Processen ter verwijdering en inaktivering van virussen in water”*

1. Inleiding — — o
Het aantal soorten virus dat in afvalwater
voorkomt kan vrij groot zijn. Zo’n 100 CORSATTIE By pessressesmusmusscssssnen .

typen enterovirussen, die afkomstig zijn
van excretieprodukten van de mens, zijn
aangetoond in afval- en oppervlaktewater
[1,2]. In Nederland is reeds in 1964 /1965

door Wilterding en Weiland [3] een kwali- |
tatief onderzoek verricht naar de aanwezig- |
heid van deze virussen [4] in het rioolwater,
Zij toonden daarbij zowel Polio 1, 2,3 als
Adenovirus en Reovirus aan.

De Amerikaanse onderzoekers Clarke en

By [
ECHD 1 . e *v ase  sses t s e

ADEND 7 n & . * 4 8 e rrr 2w

BS 30 3% 40 45 5O 5 10 15 20 25
WEEKNUMMER

Afb. 1 - Voorkomen van enterovirissen in onge-
zuiverd rioolwater.

eveneens tot 100 - 500 PFU in 100 ml riool-
water.

Berg [6] vond in 1971 de volgende hoeveel-
heid virus in Amerikaans rioolwater

(zie tabel I).

Gezien de gebruikte concentratiemethode
die een efficiéncy van globaal 50 % heeft
en de gebruikte cellen waarmee ongeveer
— 50 % van de virussen kunnen worden aan-
getoond, lijkt de conclusie gerechtvaardigd
dat de waarde tussen 100 - 500 infecteuze
virus eenheden per 100 ml rioolwater zal
liggen.
Uit een van de laatste publicaties van
Burras [7] blijkt echter dat aanzienlijk meer
virussen in het rioolwater kunnen voor-
komen (zie tabel 1T).
Uit tabel II wordt nog eens duidelijk hoe
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Kabler [5] berekenden op theoretische
gronden dat zo’n 500 infectueuze eenheden
(PFU) 1 per 100 ml rioolwater kunnen
voorkomen. Shuval en Berg [6] komen

* Voordracht gehouden voor de Contactgroep
Wateronderzoek en Waterzuivering op 13 juni 1974
te Utrecht.

1 PF1J = plaque forming unit [4].

TABEL I - Hoeveelheid virus (PFU) in Ameriaaans ricolwater (1971) [5].

datum 9/2 /9 30/9 11/11 18/11
virus in PFU/gallon 1,3 x 102 4,3 x 102 4,5 x 102 3,5 x 102 1,5 x 102
fecale Coli/gallon 1,8 x 108 1,3 x 106 6,4 x 106 4 x 106 4.8 x 108

TABEL 11l - Aantal dagen nodig voor 99,9 ¢, inactivering van enterovirussen.

benodigd aantal dagen bif

watertype virus 4-6°C 20-25°C
[ Polio en Fcho 7 26; 120 —
rivierwater; afvalwater { Echo 12 13 60 -
rivierwater | Coxsackie A9 16 12 —
Echo 7, 12 15; 19 —

.. s { Polio 1 19; 140 13; 95

rivierwater; leidingwater 1 Coxsackie A9 10; 98 <8 15

TABEL IV - Virusverwijdering door coagulatie.

dosering van aluminium-sulfaat

referentie watertype mg/l virusverwijdering
Wallis e.a. 1966 riooleffluent ) 80
Engeland e.a. 197G riooleffluent 80- 100
Berg 1971 Tivierwater 25 mg 98,6
Sproul ea. 1972 rivigrwater 10 mg + 50 mg klei 86

25 mg + 120 mg klei 99,8
Shelton ¢.a. 1973 oppervlaktewater 76 mg 99,6

dosering van ferrichloride
mg/1
Schifer ea. 1970 oppervlaktewater 45 - 100
Berg 1571 rivierwater 25 mg 94
Shelton 1971 rivierwater 10% mg 94,6
rivierwater 176 mg *

* Feg(SO4)s als coagulant gebruikt.
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Afb. 2 - Voorkomen van enterovirussen in riool-
water.

TABEL II - Hoeveelheid virus (PFU) in Israélisch
rioolwater (1974) [7].

gebruikte concentratiemethodieken PFU/1
polymeer twee-fasensysteem 1.677
alginaat filter 234
membraanfiiter 10.000
polyelectrolyt 1.584
direct inoculeren 48.110

belangrijk de concentratiemethodiek is die
bij het isoleren van virus wordt toegepast [4].

