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Taman opinnaytetyon tarkoituksena oli kehittda nopea ja yksinkertainen ISO-standardiin 11348-
3 pohjautuva menetelmd veden puhtauden maarittdmiseen. Tyon toimeksiantajana oli
maskulainen ymparistomittauksia tarjoava yritys. Menetelméan on tarkoitus helpottaa veden
puhtauden arviointia myods silloin, kun mittauksia ei voi suorittaa laboratorio-olosuhteissa ja
antaa kayttajasta rippumatta luotettavia tuloksia. Tyossa kaytettiin bakteerireagenssia, kolmea
eri referenssikemikaalia seka vesinaytteita. Bakteerireagenssi tydssa oli kylmakuivattu Aliivibrio
fischeri (BioTox kit) ja referenssikemikaaleina kéaytettiin 3,5-dikloorifenolia, sinkkisulfaattia ja
kaliumdikromaattia. Tyon tarkoituksena oli luoda yksinkertainen testimenetelma, jolla yhdella
reagenssiannoksella pystytaan maarittamaan seka kontrollindyte etta testindyte ja erottamaan
valobakteerille toksiset naytteet puhtaista naytteista.

Tyo aloitettiin suorittamalla mittauksia ISO-standardin mukaisesti vesiliuoksissa. Taten saatiin
tutkittua myo6s valmistettujen referenssiliuosten pitoisuudet ja niiden vaikutus kaytettavissa
olleeseen bakteerireagenssiin. Referenssiliuoksien tarkoituksena oli toimia myrkyllisina
naytteind tutkimuksessa. Taméan jalkeen siirryttiin testaamaan menetelmad, jossa mittaukset
tehtiin toimeksiantajan kehittdmalla menetelméalla suurilla referenssikemikaalipitoisuuksilla.
Pitoisuuksia pienennettdessa huomattiin alkuperdisen menetelméan antavan vaérid negatiivisia
tuloksia referenssikemikaaleista ja siksi testimenetelm&én tehtiin muutoksia. Nain saadulla
menetelmalla saatiin erotettua myrkylliset ndytteet vesindytteista kun kaytettiin 50 % inhibition
aiheuttavia pitoisuuksia.

Opinnaytetydssa saatiin kehitettyd menetelmd, joka tietyin rajoituksin toimii luotettavasti

vesinaytteiden mittauksissa. Jotta menetelman toimivuus erilaatuisilla vesilla ja eri kayttajilla
voitaisiin varmistaa, tarvitaan lisdd materiaalia eri muuttujien huomioimiseksi.

ASIASANAT:

Aliivibrio fischeri, bioluminesenssi, ymparistokemia, luminometri, kenttdmenetelma, 1SO-
standardi, BioTox



BACHELOR’S THESIS | ABSTRACT

TURKU UNIVERSITY OF APPLIED SCIENCES
Biotechnology and Food Technology | Biotechnology
2015 | 42 pages

Instructors: Juha Lappalainen, PhD ;Kai Rosenberg M.Sc.

Milla Toivonen

DETERMINATION OF WATER PURITY USING
ALIIVIBRIO FISCHERI LUMINESCENT BACTERIA
TEST —-DEVELOPMENT OF FIELD-USE BIOTOX
METHOD

The objective of this Bachelor’s thesis was to study and develop a rapid and user-friendly test
method to determine water purity. The method was to be based on ISO standard 11348-3. The
aim was to find a reliable protocol and to use reference substances represented in the 1SO
standard as a model for different toxic compounds.

The thesis was commissioned by a private company focused on developing measurement
techniques for environmental monitoring. The method would later be utilized commercially for
example in industry.

The method was to aid water quality determination when measuring can not be performed in
laboratory conditions, and to produce reliable results independent of the user. A bacterial
reagent, three different reference chemicals and different water samples were used. The
bacterial reagent was freeze dried Aliivibrio fischeri from a BioTox kit and the reference
substances were 3,5- dichlorophenol, zink sulfate and potassium dichromate. The objective was
to create a simple protocol which would catch all samples toxic for photobacterium by using a
single dose of reagent for both the test sample and the control sample.

The first measurements were performed by using a method in aqueous solutions in compliance
with the I1SO standard. The aim was to determine that the reference chemicals gave expected
results with the standard protocol. These reference chemicals and their dilutions were used as
toxic samples in the study. After that the commissioner’'s method was studied by using high
concentrations of toxic reference chemicals. When lowering the concentrations it was found that
the method produced false negatives for the reference substances and the test protocol was
altered. With this altered method toxic samples were found at concentrations inducing 50 %
inhibition.

As a result of this thesis a new rapid method for water purity determination was developed. This
method is reliable within certain limitations when monitoring water quality. Further studies must
be performed to ensure that the method is not user dependent.
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1 JOHDANTO

Tama opinnaytety6 tehtiin Aboatox oy:n toimeksiannosta kevaan ja kesan 2014
aikana. Tyon kaytdnnbn osuus suoritettin  Turun ammattikorkeakoulun

biotekniikan laboratoriossa kevaalla 2014.

Tyon tarkoituksena oli kehittdd helppokéayttdinen kenttdmenetelma veden
puhtauden maaritykseen. Tyd aloitettiin mittaamalla kemikaalien EC50-arvoja ja
suorittamalla testit 1SO-standardin ohjeiden mukaisesti.  Taman jalkeen
aloitettiin tikkumenetelmé&n kehittaminen ja mittauksien suorittaminen tikuilla.
Tikkujen mukana ollessa tutkittiin mittauksen luotettavuutta
referenssikemikaalien sellaisilla pitoisuuksilla, jotka aiheuttavat 1SO-standardin
mukaisella menetelmalla vahintd&n 50 % valontuoton vahenemisen. Mukana

mittauksissa kaytettiin vesinaytteitd seka natriumkloridin suolaliuosta.

Menetelmalla haluttiin olevan mahdollista selvittda, onko jokin nayte myrkyllinen
vai ei. Tarkoituksena ei siis ollut saada aikaan menetelmaa, jolla voidaan
tarkasti maarittaa, miten myrkyllinen joku vesindyte on. Menetelmalla voidaan
loyta& selkeasti Aliivibrio fischerille myrkylliset vesindytteet puhtaiden
vesinaytteiden joukosta, ja vaikka myrkyllisyyden mekanismit vaihtelevat lajista
ja organismista toiseen, myrkyllisyys yhteen organismiin usein ennakoi
myrkyllisyyttd myds muihin organismeihin. Siten luminesenssin vaheneminen
bakteerisolussa voi tehokkaasti ennustaa  myrkkyvaikutuksia — myo6s

kehittyneemmilla organismeilla. *
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2 VESI

Vesi on valttamaton kaikelle elamaélle ja kayttdmamme veden laadulla on suora
vaikutus terveyteen. Myos veden kayttamisellda on merkitys veden hyvan laadun
yllapitdmisessa, ja veden laatu voi huonontua esimerkiksi kemiallisen kasittelyn,
verkostossa seisomisen tai vesijarjestelman kaytén tai rakenteellisten
ongelmien vuoksi. Suomessa valvotaan muun muassa talous- ja uimavesia,
seké seurataan teollisuuden jatevesien laatua. 2

Vaestonkasvu, kaupungistuminen, hyvanlaatuisten vesivarojen niukkuus ja
kasvavat lannoitteiden hinnat ovat syita siihen, ettd jatevesia kaytetaan yha
enenevassa maadrin vesiviljelyssa ja maanviljelyssa. 3

Vaikka iso osa veden laadun aiheuttamista terveysriskeista liittyy veden
mikrobiologiseen laatuun, ei mydskaan kemiallisten haittojen riskejd pida
aliarvioida. Muun muassa lannoitteiden ja rikkaruohomyrkkyjen liikakaytto
aiheuttavat suoraan riskin syrjaisimmilla alueilla. Taman riskin maarittaminen on
télla hetkella hintavaa ja varsinkin kehittyvissa maissa usein myés haastavaa. *

2.1 Vesien laadun tutkiminen

Seka talousvesien etta jatevesien laatua seurataan eri tavoin. Myos
luonnonvesien ja uimavesien laatua tarkkaillaan. Jatevesien koostumus riippuu
siitd, onko kyseessa teollisuudesta peraisin oleva jatevesi, vai kotitalouksista

perdisin oleva jatevesi.

