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1 Johdanto

Mikrobeja esiintyy runsaasti valtamerien pohjalla olevien mineraalien pinnoilla kuten
rauta-mangaanisaostumissa. Nama niin sanotut konkretiot tarjoavatkin hyvan kasvu-
alustan mikrobiyhteisdille, jotka pystyvat mangaanin ja raudan hapettamiseen ja pelkis-
tdmiseen. Konkretiot sisaltédvat runsaasti mikrobeja, ja ne muodostavat monipuolisen
mikrobiyhteison. Tiedetadn, ettd metallien pelkistamiseen kykenevat mikrobit voivat
tehokkaasti poistaa haitallisia aineita. Konkretioiden mikrobeilla voi olla my6s kyky hai-

tallisten aineiden poistamiseen. [1.]

Tama opinndytetyd suoritettiin Suomen ymparistokeskuksessa, Merikeskuksen Mallit ja
innovaatiot -yksikdssa. Tyo toteutettiin hankkeessa, joka on nimeltdan Itdmeren rauta-
mangaanisaostumien hyddyntaminen saastuneiden maiden ja merisedimenttien kun-
nostuksessa. Hankkeen tavoitteena on osoittaa, ettd rauta-mangaanisaostumia voidaan
hyddyntad maaperan ja pohjasedimentin haitallisten aineiden poistamisessa tai inakti-

voinnissa. Samalla tuloksia voidaan soveltaa raudan ja mangaanin kiertotutkimuksissa.

Opinnaytetyon tavoitteena oli selvittad millainen kyky konkretioiden mikrobeilla on ha-
jottaa 6ljya, ja pystyvatkd ne hajottamaan 6ljyn myrkyllisimpiin yhdisteisiin kuuluvia
PAH-yhdisteitd. Oljyn hajoamista seurattiin sekd molekyylibiologisin ettd kemiallisin
menetelmin. Kokeessa seurattin  muun muassa PAH-hajotusgeenin kopiomaaraa

konkretiobakteereissa ja dljyhiilivetyjen pitoisuutta alueella Cyo—Cso.

Oljyonnettomuudet aiheuttavat vakavia seurauksia ympéristéon kuten eldimiin, kasvei-
hin tai kaloihin. Nailld onnettomuuksilla voi olla myds vaikutuksia ihmisten elinkeinoon
ja elinketjuun. Nopea ja tehokas biopuhdistaminen on tdrkead, jotta luonto saadaan
palautumaan ennalleen. Maaperan ja sedimentin bioremediaatiomenetelmat ovat olleet
jo jonkin aikaa kiinnostuksen kohteena, ja niité kehitellddn edelleen. Vaikka joitakin
metodeja on kehitetty, on etenkin /n situ -bioremediaatiotekniikoita vahan pilaantuneil-
le sedimenteille. Konkretiot voivatkin tarjota hyvan vaihtoehdon haitallisten aineiden

poistamiseen 6ljyonnettomuuksissa.



2 Oljyhiilivedyt

Oljy on erilaisten hiilivetyjen seos, joka on muodostunut miljoonien vuosien kuluessa,
kun biologinen aines on hajonnut. Syvalle sedimentin alle hautautuneet kasvien ja me-
ren elididen jaanteet ovat muuttuneet kovassa kuumuudessa ja paineessa raakadljyksi.
Hiilivetyjen lisaksi raakadljy sisaltda happea, typped, rikkid seka erilaisia metalleja. Sii-
hen on myds sekoittunut vetta, suolaa ja sedimenttid. Raakadljyn koostumus vaihtelee.
Se voi olla kullanruskeaa, kevytta ja pienimolekyylistd tai tummaa, raskasta ja suurimo-

lekyylista 6ljya. [2, s. 275.]

2.1 Oljyhiilivetyjen rakenne

Hiilivety on orgaaninen yhdiste, joka koostuu hiili- ja vetyatomeista. Hiilivedyt jaetaan
tyydyttyneisiin ja tyydyttymattémiin yhdisteisiin. Alkaanit ovat tyydyttyneita hiilivetyja.
Ne muodostavat yksinkertaisia sidoksia (C-C) ja voivat olla rakenteeltaan suoraketjuisia
eli alifaattisia, haarautuneita tai rengasrakenteisia eli syklisia. Alkaaneita sanotaan
myo6s parafiineiksi. Niiden molekyylikaava on C.H,,:,, ja yksinkertaisin alkaani on me-

taani CH,4. Alkaaneita kdytetaan polttoaineina, voiteluaineina ja liuottimina. [2, s. 274.]

Tyydyttymattomat hiilivedyt eli alkeenit muodostavat kaksoissidoksia (C=C) ja niita
kutsutaan olefiineiksi. Niiden molekyylikaava on C,H,,. Yksinkertaisin alkeeni on eteeni
C,H4, ja niitda saadaan oljynjalostuksen jatkojalostustuotteena. Alkyynit muodostavat
taas kolmoissidoksia (C=C), ja ovat myds tyydyttymattdmid. Niiden molekyylikaava on
CiHan-2, ja yksinkertaisin alkyyni on etyyni eli asetyleeni C;H,. Asetyleenia valmistetaan
maakaasusta ja maadljysta. [2, s. 274-277.]

Alisykliset ja aromaattiset hiilivedyt kuuluvat rengasmaisiin eli syklisiin hiilivetyihin. Ali-
syklisiin kuuluvat sykloalkaanit ja -alkeenit. Maadljy sisaltda syklopentaania ja syklo-
heksaania, joita on bensiinijakeessa. Aromaattisia hiilivetyja (areenit) kutsutaan bent-
seeneiksi. Bentseenirengas muodostuu kuudesta hiili- ja vetyatomista. Sen molekyyli-
kaava on CgHs. Kuusiatomisessa rengasrakenteessa yksois- ja kaksoissidokset vuorotte-
levat. Ne eivat ole kovin reaktiokykyisia ja kdyttaytyvat tyydyttyneiden hiilivetyjen ta-
paan. Aromaattisia hiilivetyja ovat esimerkiksi bentseeni, tolueeni, ksyleeni ja naftalee-

ni. Bentseenia esiintyy raakadljyissa ja sita syntyy polttoprosesseissa. [2, s. 277.]



2.2 Polysykliset aromaattiset hiilivedyt

Polysykliset aromaattiset hiilivedyt eli PAH-yhdisteet koostuvat myds hiilesta ja vedysta.
Ne muodostuvat kahdesta tai useammasta yhteen liittyneesta bentseenirenkaasta. Yk-
sinkertaisin PAH-yhdiste on naftaleeni. Muita PAH-yhdisteitd ovat esimerkiksi fenant-
reeni, koroneeni tai bentso(a)pyreeni (kuva 1). PAH-yhdisteita on lukuisia erilaisia. Niita
on jopa tuhansia. Osa on synteettisid. Niiden maaraa lisda isomeria. Tavallisimmat yh-

disteet sisaltavat viisi tai kuusi bentseenirengasta. [3.]

OOO OO‘O‘]

Kuva 1. PAH-yhdisteita: naftaleeni, fenantreeni ja bentso(a)pyreeni.

PAH-yhdisteet ovat kiinteita, rasvaliukoisia aineita. Ne eivat siis liukene veteen. Tasta
syysta ne ovatkin vaikeasti hajotettavia. PAH-yhdisteitd syntyy epatdydellisen palami-
sen seurauksena, ja niitd tuottavat muun muassa teollisuus, liikenne tai metsapalot.
Erilaiset &ljyt, kuten kivihiiliperdiset 6ljyt, moottoridljy ja dieseldljyt, sisaltdvat PAH-
yhdisteitd. Raakadljy sisdltdd huomattavan paljon polyaromaattisia yhdisteitd. Oljyn
myrkyllisimmat komponentit ovat PAH-yhdisteiden joukossa. Yhdisteita 16ytyy ymparis-
tdsta ja ilmasta. Ne ovat hyvin pysyvid, ja ne keradntyvat maaperaan seka vesistoihin
ja sieltd sedimentteihin. PAH-yhdisteet ovat ymparistdlle ja terveydelle vaarallisia.
Etenkin meriymparistossa ne luetaan vaarallisimpiin aineisiin. Ne aiheuttavat sy6paa ja

mutaatioita. [3.]

PAH-yhdisteet padsevat kulkeutumaan elimistddn hengitysteiden, ihon ja ruuansula-
tuselimistdon kautta. Sielté ne kulkeutuvat vereen ja kudoksiin. PAH-yhdisteet eivat oi-
keastaan itse aiheuta sy6paa vaan niiden aineenvaihduntatuotteet. PAH-yhdisteet
muuttuvat aktiiviseen, sydpdvaaralliseen muotoon aineenvaihdunnan jélkeen. Ne vau-
rioittavat solujen toimintaa ja makromolekyyleja. Syntyneet tuotteet voivat reagoida
DNA:n kanssa, mika aiheuttaa mutaatioita ja solu ei lopulta pysty enda jakautumaan

normaalisti. [3; 4.]



2.3 Oljyn biohajoaminen

Oljyhiilivedyt ovat luonnon oma tuote, ja ne ovat olleet olemassa miljoonia vuosia. Ei
olekaan ihme, ettd monet mikro-organismit pystyvat kayttamaan niita hiilen- ja energi-
anldhteendan. Bakteerit, sienet, levat ja kasvit pystyvat hajottamaan 6ljyn hiilivety-
yhdisteitd. Ne hajottavat haitallisia aineita kayttamalld niitd hyvakseen ravinnon ja
energian lahteena tai hajottamalla ne toiseen muotoon ilman, etta hyétyvat itse. Bioha-
joamisen edellytyksena on &ljy-yhdisteiden alhainen pitoisuus, biosaatavuus, suotuisat
ymparistoolosuhteet ja oikeanlaiset mikrobit. Ympariston lampétila, pH, maalaji, ravin-
ne-, happi- ja vesipitoisuus vaikuttavat hajoamisen tehokkuuteen. Hajoaminen voi olla

aerobista tai anaerobista. [5, s. 9.]

Hajoamisessa tapahtuvat biologiset reaktiot perustuvat hapetus- ja pelkistysreaktioihin
(redox-reaktiot). Redox-olosuhteet maaradvat minka tyyppisia hajotusprosesseja ta-
pahtuu. Hajotustoiminta on sitd nopeampaa mitd korkeampi haitta-ainepitoisuus on.
Pitoisuuden pienentyessa myds hajoaminen hidastuu. Usein hajoamisessa saattaa syn-
tyé vélituotteina entistd haitallisempia yhdisteita. Oljyhiilivedyilld tdma ei kuitenkaan
aiheuta ongelmia, koska pienimolekyyliset yhdisteet hajoavat suurimolekyylisia nope-

ammin, eika pienimolekyylisia yhdisteita paase kertymaan. [6, s. 9.]

