO4* <0,03 Fe*" /%" < 0,03

NO2 <0,02 Mg** 7,3

NO3 25,6

Der gemessene TOC-Wert (total organic carbon) des Leitungswassers betrug 1,9 mg/L. Des
weiteren wurde ein pH-Wert von 7,7, eine Karbonatharte von 3,9dH und eine Nichtkarbonat-

harte von 3,14H festgestellt.

Tabelle 4 Einwaagen der in den Standversuchen verwendeten Substanzen

1. Standversuch 2. Standversuch
Substanz Einwaagen in mg/L Einwaagen in mg/L
D(+)-Glucose-Monohydrat
(Merck,1.08342.1000) 50, 100, 300, 500 Lund5
Natriumacetat-Trihydrat :
(Merck, 1.06265.5000) Nicht verwendet lund5
Ligninsulfonsaure (Natriumsalz)
(Roth, Art. 8999.1) 50, 100, 300, 500 lund5
Tween[I80 (Palysorbat) 1 und 100 nicht verwendet

(Merck, 8.17061.1000)
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2.1.2 Vorbehandlung der Edelstahlcoupons

Die Coupons wurden aus V2A-Edelstahlplatten gestanzt. Da der Einfluss der Oberflachen-
beschaffenheit, z.B. tiefe Riefen, weitestgehend ausgeschlossen werden sollte, wurden die
Coupons mit Nassschleifpapier (Matador; Siliciumcarbid, wasserfest, 991 A SOFTFLEX )
unterschiedlicher Kérnung (P1000 und P1200) glatt geschliffen. Letzte Unebenheiten wur-
den mit Hilfe eines Scheuermittels (Haushaltsreiniger) und einer Schleifpaste (3M Deutsch-
land GmbH; PERFECT-IT™09374) manuell beseitigt. AbschlieRend wurden die Coupons mit
Wasser abgespult und mit Aceton (Merck; 1.00014.) abgerieben, um Schleif- und Scheuer-

mittelreste zu entfernen.

2.1.3 Beprobung der Versuchsanséatze

Aus den Versuchsansatzen wurden mit einer Pipette (Eppendorf; variabel 100-1000 mL)
Wasserproben direkt nach dem Einlegen der Coupons sowie nach 8, 14 und 28 Tagen
Inkubation entnommen. Zeitgleich erfolgte bei jeder Beprobung die Entnahme eines Edel-
stahlcoupons mit einer sterilen Pinzette. Im 2. Standversuch wurde die Untersuchung des
Wassers und der Coupons auf drei Probenahmen beschrénkt, die zu Beginn des Versuchs
sowie nach 8 und 21 Wochen Standzeit durchgefihrt wurden. Nach jeder Probenahme

wurden die Versuchsansétze sofort wieder abgedeckt und weiterhin abgedunkelt inkubiert.

2.1.4 Mikrobiologische Untersuchung der Wasserprobe n

Zur Bestimmung der relativ rasch wachsenden und mesophilen Bakterien wurden die Proben
im Plattengussverfahren mit DEV-Agar (Merck; 1.10685.) angesetzt (25). Da mit einer hohen
Bakterienzahl zu rechnen war, wurden die Proben mit physiologischer Kochsalz-L6sung
(0,9%) im Verhéltnis 1:10 verdinnt. Je 1 mL der unverdinnten Proben und der dazugehdri-
gen Verdunnungsstufen wurden im Doppelansatz in DEV-Agar (47<C) eingegossen und bei
20T + 2T sowie bei 36C + 2T fur 48 h inkubiert. Neben dieser Methode kam da s nahr-
stoffarme Medium R2A (Difco; 218263) zum Einsatz, um Wasserbakterien zu bestimmen, die
an ein nahrstoffarmes Milieu adaptiert sind und auf einem Vollmedium evtl. nicht wachsen
wirden (31). Bei dieser Methode, die ebenfalls im Doppelansatz erfolgte, wurde 0,1 mL
Probe auf das R2A-Medium pipettiert, mit einem sterilen Drigalski-Spatel ausplattiert und
Uber 5 Tage bei 11C £ 2T und bei 20C + 2T inkubiert. Die Auswertung der bebriteten

Platten ist unter 2.1.5 beschrieben.

2.1.5 Koloniezahlberechnung

Nach Ende der Inkubationszeit wurden die ausgebildeten Kolonien unter einem Binokular
(Leica, Wild M8) bei 9-facher Vergro3erung ausgezahlt. Zur Berechnung der KBE/mL diente

das arithmetische Mittel, welches nach folgender Formel ermittelt wurde:
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n
X=1 D X,
n =
X = arithmetischer Mittelwert
X; = Anzahl der KBE/mL
n = Anzahl der ausgewerteten Platten
d = Verdiinnungsfaktor

2.1.6 Préaparation und rasterelektronenmikroskopisch e Untersuchung der Edelstahl-

coupons

Die Coupons wurden fiir die Rasterelektronenmikroskopie in mehreren Schritten aufbereitet.
Die chemische Fixierung und anschlieBende Trocknung der Praparate gewahrleistet eine
lange Haltbarkeit und macht eine elektronenmikroskopische Betrachtung der vorhandenen
Oberflachenbesiedlung erst mdglich. Um ein vorzeitiges Austrocknen des evtl. vorhandenen
Biofilms zu vermeiden, wurden die Coupons nach der Entnahme direkt in die erste Fixier-
I6sung getaucht. Die einzelnen Aufbereitungsschritte wurden wie folgt durchgefihrt:

1. Fixierung des organischen Materials auf den Coupons durch Einlegen in Glutardialdehyd

(25%, Merck; 1.04239.) fir 2 h

2. Uberfiihrung der Proben in 0,2%ige Osmiumtetraoxid-Lésung (Plano; R1022) fiir mind. 5
h

3. Einlegen der Coupons in Cacodylat-Puffer fir 30 min, Herstellung des Puffers aus
Cacodylsaure Natriumsalz-Trihydrat (CNT) (Merck; 1.03256.) und Natriumhydroxid
(NaOH) (Merck; 642 C 605298)

4. Dreimaliges Waschen mit partikelfreiem Wasser fir je 5 min, um Reste der Chemikalien
abzuschwemmen

5. Herstellung von Ethanol-Lésungen: 10%, 20%, 30%...100% (Ethanol absolut, Merck;
1.00983.). Beginnend mit der héchsten Verdinnung (10%) wurden die Praparate zur
Trocknung fir je 10 min in die Losungen mit aufsteigender Ethanol-Konzentration
getaucht.

Im Anschluss an diese Praparationsschritte wurde die Oberflache der Coupons mit einer
Goldschicht bedampft, um die Leitfahigkeit des organischen Belags zu erhthen. Dieses
Verfahren wurde in einem Sputter (BAL-TEC; SCD 005) durchgefiihrt. Die Coupons wurden
daftr mit einem Spezialklebstoff (Leit-C; Neubauer) auf Trager fixiert und im Sputter be-
schichtet. Die Untersuchung der praparierten Coupons erfolgte unter dem Rasterelektronen-
mikroskop (Leitz; AMR 1600T) mit digitaler Bildbearbeitung (Digital Image Processing
System Version 2.3.2.2.).

2.2 FlieRRversuche

2.2.1 Standort der Testanlage

Die Versuche wurden an einer Testanlage durchgefihrt, die in einem Grundwasserwerk

errichtet wurde. Dieser Standort eignete sich insbesondere wegen des nahrstoffarmen
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Grundwassers fir die Versuche, da ausgewahlte Modellsubstanzen in das Wasser einge-
bracht werden sollten. Eine urspringlich hohe Nahrstoffkonzentration hatte einen Rick-
schluss von der Koloniezahlentwicklung in der Wasserphase und der Oberflachenbesiedlung
auf das Nahrstoffpotential des eingesetzten Stoffes erschwert. Das Grundwasser eignete
sich auch aus mikrobiologischer Sicht, da fiir die Versuche ein mikrobiologisch unbelastetes
Wasser benétigt wurde. Tabelle 5 liefert Informationen tber die Beschaffenheit des Grund-

wassers.

Tabelle 5 Analyse der Grundwasserbeschaffenheit (Chemisches Labor des WTV)

Parameter Einheit Jan. Feb. Marz |April [Mai |[Juni Juli Aug. Sep. Okt. Nov. Dez.

Temperatur |C 11,1 41,1 21,3 11,3 11,5 (11,4 115 41,4 11,3 (11,5 |11,3 (11,2

Trubung FNU <0,1 |<0,1 |<0,1 |<0,1 |<0,1 |<0,1 |<0,1 |<0,1 |<0,1 [<0,1 |<0,1 |<0,1

Sauerstoff  |mg/L 34 34 |39 |29 |52 |61 |6 63 |53 (34 |55 |4

PH 6,62 6,59 |6,64 (6,66 6,59 (6,62 |6,56 6,59 |6,58 |6,6 6,6 [6,59
Leitfahigkeit |mS/m 41,2 |41 41,2 |36,2 |42,7 |43,8 44,4 |43,6 |42,7 |41,3 |40,7 (37,6
TOC mg/L o5 |07 |05 |04 |05 |05 |05 |O,7 |03 |04 |03 |04
Chlorid mg/L 29 27 27 25 28 28 29 28 30 28 28 27
Sulfat mg/L 47 48 45 37 47 49 49 44 45 44 43 38
Nitrat mg/L 25 26 25 21 29 31 32 32 31 31 29 24
Nitrit mg/L <0,01{<0,01 |<0,01 |<0,01 |<0,01 |<0,01 |<0,01 |<0,01 |<0,01 |<0,01 |<0,01 |<0,01

Ammonium |mg/L <0,02 |<0,02|<0,02 |<0,02 |<0,02 |<0,02 |<0,02 |<0,02 |<0,02 |<0,02 |<0,02 [<0,02

Calcium mg/L 42,1 |43,8 43,1 |36 44,8 |47,9 (48,2 |47,3 |449 (43,5 |43,3 38,6

Magnesium |mg/L 89 (91 |91 (78 |95 10,1 10,1 98 |95 (9.2 |93 |85

Eisen ges. |mg/L <0,01{<0,01|<0,01 |<0,01 |<0,01 |<0,01 |<0,01 |<0,01 |<0,01 |<0,01 |<0,01 |<0,01

Gesamtharte |dH 82 81 68 B85 D9 919 89 85 B2 82 [4
KBE 20C  [I/mL 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
KBE 36C  [I/mL 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0
Colif. Bakt. |1/100 mL |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

2.2.2 Aufbau der Testanlage

Die Anlage besteht aus 3 identischen V2A-Edelstahl-Rohrstrecken, wovon jede 21,3 m lang
ist und in Serpentinen verlauft (Bild 1). Der Rohrinnendurchmesser betragt 2,4 cm. Die 3
Leitungen werden (ber einen Zulauf mit Grundwasser versorgt, welches von unten nach
oben durch die Leitungen stromt. Die FlieRgeschwindigkeit in jeder Leitung wird Uber
Kugelhéhne reguliert und kann an eingebauten Wasseruhren abgelesen werden. An 2 der 3
Leitungen sind Magnet-Membrandosierpumpen angeschlossen, (ber die dem durchflie-
Benden Wasser organische Substanzen oder Desinfektionsmittel zugesetzt werden kénnen
(Bild 2). Die Anschlussstelle fur die Dosierpumpen befindet sich direkt am Anfang der
Leitungen. Hinter den Dosierstellen sind kleine Mischbleche fiir eine gleichmafige Verteilung
der zudosierten Stoffe in die Rohre geschweildt. Die 3. Leitung, an der keine Dosier-

vorrichtung angebracht ist, fungierte wahrend der Versuchsdurchgange als Kontrolle. Jede
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Leitung endet mit einem Reaktoraufsatz, in den 10 Edelstahlcoupons eingesetzt werden
kénnen. Eine genaue Beschreibung des Reaktor-Aufbaus erfolgt unter 2.2.2.1. Fir die
Entnahme von Wasserproben wurden Zapfhdhne direkt vor den Reaktoraufsétzen in die
Leitungen eingebaut. Uber einen Zapfhahn am Zulaufrohr der 3 Testleitungen ist die

Beprobung des zuflieBenden Grundwassers maoglich.

= =
- r wE

Bild 2 Testanlage mit Dosier-Apparatur

2.2.2.1 Aufbau eines Reaktors

Der Reaktor ist ein teleskopartiges Rohr-in-Rohr-System, das 40 cm lang ist und aus 2
ineinander geschobenen Edelstahlrohren besteht. In das innere Rohr sind 2 cm lange
langsgerichtete Schlitze gefrast, in die 3 cm? groRe Edelstahlcoupons eingesetzt werden
(Bild 3). Dieses mit 10 Coupons ausgestattete Rohr wird in ein um wenige mm Durchmesser
groReres Edelstahlrohr (gleicher Durchmesser wie die Rohre der Ubrigen Teststrecke)
geschoben, welches ein seitliches Herausgleiten der Coupons verhindert. Die eingefrasten
Schlitze sind an beiden Enden so weit verjiingt, dass die Coupons genau in die Enden
passen und beim Herausziehen den Schlitzrand nur minimal bertihren. Somit wird gewahr-
leistet, dass eine vorhandene Oberflachenbesiedlung im mittleren Coupon-Bereich nicht

abgestreift wird. Der Reaktor ist Uber eine Verschraubung mit dem Ende der Teststrecke
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verbunden. Fiur eine Entnahme kann der Reaktor problemlos abgeschraubt, das Innenrohr

herausgezogen und der Coupon entnommen werden.

Bild 3  Innenrohre der endstandigen Reaktoren mit Coupons

o

Bild 4 aufgesetter Reaktor Bild5 geoffneter Reaktor

2.2.3 Reinigung und Betrieb der Testanlage

Die Testanlage wurde direkt nach Fertigstellung in Betrieb genommen. Da durch den Zusam-
menbau der Anlage mit Verschmutzungen im Inneren der Rohre, z.B. durch Schneideéle und
Staub, gerechnet werden musste, wurden die Leitungen tber 1h lang mit Grundwasser ge-
spult. Die FlieRgeschwindigkeit des Wassers wéahrend der Spulung betrug 0,73 m/sec. Um
einen Reinigungseffekt dokumentieren zu kénnen, wurden wahrend der Spllung die ersten
Wasserproben genommen. An den Testleitungen erfolgte die Wasserentnahme am Ende
jeder Leitung direkt vor dem Reaktoraufsatz. Das zuflieBende Grundwasser wurde Uber eine
Entnahmearmatur am Zulaufrohr der 3 Leitungen beprobt. Die 1. Probenahme wurde direkt
zu Beginn der Spulung vorgenommen. Weitere Entnahmen folgten nach 10 min und nach 60
min. Im Anschluss daran wurde die FlieRgeschwindigkeit von 0,73 m/sec auf 0,37 m/sec
gesenkt. Diese FlieRgeschwindigkeit wurde Uber den gesamten Versuchszeitraum beibehal-
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ten und lediglich fur spezielle Spulversuche kurzzeitig geandert. Als Probengeféal3e dienten
sterile helle Glasflaschen mit 250 mL Volumen. Vor der Probenahme wurden die Hahne
mehrmals voll getffnet und wieder geschlossen, um evtl. vorhandene Schmutzpartikel aus-
zuspiilen. AnschlieRend wurden die Auslauféffnungen rotglihend abgeflammt, um anhaf-
tende Mikroorganismen abzutdten. Vor der Probenahme wurden die Hahne voll getffnet und
5 min betrieben. Dann wurden pro Entnahmestelle 3 Proben abgeflllt. Dabei wurden die
Flaschen zu 4/5 gefiillt, um den Inhalt vor dem Ansetzen gut durchmischen zu kénnen. Die
Anlage wurde 15 Monate mit Grundwasser durchflossen. Wahrend dieser Zeit erfolgte
durchschnittlich 2 mal pro Woche eine Probenahme, um die mikrobiologische Stabilitat der

Testanlage zu Uberwachen.

