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Forord

I 1997 vedtog Folketinget en tilskudsordning til at statte bevarelsen af den
decentrale vandforsyningsstruktur. Herunder blev der afsat midler, som blev
anvendt til "Programmet til sikring og forbedring af drikkevandskvaliteten".
Programmets primaere formal var at udbygge den eksisterende viden om
faktorer, der pavirker drikkevandets kvalitet, fra det bliver indvundet,
behandlet pa vandvaerket, og til det bliver distribueret til forbrugerne.

1 1998 blev projektet "Undersggelser af materialers evne til mikrobiologisk
vaekst ved laboratorieforsgg” sendt i udbud. Projektet blev udfert af IMT -
Institut for Miljfateknologi*, DTU i samarbejde med VKI™, Hans-Jgrgen
Albrechtsen, IMT, var projektleder med Erik Arvin og Charlotte Bettina
Corfitzen, IMT, samt Claus Jgrgensen og Rasmus Boe-Hansen, VKI, som
gvrige deltagere.

Styregruppen bestod af Linda Bagge (formand) og Janne Forslund,
Miljastyrelsen, Jargen Beck fra Sjeelsg Vandverk, Sgren Lind fra Kgbenhavns
Vand og Anders Vestergaard fra Uponor, som reprasentant for
plastproducenterne.

IMT og Miljgstyrelsen gnsker at takke de involverede plastproducenter for
deres hjeelp med bidrag af materialer, Lyngby vandveerk for et godt
samarbejde og Helle Holst, IMM - Institut for matematisk modellering, DTU,
for hjelp med spergsmal angaende den statistiske behandling af data.

: Fra 2001: E&R, DTU - Milje & Ressourcer, DTU. Sammenslutning af IMT - Institut for
Miljeteknologi, IGG - Institut for Geologi og Geoteknik og ISVA - Institut for
Stremningsmekanik og Vandresurser.

" Fra 2000: DHI - Institut for Vand og Milje. Sammenslutning af VKI og DHI - Dansk
Hydraulisk Institut.






Sammenfatning og konklusioner

Dansk drikkevand er generelt af meget hgj kvalitet og indeholder kun relativt
fa mikroorganismer, nar det forlader vandverket. Indholdet af
mikroorganismer kan dog stige undervejs til forbrugeren; hvilket betegnes som
mikrobiologisk efterveekst. Denne eftervaekst i distributionssystemet er
overvejende styret af faktorer som opholdstid, temperatur og maengde af
tilgeengeligt substrat. Da stgrstedelen af mikroorganismerne i
drikkevandssystemer er heterotrofe bakterier, er maengden af organisk kulstof
saledes oftest den begraensende faktor for bakterievaeksten. Bakterier kan dog
umiddelbart kun udnytte en mindre faktion af det organiske stof til vaekst,
hvilket betegnes Assimilerbart Organisk Kulstof (AOC). Dels er der AOC i
vandet, nar det forlader vandvarket, dels kan der tilfares AOC under
distribution ved brud eller ved afgivelse fra anvendte materialer, fx polymerer.
Polymere materialer (plasttyper) har i stigende grad vundet indpas i
vandforsyningen, bade i distributionsnettet og i husinstallationer og i
fremtiden forventes 75% af ledningsnettet at udggres af PE og 19% af PVC.

Formalet med dette projekt har veeret at undersgge, om der afgives mikrobielt
tilgaengeligt organisk kulstof fra polymere materialer, og om denne afgivelse er
veesentlig i forhold til det generelle niveau i dansk drikkevand. Dette er blevet

undersggt ved at bestemme AOC-afgivelsen til vand i kontakt med materialet.

En vaesentlig del af projektet fokuserede pa at udvikle en egnet metode, med
hovedvagten pa en strategi, hvor afgivelsen blev malt over to trin:

1. Ekstraktion uden bakterier tilstede

2. Efterfolgende AOC-bestemmelse pé ekstraktet

Materialerne blev ekstraheret ved nedsaenkning i testvand i testflasker. |
modsetning til andre undersggelser, hvor afgivelsen fra materialer er blevet
undersggt ved opfyldning af rar, gav den her benyttede tilgang mulighed for
at undersgge andre komponenter end rar, fx fittings. Ved at ekstrahere
materialet uden at have bakterierne tilstede, kunne ekstraktionsforholdene
veelges vilkarligt uden hensyn til bakterierne vaekstkrav: Der kunne benyttes
hgj/lav temperatur, kloreret testvand, hgj/lav pH osv. Efter endt ekstraktion
blev materialet fjernet og AOC-indholdet i ekstraktet blev bestemt med en let
modificeret AOC-bestemmelse, idet de sterile ekstrakter kun blev podet med
bakteriestammen P17. Under inkuberingen ved 15°C blev kimtallet for P17
bestemt pa R,A-agar, og det maksimale kimtal blev omsat til en AOC-verdi
ved at benytte en udbyttekonstant for bakteriernes vaekst pa acetat.

Inden ekstraktionen blev materialestykkerne renset ved 24 timers henstand i
postevand med 1 times skylning i postevand. Herefter blev bakterier pa
materialeoverfladerne inaktiveret ved pasteurisering, inden materialet blev
overfart til pasteuriseret testvand, hvor det blev ekstraheret.

Under optimeringen af metoden blev en rakke parametre undersggt:
» Ekstraktionstemperatur
» Ekstraktionstid

* Forhold imellem materialernes overfladeareal og vandvolumen (S/V
forhold)



» Omrystning under ekstraktionen

Forlaenget ekstraktionstid forggede afgivelsen. Ligeledes ggede omrystning
under ekstraktionen afgivelsen fra materialet med ca. 50%. En gget
materialemangde, og dermed et gget overfladeareal af materialet, i samme
volumen (starre S/V forhold) gav stigende AOC-veerdi i vandfasen indtil et
vist S/V forhold, over hvilket AOC-afgivelsen ikke blev forgget. Nar afgivelsen
blev omregnet til en flux-veerdi (ug acetat-C/dggn/cm?) var der omvendt
proportionalitet mellem S/V forhold og fluxen.

Det viste sig vanskeligt at inaktivere den naturlige population pa materialernes
overflader. Forskellige pasteuriseringsforhold og kloring blev undersggt, men
det viste sig ngdvendigt og hensigtsmaessigt i hvert tilfeelde efter endt
ekstraktion at kontrollere, om ekstraktet var kontamineret med ugnskede
bakterier. Maling af adenosine triphosphate (ATP) viste sig i kraft af hurtige
analyse og hgj falsomhed at vaere en velegnet metode.

Desuden kunne ATP-maling alternativt benyttes til at male vaekstkurver for
P17, idet der var god overensstemmelse imellem veakstkurver for P17 malt ved
kimtal og ATP.

Pa baggrund af de indledende undersggelser blev testmaterialerne ekstraheret i
15 dagn ved 20°C under omrystning. Der blev undersggt fem polymere
materialer: to PEM materialer (sort og blat) og tre PVC materialer (med
henholdsvis bly, zink/calcium og organiske stabilisatorer), hvilket resulterede i
flux-veerdier pa 3,5-5,5x10° ug acetat-C/dggn/cm’.

De opnaede resultater og betydningen af S/V-forhold kan teoretisk relateres
til, at der i hovedledninger kan afgives <1 pg acetat-C/L/dggn, i
forsyningsledninger 1-3 pg acetat-C/L/dggn og i
stikledninger/husinstallationer 3 pg acetat-C/L/dggn. En undersggelse
foretaget pa 9 danske vandvarker (Jergensen et al., 2002) viste, at AOC-
indholdet i vandet fra vandvarket var grupperet omkring henholdsvis 4-6 ug
acetat-C/L og 20-39 pg acetat-C/L. Afgivelser fra de polymere materialer vil
have mindre betydning i vand fra den sidste gruppe, men ved lengere
opholdstider (fx i forsyningsledninger til landlokaliteter eller stillestaende vand
i en husinstallation over en weekend) vil afgivelserne kunne mere end fordoble
vandets AOC-indhold i vand fra den farste gruppe.



Summary and conclusions

Danish water supply is based on ground water treated without disinfectants.
The treated water has in general low bacterial numbers when leaving the
water works, but this does not necessarily ensure low bacterial numbers at the
consumers tap. Throughout the distribution network the concentration of
bacteria in the water is likely to increase, a phenomenon called bacterial
regrowth. This regrowth is mainly controlled by retention time, temperature
and level of biodegradable substrate. In drinking water the main part of the
bacteria is heterotrophic and thus the concentration of organic carbon often
will be the limiting growth factor. The bacteria can only assimilate and grow
on a minor fraction of the total organic carbon, which is called Assimiable
Organic Carbon (AOC). Some AOC will be present in the water when
leaving the water works, but the concentration may increase in connection
with leaks in the pipe system or by release from the materials of the
distribution system. The use of polymeric materials (plastic) in distribution
systems is still increasing, and it is expected that 75% of the pipe system will
consist of PE and 19% of PVC in the near future.

The purpose of this project was to evaluate the significance of biodegradable
substrate migrating from polymeric materials compared to levels of AOC in
drinking water in general. This was evaluated by measuring the AOC
migrating into water in contact with the materials.

A major part of the project focused on developing a suitable method with the
main efforts on a two-step procedure to determinate the migration:

1. Extraction without bacteria

2. Subsequent AOC-measurement of the extract

The materials were extracted by submerging pieces of the material into water.
In this way the method could be used to test other components besides pipes,
e.g. fittings. By extracting the materials without bacteria, the extraction
condition could be set without regarding the growth conditions for the
bacteria: E.g. high/low temperature, chlorinated water, high/low pH. After the
extraction the material pieces were removed and the AOC concentration in
the extract was measured. In this project a slightly modified AOC
measurement was used: The sterile extracts were only inoculated with P17
and incubated at 15°C. During incubation the numbers of P17 were
determined by plate counts using R,A-agar. The maximum bacterial number
was converted into an AOC value by a yield constant for growth of the
bacteria on acetate.

Before extraction the material pieces were rinsed by 24 hours retention in
potable water followed by rinsing in running potable water for 1 hour. The
material pieces were afterwards pasteurised in potable water to inactivate the
bacteria on the material surfaces. The material pieces were then transferred
into pasteurised test water for extraction.

While optimising the method the following parameters were evaluated:
e Temperature for the extraction
» Extraction time
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» The ratio between material surface and water volume (S/V ratio)
» Shaking during extraction

Extended extraction time resulted in an increased migration. Shaking during
extraction also increased the migration with approximate 50%. An increased
amount of material giving an increased surface area of the material in the
same volume of test water (increased S/V ratio) resulted in an increased AOC
value, until a certain S/V ratio above which no further substantial increase in
migration was observed. Expressing the migration as a flux (ug acetat-
C/day/cm?®), the flux was inversed proportional to the S/V ratio.

It was sometimes a problem to inactivate all the bacteria present on the
materials surfaces. Different types of pasteurisation and chlorination were
tested, but it became necessary and appropriate in each case after the
extraction to test if bacteria have contaminated the extract. Measurements of
adenosine triphosphate (ATP) proved to be an effective method due to its
rapid analysis and high sensitivity.

Furthermore, ATP measurement could be used to measure growth curves for
P17 because of the good accordance between growth curves measured by
CFU and ATP.

The initial investigations lead to a procedure where materials were extracted
for 15 days at 20°C with shaking. Five polymeric materials were tested: Two
PE materials (black and blue) and three PCV materials (with respectively
lead, zinc/calcium or organic stabilizers), which resulted in flux values in the
range 3.5-5.5x10° g acetat-C/day/cm’.

The obtained results and the observed effect of S/V ratios can theoretically be
related to a release from the materials of <1 pg acetate-C/L/day in main pipes,
1-3 pg acetate-C/L/day in supply pipes and 3 g acetate-C/L/day in service
pipes/house installations. A survey involving 9 Danish water works (Jgrgensen
et al., 2002) showed, that the general AOC content in treated water was
grouped around values of 4-6 ug acetate-C/L and 20-39 ug acetate-C/L.
Migrations from polymer materials will be of less importance in water types
from the last group. In water types from the first group, prolonged retentions
times (e.g. supply pipes to rural districts or stagnant water in a house
installation over a weekend) may more than double the waters AOC
concentrations due to release from materials.



1 Indledning

1.1 Baggrund

Langt starstedelen af den danske vandforsyning er baseret pa grundvand af
hgj kvalitet, der kun gennemgar en begraenset behandling uden desinfektion,
inden det ledes ud i distributionsnettet. Der er relativt fa mikroorganismer i
det feerdigtbehandlede vand, men indholdet af mikroorganismer vil kunne
stige undervejs til forbrugeren. Denne stigning i koncentrationen af bakterier
fra vandveerk til forbruger kaldes mikrobiel eftervaekst.

Mikrobiel eftervaekst er ugnsket, da en gget biomasse i distributionsnettet kan
@ge risikoen for overlevelse af patogener og samtidig forringe vandkvaliteten
med hensyn til lugt, smag og farve. Da sterstedelen af biomassen vil sidde pa
de indvendige flader som en biofilm, vil der desuden veere risiko for
nedbrydning af installationsmaterialerne.

Meangden af tilgeengeligt substrat, temperaturen og opholdstiden i
distributionsnettet har indflydelse pa antallet af mikroorganismer.
Temperaturen og opholdstiden har i de seneste ar veeret stigende som falge af
det faldende vandforbrug (Figur 1), hvilket har gget risikoen for efterveekst.
Langt starstedelen af mikroorganismerne i drikkevand er bakterier, som
overvejende vil vere heterotrofe. Heterotrofe bakterier kan generelt siges at
behgve C, N og P i forholdet 100:10:1 /van der Kooij et al., 1982/, og
indholdet af organisk kulstof er saledes oftest den begraensede faktor for
bakterieveekst i drikkevand. Det er dog kun en mindre del af den totale
mangde organiske kulstof (Total Organic Carbon, TOC) bakterierne kan
optage og udnytte (assimilere). Den fraktion, som bakterierne kan assimilere
(Assimilable Organic Carbon, AOC), vil normalt udggre 0,1-10% af TOC
/Hem et al., 1997/.

Sammenhaeng mellem opholdstid og temperatur i
ledningsnettet i Kebenhavns kommune
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Figur 1: Sammenhang imellem opholdstid og temperatu\r i ledningsnettet i
Kgbenhavns kommune /DVF, 1998/.
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Farste trin i en kontrol af eftervaekst er at sikre, at det feerdigtbehandlede vand
har et lavt AOC-indhold, nar det forlader vandverket. Van der Kooij et al.
11995/ anfgrer som tommelfingerregel, at vand med et AOC-indhold pa under
10 pg C /L kan karakteriseres som biologisk stabilt, hvilket vil sige, at
bakterietallet ikke @ges i distributionsnettet. AOC kan blive tilfort
distributionsnettet ved brud pa ledningsnettet og ved afgivelse fra anvendte
materialer, hvorved der vil kunne forekomme eftervakst, selvom vandet fra
vandveerket er biologisk stabilt.

Materialefordeling Forventet fremtidig
i eksisterende materialeanvendelse
ledningsnet 1994
Ledningsmateriale % Km %
PVC 41 6.003 19
PE 7 1.025 75
Grat stgbejern 35,5 5.198 1
Duktilt stgbejern 3 439 2
Stal 2 293 0,5
Bonna (armeret cement) 3 439 -
Eternit (asbestcement) 8 1.172 0,5
Andet 0,5 73 2
lalt 100 14.64 100

Tabel 1: Materialefordeling i ledningsnettet. Tal er baseret pa
spgrgeskemaundersggelse pa 44 af de stgrste vandforsyninger
reprasenterende ca. 45% af den samlede udpumpede vandmangde /DVF, 1995/. -
: forventes ikke anvendt.

I Danmark udgares ledningsnettet primaert af rgr af stabejern eller polymere
materialer. Husinstallationer, fittings og andre smadele har hidtil veeret
domineret af galvaniseret jern, kobber og messing, men vil i nyere
installationer primeert veere af polymere materialer. | Tabel 1 er angivet den
eksisterende og den fremtidige, forventede materialefordeling baseret pa tal fra
Danske Vandveerkers Forening. Tabellen stemmer godt overens med 1993-tal
fra Odense vandforsyning (PVC: 50,9%; PE: 3,5%; grat stebejern: 24,1%
/Lorenzen, 1993/) mens grat stgbejern udger en stgrre andel af Kgbenhavns
vands eksisterende ledningsnet (PVC: ikke angivet; PE: 5,3%; grat stebejern:
66% /Kgbenhavns Vand, 1998/). Grat stgbejern og eternit vil med tiden blive
udskiftet med andre materialer, da der er stor risiko for brud, og
erfaringsmaessigt giver de to materialer anledning til problemer med
belaegninger, der reducere trykket og giver snavset vand /Lorenzen, 1993/.
Polymere materialer udger saledes i stadig stigende grad en betydelig andel af
det danske vandforsyningssystem.

Polymere materialer bestar sjeldent af rene polymere, men indeholder en
reekke additiver, som skal forbedre materialernes fysiske egenskaber eller lette
fremstillingsprocessen. Additiver kan bla. veere: fyldstoffer (f.eks. CaCO, i
PVC), stabilisatorer (herunder antioxidanter, antiozonanter og UV absor-
bers), farvestoffer og smgremidler /Coulson, 1972 og Mascia, 1974/. Hver
enkelt gruppe af additiver udggres af et veeld af forskellige organiske stoffer
sdvel som et mere begraenset antal uorganiske stoffer. Hvilke additiver, der
tilseettes de enkelte produkter, varierer fra producent til producent, hvorfor en
given materialetype fra forskellige producenter har forskellig sammensatning.



Nar det polymere materiale er monteret i ledningsnettet eller i
husinstallationer, kan monomerer, der ikke er blevet polymeriseret, og
additiverne eller deres nedbrydningsprodukter blive afgivet (migrere) fra
materialet til vandfasen. En del af disse stoffer vil kunne tjene som AOC-kilde
for bakterierne. Den bakterievaekst, som afgivelsen fra materialet medfarer,
angives som materialets eftervaekstpotentiale.

1.2 Formal

Formalet med projektet var at undersgge, om afgivelsen af mikrobielt
tilgaengeligt organisk stof fra polymere materialer har betydning i forhold til
generelle niveauer i dansk drikkevand. Det skulle undersgges, om en raekke
polymere materialer kunne understgtte mikrobiologisk vaekst ved bestemmelse
af AOC afgivet til vand i kontakt med materialet. Dette ngdvendiggjorde
udviklingen af en metode til at bestemme polymere materialers
efterveekstpotentiale.

Ved projektets start var der lagt op til, at hovedvaegten af arbejdet skulle
koncentreres om selve afprgvningen af en lang raekke materialer, der udover
rermaterialer skulle omfatte fittings og andre smadele anvendt i
vandforsyningen. Desuden skulle en reekke materialer testes med to forskellige
vandtyper reprasentativt for dansk vandforsyning. For materialer, der udviste
gode vaekstmuligheder, skulle det endvidere undersgges, om legionella kunne
overleve/vokse pa stoffer afgivet fra materialerne. Under projektets afvikling
blev det imidlertid klart, at der skulle anvendes starre ressourcer pa
udviklingen af metoden, hvorfor det blev valgt at prioritere dette arbejde, og
efterfglgende kun teste et mindre antal materialer. Materialer blev saledes kun
testet med én vandtype, og der blev ikke foretaget test med legionella.
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2 Eksisterende metoder til
bestemmelse af efterveekstpotentiale

| forbindelse med transport af drikkevand foreligger der en CEN standard til
bestemmelse af plastrars migrationsveerdier /DS/EN 852-1/. Ud fra denne
standard kan migrationsverdier for lugt, smag, farve, TOC og specifikke
stoffer, sdésom phenol, bestemmes. Der findes ikke nogen international
standard til bestemmelse af materialernes eftervaekstpotentiale, men flere lande
har nationale standarder. Dette betyder, at plastproducenterne skal bekoste
afprgvninger nationalt i de lande, hvor de gnsker deres produkter godkendt.
Dette er en stor udgift, som vil kunne mindskes betydeligt ved vedtagelse af en
international/europzisk geldende standard. Vedtagelse af en sadan standard
vil endvidere forenkle arbejdsgangen for brugerne af materialerne, da der ikke
forud for brug skal undersgges, om det pagaldende materiale er godkendt i
det aktuelle land.

Pa nuvaerende tidspunkt er der et udviklingsarbejde i gang i CEN for at
fastleegge en felles europaisk standard til at bestemme eftervaekstpotentiale
for polymere materialer anvendt i vandforsyningssammenhang. Fire metoder
danner grundlag for dette arbejde:

» BS 6920, der fungerer som engelsk standard.

« DVGW W270, der fungerer som tysk standard.

«  KIWA metoden, der er udviklet pa KIWA instituttet i Holland.
«  OKI metoden, der er udviklet pd OKI instituttet i @strig.

15
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Parametre BS 6920 DVGW W270 KIWA metode OKI metode
Sec.2.4
Testperiode 7 uger 26 uger 16 uger 16 uger
Teststrategi To vandskift To tretten ugers  Batch Et vandskift
per uge testperioder per uge
Vandskifte Semi-batch Kontinuert Batch Semi-batch
Inokulum Flodvand Drikkevand Flodvand Drikkevand
Testvand Afkloret Ukloret Ukloret Afkloret
drikkevand drikkevand drikkevand drikkevand
Inkuberings- 30°C Rum- 25°C 23°C
temperatur temperatur
Overfladearea 1257 cm?
| af 150 cm? 800 cm? 12x8 cm? (1 m rgr med
testmateriale Dingre=4 €M)
Testvand 1000 mL Kontinuert flow 600 mL 1257 mL
volumen (S/v=0,15 cm™) (S/v=0,16 cm?)  (S/V=1cm?)
Mikrobiel
parameter for  Oplast oxygen Ingen ATP ATP og HPC
testvand
Mikrobiel
parameter for  Ingen Biomasse ATP ATP
testmateriale volumen
Kontrol Paraffin voks, Paraffin voks, PTFE, glas, Glas og
materialer glas og rustfrit ~ glas og rustfrit ~ PCVC-P og PVC-P
stal stél rustfrit stal

Tabel 2: Opsummering af fire eksisterende metoder til bestemmelse af
eftervekstpotentiale for polymere materialer anvendt i
drikkevandsforsyningen / OKIl, 2000/.

| Tabel 2 er de fire metoder opsummeret.

BS 6920 /prEN/

Testmaterialet inkuberes i glasbeholdere med testvand inokuleret med
flodvand. Materialet inkuberes i 7 uger med 2 ugentlige vandskift. Inden
vandskift i uge 5, 6 og 7 males oplgst oxygen i vandfasen. Gennemsnittet af
forskellen imellem prever og kontroller pa de tre maletidspunkter: "Mean
dissolved oxygen differens" anvendes som mal for materialets
efterveekstpotentiale.

DVGW W270 /prEN/

Plader af testmaterialet anbringes i et kar, hvor testvandet tilfgres i et
kontinuert flow. Efter 13 ugers henstand optages pladerne, og den dannede
biomasse skrabes af. Herefter seettes pladerne tilbage i karret, og proceduren
gentages. Volumen af den dannede biomasse i de to inkuberingsperioder
anvendes som mal for materialets eftervaekstpotentiale.

KIWA metoden /prEN/

Stykker af testmateriale inkuberes 112 dggn i Erlenmeyerkolber i testvand
inokuleret med flodvand. Dag 56, 84 og 112 bestemmes
biomassekoncentrationer pa testmaterialet og i vandfasen ved maling af ATP.
Gennemsnitlige ATP-koncentrationer for de tre malinger anvendes som mal
for materialets efterveekstpotentiale.



OKI metoden /Oki, 2000/

Rarstykker af testmaterialet fyldes med testvand. En gang hver uge skiftes
vandet. Inden vandskift males biomassekoncentrationen i vandfasen ved
kimtalsbestemmelse og maling af ATP. Efter 3 maneders inkubering
bestemmes biomassen pa testmaterialets inderside ved maling af ATP. De
lgbende malinger pa testvandet og den dannede biofilm anvendes som mal for
eftervaekstpotentialet.

I det indledende arbejde under CEN blev BS 6920, DVGW W270 og KIWA
metoden afprgvet pa en reekke materialer for at sammenholde pass/fail for de
tre forskellige metoder (Tabel 3). Der blev ikke fundet fuldkommen
overensstemmelse imellem metoderne, end ikke imellem forskellige
laboratorier, der udfgrte BS6920-metoden.

KIWA DVGW

BS6920 metoden W270
Materiale Lab. A Lab. B Lab.C Lab. D
Gummi Pass Pass Pass Fail Fail Fail
Orange p-PVC Fail Pass Fail Fail Fail Fail
Sort PE Pass Pass Pass Pass Pass Pass
Voks Fail Fail Fail Fail Fail Fail
EP Washers Pass Pass Fail Pass Fail NT

Tabel 3: Resultat af intern afprgvning i CEN sammenhang af tre metoder til
bestemmelse af polymere materialers eftervaekstpotentiale. Resultatet er
opgivet ud fra de enkelte tests pass/fail kriterier. NT: ikke malt. /CEN, 1993/

Ingen af de fire metoder er designet med dansk vandforsyning for gje. Dansk
vandforsyning adskiller sig fra det gvrige Europa ved, at mere end 99% af
indvindingen er baseret pa grundvand, der generelt ikke desinficeres. |
udlandet er desinfektion ved brug af klorforbindelser langt mere udbredt og
indholdet af N, P samt organisk stof (herunder ogsa AOC) vil generelt vaere
stgrre end i dansk drikkevand. Det er derfor ikke repraesentativt for dansk
drikkevand, at der i BS6920 og KIWA metoden inokuleres med flodvand,
ligesom at forskellen i niveauet af naringssalte kan have indflydelse. Desuden
er alle fire metoder meget tidskraevende i deres udfarelse (7-26 uger), og
kraever i stgrre eller mindre grad specielt udstyr eller opstillinger.

| dette projekt er der anvendt en metode baseret pa et andet princip end de
ovenfor naevnte, idet hovedformalet har veeret at undersgge om afgivelsen af
mikrobielt tilgeengeligt substrat fra de polymere materialer er betydende i
forhold til vandets indhold af substrat. Organisk mikrobielt tilgeengeligt
substrat i drikkevand bestemmes ofte som Assimilable Organic Carbon
(AOCQC), og kvantificeringen af substrat afgivet fra materialer er derfor baseret
pa samme maleprincip.
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3 Udvikling af metode

Projektet tog udgangspunkt i, at fastleegge en metode til bestemmelse af
polymere materialers eftervaekstpotentiale udtrykt som stigningen i AOC i en
vandfase i kontakt med materialet.

Nedenfor er principperne for en ordinaer AOC-bestemmelse gennemgaet
tillige med de parametre, der blev overvejet og undersggt i forbindelse med at
fastleegge en metode til at bestemme materialernes eftervaekstpotentiale.
Kapitlet afsluttes med en gennemgang af den endeligt benyttede metode. De
undersggelser, der blev udfart for at afklare de forskellige parameters
betydning, er gennemgaet i kapitel 4 - 7. | Bilag A er angivet en oversigt over
de materialer, der blev anvendt i projektets eksperimentelle arbejde.

3.1 AOC-metoden

Metoden til at bestemme Assimilable Organic Carbon (AOC) blev udviklet i
starten af 80'erne af hollenderen D. van der Kooij til at bestemme AOC i
drikkevand, hvor koncentrationerne males i pg/L. Metoden har veeret anvendt
i vid udstraekning som uofficiel standard, og van der Kooij udgav i 1995 en
detaljeret gennemgang af metoden /van der Kooij et al., 1995/. En variation af
metoden er optaget i /Standard Methods, 1998/, men denne udgave skgnnes
ikke at veere hensigtsmassig i projektets sammenhang, da den foreslaede
arbejdsgang kan introducere starre usikkerhed ved den enkelte bestemmelse,
idet der anvendes serier af mindre testbeholdere i stedet for en enkelt
testbeholder.

AOC
Assimilable Organic Carbon

Pasteurisering: 60°C /30 min
Podning: P17, NOX
Inkubering: 15°C, — N

£V a

Dag A Dag B Dag C

EEED &SI Nimax
emaa) ey
e |
Pladespredning
P17
NOX Ninax

Figur 2: Principskitse af AOC-metodens udfarelse, jevnfar nedenstaende
tekst.
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Metoden er et bio-assay, hvor en vandprgves AOC-verdi bestemmes ud fra
det antal bakterier, der kan vokse op pa de organiske kulstofforbindelser i
prgven. Vandprgven tappes i en kulstoffri testflaske, og prevens naturlige
bakteriepopulation inaktiveres ved pasteurisering. Prgven podes efterfglgende
med to bakteriestammer, Pseudonomas fluorescens, stamme P17 og
Aquaspirillum, stamme NOX (tidligere kaldt Spirilum, NOX), der tilsammen
kan omsztte langt stgrstedelen af de organiske kulstofforbindelser i
drikkevand /van der Kooij et al., 1995/. Prgven inkuberes i mgrke ved 15°C,
og bakterieantallet falges over tid ved at bestemme kimtallet pa R,A, et
lavsubstrat medie specielt egnet til bestemmelser i naeringsfattige miljaer
(sammensatningen af R,A-agar er angivet i Bilag B). Veekstkurvernes
maksimale bakterieantal omsattes til pravens AOC-veardi udtrykt i pg acetat-
C &kvivalenter/L ved brug af udbyttekonstanter for P17 og NOX pa acetat.
Udbyttekonstanterne for acetat-koncentrationer pa 5-250 pg acetat-C/L er
4,1*10° CFU/ug acetat-C for P17 og 1,2*10" CFU/ug acetat-C for NOX /van
der Kooij et al., 1995/.

I Bilag C er AOC-metoden gennemgaet detaljeret i den udgave, der dannede
baggrund for projektarbejdet. | projektet blev der anvendt stammer af P17 og
NOX tilsendt fra van der Kooij, KIWA.

3.2 Metodeovervejelser

Kontakten mellem materiale og vandfase kunne principielt etableres pa to
mader. Vandet kunne hensta i givne rarleengder, og derefter blive overfares til
testflaskerne til AOC-bestemmelse, hvilket ville modsvare virkelige forhold.
Alternativt kunne rarstykker hensta i testvand i testflaskerne, hvori AOC-
bestemmelsen ville blive udfart. Denne fremgangsmade blev benyttet, da det
derved ogsa ville veere muligt at anvende testmetoden til at undersgge andre
vandforsyningselementer end rgr, sasom fittings. Dette begraenser dog
samtidig metoden til kun at kunne omfatte rgr af samme materiale pa inder-
og ydreside.

Andre veaesentlige testforhold var:

» Huvilket vand skulle anvendes som testvand.

» Hovilket forhold imellem materialeoverflade og vandvolumen (S/V-forhold)
skulle materialerne undersgges ved.

» Hvordan skulle materialestykkerne forbehandles (renses) far test.

» Hovilket materiale kunne anvendes som ballastmateriale.

* Ved hvilken temperatur skulle materialerne testes.

» Skulle ekstraktionen af materialet udfgres med bakterier og materiale til
stede i testflaskerne samtidig, eller skulle AOC-veerdien bestemmes pa et
vandigt ekstrakt af materialet.

» Hvor lang ekstraktionsperiode skulle der anvendes - og skulle
ekstraktionen foregd med omrystning.

3.2.1 Testvand

Da de polymere materialer skulle undersgges ved forhold geeldende for dansk
vandforsyning, skulle testvandet have samme egenskaber som dansk
drikkevand. Det enkleste ville sdledes veere at anvende frisk produceret
drikkevand med et lavt AOC-indhold.



pH Lednings- KMnO, Ca'™ Mg** Hardhe Na* K*

evne d
Enhed mS/m mg/L mg/L mg/L °dH mg/L mg/L
Verdi 7,65 82,0 3,0 119 13 19,6 23 3,8
CO, Indamp- NH, Fe Mn HCO, CI SO,
ningsrest
Enhed mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
Veerdi <2 470 <0,05 <0,01 <0,005 320 64 49
P Farvetal NOj NO, F o, Ni NVOC

Enhed mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L ug/L mg/L
Verdi <0,02 4 2,1 <0,00 0,32 7,6 <3 1,70

Tabel 4: Parametre for vand fra Lyngby Vandvark. /Lyngby-Tarbzk Kommune,
2000/.

Der blev i projektet anvendt vand fra Lyngby Vandverk som testvand, idet
IMT har en del male-erfaringer med dette vand. Selvom Lyngby Vandverk
pumper fra flere forskellige boringer, har det feerdigbehandlede vand generelt
lave AOC-verdier i starrelsesordnen 2-10 pg acetat-C/L, hvilket ville sikre
lave blindveerdier under udfgrelse af test (parametre for vand fra Lyngby
Vandverk er angivet i Tabel 4). Der blev udfgrt en enkelt undersggelse med
tilseetning af phosphor til testvandet, men det blev ikke skgnnet ngdvendig at
tilseette naeringssalte til testvandet.

3.2.2 Mangde af testmateriale

Materialet, der skulle undersgges, blev udskaret i passende stykker
(teststykker), som blev tilsat testflaskerne. For at opna en sterrelse pa
teststykkerne, der dels var til at arbejde med, og dels ikke ville kreeve for store
mengder materiale, blev der indledningsvis valgt et S/V-forhold pa 0,5 cm™.
Dette svarer til S/V-forholdet i et fyldt rer med en indre rgrdiameter pa 8 cm.
Med et vandvolumen pa 200 mL blev der anvendt et totalt overfladeareal
(inder- og yderside samt skeereflader) af testmaterialet pd 100 cm’. Under det
eksperimentelle arbejde blev et bredt spektrum af S/V-forhold afprgvet, hvor
fra det blev besluttet af fastholde S/V-forholdet pa 0,5 cm™.

3.2.3 Forbehandling af testmateriale

Proceduren til for-vaskning af teststykkerne tog udgangspunkt i
migrationsstandarden /DS/EN 852-1, 1997/ med den modifikation, at
teststykker blev for-vasket i flasker, mens der i standarden for-vaskes ved
opfyldning af rarleengder. Teststykkerne henstod saledes et dggn i postevand
0g blev efterfalgende skyllet i postevand 1 time.

For at kunne udfgre AOC-bestemmelsen med renkulturer matte den naturlige
population pa teststykkerne inaktiveres inden testen. Efter skylningen blev
teststykkerne derfor desinficeret ved pasteurisering i postevand ved et S/V-
forhold svarende til testsituationen (udfgres i samme flasker som skylningen
med laget skruet helt til). Efter afkaling blev teststykkerne taget op, overhzldt
med pasteuriseret testvand for at skylle vand fra pasteuriseringen af, og
derefter overfart til testflaskerne med pasteuriseret testvand.
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Under det eksperimentelle arbejde blev der til sammenligning afprgvet kloring
som desinfektionsmetode. Ud fra de opnaede resultater og af praktiske hensyn
blev pasteurisering fastholdt som desinfektionsmetode.

3.2.4 Ballastmateriale

Teststykker af materialer med mindre massefylde end vand blev pasat en
ballast for at holde teststykkerne under vandoverfladen. | de indledende
undersggelser blev det forsggt at anvende glaskugler som ballastmateriale,
men disse blev senere erstattet af net af rustfrit stal, som blev skéret til i
passende stykker. Ballastmaterialet blev pasat hver enkelt teststykke inden
forbehandlingen af teststykkerne.

3.2.5 Ekstraktionsmetode

Indledningsvis blev materialerne ekstraheret ved 10°C svarende til en
gennemsnitlige temperatur i ledningsnettet. Undervejs i udviklingsarbejdet
blev testtemperaturen havet til 20+£2°C, dels for at modsvare andre
migrationstest udfert af Miljgstyrelsen, og dels for at repraesentere et "worst
case" scenario svarende til temperaturen, der i visse situationer kan opnas i
dele af distributionsnettet.

Ekstraktionstiden blev indledningsvis sat til 20 dggn, som en absolut maksimal
opholdstid i ledningsnettet. | det eksperimentelle arbejde blev der afprovet
flere forskellige ekstraktionstider, hvilket farte til en ekstraktionstid pa 15
dagn.

Ekstraktionen af materialer kunne udfgres med eller uden tilstedeveerelsen af
aktive bakterier. | de indledende undersggelser blev begge ekstraktionsformer
afprevet bade med en naturlig population samt med P17 og NOX. Ud fra de
udfarte undersggelser blev det besluttet at udfere ekstraktionen uden
tilstedevaerelser af aktive bakterier, med efterfglgende AOC-bestemmelse pa
ekstraktet. Undersggelserne indikerede, at kun P17 kunne omsette de stoffer,
der blev afgivet fra materialerne, hvorfor AOC-bestemmelser pa ekstrakter
falgelig blev udfgrt med P17 som eneste testbakterie.

3.3 Testmetode

De eksperimentelle undersggelser ledte til nedenstaende procedure. Hvor intet
andet er anfgrt er de eksperimentelle undersggelser udfart efter samme
fremgangsmade. Metoden kan opsumeres til bestadende af to trin:

1. Ekstraktion af materiale uden tilstedeverelse af bakterier

2.  AOC-bestemmelse pa det opnaede ekstrakt med P17

3.3.1 Arbejdsgang
Alt arbejde med abne praver og podekulturer foregar i sterilbznk.

Testvandet afhentes direkte pa vandvearket dagen far eller pa selve dagen,

hvor testen startes. Testvandet udvejes til 2002 mL i 250 mL 'red cap'-

flasker (PYREX) med 'red cap'-lag med teflonindleeg (SCHOTT DURAN).

Vandets naturlige bakteriepopulation inaktiveres ved pasteurisering ved 60°C

(med flaskernes Iag skruet helt til):

*  Hurtig opvarmning til 60°C i 90°C vandbad (temperatur falges i
referenceflaske).



* Henstand 45 minutter i 60°C varmeovn.
Testvandet afkales og opbevares pa kel indtil pabegyndelse af test.

I undersggelsen indgar kun materiale uden skrift, som ikke har vaeret pasat
tape eller lignende, og fra produktionssted til test tages der de ngdvendige
forholdsregler til at sikre at materialet ikke kontamineres med eksternt organisk
stof. Testmaterialer tilsendes direkte fra producenterne indpakket i stanniol
eller pap, og pa produktionsstedet er rer-emnerne handteret under brug af
engangshandsker. Testmaterialer tilskaeres pa et underlag af stanniol med
renset veerktgj reserveret til arbejdet, idet der bares vinyl-engangshansker
under arbejdet.

Materialet udskeeres (med rgrskeaerer, skalpel eller nedstryger) i teststykker

med et totalt overfladeareal p& 100 cm?, svarende til et S/V-forhold i

testsituationen pa 0,5 cm™. Hvert enkelt teststykke pasettes en ballast af

rustfrit stalnet og forbehandles i flasker ved falgende procedure:

For-vask:

e Henstand 24+1h i postevand ved stuetemperatur i mgrke, ved et S/V-
forhold svarende til testsituationen.

» Skylning i rindende postevand (1 L/min) i 60£10 min i de enkelte flasker.

Den naturlige population pa teststykkerne inaktiveres ved pasteurisering i
postevand ved 60°C og et S/V-forhold svarende til testsituationen (med
flaskernes Iag skruet helt til):

. 1Opvarmning til 60°C i 60°C vandbad (temperatur folges i referenceflaske)

» Henstand 45 minutter i 60°C varmeovn.

(Flere set teststykker af samme materiale kan forbehandles i samme flaske, sa
lzenge det korrekte S/V-forhold fastholdes). Efter afkgling tages teststykkerne
op med en pincet, skylles ved overhaldning med pasteuriseret testvand og
overfgres til testflaskerne med pasteuriseret testvand. Flaskerne indpakkes i
stanniol for at hindre algevaekst og fotokemisk nedbrydning.

Alle praver opstilles i triplikat med tilhgrende blindpragver med pasteuriseret
testvand og ballastmateriale.

Teststykkerne ekstraheres i 15 dggn ved 20+2°C under horisontal omrystning
(95 omdrejninger/min - hvilket ikke medferer kontakt imellem lag og
vandfase). Efter endt ekstraktion tages teststykkerne op med en pincet, og
ekstrakter og blindprgver podes med P17 til en startkoncentration pa 200-500
CFU/mL. Ekstrakter og blindprgver inkuberes ved 15°C, hvorunder
bakterieantallet falges ved bestemmelse af kimtal dag 0, 3, 4, 5, 7, 10, 15.
Safremt vaekstkurverne ikke stagnerer eller er faldet dag 15 bestemmes kimtal
endvidere dag 20 og eventuelt dag 25.

Kimtal bestemmes ved overfladeudsad pa R,A-agar, hvor pippeteringer
foretages med finnpipetter med engangsspidser af polypropylen. Inden
prgveudtagning fra en flaske fares denne i kraftige horisontale
cirkelbeveegelser for at homogenisere prgven. Nar fortynding af en preve er

'Opvarmningen af vandfasen har kun sekundar betydning i forbindelse med pasteurisering af
teststykkerne. Vandbadet blev derfor holdt pa 60°C i stedet for 90°C, som ved ordiner AOC-
bestemmelse. Dette gav en leengere opvarmningstid for vandfasen i flaskerne, men det sikrede,
at teststykkerne ikke blev udsat for temperature hgjere end 60°C.
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ngdvendig, fremstilles en ti-fold fortyndingsraekke ved at overfgre 100 pL
prave til eppendorf-rgr med 900 pL autoklaveret postevand. Der omblandes
ved vortex-mixning, og herfra fremstilles den videre fortyndingsraekke pa
samme vis, indtil de gnskede fortyndinger er opnaet. Skal den ufortyndede
prgve udplades, udtages der i stedet 300 pL prgve til tomt eppendorf-rar,
hvorfra udpladning fortages og den videre fortyndingsreekke fremstilles.

Fra tre fortyndinger udplades 50 pL i triplikater, ialt 9 plader. Kolonier
optelles efter 2-3 dggns inkubation ved 25°C, idet plader med over 200
kolonier generelt ikke optelles.

3.3.1.1 Rensningsprocedurer for udstyr

De anvendte flasker, 1ag og finnpipetter anvendes udelukkende til
undersggelse af AOC-afgivelse for at hindre, at anden tidligere anvendelse
medfarer afgivelse af organisk stof eller stof, der hemmer bakterievaekst.

For at fjerne organisk kulstof rengeres testflasker og lag inden brug ved
folgende procedure:

Skylles med MilliQ-vand

Henstand i 10% salpetersyre i minimum et dggn

Skylles 6 gange med MilliQ-vand

Mundinger daekkes med stanniol

Glasflasker glgdes ved 220°C i 5 timer - ‘red cap’-lag ved 180°C i 6 timer
Pincetter og veerktgj til udskeering af materiale renses for organisk kulstof ved
gledning i gasflamme og afkgles inden brug, mens ballastmaterialet glades ved
220°C i minimum 5 timer.

Til desinficering af arbejdsomrade og drigalskispatler ma der ikke anvendes
sprit, da dette vil kontaminere prgverne med organisk stof og resultere i
forhgjet P17 koncentrationer. Arbejdsomrade afterres med en 0,05%
CTMAK-oplgsning (cetyltrimethylammoniumchlorid - giver ikke anledning
til forhgjede P17 eller NOX veerdier), og stal-drigalskispatler glades i
gasflamme og afkales inden brug.

Pipettespidser renses ikke specielt far brug, men tages direkte fra
leveringsposer. Spidser, der skal i direkte kontakt med prave, pakkes under
brug af vinyl-engangshandsker for at begraense overfgrelse af organisk
materiale. Eppendorf-ragr og pipettespidser autoklaveres, og tarres derefter
ved 80°C.

3.3.1.2 Podekulturer

Separate podekulturer af P17 og NOX fremstilles ved opdyrkning af
bakterierne ved 15°C i naeringssaltsmedie med 1 mg/L acetat ved 15°C /van
der Kooij et al., 1995/. Bakteriernes veekst falges ved overfladeudsaed pa R,A-
agar, indtil et maksimalt bakterieantal er opnaet. Herefter opbevares kulturene
i keleskab, hvor de har en holdbarhed pa omkring et halvt ar.

3.3.2 Databehandling

Kolonital fra alle talte fortyndinger vurderes som et samlet dataset inden

videre behandling. Afvigere identificeres pa et 95% signifikantsniveau ved

nedenstaende procedure:

» For hver fortyndingsrakke beregnes for hver enkelt fortynding et forventet
kolonital (e) ud fra den totale udstregne prevemangde og det totale antal
talte kolonier i denne prgvemeangde:



W.

1

e.

= £ *
W
c: 2C
w: 2W,
C.: antal kolonier fra enkel udstrygning i fortyndingsraekken
W, volumen udstrgget

» Ud fra forventningsvaerdien beregnes den gvre og nedre graense i et 95%
konfidensinterval.

» Afvigere identificeres ved sammenligning med konfidensintervallet. Der
ses bort fra udstrygninger med under 6 kolonier, da posionfordelingen
kun kan antages at vere geldende ved kolonital hgjere end 5.

Safremt datasettets afvigere skyldes den naturlige variation pa bestemmelsen,
bgr metoden identificere omkring 5% af kolonitallene som afvigere (2,5-7,5%
accepteres). Afvigere bgr generelt ikke kasseres, men vurderes i hvert enkelt
tilfeelde, da der ikke kan ses bort fra den naturlige variation. Metoden
anvendes saledes til at vurdere datasattes kvalitet inden videre beregning.
/Boe-Hansen, 1998a/

For hver enkelt bestemmelse beregnes kimtallet som et veegtet gennemsnit ud
fra den totale udstrggne prevemangde og det totale antal talte kolonier i
prevemangden. Den observerede spredning (error of mean, E.O.M.) pa

kimtallet fglger en Poisonfordeling og vil falgelig veere JC . Kimtallet
bestemmes saledes som:

2C x [2C, ~ c+yC
ZWi w

Y = /INiemela, 1983/

E.O.M.-veerdien angiver saledes ikke hvor stor spredning, der er imellem
replika, men angiver en pracision af bestemmelsen, idet et hgjere antal talte
kolonier giver en starre praecision pa bestemmelsen.

