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Amphi-bac ApS har udviklet et funkti-
onsdygtigt apparat (OCD), som mulig-
ger automatiseret overvagning af drik-
kevand for coliforme bakterie, men en
analysehyppighed pa 24 timer. Ved en
forureningshaendelse gemmes en
vandprgve til efterfalgende kildespo-
ring. Opbygning, virkemade og test be-

skrives i naerveerende rapport.
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Introduktion

Baggrund

| Danmark testes drikkevandet rutinemaessigt for coliforme bakterier og E. coli.
Gruppen af coliforme bakterier daekker over mange slaegter, og E. coli er inde-
holdt i gruppen af coliforme bakterier. Coliforme bakterier findes ikke naturligt i
dansk grundvand og da vandforsyningen i Danmark er baseret pa grundvand,
vil en pavisning af coliforme bakterier i drikkevandet vaere en indikation pa en
udefrakommende forurening. E. coli kommer udelukkende fra faekalier mens
andre coliforme bakterier er at finde neesten overalt i miljget (spildevand, over-
fladevand, jord, orme og snegle osv.). Forurening af dansk drikkevand med coli-
forme bakterier er et velkendt problem, men i de fleste tilfaelde lykkes det ikke,
at detektere oprindelsen af disse udefrakommende bakterier og vandveerker
kan derfor opleve tilbagevendende overskridelser af kravet pa <1 coliform bak-
terie per 100 ml.

Projektbeskrivelse og formal

For Amphi-Bac ApS har de sporadiske forureninger veeret frustrerende. Vi er
specialiseret i kildesporing af bakterielle forureninger, men fra der er konstateret
en forurening og til vi far besked og er pa stedet, har vi ofte oplevet, at det foru-
renede vand (bevismaterialet) ikke kan genfindes. Det har derfor vaeret vores
formal med projektet:

v At udvikle og fremstille et apparat, som automatisk kan udtage en
vandpreve og analysere denne for coliforme bakterier og specifikt for
E. coli.

v' At apparatet i tilfeelde af en forurening gemmer bevismaterialet i form af
en stgrre vandmaengde og afsender en SMS eller mail til relevante
personer.

v At apparatet automatisk renses efter en forurening.

v' At apparatet er fuldautomatisk og kun skal tilses en gang om maneden.

v At apparatet kan fijernstyres via et modem.

Det er idéen, at vandvaerker, som oplever sporadiske tilfeelde af forureninger
med coliforme bakterier vil kunne benytte apparatet i en periode indtil en forure-
ning er detekteret. Apparatet vil i dette tilfeelde have gemt en stgrre vandmaeng-
de af det forurenede vand, hvilket kan anvendes til kildesporing. Kildesporingen
benyttes til at bestemme forureningskilden og fa den stoppet.






Laboratorieforsag

Det grundlaeggende detekteringsprincip i det udviklede apparatur, herefter kal-
det OCD, er kontinuerte absorbansmalinger af 3-galactosidase aktivitet i coli-
forme bakterier. Coliforme bakterier tilstede i vandprgven vil bruge enzymet -
galactosidase, som alle coliforme bakterier har, til at omsaette ortho-Nitrophenyl
-B-galactoside, som bliver tilsat vandpreven sammen med et vaekstmedie.
Vandprgven vil skifte farve fra farvelgs til gul, hvis der er coliforme bakterier
deri. Ved at male farveudviklingen kontinuert dannes et udtryk for farveudviklin-
gen som funktion af tiden. Til laboratorieforsagene blev et spektrofotometer an-
vendt som bade lyskilde og detektor. Prgven (100 ml vandprgve tilsat reagen-
ser) blev placeret i et varmeskab (36 °C) og cirkuleret gennem en flowkuvette i
spektrofotometeret via en peristaltisk pumpe. Opstillingen ses pa nedenstaende
Figur 1.

Figur 1: Billede af opstilling anvendt i laboratoriet med dataopsamling, spektrofotometer,

peristaltisk pumpe og varmeskab.



Kompensering for turbiditet

Eftersom bade prgvens farveskift fra klar til gul og opformeringen af bakterier i
praven vil give anledning til aget absorbans blev partiklernes (bakterierne) bi-
drag til absorbansen undersagt. Praven blev vha. en peristaltisk pumpe cirkule-
ret gennem to flowkuvetter i hver sit spektrofotometer. Det ene spektrofotometer
malte absorbansen ved 400 nm svarende til den gule farves komplementaerfar-
ve og det andet spektrofotometer malte absorbansen ved 860 nm som et udtryk
for absorbansen fra partiklerne i prgven. Figur 2 viser absorbansudviklingen for
en 100 ml drikkevandsprave spiket med omkring 160 E. coli til tiden 0. Start-
koncentrationen blev bestemt med colilert i QuantiTray 2000.
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Figur 2: Absorbans som funktion af tiden malt ved 400 nm og
860 nm pa samme 100ml vandpreve med omkring 160 E. coli

til tiden 0.

