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Abstract

This bachelor project aimed to investigate the interaction between biochar and Campylobacter. Every year
one out of ten people are infected with foodborne pathogens. Campylobacter is responsible for 25% of the
global incidences, and most of them come from infected broilers.

A project at DTU called SafeChicken is looking for new methods for decreasing levels of Campylobac-
ter in broilers, and one of the methods indicating a promising result is the addition of biochar to the feed of
the chicken. Biochar is known for its antitoxic effects and ability to capture nutrients when placed in soil, but
how the biochar can regulate the level of pathogens remains unknown. To gain further knowledge, this pro-
ject studied the interaction between biochar and C. jejuni through eight different in vitro experiments, includ-
ing growth in liquid media with both different concentrations and types of biochar, pH measurements, micros-
copy and gas analysis.

Experiment 1 investigated whether higher amount of biochar resulted in a decreased growth, as no-
ticed beforehand in earlier in vivo studies of the intestines of broilers. But despite that, the results indicated
almost the opposite, that biochar helps increase the growth, until around 1% level.

Experiment 2 and 3 assessed if the reduction in vivo was caused by the attachment to and removal
with biochar via faeces. The experiment tested the effect from centrifugating and filtration respectively, but
the results indicated that this was not the case.

Experiment 4 revealed that biochar raised the level of pH, and that the Campylobacter enrichment me-
dia (Bolton broth) used in the other experiments performed, had a buffer function causing it to be more re-
sistant towards this change. This could be the explanation to why biochar did not reduce the growth as ex-
pected in experiment 1.

Experiment 5 tried to examine if the biochar could shift the balance of gasses in a closed container,
focusing on O2 and COz2, which provided promising results. However, the experimental setup had some prob-
lems regarding the sealing procedure, and a repetition along an enhanced protocol is needed for further con-
firmation. Experiment 6 tested ways to optimize experiment 5. First part tested some gelatine capsules,
which can be used to add the biochar before sealing of the containers, but still allow the biochar to be sepa-
rated from bacteria and water until after sealing and measuring. Second part tested a complete control with-
out both biochar and bacteria, which revealed that the sealing process was not acceptable, since measure-
ments still showed larger variations from distribution of the gasses in the beginning of the experiment.

Experiment 7 tested a newly acquired microscope, and if it was applicable for capturing the interaction
between biochar and C. jejuni. The pictures did not give clear results, and there seemed to be no indication
of a biofilm present or raised level of bacteria around the biochar in other ways.

Experiment 8 tested three new types of biochar, and their effect on the growth of C. jejuni. All three
new types showed a decreasing tendency and resulted in lower end concentration than both the biochar
used in the earlier experiment and the control solution without biochar.

Overall, it is worth mentioned that many of the results were produced with a small sample size. Also,
as results from the pH-experiment indicated, Bolton broth has a buffer effect, and both Bolton broth and
mCCDA agar plates used for the study are selective against Campylobacter, which also gives altered envi-
ronment when compared to in vivo studies. pH clearly was raised from the addition of biochar and could be
part of the explanation for reduced growth in the chicken. Also, the type of biochar seems to play a role. For
further insight, the earlier experiments could be performed again with another media and different types of
biochar, along an increasing sample size.



Indledning

Hvert ar smittes en ud af ti mennesker af fedevarebarne sygdomme og 420,000 menneskeliv gar tabt. Symp-
tomerne er oftest diarré og opkast, og det pavirker arligt 550 millioner mennesker, hvoraf 220 millioner er
bgrn under fem ar. En af de store arsager her er Campylobacter, der er ansvarlig for 25% af de globale til-
feelde (WHO, 2020).

Selvom infektion med Campylobacter oftest kan undgas ved god hygiejne i forbindelse med madlav-
ningen, er det stadig slagtekyllinger, der er den stgrste arsag til smitte i Danmark (Pires et al., 2022). Derfor
har DTU’s projekt SafeChicken sat sig for at undersgge, hvorvidt der kan findes alternative metoder til at
nedbringe maengden af Campylobacter i den kylling, der findes i keleboksen. Projektet undersgger bl.a. ef-
fekten af forskellige tilsaetningsstoffer til foderet, herunder biokul. Resultater fra fgrste runde af SafeChicken
indikerer, at foder tilsat biokul kan reducere maengden af Campylobacter i kyllingerne, nar de nar slagtetids-
punktet (Lassen et al., 2022).

Biokul fremstilles ved forbraending af biologiske affaldskilder, og gennem de senere ar er interessen
for materialet steget. Det undersgges primaert i forbindelse med landbruget, hvor tilssetning af biokul menes
at kunne lagre COz: i landbrugsjorden og @ge indholdet af brugbare neeringsstoffer for afgrederne (Gorovtsov
et al., 2020). Nyere undersggelser viser dog, at ogsa levende organismer pavirkes af biokullet, og kan vaere
med til at sendre fordelingen af bestemte arter af bakterier (Willson et al., 2019).

Projektbeskrivelse

Biokul har en kendt evne til at pavirke balancen mellem mikrobiologi og molekyler i jord, og nyere forsgg,
som f.eks. SafeChicken, viser hvordan det ogsa kan a&ndre mikrobiomet i dyretarme. For at undersgge inter-
aktionen mellem biokul og Campylobacter, planlagdes en raekke in vitro fors@g, der skulle undersage biokul-
lets pavirkning af C. jejuni. Formalet er at blive klogere pa, hvad der forarsager den fgrhen naevnte reduktion
af Campylobacter i kyllinger, og om det er muligt at optimere herpa. Det blev planlagt at undersage felgende:

e Sammenhaengen mellem veekst af C. jejuni i Bolton og forskellige koncentrationer af biokul (0 — 4%)
e Biokullets evne til at pavirke pH-niveauet i forskellige miljger
o Forskellige typer af biokul og deres evne til at pavirke vaeksten



Baggrund

For at undersgge samspillet mellem biokul og Campylobacter er teori om bade biokullet og bakterien nad-

vendig. Derudover er det ogsa relevant med viden om slagtekyllinger og deres fordagjelsessytem for at forsta
hvilket miljg og betingelser, bakterien i virkeligheden befinder sig i. Med grundlag i den nuveerende litteratur
og tidligere eksperimenter kan der herefter opsaettes forsgg, der undersgger forskellige hypoteser naermere.

Campylobacter

Campylobacter er en gramnegativ, spiralformet bakterie. Bakteriens starrelse er 0.2-0.9 ym x 0.5-5 ym.
Slaegten tilhgrer familien Campylobacteriaceae, som derudover ogsa inkluderer Arcobacter og Helicobacter,
der begge ogsé er diarréfremkalender patogener. Der findes 59 arter af Campylobacter (LPSN, 2023), med
Campylobacter jejuni som den mest velkendte. Bakterien er mikroaerofil, hvilket betyder at ilt er livsngdven-
digt, men at koncentrationen skal veere lavere end den er i atmosfaeren for, at bakterien kan overleve. Cam-
pylobacter gror derfor bedst i en atmosfaere bestdende af 5% Oz, 10% CO2 og 85% N2 og derudover ved en
pH-veerdi mellem 6.5 og 7.5. Temperaturoptimum svinger for de forskellige arter, men C. jejuni fungerer
bedst ved temperaturer mellem 37°C og 42°C, og kaldes derfor termofil (Facciola et al., 2017).

Patogenese

Campylobacter har en raekke virulensfaktorer, der gar, at den kan inficere og overleve i forskellige organis-
mer. De fleste af arterne er motile pga. en polaer flagel i enten en eller begge ender. Det, sammen med dens
spiralform, ger det muligt for bakterierne at beveege sig rundt med en proptraekkerlignende beveegelse. Pa
overfladen af bakterien sidder en reekke kemotaxisreceptorer, der dirigerer bakterien i retning af mucin, der
er en slimkomponent, og pa den made finder Campylobacter sin vej frem til tarmene (Bolton, 2015).

Nar Campylobacter befinder sig i tarmene, er det vigtigt ogsa at kunne blive siddende. Til dette har
Campylobacter en raekke overflademolekyler, som hjselper den med at kleebe sig til tarmcellerne. Det er
blandt andet protein of Campylobacter Adhesion (CapA), som binder til fibronektin, der udtrykkes pa veertcel-
lerne. Efterfelgende frigives toksiner, hvor bl.a. Cytolethal Distending toxin (CDT), som produceres i flere
gramnegative bakterier, fastholder cellerne i G2-fasen og fragmenter cellekernen, hvilket resulterer i celledgd
(Facciola et al., 2017).

Epidemiologi
Infektion med Campylobacter viser sig med symptomer som vandig diarré og opkast til de mere alvorlige af
slagsen som bl.a. inflammatorisk diarré ledsaget af feber og mavekramper. Den typiske infektion har en inku-
bationsperiode pa to til fire dage efterfulgt af symptomer, der varer omkring 12 til 24 timer (sundhed.dk,
2023). Sammenlignet med Salmonella, som mange kender, vil sygdommen oftest virke vaerre. Derudover
kan infektion i sjeeldne tilfaelde ogséa give nogle forskellige senfglger, herunder Guillain-Barré syndrom, reak-
tiv artritis, samt inflammatorisk tarmsygdom (Facciola et al., 2017).

| 2022 blev der i Danmark registreret 5142 tilfaelde af Campylobacter, og bakterien er den bakterie,
som er ansvarlig for flest mave-tarm-infektioner i landet. Figur 1 viser antallet af tilfaelde, der er registreret i
Danmark siden 2001. Ser man bort fra de to ar under covid-19-pandemien, er tendensen stigende. | tilfaelde
med madforgiftning er det vigtigt at huske pa at antallet af registrerede tilfaelde er en del lavere end det
egentlige antal, da mange mennesker ikke tager til l;egen med en omgang diarré. (SSI, 2020).



Antal tilfeelde af Campylobacter, Ar: 2001-2023
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Figur 1: Antallet af registrerede Campylobacter-infektioner i Danmark fra 2001 og frem (SSI, 2020).

En af arsagerne til den relativt hgje smitte skyldes bl.a. et lavt infektionsniveau. Man kan blive syg af
dosis pa helt ned til 500 bakterier, og i flere lande rapporteres der om barn, som er blevet syge efter et be-
s@g pa legepladsen, hvor de fgrst har rart ved fuglelort og bagefter puttet deres fingre i munden. Ogsa keele-
dyr kan blive inficerede, og der er blevet fundet hundelort med en koncentration pa op til 108 Colony Forming
Unit (CFU) pr. g (Facciola et al., 2017).

Burden of disease

Burden of disease er en metode indenfor epidemiologi, som kan bruges til at sammenligne byrden og om-
kostninger fra forskellige sygdomme eller andre skader. Pires et al. (2022) har estimeret byrden fra Campy-
lobacter, og en reekke andre fadevarebarne patogener i Danmark for ar 2019, bade i form af mistede levear
og skonomisk tab.

Disability-adjusted life years (DALY) beregnes ved at leegge den estimerede years lived with disability
(YDL) sammen med years of life lost (YLL). | undersggelsen blev der taget hgjde for at sygdommen er me-
get underdiagnosticeret pa grund af de relativt milde symptomer. Derudover fokuserede man pa den andel af
tilfeeldene, man mener skyldes indtag af Campylobacter-forurenede fedevarer, hvilket er estimeret til 76%
(Pires et al., 2022). Campylobacter viste sig at vaere skyld i ca. 60.000 tilfelde, 41 for-tidlig-dedstilfaelde og
en samlet DALY pa 1690. For at sammenligne med mere "kendte” sygdomme er det en DALY tre gange
stgrre end Salmonella og ni gange stgrre end Listeria.

Cost of illness (COI) beregnes ud fra en lang raekke faktorer. Man inkorporerer her, hvor meget tid en
person mister pa grund af sygdommen, samt hvad den tid i gennemsnit kostede. Der bliver derudover ind-
regnet de direkte udgifter til sundhedssektoren i form af la&egebesgg og indleeggelse. Pires et al. (2022) esti-
merede, at Campylobacter-infektioner i 2019 samlet kostede Danmark 924 millioner kroner. @dkonomisk er
Listeria en starre byrde, men byrden fra Campylobacter er stadig fire gange hgjere end for Salmonella.

Campylobacter i kyllinger

Campylobacter er vidt udbredt, og kan bade findes i forskellige former for kad i keledisken, men ogsa i foru-

renet vand og i naturen. Op til 80% af alle tilfaelde menes at skyldes indtag af forurenet kyllingekad (Bolton,

2015), og det er estimeret, at mellem 60-80% af alt kyllingekad er inficeret i Europa (Facciola et al., 2017).
Campylobacter findes i tarmen hos mange landbrugsdyr, og fremkommer asymptomatisk i slagtekyllin-

ger. Det er fgrst, nar bakterien indtages af mennesker, at den udger et sundhedsfagligt problem. Da



Campylobacter ikke trives ved for hgje temperaturer, kan den slas ihjel med varme, men opvarmes k@det
ikke ordentligt eller spredes kadsaft til spiseklare madvarer, som f.eks. salat, kan man blive smittet.
Kyllingerne er ikke inficeret fra fedslen, men bliver det gennem kontakt med Campylobacter pa gar-
den, f.eks. gennem faeces fra andre fugle. Seerligt fritgaende kyllinger, som er i kontakt med naturen, er i
starre risiko for at blive smittet med bakterien. En undersagelse viste, hvordan to flokke begge blev kontami-
neret, sa snart de blev sat pa grees (Colles et al., 2008). Ekskrementer fra inficerede kyllinger har vist sig at
indeholde op til 108 CFU/g, hvilket er hgijt i forhold til den lave infektionsdosis pa 500 (Facciola et al., 2017).

Tarmmiljo i kyllingen

Campylobacter trives i kyllingen, og for at blive klogere pa inficeringen af kyllingen, undersgges nu forhol-
dene i kyllingens fordgjelsessystem. Selve fordgjelsessystemet er simpelt og effektivt, og derfor vejer det
ikke s& meget, hvilket ogsa er en af arsagerne til at fugle kan flyve. Det minder om menneskets i den for-
stand, at det gar brug af en raekke af fordgjelsesenzymer, modsat f.eks. drgvtyggere, der er afhaengige af
bestemte mikroorganismers hjzelp. Mange af disse enzymer bruges ogséa som fodersupplement, sa kyllinger
kan fa mere energi ud af foderet (Ravindran, 2013).

Kyllingens fade starter sin passage ved at komme ind gennem naebbet, hvorefter det fares gennem
spisergret og ned til kroen, der er en midlertidig lagerplads, hvor feden blgdgares. Maden kommer derefter
ned i maven, der bestar af proventrikulus og krasen. Den fgrstnaevnte, som ogsa kaldes formaven, star for
produktionen af syre, slim og fordgjelsesenzymer, og har altsa en funktion magen til menneskets egen
mave. Herefter nar fgden krasen, der mekanisk findeler maden, sa enzymerne kan komme til — ligesom taen-
der. Krasen gar brug af sand, kerner eller sma sten, som kan hjselpe den med at male maden i mindre styk-
ker. Herefter nar maden tarmene, hvor systemet ligner mennesket mere. Bugspytkirtlen frigiver en reekke en-
zymer, der hjeelper til nedbrydning af proteiner og kulhydrater, imens galden hjeelper med at emulgere fedt-
stofferne. Herefter optages naering over tarmene, og i blind- og endetarm findes en raekke bakterier, der
hjaelper med nedbrydning af nogle af de mere komplekse forbindelser, som kyllingen ikke selv kan nedbryde.