De beregnede kimtal omseettes til AOC-veerdier ved brug af
udbyttekonstanterne angivet i afsnit 3.1

3.3.3 Gennemsnitlig vaekstkurve

Ud fra de beregnede kimtal optegnes vakstkurver for tripikate prover.
Kurverne sammenlignes for at vurdere kvaliteten af de opnaede ekstrakter. Et
steerkt afvigende vaekstkurveforlgb i forhold til de to gvrige praver indikerer
afvigende forhold, som gar at ekstraktet ikke repraesenterer afgivelsen fra
materialet. Ligeledes vil en sterkt afvigende hgj veerdi indikere en forurening
med eksternt kulstof. Prgver med sadanne steerkt afvigende veekstkurveforlgb
ses der bort fra. Ligeledes ses der bort fra en prgve, hvis denne er
kontamineret med ugnskede bakterier.

Ved beregning af det gennemsnitlige vaekstkurveforlgb ud fra triplikate
(duplikate) prgver opnas den bedste bestemmelse af den gennemsnitlige
kurves beliggenhed ved at ga tilbage til de oprindelige kolonitallinger. De
triplikate prgver betragtes som fortyndingsreekker, og det vaegtede gennemsnit
bestemmes over triplikaterne:

25



26

ZCy; £ XCii
LW
C,: antal kolonier fra enkel udstrygning blandt triplikater

W,: volumen udstrgget
Nar E.O.M. séledes beregnes pa det samlede datamateriale, medregnes ikke

variationen imellem de triplikate prgver.

Y =

Der er i dette projekts arbejde ikke fastlagt variationen imellem veekstkurver,
da fastleeggelsen af gennemsnitlige kimtal har veeret prioriteret hgjest, og der
kun har veeret 2-3 veekstkurver.

Hvis bestemmelsen af variationen imellem et starre antal veekstkurver i andre
tilfeelde prioriteres hgjere end bestemmelsen af det gennemsnitlige kimtal, kan
den gennemsnitlige vaekstkurve beliggenhed bestemmes ud fra en logaritmisk

normalfordeling:
Pa logaritmisk transformerede kimtal beregnes for hvert szt triplikate prever

et (aritmetisk) gennemsnit, Y, og en spredning, o. Her ud fra bestemmes det
gennemsnitlige kimtal ved:

2
1
y =1oH * 70

Det tilhgrende 95% konfidensinterval vil vaere skeevt fordelt og bestemmes ud
fra t-fordelingen som:

_t(n)o,025%0

( )
ovre: 10 ‘/;

1(n)g.975*0
0
nedre: 10 n

~

- hvor ner antallet af replikater og t(3),,,s = -4,303 og t(2),,s = -12,706
/Kotz et al., 1982/.



4 Ekstraktionsmetoder

Farste trin i at fastleegge en ekstraktionsmetode var at afggre om ekstraktionen
af materialet skulle forlgbe med eller uden tilstedeveerelsen af testbakterierne.
En mulighed var at ekstraheres materialet uden tilstedevearelse af testbakterier,
med en efterfglgende ordiner AOC-bestemmelse pa ekstraktet. En anden
mulighed, som i hgjere grad ville simulere forholdene i distributionsnet, ville
veaere at ekstrahere materialet med testbakterierne tilstede, hvorved AOC-
vaerdien bestemmes samtidigt med ekstraktionen. En tredje mulighed ville
veaere at ekstrahere materialet sammen med en naturlig drikkevandspopulation,
hvilket ville give en endnu bedre simulering af forholdene i et distributionsnet.
Dette ville dog ikke resultere i en konkret AOC-verdi, men det maksimalt
opnaede bakterieantal ville i stedet kunne anvendes som mal for
eftervaekstpotentialet. For at afgare hvilken type ekstraktion af materialet der
var mest hensigtsmaessig, blev fglgende tre ekstraktionsmetoder afpravet:

» Ekstraktion uden aktive bakterier (med efterfglgende AOC-bestemmelse
pa ekstraktet)

» Ekstraktion med P17 og NOX (samtidig AOC-bestemmelse)

» Ekstraktion med en naturlig population (som kontrol blev AOC bestemt
efterfglgende)

4.1 Forsggsgang

De tre ekstraktionsmetoder blev afpravet i serier opdelt i to faser pa hver 20
daggn. Teststykker blev ekstraheret fra dag O til dag 20, hvor stoffer fra
materialerne kunne afgives til vandfasen. Dag 20 blev teststykkerne taget op,
hvorved der fra dag 20 til dag 40 kunne males AOC pa ekstrakterne uden
teststykkernes tilstedeverelse.

Teststykker blev ekstraheret ved 10°C, mens ekstrakterne blev inkuberet ved
15°C. Testvandet blev i dette forsgg tilsat 10 pg KH,PO,-P/L inden brug for
at hindre, at veeksten skulle blive begraenset som fglge af phosphormangel.

I Figur 3 er angivet en principskitse af undersggelsen af ekstraktionsmetoder.
4.1.1 Ekstraktion uden aktive bakterier

Forbehandlede teststykker med ballastmateriale (pasteuriseret i 30 minutter)
blev ekstraheret i pasteuriseret testvand uden omrystning i mgrke ved 10°C i
20 dggn. Dag 20 blev det ved en pladespredning kontrolleret, at der ikke var
aktive bakterier tilstede i vandfasen. Derefter blev testmaterialet taget op, og
ekstrakterne blev podet med P17 og NOX til AOC-bestemmelse. Ekstrakterne
blev inkuberet i marke ved 15°C i yderligere 20 daggn, hvor kimtallet blev
bestemt pa R,A-agar dag 20, 25, 27, 30, 35, 40.

4.1.2 Ekstraktion med P17 og NOX
Forbehandlede teststykker med ballastmateriale (pasteuriseret i 30 minutter)

blev ekstraheret i pasteuriseret testvand, der dag O blev podet med P17 og
NOX, sa ekstraktionen forlgb samtidig med veeksten af P17 og NOX. Den
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kombinerede ekstraktion og AOC-bestemmelse forlgb uden omrystning i
marke ved 10°C i 20 dagn, hvor kimtallet blev bestemt pa R,A-agar dag 0, 5,
7,10, 15, 20.

4.1.3 Ekstraktion med en naturlig population

Forbehandlede teststykker med ballastmateriale (pasteuriseret i 30 minutter)
blev ekstraheret i pasteuriseret testvand, der dag 0 blev podet med testvand i
forholdet 9:1 (180 mL pasteuriseret testvand og 20 mL testvand).
Ekstraktionen forlgb efterfalgende ved 10°C i 20 dggn, hvorunder kimtallet
for den naturlige population bestemt pa R,A-agar (14 dggn ved 25°C) dag 0,
5,7, 10, 15, 20. Dag 20 blev testmaterialet taget op. For at undersgge om der
var tilgeengeligt AOC tilstede efter denne inkubering, blev ekstrakterne
pasteuriseret som ved en vanlig AOC-bestemmelse, podet med P17 og NOX
og derefter inkuberet i mgrke ved 15°C i endnu 20 dagn, hvor kimtallet blev
bestemt pa R,A-agar dag 20, 25, 27, 30, 35, 40.



Ekstraktion uden aktive bakterier:

Dag 0 - 20 Dag 20 Dag 20 - 40
Ekstraktion Podning Inkubering

Pasteuriseret Teststykker

testvand tages op
Ingen omrystning Podning med
P17 + NOX

Ekstraktion med P17 og NOX:
Dag 0 Dag 0 - 20
Podning  Samtidig ekstraktion
og inkubering

10°C

Pasteuriseret Ingen
testvand omrystning

Podning med

P17 + NOX

Ekstraktion med en naturlig population:

Dag 0 Dag 0 - 20 Dag 20 Dag 20 - 40
Podning Samtidig ekstraktion Podning Inkubering
og inkubering

10°C m

Pasteuriseret Ingen Dag0, 5,7, Teststykker Dag 20, 25,
testvand omrystning 10, 15, 20 tages op 27, 30, 35, 40
Podning med Vandfasen
upasteuriseret pasteuriseres
testvand (9:1) Podning med
P17 + NOX

Figur 3: Principskitse af undersggelsen af ekstraktionsmetoder: Ekstraktion
uden aktive bakterier; Ekstraktion med P17 og NOX; Ekstraktion med en
naturlig population. Jevnfgr ovenstdende tekst.

Ekstraktionsmetoderne blev undersggt med to materiale-typer: hvidt PEX-rar
og blat PEM,,,-rar. | hvert PEX-rarstykke blev en glaskugle (renset pa samme
made som testflaskerne) sat i speend i den ene ende som ballastmateriale, men
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enkelte af rarstykkerne blev s& pavirket af pasteuristeringen, at spaendet pa
glaskuglerne ikke kunne holdes. Dette blev dog skannet ikke at have den store
indflydelse pa forsgget, da mindre end 2% af de pageldende rers totale
overflade ikke var vanddeaekket. Til PEM-rarstykkerne blev der anvendt net af
rustfrit stal som ballastmateriale.

4.2 Resultater
Bakteriekoncentrationer og AOC-veerdier er angivet i Bilag H.
4.2.1 Ekstraktion uden aktive bakterier

| ekstrakterne af PEX og blat PEM,, fremstillet uden aktive bakterier naede
vaekstkurverne for P17 og NOX et maksimum, hvorefter de stagnerede eller
faldt inden for 20 dggn (Figur 4 og Figur 5). Koncentrationerne af P17 var

hgjere i ekstrakterne end i blindpragverne, mens der ikke var den store forskel

pa koncentrationerne af NOX imellem ekstrakter og blindpraver.

P17 A
CFU/mL

1LAE+05

1,2E+05 A

LOE+0S - ——S/V=0,5#2
8,0E+04 + ——S/IV=0,5#3
- ® -Blind #1
6,0E+04 + - & -Blind #2
- & -Blind #3
4,0E+04 +

2,0E+04

0,0E+00

20 25 30 35 40
Deogn siden forsogets start

NOX B
CFU/mL

1,4E+05 -

1,2E+05 -

1,0E+05 -

8,0E+04 -

6,0E+04 -

\

R

|
v,

—A—S/V=0,5 #2
—o—S/V=0,5 #3
- £F -Blind #1
- 7 -Blind #2
- < -Blind #3

4,0E+04

20E404 + .

0,0E+00

20 25 30 35 40
Deogn siden forsegets start

Figur 4: Vekstkurver for P17 (A) og NOX (B) i ekstrakter af PEX materiale og i

tilhgrende blindpraver. Ekstraktionen forlgb over 20 dggn ved 10°C uden
omrystning. Efter materialet var taget op, blev ekstrakterne podet med P17 og

NOX og inkuberet ved 15°C.




Ved beregning af gennemsnitlige AOC-veerdier (Tabel 5) var AOC,_, for
begge materialer 19 pg acetat-C/L, men for PEM materialet var AOC,,
lavere i ekstrakterne end i de tilhgrende blindprgver. Dette kan forklares ved
den kraftige vaekst af P17 i ekstrakterne. De mange P17 har omsat stofferne,
som P17 og NOX konkurrerer om, og har derved ikke levnet substrat til de
feerre NOX. Dette har ikke varet tilfeelde med blindpreverne, hvor P17 og

NOX har haft mere ligeveerdige konkurrenceforhold.

P17 A
CFU/mL
1,4E+05 T
1,2E+05 1
1,0E+05 +
—8—S/V=0,5 #1
8,0E+04 + —&—S/V=0,5 #2
- & -Blind #1
6,0E+04 + - % -Blind #2
- 4 -Blind #3
4,0E+04 +
2,0E+04 - Lo BRI e crerric--
0,0E+00 } } ' |
20 25 30 35 40
Deogn siden forsegets start
NOX B
CFU/mL
1,4E+05 T
1,2E+05 1
1,0E+05 | g. A
DT RRIN —B—S/V=0,5 #1
8,0E+04 + RN CE R B —A—S/V=0,5#2
S e ® |- & -Blind #1
6,0E+04 + - T~ o - 4 -Blind #2
= - < -Blind #3
4,0E+04 +
2,0E+04 T .4

0,0E+00

20 25 30 35 40
Degn siden forsegets start

Figur 5: Vaekstkurver for P17 (A) og NOX (B) i ekstrakter af blat PEM,,
materiale og tilhgrende blindprgver. Ekstraktionen forlgb over 20 dggn ved
10°C uden omrystning. Efter materialet var taget op, blev ekstrakterne podet
med P17 og NOX og inkuberet ved 15°C.
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[ug acetat-C/L]
Materiale + blindveerdi - blindveerdi
AOCp;  AOCyox  AOCrqy  AOCh;  AOCyox  AOCryy

PEX 22 6 28 17 2 19
Blind 5 4 9
BI& PEM,, 29 4 32 22 3 19
Blind 6 7 13

Tabel 5: Gennemsnitlige AOC-verdier ved AOC-bestemmelse pa ekstrakt:
Ekstraktionen forlgb over 20 dggn ved 10°C uden omrystning og ved et S/V-
forhold pa 0,5 cm™. Efter materialet var taget op, blev ekstrakterne podet med

P17 og NOX og inkuberet ved 15°C.
4.2.2 Ekstraktion med P17 og NOX

| ekstrakter af PEX og bla PEM,, fremstillet med samtidig AOC-bestemmelse
stagnerede eller faldt veekstkurverne for P17 og NOX ikke inden for den 20
degns periode (Figur 6 og Figur 7). Der blev opnaet en smule hgjere P17
koncentrationer i ekstrakterne end i blindprgverne, hvilket ikke gjorde sig
geeldende for NOX koncentrationerne.



P17
CFU/mL

1,4E+05 -

1,2E+05 -

1,0E+05 A

8,0E+04 -

6,0E+04

4,0E+04

2,0E+04

0,0E+00 S

NOX
CFU/mL
1,4E+0S

1,2E+05 A

1,0E+05 -

8,0E+04

6,0E+04

4,0E+04 -

2,0E+04

Degn siden forsogets start

0,0E+00 4
0

Deogn siden forsogets start

——S/V=0,5 #1
—A—S/V=0,5 #2
——S/V=0,5#3
- & -Blind #1
- 4 -Blind #2
- 4 -Blind #3

—B—S/V=0,5 #1
—A—S/V=0,5 #2
——S/V=0,5 #3
- £+ -Blind #1
- 7 -Blind #2
- < -Blind #3

Figur 6: Veekstkurver for P17 (A) og NOX (B) i ekstrakter under ekstraktion af PEX
materiale og i tilh@rende blindpraver. Ekstraktionen forlab under tilstedevaerelse af
P17 og NOX over 20 dggn ved 10°C uden omrystning.

[ug acetat-C/L]

Materiale + blindveerdi - blindveerdi
AOCyy; AOCyox AOCroa AOCey, AOCyox AOCro
PEX 6 5 11 4 0 4
Blind 2 5 7
BIAPEM,, 5 2 7 4 -2 2
Blind 1 4 5

Tabel 6: Gennemsnitlige AOC-vardier ved samtidig ekstraktion og AOC-
bestemmelse: Ekstraktionen forlgb under tilstedeverelse af P17 og NOX over
20 dggn ved 10°C uden omrystning og ved et S/V-forhold pa 0,5 cm™

Ved beregning af maksimale gennemsnitlige AOC-verdier (Tabel 6) var

AOC

Total

for PEX materialet 4 pg acetat-C/L og 2 ug acetat-C/L for blat

PEM,,,, hvilket kun var 10-20% af niveauet fundet ved ekstraktion uden aktive

bakterier (Tabel 5). Bestemmelsen af AOC-verdier i ekstrakter fremstillet
uden aktive bakterier forlgb som en normal AOC-bestemmelse ved 15°C,
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mens AOC-bestemmelsen med samtidig ekstraktion blev udfart ved 10°C.
Vekstforholdene for P17 og NOX var séledes forskellig i de to undersggelser,
og da veeksthastigheden af de to bakteriestammer formentlig er lavere ved
10°C end ved 15°C, er det muligt, at bakterierne ikke naede veekstmaksimum
inden for testperiodens 20 degn. Det var saledes nok i hgjere grad den lavere
veekststemperatur end ekstraktionsmetoden, der var arsag til de lavere AOC-
veerdier.

P17 A
CFU/mL
1,4E+05 +
1,2E+05 +
1,0E+05 +
——S/V=0,5 #1
8,0E+04 1 —&—S/V=0,5 #2
- & -Blind #1
6,0E+04 + - 4 -Blind #2
- 4 -Blind #3
4,0E+04 1
2,0E+04
e ::::-"“-
0,0E+0Q We==n e e e e - Qe =253 - - " -7 i
0 5 10 15 20
Dogn siden forsegets start
NOX B
CFU/mL
1,4E+05 +
1,2E+05 +
1,0E+05
—=—S/V=0,5 #1
8,0E+04 —A—S/V=0,5 #2
ST _@ - £+ -Blind #1
6,0E+04 .’ L2279 |- A -Blind #2
o - O -Blind #3
4,0E+04 + A
o
2,0E+04 0
0,0E+00 # t |
0 5 10 15 20

Deogn siden forsegets start

Figur 7: Vekstkurver for P17 (A) og NOX (B) i ekstrakter under ekstraktion af
blat PEM,, materiale og i tilhgrende blindprgver. Ekstraktionen forlgb

under tilstedevarelse af P17 og NOX over 20 dggn ved 10°C uden omrystning.
4.2.3 Ekstraktion med en naturlig population

I ekstrakter fremstillet under tilstedeveerelse af en naturlig population formede
vaekstkurverne for naturlige population sig anderledes end for P17 og NOX,
idet den naturlige population voksede gennem hele 20 dggnsperioden (Figur
8). Dette kan skyldes, at startkoncentrationerne af den naturlige population
var langt lavere (<15 CFU/mL) end startkoncentrationerne af P17 og NOX
(200-500 CFU/mL).

Pa trods af at en maksimal bakteriekoncentration formentlig ikke blev opnaet,
kunne der dag 20 registreres forskel pa ekstrakter og blindprgver (Tabel 7).




Der var lidt hgjere bakteriekoncentrationer i ekstrakterne end i blindprgverne,
hvorved afgivelser fra de testede materialer understattede vaeksten af den
naturlige population.

PEX Blind Bla PEM, Blind
Bakteriekoncentration 4,0 1,9 472 4.8
[x10*CFU/mL] 7,8 0,7 59 3,0

49 34

Tabel 7: Bakteriekoncentrationer af en naturlig population i ekstrakter med
materiale efter 20 dggns ekstraktion ved 10°C uden omrystning og et S/V-
forhold pd 0,5 cm™

Naturlig population A
CFU/mL
1,4E+05
1,2E+05 +
1,0E+05 + ——S/V=0,5 #1
—&—S/V=0,5 #2
8,0E+04 ——S/V=0,5#3
- & -Bli
6,06+04 1+ Blind #1
- 4 -Blind #2
4,0E+04 4 - 4 -Blind #3
2,0E+04+ == .- |
---------------- *
0,0E+00 |
0 5 10 15 20
Deogn siden forsegets start
Naturlig population B
CFU/mL
1,4E+05 T
1,2E+05 +
1,0E+05 +
—A—S/V=0,5 #2
8,0E+04 + ——S/V=0,5#3
- # -Blind #1
6,0E+04 - 4 -Blind #2
_____ - 4 -Blind #3
4,0E+04 +
2,0E+04 - et

0,0E+00
0 5 10 15 20
Degn siden forsegets start

Figur 8: Vaekstkurver for en naturlig population under ekstraktion af PEX
materiale (A) og blat PEM,,, materiale (B). Ekstraktionen forlgb ved 10°C uden
omrystning.

Da veaekstkurverne for den naturlige population ikke stagnerede eller faldt
gennem 20 dggn, var alt tilgaengeligt substrat formodentligt ikke blevet omsat.
Dette blev bekrzftet ved den efterfglgende AOC-bestemmelse. Denne blev
foretaget dag 20, efter at teststykkerne var taget op og alle ekstrakterne var
pasteuriseret pa ny. Der var tilgeengeligt substrat nok tilbage i vandfasen til, at
bade P17 og NOX kunne gge deres bakteriekoncentrationer.

35




36

Va&kstkurverne for P17 og NOX i de pasteuriserede ekstrakter (Figur 9 og
Figur 10) havde samme forlgb, som vaekstkurverne i ekstrakterne fremstillet
uden aktive bakterier (Figur 4 og Figur 5). Ligeledes var koncentrationen af
P17 hgijere i ekstrakterne end i blindprgverne. Bakteriekoncentrationerne af
bade P17 og NOX la pa et lavere niveau i samtlige pasteuriserede ekstrakter,
end i ekstrakter fremstillet uden aktive bakterier, hvilke indikerede, at den na-
turlige population havde kunne omsztte et bredt spektrum af de organiske
forbindelser.

Ved beregning af maksimale gennemsnitlig AOC-verdier (Tabel 8) var der
efter den naturlige populations veekst et bidrag fra materialet tilbage pa 3 ug
acetat-C/L for PEX og 18pg acetat-C/L for blat PEM,,,. For ekstrakter
fremstillet uden aktive bakterier blev der for begge materialer opnaet 19 ug
acetat-C/L (Tabel 5). Den naturlige population kunne séledes i langt hgjere
grad omsztte stoffer frigivet fra PEX materialet end fra det bla PEM,,

materiale.

P17 A
CFU/ml
1,4E+05
1,2E+05 4
+ ——
1L,OE+0S —m—S/V=0,5 #1
8,0E+04 + ——S/V=0,5#3
’ - & -Blind #1
6,0E+04 + - 4 -Blind #2
- 4 -Blind #3
4,0E+04 +
2,0E+04

0,0E+00 =———"-"""
20 25 30 35 40
Deogn siden forsegets start

NOX B
CFU/ml
1,4E+05 T
1,2E+05
1,0E+05 1+ ———
—B8—S/V=0,5 #1
8,0E+04 + ——S/V=0,5#3
- £F -Blind #1
6,0E+04 + - 72 -Blind #2
- < -Blind #3
4,0E+04 T
2,0E+04

0,0E+00 #=
20 25 30 35 40
Deogn siden forsegets start

Figur 9: Vekstkurver for P17 (A) og NOX (B) i ekstrakter af PEX materiale
fremstillet under tilstedevaerelse af en naturlig population og i tilhgrende

blindpraver. Ekstraktionen forlgb over 20 dagn ved 10°C uden omrystning.
Efter materialet var taget op, blev ekstrakterne pasteuriseret, podet med P17

og NOX og inkuberet ved 15°C.




[ug acetat-C/L]
Materiale + blindveerdi - blindveerdi
AOCp;  AOCyox  AOCqyy AOCsy; AOCyox  AOCieq

PEX 5 3 8 3 0 3
Blind 2 3 4
BIAPEM, 18 6 24 15 3 18
Blind 3 3 6

Tabel 8: Gennemsnitlige AOC-vaerdier i ekstrakter fremstillet under
tilstedeveerelse af en naturlig population. Ekstraktionen blev udfart over 20
dagn ved 10°C uden omrystning og ved et S/V-forhold pa 0,5 cm™. Efter
materialet var taget op, blev ekstrakterne pasteuriseret, podet med P17 og NOX
og inkuberet ved 15°C.

P17 A
CFU/mL
1,4E+05 —
1,2E+05 +
1,0E+05 +
—A—S/V=0,5 #2
8,0E+04 4 —— S/V=0,5 #3
- i -Blind #1
6,0E+04 - 4 -Blind #2
- 4 -Blind #3
4,0E+04 +
2,0E+04

0,0E+00

Dogn siden forsogets start

NOX B
CFU/ml
LAE+05
1,2E+05 +
1,0E+05 +
—A—S/V=0,5 12
8,0E+04 + ——S/V=0,5 #3
- @ -Blind #1
6,0E+04 1 - A -Blind #2
- & -Blind #3
4,0E+04 +

2,0E+04 -

0,0E+00

20 25 30 35 40
Deogn siden forsogets start

Figur 10: Veekstkurver for P17 (A) og NOX (B) i ekstrakter af blat PEM,,
materiale fremstillet under tilstedevarelse af en naturlig population og
tilhgrende blindpraver. Ekstraktionen forlgb over 20 dggn ved 10°C uden
omrystning. Efter materialet var taget op, blev ekstrakterne pasteuriseret,
podet med P17 og NOX og inkuberet ved 15°C.
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4.2.4 Diskussion

AOC-vardier opnaet ved samtidig ekstraktion og AOC-bestemmelse var
lavere end AOC-verdier i ekstrakter fremstillet uden aktive bakterier. Foruden
den allerede omtalte temperatureffekt pa bakteriernes veeksthastighed er der et
andet forhold, der kan have haft betydning. AOC-metoden er designet ud fra,
at bakterierne har adgang til den totale mangde substrat fra start (AOC-
bestemmelse pa ekstrakt). Tilferes substratet i stedet over tid (samtidig
ekstraktion og AOC-bestemmelse), vil bakterierne vokse i takt med at
substratet tilfgres, hvilket giver et andet vaekstforlgb. Dette kunne der
korrigeres for ved at fastleegge udbyttekonstanterne pa samme made. En
sadan lgsning vil dog veere kompliceret at gennemfare i praksis, og da
hastigheden, hvormed substratet afgives, sandsynligvis varierer imellem
forskellig materialer; vil dette ikke veere en brugbar lgsning.

I henhold til migrationsstandarden /DS/EN 852-1, 1997/ testes
varmtvandsinstallationer ved 60°C. Ved denne temperatur vil det ikke veere
muligt at udfare ekstraktionerne sammen med aktive bakterier (medmindre
der veelges termofile stammer). Fremstilles der vandige ekstrakter, kan
testtemperatur derimod veelges vilkarligt, idet ekstraktet kan fremstilles ved
den gnskede temperatur, hvorefter AOC-bestemmelsen udfares ved 15°C.
Dette giver samtidig mulighed for at ekstrahere materialer under andre
forhold, hvor bakterier ikke kan vokse f.eks. ved hgje klorkoncentrationer eller
ved hgj eller lav pH. Ekstraktionen udfgres under de gnskede forhold, og efter
afkklorering af vandet eller indstilling af pH kan AOC-bestemmelsen udfares
med testbakterierne.

P17 kan omsette aminosyrer, letomszttelige carboxylsyrer, carbonhydrater,
alkoholer og aromatiske forbindelser, mens NOX kan omsatte de sveert-
omsattelige carboxylsyrer sasom format, oxalat, glycollat og glyoxylat /van der
Kooij et al., 1995/. De forbindelser man kan forvente afgivet fra polymere
materialer, er saledes overvejende stoffer som P17 kan vokse pa, hvilket
stemmer overens med resultaterne fra undersggelsen af ekstrationsmetoder.
Materialernes eftervaekstpotentiale kan dermed med rimelighed forventes
fastlagt som forskellen i AOC, , imellem ekstrakter og blindprgver. Dette
betyder, at undersggelserne vil kunne udfgres med P17 som eneste
testbakterie, hvilket vil medfgre nedenstdende fordele:

* AOC, -vardier kan sammenlignes direkte imellem prgver
- da P17 og NOX konkurrerer om de stoffer begge bakteriestammer kan
omseette, vil forholdet imellem startkoncentrationerne af de to
bakteriestammer have indflydelse pa de maksimalt opnaede bakterieantal i
en prgve /van der Kooij, 1990; Boe-Hansen, 1998b/.

* Starre pracision pd AOC,,,-bestemmelsen
- ved AOC-bestemmelser med bade P17 og NOX pa dansk drikkevand,
vil der i reglen vokse langt flere NOX end P17 op. Ved bestemmelse af
kimtal vil fortyndinger med et teelleligt totalt antal kolonier derfor kun
medfgrer fa P17-kolonier, hvilket giver stor usikkerhed pa fastleeggelsen af
AOC, -veerdien.

Ved ekstraktion af materialerne sammen med en naturlig population blev
vandet fra Lyngby vandvark inden anvendelse fortyndet med pasteuriseret
testvand for at opna en tilpas lav startkoncentration af bakterier. Ved at
anvende en relativ lav startkoncentration af bakterier var det forventet, at der
tydeligere kunne ses en effekt af afgivelserne fra materialerne. En talling pa
vand fra Lyngby vandveerk foretaget pa et senere tidspunkt viste imidlertid, at



dette vand har en naturlig bakteriekoncentration pa omkring 200 CFU/mL.
Den foretagne fortynding dag O har antageligvis saledes resulteret i en
startkoncentration af den naturlige bakteriepopulation pa ca. 20 CFU/mL,
hvilket var langt lavere end forventet. For at opna en startkoncentration af den
naturlige bakteriepopulation pa samme niveau som P17 og NOX (200-500
CFU/mL), skulle testvand udtaget pa Lyngby vandverk havde veret anvendt
uden forudgaende fortynding.

Den uhensigtsmaessige lave startkoncentration af den naturlige population kan
tildels veaere skyld i, at der ikke blev opnaede maksimale veerdier inden for den
20 dagns periode. Den lave startkoncentration resulterede i en lav initial
vaeksthastighed, hvilket betad at lange inkuberingstider ville havde varet
pakraevet for at opna maksimale veerdier. Den lave startkoncentration kan
endvidere have influeret pa hvilke bakterietyper, der voksede op og
dominerede. Hurtigtvoksende stammer ville i langt hgjere grad have kunne
udkonkurrere langsomtvoksende, end hvis der havde veeret en starre initial
koncentration. Desuden kunne der have manglet bakterier specielt gode til at
vokse pa de stoffer, der blev afgivet fra materialerne.

Ekstrakterne fremstillet med en naturlig population tilstede blev pasteuriseret
inden den efterfalgende AOC-bestemmelse. Ved at sammenligne de opnaede
AOC-vardier med de tilsvarende vaerdier opnaet i ekstrakterne fremstillet
uden aktive bakterier, kan det konstanteres, at pasteurisering af en vandprgve
ikke frigiver en betydelig maengde AOC fra de dgde celler. En vandprgves
naturlige indhold af bakterier har saledes ikke nogen indflydelse pa den AOC-
veerdi, der males i prgven.

I tre af CEN-metoderne gennemgaet i kapitel 2 er én af parametrene til
fastleeggelse af eftervaekstpotentialet mangden af fastheaftet bakterier pa
overfladerne. Teststykkerne af PEX og Bla PEM,, fra ekstraktionen sammen
med P17 og NOX og fra ekstraktionen sammen med en naturlig population
blev efter endt ekstraktion undersagt for fasthaeftede bakterier /Corfitzen,
1999/. De fundne bakterieniveauer var af en sa lille sterrelsesorden, at de
kunne tilskrives, at der sad en vandfilm tilbage pa teststykkerne efter
optagning. En kontaktperiode pa 20 dggn ved 10°C var saledes ikke
tilstreekkelig til, at et betydende antal bakterier haftede pa
materialeoverfladerne. Fasthaftede bakterier var saledes ikke darsag til forskelle
imellem ekstraktionsmetoder, og afgivelsen fra materialerne kan reelt
fastleegges ved maling pa vandfasen. Grunden til at der ikke blev dannet
biofilm pa materialeoverfladerne var sandsynligvis den korte ekstraktionstid.
For f.eks. KIWA metoden vil der ikke kunne males biofilm pa materialet far
100-200 dagn efter podning.

Sammenholdt med de phosphor-koncentrationer, der generelt er i dansk
drikkevand, ville de observerede bakterieantal naeppe give anledning til
phosphor-mangel (idet bakterierne generelt behgver C, N og P i forholdet
100:10:1). Det blev derfor besluttet ikke at tilseette phosphor til testvandet.
Kontamineringsrisikoen forbundet med tilsetningen af phosphor ville da blive
elimineret.

Pa baggrund af de opnaede resultater fra undersggelserne med PEX og blat
PEM,,, er det hensigtsmzssigt at fastleegge polymere materialers
eftervaekstpotentiale som AOC-verdien i et vandigt ekstrakt af materialet
fremstillet uden aktive bakterier. Dette giver mulighed for at anvende
vilkarlige testforhold og forenkler tolkningen af bakteriekoncentrationer.

AOC-bestemmelsen kan med fordel udfagres med P17 alene, da NOX
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tilsyneladende ikke kan udnytte de stoffer, som bliver afgivet fra de undersggte
polymere materialer.

Skal efterveekstpotentialet bestemmes ved brug af en naturlig population, skal
koncentrationen af aktive bakterier i vandet ikke fortyndes far brug.



5 Desinfektion af testmateriale

Det kunne ikke pa forhand udelukkes, at pasteurisering af teststykkerne ved
60°C ville pavirke materialerne, sa afgivelsen ville forlgbe anderledes end i den
virkelige brugssituation. Desuden var der risiko for, at en betydelig del af den
mulige afgivelse fra materialerne ville forega under opvarmningen, og derved
ikke blive registreret ved den egentlige ekstraktion. Der blev derfor afpravet en
alternativ metode til desinfektion af teststykkerne.

Klorforbindelser anvendes ved desinfektion af distributionsnet, hvorfor
teststykkerne alternativt kunne desinficeres ved henstand i en vandig
kloroplgsning. Klor kan dog ogsa kunne pavirke materialerne, idet klorfor-
bindelser generelt er kraftigt oxiderende.

For at kunne pavise en eventuel effekt af desinfektion blev der anvendt en
kontrol i form af materiale, der ikke blev desinficeret. Dermed kunne
undersggelsen ikke udfgres med en renkultur, og der blev i stedet anvendt
testvandets naturlige population. Testvandet blev saledes ikke pasteuriseret
inden anvendelse, og ekstraktion og veeksten af den naturlige population
forlgb saledes samtidig.

5.1 Forsggsgang

I forventning om at sikre et tydeligt respons blev der anvendt et S/V-forhold
pa 1,0 cm™. Alle teststykker blev for-vasket efter proceduren angivet i afsnit
3.2.3, for efterfalgende at gennemga én af falgende type videre behandling
(jeevnfer principskitsen af undersggelsen pa Figur 11):

Desinfektion af teststykker ved kloring:
Henstand et dagn i en vandig kloroplgsning
Grundig skylning ved overhaldning med upasteuriseret testvand

Desinfektion af teststykker ved pasteurisering:
For at forbehandle alle teststykker ens henstod teststykkerne i postevand indtil
pasteuriseringen, dvs.:

Henstand i postevand i et dggn minus pasteuriseringstiden

Pasteurisering i postevand (60°C, 30 minutter)

Grundig skylning ved overhaldning med upasteuriseret testvand

Ingen desinfektion af teststykker:
For at forbehandle alle teststykker ens henstod teststykkerne ogsa her
yderligere i postevand:

Henstand et daggn i postevand

Grundig skylning ved overhaldning med upasteuriseret testvand

Efter skylningen i upasteuriseret testvand blev teststykkerne overfort til
testflasker med upasteuriseret testvand. Blindprgver omfattede
ballastmateriale forbehandlet uden desinfektion, idet der blev antaget, at de
forskellige typer desinfektion ikke havde indflydelse pa ballastmaterialet.
Undersggelsen blev udfgrt af to omgange med to forskellige materialer og
klorkoncentrationer:
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Lav klorkoncentration

Undersggelsen blev udfgrt med blat PEM,,, materiale og med en 1 mg/L
kloroplgsning (vandig oplagsning af Ca(OCIl), indeholdende 35% aktivt klor),
svarende til oplgsning anvendt til desinfektion af testudstyr af Bellen et al.
/1993/. Bakterieantallet blev fulgt over 20 dages ekstraktion ved 10°C i marke,
hvor flaskerne henstod uden omrystning.

Hgj klorkoncentration

Undersggelsen blev udfgrt med sort PEM materiale og med en 22 mg/L
kloroplgsning (fortyndet natriumhypoklorit-oplgsning indeholdende 1% aktivt
chor), svarende til koncentration anvendt ved desinfektion af ledningsnet.
Bakterieantallet blev fulgt over 55 dggns ekstraktion ved 10°C i mgrke med
omrystning (95 omdrejninger/min).

Kimtalsbestemmelser blev udfagrt som ved en AOC-bestemmelse, og
udstrygningerne blev inkuberet ved 25°C i 14 dagn.



Samtidig Desinfektion Samtidig

ekstraktion og inkubering af teststykker ekstraktion og inkubering
10°C 10°C
Ingen omrystning Omrystning
Upasteuriseret testvand Upasteuriseret testvand

Henstand i
chlor-oplgsning

W

L

=

D

o

v Ingen

=3

Dag 0 - 20
Blat PEM Sort PEM
materiale materiale

Figur 11: Principskitse af undersggelsen af desinfektionsmetoder, jevnfar
ovenstaende tekst.
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5.2 Resultater

Bakteriekoncentrationer for den naturlige population er angivet i Bilag H.

Naturlig A
population
CFU/mL
14E+06 —=— Chlor ~ 1 mg/L #1
1,2E+06 + —&— Chlor ~ 1 mg/L #2
—&— Chlor ~ 1 mg/L #3
1,0E+06 + —H&— Pasteurisering #1
—&— Pasteurisering #2
8,0E+05 T —A— Pasteurisering #3
6,0E+05 + - & -Ingen #1
- 4 -Ingen #2
4,0E+05 + - 4 -Ingen #3
- £F -Blind #1
2,0E+0S + - < -Blind #2
0,0E+00 2 E —
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Dogn siden forsogets start
Naturlig B
population 2,73E+06
CFU/mL . ‘
1,4E+06 - —— Chlor ~22 mg/L #1
—— Chlor ~22 mg/L #2
1,2E+06 A —— Chlor ~22 mg/L #3
—H&— Pasteurisering #1
1,OE+06 —o— Pasteurisering #2
8,0E-+05 - —A— Pasteurisering #3
- & -Ingen #1
6,0E+05 - - 4 -Ingen #2
- 4 -Ingen #3
4,0E+05 - - £+ -Blind #1
- < -Blind #2
ZOE+05 1 - 4 -Blind #3
0,0E+00 1

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Dogn siden forsogets start

Figur 12: Vaekstkurver for en naturlig population i ekstrakter og blindpraver
under ekstraktion af materiale. Ekstraktionen forlgb ved 10°C ved et S/V-
forhold pa 1,0 cm?, hvor materialet dels ikke var desinficeret og dels
desinficeret ved pasteurisering eller ved henstand i en kloroplgsning.

A: blat PEM,, materiale, 1 mg/L kloroplgsning, ekstraktionen forlgb uden
omrystning.

B: sort PEM materiale, 22 mg/L kloroplgsning, ekstraktionen forlgb med
omrystning.

Kloroplgsningen pa 1 mg/L var ikke tilstreekkelig til at desinficere
teststykkerne, idet der ved en udpladning kunne konstateres aktive bakterier i
kloroplgsningen efter et degns henstand (data ikke vist). Under ekstraktionen
af bla PEM « | Upasteuriseret testvand stagnerede veekstkurverne for den
naturlige population ikke i lgbet af testperioden (Figur 12A), og det kunne
saledes ikke antages, at maksimale bakteriekoncentrationer blev opnaet.

Der var en mindre forskel pa bakteriekoncentrationerne i ekstrakter og
blindpregver. Dag 20 var der statistisk signifikant flere bakterier i ekstrakter
end i blindpraver testet ved en ensidet variansanalyse pa 5 %
signifikansniveau.




Sammenlignes bakteriekoncentrationerne for dag 20 (Tabel 9), var der en vis
gruppering efter typen af behandling, hvor ‘ingen desinfektion’ af teststyk-
kerne gav de hgjeste bakteriekoncentrationer og ‘pasteurisering’ de laveste.
Denne gruppering var dog ikke statistisk signifikant pa 5% signifikansniveau
ved en ensidet variansanalyse. Der var saledes ingen veasentlig effekt af
desinfektion pa bakteriekoncentrationerne.

Behandling af testmateriale

Kloring Pasteurisering  Ingen Blind
1 mg/L Desinfektion
Bakterie- 2,3 2,7 2,7 1,2
koncentration 2,1 1,7 2,2 1,4
[x10° CFU/mL] 2.5 1,9 2,8

Tabel 9: Bakteriekoncentrationer af en naturlig population i ekstrakter med
blat PEM,, materiale og tilhgrende blindpraver efter 20 dggns ekstraktion
ved 10°C uden omrystning og ved et S/V-forhold pa 1,0 cm™. Materialet var
dels ikke desinficeret og dels desinficeret ved pasteurisering eller ved
henstand i en 1 mg/L kloroplgsning.

Kloroplgsningen pa 22 mg/L var tilsyneladende tilstreekkelig til at desinficere
teststykkerne, idet der ved en udpladning ikke kunne konstanteres aktive
bakterier i kloroplgsingen efter et dagns henstand (data ikke vist). Under
ekstraktionen af sort PEM i upasteuriseret testvand naede veekstkurverne for
den naturlige population et relativt hgjt bakterieantal, hvorefter kurverne faldt
(Figur 12B), hvilket var et andet forlgb end fra undersggelsen med blat
PEM,,, materiale.

Behandling af testmateriale

Kloring Pasteurisering  Ingen Blind
22 mg/L desinfektion
Bakterie- 11,3 7.9 7,3 3,5
koncentration 12,0 12,2 1,9 11
[x10° CFU/mL] 13,2 14,5 @7 1,1

Tabel 10: Maksimale bakteriekoncentrationer af en naturlig population i
ekstrakter og i tilhgrende blindprgver under ekstraktion af sort PEM
materiale ved 10°C med omrystning og et S/V-forhold pa 1,0 cm™. Materialet
var dels ikke desinficeret og dels desinficeret ved pasteurisering eller ved
henstand i en 22 mg/L kloroplgsning.

Sammenlignes de maksimale bakteriekoncentrationer (Tabel 10), var der
acceptabel overensstemmelse imellem replika, med undtagelse af ekstraker
med 'ingen behandling' af testmaterialet. Medtages alle data vil der ikke veere
statistisk signifikant forskel ved en ensidet variansanalyse pa 5%
signifikansniveau imellem behandlingstyper. Hvis der ses bort fra verdien pa
27*10° CFU/mL for 'ingen desinfektion' var bakteriekoncentrationerne lavere
for 'ingen desinfektion' end for desinfektion, mens der ikke var forskel pa de to
desinfektionsmetoder. Ekstrakterne havde i begge tilfeelde hgjere
bakteriekoncentrationer end blindprgverne.

45



46

5.3 Diskussion

Desinfektion havde ingen effekt pa afgivelsen fra blat PEM,,, materiale ved
undersggelsen med 1 mg Cl,/L. For undersggelsen med sort PEM materiale
og 22 mg CI,/L var der for stor variation pa replika for 'ingen desinfektion' til,
at der entydigt kunne afgares, hvorvidt der var en effekt af disinfektion. En
eventuel effekt ma under alle omstendigheder accepteres, da fremstilling af
ekstrakter uden tilstedeveerelse af aktive bakterier kraever desinfektion af
testmaterialet.

For begge PEM materialer var der ikke forskel mellem de maksimale
bakteriekoncentrationer som fglge af desinfektionsmetoden. Den korte
opvarmning og en eventuel oxidation af overfladerne havde saledes ingen eller
samme effekt pa afgivelsen, og bade pasteurisering og kloring kunne saledes
vaelges som desinfektionsmetode. Der er dog en risiko forbundet ved at
anvende Kkloring, da der kan blive overfart klorrester med materialet, hvis
teststykkerne ikke skylles grundigt nok efter henstand i kloroplgsningen. Dette
kan heemme bakterievaeksten i testflaskerne, og saledes resultere i for lave
AOC-verdier.

Den store forskel pa forlgb af vaekstkurver i ekstrakterne af henholdsvis blat
PEM,, og sort PEM kunne dels skyldes de forskellige materialetyper, men
omrystningen under ekstraktionen af det sorte PEM materiale, kan ogsa have
haft effekt. Omrystningen kan have fjernet de afgivende stoffer fra zonen
omkring teststykkerne, hvorved stofferne hurtige er blevet tilgeengelige for den
naturlige population.

Foretages en generel sammenligning af veekstkurver for den naturlige
bakteriepopulation og veekstkurver for P17 og NOX, var der sterre forskel pa
niveauet af vaekstkurverne imellem ekstrakter og blindprgver ved anvendelse
af renkulturer. Anvendelse af renkulturer gger saledes falsomheden af
afprgvningen, nar kimtallet opggares ved udpladning pa R,A-agar.

Undersggelserne med blat og sort PEM materiale viste, at der ikke var forskel
pa afgivelsen fra materialerne som fglge af, om disse var desinficeret ved
pasteurisering eller ved henstand i kloroplgsning. Der blev derfor fortsat med
pasteurisering, som desinfektionsmetode, da denne metode indebarer mindre
risiko for introducering af fejlkilder.



6 Sekventielle ekstraktioner

Det blev undersggt, hvordan afgivelsen fra de polymere materialer forlgb over
tid. En kraftig initial afgivelse med en efterfalgende negligibel afgivelse vil kun
give problemer i forbindelse med ibrugtagning af nye rar, hvor der kan tages
de ngdvendige forholdsregler. En konstant middelafgivelse over tid vil
derimod betyde en konstant understgttelse af mikrobiologisk vakst, og kan
sdledes give anledning til problemer i ledningsnettet over en leengere periode.
For at kunne undersgge afgivelsen over tid blev et materiale ekstraheret
sekventielt, ved at ekstrahere det enkelte set teststykker af flere omgange.
Desuden blev det undersggt, om omrystning under ekstraktion af materialet
havde effekt pa afgivelsen.

6.1 Forsggsgang

Sort PEM materiale blev ekstraheret med og uden omrystning (95
omdrejninger/min) ved to s&t S/V-forhold: 0,5 og 1,0 cm™. Materialet blev
ekstraheret i perioder & 15 degn ved 10°C i mgarke.

