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Opinnaytetyd tehtiin - Tampereen teknilliselld yliopistolla Kemian ja biotekniikan
laboratoriossa osana laajempaa projektia. Tyon tavoitteena oli testata samassa
laboratoriossa  aikaisemmin  kéytettyd tapaa analysoida bentoniittisavindytteiden
mikrobiaktiivisuutta. Erityisesti oltiin kiinnostuneita anaerobisista bakteereista kuten
sulfaatinpelkistdjistd, jotka ovat projektin kannalta tarked mikrobiryhma. Téata varten oli
valittu maandytteille tarkoitettu Gillian Adamin ja Harry Duncanin (2000) kehittdiméa
fluoreseiinidiasetaatti- eli FDA-menetelmd. Tyossd haluttiin  varmistaa aikaisemmin
saadut alustavat tulokset bentoniittisavien mikrobiaktiivisuudesta kyseistd menetelmaé
kayttaen.

Menetelméssd maandytettd inkuboitiin  puskuriliuoksessa ja fluoreseiinidiasetaatissa,
minka jalkeen FDAn hydrolysaation tuloksena syntyneen fluoreseiinin pitoisuus
mitattiin  UV/VIS-spektrofotometrilla. Fluoreseiinin pitoisuus on suoraan verrannollinen
naytteen mikrobiaktiivisuuteen. Tarkoitus oli todeta tdmdn menetelmdn toimivuus
aktiivisten sulfaatinpelkistaja- ja muiden anaerobisten bakteerien awulla, ja tutkia saven
vaikutuksia menetelman lopputuloksiin. Haluttiin myds selvittdd natrimbentoniittisaven
mikrobiaktiivisuus.

Kaytossa olleista bentoniittisavista ei saatu tuloksia fluoreseiinin  muodostumise sta.
Havaittiin kuitenkin, ettd savella oli alentava vaikutus fluoreseiinipitoisuuksiin. Syyksi
talle paljastui saven adsorboiva vaikutus FDA:ta kohtaan. Todettin myos, ettd téssa
tyossd kaytetty FDA-menetelma ei soveltunut hapellisissa oloissa pidetyille kuiville
savindytteille, joiden mikrobikanta on mahdollisesti mennyt lepotilaan sdilytysoloista
johtuen.

Saven adsorboiva vaikutus vaatii lisdtutkimuksia, silld sen selvittimisestd on hyotyé
menetelmdn hiomisessa sopivaksi kuiville savindytteille. Myds ndytteiden alhaiset
mikrobiméarat vaikuttivat todennakdisesti tuloksiin. Savessa olleet anaerobit olivat
mahdollisesti kuolleet tai inaktivoituneet usean kuukauden sdilytyksen aikana, silld ne
olivat tdman ajan olleet tekemisissdé hapen kanssa. Jatkossa savindytteet kannattaa
séilyttdd anaerobisissa oloissa, mik&li niistd halutaan selvittdd anaerobimikrobien
aktiivisuutta.

Asiasanat: savi, anaerobi, fluoreseiinidiasetaatti, spektrofotometria,
sulfaatinpelkistajabakteeri, fluoreseiini



ABSTRACT

Tampereen ammattikorkeakoulu
Tampere University of Applied Sciences
Degree Programme in Laboratory Engineering

PARKKINEN, LINDA:
Suitability of Fluorescein Diacetate Method for Detecting the Activity of Anaerobic Bac-
teria in Clay

Bachelor's thesis 51 pages, appendices 8 pages
May 2017

This thesis was done in Tampere University of Technology, in Laboratory of Chemistry
and Biotechnics. The objective of this thesis was to detect anaerobic bacteria, such as
sulfate reducers, in bentonite clays, and to confirm previously claimed results related to
microbial activities in bentonite clay samples. The method used was Gillian Adam’s and
Harry Duncan’s (2000) fluorescein diacetate method, which is used for measuring micro-
bial activity of soil and clay samples.

The working principle of the method is to incubate clay with potassium phosphate buffer
and fluorescein diacetate, also known as FDA. As a result, fluorescein should be formed
from FDA by microbial enzymatic reactions. Concentration of the formed fluorescein
was to be measured spectroscopically. The amount of formed fluorescein is proportional
to the number of microbes in the sample. Purpose of this thesis was to first have the
method validated by using active sulfate reducing and other anaerobic bacteria. Activity
of the bacteria was analyzed with sulfate analysis conducted with an ion chromatograph.
Having validated the method, the effect of the clay samples on the bacteria was to be
tested. Finally, the method was tested on bare clays.

It was found that the added clay had diminishing effects towards fluorescein concentra-
tions, the reason being the adsorption of FDA. Also, the FDA method itself was not suit-
able for the clay samples because of the potentially low microbial activity. This might be
due to the aerobic storing conditions, which might have had caused the death, or inacti-
vation, of the anaerobes in the samples.

In the future, it would be advisable to preserve these samples in anaerobic conditions. It
might wake up the inactive bacteria and further analysis could be conducted. Following
the results of this thesis, it is also suggested that other methods should be tried for detect-
ing low microbial activities. In the future, the adsorbing properties of the clay samples
should be tested further because it could help with finding a more suitable method.

Key words: clay, anaerobe, fluorescein, spectrophotometry, sulfate reducing bacteria,
fluorescein diacetate
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1 JOHDANTO

Tama opinndytety0 tehtiin  Tampereen teknillisessé yliopistossa liittyen ydinjatteen
loppusijoitukseen. Ydinjatettd mahdollisesti ympéroivan saven mikrobien tutkiminen on
tarkedd alueen biologisissa ja kemiallisissa olosuhteissa tapahtuvien muutosten
selvittdmiseksi. Sijoituspaikalla savi tulee olemaan p&&osin anaerobisissa olosuhteissa, ja
vettyy ajan myotd pohjaveden vaikutuksesta. Peruskallion halkeamissa elédvien mikrobien
tuottamat yhdisteet saattavat pahimmassa tapauksessa kulkeutua saven lapi ydinjatteen
vaikutuspiiriin, joten mikrobien aktiivisuudella ja ominaisuuksilla saattaa mahdollisesti
olla vaikutuksia ymparisto ssa sijaitsevaan ydinjatteeseen. Esimerkiksi
sulfaatinpelkistjabakteerien tuottama divetysulfidi saattaa aiheuttaa korroosiota
ydinjatettd varastoiviin kuparikapseleihin. Nama vaikutukset halutaan tiedostaa ennen

ydinjatteen loppusijoitusta.

Téssé opinndytetydssd  oli  tavoitteena  tutkia anaerobisten  bakteerien,  kuten
sulfaatinpelkistdjien aktiivisuutta natriumbentoniittisavesta, jota saatetaan sijoittaa
kyseiselle  ydinjatteen loppusijoituspaikalle.  Yhdessd kokeessa kaytettiin  my6s
kalsiumbentoniittia. Méarityksissa tuli tutkia fluoreseiinidiasetaatti- eli FDA-
menetelmdn toimivuutta ja sowveltuvuutta savindytteiden mikrobien aktiivisuuden
analysointiin. Naistd tutkimuksista saatujen tulosten perusteella saadaan lisdd tietoa
bentoniittisavissa mahdollisesti olevien bakteerien aktiivisuudesta, joka saattaa vaikuttaa
projektin muiden savilla tehtyjen kokeiden tuloksiin. Muissa kokeissa on tdhan asti

oletettu, ettd savien mahdollisesti sisaltdmat bakteerit eivat ole aktiivisia.

Tarkoituksena oli aloittaa tutkimukset toteamalla kokeissa kaytettdvan FDA-menetelmén
toimivuus.  Toteamiseen  k&ytettin - muun muassa sulfaatinpelkistdjida  sisaltadvia
anaerobisia  pohjavesibakteerikasvatuksia, joiden sulfaatinpelkistdjien aktiivisuus
vahvistettiin -~ seuraamalla ~ kasvatusten  sulfaattipitoisuuksia  ionikromatografilla.
Menetelmdn toimivuuden toteamisen jalkeen tutkittiin saven vaikutuksia bakteerien
tuottamaan analyysivasteeseen. Tarkoituksena oli myds tehdd viimeiset tutkimukset

pelkilld savilla Na-bentoniittisavessa eldvien bakteerien aktiivisuuden selvittdmiseksi.



2 TEORIA

2.1 Mikrobit maaperassa

Maaperélla tarkoitetaan hienojakoista materiaalia, joka peittdd Maan pintaa, ja joka
erottuu selvdnd erillisend  kerroksena peruskalliosta. Se muodostuu useasta eri
komponentista, kuten kivimurskasta, hiekasta, lasin murusista ja elavistd organismeista.
My6s maan pinnanmuodot (topografia) ja ilmasto vaikuttavat maaperdén. Maaperan
koostumus on karkeasti ottaen 40 % epdorgaanisia mineraaleja, 5 % orgaanisia aineita,
50 % ilmaa ja vetta seka 5 % mikro- ja makro-organismeja. Jos maaperamateriaalin

hiukkaskoko pienempi kuin 0,002 mm, sitd kutsutaan saveksi. (Madigan, Martinko, Stahl
& Clark 2012, 706-707.) Tassa tekstiosiossa kerrotaan yleisesti maaperastd, johon savikin

siis lukeutuu.

Riippumatta maantieteellisestd sijainnista, maaperan eri bakteerien padjaksojen suhteet
toisiinsa nahden pysyvat melko samanlaisina, mutta jaksojen siséisen lajistot vaihtele vat.
Bakteerien madradn vaikuttavat vahentavasti esimerkiksi maanviljely ja teollisuus
torjunta-aineiden, pienen kasvi- ja puutineyden sekd lannoitteiden takia. Saastuneen ja
saastumattoman  saven bakteeripddjaksojen  suhteet toisiinsa ovat kesken&an
samankaltaisia, mutta kuten maantieteellistenkin vaihteluiden kohdalla, on saastuneen
saven lajisto poikkeava puhtaan maaperan bakteerilajistosta. Noin kolmannes maaperan
bakteereista on proteobacteria-bakteereja, ripppumatta maaperén saastuneisuusastee sta.
Proteobakteereista noin kahdeksasosa kuuluu deltaproteobacteria-ryhméan.  johon
kuuluvat esimerkiksi maaperdssa yleiset sulfaatinpelkistdjabakteerit. (Madigan ym. 2012,
708-709.)