Hiilivetyjen koko ja rakenne vaikuttaa siihen, miten hyvin mikrobit pystyvat kdyttdmaan
naité yhdisteitd. Korkeina pitoisuuksina kevyet alifaattiset ja aromaattiset yhdisteet

ovat toksisia mikrobeille. Ne toimivat liuottimina ja vaurioittavat solukalvoja. [6, s. 15.]

Koska mikrobit voivat kdyttda pilaantuneen kohteen dljyhiilivetyja, alkavat ne usein
rikastumaan. Tamé johtaa yleensd oljyhiilivetyjen tehokkaaseen hajoamiseen. Oljy-
yhdisteiden lyhytketjuiset alkaanit hajoavat nopeasti, kun taas haaroittuneet alkaanit
hitaammin. Siksi esimerkiksi polttodljy, joka sisaltéa kevyitd fraktioita, hajoaa nope-
ammin. Kun taas voiteludljy, joka koostuu raskaista fraktioista, hajoaa hitaammin. Osa
oljy-yhdisteista on ldhes pysyvid, koska ne ovat niin vaikeasti hajoavia. Oljyn hajoami-
nen voi estya, jos tietynlaisia ravinteita ei ole saatavilla. Onkin havaittu, etta ravinne-

lisdys edistaa biohajoamista. [6, s. 16.]



Oljyhiilivetyjen biohajoaminen saattaa hidastua, jos niiden biosaatavuus on huono.
Oljyhiilivedyt sitoutuvat usein maapartikkeleihin, kun taas mikrobit tarvitsevat ravinton-
sa liukoisessa muodossa. Taman vuoksi mikrobit tuottavat pinta-aktiivisia yhdisteitd,
joiden avulla orgaaniset yhdisteet saadaan kayttodn. Biohajoaminen hidastuu yleensa
ajan kuluessa, koska haitta-aineiden pitoisuudet pienentyvat ja helpoimmin hajoavat

yhdisteet on kéytetty. Oljy-yhdisteet eivit useinkaan hajoa téydellisesti. [6, s. 16, 18.]

PAH-yhdisteiden hajoaminen on hidasta. Tama johtuu siita, etta ne ovat suurimolekyy-
lisia, kompleksisia ja veteen liukenemattomia yhdisteitd seka niiden taipumuksesta si-
toutua maapartikkeleihin. Tdma voi kuitenkin riittdd haitta-aineiden leviamisen estami-
seen, mikali aineiden liukeneminen veteen on hitaampaa kuin biohajoaminen. PAH-
yhdisteiden tiedetdan hajoavan hapellisissa ja hapettomissa olosuhteissa. Niiden ha-
joamisnopeuksista /n situ ei ole tietoa, mutta puoliintumisajan on arveltu olevan 2-9
vuotta. [6, s. 18-19.]

2.3.1 Aerobinen hajoamisreitti

Aerobinen hajoaminen on &ljyhiilivetyjen yleisin hajoamistapa ja usein myds tehokkain.
Hajoaminen vaatii happea, joten se tapahtuu aina hapellisissa oloissa. Monet aerobiset
bakteerit pystyvat nopeasti hajottamaan haitta-aineita hapellisissa olosuhteissa. Niilla
on happeen perustuva metabolia, ja saadakseen energiaa ne kayttavat happea sub-
straattien hapettamiseen. Aerobisessa hajoamisessa hiilivety hapetetaan, ja elektronien
vastaanottajana toimiva happi pelkistetaan. Tdydellisessa hajoamisessa eli mineraali-

saatiossa syntyy hiilidioksidia, vetta ja suoloja. [5,s.9; 7, s. 1.]

Useat sienet ja bakteerit pystyvat hajottamaan alkaaneja. Ne voivatkin hajota taydelli-
sesti. Helpoimmin hajoavat alkaanien keskipituiset hiiliketjut (Cy0—C4). Alkaanien ha-
joamisen kaynnistaa oksygenaasientsyymi. Mono-oksygenaasi saa aikaan, ettd happi-
molekyylin toinen atomi liittyy alkaaniin, ja muodostuu primaarinen alkoholi. Dioksy-
genaasi taas liittaa alkaaniin molemmat happiatomit. Tasta seuraa epavakaa hydrope-
roksidaasi, joka pelkistyy alkoholiksi ja vedeksi. Alkoholit muuttuvat aldehydin kautta
rasvahapoksi, joka hajoaa edelleen. Syntyneet yhdisteet liittyvat trikarboksyylihappo-
sykliin. Lopuksi syntyy vettd, hiilidioksidia seké ATP-energiaa. [5, s. 9.]



Alkeenien biohajoaminen on vaikeampaan kuin alkaanien. Hajoaminen voi tapahtua
samojen periaatteiden mukaan. Koska kaksoissidokset ovat yksinkertaisia reaktiivisem-
pia, voivat alkeenit hapettua myds epoksidaatiolla. Muodostunut epoksidi voi hajota
ensin dioliksi, sitten karboksyylihapoksi ja rasvahapoksi ja lopulta primaarialkoholiksi.

Alkeenit hajoavat myods anaerobisesti. [5, s. 9.]

Sykloalkaanien mikrobiologinen hajotus on vaikeaa. Monosykliset yhdisteet, kuten syk-
lopentaani tai sykloheksaani ovat monille mikrobeille myrkyllisia niiden lipidikalvoja liot-
tavan vaikutuksen vuoksi. Jotkut organismit kuitenkin kasvavat sykloheksaanilla. TallGin
heksaanista syntyy hydroksylaation seurauksena rengasrakenteinen alkoholi. Dehydro-
genaation avulla siité muodostuu ketoni, joka hapettuu laktoniksi ja lopulta dikarbok-
syylihapoksi. Tama hajoaa edelleen B—oksidaatiolla. Alkyylisubstituoidut sykloalkaanit
hajoavat helpommin kuin vastaavat substituoimattomat hiilivedyt. [5, s. 10.]

Aromaattiset yhdisteet voivat myds hajota biologisesti. Tasta ovat esimerkkina tolueeni,
bentseeni ja ksyleeni. Kun useimmat aromaattiset yhdisteet hajoavat, ne muodostavat
valituotteena 1,2-dihydroksibentseenid, ja lopputuotteena syntyy orgaaninen happo.
Mainittu bentseeni voi hajota mukonihapoksi, joka hajoaa butaanidihapoksi ja asetyyli-
koentsyymi-A:ksi. Vaihtoehtoisesti toisessa hajoamisreitissa rengas aukeaa hydroksyyli-
ryhmien vierestd, ja lopputuotteeksi saadaan 2-oksopropaanihappoa ja asetaldehydia.
[5, s. 10.]

Kymmenien bakteeri-, sieni- ja levalajien tiedetdan voivan hajottaa polyaromaattisia
hiilivetyja. Tama tapahtuu oksygenaasientsyymin avulla. Ensimmadinen pysyva ha-
joamistuote on yksi tai kaksi hydroksyyliyhmaa sisdltava PAH. Hajoamisnopeuteen
vaikuttaa aromaattisten renkaiden maara, pitoisuus ja ymparistdn olosuhteet. Mita pie-
nempi PAH-molekyyli on, sitd useampi mikrobi voi kayttaa sita hyvdkseen. Kaksi- ja
kolmirenkaisten yhdisteiden, kuten naftaleenin ja fenantreenin hajoaminen on nopein-
ta, ja niiden hajoamisreitit tunnetaan. Nelja- ja viisirenkaisten yhdisteiden hajoamisreit-
teja ei viela tunneta. Niiden hajoaminen on mahdollista, mutta se kestaa useita vuosia.
Yli viisirenkaiset yhdisteet voivat hajota bakteerien ja sienten toimesta, mutta tall6in ne

kayttavat hiilenlahteenaan jotakin toista yhdistetta. [5, s. 10.]



2.3.2 Anaerobinen hajoamisreitti

Anaerobisia hajoamisreitteja on tutkittu vasta vahan aikaa, eivatka ne ole viela yhta
tunnettuja kuin aerobiset reitit. On kuitenkin osoitettu, ettd suuri maara mikrobeja pys-
tyy kayttdmaan hyvaksi tyydyttyneita ja aromaattisia hiilivetyja hapettomissa olosuh-
teissa. Anaerobinen hajoaminen on paljon hitaampaa kuin aerobinen hajoaminen. An-
aerobisessa hajotuksessa mikrobit kdyttavat elektronin vastaanottajana jotain toista
yhdistetta hapen sijasta. Talléin ne pelkistavat esimerkiksi rautaa, nitraattia tai sulfiit-
tia. Niitd kutsutaankin nitraatin-, raudan- tai sulfaatinpelkistdjiksi. Anaerobisesti hajoa-
via hiilivetyja ovat muun muassa alifaattiset ja haarautuneet alkaanit (>Cg) tai aro-
maattiset yhdisteet kuten bentseeni, tolueeni, naftaleeni ja fenantreeni. [8, s. 262; 9,
s. 512.]

Tolueenin anaerobista hajoamista on tutkittu eniten. Sen hajoaminen osoitettiin en-
simmaiseksi puhdasviljelman bakteerilla nimeltd Geobacter metallireducens. Se hajotti
tolueenin taydellisesti hiilidioksidiksi pelkistamalla kolmenarvoista rautaa. Geobacter-
lajin onkin osoitettu olevan hallitseva kolmenarvoista rautaa pelkistavista lajeista, kun
ymparistd on hapeton, mesofiilinen ja hiilivedyilla pilaantunut. Raudan lisaksi G. metal-
lireducens voi kayttaa nitraattia, mangaania tai humusyhdisteitd elektronin vastaanot-
tajana. [10, s. 439.]

Yksi tolueenin hajoamisreiteistd tapahtuu entsyymin nimeltéd bentsyylisukkinaattisyn-
taasin toimesta. Siind tolueenin metyyliryhmaan lisataan fumaraatti, jolloin muodostuu
bentsyylisukkinaatti. Tama on esitetty kuvassa 2. Bentsyylisukkinaatti hajoaa edelleen
asetyyli-KoA:ksi ja bentsoyyli-KoA:ksi, joka muistuttaa rasvahapojen hajoamista B-
oksidaatiossa. [10, s. 439.]
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Kuva 2. Bentsyylisukkinaattin muodostuminen tolueenin hajotuksessa [10, s. 439].