De forbehandlede teststykker (pasteuriseret i 30 minutter) blev fra dag O
ekstraheret i pasteuriseret testvand. Efter endt ekstraktion blev teststykkerne
overfart til nyt pasteuriseret testvand, og derefter atter ekstraheret i 15 dggn.
Ekstrakterne blev podet med P17, og derefter inkuberet ved 15°C med
kimtalsbestemmelse pa dag 0, 3, 5, 7, 10, 15 og 25. Der blev udfart 4 pa
hinanden fglgende ekstraktioner. | Figur 13 er angivet en principskitse af
undersggelsen med sekventielle ekstraktioner.
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Dag 0-15 Dag 15 Dag 15 - 30 Dag 30 Dag 30 - 45
1. ekstraktion Podning 2. ekstration Podning 3. ekstration

0.S.V.
Pasteuriseret Podning Pasteuriseret Podning Pasteuriseret
testvand med P17 testvand med P17 testvand
+/- omrystning +/- omrystning +/- omrystning
Inkubering Inkubering
15°C
e e
&= &=
R Gt
&= E=2
& P
Dag0,3,5,7, Dag0, 3,5,7,
10, 15, 20, 25 10, 15, 20, 25
efter podning efter podning

Figur 13: Principskitse af undersggelsen med sekventielle ekstraktioner,
jevnfar ovenstaende tekst.

6.2 Resultater

Bakteriekoncentrationer og AOC, -veerdier er angivet i Bilag H.
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Figur 14: Gennemsnitlige vaekstkurver for P17 og NN i ekstrakter af sort PEM
materiale og i tilhgrende blindpraver. De sekventielle ekstraktioner forlab
over 15 dggn ved 10°C. Efter materialet var taget op og overfgrt til frisk
testvand, blev ekstrakterne podet med P17 og indkuberet ved 15°C.

A: Vaekstkurver i ekstrakter fremstillet uden omrystning.

B: Vaeekstkurver i ekstrakter fremstillet med omrystning.

C: Veekstkurver i blindprgver fremstillet med omrystning.
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Testvandet i det farste st ekstrakter var kontamineret med en bakterie
(herefter NN), som ikke blev inaktiveret ved pasteurisering i 30 minutter. |
testvandet til de gvrige set ekstrakter (dag 15-60) lykkedes det inaktivere NN
ved at haeve pasteuriseringstiden fra 30 til 45 minutter, men NN blev overfart
med teststykkerne fra det farste st ekstrakter til de naeste. NN var saledes
tilstede sammen med materialet under ekstraktion, hvorved ekstraktion ikke
foregik uden tilstedeveerelse af aktive bakterier. Dette havde kun mindre
betydning, da NN havde meget ringe veekst ved 10°C, og derfor kun var
tilstede i sma koncentrationer (< 50 CFU/mL) ved afslutningen af hver
ekstraktionsperiode. Nar ekstrakterne blev overfart til 15°C efter podningen
med P17, voksede NN til gengzld op pa samme made som P17. NN dannede
1-2 mm beige-grd kolonier p& R,A-agar, og kunne sédledes let skelnes fra P17,
men blev ikke nermere identificeret.

I Figur 14 er gennemsnitlige vaekstkurver for P17 og NN afbilledet for de
udfarte ekstraktioner. Kontamineringen med NN medfgarte, at der ikke kunne
beregnes en direkte AOC, -veerdi for afgivelsen fra materialet, men niveauet
for vaekstkurverne var relativt konstant fra 1. til 4. ekstrakt.

6.3 Diskussion

Tilstedeverelsen af NN komplicerede fortolkningen af resultaterne, da der var
et konkurrenceforhold imellem P17 og NN. | ekstrakterne, hvor der var
afgivet stoffer fra materialet, som P17 kunne udnytte, havde P17 en
konkurrencemaessig fordel og opnaede hgjere koncentrationer end NN. |
blindpragverne kunne NN bedre konkurrere med P17 om de substrater, begge
bakteriestammer kunne omseatte, hvilket medfgrte, at koncentrationen af NN
var hgjere i blindprgverne end i ekstrakterne. Pa denne baggrund kunne
forskellen i bakteriekoncentrationer mellem ekstrakter og blindpraver ikke
direkte benyttes til at fastleegge en AOC-verdi for afgivelsen. Da
blindveerdierne for P17 fra 1. til 4. set imidlertid I3 pa et stabilt niveau, kunne
det afgares, hvordan afgivelsen fra materialet forlgb over tid, ved at
sammenligne niveauet for vaekstkurverne i 1. til 4. sat ekstrakter.

Det maksimale antal P17, der blev opnaet i ekstrakterne, var pa samme niveau
i de fire seet ekstrakter, hvilket indikerede, at der ikke kun var tale om en initiel
afgivelse, men en kontant afgivelse over de undersggte 60 dagns ekstraktion.
Sammenlignes ekstrakter fremstillet med og uden omrystning, var der en klar
effekt som falge af omrystning, idet antallet af P17 i ekstrakterne fremstillet
med omrystning var ca. 50% starre end i ekstrakter fremstillet uden. Derimod
var der ikke den store effekt af S/\V-forhold, idet P17 koncentrationer I3 pa
samme niveau i ekstrakter fremstillet med S/V-forhold pd 0,5 og 1,0 cm™.
Antallet af NN var derimod ikke pavirket af hverken omrystning eller
anvendte S/V-forhold, hvilket - sammenholdt med at der blev opnaet hgjere
koncentrationer af NN i blindpraverne end i ekstrakterne - indikerede, at NN
forst og fremmest udnyttede testvandets substrat.

Iseer for ekstraktioner foretaget med omrystning svingede afgivelsen fra
teststykkerne imellem triplikaterne. Dette kunne imidlertid veere et udtryk for,
at forlgbet for afgivelsen varierede lidt imellem de enkelte seet teststykker, men
at den samlede afgivelse over tid ellers i gvrigt kunne vere ens. | Tabel 11 er
akkumulerede verdier for maksimale bakteriekoncentrationer beregnet efter
det 4. ekstrakt (60 dggns ekstraktion) for hvert enkelt sat teststykker, idet
samtlige veekstkurver er medtaget.



I nogle af ekstraterne blev vaekstmaksimum naet allerede pa dag 3. Dette
betad, at de ekstra indfarte kimtalsbestemmelser for nogle af ekstrakterne
medfarte, at der blev registreret en hgjere maksimal bakteriekoncentration,
end hvis den anden kimtalsbestemmelse farst var blevet udfgrt dag 5. En
intensivering af kimtalsbestemmelserne kan saledes medfere en generel
stigning i registrerede maksimale bakteriekoncentrationer.

Akkumulerede maksimale bakteriekoncentrationer
HPC [x10° CFU/mL] AOC;; [Ug acetat-C/L]

uden omrystning med omrystning

S/V=05cm? S/V=10cm® S/V=05cm® S/V=1,0cm?! Blind

HPC AOC,; HPC AOC,, HPC AOC,, HPC AOC,; HPC AOC,;

4,8 118 52 126 6,0 146 3,1 75 21 52
P17 47 115 51 123 74 181 8,0 195 16 40
45 109 5,7 137 8,0 213 85 206 15 38

2,1 4,2 1,4 9,6 13,6
NN 26 2,5 7,0 5,0 14.4
2,0 1,9 3,6 1,9 59

Tabel 11: Akkumulerede maksimale vaerdier for bakteriekoncentrationerne i
ekstrakter af sort PEM materiale beregnet efter 60 dggns ekstraktion (4.

ekstrakt). Ekstraktionerne forlgb over 15 dggn ved 10°C og ved S/V-forhold

pa henholdsvis 0,5 og 1,0 cm® med og uden omrystning. Efter materialet var

taget op og overfgrt til frisk testvand, blev ekstrakterne podet med P17 og
inkuberet ved 15°C. De akkumulerede kurver kan ses i Bilag D.

De udfgrte undersggelser med sort PEM materiale viste, at afgivelsen fra
materialet er konstant over 60 degn, og saledes ikke foregar som en kraftig

initial afgivelse. Endvidere blev det klarlagt, at omrystning under ekstraktion

gger afgivelsen fra materialet.
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7 S/V-forhold

I undersggelsen med sekventielle ekstraktioner af sort PEM var der ikke den
store forskel i P17 koncentration mellem S/V-forhold pa henholdsvis 0,5 og
1,0 cm™. For at afklare om afgivelsen fra de polymere materialer afhanger af
S/V-forholdet, blev der udfart en reekke undersggelser med varierende S/V-
forhold.

Indledningsvis blev det undersggt, om et andet materiale ville give en lige sa
lille forskel i P17 koncentration mellem S/V-forhold pa 0,5 og 1,0 cm™ som
sort PEM. Ekstraktionstidens indflydelse pa afgivelsens starrelse blev
undersggt ved to forskellige ekstraktionstider.

For at undersgge S/V-forholdets indflydelse for AOC, -afgivelsen blev 7 S/V-
forhold undersggt i intervallet 0,07 - 1,38 cm™ med hovedvagt pa de mindste
S/V-forhold. Udvalgte S/VV-forhold blev endvidere undersggt ved en kortere
ekstaktionstid, for at undersgge hvor hurtigt en eventuel matning kunne
indtreede. For at fa en bedre bestemmelse af det maksimale kimtal blev
kimtallet bestemt flere gange under vaksten af P17 end ved tidligere
undersggelser.

Dag0-9 Dag 9 Inkubering
Ekstraktion Podning

N\ % R
51 S
)
&=
TN
&=
Dag 20 Inkubering
Podning

N\ % TN

o1 eSS

Gt

&=

)

&=

Pasteuriseret testvand Teststykker Dag0, 5, 7, 10,

Ingen omrystning tages op 15, 20
Podning med P17 efter podning

Figur 15: Principskitse af undersggelsen med S/V-forhold pa 0,5 og 1,0 cm?,
jevnfgr nedenstdende tekst.
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7.1 Forsggsgang

7.1.1 S/V-forhold pa 0,5 og 1,0 cm*

Undersggelsen blev udfgrt med blat PEM,,, materiale. Der blev opstillet 2 st
prever i triplikater: Prgver med S/V-forhold p& henholdsvis 0,5 og 1,0 cm™
(teststykker desinficeret ved 30 minutters pasteurisering) og blindprgver kun
med ballastmateriale. De to szt prgver blev ekstraheret over henholdsvis 9 og
20 dggn ved 10°C uden omrystning.

Ekstrakterne blev podet med P17 og inkuberet ved 15°C, hvor vaksten af P17
fulgt ved bestemmelse af kimtal dag 0, 5, 7, 10, 15 og 20. Figur 15 angiver en
principskitse af forsggsgangen.

7.1.2 S/V-forhold i intervallet 0,06-1,38 cm*

Undersggelsen blev udfgrt med blat PEM,,, materiale. Der blev opstillet
praver i triplikater for S/V-forholdene 0,07; 0,14; 0,27; 0,41; 0,55; 0,69 og
1,38 cm™ samt blindprgver kun med ballastmateriale. Ekstraktionen forlgb
over 15 dggn ved 20°C med omrystning (95 omdrejninger/min). For S/V-
forholdene 0,14 og 0,69 cm™ blev der (pé et senere tidspunkt) opstillet et
ekstra seet progver samt blindprgver, der blev ekstraheret i 5 degn. Ekstrakterne
blev podet med P17 og inkuberet ved 15°C, hvor kimtallet blev bestemt dag O,
1,2,3,4,5,7,10, 15 og for 5 dggns ekstraktionerne endvidere dag 20. Figur
16 angiver en principskitse af forsggsgangen.



Dag0-5 Dag 5 Inkubering
Ekstraktion Podning

\ 7

0

Dag 0 -15 Dag 15 Inkubering
Ekstraktion Podning

Pasteuriseret testvand Teststykker Dag 0,1, 2, 3,
Omrystning tages op 4,5,7,10,15
Podning med P17 efter podning

Figur 16: Principskitse af undersggelsen med S/V-forhold i intervallet 0,07-
1,38 cm, jevnfar ovenstaende tekst.

7.2 Resultater
Bakteriekoncentrationer og AOC, .-vaerdier er angivet i Bilag H.
7.2.1 S/V-forhold pa 0,5 og 1,0 cm-1

Vakstkurverne for P17 i 9 dggns ekstraktionerne adskilte sig markant fra
veekstkurverne i 20 dagns ekstraktionerne (Figur 17). Ligeledes var der tydelig
forskel pa niveauet for veekstkurver i ekstrakterne og i blindprgverne. Derimod
var der ikke den store forskel som fglge af S/V-forhold. Med 9 dggns
ekstraktion ved S/V-forhold pa 0,5 og 1,0 cm™ var afgivelsen 24 og 29 ug
acetat-C/L, mens den tilsvarende afgivelse med 20 dagns ekstraktion var 56
0g 50 pg acetat-C/L (jevnfer Tabel 12). Ved et givent S/VV-forhold var fluxen
saledes konstant, idet der blev opnaet gennemsnitlige flux af samme
starrelsesorden for 9 dggns- og 20 dggns ekstraktionerne (Tabel 13).
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P17 A

CFU/mL
3,5E+05 T
3,0E+05 +
——S/V=0,5 #1
| ——S/V=0,5#2
—&— S/V=0,5 #3
HOES T —=—8/V=1,0 #1
—o—S/V=1,0 #2
1,5E+05 +
’ —A—S/V=1,0 #3
1,0E+05 + - & -Blind #1
- 4 -Blind #2
5,0E+04
0,0E+00 | B s
0 5 10 15 20
Degn siden podning
P17 B
CFU/mL
3,5E+05
3,0E+05 -
——S/V=0,5 #1
2B ——S/V=0,5 #2
—A—S/V=0,5 #3
2,0E-+05 - A
—A— —
1,5E+05 + S/V=1,0 #3
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1,0E+05 A - 4 -Blind #2
- 4 -Blind #3
5,0E+04
0,0E-+00 FEPTEEES EEEEErEE | .
0 5 10 15 20
Deogn siden podning

Figur 17: Veekstkurver for P17 i ekstrakter af blat PEM,, materiale og i
tilhgrende blindprgver. Ekstraktionen forlgb ved 10°C uden omrystning ved
S/V-forhold pa henholdsvis 0,5 0g 1,0 cm™.

A: 9 dagns ekstraktion; B: 20 dggns ekstraktion. Efter materialet var taget op
blev ekstrakterne podet med P17 og inkuberet ved 15°C.

AOC,,; [Ug acetat-C/L]

+ blindveerdi - blindveerdi
S/V-forhold 0,5cm™ 1,0 cm? Blind 0,5cm? 1,0 cm?
9 dggns ekstraktion 27 33 3 24 29
20 dagns ekstraktion 59 52 3 56 50

Tabel 12: Gennemsnitlige AOC,,-veerdier i ekstrakter af blat PEM,, materiale og
i tilhgrende blindprgver. Ekstraktionen forlgb ved 10°C uden omrystning ved
S/V-forhold pa 0,5 og 1,0 cm™ og ekstraktionsperioder pa 9 og 20 dggn. Efter

materialet var taget op, blev ekstrakterne podet med P17 og inkuberet ved 15°C.



Gennemsnitlig flux

[x 10°® pg acetat-C/cm?/d]

S/V-forhold 0,5cm? 1,0 cm?
9 dagns ekstraktion 5,2 3,2
20 dggns ekstraktion 6,6 2,5

Tabel 13: Gennemsnitlige flux for blat PEM,,, materiale. Ekstraktionen forlab
ved 10°C uden omrystning ved S/V-forhold p4 0,5 og 1,0 cm* og
ekstraktionsperioder pa 9 og 20 dggn. Efter materialet var taget op, blev
ekstrakterne podet med P17 og inkuberet ved 15°C.

7.2.2 S/V-forhold i intervallet 0,07-1,38 cm*

Vakstkurverne for P17 i 5 dggns ekstraktionerne adskilte sig markant fra
veekstkurverne i blindpreverne (Figur 18), og 5 degns ekstraktion var saledes
tilstraekkeligt til at observere en afgivelse fra materialet. Der var endvidere
forskel pé afgivelsen som falge af S/V-forhold; for S/V-forholdet 0,14 cm™
blev der mélt 23 pg acetat-C/L og for S/V-forholdet 0,69 cm™ 31 pg acetat-C
/L (Tabel 14).

P17

CFU/mL ug acetat-C/L
3,5E+05 q
T80 | —A—S/V=0,69
3,0E+05 - 170 5 degn
——S/V=0,14
2,5E+05 + —+ 60 5 degn
- 4 -Blind
. + 50
2,0E+05 5 dogn
L 4 .
1,5E+05 - 0 | ——S/V=0,69
L 30 15 degn
1,0E+05 ——S/v=0,14
I D G 20 15 degn
5,0E+04 - k ‘ JPESA A 10 |- -Blind
g 15 degn

0,0E+00

Deogn siden podning

Figur 18: Sammenligning af gennemsnitlige vekstkurver for P17 i ekstrakter
af blat PEM, materiale og i tilhgrende blindpraver fremstillet med 5 og 15

daggns ekstraktion. Ekstraktionen forlgb ved 20°C med omrystning. Efter
materialet var taget op, blev ekstrakterne podet med P17 og inkuberet ved 15°C.

Ved S/V-forhold pé& 0,14 cm™ var afgivelsen 23 ug acetat-C/L ved 5 dggns
ekstraktion og 14 ug acetat-C/L ved 15 dagns ekstraktion. Ved S/V-forhold pa
0,69 cm™ var afgivelsen 31 ug acetat-C/L ved 5 dggns ekstraktion og 57 ug
acetat-C/L ved 15 dagns ekstraktion. Afgivelsen var saledes lavere med 15
dggns ekstraktion end med 5 dggn ved S/V-forhold pa 0,14 cm™, men hgjere
ved S/V-forhold p& 0,69 cm™ (Figur 18 og Tabel 14).
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AOC,,; [Mg acetat-C/L]

15 dggns ekstraktion 5 dggns ekstraktion
S/V[em?]  + blindveerdi - blindvaerdi + blindveerdi - blindveerdi
0,07 29 8
0,14 35 14 38 23
0,27 50 29
0,41 41 20
0,55 52 3
0,69 78 57 46 31
1,38 71 50
Blind 21 - 15

Tabel 14: Gennemsnitlige AOC,-veerdier i ekstrakter af blat PEM,, materiale
og tilhgrende blindpraver. Ekstraktionen forlgb ved 20°C med omrystning
ved varierende S/V-forhold og med ekstraktionsperioder pa 5 og 15 dggn.

Efter materialet var taget op, blev ekstrakterne podet med P17 og inkuberet

ved 15°C.

Vakstkurverne for P17 i 15 dagns ekstraktionerne adskilte sig ligeledes
markant fra veekstkurverne i blindprgverne, og der var en tydelig effekt af
varierende S/V-forhold (Figur 19). Der var en klar tendens til, at den malte
AOC, -veerdi i vandfasen var stgrre med stigende S/V-forhold (Figur 20 og
Tabel 14), dog med en indikation af, at der optradte en form for meetning af
vandfasen med stigende S/V-forhold.

Safremt afgivelsen fra materialerne er konstant per overfladeareal uanset
anvendte S/VV-forhold, ville en afbildning af flux som funktion af S/VV-forhold
resultere i en vandret linie. Beregnes flux for de anvendte S/V-forhold opnas
imidlertid en omvendt proportional sammenhang imellem flux og S/V-
forhold (Figur 21 og Tabel 15), hvilket igen indikerer at afgivelsen til
vandfasen falder med stigende S/V-forhold.

P17
CFU/mL ug acetat-C/L
3,5E+05 -
T 80
3,0E+05
T 70 |- ®-S/V=1,38
2,5E+05 - 1 60 |~ S/V=0,69
- & -8/V=0,55
20E+05 1 T3 |- o -sv=041
1,5E+05 - T 40 |——5/v=0,27
=+ 30 +S/V=0,14
1,0E+05 - —=—8/V=0,07
T 20 |- 5 -Blind
5,0E+04 1o
0,0E+00 T T T T T T 0

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Deogn siden podning

Figur 19: Gennemsnitlige veekstkurver for P17 i ekstrakter af blat PEM,,,
materiale fremstillet med forskellige S/V-forhold og i tilhgrende
blindpraver. Ekstraktionen forlgb over 15 dggn ved 20°C med omrystning.
Efter materialet var taget op, blev ekstrakterne podet med P17 og inkuberet
ved 15°C.
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Figur 20: Afgivelse fra blat PEM,, materiale som funktion af anvendte S/V-
forhold (de enkelte ekstrakters AOC;,,-vaerdi er fratrukket gennemsnittet af
blindveerdierne). Ekstraktionen forlgb over 15 dggn ved 20°C med omrystning
ved varierende S/V-forhold. Efter materialet var taget op, blev ekstrakterne

podet med P17 og inkuberet ved 15°C. Bemark logaritmisk skala og indlagte
logaritmiske tendenskurve.

Flux
[x10_3 ug acetat-C/d/cmz]

0 T T T T T T 1
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 1,40
S/V forhold

[em™]

Figur 21: Gennemsnitlige flux for blat PEM, materiale som funktion af
anvendte S/V-forhold (blindvardier fratrukket inden beregning).
Ekstraktionen forlgb over 15 dggn ved 20°C med omrystning ved varierende
S/V-forhold. Efter materialet var taget op, blev ekstrakterne podet med P17 og
inkuberet ved 15°C.

59




60

Gennemsnitlig flux

[x10? ug acetat-C/cm?/d]

S/V-forhold [cm™] 15 dggns ekstraktion 5 dggns ekstraktion
0,07 8,5 -

0,14 7,0 66,9

0,27 7,9 .

0,41 3,4

0,55 38 -

0,69 56 9,0

1,38 2,4 .

Tabel 15: Gennemsnitlige flux for blat PEM, materiale. Ekstraktionen forlgb
ved 20°C med omrystning ved varierende S/V-forhold og med
ekstraktionsperioder pa 5 og 15 dggn. Efter materialet var taget op, blev
ekstrakterne podet med P17 og inkuberet ved 15°C.

7.3 Diskussion

Undersggelserne indikerede klart, at afgivelsen per overfladeareal er omvendt
proportional med det anvendte S/V-forhold. Desuden ser det ud til, at der
eksisterer et gvre S/\VV-forhold, hvorover der ved hgjere S/VV-forhold ikke
afgives vaesentligt mere til vandfasen ved en given ekstraktionstid.

Der er ikke nogen oplagt forklaring pa de observerede sammenhange imellem
afgivelse og S/V-forhold. En tese kunne vere, at vandfasen ved et givent S/V-
forhold maettes med substrat, og man derfor ikke ville se en stgrre afgivelse
ved anvendelser af hgjere S/V-forhold. Dette kunne forklare, at der ikke var
forskel pa afgivelserne ved S/V-forhold p& 0,5 og 1,0 cm™ (Figur 17), og at
koncentrationen i vandfasen ikke steg ved S/V-forhold over 0,69 cm™ i
undersggelsen af syv S/V-forhold (Figur 20). Denne tese afvises dog af, at
flux for de syv S/V-forhold viste en klar tendens til en omvendt proportional
sammenhang imellem flux og S/V-forhold over alle de undersggte S/V-
forhold (Figur 21) - hvis tesen havde veeret korrekt, ville fluxen have veeret
konstant indtil det S/\VV-forhold, der gav matning, for derefter at aftagende
med stigende S/V-forhold. Endvidere ville der ikke vare blevet registreret
starre afgivelser ved 20 dagns ekstraktion end ved 9 dagns ekstraktion,
safremt den manglende forskel imellem S/V-forhold ved 9 degns ekstraktion
kunne forklares med en meatning af vandfasen allerede ved S/V-forhold pa 0,5
cm™ (Tabel 12). En anden tese kunne vaere, at omsatningen af de afgivne
stoffer frembragte toksiske metabolitter, som h&emmede videre veekst af P17.
Dette stemmer dog ikke overens med resultaterne fra 9 og 20 dggns
ekstraktion, hvor der i givet fald ikke skulle kunne males hgjere P17
koncentrationer i vandfasen i 20 dagns ekstrakterne. Det er ud fra de opnaede
resultater ikke muligt at fastleegge, hvorledes afgivelsen afhaenger af S/V-
forholdet, men afgivelsen vil givetvis veere en balance mellem fglgende
faktorer:

» Oplgselighed og polaritet af de afgivne stoffer

» Afgivelseshastighed, som formentlig er afhaengig af en
koncentrationsgradient

» Greanselaget ved materialeoverfladen
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Figur 22: Flux for 15 dagns ekstraktioner af blat PEM,,, materiale fremstillet
ved forskellige S/V-forhold afbildet som funktion af henholdsvis

overfladeareal og masse. Ekstraktionerne blev udfart ved 20°C med
omrystning, og den efterfglgende vakst af P17 foregik ved 15°C.

Ved 20 dagns ekstraktion uden omrystning af blat PEM ,,, materiale ved 10°C
og et S/V-forhold pé 0,5 cm™ var der ikke vasentlig forskel i afgivelsen mellem
S/V-forhold pa 0,5 og 1,0 cm™. Ved 15 dggns ekstraktion med omrystning af
blat PEM,, materiale ved 20°C og et S/V-forhold pa 0,55 cm™ var der forskel i
afgivelsen mellem S/V-forhold pé 0,55 og 1,38 cm™, men ikke vaesentlig
forskel mellem S/V-forhold pa 0,69 og 1,38 cm™. Ved hvilket S/V-forhold,
videre afgivelse til vandfasen haemmes, vil saledes veere styret af

ekstraktionsforholdene.

Den uventede sammenhang imellem S/V-forhold og afgivelse kunne maske
forklares ved at afgivelsen i hgjere grad er afhangig af massen af materiale end
af overfladearealet. | undersggelsen med PEM , var der dog ikke bedre
sammenhang mellem flux og masse end mellem flux og overfladeareal (Figur
22). Snitfladerne udgjorde forskellige andele af det totale overfladeareal ved
forskellige S/V-forhold (mellem 3 og 17%), men der var ingen indikation af, at
snitfladerne havde signifikant indflydelse pa de opnaede flux.

Det ggede antal kimtalsbestemmelser viste eksponentiel veekst de farste 2-3
dggn. Undersggelserne viste desuden, at det er vigtigt at inkludere dag 3 og
dag 4 efter podning for at registrere det reelle maksimale bakterieantal. Det
maksimale bakterieantal forekommer afhangigt af bade substrattype og
koncentration efter forskellige inkuberingstider, der ikke kan forudsiges,. Til
eksempel blev det maksimale bakterieantal registreret i de enkelte ekstrakter
mellem dag 3 og 7 i undersggelsen med 7 forskellige S/\V-forhold.

Mellem 9- og 20 dggns ekstrakterne var der udover forskellen i
koncentrationen af P17 ogsa forskel pa vaekstkurvernes forlgb. 1 20 dggns
ekstrakterne blev det maksimale antal bakterier opnaet efter kort
inkubationstid, hvorefter veekstkurverne faldt kraftigt, mens P17 i 9 dggns
ekstrakterne voksede stgt gennem hele inkuberingsperioden (Figur 17).
Erfaringer pa IMT viser, at dette gaelder generelt for P17 som renkultur; med
hgjere substratkoncentrationer opnas det maksimale antal tidligere i
inkuberingsforlgbet og veekstkurven falder kraftigere.
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Afgivelsen fra polymere materialer til vandfasen steg indtil et givent S/V-
forhold, hvorefter der ikke blev afgivet vaesentligt mere til vandfasen, selvom
S/V-forholdet blev gget. Det aktuelle S/VV-forhold er givetvis ikke universelt for
hverken materialer eller testforhold. Et S/V-forhold pa 0,5 cm™ (svarende til
en indre rgrdiameter pa 4 cm) blev valgt ud fra de udferte forsgg, da dette
S/V-forhold 14 i det dynamiske omrade ved 20°C og gav et respons signifikant
hgjere end blindverdierne. Umiddelbart havde massen af materialet eller
andelen af snitfladearealet ikke stgrre betydning for fluxen end S/V-forholdet.



8 Undersggelse af udvalgte
materialer

Fem polymere materialer blev undersggt efter metoden gennemgaet i afsnit
3.3
* BIAPEM,,

Sort PEM

Lysegra PVC med bly-stabilisatorer: PVC(Pb)

Mgrkegra PVC med calcium/zink stabilisatorer: PVC(Zn/Ca)

Ufarvet PVC med organiske stabilisatorer (pravekarsel): PVC(Org.)
De to PEM materialetyper havde indgaet i de tidligere undersggelser.

Va&kstkurverne for P17 i ekstrakterne (serie 1) kunne ikke direkte omseettes til
en AOC-verdi for afgivelsen fra de enkelte materialer pa samme made som i
tidligere undersggelser. Dels var der i nogle tilfelde store afvigelser mellem de
enkelte triplikater, og dels svarede vakstkurverne ikke til de tidligere, idet
maksimale bakterieantal generelt blev opnaet senere i vaekstforlgbet. Desuden
var P17 antallet i en del af ekstrakterne lavere end i blindprgverne. For at
undersgge om en heemningseffekt (f.eks. tilstedeveerelsen af toksiske
forbindelser) kunne forklare de opnaede veakstkurve, blev alle ekstrakterne dag
29 podet med 100 CFU/L P17 for at pavise tilstedevarelse af P17 (for
kimtalsbestemmmelse dag 29) og tilsat 1 mL acetatoplgsning til en
slutkoncentration pa ca. 20 pg acetat-C/L. Safremt der ikke var nogen
faktorer, som ha&emmede vaeksten af P17, skulle dette resultere i en tilveekst i
AOC pa omkring 20 pg acetat-C/L. Bakterieantallet blev bestemt 3 og 5 dggn
efter tilseetningen af acetat. Veekstkurver for P17 i ekstrakterne, maksimale
AOC, -veerdier samt tilvaeksten som falge acetattilseetningen ses angivet som
serie 1 i Bilag E. Der var ikke entydig sammenhang imellem hvilke ekstrakter,
der havde resulteret i lavere P17 koncentrationer end blindprgverne og hvilke
ekstrakter, der gav et lavere antal P17 end forventet som fglge af
acetattilseetningen. Det var derfor ikke umiddelbart til at konkludere, om
resultaterne skyldes tilstedevarelsen af toksiske forbindelser.

Da der var flere faktorer, der viste sig anderledes end forventet i
undersggelsen af de fem materialer, blev forsgget gentaget 3 maneder senere
(serie 2) med de samme materialer fra samme bacth som i den ferste
undersggelse. Materialerne havde siden modtagelse fra producenterne vearet
opbevaret indpakket i stanniol ved stuetemperatur. Ekstrakterne blev dag 20
tilsat 1 mL acetatoplgsning til en slutkoncentration pa ca. 25 g acetat-C/L for
at undersgge tilstedevaerelse af heemmende forbindelser. VVaekstkurver for P17
i ekstrakterne, maksimale AOC, -veerdier samt tilveeksten som fglge
acetattilseetningen ses angivet som serie 2 i Bilag E. Der var samme problemer
med manglende overensstemmelse imellem triplikater og imellem ekstrakter af
materialer og blindprgver som under serie 1, og der blev heller ikke set den
forventede tilvaekst ved tilsetningen af acetat. De to seriers blindverdier
stemte overens, men der var ikke videre overensstemmelse imellem opnaede
AOC, -veerdier fra serie 1 og serie 2 (jeevnfar Tabel 16).
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De uventede lave AOC, -veerdier kunne eventuelt tilskrives faktorer
forbundet med selve materialet:

« Afgivelse af forbindelser fra materialet, som kan virke toksiske pa bakterier
» Variationer i sammensetningen inden for materialet ved produktion
» Stoffer fra materialet var "afdampet" som falge af opbevaringen

Alle tre punkter kunne med stor sandsynlighed afvises; de farste to, da de to
PEM materialer havde indgaet i tidligere undersggelser, og havde givet
tilfredsstillende resultater med hensyn til overensstemmelse imellem triplikater
og med niveauer i forhold til blindveerdier; det tredje, da der ikke konsekvent
var lavere AOC, . i serie 2 end i seriel.

Der blev ikke konstateret kontamineringer med ugnskede bakterier ved
kimtalsbestemmelserne pa R2A-agar med en inkubationstid pa 2-3 deggn ved
25°C (senere undersggelser viste dog, at kontaminerende bakterier fgrst
voksede frem pa R,A-agar, ndr inkubationstiden blev forleenget til 9-14 degn ,
jeevnfar Bilag G).

ATP (adosine triphosphat) findes i alle levende celler og fungerer som
cellernes energilager. ATP er saledes et indirekte mal for bakterieantallet
(jeevnfar analyseprincip og metode i Bilag F).

ATP-indholdet i praver fra dag O for serie 1 og 2 blev analyseret for at afklare,
om de afvigende resultater kunne tilskrives en kontaminering med ugnskede
bakterier. ATP-niveauer <5 pg ATP/mL er normalnivauet for en ikke-
kontamineret drikkevandsprgve podet med P17. De malte ATP-veerdier ses i
Tabel 16 sammen med de i ekstakterne opndet AOC,,-vardier.



Materiale Max. AOC,,; ATP-dag 0

[ug acetat-C/L] [pg ATP/mL]
Serie 1 Serie 2 Serie 3 Serie 1 Serie 2 Serie 3
BIa PEM 1 36 3 64 <5 14 <5
Bla PEM 2 42 11 42 <5 352 18
Bla PEM 3 67 12 41 <5 223 17
Sort PEM 1 22 46 63 454 <5 <5
Sort PEM 2 7 43 56 129 <5 13
Sort PEM 3 65 92 54 <5 <5 33
PVC(zZn/Ca)1l 15 4 54 936 84 <5
PVC(zZn/Ca) 2 3 1 47 336 24 <5
PVC(Zn/Ca) 3 5 49 321 137 <5
PVC(Pb) 1 7 39 1 85 <5 33
PVC(Pb) 2 1 39 46 817 <5 <5
PVC(Pb) 3 0 15 52 74 17 <5
PVC(Org.) 1 48 13 60 <5 26 <5
PVC(Org.) 2 49 4 58 <5 98 <5
PVC(Org.) 3 39 40 52 <5 <5 <5
Blind 1 9 10 28 <5 <5 <5
Blind 2 13 14 24 <5 <5 <5
Blind 3 7 8 21 <5 <5 <5

Tabel 16: AOC,,-vaerdier i ekstrakter af polymert materiale (blindveerdi ikke
fratrukket) samt tilhgrende ATP-verdier for dag 0. Ekstraktionerne blev
udfart ved 20°C over 15 dggn med omrystning, mens vaksten af P17 foregik
ved 15°C. Skraverede verdier angiver ekstrakter, der har vaeret kontamineret
med ugnsket bakterier under ekstraktionen.

De forhgjede ATP-verdier for nogle af ekstrakterne viste, at de havde veeret
kontamineret med ugnskede bakterier under ekstraktionen, og det var
konsekvent disse ekstrakter, hvor AOC, -veerdi var lavere end forventet.
Dette kan forklares ved, at de kontaminerende bakterier havde opbrugt det
tilgeengelige substrat, eventuelt allerede under ekstraktionen, sa P17 ikke
kunne vokse i ekstraktet. Da de kontaminerende bakterier voksede
langsommere end P17 pa agarpladerne gav de kontaminerende bakterier
ingen synlige kolonier ved kort tids inkubering af agarpladerne. ATP-

malingen kunne derimod pavise bakteriernes tilstedevarelse.

Ingen af blindpraverne var kontamineret, hvilket kunne tyde pa at problemet
med overlevelse af ugnskede bakterier var forbundet med tilstedevarelsen af
materialet. Da tidligere undersggelser havde veret udfgrt med samme batch
PEM materialer (hvor der ikke havde veret kontamineringer), matte
problemet med overlevelse af ugnskede bakterier kunne tilskrives en &ndring i
det leverede vand - enten selve testvandet eller det postevand, der anvendes til
skylning af testmaterialet inden ekstraktionen. Da ugnskede bakterier ogsa
havde overlevet under undersggelsen med sekventielle ekstraktioner (jeevnfar
Kapitel 6), men blev inaktiveret ved at haeve pasteuriseringstiden, blev
effekten af forskellige pasteuriseringsforhold og kloring pa de ugnskede
bakterier undersggt (Bilag G). De pagaldende bakterier kunne inaktiveres ved
pasteurisering (70°C, 30 min) i vand uden materiale, men kunne overleve, nar
de blev pasteuriseret i vand med materiale tilstede. Denne observation
bekraeftede den generelle opfattelse af, at bakterier er mere modstandsdygtige,
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nar de er fasthaftede. Ud fra den udferte undersggelse blev det besluttet at
gentage undersggelsen af de fem materialer, idet pasteuriseringen blev &ndret
til 70°C i 30 min. AOC, .-veerdier i ekstrakterne samt ATP-veerdier for dag O
ses i Tabel 16.
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Figur 23: Veekstkurver for P17 i ekstrakter af 5 forskellige polymere materialer
og tilhgrende blindpraver afbilledet dels som AOC og dels som ATP
(kontaminerede prgver sorteret fra). Ekstraktionerne blev udfgrt ved 20°C
over 15 dggn med omrystning, mens vaeksten af P17 foregik ved 15°C.




Pa trods af @ndringen af pasteuriseringen var der i serie 3 fortsat problemer
med kontaminering med ugnskede bakterier under ekstraktionen. Dog var det
en langt mindre del af de ugnskede bakterier, der havde kunnet klare den
kraftigere pasteurisering, da ATP-veerdierne var langt lavere i de
kontaminerede ekstrakter i serie 3 end i de to forgaende serier. Desuden blev
ATP malt i de ikke-kontaminerede ekstrakter fra serie 3 for alle dage hvor der
blev bestemt kimtal. Veekstkurver for P17 er afbilledet dels som AOC og dels
som ATP i Figur 23 (ATP-data er angivet i Bilag E). Bade malt som CFU og
AOC var der markant hgjere AOC, . i alle ekstakterne end i blindpraverne.
Den gode overensstemmelse imellem de sammenhgrende kurver for AOC og
ATP indikerer, at ATP-malinger maske vil kunne erstatte
kimtalsbestemmelser.

Materiale Serie AOC,, Gennemsnit Flux
[Ug acetat-C /L]  [ug acetat-C /L]  [x10° g acetat-C/d/cm?]

BlI& PEM 26 33+6 4,4 +0,8
32
(58)

41

56 4149 5#1
35

33
(82)

40

30 26 3 35104
23
25

28 27 +3 3,6 +0,4
29
22
28

38 34 +4 4,5+0,4
39
30
30
36
34
28

Sort PEM

PVC(Zn/Ca)

PVC(Pb)

PVC(Org.)
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Tabel 17: AOC,,-verdier opnaet i ekstakter af fem polymere materialer
(fratrukket respektive gennemsnitlige blindvaerdier). Gennemsnit er angivet
som aritmetiske gennemsnit med standardafvigelser. Ekstraktionerne blev

udfgrt ved 20°C over 15 dggn med omrystning, mens vaeksten af P17 foregik
ved 15°C. Vaerdier i parenteser indgar ikke i beregning af snit.

Ud fra AOC, .-veerdierne fra ikke-kontamineret ekstrakter fra de tre serier,
blev bestemt et gennemsnit for afgivelsen fra de fem materialer pa trods af, at
der ikke var triplikate veerdier for alle materialer fra én serie (Tabel 17).
AOC, -veerdier for de enkelte ekstrakter blev fratrukket den gennemsnitlige
blindveerdi for de respektive serier inden beregning. To AOC, -veerdier for
henholdsvis bla og sort PEM var afvigende hgje (markeret med parentes i
Tabel 17). Disse veerdier indikerede en forurening med eksternt kulstof (Kap.
3.3.2), og indgik derfor ikke i beregningen af gennemsnit. Da de enkelte
ekstrakter stammede fra forskellige serier (med forskellige blindveerdier)
kunne en gennemsnitlige AOC, -veerdi ikke bestemmes som beskrevet i
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Kapitel 3, og i stedet blev det aritmetiske gennemsnit bestemt. Der var en
tendens til at der blev opnaet hgjere veerdier i ekstrakter af PEM og PVC(org.)
end i metalstabiliseret PVC, men pa grund af variationen mellem ekstrakterne
var disse forskelle ikke signifikante. Der blev malt afgivelser pa mellem 27 og
41 pg acetat-C/L svarende til en flux pé& 3,5-5,5x10° pg acetat-C/d/cm’.

Verdierne for de to PEM materialer svarer til, hvad der blev set ved tidligere
undersggelser: Fra undersggelsen af syv S/V-forhold blev der for bla PEM,,
under tilsvarende testforhold ved et S/V-forhold pa 0,55 cm™ opnéet en veerdi
for afgivelsen pa 31 pg acetat-C/L; for sort PEM blev der ved undersggelsen
af sekventielle ekstraktioner (ekstraktion ved 10°C) opnaet 34 pg acetat-C/L i
det farste ekstrakt pa trods af kontaminering med en ugnsket bakteriestamme.



9 Modellering af AOC-data

Ved AOC-metoden fastsettes AOC-vaerdien ud fra en vaekstkurves
maksimale veerdi. Pa denne méade vil prever med vidt forskellige
veaekstkurveforlgb (som skitseret pa Figur 24) fa tillagt den samme AOC-
veerdi, blot der er opnaet samme maksimale bakterieantal. Der er i projektet
(og i forbindelse med andre forsgg udfert pa IMT) observeret en generel
tendens til, at jo hgjere substratkoncentrationer er, desto tidligere i
inkubationsforlgbet opnas den maksimale bakteriekoncentration, og desto
hurtigere falder veekstkurven igen. Forskelle i vaekstkurveforlgb kan desuden
skyldes, at forskellige substrater ikke er lige biotilgengelige for bakterierne, og
saledes vil blive omsat med forskellig hastighed. Der gar saledes information
tabt ved ikke at benytte det fulde veekstkurveforlgb til fastleeggelse af AOC-
veerdien. Inddrages hele veekstkurveforlgbet (inklusiv decay) vil der formentlig
ogsa kunne siges noget om substraternes tilgengelighed, og en mere korrekt
AOC-verdi fastlegges. En bedre bestemmelse af AOC-verdien kunne saledes
teenkes opnaet, hvis denne fastsattes ud fra en modellering over alle punkter
pa vaekstkurven.

CFU/mL

Dogn

Figur 24: Skitsering af to forskellige mulige veekstkurveforlgb ved udfarelse
af en AOC-bestemmelse.

9.1 Modelleringen

En typisk veaekstkurve for et batchforsgg kan opdeles i tre faser, nemlig lag-,
vaekst- og henfaldsfasen. | lagfasen er den bakterielle veekst endnu ikke startet,
fordi bakterierne endnu ikke har dannet de ngdvendige enzymer. | veekstfasen
vokser bakterierne eksponentielt indtil veeksten begreenses af en faldende
substratkoncentration. Nar substratet er opbrugt, begynder bakterierne at dg
eller ga over i en hvilefase, hvor de ikke umiddelbart kan vokse pa traditionelle
medier, dvs. antallet reduceres, hvilket kendetegner henfaldsfasen. Lagfasen
for en renkultur varer sjeldent mere end nogle fa timer, hvilket betyder, at den
kan negligeres i forhold til det samlede veekstforlgb.

Ved den traditionelle AOC-bestemmelse fastleegges hele veekstforlgbet ved
lgbende kimtalsbestemmelser, men det er kun den maksimale
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bakteriekoncentration i veekstforlgbet, der anvendes til beregning af AOC-
veerdien. Det kan vaere sveert at opna en sikker bestemmelse af AOC-verdien,
fordi kimtalsbestemmelser generelt er behaftet med veesentlig maleusikkerhed.
En modellering over hele dataseettet kan reducere usikkerheden i AOC-
bestemmelsen, da den enkelte maling indgar med mindre veegt.

Ved modelleringen anvendes den basisviden, der er knyttet til bakteriel
veekstkinetik. Saledes kan tilveeksten af bakterier modelleres som en dynamisk
proces, hvor vaeksten beskrives med et simpelt Monod udtryk, kombineret
med henfald. Henfaldet kan antages at veere proportionalt med antallet af
bakterier. Den samlede ligning for tilveeksten af bakterier bliver saledes:

dX _ C
o Hmax C+ Ky X ~KpenfaldX

Hvor X er bakteriekoncentrationen, C er substratkoncentrationen, t er tiden,
M., €r observeret maksimal veeksthastighed, K_er halvmatningskonstant og
k er henfaldskonstant.

henfald

Fjernelsen af substrat fra vandfasen kan sa beskrives som:

_4C _Hmax C
dt Y C+Kg

Hvor Y er udbyttekonstanten, der i dette tilfeelde er bestemt ved P17s veekst
pa acetat.

Modellen blev opstillet i programmet AquaSim version 2.0 /Reichart, 1995/.
For praver (veekstkurver) blev startkoncentrationen af substrat estimeret af
modellen, mens startbiomassen for den respektive serie blev bestemt som et
gennemsnit af de malte kimtal umiddelbart efter podningen. Veaksthastighed
(M), halvmetningskonstant (K ) og henfaldskonstant (k.. ,) blev ved hjeelp
af modellen bestemt som globale parametre, dvs. falles for alle
veekstforlgbene.

9.2 Modelleringsresultater

Dataszttene fra undersggelsen af forskellige S/V-forhold og udvalgte
materialer var umiddelbart mest velegnede som grundlag for modelleringen,
da begge undersggelser omfattede et stort antal sammenhgrende prgver. 20
vaekstkurver fra S/V-undersggelsen (Kapitel 7) og 29 ikke-kontaminerede
vaekstkurver fra undersggelsen af fem polymere materialer (Kapitel 8) blev
indlaest og anvendt til parameterestimation.

Generelt syntes modellen at give en god beskrivelse af de malte data. To
eksempler pa modellering af vaekstkurver er vist i Figur 25.
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Figur 25: Eksempel pa modellering af vaekstkurver med data fra Kapitel 7.

Resultatet af parameterestimationen for S/V-undersgagelsen er angivet i Tabel
18 sammen med veerdierne fra den almindelige AOC. Tilsvarende blev AOC-

veerdierne fra undersggelsen af udvalgte materialer estimeret (Tabel 19).

