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SOLUTION — Vorstellung ausgewahlter Forschungsergebnisse

Projektziele
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SOLUTION — Vorstellung ausgewahlter Forschungsergebnisse

Artifizielles Meerwasser — Matrix fur die Untersuchungen

= Realitdatsnahe Ausgangsmatrix fiir die Untersuchungen von salzhaltigen Wassern im Labormal3stab
Standardverfahren der ASTM International: Standard Practice for Preparation of Substitute Ocean Water

— Designation: D1141 - 98 (Reapproved 2021)

= Hauptbestandteile: NaCl, Na,SO,, (MgCl,, CaCl,, SrCl,, KCl, NaHCO,, KBr, H;BO,, NaF)

= Herstellung erfolgte zunachst in einem groRvolumigen Reaktor (Fassungsvermogen: 50 |) mit

Umwalzbetrieb und online-Messtechnik zur Uberwachung der Hygienehilfsparameter

= Gute Vergleichbarkeit und Reproduzierbarkeit zwischen den Versuchsreihen
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SOLUTION — Vorstellung ausgewahlter Forschungsergebnisse

FG Il 3.2 — Chemische Analytik

= Untersuchungen zum Eintrag von Prakursoren ins Badebeckenwasser/Meerwasser
= Bestimmung von Trihalogenmethanen (THMs) in salzhaltigem Schwimm- und Badebeckenwasser

— aktueller oberer Wert nach DIN 19643: 20 pg/I

= Sensitiver Nachweis von Bromat (gentoxisch), welches in desinfizierten, bromidhaltigen Wassern

vorkommen kann — aktueller oberer Wert nach DIN 19643: 2 mg/I

® Chemische Untersuchungsparameter — Realproben

THMs — GC

Bromat — |IC-ICP-MS, IC + Kartuschen
Metalle (Arsen) — ICP-MS

Anionen (Chlorit + Chlorat) — IC

TOC (I 3.4)
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SOLUTION — Vorstellung ausgewahlter Forschungsergebnisse

Sensitive Bestimmung von Bromat in salzhaltigem Wasser

Bromat (BrO;’) =
Desinfektionsnebenprodukt in
Badebeckenwasser, insbesondere in
Meerwasserschwimmbadern

* Kopplung IC mit ICP-MS
= zur Steigerung der Messempfindlichkeit und Reduzierung der Matrixinterferenz wurde ein

Massenspektrometer mit induktiv gekoppeltem Plasma (inductively coupled plasma mass
Bromat entsteht durch die Ozonierung bzw.

spectrometry — ICP-MS) mit einer lonenchromatografie (IC) gekoppelt Chlorierung von Bromid (Br-)-haltigem
Wasser
3BrO > BrO; + 2 Br

Leit- und Grenzwerte flir Bromat in Europa
unterscheiden sich stark (0,009 — 2 mg/I)

Einstufung als Karzinogen der Kategorie 1B

Mogliche Absenkung des oberen Werts fiir
Bromat auf 0,1 mg/I

- Notwendigkeit empfindlicher
Messmethoden
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SOLUTION — Vorstellung ausgewahlter Forschungsergebnisse

Sensitive Bestimmung von Bromat in salzhaltigem Wasser

. Bromat (BrO;’) =
| | -
Kopplung IC mit ICP-MS Desinfektionsnebenprodukt in
Badebeckenwasser, insbesondere in

= Salzfracht erfordert eine Verdiinnung der Proben von mindestens 1 : 1000 : g
Meerwasserschwimmbadern

" Proben mit 5 ppb Bromat aufgestockt und anschlieRend vermessen
Bromat entsteht durch die Ozonierung bzw.

Chlorierung von Bromid (Br-)-haltigem
Wasser
3 BrO > BrO5 + 2 Br

Trace(s) of Analysis No 25 : "P2 1:1000 Auf"
Leit- und Grenzwerte fiir Bromat in Europa
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S, .S : ; |
40 1 : : ; Jo)
% 1 5 ; :H *.\ - Notwendigkeit empfindlicher
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SOLUTION — Vorstellung ausgewahlter Forschungsergebnisse

Sensitive Bestimmung von Bromat in salzhaltigem Wasser

Bromat (BrO;’) =
Desinfektionsnebenprodukt in
Badebeckenwasser, insbesondere in
Meerwasserschwimmbadern

= Silberkartusche (Ag-Kartusche — Chromafix PS-Ag+) ermoglicht die Entfernung der Chlorid-Matrix
= Bariumkartuschen (Ba-Kartusche — Chromafix PS-Ba 2+) eliminieren Sulfat-Matrix

= Probenmatrix — artifizielles Meerwasser
Bromat entsteht durch die Ozonierung bzw.

