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1 JOHDANTO

Tutkimushankkeessa testattiin Itdmeressa luontaisesti esiintyvien 6ljya hajottavien mikrobien
hyoédyntamista kaytosta poistettujen 6ljyvarastoluolien biologisessa puhdistuksessa. Hanke tah-
taa entisten oljyvarastojen hyddyntamiseen lampdenergian kausivarastona.

2 HANKKEEN TOTEUTUS

Hankkeessa testattiin pilot-mittakaavan akvaariokokeessa Itameren luontaisen 6ljynhajottaja-
mikrobiston tehokkuutta, 6ljyn maaran vahenemista ja ilmastuksen vaikutusta laboratorio-olo-
suhteissa 6ljynhajotuksen tehokkuuteen.

Projektin tarkoituksena oli selvittaa

1) mika on meriveden bakteerien potentiaali hajottaa 6ljy-yhdisteita,
2) selvittaa tehostaako veden hapetus 6ljynhajotusta ja
3) ennakoida luolasta purettavan veden 6ljymaaraa ja siten jatkopuhdistustoimenpiteiden

tarvetta esimerkiksi aktiivihiilisuodatuksen avulla.

Naiden seikkojen valottamiseksi projektissa tutkittiin kolmea koejasenta (kuva 1)

Pilottikoe: koesuunnitelma (VAIHE 1)

Koejasen Tulos

Missd maarin luolan 6ljynsekaisessa
pohjavedessa on hajotustoimintaa? Miten
paljon 6ljy ehtii potentiaalisesti hajota ennen
ensimmaista tayttéa merivedelld?

Paljonko 6ljya hajoaa, jos luola taytetdan
Itameren vedella?

Luolan 6ljya + merivetta

aTﬁ Miten paljon merivedella taytetyn luolan
| — hajotustoiminta tehostuu ilmastuksen
ansiosta?

Luolan 6ljyd + merivetta + ilmastus

Kuva 1. Pilottikokeen koejésenet
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Tutkimuskohde sijaitsee Helsingin Kruunuvuorenrannan kaupunginosassa noin 3,3 kilometrin
pdaassa kaupunkikeskustasta itdaan (kuva 1). Koetta varten noudettiin vetta Haakoninlahdelta
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Akvaariokokeet perustettiin jaljittelemaan mahdollisimman tarkasti olosuhteita luolassa, joten
akvaariokokeen olosuhteet olivat + 10 °C, pimea ja mahdollisuuksien mukaan suljettu jarjes-

Kuva 2. Selvitysalueen sijainti. Meriveden néytteenottopaikka merkitty punaisella, éljyluolien sijainti siniselléa
telma, jossa kaasut eivat vaihdu akvaariosta. Akvaarioissa oli joko 20 litraa luolavetta tai 7 litraa

luolavetta ja 13 litraa merivetta.
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Kuva 3. Tutkimusakvaariot

Akvaarioista kerattiin vesinaytteita ajanhetkelld 0 h, 1 viikko, 2 viikkoa ja 6 viikkoa. Naytteista
maaritettiin 6ljyhiilivetypitoisuus seka biologisessa 6ljynhajotuksessa tarvittavien geenien luku-
maara. Lisdksi DNA-naytteita kdytettiin selvittamaan muutos akvaarioiden mikrobipopulaation
(bakteerit, arkeonit ja sienet) erot kasittelyn alussa ja lopussa sekvensoimalla bakteerien lajin-
tunnistuksessa kaytetty 16S rDNA-geeni. Bakteerilajiston muutos antaa arvokasta lisatietoa ha-
petuksen vaikutuksesta 6ljyn biohajottajiin.

4 TULOKSET

4.1 Oljypitoisuus akvaarioissa

Oljyhiilivetyjen pitoisuudet on esitetty ajan funktiona kuvassa 4.

Oljy vaheni nopeasti kaikissa akvaariok&sittelyissd. Kuuden viikon aikana 72 % luolaveden &l-
jysta oli hajonnut laboratorio-olosuhteissa. Veden sekoittaminen meriveteen lisdsi hajonneen
Oljyn osuutta 96 %:iin. Hapettaminen ei tehostanut hajoamista.