Fra modellerne kan der, udover AOC-vardien, yderligere uddrages
information vedrgrende bakteriernes veaekstkinetik. Sledes kan
vaeksthastighed, halvmatningskonstant og henfaldskonstant bestemmes
direkte udfra modellen (Tabel 20). Iser vaeksthastighed og
halvmeatningskonstant kan have interesse i forhold til en vurdering af
nedbrydeligheden af de fra plastmaterialerne afgivne stoffer.

S/V-forhold Aflest  Model S/V-forhold Aflest  Model
[cm] [ug acetat-C/L] [cm?] [ug acetat-C/L]
0,07 #1 28 27 0,55 #1 54 53
0,07 #2 30 30 0,55 #2 52 52
0,07 #3 - i.m. 0,55 #3 53 50
0,14 #1 37 37 0,69 #1 79 75
0,14 #2 36 35 0,69 #2 78 68
0,14 #3 40 35 0,69 #3 - i.m.
0,27 #1 59 51 1,38 #1 75 74
0,27 #2 49 45 1,38 #2 7 75
0,27 #3 52 46 1,38 #3 67 63
0,41 #1 37 34 Blind #1 21 22
0,41 #2 45 47 Blind #2 21 18
0,41 #3 46 44 Blind #3 - i.m.

Tabel 18: AOC,;;-veerdier bestemt ved parameterestimation i AOC-model sammenholdt
med veerdier fra den almindelige beregning. Data fra undersagelse af forskellige S/V-

forhold. - . Ekstrakter der ikke blevet taget med i beregninger (Bilag H), i.m.. ikke
modelleret.
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Serie 1 Serie 2 Serie 3

Materiale Aflest  Model Aflest  Model Aflest  Model
BI& PEM, #1 36 32 - i.m. 64 60
BI& PEM, #2 42 36 - i.m. 42 35
BI& PEM,, #3 67 62 - i.m. 41 36
Sort PEM #1 - i.m. 46 36 63 62
Sort PEM #2 - i.m. 43 35 - i.m.
Sort PEM #3 65 60 92 76 - i.m.
PVC(Zn/Ca) - i.m. - i.m. 54 47

#1
PVC(Zn/Ca) - i.m. - i.m. - i.m.

#2
PVC(Zn/Ca) - i.m. - i.m. - i.m.

#3
PVC(Pb) #1 - i.m. 39 32 - i.m.
PVC(Pb) #2 - i.m. 39 35 46 42
PVC(Pb) #3 - i.m. - i.m. 52 48
PVC(Org.) #1 48 43 - i.m. - i.m.
PVC(Org.) #2 49 46 - i.m. - i.m.
PVC(Org.) #3 39 37 40 39 - i.m.

Blind #1 9 8 10 11 28 23

Blind #2 13 13 14 14 24 23

Blind #3 7 7 8 9 21 18

Tabel 19: AOC,,;-veerdier bestemt ved parameterestimation i AOC-model
sammenholdt med verdier fra den almindelige beregning. Data fra
undersggelse af udvalgte materialer. - : Ekstrakter der ikke blevet taget med i
beregninger (Bilag H); i.m.: ikke modelleret.

Undersegelse T, Ks Knentara
[d] [ug acetat-C/L] [d]
S/V-forhold 34+0,2 17+3 0,0049 + 0,0007
Udvalgte 5,1+ 0,4 4148 0,0028 + 0,0027
materialer

Tabel 20: Globale parametre bestemt ved parameterestimation i AOC-model.

Pa trods af det naeringsfattige miljg voksede bakterierne i forsgget med
overraskende hgj hastighed. Bakteriernes estimerede vaksthastighed var
sammenlignelige med verdier observeret i aktiv slam anleeg, derimod var
halvmeaetningskonstant og henfaldskonstant vasentligt lavere /Henze et al.
1997/.

I Monod-modellen er halvmatningskonstanten og veaksthastigheden steerkt
korrelerede, hvorfor der stilles store krav til datamaterialet. Anvendelsen af
veeksthastighed og halvmatningskonstant som globale parametre forudsetter,
at substratomsatningen er ens i de malte vakstforlgb, hvilket i teorien kun er
tilfeeldet, hvis der er tale om det samme stof. Generelt bgr de globale
parametre kun anvendes for nart besleegtede stoffer, hvilket imidlertid kan
veere vanskeligt at opna i praksis. De globale variable kan derfor ikke opfattes
som et udtryk for P17s generelle vaekstkinetik, men er kun geeldende for det
specielle tilfeelde. Mere generelle udtryk for de globale parametre kreever, at
forsggene udfgres med den samme type substrat ved forskellige



koncentrationer, som i tilfeeldet med undersggelse af forskellige S/VV-forhold
eller ved fremstilling af AOC-standardkurver pa kendte kulstofkilder.

Af modelleringen fremgik det tydeligt at kurvetilpasningen til dataszettet fra
S/V-forholdsundersggelsen var veesentligt bedre end undersggelsen med
udvalgte materialer. Dette blev til dels afspejlet af at veerdien for
halvmatningskonstanten i undersggelsen af udvalgte materialer var hgj i
forhold til de undersggte AOC-koncentrationer (1. ordens veekst), hvilket
antyder at Monod modellen var ikke var velegnet til beskrivelse af
veekstforlgbene.

Sammenlignes de to beregningsmetoder ses en afvigelse pa ca. 7%, idet
modelleringen giver systematisk lavere AOC-verdier (Figur 26). Afvigelsen
afspejler til dels, at man ved at benytte ekstremveerdier i den almindelige
beregning af AOC begar en systematisk regnefejl. En malefejl, der giver et
stgrre tal vil blive vaegtet hgjere i forhold til en malefejl, der giver et mindre tal.
Saledes opstar den paradoksale situation, at jo flere malinger man foretager, jo
stgrre er sandsynligheden for en hgj AOC-verdi.

100 1

# S/V forhold
0O Materialer

y=1,07x + 0,81
R*=0,97

Almindelig beregning [ug acetat-C/L]
n
<
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0 10 20 30 40 50 60 70 80
Model [ug acetat-C/L]

Figur 26: Sammenligning mellem beregningsmetoder for AOC-vardier.

Malefrekvensen bgr generelt tilpasses den type af information, der skal
uddrages af kurveforlgbene. @nskes f.eks. en god bestemmelse af bakteriernes
veekstkinetik, er det vigtig at fokusere prgvetagningen omkring den indledende
vaekstfase. Desuden bgr der sa vidt muligt udferes forsgg med forskellige
startkoncentrationer af substrat.

Samlet set vil en modellering mindske betydningen af usikkerheden pa et
enkelt punkt og den vil desuden kunne give oplysninger om vaksthastigheden
og dermed tilgeengeligheden af substratet. Dette giver mulighed for at foretage
en objektiv analyse af data fra AOC-bestemmelsen For at kunne anvende en
modellering til fastleeggelse af AOC-verdier er det dog ngdvendigt i langt
stgrre omfang at undersgge modelparametrenes afthaengighed af
substratkoncentration og substrattype.
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10 Samlet diskussion

Igennem de indledende undersggelser til udviklingen af en metode blev det
valgt at fastleegge polymere materialers efterveekstpotentiale ved en to-trins-
procedure:

1. Steril ekstraktion af materialet
2. AOC-bestemmelse pa det feerdige ekstrakt

Valget af en steril ekstraktion af materialerne giver mulighed for at teste
materialerne under forhold, der ikke ville tillade veekst af testbakterien.
Samtidig giver det mulighed for direkte sammenligning af AOC-veardier
imellem ekstrakter, da AOC-bestemmelsen altid ved vaere udfert pa samme
vis, uafhaengig af ekstraktionsforhold.

Materialet blev ekstraheret ved nedsankning i testvandet frem for opfyldning
af rgrleengder, da dette gav mulighed for at undersgge andre komponenter
end rer, sasom fittings, der kan have stor betydning i f.eks. vandhaner. Der er
dog to primere ulemper ved at ekstrahere materialerne pa denne made: Der
kan kun undersgges komponenter, der er ens pa inder- og yderside, og
materialet skal udskeres, hvilket medfgrer at bade naturlige overflader og
snitflader er i kontakt med vandfasen. Snitfladerne har ikke umiddelbart
betydning for afgivelsen, men det er en faktor, der kan give anledning til
variation, da den procentdel snitflader udger af det totale overfladeareal
afhanger af det anvendte rers dimensioner (Tabel 21). Det ber dog sa vidt
muligt tilstraebes, at snitfladerne udgare sa lille en procentdel af
overfladearealet som muligt, da snitfladerne alt andet lige altid vil fremsta
mere ru end de naturlige overflader. Snitflader kan undgas ved at ekstrahere
rgrmaterialer ved opfyldning af rarleengder, der samtidig vil give mulighed for
at undersgge rar, som ikke er ens pa inder- og ydreside. En sadan
ekstraktionsform vil dog i praksis veere problematisk at udfare sterilt. Et mal
for eftervaekstpotentialet for rar med forskellige inder- og yderside vil kunne
fastleegges ved den valgte metode ved en undersggelse af rar fremstillet af
indersidematerialet.

Diameter % snitflader ved

Materiale Ydre Indre S/V=05cm?

BI& PEM,, 32 29 7

BI& PEM,,, 20 16 5

Sort PEM 20 16 5

PVC(Pb) 90 81,4 17

PVC(Org.) 110 101 23
PVC(Zn/Ca) 110 99 19

Tabel 21: Procentdel snitflader udggr af totale overfladeareal ved et S/V-
forhold pa 0,5 cm™ for de i projektet undersggte fem polymere rgrmaterialer.

Den vaesentligste svaghed ved kombinationen af ekstraktion og AOC-
bestemmelse er ngdvendigheden af, at ekstraktionen forlgber sterilt. | dette
projekt har der veeret en del problemer med at inaktivere testvandets og/eller
postevandets naturlige bakteriepopulation. Grunden til at problemerne farst
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opstod undervejs i projektets arbejdet kan formentlig tilskrives eendringer i
ravandet, da Lyngby vandvaerk pumper fra skiftende boringer. | dette projekt
kunne problemet med overlevelse af ugnskede bakterier formentligt veere lgst
ved at skifte vandtype, hvilket dog ville have medfert praktiske
besveerligheder. Undervejs i arbejdet blev der i nogle tilfeelde oplevet relativt
hgje blindvaerdier (ekstraktionen af bla PEM,,, i S/\VV-undersggelsen, Kapitel 7
og serie 3 i undersggelsen af fem polymere materialer, Kapitel 8), hvilket
formentlig ogsa kan tilskrives variationer i driften (testvandet kan f.eks. vaere
udtaget lige efter et returskyl). De relativt hgje blindvaerdier har dog ikke haft
indflydelse pa afgivelsen fra materialerne, hvilket kan ses ved de
sammenlignelige veerdier fra ikke-kontaminerede ekstrakter mellem serie 1, 2
og 3 i undersggelsen af fem polymere materialer (jeevnfgr Tabel 17 i Kapitel
8).

Ved at undersgge afgivelsen fra et polymert materiale, er der tre primeere
kvalitetskriterier, der skal overvejes ved kvalitetsvurdering af et ekstrakt:

* Har ekstraktet vaeret kontamineret med ugnskede bakterier under
ekstraktionen (pasteurisering ikke tilstreekkelig effektiv)

« Er ekstraktet blevet kontamineret med ugnskede bakterier under
kimtalsbestemmelserne

» Er ekstraktet blevet kontamineret med eksternt organisk kulstof

I undersggelsen af fem polymere materialer (Kapitel 8) blev ATP-maling
anvendt til at afggre, om ekstrakterne havde veret kontamineret under
ekstraktionen. ATP-maling vil sdledes kunne anvendes som kvalitetsparameter
til kontrol af, om ekstraktet er sterilt inden podningen med P17 dag 0. ATP-
malinger i forbindelse med kimtalsbestemmelser gav i undersggelsen af fem
polymere materialer (serie 3) en god overensstemmelse imellem vaekstkurver
udtrykt ved AOC og ATP (jeevnfer Figur 23). Optegnes ATP som funktion
af CFU P17 (for de ikke-kontaminerede ekstrakter fra serie 3), ses en klar
tendens til en lineeer sammenhang, der angiver den enkelte P17-bakteries
ATP-indhold til 0,0002 pg ATP/CFU (R*=0,85). ATP-malinger vil siledes
ogsa kunne anvendes som kontrol under selve AOC-bestemmelsen, ved at
sammenligne CFU P17-vardier med sammenhgrende ATP-vardier. Hvis
ATP-veerdien er hgjere end det forventede niveau, er ekstraktet kontamineret
med ugnskede bakterier, som ikke detekteres ved kimtalsbestemmelserne pa
R,A-agar. Hvis et enkelt ekstrakt afviger med for hgj AOC-veerdi i forhold til
de gvrige replikater, ma det antages, at det pagaldende ekstraktet er blevet
kontamineret med organisk kulstof, som ikke kan tilskrives materialet.
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Figur 27: ATP som funktion af CFU P17 baseret pa data fra ikke-kontamineret
ekstrakter af fem polymere materialer og tilhgrende blindprgver fra serie 3.

Ekstraktionerne blev udfgrt ved 20°C over 15 dggn med omrystning, mens
vaeksten af P17 foregik ved 15°C.

ATP-malinger vil eventuelt helt kunne erstatte kimtalsbestemmelser ved
bestemmelse af afgivelse fra polymere materialer, hvorved stort set vilkarlige
bakteriestammer (renkulturer) eller en naturlig population (blandingskulturer)
kunne anvendes som standard. Ved undersggelsen af ekstraktionsmetoder
(Kapitel 4) og undersggelsen af desinfektion (Kapitel 5) blev der anvendt en
naturlig bakteriepopulation, som ved kimtalsbestemmelserne gav langt mindre
forskel pa ekstrakter og blindprever end ved anvendelse af P17. Dette kan
formentlig tilskrives, at en meget lille andel af bakterierne kunne vokse pa
R,A-agar eller ved de anvendte inkubationsforhold. Ved maling af ATP vil der
ved anvendelse af en naturlig population formodentlig veere langt starre
forskel pa ekstrakter og blindpraver, da alle bakterier vil blive registreret. Et
problem ved at anvende ATP som parameter vil dog veere, at cellerne kan
mobilisere deres ATP-indhold som reaktion pa &ndringer i vaekstforhold og
veekststadie /Atlas et al., 1993/. Svart-nedbrydelige stoffer kunne saledes
resultere i et andet ATP-indhold i cellen, end hvis denne udsattes for let-
nedbrydelige stoffer.

Ud fra de udfarte undersggelser blev der ikke fundet en simpel linezer
sammenhang imellem afgivelsen udtrykt som AOC, .-veerdi og S/V-forhold
(Jeevnfer Tabel 22). Der var en tendens til gget AOC, _-veerdi i vandfasen jo
stgrre maengde materiale, der blev ekstraheret, indtil et vist S/V-forhold,
hvorover der ikke blev afgivet vaesentlig mere til vandfasen. Ved hvilket S/V-
forhold denne haendelse indtraeder er formentlig en kombination af materiale,
ekstraktionstemperatur og af, om der er omrystning under ekstraktionen.
Fluxen viste en tendens til omvendt proportionalitet imellem afgivelsen og
S/V-forhold, hvilket ligeledes indikerer, en begraensning af afgivelsen fra
materialet med stigende S/V-forhold. Mekanismen omkring afgivelsen er
stadig uklar, da forleenget ekstraktionstid og omrystning gav gget afgivelse ved
S/V-forhold, hvor der ikke var forskel i afgivelsen som fglge af S/\V-forhold.
Da en observeret afgivelse ikke direkte kan skaleres med S/V-forhold,
kompliceres tolkningen af testresultater.
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Materiale Temp. Omryst-  Ekstrak-  S/V- AOC,,, Flux

ning tionstid  forhold
[°C] [degn]  [ecmT  [ug [x10° ug
acetat-C/L] acetat-
C/d/cm?]
9 0,5 24 5,2
PEM,, 10 Uden 1,0 29 32
20 0,5 56 5,6
1,0 50 2,5
Sort PEM 10 Uden 15 0,5 29* 3,8*
1,0 30* 2,0*
Med 15 0,5 35* 4,7*
1,0 45* 3,0*
5 0,14 23 66,9
0,69 31 9,0
0,07 8 8,5
BIAPEM, 20 Med 014 14 7,0
0,27 29 7,9
15 0,41 20 3,4
0,55 3l 3,8
0,69 57 56
1,38 50 2,4
BIAPEM, 20 Med 15 05 33 4,4
Sort PEM 20 Med 15 0,5 41 5,5
PVC(Zn/Ca) 20 Med 15 0,5 26 3,5
PVC(Pb) 20 Med 15 0,5 27 3,6
PVC(Org.) 20 Med 15 0,5 34 45

Tabel 22: Testforhold og opnaede afgivelser (fratrukket blindvaerdi) for de udferte
undersgagelser med P17. *Ekstrakter var kontamineret med ugnskede bakterier
(benaevnt NN).

| Tabel 22 er resultater fra de udfarte undersggelser med P17 opsummeret. |
alle undersggelserne blev der opnaet en signifikant afgivelse fra alle de
undersggte materialer. Med S/V-forhold i intervallet 0,07-1,38 cm™ 1&

AOC, -afgivelserne for de undersggte materialer i intervallet 8-57 pg acetat-
C/L. Disse verdier skal vurderes ud fra, at der har vaeret anvendt betydeligt
leengere opholdstider under ekstraktionen af materialerne, end der normalt vil
forekomme i distributionssystemet, og at ekstraktionerne er foretaget i
stillestdende vand (i nogle tilfeelde med lettere omrystning) i modsatning til et
(sedvanligvis) kontinuert, om end varierende over dggnet, flow i
distributionssystemet. Ligeledes er ekstraktionerne udfart sterilt, hvorved der
ikke er har veeret kontakt mellem bakterier og materialer (ingen
biofilmdannelse pa materialeoverfladerne). I et distributionssystem vil den
primere del af biomassen findes som biofilm pa rgrindersiderne. Det kan ikke
afvises, at bakterier i en sddan biofilm vil kunne ’traeekke’ substrat ud af
materialerne, og at en sadan aktiv afgivelse vil have stgrre betydning end den
passive afgivelse i de udfarte ekstraktionstest. Ligeledes vil bakterier i en



biofilm blive udsat for en langt stejlere koncentrationsgradient end bakterierne
i vandfasen.

Med disse forbehold i mente, kan der ud fra data i Tabel 22 (der ses bort fra 5
dagns ekstraktionerne) opstilles en simplificeret vurdering af, om bidraget fra
polymere materialerne vil have betydning ude i distributionsnettet. For at
forenkle beregningerne benyttes antagelsen, at afgivelsen foregar kontinuert
over tid.

Distributionsnettet kan efter indre rgrdiameter opdeles i hovedledninger 305-
1200 mm, forsyningsledninger 50-292 mm /Kgbenhavns vand, 1998/ og i
stikledninger samt husinstallationer, der gar ned til 7 mm. S/V-forholdene er i
hovedledningerne 0,03-0,13

cm™, i forsyningsledningerne 0,14-0,80 cm™ og i
stikledninger/husinstallationer 0,80-5,7 cm™ (opsummeret i Tabel 23).
Sadvanligvis vil opholdstiden i byinstallationer ikke overskride et par dage,
mens der ved lange forsyningsledninger til landomrader kan vaere opholdstider
op til 2 uger.

Rartype Diameter S/V-forhold
[mm] [cm™]
Hovedledninger 305-1200 0,03-0,13
Forsyningsledninger 50-292 0,14-0,80
Stikledninger/husinstallation ~ 7-50 0,80-5,7

er

Tabel 23: Generelle S/V-forhold i distributionssystemet.

Derved vil bidraget fra polymere materialer i hovedledningerne kun bidrage
med under 1 pg acetat-C/L/d til vandfasen. | forsyningsledningerne vil AOC-
bidraget til vandfasen veere i en starrelsesorden af 1-3 pg acetat-C/L/d, mens
det tilsvarende bidrag i stikledninger/husinstallationer vil veere i en
stgrrelsesorden af 3 pg acetat-C/L/d. Disse verdier skal sammenholdes med
generelle AOC-niveauer i dansk drikkevand.

I en undersggelse, der bl.a. omfattede bestemmelse af AOC-niveauer i dansk
drikkevand, blev der for 10 danske vandverker fundet veerdierne angivet i
Tabel 24. Det feerdigbehandlede vands AOC-verdier var grupperet med
veerdier dels under 10 pg acetat-C/L, og dels i et interval imellem 20 og 40 g
acetat-C/L. Sammenholdt med de anslaede niveauerne fra ovenstaende afsnit
vil afgivelser fra rgrmaterialerne have mindre betydning i forbindelse med
vand fra den sidste kategori, og vil ved normal drift hellere ikke give direkte
anledning til problemer i vand fra den farste kategori. Ved lange
forsyningsledninger med opholdstider pa f.eks. 4 dagn, vil der dog veere risiko
for, at vandets AOC-indhold kan fordobles under vejen til forbrugeren:

Afgivelse AOCp; =4dx2 pgacetat C/L/d=8pgacetat C/L

Ligeledes vil vand, der far lov at hensta i husinstallationerne f.eks. hen over
en weekend kunne opna et betydeligt AOC,_-bidrag:

Afgivelse AOCp; =2dx3 pgacetat C/L/d=6ugacetat C/L
6-8 g acetat-C/L svarer til 2,5-3,3*10° CFUP17/mL. Til sammenligning

indeholder frisktproduceret vand fra Lyngby vandveerk i starrelsesordnen 200
CFU/mL bestemt som kimtal pd R,A-agar.
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Ved lange forsyningsledninger kan vandets naturlige indhold af AOC veere
forbrugt undervejs til forbrugeren, og et AOC-bidrag fra rermaterialet i
husinstallationen vil sdledes fa en langt starre betydning for vandkvaliteten.

Vandveerk AOC 95% konfidensinterval
[Hg acetat-C/L]
Islevbro 3,7 +0,8
Thorsbro 4 +2
Haraldsbro 4 +1
Slangerup 5 +2
Tisvilde 50 +0,2
Sjeelsg 6 +2
Ullerup 20 +6
Kisserup 27 5
Rarvig 39 +9

Tabel 24: AOC-indhold i ferdighehandlet drikkevand fra 10 danske

vandverker /lgrgensen et al., 2000/.



11 Konklusion

Ekstraktion af polymere materialer uden tilstedeveerelse af aktive bakterier
viste sig at veaere en egnet ekstraktionsmetode, som giver mulighed for at veelge
ekstraktionsforholdene uden hensyntagen til bakteriers veekstforhold (hgje
temperaturer, variation i pH, hgje klorkoncentrationer). Ekstraktionsmetoden
muligger desuden, at der ogsa kan udfares f.eks. GC-MS eller toksikologiske
undersggelser af ekstraktet. For at kunne ekstrahere uden aktive bakterier blev
materialet desinficeret inden ekstraktionen. | det eksperimentelle arbejde blev
der afprgvet to desinfektionsmetoder; pasteurisering og kloring. Der blev ikke
set nogen forskel i afgivelsen fra materialerne som fglge af
desinfektionsmetode, og data gav ikke indikation af, at materialerne blev
pavirket af desinfektionen.

Ved den valgte metode kan det dog veere vanskeligt at sikre sterile forhold og
der er en risiko for kontaminering af ekstrakterne organisk kulstof. Ugnskede
bakterier kan overleve pasteuriseringen og ekstrakterne kan bliver
kontamineret med ugnskede bakterier i forbindelse med optagningen af
teststykker og efterfalgende podning. Ikke alle de ugnskede bakterier
detekteres ved kimtalsbestemmelserne i forbindelse med AOC-bestemmelsen.
Dette skyldes dels, at pladernes inkubationstid er for kort til, at disse
bakterierne nar at danne synlige kolonier, og dels at disse bakterier ikke kan
danne kolonier pa R,A-agar. Undersggelser viste, at maling af ATP i
forbindelse med kimtalsbestemmelserne er en velegnet metode til at afggre,
om et ekstrakt er blevet kontamineret med ugnskede bakterier under
ekstraktionen. ATP-malinger vil eventuelt helt kunne erstatte
kimtalsbestemmelser ved bestemmelse af afgivelsen fra et polymert materialer,
men vil under alle omsteendigheder vaere et godt supplement som
kvalitetssikring.

Anvendelse af renkulturer til maling pa ekstraktet er at foretraekke frem for en
naturlig bakteriepopulation ud fra et standardiseringssynspunkt. De udfgrte
undersggelser viste desuden, at der ved kimtalsbestemmelser p& R,A-agar var
mindre forskel imellem prgver og blindprgver ved anvendelse af en naturlig
bakteriepopulation end ved anvendelse af de anvendte renkulturer (P17 og
NOX).

De indledende undersggelser med P17 og NOX viste, at de stoffer, der
afgives fra de undersggte materialer, kun har indflydelse pa antallet af P17.
NOX giver saledes blot anledning til kolonier, der mindsker pracision af
bestemmelsen af P17 ved optallingen, hvorfor bestemmelserne blev udfgrt
med P17 alene.

Ved de udfarte korttidstest var der en tydelig afgivelse af biotilgengeligt
organisk stof fra de undersggte polymere materialer. Undersggelser med blat
PEM materiale viste en signifikant afgivelse selv efter kun 5 dggns ekstraktion
ved 20°C. Undersggelserne viste, at der ikke var tale om en kort initial
afgivelse, men en afgivelsen over lengere tid. | en undersggelse med sort PEM
materiale blev der observeret en konstant afgivelse over 60 dggns ekstraktion.
Der blev ikke fundet en entydig sammenhang imellem afgivelsen og S/V-
forhold. Der blev set en tendens til stigende AOC, .-koncentration i vandfasen
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med stigende S/V-forhold indtil et vist S/V-forhold, hvor der ikke blev afgivet
vaesentligt mere til vandfasen. Omregnet til flux var afgivelsen omvendt
proportionalt med anvendte S/\V-forhold.

Afgivelserne fra de fem undersggte polymere materialer var af samme
starrelsesorden: 3,5-5,5x10° ug acetat-C/d/cm?, og vil kunne have betydning
for den mikrobiologiske kvalitet af drikkevand, safremt opholdstiden i
forsyningsrgr og husinstallationer overskrider mere end et par dage.



12 Ordliste

Additiver

Aktive bakterier

AOC

ATP

Autoklavering

Biofilm

CFU

Desinfektion

fjernet.

E.O.M.

Ekstraktion

Flux

HPC
Inkubering

Kimtal

Medie

NOX
P17

Patogener

Stoffer der tilseettes et materiale for at forbedre materialets
egenskaber eller lette/muligggre fremstillingsprocessen.

Levende bakterier, i modsatning til bakterier der er
inaktiveret (slaet ihjel) ved desinfektion.

Assimilerbart Organisk Carbon. Den fraktion af organisk
kulstof, der kan optages og udnyttes af bakterier.

Adosin triphosphat, tjener som energilager i levende celler.

Desinfektionsmetode baseret pa opvarmning i
trykbeholder ved 120°C i 15 minutter.

Et lag af organisk materiale med mikroorganismer som f.
eks. vokser pa indersiden af vandrar.

Colony Forming Unit, Engelsk udtryk for kimtal.

Proces der slar bakterier ihjel. De dgde bakterier bliver ikke
Error Of Mean - den observerede spredning pa kimtal
(anvendes for diskrete veerdier).

Proces hvor stoffer fra et materiale kan bliver afgivet til
vandfasen i kontakt med materialet.

Massestrgm - afgivelse fra et materiale angivet i masse per
overfladeenhed per tidsenhed.

Heterotrophic Plate Count (Heterotrofe kimtal).
Dyrkning under definerede, kontrollerede forhold.

Antal af mikroorganismer der danner kolonier ved
dyrkning. Antallet af fremkomne kolonier afhaenger af
dyrkningsforholdene (tid og temperatur) og det anvendte

medie.

Neringsoplgsning bakterier dyrkes pa - er oftest gjort fast
ved tilseetning af agar.

Aquaspirillum species, stamme NOX.
Pseudonomas fluorescens, stamme P17.

Sygdomsfremkaldende mikroorganismer.
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PE

PEM

PEX
PvC

R,A-agar

S/V-forhold

Teststykker

Testvand

Polyethylen.

PE - medium density. Findes endvidere som high density
(PEH) og low density (PEL).

Krydsbundet PE.
Polyvinylchlorid.

Agarmedie med en sammensatning der er specielt tilpasset
de naringsfattige forhold i drikkevand.

Forhold imellem materialeoverflade (surface) og
vandvolumen (volume) i kontakt med materiale - udtrykt i
cm’/cm’®=cm™.

Materiale udskaret i passende stykker, der bruges til
undersggelse af materialet.

Vand der anvendes til ekstraktion ved undersggelse af
materialer.
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Materiale oversigt

Bilag A

I det eksperimentelle arbejde blev der anvendt materialer tilsendt direkte fra
danske rgr-producenter (med undtagelse af PEX-rgret). | Tabel A-1 er
materialerne angivet med de dimensioner, der blev anvendt i projektet -
materialerne B - F er godkendt til brug i drikkevandsforsyning herhjemme. |
nogle tilfeelde var det nedvendigt at skaerer rgrstykkerne op pa langs, for at de

kunne ga i testflaskerne.

Diameter [mm]

Rermeengde til S/V-forhold pa

Materiale Ydre Indre 0,5 cm™ med 200 mL testvand

A Hvid PEX 12 7 3stk.45,3cm

B BI&PEM (1) 32 29 1 stk. 44,8 cm delt pd langs i

tre dele

C BIAPEM (2) 20 16 2 stk. 44,2cm

D Sort PEM 20 16 2 stk. 44,2cm

E Lysegra PVC med bly 90 81,4 1stk.413cmdelt palangsi4
stabilisatorer dele

F Maerkegra PVC (RAL 7011) 110 101 1 stk. 42,4 cm delt pa langs i 4
med calcium/zink dele - heraf anvendes 2 dele
stabilisatorer

G Ufarvet PVC med organiske 110 99 1stk. 42,3 cm delt pa langs i

stabilisatorer (provekarsel)

fire dele - heraf anvendes 2 dele

Tabel A-1: Materialer anvendt i projektets eksperimentelle arbejde.
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Bilag B

R,A-agar

R,A er et lavsubstrat medie, hvilket gar det velegnet til bestemmelse af kimtal
fra oligotrofe miljger /Reasoner et al., 1985/. R A kan indkgbes som et feerdigt
produkt, der blot skal oplgses i destilleret vand efter anvisningen. Fra Difco
vil 1 L feerdig agar til eksempel indeholde:

Bacto Yeast Extract 05 g
Bacto Protose Pepton No. 3 05 ¢
Bacto Casamino Acids 05 g
Bacto Dextose 05 ¢
Soluble Starch 05 ¢
Sodium Pyruvate 0,3 ¢
Potassium Phosphat Dibasic 0,3 ¢
Magnesium Sulfate 0,05¢
Bacto Agar 15 ¢

Pladerne stgbes i @=9 cm sterile petriskale. Da P17 er falsom over for fugt,
er det vigtigt, at plader tgrres inden de anvendes til AOC bestemmelse.
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Bilag C

AOC-metoden

AOC-metoden er et bio-assay, hvor en vandprgves AOC-verdi bestemmes
ud fra det antal bakterier, der kan vokse op pa de organiske
kulstofforbindelser i prgven. Vandprgven tappes i en kulstoffri testflaske, og
pregvens naturlige bakteriepopulation inaktiveres ved pasteurisering. Prgven
podes efterfglgende med to bakteriestammer, Pseudonomas fluorescens,
stamme P17 og Aquaspirillum, stamme NOX, der tilsammen kan omsette
langt stgrstedelen af de organiske kulstofforbindelser i drikkevand /van der
Kooij et al., 1995/. Prgven inkuberes i mgrke ved 15°C, og bakterieantallet
falges over tid ved at bestemme kimtallet pd R,A, et lavsubstrat medie specielt
egnet til bestemmelser pa neeringsfattige miljger (sammensatningen af R,A er
angivet i Bilag B). Veekstkurvens maksimale bakterieantal omsaettes til
prgvens AOC-veerdi udtrykt i acetat-C akvivalenter/L ved brug af
udbyttekonstanter for P17 og NOX pa acetat. Udbyttekonstanterne for
acetat-koncentrationer p& 5-250 ug acetat-C/L er 4,1*10° CFU/ug acetat-C
for P17 og 1,2*10" CFU/ug acetat-C for NOX /van der Kooij et al., 1995/.

Nedenfor er arbejdsgangen for AOC-metoden gennemgaet i den udgave, der
dannede grundlag for projektet.

C. 1. Udfarelse
Alt arbejde med dbne praver og podekulturer forgar i sterilbank.

AOC-bestemmelser udfgres i triplikat med 200 mL vandprgve i hvert enkelt
testflaske (250 mL 'red cap'-flaske [PYREX] med 'red cap'-lag med
teflonindleeg [SCHOTT DURAN]). Prgvens naturlige bakteriepopulation
inaktiveres ved pasteurisering i 30 minutter ved 60°C. For at varme pa
preven i sa kort tid som muligt, opvarmes preven hurtigt i 90°C vandbad.
Temperaturen faglges i en referenceflaske, der behandles som pragveflaskerne.
Nar temperaturen i referenceflasken nar 60°C, overfares preven til 60°C
varmeskab, hvor den henstar i 30 minutter. Efter afkgling i isbad til
testtemperaturen podes prgven med P17 og NOX til en startkoncentration pa
200-500 CFU/mL. Prgven inkuberes ved 15°C indpakket i stanniol for at
hindre algevakst og photokemisk nedbrydning.

Under inkuberingen falges bakterieantallet ved overfladeudsead pa R,A, hvor
pipetteringer foretages med finnpipetter med engangsspidser af
polypropylen. Inden prgveudtagning fra en flaske fares denne i kraftige
horisontale cirkelbeveagelser for at homogenisere prgven. Nar fortynding af
en prove er ngdvendig, fremstilles en ti-fold fortyndingsreekke ved at overfare
100 pL prgve til eppendorf-rar med 900 pL autoklaveret postevand. Der
omblandes ved vortex-mixning, og herudfra fremstilles den videre
fortyndingsraekke pa samme vis, indtil de gnskede fortyndinger er opnaet.
Skal den ufortyndede pregve udplades, udtages der i stedet 300 pL prave til
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tomt eppendorf-rgr, hvorfra udpladning fortages og den videre fortyn-
dingsraekke fremstilles.

Fra tre fortyndinger udplades 50 uL i triplikater, ialt 9 plader. Kolonier
optelles efter 2-3 dages inkubation ved 25°C, idet forskel i kolonimorfologi
ger det muligt at skelne imellem P17 og NOX. P17 fremtraeder som
beigefarvede kolonier pa 2-3 mm i diameter, mens NOX vil ses som mindre
gra-hvide kolonier med en diameter pa 1-2 mm. Plader med over 200
kolonier (af bade P17 og NOX) optelles generelt ikke.

For hver enkelt bestemmelse beregnes kimtallet som et veegtet gennemsnit ud
fra den totale udstrggne prgvemangde og det totale antal talte kolonier i
prgvemeangden. Den observerede spredning (error of the mean, e.0.m) pa

kimtallet fglger en Poisson fordeling og vil falgelig veere JC . Kimtallet
bestemmes saledes som:

ECi ¢  cxyc
SW W

C.: antal kolonier fra enkel udstrygning i fortyndingsraekken
W, volumen udstraget

/INiemela, 1983/

De hgjst opnaede kimtal for P17 og NOX omregnes til AOC-verdier ved
brug af udbyttekonstanter pa acetat. Prgvens total AOC-vardi bestemmes
som:

AOC,, =AOC, +AOC,,

Total

C. 1. 1. Rensningsprocedure for udstyr

Flasker, lag og finnpipetter anvendes udelukkende til AOC-bestemmelse for
at hindre, at anden tidligere anvendelse medfgrer afgivelse af organisk stof
eller stof, der virker hemmende pa bakterieveekst.

For at fjerne organisk kulstof renggres testflasker og Iag inden brug ved
falgende procedure:

Skylles med MilliQ-vand

Henstand i 10% salpetersyre i minimum et dagn

Skylles 6 gange med MilliQ-vand

Mundinger daekkes med stanniol

Glasflasker gledes ved 220°C i 5 timer - ‘red cap’-lag ved 180°C i 6 timer

Pipettespidser renses ikke specielt far brug, men tages direkte fra
leveringsposer. Spidser, der skal i direkte kontakt med prave, pakkes ifgrt
vinyl-engangshandsker for at begranse overfgrsel af organisk materiale.
Eppendorf-ragr og pipettespidser autoklaveres og tgrres derefter ved 80°C.

Til desinficering af arbejdsomrade og drigalskispatler anvendes der ikke sprit,
da dette vil kontaminere prgverne med organisk stof og resultere i forhgjet
P17 koncentrationer. Arbejdsomrade aftgrres med en 0,05% CTMAK-
oplgsning (cetyltrimethylammoniumchlorid), og drigalskispatler glgdes i
gasflamme og afkales inden brug.
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C. 1. 2. Podekulturer

Separate podekulturer af P17 og NOX fremstilles ved opdyrkning af
bakterierne ved 15°C i n&ringssaltsmedie med 1 mg/L acetat /van der Kooij
et al., 1995/. Bakteriernes vaekst fglges ved overfladeudsead pa R,A, indtil et
maksimalt bakterieantal er opnaet. Herefter opbevares kulturene i kaleskab,
hvor de har en holdbarhed pa omkring et halvt ar.

C. 2. Andringer i forhold til van der Kooij metode

Den ovenfor beskrevet arbejdsgang ved udfgrelse af AOC-metoden afviger
pa nogle punkter fra /van der Kooij et al., 1995/. | Tabel C-1 er de afggrende
punkter listet. I den oprindelige AOC-metode udfgres bestemmelserne i 1 L
Erlenmeyerkolber. Det er imidlertid ofte mere hensigtsmaessigt at benytte "red
cap"-flasker til bestemmelserne. Transport og handtering af praver er lettere i
"red cap"-flasker end i Erlenmeyerkolber, da "red cap"-lagene er skruet fast og
daekker hele flaskemundingen. Ved brug af Erlenmeyerkolber risikeres det
endvidere, at propperne hopper op under transport og pasteurisering. Der er
saledes umiddelbart langt mindre risiko for at praverne kontamineres fra
omgivelserne ved at anvende "red cap"-flasker. | projektets arbejde var det
endvidere hensigtsmaessigt pga. mengden af testmateriale og gnsket om
fastholdt S/V-forhold at benytte mindre vandvolumener end 600 mL, hvorfor
der blev valgt 250 mL flasker.

Parameter /van der Kooij et al., 1995/ IMT
Testflasker 1000 mL Erlenmeyer kolbe med 250 mL ‘red cap’-flasker med ‘red
glasslib og tilhgrende glasprop cap’-lag
Vandvolumen 600 mL 200 mL
Renseprocedure «  Maskinopvask +  Skylles med MilliQ-vand
e Skylles med dem. vand e Henstand i 10% salpetersyre
»  Kolber og Iag breendes i minimum et dggn.
sammen ved 550 °Ci 4 h »  Skylles 6 gange med MilliQ-
Alternativt: vand
 Henstand i konc. Dichromat *  Mundinger deaekkes med
natten over stanniol
«  Skylles med varmt drikkevand *  Glasflasker braendes ved
* Henstand i 1h i salpetersyre 220°Ci5h- ‘red cap’-lag
«  Skylles i varmt drikkevand ved180°Ci6h
e Braendesved 250 °Ci8h
Pipetter Glgdede stangpipetter af glas Finnpipetter med
engangsspidser af polypropylen
Fortyndings- 9 mL postevand autoklaveret i 0,900 mL autoklaveret
procedure fortyndingsrer tilsaettes 1 mL postevand i eppendorf-ragr
prove tilseettes 0,100 mL prave

Tabel C-1: Punkter hvor udfgrelsen af AOC-metoden gennemgaet i afsnit 0
afviger fra /van der Kooij et al., 1995/.

Rensningen af testflaskerne er modificeret i forhold til van der Kooij et al.”s
forskrift /1995/, da de feerreste laboratorier har kapacitet til at glade et stagrre
antal flasker ved 550°C. Den forskrevne metode anses for bedre end den
alternative metode foreslaet af van der Kooij et al. /1995/, da syrevasken er
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forleenget, og der anvendes MilliQ-vand (lavt indhold af organisk stof) til
skylning.

Autoklavering af fortyndingsrgr med fortyndningsvaske medfarer ofte en
ukontrolleret fordampning af fortyndingsvaesken, hvilket vil give usikkerheder
ved fortyndingen. Der opnas derfor en starre pracision ved at udmale
fortyndingsvaesken efter autoklaveringen. Derved kan det samtidigt forsvares
at anvende mindre volumener ved fremstilling af fortyndingsraekker, sa de
kan fremstilles i eppendorf-rgr og med finnpipetter fremfor stangpipetter, da
dette handteringsmaessigt er mere praktisk (automatpipetter med
engangsspidser anvendes af Standard Methods /1998/).

C. 3. Undersggelse af forskellige flaske- og lagtyper

En mulig risiko ved at anvende "red cap"-flasker med tilhgrende Iag fremfor
Erlenmeyerkolber kunne vere, at der blev afgivet forbindelser fra lagenes
teflon-indlaeg til vandfasen, som vil kunne pavirke bestemmelsen. For at
kontrollere dette blev der foretaget en sammenlignende undersggelse med
bade Erlenmeyerkolber og "red cap"-flasker. Teflon-indleeggene i "red cap"-
lagene kan kun holde til at underga rensningsproceduren et begraenset antal
gange, for de skal udskiftes. Det blev derfor endvidere undersggt, om der var
en effekt af, om indleeg (monteret i lagene) havde gennemgaet
rensningsproceduren én eller flere gange.

C. 3. 1. Forsggsgang

Undersggelsen blev udfert med 250 mL Erlenmeyerkolber med tilhgrende
propper med glasslib og 250 mL "red cap"-flasker med lag, hvor lagenes
indleeg henholdsvis havde undergaet rensningsproceduren en enkelt gang
("nye" indlaeg) eller mere end én gang ("gamle” indlaeg). Efter pasteurisering
af testvandet (200 mL) i flaskerne, blev flaskerne inkuberet ved 20°C under
omrystning (95 min™).

Erlenmeyerkolberne blev inkuberet med et omvendt baegerglas over for at
undga kontamineringer med stev (ifglge van der Kooij et al. /1995/). To st
"red cap"-flasker blev inkuberet med laget opad (ingen kontakt imellem
indlaeg og vandfase) og to st med laget nedad (kontakt imellem indlaeg og
vandfase) - et med "gamle" indleeg og et med "nye" indleeg. Undersggelsen
blev saledes udfgrt med 3 Erlenmeyerkolber, 2x3 "red cap”-flasker med "nye"
indleeg og 2x3 "red cap”-flasker med "gamle" indleeg.

Dag 7 blev alle "red-cap"-flasker og Erlenmeyerkolber podet med P17, og
derefter indkuberet (uden kontakt mellem vandfase og indleeg) ved 15°C med
kimtalsbestemmelse dag 0, 5, 7, 10, 14, 20, 25. Dag 25 blev alle flasker og
kolber tilsat 1 mL acetat-oplgsning (der resulterede i omkring 25 ug acetat-
C/L i de enkelte praver) for at undersgge om der var hemmende faktorer i
vandfasen. Efterfalgende blev kimtallet bestemt dag 28 og 30, idet P17 med
den anvendte acetat-koncentration ville vaere udvokset inden for 5 dagn).

C. 3. 2. Resultater
Der var mindre end 20 CFU/mL P17 i vandfasen i to af flaskerne, hvor "nye"

indlaeg var i kontakt med vandfasen, hvorfor disse blev podet med P17 pa ny
dag 25, forud for kimtalsbestemmelse og tilsetning af acetat. Veekstkurver for
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P17 er afbilledet pa Figur C-1, og maksimale AOC,,.-koncentrationer er
angivet i Tabel C-2.

De meget hgje veerdier efter tilseetning af acetat til Erlenmeyerkolberne samt
veerdien for "Erlenmeyer 3" dag 25 skal nok ikke tolkes som et reelle respons.
Propperne satte sig fast i slibene imellem de enkelte kimtalsbestemmelser,
hvilket betad, at der blev rert meget ved omradet omkring kolbehalsen og
proppen (iseer ved de tre sidste gange). Desuden stod der vand i slibene;
safremt dette var blevet fiernet ved opvarmning af kolbehalsen over en
gasflamme ville det (pga. den lille flaskestgrrelse) have medfart en for kraftig
opvarmning af vandfasen.

I to af prgverne, hvor vandfasen var i kontakt med "nye" indlaeg, forekom der
ingen vakst af P17, heller ikke efter repodning og tilsetning af acetat. | de
gvrige flasker var der en tilfredsstillende tilveekst af P17 efter tilseetning af
acetat (jeevnfor Tabel C-2).