2.2.3.1 Mikrobiologische Untersuchung der Wasserpro ben

2.2.3.1.1 Koloniezahlbestimmung

Die Bestimmung der Koloniezahl in den Wasserproben erfolgte nach Trinkwasserverordnung
(4). Als Koloniezahl wurde die Zahl der bei 9-facher Lupenvergro3erung sichtbaren Kolonien
definiert, die sich aus den in 1 mL Wasserprobe befindlichen Bakterien in Plattengusskul-
turen mit DEV-Agar bei einer Inkubationsstemperatur von 20C + 2 und bei 36C + 2T
nach 44 + 4 h gebildet hatten. Nach 4-monatigem Betrieb der Anlage wurden die enthom-
menen Wasserproben zuséatzlich mit R2A-Medium untersucht. 0,1 mL der unverdiinnten
Probe wurde auf das R2A-Medium pipettiert und mit einem sterilen Drigalski-Spatel
ausplattiert und fir 5 Tage bei 11C + 2T und bei 20C * 2 inkubiert. Die Berechnung der

Koloniezahl erfolgte bei beiden Nahrmedien anhand der unter 2.1.5 angegebenen Formel.
2.2.3.1.2 Nachweis von Escherichia coli und Coliformen Bakterien

Neben der Koloniezahlbestimmung wurden die Wasserproben auch speziell auf das Vor-
handensein von Escherichia coli (E.coli) und Coliformen Bakterien untersucht. Das Auftreten
dieser Bakterien im Grundwasser ist normalerweise nicht Ublich. Eine Kontamination der
Testanlage durch den Einsatz von verschmutztem Material oder Werkzeug beim Bau konnte
jedoch nicht ausgeschlossen werden. Aus diesem Grund wurde gemafl Trinkwasser-
verordnung der Nachweis von E. coli und Coliformen Bakterien in 100 mL Probe gefihrt (4).
Dafir wurden 100 mL Probe in konzentrierte Laktose-Bouillon (in einer Endkonzentration von
1% Laktose) gebracht und bei 36<C + 2<C fur minimal 24 + 4 h, wenn negativ fir maximal 44
+ 4 h inkubiert. Konnte eine Saure- und Gasbildung festgestellt werden, wurden von der
verdachtigen Bouillon Sub- bzw. Reinkulturen auf Endo-Agar (Laktose-Fuchsin-Sulfit-Agar)
angelegt. Bei Wachstum verdachtiger Kolonien auf diesem Medium nach 24 + 4 h, wurden
diese zur weiteren Abklarung in einer ,Bunten Reihe* untersucht. Dabei werden die Bakte-

rien auf verschiedene Stoffwechselmerkmale untersucht, die fur E. coli bzw. Coliforme
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Bakterien typisch sind. Dazu gehdren die Oxidase-Reaktion, Indolbildung aus Tryptophan,
Spaltung von Laktose unter Gas- und Saurebildung bei 36 C + 2T, Spaltung von Dextrose
unter Gas- und Saurebildung bei 44C + 2T und die Verwertung von Citrat als einzige
Kohlenstoffquelle. Ergibt die ,Bunte Reihe" als Ergebnis Coliforme Bakterien, so kénnen
diese mit Hilfe eines Api-Streifens (Api 20E, Biomerieux; 20100) weiter differenziert werden.
Diese Teststreifen ermdglichen die Identifizierung von Bakterien anhand standardisierter und
miniaturisierter Stoffwechselreaktionen und einer speziellen Datenbasis. Um die ldentifizie-
rung von Bakterien verdachtiger Bouillons zu beschleunigen, wurde CC-Agar (Chromocult-
Coliformen-Agar) angewandt. Dieses Medium ist nicht in der Trinkwasserverordnung (4)
vorgeschrieben, ermdglicht aber durch eine Farbreaktion die Unterscheidung von E.coli und

Coliformen Bakterien.

2.2.3.1.3 Nachweis von Pseudomonas aeruginosa

AbschlieRend wurden die Wasserproben auf Pseudomonas aeruginosa untersucht. Die
Untersuchung sollte sicherstellen, dass eine Kontamination der Testanlage bei Bau und
Inbetriebnahme nicht stattgefunden hat. Pseudomonas aeruginosa ist ein wasserhygienisch
relevantes, fakultativ-pathogenes Bakterium (23). Pseudomonas aeruginosa vermehrt sich
u.a. in Wasserleitungs-, Wasseraufbereitungs- und Vorratssystemen (32) und wird oftmals
fur die Generierung von Biofilmen verwendet (24). Eine Kontamination und evtl. Oberflachen-
besiedlung im Anlagensystem hatten vor Beginn der Zudosierungsversuche aufwendige
Reinigungsmalnahmen erfordert. Der Ansatz der Wasserproben erfolgte gemaf der DIN
19643 ,Aufbereitung und Desinfektion von Schwimm- und Badebeckenwasser* (1). Nach
diesem Verfahren wurden 100 mL des zu untersuchenden Wassers zu 50 mL konzentrierter
Malachit-Pepton-Bouillon gegeben. Die beimpfte Bouillon wurde fir 44 £ 4 h bei 36C + 2T
inkubiert. Die Probe wurde als verdachtig gewertet, wenn die Bouillon triib wurde und/oder
eine Kahmhaut aufwies. In diesem Fall erfolgte das Herstellen von Reinkulturen auf einer
Cetrimid-Nahrbodenplatte (selektiv fir Pseudomonas aeruginosa), die 24 + 4 Stunden bei
36C + 2T bebriitet wurde. Die auf dem Cetrimid-Nahrboden gewachsenen Kolonien
wurden weiter differenziert, indem sie mit Cytochromoxidase-Reagenz betropft wurden. Eine
blau-violette Verfarbung wurde als positive Reaktion gewertet. Im weiteren Verlauf erfolgte
ein Ausstrich der positiven Kolonien auf King F(Fluorescein)- und King P(Pyocyanin)-
Néahrboden, die 44 + 4 h bei 36°C + 2T bebritet wurden. Fielen die Anséatze negativ aus,
konnte Pseudomonas aeruginosa ausgeschlossen werden. Bei Bildung von Pyocyanin
(Blaufarbung des Nahrmediums) war der Nachweis von Pseudomonas aeruginosa erbracht.
Bei Bildung von Fluorescein wurde die verdachtige Kultur mit Hilfe von Acetamid-Bouillon
weiter differenziert. Diese auf Ammoniak-Bildung basierende Untersuchungsmethode gab
Aufschluss dartiber, ob es sich evtl. um einen apyocyanogenen Pseudomonas aeruginosa-

Stamm handelt.
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2.2.4 Fliel3versuche unter Zudosierung ausgewabhlter Modellsubstanzen

2.2.4.1 Ablauf einer Versuchsreihe

Nach dem Einsetzen von jeweils 10 Edelstahlcoupons (Vorbereitung der Coupons unter
2.1.2) in die endstandigen Reaktoren einer jeden Leitung erfolgte die Zudosierung Uber
einen Zeitraum von 6 Wochen. Der Austausch der Vorratsgefal3e, aus denen die Dosier-
pumpen gespeist wurden, sowie die Beprobung der Versuchsleitungen erfolgte 2 mal pro
Woche. Das Vorgehen bei der Probenahme ist unter 2.2.3 beschrieben. Nach 2, 3, 5 und 6
Wochen wurden je 2 Coupons fir eine Oberflachenuntersuchung entnommen. Nach der 4.
Entnahme wurde eine Spilung durchgefihrt. Fur die Splilung wurde die FlieRgeschwindig-
keit fir 1 min von ca. 0,37 m/sec auf 0,73 m/sec erhdht. In dieser Zeit wurden nacheinander
Wasserproben genommen, um festzustellen, ob die FlieBgeschwindigkeitserhbhung zu
einem Ablésen der Oberflachenbesiedlung fuhrt. Als Probengefal3e dienten wéhrend der
Spulung helle sterile Flaschen mit einem Volumen von 1000 mL. Abschliel3end erfolgte eine
letzte Coupon-Entnahme. Der Vergleich der vor und nach der Spllung enthommenen

Coupons sollte die Auswirkung der Spiilung dokumentieren.

2.2.4.2 Versuchsreihen

1. Zudosierung von Ligninsulfonsdure mit einer Endkonzentration im Testwasser von 1,0
mg/L Uber 6 Wochen. Stopp der Zudosierung und Durchfiihrung einer Spulung.

2. Zudosierung von Natriumacetat und Ligninsulfonsdure mit einer Endkonzentration im
Testwasser von 0,5 mg/L Uber 6 Wochen. Stopp der Zudosierung und Durchfiihrung

einer Spulung.

Nach Abschluss jeder Versuchsreihe wurden die Leitungen, in dessen Wasser organisches
Material dosiert wurde, gereinigt. Dafiir wurde Wasserstoffperoxid (30%, Merck; 8.22287.)
unverdinnt Uber Dosierpumpen eingeleitet und nach 24 h Einwirkzeit wieder ausgespllt.
Dabei wurde solange gesplilt, bis kein Wasserstoffperoxid anhand eines Teststreifens (Test
Peroxydes, Merck; 1.10011.) im ablaufenden Wasser mehr nachweisbar war. Die Effektivitat
der Reinigung wurde anhand der unter 2.2.3.1 beschriebenen Untersuchungen von

Wasserproben aus den behandelten Leitungen Uberpruft.

2.2.4.3 Vorbereitung und Zudosierung der Modellsubs  tanzen

Mit Hilfe der Magnet-Membrandosierpumpen wurden definierte Volumina der ausgewahlten
Substanzen (Natriumacetat und Ligninsulfonsaure) in die Teststrecken eingeleitet. Die
Zudosierung erfolgte kontinuierlich Uber den gesamten Zeitraum der Versuchsreihen.
Lediglich fir die Entnahme der Wasserproben und der Edelstahlcoupons sowie fiir den

Wechsel des Vorratshehdalters wurden die Pumpen kurzzeitig ausgeschaltet. Die organi-
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schen Substanzen wurden im Labor abgewogen und in 1 Liter destilliertem Wasser gelést.
Diese Konzentrate wurden autoklaviert und zur Testanlage transportiert. Dort wurden sie in
gereinigten und sterilisierten Vorratsbehaltern mit Grundwasser auf 10 Liter aufgefullt und
den Testleitungen zudosiert. Die Sterilitdt der Ausgangsmaterialien sollte das Auftreten einer
Fremdkontamination der Teststrecken weitestgehend ausschlieRen. Eine Aufkeimung in der
Wasserphase bzw. eine Oberflachenbesiedlung sollte nur durch die autochthone Grund-

wasser-Flora erfolgen. Der Austausch der Vorratsbehdlter erfolgte 2 mal pro Woche.

2.2.4.4 Entnahme der Wasserproben wahrend der Zudos ierungsphase

2 mal pro Woche wurden je 3 Wasserproben an beiden Testleitungen, der Kontrollleitung

sowie am Zulauf genommen. Das Vorgehen bei der Enthahme ist unter 2.2.3 erlautert.

2.2.4.5 Entnahme der Wasserproben wahrend der Spllu  ng

Die Leitungen wurden nacheinander gespilt. Dafir wurde die Durchflussgeschwindigkeit
verdoppelt (von 0,37 m/sec auf 0,73 m/sec). Wahrend der 1-minltigen Spilung wurden
nacheinander 6 Wasserproben (O 750 mL pro Probe) genommen. Wahrend dieser Zeit
wurde das Wasser in den Leitungen ungefdhr 2 mal komplett ausgetauscht. Nach der

Spulung wurde die Durchflussgeschwindigkeit wieder auf 0,37 m/sec reduziert.

2.2.4.6 Coupon-Entnahme

Fir die Entnahme wurde die Wasserzufuhr Uber einen Kugelhahn gestoppt und der
Reaktoraufsatz vom Leitungsende abgeschraubt. Somit war es mdglich das Innenrohr
herauszuziehen und zwei Coupons zu entnehmen. Die Coupons wurden mit Hilfe einer
Pinzette in zwei sterile PlastikgefaRe tberfuhrt. Die Gefal3e wurden direkt verschlossen, um
ein Austrocknen der evtl. vorhandenen Oberflachenbesiedlung auf dem Weg zum Labor zu
vermeiden. Nach der Entnahme wurden die Rohre des Reaktors wieder zusammenge-
schoben und mit der Leitung verschraubt. Der Wasserzulauf wurde wieder geéffnet und die
Durchflussgeschwindigkeit sehr langsam auf die normale Geschwindigkeit von 0,37 m/sec
erhoht.

2.2.4.7 Mikrobiologische Untersuchung der Wasserpro  ben

Alle Wasserproben, die wahrend der Zudosierung und den Spilungen genommen wurden,

wurden nach den unter 2.2.3.1 beschriebenen Methoden untersucht und ausgewertet.

2.2.4.7.1 Mikroskopische Untersuchung der Wasserpro  ben wahrend der Zudosierung

Um den Zeitpunkt des Auftretens von aus einer Oberflachenbesiedlung gelésten Plagues
bestimmen zu kénnen, wurden definierte Volumina (10 -100 mL) der Wasserproben Uber

einen schwarzen Polycarbonatfilter filtriert und direkt auf dem Filter LIVE/DEAD-geféarbt. Der
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LIVE/DEAD-Farbstoff (MoBiTec; L-7012 LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kit)
besteht aus 2 Komponenten, SYTO® 9 und Propidiumiodid, die tote und lebende
Bakterienzellen sichtbar machen (6). Beide Komponenten wurden vor Gebrauch nach
Herstellerangaben gemischt und direkt verwendet. 0,5 mL dieses Farbgemischs wurden auf
das Filtrat aufgebracht. Nach 15 min Einwirkzeit an einem dunklen Ort wurde die Farbelo-
sung abfiltriert und das Filtrat mit 10 mL partikelfreiem Wasser gespult, um Uberschiissige
Farbstoffreste zu entfernen. Das Filter wurde anschlieend in eine sterile Petrischale
Uberfahrt und im Dunkeln bei Raumtemperatur getrocknet. Das getrocknete Filter wurde auf
einen Objekttrager gelegt, mit einem zum Farbe-Set gehdrendem Ol tberschichtet und mit
einem Deckglas eingedeckt. Die Auswertung der Praparate erfolgte unter dem Fluoreszenz-
Lichtmikroskop (Leitz; Dialux 20) bei 1000-facher Vergrof3erung. Im mikroskopischem Bild
erscheinen tote Zellen rot und lebende griin. Die mit einer Kamera (Hitachi; HV-20A 3CCD)
aufgenommenen Bilder wurden direkt an einem angeschlossenen Computer digital
bearbeitet (DISKUS Version 4.20.34) und gespeichert. Es wurde mit Fluoreszenzfiltern N2
(530-560/580 nm; Artikel 513609) und 12/3 (450-490/510/ nm; Artikel 613604) sowie einem
Durchlichtfilter A (Artikel 513596) gearbeitet.

2.2.4.8 Mikroskopische Untersuchung der Edelstahlco  upons

Bei jedem Entnahme-Termin wurden den Reaktoren jeweils 2 Coupons entnommen. Davon
wurde 1 Coupon rasterelektronenmikroskopisch untersucht. Die Praparation der Coupons ist
unter 2.1.6 beschrieben. Der 2. Coupon wurde einer LIVE/DEAD-Farbung unterzogen, die
unter einer Sterilbank vorgenommen wurde. Fir die Farbung wurde das gleiche Kit verwen-
det wie fur die Farbung der Wasserproben-Filtrate (siehe 2.2.4.7.1). Das Mischungsver-
haltnis beider Komponenten war ebenfalls identisch. Die Oberflaiche des Coupons wurde
zunachst vorsichtig mit partikelfreiem Wasser abgespllt, um lose Bestandteile zu entfernen.
Im Anschluss daran wurde die Farbeldsung direkt auf die Oberflache aufgetragen. Nach 15-
minutiger Einwirkzeit an einem abgedunkelten Ort wurde die Uberschissige Farbelésung
abgespiilt. Das fertige Praparat wurde mit einem zum Farbe-Set gehérendem Ol (iberschich-
tet und mit einem Deckglas eingedeckt. Die Untersuchung der Préparate erfolgte mit Hilfe

eines Fluoreszenzmikroskops (siehe 2.2.4.7.1).

2.2.5 Reinigungs- und Desinfektionsversuche

Die Reinigungs- und Desinfektionsversuche wurden nach Vorgaben des DVGW-
Arbeitsblattes W 291 (3) durchgefihrt. In diesem Arbeitsblatt werden verschiedene Mafl3nah-
men zur Reinigung und Desinfektion empfohlen, die auch kombiniert angewendet werden
kénnen. Der erste Schritt zur Beseitigung einer Kontamination sollte jedoch in jedem Fall
eine Reinigung sein. Die Reinigung kann mechanisch und/oder chemisch erfolgen. Die

Desinfektion ist als zusatzliche SicherheitsmaRnahme zu sehen, wenn mit Reinigungs-
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verfahren keine einwandfreie mikrobiologische Wasserbeschaffenheit erzielt werden kann.
An der Testanlage, an der auch die unter 2.2.4 erlauterten Versuche stattfanden, wurde eine
mechanische Reinigung in Verbindung mit einer Desinfektion angewandt. Die mechanische
Reinigung bestand in der Durchfiihrung von Spulungen. Dabei wurde auf den Einsatz von
Reinigungsmitteln verzichtet, da Reinigungsmittelreste das Wachstum von Mikroorganismen
im Wasser fordern kénnen. Fir den Erfolg einer Spllung ist eine ausreichende FlieRge-
schwindigkeit von 2 bis 3 m/sec wesentlich. Die maximal erreichbare FlieRgeschwindigkeit in
der Testanlage betréagt jedoch nur 0,73 m/sec. Diese Tatsache machte die Kombination der
Spulungen mit einer Desinfektion notwendig. Als Desinfektionsmittel wurde Wasserstoff-
peroxid ( 30%, Merck; 8.22287.) eingesetzt, welches in der Praxis bei der Desinfektion von
Rohrleitungen und Behéltern Anwendung findet. Fir die an der Testanlage durchgefiihrte
Desinfektion wurde das statische Verfahren gewahlt. Wahrend beim dynamischen Verfahren
ein Pfropfen Desinfektionsmittelldsung durch den vollstandig geflllten Leitungsabschnitt
bewegt wird, verbleibt bei der statischen Methode die Desinfektionsmittelldsung fur

mindestens 12 h in der Leitung.

2.2.5.1 Versuchsaufbau

Fur die Reinigungs- und Desinfektionsversuche wurden Edelstahlcoupons wie unter 2.1.2
beschrieben vorbehandelt, sterilisiert und in die am Ende der Leitungen befindlichen Reak-
toren eingesetzt. Die FlieBgeschwindigkeit des Wassers betrug 0,37 m/sec. Durch Zudosie-
rung von Natriumacetat in das flieBende Wasser von 2 Testleitungen wurden innerhalb von 3
Wochen Oberflachenbesiedlungen generiert. Die 3. Leitung fungierte als Kontrolle. Um
unterschiedlich starke Besiedlungen zu generieren, wurde dem Wasser der einen Leitung
soviel Natriumacetat zudosiert, dass die Endkonzentration im Testwasser 0,05 mg/L betrug
und im Testwasser der 2. Leitung 0,5 mg/L. Die Vorbereitung der fur die Zudosierung
bestimmten Konzentrate ist unter 2.2.4.3 beschrieben. Wahrend der Zudosierungsphase
wurden 2 mal pro Woche Wasserproben genommen. Die Vorgehensweise bei der

Probenahme ist unter 2.2.3 erlautert.

