Materialien in Kontakt mit Trinkwasser beeinflussen die Wasserqualitit. Um den Einfluss von
Kunststoffen abschatzen zu konnen, wurde das Methodenpaket BioMig entwickelt. BioMig basiert
auf bereits existierenden Priifverfahren zur Ermittlung des Migrations- (Herauslosen von chemi-
schen Verbindungen) und Biofilmbildungspotenzials, die mit neuen Analysemethoden (Durchfluss-
zytometrie) kombiniert wurden. Die durchflusszytometrische Quantifizierung von Zellen ist ein
zentrales Element von BioMig.
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EINLEITUNG

Kunststoffe finden mehr und mehr Anwendung im Bereich der
Trinkwasserverteilung. Die positiven Eigenschaften der Kunst-
stoffe wie Formbarkeit, Hérte, Elastizitat, Bruchfestigkeit, Tem-
peraturbestandigkeit und niedrige Produktionskosten machen
in Kombination mit steigenden Rohstoffpreisen fiir Metalle den

ENSEMBLE DE METHODES BIOMIG

DETERMINATION DE L'IMPACT DES MATIERES PLASTIQUES SUR LA
MICROBIOLOGIE DE L'EAU POTABLE

Afin de mieux saisir I'influence des matiéres plastiques sur la mi-
crobiologie de 'eau potable, et ce en moins de temps, 'Eawag a
mis sur pied un ensemble de méthodes, appelé BioMig. Ce der-
nier est basé sur des méthodes d’essai déja en place destinées
a déterminer le potentiel de migration (extraction de composés
chimiques) et de production de biomasse (formation de biofilm) de
matiéres plastiques en contact avec I’eau potable. De nouvelles
conclusions et analyses dans le domaine de la microbiologie de
I’eau potable ont permis d’optimiser et de combiner les méthodes
d’essai déja en place. Grace a I'’ensemble de méthodes BioMig,
I'influence microbiologique et chimique des matiéeres plastiques
sur la qualité de 'eau peut étre vérifiée plus facilement que par le
passé, en I'espace de deux semaines ainsi que de maniere unifor-
me et reproductible en termes quantitatifs et qualitatifs.

Einsatz im Trinkwasserbereich attraktiv. Jedoch haben die meis-
ten Kunststoffe auch einen grossen Nachteil, sie sind nicht inert.
Bei der Migration losen sich iiber langere Zeitrdume kontinu-
ierlich molekulare Verbindungen aus den Kunststoffen heraus.
Bei diesen chemischen Verbindungen handelt es sich meist um
Wachse und Additive wie z.B. Weichmacher und Stabilisatoren.
In Abhéngigkeit von der Menge migrierender Stoffe kann es di-
rekt oder indirekt, vielfach auch mit dem Zutun von Mikroorga-
nismen, zu einer Beeintrachtigung der Qualitat des Trinkwas-
sers (Geruch, Geschmack) oder gar zur Gesundheitsgefahrdung
kommen [1].

Um den Einfluss eines Kunststoffes auf die Trinkwasserqualitat
zu priifen und damit geeignete von ungeeigneten Produkten zu
unterscheiden, werden einheitlich normierte und an den aktuel-
len Stand der Forschung angepasste Routinemethoden benétigt.
Werkstoffe aus Kunststoff, die in Kontakt mit Trinkwasser kom-
men, miissen derzeit fiir ihre Zulassung in Landern der EU und
der Schweiz unter anderem hinsichtlich zweier Punkte gepriift
werden: (1) Einfluss des Materials auf das Trinkwasser infolge
der Migration organischer Kohlenstoffverbindungen, und (2)
Ansiedlung und Vermehrung von Mikroorganismen auf dem
Kunststoff (Biofilmbildungspotenzial).

In Europa werden Migrationspriifungen nach der Norm DIN
EN 12873-1 durchgefiihrt [2]. Nach drei (in Deutschland nach
sieben [3]) Migrationsperioden werden neben den geruchli-
chen und geschmacklichen Verdnderungen in den Migrati-



onswassern auch die Menge der herausgelosten organischen
Verbindungen iiber die Bestimmung des gesamten organischen
Kohlenstoffes (TOC) gemessen (Fig. 1). Zusitzlich werden die
Migrationswéasser je nach Zusammensetzung des Kunststoffes
auf spezifische Einzelstoffe hin untersucht. Fiir die Bestimmung
des Biofilmbildungspotenzials existieren aktuell lediglich lan-
derspezifische Priifverfahren wie z.B. das DVGW-Arbeitsblatt
W270 in Deutschland, die Mean Dissolved Oxygen Difference-
(MDOD)-Methode in Grossbritannien, der Biomass Production-
Potential-(BPP)-Test in den Niederlanden oder die ONorm B5018
in Osterreich (Tab. 1) [4].

In der Schweiz sind Anforderungen an Kunststoffe, die in Kon-
takt mit Lebensmitteln (darunter fillt auch Trinkwasser) kom-
men, in der Bedarfsgegenstindeverordnung (SR 817.023.21)
festgelegt. Eigene Priifvorschriften, wie Materialien auf Trink-
wasservertraglichkeit zu testen sind, gibt es in der Schweiz
nicht. Um diese Liicke zu fiillen, wird im Allgemeinen auf deut-
sche Vorschriften zuriickgegriffen wie die KTW-Richtlinie des
Umweltbundesamtes (UBA) [3] und das DVGW-Arbeitsblatt
W270 [5]. Die hier aufgefiihrten landerspezifischen Methoden
zur Ermittlung des Einflusses eines Kunststoffes auf die Trink-
wasserqualitdt konnen nicht vereinheitlicht werden, da sie zu
unterschiedlich sind.

