Gode resultater med ny hurtigmetode
til maling af totalkim i drikkevand

| 2005 valgte Kobenhavns Energi, Vands laboratorium at afprove en ny hurtigmetode

med et fastlagt testprogram

Af Niels Erik Bjergaarde, Helle Hansen og Soren Lind, Kobenhavns Energi, Vand og Morten Miller og Morten Reeslev, Mycometer

I de senere ar har der veeret en stigende interesse for ngdvendig-
heden af og behovet for nye effektive mikrobiologiske hurtig-
metoder til kontrol af vandforsyning. @nsket er at nedsatte ak-
tionstiden/responstiden ved vandkvalitets-problemer og at finde
redskaber, der kan styrke arbejdet med sikring af vandkvalite-
ten i drikkevandsforsyningen.

BactiQuant (BQ) er en ny, danskudviklet hurtigmetode til
maling af totalkim i drikkevandssystemer [1]. Metoden er base-
ret pa en velafprgvet og patenteret teknologi, som det danske
iveerksetterfirma MycoMeter allerede anvender til maling af
skimmelsvampe i bygninger [2].

Metoden

Med BQ-metoden méles i vandprgven aktiviteten af et enzym,
der er alment til stede i bakterier. Analysen er simpel og kan
gennemfgres med en samlet analysetid pa typisk 20—40 minut-
ter. Til sammenligning kraver nuvarende standardmetoder en
analysetid pa 48-72 timer.

Analyseresultaterne (BactiQuant-tallet) beregnes pa grundlag
af standardbetingelser og er derfor umiddelbart sammenligneli-
ge uanset hvem der har udfgrt analysen, eller hvor den er udfgrt.
BQ-tallet er et mal for hvor stor enzymaktivitet, der er i vand-
préven. Malekonceptet er simpelt; jo hgjere enzymaktivitet, jo
stgrre bakterieindhold. Enzymaktiviteten males ved reaktion
med et fluorogent enzymsubstratanalog, som efter hydrolysering
producerer en fluorophor. Aktiviteten males i FluorescensEnhe-
der (FE). Typiske mélinger i rent drikkevand giver under 100
FE. Anvendelsen af metoden forudsatter ikke, at man har labo-

Haneadapter med filter monteret pa vandarmatur.
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ratoriefaciliteter, men personalet, som udfgrer analysen, skal
gennemga en kort uddannelse med efterfglgende certificering.

Prgvetagningen foregar ved filtrering af en vandprgve. Filtre-
ringen kan ske fra en udtaget vandprgve i prgveflaske eller di-
rekte fra prgvehane ved montering af en haneadapter, hvorved
man opnar en yderligere fleksibilitet mht. prgvemzengdens stgr-
relse.

I denne afprgvning anvendtes ikke haneadapter. Alle prgver
blev udtaget i proveflasker.

BQ-udstyret findes i en stationzr og i en kompakt transporta-
bel udgave, der ggr det muligt at foretage undersggelser og ana-
lyser i felten direkte ved prgvetagningsstedet.

Afprovning af BQ-udstyret (stationcer udgave) i Kgbenhavns Energi, Vands
akkrediterede driftslaboratorium. Laborant Helle Hansen gennemfgrer her en
af de mange testmdlinger.

Afprovning af metoden

Pa basis af Kgbenhavns Energi, Vands hidtidige erfaringer med
hurtigmetoder blev der i samarbejde med MycoMeter opstillet
et antal succeskriterier for metodens anvendelighed.

Et praktisk og funktionelt overvagningssystem af lednings-
vandets mikrobiologiske kvalitet forudsatter, at man kan opfan-
ge afvigelser fra det normale og gennemfgre korrigerende hand-
linger inden de gezeldende grenseveardier overskrides. Det var
derfor afggrende, at data fra testprogrammet kunne bruges til at
fastlegge operationelle aktionsgranser.

Milekampagnen omfattede 25 lokaliteter og fem forskellige
vandtyper, og den blev udfgrt i perioden maj til september i
2005 (tabel 1).
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Provetype | Ab Lednings- Lednings- Révand | Vandverks- | Ialt | Ste niveau i »friskt« rdvand og det hgjeste ni-
vandveerk | vand vand filtre veau i vandprgver fra ledningsnettet, hvor van-
(Stabilprove) | (Straksprove) det har en relativ hgjere opholdstid. Den svagt
Antal 119 7L 70 27 6 293 | stigende tendens i BQ-tallet fra ravand til
Lokaliteter | 7 15 15 2 1 25

« samme lokalitet
Tabel 1. Oversigt over vandprgvetyper og antal gennemfprte analyser.