Absorbansen ved 400 nm begyndte at stige efter cirka 18 timer pa grund af en
gul farveudvikling, hvorimod der farste blev registreret en stigning i absorban-
sen ved 860 nm cirka en time senere og her var absorbansbidraget ved de 400
nm tydeligt dominerende. Det blev pa denne baggrund besluttet, at absorbans-
bidraget fra partiklerne i prgven kunne regnes som neglisibelt og der er derfor i
de fglgende forsgg udelukkende malt ved 400 nm og derved ikke kompenseret

for bakteriernes absorbansbidrag.



Koncentrationsafhangig farveudvikling

Til disse fors@g blev spektrofotometeret sat op til at male absorbansen ved 400
nm hvert 10. sekund over en periode pa 24 timer. Drikkevandspraver med for-
skellige startkoncentrationer af E. coli (bestemt med colilert i QuantiTray 2000)
blev analyseret og nedenstaende Figur 3 viser et eksempel pa absorbansud-
viklingen for 3 forskellige startkoncentrationer af E. coli.
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Figur 3: Eksempel pa den tidslige absorbansudvikling for 3 forskellige startkoncentra-
tioner af E. coli. De 3 kurver set fra venstre mod hgjre repraesenterer henholdsvis 1.200,
100 og 10 E. coli per 100 ml.

Som Figur 3 viser, er der en sammenhang mellem startkoncentrationen af
E.coli i praven og den tid, der gar inden absorbansen stiger som fglge af prg-
vens farveskift fra klar til gul. For prgven med den hgjeste startkoncentration
(1.200 E. coli per 100ml) ses absorbansstigningen farst og for praven med den
laveste startkoncentration (10 E. coli per 100ml) kommer absorbansstigningen
sidst. Forsgget her antyder, at startkoncentrationen kan estimeres alene ud fra
tidspunktet, hvor der registreres en absorbansstigning. Reelle drikkevands-
forureninger vil imidlertid ikke blot besta af E. coli, men af en blanding af forskel-
lige coliforme bakterier. Da det forventes, at de forskellige coliforme bakterier
kan have forskellige nglefaser (tiden inden formering starter) samt fordoblingsti-
der, kraeves der yderligere forsgg med reelle drikkevandsforureninger for at
komme en kvantificering af forureningen naermere, ud fra tidsvariationen alene.






Udvikling og test af malecelle og reaktionskammer
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Malecelle
Til opbygning af malecellen blev der anvendt en PP skydemuffe pa 32 mm (se
Figur 4).

Flowkuvette Detektor

\

- Lyskilde Detektor

PP Skydemuffe PP Skydemuffe J

Figur 4: Billeder af malecellen med flowkuvette, lyskilde og detektor.

Som lyskilde blev en lysdiode, der udsender diffuseret lys med en peak-bglge-
leengde pa 430 nm valgt og som detektor en Sl fotodiode. Mellem lyskilde og
detektor blev en flowkuvette placeret hvorigennem prgven recirkuleres. Herved
kunne en gulfarvning af prgven detekteres som et spaendingsfald over detekto-
ren.

Reaktionskammer
Reaktionskammeret blev fremstillet i rustfrit stal og placeret pa en varmeblok af
aluminium. Figur 5 viser de to dele hver for sig og samlet.

Figur 5: Billeder af reaktionskammer og varmeblok.

Reaktionskammeret har udlgb i bunden og ned gennem varmeblokken.



Test af malecelle og reaktionskammer

Malecellen blev forbundet med reaktionskammeret saledes, at preven i reakti-
onskammeret blev recirkuleret ved brug af en peristaltisk pumpe gennem male-
cellen med 10 ml per minut. En elpatron indsat i varmeblokken sikrede opvarm-
ning af preven. Prgvens temperatur blev logget med en temperatursensor kli-
stret direkte pa reaktionskammeret. Figur 6 viser resultatet af den valgte Nar
opvarmningen aktiveres, sker opvarmningen fra 22,5 °C til 36 °C pa 13 minut-
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Figur 6: Eksempel pa opvarmning af en 100 ml drikkevandsprgve. Pa x-aksen er tiden i
minutter afbilledet Y-aksen viser temperaturen i grader celsius.

ter. Temperaturen svinger op pa 37,5 °C inden den falder og stabiliserer sig pa
36 °C +/- 0,2 °C. Figur 7 viser malecellens respons for en vandprgve med og
uden coliforme bakterier. Prgvens indhold af coliforme bakterier blev bestemt til
126/100ml, hvoraf 59 var E. coli. Malecellen er forinden nulstillet s& responset
fra fotodioden er 0,0 V nar dioden er slukket.