Meriveden lisdyksesta johtuvan laimentumisen vuoksi merivesikasitellyt akvaariot sisalsivat
noin kolmanneksen 6ljya luolavesiakvaarioon verrattuna. Naista akvaarioista 6ljy hajosi jo kah-
dessa viikossa.
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Kuva 4. Oljyhiilivetyjen C10-C40 pitoisuudet akvaarioissa kuuden viikon késittelyn aikana.

4.2 Oljynhajotusgeenien lukuméaarat

Vesindytteistd maaritettiin kvantitatiivisella PCR:1ld SYBR Green-menetelmalla Suomen ympa-
ristokeskuksen merentutkimuslaboratoriossa geenikopiomaarat geeneille, joita mikrobit tarvit-
sevat 6ljy-yhdisteiden hajotuksessa. Tutkittuja geeneja olivat RHDa Gram positiivisille ja Gram
negatiivisille bakteeriryhmille, joita tarvitaan PAH-yhdisteiden hajotukseen, seka AlkB, jota bak-
teerit tarvitsevat alkaaniyhdisteiden hajotukseen. Naiden lisaksi tutkittiin bakteerien kokonais-
maaraa kuvaavaa 16SrRNA-geenin kopiolukumaarat. Geenikopiomaarat on esitetty kuvassa 5.
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Kuva 5. Geenikopioluvut akvaarioissa ajan funktiona. A) PAH-hajotusgeenit, B) alkaaninhajotusgeenit, C)

bakteerien lukumé&éréa kuvaavat 16SrRNA-geenit
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4.3 Mikrobiyhteisot

Akvaariokokeiden vedesta eristettiin kokonais-DNA, josta sekvensointiin Ion Torrent-sekven-
soinnilla (Oulun yliopiston biokeskuksen sekvensointipalvelu) bakteerit, arkeonit ja sienet. Nayt-
teet sekvensoitiin kokeen eri aikapisteista, jotta pystyttiin ndkemdaan miten mikrobiyhteisét
muuttuvat ajan kuluessa. Sekvenssidata analysoitiin Mothur -ohjelmalla. Tulokset osoittavat sel-
van eron luolaveden ja meriveden mikrobiomin osalta alkutilanteessa.

Monet mikrobit kykenevat hajottamaan 6ljy-yhdisteitd ymparistossa. Pelkdn yhteisérakenteen
perusteella ei voida tietaa, millaisia ominaisuuksia mikrobeilla on, silla eri ryhmien metabolia voi
olla samanlaista. Taman tutkimuksen tarkoituksena oli kuitenkin nimenomaan tarkastella, mil-
lainen on 1. luolan mikrobiyhteisd, 2. Idheisen merialueen mikrobiyhteis6é ja 3. miten yhteistt
muuttuvat niiden sekoituttua ja meriveden altistuttua luolan 6ljyjaamille ja 4. tehostaako se ja
toisaalta ilmastus 6ljy-yhdisteiden hajoamista.

5.0

2.5

PC2 (13.8%)

-2.5+

-5.0 1

8 4 0 4 8
PC1 (24.6%)

Kuva 6. Pdédkomponenttianalyysi, joka perustuu bakteeriyhteiséanalyysiin. Luolan ja meriveden alkuperéiset
yhteisét poikkeavat selvasti toisistaan. Luolaveden (cave) yhteisét muuttuvat laboratorio-olosuhteissa
omanlaisikseen (ké&sittely 1) ja luola-merivesi-yhteisét (2 ja 3) muodostavat enemmadén vaihtelua siséltévén
yhteiséryhmén. Hapetuksella on jonkin verran vaikutusta, mutta ndytteet ( 2 ja 3) ryhmittyvét yhteen
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enemmén aikapisteen kuin hapetuksen perusteella. Ndytekoodin perédssé oleva luku (7, 14, 42) kertoo ai-
kapisteen. Sea 1-5 ja ja cave 1-5 ovat rinnakkaisia in situ -n&ytteita.