2.2.5.2 Ablauf der Reinigungs- und Desinfektionsver  suche

Vor Beginn der Versuche wurden allen Testleitungen Wasserproben und Coupons entnom-
men. Die Entnahme der Coupons ist unter 2.2.4.6 beschrieben. Nach der Probenahme
erfolgte die Spulung aller 3 Leitungen, indem die Durchflussgeschwindigkeit von 0,37 m/sec
auf 0,73 m/sec fur ca. 1 min verdoppelt wurde. Bei der erhdhten Durchflussgeschwindigkeit
wurden die Leitungen in 1 min ungeféahr 2 mal komplett durchstrémt. Wahrend der Spulung
wurden nacheinander 6 Wasserproben genommen. AnschlieRend erfolgte die Desinfektion.
Dafur wurde Wasserstoffperoxid mit einer Endkonzentration von 150 mg/L in die Testlei-

tungen dosiert und nach 24-stundiger Einwirkzeit mit hoher FlieRgeschwindigkeit (0,73
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m/sec) wieder ausgespilt. Nach dem Ausspilen wurde die FlieRgeschwindigkeit wieder um
die Halfte reduziert. Diese wurde fir 1 h beibehalten. Eine im Anschluss daran durchgefiihrte
Spulung, in deren Verlauf wieder 6 Wasserproben genommen wurden, sollte das Ergebnis
der Reinigung und Desinfektion dokumentieren. Die Entnahme der Wasserproben wahrend

der Spilungen erfolgte auf die gleiche Weise wie unter 2.2.4.5.

2.2.5.3 Mikrobiologische Untersuchung der Wasserpro  ben

Die mikrobiologische Untersuchung der Wasserproben, die wahrend der Zudosierung und

der Spilungen genommen wurden, erfolgte wie unter 2.2.3.1.

2.2.5.4 Chemische Untersuchung der Wasserproben

In den vor, wahrend und nach den Spllungen genommenen Wasserproben wurde die

Tribung gemessen. Die Messung erfolgte mit Klivetten in einem Trilbungsmessgerat.

2.2.5.5 Mikroskopische Untersuchung der Edelstahlco  upons

Bei jeder Probenahme wurden jeweils 2 Coupons entnommen. Davon wurde 1 Coupon
rasterelektronenmikroskopisch untersucht. Die Praparation der Coupons ist unter 2.1.6
beschrieben. Der 2. Coupon wurde einer LIVE/DEAD-Farbung unterzogen und mit Hilfe
eines Fluoreszenz-Lichtmikroskops betrachtet. Die LIVE/DEAD-Farbung der Coupons ist

unter 2.2.4.8 erlautert.
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3 Ergebnisse

3.1 Standversuch Nr.1:
Oberflachenbesiedlung und Koloniezahlentwicklung in stehendem Wasser mit

organischen Substanzen in hohen Konzentrationen

Fur den Versuch wurden 50, 100, 300 und 500 mg/L Ligninsulfonsaure, 50, 100, 300 und
500 mg/L Glucose sowie 100 mg/L und 1.000 mg/L Tween 80 in je 1 Liter Leitungswasser
geldst und in Glasgefallen bei Raumtemperatur (22 + 2<C) inkubiert. Als Kontrolle diente 1
Liter Leitungswasser ohne Zusatz. Auf dem Boden der Gefal3e wurden Edelstahlcoupons fir
die Untersuchungen der Oberflachenbesiedlung platziert. Zum Schutz vor Tageslicht wurden
die GlasgefalRe mit blauer Folie abgedunkelt. Die Koloniezahlbestimmung im berstehenden
Wasser erfolgte mit DEV-Agar und R2A-Medium direkt nach dem Einmischen der organi-
schen Substanzen sowie nach 8, 14, 21 und 28 Tagen. Zeitgleich erfolgte eine rasterelek-
tronenmikroskopische Untersuchung der Oberflachenbesiedlung anhand der in den

Anséatzen befindlichen Edelstahlcoupons.

3.1.1 Oberflachenbesiedlung

Die auf den Edelstahlcoupons gefundene Besiedlung liel3 sich in 6 verschiedene Kategorien

einteilen. Die Kategorien werden in den Bildern 6a bis 6f veranschaulicht:

Kategoriel: Keine Besiedlung erkennbar (Bild 6a).

Kategorie 2:  Sehr geringe Besiedlung, bei der Bakterien vereinzelt auf der
Couponoberflache vorliegen (Bild 6b).

Kategorie 3:  Geringe Besiedlung, bei der Bakterien Uberwiegend vereinzelt auf der
Oberflache zu erkennen sind und stellenweise in Clustern zusammenliegen
(Bild 6¢).

Kategorie 4:  MaRige Besiedlung, bei der die Oberflache von einer einschichtigen
Besiedlung Uiberzogen ist, die stellenweise von mehrschichtigen Bereichen
Uberdeckt wird (Bild 6d).

Kategorie 5:  Deutliche Besiedlung, bei der ein- und mehrschichtige Belage etwa 50 % der
Materialoberflache liberziehen. Ubergang von Besiedlung zu Aufwuchs ist
erkennbar (Bild 6e).

Kategorie 6:  Starke Besiedlung, bei der ein mehrschichtiger Aufwuchs zu erkennen ist
(Bild 6f).
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Bild 6a Kategorie 1: Keine Besiedlung
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Bild 6f Kat0|e 6: trkBeidn
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Die Besiedlungsentwicklung in den Ansatzen mit organischer Substanz im Vergleich zum
Kontrollansatz ist in den Bildern 7a bis ¢ grafisch dargestellt. Die Verbindungslinien zwischen
den Punkten dienen dabei der leichteren Zuordnung und Bewertung. Um eine Vorstellung
von der Besiedlung nach 28 Tagen bei den verschiedenen Ansétzen zu geben, sind diese

Aufnahmen in den Bildern 8 bis 11 wiedergegeben.

Bei allen Ansatzen lag bereits nach 8 Tagen eine Besiedlung der Kategorie 2 vor, nur bei
500 mg/L Ligninsulfonsaure wurde die Kategorie 3 gefunden. Mit Ausnahme des Kontroll-
ansatzes und der Ansatze mit Tween 80 nahm die Besiedlungsdichte im weiteren
Versuchsverlauf zu. Auf dem Coupon des Kontrollansatzes entsprach die Besiedlungsdichte
zu jedem Untersuchungszeitpunkt der Kategorie 2. Auch in den Ansatzen mit Tween 80
entsprachen die Besiedlungen zum Ende des Versuchs immer noch der Kategorie 2. Bei den
Ansatzen mit 300 und 500 mg/L Ligninsulfonsaure und 500 mg/L Glucose wurden nach 28

Tagen die hochsten Besiedlungsdichten beobachtet, die der Kategorie 4 entsprachen.

25



Ergebnisse

Glucose + Kontrolle
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Bild 7a  Zeitliche Entwicklung der Oberflachenbesiedlung bei den 1-Liter-
Standversuchen mit 50, 100, 300 und 500 mg/L Glucose (Glu)
Ligninsulfonséaure + Kontrolle
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Bild 7b  Zeitliche Entwicklung der Oberflachenbesiedlung bei den 1-Liter-
Standversuchen mit 50, 100, 300 und 500 mg/L Ligninsulfonsaure (Lig)
Tween 80 + Kontrolle
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Bild 7c Zeitliche Entwicklung der Oberflachenbesiedlung bei den 1-Liter-

Standversuchen mit 100 und 1.000 mg/L Tween 80 (Twe)
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Die folgenden Aufnahmen zeigen die Oberflachenbesiedlung in den 10 Anséatzen sowie der
Kontrolle nach 28 Tagen.

Glucose 500mg/l (28d) 1000-fach
Bild 8a 500 mg/L Glucose nach 28 Tagen
(Kategorie 4)

Glucose 300mg/l (28d) 1000-fach
Bild 8b 300 mg/L Glucose nach 28 Tagen
(Kategorie 3)
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Bild 8c 100 mg/L Glucose nach 28 Tagen
(Kategorie 3)

Glucose 50mg/l (28d) 1000-fach
Bild 8d 50 mg/L Glucose nach 28 Tagen
(Kategorie 3)
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10 um
Lignins. 500mg/l (28d) 1000-fach
Bild 9a 500 mg/L Ligninsulfonsaure nach 28 Tagen
(Kategorie 4)

Lignins. 300 mg/l (28d) 1000-fach
Bild 9b 300 mg/L Ligninsulfonsaure nach 28 Tagen
(Kategorie 4)
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Bild 9c 100 mg/L Ligninsulfonsaure nach 28 Tagen
(Kategorie 3)

10 um
i . 1000-fach
Bild 9d 50 mg/L Ligninsulfonsaure nach 28 Tagen
(Kategorie 3)
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g/l (28d) 1000-fach
Bild 10a 1000 mg/L Tween 80 nach 28 Tagen
(Kategorie 2)

Tween 100mg/l {28d) 1000-fach
Bild 10b 100 mg/L Tween 80 nach 28 Tagen
(Kategorie 2)
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Bild 11 Kontrolle nach 28 Tagen
(Kategorie 2)

3.1.2 Koloniezahlen im Uberstehenden Wasser

In den Bildern 12 bis 15 ist die Koloniezahlentwicklung in den verschiedenen Ansétzen in
Abhéngigkeit von zugesetzter Substanz und Konzentration dargestellt. Jeweils verglichen
werden die Ansétze mit Glucose (oberes Bild), Ligninsulfonséure (mittleres Bild) und Tween
80 (unteres Bild). Mit eingetragen sind jeweils die Ergebnisse des Kontrollansatzes ohne
Zusatz. Auch in diesen Darstellungen dienen die Verbindungslinien zwischen den einzelnen

Punkten der leichteren Bewertung und Zuordnung.

Anhand der verwendeten Nahrmedien zeigte sich bereits nach 1 Woche in allen Versuchs-
ansatzen eine Koloniezahlerhbhung um mehrere log-Stufen. Die Koloniezahlentwicklung
Uber den gesamten Versuchszeitraum verlief beim Ansatz mit DEV-Agar und einer
Inkubationstemperatur von 20T in allen Probenansatze n ahnlich (Bild 12). Nachdem die
Koloniezahlen bis auf ein Maximum angestiegen waren, fielen sie mit fortschreitender Stand-
zeit der Ansétze wieder ab. Zum Ende des Versuchs wurde in den meisten Fallen ein erneu-
tes Ansteigen der Koloniezahlen beobachtet, wobei zum Teil hohere Werte erreicht wurden
als beim 1. Maximalpunkt. In den Ansatzen mit Tween 80 wurden die héchsten Kolonie-
zahlen festgestellt. Bereits nach 8 Tagen betrug die Koloniezahl bei 1.000 mg/L Tween 80
ca. 17.000 KBE/mL und bei 100 mg/L Tween 80 ca. 5.000 KBE/mL. Nach 28 Tagen lag die
Koloniezahl bei 100 mg/L Tween 80 bei ca. 50.000 KBE/mL und Uberstieg damit die Kolonie-
zahl in der Kontrolle um 5 log-Stufen (Bild 12c). Alle Anséatze mit Glucose zeigten ahnliche
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Maximalwerte von ca. 1.000 KBE/mL (Bild 12a). Ahnlich stellten sich die Ergebnisse bei
Ligninsulfonsaure dar. Ausnahme war der Ansatz mit 500 mg/L Ligninsulfonséaure, in dem
maximale Koloniezahlen von knapp unter 10.000 KBE/mL festgestellt wurden (Bild 12b). Im
Kontrollansatz stieg die Koloniezahl auf Gber 100 KBE/mL und sank zum Ende des Versuchs
bis auf < 5 KBE/mL ab.

Die Untersuchung der Koloniezahlen mit DEV-Agar bei 36 Inkubationstemperatur (Bild 13)
ergab bei den Ansatzen mit organischer Substanz ein anderes Bild der zeitlichen Kolonie-
zahlentwicklung im Vergleich mit der Inkubation bei 20C. Die Koloniezahlen lagen nach 8
Tagen bei 500 und 300 mg/L Glucose mit durchschnittlich 300 KBE/mL eine log-Stufe héher
als bei 100 und 50 mg/L (Bild 13a). Ein ahnliches Bild zeigte sich bei Ligninsulfonsaure.
Auch hier waren die Koloniezahlen in den Ansatzen mit héherer Substratkonzentration um
eine halbe bis ganze log-Stufe hoher als bei den geringeren Konzentrationen (Bild 13b). Bei
geringeren Konzentrationen Glucose und Ligninsulfonsaure lag die Koloniezahl auf dem Ni-
veau der Kontrolle (ca. 35 KBE/mL). Im Ansatz mit 1.000 mg/L Tween 80 wurden nach 8
Tagen ca. 100 KBE/mL gezéhlt. Bei 100 mg/L Tween 80 lag die Koloniezahl zu diesem Zeit-
punkt noch unter 5 KBE/mL. Nach 14 Tagen war jedoch auch in diesem Fall ein Koloniezahl-
anstieg auf ca. 500 KBE/mL feststellbar (Bild 13c). Im weiteren Verlauf nahm die Koloniezahl
in allen Ansatzen kontinuierlich ab und war zum Ende des Versuchs auf unter 10 KBE/mL

gesunken.

Die Koloniezahlbestimmungen mit R2A-Medium und einer Inkubationstemperatur von 11C
zeigten im Vergleich mit DEV-Agar nach 8 Tagen in allen Ansatzen einen wesentlich héhe-
ren Anstieg der Werte um mindestens 1 log-Stufe (Bild 14). Dieser Unterschied wurde auch
in der Kontrolle festgestellt. Bei Tween 80 wurden die héchsten Koloniezahlen aller Ansatze
bestimmt. Bereits nach 8 Tagen lag die Koloniezahl bei 1.000 mg/L Tween 80 bei ca. 25.000
KBE/mL und am Ende des Versuchs bei ca. 50.000 KBE/mL (Bild 14c). Im Vergleich dazu
wurden im Ansatz mit 500 mg/L Glucose nach 8 Tagen ca. 2.000 KBE/mL festgestellt und
am Ende des Versuchs nur noch 500 KBE/mL (Bild 14a).

Bild 15 zeigt die Ergebnisse mit R2A-Medium bei einer Inkubationstemperatur von 20<C. In
allen Anséatzen wurden Koloniezahlen zwischen 10.000 und 100.000 KBE/mL erreicht. Ledig-
lich in den Ansatzen mit 50 und 100 mg/L Glucose sowie in der Kontrolle, lagen die Zahlen

der KBE/mL wahrend des gesamten Versuchszeitraums unter 10.000 (Bild 15a).
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Glucose + Kontrolle DEV-Agar 20C
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Bild 12a KBE/mL auf DEV (20C), Ansatze mit Glucose (Glu)
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Bild 12b KBE/mL auf DEV (20C), Ansatze mit Ligninsulfonsaure (Lig)
Tween 80 + Kontrolle DEV-Agar 20C
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Bild 12c KBE/mL auf DEV (20C), Ansatze mit Tween 80 (Twe)
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KBE/mlI

Glucose + Kontrolle DEV-Agar 36T
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Bild 13a KBE/mL auf DEV (36<C), Ansatze mit Glucose (Glu)
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Bild 13b KBE/mL auf DEV (36C), Ansatze mit Ligninsulfonsaure (Lig)
Tween 80 + Kontrolle DEV-Agar 36C
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Bild 13c KBE/mL auf DEV (36C), Ansatze mit Tween 80 (Twe)
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Glucose + Kontrolle  R2A-Agar 11C
100.000
10.000 -|
N
/ v
£ 1.000 S~ o~
4
¥4 100 5
10 /
0 5 10 15 20 25 30
Tage
| ——Glu 500mg —®— Glu 300mg Glu 100mg Glu 50mg —%—Kontrolle |
Bild 14a KBE/mL auf R2A (11C), Ansatze mit Glucose (Glu)
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Bild 14b KBE/mL auf R2A (11<C), Ansatze mit Ligninsulfonsaure (Lig)
Tween 80 + Kontrolle R2A-Agar 11<C
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Bild 14c KBE/mL auf R2A (11<C), Ansatze mit Tween 80 (Twe)
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Glucose + Kontrolle R2A-Agar 20C
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Bild 15a KBE/mL auf R2A (20<C), Anséatze mit Glucose (Glu)
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Bild 15c¢ KBE/mL auf R2A (20<C), Ansatze mit Tween 80 (Twe)
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3.2 Standversuch Nr. 2:
Oberflachenbesiedlung und Koloniezahlentwicklung in stehendem Wasser mit

organischen Substanzen in geringen Konzentrationen

Die Versuchsbedingungen entsprachen denen in Abschnitt 3.1, jedoch wurden den Ver-
suchsansatzen nur 1 bzw. 5 mg/L zugegeben. Als Modellsubstanzen wurden wieder Glucose
und Ligninsulfonsaure verwendet. Anstelle von Tween 80 wurde in diesem Versuch Natrium-
acetat eingesetzt. Die Untersuchungen auf Oberflachenbesiedlung der Edelstahlcoupons
und der Koloniezahlen im Uberstehenden Wasser erfolgten zu Beginn des Versuchs sowie
nach 8 und 21 Tagen Standzeit.