Chlorierung von Bromid (Br-)-haltigem
Wasser
3 BrO > BrO5 + 2 Br

Aufstockung mit 0.05 mg/I, 0.5 und 2 mg/l Bromat

- Bestimmung der Wiederfindungsrate

Leit- und Grenzwerte flir Bromat in Europa
unterscheiden sich stark (0,009 — 2 mg/I)

Einstufung als Karzinogen der Kategorie 1B

Mogliche Absenkung des oberen Werts fiir
Bromat auf 0,1 mg/I

- Notwendigkeit empfindlicher
Messmethoden

28.01.2025 WHT 2025




SOLUTION — Vorstellung ausgewahlter Forschungsergebnisse

Sensitive Bestimmung von Bromat in salzhaltigem Wasser

= Silberkartusche (Ag-Kartusche — Chromafix PS-Ag+) ermoglicht die Entfernung der Chlorid-Matrix
= Bariumkartuschen (Ba-Kartusche — Chromafix PS-Ba 2+) eliminieren Sulfat-Matrix
= Probenmatrix — artifizielles Meerwasser

= Aufstockung mit 0.05 mg/l, 0.5 und 2 mg/l Bromat - Bestimmung der Wiederfindungsrate
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SOLUTION — Vorstellung ausgewahlter Forschungsergebnisse

Sensitive Bestimmung von Bromat in salzhaltigem Wasser

® Probenmatrix — artifizielles Meerwasser
Aufstockung mit 0.05 mg/l, 0.5 und 2 mg/I Bromat = Bestimmung der Wiederfindungsrate

= Messung der Proben ohne Kartusche von Vorteil um eine geeignete Vorverdiinnung der Proben

entsprechend ihres Chloridgehalts vorzunehmen

ohne Kartuschen Aufstockung Wiederfindung mit Kartuschen Aufstockung Wiederfindung
Bromat [mg/I]

ﬁeinstwasser ohne Kartusche + 0,05 mg/I BrO3 ﬁeinstwasser mit Kartusche + 0,05 mg/I BrO3 0,050

|Reinstwasser ohne Kartusche + 2,00 mg/I BrO3 |Reinstwasser mit Kartusche + 2,00 mg/I BrO3 2,10

artifiz. Meerwasser ohne Kartusche / <0,25 artifiz. Meerwasser mit Kartusche / /

. (... .

artifiz. Meerwasser ohne Kartusche 0,05 <0,25 artifiz. Meerwasser mit Kartusche 0,05 0,035

artifiz. Meerwasser ohne Kartusche 0,5 0,48 artifiz. Meerwasser mit Kartusche 0,5 0,36

[rtifiz. Meerwasser ohne Kartusche 2 1,78 [Rrtifiz. Meerwasser mit Kartusche 2 1,41
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SOLUTION — Vorstellung ausgewahlter Forschungsergebnisse

Sensitive Bestimmung von Bromat in salzhaltigem Wasser

" Messung von Realproben aus Badern mit einer sehr hohen Salzfracht

Realproben Bromat [mg/I] Bromat [mg/I]
Therme a BW ohne Kartusche < 0,05 mit Kartusche 0,06

Filtrat ohne Kartusche < 0,05 mit Kartusche 0,06

Becken |
Therme b = salzhaltiges BW (6%) ohne Kartusche 0,30 mit Kartusche 0,38

Becken Il

= salzhaltiges BW (10%) o(hne Kartusche <0,5 mit Kartusche 0,12

Becken lll
= salzhaltiges BW (15%)

hne Kartusche

<0,5 mit Kartusche

0,36

—> nach aktuellem Versuchsstand ermoglicht der Einsatz dieser Kartuschen eine sehr genaue

Bestimmung von Bromat, auch bei Proben mit salzhaltiger Matrix

28.01.2025
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SOLUTION — Vorstellung ausgewahlter Forschungsergebnisse

FG Il 3.5 — Mikrobiologie

Untersuchungen zur Persistenz verschiedener Indikator- und Krankheitserreger in E. coli,
salzhaltigem Wasser P. aeruginosa,
Enterokokken,
= Bestimmung der Wiederfindungsrate nach unterschiedlichen Inkubationszeiten mit einem breiten Legionella spec.,
S. aureus,...
Methodenspektrum

" Projektziel: Daten und Kenntnisse zur Eignung von Nachweismethoden fiir Mikroorganismen in