Erlenmeyer-
"Red cap"-flasker kolber
Vandfase/Indlaeg Ingen Ingen
Kontakt kontakt kontakt
Antal rensninger af indleg ~ En Mere  En Mere
end én end én

[Hg acetat-C/L] [ug acetat-C/L] [ug acetat-C/L]

0 7 6 5 8
Max. AOC,;; 0 10 3 5 7

8 5 4 6 20
Tilvaekst i AOC,, ved til- 0 25 29 29 32
setning af 25 pg acetat-C/L 1 33 25 25 83

27 29 28 31 80

Tabel C-2: AOC,;-vaerdier i vandprgver malt dels i "red cap"-flasker og
Erlenmeyerkolber. Vandprgverne blev efter pasteurisering inkuberet ved 20°C
under omrystning i 7 dggn. Efterfaglgende blev AOC bestemt ved 15°C. Til
kontrol for hemning i vandfasen fik prgverne tilsat acetat dag 25 efter
podning
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P17 "Red cap'-flasker med "nye" indlzeg

CFU/mL
3,0E+05 1
- E}. -+
2,0E+05 - kontakt 1
- - -+ kontakt 2
- 7\ -+ kontakt 3
—— - kontakt 1
—&—- kontakt 2
1,0E+05 —&— - kontakt 3
0,0E+00
0 5 10 15 20 25 30
Dogn
P17 "Red cap''-flasker med "gamle" indlzeg
CFU/mL
3,0E+05 A
2,0E+05 - - £+ -+ kontakt 1
- < -+ kontakt 2
,9‘ ‘¢ |- 2 -+ kontakt 3
N —— - kontakt 1
“f s |—%—-kontakt 2
LOE+05 7 . —A— - kontakt 3
30
Dogn
P17 Erlenmeyer kolber
CFU/mL
3,0E+05 1 4,10E+05 3,68E+05
2,0E+05 -
- Erlenmeyer 1
——Erlenmeyer 2
&
tilszetning af acetat Erlenmeyer 3
1,0E+05 -
0,0E+00 T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
Degn

Figur C-1: Vaekstkurver for P17 i vandpraver inkuberet i Erlenmeyerkolber med
propper med glasslib og i "red cap"-flasker med 14g med henholdsvis "nye" og
"gamle" indlag. "Red cap"-flaskerne blev inkuberet med og uden kontakt
imellem indleeg og vandfase. Flaskerne blev inkuberet ved 20°C under
omrystning i 7 dggn, hvorefter de blev podet med P17 og inkuberet ved 15°C.
Dag 25 blev prgverne tilsat acetat.
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Den udeblevne vekst i de to flasker kan enten tilskrives tilstedeveerelsen af
toksiske/lh&@mmende stoffer i vandfasen eller, at vandfasen har varet
kontamineret med

bakterier, som ikke blev registreret pa R,A pladerne. | et sddant tilfeelde har
de pageldende bakterier haft 7 dagns forspring og saledes udkonkurreret
P17. Ved tilsetning af acetat har disse bakterier i staerkt overtal kunne
omseette acetaten, far P17 kunne vokse op. Vaksten i den tredje af flaskerne
hvor "nye" indlaeg var i kontakt med vandfasen var i overensstemmelse med
veeksten i de gvrige flasker. Sammenholdt med de senere udfarte
undersggelser i Kapitel 8, er det mest sandsynligt at den udeblivende vaekst af
P17 i de to flasker skyldes en kontaminering med ugnskede bakterier.

Ses der bort fra de to prgver uden vekst, var der pa et 5% signifikantsniveau
ikke forskel i P17 koncentrationer som fglge af de forskellige inkuberinger
under inkuberingsforlgbet - hellere ikke hvis der opdeles imellem "nye"
indlaeg, "gamle" indleeg og Erlenmeyerkolber eller kontakt , ingen kontakt og
Erlenmeyerkolber (heller ikke nar der ses bort fra Erlenmeyerkolbe nr. 3 dag
25). Det kan saledes ikke siges, at der er effekt af valg af flasketype eller
antallet af rensninger "red cap"-lagenes indleg har undergaet.
International ringest af AOC-bestemmelse

AOC-metoden som beskrevet i afsnit 0 blev anvendt af IMT ved en ringtest,
der omfattede fem europeiske laboratorier. Indenfor ringtesten blev der
anlyseret 30 AOC-praver med tre forskellige koncentrationer. Fire
laboratorier opnaede overensstemmende resultater - heriblandt KIWA og
IMT /lgrgensen et al., 2000/. Den anfgrte udfarelse til bestemmelse af AOC
kan saledes betragtes som velegnet.
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Bilag D

Akkumulerede kurver for
sekventielle ekstraktioner

I Kapitel 6 blev sort PEM materiale blev ekstraheret sekventielt over 60 (75)
dggn. Materialet blev ekstraheret i perioder a 15 dggn ved 10°C med og uden
omrystning ved S/V-forhold pa 0,5 og 1,0 cm™. Efter hver
ekstraktionsperiode blev teststykkerne overfart til friskt testvand. De opnaede
ekstrakter blev podet med P17, og inkuberet ved 15°C.

For hver serie ekstrakter (ekstrakter fremstillet pa samme teststykke) er de
maksimale kimtal akkumuleret over tid. | Figur D-1 er de akkumulerede
kurver afbildet, idet kimtalsveerdien er angivet ud for den dag, hvor
ekstraktionen blev afsluttet. For P17 er den akkumulerede AOC-verdi
angivet ud for de enkelte kurver.

Sort PEM
S/V=0,5 cm-1
- omrystning
ekstraktioner 4 15 degn ved 10 C
max CFU/mL
1,8E+06 -
-&F1 (P17)
1,2E+06 - —-F2 (P17)
-4 F3 (P17)
F1 (NN)
6,0E+05 118 F2 (NN)
/ %ég F3 (NN)
0,0E+00 T T T T T T T 1

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Deogn siden forsegets start

- figuren fortseatter pa neeste side —
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- figur fortsat fra forrige side -

Sort PEM
S/V=1,0 cm.
- omrystning
ekstraktioner a 15 degn ved 10 C
max CFU/mL
1,8E+06
- G1 (P17)
1,2E+06 - G2 (P17)
—4-G3 (P17)
G1 (NN)
6,0E+05 137 G2 (NN)
/ 123 G3 (NN)
/v/
0,0E+00 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Dogn siden forsogets start
Sort PEM
S/V=0,5 cm-
+ omrystning
ekstraktioner 4 15 degn ved 10 C
max CFU/mL
1,8E+06 -
-B-H1 (P17)
1,2E+06 ——-H2 (P17)
—4—H3 (P17)

213
198 H1 (NN)

6,0E+05 - /H—J 148 H2 (NN)
H3 (NN)

0,0E+00 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Deogn siden forsegets start

- figuren fortseatter pa neeste side —
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- figur fortsat fra forrige side -

Sort PEM
S/V=1,0 cm-1
+ omrystning
ekstraktioner 4 15 degn ved 10 C

max CFU/mL
1,8E+06 -
11 (P17)
1,2E+06 - —--12 (P17)
——13 (P17)
220
209 I1 (NN)
6,0E+05 12 (NN)
13 (NN
__:_.—.———l——l 75 N
0,0E+00 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Dogn siden forsogets start
Blind
+ omrystning
ekstraktioner 4 15 degn ved 10 C
max CFU/mL
1,8E+06
- J1 (P17)
1,2E+06 - ——J2 (P17)
——J3 (P17)
J1 (NN)
6,0E+05 - J2 (NN)
J3 (NN
60 (NN)
42
0,0E+00 . : : —38,

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Deogn siden forsegets start

Figur D-1: Akkumulerede kurver for sekventielle ekstraktioner. Materialet
blev ekstraheret i perioder af 15 daggn ved 10°C. Efterfglgende vaekst af P17

forgik ved 15°C. Akkumulerede AOC,,;-veerdier er angivet for hver enkel serie

ekstraktioner.

103



104



Bilag E

Data fra materialeundersggelse

| kapitel 8 blev afgivelsen fra fem forskellige polymere materialer undersggt.
Materialerne blev ekstraheret over 15 dggn ved 20°C under omrystning ved
et S/V-forhold pd 0,5 cm™. Efterfglgende blev ekstrakterne podet med P17 og
inkuberet ved 15°C. Undersggelsen blev udfert i tre serier, hvor serie 1 og 2
efter vaeksten af P17 blev tilsat acetat, og inkuberet endnu 5 dggn ved 15°C
(jeevnfar Kapitel 8 for naermere testforhold).

E. 1. Vekst af P17

| Figur E-1 er veekstkurver for P17 afbilledet og i Tabel E-1 er AOC, .-
veerdier angivet sammen med tilvaeksten i AOC,_ , som fglge af
acetattilseetningen.

Materiale AOC,, Tilveekst ved tilseetning af acetat
=20 pgacetat-C/L =25
[ug acetat-C/L] [ug acetat-C/L]
Serie 1 Serie 2 Serie 3 Serie 1 Serie 2
BI& PEM 1 36 3 64 14 20
Bl& PEM 2 42 1 42 10 20
BI&A PEM 3 67 12 41 1 17
Sort PEM 1 22 46 63 22 1
Sort PEM 2 7 43 56 20 0
Sort PEM 3 65 92 54 0 4
PVC(zn/Ca)l 15 4 54 22 18
PVC(zn/Ca)2 3 1 47 15 19
PVC(zn/Ca)3 5 3 49 15 23
PVC(Pb) 1 7 39 11 19 7
PVC(Pb) 2 1 39 46 18 15
PVC(Pb) 3 0 15 52 0 22
PVC(Org.) 1 48 13 60 18 25
PVC(Org.) 2 49 4 58 28 29
PVC(Org.) 3 39 40 52 24 22
Blind 1 9 10 28 23 29
Blind 2 13 14 24 22 25
Blind 3 7 8 21 22 29

Tabel E-1: Maksimale AOC,-verdier i ekstrakter af polymert materiale
(Blindvaerdi ikke fratrukket). Ekstraktionerne blev udfert ved 20°C over 15
dggn under omrystning ved et S/V-forhold pa 0,5 cm?, mens veksten af P17

foregik ved 15°C.
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P17
CFU/mL

3,5E+05 1
3,0E+05 -
2,5E+05 +
2,0E+05 +
1,5E+05 -
1,0E+05 -

5,0E+04 -

0,0E+00

P17
CFU/mL

3,5E+05 -
3,0E+05 -
2,5E+05
2,0E+05 -
1,5E+05 -
1,0E+05 -

5,0E+04 -

0,0E+00

P17
CFU/mL

3,5E+05 1
3,0E+05
2,5E+05 -
2,0E+05 -
1,5E+05
1,0E+05

5,0E+04 -

Bla PEM

tilszetning af acetat g LA 4
......... A
. @b
.......... T ::
--
T T 1
10 15 20 25 30 35
Degn
Sort PEM
3,77E+05

[ tilszetning af acetat
3,58E+05

PVC(Zn/Ca)

10 15
Degn

figuren fortseetter naste side -

20

- £F -1, serie 1
- < -2, serie 1
- 4 -3, serie 1
——1, serie 2
——2, serie 2
—&— 3, serie 2
—B—1, serie 3
——2, serie 3
—A— 3, serie 3

- £F -1, serie 1
- < -2, serie 1
- 4 -3, serie 1
——1, serie 2
——2, serie 2
—&— 3, serie 2
—B—1, serie 3
—6—2, serie 3
—A—3, serie 3

- £F -1, serie 1
- <O -2, serie 1
- 7\ -3, serie 1
—i— 1, serie 2
——2, serie 2
—&— 3, serie 2
—H—1, serie 3
—o—1, serie 2
—A—1, serie 3
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P17
CFU/mL

3,5E+05 -
3,0E+05 -
2,5E+05 -
2,0E+05 -
1,5E+05
1,0E+05

5,0E+04 -

P17
CFU/mL

3,5E-+05 -
3,0E+05 -
2,5E+05 -
2,0E+05 -
1,5E+05 -
1,0E+05 -
5,0E+04

0,0E+00

P17
CFU/mL

3,5E+05 1
3,0E+05 -
2,5E+05 -
2,0E+05 -
1,5E+05
1,0E+05
5,0E+04 -

0,0E+00

0

- figuren er forsat fra forrige side -

PVC(Pb)

tilszetning af acetat U

tilszetning af acetat |

PVC(Org.)

tilszetning af acetat

Q\
l” \®
A

SA
Nl

e
S é’
5 10 15 20 25 30 35
Degn
Blind
tilszetning af acetat
tilsaetning af acetat [

[

ot

Dogn

- £F -1, serie 1
- < -2, serie 1
- 7 -3, serie 1
——1, serie 2
——2, serie 2
—&— 3, serie 2
—B—1, serie 3
—6—2, serie 3
—A—3, serie 3

- £F -1, serie 1
- < -2, serie 1
- 7 -3, serie 1
—— 1, serie 2
——2, serie 2
—&— 3, serie 2
—H—1, serie 3
—6—2, serie 3
—A—3, serie 3

- £F -1, serie 1
- <O -2, serie 1
- 7\ -3, serie 1
—i— 1, serie 2
—— 2, serie 2
—&— 3, serie 2
—=—1, serie 3
—6—2, serie 3

—A—3, serie 3

Figur E-1: Veekstkurver for P17 i ekstrakter af 5 forskellige polymere

materialer og tilhgrende blindprgver. Ekstraktionerne blev udfgrt ved 20°C
over 15 dggn under omrystning ved et S/V-forhold pa 0,5 cm?, mens vaksten
af P17 foregik ved 15°C. Alle materialer blev undersggt i tre serier.
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E. 2. ATP-data

Da der var problemer med kontaminering med ugnskede bakterier under
ekstraktionen, som ikke blev registreret ved kimtalsbestemmelsene, blev der
pa dage med kimtalsbestemmelse endvidere bestemt ATP. ATP-vardier
stgrre end 5 pg ATP/mL pa dag O indikerer, at ekstraktet har varet
kontamineret med ugnskede bakterier under ekstraktionen. | nedenstaende
tabeller er ATP-data for henholdsvis serie 1, 2 og 3 angivet.

Dag O
[pg ATP/mL]

Replika BIAPEM  Sort PEM PVC(zn/Ca) PVC(Pb) PVC(Org.) Blind

1 <5 454 936 85 <5 <5
Seriel 2 <5 129 336 817 <5 <5
3 < 321 74 = o
1 14 <5 85 <5 26 <5
Serie2 2 352 o 24 o 08 ot

Tabel E-2: ATP data for ekstrakter fra serie 1 og 2 malt dag 0 efter podningen
med P17. Ekstraktionerne blev udfart ved 20°C over 15 dggn under
omrystning ved et S/V-forhold pa 0,5 cm?, mens vaksten af P17 foregik ved
15°C.

[pg ATP/mL]
Dag

Replika 0 1 2 3 4 5 7 10 15 20

1 <5 <5 26 34 54 57 39 29 46 45
Bl& PEM 2 18

3 17

1 <5 <5 24 34 40 49 32 39 42 47
Sort PEM 2 13

3 33 39 34 48 58 55 49 36 38 32

1 <5 <5 15 28 37 43 29 31 33 34
PVC(Zn(Ca) 2 <5 <5 15 25 27 30 27 30 25 26

3 <5 <5 11 28 30 36 29 34 26 26

1 33 26 33 34 23 19 14 12 8 6
PVC(Pb) 2 <5 <5 11 15 27 25 22 18 16 18

3 <5 <5 13 23 27 30 29 27 28 26

1 < <5 19 24 47 4 27 30 30 33
PVC(Org) 2 <5 < 17 20 3 37 20 20 19 23
s < 21 28 40 41 34 271 27 3l

1 < <5 <5 <5 11 12 16 16 13 13
Blind 2 & < < 9 12 14 13 12 10 10
s <5 <5 <5 7 10 11 u 1 u

Tabel E-3: ATP-data for ekstrakter fra serie 3 malt efter podningen med P17.
Ekstraktionerne blev udfgrt ved 20°C over 15 dggn under omrystning ved et
S/V-forhold pa 0,5 cm?, mens vaeksten af P17 foregik ved 15°C.
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Bilag F

ATP; princip og metode

Alle levende celler indeholder adenosine triphosphate (ATP), som spiller en
vigtig rolle i cellernes enzymaktivitet og energilagring. ATP-niveauet i
cellerne er ngje reguleret, og kan derved anvendes som et mal for
cellekoncentrationen i en given vandig prgve. ATP-koncentrationen
bestemmes udfra en enzymatisk reaktion katalyseret af luciferase:

Mg2+

luceferin + ATP + O, [ Bcﬁeﬁﬁ oxyluciferin + AMP + pyrophosphate + CO, +light

Den resulterende lysudsendelse er direkte proportionel med ATP-
koncentrationen. Lysudsendelsen detekteres vha. en photomultiplier, der
angiver lysmangden i 'relative light units' (rlu).

Fer en prgve males, tilsettes denne et reagens, der frigiver intercelluar ATP
til vandfasen. Prgven tilsettes herefter en enzymoplgsning indeholdende
luciferin og luciferase, og lysudsendelsen males.

Da den enkelte pragves karakter (farve, tubiditet, pH osv.) kan pavirke
enzymets aktivitet (og dermed den optimale lysudsendelsen), males der for
hver prgve endvidere en intern standard, hvormed malingen af pregven kan
korrigeres.

Den korrigerede rlu-veaerdi omsettes vha. standardkurve til en ATP-
koncentration, der generelt opgives i pg ATP/ml.

| dette projekt blev maling af ATP foretaget med indstillingerne:
T =25°C

10 s ekstraktionstid

10 s integrationstid efter 2 s delay

Prever til ATP-maling udtages i ATP-fri eppendorf-rer, og opbevares indtil
maling ved  -80°C.
Prever fra serie 1 og 2 (Kapitel 8) blev malt pa Biocounter Model 2010 fra

Lumac, med reagens-kit NRB/LUMIT-PM fra Celsis.

Praver fra serie 3 (Kapitel 8) blev malt pa Biocounter Model Advance Coupe
fra Celsis med reagens-kit PCP fra Celsis.

' Fra Photinus pyralis (American firefly)
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Praver fra desinfektionsundersggelsen i Bilag G blev malt pa Biocounter
Model Advance Coupe fra Celsis med reagens-kit NRB/LUMIT-PM fra
Celsis.
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Bilag G

Desinfektionsundersggelse

Ved undersggelsen af sekventielle ekstraktioner (Kapitel 6) var
pasteuriseringen (60°C i 30 minutter), der blev benyttet forud for AOC-
bestemmelsen, ikke tilstraekkelig til inaktivere alle pravernes bakterier.
Problemet blev da lgst ved at gge pasteuriseringen til 60°C i 45 min. Ved
undersggelsen af udvalgte materialer (Kapitel 8) var der imidlertid problemer
med bakterier, der heller ikke blev inaktiveret ved denne forggede
pasteurisering.

Det blev derfor undersggt, om disse bakterier ogsa kunne inaktiveres, blot de
rette pasteuriseringsforhold blev fundet.

G. 1. Pasteuriseringsforhold

I litteraturen omhandler de fleste tilfeelde med pasteurisering i reglen prgver
af fadevare eller ggdning (eksempler er givet i Tabel G-1), hvilket ikke gav en
endegyldig lgsning. Desuden kunne det teenkes, at en reduktion af biomassen
i vandet ved en sterilfiltrering inden pasteurisering kunne afhjelpe problemet
med overlevelse af bakterier.

Pasteuriseringsforhold  Kilde

70°C i 30 min Ward et al., 1999; Standard Methods, 1998; Escobar et al.,
2000

80°C i 10 min Schlegel, 1986

85°C i 10 min Gill et al., 1998

85°Ci 15 min Gill et al., 1997

Tabel G-1: Eksempler pa pasteuriseringstemperaturer anvendt i litteraturen.
G. 1. 1. Undersggelsen

Der blev udfgrt en sammenlignende undersggelse af falgende
pasteuriseringsforhold:

* 60°C i 45 minutter - postevand med teststykker opvarmes i vandbad og
overfgres til ovn.

e 60°C i 45 minutter (sterilfiltreret postevand) - testvand med teststykker
opvarmes i vandbad og overfgares til ovn.

e 70°C i 30 minutter " - postevand opvarmes i vandbad, teststykker tilsaettes
og overfares til ovn.

e 80°C i 10 minutter - postevand opvarmes i vandbad, teststykker tilseettes
og overfgres til ovn.

» 85°C i 15 minutter - postevand opvarmes i vandbad, teststykker tilszttes
og overfgres til ovn.

e 85°C i 30 minutter - postevand opvarmes i vandbad, teststykker tilseettes
og overfares til ovn
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Teststykkerne blev tilsat vandet efter opvarmning til den gnskede temperatur,
nar denne var 70°C og opefter. Dette blev valgt, da det tog relativt lang tid at
varme vandet op i vandbad, og det var ikke gnskeligt, at teststykkerne skulle
udseettes for de relativt hgje temperature i leengere tid end fastsat ovenfor.

Undersggelsen blev udfert med teststykkerne af bla PEM og PVC(Zn/Ca) fra
serie 2 (Kapitel 8). Siden optagningen havde teststykkerne blot vaeret
opbevaret i et baegerglas uden nogen form for forholdsregler for at undga
kontamineringer eller lignende. For at sikre at teststykker var kontamineret
med de bakterier, som gav problemer, blev teststykkerne inden
pasteuriseringen inkuberet 3 dggn ved 20 °C under omrystning i vandfaser
fremstillet ud fra de kontaminerede ekstrakter fra serie 2: Triplikate ekstrakter
af henholdsvis blda PEM og PVC(Zn/Ca) blev anvendt. For hver
materialetype blev halvdelen af de triplikate ekstrakter overfart tilen 1 L
flaske og blandet i forholdet 1:1 med upasteuriseret postevand, for at sikre
tilstreekkelig maengde af naeringssalte.

Teststykkerne blev enkeltvis overfgrt (uden skylning) til testflasker med 200
mL postevand (for to af flaskernes vedkommende sterilfiltreret postevand),
0g pasteuriseret som angivet ovenfor. Efter afkgling blev der udtaget en prove
til maling af ATP, og flaskerne blev inkuberet 7 dggn ved 20°C under
omrystning for at give eventuelle aktive bakterier mulighed for vaekst.
Herefter blev hver enkelt prave kontrolleret for vaekst ved maling af ATP og
udpladning af 0,5 mL pa R,A (enkelt plade per prgve). Pladerne blev
inkuberet ved 25°C og kontrolleret for veaekst efter 9 og 15 dagn.

G. 1. 2. Resultater

Alle prgverne var kontamineret med bakterier, som gav anledning til kolonier
pa R,A, dog var antallet af kolonier aftagende med stigende behandling
(jeevnfar Tabel G-2). For praver pasteuriseret ved 60-80°C voksede
kolonierne op inden for de farste 9 dagns inkubering, mens langt de fleste
kolonierne fra prover pasteuriseret ved 85°C voksede op inden for de sidste 5
degns inkubering. Derudover var der forskel i kolonimorfologi, idet der var
mindre artsdiversitet med stigende varmebehandling.

Malingerne af ATP lige efter pasteuriseringen (dag 0) viste en klar tendens til
stigende ATP-.veerdi med stigende behandling (Tabel G-3). Da det ma
antages, at der ved overfgrelsen af teststykkerne inden pasteuriseringen er
blevet overfart et ssmmenligneligt antal bakterier, ma variationerne i ATP-
veerdi skyldes en reaktion pa opvarmningen.
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Pasteuriserings- PVC(Zn/Ca) Koloni- Bla PEM Koloni-

forhold CFU/plade sammensaet- CFU/plade sammensget-
ning ning

60°C, 45 min >> 300 3 dominerende | >>300 3 dominerende

steril

60°C, 45 min >> 300 3 dominerende | >>300 3 dominerende

70°C, 30 min 5 1 dominerende 280 1 dominerende

80°C, 10 min 12 1 dominerende ~300 1 dominerende

85°C, 15 min 25 1 dominerende ~200 1 dominerende

85°C, 30 min 22 1 slags ~ 80 1 slags

Tabel G-2: Kolonitantal opnaet pa R2A- plader fra undersggelsen af
pasteuriseringsforhold efter 15 dggns inkubering ved 25°C. Siden

pasteuriseringen havde prgverne vaeret inkuberet 7 dggn ved 20°C med
omrystning.

Pasteuriserings- PVC(Zn/Ca] Bl& PEM
forhold [pg ATP/mL] [pg ATP/mL]

Dag O Dag 7 Dag O Dag 7
60°C, 45 min 1 37 6 470
steril
60°C, 45 min 2 29 4 647
70°C, 30 min 3 19 1 83
80°C, 10 min 22 22 46 30
85°C, 15 min 30 16 64 7
85°C, 30 min 21 34 72 37

Tabel G-3: ATP-vaerdier i prgver fra undersggelsen af pasteuriseringsforhold
far og efter 7 dggns inkubering ved 20°C med omrystning.

Bade kimtalsbestemmelserne og ATP-verdierne efter 7 dggns inkubering
viser, at det at haeve pasteurisering fra 60°C, 45 minutter til 70°C, 30
minutter giver en betydelig reduktion af overlevende bakterier. Yderligere
havning af pasteuriseringsforholdene giver ikke en videre reduktion i en
tilsvarende starrelsesorden.

Ingen af blindpraverne i Kapitel 8 var kontamineret, hvilket indikerer at
overlevelsen af ugnskede bakterier er forbundet med materialet. Dette
bekraftes af denne undersgagelse, hvor fiernelse af testvandets bakterier inden
pasteurisering (60°C, 45 minutter, steril) havde en relativt lille effekt pa de
malte kontamineringer. En tilsvarende pasteuriseringsundersggelse med
kontamineret vand alene viste, at 70°C, 30 minutter var tilstreekkeligt til at
inaktivere alle de ugnskede bakterier, nar der ikke var materiale til stede.

G. 2. Kloring

Da ingen af de undersggte pasteuriseringsforhold var tilstraekkelige til at
inaktivere de ugnskede bakterier i forbindelse med materiale, blev kloring
endnu engang undersggt som alternativ til pasteurisering. Der blev anvendt
klorkoncentrationer pa 25 mg CI,/L (som var en effektiv koncentration ved
undersggelserne i Kapitel 5) og 50 mg CL,/L (foreslaet af Janne Forslund).
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G. 2. 1. Undersggelsen

De to vandfaser med bakterier, der blev anvendt til at inokulere teststykkerne
i pasteruriseringsundersggelsen, blev anvendt igen. De to vandfaser blev
samlet og fortyndet med postevand i forholdet 1:1 for at sikre tilstraekkelige
mangder af naeringssalte. Heri blev teststykker inkuberet 2 dggn ved 20°C
under omrystning for at sikre, at teststykkerne var kontamineret med de
bakterier, som gav problemer. Der blev anvendt teststykker af sort PEM, bla
PEM og PVC(Zn/Ca) fra serie 1 (Kapitel 8). Siden optagningen havde
teststykkerne blot veeret opbevaret i et baegerglas uden nogen form for
forholdsregler for at undga kontamineringer eller lignende. Teststykkerne
blev efterfalgende overfart til kloroplgsninger pa henholdsvis 25 og 50 mg
CL/L, hvor de blev inkuberet et dggn ved stuetemperatur. Herefter blev
teststykkerne taget op, skyllet grundigt med pasteuriseret postevand (70°C,
30 minutter) og overfart til testflasker med pasteuriseret postevand. Der blev
udtaget en prove til maling af ATP, hvorefter flaskerne blev inkuberet 7 dggn
ved 20°C under omrystning for at give evt. aktive bakterier mulighed for
vaekst. Der blev desuden inkuberet to flasker kun indeholdende pasteuriseret
testvand som kontrol. Efter inkubationen blev der udtaget en ATP-prave til
kontrol for veekst.

G. 2. 2. Resultater

Klorkoncentration Materiale Dag 0 Dag 7
[mg CL,/L] [pg ATP/mL] [pg ATPmL]
Sort PEM <5 23
25 BlI& PEM <5 333
PVC(zZn/Ca) <5 8
Sort PEM <5 <5
50 Bla PEM <5 <5
PVC(Zn/Ca) <5 <5
Kontrol A <5h <5
Kontrol B <5h <5h

Tabel G-4: ATP-verdier i prgver fra undersggelsen af pasteuriseringsforhold
for og efter 7 dggns inkubering ved 20°C med omrystning.

ATP-verdier for undersggelsen er angivet i Tabel G-4. De lave ATP-vardier
for kontrollerne bekrefter, at pasteurisering ved 70°C, 30 minutter var
tilstreekkelig, nar der ikke var materiale til stede. Ligeledes viser de lave ATP-
veerdier i ekstrakter hvor materialet havde veeret udsat 50 mg CI,/L, at denne
koncentration var tilstreekkelig til at inaktivere bakterierne pa materialerne,
mens bakterierne har kunne overleve 25 mg CI,/L.

Metodeovervejelser

De bakterier, som har givet problemer, kan inaktiveres i testvand/postevand
ved en pasteurisering ved 70°C, 30 minutter. Bakterierne kan imidlertid klare
langt hgjere temperaturer, nar de er i kontakt med materiale. 50 mg CI,/L
kunne ved et dggns henstand inaktivere bakterier i forbindelse med materiale,
men dette er en relativt hgj klorkoncentration. Ved en sadan koncentration er
risikoen for, at der sidder klorrester tilbage pa teststykkerne efter skylning
relativ stor, og bestemmelsen vil séledes blive behaftet med fejl. Sa vidt det er
muligt, er det derfor gnskeligt at undga kloring af teststykkerne med sa hgje
klorkoncentrationer.
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I de her beskrevne undersggelser med pasteurisering og kloring blev der
anvendt materiale, som meget koncentreret havde veret udsat for de
ugnskede bakterier. Ovenstaende undersggelser viste at 70°C i 30 minutter
var en kraftig forbedring i forhold til 60°C i 45 minutter, mens videre stigning
i temperatur ikke havde den store effekt. Da det ikke var gnskeligt at
opvarme teststykkerne mere end hgjst nagdvendigt, blev 70°C i 30 minutter
blev valgt ud fra den betragtning, at hvis der blev anvendt frisk nyt materiale
ville man stadig kunne undga problemer med overlevelse af bakterier. En
sadan undersggelse blev udfgrt med sort PEM materiale, og ved maling af
ATP blev der ikke observeret veekst af ugnskede bakterier. Dette indikerede,
at den beskrevne behandling var tilstreekkelig, men kunne ogsa skyldes en
&ndring i vandsammenseatningen fra vandveaerket.
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Bilag H

Radata

Pa de efterfolgende sider er angivet rddata fra bestemmelserne af kimtal samt de tilherende
AOC-vardier. For hver enkelte prove (flaske) er der for hver méaledag angivet kimtallet
(CFU/mL), den observerede spredning (error of mean, E.O.M.) og antallet af plader, der 1a
til grund for beregningen af kimtallet (N). Kimtallene (P17 og NOX) er for hver enkelt dag
omsat til den modsvarende AOC-veardi, hvilket er angivet i tabellernes nederste del. Ved
beregning af AOC-vardier blev udbyttekonstanter for P17 og NOX pa acetat fra /van der
Kooij et al., 1995/ benyttet.

Der blev set bort fra data, hvis preven var kontamineret med uensket bakterier, eller hvis
vaekstkurver i den pagaeldende prove afveg sterkt fra de to evrige triplikater (jeevnfer
rapportens afsnit 3.3.3). Der blev bort fra data for bade P17 og NOX, blot én af de to
stammer udviste en afvigende veekstkurve. Ligeledes blev der set bort fra tellinger, hvor
der totalt blev optalt mindre end 15 kolonier af den padgaldende bakterie. Data, der ikke
indgér i beregningerne, er i nedenstiende tabeller overstreget.
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H.1 Ekstraktionsmetoder (jeevnfor kapitel 4)

H.1.1 Ekstraktion uden aktive bakterier

PEX og blit PEM,, materiale blev ekstraheret ved et S/V-forhold p4 0,5 cm over 20 dogn
ved 10°C uden omrystning. Efter materialet var taget op, blev ekstrakterne podet med P17
og NOX og inkuberet ved 15°C. Vaksten af P17 og NOX blev fulgt ved bestemmelse af
kimtal p& R,A dag 20, 25, 27,30, 35, 40 efter forsagets start. R,A-pladerne blev inkuberet
ved 25°C i to-tre degn. PEX og blit PEM(;) materiale blev undersegt i to forseg, hvorfor
hvert materiale har egne blindverdier.

Der blev set bort fra ekstrakt #1, da dette var kontamineret med uensket bakterier.

PEX S/V=0,5 cm™
#1 #2 #3
Kimtal Dag |[CFU/mL] E.o.m. N |CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
20 56E+02  6E+01 3 59E+02  6E+01 3 3,3E+02 SE+01 3
25 2E+03 1E+03 6 4,3E+04  SE+03 6 8,1E+04  7E+03 6
P17 27 27E+03 4E+02 9 7,3E+04 S8E+03 5 1,01E+05 9E+03 5
30 8E+03 2E+03 6 7,2E+04  7TE+03 6 1,10E+05  8E+03 6
35 2E+03 1E+03 9 5,2E+04  6E+03 9 8,8E+04  7E+03 9
40 2;8E+03  4E+02 9 6,3E+04  6E+03 9 7,0E+04  6E+03 9
20 42E+02  SE+01 3 4,5E+02  5E+01 3 24E+02  4E+01 3
25 6;7E+04  6E+03 6 4,1E+04  SE+03 6 53E+04  6E+03 6
NOX 27 T4 TEAHD3 6 7,8E+04  8E+03 5 5,7E+04  7E+03 5
30 68E+H04 ok+H03 6 7,2E+04  7TE+03 6 4,0E+04  5SE+03 6
35 6;7E+04  6E+03 9 8,0E+04  7E+03 9 3,4E+04  5SE+03 9
40 6;6E+04  6E+03 6 7,1E+04  7E+03 9 3,6E+04  SE+03 9
AOC-veerdi Dag [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L]  E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
20 044 B 3 0,14 0,02 3 0,08 0,01 3
25 04 03 6 10 1 6 20 2 6
P17 27 0,7 0;1 9 18 2 5 25 2 5
30 19 05 6 18 2 6 27 2 6
35 06 03 9 13 1 9 21 2 9
40 07 [ 9 15 2 9 17 2 9
20 D035 H004 3 0,037 0,005 3 0,020 0,003 3
25 556 05 6 34 0,4 6 44 0,5 6
NOX 27 59 05 6 6,5 0,7 5 4,7 0,6 5
30 57 ;5 6 6,0 0,6 6 33 0,4 6
35 556 ;5 9 6,7 0,6 9 2,9 0,4 9
40 5.5 0,5 6 5,9 0,5 9 3,0 0,4 9
Blind
#1 #2 #3
Kimtal Dag [CFU/mL] _E.o.m. N [CFU/mL] _E.o.m. N [CFU/mL] _E.o.m. N
20 4,1E+02  5E+01 3 43E+02  5E+01 3 2,4E+02  4E+01 3
25 1,11E+04  8E+02 9 7,4E+03  7TE+02 9 1,41E+04  9E+02 9
P17 27 1,9E+04 1E+03 9 1,06E+04  8E+02 9 1,7E+04 1E+03 9
30 2,9E+04 1E+03 9 1,30E+04 9E+02 9 2,2E+04 1E+03 9
35 2,5E+04 1E+03 9 1,09E+04  8E+02 9 1,32E+04  9E+02 9
40 2,3E+04 1E+03 9 1,7E+04 1E+03 8 1,6E+04 1E+03 9
20 4,3E+02  5E+01 3 3,6E+02  5E+01 3 2,5E+02  4E+01 3
25 8,1E+04  7E+03 6 3,3E+04 1E+03 9 7,2E+04  7E+03 6
NOX 27 6,7E+04  6E+03 6 3,8E+04  2E+03 9 6,8E+04  6E+03 6
30 6,5E+04  6E+03 6 3,7E+04 1E+03 9 6,6E+04  6E+03 6
35 5,5E+04  6E+03 6 3,0E+04 1E+03 9 6,8E+04  6E+03 6
40 4,9E+04  5SE+03 6 3,2E+04  2E+03 8 5,6E+04  6E+03 6
AOC-veerdi Dag Jug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
20 0,10 0,01 3 0,11 0,01 3 0,06 0,01 3
25 2,7 0,2 9 1,8 0,2 9 34 0,2 9
P17 27 4,6 0,3 9 2,6 0,2 9 4,2 0,2 9
30 7,0 0,3 9 32 0,2 9 53 0,3 9
35 6,2 0,3 9 2,7 0,2 9 3,2 0,2 9
40 5,7 0,3 9 4,1 0,3 8 38 0,2 9
20 0,036 0,004 3 0,030 0,004 3 0,021 0,003 3
25 6,8 0,6 6 2,8 0,1 9 6,0 0,6 6
NOX 27 5,6 0,5 6 3,1 0,1 9 5,7 0,5 6
30 5,4 0,5 6 3,0 0,1 9 5,5 0,5 6
35 4,6 0,5 6 2,5 0,1 9 5,7 0,5 6
40 4,1 0,5 6 2,6 0,1 8 4,6 0,5 6
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Der blev set bort fra ekstrakt #3, da dette var kontamineret med uensket bakterier.

Bla PEM() S/V=0,5 cm™
#1 #2 #3
Kimtal Dag [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
20 4,6E+02 6E+01 3 53E+02  6E+01 3 99E+H2 BE+0E 3
25 6,5E+04 6E+03 6 1,30E+05 8,9E+03 6 2.6k+H04 HEH03 9
P17 27 1,15E+05  8E+03 6 1,19E+05 8,5E+03 6 3;HE+04 1E+03 9
30 1,10E+05  8E+03 9 1,21E+05 8,5E+03 9 4;0E+04  SE+03 9
35 7,1E+04 7TE+03 9 59E+04  6E+03 9 2,8E+04  1E+H03 9
40 3,3E+04 4E+03 9 3,3E+04  4E+03 9 L8E+04  1E+H03 9
20 2,2E+02 4E+01 3 4,9E+02  6E+01 3 F8EH02 3K+ 3
25 5,9E+04 6E+03 6 6,1E+04  6E+03 6 7:6E+04  7E+03 6
NOX 27 5,9E+04 6E+03 6 53E+04  6E+03 [3 T5E+04  7E+03 6
30 6,6E+04 6E+03 9 6,7E+04  6E+03 9 6;1E+04  6E+03 9
35 5,1E+04 6E+03 9 5,0E+04  6E+03 9 6:2E+04  6E+03 6
40 5,5E+04 6E+03 9 4,0E+04  5E+03 9 S84 6k+03 6
AOC-veerdi Dag Jug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
20 0,11 0,01 3 0,13 0,01 3 0,24 0,02 3
25 16 2 6 32 2 6 63 03 9
P17 27 28 2 6 29 2 6 75 03 9
30 27 2 9 30 2 9 10 1 9
35 17 2 9 15 1 9 657 03 9
40 8 1 9 8 1 9 44 03 9
20 0,018 0,003 3 0,041 0,005 3 0,015 0,003 3
25 4,9 0,5 6 5,1 0,5 6 63 0:6 6
NOX 27 4,9 0,5 6 44 0,5 6 63 6 6
30 5,5 0,5 9 5,6 0,5 9 51 05 9
35 4,3 0,5 9 4,2 0,5 9 52 05 6
40 4,6 0,5 9 3,3 0,4 9 4,8 0,5 6
Blind
#1 #2 #3
Kimtal Dag [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
20 6,1E+02  6E+01 3 1,1IE+03  9E+01 3 6,3E+02 6E+01 3
25 3,1E+04 1E+03 9 2,3E+04 1E+03 9 2,3E+04 1E+03 9
P17 27 2,6E+04 1E+03 9 2,0E+04 1E+03 9 2,1E+04 1E+03 9
30 1,4E+04  3E+03 9 1,6E+04  3E+03 9 1,6E+04  3E+03 9
35 2,0E+04 1E+03 9 2,1E+04 1E+03 9 1,9E+04 1E+03 9
40 2,0E+04 1E+03 9 1,37E+04  9E+02 9 2,0E+04 1E+03 9
20 2,3E+02  4E+01 3 4,5E+02  5E+01 3 2,8E+02  4E+01 3
25 9,6E+04  8E+03 6 7,9E+04  7E+03 6 52E+04  6E+03 6
NOX 27 9,2E+04  7E+03 6 9,9E+04  8E+03 [3 6,8E+04  6E+03 6
30 6,0E+04  6E+03 9 8,2E+04  7E+03 9 7,4E+04  TE+03 9
35 8,4E+04 TE+03 6 8,4E+04 TE+03 6 5,2E+04 6E+03 6
40 7,6E+04  TE+03 6 4,7E+04  5E+03 6 6,0E+04  6E+03 6
AOC-veerdi Dag [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
20 0,15 0,02 3 0,27 0,02 3 0,15 0,02 3
25 7,4 0,3 9 5,6 0,3 9 5,6 0,3 9
P17 27 6,4 0,3 9 5,0 0,3 9 5,0 0,3 9
30 35 0,7 9 38 0,7 9 4,0 0,8 9
35 5,0 0,3 9 50 0,3 9 4,7 0,3 9
40 4,8 0,3 9 33 0,2 9 4,8 0,3 9
20 0,019 0,003 3 0,037 0,005 3 0,023 0,004 3
25 8,0 0,6 6 6,6 0,6 6 4,3 0,5 6
NOX 27 7,6 0,6 6 8,3 0,6 6 5,7 0,5 6
30 5,0 0,5 9 6,9 0,6 9 6,2 0,6 9
35 7,0 0,6 6 7,0 0,6 6 4,3 0,5 6
40 6,3 0,6 6 3,9 0,4 6 5,0 0,5 6
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H.1.2 Ekstraktion med P17 og NOX

PEX og blat PEM,;, materiale blev ved S/V forhold p& 0,5 cm™ ekstraheret samme med
P17 og NOX. Den samtidig ekstraktion og AOC-bestemmelse forleb over 20 degn ved
10°C uden omrystning. Vaksten af P17 og NOX blev fulgt ved bestemmelse af kimtal pa

RyA dag0, 5,7, 10, 15, 20 efter forsegets start. RyA-pladerne blev inkuberet ved 25°C i to-
tre dogn. PEX og blt PEM,,, materiale blev undersegt i to forseg, hvorfor hvert materiale

har egne blindverdier.

PEX S/V=0,5 cm™
#1 #2 #3

Kimtal Dag [CFU/mL] E.o.m. N |CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 1,8E+03 1E+02 3 1,8E+03 1E+02 3 1,01E+03  8E+01 3

5 3,0E+04 1E+03 8 5,0E+04  6E+03 6 1,8E+04 1E+03 9

P17 7 2,0E+04 1E+03 9 3,2E+04  2E+03 8 1,7E+04 1E+03 8
10 2,3E+04  4E+03 9 2,5E+04  4E+03 9 3,1E+04  4E+03 9

15 2,8E+04  4E+03 9 3,6E+04  SE+03 9 1,6E+04  3E+03 9

20 SE+02 2E+02 9 4,6E+04  5E+03 6 3,6E+04  SE+03 6

0 1,31E+03  9E+01 3 1,5E+03 1E+02 3 7,7E+02 TE+01 3

5 2,7E+04  5E+03 5 5,2E+04  6E+03 6 2,5E+04 1E+03 9

NOX 7 4,5E+04  5SE+03 6 1,8E+04  3E+03 6 6,3E+04  6E+03 6
10 5,1E+04  6E+03 9 3,4E+04  5E+03 9 2,8E+04  4E+03 9

15 6,2E+04  6E+03 9 5,1E+04  6E+03 9 59E+04  6E+03 9

20 3,5E+04 SE+03 9 5,5E+04 6E+03 6 8,9E+04 9E+03 5

AOC-veerdi Dag lug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 0,44 0,03 3 0,45 0,03 3 0,25 0,02 3

5 7,2 0,3 8 12 1 6 4,3 0,3 9

P17 7 4,9 0,3 9 7,7 0,4 8 4,2 0,3 8
10 5,6 0,9 9 6 0,9 9 8 1 9

15 6,7 1 9 9 1 9 38 0,7 9

20 0,2 0,1 9 11 1 6 9 1 6

0 0,32 0,02 3 0,36 0,02 3 0,19 0,02 3

5 7 1 5 13 1 6 6,2 0,3 9

NOX 7 11 1 6 4,4 0,8 6 15 2 6
10 12 1 9 8 1 9 7 1 9

15 15 1 9 12 1 9 15 1 9

20 8 1 9 13 1 6 22 2 5

Blind
#1 #2 #3

Kimtal Dag [CFU/mL] _E.o.m. N [CFU/mL] _E.o.m. N [CFU/mL] _E.o.m. N
0 1,21E+03  9E+01 3 1,4E+03 1E+02 3 1,6E+03 1E+02 3

5 3,1E+03  5E+02 8 1,9E+03  3E+02 9 3,3E+03  4E+02 9

P17 7 1,4E+03  3E+02 9 8,8E+03  7E+02 9 1,42E+04  9E+02 9
10 2E+03 1E+03 9 2E+03 1E+03 9 S8E+03 2E+03 9

15 9E+03 2E+03 9 1,0E+04  2E+03 9 9E+03 2E+03 9

20 6E+02 6E+02 9 5SE+03 2E+03 9 6E+03 2E+03 9

0 8,6E+02  8E+01 3 1,12E+03  9E+01 3 9,9E+02 SE+01 3

5 3,1E+04  2E+03 8 3,0E+04 1E+03 9 3,9E+04  SE+03 6

NOX 7 3,9E+04  SE+03 6 5,0E+04  SE+03 6 52E+04  6E+03 6
10 1,4E+04 3E+03 9 2,4E+04 4E+03 9 5,3E+04 6E+03 9

15 5,0E+04  6E+03 9 7,1E+04  7TE+03 9 4,5E+04  5E+03 9

20 4,2E+04  5SE+03 9 4,4E+04  5E+03 9 4,3E+04  5E+03 9

AOC-veerdi Dag Jug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 0,30 0,02 3 0,34 0,02 3 0,38 0,02 3

5 0,8 0,1 8 0,5 0,1 9 0,8 0,1 9

P17 7 0,3 0,1 9 2,1 0,2 9 35 0,2 9
10 0,4 0,3 9 0,6 0,3 9 1,9 0,5 9

15 2,2 0,6 9 2,5 0,6 9 2,2 0,6 9

20 0,1 0,1 9 1,2 0,4 9 1,5 0,5 9

0 0,21 0,02 3 0,273 0,021 3 0,242 0,020 3

5 7,6 0,4 8 7,4 0,3 9 10 1 6

NOX 7 10 1 6 12 1 6 13 1 6
10 3,5 0,7 9 59 0,9 9 13 1 9

15 12 1 9 17 2 9 11 1 9

20 10 1 9 11 1 9 10 1 9
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Der blev set bort fra ekstrakt #3, da dette var kontamineret med uensket bakterier.