Pohjavettd Ioytyy maaperdn ja kallioperan kohtaamisalueilta. Pohjavesiympariston
uskotaan kattavan hyvinkin suuren osan koko Maapallon mikrobibiomassasta. Pohjavetta
sisiltavastd maanalaisesta ympéristostd kaytetdadn termid pinnanalainen elinymparisto.
Pinnanalaisessa elinympadristossa maaperdn mikrobit ovat suorassa vuorovaikutuksessa
pohjaveden siséaltamien aineiden kanssa. Vedelld kyllastetyssd maaperdssa ainoa tarjolla
oleva happi on lahtdisin vedestd. Tamé& happi kuluu nopeasti pois aerobisten mikro-
organismien kuluttamana, jolloin maaperéstd tulee hapeton eli anaerobinen. (Madigan
ym. 2012, 708-710.)
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Saastuminen esimerkiksi ydinjatteen seurauksena aiheuttaa haittoja maaperélle ja sen
elidille. Saastunutta maaperdd wvoidaan Kkuitenkin puhdistaa haitallisista yhdisteista
mikrobien awvulla. (Azubuike, Chikere & Chijioke 2016, 1.) Radioaktiivisten yhdisteiden
liukoisuutta ja myrkyllisyyttd pystytddn muuntamaan mikrobien entsymaattisilla
pelkistysreaktioilla. Esimerkiksi radionuklidien pelkistetyt muodot ovat vahemman
vesiliukoisia kuin hapettuneet muodot, jotka liukenevat helposti pohjaveteen. (Prakash,
Gabanl, Chandel, Ronen & Singh 2013, 349-350.) Useat sulfaatinpelkistdjat kuten
Desulfovibrio desulfuricans pystyvat pelkistimddn uraania U(VI1)ssta U(IV)ksi kayttaen
elektroninluovuttajanaan vetya tai laktaattia. Sulfaatin lasndololla ei ole vaikutusta
uraanin pelkistykseen, vaan sulfaatin ja uraanin pelkistys tapahtuu yhtaaikaisesti. (Lovley
& Phillips 1991, 850.)

Mikrobeilla on myds haitallisia vaikutuksia ydinjatteen loppusijoitukseen. Mikrobien
haitat kohdistuvat muun muassa ydinjatteen sdilytyskapseleihin. Kapselien ulkopinta on
valmistettu Kkuparista, jonka pitdisi estdd pohjaveden korrosiivista vaikutusta kapselin
siséltoon  (Posiva  Oy).  Esimerkiksi  sulfaatinpelkistdjabakteerien  tuottamalla
divetysulfidilla on kuitenkin  korrosiivisia  vaikutuksia — ydinjatettd  ympardivaan

kuparikapseliin (Bomberg, Nyyssonen & Itdvaara 2010, tiivistelma).

2.2 Anaerobit: Sulfaatinpelkistajabakteerit

Anaerobit ovat mikrobeja, jotka eivdt pysty kasvamaan hapellisissa olosuhteissa.
Anaerobit kayttavat aineenvaihdunnassaan elektroninluovuttajinaan hapen sijasta muita
yhdisteitd. Yleisin ryhméd anaerobeja ovat fakultatiiviset anaerobit, jotka sieltdvat happea
ymparistossdan, mutta eivat vaadi sitd. Obligaatit anaerobit puolestaan eivat kasva
hapellisissa olosuhteissa. (Hentges 1996, kappale 17.) Deltaproteobacteria-ryhman
mikrobit, Kkuten sulfaatinpelkistdjabakteerit, ovat ldhes kaikki obligaatteja anaerobeja
(Madigan ym. 2012, 538).

Jotkin anaerobit, kuten sulfaatinpelkistdjat, ovat tyypillisesti kemolitotrofeja, eli ne
pelkistavat aineenvaihduntansa seurauksena epdorgaanisia aineita. Kemolitotrofit saavat
kaiken tarvitsemansa hiilen hiilidioksidista, ja joten ne selvidvat ilman valoa. (Oren 2009,
1.) Esimerkiksi sulfaatinpelkistdjabakteerit pelkistavat sulfaattia  divetysulfidiksi

(Bomberg ym. 2010, 6). Tassd tapauksessa sulfaatti toimii elektronien vastaanottajana
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hapen sijasta. Sulfaatti on huomattavasti elektronegatiivisempi yhdiste kuin happi, eiké
pelkistyessddn vapauta yhtd suurta madrdd energiaa. Elektronegatiivisten yhdisteiden

hapettaminen onkin tyypillistd obligaateille anaerobeille. (Madigan ym. 2012, 411.)

Anaerobeja l6ytyy esimerkiksi maa- ja vesiympéristOistd, jotka ovat muuttuneet
anaerobisiksi muun muassa mikrobien hajotustoiminnan seurauksena. Anaerobisissa
pinnanalaisissa ympéristdissd vety pystyy toimimaan elektroninluovuttajana useille
mikrobeille, kuten sulfaatinpelkistdjille. Pinnanalaisissa elinympéristdissa vedynlahte ita
voivat olla esimerkiksi radioaktiivisten aineiden, kuten toriumin ja uraanin, aiheuttama
veden radiolyysi. (Madigan ym. 2012, 538; 710-711.) Radiolyysi tarkoittaa aineen
molekyylien hajoamista radioaktiivisen sateilyn seurauksesta (Le Caér 2011, 235). Myds
erilaisten mineraalien hapetus vapauttaa vetyd. Syvélta otetuista maaperdnaytteista onkin
havaittu, ettd suurin osa kyseisen elinympariston  mikrobeista on vetya
elektroninluovuttajana kayttdvia sulfaatinpelkistajabakteereja. (Madigan ym. 2012, 538;
710-711)

Sulfaatinpelkistys voi olla assimilatiivista tai dissimilatiivista. Monet sulfaatinpelkista jat,
kuten  Desulfovibrio-rynmén  edustajat  pelkistavat  sulfaattia  divetysulfid iksi
dissimilatiivisesti (Madigan ym. 2012, 538). Dissimilatiivisessa sulfaatinpelkistyksessé
divetysulfidia syntyy paljon ja sitd erittyy vapaana yhdisteend ymparistéon.
Dissimilatiivista ~ sulfaatinpelkistystd on harvinaisempaa  kuin  assimilatiivinen

sulfaatinpelkistys. (Bomberg ym. 2010, 11.)

Sulfaatti ei ole energiatehokas pelkistin, mutta sopiva méaédrd energiaa ATP:n
(adenosiinitrifosfaatti) muodostamiseksi saadaan hapettamalla NADH:ta
(nikotiiniamidiadeniinidinukleotidi) tai FADH:a (flaviiniadeniinidinukleotidi) tuottavia
elektroninluovuttajia, kuten vety ja laktaatti. Pelkistymiseen sulfaatti vaatii kahdeksan
elektronia, ja ennen tata se on aktivoitava. Aktivoituminen tapahtuu yhdistamélld sulfaatti
ATPn fosfaattiosaan ATP-sulfurylaasientsyymin awulla. Nain syntyy
adenosiinifosfosulfaattia (APS). Kun kyseessd on dissimilatiivinen sulfaatinpelkistys,
APS-reduktaasientsyymi pelkistdd APS:n suoraan sulfiitiksi (SO3%°), jolloin vapautuu
adenosiinimonofosfaattia (AMP). Tamén jalkeen sulfiittireduktaasientsyymi pelkistda
suffiitin  divetysulfidiksi. (Madigan ym. 2012, 411). Kuviossa 1 on esitetty sulfaatin eli

S042-n dissimilatiivinen pelkistyminen divetysulfidiksi eli H2Sksi.
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KUVIO 1. Sulfaatin dissimilatiivinen pelkistyminen divetyusulfidiksi (Madigan ym.
2012, muokattu)

Naméa pelkistysreaktiot vaativat elektroneja, jotka ovat perdisin ulkoisista lahteistd seké&
mikrobien omasta kataboliasta. Mikali elektroninluovuttaja on vety, se hapetetaan
protoniksi ja elektroniksi hydrogenaasi-entsyymilla. Sielta elektronit siirtyvéat sytokromi-
cslle, joka toimittaa ne eteenpdin sytokromikompleksiproteiinille eli Hmc:lle.
Proteiinisukkulat Kkuljettavat elektronit solukalvon lapi Hmc:lta solun sisélld sijaitsevalle
rautarikkiproteiinille eli FeS:lle, joka jakelee elektronit APS- ja sulfiittireduktaaseille.

(Madigan ym. 2012, 411.) Kyseinen elektronienkulku on nahtavissa kuviosta 2.
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KUVIO 2. Sulfaatin pelkistykseen tarvittavien elektronien kulkureitti

Orgaanisten yhdisteiden hapetuksen seurauksena vetya vapautuu myos solun sisélla. Né&in
Ky esimerkiksi laktaatin hapetuksessa pyruvaatista asetaatiksi. Vapautuiva vety kulkeutuu
jalleen hydrogenaasille, minkd jalkeen kiertokulku jatkuu kuten edelld. Kuviosta 1
huomataan, ettd sulfaatin pelkistiminen divetysulfidiksi vaatii kahdeksan elektronia.
Vastaavasti hydrogenaasilta vapautuneet kahdeksan protonia mahdollistavat kahden
ADP:n muuntumisen ATPksi. Liséksi pyruvaatin hapettaminen asetaatiksi tuottaa yhden
ATP-molekyylin. Na&in ollen sulfaatin pelkistaminen divetysulfidiksi tuottaa kahdesta
kolmeen ATP:ta rippuen kéytetystd elektroninluovuttajasta. Desulfovibrio-ryhman
bakteerit eivat kykene hapettamaan asetaattia tai muita rasvahappoja hiilidioksidiksi
(Madigan ym. 2012, 411 & 538).

2.3 Mikrobien detektointi ja analysointi
Mikrobien mééréa ja aktiivisuutta voidaan analysoida monella tapaa, kuten ATP:n ja

koentsyymi-F420:n médrien mittauksella. Myos mikrobibiomassojen ja populaatiokokojen

mittauksia on mahdollista suorittaa. Naméa menetelmédt kuluttavat kuitenkin paljon aikaa
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ja resursseja. Fluoreseiinidiasetaatti- eli FDA-menetelmd on edelld mainittuja nopeampi
ja helpompi tapa analysoidan mikrobiaktiivisuutta. (Jiang, Huang, Lu, Liu & Yan 2016,
424.)

FDA-menetelma on  erinomainen tapa  arvioida maaperdn  mikrobien
kokonaisaktiivisuutta, sillda suurimmalla osalla maaperédn bakteereista on entsyymejd,
joita vaaditaan FDA-menetelmdn toimimiseksi (Adam & Duncan 2000, 944).
Sulfaatinpelkistajabakeerit ovat yleisid& maaperan hapettomissa kerroksissa (Madigan ym.
2012, 708-709), joten FDA-menetelman tulisin toimia myos sulfaatinpelkistajabakteerien

aktiivisuuden selvittimiseen.

FDAnN hydrolysoitumistuotetta fluoreseiinia voidaan detektoida spektrofotometrisesti
UV-VIS-spektrometrilla. (Green, Stott & Diack 2004, 693-694.) Jotta fluoreseiinia
syntyisi, taytyy ndytteissdé olevan mikrobien olla aktiivisia. Sulfaatinpelkistd jat
pelkistavat sulfaattia rikkivedyksi (Madigan ym. 2012, 411.), joten sulfaattimdaria
mittaamalla  pystytddn  seuraamaan  mikrobikasvatuksen  sulfaatinpelkistajien
aktiivisuuden kaswvua. lonikromatografi sopii hyvin mikrobikasvatusten
sulfaattipitoisuuksien analysointiin (Soto, Ledo, Calderén, Marin & Galarraga 1998, 45).