Alkaanien anaerobista hajoamista ei tunneta vield kovin hyvin. On kuitenkin pystytty
osoittamaan, etta sulfaatin, kloraatin ja nitraatin pelkistdjat, sekd metanogeeniset bak-
teerit pystyvat hajottamaan pitkaketjuisia alkaaneja, kuten heksadekaania anaerobisis-
sa olosuhteissa. Monet alkaanien anaerobiset hajottajat kuuluvat proteobakteereihin.
Ensimmadisend osoitettiin, ettd alkaanin anaerobiseen hajotukseen kykeneva bakteeri

oli sulfaatin pelkistdja. [11, s. 1-3.]

Anaerobisen alkaanien hajotuksen kdynnistavia mekanismeja on useita. Serge Mbadin-
ga ym. [11] esittelee artikkelissaan kaksi yleistd mekanismia: fumaraatin lisdyksen ja
karboksylaation. Fumaraatin lisdys rnalkaanin muodostaa 1-metyylialkyyli-sukkinaatin.
Syntyneesta tuotteesta muodostuu edelleen 2-metyylialkyylimalonyyli-KoA, joka mah-
dollistaa 4-metyylialkanoyyli-KoA:n dekarboksylaation. Muodostunut rasvahappo hajo-
tetaan B-oksidaatiossa, ja asetyyli-KoA hapetetaan edelleen hiilidioksidiksi. Karboksy-
laatiossa taas alkaanin hajotus rasvahapoksi tapahtuu epdorgaanisen hiilen (HCO5;7/
CO,) avulla. Anaerobinen hajotus kaynnistyy, kun epdorgaaninen hiili liitetdén n-
alkaanin kolmanteen hiileen. [11, s. 8-9.]

2.3.3 PAH-yhdisteiden hajoamiseen osallistuvia geeneja

PAH-yhdisteiden aerobiseen hajoamiseen osallistuvia geeneja on tutkittu esimerkiksi
naftaleenilla. Tunnetuin on Pseudomonas putida G7-kannan NAH7-plasmidi, joka koo-
daa naftaleenin hajoamisreittia. Hajotukseen osallistuvat geenit ovat kahdessa ope-
ronissa, joista toinen operoni koodaa ylempaa reittia ja toinen alempaa reittia. Ylem-
malla reitilld operoni nal koodaa naftaleenin reittia salisylaatiksi. Alemmalla reitilla ope-
roni sa/koodaa salisylaatia, joka muuttuu meta- tai orto-reitin kautta asetaldehydiksi ja
pyruvaatiksi seka lopuksi asetyylikoentsyymi-A:ksi. Ylempi reitti koostuu 10 geenista
(nah AaAbACAdBFCQED) ja alempi reitti 11 geenista (nah GTHINLOMKJY). Molempia
operoneja saatelee geeni nahR. Reaktio alkaa, kun naftaleenidioksygenaasi tuo mole-
kylaarisen hapen aromaattiselle atomille. Kuvassa 3 on esitetty naftaleenin biohajoami-

nen ja siihen osallistuvat geenit. [12, s. 928-929.]
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Kuva 3. Naftaleenin aerobiseen hajotukseen osallistuvat geenit. Vasen esittda ylempaa reittia ja
oikea alempaa reittid [13, s. 24].
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PAH-yhdisteiden anaerobiseen hajoamiseen osallistuvista geeneista on viela vahan tie-
toa. Tutkimusta on tehty muun muassa sulfaattia pelkistavalla N47-kannalla, joka pys-
tyy anaerobisesti hajottamaan naftaleenia ja 2-metyylinaftaleenia. 2-metyylinaftaleenin
on esitetty hajoavan 2-naftyyli-KoA:ksi, joka edelleen hajoaa asetyyli-KoA:ksi ja hiilidi-
oksidiksi. Alkureaktio on samanlainen kuin tolueenin hajotuksessa. Naftyyli-2-
metyylisukkinaattisyntaasi, Nms, katalysoi fumaraatin lisdyksen metyyliryhmaan. Nms
koostuu a-, B- ja y-alayksikoistd, joita koodaavat geenit nmsABC. Bns-geeniklusteri
koodaa taas entsyymejd, jotka osallistuvat B-oksidaatioon muuttaakseen naftyyli-2-
metyyli-sukkinaatin 2-naftoyyli-KoA:ksi. Tama klusteri sisaltéa kahdeksan geenia, jotka
ovat bnsABCDEFGH. Ncr-geeniklusteri sisaltda geenit ncrABCD. Nama koodaavat puo-
lestaan entsyymeja, jotka vastaavat 2-naftoyyli-KoA:n hajoamisesta asetyyli-KoA:ksi ja
hiilidioksidiksi. Tahan osallistuu myds 16 muuta geenid. Ehdotettu hajoamisreitti on
esitetty kuvassa 4. [14, s. 295.]

CH,
COSCoA

8
(2
;!

2-Methylnaphthalene
ylinap coo-

coor .
NmSABC %OC _//_ Naphthyl-2-oxoymethyl-succinyl-CoA

BnsAB HSCoA

_/—COSCOA
‘00C

CoOr

LE

:
:

coor COSCoA

Naphthyl-2-methyl-succinate

— _/—COSCoA
ns
‘00C 2-Naphthoyl-CoA
_/—COO' 1
‘00C NcrABCD |

COSCoA

U
C00-
Naphthyl-2-methyl-succinyl-CoA
BnsG 5,6,7,8-Tetrahydro-2-naphthoyl-CoA
ns 2[H]
SN COSCoA NcrABCD i
49
C0o0-
Naphthyl-2-methylene-succinyl-CoA
H,0
an”k 2 oH Octahydro-2-naphthoyl-CoA

COSCoA

i

C00-
Naphthyl-2-hydroxymethyl-succinyl-CoA

BnsCD 2[H]

Kuva 4. Anaerobiseen 2-metyylinaftaaleenin hajoamiseen osallistuvat geenit. Reaktio alkaa en-
sin vasemmalta ja jatkuu oikealla. [14, s. 296.]
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3 Biopuhdistus

Biopuhdistus eli bioremediaatio tarkoittaa ympariston puhdistamista mikrobien, kasvien
tai sienien avulla. Ymparistokohde voi olla esimerkiksi saastunut maa, vesi, pohjavesi
tai sedimentti. Organismit voivat puhdistaa haitalliset aineet vaarattomiksi tai vahem-
man myrkyllisemmiksi hajottamalla ne biologisesti metabolian avulla. Hajoaminen ta-
pahtuu aerobisesti tai anaerobisesti. Hajottajamikrobit voivat olla luonnon omia alkupe-
raisia mikrobeja tai ne on voitu eristdd ja kasvattaa muualla. Kun mikrobit tuodaan
muualta saastuneeseen kohteeseen, puhutaan bioaugmentaatiosta. Puhdistamista taas

kasvien avulla kutsutaan fytoremediaatioksi.

Kuten jo aikaisemmin mainittiin, ympariston olosuhteilla, kuten lampétilalla, ravinteilla,
hapella tai pH:lla, on vaikutusta biohajoamiseen. Usein tarvitaankin keinoja liséamaan
mikrobikasvua ja hajotustoimintaa, jotta saadaan tehokkaampaa ja nopeampaa puhdis-
tusta. Biostimulaatiossa lisdtdan puhdistettavaan kohteeseen ravinteita ja happea aut-
tamaan mikrobeja hajotuksessa. Tarkeimmat ravinteet ovat hiili, typpi ja fosfori. Jotkut
saasteet saattavat olla hitaasti hajoavia tai ne eivat hajoa ollenkaan. Kun haitta-aine
hajoaa luonnollisesti ilman ihmisen toimenpiteita, kutsutaan sitd luontaiseksi puhdistu-
miseksi (eng. natural attenuation). Pilaantuneiden alueiden luontainen puhdistumiskyky
voi olla merkittava. Luontaista puhdistusprosessia voidaan seurata, jolloin puhutaan
monitoroidusta luontaisesta puhdistumisesta (MLP). [15, s. 1166; 16, s. 287.]

In situ ja ex situ ovat erilaisia bioremediaatiomenetelmia. Yleensa kdytetadn jompaa-
kumpaa menetelmad, mutta ne voidaan myo6s yhdistaa kayttamalla ensin toista mene-
telmaa ja jatkamalla toisella. Menetelman valintaan vaikuttaa kontaminaatiotyyppi, sen

laajuus, ymparistékohde ja sijainti seka kustannukset ja aikataulu [17].

3.1  In situ -menetelma

In situ -menetelmdssa bioremediaatio tapahtuu paikan paalld, saastuneessa kohteessa.
Pilaantunutta maata ei siirretd, jolloin valtytaan kalliilta kuljetuskustannuksilta. Mene-
telma on hyva ja taloudellinen vaihtoehto, mutta puhdistuminen voi olla hankalaa, kun
pilaantunut kerros on paljon pinnan alaista kerrosta syvemmalld. Menetelma on kuiten-

kin usein kannattava, koska se ei haittaa maan luonnollista toimintaa paljon. Kun halu-
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taan arvioida /n situ -menetelman tehokkuutta, voidaan seurata hapen kulutusta tai
hiilidioksidin muodostumista. [15, s. 1167-1168; 16, s. 287.]

Bioilmaaminen (bioventing, biosparging) ja hajottajamikrobien lisdédaminen (bioaugmen-
taatio) ovat esimerkkeja /in situ -tekniikoista. Bioilmaaminen eli bioventing on yleisin
menetelmd. Mikrobien biohajotusta stimuloidaan lisadmalld puhdistettavaan kohtee-
seen ilmaa ja ravinteita ilmakaivojen tai kanavien avulla. Tata tekniikkaa kaytetaan
pohjaveden ylapuolisille kerroksille. Menetelmadssa kaytetdan pienia ilmamaaria, jotta
valtytaan haitta-aineiden haihtumiselta ja padsylta ilmakehaan. Menetelmaa voidaan
kayttda pintaa syvemmille kerroksille, ja se toimii yksinkertaisille hiiliyhdisteille. Toises-
sa ilmastustekniikassa (biosparging) happea injektoidaan pohjaveden pinnan alaisille
alueille. Tama lisda pohjaveden happikonsentraatiota ja kiihdyttda biologista puhdistu-
mista. [15, s. 1168.]

Happi ja ravinteet voidaan myos lisata nesteeseen, jota kierratetdan pilaantuneella
alueella. Menetelmaa voidaan kayttda maaperan lisdksi myos pohjaveden kunnostuk-
sessa. Koska happi liukenee huonosti veteen, pohjaveteen lisdtty ilma ei valttamatta
ole tehokasta. Hapen puuttuessa anaerobiset olosuhteet tulevat nopeasti vallitseviksi.
Hapen tilalla voidaan kayttaa vaihtoehtoista elektronin vastaanottajaa kayttamalla esi-
merkiksi nitraatin tai sulfaatin lisdystda. Nama liukenevat veteen hyvin. [15, s. 1168; 16,
s. 297.]

