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Tämä opinnäytetyö tehtiin Kemira Oyj:n tutkimuskeskuksessa Espoossa. Työn tarkoituk-
sena oli kehittää edullinen, nopea ja luotettava menetelmä sulfaattia pelkistävien bakteeri-
en osoittamiseksi keinotekoisesta merivedestä. 
 
Sulfaattia pelkistävät bakteerit viihtyvät samoissa ympäristöissä, joista kerätään öljyä: 
merivedestä, meren sedimenteistä sekä maaperästä. Öljy-ympäristöistä yleisimmin tava-
tut mikrobit ovat useimmiten fermentoivia, metanogeenisiä ja sulfaattia pelkistäviä. Näistä 
eniten on tutkittu sulfaattia pelkistäviä lajeja, koska ne tuottavat myrkyllistä ja tuotantolait-
teistoa korrodoivaa rikkivetyä. Sulfaatinpelkistäjiä tunnetaan useammasta kymmenestä 
mikrobisuvusta, kaikille on yhteistä vaatimus hapettomista kasvuolosuhteista ja kyky pel-
kistää sulfaattia sulfidiksi (esim. rikkivety). Tyypillisesti lajit ovat hidaskasvuisia ja monia 
lajeja ei pystytä kasvattamaan laboratoriossa ollenkaan. 
 
Öljyteollisuudessa käytetään useasti merivettä apuna pumpattaessa öljyä. Raakaöljy saa-
daan liikkumaan pumppaamalla kovalla paineella käsiteltyä merivettä maaperään tai se-
dimenttiin. Näin öljy saadaan liikkumaan porauskaivoihin, joista se kerätään talteen. Meri-
vedessä oleva sulfaatti toimii sulfaatinpelkistäjien metaboliassa elektronien vastaanottaja-
na ja siten edistää sulfaatinpelkistäjien kasvua ja lisää rikkivedyn tuottoa. 
 
Opinnäytetyössä sulfaatinpelkistäjien osoittaminen merivedestä tehtiin ei-spesifisillä mit-
tausmenetelmillä, kuten ATP-luminometrialla ja kasvuympäristön sulfidipitoisuuksien mit-
taamisilla. Kokeissa käytetty bakteeristo kasvatettiin fermentorissa, jossa kierrätettiin kei-
notekoista merivettä. Fermentorissa oli huokoisesta kivimateriaalista tehtyjä kuulia, joiden 
pinnalle mikrobit muodostivat biofilmikerroksen. Testimenetelmää on tarkoitus myöhem-
min kehittää edelleen biosidien tehon testaamiseen. 
 
Opinnäytetyössä luotiin vahva perusta lopullisen testimenetelmän luomiseen. Kasvatus-
olosuhteet ja välineistö saatiin optimoitua mahdollistaen lyhyemmät kasvatusajat. Kokei-
den toistettavuutta ja luotettavuutta saatiin lisättyä huomattavasti yhdistämällä biolumini-
senssin ja rikkivedyn mittauksen tuloksia. 
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This thesis was carried out in Kemira Oyj's R & D Center in Espoo, Finland. The purpose 
of this thesis was to develop an affordable, fast and reliable method to show sulphate re-
ducing bacteria. 
 
Sulphate reducing bacteria thrive in the same environments as oil. These environments 
include sea water, marine sediments and soils. Oil environment’s most commonly appre-
hended microbes are usually fermenting, methanogenic and sulfate-reducing. From these, 
the most studied microbes are sulfate-reducing, mainly because they produce harmful 
hydrogen sulfide. The oil industry uses frequently sea water for pumping oil. Crude oil will 
move by pumping treated sea water with high pressure in to the soil or sediment. This 
moves the oil to the drilling well where it is collected. 
 
Testing started with measurements which could be measured from each SRB species, 
ATP luminescence and the H2S concentration in the growth environment. The bacteria 
from the sample were grown in a fermenter, where the conditions simulated sea condi-
tions. The final test model would also include biocide efficacy testing of these microbes. 
 
Within this thesis the method was not completed, but the format of the test frames was 
very well limited. The culture media in use was modified to provide a large growth in two 
days. Also, the equipment was to agree on the in-situ work. 
 
Bioluminescence proved somewhat problematic for the method, because the amount of 
ATP alone can be interpreted in many different ways. However, combined with the mea-
surement of H2S, the growth results were interpreted more reliably. The biggest problem 
of Hydrogen sulphide measurement was its high amount which increased rapidly to dan-
gerous levels with its growth. 
 
Keywords: sulphate reducing bacteria, oil drilling, Bioluminecence, hydrogen sulfide, bio-
cide. 
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1 JOHDANTO 

Työn tarkoituksena oli kehittää edullinen, nopea ja luotettava menetelmä sul-

faattia pelkistävien bakteerien (SRB, engl. Sulfate Reducing Bacteria) osoit-

tamiseksi. Tutkimuksen lähtökohtana olivat öljyteollisuus ja sen ympäristöt 

sekä niissä tavatut SRB-mikrobit. 

Öljyteollisuudessa käytetään useasti merivettä apuna pumpattaessa öljyä 

maaperästä tai meren pohjasta. Öljyä on sekoittuneena maaperään ja me-

ren sedimentteihin, josta se saadaan liikkumaan pumppaamalla kovalla pai-

neella käsiteltyä merivettä maaperään. Tätä käsiteltyä vettä kutsutaan injek-

tiovedeksi. Tällä tekniikalla saadaan öljy liikkumaan porauskaivoihin, joiden 

kautta öljy kerätään talteen. Veden avulla paine saadaan pidettyä maape-

rässä tai sedimentissä vakaana. Injektiovesi on käsiteltävä ennen maahan 

pumppausta. Siitä pyritään poistamaan kaikki mikrobit ja happi, koska nämä 

heikentävät raakaöljyä sekä altistavat käsittelylaitteiston korroosiolle. Tyypil-

lisesti injektioveden käsitellään aluksi nopeavaikutteisilla klooriyhdisteillä, 

joilla tapetaan vedessä elävät mikrobit. Kloorikäsittelyn jälkeen vedestä pois-

tetaan happi ja säännöllisesti veteen lisätään myös pitkäkestoisempaa biosi-

dia. [3.] 

Koska monet sulfaattia pelkistävät bakteerit viihtyvät merivedessä, meren 

sedimenteissä sekä maaperässä, ne ovat öljyteollisuudelle suuri uhka. Öljy-

ympäristöistä yleisimmin tavatut mikrobit ovat useimmiten fermentoivia, me-

tanogeenisiä ja sulfaattia pelkistäviä. Näistä eniten on tutkittu sulfaattia pel-

kistäviä, koska ne tuottavat haitallista rikkivetyä. Näitä vastaan on myös ke-

hitetty monia erilaisia tuhoaineita, biosidejä. Suurin osa biosideistä ei kuiten-

kaan tehoa tarpeeksi biofilmeissä eläviin bakteereihin. Biofilmin suojassa 

SRB:t pystyvät rauhassa tuottamaan rikkivetyä, joka aiheuttaa korroosiota 

välineistöön. Rikkivety (H2S) aiheuttaa myös öljykentän happamoitumisen, 

mikäli sitä kerääntyy suuriksi pitoisuuksiksi, lähinnä maahan pumpattavaan 

injektioveteen. Rikkivety aiheuttaa myös vakavan terveysriskin teollisuudes-

sa työskenteleville henkilöille ja sen poistaminen lopputuotteesta (raakaöljys-

tä tai maakaasusta) lisää huomattavasti tuotantokustannuksia. SRB:iden on 

lisäksi osoitettu osallistuvan maaöljyn hiilivetyjen hajotukseen, jolloin ne voi-

