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DANSK RESUME

Reduktionen af porcint parvovirus (PPV), bovint enterovirus (BEV) og
facale streptococcer (FS) opblandet i kontinuerte model biogasreaktorer kert
pa gylle hhv gylle tilsat 20% husholdningsaffald er fulgt ved 35°C og 55°C
samt 1 batchforseg ved 70°C. Formdlet med undersegelserne var at under-
sege smitstofreduktionen ved anaerob udridning af gylle og evaluere FS som
indikator (nu henfert til Enterococcer).

Reduktionen af infektivt virus og FS er parallelt hermed fulgt i fysiologisk
saltvand. Disse forsgg viser, at varmeinaktiveringen er en vigtig faktor i de
termofile anleg og den altdominerende faktor ved 70°C. Omend den termi-
ske inaktivering er vasentlig 1 biogasreaktorer er det tydeligt, at der er andre
faktorer i reaktormiljeet med vzsentlig virucid og bakteriocid effekt.

I de termofile batchforsgg med fysiologisk saltvand fis meget haje korrela-
tionskoefficienter ved lingr regression. For PPV ses en reduktion pa 1 log/-
37 timer og for BEV 1 log/35 minutter. I de kontinuerte reaktorer, hvor
virusinaktiveringen kan felges over en lengere periode, ses en hgj inakti-
veringshastighed initialt, faldende med tiden i de tilfzlde hvor inaktiverings-
forlobet kan folges over. lengere tid (PPV ved 55°C og BEV ved 35°C).
Inaktiveringshastigheden for FS er generelt i sterrelsesordenen en faktor 10
hgjere end for PPV og en faktor 10 lavere end for BEV (i den initiale fase).
For FS opnas en 4 logaritmeenheders reduktion svarende til anbefalet mini-
mum garanteret opholdstid (MGRT) pa 300 timer ved 35°C og 1-2 timer ved
55°C. For PPV er ved ekstrapolation beregnet en MGRT pa 11-12 timer ved
35°C i den initiale fase (0-4 timer) og 54 timer herefter (4-48 timer). For
BEV fas tilsvarende en MGRT pa 23 timer ved 35°C og <0,5 timer ved
55°C (sidstnzvnte er behaftiget med stor usikkerhed). Forholdet mellem
inaktiveringshastigheden i den initiale fase og den "terminale" fase er saledes
en faktor 4 for PPV i termofile reaktorer. Der ses en tendens til en lavere
inaktiveringshastighed i reaktorer tilsat 20 % husholdningsaffald end i reak-
torer, der kun kerer pa gylle. Dette kan méske skyldes kemiske faktorer som
NH; og H,S, men kraever yderligere undersegelser.

Forsagene tyder pa at feecale streptococcer er en god indikator for inakti-
vering af enterovirus og mere felsomme virus (iszr under termofile forhold);
imidlertid vil inaktiveringshastigheden for naturligt forekommende virus
formentlig vare lavere end bestemt her bl.a. som folge af hajere grad af
partikelassociation. Partikelassociationen kan siledes interferere med for-
holdet mellem reduktion af virus og reduktion af FS.



Parvovirus er pga den ekstreme varmeresistens velegnet til sammenlignende
undersggelser 1 temperaturomradet 50-80°C med henblik pa at fastlegge
holdetider ved forskellige temperaturer svarende til hygiejnisering ved 70°C
ien time. '

I nervaerende forseg er det ved anvendelse af parvovirus estimeret, at der
ved 55 °C og en MGRT p4 ca 13 timer opnas en smitstofreducerende effekt
svarende til 70°C i en time. Disse vaerdier m4 dog ikke betragtes som
endelige, idet fx indlejring af virus i organrester kan yde en vis beskyttelse
og dermed krazve leengere holdetid for at opna samme effekt. Dette forhold
er belyst i en anden rapport i denne undersegelsesrekke (Vibeke Frokjer
Jensen: Overlevelse af virus i animalske produkter under udradning/hygiej-
nisering i gylle under anaerobe forhold, SVIV december 1994).



ENGLISH SUMMARY

Model experiments concerning presistence of virus in manure uander ana-
erobic digestion in laboratory scale biogas reactors

The reduction rates of porcine parvovirus (PPV), bovine enterovirus (BEV)
and faecal streptococci (FS) have been measured in biogas reactors run
continuously on manure and manure supplemented with household waste at
35°C and 55°C and with batch test at 70°C. The aim of the experiments was
to study the sanitation effect of anaerobic digestion of manure and evaluate
faecal streptococci (FS) as indicator {now Enteroccoci).

The reduction of virus and FS were followed in parallel in physiological
saline solution. These tests show that the heat inactivation is an important
factor in thermophilic biogas plants and the overall dominant factor at 70°C.
the thermal inactivation is important in biogas reactors. However, other
factors in the environment with a substantial virucidal and bacterial inhibiting
effect are dearly involved in the inactivation.

In the thermophilic batch test with physiological saline, very high correla-
tion-coefficients were found by linear regression. For PPV, a reduction of 1
log/37 hours and for BEV 1 log/35 minutes was found. In continuous reac-
tors where inactivation can be followed over a longer period a high initial
reduction rate is seen followed by a lower rate (PPV at 55°C and BEV at
35°C). The death rates for FS are generally 10 fold higher than for PPV and
10 fold lower than for BEV (in the initial phase}. For FS a logarithmic
reduction of 4 (corresponding to the recommended Minimum Guarantied
Retention Time, MGRT) was obtained after 300 hours at 35°C and after 1-2
hours at 55°C. For PPV, a MGRT of 11-12 hours is obtained at 55°C in the
initial phase (0-4 hours) and 54 hours hereafter (4-48 h). Correspondingly
for BEV a MGRT of 23 hours is obtained at 35°C and <0.5 hours at 55°C
(the latter is a rough estimate using extrapolation). The ratio between the
inactivation rate at 55°C in the initial phase and the later terminal phase is
thus a factor 4 for PPV in thermophilic reactors. There is an indication of a
lower inactivation rate in reactors where 20 % household solid waste is
added than in reactors which only handle liquid manure. This could pro-
visionally be related to chemical factors such as NH, and H,S but needs
further investigation.

The tests indicate that measuring the faecal streptococci is a good indicator
for inactivation of enterovirus and other more heat sensitive virus especially
under thermophilic conditions; however, the inactivation rate for natural
occurring virus is expected to be lower than measured due to higher degrees
of particle association. The particle association could thus interfere with the
relationship between reduction in FS and virus,




Parvovirus is very suitable for comparative investigations on inactivation in
the temperature area 55-80°C, due to the rather extreme heatresistance.
However, in stipulating hygienic demands for biogasreactors it seems more
reasonable to use less resistant virus such as reovirus and picornavirus.







FORORD

Nervarende rapport er resultatet af et samarbejde mellem Statens Veteri-
nzre Institut for Virusforskning (SVIV) og Dansk Teknologisk Institut, afd.
for Bioteknik (DTT).

SVIV har opformeret og analyseret virus, DTI har kert laboratoriebiogas-
reaktorerne under standardiserede og kontrollerede forhold, udtaget prover
samt opformeret og analyseret fecale streptococcer.

Det er forste gang, der i Danmark er udfert forseg med virusreduktion i
kontinuerte biogasreaktorer under kontrollerede forhold. Forholdene i en
biogasreaktor baseret p4 gylle vil adskille sig fra ra gylle som folge af en
gget mikrobiel aktivitet 1 reaktoren, hvorfor koncentrationen af potentielt
hemmende stoffer, der er mikrobielle nedbrydningsprodukter - ammoniak,
flygtige fede syrer, og svovlbrinte - kan vaere betydelig forskellig fra ra

gylle.

Samarbejdet mellem de to institutioner har gjort det muligt at klarlzgge
nogle problemstillinger, der med relativt fi supplerende undersogelser vil
kunnne danne grundlag for praktisk anvendelige anbefalinger for hygiejni-
sering pi biogasfallesanleg.

Undersogelsen er gjort mulig ved finansiering under det veterinere over-
vagningsprogram for biogasfeellesanleeg (Energiministeriet).

H.J. Bendixen takkes for diskussioner undervejs og Lis Christensen og Han-
ne Sachler for teknisk assistance.

Statens Veterinzre Institut for Virusforskning (Per Have og Vibeke Frokjeer

Jensen) _ _
Dansk Teknologisk Institut, Afdelingen for Bioteknik (Birgitte Ahring, Bente
Lund og Gert Jungersen)
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FORMAL

Projektets formal er at undersege overlevelse af virus ved mesofil og termo-
fil anaerob udridning af gylle ag gylle tilsat anden biomasse i biogasreak-
torer.

Undersagelsen giver information om inaktiveringsforigbet for virus 1 biogas-
reaktorer til afklaring af hvilke driftparametre, der er nedvendige for at opnd
en smitstofreducerende effekt, svarende til en hygiejnisering ved 70°C i en
time, jvf slambekendtgorelsen (MM bek. nr.736 af 26/19 1989, om anven-
delse af slam, spildevand og kompost mv. til jordbrugsformal).

Laboratorieforsegene er gennemfort i et modelanleg, hvor forholdene naje
svarer til betingelserne i fungerende danske biogasfzllesanlzg.

BAGGRUND

Frygt for smittespredning kan fremover vise sig at vaere en vasentlig hin-
dring for pget genanvendelse af organisk affald. Da en total smitstoffjernelse
er gkonomisk og praktisk urealistisk, vzlges det oftest at kreve en smitsto-
freducerende behandling der nedbringer smitstofindholdet til et acceptabelt
niveau for den pagzldende genanvendelsesmade. Dette vurderes i forhold til
smittebelastningen fra andre eventuelle kilder i miljeet eller direkte til in-
dividet.

I biogasanlag behandles iser felgende biomasser:

Gylle: Mengderne af husdyrgedning er ca fem gange sterre end mengderne
af organisk affald fra husstande og industri (annon. 1991). Gylle kan inde-
holde en lang rekke patogener indenfor bakterier, parasitter og virus. P4
danske biogasanleg udridnes typisk 15-20% industriaffald sammen med
gyllen.

Organisk industriaffald: Fedtslam, ristestof, flotationsslam og andet fast
affald separeret fra spildevand fra bearbejdning af vegetabilske og animalske
ravarer, herunder slagterispildevand. Affaldet har et patogenindhold; der
svarer til de rAmaterialer hvorfra de stammer og til de forhold hvorunder de
opsamles.

Spildevandsslam: I stigende omfang anvendes i BFA slam fra kommunale .
spildevandsrensningsanlzg. Dette slam indeholder vekslende mzngder dyre-
og menneskepatogener, idet de fleste behandlinger for spildevandsrensnings-
anleggene ikke medferer nzvneverdig smitstofreduktion. |




Husholdningsaffald: Den organiske fraktion af husholdningsaffald vil inde-
holde et bredt spektrum af dyre- og menneskepatogener fra affald af ani-
malsk oprindeise: kedaffald, indvolde, ®ggeskaller og ra og fordervede
madrester, samt evt fakalier fra husstandens kzledyr, og humant affald som
engangslommeterklaeder, -vaskeklude,-bleer og bind. Niveauet af patogener i
husholdningsaffald er hegjere end det, der er fundet i dansk spildevandssiam
(1lspe, 1992).

De forskellige affaldstyper inddeles efter forventet smitstofindhold, saledes at
slam og spildevand fra vegetabilsk produktion og mejerier (kategori A) kan
anvendes uden hygiejniske restriktioner. Slam fra animalsk produktion (kate-
gori B), kan genanvendes i ubehandlet form, blot det opblandes med jorden
umiddelbart efter tilfersel, og det behandlede affald kan genanvendes uden
restriktioner. Husholdningsaffald (kategori C) m4 ikke genanvendes rat, og
spildevandsslam (kategori D) ma kun genanvendes rat, hvis det nedfeldes
direkte under jordoverfladen. For bade kategori C og D galder desuden, at
de arealer der modtager behandlet affald, palegges dyrkningsmassige re-
striktioner, der er afstemt efter affaldstype og behandlingsgrad (jvf slambe-
kendtgerelsen).

Forelabelig anvendes i danske biogasfellesanleg hovedsagelig produkter
tilherende kategori A og B samt husdyrgedning, der alene udger ca. 80% af
den samlede biomasse (Tafdrup, 1994).

Graden af smitstofreduktion under forskellige affaldsbehandlingsmetoder er
bestemt af flere forskellige fysiske og kemiske faktorer. Den termiske inakti-
vering er den faktor, der er bedst beskrevet, og da den er relativ enkel at
overvage og beskrive, velges varmebehandlingsgraden oftest som fysisk
parameter for smitstofreduktionen. Maling af temperatur og tid har vist sig
ikke 1 alle tilfzlde at veere velegnet som eneste parametre til maling af smit-
stof-inaktiveringen. I flere lande er det foreslaet, at der suppleres med krav
om overvéagning af savel procesforleb som produktkvalitet - i form af et
maximalt indhold af egnede indikatororganismer (Ilsge, 1993).

P4 basis af de senere irs erfaringer i danske biogasfzllesanizg (BFA) (pro-

grammet for veterinar forskning og radgivning i forbindelse med etablering

og drift af biogasfzllesanleg udfert siden 1988 pa 5 danske biogasfzllesan-

leeg) er foreslaet folgende hygiejniseringskriterier (Bendixen & Ammendrup,
1991):

I termofile anleg, hvor der behandles affald tilhorende kategori A og B,
anbefales det, at biomassens sikrede opholdstid i reaktortanken er mindst 2
timer ved 55°C, eller mindst 4 timer ved 50°C, eller tilsvarende kombinatio-
ner mellem disse yderpunkter. Det er samtidig en forudsetning, at den gen-
nemsnitlige passagetid gennem reaktortanken er mindst 2-3 degn (I termofile
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BFA er den hydrauliske opholdstid typisk over 10 degn).

