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FORS@YGETS FORMAL:
1. at undersege, om der 1 ubehandlet biomasse (gylle-organisk

affald) findes biokemiske/biologiske bestanddele, der hammer
fzkale streptokokkers vakst under lagring ved forskellige

temperaturer.

2. at undersegge, om ovennavnte bestanddele elimineres ved ud-
rddningsprocesserne i1 den termofile reaktortank.

Dette forsegges vurderet ved at mdle, om der er signifikant
forskel pad fakale streptokokkers evt. persistens eller efter-
vakst 1 ubehandlet biomasse i forhold til behandlet biomasse

ved forskellige temperaturbehandlingsniveauer under anaerobe

forhold.

3. Supplerende udfgres der kvalitative Salmonella-undersggelser

af materialet ved forse¢gets afslutning.
Forsggsdeltagere: MLKE'erne i Ribe og Haderslev.

Forsggets afvikling: forse¢get pdbegyndes i 1. halvar af 1994.
De deltagende MLKE'er bestemmer selv, hvornar i ovennavnte
periode forsgget startes. Fors¢get er berammet til en varighed
pad 3 mdr. med 1 maneds efterbehandlingstid, alts& ialt 4 mdr.
MLKE'erne aflzgger en kortfattet slutrapport til Energistyrel-

Sen.

Fors¢gsresumé: ubehandlet biomasse sammenlignes med behandlet
biomasse (biomasse der  har féet en varmebehandling pd 53°C i
mindst 4 timer i Ribe biogasfallesanlag). Den behandlede
biomasse podes med fazkale streptokokker (FS) fra opformerings-
medie, stammende fra kolonier pd Slanetz agar, der er isoleret
fra den ubehandlede biomasse. Derefter mdles FS-indholdet i den
ubehandlede og behandlede biomasse. De 2 biomassetyper deles
hver i 3 portioner og viderebehandles ved 3 forskellige
temperaturbehandlingsniveauer (7°C, 21°C og 30°C) i varmeskab i
3 méneder. I denne periode undersgges pr¢verne hver maned for
indholdet af FS. Sluttelig sammenlignes den ubehandlede og den
behandlede biomasse for FS-indhold ved de 3 temperaturbehand-

lingsniveauer, for at se om der er signifikant forskel.




FORS@GSPLAN

FS~indholdet bestemmes efter: Udkast til FS-metode, august
1991/92: Biomasse undersggelse: "Bestemmelse af fzkale strepto-
kokker i gylle, slam og blandinger af gylle med organisk affald
ved pladespredningsmetoden". Metoden er udarbejdet af LKE-
Haderslev/Ribe. Salmonella-indholdet bestemmes efter NMKL nr.
71: "Salmonella-bakterier. Pavisning i livsmedel"”, 4. udgave

1991.

MLKE i1 Ribe:

ca. 3 kg frisk biomasse (A) udtages fra fortanken og ca. 3 kg
biomasse (B) udtages fra reaktortankene (1/3 fra hver reaktor-
tank} i Ribe biogasfzllesanl=zg. .
Samme dag foretages: 3 delprgver af A (C) og 3 delpregver af B
(D), hver 4 10 g, underseges for FS-indhold. Hver delpr¢ve sas
ud i felgende fortyndinger: C: -2, -3 og -4, D: -1 og -2. Der
foretages dobbeltudszd (og dermed dobbeltbestemmelser)}. Det
resterende pr¢gveindhold opbevares under kel.

Efter dyrkning pad Slanetz-agar af C, udtages der fra hver af de
3 delprover 6 typiske kolonier fra de respektive plader,
bestemt efter ovennavnte metode. Den samlede kolonimasse kommes
i 50 ml BHI-bouillon og inkuberes i 2 degn ved 37°C. FS-ind-
holdet bestemmes, ved at lave en 10-folds fortyndingsserie fra
107° til 10°'° med efterfglgende dyrkning pd Slanetz-agar (E).
Straks efter bestemmelsen af FS-indholdet i BHI-bouillonen
podes B, sdledes at der opnds et forventet antal FS/g 1 samme
st@rrelsesniveau som 1 A (indholdet i A beregnes som gennem-
snittet af de udtagne 3 delprover).

