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Sammendrag

Varen 2008 er det utfgrt en
mastergradsoppgave hvor man har
undersgkt for mulige synergieffekter
ved a kombinere UV-bestraling og
klorering eller kloraminering. Den
praktiske delen av masteroppgaven er
utfgrt ved Folkehelseinstituttet,
Avdeling for vannhygiene. I forsg-
kene er det benyttet bakteriesporer,
som regnes for & vare svert hardfgre
overfor tradisjonelle desinfeksjons-
prosesser. Resultatene viser at
synergieffekter kan oppstd under
kontrollerte og gunstige betingelser i
laboratoriet, men at synergieffektene
forsvinner ved vanntemperaturer som
kan forventes under norske forhold.
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Summary

In the Spring of 2008 work was
carried out at the Department of Water
Hygiene, National Institute of Public
Health as part of a Master of Science
degree thesis. This thesis examined
the effects of combining Ultra Violet
radiation with either chlorine or
chloramine treatment on conta-
minated water samples. Endospores
of Bacillus subtilis, which are very
resistant to traditional disinfection
processes, were used as the test
organism. The experiments showed
that a synergistic effect exists under
both disinfection combinations when
carried out under controlled and
favourable laboratory conditions.
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There was no synergistic effect
observed when low temperature
natural water samples were spiked
with Bacillus spores and treated in the
same way.

Innledning

Det har i de senere ar oppstatt et
behov for gkt kunnskap om effekten
av a kombinere ulike desinfeksjons-
prosesser, da undersgkelser har
avdekket at ingen desinfeksjons-
prosess alene er effektiv mot alle
typer mikrober. En synergieffekt
opptrer nar virkningen av a kombinere
to desinfeksjonsprosesser er stgrre
enn den additive effekten (Kouame &
Haas 1991). Internasjonal forskning
har vist at det kan oppnas til dels
betydelige synergieffekter ved a
kombinere ulike desinfeksjons-
prosesser. Formalet med denne
mastergradsoppgaven har veart a
studere mulige synerieffekter ved 2
kombinere = UV-bestraling  med
prosessene klorering eller klora-
minering, og dermed avdekke om
disse kombinasjonene kan gke
inaktiveringen av bakteriesporer ved
norske vannbehandlingsanlegg.
Kombinasjonen UV-bestraling og
klorering benyttes ved en del
vannbehandlingsanlegg hvor UV-
bestraling nylig er innfgrt, mens
kombinasjonen UV-bestraling og
kloraminering kun benyttes ved et
fatalls anlegg. For gvrig har kloramin
(monokloramin), som er bundet klor
som dannes nar fritt klor reagerer med
ammonium/ammoniakk, i de senere ar
fatt en viss oppmerksomhet siden
forbindelsen er mindre reaktiv enn
fritt klor og dermed gjgr det lettere &
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bevare en klorrest i ledningsnettet.
Kloraminering har derfor blitt
aktualisert ved innfgring av UV-
bestraling i stedet for klorering, som
et tiltak for a redusere biofilm-
dannelse i ledningsnettet. Kloramin i
seg selv er imidlertid et meget svakt
desinfeksjonsmiddel i forhold til fritt
klor (Butterfield 1948).

Tidligere arbeid

Den desinfiserende virkningen av
UV-bestraling eller klorering alene
overfor bakteriesporer er godt
dokumentert gjennom bade norsk og
internasjonal forskning. Bl.a. viste
Lund & Ormerod (2005) at UV-
bestraling med dose 40 mlJ/cm® ga
minimum en 2 log10-inaktivering (99
%) av bakteriesporer av Bacillus spp.
Det ble ogsa vist at klorering alene
hadde en svart begrenset effekt pa
inaktivering av  samme typer
bakteriesporer.