vat heikentää kerättävän raakaöljyn laatua ja määrää [11].  
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Sulfaattia pelkistäviä bakteereja on tutkittu enemmän viimeisen 30 vuoden 

ajan, ja tieto niiden toiminnasta, monipuolisuudesta ja esiintymisestä on kas-

vanut huomattavasti. Tähän (sulfaattia pelkistävien) kategoriaan kuuluvia 

bakteereja on tavattu joka puolelta maailmaa, ja ne ovatkin yksi sopeutuvim-

pia lajistoja. Ne kykenevät elämään korkeissa lämpötiloissa, suurissa pai-

neissa ja hyvin suolaisissa olosuhteissa sekä käyttämään metaboliassaan 

hyödyksi monia yhdisteitä. Yksi syy, miksi näistä mikrobeista on vähän tie-

toa, on se, että niiden viljeleminen ja tutkiminen normaaleissa laboratorio-

olosuhteissa on haastavaa. Varsinkin DNA-tekniikan kehittyminen on autta-

nut suuresti mikrobien läsnäolon todentamisessa. Esimerkkinä monta sataa 

metriä merenpohjan alapuolelta tutkitusta näytteestä löydettiin sulfaattia pel-

kistäviä bakteereja [12], jotka tunnistettiin sekvenssien perusteella. 

Tämän tutkimuksen suurimmat haasteet ovatkin juuri SRB:n tunnistami-

nen/erottaminen muista mikrobeista sekä mikrobimäärän kasvattaminen riit-

tävän suureksi mahdollisimman lyhyessä ajassa niiden havaitsemista varten. 

Samalla kuitenkin on tarkoitus, että havainto pystytään tekemään mahdolli-

simman pienestä määrästä mikrobeja. Tämä valmis testi pitäisi toteuttaa 

mahdollisimman taloudellisesti, ja olla myös toteutettavissa in situ.  
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2 TEORIA 

2.1 Rikin biogeokemiallinen kierto 

 

2.1.1 Rikin kierto maalla, meressä ja ilmassa 

Rikki on tärkeä ainesosa bio- sekä geokemiallisesti. Kun vulkaaniset, fossiili-

set tai eloperäiset aineet palavat, niistä siirtyy palamistuotteina ilmakehään 

rikkiä ja rikkiyhdisteitä. Ilmakehästä ne laskeutuvat vesistöihin sekä maape-

rään ja kasvillisuuteen, ja tällöin rikkiä tavataan pääsääntöisesti yhdisteinä. 

Maaperässä esiintyy runsaasti rikkipitoisia mineraaleja sekä kivilajeja. Veden 

mukana yhdisteitä kulkeutuu pohjasedimentteihin sekä maaperään, joista 

mikrobit käyttävät yhdisteitä raaka-aineena omiin soluosiinsa ja rakenteisiin-

sa. Maaperästä ja mikrobeista rikkiyhdisteitä kulkeutuu kasveihin ja edelleen 

eläimiin. Kasveista (ja eläimistä) ne siirtyvät luonnollisesti eläimiin ja ihmisiin. 

Mikrobit palauttavat rikkiä takaisin maaperään, vesistöihin ja ilmakehään 

kuolleista kasveista ja eläimistä. [1;4.] 

Rikki on välttämätön alkuaine kaikille eläville organismeille ja se muodostaa 

noin 1 % eliöiden kuivapainosta. Suurin osa maailman rikistä on kuitenkin si-

toutuneena maa- ja kallioperään sekä meriin. Kuitenkin määrällisesti rikin 

kierron päätehtäviä toimittavat sulfaatilla hengittävät bakteerit ja arkit, sekä 

rikkiyhdisteitä hapettavat autotrofiset bakteerit ja arkit. Ne tuottavat toisilleen 

ravintoa ja niitä tavataan toistensa läheisyydestä ekosysteemeissä. Rikin 

kierto on hyvin moninainen johtuen sen hapetusasteista (luonnossa useim-

min -2, 0 ja +6) sekä herkästä reaktiivisuudesta. Monet biologiset reaktiot 

joutuvat kilpailemaan kemiallisten reaktioiden kanssa. Erilaiset teollisesti tuo-

tetut rikkiyhdisteet (esim. pesuaineissa) jäävät kierron ulkopuolelle niiden 

huonon biohajoavuuden takia, joka johtuu kovalenttisesta -C-S-sidoksesta. 

[1;4.] 
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2.1.2 Sulfaattia pelkistävät bakteerit ja niiden metabolia 

Tällä hetkellä tunnetaan jo yli 40 bakteerisukua, joista löytyy sulfaattia pelkis-

täviä lajeja. Sulfaatin pelkistykseen kykenevät myös muut mikrobiryhmät, 

esim. arkkibakteereista Archeoglobus -suvun edustaja. Rikkiyhdisteitä pel-

kistävät bakteerit käyttävät myös erilaisia epäorgaanisia rikkiyhdisteitä, ras-

vahappoja, aminohappoja, alkoholeja, mineraaleja ja jopa alkuainerikkiä 

elektronien vastaanottajana hapettomassa soluhengityksessä. Muutamat la-

jit pystyvät tarpeen vaatiessa nitraattihengitykseen. Yksi sulfaatinpelkistäjien 

laajan levinneisyyden salaisuuksista lienee niiden kyky elää erilaisilla ener-

gianlähteillä.  Vaihteleva metabolia on varmasti yksi syy, miksi näitä mikro-

beja tavataankin lähes joka maailman kolkasta. Hyvin suurista suolapitoi-

suuksista, korkeista lämpötiloista ja syvältä merenpohjan alta, suuren pai-

neen alaisuudesta, on kaikista tehty havaintoja sulfaattia pelkistävistä bak-

teereista. Kaikkia lajeja pidetään yleisesti anaerobeina, mutta jo v. 1990 Dil-

ling ja Cypionka [10] havaitsivat että SRB:t voivat käyttää happea terminaali-

sena elektronin vastaanottajana, ja jopa saamaan ATP:tä tästä prosessista. 

Toinen tutkimus, jossa Cypionka oli mukana osoitti näiden bakteerien kulut-

tavan ensin happea, vaikka saatavilla oli nitraattia ja rikkiyhdisteitä [15]. Mut-

ta kasvua hapen avulla ei ole koskaan osoitettu, joten uskotaan että nämä 

bakteerit kuluttavat ”myrkyllisen” hapen ensin pois ympäristöstään. Juoma-

vedessä, biofilmin suojassa, sulfaattia pelkistävät bakteerit pysyivät elävinä 

jopa 72 päivän ajan [13], joten olosuhteiden salliessa SRB:t ovat hyvinkin 

happea kestäviä.  

SRB:t jakaantuvat neljään haaraan: 1. Delta-proteobakteerit 2. Gram nega-

tiiviset, joilla suuri G+C-suhde 3. Thermodesulfobakteerit 4. Arkkieliöt. 

Grampositiivisia, sulfaattia pelkistäviä bakteerisukuja öljy-ympäristöistä on 

tavattu ainoastaan yksi suku; Desulfotomaculum, joka on läheistä sukua 

klostrideille; yhteisenä piirteenä endosporien muodostus [14]. Desulfotoma-

culum -suvun bakteereilla on korkea optimilämpötila (60 - 65°C), poislukien 

D.halophilum, ja ne ovat epätäydellisiä hapettajia, poislukien D.kuznetsovii. 

