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Zusammenfassung 

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

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

Die Wirkung des AQUABION® beeinflusste hauptsächlich die Biofilmbildung, weniger 
die Bakterienkonzentration in der Wasserphase. Es konnte gezeigt werden, dass 
 der Schlauch, der in dem System mit AQUABION® eingebaut war, nach 

5 Wochen Versuchsdauer sichtbar weniger belegt war als der Schlauch aus 
dem Kontrollsystem. Außerdem war deutlich, dass der Belag im Schlauch des 
Kontrollsystems gelblich-bräunlich gefärbt, während der Biofilm im AQUABION®

weißlich gefärbt war. Das macht deutlich, dass der Biofilm in beiden Systemen 
nicht nur unterschiedlich in der Biofilmdicke, sondern auch in der 
Zusammensetzung ist, 

 in den ersten zwei Versuchswochen in beiden Versuchssystemen kurze 
Stäbchen dominierten, die homogen auf der Couponoberfläche adhäriert 
waren. Ab der dritten Versuchswoche bildeten sich bakterielle Aggregate und 
das Auftreten von Protozoen konnte nachgewiesen werden. Ein wesentlicher 
Unterschied war dann die Anwesenheit von fädigen Bakterien nur im 
Kontrollsystem. Durch die Vernetzung von fädigen Bakterien besitzen Biofilme, 
die diese enthalten, in der Regel eine höhere Stabilität, 

Summary

The DAT Dynamic Aquabion® Tower GmbH (DAT) company the AQUABION® -System 
for hardness stabilisation in water systems. The system is based on the cathodic corro-
sion protection, with the active anode being made of pure zinc. DAT postulates that the 
addition of zinc (zinc ions) to the water affects the covering layer formation and hence 
the biofilm formation as well. The calcite is converted into aragonite, which has a lesser 
tendency to adhere to surfaces.

To check the influence of the AQUABION® Active anode system, two rotary piston 
reactors were used, which were run in a closed circulation system, based on the actual
conditions in practice, in selected cooling circuit systems at the IWW. The AQUABION® -
system was implemented in the circulating system of one reactor; the second reactor 
served as a control or reference. In the water phase of the reactor system with 
AQUABION®, the zinc concentrations were measured.
They showed that the active anode system released zinc (zinc ions) over the entire test 
period. In characterising the biofilm, it was found that after four weeks, there as an 
accumulation of zinc from the AQUABION® system in the biofilm.

The effect of the AQUABION® mainly influenced the formation of the biofilm, less the 
bacteria concentration in the water phase. It could be shown that ‧ the hose that was installed in the system with AQUABION®  was visibly less 
 incrusted after a test period of 5 weeks than the hose from the control system. In 
 addition, it was clear that the incrustation in the hose of the control system was 
 coloured yellowish-brownish, whereas the biofilm in the AQUABION® was whitish 
 in colour. This clearly showed that the biofilm in both systems is not just different 
 in the thickness of the film, but also in composition,‧ in the first two test weeks, in both test systems, short rods dominated, which were 
 adhered homogeneously to the coupon surface. From the third test week onwards, 
 bacterial aggregates formed, and the occurrence of protozoa was demonstrable. 
 One important difference was the presence of filament-like bacteria only in the 
 control system. Owing to the networking of the filament-like bacteria, biofilms that 
 contain them generally have a higher stability,
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 die Kultivierbarkeit der Kühlwasserbakterien im AQUABION® -System um 
mindestens den Faktor 10 (nach einer Woche Versuchsdauer sogar um den 
Faktor 1000) niedriger war, 

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

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

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

14 mg/l Zink.  

Im Anschluss an die Untersuchungen mit AQUABION® wurden im Kontrollreaktor der 
mikrobiozide Effekt nach Zugabe von Iod und Zink nach dem DAT-Prinzip des 
Aquainjects auf ausgebildete Biofilme überprüft. Es konnte gezeigt werden, dass  
 in der Wasserphase die Behandlung eine Erhöhung der Gesamtzellzahl (Erfas-

sung aller Bakterien: lebende und tote), jedoch eine deutliche Verringerung der 
Gesamtkoloniezahl (Erfassung nur der vermehrungsfähigen, kultivierbaren 
Bakterien) bewirkte. Legionellen waren schon nach 2 Tagen Behandlung nicht 
mehr kulturell nachweisbar.  

 die Behandlung nur zu einer geringen Ablösung des Biofilms führte.  
 die Kultivierbarkeit im Biofilm deutlich weniger abnahm als in der Wasserphase. 

Kühlwasserbakterien und Legionellen konnten im Biofilm auch nach einer 
Woche Behandlung kulturell noch nachgewiesen werden. 

‧ the cultivability of the cooling water bacteria in the AQUABION® -system was less
 by at least the factor 10 (after one week of testing duration, by a factor of 1000),‧ the number of cultivable Legionella spec. in the AQUABION®  system was smaller
 by at least a factor of 10 after 2 weeks, and after 5 weeks test duration, by a 
 factor of 1000 than in the reference system without AQUABION®,‧ there was a reduction of the cultivability of the biofilm bacteria by zinc (ions). This
 reduction could also be demonstrated in the water phase for the cultivability of 
 Legionella spec.

When running the two reactor systems, it was noticed that more flakes sedimented in 
the preparation with the AQUABION® ,than in the control reactor. The chemical exa-
mination of the precipitate showed that the flakes from the two test systems had very 
similar compositions. The calcium concentrations were similar at 56.6 and 56.7 mg/l. 
There was a large difference only in the concentration of zinc in the precipitate: whe-
reas zinc was not detectable in the precipitate from the control reactor, the flakes from 
the AQUABION® Active anode system contained 14 mg/l zinc. 

Following the investigations with AQUABION® , the microbiocide effect in the control 
reactor after addition of iodine and zinc was checked according to the DAT-principle of 
the Aquainject on the formed biofilms. It could be demonstrated that ‧ in the water phase, the treatment resulted in an increase in the total cell number 
 (acquisition of all bacteria, living and dead), but a significant reduction of the total 
 forming units number (acquisition only of the multiplication-capable, cultivable
 bacteria). Legionella were not culturally detectable even after just 2 days of 
 treatment.‧ the treatment resulted in only a minor detachment of the biofilm.‧ the cultivability in the biofilm reduced far less than in the water phase.Cooling 
 water bacteria and Legionella could be detected culturally in the biofilm even
 after one week of treatment .
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In einem separaten Versuchsaufbau wurde der Abbau organischer Stoffe durch 
den AQUABIOREAKTOR untersucht. Durch die im Reaktor etablierte Biomasse 
sollen Nährstoffe lokal abgebaut und dadurch die organische Fracht im Kühlwasser 
verringert werden. Es konnte gezeigt werden, dass 
 der Einsatz des AQUABIOREAKTORs zu einem Abbau der organischen 

Substanzen in der Wasserphase führt. 
 sich die Versuchsergebnisse sowohl in der Bestimmung des CSB-Gehaltes als 

auch in der Bestimmung des DOC-Gehaltes widerspiegeln. 
 für den schnellen Abbau von organischer Substanz eine Zufuhr von Sauerstoff 

günstig ist. 
 geringere Konzentrationen von Saccharose effektiver (innerhalb kürzerer Zeit) 

abgebaut werden als höhere Konzentrationen. 
 bei dem Einsatz von 27 g Saccharose das AQUABION®-System den Abbau der 

organischen Substanz um etwa 2 Tage verzögert. Das könnte einen Hinweis 
darauf liefern, dass die durch den AQUABION® eingebrachten Zinkionen die 
Biomasse zunächst in ihrer Stoffwechselaktivität hemmt, nach 2 Tagen jedoch 
eine Adaptation der Bakterien an die erhöhte Zinkkonzentration erfolgt ist.  