PROBLEME UND LOSUNGSWEGE

Der technische Fortschritt in der Industrie ist schnell, so schnell,
dass in immer kiirzer werdenden Zeitabstdnden neue Kunststof-
fe und Techniken (z.B. Nanotechnologie) auf den Markt drin-
gen. Die Entwicklung aussagekraftiger Tauglichkeitspriifungen
fiir Kunststoffe hinkt da manchmal hinterher. Die Etablierung
von geeigneten Priifungen zum Einfluss von Materialien auf
die Trinkwassermikrobiologie werden dadurch erschwert, dass
das Gebiet der Trinkwassermikrobiologie recht konservativ ist.
Die meisten heute in der Trinkwassermikrobiologie angewen-
deten Methoden wurden vor rund hundert Jahren entwickelt.
Aktuelle Erkenntnisse iiber das Verhalten der Mikrobiologie
in Trinkwasserverteilsystemen zeigen, dass geeignetere und
schnellere Testverfahren dringend gebraucht werden, um mit
der Produktentwicklung Schritt zu halten.

Je nach Untersuchungsmethode lassen sich unterschiedliche
Konzentrationen an Mikroorganismen im Trinkwasser nach-
weisen. Mit den klassischen Plattierungsverfahren, wie sie zum
Nachweis der in der Hygieneverordnung (HyV, SR 817.024.1)
fiir Trinkwasser geregelten Parameter (aerob mesophile Keime
[AMK], Escherichia coli und Enterokokken) verwendet werden,
kann nur ein Bruchteil der tatsdchlich vorhandenen Mikroorga-
nismen detektiert werden. Mit der Durchflusszytometrie (FCM)
dagegen konnen alle Mikroorganismen als Gesamtzellzahl
(GZZ) bestimmt werden.

Jiingste Forschungsarbeiten, bei denen die FCM zur GZZ-Be-
stimmung angewendet wurden, zeigten, dass mit den richtigen
Aufbereitungsschritten von Rohwasser und einem intakten und
gepflegten Verteilnetz Trinkwasser liber weite Strecken biolo-
gisch stabil (d.h. ohne dass es wiederverkeimt) verteilt werden
kann ohne die Zugabe von Netzschutzmitteln wie z. B. Chlor oder
Chlordioxid [9-11]. In Hausinstallationen, den letzten Metern
der Trinkwasserverteilung, begiinstigen zwar die Bedingungen
die Wiederverkeimung, doch auch hier ist es moglich, durch
geeignete Massnahmen biologische Stabilitdt zu erreichen. Fiir
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Fig. 1 Ablauf der Migrationspriifung mit anschliessender TOC-Bestimmung bei
erhéhten Temperaturen (60 °C und 85 °C) nach DIN EN 12873-1 und KTW-
Leitlinie des UBA (2008). Die Bestimmung von spezifischen Substanzen in den
Migrationsproben erfolgt geméss DIN EN 12873-1 in den Proben 1, 2, 3 und
laut KTW-Leitlinie (2008) in den Proben 1, 6 und 7 [2, 3]

Déroulement de I'essai de migration avec détermination consécutive du COT a des
températures élevées (60 °C et 85 °C) selon la DIN EN 12873-1 et les direc-
tives KTW. La détermination de substances spécifiques dans les échantillons
de migration se fait selon la DIN EN 12873-1 dans les échantillons 1, 2, 3 et
selon les directives KTW pour les échantillons 1, 6 et 7 [2, 3]

mikrobiologische Stabilitdt ist es nicht erforderlich, dass keine
Bakterien im Wasser anwesend sind. Im Gegenteil, mikrobiolo-
gische Stabilitdt wird erst durch die Anwesenheit von Bakterien
erreicht. Jedoch konnen sich Mikroorganismen im biologisch
stabilen Trinkwasser nicht vermehren.

In jedem qualitativ einwandfreien Trinkwasser, dazu zahlt auch
Mineralwasser, leben je nach Herkunft und Verarbeitung im
Schnitt zwischen 1000 bis 200000 Bakterien/ml. Es handelt
sich dabei um eine Mischung aus vielen unterschiedlichen
Bakterienarten. Man spricht auch von einer mikrobiologischen
Gemeinschaft oder einem natiirlichen Konsortium. Diese mikro-
biologische Gemeinschaft sorgt dafiir, dass wahrend der Aufent-
haltszeit im Verteilnetz alle biologisch verfiigharen Nahrstoffe
umgesetzt werden. Durch den so verursachten Nahstoffmangel
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Tab. 1 Ubersicht verschiedener européischer Methoden zur Bestimmung des Wachstumspotenzials von Mikroorganismen auf Kunststoffen im

Kontakt mit Trinkwasser [4-8]

Vue d’ensemble de diverses méthodes européennes pour déterminer le potentiel de croissance de micro-organismes

konnen sich potenzielle Krankheitserreger nicht vermehren
und eine tiberméssige Verkeimung wird verhindert.

