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Forord

Min forhoppning ir att arbetet med detta projekt ska kunna bidra med
mer underlag till att kunna ta fram limpliga processindikatorer for virus-
inaktivering. Resurserna for att analysera humanpatogena virus finns inte
pa vattenverkslaboratorium och just dirfor dr processindikatorer s& viktiga
for att sikerstilla ett dricksvattens mikrobiologiska sikerhet. Med 6kade hot
fran bland annat klimatet kommer det bli viktigare och viktigare att kunna
finga upp eventuella virus i dricksvattenverken for att kunna sikerstilla ett
hilsosamt och sikert dricksvatten.

Jag vill rikta ett stort tack till Anette Hansen pé laboratoriet p& Lackare-
bicks vattenverk for all hjilp med forsék och allt stod i samband med fir-
digstillandet av denna rapport. Ett stort tack ocksd till Henrik Rydberg och
Inger Kjellberg pa Lackarebicks Vattenverk samt Jakob Ottoson pa Sveriges
Lantbruksuniversitet/Statens Veterindrmedicinska Anstalt for praktisk hjilp
med forsoksuppligg och bidragandet med stor kunskap. Ytterligare ett stort
tack till all personal pa laboratoriet och driftavdelningen pa Lackarebicks
vattenverk som bistdtt med analyshjilp och givande diskussioner. Tack dven
till Britt-Marie Pott, Sydvatten, vars konstruktiva granskning inspirerade
till stora forindringar av presentationen och till Kathleen Murphy och
Mohanna Heibati, DRICKS, som hjilpt till med slutbearbetningen.

Till sist ett stort tack till Olof Bergstedt pd Géteborgs Stad — Kretslopp
och vatten for all stottning, praktisk hjilp, alla diskussioner och for att du
delat med dig av din stora kunskap.

Emma Forsberg
Goteborg 2014-11-23
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Sammanfattning

I dagsliget saknas analysmetoder for att kunna verifiera desinfektionsef-
fekten med avseende pd virus och det finns ett stort behov av att ta fram
processindikatorer for att Gvervaka inaktiveringen av virus i vattenverk.
Onskvirt ir att dessa indikatorer har en nigot ligre reduktion in de pato-
gena mikroorganismerna av intresse. I denna rapport var syftet att forsoka
utvinna fager ur avloppsvatten, med hgre klorresistens 4n i tidigare forsok,
och sedan anvinda dessa i ytterligare undersokningar av desinfektionseffekt.

Livsmedelsverket har krav pa vattenverk att det ska ha etc tillricklige
antal mikrobiologiska barriirer i sin beredningsprocess och pd verifiering.
Desinfektion med klor ir ett exempel pd en sidan barriir. Klor har bist
desinfektionseffekt vid linga kontakettider, hég vattentemperatur och vid
lagt pH. Crt-virdet dr ett mdtt pd desinfektionen och ir koncentrationen
av desinfektionsmedlet multiplicerat med den effektiva kontaketiden for de
10 % av vattnet som snabbast passerar desinfektionssteget. I detta tas ocksa
hinsyn till att koncentrationen av klor minskar under kontakttiden. Med
hjilp av Ct-virdet kan inaktiveringsgraden av olika mikroorganismer vid en
viss koncentration och kontakttid forutsigas.

Tre olika kolifager, med hég klortalighet, utvanns ur inkommande
avloppsvatten dir de normalt forekommer i lidgre halter. Dessa propagera-
des upp till 10" pfu/ml innan de tillsattes till forssksvattnet. En viss mingd
av dessa kolifager tillsattes till filtrerat vatten frin beredningsprocessen pé
Lackarebicks vattenverk. Forsoksvattnet pH-justerades till tre olika pH:n i
de olika forsoken for att se hur desinfektionseffekten paverkades vid even-
tuella driftstérningar. Som desinfektionsmedel anvindes natriumhypoklorit
i de forsta forssken och senare dven klor/klordioxid. Kontakttiden var som
lingst 90 minuter vilket ir relaterat till den effektiva kontaketiden i dricks-
vattenverket idag. Ett antal prover togs ut under frsékstiden och analysera-
des for; kolifager, bakterieceller, viruslika partiklar, pH, fritt klor, totalt klor
samt klordioxid.

Genom projektet identifierades modellfager som kunde analyseras med
gingse analysmetodik for somatiska kolifager. Fagerna gick att propagera
upp till 10" pfu/ml vilket mojliggjorde uppskattning av inaktivering > 8
log. Vid desinfektion med natriumhypoklorit var fagstammen téligare in
predikterat av Ct i GDP-modellen, men mindre talig vid desinfektion med
klordioxid.

Parametern levande bakterieceller uppvisade ligre reduktion 4n predik-
terat (for virus) av Ct i GDP-modellen bide med natriumhypoklorit res-
pektive klordioxid. Analysen mojliggér jimforelse mellan lab-/pilotfrsok
och fullskala samt kan nyttjas for att identifiera drifttillfillen med nedsatt

inaktivering.



Summary

To this day, no analytical methods exist for verifying disinfection effects
with respect to viruses, and there is a pressing need to develop sensitive indi-
cators for monitoring the inactivation of viruses in drinking water treatment
plants. The indicators should exhibit reductions that are similar or lower
than the microorganism of interest. The aim of this project was to extract
chlorine-resistant coliphages from sewage water and assess their inactivation
in disinfection experiments.

The Swedish National Food Administration sets requirements for drink-
ing water treatment plants, including that sufficient barriers against micro-
biological contamination exist and are verified to perform at a specified
level. Chlorine disinfection is one example of a microbiological barrier. Dis-
infection with chlorine is known to perform best when there are long con-
tact times, high water temperatures and low pH. The Ct-value, defined as
the concentration of the disinfection substance multiplied with the effective
contact time of the water that passes through the disinfection stage fastest,
is an indirect measure of the disinfection effect. In calculating the Ct-value,
it is taken into account that chlorine concentration declines with time. The
Ct-value can be used to predict the inactivation of microorganisms given a
particular chlorine concentration and contact time.

The experimental method in this study involved first adjusting the pH
of water collected from the treatment process and then adding a known
quantity of coliphages. Three species of chlorine-resistant coliphages were
extracted from incoming sewage water where they existed in low abun-
dances; before experimentation, they were propagated to 10" pfu/ml. Three
pH levels were tested and sodium hypochlorite and chlorine/chlorine diox-
ide were used as disinfectants. A total contact time of 90 minutes was used,
which is comparable to the effective contact time currently used in the water
treatment. Samples were collected at various times during the experiments
and analyzed for coliphages, bacterial cells, virus-like particles, pH, free
chlorine, total chlorine and chlorine dioxide.

This project identified model phages that could be quantified using exist-
ing analytical methods for somatic coliphages. The phages could be prop-
agated to 10" pfu/ml which enabled >8 log inactivation. When sodium
hypochlorite was used as a disinfectant, the phages where more persistent
then predicted by Ct, whereas when chlorine dioxide was used as the dis-
infectant, the phages were less persistent. Bacterial cells showed higher per-
sistence than predicted (for viruses) by Ct using both sodium hypochlorite
and chlorine dioxide.

The methods developed in this project could be used to verify disin-
fection effectiveness in lab-/pilot trials or at full scale, or to identify other
barriers in the drinking water treatment process train having insufficient

inactivation/removal of microorganisms.



1 Inledning

I dagsliget saknas det analysmetoder f6r att kunna verifiera desinfektionsef-
fekten med avseende pa virus. Om desinfektionseffekten av virus beaktas
gors det genom berikningar utifrin koncentrationen av till exempel frict
klor eller UV-intensitet och kontakettid. Generellt giller att om virus inak-
tiveras med klor inaktiveras dven bakterier eftersom de 4r mer klorkinsliga.
Diremot inaktiveras inte parasiter vid de klordoser som ir tillitna i Sverige.
Om virus inaktiveras med hjilp av UV-ljus kommer 4dven parasiter och bak-
terier inaktiveras eftersom att de dr mer UV- kinsliga 4n virus.

Efter det att examensarbetet, Desinfektion av virus i dricksvatten (Fors-
berg, 2012) slutforts kvarstod en del frigor. I examensarbetet, som var en
del av VISK (Virus i Vatten — Skandinavisk kunskapsbank), gjordes for-
s6k med phix174 samt med fager utvunna ur inkommande avloppsvatten.
Dessa visade sig ha dilig tdlighet mot klor i form av natriumhypoklorit
eftersom samtliga fager reducerades helt redan i initialt skede av forsoken
vid en halt av fritt klor varierande mellan cirka 0,15 tll 0,5 mg fritt klor
per liter. I examensarbetet analyserades dven samtliga prover med avseende
pa levande bakterieceller (metod med bestimning genom infirgning och
fluorescensmikroskopi), denna analys kan ge ett konservative mitc pd om
Crt-virdet varit tillrickligt. Samtidigt som forsoken gjordes pa Lackarebicks
vattenverk i Goteborg utforde SVA/SLU (Statens veterinirmedicinska
anstalt/Sveriges lantbruksuniversitet) motsvarande desinfektionsforssk med
animalpatogena virus. De virus som anvints ir besliktade med de viktigaste
vattenburna humanpatogena virusen som finns och i férsoken anvindes
dven fager som potentiella indikatorer. I deras forsok visade det sig ocksa att
phix174 var klorkinslig medan MS2 samt Salmonella-fag 28B var taligare.
I deras forsok visade det sig att Salmonella-fag 28B kan vara en anvindbar
processindikator for virusinaktivering med klor men ett problem dir 4r att
de krivs hantering av salmonella-bakterier som virdorganism och detta ir
inte limpligt pa ett vattenverkslaboratorium. Aven om salmonellastammen
ir lagpatogen sd ir det inte limpligt att hantera den pa vattenverk och dess-
utom inte i den hoga halt som anvinds i pilotforsok. Till detta visade resul-
taten dven att MS2 inte avdddades alls vid de koncentrationer av klor som
anvinds i dricksvattenverk idag (Ottosson, 2012).

Med bakgrund av detta finns det fortfarande ett behov av att ta fram
limpliga processindikatorer for att dvervaka inaktiveringen av virus i vat-
tenverk. Dessa indikatorer bor ha en reduktion som ir nigot ligre 4n den
som kan forvintas vid dimensionerade Ct-virden for 3log inaktivering av
virus eller snarlik reduktion. Exempelvis innebir detta 8 mg-min/l vid pH
8 och 4 grader. Omsatt till fakrtiska férhallanden kan detta innebira en halt
fritt klor 6verskott pd 0,10 mg/l efter en timmes uppehallstid i en reservoar.

Under slutdelen av VISK-projektet gjordes férsok att propagera upp
fag P1 for att eventuellt kunna anvindas i ytterligare desinfektionsforsok.
Detta lyckades inte eftersom den metod som anvinds f6r propagering var
olimplig. Istillet utvanns fager frin inkommande avloppsvatten. Fagerna



i avloppsvattnet propagerades upp enligt ISO 10705-2 (ISO, 2000) och
anvindes sedan i desinfektionsférsék med samma metodik som forssken
med phix174. Aven denna blandning av fager visade en kraftig reduktion
pa 3—4 log under den férsta minuten med en halt initialt fricc klor pa cirka
0,20-0,30 mg/l. Vissa av fagerna verkade dock klara sig en lingre tid.
Tanken som vicktes dé var att férsoka isolera fager som var mer klortéliga
ur den mixen av fager som utvunnits ur inkommande avloppsvatten frin
Ryaverket i Goteborg. Om detta lyckades kunde dé ytterligare desinfek-
tionsforsok goras med dessa, forhoppningsvis mer (lagom) klortaliga, fager.

1.1  Dricksvattenberedning

Enligt Livsmedelsverket giller att ”dricksvatten ska vara hilsosamt och rent.
Det ska anses vara hilsosamt och rent om det - inte innehiller mikroor-
ganismer, parasiter och imnen i sddant antal eller sddana halter att de kan
utgora en fara for minniskors hilsa” (SLV, 2001).

1.2  Mikrobiologisk barriar

Livsmedelverkets krav pa vattenverk i Sverige 4r att de ska ha ett tillrick-
ligt antal mikrobiologiska barridrer. En mikrobiologisk barriir syftar till
att reducera antalet mikroorganismer i vattnet genom inaktivering eller
avskiljning och vad som anses som tillrickligt antal barriirer beror pd vil-
ken typ av rdvatten som anvinds i processen samt vad rdvattnet brukar har
for mikrobiologisk kvalitet. Nagra exempel pa mikrobiologiska barriirer dr
desinfektion med klor, ozon, UV-strilning samt kemisk fillning med efter-
foljande filtrering. Livsmedelsverket har dven krav pd att ett vattenverk ska
ha metoder for verifiering av sina mikrobiologiska barridrer (Lindberg och
Lindqvist, 2005; SLV, 2012).

1.3  Dricksvattenberedning vid
Lackarebécks dricksvattenverk

Lackarebicks ravatten kommer till storsta delen frin Gota ilv via Delsjo-
arna. Intaget for rdvatten ligger i Lirjeholm vilket 4r beliget vid Géta ilv.
Nir vattnet kommer in i verket pH-justeras det med kalk for att hoja pH till
9,5-10, detta for att det efterfoljande fillningssteget ska fungerar tillfred-
stillande. I det kemiska fillningssteget tillsdtts aluminiumsulfat till vattnet
vilket gor att partiklarna som finns i vattnet bildar flockar. Det kemiska
fillningssteget ir en elektrokemisk mekanism dir en 3-vird positivt laddad
metall reagerar med partiklarna i vattnet. Partiklarna som finns i vatten ir
oftast negativt laddade vilket innebir att de tillsammans med metallen bil-
dar neutrala aggregat som slas ihop till storre vixande partiklar. Till flock-
arna dras imnen i vattnet som orsakar dess grumlighet och firg. Hir sjunker
pH:t till cirka 6,5. Vattnet kommer sedan till en sedimenteringsbassing dir

flockarna kommer sjunka till botten, de flockar som har for lig densitet for



att sjunka avskiljs i nista steg dir de fors igenom ett snabbfilter av aktivt kol.
Kolet absorberar imnen som kan ge vattnet lukt och smak. Innan vattnet
leds till reservoarerna tillsitts kalk, lut och kolsyra for att justera pH till
cirka 8. Det sista som gors 4r att tillsdtta klor/klordioxid som desinficerar
vattnet (Goteborg Stad, 2011; Inger Kjellberg, 2013).

1.4 Desinfektion

Desinfektion innebir att pi ett effektivt sitt avdéda oonskade mikroorga-
nismer i vatten. Det finns ett antal olika metoder som kan anvindas men
de som ir vanligast 4r olika typer av kemiska desinfektionsmedel som till
exempel klor eller ozon. Ett annat desinfektionsmedel ir desinfektion med
hjilp av UV-stralning. Kemiska desinfektionsmedel ir fordelaktiga eftersom
de kan anvindas vid olika steg i reningsprocessen samt att det gar att kom-
binera olika typer av desinfektionsmedel med varandra (Shin and Sobsey,

2008; Ddegaard et al., 2009; Forsberg 2012).

Det finns tre olika typer av desinfektion inne i dricksvattenverk. Det
forsta kallas fordesinfektion och da tillsites desinfektionsmedlet direke till
ravattnet. Det huvudsakliga desinfektionssteget kallas primirdesinfektion
och syftar till att inaktivera mikroorganismer inne i sjilva reningsanligg-
ningen. Till sist finns nigot som kallas sekundir desinfektion och det syf-
tar till act ha en mer l&ngvarig effekt och inaktiverar mikroorganismer ute
pa ledningsnitet (Shin and Sobsey, 2008; degaard et al., 2009; Forsberg
2012).

Det finns ett antal faktorer som tros paverka desinfektionseffekten och
for klor och ozon ir de frimst dessa faktorer (Shin and Sobsey, 2008; Dde-
gaard et al., 2009; Forsberg 2012);

* Kontakttiden mellan mikroorganismerna och desinfektionsmedlet. En
lingre kontakttid kommer 6ka effekten av desinfektionsmedlet vid en
bestimd koncentration av desinfektionsmedlet.

* Koncentrationen och typ av desinfektionsmedel. Olika typer av mikroor-
ganismer tdl olika desinfektionsmedel pé varierande sitt.

* Antalet mikroorganismer och art.

* Vattnets sammansittning och dess temperatur. Vattnets pH och alkali-
nitet etc. paverkar effekten av desinfektionen. Aven vattnets innehall av
organiskt material, oxiderbart oorganiskt material och partiklar kommer
paverka desinfektionseffekten.

* Hydrauliska férhéllanden som reaktorns utformning och omblandnings-

forhallandena i den.

Vid desinfektion av vatten ir de frimst tre olika mekanismer hos mikro-
organismerna som ir i fokus for desinfektionsmedlen. Det dr (EPA, 1999;
Forsberg, 2012);

* At forstora cellens uppbyggnad genom att fokusera pa kritiska delar hos
mikroorganismerna si som deras cellvigg eller funktion for semipermia-
bla membran.

* Att stora energimetabolismen genom att géra enzymerna som ir inblan-

dade i den ofunktionella.
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* Péaverka biosyntesen och tillvixten av mikroorganismerna genom att for-

hindra syntesen av proteiner, nukleinsyror och co-enzymer.

I beredningsprocessen i vattenverk uppnds tillricklig desinfektion oftast
genom att desinfektionsmedlen oxiderar eller frstér cellviggen hos mikro-
organismerna eller att desinfektionsmedlet diffunderar in i cellen och pé
sd viss kommer 4t att integrera med cellens cellaktiviteter (EPA, 1999). 1
avsnitt 1.10 behandlas klors effekt pa virus.