“ Krasen

" pH: 2.5-3.5
l

Proventrikulus \ Tarmene
pH: 5->8

pH: 2.5-3.5

Figur 2: Overblik over kyllingens fordgjelsessystem og pH i de forskellige dele heraf, med data fra (Ravindran & Reza
Abdollahi, 2021). lllustration lavet i BioRender.com.

Faden skal pa sin vej igennem kyllingen passere en reekke forskellige miljger, illustreret pa figur 2.
Selve kroen har en pH pa omkring 5.5, maven 2.5 til 3.5 og tarmene starter med en pH omkring 5, og slutter
omkring de 8. Det er i endetarmen, man finder flest Campylobacter-koloniseringer, og det betyder, at



Campylobacter umiddelbart trives i et miljg med en pH-vaerdi op mod de 8, hvilket passer med optimum for
Campylobacter, som ligger mellem 6.5 og 7.5 (Ravindran, 2013).

Biokul

Biokul kan produceres ud fra en reekke startmaterialer, der alle er en form for biologisk masse, som derefter
pyrolyseres i et iltfattigt miljg ved temperaturer mellem 350 °C og 1000 °C. Til slut kan kullet evt. gennemga
en aktiveringsproces. Navnet "Biokul” refererer til, at kullet skal bruges til en lzengerevarende proces i stedet
for den hurtige afbraending, man normalt associerer kul med (Schmidt et al., 2019).

Biokullets antitoksiske effekt har vaeret kendt i flere artusinder, og naevnes allerede tilbage omkring
160 ar f.Kr. af Cato den aeldre:

"If you have reason to fear sickness, give the oxen before they get sick the following rem-
edy: 3 grains of salt, 3 laurel leaves, [...], 3 pieces of charcoal, and 3 pints of wine.”
(McCartney & Brehaut, 1935)

Man har altsa lzenge kendt til kullets forebyggende effekt indenfor sundhedsvidenskaben, og derudover har
det ogsa veeret brugt som tilsaetningsstof i landbruget. Der er bl.a. fundet store maengder af kul i jorden i
Amazonas, som ogsa menes at veere brugt til gget vaekst indenfor landbruget. (Renard et al., 2012)

Den stigende brug af biokul har ledt til oprettelsen af European Biochar Certificate (EBC), der forsager
at standardisere produktionen af biokul. Indenfor EBC er der forskellige certificeringsklasser, hvor bl.a. EBC-
FeedPlus og EBC-Agro sarger for, at biokullet opfylder en raekke forskellige krav for henholdsvis foder eller
gadning (Carbon Standards International (CSI), 2022).

Egenskaber

Biokullet er mest kendt for sin absorberende effekt. Evnen til at absorbere toksiner eller patogener kendes
fra forgiftning af bade mennesker og dyr, hvor man behandler med aktivt kul. Det er ogsa denne effekt, der
har betydning pa markerne, hvor biokullet menes at absorbere de ekstra neeringsstoffer fra gadningen, som
jorden ikke kan optage. Alternativet er, at disse ville Igbe gennem jorden og ned i spildevandet. Landmanden
kan altsa f& mere nzering ud af sin ggdning, og samtidig forurene spildevandet mindre. (Schmidt et al., 2019)

Udover absorptionen, har biokullet en reekke andre egenskaber. Biokul vil oftest haeve pH, hvilket kan
skyldes det varierende indhold af aske, der er alkalisk. Derudover kan det ogsa vaere med til at virke som en
“elektronbank”, der bade kan optage eller afgive elektroner til omkringliggende mikroorganismer, bade nar
det er tilsat som g@dning og i foder. Ved tilszetning til foderet, kan biokullet pavirke reaktionsveje i vaerten
selv eller i mikroorganismerne (Schmidt et al., 2019). Derudover kan biokullet ogsa @ge aktiviteten af forskel-
lige enzymer, bl.a. hydrolaser.

Alle disse forskellige funktioner gor det sveert at forudsige, hvordan en bestemt type biokul vil pavirke
et specifikt substrat. Derudover findes mange forskellige former for biokul, og egenskaberne afhaenger
blandt andet af startmaterialer samt overfladevolumen, der igen afheenger af pyrolysetemperaturen (Go-
rovtsov et al., 2020).

Tidligere erfaringer
Mennesker er ikke de eneste dyr, der har opdaget biokullets fordelagtige antitoksiske evne. Den Zanzibar-
rede Colobusabe spiser naturligt kul, da det ger den i stand til at kunne spise frugter, som indeholder forskel-
lige toksiner (Struhsaker et al., 1997).

Derudover har flere forsgg vist, at biokul i foder kan nedbringe maengden af patogene organismer i
dyr. Flere in vitro forsgg har lykkedes med at fa biokullet til at absorbere Escherichia coli og flere af dets tok-
siner, samt Salmonella enterica. Resultaterne er meget varierende, bl.a. pa grund af forskellige patogene



bakterier og forskellige typer biokul, men enkelte forsgg har vist op til en 1000-gangs reduktion (Schmidt et
al., 2019).

Derudover har flere forsggt sig med at nedbringe maengden af Campylobacter i kyllinger, hvor biokul-
let har vist sig at have potentiale. Heriblandt Willson et al. (2019), som har foretaget et forsgg med biokul til-
sat til foderet i henholdsvis 1%, 2% og 4%. Her lykkedes det at nedbringe maengden af patogene bakterier,
heriblandt Campylobacter, samtidig med at det lykkedes dem at sge meengden af kommensale bakterier.
Det viste sig, at en dosis pa 2% var den mest gavnlige meengde at tilsaette til foderet.

Projektet SafeChicken pa DTU, har som tidligere nsevnt ogsa kert en forsggsrunde med brug af foder
péa 2%. Her viste resultaterne en stigning i maengden af Campylobacter ved dag 36, men en samlet reduktion
ved slagtetidspunktet pa dag 59 (Lassen et al., 2022).

Erfaringer fra tidligere studier viser, at der tydeligt er potentiale for brug af foder tilsat 2% biokul til
slagtekyllinger. Dog kan det endnu ikke forklares hvorfor. Forklaringer kan bade findes i en lille pavirkning i
den indviklede tarmflora og i en direkte effekt pa Campylobacter. Sidstnaevnte er fokuspunktet for denne ba-
chelor.

Projektets indflydelse pa FNs 17 verdensmal

| 2015 blev der pa FNs topmade i New York vedtaget 17 verdensmal og 169 delmal, som de 193 medlems-
lande har forpligtet sig til at fokusere pa. | feellesskab er fokus at afskaffe sult og fattigdom, reducere ulighe-
der og nedsaette den miljgmeessige belastning af kloden. Derudover gaelder det om at sikre alle mulighed for
god uddannelse, medicin, job, samt at kunne leve i fred og sikkerhed.

Projektets hovedformal er her at nedbringe maengden af Campylobacters DALY, hvilket tydeligt er en
indsats for verdensmal nr. 3: Sundhed og trivsel. Dette mal skal "Sikre et sundt liv for alle og fremme trivsel
for alle aldersgrupper”, og ved at nedbringe maengden af madforgiftning @ges den individuelles sundhed og
livskvaliteten.

Derudover arbejder projektet ogsa pa mal 12: Ansvarligt forbrug og produktion. Tilsaetning af biokul til
foderet er et muligt alternativt til de lande, der stadig benytter store masngder antibiotika. Derudover er biokul
produceret af restmaterialer, og derfor fremmer det ogsa den beaeredygtige udvikling. Denne form for genbrug
kan ogsa medvirke til en nedsat produktion af drivhusgasser, og dermed har projektet potentielt ogsa indfly-
delse pa mal 13: Klimaindsats (Verdensklasse, 2023).



Laboratoriearbejde

For at undersgge interaktionen mellem biokullet og Campylobacter nsermere, blev der foretaget en raekke in
vitro forsag. Forsagene foregik i et kontrolleret miljg uden andre mikroorganismer til stede, for at muligggre
undersggelsen af enkelte faktorer separeret, som f.eks. pH eller type af biokul. Hertil blev anvendt den natur-
videnskabelige metode, hvor en hypotese blev afprgvet, og afhaengig af resultaterne, derefter bekraeftet eller
afkreeftet. Herefter blev det vurderet om et nyt forsgg skulle fremfgres, eller om en helt ny hypotese skulle
afproves.

Materialer
De forsgg der blev foretaget, havde en raekke feellesnaevnere. Igennem hele projektet blev der benyttet de
samme materialer i forbindelse med biokul og vaekst. Disse er beskrevet nedenfor.

Biokul

Igennem hele perioden blev der brugt samme type biokul, som det der er benyttet i SafeChicken. Biokullet er
et kommercielt produkt med navnet Feedchar for poultry, fra maerket CharLine, der producer fodergranulat il
forskellige husdyr. Det indeholder 15.4% ra aske, og er blevet knust i en morter i laboratoriet for at kullet kom
i mindre, mere ensformige stykker, se figur 4, hvilket gjorde det nemmere at blande op (Char-Line, 2023).

<

Figur 3: Billede af mon‘erings—processen‘. CharLine knuses til mindre stykker.

Bakteriestamme
Samme bakteriestamme blev benyttet til alle forsag. Bakteriestammen er C. jejuni med stammenummer
ATCC 33560. Bakterien opbevares ved -80 °C, og blev optget til hvert enkelte forsag.

Bolton bouillon

Til opformering af C. jejuni blev det selektive vaekstmedie Bolton bouillon benyttet. Det indeholder en reekke
stoffer, der giver naering til bakterien samt stoffer, der mindsker toksiciteten af bestemte oxygenformer, da
bakterien er mikroaerofil. Derudover tilfgjes antibiotika for at selektere for Campylobacter, og bl.a. kan gram-
positive bakterier ikke gro i Bolton. pH for Bolton er 7.4 + 0.2, ved 25 °C. Det dehydrerede medie fremkom-
mer som halmfarvet pulver, imens det faerdige medie er en halmfarvet oplasning med sma sorte partikler i
(ThermoFisher, 2023).

mCCDA-plader

Efter inkubering blev oplgsningerne udpladet p& mCCDA-plader. mCCDA star for modified Charcoal-Cefope-
razone-Deoxycholate Agar, og indeholder altsa ogsa biokul. Cefoperazon er et antibiotikum, der tilszettes for
at selektere for Campylobacter. mCCDA blev tgrret i marke, da det indeholder haemin, som er lyssensitivt.
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Metoder

Der blev igennem projektet benyttet en reekke metoder, blandt andet til opformering af bakterierne. De gene-
relle er beskrevet herunder. Szerlige metoder er beskrevet i de enkelte forsggsbeskrivelser om ngdvendigt.

Optical Density (OD) maling

Far opstart af forsgg, var det vigtigt at kunne estimere en startkoncentration af mikroorganismerne. Til dette
blev der benyttet et spektrofotometer, der maler optical density ved bglgelaangden 600 nm. Spektrofotomete-
ret kan male maengden af lys, der passerer en kuvette, og nar den sammenlignes med en reference, kan
man benytte forskellen til at udregne, hvor mange celler der findes heri. Man maler ved 600 nm, da denne
lysintensitet ikke skader cellerne, men stadig optages af dem.

Kuvetten indeholdt omkring 1 ml oplgsning af C. jejuni i Buffered peptone water (BPW). En kuvette
fyldt kun med BPW blev brugt som reference til nulstilling. Herefter blev oplgsninges absorbans malt, og hvis
den var for hgj, blev der fortyndet med BPW indtil absorbansen ramte 0.6, hvilket svarer til en koncentration
pa omkring 10° CFU/mI. Var der behov for en lavere fortynding, blev denne benyttet som startoplgsning, og
fortyndet efterfelgende til den @nskede koncentration.

Inkubation

Nar bakterier og medie var faerdigopblandet, blev det sat til inkubering. Dette foregik i en inkubator, der hol-
der bade temperatur og atmosfeere konstant. Disse parametre kan indstilles, og nar der arbejdes med Cam-
pylobacter er de sat til 41.5 °C, samt 10.0 % Oz og 5.0 % CO:z. Inkubation i Bolton skete, som udgangspunkt,
i 24 + 2 timer i centrifugerer med lagene skruet lgst pa, sa den CO2-holdige atmosfaere kunne komme til bak-
terierne. Inkubation p4 mCCDA-plader skete i 48 + 4 timer, hvorimod blodagarpladerne blev inkuberet i 24 +
2 timer.

Fortyndinger og kimtals-beregninger

Efter inkubation blev den egentlige koncentration bestemt. Det blev gjort ved at producere en fortyndings-
reekke pa 10 eppendorfrar, der alle indeholdt 900 pl BPW. Ved start blev der overfart 100 pl af en oplasning
med C. jejuni til farste rar, som blev vortexet, og efterfglgende blev der overfart 100 pl herfra til naeste reor.
Dette blev gentaget raekken ud. Udvalgte fortyndinger blev udpladet pa mCCDA-pladerne og kom herefter til
inkubation. Derefter blev bakteriekolonierne pa hver plade talt, og fordi hver koloni betragtes som en CFU,
kunne slutkoncentrationen beregnes ved at lzegge alle kolonier sammen med forbehold for deres fortyndin-
ger. Udregningen foregik vha. formlen vist i figur 4.

Beregning af CFU

27+3 . 1 L ,
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onier 3 kolonier
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Figur 4: Eksempel pa beregning af log10(CFU/miI). lllustration lavet i BioRender.com.
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Forsggsbeskrivelser

Igennem projektet blev foretaget otte eksperimenter. Eksperimenterne er nummeret og praesenteret her i
kronologisk raekkefglge, da resultater fra tidligere fors@g var grundlag for naeste, jf. den naturvidenskabelige
metode. Mere detaljerede fors@gsprotokoller kan findes i bilag #1.

Forsag 1: Vaekst af C. jejuni med forskellige koncentrationer af biokul

Farste forsag @nskede at teste hypotesen om at biokul heemmede C. jejunis veekst, som tidligere set i Safe-

Chicken og hos Willson et al. (2019). Idéen var at fremstille seks forskellige oplasninger af C. jejuni med bio-
kul i koncentrationer fra 0% til 4%, og vha. kimtalsberegninger sammenligne slutkoncentrationen i de respek-
tive oplgsninger, for at se om tilfgjelsen af biokul gjorde en forskel.

