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Resumé

Formélet med naerveaerende projektet var at teste
og dokumentere effekten af en teknologi udviklet
af Danish Clean Water til skansom desinfektion af
brugsvand i forbindelse med produktion af
fodevarer.

Resultaterne fra projektet viser at en behandling
af vandsystemer, i dette tilfeelde procesvandet i en
fodevarevirksomhed, med denne desinfektions-
teknologi kan nedbringe antallet af kim i vandet
samt effektivt reducere maengden af biofilm pa
indersiden af vandrerene.
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Forord

Formélet med naerverende projektet var at teste og dokumentere effekten af en teknologi til
skdnsom desinfektion af brugsvand i forbindelse med produktion af fodevarer.

Projektet er gennemfort med statte fra Miljostyrelsens tilskudsordning til Miljeeffektiv Teknologi
og udfort i et samarbejde mellem:

Danish Clean Water A/S ved Hardy Jepsen

Dairy Fruits A/S ved Martin Hassel, Peter Lindgaard Hansen og Mogens Hede Jensen

Hjortkjer Maskinfabrik ved Alf Simonsen

Teknologisk Institut ved Lars Ottosen og Lotte Bjerrum
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Konklusion og sammenfatning

Fadevarevirksomheder er ofte meget atheengige af rent drikkevand i produktionen. Det, at vi i
Danmark anvender grundvand uden forudgdende desinfektion, er pd den ene side et stort
privilegium og noget vi gerne vil veerne om, men pa den anden side ogsa en sarbar fremgangsmade
for bl.a. fadevarevirksomheder.

Muligheden for at kunne sikre rent vand i produktionen er derfor yderst attraktivt.

Den danske virksomhed Danish Clean Water har udviklet et system til miljgvenlig desinfektion af
vand. Teknologien bestar af et anlaeg, der fremstiller en miljgvenlig og ufarlig desinfektionsvaeske
via elektrolyse af vand tilsat en lille smule almindeligt kokkensalt, samt et doserings- og sensor
system der tilforer en lille mangde af den fremstillede desinfektionsveeske til det vand der enskes
behandlet for at opné bakteriefrit vand.

Systemet anvendes allerede pa lukkede kolesystemer samt i varmtvandssystemer, hvor det bl.a. har
til formal at fjerne Legionella-bakterier. Teknologien er desuden i 2012 blevet tilladt til brug i
varmtvandssystemer.

I dette projekt afproves systemet ved den danske fadevarevirksomhed, Dairy Fruits, der - som
mange andre i branchen — har hgje kvalitetskrav og er dybt athaengige af rent drikkevand.

Dog er der i dette udviklings og demonstrationsprojekt ikke behandlet vand, der indgar i selve
fodevareproduktionen, men udvalgt en vandstreng, som i projektforlgbet kun er blevet anvendt til
renggringsformal.

Ved lgbende overvéagning af bakterieantallet i vandet samt udtag af rerstykker til analyse for biofilm
irgrene bade for og efter tilslutning af Danish Clean Waters anlag har projektet demonstreret
virkningen af behandlingen over en periode pa Y2 &r.

Resultaterne fra projektet viser at en behandling af vandsystemet, med den afprovede
desinfektionsteknologi kan nedbringe antallet af dyrkbare bakterier (kim) i vandet samt effektivt
reducere maengden af biofilm pa indersiden af vandrerene.

Effekten pa kim i vandet observeres ret hurtigt og efter en maneds behandling fandtes ingen
dyrkbare kim i vandet. Fjernelse af biofilm i rerene kraever derimod lidt leengere tid. P4 3 méneder
blev antallet af dyrkbare bakterier pa indersiden af rerene reduceret med 2-3 logenheder i forhold
til udgangspunktet, og 6 méneder efter tilslutning af anlaegget var antallet reduceret med mere end
4 logenheder eller 99,99%.

Til sammenligning blev kim og biofilm i en nyetableret vandstreng undersogt. I den forste tid efter
ibrugtagning var der hgje kimtal i vandet fra denne streng, men den stabiliserede sig dog pa et
forholdsvist lavt niveau efter et stykke tid. En tydelig og méalbar biofilm blev etableret i den nye
vandstreng i lobet af 6 maneder.

I forhold til at holde biofilm og kimtal nede i en vandstreng, vurderes behandling med DCW

anlegget derfor mere effektivt end udskiftning af hele vandstrengen til en ny, der oftest er den
losning fadevarestyrelsen anviser til fadevarevirksomheder med problemer med vandkvaliteten.
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Konklusion

Resultaterne fra narveerende projekt viser at en behandling af vandsystemer, i dette tilfeelde
procesvandet i en fadevarevirksomhed, med den miljevenlige desinfektionsteknologi fra Danish
Clean Water kan nedbringe antallet af kim i vandet samt effektivt reducere maengden af biofilm p&
indersiden af vandrerene.