1.5 Desinfektion med klor

Desinfektionen med klor riknas som en mikrobiologisk barriir och den
paverkas av ett antal olika faktorer. Bland dessa faktorer finns kontaketid,
koncentration och typ av desinfektionsmedel, flodet i desinfektionsutrym-
met, antal mikroorganismer i vattnet, vattnets innehdll och sammansitt-
ning, temperatur i vattnet (Ddegaard et al., 2009). Bist forhallanden for
klordesinfektion ir; langa kontaketider, god omrérning, hég temperatur pa
vattnet, hdga halter av kvarvarande fritt klor och lig forekomst av amnen
som ir kinda for att paverka desinfektionen. Nir klor tillsitts till vattnet
sker foljande reaktioner (EPA, 1999; M Au and LeChevallier, 2004; Qde-
gaard et al., 2009);
Nir klorgas reagerar med vatten sker foljande rektioner;

(1) Cl, + H O & HOCI + HCI
(2) HOCl & H* + OCI-
(Au and LeChevallier, 2004; @degaard et al., 2009

Natriumhypoklorit bildas nir klorgas léses upp i natriumhydroxid. Vid

reaktion med vatten sker sedan detta;
NaOCl + HO & HOCI + Na* + OH-
(EPA, 1999)

pH har stor betydelse vid desinfektion med klor vilket syns i figur 1.1 pd
nista sida. HOCI molekylen ir den effektivaste formen av klor och den
formen av klor dominerar vid laga pH:n medan OCI~ dominerar vid hogre
pH. Detta innebir att det teoretiskt krivs en mindre dos tillsatt klor vid
ett ligre pH for att uppnd en vis desinfektionseffekt 4n vad det gor vid ett
hégre pH. Vid de pH som ir normala i dricksvattenreningsprocesser, pH
6,5-8,5, kommer bdde HOCI och OCI" finnas nirvarande. En figur dver
sambandet mellan OCI~ och HOCI vid olika temperaturer och olika pH:n
finns i figur 1.1.

Det finns ett antal olika fordelar med att anvinda klor som desinfektions-
medel bland annat pa grund av att klor ir effektiv mot ménga av de olika
mikroorganismer som kan férekomma i vatten. Dessutom ir klor en rela-
tivt ldtt produke att kontrollera och ir ekonomiskt forsvarbart att anvinda.
Klor ir idven effektivt mot algtillviixt, ger oxidation av jirn och mangan
samt motverkar lukt- och smakproblem med vattnet (EPA, 1999; Forsberg,
2012). Nackdelar med anvindning av klor #r att det bildas biprodukter nir
kloret oxiderar organiskt och oorganiskt material. Till exempel kan trihalo-
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Figur 1.1 Férhallandet mellan HOCI och OCI- vid olika temperaturer och
olika pH (@degaard et al., 2009)

metaner bildas nir klor reagerar med organiskt material och de anses vara
cancerogena (Steier, 2005).

Natriumhypoklorit som ir koncentrerad har en koncentration pi cirka
150 g klor/l (Kjellberg, 2012). Natriumhypoklorit hsjer vattnets pH vid
tillsats och kommer dven paverka vattnets alkalinitet (Haas, 1999).

1.6 Desinfektion med klor/klordioxid

Klordioxid (ClO,) ir ett mycket starke desinfektionsmedel som har hog
lsslighet i vatten. Klordioxid kan till exempel bildas nir klorit och klorgas
tillsdtes till en reaktor. Klorgasen tillsitts i 6verskott och ibland kan utbytet
fran klorit till klordioxid vara nidstan 100 %. Klordioxid gr inte att lagra
pa grund av sin instabilitet och dirfér maste den framstillas direkt innan
dosering. P& Lackarebicks vattenverk anvinds en metod dir klor och klorit
i vattenldsning reagerar enligt denna reaktion;

2NalClO2 + Cl2 — 2NaCl + 2CIO2

Klordioxid ir ett mycket effektivt desinfektionsmedel men forbrukas oftast
till stor del direke vid tillsats och har dirfor inte s stor kvarstdende effeke
ute pa ledningsnitet.

En av fordelarna med att anviinda klordioxid framfor annan form av klor
eller ozon ir att det inte bildas restprodukter i form av trihalometaner nir
kloret reagerar med organiskt material istillet 4r biprodukterna frimst klorit
och klorat. Klordioxid ir ocksd, jimfort med natriumhypokloriten, obe-
roende av pH vilket kan vara fordelaktigt nir vattnet pH-justeras for att
undvika korrosion pd ledningsnitet (Qdegaard et al., 2009; Steier, 2005).
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1.7 Ct-varde

Definitionen av Ct-virde ir klorkoncentrationen multiplicerad med den
effektiva kontakttiden f6r de 10 % av vattnet som snabbast passerar des-
infektionssteget och detta med hinsyn till att koncentrationen hela tiden
minskar med tiden (Hartlid, 2009; Forsberg, 2012).

Med Ct-virdet kan inaktiveringsgraden vid en viss koncentration och en
viss kontakttid forutsigas vilket innebir att Ct-virdet kan anvindas for att
berikna hur stor reduktion vattenverken har vid de olika mikrobiologiska
barridrerna. Vid tillsats av ett desinfektionsmedel till vatten sé sker det ome-
delbart en initial forbrukning (IF) av imnet detta pa grund av att det sker en
oxidering av oxiderbara komponenter i vattnet. Efter detta sker det en viss
forbrukning av imnet under hela kontakttiden vilket kan illustreras enligt;

C, =C, et (Ekv. 1)

it

I ekvationen ir k nedbrytningskonstanten f6r klor som beror av vattenkva-
litén, dir C. 4r initial klorkoncentrationen och C, ir den ingdende klorhal-
ten. Plottas ekvationen kommer arean under kurvan motsvara de Ct-virden
som mikroorganismerna exponeras for under kontakttiden (@degaard et al,
2009; Forsberg, 2012). I figur 1.2 visas sambandet mellan koncentration
och kontakttid.

06
] Caose
05 @ momm e o o o
04 4 == SRR [ 17 e e n o neupon S R O N S S D
I e ettt teltatels B — ST
= = -kt
02 I\-mo *-:‘:‘_’_’:f Cu=Ci-e™|
0‘ -l " prrrerrerrserseer e e - ™ === ===
C
0 L) L T T L T
0 S 10 15 20 25 30
Kontakttid (min)
Figur 1.2 lllustration av initialférbrukningen av klor och férhallandet mellan

initial koncentration fritt klor och utgdende koncentration fritt
klor (@degaard et al., 2009).

I tabell 1.1 pa nista sida visas angivna teoretiska Ct-virden vid olika tempe-
raturer och pH fér olika typer av mikroorganismer.

I denna rapport har den faktiska reduktionen i férsoken jimférts med en
beriknad forvintad reduktion. Den har baserats pa litteraturvirden for Ce
vid viss temperatur och ett visst pH (tabell 1.1). Hur den f6rvintade reduk-
tionen har beriknats framgir av kommande avsnitt.
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Tabell 1.1 Dimensionerade Ct-vdrden (mg*min/|) fér inaktivering av bakterier, virus och parasiter vid olika

temperaturer och pH (Jdegaard et al., 2009).

2 log inaktivering av

2 log inaktivering av

3 log inaktivering av 3 log inaktivering parasiter av gruppen parasiter av gruppen
bakterier av virus Giardia Cryptosporidium
4° C 0,5°C 4° C 0,5°C 4° C 0,5°C 4°C 0,5°C
Klor
pH<7 1,0 1,5 4,0 6,0 75 100 i.a i.a
pH 7-8 1,5 2,0 6,0 8,0 100 150 i.a i.a
pH > 8 2,0 3,0 8,0 12,0 175 250 i.a i.a
Kloramin 100 200 1500 2000 1750 2 500 i.a i.a
Klordioxid 1,0 1,5 20 25 25 40 1000 1250
Ozon 0,5 0,75 1,0 1,5 1,5 2,0 30 45

i.a inget angett. Ct-vardena ar sa hdga att det inte &r intressanta for praktiska &ndamal

1.7.1  Berédkning av férvantad reduktion
fér forsék med natriumhypoklorit

Den beriknade halten av kolifager och bakterieceller har for forssken med
natriumhypoklorit gjorts genom att forst rita upp en klorkurva for respek-
tive forsok dir virden for fritt klor presenteras pa y-axeln och kontaketiden
pa x-axeln. For T = 0 minuter har ett virde f6r totalt klor beriknats di det
varit omgjligt att mita eller berikna halten fritt klor vid den tidpunkten.
Halten totalt klor har beriknats utifrin klorldsningens koncentration samt
tillsatt volym av den till férsksflaskan. Enligt avsnitt 1.7 samt figur 1.2 s dr
arean under klorkurvan lika med Ct-virdet vid respektive tidpunkt.

Utrikningen av férvintad reduktion av kolifager och levande bakteriecel-
ler har sedan gjorts med hjilp av formeln nedan:

LogIA=n-Ct ../ Ctni}dvé‘ndigt (Ekv. 2)

Dir;

Log IA = Log inaktiveringsgrad (reduktion)

n = Nédvindig log inaktivering kopplad dll Ct, . .

Ct,_..... = Beriknat Cr-virde (arean under klorkurvan)

Ct = Nodvindigt Ct-virde for att uppnd viss inaktivering.

nédvindige
Detta ger alltsd den forvintade log reduktionen (Log IA) (Ddegaard et al,
2009; Forsberg, 2012). Den har sedan anvints for att berikna teoretisk
halt av kolifager respektive levande bakterieceller vid de olika provtagnings-
punkterna med utgdngspunke i ingdngshalten av kolifager och levande bak-
terieceller vid T = 0 minuter.
Ct-virdet som har anvints for att berikna den forvintade reduktionen

enligt litteraturen (Ct ) har for forsoken med natriumhypoklorit kor-

nédvindige

rigerats for de pH som miits upp i forsoken. Hur den korrigeringen gjorts
beskrivs nedan separat fér pH 7-8 samt pH 6ver 8.

pH 7-8

Fér ett pH mellan 7 och 8 finns bide HOCI och OCI™ nirvarande. Virdena
i kurvan nedan baseras pd virden ur litteraturen som presenterades i tabell
1.1 ovan for 3 log inaktivering av virus vid en temperatur pa 4° C (Qde-
gaard et al, 2009).
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Figur 1.3

Férhallandet mellan pH
och Ct-vérde fér 3 log
6,5 7 7,5 8 8,5 virusinaktivering och en
temperatur pa 4° C
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pH

Fran figuren har sedan ett Ct-virde lists av utifrén de pH som mitts upp i
forsoken (dir pH varit dtta eller mindre in 8).

pH over 8

For pH 6ver dtta dominerar OCI™ formen av klor, vilket 4r den mindre
effektiva formen av klor. Vid berikningar fér de forsék med ett pH &ver
dtca har ett antagande gjorts att det 4r HOCI som utgér all desinfektions-
effekt och utifrdn figur 1.1 kan ses att mingden HOCI beror pa pH och
temperatur. Vid till exempel pH 8 idr 40 % av det fria kloret i form av
HOCI och vid pH 8,5 ir endast 20 % i from av HOCI, dessa virden giller
for en temperatur pa 0° C. Vid pH 8 kriivs ett Ct-viirde pa 12 for att uppné
3 log inaktivering av virus vid 0,5° C. I forsoken har samma halt fricc klor
anvints initialt vilket innebir att for pH 8,5 s skulle desinfektionseffekten
vara 20/40 det vill siga ungefir 50 % ligre 4n vad desinfektionseffekten ir
vid pH 8. Detta samband har sedan applicerats pa Ct-virdena for en tem-
peratur pd 4° C eftersom det 4r dir temperaturen i forsoken ligger. Fér pH
8 och 3 log inaktivering ir Ct-virdet 8 vilket skulle ge ett Ce-viirde f6r pH
8,5 pd 12 (8:1,5). En fortsittning i figur 1.3 6ver pH 8 skulle egentligen
peka brantare uppét vilket framgir av figur 1.1. Eftersom det finns minga
olika referenser som anger olika Ct-virden har vi 4nd4 valt att utvirdera i

forhéllande till @degaard et al, 2009 i denna rapport.

1.7.2  Berdkning av férvéntad reduktion
for f6rsék gjorda med klor/klordioxid

De faktiska virdena f6r klor i forsoken har riknats ut utifrin halten klordi-
oxid som uppmiittes vid respektive tidpunkt. Anledningarna till detta dis-
kuteras i diskussionsdelen i denna rapport.

Berikningen har gjorts utifrin det forhallande som klorvattnet i vatten-
verkets process hade av klor/klordioxid vid den tidpunkt d& klorvattnet togs
ut frin ledningen.

Den férvintade reduktionen av kolifager respektive levande bakteriecel-
ler har fér klor/klordioxid riknats ut genom att férst rikna ut en teore-
tisk kurva for klordioxid respektive klor. Utifrén de kurvorna har Ct-virdet
beriknats for klordioxid och klor for sig. Utifrdn Ct-virdena har Log IA
riknats ut vid de olika tidpunkterna. Tillslut har log IA f6r klordioxid lagts
ihop med log IA for klor vid de olika tidpunkterna. Frin de virdena har
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sedan teoretisk reduktion riknats ut med utgingspunkt i ingdende halt koli-
fager respektive levande bakterieceller vid T = 0 minuter. Dessa berikningar
har gjorts med hjilp av formlerna nedan (Ddegaard et al., 2009);

IF =0,10- TOC + 0,61 - [C 024+0,14 - (C

dos—Cl()Z]

klordioxid — 40s-ClO2
kklordioxid = 0,01 - [TOC]* - 0,02 - Ci.c102 +0,015
IF, . =0,06-TOC+0,36-C, . +0,08- (Cdos-CIZ / TOC) - 0,12

k, =0,013.TOC=0,040 - C _,,— 0,010 - C ., / TOC + 0,022

Kkl

TOC har satts till 2,4 mg/l da det idr det ungefirliga virdet for TOC i det
vatten som klorerats i forssken, det vill siga, filtratvatten.
Nir en kombination av klor och klordioxid anvints maste IF, samt
IF, ... justeras pd grund av att initialforbrukningen for det ena oxida-
Ordioxi
tionsmedlet reduceras dven av att litt oxiderbara komponenter dven oxi-
deras av det andra oxidationsmedlet och vice versa. Justeringen gors enligt

ekvationerna nedan;

Justerac IF, . = [Cy 0, /(Cd, 0, + Cypoc)] -

[0,10 - TOC + 0,61 - [C, ,,]**+0,14-(C, .,/ TOC)-0,20/C, ..l
Justerat IF, = [C ., /(Cy 0y + Choec)] -

(0,06 - TOC+0,36-C, ., +0,08-(C, ,/TOC)-0,12]

Justerad initial koncentration av klor respektive klordioxid riknas ut enligt

nedan;
Ciaor = Copeciop ~Justerat IF,
(Ekv. 9)
Ci»ClZ = CDosc»Cl2 - JuSterat IFklor
(Ekv. 10)
Och de virdena f6r nedbrytningskonstanten riknas ut pa detta sitt;
K ordionia = 0,01 - [TOC]*? = 0,02 - C_, + 0,015
k. =0,013-TOC - 0,040 * C,_ ~ 0,010 - C, . / TOC + 0,022

Ct virdet har riknats ut enligt;

Ct=(Ci/k) (1-¢e™)

Den effektiva kontaketiden (t) ar = (V/Q) - (T, /T), dir T /T dr den
hydrauliska faktorn (@degaard et al., 2009). Den hydrauliska faktorn har
satts till 1 efter som att endast 1 kammare anvints och omrérningen har
varit fullstindig. Den effektiva kontakttiden i berikningarna har di i prak-
tiken blivit lika med kontakttiden. Viktigt att poingtera ir att formlerna
bygger pé ett begrinsat antal empiriska studier och dirfér kan innehalla
osikerheter.

Log IA har riknats ut med hjilp av denna formel;
logIA=n-Ct

beriknat /Ctniidviindigt

dir n dr nédvindig log inaktivering knutet till Ce . .
noédvindigt

Berikningarna har gjorts med avseende pa virus enbart och Ct-virdena

har baserats pd 3 log inaktivering for virus. En av klordioxidens fordelar ir

att den inte dr pH-beroende och det innebir att samma Ct-virde har anvints
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for samtliga forsok men for klordelen har Ct

nodvi

indige justerats beroende av de

pH som miits upp i forsoken enligt 1.7.1 (Ddegaard et al., 2009).

1.8  Mikroorganismer

1.8.1 Bakterier

Bakterier finns dverallt omkring oss, de 4r mindre én protozoer men storre
dn virus. De ir encelliga och ir i regel mycket kiinsliga for desinfektion.
Deras storlek och laddning spelar stor roll f6r méjligheten att avskilja eller
inaktivera. Deras tillvixt inne i vattenverk 4r dilig pd grund av liga tem-
peraturer och dilig tillgdng till niring inne i verken. Diremot har de god
overlevnadsférméga vid ligre temperaturer (Lindberg och Lindqvist, 2005;
Dahlberg, 2011; Forsberg, 2012).

1.8.2 Virus

Kunskaperna om virus férekomst i rivatten och dricksvatten ir bristfillig,
dessutom #r det svért att verifiera avskiljning eller inaktivering av virus i
dricksvattenverken. Virusen har liksom bakterier lingre 6verlevnad vid ligre
temperatur. De kan inte viixa utanfor sin virdcell och kan inte heller foroka
sig i vatten (om de inte finns tillgdng till en virdorganism). Virus har sitt
genetiska material inneslutet i ett proteinskal som kallas kapsid. Det krivs
endast en mycket liten mingd virus for att de ska infektera minniskor, detta
i kombination med att det dr oklart hur vil de olika desinfektionsstegen
paverkar virus innebir att virus utgér en risk att paverka dricksvatten kva-
litén negativt (Lindberg och Lindqvist, 2005; Dahlberg, 2011; Forsberg,
2012).