Efter podningen deles A og B i hver 2 portioner (A/2 henholds-
vis B/2) som MLKE'erne i Ribe og Haderslev (transporteres under

kel til Haderslev) arbejder videre med (F).

MLKE'erne i Ribe og Haderslev:

FS-~indholdet i A/2 og B/2 bestemmes straks ved udtagning af 3
delprover & 10 g fra hver, og undersgge dem efter ovennavnte
metode (G). Hver delpro¢ve sas ud i fortyndingerne: -2, -3 og -
4. Der udfgres dobbeltudsad (og dermed dobbeltbestemmelser)
Bade for A/2 og B/2 gzlder, at det resterende prgvemateriale
deles i 3 lige store portioner {(ca. 0,5 kg i hver), nemlig
1.A/2, 2.A/2, 3.A/2 henholdsvis 1.B/2, 2.B/2, og 3.B/2.
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De udtagne portioner kommes i steril glasbeholder (rumfang:
1CGC0 ml) med skrueldg for at simulere anaerobe forhold.

Proverne inkuberes i wvarmeskabe ved f¢plgende temperatur
niveauer (H):

1.2/2 og 1.B/2: 7°C 0,5°C

2.A/2 og 2.B/2: 21°C % Q,5°C

3.A/2 og 3.B/2: 30°C % (0,5°C
Hver maned i knap 3 méneder (d.v.s. 3 gange ialt)} udfpres
fwlgendé (1):
fra alle de ovennavnte inkuberede pregver udtages der 3 delpre-

H+

ver & 10 g og underggges for FS-indholdet.

Undersggelser efter 1 mdned: hver delpre¢ve sas ud i fortyndin-
gerne -1, -2, -3 og -4.

Underseggelser efter 2 méneder: delprover dvrket ved 7°C, hen-
holdsvis 21°C sas ud 1 fortyndingerne -2, -3 og -4. Delprgver
dyrket ved 30°C sas ud i fortyndingerne -2 og -3 (samt i -4 i
Haderslev).

Undersggelser efter 3 méneder: delprgver dyrket ved 7°C séds ud
i fortyndingerne -2, -3 og -4. Delpr¢ver dyrket ved 21°C sés ud
i fortyndingerne -2 og -3. Delpre¢ver dyrket ved 30°C sas ud i
fortyndingen -2.

Der udfg¢res dobbeltudsad (og dermed dobbeltbestemmelser). De
progvemengder der ikke udtages til delpr¢veunders¢gelsen szttes
straks i varmeskabet til videre inkubering. Pr. gang skal der

altsd foretages
6 (L.3/2 + 2.A/2 + 3.B/2 + L.B/2 + 2.B/2 + 3.B/2) v 3 (3

delpre¢ver fra hver pr¢ve) = 18 FS-unders¢gelser. Dette giver
gamlet: 18 FS-undersggelser x 3 (hver méned) = 54 FS-under-
sggelser.

P& undersggelsesresultaterne udfgres der spredningsberegninger,
repeterbarheds- og reproducerbarhedsberegninger samt en t-test
for at afgepre, om der er signifikant forskel pd indholdet af FS
i behandlet og ubehandlet biomasse ved de forskellige tempera-
turbehandlingsniveauer.

Ved forsegets afslutning udferes der kvalitative Salmonella-
undersggelser ved at afveje 25 g af pregverne inkuberet ved
henholdsvis 7°C, 21°C og 30°C. Undersggelserne udfgres bade pa

A/2 og B/2.




Tidsplan for forseget:

dag:

dag:

dag:

dag:

dag:

dag:

dag:

dag:

dag:

dag:

Dato

0z.

0Z.

04.

06

08.

08.

08.