C. jejuni blev fortyndet i BPW sa ODsoo ramte 0.6, og herefter yderligere til en koncentration pa 10°
CFU/ml. Bakterieoplgsningen blev blandet med Bolton i et 50 ml centrifugerar, sa startkoncentrationen var
10* CFU/ml, og herefter blev der tilsat biokul i maengder svarende til henholdsvis 0%, 0,1%, 0,5%, 1%, 2%
0g 4%.

De seks rar blev herefter sat til inkubation. Efter 24 timer blev oplgsningerne taget ud, vortexet og der
blev produceret fortyndinger ned til 106. Der blev tarret 36 stk. mMCDDA-plader og 100 pl fra alle fortyndinger
blev udpladet, og lagt til inkubation i 48 timer med bunden opad. Herefter blev pladerne taget ud og bakterie-
kolonierne talt op.

Forseg 2: Vakst af C. jejuni med og uden biokul, for og efter centrifugering

Baseret pa resultaterne fra forsgg 1 opstod en hypotese omkring, at bakterierne haeftede sig til biokullet.
Dette ville forklare, hvordan tidligere in vivo-fors@g havde set en reduktion af Campylobacter, hvis bakteri-
erne klaeber sig til biokullet og forlader kroppen sammen med. For at undersgge denne hypotese blev der
forsggt med en forsigtig centrifugering for at fa biokullet til bunds uden bakterierne fulgte med, hvorefter su-
pernatanten blev udpladet. Derefter blev supernatanten sammenlignet med fgr og efter centrifugering for at
vurdere, om der var en forskel.

Der blev produceret fire serier af to oplasninger, en med biokul og en uden. Oplgsningerne blev alle
pladet ud, hvorefter der foregik en gradueret centrifugering med fire forskellige styrker: 0,6 g, 19,2 gog 3 g,
se tabel 1 for overblik. Disse blev valgt, da Hill et al. tidligere har centrifugeret biokul til bunds uden at E. coli
fulgte med (Hill et al., 2019). Derudover blev der testet bade med og uden biokul, for at sikre, at evt. fald i
kimtal ikke blot skyldtes en bundfaeldning af bakterierne ogsa.

Tabel 1: Oversigt over centrifugering af serier i forsag 2. Alle centrifugeringer karte i 5 min.

Serie Uden biokul Med biokul
1 06¢9 0649
2 06g+1g 06g+1g
3 06g+1g+2g 06g+1g+2g
4 06g+1g+2g+3g 06g+1g+2g+3g

Forseg 3: Modelforsgg af biokul i tarmsystemet

Resultater fra SafeChicken viste en nedsat maengde af C. jejuni, og for at undersgge om dette kunne skyl-
des, at kullet bandt bakterierne pa vejen igennem fordgjelsessystemet og tog dem med ud til sidst, blev der
lavet et seriefors@g. Idéen med forsggsopstillingen var at filtrere biokullet fra oplgsningen efter 24 timers in-
kubation, hvorefter det opsamlede filtrat blev benyttet til videre vaekst med ny dosis biokul.
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Der blev lavet to oplgsninger i Bolton med startkoncentration pa 10* CFU/mI, en med 2% biokul og en
uden. Derudover blev der lavet en fortyndingsreekke af startoplgsningerne, hvor 10" til 10 blev pladet ud pa
mCCDA-plader. Rgrene og plader blev sat til inkubering.

Efter 24 timer, blev regrene forsigtigt vendt fem gange, men ikke vortexet, da der var mistanke om at
vortex frigjorde evt. biofilm fra kullet. En fortyndingsreekke blev lavet og fortyndingerne 107 til 10 blev pladet
ud. Herefter blev opblandingerne filtreret farst en gang ved at Iabe igennem et dobbelt lag af Stomacher-pa-
pir (BA6041/STR strainer bag), som filtrerede starre stykker kul fra. Herefter blev den opsamlede veeske fil-
treret yderligere ved at blive presset to gange gennem et sprgjtefilter med en 10 ym Versapor Membran (Life
Sciences, Acrodix Premiuim 25 nm Syringe Filters), hvor filteret blev skiftet hver gang. Efter filtrering blev
vaesken vortexet, og en ny fortyndingsraekke blev lavet, og 103 til 10° blev pladet ud. De nye rer og plader
blev sat til inkubation.

Efter endnu 24 timer blev de to nye rar igen vendt og filtreret ligesom dagen fgr. Den nye opsamlede
vaeske blev vortexet, fortyndet og pladet ud, ligesom rgrene fra dagen far. Igen blev rgrene sat i inkubatoren
i 24 timer, hvorefter processen blev gentaget og filtratet blev pladet ud. Alle plader blev talt op efter 48 timer i
inkubatoren. En oversigt over forsgget kan ses i figur 5.

Modelforsgg af biokul i tarmsystemet
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Figur 5: Flowdiagram der viser en oversigt over forsgg 3. Farste oplasning blev filtreret, og filtratet herfra blev sa benyttet
som stamopl@sning til endnu en runde inkubation, hvorefter der blev filtreret igen. Der blev undervejs udpladet oplasnin-
ger, for at kunne fglge koncentrationen. Flowdiagram er produceret i BioRender.

Forsog 4: Biokullets effekt pa pH i oplesninger

For at teste biokullets effekt pa pH, blev biokul tilsat til henholdsvis vand, syre og Bolton. | alle tre omgange
blev der ophaeldt 100 ml veeske i et baegerglas, hvorefter der blev tilsat magnetomrarer og pH-meter i glas-
set. Under magnetomrgring ved 950 rpm blev der tilsat biokul i gentagende maengder og malt pH-vaerdi imel-
lem. Alle forsgg blev gentaget tre gange. Meengden af biokul varierede imellem oplgsninger, da en fast
maengde biokul ville vise ingen aendring i det ene fors@g, men for stor andring i et andet.

Vandet der blev malt, kom fra hanen, da der ved ionbyttet vand ikke kunne males en start pH-veerdi.
Herefter blev der tilsat 0.15 g biokul af 15 omgange.

Den syre, der blev brugt, var en 0.001 M HCI, der havde en startvaerdi omkring 3.5. Den sure vaeske
skulle repreesentere, hvad der ville ske i mave og tarm, hvor pH er mindre end 7. HCI var blandet pa ionbyt-
tet vand. Der blev tilfgjet biokul i meengder af 0.05 g, igen af 15 omgange.

Bolton blev malt, da dette vaekstmedie er benyttet i alle de tidligere forsgg. Her blev tilsat 0.3 g biokul
af 10 omgange.
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Forseg 5: Biokuls effekt pa atmosfaere

For at undersgge hvorledes biokul pavirkede gassammenseaetning under veekst af C. jejuni, blev der lavet en
forsagsopstilling med 10 oplgsninger, halvdelen med biokul og halvdelen uden. Oplasninger blev forseglet
med et lille hul, sa de kunne treekke CO:z til sig under inkubation. Derefter blev de deekket med et skumkli-
stermeerker, saledes at der var en lufttaet forsegling, og at sensoren stadig kunne méale balancen uden at
bryde forseglingen.

Der blev produceret 10 blue-cap-bottles med Bolton i, som blev daekket med et lag parafilm med et
lille hul pa toppen. Herefter blev de sat i inkubatoren i 30 min, hvorefter de i par blev taget ud for at tilfgje C.
Jjejuni til en koncentration pa 10* CFU/mI, og 2% biokul i det ene glas. Efter alt var tilfajet i begge flasker, blev
hullet forseglet med et skumklistermaerke, og sadan blev alle par igangsat.

Efter fem min blev praverne transporteret til CheckMate3 fra Dansensor, som kunne male sammen-
seetningen af atmosfaeren i de forskellige glas, se figur 6. Farst blev alle glas uden biokul malt, herefter alle
med. Atmosfaeren blev malt efter 0, 1, 2, 3, 6, 9, 24 og 48 timer, og mellem alle malinger, blev prgverne sat
tilbage i inkubatoren.

- li =
Figur 6: Maling at atmosfaere i flasker vha. CheckMate 3 fra Dansensor.

Forseg 6: Optimeringstest
Forsg@g 5 gav interessante resultater, men havde ogsa nogle problemer med forsagsopstillingen, bl.a. den
lange tid det tog at tilseette bakterier og biokul, hvor CO2 diffunderede ud af flaskerne. | ansket om at kunne
optimere forsggsopstillingen i forsag 5 og forkorte forseglingsperioden, afpraves brug af gelatine-kapsler til
formalet. To flasker kun med vand, blev stillet i inkubatoren i 15 min, far de fik tilsat to gelatine-kapsler hver.
Kapslerne er lavet af gelatine fra kalv/okse, med kapselstarrelse 0, fra Natur Drogeriet. Det ene glas fik tilsat
to kapsler med biokul, og det andet glas to tommer kapsler. Glassene blev forseglet, og atmosfaeren malt
efter 0, 10, 20 og 30 min. Efter 30 min blev flaskerne rystet og atmosfaeren blev malt igen.

Derudover blev der lavet et kontrolforsgg, der efterlignede forsag 5, men uden hverken biokul eller
bakterier, for at undersgge om den benyttede forsegling virkede effektivt nok. Her blev en flaske tilfgrt 30 ml
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Bolton, og derefter forseglet med parafilm og tape, sa kun et lille hul var til stede. Efter 15 minutter i inkuba-
toren blev flasken forseglet, og atmosfaeren malt efter 0, 1, 2, 3, 6, 24 og 72 timer. Imellem malingerne stod
flasken, modsat forsag 5, ikke i inkubatoren, men pa bordet i laboratoriet ved stuetemperatur, hvilket skulle
tydeliggere eventuelle lzek i forseglingen.

Forseg 7: Mikroskopi

Ved muligheden for at afpreve et nyt mikroskop og undersgge om det kunne hjaelpe med at undersgge inter-
aktionen mellem biokul og Campylobacter, blev tre rer med C. jejuni i en 10* CFU/ml koncentration produce-
ret, og to af dem med en koncentration pa 2% biokul. Rgrene kom til inkubation og efter 24 timer blev de ta-
get ud. En mikrotiterplade blev fyldt op med 200 pl Bolton i alle brende, udover kolonne 1 og 7, der blev
brugt til at fortynde ud fra. | kolonne 1 blev der tilsat 300 pl kontrol. | kolonne 7 blev der tilfgjet 300 pl af op-
blandingen med biokul. De ferste fire (reekke A-D) var fra det ene rer med biokul, som blev vortexet. De nae-
ste to (E+F) var fra det andet rar, taget fra toppen af vaesken, der ikke var blevet vortexet eller pa anden
made omrgrt. Herefter blev rgr 2 vendt forsigtigt fem gange, og tilfgjet til 7G og 7H, se oversigt i figur 7. Her-
efter blev de to kolonner fortyndet fem gange i Bolton ved at overfgre 100 pl fra tidligere kolonne til 200 pl
Bolton i neeste, hvorefter der blevet blandet ved at suge op og ned, for der blev gentaget. Der blev skiftet pi-
pettespidser imellem hver fortynding.

2% Biokul, vortexet

Kontrol

2% Biokul, supernatant

2% Biokul, vendt 5 gange

Figur 7: Oversigt over mikrotiterplade til fors@g 7. Koncentrationen er hgjest i de venstre brgnde (kolonne 1 og 7) og for-
tyndes over de 6 brgnde pa en reekke i hvert felt.

Mikrotiterpladen blev bragt til et mikroskop — ImageXpress Micro, Confocal fra Molecular devices. Dette mi-
kroskop benytter sig af enten widefield mikroskopi, der oplyser hele volumenet, eller konfokalt mikroskopi,
der belyser brenden igennem et enkelt punkt for at fokusere lyset. Der blev taget billeder af alle brgndene for
at sammenligne opblandinger med og uden biokul, og om bakterierne 14 som biofilm om kullet.

Herefter blev der tilfgjet en Dead/Live staining til brandene i kolonne 4 og 10. Der blev brugt et kit med
nummeret K502-100, der farver levende celler granne og dade celler rade. Herefter blev mikrotiterpladen
igen placeret i mikroskopet, og denne gang taget billeder vha. fluorescens.
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Forsog 8: Test af forskellige typer af biokul

For at undersgge om typen af biokul kunne veere afggrende for hvilken effekt kullet havde péa C. jejuni, blev
der foretaget et forseg meget lig forseg 1, hvor en raekke oplagsninger blev sat til inkubation tilfgrt forskellige
typer af biokul.

Der blev lavet fem rer med 30 ml Bolton med en slutkoncentration af C. jejuni omkring de 10* CFU/m.
| fire af rarene blev der tilsat 0.6 g biokul, hvilket giver en koncentration pa 2%. Der blev til det fgrste ror tilsat
den biokul fra CharLine, der er benyttet til alle tidligere fors@g. Til rgr A blev der tilsat en biokul pa cedertree,
der er produceret ved forgasning ved 800 °C. Rer B fik tilsat en biokul lavet pa halm og ved en pyrolyse pa
600 °C. Til rgr C blev tilsat en biokul pa bagetrae, igen produceret ved en pyrolyse ved 600 °C. Sidste rer var
kontrol, uden noget biokul. Oversigt over tilfgjet biokul kan ses i tabel 2. Alle fem regr blev sat til inkubation i
24 timer, hvorefter de blev udpladet, og der blev foretaget kimtalsberegninger.

Tabel 2: Oversigt over de tilfgjede typer biokul til forsag 8. Markering refererer til radata i bilag.

Rogrnummer | Markering Type biokul
1 + CharLine (benyttet i tidligere forsag)
2 A Cedertree, forgasning ved 800 °C
3 B Halm, pyrolyse ved 600 °C
4 C Bggetree, pyrolyse ved 600°C
5 -
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Resultater og diskussion

Her falger en gennemgang af resultater fra de forskellige forsag, samt mulige forklaringer pa de resultater
der ses, og bud pa hvad der giver mening at undersgge som resultat af hvert eksperiment. Radata kan ses i
bilag #2.

Forsag 1: Vakst af C. jejuni med forskellige koncentrationer af biokul
Resultaterne fra forseg 1 ses pa figur 8 og viser, at tilssetning af biokul til C. jejuni i Bolton gav en sterre
veekst end kontroloplgsningen. Dette er den modsatte tendens af det forventede, da tidligere naevnte forsag
(bl.a. Willson et al.) har set en reduktion in vivo ved @get koncentration af biokullet. Antallet af bakterier
skulle ifglge hypotesen vaere lavest med biokullet omkring en dosis pa 2%, hvorimod resultaterne fra forsgg
1 viser, at vaeksten stiger i takt med tilsat maengde biokul indtil dosis pa 1-2%, hvorefter den falder igen, og
dette fors@g indikerer derfor, at tilssetning af biokul fremmer C. jejunis vaekst.

Veekst af C. jejuni ved forskellige koncentrationer af biokul

9.00
8.00
7.00
6.00
5.00
4.00
3.00
2.00
1.00
0.00

log10(CFU/MI)

0 0.1 0.5 1 2 4
Koncentration af Biokul (%)

Figur 8: Slutkoncentration malt i Log10(CFU/ml) af C. jejuni i opl@sninger med varierende koncentrationer af biokul (%).