2.  Het verwijderen en inactiveren van
enterovirussen door zelfreiniging

2.1. Biologische verwijdering bij een riool-
waterzuivering

Een belangrijk middel bij het verwijderen
van virussen uit rioolwater is een behande-
ling met geactiveerd slib.

Uit laboratoriumexperimenten blijkt, dat
zo'n 90 - 99 % van de virussen verwijderd
kan worden [6]. De resultaten verkregen in
de praktijk geven echter aan dat dit percen-
tage onder deze omstandigheden een stuk
lager ligt en slechts 25 ¢ bedraagt [6].
Vergelijkbare resultaten werden in Dene-
marken verkregen door Lund [8]. Zij vond
gedurende een groot deel van het jaar
enterovirussen in het water zowel voor als
na behandeling in een rioolwaterzuiverings-
installatie waarbij in 40 % van de gevallen
het cffivent hetzelfde virus bevatte als het
influent [9] (ath. 1 en 2).

2.2. Inactivering door natuurlijke omstan-
digheden

Nadat het rioolwater een afvalzuiverings-
installatie is gepasseerd, komt het vervol-
gens in het oppervlaktewater terecht.

Ook hier zijn diverse factoren die de
overlevingskansen van virussen beinvloe-
den {1] zoals in tabei 111 is vermeld.

Uit tabel III blijkt dat verblijfstijd, tempera-
tuur en waterkwaliteit van groot belang

zijn voor de overlevingskans van het
enterovirus.

3. Virusverwijdering door coagulatie
processen
3.1. Coagulatie

Verwijdering van virussen kan eveneens
plaatsvinden d.m.v. coagulatie met ijzer en
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aluminium zouten. Een aantal resultaten
van verschillende onderzoekers zijn in tabel
IV weergegeven [1, 5, 10, 11, 12].

Een coagulatie met aluminiumsulfaat en
ferri-zouten is goed in staat virus te ver-
wijderen, waarbij aluminiumsulfaat het
beste resultaat geeft, nl. 94 resp. 98,6 %.
Shelton [11] en zijn groep konden uit de
experimenten een empirische formule
opstellen die een relatie geeft tussen een
dosering van het coagulans voor een maxi-
male virusverwijdering en de COD-waarde
van het te behandelen water. Deze formule
luidt als volgt:

D=aCh

D = dosering coagulans in mg/1
C = COD van water in mg/1

a en b zijn constanten die bij een bepaalde
coagulans behoren, resp. a = 16,97 en

b = 0,50 voor ferrichloride en a = 5,44 en
b = 0,60 voor aluminiumsulfaat.

3.2. Inactivering van virus m.b.v. calcium-
hydroxyde
Inactivering en verwijdering van virussen
kan optreden dcor het rioolwater effluent
te behandelen met calciumhydroxyde.
Berg [6] vond dat meer dan 90 % Polio-
virus kon worden verwijderd als 400 mg/1
werd toegevoegd. Bij toevoeging van 500
mg/l wordt de pH van het effluent hoger
dan 11, waarbij het virus dan echt geinacti-
veerd kon worden [1, 12] (zie tabel V).
Brunner e.a. [14] combineerden het verwij-
deren van virus met het neerslaan van
fosfaat als derde trap in een rioolwater-
zuiveringsinstallatie. Zij doseerden daarbij
Al (804)3 en Ca(OH)2 en een overmaat
Ca2+ (als CaClz), waarbij calcium hy-
droxyapatiet neerslaat (afb. 3a, 3b).
Uit afb. 3 blijkt, dat verwijdering van
poliovirus toeneemt met afnemende pH
zowel bij een molaire verhouding
Al:POs = 1als 1,5
Bij een Al: POy verhouding van 1,5 en bij
een pH = 6 wordt meer dan 96 % virus
verwijderd en 95 9 van het fosfaat, bij
een begin fosfaatconcentratie van 40 mg
PO4/1

Eveneens onderzochten zij virusverwijdering
met fosfaatprecipitatie m.b.v. Ca(OH)z.
Daarbij werden de resultaten volgens

afb. 4 verkregen.

Uit afb. 4 kan worden geconcludeerd dat
naarmate meer fosfaat wordt necrgeslagen
meer virusverwijdering plaatsvindt, en dat
een derde trap rioolwater zuivering bij het
aanwezig zijn van voldoende hoeveelheden
fosfaat uit het cogpunt van virus verwijde-
ring een wenselijke zaak is.

Chang [15] en Manwarring e.a. [16] toonden
aan dat meegeprecipiteerde virus niet

TABEL V - Inactivering van virus door pH-verhoging.