Bakteerit

Bakteerit muodostivat suurimman ryhman mikrobeista sekvensointituloksien perusteella. Kun
kokeessa yhdistettiin luola- ja merivettd, muuttuivat bakteeriyhteisot erilaisiksi koeyksikoissa,
joissa kaytettiin hapetusta (kasittely 3.) ja koeyksikoissa, joissa ei ollut hapetusta (kasittely 2.).
Myds pelkkaa luolavettd sisalténeissa koeyksikdissa yhteisdét muuttuivat. Tama oli odotettavaa,
koska luolavesi altistui hyvin erilaisille ymparistoolosuhteille (valo, happipitoisuus), kun se nos-
tettiin luolasta ja siirrettiin laboratorioon.

Bakteerien sekvenssidatalle ajettiin ns. source tracking analyysi R-ohjelmalla, jonka avulla voi-
daan paatella merivedesta tai luolavedesta peraisin olevien bakteeriryhmien suhteellisia osuuk-
sia eri kasittelyissa ja aikapisteissa. Tulokset osoittivat, ettd meri- ja luolavetta sekoitettaessa
molemmista nousee bakteeriryhmia, jotka yleistyvat koeyksikdissa, eika meriveden bakteeristo
yksin hallitse yhteis6a. Liitteena 1. on kuva, jossa nakyy kunkin naytteen runsaimmat bakteeri-
ryhmat sukutasolla (correlation distance, Ward linkage).

Sienet ja arkeonit

Useiden mikrobisienten tiedetaan pystyvan hajottamaan 06ljy-yhdisteitd. Valitettavasti etenkin
akvaattisten sienten tuntemus on viela heikkoa, eika niiden roolia 6ljynhajotusprosessissa tun-
neta kunnolla. Tassa kokeessa todettiinkin, ettd suuri osa seka meren, etta luolaveden sienista
ei luokittunut mihinkaan tunnettuun ryhmaan, kun sekvensseja verrattiin uusimpiin tietokantoi-
hin. Luolavedessa tunnetuista sieniryhmista runsaimmat olivat askomykeetit (Ascomycota) ja
basidiomykeetit (Basidiomycota), kun taas merivedessa naiden ryhmien lisdksi runsaana esiintyi
ryhma piiskasiimasienet (Chytridiomycota). Sieniyhteis6jen muutoksessa kokeen aikana eri ka-
sittelyissa ei ollut niin selvaa kuviota kuin bakteerien osalta ja yhteisérakenne vaihteli suuresti
jopa rinnakkaisten koeyksikdiden valilla. Luokkatasolla selvimmat havainnot olivat, etta piiska-
siimasienet (unclassified Chytridiomycota) olivat runsastuneet luolavesiakvaarioissa 2 viikon in-
kuboinnin jalkeen ja luola-merivesiakvaarioissa (ilman hapetusta) viikon ja 2 viikon aikapis-
teissa. Lisaksi ryhma Saccharomycetes oli runsastunut huomattavasti 6 viikon inkuboinnin jal-
keen luola-merivesiakvaarioissa (ilman ja hapetuksen kanssa).

Arkeonien roolista 6ljyn hajotuksessa tiedetaan vain hyvin vahan. Niiden maara seka luola- etta
merivedessa oli noin kolmasosan pienempi kuin bakteerien sekvensointitulosten perusteella. Ar-
keonien paajaksoista merivedessa runsaimmat ryhmat olivat euryarkeonit (Euryarchaeota),
taumarkeonit (Thaumarchaeota) ja krenarkeonit (Crenarchaeota). Myds tuntemattomia arkeo-
niryhmia oli runsaasti. Luolavedesa runsaimmat ryhmat olivat samoja, mutta tuntemattomien
arkeoniryhmien osuus oli noin kaksi kertaa suurempi.