Gramnegatiivisiä SRB-sukuja on useampia, näistä käytetään nimitystä Del-

ta-proteobakteerit: Desulfovibrio, Desulfobacter, Desulfobulbus, Desulfomic-

robium, Desulfafacinu, Thermodesulfobacterium. Kaikki edelliset ovat epä-

täydellisiä hapettajia ja käyttävät vain tiettyjä substraatteja (mm. pyruvaatti, 

laktaatti, vety-ioni). Delta-proteobakteereihin kuuluvat SRB:t kestävät, tai jo-

http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22


6 
 

pa vaativat, korkeita suolapitoisuuksia (yleensä 1 - 5 %). Desulfomicrobium 

aspheronum kasvaa jopa 8 % suolapitoisuudessa. Kolmas haara käsittää 

Thermodesulfobakteerit, joita on tavattu kahta lajia öljy-ympäristöistä: T. 

commune ja T. thermophilum. Molemmat pystyvät kasvamaan jopa 80 

°C:ssa ja hyödyntävät metaboliassaan vain rajallisen määrän yhdisteitä 

(mm. H2, laktaatti, pyruvaatti). Neljäs haara on arkkieliöt, tarkemmin Achae-

globus-suku. Lajin kolmesta suvusta kaksi on sulfaattia pelkistävää, mutta 

vain A.fulgidus on tavattu öljy-ympäristöstä. [6.] 

Jotkut lajit muodostavat itiöitä, joka on bakteerin kemikaaleja, kuumuutta, 

happamuutta ja säteilyä kestävä lepomuoto. Itiöissä on vain 15% vettä ja 

energiavarastona itiöillä on 3-fosfo-glyseraattia, joka toimii fosfolipidisyntee-

sin raaka-aineena. Itiöt eivät sisällä ATP:tä. Esim. Desulfotomaculum-

bakteerin itiöt saattavat kestää elintarvikkeessa tunninkin autoklavoinnin 

(121 °C). Olosuhteiden muuttuessa suotuisimmiksi itiöt alkavat kasvaa ja 

tuottaa rikkivetyä. [1.] 

Sulfaattihengityksessä mikrobit aktivoivat ensin adenosiinitrifosfaatin (ATP) 

avulla sulfaatin adenosiinifosfosulfaatiksi (APS), koska sulfaattia ei voi pel-

kistää vesiympäristössä. Sulfaatti/sulfiitti redoksi-parin potentiaali on mata-

lampi kuin vetykaasun hajoamisen, mutta APS:n redoksipotentiaali on kor-

keampi jolloin mikrobit voivat käyttää orgaanisista hapoista ottamiaan elekt-

roneja tai vetyatomeja. APS pelkistyy adenosiinifosfosulfaattireduktaasi-

entsyymin avulla. Sulfaatin pelkistäminen sulfiitiksi kuluttaa energiaa, mutta 

jatkoreaktiot tuottavat energiaa ja niitä suorittavat monet muutkin bakteerit 

(myös fakultatiiviset). Sulfaatinpelkistäjät ottavat energiaa käymistuotteista 

kuten maito- ja etikkahaposta, käyttämällä sulfaattia ja muita rikkiyhdisteitä. 

Sulfaattihengitys mukautuu aina hieman sen mukaan, mitä lähtöaineita on 

tarjolla. Sulfaattihengityksen lähtöaineina voi olla yli sata eri molekyyliä, joita 

nämä lajit voivat hyödyntää sulfaattihengityksessä; tämä vaikeuttaa laati-

masta yleistä SRB-lajiston hengitysmallia. Osa yhdisteistä hapettuu peri-

plasmassa, toiset sytoplasmassa. [1.] (Kuva 1.) 
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Kuva 1. Sulfaattihengityksen kaavakuva ilman välituotteita [7]. 

 

Vesistöjen pohjasedimenteissä kehittyy aina rikkivetyä, koska sinne laskeu-

tuvat kuolleet kasvit ja kalat tuovat sinne ravintoa sulfaattia pelkistäville bak-

teereille. Merivedessä muodostuu biofilmejä, ja niissä rikkivetyä, myös kaik-

kiin vedenalaisiin rakennelmiin kuten satamiin, laivojen pohjiin sekä muihin 

veden pinnan alla sijaitseviin pintoihin. Bioflmin suojissa muodostuu rikkive-

tyä sekä voimakkaasti happamat olosuhteet, jotka aiheuttavat korroosiota. 

[1;6.] 
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2.2 Biofilmi 

Biofilmillä tarkoitetaan joko elottomaan (esim. kivet, muovit) tai elolliseen 

(esim. iho, juuri, suolisto) pintaan tarttunutta mikrobikasvustoa. Kiinnittyneet 

mikrobit toimivat eri tavalla kuin vapaasti liikkuvat/uivat mikrobisolut. Jopa 

niiden metaboliassa voi huomata muutoksia. Biofilmeissä elää suurin osa 

luonnossa elävistä mikrobeista, se suojaa bakteereja (ja arkkeja) saalistajilta 

ja viruksilta. Bakteerit pärjäävät pienemmällä ravintomäärällä ja ne pystyvät 

torjumaan paremmin ympäristön haitalliset olosuhteet. Mikrobit pystyvät jopa 

luomaan itselleen edullisemmat olosuhteet biofilmiin. Vapaana olevia bak-

teereja esiintyy lähinnä merissä ja vesistöissä, sekä runsasravinteisissä ym-

päristöissä kuten veri ja maito tai erilaiset teollisuuden prosessivedet. Biofil-

mien rakenne vaihtelee ympäristön mukaan; runsasravinteisissa ja muuten-

kin edullisissa ympäristöissä rakenne on löyhä ja helposti mekaanisesti irro-

tettavissa. Jos olosuhteet ovat ankarat ja vähäravinteiset, solut ovat kiinnit-

tyneet hyvin tiivisti pintaan sekä toisiinsa. Luonnossa biofilmit sisältävät aina 

eri lajin edustajia, mutta bioprosesseissa voidaan käyttää yhden lajin biofil-

miä. Eri lajeilla on erilaiset kyvyt tarttua eri pintoihin, ja tiettyjä lajeja kutsu-

taankin ”tarttujamikrobeiksi”. Ne pystyvät tarttumaan muovi- ja teräspintoihin 

niin tehokkaasti, ettei niitä saa pois pesuaineilla, lipeällä tai mekaanisesti 

hankaamalla. Tarttuminen perustuu mikrobin solupinnan rakenneominai-

suuksiin, fimbrioihin, kapseliaineeseen, limapolysakkarideihin, S-kerroksiin ja 

muihin solupinnan molekyyleihin. Biofilmissä olevat mikrobit säätelevät py-

symistä, irrottautumista ja siirtymistään viestintäjärjestelmällä. Biofilmin kas-

vusta aiheutuu haittaa ihmiselle ja prosesseille. Vesijärjestelmien ja elintarvi-

keprosessien saastuminen sekä materiaalien korroosio on yleensä biofilmi-

mikrobien aikaansaamaa. [1.] 
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2.3 Bioluminesenssi 

2.3.1 Adenosiinitrifosfaatti (ATP) 

ATP eli adenosiinitrifosfaatti on pieni orgaaninen molekyyli, joka toimii kai-

kissa maapallolla elävissä eliöissä kytkentämekanismina energiaa tuottavien 

ja sitä vaativien reaktioiden välillä. ATP-molekyyli (Kuva 2.) sisältää viisi 

osaa: adeniiniemäksen, sokeriosan ja siihen liittyneet kolme fosfaattiryhmää. 