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

Ausblick 

Die durchgeführten Untersuchungen zeigten deutlich, dass der Einsatz des 
AQUABION® die Biofilmbildung im Untersuchungszeitraum verzögerte im Vergleich 
zum Kontrollreaktor. Die Versuche konnten im gewählten Versuchszeitraum nicht 
zeigen, ob dieser Einfluss nur im Bereich der ersten Wochen auftritt und sich danach 
nivelliert oder auch über einen längeren Zeitraum von Monaten aufrechterhalten 
werden kann. Deshalb sind weiterführende Untersuchungen über den Einfluss des 
AQUABION® Aktivanodensystem über einen längeren Zeitraum sinnvoll. 

In a separate test setup, the degradation of organic substances by the AQUABIO-
REAKTOR was investigated. By means of the biomass that had established in the re-
actor, nutrients should be locally degraded and as a result, reduce the organic load in 
the cooling water. It was demonstrated that ‧ the use of the AQUABIOREAKTOR results in a degradation of the organic sub-
 stances in the water phase.‧ the test results are reflected both in the determination of the CSB content as well
 as in the determination of the DOC-content.‧ an inflow of oxygen is favourable for the fast degradation of organic substances.‧ lower concentrations of Saccharose are degraded more effectively (within a shorter
 time) than higher concentrations.‧ upon using 27 g Saccharose, the AQUABION®-system delays the degradation 
 of the organic substance by about 2 days. This could be a pointer to the fact that
 the zinc ions introduced by the AQUABION®  first hinder the biomass in its meta-
 bolic activity, but after 2 days, an adaptation of the bacteria to the increased zinc 
 concentration took place.‧ under these test conditions, there was no reduction in the total forming units number.
 The reason for this is probably that the forming units numbers in the water reflect the 
 biofilm formation in the reactor owing to the large surface-to-volume ratio in the 
 reactor.

Outlook

The investigations carried out clearly demonstrated that the use of the AQUABION® 

delayed the biofilm formation in the period of investigation as compared to the control 
reactor. In the selected testing period, the tests could not show whether the effect only 
occurs in the range of the initial weeks, and levels off thereafter, or can be sustained 
over a longer period of months. Therefore, further investigations of the effect of the 
AQUABION® Active anode system over a longer period of time would be meaningful.
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Besonders die Kultivierbarkeit von Legionella spec. war in dem Versuchssystem mit 
AQUABION® sowohl im Biofilm als auch in der wässrigen Phase deutlich geringer. 
Über den möglichen physiologischen Zustand der nicht kultivierbaren Bakterien kann 
die FISH-Gensondentechnik Aussagen liefern. Diese molekularbiologische Methode 
erfasst nur stoffwechselaktive Bakterien, die aber nicht unbedingt vermehrungsfähig 
sein müssen. Inwiefern sich Legionellen, die mit dem AQUABION® behandelt 
werden, in einem stoffwechselaktiven, jedoch nicht kultivierbaren Zustand befinden 
können, wird Inhalt weiterer Forschungsarbeiten sein. 

Die Ergebnisse zur Überprüfung des AQUABIOREAKTORs zeigten, dass die 
Versuchsbedingungen nicht optimal gewählt waren. Um z. B. zu überprüfen, ob der 
Einsatz des AQUABIOREAKTORs zu einer Verringerung der Koloniezahlen in der 
Wasserphase führt, müsste der Versuch mit einem größeren Wasservolumen 
wiederholt werden. 

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

IWW Rheinisch-Westfälisches Institut für Wasser  
Beratungs- und Entwicklungsgesellschaft mbH 

i.V. 

Dr. W. Merkel      Dr. G. Schaule 

Bearbeitung bei IWW: 

Wissenschaftlicher Direktor:  Prof. Dr. H.-C. Flemming 

Projektleiter:  Dr. S. Schulte 

Sachbearbeiter:  D. Moschnitschka 

Ansprechpartner des Auftraggebers:  Dr. J. Scheen

Especially the cultivability of Legionella spec. was significantly lower in the test system 
with AQUABION® both in the biofilm as well as in the aqueous phase.
Information on the possible physiological state of the non-cultivable bacteria could be 
obtained from the FISH gene probe technique. This molecular-biological method acqui-
res only the metabolically active bacteria, which need not, however, be capable of mul-
tiplying. To what extent the Legionella, which are treated with the AQUABION®, can be 
in a metabolically active, but non-cultivable state, will be the subject of further research 
work.

The results of the investigation of the AQUABIOREAKTORs showed that the test 
conditions selected were not optimal. For example, to check whether the use of the 
AQUABIOREAKTOR resulted in a reduction of the forming units numbers in the water 
phase, the test would have to be repeated with a greater volume of water.

We would like to express our thanks for the order and the constructive collaboration. 
Should there by any questions that arise, we are at your service at all times. 

IWW Rheinisch-Westfälisches Institut für Wasser
Beratungs- und Entwicklungsgesellschaft mbH
  i.V.

Dr. W. Merkel  Dr. G. Schaule

Processing at IWW:
Wissenschaftlicher Direktor:  Prof. Dr. H.-C. Flemming
Project leader:  Dr. S. Schulte
In charge of processing:  D. Moschnitschka

Contact person of the customer:  Dr. J. Scheen
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1 Einleitung und Hintergrund  

Die mikrobiologische und chemische Beschaffenheit von Kühl- bzw. Prozesswasser 
hat einen wesentlichen Einfluss auf die Betriebssicherheit der Anlage. So führt z. B. 
eine übermäßige Ablagerung von Kalk in Verdunstungskühlgeräten zu einer 
Verminderung der Kühleffektivität. Starke Kalkablagerungen sowie die Entstehung 
von Korrosionsprodukten können weiterhin die Ansiedlung und Vermehrung von 
Mikroorganismen auf den Oberflächen begünstigen. Die massive Bildung von 
Biofilmen auf Oberflächen, z. B. von Wärmetauschern, kann zum einen Störungen 
im Betrieb der Anlage hervorrufen, zum anderen können sich in den Biofilmen 
hygienisch relevante Mikroorganismen vermehren. Dazu gehören die Legionellen, 
welche durch Inhalation von lungengängigen Aerosolen auf den Menschen 
übertragen werden. In den Biofilmen vieler Wassersysteme finden diese Bakterien 
einen Lebensraum, von dem aus sie das Wasser kontaminieren und dann an Stellen 
mit Aerosolbildung in die Umgebung gelangen. Legionellenhaltige, luftgetragene 
Aerosole können ernste Gesundheitsschäden verursachen. In den letzten Jahren 
sind aus einigen Ländern spektakuläre Krankheitsausbrüche durch Legionellen in 
Aerosolen aus Industriekühltürmen als Infektionsquellen mit schweren Erkrankungen 
und Todesfällen in der Bevölkerung berichtet worden. 

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

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

Vor diesem Hintergrund beauftragte die DAT Dynamic Aquabion® Tower GmbH das 
IWW Rheinisch-Westfälisches Institut für Wasser - Beratungs- und 
Entwicklungsgesellschaft mbH mit Schreiben vom 10.09.2009, in einer Studie den 
Einfluss mehrerer Produkte auf Biofilme zu untersuchen. In einem weiteren Versuch 
sollte im Labormaßstab anlehnend an Praxisbedingungen überprüft werden, wie 
effektiv der AQUABIOREAKTOR die organische Fracht im Kühlwasser verringern 
kann.  

1  Introduction and Background

The microbiological and chemical quality of cooling and process water has a significant 
influence on the operational safety of the plant. Thus, for example, an excessive deposit 
of lime scale in evaporation cooling devices results in a reduction of the cooling efficiency. 
Thick lime scale deposits as well as the generation of corrosion products can, moreover, 
favour the deposition and multiplication of micro-organisms on the surfaces. The solid 
formation of biofilms on surfaces, e.g. of heat exchangers can result in faults during 
operation of the plant, and also, hygienically relevant micro-organisms can multiply in 
biofilms. This includes the Legionella, which are transferred to humans by the inhalation 
of aerosols entering the lungs. These bacteria find a habitat in the biofilms of many water 
systems, from where they contaminate the water and then get into the surroundings at 
places with aerosol formation. Legionella-containing, airborne aerosols can cause serious 
harm to health. In recent years, there have been reports from a few countries of spec-
tacular outbreaks of disease through Legionella in aerosols from industrial cooling towers 
as a source of infection, causing serious illness and death in the population.