Effekten pa kim i vandet observeres ret hurtigt og efter en maneds behandling fandtes ingen
dyrkbare kim i vandet. Fjernelse af biofilm i rerene kraever derimod lidt leengere tid. P4 3 méneder
blev antallet af dyrkbare bakterier pa indersiden af rerene reduceret med 2-3 logenheder i forhold
til udgangspunktet, og 6 maneder efter tilslutning af anleegget var antallet reduceret med mere end
4 logenheder eller 99,99%.

Til sammenligning blev kim og biofilm i en nyetableret vandstreng undersegt. I den forste tid efter
ibrugtagning var der hgje kimtal i vandet fra denne streng, men den stabiliserede sig dog pa et
forholdsvist lavt niveau efter et stykke tid. En tydelig og mélbar biofilm blev etableret i den nye
vandstreng i lobet af 6 maneder.

I forhold til at holde biofilm og kimtal nede i en vandstreng, vurderes behandling med DCW
anlegget derfor mere effektivt end udskiftning af hele vandstrengen til en ny, der oftest er den
losning fadevarestyrelsen anviser til fodevarevirksomheder med problemer med vandkvaliteten.
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Sammenfatning

Fodevarevirksomheder er ofte meget atheengige af rent drikkevand i produktionen. Det, at vi i
Danmark anvender grundvand uden forudgdende desinfektion, er pé den ene side et stort
privilegium og noget vi gerne vil veerne om, men pa den anden side ogsé en sarbar fremgangsmade
for bl.a. fadevarevirksomheder.

Muligheden for at kunne sikre rent vand i produktionen er derfor yderst attraktivt.

Den danske virksomhed Danish Clean Water har udviklet et miljgvenligt system til desinfektion af
vand. Systemet bestér af et anleg, der fremstiller en miljovenlig og ufarlig desinfektionsvaeske via
elektrolyse af vand tilsat en lille smule almindeligt kokkensalt, samt et doserings- og sensor system
der tilforer en lille meengde af den fremstillede desinfektionsvaeske til det vand der gnskes
behandlet for at opné bakteriefrit vand.

Systemet anvendes allerede pa lukkede kolesystemer samt i varmtvandssystemer, hvor det bl.a. har
til formal at fjerne Legionella-bakterier. Teknologien er desuden i 2012 blevet tilladt til brug i
varmtvandssystemer.

I dette projekt afpraves systemet ved den danske fadevarevirksomhed, Dairy Fruits, der -som
mange andre i branchen —har hgje kvalitetskrav og er dybt afhaengige af rent drikkevand.

Dog er der i dette udviklings og demonstrationsprojekt ikke behandlet vand, der indgar i selve
fodevareproduktionen, men udvalgt en vandstreng, som i projektforlgbet kun er blevet anvendt til
rengeringsformal.

Ved lgbende overvéagning af bakterieantallet i vandet samt udtag af rerstykker til analyse for biofilm
irgrene bade for og efter tilslutning af Danish Clean Waters anlag har projektet demonstreret
virkningen af behandlingen over en periode pa Y2 &r.
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Summary and Conclusion

Danish food industry is very dependent on clean drinking water for their production processes. In
Denmark, we use ground water that has not previously been disinfected which on the one hand is a
great privilege and something we want to safeguard, but on the other hand it is also a very
vulnerable procedure i.a. for food businesses.

Therefore, being able to ensure clean water in the production process is in great demand.

The Danish company "Danish Clean Water” has developed a system for environmentally-friendly
water disinfection. The technology produces an environmentally-friendly and harmless disinfection
liquid by means of electrolysis of water to which a small amount of ordinary kitchen salt is added. In
addition, it has a feeding and sensor system that adds a small amount of the disinfection liquid to
the water requiring treatment, so bacteria-free water can be obtained.

The system is already in use on closed cooling systems and in hot water systems where the objective
i.a. is to remove Legionella bacteria. The technology became approved for hot water use in Denmark
in 2012.

In this project, the system will be tested by a Danish food business called Dairy Fruits. As many
other companies in this line of business, they have high quality requirements and are very
dependent on clean drinking water.

However, in this development and demonstration project, water for food production has not been
treated, but a water pipe was chosen that only had been used for cleaning purposes.

By continually supervising the bacteria number in the water and removing sections of the pipe to
analyze if biofilm existed in the pipes before and after connecting the system from Danish Clean
Water, the project has demonstrated the effect of the treatment over a period of 6 months.

The project results show that treating the water system with the tested disinfection technology,
reduced the number of culturable bacteria (cfu) in the water and efficiently reduced the amount of
biofilm on the inside of the water pipes.