2.3.1 Fluoreseiinidiasetaatti- eli FDA-menetelméa

FDA-menetelméssa FDA hydrolysoidaan fluoreseiiniksi. FDA on yhdiste, jota hyvin
monet solukalvon entsyymit pystyvat hydrolysoimaan. (Jiang ym. 2016, 424.) Téllaisia
entsyymeitd ovat mikrobien vapaat entsyymit eli eksoentsyymit, sekd solukalvon
entsyymit. Tyypiltddn namé entsyymit ovat proteaaseja ja lipaaseja, jotka lukeutuvat
epéspesifeihin esteraaseihin. Kyseiset entsyymit ovat my0s erittdin yleisid kudosten
hajottajaentsyymeja. Koska yli 90 % maaperdan energiakierrosta  kulkee
bakteerihajottajien kautta, esiintyy naitd entsyymejd suurella osalla maaperén
bakteereista. (Schnirer & Rosswall 1982, 1256.) Fluoreseiinidiasetaatin hydrolysaatio

fluoreseiiniksi 1bytyy kuviosta 3.
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Dehydratoi-
Hydrolyysi tuminen

COOH
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+2CH,CO,H

COOH
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(keltavihred) +2H,0

KUVIO 3. FDAN hydrolysaatio fluoreseiiniksi (Adam & Duncan 2000, muokattu)

FDAssa fluoreseiinimolekyyliin on littynyt kaksi asetaattiradikaalia. FDA:sta saadaan
fluoreseiinia  hydrolyysi- ja dehydraatioreaktioiden kautta. Hydrolyysissa FDA-
molekyyliin liittyy kolme vesimolekyylid ja siitd irtoaa kaksi molekyylid etaanihappoa.
Dehydraation kautta jaljelle jaa fluoreseiinimolekyyli, joka fluoresoi vihertdvana
aallonpituudella 490  nm. Fluoreseiinin konsentraatio voidaan mitata
spektrofotometrisesti (Adam & Duncan 2000, 943.)

2.3.2 Ultravioletti- ja nakyvan valon spektrofotometria eli UV/VIS-

spektrofotometria

Kun mitataan valon awulla kemikaalien pitoisuuksia, puhutaan spektrofotometriasta
(Harris 2010, 394). Jokainen yhdiste absorboi valoa (LibreTexts™ 2015). Absorptiosta
vastaavat kromoforit, jotka absorboivat valoa tietylla aallonpituudella (Harris 2010, 397).
Spektrofotometriassa voidaan analysoida kvalitatiivisesti, mitd aallonpituutta nédyte
absorboi, ja ndin péatelld absorboiva yhdiste. On myds mahdollista tehda kvantitatiivisia
analyysejd mittaamalla ndytteen lapi kulkevan valonsdteen intensiteetti, ja siten maarittaa
Kyseisen naytteen  konsentraatio. (Ocean Optics Inc. 1989-2017.) UV/VIS-
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spektrofotometrilla voidaan mitata aallonpituuksia ndkyvan- ja ultraviolettivalon
aallonpituuksilta valilld 185-700 nm (LibreTexts™ 2015).

Spektrofotometria perustuu myos valon hiukkasluonteeseen, jolla voidaan selittdd fotonin
absorboituminen aineeseen. Absorptiossa fotoni virittdd kohdemateriaalissa elektronin
korkeammalle viritystilalle alkuperdiseen verrattuna. Viritystilan purkautuessa elektroni
palautuu takaisin alemmalle viritystilalle ja emittoi fotonin. Tama tapahtumaa Kkutsutaan
emissioksi. (Harris 2010, 395.)

Lambert-Beerin laki mittaa valon absorboitumista aineeseen. Absorptio riippuu aineen
konsentraatiosta, nédytekerroksen paksuudesta ja kullekin aineelle tyypillisesta
molaarisesta  kaasuvakiosta. ~ Absorbanssi on suoraan verrannollinen  aineen
konsentraatioon. Transmittanssi puolestaan kertoo aineeseen tulleen ja sen lapéisseen
aallonpituuksien suhteen. Absorbanssi on ké&antden logaritmisesti verrannollinen
transmittanssiin (Harris 2010, 396).

Deuteriumlamppu  toimii  UV-séteilyn  lahteend, ja volframi-, tai volframi-
halogeenilamppu ndkyvén valon lahteend (Harris 2010, 447). Lampun valo kulkeutuu
monokromaattorille, jolla valosta erotelllan haluttu aallonpituus (Jaarinen & Niiranen
2008, 57). Monokromaattoriin kuuluu sisdé&nmenorako, peilejd, hila ja ulostulorako. Hila
hajottaa lampun valonsdteen eri aallonpituuksiin. Tat4 tapahtumaa kutsutaan valon
diffraktioksi. Hila muodostaa useimmiten useamman kopion saman aallonpituuden
valonsdteestd. Kaksisadespektrofotometrissa hilaa ja sitd seuraavia peilejd voidaan
taivutella siten, ettd vain haluttu valonsdde saadaan ohjattua ndytteeseen, ja toisien
kertalukujen kopiot samasta aallonpituudesta saadaan karsittua pois. (Harris 2010, 450.)

Kuviosta 4 nahdaén tyypillisen kaksisadespektrofotometrin rakenne.
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Referenssi

Datan
kasittely

Sateen-
katkoja

Detektori

Monokromaattori

Nayte

KUVIO 4. Esimerkkikuva kaksisadespektrofotometrin rakenteesta (LibreTexts 2016,
muokattu)

Naytteen absorbanssin  selvittdimiseksi tarvitaan tietoon ndyteastian eli kyvetin
aiheuttaman tausta-absorbanssin  osuus. Tausta aiheutuu matriisin absorptiosta ja
kywvetista lahtevistd heijastuksista. Kaksisadespektrofotometreissa sateenhalkoja hajottaa
sateilyn kahteen osaan, joista toinen ohjataan ndyte- ja toinen referenssikyvetin lapi useita
kertoja minuutissa. Nain saadaan selville sekd taustan, ettd kokonaisabsorbanssin
suuruus, joiden awulla laite laskee néytteeseen absorboituneen séteilyn méarén. (Harris
2010, 446.)

Detektori reagoi silhen osuviin fotoneihin tuottaen sahkdisen signaalin. Yksi yleinen
detektorityyppi on fotodiodidetektori. Fotodiodidetektorit tunnistavat ja tallentavat siihen
osuneen sateilyn aallonpituusalueen vain sekunnin murto-osassa. Tassa detektorissa n- ja
p-tyypin silikonista valmistetut diodirivit luovat varauksen, joka purkautuu osittain
valonsdteen osuessa detektoriin. Valonsateen intensiteetti analysoidaan sen perusteella,
kuinka paljon virtaa tarvitaan, etta diodirividetektori saadaan uudelleenvarattua entiseen
tilaansa. (Harris 2010, 457.)

2.3.3 lonikromatografia (IC)

Kromatografia perustuu néytteen komponenttien erottamiseen toisistaan liikkuvan- ja

stationdérifaasin awulla. Faasit wvoivat olla Kiinteitd, nestemdisid tai kaasuja

kromatografian lajista riippuen. Faasit ovat kromatografiakolonnissa tai -lewylla, ja ne
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ovat jatkuvassa  wuorovaikutuksessa ~ keskenddn.  Néytteiden  partitio-  ja
adsorptiotaipumukset vaikuttavat niiden erottumiseen. (Jaarinen & Niiranen 2008, 141.)

lonikromatografiaa kéytetadn yleisesti vesianalyyseihin. Sen awulla voidaan maarittda
naytteistd useita Kkationeja ja anioneja. lonikromatografilla ylletdédén miljardisosan eli
ppb:n  tarkkuuteen.  (Bruckner  2017.) Perusteena ionikromatografialle  on
nestekromatografian  ioninvaihtometodi. Detektori  mittaa  ionien  méaaréa
séhkonjohtavuuden vaihteluiden perusteella. (Materials Evaluation and Engineering
2014.)

lonikromatografiassa ionivuorovaikutukset —stationdérifaasin  ja ndytekomponenttien
valilla ovat voima, joka erottaa nédytteen komponentit toisistaan. Varatut hiukkaset
tarttuvat vastakkaisesti varattuun stationdarifaasiin. (Jaarinen & Niiranen 2008, 141-142.)
Stationdérifaasi on ioninvaihtohartsia, joka sijaitsee kolonnissa. Kolonni on paineistettu,
ja néyte kulkee kolonnin Iapi eluentin mukana. (Bruckner 2017.) Kuviossa 5 nékyy ionien

sitoutuminen ja vaihtuminen ioninvaihtohartsiin.

Anioni naytteesta

o
00
0\/33

KIN

"

=

000
P 1

Tasapaino liikkuvan Ndytteen anioni Liikkuvan faasin
faasin ja hartsin korvaa liikkuvan anioni korvaa nayte-
kiinnittymskohtien faasin anionin anionin, joka siirtyy
valilla hartsista seuraavaan

sitoutumiskohtaan

KUVIO 5. lonien sitoutuminen ioninvaihtohartsiin (Shimadzu 2017, muokattu)
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Station&érifaasissa on rajattu maaré sitoutumispaikkoja ioneille. Ne ionit, joilla on korkea
affiniteetti kolonnin sitoutumispaikkoja kohtaan, viettdvat kauemmin aikaa kolonnissa
kuin ionit, joiden affiniteetti on pienempi. (Materials Evaluation and Engineering 2014.)
Myos ionien liukoisuus likkuvaan faasiin eli eluenttiin vaikuttaa ionien erottumiseen
(Jaarinen & Niiranen 2008, 141-142). lonien erottumiseen ja Kkolonnista ulos
kulkeutumiseen kulunutta aikaa kutsutaan retentioajaksi, jonka perusteella ionit

tunnistetaan toisistaan. (Bruckner 2017.)

Detektori mittaa eluentin séhkonjohtavuutta maarittddkseen eluoituneiden ionien maaraa
ajan funktiona. Datasta muodostetaan kromatogrammi, jossa tulokset ovat yleensa
esitetty  kromatogrammipiikkeind.  Kullakin ionilla on menetelmélle tyypillinen
retentioaika, eli kyseisen ionin piikki esiintyy kromatogrammissa samalla menetelmélla
aina samalla aikavalilla. Piikin koko on funktio sen ionin konsentraatiolle, jota piikKi

edustaa. (Materials Evaluation and Engineering 2014.)
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3 MAARITYSMENETELMAT JA TYON SUORITUS

3.1 Opinnaytetyon kulku tiivistettyna

Laboratoriossa tehtdvdn osuuden tavoite oli kokeilla Adamin ja Duncanin (2000)
kehittdmadn FDA-menetelmédn toimivuutta kuiville ja jauhetuille bentoniittisavinaytteille.
Ty0 suoritettiin  kolmessa o0sassa, joista ensimméisessd menetelmdd testattiin  itse
valmistetuilla  anaerobisilla  mikrobikasvatusliuoksilla, jotka sisalsivat esimerkiksi
sulfaatinpelkistijabakteereita. Toisessa vaiheessa kokeiltiin - savindytteiden lisdyksen
tuomaa vaikutusta kasvatusliuosten mikrobien tuottamaan fluoreseiinikonsentraatioon, ja

kolmannessa kokeiltiin menetelman toimivuutta pelkille savinaytteille.