In vielen Fillen unterliegt das Wachstum der Mikroorgansi-
men im Trinkwasser einer Kohlenstofflimitation. Das bedeutet,
dass, obwohl geniigend Stickstoff, Phosphor und andere fiir das
Wachstum der Mikroorganismen wichtige Nahrstoffe vorhanden
sind, das Wachstum der Mikroorganismen durch die Menge an
verwertbaren bzw. assimilierbaren organischen Kohlenstoffver-
bindungen (AOC) begrenzt wird. Der AOC ist ein Bestandteil des
TOC. Je nach Wassertyp sind zwischen 0,1% und 10% des TOC
[10-13] mikrobiell leicht verwertbar, also AOC. Je hoher die
AOC-Konzentration in einem Wasser ist, desto hoher ist das Ver-
keimungspotenzial, und die biologische Stabilitit des Wassers
ist folglich geringer. Die AOC-Konzentration ist also ein wich-
tiger Parameter, um die biologische Stabilitdt eines Wassers zu
beschreiben. Um den Einfluss von Materialien auf die Trinkwas-
serqualitdt und seine biologische Stabilitit zu beurteilen, sollten
deswegen auch AOC-Analysen in die Priifverfahren einfliessen.
Im Verteilnetz wird die Qualitdt des Trinkwassers vom Wasser-
versorger liberwacht. Seine Verantwortung endet aber an der
Ubergabestelle zur Hausinstallation (Wasseruhr). Ab hier ist
der Gebdudeeigentiimer verantwortlich fiir die Installationen
und die Trinkwasserqualitdt. Schlecht geplante und gewartete
Hausinstallationen konnen die Ursache dafiir sein, dass sich
die Trinkwasserqualitit auf den letzten Metern verschlech-
tert. Werden z.B. ungeeignete Kunststoffe fiir Rohrleitungen
und Dichtungen verwendet, so kann dies in Kombination mit
fiir Hausinstallationen typischen geringen Rohrdurchmessern,
langeren Stagnationszeiten und hoheren Temperaturen die bio-
logische Stabilitdt des Trinkwassers erheblich stéren und ne-
ben einer chemischen Belastung auch zu einer ibermassigen
Verkeimung fiihren. Bereits ein einzelner ungeeigneter Dich-
tungsring kann die Trinkwasserqualitét in einem Abschnitt der

Hausinstallation stark beeintrachtigen. Auch die Anwesenheit
eines Netzschutzmittels kann dieses Problem nicht verhindern,
da der Netzschutz wiahrend der Verteilung des Trinkwassers
an Wirkung verliert. Problematisch ist nicht nur, dass in Haus-
installationen grundsitzlich Bedingungen herrschen, die eine
Verkeimung des Wassers eher beglinstigen, sondern auch die
Tatsache, dass Hausinstallationen aufgrund der schieren Men-
ge an Gebdauden kaum tiberwachbar sind. Zudem sind sich die
Hauseigentiimer der Verantwortung teilweise nicht bewusst und
besitzen oft nicht das notige Wissen iiber Trinkwasserinstalla-
tionen und -qualitat. Wichtig ist auf jeden Fall, dass Materialien
anhand von geeigneten Tests bewertet werden, damit angegeben
werden kann, ob ein Material sich fiir den Einsatz im Trinkwas-
serbereich und insbesondere auch in Hausinstallationen eignet.

BIOMIG

Das Methodenpaket BioMig wurde an der Eawag entwickelt und
bereits im gwa 9/2010 ausfiihrlich vorgestellt [14]. Seit dieser
Veroéffentlichung wurden nur kleinere Optimierungen am Me-
thodenpaket vorgenommen, die auf eine verbesserte Handha-
bung des Testablaufes abzielten. Die an der Eawag entwickel-
te Testkombination BioMig besteht im Wesentlichen aus zwei
Tests, ndmlich dem Migrationstests nach UBA-Leitlinie [3] und
dem BPP-Test aus den Niederlanden [8] zur Ermittlung des Bio-
filmbildungspotenzials eines Produktes. Beide Tests wurden
aber grundlegend {iiberarbeitet und angepasst. Die Grundlage
fiir die Entwicklung von BioMig waren die folgenden Kriterien
fiir Produkttests:

- Mit einem Produkttest muss sich unter Worst-case-Bedin-
gungen der maximal mogliche Einfluss eines Produktes auf
die Trinkwasserqualitdt ermitteln lassen.



- Ein Produkttest muss standardisierbar, reproduzierbar und
von unterschiedlichen Laboren durchfiihrbar sein.

- Ein Produkttest sollte moglichst realitaitsnahe sein.

- Ein Produkttest sollte moglichst schnell ein Ergebnis liefern.

- Ein Produkttest sollte moglichst kostengiinstig und einfach
in der Handhabung sein.

Fir den schwierigen Bereich der Trinkwassermikrobiologie
miissen zwangslaufig Kompromisse zwischen den genannten
Kriterien gefunden werden, um einen solchen Test aufzubauen.

