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Mikrobikontaminaatio polttoaineessa voi aiheuttaa lukuisia ongelmia polttoainejarjestel-
missa ja -sailidissa, kuten esimerkiksi sailididen pintojen korroosiota seké jarjestelmien suo-
dattimien tukkeutumista. Polttoainejarjestelmaan kohdistuvien ongelmien lisdksi merkittava
mikro-organismien aiheuttama kontaminaatio vaikuttaa polttoaineen koostumukseen, jolloin
polttoaineen laadulliset ominaisuudet heikentyvat. Polttoaineille tulisi suorittaa saanndllista
monitorointia mikrobipitoisuuksien suhteen, jolloin mahdollinen korkea kontaminaatiotaso
havaittaisiin ja sen edellyttdmiin toimenpiteisin voidaan ryhtyd nopeasti.

Opinnaytetyon tavoitteena oli selvittaa rutiinikayttéoén soveltuvin testimenetelma vertaile-
malla neljaa keskitisleille suunnattua mikrobimaaritysmenetelméa. Maaritysmenetelmista
kaksi olivat inkubaation edellyttavaa menetelmaa (IP385, MicrobMonitor?) ja kaksi pikates-
timenetelm&a (HY-LITE, Fuelstat Resinae+).

Tybssa maaritettiin yhteensa 46 keskitislenaytteen (Jet A-1, Diesel) mikrobipitoisuus jokai-
sella vertailtavalla testimenetelmalla. Saatujen tulosten perusteella vertailtin menetelmien
ominaisuuksia seké keskinaisia riippuvuussuhteita. Lisaksi pohdittin menetelmien kayttoko-
kemukseen liittyvid seikkoja, kuten helppokayttdisyytta ja maaritykseen kuluvaa aikaa.

Menetelmien erilaiset kemialliset taustat ja toimintaperiaatteet sekd mikrobiologisiin maari-
tyksiin liittyva suuri mittausepévarmuus vaikeuttivat suoraan tulosten pohjalta suoritettavaa
vertailua. Nain ollen vertailussa painotettiin hieman alun perin suunniteltua enemman me-
netelmien kayttokokemukseen liittyvid ominaisuuksia.

Saatujen tulosten sekda menetelmien ominaisuuksien vertailun perusteella maljakasvatus-
menetelma IP385 osoittautui soveltuvimmaksi mikrobimaéaritysmenetelmaksi rutiinikayttoon.
Kasvatusmenetelméassa kaytettava viiden vuorokauden inkubaatioaika estaa kuitenkin no-
pean kontaminaatiotason maarittamisen, minka vuoksi HY-LITE-pikatestimenetelman kayt-
t6a 1P385-menetelman rinnalla ehdotettiin, jolloin &akillisissa, korkean mikrobikontaminaa-
tiotason epailyissé saataisiin nopeasti varmistus epadilylle, ja mahdollisiin toimenpiteisiin voi-
taisiin ryhtya valittoémasti.

Avainsanat mikrobikontaminaatio, keskitisle, mikrobimaaritysmenetelma,
IP385, MicrobMonitor?, HY-LITE, Fuelstat Resinae+
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Microbial contamination in fuels can cause a number of problems with the fuel systems and
fuel tanks such as tank surface corrosion and filter clogging. In addition, a contamination
induced by micro-organisms affects the composition of the fuel which can lead to the quali-
tative deterioration of fuel. Fuels should be monitored regularly so that the potential high
levels of microbial contamination can be detected and necessary actions can be quickly
taken.

The objective of this thesis was to find out the most suitable microbial assay method by
comparing four different test methods. Two of the middle distillates directed test methods
required incubation of several days (IP385, MicrobMonitor?) while other two methods were
quick tests (HY-LITE, Fuelstat Resinae+).

In total of 46 middle distillate samples (Jet A-1, Diesel) total microbes in every assay meth-
ods were determined. Based on the results the characteristics of the assay methods were
compared and correlations between the methods were tested. In addition, aspects of the
user experience such as ease of use and time of determination were discussed.

Different chemical backgrounds and principles of the assay methods as well as a large
measurement uncertainty associated with the microbiological methods complicated the di-
rect comparison of the results. For this reason the comparison focused on slightly more to
the evaluation of the user experience than originally planned.

Based on the results obtained and the comparison of characteristics of the methods the
incubation requiring method IP385 turned out to be the best assay method for routine use.
However, a five-day incubation prevents the rapid determination of microbial contamination.
For this reason it was suggested that the rapid test method HY-LITE could be used alongside
IP385 in cases there’s sudden suspect of high level contamination. In such cases, suspicion
would get confirmed rapidly and necessary actions could carried out immediately.

Keywords microbial, contamination, assay method, middle distillate, in-
cubation, quick test
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Lyhenteet

ASTM American Society for Testing and Material, kansainvalinen standard-

isoimisjarjesto

ATP Adenosine triphosphate, adenosiinitrifosfaatti

CFU Colony Forming Unit, pesakkeen muodostava yksikkd

ECHA European Chemicals Agency, Euroopan kemikaalivirasto

FAME Fatty Acid Methyl Ester, rasvahapon metyyliesteri

FSli Fuel system icing inhibitor, polttoaineissa kaytettava jaatymisenestoaine

H.res Hormoconis resinae, yleinen polttoaineessa esiintyva homemikrobilaji

IATA International Air Transport Association, kansainvalinen ilmakuljetusliitto

IP Institute of Petroleum, 6ljyteollisuuden tukijarjesto

MEA Malt extract agar, mallasuuteagar

MFT Membrane filter technique, kalvosuodatusmenetelma

MIC Microbiologically induced corrosion, mikro-organismien aiheuttama kor-
roosio

RLU Relative Light Unit, suhteellinen valoyksikko

TPC Total Plate Count, lopullinen pesakeluku

TSA Tryptone soy agar, tryptoni-soija-agar

SRB Sulphate Reducing Bacteria, sulfaatinpelkistajabakteerit
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1 Johdanto

Opinnaytety6 suoritettiin Neste Oyj:n Porvoon jalostamon keskuslaboratoriossa kevaan
ja kesan 2015 aikana. Tyossa tutkittiin eri polttoainenaytteiden mikrobipitoisuuksia nel-

jalla maaritykseen soveltuvalla testimenetelmalla.

Mikrobikontaminaatio polttoaineessa voi aiheuttaa lukuisia ongelmia polttoainejarjestel-
missa ja -sailidissad, kuten esimerkiksi sailididen pintojen korroosiota seka jarjestelmien
suodattimien tukkeutumista. Laajan kontaminaation aiheuttamia tyypillisia haittoja ovat
polttoaineen koostumuksen muutokset, jolloin polttoaineen laadulliset ominaisuudet hei-
kentyvat, seka polttoainejarjestelmien kayttéika lyhenee. Laaja mikrobikontaminaatio on

taloudellisten menetysten liséksi myds merkittava turvallisuusriski.

Mikrobien aiheuttamia ongelmia polttoainejarjestelmissa on raportoitu 1930-luvulta lah-
tien. Kontaminaatiotapaukset ovat yleistyneet merkittavasti viime vuosikymmenten ai-
kana. Osaksi ongelmien kasvu voi selittyd polttoaineissa kaytettavilla lisdaineilla, jotka
voivat toimia ravintona mikrobeille. Kuitenkin merkittavin syy raportoitujen tapausten kas-
vuun lienee mikrobikontaminaatioriskin tiedostaminen, jolloin ongelmaa osataan epéilla
herkemmin. Vuodesta 2002 lahtien o6ljyteollisuudessa seka ilmailualalla on suoritettu

saénndllistd monitorointia mikrobikontaminaatioiden havaitsemiseksi [1, 2].

Opinnaytetydn tavoitteena on vertailla neljad mikrobimaaritysmenetelmad, ja saatujen
tulosten seka menetelmien ominaisuuksien pohjalta selvittdd maaritykseen parhaiten so-
veltuva testimenetelma. Soveltuvimman menetelméan selvittdmiseen siséltyy pohdintaa
menetelmien kaytettavyydesta seka vertailua menetelmilla saatujen tulosten pohjalta.
Vertailussa ei oteta huomioon kustannuksiin liittyvia seikkoja. Tyon tavoitteisiin kuuluu
my0s kattava lentopetroli- ja dieselpolttoainesailididen monitorointi mikrobipitoisuuksien

osalta.



2 Teoria

2.1 Oljynjalostusprosessi

Oljynjalostuksessa tuotetaan lukuisia erilaisia oljytuotteita useisiin kayttotarkoituksiin, ku-
ten likennekayttoon seka eri teollisuuden aloille. Paaasiallisena lahtdaineena toimii raa-
kadljy, joka on erikokoisten hiilivetyjen ja muiden yhdisteiden, kuten rikkiyhdisteiden
seos. Raakadljyn sisaltamat hiilivetymolekyylit erotellaan toisistaan tislausjakeiksi hiili-
vetyjen kiehumispisteiden mukaan. Tislausjakeita voidaan kayttaa sellaisenaan, jalostaa
eteenpéin tai sekoittaa muihin 6ljytuotekomponentteihin.

Jakeiden ominaisuuksia muokataan fysikaalisten ja kemiallisten prosessien avulla. Ja-
lostuksen péaavaiheita ovat tislaus, krakkaus, rikinpoisto ja reformointi. Krakkauksessa
pitkat hiilivetyketjut pilkotaan pienemmiksi katalyytin, vedyn tai lammoén avulla, jolloin
raakadljyn raskaimmista hiilivedyistd saadaan tuotettua arvokkaampia kevyempia ja-
keita. Rikinpoistossa raakaolljyjakeista poistetaan rikki, joka muutetaan alkuainerikiksi
kemian- ja metsateollisuuden kaytettavaksi. Reformoinnilla tarkoitetaan moottoribensii-
nin oktaaniluvun nostoa, joka nostaa bensiinin puristuskestavyytta. Kuvassa 1 on esitetty
Neste Qyj:n 6ljynjalostuskaavio, jossa on havainnollistettu 6ljynjalostuksen eri prosessi-

vaiheet raakadljysta tuotekomponenteiksi.