I mesofile anleg anbefales det, at biomassen, nér den indeholder affald af
kategorierne A og B, holdes opvarmet 1 en hygiejniseringstank ved mindst
55°C i mindst 4 timer, ved mindst 50°C i mindst 8 timer, eller tilsvarende
kombinationer mellem disse yderpunkter. Tidsangivelsen svarer til mindste
garanterede tilbageholdelsestid (MGRT). Affald tilhgrende kategorierne C og
D, bl.a kildesorteret husholdningsaffald og spildevandsslam skal vere op-
varmet i en hygiejniseringstank ved mindst 70°C 1 mindst 1 time, eller til-
svarende (Bendixen, 1993). :

Flere undersogelser tyder pa, at faecale streptococcer (FS; nu henfert til
Enterococcer) kan bruges som indikator til kontrol med biogasfzllesanlegge-
nes smitstofreducerende effekt (Bendixen, 1991 og 1994; Herning Kommu-
nale Verker, 1993; Bennetzen & Mikkelsen, 1993). En Dansk Standard
metodebeskrivelse er under udarbejdelse (Dansk Standard, 1993).

Den biomasse der modtages af biogasfzllesanleggene bestar i overvejende
grad af gylle og gedning fra husdyr og indeholder derfor fecale streptococ-
cer. De almindeligst forekommende patogene bakterier og parasitter har i
temperaturomradet mellem 0 og 55°C et henfald, der forlgber parallelt med
FS. FS indholdet i den ubehandlede biomasse varierer. Det er mest stabilt
(fra 100.000 til 500.000 kim (CEU/g) i de store anleg, der dagligt afhenter
relativ frisk husdyrgedning. I mindre anleg kan antallet periodevis falde til
omkring 25.000 CFU/g, formentlig svarende til, at der afhentes gammel
godning i nogle besztninger. Visse typer industriaffald og husholdningsaffald
kan indeholde op til 8-10 mill CFU/g. Der er sledes indikatorbakterier nok
i fortankene pa biogasfzllesanleggene. En 3-4 log reduktion, altsé et fald fra
£x 500.000 til under 100 FS/g biomasse kan opnis i velfungerende biogas-
fellesanleg (Bendixen, 1991).

Ogs4 E. coli kan anvendes som indikatororganisme, men giver en mindre
sikkerhedsmargin end fzcale streptococcer (Larsen et al. 1993). Undersagel-
ser af kimtallene for sporedannerne Cl. perfringens og Bacillus spp. viste, at
kimtallet holdt sig uzndret fra ubehandlet til meso- og termofilt behandlet
biomasse.

Ved undersogelser af storskala anleg er det vanskeligt direkte at sammen-
ligne reduktionen af patogener (Salmonella, Mycobacterium paraturberculo-
sis, Clostridium perfringens og Bacillus spp) og indikatorer. Det skyldes
primzert de lave og variable koncentrationer af patogener i de tilforte biom-
asser (Larsen et al, 15993).

De fastsatte kriterier for hygiejnisering er iser fastsat ud fra kendskab til
overlevelse af bakterier og parasitter (Munch & Larsen, 1990).
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En metode til kontrol med virus kunne vere at folge inaktiveringen af et -
indikatorvirus 1 BFA. Dette frembyder imidlertid visse vanskeligheder:

En reekke virus som udskilles fra husdyrenes tarmkanal, er endemiske og
derfor almindeligt forekommende i gylle. Porcint eller bovint parvovirus
(Lund & Srivastava, 1980) er foreslaet som indikatorvirus, pa grund af deres
relativt hoje resistens og fordi de er almindeligt forekommende i danske
bes@tninger, men forekomsten i gylle er ukendt; dels er ikke alle besztnin-
ger inficerede, dels kan udskillelse fra persistent inficerede individer vare
intermitterende. I en canadisk undersegelse (Derbyshire & Brown 1978) er
fundet porcine enterovirus i gylle med koncentrationer op til 10°° TCID/I,
men kun 24 af 32 prover udtaget fra gylletanke i bestninger med fedesvin
og 1 af 6 fra sobesatninger var positiv. Ved en anden undersogelse er fun-
det, at porcint enterovirus er det hyppigst forekommende virus i svinegylle
leveret til et biogasanlag, men ved undersggelser af forekomsten over et ar
var det ikke konstant forekommende i rigyllen (Derbyshire et al., 1986).
Noget tilsvarende er formentlig gzldende i DX.

Forekomsten af humane virus i spildevandsslam er ligeledes sparsomt under-
segt, bl.a. fordi virusisolering fra slam er vanskeligt - sensitiviteten er lav,
pé grund af heje koncentrationer af cytotoxiske stoffer 1 slammet og fordi
virus 1 hej grad er associeret til partikelfasen. I en undersegelse af spilde-
vand og slam fra danske rensningsanleeg er fundet forskellige humane entero-
virus samt adenovirus (Lund et al., 1984). Lydholm og Nielsen (1987) har
fundet humane virus i koncentrationer op til 10°10° TCID/] slam.

Som falge af vanskelighederne ved at pavise lave koncentrationer af naturligt
forekommende virus i gylle og slam samt den sterkt svingende forekomst af
virus vanskeligger anvendelsen af et indikatorvirus som kontrol for anlegge-
nes virusinaktiverende effekt. En mere realistisk metode til kontrol af virusi-
naktiveringen er at seette krav til driften af BFA, sasom krav til driftstem-
peratur og holdetid. Denne kontrolmetode krever kendskab til inaktiverings-
forlabet under veldefinerede forhold og forudsztter hej grad af processtabili-
tet og styring.

Der foreligger pa internationalt plan en rzzkke undersegelser af virusinakti-
veringen i slam og gylle (Berg & Berman, 1980; Deng and Cliver, 1982;
Derbyshire et al, 1986; Lund et al, 1983; McKain & Hobson, 1987; Mon-
teith et, 1986; Ward et al, 1976). De undersagte virus er dels vigtige patoge-
ner, humane sivel som animale, samt potentielle indikatorvirus {bakteriofa-
ger, poliovirus og andre enterovirus, bovint parvovirus m.fl.). Undersegel-
serne giver imidlertid ikke et sammenhangende billede, dels fordi under-
sogelserne er sveert sammenlignelige, idet der anvendes mange forskellige
reaktormodeller, og der er mange variable faktorer, som ofte er mangelfuldt
beskrevet; dels fordi biomassen er et meget komplekst medium med mange
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faktorer af ukendt betydning.

Den termiske aktivering betragtes af mange som primarfaktor ved virusinak-
tiveringen i biogasanlzg. Kun fa andre faktorer i biomassen er undersogt
specifikt for en virusinaktiverende effekt. I en schweizisk undersogelse
(Metzler, 1993) er pavist en vesentlig virucid effekt af lavmolekylere stoffer
(penetrerer polycarbonatmembraner), og NH; og H,S foreslds som veaerende
de aktive forbindelser.

Ward et al. (1976) har fundet, at anaerob udridning af biomassen forager
den virucide effekt (over for picornavirus) og tilskriver primert dette en
stigning i koncentrationen af frit NH,. Det er senere pavist, at ammoniak er
en virucid faktor i slam, men kun i den frie form og derfor primart af be-
tydning ved pH over 8 (Ward & Ashley, 1977). De har i denne forbindelse
arbejdet med ammoniakkoncentrationer pa 0,5 M (8,5 g NH; + NH,™/1
svarende til 0,42 g frit NH,/l ved pH 8), hvilket er ca. 10 gange den kon-
centration, de har fundet i udradnet gylle. Albrecht & Werkele (1983) an-
giver, at under kompostering af gylle kan denne betragtes som fri for VIrus,
nar der nas koncentrationer pa 0,7 g frit NHy/1. Dette er langt over, hvad der
ses i velfungerende biogasreaktorer, men svarer til, hvad Ward & Ashley har
fundet: at frit ammoniak har en vasentlig virucid effekt ved koncentrationer i
storrelsesordenen 0,4 g/ (og hojere). Det mé bemearkes, at kompostering
adskiller sig vasentligt fra den anaerobe proces bl.a. ved temperatur- og pH-
stigning under processern.

Da ammonium virker hemmende pa biogasproduktionen i koncentrationer
over 4 g N/l (Angelidaki & Ahring, 1993), seges det begrenset i anleggene.
Dette begrenser udnyttelsen af den virusinaktiverende effekt af ammoniak
under udradningen. Et andet aspekt som begraenser udnyttelsen af ammoniak
er, at folsomheden over for frit NH, varierer meget mellem virusfamilierne,
redvirus er saledes langt mere resistent end picornavirus.

Forelobig er varme/holdetid den eneste kendte kontrollerbare parameter af
betydning for virusinaktiveringen. FS-metoden (mdling af fecale streptococ-
cer), der er foresldet som kontrolparameter for inaktivering af patogene
bakterier og parasitter (Bendixen, 1993), har vist sig egnet til overvagning af
procesforlebet, men det vides ikke hvorvidt metoden kan anvendes direkte
som indikator for virusinaktiveringen.

I tidligere undersogelser vedrarende overlevelse/inaktivering af virus i bioga-
sanlzg, er der udfert modelforseg, hvor virus er blandet i gylle henholdsvis
neringsmedie i glaskolber og inkuberet under anaerobe forhold ved forskelli-
ge temperaturer (Batner, 1990). Herved er den samlede effekt pd virus af
hhv. temperatur/gylle og temperatur alene, malt som funktion af tiden.
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De tidligere undersegelser udfort pi Statens Veterinzre Institut for Virusfor-
skning (Betner, 1990) har givet betydelig information om inaktiveringen af
en lang razkke patogene virus under de givne forsegsbetingelser og dermed
bl.a. om indbyrdes forskelle mellem disse virus. En generel tendens er, at
kappeberende virus inaktiveres hurtigere i gylle end virus uden kappe. For-
skellen mellem inaktiveringshastigheden i et neutralt medium og i gylle
(udtryk for den relative betydning af andre faktorer i forhold til varmeinakti-
vering) er generelt storre for kappebarende virus end for virus uden kappe
(tydeligst ved temperaturer <50°C, dvs at for kappebzrende virus har
varmeinaktiveringen mindre betydning i forhold til andre faktorer i biom-
assen. De udarbejdede inaktiveringskurver giver et godt grundlag for videre
studier af en eventuel additiv effekt knyttet til den aktive mikrobiologiske
omsztning i biogasanlag.

I tidligere udforte forseg er virusinaktiveringen undersegt i gylle. Den aktive
mikrobielle flora i kontinuert drevne biogasreaktorer vil iszr adskille sig fra
tidligere forseg ved: Biomassens sammensztning, tilledning af frisk biomasse
og omrgring med deraf folgende udvikling af en stabil, specialiseret og aktiv
mikroflora. Med henblik pa at kunne inddrage en eventuel additiv effekt pa
inaktiveringen af virus i vurderingen af kriterier for drift af biogasanlzg, er
der behov for at f4 udfert nogle supplerende undersogelser over inaktive-
ringsforlebet for nogle udvalgte virustyper i modelreaktorer, der fungerer
som storskala biogasreaktorer. ‘

I det foreliggende projekt er inaktiveringen af virus (bovint enterovirus og
porcint parvovirus) blevet sammenholdt med inaktiveringen af FS. Virusakti-
veringen kan derved vurderes ved sammenligning med ES-reduktioner i
danske Biogasfellesanleg ved forskellige betingelser (fx Bendixen, 1991,
1993 og 1994). En reduktion i antal fecale streptococcer pr. gram biomasse
pé 3-4 log enheder svarer til en varme/tid pavirkning, der er i stand til at
fjerne en rekke smitstoffer (fx Svinepestvirus og Salmonellabakterier) samt
svaekke mange parasitters viabilitet (fx Ascaris). En vigtig del af forspget
bestdr i evrigt i at fastsatte inaktiveringsforlabet af udvalgte virustyper fx
parvovirus for at afprove dem som indikatororganismer i temperaturomradet
50-80°C.

PROJEKTBESKRIVELSE
Som modelvirus er valgt to virus uden kappe:

A. Bovint enterovirus (BEV)
B. Porcint parvovirus (PPV)
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BEV herer til dé relativt termoresistente picornavirus, en familie der rummer
vigtige patogener som mund-og-klovsyge virus, Teschensyge virus og svine
vesicular disease virus samt humane virus-som echo-, coxsackie- og polio-
virus; disse humane virus er almindeligt forekommende i spildevand (Lund
et al.,1984).

PPV er meget termostabilt og har dermed den fordel at inaktiveringen kan
folges over en lengere periode. Det er dermed et velegnet virus til sammen-
lignende underspgelser af den smitstofreducerende effekt ved haje tempera-
turer.

Der anvendes suspensioner af virus opformeret pa cellekultur og opkoncen-
teret for at opna en hej titer. Det var oprindeligt planlagt, at opformere
svineinfluenzavirus, men det viste sig vanskeligt at opné tilstrekkeligt stort
volumen af hejtitret suspension. Porcint parvovirus blev derefter opformeret
og anvendt istedet, ogsa fordi PPV er bedre egnet til undersogelser ved 55°C
og 70°C. I de mesofile reaktorforseg er der derfor kun tilsat BEV.

Desuden gennemfores forssgene med fazcale streptococcer for at undersege
den smitstofreducerende virkning pa bakterier samt inaktiveringsforlebet af
denne indikatorbakterie 1 forhold til virus.

Kontinuerte reaktorforseg
Forsegene udferes i replica med:

a) Mesofil (35°C) reaktor med gylle tilsat blegejord

b)  Termofil (55°C) reaktor med gylle tilsat blegejord

¢) Termofil reaktor (55/52°C) med gylle tilsat blegejord og 20%
husholdningsaffald

Substratsammensztning som typisk anvendes pa danske BFA.