DIE BIOMIG-TESTS

Um zu ermitteln, welcher Anteil des aus dem Kunststoff migrie-
rendenen TOCs biologisch abbaubar ist, bot es sich an, den Mi-
grationstest nach DIN EN 12873-1 [2] und UBA-Leitlinie [3] mit
dem AOC-Test nach Hammes und Egli [12] zu kombinieren. Hier-
zu wurde der Migrationstest hinsichtlich der Vorbereitungspro-
zedur, des verwendeten Testwassers und dem Oberflachen/Vo-
lumenverhaltnis (Oberfliche Testobjekt zu Volumen Testwasser
0/V) abgeédndert. Nach jeder Migrationsperiode werden die erhal-
tenen Migrationswasser auf TOC und AOC hin untersucht. Fiir die
Bestimmung des AOC werden die Migrationswasser mit einem
natiirlichen Konsortium angeimpft, das aus Evian-Mineralwasser
stammt. Nach Inkubation wird die Zunahme der Biomasse durch-
flusszytometrisch ermittelt und daraus auf die AOC-Konzentrati-
on geschlossen. In Figuren 1 und 2 wird der Ablauf des Migrati-
onstest mit anschliessender TOC- und AOC-Bestimmung gezeigt.

Die Vorlage zur Ermittlung des Biofilmbildungspotenzials eines
Kunststoffes lieferte der niederldndische BPP-Test. Im modifi-
zierten BPP-Test (Fig. 3) werden Testkorper eingetaucht in Test-
wasser und in Anwesenheit von Mikroorganismen 14 Tage bei
30 °C inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit werden drei
Parameter untersucht: (1) Der in der Wasserphase geloste orga-
nische Kohlenstoff (DOC), (2) die Zellzahl im Testwasser (plank-
tonische Biomasse) und (3) die Zellzahl im Biofilm, der sich auf
den Testkorpern gebildet hat (sessile Biomasse). Der BPP-Test
kann parallel zum Migrationstest durchgefiihrt und mit diesem
zusammen vorbereitet werden (Fig. 4). Zur Ermittlung der sessi-
len Biomasse wurden spezielle Teflon-Halter und eine zellscho-
nende Abloseprozedur mittels Ultraschall entwickelt, die fiir die
standardisierte Biofilmablosung und anschliessende Quantifi-
zierung notig sind (Fig. 3 und 5).

Der BPP-Test wurde an den optimierten Migrationstest ange-
passt, um identische Grundvoraussetzungen fiir beide Tests zu
schaffen, damit die Resultate besser vergleichbar sind. So wurde
fiir den BPP-Test aus der DIN EN 12873-1 und der UBA-Leitlinie
der Reinigungs- bzw. Pasteurisationsschritt iibernommen. Auch
das O/V-Verhiltnis wurde angeglichen und betragt nun fiir beide
Tests 1,0 cm™. Zudem werden in beiden Tests das gleiche mik-
robielle Konsortium und das gleiche Testwasser verwendet. An-
stelle eines deionisierten Wassers wird ein kommerziell iiberall
erhiltliches, natiirliches Mineralwasser (Evian) als Testwasser
eingesetzt. Vergleichsexperimente haben gezeigt, dass das Mig-
rationspotenzial eines Kunststoffes in einem natiirlichen Wasser
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filtriertem Evian
(Migrationen 1 —7)

Animpfen des Migrationswassers
mit Evian-Konsortium und
Zugabe eines Minimalmediums

Analyse der Zellzahl mittels
Durchflusszytometrie nach
144 h Inkubation

| Inkubation fur 144 h bei 30 °C |

' >
=[0G e

6.E+06 ' ; Gebildete Zellzahl
' Stationdre Wachstumsphase
: Migrationsprobe A
— S5.E+06 [ g ;
E ! 20x 105 Zellen/me <
= i
D 4.E+06 i @
o) '
N, i
c  3.E+06 '
= ' *AOC — Konzentration nach Hammes & Egli 2005:
E e S oo M ve e i (berechnet mit 1 pg *AOC > 1.0 x 107 Zellen)
N ' Migrationsprobe A
1.E+06 - .
0.E+00 : = i ? : Migrationsprobe A <
0 24 48 72 9% 120 144 168 AOC =0,2mg/t
Inkubationszeit nach Animpfung in [h]

Fig. 2 Ablauf der Migrationspriifung mit anschliessender AOC-Bestimmung und Berechnung der AOC-Konzentration in zwei Migrationswéssern

ausgehend von den gemessenen Zellzahlen (nach [12])

Déroulement de I’essai de migration avec détermination consécutive du carbone organique assimilable (COA) et calcul de la concentration du COA

dans deux eaux de migration, sur la base des cellules dénombrées (selon [12])
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Fig. 3 Ablaufschema des modifizierten BPP-Tests zur Erfassung des planktonischen und sessilen Biomasse-Produktions-Potenzials (pBPP und sBPP)
und der Bestimmung der Rest-DOC-Konzentration im Testansatz