Medium

Contacttijd rH ¢ inactivering
Tg bacteriofaag 90 min. 10,5 a0 Ca (CH): + g-edest. HeO .
Polio 1 (Sabin) 90 min. 11,2 1] Ca (OH): + gedest. HoO
Polio 1 (Sabin) 90 min. 11,9 90 Ca (OH)2 + NaOH + gedest. HoO
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Afb. 3a - Fosfaatverwijdering door precipitafie
m.bw. Aiy§0,); in rioolwater.

99

9B ~

97 4

26

95+

VIRUS VERWIJDERING

*/s

94

Afb. 3b - Virusverwijdering door fosfaatprecipitatie
m.b.v. Aly(S0,)s in ricoleffluent,

Afb. 4 - Virusverwijdering gekoppeld aan fosfaal-
precipitatie door toevoeging van calcium,
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volledig geinactiveerd is (tabel VI), zodat
voorzichtigheid geboden is met de behande-
ling van het precipitaat.

TABEL VI - Terugwinning van virussen
geadsorbeerd aan hel precipitaal.

% virus
elutie vioeistof pH virus TECOVery
gedestilleerd water MSe 78
0,1 m trisbuffer 7,6 MSe 21
water 8,5 Tg 20

8,5 Coxsackie 60

bicarbonaat buffer

4. Inactivering van virussen door chloor
en ozon

Bij de bereiding van drinkwater is het van
het grootste belang dat het eindprodukt
geen ziekteverwekkende (pathogene) micro-
organismen bevat. Bij het gebruik van
oppervlaktewater als grondstof voor de
bereiding van drinkwater is duidelijk dat
hiertoe toepassing van desinfectie processen
nodig is omdat er zich wel degelijk patho-
gene micro-organismen in het ruwe water
bevinden. Van belang hierbij is, dat criteria
die bij desinfectieprocessen gelden voor
bacteriéle organismen, niet behoeven op te
gaan voor virussen, m.a.w. een negatieve
coliformtest hoeft niet in te houden dat
virussen afwezig zijn.

Daar bij de meeste bedrijven waar het
water gedesinfecteerd wordt, chloor en
ozon als desinfectiemiddel worden toegepast
is het nuttig de invloed en het effect van
deze twee oxydatiemiddelen op micro-
organismen nader te beschouwen.

4.1. Chloor

De invloed van een chloorbehandeling op
micro-organismen in water is reeds door
vele onderzoekers nagegaan [17, 18, 19, 20,
21, 23] (zie tabel VIIL).

Uit tabel VII B en VII C blijkt duidelijk dat
een aantal enterovirussen resistenter zijn
tegen chloorbehandeling dan de E-coli
bacterie. Eveneens is te zien uit tabel VII B
dat de resultaten van sommige virussen nog
enderling kunnen verschillen, zoals bijv.
Polio 2 t.o.v. Polio 1 en 3.

Uit tabel VII A zou kunnen worden afgeleic
dat een verhoogde pH een negatieve invloed
zou hebben op het reductie-percentage van
de micro-organismen, want om de micro-
organismen met eenzelfde percentage te
reduceren bij een hogere pH lijkt een ver-
lenging van de contacttijd vereist. Dit word!
echter gelogenstraft door de experimenten
die door Scarpino [22] en zijn medewerkers
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werden uitgevoerd. Zij vonden dat Polio 1
zo'n 130 keer resistenter is dan E-coli tegen
HOCL. bij een pH = 5.

Bij een pH = 10, waarbij vrij chloor voor-
namelijk uit OCl— bestaat blijkt dat E-coli
zo’n 3 keer resistenter is tegen OCI— dan
Polio 1 (zie afb. 5).

Uit het experiment blijkt dat HOCI zo’n
50 keer effectiever is dan OCl— voor de
inactivering van E-coli, terwijl OCI— zon
factor 7 keer effectiever is voor inactivering
van Polio 1 dan HOCI, m.a.w. een hogere
pH is dus veel effectiever voor de inactive-
ring van virusssen bij het toepassen van een
desinfectiebehandeling met chloor.
Eveneens manifesteert zich bij dit experi-
ment duidelijk dat de criteria van het
bacteriologisch onderzoek niet gelden voor
enterovirussen,

42, Ozon

Ozon wordt reeds vele jaren gebruikt bij de
bereiding van drinkwater in Furopa en met
name Frankrijk waar het voor het eerst in
1907 in Nice werd toegepast.