Hajottajamikrobien lisaamisessa (bioaugmentaatio) puhdistettavaan kohteeseen tuo-
daan muualla kasvatettuja tai eristettyja hajottajamikrobeja. Tama voi lisétéa hajoami-
sen nopeutta, jos ymparistén omat mikrobit ovat huonosti hajottavia tai niita on vahan.
Vaatimuksena on, etteivat mikrobit muokkaa ymparistda vaarallisemmaksi tai muuta tai
vahingoita sen ekologiaa. Ongelmana on kuitenkin usein, etteivat laboratoriossa kasva-
tetut mikrobit selviydy luonnon oloissa. Parhaimmin toimivat hajottajamikrobit I6ytyvat

yleensa pilaantuneilta alueilta ja ne ovat luonnon omia mikrobeja. [15, s. 1168.]

3.2 Ex situ -menetelma

Ex situ -menetelmdssa pilaantunut maa-aines kaivetaan tai vesi keratdan ja siirretdan
muualle kasittelyyn. Menetelma on vanha ja paljon kaytetty. Silla on kuitenkin huonoja

puolia kuten kalliit kasittely- ja kuljetuskustannukset. Vaarallisten aineiden kaivaminen,
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kasittely ja kuljetus voivat myds aiheuttaa riskeja. Toimenpiteet voivat haitata ja
aiheuttaa epatasapainoa maan luonnolliseen toimintaan eikd ongelma valttamatta ha-
via vaan siirtyy paikasta toiseen. Joskus ex situ -menetelma on kuitenkin ainoa vaihto-
ehto ja /n situ -menetelma@d parempi. Haitta-aineiden pitoisuudet saattavat olla liian
suuret tai ne eivat hajoa. Ne voivat aiheuttaa myo6s varaa ihmisille tai eldimille. Ex situ -
menetelman hyvia puolia on, ettd se on kontrolloitavissa ja usein nopea. [15, s. 1163,
1167.]

Maapera- (/andfarming) ja maakasakasittely (biopiles), kompostointi tai bioreaktori
ovat esimerkkeja kaytettavista ex sitv -menetelmista. Maaperakasittelyssa kaivettu maa
levitettdan ohueksi kerrokseksi alustalle ja maata ajoittain kadnnelldan, kunnes haitalli-
set aineet ovat hajonneet. Tavoitteena on saada stimuloitua mikrobien aerobista hajo-
tusta. Kompostoinnissa saastunutta maata kompostoidaan yhdessa vaarattomien or-
gaanisten aineiden kuten maatalousjatteiden kanssa. Maakasakasittelyssa koottuihin ja
aidattuihin maakasoihin johdetaan ilmaa, mikd myos lisaa aerobisten mikrobien aktiivi-
suutta. Saastunut maa tai vesi voidaan myds pumpata liete- tai vesireaktoriin. Bioreak-
toriin lisataan ravinteita ja happea stimuloimaan mikrobihajotusta. Kun bioremediaatio
on valmis, liete voidaan kuivata. [15, s. 1168.]

Kaikissa menetelmissa voidaan kayttaa hyvaksi kohteen omia hajottajamikrobeja tai
muualta lisattyja mikrobeja. Menetelmat ovat usein monitoroituja, ja toimintaa pysty-
taan saatelemaan. Hapen ja ravinteiden lisaksi mikrobien aktiivisuutta voidaan lisata
saatamalla kosteutta, lampda ja pH:ta. Syntyneet tuotteet voidaan kerdta talteen ja

havittad. Nain luontoon ei padse vaarallisia sivutuotteita.

4 Rauta-mangaanisaostumat

Rauta-mangaanisaostumia eli konkretioita I6ytyy useilta valtamerien alueilta kuten At-
lantin, Intian ja Tyynenmeren alueilta. Ne peittéavat myos Itdmeren merenpohjaa laa-
joilla alueilla. Konkretiot muodostuvat rauta- ja mangaanikerroksista ja ovat huokoisia
seka usein onttoja sisalta. Ne sisaltavatkin padosin rautaa (27 %) ja mangaania (5 %),
mutta ne sisaltavat myds muita metalleja, kuten kuparia, nikkelid, sinkkia tai kalsiumia.
Lisdksi niissa on jonkin verran fosforia ja radioaktiivisia aineita, muun muassa radiumia.

Konkretiot kierrattdvat metalleja ja fosforia. Niitd on olemassa kaikenkokoisia ja eri-
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muotoisia esimerkiksi pienid pippurimaisia, pallomaisia tai isoja lohkareita (kuva 5).

Niiden koko voi vaihdella millimetreista useihin senttimetreihin. [18, s. 103.]

&

Kuva 5. Rauta-mangaanisaostumia.

4.1 Muodostuminen

Rauta ja mangaani saostuvat usein yhdessa, ja ne muodostavat ferromangaani-
oksideita. Tunnettuja ferromangaanisaostumia ovat kerrokselliset konkretiot ja noduu-
lit, joita muodostuu maaperdssa, jarvien sedimenteissa ja meren pohjalla. Tyynella
valtamerelld, syvdn meren sedimenteissd, on arviolta 10 tonnia konkretioita, ja vuo-
sittain niitd muodostuu 6-10° tonnia. New Yorkissa, Oneidan jarveen, 20 km? alueelle
sedimentin pohjalle on kerdantynyt 10° tonnia konkretioita, jotka ovat halkaisijaltaan
keskimddrin 15 senttimetria. Itameressa Suomenlahdella arvioidaan konkretioiden

maaran olevan 10 % meren pohjapinta-alasta. [18, s. 103; 19, s. 151-152.]

Useat mikrobiologisesti katalysoidut reaktiot osallistuvat konkretioiden muodostumi-
seen. Kuvassa 6 on esitetty rauta-mangaanisaostumien mahdollinen muodostuminen.
Liuennut rauta ja mangaani rikastuvat syanobakteerimaiseen ja levamaiseen plankto-
niin. Biomassa ja metallit kuljetetaan sedimentin pohjalle ja upotetaan, missa anaero-
binen respiraatio puolioksisessa kerroksessa vapauttaa metallit huokosveteen. Saman-
aikaisesti rauta ja mangaani pelkistyvat. Sedimentin ja veden rajapinnassa nouseva
diffuusio helpottaa metallien mikrobiologista uudelleenhapettumista, jolloin metallit
yhdistyvat ytimen muotoiseksi. Jatkuva mangaanin ja raudan liséantyminen konkretion

pintaan muodostaa kerroksia. Virtaus saattaa kuljettaa konkretioita anoksisille alueille,
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jossa mangaani ja rauta uudelleen vapautuvat veteen pelkistymisen ja liukenemisen
seurauksena. Osa pelkistyneista metalleista kulkeutuu takaisin veden pinnalle, jolloin
kiertokulku jatkuu. [19, s. 152.]
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Kuva 6. Rauta-mangaanisaostumien muodostuminen [19, s. 152].

Konkretiot saavat mangaanin ja raudan meriveden kautta tai sedimentin valityksella.
Valtamerikonkretion kasvunopeus voi vaihdella 1 mm:std 10 cm:iin miljoonassa vuo-
dessa. Itameressa kasvunopeus on paljon nopeampi, arviolta 0,03—0,06 mm vuodessa.
Bakteerien mé&aran arvioidaan olevan 10’ solua mm?®:ssi. Vield ei tiedetd, kuinka iso
rooli mikrobeilla on mineraalisaatiossa, mutta tiedetdan, ettdé mangaania hapettava
bakteeri, Metallogenium sp. pystyy laboratorio-olosuhteissa muodostamaan konkretion

muutamassa kuukaudessa. [19, s. 152—-153.]

4.2 Mikrobisto

Konkretiot tarjoavat hyvan kasvualustan mikrobeille. Ne tarjoavat paikan metallien pel-
kistdmiseen ja hapettamiseen, tuovat turvaa ja ravinteita. Kokeissa on pystyttykin
osoittamaan, etta konkretioiden mikrobit osallistuvat aktiivisesti metallioksidien liuke-
nemiseen ja muodostumiseen. Niiden mikrobiyhteisd on monipuolinen ja runsas. Popu-

laation tiheys voi olla keskimé&arin 6,7-10” solua kuivapainogrammaa kohden. Ne koos-
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tuvat padosin tuntemattomista lajeista. Sekvenssit ovat lahelld sukua meren pohjasta
ja sedimentista l6ytyneille sekvensseille seka rautaa hapettavalle biofilmille ja pilaantu-
neille alueille. Suurimman mikrobiryhman muodostavat proteobakteerit. Konkretioista
eristetyissa mikrobeissa, mangaanin hapetuskokeissa, 16ytyi bakteereita kuten Sphin-

gomonas, Pseudomonas ja Bacillus. [18, s. 103.]

Vaikka konkretioiden mikrobiryhma on runsas, erityisen mielenkiintoisia ovat niiden
muodostumiseen ja liukenemiseen osallistuvat raudan ja mangaanin hapettajat ja pel-
kistajat. Etenkin raudan pelkistajat ovat kiinnostavia, koska niiden tiedetaan kayttavan
orgaanisia haitta-aineita energian ja hiilen lIdhteendan. Ne voivat olla tarkeita haitallis-
ten aineiden hajottajia pinnan alaisissa olosuhteissa kuten meren pohjalla ja sedimen-
teissa. [19, s. 72.]

Shewanella putrefaciens ja Geobacter metalloreducens olivat ensimmaisia organismeja,
joiden raportoitiin eldvan anaerobisesti pelkistémalld raudan tai mangaanin oksideja.
Myds Pseudomonas- ja Bacillus-lajin tiedetaan pystyvan pelkistamaan mangaania. Osa
nadista on fakultatiivisia anaerobeja. Hapen lasna ollessa ne kayttavat happea elektronin
vastaanottajana, kun taas osa vaihtaa mangaanin tai raudan pelkistamiseen, kun se on
mahdollista. Monet voivat my6s hyddyntaa useita elektronin vastaanottajia. Lisdksi G.
metalloreducens -bakteerin tiedetdan pystyvan kayttdmaan butyraattia, propionaattia,
laktaattia, sukkinaattia ja asetaattia hiilen lahteena. [19, s. 68-69.]

Raudan ja mangaanin oksideja pelkistavat bakteerit eivat voi kuljettaa mineraaliokside-
ja plasmamembraanin lapi elektroninsiirtoketjuun. Siksi metallia pelkistava bakteerin
tulee kiinnittya mineraalien pinnalle. Taman jdlkeen elektronit kuljetetaan sytoplasmas-
ta solun ulkomembraanille, missa sytokromi ¢ kuljettaa elektronit mineraalin pinnalle.
[19, s. 69.]