Schéma du test de PPB modifié pour évaluer le potentiel de production de biomasse planctonique et sessile (PPBp et PPBs) et définir la concentrati-
on de COD (carbone organique dissous) résiduelle en début de test

ca. 25% hoher ist als in einem deionisierten Wasser (Fig. 6). Mit
der Verwendung eines natiirlichen Wassers werden die erste
und dritte Anforderung an einen Produkttest, ndmlich die Er-
mittlung des maximalen Einflusspotenzials eines Kunststoffes
und die realitdtsnahe Priifung auf der chemischen Seite, erfiillt.
Des Weiteren sollte fiir biologische Tests wie den AOC- oder den
Biofilmtest ein natiirliches Wasser zusammen mit dessen natiir-
lichem Konsortium verwendet werden, um mdglichst optimale
Testergebnisse zu produzieren. Das Testwasser muss ein gerin-
ges AOC-Potenzial aufweisen und muss anndhernd das immer
gleiche natiirliche Konsortium enthalten. Evian-Wasser erfiillt
diese Kriterien. Es hat einen sehr niedrigen AOC-Gehalt (ca. 10
pg/l) und stammt aus der immer gleichen Quelle. Dieses Mi-
neralwasser unterliegt einer Phosphorlimitation ab ca. 2 X 109
Zellen/ml, was bedeutet, dass, gleichgiiltig wie viele abbauba-
re organische Kohlenstoffverbindungen im Wasser vorhanden
sind, die Bakterien des natiirlichen Konsortiums nicht weiter
wachsen konnen. Um die Phosphorlimitation aufzuheben, wird

Fig. 4 Vorbereitung der Migrations- und den BPP-Testansétze:
1. Einstecken der Testkérper in Zugfedern aus Edelstahl, die als
Abstandhalter und Gewicht fungieren, und Einlegen der Testkérper
fiir die Bestimmung der Biofilmbildung in Teflon-Halter
2. Der Migrationsansatz wird als Duplikat gefiihrt, der BPP-Ansatz
als Triplikat
3. Fertiggestellte Migrations- und BPP-Testansétze vor Zugabe des
Testwassers

Préparation des essais de migration et de PPB:
1. Insertion des échantillons d’essai dans des ressorts de traction
en acier inoxydable qui servent d’espaceurs et de poids et positi-
onnement des échantillons a tester pour déterminer la formation
de biofilm dans le dispositif de fixation en téflon
2. L’'essai de migration est préparé deux fois, celui du PPB trois fois
3. Préparation achevée des essais de migration et de PPB avant

I'ajout de I'eau d’essai
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Fig. 5 Im BPP-Test verwendete Teflonhalter und Testkdrper nach Ablauf des Tests: I
0
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Migd Mig5 Mige6 Mig7

1: Die speziell fiir den Test entwickelten Teflon-Halter. 2 & 3: Die Innenseite der Teflon-Hal-
ter mit der 1 X 1 cm grossen Vertiefung zur Aufnahme des Testobjektes und der beidsei-
tigen kreisférmigen Offnung (@ = 5 mm) fiir die Ultraschallablésung der aufsewachsenen
Zellen. 4: Eine Elektronenmikroskop-Aufnahme eines Testobjektes (EPDM 2%) nach 14-t&-
giger Inkubation bei 30 °C in Evian-Wasser und die kreisférmige Offnung des Teflon-Halters

Fig. 6 TOC-Migration von unterschiedlichen Kunststoffen
in deionisiertem Wasser, wie es im DIN EN 12873-1
und KTW-Leitlinie des UBA verwendet wird [2, 3],
und in Evian-Wasser, wie es im BioMig-Test verwen-
det wird

in Relation dazu (weisser Balken = 1 mm). 5: Vergrésserter Ausschnitt aus Bild 4 mit dem
deutlich erkennbaren Biofilmaufwuchs (weisser Balken = 10 um). 6: Ein weiterer vergésser-
ter Ausschnitt aus Bild 5 mit einer Nahaufnahme von Bakterien, aus denen sich der Biofilm
(Bilder: ZMB)
Dispositifs de fixation en téflon utilisés dans le test PPB et échantillons aprés /‘essai.

zusammensetzt Migration COT de diverses matiéres plastiques dans de
I'eau dé-ionisée selon la DIN EN 12873-1 et les di-
rectives KTW [2; 3], et dans de I'eau d’Evian utilisée

dans ’'essai BioMig

1: Dispositifs de fixation en téflon spécialement congus pour le test. 2 & 3: Face inté-
rieure des dispositifs de fixation en téflon avec une gorge de 1 X 1 cm pour l'insertion
de l'objet a tester et ouverture circulaire des deux cétés (& = 5 mm) pour I'enlévement

par ultrason des cellules formées. 4: Vue au microscope électronique d’un objet a tester

(EPDM 2%) apres 15 jours d’incubation a 30 °C dans de I’eau d’Evian et ouverture circu-

laire du dispositif en téflon a titre de comparaison (barre blanche = 1 mm). 5: Agrandis-

sement d’un extrait de I'image 4 montrant distinctement la formation du biofilm (barre

blanche = 10 um). 6: Autre agrandissement d’un extrait de I'image 5 avec un gros plan

des bactéries formant le biofilm

beim AOC- und BPP-Test ein definiertes
AOC-freies Minimalmedium zugegeben,
was gewahrleistet, dass das Wachstum
des natiirlichen Konsortiums des Testan-
satzes bis zu ca. 1 X 10° Zellen/ml gesi-
chert ist und tatsdchlich auf einer Koh-
lenstofflimitation basiert [14]. Eine auf
Sauerstoff basierende Wachstumslimita-
tion liegt in den AOC- und BPP-Testansét-
zen nachweislich nicht vor.