Dog er resultaterne fra fors@g 1 ikke direkte modstridende med de tidligere resultater. Fgrnaevnte for-
seg er foretaget in vivo, og en mulig forklaring pa forskellen kan vaere, at biokul ikke pavirker C. jejuni di-
rekte, men i stedet pavirker balancen i tarmfloraen, sa andre bakterier bedre kan gro, og derfor indirekte
haemmer Campylobacters vaekst. Hvis man ville unders@ge denne teori naermere, kunne man foretage et
fors@g med flere typer af bakterier tilstede i opl@sningerne.

Udover biokullets heemmende effekt pa bakterier, sa tilfgrer biokul ogsa en raekke naeringsstoffer il
mediet. Hvis den effekt, der pavirker Campylobacter negativt ikke er tilgaengelig i denne forsggsopstilling, sa
er det muligt, at den @gede vaekst kan skyldes biokullets neeringsstoffer, som bakterien kan bruge til at gro.
Denne effekt er muligvis ogsa til stede i tarmen normalt, men ses ikke, hvis den haammende effekt overskyg-
ger, eller hvis andre bakterier er bedre til at optage naeringsstofferne.

Afslutningsvist er det vaerd at notere, at forsaget kun er udfgrt med én serie. Dette er en meget lille
pravestarrelse, og resultaterne, kan til en vis grad skyldes tilfeeldighed. Eksempelvis er det muligt, at der ved
tilfgrsel af bakterier til de forskellige rer er tilsat varierende maengde Campylobacter, da der arbejdes med
meget sma koncentrationer, og derfor ses et varierende resultat i slutningen ogsa. For at undga denne tvivl
kunne man have pladet oplgsningerne ud i starten ogsa for at se tilvaeksten pr. rar i stedet for kun at kikke
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pa slutkoncentrationen. Alternativt kunne man have gget pravestgrrelsen, og f.eks. lavet fem rgr af hver kon-
centration. Alligevel viser resultatet en overordnet fin tendens, som derfor indikerer en sammenhaeng. Havde
slutkoncentrationerne veeret skiftevis hgjere og lavere som resultat af koncentrationen, havde det styrket teo-
rien om de tilfeeldige resultater. Derudover er der er tale om en logaritmisk y-akse, og forskellen er derfor
sterre end ved forste gjekast.

Forseg 2: Centrifugering af C. jejuni med og uden biokul, for og efter

centrifugering

Resultaterne fra forsgg 2 kan ses i figur 9. Sammenligning af resultaterne skal her ske mellem 1 og 3, som
er oplgsningerne uden biokul henholdsvis far og efter centrifugering, samt mellem 2 og 4, der er oplgsnin-
gerne med biokul, igen fgr og efter centrifugering. Oplgsning 4 uden biokul viste ingen vaekst hverken far el-
ler efter centrifugering, og derfor er den ikke med pa figuren.

Slutkoncentration af C. jejuni, far og efter centrifugering

7
~6
E I
1 2 3 4

Serie

Log10(CFU/
o
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m0.6G m1G m2G m3G

Figur 9: Log10(CFU/ml) for 1) Uden biokul, Fer centrifugering, 2) Med biokul, Far centrifugering, 3) Uden biokul, Efter
centrifugering, 4) Med biokul, Efter centrifugering. Der er 4 serier med og uden biokul, der blev gradvist centrifugeret ved
0.69, 19, 29 og 3g. Serie 4 uden biokul havde ingen kolonier ved opteelling.

Campylobacter-oplasningerne med biokul ser relativt ens ud fgr og efter centrifugering. Nogle oplgs-
ninger er faldet i koncentration, mens andre omvendt er steget, og derfor forkastes hypotesen om, at bakteri-
erne klaeber til biokullet i pellet. Ses der omvendt pa resultaterne fra de tre oplgsninger uden biokul, ses en
tendens til, at centrifugeringen ogsa far bakterierne til at falde til bunds. Dog ses der ikke en tydelig tendens,
og f.eks. er oplgsning 3 steget i koncentration efter den staerkeste centrifugering, hvilket indikerer, at resulta-
terne kan skyldes tilfaeldigheder.

Mange af pladerne i dette forsag viste ingen eller meget fa kolonier, og dermed er dataene fra dette
fors@g ogsa relativt usikkert. Derudover var kolonierne i meget varierende stgrrelse, som kan indikere at for-
s@get er blevet kontamineret, eller at der pa anden made er forskel pa oplgsningerne. Billeder af tre af pla-
derne er vist pa figur 10 for at visualisere forskellen pa kolonistgrrelserne.
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Figur 10: Plader fra fors@g 2. Kolonierne varier voldsomt i stgrrelse. Yderste til hajre afviger fra normalen i forhold til
dette og andre forsag tidligere i projektet.

Nar man kun har kolonier pa en enkelt plade pr. oplgsning, vil fa kolonier fra eller til give en stor for-
skel i den beregnede slutkoncentration, som igen kan skyldes tilfaeldigheder omkring hvor mange bakterier,
der bliver pipetteret med op.

Som en ekstra test blev serie 4 uden biokul pladet ud far og efter en centrifugering pa 17 G. Her op-
blomstrende 10 kolonier pa pladen far, og 0 pa pladen efter. Dette viser, at 17 G i hvert fald kan fa bakteri-
erne til at bundfeeldes.

Forseg 3: Modelforsag af biokul i tarmsystemet

Farste del af forsgg 3 var at teste, om det filtreringssystem der blev benyttet, rent faktisk fungerede som @n-
sket. Da biokullet er organisk materiale, som efterfalgende er blevet knust, er stgrrelsen pa stykkerne meget
varierende. Derfor var mindre stykker sma nok til at passere, men stgrstedelen af kullet blev tilbageholdt.
Oplasningen med biokul er til sammenligning helt sort, og efter filtrering fik man et naesten klart resultat, som
man kan se pa figur 11. Det er derfor tydeligt, at starstedelen af biokullet tilbageholdes i filtreringsprocessen.

Figur 11: Oplasning efter filtrering. Til sammenligning er oplasninger med 2% biokul helt sorte.

For at undersage hvorvidt filtreringen ogsa tilbageholdt bakterier, som ikke sad pa biokullet, blev op-
lasningen uden biokul udpladet lige far og efter filtreringen. Her steg koncentrationen faktisk en smule fra en
log10(CFU/ml) pa 5.4 til 5.6, hvilket indikerer at bakterierne ikke har problemer med at passere filtrene. At
koncentrationen faktisk stiger, burde ikke veere tilfaeldet, da nye bakterier ikke burde komme til. Ingen af op-
Iasningerne blev vortexet, men i stedet vendt forsigtigt fem gange. Det betyder, at farste fortyndingssraekke
maske har ramt lidt feerre bakterier, da bakterier ogsa synker mod bunden, og preverne havde staet stille i
24 timer. Ud fra disse resultater, gav det mening at fortseette med forsgget. Resultaterne kan ses i figur 12.
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Koncentration af C. jejuni igennem filtreringsforsgg
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Figur 12: Koncentration af oplgsning med og uden biokul (log10(CFU/ml)) igennem filtretingsforsgget (tid méilt i dage).
De to malepunkter ved dag 2 indikerer koncentration far og efter filtrering. Ved dag 1 og 4 ligger punkterne oveni hinan-
den.

Pa dag 1, da forsgget starter op, starter de to oplgsninger med samme koncentration. At de pa dag 4,
efter 2 filtreringer og en ny dosis biokul, ender pa samme koncentration igen, indikerer at biokul ikke traekker
fastgjorte bakterier med sig. Dette kunne indikere, at biokullet i kyllingetarmene heller ikke blev trukket med.

Resultatet fra dag 2 med biokul viser dog, at der efter filtreringen er sket en reduktion af bakterier.
Dette kan skyldes, at alt biokullet ikke kunne komme ud af rgret, da det ikke var rart op i blandingen, og det
er muligt, at der sidder noget vaeske tilbage, som indeholdt bakterier. Dog burde det ikke aendre pa koncen-
trationen i den filtrerede veeske.

En anden ting at notere sig er, at slutkoncentrationen er relativt hgj. Nar bakterier nar en vis koncen-
tration, vil de overga til den stationeere fase, hvor der ikke er plads til flere organismer pga. mangel pa nae-
ring. Hvis begge oplasninger har naet denne fase, kan det forklare den manglende forskel pa de to, hvis
begge oplgsninger er maettede af Campylobacter.

Forsog 4: Biokullets effekt pa pH

Hvert forsag blev her gentaget tre gange, og derfor viser grafen gennemsnittet af hver testede veeske med
standardafvigelsen vist som usikkerhed. Generelt ligger alle gentagelser teet pa hinanden, og der er ingen
storre udsving eller afvigelser fra gennemsnittet.

Resultater fra forsaget med vand er vist pa figur 13. Her ses, at vandet fra hanen starter med en pH
omkring 7.3, og slutter med en pH helt pa 9. Da forsgget er udfart med 100 ml vaeske, kan der ved 2 gram
biokul tilfgjet, aflaeses en pH-veerdi for en dosis pa 2%, der allerede er teet pa de 9. Man kan altsa ved en
relativt lille maengde biokul gge pH vaesentligt.
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PH FOR VAND TILSAT BIOKUL
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Figur 13: Gennemsnits-pH-veerdi for 3 gentagelser af biokul tilsat vand fra hanen. Standardafvigelser er markeret pa gra-
fen.

| fors@get hvor HCI blev benyttet, var der en startvaerdi omkring 3.5, se figur 14. Her ses det, at pH sti-
ger hurtigt ved tilfgjelse af en meget mindre meengde biokul. Allerede ved dosis pa 0.2% er pH steget fra 3.5
til teet pa de 9. Til gengeeld stiger den ikke saerlig meget efter, og slutter en smule over de 9, teet pa resultatet
fra forseget med vand.

PH FOR SYRE TILSAT BIOKUL
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Figur 14: Gennemsnits-pH-vaerdi for 3 gentagelse af tilsat biokul til 0.001 M HCI. Standardafvigelser er markeret pé gra-
fen.

| sidste fors@g blev Bolton testet, da dette er det vaekstmedie der er benyttet i alle andre forsag i pro-
jektet. Resultaterne er vist i figur 15. Bolton viser sig at veere utrolig stabil i sin pH-vaerdi, og alle tre gentagel-
ser starter med pH pa 7.4. | dette fors@g er tilsat den stgrste masngde biokul, men alligevel ender pH kun
omkring 7.8. Da Bolton er et veekstmedie fremstillet til at selektere for Campylobacter, giver det mening, at
pH-vaerdien fastholdes omkring Campylobacters pH-optimum omkring 6.5 til 7.5, og at der derfor er tilsat en
form for bufferfunktion.
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PH FOR BOLTON TILSAT BIOKUL
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Figur 15: Gennemsnits-pH-vaerdi for 3 gentagelser af tilsat biokul til Bolton. Standardafvigelser er markeret pa grafen.

Fors@get med Bolton er seerligt interessant, fordi forsggene med bade vand og syre viste, at biokul
gger pH vaesentligt, men dette forsag sker en betydeligt lavere pavirkning. Det kan forklare, at resultaterne i
tidligere forsag har afveget fra det forventede, hvis det normalt er pH-gendringen, der forarsager reduktionen
af Campylobacter. Det kan teenkes, at biokul far pH i tarmene til at stige, sa det rammer over optimum for
Campylobacter og i stedet rammer en veerdi, som er optimal for andre mikroorganismer. Om den fodrede
maengde biokul er nok til at haeve pH i tarmene veesentligt er sveert at vurdere, men umiddelbart kan selv
sma maengder have en indflydelse. Dog skal man tage hgjde for, at der i kyllingens indre miljg ogsa vil veere
en form for buffersystem til stede, som vil pavirke pH-balancen og preve at neutralisere biokullets effekt.

Forseg 5: Biokullets effekt pa atmosfaere

Fors@g 5 malte bade koncentrationen af Oz og COz2, og da der var fem prgver af hver type (med og uden bio-
kul), bliver resultaterne vist herunder som et gennemsnit for hver type, med standardafvigelsen som usikker-
hed.

KONCENTRATION AF O,

Uden biokul === Med biokul

KONCENTRATION (%)
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Figur 16: Koncentration af O, malt i procent over tid for serien uden biokul og serien med biokul. Standardafvigelser er
markeret pa grafen.
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Resultaterne fra iltmalingerne i figur 16 viser, hvordan iltkoncentrationen starter hgjt, men hurtigt fal-
der. Det ggr den i takt med, at bakterierne opbruger ilten. De to grafer fglger hinanden meget teet, og viser
ikke nogen umiddelbare forskelle.
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Figur 17: Koncentration af CO, malt i procent over tid for serien uden biokul og serien med biokul. Standardafvigelser er
markeret pa grafen.

Figur 17 viser resultaterne fra koncentrationen af CO. Her ses det, hvordan oplgsningerne med biokul
slutter med en lavere koncentration af CO2. Sammenligner man slutkoncentrationen af CO: for henholdsvis
gruppen uden biokul og gruppen med, giver en t-test en p-vaerdi pa 0.048 (se udregning i bilag #3), hvilket
indikerer, at forskellen er signifikant. Dog er det veerd at bemaerke, at gruppen med biokul ogsa starter med
en lavere koncentration af CO2, og det er derfor svaert at sammenligne de to grafer. For at komme uden om
problemet, kan man korrigere graferne ved at traekke startkoncentrationen fra hver flaske, s& der i stedet
sammenlignes tilvaeksten for de to grupper. Resultatet af dette kan ses pa figur 18.
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Figur 18: Korrigeret graf for CO2-koncentration over tid, beregnet ved at traekke startkoncentrationen fra hvert malepunkt.
Standardafvigelser er markeret pa graferne.
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Figur 18 viser, at gennemsnittet for oplgsningerne uden biokul starter med at have en lavere koncen-
tration af COz2for en stund, men efter 15 timer skifter balancen, og i stedet er det nu oplgsningerne med bio-
kul, der har den laveste koncentration. Resultaterne indikerer, at biokullet kunne besidde en evne til at binde
CO: til sig. Laver man igen en t-test pa det koregerede data, vil man denne gang fa en p-veerdi pa 0.41 (se
bilag #3), hvilket betyder der ikke kan pavises en signifikant forskel pa de to grupper.

Nar man kikker pa resultaterne fra dette forsgg, kan det ses, at forsgget har relativt store standardafvi-
gelser. Selvom det kun er en prgvestgrrelse pa fem glas, er der relativt store afvigelser, og det kan skyldes,
at der er flere ting ved forsggsopstillingen, som kan optimeres.

Biokul og bakterier skal tilfgjes til tiden 0, og her skal flaskerne gerne veere fulde af CO: for at sikre C.
Jejuni de bedste vaekstbetingelser. Dog kreever denne tilfgjelse en form for hul, hvilket betyder at forseglingen
forst kan finde sted efter tilsaetning af biokul og bakterier. Dette tillader den meengde COz, der ellers har op-
hobet sig i veeskefasen under inkuberingen, at diffundere ud af flaskerne, og det er ogsa derfor der ikke er
startkoncentrationer pa 5%, som der ellers er koncentrationen inde i inkubatoren. | steder starter de pa alt
mellem 0.7 til 3.6.