Ensimméisessd ja toisessa osassa kaytetyt mikrobikasvatusliuokset valmistettiin
Postgate-mediaan.  Kasvatusliuosten  sulfaatinpelkistajien  aktiivisuutta  seurattiin
mittaamalla sulfaatin kulutusta ionikromatografilla. Toisessa osassa savena kéytettiin
natriumbentoniittia, ja kolmannessa osassa seka natrium- ettd kalsiumbentoniittid. Alla

olevassa kuviossa 6 on selventdva kaavio tyon kulusta.

Kokeet 1 ja 2

Kokeet 3 ja4

1
e UV/VIS
g

3
. uv/vis

KUVIO 6. Opinndytetyon kulku
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3.2 Vertailumikrobikanta

3.2.1 Postgate-kasvatukset

FDA-menetelmé@n toimivuuden testausta varten valmistettiin vertailumikrobikanta muun
muassa sulfaatinpelkistdjdbakteereista anaerobiviljelménd. Viljelman mikrobit olivat
perdisin jo olemassa olevista anaerobikasvatuksista, joissa oli todettu kasvavan
sulfaatinpelkistijabakteereja. Kasvatus suoritettiin 500 ml:n infuusiopulloissa, jotka
oltiin tehty anaerobisiksi keittdmallda ja typettdamalld. Pullot oli suljettu kumitulpilla ja
metallikorkeilla. Pulloja inkuboitiin huoneenldimmossd pyorivassa ravistelijassa noin 90

rpmn nopeudella. Kuvassa 1 ndkyy yksi kasvatuspulloista.

KUVA 1. Mikrobikasvatuspullo P8 Postgateen valmistettuna (Kuva: Linda Parkkinen
2017)

Kasvatusliuoksena toimi muokattu Postgate-media, jonka komponentit ja komponenttien
médrat ovat nahtvissd taulukosta 1. Ensimméisissa mikrobikasvatusliuoksissa
valmiiseen Postgate-liuospulloon ympattiin eli listtiin vanhemmista
sulfaatinpelkistijakasvatuksista 40 mlaa mikrobiliuosta 360 mlaa kasvatusmediaa

kohden. Mikrobikasvatusliuosten kokonaistilavuus oli siis 400 ml.
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TAULUKKO 1. Postgate-kasvatusmedian komponentit ja valmistus (UHP-Ilyhenne tulee

sanoista Ultra High Purity, eli veden puhtaus vastaa tislattua vettd)

Reagenssi/liuos Maara / 1 litra
K2HPO4 0549
NH4ClI 1lg
Na2SO4 19
CaCl x 2H20 0,1g
MgS0O4 x 7TH20 29
Na- laktaatti 29
Hiivauute 19
Na-resazuriini, 0,1 % 0,5ml
UHP-vesi 980 ml
Kiehutus, hapen poisto

FeSO4 x 7H20, 50 g/l 10 ml
Na-tioglykolaatti 10 g/l + askorbiinihappo

10 gl 10 ml

pH 7,8:aan, hapen poisto, sterilointi

Postgate-kasvatuksia tehtiin  yhteensda kahdeksan pullollista,

joista kaksi oli aina

rinnakkaiskasvatuksia jasamana pdivana aloitettuja. Kun edellinen Postgate-kasvatuspari

alkoi vanhentua, valmistettiin uusi pari Postgate-liuospulloja ymppa&dmélla 40 ml

mikrobikasvatusliuosta edellisistda Postgate-pulloista. Eri kasvatuspullot oli nimetty

koodeilla P1-P8, joista P1 ja P2 olivat aikajarjestyksessa vanhimpia P7:n ja P8:n ollessa

uusimpia. Mikrobirikastuspullojen koodaukset ja niiden selvennykset loytyvat taulukosta

2.

TAULUKKO 2. Mikrobirikastusliuosten koodaus

Koodi  Valmistuspdiva 40 ml ympatty liuoksesta
P1 22.12.2016 Vanha sulfaatinpe kistajakanta
P2 22.12.2016 Vanha sulfaatinpelkistajakanta
P3 9.1.2017 P1

P4 9.1.2017 P2

P5 27.1.2017 P3

P6 27.1.2017 P4

P7 14.2.2017 P5

P8 14.2.2017 P6
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3.2.2 Sulfaatin kulutuksen mittaaminen IC:lla

Mikrobikasvatuksilla suoritetut FDA-menetelmén testaukset tuli suorittaa mikrobien
ollessa mahdollisimman aktiivisia, jolloin myds niden FDAnN hydrolysointi olisi
mahdollisimman tehokasta. Postgate-mikrobikasvatusliuoksista mitattiin
sulfaattipitoisuutta ionikromatografilla sulfaatinpelkistéjien aktiivisuuden
selvittdmiseksi. Aktiivisessa kasvunvaiheessa sulfaatinpelkistajat kuluttivat sulfaattia

nopeasti, kun taas kasvun hiipuessa sulfaatin mdara liuoksessa tasaantui.

Kasvatuspulloista keréttin ndytteet steriilisti ja anaerobisesti neuloilla, ruiskuilla ja
suodattimilla. Ruiskut ja neulat typetettiin ennen naytteen kerdystd, ja ndyte otettiin
tyontamalla neula kasvatuspullon kumitulpan lapi. Pullosta otettu liuostilavuus korvattiin
steriililla typpikaasulla. Kaasun sterilointi tapahtui selluloosa-asetaattisteriilisuodattimen
awulla, jonka huokoskoko oli 0,20 pm. Naytteet kerattin  suodattamalla ne
ruiskusuodattimen lapi kahden mln Eppendorf-putkiin. N&ma suodattimet eivit olleet
steriilej&, ja niiden huokoskoko oli 0,4 pm. Naytteitd sdilytettiin jadkaapissa viidessa

celsiusasteessa analyysipdivaan saakka, kuitenkin korkeintaan viikon.

Ennen ionikromatografianalyysia néytteet kasiteltiin laimentamalla ne UHP-vedella.
Laimennus tehtiin siten, ettd mink&&n anionin maard naytteessa ei saisi Ylittda
konsentraatiota 100 mg/l. Kyseisiin ndytteisiin  sopiva laimennuskerroin oli  20.
Laimennetut néytteet siirrettiin ionikromatografin omiin nayteputkiin, ja ndytteistd tehtiin

anionianalyysi. Analyysimenetelmin parametrit ovat esilld taulukossa 3.

TAULUKKO 3. lonikromatografissa kaytetyn ajo-ohjelman parametrit

Analyysiaika 20 min

Eluentti 1,9 MM CO3%,1,7mM HCO?
Pumpun virtaus 1 ml/min

Pumpun paine 500-2500 psi
Naytteensyottdjan syotténopeus | 1,5 ml/min

Kolonnin lampdatila 30°C

Supressorin virtaus 1 ml/min

Sulfaattipitoisuuksia seurattiin, kunnes kunkin kasvatuspullon sulfaattipitoisuudet olivat
tasaantuneet. Kaytossd ollut ionikromatografi oli Thermon Dionex ICS-1600.

Kromatografiin oli litetty automaattinen ndytteensyottdja ja sahkonjohtavuusdetektori.
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lonikromatografissa oli lonpac AS4A-SC Analytical -kolonni ja Dionex ASRS-300 2mm

-supressori. Kuvassa 2 on esitetty kyseinen ionikromatografi.

KUVA 2. Sulfaattipitoisuuksien seurannassa kéytetty ionikromatografi (Kuva: Linda
Parkkinen 2017)

3.3 FDA-menetelman testaus

3.3.1 Menetelma

Téssé tyossa kaytetyssa FDA-menetelmdssd oli tarkoitus laimentaa 2 g ndytettd 15 ml:lla
kaliumfosfaattipuskuriliuosta, ja lisdta joukkoon 200 Wl FDA-substraattiliuosta. Taman
jalkeen naytteitd inkuboitiin ravistelevassa inkubaattorissa 30 °C:ssa 20 minuuttia
pyorimisnopeudella 100 rpm. Inkuboinnin jalkeen reaktiot tuli pyséyttdéa 15 mi:lla



23

kloroformi/metanoliliuosta, ja sentrifugoida nopeudella 2000 rpm kolme minuuttia. Ylin
faasi suodatettiin 0,45 pm:n huokoskoon ruiskusuodattimien lapi UV/VIS-kyvetteihin, ja
faasin siséltaman fluoreseiinin  absorbanssi mitattiin  UV/VIS-spektrofotometril I4.
Mittausaallonpituutena oli 490 nm. Kyseisen version FDA-menetelmésta ovat kehittineet
Gillian Adam ja Harry Duncan wvuonna 2000. Yksinkertaistettu kuvaus menetelmén
kulusta 16ytyy kuviosta 7.

Nayteputki

1

Nayteputki

Sentrifugointi

Suodatus

UVv/VIS

TIE

¢ = fluoresiinin
pitoisuus

KUVIO 7. FDA-menetelman kulku

Menetelmdd testattiin  sekd aerobisissa ettd anaerobisissa oloissa, mutta aerobisten
olosuhteiden ei todettu vaikuttavan merkittavasti tuloksiin. Taten osioissa 3.2.2-3.24
tehdyt kokeet 1-6 on suoritettu aerobisissa olosuhteissa. Menetelmdédn vaadittavat
liuokset ja niiden tiedot on esitetty taulukossa 4. Kalibrointiliuokset valmistettiin

fluoreseiiniliuoksesta, ja ne kasiteltiin kuten naytteet.
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TAULUKKO 4. Adamin ja Duncanin (2000) FDA-menetelmadn tarvittavat liuokset

Liuos Valmistus

60 mM K-fosfaatti pH 7,6 8,7 g K2HPO4 & 1,3 g KH2PO4/1000 ml UHP

CHCkL/MeOH 2:1 666 ml CHCl + 333 ml MeOH

FDA 1000 pg/ml 0,1 g 3'6"-diasetyylifluoreseiinia / 100 ml asetonia
0,2265 g fluoreseiininatriumsuolaa /100 ml K-

Fluoreseiini 2000 pg/ml fosfaatti

Fluoreseiini 20 pug/ml 1 ml fluoreseiini 2000 mg/l / 100 ml K-fosfaatti

FDA-menetelmé&éd kaytettiin - p&dosin hieman muokattuna. Muokkauksen kohteeksi
joutuivat Kalibrointi, sentrifugoinnin parametrit, inkubointiaika sekd FDA-substraatin
madrd. Kalibrointisuora valmistettiin liuoksista, joiden fluoreseiinipitoisuudet osuivat
valille 0,2-2,0 pg/ml menetelmédssé esitetyn 0-5 pg/ml:n sijasta, koska oli tiedossa, ettéd
tdssa opinndytetydssd kaytettdvien savindytteiden mikrobipitoisuudet ovat alhaisia.
Lisdksi ~ yhteen kalibroinneista ei lisatty  kloroformi/metanolia.  Sentrifugin
Kierrosnopeutta jouduttiin nostamaan, silla kiintoaine painui kunnolla sentrifugiputkien
pohjalle vasta nopeudella 5000 rpm 10 minuutissa. Myos inkubointiaikaa kokeiltiin
pidentdd puolella. FDA-substraatin sek& kaliumfosfaattipuskurin  maaria muokattiin
voimakkaamman fluoreseiinivasteen aikaansaamiseksi. Kloroformi-metanolin  maaraa
muutettiin - mikali muiden liuosten tilavuutta muutettiin, silld  kloroformi-metanolin
tilavuus tuli olla sama kuin analyysissa kaytettyjen muiden liuosten yhteenlaskettu

tilavuus.