08.

08.

08.

10.

03.94

03.94

.03.94

03.94

03.94

03.94

03.94

03.94

03.94

03.94

MLK, Ribe MLK, Haderslewv

A og B udtages

C og D underse¢ges for
FS-indheold

C og D afleses
pa grundlag af C foretages en

opformering i BHI-bcuillon

FS fra BHI-bouillon podes ud
pd Slanetz-plader

FS-indholdet i BHI-bouillonen

bestemmes, og B podes med denne

A og B deles i hver 2 portioner
{henholdsvis a/2 og B/2)

MLK i Ribe ke¢rer den ene af por-
tionerne A/2 og B/2 til Haderslev
under kol

Fra A/2 og B/2 udtages der 6 del-
prover fra hver, som undersgges
for ¥S-indheold.

A/2 og B/2 deles i hver 3 portioner
af lige stor stegrrelse (henholdsvis
1.A/2, 2.A/2, 3 A/2 og 1.B/2, 2.B/f2
3.B/2).

1.A/2 og 1.B/2 inkuberes ved 7°C,
2.A/2 og 2.B/2 inkuberes ved 21°C
3.A/2 og 3.B/2 inkuberes ved 30°C

FS-indholdet fra A/2 og B/2 aflases
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dag:34 05.04.94 De 6 ovennavnte prgvetyper udtages

dag:36 07.04.

dag:62 03.05.
(Haderslev dog:
dag:61 02.05.

dag:64 05.05.
(Haderslev dog:
dag:63 04.05.
dag:90 31.05.
(Haderslev dog:
dag:89 30.05.

dag:92 02.06.
(Haderslev dog:
dag:91 01.06.

dégene:
892-96

af varmeskabet og unders¢ges for
FS~indholdet ved podning pd Slanetz-~
plader. Den ikke-unders¢gte prgve-
mengde inkuberes videre ved de samme

temperaturer (X).

94 Aflasning af resultater fra de prover

der blev saet ud 1 forgars (Y)
94 (X)
94)
94 (Y)

94)

94 (X}, dog med den undtagelse, at
den ikke-undersggte prgvemzngde

94 }ikke inkuberes videre. Der foretages
endvidere Salmonella-undersepgelser pa
25 g af preverne inkuberet ved hen-
holdsvis 7°C, 21°C og 30°C. Undersggel-
sen udferes bdde pa A/2 og B/Z.

94 (Y)

94)

ferdigg¢relse af Salmonella-

undersggelserne.

Ditto

Ditteo

Ditto

Ditto

Ditto

Ditto




RESULTATER

FS-bestemmelser:
De originale resultater er vedlagt i kladde. Der er udfert

chi*~test pd talmaterialet. De anvendelige resultater er for-
synet med en rgd cirkel. P& grundlag af disse resultater, er
der beregnet kimtal samt log kimtal (se side 8 og 9).
Resultaterne er grafisk afbildet pa bilagene lige efter side 8

og side § (henholdsvis figur 1 og figur 2).

Salmenella-underseggelser:

Resultaterne er angivet pa side 10,




Ribe:

afles~ prove- dyrk- antal log . % af
nings- type nings~ | FS/g antal 1 udgangs
dato tempe-~ ¥3/g popuia~
ratur . tion
{°C) (FS)
10.03.94 A/2 - 320.000 5,51 100
10.03.94 B/2 - 320.000 5,51 100
07.04.94 A/2 7 1380.060 5,28 59
07.04.94 B/2 7 330.000 5,52 103
07.04.94 aA/2 21 14.000 4,15 4
07.04.94 B/2 21 110.000 5,04 34
07.04.94 A/2 30 340 2,53 C,1
07.04.94 B/2 30 730 2,86 0,2
05.05.94 AS2 7 73.0C00 4,86 23
05.05.94 B/2 7 220.000 5,34 69
05.05.94 A/2 21 2.300 3,36 0,7
05.05.94 B/2 21 2.400 3,38 0,8
05.05.94 A/2 30 < 100 < 2,00 < 0,03
05.05.94 B/2 30 < 100 < 2,00 < 0,03
02.06.94 A/2 7 58.000 4,76 18
02.06.94 B/2 7 200.000 5,30 63
02.06.94 A/2 21 470 2,67 0,2
02.06.94 B/2 21 < 100 < 2,00 < 0,03
02.06.94 A2 30 < 100 < 2,00 < 0,03
02.06.94 B/2 30 < 100 < 2,00 < 0,03
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Haderglev