The effect on germs in the water appeared rather quickly and after a month treatment, no culturable
bacteria existed in the water. However, removal of biofilm in the pipes required some more time. In
three months, the number of culturable bacteria on the inside of the pipes was reduced by 2-3 log
units compared to the starting point and 6 months after the system had been connected, the
number was reduced by more than 4 log units or 99.99%.

For comparison, bacteria and biofilm in a newly established water pipe were investigated. Just after
the water pipe had been taken into use, there was a high amount of germs in the water from the
pipe, but after some time it stabilized itself at a rather low level. Obvious and measurable biofilm
was established in the new water pipe in the course of 6 months.

In relation to oppressing biofilm and germs in a water pipe, treatment with a DCW system is
estimated to be more efficient than replacing the entire water pipe with a new one which is the
solution the Danish Ministry of Food, Agriculture and Fisheries often recommends to the food
industry when they experience water quality problems.
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1. Baggrund

Vi har i Danmark som udgangspunkt valgt ikke at behandle vores drikkevand fordi kvaliteten som
udgangspunkt er rigtig god. Under almindelige omstendigheder er det den rigtige beslutning.
Imidlertid bringer det en raekke danske fodevarevirksomheder i vanskeligheder og kan give
utilsigtede problemer i produktionen. Den primere &rsag er at det med den strategi ikke altid er
muligt at holde et kimtal — dvs. antallet af dyrkbare bakterier - i produktionsvandet som kan
accepteres af intern kvalitetskontrol, forbrugerne og eksportmarkeder hvor der ofte er valgt aktive
strategier til at sikre fodevarer.

Mengden af kim i det rene vand kan variere betydeligt ved aftapningsstedet afthangig af
koncentrationen af kim ved indleb til virksomhed (omradets generelle vandkvalitet), design og
indretning af rersystem i virksomheden og virksomhedens forbrugsmgnster

Under hensyntagen til en rationel og konkurrencedygtig produktion gives der ofte ikke mange
reaktionsmuligheder fra virksomheden hvis kimtallet i det rene vand overstiger graenseverdierne
for drikkevand pa hhv. 20 kim37 og 200 kim22/ml. Ofte er en udskiftning, eller gennemgribende
rensning (CIP) den eneste mulighed for at bringe kimtallet ned, men effekten er som regel
forbigdende, og problemet vil ret hurtigt opsta igen.

I dette projekt belyses en skinsom og miljgvenlig metode til at desinficere vandsystemer og fjerne
biofilm uden af omgés krav til drikkevandskvalitet.

Mikrobiologisk Sikkert Procesvand



2. Formal

Formalet med dette projekt var at undersege effekten af DCW’s vandbehandlingsanlaeg installeret
og anvendt til desinfektion i en fodevarevirksomhed. Projektet skulle parallelt undersoge
vandkvalitet i en ny vandinstallation lavet efter nyeste anbefalinger, for at kunne sammenligne
vandkvalitet i forskellige vandinstallationer.

Over projektperioden er vandkvalitet i &eldre vandinstallationen undersogt for og efter tilsaetning af
DCW desinfektion og som reference er undersggt en helt ny vandstreng uden desinfektion. DCW
teknologiens bakteriedrabende effekt er blevet undersegt ved (1) kvantificering af levende bakterier
ivandet (kim), og (2) undersagelse af den bakterielle biofilm pé indersiden af vandstrengene med
forskellige mikrobiologiske teknikker..

I perioden hvor der er tilfart DCW desinfektion til vandsystemet er niveauet af klor holdt pa
internationalt niveau for desinfektion af drikkevand. Uheldigvis findes ingen felles europaeisk norm
for desinfektionsniveau, men WHO setter niveau for klorering til omradet mellem 0,5 til 3 ppm ved
doseringspunktet, mens Tyskland satter greenser for dosering til 0,1 til 0,3 ppm ved tappestedet. I
forseget her har vi doseret med 0,5 ppm i doseringspunktet, hvilket er lavere end laveste WHO
veerdi og vil vaere inden for det tyske omrade ved tappestedet. Ved at sztte denne granse sikres at
vandet kan betragtes som drikkevand og dermed kan anvendes til alle formél som man normalt
anvender drikkevand til. Ligeledes sikres at vandets kemiske egenskaber ikke @ndres, hvorfor der
ikke vil veere risiko for korrosion eller veere andre negative pavirkninger af vand, installationer etc.