Derudover kunne man med gentagne malinger pa samme flaske f& varierende resultater for atmo-
sfeere-sammensaetningen, hvilket kunne skyldes et skub i ligeveegten. Flaskerne stod i inkubatoren ved 40
°C indtil de skulle ud og males ved normal stuetemperatur. Det kan veaere, at den faldende temperatur een-
drer gasligevaegten, og i sa fald skal man tage hgjde for, at flaskerne uden biokul er malt fgr flaskerne med
alle malinger. Derudover kan det ogsa skyldes, at forseglingen med parafilm ikke er 100% luftteet, og COx2 vil
sive enten langsomt ind eller ud, alt efter om flasken befinder sig i inkubatoren eller laboratoriet.

Der er en del usikkerheder i forbindelse med dette fors@g, og for endeligt at kunne konkludere pa det,
ber forsaget blive gentaget med en forbedret forsagsopstilling.

Forseg 6: Optimeringstest

Farste del af optimeringsfors@get var at afprave, om gelatinekapslerne kunne veere brugbare til at effektivi-
seret tilfgjelsen af biokul. Testforsaget blev foretaget uden brug af bakterier, men kun ved brug af vand og to
biokapsler, der enten var tomme eller fyldt med biokul. Resultaterne kan ses i figur 19.

CO,-KONCENTRATION VED
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Figur 19: CO2-koncentration (%) malt ved 1) 0 min, 2) 10 min, 3) 20 min, 4) 30 min og 5) 30 min efter ryst, for glas hen-
holdsvis med og uden biokul.
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Kapslerne begyndte allerede at blive oplgst for andet malepunkt ved 10 minutter. Forsgget viser, at
CO2-koncentrationen faldt, hvilket er modsat af, hvad forsgg 5 viste. Det skyldes, at fors@get her er uden
bakterier, som ellers er ansvarlig for produktionen af CO2. Dog burde koncentrationen omvendt ikke falde i
flasken uden biokul, men i stedet forholde sig konstant. | stedet falger de to grafer hinanden relativt teet, hvil-
ket igen kan vidne om usikkerheder i forbindelse med forsggsopstillingen. Der er stadig mulighed for en uteet
forsegling, eller at den svingende temperatur pavirker en ligevaegt. Alternativt kan det skyldes, at der frigives
mere O2-holdig atmosfaere i takt med at biokapslerne oplgses.

Det er veerd at bemaerke, at CO2-koncentrationen starter langt hgjere end nogle af flaskerne fra forseg
5, og dermed er der sket en optimering af forsggsopstillingen. Det skal naevnes, at der i dette forseg ikke
blev tilsat bakterier, hvilket er ekstra tid, hvor COz2 kan diffundere ud, men i fors@g 5 var det klart pafyldning
af biokullet gennem et lille hul, som var den tidskraevende proces, da en pipette nemmere kan komme igen-
nem hullet.

Andel del af optimeringsforsaget undersggte, om forseglingen var fuldkommen. Her blev malt niveau
af bade O2 og COz, og resultaterne kan ses pa figur 20.
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Figur 20: Koncentration (%) af O, og CO: i kontrolflaske uden biokul og bakterier malt over tid (timer).

Figur 20 viser, at kontrolflasken har en stigende maengde ilt tilstede, imens koncentrationen af CO2
falder. Dette er det modsatte af, hvad resultater fra ferhen har vist, hvilket skyldes, at flasken ikke har staet i
inkubatoren imellem malingerne. Dataene indikerer, at forseglingen med parafilm og skumklistermaerke ikke
er komplet, og at der med tiden vil indstille sig en ligevaegt mellem flaskens indre og ydre milja, som her er
hgijt pa ilt og lavt pa CO2, men som var omvendt i inkubatoren. For at undersgge pavirkningen af atmosfae-
ren, er det derfor ngdvendigt med en anden form for forsegling.

Forseg 7: Mikroskopi

Billederne fra mikroskopet viste ikke tydelige resultater, da der var vanskeligheder med indstillingen af selve
mikroskopet, samt at den ra@de farve i staining-kittet ikke virkede. En af udfordringerne var at fokusere pa bio-
kullet, samtidig med at bakterierne stadig fremstod tydeligt. Dog kom der nogle billeder, som trods alt kan
forteelle enkelte ting.
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Figur 21: Transmitted light-mikroskopi billede af hver enkelt brgnd i mikrotiterpladen i forsag 7.

Figur 21 viser resultatet fra farste del af forsgget, hvor der blev benyttet Transmitted Light (TL). Her
ses tydeligt biokullet, der er til stede i oplgsningerne i den hgjre halvdel, og fortyndingen ses ogsa klart, da
der bliver mindre og mindre biokul mod hgjre. Derudover viser venstre side, hvordan at Bolton ogsa indehol-
der kul, og derfor er der sorte stykker i brandene derover ogsa.

Figur 22: Live stain af brand D10 i forsag 7. Lysegranne plette er bakterier, her C. jejuni.

Figur 22 er et af de bedste billeder, som kom fra metoden Live stain. Her er billedet taget fra brend
D10, og der er bade kulstykker fra biokullet og bakterier, der er de lysende grgnne pletter. Det er ikke umid-
delbart tydeligt ud fra billedet, at bakterierne findes neert biokullet. Ogsa pa mikroskopet, kunne man se live-
billeder fra brendene, og her svammede C. jejuni rundt i, hvad der lignede tilfeeldige retninger. Derudover er
det veerd at naevne, at billedet tages igennem en vaeskesgile, og en bakterie der ligger oven pé et stykke kul
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pa billedet, godt kan befinde sig veek fra kul, men blot direkte ovenover. Havde man lykkedes med brug af
Dead staining, kunne det veere interessant at sammenligne de to billeder.

Forsag 8: Test af forskellige typer af biokul

Slutkoncentrationerne af C. jejuni blev beregnet for de fem rar, og derved de fire forskellige typer biokul. De
fire typer var A) biokul produceret pa cedertrae via en forgasning ved 600 °C, B) biokul produceret pa halm
via en pyrolyse ved 600 °C, C) biokul produceret pa bagetrae via pyrolyse pa 800 °C, +) CharLine fodertil-
saetning, der er benyttet i alle tidligere forseg. Resultaterne kan ses i figur 23.

Kocentration ved test af forskellige typer biokul

8.20
8.00
8.00

7.80
7.60 7-54
<. 7.40
7.19
7.20 7.10

7.00 6.89

Log10(CFU

6.80
6.60
6.40
6.20
A B C +
Type biokul

Figur 23: Koncentration (log10(CFU/ml)) i forskellige typer biokul. A = biokul pa cedertrae, forgasning ved 600 °C. B =
biokul pé halm, pyrolyse ved 600 °C. C = biokul pa bagetrae, pyrolyse ved 800 °C. + = CharLine, benyttes i alle tidligere
fors@g. - = kontrol uden biokul.

Figur 23 viser, at alle tre nye typer biokul giver en lavere slutkoncentration end bade tidligere benyt-
tede biokul, men ogséa end kontroloplgsningen uden biokul. Disse resultater viser det billede litteraturen og
tidligere forsag har vist, nemlig at biokul mindsker maengden af C. jejuni. Forsgget har dog en relativt lille
provestgrrelse, og det er blandt andet veerd af naevne, at selvom biokullet fra CharLine havde en slutkoncen-
tration pa lidt over 8 i forsag 1, hvilket er relativt teet pa dette fors@g, sa havde kontrolrgret i forsgg 1 en kon-
centration pa 6.16, hvilket er en del lavere end nu, hvor den ligger over 7.50. Dog kunne det stadig veere in-
teressant at afprave flere forsgg med forskellige typer af biokul, s man evt. ville kunne optimere projektet
SafeChicken ved at benytte det mest brugbare maengde biokul.

27



Konklusion

Dette projekt har gennem otte forskellige in vitro forseg arbejdet for at undersage interaktionen mellem bio-
kul og Campylobacter. Flere eksperimenter gav uforudsete resultater, der gav anledning til naermere under-
sogelse. Forsag 1 viste, at biokullet ikke havde en direkte h&ammende effekt pa C. jejuni, hvilket indikerer at
der ma vaere andre faktorer, der pavirker bakterien i tarmen. Faldet i maengden af Campylobacter set i tidli-
gere forsgg kunne eventuelt skyldes, at bakterien haeftede sig til biokullet og forlod kroppen, men resultater
fra bade fors@g 2 og 3 indikerede, at dette ikke var tilfeeldet. Resultater fra mikroskopet (forsag 7) viste heller
ingen indikationer af biofilm eller pa anden made @get koncentration omkring biokullet.

Forseg 5 malte biokullets eventuelle absorbans af COz og viste ikke entydige resultater. Oplgsning
med biokul viste sig dog at slutte med en lavere maengde af COz, hvilket kunne indikere en mulig effekt. For-
bedret forsggsopstilling afprgvet i forsgg 6 viste, at brug af gelatinekapsle samt en forbedret forseglingsme-
tode kunne give afklaring.

Fors@g 4 malte biokullets effekt pa pH, der tydeligvis haevede pH-vaerdien, allerede ved de 2% dosis,
der blev benyttet tidligere i dette projekt, men ogsa i flere eksperimenter farhen. Derudover afslgrede forsag
4, at det veekstmedie, der er benyttet i alle forsgg, er mere modstandsdygtigt overfor netop denne pavirk-
ning, og derfor kan det veere, at de tidligere resultater athaenger af brugen af netop dette medie. Det ville
give mening at undersgge aspekterne naermere ved at benytte et andet veekstmedie.

Forseg 8 testede tre typer af biokul, udover det tidligere benyttede, hvilket gav spaendende resultater.
Alle tre nye typer biokul gav en lavere vaekst end bade CharLine, men ogsa kontroloplgsningen. Forsaget
viser, at typen af biokul umiddelbart har stor pavirkning, og det vil veere relevant at gentage forsgget, evt.
ogsa med starre provesterrelse. Det kunne ogsa veere relevant at gentage forseg 4 med andre typer biokul
og se om pH-ggningen ogsa aendres herved.

Ud fra resultaterne i projektet tyder det pa, at biokullet ikke pavirker selve bakterien, men i stedet pa-
virker miljget bakterien befinder sig i ved at haeve pH. Dette kan pavirke Campylobacter, da alle bakterier har
en reekkevidde indenfor pH-skalaen, hvor de gror bedst. Det er ogsa muligt, at biokullet absorberer CO- fra
miljget, og pavirker bakterien pa denne méade. Sidstnaevnte kreever yderligere undersagelser for at kunne
bekraefte. Derudover kan typen af biokul have stor betydning. Flere gentagelser, samt typer af biokul, ville
hjeelpe pa afklaringen heraf, og evt. hjeelpe andre projekter, som f.eks. SafeChicken til at vaelge hvilken type
biokul de skal arbejde videre med.

28



Perspektivering

Ser man pa de overstdende fors@g i enkeltstdende omfang, fremkommer ingen signifikante resultater af af-
klarende karakter. Dog giver de otte forsgg som en samlet enhed en bredere forstaelse af hvad projektet har
opnaet, og visse forbindelser er vaerd at ga i dybden med. Generelt havde forsggene givet klarere resultater,
hvis der var foretaget flere gentagelser, sa der var mere materiale til begrundelse for de enkelte resultater.
Havde et af fors@gene givet mere entydige resultater, var forsgget blevet gentaget med en stgrre maengde
praver.

Generelt viste de farste forsag, at biokullet ikke havde den ellers forventede haemmende effekt. Arsa-
ger til dette kan der veere flere af, men generelt indikerer fors@gene, at biokul ikke gar ind og direkte inhibe-
rer veeksten hos C. jejuni, tveertimod neermere det modsatte, jf. forsgg 1. Det kan teenkes, at denne frem-
mende effekt skyldes tilsaetning af naeringsstoffer eller biokullets evne til at agere elektronbank (Schmidt et
al., 2019). Er dette tilfeeldet vil det ogsa have betydning for forsag 3, som betyder, at der evt. egentlig sker en
filtrering af bakterierne med biokullet, men at den ggede veekst neutraliserer aendringen, sa resultaterne ikke
viser forskel. For at undersgge dette naermere, kunne forsgget gentages, med udpladning fer og efter hver
filtrering, samt fortynding af den opsamlede veeske, sa der ikke nas en maksimal koncentration af bakterier.

Et andet aspekt, som er veerd at bemaerke, er at der igennem hele projektet er arbejdet med medier
og plader, der selekterer for Campylobacter. Dette sker ikke in vivo, og det kan betyde, at de selekterende
stoffer fra enten plade eller medie modvirker biokullets funktion. F.eks. ses det tydeligt i forsag 4, at biokul
kan haeve pH-vaerdien i en oplgsning vaesentligt, men at Bolton pga. en bufferfunktion ikke pavirkes yderli-
gere af denne effekt. mCDDA-pladerne indeholder ogsa kul, og det ma derfor taenkes, at kul ogséa kan pa-
virke Campylobacter positivt. Det er meget sandsynligt, at biokullet bidrager bade positivt og negativt, og at
det er balancen, som afggrer om resultaterne viser sig som fremmende eller hemmende. Ved at bruge me-
dier og plader szerligt skabt til bakterien kan de haemmende effekter veere reduceret og balancen tippet. For
at unders@ge veeksten igen, under forhold der mere ligner dem der fremkommer i kyllingen, kunne det vaere
interessant at forsage sig med vaekst af C. jejuni i negative tarmpraver fra slagtekyllinger eller et andet me-
die end Bolton.

| forhold til hypotesen omkring at biokul tiltrak C. jejuni, var der umiddelbart ingen af resultaterne fra
hverken forsag 2, 3 eller 7, der bakkede op omkring hypotesen, og det er derfor fordelagtigt at lede efter an-
dre mulige forklaringer til den nedsatte vaekst, der er set i andre undersggelser. Det kunne taenkes, at biokul
evt. ophober sig i tarmene, og efter tid nar en hgjere koncentration, som sa er haammende. Det ville passe
fint med resultaterne i forsgg 1, og kunne forklare at man i projektet SafeChicken farst s& en opblomstring af
C. jejuni og senere hen et fald i maengden af bakterier. For at undersgge denne hypotese neermere ville det
veere brugbart at unders@ge faecespraver og derudover Igbende tarmanalyser for meengder af biokul. En
simpel gentagelse af forsgg 1 med hgjere koncentrationer af biokul kunne ogsa give en indikation.