Jatevesista mitataan muun muassa kemiallista ja biologista hapen kulutusta.
Biologiseen puhdistukseen tarvitaan sopivassa suhteessa fosforia ja typpea,
jota aktiivilietteessa olevat mikrobit poistavat. Jatevesista maaritelladan myoés
raskasmetallipitoisuudet, silla raskasmetallit ovat haitallisia aktiivilietteen
mikrobeille ja vaikeuttavat siten biologista jatevedenpuhdistusta. Lisaksi
jatevedenpuhdistamoille tulevasta jatevedesta tutkitaan pH, sé&hkdnjohtavuus,

kokonaisfosfori, kokonaistyppi, kiintoaine, ammoniumtyppi KMnOg-luku ja
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alkaliteetti. My0Os jatevedenpuhdistamoilta |dhtevaa vetta tutkitaan eri

mittauksin.®

Vesien myrkyllisyyden maarittamiseen on kehitetty erilaisia menetelmia. Naissa
menetelmissa yhteista on se, etta niissa kasitelladn nestemaisia naytteita, mutta
muun muassa maaritykseen kaytettavat testiorganismit vaihtelevat. Naille
menetelmille yhteistd on my0s se, ettd testin tekemiseen tarvitaan laboratorio-
olosuhteet. Ennen varsinaisia mittauksia vesinaytteista pitaa maarittdd muun
muassa pH, veden kovuus, happipitoisuus, ammoniakkipitoisuus seka
suolapitoisuus johtokykymittauksen avulla. Lisaksi naytteiden sailytyslampdtila
on tarked. Lisdksi tulee huolehtia siitd, ettd testiorganismien, esimerkiksi
vesikirppujen, sailytys- ja kuljetusolosuhteet ovat sellaiset, etteivat ne vaikuta

testien tuloksiin. ©

Kuitenkin, esimerkiksi teollisuudessa ja maissa, joissa on vasta kehittymassa
oleva infrastruktuuri, olisi kayttéd nopealle ja luotettavalle menetelmalle, jonka

avulla vesien laatua voitaisiin seurata nopeasti ja helposti.

2.2 Talla hetkella kaytossa olevat pikamenetelmét

Talla hetkella eri yrityksilta |0ytyy erilaisia pikamenetelmid veden laadun
maarittdmiseen. Usein menetelmat ovat raskaita, niissa kaytetdan useita eri
kemikaaleja ja niissa on monia eri vaiheita. Namé& pikamenetelmat vaativat

myOs usein resursseja seka ajallisesti, etta laitteistollisesti.

Pikamenetelmissa voidaan mitata eri kemikaaleja erillisin mittauksin. ’ Vaikka
yksittdiseen testiin kuluva aika olisikin lyhyt, se, ettd testejd joudutaan

suorittamaan useampi, pidentdd mittauksiin kuluvaa aikaa huomattavasti.

Lahimpana nyt kehitettyd menetelmé&éa on Microbiotestin Toxkit. Kyseessa on
tunnissa valmistuva pikamenetelmd, jossa mittaukset tehdddn nesteestd ja
testin voi suorittaa +15-+25 °C:ssa. Menetelméassa kaytettava luminoiva
bakteeri on sama, kuin tutkitussa menetelméssa. Testiajasta 30 minuuttia kuluu

bakteerin esivalmisteluun ja 30 minuuttia on varsinaista naytteen kontaktiaikaa.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Milla Toivonen



10

Menetelméassa valmistellaan 1 ml bakteersisuspensiota, joka voidaan jakaa
neljaksi 200 pl:n osioksi siten, etta kustakin 1 ml:n bakteerisuspensiosta
voidaan mitata joko kaksi erillistda naytettd, tai yhdestd naytteesta kaksi
rinnakkaista naytettd. Menetelmassa tarvitaan siis kahta eri kokoista pipettia,
niiden karkid seka putkia bakteerisuspension, kontrolliliuosten ja nayteliuosten

sailyttamiseen. ®
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3 1SO =STANDARDI

Standardit ovat dokumentteja joissa kaydaan lapi vaatimukset, spesifikaatiot,
ohjeistukset ja joita voidaan kayttaa jarjestelmallisesti jotta voidaan varmistaa
ettd materiaalit, tuotteet, prosessit ja palvelut ovat sopivia tehtaviinsa.
Kansainvéliset 1SO-standardit varmistavat tuotteiden ja palveluiden laadun,
luotettavuuden ja turvallisuuden. Ne ovat myo6s tyOkaluja joiden avulla voidaan
vahentdd kustannuksia minimoimalla jatemaarat ja virheet ja kasvattamalla
tuottoa. ° 1SO-standardit neuvovat siis tavan tehda asioita toistettavasti ja

luotettavasti.

3.1 1S0O 11348-3 Water quality — Determination of the inhibitory effect of water
samples on the light emission of Vibrio fischeri (Luminescent bacteria test)

— Part 3: Method using freeze-dried bacteria

ISO 11348-3 kuvailee menetelmén, jolla voidaan maarittdd vesinaytteen
aiheuttama Vibrio fischerin luminesenssin inhibitio kayttaen pakastekuivattua
bakteeria. Menetelm&a voidaan soveltaa mm. jateveteen, pinta- ja pohjaveteen,
makeaan veteen, suolaiseen veteen seka yksinkertaisiin veteen liuotettuihin
aineisiin. Standardissa on ilmoitettu konsentraatiot, joilla referenssikemikaalit
aiheuttavat 20 % ja 50% valontuoton haviamat nayteliuoksessa. Naita arvoja
kutsutaan EC20- ja EC50-arvoiksi.'°

3.2 Referenssikemikaalit

ISO-standardissa kaytettavat referenssikemikaalit ovat kaliumdikromaatti,
sinkkisulfaatti  ja  3,5-dikloorifenoli.’®  Referenssikemikaalit — edustavat

raskasmetallia, hapettavaa yhdistettd ja orgaanista yhdistetta.

Kaliumdikromaatti on epaorgaaninen, hapettava raskasmetalliyhdiste, jota
kaytetaan hapettimena teollisuudessa ja laboratorioissa. Kyseinen yhdiste on

haitallinen ihmisen terveydelle ja luonnolle. Kaliumdikromaattia kaytetddn myos
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sementissd parantamaan sen rakennetta ja tiheyttda, hopean puhtauden

méaarittamisessa seka puunkasittelyssa véariaineena.

Sinkkisulfaatti on epaorgaaninen yhdiste, jonka sovellutuksia ovat mm.
rikkaruohomyrkyt, eldainrehut, maalien ja lannoitteiden valmistus ja
hampaidenhoitotuotteet. ** Sinkkisulfaatin myrkyllisyys perustuu sinkkiin, joka
on myrkyllisyydestaan huolimatta my6s valttamaton hivenaine. ** Korkeat
sinkkipitoisuudet selke&sti haittaavat bakteerien kasvua ja vain muutamat
bakteerit kykenevat selviamééan, kun ne altistetaan korkeille sinkkipitoisuuksille.
Tama johtuu paaasiassa siita, ettd raskasmetallit muuntavat nukleiinihappojen
ja proteiinien konformaatiorakenteita ja muodostavat proteiinimolekyylien
kanssa yhdisteita tehden ne toimimattomiksi. Tama johtaa solukasvun

hidastumiseen ja entsyymien inaktivoitumiseen seka solukalvon hajoamiseen. **

Dikloorifenoleita kaytetédan mm. desinfiointiaineina ja hyonteismyrkkyina.
Kloorifenolit voivat estaa epaorgaanisen fosfaatin muuntamisen ATP:ksi
vaikuttamatta elektronien kuljetukseen. Tall6in solut hengittavat, mutta koska

uutta ATP:té ei enda muodostu, se kuluu pian loppuun. *°

3.3 Hairidtekijat

Referenssikemikaalien lisdksi myds muut tekijat voivat vaikuttaa luminesenssin
heikkenemiseen testattavassa naytteessa. Tutkittavien myrkkyjen tulee olla
vesiliukoisia, jotta luminesenssin vaheneminen olisi luotettava. Naytteen
sameus tai varillisyys vahentdd luminesenssia absorboimalla ja sirottamalla
valoa, naitd vaikutuksia voidaan vahentdd naytteiden esikasittelylla.
Bioluminesenssi vaatii myds happea, joten hapen maara vaikuttaa
bioluminesenssiin ja matala happipitoisuus voi olla estdva. My6s vaaralla pH:lla
voi olla myrkyllinen vaikutus: pH:n tulee olla 6,0 ja 8,5 valilla, jotta pH ei vaikuta
bakteerin luminesenssiin. Lisdksi suolakonsentraatiolla on suuri merkitys,
naytteessa tulee olla riittavd NaCl-konsentraatio, mutta jos naytteen
suolakonsentraatio nousee lilan korkeaksi, seurauksena voivat olla testin

onnistuminen kannalta kriittiset hyperosmoottiset vaikutukset. *°
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3.4 Aliivibrio fischeri

Aliivibrio fischeri (tunnettiin aiemmin nimelld Vibrio fischeri) on merissa elava,
sukuun Vibrio kuuluva gramnegatiivinen ja sauvanmuotoinen bakteeri, joka elaa
useimmiten symbioosissa merielainten kanssa, mutta esiintyy myos yksin.*®
Aliivibrio fischeri on fakultatiivinen anaerobi, eli se kykenee elamaan myo6s
anaerobeissa olosuhteissa kayttdamalla typpe&a elektroninsiirtoketjussaan

soluhengityksessa. *’

Aliivibrio fischerilla on luminoiva ominaisuus, jota hyoddynnettin myods tassa
tydssa. Bioluminesenssin tuottamiseen valttamattomat proteiinit koodataan

geeniryhmassa, jota kutsutaan lux operoniksi.*®

Kuva 1 Aliivibrio fischeri *°

Aliivibrio fischeri ei ole patogeeninen ihmisille, mutta joillekin meren
selkarangattomille se voi olla patogeeninen. Vibrioiden suvun kolme lajia ovat
patogeenisia myds ihmiselle. Aliivibrio fischerin ominaisuuksia on kuvattu
taulukossa 1. Ominaisuudet péatevat kannalle, joka ei ela symbioosissa
iséntéelion kanssa, vaan on esimerkiksi laboratoriossa kasvatettu kanta.