Norovirus

Norovirus tillhr familjen Calicivirus som i4r den familj av virus som orsakar
vinterkriksjuka. Det krivs fa viruspartiklar av norovirus for att de ska orsaka
infektion vilket gor att norovirus bedoms som mycket virulent. Spridningen
av viruset sker bdde genom aerosoler och kontaktsmitta. Inkubationstiden
ir kort och symptomen ir illamdende, krikningar, diarréer samt magsmir-
tor. Viruset bestir av enkelstringat RNA och ir ett av de minsta virus som
finns med en storlek pa endast 30 nm. Viruset har en sfirisk form och har
en mycket enkel arvsmassa som bara kodar for ett fital proteiner. Virusets
arvsmassa dr ocksd under stindig forindring vilket har lett till att de finns
ett stort antal olika varianter av norovirus som till viss del besitter olika
egenskaper. Utbrott av norovirus 4r nira sammankopplat med mat- och
vattenburen smitta och sprids i stor utstrickning frén person till person.
90 % av alla icke-bakteriella infektioner och 50 % av alla epidemier och
sporadiska fall av mag- och tarminfektioner tros orsakas av norovirus. De
egenskaper som norovirus har ger god forutsittning for spridning. De krivs
fi partiklar for infektion och viruset utséndras dven under ling tid dven
efter den insjuknande blivit av med sina symptom. Dessutom tal viruset
nedfrysning samt temperaturer upp mot 60° C. Viruset nér dricksvattnet
frimst genom délig rening av avloppsvatten eller i samband med lickage av

17



avloppsvatten till exempel i samband med kraftig nederbord. Det 4r svért att
spara spridningen av norovirus eftersom att det inte finns ngra standardise-
rade metoder f6r att analysera for virus i vatten. Utbrott i vatten ir allvarlig
di ménga minniskor riskerar att insjukna pa kort tid vilket fort kan leda till
stora samhiillskostnader (Dahlberg et al., 2010: Forsberg, 2012).

Norovirus kan stanna kvar i vattenmiljoer under lng tid och gynnas av
laga vattentemperaturer. En naturlig minskning av viruset kommer diremot
ske genom exponering for pH-variationer, solljus, virme samt olika kemiska
processer (Dahlberg et al., 2010).

Bakteriofager

En bakteriofag 4r ett virus som enbart infekterar bakterier. I detta projekt har
bakteriofager som endast infekterar E.coli anvints, dessa kallas gemensamt for
kolifager. Kolifager kan vara limpliga indikatorer for fekal fororening i vatten
och de kan dven anvindas for att fi en bild av hur bra desinfektion som ett
reningsverk har. Analysen av kolifager ir relativt enkel och ger snabba resultat
(WHO, 2008; Forsberg, 2012). Nir en kolifag infekterar en bakterie bin-
der den forst till bakteriens cellvigg och sedan injicerar viruset sitt genetiska
material in i bakterien. Virusets genetiska material kommer sedan amplifieras
vilket leder till att nya viruspartiklar kommer att bildas. Till slut leder detta
till att viirdcellen kommer lysera och spricka, detta leder till att virusets sprids
vidare och kan bérja infektera andra bakterieceller. Det ér nir virdcellen lyse-
ras det bildas plack pd agarplattorna som anvinds i analysmetoden f6r kolifa-
ger. (Goteborg Vatten, 2010; ISO, 2000; Forsberg, 2012).

Ett exempel pé en kolifag dr phix174. Phix174 ir en somatisk kolifag
som bestdr av en cirkel enkelstringat DNA som 4r omgiven av ett skal av
proteiner. Dess storlek 4r cirka 26-32 nm och phix174 har en kapsid som
dr gjord for att hitta och infektera bakterieceller med sitt DNA (Goodsell,
20105 Forsberg, 2012).

1.8.3 Protozoer

Parasitira protozoer ir stdrre dn bade virus och bakterier, de har ingen till-
viixt i vatten men de kan 6verleva linge och de har god motstindskraft mot
desinfektion. Som for virus krivs det endast en lag dos for att de ska orsaka
en infektion. Storleken pé protozoerna gor dock att de ir relativt litta att
avskilja i vattenverk. Protozoer dr urdjur som ir encelliga som genomgdr ett
s kallat cyststadium vilket gor att de kan 6verleva i extrema férhillanden.
Exempel pd protozoer dr Cryprosporidium och Giardia och de hittas vanli-
gen i ytvatten i Sverige (Lindberg och Lindqvist, 2005; Dahlberg, 2011;
Forsberg, 2012).

1.9 Indikatororganismer

Det dr omdjligt att analysera for allt och dirfér anvinds indikatororganis-
mer for att bedéma vattnets innehalla av mikroorganismer. Om en analys
visar forekomst av indikatororganismer behédver detta inte betyda att det
finns sjukdomsalstrande mikroorganismer i vattnet men det indikerar att det
kan gora det. Indikatororganismerna sjilva ir sillan orsaken till sjukdom.
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Organismer som viljs att anvindas som indikatororganismer bér ha bittre
och lingre 6verlevnad 4n de mikroorganismer som orsakar sjukdom, de bér
ocksd finnas i ett stérre antal 4n de patogena mikroorganismerna samt att de
borde vara i stort sett ofarliga for minniskor (Svenskt vatten, 2013).

Exempel pa indikatororganismer ir; koliforma bakterier, E.coli, intesti-
nala enterokocker och Clostridium perfringens. Koliforma bakterier och
E.coli dr frimst indikatorer pd fekal fororening. E.coli ir diremot ingen
bra indikator f6r nirvaro av virus eller parasiter. E.coli visar generellt pd en
firskare fekal fororening medan intestinala enterokocker indikerar en ildre
fekal fororening. I dricksvattenforeskrifterna finns inga krav pa att analy-
sera virus, varken i rdvatten eller i dricksvatten, trots att virus ligger bakom
ménga av de fall av vattenburna sjukdomar som intriffat. En tanke har varit
att kunna anvinda bakteriofager som processindikatorer for férekomsten av
humanvirus i vatten och pa sa vis fylla bristen av indikatorer mellan £.coli
och parasiter. Men fortfarande idag baseras vattenkvalitén utifrin analys av
E.coli, Clostridium perfringens och parasiterna Cryptosporidium och Giardia
(Ddegaard et al., 2009).

1.10 Virus och klor

Virus dr mer motstindskraftigt mot klor 4n bakterier. Virusen kan dven
interagera med organiskt material vilket gor att det kan krivs dnnu hogre
halter av klor for att komma &t virusen som da skyddas av det organiska
materialet. Troligtvis inaktiveras virus till f6ljd av att desinfektionsmedlet
skadar virusen proteiner eller deras genom, men olika desinfektionsmedel
har olika desinfektionsmal. For att kunna forstd hur inaktiveringen av virus
fungerar beh6vs mer information om vilka proteiner som ir inblandade i
virusets fundamentala funktioner och dven hur detta kan variera mellan
olika virus. Utover detta behovs information om var i genomet och kapsi-
den de kemiska forindringarna till f6ljd av desinfektionen sker. Generellt
har virus mindre mél f6r desinfektionsmedel 4n bakterierna detta pa grund
av att de har en enklare uppbyggnad 4n dvriga mikroorganismer. Virus sak-
nar metabolism vilket limnar kapsiden och genomet som desinfektions-
mal. Kapsiden bestdr av proteiner och om den forstors forlorar viruset sin
formaga att uppritthélla sin struktur och skydda sina nukleinsyror (DNA
eller RNA). Nir kapsiden forstors frigors nukleinsyrorna och i och med det
forlorar viruset sin fsrméga att orsaka sjukdom (Rule Wigginton och Kohn,
2011; Morat et al., 2003; Forsberg, 2012).

Det finns en hel del forskning kring virus motstindskraft mot klor. Dire-
mot ir inte alltid resultaten samstimmiga. Fér norovirus visar forskningen
pé att reduktionen av viruset till f6ljd av klorering péverkas av pH, kontakt-
tid och mingd organiskt respektive oorganiskt material i vattnet. Mycket av
de osikerheter som rér kunskaperna kring norovirus beror p4 att viruset inte
kan odlas 77 vitro och dirfér kan inte effekten av till exempel klordesinfek-
tion mitas pd viruset. For att bestimma desinfektionseffekten for sidana
virus krivs studier pa minniskor eller studier med liknande virus. Overlag
har det gjorts lite forskning pé virusreduktion under s kallade svenska for-
hallanden, det vill siga pH 6ver dtta, korta kontaketider med ldga klordo-
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ser samt pd vatten som har betydande férekomst av humus. Dessa faktorer
pekar mot en dilig inaktiveringseffekt av norovirus (Ddegaard et al., 2009;
Dahlberg et al., 2010; Forsberg, 2012). Dock tycks en nirmare granskning
av de resultat som ofta refereras ge en annan bild.

Keswick et al. hivdade 1985 att norovirus (di kallade Norwalk virus)
verkar vara mycket klortéliga, men nirmare studie av resultaten visar att det
som avvek fér norovirus var att man inte uppnddde den avsedda halten fri
klor p4 0,5-1,0 mg/I efter kontakttiden si som man gjorde for Gvriga stu-
derade virus. Eftersom halten fri klor var noll dd den kontrollerades efter en
kontakttid kan Ct-virdet mycket vil ha varit nira noll. Detta misslyckade
forsok siger dirfor inget alls om klortiligheten hos norovirus. Visserligen
uppvisade i ett annat f6rsok en av atta frivilliga symptom efter att ha druckit
vatten som efter en klordos pa 10 mg/l efter 30 minuters kontakttid hade
fri klor 5-6 mg/l. Ingen av de frivilliga visade dock upp nigon immunreak-
tion och forfattarna sjilva angav dirfér att de inte bedémde att sjukdomen
orsakats av norovirus.

Shin och Sobsey (2008) har gjort forsok for ate titta pd desinfektions-
effekten av norovirus och deras forskning tyder pd att norovirus inte 4r si
motstindskraftiga som tidigare forskning, av bland annat Keswick et al.
(1985) visat pé. Bland annat sa tar Shin och Sobsey upp faktumet att Kes-
wick utfort sina forsok pé en losning av virus som inte varit renad. De
menar di att det 4r rimligt att anta att viruspartiklarna antingen var ihop-
klumpade eller integrerade med partiklar i [6sningen. Detta skulle i s3 fall
paverka effekten av fritt klor da sédana formationer skyddar viruset mot klo-
ret alternativt i sig forbrukar kloret. Detta eller kombinationer av dessa kan
gora att det inte finns fritt klor kvar att utdva effeke pa virusen. P& grund av
detta anser Shin och Sobsey att det kan vara rimligt att anta att reduktionen
av norovirus kan vara storre om l8sningen av virus forst dr renad och dis-
pergerad och det var ocksa pd det sitt som Shin och Sobsey sedan utforde
sina forsok. Forsoken kan alltsd ses som ett led i att 6ka grundkunskapen
kring norovirus desinfektionstilighet ”i sig” snarare 4n desinfektionstdlig-
het under naturliga férhéillande, exempelvis av kraftigt aggregerade virus-
partiklar. Shin och Sobsey pekar dven pd ytterligare ett par punkter som
ifrigasitter resultaten gjorda av Keswick et. al. dels anvinde de suspensioner
av norovirus i ett medium av kéttbuljong som i sig har en stor férbrukning
av fritt klor. Dessutom kan ursprungshalten norovirus ha varit mycket hog
eftersom det krivs endast en mycket ldg dos virus for att orsaka infektion
hos minniskor kan reduktionen av norovirus ha varit hég. Shin och Sobsey
som anvinde i sina egna genteknisk analysteknik RT-PCR vilken under-
skattar virusreduktionen och kunde 4nd3 visa reduktionen var stérre 4n for
bakterifagen MS2 och att Ct-virden <1 mg - min/l rickte for 1log reduk-
tion vid pH 6 och 5 grader Celsius. Det tyder pa en bittre reduktion 4n den
som tabeller for Ct-virden forutspar.

Shin och Sobsey menar att tillsammans med vattenverkens 6vriga renings-
steg sd kan mingden norovirus i vatten kontrolleras och att norovirus inte
dr sd resistenta mot fritt klor som tidigare forskning antytt. Tidigare steg i
beredningsprocessen tar bort amnen som kan 6ka klorbehovet i desinfek-

tionssteget och dven virus som idr bundna till partiklar (Shin och Sobsey,

20



2008; Keswick et.al., 1985; Forsberg, 2012). Det innebir att deras resultat
inte dr tillimpliga pa féroreningar som tillkommer efter reningen. Notera
ocksi att de inte undersékt om olika beredningsprocesser verkligen tar bort
alla virus bundna till partiklar.

Hornstra et. al (2010) gjorde forsok med bakteriofagen MS2 och med
klordioxid som desinfektionsmedel. De fick en reduktion av bakteriofagen
pa 5 log vid en initial klorhalt pd 0,5 mg/l och 20 minuters kontaketid,
0,1mg/l och 50 minuters kontakttid samt 0,02 mg/l och 300 minuters kon-
takttid. MS2 bakteriofagen anvinds f6r att den har liknande egenskaper
som humana enterovirus som anses ha viss motstandskraft mot klor (Horn-
stra et al., 2010 Forsberg, 2012). Forsoken stirkte att desinfektionseffekten
kan beskrivas av C - t oavsett om Ct-virdet kommer frin en hég koncen-
tration och kort tid eller lig koncentration under lang tid dtminstone ner
till en beriknad ClO2 halt p& 0,013-0,014 mg/l som i dessa f6rsok hade
vid 300 minuters kontakttid. Alla kombinationerna visade dock en storre
reduktion i bérjan. For de tre forsta tiopotenserna reduktion rickte det med
ett Ct-virde pd ca 1 mg/l - min, medan nista tre tiopotenser krivde ytter-
ligare Ct pd mer 4n 5 mg/l - min. Denna avvikelse frin det linjira f6rhal-
landet upptridde dven nir en andra population tillsattes efter 10 minuter.
Férfattarna ansdg dirfor att det berodde pa att en liten del av populationen
var betydligt tdligare. De menade ocksd att det under deras f6rsok inte var
troligt att tiligheten berodde pé aggregering med andra virus eller partiklar
eftersom de anvinde ett mycket rent vatten och for att de hade ett pH-viirde
lang ifrdn den isoelektriska punkten sa att virusen borde repellera varandra.
Deras forklaring var dirfor att ca 0,1 % av fagerna vid sammansittningen
i viirdorganismen fick t ex en annan sammansittning av kapsiden. Oavsett
orsak ger dven en liten andel virus som ir téligare risk for att 6verskattning
av desinfektionseffekten.

Ytterligare f6rsok har gjorts av Dura’n et. al. De gjorde forsok med natri-
umhypoklorit och med tre olika grupper av bakteriofager, tvd indikator-
organismer (£.coli och enterokocker) samt med enterovirus (AR51101.1
samt Poliovirus 1). De tre bakteriofaggrupperna var; somatiska kolifager
(phix174, MY2), F-specifika RNA bakteriofager (MS2) samt bakteriofager
som infekterar Bacteria fragili (B40-8, SR51, SC12, SS13). Resultatet frin
deras forsok finns i tabell 1.2. (Dura’n et al., 2003; Forsberg, 2012).

Klordosen var visserligen 20 ganger hogre 4n vad som maximalt tillimpas
for dricksvatten i Sverige, men Z4ven det organiska innehallet var sannolikt
betydligt hogre, sd halten av fritt klor behover inte ha varit sirskilt annor-
lunda. Det visentliga hir ir inte absolutvirdena utan relationen mellan
olika virus och fager.

Som kan ses i tabellen hade enteroviruset Ar 5110.1 och de somatiska
kolifagerna phix174 och My2 samt SR51 en snabbare reduktion 4n 6vriga.
Ligst reduktion hade bakteriofagerna SS13 och B40-8 (Dura’n et al., 2003;
Forsberg, 2012). Den mycket stora skillnaden mellan olika fager visar bety-
delsen av att vilja ut lagom klortdliga fager vid desinfektionsforsok.
Generellt, enligt de foérsok gjorda av Dura’n et. al., s brukar obehandlat
avloppsvatten som klorerats att visa denna trend: de somatiska bakteriofa-
gerna brukar ha en reduktion pd 6-7 log medan de F-specifika RNA bakte-
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Tabell 1.2 Log reduktion av enterovirus och bakteriofager i sekundért av-
loppsvatten efter klorering med 20 mg klor/I. Efter 20 minuters
kontakttid var det fria kloret 0 mg/I. (Dura'n et.al., 2003).

Mikroorganism 20 min 30 min
AR 5110.1 3,1 3,6
phix174 2,8 33
MY2 2,3 2,8
SR51 2,0 2,5
MS2 1.3 2,1
Poliovirus 1 1.3 1,6
SC12 1,0 1,7
SS13 0,2 0,4
B40-8 0,1 0,4

riofagerna brukar ha en reduktion pd 5-6 log. De mest klortaliga bakterio-
fagerna, de som infekterar Bacteria fragilis, brukar ha en reduktion pd 4-5
log (Dura’n et al., 2003; Forsberg, 2012).
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2  Syfte

Syftet med detta projeke var att isolera klortdliga kolifager ur avloppsvatten
och sedan anvinda dem i desinfektionsforsok. Forhoppningen var att en
sidan kolifag skulle kunna anvindas som processindikator for virusinakti-

vering.
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3 Material och metod

Den generella forsoksmetoden var att till fem liter pH-justerat provvatten
tillsdtta en viss mingd kolifager. Tanken med kolifagerna var att underséka
om de gir att anviinda som processindikatorer for virusinaktivering. I varje
forssksomging anvindes en kontrollflaska och frin den togs ett prov ut for
pH och ett prov for att mita ingdngshalten av kolifager. I kontrollflaskan
togs prov ut vid tid 0 minuter samt efter 90 minuter, detta for att se om det
skett ndgon forindring naturligt i forsoksflaskan under férsokets gang. I de
provflaskor dir klor tillsatts togs proverna ut vid ett antal olika tidpunkter
men den lingsta kontakttiden var aldrig lingre 4n 90 minuter. Proverna
analyserades sedan med avseende pd; kolifager, levande bakterieceller, virus-
lika partiklar, totalt klor, fritt klor, pH (endast kontrollflaska vid tid = 0
min) samt klordioxid (fér de forsok dir det anvindes).