Videre er effekten av & kombinere
UV-bestraling og klorering for
inaktivering av bakteriesporer studert
av flere utenlandske forskergrupper,
til dels med avvikende resultater. Bl.a.
er det vist at UV-bestraling av sporer
av Bacillus subtilis (ATCC 9372) med
dose 40 mJ/cm? etterfulgt av klorering
med en forholdsvis stor Ct-verdi
medfgrer en betydelig synergieffekt
(Zhang, Liu & Zhang 2006). Samtidig
har andre i tilsvarende forsgk med
sporer av Bacillus subtilis (ATCC
6633) ikke kunnet pavise noen
synergieffekt (Cho, Kim & Yoon
2006). Med andre ord synes det
fortsatt uklart om en synergieffekt
eksisterer nar UV-bestraling og
klorering kombineres.
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Ingen kjente publikasjoner tar for
seg inaktivering av bakteriesporer ved
kombinasjonen av UV-bestraling og
kloraminering. Kombinasjonen er
imidlertid utprgvd pa Adenovirus type
2. Ballester & Malley (2004)
oppnadde en betydelig synergieffekt
ved a kombinere de to prosessene. |
senere, identiske forsgk kunne deri-
mot ikke den samme synergieffekten
pavises, selv ved langt hgyere Ct-
verdier for kloramin (Baxter et al.
2007).

Med bakgrunn i tidligere arbeid var
det derfor fortsatt uklart om
kombinasjonen av UV-bestraling og
klorering eller kloraminering ville
medfgre synergieffekter ved inak-
tivering av bakteriesporer.

Materiale og metode

Generelle forsgksbetingelser

For a oppna kontrollerte forsgks-
betingelser benyttes ofte ultrarent

vann i desinfeksjonsforsgk som
utfgres 1 laboratorieskala. Dette
forenkler = sammenligning  med

tidligere arbeid. I forsgkene ble det
derfor hovedsakelig benyttet ultrarent,
autoklavert vann fra et ELGA
vannbehandlingsanlegg for labora-
toriebruk. Det er imidlertid kjent at
mikroorganismer har stgrre mot-
standsevne mot UV- og klordes-
infeksjon i naturlig vann enn i
ultrarent vann (Mamane-Gravetz &
Linden 2004). Noen forsgksrunder er
derfor utfgrt med vann fra innsjgen
Farris, uttatt etter fellingstrinnet ved
Vestfold interkommunale vannverk
(VIV) sitt vannbehandlingsanlegg pa
Seierstad. VIV-vannet hadde farge pa
ca. 3,0 mg/l Pt og turbiditet pa ca.
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0,07 FTU. Forsgkene med VIV-vann
er utfegrt for & simulere kloraminering
under norske forhold. Forsgkene hvor
det ble benyttet ultrarent, autoklavert
vann er utfgrt ved 20 °C, siden denne
temperaturen ofte er benyttet i
tidligere arbeid. I de forsgkene hvor
norske forhold ble simulert ble det
derimot valgt en forsgkstemperatur pa
4 °C.

Forsgkene er utfgrt med bakterie-
sporer av standardstammen Bacillus
subtilis ATCC 6633, som ogsa
benyttes ved biodosimetrisk testing av
UV-aggregater etter tyske og
gsterrikske standarder. Sporene ble
mottatt 1 frysetgrret form fra
leverandgren i @sterrike. De fryse-
tgrrede sporene ble fortynnet i
ultrarent, autoklavert vann til en
konsentrasjon pa ca. 108 sporer/ml og
deretter til en sluttkonsentrasjon pa
ca. 106 sporer/ml forsgksvann. Etter
utfgrte  desinfeksjonsforsgk  ble
antallet overlevende bakteriesporer
bestemt ved platespredning pa Plate
Count Agar (PCA-agar). Petriskalene
ble deretter inkubert ved 37 °C og
platetelling utfgrt etter 24 og 48 timer.
De fleste forsgkene er utfgrt i
minimum triplikat.