3.2.1 Oberflachenbesiedlung

Die Auswertung der Coupons erfolgte nach der unter 3.1.1 dargestellten Kategorisierung.

Die Ergebnisse der Oberflachenuntersuchungen im 2. Standversuch sind in Tabelle 6

zusammengefasst.
Tabelle 6 Oberflachenbesiedlung nach 8 und 21 Tagen, ausgedriickt in Kategorien
geman Abschnitt 3.1.1
8 Tage Standzeit 21 Tage Standzeit
Glucose Img/L |2 2
Glucose 5mg/L |2 2
Natriumacetat 1mg/lL 2 2
Natriumacetat 5mg/L |2 3
Ligninsulfonsaure 1mg/L |3 2
Ligninsulfonséure 5mg/L 2 2
Kontrolle 2 2
1. keine Besiedlung 2: sehr geringe Besiedlung
3: geringe Besiedlung 4: maRige Besiedlung
5: deutliche Besiedlung 6: starke Besiedlung

Die Besiedlung auf den Coupons nach 21 Tagen Standzeit ist in den Bildern 16 bis 19
wiedergegeben. Nach 8 Tagen wurde auf allen Coupons eine sehr geringe Besiedlung
(Kategorie 2) festgestellt, die mit fortschreitender Standzeit nicht wesentlich zunahm. Eine
Ausnahme stellte der Ansatz mit 5 mg/L Natriumacetat dar, in dem nach 21 Tagen eine

Oberflachenbesiedlung der Kategorie 3 beobachtet wurde.
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Bild 16a 1 mg/L Glucose nach 21 Tagen
(Kategorie 2)

o Wb

Glucose 5mg (21d) 1000-fach
Bild 16b 5 mg/L Glucose nach 21 Tagen
(Kategorie 2)
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cetat 1 mg
Bild 17a 1 mg/L Natriumacetat nach 21 Tagen

(Kategorie 2)

'

0N O N
— 20 pm —

Bild 17b 5 mg/L Natriumacetat nach 21 Tagen
(Kategorie 3)
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Bild 18a 1 mg/L Ligninsulfonsaure nach 21 Tagen
(Kategorie 2)

, S
Lignins. 5m
Bild 18b 5 mg/L Ligninsulfonsaure nach 21 Tagen
(Kategorie 3)
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Bild 19 Kontrolle nach 21 Tagen
(Kategorie 2)
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3.2.2 Koloniezahlen im Uberstehenden Wasser

Die Koloniezahlentwicklung in den Anséatzen ist in den Bildern 20 bis 24 dargestellt. Jeweils
verglichen werden die Ansatze mit Glucose (oberes Bild), Natriumacetat (mittleres Bild) und
Ligninsulfonsaure (unteres Bild). Mit eingetragen sind jeweils die Ergebnisse des Kontroll-
ansatzes ohne Zusatz. Die Verbindungslinien zwischen den einzelnen Punkten dienen der

leichteren Bewertung und Zuordnung.

Bild 20 zeigt die Ergebnisse mit DEV-Agar bei einer Inkubationstemperatur von 20<C. In
allen Ansatzen wurde bereits nach 8 Tagen eine Koloniezahlerhhung um 2 bis 3 log-Stufen
festgestellt. Dabei wurden in den Anséatzen mit Natriumacetat die hochsten Koloniezahlen
bestimmt (Bild 20b). Diese lagen bei ca. 9.000 KBE/mL und Uberstiegen die in den Ubrigen
Ansatzen um 1 log-Stufe. Nach 21 Tagen war die Koloniezahl in fast allen Ansatzen
gesunken. Einzige Ausnahme war der Ansatz mit 1 mg/L Glucose (Bild 20a). In diesem war

die Koloniezahl genauso hoch wie nach 8 Tagen.

Die Bestimmung der Koloniezahlen mit DEV-Agar bei 36C Inkubationstemperatur ergab ein
ahnliches Ergebnis wie bei 20C Inkubation. Die Maxima lwerte waren jedoch geringer und
Uberstiegen in keinem Fall 1.000 KBE/mL (Bild 21).

Bild 22 zeigt die Ergebnisse mit R2A-Medium und einer Inkubationstemperatur von 11<C. Die
hdchsten Koloniezahlen wurden bei 5 mg/L Natriumacetat festgestellt. Diese lagen nach 8
Tagen Standzeit bei ca. 16.000 KBE/mL. Im Vergleich dazu wurden bei Glucose und Lignin-
sulfonséaure zu diesem Zeitpunkt Koloniezahlen von ca. 5.000 KBE/mL bestimmt. Nach 21

Tagen war die Koloniezahl in allen Ansatzen um durchschnittlich 1 log-Stufe gesunken.

Mit R2A-Medium und einer Inkubationstemperatur von 20C wurden nach 8 Tagen in allen
Ansatzen, mit Ausnahme der Kontrolle, ca. 10.000 KBE/mL bestimmt. Nach 21 Tagen waren

die KBE/mL um ca. eine halbe log-Stufe gesunken.
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Glucose + Kontrolle DEV-Agar 20C
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Glucose + Kontrolle DEV-Agar 36C
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Bild 21c KBE/mL auf DEV (36C), Ansatze mit Ligninsulfonsaure (Lig)
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Glucose + Kontrolle  R2A-Agar 11C
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Bild 22a KBE/mL auf R2A (11C), Ansétze mit Glucose (Glu)
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Bild 22c KBE/mL auf R2A (11<C), Ansatze mit Ligninsulfonsaure (Lig)
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Glucose + Kontrolle  R2A-Agar 20C
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Ligninsulfonséaure + Kontrolle R2A-Agar 20C
100.000
10.000 1 _—
€ 1.000 A
m
€ 100 V
10 7
1 T T T T
0 5 10 15 20 25
Tage
‘—O—Lig 1mg —#—Lig 5 mg —¥—Kontrolle ‘
Bild 23c KBE/mL auf R2A (20<C), Ansatze mit Ligninsulfonsaure (Lig)
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3.3 Mikrobiologische Untersuchungen der Wasserprobe n wahrend der Einlaufzeit

der Testanlage

Die Einlaufzeit der Anlage dauerte 15 Monate. Die mittels DEV-Agar ermittelte Koloniezahl-
entwicklung zeigte bei beiden Inkubationstemperaturen (20C und 36<C) einen abfallenden
Verlauf. Direkt nach Inbetriebnahme der Anlage konnte in allen 3 Testleitungen eine erh6hte
Koloniezahl festgestellt werden. Dabei zeigten sich in der Testleitung Nr.1 die hoéchsten
Koloniezahlen, die zwischen 10° und 10* KBE/mL lagen. In den beiden anderen Leitungen
wurden Koloniezahlen zwischen 10° und 10° KBE/mL festgestellt. Nach 10-miniitigem
Betrieb waren die Koloniezahlen in allen Leitungen um 1 log-Stufe, nach 60 Minuten Laufzeit
um 2 log-Stufen gesunken. Nach 1 Woche Durchfluss lagen die Koloniezahlen unter 10
KBE/mL. Die Koloniezahlentwicklung schwankte im weiteren Verlauf und pendelte sich nach
ca. 3 Monaten auf unter 10 KBE/mL ein. Zum Ende der ersten 4 Monate war das
Koloniezahl-Niveau auf unter 5 KBE/mL gesunken. Die Untersuchungen auf Pseudomonas
aeruginosa fielen in allen 3 Leitungen negativ aus. E.coli und Coliforme Bakterien wurden bis
auf eine Ausnahme nicht nachgewiesen. Bei der Ausnahme handelte es sich um einen
positiven Befund in Leitung 1. Untersuchungen ergaben, dass es sich um Citrobacter freundii

handelte.

In den Wasserproben, die ab dem 5. Monat genommen wurden, konnten bis zum Ende der
Vorlaufzeit E. coli, Coliforme Bakterien und Pseudomonas aeruginosa nicht nachgewiesen
werden. Die mittels DEV-Agar erfasste Koloniezahl lag bei beiden Inkubationstemperaturen
(20C und 36C) stets unter 10 KBE/mL. Die Wasserproben wurden zusétzlich auf R2A-Agar
angesetzt. Bei einer Inkubationstemperatur von 11T lagen die Koloniezahlen, bis auf
wenige Ausnahmen, unter 5 KBE/mL. Bei den Ausnahmen konnten Koloniezahlen von max.
20 KBE/mL festgestellt werden. Ahnlich verhielt es sich bei einer Inkubationstemperatur von
20C. Wahrend die Koloniezahlen in den meisten Falle n unter 5 KBE/mL lagen, wurden an

wenigen Tagen Werte von max. 40 KBE/mL ermittelt.

In den Wasserproben der Zuleitung lagen die bestimmten Koloniezahlen tiber den gesamten
Vorlaufzeitraum stets unter 5 KBE/mL. E.coli, Coliforme Bakterien und Pseudomonas

aeruginosa konnten nicht nachgewiesen werden.
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3.4 FlieRBversuch:
Oberflachenbesiedlung und Koloniezahlentwicklung in flielBendem Wasser mit

organischen Substanzen in geringen Konzentrationen

Die Versuche mit flieBendem Wasser wurden mit demselben Brunnenwasser parallel in 3
Edelstahlleitungen durchgefiihrt. An 2 Leitungen waren Dosierpumpen angeschlossen, mit
denen dem flieRenden Wasser die organischen Modellsubstanzen Natriumacetat und
Ligninsulfonséaure zugemischt wurden. Die 3. Leitung wurde nur von Wasser ohne Zusatze

mit derselben FlieRgeschwindigkeit durchstromt und diente als Kontrolle.

Alle Versuchsreihen liefen Uber einen Zeitraum von 6 Wochen. 2 mal pro Woche wurden
Wasserproben genommen, in denen die Koloniezahl mit DEV-Agar und R2A-Medium be-
stimmt wurde. Nach 2, 3, 5 und 6 Wochen wurden je 2 Coupons fir eine Oberflachenunter-
suchung entnommen. Die Durchfiihrung einer Spilung und die anschlieBende Entnahme

von 2 Coupons schloss eine Versuchsreihe ab.

3.4.1 Rasterelektronenmikroskopische Oberflachenunt  ersuchung

Die Auswertung der Coupons erfolgte nach der unter 3.1.1 dargestellten Kategorisierung.

Die Ergebnisse der Oberflachenuntersuchungen im FlieBversuch sind in Tabelle 7

zusammengefasst.
Tabelle 7 Oberflachenbesiedlung nach 2, 3, 5 und 6 Wochen sowie vor und nach der
Spulung (ausgedriickt in Kategorien gemaf Abschnitt 3.1.1)
2 Wochen |3 Wochen |5 Wochen |6 Wochen 6 Wochen
vor Spulung nach Spulung
Ligninsulfonsaure |1 3 4 4 3
0,5 mg/L
Ligninsulfonsaure |3 4 5 5 5
1,0 mg/L
Natriumacetat 3 4 5 6 6
0,5 mg/L
Kontrolle 1 2 2 2 2
1. keine Besiedlung 2: sehr geringe Besiedlung
3: geringe Besiedlung 4: mafige Besiedlung
5: deutliche Besiedlung 6: starke Besiedlung

Bei 0,5 mg/L Ligninsulfonsaure war nach ca. 3 Wochen eine geringe Besiedlung (Kategorie
3) erkennbar. Diese nahm im weiteren Verlauf zu und erreichte nach 5 Wochen ihr Maximum
(Kategorie 4). Im Vergleich dazu war bei 1,0 mg/L Ligninsulfonsaure bereits nach 2 Wochen
eine Besiedlung der Kategorie 3 feststellbar. Zu diesem Zeitpunkt war bei der geringeren
Ligninsulfonsaure-Konzentration (0,5 mg/L) noch keine Besiedlung erkennbar. Im Wasser
mit der hdheren Ligninsulfonsaure-Konzentration wurde am Ende der Versuchsreihe, nach 6

Wochen, eine deutliche Besiedlung (Kategorie 5) festgestellt.
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Die starkste Besiedlung wurde bei 0,5 mg/L Natriumacetat beobachtet. Wahrend die
Besiedlung in den ersten 3 Wochen ahnlich stark war wie bei 1,0 mg/L Ligninsulfonsaure,
wurde nach 5 Wochen eine deutliche (Kategorie 5) und nach 6 Wochen eine starke
Besiedlung (Kategorie 6) gefunden. In der Kontrollleitung (ohne organische Substanz) war
nach 2 Wochen nur eine sehr geringe Besiedlung (Kategorie 2) erkennbar, die bis zum Ende

der Versuchsreihe nicht weiter zunahm.

Der Vergleich der vor und nach der Spulung (1-minitige FlieBgeschwindigkeitserhhung von
0,37 m/sec auf 0,73 m/sec) entnommenen Coupons zeigte sowohl in den Leitungen mit
Dosierung als auch in der Kontrollstrecke keine erkennbare Auswirkung der Durchflusser-
hoéhung auf die gebildeten Besiedlungen bzw. Aufwichse. Einzige Ausnahme war die
Besiedlung bei 0,5 mg/L Ligninsulfonséure. In diesem Fall zeigte sich nach der Spilung eine

geringere Besiedlung (Kategorie 3) als vorher (Kategorie 4).

In den Bildern 24a-c ist die Besiedlungsentwicklung bei 0,5 mg/L Ligninsulfonsdure (Lig)
nach 2, 3 und 5 Wochen wiedergegeben. Dem gegeniibergestellt, in den Bildern 25a-c, ist
die Besiedlungsentwicklung bei 1,0 mg/L Ligninsulfonsaure. Die vor und nach der Spilung
aus beiden Teststrecken entnommenen Coupons sind in den Bildern Bild 24d-e sowie 25d-e

Zu sehen.

Die Bilder 26a-c zeigen die Besiedlungsentwicklung bei 0,5 mg/L Natriumacetat (Nac). Im
Vergleich zu diesen Bildern und den aus den Teststrecken mit Ligninsulfonsdure ist in den
Bildern 27a-c die Besiedlungsentwicklung in der Kontrollstrecke dargestellt. Die Besiedlung
vor und nach der Spilung in der Leitung mit 0,5 mg/L Natriumacetat und in der Kontroll-

strecke werden in den Bildern 26d-e und 27d-e miteinander verglichen.
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Leitung 2 15.11.00 {2 Wo.) 1000-fach-

Bild 25a 1,0 mg/L Lig nach 2 Wochen

Leitung 2 15.3.01 {2 W'o.) 1040-fach — 20 ym —

Bild 24a 0,5 mg/L Lig nach 2 Wochen

(Kategorie 1) (Kategorie 3)

Leitung 2 22.3.01 (2 Woy) _1040-fach I»—zo pm — ung 2 22.11.00 (° Wo)  1000Fach — 20 pm —
Bild 24b 0,5 mg/L Lig nach 3 Wochen B|Id 25b 1,0 mg/L Lig nach 3 Wochen
(Kategorie 3) (Kategorie 4)

4. 3 1000-fach ) Lzb um o eitung 2 4.12. 3 1040-fach B — 20 pm —
Bild 24c 0,5 mg/L Lig nach 5 Wochen Bild 25¢ 1,0 mg/L Lig nach 5 Wochen
(Kategorie 4) (Kategorie 5)
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Bild 24d 0,5 mg/L Lig nach 5 Wochen
vor Spulung

Bild 24e 0,5 mg/L Lig nach 6 Wochen
nach Spulung
(Kategorie 3)

Bild 25d 1,0 mg/L Lig nach 5 Wochen
vor Spulung
(Kategorie 5)

i i

%it;-fach .;20 pm —
Bild 25e 1,0 mg/L Lig nach 6 Wochen
nach Spilung

(Kategorie 5)
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Leitung 1 15.3.01 {2 Wo.) 1040-fach — 20 ym —

Bild 26a 0,5 mg/L Nac nach 2 Wochen
(Kategorie 3)

Leitung 1 23.3.01 {3 Wo.) 1040-fach — 20 |.|n1'-—|
Bild 26b 0,5 mg/L Nac nach 3 Wochen
(Kategorie 4)

Leitung 1 44.01 {5 W
Bild 26¢c 0,5 mg/L Nac nach 5 Wochen
(Kategorie 5)

Letunga 15.3.01 {2 Wo.) 1000-fach — 20 pm —
Bild 27a Kontrollstrecke nach 2 Wochen

(Kategorie 2)

Leitung 3 23.3.01 {3 Wb.) 1040-fach —20 |.in1 —

Bild 27b Kontrollstrecke nach 3 Wochen
(Kategorie 2)

Leitung 3 4.4.01 {5Wo.) 1000-fach — 20 pm —
Bild 27c Kontrollstrecke nach 5 Wochen

(Kategorie 2)
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Leitung 1 12.4.01 (6 Wo.) vor Druck 1040-fach — 20 pm — Leitung 3 12.4.01 (6 Wo.) vor Druck  1040-fach — 20 pm —
Bild 26d 0,5 mg/L Nac nach 6 Wochen Bild 27d Kontrollstrecke nach 6 Wochen
vor Spulung vor Spullung
(Kategorie 6) (Kategorie 2)

Leitung 3 12.4.01 {6 Wo.') nach Druck  1040-fach [ — ij —i
Bild 26e 0 5 mg/L Nac nach 6 Wochen Bild 27e Kontrollstrecke nach 6 Wochen
nach Spulung nach Spulung
(Kategorie 6) (Kategorie 2)
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3.4.2 Fluoreszenzmikroskopische Oberflachenuntersuchu ng

Die Beurteilung der Besiedlungsdichte anhand der LIVE/DEAD-gefarbten Coupons erbrachte
in allen Fallen ein &hnliches Ergebnis wie die rasterelektronenmikroskopische Untersuchung
(siehe 3.3.1). Ein Unterschied wurde bei 0,5 mg/L Ligninsulfonsaure festgestellt. Wahrend
durch die rasterelektronenmikroskopische Auswertung nach der Spilung weniger Mikroorga-
nismen beobachtet wurden als vorher, zeigte sich durch die LIVE/DEAD-Farbung kein Unter-

schied zwischen der Besiedlungsdichte vor und nach der Spulung.