Tämä molekyylirakenne on hyvin pysymätön ja ATP-molekyyli pyrkiikin luo-

vuttamaan yhden fosfaattiryhmän hajoen adenosiinidifosfaatiksi (ADP) ja or-

tofosfaatiksi (Pi). ATP pystyy joissakin reaktioissa lohkaisemaan samanai-

kaisesti kaksi fosfaattia, muuttuen näin adenosiinimonofosfaatiksi (AMP) ja 

pyrofosfaatiksi (PPi). [2.] 

Luovuttamalla fosfaattiryhmän ATP pystyy aktivoimaan muita yhdisteitä. Yh-

disteestä tulee pysymätön, joten se voi osallistua helpommin muihin kemial-

lisiin muunnoksiin. Esim. glukoosin hapetuksessa vapautuva energia tallen-

netaan ATP:na. ATP:n, ADP:n ja Pi :n reaktioseoksessa on varastoituneena 

energiaa silloin kun ATP:n pitoisuus on suurempi kuin tasapainotilassa. Ta-

sapainotilassa ATP:n suhteellinen pitoisuus on hyvin pieni. [2.]

 

Kuva 2. Adenosiinitrifosfaatin kemiallinen rakenne [8].  
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2.3.2 Bioluminometria 

Bioluminometria perustuu lusiferaasi-entsyymiin, joka on tavallisesti eristetty 

bakteerista tai tulikärpäsestä. Sen katalysoidessaan reaktiota lusiferiinin ja 

ATP-molekyylin kanssa syntyy valoa jonka laite havaitsee. Valon määrät 

ovat hyvin pieniä, joten se monistetaan valomonistinputkessa tai fotodiodilla. 

Yleensä laitteet antavat tulokset suhteellisena valomääränä, ns. RLU:na 

(Relative Light Unit). Suhteellinen valomäärä tarkoittaa, että tulos on määri-

tettävä tunnetun standardin avulla. Näytteen antama tulos suhteutetaan 

standardin antamaan tulokseen josta voidaan määrittää ATP:n todellinen 

määrä. Ennen mittausta ATP on kuitenkin saatava vapautumaan soluista, jo-

ten solut on lyysattava. Tämä tapahtuu yleensä kemiallisesti. 

Valoa tuottava reaktio:  

��� +  �� + ����������� 
� ���

�����������
��������� �� � + ���+ ��������������+ ���� 

 

2.4 Rikkivety (H2S)-määritys 

 

2.4.1 Rikkivedyn vaarallisuus 

Rikkivety on vaarallinen soluhengitysmyrkky. Rikkivety ärsyttää jo pienissä 

pitoisuuksissa limakalvoja ja hengitysteitä. Ärsytys kohdistuu etenkin silmiin 

aiheuttaen side- ja sarveiskalvon punoitusta ja tulehdusta. Silmän ärsy-

tysoireet ilmenevät rikkivedyn pitoisuuksissa 10 - 20 ppm (15 - 30 mg/m3) ja 

polttavaa kipua, kyynelvuotoa sekä näön sumenemista ilmenee, kun pitoi-

suus ylittää 50 - 100 ppm (70 - 140 mg/m3). Samalla esiintyy nenän ja kur-

kun kuivumista ja ärsytystä; altistumisen jatkuessa ilmenee vetistä vuotoa 

nenästä, yskää, käheyttä ja hengenahdistuksen tunnetta. Rikkivety lamaan-

nuttaa hajuaistin 100 - 150 ppm:n (140 - 210 mg/m3) pitoisuuksissa, mikä li-

sää äkillisen myrkytyksen vaaraa suurissa pitoisuuksissa. Altistuminen suu-

remmille pitoisuuksille aiheuttaa voimakkaan ärsytyksen lisäksi päänsärkyä, 

huimausta, pahoinvointia, heikkoutta ja sekavuutta. Altistuminen rikkivedylle 

500 ppm:n (750 mg/m3) pitoisuudessa aiheuttaa viidessä minuutissa vakavia 

hermostollisia oireita ja tajuttomuutta, hengityskeskuksen lamaantumisen ja 

kuoleman jopa puolessa tunnissa. Altistuminen yli 300 ppm:n (400 mg/m3) 
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pitoisuuksille voi aiheuttaa keuhkopöhön. Yli 1 000 ppm:n (1 400 mg/m3) pi-

toisuus aiheuttaa välittömästi tajuttomuuden ja kuoleman hengityksen la-

maannuttua. Vakavista äkillisistä myrkytyksistä toipuneilla on yksittäisissä 

tapauksissa todettu hermostollisia jälkioireita, kuten heikentynyttä muistia ja 

keskittymiskykyä sekä erilaisten hermostovaurioiden aiheuttamia oireita. 

Yleensä toipuminen on kuitenkin ollut täydellistä. [9.] 

Rikkivedyn krooniset vaikutukset ovat kiistanalaisia. Pitkäaikaisesti altistu-

neilla työntekijöillä on kuvattu esiintyneen tarkoin määrittelemättömiä oireita, 

kuten väsymystä, päänsärkyä, huimausta ja ärtyneisyyttä limakalvojen ärsy-

tysoireiden lisäksi. Henkilö, jolle on pitkäaikaisen rikkivetyaltistumisen seu-

rauksena kehittynyt ns. kaasusilmä eli krooninen silmän sidekalvontulehdus, 

saattaa saada oireita jopa alle 1 ppm:n rikkivetypitoisuuksissa. [9.] 

2.4.2 Kaupallisten kittien toimintaperiaate. 

Tutkimuksessa käytettiin kahta kaupallista kittiä mittaamaan nesteestä siihen 

liuennutta rikkiä ja tiettyjä yleisimpiä rikkiyhdisteitä. Molemmat kitit perustui-

vat rikkiyhdisteiden reagointiin dimetyyli-p-fenyleenidiamiinin kanssa, jonka 

seurauksena, suoraan tai välillisesti, seuraa sininen väri. Muodostunut väri 

on suoraan verrannollinen rikin määrään. Molemmat kitit ovat yleisesti käy-

tettyjä mm. jätevesien tutkimuksissa. Kittien tarkemmat tiedot ja ohjeet ovat 

liitteenä. (Liite 1 ja 2) 

 

2.5 Biosidit 

 

Käsitteellä ”biosidivalmiste” tarkoitetaan yhtä tai useampaa tehoainetta sisäl-

tävää valmistetta, joka kemiallisesti tai biologisesti tuhoaa, torjuu tai tekee 

haitattomaksi vahingollisia eliöitä, estää niiden vaikutusta tai rajoittaa muulla 

tavoin niiden esiintymistä. Pelkästään fysikaalisesti vaikuttavia valmisteita ei 

kuitenkaan katsota biosidisiksi valmisteiksi. [5.] 

Biosidin tehoaineena voi olla myös pieneliö. Biosideja ovat esimerkiksi tuho-

laistorjunta-aineet, desinfiointiaineet, teollisuudessa käytettävät säilytys- ja 

suoja-aineet sekä alusten kiinnittymisenestoaineet. Suomessa biosidit on ja-
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ettu 23 valmisteryhmään, joista vastaavat Sosiaali- ja terveysalan lupa- ja 

valvontavirasto (Valvira) ja Suomen ympäristökeskus (SYKE).  