Forsgk med UV-bestraling
Det ble utfgrt desinfeksjonsforsgk der

UV-bestraling ble benyttet alene eller
i kombinasjon med klorering/klor-
aminering. Alle UV-bestralingsforsgk
ble utfgrt med et Wedeco CBD
lavtrykks UV-bestralingsapparat
(Collimated Beam Device). Tilsva-
rende  UV-bestralingsutstyr  ble
benyttet av Lund & Ormerod (2005).
Intensiteten pa UV-lyset ble fastsatt
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med uridinaktinometriske malinger
(DVGW 1997). Ved kjent intensitet pa
UV-lyset kunne bestralingstiden for &
oppna en bestemt UV-dose fastsettes.
Bestralt vannvolum var 200 ml
forsgksvann ved hver bestraling. Det
ble i forsgkene benyttet UV-bestraling
med dose 40 mJ/cm’ som er kravet til
minimumsdose i Norge dersom
prosessen skal kunne anses som en
hygienisk barriere mot bakteriesporer.

Forsgk med klorering

Kloreringsforsgk ble utfgrt enten som
eneste behandling eller i etterkant av
UV-bestraling. Alle klorforsgk ble
utfgrt i glassflasker som pa forhand
var gjort klorforbruksfrie. Forsgks-
vannet ble i forkant av klorerings-
forsgkene tilsatt fosfatbuffer til en pH
pa 7,0. Det ble benyttet 5 %
natriumhypokloritt. Etter klortil-
setning til forsgksvannet ble vannets
konsentrasjon av fritt klor malt
spektrofotometrisk med DPD-meto-
den (DPDl-reagens). Etter endt
kontakttid pa 30 minutter ble ny
klormaling foretatt og forsgksvannet
deklorert ved tilsetning av natrium-
tiosulfat.

Forsgk med kloraminering

Tilsvarende som for klorerings-
forsgkene ble kloramineringsforsgk
utfgrt bade som eneste behandling og
i etterkant av UV-bestraling. Forsg-
kene ble utfgrt i klorforbruksfrie
glassflasker og med boratbufret
forsgksvann med en pH pa 8,3. Ogsa
vannet uttatt ved VIV ble tilsatt
boratbuffer til en pH pa 8,3. Det ble
benyttet forhandstillaget kloramin
med en konsentrasjon tilsvarende 200
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mg/l Cl,. Forhandstillaget kloramin
(monokloramin) ble daglig tilberedt
ved a blande sammen natrium-
hypokloritt og ammoniumklorid i
boratbufret forsgksvann til et Cl,:N-
vektforhold pa 3:1. Dannelse av
monokloramin finner sted ved et
Cl,:N-vektforhold pa 5:1 eller
mindre, og skjer hurtigst ved en pH pa
8,3 (White 1999). Etter tilsetning av
forhandstillaget kloramin ble vannets
konsentrasjon av kloramin i form av
bundet klor malt spektrofotometrisk
med DPD-metoden (DPD3-reagens).
Kloraminkonsentrasjonen ble oppgitt
som den ekvivalente mengden klor
(mg/l Cl,). Etter endt kontakttid pa
normalt 30 minutter ble ny klormaling
foretatt og forsgksvannet deklorert
ved tilsetning av natriumtiosulfat. I
forsgksrundene hvor norske forhold
ble simulert var startkonsentrasjonen
av kloramin alltid om lag 0,20 mg/l
Cl,.

Resultater og diskusjon

Inaktivering ved UV-bestraling
Innledningsvis ble det utfgrt rene UV-
bestralingsforsgk, primart for a fa
bekreftet at de tilsendte bakterie-
sporene hadde om lag samme
sensitivitet overfor UV-bestraling som
det som allerede var kjent gjennom
tidligere arbeider (ONORM 2001,
Lund og Ormerod 2005). Resultatene
er presentert i Figur og er samlet sett
i god overensstemmelse med bl.a.
sporeleverandgrens egen inaktive-
ringskurve (HAI-SO GmbH 2007).
Det fremgar av resultatene at man
med UV-bestraling med dose 40
mlJ/cm? oppnar i overkant av en 2
log10-inaktivering (99 %) av de
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Figur 1. Inaktiveringskurve for UV-bestrdling av sporer av Bacillus subtilis

(ATCC 6633).

aktuelle sporene. For gvrig viste den
innledende forsgksfasen at prose-
dyrene for opplgsning av frysetgrrede
sporer var av betydning for sporenes
sensitivitet overfor UV-bestraling.