Téssa tyossa kaytetty sentrifugi oli malliltaan Sigma 4K15, ja sekoittava inkubaattori
malliltaan New Brunswick Scientific C24. Kyseiset laitteet on esitetty kuvassa 3.
Savikokeissa kéytetyt savet olivat natrium- ja kalsiumbentoniittid, kummatkin kuivattuja
siten, ettd niiden vesipitoisuus oli noin 10 %. Na-bentoniitti oli valmiiksi hienonnettu ja
sen raekoko oli noin 0,1-1 millimetrid&. Ca-bentoniitti oli puolestaan rakeisempaa ja

raekooltaan noin 1-4 millimetrid. Savet sdilytettiin viiledssa ja pimedssa.
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KUVA 3. Téssd opinndytetyossa kéytetyt sentrifugi ja inkubaattori (Kuvat: Linda
Parkkinen 2017)

3.3.2 Testaus mikrobikasvatusliuoksilla: kokeetl ja 2

Tarkoitus  oli tutkik FDA-menetelmdn  toimivuutta osiossa 3.1 kuvatuilla
mikrobikasvatusliuoksilla. Kokeita varten valmistettiin kalibrointisuora fluoreseiinista.
Kéyrdn 1 kalibrointiliuokset valmistetiin sentrifugiputkiin fluoreseiiniliuoksesta, jonka
konsentraatio oli 20 pg/ml. Tama liuos oli valmistettu 1000 ug/ml -fluoreseiiniliuokse sta.
Standardiliuokset kasiteltiin kuten osiossa 3.2.1 on kuvattu. Kéyré 2 valmistettiin samalla
tavalla kuin kdyrd 1, mutta talla kertaa tehtiin kloroformymetanolilisdykset. Fluoreseiinin

absorbanssit mitattiin UV/VIS-spektrofotometrilld aallonpituudella 490 nm.

Kokeessa 1 kaksi grammaa Kiintedd ndytettd Kkorvattiin  kahdella millilitralla
mikrobikasvatusliuosta, jonka mikrobit olivat aktiivisen kasvun vaiheessa. Kasvatusliuos
sekoitettiin 50 mk:n sentrifugiputkissa 15 mlaan kaliumfosfaattipuskuria ja 0,2 ml:aan
FDA-liuosta. Putkia inkuboitiin 20 minuuttia 30 °C:ssa nopeudella 100 rpm, minka
jalkeen niihin lisattiin 15 ml kloroformi/metanolia. Putkia sentrifugoitiin 10 minuuttia
nopeudella 5000 rpm, fluoreseiinifaasi suodatettin 0,45 umn  huokoskoon
ruiskusuodattimien lapi kywvetteihin, jaabsorbanssit mitattiin UV/VIS-spektrofotometril 14

aallonpituudella 490 nm.
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Kokeessa 2 20 millilitrasta mikrobikasvatusliuosta sentrifugoitiin mikrobit pelletiksi
nopeudella 5000 rpm 15 minuutin ajan. Nestefaasi pipetoitiin pois, ja jéljelle jaanytta
pellettia kaytettin korvaamaan ohjeessa ollut kaksi grammaa Kkiintedd naytettd. Pelletin
paalle lisattiin 15 ml kaliumfosfaattipuskuria ja 0,2 ml FDAta. Koe 2 suoritettiin muilta

osin samoin kuin koe 1.

3.3.3 Testaus mikrobikasvatusliuoksilla ja savella: kokeet3 ja 4

Naissd kokeissa oli tarkoitus analysoida, onko saven lisdykselld vaikutusta mikrobien
tuottamaan fluoreseiinipitoisuuteen. Kokeita varten valmistettiin uusi kalibrointisuora
nimeltdédn kayra 3. Kalibrointia varten ndyteputkiin punnittiin  kaksi grammaa Na-
bentoniittisavea, minkd  jidlkeen saven joukkoon valmistettiin @ 20 pg/ml-
fluoreseiiniliuoksesta kalibrointiliuokset. Liuokset valmistettiin kuten k&yrissa 1 ja 2.
Kustakin standardipitoisuudesta valmistettiin - kolme rinnakkaisnaytettd. Standardit
kasiteltiin  samoin kuin ndytteet, ja absorbanssit mitattiin  UV/VIS-spektrofotometril I&

aallonpituudella 490 nm.

Kokeen 3 tarkoituksena oli selvittdd saven vaikutus mikrobikasvatusliuosten antamaan
fluoreseiinivasteeseen. Mikrobikasvatusliuoksia P5 ja P6 pelletditiin  osion 3.3.2
mukaisesti. Pelletit liuotettiin 15 mlaan K-fosfaattipuskuria, ja joukkoon punnittiin kaksi
grammaa Na-bentoniittisavea. Mukaan lisattiin myds 0,2 ml FDA-liuosta, mik& jélkeen
nayteputkia inkuboitiin 20 min 30 °C:ssa nopeudella 100 rpm. Inkuboinnin jalkeen
hydrolyysireaktiot  pysdytettiin = 15 mllla  Kkloroformymetanolia, ja néyteputkia
sentrifugoitiin nopeudella 5000 rpm 10 minuuttia. Fluoreseiinin absorbanssit mitattiin
UV/VIS-spektrofotometrilld aallonpituudella 490 nm.

Kokeessa 4 oli tarkoitus selvittdd, adsorboiko savi mahdollisesti FDAta tai mikrobeja.
Saven todettiin adsorboivan jotakin reagenssia kokeen 3 tulosten perusteella. Aluksi
tyhjat sentrifugiputket punnittiin, jotta saatiin selville ndyteliuosten massa. Taulukosta 4
loytyy eri sentrifugiputkiin lisittdvien reagenssien maarat. Reagenssilisaysten jalkeen
putkia inkuboitiin 20 minuuttia 30 °C:ssa nopeudella 100 rpm ja Kiintoaine sentrifugoitiin
alas 10 minuutissa nopeudella 5000 rpm. Savellisista sentrifugiputkista nestefaasi

pipetoitiin uusiin putkiin, ja savi hylattiin. Taman jalkeen jokaiseen ndytteeseen liséttiin



27

5 ml mikrobipellettiliuosta 10 mlaa fosfaattipuskuria ja 0,2 mlaa FDA:ta kohden.
Taulukosta 4 on myds néhtdvissd sentrifugoinnin jalkeen néytteisiin  lisattyjen
mikrobipellettiliuvosten maarat. Néyteputkia inkuboitiin uudestaan samoilla parametreilla,
ja kloroformi/metanolia lisattiin  jokaiseen ndytteeseen sama madrd kuin niiden
yhteenlaskettu muiden liuosten mééra. Taulukosta 4 on nahtavilla myds ndma tilavuudet.
Lopuksi néytteitda sentrifugoitiin  vield 10 minuutin ajan nopeudella 5000 rpm ja
fluoreseiinifaasit suodatettiin huokoskooltaan 0,45 umin ruiskusuodattimella. Naytteiden

absorbanssit mitattiin UV/VIS-spekirofotometrilld aallonpituudella 490 nm.

TAULUKKO 5. Kokeen 4 reagenssi- ja liuosliséykset

Néyte 1 2 3 4
V(K-fosfaatti) (ml) 10 10 10 10
V(FDA) (mi) 0,2 0,2 0,2 0,2
m(savi) (g) 0 0 2 2
Inkubointi, sentrifugointi
V(pellettiliuos) (ml) 5 5 3,15 3,46
Inkubointi
V(CBCH/MeOH) (ml) 15 15 9,45 10,38
Sentrifugointi

3.3.4 Testaus pelkalla savella: kokeet5 ja 6

Naissd kokeissa FDA-menetelmdd kokeiltiin siten, ettd ndytteind oli pelk&stdan savea.
Tarkoitus oli analysoida, miten kyseinen FDA-menetelmd sopii pelkille savindytteille.
Tulosten laskentaan kéaytettiin ~ kalibrointia k&yrd 3. Menetelmdd kokeiltiin  Na-
bentoniittisaven  lisdksi  myds Ca-bentoniitilla  suurempien  fluoreseiinivasteiden

aikaansaamiseksi.

Kokeessa 5 ndytteend oli kaksi grammaa Na-bentoniittisavea. Savi punnittiin
nayteputkiin ja mukaan lisattiin 15 ml kaliumfosfaattipuskuria seké 0,2 ml FDA-liuosta.
Néyteputkia inkuboitiin - 20 min 30 °Cssa nopeudella 100 rpm, ja FDA:n
hydrolyysireaktiot pysaytettiin 15 mllla kloroformi/metanolia. Pyséaytyksen jalkeen
putkia sentrifugoitiin 10 min nopeudella 5000 rpm, minka jélkeen fluoreseiinifaasi

suodatettiin  huokoskooltaan 0,45 umin olevan ruiskusuodattimen Iapi. Absorbanssit
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analysoitiin suodatetusta fluoreseiinifaasista UV/VIS-spektrofotometril la

aallonpituudella 490 nm.