Öljyteollisuus asettaa biosidien käytölle erityiset olosuhteet ja vaatimukset. 

Biosidien käyttö on yhteinen tekijä kaikissa maailman öljynporauskohteissa, 

ja useimmat porauksen vaiheet sisältävät biosidikäsittelyitä. Biosidien tarkoi-

tuksena on varmistaa lopputuotteen korkea laatu ja saanto, estämällä mik-

robiperäinen korroosio sekä mikrobien ja biofilmin kerääntyminen laitteis-

toon. Öljyteollisuudessa useasti käytettyjä tehoaineita ovat kvaternääriset 

ammoniumyhdisteet, formaldehydi, glutaraldehydi ja tetra-

kis(hydroksimetyyli)- fosfoniumsulfaatti(THPS). [5.] 

Biosidien käyttöä määrittelee veden kierrätys, onko sitä ja miten se on toteu-

tettu. Veden kierrätyksessä biosidin määrät ovat pienempiä koska altistus on 

jatkuvaa eikä ulkopuolisen kontaminaatiolähteen vaaraa ole. Jos kierrätystä 

ei ole, pitää jokaiselle injektiovedelle ja porauskohteelle määrittää biosidien 

käyttö erikseen. Ei ole olemassa valmista mallia käsittelylle. Injektiovedessä 

biosidin on oltava stabiili pitkiäkin aikoja, sekä kestettävä pH:n vaihteluja. 

Toinen kriteeri on reagointi muiden vedenkäsittelyaineiden kanssa, ne saat-

tavat yhdessä aiheuttaa herkästi esimerkiksi sakkaantumista tai biosidin te-

hokkuuden vähenemistä. Myös vaahtoutumista tavataan joidenkin biosidien 

kohdalla, ja laitteistosta riippuen se voi olla rajoittava tekijä. Yleinen turvalli-

suus on tekijä, mikä on otettava huomioon käsittelyn ja mahdollisen onnet-

tomuuden varalle. Yksi tärkeä biosidien valintakriteeri on, että ne eivät saa 

vaikuttaa lopputuotteen laatuun. [5.] 
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3 TOTEUTUS 

3.1 Fermentori 

 

Fermentorin tarkoituksena oli tuottaa sulfaattia pelkistäviä bakteereja sisäl-

tävällä biofilmillä peitettyjä huokoisesta kivimateriaalista tehtyjä kuulia.  

Öljynporauslautalta saadun injektiovesinäytteen bakteerikantaa kasvatettiin 

suljetussa 20 litran muoviastiassa, johon oli liitetty vesipumppu. Pumpun säi-

liöosaan laitettiin steriloituja huokoisia kiviä 3 x 0,7 l. Kivet olivat kaupallisesti 

saatavilla olevia pyöreitä ja huokoisia, ja niistä suodatettiin halkaisijaltaan 8 -

12 mm kiviä fermentoriin. Kompleksin kokonaisnestetilavuus oli tällöin lähes 

23 l. Fermentorissä pyörivä neste käsitti 3 l vesinäytettä ja 20 l keinotekoista 

merivettä (3,5 % Instant Ocean + steriili hanavesi) johon oli lisätty Na-

asetaattia ja -laktaattia lopulliseen pitoisuuteen 20 mM sekä 23 g Na-

tioglukolaattia hapen poistamiseksi. Pohjana veden koostumukselle oli poh-

janmeri jonka keskimääräinen suolapitoisuus on 3,5%. Viikottain tehty 10 % 

veden vaihto ravinteineen (ks. yllä) toi fermentoriin happipiikin, mutta muuten 

olosuhteet fermentorissa olivat anaerobiset. Lämpötila kasvatusastiassa oli 

20 - 24 °C. Fermentori mukaili meriveden ja sedimentin luonnonmukaisia 

olosuhteita jotka vaihtelevat runsashappisista hapettomiin.  

 

3.2 Kasvatusalustat 

 

ATP- ja rikkivetymittauksien rinnalle haluttiin viljely, joka tukisi muiden mitta-

uksien tulkintaa ja antaisi lisätietoa fermentorin lajistosta. Kasvualustaksi va-

littiin R2-agar (Merck, 1004160500), josta kokeiltiin kahta muunnelmaa, sekä 

pintalevitys- että maljavalu-tekniikat. R2-agar on vähäravinteinen kasvualus-

ta, joka on kehitetty (juoma)veden kokonaisbakteeriluvun määrittämiseksi. 

Tarkoituksena oli valita kasvualusta, joka tuottaisi suurimman pesäkeluvun. 

Valitusta R2-agarista valmistettiin 3 erää: yhteen lisättiin 2,5 g NaCl:a, yh-

teen 3,5 g Instant Ocean-merisuolaa ja kolmas erä oli alkuperäinen R2-agar.  

Näytteenä käytettiin 64 päivää kasvatettua nestettä fermentorista, josta val-
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mistettiin laimennossarja 100-10-3. Näistä viljeltiin pinta- ja maljaviljelynä, kai-

kille kolmelle R2-agar-variaatiolle. Maljoja kasvatettiin huoneenlämmössä 2 

d pussitettuna.  

 

3.3 ATP-MITTAUKSET 

 

3.3.1 Kasvatusliemen ja kivien suhde 

Testi 1: 

Ensimmäisessä testissä tarkkailtiin kuinka nopeasti eri määrästä kiviä ha-

vainnoidaan mikrobien kasvua, ja mikä olisi hyvä kivien ja kasvatusliemen 

suhde. Kasvatusliemenä käytettiin Instant Oceania (35 g/l) johon oli lisätty 

13,3 ml/l 3M Na-asetaattia ja 3M Na-laktaattia sekä 1g/l Na-tioglykolaattia 

(tästä seoksesta käytettiin työnimeä Osterivesi). Sarjoja oli neljä kappaletta 

ja jokaisessa viisi rinnakkaista:  

1. 2. 3. 4. 

50 ml 10 ml  10 ml  10 ml Kasvatuslientä 

10 kpl 10 kpl 3 kpl 1 kpl Kiviä 

Ensimmäiseen sarjaan käytettiin 100 ml:n laboratoriopulloa, sarjoihin 2, 3, ja 

4 lasisia 15 ml:n koeputkia. Sarja 3 tehtiin anaerobiseksi lisäämällä mineraa-

liöljyä liemen pinnalle. Ennen kokeen alkua kivet huuhdeltiin kolme kertaa 

200 ml:lla steriiliä hanavettä. Tämän jälkeen kivet jaettiin sarjoihin aseptises-

ti. Kasvua seurattiin ATP-process-lite-kitillä (valmistaja, tuot.numero) [liite 3] 

kuudessa mittauspisteessä: 0 h, 8 h, 24 h, 32 h, 48 h ja 72 h. Käytetty laite 

oli 3M™ Clean-Trace™ NG –luminometri. Ensimmäisen mittauksen jälkeen 

putket ja pullot asetettiin 100 rpm ravistukseen. 

Testi 2: 

Testissä tutkittiin kasvatusliemen ja hapen läsnäolon vaikutusta kasvuun. 