Af Figur 7 ses, at responset for prgven med coliforme bakterier falder fra 5V til
omkring 0,7V i Igbet af 20 timer. Hvis treshold for eksempel saettes til 4V vil
OCD’en efter 15,5 time sende en alarm med oplysninger om, at der er detekte-
ret coliforme bakterier.
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Figur 7: Respons fra fotodioden vist som funktion af tiden for en vandprgve med og

uden coliforme bakterier. Den bla kurve viser responset for vandprgven uden coliforme
bakterier og den sorte responset for en vandprgve med 126 coliforme per 100 ml, hvor-
af de 59 er E. coli. Enheden pa y-aksen er Volt og tiden i timer er afbilledet pa x-aksen

Malecellen er blevet kombineret med en mini-luminescens sensor som efter de-
tektion af coliforme bakterier tester praven for tilstedevaerelsen af E. coli bakte-
rier. Alarmen fra OCD’en vil saledes indeholde information om bade coliforme
bakterier og specifikt om der er E.coli i praven.






Udvikling og fremstilling af prototype
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OCD prototypen er bygget op omkring en aluminiumsramme pa 80x80x80 cm.
Prototypen er fremstillet med 2 uafheengige systemer saledes, at der automa-
tisk skiftes fra system O til system 1 nar der detekteres en forurening pa system
0. Herved fortsaetter OCD’en pa system 1 og der er tid til at hente de gemte
vandprever. Figur 8 viser et billede af den feerdige prototype set forfra. Qverst
pa OCD’en ses to 10L dunke som bruges til at gemme vandprgverne fra hen-
holdsvis system 0 og 1. P& bagsiden af OCD’en er der fire 5L dunke til rense-
vaesker og fire 5L dunke til vandprever (2 til hvert system).

Figur 8: Billede af OCD’en opstillet pa et mindre vandveerk i Nordjylland.

Nedenstaende beskriver OCD’ens cyklus for en situation uden coliforme bakte-
rier i vandet og en situation, hvor OCD’en detekterer en forurening.

Cyklus uden coliforme i vandet:

Til tiden 0 udtages 5L vand (Prave 1 system 0). 12 timer (denne tid er variabel)
senere udtages 10L vand (Prgve 2 system 0), hvoraf 100ml anvendes til analy-
sen for coliforme bakterier. Analysen pabegyndes til tiden 12 timer. Efter endnu
12 timer (denne tid er variabel) udtages en 5L vandprave (Preve 3 system 0).
Er der ikke detekteret coliforme bakterier 24 timer efter analysen for coliforme er
startet, anses vandet for coliformfrit (<1/100ml) og den 10L vandpreve (Prave 2
system 0) tammes. OCD’en tager derefter en ny 10L prave, hvorpa analysen
pabegyndes pa 100ml pa ny. Prgve 3 system 0 gemmes, da den nu udger
preven taget 12 timer far den prave, hvorpa der analyseres. 12 timer efter den
nye 10L preve er udtaget tages en ny 5L prgve og sadan fortsaettes cyklussen




indtil der detekteres en coliform forurening. Ved denne cyklus vil der altid vaere
en tidsserie pa 3 vandprgver som er klar til at blive hentet og analyseret, hvis
der detekteres en forurening.

Cyklus med coliforme i vandet

Til tiden 0 udtages 5L vand (Prgve 1 system 0). 12 timer (denne tid er variabel)
senere udtages 10L vand (Prgve 2 system 0), hvoraf 100ml anvendes til analy-
sen for coliforme bakterier. Analysen pabegyndes til tiden 12 timer. Efter endnu
12 timer (denne tid er variabel) udtages en 5L vandpreve (Prove 3 system 0).
Detekteres der coliforme bakterier (>1/100ml) sendes en SMS eller en E-mail til
udvalgte personer. Reaktionskammeret renses automatisk og OCD’en slar over
pa system 1, hvor der er to nye sterile 5L dunke og en steril 10L dunk klar. De
fyldte dunke fra system 0 hentes og udskiftes med nye tomme og sterile dunke.
Saledes er bevismaterialet fra forureningen sikret og det er muligt at foretage
DNA-analyser pa vandprgverne for at fastsla, hvorfra de coliforme bakterier er
kommet ind i drikkevandssystemet. System 1 kgrer nu som beskrevet under cy-
klussen uden coliforme i vandet indtil der igen detekteres coliforme i vandet.
Nar der igen detekteres coliforme bakterier vil OCD’en sla tilbage pa system 0,
sende SMS, rense reaktionskammeret osv. og denne made fortsaettes indtil den
gnskede viden er indsamlet.
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Test af prototype
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OCD’en har veeret opsat pa et mindre vandveerk i Nordjylland. Vandveerket har
gentagende gange malt lave koncentrationer af coliforme bakterier i vandet in-
denfor de seneste ar. 5 dage efter start blev en coliform forurening detekteret
og Amphi blev alarmeret via SMS og de 3 vandprever blev hentet. Der blev la-
vet Colilert analyser pa vandpragverne og Tabel 1 viser resultaterne.