aflas- preve- dyrk-~ antal log % af
nings- type nings- FS/g anfai udgangs
dato témpe— FS/g popula-
ratur ‘ tion
(°C) (FsS)
10.03.94 A/2 - 390.000 5,59 100
10.03.94 B/2 - 390.000 5,59 100
07.04.94 A/2 7 180.000 5,26 46
07.04.94 B/2 7 240.000 5,38 62
07.04.94 A/2 21 17.000 4,23 4
07.04.94 B/2 21 140.000 5,15 36
07.04.94 A/2 30 100 2,00 0,03
07.04.94 B/2 30 1.700 3,23 4
04.05.94 A/2 7 107.0C0 5,03 27
04.05.94 B/2 7 140.000 5,15 36
04.05.94 A/2 21 3.500 3,54 0,9
04.05.94 B/2 21 18.000 4,26 5
04.05.94 A2 30 < 100 < 2,00 < 0,03
04.05.94 B/2 30 < 100 < Z;OO < 0,03
01.06.94 A/2 7 58.000 4,76 15
01.06.94 B/2 7 93.000 4,97 23
01.06.94 A2 21 880 2,94 0,2
01.06.94 B/2 21 4.500 3,65 1
01.06.94 A2 30 < 100 < 2,00 < 0,03
01.06.94 B/2 30 < 100 < 2,00 < 0,03
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Salmonella-undersggelser:

MLK provens prgve- | inkube- Salmo- Salmof
alder type rings- nella nella
{(dage) temp. pavist i type
(°C) pregve
Haderslev 83 A2 7 ja S. typhi-
murium
Haderslewv 83 B/Z2 7 nejj -
Haderslev 83 A2 21 nej -
Haderslewv 33 B/2 21 nej -
Haderslev 83 A/2 30 nej -
Haderslew 83 B/2 30 ne; -
Ribe 84 A/2 7 ja 5. typhi-
murium
Ribe 84 B/2 7 nej -
Ribe 84 A/2 21 nej -
Ribe 84 B/2 21 nej -
Ribe 84 A2 30 nej -
Ribe 84 B/2 30 nej. -
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STATISTIK
Der udfgres en t-test for at se, om der er signifikans imellem

regultaterne fra A/Z og B/2Z.

Endvidere beregnes 95 % confidensintervallet for forskellen

imellem A/2 og B/2.

t-test:
t = (% ~x, ) ~0
sp *V1/n, + 1/n,
hvor %, er gennemsnittet af observationer i prgve A/2, X, er

gennemsnittet af observationer i prove B/2, sp er den samlede
spredning p& observationerne, n, er antallet af observationer i

prove A/2, og n, er antallet af observaticoner i prove B/2.

sp =-\/( nl - 1 ) * 812 + ( n, - 1 ) * S:.?'
n, +n, - 2

hvor s, og s, er spredningerne af observationerne i prove A/Z

henholdsvig B/2,

95% confidensinterval:
( %, - %, ) % £(.975) * sp * N 1/n, + 1/n,
hvor t(.975) er t-vaerdien pad 95 % niveau med en frihedsgrad

(d.f.) pd n, + n, - 2.

t-testen og beregningen af 95 % confidensintervallet udfgres pa
grundlag af logaritmerede vardier. For hvert temperaturniveau
udfpres der saledes pa& de forskellige aflasningstidspunkter en
beregning af forskellen imellem de anvendte verdier i proverne
A/2 og B/2. De anvendte vardier fremgdr af de vedlagte origina-
le aflasningsbilag ( vardierne er omkranset af en re¢d ring ).