Inaktivering ved klorering

subtilis ved klorering er vist i Figur 1.
Resultatene viser med tydelighet at
klorering alene ikke kan regnes som
en hygienisk barriere overfor bak-
teriesporer, i det en klorkonsentrasjon
pa over 2,0 mg/l Cl, gjennom en
kontakttid pa 30 minutter er

Inaktiveringskurven for Bacillus  ngdvendig for & oppna en 2 loglO-
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Figur 2. Inaktiveringskurve for klorering

av sporer av Bacillus subtilis (ATCC

6633) ved 20 °C, pH = 7,0 og en kontakttid pd 30 minutter.
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inaktivering (99 %). 1 Norge
praktiseres normalt svakklorering
hvor langt lavere klorkonsentrasjoner
anvendes. Vi ma derfor ha som
utgangspunkt at klorering alene kun
fgrer til en ubetydelig inaktivering av
bakteriesporer ved norske vannverk.

Inaktivering ved kloraminering
Figur 2 viser inaktiveringskurven for

Bacillus subtilis ved kloraminering
som eneste behandling. Legg merke
til at det er benyttet betydelig hgyere
konsentrasjoner enn i klorerings-
forsgkene. Likevel er inaktiveringen
svart beskjeden, selv ved de hgyeste
kloraminkonsentrasjonene som
tilsvarer Ct-verdier pa narmere 300
mg-min/l Cl,. Fra utlandet rappor-
teres det at enda hgyere Ct-verdier har
vist seg a vare ngdvendige for a
oppna en 1 logl0-inaktivering (90 %)
under tilsvarende betingelser og med
lignede bakteriesporer (Dow et al.
2006; Larson & Marinas 2003). Dette
er i overensstemmelse med teorien om

04
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at kloramin i seg selv kun er et meget
svakt desinfeksjonsmiddel, der den
desinfiserende effekten antas &
skyldes en kombinasjon av flere ulike
prosesser, deriblant oksidasjon av
enzymer samt klorering av amino-
syrer og proteiner (Wolfe, Ward &
Olson 1984).

Figur 3 viser resultatene fra
forsgkene hvor bakteriesporene fgrst
ble UV-bestralt med dose 40 mJ/cm?
for deretter a gjennomga klorering.
Hensikten med dette var & avdekke
eventuelle  synergieffekter  for
inaktivering av bakteriesporer nar
disse to prosessene kombineres. Pa
forhand var det antatt at en
synergieffekt kunne oppsta, med
bakgrunn i at sporene svekkes ved
UV-bestraling og av den grunn kan bli
mer sarbare overfor klorering. For 2
kunne vurdere eksistensen av en
eventuell synergieffekt er resultatene
fra forsgkene med klorering og UV-
bestraling/klorering sammenstilt i
Figur 4. Kurvene bygger pa linear

y = 0,0863x
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Figur 3. Inaktiveringskurve for kloraminering av sporer av Bacillus subtilis
(ATCC 6633) ved 20 °C, pH = 8,3 og en kontakttid pd 30 minutter.
Inaktivering ved UV-bestrdling og klorering
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Figur 4. Inaktiveringskurve for UV-bestrdling (40 mJ/cm?) av sporer av Bacillus
subtilis (ATCC 6633) etterfulgt av klorering ved 20 °C, pH = 7,0 og en kontakttid

pd 30 minutter.

regresjon. Det er ogsa tegnet inn en
kurve for den teoretiske additive
effekten, som er funnet ved a
summere inaktiveringen oppnadd i
forsgkene med UV-bestraling og
klorering alene. Av kurvene i Figur 4
kan det antydes at en synergieffekt ser
ut til & eksistere nar UV-bestraling (40
mJ/cm?®) etterfglges av klorering.