Salzwasser

= Membranfiltration + Selektivmedium = Fliissiganreicherung (MPN-Verfahren) = Mikrotiterplatten (MPN- Verfahren)
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SOLUTION — Vorstellung ausgewahlter Forschungsergebnisse

FG Il 3.5 — Mikrobiologie

Untersuchungen zur Persistenz verschiedener Indikator- und Krankheitserreger in
salzhaltigem Wasser

= Durchflusszytometrie als kulturunabhangiges Verfahren fir die Untersuchung der mikrobiellen
Gesamtflora im salzhaltigen Badewasser

" Prozessliberwachung — ermoglicht Riickschliisse Gber mogliche Prozesse und Veranderungen im
Badebeckenwasser, hochfrequent

= ggf. inhibitorische Effekte durch das Salz auf den Nachweis von Bakterien

Side Scatter Light (SSC)

Forward Scatter Light (FSC)

iy 7o

Side Scatter Light (SSC)

28.01.2025 WHT 2025

Mantelstrom wird erzeugt
- Partikel wird in der Flow-Zelle fokussiert

- Laser blau (488 nm), Laser rot (637 nm)
erzeugen verschiedene Signale:

— Seitwartsstreulicht SSC (Side Scatter)
— Vorwartsstreulicht FSC (Forward Scatter)

— Farbe des Partikels, die exprimiert wird




SOLUTION — Vorstellung ausgewahlter Forschungsergebnisse

Kurze Einfiihrung — Durchflusszytometrie (DFZ)

Etablierung eines Templates fiir die Wasseranalyse in Zusammenarbeit mit OMNI Life Science

Lebend/tot-Differenzierung

= Griiner Farbstoff firbt alle Bakterien unabhingig von ihrer Membranintegritat N 10"2_SYBR
[de]
o 7 .
® Roter Farbstoff kann nur in membran-geschadigte Zellen eindringen i ] live
S 1 98.07%
= Verschiebung des Signal-Clusters 3 9 '
© 1
T
o “’é ;
Intakte Zelle (lebend) Membrangeschadigte Zelle (tot) i e
o i
‘ .‘ 9 : 1 Al a 1 1
\ SG /; g 1019 10% 105 106 1074

SYBR Green l &“’A’\. ‘ SYBR-H

AT

Propldlumlodld
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SOLUTION — Vorstellung ausgewahlter Forschungsergebnisse

FG Il 3.5 — Mikrobiologie — Untersuchungen zur Persistenz

1)

2)

3)

4)

5)
6)

Untersuchung der Vergleichbarkeit verschiedener Methoden innerhalb einer Spezies, insbesondere
der Einfluss von Salz auf den zuverlassigen Nachweis

Untersuchung unterschiedlicher Chlor-Konzentrationen, Vergleiche zwischen Chlor-gezehrten und
ungechlorten Wassern

Untersuchung von Naturisolaten, sowie aus nativem Meerwasser isolierten Stammen, Aussage zu
stammspezifischen Unterschieden

Vergleich der Persistenz im ungechlorten salzhaltigen Wasser vs. Leitungswasser

Einfluss unterschiedlicher Wachstumsphasen (exp. vs. stat.)

Untersuchung von Realproben

28.01.2025 WHT 2025



SOLUTION — Vorstellung ausgewahlter Forschungsergebnisse

Skizze Versuchsablauf — Beispiel P. aeruginosa

= Spezies: Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) — Stamm ATCC 15442
Naturisolat und Referenzstamm — stammspezifische Unterschiede?!
= Ziel des Versuchs: Vergleichsuntersuchung zum Einfluss der Wachstumsphase (exponentiell oder /
stationar) auf die Persistenz der MO im artifiziellen Meerwasser, angesetzt im Kolben
(Chlor-gezehrt und ungechlort);

Durchfihrung von drei unabhangigen Versuchen parallel

* Kolben beimpft — Bakterienkonzentration = 102 CFU/ml

= ¢ [CI-] bei = 0,42 mg/I|

= Homogenisierung fuir wenige Sekunden = Zeitpunkt t, = Inkubation bei RT, schiittelnd

= Untersuchung der Proben zu unterschiedlichen Zeitpunkten t, = t, (5h) = t, (24h) = t, (48h)

= Flr die Probenahme wurden Weithalsflaschen mit 5 mg Natriumthiosulfat (250 ml, PP) verwendet, um
die Wirkung von Chlor zu hemmen

® Untersuchungsmethoden:
Fliissiganreicherung (DIN EN ISO 16266-2)
Membranfiltration + Selektivmedium (Cetrimid-Agar) = VGL Methodik fiir salzhaltige Matrix!
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SOLUTION — Vorstellung ausgewahlter Forschungsergebnisse