Kokeessa 6 tutkittiin FDA-menetelmén parametrien muokkauksen vaikutusta saven
fluoreseiinipitoisuuksiin. Néytteend oli edelleen kaksi grammaa savea, mutta télla kertaa
otettin analyysiin mukaan myos Ca-bentoniittisavi. Liséksi savet kokeiltiin hienontaa
morttelilla FDA-hydrolyysireaktion tehostamiseksi. Koe 6 suoritettiin muuten kuten koe
5, mutta yhteen Na- ja yhteen Ca-bentoniittindytteeseen lisattiin 0,6 ml FDA-substraattia
0,2 mlkn sijaan. Lisdksi mukana oli kaksi referenssindytettd nimiltddn Na-referenssi ja Ca-
referenssi, joista ensimmdinen kasiteltiin kuin Na-bentoniittindyte ja jalkimmdinen kuten

Ca-bentoniittindyte, mutta kumpaankaan ei lisatty FDA-liuosta.
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4 TULOKSET JA TULOSTEN TARKASTELU

4.1 Vertailumikrobikanta

Kuviosta 8 néhd&an mikrobikasvatuspullojen sulfaattipitoisuudet ajan funktiona.
Sulfaatinpelkistdjat kasvavat ja lisdantyvat melko hitaasti, joten aikayksikk6na
kuvaajassa on péiva (d). Eri kasvatusliuoksia vastaavat vérikoodit nakyvat kuvaajan
oikeassa reunassa. Liitteessdé 1 on Kirjattuna ylos taulukot, joista Ioytyvat kaikkien

mikrobikasvatuspullojen sulfaattipitoisuudet eri aikapisteissa.
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KUVIO 8. Mikrobikasvatuspullojen P1-P8 sulfaattipitoisuudet ionikromatografilla
mitattuina

Kuvaajan  perusteella ~ voidaan  sanoa, ettd  sulfaattipitoisuudet kaikissa
mikrobikasvatuspulloissa lahtivat  jyrkk&&n laskuun heti mikrobiliuosten pulloon

lisddmisen  jalkeen.  Laskuvaihe kesti  seitsemastd ~ kymmeneen  péaivaan.
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Sulfaattipitoisuuden lasku  merkitsee mikrobiaktiivisuuden nousua, silla

sulfaatinpelkistdjat kuluttavat sulfaattia aineenvaihduntareaktioissaan.

Jyrkén laskun jélkeen sulfaattipitoisuudet tasoittuivat, mika tarkoitti mikrobien aktiivisen
kasvun hiipumista. Sulfaattia mitattiin kahdella pullolla 54 paivan ikéisiksi asti, eikd uutta
kasvuvaihetta ollut havaittavissa tahdnkdidn mennessd. Voidaan siis todeta, ettd yhden
kasvupyrahdyksen jélkeen sulfaatinpelkistidjamikrobit eivat todenndkdisesti ala kasvaa
uudelleen ilman jonkinlaista muutosta kasvuolosuhteisiin.  Pienet eroavaisuudet
perékkaisissd mittaustuloksissa nakyvat kéyrien siksak-muotona, joka selittyy eri
lahteiden aiheuttamista mittausvirheistd. Naihin mittausvirheisiin kuuluvat esimerkiksi
pipetointivirheet,  ionikromatografin  péivakohtaiset  vaihtelut ja eroavaisuudet

kromatogrammien integroinneissa.

Kuten kuviosta 8 nadhd&an, sulfaattipitoisuudet eivét laskeneet nollaan, vaan jaivat 500-
650 milligrammaan litrassa. Poikkeuksena mikrobikasvatuspullot P3 ja P4, joiden
sulfaattikonsentraatiot jaivat vélille 700-850 mg/l. Naiden liuosten valmistusprosessissa
on saattanut tulla eroavaisuus muihin liuoksiin ndhden. Nayttéisi silta, ettd jokin tekija on
tuossa vaineessa estanyt mikrobien kaswvun pidemmélle. Yksi syy télle voisi olla
sulfaatinpelkistyksessa syntyvan sulfidin korkeaksi noussut pitoisuus, joka on inhiboinut

bakteerien kaswvun.

Yhteenvetona voidaan todeta, ettd kasvatuspullojen mikrobit olivat aktiivisimmillaan
kolmesta seitsemén péivan ikaisiksi. Kokeet pyrittiinkin ajoittamaan ndille aktiivisen
kasvun vaiheille, jolloin niilld tehdyt FDA-analyysit tuottaisivat varmimmin positiivisen
tuloksen. Aktiivisessa kasvuvaiheessa olevien mikrobien péaateltiin olevan tehokkaimpia

tuottamaan entsyymeja, jotka pelkistavat FDAta fluoreseiiniksi.

4.2 FDA-menetelman testaus

4.2.1 Testaus mikrobikasvatusliuoksilla: kokeetl ja 2

Fluoreseiinin kalibrointikuvaajat 16ytyvat kuviosta 9. Kdyran 1 kalibrointiliuoksiin ei

lisdtty  kloroformi/metanolia, mutta k&yrdn 2 liuoksiin  lisattiin.  Ké&yran 1



31

kalibrointiliuosten absorbanssit ja konsentraatiot loytyvat liitteestda 2, ja kayran 2
vastaavat tiedot liitteestd 3. Kuviosta 9 huomataan, ettd Kalibrointiliuokset antoivat
alhaisemman absorbanssin, kun liuoksissa oli mukana kloroformi/metanolia. Asia
voidaan selittdd nesteiden tiheyseroilla ja laimentumisvaikutuksilla. Kloroformin tiheys
huoneenlammaossa on 1,47 kg/l (Tamro 2016, 5), ja metanolin tiheys 0,79 kg/l (Methanex
2017, 10). Vertailun wvuoksi veden tiheys huoneenlammdssa on 1,00 kg/l (USGS 2017).
Sentrifugoinnin yhteydessd kloroformifaasi painui siis sentrifugiputken pohjalle, ja K-
fosfaattipuskuri- fluoreseiini-metanolifaasi  jai  pinnalle. ~ Absorbanssi  analysoitiin
UV/VIS-spektrofotometrilla  ylemmésta faasista, jolloin metanoli vaikutti fluoreseiinin
absorbanssiin laimentavasti. Mikéli liuosseoksessa ei olisi ollut kloroformi/metanolia, ei
tatd laimentavaa vaikutusta olisi tapahtunut. Mikrobikasvatusliuosten tuottamia
fluoreseiinivasteita mitattaessa konsentraatioiden laskuissa kaytettiin  kdyrdd 2, koska
Kloroformi/metanolin  lisdys kuului Adamin ja Duncanin (2000) menetelméan

naytteenkéasitte lyyn.
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KUVIO 9. Kalibrointikuvaajat fluoreseiinista ilman savea

Kokeessa 1 ndytteena oli 2 millilitraa mikrobirikastusliuoksia P1 ja P3, ja ne tuottivat
erittdin pienet fluoreseiinivasteet. Taulukosta 2 huomataan, ettd liuos P3 on ympatty

liuoksesta P1, eli liuosten mikrobit ovat toistensa jalkeldisia. Mikrobikasvatusliuokset
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P3 oli aktiivisen kasvun vaiheessa. Referenssind kaytettiin liuosta, joka oli valmistettu
FDA-metodin  mukaisesti mutta ilman FDA-substraattilivosta. Tamdn liuoksen
absorbanssi oli sama kuin ultrapuhtaan wveden, eli 0,001. UV/VIS-spektrofotometri
nollattiin referenssiliuoksella ennen mittauksia. Taulukosta 6 on nahtavilla kokeen 1

tulokset.

TAULUKKO 6. Kokeen 1 FDA-tulokset

Nayte Asgonm C(fluoreseiini) (ug/ml)  Néytetietoja Liuoksen ik& (d)
P1-1 -0,0259 -0,1236 2 ml liuosta P1 22

P1-2 -0,0296 -0,1402 2 ml liuosta P1 22

P3-1 0,0247 0,1040 2 ml liuosta P3

P3-2 0,0332 0,1424 2 ml livosta P3

Né&istd tuloksista  huomattiin, ettd aktiivisessa  vaiheessa  olevat  mikrobit
kasvatusliuoksesta P3 tuottivat pienen maaran fluoreseiinia vélilla 0,10-0,14 pg/ml. Tamé
pitoisuus  jai kuitenkin alle  kalibrointisuoran  alhaisimman  kalibrointiliuoksen
pitoisuuden, joka oli 0,2 pg/ml. Aktiivisen kasvuvaiheen ylittdneet mikrobit liuoksesta
P1 eivat kyenneet muuntamaan FDAta fluoreseiiniksi niin paljoa, ettd se olisi talla
menetelmélla  tuottanut  havaittavan  fluoreseiinipitoisuuden.  Kahden millilitran
naytemadrat inaktiivista eikd mydskadn aktiivista mikrobikasvatusliuosta eivat siis

riittdnyt tuottamaan tarpeeksi suurta fluoreseiinimadréa kalibrointisuoraan nahden.

Kokeessa 2 naytteend oli 20 millilitrasta mikrobikasvatusliuosta P3 pelletoity
mikrobindyte, jonka tuottama fluoreseiinin mé&&rd osoittautui jo huomattavasti
suuremmaksi. Kokeessa kaytetty mikrobikasvatusliuos oli iaktddn kuusi paivaa, joten se
oli aktiivisen kasvun vaiheessa. Nollaavana referenssiliuoksena oli samanlainen liuos
kuin kokeessa 1. Kokeen 2 tulokset loytyvat taulukosta 7.

TAULUKKO 7. Kokeen 2 FDA-tulos

Nayte  A490nm C(ﬂlz%?rsﬁl;'m) Néytetietoja Liuoksen iké (d)
P3(p) 0,2163 0,9668 20 ml liuosta P3, pelletoity 6

Kokeessa 2 saatiin hyvin kalibrointisuoralle osuva fluoreseiinipitoisuus 0,97 pg/ml. Yksi
kalibrointisuoralle osuva tulos riitti todisteeksi siitd, ettd Adamin ja Duncanin (2000)

menetelmd oli toimiva kaytossa olleissa laboratorio-olosuhteissa, mikd talla
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mikrobikasvatustestilla ~ oli  tarkoituskin ~ osoittaa. = Huomattiin ~ myds, ettd
mikrobikasvatusliuosten mikrobien fluoreseiinin tuotto oli melko alhaista, vaikka
kuviossa 8 esitetyt sulfaattipitoisuudet viittasivat voimakkaaseen kasvuun. Mahdollisia
selityksia  télle on muun muassa sulfaatinpelkistdjien  alhainen  biomassa
mikrobikasvatusliuoksissa, jolloin FDA:ta hydrolysoivia entsyymejakin on véahan.
Tallbin my6s muodostuneen fluoreseiinin méaréd jaa alhaiseksi. Kokeella 2 saatiin siis
vahvistettua kokeen 1 liuoksen P3 antama pieni fluoreseiinivaste, joka oli noin
kymmenen kertaa pienempi kokeen 2 tulosta. Kokeessa 1 nayte oli myds kymmenen

kertaa laimeampi.