Toisessa testissä vaihdettiin kaikissa sarjoissa liemen ja kivien määrä yh-

teneväisiksi. Ensimmäisten tulosten pohjalta päädyttiin käyttämään yhdis-

telmää 15 ml lientä + 3 kpl kiviä. Astia vaihdettiin korkilliseen vial-pulloon 
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jonka tilavuus oli 23 ml. Sarja 1 suljettiin anaerobiksi mineraaliöljyllä. Jokai-

sesta sarjasta tehtiin viisi rinnakkaista mittausta. Mittauspisteitä oli neljä: 0 h, 

8 h, 24 h ja 48 h. Valmistelut ennen mittauksen alkua olivat kuten ensimmäi-

sessä testissä, ja mittaus suoritettiin ATP-process-lite-kitillä [Liite 3].  

Taulukko 1. Testi 2:n mittaussarjat.  

Sarja: 1. 2. 3. 

Olosuhteet Anaerobi Aerobi Aerobi 

Kasvatusliemi Osterivesi Osterivesi R2A-liemi 

 

3.3.2 ATP-mittaus vs. viljely 

Testi 3: 

Testissä vertailtiin viljelyiden antamaa tulosta kasvatusmaljoille (R2A-Merck) 

viljeltyjen tuloksiin. Tehtiin kaksi sarjaa, sarjat 1 ja 2 edellisestä testistä, mo-

lemmista 5 rinnakkaista. Valmistelut ennen mittausta toteutettiin kuten edel-

lä. Molempiin sarjoihin sisältyi referenssinä pelkkä kasvatusliemi. Mittauspis-

teitä oli kaksi: 0 h ja 24 h, 0 h -hetkellä viljeltiin pintaviljelynä jokaisesta rin-

nakkaisesta sekä referenssistä 10-1 ja 10-2 laimennokset. Mittauspisteessä 

24 h viljeltiin 10-2 ja 10-3 laimennokset. 
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3.4 Rikkivety (H2S) - mittaukset 

 

Rikkivedyn mittaukseen käytettiin Hach Langen spektrofotometrisiä kittejä 

LCW 053 (detektointi 0,1 - 2,0 mg/ l) [Liite 1] ja Method 8131 (detektointi 5 – 

800 µl/ l) [Liite 2]. Laitteena käytettiin Hach Langen DR 5000 UV-VIS-

spektrofotometria.  

 

Rikkivety(H2S)-testi 1 
 

Kokeen tarkoituksena oli selvittää kuinka paljon rikkivedyn määrä kasvaa kun 

kasvatusliemena on osterivesi. Ensin 64 päivää osterissa olleita kiviä siirret-

tiin 3 kpl vial-pulloon, jossa oli 22 ml tuoretta osterivettä. Testi toteutettiin 

kolmella rinnakkaismäärityksellä. Jokaiseen mittaukseen tarvittiin 10 ml näy-

tettä, joka korvattiin aina 10 ml:lla osterivettä. Tämän lisäyksen tarkoituksena 

oli antaa mikrobeille lisää ravintoa, jotta rikkivetypitoisuudet olisivat tarpeeksi 

suuria. Mittauspisteitä valittiin 3 kpl: 0 h, 24 h ja 48 h. Mittaukset suoritettiin 

Method 8131 (5 – 800 µl/l) -kitillä. Näytepulloja säilytettiin testin ajan 100 rpm 

ravistelussa huoneenlämmössä.  

 

 
Rikkivety(H2S)-testi 2 
 
Osa 1: 

Testissä kokeiltiin uutta kasvatuslientä, jonka ajateltiin antavan hyvin nopean 

kasvun, ja olisi spesifi halutuille mikrobeille. Valmistettiin yhdistelmä R2-

liemestä ja Instant Oceanista, joka sai työnimen OM-liemi. Aluksi käytettävät 

kivet esikäsiteltiin, 4 h (100ml / 30 kiveä) ravistelussa tuoreessa Instant 

Oceanissa, josta ne siirrettin OM-liemeen (100 ml / 15 kiveä) joka suljettiin 

silikoniöljyllä. Testissä oli kaksi rinnakkaista näytettä. Mittaukset suoritettiin 

24 h ja 48 h, LCW 053 (0,1 – 2,0 mg/l) -kitin ohjeen mukaisesti. Laite nollat-

tiin OM-liemellä. 

Osa 2: 

Testi toistettiin pitemmällä 16 h esikäsittelyajalla, ja valmisteluita muutettiin 

myös loppuastian osalta vial-pulloihin, jossa oli OM-lientä 20 ml ja 3 kiveä. 

Jokaiselle mittauspisteelle, 24 h, 48 h ja 120 h, valmistettiin oma vial-pullo. 
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Tällä pyrittiin minimoimaan hapen vaikutus kasvustoon. Näytteistä valmistet-

tiin kaksi rinnakkaismääritystä, laite nollattiin OM-liemellä. 

 
Rikkivety(H2S)-testi 3: 

Tässä vaiheessa tutkimuksia haluttiin kokeilla, ns. valmista testiä jossa oli 

parametreinä ATP- ja H2S-mittaus sekä 4 kpl eri biosidejä. Testillä haettiin 

tuloksista yhdenmukaisuutta biosidien määrän sekä ATP- ja H2S-mittauksien 

välillä. Myös biosidien tehokkuutta ja annostelua tarkkaillaan tuloksista. 

Aluksi käytettävät kivet ”pestiin”, 4 h (100ml / 30 kiveä) ravistelussa tuorees-

sa Instant Oceanissa, johon oli lisätty biosidiä 200 ppm tai 1000 ppm. Tes-

tissä oli mukana 4 eri biosidivalmistetta. Pesun jälkeen kivet siirrettin OM-

liemeen (100 ml / 15 kiveä) joka suljettiin silikoniöljyllä. Mittaukset suoritettiin 

24 h, 48 h ja 120 h, LCW 053 (0,1 – 2,0 mg/ l) -kitillä. Mittauspisteet valikoi-

tiin edellisten testien tulosten perusteella. 

3.5 Ongelmat 

 

Tutkittaessa Biosidi A:n vaikutusta steriloituihin akvaariokiviin Instant 

Oceanissa, huomattiin että pohjalle muodostui valkoista sakkaa. Tämä ta-

pahtui myös referensseissä, jotka tehtiin ilman akvaariokiviä. Tutkimuksen 

tarkoituksena oli tutkia, hajottaako biosidi akvaariokiviä 80 rpm ravistuksessa 

enemmän. Tämän havainnon pohjalta tehtiin uusi tutkimus, jossa verrattiin 

muutamaa eri biosidiä ja NaOH:a, pitoisuuksina 100,1000 ja 10000 ppm. 

Havainnot kirjattiin 0 h ja 24 h jälkeen. 

H2S-mittauksessa haluttiin varmistaa etteivät biosidit häiritse mittauksen oi-

keellisuutta. Mittauksessa käytettiin neljää eri biosidiä, kustakin 500 ppm ja 

2000 ppm pitoisuudet. Mittauksessa käytettiin näytteenä R2-lientä, johon oli 

lisätty 3,5 g/l Instant Oceania, johon kyseiset biosidipitoisuudet lisättiin. Mit-

taukset toteutettiin kittien ohjeiden mukaisesti. 
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4 TULOKSET 

4.1 Tulosten esittely ja arviointi 

4.1.1 Kasvatusalustat 

Maljoilla havaittiin yhteensä 4 erilaista pesäkettä, joista jokaisessa versiossa 

esiintyi 3 kerrallaan. Pelkässä R2-agarissa oli yksi pesäke mikä ei esiintynyt 

maljoissa, joihin oli lisätty suolaa. Pesäkkeiden koko oli pienin tavallisessa 

R2-agarissa ja suurin maljoissa, joihin oli lisätty Instant Oceania. Pesäkkei-

den kokovertailu tehtiin pintavalu-maljojen perusteella. 