Neben der Beurteilung der Besiedlungsdichte war es mit der LIVE/DEAD-Farbung mdglich,
tote und lebende Mikroorganismen zu unterscheiden. Tote Mikroorganismen erscheinen
durch die Farbung rot und lebende fluoreszieren griin. Die Oberflachenbesiedlung, die sich
im Wasser mit 0,5 mg/L Ligninsulfonsaure gebildet hatte, wies zum Ende des Versuchs,
nach 6 Wochen, lberwiegend lebende Zellen auf. Vereinzelt waren rote bzw. tote Mikroor-
ganismen zu erkennen. Dieses Verhaltnis zeigte sich auch nach der Spllung. Die Besied-
lung bei 0,5 mg/L Natriumacetat wies hauptsachlich grin-fluoreszierende, das heil3t lebende
Mikroorganismen auf. Nach der Spulung wurden jedoch auch rote Bereiche sichtbar, die der

Farbe nach tote Mikroorganismen enthielten.

In den Bildern 28a-c sind die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der Oberflachenbe-
siedlung bei Zudosierung von 0,5 mg/L Ligninsulfonsaure (Lig) nach 2, 3 und 5 Wochen
dargestellt. Diesen Bildern gegenubergestellt ist die Besiedlungsentwicklung bei 0,5 mg/L
Natriumacetat (Nac) (Bild 29a-c). Die vor und nach der Spulung aus beiden Teststrecken

entnommenen Coupons sind in den Bildern 28d-e sowie 29d-e zu sehen.
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Bild 28a 0,5 mg/L Lig nach 2 Wochen
(Kategorie 1)

Bild 28b 0,5 mg/L Lig nach 3 Wochen
(Kategorie 3)

Bild 28¢c 0,5 g/L ig ach 5 Wochen
(Kategorie 4)

Bi-I-d éga 0,5 mg/L Nac n
(Kategorie 3)

AR o L A
5 o) SRR LTt
0,5 mg/L Nac nach 3 Wochen
(Kategorie 4)

Bild 29

Bild 29¢ 0,5 mg/L Nac nach 5 Wochen
(Kategorie 6)
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vor Spulung vor Spulung
(Kategorie 4) (Kategorie 6)

s 3 [t -if.,
. 3 4‘“? - 4 -s 4 \
28e 0,5 mg/L Lig nach 6 Wochen

e

Bild 29e 0,5 mg/L Nac nach 6 Wochen
nach Spulung nach Spilung
(Kategorie 4) (Kategorie 6)
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3.4.3 Koloniezahlentwicklung wéahrend der Zudosierung

Die Koloniezahlentwicklung im flieRenden Wasser mit 0,5 mg/L Natriumacetat und Lignin-
sulfonsaure, im Vergleich zur Kontrollstrecke, ist in den Bildern 30a-d grafisch dargestellt.
Die Bilder 31a-d zeigen die Ergebnisse der Koloniezahlbestimmungen im Wasser mit 1,0
mg/L Ligninsulfonsdure im Vergleich zur Kontrollstrecke. Die Verbindungslinien zwischen

den Punkten dienen dabei der leichteren Zuordnung und Bewertung.

Wahrend der gesamten Versuchsdauer zeigte sich in der Kontrollleitung ein konstant
niedriges Niveau von < 5 KBE/mL. Bei Zudosierung von 0,5 mg/L Ligninsulfonsédure wurden
mit DEV-Agar (20C) hohere Koloniezahlen festgestellt als in der Kontrolle, jedoch lagen
diese bei maximal 20 KBE/mL. Auch mit R2A-Medium wurden bei einer Inkubationstem-
peratur von 11T erhéhte Koloniezahlen festgestellt, die jedoch stets unter 10 KBE/mL lagen
(Bild 30c). Ein ahnlicher Verlauf zeigte sich mit R2A-Medium und einer Inkubationstem-
peratur von 20C. Auch in diesem Fall lagen die Koloniezahlen bis auf 1 Untersuchungstag
(25 KBE/mL) unter 10 KBE/mL. Bei hoherer Ligninsulfonsaure-Konzentration von 1 mg/L
stiegen die Koloniezahlen wéahrend der Zudosierung starker an als bei Zusatz von 0,5 mg/L.
Das liel3 sich insbesondere mit DEV-Agar (20C/36C) nachw eisen. Hier lagen die festge-
stellten Koloniezahlen bis zu 2 log-Stufen héher als bei 0,5 mg/L Ligninsulfonsaure. Werden
diese Werte mit den Koloniezahlen bei 0,5 mg/L Natriumacetat verglichen, so fallt auf, dass
die mit DEV-Agar bestimmte Koloniezahl bei 20C stets unter 10 KBE/mL lag und bei 36T
nur in 2 Fallen Gber 10 KBE/mL. Mit R2A-Medium und einer Inkubationstemperatur von 11C
wurde bei 0,5 mg/L Natriumacetat nach wenigen Tagen ein Koloniezahlanstieg auf ca. 200
KBE/mL festgestellt. Dieses Niveau wurde tber den weiteren Verlauf beibehalten und sank
zum Schluss der Versuchsreihe um 1 log-Stufe ab. Im Vergleich dazu wurden mit R2A-
Medium und 20T Inkubationstemperatur in den letzten Tagen des Versuchsdurchgangs
Werte von ca. 1.500 KBE/mL bestimmt, jedoch auch hier gefolgt von einem Koloniezahl-

abfall um 1 log-Stufe am Schluss des Versuchs.

E. coli, Coliforme Bakterien und Pseudomonas aeruginosa wurden wéahrend der Zudosie-
rungsphase weder in den Wasserproben der Zuleitung noch in Proben der Testleitungen

nachgewiesen.
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Natriumacetat und Ligninsulfonséaure + Kontrolle
DEV-Agar 20Tt

10.000
_ 1.000 -
S
o 100
oe)
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A A4 : > E A A A e A N A=Al N———m—
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Zeit (Tage)
‘—Q—Natriumacetat 0,5 mg/L —— Ligninsulfonséure 0,5 mg/L Kontrolle ‘

Bild 30a Vergleich der mit DEV-Agar bei 20C bestimmten KBE/m L im flieBenden
Wasser mit und ohne organische Substanzen

Natriumacetat und Ligninsulfonséure + Kontrolle
DEV-Agar 36C

10.000
1 1.000 +
S
I 100
m
¥ 10 - /\'/\
A A AR ASE A ARRAEE AR n//.\\ﬂ AT AT Al Al TV
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Zeit (Tage)
‘—Q—Natriumacetat 0,5 mg/L —#— Ligninsulfonséure 0,5 mg/L Kontrolle ‘

Bild 30b Vergleich der mit DEV-Agar bei 36T bestimmten KBE/m L im flieBenden
Wasser mit und ohne organische Substanzen

Natriumacetat und Ligninsulfonsaure + Kontrolle

R2A-Medium 11C
10.000

1.000
100

10 A / ‘/"/._.—I—I\.\"_"\' \
11 vy ; ; ; ‘ ¥ ——
4 8 12 16 20 24 28 32 36 40

0 44 48

KBE/ mL

Zeit (Tage)

‘—O—Natriumacetat 0,5 mg/L —— Ligninsulfonsaure 0,5 mg/L Kontrolle ‘

Bild 30c Vergleich der mit R2ZA-Medium bei 11<C bestimmten KBE /mL im flieRenden
Wasser mit und ohne organische Substanzen

Natriumacetat und Ligninsulfonséure + Kontrolle
R2A-Medium 20C

KBE/mL

Zeit (Tage)

‘—Q—Natriumacetat 0,5 mg/L —— Ligninsulfonsaure 0,5 mg/L Kontrolle ‘

Bild 30d Vergleich der mit R2A-Medium bei 20T bestimmten KBE /mL im flie3enden
Wasser mit und ohne organische Substanzen
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Ligninsulfonséure + Kontrolle
10.000 DEV-Agar 20C

1.000

KBE/mL

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Zeit (Tage)
‘+ Ligninsulfonséure 1,0 mg/L Kontrolle ‘

Bild 31a Vergleich der mit DEV-Agar bei 20T bestimmten KBE/m L im flieBenden
Wasser mit und ohne organische Substanzen

Ligninsulfonséure + Kontrolle

10.000 DEV-Agar 36C
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0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Zeit (Tage)
‘+Ligninsulf0nséure 1,0 mg/L Kontrolle ‘

Bild 31b Vergleich der mit DEV-Agar bei 36TC bestimmten KBE/m L im flieRenden
Wasser mit und ohne organische Substanzen

Ligninsulfonséure + Kontrolle

R2A-Medium 11T
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‘+ Ligninsulfonséure 1,0 mg/L Kontrolle ‘

Bild 31c Vergleich der mit R2A-Medium bei 11T bestimmten KBE /mL im flieRenden

Wasser mit und ohne organische Substanzen

Ligninsulfonséure + Kontrolle
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Bild 31d Vergleich der mit R2ZA-Medium bei 11<C bestimmten KBE /mL im flieRenden

Wasser mit und ohne organische Substanzen
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3.4.4 Koloniezahl in den Wasserproben vor, wahrend u  nd nach der Spiilung

Im Wasser mit 0,5 mg/L Ligninsulfonsdure wurde direkt vor und 1 h nach der Spulung mit
DEV-Agar (20 und 36C) und R2A-Medium (11 und 20C) eine Koloniezahl von < 5 KBE/mL
ermittelt. In den 6 Proben, die wahrend der Spllung genommen wurden, liel3 sich mit DEV-
Agar und einer Inkubationstemperatur von 36 ein Anstieg der KBE/mL auf Gber 100
feststellen. Die Bestimmung der Koloniezahl in diesen Proben mit R2A-Medium (11 und
20%C) ergab Koloniezahlen zwischen 10 und 100 KBE/mL (Bild 32).

10.000 Ovor Spilung

Ows - Probe 1
1.000- OwsS - Probe 2
BEwS - Probe 3
BEwS - Probe 4
100+ EWwS - Probe 5
B wS - Probe 6
Hnach Spilung

KBE/mL

10+

DEV20T DEV36T R2A11C R2A20C

Bild 32 KBE/mL auf DEV und R2A vor, wahrend (wS) und nach der Spiilung,
bei 0,5 mg/L Ligninsulfonsaure

Im Wasser mit 1,0 mg/L Ligninsulfonsaure wurde wahrend der Spiilung mit R2A-Medium (11
und 20C) ein deutlicher Anstieg der Koloniezahl auf Uber 1.000 KBE/mL festgestellt. 1 h
nach der Spulung lag die mit R2ZA-Medium (11<C) ermit telte Koloniezahl bei <5 KBE/mL. Die
durch den Probenansatz auf R2A-Medium bei einer Inkubationstemperatur von 20C
erhaltenen Koloniezahlen lagen bei 80 KBE/mL. Das entsprach in etwa dem vor der Spilung
festgestellten Wert (Bild 33).

Ovor Spilung
10.000+ OwsS - Probe 1
Ows - Probe 2
=W§ - Proge 3
| wS - Probe 4
1.000 BWwS - Probe 5
H nach Spiilung

100+

KBE/mL

10+

DEV20T DEV36T R2A11C R2A20C

Bild 33 KBE/mL auf DEV und R2A vor, wahrend (wS) und nach der Spiilung,
bei 1,0 mg/L Ligninsulfonsaure
Im Wasser der Leitung, in die 0,5 mg/L Natriumacetat dosiert wurde, wurde mit DEV-Agar
ebenfalls ein Anstieg der Koloniezahl auf ca. 100 KBE/mL und mit R2A-Medium auf ca.
1.000 KBE/mL nachgewiesen (Bild 34). Die mit R2A-Medium (11 und 20<C) festgestellten
Koloniezahlen waren jedoch nicht so hoch wie im Spulungswasser mit 1 mg/L Ligninsulfon-
61



Ergebnisse

séure. In diesem Fall wurden maximale Koloniezahlen von ca. 5.000 KBE/mL festgestellt
(Bild 33).

Ovor Spilung
10.000+ Ows - Probe 1
Ows - Probe 2
=w§ - Prokl;e 3
wS - Probe 4
1.0001 BWwS - Probe 5
. EwS - Probe 6
= Hnach Spllung
I 100
o)
X
10+
| =— "t — : ‘
DEV20<C DEV36C R2A11C R2A20C
Bild 34 KBE/mL auf DEV und R2A vor, wéhrend (wS) und nach der Spilung,

bei 0,5 mg/L Natriumacetat

Auffallig sind die Ergebnisse der Wasserproben aus der Kontrollleitung (Bild 35). Wahrend
sich Uber die gesamte Versuchsdauer mit DEV-Agar und R2A-Medium ein konstant
niedriges Koloniezahl-Niveau zeigte, wurde wahrend der Spilung ein Anstieg der KBE/mL
auf ca. 1.000 festgestellt (DEV-Agar 20C).

10.000 Ovor Spilung

OwsS - Probe 1
OwsS - Probe 2
BEwsS - Probe 3
BEwS - Probe 4
B wS - Probe 5
B wS - Probe 6
M nach Spiilung

1.000+

100+

KBE/mL

10+

DEV20T DEV36T R2A11C R2A20C

Bild 35 KBE/mL auf DEV und R2A vor, wahrend (wS) und nach der Spilung
der Kontrollleitung
E. coli, Coliforme Bakterien und Pseudomonas aeruginosa wurden in den Wasserproben vor,

wahrend und nach den Spilungen nicht nachgewiesen.

3.4.5 Untersuchung der Wasserproben auf Plaques

Wahrend der Zudosierung von 0,5 mg/L Natriumacetat und 0,5 mg/L Ligninsulfonséure
wurde das Wasser neben der Koloniezahl auch auf das Vorhandensein von
Bakterienaggregaten bzw. Plagues hin untersucht. Dafir wurden definierte Volumina (10 -
100 mL) der Wasserproben filtriert und im Anschluss daran die Filteroberflache LIVE/DEAD-
gefarbt. Die fir diese Untersuchung entnommenen Wasserproben wurden vor ihrer
Aufbereitung keiner Homogenisation ( z. B. Vortex, Ultraschall usw.) unterzogen, um evtl.

aufgefangene Plaques nicht zu zerstoren. In den Wasserproben mit 0,5 mg/L Natriumacetat

62



Ergebnisse

zeigten sich nach ca. 3 Wochen erste Plaques im mikroskopischen Feld. Die zuvor
untersuchten Proben aus dieser Leitung wiesen einzeln vorkommende Zellen auf. Von der 3.
Woche an bis zum Versuchsende wurden bei jeder Probenahme Plaques im Wasser
nachgewiesen. Die Wasserproben mit 0,5 mg/L Ligninsulfonsdure enthielten etwa vom
gleichen Zeitpunkt an Plaques. Aufllerdem wurde festgestellt, dass die im Wasser
losgelosten Sticke wesentlich groRer (ca. 40x60 pm) waren als im Wasser mit
Ligninsulfonsaure (ca. 20x20 pum). Die Plaques aus der Besiedlung bei Ligninsulfonsaure
enthielten jeweils ca. 50 Zellen (Bild 36b). Die durchschnittliche Zellzahl in den Plaques bei

Natriumacetat betrug ca. 400 pro Plaques (Bild 36a).

1

Id 36b Plaques bei Zudosierung von

(IEENTTYTI Ptk

Bild 36a Plaques bei Zudosierung von Bi
Natriumacetat Ligninsulfonsaure

3.4.6 Vergleich unterschiedlicher Besiedlungsstrukt uren

Die Besiedlungsstruktur zeigte im Wasser mit Ligninsulfonséure und Natriumacetat deutliche
Unterschiede auf. Die Bakterien waren bei Natriumacetat gréf3tenteils in eine ausgepragte
EPS-Schicht eingebettet. In dieser Schicht lagen die Mikroorganismen sowohl in Clustern,
als auch einzeln vor (Bild 39). Bei Ligninsulfonsaure waren ebenfalls Bereiche zu erkennen,
in denen die Bakterien in einer EPS-Schicht vorlagen. Jedoch waren diese wesentlich
schwacher ausgepragt als bei Natriumacetat (Bild 37 u. 38). Bei Ligninsulfonsaure-haltigem
Wasser schien der Film hauptsachlich aus Bakterien zu bestehen. Bei Natriumacetat

erschienen die meisten Bakterien sowohl einzeln als auch in Verbanden von EPS umhiillt.