Ainakin kolmen bakteerisuvun tiedetaan pystyvan kdyttdmaan energianlahteendan rau-
dan hapetusta. Naita ovat Gallionella, Leptothrix ja Marinobacter. Thiobacillus ferrooxi-
dans on tunnetuin raudanhapettajabakteeri. Se kasvaa autotrofisesti ja kayttaa ferro-
rautaa tai rikkiyhdisteita elektronin vastaanottajana. Aerobinen raudan hapetus tuottaa
vain vahan energiaa, joten bakteereiden on hapetettava suuria maaria rautaa kasvaak-
seen. Ferrorauta hapettuu nopeasti neutraalissa pH:ssa, mutta ei alhaisessa pH:ssa.

Siksi useimmat raudan hapettajat ovat ehdottomasti asidofiileja eli ne viihtyvat happa-
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massa ymparistéssa. 7. ferrooxidans kayttad hyvakseen hapanta ymparistda. Koska
ymparistdn pH on paljon alhaisempi kuin solunsisdinen pH, saa se aikaan luonnollisen
protonigradientin, jota voidaan kayttda hyvaksi ATP:n tuotannossa. Raudan hapettumi-
nen kuluttaa protoneja ja nostaa pH:ta. [20, s. 282, 284; 21, s. 753.]

Osa bakteereista pystyy hapettamaan mangaania. Monet mangaanin hapettajat kaytta-
vat sopivaa ligandia, joka helpottaa hapetusprosessia tai auttaa Mn(IV) oksideja ker-
tymaan solun pintaan. Toisessa prosessissa taas Mn(II) ja MnO, pari muodostavat kor-
kean elektrodipotentiaalin, jolloin Mn(II) elektronit kuljetetaan periplasmaan ja sielta
elektronin siirtoketjuun sytokromi c:lle. Sielld elektronit pelkistéavat hapen plasmamem-
braanin sisapinnalla. Vaikka sytokromi c:n elektrodipotentiaali on negatiivisempi kuin
Mn(II)/MnO, parin, korkea oksidaasin aktiivisuus pitaa sytokromi c:n melkein kokonaan
hapettuneena, mika tekee sytokromin elektrodipotentiaalin positiivisemmaksi. [19, s.
90.]

Mangaanin hapettajiin, kuten myods pelkistajiin, kuuluu gram-positiivisia ja gram-
negatiivia bakteereja. Ne voivat olla kokkeja, sauvoja, vibrioita tai spirilleja ja osa niista
muodostaa itiditd. Mangaanin hapetus ja pelkistys voi olla entsymaattista tai entsyymit
eivat osallistu reaktioon. Vaikka joukko bakteereja pystyy hapettamaan mangaania,
vain harva pystyy muuntamaan sen energiaksi. Naita lajeja ovat Pseudomonas ja Bacil-
lus. [22, s. 391-394, 351; 19, s. 90.]
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5 Oljyn biohajoamisen tutkimusmenetelmia

Oljyn biohajoamista voidaan tutkia erilaisilla molekyylibiologisilla ja kemiallisilla mene-
telmilld. Biohajoamisen osoittavia tekijoitd on monia ja niita voidaan seurata lukuisilla
menetelmilld. Oljyn biohajoamisesta voi kertoa muun muassa muutokset hajottajamik-
robien lukumé&éréssd ja toiminnassa tai geenien aktiivisuudessa. Oljyn hajoamisesta
voidaan saada tietoa myds seuraamalla hajoamistuotteita tai haitta-aineiden pitoisuuk-
sien muutoksia. Tarkeaa kuitenkin on, ettd biohajoamista seurataan useilla eri mene-

telmilld, jotta siitd saadaan luotettavaa tietoa.

Kvantitatiivisella reaaliaikaisella PCR-menetelmalld (gPCR) voidaan seurata geenien
kopioluvun maaraa. gPCR:ssa voidaan monistaa ndytteestd tiettyd geenia ja mitata
monistuvan tuotteen maara. Tama onnistuu fluoresoivan merkkiaineen avulla. Nayt-
teen fluoresenssi mitataan, jolloin syntyvan tuotteen maaraa voidaan seurata koko
reaktion ajan. Reaktiossa seurataan logaritmista vaihetta, jolloin fluoresenssin maara
kasvaa lineaarisessa suhteessa tuotteen maardan. Jos geenien, kuten PAH-

hajotusgeenin lukumaarissa tapahtuu muutoksia, se voi kertoa 6ljynhajotuksesta.

Pinta-aktiivisten aineiden lasndolo voi myds kertoa 6ljyn hajotuksesta. Naita aineita
tuottavat mikro-organismit voidaan maarittda esimerkiksi drop-collapse-menetelmalla.
Menetelmadssa pisara solususpensiota tiputetaan 6ljylla valellulle pinnalle. Jos pisara
sisaltda pinta-aktiivisia aineita, se hajoaa, kun taas pisara, joka ei sisalla niitd sailyy
ehjana. Pinta-aktiiviset aineet lisadvat 6ljyn ja veden valista rajapintaa. Tama saa pisa-
ran leviamaan. Jos pinta-aktiivisuus puuttuu, ndyte pysyy pisarana, koska 6ljyn pinta
on hydrofobinen (vesipakoinen). Polaariset vesimolekyylit hylkivat hydrofobista pintaa.
Kuvassa 7 on esitetty drop-collapse-menetelma. Nayte A ei sisélld pinta-aktiivisia ainei-
ta, ja se muodostaa pisaran 6ljyn pinnalle. Nayte B taas sisaltad, jolloin pisara on le-
vinnyt. [23, s. 851-853.]

A B

Kuva 7. Drop-collapse-menetelma [24].
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Kun halutaan tietoa 6ljy-yhdisteiden pitoisuuksissa tapahtuvista muutoksista, voidaan
6ljyn hiilivedyt maarittda GC-FID-menetelmalld. Lyhenne tulee englanninkielen sanoista
gas chromatography ja flame ionization detector. Ne tarkoittavat suomeksi kaasukro-
matografiaa ja liekki-ionisaatiodetektoria (kuva 8). Kaasukromatografia sopii hdyrysty-
vien yhdisteiden tutkimiseen. Silla voidaan erotella, ja tunnistaa haihtuvia yhdisteita ja
se soveltuu kvantitatiiviseen madrittamiseen. Sen liekki-ionisaatiodetektori havaitsee
kaikki yhdisteet, jotka ionisoituvat vety-ilmaliekissa. Yhdisteet palavat hapettavassa
liekissa, ja syntyy elektroneja seka ioneja. Ne johdetaan sahkdkentdssa kollektorielekt-
rodille, jolloin muodostunut sdhkdvirta voidaan mitata. Talla kemiallisella menetelmalla

on helppo seurata 6ljy-yhdisteiden maaraa. [25, s. 183, 193.]

]
s

Injektioportti
: Collector electrode
— Flame ignition
! cail +300v
ﬂ—D Polarising valtage

Detektori

Air—T +—Hydrogen

Column

Kuva 8. Kaasukromatografialaitteisto ja liekki-ionisaatiodetektori [26; 27].

Oljyn biohajoamisen seurauksena syntyvét tuotteet, kuten metabolian sivutuotteet, voi
osaltaan kertoa 6ljyn hajoamisesta. Naita tuotteita on lukuisia erilaisia. Voidaan muun
muassa seurata hiilidioksidin tai metaanin tuottoa. Lisaksi voidaan mitata kahdenarvoi-
sen raudan tai mangaanin maaraa, mika voi kertoa 6ljy-yhdisteiden anaerobisesta ha-
jotuksesta. Kahdenarvoinen rauta voidaan esimerkiksi maarittaa spektrofotometrisesti.
Menetelmassa ferrotsiini [FZ,3-(2-pyridyyli)-5,6-bis(4-fenyylisulfonihappon natriumsuo-
la)] ja kahdenarvoinen rauta reagoivat yhdessa, jolloin muodostuu purppuranpunainen

varireaktio. Taman absorbanssi voidaan mitata aallonpituudella 562 nm. [28, s. 1.]
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6 Aineistot ja menetelmat

6.1 Koeasetelma ja naytteenotto

Laboratorioon koottiin koeasetelma, jossa teflonkorkillisiin lasipulloihin punnittiin noin
10 g konkretioita, jotka kasiteltiin noin 10 mg:lla raakadljya. Pulloihin lisattiin keinote-
koista murtovettd 10 ml niin, etta konkretiot melkein peittyivat. Inkubaatio toteutettiin
hapellisissa ja hapettomissa olosuhteissa pimedssa ja 10 °C:ssa. Hapettomat olosuh-
teet luotiin kaasuttamalla pulloja typella viiden minuutin ajan. Hapellisia pulloja ilmas-
tettiin pumpulla viikon valein. Pullot olivat tasoravistelijassa, jonka nopeus oli noin 70

rpm.

Koe luotiin 19 viikoksi ja se sisdltda 8 sarjaa. Opinndytetydssa ehdittiin analysoida 6
sarjaa. Koeasetelma on esitetty liitteessa 1. Pulloja oli yhteensa 52, joista hapellisia
pulloja oli 24, hapettomia 12 ja negatiivisia 16. Jokaisessa sarjassa oli kolme rinnak-
kaista naytetta hapellisissa olosuhteissa. Lisaksi negatiivisena kontrollina toimi autokla-
voidut konkretiot (KC=killed control), ja ndyte, johon konkretioita ei lisatty ollenkaan,
vaan se sisdlsi pelkdn veden ja 6ljyn. Nelja sarjaa sisdlsi hapettomissa olosuhteissa

olevat kolme rinnakkaista naytetta.

Koeyksikot purettiin saanndllisesti ndytteenottoa varten aluksi kahden viikon valein.
Seitseman viikon jdlkeen ndytteenotto suoritettiin kuukauden valein. Naytteet otettiin
liukoisten metallien, mangaanin ja raudan, seka pinta-aktiivisten aineiden ja éljyn maa-

ritysta varten. Totaali-DNA kerattiin talteen PAH-hajotusgeenin mittausta varten.

6.2 Analyysimenetelmat

Konkretioista eristettiin totaali-DNA FastDNA Spin Kit for soil -reagenssisarjan (MP Bio-
medicals) avulla ja kayttdmalld FastPrep Instrument -laitetta. DNA-pitoisuus mitattiin

Qaunt-iT Hs assay Kit ja Qubit fluorometrin (Invitrogen) avulla.