Lopputuotteiden valmistuksessa oljytuotteet valmistetaan valmiiden reseptien mukaan,
jolloin 6ljytuotteeseen lisatdan prosessissa saatuja muita komponentteja seka erilaisia
lisdaineita. Lisdaineilla parannetaan tuotteen ominaisuuksia ja toimivuutta, kuten esimer-

kiksi polttoaineen kylméansieto-ominaisuuksia. [3.]
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Kuva 1. Neste Oyj:n Porvoon jalostamon &ljynjalostuskaavio [3].

Tislauksessa eroteltujen keskitislejakeiden (petroli, kevyt polttodljy ja dieseldljy) tislaus-
alue on noin 180 — 360 °C. Keskitisleiden tislausjakeet ovat 9 — 22 hiiliatomin kokoisia
hiilivetyketjuja, jossa petroli (hiillukualueeltaan C9-C16) on kevyin ja dieseldljy (hiililuku-

alueeltaan C15-C22) raskain keskitisle.



2.2  Mikrobikontaminaatio

Mikrobikasvustoa havaittiin 6ljytuotteissa ensimmaisen kerran jo vuonna 1895 [4]. Mik-
robien aiheuttamia ongelmia polttoaineessa ja polttoainejarjestelmissa on raportoitu
saanndllisesti 1930-luvulta lahtien ja useampia lento-onnettomuuksia on liitetty suoraan
mikrobikontaminaation aiheuttamiksi 1950-luvulta lahtien. 2000-luvulta 1&htien mikrobi-
tasojen monitorointia on suoritettu saanndllisesti 6ljyteollisuudessa seka ilmailualalla tar-
koituksena puuttua ongelmaan ennaltaehkaisevasti, jolloin kontaminaatiosta aiheutuvat
toimet eivat ehdi vaikuttamaan operatiiviseen toimintaan. [2.] Neste Oyj:n Porvoon jalos-

tamolla polttoainesailiGiden mikrobitasojen monitorointia suoritetaan saanndllisesti.

Polttoaineissa esiintyviin mikro-organismeihin lukeutuvat bakteerit, rihmasienet (ho-
meet) ja hiivasienet. Polttoaineissa esiintyva mikrobidiversiteetti on varsin laaja. Yh-
teensa 125 eri mikrobilajia on eristetty polttoainematriisista. Naista kuitenkin vain 30 lajin
on todettu kykenevan lisdantymaan ja kayttamaan polttoaineen hiilivetyja ravintonaan.
[5.] Mikrobikontaminaation selvittdmisessa ja polttoaineen mikrobipitoisuuden maaritta-
misessa ei yleensa olla kiinnostuneita eri mikrobilajien esiintyvyydesta vaan mikrobien

kokonaispitoisuudesta.

2.2.1 Mikrobien kierto ja elinehdot polttoaineissa

Vesi on merkittavin elinehto mikrobien selvidmiselle ja kasvulle polttoainematriisissa. Ja-
lostusprosessin jalkeen tisleet voivat sisaltdd pienid maaria vettd, mika edesauttaa kon-
taminaation aiheutumista. Tuotteen siséltama seka jarjestelman ulkopuolelta, muun mu-
assa ilmasta sailion pinnoille kondensoitunut vesi, sekoittuvat polttoainetuotteeseen.
Polttoainesailidssa neste jakaantuu orgaaniseen ja epaorgaaniseen faasiin, jolloin veden
ollessa hiilivetyja raskaampaa, keraantyy vesi sailion pohjalle. Syntynyt vesi- ja 6ljyfaasin
rajapinta on otollinen mikrobien kasvulle, silla mikrobit kayttavat ravinnonlahteenaan
polttoaineen hiilivetyja, kun taas vesi toimii kasvualustana. Kuvassa 2 on esitetty poltto-
aine- ja vesifaasin rajapinnassa havaittua mikrobikasvustoa. Irtoveden liséksi esimer-

kiksi polttoainesailididen pinnat toimivat kasvualustana. [6.]



Kuva 2. Polttoaine- ja vesifaasin rajapinnassa esiintyvad mikrobikasvustoa.

Vesifaasin on arvioitu siséltavan noin 1000-kertaisen maaran mikrobeja verrattuna polt-
toainefaasiin. Mikro-organismit paatyvat polttoaineeseen maaperasta, ilmasta, saastu-
neesta pesuvedesta, kontaminoituneesta putkistosta sekéa polttoainesailididen pintoihin

jaaneesta biofilmista, jos sailidta ei ole riittdvan hyvin puhdistettu. [6.]

Mikrobit voidaan jakaa kahteen ryhm&éan niiden hapensieto-ominaisuuden perusteella.
Anaerobiset mikrobit elavat hapettomissa oloissa ja kayttavat energia-aineenvaihdun-
nassa epaorgaanisia yhdisteitd, kuten nitraatteja ja sulfaatteja elektroninsiirtoketjussa
hapen sijasta. Fakultatiiviset anaerobit kayttavat anaerobisille mikrobeille ominaisesti
epaorgaanisia yhdisteitéa hyodyksi energia-aineenvaihdunnassaan, mutta sietavat hapen
lAsndoloa ja mahdollisesti pystyvét kayttamaan happea elektroninsiirtoketjussa. Aerobi-
set mikrobit kayttavat yksinomaan happea elektroninsiirtoketjussa, eivatka ne nain ollen
selviydy hapettomissa olosuhteissa. Polttoainejarjestelmissa esiintyvat sulfaatinpelkista-
jabakteerit (SRB, Sulphate Reducing Bacteria) ovat paaasiassa ehdottomia anaerobeja,
jotka viihtyvat padosin polttoainesailididen pohjassa. [7.] Esimerkiksi sailiGiden pintojen

korroosion on todettu aiheutuvan juuri SRB:iden aineenvaihdunnan seurauksena.

Keskitisleet toimivat erityisen hyvin mikrobien ravinnonlahteend, silla suurin osa hete-
rotrofeista eli toisenvaraisista mikrobeista pystyvat hyédyntdméaan keskitisleiden hiilive-
tyja energia-aineenvaihdunnassaan hiilivetyketjujen koon ansiosta. Lentopetrolin (C10-
C16) sisaltamia hiilivetyja hyodyntéavia mikrobeja on vahemman kuin mineraalidieselin
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(C15-C22), jolloin dieselpolttoaineissa esiintyy verrattain suurempi maara eri mikrobila-
jeja. Bensiinin hiilivetyketjut (C5-C12) voivat vaurioittaa mikrobien solukalvorakenteita,

jolloin bensiini toimii osaksi toksiinina mikro-organismeille. [6.]

2.2.2 Hormoconis resinae -mikrobi

Selkeasti yleisimmin esiintyvd mikrobi polttoainejarjestelmisséd on kotelosieniin (Asco-
mycota) kuuluvan Amorphotheca resinaen anamorfinen muoto Hormoconis resinae, joka
syntyy suvuttoman itiGinnin kautta. Hormoconis resinae tunnetaan myds nimella Clado-

sporium resinae seka Cladosporium avellaneum. [8.]

Hormoconis resinaen osuus mikrobikontaminaatioissa on merkittava. On arvioitu, etta
70 % dieselpolttoaineiden ja 95 % lentopetrolin kontaminaatiotapauksissa Hormoconis
resinae on lasna [5]. H.resinaen merkittava esiintyvyys selittyy muun muassa mikrobin
lajityypillisilla ominaisuuksilla, kuten hyvalla kylmansietokyvylla, joka edesauttaa esimer-
kiksi lentopetrolissa selviytymisessa. Myds lentopetrolin hiilivetyjen hyddyntaminen me-
taboliassa seké vahainen Kilpailu elinymparistdsta selittanee mikrobin esiintyvyytta len-
topetrolissa. Dieselpolttoaineen hiilivetyketjuja ravinnonlahteena pystyvat hyodynta-

maan selvasti useampi mikrobilaji. [9.]

Kuvassa 3 on esitetty Amorphotheca resinae -mikrobin pesékkeita (A) ja mikroskooppi-
kuva Hormaoconis resinaen homeitiérihmastosta (B). Hormoconis resinaen on todettu ai-
heuttavan polttoainejarjestelman putkistojen tukkeutumisia seka metalliosien korroo-
siota. Homeen tunnistamiseen on kehitetty useita fysiologisia ja biokemiallisia testeja,

joita kaytetddn muun muassa lentokoneiden polttoainesailididen monitoroinnissa. [8.]



Kuva 3. A) Amorphotheca resinae -peséakkeitd. B) Mikroskooppikuva Hormoconis resinaen itidrih-
mastosta [10].

2.2.3 Kontaminaation aiheuttamat tuote- ja turvallisuusriskit

Mikrobikontaminaatio polttoaineessa voi aiheuttaa lukuisia ongelmia polttoainejarjestel-
missa ja -sailidissa. Taulukossa 1 on esitetty polttoainejarjestelmaan kohdistuvia haittoja
seka haittoja aiheuttavat mikrobityypit.

Taulukko 1. Polttoainejarjestelméan kohdistuvat haitat [6].

Polttoainejarjestelman ongelmat Mikrobityyppi

Tukkeutumat (putket, venttiilit, suodattimet) | Sienet

Sailibiden ja putkistojen korroosio Sienet ja anaerobiset bakteerit
Sailiéiden pintojen kuluminen Sienet

Suuttimien likaantuminen Sienet ja aerobiset bakteerit
Moottoriosien kayttéian lyhentyminen Ei méaaritetty

Polttoainesailidissa ja putkistoissa esiintyva mikrobien aiheuttama korroosio (MIC, Mic-
robiologically induced corrosion) voi olla voimakasta. Suurin osa korroosiotapauksista

litetdan sulfaatinpelkistajabakteereihin (SRB).

