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Tama opinnaytetyd tehtiin Kemira Oyj:n tutkimuskeskuksessa Espoossa. Tyon tarkoituk-
sena oli kehittda edullinen, nopea ja luotettava menetelma sulfaattia pelkistavien bakteeri-
en osoittamiseksi keinotekoisesta merivedesta.

Sulfaattia pelkistavat bakteerit viihtyvt samoissa ymparistdissa, joista kerétddn oljya:
merivedestd, meren sedimenteista sekd maaperasta. Oljy-ymparistoista yleisimmin tava-
tut mikrobit ovat useimmiten fermentoivia, metanogeenisia ja sulfaattia pelkistavia. Naista
eniten on tutkittu sulfaattia pelkistavia lajeja, koska ne tuottavat myrkyllista ja tuotantolait-
teistoa korrodoivaa rikkivetya. Sulfaatinpelkistdjia tunnetaan useammasta kymmenesta
mikrobisuvusta, kaikille on yhteista vaatimus hapettomista kasvuolosuhteista ja kyky pel-
kistdd sulfaattia sulfidiksi (esim. rikkivety). Tyypillisesti lajit ovat hidaskasvuisia ja monia
lajeja ei pystyta kasvattamaan laboratoriossa ollenkaan.

Oljyteollisuudessa kaytetaan useasti merivetta apuna pumpattaessa 6ljya. Raakaoljy saa-
daan liikkumaan pumppaamalla kovalla paineella kasiteltyd merivetta maaperaan tai se-
dimenttiin. N&in 6ljy saadaan likkumaan porauskaivoihin, joista se kerataan talteen. Meri-
vedessa oleva sulfaatti toimii sulfaatinpelkistgjien metaboliassa elektronien vastaanottaja-
na ja siten edistaa sulfaatinpelkistgjien kasvua ja lisaa rikkivedyn tuottoa.

Opinnaytetydssa sulfaatinpelkistdjien osoittaminen merivedesta tehtiin ei-spesifisilla mit-
tausmenetelmilla, kuten ATP-luminometrialla ja kasvuympariston sulfidipitoisuuksien mit-
taamisilla. Kokeissa kaytetty bakteeristo kasvatettiin fermentorissa, jossa kierréatettiin kei-
notekoista merivetta. Fermentorissa oli huokoisesta kivimateriaalista tehtyja kuulia, joiden
pinnalle mikrobit muodostivat biofilmikerroksen. Testimenetelmdad on tarkoitus mythem-
min kehittd& edelleen biosidien tehon testaamiseen.

Opinnaytetydssa luotiin vahva perusta lopullisen testimenetelman luomiseen. Kasvatus-
olosuhteet ja valineistd saatiin optimoitua mahdollistaen lyhyemmaét kasvatusajat. Kokei-
den toistettavuutta ja luotettavuutta saatiin lisdttyd huomattavasti yhdistamalla biolumini-
senssin ja rikkivedyn mittauksen tuloksia.

Avainsanat: sulfaattia pelkistavat bakteerit, 6ljynporaus, bioluminesenssi, rikkivety, biosi-
di



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

: Your complimentary
R— use period has ended. nty’
Thank you for using 4 /
t CO m p I ete PDF Complete. .

CI)'ck Here to upg

Metropolia

Unlimited Pages

Name: Markus Utriainen

Title: Development and Optimization of Detection Method for Hydrogen Sulfide-producing
Bacteria Present in Oil Environments.

Date: 2 June 2011 Number of pages: 33 + 3 attachments
Degree Programme: Specialization:
Bachelor of Laboratory Sciences Biosciences

Instructor: Jarmo Palm

Supervisor: Jaakko Simell

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 H,S 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 H,S, 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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sena oli kehittdd edullinen, nopea ja luotettava menetelma sul-

faattia pelkistdvien bakteerien (SRB, engl. Sulfate Reducing Bacteria) osoit-
tamiseksi. Tutkimuksen lahtokohtana olivat dljyteollisuus ja sen ymparistot

seka niissa tavatut SRB-mikrobit.

Oljyteollisuudessa kaytetaan useasti merivettd apuna pumpattaessa oljya
maaperasta tai meren pohjasta. Oljya on sekoittuneena maaperaan ja me-
ren sedimentteihin, josta se saadaan liikkumaan pumppaamalla kovalla pai-
neella kasiteltyd merivettd maaperdéan. Tata kasiteltya vetta kutsutaan injek-
tiovedeksi. Talla tekniikalla saadaan 6ljy likkumaan porauskaivoihin, joiden
kautta Oljy keratadn talteen. Veden avulla paine saadaan pidettyd maape-
rassa tai sedimentissa vakaana. Injektiovesi on kasiteltdvd ennen maahan
pumppausta. Siita pyritdan poistamaan kaikki mikrobit ja happi, koska ndméa
heikentavét raakadljya seka altistavat kasittelylaitteiston korroosiolle. Tyypil-
lisesti injektioveden kasitellaédn aluksi nopeavaikutteisilla klooriyhdisteilld,
joilla tapetaan vedessa elavat mikrobit. Kloorikasittelyn jlkeen vedesta pois-
tetaan happi ja sdannollisesti veteen lisdtddn myos pitkékestoisempaa biosi-
dia. [3.]

Koska monet sulfaattia pelkistavat bakteerit viihntyvat merivedessd, meren
sedimenteissa sekd maaperassa, ne ovat oljyteollisuudelle suuri uhka. Oljy-
ymparistoista yleisimmin tavatut mikrobit ovat useimmiten fermentoivia, me-
tanogeenisia ja sulfaattia pelkistavida. Naista eniten on tutkittu sulfaattia pel-
kistavid, koska ne tuottavat haitallista rikkivetyd. N&itd vastaan on myos ke-
hitetty monia erilaisia tuhoaineita, biosideja. Suurin osa biosideista ei kuiten-
kaan tehoa tarpeeksi biofilmeissa elaviin bakteereihin. Biofilmin suojassa
SRB:t pystyvat rauhassa tuottamaan rikkivetyd, joka aiheuttaa korroosiota
valineistoon. Rikkivety (H,S) aiheuttaa myds 6ljykentdn happamoitumisen,
mikali sitd kerddntyy suuriksi pitoisuuksiksi, lahinna maahan pumpattavaan
injektioveteen. Rikkivety aiheuttaa myos vakavan terveysriskin teollisuudes-
sa tyoskenteleville henkiléille ja sen poistaminen lopputuotteesta (raakadljys-
ta tai maakaasusta) lisda huomattavasti tuotantokustannuksia. SRB:iden on
liséksi osoitettu osallistuvan maadljyn hiilivetyjen hajotukseen, jolloin ne voi-

vat heikentad kerattavan raakadljyn laatua ja maaraa [11].


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

Your complimentary
- use period has ended. 3
B 3 CO m p I ete Thank you for using
PDF Complete.
Click Here to upgr: o ) ) ) B )
Unlimited Pages ar den toiminnasta, monipuolisuudesta ja esiintymisesta on kas-

stavia bakteereja on tutkittu enemman viimeisen 30 vuoden

vanut huomattavasti. T&Ahan (sulfaattia pelkistavien) kategoriaan kuuluvia
bakteereja on tavattu joka puolelta maailmaa, ja ne ovatkin yksi sopeutuvim-
pia lajistoja. Ne kykenevat elam&an korkeissa lAmpétiloissa, suurissa pai-
neissa ja hyvin suolaisissa olosuhteissa sekd kayttamaan metaboliassaan
hyoédyksi monia yhdisteitd. Yksi syy, miksi ndistd mikrobeista on véhan tie-
toa, on se, ettd niiden viljeleminen ja tutkiminen normaaleissa laboratorio-
olosuhteissa on haastavaa. Varsinkin DNA-tekniikan kehittyminen on autta-
nut suuresti mikrobien lasné&olon todentamisessa. Esimerkkind monta sataa
metrid merenpohjan alapuolelta tutkitusta naytteesta Ioydettiin sulfaattia pel-

kistavid bakteereja [12], jotka tunnistettiin sekvenssien perusteella.

Taman tutkimuksen suurimmat haasteet ovatkin juuri SRB:n tunnistami-
nen/erottaminen muista mikrobeista sekd mikrobimééaran kasvattaminen riit-
tavan suureksi mahdollisimman lyhyessa ajassa niiden havaitsemista varten.
Samalla kuitenkin on tarkoitus, ettd havainto pystytddn tekemaan mahdolli-
simman pienestd maarastd mikrobeja. Tama valmis testi pitdisi toteuttaa

mahdollisimman taloudellisesti, ja olla myds toteutettavissa in situ.
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hen kierto

2.1.1 Rikin kierto maalla, meressa ja ilmassa

Rikki on tarkea ainesosa bio- sekéa geokemiallisesti. Kun vulkaaniset, fossiili-
set tai eloperaiset aineet palavat, niista siirtyy palamistuotteina ilmakehaan
rikkid ja rikkiyhdisteitd. llmakehasta ne laskeutuvat vesistoihin sekd maape-
raan ja kasvillisuuteen, ja talldin rikkia tavataan paasaantoisesti yhdisteina.
Maaperassa esiintyy runsaasti rikkipitoisia mineraaleja seké kivilajeja. Veden
mukana yhdisteitd kulkeutuu pohjasedimentteihin sekd maaperééan, joista
mikrobit kayttavat yhdisteita raaka-aineena omiin soluosiinsa ja rakenteisiin-
sa. Maaperasta ja mikrobeista rikkiyhdisteitd kulkeutuu kasveihin ja edelleen
elaimiin. Kasveista (ja elaimistd) ne siirtyvat luonnollisesti el&imiin ja ihmisiin.
Mikrobit palauttavat rikkia takaisin maaperdan, vesistdihin ja ilmakehdan

kuolleista kasveista ja elaimista. [1;4.]