21

6.2.1 Kvantitatiivinen PCR

Naytteistd maaritettiin gram-positiivisten ja gram-negatiivisten bakteerien PAH-
hajotusgeenin (PAH-RHD,) kopioluvut kvantitatiivisen PCR-menetelman avulla. Monis-
taminen suoritettiin taulukossa 1 esitettyjen alukkeiden (Thermo Fisher Scientific) avul-

la.

Taulukko 1. gPCR-reaktiossa kaytettyjen alukkeiden kohdegeenit ja sekvenssit [29].

Aluke Kohdegeeni Sekvenssi
PAH-RHD, GN F Gram-negatiivinen PAH-RHD, 5-GAG ATG CAT ACC ACG TKG GTT GGA-3'

PAH-RHD, GN R Gram-negatiivinen PAH-RHD, 5-AGC TGT TGT TCG GGA AGA YWG TGC MGT
T-3

PAH-RHD, GP F Gram-positiivinen PAH-RHD, 5'-CGG CGC CGA CAA YTT YGT NGG-3'
PAH-RHD, GP R Gram-positiivinen PAH-RHD, 5’-GGG GAA CAC GGT GCC RTG DAT RAA-3'

gPCR-reaktio sisalsi taulukossa 2 esitetyt reagenssit. Reaktiossa kaytettiin Maxima®
SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (2X) -reagenssia (Thermo Fisher Scientific). Se si-
salsi kaikki reaktioon tarvittavat aineet lukuun ottamatta alukkeita ja naytettd. qPCR-
reaktiosta tehtiin sopiva seos, jota pipetoitiin 96-kuoppalevylle 15 pl. Templaatin maara
oli 10 pl, ja se oli laimennettu 1:10. Reaktion kokonaistilavuus oli 25 pl. Negatiivisena
kontrollina kaytettiin steriilid vettd. Standardeina oli 10°-~10° ja 3°10" geenikopiota
kohdegeenia.

Taulukko 2. gPCR-reaktioseos.

Reagenssi Konsentraatio | V(ul) 1x

Maxima 2x 1x 12,5
PAH-RHD, GN/GP F 0,4 uM 1
PAH-RHD, GN/GP R 0,4 uM 1

Steriili vesi ->15 pl:aan 0,5

Ennen ajoa varmistettiin, ettd kaikki reagenssit olivat kuopassa kayttamalla 96-
kuoppalevy tasoravistelijassa nopeuden ollessa 2000 rpm. DNA:n monistaminen suori-
tettiin 7300 Real-Time PCR System -laitteella (Applied Biosystem). Gram-positiivisille ja
gram-negatiivisille bakteereille oli omat ajo-ohjelmat. Ajo-ohjelma on esitetty taulukos-

sa 3.
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Taulukko 3. gPCR-ajo-ohjelma gram-positiivisille ja gram-negatiivisille bakteereille.

Vaihe Lampdtila (°C) Aika
1. Alkudenaturaatio 95 10 min
2. Denaturaatio 95 15s
3. Sitoutuminen GN/GP 57/54 30s
4. Pidentyminen 72 30s
5. Sulamispiste GN/GP 83/86 27 s
6. Vaiheet 2-5 toistetaan 42 kertaa

gPCR-tuotteet tarkistettiin agaroosigeelielektroforeesilla, koska sulamiskayraanalyysissa
nakyi useampi monistunut tuote. Ajo suoritettiin 1,5 % agaroosigeelilld ja 0,5 x TBE
puskurilla. Standardina kaytettiin Generuler 100 bp DNA ladder:a ja latauspuskurina 6 x
DNA Loading Dye:ta (Fermentas). Standardia pipetoitiin 2 pl ja naytteitta 5 pl. Varjays
suoritettiin 10 000 x SYBR Safe DNA Gel Stain -varin avulla.

6.2.2 Drop-collapse-menetelma

Drop-collapse-menetelmaa varten 96-mikrokuoppalevyn kansi (polystyreeni, 12,7 x
8,5 cm, Thermo Scientific) huuhdeltiin kuumalla vedelld, 70 % EtOH:lla ja tislatulla
vedella. Kannen annettiin kuivua, minka jalkeen jokainen kaivo (¢ 8 mm) kasiteltiin 2
ul:lla raakadljyd. Oljyn annettiin kuivua 24 tuntia. Naytettd pipetoitiin 5 pl kaivon kes-
kelle 45 asteen kulmassa. Negatiivisena kontrollina oli milliQ-vesi, ja positiivisena kont-
rollina oli 20 %:nen SDS-liuos (natriumdodekyylisulfaatti) seka laimennettu nestesaip-

pua, joka sisalsi natriumdodekyylisulfaattia. Tulokset luettiin 1 minuutin kuluttua.

6.2.3 Kahdenarvoisen raudan, kokonaisraudan ja -mangaanin maaritys

Naytteista maaritettiin kahdenarvoisen raudan pitoisuus. Nestemaistd naytettd otettiin
noin 100 pl koeputkeen, jossa oli 3 ml 0,5 g/l ferrotsiinin kayttdliuosta [FZ,3-(2-
pyridyyli)-5,6-bis(4-fenyylisulfonihappon natriumsuola)]. Fe**FZ; absorbanssi mitattiin
Hitachi U-2000 -spektrofometrilld aallonpituudella 562 nm.

Kokonaisraudan ja -mangaanin maara analysoitiin ICP-OES-menetelmdlla (inductively
coupled plasma - optical emission spectrometer) ndaytemaaran ollessa 200 pl. Mittauk-

set suoritti Suomen ymparistokeskuksen kemisti.
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6.2.4 Oljyn hiilivetyjen maéritys GC-FID-menetelmalla

Oljyn hiilivedyt (C,0—C4o) madritettiin vedestd kayttdméalld neste-nesteuuttoa ja ana-
lysoimalla kaasukromatografisesti liekki-ionisaatiodetektorilla. Vesindyte uutettiin hek-
saanilla puolen tunnin ajan magneettisekoituksessa. Orgaaninen faasi otettiin talteen,
ja siita poistettiin vesi natriumsulfaatilla. Nayte analysoitiin GC-FID:lla maarittamalla
kiehumispistealueella 175-525 °C olevien hiilivetyjen (C;,—C4) kokonaispinta-ala stan-

dardien avulla. Mittauksen suoritti Suomen ymparistokeskuksen laboratoriomestari.
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7 Tulokset

7.1 Kvantitatiivinen PCR

Kvantitatiivisella PCR-menetelmalla tutkittin gram-positiivisten ja gram-negatiivisten
bakteerien PAH-hajotusgeenin kopioluvun maaraa. Monistuminen tarkistettiin amplifi-
kaatiokdyrasta. Kuvassa 9 on esimerkki standardien ja gram-positiivisten bakteerien

amplifikaatiokadyrista. Naytteet monistuivat PCR-syklin 30 jalkeen.

Delta En vs Cycle

1.0e+001

Standardit

1.0e+000

1.0e-001

Delta En

1.0e-002

1.0e-003

1.0e-004

1 17 186 21 23 25 27 20 31 33 35 37 39 N

Cycle Number

Kuva 9. Gram-positiivisten bakteerien monistuminen sarjoissa 2-5. Vasemmassa reunassa nakyy
standardien ja oikealla naytteiden amplifikaatiokédyrat. Standardeina kéytettiin 10°-10° ja 3-10™
geenikopiota kohdegeenia. Selkeyden vuoksi pienimpid standardeita ei merkitty kuvaan. Nayt-
teet monistuivat pienempien standardien mukaan.
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Standardireaktioiden avulla saatiin standardikuvaaja (kuva 10). Vakioreaktiot onnistui-
vat jokaisessa ajossa hyvin. Esimerkiksi sarjojen 2-5 gram-positiivisten bakteerien suo-

ran korrelaatiokerroin oli 0,9919 ja kulmakerroin -4,054.

Standard Curve
44

3E

Ct

=]
[

4 g [ 7

Log CO
Detector: sybr, Slope: -4.054313, Intercept: 45230175, R2: 0.081832

Kuva 10. Sarjojen 2-5 gram-positiivisten bakteerien standardikuvaaja.

Standardireaktioiden ja -kuvaajan avulla voitiin maarittda ndytteiden geenikopioluvut.
Ensimmadisen sarjan jalkeen sarjoissa 2—6 oli epaspesifistd monistumista sekd gram-
positiivisten ettéd gram-negatiivisten bakteerien joukossa. Tama todettiin sulamiskayra-
analyysin ja agaroosigeelielektroforeesiajon perusteella. Naiden analyysien perusteella
valittiin oikean tuotteen omaavat naytteet, joille laskettiin geenikopioluvut. Naytteet,
joissa oli monistunut useampi tuote, hylattiin. Joillakin mittauskerroilla kokeen jokaises-
sa rinnakkaisessa oli epaspesifistd monistumista, jolloin koko mittauspiste hylattiin.
Kuvassa 11 on esitetty gram-negatiivisten bakteerien sulamiskdyraanalyysin tulos sar-

jassa 6. Kuvasta kay ilmi, ettd toinenkin tuote monistui.
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Dissociation Curve
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Kuva 11. Gram-negatiivisten bakteerien sulamiskayrdanalyysi sarjassa 6. Oikean tuotteen sula-
mislampdtila on 85 °C:ssa. Epaspesifinen tuote ndkyy noin 87 °C:ssa.

Myds agaroosigeelielektroforeesilla tehty analyysi kertoi epaspesifisestda monistumisesta
(kuva 12). Oikean tuotteen koko on noin 300 bp. Kuvassa nakyy kuitenkin, ettéd qPCR-
reaktiossa on monistunut tuote, jonka koko noin 200 bp. Myds yli 500 bp kokoinen

tuote on nahtavissa.

Kuva 12. Sarjojen 2-5 gram-negatiivisten bakteerien agaroosigeelielektroforeesi-ajon geelikuva.
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Oikean tuotteen omaaville naytteille laskettiin geenikopioluvut. Sekd aerobisissa etta
anaerobisissa olosuhteissa olevien ndytteiden geenikopioluvut maaritettiin. Autokla-
voidut konkretiot (KC) toimivat negatiivisena kontrollina. Onnistuneista rinnakkaisista
naytteista laskettiin keskiarvo ja niistéd otettiin logaritmi. Geenikopioluvut laskettiin
konkretion kuivapainoa kohden. Kuvissa 13-15 on esitetty gram-negatiivisten bakteeri-
en ja negatiivisen kontrollin PAH-hajotusgeenin kopionumerot. Naytteiden geeniko-
pioluku ei muuttunut huomattavasti ajan suhteen eika poikennut negatiivista kontrollis-
ta. Maara oli noin log 4 geenikopiota grammassa konkretion kuivapainoa kohden koko

kokeen ajan.
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Kuva 13. Gram-negatiivisten bakteerien PAH-hajotusgeenin kopionumerot ajan suhteen aerobi-
sissa olosuhteissa.
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Kuva 14. Gram-negatiivisten bakteerien PAH-hajotusgeenin kopionumerot ajan suhteen anaero-
bisissa olosuhteissa.
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Kuva 15. Negatiivisen kontrollin PAH-hajotusgeenin kopionumerot ajan suhteen.