Arsagen til at der i sidste forsegsserie keres forst ved 55° og derefter ved
52°C er, at flere termofile anlzg i dag kerer ved 52°C pa grund af frygt for
ammoniakhemning. Af budgetmessige drsager er virus ikke medtaget i
forsegene ved 52°C, ligesom reaktorforsegene ikke er udfert i replica.

Gylle/biomasseblandinger. i stabilt kerende reaktorer podes med virus. Der
tilstrzbes et virusvolumen pa max. 1% af det pagzldende substratmateriale,
BEV-suspensionen tilsettes i forholdet 1:200. PPV-suspensionen tilszttes i
forholdet 1:100. '

Bakterierne tilszttes (safremt de ikke allerede er til stede) i et mangdefor-
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hold séledes, at et startkimtal pa ca 107 CFU ml" tilstrebes. Bakterierne
opformeres pa PCA plader, der afvaskes 1 4 ml fysiologisk saltvand, hvor-
efter en passende mengde overfores til forsagsreaktorerne.

Proverne udtages direkte fra reaktorerne med stigende tidsinterval. Under
forsegene kores med konstant omrering 1 reaktoren.

Tidsintervaller for preveudtagning er generelt (idet der er foretaget afvigelser
herfra efter skon):

T (time) = 0,25 0,5 1 1,5 2 4 8 16 32 0g 48

Preoveudtagning til virustitreringer: 6 prover 4 2,7 ml provemateriale udtages
og opblandes 1 10% kold foetal kalveserum (FCS) 1 kryorer pa alkoholbad.
Proverne overferes straks til ~-60°C fryser.

Der fremstilles endvidere en nul-preve ved at udtage en prove for tilsetning
af virus, En del af proven nedkaeles til (20-27°C), tilszttes en forholdsmas-
sig mangde virus, blandes og nedfryses straks, den anden del analyseres for
indikatorbakterier. Afkelingsproceduren var oprindeligt plantagt med ned-
keling til 5°C inden tilsatning af virus.

Den samlede forsggsperiode er ca. 2 degn. Forseget repeteres efter ca. |
uge.

Batchforsag

Parallelt med reaktorforsegene underseges overlevelsen af virus og FS (10’
CFU/ml) 1 fysiologisk saltvand. Dette forseg udferes i lukkede koniske
kolber med 500 ml fysiologisk saltvand under svag omroring ved 35 og
55°C/ 4 0,5°C. Desuden underseges overlevelsen ved hygiejnisering, 70°C i
en time 1 fysiologisk saltvand, gylle tilsat blegejord og gylle tilsat blegejord
og husholdningsaffald. Procedurerne ved tilseetning af virus, bakterier samt

udtagning af prover svarer til det ovenfor beskrevne.

Ved forspgene udtages prever efter samme plan som reaktorforsegene. For-
sogene udferes som dobbeltbestemmelse (2x500 ml).

MATERIALER OG METODER
Substrat

Svinegylle (antibiotikafrit) fra Svineforsagsstationen Sjzlland. Kvaggylle fra
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Vegger Biogasanleg og husholdningsaffald fra Helsinger Biogasanleg.

For at sikre et homogent substrat og udtagning af homogene prover behand-
les substratet pa folgende made: Substratet sies gennem groft net, for at
frasortere stra m.m. Derefter blendes materialet og ophzldes under omroring
(il mindre behoidere, der fryses ved -18°C indtil anvendelse.

Kulturer

Det bovine enterovirus (BEV) er en stamme isoleret pa Lindholm fra en
fecesprove. Serotypen er ikke bestemt. BEV blev opformeret pa monolayer
af kalvenyreceller i rulleflasker. Som vedligeholdelsesmedium anvendtes
Eagles MEM suppleret med 1% fotalt kalveserum (FCS). Efter hest af virus
blev starre cellerester centrifugeret fra ved 900 g i 25 min. Virus 1 superna-
tanten blev opkoncentreret ved PEG-feeldning og resuspenderet 1 fysiologisk
saltvand, sa den endelige suspension blev 1/20 af oprindeligt volumen. Der
fremstilledes 4 batch med en virustiter pi 1073-10%2 TCID/200ul.

Det porcine parvovirus (PPV) er en vaccinestamme (nr. 893), og den an-
vendte suspension er udtaget fra vaccineproduktionen pa Lindholm (SVIV).
Virus var opformeret pi monolayer af primzre svinenyreceller i rulleflasker.
Som vedligeholdelsesmedium anvendes et modificeret Hanks medium (ved
anvendelse af 0,75 g/l bicarbonat, aminosyrer i form af koncentreret valle-
protein-hydrolysat (5 g/1), samt vitaminer og antibiotika som for Eagles
MEM). Ravirus gennemgik de indledende trin i oparbejdning af antigen:
Efter ekstraktion af cellebundet virus og filtrering gennem Seiz Suprafiltre
(Seiz filtertype EF 30/30 CW) blev '2 1 virussuspension udtaget. Suspen-
sionsmediet indeholder 0,02 M glycin, pH 9. Virustiteren i suspensionen var
1077 TCID/50pl.

I reaktorforsegene er anvendt fecale streptococcer isoleret fra det anvendte
substrat. Dette er gjort, da den naturlige flora af facale streptococcer var lav
og da der er risiko for at laboratoriestammer ikke opfaerer sig pi samme
méde som naturligt forekomne stammer i biomassen under de pigeldende
forhold. Der er siledes isoleret FS (titherende Lancefields gruppe D) fra hhv
gylle og gylle tilsat husholdningsaffald.

Medier

Til virus:

Eagles minimum essential medium (Glasgow modification} tilsat dihydro-
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streptomyein (0,10 g/1) og neomycin (0,05 g/1), her betegnet Eagles MEM.

Eagles MEM tilsat dihydrostreptomycin (1 g /D), penicillin (I mill 1.e./]),
amphotericin B (10 mg/l), her betegnet Eagles med antibioticum.

Til bakterier:

Slanetz agar (Merck 5289) med opformering pa Plate Count Agar (Difco
0479-01-1).

Mikrobiologiske analyser

Fra reaktorer og prever med fysiologisk saltvand foretages analyser af feecale
streptococcer (Dansk Standard Metodik) og virustitreringer for hver preve-
udtagning.

Bakterieanalyser. Udtagne prover analyseres umiddelbart efter udtagning,
alternativt nedkeles de til 5°C indtil undersegelse. Indholdet af streptococcer
i gyllen bestemmes ved overfladeudsaed pa Slanetz agar (Merck 5289), inku-
bering ved 37°C i 48 timer og telling af lyserede til dybt rede kolonier
eventuelt omgivet af en farvelss zone. Det ideale antal pa plade er 15-150
CFU (se 1 gvrigt Dansk Standard, 1993).

Udspredes stressede bakterier - fx efter hygiejnisering ved 70°C - preinku-
beres pd Tryptic Soya Agar 1 2 timer ved 37°C, hvorefter der paheldes et
toplag af Slanetz agar og inkuberes 48 timer ved 37°C.

Virus analyser. For hvert reaktor- eller batchforseg titreres samtlige prover
fra den pagzldende forsegskersel parallelt.

Proverne optees ved stuetemperatur. 2 prever for hvert praveudtag pooles og
centrifugeres 15 min ved 900 g og analyseres ved infektivitetstitreringer.

PPV: Der anvendes ca. 70% tztte monolayers af sekundeere svinenyreceller
1 mikrotiterplader (NUNC, Microwell Plate, F96, Danmark). Der
faves en 10-foldsfortynding i Eagles med antibioticum tilsat 10% FCS;
der bruges 5 brende pr. fortynding, 50 pl/brend. Der suppleres med
Eagles MEM med 10% FCS til i alt 150u1/brend. Efter en adsorb-
tionsperiode pa 2Y time ved 37°C, vaskes cellekulturerne 1 gang med
Eagles MEM og der tilszettes igen 150 ul/brond Eagles MEM med
10% FCS. Pladerne dekkes og inkuberes 4-5 dg ved 37°C med at-
mosfarisk luft tilsat 5% CO,. Kulturerne acetonefixeres og farves ved
PLA-teknik under anvendelse af et peroxydasekonjugeret monoklonalt
antistof (L-PPV-2, Lindholm). Resultaterne er angivet som titervardi-
er i TCID/50ul; malt pA prever af biomassen tilsat 10% FCS.

18




BEV: Der anvendes monolayer af primzre kalvenyreceller i reagensglasror
med 1,8 ml Eagles MEM med 1% FCS. Der laves en 10-foldsfor-
tynding i Eagles med antibioticum og 3% FCS. Hver fortynding podes
pd 5 rer, 200ul/rer. Rerene inkuberes ved 37°C under langsom rota-
tion.Der underseges dagligt for CPE i 3-5 dage. Virusanslaget kon-
firmeres ved PLA-farvning med et polyklonalt antiserum af CPE-
positive og CPE-negative ror omkring omslagspunktet. Resultaterne er
angivet som titerveerdier i TCID/200ul, og er malt pa prover af biom-
assen tilsat 10% FCS.

Kemiske analyser

Gasmezngde. Den daglige producerede gasmangde bestemmes ved fortreng-
ning af surt vand efter opsamling i gastztte poser.

Methanindhold. Gasprever analyseres en gang om ugen ved gaskromatografl
med molekylarsi 5A og en kolonne med Chromosorb i serie. Baregas Ny,
Detektor TCD.

Svovlbrinteindholdet er malt med Drégerror.

Indhold af flvetice fede syrer bestemmes en gang ugentligt. Provematerialet
syrnes med oxalsyre, centrifugeres og filtreres gennem 0.45 u filtre. Ind-
holdet af flygtige fede syrer (eddikesyre, smersyre, isosmersyre, 2-methyls-
mersyre, propionsyre og isovalerianesyre) males gaskromatografisk pa Shi-
madzu 8A gaschromatograf med SGE 25QC5/BP21 0,5 kolonne (Mikrolab.
Arhus) og FID detektor med N, som baregas (25 ml/min). Injektortempera-
tur 180°C, ovntemperatur: start 85°C, temperaturstigning pa 6°C/min, shut
180°C.

Ammoniak-indhold bestemmes ved alle forsggene pa hhv substratet og reak-
torindholdet (under stabil biogasproduktion). Indhold af ammonium-kvalstof
i gyllen bestemmes efter Kjeldahlmetoden.

Indholdet af terstof (TS) og organisk stof (VS, Volatile Solids) 1 substratet er
bestemt.

Opstart af biogasreaktorer

Forsegene udfares i laboratoriereaktorer med 3 liters arbejdsvolumen. Som
substrat anvendes hhv:
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* 75% kvaeg- og 25% svinegylle, idet der tilszttes blegejord svarende
til 5% af et VS indhold pa 4%

* gvennzvnte gylleblanding tilsat 20 % husholdningsaffald svarende til
et VS indhold pé 4%.

Det kontrolleres, at ammoniumindholdet i den ferdigblandede gylle ikke
overstiger 3,5 g N/L, for at undgd ammoniumhamning.

De gyllebaserede reaktorer keres forst mesofilt, derefter termofilt og endelig
afsluttes med termofilt udradning af gylle tilsat husholdningsaffald. Reak-
torerne kores ind til stabilitet (vurderet pd methanproduktion og syreindhold)
ved 15 dages (gennemsnitlig) opholdstid, idet der doseres gylle 4 gange 1
degnet (altsd en mindste garanteret tilbageholdelsestid pa 6 timer). Under
forspgene doseres ikke nyt substrat i méleperioden, da nejagtigheden pa
beregningerne af henfaldstiden ellers bliver ringe.

Forsegsopstillingen er vist pd figur 1 (neste side).
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RESULTATER

Reisolening

Bakterier:

I alle forsegene ved 35°C var reisoleringsprocenten ca. 100 %, mens den
ved 55°C var meget lav. Ved opgivelse af startkimtallet er der derfor konse-
kvent benyttet beregnede verdier (baseret pa indhold i inokulum og inoku-
leringsmengde).

Virus:

Beregnet initialkoncentration:
PPV er 10°® TCID/50ul
BEV 10*-10°° TCID/200ul (athangig af batch).

Dektektionsgraensen ved titreringerne er 10%” TCID/50l for PPV og 10°7
TCID/200p1 for BEV (dog 10%° TCID/200ul for BEV i fysiologisk salt-
vand). Detektionsgrenserne er markeret pa figurerne ved en vandret linie.

For PPV er fundet en reisoleringsprocent pa ca 100% i nulpreverne.

Ved titrering for BEV af nulprever fra batchforseg med fysiologisk saltvand
findes systematisk ca. 1,4 log-enhed lavere titer end den beregnede udgangs-
koncentration. Dette skyldes en systematisk pavirkning fra proceduren om-
kring forseget (optenings- og afkelingsproceduren). Der ma derfor regnes
med en initial koncentration pa 1¢*'-10%¢ TCID/200 ul (athengig af batch).
Sammenlignes nulpreverne fra fysiologisk saltvand med de tilsvarende nul-
prover fra de mesofile reaktorer og batchforsegene ved 70°C ses tilsvarende
ca. 1,4 logenhed lavere titer end den beregnede; dette indikerer en reiso-
leringsprocent pi ca. 100 %. Nulpreverne fra de termofile reaktorer har
derimod systematisk en titer der er ca. 0,7 logaritmeenhed lavere end de
tilsvarende prever i fysiologisk saltvand (jvf. diskussionen).