The DAT Dynamic Aquabion® Tower GmbH company uses the AQUABION® Active anode 
system for hardness stabilisation in water systems. The system is based on cathodic 
corrosion protection, with the patented active anode being made from highly pure zinc. 
DAT postulates that the addition of zine (zinc ions) to the circulating water has an effect 
on the covering layer formation and hence the bio-film formation. The calcite is conver-
ted into aragonite which has a lesser tendency for adhering to surfaces.

The DAT company plans to deploy the AQUABIOREAKTOR in some cooling water 
systems, to decompose organic materials locally through the biomass established in 
the reactor and thus reduce the organic load in the cooling water.

With this background, the DAT Dynamic Aquabion® Tower GmbH entrusted the IWW 
Rheinisch-Westfälisches Institut für Wasser - Beratungs- und Entwicklungsgesellschaft 
mbH, with their letter dated 10.09.2009, to investigate the influence of several products 
on biofilms in a study. In another test, in the laboratory and based on the conditions in 
practice, it was to be examined how effectively the AQUABIOREAKTOR can reduce the 
organic load in the cooling water.
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2 Versuchsaufbau, Material und Methoden 

2.1 Einfluss des AQUABION® auf Biofilme 

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

Die Biofilmreaktoren wurden in Anlehnung an Praxisbedingungen in Kühlwasser-
systemen  
 im Kreislauf (Volumen 5 l)  
 bei 30°C  
 mit einer Nährstoffkonzentration zwischen 2 und 5 mg/l, zugegeben als CASO-

Lösung und gemessen als gelöster organischer Kohlenstoff (DOC),  
 einer Salzkonzentration von ca. 700 µS/cm gemessen als Leitfähigkeit und  
 mit einem pH-Wert von ca. 8 betrieben.  

Die dafür benötigten zwei Reaktoren (Kontrollreaktor ohne AQUABION® und Reaktor 
für den kontinuierlichen Einsatz des AQUABION®) wurden fünf Wochen betrieben, 
um den Einfluss des Systems beurteilen zu können. Der Anschluss der AQUABION®

Technik an den Versuchsreaktor wurde in Zusammenarbeit mit dem Auftraggeber 
vorgenommen.  

Das Wasser beider Versuchssysteme wurde mit einer Mischkultur von Bakterien, die 
aus einem realen Kühlwassersystem stammte, in einer Konzentration von 106

Bakterien/ml angeimpft. Zusätzlich wurden Bakterien der Art Legionella pneumophila
in einer Konzentration von 102 Bakterien/ml zugegeben. 

2.2 Einfluss des Prinzips des DAT Aquainjects auf Biofilme 

Nach dem fünfwöchigen Versuch wurden die Biofilme im Kontrollreaktor mit einer 
kontinuierlichen Dosierung einer Kombination von Zink und Iod nach dem Prinzip 
des DAT Aquainjects über den Zeitraum von einer Woche betrieben. Dazu wurde in 
zwei in Reihe in den Zulauf geschaltete Behälter 27 g Zink bzw. 27 g Iod gefüllt.  

In den Drehkolbenreaktoren befanden sich entnehmbare Testoberflächen 
(Coupons), die einen integralen Bestandteil der Außenzylinderwand bildeten. So 
konnte die mikrobielle Besiedlung von Rohr- oder Wärmetauscheroberflächen 
simuliert werden. Weitergehende mikroskopische, mikrobiologische und chemische 
Untersuchungen erfolgten auf den Coupons. Damit konnte eine getrennte 
Beurteilung der Wirkung des eingesetzten Verfahrens hinsichtlich Biofilmablösung 
und/oder –abtötung erfolgen.  

2   Test Set-up, Material and Methods
2.1   Influence of the AQUABION® on Biofilm

To investigate the influence of the AQUABION® on biofilms and especially on bacteria of 
the type Legionella pneumophila, rotary piston reactors were employed (Figure 1).

The biofilm reactors were run based on actual practical conditions in cooling water 
systems‧ in the circuit (volume 5 l)‧ at 30°C‧ with a nutrient concentration between 2 and 5 mg/l, added as a CASO solution 
 and measured as dissolved organic carbon (DOC),‧ a salt concentration of approx. 700 μS/cm measured as the conductivity and ‧ with a pH-value of about 8.
The two reactors required for this purpose (control reactor without AQUABION® and 
reactor for the continuous use of the AQUABION®) were run for 5 weeks, to be able to 
evaluate the influence of the system. The connections of the AQUABION® technology to 
the test reactor were made in collaboration with the customer.

The water of both the testing systems was injected with a mixed culture of bacteria that 
originated from an actual cooling water system, in a concentration of 106 bacteria/ml. In 
addition, bacteria of the type Legionella pneumophila were added in a concentration of 
102 bacteria/ml.

2.2  Influence of the Principle of the DAT Aquainject on Biofilms

After the five-week trial, the biofilms in the control reactor were run with a continu-
ous dosing of a combination of zinc and iodine according to the principle of the DAT 
Aquainject for a period of one week. For this purpose, two tanks connected in series 
with the inflow were filled with 27 g zinc and 27 g iodine respectively.
In the rotary piston reactors, there were removable test surfaces (called coupons), which 
formed an integral part of the outer cylinder wall. The microbial colonisation of the pipe 
and heat exchanger surfaces was simulated in this manner. Additional microscopic, 
microbiological and chemical investigations were carried out on the coupons. Thus, a 
separate evaluation of the action of the process used with regard to the biofilm dissolu-
tion and/or destruction could be carried out.
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Diese Differenzierung war auch für die Beurteilung der Wirksamkeit des 
AQUABION® gegenüber Biofilmbakterien, insbesondere Legionella pneumophila,
von großer Bedeutung.  
Zur Beurteilung des Einflusses des AQUABION® Aktivanodensystems wurden die 
Biofilme auf den Oberflächen und die wässrige Phase im Reaktor wöchentlich 
zeitgleich auf folgende Parameter untersucht: 

Wasserphase (im Zulauf des Reaktors): 
 Leitfähigkeit 

 Temperatur  

 pH-Wert 

 DOC-Gehalt (gelöster organischer Kohlenstoff) 

 Zinkkonzentration 

 Gesamtzellzahl  

(Erfassung aller Bakterien - lebende und tote - durch Abfärbung der bakteriellen 

DNA mit dem Fluoreszenzfarbstoff 4′,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI)) 

 Gesamtkoloniezahl 

(Erfassung der vermehrungsfähigen Bakterien, die sich auf R2A-Agar bei 20°C 

und einer Inkubationszeit von 7 Tagen kultivieren lassen) 

 Legionella spec. 

(Erfassung der vermehrungsfähigen Legionella species, die sich nach 

Hitzebehandlung für 30 min bei 50 °C; Bebrütung auf  GVPC-Agar bei 36°C und 

einer Inkubationszeit von 10 Tagen kultivieren lassen. Verdächtige Kolonien 

wurden als Subkultur auf BCYE-Agar und NB-Agar angelegt) 

Biofilm (auf den Testcoupons): 
 Zinkkonzentration 

 Gesamtzellzahl 

 Gesamtkoloniezahl 

 Legionella spec. 

 Charakterisierung der Biofilmstrukturen mittels Fluoreszenzmikroskopie nach 

Anfärbung mit DAPI 

Die Testcoupons besitzen eine Fläche von je 33 cm².