Symbioosissa elavalla kannalla namakin ominaisuudet ovat poikkeavat. *°
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Taulukko 1 Aliivibrio fischerin ominaisuuksia *°

Kasvulampdotila 35°C
Kahdentumisaika (h) 0,5

Solukoko (um) 1,2*1,7

Flagellaatio 3-8 polaarista flagellaa
Migraationopeus mm/h 4,0-5,0

3.5 Euprymna scolopesin ja Aliivibrio fischerin symbioosi

Aliivibrio fischerin iséantaeléin on Euprymna scolopes, joka on pieni, paaasiassa
Hawajilla elavd mustekala. Villind Euprymna scolopes eldaa keskimaarin
kahdesta kolmeen kuukautta, vankeudessa elinika pitenee kolmesta viiteen

kuukauteen. 2°

Aliivibrio fischeri on isantaeldgimensa Euprymna scolopesin kanssa sopeutunut

elamaan muut poissulkevassa symbioosissa. **

Mustekala hyotyy tasta
symbioosista kayttamalla bioluminoivaa bakteeria suojavarityksena: mustekalan
noustessa merenpintaan  bioluminesenssi  simuloi  kuunvaloa, jolloin
mustekalasta ei jaa saalistajille havaittavaa varjoa. Lisdksi mustekala kayttaa

bioluminesenssia valonaan saalistaessaan meren pimeydessa. %2

Vastakuoriutuneilla mustekaloilla ei ole bakteerikantaa, joten niiden taytyy
hankkia se ymparoivista vesista. Vaikka bakteerisolujen tiheys merivedessa on
hyvin pieni, jo muutaman minuutin p&&sta syntymastdén bakteerit ovat
asuttaneet kohde-eldimen. Lopullinen solutiheys on saavutettu noin
vuorokauden kuluessa bakteerien inokulaatiosta. Tutkimuksissa on todettu, etta
natiivikannat asuttavat mustekalan tehokkaammin, kuin ei-natiivit kannat. %
Symbioosissa mustekalan valoelin turpoaa ja Aliivibrio fischeri puolestaan

menettaa flagellansa ja solukoko pienentyy. 2*
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3.6 Aliivibrio fischerin bioluminesenssi

Bioluminesenssi on elavan organismin kykya tuottaa valoa. Sita esiintyy monilla
merielaimilla, seka joillakin kuivalla maalla asuvilla eli6illa. Valontuottoon on
monia erilaisia mekanismeja ja lusiferiinista ja lusiferaasista on monia eri
muotoja, mutta  kaikki  bioluminesenssireaktiot = vaativat  kayttoonsa
molekulaarista happea. Bakteereista peraisin oleva lusiferaasi on monitoiminen
entsyymi, jota tarvitaan sekd bioluminesenssiin  ettd  aerobisiin

hengitysreaktioihin.

Bioluminesenssin syntyminen on kemiallinen reaktio, jossa lusiferiini hapettuu
lusiferaasin katalysoimassa reaktiossa. Kaikissa valoreaktioissa hapettuva
pigmentti on lusiferiini, mutta lusiferiinin kemiallinen rakenne vaihtelee riippuen
valontuottajasta. Katalysaattorina reaktiossa toimii adenosiinitrifosfaatti ja
reaktio tuottaa valon lisaksi vettd, oksilusiferiinia ja karboksyyliryhman.
Lusiferaasi on entsyymi, joka on heterodimeeri koostuen alfa- ja beta-
alayksikoista, joita koodaavat geenit luxA ja luxB. LuxCDE muodostaa
rasvahapporeduktaasikompleksin, entsyymit, joita tarvitaan pitk&ketjuisten
rasva-aldehydien muodostukseen. Entsyymi, jota tarvitaan vahentdmaan
flavinimononukleotidia, on  koodattu luxG geenissa. Pelkistyneella
flaviinimononukleotidilla(FMNH;) on tarkea osa bioluminesenssireaktiossa.
FMN pelkistyy reaktiossa nikotiiniamidiadeniinidinukleotidifosfaatin kanssa

flaviinireduktaasientsyymin ollessa lasna. *

Flaviinireduktaasi
NAD(P)H+H+FMN > NAD(P)+FMNH:

Kuva 2 Flaviinimononukleotidin pelkistyminen

Lusiferaasi
RCH + FMNH2 + O2 » RCOOH + FMN + H20 + Valo

Kuva 3 Bioluminesenssin muodostuminen
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4 LUMINOMETRISET MITTAUKSET

Kemi- ja bioluminesenssiin perustuvat mittaukset ovat kasvattaneet suosiotaan
viime vuosina. Kemiluminesenssissa emittoituva valo on peraisin kemiallisesta
reaktiosta ja bioluminesenssissa valoreaktiota katalysoi entsyymi nimeltaan
lusiferaasi. Luminometri on laite, jota kaytetddn laboratorioissa seka
tutkimukseen ettad laadunvalvontaan teollisuudessa. Luminesenssiin perustuvat
menetelmat ovat levinneet laajalti, sill4 ne ovat herkkié ja helposti toistettavia. %
Luminometrit ovat erdédnlaisia fotometreja, joista puuttuu valon lahde eli lamppu,

silla ne mittaavat naytteen itsensa emittoivaa valon maaraa.

Luminometrit voivat olla kuoppalevyluminometrejd, jotka ovat hyddyllisia
kasiteltdessa useita eri naytteitd samanaikaisesti, tai putkiluminometreja, joilla

voidaan mitata naytteité yksi putki kerrallaan.

4.1 Luminometrian edut

Luminometrialla on selkeitda etuja verrattuna muihin analytikkamenetelmiin.
Erittain korkea herkkyys, laaja toimintavali, edulliset laitekustannukset ja uusien
menetelmien kehittdminen ovat kasvattaneet luminometriaan perustuvien
menetelmien suosiota. Luminometrinen mittaus on jopa 100 000 kertaa
herkempi kuin absorbiotspektroskopia ja vahintddn 1 000 kertaa herkempi kuin
fluorometria. Hyva luminometri voi havaita jopa 0,6 pikogramman maaran
adenosiinitrifosfaattia tai 0,1 femtogrammaa lusiferaasia, eli taman maaran

reaktiossa tuottaman valon. 2°

4.2 Luminometrin toimintaperiaate

Nékyva valo koostuu miljardeista fotoneista, joita emittoituu bioluminesenssi- ja
kemiluminesenssireaktioista. Kaikissa Iluminometreissa on néaytekammio,

detektori, signaalin prosessointimenetelma ja signaalin naytto.
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Naytekammio sisaltdd naytteen ja tuo sen detektorin havaittavaksi.
Naytekammion tulee olla valolta tiivis, jotta valtetddn taustavalon aiheuttamat
vaaristymat.  Mahdollisimman  suuren tehokkuuden aikaansaamiseksi
naytekammion tulee olla mahdollisimman l&hella detektoria. Suuri optinen
tarkkuus on toivottavaa, jotta saadaan optimaalinen suhde taustan ja signaalin
valille. Tarkkojen tulosten saamiseksi ja taustahairion minimoimiseksi kaytetaan
valomonistinputkia, jotka monistavat naytteesta tulevaa valoa, ja joiden avulla
voidaan tutkia vahaistakin maaraa valoa emittoivia naytteita. 2° Kuvassa 4 on

esitetty yksinkertaistettu kuva signaalin kulusta luminometrissa.

Niytekammio Valomonistin Vahvistin Detektori

Kuva 4 Luminometrin toiminta

Suurin osa nykyaikaisista luminometreista mittaa joko fotonien maaraa tai
virtaa. Seka fotonien maardd mittaavissa, etta virtaa mittaavissa laitteissa
fotonien tulee osua valomonistinputkiin, jotta ne aiheuttavat halutun reaktion ja
nakyvat signaalin voimakkuudessa. Koska kaikki fotonit eivat kuitenkaan
ohjaudu valomonistinputkille, kumpikaan mittaustapa ei kerro Kkaikista
naytteesta emittoituvista fotoneista. Fotonien maaraa mittaava menetelma
mittaa jo hyvin matalaa valomaaraa, mutta valomaksimi, jonka se kykenee
mittaamaan, on myos suhteellisen matala. Luminometrin ilmoittaman lukeman

yksikkod on RLU, eli relative light unit. %

4.3 Tybssa kaytetyt luminometrit

Tybssa kaytettiin kahta erilaista luminometria. Toista kaytettiin nestemaisten

naytteiden mittaamiseen ja toista lopullisen, kuivan menetelman, testaamiseen.
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Nestemittauksissa kaytetty laite oli Lumitester C-100, kun taas kuivan
menetelman varsinaiseen testaukseen kaytettiin luminometria Titertek-Bertholf
FB14. Lisdksi muutamia tarkistusmittauksia tehtiin kannettavalla Kikkoman PD
20 — mittarilla. Kaikki luminometrit olivat putkiluminometreja, joissa jokainen
nayte mitataan erikseen kukin omassa putkessaan. Luminometrien antamat
tulokset eivat olleet suoraan verrannollisia, mutta niiden antamia tuloksia
voidaan vertailla keskenaan, kun arvot muutetaan prosenteiksi. Taman vuoksi
my0Os varsinaiset laitteiden antamat RLU arvot ovat toissijaisia, ja tassa tyossa
tuloksia kasitelladn prosenttiosuuksien kautta. Testauksessa kaytetyissa

laitteissa detektorina on valomonistinputki.
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5 TYON SUORITUS JA TULOKSET