Gram-positiivisten bakteerien PAH-hajotusgeenin kopioluku oli samaa luokkaa kuin
gram-negatiivisilla bakteereilla. Aerobisissa olosuhteissa oli kuitenkin havaittavissa gee-
nin kopiomaaran nousu viikolla 4. Talléin maara oli yli log 5 geenikopiota grammassa

konkretion kuivapainoa kohden (kuva 16).
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Kuva 16. Gram-positiivisten bakteerien PAH-hajotusgeenin kopionumerot ajan suhteen aerobi-
sissa olosuhteissa.
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Anaerobisissa olosuhteissa tai negatiivisessa kontrollissa ei tapahtunut suuria muutok-

sia geenien kopioluvuissa (kuvat 17 ja 18).
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Kuva 17. Gram-positiivisten bakteerien PAH-hajotusgeenin kopionumerot ajan suhteen anaero-
bisissa olosuhteista.
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Kuva 18. Negatiivisen kontrollin PAH-hajotusgeenin kopionumerot ajan suhteen.
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7.2 Drop-collapse-menetelma

Pinta-aktiivisten aineiden lasndolo analysoitiin drop-collapse-menetelmalld. Sarjoista 1-
6 otetut nestemadiset naytteet sailyivat pisaranmuotoisena, kun taas positiivisien kont-

rollien pisara levisi. Nain ollen kaikki kokeen ndytteet olivat negatiivisia. Yhdessdkaan

sarjassa ei havaittu pinta-aktiivisia aineita. Kuvassa 19 on esitetty sarjan 5 tulokset.

Kuva 19. Sarjan 5 tulokset. Kokeesta suoritettiin rinnakkaiset analyysit. Naytteet 19-21 ovat
hapellisista ja 22—-24 hapettomista naytteista. Negatiivisina kontrolleina toimivat killed kontrol
(KC), vesi-6ljy-kontrolli ja pelkka vesi. Positiivisina kontrolleina ovat 20 %:nen SDS- ja saippua-
liuos.

7.3 Kahdenarvoisen raudan maaritys

Naytteiden Fe®*-pitoisuus mitattiin spektrofotometriselld menetelmalld. Naytteista las-
kettiin keskiarvo ja piirrettiin kuvaaja (kuva 20). Aerobisissa olosuhteissa ja negatiivi-
sessa kontrollissa ei tapahtunut muutoksia. Anaerobisissa olosuhteissa kahdenarvoisen
raudan maara nousi viikolla 7. Merkittdva nousu havaittiin vain yhdessa ndytteessa, ja
sen pitoisuus oli 757 ug/l. Otettaessa huomioon myds rinnakkaiset naytteet (12 pg/l ja
39 ug/l) keskiarvoksi saatiin 269 pug/I.
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Kuva 20. Fe**-pitoisuudet ajan suhteen. Pitoisuudet on laskettu kolmen rinnakkaisen néytteen
keskiarvoista. Negatiivisessa kontrollissa ei ollut rinnakkaisia.
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7.4 Kokonaisraudan ja -mangaanin maaritys

Kokonaisraudan ja -mangaanin pitoisuudet maaritettiin ICP-OES-menetelmalld. Rinnak-
kaisten naytteiden pitoisuudet vaihtelivat huomattavasti. Monissa naytepisteissa vain
yhdessa rinnakkaisessa naytteessa oli merkittéva pitoisuuden nousu. Kolmelle rinnak-
kaiselle naytteelle laskettiin keskiarvo ja piirrettiin kuvaaja. Virhepalkit piirrettiin ku-
vaamaan rinnakkaisten ndytteiden hajontaa. Kokonaisraudan mdaara aerobisissa olo-
suhteissa ei muuttunut huomattavasti kokeen aikana. Enimmilldan se oli 95 pg/l (kuva
21).
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Kuva 21. Kokonaisraudan pitoisuus ajan suhteen aerobisissa olosuhteissa.

Anaerobisissa naytteissa kokonaisraudan pitoisuus nousi viikolla 7. Talléin pitoisuus oli
343 pg/l (kuva 22).
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Kuva 22. Kokonaisraudan pitoisuus ajan suhteen anaerobisissa olosuhteissa.
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Negatiivisessa kontrollissa raudan maara pysyi melko samansuuruisena koko kokeen
ajan. Pienta hajontaa oli havaittavissa. Maarityksessa ei ollut rinnakkaisia naytteita.

Pitoisuus oli enimmillaén 161 pg/l (kuva 23).
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Kuva 23. Kokonaisraudan pitoisuus ajan suhteen negatiivisessa kontrollissa.

Kokonaismangaanin maarat olivat raudan maaria korkeimpia. Aerobisissa nadytteissa

pitoisuus oli enimmilldan 9 mg/I (kuva 24).
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Kuva 24. Kokonaismangaanin pitoisuus ajan suhteen aerobisissa oloissa.
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Anaerobisissa oloissa mangaanin pitoisuus nousi viikolla 4. Pitoisuus oli silloin 25 mg/I
(kuva 25).
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Kuva 25. Kokonaismangaanin pitoisuus anaerobisissa olosuhteissa.

Negatiivisessa kontrollissa kokonaismangaanin pitoisuus oli enimmallaén 5 mg/I (kuva

26). Maarityksessa ei ollut rinnakkaisia naytteita.
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Kuva 26. Kokonaismangaanin pitoisuus ajan suhteen negatiivisessa kontrollissa.
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7.5 Oljyn hiilivetyjen méaéritys GC-FID-menetelmalla

Oljyn hiilivedyt alueella Ci;;—Cs madritettiin  kaasukromatografisesti liekki-
ionisaatiodetektorilla. Rinnakkaisista naytteista laskettiin keskiarvot, ja tuloksista piirret-
tiin kuvaajat. Virhepalkit osoittavat kolmen rinnakkaisen naytteen hajonnan. Negatiivi-
sissa kontrolleissa ei kaytetty rinnakkaisia naytteita. Aerobisissa olosuhteissa 6ljyn pi-

toisuus oli alussa 5367 mg/I, ja 11 viikon jalkeen pitoisuus oli 2733 mg/I (kuva 27).
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Kuva 27. Oljyn pitoisuus ajan funktiona aerobisissa koeolosuhteissa.

Anaerobisissa olosuhteissa 6ljyn pitoisuus oli alkutilanteessa 4933 mg/I, ja 7 viikon jal-
keen se oli 2867 mg/| (kuva 28).

6000

5000

4000 -

C (mg/l1) 3000 -

H Anaerobinen

2000 -
1000 -+
0 -
0 2 4 6 7
Aika (vko)

Kuva 28. Oljyn pitoisuus ajan funktiona anaerobisissa koeolosuhteissa.
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Negatiivisen kontrollin pitoisuus laski myoés. Alkutilanteessa pitoisuus oli 6000 mg/l, ja

11 viikon jalkeen pitoisuus oli 3200 mg/I (kuva 29).
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Kuva 29. Negatiivisen kontrollin éljyn pitoisuus ajan funktiona.

Toisen negatiivisen kontrollin, vesi-6ljy-kontrollin, pitoisuudessa ei tapahtunut juurikaan
muutosta. Ainoastaan viikolla 2 oli havaittavissa pitoisuuden lasku. Oljyn pitoisuus oli
alussa 5800 mgy/I, ja 11 viikon jalkeen pitoisuus oli 5200 mg/I (kuva 30).
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Kuva 30. Oljyn pitoisuus ajan funktiona vesi-6ljy-kontrollissa.
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8 Tulosten tulkinta

8.1 Kvantitatiivinen PCR

Bakteerien PAH-hajotusgeenin (PAH-RHD,) kopiolukujen maarissa ei tapahtunut suuria
muutoksia. Luku oli noin log 4 geenikopiota grammassa konkretion kuivapainoa koh-
den, mika on pieni maara. Naytteissa tapahtui paljon epaspesifista monistumista en-
simmaisen sarjan jalkeen. Epaspesifisen tuotteen tulos vaikutti geenikopiolukuihin, jol-
loin ei saatu luotettavaa kuvaa tutkittavan geenin kopioluvuista. Siksi vai osalle nayt-
teista pystyttiin laskemaan geenin kopiomaara. Naytteitd kokeiltiin laimentaa enem-

man, mutta se ei vaikuttanut tulokseen.

Epaspesifisen monistumisen ajateltiin johtuvan alukkeista. Kvantitatiivinen PCR on
usein hyva ja tarkka menetelma, kun halutaan arvioida esimerkiksi bakteerien biohajo-
tusta. Tahan tarkoitukseen I6ytyy monia hyvin spesifisia alukkeita. Ne saattavat kuiten-
kin karsia tutkittavaa joukkoa juuri suuren spesifisyytensa takia. PAH-alukkeiden suun-
nittelijat eivat olleet halunneetkaan tehda alukkeista liian spesifisia, koska silloin ne
eivat valttamattd detektoi kaikkia PAH-yhdisteiden hajottajia. Taman kuitenkin arveltiin
vaikuttavan kokeessa ilmenneihin epaspesifisiin monistumisiin. Kokeessa saattoi myds
hajota PAH-yhdisteiden kaltaisia yhdisteitd, joilla on samankaltainen hajoamisreitti.

Tama voi osaltaan vaikuttaa epaspesifisyyteen.

PAH-RHD, kuuluu aerobiseen PAH-metaboliaan, joten geenikopiolukujen muutokset
pitdisi ndkya aerobisissa ndytteissa. Geenikopioiden maarat olivat samaa luokkaa aero-
bisissa ja anaerobisissa nadytteissa seka negatiivisessa kontrollissa gram-negatiivisten
bakteerien joukossa koko kokeen ajan. Gram-positiivisten bakteerien geenikopioluvuis-
sa oli kuitenkin havaittavissa nousu aerobisissa olosuhteissa viikolla 4. Tama voi antaa

viitteité gram-positiivisten bakteerien PAH-yhdisteiden hajotuskyvysta.