Disse iagttagelser understottes af de tidligere forseg (Betner, 1990), hvor der
blev anvendt samme isoleringsteknik og fundet en reisoleringsprocent pa
100% for bl.a. Mund- og klovsyge og PPV, Ved undersegelse af forekom-
sten af virusantigen i supernatant og bundfald, fandtes ingen tegn pi at vi-
rusantigen opkoncentreredes 1 bundfaldet.

Inaktiveringsforleb

Data fra forseg med inaktivering er vist pa falgende figurer og tabeller:
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Batch. Mesofilt i fysiologisk saltvand
Fig. 2A Fecale streptococcet
Fig. 2B Bovint enterovirus

Batch. Termofilt i fysiologisk saltvand
Fig. 3A Facale streptococcer
Fig. 3B Bovint enterovirus
Fig. 3C Porcint parvowrus

Kontinuerte reaktorer. Mesofil udrédning af gylle tilsat blegejord.
4 Aa-+b Fecale streptococcer
4 Ba+b Bovint enterovirus

Kontinuerte reaktorer. Termofil udradning af gylle tilsat blegejord.
5 Aa+b Fecale streptococcer
5 Ba-+b Bovint enterovirus
5 Ca-+b Porcint parvovirus

Kontinuerte reaktorer. Termofil udradning af gylle tilsat blegejord og hus-
holdningsaffald.

6 Aa+b Fzcale streptococeer (55°C)

6 Ac  Fmcale streptocdccer (52°C)

6 Ba-+b Bovint enterovirus (35°C)

6 Ca-b Porcint parvovirus (55° C)

Hygiejnisering
Tabel 1A Fecale streptococcer
Tabel 1B Bovint enterovirus
Tabel 1C Porcint parvovirus

Alle resultater er opsummeret i tabellerne:
Batch, Fysiologisk saltvand
2A Fecale streptococcer
2B Bovint enterovirus
2C Porcint parvovirus

Kontinuerte reaktorer

3 A Fecale streptococcer
3B Bovint enterovirus
3C Porcint parvovirus

4 Kemiske parametre
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Bakterier:

I alle forseg med fecale streptococcer ses en konstant decimering af bakteri-
erne, uafhzngig af om der er tale om et naturligt indhold eller tilsatte bak-
terier, ligesom forskellige startkimtal giver samme drabsrate. I de termofile
batchforseg (tabel 2A) og i de kontinuerte reaktorforseg (tabel 3A) opnis
pene hgje korrelationskoefficienter (gennemsnitligt 0,91). I de mesofile
batchforsgg opnas en lav korrelationskoefficient ved linezr regression, men
samtidig en meget lav inaktivering. Den anbefalede "mindste garanterede op-
holdstid" (MGRT), beregnet som den tid det tager at opnd en 4 log reduktion
i kimtallet, er derfor beregnet ved ekstrapolation i de tilfelde, hvor der ikke
har veeret observationer over 4 decader.

Under mesofile forhold ses en drabsrate i fysiologisk saltvand pa 0,005 t' og
i reaktorer baseret pa gylle pa 0,01 t* (tabel 2A og 3A) svarende til 4 log
reduktionstider p4 hhv 832 og 296 timer. Der er stor usikkerhed pa bestem-
melserne, men reduktionerne er uden praktisk betydning for hygiejniseringen
af affaldet.

Under termofile forhold (55°C) ses en drabsrate i fysiologisk saltvand pd

1,1 ', i reaktorer baseret pa gylle 3,7 t* og i reaktorer baseret pa gylle tilsat
husholdningsaffald 2,1 t* (tabel 2A og 3A) svarende til 4 log reduktioner pa
hhv 3,8, 1,1 og 2,1 time.

Virus:

Reaktorforseg:

I de tilfzlde hvor virusinaktiveringen i biomasse kan falges over i et leengere
forleb ses at inaktiveringen sker hurtigst initialt med stigende decimeringstid
(PPV ved 55°C (figur 5C og 6C) og som en tendens for BEV ved 35°C
(figur 4B)); nogle viruspartikler synes sdledes at veere mere resistente end
andre, hvad enten det skyldes en egenskab ved viruspartiklerne eller er
udtryk for forskellig grad af pavirkning (beskyttelse) fra substrat.

Kurverne synes at beskrive en bifasisk inaktivering, hvilket er 4rsagen til, at
der i forsggene ved termofile temperaturer er beregnet 2 drabsrater for PPV-
en initial (0-4 timer) og en "terminal" (4-48 timer). Endvidere er der be-
regnet reduktionstider for 4 log enheders reduktion ved ckstrapolation bade
for den initiale og den "terminale” reduktion. Korrelationskoefficienterne for
den initiale reduktion er lave for nogle af kurverne men generelt hegje for den
sene reduktion. Dette afspejles i den noget store spredning i 4 log-reduk-
tionstider for den initiale fase.

For nogle grafer ville valget af et andet skillepunkt mellem de 2 faser (f.eks.

24




8 timer) synes mere oplagt og i nogle tilfeelde give en hejere korrelations-
koefficient. Det ma dog understreges, at omend inaktiveringsforlebet synes
bifasisk, er der tale om et "bledt" lurveforlgb. Valget af skillepunkt vil
derfor i alle tilfelde treeffes ud'fra en subjektiv vurdering; ydermere er der
en vis usikkerhed ved bestemmelsen af de enkelte punkter. Det er derfor
valgt at skelne ved et fast punkt (4 timer) for alle graferne.

Fenomenet med den hurtige inaktivering initialt optreeder muligvis ogsa 1
forssgene med BEV ved 55°C, men skjult af detektionsgrensen som folge af
en lav udgangskoncentration. Ekstrapolation udfra de opniede resultater til
beregning af 4 log-reduktionstider mé derfor tolkes med stor forsigtighed.

Batchforspg med fysiologisk saltvand:

I de mesofile batchforseg med fysiologisk saltvand opnds for BEV som for
fzcale streptococcer en lav korrelationskoefficient ved lineer regression 0g
en meget lav inaktiveringshastighed.

I de termofile batchforseg med fysiologisk saltvand fas meget haje korrela-
tions koefficienterne (0,82 - 0,97) ved linzer regression, omend der er en ten-
dens til en hurtigere reduktion initialt.
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BATCHFORSOG

Mesofilt i (35°C) fysiologisk saltvand
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Figur 2A. Henfald af facale streptococcer.

FS kimtal ved forsag i 1 liter fysiologisk saltvand podet med ca. 10° CFU
FS/g. Korrelationskoeficienterne ved lineer regression er 0,32 og 0,521.
dvs. en linezr sammenhang kan ikke pavises. Henfaldsraten er hhv 0,005 og
0,004 t'. Ved ekstrapolation af henfaldskurverne (som dog beskriver hen-
faldet darligt) fas, at der for at opné en reduktion pa 4 log enheder skal
arbejdes med en MGRT pi 756 og 907 timer.
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Mesofilt (35°C) i fysiologisk saltvand
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Figur 2 B: Henfald af bovint enterovirus.

Infektios titer i 1 liter fysiologisk saltvand podet med 105"TCID/200ut. Kor-
relationskoeficienterne ved liner regression er 0,60 og 0,16, dvs en liner
sammenhang kan ikke pavises.

Antages der at veere en liner sammenhzng, fas for 1. kersel en henfaldsrate

pa 0,005 t. Ved ekstrapolation af henfaldskurven fas, at der for at opna en
reduktion pa 4 log enheder skal arbejdes med en MGRT pé 219 timer.
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Termofilt (55°C) i fysiologisk saltvand
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Figur 3 A: Henfald af faecale streptococcer.

Korrelationskoeficienterne ved linezr regression er 0,98. Henfaldsraten er
hhv 1,0 og 1,1 t'. Ved ekstrapolation af henfaldskurves fis, at der for at
opné en reduktion pa 4 log enheder skal arbejdes med en MGRT pa 3,6-4,0
timer.
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log titer(TCID/200ul)
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Figur 3 B: Henfald af bovint enterovirus.

Korrelationskoeficienterne: ved liner regression er 0,88 hhv 0,83. Henfalds-
raten er hhv 1,70 og 1,72 t*, Ved ekstrapolation af henfaldskurverne fés, at
der for at opna en reduktion pé 4 log enheder skal arbejdes med en MGRT
pa 2,3 timer.
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Termofilt (55°C) i fysiologisk saltvand
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Figur 3 C: Henfald af porcint parvovirus.

Korrelationskoeficienterne ved linear regression er hhv 0,93 og 0,88, Hen-
faldsraten er 0,03 t. Ved ekstrapolation af henfaldskurves fas, at der for at
opnd en reduktion pa 4 log enheder skal arbejdes med en MGRT pé 148
timer.
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KONTINUERTE REAKTORER

Mesofil (35°C) udradning af gylle tilsat blegejord

log CFU/m!"
w

O T T t T H T T

0 5 {10 15 20 925 30 35 40
' fimer fra start

o reaktori -+ reakior?2

Figur 4 Aa: Henfald af naturligt indhold af Str. facalis - 1. kersel. Kor-
relationskoeficienterne ved lineer regression er hhv 0,87 og 0,81. Ved eks-
trapolation af henfaldskurves fas, at der for at opnd en reduktion pa 4 log
‘enheder skal arbejdes med en MGRT pa 351 - 563 timer.
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Mesofil (35°C) udradning af gylie tilsat blegejord
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Figur 4 Ab. Henfald af tilsatte Str. facalis - 2 korsel. Korrelationskoefici-
enterne ved lineeer regression er hhv 0,98 og 0,72. Ved ekstrapolation af
henfaldskurves fas, at der for at opnd en reduktion pd 4 log enheder skal
arbejdes med en MGRT pa 269 timer (for reaktor 2 med den darlige korrela-
tionskoefficient 1754 timer).

32




us Mesofil (35°C) udridning af gylle tilsat blegejord
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Figur 4 Ba: Henfald af bovint enterovirus - 1. Kersel
Korrelationskoeficienterne ved lineser regression er hhv 0,92 og 0,96. Ved
ekstrapolation af henfaldskurverne fas, at der for at opnd en reduktion pa 4
log enheder skal arbejdes med en MGRT pa 20-24 timer.
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Mesofil (35°C) udradning af gylle tilsat blegejord

log titer (TCID/200ul)
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Figur 4 Bb. Henfald af bovint enterovirus - 2. Kersel
Korrelationskoeficienterne ved lineer regression er hhv 0,98 og 0,90. Ved

ekstrapolation af henfaldskurverne fas, at der for at opna en reduktion pa 4
log enheder skal arbejdes med en MGRT pa 22-27 timer.
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Termofil (55°) udriadning af gylle tilsat blegejord
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Figur 5 Aa. Henfald af tilsatte Str. facalis - 1 kersel. Korrelationskoeffici-
enterne ved linewr regression er hhv 0,94 og 0,84. Ved ckstrapolation af
henfaldskurven fas, at der for at opné en reduktion pé 4 log enheder skal
arbejdes med en MGRT pa 1,0 - 1,2 timer,
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Termofil (55°C) udradning af gylle tilsat blegejord
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Figur § Ab. Henfald af tilsatte Str. facalis - 2. kersel. Korrelationskoeffi-
cienterne ved linezer regression er hhv 0,99 og 0,96. Ved ekstrapolation af
henfaldskurven fas, at der for at opna en reduktion pa 4 log enheder skal
arbejdes med en MGRT pa 1,1 - 1,2 timer.
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Termofil (55°C) udradning af gylle tilsat blegejord

log titer (TCID/200ul)
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Fi_gur 5 Ba. Bovint enterovirus - 1. Kersel.
Drabsraten er > 11 t.
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Termofil (55°C) udradning af gylle tilsat blegejord
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Figur 5 Bb. Bovint enterovirus - 2. karsel.
Drabsraten er > 11 t! hhv >13 ¢,

Figur § Ba+b: Den lave udgangskoncentration og haje drabsrate medferer
at der kun er 2 punkter pa hver graf. Ved ekstrapolation af henfaldskurven
fas, at der for at opna en reduktion p4 4 log enheder skal arbejdes med en

MGRT pa <0,5 time, men resultatet ma tolkes med forbehold, jvf. diskus-
sionen.
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log titer (TCID/50ul)

Termofil (55°C) udradning af gylle tilsat blegejord
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Figur 5 Ca: Porcint parvovirus - 1. Kersel

Korrelationskoefficienterne ved linezr regression for den initialle reduktion
(0-4 timer) er hhv 0,81 og 0,49. Ved ekstrapolation af henfaldskurven fas, at
der for at opnd en reduktion pa 4 log enheder skal arbejdes med en MGRT
pa hhv 14,3 og 14,8 timer.

Korrelationskoefficienterne ved linezer regression for den senere reduktion
(4-48 timer) er hhv 0,88 og 0,94. Ved ekstrapolation af henfaldskurven fas,
at der for at opn en reduktion pa 4 log enheder skal arbejdes med en
MGRT pa hhv 50 og 60 timer.
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Termofil (55°C) vdradning af gylle tilsat blegejord
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Figur 5 Cb: Porcint parvovirus - 2. Kersel

Korrelationskoefficienterne ved linezr regression for den initialle reduktion
(0-4 timer) er hhv 0,94 og 0,82. Ved ekstrapolation af henfaldskurven fas, at
der for at opni en reduktion pa 4 log enheder skal arbejdes med en MGRT
pa hhv 6,1 og 10,5 timer.