+

Synergieffekten tiltar med gkende
klorkonsentrasjon, dvs. med gkende
Ct-verdi. Den praktiske nytten av en
slik synergieffekt er likevel begrenset,
siden merkbare synergieffekter fgrst
oppstar ved klorkonsentrasjoner som
er langt hgyere enn det som anvendes
ved norske vannbehandlingsanlegg.
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Figur 5. Sammenstilling av resultater fra forspk med klorering (ruter) og forspk
med UV-bestrdling/klorering (trekanter) samt teoretisk additiv effekt (firkanter).

VANN-1-2009

137

—b—



Inaktivering ved UV-bestraling og

kloraminering
Inaktiveringen ved forst & UV-bestrale

(40 mJ/cm?®) bakteriesporene og
deretter la dem gjennomga behandling
med kloraminering er vist i Figur 5. I
Figur 6 er resultatene fra forsgkene
med kloraminering og UV-bestra-
ling/klorering presentert sammen med
en kurve for den teoretiske additive
effekten. Sistnevnte kurve er funnet
ved a summere inaktiveringen
oppnadd i forsgkene med UV-
bestraling og kloraminering alene. Av
de rette kurvene i Figur 6 kan det
antydes at en synergieffekt ser ut til &
eksistere ved a kombinere UV-
bestraling og kloraminering. Tilsva-
rende som ved UV-bestraling og
klorering ser synergieffekten ut til &
gke med gkende Ct-verdier. Hgye Ct-
verdier er pakrevd for at en synergi-
effekt skal oppstd, men den sakte-
gaende nedbrytningen av kloramin
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kombinert med oppholdstid i
ledningsnettet gjor det lettere & oppna
hgye Ct-verdier med kloramin enn
med fritt klor. Av resultatene
fremkommer det at en 3 loglO-
inaktivering (99,9 %) av
bakteriesporene oppnas en klora-
minkonsentrasjon pa om lag 3,5 mg/I
Cl, i 30 minutter, tilsvarende en Ct-
verdi pa 105 mg-min/l Cl,. Om man
tar utgangspunkt i at en kloramin-
konsentrasjon tilsvarende 0,20 mg/l
Cl, kan vare aktuelt ved norske
vannverk, vil en Ct-verdi pa 105 mg-
min/l Cl, oppnas etter om lag 9 timers
kontakttid.

Inaktivering ved UV-bestraling og

kloraminering: norske forhold
Til sist i forsgksperioden ble det utfgrt

forsgk for a simulere norske forhold,
dvs. ved en temperatur pa 4 °C og
med naturlig vann uttatt ved VIV.
Startkonsentrasjonen av kloramin ble

a-inaktivering
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Figur 6. Inaktiveringskurve for UV-bestrdling (40 mJ/cm?) av sporer av Bacillus
subtilis (ATCC 6633) etterfulgt av kloraminering ved 20 °C, pH = 8,3 0og en

kontakttid pd 30 minutter.
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Figur 7. Sammenstilling av resultater fra forspk med kloraminering (ruter) og
forspk med UV-bestrdling/kloraminering (trekanter) samt teoretisk additiv effekt

(firkanter).