Polttoainejarjestelmaan kohdistuvien ongelmien lisaksi merkittava mikrobien aiheuttama
kontaminaatio vaikuttaa polttoaineen koostumukseen, jolloin polttoaineen laadulliset
ominaisuudet heikentyvét. Polttoaineeseen kohdistuvia haittoja seka haittojen aiheutta-

via mikrobityyppeja on esitetty taulukossa 2.



Taulukko 2. Polttoaineeseen kohdistuvat haitat [6].

Polttoaineen laadulliset ongelmat

Mikrobityyppi

Hiilivetyjen pilkkoutuminen

Sienet ja aerobiset bakteerit

Vesipitoisuuden kasvu Kaikki
Rikkipitoisuuden kasvu SRB

Liejun muodostuminen Kaikki
Kiinteiden partikkeleiden muodostuminen | Kaikki

Kontaminaation aiheuttamien polttoaineeseen ja polttoainejarjestelmaan kohdistuvien

riskien lisaksi yksi merkittava riski on terveydellinen [2]. Endotoksiineja tuottavat baktee-

rit, SRB:t ja opportunistiset patogeenit, ovat terveysuhka esimerkiksi sailion puhdistuk-

sen yhteydessa. Rikkipitoisuuden kasvuun liittyy rikkivedyn maarén lisddntyminen. Rik-

kivety on erittdin myrkyllinen ja ymparistolle vaarallinen kaasu [11].




2.2.4 Biosidit

Biosidi on yleisnimitys kemiallisille yhdisteille ja valmisteille, joiden tarkoituksena on eli-
oiden torjunta tuhoamalla eli6t tai estaa niiden kasvumahdollisuudet. Biosidit luokitellaan
niiden kayttotarkoituksen mukaan sailytysaineisiin, desinfiointiaineisiin, tuholaistorjunta-

aineisiin ja muihin biosidivalmisteisiin, kuten antifouling-valmisteisiin. [12.]

Polttoaineissa kaytettavat biosidit voidaan jakaa kolmeen ryhm&én niiden liukoisuuden
perusteella. Oljyliukoisia biosideja voidaan kayttaa polttoaineen mukana polttoainejar-
jestelmissé, jolloin mikrobitorjunta ulottuu polttoaineen lisaksi polttoainejarjestelmien ra-
kenteisiin, kuten suodattimiin ja venttiileihin. Polttoaineeseen liukenevat biosidit eivat
paase vaikuttamaan vesifaasissa, jossa mikrobitasot ovat yleisesti korkeita suhteessa
polttoaineeseen. Vesiliukoisia biosideja kaytetdan yleensa lyhytkestoisesti polttoaineen

vesifaasissa seka sailididen pohjalla olevia mikrobeja vastaan.

Yleisesti liukoiset biosidit ovat paaasiassa 6ljyliukoisia, mutta on myds riittava liukoisuus
veteen. Yleisesti liukoisissa biosideissa yhdistyvat sekd vesi- etta polttoainefaaseissa
kaytettavien biosidien hyodyt, jolloin ne vaikuttavat kokonaisvaltaisesti polttoaineeseen
ja polttoainejarjestelmiin. Yleisesti liukenevat biosidit ovat kallimpia suhteessa yhteen

faasiin liukeneviin biosideihin. [13.]

Biosidien vaikutustapa mikrobien torjuntaan ja eliminointiin vaihtelee. Vaikutusmekanis-
meja ovat mikrobin solukalvon tai soluseinan mekaaninen hajottaminen, solukalvon tai -
seindn toimintaan vaikuttaminen esimerkiksi ravintoaineiden ja metaboliatuotteiden kul-
keutumisen estamisella. Biosidit voivat my0ds vaikuttaa itse metaboliatoimintoihin, jolloin

mikrobin solujakautuminen estyy. [14.]

Biosidien kayttdon liittyy runsaasti rajoituksia ja kieltoja etenkin lentopetrolin suhteen,
eika biosideja tyypillisesti kaytetd ennaltaehkéisevassa tarkoituksessa. Biosidien kay-
tossé tulee huomioida kayttoon liittyvat maaraykset, kuten biosideja sisaltavan polttoai-
neen laatutason alentamisperusteet seké jatteenkasittelyyn liittyvat seikat. Lentopoltto-
aineille I6ytyy kaksi hyvéksyttya biosidista lisdainetta (Biobor JF, Kathon FP 1.5), joihin

liittyy runsaasti rajoituksia muun muassa lakien ja valmistajan suunnalta.

Mikrobikasvuston tuhoamiseen esimerkiksi polttoainesdilidssa suositellaan ensisijaisesti
hoyrypuhdistusta tai kuumavesipesua. Sailididen puhdistaminen voidaan suorittaa nel-

jalla eri menetelméalla: hoyry-, kuumavesi-, hypokloriittipesulla tai hiilivetyhuuhtelulla.
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Lentopolttoaineiden polttoainesailidissa biosidien kayttéa mikrobikasvuston tuhoami-
seen pyritaan valttAmaan, silla polttoaine tulisi biosidille altistumisen jalkeen alentaa len-

topolttoaineena kelpaamattomaksi. [15.]

2.3 Mikrobimaaritysmenetelmat

Mikrobiologiset méaaritykset ja testit eroavat huomattavasti kemiallisista ja fysikaalisista
maarityksista. Mikrobiologisissa maarityksissa lukuisat ominaisuudet vaikuttavat maari-
tystuloksiin ja erityisesti tulosten oikeellisuuteen. Valittémasti naytteenoton jalkeen néayt-
teen kokonaismikrobipitoisuus kokee vaihtelua: mikrobit lisdéntyvat, kuolevat ja ovat me-
tabolisesti aktiivisia. Esimerkiksi polttoainesailion pohjasta otetussa naytteessa voi esiin-
tya hapettomassa ymparistossa viihtyvia anaerobisia bakteereja (SRB:t), jotka kuitenkin
eivat selvid naytteenotosta johtuvasta stressitilanteesta, jossa mikrobit paatyvat hapelli-
siin olosuhteisiin. Nain ollen ndytteen elinkykyisten mikrobien maara laskee, jolloin ndyte
ei enda edusta sailion mikrobipitoisuutta ja -diversiteettia.

Mikrobien havaittavuuteen vaikuttavat mikrobien lajityypilliset ominaisuudet, kuten esi-
merkiksi edell& mainittu anaerobisten bakteerien hapensietokyky seka fysiologinen tila.
Mikro-organismien fysiologisella tilalla tarkoitetaan esimerkiksi sitéd, minka tyyppisessa
vaiheessa mikrobisolun solujakautuminen on naytteenottohetkelld. Tama vaikuttaa so-
lun selviytymiseen olosuhteenmuutoksesta, jolloin eri vaiheessa olevat solut voivat rea-
goida eri tavalla muutokseen. Myds mikrobien tuottamat itiét voivat vaikuttaa mikro-

bimaaritysten tuloksiin.

Kemiallisissa ja fysikaalisissa maarityksissa naytteet mielletaan homogeenisiksi. Kuiten-
kin mikrobit esiintyvat tyypillisesti polttoainematriisissa ryppaina, jolloin solut eivat ole
jakautuneet tasaisesti naytteessa. Naytteen heterogeenisyys mikrobien suhteen lisda

mittausvirhetta. [16.]
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2.3.1 MicrobMonitor? (IP 613/14)

MicrobMonitor? (ECHA Microbiology Ltd.) on polttoaineiden mikrobipitoisuusmaarityk-
seen tarkoitettu testimenetelmd, joka on yhtaldinen Energy Institute -jarjeston julkaise-
man IP613/14-menetelman kanssa [17]. Menetelm& on suunnattu kaytettavaksi lento-

polttoaineiden ja diesel6ljyn 6ljy- ja vesifaasin mikrobipitoisuuksien maarittamiseen.

‘dw

Kuva 4. MicrobMonitor2-menetelmassa kaytetty geelipullo, johon siirrostetaan tunnettu nayte-
maara naytetta.

Testi perustuu mikrobien kasvattamiseen inkubaattorissa 25 °C lampétilassa neljan vuo-
rokauden ajan. Kasvatusalustana toimii lasipullossa oleva tiksotrooppinen geeli, joka si-
séaltéda ravinteita seké mikrobien havaitsemiseen mahdollistavaa vari-indikaattoria. Tik-
sotropia eli lepojahmeys on erdilla materiaaleilla esiintyvd ominaisuus, jossa energiaa
siirrettdessa materiaaliin esimerkiksi sekoittamalla, materiaalin viskositeetti vahenee.
Sekoituksen loputtua aine palaa alkuperdiseen, jahme&an muotoon. Tyypillisia tikso-

trooppisia nesteitd ovat muun muassa maalit ja hunajat. [18, 19.]

Mikrobikasvusto kasvatusalustassa havaitaan geelin sisdltaman vari-indikaattorin avulla.
Bakteerit ja hiivat havaitaan pistemaisina pesakkeind, kun taas homesienet havaitaan
laajalle levinneina pesakkeina. Homeiden rihmastollinen kasvu aiheuttaa kasvuston le-
viamisen geelilla. Kuvassa 5 on esimerkki vari-indikaattorin avulla havaittavista pesék-

keista, jotka lasketaan mikrobipitoisuuden maarittamiseksi.
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Kuva 5. Véri-indikaattorin avulla havaitut pesakkeet MicrobMonitor>-menetelméan kasvatusalus-
talla. Laajalle levinneet pesakkeet ovat homeita, pistemaiset pesdkkeet bakteereita ja hiivasienia.

Menetelmdassa tunnettu naytemaara siirrostetaan geelipulloon steriililla ruiskulla tai siir-
rostussilmukalla. Lentopetroleille suositellaan nayteméaéaraa 0,5 ml, muille keskitisleille
0,25 ml. Naytemaara vaikuttaa menetelman tarkkuuteen. Pullon siséltaméa geeli rikotaan
ravistelemalla voimakkaasti 30 sekunnin ajan, minka jalkeen pullo asetetaan lampdkaap-
piin vaakatasossa neljaksi vuorokaudeksi. Inkubaatioajan jalkeen pesakkeet lasketaan
ja maaritetdan naytteen kokonaismikrobipitoisuus seuraavalla laskentakaavalla.