Veel gegevens over de desinfectie-eigen-
schappen van ozon m.b.t, bacterién zijn in
de literatuur niet voorhanden. Nog minder
is er bekend over de desinfectie-eigenschap-
pen van ozon m.b.t. virussen. Verscheidene
factoren beinvlioeden de desinfecterende
werking van ozon. De temperatuur heeft o.a.
eent belangrijke invioed. Volgens Cerkinsky
[20] moet men om eenzelfde desinfecterend
effect te krijgen een 1,6 keer zo grote dosis
ozon bij 18 - 20 °C en 3,2 keer zo grote
dosis ozon bij 36 - 38 °C toevoegen dan bij

4 -6 °C. Een pH-waarde tussen 6 - 8 heeft
maar weinig invioed op de eigenschappen
van ozon [25],

Reeds in 1943 vond Kessel [24] dat 0,05 -
0,45 ppm ozon evenveel Poliovirus vernie-
tigt in twee minuten als 0,5 - 1,0 mg/1 chloor
doetin 2 4 3 uur.

Pas in 1964 komen Coin [26] en zijn mede-
medewerkers voor het eerst met meer gege-
vens over de inactivering van Poliovirus
m.b.v. 0zon.

Zij concludeerden, dat in gedestilleerd water
en gefiltreerd rivierwater bij een restgehalte
van ozon van meer dan 0,3 mg/l1 een
inactivering optreedt van 99,99 %, mits de
contacttijd minimaal 4 minuten is {26].
Coin en Gomella vinden eveneens bij hun
experiment met stromend water dat bij een
restgehalte van ozon van 0,4 mg/l of hoger
de inactivering snel gaat mits de contact-
tijd groter is dan drie minuten [26].

In de USSR zijn door Suchkov en Cerkins-
ky [20, 23] eveneens inactiveringsproeven
gedaan op enterovirussen m.b.v. ozon

(afb. 6).

Uit dit experiment blijkt duidelijk dat door
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TABEL VII - Inviced van chloor op de overlevings fijd van bacterién en virussen.
micro- contacttiid desinfektie o reductie
organisme (minuten) pH temp. °C omstandigheden micro-org.
A toegevoegd chloor in mg/1
Coxsackie Ag 10;3 7:7 3—6;28 0,6 ;0,5 99,6
Polio 1 3:8 7:;9 2528 0,25 + 04 9.9
Coxsackic Bs 16; 30 7.8 1— 5 0,25 =04 99,9
B rest chloorgehalte mg/1
E-coli 5 7 25 0,03 99,9
Coxsackie Ag 5 7 2— 5 1,4 99,6
Coxsackie Az | 4 7 2528 0,20 100
Polio 2
Polio 1, 3 15—39 7 25—28 0,20 100
gecombineerd rest chloor-

C gehalte mg/1
E-coli 20 8,3 05x£01;06+0,1 95 : >99<100
Colifaag 30 8,3 0,5+ 0,1;0,6=+0, 83 : >99<100
Poliovirus 30 8,3 0,5+0,1;06=+0,1 70 :90
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Afb. 5 - Relatie concentratie-tijd voor 99 ¢ inaktivering van E-coli en Poliovirus 1 bij 5 °C.

Afb. 6 - Inaktivering van enterovirus in rivierwater door ozon.
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het reageren van ozon met in het water
aanwezige stoffen gedurende de cerste

5 minuten geen inaktivering optreedt.

Pas na 7 minuten wordt 30 9 van het
Polio 3 virus en 97 9, van het Coxsackie By
virus geinaktiveerd.

Na 15 minuten is de inaktivering opgelopen
tot resp. 99.7 % en 99,6 %, waarbij het
restgehalte aan ozon 0,2 mg/1 is geworden.
Uit deze gegevens blijkt nogmaal dat ver-
schillende enterovirussen niet even gevoelig
Zijn vVOoOor ozon.

Een van de laatste experimenten over de
inactivering van enterovirussen door ozon
zijn door Evison [27] in Newcastle uitge-
voerd. Hierbij werd de resistentie van
E-coli, een bacteriofaag en een Poliovirus
t.0.v. ozon met elkaar vergeleken (zie

tabel VIII).

Deze gegevens illustreren duidelijk dat
virussen resistenter zijn dan bacterién bij
een ozonbehandeling. Eveneens komt
duidelijk naar voren dat de gebruikte
bacteriofaag, die qua structuur en grootte
op een enterovirus lijkt, minder resistent

is dan het enterovirus zelf.