Forsgg 8 viste umiddelbart, at det havde stor betydning, hvilken type biokul man benyttede. Dog er
forsgget foretaget med meget lille provesterrelse, og det kraever derfor flere gentagelser for at konkludere
endeligt. Man kunne kare en raekke test i en mere analyserende tilgang, hvor man undersggte en af biokul-
lets egenskaber, som f.eks. porestgrrelse, en ad gangen, og pa den made snzaevre sig ind pa vigtigste para-
metre. Det ville veere relevant at teste flere typer af biokul, hvilket kunne hjzelpe fremtidige projekter, som
f.eks. SafeChicken til at vurdere, hvilket biokul de skulle benytte. Det er dog relevant at naevne, at ikke alt
biokul er brugbart til foder, jf. European Biochar Cetrtificate.
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Bilag

Her kan findes

- Forsagsprotokoller fra alle forsgg
- Radata fra alle forsag
- Statistiske beregninger fra forseg 5

32



#1: Forsggsprotokoller

Alle forsggsprotokoller kommer herunder i numerisk raekkefglge. Forsgg 6 er opdelt i 6a og 6b, for nemmere
overblik. Radata i bilag #2 matcher beskrivelserne her.
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Forsag 1: Vaekst af C. Jejuni med forskellige koncentrationer af biokul

Hypotese
Koncentrationen (g/ml) af biokul begraenser vaeksten af Campylobacter i veekstemediet Bolton.

Forsgogsopstilling

Eksperimentet vil blande kendte maengder (g) af findelt biokul, CharLine, med et vaekstmedie der tillader
Campylobacter at vokse. Efter en inkubationsperiode pa 24 + 2 timer ved 41.5 °C deles vaeske og biokul op,
og der laves fortyndingsraekker. De fortyndede materialer overfares til mCCDA-plader, hvor de inkuberes i 48
+ 4 timer ved 41.5 °C. Derefter opteelles kolonier og der beregnes kimtal.

Dag 1

Forberedelse

- Opte C. jejuni
- Ter mCCDA-plade i mindst %z time i markt rum

Materialer

- 1 xmCCDA-plade
- 1 xinkuleringslgkke

Fremgangsmade

1. Drej inkuleringslgkke rundt i det optgede C. jejuni, og spred ud pa plade
2. Marker plade med dato og "C. jejuni”
3. Seet plade til inkubering i 48 timer

Dag 3

Forberedelse

- Ter blodagarplade i mindst 2 time i markt rum

Materialer

- 1 x blodagarplade
- 1 xinkuleringslgkke

Fremgangsmade
1. Find mCCDA-pladen fra dag 1 frem.
2. Find en enkelt koloni og drej inkuleringslgkke rundt heri. Spred ud pa blodagarplade.
3. Marker plade med dato og "C. jejuni, Stock”
4. Seet plade til inkubering i 24 timer
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Dag 4

Materialer

- 1 x drigalskispatel

- Spektrometer

- 1x15mlrgr

- 7 x50 ml centrifugerer
- Bolton

- BPW

Fremgangsmade

1. Find plade fra dag 3 frem.

2. Tilfgj 100 yl BPW til pladen, og oplgs med drigalskspatlen. Overfar vaeske til 15 ml rgr, og marker
med S (stock).

3. Brug spektrometer til at fortynde S med BPW indtil der opnas en koncentration af 1 ml pa ODsoo =
0.6. Koncentrationen er omkring 10° CFU pr. ml.

4. Lav en ny fortynding. Find et centrifugergr og marker med C. jejuni. Tilfgj 50 ml BPW, fjern herfra 50
pl BPW, og tilfgj 50 ul S. Marker det nye rer med C. jejuni-stamoplasning.

5. Find de 6 centrifugerar frem, marker dem med koncentration, og opvej biokul og tilfgj Bolton ift. ske-
maet nedenfor, og vortex.

% (g/ml) 0% 0.1% 0.5% 1% 2% 4%
Biokul (@) | ° 0.03 0.15 0.30 0.60 1.2
Medie (ml) | 3° 30 30 30 30 30

6. Fjern 30 pl fra hvert rer, og tilfgj 30 pl fra reret med C. jejuni-stamopl@sning.
7. Put rgrene i inkubatoren i 24 timer, med laget skruet Igst pa.

Dag 5

Forberedelse

- Ter mCCDA-plader.

Materialer

6 x drigalskspatl
BPW

36 mCCDA plad
36 eppendorfrar

Fremgangsmade

1.

er

er

Klarggr seks fortyndingsreekke med seks eppendorfrar i hver. Put 900 yl BPW i hvert rar.
2. Find de 6 rar frem fra inkubatoren, og vortex.
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3. Put 100 pl fra kontrolrgret til det farste eppendorfrar. Vortex og overfar 100 pl herfra til naeste. Gen-
tag raekken ud.

4. Gentag punkt 3 for alle serier.

5. Pipettér 100 pl fra hvert eppendorfrgr ud pa en plade, og spred med drigalskispatel. Husk at ga fra
lavest til hgjest koncentration hvis spatel genbruges. Marker pladerne.

6. Seaet pladerne i inkubatoren i 48 timer.

7. Ryd op.

Dag 7

Fremgangsmade

1. Find plader frem fra inkubatoren.
2. Teel antal kolonier pa hver plade og udregn koncentration.
3. Smid plader ud.
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Forsag 2: Vaekst med og uden biokul, for og efter centrifugering

Hypotese
Biokul absorberer/tiltreekker C. jejuni, som in vivo vil forlade tarmen sammen med biokullet.

Forsggsopstilling

Eksperimentet vil sammenligne en oplgsning af Bolton og C. jejuni, med og uden biokul. Efter inkubation i 24
+ 2 timer ved 41.5 °C, vil oplgsningen plades ud pd mCCDA-plader bade far og efter centrifugering, hvoref-
ter de inkuberes yderligere i 48 + 4 timer ved 41.5 °C. For at undersgge om der er forskel efter centrifugerin-
gen, sammenlignes kimtal.

Dag 1

Forberedelse

- Opte C. jejuni
- Ter mCCDA-plade i mindst %2 time i mgrkt rum

Materialer

- 1 xmCCDA-plade
- 1 xinkuleringslgkke

Fremgangsmade

1. Drej inkuleringslgkke rundt i det optgede C. jejuni, og spred ud pa plade
2. Marker plade med dato og "C. jejuni”
3. Seet plade til inkubering i 48 timer

Dag 3

Forberedelse

- Ter blodagarplade i mindst 2 time i markt rum

Materialer

- 1 x blodagarplade
- 1 xinkuleringslgkke

Fremgangsmade

Find mCCDA-pladen fra dag 1 frem.

Find en enkelt koloni og drej inkuleringslgkke rundt heri. Spred ud pa blodagarplade.
Marker plade med dato og "C. jejuni, Stock”

Seet plade til inkubering i 24 timer

PoODd -~

Dag 4
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Materialer

1 x drigalskispatel
Spektrometer

1x15 mlrar

9 x 50 ml centrifugergr
Bolton

BPW

Fremgangsmade

N

Dag 5

Find plade fra dag 3 frem.

Tilfgj 100 pl BPW til pladen, og oplgs med drigalskspatlen. Overfgr veeske til 15 ml rgr, og marker
med S (stock).

Brug spektrometer til at fortynde S med BPW indtil der opnas en koncentration af 1 ml pa ODsoo =
0.6. Koncentrationen er omkring 10° CFU pr. ml.

Lav en ny fortynding. Find et centrifugergr og marker med C. jejuni. Tilfaj 50 ml BPW, fjern herfra 50
pl BPW, og tilfgj 50 ul S. Marker det nye rer med C. jejuni-stamoplasning.

Find 8 centrifugerer frem, marker dem med serienummer 1 til 4, og henholdsvis med (+) og uden (-)
biokul.

Tilfgj 0.6 g (2%) biokul til alle rgr markeret med biokul.

Fjern 30 pl fra hvert rgr, og tilfgj 30 ul fra rgret med C. jejuni.

Put rar i inkubatoren i 24 timer, med laget skruet Igst pa.

Forberedelse

Tar mCCDA-plader.

Materialer

16 x drigalskspatler
BPW

64 mCCDA plader
48 eppendorfrar

Fremgangsmade

1.

Klarggr 8 fortyndingsraekke med 6 eppendorf rar i hver. Put 900 ul BPW i hvert rgr. Marker dem med
fortynding (10" til 10°®), serienummer (1-4), m/u biokul, samt FC for "Far centrifugering”.

Find de 8 rgr frem fra inkubatoren, og vortex.

Put 100 pl fra kontrolrgret til forste eppendorfrar. Vortex og overfgr 100 pl herfra til naeste. Gentag
reekken ud.

Gentag punkt 3 for alle serier.

Pipettér 100 pl fra hvert eppendorfrgr ud pa en plade, og spred med drigalskispatel. Husk at ga fra
lavest til hgjest koncentration hvis spatel genbruges. Marker pladerne.
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6. Centrifuger alle rgr fra 10 til 10 i 5 min ved 0.6 g. Tag herefter serie 1 ud og plad dem ud pa nye
plader markeret med EC, for "Efter centrifugering”.

Centrifuger de resterende rgr ved 1 g i 5 min, og plad nu serie 2 ud.

Centrifuger serie 3 og 4 igen, denne gang ved 2 g i 5 min. Tag serie 3 ud og udplad.

Centrifuger serie 4 ved 3 g i 5 min, og plad ud pa de sidste plader.

Saet pladerne i inkubatoren i 48 timer.

Ryd op.

- o © 0~
g

Dag 7

Fremgangsmade

1. Find plader frem fra inkubatoren.
2. Teel antal kolonier pa hver plade og udregn koncentration.
3. Smid plader ud.
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Forseg 3: Modelforsgg af biokul i tarmsystemet

Hypotese
Biokul absorberer/tiltreekker C. jejuni, som in vivo vil forlade tarmen sammen med biokullet. Dog kan vortex
frigive C. jejuni fra bakterien, og derfor undersgges en metode uden vortex.

Forsgogsopstilling

Eksperimentet vil sammenligne en oplgsning af Bolton og C. jejuni, med og uden biokul. Efter inkubation i 24
+ 2 timer ved 41.5 °C, vil begge oplgsninger plades ud pa mCCDA-plader bade fer og efter en filtrering. Her-
efter vil den opsamlede vaeske, den nye oplasning, stilles til videre inkubering, igen i 24 timer. Efter inkuba-
tion, vil den nye oplgsning igen blive filtreret og udpladet, og den nye opsamlede veeske stilles til inkubation.
Efter filtrering, bliver der igen plades ud, for at undersgge om filtrering af biokul ogsa filtrerer C. jejuni.

Dag 1

Forberedelse

- Opte C. jejuni
- Ter mCCDA-plade i mindst %2 time i markt rum

Materialer

- 1 xmCCDA-plade
- 1 xinkuleringslgkke

Fremgangsmade

1. Drej inkuleringslgkke rundt i det optgede C. jejuni, og spred ud pa plade
2. Marker plade med dato og "C. jejuni”
3. Seet plade til inkubering i 48 timer

Dag 3

Forberedelse

- Ter blodagarplade i mindst 2 time i markt rum

Materialer

- 1 x blodagarplade
- 1 xinkuleringslgkke

Fremgangsmade
1. Find mCCDA-pladen fra dag 1 frem.
2. Find en enkelt koloni og drej inkuleringslgkke rundt heri. Spred ud pa blodagarplade.
3. Marker plade med dato og "C. jejuni, Stock”
4. Seet plade til inkubering i 24 timer
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Dag 4

Materialer

1 x drigalskispatel
Spektrometer

1x15 mlrar

3 x 50 ml centrifugergr
Bolton

BPW

Fremgangsmade

®© NoO O

Dag 5

Find plade fra dag 3 frem.

Tilfgj 100 pl BPW til pladen, og oplgs med drigalskspatlen. Overfgr veeske til 15 ml rgr, og marker
med S (stock).

Brug spektrometer til at fortynde S med BPW indtil der opnas en koncentration af 1 ml p& ODeoo =
0.6. Koncentrationen er omkring 10° CFU pr. ml.

Lav en ny fortynding. Find et centrifugergr og marker med C. jejuni. Tilfaj 50 ml BPW, fjern herfra 50
pl BPW, og tilfgj 50 ul S. Marker det nye rer med C. jejuni-stamoplasning.

Find 2 centrifugerer frem, marker dem henholdsvis med (+) og uden (-) biokul.

Tilfgj 0.6 g (2%) biokul til raret markeret med biokul.

Fjern 30 pl fra hvert rgr, og tilfgj 30 ul fra rgret med C. jejuni.

Put rar i inkubatoren i 24 timer, med laget skruet Igst pa.

Forberedelse

Tar mCCDA-plader.

Materialer

4 x drigalskspatler

BPW

16 mCCDA plader

24 eppendorfrar

2 centrifugerar

Spraijtefiltre, 10 ym Versapor Membran (Life Sciences, Acrodix Premiuim 25 nm Syringe Filters)

Fremgangsmade

1.

w

Klarggr 2 fortyndingsraekke med 6 eppendorf rar i hver. Put 900 ul BPW i hvert rgr. Marker dem med
fortynding (10" til 10°%), m/u biokul, samt FF for "Far filtrering”.

Find de 2 rgr frem fra inkubatoren, og lad vaere med at vortex!

Vend forsigtigt begge rgr 5 gange.

Overfgr 100 pl fra hvert ror til forste eppendorfrer i hver fortyndingsraekker. Vortex, og overfgr 100 pl
herfra til neeste. Gentag raekken ud.

41



®

10.

11.
12.

13.
14.
15.
16.
17.

Dag 6

Tag 100 pl fra hver af de sidste 4 eppendorfrer og udplad. Marker pladerne. Husk at ga fra lavest il
hgjest koncentration hvis spatel genbruges.

Saet 2 lag stomacherpapir over et baegerglas, og heeld veesken fra centrifugergret uden biokul igen-
nem.

Tag det opsamlede vaeske og tryk det igennem et spratefilter XXX nm. Gentag.

Foretag de to overstaende punkter for rgret med biokul ogsa.

Klarggr 2 nye fortyndingsraekker med 6 eppendorf regr i hver. Put 900 yl BPW i alle rgr, og marker
dem med fortynding (10" til 10-6), m/u biokul, samt F1 for "Filtrat 1”.

Put 100 pl fra den opsamlede veeske fra raret uden biokul til farste eppendorfrar. Vortex og overfar
100 pl herfra til neeste. Gentag raekken ud.

Gentag for vaesken fra rgret med biokul.

Pipettér 100 pl fra hver af de sidste 4 eppendorfrgr ud pa en plade, og spred med drigalskispatel.
Husk at ga fra lavest til hgjest koncentration hvis spatel genbruges. Marker pladerne.

Find 2 centrifugerer frem, marker dem henholdsvis med og uden biokul samt F1.

Tilfgj 0.6 g (2%) biokul til raret markeret med biokul.

Fjern 30 pl fra hvert rgr, og tilfgj 30 pl fra de respektive opsamlede vaesker.

Seet pladerne og de to nye rgr i inkubatoren i henholdsvis 48 og 24 timer.

Ryd op.

Forberedelse

Tar mCCDA-plader.