__ pesakelukumaara *1000

cfu/l =

naytemaara (ml)

2.3.2 1P 385/99

IP385—standardimenetelm& on MFT-tekniikkaan (membrane filter technique, kalvo-
suodatustekniikka) perustuva maljakasvatusmenetelmd, jossa tunnettu naytemaara
polttoainetta suodatetaan steriilien membraanisuotimien (0,45 um) l&pi. Kalvosuotimet
pestaan naytteen suodatuksen jalkeen kaupallisella Tween80-pesuliuoksella (10 ml) ja
huuhdellaan suolaliuoksella (3 x 10 ml). Suotimet asetetaan kahdelle kasvatusmaljalle,
inkuboidaan 5 vuorokautta 25 °C lampétilassa.

Kasvatusalustoina kaytetaan hiivoille ja homeille selektiivista mallasuuteagaria (MEA,

malt extract agar), kun taas bakteereiden kasvatukseen kaytetdén tryptoni-soija-agaria
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(TSA, tryptone soy agar). MEA suosii hiivojen ja homeiden kasvua muun muassa kas-
vatusalustan pH:n (5,4 = 0,2) ansiosta. TSA (pH 7,3 £ 0,3) ei ole niinkaan selektiivinen
alusta, joten myos muut kuin bakteerit voivat kasvatusalustalla kasvaa. Kuitenkin alustan
pH antaa kasvumahdollisuusetua bakteereille, jolloin inkubaatioajan puitteissa TSA toi-
mii juuri bakteerien maaritykseen. [20.]

Pesakemaarat lasketaan kolmen ja viiden vuorokauden jalkeen inkubaation aloittami-
sesta. Pesakelaskuissa eritellaan mikro-organismit erikseen bakteereihin, hiivoihin ja ho-
meisiin. Osa mikrobeista voi kasvaa molemmilla kasvualustoilla. Tall6in lasketaan mo-
lemmilta kasvualustoilta mikrobilajin pesakkeet ja kdytetdaan tulosten laskennassa kor-
keampaa laskettua pesakeméaéaraa. Tulos ilmoitetaan yksikdssa cfu/l eli pesaketta muo-

dostavaa yksikk6a litraa kohden. Tulos lasketaan seuraavan yhtaldn mukaisesti.

__ pesakelukumaara *1000

cfu/l =

naytemaara (ml)

2.3.3 HY-LITE®

HY-LITE-menetelma toimii pikatestind, jossa mitataan naytteen sisaltamaa mikrobipe-
raistd adenosiinitrifosfaattipitoisuutta (ATP). Kuten useimmille pikamenetelmille, myos
HY-LITE-testille on ominaista helppous ja nopeus, mutta samalla maarityksen kvantita-
tiivisuuden puute. Maaritysmenetelméssa mitataan ATP:n avulla valosateilyd, joka ilmoi-

tetaan suhteellisena valoyksikkona (relative light unit, RLU).

Menetelmda perustuu naytteen sisaltdmien mikrobien havaitsemiseen bioluminesenssi-
reaktion avulla. Bioluminesenssilla tarkoitetaan kemiallista reaktiosarjaa, jossa soluorga-

nismin tuottama ja sisaltama kemiallinen energia muuttuu sateilyenergiaksi.

Adenosiinitrifosfaatti eli ATP on elintarked yhdiste elitille. ATP koostuu adeniinista
(emasosa), riboosista (sokeriosa) sekd kolmesta fosfaatista (kuva 6). ATP-molekyylin
fosfaattien sidokset sisaltavat runsaasti kemiallista energiaa, jota solut kayttavat energi-

ansiirtoon ja valiaikaisesti varastointiin. [21.]
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Kuva 6. Adenosiinitrifosfaatin (ATP) rakennekaava [22].

Solujen sisaltamaa ATP:ta kaytetaan energialéahteena bioluminesenssireaktiossa, jossa
saadaan aikaan naytteen sisaltdmien mikrobien ATP:n, lusiferaasientsyymin seka lusi-
feriinin avulla sateilya. Lusiferaasi on yleisnimitys bioluminesenssireaktiossa kaytetta-
vasta hapettavasta entsyymista. Lusiferiinilla tarkoitetaan yhdistetta, joka hapettuessaan
siirtyy virittyneeseen tilaan. Virittyneen tilan purkautuessa molekyyli emittoi valoa, jonka

maaraa mitataan luminometrilla (kuva 7).

A‘.‘,,’.J.ulﬁrll“
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Kuva 7. HY-LITE®-testimenetelmassa kaytettava naytepullo (1 l), reagenssikyna ja luminometri.

Luminometrin toiminta perustuu signaalin eli valokvantin monistamiseen, jolloin laitteella
voidaan mitata verrattain pienia valomaaria. Luminometri antaa arvoja suhteellisina va-
loyksikdina (RLU). RLU-arvot eivéat ole verrattavissa suoraan esimerkiksi mikrobipesake-
maaritysten CFU-arvoihin, mutta arvojen perusteella voidaan kuitenkin péatella naytteen
mikrobitaso ATP-pitoisuuden avulla. Menetelm&ohjeen mukaan 1 RLU vastaa noin 5 x
1071 grammaa ATP:ta.
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Méaaritystuloksiin vaikuttavat naytteen siséltamat lisé-aineet, kuten esimerkiksi polttoai-
neissa kaytettava jaatymisenestoaine (FSII, Fuel system icing inhibitor), jota kaytetaan
estimaan jaan muodostumista polttoaineessa kylmissé olosuhteissa. FSIl hairitsee
bioluminesenssireaktiota, jolloin mitattu tulos on todellista arvoa pienempi. [23.]
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2.3.4 Fuelstat® Resinae+

Fuelstat® Resinae+ (Conidia Bioscience Ltd.) on immunologinen pikatestimenetelma,
joka perustuu mikrobisolujen pintarakenteiden tunnistamiseen antigeeni-vasta-aine-re-
aktioon. Maaritysmenetelma sisaltdd samanaikaisesti spesifisen testin bakteereille, sie-

nille sek&d Hormoconis resinae -mikrobille.

Kuvassa 8 on esitetty menetelmassa kaytettava testiliuska-alusta, joka sisaltaa kuusi eri
testiliuskaa (kolme low level -testia ja kolme high level -testid) sek& néaytepullo, josta
siirretaan naytetta testiliuskoille. Naytetta (160 ml) ravistellaan reagenssipullossa, minka
jalkeen reagenssiliuosta annostellaan testiliuskoille (kuva 8). TAman jalkeen annetaan
naytteen siirtyd liuskan vastakkaisella puolella olevaan imutyynyyn (10 min). Tulosten

tulkinta suoritetaan testiliuskojen testi- ja kontrolliviivojen perusteella.

Kuva 8. Fuelstat Resinae+ -menetelméssa kaytettava testiliuska-alusta ja reagenssipullo.

Lahtbalusta sisaltda spesifisia vasta-aineita, jotka kiinnittyvat naytteen sisaltdmiin mikro-
bien solun pintarakenteisiin. Ylimaaraiset, kiinnittymattémat vasta-aineet kiinnittyvat tes-
tiviivan spesifiseen antigeeniin, jolloin testiviiva varjaytyy (kuva 9). Mikali tietty raja-arvo
ylittyy antigeenien maarassa, ei vasta-aineita ole tarpeeksi sitoutumaan testiviivaan, jol-

loin testiviivaa ei havaita ja tulos on testiliuskan osalta positiivinen.
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Kuva 9. Menetelmé&n toimintaperiaate. Naytteen siséltdmat mikrobien pintarakenteet (kuvassa
vihreat partikkelit) sitoutuvat testiliuskan lahtéalustan spesifisiin vasta-aineisiin (siniset partikkelit)
ja kulkeutuvat pitkin testiliuskaa kohti imutyynya. Testiliuskan testiviivaan (punainen) kiinnittyvat
ylimaaraiset eli vapaat vasta-aineet (sininen), jolloin testiviiva havaitaan punertavana viivana. Mi-
kali nayte sisaltaa runsaasti mikrobeja, kiinnittyvat kaikki lahtbalustan vasta-aineet mikrobien pin-
tarakenteisiin. Talldin vasta-aineita ei riita kiinnittymaéan testiviivaan, eika testiviivaa nain ollen
havaita. [5.]

Menetelma perustuu naytteen kulkeutumiseen testiliuskalla, jossa on kiinnitettyna kaksi
merkkiviivaa (testi- ja kontrolliviiva). Testiviivan avulla havaitaan naytteen sisaltama mik-
robipitoisuustaso. Kontrolliviivan tarkoituksena on varmistaa, ettéd nayte liikkuu testilius-
kalla imutyynya kohti. Mikali kontrolliviivaa ei havaita, on testi hylattava. Syyna useimmi-
ten kontrolliviivan puuttumiseen ja testin hylkddmiseen on naytteen liikkumisen estava
kiinte& partikkeli testiliuskalla tai annostelukuopassa. Testiliuskojen tuloksia tulkitaan yh-
dessa. Jos koko testiliuskasarjassa havaitaan yksi low level -testin positiivinen tulos on
koko naytteen tulos heikko positiivinen (> 4000 cfu/l). Mikali vahintdan kaksi low level -
testin testiviivaa tai vahintaan yksi high level -testin testiviiva puuttuu, on tulos raskas
positiivinen (> 20 000 cfu/l). Menetelmassa ei saada tarkkoja numeerisia tuloksia vaan
mikrobikontaminaatiotasoja, joiden mukaan paatelladn mikrobikontaminaation vaka-

vuus. [5.]
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3 Menetelmien vertailu

Mikrobimaaritysmenetelmien vertailua suoritettiin seka polttoainenaytteistd saatujen tu-
losten perusteella etta pohtimalla maaritysten soveltuvuutta tarkoitukseensa. Tulosten
avulla tutkittiin muun muassa menetelmien luotettavuutta ja herkkyyttd. Maaritysten suo-
ritusvaiheessa vertailtiin kaytettavyytta, maaritykseen kuluvaa aikaa seké kokonaisuutta

kayttétarkoitusta ajatellen.