Viljelyvertailusta saatiin odotettu tulos, kun eniten fermentorin olosuhteita 

muistuttava kasvualusta (R2-Agar+3,5 % Inst.O) antoi suurimman pesäkelu-

vun. Tämä kasvatusalusta otettiin käyttöön fermentorin ylläpitoseurantaan, 

sekä myöhempiin tutkimuksiin. (Taulukko 1.) 

Taulukko 2. Kasvatusalustavertailun pesäkemäärät (cfu/ ml). 

 R2A R2A+2,5% NaCl R2A+3,5% 
Inst.Ocean 

 Pinta Malja Pinta Malja Pinta Malja 
10^0 ~ 700 >1000 ~ 650 >1000 >1000  - 
10^-1 ~ 300 >1000 ~ 200 ~ 450 ~ 500  - 
10^-2 140 ~ 300 52 ~250 ~100  - 
10^-3 13 50 3 115 30  - 

4.1.2 Kasvatusliemen ja kivien suhde 

Testi 1: 

Ensimmäisestä luminometrisesta testistä saatiin hyvin vaihtelevat tulokset. 

Johdonmukaisesti suurimmat arvot tulivat sarjasta, jossa oli suurin määrä 

ravinnelientä. Huomionarvoista oli, että vain anaerobisessa sarjassa kasvu 

jatkui seurannan loppuun asti. Kaikissa kolmessa aerobisessa sarjassa kas-

vua tapahtui 48 h asti, joskin kuitenkin jo hidastunutta, vrt. 24h mittauspis-

teeseen, jonka jälkeen lähes jokaisessa sarjassa mittausarvot kääntyivät 

laskuun. Tehtiin päätös että jatkossa seuranta-aika rajataan 48 h. Toinen 

asia mikä vaikeutti päätelmiä testistä, oli rinnakkaisten sarjojen saman mit-

tauspisteiden välinen vaihtelu. Saatiin jopa kaksi kertaa suurempia arvoja 

rinnakkaisista sarjoista samassa mittauspisteessä. Vain sarja 50 ml +10 ki-

veä tuotti kohtuullisen yhtäläisen tuloksen.  
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Kuvaaja 1. Testi 1:n neljän kasvatussarjan ATP-mittauksien tulokset  
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Kuvaaja 2. Testi 1:n kasvatussarjojen ATP-mittauksien keskiarvot

Tarkasteltaessa kokonaiskasvua keskiarvokuvaajasta (Kuvaaja 2), saatiin 

suurimmat arvot sarjoista 50ml+10 kiveä ja 10 ml+ 3 kiveä. Sarja 10 ml+ 1 ki-

vi ei juurikaan tuottanut kasvua, joten kiviä olisi oltava enemmän. Sarjassa 10 

ml+ 10 kiveä oli liikaa kiviä kasvatusliemeen verrattuna lyhyellä kasvatusajal-

la. Tästä linjattiin että seuraavaan testiin sarjojen koko olisi 15 ml+ 3 kiveä. 

Myös astiat haluttiin yhtenäistää, ja valittiin suljettavat vial-pullot (V=23 ml) 

(Kuva 2).  

 

 

 

 

Kuva 2. Suljettava vial-pullo 

Testi 2: 

Testin suurimpana antina oli R2-liemen kasvutehokkuus verrattuna Osterive-

teen. Kuten ensimmäisessäkin testissä, antoivat osterivedelliset sarjat hyvin 

epätasaisen tuloksen. Viimeisessä mittauspisteessä anaerobi-sarjassa oli 

jopa nelinkertainen ero suurimman ja pienimmän tuloksen välillä. Kuvaajasta 

4 huomaa, kuinka 48 h-kasvatuksen jälkeen ATP-tasot eivät olleet saavutta-

neet merkittävää kasvua, joten tällä kasvatusliemellä ei olisi käyttöä nopean 
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tuloksen saamiseksi. Osterivesi päätettiin jättää pois testien kasvatuslieme-

nä käytöstä ja keskittyä R2-liemeen.  

Toinen testin antama informaatio oli, kun havaittiin että käytettäessä R2-

lientä ATP-mittari antoi jo hetkellä 0 h monikymmenkertaisen lukeman ver-

rattuna Osteriveteen. Tämän jälkeen autoklavoitiin kyseinen R2-liemi ja mi-

tattiin ATP-taso, ja tulokseksi saatiin 285 pg/ml. Tämä liemi autoklavoitiin 

uudestaan ja tulokseksi saatiin 260 pg/ml. Tämän jälkeen mitattiin valmistet-

tiin uusi R2-liemi ja mitattiin autoklavoinnin jälkeen saaden tulokseksi 250 

pg/ml. Asiaa ei kuitenkaan tutkittu sen tarkemmin, huomioitiin vain että R2-

liemi antaa vääristymän tulokseen steriilinäkin. Tämä kuitenkin oli vain mur-

to-osa siitä arvosta, minkä 48 h kasvu tuotti. Mutta tämä oli hyvä havainto ja 

se pystyttiin jatkotesteissä huomioimaan. (Kuvaajat 3–5.) 

 
Kuvaaja 3. Testi 2. Instant Ocean-sarjojen kasvukäyrät 
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Kuvaaja 4. 15 ml +3 kiveä Inst.Oceanissa-sarjojen kasvukäyrien keskiarvot  

 

Kuvaaja 5. Testi 2:n R2-liemi-sarjan kuvaaja 

 

4.1.3 ATP-mittaus vs. viljely 

Testi 3: 

Viljelyt antoivat kaikki tulokseksi täyteen kasvaneen maljan, eli 0 h 1,0 * 10-3 
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teella voidaan olla varmoja testin toimivuudesta. Maljoissa olleiden pesäk-

keiden ja kasvuston perusteella molemmat kasvatusliemet tuottivat samaa 
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ATP-mittaus osoitti nyt jälleen, että on siirryttävä R2-liemen käyttämiseen 

mittauksissa. Kaksi viidestä Instant Ocean-sarjasta antoi jopa kolminkertai-

sen tuloksen rinnakkaisten välillä, joten toistettavuus on huono Instant 

Oceanilla, kun taas kaikki R2-liemi-sarjan pitoisuuksissa oli suurimman ja 

pienimmän arvoissa 10 % ero. Yhteenvetona näistä sarjoista saatiin tulok-

seksi sarja, joka antaa voimakkaan ja tasaisen kasvun suhteellisen pienellä 

määrällä kiviä ja kasvatuslientä. (Kuvaaja 6.) 

 

Kuvaaja 6. ATP-Testi 3. kasvun kuvaajat 
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4.1.4 Rikkivety (H2S) -mittaukset 

Rikkivety (H2S) -testi 1: 

Tulokset ensimmäisestä testistä olivat lupaavat. Kasvukäyrät olivat tasaisesti 

nousevia ja pitoisuuksien vaihteluväli viimeisessä mittauspisteissä 1 - 20 µg. 

Kuitenkaan kokonaismääräisesti lukema ei ole suuri. Varovainen arvio testis-

tä onkin, ettei tämä kokoluokka ole tarvittavan suuri antamaan luotettavaa tu-

losta. Testi toistettiin, mutta tulokseksi saatiin ettei 24 h jälkeen ollut tapahtu-

nut kasvua, joten testin uusinta keskeytettiin. Päätettiin kasvattaa testin vo-

lyymiä isompien pitoisuuksien saamiseksi. (Kuvaaja 7.) 
 