Tabel 1: Oversigt over de vandprgver, som blev hentet
og analyseret for coliforme bakterier, da OCD’en gav
alarm pa et mindre vandveerk i Nordjylland.
Vandprgve ID Coliforme/100mlI
Vandprgve 1, 5L, t=0h 1
Vandprgve 1, 5L, t=0h
Vandprgve 2, 10L, t=12h
Vandprgve 2, 10L, t=12h
Vandprgve 2, 10L, t=12h
Vandprave 3, 5L, t=24h
Vandpraeve 3, 5L, t=24h

N [—= O [N [N |W

Der blev i gennemsnit fundet 1,6 coliforme bakterier per 100ml i det gemte vand
og der blev ikke fundet E. coli. Vandet fra de gemte vandprgver er opkoncentre-
ret og DNA er ekstraheret. DNA’et er ikke feerdiganalyseret, sa der foreligger pt.
ingen forklaring pa, hvorfra de coliforme bakterier kommer. Testopstillingen pa
vandvaerket viser, at OCD’en er i stand til at reagere pa en coliform forurening
og at detektionsgraensen er i niveau med detektionsgraensen for de akkredite-
rede praver (1/100ml). OCD’en blev efterfalgende flyttet til NOVI, Niels Jernes
Vej 10, 9220 Aalborg @ hvor den blev tilsluttet afgang fra en vandhane. Efter 2-
3 uger, hvor vandet dagligt blev analyseret for coliforme bakterier, blev der ob-
serveret kalkaflejringer i slangerne. Der er derfor besluttet, at der i softwaren
skal indfgres en kort renseprocedure hver 3. til 5. dag for at fijerne kalkaflejrin-
gerne. OCD’en detekterede ikke coliforme bakterier i vandet fra NOVI i Igbet af
de 4 uger hvor den var tilsluttet vandhanen.






Formidling
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Information om OCD’en er tilgaengeligt pd hjemmesiden www.kildesporing.dk
Der er fremstillet en folder, som ganske kort beskriver OCD’en. Folderen er
sendt til udvalgte personer og ligger som download pa vores hjemmeside. Ne-
denstaende Figur 10 viser henholdsvis forside og bagside af folderen.
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Figur 10: Forside og bagside af folderen, som kort

beskriver OCD’en.

Figur 9 viser indholdet af folderen.
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Automatisk overvagning af E. coli og coliforme Anvendelse

bakterier i vand, fx en gang i degnet,

Hurtig alarmering via SM5/e-maili forbindelse med
forureninger.

Ved alarm er der gemt fre vandprever, som

er udtaget pd forskellige tidspunkter. Dette
bevismateriale kan bruges fil standardanalyser og
kildesporing.

Fast placering pd bestemte stationer i
forsyningsnettet eller pd vandveerker, hvor man
ansker en konstant overvagning af vandkvaliteten

Midlertidig placering pd mindre vandveerker eller
kritiske steder i ledningsnettet, hver der er problemer
med vandkvaliteten.

Figur 9: Indhold af folderen, som kort beskriver OCD’en.




Efter en vellykket test af OCD’en pa et mindre vandvaerk i Nordjylland lavede
Nordjyske Stiftstidende en artikel om drikkevandskvalitet og mulighederne med
OCD’en. Nedenstaende Figur 11 viser udklip fra avisen.
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Konklusion
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Amphi-bac ApS har indenfor projektrammen opnaet, at fremstille en fuld funkti-
onsdygtig prototype (OCD). OCD’en kan automatisk udtage en vandprave og
analysere vandet specifikt for coliforme bakterier og E. coli. OCD’en er indstillet
til at analysere vandet én gang i degnet. Detekterer OCD’en en forurening af-
sendes en SMS eller en mail og OCD’en renses automatisk og fortsaetter pro-
vetagningen. | tilfeelde af en forurening har OCD’en gemt en stgrre vandmaeng-
de af det forurenede vand, som efterfglgende kan anvendes kildesporing.
OCD’en skal blot tilses én gang om maneden og alle funktioner kan fiernstyres
via modemopkobling.

Der er saledes nu mulighed for, at vandveerker kan kontrollere drikkevandet for
coliforme bakterier en gang i degnet pa en nem, billig, sikker og CO, besparen-
de made.
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