Disse vardier logaritmeres og anvendes til de ovennzvnte tests.
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DISKUSSION
Prover inkuberet ved 7°C (se figurerne 1 og 2):

Der ses en hvis reduktion af antallet af FS 1 de 3 maneder
forseget forlegber, sdvel i den ubehandlede gylle (prove A/2)
som i den termofilt stabiliserede gylle (prove B/2).

Prove A/2 er sdledes reduceret med 0,75 og 0,83 log-enheder
over hele perioden i henholdsvis Ribe og Haderslev.

Prove B/2 er reduceret med 0,21 og 0,62 log-enheder over den
samme periode i henholdsvis Ribe og Haderslew.

De omtalte reduktioner er foregdet javnt over hele perioden.
Med undtagelse af aflasningen d. 07.04.94 i Haderslev har
indholdet af FS i B/2 varet signifikant hgjere end i A/2.

Ved at ekstrapolere kurverne (det forudsattes at de er lineazre)
kan det beregnes, hvor lang tid der gadr inden FS-indholdet er
reduceret til mindre end 2,00 log-enheder ved konstant opbe-

varing ved 7°C:

Prove A/2: log antal FS i udgangsmateriale: (5,59 + 5,51)}/2 =
5,55. Log reduktion i 3 maneder: (0,83 + 0,75)/2 = 0,79.
Antal méaneder f¢r log antal FS er < 2,00:

(5,55 - 2,00) * 3/0,79 = 13,5 maneder.

Prgove B/2: log reduktion i 3 méneder: (0,62 + 0,21)/2 = 0,415.
Antal mdneder f¢r log antal FS er < 2,00:
{5,55 - 2,00) * 3/0,415 = 25,7 maneder.

Prgver inkuberet ved 21°C (se figurerne 1 og 2):

Der ses en kraftigere reduktion af antallet af FS end i prover-
ne inkuberet wved 7°C.

Propve A/2 er reduceret med 2,84 og 2,65 log-enheder over hele
periocden i henholdsvis Ribe og Haderslev.

Prove B/2 er reduceret med > 3,51 og 1,94 over den samme
periocde i henholdsvis Ribe og Haderslev.

For pre¢ve A/2 samt for pr¢ve B/2 i Haderslev er reduktionerne
foregdet jevnt over hele perioden. I prove B/2 i Ribe er der
foregdet en kraftigere reduktion efter dag 28 i forsgget.
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Indholdet af FS i B/2 har vaeret signifikant he¢jere end i A/2 i
hele forsggsperioden i Haderslev. Dette exr ogsa tilfaldet 1
Ribe til og med dag 28 i forsgget. Derefter sker der en kraftig
reduktion i indholdet af FS i prgve B/2. Dette bevirker, at der
pa dag 56 ingen signifikans er imellem indholdet af FS i
proverne A/2 og B/2. PA dag 84 (forsggets afslutning) er
indholdet af FS i preve A/2 signifikant hejere end i preve B/2.
Per er ingen umiddelbar forklaring pa dette forhold. Da der
ikke er nogen faktorer i det ¢vrige forsepg, der indikerer at en
sd kraftig reduktion vil finde sted efter dag 28 (hverken ved
7°C, 21°C i Haderslev eller ved 30°C) valges der at se bort fra

denne kraftige reduktion i fors¢gget.

Beregning af tiden der gar fg¢r indholdet af FS er reduceret til

< 2,00 log-enheder:

Prgve A/2: log reduktion i 3 mdneder: (2,65 + 2,84)/2 = 2,745.
Antal méneder for log antal FS er < 2,00:
(5,55 -~ 2,00) * 3/2,745 = 3,9 maneder.