Korrelationskoefficienterne ved linezr regression for den senere reduktion
(4-48 timer) er hhv 0,98 og 0,98. Ved ekstrapolation af henfaldskurven fas,
at der for at opna en reduktion pi 4 log enheder skal arbejdes med en
MGRT pa hhv 66 og 42 timer.
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Termofil (55°C) udradning af gylle tilsat blegejord og husholdningsaffald
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Figur 6 Aa. Henfald af tilsatte Str. facalis - 1. kersel. Korrelationskoeffi-
cienterne ved lineser regression er hhv 0,90 og 0,93. Ved ekstrapolation af
henfaldskurven fas, at der for at opna en reduktion pa 4 log enheder skal
arbejdes med en MGRT pd 1,1 - 2,3 timer.
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Termofil (55°C) udradning af gylle tilsat blegejord og husholdningsaffald
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Figur 6 Ab. Henfald af tilsatte Str. facalis - 2.kersel. Korrelationskoeffici-
enterne ved linezr regression er hhv 0,86 og 0,98. Ved ekstrapolation af
henfaldskurven fas, at der for at opné en reduktion pa 4 log enheder skal
arbejdes med en MGRT p2 2,2 - 2,8 timer, NB: temperaturen checket ekstra
gang - der var ingen forskel mellem reaktorerne (til forklaring af systematisk
forskel mellem reaktor 1 og 2).
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Termofil (52°C) udraduning af gylle tilsat blegejord og husholdningsaffald

log CFU/g
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Figur 6 Ac. Henfald af Str. facalis i reaktorer kert ved 52°C. Korrela-
tionskoefficienterne ved linezr regression er 0,97. Henfaldsraten er 1.6 .
Ved ekstrapolation af henfaldskurven fis, at der for at opna en reduktion pa
4 log enheder skal arbejdes med en MGRT pé 2,5 timer.
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Termofil (55°C) udradning af gylle tilsat blegejord og husholdningsaffald
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Figur 6 Ba. Bovint enterovirus - 1. Korsel
Drabsraten er > 10 t! hhv 12 t1.




Termofil (55°C) udradning af gylle tilsat blegejord og husholdningsaffald
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Figur 6 Bb. Bovint enterovirus - 2. Korsel
Drabsraten er 12 t* hhv >11 t

Figur 6 Ba+b:Den lave udgangskoncentration og heje drabsrate medferer at
der kun er 3 punkter pa hver graf. Korrelationskoefficienten kan derfor ikke
beregnes. Ved ekstrapolation af henfaldskurven fas, at der for at opn en
reduktion pa 4 log enheder skulle arbejdes med en MGRT pid <0,5 time,
men resultatet ma tolkes med forsigtighed.
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Termofil (5§5°C) udradning af gylle tilsat blegejord og husholdningsaffald
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Figur 6 Ca. Porcint parvovirus - 1. Korsel

Korrelationskoefficienterne ved linezr regression for den initialle reduktion
(0-4 timer) er hhv 0,78 og 0,97. Ved ekstrapolation af henfaldskurven fés, at
der for at opné en reduktion pd 4 log enheder skal arbejdes med en MGRT
p& hhv 7,9 og 13 timer. '

Korrelationskoefficienterne ved linezr regression for den senere reduktion
(4-48 timer) er hhv 0,96 og 0,90. Ved ekstrapolation af henfaldskurven fés,
at der for at opnd en reduktion pa 4 log enheder skal arbejdes med en
MGRT péa hhv 51 og 60 timer.
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log titer (TCID/50ul)

Termofil (55°C) udradning af gylle tilsat blegejord og husholdningsaffald
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Figur 6 Cb. Porcint parvovirus - 2. Kersel

Korrelationskoefficienterne ved linezer regression for den initialle reduktion
(0-4 timer) er hhv 0,65 og 0,43, Ved ekstrapolation af henfaldskurven fas, at
der for at opna en reduktion pa 4 log enheder skal arbejdes med en MGRT
pa hhv 11 og 17 timer.

Korrelationskoefficienterne ved linezr regression for den senere reduktion
(4-48 timer) er hhv 0,96 og 0,96. Ved ekstrapolation af henfaldskurven fas,
at der for at opni en reduktion pa 4 log enheder skal arbejdes med en
MGRT pa hhv 53 og 51 timer.
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Hygiejnisering (smitstofreduktion ved 70°C 1 1 time)

Indhold af mikroorganismer som gennemsnit af prever fra to inaktiverings-
forseg 1 500 ml koniske kolber i 70 +/- 0,5°C vandbad. Preverne er udtaget
umiddelbart for tilsaetning af mikroorganismer til kolberne samt efter en
time. Proverne udtaget for tilsetning til kolberne (nulprever) tilsettes mikro-
organismer svarende til udgangskoncentrationen i kolberne efter nedkeling.

Tabel 1 A: Facale streptococcer (log CFU/g).

Timer fra podmng

0 1
Fysiologisk saltvand 6,8 < 0,7
Gylle tilsat blegejord 6,8 < 0,7
Gylle tilsat blegejord og 20% 6,8 < 0,7
husholdningsaffald

Tabel 1 B: Bovint enterovirus (log titer TCID/200 ul).

ﬂ Timer fra podning

I o 1
Fysiologisk saltvand 4.6 < 0,7
Gylle tilsat blegejord 4,5 < 0,7
Gylle tilsat blegejord og 20% 4,3 < 0,7
husholdningsaffald

Tabel 1 C: Porcint parvovirus (log titer TCID/50 ul).

Timer fra podning

0 1
Fysiologisk saltvand 5,7 5-,—1-
Gylle tilsat blegejord 5,9 3,3
Gylle tilsat blegejord og 20% ! 5,4 4,0
husholdningsaffald
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Af tabel 1A og tabel 1B fremgar, at der ved hygiejnisering sker en effektiv
reduktion i indholdet af facale streptococcer og bovint enterovirus. Derimod
reduceres indholdet af den termotolerante virus porcint parvovirus (tabel 1C)
kun i ringe grad.
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OPSUMMERING AF RESULTATER

BATCH FORSOG

Tabel 2 A: Reduktion i feecale streptococcer i fysiologisk saltvand.

Betingelser Korrelations- | 4 log enheders | Inaktiverings-
koef. ved reduktion hastighed
linexr re- (timer) (time™)

gression R?

Mesofilt (35°C)

R1 0,32 756 0,005

R2 0,52 807 0,004
AVG (STD) 832 (76) 0,005 (0,001)
Termofilt (55°C)

R1 0,98 4,0 1,01

R2 0,98 3,6 1,12
AVG (STD) 3,8 (0,2) 1,1 (0,06)

Tabel 2 B: Reduktion i bovint enterovirus

Betingelser Korrelations- | 4 log enheders | Inaktiverings-
koef. ved reduktion hastighed
linezer re- (timer) (time™)
gression R?

Mesofilt (35°C)

R1 0,60 219 0,018
R2 0,16 (512) (0,008)

AVG (STD) 219 0,02

Termofilt (55°C)

R1 0,88 2,3 1,701
R2 0,83 2,3 1,726
AVG (STD) 2,3 (0,0 1,71 (0,01)
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Tabel 2 C: Reduktion i porcint parvovirus

Betingelser Korrelations- | 4 log enheders | Inaktiverings-
koef. ved reduktion hastighed
linezr re- (timer) (time™)

gression R?

Mesofilt (35°C)

Rl i.u. i.u. i.u.
R2
AVG (STD)
Termofilt (55°C)
R1 0,93 144 0,028
R2 0,88 153 0,026
AVG (STD) 148 (7) 0,03 (0,11)
t.u. = ikke udfert.
KONTINUERTE REAKTORER
Tabel 3 A: Reduktion i f=cale streptococcer
Betingelser Korrelations- | 4 log enheders | Inaktiverings-
koef. ved reduktion hastighed
linezr regres- (timer) (time™!)
sion (RY) e

Mesofilt (35°),

gylle + blegejord:

' R1 0,87 0,98 | 351 2691 0,011 0,015

R2 0,81 0,72 | 563 (1754) | 0,007 (0,002)

AVG (STD) 296 (124) 0,01 (0,00

Termofilt (55°C),

gylle + blegejord:

R1 0,94 0,99 | 1,0 1,11 4,2 3,5
R2 0,34 0,96 | 1,2 1,213,4 3,5
AVG (STD) 1,1 (0,08) 3,7 (0,32)
Termofilt (55°C),
gylle + blegejord +
husholdningsaffald
Rl 0,90 0,86 | 1,1 2,2 13,6 1,8
- R2 0,93 0,98 2,3 2,81 1,7 1,4
AVG (STD) 2,1 (0,62) 2,1(0,86)
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Til tabel 3A skal det bemarkes, at ved 55°C aflastes pladerne bade efter 48
og 96 timer, da streptococcer der havde opholdt sig mere end 2 timer i reak-
toren voksede langsommere frem. I ovennzvnte tabel er angivet data fra
teellingen efter 48 timer, da differencen havde ubetydelig effekt pa korrela-
tionskoefficient og drabsrate.

Da mange af de termofile anieg korer ved 52°C (med begrundelsen at undgd
ammoniuminhibering) er der medtaget en enkelt korsel med to reaktorer ved
denne temperatur. Ved 52°C medgik 2,5 timer for at opni en 4 log reduk-
tion, mod gennemsmitligt 2,1 time ved 55°C. Tiisvarende var drabsraten ved
52°C 1,6 t' mod gennemsnitligt 2,1 t! ved 55°C. Drabseffekten ved disse
korsler var altsa ikke vaesentlig lavere end ved 55°C og ammoniumindholdet
1 begge reaktorer 2,0 g/l (uendret totalkoncentration af NH, + NH,*, men
evt. @ndret forhold mellem NH; og NH,*). Svovlbrinteindholdet 1620 ppm.
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Tabel 3 B: Reduktion i bovint enterovirus

Betingelser Korrelations- | 4 log enheders | Inaktiverings-
koef. ved reduktion hastighed
linezer regres- (timer) (time™)
sion (R»)
Mesofilt (359,

gylle + blegejord:

R1 0,92 0,98 | 20 22 10,201 0,186
R2 0,96 0,90 | 24 27 10,167 0,148
AVG (STD) 23 (1,6) 0,18 (0,01)

Termofilt (55°C),
gylle + blegejord:

R1 ib* ib| <05 <05]| >11 >11
R2 ib ib| <05 <05/ >11 >13
AVG (STD) <0,5 >12-

Termofilt (55°C),
gylle -+ blegejord -+

husholdningsaffald
RI ib ib | <0,5 <0,5] >10 12
R2 ib ib | <0,5 <0,5] 12 >11
AVG (STD) <0,5 >11

*ib = kan ikke beregnes.

Til tabel 3 B skal bemerkes, at reduktionen kun har kunnet falges over 2 lo-
garitmeenheder i de termofile anleeg, dels som felge af den haje detektions-
granse for virus i gylle, dels pga. den lave udgangstiter for BEV i de termo-
file reaktorer. Ydermere er reduktionshastigheden meget hej ved 55°C.
Dette giver stor usikkerhed ved beregning af 4 log reduktiontiden og drabs-
rater for BEV i de termofile reaktorer.
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Tabel 3 C: Reduktion i porcint parvovirus
Afbildning af virustiter 1 logaritmiske enheder mod tiden giver ikke en ret
linie idet drabsrate falder med tiden. Der er derfor lavet adskilte beregninger
for a) den hurtige initiale inaktivering (0-4 timer) og b) den senere inakti-
vering ("terminal", 4-48 timer).

a.
Betingelser Korrelations- 4 logaritme Initial
koef. ved reduktion inaktiverings-
linezr regres- (timer) hastighed
sion (R?) (ttme™)
Mesofilt (35°),
gylle + blegejord:
R1 u*® i.u. i.u.
R2
AVG (STD)
Termofiit (55°C),
gylle + blegejord:
R1 0,81 0,94 | 14,3 6,110,280 0,660
R2 0,49 0,82 | 14,8 10,51 0,270 0,381
AVG (STD) 114, D 0,40(0,03)
Termofilt (55°C),
gylle + blegejord +
husholdningsaffald
R1 0,78 0,65179 10,5 | 0,50 0,38
R2 0,97 0,43 | 13,0 17,2 | 0,31 0,23
AVG (STD) 12(3,9) 0,36(0,04)

*{.u. = ikke udfert.
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b.

Betingelser Korrelations- | 4 log enheders "terminal”
koef. ved reduktion inaktiverings-
lingzr regres- (timer) hastighed
L sion (R _ (time™")
Termofilt (55°C), T
gylle + blegejord:
Rl 0,88 0,98 | 50 66 1 0,081 0,061
R2 0,93 0,98 | 60 42 | 0,066 0,094
AVG (8TD) 54(10) 0,075(0,013)
Termofilt (55°C),
gylle + blegejord +
husholdningsaffald
R1 0,96 0,96 | 51 531 0,078 0,076
R2 0,90 0,96 60 510,066 0,079
AVG (STD) 54(4.,4) 0,075(0,006)
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Tabel 4. Resultater af analyser for ammonium, svovibrinte, methanpro-
duktion, pH og flygtige fede syre i de kontinuerte reaktorer.

Betingelser ammo-" | svovi- methan- pH | VFA
nium brinte { produktion (g/h)
(g/D 1 gas (ml CH,/g
{ppm) VS tilsat)

Mesofilt (35°C),
gylle + blegejord:

Fode 2,6
Rl 2,5 310 8,0 360
R2 2,1 1750 290 8,0 330

Termofilt (55°C),
gylle + blegejord:

Fade 2,1
R1 2,4 280 8,0 850
R2 2,6 2100 230 8,0 860

Termofilt (55°C),
gylle + blegejord +

husholdningsaffald
Fade 2,1
R1 2,1 380 8,0 720
R2 2,0 1990 400 8,0 730

De kemiske analyser (tabel 4) for ammonium, svovlbrinte, pH og VFA er
gennemsnit af kun to mélinger foretaget umiddelbart for virus og bakterier
tilsztningerne. Methanproduktionen er gennemsnitstal for ugen op til for-

s@gene.
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DISKUSSION

Virusinaktivering i fvsiologisk saltvand:

Under termofile betingelser (55°C) ses for PPV en decimeringstid pd 37
timer (0,027 log/time) og for BEV 35 min (1,7 log/time).