1) Untersuchung/Vergleich unterschiedlicher Nachweisverfahren

Verdiinnung der Wasserproben

= Untersuchungen zur Persistenz von P. aeruginosa im gechlorten (Chlor-gezehrt) und ungechlorten (1 : 10) erforderlich!

salzhaltigen Wasser, [CI] = 0,3 mg/I

® Membranfiltration vs. Fliissiganreicherung

Membranfiltration + PCN-Agar Fliissiganreicherung

7000 12000
— 6000 =" 10000
c €
o
S 5000 S
8000
o B MW CI2, VR LW ; B MW CI2, VR LW
> 4000 MW Cl2, VR LW < MW Cl2, VR LW
X, wcl2, 2 6000 oL
§ 3000 B MW CI2, VR LW § ® MW CI2, VR LW
% MW gCl2, VR LW S 4000 MW @Cl2, VR LW
>
§ 2000 MW CI2, VR LW § MW CI2, VR LW
S S
. MW @CI2, VR LW . MW @CI2, VR LW
0 0
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SOLUTION — Vorstellung ausgewahlter Forschungsergebnisse

2) Persistenz bei unterschiedlichem Chlorgehalt

= Untersuchungen zur Persistenz von E. faecalis im gechlorten (Chlor-gezehrt) und ungechlorten

salzhaltigen Wasser

* Unterschiedliche Gehalte [CI] = 0,8 mg/I [CI] = 0,28 mg/I
Fliissiganreicherung Fliissiganreicherung

10000 10000

9000 9000

= 8000 = 8000

§ 7000 § 7000

; 6000 m MW CI2, VR LW ; 6000

% 5000 MW ¢CI2, VR LW % 5000
— E MW CI2, VR LW —

£ 4000 £ 4000
8 MW ¢CI2, VR LW 8

§ 3000 MW CI2, VR LW ,_.QB: 3000

w2000 MW ¢ClI2, VR LW w2000

1000 1000

0 0

0 5 24 48 72 0 5 24 48
t [h] t[h]
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SOLUTION — Vorstellung ausgewahlter Forschungsergebnisse

3) Untersuchung von Naturisolaten — stammspezifische Unterschiede

. . . Hohere Tenazitat!
= Untersuchungen zur Persistenz von P. aeruginosa im gechlorten (Chlor-gezehrt) und ungechlorten

salzhaltigen Wasser, [CI] = 0,3 mg/I

* P. aeruginosa WDCM 00026 Vs. P. aeruginosa ATCC 15442
Fliissiganreicherung Fliissiganreicherung
12000
25000

= 10000 =
o o
S S 20000
< 8000 °
E m MW CI2, VR LW z W P.ae |_exp. + ClI2
= 6000 MW @Cl2, VR LW s 15000 P.ae ll_exp. + CI2
3 B MW CI2, VR LW 5 W P.ae |_stat. + CI2
o o
§ 4000 MW ¢ClI2, VR LW § 10000 P.ae |_stat. - CI2
§ = MW CI2, VR LW % W P.ae ll_stat. + CI2
S S )
& 2000 MW ¢CI2, VR LW & 5000 P.ae Il_stat. - CI2

0 0

0 5 24 48 0 5 24 48
t [h] t [h]
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SOLUTION — Vorstellung ausgewahlter Forschungsergebnisse

4) Vergleich der Persistenz im salzhaltigen Wasser vs. Leitungswasser

= Vergleichsuntersuchung zur Persistenz von E. faecium
(DSM 110643) im artifiziellen Meerwasser

(angesetzt im Kolben, ungechlort) und im Leitungswasser (unsteril) Flussiganreicherung

= Startkonzentration: 103> CFU/ml 60000
m MW ¢Cl2
= Flussiganreicherung (41 + 0,5 °C, Auswertung nach 24- 28 h) LW Cl2
50000 MW gCI2
T LW pCi2
. . . S 40000 B MW 6CI2
—> alle vier untersuchten Naturisolate, auch E. coli, S
; LW gCI2
P. aeruginosa und S. aureus zeigen eine erhohte Persistenz S 30000
. ege_ s . . g
im ungechlorten, artifiziellen Meerwasser verglichen mit 3
L 20000
S
. S
Leitungswasser W
. oy os 10000
—> Hohere Tenazitat
—> Salz besitzt keine Biozid-Wirkung 0 | “l |” LI T - -
0 5h 1 10 13 15 17 20 23 24 27 29 31 35 38 41

t[d]