Rikki on valttamatén alkuaine kaikille elaville organismeille ja se muodostaa
noin 1 % elididen kuivapainosta. Suurin osa maailman rikistd on kuitenkin si-
toutuneena maa- ja kallioperdéan seka meriin. Kuitenkin maarallisesti rikin
kierron paatehtavid toimittavat sulfaatilla hengittavat bakteerit ja arkit, seké
rikkiyhdisteitéa hapettavat autotrofiset bakteerit ja arkit. Ne tuottavat toisilleen
ravintoa ja niitd tavataan toistensa léheisyydestd ekosysteemeissa. Rikin
kierto on hyvin moninainen johtuen sen hapetusasteista (luonnossa useim-
min -2, 0 ja +6) sekd herkastd reaktiivisuudesta. Monet biologiset reaktiot
joutuvat kilpailemaan kemiallisten reaktioiden kanssa. Erilaiset teollisesti tuo-
tetut rikkiyhdisteet (esim. pesuaineissa) jadvat kierron ulkopuolelle niiden
huonon biohajoavuuden takia, joka johtuu kovalenttisesta -C-S-sidoksesta.
[1;4.]
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Unnetaan jo yli 40 bakteerisukua, joista 10ytyy sulfaattia pelkis-

tavia lajeja. Sulfaatin pelkistykseen kykenevat myds muut mikrobiryhmat,
esim. arkkibakteereista Archeoglobus -suvun edustaja. Rikkiyhdisteitéa pel-
kistavat bakteerit kayttavat myos erilaisia epéorgaanisia rikkiyhdisteita, ras-
vahappoja, aminohappoja, alkoholeja, mineraaleja ja jopa alkuainerikki&
elektronien vastaanottajana hapettomassa soluhengityksessa. Muutamat la-
jit pystyvat tarpeen vaatiessa nitraattihengitykseen. Yksi sulfaatinpelkistgjien
laajan levinneisyyden salaisuuksista lienee niiden kyky elaa erilaisilla ener-
gianldhteilld. Vaihteleva metabolia on varmasti yksi syy, miksi néita mikro-
beja tavataankin lahes joka maailman kolkasta. Hyvin suurista suolapitoi-
suuksista, korkeista lampdtiloista ja syvaltd merenpohjan alta, suuren pai-
neen alaisuudesta, on kaikista tehty havaintoja sulfaattia pelkistavistd bak-
teereista. Kaikkia lajeja pidetaan yleisesti anaerobeina, mutta jo v. 1990 Dil-
ling ja Cypionka [10] havaitsivat ettd SRB:t voivat kayttaa happea terminaali-
sena elektronin vastaanottajana, ja jopa saamaan ATP:ta tasta prosessista.
Toinen tutkimus, jossa Cypionka oli mukana osoitti néiden bakteerien kulut-
tavan ensin happea, vaikka saatavilla oli nitraattia ja rikkiyhdisteita [15]. Mut-
ta kasvua hapen avulla ei ole koskaan osoitettu, joten uskotaan ettd nama
bakteerit kuluttavat "myrkyllisen” hapen ensin pois ymparistostdan. Juoma-
vedessa, biofilmin suojassa, sulfaattia pelkistavat bakteerit pysyivat elavina
jopa 72 paivan ajan [13], joten olosuhteiden salliessa SRB:t ovat hyvinkin

happea kestavia.

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

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

Grampositiivisia, sulfaattia pelkistavia bakteerisukuja oljy-ympéaristoista on
tavattu ainoastaan yksi suku; Desulfotomaculum, joka on laheistd sukua
klostrideille; yhteisena piirteend endosporien muodostus [14]. Desulfotoma-
culum -suvun bakteereilla on korkea optimilampétila (60 - 65°C), poislukien
D.halophilum, ja ne ovat epataydellisid hapettajia, poislukien D.kuznetsovii.
Gramnegatiivisia SRB-sukuja on useampia, ndista kaytetaan nimitysta Del-
ta-proteobakteerit: Desulfovibrio, Desulfobacter, Desulfobulbus, Desulfomic-
robium, Desulfafacinu, Thermodesulfobacterium. Kaikki edelliset ovat epa-
taydellisia hapettajia ja kayttavat vain tiettyjd substraatteja (mm. pyruvaatti,

laktaatti, vety-ioni). Delta-proteobakteereihin kuuluvat SRB:t kestavat, tai jo-
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rkeita suolapitoisuuksia (yleensa 1 - 5 %). Desulfomicrobium

Thermodesuliobakteerit, joita on tavattu kahta lajia Oljy-ymparistoista: T.
commune ja T. thermophilum. Molemmat pystyvat kasvamaan jopa 80
°C:ssa ja hyodyntavat metaboliassaan vain rajallisen maaran yhdisteita
(mm. H,, laktaatti, pyruvaatti). Neljas haara on arkkieli6t, tarkemmin Achae-
globus-suku. Lajin kolmesta suvusta kaksi on sulfaattia pelkistavaa, mutta

vain A.fulgidus on tavattu oljy-ymparistosta. [6.]

Jotkut lajit muodostavat itiditd, joka on bakteerin kemikaaleja, kuumuutta,
happamuutta ja sateilya kestava lepomuoto. Itidissd on vain 15% vettd ja
energiavarastona itiéilla on 3-fosfo-glyseraattia, joka toimii fosfolipidisyntee-
sin raaka-aineena. Itiot eivat sisalla ATP:td. Esim. Desulfotomaculum-
bakteerin itiot saattavat kestdd elintarvikkeessa tunninkin autoklavoinnin
(121 °C). Olosuhteiden muuttuessa suotuisimmiksi itiét alkavat kasvaa ja

tuottaa rikkivetya. [1.]

Sulfaattihengityksessa mikrobit aktivoivat ensin adenosiinitrifosfaatin (ATP)
avulla sulfaatin adenosiinifosfosulfaatiksi (APS), koska sulfaattia ei voi pel-
kistdd vesiymparistdossa. Sulfaatti/sulfiitti redoksi-parin potentiaali on mata-
lampi kuin vetykaasun hajoamisen, mutta APS:n redoksipotentiaali on kor-
keampi jolloin mikrobit voivat kdyttdd orgaanisista hapoista ottamiaan elekt-
roneja tai vetyatomeja. APS pelkistyy adenosiinifosfosulfaattireduktaasi-
entsyymin avulla. Sulfaatin pelkistaminen sulfiitiksi kuluttaa energiaa, mutta
jatkoreaktiot tuottavat energiaa ja niitd suorittavat monet muutkin bakteerit
(myo6s fakultatiiviset). Sulfaatinpelkistdjat ottavat energiaa kaymistuotteista
kuten maito- ja etikkahaposta, kayttdmalla sulfaattia ja muita rikkiyhdisteita.
Sulfaattihengitys mukautuu aina hieman sen mukaan, mitd l&htéaineita on
tarjolla. Sulfaattihengityksen lahtdaineina voi olla yli sata eri molekyylia, joita
nama lajit voivat hyddyntda sulfaattihengityksessd; taméa vaikeuttaa laati-
masta yleistd SRB-lajiston hengitysmallia. Osa yhdisteistd hapettuu peri-

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

Vesistojen pohjasedimenteissa kehittyy aina rikkivetyd, koska sinne laskeu-
tuvat kuolleet kasvit ja kalat tuovat sinne ravintoa sulfaattia pelkistaville bak-
teereille. Merivedessd muodostuu biofilmeja, ja niissa rikkivetya, myos kaik-
kiin vedenalaisiin rakennelmiin kuten satamiin, laivojen pohjiin sek& muihin
veden pinnan alla sijaitseviin pintoihin. Bioflmin suojissa muodostuu rikkive-
tya seka voimakkaasti happamat olosuhteet, jotka aiheuttavat korroosiota.
[1:6.]
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(esim. iho, juuri, suolisto) pintaan tarttunutta mikrobikasvustoa. Kiinnittyneet
mikrobit toimivat eri tavalla kuin vapaasti liikkuvat/uivat mikrobisolut. Jopa
niiden metaboliassa voi huomata muutoksia. Biofilmeissa eldd suurin osa
luonnossa elavista mikrobeista, se suojaa bakteereja (ja arkkeja) saalistajilta
ja viruksilta. Bakteerit parjaavat pienemmalla ravintomaaralla ja ne pystyvat
torjumaan paremmin ympariston haitalliset olosuhteet. Mikrobit pystyvét jopa
luomaan itselleen edullisemmat olosuhteet biofilmiin. Vapaana olevia bak-
teereja esiintyy lahinnd merissa ja vesistdissa, sekd runsasravinteisissa ym-
paristdissa kuten veri ja maito tai erilaiset teollisuuden prosessivedet. Biofil-
mien rakenne vaihtelee ympariston mukaan; runsasravinteisissa ja muuten-
kin edullisissa ymparistdissa rakenne on l6yhé ja helposti mekaanisesti irro-
tettavissa. Jos olosuhteet ovat ankarat ja vaharavinteiset, solut ovat kiinnit-
tyneet hyvin tiivisti pintaan seké toisiinsa. Luonnossa biofilmit siséltavat aina
eri lajin edustajia, mutta bioprosesseissa voidaan kayttaa yhden lajin biofil-
mid. Eri lajeilla on erilaiset kyvyt tarttua eri pintoihin, ja tiettyja lajeja kutsu-
taankin "tarttujamikrobeiksi’. Ne pystyvéat tarttumaan muovi- ja teraspintoihin
niin tehokkaasti, ettei niitd saa pois pesuaineilla, lipedlla tai mekaanisesti
hankaamalla. Tarttuminen perustuu mikrobin solupinnan rakenneominai-
suuksiin, fimbrioihin, kapseliaineeseen, limapolysakkarideihin, S-kerroksiin ja
muihin solupinnan molekyyleihin. Biofilmissd olevat mikrobit s&atelevat py-
symista, irrottautumista ja siirtymistaan viestintajarjestelmalla. Biofilmin kas-
vusta aiheutuu haittaa ihmiselle ja prosesseille. Vesijarjestelmien ja elintarvi-
keprosessien saastuminen seka materiaalien korroosio on yleensa biofilmi-

mikrobien aikaansaamaa. [1.]
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2.3.1 Adenosiinitrifosfaatti (ATP)