Vergleicht man die Besiedlungsstrukturen bei den Versuchen mit 0,5 mg/L und 1,0 mg/L
Ligninsulfonsaure miteinander, so zeigt sich ein ahnlicher Aufbau. Bei der geringeren Kon-
zentration bildete sich vorwiegend eine einschichtige Besiedlung aus, in der stellenweise
Bakterien angehauft bzw. mehrschichtig vorlagen (Bild 37). Solche Bereiche Gberwogen im

Erscheinungsbild bei der h6heren Konzentration (Bild 38).
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Bild 37 Besiedlungsstrljtljr bei 0,5 m/L Ligninsulfonséure

0 mg/L Ligninsulfonsaure

Bild 38 Besiedlungsstruktur bei 1
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7 . At P I :":j
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Bild 39 Beielungstruktur 05 g/ Natriumacetat

3.5 Reinigungs- und Desinfektionsversuche

Fur die Versuche wurden zunachst in 2 Testleitungen tUber 3 Wochen lang verschieden
starke Besiedlungen generiert. Daflir wurde dem Wasser der 1. Leitung 0,5 mg/L und dem
Wasser der 2. Leitung 0,05 mg/L Natriumacetat zugesetzt. Die 3. Leitung wurde von Wasser
ohne Zuséatze durchflossen und stellte die Kontrolle dar.

Das Wasser jeder Leitung wurde ca. 2 mal pro Woche auf seine Koloniezahl untersucht. Die
Koloniezahlbestimmung erfolgte mit DEV-Agar und R2A-Medium. Vor der Desinfektion
wurden aus jeder Leitung Coupons fir eine Oberflachenuntersuchung entnommen und im
Anschluss daran erfolgte eine Spilung bzw. eine FlieRgeschwindigkeitserhéhung von 0,37
m/sec auf 0,73 m/sec. Wahrend der Spulung wurden nacheinander 5 Wasserproben
genommen, anhand derer die Koloniezahlentwicklung untersucht wurde. Fur die Desinfektion
wurde Wasserstoffperoxid mit einer Konzentration von 150 mg/L in die Testleitungen
eingebracht und nach 24-stiindiger Einwirkzeit wieder ausgespilt. 1 Stunde spéater erfolgte in
gleicher Weise wie vor der Desinfektion eine Spllung, bei der wieder Wasserproben
genommen wurden. AbschlieBend erfolgte eine Couponentnahme. Von den jeweils 2
entnommenen Coupons wurde einer rasterelektronenmikroskopisch betrachtet, die Ober-

flache des 2. Coupons LIVE/DEAD-gefarbt und fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet.
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3.5.1 Koloniezahlentwicklung wéhrend der Zudosierung

Die Kontrollleitung wies Uber den gesamten Verlauf ein konstant niedriges Koloniezahl-
Niveau von unter 5 KBE/mL auf. Mit DEV-Agar (20C) wurden im Wasser mit 0,5 mg/L
Natriumacetat maximale Koloniezahlen von ca. 300 KBE/mL bestimmt. Im Vergleich dazu
lagen die Koloniezahlen bei 0,05 mg/L Natriumacetat zu keinem Untersuchungszeitpunkt
Uber 10 KBE/mL. Der bei 36 inkubierte Parallelansatz zeigte bei 0,5 mg/L Natriumacetat
an 2 Untersuchungstagen erhohte Koloniezahlen zwischen 10 und 20 KBE/mL. Bei 0,05
mg/L Natriumacetat lagen die Koloniezahlen stets unter 5 KBE/mL. Auch mit R2A-Medium
und einer Inkubationstemperatur von 11T zeigten sich im Wasser mit 0,5 mg/L Natrium-
acetat hohere Koloniezahlen (bis zu 200 KBE/mL) als im Wasser mit 0,05 mg/L Natrium-
acetat. In diesem Fall lagen die Koloniezahlen stets unter 100 KBE/mL. Ahnliche Ergebnisse

wurden mit R2A-Medium bei einer Inkubationstemperatur von 20<C festgestellt.

E. coli, Coliforme Bakterien und Pseudomonas aeruginosa wurden wahrend der Zudosie-
rungsphase weder in den Wasserproben der Zuleitung noch in Proben der Testleitungen

nachgewiesen.
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Natriumacetat + Kontrolle
DEV-Agar 20 / vor Desinfektion
10.000
£ 1.000
o /‘\A
x 10 -
1ry Al Al e~ Iy, | | | | | —
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Zeit (Tage)
‘—0—0,5 mg/L Natriumacetat —— 0,05 mg/L Natriumacetat Kontrolle ‘
Bild 40a  Vergleich der mit DEV-Agar bei 20T bestimmten KBE/ mL im
flieRenden Wasser mit und ohne organische Substanzen
Natriumacetat + Kontrolle
DEV-Agar 36 / vor Desinfektion
10.000
— 1.000
£
w 100
o)
X 10 4 /\"/‘\'
A Al ry AR AR AR A Al r—
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Zeit (Tage)
‘—0—0,5 mg/L Natriumacetat —#— 0,05 mg/L Natriumacetat Kontrolle ‘
Bild 40b  Vergleich der mit DEV-Agar bei 36TC bestimmten KBE/m L im
flieRenden Wasser mit und ohne organische Substanzen
Natriumacetat + Kontrolle
R2A-Medium 11<C / vor Desinfektion
10.000
— 1.000
E
[ 100
)
X 10
17 Al | | | —
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Zeit (Tage)
‘—0—0,5 mg/L Natriumacetat —— 0,05 mg/L Natriumacetat Kontrolle ‘
Bild 40c  Vergleich der mit R2ZA-Medium bei 11C bestimmten KB E/mL im
flieRenden Wasser mit und ohne organische Substanzen
Natriumacetat + Kontrolle
R2A-Medium 20%C / vor Desinfektion
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0
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‘—0—0,5 mg/L Natriumacetat —#—0,05 mg/L Natriumacetat Kontrolle ‘
Bild 40d  Vergleich der mit R2ZA-Medium bei 20C bestimmten KBE /mL im

flieRenden Wasser mit und ohne organische Substanzen
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3.5.2 Koloniezahl wahrend der Spilungen, vor und nac  h Reinigung und Desinfektion

Wahrend der Spllung zeigte sich in den Wasserproben ein Koloniezahlanstieg um mehrere
log-Stufen. Dabei wurden mit DEV-Agar (20C) im Wasser mit hoherer Natriumacetat-
Konzentration Maxima von knapp tber 1.000 KBE/mL ermittelt (Bild 41) und bei geringerer
Konzentration Maxima von ca. 300 KBE/mL (Bild 42). Mit R2A-Medium (20<C) wurden in
beiden Wassern &hnliche hohe Koloniezahlen von ca. 1.000 KBE/mL festgestellt. Nach
Ausspllen des Wasserstoffperoxids und 1 h Wartezeit erfolgte die 2. Spilung. Die Kolonie-
zahlen in den wahrend dieser Spulung genommen Wasserproben lagen sowohl in der mit
0,5 mg/L Natriumacetat durchstrémten Leitung (Bild 41) als auch in der mit 0,05 mg/L

Natriumacetat durchflossenen Leitung (Bild 42) aller unter 5 KBE/mL.

10.000+ O vor Spulung

OwS- Probe 1
OwsS - Probe 2
1.000 — EwS- Probe 3
EwWS - Probe 4
= BWS - Probe 5
E o0l EmWS - Probe 6
&0 W nach Spulung

vz

10
1

vor Desinfektion  nach Desinfektion  vor Desinfektion  nach Desinfektion
DEV 20T DEV 20T R2A 20T R2A 20T

Bild 41 KBE/mL auf DEV und R2A (20C) wahrend der Spiilunge n vor und nach
der Desinfektion, bei 0,5 mg/L Natriumacetat (wS = wahrend Spuilung)

10.000- Ovor Spiilung

OwsS - Probe 1

Ows - Probe 2

1.000 _ EwS - Probe 3

BEwS - Probe 4

_ BEwS - Probe 5

E 1004 B wS - Probe 6

o M nach Spiilung
~

10+
174 P e ———— 4

vor Desinfektion DEV nach Desinfektion vor Desinfektion R2A nach Desinfektion
20C DEV 20C 20C R2A 20C

Bild 42 KBE/mL auf DEV und R2A (20C) wahrend der Spiilunge n vor und nach
der Desinfektion, bei 0,05 mg/L Natriumacetat (wS = wahrend Spuilung)

E. coli, Coliforme Bakterien und Pseudomonas aeruginosa wurden in den Wasserproben vor,

wahrend und nach den Spulungen nicht festgestellt.
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3.5.3 Rasterelektronenmikroskopische Oberflachenunt  ersuchung vor und nach

Reinigung und Desinfektion

Die Auswertung der Coupons erfolgte nach der unter 3.1.1 dargestellten Kategorisierung. In
den Bildern 43a und 43b ist die Besiedlung bei 0,5 mg/L Natriumacetat vor und nach der
Desinfektion dargestellt. Die Besiedlung vor und nach der Desinfektion bei 0,05 mg/L
Natriumacetat ist in den Bildern 44a und 44b wiedergegeben. Die Auswirkung der Desin-

fektion auf die Besiedlung in der Kontrollstrecke ist in den Bildern 45a und 45b zu sehen.

Die nach 3-wdchiger Zudosierung entnommenen Coupons wiesen deutliche Unterschiede
auf. Wahrend der Coupon aus der Leitung mit hoherer Natriumacetat-Konzentration
(0,5mg/L) eine ausgepragte, mehrschichtige Besiedlung der Kategorie 5 aufwies, lie3 sich
auf dem Coupon aus der Leitung mit niedrigerer Konzentration (0,05 mg/L) lediglich eine
schwach ausgebildete, einschichtige Besiedlung der Kategorie 3 erkennen. Nach der Des-
infektion (mit anschlielBender Spilung) zeigte sich beim héheren Natriumacetat-Zusatz auf
dem entnommenen Coupon stellenweise immer noch Besiedlung, die jedoch wesentlich
geringer ausgepragt war als vor der Desinfektion und der Kategorie 3 zugeordnet wurde. Der
Coupon war Uberwiegend einschichtig besiedelt. Es waren jedoch auch Bereiche zu erken-
nen, die eine mehrschichtige Besiedlung aufwiesen. Der nach der Desinfektion aus der
Leitung mit geringerer Konzentration (0,05 mg/L) entnommene Coupon schien lberwiegend
von der Besiedlung befreit und wurde aus diesem Grund der Kategorie 2 zugeordnet. Es
waren nur noch einzeln liegende Zellen zu erkennen. Der Coupon aus der Kontrollstrecke,
der vor den Spulungen entnommen wurde, zeigte eine schwache Besiedlung der Kategorie

2, die sich nach den Spulungen kaum verandert hatte.
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Leitung 1 vor H202-Desinfektion A 1000-fach b 20 um —1 LeitL:ng 1?nach H202-Desinfektion A 1000-fach  — 20 pm —4
Bild 43a 0,5 mg/L Natriumacetat Bild 43b 0,5 mg/L Natriumacetat

nach 3 Wochen nach 3 Wochen

vor Reinigung und Desinfektion nach Reinigung und Desinfektion

L5

' E L e
Leitung 2 vor H202-Desinfektion C  1000-fach [ Leitung 2 nach H2G2-Desinfektion ¢ 1000fach — 20 ym —

Bild 44a 0,05 mg/L Natriumacetat Bild 44b 0,05 mg/L Natriumacetat
nach 3 Wochen nach 3 Wochen
vor Reinigung und Desinfektion nach Reinigung und Desinfektion

Leitung 3 wvor H202-De5-i;1:ktion D_ 1000-fach — 20 pm — Leitung 3 nach H202-Desinfektion {A) 1000-fach +— 20 pm —
Bild 45a Kontrolle Bild 45b Kontrolle

nach 3 Wochen nach 3 Wochen

vor Reinigung und Desinfektion nach Reinigung und Desinfektion
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3.5.4 Fluoreszenzmikroskopische Oberflachenuntersuchu ng vor und nach Reinigung

und Desinfektion

Die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen zeigten die gleichen Ergebnisse wie die
rasterelektronenmikroskopischen. In den Bildern 46a und 46 b sind die LIVE/DEAD-ge-
farbten Besiedlungen bei 0,5 mg/L Natriumacetat vor und nach der Desinfektion wieder-
gegeben und in den Bildern 47a und 47b die bei 0,05 mg/L Natriumacetat. Die Bilder 48a
und 48b geben die Oberflachenbesiedlung der Kontrollstrecke vor und nach Desinfektion

wieder.

Wahrend auf den Coupons aus der Leitung mit hdherem Natriumacetat-Zusatz (0,5mg/L)
eine mehrschichtige Besiedlung der Kategorie 5 zu erkennen war, zeigte der Coupon bei
niedrigerer Konzentration (0,05 mg/L) wiederum eine schwacher ausgepragte Besiedlung
der Kategorie 3. Die Desinfektion schien den mehrschichtigen Biofilm stark reduziert zu
haben. Es wurden jedoch noch partiell mehrschichtige Areale beobachtet. Aus diesem Grund
wurde die verbliebene Besiedlung der Kategorie 3 zugeordnet. Die bei 0,05 mg/L Natrium-
acetat gebildete Besiedlung war stark reduziert, jedoch nicht génzlich entfernt und entsprach
der Kategorie 2. Die Coupons aus der Kontrollstrecke unterschieden sich geringfligig. Der
vor der Spulung erkennbare Belag der Kategorie 2 schien hauptsachlich aus nicht-

mikrobiellen Ablagerungen zu bestehen.
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Bild 46a 0,5 mg/L Natriumacetat Bild 46b 0,5 mg/L Natriumacetat
nach 3 Wochen nach 3 Wochen
vor Reinigung und Desinfektion nach Reinigung und Desinfektion

o

B

Zoad D09

ild 47a 0,05 mg/L Natriumacetat Bild 47b 0,05 mg/L Natriumacetat
nach 3 Wochen nach 3 Wochen
vor Reinigung und Desinfektion nach Reinigung und Desinfektion

Biid 48a Kontrolle Billj 48b Kontrolle
nach 3 Wochen nach 3 Wochen
vor Reinigung und Desinfektion nach Reinigung und Desinfektion
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3.5.5 Tribungswerte vor, wahrend und nach den Splilu  ngen

In den vor, wahrend und nach den Reinigungs- und Desinfektionsversuchen genommen
Wasserproben wurde die Tribung gemessen. AulRerdem wurde das Wasser der Zuleitung

auf diesen Parameter untersucht.

Die Tribungsmessungen zeigten vor der Desinfektion in allen Leitungen héhere Werte an
als nachher (Tabelle 8). Wéahrend der Spilung wurden in allen 3 Leitungen erhéhte Werte
festgestellt werden (Tabelle 9). Die Messwerte der Proben aus der Kontrollleitung waren vor

der Desinfektion ahnlich hoch wie nachher.

Tabelle 8 Tribungswerte der bei normaler FlieRgeschwindigkeit (0,37 m/sec)
entnommenen Wasserproben, vor und nach der Desinfektion
vor Desinfektion nach Desinfektion
Tribung (FNU) Tribung (FNU)
Zuleitung 0,26 0,28
Leitung 1 (0,5 mg/L Natriumacetat) 0,30 0,29
Leitung 2 (0,05 mg/L Natriumacetat) 0,30 0,22
Kontrollleitung 0,22 0,16
Tabelle 9 Tribungswerte der wahrend der Spilungen entnommenen

Wasserproben, vor und nach Desinfektion
Spulung vor Desinfektion | Spulung nach Desinfektion

Tribung (FNU) Tribung (FNU)
Leitung 1 Probe A | 3,06 0,45
Leitung 1 Probe B | 3,28 0,34
Leitung 1 Probe C |3,22 0,56
Leitung 1 Probe D |1,08 0,24
Leitung 1 Probe E |0,91 0,48
Leitung 1 Probe F | 0,98 0,25
Leitung 2 Probe A 1,41 0,60
Leitung 2 Probe B 0,52 0,21
Leitung 2 Probe C 0,83 0,51
Leitung 2 Probe D |0,36 0,67
Leitung 2 Probe E |0,20 0,43
Leitung 2 Probe F | 0,54 0,48
Kontrolle Probe A | 0,36 0,39
Kontrolle Probe B |0,76 0,46
Kontrolle Probe C |0,74 0,69
Kontrolle Probe D | 0,66 0,51
Kontrolle Probe E |0,40 0,55
Kontrolle Probe F |0,74 0,37
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4  Diskussion

4.1 Oberflachenbesiedlung und Koloniezahlentwicklung im stehenden Wasser unter

dem Einfluss verschiedener organischer Substanzen

4.1.1 Oberflachenbesiedlung

Die Ausbildung einer Oberflachenbesiedlung im stehenden Wasser hangt nach vorliegenden
Ergebnissen von mehreren Faktoren ab. Neben der im Wasser befindlichen Substratart und
seiner Verteilung im Wasser spielt die Konzentration des Substrats eine entscheidende
Rolle. Dies zeigte sich insbesondere durch die Versuche mit verschiedenen Konzentrationen
von Glucose und Ligninsulfonsaure. Aus Tabelle 10 geht hervor, dass die Besiedlungsdichte
bei 500 mg/L Glucose und 300 und 500 mg/L Ligninsulfonsaure nach 28 Tagen am hdchsten
war. Die Besiedlungsdichte entsprach in den genannten Fallen der Kategorie 4, bei der die
Oberflache von einer einschichtigen Besiedlung uberzogen war, die teilweise von mehr-
schichtigen Bereichen Uberdeckt wurde. Bei geringeren Konzentrationen wurden zum
gleichen Zeitpunkt lediglich Besiedlungsdichten der Kategorie 3 beobachtet, bei der die
Bakterien Uberwiegend vereinzelt und nur stellenweise in Clustern auf der Oberflache

vorlagen.