5.1 Menetelméan kehittaminen

Menetelman kehittamisessa lahdettiin periaatteesta, ettd lopputuloksen tulisi
olla mahdollisimman yksinkertainen ja toistettava, huolimatta siita, ettei testeja
tehtaisi laboratorio-olosuhteissa ja tekijanad olisi laboratoriotydskentelyyn
tottumaton henkild. Lisaksi valineiden tulisi olla yksinkertaisia, ja koska
kyseessa olisi kittina toimitettava tuote, tulisi vélineiden olla myds kyllin
edullisia. Toimeksiantajalla oli kasitys siita, millainen menetelman tulisi olla, ja
tatda menetelméa lahdettiin tutkimaan ja myohemmin soveltamaan. Koska
menetelman tuli olla kaupallisesti kannattava, oli menetelma suunniteltu niin,
ettd yhdestd reagenssiannoksesta voitiin tehda tasan yksi mittaus ja yksi
kontrolli. Nayte haluttiin kaadettavan reagenssiin, jotta reagenssi tuhoutuisi
naytteen vaikutuksesta, sitd ei ndin ollen laimennettaisi, ja kaytettaisi yhteen
mittaukseen tarkoitettua reagenssia useampaan naytteeseen. Toisaalta
uudenlainen tapa valmistaa ja pakata reagenssi mahdollistaa my6s sen, etta
yhden reagenssiannoksen kayttaminen yhteen néaytteeseen on helppoutensa

lisaksi taloudellisesti kannattavaa.

Kun mittaukset suoritettiin ISO standardin 11348-3 protokollan mukaisesti,
mittauksissa mitattiin néytteen aiheuttama inhibitio 30 minuutin kontaktiajan
jalkeen +15 °C:een reaktiolampdtilassa. Tarkoituksena oli I6ytad menetelma,
jolla tulokset olisivat luotettavia kontaktiajasta ja lampdtilasta huolimatta.

5.2 Tarvittavien liuosten valmistus

Kaytetyt reagenssit saatiin toimeksiantajan toimittamasta BioTox -kitistd. Tasta
kitista saatiin myds natriumkloridi-tabletti, joka liuotettin milliQ-veteen 20 %
NaCl-liuoksen aikaansaamiseksi. Tatd suolaliuosta kaytettin mydhemmin
naytteiden suolapitoisuuden saatdéon, ja siitd valmistettin edelleen 2 %
suolaliuos. 2 % suolaliuoksen pH tarkistettiin ja saadettiin valille 6,7-7. Tasta
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suolaliuoksesta valmistettiin varastoliuokset referenssikemikaaleista.

Varastoliuoksia varten referenssikemikaaleja punnittin ja niistd valmistettiin

liuokset oheisen taulukon mukaisesti. Sinkkisulfaattia kuivattiin eksikkaattorissa

yon yli

sinkkisulfaattimaara sisalsi

analyysivaa’alla.

ennen punnitsemista,

jotta voitiin olla varmoja,

oikean maaran sinkkia.

Punnitukset

ettd punnittu
tehtiin

Taulukko 2. Referenssikemikaalien valmistus, maarat ja pitoisuudet

Kemikaali

Punnitusméaara

(mg)

Liuosmaara (ml)

Pitoisuus (mg/l)

3,5-dikloorifenoli 34 50 680
Sinkkisulfaatti 19,3 100 193
Kaliumdikromaatti 105,8 100 1058
Mybhemmin naistd varastoliuoksista valmistettin tydssa kaytettavat
laimennokset  kayttden 2 %  suolaliuosta. Laimennokset tehtiin
laimennossarjoina virheiden vélttamiseksi ja toistettavuuden lisaamiseksi.

Tybssa kaytettiin pipettid koko ajan laimennoksien tekemiseen, aluksi myds
naytteiden kasittelyyn. Tarkemmin lopullista menetelm&é tutkiessa naytteiden
ottamisessa kaytettiin ruiskua. Kunkin mittaussarjan mittaukset tehtiin aina
samassa lampdtilassa, jotta valtyttaisiin |Ampdtilan aiheuttamilta ongelmilta.
Kaytettavat liuokset sailytettiin jadkaapissa ja suolaliuoksen pH tarkistettiin joka
paiva ennen laimennosten valmistamista. Kerran huomattiin selkea inhibitio
my6s nollanaytteissa, jolloin valmistettiin uusi suolaliuos vaikka pH olikin

kohdallaan.

5.3 Ensimmaiset mittaukset ja EC50-arvon méaarittaminen

Aluksi haluttiin testata referenssikemikaaliliuosten ja reagenssin toimivuus
testaamalla luminesenssin vahenemista eri pitoisuuksilla. Koska bakteerin

alkupera, eli se onko bakteeri pakastekuivattu, nestekuivattu vai tuoreena
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valmistettu, vaikuttaa siihen, millaisia EC50-tuloksia referenssikemikaalit
antavat, tutkittiin referenssikemikaalien vaikutus pitoisuuksilla, jotka on esitelty
taulukossa. Nailla pitoisuuksilla kemikaalien tulisi aiheuttaa 20 %-80 % inhibitio

30 minuutin kontaktiajan jalkeen testisuspensiossa.

Taulukko 3 Referenssikemikaalien Pitoisuudet, joiden tulisi aiheuttaa 20 %-80 %
luminesenssin inhibitio naytteessa *°

Referenssikemikaali | Pitoisuus testisuspensiossa (mg/l)

3,5- dikloorifenoli 3,4

Sinkki (11) 2,2 (Patee, kun sinkkisulfaatin pitoisuus on 9,67)
Kromi (1V) 18,7 (Patee, kun kaliumdikromaatin pitoisuus on 52,9)

Mittauksissa kaytettin  putkiluminometria ja 1SO-standardin mukaista
menetelmaa. Bakteerireagenssipelletti resuspensoitiin yhteen pullolliseen (12,5
ml) + 4 °C :sta reagenssilaimenninta ja jatettiin kylmioon inkuboitumaan 30
minuutiksi. Kun bakteeripelletti on resuspensoitu, nousee valontuotto aluksi
erittdin nopeasti ja aiheuttaa taman vuoksi vaikeuksia valontuoton laskua
mitattaessa. Taman vuoksi reagenssia inkuboitiin viela yksi tunti + 15 °C:een
lampdotilassa, jotta valtyttaisiin valontuoton nousun aiheuttamalta hairiolta
mittauksissa. Talla aikaa valmistettiin mittauksia varten laimennokset, joita
myoskin inkuboitiin  +15 °C:ssa, jotta valtettdisiin &killisten lampdétilojen

muutosten haitalliset vaikutukset bakteerisoluihin.

Taman jalkeen pipetoitiin mittauskyvetteihin 200 pl bakteerisuspensiota ja
jatkettiin inkubointia +15 °C:ssa 15 minuutin ajan. Inkuboinnin jalkeen putkien
luminesenssi mitattiin ja valitttmasti mittauksen jalkeen putkeen pipetoitiin 200
ul naytettd ja putket asetettiin +15 °C:een inkuboitumaan puoleksi tunniksi.
Puolen tunnin p&&astd putkien luminesenssi mitattiin uudelleen ja tuloksista
laskettiin inhibitio. Tulosten arviointia varten laskettiin myds korjauskerroin, joka

kertoo luminesenssin luonnollisesta laskusta ajan kuluessa.
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Mittauksista tehtiin aina rinnakkaisméaaritykset ja referenssikemikaalien liséksi
kussakin mittasarjassa oli myos nollanaytteitd korjauskertoimen (kf) maaritysta
varten. Mittausten tulokset I6ytyvat taulukoista liitteistd. Taulukoissa korostettu
pitoisuudet, joiden standardin mukaan tulisi aiheuttaa 20 %-80 % inhibitio.
Korjauskertoimen arvon kuului olla valilla 0,6-1,8, jotta tulokset voitiin ottaa
huomioon. Laitteen antamista RLU arvoista laskettiin inhibitioprosentti.

Laskuissa kaytettiin seuraavia kaavoja:

korjauskerroin KF= 1C30/ICo

inhibitioarvo INH % = 100 — 100 x (IT3o/ KF XITo),

joissa ICso0 on kontrollin luminesenssi (RLU) kontaktiajan (30min) jalkeen
ICo kontrollin alkuperadinen luminesenssiarvo (RLU)

IT30 naytteen luminesenssi

(RLU) kontaktiajan (30min) jalkeen

ITo naytteen alkuperainen luminesenssi (RLU). *°

Taulukossa 4 on nahtavilla esimerkkinda ensimmaisten dikloorifenolilla
suoritettujen mittausten raakadata tulokset, sekd& tuloksista laskettu

inhibitioprosentti.
Esrimerkkina ensimmainen 3,39 mg/l pitoisuudella mitattu nayte.
Korjauskerroin KF= 26,98/34,81 = 0,77

Inhibitioarvo INH% =100-100 x (8,55/0,77x30,62)=63,75
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Taulukko 4 7.3.2014 dikloorifenolilla suoritettujen mittausten tulokset.