This differentiation was also very important for the evaluation of the efficacy of the 
AQUABION® against biofilm bacteria, especially Legionella pneumophila.
For evaluating the influence of the AQUABION® Active anode system, the biofilms on 
the surfaces and the aqueous phase in the reactor were examined for the following 
parameters at the same time:

Water phase (in the inflow of the reactor):‧ Conductivity‧ Temperature‧ pH-value‧ DOC content (dissolved organic carbon)‧ Zinc concentration‧ Total number of cells
 (Acquisition of all the bacteria – living and dead – by tinting the bacterial DNA
 with the fluorescent dye 4′,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI))‧ Total number of colonies
 (Acquisition of the reproduction-capable bacteria, which can be cultivated on 
 R2A-Agar at 20°C and in an incubation period of 7 days)‧ Legionella spec.
(Acquisition of the reproduction-capable Legionella species, which can be cultivated 
after heat-treatment for 30 min at 50 °C; incubation on GVPC-Agar at 36°C and an 
incubation period of 10 days. Suspect colonies were created as a subculture on BCYE-
Agar and NB-Agar)

Biofilm (on the test coupons):‧ Zinc concentration‧ Total number of cells‧ Total number of colonies‧ Legionella spec.‧ Characterisation of the biofilm structures by means of fluorescence microscopy 
 after tinting with DAPI

The test coupons have an area of 33 cm² each.
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Abbildung 1:  Versuchsaufbau, wärmeisolierte Drehkolbenreaktoren mit und 
ohne AQUABION®

Innenzylinder mit entnehmbaren 
Coupons 

AQUABION®

Reaktor mit 
AQUABION®-
System 

Kontroll-
Reaktor  

Inner cylinder with removable coupons

Figure 1:  Test setup, heat-insulating rotary piston reactors with and without 
 AQUABION®

Reactor with
AQUABION® 
system

Control
reactor
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2.3 Einfluss des AQUABIOREAKTORs auf die Konzentration an 
organischen Stoffen in der Wasserphase 

Der von DAT zur Verfügung gestellte AQUABIOREAKTOR war aufgebaut aus 4 PE-
Rohren, die jeweils 50 cm lang waren und einen Durchmesser von 90 mm besaßen. 
Auf darin enthaltenen Trägerkörpern befand sich ein bereits vorher von DAT 
angezüchteter Biofilm. 80 l Trinkwasser wurden bei Raumtemperatur (ca. 21 °C) mit 
einer Pumpenleistung von 1 m³/Stunde im Kreis geführt. Der pH-Wert wurde mithilfe 
einer automatischen Dosiereinheit auf 7 eingestellt. Um grobe Flocken aus dem 
System zurückzuhalten wurde in den Kreislauf ein Partikelfilter mit einer Porengröße 
von 100 µm eingebaut. 

Abbildung 2: Versuchsaufbau AQUABIOREAKTOR mit AQUABION®

80 l Behälter 

AQUABIOREAKTOR 

AQUABION®

pH-Kontrolle 

Belüftung 
Partikelfilter Particle filter

pH-control

 Venting

 80 l tank

2.3   Influence of the AQUABIOREAKTOR on the concentration of 
  organic materials in the water phase

The AQUABIOREAKTOR made available by DAT was constructed of 4 PE pipes, which 
were each 50 cm long and had a diameter of 90 mm.
There was already a biofilm cultivated by DAT on the carrier bodies contained in it. 80 l 
of drinking water were introduced in the circuit at room temperature (approx. 21 °C) with 
a pump rating of 1 m³/hour. The pH-value was set to 7 with the help of an automatic do-
sing unit. To keep coarse flakes out of the system, a particle filter was integrated in the 
circuit with a pore size of 100 μm.

Figure 2:  Test setup AQUABIOREAKTOR with AQUABION®
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In verschiedenen Versuchsansätzen wurden entweder CASO-Bouillon als 
Vollmedium mit Kohlenstoff (C), Stickstoff (N) und Phosphor (P) oder Saccharose als 
alleinige Kohlenstoffquelle in unterschiedlichen Konzentrationen eingesetzt. In 
einigen Versuchsansätzen wurde das Wasser belüftet und in einigen 
Versuchsansätzen zusätzlich noch mit dem AQUABION® behandelt. Die 
verschiedenen Versuchsansätze sind in Tabelle 1 aufgeführt. Vor jedem Neustart 
wurde der Partikelfilter gereinigt und das Wasser auch aus dem Reaktor komplett 
entfernt. Danach wurde der Reaktor mit Trinkwasser gespült und anschließend mit 
dem Medium mit dem gewünschten Nährstoffgehalt gefüllt. 

Tabelle 1:  Auflistung der Versuchsansätze mit dem AQUABIOREAKTOR 

Versuch-Nr. Kohlenstoff-
quelle Konzentration Sauerstoff-

zufuhr AQUABION®

1 Caso-Medium 1,25 l nein nein 

2 Saccharose 19 g nein nein 

3 Saccharose 19 g ja nein 

4 Saccharose 27 g ja nein 

5 Saccharose 27 g ja ja 

6 Saccharose 27 g ja ja 

7 Caso-Medium 1,25 l ja ja 

Zur Überprüfung der Verringerung des Kohlenstoffgehaltes im Wasser wurden der 
chemische Sauerstoffbedarf (CSB) und der gelöste organische Kohlenstoff (DOC) 
analysiert. Zusätzlich wurden die Gesamtkoloniezahlen in den Wasserproben 
bestimmt, um zu überprüfen, ob die Bakterien auf dem Füllmaterial des 
Biofilmreaktors immobilisiert und somit aus der Wasserphase entfern werden. 

In various different test preparations, either CASO-Bouillon was used as a full medium 
with carbon (C), nitrogen (N) and phosphorus (P) or Saccharose as the sole carbon 
source in different concentrations. In some test versions, the water was vented and in 
some others, it was additionally treated with the AQUABION®. The different test versions 
are shown in Table 1. Before every restart, the particle filter was cleaned and the water 
removed completely from the reactor. Thereafter, the reactor was rinsed with drinking 
water and subsequently, filled with the medium with the desired nutrient content.

Table 1:  List of the test preparations with the AQUABIOREAKTOR

 Test no.  Carbon source Concentration Oxygen supply AQUABION®

 1  Caso-Medium  1.25 l  no no

 2   Saccharose    19 g no no

 3   Saccharose    19 g yes no

 4   Saccharose    27 g yes no

 5  Saccharose    27 g  yes yes

 6   Saccharose    27 g yes yes

 7  Caso-Medium  1.25 l yes yes

To check the reduction of the carbon content in the water, the chemical oxygen requi-
rement (CSB) and the dissolved organic carbon (DOC) were analysed. In addition, the 
total forming units numbers in the water samples were determined to check whether the 
bacteria on the filling material of the biofilm reactor get immobilised and hence removed 
from the water phase. 
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3 Ergebnisse und Diskussion 

3.1 Einfluss des AQUABION® auf Biofilme 

3.1.1 Chemische und physikalische Wasserparameter 

Während des gesamten Versuchszeitraums wurden die Parameter pH-Wert, DOC-
Gehalt, Zinkkonzentration, Temperatur und Leitfähigkeit gemessen, um zum einen 
für ein Kühlwasser typische Konzentrationen einzustellen und zum anderen über die 
Bestimmung der Zinkkonzentration die Funktion des AQUABION® Systems zu 
kontrollieren.  
Der pH – Wert war mit Werten zwischen 7,45 und 8,62 relativ konstant (Tabelle 2).  
Der DOC-Gehalt war zu Beginn des Versuchs mit 1,6 bzw. 1,7 mg/l gering, wurde 
dann aber auf Werte über 3 mg/l eingestellt. Zu dem Probenahmezeitpunkt nach 5 
Wochen lag die DOC-Konzentration mit 2,5 bzw. 2,6 mg/l wieder etwas unter 3 mg/l 
(Tabelle 2).  
Die Temperatur spiegelt mit Werten zwischen 26°C un d 32°C Warmwasser 
Bedingungen zuverlässig wider (Tabelle 2).  
Die Leitfähigkeit war mit Werten um die 700 µS/cm ebenfalls konstant (Tabelle 2). 
Ausnahme stellt hier ein Wert nach 3 Wochen Versuchsdauer in dem Reaktor mit 
AQUABION® dar.  