Tabelle 10 Oberflachenbesiedlung, ausgedriickt in Kategorien, in Gegenwart orga-
nischer Substanzen

Besiedlung nach 8 Tagen Besiedlung nach 28 Tagen
Glucose 500 mg/L |2 4
Glucose 300 mg/L |2 3
Glucose 100 mg/L |2 3
Glucose 50 mg/L |2 3
Ligninsulfonsaure 500 mg/L | 3 4
Ligninsulfonsaure 300 mg/L |2 4
Ligninsulfonsaure 100 mg/L |2 3
Ligninsulfonsaure 50 mg/L |2 3
Tween 80 1000 mg/L |2 2
Tween 80 100 mg/L |2 2
Kontrolle 2 2
1. keine Besiedlung 2: sehr geringe Besiedlung
3: geringe Besiedlung 4: maRige Besiedlung
5: deutliche Besiedlung 6: starke Besiedlung
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Die Ergebnisse der Versuche mit Tween 80 zeigten jedoch eindrucksvoll, dass eine hohe
Substratkonzentration nicht unweigerlich zu einer starken Besiedlung fiihrt. Die Ergebnisse
waren umso auffélliger, da von einer guten mikrobiellen Verwertbarkeit ausgegangen wurde.
SchlieBlich handelt es sich bei Tween 80 um ein Polysorbat, das unter anderem Fettsauren
enthalt. Da organische Sauren von bestimmten Mikroorganismen als Nahrsubstrat verwertet
werden (32), wurde mit einer raschen Oberflachenbesiedlung gerechnet. Obwohl in den
Versuchen hohe Konzentrationen (100/1000 mg/L) im Wasser vorlagen, zeigte sich in beiden
Fallen am Ende des Versuchs lediglich eine Besiedlung der Kategorie 2, bei der Bakterien

vereinzelt auf der Oberflache vorlagen.

Unerwartet waren auch die Untersuchungsergebnisse der Anséatze mit Ligninsulfonsaure.
Fiar die Versuche im stehenden Wasser wurden gezielt Substanzen eingesetzt, die als
mikrobiologisch leicht und mikrobiologisch schwer verwertbar gelten. Als Modellsubstanz fur
einen leicht verwertbaren Stoff wurde u.a. Glucose ausgewahlt, die auch in anderen Studien
experimentell als Néhrstoff fir die Generierung von Besiedlungen eingesetzt wurde (24). Die
hohe Besiedlungsdichte in Gegenwart von Glucose war demnach in den eigenen Versuchen
nicht Gberraschend. Ligninsulfonséure hingegen kam in den eigenen Versuchen als Modell-
substanz fur einen mikrobiologisch schwer verwertbaren Stoff zum Einsatz. Ligninsulfon-
séure ahnelt den Huminstoffen, die laut Literaturangaben (28) aufgrund der makromoleku-
laren Struktur relativ langsam abgebaut werden. In den Versuchen stellte sich jedoch heraus,
dass bereits nach 1 Woche bei 300 und 500 mg/L Ligninsulfonsédure htéhere Besiedlungs-
dichten vorlagen als bei gleichen Konzentrationen Glucose. Die nédhere Betrachtung der
Zusammensetzung von Ligninsulfonsaure liefert eine Erklarung fiir diese Beobachtung.
Ligninsulfonsaure enthalt neben Lignin Reste an Hemicellulosen und geringe Mengen
Zucker wie z.B. Glucose, Mannose, Xylose und Arabinose (37). Wird das Molekulgertst
enzymatisch aufgespalten, sind diese Bausteine verfiigbar und kénnen Mikroorganismen als

Nahrstoff dienen.

Eine mikrobielle Verwertung von Huminstoffen rdumten auch Camper et al. ein (7). Nach
ihren Aussagen schafft die Anlagerung von Huminstoffen der Huminsauren an Oberflachen
die Vorraussetzung fir eine mikrobiologische Verwertung, denn die Anlagerung bzw. Immo-
bilisierung bietet Mikroorganismen die Moéglichkeit zur Aufspaltung der Molekile. Dass in den
eigenen Versuchen eine Anlagerung stattgefunden hatte, lie sich bereits durch makrosko-
pische Betrachtung der Oberflache erkennen. Diese wies eine fir Ligninsulfonsaure
charakteristische Braunfarbung auf. Camper et al. sahen keinen Zusammenhang zwischen
der Huminstoffmenge und dem Bakterienwachstum (7). Die vorliegenden Ergebnisse lassen
jedoch einen Zusammenhang erkennen. Die Besiedlung entsprach bei 500 mg/L Lignin-

sulfonséaure nach 8 Tagen der Kategorie 3 und bei 50 mg/L Ligninsulfonséure der Kategorie
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2. Am Ende des Versuchs, nach 28 Tagen, wurde bei 500 mg/L Ligninsulfonsaure eine
Besiedlung der Kategorie 4 festgestellt und bei 50 mg/L Ligninsulfonsdure eine Besiedlung
der Kategorie 3. Eine hdhere Nahrstoffkonzentration ging demnach mit einem starkeren

Bakterienwachstum einher.

Am Beispiel von Ligninsulfonsdure und Tween 80 wird die Schwierigkeit deutlich, Stoffe nach
ihrer mikrobiellen Verwertbarkeit einzuordnen und ein Wachstumspotential vorauszusagen.
Die vorgestellten Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die Ausbildung einer Besiedlung
im stehenden Wasser in erster Linie von der Art des Substrats abhéngt. Ist das Substrat
mikrobiell verwertbar, spielt die Substratkonzentration eine entscheidende Rolle. Bei be-
stimmten Nahrstoffen findet jedoch erst nach Anlagerung an Oberflachen bzw. durch

Immobilisierung des Substrats eine Verwertung statt.

4.1.2 Koloniezahlentwicklung

Bereits nach 8 Tagen war die Koloniezahl in den Wassern mit zugeflgter organischer
Substanz um mehrere log-Stufen angestiegen. Dabei lagen die mit R2A-Medium (11<C)
bestimmten Koloniezahlen zwischen 10° und 10* KBE/mL. Im weiteren Verlauf wurde dieses
Niveau in den meisten Féallen bis zum Ende des Versuchs gehalten. Nur bei Tween 80 wurde
noch ein weiterer Koloniezahlanstieg um ca. eine halbe log-Stufe festgestellt. Bei einer
Inkubationstemperatur des Nahrmediums von 20C wurden bei Glucose und Ligninsulfon-
saure maximale Koloniezahlen zwischen 10* und 10° KBE/mL festgestellt. Bei Tween 80
lagen die maximalen Koloniezahlen in diesem Fall bei ca. 10* KBE/mL. Insgesamt gesehen
waren die Koloniezahlen (R2A-Medium/20C) am Ende des Versuchs in den Wassern mit
zugesetzter organischer Substanz nur eine halbe bis ganze log-Stufe Uber denen des
Kontrollwassers. Aus diesem Grund kénnen die erhdhten Koloniezahlen nicht allein dem
Nahrstoffpotential der zugesetzten Substanzen zugeschrieben werden, zumal bekannt ist,
dass es selbst im nahrstoffarmen Milieu zu Bakterienwachstum kommen kann (17). Der
Vergleich der Koloniezahlh6he im Wasser mit der jeweils im Ansatz entstandenen Besied-
lung ergab, dass zwischen Besiedlung und Koloniezahl im Wasser kein eindeutiger Zusam-
menhang besteht. Das zeigten insbesondere die Untersuchungen mit Tween 80 und Lignin-
sulfonsaure. Obwohl im Wasser mit Tween 80 verhéltnismafiig hohe Koloniezahlen (R2A-
Medium/11<C) von bis zu 10 * KBE/mL festgestellt wurden, entsprach die Besiedlung lediglich
der Kategorie 2. Umgekehrt lagen die Koloniezahlen bei Ligninsulfonsaure (R2A-Medium
/11C) etwa eine halbe log-Stufe tiefer als bei Twee n 80, die Besiedlung war jedoch starker
ausgepragt (Kategorie 4). Eine erhthte Koloniezahl kann demnach auf eine Besiedlung
hindeuten, sagt aber nicht unbedingt etwas lber die Besiedlungsstarke aus. Diese kann

letztendlich nur durch Oberflachenuntersuchungen beurteilt werden.
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4.2 Oberflachenbesiedlung und Koloniezahlentwicklung im flieBenden Wasser unter

dem Einfluss verschiedener organischer Substanzen

4.2.1 Oberflachenbesiedlung

Den Ergebnissen zufolge héangt die Ausbildung einer Oberflachenbesiedlung bei flieiendem
Wasser in erster Linie von der im Wasser befindlichen Substratart ab. Bei kontinuierlicher
Zudosierung von 0,5 mg/L Natriumacetat zeigte sich bereits nach 2 Wochen eine Besiedlung
der Kategorie 3. Im Vergleich dazu wurde unter Zudosierung von 0,5 mg/L Ligninsulfon-
saure zum gleichen Zeitpunkt noch keine Besiedlung beobachtet. Nach 6 Wochen hatte die
Besiedlung bei 0,5 mg/L Natriumacetat eine Starke der Kategorie 6 erreicht. Bei 0,5 mg/L

Ligninsulfonsaure wurde die Besiedlung nach 6 Wochen der Kategorie 4 zugeordnet.

Neben der Bedeutung der Substratart konnte in den Versuchen auch eine Konzentrations-
abhangigkeit nachgewiesen werden. Dafiir wurde die Ligninsulfonsaurekonzentration von 0,5
mg/L auf 1,0 mg/L verdoppelt. Wahrend bei 0,5 mg/L erst nach 3 Wochen eine Besiedlung
festgestellt wurde, zeigte sich bei 1,0 mg/L Ligninsulfonsaure bereits nach 2 Wochen eine

Besiedlung der Kategorie 3 und nach 6 Wochen eine Besiedlung der Kategorie 5.

Eine Konzentrationsabhéngigkeit wurde auch in den Versuchen im stehenden Wasser (siehe
Punkt 4.1.1) nachgewiesen. Dort wurden jedoch wesentlich héhere Substratkonzentrationen
eingesetzt (z.B. 500 mg/L Ligninsulfonsaure). Im flieBRenden Wasser hingegen reichten
bereits geringe Mengen von 0,5 bis 1,0 mg/L aus, um ahnlich starke und zum Teil dickere
Besiedlungen zu generieren. Diese Beobachtung lasst sich durch die Tatsache erklaren,
dass Nahrstoffe im flieBenden Wasser wesentlich schneller an Oberflachen gelangen und
anlagern als im ruhenden System. Hinzu kommt, dass die organischen Substanzen
kontinuierlich zudosiert wurden und somit ein Nahrstoff-Nachschub fir eine entstehende

Besiedlung gewahrleistet war.

4.2.2 Koloniezahlentwicklung

Im flieBenden Wasser stieg die Koloniezahl in Gegenwart der eingesetzten organischen
Substanzen bereits nach 1 Woche an. Bei 0,5 mg/L Ligninsulfonsdure wurden im gesamten
Versuchsverlauf Maxima von ca. 70 KBE/mL (R2A-Medium/20<C) festgestellt. Bei 1,0 mg/L
Ligninsulfonséaure lagen die maximalen Koloniezahlen bei ca. 20 KBE/mL (R2A-Medium
/20<C). Die hochsten Koloniezahlen wurden mit ca. 2000 KBE/mL bei 0,5 mg/L Natrium-
acetat festgestellt. Die in der Wasserphase befindlichen Mikroorganismen stammten
hochstwahrscheinlich aus den auf der Rohrinnenwandung gebildeten Besiedlungen. Fur
diese Annahme gibt es mehrere Griinde. Eine Vermehrung der Mikroorganismen in der
Wasserphase konnte ausgeschlossen werden, da die Verweilzeiten des Wassers in den

Leitungen zu kurz waren. Auf3erdem hétten die Koloniezahlen im Falle einer Vermehrung im
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Wasser direkt zu Beginn der Testreihe ansteigen mussen. Ein weiterer Beweis dafir, dass
sich die erhdhten Koloniezahlen durch Austragung aus den Besiedungen ergaben, waren die
Ergebnisse der Kontrolle. Im flieBenden Kontrollwasser wurden konstant niedrige Kolonie-
zahlen erfasst. Aus der Besiedlung, die in Gegenwart von Natriumacetat gebildet wurde,
wurden deutlich mehr Mikroorganismen an die Wasserphase abgegeben als aus der Besied-
lung, die in Gegenwart von Ligninsulfonsdure entstanden war. Beweis daflr waren die
hoheren Koloniezahlen bei Natriumacetat. Der Vergleich der Koloniezahlen mit der Auspra-
gung der Besiedlungen ergab, dass bei starkeren Aufwiichsen héhere Austragungen statt-
fanden. Wahrend im stehenden Wasser keine eindeutige Beziehung zwischen Koloniezahl
und Besiedlung hergestellt werden konnte (siehe 4.1.2), zeigte sich im flieBenden Wasser
eine positive Korrelation zwischen Koloniezahl und Besiedlungsdicke. Diese Beobachtung
lasst sich mit dem Entwicklungsverlauf einer Besiedlung erklaren. Eine Besiedlung erreicht
nach der Wachstumsphase die sogenannte Plateau-Phase, in der die maximale Dicke
erreicht ist und die Mikroorganismenzahl konstant erscheint. Auf diesem Niveau entspricht
die Zunahme durch Wachstum und Adhéasion der Ablésung (20). Da die Besiedlungsdicke
bei Natriumacetat wesentlich héher war als bei Ligninsulfonséure, war somit auch die Austra-

gung bzw. die Koloniezahl in der Wasserphase entsprechend hoher.

4.3 Ausbildung morphologisch unterschiedlicher Besi edlungsstrukturen unter dem

Einfluss verschiedener organischer Substanzen

Neben der Abgabe von Mikroorganismen aus einer Besiedlung war die in Anwesenheit
verschiedener Substanzen ausgebildete Besiedlungsstruktur von Interesse. Die Untersu-
chungen ergaben, dass das Aussehen einer Besiedlung nicht nur vom zur Verfiigung
stehenden Substrat abhangt, sondern auch von der Wasserbewegung. Diese Feststellungen
lassen sich am Beispiel von Ligninsulfonsaure und Natriumacetat belegen. Im stehenden
Wasser sahen die in Gegenwart von Ligninsulfonsdure und Natriumacetat ausgebildeten
Besiedlungsstrukturen ahnlich aus. In beiden Fallen waren die auf der Oberflache liegenden
Mikroorganismen in eine ausgepragte EPS-Schicht eingebettet.

Im flieRenden Wasser zeigten sich dagegen Unterschiede. Bei Natriumacetat waren die
Mikroorganismen in eine dicke EPS-Schicht eingebettet; bei Ligninsulfonsaure waren wenig
EPS zu erkennen und die Mikroorganismen bildeten kompakte Cluster. Beide Substrate
fihrten demnach zur Synthese von EPS. Auffallend war jedoch, dass die Besiedlung bei
Ligninsulfonsaure im stehenden Wasser ausgepragter war als im flieBenden. Diese
Beobachtung lasst sich mit den im flieBRenden Wasser vorherrschenden Scherkraften
erklaren, die je nach mechanischer Stabilitat der Besiedlung Abtragungen bewirken. Diese
Erklarung deckt sich mit der Aussage, dass Scherkréfte die Entstehung von festeren und

dinneren Besiedlungen forcieren (14).
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Im Gegensatz zu Ligninsulfonsdure war die Besiedlung bei Natriumacetat im flieRenden
Wasser wesentlich starker ausgepragt. Da die FlieBgeschwindigkeit und somit die Intensitéat
der Scherkrafte genauso hoch war wie bei Ligninsulfonsaure, ist davon auszugehen, dass
die mechanische Stabilitdt der in Gegenwart von Natriumacetat gebildeten Besiedlung héher

war als bei Ligninsulfonsaure.

4.4 Vorkommen von Plagues im flieBRenden Wasser in G egenwart verschieden

strukturierter Besiedlungen

Mikroorganismen werden nicht nur einzeln, sondern auch in ganzen Plaques aus Besied-
lungen an die Wasserphase abgegeben. In der Literatur wird dieser Prozess als zuféllig und
unregelmaRig beschrieben (21). Die eigenen Untersuchungen sollten zeigen, ab welchem
Zeitpunkt mit der Ablésung von Plaques zu rechnen ist und ob Ablésungen tatsachlich
zufallig und unregelmaflig auftreten oder gleichmafig. Ferner war die Gro3e und Struktur der
Plagues von Interesse und ob es einen Zusammenhang zwischen Besiedlungsstruktur und

Austragungshaufigkeit gibt.

Die Untersuchungen zeigten, dass die Besiedlungsstruktur keinen erkennbaren Einfluss auf
die Austragungshaufigkeit hat. Trotz unterschiedlicher Besiedlungsstrukturen wurden aus 2
verschiedenen Besiedlungen nach ca. 3 Wochen Plaques herausgeltst und an die Wasser-
phase abgegeben. Bis zum Versuchsende konnten in jeder Wasserprobe Plagues nachge-
wiesen werden. Die Plaqueabgabe erfolgte demnach regelméaRig. Characklis beschrieb eine
Abhangigkeit zwischen der Ablosung ganzer Plaques, den im Wasser vorherrschenden
Scherkréaften und der Besiedlungsdicke (9). Letzteres konnte in den eigenen Untersuchun-
gen nur bedingt bestatigt werden. Obwohl die Besiedlungen unterschiedlich dick waren,
wurden ab dem gleichen Zeitpunkt (nach 3 Wochen) Plaques im Wasser nachgewiesen.
Neben der Dicke ist demnach auch die physikalische Stabilitédt der Besiedlung ausschlag-

gebend.