4.2.2 Testaus mikrobikasvatusliuoksilla ja savella: kokeet3 ja 4

Saven kanssa tehty fluoreseiinin kalibrointikayra eli kayrd 3 on nahtavilla kuviosta 10.
Kayran 3 kaikkien kolmen rinnakkaisliuoksen absorbanssit on esitetty liitteessd 4.
Vertailun vuoksi kuviossa 10 onesilld myos kayrd 2. Kuviosta havaitaan, ettd saven lisdys
standardiliuoksiin ei vaikuttanut merkittdvasti fluoreseiinin tuottamiin absorbansseihin.
Ero onniin pieni, ettd sitd voidaan pitdd mittausvirheistd johtuvana, silld mittaukset oltiin
tehty esimerkiksi eri péivind. Kayrien 2 ja 3 samankaltaisuus selittyy silld, ett4
sentrifugoinnin aikana savi painui sentrifugiputken pohjalle, koska se on raskaampaa kuin
mukana olevat nesteet. Fluoreseiinifaasi jai kokonaan savikerroksen ylapuolelle, jolloin
savella eiollut vaikutusta fluoreseiinifaasin absorbanssiin. Mikéli fluoreseiinifaasiin olisi
jdényt savihiukkasia, olivat ne eroteltu pois viimeistddn suodatuksen aikana
sentrifugoinnin jalkeen. Kayrd 3 osoittaa myos, ettd Na-bentoniittisavi ei adsorboinut

fluoreseiinia sellaisia mé&arig, jotka olisivat vaikuttaneet mittaustuloksiin,
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KUVIO 10. Kalibrointisuora saven kanssa (kdyra 3) ja ilman savea (kayra 2)

Kokeessa 3 saven ja mikrobirikastusliuoksen kanssa tehdyt FDA-kokeet tuottivat
yllattdvia tuloksia. Saven lisdys naytteisiin - vahensi  mikrobikasvatusliuoksista
valmistettujen pellettien tuottaman fluoreseiinin antamaa absorbanssia moninkertaisesti,
kuten taulukosta 8 voidaan huomata.  Liséksi ndyttdd, ettd saven lisdys véhensi
fluoreseiinin pitoisuutta eri madran ndytekerrasta rijppuen, joten vaimentava vaikutus ei

ollut tasainen.

TAULUKKO 8. Kokeen 3 FDA-tulokset

Nayte  A490nm C(ﬂléf,;;ﬁ;l i1} Ndytetietoja
P5-1 0,0776 0,4410 2 g savea
P5-2 0,3319 1,8997 ei savea
P6-1 0,0527 0,2980 2 g savea
P6-2 0,3381 1,9353 ei savea

Kuvion 10 perusteella savi ei vaikuta standardiliuoksiin lisattyyn fluoreseiiniin.
Kuitenkin taulukosta 8 havaitaan, ettd savella on suuri adsorboiva vaikutus naytteisiin,
joihin on lisdtty FDA-substraattia ja mikrobikasvatusliuosta. Néytteen P5 kohdalla
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saveton liuos antoi 1,90 pg/ml fluoreseiinipitoisuuden, mutta savellinen liuos vain 0,44
pg/ml. Vastaavat tulokset néytteen P6 kohdalla olivat 1,94 pg/ml ja 0,30 pg/ml.

Savi naytti siis adsorboivan joko FDAta tai mikrobeja. Kokeessa 4 selvitettiin adsorptiota
FDAn kannalta inkuboimalla savea kaliumfosfaattipuskurin ja FDA-liuoksen kanssa.
Tulokset kokeesta 4 loytyvat taulukosta 9. Taulukossa esiintyvistd néytteistd P7-1:een ja
P7-2¢en ei ole lisitty savea, mutta P7-3:een ja P7-4:een on. Muita reagensseja kaikissa

naytteissd on samassa suhteessa.

TAULUKKO 9. Kokeen 4 FDA-tulokset

Nayte  A490nm C(ﬂ%&r;rsrﬁ;l i) Néytetietoja
P7-1 0,0700 0,4083 ei savea
P7-2 0,0723 0,4220 ei savea
P7-3 0,0098 0,0526 2 g savea
P7-4 0,0112 0,0606 2 g savea

Tuloksista ndhdaén, etta savellisten ndytteiden P7-1ja P7-2 fluoreseiinipitoisuudet olivat
0,053 ja 0,061, eli erittin pienet. Savettomien naytteiden P7-3 ja P7-4
fluoreseiinipitoisuudet olivat 0,41 ja 0,42. Tastd voidaan paatelld, ettd savi adsorboi
FDAta. Savellisten naytteiden FDA-pitoisuus oli huomattavasti  suurempi  kuin
savettomien, joten tulokset tastd testistda ndyttdvat selkeiltd. Lisaksi molemmat

rinnakkaismittaukset tuottivat hyvin toistensa kaltaiset tulokset.

4.2.3 Testaus pelkalla savella: kokeet5 ja 6

FDA-analyyseissa pelkélla savella kéytettiin kalibrointia kayra 3, joka Ioytyy kuviosta
10. Kokeessa 5 naytteend olleen Na-bentoniittisaven tuottama fluoreseiinikonsentraatio
0,0005 pg/ml vastaa ultrapuhtaan veden fluoreseiinikonsentraatiota, eli fluoreseiinia ei
ole muodostunut sellaista maarad, etté sitd pystyttaisiin talld menetelméalld havaitsemaan.
Tulokset kokeesta 5 loytyvat taulukosta 10.
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TAULUKKO 10. Kokeen 5 tulokset

Nayte Asgonm c(fluoreseiini) (pg/ml) Naytetietoja
UHP-vesi 0,0000 -0,0055 pelkka vesi
Na-bentoniitti  0,0009 -0,0005 2 g savea

Kokeessa 6 saadut tulokset ovat esilld taulukossa 11. Huomattiin, ettd savindytteiden Na-
bentoniitti ja Ca-bentoniitit 1 ja 2 fluoreseiinikonsentraatiot eivat eronneet merkittavasti
Na- ja Ca-referensseistd, joissa ei ollut FDA-substraattia. Saven raekoon pienentamise | 1a
ja FDA:n mééran lisdyksella ei siis ollut vaikutusta savien fluoreseiinipitoisuuksiin talla
menetelmalld. Kokeesta 5 poiketen, savellisten naytteiden fluoreseiinipitoisuudet ovat
kuitenkin talld kertaa korkeammat kuin ultrapuhtaan wveden. Savien hienontaminen
morttelilla on saattanut muodostaa niin hienojakoista savipOlyd, ettd se on mennyt
huokoskooltaan 0,45 pm:n suodattimien ldpi. Savipoly olisi silloin absorboinut osan
spektrofotometrin  tuottamasta séteilystd ja saanut aikaan virheellisen korkean

absorbanssin ja fluoreseiinikonsentraation.

TAULUKKO 11. Kokeen 6 tulokset

Nayte Asgonm C(fluoreseiini) (ug/ml) Naytetietoja
UHP-vesi 0,0000 -0,0054 pelkka vesi
Na-referenssi 0,0030 0,0119 2 gsavea, V(FDA) =0l
Ca-referenssi 0,0032 0,0134 2 gsavea, V(FDA) =0l
Na-bentoniitti ~ 0,0045 0,0213 2 g savea, V(FDA) =600
Ca-bentoniitti-1  0,0017 0,0047 2 g savea, V(FDA) =200
Ca-bentoniitti-2  0,0020 0,0062 2 g savea, V(FDA) =600

4.3 Yhteenveto

Kokeissa 1-6 saatiin selville jatkotutkimuksia varten olennaisia asioita liittyen saven
adsorboiviin  ominaisuuksiin. Na-bentoniitti adsorboi huomattavissa madrin FDAa,
mikd hankaloittaa savessa mahdollisesti olevien mikrobien aktiivisuuden mittaamista.
Todettiin myos, ettd ndissa kokeissa tehdyistd muokkaustoimenpiteistda menetelmaa
kohtaan ei ollut hy6tyd savien fluoreseiinikonsentraatioiden havaitsemisessa. Taulukosta
12 Ioytyy koonti kokeissa 1-6 saaduista tuloksista.
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TAULUKKO 12. Kokeiden 1-6 tulokset.

Na- ja Ca-bentoniittien mikrobit hyvin

Ca-bentoniitti-1 ~ -0,0087 epaaktiivisia

Ca-bentoniitti-2  -0,0072

Tulos
Koe Nayte (ug/ml)  Paatelma
1 P1-1& P1-2 -0.1319 15 1l livosta tuottaa aktiivisuudesta riippuen
1 P3-1& P3-2 0,1232 | olemattoman tai hyvin pienen vasteen
2 P3 pelletoity 0,9668 | Menetelmd toimii kasvatusliuoksille
3 P5-1 + savi 0,4410
3 PS-2 ) 18997 Savi adsorboi FDAta tai mikrobeja
3 P6-1 + savi 0,2980
3 P6-2 1,9353
4 Pr-1&P7-2 0.4152 | 5\ adsorboi FDAta
4 P7-3& P7-4 0,0566
5 Na-bentoniitti -0,0005 | Na-bentoniitin mikrobit hyvin epdaktiivisia
6 Na-bentoniitti 0,0094
6
6

Yhteenvetona voidaan sanoa, ettd Adamin ja Duncanin (2000) FDA-menetelman
havaitsemisraja oli lian korkea Na- ja Ca-bentoniittindytteille. Menetelmdssd Iluodut
olosuhteet eivit  saaneet  savindytteiden mikrobeja aktivoitumaan ja
entsyymitoiminnallaan muuntamaan FDAta fluoreseiiniksi. Menetelmdn toimivuus
anaerobikasvatuksille ja todenndkdisesti myos sulfaatinpelkistajille saatiin  kuitenkin

vahvistettua.



38

5 POHDINTA

5.1 Mikrobikasvatusliuokset

Mikrobikasvatusliuoksissa  kasvavat sulfaatinpelkistdjdbakteerit  eivat kuluttaneet
kasvatusliuosten sulfaattia loppuun, vaan mitatut sulfaattipitoisuudet jéivat 500 ja 850
mg/l:n vélille. Liuoksissa olevat sulfaatinpelkistijat nayttivat siis passivoituivan. Sama
toistui  kaikille kasvatusliuoksille 1-8. Yksi mahdollisuus on, ettd sulfaatinpelkistdjat
tuottivat pelkistysreaktioidensa seurauksena niin paljon sulfidia, ettd se inhiboi bakteerien
kasvun liuoksessa. Reisin, Almeidan, Lemonsin ja Carrondon (1992) mukaan laktaatti-
sulfaattimediassa inkuboitujen sulfaatinpelkistdjien inhiboiva divetysulfidipitoisuus oli
547 mg/l. Liitteessdé 1 olevasta taulukosta nahdaan, ettd kasvatusliuoksen P6
aloitussulfaattipitoisuus oli 1325,4 mg/l. Liuoksen sulfaatinkulutus véheni selkeésti
pitoisuudessa 527,9 mg/l. Sulfaattia oli siis kulunut 797,5 mg litraa kohden. Tasta
madrastd muodostunutta divetysulfidimaarad ei pystytd laskemaan, silla kasvatusliuoksen
pH:ta mikrobiymppaysten jalkeen ei mitattu. Inhiboivan pitoisuuden muodostuminen oli
kuitenkin mahdollista. Mikrobikasvatusliuoksista voisi tehdd sulfidianalyysin tdman
teorian tutkimiseksi, sekd mitata pH:ita kaswvun eri vaiheissa, jotta saataisiin selville

muodostuneen divetysulfidin maara.

Toinen mahdollisuus on, ettd kasvatusliuoksista on loppunut sulfaatinpelkistédjien
kaswulle jokin oleellinen yhdiste, kuten laktaatti tai glukoosi. Taman opinndytetydn
ulkopuolella mutta samaan projektiin littyen on tehty asiaan littyvia kokeita. Kokeissa
lisattiin - glukoosia mikrobikasvatusliuoksiin, joissa sulfaatin kulutus oli pyséhtynyt.
Tulokset ndistd kokeista eivat kuitenkaan viittaa sulfaatinpelkistdjien tai muidenkaan
mikrobien uuteen kaswvuun glukoosilisaysten jéalkeen. Inhiboivan sulfidipitoisuuden

muodostuminen vaikuttaisi siis todenndkdisemmaltd naistd kahdesta vaihtoehdosta.