Provflaskorna forvarades i kyl under férsokstiden utom vid provtagning-
arna. Vid provtagningstillfillena stod flaskorna pa omrérning och prov togs
ut ur en kran i nedre delen av flaskorna.

3.1  Propagering av kolifager

Metoden for att utvinna kolifagerna var att forst klorera vatten som spikats
med en bestimd mingd kolifager utvunna ur inkommande avloppsvatten.
Frin detta togs ett antal prover ut och analyserades enligt ISO 10705-2
(ISO, 2000). Fran de plack som bildades isolerades 3 plack som i sin tur
propagerades upp var for sig for att anvindas i ytterligare desinfektionsfor-
sok. Anledningen till att tre plack valdes ut var att férsoka propagera upp
fager som klorerats olika hart och under olika ling kontakettid. Forhopp-
ningen var att dessa tre olika typer av kolifager skulle vara mer klortiliga
in de kolifager som anvints i tidigare forsok, redovisade i examensarbetet
— Desinfektion av virus i dricksvatten (Forsberg, 2012).

Placket som valdes for propagering skars ut med skalpell ur agarn med
nigon millimeters marginal till de synliga placket. Placket fordes sedan &ver
till MSB (Modified Scholtens Broth) och propagerades enligt ISO 10705-2
(ISO, 2000). Som firskt fag-inokulum sattes 10ml MSB plus placket till en
l6sning innehillande; 100 ml MSB, 1 ml 14,6 %-ig CaC12 och 4 ml 6ver-
nattkultur av E. coli som inkuberats 6ver natt. Efter det gjordes ytterligare
en 18sning med E.coli med forhéllandet 1 000 ml MSB till 10 ml CaClz,
denna losning inkuberades i ett par timmar och sedan tillsattes 10 ml av
det firska fag-inokulumet. Efter detta inkuberades losningen igen och fick
sedan std i rumstemperatur éver natten. Slutligen tillsattes kloroform for att
lysera E.coli — cellerna (ISO, 2000). Méilet med propageringen var att fi en
tillrickligt hog halt av fager i forsoksvattnet for att kunna se en reduktion
pa 4-10 tiopotenser.

Den forsta fagen, fag 1, klorerades fram ur inkommande avloppsvatten
med en initialt halt klor p 0,63 mg fritt klor/l och under 10 minuters kon-
taketid. Efter 10 minuter fanns 10 plack kvar.
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Fag nummer 2 klorerades fram ur inkommande avloppsvatten med en
klorhalt pd 0,21 mg fritt klor/l initialt samt hade en kontaketid pd 90 minu-
ter. Efter 90 minuter fanns 2 plack kvar.

Fag nummer 3 klorerades fram ur inkommande avloppsvatten med 0,22
mg fritt klor/l initialt och hade en kontaketid pd 45 minuter. Vid 45 minu-
ter fanns 7 plack kvar. I tabell 3.1 nedan finns en sammanstillning av pro-
pageringen av de olika faglgsningarna.

Tabell 3.1 Information om framtagandet av de 3 olika faglésningarna samt
deras halt efter propagering
Fag 1 Fag 2 Fag 3
pH (vid férsok) - 7,2 7,2
Fritt klor (mg/I) 0,63 0,21 0,22
Kontakttid (min) 10 90 45
Halt efter propagering (pfu/ml) 1,20E+10 1,20E+10 1,50E+10

3.2 Mikroskopering av kolifager

De tre olika kolifagstammar som propagerades fram mikroskoperades enligt
metoden for analys av viruslika partiklar (Goteborg Vatten, 2005). Detta
for att se om de fager som propagerats fram gick att haltbestimma dven
enligt denna metod. Eftersom metoden utf6rs genom infirgning av dubbel-
stringat DNA sd kunde 4ven denna analys bidra med virdefull information
avseende kolifagstammarnas egenskaper och struktur.

Bestimning av faghalten genom plaque-forming assay (pfu/ml) identifie-
rar enbart fager som fortsatt 4r infektiésa, medan direktmikroskopi (VLP-
analys, antal/ml) kvantifierar totalhalt. Resultaten visade silunda att de tre

fagstammarna fortsatt var infektiosa, se tabell 3.2 nedan.

Tabell 3.2 Analys av viruslika partiklar pa de tre kolifaglésningarna

Halt efter propagering (pfu/ml) Halt enligt VLP-analys (antal/ml)
Fag 1 1,20E+10 1,20E+10
Fag 2 1,20E+10 1,00E+10
Fag 3 1,50E+10 8,60E+09

De sma skillnaderna mellan de tva helt olika analyserna indikerar goda
mojligheter att gora jaimforelser mellan infekrtiva fager som plaque-forming
units (pfu) och de som infirgats tillrickligt for att kunna riknas i fluoresc-

ensemikroskop.

3.3  Rening av kolifager

I de forsok som utférdes i uppsatsen — Desinfektion av virus i dricksvat-
ten (Forsberg, 2012) bekriftades det som tidigare forskning visat, att den
buljong som kolifagerna odlas upp i hade stor klorférbrukning i sig. Detta
innebar att det fria kloret initialt férbrukades helt och att det inte fanns
nagot klor kvar f6r att utéva en eventuell effekt pé kolifagerna. Detta gjorde
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att en metod for att rena kolifagerna utvecklades. For nirmare beskrivning
over hur metodutvecklingen gick till se Forsberg, 2012.

Den metod som visade sig fungera gick ut pa att kolifagerna plus den
buljong de befann sig i, MSB, forst filtrerades genom ett 0,2 pm filter. Dir-
efter sogs den filtrerade 16sningen upp genom ett 0,02 pm filter upp i spru-
tan, varvid kolifagerna fastnade pa utsidan av filtret (GE Anotop). Filtret
plockades sedan bort och buljongen i sprutan kastades bort. Filtret sattes
sedan pd igen och ultrafiltrerat vatten ségs upp genom filtret for att rena
kolifagerna ytterligare frin buljongen, varefter tvittlosningen i sprutan kas-
serades. Till sist sogs ultrafiltrerat vatten upp i sprutan, filtret sattes pa och
vattnet pressades genom sprutan och kolifagerna foljde med ut i [6sningen.
Detta innebar att en 18sning dir kolifagerna endast befann sig i ultrafiltrerat
vatten (med en mindre mingd buljongrester) erhillits. Losningarna med
kolifager analyserades initialt for att se sd ingen stdrre forlust av kolifager
erhallits genom reningsforfarandet. Endast begrinsad irreversibel bindning
av fagstammarna till sprutfiltret kunde konstateras, vilket medférde upp till
max en tiopotens forlust (Forsberg, 2012).

De erhillna faglosningarna testades avseende klorforbrukning och det
visade sig att de gav en minimal klorforbrukning initialt (Forsberg, 2012).
Kontinuerligt, under aktuell férsokstid, analyserades kolifaglosningen for
att se sd att 16sningen hela tiden héll samma halt av kolifager. Analysme-
toden som anvindes visade enbart de kolifager som kunde utéva en effekt
pa en virdorganism och dirmed ocksd var "levande”/infektiosa. Resultaten
visade att halten kolifager i 16sningen var konstant dver tid i det ultrafiltre-

rade vattnet.

3.4 Provvatten

Provvattnet var kolfiltrat frin beredningsprocessen pa Lackarebicks vatten-
verk. Detta vatten har genomgétt samtliga steg i beredningsprocessen utom
det slutliga desinfektionssteget samt pH-justering. Ungefirligt pH pa prov-
vattnet (innan pH-justering) var runt 6,6-6,7 (Forsberg, 2012).

3.5 Temperering av provvatten

Kolfiltratets temperatur i fullskala varierar under aret frin runt 4° C till
uppemot 20° C. Konstanta férhillanden, vid en temperatur pé cirka 4° C,
efterstrivades i forsoken vilket dock var svért trots temperering under cirka
24 timmar i kylskdp. Under forsokstiden forvarades flaskorna hela tiden i
kyl utom under sjilva provtagningstillfillet.

3.6 pH-justering av provvatten

Provvattnet pH-justerades med 1M natriumhydroxid (NaOH) till énskat
pH, vilket vanligtvis innebar pH pa cirka 8, motsvarande normalt pH pa
det utgdende dricksvattnet. Utover detta genomférdes forsok dven vid pH
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pa cirka 7,5 respektive 8,5 for att forsoka se pd variation i desinfektionsef-
fekten vid olika pH. Detta var relevant eftersom vissa driftstérningar kan
leda till pH-forindringar i vattnet. Dessutom skulle det kunna vara si
att det finns en anledning att ha lite ligre eller lite hogre pH pé utgdende
dricksvattnen om det visar sig paverka desinfektionen pé ett betydande (och
fordelaktigt) sitt.

Tillsatsen av NaOH for att uppné de olika pH-virdena bestimdes genom
att tillsitta en vis mingd NaOH till en liter provvatten och sedan mita
pH pé det vatenet. Tillsatsen NaOH justerades sedan efter uppndtt virde. I
tabell 3.3 nedan s visas resultatet frin utprovningen av natriumhydroxid.

Tabell 3.3 Utprovning av tillsats TM NaOH till 5 liter provvatten

Tillsats NaOH (pl)
Tillsats 1M NaOH (pl) Volym filtrat ()  Uppmétt pH till 51
87 1 7,3
92 1 7.4 460
107 1 8,2 535
117 1 8,7 585

3.7 Tillsats av kolifager

Tillsatsen av kolifager gjordes i en sédan mingd att den initiala klorforbruk-
ningen inte blev for stor men 4nda i en sddan mingd att en llrickligt stor
logreduktion skulle bli majlig att se. En tillsats av 0,5 ml renad kolifaglos-
ning till 5 liter vatten gav en ldg initial f6rbrukning av klor samt en initial

halt kolifager pa cirka E6/ml.

3.8 Tillsats av klor

I tidigare forsok (Forsberg, 2012) anvindes bara klor i form av natriumhy-
poklorit i desinfektionsférsoken. I férsoken som presenteras i denna rapport

gjordes en jimforelse mellan klor i form av natriumhypoklorit och klor-

vatten (klor/klordioxid).

3.8.1  Natriumhypoklorit

Med natriumhypokloriten gjordes forssk med tre olika koncentrationer;
0,20 mg/l, 0,32 mg/l samt 0,50 mg/l fritt klor initialt. De senare forsoken
koncentrerades pa en klorhalt pa cirka 0,20 mg/l.

Tva olika 16sningar av natriumhypoklorit anvindes efter som den forsta
losningen tillslut tappade f6r mycket i koncentration. Losningarna blan-
dades genom att spida koncentrerade natriumhypoklorit med ultrafiltrerat
vatten. Den forsta 16sningen hade en koncentration pa 800 mg Cl, /I och
den andra en koncentration pa 570 mg CL /l. I tabell 3.4 visas uppmiitta
virden for den férsta 16sningen.
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Tabell 3.4 Haltbestdmning med natriumhypoklorit med koncentration 800 mg Cl,/|

Tillsats natrium- Uppmatt halt Berdknad tillsats
hypoklorit (pl) Tillsats NaOH (pl) Volym (1) fritt klor (mg/l) klor (pl) till 51
1 583 107 1 0,31 2915

I tabell 3.5 visas uppmiitta virden for forforsok med den andra natriumhy-

poklorit-l3sningen.

Tabell 3.5 Haltbestdmning med natriumhypoklorit med koncentration 570 mg Cl,/|

Tillsats natrium- Uppmaitt halt Berdknad tillsats
hypoklorit (pl) Tillsats NaOH (pl) Volym (1) fritt klor (mg/1) klor (pl) till 51
1 600 107 1 0,28 -
2 535 107 1 0,26 2 675
3 750 107 1 0,31 3750
4 1070 107 1 0,51 5350

3.8.2 Klor/klordioxid

For klor/klordioxid anvindes bara en koncentration och den halten bestim-
des efter den halt totalt klor som uppnaddes i fors6k med natriumhypoklo-
rit och en halt frice klor pa cirka 0,20 mg/l. Klordioxidlosningen blandades
genom att ta klorvatten direkt frin ledningen i vattenverket. Denna lésning
spiddes sedan med ultrafiltrerat vatten 10 génger. Klorvatten 18sningen
gjordes dagsfirsk, detta for att [osningen var for ostabil for att kunna anvin-
das flera dagar i rad. I tabell 3.6 nedan visas ett exempel pd hur de olika mit-
virdena sdg ut for haltbestimning av klor/klordioxid. Mitresultaten fran de
olika klorlgsningarna som gjordes dagsfirska har inte varierat mycket och
tillsatsen av klor till provvattnet har provats ut varje dag for att halten av
de olika klorformerna i provvattnet fran forsok till forsok skulle vara sa lika

som mojligt.

Tabell 3.6 Haltbestdmning av klor/klordioxid-16sning

Tillsats klorvatten
10x (ml) Tillsats NaOH (pl) Fritt klor (mg/l) Klordioxid (mg/l)

Totalt klor (mg/1) Volym (I)

1 6,8 107 0,24 0,13

0,36 1
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4  Mikrobiologiska
och kemiska analyser

4.1  Analys av levande bakterieceller

Analysen ir en epiflourescensmetod dir antalet doda respektive levande
bakterieceller kan bestimmas. I metoden filtreras en bestimd provvolym
genom ett polykarbonat filter och cellerna firgas sedan med en lésning
(LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kit, for microscopy) som
innehaller fluorokromerna SYTO9 samt propidiumjodid. Efter firgning
lises filtren i ett luorescensmikroskop, dir de levande bakteriecellerna med
intakta cellmembran fluorescerar gront och de déda cellerna med trasigt
cellmembran fluorescerar rétt. I denna rapport har endast de levande bak-
teriecellerna riknats (Goteborg Vatten, 2005b; SIS, 1993; Forsberg, 2012)
definierat som bakterieceller med intakt cellmembran. I figur 4.1 nedan
syns en mikroskopbild av ett preparat. De grona prickarna ir levande bakte-
rieceller och de réda déda celler. Utrikningen av antalet celler gjordes enligt
(Géteborg Vatten, 2005b; SIS, 1993):
X=C-.-Ae/n-V.As (Ekv. 13)
Dir;
X = antalet bakterier per ml prov
C = totala antalet bakterier i alla riknade synfilt
n = antal riknade filt
V = provvolym
Ae = effektiva filterytan (innerdiametern pa trattarnas nedre del).
As = Riknefiltsyta (mm?) vid 1 000x

Synfilt = 0,041 mm?

Ruta = 0,000098 mm?

Figur 4.1 Mikroskopbild av levande och déda bakterieceller i 1 000x fér-
storing, déar de gréna prickarna ar levande bakterieceller (Anette
Hansen, 2013)
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4.2  Analys av viruslika partiklar

Denna metod baseras pa epifluorescensmikroskopi med hjilp av infirgning
med SYBR Green 1. Aven hiir filtreras en bestimd volym prov, men i denna
metod genom ett aluminiumoxidfilter (GE Anodisc 0,02pum). Firgningen
sker sedan med fluorokromen SYBR Green I som binder till dubbelstringat
DNA. Avlisning av filtrena sker i fluoroscensmikroskop varvid fager och
bakterier fluorescerar gront. I metoden kan alltsd bade viruslika partiklar
och det totala antalet bakterieceller riknas (Géteborg Vatten, 2005a; Fors-
berg, 2012). I figur 4.2 nedan visas en bild tagen genom mikroskop pa hur
de viruslika partiklarna kan se ut. De smé grona prickarna dr VLP och de
storre grona prickarna bakterieceller (levande eller doda).
Utrikningen av antalet viruslika partiklar gjordes enligt formeln nedan
(Goteborg Vatten, 2005a):
X=C-Ae/n-V-As (Ekv. 14)
Dir:
X = antalet VLP per ml prov.
C = totala antalet VLP i alla riknade synfilt
n = antal riknade filt
V =provvolym
Ae = effektiva filterytan (inner diametern pa trattarnas nedre del).
As = Riknefiltsyta (mm?) vid 1 000x

Synfilt = 0,041 mm?

Ruta = 0,000098 mm?

Figur 4.2 Mikroskopbild av viruslika partiklar, déar de gréna prickarna ar
bakterieceller och de mycket sma gréna prickarna &r viruslika
partiklar, med 1 000x férstoring (Anette Hansen, 2013)

4.3  Analys av kolifager

I denna analys detekteras antalet somatiska kolifager genom att inkubera en
viss mingd prov tillsammans med en virdorganism och agar. Proverna inku-

beras sedan i 18 + 2 timmar innan avlisning. Analysen bygger pi bildandet
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av plack, uppklarnade zoner, dir en fag har infekterat virdorganismerna.
Efter avslutad inkubering riknas antalet synliga plack och resultatet uttrycks
i plaque-forming units, pfu per ml eller 100 ml provvolym (Géteborg Vat-
ten, 2010; ISO 10705-2:2000; Forsberg, 2012).

Resultatet riknas ut enligt:

X=N/(n-V-F) (Ekv. 15)

Dir;

X = Antal plaque forming units av somatiska kolifger per ml provvolym.

N = Totala antalet placks om riknats pa plattorna.

n = Antal replikat av spidning.

V = Provvolym i ml.

F = Spidfaktorn

(Géteborg Vatten, 2010; ISO, 2000).