ATP eli adenosiinitrifosfaatti on pieni orgaaninen molekyyli, joka toimii kai-
kissa maapallolla elavissa elidissa kytkentamekanismina energiaa tuottavien
ja sitd vaativien reaktioiden valilla. ATP-molekyyli (Kuva 2.) siséltaa viisi
osaa: adeniiniemaksen, sokeriosan ja siihen liittyneet kolme fosfaattiryhmaa.
Tama molekyylirakenne on hyvin pysyméttn ja ATP-molekyyli pyrkiikin luo-
vuttamaan yhden fosfaattiryhman hajoen adenosiinidifosfaatiksi (ADP) ja or-
tofosfaatiksi (P;). ATP pystyy joissakin reaktioissa lohkaisemaan samanai-
kaisesti kaksi fosfaattia, muuttuen ndin adenosiinimonofosfaatiksi (AMP) ja
pyrofosfaatiksi (PP;). [2.]

Luovuttamalla fosfaattiryhmé&n ATP pystyy aktivoimaan muita yhdisteitd. Yh-
disteesta tulee pysymaton, joten se voi osallistua helpommin muihin kemial-
lisiin muunnoksiin. Esim. glukoosin hapetuksessa vapautuva energia tallen-
netaan ATP:na. ATP:n, ADP:n ja P; :n reaktioseoksessa on varastoituneena
energiaa silloin kun ATP:n pitoisuus on suurempi kuin tasapainotilassa. Ta-

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

NH,
|
C
_413&».! > _'QgN
NI Ca # . -
- i £ &
H— - - o
PN o HC—8—P—O0—8—P—0—8—P—0
Adenine (l) \"\‘y) R (I:l)
H H Phosphate groups
OH OH
Ribose

Kuva 2. Adenosiinitrifosfaatin kemiallinen rakenne [8].
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a perustuu lusiferaasi-entsyymiin, joka on tavallisesti eristetty

bakteerista tai tulikarpédsestd. Sen katalysoidessaan reaktiota lusiferiinin ja
ATP-molekyylin kanssa syntyy valoa jonka laite havaitsee. Valon maaréat
ovat hyvin pienid, joten se monistetaan valomonistinputkessa tai fotodiodilla.
Yleensa laitteet antavat tulokset suhteellisena valomaarana, ns. RLU:na
(Relative Light Unit). Suhteellinen valomaara tarkoittaa, etta tulos on maari-
tettavd tunnetun standardin avulla. Naytteen antama tulos suhteutetaan
standardin antamaan tulokseen josta voidaan maarittdd ATP:n todellinen
maara. Ennen mittausta ATP on kuitenkin saatava vapautumaan soluista, jo-

ten solut on lyysattava. Tama tapahtuu yleensa kemiallisesti.

Valoa tuottava reaktio:

2.4 Rikkivety (H,S)-maaritys

2.4.1 Rikkivedyn vaarallisuus

Rikkivety on vaarallinen soluhengitysmyrkky. Rikkivety arsyttdd jo pienissa
pitoisuuksissa limakalvoja ja hengitysteita. Arsytys kohdistuu etenkin silmiin
aiheuttaen side- ja sarveiskalvon punoitusta ja tulehdusta. Silmé&n arsy-
tysoireet ilmenevét rikkivedyn pitoisuuksissa 10 - 20 ppm (15 - 30 mg/m°) ja
polttavaa kipua, kyynelvuotoa sekd nadn sumenemista ilmenee, kun pitoi-
suus ylittda 50 - 100 ppm (70 - 140 mg/m?). Samalla esiintyy nenan ja kur-
kun kuivumista ja arsytystd; altistumisen jatkuessa ilmenee vetistd vuotoa
nendasta, yskaa, kaheyttd ja hengenahdistuksen tunnetta. Rikkivety lamaan-
nuttaa hajuaistin 100 - 150 ppm:n (140 - 210 mg/m°) pitoisuuksissa, mika li-
saa akillisen myrkytyksen vaaraa suurissa pitoisuuksissa. Altistuminen suu-
remmille pitoisuuksille aiheuttaa voimakkaan arsytyksen lisaksi paansarkya,
huimausta, pahoinvointia, heikkoutta ja sekavuutta. Altistuminen rikkivedylle
500 ppm:n (750 mg/m®) pitoisuudessa aiheuttaa viidessa minuutissa vakavia
hermostollisia oireita ja tajuttomuutta, hengityskeskuksen lamaantumisen ja

kuoleman jopa puolessa tunnissa. Altistuminen yli 300 ppm:n (400 mg/m°)
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C pi aiheuttaa keuhkopohon. Yli 1 000 ppm:n (1 400 mg/m®) pi-

faa valittbmasti tajuttomuuden ja kuoleman hengityksen la-

maannuitua. Vakavista akillisistda myrkytyksista toipuneilla on yksittaisissa
tapauksissa todettu hermostollisia jalkioireita, kuten heikentynyttd muistia ja
keskittymiskykyd seka erilaisten hermostovaurioiden aiheuttamia oireita.

Yleensa toipuminen on kuitenkin ollut taydellista. [9.]

Rikkivedyn krooniset vaikutukset ovat kiistanalaisia. Pitkdaikaisesti altistu-
neilla tydntekijoilla on kuvattu esiintyneen tarkoin maarittelemattdomia oireita,
kuten vasymysta, paansarkya, huimausta ja artyneisyytta limakalvojen arsy-
tysoireiden liséksi. Henkil®, jolle on pitkdaikaisen rikkivetyaltistumisen seu-
rauksena kehittynyt ns. kaasusilma eli krooninen silmén sidekalvontulehdus,

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

2.4.2 Kaupallisten kittien toimintaperiaate.

Tutkimuksessa kaytettiin kahta kaupallista kittia mittaamaan nesteesta siihen
liuennutta rikkia ja tiettyja yleisimpia rikkiyhdisteitd. Molemmat kitit perustui-
vat rikkiyhdisteiden reagointiin dimetyyli-p-fenyleenidiamiinin kanssa, jonka
seurauksena, suoraan tai valillisesti, seuraa sininen vari. Muodostunut vari
on suoraan verrannollinen rikin maaraan. Molemmat kitit ovat yleisesti kay-
tettyjd mm. jatevesien tutkimuksissa. Kittien tarkemmat tiedot ja ohjeet ovat
litteend. (Liite 1 ja 2)

2.5 Biosidit

Kasitteella "biosidivalmiste” tarkoitetaan yhté tai useampaa tehoainetta sisél-
tavaa valmistetta, joka kemiallisesti tai biologisesti tuhoaa, torjuu tai tekee
haitattomaksi vahingollisia eliditd, estdd niiden vaikutusta tai rajoittaa muulla
tavoin niiden esiintymista. Pelkastaan fysikaalisesti vaikuttavia valmisteita ei

kuitenkaan katsota biosidisiksi valmisteiksi. [5.]

Biosidin tehoaineena voi olla myds pienelid. Biosideja ovat esimerkiksi tuho-
laistorjunta-aineet, desinfiointiaineet, teollisuudessa kaytettavat sdilytys- ja

suoja-aineet seka alusten kiinnittymisenestoaineet. Suomessa biosidit on ja-
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teryhmaan, joista vastaavat Sosiaali- ja terveysalan lupa- ja

(Valvira) ja Suomen ymparistokeskus (SYKE).

Oljyteollisuus asettaa biosidien kaytolle erityiset olosuhteet ja vaatimukset.
Biosidien kayttd on yhteinen tekijd kaikissa maailman 6ljynporauskohteissa,
ja useimmat porauksen vaiheet sisltavat biosidikasittelyitd. Biosidien tarkoi-
tuksena on varmistaa lopputuotteen korkea laatu ja saanto, estamalla mik-
robiperainen korroosio seka mikrobien ja biofilmin keradntyminen laitteis-
toon. Oljyteollisuudessa useasti kaytettyja tehoaineita ovat kvaternaariset
ammoniumyhdisteet, formaldehydi, glutaraldehydi ja tetra-
kis(hydroksimetyyli)- fosfoniumsulfaatti(THPS). [5.]

Biosidien kayttoa maarittelee veden kierratys, onko sité ja miten se on toteu-
tettu. Veden kierratyksessa biosidin maarat ovat pienempia koska altistus on
jatkuvaa eika ulkopuolisen kontaminaatioldhteen vaaraa ole. Jos kierratysta
ei ole, pitda jokaiselle injektiovedelle ja porauskohteelle maarittda biosidien
kaytto erikseen. Ei ole olemassa valmista mallia kasittelylle. Injektiovedessa
biosidin on oltava stabiili pitkidkin aikoja, seka kestettava pH:n vaihteluja.
Toinen kriteeri on reagointi muiden vedenkasittelyaineiden kanssa, ne saat-
tavat yhdessa aiheuttaa herkasti esimerkiksi sakkaantumista tai biosidin te-
hokkuuden véhenemista. Myds vaahtoutumista tavataan joidenkin biosidien
kohdalla, ja laitteistosta riippuen se voi olla rajoittava tekijd. Yleinen turvalli-
suus on tekija, mika on otettava huomioon kasittelyn ja mahdollisen onnet-
tomuuden varalle. Yksi tarkea biosidien valintakriteeri on, ettd ne eivat saa

vaikuttaa lopputuotteen laatuun. [5.]
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o.1 Fermertori

Fermentorin tarkoituksena oli tuottaa sulfaattia pelkistavia bakteereja sisél-

tavalla biofilmilla peitettyjd huokoisesta kivimateriaalista tehtyja kuulia.