Tabelle 2:  Zusammenfassung der chemischen und physikalischen 
Wasserparameter über den Versuchszeitraum (K = Kontrolle, AB = 
AQUABION® System) 

Versuchs-
dauer 3 Stunden 1 Woche 2 Wochen 3 Wochen 4 Wochen 5 Wochen 

Reaktor K mit 
AB K mit 

AB K mit 
AB K mit 

AB K mit 
AB K mit 

AB 
pH 8,08 8,14 8,14 7,45 8,36 8,18 7,74 8,03 8,08 8,47 8,62 8,28 
DOC 
(mg/l) 1,6 1,7 3,5 4,5 3,8 3,4 3,4 3,4 2,9 3,2 2,5 2,6 

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

Bei den analysierten chemischen und physikalischen Wasserparametern konnten 
keine Unterschiede zwischen den beiden untersuchten Systemen mit und ohne 
AQUABION® festgestellt werden. Eine Ausnahme bildet hier der Parameter Zink, der 
im Kontrollreaktor immer nahe an der Nachweisgrenze von 0,01 mg/l lag und im 
Reaktorsystem mit AQUABION® Werte bis zu 26 mg/l erreichte. Dieser Wert wurde 

3  Results and Discussion
3.1  Influence of the AQUABION® on Biofilms
3.1.1  Chemical and physical water parameters

During the entire testing period, the parameters pH-value, DOC content, zinc concentration, 
temperature and conductivity were measured, to firstly set concentrations typical for cooling 
water and secondly to check the functioning of the AQUABION® system by determining 
the zinc concentration.
The pH value was relatively constant with values between 7.45 and 8.62 (Table 2).
The DOC-content was low at the beginning of the test at 1.6 or 1.7 mg/l, but was then set 
to values above 3 mg/l. Upon sampling after 5 weeks, the DOC concentration, at 2.5 and 
2.6 mg/l respectively, was once again below 3 mg/l (Table 2).
The temperature reliably reflects the warm water conditions with values between 26°C 
and 32°C (Table 2).
The conductivity was also constant, with values around 700 μS/cm (Table 2).
The exception here is a value after 3 weeks testing duration in the reactor with AQUABION®.

Table 2:  Summary of the physical and chemical water parameters  
   over the test period (K = control, AB = AQUABION® System)

 Test 
 duration 3 hours  1 week  2 weeks  3 weeks 4 weeks 5 weeks

 Reactor K  with  K with K with K with K with  K with 
    AB  AB  AB  AB  AB  AB

 pH  8.08 8.14 8.14 7.45 8.36 8.18 7.74 8.03 8.08 8.47 8.62 8.28

 DOC
 (mg/l) 1.6 1.7 3.5 4.5 3.8 3.4 3.4 3.4 2.9 3.2 2.5 2.6

 Zn (mg/l) 0.037 0.725 < 0.01 11 0.024 26 0.019 4.6  0.014  0.56  < 0.01  0,93

 T (°C)  26.4 27.1 30.8 30.6 31 30.1 31.5  30.5 27.2 26 31 31

 LF
 (μs/cm) 674 655 707 732 762 696 679 900 631 621 702 686

In the case of the analysed chemical and physical water parameters, no differenc-
es could be determined between the two investigated systems with and without 
AQUABION®. One exception here is the parameter Zinc, which, in the control re-
actor, was always close to the detectable limit of 0.01 mg/l and in the reactor sys-
tem with AQUABION®, reached values up to 26 mg/l. This value was reached after 
2 weeks of running the test. 
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nach 2 Wochen Laufzeit erreicht. Danach wurden in beiden Reaktorsystemen 2 der 
5 l Volumen durch Trinkwasser mit Zugabe von Nährstoffen ersetzt. Danach wurden 
nach jeder Probenahme wöchentlich 2 Liter des Versuchsvolumens ausgetauscht. 
Die erhöhten Zink-Konzentrationen in der Wasserphase des Reaktorsystems mit 
AQUABION® zeigen, dass das Aktivanodensystem über den gesamten 
Versuchszeitraum funktionierte und die Zinkkonzentration der einzige Unterschied in 
den beiden Versuchssystemen darstellte. 

3.1.2 Zink im Biofilm 

Die Konzentration an Zink in allen untersuchten Biofilmen zeigte, dass bis zum 
Zeitpunkt von 3 Wochen Versuchsdauer die Zinkkonzentrationen nahe der 
Nachweisgrenze lagen. Bei der Beprobung des Biofilms nach vier Wochen wurde 
festgestellt, dass es zu einer Akkumulation von Zink im Biofilm aus dem 
AQUABION® System gekommen war. Dies könnte auf die hohe Zinkkonzentration im 
Wasser zum Probenahmezeitpunkt von zwei Wochen zurückgeführt werden. Die 
Zinkkonzentration im Biofilm (pro 106 Biofilmbakterien), der mit dem AQUABION®

System behandelt wurde, war nach 4 bzw. 5 Wochen Versuchsdauer um 1-2 
Größenordnungen höher als der im Kontrollsystem (Tabelle 3) 

Tabelle 3:  Konzentration von Zink im Biofilm über den Versuchszeitraum  

 Zink (mg/106 Biofilmbakterien) 

Versuchsdauer Kontrolle mit AQUABION® System 

3 Stunden 3,57 x 10-8 3,17 x 10-8

1 Woche < 6,95 x 10-9 1,93 x 10-7

2 Wochen < 8,72 x 10-9 < 3,11 x 10-8

3 Wochen < 2,40 x 10-8 < 2,30 x 10-8

4 Wochen 7,08 x 10-6 2,89 x 10-4

5 Wochen 2,88 x 10-5 5,12 x 10-4

3.1.3 Mikrobiologische Wasseranalysen 

Im Wasser wurden zu Versuchsbeginn Gesamtzellzahlen von 2 x 106 Bakterien/ml 
gemessen, was in einem für Kühlwasser typischen Bereich liegt. Bis zu drei Wochen 
Versuchszeit ist kein deutlicher Trend, ob die Zellzahlen im AQUABION® System 

Thereafter, in both the reactor systems 2 of the 5 l volume was replaced by drinking 
water to which nutrients had been added. Next, after every sampling, 2 litres of the test 
volume were replaced.
The increased zinc concentrations in the water phase of the reactor system with 
AQUABION® indicate that the active anode system worked over the entire testing 
duration and the zinc concentration is the only difference in the two test systems.

3.1.2   Zinc in the biofilm

The concentration of zinc in all the examined biofilms showed that up to a period of 
3 weeks of testing, the zinc concentrations were close to the detectable limit. When the 
biofilm was sampled after four weeks, it was found that there had been an accumulation
of zinc in the biofilm from the AQUABION® System. The reason for this could be the 
high zinc concentration in the water at the time of sampling, i.e. after two weeks. The 
zinc concentration in the biofilm (per 106 biofilm bacteria), which was treated with the 
AQUABION® System, was 1-2 orders of magnitude higher than in the control system 
after 4 to 5 weeks of testing period (Table 3).

Table 3:  Concentration of zinc in the biofilm over the period 
   of the test

  Zinc (mg/106 biofilm bacteria)

 Duration of the test  Control  with AQUABION® System

 3 hours  3.57 x 10-8  3.17 x 10-8

 1 week  < 6.95 x 10-9  1.93 x 10-7

 2 weeks  < 8.72 x 10-9  < 3.11 x 10-8

 3 weeks  < 2.40 x 10-8  < 2.30 x 10-8

 4 weeks  7.08 x 10-6  2.89 x 10-4

 5 weeks  2.88 x 10-5  5.12 x 10-4

3.1.3  Microbiological water analyses

At the start of the test, total cell numbers of 2 x 106 bacteria/ml were measured in the 
water, which is in the typical range for cooling water. Up to three weeks of testing, there is 
no clear trend recognisable whether the cell numbers in the AQUABION® System or in 
the control system were higher.
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oder im Kontrollsystem höher waren, zu erkennen. Das zeigt, dass Zink keine 
toxische Wirkung auf die Kühlwasserbakterien besitzt. Ab der fünften Woche jedoch 
stieg die Bakterienkonzentration im AQUABION® -System auf Werte von 5 x 106

Bakterien/ml, während die Bakterienkonzentration im Wasser des Kontrollsystems 
nur bei etwa 4 x 105 Bakterien/ml lag. Das könnte einen Hinweis darauf liefern, dass 
im AQUABION® weniger Biomasse auf den Oberflächen adhäriert war, aber sich 
dafür mehr in der Wasserphase befand.  