 
Kuvaaja 7. Rikkivedyn pitoisuudet kasvatusliemessä. 
 

Rikkivety (H2S) -testi 2: 

Osa 1: 

Kasvatusliemenä käytetiin OM -lientä ja kokoluokkana 100 ml / 15 kiveä kor-

killisessa erlen myer-pullossa. Kasvu oli jopa odotettua suurempaa, ja 48 h 

näytettä jouduttiinkin laimentamaan runsaasti. Toinen rinnakkaisnäyte epä-

onnistui liian pienen silikoniöljysuojakerroksen hajotessa, johtaen runsaa-

seen happivuorovaikutukseen. Toisen näytteen tulos oli kuitenkin hyvin mie-

luinen, mutta koska yksittäinen tulos ei ole luotettava, päätettiin mittaus uu-

sia. (Kuvaaja 8) 
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 Kuvaaja 8a. Rikkivedyn pitoisuus testi 2, osa 1. 

 

Osa 2: 

Tässä osiossa oli siis kasvatusliemenä OM-liemi ja kokoluokkana 20 ml / 3 

kiveä suljettavassa vial-pullossa. Muutoksen tarkoituksena oli estää edellisen 

osion epäonnistuminen, ja minimoida hapen vaikutus kasvatusaikana. Tulok-

set hieman yllättivät, koska rikkivety pitoisuudet alkoivat nousta vasta 48 h 

jälkeen. Tämä on luultavasti seurausta kivien esikäsittelyn pidennyksestä. 

 

 
Kuvaaja 8b. 
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Rikkivety (H2S) -testi 3: 

Testin antoi tulokseksi paljon odotettuja tuloksia. ATP-määrät olivat huomat-

tavasti suuremmat 200 ppm-pitoisuuksissa kuin 1000 ppm-pitoisuuksissa. 

Myös rikkivetymäärät kasvavat lähes kaikissa pisteissä johdonmukaisesti. 

Ainoa poikkeus on biosidi D:n toisessa 1000 ppm näytteessä. Siinä rikkive-

dyn määrä oli alussa suurempi kuin referenssin, ja lopussa päätyivät samalle 

tasolle.  

Vertailtaessa arvoja ATP:n ja H2S:n välillä, huomataan etteivät pitoisuudet 

kasva samassa suhteessa. Näin on ainakin biosidi A:n kohdalla, 200 ppm 

pisteessä on ATP:n mukaan enemmän kasvua kuin 1000 ppm näytteissä. 

Kuitenkin H2S-arvot ovat kyseisellä biosidilla hyvin samanlaiset kaikissa mit-

tauspisteissä. Biosidi B käyttäyttyi kaikkien arvojen mukaan odotetusti, rin-

nakkaisarvot ovat kaikissa mittauksissa samaa luokkaa, 200 ppm pitoisuus 

antaa kaikilla suuremmat arvot kuin 1000 ppm pitoisuus. Biosidi C ja D 1000 

ppm sarjoissa H2S-pitoisuudet ovat melkein kaikissa pisteissä hyvin korkeat 

ATP-pitoisuuksiin nähden, 200 ppm sarjoissa pitoisuudet ja kasvu ovat odo-

tetun mukaiset. ATP ja H2S -arvot kasvavat loogisesti toisiinsa nähden, kor-

kea ATP-pitoisuus à korkea H2S kasvu. 

 

Kuvaaja 9. Yhdistelmä-testin tulokset. 
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4.2 Ongelmat 

 

Biosidien aiheuttama virhe H2S-kittien on esitetty taulukossa 3.  

Taulukko 3. Virhemittauksen tuloksien keskiarvot. 

5-800 µl/l 0,1-2,0 mg/l 
A 500 ppm 50 -0,002 

A 2000 ppm 5 -0,042 
B 500 ppm  47 0,006 
B 2000 ppm 42 0 
C 500 ppm 2 -0,040 
C 2000 ppm 2 -0,045 
D 500 ppm 10 -0,004 
D 2000 ppm 9 -0,005 

Ref. 10 0,002 
 
Määritys toteutettiin kahdella rinnakkaisella, joista laskettiin keskiarvo. 

Taulukon 3 tulosten perusteella biosidit eivät aiheuta näillä pitoisuuksilla 

merkittävää virhettä.  Ns. tyhjistä näytteistä vain yksi antoi tulokseksi nollan, 

joten pienillä pitoisuuksilla pitää huomioida, ettei tulos ole biosidin aiheutta-

ma virhe. 

 

5 YHTEENVETO 

 

Työn tarkoituksena oli kehittää edullinen, nopea ja luotettava menetelmä sul-

faattia pelkistävien bakteerien (SRB, engl. Sulfate Reducing Bacteria) osoit-

tamiseksi. Tutkimuksen lähtökohtana oli öljyteollisuus ja sen ympäristöt sekä 

niissä tavatutut SRB-mikrobit. 

Koska menetelmän kehitys aloitettiin samalla kuin tämä opinnäytetyö, tiedet-

tiin että kehitys kestäsi todennäköisesti kauemmin kuin tämä työ. Monella 

tavalla menetelmää saatiin kuitenkin vietyä eteenpäin. Jo alkutesteissä to-

dettiin, ettei fermentorin kasvatusliemi riittänyt tuottamaan itse testissä luo-

tettavia tuloksia. Kasvu tyrehtyi 24 - 48 h jälkeen suhteellisen pieniin kasvu-
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määriin. Tämän työn aikana saatiin kehitettyä uusi kasvatusliemi joka tuotti 

riittävän kasvun sekä H2S-pitoisuuden. 

Välineistö onnistuttiin pitämään pienenä, luminometri ja spektrometri, ja asti-

aksi löydettiin tarpeeksi pieni ja suljettava pullo. Testauksen suorittamisen 

kohteessa pitäisi näin ollen onnistua helposti.  

ATP-mittauksissa luotettavuutta vähensi sen spesifisyys. Testi ei erottele mi-

tenkään eläviä ja kuolleita soluja, ja vapaan ATP:n mittaus pitäisikin ottaa 

mukaan testaukseen. Vapaa ATP saattaa aiheuttaa todellisuutta suurem-

man lukeman. Toinen tähän liittyvä kysymys on SRB-bakteereille ominainen 

APS-molekyyli, joka toimii sulfaattihengityksessä. Myös ADP ja AMP-

molekyylien vaikutusta mittauksessa ei tiedetty. Tämä saattaa aiheuttaa to-

dellisuutta alemman lukeman. Asiaan pyydettiin bioluminesenssi-testin val-

mistajalta selvitystä, jota ei tämän opinnäytetyön ajan puitteissa saatu. Tä-

män mittauksen tarkoituksena on kuitenkin antaa suuntaa antava tulos mik-

robien määrästä ja kasvuvauhdista. 

Toinen mittausmenetelmistä, rikkivetymittaus, antoi hyviä tuloksia. Kuitenkin 

verrattaessa saatuja tuloksia ATP:n määriin, saatiin näistä päinvastaiset tu-

lokset. Tähän testaukseen haastetta tuo kokonaismäärän hallinta. Jos kas-

vatusliemi on liian tehokasta, H2S-pitoisuudet voivat kasvaa liiankin korkeik-

si. Toinen haaste oli selvittää, koska rikkivedyn muodostuminen alkoi, koska 

tuloksista huomattiin että se voi vaihdella jopa vuorokaudella.  
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