Bla PEM@) S/V=0,5 cm™

#1 #2 #3
Kimtal Dag [CFU/mL] E.o.m. N |CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 5,1E+02  6E+01 3 6,1E+02  6E+01 3 63E+02  6E+01 3
5 7,5E+03  TE+02 9 1,35E+04  9E+02 9 2;0E+04  1E+03 8
P17 7 1,47E+04  9E+02 9 2,5E+04 1E+03 9 L00E+04 8E+02 9
10 1,6E+04 1E+03 8 1,02E+04  8E+02 7 T:6E+04 TE+03 6
15 2,1E+04 1E+03 9 1,2E+04  3E+03 6 29E+04 2E+03 7
20 LTRSS 4 5 Y3EH4 B3 6 FYEHS HEH04 6
0 9,3E+02  8E+01 3 8,9E+02  8E+01 3 L01E+03  SE+1 3
5 6,5E+03  6E+02 9 9,97E+03  8E+02 9 131E+05  9E+03 6
NOX 7 1,9E+04 1E+03 9 2,2E+04 1E+03 9 H3S5E+05 9E+03 6
10 2,3E+04 1E+03 8 1,28E+04  9E+02 7 255E+05 H+04 6
15 1,7E+04 1E+03 9 1,5E+04  3E+03 6 FAOEHIS 9RO 5
20 4;8E+04  SE+03 6 3,5E+04  SE+03 6 3HE+05 1E+04 6
AOC-verdi Dag Jug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 0,13 0,01 3 0,15 0,02 3 015 8:02 3
5 1,8 0,2 9 33 0,2 9 340 03 8
P17 7 3,6 0,2 9 6,1 0,3 9 24 02 9
10 3,8 0,3 8 2,5 0,2 7 18 2 6
15 5,1 0,3 9 3,0 0,7 6 R Y 04 7
20 41 2 5 23 2 6 46 3 6
0 0,08 0,01 3 0,07 0,01 3 06:08 0:0+ 3
5 0,5 0,1 9 0,8 0,1 9 Y 07 6
NOX 7 1,6 0,1 9 1,8 0,1 9 H2 0,8 6
10 1,9 0,1 8 1,1 0,1 7 21 1 6
15 1,4 0,1 9 1,3 0,3 6 7 0,8 5
20 4;0 04 6 29 04 6 26 1 6

Der blev set bort fra enkelte teellinger af P17, da der totalt blev talt mindre end 15 kolonier.

Blind

#1 #2 #3
Kimtal Dag |CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 7,5E+02  7E+01 3 9,9E+02  8E+01 3 4,9E+02  6E+01 3
5 1,3E+03  3E+02 9 2,3E+03  6E+02 7 1,LIE+03  3E+02 9
P17 7 2,0E+03 3E+02 9 1,0E+03 2E+02 9 1,5E+03 3E+02 9
10 F2EH03 YEH02 6 Th+02 28-+02 8 4,0E+03  5E+02 9
15 7,5E+03  7TE+02 9 3,9E+03  5E+02 8 6,8E+03  6E+02 9
20 8,6E+03  7TE+02 9 1,04E+04  8E+02 9 8,7E+03  7TE+02 9
0 7,1E+02  7E+01 3 5,6E+02  6E+01 3 6,2E+02  6E+01 3
5 1,27E+04  9E+02 9 1,8E+04 2E+03 7 7,4E+03 TE+02 9
NOX 7 1,7E+04  1E+03 8 1,9E+04  1E+03 8 2,4E+04  1E+03 9
10 1,3E+04  3E+03 6 1,34E+04  9E+02 8 2,0E+04  1E+03 9
15 2,7E+04  4E+03 6 3,7E+04  6E+03 5 6,4E+04  6E+03 6
20 6,4E+04  6E+03 6 6,8E+04  6E+03 6 6,1E+04  6E+03 6
AOC-veerdi Dag [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 0,18 0,02 3 0,24 0,02 3 0,12 0,01 3
5 0,31 0,07 9 0,6 0,1 7 0,28 0,06 9
P17 7 0,48 0,08 9 0,25 0,06 9 0,37 0,07 9
10 03 02 6 0,18 0,05 8 1,0 0,1 9
15 1,8 0,2 9 1,0 0,1 8 1,7 0,2 9
20 2,1 0,2 9 2,5 0,2 9 2,1 0,2 9
0 0,06 0,01 3 0,05 0,01 3 0,05 0,01 3
5 1,06 0,07 9 1,5 0,1 7 0,62 0,06 9
NOX 7 1,4 0,1 8 1,6 0,1 8 2,0 0,1 9
10 1,1 0,2 6 1,12 0,08 8 1,68 0,09 9
15 2,3 0,3 6 3,0 0,5 5 54 0,5 6
20 5,4 0,5 6 5,7 0,5 6 5,1 0,5 6
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H.1.3 Ekstraktion med en naturlig population

PEX og blat PEM,;, materiale blev ved S/V forhold p& 0,5 cm™ ekstraheret samme med en
naturlig bakteriepopulation. Ekstraktionen forleb over 20 degn ved 10°C uden omrystning.
Vaksten af den naturlige population blev fulgt ved bestemmelse af kimtal pa R,A dag 0, 5,
7, 10, 15, 20 efter forsggets start. R,A-pladerne blev inkuberet ved 25°C i 14 degn. Efter
materialet var taget op, blev ekstrakterne pasteuriseret, podet med P17 og NOX og
inkuberet ved 15°C. Vaksten af P17 og NOX blev fulgt ved bestemmelse af kimtal pa R,A
dag 20, 25, 27,30, 35, 40 efter forsegets start. R,A-pladerne blev inkuberet ved 25°C i to-
tre dogn. PEX og bldt PEM,,, materiale blev undersegt i to forseg, hvorfor hvert materiale
har egne blindverdier.
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Der blev set bort fra ekstrakt #2 under AOC-bestemmelsen pa grund af afvigende haje

NOX verdier.
PEX S/V=0,5 cm’
#1 #2 #3
Kimtal Dag |[CFU/mL] E.o.m. N |CFU/mL] _E.o.m. N |CFU/mL] E.o.m. N
0 1,3E+01  9E+00 3 0E+00 0E+00 3 1,3E+01 9E+00 3
5 2E+02 1E+02 9 0E+00 0E+00 9 6E+01 6E+01 9
Naturlig 7 2,0E+03  3E+02 9 1,9E+03  3E+02 9 9,8E+03  8E+02 9
Population 10 4,1E+03  SE+02 3 53E+03  6E+02 3 4,8E+03  6E+02 3
15 2,4E+04 1E+03 5 2,6E+04 1E+03 6 3,0E+04  1E+03 6
20 4,0E+04  2E+03 7 7,8E+04  TE+03 6 4,9E+04  2E+03 8
Kimtal Dag [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
20 6,6E+02 7E+01 3 3,5E+02  SE+H01 3 2,8E+02  7E+01 1
25 1,27E+04  9E+02 9 2,0E+04  HEH03 9 8,3E+03  TE+02 9
P17 27 1,6E+04 1E+03 9 2:4E+04  HE+H03 9 2,0E+04 1E+03 9
30 1,7E+04 1E+03 9 2,7E+04  1E+H03 9 2,2E+04 1E+03 9
35 1,49E+04  9E+02 9 29E+04  HEHO3 9 2,8E+04 1E+03 8
40 2,0E+04 1E+03 9 3:0E+04  1E+03 9 2,2E+04 1E+03 8
20 7,1E+02 7TE+01 3 35E+02  SE+01 3 3,8E+02  9E+01 1
25 2,4E+04 1E+03 9 4,5E+04  SE+H03 6 1,35E+04  9E+02 9
NOX 27 3,2E+04 1E+03 9 6;5E+04  6E+03 6 2,2E+04 1E+03 9
30 3,0E+04 1E+03 9 6:4E+04  6E+03 6 2,9E+04  1E+03 9
35 3,0E+04 1E+03 9 60,1E+04  6E+03 6 5,5L+04  TE+H03 5
40 2,7E+04 1E+03 9 FHE+04  TE+H03 6 3,0E+04  2E+03 8
AOC-veerdi Dag [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
20 0,16 0,02 3 0,09 0,01 3 0,07 0,02 1
25 3,1 0,2 9 49 03 9 2,0 0,2 9
P17 27 3,9 0,2 9 59 03 9 5,0 03 9
30 4,1 0,2 9 0,7 03 9 53 03 9
35 3,6 0,2 9 70 03 9 6,8 03 8
40 4,8 0,3 9 72 03 9 53 03 8
20 0,06 0,01 3 0,029 0,004 3 0,03 0,01 1
25 2,0 0,1 9 3.8 04 6 1,12 0,07 9
NOX 27 2,7 0,1 9 54 05 6 1,9 0,1 9
30 2,5 0,1 9 54 05 6 2,4 0,1 9
35 2,5 0,1 9 51 0,5 6 456 0.6 5
40 2,3 0,1 9 5,9 0,5 6 2,5 0,1 8
Blind
#1 #2 #3
Kimtal Dag [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 7TE+00 7E+00 3 7TE+00 7E+00 3 TE+00 7E+00 3
5 2E+02 1E+02 9 1,2E+02  8E+01 9 2E+02 1E+02 9
Naturlig 7 9E+02 2E+02 9 2,0E+03  3E+02 9 4E+02 1E+02 9
Population 10 1,42E+03  9E+01 6 7,0E+03  TE+02 3 8,3E+03  7E+02 3
15 1,19E+04  9E+02 6 3,0E+04 1E+03 6 3,8E+03  SE+02 5
20 1,9E+04 1E+03 9 3,8E+04  2E+03 8 7,2E+03  7TE+02 9
Kimtal Dag [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
20 5,6E+02  6E+01 3 4,1E+02  5E+01 3 4,9E+02  6E+01 3
25 3,2E+03  4E+02 9 3,9E+03  5SE+02 9 42E+03  5SE+02 9
P17 27 59E+03  6E+02 9 58E+03  6E+02 9 59E+03  6E+02 9
30 6,1E+03  7E+02 8 6,8E+03  6E+02 9 6,8E+03  6E+02 9
35 6,7E+03  6E+02 9 5,2E+03  6E+02 9 6,8E+03  6E+02 9
40 6,3E+03  6E+02 9 6,4E+03  6E+02 9 6,1E+03  6E+02 9
20 4,7E+02  6E+01 3 3,7E+02  5SE+01 3 4,6E+02  6E+01 3
25 2,6E+04 1E+03 9 2,4E+04  1E+03 9 1,24E+04  9E+02 9
NOX 27 3,1E+04 1E+03 9 2,5E+04 1E+03 9 2,0E+04 1E+03 9
30 3,4E+04  2E+03 8 2,8E+04  1E+03 9 3,6E+04  SE+03 6
35 2,8E+04 1E+03 9 2,4E+04  1E+03 9 4,1E+04  SE+03 6
40 3,0E+04 1E+03 9 2,8E+04  1E+03 9 34E+04  1E+03 9
AOC-vardi Dag [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
20 0,14 0,01 3 0,10 0,01 3 0,12 0,01 3
25 0,8 0,1 9 1,0 0,1 9 1,0 0,1 9
P17 27 1,5 0,1 9 1,4 0,1 9 1,5 0,1 9
30 1,5 0,2 8 1,7 0,2 9 1,7 0,2 9
35 1,6 0,2 9 1,3 0,1 9 1,7 0,2 9
40 1,5 0,2 9 1,6 0,2 9 1,5 0,1 9
20 0,039 0,005 3 0,031 0,004 3 0,038 0,005 3
25 2,1 0,1 9 2,0 0,1 9 1,04 0,07 9
NOX 27 2,6 0,1 9 2,1 0,1 9 1,69 0,09 9
30 2,8 0,1 8 2,3 0,1 9 3,0 0,4 6
35 2,3 0,1 9 2,0 0,1 9 34 0,4 6
40 2,5 0,1 9 2,3 0,1 9 2,8 0,1 9
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Der blev set bort fra ekstrakt #1, da dette ved en fejl ikke blev podet med den naturlige
population dag 0.

Blia PEM() S/V=0,5 cm™
#1 #2 #3
Kimtal Dag |[CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 0E+00 OE+00 3 7TE+00 7E+00 3 3E+01 1E+01 3
5 OLE+00 QE+00 9 7TE+01 2E+01 9 2,9E+02  4E+01 9
Naturlig 7 0E+00 OE+00 9 5,5E+03  6E+02 6 1,35E+04  9E+02 6
Population 10 OL+00 OE+00 9 2E+04 1E+03 6 1,1E+04 1E+03 5
15 0E+00 OE+00 9 2,9E+04  2E+03 8 3,5E+04 1E+03 9
20 OLE+00 OE+00 9 4,2E+04  2E+03 5 59E+04  2E+03 5
Kimtal Dag [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
20 83E+02  8E+01 3 9,2E+02  8E+01 3 6,9E+02  7E+01 3
25 1oE+05  HE+04 6 1,6E+04 1E+03 9 4,6E+03  5E+02 9
P17 27 16E+05  1E+04 6 1,18E+04  9E+02 7 5,5E+03  6E+02 9
30 H3ISE+H05 9E+03 9 1,6E+04  3E+03 9 6,1E+03  2E+03 6
35 122E+05  9E+03 9 2,1E+04 1E+03 9 TAE+03  TE+02 9
40 FHE+04 TEH03 6 2,3E+04 1E+03 9 3,0E+03  4E+02 9
20 TIE+02  TEHOL 3 7,9E+02 7E+01 3 4,1E+02  5E+01 3
25 47E+04  5E+03 6 8,2E+04  7E+03 6 4,2E+04  5E+03 6
NOX 27 S0E+04  SE+H03 6 9E+04 1E+04 4 3,7E+04  SE+03 6
30 53E+04  6E+03 9 9,3E+04  7E+03 9 4,2E+04  5E+03 6
35 4,0E+04  SE+H03 9 5,2E+04  6E+03 6 3,8E+04  2E+03 9
40 3.9E+04  5E+03 6 6,4E+04  6E+03 6 2,7E+04 1E+03 9
AOC-verdi Dag Jug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
20 021 602 3 0,22 0,02 3 0,17 0,02 3
25 40 2 6 4,0 0,2 9 1,1 0,1 9
P17 27 40 2 6 2,9 0,2 7 1,3 0,1 9
30 33 2 9 4,0 0,8 9 15 0,5 6
35 30 2 9 5,1 0,3 9 7 02 9
40 19 2 6 5,5 0,3 9 0,7 0,1 9
20 007 00+ 3 0,07 0,01 3 0,034 0,004 3
25 39 0.4 6 6,8 0,6 6 35 0,4 6
NOX 27 41 0.5 6 7,3 1,0 4 3,1 0,4 6
30 45 0,5 9 7,8 0,6 9 35 0,4 6
35 38 04 9 4,3 0,5 6 32 0,1 9
40 3.2 0.4 6 5,4 0,5 6 2,3 0,1 9
Blind
#1 #2 #3
Kimtal Dag |[CFU/mL] E.o.m. N |[CFU/mL] E.o.m. N |[CFU/mL] E.o.m. N
0 TE+00 7TE+00 3 7TE+00 7TE+00 3 7E+00 7TE+00 3
5 4E+01 1E+01 9 1,5E+02  4E+01 8 4E+01 2E+01 9
Naturlig 7 3,5E+02  5SE+01 9 1,9E+03 1E+02 9 3,7E+02  5E+01 9
Population 10 2,4E+03 1E+02 8 9,9E+02  9E+01 8 2,9E+03  2E+02 8
15 4,3E+04  2E+03 9 1,3E+04 1E+03 7 1,00E+04  8E+02 9
20 4,8E+04  2E+03 6 3,0E+04  2E+03 5 3,4E+04  2E+03 4
Kimtal Dag [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
20 9,5E+02  8E+01 3 1,2E+03  9E+01 3 1,05E+03  8E+01 3
25 4,9E+03  5E+02 9 74E+03  TE+02 9 1,7E+04 1E+03 9
P17 27 6,6E+03  8E+02 8 7,7E+03  TE+02 9 1,7E+04  1E+03 9
30 1,0E+04  2E+03 6 7,0E+03  6E+02 9 1,39E+04  9E+02 9
35 4,6E+03  SE+02 9 6,4E+03  6E+02 9 1,09E+04  8E+02 9
40 5,8E+03  6E+02 9 5,5E+03  6E+02 9 1,15E+04  8E+02 9
20 6,7E+02  7E+01 3 6,9E+02  7E+01 3 6,0E+02  6E+01 3
25 2,1E+04 1E+03 9 5,0E+04  6E+03 6 2,3E+04 1E+03 9
NOX 27 3,1E+04  2E+03 8 6,8E+04  6E+03 6 2,6E+04  1E+03 9
30 3,5E+04  SE+03 6 6,0E+04  6E+03 6 3,4E+04 1E+03 9
35 3,6E+04 1E+03 9 7,8E+04  TE+03 6 3,5E+04 1E+03 9
40 3,4E+04 1E+03 9 4,9E+04  5E+03 6 3,2E+04 1E+03 9
AOC-veerdi Dag [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
20 0,23 0,02 3 0,28 0,02 3 0,26 0,02 3
25 1,2 0,1 9 1,8 0,2 9 4,1 0,2 9
P17 27 1,6 0,2 8 1,9 0,2 9 4,2 0,2 9
30 2,5 0,6 6 1,7 0,2 9 34 0,2 9
35 1,1 0,1 9 1,6 0,2 9 2,7 0,2 9
40 1,4 0,1 9 1,3 0,1 9 2,8 0,2 9
20 0,06 0,01 3 0,06 0,01 3 0,05 0,01 3
25 1,74 0,09 9 4,2 0,5 6 1,9 0,1 9
NOX 27 2,6 0,1 8 5,7 0,5 6 2,2 0,1 9
30 29 0,4 6 5,0 0,5 6 29 0,1 9
35 3,0 0,1 9 6,5 0,6 6 2,9 0,1 9
40 2,9 0,1 9 4,1 0,5 6 2,7 0,1 9
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H.2 Desinfektion af testmateriale (jaavnfor kapitel 5)

Materiale blev inden ekstraktionen enten desinficeret ved henstand i chlor-oplesning, ved
pasteurisering eller ikke desinficeret. Efterfolgende blev materialet ekstraheret sammen
med en naturlig bakteriepopulation. Undersegelsen blev udfert med dels med blat PEM;,
materiale og en lav chlor-koncentration og dels med sort PEM materiale og en hgj chlor-
koncentration.

H.2.1 Blit PEM;, materiale og lav chlor-koncentration

Undersogelsen blev udfert med bldt PEM;) materiale og en chlor-koncentration pd 1 mg/L
chlor. Materialet blev ekstraheret ved et S/V forhold pa 1,0 cm™ over 20 degn ved 10°C
uden omrystning. Vaksten af den naturlige population blev fulgt ved bestemmelse af
kimtal pa R,A dag 0, 5, 7,10, 15, 20 efter podning. R,A-pladerne blev inkuberet ved 25°C i
14 degn.

Bli PEM;, S/V=1,0 cm” Desinficeret med ~1 mg/L chlor

#1 #2 #3
Kimtal Dag [CFU/mL] E.o.m. N |CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 1,7E+02 3E+01 3 2,8E+02 4E+01 3 2,2E+02 4E+01 3
5 1,29E+04  9E+02 5 5,7E+03 SE+02 2 2,2E+04 1E+03 6
Naturlig 7 1,8E+04 1E+03 9 1,17E+04  8E+02 9 4,7E+04  5E+03 6
population 10 3,4E+04  5SE+03 9 4,9E+04  5SE+03 9 6,4E+04  6E+03 9
15 1,5E+05  1E+04 8 6,3E+04  6E+03 9 6,2E+04  6E+03 9
20 2,3E+05  1E+04 9 2,1E+05  1E+04 9 2,5E+05  1E+04 6

Bli PEM,,, S/V=1,0 cm” Desinficeret ved pasteurisering

#1 #2 #3
Kimtal Dag |[CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] _E.o.m. N [CFU/mL] _E.o.m. N
0 1,8E+02  3E+01 3 1,5E+02  3E+01 3 1,IE+02  3E+01 3
5 6,8E+03  7E+02 4 1,6E+04  1E+03 5 54E+03  6E+02 6
Naturlig 7 7,9E+04  8E+03 5 2,1E+04  1E+03 8 3,2E+04  4E+03 6
population 10 59E+04  6E+03 9 6,9E+04  6E+03 9 4,6E+04  SE+03 9
15 6,1E+04 6E+03 9 8,3E+04 TE+03 9 5,0E+04 SE+03 9
20 2,7E+05 1E+04 9 1,7E+05 1E+04 9 1,9E+05 1E+04 6

Pladerne for ekstrakt #2 dag 7 gik tabt.
Blia PEM;, S/V=1,0 cm” Ingen desinfektion

#1 #2 #3
Kimtal Dag [CFU/mL] E.o.m. N |[CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 6,6E+02  8E+01 2 7,2E+02  7E+01 3 5,7E+02  6E+01 3
5 1,43E+04  9E+02 6 6,7E+04  7E+03 3 6,4E+04  7E+03 3
Naturlig 7 9,6E+04  8E+03 6 - - 0 5,7E+04  6E+03 6
population 10 5,2E+04  6E+03 9 1,15E+05  8E+03 9 9E+04 1E+04 7
15 9,2E+04 TE+03 9 9,1E+04 TE+03 9 1,32E+05  9E+03 9
20 2,7E+05 1E+04 9 2,2E+05  1E+04 7 2,8E+05  1E+04 9

Blind

#1 #2 #3
Kimtal Dag [CFU/mL] E.o.m. N |CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 3,6E+02  5SE+01 3 1,9E+02  4E+01 3 1,9E+02  4E+01 3
5 1,6E+04  1E+03 6 3,6E+03  5E+02 6 2,0E+03 1E+02 8
Naturlig 7 6,6E+03  6E+02 9 1,34E+04  9E+02 9 6,0E+03  6E+02 9
population 10 1,21E+04  9E+02 9 1,44E+04  9E+02 9 1,9E+04  1E+03 8
15 3,1E+04  1E+03 7 1,8E+04  1E+03 9 1,19E+04  9E+02 6
20 1,2E+05 1E+04 5 1,39E+05  9E+03 6 2,3E+05 1E+04 6
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H.2.2 Sort PEM materiale og hej chlor-koncentration

Undersogelsen blev udfert med sort PEM materiale og en chlor-koncentration pa 22 mg/L
chlor. Materialet blev ekstraheret ved et S/V forhold pa 1,0 cm™ over 55 degn ved 10°C
under omrystning. Vaksten af den naturlige population blev fulgt ved bestemmelse af
kimtal pa R,A dag 0, 5, 10, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 55 efter podning. R,A-pladerne blev
inkuberet ved 25°C i 14 degn.

Sort PEM S/V=1,0 cm”' Desinficeret med ~22 mg/L chlor
#1 #2 #3
Kimtal Dag |CFU/mL] E.o.m. N |[CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 5,1E+02  6E+01 3 5,0E+02  6E+01 3 5,1E+02  6E+01 3
5 6,3E+04  6E+03 6 5,8E+04  6E+03 [3 3,7E+04  SE+03 6
10 2,1E+05 1E+04 6 2,5E+05 4E+04 6 3,0E+05 4E+04 6
20 7TE+05 1E+05 4 6,2E+05  6E+04 6 9,6E+05  8E+04 6
Naturlig 25 1,13E+06  8E+04 6 7,9E+05  TE+04 6 1,32E+06  9E+04 6
population 30 1,08E+06 8E+04 6 1,02E+06 8E+04 6 1,8E+05  1E+04 9
35 3,1E+05 4E+04 6 1,20E+06 9E+04 6 1,09E+05  8E+03 9
40 1,14E+05  8E+03 9 2,2E+05  1E+04 9 1,13E+05  8E+03 9
50 2,1E+05  1E+04 9 1,05E+05 8E+03 8 1,20E+05  8E+03 9
55 2,9E+05  1E+04 [3 1,4E+05  1E+04 4 1,43E+05  9E+03 6
Sort PEM S/V=1,0 cm™ Desinficeret ved pasteurisering
#1 #2 #3
Kimtal Dag |CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 5,5E+02  6E+01 3 6,7E+02  7E+01 3 6,1E+02  6E+01 3
5 8,3E+04  7E+03 6 8,7E+04  7E+03 6 2,0E+04  1E+03 9
10 7,9E+05  7TE+04 6 1,22E+06  9E+04 6 52E+05  6E+04 6
20 6,0E+05  6E+04 6 7,9E+05  7TE+04 6 1,45E+06  9E+04 6
Naturlig 25 4,0E+05 SE+04 5 1,6E+05 1E+04 9 1,8E+05 1E+04 9
population 30 9,97E+04  8E+03 9 7,7E+04  TE+03 9 2,6E+05  1E+04 8
35 8,2E+04  7E+03 9 7,8E+04  7TE+03 9 3,3E+05  1E+04 9
40 8,9E+04  7E+03 9 4,1E+04  5E+03 9 4,3E+05  SE+04 6
50 1,27E+05  9E+03 9 6,8E+04  6E+03 9 2,0E+05  1E+04 9
55 1,5E+05  1E+04 6 8,3E+04  7E+03 6 1,8E+05  1E+04 6
Sort PEM S/V=1,0 cm™ Ingen desinfektion
#1 #2 #3
Kimtal Dag [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 1,05E+03 8,35E+01 3 1,01E+03 8,22E+01 3 9,07E+02  7,77E+01 3
5 5,94E+04 6,00E+03 6 6,91E+04 6,47E+03 6 4,12E+04 5,00E+03 6
10 7,33E+05 6,67E+04 6 4,86E+04 5,41E+03 9 2,73E+06 4,27E+05 3
20 8,12E+04 1,11E+04 7 8,41E+04 7,11E+03 9 1,05E+05 7,92E+03 9
Naturlig 25 9,07E+04 7,38E+03 9 1,09E+05 8,08E+03 9 1,35E+05 9,01E+03 9
population| 30 2,19E+05 1,37E+04 8 1,40E+05 9,17E+03 9 2,35E+05 1,19E+04 9
35 2,20E+05 1,15E+04 9 1,58E+05 9,74E+03 9 3,03E+05 4,29E+04 6
40 1,79E+05 1,04E+04 9 1,93E+05 1,08E+04 9 2,44E+05 1,21E+04 9
50 2,52E+05 1,23E+04 9 1,62E+05 9,85E+03 9 2,25E+05 1,16E+04 9
55 2,84E+05 1,31E+04 6 1,23E+05 8,64E+03 6 2,16E+05 1,14E+04 6
Pladerne for blindpreverne dag 50 gik tabt.
Blind
#1 #2 #3
Kimtal Dag [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 6,0E+02 6E+01 3 4,3E+02 5E+01 3 4,6E+02 6E+01 3
5 1,33E+05  9E+03 6 2,5E+04  1E+03 9 1,8E+04 1E+03 9
10 2,6E+05  4E+04 6 6,1E+04  7E+03 8 6,1E+04  6E+03 9
20 3,2E+05  4E+04 6 8,6E+04  7E+03 9 6,7E+04  6E+03 9
Naturlig 25 3,5E+05  1E+04 9 9,4E+04  8E+03 9 8,7E+04  7TE+03 9
population| 30 3,3E+05  1E+04 9 1,03E+05 8E+03 9 7,5E+04  7E+03 9
35 2,1E+05  1E+04 9 1,09E+05  8E+03 9 1,07E+05  8E+03 8
40 1,7E+05  1E+04 9 2,3E+04  4E+03 9 3,6E+04  SE+03 9
50 - - 0 - - 0 - - 0
55 1,9E+05  1E+04 6 6,5E+04  6E+03 6 6,1E+04  6E+03 6
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H.3 Sekventielle ekstraktioner (jaavnfor kapitel 6)

Sort PEM materialer blev ekstraheret sekventielt ved at ekstrahere det enkelte sat
teststykker af flere omgange. Efter 1. ekstraktion blev teststykkerne overfort til frisk
testvand, hvor 2. ekstraktion forleb osv. Materialet blev ekstraheret i perioder 4 15 degn
ved 10°C ved S/V forhold p4 0,5 og 1,0 cm™ bade uden og under omrystning.

Efter materialet var taget op, blev de enkelte ekstrakter podet med P17 og inkuberet ved
15°C. Vaksten af P17 blev fulgt ved bestemmelse af kimtal pd R,A dag 0, 3, 5, 7, 10, 15,
20 (1. ekstraktion), 25 (2.-4. ekstraktion) efter podning. R,A-pladerne blev inkuberet ved
25°C i to-tre degn.

Der er set bort fra data for bade P17 og NN, blot én af de to stammer udviste en afvigende
vackstkurve. I tilfaelde hvor alle tre vackstkurver afveg fra hinanden, er det valgt at
bibeholde alle data.

H.3.1 1. ekstraktion

Sort PEM S/V=0,5 cm™ -omrystning

#1 #2 #3
Kimtal Dag |[CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 3,1E+02  5SE+01 3 4,07E+02  5E+01 3 2,2E+02  4E+01 3
3 1,43E+05  9E+03 6 1,39E+05  9E+03 6 1,5E+05  1E+04 6
5 1,23E+05  9E+03 6 1,22E+05  9E+03 6 1,18E+05  8E+03 6
P17 7 1,15E+05  8E+03 6 1,15E+05  8E+03 6 1,5E+05 1E+04 6
10 9,6E+04  8E+03 6 8,0E+04  7E+03 6 8,6E+04  7E+03 6
15 9,4E+04  8E+03 6 7,9E+04  TE+03 5 7,8E+04  7TE+03 6
20 79E+04  TE+03 6 6,4E+04  6E+03 6 59E+04  6E+03 6
0 0E+00 0E+00 3 0E+00 0E+00 3 0E+00 0E+00 3
3 7TE+03 2E+03 6 4E+03 2E+03 6 1,2E+04  3E+03 6
5 4,0E+04  SE+03 6 4,8E+04  SE+03 6 5,0E+04  SE+03 6
NN 7 4,2E+04  5E+03 6 4,4E+04  5E+03 6 52E+04  6E+03 6
10 2,4E+04  4E+03 6 5,5E+04  6E+03 6 4,4E+04  SE+03 6
15 2,7E+04  4E+03 6 4,4E+04  5E+03 5 5,5E+04  6E+03 6
20 3,5E+04  SE+03 6 5,0E+04  5E+03 6 4,0E+04  5E+03 6
AOC-veerdi Dag [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N Jug C/L] E.o.m. N
0 0,07 0,01 3 0,10 0,01 3 0,05 0,01 3
3 35 2 6 34 2 6 37 2 6
5 30 2 6 30 2 6 29 2 6
P17 7 28 2 6 28 2 6 37 2 6
10 23 2 6 20 2 6 21 2 6
15 23 2 6 19 2 5 19 2 6
20 19 2 6 16 2 6 14 1 6

Sort PEM S$/V=1,0 cm”' -omrystning

#1 #2 #3
Kimtal Dag [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 3,7E+02  5E+01 3 3,8E+02  SE+01 3 4,0E+02  SE+01 3
3 1,L19E+05  8E+03 6 1,6E+05  1E+04 6 1,8E+05  1E+04 5
5 1,5E+05  1E+04 6 1,25E+05  9E+03 6 1,5E+05 1E+04 6
P17 7 1,5E+05  1E+04 6 1,29E+05  9E+03 6 1,42E+05  9E+03 6
10 1,18E+05  8E+03 6 8,5E+04  7TE+03 6 1,26E+05  9E+03 6
15 1,24E+05  9E+03 6 9,4E+04  8E+03 4 6,0E+04  6E+03 6
20 9,3E+04  TE+03 6 8,1E+04  TE+03 6 6,2E+04  6E+03 6
0 0E+00 0E+00 3 0E+00 0E+00 3 0,00E+00  OE+00 3
3 5E+03 2E+03 6 7E+03 2E+03 6 6,88E+03  2E+03 5
5 55E+04  6E+03 6 3,8E+04  SE+03 6 5,5E+04  6E+03 6
NN 7 6,8E+04  6E+03 6 4,3E+04  S5E+03 6 3,6E+04  SE+03 6
10 58E+04  6E+03 6 3,3E+04  4E+03 6 4,4E+04  SE+03 6
15 59E+04  6E+03 6 2,8E+04  4E+03 4 4,0E+04  SE+03 6
20 4,8E+04  SE+03 6 4,1E+04  SE+03 6 4,7E+04  SE+03 6
AOC-vaerdi Dag [ug C/L] E.o.m N [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 0,09 0,01 3 0,09 0,01 3 0,10 0,01 3
3 29 2 6 38 2 6 44 3 5
5 37 2 6 31 2 6 38 2 6
P17 7 37 2 6 31 2 6 35 2 6
10 29 2 6 21 2 6 31 2 6
15 30 2 6 23 2 4 15 1 6
20 23 2 6 20 2 6 15 1 6
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Sort PEM S/V=0,5 cm™ +omrystning

#1 #2 #3
Kimtal Dag |[CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 3,5E+02  5SE+01 3 4,3E+02 SE+01 3 3,6E+02  5E+01 3
3 1,6E+05 1E+04 6 1,19E+05  8E+03 6 1,40E+05  9E+03 6
5 1,8E+05 1E+04 6 1,6E+05 1E+04 6 1,7E+05 1E+04 6
P17 7 2,0E+05 1E+04 6 1,6E+05 1E+04 6 1,5E+05 1E+04 6
10 1,7E+05 1E+04 6 1,46E+05  9E+03 6 1,47E+05  9E+03 6
15 1,7E+05 1E+04 6 1,19E+05  9E+03 6 1,1E+05 1E+04 4
20 1,41E+05  9E+03 6 1,19E+05  8E+03 6 1,15E+05  8E+03 6
0 0E+00 0E+00 3 0E+00 0E+00 3 0E+00 0E+00 3
3 6E+03 2E+03 6 SE+03 2E+03 6 5E+03 2E+03 6
5 3,0E+04  4E+03 6 3,8E+04  SE+03 6 2,8E+04  4E+03 6
NN 7 3,7E+04  SE+03 6 3,8E+04  5E+03 6 3,3E+04  4E+03 6
10 3,3E+04  4E+03 6 6,0E+04  6E+03 6 3,4E+04  5SE+03 6
15 3,0E+04  4E+03 6 6,2E+04  6E+03 6 3,2E+04  7E+03 4
20 3,4E+04  5SE+03 6 6,5E+04  6E+03 6 4,5E+04  SE+03 6
AOC-veerdi Dag lug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 0,08 0,01 3 0,11 0,01 3 0,09 0,01 3
3 39 2 6 29 2 6 34 2 6
5 44 3 6 38 2 6 42 2 6
P17 7 48 3 6 38 2 6 37 2 6
10 41 2 6 36 2 6 36 2 6
15 42 2 6 29 2 6 26 3 4
20 34 2 6 29 2 6 28 2 6

Der blev set bort fra ekstrakt #1, da vaekstkurven for NN afveg fra de to evrige replikater.

Sort PEM S/V=1,0 cm™ +omrystning

#1 #2 #3
Kimtal Dag [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 44E+02  SE+01 3 4,5E+02  5E+01 3 4,1E+02  5E+01 3
3 2:HE+05  HE+04 6 1,7E+05  1E+04 5 2,0E+05  1E+04 6
5 22E405  1E+04 6 1,9E+05  1E+04 6 2,4E+05  1E+04 6
P17 7 20E+05  1E+04 6 1,5E+05  1E+04 6 2,4E+05  1E+04 6
10 HIE+H0S  HE+04 6 1,7E+05  1E+04 6 2,1E+05  1E+04 6
15 135E+05  9E+03 6 1,9E+05  1E+04 6 1,7E+05  1E+04 6
20 120K+05  9E+03 6 1,5E+05  1E+04 6 1,7E+05  1E+04 5
0 0E+00 BE+00 3 0E+00 0E+00 3 0E+00 0E+00 3
3 20E+05  1E+04 6 1,1IE+04  3E+03 5 8E+03 2E+03 6
5 39E+05  SE+04 3 3,6E+04  5E+03 6 3,5E+04  5SE+03 6
NN 7 3AE+H05S  SE+04 3 4,1E+04  5SE+03 6 4,0E+04  5E+03 6
10 35E+05  SE+04 3 4,3E+04  5E+03 6 3,0E+04  4E+03 6
15 2:9E+05  HE+04 6 3,9E+04  5SE+03 6 3,2E+04  4E+03 6
20 23E405  1E+04 6 3,6E+04  SE+03 6 3,9E+04  SE+03 3
AOC-verdi Dag [ugC/L]  E.o.m. N [ugC/L]  E.o.m. N [ug C/L]  E.o.m. N
0 0 0,01 3 0,11 0,01 3 0,10 0,01 3
3 50 3 6 41 3 5 48 3 6
5 54 3 6 46 3 6 57 3 6
P17 7 438 3 6 37 2 6 58 3 6
10 46 3 6 41 2 6 52 3 6
15 33 2 6 46 3 6 41 2 6
20 29 2 6 36 2 6 42 3 5
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Der blev set bort fra blindpreve #2, , da veekstkurven for NN afveg fra de to gvrige

replikater
Blind
#1 #2 #3
Kimtal Dag |[CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 3,9E+02  5E+01 3 45EH02 Sk 3 4,9E+02  6E+01 3
3 8,6E+03  7E+02 9 19E+04  1E+03 9 59E+04  6E+03 6
5 2,2E+04  1E+03 9 2;1E+04  1E+03 9 6,2E+04  6E+03 6
P17 7 2,5E+04  1E+03 9 22E+04  1E+03 9 58E+04  6E+03 6
10 2,3E+04 1E+03 9 2:2E+04 He+03 9 4,7E+04 5E+03 6
15 2,2E+04  1E+03 9 24 3 6 4,5E+04  5E+03 6
20 2,3E+04  1E+03 9 23E+04  1E+03 9 4,1E+04  2E+03 9
0 0E+00 0E+00 3 0E+00 0E-+00 3 0E+00 0E+00 3
3 1,8E+04  1E+03 9 33E+05  1E+04 6 4,6E+04  SE+03 6
5 1,08E+05  8E+03 6 20E+05  HE+04 6 9,2E+04  7TE+03 6
NN 7 1,24E+05  9E+03 6 3SEHS HeHd 6 1,01E+05 8E+03 6
10 1,21E+05  9E+03 6 23E+05  1E+04 6 8,8E+04  7E+03 6
15 9,9E+04  8E+03 6 93E+04  2E+04 3 8,1E+04  7E+03 6
20 7E+04 2E+04 3 9,5E+04  8E+03 6 9,6E+04  8E+03 6
AOC-veerdi Dag lug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 0,09 0,01 3 B 004 3 0,12 0,01 3
3 2,1 0,2 9 455 03 9 14,3 1,5 6
5 55 0,3 9 5.0 03 9 15,1 1,5 6
P17 7 6,0 0,3 9 54 03 9 14,0 14 6
10 5,6 0,3 9 53 03 9 11,4 1,3 6
15 53 0,3 9 52 03 6 10,9 1,3 6
20 5,7 0,3 9 57 0,3 9 10,0 0,4 9
H.3.2 2. ekstraktion
Sort PEM S/V=0,5 cm™ -omrystning
#1 #2 #3
Kimtal Dag |[CFU/mL] E.o.m. N |[CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 3,6E+02  5E+01 3 3,5E+02  5E+01 3 2,9E+02  4E+01 3
3 9,7E+04  8E+03 3 1,29E+05  9E+03 3 9,9E+04  8E+03 3
5 7,8E+04  7E+03 6 1,18E+05  8E+03 6 1,03E+05  8E+03 5
P17 7 6,4E+04  6E+03 6 1,0E+05  1E+04 4 1,10E+05  8E+03 6
10 7,5E+04 TE+03 4 9,3E+04 TE+03 6 1,04E+05  8E+03 6
15 7,3E+04  7E+03 6 1,12E+05  8E+03 6 7,2E+04  7E+03 6
25 4,4E+04  SE+03 6 7,0E+04  7E+03 6 7,2E+04  7E+03 6
0 1,3E+01  9E+00 3 TE+00 7TE+00 3 1,3E+01  9E+00 3
3 2,4E+04  4E+03 3 1,1IE+04  3E+03 3 1,7E+04  3E+03 3
5 4,8E+04 SE+03 6 2,8E+04 4E+03 6 3,9E+04 SE+03 5
NN 7 5,0E+04  5SE+03 6 54E+04  9E+03 4 4,7E+04  5E+03 6
10 4,3E+04  5SE+03 4 3,5E+04  5E+03 6 4,2E+04  5SE+03 6
15 3,9E+04  5SE+03 6 4,2E+04  5SE+03 6 4,2E+04  5E+03 6
25 5,0E+04  6E+03 6 5,0E+04  SE+03 6 4,0E+04  SE+03 6
AOC-veerdi Dag lug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 0,09 0,01 3 0,09 0,01 3 0,07 0,01 3
3 24 2 3 31 2 3 24 2 3
5 19 2 6 29 2 6 25 2 5
P17 7 16 2 6 25 3 4 27 2 6
10 18 2 4 23 2 6 25 2 6
15 18 2 6 27 2 6 17 2 6
25 11 1 6 17 2 6 18 2 6
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Der blev set bort fra ekstrakt #1, da vaekstkurven for NN afveg fra de to evrige replikater.