I andre forseg er der fundet en kortere decimeringstid for forskellige entero-
virus. For coxackievirus er fundet en decimeringstid pa 15 min og for echo-
virus 12 min i Hanks saltoplesning (Lund et al., 1982). McKain & Hobson
(1987) har for porcint enterovirus fundet decimeringstid ved termisk inak-
tivering pa 15 min initialt ved 55°C. Disse resultater svarer imidiertid til
hvad der er fundet for BEV i den initiale fase (forste 15 min) i nervaerende
forseg (jvf. inaktiveringskurven for BEV, figur 3B).

For PPV i Eagles MEM har Betner (1990) fundet en decimeringstid pa 24
timer ved 55°C; For PPV er der siledes fundet en noget langsommere inak-
tivering i nervaerende forseg. Medvirkende til den langsommere inaktivering
kan dels vare en forskel i prepationen (suspenstionen), dels at der er tilsat
bakteriesuspension til saltvandet, og dermed bl.a. proteiner, som kan inter-
ferere med den termiske inaktivering (Ward et al., 1976).

Under mesofile forhold er den termiske inaktivering af BEV meget lav 1
fysiologisk saltvand (0,02 log/time). Der er ikke udfert forseg med PPV
under mesofile forhold, men en endnu langsommere inaktivering af PPV er
forventelig. Ved tidligere forseg (Batner, 1990) er fundet, at inaktiveringen
af PPV ved 35°C, forleb med en hastighed pd 5 log/21 uger i gylle og

5 log/6 uger i et neutralt medium. I et forsegsforleb pa 2 dage, som i ner-
vaf;_rende forseg, kunne en malbar reduktion i PPV saledes ikke forventes.

Batchforsoe ved 70°C:

Ved hygiejnisering, 70°C i en time ses en fuldstzendig inaktivering af FS og
BEV uafhengig af mediet.

For gylle og fysiologisk saltvand ses at PPV reduceres ca. 0,6 Jog-enhed ved
hygiejnisering 70°C 1 en time; dvs at der altovervejende er tale om en var-
meinaktivering i gyllen. Inaktiveringen i biomasse med husholdningsaffald er
tilsyneladende hurtigere (1,0-1,8 log). Ingen af de malte parametre kan
forklare dette; det ma dog bemerkes, at usikkerheden pa disse resultater er
meget stor (fi mileresultater og stor spredning).
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Med hensyn til inaktiveringshastigheden i fysxologmk saltvand ved 70°C har
Srivistava & Lund (1980) for bovint parvovirus fundet en inaktivering p4 3,3
log/4 timer svarende til 0,8 log/time. Dette svarer, indenfor maleusikker-
heden, til resultatet i nmrva:rende forseg. Det skal bemarkes at der ogsa i
batchforsegene med fysiologisk saltvand er tilsat bakteriekultur, hvilket kan
vere drsag til en let forhalet inaktivering.

Reaktorforsge:

Ved tilsaetning af BEV til (afkelet) biomasse fra reaktorer kert ved 55°C ses
et brat fald i titeren. Titeren i nulproverne er 0,9 log-enhed lavere end i de
tilsvarende nulprever fra fysiologisk saltvand.

Titeren 1 nulprover af biomasse fra mesofile reaktorer samt fra batchforsgge-
ne ved 70°C er p& samme niveau som de tilsvarende nulprever i fysiologisk
saltvand. Der er anvendt ra biomasse 1 batchforsegene.

Dette viser at den lave titer i nulpreverne fra de termofile reaktorer ikke
skyldes en irreversibel adsorption til partikulert materiale, men er udtryk for
en reel inaktivering. Da der ikke ses et tilsvarende fald i fysiologisk saltvand
ved 55°C eller i de evrige reaktorer, kan det kraftige titerfald skyldes at der
1 biomassen ved udradning ved 55°C dannes nogle stzerkt virucide faktorer;
disse dannes tilsyneladende ikke (i betydeligt omfang) i mesofile reaktorer
eller ved opvarmning af biomassen til 70°C.

Af mulige virucide faktorer er indholdet af ammoniak eller svovlbrinte; det
fremgdr af tabel 4 er koncentrationerne af NH,/NH,* og svovlbrinte ikke
markant forskellige ved de to reaktortemperaturer, men der er nogen forskel
1 koncentrationen af NH, (jvf. diskussion side 62).

Der ses generelt en storre forskel mellem virusinaktiveringen i fysiologisk
saltvand og i biomasse jo lavere temperaturen er - jo lavere temperaturen er
desto storre er den relative betydning af miljeet igvrigt i biomassen, her-
under ammoniakkoncentrationen.

Ud fra reduktionsraterne kan omregnes fra logaritmiske til almindelige tal-
veerdier for reduktionen i et givent tidsinterval og en given udgangskoncen-
tration (som kan valges vilkarligt, da en konstant reduktionsrate forudset-
tes). Herudfra kan beregnes, hvor stor en procentdel mangden af inaktivere-
de mikroorganismer i fysiologisk saltvand (svarende til den termiske inakti-
vering) udger i forhold til mengden af inaktiverede mikroorganismer i gyl~
len 1 reaktorerne/batchforsggene:
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Organisme, tempera- | Termisk inaktivering i % af total inaktivering
tur (substrat)

FS, 35° 50% {(gylle)
FS, 55° N% (gylle)
93% (gylle + HA")
BEV, 35° 21% (gylle)
BEV, 55° <63% i den initiale fase (gylle/gylle tilsat HA)
PPV, 55° 11% i den initiale fase (gylle/gylle tilsat HA)

48% i den "terminale" fase

PPV, 70° 100%

* HA = husholdaingsaffald

Den termiske inaktivering har sdledes storst betydning (i forhold til den
samlede inaktivering) i den terminale fase og ved hgje temperaturer. Endvi-
dere ses at faktorer (fysisk-kemiske faktorer) ud over den termiske inakti-
vering har sterre betydning for virus end for facale streptococcer.

Da reduktionen af patogener 1 biogasreaktorer sker hurtigere end ved ren
termisk behandling, kan holdetiden (krav til behandlingstid) forkortes ved
udradning i reaktorer. Denne afkortning af holdetiden kan udtrykkes ved
ratio (forholdet) mellem inaktiveringshastigheden i fysiologisk saltvand og i
reaktorerne: Eksempelvis for BEV ved 35° kan ratio beregnes til

0,02 t1/0,18 t* = 0,11, hvilket betyder, at der kraves en holdetid 1 reak-
toren, som er 11% af den pakrevede holdetid i fysiologisk saltvand.
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Tilsvarende fis:

Organisme, tem- | Forholdet mellem inaktiveringshastigheden i fysio-
peratur logisk saltvand og i reaktorerne (substrat)
FS, 35° 0,5
FS, 55° 0,30 (gylle)
0,52 (gylle + HA)
BEV, 35° 0,11 hele forlabet; ratio vil vere
lidt hgjere 1 den terminale fase (gylle)
BEV, 55° <0,15 i den initiale fase (gylle/gylle + HA)
PPV, 55° 0,08 1 den initiale fase (gylle/gylle tilsat HA)
0,40 1 den "terminale" fase (gylle/gylle tilsat HA)
PPV, 70° 1,0

HA = husholdningsaffald

Tilsvarende er fundet for bakteriofag f2 i et forseg, hvor virus var adsor-
beret pa en elektropositiv membran og beskyttet mod direkte kontakt med
partikelfasen (Traub et la, 1986): Ratio var 0,19 i mesofile reaktorer, 0,32 i
termofile og 1,00 ved 60°C. Der er saledes en god overensstemmelse med
resultaterne for virus i nervaerende forseg ved sammenligning med inakti-
veringen af BEV og PPV i den terminale fase, men ikke i den initiale fase.

For BEV 1 mesofile reaktorer er der fundet en decimeringstid pd 5,7 timer
og i de termofile reaktorer ca. 6 min. For de termofile reaktorer gzlder
denne verdi kun for inaktiveringen over de forste 2 log-enheder. Lund et al.
(1983) har fundet en decimeringstid pa 1%2time over de farste 3 log- enheder
for coxakievirus (humant enterovirus) i termofile slambaserede reaktorer ved
56°C; men decimeringstiden steg herefter op til 9 timer. Ved 53°C og 50°C
var decimeringstiden hhv. 1% og 2 timer over de forste 3-4 log enheder,
men steg herefter til 18 timer. Coxackievirus var det mest stabile af de un-
dersogte humane enterovirus; siledes var decimeringstiden 30 min ved 53°C
for echovirus.

Inaktiveringen af BEV i reaktorerne i nzrvarende forseg forleber siledes
langt hurtigere end inaktiveringen af coxakievirus ogsa hvis man sammen-
ligner med den initialle fase (i modsatning til hvad der sas for de to virus i
fysiologisk saltvand; se ovenfor). Lund et al. (1982) angiver dog ikke deci-
meringstiden specifikt for de farste 2 dekader. Endvidere er forholdene i
reaktorerne anderledes: Lund et al. anvender slam i reaktorerne og kerer
med et lavere pH (ca. 7,3). Resultaterne kan derfor ikke sammenlignes
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direkte med nzrverende forspg. Imidlertid viser forsegene med de humane
enterovirus tydeligt at der er en markant faldende inaktiveringshastighed med
tiden.

Dette understreger at de fundne inaktiveringstider for virus 1 reaktorerne ikke
umiddelbart ma tages til udtryk for den inaktivering, der sker af naturligt
forekommende virus. MGRT er bestemt ved ekstrapolation; inaktiveringen af
BEV i termofile reaktorer er sandsynligvis hurtigere initialt, svarende til
hvad der ses for PPV under termofile betingelser.

Den stigende decimeringstid som funktion af tiden, er et fzenomen som er
iagttaget i mange undersogelser (fx Botner, 1990: Lund et al., 1982; McKain
& Hobson, 1987) for forskellige virus i gylle og slam. Arsagen til fienome-
net er ikke klarlagt, men flere har fundet indikationer for, at det 1 hvertfald
delvist skyldes at nogle viruspartikler er beskyttet ved association til partikel-
fasen; dette er et velkendt fenomen for virus i vandige oplesninger (Lund et
al., 1982).

Denne understottes af, at der er fundet en konstant decimeringstid 1 forseg,
hvor virus er elektrostatisk bundet og beskyttet af en polycarbonatmembran
mod adsorbtion til partikulzrt materiale men ikke beskyttet mod lavmoleky-
leere kemiske forbindelser (Traub et al. 1986}.

McKain & Hobson, (1987) har undersegt inaktiveringen af virus 1 dialyse-
slanger nedsznket i kontinuerte reaktorer. De fandt ogsa her en stigende
inaktiveringstid, inaktiveringen var dog hurtigere initiait for virus direkte op-
blandet i biomasssen (batchreaktorer) end i dialyseslangerne. Dette viser, at
omend partikelassociation er vasentlig mé andre faktorer ogsé have betyd-
ning for den hurtige reduktion mitialt.

Det vides ikke i hvilken grad partikelassociation interfererer med inaktiverin-
gen af naturligt forekommende virus. Berg & Berman (1980) har iagttaget en
decimeringstid pi ca. 20 dg for naturligt forekommende humane enterovirus
i spildevandsstam ved mesofil udradning mod ca. 1 dg for laboratoriestam-
mer sat til slam. Heraf ses at det kan have szrdeles stor betydning hvilket
materiale virus stammer fra, herunder at de naturligt forekommende kan
udgere en mere resistent (del-)population, eller i hvilken grad virus er asso-
cieret til materialet. P2 denne vis kan biomassens beskaffenhed have afgoren-
de betydning. Det ma her nzvnes at Lund et al. (1982) har fundet, at spilde-
vandssiam kan have en beskyttende effekt pa virus i termofile reaktorer
sammenlignet med den termiske inaktivering i fysiologisk saltvand. Da der i
nrverende forseg ikke er fundet signifikant forskel mellem virusinaktiverin-
gen i de to anvendte typer biomasse, kan resultaterne saledes ikke direkte
overfores pa reaktorer, der er baseret pa vesentlig anderledes typer biomasse
som spildevandsslam.
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Berg & Berman (1980) har endvidere fundet, at der ikke er nogen sammen-
hzng mellem forekomsten af virus og FS i ra slam, men den relative reduk-
tion af FS afspejler den relative reduktion af virus (med en spredning op til
en faktor 10), bade under termofile og mesofile betingelser. I nerverende
forseg er fundet, at drabsrate for FS er ca. en faktor 10 lavere end for en-
~terovirus.

Den opnéede 4 log reduktionstid for FS 1 fysiologisk saltvand (3,8 timer) er i
samme storrelsesorden som Mikkelsen & Bennetzen (1993) fandt i hhv. ra
gylle og rd gylle tilsat 20 % slam (hhv. ca. 3,3 og 3,4 time). Disse reduk-
tionstider indikerer at det tager ca. 2 til 3 gange sa lang tid at hygiejnisere i
rd gylle som i en aktiv biogasreaktor.