3.1 Tyodn suoritus

3.1.1 Naytteenotto ja esikasittelytoimenpiteet

Vertailtaviin mikrobimadaritysmenetelmiin sovellettiin yhteistd naytteenottomenettelya
[24], jolla pyrittiin saamaan naytteistd mahdollisimman vertailukelpoisia keskenaan.
Naytteenotossa kaytetyt tarvikkeet steriloitiin asianmukaisesti autoklaavissa (121 °C, 20
min), lampokaapissa (175 °C, 60 min) tai alkoholikasittelylla (70 til- % etanoliliuos). Asep-
tiseen tydskentelyyn kiinnitettiin erityista huomiota, silla polttoainesailioita ja -jarjestelmia

ei ole suunniteltu mikrobiologisten maaritysten naytteenotoille.

Kaksi maaritysmenetelmaa sisalsi neljan ja viiden vuorokauden inkubaatioajan, joten
naytteenotot suoritettiin suunnitellusti torstaina ja perjantaina. Talléin naytteiden inku-
baatio osui viikonlopulle, ja tulosten tulkitseminen oli mahdollista seuraavan viikon
alussa. Naytteenottopaivana selvitettiin sailibiden sen hetkiset tilat séilidalueen vastuu-
henkiloltéa. Sailididen tilojen selvittdmisella varmistettiin naytteeksi soveltuvat sailiot.
Naytteiden naytteenotto pyrittiin suorittamaan polttoainesailion ollessa passiivisessa ti-
lassa eli tilassa, jossa sailioon liittyvia polttoainesiirtoja ei ole tehty hetkeen. Vesitysnayt-
teet pyrittiin ottamaan tilanteessa, jossa sailion vesityksesta oli kulunut mahdollisimman

pitk& aika.

Sailibissé on sailidstéa riippuen 3-5 neulaventtiililla toimivaa naytteenottopistetta sailion

sivussa seka vesityshana séilion pohjassa (kuva 10).
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Kuva 10. Polttoainesailion naytteenotossa kaytettévien naytteenottohanojen sijainti [25].

Naytteenotossa kiinnitettiin erityista huomiota suorituksen aseptisuuteen, silla polttoai-
nesailididen naytteenottohanat eivat ole suunniteltu mikrobiologisten maéritysten nayt-
teenottoon. Myds ulkoilmassa suoritettu naytteenotto vaikeutti naytteenoton asepti-

suutta.

Polttoainesailion venttiilihana pyyhittiin 70 til-%:n etanoliliuoksella, minka jalkeen poltto-
ainetta laskettiin sailion kerdysputkeen. Tama siksi, etta itse nayte haluttiin sailién sisalta
eika ulostuloputkesta. Naytetta (3 litraa) kerattiin kolmeen litran vetoiseen steriiliin lasi-
pulloon, minka jalkeen nayte-erét yhdistettiin yhteen viiden litran sailytyspulloon. Nayt-
teille suoritettiin naytteenoton jalkeinen visuaalinen tarkastelu, jossa tarkasteltiin nayt-
teen ulkonakda lian ja normaalista poikkeavan varin varalta. Naytteen annettiin tasaan-
tua tunnin verran, minka jalkeen tarkasteltiin hydrofobisen ja hydrofiilisen faasin erottu-
mista. Mikali hydrofiilista eli vesifaasia ei ollut, sekoitettiin naytettd, minka jalkeen nayte
analysoitiin. Virheellisissa olosuhteissa mikrobi voi tuhoutua tai lisdantya, jolloin tutki-
mustulos ei vastaa mikrobikasvuston alkuperaistda maaraa. Analyysit suoritettiin viimeis-

taan nelja tuntia naytteenoton jalkeen.

Kasvatusmenetelmien (IP385, MicrobMonitor?) maaritykset suoritettiin ensimmaisina.

IP385-menetelm&n maaritys tehtiin standardin ohjeiden mukaisesti. Naytteena kaytettiin



20

40 ml:n naytemaaraa yhta suodinta kohden, jolloin kokonaisndyteméaara oli 80 ml. Mic-
robMonitor2-menetelmé suoritettiin menetelmaohjeen mukaisesti, kuitenkin kayttaen 0,5
ml:n ndytemaaraa naytteen tyypista (Jet A-1, diesel) riippumatta. Pikatestimenetelma
HY-LITE:n maaritys suoritettin ASTM-standardin D7463-ohjeiden mukaisesti, mik& on
yhtalainen maarityksessa kaytettavan laitteen ohjeen kanssa. Maaritys suoritettiin yhden
litran naytetilavuudella, jolloin mitattu tulos saatiin suoraan yksikdssa rlu/l (relative light
unit per litre). Fuelstat Resinae+ -menetelméan maaritys suoritettiin testin mukana tulleen

ohjeen mukaisesti.

3.1.2 Kontaminaationayte vertailumateriaalina

Tyon edetessd huomattiin polttoainendytteiden siséltavan varsin vahaisia maaria mikro-
bikasvustoa, jolloin etenkin pikatestimenetelmilla saatiin niin sanottuja nollatuloksia huo-
mattavan paljon. Menetelmien tyon suorituksen vaiheet pohdittiin tarkasti Iapi mahdollis-
ten virheldhteiden Ioytdmiseksi. Myds HY-LITE-menetelmassa kaytetyn luminometrin
toimintakuntoa epailtiin. Tasta syysta suunniteltiin kontaminaationayte, jolla ensinnakin
varmistettiin menetelmien toimintakunto, mutta samalla kerattiin tulosdataa vertailua var-
ten. Litraan polttoainetta siirrostettiin TSA-agarilla kasvatettua mikrobimassaa, joka oli
peréisin polttoainenaytteesta. Talla varmistettiin se, ettd kontaminaationaytteen sisalta-
mat mikrobit pysyvat metabolisesti aktiivisina polttoainematriisissa. Taméan jalkeen nayte

analysoitiin maaritysmenetelmilla normaalisti.

Kontaminaationaytteesta saatiin maaritettya kasvatusmenetelmilla (IP385, MicrobMo-
nitor?) erittain suuret mikrobipitoisuudet. My6s HY-LITE-testi antoi nollatasosta poikkea-
van tuloksen, jolloin esimerkiksi luminometri todettiin toimintakuntoiseksi. Fuelstat Re-
sinae+ -testin tuloksen tulkinta jai tulkinnanvaraiseksi menetelméssa tulkittavien testi-

liuskojen testiviivojen takia.

3.1.3 Sailytysnaytteet

Sailytysnaytteiden tarkoituksena oli nostaa naytteiden mikrobipitoisuuksia ja samalla tut-
kia veden ja FAME:n vaikutusta mikrobipitoisuuksiin. Naytteita sailytettiin yksi kuukausi
valolta suojattuna (kuva 11). Naytteita ravisteltiin kahdesti sailytysjakson aikana. Saily-
tysnaytteissa havaittiin selkeitd visuaalisia eroja normaaleihin naytteisiin. Muun muassa
polttoainefaasin vari ja kirkkaus muuttuivat huomattavasti osassa sailytysnaytteista. Sai-
lytysnaytteissd, joihin oli lisatty vetta, havaittiin polttoaine- ja vesifaasin rajapinnassa sel-

keda vaahtomaisen nakoistd mikrobikasvustoa (kuva 12).
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Kuva 11. Sailytysnaytteet suojattiin valolta foliolla. Naytteita ravisteltiin kahdesti sailytyksen ai-
kana.

Kuva 12. Naytteen 1.18.2 faasien rajapinta, jossa havaittin selkedd mikrobikasvuston
aikaansaama vaahtomainen rajapinta.
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3.2 Tulokset

Maarityksia suoritettiin yhteensa 46 naytteesta, jotka koostuivat yksittais-, rinnakkais-
seka sailytysnaytteista. Liséksi suoritettiin maaritykset suunnitellusta kontaminaationayt-
teestd. Jokaisesta naytteesta tehtiin yksi maaritys jokaisella tydssa vertailtavalla testi-
menetelmalla. Vertailtavien maaritysmenetelmien lisdksi kahdeksan naytetta analysoitiin
lentopetroleille suunnatulla Resinae Jet -testikitilla, jolla maaritetaan spesifisesti poltto-

aineen Hormoconis resinae -mikrobin pitoisuutta. Maaritystuloksia kertyi yhteensa 196.

3.2.1 Maaritystulokset

HY-LITE -pikatestimenetelmén nollataso maaritettiin kahdesti tyon edetessa. Nollata-
soksi mitattiin ensimmaisella maarityskerralla 18 rlu/l ja toisella 27 rlu/l. Maljakasvatus-
menetelmassa (IP 385) valmistettiin jokaisella maarityskerralla negatiiviset kontrollimal-
jakasvatukset, milla varmistettiin valmistettujen pesu- ja suolaliuosten seka kaytettyjen
mittalasien olevan steriileja. Maaritysten jokainen negatiivinen kontrollindyte antoi nega-

tiivisen tuloksen 0 cfu/l.

Yksittaisnaytteiden ndytteenotto suoritettiin padasiassa polttoainesailion alimmasta nay-
tehanasta lukuun ottamatta naytteita 1.1, 1.2 ja 1.3, joiden naytteenotossa kaytettiin sai-
lididen alempaa keskihanaa. Naytteita otettiin kahdesti polttoainesailion neljasta eri nayt-
teenottohanasta, jolloin menetelmavertailun ohella tutkittiin polttoaineséailion mikrobipi-

toisuuksia sailion eri korkeuksilla.