Konsentraatio Nayte RLU RLU INH% KF=
mittauksessa (t=30min)

gl (t=0) 0,770306
0 N=Nolla | 34,81 26,98

0 N 32,41 24,8

3,39 DCP 30,62 8,55 63,75

3,39 DCP 33,43 9,907 61,53

1,70 DCP 29,71 23,17 -1,24

1,70 DCP 28,61 22,4 -1,64

0,85 DCP 29,33 30,6 -35,44

0,85 DCP 31,33 32,2 -33,42

0,42 DCP 31,17 35,57 -48,14

0,42 DCP 38,75 4472 -49,82

Ensimmaisia mittauksia suoritettin - 7.3., jolloin p&astiin tutustumaan
ensimmaista kertaa standardin mukaiseen menetelmaan. Koska dikloorifenolin
pitoisuuksien naytteissd tuli olla hyvin pienid, suoritettin mittaussarja

dikloorifenolilla kahteen otteeseen samalla pitoisuudella.
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Koska 07.03.2014 suoritetuissa mittauksista kemikaalien pitoisuudet olivat
olleet matalat, nostettiin pitoisuuksia kun mittauksia tehtiin 10.03.2014.
Verrattaessa sinkkisulfaatin antamia inhibitioita kahdessa eri mittaussarjassa,
huomattiin samalla, 9,67 mg/l pitoisuudella hyvin suuri ero mittaussarjojen

valilla. Jatkettiin edelleen samalla menetelmalla

Kaliumdikromaatin ja dikloorifenolin huomattiin antavan hyvin toistettavia
tuloksia sinkkisulfaatilla tehtyjen mittausten tuloksien ollessa hyvin epatasaisia.
Tama voidaan selittaa silla, ettd sinkin vaikutusmekanismista johtuen sinkki
tarttuu myos kuolleisiin bakteerisoluihin, jolloin vaikutus elaviin ja siten
luminoiviin bakteereihin jaa odotettua vahaisemmaksi. Tama voitiin todeta myos
jo alkuaan matalammista luminesenssiarvoista o0sassa rehydratuista

bakteeripelleteista.

Huolimatta sinkin epatasalaatuisista tuloksista, todettiin reagenssien toimivan
odotetunlaisesti. Suoritetuista mittauksista laskettin EC50- ja EC20-arvot
kayttamalla toimeksiantajan tarjoamaa laskentataulukkoa. Lopulta kuitenkin
mittauksissa kaytettiin vain taulukon 5 arvoja, eli vain standardin osoittamilla
EC-arvoilla oli merkitystd. Sinkkisulfaatin osalta osa tuloksista oli hieman
ennakoitua alhaisempia ja dikloorifenolin osalta hieman korkeampia. Naissa
mittauksissa kaytetty bakteerireagenssi osoittautuikin hieman
epatasalaatuiseksi, joten tuloksia voidaan selittdd silla. Kuten aikaisemmin
mainittua, sinkkisulfaatin hieman matalampia tuloksia voidaan selittaa silla, etta
bakteerisuspensiossa oli yllattdvan iso osa jo ennalta kuolleita soluja, jolloin osa
sinkista hakeutui jo kuolleisiin soluihin. Tulosten avulla saatiin kuitenkin todettua
valmistettujen referenssikemikaaliliuosten ja kaytettdvissa olevan reagenssin

sopivuus haluttuun menetelméaan.
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Mittausten 7.3.2014-18.03.2014 keskiarvot

80

7O

60

50 -

320 -

Inhibitio-%

20

Kuva 5 Mittausten tulosten keskiarvot

H Dikloorifenoli
W Sinkkisulfaatti

B Kaliumdikromaatti

Kuvassa 5 ovat standardissa esiteltyjen mittausmenetelméan tulosten keskiarvot.

Tarkemmat tulokset loytyvat liitteestda 1. Kuvaajaan on kerétty Kkaikista

mittaussarjoista ne pitoisuudet, joiden tulisi aiheuttaa 20 %- 80 %:in alenema

luminesenssissa. Kuvasta on helposti paateltavissa tulosten asettuvan kaikilla

kemikaaleilla haluttuun haarukkaan.

Taulukko 5. ISO 11348-3:n mukaiset EC-arvot

Referenssikemikaali

Pitoisuus naytteessa (mg/l)

3,5-dikloorifenoli

ECx 2,32

ECso 3,36

Zn (1)

ECyx 1,08

ECso 2,17 (ZnSOy4 pitoisuus 9,7)

Cr (IV)

ECZO 3,6

ECso 18,71 (K,Cr,07 pitoisuus 52,9)

Huolimatta siitd, ettd menetelmé ei sinallaan vaatinut vaativia toimenpiteita,

tyohon kaytetty aika kunkin mittaussarjan kohdalla oli sangen pitka. Lisaksi tyo
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vaati tarkkuutta pipetoinneissa ja luonnollisestikin pipetteja ja muuta
laboratoriovarustusta, kuten esimerkiksi |AmpoOhauteen. Liséksi menetelméan
toimivuus vaati kirkkaita liuoksia, ja erilaisten muuttujien, kuten pH, lampdétila,

suolapitoisuus, tarkkaa huomioimista.

5.4 Tikkumenetelman luominen

Menetelmasta haluttin mahdollisimman yksinkertainen, jotta testien tulokset
olisivat luotettavia myds kokemattomien henkildiden tekemina. Menetelmén
haluttin olevan myo6s tarpeeksi herkka, jotta varmasti myrkylliset naytteet
havaittaisiin puhtaiden naytteiden joukosta. Menetelman inkubointi haluttiin
suorittaa “kuivissa” olosuhteissa, joten oli paadytty kayttdmaan tikkuja
reaktioalustoina. Aliivibrio fischerin, sek& menetelman herkkyyden takia tikkuina
ei voitu kayttda tavallisia, valkaistuja pumpulipaisid puikkoja. Mahdolliset
valkaisuaineen jaamat olisivat saattaneet vaikuttaa testibakteereihin haitallisesti
ja mahdolliset tikusta irtoavat kuidut puolestaan vaikuttaa mittaustuloksiin. Tikun
tulisi olla kaikin puolin inertti, jotta menetelméan tulokset olisivat luotettavia,
taman vuoksi tikkuina oli paadytty kayttamaan elektroniikkateollisuudessa
kaytettavia kangaspaallysteisia tikkuja. Koska valon maaraan on vaikutusta vain
soluilla, jotka kiinnittyvat tikun pintaan, ei nestemaarén vaihtelulla tikuissa ollut

merkitysta.

Aluksi mittauksia tehtiin toimeksiantajan suunnittelemalla menetelmalla.
Menetelm&a suunniteltaessa oli pyritty siihen, ettd nestemaistd reagenssia tai
nestemaisia naytteita ei tarvitsisi sailyttdd tarpeettoman pitkdadn. Na&in
valtyttaisiin - nesteiden  laikkymiseltd, mika véahentédisi mahdollisuutta
valobakteerin kulkeutumiseen ei-toivottuihin paikkoihin. Menetelman haluttiin
olevan yksinkertainen ja nopea, mutta tietyt seikat maarittivdt menetelméan
maksiminopeuden. Koska esimerkiksi sinkkisulfaatin myrkyllinen vaikutus vaatii
sen paasya soluun, nékyy todellinen inhibitio vasta tietyn ajan kuluttua.
Toisaalta myods kuolleet bakteerisolut vievéat osansa sinkkisulfaattimolekyyleista,

eli mikali kuolleita soluja on paljon, inhibitio on odotettua pienempi, silla
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vaikutusta kuolleisiin soluihin ei voi huomata. Taman vuoksi inkubointiaikaa ei
juuri voitu lyhentada, vaan se pidettiin noin 30 minuutin pituisena. Toisaalta
menetelma voitiin suorittaa nopeastikin, ilman tunnin alkuinkubointia bakteerin
resuspennoinnin jalkeen, silla kontrollindytteen ja varsinaisen naytteen
valontuoton kasvun voitiin olettaa olevan sama. Kuvassa 6 on esitetty
toimeksiantajan toimittama ohje, jonka mukainen menetelmé oli tarkoitus saada

toimimaan.

Menetelmaéa tutkittiin aluksi siten, ettd referenssikemikaalien pitoisuudet
naytteissa olivat kymmenkertaiset aikaisemmin mitattuihin EC50-arvoihin
nahden. Mittaukset suoritettiin toimeksiantajan tarjoamalla, aikaisempaa
herkemmalla putkiluminometrilla. Mittauksissa tutkittiin myos bakteerireagenssin
laimentumisen vaikutusta tuloksiin. Mittauksissa kaytettiin toimeksiantajan
tarjoamia valineita, joissa naytteenottimina toimivat aikaisemmin mainitut tikut,
jotka oli asetettu pareittain pillin sisdan siten, etta pillin molemmissa paissa, ja

siten naytepaiden suojana, oli muoviset mittauskyvetit, kuten kuvasta 6 voi

huomata.