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

Die Legionellenkonzentration zeigte diesen Verlauf nicht. Zu allen fünf 
Probenahmezeitpunkten lagen die Konzentrationen im AQUABION® -System immer 
deutlich unter denen im Kontrollsystem.  
  Das liefert einen Hinweis darauf, dass der AQUABION® die Kultivierbarkeit von 

Legionellen im Wasser verschlechtert, was ursächlich mit der Konzentration 
von Zinkionen in der Wasserphase zusammenhängen muss. 
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Abbildung 3:  Zusammenfassung aller im Wasser bestimmten 

mikrobiologischen Parameter (GZZ = Gesamtzellzahl, GKZ = 
Gesamtkoloniezahl, Leg. spec. = Legionella species) 
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This shows that zinc does not have a toxic action on the cooling water bacteria. However, 
from the fifth week onwards, the bacteria concentration in the AQUABION®  system incre-
ased to values of 5 x 106 bacteria/ml, whereas the bacteria concentration in the water of 
the control system was just approximately 4 x 105 bacteria/ml. This could be an indication 
of the fact that in the AQUABION®, there was less biomass adhered to the surfaces, but 
there was more in the water phase.

This trend was reflected preparation-wise in the results of the total forming units num-
ber determination (Figure 3).

The Legionella concentration did not show this flow. At all the five sampling times, the 
concentrations in the AQUABION®  system were always clearly below those in the 
control system.
➩	 This gives a pointer to the fact that the AQUABION® degrades the cultivability of 
 Legionella in the water, which must originally be owing to the concentration of 
 zinc ions in the water phase.

Figure 3:  Summary of all the microbiological parameters determined in the 
 water (GZZ = total number of cells, GKZ = total forming units num-
 ber, Leg. spec. = Legionella species)
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3.1.4 Mikrobiologische Biofilmanalysen 

Im Biofilm beider Versuchssysteme wurden zu Versuchsbeginn Gesamtzellzahlen 
von etwa 3 x 106 Bakterien/cm² gemessen (Abbildung 4). Bis zu drei Wochen 
Versuchszeit war deutlich zu erkennen, dass die Zellzahlen im Biofilm des 
AQUABION® Aktivanodensystems niedriger waren als im Kontrollsystem. Ab der 
vierten Woche jedoch näherten sich die Konzentrationen der Gesamtzellzahlen an.  

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

Auch bei der Bestimmung der Legionellenkonzentration im Biofilm konnte gezeigt 
werden, dass die Anzahl kultivierbarer Bakterien im AQUABION® System um 
mindestens den Faktor 10, nach 2 Wochen bzw. 5 Wochen Versuchsdauer sogar 
um den Faktor 1000 niedriger war. Eine Ausnahme bilden hier die 
Legionellenkonzentrationen, die nach 4 Wochen Versuchsdauer bestimmt wurden. 
Allerdings ist hier aber zu berücksichtigen, dass die Legionellenkonzentrationen in 
beiden Systemen so hoch waren, dass die ausgewählten Verdünnungen nicht 
geeignet waren und davon auszugehen ist, dass das Legionellenwachstum auf den 
Agarplatten gehemmt war, was zu einem Minderbefund führte.  
  Bei der kritischen Betrachtung der Ergebnisse zur Kultivierbarkeit der 

Biofilmbakterien, fällt schon wie in der Wasserphase auf, dass im AQUABION®

System die Kultivierbarkeit der nativen Kühlwasserbakterien und der 
Legionellen deutlich verringert ist. Die ist ebenfalls ursächlich nur mit der 
Wirkung der Zinkionen, die durch das AQUABION®-System freigesetzt wurden, 
zu erklären. 

3.1.4   Microbiological biofilm analyses

In the biofilms of both the test systems, at the start of the test, total cell numbers of about 
3 x 106 bacteria/cm² were measured (Figure 4). Up to three weeks of testing time, it was 
clearly seen that the cell numbers in the biofilm of the AQUABION® Active anode system 
were less than in the control system. From the fourth week, however, the concentrations of 
the total cell numbers came closer to each other.

However, the results of the total forming units number determination in the biofilm clearly 
showed that the cultivability in the AQUABION® system was less by a factor of at least 10 
(after one week of testing duration, even by a factor of 1000) (Figure 4).

Even in the determination of the Legionella concentrations in the biofilm, it could be shown 
that the number of cultivable bacteria in the AQUABION® system was less by a factor of at 
least 10, and after 2 weeks or 5 weeks testing, even by a factor of 1000. One exception here 
are the Legionella concentrations, which were determined after 4 weeks of testing.
However, it must be taken into account here that the Legionella concentrations in both the 
systems were so high that the selected dilutions were not suitable and it has to be assumed 
that the Legionella growth on the Agar plates was hindered, which gave rise to a lower result.
➩	 	 In the critical examination of the results of the cultivability of the biofilm bacteria, it is 
  noticeable right in the water phase, that in the AQUABION® system, the cultivability 
  of the native cooling water bacteria and the Legionella is significantly reduced. It can 
  also be causatively explained only by the action of the zinc ions that were released 
  by the AQUABION® system.
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Abbildung 4:  Zusammenfassung aller im Biofilm bestimmten mikrobiologi-

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

3.1.5 Oberflächen 

3.1.5.1 Makroskopische Betrachtung der Schlauchoberflächen 

Nach fünf Wochen Versuchszeit wurden die Tygon-Schläuche, durch die während 
des gesamten Versuchszeitraums das Wasser geflossen war, makroskopisch 
vergleichend untersucht. Man kann deutlich erkennen, dass der Schlauch, der in 
dem System mit AQUABION® eingebaut war, weniger belegt war als der Schlauch 
aus dem Kontrollsystem (Abbildung 5). Außerdem wird deutlich, dass der Belag im 
Schlauch des Kontrollsystems gelblich-bräunlich gefärbt war, während der Biofilm im 
AQUABION® Aktivanoden-System weißlich gefärbt ist. Das lässt darauf schließen, 
dass der Biofilm in beiden Systemen nicht nur unterschiedlich in der Biofilmdicke, 
sondern auch in der Zusammensetzung ist.  

1.00E+07

1.00E+06

1.00E+05

1.00E+04

1.00E+03

1.00E+02

1.00E+01

1.00E+00

 GZZ Control 
 GZZ with AQUABION® 
 GKZ Control
 GKZ with AQUABION®

 Leg. spec. control
 Leg. spec. with AQUABION®

C
el

l n
um

be
rs

 (b
ac

te
ria

 o
r c

fu
/c

m
²)

0    1     2      3       4        5

         Time (weeks)

Figure 4:  Summary of all the microbiological parameters determined in the 
 biofilm (GZZ = total number of cells, GKZ = total forming units number, 
 Leg. spec. = Legionella species)

3.1.5   Surfaces
3.1.5.1   Macroscopic examination of the hose surfaces

After five weeks testing time, the Tygon hoses through which the water flowed during the 
entire testing period were macroscopically compared. It can be quite clearly seen that 
the hose that was installed in the system with AQUABION®, was less incrusted than the 
hose from the control system (Figure 5). In addition, it was clear that the incrustation in 
the hose of the control system was coloured yellowish-brownish, whereas the biofilm in 
the AQUABION® Active anode system is coloured whitish. This leads to the conclusion 
that the biofilm in both systems is not only different in the biofilm thickness, but also in the 
composition.
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Abbildung 5:  Makroskopische Betrachtung der Schläuche aus dem System 
mit AQUABION® (oben) und dem Kontrollsystem (unten). 

