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Viime aikoina kiinnostus liuenneen orgaanisen aineen (DOM) ja raudan viélisen
vuorovaikutuksen ymmaértdmiseen on lisddntynyt. Erityisesti raudan vaikutusta
DOM:n hajoamiseen ei tunneta tarkasti. Monien bakteerien tiedetddn tuottavan
solun ulkopuolelle superoksidia, joka voi muodostaa vetyperoksidia.
Vetyperoksidi reagoi raudan kanssa muodostaen hydroksyyliradikaaleja, jotka
voivat hajottaa DOM:a bakteereille sopiviksi substraateiksi. Tdssd pro gradu -
tutkielmassa selvitettiin raudan vaikutusta DOM:n hajoamisessa hyodyntden
superoksidin ldhteend KOy-liuosta bakteerien sijasta. Reaktiomekanismia tutkittiin
seuraamalla hydroksyyliradikaalien muodostumista kayttdmallda kumariinia
koettimena. DOM:n hajoamista tarkasteltiin fluoresenssi- ja
absorbanssimittauksilla. Hydroksyyliradikaalien muodostuminen oli viahaista
liuoksissa, jotka sisdlsivdat vain DOM:a tai joihin lisdttiin vain rautaa tai
superoksidia. Hydroksyyliradikaaleja muodostui sekd rautaa ettd superoksidia
sisdltdvissd liuoksissa. Liuenneesta orgaanisesta aineesta loydettiin neljd
fluoresoivaa komponenttia: kaksi humus- ja yksi proteiinialueen komponentti
sekd 7-hydroksikumariini, joka on kumariinin ja hydroksyyliradikaalin vélisen
reaktion reaktiotuote. Ilman superoksidia DOM:n hajoamista ei tapahtunut
lainkaan, mutta superoksidin ja varsinkin vield raudan ldsnd ollessa hajoaminen
oli huomattavaa. Tamdn perusteella tutkitulla reaktioreitilli voi olla DOM:n

hajoamista edistdva vaikutus.
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Recently interactions between the dissolved organic matter (DOM) and iron have
attracted increased attention. Especially the effect of iron on the degradation of
DOM is not well-known. It has been shown that some bacteria can produce
extracellular superoxide, which forms hydrogen peroxide. Hydrogen peroxide can
react with iron and produce hydroxyl radicals that degrade humic-like DOM into
suitable substrates for bacteria. In this master thesis the degradation of DOM-iron
associations were assessed by using KOs-solution as the source of superoxide
instead of bacteria. The reaction mechanism was examined by following the
formation of hydroxyl radicals using coumarin as a probe. The degradation of
DOM was studied by fluorescence and absorbance measurements. Yields of
hydroxyl radical reactions were low in the experimental treatments that contained
DOM alone or with the introductions of iron or KOz separately. Hydroxyl radicals
were produced in the solutions including both iron and superoxide. DOM
included four fluorescent components: two humic-like and one protein-like
component and 7-hydroxycoumarin, the product of the reaction between
coumarin and hydroxyl radical. Significant degradations of DOM occurred only in
solutions containing superoxide, especially combined with iron. Based on these

results these reaction routes can enhance the degradation of DOM.
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1 JOHDANTO

Liuennut orgaaninen aine (DOM) sisdltdd orgaanista hiiltd, joka toimii energian- ja
ravinnonldhteend heterotrofisille bakteereille. Rauta on maankuoren neljanneksi
runsain alkuaine ja se vaikuttaa monien alkuaineiden biogeokemialliseen kiertoon
(Cotner & Heath 1990; Sarkkola ym. 2013; Kritzberg ym. 2014; Weyhenmeyer ym.
2014). Viime aikoina sekd DOM:n ettd raudan pitoisuudet ovat kasvaneet
boreaalisen vyohykkeen joissa (Kritzberg & Ekstrom 2012; Sarkkola ym. 2013;
Weyhenmeyer ym. 2014), mikd on lisdannyt kiinnostusta ymmaértdd paremmin

niiden vilistd vuorovaikutusta.

Epédorgaaniset rautayhdisteet ovat huonosti veteen liukenevia, ja ne sitoutuvat
usein DOM:iin (Boyd & Ellwood 2010). Esimerkiksi Suwannee-joen fulvohapojen
hypoteettisen keskivertomolekyylin on todettu sisdltdavan 14,3 pmol [mg C]?!
potentiaalisia sitoutumispaikkoja raudalle (Leenheer ym. 1998; Ritchie & Perdue
2003). Raudan sitoutuminen on ollut makeissa vesissd suuruusluokaltaan

kuitenkin ainoastaan 2 pmol Fe [mg C]! (Neubauer ym. 2013).

Ruotsin jarvissa noin puolet DOC:sta hévida alle 2,5 vuodessa (Algesten ym. 2003).
Vaikka osa DOM:sta péddtyy flokkulaatiossa sedimentteihin ja osa hajoaa auringon
sateilyn vaikutuksesta, eivdt ndmd prosessit voi yksinddn selittdd DOM:n
hajoamista jdarvissd (Vdhdtalo & Wetzel 2008, Vidhdtalo ym. 2010).