BioTox™ Single Shot test

INSTRUCTIONS FOR USE:

= Rehydrate one vial of the reagent with 6 drops of Reagent
Diluent

= take a swab, moisten it with the reagent and put back to
place with tip outside the handle. Put the cuvette back to
place

= take 1 ml sample from the water with the syringe to the
sample cup

= add 2 drops of Sample Diluent to the cup, mix gently

= pour the contents of the sample cup to the reagent vial

= moisten the second swab with with the solution, put back to
place with tip outside the handle. Put the cuvette back to
place. Mark the cuvette with permanent marker

= measure. If needed, fold the handle and cut before the
measurement (FB14 Luminometer)

= Repeat the measurement for both vials after 30 min,
calculate inhibition. Reduced light output vs. control = toxic

Kuva 6 Toimeksiantajan toimittama menetelméohje
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Tyo aloitettiin, kuten aikaisemmissa mittauksissa, rehydraamalla bakteeri
rehydrausliuoksella. Taméan jalkeen otettiin 500 pl bakteerisuspensiota putkeen,
ja kasteltiin naytetikun paa reagenssisuspensiolla ja naytetikku pudotettiin
kyvettiinsa naytepaa alaspain. Seuraavaksi reagenssisuspensioon lisattiin 1 ml
naytetta, kastettiin tikku reagenssi-nayteseoksessa ja asetettiin tikku omalle
paikalleen pillin sisddn. Toimeksiantajan ohjeessa neuvottiin suorittamaan
mittaus myos valittomasti, kun tikku oli kastettu reagenssi-nayteseokseen, jotta
voitiin maarittda se, voidaanko mittausta suorittaa talla tavalla. Koska naytteen
sisaltaméat kemikaalit vaikuttivat niin  nopeasti, todettiin ettei naytteiden
mittaaminen ajanhetkella 0 antanut mitd&n hyodyllistd lisdinformaatiota. Talla
menetelmalla voitin  ajanhetken t=0 kontrollina kayttaa pelkastaan
bakteerisuspensioon kastettua tikkua, jolloin mittauksia tarvitsisi suorittaa vain
ajanhetkella t=30 min. Mittauksia tehtiin kuitenkin myds ajanhetkella t=0, jolloin
saatiin kerattya lisatietoa valontuoton laskusta kontaktiajan kuluessa.

Kaikki mittaukset suoritettiin siis pareittain, eli jokaista naytetikkua vastasi
kontrollitikku, jota kaytettiin lahtotason maarittamiseen. Jokaisesta naytteesta
tehtiin rinnakkaismaaritykset ja jokaista referenssikemikaalia vastasi myos yksi
nollakontrolli, jossa naytteena toimi 2 % suolaliuos. Nollanaytteita tuli yksi per
mittaussarja siten, ettd kussakin mittaussarjassa oli yksi nollanayte ja kaksi
kemikaalinaytetta. Esimerkkind taulukossa 6 ensimmainen 7.4.2014
kaliumdikromaatilla suoritettu mittaussarja, jossa kaliumdikromaatin pitoisuus ol
kymmenkertainen EC50-arvoon nahden. Jokaisen naytetikun (taulukossa aina
alempi) antamaa valontuottoa verrattin vain ja ainoastaan omaan

kontrollitikkuunsa (taulukossa aina ylempi, merkitty ctrl)
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Taulukko 6 7.4.2014 kaliumdikromaatilla suoritetut mittaukset

Nayte RLU INH%
(t=30min)

N Ctrl 2050496

N 785088

K2Cr,07

Ctrl 1731618

K2Cr,07 3425 99,5

K>Cr,O7Ctrl | 1782022

K2Cr,07 3310 99,5

Mittauksissa huomattiin selkeésti alhaisempi valontuotto myrkyllisille naytteille
altistetuissa  tikuissa  verrattuna nollandytteelle altistetuissa tikuissa.
Nollanaytteiden  avulla  pyrittin ~ ma&arittamaan  kullekin  tapaukselle
laimentumiskerroin, jonka todettin olevan lahella teoreettista 0,33.

Laimennuskerroin vaihteli valilla 0,31-0,48.

Mittauksia jatkettiin, jotta saatiin toistoja myds korkeille myrkkykonsentraatioille.
Mittaussarjoja suoritettiin useita, ja tulokset olivan kaikista hyvin samankaltaisia.
Liitteessa 2 on nahtavissa naiden mittaussarjojen tulokset.
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10xEC50 -arvoilla suoritettujen mittausten
tulosten keskiarvot
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Kuva 7 Kymmenkertaisilla EC50-arvoilla suoritettujen mittausten tulosten
keskiarvot

Korkeilla pitoisuuksilla menetelmé&n toimivuus oli erinomainen. Mittauksissa
havaittiin selke& ero nollanaytteiden ja myrkyllisten naytteiden valilla. Koska erot
nollanaytteiden ja myrkyllisten naytteiden valilla todettiin erittédin selkeiksi,

todettiin tarkoituksenmukaiseksi jatkaa kyseisella menetelmalla.

Seuraavaksi siirryttiin  kayttamaan referenssikemikaalien osalta mittauksissa
EC50-arvoja. Aluksi naytepitoisuudet valittin  siten, ettd mittauksessa
referenssikemikaalin pitoisuus oli tydn ensimmaisessa osassa maaritetty EC50-
arvo. Pienemmilla pitoisuuksilla jouduttiin ongelmiin erityisesti dikloorifenolin
kanssa. Dikloorifenolin taipumus kiinnittyd pintoihin aiheutti sen, etta
pienemmilla pitoisuuksilla osa dikloorifenolista jai todenndkdisesti kiinni tikun
pintaan, eika paassyt solujen sisdlle aiheuttamaan myrkyllisid vaikutuksia.
Inhibitio huomattiin kylla nesteessa, mutta tikussa inhibitio saattoi olla jopa

negatiivinen.

Kuvassa 8 on nahtavissa selkeasti, miten dikloorifenolinaytteiden luminesenssin
maara ei juuri eroa nollandytteistd. Samaa ongelmaa on havaittavissa myos
ensimmaisessa sinkkisulfaattindytteessd, mutta jatkomittauksissa ongelma

havaittiin ainoastaan dikloorifenolinaytteissa.
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Mittaukset 10.04.2014
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Kuva 8 10.4.2014 EC50-arvoilla suoritettujen mittausten tulokset

Taulukossa 7 on nahtavissa ensimmaisten dikloorifenolin EC50-arvoilla
suoritettujen mittausten tulokset. Nama tulokset I6ytyvat tarkemmin myds
litteesta 2. Tuloksissa on néhtavissa, ettd nollandytteiden ja myrkyllisten
naytteiden eroa ei luminesenssin maarasta voi huomata. Taulukossa Citrl
merkitty rivi kertoo aina kontrollitikun tuloksista ja seuraavana on sita vastaava
naytetikku. RLU(t=30min) sarakkeeseen on merkitty luminometrilla mitattu
luminesenssi 30 minuutin kontaktiajan jalkeen. Luminesenssi % -sarakkeessa
on puolestaan kontrollin avulla laskettu naytetikussa jaljella olevan
luminesenssin maara seuraavalla kaavalla:

RLU(t=30min)

0,
RLU (t=30min)Ctrl x100 %

Luminesenssi % =
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Taulukko 7. 10.4.2014 Dikloorifenolilla suoritetut mittaukset, pitoisuus
mittauksessa 2,27mg/!

Nayte RLU (t=30min) Luminesenssi %
Nollanayte Ctrl 1720684
Nollanayte 792543 46,1
DCP Citrl 1473094
DCP 347720 23,6
DCP Citrl 1423449
DCP 476916 33,5

Esimerkkind on taulukon 7 mukaisesti 10.4. suoritettujen mittausten

dikloorifenolin  ensimmaisen mittaussarjan nollandytteen luminesenssi %=

792543
1720684

x100 % =46,1 %

Mittausten tuloksissa oli nahtavissa kemikaalista riippumatta jonkin verran
hajontaa. Hajontaa |0ytyi kaikista naytteistd, mutta koska menetelmén ei ollut
tarkoituskaan olla kvantitatiivinen, vaan pelkastaan kvalitatiivinen, hajonta ei

aiheuttanut toimenpiteita.