3.1.5.2 Direkte Betrachtung der Couponoberflächen 

Bei der fluoreszenzmikroskopischen Betrachtung der angefärbten Coupon-
oberflächen wurde deutlich, dass sie im Kontrollreaktor stärker mit Biofilmbakterien 
belegt waren als die Couponoberflächen, die aus dem AQUABION® Aktivanoden-
system entnommen wurden. Man konnte ebenfalls erkennen, dass sich die Biofilme 
der zweiten Woche deutlich von denen der dritten Woche unterschieden. Während 
in den ersten zwei Versuchswochen eher kurze Stäbchen, die homogen auf der 
Couponoberfläche adhäriert waren, dominierten, waren ab der dritten 
Versuchswoche deutlich Aggregatbildung und das Auftreten von Protozoen 
erkennbar. Ein wesentlicher Unterschied in der Struktur der Biofilme auf den 
Oberflächen war die Anwesenheit von fädigen Bakterien im Kontrollsystem. Durch 
die Vernetzung von fädigen Bakterien besitzen Biofilme, die diese enthalten, in der 
Regel eine höhere Stabilität. Die durch die Anwesenheit von Zinkionen aus dem 
AQUABION® verringerte Stabilität des Biofilms könnte zusätzlich ein Grund dafür 
sein, dass er sich aufgrund der im Schlauch herrschenden Scherkräfte nicht in dem 
Maße entwickelte wie im Kontrollsystem (vgl. 3.1.5.1). 

Mit AQUABION®  

Kontrollsystem  

 With AQUABION®

Control system

Figure 5:  Macroscopic examination of the hoses from the system with AQUABION® 
 (top) and the control system (below).

3.1.5.2   Direct examination of the coupon surfaces

In the fluorescence microscopic examination of the tinted coupon surfaces, it became 
clear that it was populated more densely with biofilm bacteria in the control reactor, than 
the coupon surfaces that were taken from the AQUABION® active anode system. It was 
also quite clear to see that the biofilms of the second week were distinctly different from 
those of the third week. Whereas in the first two testing weeks, shorter rods that were 
adhering homogeneously to the coupon surface dominated, from the third testing week 
onwards, aggregate formation and the occurrence of protozoa were clearly recognisable. 
One important difference in the structure of the biofilms on the surfaces was the presence 
of filament-like bacteria in the control system. Through the networking of filament-like 
bacteria, biofilms that contain them generally have a higher stability. The reduced stability 
of the biofilm owing to the presence of zinc ions from the AQUABION® could be an 
additional reason for the fact that it did not develop to the same extent as in the control 
system because of the shearing forces prevailing in the hose (see 3.1.5.1). 
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Versuchs-
dauer Kontrollreaktor Reaktor mit AQUABION®

3 Stunden 

1 Woche 

2 Wochen 

3 Wochen 

Testing 
duration  Control reactor Reactor with AQUABION®

3 hours

1 week

2 weeks

3 weeks
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Versuchs-
dauer Kontrollreaktor Reaktor mit AQUABION®

4 Wochen 

5 Wochen 

Abbildung 6:  Direkte Betrachtung der Couponoberflächen zu den 
Probenahmezeitpunkten nach Anfärbung mit dem 
Fluoreszenzfarbstoff DAPI 

3.1.6 Chemische Untersuchung von Präzipitaten der 
Kreislaufsysteme 

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

Testing 
duration  Control reactor Reactor with AQUABION®

4 weeks

5 weeks

Figure 6:  Direct examination of the coupon surfaces at the sampling times after 
 tinting with the fluorescent dye DAPI

3.1.6    Chemical investigation of the precipitates of the circulation
  systems

During the operation of the two reactor systems, it was noticed that in the preparation 
with the AQUABION® Active anode system, far more precipitates were deposited to the 
floor of the 5 litre barrel than in the control reactor (Figure 7). Since it is postulated by 
DAT that by the addition of zinc (zinc ions) to the water, calcite (CaCO3) is converted into 
aragonite (CaCO3), which has a lesser tendency to adhere to surfaces, it is necessary to 
check whether the precipitates contained different concentrations of different elements. 
Therefore, the chemical composition of the flakes was determined by means of ICP-OES 
(Table 4).
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Abbildung 7:  Flocken auf dem Boden des 5 Liter-Gefäßes im Ansatz mit 
AQUABION® -System 

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

Geringfügige Unterschiede traten darüber hinaus in den Kupfer- und in den 
Natriumkonzentrationen auf. Sie waren jeweils im dem AQUABION® -System höher 
als im Kontrollsystem. Kupfer wurde wahrscheinlich aus der Installation des 
AQUABION® -System eingetragen.  

Schlauch  

Flocken  

Hose

Flakes

Figure 7:  Flakes on the floor of the 5 litre barrel in the preparation with 
 AQUABION® -System

The investigation showed that the flakes from both the test systems had a very similar 
chemical composition. The calcium concentrations were similar at 56.6 and 56.7 mg/l. 
There was a large difference only in the concentration of zinc in the flakes: whereas zinc 
was not detectable in the flakes from the control reactor, the flakes from the AQUABION® 
Aktive anode system contained 14 mg/l zinc. From the literature, it is known that zinc 
causes a change in the crystalline structure during the formation of carbonates, especially 
calcium carbonate (Coetzee, P.P. et al., 1998, “Incrustation reduction and incrustation 
modification effects through Zn and other metal types in the physical water treatment”, 
Water SA, Bd. 24, Nr. 1, S. 77-84). During the crystallisation, large crystals, so-called 
aragonites, are formed. According to the literature, the adhesion forces of the aragonite by 
and on surfaces are much smaller than in the case of simple calcite. The measured pres-
ence of zinc in the precipitates and the reduced incrustation formation on the hoses of the 
system with AQUABION® (see 3.1.5.1) provide indications of the anti-scaling properties of 
the AQUABION®.
In addition, there were minor differences in the copper and sodium concentrations. They 
were both higher in the AQUABION®  system than in the control system. Copper probably 
entered during the installation of the AQUABION® -System.
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Tabelle 4:  Zusammenfassung der chemischen Untersuchungen der Flocken 
in den beiden Reaktorsystemen, blau hinterlegt sind die Elemente, 
die in unterschiedlichen Konzentrationen vorlagen. 

Parameter 
Flocken 

zusammensetzung 
Kontrolle 

Flocken 
zusammensetzung 

AQUABION®

Aluminium < 0,05 mg/l < 0,05 mg/l 

Kalzium 56,6 mg/l 56,7 mg/l 

Magnesium 9 mg/l 9,7 mg/l 

Natrium 65,4 mg/l 71,8 mg/l 

Kalium 5,2 mg/l 5,8 mg/l 

Bor 0,089 mg/l 0,099 mg/l 

Cadmium < 0,001 mg/l < 0,001 mg/l 

Cobalt < 0,005 mg/l < 0,005 mg/l 

Chrom 0,0085 mg/l < 0,0051 mg/l 

Kupfer 0,056 mg/l 0,18 mg/l 

Nickel 0,011 mg/l 0,016 mg/l 

Blei < 0,01 mg/l 0,041 mg/l 

Eisen 0,099 mg/l < 0,05 mg/l 

Mangan < 0,01 mg/l < 0,01 mg/l 

Silizium 2,89 mg/l 2,73 mg/l 

Zink < 0,052 mg/l 14 mg/l 

Gesamt-Phosphor 0,14 mg/l 0,16 mg/l 

Table 4:  Summary of the chemical investigations of the flakes in the two 
 reactor systems; the elements that were present in different 
 concentrations are shown shaded.