Oljynporauslautalta saadun injektiovesinaytteen bakteerikantaa kasvatettiin
suljetussa 20 litran muoviastiassa, johon oli liitetty vesipumppu. Pumpun séi-
lidosaan laitettiin steriloituja huokoisia kivia 3 x 0,7 |. Kivet olivat kaupallisesti
saatavilla olevia pyoreitd ja huokoisia, ja niista suodatettiin halkaisijaltaan 8 -
12 mm kivia fermentoriin. Kompleksin kokonaisnestetilavuus oli talléin 1&ahes
23 |. Fermentorissa pydriva neste kasitti 3 | vesindytetta ja 20 | keinotekoista
merivettd (3,5 % Instant Ocean + steriili hanavesi) johon oli lisatty Na-
asetaattia ja -laktaattia lopulliseen pitoisuuteen 20 mM sekd 23 g Na-
tioglukolaattia hapen poistamiseksi. Pohjana veden koostumukselle oli poh-
janmeri jonka keskimdarainen suolapitoisuus on 3,5%. Viikottain tehty 10 %
veden vaihto ravinteineen (ks. ylld) toi fermentoriin happipiikin, mutta muuten
olosuhteet fermentorissa olivat anaerobiset. Lampdtila 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 lisétietoa fermentorin lajistosta. Kasvualustaksi va-
littiin R2-agar (Merck, 1004160500), josta kokeiltiin kahta muunnelmaa, sekéa
pintalevitys- etta maljavalu-tekniikat. R2-agar on vahéaravinteinen kasvualus-
ta, joka on kehitetty (juoma)veden kokonaisbakteeriluvun maarittdmiseksi.

Tarkoituksena oli valita kasvualusta, joka tuottaisi suurimman peséakeluvun.

Valitusta R2-agarista valmistettiin 3 erda: yhteen liséttin 2,5 g NaCl:a, yh-
teen 3,5 g Instant Ocean-merisuolaa ja kolmas era oli alkuperdinen R2-agar.

Naytteend kaytettiin 64 paivad kasvatettua nestetté fermentorista, josta val-
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3.3 ATP-MITTAUKSET

3.3.1 Kasvatusliemen ja kivien suhde

Testi 1:

Ensimmaisessa testissa tarkkailtiin kuinka nopeasti eri maarasta kivia ha-
vainnoidaan mikrobien kasvua, ja miké olisi hyva kivien ja kasvatusliemen
suhde. Kasvatusliemena kaytettiin Instant Oceania (35 g/l) johon oli lisatty
13,3 ml/l 3M Na-asetaattia ja 3M Na-laktaattia seka 1g/l Na-tioglykolaattia
(tastd seoksesta kaytettiin tydnimeéd Osterivesi). Sarjoja oli nelja kappaletta

ja jokaisessa viisi rinnakkaista:

1. 2. 3. 4,
50 ml 10 ml 10 ml 10 ml Kasvatuslienta
10 kpl 10 kpl 3 kpl 1 kpl Kivia

Ensimmaiseen sarjaan kaytettiin 100 ml:n laboratoriopulloa, sarjoihin 2, 3, ja
4 lasisia 15 ml:n koeputkia. Sarja 3 tehtiin anaerobiseksi lisaamalla mineraa-
lidljya liemen pinnalle. Ennen kokeen alkua kivet huuhdeltin kolme kertaa
200 ml:lla steriilia hanavettd. Taman jalkeen kivet jaettiin sarjoihin aseptises-
ti. Kasvua seurattiin ATP-process-lite-kitilla (valmistaja, tuot.numero) [liite 3]
kuudessa mittauspisteessa: 0 h, 8 h, 24 h, 32 h, 48 h ja 72 h. Kaytetty laite
oli BM™ Clean-Trace™ NG —luminometri. Ensimmaisen mittauksen jalkeen

putket ja pullot asetettiin 100 rpm ravistukseen.
Testi 2:

Testissa tutkittiin kasvatusliemen ja hapen lasnaolon vaikutusta kasvuun.
Toisessa testissd vaihdettiin kaikissa sarjoissa liemen ja kivien maara yh-
tenevaisiksi. Ensimmaisten tulosten pohjalta paadyttiin kayttamaan yhdis-

telmad 15 ml lientd + 3 kpl kivid. Astia vaihdettiin korkilliseen vial-pulloon
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oli 23 ml. Sarja 1 suljettiin anaerobiksi mineraali6ljylla. Jokai-

fehtiin viisi rinnakkaista mittausta. Mittauspisteita oli nelja: 0 h,

8 h, Z& hja 48 h. Valmistelut ennen mittauksen alkua olivat kuten ensimmai-

sessa testissa, ja mittaus suoritettiin ATP-process-lite-kitilla [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:

Testissa vertailtiin viljelyiden antamaa tulosta kasvatusmaljoille (R2A-Merck)
viljeltyjen tuloksiin. Tehtiin kaksi sarjaa, sarjat 1 ja 2 edellisesta testista, mo-
lemmista 5 rinnakkaista. Valmistelut ennen mittausta toteutettiin kuten edel-
4. Molempiin sarjoihin siséltyi referenssina pelkkd kasvatusliemi. Mittauspis-
teitd oli kaksi: O h ja 24 h, 0 h -hetkella viljeltiin pintaviljelyna jokaisesta rin-
nakkaisesta seka referenssista 10" ja 10 laimennokset. Mittauspisteessa

24 hviljeltiin 10?%ja 10 laimennokset.
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Rikkivedyn mittaukseen kaytettin Hach Langen spektrofotometrisia kitteja
LCW 053 (detektointi 0,1 - 2,0 mg/ |) [Liite 1] ja Method 8131 (detektointi 5 —
800 ul/ Iy [Liite 2]. Laitteena kaytettin Hach Langen DR 5000 UV-VIS-

spektrofotometria.

Rikkivety(H,S)-testi 1

Kokeen tarkoituksena oli selvittda kuinka paljon rikkivedyn maara kasvaa kun
kasvatusliemena on osterivesi. Ensin 64 paivaa osterissa olleita kivia siirret-
tiin 3 kpl vial-pulloon, jossa oli 22 ml tuoretta osterivettd. Testi toteutettiin
kolmella rinnakkaismaarityksella. Jokaiseen mittaukseen tarvittin 10 ml nay-
tettd, joka korvattiin aina 10 ml:lla osterivetta. Taman lisdyksen tarkoituksena
oli antaa mikrobeille lisda ravintoa, jotta rikkivetypitoisuudet olisivat tarpeeksi
suuria. Mittauspisteita valittiin 3 kpl: 0 h, 24 h ja 48 h. Mittaukset suoritettiin
Method 8131 (5 — 800 pl/l) -kitilla. Naytepulloja sdilytettiin testin ajan 100 rpm

ravistelussa huoneenlammaossa.

Rikkivety(H,S)-testi 2

Osa 1:

Testissa kokeiltiin uutta kasvatuslientd, jonka ajateltiin antavan hyvin nopean
kasvun, ja olisi spesifi halutuille mikrobeille. Valmistettiin yhdistelmad R2-
liemesta ja Instant Oceanista, joka sai tydnimen OM-liemi. Aluksi kaytettavat
kivet esikasiteltin, 4 h (100ml / 30 kived) ravistelussa tuoreessa Instant
Oceanissa, josta ne siirrettin OM-liemeen (100 ml / 15 kived) joka suljettiin
silikonidljylla. Testissa oli kaksi rinnakkaista naytetta. Mittaukset suoritettiin
24 hja 48 h, LCW 053 (0,1 — 2,0 mg/l) -kitin ohjeen mukaisesti. Laite nollat-

tiin OM-liemella.
Osa 2:

Testi toistettiin pitemmalla 16 h esikasittelyajalla, ja valmisteluita muutettiin
myds loppuastian osalta vial-pulloihin, jossa oli OM-lienta 20 ml ja 3 kivea.

Jokaiselle mittauspisteelle, 24 h, 48 h ja 120 h, valmistettin oma vial-pullo.
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hinimoimaan hapen vaikutus kasvustoon. Naytteista valmistet-

kaismaaritysta, laite nollattin OM-liemell&.

Rikkivety(H,S)-testi 3:

Tassa vaiheessa tutkimuksia haluttiin kokeilla, ns. valmista testia jossa ol
parametreind ATP- ja H,S-mittaus seka 4 kpl eri biosideja. Testilla haettiin
tuloksista yhdenmukaisuutta biosidien maaran seka ATP- ja H,S-mittauksien
valilla. Myos biosidien tehokkuutta ja annostelua tarkkaillaan tuloksista.
Aluksi kaytettavat kivet "pestiin”, 4 h (100ml / 30 kived) ravistelussa tuorees-
sa Instant Oceanissa, johon oli lisétty biosidid 200 ppm tai 1000 ppm. Tes-
tissa oli mukana 4 eri biosidivalmistetta. Pesun jalkeen kivet siirrettin OM-
liemeen (100 ml / 15 kived) joka suljettiin silikonidljylla. Mittaukset suoritettiin
24 h, 48 h ja 120 h, LCW 053 (0,1 — 2,0 mg/ I) -kitilla. Mittauspisteet valikoi-

tiin edellisten testien tulosten perusteella.