Prove B/Z2: lig reduktion i 3 maneder: 1,94 (£fra Haderslev).
Antal méneder for log antal FS er < 2,00:
(5,59 - 2,00) * 3/1,94 = 5,6 maneder.

Prover inkuberet ved 30°C (se figurerne 1 og 2):

Antallet af FS i pregverne reduceres hurtigere end ved 7°C og
21°C.

Begge prover er reduceret til < 2,00 efter 56 dage.

Der er signifikant forskel imellem pr¢verne A/2 cog B/2 efter 28
dage, idet FS-indholdet i preve B/2 ligger hgjest.

Beregning af tiden der gdr, for incdholdet af FS er reduceret

til < 2,00:

Prove A/2: log reduktion i 1 méned: (3,59 + 2,88)/2 = 3,285.
Antal médneder fg¢r log antal FS er < 2,00:

(5,55 -~ 2,00) * 1/3,285 = 1,1 maned.

Prgve B/2: log reduktion i 1 méned: (2,36 + 2,65)/2 = 2,505.

Antal maneder f¢r log antal FS er < 2,00:
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(5,55 - 2,00) * 1/2,505 = 1,4 maned.

Der er pavist Salmonella-bakterier af typen S. typhimurium
i préve A/2 inkuberet ved 7°C i bade Ribe og Haderslev ved

forsggets afslutning.
Dette viser, at der har varet Salmonellia-bakterier i udgangs-

materialet i pregve A/2. Det er ikke overraskende at finde
Salmonella~-bakterier ved forsggets afslutning i pregverne
inkuberet ved 7°C, da vores forsggsresultater har vist et hejt
indhold af FS i den rd biomasse pa dette tidspunkt (FS er in-

dikator for evt. forekomst af Salmonella-bakterier og gvrige

patogener i biomassen).

I prgverne A/2 inkuberet ved 21°C og 30°C er der ikke pavist
Salmonella-bakterier. Dette kan heller ikke forventes, idet

indholdet af FS er reduceret til meget lave vardier.

1 pr¢verne B/2 er der ikke fundet Salmonella-bakterier. Dette
skyldes sikkert, at udgangsmaterialet er termofilt stabili-
seret, og en kontrolanalyse ved forse¢gets start har vist, at

indholdet af FS er mindre end 100/g.
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KONKLUSION
Forspget viser:

1. at indholdet af FS reduceres ved opbevaring af biomasse,
sadvel ubehandlet som termofilt stabiliseret, over en perio-

de.

2. at indholdet af FS reduceres hurtigst ved 30°C, langsommere

ved 21°C og langsomst ved 7°C.

3. at FS reduceres hurtigere i ubehandlet biomasse end i

termofilt stabiliseret biomasse.

4. at Salmonella-bakterier kan overleve i lang tid i biomasse

safremt opbevaringstemperaturen er lav (i forsgget 7°C).

ad 2):

Arsagen til at bakterieantallet reduceres hurtigst ved 30°C,
langsommere ved 21°C og langsomst ved 7°C kan skyldes, at der
er ste¢rst mikrobiologisk aktivitet ved 30°C, mindre aktivitet
ved 21°C og mindst aktivitet ved 7°C. Dette betyder, at der
hurtigere sker en vakst og drab af bakterier under disse
forhold (enzymsystemerne arbejder hurtigere ved 30°C end ved
7°C). Endvidere vil der vare sto¢rre konkurrence under disse

forhold, da der er flere bakterietyper der kan vokse ved 30°C

end ved 7°C.

ad 3):

Arsagen til dette kan vare 1) at der ved efterkontaminationen
(podning med FS i prove B8/2) ikke er andre mikroorganismer til
at hezmme FS's vakst (der er ingen medkonkurrende mikroorganis-
mer, da de er drabt ved den termofile forgaring) 2) at der er
vaksthemmende mediatorer i den rd biomasse som ikke findes i
den behandlede biomasse 3) at der er vakstfremmende mediatorer
i den behandlede biomasse som ikke findes i den ubehandlede

biomasse.
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