4.4  Analys av fritt och totalt klor

Den klormetod som anvints i forsoken 4r mest anpassad for att analysera
vatten som behandlats med klorgas eller natriumhypoklorit. Detta inne-
bir alltsd att den inte limpar sig lika vil f6r analys av vatten som behand-
lats med klordioxid. Analysen har gjorts pa fritc aktive klor samt pé totalt
aktivt klor. I gruppen fritt aktivt klor inkluderas oxiderande klorféreningar
som till exempel hypoklorit (CIO") och underklorssyrlighet (HCIO). Totalt
aktivt klor inkluderar det fria aktiva kloret samt det klor som 4r bundet och
aktivt. I gruppen bundet aktivt klor riknas bland annat oorganiska klorami-
ner och organiska mono- och dikloraminer.

Analysen gors med dietyl-p-fenylendiamin DPD, fostfatbuffert samt med
jodid om totalt aktivt klor ska mitas. Det fria kloret reagerar med DPD och
det totala kloret med jodiden. Proverna miits i en spektrofotometer med
véglingden instilld pd 515nm (Goteborgs Vatten- och avloppsreningsverk,
1992; SIS, 1989; Forsberg, 2012).

4.5 Analys av klordioxid

Analysen baseras pé en spektrofotometrisk metod dir minskningen i absor-
bans vid 548 nm av en l6sning, 1,5 (4-metylphenylamino-2-potassium sul-
fonate) — 9, 10 anthraquione (Acid Chrome Violet K (ACVK)), mits efter
det att en viss mingd prov med klordioxid tillsats l6sningen. For att inte
erhélla falsknegativa resultat sitts provet till ett mitglas dir 10 ml av ACVK
16sningen redan ir tillsatt, varefter mitglaset fylls upp till exake 100 ml och
analysen paborjas inom 10 minuter. Analysgrinsen var satt till 0,07 mg/l
och analysen ska inte paverkas eller mita andra former av klor 4n just klor-

dioxid (SIS, 2009).

4.6 pH

pH miittes vid provets temperatur och gjordes pa laboratoriet med hjilp av
en pH-meter dir provets pH miits i flode. Temperaturkompensering gjordes
efter aktuell temperatur. (Forsberg; 2012).
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5 Resultat

Fér natriumhypoklorit giller generellt att virdet for klor vid t = 0 min ir
teoretiskt utriknat utifrdn klorlésningens totala koncentration av klor och
tillsatt volym av kloret. Virdena for forvintad reduktion av kolifager res-
pektive levande bakterieceller ir utriknade baserade pd Ce-virden fér varje
provtagningspunkt under kontakttiden. Ct-virdet ir, som beskrivet i avsnitt
1.7, arean under klorkurvan vid respektive tidpunkt. Det beriknade virdet
har sedan satts i ekvation 2 tillsammans med det, enligt GDP nédvindiga
Ct-virdet som krivs for att uppnd 3 log inaktivering av virus vid en tem-
peratur pd 4° C och vid ett visst pH. Frin detta fis den forvintade log
reduktionen. Denna ir sedan jimférd med den faktiska reduktionen som
uppnaddes i forsoken.

For forsoken med klordioxid har uppmitta halter f6r klordioxid vid de
olika provtagningspunkterna jimférts med en beriknad kurva for klordi-
oxid vid samma tidpunkter. Den beriknade kurvan har tagits fram genom
att utgd frin koncentrationen av klordioxid vid t = 0 min och sedan har
initialforbrukningen samt k-virdet beriknats enligt ekvationerna i avsnitt
1.7.1. Med hjilp av k-virdet har sedan koncentrationen vid de olika tid-
punkterna bestimts.

En liknande jimf6relse har gjorts mellan uppmiitt halt klor och beriknad
halt klor vid de olika tidpunkterna i férsoken. Den beriknade halten har
bestimts pd samma sitt som for klordioxidkurvan. De uppmiitta klorvir-
dena har dven de beriknats, detta utifrin forhillandet mellan klordioxid
och klor i klorvattnet under angiven dag for uttag av klorvattnet och vid
tidpunkten for uttag. Anledningen till detta ér for att osikerheten i analy-
sen av fritt och totalt klor 4r for stor eftersom att det 4r oklart hur stor del
av klordioxiden de analysmetoderna fingar. Den férvintade reduktionen
av kolifager och levande bakterieceller har beriknats utifrin den teoretiska
kurva for klor respektive klordioxid. Utifrén dem har ett totalt log IA vid
respektive tidpunkt fatts ut for klor och klordioxid. Frin log IA har sedan en
teoretisk reduktion av kolifager respektive levande bakterieceller fatts fram.

Samtliga resultat i sin helhet finns i bilaga A till denna rapport tillsam-
mans med aktuella f6rsoksforutsiteningar for samtliga forsok.

5.1  Férsék med natriumhypoklorit
och samtliga 3 kolifagstammar

I detta avsnitt presenteras resultatet frin forsoket med de tre olika koli-
fagstammarna samt natriumhyopklorit.

5.1.1  Fdrsék med kolifag nummer 1 samt
natriumhypoklorit 0,20 mg/l (2013-02-28)

Forsoket gjordes med kolifag nummer 1 och en natriumhypoklorit koncen-
tration som initialt lig pé cirka 0,20 mg frict klor/l. pH i forsoket var 7,9.
Temperaturen lag mellan 4 och 6° C under foérsékets 90 minuter.
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I figur 5.1 nedan visas klorkurvan for férsoket tillsammans med kurvorna
for den faktiska respektive forvintade reduktionen av kolifager och levande

bakterieceller.
Klorkurva Reduktion av kolifager Reduktion av levande celler
Fritt klor (mg/l) Log halt Kolifager (pfu/ml) Log halt levande celler (cfu/ml)
05 7,00 —4— Faktisk halt 5,00 —4— Faktisk halt
i 3 6,00 == Forvantad halt 400 == Forvantad halt
04 5,00 - '
03 1 4,00 - 3,00 1
] 2,00 1
02 4 3,00
2,00 1 1,00 -
0,11 ]
1,00 0,00 ‘ . ‘ ~—
0 T ! 0,00 T " 20 40 60 80 100
0 50 100 0 50 100 -1,00 -
Tid (min) Tid (min) Tid (min)
Figur 5.1 Klorkurva och férvéntad respektive faktisk reduktion av kolifager och levande bakterieceller f6r férsék

med kolifag nummer 1, pH 7,9 och initial halt fritt klor pa 0,20 mg/I

Den faktiska reduktionen av kolifager var mindre 4n den beriknade for-
vintade reduktionen. Den faktiska reduktionen var cirka 3 log medan den
forvintade reduktionen beriknades till 4 log.

Den forvintade reduktionen av levande bakterieceller beriknades till 4 log
och den faktiska reduktionen som uppnaddes visade sig vara knappt 1,5 log.

5.1.2  F&rsék med kolifag nummer 2 samt

natriumhypoklorit 0,20 mg/l (2013-04-11)

I tabellen nedanfér presenteras forsoksforutsittningarna for forsoket med
kolifag nummer 2 samt med en koncentration av initialt klor som lig pi
cirka 0,20 mg fritt klor/l. pH i forssket var 7,5. Under f6rsokets 90 minuter
lag temperaturen mellan 5 och 6° C.

I figur 5.2 nedan visas klorkurvan samt reduktionen av kolifager respek-
tive reduktionen av levande bakterieceller for kolifag nummer tvd och en
halt pa cirka 0,20mg initialt fritt klor/l.

Klorkurva Reduktion av kolifager Reduktion av levande celler
Fritt klor (mg/l) Log halt Kolifager (pfu/ml) Log halt levande celler (cfu/ml)
0 == Faktisk halt == Faktisk halt
,6 700 Forva 5,00 .
‘ = Forvéantad halt = Forvéantad halt
05 s 6,00 4,00
5,00
0,4 3,00
03 4,00
' 3,00 2,00
0.2 2,00 1,00
0,1
' 1,00
! 0,00 T o
0 —————2 g t—— 0 50 W00
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100 -1,00
Tid (min) Tid (min) Tid (min)
Figur 5.2 Klorkurva och férvéntad respektive faktisk reduktion av kolifager och levande bakterieceller f6r férsék

med kolifag nummer 2, pH 7,5 och initial halt fritt klor pa 0,20 mg/I
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Den faktiska reduktionen av kolifager visade sig vara mindre 4n den berik-
nade forvintade reduktionen. I forsoket reducerades kolifagerna cirka 2 log
medan den férvintade reduktionen beriknades till cirka 4 log.

Aven de levande bakteriecellerna hade en faktisk reduktion som var min-
dre 4n den férvintade. Den faktiska reduktionen var cirka 1log medan den
forvintade var strax 6ver 4 log. Att den forvintade reduktionen blir negativ
beror pd att de levande bakteriecellerna reducerats till halter under noll cfu/
ml och att skalan ir logaritmisk.

5.1.3 Fdrsék med kolifag nummer 3 samt
natriumhypoklorit 0,20 mg/l (2013-04-11)
Forsoket utfordes med kolifag nummer 3 samt en klorkoncentration som
initialt g pa cirka 0,20 mg/l. pH i forsoket var 7,6 och temperaturen under
forsoket lag pd 4-6° C.
Nedan, i figur 5.3, presenteras klorkurvan for forsoket tillsammans med
kurvorna for reduktionen av kolifager respektive levande bakterieceller.

Klorkurva Reduktion av kolifager Reduktion av levande celler
Fritt klor (mg/l) Log halt Kolifager (pfu/ml) Log halt levande celler (cfu/ml)
06 =& Faktisk halt =& Faktisk halt
! 7,00 = Forvantad halt 5,00 == Forvantad halt
0,5 1, 6,00 400
04 5,00 .
4,00 '
0,3 !
3,00 2,00
0,1 ) : ‘
100 1,00 50 \l 100
0 ; . . . . 0,00 + . /
0 20 40 60 80 100 100 -2,00
Tid (min) Tid (min) Tid (min)
Figur 5.3 Klorkurva och férvéntad respektive faktisk reduktion av kolifager och levande bakterieceller fér férsék

med kolifag nummer 3, pH 7,6 och initial halt fritt klor pa 0,20 mg/I

Som kan ses i figuren ovan sd ir den forvintade reduktionen stdrre dn den
faktiska reduktionen. Den faktiska reduktionen var cirka 4 log medan den
forvintade reduktionen var beriknad till 5 log.

Aven hir ir den faktiska reduktionen mindre in den beriknade forvin-
tade reduktionen for levande bakterieceller. Den faktiska reduktionen ir
ungefir 1,5 log jimf6rt med den férvintade reduktionen som ir 5 log.

5.2 Fé6rs6k med kolifag nummer 2 samt 3 natrium-
hypokloritkoncentrationer (2013-04-18)

I detta forsok anvindes kolifag nummer 2 och denna utsattes for tre olika
koncentrationer av klor. I 6vrigt var forsoksforutsittningarna samma i samt-
liga forsoksflaskor. pH var 7,8 och temperaturen for férsoket lag mellan 4
och 6° C.
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5.2.1 Lag koncentration av natriumhypoklorit

I forsoket var pH 7,8 och den initiala halten frict klor var 0,12 mg/l.
I figur 5.4 nedan visas klorkurvan f6r forsoket tillsammans med kurvorna
for reduktionen av kolifager respektive reduktionen av levande bakterieceller.

Klorkurva Reduktion av kolifager Reduktion av levande celler
Fritt klor (mg//) Log halt Kolifager (pfu/ml) Log halt levande celler (cfu/ml)
0,5 7 == Faktisk halt 500 == Faktisk halt
, == Férvantad halt ' == Férvantad halt
04 W 6 4,00
5
0.3 4 3,00
0.2 3 2,00
2
0,1 \ 1,00
1
0 : - . : . 0 - : - 0,00 - : : - - -
0 20 40 60 80 100 0 50 100 0 20 40 60 80 100
Tid (min) Tid (min) Tid (min)
Figur 5.4 Klorkurva och férvéntad respektive faktisk reduktion av kolifager och levande bakterieceller f6r férsék

med kolifag nummer 2, pH 7,8 samt den ldgsta koncentrationen av klor.

I figuren ovan kan ses att den faktiska reduktionen av kolifager varit ungefir
1 log medan den forvintade reduktionen beriknades till ndstan 3 log. I figu-
ren syns tydligt act den faktiska reduktionen av levande bakterieceller varit
mindre 4n den beriknade forvintade reduktionen. Den faktiska reduktio-
nen var cirka 1,5 log medan den forvintade reduktionen var beriknad till

3 log.

5.2.2  Mellankoncentration av natriumhypoklorit
I forsoket var pH 7,8 och den initiala halten fritt klor var 0,24 mg/I.
I figur 5.5 presenteras klorkurvan for kolifag nummer tvé samt den mel-

lersta koncentrationen av klor i forsoket.

Klorkurva Reduktion av kolifager Reduktion av levande celler
Fritt klor (mg/l) Log halt Kolifager (pfu/ml) Log halt levande celler (cfu/ml)
0,7 7 == F?ktifk halt 500 —— F?kti?k halt
0,6 V o == Forvantad halt 4,00 == Forvantad halt
05 5 3,00
04 4 2,00 -
03 3 1,00 -
0,2 L\‘\‘ ) 0,00 - ; : - -
o 1 4,000 20 40 N- 100
0 S o , , ‘ , -2,00
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100 -3,00 -
Tid (min) Tid (min) Tid (min)
Figur 5.5 Klorkurva och férvéntad respektive faktisk reduktion av kolifager och levande bakterieceller f6r férsék

med kolifag nummer 2, pH 7,8 samt den mellersta koncentrationen av klor.

Figuren visar att den faktiska reduktionen ir pd totalt cirka 4,5 log och den
forvintade var ungefir 6 log. Initialt var den faktiska reduktionen storre 4n
forvintat for att sedan bli nigot mindre én den forvintade reduktionen.
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Aven hiir kan ses att den forvintade reduktionen av levande bakterie-
celler var storre dn den faktiska reduktionen som uppndddes i forsoken.
Den faktiska reduktionen var cirka 1,5 log och den férvintade reduktionen

beriknades till 6 log.

5.2.3 Ho6g koncentration av natriumhypoklorit

I forsoket var pH 7,8 och den initiala halten fritt klor var 0,43 mg/I.
I figuren nedan presenteras klorkurvan for forsoket med kolifag nummer
tvd och den hégsta koncentrationen av klor tillsammans med reduktionen

av kolifager och reduktionen av levande bakterieceller.

Klorkurva Reduktion av kolifager Reduktion av levande celler
Fritt klor (mg/1) Log halt Kolifager (pfu/ml) Log halt levande celler (cfu/ml)
1 8 == Faktisk halt == Faktisk halt
== Forvantad halt 6,00 —— Forvéntad halt
08 6 4,00
4 2,00 h‘\‘
0.6 2 0,00 , : : : -
04 0 -2.00 100
L\\‘ _2 100 _4’00
0,2 -4 -6,00
0 : : : : : -6 -8,00
0 20 40 60 80 100 -8 -10,00
Tid (min) Tid (min) Tid (min)

Figur 5.6 Klorkurva och férvéntad respektive faktisk reduktion av kolifager och levande bakterieceller f6r férsék
med kolifag nummer 2, pH 7,8 samt den hégsta koncentrationen av klor.

For kolifagerna var den faktiska reduktionen lik den férvintade de forsta 45
minuterna av kontakttiden. Efter 45 minuters kontakttid var den faktiska
reduktionen kraftigt skild frin den férvintade.

For de levande bakteriecellerna var den férvintade reduktionen stérre 4n
den faktiska reduktionen. Efter 90 minuter var den faktiska reduktionen
2,5 log och den forvintade reduktionen 12 log.

5.3  Férs6k med natriumhypoklorit,
kolifag nummer 2 samt pH cirka 7,5

I detta avsnitt kommer resultat frin forsok som har gjort med kolifag num-
mer tvd, ldg klordos samt med ett pH pé cirka 7,5 presenteras.

5.3.1  Forsok fran 2013-05-14

I forsoket anvindes kolifag 2, pH var 7,6 och det fria kloret var initialt 0,20
mg/l. Temperaturen under férsokets 90 minuter lag mellan 5 och 6° C.

I figuren som foljer, figur 5.7, visas klorkurvan tillsammans med kurvorna
for reduktionen av kolifager och reduktionen av levande bakterieceller.
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Klorkurva Reduktion av kolifager Reduktion av levande celler
Fritt klor (mg/l) Log halt Kolifager (pfu/ml) Log halt levande celler (cfu/ml)
05 == Faktisk halt == Faktisk halt
' 7,00 == Férvantad halt 5 == Forvantad halt
0,4 1» 6,00 4
5,00 3
03 4,00
0.2 3,00 2
01 2,00 1
1,00 0
0 T T T T ) 0,00 + T T T T )
' 1
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100 -1 EL >0 \. 00
Tid (min) Tid (min) Tid (min)

Klorkurva och férvéantad respektive faktisk reduktion av kolifager och levande bakterieceller fér férsék
med kolifag nummer 2, pH 7,6 samt en initial halt fritt klor pa 0,20 mg/I.

Figur 5.7

Den férvintade reduktionen av fager beriknades till 4,5 log och den fak-
tiska reduktionen visade sig vara 4,5 log. Men den faktiska reduktionen var
mindre 4in den férvintade under i stort sett hela kontakttiden. Den forvin-
tade reduktionen av levande bakterieceller beriknades vara 4 log medan den
faktiska reduktionen visade sig vara cirka 1,5 log.

5.3.2  Forsok fran 2013-05-21

I férsoket anvindes kolifag 2, pH var 7,6 och det fria kloret var initialt cirka
0,20 mg/l. Temperaturen under forsskets 90 minuter lag mellan 5 och 7° C.

I figur 5.8 visas klorkurvan f6r férsoket tillsammans med reduktionen av
kolifager och levande bakterieceller.