 Parameter  Flakes composition,  Flakes composition 
  Control reactor AQUABION®

 Aluminium  < 0.05 mg/l < 0.05 mg/l

 Calcium  56.6 mg/l 56.7 mg/l

 Magnesium 9 mg/l 9.7 mg/l

 Sodium 65.4 mg/l 71.8 mg/l

 Potassium 5.2 mg/l 5.8 mg/l

 Boron 0.089 mg/l 0.099 mg/l

 Cadmium  < 0.001 mg/l < 0,001 mg/l

 Cobalt  < 0.005 mg/l < 0,005 mg/l

 Chromium  0.0085 mg/l < 0.0051 mg/l

 Copper  0.056 mg/l 0.18 mg/l

 Nickel  0.011 mg/l 0,016 mg/l

 Lead  < 0.01 mg/l 0.041 mg/l

 Iron 0.099 mg/l < 0.05 mg/l

 Manganese  < 0.01 mg/l < 0.01 mg/l

 Silicon  2.89 mg/l 2.73 mg/l

 Zinc  < 0.052 mg/l 14 mg/l

 Total phosphorus 0.14 mg/l 0.16 mg/l
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3.2 Überprüfung des mikrobioziden Effekts nach Zugabe von Iod 
und Zink nach dem DAT Prinzip des Aquainjects auf 
ausgebildete Biofilme 

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

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

Wasserphase:
Die Ergebnisse zeigen, dass die Behandlung eine Erhöhung der Gesamtzellzahl 
(lebende und tote Bakterien), jedoch eine deutliche Verringerung der 
Gesamtkoloniezahl (vermehrungsfähige Bakterien) bewirkte. Nach 2 Tagen 
verringerte sich die Gesamtkoloniezahl um 2 Log-Stufen und nach 7 Tagen um 3 
Log-Stufen. Legionellen waren nach 2 Tagen Behandlung nicht mehr nachweisbar.  

Biofilm:
Die Behandlung des Biofilms mit der Kombination Zink und Iod nach dem DAT 
Prinzips des Aquainjects führte nur zu einer geringen Ablösung des Biofilms. Die 
Kultivierbarkeit der Biofilmbakterien nahm aber deutlich weniger ab als in der 
Wasserphase.  

3.2     Examination of the microbiocide effect after the addition of 
  iodine and zinc according to the DAT Principle of Aquainject 
  on formed biofilms

Following the investigations with the AQUABION® Active anode system, two tanks were 
connected in series in the inflow of the control reactor, which contained 27 g zinc or iodine 
respectively. Once again 5 litres were pumped over a period of one week in the circuit.

After two days, a water sample was examined, and after one week, a water sample and a 
biofilm sample, with regard to the total number of cells, total number of colonies, concen-
tration of Legionella spec., DOC and Zink investigated.

Water phase:

The results show that the treatment resulted in an increase in the total number of cells 
(living and dead bacteria), but a significant reduction of the total number of colonies 
(bacteria capable of multiplying). After 2 days, the total number of colonies reduced by 
2 logarithmic levels and after 7 days, by 3 logarithmic levels. Legionella were not detect-
able any more after 2 days of treatment.

Biofilm:

The treatment of the biofilm with the combination of zinc and iodine according to the DAT 
principle of Aquainject resulted in only a small dissolution of the biofilm. The cultivability 
of the biofilm bacteria, however, reduced significantly less than in the water phase.
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Abbildung 8:  Einfluss der Behandlung mit Zink und Iod auf den Biofilm 
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Abbildung 9:  Dokumentation des Einflusses der Behandlung von Biofilmen 
mit Zink und Iod direkt auf der Couponoberfläche 
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Figure 9:  Documentation of the influence of the treatment of the biofilm with  
 zinc and iodine directly on the coupon surface
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3.3 Einfluss des AQUABIOREAKTORs auf den Abbau organischer 
Substanzen in der Wasserphase 

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

 Für den schnellen Abbau von organischer Substanz ist eine Zufuhr von 
Sauerstoff günstig. 

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

 Bei dem Einsatz von 27 g Saccharose verzögert das AQUABION®-System den 
Abbau der organischen Substanz, nach etwa 2 Tagen werden aber die gleichen 
DOC- bzw. CSB-Konzentrationen erreicht. Das könnte einen Hinweis darauf 
liefern, dass die durch den AQUABION® eingebrachten Zinkionen die Biomasse 
zunächst in ihrer Stoffwechselaktivität hemmt, nach 2 Tagen jedoch eine 
Adaptation der Bakterien an die erhöhte Zinkkonzentration erfolgt ist.  

3.3    Influence of the AQUABIOREAKTOR on the degradation of 
  organic substances in the water phase

The results show that the use of the AQUABIOREAKTOR gives rise to a reduction in the 
organic substances in the water phase (Figure 10, Figure 11). For the degradation, in the 
selected test periods, (3-4 days) it is immaterial whether what is involved is a full medium 
with C,N and P-source (CASOMedium) or a sole C-source (Saccharose). The test results 
are reflected in both the determination of the CSB-content and in the determination of the 
DOC-content, because the curve flows of the CSB- and the DOC-concentrations are com-
parable (Figure 10, Figure 11). The following findings could be obtained from the different 
trial preparations:

‧ The addition of oxygen is favourable for the fast degradation of organic substances.

‧ Lower concentrations of Saccharose are degraded more effectively (within a shorter 
 time) than higher concentrations, but in percentage terms, after 100 hours (approx. 
 4 days) approximately the same target value of 5.9 or 3.7 % is reached.

‧ Upon using 27 g of Saccharose, the AQUABION® system delays the decompos-
 ition of the organic substance, but after about 2 days, the same DOC or CSB
 concentrations are reached. This could be an indication of the fact that the zinc 
 ions introduced through the AQUABION® first hinder the biomass in its metabolic
 activity, but after 2 days, the bacteria have adapted to the increased zinc con-
 centration.
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Abbildung 10:  Grafische Darstellung der Verringerung der Konzentration 
organischer Substanzen gemessen am CSB-Gehalt durch den 
AQUABIOREAKTOR; oben: absolute Konzentrationen (mg/l) 
unten: relative Abnahme (%) 
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Figure 10:  Graphical depiction of the reduction of the concentration of organic 
 substances measured according to the CSB content by the 
 AQUABIOREAKTOR; top: absolute concentrations (mg/l)  
 bottom: relative reduction (%)
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Figure 11:  Graphical depiction of the reduction of the concentration of organic 
 substances measured according to the DOC-content by the 
 AQUABIOREAKTOR; top: absolute concentrations (mg/l)  
 bottom: relative reduction (%)
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Die Ergebnisse zeigen außerdem, dass es in dem gewählten Versuchsansatz nicht 
zu einer Verringerung der Bakterienkonzentrationen gemessen anhand der Gesamt-
koloniezahl (KBE/ml) kam (Abbildung 12). Das liegt wahrscheinlich daran, dass die 
Koloniezahlen im Wasser aufgrund des großen Oberflächen zu Volumen-
Verhältnisses die Biofilmbildung im Reaktor widerspiegeln. Um zu überprüfen, ob der 
Einsatz des AQUABIOREAKTORs zu einer Verringerung der Koloniezahlen in der 
Wasserphase führt, müsste der Versuch mit einem größeren Wasservolumen 
wiederholt werden.  
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Abbildung 12:  Grafische Darstellung der Entwicklung der Konzentration der 
Gesamtkoloniezahlen in der Wasserphase 
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Figure 12:  Graphical depiction of the development of the concentration of the 
 total cfu number of colonies in the water phase

Moreover, the results show that in the selected test preparation, there was no reduction 
of the bacteria concentrations, measured with the help of the total forming units number 
(cfu/ml) (Figure 12). The reason for this is probably that the number of colonies in the 
water reflect the biofilm formation in the reactor owing to the large surface to volume ratio. 
To check whether the deployment of the AQUABIOREAKTOR results in a reduction of the 
number of colonies in the water phase, the test would have to be repeated with a larger 
water volume.