Eine Reinkultur sollte fiir einen solchen
Testaufbau nicht verwendet werden, da
das Abbaupotenzial eines natiirlichen
Konsortiums immer grosser ist als das ei-
ner Reinkultur. Das Abbaupotenzial zeigt
auf, wie viel der migrierten organischen

Kohlenstoffverbindungen eines Kunststof-
fes von den unterschiedlichen Bakterien
im Konsortium in Biomasse umgewandelt
werden kann. Selbstverstandlich weisen
verschiedene natiirliche Konsortien auch
unterschiedliche Abbaupotenziale auf.
Ein Vergleich mit den natiirlichen Kon-
sortien eines Trinkwassers, eines Fluss-
wassers und eines weiteren Mineralwas-
sers zeigte, dass Evian-Mineralwasser
und dessen natiirliches Konsortium ein
bis zu 25% hoheres und gleichzeitig das
stabilste Abbaupotenzial aufweist. Des
Weiteren bilden verschiedene natiirliche
Konsortien unterschiedliche Biofilmdich-
ten und Strukturen (Ergebnisse hier nicht

aufgefiihrt). Durch die Verwendung von
Evian-Mineralwasser werden ebenfalls
die erste und dritte Anforderung an einen
Produkttest erfiillt. Zusatzlich wird der
zweite Anforderungspunkt erfiillt, denn
das Methodenpaket BioMig wird dadurch
standardisierbar, liefert stabile und re-
produzierbare Ergebnisse und kann von
unterschiedlichen Laboren durchgefiihrt
werden, da Evian-Wasser europaweit im
Handel verfiigbar ist und immer die glei-
che Zusammensetzung aufweist.

Die vierte und fiinfte Anforderung an ei-
nen Produkttest, ndmlich so schnell, kos-
tengiinstig und so einfach wie mdglich
ein Ergebnis zu produzieren, wurden mit
der gesamten Dauer der BioMig-Tests von
14 Tagen, Kostenglinstigen Testutensilien
und einer einfachen Testdurchfiihrung
erfiillt. Wahrend der Entwicklungsphase
von BioMig wurde immer wieder darauf
geachtet, dass der Test fiir Laborpersonal
relativ einfach zu handhaben ist. Erfah-



rungen mit verschiedenen Probanden haben gezeigt, dass die
Methodik bereits nach ein bis zwei Testdurchldufen sicher und
routiniert durchgefiihrt werden konnte.

RESULTATE

MIGRATIONSTESTS

Die Kombination aus Migrations- und AOC-Test liefert Informati-
onen, welcher Anteil der aus einem Kunststoff herausmigrieren-
den organischen Kohlenstoffverbindungen biologisch verfiighar
ist und welcher nicht. Jeder untersuchte Kunststoff wies ein
charakteristisches Verhiltnis zwischen TOC- und AOC-Konzent-
ration in den einzelnen Migrationsschritten auf. In Figur 7 wer-
den die Migrationsverldufe von fiinf Kunststoffmaterialien bzw.
Rohrprodukten gezeigt. Rohre aus Polyethylen Peroxid-vernetzt
(PE-Xa) und Polyethylen Strahlen-vernetzt (PE-Xc) sind beide
fiir den Trinkwasserbereich zugelassen. Weiter wurde das Mi-
grationsverhalten von einem Elastomer (Ethylen-Propylen-Dien-
Monomer, EPDM) mit unterschiedlichen Weichmacheranteilen
untersucht, das als Dichtungsmaterial in Leitungssystemen ein-

1.0

= Negativ: Glas

=

E 0.8

=

o

E 0.6

€

&

£ 04

&

O

Q

< 02

o

2 i
0.0
1.0

<) PE-Xa

o

E 0.8

=

K=]

B 06

£

@

=

5 04

b>4

O

Q

< 02

: 1 LI L

= 0.0 - ke
1.0

% PE-Xc

E 0.8

c

$.o)

® 06

£

8

s 04

aL

8

< 02

8 -

2 i i
0.0

Migl Mig2 Mig3 Mig4 Mig5 Migé Mig7

gesetzt wird. Doch nur EPDM mit einem Weichmacheranteil von
2% ist fiir den Trinkwasserbereich zugelassen. Als Positivkont-
rolle wurde Polyvinylchlorid weich (PVC-P) mit ca. 30% Weich-
macheranteil mitgefiihrt und als Negativkontrolle Glas. In allen
sieben Migrationsstufen wurde die TOC- und in den Migrations-
stufen 1, 3, 5 und 7 die AOC-Konzentration gemessen.

Die Rohrprodukte PE-Xa und PE-Xc unterschieden sich im Ver-
lauf der TOC-Migration und vor allem im Verhaltnis AOC zu TOC
im Migrationswasser. Hier stellt sich die Frage, was besser ist:
Hat ein Kunststoff bessere Eigenschaften, wenn (a) ein Grossteil
des hinausmigrierenden TOC nicht biologisch abbaubar ist und
somit den Endkonsumenten erreicht, oder ist es besser, wenn
(b) ein Grossteil des TOC von den Mikroorganismen im Wasser
abgebaut und in Biomasse (Zellwachstum) umgesetzt und somit
die Biostabilitat des Wassers beeintrachtigt wird? Um diese Fra-
ge zu beantworten, miissten die im AOC-Test nicht abgebauten
organischen Kohlenstoffverbindungen identifiziert und beziig-
lich Abbaubarkeit und Humantoxizitdt beurteilt werden.