FDA-menetelmén optimoimiseksi voitaisiin viela kokeilla saven  ja
mikrobikasvatusliuosten sekoitusta, kuten kokeissa 3 ja 4. Referenssindytteind olisi
samaa mikrobikasvatusliuosta, mutta ilman savea. Kokeet tehtaisiin kasvatuspulloissa
sentrifugiputkien sijasta. Pulloja inkuboitaisiin  kuten mikrobikasvatusliuoksia tassa

opinndytetydssd, ja sulfaattipitoisuuksia  seurattaisiin  ionikromatografilla.  Nain
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pystyttaisiin  tarkastelemaan  saven vaikutusta  sulfaatinpelkistykseen, ja siten

sulfaatinpelkistdjien aktiivisuuteen.

5.2 FDA-menetelman sopivuus saville

Mikali bentoniittisavien mikrobisto on inaktivoitunut, voitaisiin kokeilla, olisiko niita
mahdollista aktivoida uudelleen. Voitaisiin  esimerkiksi kokeilla savien lisdysta
anaerobisiin  steriileihin  Postgate-liuoksiin, joiden sulfaatinkulutusta seurattaisiin
ionikromatografilla. Mikéli sulfaattia alkaisi kulumaan, voitaisiin kerdtd FDA-analyysia
varten naytteet seka aktivoidusta savesta ettd kasvatusliuoksesta, ja mitata naiden
naytteiden mikrobiaktiivisuudet. Olisi toivottavaa, ettei mikrobien
uudelleenaktivoiminen onnistuisi helposti, jotta mikrobit eivat uudelleenaktivoituisi

myoskaan ydinjatteen loppusijoituspaikalla.

Jos mikrobien uudelleenaktivointi ei onnistu, voitaisiin  yrittdd etsid menetelmaa
mikrobien erottamiseksi savesta. Mikrobit voitaisiin eristdd suuresta madrastd savea,
konsentroida pelletoimalld ja tehdd FDA-analyysi pelletistd. Néin saataisiin selville, onko
savissa jaljella edes pientd madraa aktiivisia mikrobeja. Mikrobiaktiivisuus savissa on
lahtokohtaisestikin alhainen (Schnirer & Rosswall 1982, 1260), joten konsentrointia
voisi kokeilla my6s tuoreille néytteille fluoreseiinivasteen nostamiseksi. Pelletit voitaisi
myds puhdistaa ja punnita mikrobien kokonaismadran selvittdmiseksi, jolloin
tiedettaisiin, paljonko savessa on inaktiivisia mikrobeja, jotka voisivat oikeissa

olosuhteissa aktivoitua.

Voitaisi myds kokeilla tassd opinndytetydssd tehtyd koetta 6 siten, ettd nostettaisiin
FDAn madra esimerkiksi kahteen millilitraan kahta grammaa ndytettda kohden. Nain
pystyttéisiin estamaan ainakin osan FDA:ta adsorboituminen saveen, ja mahdollistaa
mikrobien reaktiot FDAn kanssa fluoreseiinin muodostamiseksi. Ei ole kuitenkaan

varmaa, tuottaisiko FDA:n lisdys tulosta, mikéli savissa on vain inaktiivisia mikrobeja.

Jiangin, Huangin, Lun, Liun ja Yanin (2016, 426) kehittimassa variaatiossa FDA-
menetelméstd reaktion pysayttdjana kaytettiin 15 min kloroformi/metanolin sijasta kahta
millilitraa asetonia. Asetonin tiheys 0,79 g/cm3 (Tamro 2015, 5) on pyoristettyna sama

kuin metanolin tiheys 0,79 g/cm® (Methanex 2017, 10). Asetoni asettuisi siis samaan
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faasiin sentrifugoinnin seurauksena kuin metanoli, eli fluoreseiinifaasiin. Metanolia on
15 mista kloroformi/metanolia noin viisi millilitraa, mik& on enemméin kuin asetonia
tarvitsisi kayttad. Fluoreseiinifaasi laimenisi siis vihemmén asetonia kaytettdessa, jolloin

UV/VISlla pystyttaisiin havaitsemaan néytteistd pienempid fluoreseiinipitoisuuksia.

5.3 Yhteenveto

Téssa opinnaytetydssd tehdyt kokeet viittaavat siihen, ettd bentoniittisavindytteissa oli
hyvin alhaiset mikrobiaktiivisuudet, joita ei pystytty tyossé kaytetyllh FDA-menetelmélla
havaitsemaan. Opinndytetyostd saadut tulokset osoittavat, ettd projektin muiden testien
yhteydessd tehty oletus savien mikrobien inaktiivisuudesta pitdd paikkansa. Olisi
muutenkin hyva, ettd savet eivat sisdltdisi aktiivisia mikrobeja, silld ydinjatteen
pakkaamiseen kaytettyjen Kkuparikapselien korroosiota halutaan valitdd. Esimerkiksi
sulfaatinpelkistdjdbakteerien tiedetddn tuottavan kuparia syowyttavia sulfideja (Bomberg

ym. 2010, Tiivistelma).

On kuitenkin huomioitava, ettd jo pieni maara aktiivisia mikrobeita saattaa lisadntya
nopeastikin  oikeissa olosuhteissa.  Ydinjatteen loppusijoituspaikan olosuhteet on
kuitenkin ~ suunniteltu siten, ettd savi olisi nin kovassa puristuksessa, ettd
mikrobiaktiivisuus  olisi sielda darimméisen alhainen. Taméan tiedon sekd tassa
opinndytetydssa saatujen tulosten perusteella voidaan todeta, ettd Na-bentoniittisavien

viemiselle ydinjatteen loppusijoituspaikalle ei I6ytynyt esteitd.
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LITTEET

14

Liite 1. Mikrobikasvatusliuosten sulfaattipitoisuudet

TAULUKKO 13. Mikrobikasvatusliouoksen P1 sulfaattipitoisuudet

P1
lka (d) c(SO42) (mg/l)
11 557,9
14 568,2
22 543,8
25 568,4
29 507,8
54 509,9

TAULUKKO 14. Mikrobikasvatusliouoksen P2 sulfaattipitoisuudet

P2

Ika (d) c(SO4%) (mg/l)
11 562,2

14 585,2

18 650,4

22 579,0

25 585,7

29 517,7

54 514,7
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2(4)
TAULUKKO 15. Mikrobikasvatusliouoksen P3 sulfaattipitoisuudet
P3
Ik (d) c(SO4%) (mg/l)
0 1343,3
2 1148,2
4 1018,5
7 697,8
9 686,8
11 723,1
14 750,2
16 746,7
18 724,8
21 782,3
30 767,6
36 716,9

TAULUKKO 16. Mikrobikasvatusliouoksen P4 sulfaattipitoisuudet

P4
lka (d)  c(S042") (mg/h)
0 1341,9
2 1205,9
4 1005,1
7 687,0
9 694,2
11 756,7
14 763,8
16 769,8
18 741,3
21 839,1
30 770,8
36 730,7




TAULUKKO 17. Mikrobikasvatusliouoksen P5 sulfaattipitoisuudet

PS

Ikd (d) c(SO4%) (mg/l)
0 1325,4
3 1256,6
6 909,1
7 755,1
10 608,5
12 527,9
14 529,8
18 547,9
21 551,5
24 568,4
31 559,0

TAULUKKO 18. Mikrobikasvatusliouoksen P6 sulfaattipitoisuudet

P6

Ika (d) c(SO4%) (mg/l)
0 1321,1
3 1216,2
6 1086,0
7 916,5
10 524,9
12 541,6
14 539,0
18 598,0
21 585,6
24 574,9
31 603,0

TAULUKKO 19. Mikrobikasvatusliouoksen P7 sulfaattipitoisuudet

P7
lka (d)  c(SO42") (mg/l)
0 1323,3
1 1300,4
3 1042,0
6 732,0
8 610,6
13 638,0

46
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4(4)
TAULUKKO 20. Mikrobikasvatusliouoksen P8 sulfaattipitoisuudet

P8
lka (d) c(SO42) (mg/h)
0 1351,3
1 1307,4
3 1095,3
6 751,7
8 550,3
13 620,0
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Liite 2. Kdyran 1 kalibrointidata

TAULUKKO 21. Kalibrointikdyran 1 data

Liuvos c(u/ml)  As90nm

Std 1 0,2 0,0458
Std 2 0,4 0,0896
Std 3 0,6 0,1349
Std 4 0,8 0,1797
Std 5 1,0 0,2249
Std 6 2,0 0,4453
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0,4500 y =0,2222x +0,0016 »
Rz=1 ‘
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0,3500

0,3000
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302500 : o Kayra 1 (ei
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00500 o

0,0000
0,0 05 1.0 15 2.0 25

c(pg/ml)

KUVIO 11. Kayran 1 kalibrointikuvaaja



Liite 3. Kdyran 2 kalibrointidata

TAULUKKO 22. Kalibrointikdyran 2 data

y = 0,1692x +0,0009 ,
Re=1 :

Liuvos c(u/ml)  As90nm
Stdl1 02 0,0349
Std2 04 0,0681
Std3 06 0,1021
Std4 08 0,1373
Std5 1,0 0,1701
Std6 2,0 0,3392

0,4000

0,3500

0,3000

0,2500

£
$0,2000
<
0,1500
.
0,1000 .
-’..
0,0500
0,0000
0,0 0,5
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KUVIO 12. Kayran 2 kalibrointikuvaaja
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Lite 4. Kéyran 3 kalibrointidata

TAULUKKO 23. Kalibrointikdyran 3 kaikkien rinnakkaisliuosten data

Liuos c(u/ml)  Asgonm
Std 1-1 0,2 0,0326
Std 1-2 0,2 0,0350
Std 1-3 0,2 0,0411
Std 2-1 0,4 0,0686
Std 2-2 0,4 0,0748
Std 2-3 0,4 0,0744
Std 3-1 0,6 0,1055
Std 3-2 0,6 0,1064
Std 3-3 0,6 0,1043
Std 4-1 0,8 0,1414
Std 4-2 0,8 0,1407
Std 4-3 0,8 0,1379
Std 5-1 1,0 0,1691
Std 5-2 1,0 0,1707
Std 5-3 1,0 0,1731
Std 6-1 2,0 0,3538
Std 6-2 2,0 0,3521
Std 6-3 2,0 0,3473

TAULUKKO 24. Kalibrointikdyran 3 keskiarvodata kaikista rinnakkaisliuoksista

Liuos c(u/ml)  Asoonm
Std 1 0,2 0,0362
Std 2 0,4 0,0726
Std 3 0,6 0,1054
Std 4 0,8 0,1400
Std 5 1,0 0,1710
Std 6 2,0 0,3511
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