2.1 Projektindhold
Projektet blev gennemfort pa 17 maneder og omfatter:

e  Udvelgelse af vandstreng til test

e  Udvelgelse og afmerkning af 5 tappesteder til regelmaessig provetagning

e  Udtagning og analyse af vandprever med ca. 4 ugers interval

e Installation af ny vandstreng til reference

e  Udvelgelse og afmaerkning af 2 tappesteder pa nye streng

e Installation og tilslutning af DCW anleaeg

e  Udtagning af vandrersstykker til analyse for biofilm; for tilslutning af DCW, samt hhv. 3 og
6 mdr. efter tilslutning af DCW.

e  Analyserilaboratoriet for bakterier i vand og biofilm

e Dataanalyse og afrapportering
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3. Teknologien

Danish Clean Water (DCW) har udviklet udstyr som ud fra en saltvandsoplesning og et elektrisk
spaendingsfelt danner en desinfektionsvaeske, der kan bruges til desinfektion i mange forskellige
sammenhange. Den resulterende vaeske har pH i et neutralt niveau pa 8,3 og baerer DCW
handelsnavnet Neuthox. Neuthox laves i en elektrolysecelle, hvor et anode- og et katodekammer er
adskilt af en membran. Forst fores saltvandsoplesningen igennem katodekammeret i
elektrolysecellen, hvorefter det fares videre ind i anodekammeret, hvor den basiske blanding
oxideres. Ved denne oxidation bliver der dannet nogle frie radikaler, samt frit klor enten i form af
hypoklorit eller hypoklorsyre (Suzuki et al., 2002, J. Agri. Food Chem.). Hypochlorsyren er her det
mest effektive desinfektionsmiddel. Blandingen af aktive stoffer i Neuthox er effektiv i forhold til
forebyggelse og kontrol af biofilm i rersystemer, men har ingen toksisk effekt i forhold til
mennesker.

DCW generatoren producerer desinfektionsvaesken til en lagertank, hvorfra det ved
flowproportional dosering, tilsaettes det gnskede system - i dette tilfaelde procesvandsledningen.
Ved flowproportional tilseetning méales vandgennemstremningen (vandforbruget) med en
flowmaler, hvilket videresendes som elektrisk information til en til en doseringspumpe med
indbygget minicomputer. Direkte pd pumpen indtastes hvor mange liter Neuthox der skal pumpes
ind / m3vand hvorved der opnés ensartet og ngjagtig dosering. I forhold til apparatets
stremforbrug betyder dosering fra lagertank, at elektrolysen kun behgaver at forlebe noget af tiden.
Doseringen kan ogsa kontrolleres pa baggrund af koncentrationen af aktivt-klor. Dette males med
en ORP (Oxidation Reduktion Potentiale) sensor, der indstilles til et niveau, hvor bakterie- og
biofilmvakst fjernes. Denne metode anvendes oftest hvis det er vand i et reservoir eller tank der
skal behandles.

I neerveerende projekt er doseringen sket flowproportionalt pa baggrund af vandforbruget saledes at
der kun tilfores ny desinfektionsvaske til systemet nar der tappes vand et sted pd ledningen.

Desinfektion med Neuthox fremstillet pa stedet medferer en bedre og mere effektiv desinfektion
sammenlignet med almindeligt kommercielt hypoklorit. Iseer evnen til at fjerne biofilm adskiller
Neuthox fra almindeligt klor og denne egenskab kan sa i de enkelte applikationer udnyttes til at
opna desinfektion med lavere klor koncentration, hvilket igen medferer en bedre vandkvalitet og en
sikker fjernelse af biofilm, der som oftest er det egentlige problem, nér der er problemer med
bakterie forurenet vand.

Slutteligt skal naevnes at anvendelse af Neuthox i de koncentrationer, der benyttes til

drikkevandsdesinfektion som her, ingen péavirkning har pa materialers korrosionsforhold, hvorfor
desinfektionen ikke stiller krav til materialer til rarstrenge.

Mikrobiologisk Sikkert Procesvand
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4. Projektforleb

Projektets omdrejningspunkt og forsegsfacilitet var produktionshallen hos Dairy Fruits i Odense.
Dairy Fruit er Nordeuropas forende leverander af aseptiske smagstilsetninger og smagsoplevelser
til fodevareindustrien og i produktionen anvendes bade vand til produkterne og til rengering i
fabrikken. Til projektet blev udvalgt en vandstreng der forgrener sig rundt i hele produktionen og
leder alm kommunalt drikkevand rundt i fabrikken. Under hele projektet blev vand fra den udvalgte
vandstreng udelukkende anvendt til rengaringsformal og ikke i produkterne.

I starten af projektet blev der udvalgt 5 tappesteder til provetagning fra vandstrengen. I lobet af de
forste 8 méneder af projektet blev der kortlagt en basis for niveauet af biofilm og kim i vandet ved

tappestederne. Ud fra dette niveau blev effekten af behandlingen efterfolgende dokumenteret vha.
tilsvarende analyser.