3.5 Ongelmat

Tutkittaessa Biosidi A:n vaikutusta steriloituihin akvaariokiviin Instant
Oceanissa, huomattiin ettd pohjalle muodostui valkoista sakkaa. Tama ta-
pahtui myos referensseissa, jotka tehtiin ilman akvaariokivid. Tutkimuksen
tarkoituksena oli tutkia, hajottaako biosidi akvaariokivia 80 rpm ravistuksessa
enemman. Taméan havainnon pohjalta tehtiin uusi tutkimus, jossa verrattiin
muutamaa eri biosidia ja NaOH:a, pitoisuuksina 100,1000 ja 10000 ppm.

Havainnot kirjattiin 0 h ja 24 h jalkeen.

H,S-mittauksessa haluttiin varmistaa etteivat biosidit hairitse mittauksen oi-
keellisuutta. Mittauksessa kaytettiin neljaa eri biosidid, kustakin 500 ppm ja
2000 ppm pitoisuudet. Mittauksessa kaytettiin naytteend R2-lient&, johon oli
lisatty 3,5 g/l Instant Oceania, johon kyseiset biosidipitoisuudet lisattiin. Mit-

taukset toteutettiin kittien ohjeiden mukaisesti.
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4.1.1 Kasvatusalustat

Maljoilla havaittiin yhteensa 4 erilaista pesakettd, joista jokaisessa versiossa
esiintyi 3 kerrallaan. Pelkdssa R2-agarissa oli yksi peséake mika ei esiintynyt
maljoissa, joihin oli lisatty suolaa. Pesékkeiden koko oli pienin tavallisessa
R2-agarissa ja suurin maljoissa, joihin oli lisatty Instant Oceania. Peséakkei-

den kokovertailu tehtiin pintavalu-maljojen perusteella.

Viljelyvertailusta saatiin odotettu tulos, kun eniten fermentorin olosuhteita
muistuttava kasvualusta (R2-Agar+3,5 % Inst.O) antoi suurimman pesakelu-
vun. Tama kasvatusalusta otettiin kaytt6on fermentorin yllapitoseurantaan,

sekd mydhempiin tutkimuksiin. (Taulukko 1.)

Taulukko 2. Kasvatusalustavertailun pesakemaarat (cfu/ ml).

R2A R2A+2,5% NaCl :_‘r’éfgis;/r‘]’
Pinta Malja Pinta Malja Pinta Malja
10”0 ~ 700 >1000 ~ 650 >1000 >1000 -
1071 ~ 300 >1000 ~ 200 ~ 450 ~ 500 -
1072 140 ~ 300 52 ~250 ~100 -
107-3 13 50 3 115 30 -

4.1.2 Kasvatusliemen ja kivien suhde

Testi 1:

Ensimmaisestd luminometrisesta testista saatiin hyvin vaihtelevat tulokset.
Johdonmukaisesti suurimmat arvot tulivat sarjasta, jossa oli suurin maara
ravinnelientd. Huomionarvoista oli, ettd 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 jalkeen ldhes jokaisessa sarjassa mittausarvot kaantyivat
laskuun. Tehtiin paatds ettd jatkossa seuranta-aika rajataan 48 h. Toinen
asia mika vaikeutti paatelmia testistd, oli rinnakkaisten sarjojen saman mit-
tauspisteiden valinen vaihtelu. Saatiin jopa kaksi kertaa suurempia arvoja
rinnakkaisista sarjoista samassa mittauspisteessa. Vain sarja 50 ml +10 ki-

ved tuotti kohtuullisen yhtalaisen tuloksen.
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10 ml + 1 kivi, Aerobi

0 20 [hl 40
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10ml + 3 kiveda, Anaerobi

400,0
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0,0

[pg/mi]

60

80

[pg/mi]

0 20 [h] 40 60

80

50 ml + 10 kiveda, Aerobi

[pg/ml]

0 20 [y 40

60
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Kuvaaja 1. Testi 1:n neljan 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 kive& ja 10 mi+ 3 kived. Sarja 10 ml+ 1 ki-
vi ei juurikaan tuottanut kasvua, joten kivia olisi oltava enemman. Sarjassa 10
mi+ 10 kivea oli liikaa kivia kasvatusliemeen verrattuna lyhyella kasvatusajal-

la. Tasta linjattiin ettd seuraavaan testiin sarjojen koko olisi 15 ml+ 3 kivea.

My6s astiat haluttiin yhtenaistaa, ja valittiin suljettavat vial-pullot (V=23 ml)
(Kuva 2).

Kuva 2. Suljettava vial-pullo

Testin suurimpana antina oli R2-liemen kasvutehokkuus verrattuna Osterive-
teen. Kuten ensimmaisessakin testissa, antoivat osterivedelliset sarjat hyvin
epatasaisen tuloksen. Viimeisessa mittauspisteessa anaerobi-sarjassa oli
jopa nelinkertainen ero suurimman ja pienimman tuloksen valilla. Kuvaajasta
4 huomaa, kuinka 48 h-kasvatuksen jalkeen ATP-tasot eivat olleet saavutta-

neet merkittavaa kasvua, joten talla kasvatusliemella ei olisi kayttéa nopean
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iseksi. Osterivesi paatettiin jattda pois testien kasvatuslieme-

keskittyd R2-liemeen.

Toinen testin antama informaatio oli, kun havaittiin ettd kaytettdessd R2-
lientd ATP-mittari antoi jo hetkella 0 h monikymmenkertaisen lukeman ver-
rattuna Osteriveteen. Taman jalkeen autoklavoitiin kyseinen R2-liemi ja mi-
tattin ATP-taso, ja tulokseksi saatiin 285 pg/ml. Tama liemi autoklavoitiin
uudestaan ja tulokseksi saatiin 260 pg/ml. Taman jalkeen mitattiin valmistet-
tiin uusi R2-liemi ja mitattiin autoklavoinnin jalkeen saaden tulokseksi 250
pg/ml. Asiaa ei kuitenkaan tutkittu sen tarkemmin, huomioitiin vain ettd R2-
liemi antaa vaaristyman tulokseen steriilindkin. TAma kuitenkin oli vain mur-
to-osa siitd arvosta, minkd 48 h kasvu tuotti. Mutta tama oli hyva havainto ja

se pystyttiin jatkotesteissd huomioimaan. (Kuvaajat 3-5.)

15+3 Aerobi

1200 /

1000 /
_ 800 — .
E S —
> 600 3
o —_—
E 400 —5
<

200 A -~

o T T i i i
0 10 20 Aika [h]30 40 50
AnAerobi 15+3

1200

1000
_ 800 —
E —
g 600 - 3
o —
400 | ~ 5

200 - —

0
0 10 20 Aika [h] 30 40 50

Kuvaaja 3. Testi 2. Instant Ocean-sarjojen kasvukayrat
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Kuvaaja 4. 15 ml +3 kivea Inst.Oceanissa-sarjojen kasvukayrien keskiarvot

15+3 Aerobi R2
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£ 300000,0 —2
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<
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Kuvaaja 5. Testi 2:n R2-liemi-sarjan kuvaaja

4.1.3 ATP-mittaus vs. viljely

Testi 3:

Viljelyt antoivat kaikki tulokseksi tayteen kasvaneen maljan, eli 0 h 1,0 * 1073
ja24 h 10 * 10™. Silmamaaraisesti tarkasteltaessa kasvusto oli kaikissa
maljoissa yhtélaista pesakkeiden ulkonaodn perusteella. Viljelytulosten ero oli,
ettd R2-sarjan viljelyt antoivat paksumman peitteen maljoille. Taméan perus-
teella voidaan olla varmoja testin toimivuudesta. Maljoissa olleiden pesak-
keiden ja kasvuston perusteella molemmat kasvatusliemet tuottivat samaa

lgjistoa.
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soitti nyt jalleen, ettd on siirryttavd R2-liemen kayttdmiseen

Kaksi viidesta Instant Ocean-sarjasta antoi jopa kolminkertai-

Sen tuloksen rinnakkaisten valilld, joten toistettavuus on huono Instant

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

pienimman arvoissa 10 % ero. Yhteenvetona naistad sarjoista saatiin tulok-

seksi sarja, joka antaa voimakkaan ja tasaisen kasvun suhteellisen pienella

maaralla kivia ja kasvatuslienta. (Kuvaaja 6.)

450000
400000
350000

= 300000

Egzsoooo

& 200000

< 150000
100000

50000

0
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5 10 15
Aika[h]

20

25

1000

Inst.O 15+3, Aerobi

900

800
= 700

S
3, 600
£ 500

. 400
< 300

100 ge=
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Kuvaaja 6. ATP-Testi 3. kasvun kuvaajat
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Tulokset ensimmaisesta testista olivat lupaavat. Kasvukayrét olivat tasaisesti
nousevia ja pitoisuuksien vaihteluvali vimeisessa mittauspisteissa 1 - 20 ug.
Kuitenkaan kokonaismé&araisesti lukema ei ole suuri. Varovainen arvio testis-
ta onkin, ettei tama kokoluokka ole tarvittavan suuri antamaan luotettavaa tu-
losta. Testi toistettiin, mutta tulokseksi saatiin ettei 24 h jalkeen ollut tapahtu-
nut kasvua, joten testin uusinta keskeytettiin. Paatettiin kasvattaa testin vo-

lyymid isompien pitoisuuksien saamiseksi. (Kuvaaja 7.)