Prgvetagningen blev foretaget af driftslaboratoriets akkreditere-

de prgvetagere iht. standardiseret prgveudtagningsmetode for

mikrobiologiske vandprgver. Desuden blev der i Kgbenhavns

Energi, Vands akkrediterede laboratorium udfgrt sammenlig-

nende kimtellinger ved 22°C og 37°C iht. DS/EN ISO 6222.

I praksis blev »straks-prgver« udtaget i samme prgveflaske til
bade BQ-analyse og totalkims-analyse i henhold til DS-metode.
Det var af praktiske arsager ikke muligt for »stabil«-prgver,
som blev udtaget i separat 250 ml prgveflaske.

Sammenfattende skulle testprogrammet demonstrere:

¢ At metoden er robust og giver reproducerbare resultater.

e At man pa baggrund af data kan etablere et niveau for nor-
maltilstand (»baseline«) og tiln@rmet normalfordeling for
Kgbenhavns Energi, Vands vand.

o At der pa basis af »baseline« og normalfordeling kan etable-
res malekategorier og sikaldte aktionsgranser, som kan bru-
ges i den daglige driftskontrol og overvagning af vandkvalite-
ten.

Resultater

BQ-niveau for forskellige vandprgvetyper

Figur 1 viser »baseline«-data baseret pa resultaterne af BQ-ana-
lyser i tre vandtyper pa sékaldte »stabil«-prgver, hvor prgvetag-
ningen iht. almen praksis foretages, nar det udtagne/lgbende
vands temperatur er blevet stabil. Det var forventet, at bakterie-
niveauet i disse vandtyper generelt ville vere lavt med det lave-

Metodens detektionsgraense:

En stor styrke ved BactiQuant-metoden er, at den kan tilpasses
til at male pa mange forskellige typer vand. Fra det meget rene
nzsten sterile til det meget forurenede. Denne styrke opnas ved
at variere to faktorer; reaktionstiden og mangden af vaeske der
filtreres.

En given m@ngde bakterier indeholder en bestemt mengde
enzym. Denne mangde enzym vil danne mere produkt, hvis
man gger reaktionstiden, altsa den tid enzymet reagerer med
substratet. @nsker man at male pa vesker med et meget lavt
indhold af bakterier, kan man derfor gge reaktionstiden. I prin-
cippet kan metoden detektere én bakterie, hvis blot reaktionsti-
den er lang nok. I de fleste situationer gnsker man sa kort reak-
tionstid som muligt. En kortere reaktionstid kan opnas ved at
gge den mengde vand, der filtreres. @ges vandmangden, gges
mengden af bakterier der fanges pa filteret og dermed mang-
den af enzym. En stgrre maengde enzym producerer mere fluo-
rescens pr. tidsenhed. I meget rene vasker med lav koncentrati-
on af bakterier kan man saledes filtrere store mengder (mange
liter) og derved opna en relativ lav reaktionstid.

Standardbetingelserne for bakteriologisk undersggelse af
drikkevand er fastsat til en reaktionstid pa 30 minutter ved 23°C
og filtrering af 250 ml vand.

Mycometer arbejder p.t. med at fastleegge passende standard-
betingelser for andre vandtyper og er derfor interesseret i at
hgre fra firmaer med specielle vandtyper eller problemstillinger.
Metoden anvendes i dag, ud over i drikkevand, til bl.a. undersg-
gelser af recirkuleret vand fra rggrensningsprocesser, varmt
brugsvand og industrielt procesvand m.m.
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ledningsvand var saledes i god overensstem-
melse med forventningerne. BQ-tallet for dis-
se vandtyper 14 i intervallet fra under meto-
dens detektionsgraense for fluorescensmalingen, dvs. den
mindste fluorescensverdi som er signifikant forskellig fra
nul pa 8 FE (p < 0,05) og op til 140 FE.
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Figur 1. »Baseline«-data. Illustration af BQ-niveau for tre forskellige
vandprgvetyper.

Inddeling af BQ-vardier

For bedre at anskueligggre data fra »baseline«- malingerne er
resultatet af BQ-analyserne inddelt i intervaller. Herefter er an-
tallet (frekvensen) af BQ-tal, der falder inden for hvert interval,
opgjort. Resultatet er en tilnermet normalfordelingskurve (figur
2). Figuren viser en typisk logaritmisk fordeling, som forventet
i en undersggelse af denne karakter. Senere anvendes »baseli-
ne«-data og tilnermelsen til normalfordelingen, som basis for
etablering af operative gr&enseverdier.