Mittaamiseen kaytetty aika oli melko lyhyt. PAH-yhdisteet ovat hitaasti hajoavia, joten
niiden seuraamiseen olisi hyva kayttad enemman aikaa. Lisdksi talld menetelmadlld ei
voida pelkastaan arvioida PAH-yhdisteiden hajoamista, mutta menetelmalla voidaan
saada kasitys hajotuksen etenemisesta ja tehokkuudesta.
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8.2 Drop-collapse-menetelma

Pinta-aktiivisia aineita ei havaittu drop-collapse-menetelmalld. Tulokseen saattoi vaikut-
taa se, ettd koe on aikaisemmin tehty puhdasviljelman bakteereille. Kyseisia bakteerei-
ta oli kasvatettu olosuhteissa, jotka suosivat pinta-aktiivisia aineita tuottavia mikro-
organismeja. Testi ei luultavasti soveltunut tahdn kokeeseen. Naytteet otettiin suoraan
koeyksikdista, eika se riittanyt osoittamaan tutkittavia aineita. Tulos saattoi johtua siitd,
ettd pinta-aktiivisten aineiden pitoisuus oli niin pieni, ettei niitéd pystytty havaitsemaan

tai niita ei erittynyt ollenkaan.

8.3 Kahdenarvoisen raudan maaritys

Anaerobisissa olosuhteissa kahdenarvoisen raudan maara nousi viikolla 7, jolloin pitoi-
suus oli 269 ug/l. Tama kertoo siitd, ettd anaerobisissa oloissa rautaa on kaytetty elekt-
ronien vastaanottajana orgaanisen aineen hajotuksessa, jolloin se on pelkistynyt. Maa-
ra ei ole suuri, mutta muutos saattaa kertoa anaerobisesta 6ljyn hajotuksesta. Syy sii-
hen, ettei raudan maaran nousua havaittu aerobisissa oloissa on siind, etta hapellisissa

oloissa rauta hapettuu heti eika kahdenarvoista rautaa kerry.

8.4 Kokonaisraudan ja -mangaanin maaritys

Kokonaisraudan maarat olivat pienid. Hapellisissa olosuhteissa pitoisuus pysyi melko
samana koko kokeen aikana. Enimmilldan se oli 95 pg/l. Anaerobisissa olosuhteissa
kokonaisraudan maara nousi, jolloin pitoisuus oli 343 pg/l, mika on samaa luokkaa kuin
Fe’*-méaarityksessa. Negatiivisen kontrollin raudan méaérissi ei tapahtunut huomattavia

eroja. Pienta hajontaa oli havaittavissa. Pitoisuus oli enimmilldan 161 pg/I.

Kokonaismangaanin maarat olivat korkeita. Mangaani pelkistyy helpommin, kuin rauta
ja siksi sen pitoisuudet olivat korkeita. Aerobisissa naytteissa se oli enimmilldan 9 mg/I.
Anaerobisissa oloissa pitoisuus nousi kokeen keskipaikkeilla. Talldin pitoisuus oli 25
mg/l, mutta se laski myéhemmin, jolloin pitoisuus oli 16 mg/l. Tama voi johtua siita,
etté rautaa pelkistettiin talloin enemman. Negatiivisessa kontrollissa pitoisuus oli

enimmallaan 5 mg/I.
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Kokonaismangaanin ja -raudan rinnakkaisissa naytteissa oli suurta hajontaa. Tama
johtuu siita, ettd ymparistonaytteet ovat hyvin vaihtelevia, eika kaikissa naytteissa valt-
tdmattd ole samoja mikrobeja. Tulokset antavat viitteitd siitd, ettd kokeen joissakin
konkretioissa on mikrobeja, jotka voivat hyddyntdad anaerobisissa oloissa rautaa ja

mangaania. Tama voi kertoa 6ljyn anaerobisesta hajotuksesta.

8.5 Oljyn hiilivetyjen méaéritys GC-FID-menetelmalla

Oljyhiilivetyjen pitoisuus laski niin aerobisissa kuin anaerobisissa olosuhteissa. Myds
negatiivisessa kontrollissa pitoisuus laski. Syyta tahan ei tiedetd. On mahdollista, etta
Oljy on pidattaytynyt konkretioissa eika uuttunut kunnolla. Toisessa negatiivisessa kont-
rollissa, joka ei sisaltanyt konkretioita, ei tata ilmiéta tapahtunut. Ainoastaan kokeen
alussa, viikolla 2, oli huomattavissa pitoisuuden alenemista. Tama voi johtua siitd, etta
kasittelyn tai mittaamisen aikana on tapahtunut virhe. Muuten negatiivisessa kontrollis-
sa ei tapahtunut huomattavia muutoksia.

Ei tiedeta, laskiko aerobisissa ja anaerobisissa olosuhteissa olevien naytteiden 6ljyn
pitoisuus biohajoamisen seurauksena vai oliko 6ljy sitoutunut konkretioihin kuten toi-
sessa negatiivisessa kontrollissa. Menetelmaa ei ole ennen kaytetty konkretioille, joten
sitéd pitda luultavasti vield kehittaa ja selvittda mika osuus konkretioilla on 6ljyn sitou-
tumiseen. Huokoinen konkretio voi sitoa 6ljya vain tietyn maaran. Seurattaessa koetta
pidempaan 6ljyn biohajoamisen ja pidattaytymisen ero saadaan selville. Anaerobisesta
Oljyn hajotuksesta saatiin viitteita liukoisten metallien maarityksessda, joten voidaan

paatelld, etta biohajoamista on kuitenkin tapahtunut.



39

9 Yhteenveto

Opinndytetyon tarkoituksena oli tutkia Itameren rauta-mangaanisaostumien bakteerien
Oljyn hajotuskykya. Koska PAH-yhdisteet ovat 6ljyn myrkyllisimpid yhdisteita ja sen
vuoksi ongelmallisia, kokeessa haluttiin seurata konkretiobakteerien PAH-geenin ko-
piomaarad. Talld haluttiin saada tietoa, 16ytyisikd konkretioiden bakteereilta kyky hajot-
taa naita yhdisteitd. Lisdksi tuloksilla haluttiin saada tietoa, joka auttaisi tulevaisuudes-
sa arvioimaan, voidaanko rauta-mangaanisaostumia hyddyntdad meriympariston bio-

puhdistuksessa.

Tyd toteutettiin molekyylibiologisin ja kemiallisin menetelmin. PAH-hajotusgeenin ko-
piomadrada seurattiin kvantitatiivisella PCR-menetelmalld ja oljyhiilivetyja GC-FID-
menetelmalla. Lisdksi seurattiin liukoisten metallien, mangaanin ja raudan, maaraa

seka pinta-aktiivisten aineiden esiintymista.

Tulosten perusteella havaittiin gram-positiivisten bakteerien PAH-hajotusgeenin kopio-
luvuissa muutoksia aerobisissa olosuhteissa. Tama voi antaa viitteitd gram-positiivisten
bakteerien PAH-yhdisteiden hajotuskyvysta. Gram-negatiivisten bakteerien joukossa ei
havaittu muutoksia. PAH-yhdisteet hajoavat hitaasti, joten niiden mittaamiseen kaytet-
ty aika olisi hyva olla pidempi. Muut mittaukset antoivat viitteita aerobisesta ja anaero-
bisesta 6ljyn hajoamisesta. Anaerobisissa olosuhteissa mangaanin ja raudan maarissa

tapahtui muutoksia. Liséksi 6ljyhiilivetyjen pitoisuus laski kokeen edetessa.

Opinndytetydn tavoitteissa onnistuttiin. Tyon tuloksilla saatiin  kuvaa rauta-
mangaanisaostumien bakteerien 6ljynhajotuskyvysta. Tulokset voivat myds auttaa tu-
levaisuudessa arvioimaan voidaanko konkretioita hyddyntaa biopuhdistuksessa. Samal-
la tulokset toimivat pohjana muille konkretiobakteerien 6ljyn hajotuskokeille. Lopullisis-

ta tuloksista ei ole viela tietoa, koska tutkimuksia vield jatketaan.

Tulevaisuudessa qPCR-menetelmaa voisi yrittda kehittda epaspesifisen monistumisen
takia. Aktiivisia geeneja voisi taas seurata tutkimalla RNA:ta. Myds GC-FID-menetelmaa
olisi hyva kehittéd konkretioille. Lisaksi PAH-yhdisteiden pitoisuuksia voisi tulevaisuu-
dessa seurata, jotta niiden hajoamisesta saadaan lisda tietoa. Tulevissa 6ljynhajotus-

kokeissa voisi myds kokeilla ravinnelisdysta biohajoamisen edistamiseksi.
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Koeasetelma

Sarja Aika (vko) Olosuhde Nayte Konkretio (g) Oljy (g)
1 0 Happi 0 10,005 0,011
Happi 0 10,029 0,011
Happi 0 10,012 0,010
Hapeton 0 10,060 0,012
Hapeton 0 10,011 0,013
Hapeton 0 10,050 0,010
KC 0 10,086 0,010
Vesi-Oljy 0 0,000 0,010
2 2 Happi 1 10,090 0,008
Happi 2 10,032 0,009
Happi 3 10,042 0,009
KC 4 10,045 0,009
Vesi-oljy 5 0,000 0,010
3 4 Happi 6 10,029 0,009
Happi 7 10,052 0,009
Happi 8 10,047 0,010
Hapeton 9 10,057 0,011
Hapeton 10 10,040 0,009
Hapeton 11 10,072 0,009
KC 12 10,160 0,010
Vesi-oljy 13 0,000 0,010
4 6 Happi 14 10,029 0,008
Happi 15 10,020 0,009
Happi 16 10,057 0,009
KC 17 10,081 0,009
Vesi-oljy 18 0,000 0,010
5 7 Happi 19 10,076 0,010
Happi 20 10,008 0,009
Happi 21 10,074 0,008
Hapeton 22 10,044 0,008
Hapeton 23 10,002 0,008
Hapeton 24 10,043 0,009
KC 25 10,298 0,009
Vesi-6ljy 26 0,000 0,009
6 11 Happi 27 10,062 0,010
Happi 28 10,063 0,009
Happi 29 10,012 0,008
KC 30 10,166 0,010
Vesi-6ljy 31 0,000 0,008
7 15 Happi 32 10,001 0,010
Happi 33 10,024 0,009
Happi 34 10,096 0,009
KC 35 10,314 0,009
Vesi-6ljy 36 0,000 0,010
8 19 Happi 37 10,097 0,010
Happi 38 10,001 0,009
Happi 39 10,026 0,010
Hapeton 40 10,023 0,010
Hapeton 41 10,011 0,009
Hapeton 42 10,003 0,009
KC 43 10,098 0,009
Vesi-0ljy 44 0,000 0,009
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