Vandprgver blev udtaget ca. en gang om maneden fra februar 2012 til marts 2013. Prgverne blev
undersoegt pa Teknologisk Institut ved metoder der generelt benyttes til overvigning af drikkevand:
kim25 og kim37, der viser antallet af dyrkbare bakterier pé generelle bakterielle dyrkningsmedier
ved 25 og 37 grader, samt ved enkelte udtagninger ogsa coliforme og E.coli.

Pa tre tidspunkter i labet af projektet blev der desuden udtaget rorstykker af vandstrengen for hvert
tappested. Rorstykker blev udtaget i hhv. februar 2012 (start- preve), december 2012 (3 mdr. efter
behandlingsstart) og marts 2013 (6 mdr. efter behandlingsstart). Mangden af biofilm i rerene blev
undersggt. Detaljeret beskrivelse af provetagning og analyser kan ses under materialer og metoder.

Desinfektion eller udskiftning af vandstrengene er to mulige lesninger pa et vedvarende problem
med forhgjede kim i vandsystemer. Derfor blev der i lobet af projekt analyseret for bakterier pa
béde vand og biofilm i gamle vandstrenge tilsat Neuthox, samt i en nyetableret vandstreng. Den nye
vandstreng blev installeret i juni 2012 parallelt med den gamle streng. Strengen der er 45 m lang er
udfert i PVC, dog med rustfri stal rer fra hovedstrengen ud til tappestederne.

I september 2012 blev Neuthox anlaegget tilsluttet og behandlingen af vandet i forsggsstrengen
igangsat.
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5. Provetagning og
analyser

5.1 Vandpreaver

Vandprever blev udtaget i 250 ml sterile flasker og bragt eller sendt til laboratoriet ved Teknologisk
Institut i Arhus. Ved tappestederne blev slanger afmonteret og der blev &bnet for vandet pa fuld
kraft i 3 min. Efterfolgende blev dysen sprittet grundigt af og vandet lgb igen inden proven blev
udtaget.

Proverne blev opbevaret pa kel indtil analyse som blev igangsat indenfor 24 timer.
Proverne blev undersggt for indhold af totalantal aerobe bakterier der kunne gro ved hhv. 25 og 37
grader (Kim 25 og kim 37). Henholdsvis 1 ml og 0,1 ml blev dyrket ved dybdeudseed pa PCA agar

(Oxo0id CM1012) og inkuberet i 2 og 3 dagn ved 25 og 37 grader, hvorefter kolonierne blev talt.

Ved udvalgte provetagninger blev der ligeledes undersogt for tilstedevarelsen af coliforme bakterier
og E.coli vha. colilert metoden (IDEXX Laboratories, Inc., Westbrook, Maine).

Graensevardierne for bakterier i drikkevand er (Drikkevandsbekendtgarelsen?):
Kim 22 : < 200 cfu/ml
Kim 37: < 20 cfu/ml

Coliforme: <1 cfu/ml

Mélinger for frit klor blev foretaget labende igennem projektet vha. en farvereaktion og
efterfolgende fotometrisk méling (Hanna Instruments, C114).

Der er i drikkevandsbekendtgerelsen ikke en graensevaerdi for klor. Bekendtgarelsen siger blot:
“Indholdet ber veere mindst muligt under samtidig overholdelse af de mikrobiologiske krav’. WHO

satter niveau for klorering til omradet mellem 0,5 til 3 ppm ved doseringspunktet, mens Tyskland
satter graenser for dosering til 0,1 til 0,3 ppm ved tappestedet.

5.2 Biofilm i rerstykker

Tre gange i lobet af projektet blev der skaret et stykke ror ud ved hvert tappested.
Efter udtagning af vandprever blev der lukket for vandet og rerstykker pa ca. 20 cm ror blev

udtaget. Raret blev straks opskéret i 3 lige store stykker (til triplikat analyser) og lukket i enderne
med parafilm. Rorstykkerne blev holdt pa kel og bragt til laboratoriet pa Teknologisk Institut.
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Figur 1 Billeder fra forste rorudtagning

Indledningsvist blev maengden af biofilm vurderet visuelt og fotograferet.
Biofilmen i rarene blev dernzst fjernet ved folgende procedure:
Biofilm blev udtaget med 'biofilmskraber’ efterfulgt af svab med vatpind. Den udtagne biofilm blev

opslemmet i 10 ml SPO fortyndings vaske. Afslutningsvist blev der tilsat glaskugler samt 2 ml SPO
til reret og der blev rystet grundigt for at fa den sidste biofilm lasnet fra siderne af roret.

Figur 2 sampling af biofilm fra vandrer

Den opslemmede biofilm blev homogeniseret pa vortex mixer, hvorefter der blev dyrket for
totalkim pa petrifilm (Total Aerobic Count Agar, 3M™) ved 30 grader i to degn fra en ti-folds-
fortyndningsraekke. Den resterende vaeskemaengde blev filtreret ned pa et 0,22 um filter
(Microsart® filter 250, Sartorius) og opbevaret i fryseren indtil yderligere analyse.