70 n=217

Frekvens (%)
&
=1

NP DRSSP
N R T I

BQ-tal (FE)

Figur 2. Fordelingen af »baseline«-data viser en tilnermet normalfordelings-
kurve.

Prgvetyperne »straks«-prgve og »stabil«-prgve:

I forbindelse med alle prgvetagninger i ledningsnettet blev der
udtaget »straks«-prgver. I modsa&tning til normal prgvetag-
ningspraksis af vandprgver udtages »straks«-prgven umiddel-
bart (det fgrste vand i hanen), dvs. uden en indledende stabilise-
ring af prgvetemperaturen. Formalet med analyser af »straks«-
prgver var at male pa vandprgver, hvor vi erfaringsmessigt vid-
ste, at der var et relativt hgjt indhold af bakterier. BQ-tallet for
»straks«-prgver 14 i intervallet 25 FE til over fluorometerets
maksimale aflesning pa ca. 6000 FE.

For »straks«-prgverne fordelte analyseresultaterne sig sadan,
at 75% af malingerne gav BQ-tal hgjere end 200 FE.

Kun i to tilfeelde ud af 293 prgvetagninger var der en betydelig
uoverensstemmelse mellem resultatet af BQ-malingen og total-
kimtal. I de to tilfelde viste resultatet af BQ-analysen et lavt ni-
veau af bakterier i en »stabil«-prgve, mens total-kimtallet var hg-
jere end 200 CFU/ml (ColonyFormingUnits/ml ~ bakterier/ml). B
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Efter gennemgang og diskussion af resultaterne er der imid-
lertid opstéet tvivl om de to malingers rigtighed. De efterfgl-
gende »stabil«-prgver blev som tidligere nevnt udtaget til to fla-
sker, en for hver analyse. En manglende stabilisering af den mi-
krobiologiske kvalitet i »stabil«-prgven kan vere en forklaring
pa uoverensstemmelsen mellem prgveresultaterne. Efterfglgen-
de omprgver viste i begge tilfelde normalt total-kimtal og for-
ventelig overensstemmelse mellem BQ-tal og totalkims-analy-
setal.
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Figur 3. Illlustration af sammenhgrende BQ-tal og total-kimtal i »straks«-
proverne.

Resultaterne af totalkims-analyserne i »stabil«-prgverne viste et
gennemsnitligt indhold af bakterier pa 10 CFU/ml modsvaret af
et gennemsnitligt BQ-tal pa 30 FE. I »straks«-prgverne var det
gennemsnitlige indhold af bakterier derimod 600 CFU/ml mod-
svaret af et gennemsnitligt BQ-tal pa 1124 Fe. Altsa i begge re-
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gimer en god overensstemmelse mellem BQ-analyser og resul-
tatet af totalkims-analysen.

Figur 3 viser BQ-tal og total-kimtal i »straks«-prgverne. Som
man kan se af figuren, var der en god overensstemmelse mellem
resultaterne af de to analyser. Hgje total-kimtal i »straks«-prg-
verne modsvares altid af hgje BQ-tal.

Operationelle grensevaerdier
Testprogrammet udfgrt af Kgbenhavns Energi, Vand viste, at
BQ-metoden er velegnet til at differentiere mellem vandprgver
med en normaltilstand for vandforsyningens vandkvalitet og
vandprgver med unormale hgje bakterietal. Det har fra begyn-
delsen vaeret en vigtig forudsetning for, at metoden kan bruges
i den daglige driftskontrol hos Kgbenhavns Energi, Vands
driftslaboratorium. Pa basis af »baseline«-malingerne og den
tilneermede normalfordeling af data (figur 2) er der etableret
nogle operative greensevardier, som ggr det muligt hurtigt at
opfange afvigelser og s@tte ind med korrigerende handlinger.
Vi har med udgangspunkt i HACCP-principperne (Hazard
Analysis Critical Control Points) valgt at operere med tre kvali-
tetskategorier for den mikrobiologiske kvalitet af vandforsynin-
gens ledningsvand:

Gren kategori:  BQ-tal <£40; Bedste vandkvalitet

40 < BQ-tal £200; Mellem vandkvalitet

Rgd kategori:  BQ-tal > 200; Uacceptabel vandkvalitet

Grgn kategori kan pa basis af data fra testprogrammet opnés
1 75% vandprgver fra vand med forventet lavt bakterieind-
hold. Denne kategori er acceptabel uden forbehold. Ved led-
ningsrenoveringer og stgrre indgreb i vandforsyningens in-
stallationer vil denne malekategori kunne fungere som ac-