Rikkivety testi 1
200

180
160

o
2120 —
g 100 >

0 10 2 40 50

O Aika[n)3°

Kuvaaja 7. Rikkivedyn pitoisuudet kasvatusliemessa.

Rikkivety (H,S) -testi 2:
Osa 1:

Kasvatusliemena kaytetiin OM -lienté ja kokoluokkana 100 ml / 15 kive&a kor-
killisessa erlen myer-pullossa. Kasvu oli jopa odotettua suurempaa, ja 48 h
naytettd jouduttiinkin laimentamaan runsaasti. Toinen rinnakkaisnayte epa-
onnistui liilan pienen silikonibljysuojakerroksen hajotessa, johtaen runsaa-
seen happivuorovaikutukseen. Toisen naytteen tulos oli kuitenkin hyvin mie-
luinen, mutta koska yksittéinen tulos ei ole luotettava, paatettiin mittaus uu-

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

Osa 2:

Tésséa osiossa oli siis kasvatusliemend OM-liemi ja kokoluokkana 20 ml / 3
kivea suljettavassa vial-pullossa. Muutoksen tarkoituksena oli estaa edellisen
osion epaonnistuminen, ja minimoida hapen vaikutus kasvatusaikana. Tulok-
set hieman yllattivat, koska rikkivety pitoisuudet alkoivat nousta vasta 48 h
jAlkeen. Tama on luultavasti seurausta kivien esikasittelyn pidennyksesta.

Rikkivety-testi 2, osa 2

o —Sarja

g 1

©

‘@

©

= —— Sarja
3

24 44 64 104
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Kuvaaja 8b.
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okseksi paljon odotettuja tuloksia. ATP-maarat olivat huomat-

tavasti suuremmat 200 ppm-pitoisuuksissa kuin 1000 ppm-pitoisuuksissa.
Myos rikkivetymaéarat kasvavat lahes kaikissa pisteisséa johdonmukaisesti.
Ainoa poikkeus on biosidi D:n toisessa 1000 ppm naytteessa. Siina rikkive-
dyn maara oli alussa suurempi kuin referenssin, ja lopussa paatyivat samalle
tasolle.

Vertailtaessa arvoja ATP:n ja H,S:n valilla, huomataan etteivat pitoisuudet
kasva samassa suhteessa. Nain on ainakin biosidi A:n kohdalla, 200 ppm
pisteessa on ATP:n mukaan enemman kasvua kuin 1000 ppm naytteissa.
Kuitenkin H,S-arvot ovat kyseisella biosidilla hyvin samanlaiset kaikissa mit-
tauspisteissa. Biosidi B kayttayttyi 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 H,S-pitoisuudet ovat melkein kaikissa pisteissa hyvin korkeat
ATP-pitoisuuksiin nahden, 200 ppm sarjoissa pitoisuudet ja kasvu ovat odo-
tetun mukaiset. ATP ja H,S -arvot kasvavat loogisesti toisiinsa nahden, kor-
kea ATP-pitoisuus - korkea H,S kasvu.

ATP 20h vs. H,S 24h
20000 120
18000
16000 100 —
)
14000 80 =
12000 >
10000 60 =
‘E 8000 I
E 6000 40 20h
4000
2 20 H2S
2000 48 h
0 0
DA A G T L. 8 & . .0 C O O 0 O H2s
%. S 0,700 "0 70, 70,50 0, 70, 70,50, S0 70, 0 24h
@»@%o 0 GO 0RO O YOO Yy L—
Q

Kuvaaja 9. Yhdistelmé-testin tulokset.
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Biosidien aiheuttama virhe H,S-kittien on esitetty taulukossa 3.

Taulukko 3. Virhemittauksen tuloksien keskiarvot.

5-800 pl/| 0,1-2,0 mgll
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

Méaaéritys toteutettiin kahdella rinnakkaisella, joista laskettiin keskiarvo.
Taulukon 3 tulosten perusteella biosidit eivat aiheuta nailla pitoisuuksilla
merkittévaa virhetta. Ns. tyhjista naytteista vain yksi antoi tulokseksi nollan,
joten pienilla pitoisuuksilla pitdd huomioida, ettei tulos ole biosidin aiheutta-

ma virhe.

YHTEENVETO

Tyon tarkoituksena oli kehittéd&a edullinen, nopea ja luotettava menetelma sul-
faattia pelkistdvien bakteerien (SRB, engl. Sulfate Reducing Bacteria) osoit-
tamiseksi. Tutkimuksen lahtdkohtana oli dljyteollisuus ja sen ymparistot seka

niissa tavatutut SRB-mikrobit.

Koska menetelméan kehitys aloitettiin samalla kuin tama opinnéytetyd, tiedet-
tiin ettd kehitys kestési todenndkoéisesti kauemmin kuin tdma tyd. Monella
tavalla menetelmaa saatiin kuitenkin vietya eteenpdin. Jo alkutesteissa to-
dettiin, ettei fermentorin kasvatusliemi riittdnyt tuottamaan itse testissa luo-

tettavia tuloksia. Kasvu tyrehtyi 24 - 48 h jalkeen suhteellisen pieniin kasvu-
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n tyon aikana saatiin kehitettya uusi kasvatusliemi joka tuotti

Valineistd onnistuttiin pitdmaan pienend, luminometri ja spektrometri, ja asti-
aksi loydettiin tarpeeksi pieni ja suljettava pullo. Testauksen suorittamisen

kohteessa pitéisi nain ollen onnistua helposti.

ATP-mittauksissa luotettavuutta vahensi sen spesifisyys. Testi ei erottele mi-
tenkdan elavia ja kuolleita soluja, ja vapaan ATP:n mittaus pitaisikin ottaa
mukaan testaukseen. Vapaa ATP saattaa aiheuttaa todellisuutta suurem-
man lukeman. Toinen tahan liittyva kysymys on SRB-bakteereille ominainen
APS-molekyyli, joka toimii sulfaattihengityksessd. Myts ADP ja AMP-
molekyylien vaikutusta mittauksessa ei tiedetty. Tama saattaa aiheuttaa to-
dellisuutta alemman lukeman. Asiaan pyydettiin bioluminesenssi-testin val-
mistajalta selvitystd, jota ei tAman opinnadytetyén ajan puitteissa saatu. Ta-
man mittauksen tarkoituksena on kuitenkin antaa suuntaa antava tulos mik-

robien maarasta ja kasvuvauhdista.

Toinen mittausmenetelmista, rikkivetymittaus, antoi hyvia tuloksia. Kuitenkin
verrattaessa saatuja tuloksia ATP:n mé&ariin, saatiin naista painvastaiset tu-
lokset. TAhan testaukseen haastetta tuo kokonaismaaran hallinta. Jos kas-
vatusliemi on liian tehokasta, H,S-pitoisuudet voivat kasvaa liiankin korkeik-
si. Toinen haaste oli selvittaa, koska rikkivedyn muodostuminen alkoi, koska

tuloksista huomattiin ettd se voi vaihdella jopa vuorokaudella.
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Sulfide

% Method 8131 Mathylene Blue Method?

(5 to 800 po/L)

Scope and Application: For testing total sulfides, Ho8, HE-, and certaln matal sulfides In groundwater, wastewater brines, and
seawater; USEPA Approved for reporting wastewater analysls?

\ Adtaptad from Standard Methods for th Examination of Waler and Wastewte/,

Proooduto is aulvalant 1o LISEPA mothod 376.2 and Standard Mothod 4500-82- D for wastowater

Test Preparation

y Donﬁwml‘uhw%
wmwgmmummmmmwﬁum
mmmmmxmm

Sulfide 2 reagent contains potassium dichromate, The final solufion wulmmmhummﬂdmmn(mu?}a:n
concentralion regulated as a hazardous waste by Federal RCRA. Refer to the current MSDS for sale handiing and disposat

iratructions.
Collect the following items: Quantity
Sultide 1 Reagant zmk |
Sullide 2 Reagent L
Waler, daionizesd 5 mL
Pipal, serological; 10-mL 1
Pipet Filler, Iiilﬁy bulty 1
‘Bample Cells, 1-inch squars, 10-mL, matohed palr 2
| Stopper for 18-mm luba 2

Note: Rearder information for consumablas gnd replecament ilems is on page 4.

Method 8131

2. Insert the Multi-cell 3. Propared Sample: 4. Blank Preparation:

Adapter with the 1-inch Avoiding excess agitation  Measure 10 mL ol

square cefl holderfacing  of the sampls, use a pipal  dalonized water into a

the usar, add 10 mL of sampleto &  second square sample
squars sampie cell. cell.

Sulfide
Sullida_8121 fm Page 1of4
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Sulfide (5 to B0O pg/L)

| 77| -
e

5. Usa the calibrated 6. Use the calibrated 7. Cap the cell and 8. Press TIMER=OK.

droppertoadd05mb ol droppertoadd0.5mLol immediately Invert to mix. A .
ive-minute reaction

Sulfide | Reagentto each  Sulfide 2 Reagent toeach  , oy coior will develop,  pariod will begin,

call. Swirl to mix call. then the solition will urn
blug if sultide is present.
9. When the timer 10. Préss ZERO, 11. Wipe the prepared

expires, wipe the blank " sample and Insert It into
and Insert it nto thecall 1= ISPISY WILShOW: 0ol noldar with the fil
heldar with tha fill fina 0 pgl 52~ line lacing the user.