Sort PEM S/V=1,0 cm™ -omrystning

#1 #2 #3
Kimtal Dag [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N |[CFU/mL] E.o.m. N
0 2T7E4H02 ) 3 3,1E+02 SE+01 3 3,8E+02  9E+01 1
3 H4E+05  1E+04 2 9,0E+04  8E+03 3 1,4E+05 1E+04 3
5 137E+05  9E+03 6 1,1E+05 1E+04 5 1,38E+05  9E+03 6
P17 7 JE+04 2E+04 3 9,4E+04  8E+03 [3 1,1E+05 1E+04 4
10 88E+04  TE+HO3 6 8,4E+04  7E+03 6 1,28E+05  9E+03 6
15 6TEH)4 okH03 6 9,6E+04  8E+03 6 1,28E+05  9E+03 6
25 2;6E+04  4E+03 6 7,8E+04  TE+03 6 6,8E+04  6E+03 6
0 TE+00 TE+00 3 0E+00 0E+00 3 0E+00 0E+00 1
3 4E+03 2E+03 2 6E+03 2E+03 3 6E+03 2E+03 3
5 H8E+H05S  HE+04 6 3,0E+04  SE+03 5 4,4E+04  5E+03 6
NN 7 LTRSS 304 3 3,2E+04  4E+03 6 2,5E+04  6E+03 4
10 H9E+05  1E+04 6 3,6E+04  5SE+03 6 3,1E+04  4E+03 6
15 2;5E+05  1E+04 6 4,1E+04  5E+03 6 3,9E+04  5SE+03 6
25 0E+05  1E+04 6 4,4E+04  SE+03 6 3,8E+04  5SE+03 6
AOC-veerdi Dag [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 007 004 3 0,07 0,01 3 0,09 0,02 1
3 34 3 2 22 2 3 34 2 3
5 33 2 6 27 2 5 34 2 6
P17 7 18 5 3 23 2 6 27 3 4
10 22 2 6 21 2 6 31 2 6
15 16 2 6 23 2 6 31 2 6
25 6 1 6 19 2 6 17 2 6

Sort PEM S/V=0,5 cm™ +omrystning

#1 #2 #3
Kimtal Dag |[CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 3,7E+02  5SE+01 3 4,1E+02 SE+01 3 3,7E+02  5E+01 3
3 1,6E+05 1E+04 3 2,6E+05 1E+04 3 2,4E+05 1E+04 3
5 1,6E+05 1E+04 6 1,30E+05  9E+03 6 2,1E+05 1E+04 6
P17 7 1E+05 9E+03 6 1,01E+05 8E+03 6 2,1E+05 1E+04 6
10 1E+05 8E+03 5 1,10E+05  8E+03 6 1,9E+05 1E+04 6
15 1E+05 9E+03 6 1,19E+05  9E+03 6 2,1E+05 1E+04 6
25 1E+05 SE+03 6 1,21E+05  9E+03 6 1,8E+05 1E+04 6
0 0E+00 0E+00 3 1,3E+01 9E+00 3 0E+00 0E+00 3
3 9E+03 2E+03 3 1,8E+04  3E+03 3 7,5E+04  7E+03 3
5 2,4E+04  4E+03 6 6,1E+04  6E+03 6 9,5E+04  8E+03 6
NN 7 3,3E+04  4E+03 6 6,1E+04  6E+03 6 9,6E+04  8E+03 6
10 2,3E+04  4E+03 5 6,0E+04  6E+03 6 1,80E+05  3E+04 3
15 2,3E+04  4E+03 6 6,4E+04  6E+03 6 9,1E+04  7E+03 6
25 3,0E+04  4E+03 6 6,4E+04  6E+03 6 9,4E+04  8E+03 6
AOC-veerdi Dag lug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 0,09 0,01 3 0,10 0,01 3 0,09 0,01 3
3 39 3 3 64 3 3 59 3 3
5 38 2 6 32 2 6 52 3 6
P17 7 31 2 6 25 2 6 52 3 6
10 25 2 5 27 2 6 46 3 6
15 32 2 6 29 2 6 51 3 6
25 25 2 6 30 2 6 44 3 6
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Der blev set bort fra ekstrakt #1, da vaekstkurven for P17 afveg fra de to gvrige replikater

Sort PEM S/V=1,0 cm™ +omrystning
#1 #2 #3
Kimtal Dag |[CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 3TEH2 SEH0E 3 3,8E+02 SE+01 3 2,9E+02  4E+01 3
3 2;8E+04  1E+03 9 2,1E+05 1E+04 6 1,7E+05 1E+04 6
5 3;8E+04  2E+03 9 2,0E+05 1E+04 6 1,7E+05 1E+04 6
P17 7 3,;8E+04  SE+03 6 2,0E+05 1E+04 [3 1,6E+05 1E+04 6
10 3HE+04 4E+03 6 2,0E+05 1E+04 5 1,8E+05 1E+04 6
15 3804 SEHI3 6 2,1E+05 1E+04 6 1,8E+05 1E+04 6
25 24E+04  4E+03 6 1,8E+05 1E+04 6 2,0E+05 1E+04 6
0 13E+01  9E+00 3 TE+00 7TE+00 3 1,3E+01 9E+00 3
3 92E+04  7E+03 6 1,8E+05 1E+04 6 2E+03 1E+03 6
5 9:5E+04  SE+03 6 2,8E+05  4E+04 3 2,2E+04  4E+03 6
NN 7 2SO 6 3,1E+05  5E+04 3 3,9E+04  5SE+03 6
10 135E+05  9E+03 6 2,5E+05  SE+04 2 3,0E+04  4E+03 6
15 139E+05  9E+03 6 3,7E+05  5SE+04 3 2,7E+04  4E+03 6
25 126E+05  9E+03 6 3,1E+05  SE+04 3 7,7E+04  7E+03 6
AOC-veerdi Dag [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 809 004 3 0,09 0,01 3 0,07 0,01 3
3 68 03 9 50 3 6 41 2 6
5 92 04 9 50 3 6 42 2 6
P17 7 9 1 6 48 3 6 39 2 6
10 8 1 6 48 3 5 43 3 6
15 9 1 6 50 3 6 45 3 6
25 6 1 6 44 3 6 49 3 6
Blind
#1 #2 #3
Kimtal Dag |[CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 3,3E+02  5E+01 3 3,8E+02 SE+01 3 3,9E+02  5E+01 3
3 2,3E+04 1E+03 9 7,3E+03 TE+02 9 1,5E+04 1E+03 9
5 4,8E+04  5SE+03 6 1,35E+04  9E+02 6 2,8E+04 1E+03 9
P17 7 4,7E+04  5SE+03 6 1,14E+04  8E+02 9 2,7E+04 1E+03 9
10 6,1E+04  6E+03 6 1,29E+04  9E+02 9 2,2E+04 1E+03 9
15 5,8E+04  6E+03 6 1,21E+04  9E+02 9 2,2E+04 1E+03 9
25 6,1E+04  6E+03 6 1,5E+04 1E+03 9 2,2E+04 1E+03 9
0 7E+00 7TE+00 3 0E+00 0E+00 3 1,3E+01 9E+00 3
3 1,27E+04  9E+02 9 1,9E+04 1E+03 9 1,30E+04  9E+02 9
5 8,5E+04  7E+03 6 7,3E+04  2E+04 3 7,5E+04  TE+03 6
NN 7 7,6E+04  7E+03 6 1,01E+05 8E+03 6 1,01E+05 8E+03 6
10 9,9E+04  8E+03 6 1,02E+05  8E+03 6 8,8E+04  7E+03 6
15 8,5E+04  7E+03 6 8,1E+04  7E+03 6 8,2E+04  7E+03 6
25 7,2E+04  TE+03 6 6,4E+04  6E+03 6 5,6E+04  6E+03 6
AOC-veerdi Dag lug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 0,08 0,01 3 0,09 0,01 3 0,10 0,01 3
3 5,6 0,3 9 1,8 0,2 9 3,7 0,2 9
5 12 1 6 33 0,2 6 6,9 0,3 9
P17 7 11 1 6 2,8 0,2 9 6,7 0,3 9
10 15 1 6 3,1 0,2 9 53 0,3 9
15 14 1 6 2,9 0,2 9 53 0,3 9
25 15 1 6 3,7 0,2 9 5,3 0,3 9
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H.3.3 3. ekstraktion

Sort PEM S/V=0,5 cm™ -omrystning

#1 #2 #3
Kimtal Dag [CFU/mL] E.o.m. N |[CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 3,3E+02  5E+01 3 2,5E+02  4E+01 3 4,7E+02 6E+01 3
3 1,10E+04  8E+02 6 9,9E+03  8E+02 6 9,8E+03  8E+02 6
5 1,19E+05  9E+03 6 8,5E+04  7E+03 6 9,0E+04  7E+03 6
P17 7 1,04E+05  8E+03 6 7,2E+04  7E+03 6 79E+04  7E+03 6
10 9,8E+04  8E+03 6 9,3E+04  8E+03 6 6,8E+04  6E+03 6
15 9,0E+04  7E+03 6 7,0E+04  6E+03 6 8,6E+04  7TE+03 6
25 1,09E+05  8E+03 6 9,9E+04  8E+03 6 8,3E+04  TE+03 6
0 7E+00 7TE+00 3 1,3E+01 9E+00 3 TE+00 7E+00 3
3 6E+01 6E+01 6 2E+02 1E+02 6 2E+02 1E+02 6
5 3,1E+04  4E+03 6 4,8E+04  5E+03 6 2,1E+04  4E+03 6
NN 7 3,6E+04  5SE+03 6 4,7E+04  SE+03 6 3,5E+04  5E+03 6
10 59E+04  6E+03 6 4,5E+04  5SE+03 6 2,8E+04  4E+03 6
15 4,7E+04  5SE+03 6 4,6E+04  SE+03 6 2,5E+04  4E+03 6
25 3,8E+04  SE+03 6 7,0E+04  6E+03 6 4,7E+04  SE+03 6
AOC-veerdi Dag [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 0,08 0,01 3 0,06 0,01 3 0,12 0,01 3
3 2,7 0,2 6 2,4 0,2 6 2,4 0,2 6
5 29 2 6 21 2 6 22 2 6
P17 7 25 2 6 18 2 6 19 2 6
10 24 2 6 23 2 6 17 2 6
15 22 2 6 17 2 6 21 2 6
25 27 2 6 24 2 6 20 2 6

Sort PEM S/V=1,0 cm™ -omrystning

#1 #2 #3
Kimtal Dag [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 3,2E+02  5E+01 3 3,0E+02  4E+01 3 3,8E+02 SE+01 3
3 1,21E+04  9E+02 6 1,30E+04  9E+02 6 1,1E+04 1E+03 5
5 1,14E+05  8E+03 6 1,11E+05 8E+03 6 1,24E+05  9E+03 6
P17 7 9,2E+04  7E+03 6 1,06E+05  8E+03 6 1,18E+05  8E+03 6
10 9,3E+04  7E+03 6 8,1E+04  7E+03 6 1,11IE+05  8E+03 6
15 6,5E+04  6E+03 6 4,9E+04  SE+03 6 1,04E+05 8E+03 6
25 9,5E+04  8E+03 6 1,06E+05  8E+03 6 1,22E+05  9E+03 6
0 7E+00 TE+00 3 3E+01 1E+01 3 1,3E+01 9E+00 3
3 4E+02 1E+02 6 1,3E+03  3E+02 6 0E+00 0E+00 5
5 1,5E+04  3E+03 6 6,3E+04  6E+03 6 1,8E+04  3E+03 6
NN 7 3,2E+04  4E+03 6 9,4E+04  8E+03 6 2,5E+04  4E+03 6
10 3,3E+04  4E+03 6 9,2E+04  7E+03 6 2,1E+04  4E+03 6
15 3,0E+04  4E+03 6 9,1E+04  7E+03 6 1,5E+04  3E+03 6
25 4,6E+04  SE+03 6 5,5E+04  6E+03 6 4,7E+04  SE+03 6
AOC-veerdi Dag lug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 0,08 0,01 3 0,07 0,01 3 0,09 0,01 3
3 2,9 0,2 6 32 0,2 6 2,7 0,2 5
5 28 2 6 27 2 6 30 2 6
P17 7 22 2 6 26 2 6 29 2 6
10 23 2 6 20 2 6 27 2 6
15 16 2 6 12 1 6 25 2 6
25 23 2 6 26 2 6 30 2 6
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Der blev set bort fra ekstrakt #2, da vaekstkurven for NN afveg fra de to evrige replikater

Sort PEM S/V=0,5 cm™ +omrystning

#1 #2 #3
Kimtal Dag |[CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 3,4E+02  SE+01 3 3AEH02 Sk 3 3,3E+02 SE+01 3
3 1E+04 9E+02 6 15E+04  1E+03 6 1,12E+04  8E+02 6
5 1E+05 SE+03 6 L6E+05  1E+04 6 1,28E+05  9E+03 6
P17 7 1E+05 9E+03 6 139E+05  9E+03 6 1,15E+05  8E+03 6
10 1E+05 9E+03 6 128E+05  9E+03 6 SE+04 1E+04 4
15 1E+05 9E+03 6 F2HEHOS 9E+H3 6 1,06E+05  8E+03 6
25 9,6E+04  8E+03 6 133E+05  9E+03 6 1,9E+05 1E+04 6
0 7E+00 7TE+00 3 13E+01  9E+00 3 0E+00 0E+00 3
3 4E+02 2E+02 6 L47E+04  9E+02 6 1,4E+03  3E+02 6
5 1,5E+04  3E+03 6 20E+05  HE+04 6 7,3E+04  TE+03 6
NN 7 3,4E+04  SE+03 6 39EHS S04 3 6,8E+04  6E+03 6
10 3,0E+04  4E+03 6 31E+05  SE+04 3 TE+04 1E+04 4
15 2,5E+04  4E+03 6 136E+05  9E+03 6 55E+04  6E+03 6
25 24E+04  4E+03 6 2,9E+04  4E+03 6 2,3E+04  4E+03 6
AOC-veerdi Dag lug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 0,08 0,01 3 008 004 3 0,08 0,01 3
3 3,0 0,2 6 37 02 6 2,7 0,2 6
5 29 2 6 39 2 6 31 2 6
P17 7 31 2 6 34 2 6 28 2 6
10 30 2 6 31 2 6 20 3 4
15 30 2 6 30 2 6 26 2 6
25 24 2 6 33 2 6 45 3 6

Der blev set bort fra ekstrakt #1,

ovrige replikater.

da vaekstkurverne for bade P17 og NN afveg fra de to

Sort PEM S/V=1,0 cm” +omrystning

#1 #2 #3
Kimtal Dag |CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 33E+02 SE+04 3 3,3E+02 SE+01 3 2,7E+02 4E+01 3
3 SSEH2 okH0) 9 1,8E+04  1E+03 6 1,42E+04  9E+02 6
5 23E+04  1E+03 9 1,8E+05  1E+04 6 1,9E+05  1E+04 6
P17 7 2;0E+04  1E+03 9 1,5E+05  1E+04 6 1,8E+05  1E+04 6
10 2;2E+04  4E+03 6 1,8E+05  1E+04 5 1,8E+05  1E+04 6
15 2:5E+04 4E+03 4 2,0E+05 1E+04 6 2,0E+05 1E+04 6
25 6k+02 ok+02 6 1,8E+05  1E+04 6 1,40E+05  9E+03 6
0 DE+O00 BE+00 3 2E+01 1E+01 3 0E+00 0E+00 3
3 3,9E+02  SE+01 9 4E+02 1E+02 6 4E+02 1E+02 6
5 LO0E+05  8E+03 6 2,5E+04  4E+03 6 2,4E+04  4E+03 6
NN 7 20E+0S H+04 6 2,4E+04 4E+03 6 2,7E+04 4E+03 6
10 FAIEHS 9EHN3 6 3,7E+04  6E+03 5 3,4E+04  5E+03 6
15 HAOEH0S 9E+03 4 2,1E+04  4E+03 6 3,5E+04  5E+03 6
25 121E+05 9E+03 6 4,1E+04  5E+03 6 3,0E+04  4E+03 6
AOC-vaerdi Dag [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 ;08 0:0+ 3 0,08 0,01 3 0,07 0,01 3
3 043 004 9 44 0,3 6 35 0,2 6
5 57 03 9 45 3 6 46 3 6
P17 7 50 03 9 37 2 6 43 3 6
10 55 0,9 6 44 3 5 45 3 6
15 6 1 4 49 3 6 49 3 6
25 [ O 6 44 3 6 34 2 6
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Der blev set bort fra blindpreve #1, da vaeekstkurverne for bade P17 og NN afveg fra de to
ovrige replikater.

Blind
#1 #2 #3
Kimtal Dag |[CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 36E+H02  SEH0) 3 3,0E+02  4E+01 3 2,7E+02  4E+01 3
3 9,0E+02  7E+01 9 2,4E+02  4E+01 9 9,0E+02  7E+01 9
5 34E+04  SE+03 6 7,5E+03 TE+02 9 1,6E+04 1E+03 9
P17 7 2;7E+04  1E+03 9 8,0E+03 TE+02 9 1,7E+04 1E+03 9
10 95E+04 8E+03 6 1,02E+04  8E+02 9 2,2E+04 1E+03 9
15 A4 SEHI3 6 1,03E+04  8E+02 9 2,2E+04 1E+03 9
25 3;0E+04  1E+03 9 54E+04  6E+03 6 2,8E+04 1E+03 9
0 13E+01  9E+00 3 7TE+00 7TE+00 3 0E+00 0E+00 3
3 3;6E+02  SE+01 9 52E+02  6E+01 9 2,6E+04 1E+03 6
5 8:6E+04 FE+O3 6 1,1SE+05  8E+03 6 145E+05 9E+03 6
NN 7 Y404 REHD3 6 1,30E+05  9E+03 6 2,1E+05 1E+04 6
10 1LO5E+06  SE+04 3 1,27E+05  9E+03 6 1,7E+05 1E+04 6
15 8;8E+04  7E+03 6 9,3E+04  8E+03 6 7,3E+04  7E+03 6
25 8;7E+04  TE+03 6 4,3E+05  SE+04 3 1,6E+05 1E+04 6
AOC-veerdi Dag [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 E 004 3 0,07 0,01 3 0,07 0,01 3
3 022 0,02 9 0,06 0,01 9 0,22 0,02 9
5 8 1 6 1,8 0,2 9 38 0,2 9
P17 7 65 03 9 1,9 0,2 9 4,0 0,2 9
10 23 2 6 2,5 0,2 9 54 0,3 9
15 H 1 6 2,5 0,2 9 53 0,3 9
25 74 0,3 9 13 1 6 6,9 0,3 9
H.3.4 4. ekstraktion
Sort PEM S/V=0,5 cm™ -omrystning
#1 #2 #3
Kimtal Dag |[CFU/mL] E.o.m. N |[CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 3,2E+02  5E+01 3 3,4E+02  5E+01 3 4,1E+02 SE+01 3
3 1,24E+05  9E+03 6 8,4E+04  7E+03 6 9,2E+04  7E+03 6
5 1,18E+05  8E+03 6 1,04E+05 8E+03 6 9,6E+04  8E+03 6
P17 7 1,19E+05  8E+03 6 9,0E+04  7E+03 6 9,5E+04  8E+03 6
10 8,4E+04 TE+03 6 7,0E+04 S8E+03 5 7,3E+04 TE+03 6
15 1,02E+05  8E+03 6 9,2E+04  7E+03 6 8,0E+04  7E+03 6
25 1,00E+05  8E+03 6 9,5E+04  8E+03 6 9,0E+04  7E+03 6
0 2E+01 1E+01 3 2E+01 1E+01 3 7TE+00 7E+00 3
3 1,2E+04  3E+03 6 3,2E+04  4E+03 6 1,2E+04  3E+03 6
5 6,1E+04 6E+03 6 7,3E+04 TE+03 6 4,2E+04 SE+03 6
NN 7 3,8E+04  5SE+03 6 8,1E+04  7E+03 6 4,0E+04  5E+03 6
10 3,9E+04  5SE+03 6 3,4E+04  5E+03 5 2,6E+04  4E+03 6
15 4,4E+04  5SE+03 6 7,3E+04  7E+03 6 3,3E+04  4E+03 6
25 3,8E+04  SE+03 6 7,6E+04  7E+03 6 4,7E+04  SE+03 6
AOC-veerdi Dag lug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 0,08 0,01 3 0,08 0,01 3 0,10 0,01 3
3 30 2 6 20 2 6 22 2 6
5 29 2 6 25 2 6 23 2 6
P17 7 29 2 6 22 2 6 23 2 6
10 21 2 6 17 2 5 18 2 6
15 25 2 6 22 2 6 20 2 6
25 24 2 6 23 2 6 22 2 6
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Sort PEM S/V=1,0 cm™ -omrystning

#1 #2 #3
Kimtal Dag |[CFU/mL] E.o.m. N |[CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 4,1E+02  5E+01 3 2,7E+02  4E+01 3 3,2E+02 SE+01 3
3 1E+05 SE+03 6 1,13E+05  8E+03 6 1,18E+05  8E+03 6
5 1,11E+05  8E+03 6 1,26E+05  9E+03 6 1,19E+05  9E+03 6
P17 7 1,06E+05  8E+03 6 1,23E+05  9E+03 6 1,13E+05  8E+03 5
10 6,6E+04  6E+03 6 2,7E+04  4E+03 6 7,4E+04  7E+03 6
15 1,03E+05 8E+03 6 1,07E+05  8E+03 6 1,19E+05  9E+03 6
25 1,05E+05  8E+03 6 9,1E+04  7E+03 6 1,16E+05  8E+03 6
0 1,3E+01 9E+00 3 2E+01 1E+01 3 1,3E+01 9E+00 3
3 1,3E+04  3E+03 6 1,7E+04  3E+03 6 1,1IE+04  3E+03 6
5 4,5E+04  5SE+03 6 4,4E+04  5E+03 6 3,8E+04  SE+03 6
NN 7 4,7E+04  5E+03 6 7,0E+04  6E+03 6 4,5E+04  5E+03 5
10 2,4E+04  4E+03 6 7,3E+04  7TE+03 6 1,9E+04  3E+03 6
15 54E+04  6E+03 6 52E+04  6E+03 6 4,0E+04  5SE+03 6
25 3,8E+04  SE+03 6 4,9E+04  SE+03 6 3,4E+04  SE+03 6
AOC-veerdi Dag [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 0,10 0,01 3 0,07 0,01 3 0,08 0,01 3
3 28 2 6 27 2 6 29 2 6
5 27 2 6 31 2 6 29 2 6
P17 7 26 2 6 30 2 6 28 2 5
10 16 2 6 7 1 6 18 2 6
15 25 2 6 26 2 6 29 2 6
25 26 2 6 22 2 6 28 2 6

Sort PEM S/V=0,5 cm™ +omrystning

#1 #2 #3
Kimtal Dag |[CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 4,2E+02  5E+01 3 3,2E+02 SE+01 3 3,7E+02  5E+01 3
3 1,10E+05  8E+03 6 1,12E+05  8E+03 6 1,7E+05 1E+04 6
5 1,08E+05  8E+03 6 1,30E+05  9E+03 6 2,0E+05 1E+04 6
P17 7 1,05E+05  8E+03 6 1,6E+05  2E+04 4 1,8E+05 1E+04 6
10 1,19E+05  8E+03 6 9,7E+04  8E+03 6 1,LIE+05  8E+03 6
15 1,01E+05 8E+03 6 1,30E+05  9E+03 6 1,9E+05 1E+04 6
25 9,9E+04  8E+03 6 1,25E+05  9E+03 6 1,7E+05 1E+04 6
0 0E+00 0E+00 3 3E+01 1E+01 3 1,3E+01 9E+00 3
3 1,5E+04  3E+03 6 1,8E+04  3E+03 6 1,6E+04  3E+03 6
5 3,1E+04  4E+03 6 2,8E+04  4E+03 6 1,6E+04  3E+03 6
NN 7 4,0E+04  SE+03 6 2,2E+04  6E+03 4 1,8E+04  3E+03 6
10 2,2E+04  4E+03 6 1,8E+05 1E+04 6 6,4E+04  6E+03 6
15 2,8E+04  4E+03 6 3,5E+04  5E+03 6 3,3E+04  4E+03 6
25 2,2E+04  4E+03 6 3,3E+04  4E+03 6 2,7E+04  4E+03 6
AOC-veerdi Dag lug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 0,10 0,01 3 0,08 0,01 3 0,09 0,01 3
3 27 2 6 27 2 6 43 3 6
5 26 2 6 32 2 6 50 3 6
P17 7 26 2 6 39 4 4 43 3 6
10 29 2 6 24 2 6 26 2 6
15 25 2 6 32 2 6 46 3 6
25 24 2 6 31 2 6 41 2 6
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Der blev set bort fra ekstrakt #1, da vaekstkurverne for bade P17 og NN afveg fra de to
ovrige replikater.

Sort PEM S/V=1,0 cm” +omrystning

#1 #2 #3
Kimtal Dag |CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 39E+02 SE+04 3 3,7E+02 SE+01 3 4,1E+02 6E+01 2
3 FHAH3 3EH02 9 1,8E+05  1E+04 6 2,1IE+05  1E+04 6
5 2;8E+03  4E+02 9 1,7E+05  1E+04 6 1,7E+05  1E+04 6
P17 7 3E+03 1E+03 6 1,8E+05  1E+04 6 1,8E+05  1E+04 6
10 2;1E+04  1E+03 9 1,6E+05  1E+04 6 1,9E+05  1E+04 6
15 3E+03 He+03 6 2,0E+05 1E+04 6 1,9E+05 1E+04 6
25 23E4H03 2 9 1,9E+05  1E+04 6 1,8E+05  1E+04 6
0 TE+00 T8 3 SE+01 2E+01 3 3E+01 2E+01 2
3 3,5E+04  1E+03 9 1,8E+04  3E+03 6 SE+03 2E+03 6
5 L6E+05  1E+04 6 3,8E+04  SE+03 6 2,8E+04  4E+03 6
NN 7 HO04E+05  8E+03 6 4,1E+04  SE+03 6 3,8E+04  SE+03 6
10 SYEH04 okH03 6 1,6E+04  3E+03 6 2,5E+04  4E+03 6
15 F28EH0S 9EH3 6 3,9E+04  5E+03 6 2,4E+04  4E+03 6
25 6,9E+04  6E+03 6 3,9E+04  5E+03 6 2,1E+04  4E+03 6
AOC-veerdi Dag [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 809 0:04 3 0,09 0,01 3 0,10 0,02 2
3 028 006 9 43 3 6 51 3 6
5 07 o1 9 42 2 6 41 2 6
P17 7 0,7 03 6 45 3 6 45 3 6
10 551 03 9 40 2 6 47 3 6
15 0.7 03 6 50 3 6 46 3 6
25 057 0409 9 45 3 6 44 3 6

Der blev set bort fra blindpreve #2, da veekstkurverne for bdde P17 og NN afveg fra de to
ovrige replikater.

Blind

#1 #2 #3
Kimtal Dag |CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 3,0E+02  4E+01 3 4,0E+02  SE+01 3 3,3E+02 SE+01 3
3 1,7E+04 1E+03 9 2:6E+04  6E+03 4 1,21E+04  9E+02 9
5 3,1E+04 1E+03 9 SOEH04 ok+03 6 3,5E+04  5E+03 6
P17 7 3,1E+04 1E+03 9 S04 ok+H03 6 2,9E+04 1E+03 9
10 2,5E+04 1E+03 9 8;6E+03  TE+02 9 2,0E+04 1E+03 9
15 2,7E+04 1E+03 9 72E+04  7E+03 6 2,8E+04 1E+03 9
25 3,5E+04  SE+03 6 6:5E+04  6E+03 6 2,7E+04  4E+03 6
0 7E+00 TE+00 3 13E+01 9E+00 3 7TE+00 7E+00 3
3 1,6E+04 1E+03 9 H2EH05 304 4 2,6E+04 1E+03 9
5 8,0E+04  7E+03 6 21E+H05  1E+04 6 1,30E+05  9E+03 6
NN 7 9,1E+04  7E+03 6 HIE+0S  1E+04 6 1,5E+05 1E+04 6
10 9,2E+04  7E+03 6 HIE+H0S  HE+04 6 1,8E+05 1E+04 6
15 8,6E+04  7E+03 6 55E+H05 6E+04 3 1,37E+05  9E+03 6
25 5,0E+04  6E+03 6 FREHIS HeHd 6 9,8E+04  8E+03 6
AOC-veerdi Dag Jug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 0,07 0,01 3 0,10 0,01 3 0,08 0,01 3
3 4,2 0,2 9 6 2 4 3,0 0,2 9
5 7,5 0,3 9 »n 1 6 8 1 6
P17 7 7,5 0,3 9 H 1 6 7,0 0,3 9
10 6,2 0,3 9 21 02 9 4,8 0,3 9
15 6,7 0,3 9 18 2 6 6,9 0,3 9
25 8 1 6 16 2 6 7 1 6
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H.4 S/V forhold (jaavnfer kapitel 7)

H.4.1 S/V forhold pa 0,5 og 1,0 cm-1

Blat PEM;) materiale blev ekstraheret ved S/V forhold pé 0,5 og 1,0 cm” ved 10°C uden
omrystning over 9 og 20 degn. Efter materialet var taget op, blev ekstrakterne podet med
P17 og inkuberet ved 15°C. Vaksten af P17 blev fulgt ved bestemmelse af kimtal pa R,A
dagO, 5, 7, 10, 15, 20 efter podning. RyA-pladerne blev inkuberet ved 25°C i to-tre degn.

9 dogns ekstraktion

Bli PEM,;, $/V=0,5 cm™'
#1 #2 #3
Kimtal Dag |CFU/mL] E.o.m. N |CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 2,7E+02 4E+01 3 2,5E+02 4E+01 3 1,9E+02 4E+01 3
5 3,3E+04 1E+03 9 2,1E+04 1E+03 9 3,6E+04 1E+03 9
P17 7 5,5E+04 2E+03 9 2,7E+04 1E+03 9 4,2E+04 2E+03 9
10 6,3E+04 6E+03 6 4,4E+04 5E+03 6 5,3E+04 6E+03 6
15 1,15E+05  6E+03 12 1,05E+05 6E+03 12 1,10E+05  6E+03 12
20 9,2E+04 9E+03 5 9,3E+04 8E+03 6 1,04E+05  8E+03 6
AOC-veerdi Dag [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 0,07 0,01 3 0,06 0,01 3 0,05 0,01 3
5 8,2 0,3 9 5,0 0,3 9 8,7 0,4 9
P17 7 13,4 0,4 9 6,5 0,3 9 10,2 0,4 9
10 15 2 6 11 1 6 13 1 6
15 28 1 12 26 1 12 27 1 12
20 22 2 5 23 2 6 25 2 6
Bla PEM,, S/V=1,0 cm™
#1 #2 #3
Kimtal Dag |CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 3,1E+02 SE+01 3 2,4E+02 4E+01 3 3,3E+02 SE+01 3
5 3,0E+04 1E+03 9 5,0E+04 2E+03 9 4,1E+04 2E+03 9
P17 7 4,9E+04 2E+03 9 5,1E+04 2E+03 9 5,0E+04 2E+03 8
10 5,7E+04 6E+03 6 1,15E+05 8E+03 6 5,0E+04 5E+03 6
15 1,22E+05 6E+03 12 1,28E+05  6E+03 12 1,17E+05  6E+03 12
20 1,39E+05  9E+03 6 1,45E+05  9E+03 6 1,16E+05  8E+03 6
AOC-veerdi Dag [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 0,08 0,01 3 0,06 0,01 3 0,08 0,01 3
5 7,4 0,3 9 12,1 0,4 9 10,0 0,4 9
P17 7 12,0 0,4 9 12,5 0,4 9 12,3 0,5 8
10 14 1 6 28 2 6 12 1 6
15 30 1 12 31 2 12 29 1 12
20 34 2 6 35 2 6 28 2 6
Der blev set bort fra blindpreve #3, da veekstkurven for P17 afveg fra de to gvrige
replikater.
Blind
#1 #2 #3
Kimtal Dag [CFU/mL] E.o.m. N |CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 1,8E+02 3E+01 3 3,1E+02 SE+01 3 256E+02 4E+01 3
5 TE+02 2E+02 9 1,1E+03 3E+02 9 H8E+04 He+03 9
P17 7 1,1E+03 3E+02 9 S8E+02 2E+02 9 9,4E+03 8E+02 9
10 5,9E+03 6E+02 6 4,8E+03 5E+02 6 256E+04  1E+03 6
15 1,18E+04  6E+02 12 6,4E+03 6E+02 10 4,7E+04  1E+03 1
20 1,9E+04 1E+03 6 7,6E+03 TE+02 6 4.8E+04  2E+03 6
AOC-veerdi| Dag | [ugC/A] E.om. N [ugC/L]  E.o.m. N [ugC/L]  E.o.m. N
0 0,04 0,01 3 0,08 0,01 3 0506 0504 3
5 0,18 0,05 9 0,28 0,06 9 43 03 9
P17 7 0,28 0,06 9 0,19 0,05 9 23 02 9
10 1,4 0,1 6 1,2 0,1 6 63 03 6
15 2,9 0,2 12 1,6 0,1 10 H4 03 2
20 4,7 0,3 6 1,9 0,2 6 156 0,4 6
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20 dogns ekstraktion

Bla PEM,; S/V=0,5 cm™

#1 | #2 | #3
Kimtal Dag [CFU/mL] E.o.m. N |CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 7,3E+02 9E+01 2 T,9E+02 9E+01 2 1,0E+03 1E+02 1
5 2,7E+05  1E+04 6 2,6E+05  1E+04 6 1,9E+05  1E+04 6
P17 7 2,6E+05  1E+04 9 2,3E+05  1E+04 9 2,0E+05  1E+04 9
10 2,2E+05  1E+04 9 2,3E+05  1E+04 9 1,9E+05  1E+04 9
15 1,7E+05  1E+04 6 2,0E+05  1E+04 6 1,6E+05  1E+04 6
AOC-veerdi Dag [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L]  E.o.m. N [ugC/L] E.o.m. N
0 0,18 0,02 2 0,19 0,02 2 0,25 0,03 1
5 66 3 6 63 3 6 47 3 6
P17 7 63 3 9 57 3 9 48 3 9
10 53 3 9 55 3 9 46 3 9
41 2 6 49 3 6 38 2 6

Der blev set bort fra ekstrakt #1, da vaekstkurven for P17 afveg fra de to gvrige replikater.

Bld PEM,;) $/V=1,0 cm™

#1 | # | #3
Kimtal Dag |CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 98E+02  1E+02 1 8,0E+02 1E+02 1 8,6E+02  9E+01 2
5 6:8E+04 6E+03 6 2,1E+05 1E+04 6 2,2E+05 1E+04 6
P17 7 S54E+04 6E+03 9 2,0E+05 1E+04 9 2,0E+05 1E+04 9
10 6:6E+04 ok+H03 9 1,6E+05 1E+04 9 1,7E+05 1E+04 9
15 6,9E+04  6E+03 6 1,30E+05  9E+03 6 1,5E+05 1E+04 6
AOC-veerdi Dag Jug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 024 06:03 1 0,20 0,03 1 0,21 0,02 2
5 7 2 6 51 3 6 53 3 6
P17 7 13 1 9 48 3 9 48 3 9
10 16 2 9 40 2 9 41 2 9
15 17 2 6 32 2 6 37 2 6

Blind

#1 | # | #3
Kimtal Dag |CFU/mL] E.o.m. N |CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 8,6E+02  9E+01 2 1,1E+03 1E+02 2 5,8E+02 SE+01 2
5 2,0E+03 1E+02 9 3,0E+03 1E+02 9 3,0E+03 1E+02 9
P17 7 2,8E+03 1E+02 9 4,3E+03 2E+02 9 6,8E+03 6E+02 6
10 6,8E+03  6E+02 9 6,8E+03 6E+02 9 1,6E+04 1E+03 9
8,5E+03  TE+02 6 7,8E+03  TE+02 6 1,6E+04 1E+03 6
AOC-veerdi Dag Jug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 0,21 0,02 2 0,28 0,03 2 0,14 0,02 2
5 0,5 0,0 9 0,72 0,03 9 0,72 0,03 9
P17 7 0,7 0,0 9 1,05 0,04 9 1,7 0,2 6
10 1,7 0,2 9 1,7 0,2 9 4,0 0,2 9
15 2,1 0,2 6 1,9 0,2 6 3,9 0,2 6
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H.4.2

S/V forhold i intervallet 0,06-1,38 cm-1

Blat PEM ;) materiale blev ekstraheret ved 7 forskellige S/V forhold i intervallet 0,06 til
1,38 cm™ ved 20°C under omrystning over 15 degn. For S/V forholdene 0,14 og 0,69 cm™

blev der endvidere foretaget 5 dogns ekstraktioner. Efter materialet var taget op, blev
ekstrakterne podet med P17 og inkuberet ved 15°C. Vaksten af P17 blev fulgt ved
bestemmelse af kimtal pd R,A dag 0, 1, 2, 3,4, 5,7, 10, 15, 20 efter podning. R,A-

pladerne blev inkuberet ved 25°C i to-tre dogn.

5 dogns ekstraktion

Bli PEM,, S/V=0,14 cm™

#1 #2 #3
Kimtal Dag |CFU/mL] E.o.m. N |[CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 1,9E+02  4E+01 3 2,6E+02  4E+01 3 2,9E+02  4E+01 3
1 59E+02  6E+01 9 6,2E+02  6E+01 9 43E+02  5SE+01 9
2 5,3E+04 6E+03 3 4,9E+04 6E+03 3 5,9E+04 6E+03 3
3 1,29E+05  9E+03 6 1,8E+05 1E+04 6 1,16E+05  8E+03 6
P17 4 1,36E+05  9E+03 6 1,9E+05  1E+04 6 1,05E+05  8E+03 6
5 1,31E+05 9E+03 6 1,5E+05  1E+04 6 1,8E+05  1E+04 6
7 1,36E+05  9E+03 6 2,0E+05 1E+04 6 1,30E+05  9E+03 6
10 1,25E+05  9E+03 6 1,7E+05 1E+04 6 1,40E+05  9E+03 6
15 1,30E+05 9E+03 6 1,7E+05 1E+04 6 9,5E+04  8E+03 6
20 1,01E+05  8E+03 6 1,47E+05  9E+03 6 9,0E+04  7E+03 6
AOC-verdi Dag [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 0,05 0,01 3 0,06 0,01 3 0,07 0,01 3
1 0,15 0,01 9 0,15 0,01 9 0,11 0,01 9
2 13 1 3 12 1 3 14 2 3
3 31 2 6 44 3 6 28 2 6
P17 4 33 2 6 47 3 6 26 2 6
5 32 2 6 37 2 6 44 3 6
7 33 2 6 48 3 6 32 2 6
10 31 2 6 41 2 6 34 2 6
15 32 2 6 40 2 6 23 2 6
20 25 2 6 36 2 6 22 2 6

Bli PEM,, S/V=0,69 cm™

#1 #2 #3
Kimtal Dag |CFU/mL] E.o.m. N |[CFU/mL| E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 2,4E+02  4E+01 3 2,0E+02  4E+01 3 3,6E+02  SE+01 3
1 5,8E+02 6E+01 9 6,5E+02 6E+01 9 6,5E+02 6E+01 9
2 6,7E+04  7E+03 3 1,L13E+05  9E+03 3 1,11E+05  9E+03 3
3 1,5E+05  1E+04 6 2,3E+05  1E+04 6 1,9E+05  1E+04 6
P17 4 1,30E+05  9E+03 6 2,1E+05  1E+04 6 1,8E+05  1E+04 6
5 1,29E+05  9E+03 5 1,9E+05 1E+04 5 1,7E+05 1E+04 6
7 1,40E+05  9E+03 6 2,1E+05  1E+04 6 2,0E+05  1E+04 6
10 1,5E+05  1E+04 6 1,6E+05  1E+04 6 1,8E+05  1E+04 6
15 1,02E+05  8E+03 6 1,7E+05  1E+04 6 1,5E+05  1E+04 6
20 1,04E+05  8E+03 6 1,7E+05 1E+04 6 1,48E+05  9E+03 6
AOC-vardi Dag [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 0,06 0,01 3 0,05 0,01 3 0,09 0,01 3
1 0,14 0,01 9 0,16 0,02 9 0,16 0,02 9
2 16 2 3 27 2 3 27 2 3
3 37 2 6 55 3 6 46 3 6
P17 4 32 2 6 51 3 6 45 3 6
5 32 2 5 47 3 5 42 2 6
7 34 2 6 50 3 6 50 3 6
10 37 2 6 38 2 6 44 3 6
15 25 2 6 41 2 6 37 2 6
20 25 2 6 42 3 6 36 2 6
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Blind

#1 #2 #3
Kimtal Dag |CFU/mL] E.o.m. N |[CFU/mL| E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 2,27E+02 3,89E+01 3 1,87E+02 3,53E+01 3 1,73E+02 3,40E+01 3
1 3,84E+02 4,80E+01 9 2,22E+02  3,65E+01 9 3,00E+02 4,25E+01 9
2 2,40E+03 1,20E+02 9 1,26E+03 8,68E+01 9 1,74E+03 1,02E+02 9
3 1,74E+04 1,02E+03 9 7,39E+03  6,66E+02 9 9,37E+03 7,50E+02 9
P17 4 2,76E+04 1,29E+03 9 1,18E+04 8,41E+02 9 1,08E+04 8,04E+02 9
5 6,91E+04 6,47E+03 6 3,13E+04 1,37E+03 9 3,30E+04 1,41E+03 9
7 8,15E+04 1,12E+04 4 5,45E+04 5,75E+03 6 6,00E+04 6,03E+03 6
10 6,27E+04 6,46E+03 3 4,60E+04 5,54E+03 3 6,87E+04 6,77E+03 3
15 6,36E+04 6,21E+03 6 4,79E+04 5,39E+03 6 5,64E+04 5,84E+03 6
20 6,01E+04 6,33E+03 6 4,85E+04 5,42E+03 6 6,18E+04 6,12E+03 6
AOC-vardi Dag [ug C/L] E.o.m. N Jug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 0,06 0,01 3 0,05 0,01 3 0,04 0,01 3
1 0,09 0,01 9 0,05 0,01 9 0,07 0,01 9
2 0,59 0,03 9 0,31 0,02 9 0,42 0,02 9
3 4,23 0,25 9 1,80 0,16 9 2,29 0,18 9
P17 4 6,74 0,31 9 2,87 0,21 9 2,62 0,20 9
5 16,85 1,58 6 7,63 0,33 9 8,04 0,34 9
7 19,89 2,73 4 13,30 1,40 6 14,63 1,47 6
10 15,28 1,58 3 11,22 1,35 3 16,75 1,65 3
15 15,52 1,51 6 11,68 1,31 6 13,75 1,43 6
20 16,11 1,54 6 11,83 1,32 6 15,08 1,49 6

15 dogns ekstraktion

Der blev set bort fra ekstrakt #3, da vaekstkurven for P17 afveg fra de to gvrige replikater.

Bld PEM,, S/V=0,07 cm™

#1 #2 #3
Kimtal Dag |CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 2,1E+02  4E+01 3 2,3E+02  4E+01 3 2HE+02  4E+01 3
1 3,6E+02  5SE+01 9 43E+02  5SE+01 9 4;7E+02  SE+01 9
2 1,9E+04  1E+03 9 2,2E+04  1E+03 9 2;9E+04  1E+03 9
3 7,3E+04  7E+03 6 9,7E+04  8E+03 6 H7E+H0S HE+04 6
P17 4 1,01E+05 8E+03 6 1,21E+05  9E+03 6 FAIEH0S 9B+ 6
5 1,16E+05  8E+03 6 1,19E+05  9E+03 6 L8E+05  1E+04 6
7 1,00E+05 8E+03 6 1,13E+05  8E+03 6 L8E+05  1E+04 4
10 8,9E+04  7E+03 6 1,10E+05  8E+03 6 L6E+05  1E+04 6
15 1,13E+05  8E+03 6 1,01E+05  8E+03 6 L6E+HS  HE+04 6
AOC-veerdi Dag [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 0,05 0,01 3 0,06 0,01 3 0,05 0,01 3
1 0,09 0,01 9 0,10 0,01 9 012 0,01 9
2 4,6 0,3 9 5,4 0,3 9 70 03 9
3 18 2 6 24 2 6 4“1 2 6
P17 4 25 2 6 29 2 6 32 2 6
5 28 2 6 29 2 6 44 3 6
7 24 2 6 27 2 6 45 3 4
10 22 2 6 27 2 6 40 2 6
15 27 2 6 25 2 6 38 2 6
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Bli PEM,, S/V=0,14 cm™

#1 #2 #3
Kimtal Dag [CFU/mL] _E.o.m. N [CFU/mL] _E.o.m. N [CFU/mL] _E.o.m. N
0 2,2E+02  4E+01 3 2,1E+02  4E+01 3 2,4E+02  4E+01 3
1 4,3E+02  5E+01 9 34E+02  SE+01 8 3,8E+02 S5E+01 9
2 3,8E+04  5SE+03 6 2,6E+04 1E+03 9 2,5E+04 1E+03 9
3 1,32E+05  9E+03 6 1,1SE+05  8E+03 6 9,8E+04 S8E+03 6
P17 4 1,21E+05  9E+03 6 1,5E+05 1E+04 6 1,43E+05  9E+03 6
5 1,44E+05 9E+03 6 1,37E+05  9E+03 6 1,32E+05  9E+03 6
7 1,18E+05 8E+03 6 1,44E+05  9E+03 6 1,6E+05 1E+04 6
10 1,5E+05 1E+04 6 9,3E+04  8E+03 6 1,02E+05  8E+03 6
15 1,45E+05  9E+03 6 1,22E+05  9E+03 6 1,5E+05 1E+04 6
AOC-veerdi Dag [ugC/L]  E.o.m. N [ugC/L]  E.o.m. N [ugC/L]  E.o.m. N
0 0,05 0,01 3 0,05 0,01 3 0,06 0,01 3
1 0,10 0,01 9 0,08 0,01 8 0,09 0,01 9
2 9 1 6 6,5 0,3 9 6,1 0,3 9
3 32 2 6 28 2 6 24 2 6
P17 4 29 2 6 36 2 6 35 2 6
5 35 2 6 33 2 6 32 2 6
7 29 2 6 35 2 6 40 2 6
10 37 2 6 23 2 6 25 2 6
15 35 2 6 30 2 6 36 2 6

Bli PEM,, S$/V=0,27 cm™

#1 #2 #3
Kimtal Dag |CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 2,1E+02  4E+01 3 1,8E+02  3E+01 3 2,1E+02  4E+01 3
1 3,8E+02 SE+01 9 4,4E+02 SE+01 9 2,9E+02 4E+01 9
2 3,6E+04 1E+03 9 4,4E+04 SE+03 6 4,1E+04 SE+03 6
3 1,7E+05 1E+04 6 1,8E+05 1E+04 6 2,1E+05 1E+04 6
P17 4 2,2E+05 1E+04 6 1,9E+05 1E+04 6 1,9E+05 1E+04 5
5 2,4E+05 1E+04 6 2,0E+05 1E+04 6 1,7E+05 1E+04 6
7 2,1E+05 1E+04 4 1,32E+05  9E+03 6 1,45E+05  9E+03 6
10 1,7E+05 1E+04 6 1,44E+05  9E+03 6 1,7E+05 1E+04 6
15 1,38E+05  9E+03 6 1,5E+05 1E+04 6 1,45E+05  9E+03 6
AOC-veerdi Dag [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 0,05 0,01 3 0,04 0,01 3 0,05 0,01 3
1 0,09 0,01 9 0,11 0,01 9 0,07 0,01 9
2 89 0,4 9 11 1 6 10 1 6
3 41 2 6 45 3 6 52 3 6
P17 4 54 3 6 47 3 6 45 3 5
5 59 3 6 49 3 6 42 2 6
7 50 3 4 32 2 6 35 2 6
10 43 3 6 35 2 6 41 2 6
15 34 2 6 37 2 6 35 2 6

Bld PEM,, S/V=0,41 cm™

#1 #2 #3
Kimtal Dag [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 2,3E+02  4E+01 3 2,6E+02  4E+01 3 2,9E+02  4E+01 3
1 3,9E+02  5E+01 9 3,4E+02 SE+01 9 3,8E+02 S5E+01 9
2 5,2E+04  6E+03 6 3,9E+04  5SE+03 6 2,9E+04 1E+03 9
3 1,41E+05  9E+03 6 1,7E+05 1E+04 6 1,5E+05 1E+04 6
P17 4 1,5E+05 1E+04 6 1,7E+05 1E+04 6 1,9E+05 1E+04 6
5 1,33E+05  9E+03 6 1,7E+05 1E+04 6 1,6E+05 1E+04 6
7 1,L19E+05  9E+03 6 1,8E+05 1E+04 6 1,8E+05 1E+04 6
10 9,6E+04  8E+03 6 2,0E+05 1E+04 5 1,6E+05 1E+04 6
15 9,5E+04  8E+03 6 1,9E+05 1E+04 6 1,5E+05 1E+04 6
AOC-veerdi Dag Jug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 0,06 0,01 3 0,06 0,01 3 0,07 0,01 3
1 0,10 0,01 9 0,08 0,01 9 0,09 0,01 9
2 13 1 6 9 1 6 7,0 0,3 9
3 34 2 6 41 2 6 37 2 6
P17 4 37 2 6 41 2 6 46 3 6
5 33 2 6 41 2 6 40 2 6
7 29 2 6 45 3 6 44 3 6
10 23 2 6 48 3 5 38 2 6
15 23 2 6 46 3 6 37 2 6
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Bli PEM,, S/V=0,55 cm™

# # #
Kimtal Dag  |[CFUmL] E.o.m. N |[CFUmL] E.o.m. N |[CFUmL] E.o.m. N
0 2,3E+02  4E+01 3 2,5E+02  4E+01 3 3,6E+02  5E+01 3

1 43E+02  5E+01 9 3,6E+02  SE+01 9 4,4E+02  SE+01 9

2 55E+04  GE+03 6 59E+04  GE+03 6 4,1E+04  SE+03 6

3 2,2E+05  1E+04 6 2,IE+05  1E+04 6 L7E+05  1E+04 6

P17 4 2,0B+05  1E+04 6 1,8E+05  1E+04 6 2,2E+05  1E+04 6
5 2,2E+05  1E+04 6 2,IE+05  1E+04 6 2,0E+05  1E+04 6

7 L6E+05  1E+04 6 1,8E+05  1E+04 6 LIE+05  1E+04 5

10 2,1E+05  1E+04 5 2,0E+05  1E+04 6 L8E+05  1E+04 6

15 2,0E+05  1E+04 6 1,8E+05  1E+04 6 LSE+05  1E+04 6

AOC-verdi| Dag | [ugC/L]  E.om. N [ugC/L]  E.om. N [ugC/L]  E.om. N
0 0,06 0,01 3 0,06 0,01 3 0,09 0,01 3

1 0,10 0,01 9 0,09 0,01 9 0,11 0,01 9

2 13 1 6 14 1 6 10 1 6

3 54 3 6 52 3 6 40 2 6

P17 4 48 3 6 44 3 6 53 3 6
5 54 3 6 52 3 6 49 3 6

7 40 2 6 44 3 6 45 3 5

10 50 3 5 49 3 6 43 3 6

15 48 3 6 44 3 6 44 3 6

Der blev set bort fra ekstrakt #3,

da veekstkurven for P17 afveg fra de to gvrige replikater.