Ph.d.-projekt
Pneumatisk ventilering

Pneumatisk ventilering er tenkt som et alternativ til kon-
ventionel jordventilering, der bruges, nar forureninger skal
fjernes fra lavpermeable omrader af lagdelt jord. Teknikken
er baseret pa, at den umattede jordzone pafgres store, dyna-
miske fronter af undertryk. Fronterne pafgres ved cyklisk at
senke trykket i jordens gasfase og derefter frigive trykket
igen. Gennem studiet blev metoden testet ved laboratoriefor-
sgg med en 2D-rende. Laboratoriearbejdet omfattede venti-
leringsforsgg pa homogene og heterogene sandpakninger
forurenet med trichlorethylen (TCE). Det viste sig, at nar
man skiftede fra konventionel ventilering til pneumatisk
ventilering steg fjernelsesraten kraftigt. Forsggene afslgrede
ikke arsagen til den forbedrede effekt af pneumatisk ventile-
ring.

For at fastlegge mekanismerne bag pneumatisk ventilering
opstilledes en numerisk model med baggrund i forsggsresul-
taterne. Den numeriske model viste, at den dominerende me-
kanisme i pneumatisk pumpning er gasudvidelse. Nar trykket
senkes, udvides gasfasen, og der mobiliseres en stofflux i alle
omrader af forureningsfanen i det lavpermeable omrade.

Efter at have identificeret arsagen til effekten af pneumatisk
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ceptgrense i forbindelse med kvalitetskontrol og »normalise-
ring« af vandkvaliteten. Vandprgver, der falder inden for gul
kategori, har et gget indhold af bakterier ift. bedste kvalitet.
I Kgbenhavns Energi, Vands forsyningssystem har mélinger
i denne kategori ikke givet anledning til overskridelser af
graenseverdier for kimtal iht. standardmetode. Man mé dog
regne med en risiko for, at BQ-tal i gul malekategori kan
fgre til overskridelser af grensevardier for kimtal. Rgd kate-
gori-mélinger udggr den operationelle aktionsgrense i vand-
forsyningens ledningsnet. Malinger pa normalprgver fra led-
ningsnettet, som falder inden for denne kategori, er uaccep-
table. I testprogrammet er det kun i »straks«-prgver, der er
malt BQ-tal, som ligger i denne kategori. Malinger som lig-
ger i rgd kategori har i dette testprogram i 70% af tilfeldene
givet anledning til overskridelser af traditionelle grensevar-
dier for kimtal.

Kgbenhavns Energi, Vands laboratorium vil nu yderligere af-
prgve metoden og forventer at indfgre rutiner/metodikker med
metoden som vearktgj til optimering af fglgende vigtige drifts-
kontrolopgaver:

- Rutine-monitorering med bedre mulighed for hurtigere iden-
tifikation af bakterielle vandkvalitetsproblemer.

- Hurtig kildesporing ved konstatering af forureninger/utathe-
der.

- Hurtigere klarmelding til idriftsettelse af ledningssystemer
efter renoveringer.
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ventilering blev det numeriske arbejde udvidet til at omfatte
sensitivitetsanalyser af sammenh@ngen mellem udvalgte pa-
rametre og metodens effektivt. Disse parametre omfattede
initial NAPL-fordeling, den absolutte permeabilitet af det lav-
permeable omrade og endelig effekten af stgrrelsen af det pa-
fgrte undertryk. Resultaterne af sensitivitetsanalysen viste, at
pa trods af at metoden var sensitiv over for alle n&vnte para-
metre, var pneumatisk ventilering at foretrekke frem for kon-
ventionel ventilering i alle undersggte scenarier. Oprens-
ningstiden blev reduceret med faktorer i intervallet 2.2 til 4.8,
nar pneumatisk ventilering blev anvendt frem for konventio-
nel ventilering. Den stgrste fordel ved pneumatisk ventilering
blev fundet for scenariet med lavest permeabilitet i det lavper-
meable omrade.

Afslutningsvist blev det konkluderet, at pneumatisk ventile-
ring virker som et attraktivt alternativ til konventionel venti-
lering. Men der skal foretages yderligere undersggelser af tek-
nikken, for at kunne fastsla om pneumatisk ventilering kan
anvendes i felten.

Camilla Hgier, Institut for Miljp & Ressourcer, DTU
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