Die Plaques wiesen eine ahnliche Struktur auf wie die Besiedlungen aus denen sie heraus-
gelést wurden. Die Plaques, die aus der in Gegenwart von Natriumacetat gebildeten
Besiedlung stammten, waren ca. 40 x 60 um grof3 und wiesen eine lockere gallertige Struktur
auf. Die durchschnittliche Zellzahl betrug ca. 400 pro Plague. Bei Ligninsulfonsaure waren
die Plaques wesentlich kleiner (20 x 20 um) und kompakter. Sie schienen nicht von einer
sichtbaren Matrix umhillt zu sein und wiesen Zellzahlen von ca. 50 pro Plaque auf. In
diesem Zusammenhang wird die Ansiedlung und Vermehrung hygienisch relevanter Mikro-
organismen in einer Besiedlung als besonders kritisch gesehen, da sich auf diese Weise ein
Keimreservoir bilden kann, von dem unter Umstanden betrachtliche Kontaminationen aus-

gehen kénnen (36). Die Versuchsergebnisse zeigen, dass eine Kontamination nicht nur
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zufallig erfolgen kann, sondern auch regelmafig. Die Zellzahlen der Plaques weisen dartber
hinaus auf das mégliche Ausmalf einer solchen kontinuierlichen Kontamination hin; dies hat
insbesondere dann eine wesentliche Bedeutung, wenn es sich wie im oben genannten

Beispiel um hygienisch relevante oder gar pathogene Bakterien handeln wirde.

4.5 Auswirkung einer FlieRgeschwindigkeitserh6hung auf verschieden strukturierte

Besiedlungen

Die Austragung einzelner Mikroorganismen und ganzer Plagues aus einer Besiedlung bei
konstanter FlieRgeschwindigkeit (0,37 m/sec) hangt wie unter 4.4 erlautert unter anderem
von den im Wasser vorherrschenden Scherkraften und von der Zusammensetzung und
Stabilitéat der Besiedlung ab. Durch eine Spulung bzw. eine kurzzeitige Erhéhung der Fliel3-
geschwindigkeit sollte die Auswirkung erhohter Scherkrafte auf verschiedene Besiedlungs-
strukturen untersucht werden. Darlber hinaus wurde die Koloniezahlentwicklung in der

Wasserphase beobachtet.

Die in Gegenwart von Natriumacetat und Ligninsulfonsaure entstandenen Besiedlungen
wurden Uber 1 min einer FlieBgeschwindigkeitserhhung von 0,37 m/sec auf 0,73 m/sec
ausgesetzt. Diese MaBBnahme fiihrte bei beiden Besiedlungsformen zu einer Koloniezahl-
erhdhung im Wasser, die bei Natriumacetat starker war als bei Ligninsulfonsaure. Obwohl
durch die FlieBgeschwindigkeitserhdhung bei beiden Besiedlungen der Austrag erhoht
wurde, lieRen sich anhand der rasterelektronenmikroskopischen Analyse der Oberflache vor
und nach der FlielRgeschwindigkeitserhdhung keine Unterschiede feststellen. Dieses
Ergebnis lasst die Vermutung zu, dass in beiden Fallen nur ul3ere Bereiche abgetragen
wurden. Die hoheren Koloniezahlen im Wasser bei Natriumacetat lassen sich wiederum mit
einem hoheren Plateau-Niveau der Besiedlung erklaren. Da dieses hdher war als bei der in
Gegenwart von Ligninsulfonsaure gebildeten Besiedlung war auch die Koloniezahl im

Wasser entsprechend héher.

Wenn es auch Unterschiede im Ausmald der Abtragung gab, so wurde doch mit der Fliel3-
geschwindigkeitserhéhung in keinem der beiden Falle eine wesentliche Reduktion bewirkt.
Eine langere und hohere FlieBgeschwindigkeitsanderung hatte wahrscheinlich zum selben
Ergebnis gefihrt. Diese Vermutung stitzt sich auf Ergebnisse von Percival at al. (29). Sie
generierten bei einer konstanten FlieBgeschwindigkeit von 0,32 m/sec innerhalb eines
Jahres Besiedlungen. Im Anschluss daran erhdhten sie die FlieBgeschwindigkeit 1 Monat
lang auf 0,96 m/sec. Auch diese MalRBnhahme fihrte nicht zur Entfernung der generierten
Besiedlungen. Um eine Reinigung zu erzielen sind demnach andere oder zusatzliche

Malnahmen zu ergreifen.
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4.6 Verteilung lebender und toter Zellen in eineri  m flieBenden Wasser entstandenen

Besiedlung

Mit Hilfe der LIVE/DEAD-Farbung wurde die Verteilung von lebenden und toten Zellen in
verschiedenen Besiedlungen bestimmt. Ahnliche Untersuchungen waren bislang nicht

beschrieben.

Die in Gegenwart von Ligninsulfonsdure ausgebildete Besiedlung war von wenig EPS be-
deckt und wies Uberwiegend grun-fluoreszierende, das heil3t lebende Zellen auf. Vereinzelt
waren rote und somit tote Zellen zu erkennen. Nach einer 1-minitigen Fliel3geschwin-
digkeitserhéhung von 0,37 m/sec auf 0,73 m/sec war das Verhaltnis von lebenden und toten
Zellen ahnlich wir vor der MalBhahme. Wie unter 4.5 erlautert, l16sten sich wahrend der
erhdhten FlieBgeschwindigkeit wesentlich kleinere Plagues aus dieser Besiedlung als aus
der in Gegenwart von Natriumacetat ausgebildeten Besiedlung. Der Substanzverlust war
demnach geringer. Diese Feststellung kdnnte auch die Ergebnisse der LIVE/DEAD-Farbung
erklaren. Da nur wenig Substanz durch die FlieRgeschwindigkeitserhéhung verloren ging,

zeigten sich vor und nach der MaRnahme ahnliche Farbebilder.

Auffallend waren die Farbungen der in Gegenwart von Natriumacetat gebildeten Besiedlung.
Diese war von einer dicken EPS-Schicht belegt. Vor der FlieRgeschwindigkeitserhéhung
wurden (berwiegend lebende Zellen nachgewiesen, die in eine ausgepragte EPS-Schicht
eingebettet waren. Nach der MalRnahme wurden rote Bereiche sichtbar, die somit tote Zellen
aufwiesen. Die Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass durch die erhdhte FlieRgeschwin-
digkeit auRere Schichten der Besiedlung abgetragen und tiefere Schichten frei gelegt
wurden. Da die &ufReren abgetragenen Bereiche lebende Zellen enthielten, wird das

mogliche Ausmal einer Kontamination deutlich.

Fir das Vorkommen toter Zellen in tieferen Besiedlungsschichten gibt es mehrere Erkla-
rungsansatze. In der Literatur ist beschrieben, dass sich beim Aufbau einer EPS-Matrix
Areale mit unterschiedlicher N&hrstoff- und Sauerstoffkonzentration ausbilden kénnen (8).
Daraus kann fur die eigenen Untersuchungen geschlossen werden, dass der Sauerstoff-
gehalt in den tieferen Schichten mdglicherweise so gering war, dass die dort befindlichen
aeroben Mikroorganismen nicht lberleben konnten. Eine weitere Erklarung fir den Zelltod
kénnte sein, dass die Nahrstoffe aus der Wasserphase nicht tief genug in die EPS-Matrix
eindringen kénnen und somit fir die in tieferen Bereichen liegenden Mikroorganismen nicht
verfiigbar waren. Diese Uberlegung wird durch die Tatsache gestiitzt, dass die Dichte einer
Besiedlungsmatrix zur Trageroberflache und somit in die Tiefe hinein zunimmt und die

PorengroRRe kleiner wird (14). In den Versuchen hatte auch ein eventueller Néahrstoffmangel
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nicht durch Abgabe von Nahrstoffen aus dem Tragermaterial ausgeglichen werden kénnen,

da es sich hierbei um inerten Edelstahl handelte.

4.7 Bestandigkeit von Besiedlungen unterschiedliche r Dicke gegeniber Reinigung

und Desinfektion mit Wasserstoffperoxid

Unter 4.5 wurde die Stabilitét von Besiedlungen gegentber Scherkraften erlautert. Durch die
Anwendung von Wasserstoffperoxid sollte die chemische Bestandigkeit Uberpriuft werden.
Fur die Versuche wurden in Gegenwart von 0,5 mg/L und 0,05 mg/L Natriumacetat zwei
unterschiedlich starke Besiedlungen generiert, um zu prifen, ob das Desinfektionsmittel

auch in tiefere Schichten eindringen und wirken kann.

Die Ergebnisse der Koloniezahlbestimmung vor und nach Spilung und Desinfektion lieRen
zunéachst auf einen Reinigungserfolg schlielen. Wahrend vorher im Wasser erhéhte Kolonie-
zahlen von bis zu 300 KBE/mL festgestellt wurden, lagen diese nach der Mal3Bhahme unter 5
KBE/mL. Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen bestétigten den zunachst ange-
nommenen Reinigungserfolg nur teilweise. Wéahrend bei der diinneren Besiedlung eine fast
vollstdndige Beseitigung festgestellt wurde, war bei der ausgepragteren Besiedlung nur eine

Reduktion erkennbar.

Die rasterelektronenmikroskopischen Bilder warfen die Frage auf, warum bei der ausge-
pragteren Besiedlung keine Beseitigung erfolgte. Eine Zehrung des Wasserstoffperoxids
durch Matrix-Polymere wurde ausgeschlossen. In frilheren Studien wurde beschrieben, dass
Wasserstoffperoxid nicht mit Exopolysacchariden reagiert und seine Wirkung entfalten kann
(23). Blanchard et al. erbrachten ebenfalls einen Beleg fur die Wirksamkeit von Wasserstoff-
peroxid. Eine ihrer Erklarungen war, dass Wasserstoffperoxid die Besiedlungsmatrix auf-
lockert und damit flr Scherkréafte angreifbar macht (5). Diese Aussage konnte in den eigenen
Versuchen nur bedingt bestatigt werden: Fur aul3ere Bereiche scheint sie zuzutreffen, jedoch
wurden tiefere Schichten anscheinend nicht erreicht. Ware die gesamte Matrix aufgelockert
gewesen, hétte eine vollstandige Beseitigung der Besiedlung stattfinden muissen. Es bleibt
zu vermuten, dass die Matrix als Barriere fungiert und Wasserstoffperoxid nicht tief genug
eindringen kann. Die Dichte einer Besiedlung nimmt bekanntlich von der Oberflache zur
Aufwuchsflache hin zu (14), parallel dazu wird die Porengro3e immer kleiner. Ein weiteres
Indiz fur die Undurchdringlichkeit der tieferen Schichten war neben der unvollstandigen Be-
seitigung der Besiedlung das Vorkommen lebender Mikroorganismen in diesen Schichten.
Beweis daftir waren die LIVE/DEAD-Farbungen der verbliebenen Besiedlung. Ein Vordringen
des Wasserstoffperoxids bis in diese Zonen hatte zur Abtétung der Mikroorganismen fiihren

mussen.
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4.8 Tribung im Wasser in Gegenwart von Besiedlungen unterschiedlicher Dicke vor,

wéhrend und nach Reinigung und Desinfektion

Bei konstanter FlieRgeschwindigkeit von 0,37 m/sec zeigten sich keine Unterschiede
zwischen den Tribungswerten im Wasser der Testleitungen mit den generierten Besied-

lungen und dem Wasser aus dem Zulauf.

Nach Erhéhung der FlieRgeschwindigkeit auf 0,73 m/sec stieg die Tribung im Wasser in
Gegenwart der Besiedlungen sprunghaft an. Daraus kann geschlossen werden, dass durch
die Einwirkung verstarkter Scherkrafte Teile der Besiedlungen abgeschwemmt wurden, was
durch die unter 4.5 beschriebene Koloniezahlerhbhung im Wasser bestatigt wurde.
AulRerdem traten bereits bei einer FlieRgeschwindigkeit von 0,37 m/sec Plaques im Wasser
auf (siehe 4.4). Durch Erhéhung der Flie3geschwindigkeit wurde das Ablésen von Plaques
verstarkt und fuhrte offenbar zur gemessenen Trilbung des Wassers. Dabei zeigte sich eine
positive Korrelation zwischen Besiedlungsstarke und Tribung. In den im Laufe der erhdhten
Fliegeschwindigkeit (0,73 m/sec) genommenen Wasserproben nahm die Tribung wieder
ab. Die rasterelektronenmikroskopischen Bilder bewiesen jedoch, dass die Besiedlung nicht
vollstandig entfernt war. Damit ist die Grenze der Aussagekraft einer Trilbungsmessung
aufgezeigt. Wahrend einer Spllung konnen erhohte Tribungsmesswerte auf eine
Besiedlung hindeuten. Unauffallige Tribungswerte kénnen jedoch nicht zu dem Schluss

fihren, dass eine Oberflache frei von Besiedlung ist.
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5 Zusammenfassung

Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit lag in der Untersuchung der Auswirkung unter-
schiedlicher organischer Substanzen auf die Besiedlung einer inerten Oberflache durch
wasserbirtige Mikroorganismen. Dabei sollte der Einfluss einer bestehenden Besiedlung
bzw. eines Biofilms auf die Wasserphase aufgezeigt werden. Ein weiterer Aspekt bestand
darin, die verschiedenen Strukturen der Besiedlungen bzw. Biofilme miteinander zu verglei-
chen und anhand der untersuchten Wasserproben ein Kontaminationspotential abzuleiten.
Standversuche im Labor und Flie3versuche an einem praxisnahen Leitungssystem sollten
den Vergleich einer Oberflachenbesiedlung in einem ruhenden System mit einmaligem
N&hrstoffeintrag mit einer Besiedlung in einem flieBenden System unter kontinuierlicher

Nahrstoff-Zudosierung ermdglichen.

Die Untersuchungen ergaben, dass im stehenden Wasser das Vorhandensein einer hohen
Nahrstoffkonzentration nicht zwangslaufig zur Ausbildung einer ausgepragten Oberflachen-
besiedlung fuhrt. Die Art des im Wasser befindlichen Nahrstoffs ist den Ergebnissen zufolge
wichtiger als die Konzentration. Wie schwer eine Voraussage Uber die mikrobiologische Ver-
wertbarkeit einer Substanz und ein damit verbundenes Wachstumspotential zu treffen ist,
zeigten insbesondere die Versuche mit den Stoffen Ligninsulfonsédure und Tween 80. Bei der
als schwer abbaubar geltenden Ligninsulfonsaure wurde eine ausgepragte, bei dem leicht
verwertbaren Stoff Tween 80 lediglich eine geringe Oberflachenbesiedlung beobachtet.
Darliber hinaus besteht kein eindeutiger Zusammenhang zwischen Besiedlungsdichte auf
der Oberflache und Koloniezahl im Wasser. So wurden bei Tween 80 zum Teil hohere
Koloniezahlen festgestellt als bei Ligninsulfonséure. Diese Ergebnisse zeigen, dass das
Ausmald einer Besiedlung letztlich nur anhand von Oberflachenuntersuchungen beurteilt
werden kann. Im Gegensatz zu den Standversuchen wurden in den Flie3versuchen bei allen
eingesetzten Substanzen ausgepragte Besiedlungen beobachtet. Selbst bei der als schwer
abbaubar geltenden Ligninsulfonsaure wurde eine deutliche Besiedlung festgestellt. Die
rasche Oberflachenbesiedlung bei flieRendem Wasser scheint aus der Tatsache zu resul-
tieren, dass Nahrstoffe, Mikroorganismen und Oberflachen wesentlich schneller aufeinander-
treffen als in einem ruhenden System. Es wurde ein klarer Zusammenhang zwischen
Koloniezahl im Wasser und Oberflachenbesiedlung festgestellt. Je ausgepragter der Biofilm
war, desto hther war die Koloniezahl im Wasser. Aufzerdem wurde festgestellt, dass die
Abgabe ganzer Plaques aus einer Besiedlung ab einem bestimmten Zeitpunkt kontinuierlich
erfolgt. Gro3e und Struktur der Plaques lassen Riickschliisse auf Besiedlungsstruktur und
-dichte zu und weisen auf das vorhandene Kontaminationspotential hin. Das Ausmal’ einer
Kontamination wurde durch die Versuche mit geédnderter FlieRgeschwindigkeit dokumentiert.

Durch eine kurzzeitige Erhdéhung der FlieRgeschwindigkeit stieg die Koloniezahl in der
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Wasserphase sprunghaft an. Trotz der hohen Abtragung aus der Besiedlung konnte jedoch

keine gravierende Reduktion der Oberflachenbesiedlung festgestellt werden.

Die Bestandigkeit ausgepragter Besiedlungen gegeniber auReren Einflussfaktoren ist hoch.
Das wurde in Reinigungs- und Desinfektionsversuchen mit Wasserstoffperoxid nachge-
wiesen. Ab einer bestimmten Besiedlungsdicke dringt Wasserstoffperoxid nicht mehr tief
genug in die Besiedlung ein und kann somit weder eine Beseitigung noch eine Abt6tung
vorhandener Mikroorganismen bewirken. Infolgedessen ist die friihzeitige Erkennung einer
Besiedlung fir eine erfolgreiche Reinigungs- und Desinfektionsmalinahme von entschei-
dender Bedeutung.
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