Materialer

2 x drigalskspatler

BPW

8 mCCDA plader

12 eppendorfrar

2 centrifugerar

Spraijtefiltre, 10 ym Versapor Membran (Life Sciences, Acrodix Premiuim 25 nm Syringe Filters)

Fremgangsmade
1. Find de to rer fra dag 5, markeret med F1, frem fra inkubatoren.
2. Vend forsigtigt de to rer 5 gange.
3. Kar begge rer igennem filtreringsprocessen fra dag 5 (stomacherpapir og to gange sprgijtefiltre).
4. Klarger 2 fortyndingsteekker med 6 eppendorf rar i hver. Put 900 ul BPW i hvert rgr. Marker dem

med fortynding (10" til 10), m/u biokul, samt F2 for "Filtrat 2”.

Put 100 pl fra den opsamlede veeske fra raret uden biokul til farste eppendorfrar. Vortex og overfar
100 pl herfra til neeste. Gentag raekken ud.

Gentag for vaesken fra rgret med biokul.

Pipettér 100 pl fra hver af de sidste 4 eppendorfrgr ud pa en plade, og spred med drigalskispatel.
Husk at ga fra lavest til hgjest koncentration hvis spatel genbruges. Marker pladerne.

Find 2 centrifugerer frem, marker dem henholdsvis med og uden biokul samt F2.

Tilfgj 0.6 g (2%) biokul til raret markeret med biokul.
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10.
11.
12.

Dag 7

Fjern 30 pl fra hvert rgr, og tilfgj 30 pl fra de respektive opsamlede vaesker.
Seet pladerne og de to nye rgr i inkubatoren i henholdsvis 48 og 24 timer.
Ryd op.

Forberedelse

Tar mCCDA-plader.

Materialer

2 x drigalskspatler
BPW

8 mCCDA plader
12 eppendorfrar

Fremgangsmade

ok wd -~

Find de to rgr fra dag 6, markeret med F2, samt plader fra dag 5, frem fra inkubatoren.

Teel kolonier pa pladerne fra dag 5.

Vend forsigtigt de to rer 5 gange.

Kgr begge rgr igennem filtreringsprocessen fra dag 5 (stomacherpapir og to gange spraijtefiltre).
Klarggr 2 fortyndingsteekker med 6 eppendorf rer i hver. Put 900 yl BPW i hvert rgr. Marker dem
med fortynding (10" til 10), m/u biokul, samt F3 for "Filtrat 3”.

6. Put 100 pl fra den opsamlede veeske fra raret uden biokul til farste eppendorfrar. Vortex og overfar
100 pl herfra til neeste. Gentag raekken ud.
7. Gentag for vaesken fra raret med biokul.
8. Pipettér 100 pl fra hver af de sidste 4 eppendorfrgr ud pa en plade, og spred med drigalskispatel.
Husk at ga fra lavest til hgjest koncentration hvis spatel genbruges. Marker pladerne.
9. Seaet pladerne i inkubatoren i 48 timer.
10. Ryd op.
Dag 8
Fremgangsmade
1. Find plader fra dag 6 frem fra inkubatoren.
2. Teel kolonier op.
3. Rydop.
Dag 9
Fremgangsmade
1. Find plader fra dag 7 frem fra inkubatoren.
2. Teel kolonier op.
3. Rydop.
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Forsog 4: Biokullets effekt pa pH i oplesninger

Hypotese

Da biokul i foderet kan sendre maengden af Campylobacter, er det en mulighed at biokullet aendrer pH-ni-
veauet i tarmen, hvilket ville pavirke bakteriernes levevilkar i forskellig grad. pH-aendringen kan skyldes aske-
rester, der er alkaliske.

Forsggsopstilling

Ved at tilfgje sma maengder biokul lidt ad gangen til en vaeske under omrgring, kan det observeres hvad der
sker med pH. Der testes fgrst i vand for at observere om der sker en eendring, herefter i syre, der skal efter-
ligne kyllingens indre, og til sidst Bolton, da det er det vaekstmedie der er brugt i de tidligere eksperimenter.

Materialer

- 100 ml beegerglas
- Vand

- 0.0001 M HCI

- Bolton

- Biokul

- pH-meter

- Magnetomrgrer

Fremgangsmade

Heeld 100 ml vand i et baegerglas. Placer magnet i glasset og stil pA magnetomrarer.
Kalibrer pH-meter.

Teend for omragrer sa veesken er i konstant bevaegelse.

Tilfgj pH-meter og notér startveerdi.

Tilfgj 0.15 g biokul til glasset og noter pH-vaerdi underve;js.

Gentag 14 gange og notér undervejs.

Rens pH-meter.

Gentag hele processen 2 gange, sa der er 3 malepunkter fra hvert datapunkt.

® Nk wN =

Hele forsaget gentages igen med 100 mi 0.001 M HCI og 100 ml Bolton. Der tilfgjes henholdsvis 0.05 g og
0.30 g, da der ses en aendring ved mindre biokul i saltsyren og en mindre aendring i Bolton.
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Forseg 5: Biokullets effekt pa atmosfaere

Hypotese

Biokul kan evt. pavirke tarmmiljget ved at binde eller frigive ilt eller CO2, hvilket ville pavirke bakteriernes le-
veforhold. /Endringen ville gare forholdene favorable for nogle, men veerre for andre, og dette kan evt. for-
klare den aendring som biokul kan have ved tilsaetning i foder.

Forsggsopstilling

For at undersgge dette, fremstilles en raekke glas med C. jejuni i Bolton, nogle med biokul og andre uden.
Glassene forsegles, og herefter males koncentrationen af de to gasser i glassene, som gerne skulle afspejle
endring i vaesken, da det taenkes der sker en konstant udveksling af gas mellem atmosfeere og veeskeover-
fladen. Der foretages malinger over laengere perioder for at undersgge hvad der sker nar bakterierne begyn-
der at producere CO2 og samtidig opbruge ilten.

Dag 1

Forberedelse

- Opte C. jejuni
- Ter mCCDA-plade i mindst %2 time i markt rum

Materialer

- 1 xmCCDA-plade
- 1 xinkuleringslgkke

Fremgangsmade

1. Drej inkuleringslgkke rundt i det optgede C. jejuni, og spred ud pa plade
2. Marker plade med dato og "C. jejuni”
3. Seet plade til inkubering i 48 timer

Dag 3

Forberedelse

- Ter blodagarplade i mindst 2 time i markt rum

Materialer

- 1 x blodagarplade
- 1 xinkuleringslgkke

Fremgangsmade
1. Find mCCDA-pladen fra dag 1 frem.
2. Find en enkelt koloni og drej inkuleringslgkke rundt heri. Spred ud pa blodagarplade.
3. Marker plade med dato og "C. jejuni, Stock”
4. Seet plade til inkubering i 24 timer
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Dag 4

Materialer

1 x drigalskispatel
Spektrometer

1x15 mlror

1 x 50 ml centrifugerar
10 x blue-cap-flasker
Parafilm

Tape

Bolton

BPW

CheckMate 3 (fra DanSensor)
10 x skumklistermaerker

Fremgangsmade

© N oo

Find plade fra dag 3 frem.

Tilfgj 100 pl BPW til pladen, og oplgs med drigalskspatlen. Overfgr veeske til 15 ml rgr, og marker
med S (stock).

Brug spektrometer til at fortynde S med BPW indtil der opnas en koncentration af 1 ml p& ODeoo =
0.6. Koncentrationen er omkring 10° CFU pr. ml.

Lav en ny fortynding. Find et centrifugergr og marker med C. jejuni. Tilfgj 50 ml BPW, fjern herfra 50
pl BPW, og tilfgj 50 ul S. Marker det nye rer med C. jejuni-stamopl@sning.

Find 10 blue-cap-flasker frem og nummerér dem 1-10. Tilfgj 30 ml Bolton i hver.

Lav hul pa midten af 10 stykker parafilm, og overfgr dem til flaskerne. Forsegl kanten med tape.

Put flaskerne i inkubatoren i 30 min.

Tag glas ud i par (146, 2+7, osv) og tilfgj 30 ul C. jejuni-stamoplasning til begge glas, og 0.6 g biokul
til et af glassene (6-10). Forsegl derefter glassene med et skumklistermaerke. Gentag for alle 5 par.
Mal atmosfaeren med CheckMate3 igennem skumklistermaerket ved start og derefter ved 1, 2, 3, 6,
9, 24 (Dag 5) og 48 (Dag 6) timer. Husk at stille flaskerne tilbage i inkubatoren efter hver maling.

10. Ryd derefter op.
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Forsog 6a: Test af gelatinekapsler

Hypotese

Fors@g 5 kunne optimeres med en hgjere startkoncentration af COz, hvis det var muligt at nedbringe tiden
ude af inkubatoren, far forseglingen. En idé kunne vaere at bruge gelatinekapsle fyldt med biokul. P4 denne
made kan man putte kapsel i far forseglingen, da der gar lidt tid fgr kapslen oplases.

Forsggsopstilling

Der hzeldes 30 ml vand i to flasker. Herefter kommer der et lag parafilm med hul i midten, og flaskerne stilles
i inkubatoren. Herefter tages de ud i par, og der tilfgjes kapsler, fgr der forsegles, og efterfalgende males
gassen. Pa denne made kan vi se, om der er en hgjere startkoncentration og det derfor er gaet hurtigere
med forsejlingen.

Forberedelse

- Klarger to gelatinekapsler med biokul og to uden biokul (tomme).

Materialer

- Gelatinekapsler (gelatine fra kalv/okse, kapselstarrelse 0, fra Natur Drogeriet)
- Biokul

- Vand

- 2 blue-cap-flasker

- Parafilm

- Tape

Fremgangsmade

Heeld 30 ml vand i de to blue-cap-flasker

Forsejl flaskerne med parafilm, med et lille hul i midten. Put tape om kanten.

Stil flaskerne i inkubatoren i 15 min.

Tag flaskerne ud, tilfgj to kapsler til hver (enten med biokul eller uden), og forsegl med skumklister-

maerke.

5. Mal atmosfeeren efter 0, 10, 20 og 30 min. Ryst herefter flasken og mal igen (ved de 30 min). Husk
at stil flaskerne i inkubatoren imellem hvert malepunkt.

6. Ryd op.

PODN -~
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Forseg 6b: Test af kontrol uden bakterier

Hypotese
Forseglingsmetoden brugt i forsgg 5 (og 6a) er ikke fuldkommen, og derfor kan det taenkes, at resultaterne
er misvisende, fordi luft siver ind eller ud.

Forsgogsopstilling

En flaske med Bolton, uden biokul og uden bakterier, forsegles og stilles ved stuetemperatur, altsa ikke i in-
kubatoren. Der males Igbende for at observere om glasset vil pa sigt minde mere om lokalets atmosfzere el-
ler om gassammensaetningen er konstant.

Dag 1

Forberedelse

- Opte C. jejuni
- Ter mCCDA-plade i mindst %2 time i mgrkt rum

Materialer

- 1 xmCCDA-plade
- 1 xinkuleringslgkke

Fremgangsmade

1. Drej inkuleringslgkke rundt i det optgede C. jejuni, og spred ud pa plade
2. Marker plade med dato og "C. jejuni”
3. Seet plade til inkubering i 48 timer

Dag 3

Forberedelse

- Ter blodagarplade i mindst 2 time i markt rum

Materialer

- 1 x blodagarplade
- 1 xinkuleringslgkke

Fremgangsmade
1. Find mCCDA-pladen fra dag 1 frem.
2. Find en enkelt koloni og drej inkuleringslgkke rundt heri. Spred ud pa blodagarplade.
3. Marker plade med dato og "C. jejuni, Stock”
4. Seet plade til inkubering i 24 timer

Dag 4
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Materialer

1 x drigalskispatel
Spektrometer

1x15 mlrar

1 x 50 ml centrifugerar

1 x blue-cap-flasker

Parafilm

Tape

Bolton

BPW

ChackMate 3 (fra DanSensor=

Fremgangsmade

© NGO

Find plade fra dag 3 frem.

Tilfgj 100 pl BPW til pladen, og oplgs med drigalskspatlen. Overfgr veeske til 15 ml rgr, og marker
med S (stock).

Brug spektrometer til at fortynde S med BPW indtil der opnas en koncentration af 1 ml pa ODsoo =
0.6. Koncentrationen er omkring 10° CFU pr. ml.

Lav en ny fortynding. Find et centrifugergr og marker med C. jejuni. Tilfgj 50 ml BPW, fjern herfra 50
pl BPW, og tilfgj 50 ul S. Marker det nye rer med C. jejuni-stamoplasning.

Find en blue-cap-flaske frem. Tilfgj 30 ml Bolton i hver.

Lav hul pa midten af et stykke parafilm, og brug det til at forsegle flasken. Forsegl kanten med tape.
Put flasken i inkubatoren i 15 min.

Tag flasken ud og forsegl det med skumklistermaerke.

Mal atmosfaeren med CheckMate3 igennem skumklistermaerket ved start og derefter ved 1, 2, 3, 6,
24 (Dag 5) og 72 (Dag 7) timer. Lad flasken sta i laboratoriet ved stuetemperatur og normal atmo-
sfeere imellem malingerne.

10. Ryd derefter op.
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Forsag 7: Billeder med mikroskop

Hypotese
Det er en mulighed at biokullet pavirker C. jejuni direkte. Enten via tiltraekning/absorbering eller via reaktio-
ner. Begge dele ville medfere at bakterierne befandt sig i neerheden af biokullet.

Forsgogsopstilling
Ved at tage billeder af C. jejuni i Bolton, sammen med biokul, er det muligt at vurdere om bakterierne svem-
mer frit og upavirket rundt, eller om de samler sig omkring kulstykkerne.

Dag 1

Forberedelse

- Opte C. jejuni
- Ter mCCDA-plade i mindst %2 time i markt rum

Materialer

- 1 xmCCDA-plade
- 1 xinkuleringslgkke

Fremgangsmade

1. Drej inkuleringslgkke rundt i det optgede C. jejuni, og spred ud pa plade
2. Marker plade med dato og "C. jejuni”
3. Seet plade til inkubering i 48 timer

Dag 3

Forberedelse

- Ter blodagarplade i mindst 2 time i markt rum

Materialer

- 1 x blodagarplade
- 1 xinkuleringslagkke

Fremgangsmade

Find mCCDA-pladen fra dag 1 frem.