28.01.2025 WHT 2025



SOLUTION — Vorstellung ausgewahlter Forschungsergebnisse

Realproben

® Gewinnung von Realproben — akquiriert von Solebadern aus dem naheren Umkreis (max. 150 km) und von

Meerwasserbadern an Nord- und Ostsee

* Mikrobiologische Analyse der Realproben (Badebeckenwasser, Filtrat)
—> Einsatz Durchflusszytometrie — Aussage zur Gesamtzellzahl an Bakterien in einer Probe (unspezifische Farbung zur
Lebend/tot-Differenzierung mit SYBR Green und Propidiumiodid)
— Methode einsetzbar zur Prozessiiberwachung in Badern?!
—> Nach aktuellem Untersuchungsstand werden die klassischen Uberwachungsparameter (E. coli, Enterokokken,
P. aeruginosa), sowie S. aureus in salzhaltigen Wassern (Thermalwasser oder Meerwasser) bereits nach wenigen

Sekunden eliminiert; im Filtrat gelegentlich Legionellen (< 10 KBE/100 ml)

" Probenahme aus Zulauf der Bader bzw. natives Ostsee- und Nordseewasser

—> Isolation, Identifizierung und Kultivierung halophiler Bakterien auf salzhaltigem Agar
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SOLUTION — Vorstellung ausgewahlter Forschungsergebnisse

Durchflusszytometrie — Realproben Therme xy

F #5_SYBR F #5_SYBR +Pl
Abs. counts / ml %] ~ o
1000000,00 — 1 1
<t 3 1
s 21
100000,00 e, &
= =5
] [JLW steril_SYBR + PI
€ 10000,00 - u - : .
~ [JLW_SYBR + PI =y — % )
z M) o '1024 104 105 10° 79 Wichd ol 4B ol
S 00000 mBBW |_Solegehalt: 15% 1024 10% 10° 10° 10 1024 104 105 108 1079
3 ) — - SYBR-H SYBR-H
O W F1_Solegehalt: 15%
[%2]
2 100,00 H BBW II_Solegehalt: 10%
CJF 1_Solegehalt: 10%
N F #6_SYBR &
10,00 [ BBW llI_Solegehalt: 6% p ] S
[ F Ill_Solegehalt: 6% 1 1
1,00 B BBW IV_Schwimmbecken o ] .
) Q s s sl sl sle s Qo Qo T o T o4
QX o ~ ~ ~ ~ \&b \\,b & & [0 F IV_Schwimmbecken a T R
K\ Q X X X X 2 Q N N % i
“ 2 “ “ AN X B e
S S & & & & 2 2 & & =
NS & $ § & & & €
& N 3@ N ¥ 3@ e P S N & 3 o3
° < < < < Y Y &
N N/ NSNS NS Q N\ @ =
> & < Q < Q§ < $\4 / ((\4 / o )
% ‘T Al Al v Al Ll VT Al Al | T al
N © © ® 1024 104 105 106 1079 1024 104 105 106 1079
SYBR-H SYBR-H

* Filtrat Probe Il: Koloniezahl bei 36°C > Parameterhdchstwert (100 KBE/ml)
FlUssiganreicherung > 2419,6 MPN/100 ml
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SOLUTION — Vorstellung ausgewahlter Forschungsergebnisse

Zusammenfassung

v'Untersuchungen zur Persistenz verschiedener Indikator- und Krankheitserreger in salzhaltigem Wasser; breites Methodenspektrum
— Flissiganreicherung erfordert Verdiinnung (Salzfracht stort Substratumsatz); Membranfiltration + Selektivmedium robuster

v Desinfektion mit Chlor effizient fiir die klassischen Uberwachungsparameter (E. coli, Enterokokken, P. aeruginosa), sowie S. aureus in
salzhaltigen Wassern (Thermalwasser oder Meerwasser)

v'Durchflusszytometrie erméglicht Riickschliisse tiber mégliche Prozesse und Verianderungen im Badebeckenwasser (hochfrequent)

vIdentifikation und Kenntnisse zum Bildungspotential verschiedener Desinfektionsnebenprodukte

Die mikrobiologischen und chemisch-physikalischen Uberwachungsparameter laut der UBA-Empfehlung (Hygieneanforderungen an Bader
und deren Uberwachung) und der DIN 19643 sind fiir salzhaltige sowie nicht salzhaltige Wisser gleichermaRBen sinnvoll gewihlt und
erlauben eine effektive Uberwachung.

Salz ist kein Biozid. Eine Desinfektion salzhaltiger Badewasser zur Aufrechterhaltung eines hygienisch einwandfreien Zustandes ist

unbedingt erforderlich.
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