Klorkurva Reduktion av kolifager Reduktion av levande celler
Fritt klor (mg//) Log halt Kolifager (pfu/ml) Log halt levande celler (cfu/ml)
05 2 00 =& Faktisk halt =& Faktisk halt
! ! == Fdrvantad halt 5,00 == Fdrvantad halt
0.4 1' 4,00
0,3 3,00
0,2 2,00
0,1 1,00
0,00 : : : -
0 T T T T 1 . ' &)
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100 -1,00 20 40 60 }.100
Tid (min) Tid (min) Tid (min)
Figur 5.8 Klorkurva och férvéntad respektive faktisk reduktion av kolifager och levande bakterieceller f6r férsék

med kolifag nummer 2, pH 7,6 samt en initial halt fritt klor pa cirka 0,20 mg/I.

Den faktiska reduktionen av kolifager som uppnaddes i forsoket var ungefir
4 log medan den beriknade férvintade reduktionen var 5 log.

Den férvintade reduktionen for levande bakterieceller var lite mer dn 4
log och den faktiska reduktionen cirka 1,5 log.
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5.4  Férs6k med natriumhypoklorit,
kolifag nummer 2 samt pH cirka 8,0

I detta avsnitt kommer resultat frin f6rs6k med kolifag nummer 2 och pH
cirka 8 att presenteras.

5.4.1 Forsok fran 2013-05-02

I forsoket anvindes kolifag 2, pH var 7,8 och det fria kloret var initialt 0,26
mg/l. Temperaturen under férsokets 90 minuter lag mellan 4 och 6° C.

I figur 5.9 nedanfor visas klorkurvan tillsammans med kurvorna for
reduktionen av kolifager respektive levande bakterieceller for férsoket.

Klorkurva Reduktion av kolifager Reduktion av levande celler
Fritt klor (mg/I) Log halt Kolifager (pfu/ml) Log halt levande celler (cfu/ml)
07 == Faktisk halt == Faktisk halt
: 6,00 A 5,00 .
’ == Forvantad halt == Forvantad halt
061 5,00 4,00
0,5
4,00 3,00
ot 3,00 | 299
0,3 ! 1,00
0,2 2,00 7 0,00 -
0,1 1,00 - -1,00 100
0 : . : . , 0,00 - " - , -2,00
0 20 40 60 80 100 100 ° 20 40 60 EO\. 100 -3,00
Tid (min) ' Tid (min) Tid (min)
Figur 5.9 Klorkurva och férvéntad respektive faktisk reduktion av kolifager och levande bakterieceller f6r férsék

med kolifag nummer 2, pH 7,8 samt en initial halt klor pé cirka 0,26 mg/I.

I figuren kan tydligt ses att den fakriska reduktionen av kolifager var ligre in
den férvintade reduktionen. Den faktiska reduktionen var cirka 3 log och
den férvintade 6 log.

For de levande bakteriecellerna var den faktiska reduktionen stérst mel-
lan 15 minuter och 45 minuter, varefter reduktionen planade ut. Den for-
vintade reduktionen efter 90 minuter var 6 log medan den faktiska bara var
cirka 1 log.

5.5 Foérs6k med natriumhypoklorit,
kolifag nummer 2 samt pH cirka 8,5

I detta avsnitt kommer resultaten frdn frsok med kolifag 2 samt ett pH pa
cirka 8,5 att presenteras.

5.5.1  Forsok fran 2013-05-14

I forsoket anvindes kolifag 2, pH var 8,3 och det fria kloret var initialt 0,19
mg/l. Temperaturen under forsdkets 90 minuter 1ag mellan 5 och 6° C.
I figur 5.10 visas klorkurvan for férsoket tillsammans med kurvorna for
reduktionen av kolifager respektive levande bakterieceller.
Efter 90 minuters kontakttid var kolifagerna i forsoket reducerade till
cirka 100 pfu/ml alltsd en reduktion pé cirka 4 log. Det forvintade var att
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Klorkurva Reduktion av kolifager Reduktion av levande celler
Fritt klor (mg/l) Log halt Kolifager (pfu/ml) Log halt levande celler (cfu/ml)
0,5 7,00 =& Faktisk halt 45 == Faktisk halt
—f= Forvantad halt 4 == Forvantad halt
6,00
0,4 3,5
5,00 3
0,3 4,00 2,5
0,2 3,00 ! 25
o1 2,00 g
! 1,00 0,5
0 ‘ . . . . 0,00 + . . . . . 0-
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Tid (min) Tid (min) Tid (min)
Figur 5.10  Klorkurva och férvéntad respektive faktisk reduktion av kolifager och levande bakterieceller f6r f6rsck

med kolifag nummer 2, pH 8,3 samt en initial halt fritt klor pa cirka 0,20 mg/I.

de skulle reducerats till cirka 1 500 pfu/ml efter 90 minuter vilket skulle
innebira en reduktion pi cirka 3 log.

Fér de levande bakteriecellerna sé var det forvintade att de skulle reduce-
rats 3 log efter 90 minuter medan den faktiska reduktionen vid 90 minuter
bara varit ungefir 1 log.

5.5.2  Forsoék fran 2013-05-21

I forsoket anvindes kolifag 2, pH var 8,7 och det fria kloret var initialt 0,23
mg/l. Temperaturen under férsokets 90 minuter lig mellan 5 och 7° C.

Figur 5.11 nedan visar klorkurvan f6r forsoket tillsammans med reduk-
tionen av kolifager respektive reduktionen av levande bakterieceller.

Klorkurva Reduktion av kolifager Reduktion av levande celler
Fritt klor (mg/I) Log halt Kolifager (pfu/ml) Log halt levande celler (cfu/ml)
05 700 =4— Faktisk halt 5,00 == Faktisk halt
! =— Forvantad halt == Forvantad halt
0,4 6,00 4,00
5,00
0.3 4,00 3,00
02 3,00 2,00
2,00 100
0,1 1,00 /
0 —_—— 0,00 - - : ; : - 0,00 * - - - - ,
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Tid (min) Tid (min) Tid (min)
Figur 5.11  Klorkurva och férvédntad respektive faktisk reduktion av kolifager och levande bakterieceller fér férsék

med kolifag nummer 2, pH 8,7 samt en initial halt klor pa 0,23 mg/I.

I figuren kan ses att den férvintade reduktionen av kolifager initialt var
storre 4n den beriknade. Efter 90 minuters kontaketid var den forvintade
reduktionen cirka 3 log och den faktiska reduktionen cirka 4 log.

For de levande bakteriecellerna fanns efter 90 minuters kontaketid cirka
500 cfu/ml kvar vilket innebar en reduktion pa cirka 1 log medan det enligt
de beriknade virdena borde varit <100 cfu/ml kvar efter 90 minuter mot-

svarande en reduktion pa nistan 3 log.
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5.6 Férsék med klor/klordioxid samt pH cirka 7,5

I detta avsnitt kommer resultaten frin férsok med klor/klordioxid vid ett

pH pi cirka 7,5 att presenteras.

5.6.1  Forsdk fran 2013-05-23

I forsoket anvindes kolifag 2, pH var 7,6 och klordioxidhalten var initialt
0,25 mg/l. Temperaturen under forsket lag pd mellan 6 och 7° C.

I figurerna (5.12) nedan visas en jimforelse mellan beriknad och upp-
miitt halt av klor respektive klordioxid.

Klordioxid Klor
Klordioxid (mg/) Klor (mg/)
03 == Uppmétt halt 04 == Uppmétt halt
025 == Beraknad halt ' == Berdknad halt
0.2 0,3
0,15 0,2
0,1
0,1
0,05
0 4 T T T T , 0+ T . . : )
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Tid (min) Tid (min)

Figur 5.12  Uppmétt halt klordioxid respektive klor jamfért med berdknad
halt av klordioxid respektive klor fér férsék med kolifag 2 samt
pH 7,6

Figur 5.13 nedan visar en jimforelse mellan den faktiska reduktionen av
kolifager i forsoket jimfort med en beriknad forvintad reduktion samt en
liknande jimférelse for levande bakterieceller.

Reduktion av kolifager Reduktion av levande celler
Log halt Kolifager (pfu/100 ml) Log halt levande celler (cfu/ml)
10 == Faktisk halt =4 Faktisk halt
== Forvantad halt == Forvantad halt

100

0 : ~N— : ‘
0 20 40 &0 80 100

Tid (min) Tid (min)

Figur 5.13  Jamférelse av faktisk och férvantad reduktion av kolifager
respektive levande bakterieceller vid férsék med kolifag 2 samt
pH 7,6

I figuren kan ses att den faktiska reduktionen var storre 4dn den forvintade
under hela kontakettiden. Efter 90 minuter var kolifagerna nistan helt redu-
cerade bade enligt den faktiska och den forvintade reduktionen.
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I figuren kan ses att den faktiska reduktionen av bakterieceller var mindre
in den forvintade. Efter 90 minuters kontakttid var bide den forvintade
och den faktiska halten av levande bakterieceller <100 cfu/ml.

5.6.2  Forsok fran 2013-06-11

I forsoket anvindes kolifag 2, pH var 7,5 och klordioxidhalten var initialt
0,37 mg/l. Temperaturen i forsoket ldg pa 6 till 8° C.

I figur 5.14 nedan visas en beriknad kurva for klordioxid och klor samt
en kurva baserad p& uppmitta virden i forsoket for respektive form av klor.

Klordioxid Klor
Klordioxid (mg/) Klor (mg/I)
0,4 == Uppmétt halt 04 == Uppmétt halt
0,35 == Beriknad halt ' == Beraknad halt
0,3 0,3
0,25
0,2 0,2
0,15
0,1 0,1
0,05
0! 0+ ‘ : - - -
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Tid (min) Tid (min)
Figur 5.14  Uppmétt halt klordioxid respektive klor jamfért med berdknad

halt av klordioxid respektive klor fér férsék med kolifag 2 samt
pH 7,5

Figur 5.15 nedan visar en jimforelse mellan faktisk reduktion av kolifa-
ger och den teoretiskt beriknade reduktionen samt samma jimférelse for
reduktionen av levande bakterieceller.

Reduktion av kolifager
Log halt Kolifager (pfu/100 ml)

== Faktisk halt
== Forvantad halt

o N p~ o0 o O

0 20 40 60 80 100
Tid (min)

Reduktion av levande celler
Log halt levande celler (cfu/ml)

== Faktisk halt
== Forvantad halt

100

Tid (min)

Figur 5.15  Jdmférelse mellan faktisk och férvéntad reduktion fér kolifager
respektive levande bakterieceller fér férsék med kolifag 2 samt

pH 7,5

I figuren kan ses att den faktiska reduktionen av kolifager var storre in den

forvintade reduktionen, med kraftig reduktion initialt.

Den faktiska reduktionen av levande bakterieceller var mindre dn for-

vintad och efter 90 minuter var antalet levande bakterieceller <100 cfu/ml.



5.7 Férsék med klordioxid samt pH cirka 8,0
5.7.1  Fo&rsék fran 2013-04-25

I forsoket anvindes kolifag 2, pH var 7,8 och klordioxidhalten var initialt
0,31 mg/l.

I figuren nedan visas den uppmitta halten klordioxid i forssket vid
angivna tidpunkter jimf6rt med en beriknad halt for klordioxid tillsam-

mans med samma jimforelse for klor.

Klordioxid Klor
Klordioxid (mg/I) Klor (mg/I)
0,35 —— Upemétt halt 05 —— Upemétt halt
== Berdknad halt == Beraknad halt
0.3 0.4
0,25 '
0,2 0,3
0,15 0,2
0,1
0,05 01
0 4 . \ 0 -
0 50 100 0 50 100
Tid (min) Tid (min)
Figur 5.16  Jamférelse mellan berdknad och férvantad halt klordioxid

respektive klor fér kolifag 2 samt pH 7,8

I figur 5.17 visas den faktiska reduktionen av kolifager i forsoket jamfort
med en beriknad férvintad reduktion av dem samt samma jimférelse for
reduktionen av levande bakterieceller.

Reduktion av kolifager Reduktion av levande celler

Log halt Kolifager (pfu/100 ml)

10 == Faktisk halt
== Forvantad halt

N~ O

-

o
4

Log halt levande celler (cfu/ml)

== Faktisk halt
== Forvantad halt

0 ‘ :
100
-2

0 50 - 160 -4
Tid (min) Tid (min)
Figur 5.17  Jémférelse mellan faktisk och férvéntad reduktion av kolifager

och levande bakterieceller f6r f6rsék med kolifag 2 samt pH 7,8

I figuren kan ses att den faktiska reduktionen av kolifager var storre in den

beriknade forvintade reduktionen. Redan efter 45 minuter var halten <1

pfu/ 100 ml. Detta innebir en reduktion pa 6 respektive 8 log.
Den faktiska reduktionen av bakterieceller var bara 2 log medan den for-

vintade beriknats till 6ver 6 log efter 90 minuter.



5.7.2  Forsdk fran 2013-06-13

Forsoket utférdes med kolifag 2, pH 7,8 och en klordioxidhalt initialt pa
0,19 mg/l. Temperaturen i forsoket lig pa 6 till 8° C.

I figur 5.18 nedan visas klordioxidkurvan for uppmitt halt klordioxid i
forsoket samt en beriknad klordioxid kurvan som har utgdngspunke i hal-
ten klordioxid vid T = 0 min. I figuren visas samma jimférelse for klor.

Klordioxid Klor
Klordioxid (mg/l) Klor (mg/l)
0.25 - Up?métt halt 0,35 - Upemétt halt
== Bersknad halt == Beraknad halt
0,2
0,15
0,1
0,05
0 4 T . . ; )
0 20 40 60 80 100 0 50 100
Tid (min) Tid (min)

Figur 5.18  J&mférelse mellan berdknad och férvéntad halt klordioxid
respektive klor fér kolifag 2 samt pH 7,8

I figuren nedan visas en jimférelse mellan faktisk och férvintad reduktion
av kolifager respektive levande bakterieceller for angivet forsok.

Reduktion av kolifager Reduktion av levande celler
Log halt Kolifager (pfu/100 ml) Log halt levande celler (cfu/ml)
10,00 == Faktisk halt 5,00 == Faktisk halt
== Forvantad halt == Forvantad halt
8,00 4,00
6,00 3,00
4,00 2,00
1,00
2,00
R 0,00 T T r T
0,00 - 9 — 4} 20 40 60 80 100
0 20 40 60 80 100 -1,00
Tid (min) Tid (min)

Figur 5.19  Jdmférelse mellan faktiskt och férvantad reduktion av kolifager
respektive levande bakterieceller f6r férsék med kolifag 2 samt
pH 8

I figuren syns att den faktiska reduktionen av kolifager var kraftig initialt
och avsevirt hogre 4n den beriknade férvintade reduktionen.

For de levande bakteriecellerna 4r den forvintade och faktiska reduktio-
nen mer snarlik och bida visade en reduktion ned till <100/ml.
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5.8 Férsék med klordioxid samt pH cirka 8,5
5.8.1  Fodrsék fran 2013-05-23

Forsoket utférdes med kolifag 2, pH 8,7 och en klordioxidhalt initialt p&
0,22 mg/l. Temperaturen i forsoket lig pd mellan 6 och 7° C.

I figuren nedan visas en teoretisk kurva for klordioxid respektive klor
med utgingspunkt i beriknat virde fér t = 0 min samt den faktiska kurvan

som mittes upp i forsoket.

Klordioxid Klor
Klordioxid (mg//) Klor (mg/l)
03 == Uppmétt halt 04 == Uppmatt halt
0 2'5 - Berdknad halt ' = Beraknad halt
0,2 03
0,15 0.2
0.1
0,1
0,05
0 4 : : : : . 0 4 : : . : .
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Tid (min) Tid (min)
Figur 5.20  Jémférelse mellan faktiskt och férvéntad reduktion av kolifager

respektive levande bakterieceller fér férsék med kolifag 2 samt
pH 8,7

I figur 5.21 presenteras en jimférelse mellan forvintad reduktion av kolifa-
ger och levande bakterieceller samt den faktiska reduktion av de respektive

parametrarna som uppndtts i forsoket.

Reduktion av kolifager Reduktion av levande celler
Log halt Kolifager (pfu/100 ml)

== Faktisk halt

Log halt levande celler (cfu/ml)
== Faktisk halt

10 >
== Forvantad halt == Forvantad halt
8 4
o 3
. 2
1
2
0 i )
0 +—4—t—t * &) s Wi
0 20 40 60 80 100 -1
Tid (min) Tid (min)

Faktisk respektive férvédntad reduktion av kolifager och levande
bakterieceller f6r férsék med kolifag 2 samt pH 8,7

Figur 5.21

Den faktiska reduktionen av kolifager visades sig efter 90 minuters kontakt-
tid ha varit fullstindigt med <1pfu/100 ml, medan den férvintade reduk-
tionen beriknats till cirka 4 000 pfu/100 ml efter 90 minuter.

Reduktionen av levande bakterieceller i forsoket var lik den férvintade
beriknade reduktionen och efter 90 minuters kontakttid var den faktiska
reduktionen och den beriknade reduktionen <100 cfu/ml.
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5.8.2  Forsdk fran 2013-06-11

Forsoket utférdes med kolifag 2, pH 8,6 och en klordioxidhalt initiale pa
0,33 mg/l. Temperaturen i forsoket lig pa 6 till 8° C.

Nedan, figur 5.22, visas den faktiska klordioxidkurvan jimfort med den
beriknade kurvan for klordioxid. Samma kurvor visas ocks3 for klor.

Klordioxid Klor
Klordioxid (mg/l) Klor (mg/l)
0,35 == Uppmatt halt 0,4 == Uppmatt halt
03 =~ Berdknad halt 0,35 == Beraknad halt
0,25 03
0.2 0,25
' 0,2
0,15 015
0.1 0,1
0,05 0,05
0 T T . : \ 0 -+ . ‘
0 20 40 60 80 100 0 50 100
Tid (min) Tid (min)

Figur 5.22  Jdmférelse mellan faktiskt och férvéntad reduktion av kolifager
respektive levande bakterieceller f6r férsék med kolifag 2 samt
pH 8,6

Nedan visas en jimforelse mellan faktisk reduktion av kolifager och levande
bakterieceller och en beriknad forvintad reduktion av kolifager respektive
levande bakterieceller.