satt til om lag 0,20 mg/l Cl,, som
vurderes a vare en realistisk verdi
under norske forhold. P4 grunn av den
lave startkonsentrasjonen  matte
forsgkene paga over flere dggn for a
oppna samme Ct-verdi som i de
gvrige forsgkene, hvor hgyere
konsentrasjoner og 30 minutters
kontakttid ble benyttet.
Inaktiveringskurven for disse
forsgkene er presentert i Figur 7. 1
tilknytning til disse forsgkene ble det
ogsa foretatt malinger av nedgangen i
kloraminkonsentrasjonen over tid,
vist i Figur 8. For & fa dannet et bilde
av kloramins stabilitet i forhold til fritt
klor, ble det ogsa foretatt klormalinger
i vann med startkonsentrasjon pa 0,20
mg/l Cl, fritt klor etter at vannets
klorbehov ~ var forsgkt dekket.
Malingene illustrerer at kloramin er
langt mer stabilt i naturlig vann enn
fritt klor. Den frie klorresten er borte
innen 2 — 3 timer, mens kloramin kan
pavises selv etter 72 timer. Den
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praktiske betydningen av dette er at
stgrre Ct-verdier kan oppnas og at en
klorrest kan bevares lenger ut pa
ledningsnettet.

Resultatene som fremkommer av
Figur 7 er imidlertid ikke som
forventet ut fra forsgkene som ble
utfgrt med ultrarent vann og ved 20
°C. Om man regner at midlere
kloraminkonsentrasjon gjennom
forsgksperioden pa 72 timer er om lag
0,1 mg/l Cl,, skulle dette tilsvare en
Ct-verdi pa 432 mg-min/l Cl,. Ut fra
resultatene fra forsgkene som ble
utfgrt med ultrarent vann ved 20 °C
kan man forvente en tiln@rmet 5
log10-inaktivering (99,999 %) ved
kombinasjonen av UV-bestraling (40
ml/cm?) og kloraminering med denne
Ct-verdien, jfr. Figur 5. Inaktive-
ringen av bakteriesporene er likevel
beskjeden, og ender pa omtrent en
2,75 log10-inaktivering etter 72 timer.
Tatt i betrakting at UV-bestraling
alene ga en 2,45 loglO-inaktivering,
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Figur 7. Inaktiveringskurve for UV-bestrdling (40 mJ/cm?) av sporer av Bacillus
subtilis (ATCC 6633) etterfulgt av kloraminering ved 4 °C og pH = 8,3. Det ble

benyttet vann fra VIV.
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Figur 8. Klormdlinger foretatt under forspgkene ved 4 °C og pH = 8,3. Det ble

benyttet vann fra VIV.

er kloraminens bidrag pa om lag 0,3
logl0 gjennom totalt 72 timer. Den
lave inaktiveringen som er oppnadd
kan muligens tilskrives forsgks-
vannets lave temperatur. Tidligere er
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det rapportert at temperaturen har stor
innvirkning pa effekten av kloramin
(Larson & Marinas 2003;
Sirikanchana, Shisler & Marinas
2008).
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Konklusjoner

UV-bestraling (40 mJ/cm?) etterfulgt
av klorering eller kloraminering ser ut
til & gi en viss synergieffekt nar
forsgkene utfgres under kontrollerte
og gunstige betingelser i laboratoriet.
Nar kombinasjonsforsgk med UV-
bestraling (40 mJ/cm?) og klorami-
nering (0,20 mg/l Cl,) utfgres med
naturlig vann ved 4°C forsvinner
imidlertid denne synergieffekten,
muligens pa grunn av den lave vann-
temperaturen. Virkningen av a
supplere med klorering eller
kloraminering i etterkant av UV-
bestraling for a inaktivere bakterie-
sporer synes derfor & vaere begrenset,
tatt i betrakting lave vanntemperaturer
og de lave klor- og kloramin-
konsentrasjonene som er aktuelle a
benytte ved norske vannverk. Dette
gjelder UV-bestraling bade med dose
30 og 40 mlJ/cm’. Imidlertid viser
forsgkene at kloramin i naturlig vann
med lav temperatur nedbrytes betyde-
lig langsommere enn fritt klor og
derfor vil kunne ha en begrensende
effekt pa mikrobiologisk vekst utover
i ledningsnettet.
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