Im Fall der beiden EPDM-Elastomere ist auffillig, dass EPDM
2% ein relativ niedriges TOC-Migrationspotenzial aufweist, wah-
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Fig. 7 TOC- (rote Balken) und AOC-Konzentrationen (blaue Balken) in den Migrationswéssern (Mig) verschiedener Kunststoffe nach Abzug der Nega-

tivkontrolle. Die Migrationen wurden fiir 24 h bei 60 °C und einem O/V-Verhéltnis von 1 cm™" in Doppelansétzen durchgefiihrt und die AOC-

Analyse erfolgt in Triplikaten. Die Skalen der Graphen «EPDM 20%» und «PVC-Py wurden zur Verdeutlichung der Konzentrationsunterschiede

gelb hervorgehoben

Concentration de COT (barres rouges) et de COA (barres bleues) dans les eaux de migration (Mig) de diverses matiéres plastiques aprés déduction

du contréle négatif. Les migrations ont été réalisées pendant 24 heures a 60 °C et avec un rapport surface/volume de 1 cm~" en double

reproduction. ’analyse du COA a été reproduite trois fois. Les échelles des graphiques «(EPDM 20%» et «PVC-Py ont été marquées de jaune

pour faire ressortir les différences de concentration



rend aus EPDM 20% deutlich mehr TOC ausgewaschen wird. Fiir

EPDM 2% liegt der AOC-Anteil bei rund 50% des TOC, wiahrend = = pBPP 3
im Falle von EPDM 20% der migrierende TOC praktisch nicht 4.E+08 = sBPP 8 @
mikrobiell verwertbar ist. Grund hierfiir sind vermutlich toxi- - B é

sche Stoffeigenschaften, wodurch ein Wachstum der Zellen in B

den AOC-Tests unterbunden wird. Anders verhélt es sich bei der g 2EH08 5 5

Positivkontrolle PVC-P. Wegen des hohen Weichmacheranteils - 2 § g’ g

wurden dhnlich hohe TOC-Konzentrationen in den Migrations- _ . ) J e = N 2

wassern wie fiir EPDM 20%, gemessen. Jedoch wurde fiir PVC-P 0£w00 -
mit einem AOC-Anteil von rund 50% kein wachstumshemmen- % 2
der Effekt beobachtet. 40

BPP-TESTS 5 =

Die Ergebnisse der BPP-Tests ergdnzen die Informationen aus é o

den Migrationstests mit anschliessender AOC-Bestimmung. & 10 . - - f

Wihrend beim Migrationstest das natiirliche Konsortium nach 0 S S S -

der Migration und damit nach der Aufkonzentrierung der or- Negativ:Glas  PE-Xa PE-Xc EPDM2% EPDM20%  PVC-P

ganischen Kohlenstoffverbindungen in der Wasserphase zuge-
geben wird, konnen sich die Bakterien im BPP-Test bereits von  Fig. 8 Planktonisches Biomasseproduktionspotenzial (blaue Balken), sessiles Bio-

Testbeginn an auf die migrierenden Substanzen einstellen und masseproduktionspotenzial (graue Balken) und totales Biomasseproduktions-
zugleich die Oberflachen der Testkorper besiedeln. Die Resultate potenzial (gelbe Balken) verschiedener Kunststoffe nach Abzug der Negativ-
der BPP-Tests (Fig. 8) zeigen, wie schon bei den Migrationstests kontrolle (Negativ: Glas). Zusétzlich ist der in den Testansétzen gemessene
beobachtet, deutliche Unterschiede zwischen den jeweiligen Rest-DOC gezeigt (rote Balken). Die Testansétze wurden fiir zwei Wochen bei
Kunststoffen. Die Negativkontrolle (Glas) wies das niedrigste 30 °C und einem O/V-Verhéltnis von 1 cm™' inkubiert.
BPP auf, gefolgt von den Rohrprodukten PE-Xc und PE-Xa. Das  Potentiel de production de biomasse planctonique (barres bleues), potentiel de
BPP von PE-Xa war leicht hoher als das von PE-Xc, wahrend die production de biomasse sessile (barres grises) et potentiel total de production
Rest-DOC-Konzentrationen in beiden Fillen ungefihr gleich de biomasse (barres jaunes) de diverses matiéres plastiques aprés déduction du
hoch waren. EPDM 2% zeigte ein deutlich hoheres BPP und contréle négatif (négatif: verre). Le COD résiduel mesuré est également indiqué
eine hohere Rest-DOC-Konzentration als die beiden Rohrpro- dans les préparations d’essai (barres rouges). L'incubation des préparations
dukte PE-Xa und PE-Xc. Das sehr geringe BPP des Elastomers d’essai & 30°C a duré deux semaines, le rapport surface/volume étant de 1 cm™’
Geruch & Geschmack Identifizierung von nicht
in Kombination mit biologisch abbaubaren
Mikrobiologie Substanzen
Identifizierung Bildung von
von migrierten Desinfektions-
Substanzen nebenprodukten
Geruch & Geschmack T T
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Fig. 9 Vorschlag fiir den modularen Aufbau der Migrations- und BPP-Priifungen. Orange unterlegt sind Parameter, die heutzutage in Migrationswés-
sern nach EU-Vorschriften schon bestimmt werden. Griin unterlegt sind die im Rahmen von Arbeiten an der Eawag hinzugefigten Parameter.
Nicht unterlegt sind weitere Parameter, die in den Testwéssern untersucht werden kénnten