Reduktion av kolifager Reduktion av levande celler
Log halt Kolifager (pfu/100 ml) Log halt levande celler (cfu/ml)
10,00 == Faktisk halt 5,00 == Faktisk halt
== Forvantad halt == Forvantad halt

4,00
3,00
2,00
1,00

0,00
1OOT 20 40 60 80~y 100
0 20 40 60 80 100 -2,00

Tid (min) Tid (min)

8,00
6,00

4,00

2,00

0,00

Figur 5.23  Faktisk reduktion jgmférd med férvéntad reduktion av kolifager
och levande bakterieceller t6r f6rsék med kolifag 2 samt pH 8,6

I forsoket reducerades kolifagerna kraftigt initialt ned till <1 pfu/100 ml.
For de levande bakteriecellerna var den faktiska och férvintade reduk-

tionen snarlika och efter 90 minuter var bide den faktiska och férvintade

reduktionen ned till <100 cfu/ml. Det innebir en reduktion pa cirka 3 log.

5.8.3  Forsok fran 2013-06-13

Forsoket utférdes med kolifag 2, pH 8,6 och en klordioxidhalt initialt pa
0,18 mg/l. Temperaturen i forsoket lig pa 6 till 8° C.
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I figuren nedanfor visas klordioxidkurvan och klorkurvan for forssket
jimfort med en beriknad kurva for klordioxid/klor.

Klordioxid Klor
Klordioxid (mg//) Klor (mg/I)
025 == Uppmétt halt 035 == Uppmétt halt
! == Berdknad halt ! == Berdknad halt
02 03
' 0,25
0,15 0,2
0,1 0,15
0,1
0,05 0,05
0 T T T T " 0 T
0 20 40 60 80 100 0 50 100
Tid (min) Tid (min)

Figur 5.24  Jdmférelse mellan faktiskt och férvéntad reduktion av kolifager
respektive levande bakterieceller fér férsék med kolifag 2 samt
pH 8,6

I figur 5.25 nedan visas den faktiska reduktionen av kolifager i forsoket
jimfort med en beriknad reduktion och samma jimforelse f6r reduktionen

av levande bakterieceller.

Reduktion av kolifager Reduktion av levande celler
Log halt Kolifager (pfu/100 ml) Log halt levande celler (cfu/ml)
10 == Faktisk halt 5 == Faktisk halt
== Forvantad halt == Forvantad halt

0 20 40 60 80 100 100
Tid (min) Tid (min)

Figur 5.25  Faktisk reduktion jamférd med férvéntad reduktion av kolifager
och levande bakterieceller f6r f6rsék med kolifag 2 samt pH 8,6

For detta pH sd var den faktiska reduktionen av kolifager storre 4n forvin-
tat. Den faktiska reduktionen skedde lingsammare i bérjan av kontaketi-
den for att sedan 6ka. Efter 90 minuters kontakttid var den faktiska halten
<1pfu/100 ml och den férvintade 104 pfu/100 ml.

Jimfort med reduktionen av kolifager s var reduktionen av levande bak-
terieceller mer lik den beriknade reduktionen. Efter 90 minuters kontakttid
s4 var halten, bide den faktiska och férvintade, <100 cfu/ml vilket innebir
en log reduktion pi cirka 3 log.
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6 Diskussion

6.1  Diskussion av analysresultat

Kunskapen om patogena virus i rivatten och effekter av framtida klimat-
forindringar 4r fortfarande begrinsade, men har belysts bland annat i det
s kallade VISK-projektet. Det stir dock klart att det framgent 4r en stor
utmaning for alla vattenverk att kontrollera avskiljande barriirer savil som
inaktiverande barridrer. Reduktion av virus ir ofta dimensionerande, men
analysmetoder for operativ kontroll av inaktivering saknas helt. D4 vi inte
inom snar framtid kan forvinta oss tillricklig kinslighet i virusanalyser for
tillimpning i dricksvattenberedning #r det av stor vike att hitta alternativa
mélorganismer, sdsom exempelvis bakteriofager, for att kunna virdera bar-
ridrverkan i lab- sdvil som pilotskala. Det idr ocksd av storsta vike att hitta
alternativa indikatorer som operativt kan indikera om virusinaktiveringen
dr nedsatt.

Diskussionen och slutsatserna som foljer bor sittas i relation till ovan
nimnda syfte, det vill siga ett inledande arbete f6r att hitta operativt
anvindbara indikatororganismer och indikatormetoder. Man bor f6ljake-
ligen undvika att anvinda resultaten for att forsska utlisa eller prediktera
virusreduktion pd det egna vattenverket. Praktiska f6rsék med klorféren-
ingar och analys av bakteriofager, savil som teoretiska berikningar av des-
infektionseffektivitet dr alla forknippade med stora osikerheter. For att
tydliggora generella effekter av pH, klordos och typ av desinfektionsmedel

sammanfattas en del av resultaten grafiskt dven i diskussionsdelen.

6.1.1  Fdrsdk med natriumhypoklorit och tre olika kolifagstammar

Samtliga tre kolifagstammar uppvisade de grundliggande egenskaper som
krivs for att fortsatt vara aktuella som modellfager. Fagerna kunde propage-
ras upp till mycket hoga halter och dessa kunde bibehillas dven i de renade
l6sningarna. Stammarna uppvisade god stabilitet 6ver tiden, vilket kunde
kontrolleras genom bade plaque-forming assay och VLP-metoden (direkt-
mikroskopi). P4 detta vis verifierades att stammarna ej naturligt forlorade
sin infektionsformaga 6ver den tid de praktiska arbetena pagick.

Vid det inledande forssket 2013-02-28 uppvisade samtliga tre fagstam-
mar hégre klorresistens 4n kontrollstammen phiX-174 (Forsberg 2012). I
och med detta stod det ocksd klart att det relativt enkelt gétt att, genom klo-
rering av avloppsvatten, finna potentiella forsoksfager med dubbelstringat
DNA vilka uppvisade hogre klorresistens 4n vad som férvintats av GDP-
modellen (Fig 6.1).

Vi vet i dagsliget inte om dessa tre kolifagstammar ir samma typ av koli-
fag eller inte di vi ej haft méjlighet att undersoka detta nirmare. Kolifa-
gerna kommer dock att skickas for elektronmikroskopi, vilket méjligen kan
ge ytterligare information.

Utifrén det inledande forssket med natriumhypoklorit och pH 8 valdes
kolifagstam 2 for att anviindas i kommande forsok di den verkade ha stérst
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overlevnad av de tre (endast 2 log reduktion efter 90 minuter) och uppvi-

sade tydlig plackbildning.

Faktisk logreduktion
8 /,
7
¢ Fagresultat
6
B Cellresultat
5
4 L 4
3
/”. .
2
*3
1 |
1 ‘. .I;Q
[ | p N
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Forvéntad logreduktion

Figur 6.1 Férvantad respektive faktisk reduktion av kolifager och levande
bakterieceller efter 45 minuter i samtliga férsék 2013-02-28 —
2013-05-21 med hypoklorit, oberoende av pH och dos. Fagre-
sultaten med stam 1, 2 och 3 fran 2014-02-28 markerade, évriga
fagresultat erhallna med stam 2.

Bakteriecellerna uppvisade generellt en ligre reduktion 4n modellfagerna,
och foljaktligen avsevirt ligre reduktion genom avdédning 4n vad som pre-
dikteras av GDP gillande virus (Figur 6.1). Resultatet kan tyckas f6rbryl-
lande, men ir forvintat. Metoden for direktmikroskopi av levande bakte-
rieceller kvantifierar inte egentligen om dessa ir "levande och infektigsa”
utan huruvida oxidationsmedlet ocksé lyckats lysera cellmembranet, vilket
dr det primira mélet med kemisk desinfektion av bakterier. De flesta bakte-
rier forlorar dock sin tillvixt- och infektionsformdga innan cellmembranet
faktiske lyserat. Resultaten indikerar f6ljaktligen att mikroskopi av levande
bakterieceller:
* inte ska anvindas for att forsoka kvantitativt prediktera virus- och bak-
teriereduktion
* kan anvindas for operativ processkontroll vid desinfektion med hypoklo-
rit for att identifiera tillfillen med nedsatt desinfektionseffekt

Det ir alltsd inte sd att icke sporbildande bakterier 4r mer motstindskraf-
tiga dn virus/fager, utan den aktuella analysmetoden av levande bakterie-
celler ger ett resultat som #r ndgot robustare 4n vad som predikteras avse-
ende virusdesinfektion med GDP. Vid forssk med samtliga tre fagstammar
erholls efter 90 minuter cirka 1,5 log reduktion av levande bakterieceller,
vilket alltsa indikerar att avdddningseffekten pa bdde bakterier och virus kan

forvintas vara nagot hogre.
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6.1.2  Fdrsék med fagstam 2 och natriumhypoklorit
vid tre olika klorkoncentrationer

En god modellfag f6r desinfektionskontroll bér uppvisa avdédning i rela-
tion till Ct. Det dr ocksd viktigt att fagen har tillricklig klorresistens s att
den ir kvantifierbar bdde vid hog dos och realistisk kontaketid. Vid hypo-
kloritdesinfektion med initiala halter av fritt klor mellan 0,12-0,43 mg/l
uppvisade fagstam 2 6kande reduktion med 6kande klordos (Figur 6.2).
Vid samtliga klordoser var den ocksd mer klorresistent 4n vad som predik-
teras av GDP-modellen. Aven vid den hogsta klordosen kunde fagstam 2
kvantifieras efter 90 minuters kontaketid.

Faktisk logreduktion
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Figur 6.2 Férvantad respektive faktisk reduktion av kolifagstam 2 och
levande bakterieceller efter 45 minuters hypokloritdesinfektion
vid pH 7,8. Fagresultaten markerade med initialhalt fritt klor.

Precis som i de tidigare férsoken med natriumhypoklorit uppvisade bakte-
riecellerna generellt en ligre reduktion 4n modellfagerna, och f6ljakdigen
avsevirt ligre reduktion genom avdoédning 4n vad som predikteras av GDP
gillande virus. I utgdende dricksvatten pd Lackarebicks vattenverk dterfinns
normalt mindre dn 100 levande bakterieceller per milliliter. Det var dock
endast for den hogsta forsskskoncentrationen av klor, och med 90 minuters
kontakttid, som antalet levande bakterieceller per milliliter nidde ned «ill
denna halt. Observationen forklaras sannolikt av att man i fullskalan nyttjar
ett kraftigare oxidationsmedel, Cl/CIO,, for slutdesinfektion.

6.1.3  Fdrsék med fagstam 2 och natriumhypoklorit vid olika pH

Vattnets pH ir en av de parametrar som ir kinsliga och litt paverkas vid
driftstorningar av olika slag t.ex. vid fel pd dosering av NaOH, kalk eller
aluminiumsulfat. pH-virdet dr ocksd vildigt viktigt desinfektionsmiissigt
da pH bestimmer vilken typ av klor som dominerar nir man anvinder t.ex.
natriumhypoklorit. Vid lagt pH dominerar den effektivaste formen av klor,
HOCI medan OCI" formen av klor dominerar vid hogre pH.
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Vid hypokloritdesinfektion med initiala (t = 1 min) halter av fritt klor
mellan 0,19-0,24 mg/l uppvisade fagstam 2 6kande reduktion med sjun-
kande pH (Fig 6.3).
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Figur 6.3 Férvéntad respektive faktisk reduktion av kolifagstam 2 och
levande bakterieceller efter 45 minuters hypokloritdesinfektion
med initialhalt fritt klor 0,19-0,24 mg/|. Fagresultaten markerade
med initialt pH-vérde.

Resultaten efter 45 minuters kontaketid tycks vid forsta anblick indikera en
pH-beroende avdédning av kolifager, vilket stods teoretiske. Vid det lig-
sta pH-virdet borde kloret finnas mer i form av HOCI 4n i OCI formen
(avsnitt 1.5). D4 HOCI ir den effektivaste formen av fritt klor borde detta
innebira att desinfektionseffekten vid det ldgsta pH:t i férsoken borde varit
storre dn reduktionen vid det hogsta pH:t. Resultaten i dessa férsok var
dock ej helt konsekventa, i synnerhet inte om man beaktar effekten efter
90 minuters kontaketid. Det kan vara sd att ett pH pé 7,5 inte ir tillricklige
lagt f6r att HOCI formen av klor helt ska dominera utan att det vid detta
pH-virde fortfarande finns mycket OCI" som balanserar ut desinfektions-
effekten och gor att den inte blir lika hog. Avseende bakterieceller kunde
ingen pH-beroende avdédningseffekt observeras.

Huruvida fagstam 2 ir representativ for andra fager respektive virus dr
svart att uttala sig om, d den vetenskapliga informationen om pH-virdets
inverkan pa virusdesinfektion tycks begrinsad. I samdliga forsok var dock
denna stam mer tilig in vad som predikteras av GDP-modellen och dirmed
lamplig for att representera ett “worst case”.

Baserat pa resultaten i denna rapport ir det for tidigt att avgdra om en
sinkning av pH pé utgiende dricksvatten 4r motiverad for att héja desin-
fektionseffekten avseende virus. Vid ett pH runt 8 pa utgdende dricksvat-
ten, vilket 4r normalt pa Lackarebicks vattenverk, skulle enligt dessa forsok
fullstindig reduktion av fager ¢j uppnds vid desinfektion med hypoklorit
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efter 90 minuters kontakttid. Dock méste papekas att halten av kolifager
initialt i forsoken var avsevirt hogre 4n de halter som normalt kan forvin-
tas forekomma i inkommande rivartten. Trots detta indikerar resultaten att
kolifager och d& ocksd humanpatogena virus skulle kunna klara sig igenom
dricksvattendesinfektionen under, vad som fir betraktas som vanligt fore-
kommande driftférhallanden avseende pH och Ct. Med tanke pd hur lig
infektionsdos virus har bor detta beaktas vid bedomning av erhéllen bar-
riirh6jd och dirmed minimera risken for konsumenterna.

6.1.4 Forsok med klor/klordioxid

Avdédning med klordioxid ska vara relativt okinslig avseende pH. Det ir
dock inte ovanligt att vattenverk nyttjar en blandning av klor/klordioxid f6r
desinfektion, vilket innebir att beredningen dndi skulle kunna vara kinslig
for pH-forindringar.

Avdodningsforsok med klor/klordioxid genomférdes vid 3 olika pH-vir-
den for att kunna jimfora desinfektionseffekten med natriumhypoklorit.
Som riktmirke for halten klor/klordioxid nyttjades halten totalt klor vilken
mellan férséken med natriumhypoklorit och klordioxid hélls p& ungefir pa
samma nivd vid t = 1 minut.

Med initial (t = 1 min) halt av fritt klor mellan 0,13-0,20 mg/l uppvisade
varken fagstam 2 eller levande bakterieceller nigra tecken p& pH-beroende
desinfektionseffekt (Figur 6.4). Fagreduktionen var kraftig inom 15 minu-
ters kontakttid, vilket var forvintat di klordioxid 4r ett starkt oxidationsme-
del med en relativt momentan effekt. Redan efter en minuts kontaketid var
reduktionen minst 1 log. Oxidationen var dock sannolikt ej s stark att det
genetiska materialet helt brots sonder, d4 halten viruslika partiklar genom

infirgning inte minskade nimnvirt. Sammantaget indikerade resultaten att
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Figur 6.4 Férvantad respektive faktisk reduktion av kolifagstam 2 och
levande bakterieceller efter 45 minuters klor/klordioxiddesin-
fektion med initialhalt fritt klor 0,13-0,20 mg/I. Fagresultaten
markerade med initialt pH-vérde.
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avdodningen av fagstammen var kraftigare in vad som enligt modellen pre-
dikterats av GDP och Ct-viirde.

Som modellfag visade sig stam 2 limplig dven for forsok med klor/klor-
dioxid. Den kraftigare oxidationseffekten méjliggjorde dock endast kvanti-
fiering av avdddningsforloppet inom cirka 15 minuters kontaketid (jaimfort
med natriumhypoklortit 45-90 minuter), varefter endast enstaka fager per
100 milliliter kvarstod. Detta faktum belyser ocksa svarigheten att jimféra
olika desinfektionsmedel, olika Ct och malorganismer. I diskussionsdelen
har 45 minuters kontakttid anvints for att méjliggora jamforelser av reduk-
tion, men bist data skulle sannolikt erhallits for fagstam 2 och klordioxid
vid 1-15 minuter, fagstam 2 och hypoklorit vid 45 minuter och fér bak-
terieceller generellt vid 45-90 minuter. Praktiskt innebir detta ocksd att
klordioxidf6rsok maste goras under storre tidspress, med god tajming och
riskerar pd grund av detta att ge nigot hogre osikerheter i bestimning av
avdodningen.

Forsoken med klor/klordioxid vicker frigan kring representativitet, dvs.
dr fagstam 2 jimforbar med andra fager och virus. Samtliga tre modellfa-
ger selekterades ursprungligen fram genom desinfektion av avloppsvatten
med natriumhypoklorit. Detta betyder att de forvintats vara klorresistenta,
men ¢j nodvindigtvis klordioxidtaliga. Vi kan dock konstatera att graden
av klorresistens ofta ir kopplad till typ av cellvigg hos bakterier respektive
olika typer av spor/cyst/oocyst-former av bakterier och parasiter. D4 virus
ofta bestir av likartat genetiskt material (RNA/DNA) och méjligen enk-
lare form av hélje skulle man rent spekulativt kunna antaga att modellfager
skulle kunna vara relativt representativa.