5 JOHTOPAATOKSET

Akvaariokokeessa 6ljy hajosi luontaisesti kaikissa kasittelyissa, myds akvaariossa joka sisdlsi pelkkaa
luolavetta. Meriveden lisays kuitenkin tehosti hajoamisnopeutta, sen sijaan hapetuksella ei ollut ak-
vaariomittakaavassa merkitysta.
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Hajotusnopeutta voidaan selittda osittain meriveden sisaltamilla mikrobeilla. Meriveden mikrobiyh-
teisot erosivat padkomponenttianalyysin (kuva 6) perusteella luolaveden yhteisdista merkittavasti.
Sekd meressa etta luolassa oli alun perin omankaltaisensa bakteeriyhteis®, ja vesien sekoittaminen
johti uudenlaisen bakteeriyhteisbn muodostumiseen. Bakteerien lukumaara pysyi jotakuinkin sa-
mana kasittelyista tai kdsittelyajasta riippumatta. Luolavedessa oli jonkin verran PAH-yhdisteiden
hajotuksessa tarvittavia geeneja, ja vahaisia maaria alkaaninhajotusgeeneja. Merivedesta naita ei
havaittu, mutta vesien sekoittaminen lisasi hajotusgeenien maaria.

Taman kokeen tulosten perusteella voidaan paatelld, etta seka merivedessa (Haakoninlahti), etta
Kruunuvuoren 6ljyluolassa olevassa vedessa on 6ljy-yhdisteita hiilenldhteenaan kayttamaan kykene-
via mikrobeja. Bakteerit ovat todennadkoéisesti paaroolissa 6ljynhajotusprosessissa, mutta sienilla ja
arkeoneilla voi olla niiden toimintaa tukevia tehtavia. Todenndkoisesti olosuhteet luolassa ovat sel-
laiset, ettei siella oleva mikrobisto pysty kovin tehokkaasti hajottamaan 6ljyjaamia. Meriveden lisaa-
minen luolaan tuo sinne happea ja muita 6ljynhajotusta lisddvia tekijoitd (typpi, fosfori) ja siten te-
hostaa 6ljyn hajoamista. Tassa kokeessa ei sen lyhyen keston ja pienen mittakaavan vuoksi havaittu
hapetuksen tehostavan 6ljyn hajoamista, mutta aiemman tutkimustiedon valossa on kuitenkin sel-
vaa, ettd hapettomissa oloissa 6ljyn biohajoaminen on merkittavasti hitaampaa.

On huomioitava, ettd pienen mittakaavan kokeen tulosten soveltaminen suurempaan mittakaavaan
lisaa epavarmuuksien maaraa, silla vesien tasainen sekoittuminen on hitaampaa luolamittakaavassa.
Akvaarioiden kaasut myds vaihtuvat naytteenotossa.

6 LIITTEET
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Pseudanabaena_PCC-7429
CL500-29_marine_group
Oxyphotobacteria_unclassified
Aphanizomenon_NIES81
Cyanobium_PCC-6307
Flavobacteriaceae_unclassified
Actinobacteria_unclassified
Sporichthyaceae_unclassified
hgcl_clade

Clade_ll_ge
Microbacteriaceae_unclassified
\errucomicrobiae_unclassified
Clade_lll_ge

Algoriphagus
Bacteroidia_unclassified
Limnohabitans
Pseudohongiella
Gammaproteobacteria_unclassifiec
Proteobacteria_unclassified
Flavobacterium

SAR92_clade
OM182_clade_ge

Marivita

Pseudomonas

Arcobacter

| |Nitrincolaceae_unclassified
JGI_0000069-P22_ge
Uncultured environmental bacteria
Brewundimonas
Rhizobiales_unclassified
Alphaproteobacteria_unclassified
Polynucleobacter

¥ | |Hyphomonas

Sulfuricurvum

Sulfurimonas

Rhodoferax

WCHB1-41_ge
Firmicutes_unclassified
Desulfobacteraceae_unclassified
Omnitrophicaeota_ge
Reyranella
Bacteria_unclassified
Parcubacteria_unclassified
Patescibacteria_unclassified

Liite 1. Runsaimmat bakteeriryhmét sukutasolla (correlation distance, Ward linkage). Ndytekoodin perédssa
oleva luku (7, 14, 42) kertoo aikapisteen. Sea 1-5 ja ja cave 1-5 ovat rinnakkaisia in situ -néytteité ja

kirjaimet a,b ja c viittaavat rinnakkaisiin akvaarioihin, joissa oli sama késittely.
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