Proposition pour la structure modulaire des essais de migration et de PPB. Les paramétres déja définis dans les eaux d’essai selon les prescrip-
tions de I'UE sont marqués de rouge. Les paramétres ajoutés dans le cadre des travaux réalisés & I'"Eawag sont marqués de vert. Les autres
parametres qui pourraient étre analysés dans les eaux d’essai ne sont pas marqués



L andere Griinde vorlagen. Aufgrund gemachter Erfahrungen mit
Anakyselmetho: ? bzw Cronbachs o Interpretation der Alpha-Werte L 8 8 5 5
nalyseschritt BioMig und dessen Anwendung zur Untersuchung von Problem-
fallen empfiehlt das Forschungsteam eine Drei-Punkte-Strategie
TOC bzw. Rest-DOC 0,97 a=09 Exzellent . : 1. . . q q
zur Priifung von Materialien in Trinkwasserinstallationen:
AOC 0,96 09>a=08 Gut
oBPP 091 08> a =07 Akzeptabel 1. Mate?laltests 1m'Labor, flle es‘ er_lauben, un‘ter s.t.andardls'lerf
ten Bedingungen die Tauglichkeit eines Materials fiir den Trink-
sBPP 0.92 07>a=04 Fragwiirdig wasserbereich zu ermitteln.
BPP 0,99 0,6>a=05 Schlecht
2. Materialtests an PriifbAumen, die eine kontrollierbare und zu-
ATP 0.98 05>a Inakzeptabel gleich realititsnahe Simulation erméglichen, sodass komplette

Tab. 2 Die Reproduzierbarkeit der einzelnen Analyseschritte aufgefiihrt als Cronbachs  Installationen (Rohre, Dichtungen, Fette) oder Beschichtungs-

Alpha-(a)-Koeffizient und die dazugehérige Beurteilung des Koeffizienten verfahren gepriift werden konnten.
Reproductibilité des différentes étapes de I'analyse présentée comme coefficient

alpha de Cronbach (a) et évaluation du coefficient 3. Die Beurteilung von Neuinstallationen oder sanierten Syste-

EPDM 20% und die hohe Rest-DOC-Konzentration bestdtigen die
Ergebnisse der AOC-Tests im Migrationswasser, in denen kein
mikrobielles Wachstum gefunden wurde. Tiefergehende Unter-
suchungen zeigten, dass die Zellen sich zwar an der Oberfldche
von EPDM 20% ansiedeln und in der Wasserphase aufwachsen,
jedoch bereits nach kurzer Zeit in beiden Phasen absterben. Die
BPP-Werte der Positivkontrolle PVC-P waren wie auch im Migra-
tionstest die hochsten aller untersuchten Materialien.

REPRODUZIERBARKEIT

Die Reproduzierbarkeit der Analyseschritte des Migrations- und
BPP-Tests konnte bis jetzt nur laborintern iiberpriift werden.
Bisher wurden die Testresultate von jeweils zwei Testserien,
durchgefiihrt von drei verschiedenen Probanden, zusammenge-
tragen. Die Resultatschwankungen wurden mittels «Cronbachs
oy statistisch ausgewertet (Tab. 2) [15, 16]. Die Ergebnisse se-
hen insgesamt sehr vielversprechend aus.

ZUSAMMENFASSUNG UND AUSSICHTEN

Die Resultate des Methodenpakets BioMig geben Hinweise, wie
gross der chemische und mikrobiologische Einfluss von Kunst-
stoffen auf die Trinkwasserqualitét ist. BioMig ist also geeignet,
um trinkwassertaugliche von nicht tauglichen Kunststoffen zu
unterscheiden. Das Testpaket lasst sich gut in unterschiedlichen
Laboren anwenden, da alle benétigten Utensilien inklusive Test-
wasser auf dem freien Markt erhiltlich sind. Die Etablierung
von BioMig im Routinesektor sollte problemlos moglich sein.

Es ist geplant, das Methodenpaket BioMig noch weiter zu ent-
wickeln und um zusétzliche Tests zu ergdnzen, um noch mehr
Informationen zu gewinnen. Einige Ideen sind in Figur 9 auf-
gefiilhrt. Dazu zdhlen z.B. Untersuchungen der Migrations-
wasser auf ihre Toxizitdt und Identifizierung der Substanzen,
die den nicht abbaubaren Anteil des TOC ausmachen. Bereits
durchgefiihrt wurden Untersuchungen mit BioMig, bei denen
Reinkulturen von bakteriellen Krankheitserregern anstelle des
natiirlichen Konsortiums eingesetzt wurden, um das Wachstums-
potenzial von Pathogen in Anwesenheit von unterschiedlichen
Kunststoffen zu ermitteln.

Ausserdem wurde BioMig bereits erfolgreich zur Abkldrung
von problematischen Hausinstallationen eingesetzt. Dabei wur-
de gepriift, ob die festgestellte iibermdssige Verkeimung auf die
Interaktion zwischen Material und dem jeweiligen Wasser mit
seinem spezifischen Konsortium zuriickzufiihren war, oder ob

men anhand von Summenparametern wie z.B. GZZ und TOC.
Bei auftretenden Problemen kdnnen dann tiefergehende Unter-
suchungen folgen.
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