Bli PEM,, S$/V=0,69 cm™

#1 #2 #3
Kimtal Dag |CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 2,5E+02  4E+01 3 2,6E+02  4E+01 3 2;5E+02  4E+01 3
1 3,9E+02 SE+01 9 4,1E+02 SE+01 9 3 HE+02 4E+01 9
2 5,6E+04  6E+03 6 4,6E+04  SE+03 6 35E+04 SE+03 6
3 3,1E+05 1E+04 6 2,5E+05 1E+04 6 22E4H05 HEH04 6
P17 4 2,7E+05 1E+04 6 2,6E+05 1E+04 6 2;0E+05  1E+04 6
5 3,2E+05 1E+04 6 3,1E+05 1E+04 6 2;0E+05  1E+04 6
7 2,7E+05 1E+04 6 3,2E+05  SE+04 3 20E+05  1E+04 6
10 2,8E+05 1E+04 6 2,0E+05 1E+04 6 250E+05 H+04 6
15 2,4E+05 1E+04 6 2,0E+05 1E+04 6 FSEHIS M4 6
AOC-veerdi Dag [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 0,06 0,01 3 0,06 0,01 3 0,06 0,01 3
1 0,10 0,01 9 0,10 0,01 9 0:07 0:0+ 9
2 14 1 6 11 1 6 8 1 6
3 76 3 6 60 3 6 53 3 6
P17 4 66 3 6 63 3 6 49 3 6
5 79 3 6 76 3 6 50 3 6
7 67 3 6 78 11 3 49 3 6
10 69 3 6 48 3 6 438 3 6
15 58 3 6 48 3 6 37 2 6

Bld PEM,, S/V=1,38 cm™

#1 #2 #3
Kimtal Dag [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 2,5E+02  4E+01 3 2,1E+02  4E+01 3 2,2E+02  4E+01 3
1 3,8E+02  5SE+01 9 4,3E+02  5E+01 9 3,4E+02 SE+01 9
2 4,2E+04  5SE+03 6 6,2E+04  6E+03 6 2,9E+04 1E+03 9
3 3,0E+05  1E+04 6 3,1E+05 1E+04 6 2,5E+05 1E+04 6
P17 4 3,1E+05 1E+04 6 2,5E+05 1E+04 6 2,7E+05 1E+04 6
5 3,0E+05 1E+04 6 3,1E+05 1E+04 6 2,5E+05 1E+04 6
7 2,9E+05 1E+04 6 2,9E+05 1E+04 6 2,2E+05  4E+04 3
10 2,3E+05  2E+04 4 2,6E+05 1E+04 6 2,4E+05 1E+04 6
15 2,4E+05 1E+04 6 2,7E+05 1E+04 6 1,9E+05 1E+04 6
AOC-veerdi Dag lug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 0,06 0,01 3 0,05 0,01 3 0,05 0,01 3
1 0,09 0,01 9 0,10 0,01 9 0,08 0,01 9
2 10 1 6 15 1 6 7,1 0,3 9
3 73 3 6 77 3 6 61 3 6
P17 4 75 3 6 62 3 6 67 3 6
5 72 3 6 75 3 6 61 3 6
7 72 3 6 72 3 6 54 9 3
10 57 5 4 62 3 6 58 3 6
15 59 3 6 65 3 6 47 3 6
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Der blev set bort fra blindpreve #3, da vaeekstkurven for P17 afveg fra de to evrige

replikater.
Blind
#1 #2 #3
Kimtal Dag |CFU/mL] E.o.m. N |CFU/mL] E.o.m. N |[CFU/mL] E.o.m. N
0 1,6E+02  3E+01 3 2,7E+02  4E+01 3 2HE+02  4E+01 3
1 4,9E+02 SE+01 9 4,0E+02 SE+01 9 S55E+H02 G6E+01 9
2 1,7E+04 1E+03 6 7,8E+03  TE+02 6 F28E+H04 9K+ 6
3 7,6E+04  7E+03 6 4,2E+04  2E+03 9 129E+05  9E+03 6
P17 4 6,0E+04  6E+03 6 8,5E+04  7E+03 6 L5E+05  1E+04 6
5 6,5E+04 1E+04 4 5,8E+04  6E+03 6 FHEHS  9E+03 6
7 8,7E+04  7E+03 6 6,5E+04  6E+03 6 FTEHS 04 6
10 1,04E+05 8E+03 6 6,8E+04  6E+03 6 124E+05  9E+03 6
15 8,7E+04  7E+03 6 6,8E+04  6E+03 6 L4E+H05 9E+03 5
AOC-verd: Dag [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 0,04 0,01 3 0,07 0,01 3 0,05 0,01 3
1 0,12 0,01 9 0,10 0,01 9 13 004+ 9
2 4,2 0,2 6 1,9 0,2 6 3 02 6
3 19 2 6 10,2 0,4 9 31 2 6
P17 4 15 1 6 21 2 6 37 2 6
5 16 2 4 14 1 6 34 2 6
7 21 2 6 16 2 6 4 2 6
10 25 2 6 17 2 6 30 2 6
15 21 2 6 17 2 6 34 2 5

143



H.5 Undersogelse af udvalgte materialer (jeevnfer kapitel 8)

Fem forskellige polymere materialer blev ekstraheret ved et S/V forhold pa 0,5 cm™ ved
20°C under omrystning over 15 degn. Efter materialet var taget op, blev ekstrakterne podet
med P17 og inkuberet ved 15°C. Vaksten af P17 blev fulgt ved bestemmelse af kimtal pa
RyA dag0,1,2,3,4,5,7, 10, 15 efter podning. R,A-pladerne blev inkuberet ved 25°C i
to-tre degn.
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H.5.1

Serie 1

Dag 29 efter podning blev ekstrakterne tilsat 20 lg acetat-C/L, hvorefter inkuberingen ved
15°C fortsatte med yderlige bestemmelse af kimtal dag 29, 32, 34 efter podning.

Der blev set bort fra ekstrakt #3, da vaekstkurven afveg fra de to evrige replikater.

Bli PEM,,, $/V=0,5 cm™

#1 #2 #3
Kimtal Dag |CFU/mL] E.o.m. N |[CFU/mL] E.o.m. N |[CFU/mL] E.o.m. N
0 6,3E+02 6E+01 3 5,6E+02 6E+01 3 5,2E+02 6E+01 3
1 2,2E+03 1E+02 3 2,4E+03 1E+02 3 3,0E+03 1E+02 3
2 7,2E+04 TE+03 3 9,3E+04 8E+03 3 1,7E+05 1E+04 2
3 1,13E+05  8E+03 6 1,30E+05  9E+03 6 2,6E+05 1E+04 6
4 1,29E+05 9E+03 6 1,46E+05 9E+03 6 2,7E+05 1E+04 6
P17 5 1,31E+05 9E+03 6 1,7E+05 1E+04 6 2,5E+05 1E+04 6
7 1,5E+05 3E+04 3 1,19E+05 9E+03 6 2,4E+05 1E+04 6
10 1,11E+05 9E+03 3 1,4E+05 1E+04 3 2,6E+05 1E+04 3
15 9,9E+04 S8E+03 3 1,28E+05  9E+03 3 2,1E+05 1E+04 3
29 8,3E+04 TE+03 3 9,4E+04 S8E+03 3 2,1E+05 1E+04 3
32 1,35E+05  9E+03 6 1,33E+05 9E+03 6 2,4E+05 1E+04 6
34 1,4E+05 1E+04 3 1,33E+05  9E+03 3 2,6E+05 1E+04 3
AOC-veerdi Dag [ug C/L] E.o.m. N Jug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 0,15 0,02 3 0,14 0,01 3 0,13 0,01 3
1 0,53 0,03 3 0,57 0,03 3 0,74 0,03 3
2 18 2 3 23 2 3 42 3 2
3 27 2 6 32 2 6 65 3 6
4 31 2 6 36 2 6 67 3 6
P17 5 32 2 6 42 2 6 62 3 6
7 36 8 3 29 2 6 58 3 6
10 27 2 3 34 2 3 64 3 3
15 24 2 3 31 2 3 52 3 3
29 20 2 3 23 2 3 52 3 3
32 33 2 6 33 2 6 60 3 6
34 34 2 3 33 2 3 62 3 3
Der blev set bort fra ekstrakterne #1 og #2, da disse var kontamineret med uenskede
bakterier (bestemt ved ATP-maéling).
Sort PEM S/V=0,5 cm™
#1 #2 #3
Kimtal Dag |CFU/mL] E.o.m. N |CFU/mL] E.o.m. N |CFU/mL] E.o.m. N
0 4,4E+02  SE+0L 3 49E+02 oE+01 3 4,7E+02 6E+01 3
1 4,3E+02  SE+0L 3 5,7E+02 oE+01 3 2,0E+03 1E+02 3
2 9:6E+02 SE+01 9 6:2E+02 6E+01 9 1,7E+05 1E+04 3
3 34E+03 4E+02 9 2;3E+03 4E+02 9 2,3E+05 1E+04 6
4 83E+03  TE+02 3 2;6E+03 He+02 6 2,5E+05 1E+04 6
P17 5 2HE+04 HE+03 6 52E+03 6E+02 6 2,4E+05 1E+04 6
7 4,5E+04  SE+03 3 52E+03 OE+02 6 2,2E+05 1E+04 6
10 TS5LE+04 2E+03 3 H7E+04 He+03 3 2,7E+05 1E+04 3
15 8,9E+04 8E+03 3 2,8E+04 HE+03 3 2,4E+05 1E+04 3
29 6;4E+04 2E+03 3 2;8E+04 HE+03 3 2,0E+05 1E+04 3
32 H44E+H05 9E+03 6 HOHE+F0S  8E+03 6 2,0E+05 1E+04 6
34 1,5E+05  1E+04 3 1LOSE+05  8E+03 3 1,9E+05 1E+04 3
AOC-vaerdi Dag [ug C/L] E.o.m. N Jlug C/L]  E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 o1 0,04 3 012 0,04 3 0,11 0,01 3
1 oH 004 3 [ 0;01 3 0,50 0,03 3
2 023 0,02 9 0,15 0,01 9 41 3 3
3 07 0,1 9 0,57 0,09 9 56 3 6
4 24 02 3 062 003 6 60 3 6
P17 5 54 03 6 13 01 6 60 3 6
7 H 1 3 13 01 6 53 3 6
10 182 055 3 42 03 3 65 3 3
15 22 2 3 69 03 3 60 3 3
29 1556 05 3 69 03 3 48 3 3
32 35 2 6 25 2 6 48 3 6
34 38 2 3 26 2 3 46 3 3
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Der blev set bort fra alle tre ekstrakter, da de var kontamineret med uenskede bakterier
(bestemt ved maling af ATP).

PVC(Zn/Ca) S/V=0,5 cm™

#1 #2 #3
Kimtal Dag |[CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 JAEH2 SEH0E 3 o2 okt 3 R o S 3
1 4TEH2 ok+0) 3 49402 okt 3 B o S 3
2 135E+03  9E+01 9 44E+02  SE+01 9 4.9E+02  SE+01 9
3 4;6E+03  SE+02 9 6E+02 2E+02 9 3E+02 1E+02 9
4 LA4E+H04 HE+03 3 $TE+H02  TE+0E 6 82E+02  TE+04 6
P17 5 2:6E+04  1E+O3 6 133E+03  9E+04 9 8TE+H02  TE+0E 9
7 34 03 6 23 HeH02 6 125603 9E+0) 6
10 44E+04  2E+03 3 42E+03  2E+02 3 2;6E+03  1E+02 3
15 6:3E+04  6E+03 3 92E+03  8E+02 3 56E+03  2E+02 3
29 4;7E+04  2E+03 3 120E+04  9E+02 3 1H9E+04  1E+03 3
32 H3I8E+H0S 9E+03 6 T3E+04  TE+H03 6 6:5E+04  6E+03 6
34 F3HAHS 9EHN3 3 TAEH4 T3 3 8B4 TEH03 3
AOC-veerdi Dag [ug C/L] E.o.m. N Jug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 01 064 3 o+ 0;64 3 813 0;0+ 3
1 0512 0,01 3 0512 001 3 012 0,01 3
2 033 6,02 9 01 604 9 012 004 9
3 E 053 9 0535 8505 9 6,67 6;03 9
4 35 82 3 024 602 6 0;20 6;02 6
P17 5 63 93 6 032 0,02 9 021 0,02 9
7 %6 83 6 0,5+ 603 6 036 0;02 6
10 16:8 04 3 103 0;04 3 0,64 0,03 3
15 15 2 3 2.2 02 3 136 B8 3
29 H 0 3 259 02 3 457 03 3
32 34 2 6 18 2 6 16 2 6
34 32 2 3 18 2 3 20 2 3

Der blev set bort fra alle tre ekstrakter,
(bestemt ved maling af ATP).

da de var kontamineret med uenskede bakterier

PVC(Pb) S/V=0,5 cm™

#1 #2 #3
Kimtal Dag |CFU/mL] E.o.m. N |[CFU/mL] E.o.m. N |[CFU/mL] E.o.m. N
0 6;0E+02  6E+01 3 55E+02  6E+01 3 47E+02  6E+01 3
1 4;1E+02  SE+01 3 42E+02  SE+01 3 4;1E+02  SE+01 3
2 52E+02  6E+01 9 52E+02  6E+01 9 52E+02  6E+01 9
3 TE+02 2E+02 9 SE+02 2E+02 9 SE+02 2E+02 9
4 FAZEH03 9EH 6 TOEH2Z  ok+0E 6 S2E+H02 0 ok 6
P17 5 2003 02 9 TAEH02 TR0 9 4302 SE+0E 9
7 3,9E+03  2E+02 6 1L08E+03  8E+01 6 47E+02  SE+01 6
10 55E+03  2E+02 3 H4E+03 1E+02 3 2;8E+02  4E+01 3
15 23E+04  1HE+HO3 3 20E+03  HE+02 3 L5E+H02 3E+04 3
29 28E+H04  HE+03 3 OE+00 OE+00 3 0E+00 0E+00 3
32 HOHEHS SEH3 6 TIEH4 T3 3 He+02 2404 9
34 8, 7E+04  8E+03 3 T5E+04  TE+03 3 4E+01 2E+01 3
AOC-veerdi Dag [ug C/L] E.o.m. N Jug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 0515 6,02 3 013 001 3 0512 0,04 3
1 0510 0,01 3 0;16 004 3 0;10 004 3
2 613 8;01 2 613 601 9 813 064 9
3 0518 8;05 2 024 8505 9 612 004 9
4 035 0,62 6 017 6,02 6 613 0;0+ 6
P17 5 0,49 0,03 9 0,18 0,02 9 0, 0,01 9
7 0,95 0,04 6 026 6502 6 011 0,04 6
10 135 8,05 3 835 6502 3 6,67 004 3
15 56 83 3 849 603 3 804 601 3
29 68 03 3 0 9 3 0 0 3
32 25 2 6 18 2 3 0,02 0,01 9
34 21 2 3 18 2 3 0 0 3
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PVC(Org.) S/V=0,5 cm™

#1 #2 #3
Kimtal Dag |CFU/mL] E.o.m. N |[CFU/mL] E.o.m. N |[CFU/mL] E.o.m. N
0 54E+02  6E+01 3 5,5E+02  6E+01 3 4,3E+02  5E+01 3
1 1,6E+03 1E+02 3 2,0E+03 1E+02 3 2,0E+03 1E+02 3
2 1,19E+05  9E+03 3 1,27E+05  9E+03 3 1,03E+05  8E+03 3
3 1,9E+05 1E+04 6 2,0E+05 1E+04 6 1,32E+05  9E+03 6
4 1,8E+05 1E+04 6 1,7E+05 1E+04 6 1,5E+05 1E+04 6
P17 5 1,6E+05 1E+04 6 1,7E+05 1E+04 6 1,6E+05 1E+04 6
7 1,47E+05  9E+03 6 1,8E+05 1E+04 6 1,27E+05  9E+03 6
10 1,8E+05 1E+04 3 2,0E+05 1E+04 3 1,4E+05 1E+04 3
15 1,5E+05 1E+04 3 1,6E+05 1E+04 3 1,5E+05 1E+04 3
29 6,2E+04  2E+03 3 9,8E+04  3E+03 3 6,7E+04  2E+03 3
32 1,24E+05  9E+03 6 2,1E+05 1E+04 6 1,44E+05  9E+03 6
34 1,34E+05  9E+03 3 1,9E+05 1E+04 3 1,7E+05 1E+04 3
AOC-veerdi Dag [ug C/L] E.o.m. N Jug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 0,13 0,01 3 0,13 0,01 3 0,10 0,01 3
1 0,40 0,03 3 0,48 0,03 3 0,48 0,03 3
2 29 2 3 31 2 3 25 2 3
3 47 3 6 48 3 6 32 2 6
4 44 3 6 42 2 6 37 2 6
P17 5 39 2 6 41 2 6 39 2 6
7 36 2 6 45 3 6 31 2 6
10 44 3 3 48 3 3 35 2 3
15 37 2 3 40 3 3 37 2 3
29 15,0 0,5 3 24,0 0,6 3 16,5 0,5 3
32 30 2 6 52 3 6 35 2 6
34 33 2 3 46 3 3 40 3 3

Blind

#1 #2 #3
Kimtal Dag |CFU/mL] E.o.m. N |[CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 4,8E+02  5,7E+01 3 5,0E+02 5,8E+01 3 4,9E+02  5,7E+01 3
1 5,1E+02  5,8E+01 3 4,5E+02  5,5E+01 3 5,4E+02  6,0E+01 3
2 2,8E+03  1,3E+02 9 2,7E+03  1,3E+02 9 2,3E+03  1,2E+02 9
3 1,09E+04 8,1E+02 9 1,00E+04 7,8E+02 9 9,5E+03  7,6E+02 9
4 1,9E+04 1,1E+03 6 2,2E+04 1,2E+03 6 1,61E+04 9,9E+02 6
P17 5 2,3E+04 1,2E+03 6 2,9E+04 1,3E+03 6 1,8E+04 1,0E+03 6
7 2,3E+04 1,2E+03 6 4,2E+04 1,6E+03 6 2,1E+04 1,1E+03 6
10 3,4E+04 1,5E+03 3 5,5E+04 1,9E+03 3 2,6E+04 1,3E+03 3
15 3,5E+04  1,5E+03 6 4,8E+04  1,7E+03 6 2,9E+04 1,3E+03 6
29 3,3E+04 1,5E+03 3 4,5E+04 1,7E+03 3 2,5E+04 1,3E+03 3
32 1,12E+05  8,2E+03 6 1,35E+05 9,0E+03 6 1,16E+05 8,4E+03 6
34 1,27E+05  9,2E+03 3 1,25E+05  9,1E+03 3 1,13E+05  8,7E+03 3
AOC-veerdi Dag [ug C/L] E.o.m. N Jug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 0,12 0,01 3 0,12 0,01 3 0,12 0,01 3
1 0,13 0,01 3 0,11 0,01 3 0,13 0,01 3
2 0,68 0,03 9 0,67 0,03 9 0,57 0,03 9
3 2,7 0,2 9 2,4 0,2 9 2,3 0,2 9
4 4,5 0,3 6 54 0,3 6 39 0,2 6
P17 5 5,7 0,3 6 7,0 0,3 6 44 0,3 6
7 5,7 0,3 6 10,2 0,4 6 5,1 0,3 6
10 83 0,4 3 13,4 0,5 3 6,4 0,3 3
15 8,5 0,4 6 11,7 0,4 6 7,1 0,3 6
29 8,2 0,4 3 11,0 0,4 3 6,2 0,3 3
32 27 2 6 33 2 6 28 2 6
34 31 2 3 30 2 3 27 2 3
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H.5.2 Serie 2

Dag 20 efter podning blev ekstrakterne tilsat 25 [g acetat-C/L, hvorefter inkuberingen ved
15°C fortsatte med yderlige bestemmelse af kimtal dag 20, 23, 25 efter podning.

Der blev set bort fra alle tre ekstrakter, da de var kontamineret med uenskede bakterier
(bestemt ved maling af ATP).

Bla PEM,,, S/V=0,5 cm™

#1 #2 #3
Kimtal Dag [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N |[CFU/mL] E.o.m. N
0 32402 SEH0) 3 2.6E+H02 HeH0E 3 23602 HEH0E 3
1 68E+02  TEH0) 3 S6EH02 okt 3 802 TH+A0E 3
2 1L04E+03  8E+01 9 1L00E+03  8E+01 9 95E+02  SE+01 9
3 H4E+03  3E+02 9 L5E+03  3E+02 9 2HE+03  4E+02 9
4 H4E+03 3E+02 9 F7E+H03 3E+02 9 29E+03  4E+02 9
P17 5 24E+03  HE+H02 6 34E+03 02 6 6:HE+03  6E+02 3
7 HOEH3 2E4H02 6 SAEH3 ok02 3 Hob+04 HH03 3
10 57E+03  6E+02 3 L7E+04  1E+03 6 3;6E+04  1E+03 6
15 1L04E+04  8E+02 3 32E+04  1E+03 3 4;6E+04  2E+03 3
20 8;8E+03  7E+02 6 44E+04  2E+03 6 4,8E+04  2E+03 6
23 87E+04  TE+HO3 6 120E+05  9E+03 6 HI9E+H05  9E+03 6
25 Y004 TEH3 6 F2SEHOS 9E+H03 6 FOYEHDS SEH03 6
AOC-veerdi Dag [ug C/L] E.o.m. N Jug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 0,08 064 3 0,06 0;64 3 8,06 0;0+ 3
1 0517 0,02 3 014 001 3 020 0,02 3
2 025 6,02 9 024 6502 9 623 6;02 9
3 034 6,07 9 037 807 9 05+ 0;09 9
4 034 ;07 2 041 8508 9 ;76 0510 9
P17 5 0,59 0,03 6 0,82 0,03 6 15 0;2 3
7 897 004 6 3 051 3 39 03 3
10 14 051 3 452 63 6 88 04 6
15 25 02 3 %8 954 3 Ht 054 3
20 2 82 6 1657 054 6 H;7 04 6
23 21 2 6 29 2 6 29 2 6
25 22 2 6 31 2 6 27 2 6

Der blev set bort fra ekstrakt #3, da vaekstkurven for P17 afveg fra de to gvrige replikater.

Sort PEM S/V=0,5 cm™

#1 #2 #3
Kimtal Dag |CFU/mL] E.o.m. N |CFU/mL] E.o.m. N |CFU/mL] E.o.m. N
0 2,4E+02  4E+01 3 2,6E+02  4E+01 3 2;2E+02  4E+01 3
1 58E+02  6E+01 3 5,7E+02  6E+01 3 6;2E+02  6E+01 3
2 3,4E+03 1E+02 9 2,9E+03 1E+02 9 S1E+04 2E+03 6
3 5,2E+04  2E+03 9 6,0E+04  2E+03 9 25EHIS M4 6
4 1,6E+05 1E+04 6 1,6E+05  1E+04 6 3,0E+05  1E+04 6
P17 5 1,9E+05 1E+04 6 1,6E+05  1E+04 6 32E+05  1E+04 6
7 1,6E+05  1E+04 6 1,8E+05  1E+04 6 3,5E+05  1E+04 6
10 1,7E+05 1E+04 6 1,6E+05 1E+04 6 38E+05 2E+04 6
15 1,6E+05 1E+04 3 1,5E+05  1E+04 3 365 2404 3
20 1,6E+05 1E+04 6 1,6E+05  1E+04 6 3205 HEH04 6
23 1,04E+05 8E+03 6 1,39E+05  9E+03 6 33E+05  1E+04 6
25 1,7E+05  1E+04 6 1,6E+05  1E+04 6 3HE+05 1E+04 6
AOC-vaerdi Dag [ug C/L] E.o.m. N Jlug C/L]  E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 0,06 0,01 3 0,06 0,01 3 005 004 3
1 0,14 0,02 3 0,14 0,02 3 015 0,02 3
2 0,8 0,0 9 0,71 0,03 9 123 04 6
3 12,7 0,4 9 14,5 0,5 9 61 3 6
4 40 2 6 39 2 6 B 3 6
P17 5 46 3 6 40 2 6 79 3 6
7 39 2 6 43 3 6 85 4 6
10 42 3 6 39 2 6 92 4 6
15 39 3 3 36 2 3 87 4 3
20 40 2 6 39 2 6 77 3 6
23 25 2 6 34 2 6 81 3 6
25 41 2 6 39 2 6 76 3 6
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Der blev set bor fra alle tre ekstrakter, da de var kontamineret med uenskede bakterier
(bestemt ved maling af ATP).

PVC(Zn/Ca) S/V=0,5 cm™
#1 #2 #3
Kimtal Dag |[CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 2;4E+02 4E+01 3 3;2E+02 SE+04 3 3:3E+02 SE+01 3
1 6;9E+02 TE+01 3 457E+02 6E+01 3 6;3E+02 6E+01 3
2 94E+02  8E+01 9 5;8E+02 oE+01 9 TA4E+02  TE+01 9
3 1.8E+03  3E+02 9 TE+02 2E+02 9 L3E+03 3E+02 9
4 6:6E+03 6E+02 6 8 HE+92 T+ 9 HATE+H03  YE+OL 9
P17 5 89E+03 8E+02 3 9;6E+02 SE+01 6 2,4E+03 He+02 6
7 H15E+04  8E+02 6 9,8E+02 8E+01 6 5:9E+03 6E+02 3
10 16E+04  HE+03 6 125E+03  9E+01 6 F7E+H03 TE+02 6
15 10E+04  1E+03 3 2.2E+03 1E+02 3 LI3E+04  9E+02 3
20 1A8E+04  9E+02 6 2,8E+03 1E+02 6 L21E+04  9E+02 6
23 9,0L+04 FE+HO3 6 60,5E+04 6E+03 6 60,5E+04 6E+03 6
25 8;5E+04 TE+03 6 8;2E+04 TE+03 6 L07E+05  8E+03 6
AOC-veerdi Dag [ug C/L] E.o.m. N Jug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 0506 001 3 0;08 004 3 608 0;64 3
1 ;17 0,02 3 012 00+ 3 015 002 3
2 ;23 0,02 9 ;14 0,01+ 9 018 002 9
3 0;44 0,08 9 018 005 9 037 0,07 9
4 16 02 6 0;20 0,02 9 036 0,02 9
P17 5 22 02 3 023 0,02 6 0,58 0,03 6
7 28 652 6 024 002 6 4 02 3
10 38 052 6 031 002 6 9 052 6
15 40 03 3 0,53 0,03 3 27 02 3
20 356 02 6 0,69 0,03 6 29 032 6
23 22 2 6 16 2 6 16 2 6
25 21 2 6 20 2 6 26 2 6
Der blevset bort fra ekstrakt #3, da dette var kontamineret med uenskede bakterier
(bestemt ved maling af ATP).
PVC(Pb) S/V=0,5 cm™
#1 #2 #3
Kimtal Dag |CFU/mL] E.o.m. N |[CFU/mL] E.o.m. N |[CFU/mL] E.o.m. N
0 2,0E+02 4E+01 3 2,1E+02 4E+01 3 2HE+02 4E+01 3
1 2,8E+02 4E+01 3 6,0E+02 6E+01 3 6:5E+02  TE+01 3
2 2,2E+03 1E+02 9 4,0E+04 2E+03 6 T7,2E+03 TE+02 6
3 5,8E+04 6E+03 6 1,27E+05  9E+03 6 2,3E+04 H+03 9
4 1,6E+05 1E+04 6 1,44E+05 9E+03 6 ISEH04 H+03 9
P17 5 1,6E+05 1E+04 6 1,23E+05 9E+03 6 3704 H+03 6
7 1,5E+05 1E+04 6 1,6E+05 1E+04 6 5HE+04 6E+03 3
10 1,41E+05 9E+03 6 1,33E+05  9E+03 3 6,2E+04  6E+03 6
15 1,29E+05  9E+03 3 1,23E+05  9E+03 3 5.3E+04 6E+03 3
20 8,1E+04 TE+03 6 1,16E+05  8E+03 6 4,7E+04 2E+03 6
23 1,05E+05  8E+03 6 1,8E+05 1E+04 5 137E+05  9E+03 6
25 1,11E+05 8E+03 6 1,5E+05 1E+04 6 H19E+05  8E+03 6
AOC-veerdi Dag [ug C/L] E.o.m. N Jug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 0,05 0,01 3 0,05 0,01 3 0;05 00+ 3
1 0,07 0,01 3 0,15 0,02 3 016 0,02 3
2 0,53 0,03 9 9,7 0,4 6 8 02 6
3 14 1 6 31 2 6 55 03 9
4 38 2 6 35 2 6 85 0.4 9
P17 5 39 2 6 30 2 6 90 04 6
7 37 2 6 39 2 6 2 1 3
10 34 2 6 32 2 3 15 1 6
15 31 2 3 30 2 3 13 1 3
20 20 2 6 28 2 6 1.5 0.4 6
23 26 2 6 43 3 5 33 2 6
25 27 2 6 36 2 6 29 2 6
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Der blev set bort fra ekstrakt #1 og #2, da de var kontamineret med uenskede bakterier
(bestemt ved maling af ATP).

PVC(Org.) S/V=0,5 cm™
#1 #2 #3
Kimtal Dag |[CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 2 HH02 0 3 25402 HeH0E 3 2,7E+02  4E+01 3
1 802 THAH0) 3 STEHZ  ok+0E 3 8,1E+02  7E+01 3
2 92E+03  7E+02 6 44E+02  SE+01 9 4,6E+04  2E+03 6
3 2;6E+04  1E+03 9 SE+02 2E+02 9 1,47E+05  9E+03 6
4 55E+04  6E+03 6 $TE+H02  TE+0E 9 1,6E+05 1E+04 6
P17 5 5,0L+04 2E+03 6 95E+02 SE+01 6 1,6E+05 1E+04 6
7 S3EH04 okH03 6 FSEH3 HeH02 6 1,5E+05 1E+04 6
10 51E+04  6E+03 6 38E+03  2E+02 6 1,5E+05 1E+04 6
15 52E+04  6E+03 3 120E+04  3E+02 3 1,4E+05 1E+04 3
20 4;6E+04  2E+03 6 L6E+04  1E+03 6 1,09E+05  8E+03 6
23 F3ISE+H0S 9E+03 6 13S5E+H05 9E+03 6 1,8E+05 1E+04 6
25 FSEHOS 04 6 HOIEHOS SEH03 6 2,0E+05 1E+04 6
AOC-veerdi Dag [ug C/L] E.o.m. N Jug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 0,05 0,01 3 0,06 0,01 3 0,07 0,01 3
1 0,20 0,02 3 014 00+ 3 0,20 0,02 3
2 2.2 ;2 6 CRESS 004 9 11,2 0,4 6
3 603 63 9 03 004 9 36 2 6
4 13 1 6 021 0,02 9 39 2 6
P17 5 121 04 6 0,23 0,02 6 40 2 6
7 13 1 6 0,38 0,02 6 37 2 6
10 27 1 6 692 0;04 6 38 2 6
15 B 1 3 293 007 3 34 2 3
20 H3 04 6 39 02 6 27 2 6
23 33 2 6 33 2 6 44 3 6
25 37 2 6 25 2 6 48 3 6
Blind
#1 #2 #3
Kimtal Dag |CFU/mL] E.o.m. N |CFU/mL] E.o.m. N |CFU/mL] E.o.m. N
0 3,5E+02  5E+01 3 2,4E+02  4E+01 3 2,5E+02  4E+01 3
1 7,7E+02  7TE+01 3 7,0E+02  7E+01 3 7,0E+02  7E+01 3
2 2,0E+03 1E+02 9 2,0E+03 1E+02 9 1,8E+03 1E+02 9
3 1,11E+04  8E+02 9 1,48E+04  9E+02 9 6,0E+03  6E+02 9
4 2,2E+04 1E+03 9 3,9E+04  2E+03 9 1,38E+04  9E+02 9
P17 5 3,0E+04 1E+03 6 4,0E+04  2E+03 6 2,3E+04 1E+03 6
7 3,9E+04  2E+03 6 4,6E+04  2E+03 6 3,2E+04 1E+03 6
10 3,2E+04 1E+03 6 5,1E+04 2E+03 6 3,3E+04 1E+03 6
15 4,1E+04  2E+03 3 5,3E+04  2E+03 3 3,4E+04  2E+03 3
20 3,6E+04 1E+03 6 5,6E+04  2E+03 6 3,2E+04 1E+03 6
23 1,6E+05 1E+04 6 1,6E+05 1E+04 6 1,5E+05 1E+04 6
25 1,5E+05 1E+04 6 1,46E+05  9E+03 6 1,21E+05  9E+03 6
AOC-vaerdi Dag [ugC/L] E.o.m. N Jlug C/L]  E.o.m. N Jlug C/L]  E.o.m. N
0 0,08 0,01 3 0,06 0,01 3 0,06 0,01 3
1 0,19 0,02 3 0,17 0,02 3 0,17 0,02 3
2 0,49 0,03 9 0,48 0,03 9 0,44 0,03 9
3 2,7 0,2 9 3,6 0,2 9 1,5 0,1 9
4 53 0,3 9 9,4 0,4 9 34 0,2 9
P17 5 7,3 0,3 6 9,8 0,4 6 5,6 0,3 6
7 9,5 0,4 6 11,2 0,4 6 7,7 0,3 6
10 7,8 0,3 6 12,4 0,4 6 8,0 0,3 6
15 9,9 0,4 3 12,9 0,5 3 8,3 0,4 3
20 8,8 0,4 6 13,6 0,4 6 7,9 0,3 6
23 38 2 6 38 2 6 37 2 6
25 38 2 6 36 2 6 29 2 6
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H.5.3

Serie 3

Der blev set bort fra ekstrakterne #2 og #3, da de var kontamineret med uenskede bakterier
(bestem ved maling med ATP).

Bla PEM,, S/V=0,5 cm™

#1 #2 #3
Kimtal Dag [CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N |[CFU/mL] E.o.m. N
0 1,8E+02  3E+01 3 228402 HeH0E 3 H9E+02  4E+01 3
1 1,07E+03  8E+01 3 3S5EH2 Sk 3 47E+02  6E+01 3
2 1,7E+05 1E+04 3 23E+04  1E+03 6 256E+04  1HE+03 6
3 2,5E+05 1E+04 6 8;1E+04  7E+03 6 9,5E+04  8E+03 6
4 2,6E+05 1E+04 6 F44E+HS 9E+03 6 H7E+H0S HE+04 6
P17 5 2,3E+05 1E+04 6 132E+H05 9E+03 6 L6E+H05  HE+04 6
7 2,4E+05 1E+04 6 FATEHOS  9E+03 6 H5E+05  1E+04 6
10 2,4E+05 1E+04 6 L7E+H0S  1E+04 6 HE5E+05  HE+04 6
15 1,9E+05 1E+04 6 L7E+05  1E+04 6 LO7TE+05  8E+03 6
20 2,2E+05 1E+04 6 L7E+05  1E+04 6 L8E+05  1E+04 6
AOC-veerdi Dag [ug C/L] E.o.m. N Jug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 0,04 0,01 3 0,05 0,01 3 0,05 0,01 3
1 0,26 0,02 3 0,08 0,01 3 (U533 0,01 3
2 41 3 3 57 03 6 63 03 6
3 60 3 6 20 2 6 232 19 6
4 64 3 6 35 2 6 42 25 6
P17 5 55 3 6 32 2 6 39.9 2.4 6
7 59 3 6 36 2 6 377 24 6
10 58 3 6 40 2 6 373 23 6
15 45 3 6 42 2 6 262 2,0 6
20 53 3 6 4 2 6 433 25 6

Der blev set bort fra ekstrakterne #2 og #3, da de var kontamineret med uenskede bakterier
(bestem ved maling med ATP).

Sort PEM S/V=0,5 cm™

#1 #2 #3
Kimtal Dag |CFU/mL] E.o.m. N |CFU/mL] E.o.m. N |CFU/mL] E.o.m. N
0 2,7E+02  4E+01 3 L5E+02 3E+01 3 2HE+02  4E+01 3
1 94E+02  8E+01 3 42E+02  SE+01 3 4,8E+02  6E+01 3
2 1,5E+05 1E+04 3 37E+04  2E+03 6 2;5E+04  HE+03 6
3 2,2E+05 1E+04 6 FABEHOS  SE+HO3 6 F3HEHDS 9E+H03 5
4 2,5E+05 1E+04 6 L6E+05  1E+04 6 L8E+05  1E+04 6
P17 5 2,6E+05 1E+04 6 L8E+05S  1E+04 6 1H9E+05  1E+04 6
7 2,5E+05 1E+04 6 2,0E+05  1E+04 6 2HE+05  1E+04 6
10 2,6E+05 1E+04 6 2HE+H0S HE+04 6 HIE+HIS  HE+04 6
15 2,4E+05 1E+04 6 23EH0S HeHd 6 22EH05 HEH04 6
20 2,8E+05 1E+04 6 2205 HeH0d 6 FYEHS HEH04 6
AOC-veerdi Dag [ug C/L] E.o.m. N Jug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 0,07 0,01 3 6:04 00+ 3 0:05 0:0+ 3
1 0,23 0,02 3 610 00+ 3 012 0:0+ 3
2 35 2 3 9.4 04 6 62 03 6
3 53 3 6 29 2 6 32 2 5
4 61 3 6 40 2 6 43 3 6
P17 5 63 3 6 44 3 6 47 3 6
7 60 3 6 49 3 6 50 3 6
10 63 3 6 50 3 6 47 3 6
15 59 3 6 56 3 6 54 3 6
20 68 3 6 52 3 6 47 3 6
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PVC(Zn/Ca) S/V=0,5 cm™

#1 #2 #3
Kimtal Dag |CFU/mL] E.o.m. N |[CFU/mL] E.o.m. N |[CFU/mL] E.o.m. N
0 1,7E+02 3E+01 3 1,9E+02 4E+01 3 2,8E+02 4E+01 3
1 1,24E+03  9E+01 3 9,1E+02 8E+01 3 8,9E+02 8E+01 3
2 1,21E+05 9E+03 3 1,19E+05 9E+03 3 9,8E+04 8E+03 3
3 1,7E+05 1E+04 6 1,9E+05 1E+04 6 1,6E+05 1E+04 6
4 1,9E+05 1E+04 6 1,9E+05 1E+04 6 1,8E+05 1E+04 6
P17 5 1,7E+05 1E+04 6 1,8E+05 1E+04 6 2,0E+05 1E+04 6
7 2,2E+05 1E+04 6 1,9E+05 1E+04 6 1,9E+05 1E+04 6
10 1,7E+05 1E+04 6 1,33E+05  9E+03 6 1,9E+05 1E+04 6
15 1,6E+05 1E+04 6 1,39E+05  9E+03 6 1,8E+05 1E+04 6
20 1,7E+05 1E+04 6 1,7E+05 1E+04 6 1,7E+05 1E+04 6
AOC-veerdi Dag [ug C/L] E.o.m. N Jug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 0,04 0,01 3 0,05 0,01 3 0,07 0,01 3
1 0,30 0,02 3 0,22 0,02 3 0,22 0,02 3
2 29 2 3 29 2 3 24 2 3
3 41 2 6 47 3 6 39 2 6
4 47 3 6 47 3 6 44 3 6
P17 5 43 3 6 43 3 6 49 3 6
7 54 3 6 47 3 6 46 3 6
10 42 2 6 32 2 6 46 3 6
15 40 2 6 34 2 6 45 3 6
20 42 2 6 40 2 6 42 2 6
Der blev set bort fra ekstrakt #1, da dette var kontamineret med uenskede bakterier
(bestem ved maling med ATP).
PVC(Pb) S/V=0,5 cm™
#1 #2 #3
Kimtal Dag |CFU/mL] E.o.m. N |[CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 2:HE+02 4E+01 3 2,4E+02 4E+01 3 1,4E+02 3E+01 3
1 4,9L+02 6E+01 3 1,1E+03 9E+01 3 1,05E+03  8E+01 3
2 3;2E+03 HE+02 9 8,0E+04 7E+03 3 7,5E+04 TE+03 3
3 129E+04  9E+02 9 1,5E+05 1E+04 6 2,1E+05 1E+04 6
4 2.8E+04  1E+03 9 147E+05 9E+03 6 2,1E+05 1E+04 6
P17 5 3,5E+04  1E+03 9 1,9E+05 1E+04 6 1,7E+05 1E+04 6
7 4.3L+04 2E+03 6 1,9E+05 1E+04 3 1,7E+05 1E+04 6
10 4:1E+04 2E+03 6 1,7E+05 1E+04 6 1,8E+05 1E+04 6
15 46E+04  2E+03 6 1,32E+05  9E+03 6 1,8E+05 1E+04 6
20 44E+04  2E+03 6 1,35E+05 9E+03 6 1,5E+05 1E+04 6
AOC-veerdi Dag [ug C/L] E.o.m. N Jlug C/L]  E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 0,05 0,04 3 0,06 0,01 3 0,03 0,01 3
1 012 0,04 3 0,27 0,02 3 0,26 0,02 3
2 0577 003 9 20 2 3 18 2 3
3 31 02 9 37 2 6 52 3 6
4 67 03 9 36 2 6 52 3 6
P17 5 86 04 9 46 3 6 40 2 6
7 104 04 6 46 3 3 42 2 6
10 99 04 6 42 3 6 44 3 6
15 H2 04 6 32 2 6 43 3 6
20 10,8 04 6 33 2 6 37 2 6
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PVC(Org.) S/V=0,5 cm™

#1 #2 #3
Kimtal Dag |CFU/mL] E.o.m. N |[CFU/mL] E.o.m. N |[CFU/mL] E.o.m. N
0 2,0E+02  4E+01 3 1,3E+02  3E+01 3 2,5E+02  4E+01 3
1 1,01E+03  8E+01 3 1,01E+03  8E+01 3 1,04E+03  8E+01 3
2 1,5E+05 1E+04 3 1,05E+05  8E+03 3 1,15E+05  9E+03 3
3 2,0E+05 1E+04 6 2,1E+05 1E+04 6 1,8E+05 1E+04 6
4 2,4E+05 1E+04 6 2,2E+05 1E+04 6 2,1E+05 1E+04 6
P17 5 2,5E+05 1E+04 6 2,2E+05 1E+04 6 1,8E+05 1E+04 6
7 2,3E+05 1E+04 6 2,4E+05 1E+04 6 2,1E+05 1E+04 6
10 2,0E+05 1E+04 6 2,3E+05 1E+04 6 2,1E+05 1E+04 6
15 2,0E+05 1E+04 6 2,0E+05 1E+04 6 1,8E+05 1E+04 6
20 1,7E+05 1E+04 6 1,8E+05 1E+04 6 1,8E+05 1E+04 6
AOC-veerdi Dag [ug C/L] E.o.m. N Jug C/L] E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 0,05 0,01 3 0,03 0,01 3 0,06 0,01 3
1 0,25 0,02 3 0,25 0,02 3 0,25 0,02 3
2 36 2 3 26 2 3 28 2 3
3 49 3 6 52 3 6 44 3 6
4 59 3 6 52 3 6 51 3 6
P17 5 60 3 6 53 3 6 44 3 6
7 57 3 6 58 3 6 52 3 6
10 48 3 6 56 3 6 52 3 6
15 49 3 6 48 3 6 45 3 6
20 42 3 6 44 3 6 43 3 6

Blind

#1 #2 #3
Kimtal Dag |CFU/mL] E.o.m. N |[CFU/mL] E.o.m. N [CFU/mL] E.o.m. N
0 2,1E+02 4E+01 3 2,5E+02 4E+01 3 1,3E+02 3E+01 3
1 5,5E+02 6E+01 3 6,2E+02 6E+01 3 5,0E+02 6E+01 3
2 4,3E+03  2E+02 9 3,9E+03  2E+02 9 3,1E+03 1E+02 9
3 1,8E+04 1E+03 9 3,4E+04 1E+03 9 1,34E+04  9E+02 9
4 6,5E+04  6E+03 6 9,0E+04  7E+03 6 4,8E+04  SE+03 6
P17 5 8,8E+04  8E+03 3 8,7E+04  8E+03 3 59E+04  6E+03 3
7 1,1SE+05  9E+03 3 9,9E+04 SE+03 3 7,9E+04 TE+03 3
10 1,15E+05  8E+03 6 8,7E+04  7E+03 6 7,1E+04  7E+03 6
15 9,9E+04  8E+03 6 8,1E+04  7E+03 6 8,7E+04  7TE+03 6
20 1,18E+05 8E+03 6 8,9E+04  7E+03 6 7,6E+04  7TE+03 6
AOC-vaerdi Dag [ug C/L] E.o.m. N Jug C/L]  E.o.m. N [ug C/L] E.o.m. N
0 0,05 0,01 3 0,06 0,01 3 0,03 0,01 3
1 0,13 0,01 3 0,15 0,02 3 0,12 0,01 3
2 1,04 0,04 9 0,94 0,04 9 0,75 0,03 9
3 4,5 0,3 9 83 0,3 9 33 0,2 9
4 16 2 6 22 2 6 12 1 6
P17 5 21 2 3 21 2 3 14 2 3
7 28 2 3 24 2 3 19 2 3
10 28 2 6 21 2 6 17 2 6
15 24 2 6 20 2 6 21 2 6
20 29 2 6 22 2 6 18 2 6
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