Sailytysnaytteiden avulla pyrittiin nostamaan polttoainenaytteen mikrobipitoisuutta, jol-
loin maarityksista saatiin nollatason ylittavia tuloksia vertailtaviksi. Samalla tutkittiin ve-
den ja FAME:n lasnaolon vaikutuksia mikrobitasoihin. Referenssinaytteina sailytysnayt-
teille toimi samana paivana samasta sailiosta otettu yksittaisnayte, joka analysoitiin nayt-
teenottopaivana. Taulukossa 3 on esitetty naytteiden tulokset kullakin mikrobimaaritys-

menetelmalla.



Taulukko 3. Mikrobimaaritysmenetelmilla saadut naytetulokset.

Nayte HY-LITE | Fuelstat | IP385 MicrobMonitor?
(rlu/l) | Resinae+ | (cfull) (cfu/l)
1.1 12 neg. 0 0
1.2 12 neg. 0 0
1.3 18 neg. 0 0
1.4 16 neg. 0 0
1.5 18 neg. 0 0
1.6 14 neg. 50 0
1.7 34 neg. 25 0
1.8 16 neg. 0 0
1.9 20 neg. 0 0
1.10 15 neg. 0 0
1.11 15 neg. 475 0
1.12 17 neg. 4425 4000
1.13 23 neg. 75 0
1.14 24 neg. 4375 2000
1.15 17 neg. 3350 0
1.16 19 neg. 75 0
1.17 70 neg. 25 0
1.18 18 neg. 225 0
1.19 18 neg. 475 10000
1.20 24 neg. 750 0
1.21 110 neg. 6000 14000
1.22 140 neg. 14275 34000
2.1 19 neg. 500 0
2.2 21 neg. 400 0
2.3 17 neg. 400 0
2.4 2700 high. | 22400 1,6*107
3.1 16 neg. 50 0
3.2 17 neg. 50 0
3.3 18 neg. 0 0
3.4 200 neg. 75 0
4.1.1 31 neg. 0 0
4.1.2 61 neg. 0 0
4.2.1 15 neg. 25 0
4.2.2 18 neg. 50 0
5.1.1 17 neg. 25 0
5.1.2 14 neg. 25 0
5.1.3 14 neg. 0 0
5.1.4 110 neg. 0 0
1.3 18 neg. 0 0
1.3.1 15 neg. 0 0
1.3.2 14 neg. 0 0
1.3.3 26 neg. 125 0
1.34 520 neg. 1650 16000
1.18 18 neg. 225 0

23



1.19 18 neg. 475 10000
1.18.1 600 neg. 12950 20000
1.18.2 300 neg. 475 6000
1.19.1 1800 neg. 13625 20000
1.19.2 420 neg. 1175 6000

3.2.2 Menetelmien raja-arvot

24

Fuelstat Resinae+ -pikatestimenetelman seka MicrobMonitor? -menetelméan kayttooh-

jeissa ilmoitetut raja-arvot mikrobikontaminaatiotasoille ovat yhtenevaisia IATA:n suosit-

telemille raja-arvoille kontaminaation tulkitsemiselle. IATA:n maéaarittelemissa aja-ar-

voissa yli 4 000 cfu/l tulos tarkoittaa kohtalaista kontaminaatiota ja yli 20 000 cfu/l tulos

suurta kontaminaatiota.

Fuelstat Resinae+ -pikatestimenetelmé antaa tuloksen kontaminaatiotasoina, jotka tulki-

taan testiliuskan viivojen perusteella joko negatiiviseksi, heikoksi positiiviseksi tai vah-

vaksi positiiviseksi. Taulukossa 4 on esitetty kontaminaatiotasojen mukaiset mikrobipi-

toisuudet mikrogrammoina per litra seké pesékelukumaarana per litra (cfu/l).

Taulukko 4. Fuelstat Resinae+ -menetelman raja-arvot.

. Polttoainefaasi Vesifaasi
Fuelstat Resinae+
cfull Mo/l cfu/ml pg/ml
Negatiivinen <4000 < 150 <1000 <33
Heikko positiivinen 4000-20000|150-750| 1000-10000 |33-166
Vahva positiivinen > 20 000 > 750 > 10 000 > 166

Taulukossa 5 on esitetty MicrobMonitor?>-menetelman raja-arvot polttoaine- ja vesifaa-
sista maaritettyna. Lentopetrolille suositellulla 0,5 ml:n ndytemaaralla laskennallinen pie-

nin havaittava maaritystulos on 2000 cfu/l.
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Taulukko 5. MicrobMonitor2-menetelman raja-arvot.

) i Polttoainefaasi Vesifaasi
MicrobMonitor?
cfu cfull cfu cfu/ml
Negatiivinen <2 <4000 <100 <1000
Kohtalainen 2 4 000 100 1 000
10 20 000 1000 10 000
Suuri > 10 > 20 000 > 1000 > 10 000

HY-LITE-pikatestimenetelman raja-arvot kontaminaatiolle (taulukko 6) on maaritetty len-
topetrolinaytteille, jotka ovat peraisin lentokoneen polttoainesailiosta. Raja-arvojen kayt-

toa tulosten tulkinnassa kaytettiin siksi vain suuntaa-antavasti.

Taulukko 6. HY-LITE-menetelmén raja-arvot.

HY-LITE HY-LITE® (rlu/l) | ATP (1012 g)
Negatiivinen <1000 <5
Kohtalainen 1 000 - 5 000 5-25

Suuri > 5 000 > 25

IP385-menetelmalle ei ole iimoitettu raja-arvoja mikrobikontaminaatiotasoille. Menetel-
maohjeessa on kuitenkin esitetty 95 %:n luotettavuustasot pesakkeiden lukuméaaran las-

kemiselle (liite 1).

3.3 Tulosten tarkastelu

Tulosten tarkastelussa tutkittiin mitattujen tulosten perusteella menetelmien keskinaisia
riippuvuussuhteita seké tarkasteltiin yksittaisia mittaustuloksia. Menetelmien keskinaisia
riippuvuussuhteita havainnollistettiin hajontakaavioiden ja maaritettyjen korrelaatioker-
toimien avulla. Yksittaisten maaritystulosten pohjalta pohdittiin menetelmien ominaisuuk-
sia, kuten herkkyyttd ja mittaustarkkuutta. Menetelmien soveltuvuutta rutiinikayttéon tar-
kasteltiin menetelmien kokonaisuuden kannalta, mihin liittyi pohdintaa menetelmien no-

peudesta, helppokayttisyydestd seka luotettavuudesta.

Fuelstat Resinae+ -menetelmalla saadut tulokset tulkittiin kaikki negatiivisiksi tuloksiksi
yhta naytettd lukuun ottamatta. Negatiivisten tulosten takia Fuelstat Resinae+ -menetel-
man korrelaatiota muihin menetelmiin ei tutkittu. Menetelman ainoa positiivinen tulos
saatiin polttoainesailion vesitysnaytteesta (2.4). Vesitysnayte oli ainoa tytssa tutkittu

nayte, joka muista naytteista poiketen ei sisaltéanyt polttoainetta. Nayte 2.4 antoi Mic-
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robMonitor?-menetelmalla poikkeuksellisen suuren tuloksen (taulukko 3), joten poik-
keavana tuloksena seka eri naytematriisin omaavana MicrobMonitoriZ:lla maaritettya tu-

losta ei huomioitu korrelaatiotarkastelussa.

3.3.1 Menetelmien valinen korrelaatio

HY-LITE-menetelmé&n ja IP385-menetelman vélinen riippuvuussuhde on esitetty ku-
vassa 13 mittaustulosten hajontakaavion avulla. Korrelaatiokertoimen (r = 0,6772) mu-
kaan menetelmét korreloivat hieman kesken&én. Korrelaation tilastollista merkitsevyytta
tarkasteltiin lasketun p-arvon avulla. Merkitsevyystasoa kuvataan p-arvolla, joka kertoo
todennakdisyyden sille, etta rijppuvuus johtuu sattumasta. Yleisesti p-arvon ollessa pie-
nempi kuin 0,05 (5 %) pidetdéan korrelaatiota tilastollisesti merkittdvana. [26] Menetel-
mien valisten riippuvuussuhteiden tilastollista merkitsevyytta tarkasteltiin laskemalla p-
arvot Microsoft Excel -taulukkolaskentaohjelman Studentin T-testin avulla. P-arvoksi
maaritettiin HY-LITE-menetelméan ja IP385-meneteman riippuvuussuhteelle 0,0144, jol-

loin menetelmien valinen korrelaatio todettiin tilastollisesti merkitsevaksi.

y = 8,0439x + 587,83
r=0,6772
25000

20000 [ e

15000 °

10000

IP385 (cfull)

0 500 1000 1500 2000 2500 3000
HY-LITE (rlu/l)

Kuva 13. HY-LITE:n ja IP385:n tulosten hajontakaavio.

Hajontakaaviosta (kuva 13) havaittiin selkeé lineaarinen trendi kuuden naytteen maari-
tystuloksilla (kuva 14). Tuloksista maaritetyn kuvaajan korrelaatiokertoimen (r = 0,9974)
mukaan valituilla tuloksilla oli vahva riippuvuussuhde. Tilastollista merkitsevyytta ei voitu
havainnoida p-arvon avulla pienen otoskoon takia [27]. K&ytanndn merkitsevyytta todet-

tiin valitulla pistejoukolla olevan, silla pistejoukko noudattaa varsin lineaarista suhdetta.
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y =9,0904x - 2432,8

r=0,9974
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Kuva 14. Kuuden naytteen maaritystulosten hajontakaavio.

HY-LITE:n ja IP385:n maaritystuloksilla ei todettu olevan selkeaa ja yhdenmukaista riip-
puvuutta keskenaan, vaikka satunnaisilla maaritystuloksilla havaittiinkin lineaarista riip-
puvuutta.