Ved sammenligning af inaktiveringen i reaktorer baseret pa gylle og gylle
tilsat 20% husholdningsaffald ses en tendens (iser for virus) til lavere inakti-
veringsrate i reaktorer tilsat husholdningsaffald, men forskellen er ikke sta-
tistisk signifikant. For PPV ma forlanges en MGRT pa 11 timer i reaktorer
baseret pd gylle mod 12 timer i reaktorer med 20% husholdningsaffald. For
BEV kan virus ikke genfindes efter 15 min i reaktorer baseret pa gylle, mens
virus 1 nogle tilfeelde kan genfindes i 15-30 min i reaktorer med 20% hus-
holdningsaffald. Med hensyn til reduktionen i indholdet af fzcale strepto-
coccer har Bennetzen & Mikkelsen (1993) ligeledes fundet en meget lille
forskel mellem forskellige substrater. Der er fundet et lidt lavere indhold af
bade ammonium og svovlbrinte i reaktorer baseret pa gylle tilsat 20% hus-
holdningsaffald (tabel 4). Andelen af fri NH, er ikke malt og kan vare for-
skellig. Forsgget giver ikke statistisk grundlag for at afgere, hvorvidt der er
en sammenhang mellem den langsommere inaktiveringshastighed og det
lavere indhold af ammonium. Proteinindholdet er ikke malt, men et forventet
hgjere indhold i husholdningsaffaldet kunne virke beskyttende p4 virus.

Ammoniumkoncentrationen (NH; + NH,*) ligger mellem 2,0 g/l og 2,6 g/l i
alle reaktorerne (pH 8, hhv. 35 0g 55°C), svarende til forventede koncen-
trationer af frit ammoniak i sterrelsesordenen 0,6-0,7 g/l i termofile reak-
torer og 0,3 i mesofile reaktorer. Som nzvnt i indledningen har Ward &
Ashley (1977) i forseg med poliovirus fundet, at frit ammoniak ved kon-
centrationer over 0,4 g/l har en vasentlig virucid effekt; ved inkubation 4
timer ved 21°C ses 0,4 log reduktion ved 0,4 g NH,/l og 4 log reduktion
ved 5,0 g NH,/l. Ammonium i reaktorforsggene mi saledes forventes at
kunne have stor betydning for virusinaktiveringen.

Burge et al. (1983} har fundet, at en stigning i ammoniakkoncentrationen
medfarer en stigning i inaktiveringshastigheden, som er uafhzngig af tem-
peraturniveauet (10-30°C). Endvidere har de fundet, at zndringer i ammoni-
akkoncentrationen har stor betydning ved temperaturer <40°C; de har bl.a.
fundet, at inaktiveringshastigheden for poliovirus ved 30°C er ca. 24 gange

62




hajere ved 0,3 g NHy/l end ved 0,05 g NH4/L Derimod har de fundet, at ved
50°C og temperaturer derover er den termiske inaktivering sa stor, at det
langt overstiger betydningen af variationer i ammoniakkoncentrationen (0,1 -
0,8 g/l) ved de lavere temperaturer (<40°C). 1 nervaerende forseg kan det
ikke estimeres hvor stor betydning ammoniakindholdet har haft for virusin-
aktiveringen, dog ma det konstateres at effekten af en ammoniumkoncentra-
tion pa 0,4 g NH,/1 (0,4 log/4 timer) for poliovirus (Ward & Ashley 1977)
er lav nar der sammenlignes med inaktiveringshastigheden for BEV i termo-
file reaktorer (ca. 12 log/time); reduktionsraten for BEV i mesofile reaktorer
(0,18 log/time) er derimod af samme sterrelseorden. Dette tyder pa at am-
moniak kan have haft vesentlig betydning i de mesofile reaktorer.

Et af formalene med dette forseg var at undersege om miljeet i en aktiv
stabil biogasreaktor giver en storre virusinaktiverende effekt (additiv effekt}
end den model som tidligere er anvendt i forsgg pa SVIV (Betner, 1990)
For PPV under termofile betingelser har Botner fundet 4,4 log reduktion/24
timer og 4,7 log/48 timer, og i nervarende forsgg er fundet gns. 3,1 log re-
duktion/24 timer og 4,4 log reduktion/48 timer. Der ses saledes en lidt
hurtigere inaktivering 1 Botners forseg, men dette skal sammenholdes med,
at der ses en tilsvarende difference for inaktivering af PPV i neutralt medium
ved 55°C: 1 log/37 timer nerverende forseg mod 1 log/24 timer i Batners
forseg. Der kan siledes ikke pavises en additiv effekt i forhold til den pa
SVIV anvendte model (med batchvis udradning).

P4 grundlag af Europakommisionens program Cost 68/681, 1972-90 (Strauch
& Carrington, 1992) er bl.a. anbefalet, at der sxttes krav om en 4 log enhe-
ders reduktion af parvovirus eller enterovirus til gylle- og slambehandlings-
anleg for at opni en tilstraekkelig hygiejnisering, sdledes at spredning af
patogene virus kan forhindres. For parvovirus mé dette anses for urealistisk,
set i betragtning af at dette virus er ekstremt varmeresistent i forhold til
andre virus og de hidtidige krav til hygiejniering (70°C i en time) kun giver
ca. 1 log inaktivering. For det bovine og porcine parvovirus er der tale om
endemisk forekommende virus og smitten ber begrenses ved restriktioner i
forbindelse med udbringning (som minimum forbud mod udbringning pa
marker der anvendes til foderafgrader til den dyreart, som affaldet stammer
fra).

Enterovirus herer som nzvnt til de mere resistente virus og er endvidere de
mest almindeligt isolerede fra spildevandsslam og husdyrgedning (Lund et al,
1984; Nichelsen, 1993; Derbyshire et al, 1986). Kendskabet til forekomsten
af virus i forskellige affaldstyper er desvearre stadig meget begranset, men
pa grundlag af den eksisterende viden ber som anbefalet kraeves en 4 log
reduktion af enterovirus:
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1) Der kan forekomme enteriske virus i koncentrationer pa ca. 10° TCID/]
(Derbyshire et al, 1986), men ogsd andre virus, (fx mund- og klovsyge-
virus udskildt i vesikelvaske; Sellers, 1980) vil kunne forekomme i gylle
i tilsvarende koncentrationer under udbrud.

2) Pga den relativt haje resistens af enterovirus vil et krav om 4 log reduk-
tion sikre at ogsd de fleste andre vigtige patogene animale virus vil veere
inaktiveret, jvf undersegelserne af Batner (1990).

Det ma dog tages i betragtning, at enkelte andre patogene virus kan vare
mere resistente, bl.a. reovirus der er mere resistent overfor ammoniak i
biomassen (Ward & Ashley, 1977). For spildevandsslam ma der tages hen-

syn til de i spildevand almindeligt forekommende humane Norwalk virus og
humane rotavirus (Nichelsen, 1993).
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KONKLUSION

1 den gennemforte forsegsrakke var hovedformalet at undersege persistensen
af infektivt virus ved mesofil og termofil udradning af gyllebaserede sub-
strater, samt undersgge FS-metodens egnethed som indikator for virusinakti-
veringen. Der foreligger meget fa undersegelser af den virusinaktiverende
effekt af selve biogasprocessen under virkelighedstro betingelser. Her er
imidlertid anvendt en model som ngje afspejler et moderne biogasanieg og
processen er endvidere overviget ved registrering af faktorer med potentiel
virucid og bakteriocid effekt, da det er vigtigt at f4 den smitstofreducerende
effekt korreleret til veldefinerede reaktorforhold. Der er anvendt to forskell:-
ge typer substrat med det formal at undersege betydningen for den smitsto-
freducerede effekt. Forsegene er udfert ved tilsetning af facale streptococ-
cer og to forskellige cellekulturvirus, udvalgt efter deres resistens overfor
ydre faktorer. Inaktiveringsforlobet efter en sadan tilblanding af virus kan
imidlertid ikke forventes at vaere helt som for naturligt forekomne virus,
hvilket ma indgd i vurderingen.

Udfra resultaterne er beregnet tiden for en 4 log reduktion for de malte
mikroorganismer, som méal for mindste garanteret retentionstid (holdetid);
begrundelsen herfor er at 4 log reduktion internationalt er et almindeligt
anvendt krav til hygiejniseringsprocesser.

Inaktiveringshastigheden for indikatoren facale streptococcer er generelt om-
kring en faktor 10 hgjere end inaktiveringshastigheden for porcint parvovirus
og en faktor 10 lavere end for bovint enterovirus.

Inaktiviseringshastigheden for feecale streptococcer ved 55°C er som forven-
tet hgjere end ved 35°C, hvilket betyder at den mindste garanterede reten-
tionstid ¢her 4 log reduktion) ber vare hhv. 1-2 timer og 300 timer. Den
hygiejniserende effekt af mesofil udradning er altsd ubetydelig. Inaktivering i
fysiologisk saltvand er vesentligt lavere end i kontinuerligt kerende gylleba-
serede biogasreaktorer. Dette indikerer en sterkt hemmende virkning af
miljwet i en biogasreaktor med en aktiv biomasse. Sammenlignes de opndede
data med litteraturangivelser ses, at inaktiveringen af FS i ra gylle er 2-3
gange langsommere end 1 en aktiv biogasreaktor.

Tilsvarende ses for virus en betydeligt hejere inaktiveringsrate under termofil
udradning end under mesofil udradning. For bovint enterovirus er beregnet
at den mindste garanterede retentionstid (4 log reduktion) ber vere hhv. 23
timer og <0,5 time. Sidstnzvnte ma tolkes med forbehold, da verdien er
fundet ved ekstrapolation ud fra den initiale drabsrate, som dels er beregnet
pa et spinkelt grundlag, dels er kurven den farste del af et formodentlig ikke
lineert forleb.
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For porcint parvovirus under termofile betingelser er der, pa grundlag af den
hurtige inaktivering initialt, beregnet, at det er nedvendigt at den mindste
garanterede retentionstid er 11 timer (gylle) og 12 timer (gylle tilsat hushold-
ningsaffald). P4 grundlag af den efterfalgende forhalede inaktivering er
beregnet en mindste garanteret retentionstid pa 54 timer {beregnet ud fra
perioden 4-48 timer efter virustilsztning). MGRT i denne storrelsesorden er
ikke praktisk gennemforlige. '

Inaktiveringen i reaktorer baseret pa gylle og gylle tilsat 20% husholdnings-
affald udviser en tendens til lavere inaktiveringshastighed (iszr for virus) i
reaktorer tilsat husholdningsaffald. Der er et lidt lavere indhold af bade
ammonium og svovlbrinte i reaktorer, hvor gyllen er tilsat 20% hushold-
ningsaffald, men dette forsog giver ikke statistisk grundlag for at relatere
@ndringerne i den hemmende virkning hertil. Proteinindholdet er ikke malt,
men et hgjere indhold, som mé forventes ved tilsztning af husholdningsaf-
fald, kunne virke beskyttende pa virus.

Ved hygiejnisering 70°C 1 1 time ses en fuldsteendig inaktivering af fecale
streptococcer og bovint enterovirus, mens porcint parvovirus kun reduceres
ca. en logaritmeenhed.

Der ses generelt en storre forskel mellem virusinaktiveringen i fysiologisk
saltvand og i biomasse jo lavere temperaturen er. Varmeinaktivering er -
tydeligvis vasentlig 1 biogasreaktorer, men andre faktorer i miljpet 1 reak-
torerne har en vasentlig reducerende effekt pa bakterier savel som virus.
Der er indikationer for, at der i de termofile anlzg dannes nogle virucide
faktorer, som ikke dannes i de mesofile anlag, men faktorerne er ikke iden-
tificeret.

Ammoniakkoncentrationen er pa et niveau hvor en vis virucid effekt er
forventelig, iszr i de mesofile reaktorer ma effekten af NH, have varet
vasentlig. Det har imidlertid ikke vaeret muligt at estimere den relative
betydning 1 de forskellige reaktorkersler.

Forsogene viser endvidere, at fcale streptococcer er mindre velegnede som
indikator for virusinaktiveringen i mesofile reaktorer. FS-metoden synes
derimod at veere anvendelig for termofile reaktorer ogsd nar det gzelder
enterovirus og mere labile virus. Det nuvarende krav (ved behandling af
gylle og affald fra kategori A og B) om en sikret opholdstid pa mindst 2
timer i en reaktor ved 55°C synes udfra resultaterne at vaere et tilstrazkkeligt
krav for at opnd en hygiejnisering af reaktorindholdet (4 log reduktion af
FS), under forudsatning af en god styring af tid/temperaturforhold.

Termofil behandling ved 52°C istedet for 55°C synes pd grundlag af de fore-
tagne forsgg at give en tilstraekkelig god hygiejnisering, vurderet ud fra
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feecale streptococcer. Med hensyn til variationer i reaktortemperaturen 1
omradet 50°C-56°C tyder den foreliggende litteratur pa at en senkning af
driftstemperaturen vil krxve en relativt begraenset ggning af holdetiden (i
starrelsesordenen en fordobling'ved en temperatursenkning fra 55°C til
50°C (Lund et al., 1983). Dokumentationen er dog sparsom og det kan ikke
udelukkes at nogle virus kunne blive et problem ved sznkning af driftstem-
peraturen.

Imidlertid m4 der tages forbehold i vurderingen, hvad angar virusinaktiverin-
gen, idet virus under naturlige forhold vil vere delvist indlejret i veevsrester
og aggregater af partikuleert materiale eller adsorberet hertil, og siledes vil

. veere bedre beskyttet, end nar virus tilszttes som er oprenset cellekultur-
virus. Inaktiveringshastighederne for naturligt forekommende virus vil derfor
formodentlig veere lavere end de her beregnede - for porcint parvovirus mu-
ligvis svarende til den lavere hastighed "terminalt”. Forholdet meliem den
initiale og terminale inaktivering er ca. en faktor 4 for porcint parvovirus.
Dette forhold er muligvis endnu starre for bovint enterovirus, da dette er
mere folsomt for faktorer i biomassen (jvf det hurtige fald 1 titer ved tilset-
ning af virus til biomasse). Sfremt forholdet er det samme for de 2 virus,
vil 4 logaritmeenheders reduktion af bovint enterovirus kunne opnds pé ca. 2
timer ved 35°C. Lund et al. (1982) har fundet en faktor 10 forskel mellem
decimeringen i den initiale fase og den senere fase, for et coxackievirus
(humant enterovirus) i reaktorer baseret pa spildevandssiam. For indeveren-
de er det saledes ikke muligt at estimere inaktiveringshastigheden for natur-
ligt forekomne virus, men det foreliggende tyder pa, at dener i sterrelses-
ordenen mellem 4 og 10 gange lavere end for tilsatte cellekulturvirus (svare-
nde til en MGRT pé mellem 2 og 5 timer for BEV ved 55°C).