DNA blev ekstraheret fra filtrene vha. et kommercielt kit (Fast Prep DNA spin kit for Soil).

Den totale bakteriemengde i biofilmen blev dernzst ligeledes undersegt ved kvantitativ real time
PCR (qPCR) baseret pé et Brilliant II Sybr green QPCR mastermix (Stratagene) med primerne 341F
(cct acg gga ggc agce ag) og 907R (ceg teca att ctt ttg agt tt).

Et fingeraftryk af biofilmen ved de tre udtagninger blev undersegt ved Denaturerende Gradient Gel
Elektroforese (DGGE). Gelerne havde en gradient af Urea og formamid (30 — 70%) og en acrylamid
koncentration pd 8%. De blev kert natten over ved 100 volt og blev efterfglgende farvet i Sybr gold.
Primerne 341f-GC og 9o7r blev anvendt til DGGE.
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6. Resultater og diskussion

Der havde tidligere af og til veeret overskridelser pa niveauet af kim i vandprever fra den udvalgte
vandstreng i produktionen. For at have et sammenligneligt udgangsniveau blev der indledningsvis
udtaget vandprever hver méaned fra de 5 udvalgte tappesteder (1-5 i Figur 3).

4
— 3]

;‘4— 5
7 6
I ¥

Neuthox
&

-> L

Vand ind

Figur 3 forsimplet diagram over vandstreng og tappesteder. bla = gammel vandstreng, gron = ny vandstreng.

Efter tilslutning af desinfektionsanlaegget blev der jeevnligt udtaget prover til méling for frit aktivt
klor (FAK) ved doseringssted og tappesteder. Generelt blev mélt veerdier pa 0,08 til 0,24 ppm fri
aktiv klor i hele den farste del af forlgbet. De hgjeste méleresultater (vist i Tabel 1) fremkom i
slutningen af projektperioden. Dette viser, at der efterhdnden som biofilmen bliver reduceret i
rgrene, er en hgjere andel af den tilforte dosis, der nar ud til tappestederne.

Provested | Vandstreng | Frit klor 21.02.13
1 Gammel 0,56 ppm
2 Gammel 0,31 ppm
3 Gammel 0,47 ppm
4 Gammel 0,24 ppm

Tabel 1 malinger af FAK ved tappestederne efter 5 mrd Neuthox.

6.1 Vandpreover

Resultaterne fra kimtals-analyserne viste sig at variere fra gang til gang inden Neuthox anlaegget
blev tilsluttet. Der var flere overskridelser i forhold til drikkevandskravene, spredt ud over de
forskellige tappesteder.

Mikrobiologisk Sikkert Procesvand
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De samlede resultater fra taellingerne kan ses i bilag 1. Derudover er der i Figur 4 vist et overblik
over resultaterne fra provested 1-4. Tappested 5 er udeladt da det blev nedlagt kort efter Neuthox-
tilslutning. Som det fremgéar indeholdt proverne langt flere kim ved projektets start end efter
indfersel af Neuthox behandling. For tilseetningen af Neuthox sés flere overskridelser af
grenseveerdierne for kim-tal, mens niveauet af kim var s lavt at det i flere prover ikke kunne
detekteres ca. en maned efter tilslutning af teknologien.

Provested 4 er dog en undtagelse. Specielt d. 17.12.12 ses et meget hgjt niveau af kim i vandet herfra.
Vandet fra proven var dog varmt, hvilket tyder pa at vandet i vandstrengen passerer en varmekilde,
der specielt ved stilstand henover weekenden, opvarmer vandet til temperaturer der er favorable for
bakteriel veekst. Ved neermere undersggelse viste det sig, at tappestedet ikke havde veeret brugt i
flere dage og vandet blev ikke koldt, trods det vi lod det lobe nogle minutter for pravetagningen. De
hgje veerdier genfindes dog ikke i andre prover, og preven anses derfor ikke som veerende
reprasentativ.

Ovenstdende eksempel viser at leengere tids stillestiende vand i vandstrengene kan give ophav til
foreget bakterieindhold — et faktum man skal veere opmerksom pa nar produktionen startes op
efter nogle dages stilstand.

Doseringen fra DCW systemet har i dette tilfaelde vaeret flowproportionalt, hvilket bevirker at der i
tilfeelde uden nogen former for forbrug ikke tilseettes ny Neuthox, hvorfor systemets effekt pa
bakterieniveauet derfor er begranset ude ved det pageldende endetappested. Et skift i
doseringsstrategi, sé et konstant niveau af Neuthox opretholdes vha. ORP-styret dosering vil veere
en mulig lgsning. Denne lgsning kraever dog at klorid-niveauet overvéges i vandstrengen for at
undga ophobning af klorid-koncentrationer i korroderende koncentrationer.