IP385:n ja MicrobMonitor?:n valista riippuvuussuhdetta kuvaava hajontakaavio on esi-
tetty kuvassa 15. Maaritystulosten hajontakaavion seké korrelaatiokertoimen (r=0,7774,
p-arvo 0,2204) perusteella todettiin, ettd menetelmien valilla ei ole selke&a ja yhdenmu-
kaista riippuvuussuhdetta.

y =1,7658x + 335,64
40000 r=0,7774

35000
30000

25000

20000

15000

MicrobMonitor2
(cfull)
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Kuva 15. IP385 -menetelmén ja MicrobMonitor2 -menetelméan korrelaatiota kuvaava hajontakaa-
vio.
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HY-LITE:n ja MicrobMonitor?:n valista riippuvuussuhdetta kuvaava hajontakaavio on esi-
tetty kuvassa 16. Korrelaatiokertoimen (r=0,3397) mukaan menetelmilla ei maaritystu-

losten perusteella ole selkeda riippuvuussuhdetta.

y =14,26x + 1363,8
r=0,3397
40000
35000 °

30000

25000

~—~

= 20000 (]
S

y—

= 15000 | o e

MicrobMonitorr2

10000 @

0 500 1000 1500 2000
HY-LITE (rlu/l)

Kuva 16. HY-LITE-menetelméan ja MicrobMonitor2-menetelmén korrelaatiota kuvaava hajonta-
kaavio.

Mittaustulosten perusteella ei todettu menetelmien vélilla johdonmukaisia riippuvuussuh-
teita. Menetelmien valisiin korrelaatioihin vaikuttivat muun muassa MicrobMonitor2-me-
netelman mittaustuloksen epatarkkuus, joka oli 0,5 ml:n ndytemaaraé kaytettdessa 2000
cfu/l vélein, sekd HY-LITE-menetelmén kemiallinen tausta (ATP-pitoisuuden mittaami-
nen) verrattuna kasvatusmenetelmiin mikrobitason maarittamisessa. Korrelaatiotarkas-
telussa HY-LITE-menetelma korreloi selkeimmin IP385-menetelmén kanssa. Naytteen
siséltamalle ATP-pitoisuudelle (HY-LITE) ja kasvatusmenetelmien pesékelukumaarien

valille ei I6ydetty maaritystulosten perusteella suoraa yhteytta

3.3.2 Menetelmiin liittyvat virhelahteet

Noin 60 % tutkituista ndytteistd antoi negatiivisen tuloksen jokaisella maaritysmenetel-
malla. Yksittaisten mittaustulosten tarkastelussa keskityttiin naytteisiin, joissa yhdesta tai
useammasta menetelmasta saatiin merkitseva positiivinen tulos (taulukko 7). Merkitse-
van positiivisella tuloksella tarkoitetaan tulosta, joka poikkeaa selvasti maaritysmenetel-
man nollatasosta. HY-LITE-menetelman korkeimman mitatun nollatason (27 rlu/l) mu-
kaan pidettiin mitattuja alle 30 rlu/l tuloksia negatiivisina tuloksina. MicrobMonitor?-me-
netelman pienin positiivinen tulos oli 2000 cfu/l kaytettdessa 0,5 ml:n ndytemaéaraa. Tal-
I6in menetelmalld saaduista tuloksista huomioitiin kaikki negatiivisesta tuloksesta (0

cfu/l) poikkeavat tulokset. Fuelstat Resinae+ -menetelméssa pyrittin huomioimaan
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kaikki negatiivisesta tuloksesta poikkeavat tulokset. IP385-menetelman tuloksista huo-
mioitiin kaikki yli 10 mikrobipeséaketta sisdltaneet naytteet 40 ml:n naytemaaralla. Talloin

yksittéaisnaytteiden tarkasteluun otettiin naytteet, joiden mikrobipitoisuus oli yli 250 cful/l.

Taulukossa 7 on esitetty naytteet maaritystuloksineen, joissa havaittiin mikrobikasvustoa
vahintaén yhdella maaritysmenetelmalla.

Taulukko 7. Nollatasosta poikkeavan tuloksen omaavat naytteet.

Nayte HY-LITE Fue_lstat IP385 | MicrobMonitor?
(rlu) Resinae+ | (cfull) (cfull)
1.11 15 neg. 475 0
1.12 17 neg. 4425 4000
1.14 24 neg. 4375 2000
1.15 17 neg. 3350 0
1.17 70 neg. 25 0
1.18.1 600 neg. 12950 20000
1.18.2 300 neg. 475 6000
1.19 18 neg. 475 10000
1.19.1 1800 neg. 13625 20000
1.19.2 420 neg. 1175 6000
1.20 24 neg. 750 0
1.21 110 neg. 6000 14000
1.22 140 neg. 14275 34000
134 520 neg. 1650 16000
2.1 19 neg. 500 0
2.2 21 neg. 400 0
2.3 17 neg. 400 0
2.4 2700 high. 22400 1,6*10°
34 200 neg. 75 0
4.1.2 61 neg. 0 0
514 110 neg. 0 0

Seka MicrobMonitor?>-menetelman ettd HY-LITE-menetelman herkkyydet yksittaisten
maaritystulosten (taulukko 7) perusteella olivat heikompia verrattuna IP385-menetel-
maéan. Yhdeksassa naytteessa maaritettiin IP385-menetelmalld yli 400 cfu/l mikrobipitoi-
suus HY-LITE-menetelman ja MicrobMonitor>-menetelman tulosten ollessa nollatasossa
(alle 30 rlu/l, HY-LITE ja O cfu/l, MicrobMonitor?).

HY-LITE:-menetelmalla mitattiin neljasta naytteesta (1.17, 3.4, 4.1.2 ja 5.1.4) nollatason
ylittavia tuloksia (yli 30 rlu/l) muiden maaritysmenetelmien tulosten ollessa negatiivisia

(0 cfu/l). Naista kaksi naytetta kuuluivat rinnakkaisnaytesarjoihin, joista muista rinnak-
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kaisnaytteistda mitattiin negatiiviset tulokset kaikilla maaritysmenetelmilla. Syyksi poik-
keaviin HY-LITE-menetelman tuloksiin epadiltiin johtuvan likaisiksi jaéneistd menetel-
massa kaytettavista naytepulloista, jotka mahdollisesti sisalsivat pesun seka alkoholika-
sittelyn jalkeen ATP-jaamia.

Fuelstat Resinae+ -menetelmén tulosten tulkinta osoittautui erittdin tulkinnanvaraiseksi
ja siten hankalaksi. Testiliuskojen kontrolli- ja testiviivat nakyivat jokaisessa madrityk-
sessé poikkeuksena vesitysnayte 2.4, josta tulos tulkittiin heikosti positiiviseksi (yli 4000
cfu/l). Tulosten tulkinnanvaraisuus johtui testiviivan luettavuudesta. Testikitin mukaan
haalea punertava testiviiva voi joko viitata epatasaiseen naytteen virtaukseen testialus-
talla tai lievadn mikrobikontaminaatiotasoon, joka ei kuitenkaan ylita testin kynnysarvoa.
Erittéin haalea testiviiva tulisi menetelméohjeen mukaan tulkita positiiviseksi tulokseksi.
Maarityksessa seka kontrolli- etta testiviivat nakyivat kohtuullisen selkedsti, jolloin kaikki
naytteet (pois lukien nayte 2.4) tulkittin Fuelstat Resinae+ -menetelméalla negatiivisiksi
(alle 4000 cfull).

Testiviivojen tummuuden sek&a nakyvyyden erot todettiin ongelmalliseksi testituloksen
tulkinnassa. Esimerkiksi naytteen 1.18.1 testiliuskassa (kuva 17) testiviivat erottuivat sel-

keasti, jolloin tulos tulkittin negatiiviseksi. Naytteen 1.18.1 tulokset muilla maaritysme-
netelmilla (taulukko 7) olivat 600 rlu/l (HY-LITE), 12 950 cfu/l (IP385) ja 20 000 cfu/l
(MicrobMonitor?).

FUELSTAT® resinae PLUS

Kuva 17. Naytteen 1.18.1 tulos Fuelstat Resinae+ -testiliuskalla.
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Kuvassa 18 on esitetty naytteen 1.9 Fuelstat Resinae+ -testiliuska. Naytteen 1.9 tulokset
muilla maaritysmenetelmilla (taulukko 3) olivat 20 rlu/l (HY-LITE), O cfu/l (IP385) ja 0 cfull
(MicrobMonitor?).

Kuva 18. Naytteen 1.9 tulos Fuelstat Resinae+ -testiliuskalla.

Maaritysmenetelmien tulosten ilmoitetut maaritystarkkuudet erosivat toisistaan merkitta-
vasti. MicrobMonitor?- ja Fuelstat Resinae+ -menetelman maaritystarkkuudet olivat sel-
keasti epatarkimpia. MicrobMonitor?>-menetelmassa kaytetylla 0,5 ml:n naytemaaralla
mittaustulokset saatiin 2000 cfu/l:n tarkkuudella. Talldin yhden pesakkeen havaitsemi-
nen kasvatusalustalla nosti naytteen mikrobitasotulosta 2000 peséakkeelld litraa kohden.
Lisaksi MicrobMonitor>-menetelméassa kaytetty vahainen naytemaara lisaa mittausepa-
varmuutta, jolloin esimerkiksi riski vaaralle negatiiviselle seka vaaralle positiiviselle tu-
lokselle kasvaa. Fuelstat Resinae+ -menetelmé&n maaritystarkkuus oli kolmitasoinen,
jossa heikosti positiiviseen tulokseen vaadittiin 4000 cfu/l:n ja vahvasti positiiviseen tu-
lokseen 20 000 cfu/l:n mikrobipitoisuus naytteessa. Menetelméassa mikrobipitoisuudet
valilla 4000 — 20 000 cfu/l luokitellaan heikosti positiiviseksi.