Dikloorifenolin antamien tulosten vuoksi mittauksissa paatettiin ensin testata
eripituisia inkubointiaikoja, mutta talla ei ollut merkitysta. Testattin myo6s
menetelman muuttamista siten, ettd naytetikku kastettaisiin  vasta,
inkubointiajan  kuluttua. Taman toimintatavan  ottamista lopulliseen
menetelmaan ei tosin edes harkittu, silla tarkoituksena oli paésta taysin eroon
nestemaisien naytteiden sailytyksesta ja kuljetuksesta. Harkittin menetelméan
muuttamista siten, ettd reaktiossa tutkittaisiin pienid nestemuodossa olevia
naytteita  esimerkiksi  kapillaareissa tai  siirrostussiimukalla  otetuissa
vesipisaroissa. Nama vaihtoehdot kuitenkin hylattiin, silla tikkujen kasittely oli
todettu nappéaraksi, ja testeissa siirrostussiimukoiden kaytté osoittautui jo ennen
varsinaisia analyysejd kompeloksi ja epavarmaksi. Toisaalta vesinaytteiden
kasittelyssa kaytettyjen kapillaariputkien kayttdminen nostaisi testien hintaa

huomattavasti.
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Todettiin myos, etta tarkoituksenmukaisinta on kayttaa ISO-standardin antamia
EC50-pitoisuuksia nimenomaan siten, ettd se naytepitoisuus, joka standardin
mukaisella menetelmélla aiheutti 50 % h&avion luminesenssissa, oli
naytepitoisuus myds tikkumenetelmassa. Koska naytteen maara suhteessa
reagenssin maaraan on tikkumenetelméssad suurempi, myo6s kemikaalin
pitoisuus mittauksessa oli korkeampi. Mikali tdma ei olisi toiminut, pohdittiin
myo6s menetelman herkkyyden kasvattamista lisaamalla naytetilavuutta

edelleen.

Dikloorifenolin ominaisuuksien vuoksi paatettiin tehdd muutos menetelméaan, ja
paatettiin lisata yksi tikun kastaminen naytteeseen menetelman alkuun. Naiden
muutosten avulla saatiin viimeisista mittauksia lupaavia tuloksia. Mittauksia
suoritettiin seka alkuperaisella tavalla, jossa naytetikku kastettiin vain kerran,
sekd uudella menetelmalld, jolloin naytetikku kastettiin kerran naytteeseen
ennen sen kastamista nayte-reagenssisuspensioon. Naiden mittausten pohjalta
mietittiin yh& testin herkkyyden lisdamista kasvattamalla naytteen tilavuutta,
mutta tadmé&n todettin olevan turhaa ja aiheuttavan riskin lisdamalla
mahdollisuutta vaarien tulosten esiintymiseen. Paadyttiin siihen, etta
menetelman muuttamisen aiheuttama vaikutus olisi riittava, jotta testilla

voitaisiin mitata luotettavia tuloksia.

Menetelm&a viimeisia kertoja testattaessa kaytettiin Single-Shot — menetelmaa
varten valmistettuja pienid bakteeripelletteja. Pelletit rehydrattin kuudella
tippapullosta annostellulla pisaralla kylmaa reagenssilaimenninta.
Bakteerisuspensiota sekoitettiin  kontrollitikulla, joka asetettin omaan
kyvettinsa. Taman jalkeen naytekuppiin otettin 1 ml:n nayte ruiskulla ja
naytteeseen lisattin 2 pisaraa naytelaimenninta tippapullosta annosteltuna.
Naytelaimentimen tarkoituksena oli sdatda naytteen suolakonsentraatio
bakteerireagenssille sopivaksi. Naytettd sekoitettiin naytetikulla, minka jalkeen
nayte kaadettiin bakteerireagenssiputkeen ja tata suspensiota sekoitettiin niin
ikdan naytetikkua apuna kayttaen. Naytetikku asetettiin kontrollitikun kanssa
samaan kyvettiin naytepaa kyvetin toisessa paassa. Tikkuja inkuboitiin puoli

tuntia huoneen lammodssa. Nama tikut mitattiin tikkujen ollessa samassa
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putkessa, ensin toinen paé mittauskammiossa, minka jalkeen kyvetti kdannettiin
ylosalaisin néaytekammioon, jotta voitin mitata toisen tikun valontuotto.
Mittauksissa nollanaytteiden lisaksi kaytettin naytteind seka tavallista
vesijohtovetta, etta milliQ- vettd. Kuvissa 8 ja 9 nédkyvissa oleva vesinayte on
vesijohtovettd. Mittauksia tehdessa testattin myds menetelmaa, jossa tikut
pelkastdan kastettiin, eika niitd kaytetty sekoittamiseen. Na&in tehtyjen

mittausten tulokset olivat kuitenkin selkeésti huonommat.

Mittauksien perusteella pystyttin maarittdma&an raja, jonka alapuolelle jaavia
luminesenssiarvoja antavat naytteet ovat todennakdisesti myrkyllisia. Rajaksi
tasmentyi 10 % kontrollista. Kuvassa 9 on néhtavissa 29.4.2014 suoritettujen
mittausten tulosten keskiarvot, naissd mittauksissa oli poikkeuksetta
erotettavissa myrkylliset ja myrkyttomat naytteet. Mittaustulokset esitetty

tarkemmin liitteesséa 3.

Mittaukset 29.4.2014

B Nollanayte
m DCP

win

u Kromi

W Vesindyte

Naytteen luminesenssi prosentteina kontrollista
@ & -1

Kuva 9 29.4.2014 Suoritettujen mittausten keskiarvo

Mittaukset samoista, 29.4.2014 mitatuista tikuista suoritettiin viela uudelleen
seuraavana paivana, kun tikkuja oli sailytetty jddkaapissa yon yli. Naissékin
mittauksissa ero myrkyttémien ja myrkyllisten naytteiden valilla oli selke&, mutta
raja-arvo oli matalampi, 5 %, kuten kuvasta 10 voi huomata. Tarkemmat

tulokset on esitelty liitteessé 4.
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30.4.2014 Suoritetut mittaukset 29.4.2014 tehdyista tikuista

M Nollanéyte
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WZn

W Kromi
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Niytteen luminesenssi prosentteina kontrollista

Kuva 10 30.4.2014 suoritetut mittaukset 29.4.2014 tehdyista tikuista
(Keskiarvot)

Uudella menetelmalla saadut tulokset siis olivat erittéin lupaavia. Poikkeuksiakin
l6ytyi: Kuvassa 10 on néahtavissa toiseksi viimeisen mittaussarjan tulokset.
Tassa mittaussarjassa toisen kromindytteen luminesenssi nousi raja-arvoa
korkeammalle ja toisaalta vesijohtovesinaytteissa ei ollut lainkaan havaittavaa
luminesenssia ja lisdksi toinen milliQ-vesinayte jai taparasti rajan alle. Naméa
epasaanndllisyydet ovat selitettavissa esimerkiksi huonolla sekoituksella, sekéa
silla, ettd vesijohtovesindytteet otettiin putkistossa seisoneesta vedesta
ensivesinaytteina naisten pukuhuoneen vesihanasta. Vesinaytteistd ei
myoskaan tarkistettu pH:ta ennen mittausten suorittamista. Koska vetta ei
juoksutettu ennen vesinaytteiden ottoa, on mahdollista etta veteen oli
putkistossa seisoessa kertynyt jotain mittauksiin vaikuttavaa, tai hanasta
mahdollisesti huuhtoutui naytteeseen esimerkiksi saniteettitilojen siistimisessa
kaytettavia puhdistusaineita. Nollanaytteiden ja milliQ- vesinaytteiden osalta

luminesenssi oli kuitenkin selkeasti yli 10 %:n rajan.
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Mittaukset 02.05.2014
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Kuva 11 2.5.2014 Suoritettujen mittauksien ensimmaisen mittaussarjan tulokset

Viimeisissa mittauksissa otettiin juoksutettua vetta samasta hanasta kuin
ensimmaisessa mittaussarjassa. Lisaksi kiinnitettiin huomiota naytteiden
sekoittamiseen tikuilla niin, etté naytteet sekoittuivat varmasti kunnolla. Tassa
mittaussarjassa onkin nahtavissa parhaiten erot myrkyllisten ja myrkyttémien
naytteiden valilla. Kahden viimeisen mittaussarjan perusteella raja-arvon voisi
laskea niinkin alas kuin 5 %, jolloin my6s 2.5.2014 tehdyn ensimmaisen
mittaussarjan tuloksissa alle 10 % raja-arvon jaava milliQ-vesinayte olisi raja-
arvojen sisalla. Toisaalta aikaisemmat mittaukset nayttavat, ettd myrkyllisissakin
naytteissa valontuotto voi olla yli 5 %:n. Viimeisen mittaussarjan tulokset
nahtavissa kuvassa 11. Viimeisen paivan molemmat mittaussarjat on esitetty

litteesséa 5.
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Mittaukset 2.5.2014
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Kuva 12 2.5.2014 suoritettujen mittausten toisen mittaussarjan tulokset