Find en enkelt koloni og drej inkuleringslgkke rundt heri. Spred ud pa blodagarplade.
Marker plade med dato og "C. jejuni, Stock”

Seet plade til inkubering i 24 timer

PoODN~

Dag 4

Materialer

50



1 x drigalskispatel
Spektrometer

1x15 mlrar

4 x 50 ml centrifugerar
Bolton

BPW

Fremgangsmade

2. Tilfgj 100 ul BPW til pladen, og oplgs med drigalskispatlen. Overfer vaeske til 15 ml rar, og marker
med S (stock).
3. Brug spektrometer til at fortynde S med BPW indtil der opnas en koncentration af 1 ml pa ODsoo =
0.6. Koncentrationen er omkring 10° CFU pr. ml.
4. Lav en ny fortynding. Find et centrifugergr og marker med C. jejuni. Tilfgj 50 ml BPW, fjern herfra 50
pl BPW, og tilfgj 50 ul S. Marker det nye rer med C. jejuni-stamopl@sning.
5. Find 3 centrifugergr frem. Tilfgj 30 ml Bolton i hver.
6. Tilfgj 0.6 g biokul til 2 af rerene. Vortex.
7. Fjern 30 pl fra hvert rer, og tilfgj 30 ul fra C. jejuni-stamopl@sning. Vortex.
8. Stil rgrene til inkubation med laget skruet lgst pa i 24 timer.
9. Ryd op.
Dag 5
Materialer
- Mikroskop (ImageXpress Micro, Confocal fra Molecular devices)
- Mikrotiterplade
- Multipipette (med 8 spidser)
- Bolton
- (Dead & Alive Stain Kit)
Fremgangsmade
1. Find rer frem fra inkubatoren.
2. Fyld 200 pl Bolton i alle brende pa mikrotiterpladen.
3. Vortex rgret uden biokul, og pipetter 100 pl i farste kolonne. Tag derefter multipipetten. Pipetter op
og ned i farste kolonne 3 gange, og overfar herefter 100 pl til naeste kolonne. Gentag 2 gange mere.
De sidste 100 pl smides ud.
4. Vortex det ene rar med biokul og pipetter 100 pl i 5. kolonne, de farste 4. raekker.
5. Tag 100 pl supernatant fra det urgrte rgr, og placer i 5. kolonne, reekke 5 og 6.
6. Vend forsigtigt reret 5 gange, og pipetter 100 pl i de sidste to brgnde i kolonne 5.
7. Tag multipipetten og pipetter op og ned 3 gange i kolonne 5. Overfer herefter 100 pl til neeste ko-
lonne. Gentag to gange. De sidste 100 pl smides ud.
8. Putlag pa mikrotiterpladen og tag den med til mikroskopet.

Find plade fra dag 3 frem.

Man kan evt. tilfgje "Dead & Alive stain” til de brgnde man efter farste inspektion vil kikke naermere pa.
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Forsog 8: Test af forskellige typer af biokul

Hypotese
Biokullets evne til at pavirke C. jejuni afheenger af hvilken type biokullet er.

Forsggsopstilling
Meget lig forsag 1, med de forskellige koncentrationer, testes veeksten af C. jejuni ved forskellige typer biokul
tilsat. Den der ender med den hgjeste slutkoncentration taenkes at have haft de bedste grosbetingelser.

Dag 1

Forberedelse

- Opte C. jejuni
- Ter mCCDA-plade i mindst %2 time i markt rum

Materialer

- 1 xmCCDA-plade
- 1 xinkuleringslgkke

Fremgangsmade

4. Drejinkuleringslgkke rundt i det opt@ede C. jejuni, og spred ud pa plade
5. Marker plade med dato og "C. jejuni”
6. Seet plade til inkubering i 48 timer

Dag 3

Forberedelse

- Ter blodagarplade i mindst 2 time i markt rum

Materialer

- 1 x blodagarplade
- 1 xinkuleringslgkke

Fremgangsmade

5. Find mCCDA-pladen fra dag 1 frem.

Find en enkelt koloni og drej inkuleringslgkke rundt heri. Spred ud pa blodagarplade.
Marker plade med dato og "C. jejuni, Stock”

Seet plade til inkubering i 24 timer

®© N

Dag 4

Materialer
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1 x drigalskispatel

- Spektrometer

- 1x15mlrgr

- 6 x50 ml centrifugerer

- Bolton

- BPW

Fremgangsmade

8. Find plade fra dag 3 frem.

9. Tilfgj 100 pl BPW til pladen, og oplgs med drigalskispatlen. Overfar vaeske til 15 ml rgr, og marker
med S (stock).

10. Brug spektrometer til at fortynde S med BPW indtil der opnas en koncentration af 1 ml pa ODeoo =
0.6. Koncentrationen er omkring 10° CFU pr. ml.

11. Lav en ny fortynding. Find et centrifugergr og marker med C. jejuni. Tilfaj 50 ml BPW, fjern herfra 50
pl BPW, og tilfgj 50 ul S. Marker det nye rer med C. jejuni-stamopl@sning.

12. Find 5 centrifugerer frem, marker dem med A, B, C, samt + og — (kontrol uden biokul).

13. Tilseet 0.6 g af biokul A: Cedar wood biochar, gasification 800 °C til rer A.

14. Tilszet 0.6 g af biokul B: Straw Char, pyrolysis 600 °C til rer B.

15. Tilseet 0.6 g af biokul C: Beech wood biochar, pyrolysis 600 °C til rer C.

16. Tilseet 0.6 g af biokullet fra CharLine (der er brugt i alle tidligere forseg) i rar +.

17. Fjern 30 pl fra hvert rgr, og tilfgj 30 ul fra reret med C. jejuni-stamopl@sning.

18. Put rgr i inkubatoren i 24 timer, med laget skruet Igst pa.

Dag 5

Forberedelse

Tar mCCDA-plader.

Materialer
- 5 xdrigalskspatler
-  BPW
- 15 mCCDA plader
- 30 eppendorfrar
Fremgangsmade
8. Kilarger 5 fortyndingsraekker med 6 eppendorfrar i hver. Put 900 pl BPW i hvert ror.
9. Find de 6 rgr frem fra inkubatoren, og vortex.
10. Put 100 pl fra kontrolragret til farste eppendorfragr. Vortex og overfagr 100 pl herfra til neeste. Gentag
reekken ud.
11. Gentag punkt 3 for alle serier.
12. Pipettér 100 yl fra hvert eppendorfrar ud pa en plade, og spred med drigalskispatel. Husk at ga fra
lavest til hgjest koncentration hvis spatel genbruges. Marker plade.
13. Saet pladerne i inkubatoren i 48 timer.
14. Ryd op.
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Dag 7

Fremgangsmade

4. Find plader frem fra inkubatoren.
5. Teel antal kolonier pa hver plade og udregn koncentration.
6. Smid plader ud.
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#2: Radata fra forseg

Herunder kan ses radata fra samtlige forsgg. Generelt er der tale om kimtal fra de forskellige plader eller
koncentrationer af CO2 og O2.

Forseg 1
Fortynding 103 10+ 10 106
Biokul 0% 36 95 57 66
Biokul 0.1% 149 71 47
Biokul 0.5% 177 41
Biokul 1% 189 144
Biokul 2% 243 41
Biokul 4% 93 1
Forseg 2
Fortynding 10+ 10 106
- Biokul, 1, Far Centrifugering 273 2 0
- Biokul, 2, Far Centrifugering 33 34 9
- Biokul, 3, Far Centrifugering 2
- Biokul, 4, Fer Centrifugering 0
+ Biokul, 1, Far Centrifugering 36 0
+ Biokul, 2, Fgr Centrifugering 400 0 18
+ Biokul, 3, Fgr Centrifugering 16 51 0
+ Biokul, 4, Far Centrifugering 25 9 18
- Biokul, 1, Efter Centrifugering (0.6 g) 1 7
- Biokul, 2, Efter Centrifugering (0.6 g + 1 g) 0 1
- Biokul, 3, Efter Centrifugering (0.6 g+ 1g+2g) 0 0
- Biokul, 4, Efter Centrifugering (0.6 g+1g+2g+3g) 0 0
+ Biokul, 1, Efter Centrifugering (0.6 g) 300 3 0
+ Biokul, 2, Efter Centrifugering (0.6 g + 1 g) 45 0 0
+ Biokul, 3, Efter Centrifugering (0.6 g+ 1g+ 2g) 16 0 2
+ Biokul, 4, Efter Centrifugering ((0.6 g+ 1g+2g+ 39) 37 8 1
Forseg 3
Fortynding 103 10+ 10 106
- Biokul, FF (FerFiltrering) | 1 | 8 | 17 | o |
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+ Biokul, FF (Fear Filtrering) 200 50 0 0
- Biokul, F1 (Filtrat 1) 12 33 0 0
+ Biokul, F1 (Filtrat 1) 104 10 1
- Biokul, F2 (Filtrat 2) 0 4 0
+ Biokul, F2 (Filtrat 2) 33 1
- Biokul, F3 (Filtrat 3) 204 1
+ Biokul, F3 (Filtrat 3) 167 1

Forseg 4
Biokul tilsat til vand

Biokul tilfajet pH-vaerdi malt pH-veerdi malt pH-veerdi malt

(9) (gentagelse 1) (gentagelse 2) (gentagelse 3)

0 7.40 7.28 7.25
0.15 7.73 7.59 7.43
0.30 8.00 7.92 7.69
0.45 8.17 8.17 7.90
0.60 8.35 8.36 8.08
0.75 8.46 8.48 8.28
0.90 8.55 8.57 8.39
1.05 8.62 8.67 8.50
1.20 8.72 8.72 8.58
1.35 8.78 8.79 8.67
1.50 8.86 8.85 8.71
1.65 8.89 8.90 8.77
1.80 8.90 8.95 8.80
1.95 8.93 8.98 8.85
2.10 8.97 8.99 8.91
2.25 9.01 9.01 8.85

Biokul tilsat til 0.001 M HCI

Biokul tilfajet pH-vaerdi malt pH-veerdi malt pH-veerdi malt

(9) (gentagelse 1) (gentagelse 2) (gentagelse 3)

0 3.25 3.52 3.83
0.05 7.2 6.65 6.9
0.10 8.14 8.58 8.41
0.15 8.67 8.88 8.80
0.20 8.75 8.74 8.82
0.25 8.82 8.87 9.10
0.30 8.95 9.22 9.01
0.35 9.05 9.17 9.05
0.40 9.17 9.17 9.15
0.45 9.19 9.34 9.29
0.50 9.3 9.49 9.25
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0.55 9.25 9.43 9.33
0.60 9.25 9.38 9.40
0.65 9.32 9.52 9.52
0.70 9.45 9.41 9.49
0.75 9.54 9.48 9.51

Biokul tilsat til Bolton

Biokul tilfajet pH-vaerdi malt pH-veerdi malt pH-veerdi malt

(9) (gentagelse 1) (gentagelse 2) (gentagelse 3)

0 7.41 7.41 7.39
0.30 7.51 7.47 7.44
0.60 7.53 7.51 7.48
0.90 7.57 7.55 7.52
1.20 7.60 7.59 7.56
1.50 7.63 7.62 7.59
1.80 7.66 7.66 7.63
2.10 7.69 7.69 7.67
2.40 7.72 7.72 7.7
2.70 7.75 7.75 7.72
3.00 7.78 7.77 7.79

Forseg 5

Opstilling med 5 glas uden (1-5) og 5 glas med biokul (6-10), alle med bakterier

Tid/O: Glas1 Glas2 Glas3 Glas4 Glas5 Glas6 Glas7 Glas8 Glas9 Glas 10

Otimer | 1.46 1.66 4.50 3.70 3.77 4.19 3.51 3.10 3.18 3.91

1time | 0.480 | 0.930 | 0.859 | 0.690 1.19 1.10 0.891 1.01 0.916 1.18

2timer | 0.596 | 0.827 | 0.933 | 0.849 | 0.639 | 0.761 | 0.946 | 0.849 | 0.679 0.732

3timer | 0.612 | 0.360 | 0.894 | 0.899 | 0.612 | 0.791 1.01 0.603 | 0.632 0.739

6 timer | 1.38 0.402 | 0.900 | 0.963 | 0.934 | 0.976 1.09 0.817 | 0.893 0.978

9timer | 1.25 0.381 | 0.892 | 0.897 | 0.916 1.05 1.09 0.962 | 0.817 0.905

24 timer | 1.1 0.342 1.02 1.02 1.15 0.777 1.1 1.18 1.16 1.09

48 timer | 1.06 0.456 1.07 1.02 1.17 0.899 1.17 1.28 1.19 1.19

Tid/CO2 Glas1 Glas2 Glas3 Glas4 Glas5 Glas6 Glas7 Glas8 Glas9 Glas 10

Otimer | 3.6 2.8 1.9 21 1.1 0.9 0.9 1.3 1.3 0.7
1 time 3.6 2.8 2.9 2.7 1.4 1.6 2.4 1.8 1.9 1.2
2timer | 3.0 3.0 3.4 3.2 1.9 23 3.0 2.0 23 1.6
3timer | 3.2 4.5 3.5 3.5 2.6 2.7 3.0 3.0 24 2.0
6timer | 4.6 6.3 4.7 4.4 35 3.5 3.9 4.0 3.3 3.5
9timer | 5.1 7.0 5.4 4.8 4.1 41 4.5 4.2 4.5 4.2
24 timer | 8.4 9.1 6.2 6.2 5.7 5.2 5.0 5.0 6.0 5.5
48 timer | 8.0 8.7 5.9 6.2 5.8 41 4.6 5.8 5.8 5.8
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Forsog 6

6a: Optimeringstest med gelatinekapsler

(o)} CO;
Min - Biokul + Biokul - Biokul + Biokul
0 8.67 10.2 57 5.2
10 9.80 10.0 3.4 3.3
20 10.1 9.92 2.8 2.7
30, For ryst 10.6 10.7 2.4 2.1
30, Efter ryst 10.8 10.9 1.7 1.5

6b: Optimeringstest med kontrol uden bakterier

Tid (timer) 0 1 2 3 6 24 T2
O:(%) 469 | 409 | 494 | 539 | 6.18 | 9.68 | 7.85
CO2(%)| 21 | 21 | 14 | 11 | 08 | 04 | 0.3

Forseg 7

Transmitted light, Each well on microtiterplate

D10, Transmitted light
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D10, Live Staining

Forsog 8
Kultype 10*  10° 10°
A (Cedar wood, gasification 800 °C) | 73 7 7
B (Straw Char, Pyrolysis 600 °C) | 162 3 6
C (Beech wood biochar, pyrolysis 600 °C) | 484 14 0
+ (CharLine) | 322 99 10
- (uden bakterier) | 194 27 11

59




#3: T-test beregninger for forseg 5

T-test er foretaget i R-studio. Udskrift kan ses herunder.

> uden<-c(8,8.7,5.9,6.2,5.8)
> med<-c(4.1,4.6,5.8,5.8,5.8)
> t.test(uden, med)

Welch Two Sample t-test

data: wuden and med
t = 2.4291, df = 6.606, p-value = 0.04752
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
0.02487975 3.37512025
sample estimates:
mean of x mean of y
6.92 5.22

udenkKOR<-c(4.4,5.9,4,4.1,4.7)
medKOR<-c(3.2,3.7,4.5,4.5,5.1)
t.test(udenkKOR,medKOR)

vV V. V V

Welch Two Sample t-test

data: udenkOR and medKOR
t = 0.87691, df = 7.9956, p-value = 0.4061
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to @
95 percent confidence interval:
-0.6845838 1.5245838
sample estimates:
mean of x mean of y
4.62 4.20
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