IP385-menetelman mittaustarkkuus kaytetylla 40 ml:n naytemaaralla oli 25 cfu/l. Talldin
menetelmalla havaittiin vahaisetkin mikrobikontaminaatiot, joita ei aiemmin mainituilla
menetelmilla pystytty havaitsemaan. Menetelmén pesékelukumaaralaskuihin liittyi myos
jonkin verran mittausvirhettéd. Menetelmalle esitettyjen 95 %:n luottamustasojen (liite 1)
mukaan esimerkiksi 100 peséketta 40 ml:n naytemaaralla maéritetty nayte omaisi 2000
— 3000 cfu/l mikrobipitoisuuden 95 %:n todennakdisyydelld. Menetelmén pesékelas-
kuissa havaittiin virheldhteiksi muun muassa peséakkeiden mikrobityyppien tunnistami-

sen vaikeus, mika vaikutti maaritystuloksiin.
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HY-LITE-menetelman vertailu muihin maaritysmenetelmiin tuotti ongelmia osaksi mene-
telmalla saatujen vaihtelevien tulosten takia, mutta myds menetelman erilaisen kemialli-
sen perustan ja siten eri tulosyksikon takia. Tulokset sisalsivat merkittavissa maarin seka
vaaria negatiivisia etta vaaria positiivisia tuloksia verrattuna maljakasvatusmenetelmé
IP385:een. Vaarat negatiiviset tulokset voivat selittyd menetelmassa kaytetyn reagens-
sikyn&n toimimattomuudella, jolloin reagenssikynan sisaltamat bioluminesenssireakti-

oon tarvittavat reagenssit eivéat sekoittuneet ja siten maaritystulos jai nollatasolle.

3.3.3 Menetelmien soveltuvuus rutiinikayttoon

Rutiinikayttoon soveltuvimman mikrobimaaritysmenetelman selvittdmisessa vertailtiin
saénndlliselle maaritykselle tarkeita kriteereja. Naita kriteerejé olivat menetelmén help-
pokayttoisyys, nopeus seka herkkyys. Vertailussa tarkasteltiin myés menetelmien sovel-

tuvuutta kenttaolosuhteisiin.

Pikatestimenetelmat (HY-LITE, Fuelstat Resinae+) olivat pikatesteille tyypillisesti help-
pokéayttdisia ja nopeita. Kenttdolosuhteisiin eli laboratorioympéristdn ulkopuolella suori-
tettaviin maarityksiin Fuelstat Resinae+ -menetelma sopisi selkeésti parhaiten menetel-
massa kaytettavan pienen naytemaaran seka yksinkertaisen ja nopean maarityksen an-
siosta. HY-LITE-menetelm&n haittoina verrattuna Fuelstat Resinae+ -menetelmaan oli
kohtuullisen suuri ndytemaara seka maarityksessa tarvittava luminometri seka erillinen
naytepullo. Pikatestien ehdottomiin etuihin lukeutuivat tulosten saaminen heti maarityk-
sen jalkeen, jolloin menetelmat soveltuisivat esimerkiksi akuutteihin mikrobikontaminaa-
tioepailyihin, joissa kontaminaation toteaminen halutaan tietdd mahdollisimman nope-
asti. Saatujen tulosten perusteella Fuelstat Resinae+ -menetelmaa ei voitu pitaa luotet-
tavana menetelmana. Tulosten perusteella HY-LITE-menetelmallda pystyttiin havaitse-
maan korkeita mikrobipitoisuuksia melko hyvin, jolloin pikatestia voisi mahdollisesti kayt-
taa tilanteissa, joissa epaillaan polttoaineen korkeaa mikrobikontaminaatiota. Menetel-
malla saatiin kuitenkin kohtuullisesti 1P385-menetelmésta poikkeavia tai painvastaisia
tuloksia, joten pelkastaan HY-LITE-menetelméan kayttéa mikrobimaarityksessa ei suosi-

tella.

Kasvatusmenetelmat (IP385, MicrobMonitor?) vaativat useamman vuorokauden inku-
baatioajan, jolloin maaritysmenetelmien haittoihin lukeutuivat tulosten saamisen hitaus.
Talloin kasvatusmenetelmat eivat sovellu tilanteisiin, joissa kontaminaatio halutaan to-
deta mahdollisimman nopeasti. MicrobMonitor?-menetelman etuja olivat itse maarityk-
seen kuluva lyhyt aika seka tarvittava vahainen naytemaara. Analyysin todettiin olevan

vertailtavista menetelmista helpoin seka nopein. Vaikka menetelmé& perustuu mikrobien
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kasvattamiseen tietyssa inkubaatiolampdtilassa, pohdittiin itse analyysin suorittamisen

olevan mahdollista myds kenttaolosuhteissa.

IP385-menetelméan maéaritys edellytti laboratorio-osaamista seka laboratorioympariston,
joka pitdé sisdlladn muun muassa steriilejd mittavalineitd seka laminaarin. Menetelma
oli vertailtavista menetelmista selkeasti tydlain, ja se vei eniten aikaa. IP385-menetelméan
etuina olivat paras tulostarkkuus seka luotettavuus. Menetelmien luotettavuutta pohdittiin
tulosten, menetelmien virhelahteiden seka teoreettisten taustojen pohjalta. IP385-mene-
telmén todettiin olevan vertailtavista menetelmista herkin seka luotettavin. Taulukossa 8

on esitetty ndkemys vertailtavien menetelmien ominaisuuksista.

Taulukko 8. Arvio vertailtavista menetelmista asteikolla 1 - 5. 1 = erittéain huono, 5 = erinomainen.

Fuelstat Microb-

HY-LITE | Resinae+ | 'P385 Monitor?
Maéaritykseen kuluva aika 5 5 1 1
Analyysin suoritushelppous 3 4 2 5
Soveltuvuus kenttédolosuhteisiin 4 5 1 3
Herkkyys (tulokset) 2 1 5 3
Luotettavuus (tulokset) 2 1 5 2
Kokonaisuus 3 1 4 2

IP385-menetelmén todettiin olevan polttoaineiden mikrobipitoisuuksien monitorointiin
parhaiten soveltuva maaritysmenetelma. Myds HY-LITE-menetelman kayttoonottoa
pohdittin menetelman helppokayttdisyyden ja nopeuden takia. Tulosten perusteella HY-
LITE:n luotettavuutta ei kuitenkaan pidetty tarpeeksi hyvana rutiinikayttoon.

Toimintatavaksi mikrobimaarityksiin liittyen ehdotettiin seuraavaa: Rutiininomaiset mik-
robimaaritykset (monitorointi) suoritetaan IP385-menetelmalla. Akillisessa mikrobikonta-
minaatioepailysséd naytteesta suoritetaan sekd IP385-menetelman mukainen mikro-
bimaaritys ettd HY-LITE-menetelmdn mukainen pikatestimaaritys. Talloin pikatestista
saadun tuloksen perusteella voidaan ryhtya mahdollisen mikrobikontaminaation edellyt-
tamiin toimenpiteisiin lynemmalla viiveajalla ennen varsinaisen tuloksen (IP385-mene-

telmén) tulkintaa, joka suoritetaan viiden vuorokauden jalkeen naytteenotosta.

HY-LITE-menetelmélle ei pystytty maarittamaén tarkkaa raja-arvoa korkealle mikrobipi-
toisuudelle. Kuitenkin tydssa maaritettyjen tulosten perusteella esimerkiksi yli 500 rlu/I
HY-LITE-menetelmalla mitattu tulos viittasi polttoainenaytteen korkeaan mikrobipitoisuu-
teen kasvatusmenetelmien mukaan. Tallin HY-LITE-menetelmalla maaritetyn mittaus-
tuloksen ylittdessa sovitun raja-arvon voitaisiin kontaminaatioepdily todeta varmaksi koh-

tuullisella todennakoisella.
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4 Yhteenveto

Opinnaytetyon paatavoitteena oli selvittda neljasta vertaillusta mikrobimaaritysmenetel-
masta kayttotarkoitukseensa parhaiten soveltuva testimenetelma. Vertailun yhteydessa
suoritettiin suunniteltu laaja polttoainesailididen monitorointi mikrobimaaritysten osalta.
Menetelmien vertailua tehtiin tulosten seka kayttékokemuksen pohjalta. Mikrobimaari-

tyksia suoritettiin yhteensa 46 eri polttoainenaytteesta.

Maljakasvatusmenetelma IP385 osoittautui vertailun perusteella soveltuvimmaksi mikro-
bimaaritysmenetelméaksi. Kasvatusmenetelméassa kaytettava viiden vuorokauden inku-
baatioaika estaa kuitenkin nopean kontaminaatiotason maarittamisen. Tasta syysta HY-
LITE-pikatestimenetelma voisi toimia suuntaa antavana testimenetelména IP385-mene-
telman rinnalla, jolloin &killisissd, korkean kontaminaatiotason epailyissa saataisiin no-
peasti varmistus epdilylle, ja mahdollisiin toimenpiteisiin voitaisiin ryhtya valittomasti. HY-
LITE-menetelmalla saatuja mittaustuloksia tulisi kuitenkin tulkita varauksella, silla mene-
telmén tuloksissa havaittiin melko paljon mahdollisia vaaria negatiivisia seka vaaria po-

sitiivisia maaritystuloksia.

MicrobMonitor?-menetelmalla saatiin maaritettya jokseenkin yhtalaisia tuloksia polttoai-
nenaytteista IP385-menetelmén kanssa, mutta menetelman tulostarkkuutta seka pitkaa
inkubaatioaikaa pidettiin heikkoina, jolloin etuja kaytdssa olevaan IP385-menetelmaan
verrattuna ei ollut. Pikatestimenetelmista Fuelstat Resinae+ -menetelma todettiin help-
pokayttdiseksi seké nopeaksi, mutta menetelman tulosten tulkintaa kuvailtiin erittéin tul-

kinnanvaraiseksi ja haastavaksi.

Opinnaytetyon laboratorio-osuus onnistui seka aikataulullisesti ettd maaritysten suhteen
hyvin. Menetelmien vertailuun liittyv& maaritystulosten tulkinta ja tarkastelu osoittautuivat
haastaviksi osaksi polttoainenaytteiden puhtauden vuoksi, mutta enimmakseen mikro-
biologisiin maarityksiin liittyvan mittausepavarmuuden takia. Mikrobim&aritysmenetel-
miin liittyvista tulosten vaihteluista ja virheléhteista opittiin hyvinkin konkreettisesti tyon

ansiosta.
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