5.5 Lopullinen menetelma

Lopullinen menetelm& luotiin viimeisten mittausten perusteella. P&aadyttiin
siihen, ettd viimeisia mittauksia suoritettaessa kaytettdva menetelméa oli
tutkituista vaihtoehdoista paras. Vaikka suolaliuosta lisattiin kaksi pisaraa jo
valmiiksi suolaliuoksista valmistettuihin naytteisiin, vaikutusta ei huomattu
lopullisissa tuloksissa. Lisaksi varmistettiin, ettéd hyvat tulokset vaativat naytteen
sekoittamisen tikulla, pelkka tikun kastaminen ei siis ollut riittava. Menetelmaa
kaytettdessa tulisi toimia seuraavalla tavalla: Rehydrata bakteeripelletti
lisadamalla pelletin paalle 6 pisaraa reagenssilaimenninta. Ottaa tikku kyvetista,
sekoittaa bakteerisuspensiota tikulla ja asettaa tikku takaisin kyvettiin naytepaa
kyvetin pohjaa kohti. Ottaa ruiskulla naytekuppiin 1 ml:n suuruinen nayte, ja
lisaitda 2 pisaraa naytelaimenninta tippapullosta. Taman jalkeen tulee ottaa
toinen tikku, jolla tulee sekoittaa naytetta, minka jalkeen naytekupin sisaltd
kaadetaan  bakteerireagenssiputkeen. Tata  suspensiota  sekoitetaan
naytetikulla, minka jalkeen tikku asetetaan kyvettiin naytepaa kontrollitikkuun
nahden vastakkaisessa paassad. 30 minuutin jalkeen luetaan tulokset
molemmista tikuista, jos naytetikun valontuotto on alle 10 % kontrollista, nayte
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on myrkyllinen. Mikali nayte luetaan vasta seuraavana paivana, on myrkyllisen
naytteen valontuotto alle 5 % kontrollista. Mik&li mittaukset suoritetaan vasta

seuraavana paivana, tulee tikut sailyttaa jaakaapissa.
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6 PAATELMAT

Taysin uudenlaisen konseptin tutkiminen on haastavaa ja edessd on
yllattavidkin tilanteita. Menetelmassa haasteita aiheutti yhdiste, jonka ei
odottanut tuottavan vaikeuksia. Dikloorifenoli, joka liuoksissa osoittautui
kaliumdikromidin kanssa kaikista luotettavimmaksi oikeiden tulosten antajaksi,
oli tikkumenetelmassa erittédin haastava. Toisaalta sinkki, joka liuosmittauksissa
antoi hyvin vaihtelevia tuloksia, osoittautui tikkumittauksissa erittainkin

luotettavaksi.

Tutkimuksen perusteella kehitetty mittausmenetelma soveltuu vesindytteiden
laadun arviointiin. Mittausmenetelmda ei kuitenkaan saatu kehitettya niin
tarkaksi, etta silla olisi voitu l6ytdd ne pitoisuudet, jotka aiheuttavat 20 %
inhibition 1SO-standardin mukaisissa mittauksissa. 50 % inhibition aiheuttavat
naytteet silla voitiin seuloa suhteellisen luotettavasti. Ongelmia tuottaa Aliivibrio
fischerin herkkyys: esimerkiksi kloorijadmat vesijohtovesindytteessa saattaa
antaa ymmartaa, etta vesi on myrkyllista, vaikka nain ei olekaan. Lisaksi
mahdolliset raskasmetalljaamat esimerkiksi lyijyputkista saattavat laskea
luminesenssia 10 %:n raja-arvon alle. Liséksi pH:lla on suuri vaikutus

valontuottoon, mika pitda huomioida naytteita valittaessa.

Menetelmaa ei sinallaan ole tarkoitettu juomaveden laadun arviointiin, mutta
kloorin poistaminen naytteesta on yksinkertaista, ja tdméa kloorin poistaminen
naytteestd onkin kehityksen alla. Ehdoton etu kilpailijoihin nahden on
menetelman nopeus: naytteesta tulokseksi puolessa tunnissa. Lisaksi
menetelman etuna voidaan pitdd erinomaisen helppoa liikuteltavuutta ja sita,
ettd asiakkaalle on mahdollista saada toimitettua 20 testia kirjekuoressa, mika
sekad nopeuttaa ettéd helpottaa asiakkaan toimintaa. Microbiotestin esittelemaan
versioon nahden menetelma sééstdaa aikaa ja valineistda: mittaukset voi
suorittaa taysin ilman pipetteja, niiden karkia ja eri tilavuuksien pohtimista.
Naytetikkujen kasittely verrattuna nestemadisiin naytteisiin - on selvasti
helpompaa: naytteiden kaatumista ei tarvitse pelatd, koeputkitelineelle ei ole

tarvetta vaan naytteet voivat levata vaakatasossa esimerkiksi poydalla, tai
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kulkea mukana laukussa seuraavaan naytteenottopaikkaan. Naytteenotto ei siis
ole sidoksissa aikaan, eik& paikkaan. Lisaksi kontrollin ja naytteen sailyttaminen
yhdessa altistaa ne samanlaisille olosuhteille keskenaan, jolloin eliminoidaan

esimerkiksi erilaisten lampatilojen vaikutukset.

Menetelma ei vaadi suuri panostuksia laitteistoon, mittaukset voidaan suorittaa
iIman pipettia tai kayttden maksimissaan kolmea erilaista pipetinkéarkea.

Menetelman tuloksiin ei vaikuta esimerkiksi naytteen sameus.

Myos tulosten laskeminen on uutta menetelm&d kaytettdessa erittain
yksinkertaista: tarvitaan vain tulokset seka kontrollitikuista etta naytetikuista.
Mittausten tekemiseen kuluva aika on erittdain pieni, ja laskutoimitukset ovat

erittdin nopeita ja yksinkertaisia.

Kaupallista sovellusta varten vaaditaan viela lisatietoa: hyddyllistd olisi
menetelman tutkiminen eri henkildiden toimesta niin, etta varmistettaisiin, ettei
henkilon taidoilla ole merkitysta tulosten kannalta. Lisdksi useammat toistot

raja-arvojen mahdolliseksi tasmentamiseksi eivat olisi pahitteeksi.

Erittain positiivista kyseisessd menetelmassa on myds sen pehmeys, vaikka
itse tyossd kaytetyt referenssikemikaalit ovatkin haitallisia, kehitetyn
menetelman  kemikaalit ovat |&hinn&  suolaliuoksia ilman  suuria
haittavaikutuksia. Kaytettavan bakteerireagenssin herkkyys sekd se, etta
kyseessd on natiivi kanta, minimoivat myds menetelman kayton mahdolliset

biologiset vaaratekijat.
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7.3.2014-25.3.2014 suoritettujen mittausten tulokset

Inhibitioiden keskiarvon laskeminen,

esimerkkina dikloorifenoli
Taulukko 8 7.3.2014-

25.3.2014  suoritettujen

mittausten tulokset DCP:
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Liite 2

7.4.2014-10.4.2014 suoritettujen tikkumittausten
tulokset

Taulukko 9 7.4.2014-9.4.2014 Suoritettujen tikkumittausten tulokset

Nayte Pitoisuus Inhibitio %
mittauksessa
(mg/l)
7.4.2014 8.4.2014 9.4.2014
DCP 33,9 95,8 197,4194,1]1956 |97,4]98,1]|949]825]97,5]98,2
K,Cr,0; | 529,0 99,5199,5]199,4199,3|98,1]98,4 |93,7]|97,7]98,7 985
ZnSO, | 96,5 26,4 | 18,4 194,9 | -579 | 96,0 | 93,6 | 95,9 | 96,7 | 95,4 | 95,6

Taulukko 10 10.4.2014 Suoritettujen mittausten tulokset

Nayte Pitoisuus 10.4.2014 Keskiarvo
(mag/l) Luminesenssi  prosentteina

mittauksessa | kontrollista

Nollanayte 46 |34 |28 |30 |30 (33 |33
DCP 2,3 24 134 |30 |31 30
ZnS0Oq4 20,6 40 |0 12 |11 16

K2Cr207 35,3 14 |6 11 |10 10
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29.4.2014 Suoritettujen tikkumittausten tulokset

Taulukko 11 29.4.2014 Suoritettujen tikkumittausten tulokset

Nayte Pitoisuus 29.4.2014 Keskiarvo
(mgll) Luminesenssi

mittauksessa | prosentteina

kontrollista
Nollanayte 18 |27 |19 |13 |19
DCP 6,8 2 5 9 6 6
ZnS0O, 9,7 9 |3 |9 |7 7
K2Cr,07 52,9 5 1 1 1 2
Vesinayte 18 |26 |22 |23 |22




30.4.2014 Suoritettujen tikkumittausten tulokset

Liite 4

Taulukko 12 30.4.2014 Suoritettujen tikkumittausten tulokset. (Samat tikut kuin

29.4.2014)
Nayte Pitoisuus 30.4.2014 Keskiarvo
(mgll) Luminesenssi
mittauksessa | prosentteina
kontrollista
Nollanayte 12 |7 7 10 |9
DCP 6,8 3 2 2 4 3
ZnS0O, 9,7 1 3 3 2 2
K2Cr207 52,9 0 1 0 1 1
Vesinayte 8 |7 |9 |6 7
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02.05.2014 Suoritettujen tikkumittausten tulokset

Taulukko 13 02.05.2014 Suoritettujen tikkumittausten tulokset

Nayte Pitoisuus 02.05.2014 Keskiarvo
(mg/l) Luminesenssi prosentteina

mittauksessa | kontrollista

Nollanayte 27 |23 |36 |36 |16 |19 |26
DCP 6,8 24 126 |0 4 0 1
ZnS0O, 9,7 7 9 2 1 2 4
K2Cr,07 52,9 2 2 0 14 |2 1
Vesijohtovesi 20 |28 |0 |O 17 13 |12
Milli-Q-vesi 7 15 |10 |23 |19 14 | 16