Rzing 8% aey, Resuils are in pg/L 82,

Determining Soluble Sulfides
Determine soluble sulfides by centrifuging ihe sample In completely filled, capped tubes and
analyzing the supernatant. Insoluble sulfides are then estimated by subtracting the soluble
sulfide concentration from the total sulfide result,

Sulfide

Page 2ol 4 Sultids_B131.fm
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Sulfide (5 to 800 pg/L)
Interferences
Table 1 Interfering Substances and Levels
Interfering Substance Interference Levels and Treatmenis
Strong reducing subsiances
{sulfite, ihiosuifate and Interfores by reducing the biua color or preventing its devalopmant,
hydrosulfita)
Sulfide, high levels High concentrations of sullide may Inhibit full color development and require sample dilution,
i Some sulfide l0ss may cocur when the sampie is diluted
For turbid =amples, prepare & sulfida-fres blank as follows. Uss it in place of the deionized
wates blank in the procedure,
1. Messura 25 mL ol zample into & 50-mL Erenmeyed lfask.
Turbichity 2. Add Bromine Water dropwise with constant swirling uniif-a parmanant yellow color
|ust Bppoars.
3. Add Phenol Solution dropwiza until the yeliow color just dizappaan. Use (his solulion 1o
replace the delonized water in step 4 of the procadure.

Sample Collection, Storage, and Preservation

Collect sampies in clean plastic or glass bottles. Fill compistely and cap lightly, Avoid
excessive agitation or prolonged exposura 1o air. Analyze samples immediately.

Method Performance
Precision _
Standard: 520 g/l S=
Program 95% Caonfidence Limits of Distribution
G680 504-538 pg/l 8
Sensitivity
Portlon of Curve AAbs ACencentration
Entlre rangs 0.010 Spgll 8%
Summary of Method

Hydrogen sulfide and acid-soluble metal sulfides react with N,N-dimethyl-p-phenylenediamine
sulfate to form methylens blue. The Intensity of the blue color is proportional fo the sulfids
concentration. High sulfide levels In ofl field waters may be determined alter proper dilution
Test results are measured at 665 nm.

Sulfide
Sullda_8131.4m Page3of 4
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Sulfide (5 to 800 pg/L)

Consumables and Replacement ltems

Required Reagents
Description N Quantity/Test Unit Cat. No.
Sullide Reagant Sat (100 lests), includes: — — 2344500
(2) Sutfide 1 Aeagent 2mL 100 mL MDB 1816-32
(2) Bullide 2 Reagent ZmL 100 mL MDB 1817-32
Water, dolonized - B 25 mL 4 liters 272-56
Required Apparatus
Dascription Quantity/Tast Unit Cal. Na.
Pipst Fillar, safsty bulb 1 each 1465100
Sampie Calis; T-inch square; 10 mL, malched pair 2 Zipkg 2495402
Stopper, for 18-mm Tube 2 Bipkg 173108
Optlional Reagenls and Apparalus
Description N Unit Cat, No.
Bromine Watsr 2mL 221120
Fhenol Solution 2amL 2112-20
Stoppar, for 18:mm Tube 25ipkg 1731-25
FOR TECHNICAL ASSISTANCE, PRICE INFORMATION AND ORDERING: HACH COMPANY
® in s LLS.A - Call tolres BO0-227-4224 WORLD HEADQUARTERS
@ Outside e LLS A - HACH office or distribitor sarving you. Telephane: (370) 663-3050
G tho Vs ch,com, F-mal com FAX: {970) 8692032

© Hach Company, 2005, Al mohts reserved. Printed in Germany Updatad April 05 Edition 1
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LumiKem"

Test Kit Instructions
LumiKem Process Lite Test Kit
LKM-PROL-100

Bringing You the Next Generation in
Microbiological Testing!

LumiKem technology & exclusive lo Kemira and
Includes culting-edgs equipment, test kits and software
that allow you 10 optimize your microbiological
managemant practices in any municipal or industrial
application. LumiKem test kits are based on 2™
Gangration Adenosing Triphosphate (ATP)
measurements, providing information on total
microorganisms in @ matter of minutes.

In this test kit instruction gulde. you will leam...

+  Whers Ihis kit can bs used,

»  How LumiKem lechnology works;

»  How to handls and siore components of this kit,
+  How to perform tests,

+ How to calculats and interprat results; and

«  Where to find more Infarmation and how to contact
Uz

Choosing the Right Test Kit

LKM-PROL-100 Test Kit

Kemiran RED and
Technology

a Chemicals Inc,

LumiKem test kils are available in 8 formats, each
tallored for specific applications:

«  LumiKem Water (LKM-WTR):
For low-golids waler-based samples, such as
drinking, cooling and offfield waters.

+  Lumikem Organic (LKM-ORG):
For low-solids-organic-based samples, such as
fual, oily biing, lubncants and latex polymers.

=  LumikKem Deposits (LKM-DEP):
For measunng deposits and surfaces, including
camrosion products and slimes,

« LumiKem Process (LKM-PRO)
For high-solids process fluids, including
papermaking process and pulping wash waters.

*  Lumikem Pigments (LKM-PIG}:
For chemical product testing, such as siurmes,
adhesives, and other coalings

«  Lumikem Wastewater (LKM-WBIQ/WBLK).

For wastewaler and bioprocassing samples,
whether influant, bioreactar or efffuent.

All kits require the LumiKem Equipment Set (Product #
LKM-8YS). Ona equipment et ls compatible with all
kit formats. See the producl calaiogue for details

NOTE: Users are advised lo usie aach st kit for its design
application, and nol o crass-apply st ats - Although
diffsrant Lumitem test kis may contain cenain similas
components. not all compansnts can be interchangad
batwean kils  Contact support for more information

Kemira

Page 1ol 6
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Test Kit Instructions - LumiKem Process Lite LumiKem'

Where Can This Test Kit be Used?

The Lumikem Process Lita (LKM-PROL) test kit is
designed for moderate bloburden water samples.
Using a single analysts, you will be able to quickly
eslimale lotal microbiological concentration in
applications such a8

*  Cooling Water +  Process Waters
« Treated Wastewater « Envifonmental Water

...and more! In general, the ALB 1ast kil will provide
the basic meane lo estimate ATP concentration in most
of these applications, but lacks the sensiivily 1o datect
microorganisms in make-up waters or the robusiness
o measure large populations in heavily-contaminated
wastewater, For complate reliability in your
guantification of ATP, choose ons of the other forms of
LumiKem Process test kits:

s LumiKem Process Standard (LKM-PRO-50)
provides materials 1o perform 50 analyses sach of
Total ATP {or tATP™ living plus dead biamass)
and Dissolved ATP (or dATP™: dead biomass
anly). This pravides the most accurate indication
of living microorgansms only via Callular ATP and
allows computation of the Biomass Stress Index to
assess microbial population health,

= Lumikem Process tATF Only (LKM-PRO1-100)
provides matarials lo perform only 100 snaiyses of
tATP. Use this kit when no differentiation between
living and dead microbas i required.

How Does LumiKem Work?

Lumikem lest kits are basad on the maasuremenl of
ATP. ATP Is a direct and imerference-free indicator of
fotal biomass, ATP is measured using the firefly
luciferase assay, where a sample containing ATP is
introduced to a solution conlaining the enzyme
Luciferase, which naturally occurs in the tails of
firaflies, lo produce lighl. The light is delected ina
luminometer as Relative Light Units (RLU).

Mypes
ATP & U2+ lucglerm—=L0 s 40P & PPi+ anyluciferin+ light

The Lumikam Process Lite {est kil utiizes a 1-minule
dilution-based analysis 1o measure a parameter called
Tolal ATP (IATP™). LATP represents ATP from both
living and dead microorganisme in suspansion In = fuid

W Ramira.com

and therefore is an indication of the planktonic
population.

LumiKem Process Lits is oplimized 1o maasura down
to 20 pg ATPImL using standard procedurss and
equipment, For enhanced sensitivity, select from one
of cur G cors lest kit mentionad on Page 1.

Getting Started

Lumikem test kils contain all of the consumable
materials to run their specified number of lests (last 2
or 3 digits of preducl code). To use these lest kits, you
will also require the LumiKem Equipment Set (LKM-
8Y8) and (oplionally) access to the Lumikem Poral
software package. For more information on getling
started, consull your local Kemira representative.

ke i D o i

LKM-SYS Equipment Set

NOTE: Different lumingimsiers may be compatitle with
Lumikiam test kits  Contact auppont for consuliaton
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Test Kit Contents and Storage
When you recaive your LumiKem Process Lite test kit.
ulilize the following guidelines for matenal storage.

LumiKem Process Lite Test Kit Contents & Storage

Stars Shalt
Al Lifo

KamiCal 1 (Blus) Droppar .
(KC1-5mL) 20°C | 12mo
| 1 ng/mi ATP Sfandard, SmlL

Kamil.yse Lite (Red) Dropper .
{KLL-SmL) 20°C | 12mo
IATP Exfraction Reagani, 5mL

100 to 1000,L Blua Pigalls Tips,
1007 rack
| (LKM-PT-100R) **

12555mm Test Tubes, 50/pk
(LKM-CT12-50)

* MemiZyma Lite shell Iife can be axtendad 1o & months when

Irogen. of can ba left 8l room temperaturs for &6 long &3 3
weeks dunng routing use Noie that the KemiZyms Lita
suppliea in LumiKam Process Lite ks m NOT
interchangeable with other farme of KemZyma (| &
KemiZyma", Remiyme, and KemiZyme™)

' Plpatie lips suppling in compinis tes! kils ame compalbible
with moal Fishertrand and Eppendarf adjustabile
micropipatiors

Preparing to Test
» New to LumiKem technology? Visit the iraining

saction within LumiKem Portal of on

www lumikem.com for video demonstrations, uss
guidelines, and more!

+ Be ceriain 1o allow KemiZyme Lite lo reach
amblent temperature prior to usa!