Tevens blijkt dat de inactivering van
enterovirussen deor ozon athankelijk is van:

— het te oxideren materiaal dat zich in het
water bevindt;

— de contacttijd en het restgehalte aan
ozon.

Een goede inactivering (minimaal een reduc-
tie in virus concentratie met een factor 108)
wordt verkregen bij een restgehalte aan
ozon van minimaal 0,4 mg/1 gedurende cen
contacttijd van minimaal 4 minuten, zoals
blijkt wit:

a. Coin e.a. [26] — 99,99 9% reductie van
Polic 1 met rest ozongehalte van 0,3 mg/1
en contacttijd van 4 minuten.

b. Cerkinsky e.a. [20] — 99,7 9% reductic
van Polio 3 met oplopend rest ozongehalte
van 0,1 - 0,2 mg/1 gedurende 5 minuten.

¢. Evison [27] — 99,995 9%, reductie van
Poliovirus met rest ozongehalte van 0,18
mg/1 bij contacttijd van 4 minuten.

5. Samenvatting en conclusie

Aan de hand van de beschikbare gegevens
kan kwantitatief een globale schatting
gemaakt worden van de verwijdering en
inaktivering van virussen bij de bereiding
van oppervlaktewater tot drinkwater.
Uitgaande van 104 infectueuze virus-
eenheden, die aanwezig zijn in een liter
rivierwater [2, 6, 7, 281, zal indien het water
via een spaarbekken, waarbij een verblijftijd
in de winter van één maand wordt gehand-
haafd, een reduktie van 99,9 %; kunnen
optreden.

Indien de volgende processen uit oogpunt
van virusverwijdering optimaal verlopen

TABEL VIII - Overlevingspercentage van E-coli, Bacteriofaag en Poliovirus na een ozonbehandeling,

restgehalte aaﬁ ozon E-cali .77 _bacteriofaag Poliovirus
in mg/l  contacttijd: 4 min. 10 min. 4 min, 10 min. 4 min, 10 min.
o o overlevingspercentage ovcfic;irgperccntagk ovcrlcvingspcrcentag:
0,02 0,0018 — 24 2,8 31 9,5
0,04 — — 5,5 0,16 10 1,8
0,06 — — 0,3 11,0022 1,1 0,16

— — 0,013 #* 0,0029

0,16 — —

* berekende waarde

zoals bijv, een coagulatie met ijzerchloride
(FeClg) [3, 11], snelle en langzame zandfil-
tratie [29], en desinfektie met chloor of ozon
[26, 27, 29], dan is resp. 95, 50, 96 en

99,99 % reduktie van virussen mogelijk,
zodat uiteindeliik nog 1 infektueuze virus-
eenheid aanwezig kan zijn in 1000 m3
drinkwater.

In de praktijk zijn deze bovengenoemde
processen veelal niet afgestemd op een
optimale virusverwijdering, zodat bijv. bij
een korte verblijfstijd in een spaarbekken
maar 99 % reduktie van het virus op kan
treden. Bij de volgende zuiveringsprocessen
kunnen dan resp. 80, 25, 60 en 99 procent
van de virussen worden verwijderd, zodat
dan in 100 lter drinkwater nog cen aantal
virusdeeltjes aanwezig kunnen zijn.

Uit het bovenstaande komt duidelijk naar
voren dat zeer grote volumina water van
ten minste 10 tot 100 liter onderzocht
moeten worden om virussen te kunnen aan-
tonen bij het niet adequaat funktioneren
van de zuivering.

Dhidelijk wordt ook dat voor het isoleren
van de enterovirusssen een zeer betrouwbare
koncentratie methodiek gewenst is.

Uit hygiénisch oogpunt blijkt eveneens hoe
belangrijk het desinfektieproces is bij het
niet optimaal verlopen van de recks andere
genoemde processen. Indien het desinfektie-
proces niet juist funktioneert bestaat de
mogelijkheid, dat virussen met het drink-
water de konsument bereiken [30, 31, 32].
Vandaar dat in Amerika wordt aanbevolen
dat de koncentratie van een referentie virus
met een faktor 1019 wordt gereduceerd
tijdens processen die bij de bereiding van
drinkwater uit ruw (oppervlakte)water
worden toegepast en dat het restgehalte aan
chtoor en/of ozon daarboven het referentie
virus met nog een faktor 102 kan reduceren.
Het verdient aanbeveling dat men ook in
Nederland het invoeren van een dergelijke
norm overweegt voor de inaktiverings- en
verwijderingscapaciteit van zuiverings-
systemen die uit oppervlaktewater drink-
water bereiden.
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