Prgvested 1 Prgvested 2
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350 - 140 -
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E 250 - ) E 100 -
3 200 - = im 25 3 80 - W Kim 25
S o Kim 37 G
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100 40 - I
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Figur 4 kim25 og kim37 i vandpreverne fra tappested 1-4. Neuthox blev tilsat fra d. 11.september (orange pil).
Bemeerk forskellig y-akse. den rode linje indikeregreensevaerdien for kim 37 pé 20 cfu/ml og den bl linje
granseverdien pa 200cfu/ml for kim 22.

6.2 Biofilm
Biofilmen i rarene blev i forste omgang vurderet visuelt og derneest kvantificeret ved dyrkning.
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Ved forste provetagning var der tydelig biofilm i rarstykkerne udtaget fra tappested 1, 2, 3 og 5.
Roret ved tappested 4 havde ingen tydelig biofilm, men der sés spor af organisk materiale pa
svaberpinden. Den mindre biofilm ved dette tappested hang sammen med at vandstrengen her var
af nyere dato end de andre.

Eksempler pé ror ved forste provetagning kan ses i Figur 5.

Figur 5 ror under forste provetagning

Ved de to efterfolgende rorudtagninger var der tydeligt sket en reduktion af biofilmen i rerene.
Allerede efter 3 maneder var det ikke muligt at detektere en biofilm med det blotte gje. Der sés dog
stadig en farvning af svaberpinden ved skrab og svabring. I Figur 6 ses udviklingen i biofilmen ved
de forskellige tappesteder (cfu/cm) fra starten af projektet, samt ved hhv. 3 og 6 maneder efter
tilslutning af anleegget.

1000000
Biofilm i vandrgr

100000

10000

B Fgr Neutox

1000
3 mdr Neutox

cfu/cm ror

100 B 6 mdr Neutox

10

Tappested

Figur 6 Dyrkbare aerobe kim i vandrer ved tappestederne pé tre forskellige tidspunkter: feb2012: o-preve for
Neuthox (red); dec2012: efter 3 mdr. Neuthox (gren); mar2013: efter 6 mdr. Neuthox (bla). *Ingen
provetagning ved tappested 11 dec2012 samt tappested 4 mar2013.

Prove 6 er cfu i et rorstykke fra den nye vandstreng udtaget dec2012 (ingen Neuthox).

Som det fremgér af figuren var der et forskelligt udgangspunkt i forhold til maengden af biofilm i
rarene ved de forskelige tappesteder. Dyrkbare bakterier svingede fra 60 (prove 4) til 1 mio cfu/cm
(prave 2). Igen hang dette fint sammen med at pravested 4 var et forholdsvist nyt tappested.
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Tilslutning af Neuthox medferte en reduktion af biofilmen pa indersiden af vandrerene. Pa 3
maneder blev antallet af dyrkbare bakterier pé indersiden af rerene reduceret med 2-3 logenheder i
forhold til udgangspunktet, og 6 méneder efter tilslutning af anlaegget var antallet reduceret med
mere end 4 logenheder eller 99,99%.

Ved tappested 4 var biofilmen helt veek efter 3 mdr.

Til sammenligning blev kim og biofilm i en nyetableret vandstreng undersogt. Ved de forste tre
provetagninger efter ibrugtagning var der forhgjede kim37 i vandet (Tabel 2). Det ses ofte ved
ibrugtagning af nye ror, at der er hgje kimtal i starten, hvor en biofilm er ved at etablere sig. Efter de
forste tre maneder blev niveauet af kim i vandet fra den nye streng dog lavere og var under
grenseverdierne ved hver provetagning. Som det fremgér af Figur 6 var der allerede efter 6
maneder etableret en biofilm i det nye rer, der var tykkere og indeholdt flere kim end biofilmen ved
béde tappested 3 og 4 ved udgangspunktet

kim 25 kim 37

Dage i brug 6 7 6 7
4 151 eb 188 eb
29 161 eb 263 eb
59 >2000 eb 31 eb
90 25 eb 5 eb
99 17 32 0 0
111 5 2 6 2
146 9 135 2 5
173 0 0 0 0
187 2 2 0 0
221 5 71 3 0
257 6 1 0 0
269 37 16 5 0

Tabel 2 Kimtal i vandprover fra tappested 6 og 7 pa den nye vandstreng i tiden efter ibrugtagning.
Overskridelser markeret med gult. Eb =ej bestemt.