& For room temperature (16 to 25 °C)
storage, no warming is required.

o Forrefrigerator (2 to 8 °C) storage, let

stand at ambsent for sl least 1 hour pnof to

testing,

o For freezer (-10 1o -20 °C) storage, let
stand at ambient for at least 2 hours prior
to lesting.

wrwe Kamiira.com J Kamra 2010

LITE 10(13)

LumiKem

o KemiZyme Lite exposure to temperatures
between 30 and 40 °C should be limited to
1.2 hours. Prolonged exposura will rasull
in accelerated activily loss. Never expose
1o lemperatures > 40°C,

& For mara information on KemiZyme Lite
storags and handling, consull ths
KemiZyme Lite insert.

If you are new (o he use of micropipatiors, consull
the Microplpetting Fundamentals training materials
on tha LumiKam Portal,

Avoid analysis contamination by always using 3
new pipstte lip for each pipetiing step.

Avoid usage of expired tes! kit compaonanis:
Contact your local Kemira representative 1o
replace expired componanis,

Because ATP and bacleria are present on skin, do
not to touch the surface of pipette lips.

Engura that all assay lubes are clean inside and
cutside. Do not mark on assay tubss as this may
impact light detection by the luminomater

Microbiolagical characleristics of most samples will
bagin to change immediately upon collsction.
Analyze samples within 2 hours of collection
whenever possible.

If samples cannol be lested within 2 hours of
collection, store refrigerated (2 to 8 °C) and test
within 24 hours of collection. Ensure thal samples
are first allowed to reach ambient temperature prior
1o tesling,

Parform ATP analyses on the same sample used
for measuring other paramatars for relfmble
interpretation,

Wasle reagent can be discarded as general waste
in mos! cases, Consult MSDS for more
Information. Dawnload MSDS and olher product
documentation from the LumiKem Porator at

www lumikem.com,

Pagedol b
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LumikKem

Diagnostics and Troubleshooting

»  Lumikem lest kits are the most robust and
quantitative ATP esl kits available. i you suspect
you are encountering interferences In your
application of thess kits, first check lo ensure you
are using the correct kit type for your sample, If
you are unsure or feel you have uniqus lesting
requiraments, contact support for assistance,

+  Whaen tasting ssmplss that yield low RLU values
(.8, RLUwrr = 50 when using a Kikkoman
Lumitester C-100 or C-110). it is recommended
that you account for background noise in the lest
procedura prior 1o Ihe final calculations.

o Toassess background noise, simply follow
the procedure without adding any of the
ATP-containing sampls inlo the analysis.

o Corec! for background nolse by
subtracting the background RLU (RLUy,)
from the measured RLU (RLU ) prior to
execuling calcutations.

o Typical RLU,, when uaing a Kikkoman
Lumitester C-100 or C-110 are = 10, If
high RLU; are consistently observed,
repeal assays in an area oul of direct
sunlight or intense lighting. If problems still
ocout, contact suppor for assistance,

o A single RLU, may be used for mulliple
analyses much like a single KemiCal 1
RLU (RLUxzs)

= | dropper boliles become plugged or you
encounter difficulty dispensing drops, remove and
discard the dropper tip and uss 8 pipstior to
measure and dispense the reagent.

Step 1 - KemiCal 1 Calibration

The KemiCal 1 (KC1) Calibration converts
luminometer RLU values Into aclual ATP
concantrations. Perform one KemiCal 1 calibration
par day or for aach sal of samplas analyzed al once
Be sure that KemiZyme Lite s allowed to reach
ambient lemparatura prior 10 use.

PROCEDURE: Add 2 drops (100L) from tha Blua
KemiCal 1 Dropper and 8 drops {400pL) from the
Brown KemiZyme Lite Dropper 1o a new 12x55mm
test tube (the Assay Tubej, swirl gantly five limes,
Immadiately Inser Into the luminomater and measure.
Record RLUwcg; for use in the final calculations

ROTE: FRLUxe: = 1 000 using a Kikkoman Lumitester C-
100 o C-1100 il is recommanded 10 obtain & new boltks of
Kerrdyrme Lite for maximum sensitivity

NOTE: LU+ wall Fall over time for Une same baten of
KemiZyma Lite. This is because of decrdasad luciferass
snsyma achvilty. When lollowed. the gudeliie above
EnGures that there i6 sofficient adtivity Wemest the specified
datocnon i

Step 2 —tATP Analysis

The Total ATP (tATP) analysis measuras ATP from
both living and dead cells, Perdorm one tATP analysis
on each sample you wish to test

2.1 - EXTRACTION

Using a new pipatte tip, add 0.1mL of well-mixed
sample Into a fresh 12x55mm Assay Tube, Add 2
drops (100uL) from the Red Kemilyse Lite Dropper.
Mix tha tube gently and allow al feast 1 minute for
incubation.

e @ o L
7 =
il N
LAmb ik
| minute
B Jm \!J Aspey v

TIP: tATP Extracts ara atabla for up ta 8 hours priar 1o
proceeding o the assay step

& Kanlra 2070
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2.2- ASSAY

Add 8 drops (400pL) from the Brown KemiZyme Lite
Dropper lo the Assay Tubs, mix gently, and inser Into
the Luminometer. Read and record RLUy » for usa in

\ 8 Drops

& | ot

the final calcutations.
ﬂ Ay Tuba
L
MOTE: If ALUy e = 10.0n & Kikikoman Lumtestar C-100 of

C-110, you are below the low-detection limit ReporlATP
{pg ATF/mL) =0 in the final caloulntizne

NOTE: When RLLus < 50 on 3 Kikkoman Lumitester C-100
of C-110. it is recommended thal you messurs and subtract
RLUg from your measurement, See Diagnostics and
Troublasheobng. VWhen possibla, repaul the fest procedurs
with @ largor voluma of sample to achigve @ fugher RLU.y
and grEater ScouTEDy

Ratnidy e Lite

Final Calculations

Following completion of all sample measurements,
RLU values must be converted to ATP concentralions
using the following caiculations, For easy calculations,
use LumiKem Capture software located on the
Lumikem Portal. For manual calculations, ses below

Tatal ATP (tATP) — measures all ATF within & sample,
including ATP fram living cells in addition ta ATP that
has bean releasad from dead calls.

R

HITP (pg ATPIml)y =
g KLU

® 2,000 (pg ATP/ ml)
To communicale results on the same basis as
traditional culture tests, LATP resulls are convarted into
Microbial Equivalents (ME's), This Is based on the
established conversion that 1 E. coli-sized bacteria
containg 0.001 pg (1 fo) of ATP.

IME

TP (MEImL) = (ATP(pgATPimL) » —0 ——
ARAITONE) 0001 pg ATP

NOTE: For mora discusmion on the guenity of ATP per cail,
visit www lumikerm.com

wWwWw. komim.com

LITE 12(13)

Because many traditional colture-based methods
report results in a simitar fashion, it is somelimes:
conveniant 10 repor tATP results in ME/mL using
Scientific Notation (i.e. #.#x 10% or on a Logy, format
for comparison purposes,

Interpretation Guidelines

Once IATP resulis are caloufated, micrabial control can
be evalualed. ATP-based measurements are
exiremely sensitive o changes in lolal microblal
quaniily. in ganaral, processes will have ths best
mizrobial coniral whzn tATP Is minimized!

LumiKem test kits can be used to audit microbial
quantity to reveal differences at different process
lacations in an effort to quickly assess the ‘hot spots’
within a procass-that require more immediate attention.

For process controd, dally monitoring using Lumikem
lest Kits will give you true total microbial quantity
paramalers to lrend over ime against process
characiarislics and performance,

When utilizing ATP tast kits It is important 1o remember
that every process is different. During audits, relative
comparisons from point to polnt are a reliable means to
285853 your process, whils for daily monitoring it is
important to establish a basefine trend before making
control decisions. To get started, Kemira provides the
following tATP guidelines In units of pa tATP per mL:;

LumiKem Pigments Interpretation Guidelines

)

E
= ;
Application

3
Papsrmaking Processes 1,000 o
{Prodiset Cuslity Ganiro) <1000 | ypgon | >10000

Papermaking Processes < 10,600 10,000 to =
(Procass Odor Cantral) !

NOTE: These inlerprotation gusdelines ate designed for
ganarc nek managemant guidance only  Users am
ancouraged b establigh their own control mnges on which 1o
basa procass decimions  Kemira and its affiiates do not
secapl any liabiy [or eny decision of assessmen! laken of
made as a consequence of using this lest kit
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LumiKem

Ordering Information

+ Newto Lumikem? Starl by ordering the LumiKem
Equipmant Sal (LKM-8YS) and tha LumiKem
Process Lite test kit (LKM-PROL-100),

+ To reorder kils, contac! your local Kemira
representative and use catalogus number
LKM-PROL-100.

+  To Inguire aboul olher produsts and services, to
request & quotation or to place an order, contact
your local Kemira rapresentative today!

= |f you do not have a local representalive, contact
us al one of the following locations:

www, kemira.com

Kemira Chemicals, Inc.
1850 Vaughn Road
Kennesaw, GA 30144
United States

Tel: +1-770-436-1542
Fax. +1-770-436-3432

Kemira R&D and Technology

Espoo R&D Center, Microba Control Laboratory
Luoteisrinng 2, P.0. Box 44

FI-02271, Espoo

Finland

Tel: +358-10-8611

Fax: +356-10-862-2000

www.kemira.com

LumiKem is e lrademark of Kemira. Lumiiosler isa
tragemack of Kikkoman Corparation. Al other tradsmanks
arn the property of LuminUitre Technologies Lid,
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