Reduktionen avlevande bakterieceller var begrinsad, men halten ldg gene-
rellt under analysgrinsen 100/ml efter 90 minuters kontaketid. D3 ingdngs-
halten under férsoken var cirka 10 000/ml innebar detta att avdédning upp
till drygt 2 log kunde kvantifieras. Det ir alltsd inte sd att icke sporbildande
bakterier dr mer motstandskraftiga dn virus/fager, utan den aktuella analys-
metoden av levande bakterieceller ger ett resultat som ir ndgot robustare
dn vad som predikteras med GDP. Detta har den stora férdelen att levande
bakterieceller ofta kan kvantifieras som driftkontrollparameter dven i slutet
av beredningsprocesser, dir desinfektion som regel tillimpas.

6.1.5 Forsék med fagstam 2 och natriumhypoklorit
respektive klor/klordioxid

I forssken kunde man tydligt se att den fagreduktion som uppnidddes med
klordioxid var betydligt hégre in med natriumhypoklorit (Figur 6.5).

En anledning till detta kan vara att de initiala halterna av klordioxid varit
ganska hoga i forsoket, runt 0,30 mg klordioxid/l. Detta innebir att kolifa-
gerna varit utsatta for en nigot hogre koncentration av klor jimfért med de
forsok som utforts med natriumhypoklorit trots att den uppmitta halten
fritt klor initialt varit nigot ligre med klordioxid 4n med natriumhypoklorit.

Fran att tidigare nationellt haft synsittet att klorering i sig kan utgora
en barridr (SLV FS 1993:35) nyanserades detta bide i Sverige (vigledning
dll SLV ES 2001:30) och Norge (Ddegaard et al., 2009). Detta innebar
bland annat 6kad medvetenhet betriffande olika organismgruppers resis-
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Figur 6.5 Férvantad respektive faktisk reduktion av kolifagstam 2 och
levande bakterieceller efter 45 minuters kontakttid med natri-
umhypoklorit (initialhalt fritt klor 0,19-0,26 mg/| vid pH 7,6-8,7)
respektive klordioxid (initialhalt fritt klor 0,13-0,20 mg/I vid pH
7,5-8,7).

tens (virus/bakterier/parasiter), vikten av Ct-begreppet samt nédvindighe-
ten att beakta fritt klor och ej endast totalklor. Resultaten i figur 6.5 visar
dock med stor tydlighet hur tvi olika former av klorering kan ha skillnad
i effeke trots att den initiala mingden fritt klor 4r likvirdig. Samtliga for-
soksresultat pekar dock pa att klordioxid ir ett mer potent oxidationsmedel
for fagdesinfektion dn hypoklorit, vilket tycks gd stick i stiv med dimen-
sionerande Ct enligt tabell 1.1. En uppenbar risk ir att de forsok varpa
tabell 1.1 grundas ej tagit tillricklig hinsyn till den initiala klorforbrukning
som erhélls av de niringsldsningar som anvinds f6r att propagera upp fager.
Detta skulle kunna ge en falsk bild av hogt Ct-behov for klordioxid (pga.
hég momentan initialférbrukning och begrinsad lingtidseffekt) och ligre
Ct-behov for klor (pga. ligre momentan initialférbrukning men mer lang-
tidseffekt). Aven om si vore fallet ir det da extra viktigt att beakta risken
for nedsatt barridrverkan vid driftstérningar som genererar storre mingd
organiskt material infoér desinfektion, exempelvis storning i kemfillning/
filtrering. Med samma resonemang som ovan skulle d& desinfektion med
klordioxid vara mer kinslig d& den momentana desinfektionseffekten skulle
forvintas bli lidande. Det gir foljaktligen att se klara fordelar med kombina-
tionen klor/klordioxid. I revideringsforslag till GDP-vigledning (Ddegaard,
2014, ¢j pub) foreslds preliminirt en sinkning av dimensionerande Ct f6r 3
log virusinaktivering fran 20 till 10 vid 4° C och frin 25 till 15 vid 0,5° C.

I Lackarebicks dricksvatten ligger halten klordioxid normalt kring 0,20—
0,30 mg/! initialt och kring analysgrinsen 0,07 mg/l efter reservoar, vilket
vil overensstimmer med forsoksresultaten efter 90 minuters kontakttid.
Vid tillfillig drift med natriumhypoklorit eller driftligen med kortare uppe-
hallstid i reservoar blir det foljaktligen viktigt att inte bara styra mot Ct utan
att ta hidnsyn till typ av doserad klorférening.
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Driftkontroll vid klordesinfektion ir inte helt enkel, i synnerhet inte
dd man efterstrivar snabb uppféljning. Uppgifter om dos, temperatur och
kontakttid kan relativt litt erhillas. Mingden organiskt material kan exem-
pelvis bestimmas som UV-extinktion, vilket som regel 4r enklare och snab-
bare 4n bestimning av TOC. On-line bestimning av fritt klor ir relativt
lattillginglig, medan bestimning i laboratorium kriver korta transporttider.
Kort transporttid giller i synnerhet ocksa bestimning av klordioxid, d ana-
lysen i princip behéver pdbérjas direke vid provtagningstillfillet och alltsd
kriver egna laboratorieresurser.

Reduktionen av levande bakterieceller var kraftigare vid desinfektion
med klordioxid jimfért med hypoklorit. Det dr dock viktigt att observera
att den maximala méjliga reduktionen i forsoken var cirka 2,5 log, baserat
pa ingangshalt kontra kvantifieringsgrins. For forsoken med hypoklorit lag

reduktionen kring 1 log och med klordioxid kring 2 log (Figur 6.5).

6.2  Analys av viruslika partiklar
- nyttan med analysmetoden

Med hjilp av VLP-analysen kunde vi under projektets ging kvantifiera
de tre olika kolifagstamlgsningarna. Resultaten &verensstimde dessutom
mycket vil mellan VLP-analysen och kolifaganalysen innan pabérjad klo-
rering. Tydlig infirgning tydde pa att kolifagstammarna vi propagerat var
relativt stora, dvs. inneholl férhillandevis mycket genetiskt material. Utéver
detta kan man ocksd gissa att kolifagstammarna har dubbelstringat DNA
eftersom just dubbelstringat DNA firgas in bist med SYBR Green I. Det
ir en mycket stor fordel om en modellfag for lab- och pilotskaleforsok pa
detta vis gar att direktmikroskopera, dd man enkelt kan verifiera halten i
spikldsningar utan att ligga onédig tid pé kvantifiering med plaque-assay.

Avseende sjilva desinfektionsférsoken kunde vi inte se ndgon férindring
avseende VLP over tid varken i férséken med natriumhypoklorit eller med
klordioxid. Detta berodde antagligen pa att man i mikroskopianalysen inte
kan avgora om de viruslika partiklarna (= naturligt férekommande fager)
ir infektivsa eller ¢j. I analysen firgar man in dubbelstringat DNA och sa
linge DNA:t 4r helt kommer det att firgas in. Kloret inaktiverar fagerna,
vilket man kan se i analysen av kolifager men sannolikt bibehdlls DNA:t
tillrickligt intake for att firgas in.

Utover att vara ett arbetsredskap vid forsok med olika fagstammar har
VLP-metoden sin stora fordel i mojligheten att kontrollera avskiljningsef-
fekten 6ver membranfilter sdsom ultrafilter och nanofilter. Vad denna rap-
port bekriftar dr att de naturligt fsrekommande fagerna generellt haft sa
god klorresistens att man vid kontroll av avskiljande barriirer ej kan for-
vinta sig att eventuella kloreringssteg stor bestimningen genom avdédning.

6.3  Hur bra ar kolifagerna fér att
beskriva desinfektionseffekten?

De krav vi stillde pd en vilfungerande modellfag har till stora delar upp-

fylles.
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* Fagstammen kunde enkelt propageras och renas till en mycket hog halt
pa 10" pfu/ml, vilket méjliggjorde uppskattning av inaktivering >8 log.

* Fagstammen var lytisk och kunde bestimmas med plaque-assay och
inneholl dessutom tillricklig mingd arvsmassa for att firgas in som VLD

* Fagstammen holl mycket god stabilitet, dvs. inaktiverades ej spontant.

* Fagstammen var generellt klortalig, avsevirt tdligare 4n phix174 (Tab 1.2)

* Fagstammen uppvisade god respons i forhillande till Crt i forssk med
natriumhypoklorit och var nigot tiligare 4in predikterat enligt GDDP, vil-
ket méjliggjorde studier upp till 90 min kontaketid. Inaktiveringen tyck-
tes svagt pH beroende, med néigot kraftigare inaktivering vid ligre pH.

* Fagstammen uppvisade respons i férhdllande till Ct i f6rsok med klor/
klordioxid men var avsevirt mindre tilig 4n predikterat enligt GDP.
Inaktiveringsforloppet skedde inom 15 minuter och nigot pH-beroende
kunde ej iakttas.

* Den aktuella fagstammen kan analyseras av laboratorier vilka utfér analys
enligt ISO 10705-2:2000(E) Water quality-Detection and enumreation
of bacteriophages-Part 2 Enumreation of somatic coliphages.

Fér att anvindas mer generellt som modellfag hade det varit férdelaktigt

med ytterligare information sdsom:

* Vilken typ av fag ir fagstam 2?

* Har den dubbelstringat DNA och/eller nigon typ av holje?

* Hur desinfektionsresistent ir fagstam 2 avseende UV?

* Vilka egenskaper har den som ir av vikt om man vill anvinda den i kem-
fallningsforsok sdsom storlek/strukeur, hydrofoba/hydrofila egenskaper,
isoelektrisk punkt (Humanpatogena virus har en negativ nettoladdning
vid normala pH-virden och en ideal indikator bér dirmed ha samma
isoelektriska punkt som de humanpatogena virus man vill avskilja/inak-

tivera.)

Det ir sd gott som omdjligt att med dagens indikatororganismer, framféralle
bakterieodlingar, som anvinds vid vattenverk, dra slutsatser om virusdes-
infektion da bakterier 4r avsevirt mindre klortiliga 4n humanpatogena
virus. Osikerheter i haltbestimning av desinfektionsmedlet, den hydrau-
liska faktorn/kontakttiden med mera innebir ocksd stora svdrigheter att
virdera virusdesinfektionen i fullskala. Modellfager sdsom fagstam 2 utgér
di en virdefull praktisk majlighet att i lab- eller pilotforssk identifiera de
driftligen som innebir nedsatt barriirverkan i beredningen. Med hjilp av
Ct-berikningar och robusta metoder sdsom levande bakterieceller kan man
direfter anvinda kunskapen kring faginaktivering for att bittre identifiera
perioder/driftligen med nedsatt barridrverkan i fullskala.

6.4 Levande bakterieceller som
indikatormetod fér virusinaktivering?

Levande bakterieceller har i detta arbete inte anvints som ett métt pd reduk-
tion av bakterier utan har istillet anvints som en indikator f6r virusinaktive-
ring. Detta innebir att resultaten har riknats ut utifrin Ct-virden fér 3 log
virusinaktivering och inte 3 log bakteriereduktion. Reduktion av bakterier
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kriver ligre Ct-virden 4n virus eftersom bakterier 4r kinsligare for klor 4n

vad virus ir.

I forsoken gjorda av Forsberg (2012) hade vi en tanke om att levande
bakterieceller skulle vara en tiligare indikatororganism in analysen av
odlingsbara mikroorganismer. De forsoken visade att odlingsbara mikroor-
ganismer reducerades helt i jimforelse med de levande bakteriecellerna som
aldrig reducerades helt ned till noll for nigon av de klorkoncentrationer som
anvindes, si ¢j heller i férsoken gjorda i denna rapport. Detta indikerar att
analysen av levande bakterieceller kan vara en avseviirt limpligare metod for
att sikerstilla virusinaktivering 4n analysen av odlingsbara mikroorganismer.
Diremot mdste man ha i dtanke att i analysen av levande bakterieceller defi-
nieras en levande cell som en cell som har ett intakt cellmembran. I analysen
av odlingsbara mikroorganismer isoleras endast bakterier med tillvixtfor-
méga och som viixer fram pé aktuellt substrat, tillexempel jistextraktagar.

I samtliga forsok verifierades att bakterieceller med intakt membran upp-
visade léngsammare avdddning 4n fagstam 2 och avsevirt ligre 4n vad som
predikterats for virus genom Ct i GDP. Det dr dock mycket viktigt att inte
misstolka resultaten f6r denna parameter i diagram 6.1-6.5 och tro att ide-
ala resultat borde ligga pa den predikterade linjen. Den stora férdelen med
parametern 4r just att:

* Intakea bakterieceller dr den celltyp som naturligt finns i hogst halt fore
desinfektion och som dirmed gir att mita pa. Intakea bakterieceller kan
forvintas forekomma i tillrickliga halter ut frin sand-/kolfilter for att
bestimma 2-3 log reduktion.

* Intakea bakterieceller kan snabbt bestimmas och bér ses som en drift-
kontrollparameter for identifiering av tillfillen med nedsatt bakterie-/
virusinaktivering. Parametern tycks generellt ligga "pé sikra sidan”, det
vill siiga bakterie-/virusinaktiveringen kan férvintas vara nigot kraftigare
dn vad som indikeras av intakta bakterieceller. Det dr dock inte limp-
ligt att anvinda parametern for att prediktera den faktiska virusinaktive-
ringen generellt.

* Intakea bakterieceller delar ej samma svaghet som odlingsbara mikroor-
ganismer 3d, lingsamvixande bakterier 7d och fekala indikatorbakterier
vilka dr for desinfektionskinsliga for att utgéra goda indikatorer pa bris-
tande barridrverkan dven vid kraftigt nedsatt desinfektionseffeke.

Analysen av levande bakterieceller har manga férdelar rent utférandemis-
sigt sdsom att analysen ger resultat som ir klara inom ett par timmar frin
provtagningstillfillet. Dessutom 4r analysen relativt enkel att sitta upp.

Pa Lackarebicks vattenverk erhdlls generellt en reduktion avseende
levande bakterieceller pd atminstone 2 log. I praktiken innebir detta att
halten f6re desinfektion ir cirka 10 000/ml och efter desinfektion med klor/
klordioxid och kontakttid i reservoar erhdlls <100/ml vilket alltsd utgor
kvantifieringsgrins. Utifrin ovanstiende resultat och diskussion finns det
dirmed gott stdd for antagandet att bide bakterie- och virusinaktivering ir
minst 2 log och sannolikt nigot hogre. Tillfillen di reduktionen av levande
bakterieceller varit ligre, cirka 1 log, har tidigare intriffat i samband med
otillricklig klordioxidproduktion och hég produktion (= kort uppehéllstid
1 reservoar och dirmed kort kontakttid). Parametern levande bakterieceller
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har dirmed méjliggjort mitbar identifiering av nedsatt desinfektionseffekt,
som ej kunnat identifieras pd annat sitt. Genom att nyttja denna taliga
indikator och Ct-begreppet samt en klortilig modellfag kan vi f6ljaktligen
knyta ihop information frin lab-/pilotforsok och fullskala.

6.5  Slutsatser och fortséattning

Arbetet ska ses som ett inledande bidrag till att bittre forstd klorinaktivering

av virus och att skapa en "verktygsldda” for att fler ska kunna arbeta vidare.

Verktygslddan bestér idag av:

* 1-3 modellfager, vilka kan analyseras med giingse analysmetodik for
somatiska kolifager.

e VLP-analys, varmed man kan kvantifiera sina fagstammar och spiklds-
ningar

* Analys av levande bakterieceller, som kan tillimpas i lab-/pilotf6rsok savil
som i fullskala och i ndgon mén Gversitta resultat diremellan. Dirutover
kan den nyttjas for identifiering av drifttillfillen med nedsatt avdodning/

inaktivering.

Denna typ av undersdkningar reser alltid frigor kring forsskens/indikator-
fagernas representativitet. Flera upprepningar av forsoken, kanske frimst
med klordioxid, kommer att kriivas innan man kan gora gillande att slut-
satserna ir generella. En idé hade varit att sinka halten klordioxid initialt
i forsoken di denna var svar att stilla in frin f6rsok till forsok och dirmed
hamnade runt en halt pd 0,30 mg/l i de flesta forsoken. Trots att det prak-
tiska arbetet dr svdrt och osikerheterna i bestimningarna ibland stora ir
det dock viktigt att inse att vi dven framgent kommer att vara bundna av
forsok med indikatorer i lab- och pilotskala. Det ir ett faktum att mycket fa
discipliner dgnar sig at arbete med fager och desinfektion varfér den veten-
skapliga litteraturen sivil som denna rapport tyvirr ddrmed 4r ndgot tunn
pa referenser.

Under arbetets slutskede gjordes en ansats att utreda huruvida fagstam-
marna och levande bakterieceller dven var desinfektionsresistenta avseende
UV. Ett sidant f6rsok skulle exempelvis kunna vara méjligt att gora i en
CBD vid olika intensiteter.

Ytterligare en tanke kunde vara att byta ut provvattnet, exempelvis till ett
provvatten som i stort sett inte innehéller ndgra mikroorganismer naturligt
sasom ett ultrafiltrerat vatten alternativt nyttja provvatten med nigot hogre
halter av organiskt material. Forsoket skulle d& ge information om klorfér-
brukningen av andra fager/bakterier/organiskt material och i vilken grad
detta skulle kunna inverka pd desinfektionseffekten.

Trots riktade insatser gillande virus i vatten (sdsom VISK-projektet) finns
det idag ett mycket begrinsat utbud av virus-/faganalyser som kan kvantifiera
laga halter och som samtidigt kan avgora om dessa fortfarande ir infektidsa.
Avseende indikatoranalyser baserade pa fluorescens kan vi dock konstatera
att Schweiz nyligen accepterat flddescytometri for kvantifiering av totalhalt
bakterier (FDHA 333.1, 2012). En forhoppning ir att vi med tiden ska
erhalla bittre analysverktyg for att bedoma barridrverkan dven gillande virus.
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