6.3 DNA baserede analyser

De molekylaere resultater understotter de dyrkningsbasserede analyser i at biofilmen reduceres ved
behandlingen. Resultaterne kan ses i bilag 2 (qPCR) og bilag 3 (DGGE).

gPCR analyserne, der kvantificerer bakterierne ud fra DNA til stede i proven, viser som
dyrkningsresultaterne et fald i bakteriemaengden i rorene efter tilsetning af Neuthox. Det
yderligere fald fra 3 til 6 maneder kan dog ikke pavises med denne metode.

Denne forskel mellem dyrkning og de molekylaere metoder kan bl.a. skyldes at de molekyleere
metoder kvantificerer DNA fra bade levende og dede bakterier, samt fra bakterier der ikke kan
vokse pa almindelige veekstmedier. Saledes resulterer qPCR helt forventeligt noget hgjere verdier
end man finder ved dyrkning af kim.

Resultaterne fra fingerprint analyserene af biofilmpreverne (DGGE) i bilag 3 viser, at behandling
med desinfektionsanlaegget, ogsé andrer sammensatningen af den bakterielle flora der findes pa
indersiden af vandrgrene. Fra udtaget inden tilsztningen af Neuthox, ses mange bind pé gelen,
hvilket tyder pa et diverst bakteriesamfund i biofilmen. Efter behandling med Neuthox ses meget
feerre bad pa gelen, hvilket tyder pa at der er faerre forskellige bakterier til stede - der er dog stadig
tale om et polymikrobielt samfund (dvs. med flere bakteriearter tilstede). Is@r i proverne fra
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provested 3 og 4 synes en bakteriestamme, som ikke tidligere var detekterbar, nu at dominere
biofilmen (et tydeligt bAnd pé gelen).

Resultaterne fra projektet viser at vandbehandling med Neuthox-teknologien kan nedbringe
antallet af dyrkbare bakterier (kim) i vandet samt effektivt reducere meengden af biofilm pa
indersiden af vandrerene. Teknologien reprasenterer derfor en mulig lasning til at forebygge
tilforsel af potentielt patogene mikroorganismer (f.eks. af fackal oprindelse) til producerede
fodevarer igennem brug af kontamineret vand, samt minimering af den bakterielle vaekst, der ma
antages at veere til stede i alle danske produktionssystemer, hvor der bruges ubehandlet
ledningsvand.
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Bilag 1:

Kim teellinger i vandproever

kim 25 Tappested

Prgvetagning | Dag efter Neuthox 3 4
26.02 400 170 24 570 96
26.03 54 55 21 13 1795
14.05 29 87 61 130 470
07.06 20 9 35 18 72
14.06 1 3 25 0 5
09.07 23 5 0 8 183
09.08 63 37 22 4 54
10.09 -1 0 1 14 4 2
19.09 8 42 0 5 3 98
01.10 20 126 16 0 eb eb
05.11 55 0 0 0 0 0
03.12 82 0 0 0 0
17.12 96 eb 0 0 1190
21.01 130 0 0 0 0
26.02 166 0 0 0 0
10.03 178 0 0 0 70

kim 37 Tappested

Prgvetagning | Dag efter Neuthox 3 4
26.02 157 109 1 270 20
26.03 5,5 9 13 4,5 442
14.05 11 7 29 40 13
07.06 2 2 22 13 48
14.06 0 0 21 1 4
09.07 12 0 0 2 27
09.08 3 3 0 1 15
10.09 -1 2 2 0 1 0
19.09 8 0 0 0 0 0
01.10 20 129 18 0 eb eb
05.11 55 0 0 0 0 0
03.12 82 0 0 0 0
17.12 96 eb 0 0 2240
21.01 130 0 0 0 0
26.02 166 0 0 0 0
10.03 178 0 1 0 10

Resultaterne af henholdsvis kim 25 og kim 37 i vandprever udtaget ved de 5 tappesteder i labet af
projektet. Neuthox tilsluttet 11.09 (red pil) Gul markering = prever med overskridelser. Eb = €j

bestemt.
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Bilag 2: qPCR pa biofilmpraver

LOE+07 1 Biofilm ved qPCR

1,0E+06 -
1,0E+05 -

B Fgr Neutox
1,0E+04 -

B 3 mdr Neutox
1,0E+03 -

m 6 mdr Neutox
1,0E+02 -
1,0E+01 -
1,0E+00 L T T 1

6 7

1 2 3 4

celler/cm ror

Resultaterne af 16SrTRNA qPCR for total bakterier i biofilmen fra tappested 1-4 samt 6 og
7.
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Bilag 3: DGGE

DGGE fingeraftryk pé Biofilmprever fra ror ved tappested 1-4. prgve 1.1 = pragvested 1,
provetagning 1; 1,3 = provested 1, prgvetagning 3 osv. M = marker.
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