Der bor seges grundlag for at vurdere i hvilken grad partikelassocieringen
virker forhalende pi virusinaktiveringen, for at kunne vurdere om fecale
streptococcer er en velegnet indikator for inaktivering af virus, og hvilke
krav der ber sattes til mindste garanterede opholdstid.

Parvovirus har varet under overvejelse som indikator i temperaturomradet
50-80°C. Parvovirus er velegnet til sammenlignende undersagelser 1 dette
temperaturomrade, da det persisterer lenge nok ved de meget hagje tempera-
turer til at inaktiveringen kan folges over en lengere periode. Imidlertid er
viruset si ekstremt resistent, at det er et spergsmal om det er rimeligt at
ekstrapolere til andre virus; de aktuelle inaktiveringsamekanismer er mulig-
vis meget forskellige. For anvendelsen af PPV taler, at den relative betyd-
ning af den termiske inaktivering ved 55°C og 70°C for PPV svarer til hvad
Traub et al, (1986) har fundet for bakteriofagen f2.

Ved fastseettelse af krav til biogasreaktorerne er det rimeligt ogsa at tage
udgangspunkt i de relativt resistente virus som reovirus og picornavirus.
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@nsker man imidlertid en behandling som modsvarer hygiejniseringen ved
70°C, 1 time er man nedt til at tage udgangspunkt i parvovirus.

I dette forseg er fundet, at der ved en behandling 1 time ved 70°C opnds ca.
1 log reduktion af porcint parvovirus og ved 55°C opnis en tilsvarende
reduktion pd ca. 13 timer (beregnet ud fra den terminale fase).

Et krav om en 4 log reduktion af parvovirus (jvf. Strauch & Carrington,
1992) ma anses for urealistisk, set 1 betragtning af at det er ekstremt var-
meresistent i forhold til andre virus og de hidtidige krav til hygiejnisering
(70°C i en time) i nerverende forseg kun giver ca. 1 log inaktivering af det
porocine parvovirus. For bovine og perocine parvovirus er der tale om ende-
misk forekommende virus og smitten ber begrenses ved restriktioner 1 for-
bindelse med udbringning.

Enterovirus herer som navnt til de mere resistente virus og er endvidere de
mest almindeligt isolerede fra spildevandssiam og husdyrgedning. Der ber
som tidligere anbefalet (jvf. Strauch & Carrington, 1992) kraves en 4 log
reduktion af disse. Kendskabet til forekomsten af virus i forskellige affaldsty-
per er desveerre stadig meget begrenset, men pa grundlag af den eksisteren-
de viden ber som anbefalet krzves en 4 log reduktion af enterovirus. Det ma
dog tages i betragtning, at enkelte andre patogene virus kan vare mere resi-
stente bl.a. reovirus, der er mere resistent overfor ammoniak 1 biomassen
(Ward & Ashley, 1977).
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ORDLISTE

BFA: Biogasfellesanleg. Storre biogasanleeg med indsamling af biomasse
fra mange kilder (forskellige industrier samt adskillige landbrug i en
region).

CFU: Colony forming unit.

CPE: Cytopatogen effekt;
Celleforandring som er synlig ved direkte mikroskopering af celle-
kultur.

Decimeringstid:
Den tid der ved en given behandling kraves for at reducere ind-
holdet af infektivt virus eller levedygtige bakterier (bakterier, der er
i stand til at danne en koloni pd PCA) til en tiendedel.

Drabsrate:
Den hastighed hvormed en given mikroorganisme bliver inaktiv 1
betydningen ikke i stand til at danne kolonier pi PCA. Subletalt be-
skadigede beskadigede bakterier vil herved kunne blive beregnet som
dreebte, selvom de evt. efter en periode genvinder deres vitalitet.

FS-metoden:
Mailing af Enterococcus fecalis (tidligere Streptococcus fzcalis) som
kontrolparameter for den patogenreducerende effekt.

HRT: Hydralic Retention Time er den gennemsnitlige opholdstid for biom-
asse 1 et biogasanlzg. Denne er vesentlig lengere end MGRT,
typisk 10-15 dage pa BFA.

Inaktiveringshastighed:
Den hastighed hvormed en given mikroorganisme bliver inaktiv, i
betydningen ikke-infektiost eller ikke-levedygtig.

MGRT:Minimum Garantied Rentention Time:
Det mindste tidsrum den ma vere mellem to ind/udpompninger af
biomasse pa et biogasanleg for at sikre, at al biomasse har varet be-
handlet minimum dette antal timer. MGRT kaldes i praksis ogsé
holdetiden. Denne er typisk fa timer p& BFA.

Reduktionstid:
Den tid der kraves for at opna en given reduktion (feks 4 log-en-
heder) af infektive virus eller viable (levedygtige) mikroorganismer.
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TCID: Tissue cell infektive dose.
(her anvendt i betydningen TCIDy,): Den mindste dosis som er i
stand til at give infektion og forandringer i 50% af de podede celle-
kulturer.

70




LITTERATUR ‘

Albrecht, H. & J. Werkele (1983): Ianctivation of vaccinia virus and a bovi-
ne enterovirus in aerated pig slurry with special regard to pH, temperature
and free ammonia modification during aeration. Agricultural Wastes, 7, p.
39-50. :

Angelidaki, I. (1992): "Anaerobic thermopbhilic Biogas process: The effect of
Jipids and ammonia". Ph.D. Thesis, Dept. of Biotechnology, The Technical
University of Denmark. _

Angelidaki, I. & B.K. Ahring, (1993): Thermophilic anaerobic digestion of
livestoch waste: The effect of ammonia. Applied Microbiology and Biotech-
nology, 38 (1993), pp. 560-564.

Anon. (1991): "Husdyrgedning det storste affaldsproblem malt i mengde”
MiljeDanmark, 1, 25.

Berg, G. & D. Berman, (1980): Destruction by anaerobic mesophﬂio and
thermophilic digestion of viruses and indicator bacteria indigenous to
domestic sludges. Applied and Environmental Microbiology, 39, no 2, 361~
368.

Bendixen H.J. (1991): Hygiejnisering af gedning og affald. Forsegsmalinger
vedr. smitstofreduktion i biogasfellesanleg. Delprojekt 4. Veteriner Forsk-
ning og radgivning i forbindelse med etablering og drift af biogasfellesan-
leg. Veterinerdirektoratet, 51 sider.

Bendixen, H.J. (1993): Kontrol med smitstoffer ved recycling af biomasse.
Dansk Veteriner Tidsskrift, 76, 86-100.

Bendixen, H.J. (1993): "Midtvejsrapport for det Veterinere Folgeprogram.
Bendixen, H.J. (1994): Safeguards against patogens in Danish biogas planis.
Proc. 7th. International Symposium on Anaerobic Digestion, Cape Town,
South Africa. 629-638.

Bendixen H.J. & S. Ammendrup (1991): Smittebeskyttelse i biogasfzilesan-
leg. Radgivning om forebyggelse af smittespredning og krav til hygiejni-
sering. Delprojekt 4. Veterinzrdirektoratet, 32 sider.

Bennetsen, Olaf & U.S. Mikkelsen (1993): FS-metodens anvendelighed som
hygiejnisk kontrolparameter. Dansk Veterinzr Tidskrift 76, 14, 597-636.

71




Burge, W.D., W.N. Cramer & K.Kawata (1983): Effect of heat on Virus
Inactivation by ammonia. Applied and Environmental Microbiology, 1983,
p. 446-451.

Botner, A. (1990): Modelstudier vedr. overlevelse af virus i gylle under
traditionel opbevaring og under udradning i biogasanleg. Delprojekt 1. Ve-
teriner forskning og radgivning i forbindelse med etablering og drift af bi-
ogasfzllesanleg. Statens Veterinere Institut for virusforskning, 64 sider.

Dansk Standard (1983): Vandundersegelser, provetagning, transport og op-
bevaring. '

Deng, M.Y. & D.O. Cliver, (1992): Inactivation of Poliovirus Type 1 in
Mixed Human and Swine Wastes and Bacteria from Swine Manure. Applied
and Environmental Microbiology, Juni 1992, 2016-2021.

Derbyshire, J.B. & E.G. Brown, (1978): Isolation of animal viruses from li-
vestock waste and water. Journal of Hygiene, Camb., 81, 295-302.

Derbyshire, J.B., H.D. Monteith & E.E. Shannon, (1986): Virological
Studies on an Anaerobic Digestion System for Liquid Pig Manure. Agricul-
tural Wastes, 18 (1986), p. 309-312.

Herning Kommunale Vafker (1993): Behandling af kildesorteret hushold-
ningsaffald med henblik pd energi- og gedningsproduktion i biogasfallesan-
leg, 65 sider.

Isee, B. (1992): Smitstofreduktion ved affaldsbehandling: Komposterings-
processens effekt pd patogene mikroorganismer i kildesorteret husholdnings-
affald og spildevandsslam. Rapport fra Miljestyrelsen.

Iswe, B. (1993): Smitterisici ved genanvendelse af orgahisk affald. Dansk
Veterinar Tidsskrift, 76, 77-86.

Larsen, H.E., B. Munch & J. Schuldt (1993): Overvagning af smitstofreduk-
tion 1 biogasfallesanleg. Dansk Veteriner Tidsskrift, 76, 100-106.

Lund, E., B. Lydholm & A.L. Nielsen, (1983): The Fate of virses during
sludge stabilization especially during termophilic digestion. In: Bruce, A.M.,
Havelaar, A.H. & L. Hermite, P. (Eds.): Disinfektion of Sewage Sludge:
Technical, Economic and Microbiological Aspects. Proceedings of a Works-
hop. Afholdt i Ziirich, 11.-13. Maj, 1982.

72




Lund, E., B. Lydholm & A.L. Nielsen, (1984): Demonstration of Viruses in
treated Wastewater, Sludges and Liquid Manures. Monogr. Virol., 15, 87-
96.

Lydholm, B. & A.L. Nielsen, (1981): The use of a soluble polyelektrolyte
for the isolation of virus in sludge. In Viruses and wastewater treatment. M.
Goddard & M. Butler (eds.). Pergamon Press, Oxford.

McKain, N. & P.N. Hobson, (1987): A Note on the Destruction of Porcine
Enteroviruses in Anaerobic Digestions. Biological Wastes, 22, 147-155.

Monteith, H.D., E.E. Shannon, & J.B. Derbyshire, (1986): The inactivation
of 2 bovine enterovirus and a bovine parvovirus in cattle manure by anaero-
bic digestion, heat treatment, gammairridiation, ensilage and composting. -
Journal of Hygiene, Camb., 97, 175-184.

Munch, B. & A.B. Larsen, (1990): Delprojekt 2 (VET-BIO-2): forsknings-
og overvagningsprogram for biogasfellesanlag. SVS og KVL, 187 sider.

Nordisk Metodikkomite for levnedsmidler (1992): Bestemmelse af enterococ-
cus i levnedsmidler. UDC 576.851.21.

Mateu, A., J. Mata-Alvarez & R. Pares, (1992): Enterobacterial and viral
declay experimental models for anaerobic digestion of piggery waste. Appl.
Microbiol. Biotechnol., 38, 291-296.

Metodeforslag til Dansk Standard (1993): Miljgbiologisk undersogelse af
fazcale streptococcer i biomasser ved pladespredningsmetode.

Metzler, A.E. (1993): Virusinactivation during anaerobic fermentation of
source seperated waste. Foredrag holdt pd IEA-biogasgruppemedet 4 okt,
1993. Arbeitsgruppe fur Umvelthygiejne, Veterinamedinishe Fakultdt, Uni-
versitat Ziirich, Schweitz. Upubliceret.

Nichelsen, C. et al. (1993): Bathing Water Microbiological Control. Rapport
for DK-EPA, p. 9-24.

Sellers, R.F.(1980): Absolute safety. CEC. Communicable diseases resulting
from storage, handling, transport and landspreading of manures. 4.-6. No-
vember. Ed.: Walton, J.R. & White, E.G.

Srivistava, R.N. & E. Lund, (1980): The stability of bovine parvovirus and

its possible use as an indicator for the persistence of enteric viruses. Water
Research, 14, 1017-1021.

73




Strauch & Carrington, (1992): Hygiejnic aspects related to treatment and
sabitary aspects of slurries and manures. In : Treatment and use of sewage
sludge and liquid wastes. Review of COST 68/681 programmet 1972-1990.
J.L. Hall, P.L. L "Hermite & P.J. Newman (eds.)

Traub, F., S.K. Spillmann & R. Wyler, (1986): Method for Determining
Virusinactivation during Sludge Treatment Process. Applied and Environ-
mental Mikrobiology, Sept. 1986, 498-503.

Tafdrup, S. (1994): Centralized biogas plants combine agricultural and en-
vironmental benefits with energy production. Proc. 7th. International Sympo-
sium on Anaerobic Digestion, Cape Town, South Africa. 460-468.

Ward, R.L., C.S. Ashley & R.H. Moseley, (1976): Heat Inactivation of
Poliovirus in Wastewater Sludges. Applied and Environmental Microbiology,
32, no 3 (Sept.1976), pp. 339-346.

Ward, R.L. & Ashley, C.S., (1977): Identification of the Virucidal Agent in
Wastewater Sludges. Applied and Environmental Microbiology, 33, no 4
(april 1977), pp. 860-864.

74