Hajoamisprosessi siséltdd siis todennékdoisesti vield joitakin muita tekijoita

Bakteerit voivat ottaa suoraan solun sisddn molekyylejd ja hajottaa niitd solun
sisdlld tapahtuvassa metaboliassa (Arnosti 2004). Tamd on mahdollista
molekyyleille, jotka ovat kooltaan alle 600 Da eli 600 g mol! (Weiss ym. 1991).
DOM koostuu kuitenkin ldhinnd tdtd raja-arvoa suuremmista yhdisteistd. Tietyt
heterotrofiset bakteerit voivat kdyttdd solunulkopuolisia entsyymejd sellaisten

molekyylien hajottamiseen, jotka ovat lilan suuria bakteerien suoraan



sisddnottoon. Tatd kutsutaan entsymaattiseksi katalyysiksi, joka on selektiivinen ja
vain tiettyjen polymeerien hydrolyysid koskeva reaktio. DOM:n sidoksissa

entsyymit kuitenkin hydrolysoivat heikosti (Arnosti 2004).

Raudan abioottiset reaktiot voivat helpottaa orgaanisen aineen hajoamista ja
tuottaa substraatteja mikrobeille. Ndissd reaktioissa superoksidi voi pelkistdd
liuenneeseen orgaaniseen aineeseen sitoutuneen ferriraudan ferroraudaksi, Fe(II)
(Rose & Waite 2005). Fenton-reaktiossa ferrorauta reagoi edelleen vetyperoksidin
kanssa muodostaen mm. hydroksyyliradikaalin (Nakatani ym. 2007). Syntyneet
reaktiiviset happiradikaalit voivat johtaa aromaattisten renkaiden hajoamiseen
(Miller ym. 2013; Yuan ym. 2016), hiilidioksidin sekd orgaanisten happojen
muodostumiseen (Pracht ym. 2001; Studenroth ym. 2013).

Oletetaan, ettd bakteerit voisivat hyodyntdd rautaa hajottaakseen DOM:a solun
ulkopuolella (Diaz ym. 2013). Bakteeriplankton koostuu kuitenkin sadoista
lajeista, joilla kaikilla on omia erityisid metabolisia toimintoja (Taipale ym. 2011),
jolloin tdméd luultavasti rajoittuisi vain tiettyihin lajeihin. Caulobacter-bakteerit
erottuivat selkedsti muista bakteeriryhmistd, kun DOM:n hajoamista kiihdytettiin
raudan avulla (Xiao ym. 2016). Onkin siis mahdollista, ettd bakteerit tuottaisivat
solun ulkopuolista superoksidia, joka reagoidessaan hydroksyyliradikaaliksi

johtaisi liuenneen orgaanisen aineen hajoamiseen (Xiao ym. 2016).

Tdssda pro gradu -tutkielmassa tarkoituksena on selvittdd raudan ja superoksidin
vaikutusta liuenneen orgaanisen aineen hajoamiseen. Koska reaktioita haluttiin
nopeuttaa, kéytettiin tutkimuksessa kaliumsuperoksidia bakteerien sijasta
superoksidin ldhteend. Reaktioissa syntynyttd hydroksyyliradikaalia mééaritettiin
HPLC-mittausten avulla kumariinin toimiessa koettimena. Liuenneen orgaanisen

aineen hajoamista seurattiin fluoresenssi- ja absorbanssimittauksilla.



2 TEORIA

2.1 Tutkimuskohteena olevan liuenneen orgaanisen aineen hajoamisprosessi

2.1.1 Liuennut orgaaninen aine

Vesistojen humus koostuu heterogeenisistdi biomolekyyleistd, jotka ovat
molekyylimassaltaan suuria ja variltdaan keltaisia, mustia tai ruskeita (Hessen &
Tranvik 1998). Humus voidaan jakaa liukoisuuden mukaan kolmeen
komponenttiin: fulvohappoihin, humushappoihin ja humiiniin. Fulvohapot ovat
orgaanisia happoja, jotka ovat liukoisia kaikissa pH-arvoissa. Humushapot taas
ovat liukoisia pH:n ollessa yli kahden ja humiini on pé&dosin liukenematon.
Vesistojen humus voi esiintyd joko liuenneessa tai kiintedssa muodossa (Hessen &

Tranvik 1998).

Vesistdissd suurin osa orgaanisesta materiaalista on liuenneena orgaanisena
aineena (DOM). DOM on heterogeeninen alifaattisten ja aromaattisten yhdisteiden
seos ja liuenneet fulvohapot kattavat 40-60 % DOM:sta monissa
vesiekosysteemeissd (Hessen & Tranvik 1998). DOM:n koostumus kuitenkin
vaihtelee sen alkuldhteen sekd hajoamisprosessin vaiheen mukaan (Opsahl ym.
1999). Sisdvesissd ja rannikoilla DOM:n pédédldhde on maalta ldhtoisin oleva
hajonnut kasviaines, joka on liuennut veteen ja kulkeutunut eteenpéin vesistoissa.

Toinen DOM:n pdildhde on vesikasvien hajoamisesta syntynyt aines (Hansel &

Carlson 2002).

Mikro-organismien hapettamisreaktioiden seurauksena sekd alifaattisiin ettd
aromaattisiin =~ DOM:n  osiin voi syntyd karboksyyliryhmid.  Nadma
karboksyyliryhmét vaikuttavat suuresti DOM:n liukoisuuteen. Mikrobien

toiminnan lisdksi DOM:n hajoamiseen vaikuttavat fotokemialliset reaktiot. UV-



valo muuttaa mm. veden optisia ominaisuuksia sekd tuottaa erilaisia reaktiivisia

happiradikaaleja (Hessen & Tranvik 1998).

Osa DOM:sta on vdrillistd liuennutta orgaanista ainetta (CDOM), joka absorboi
UV-sdteilyd sekd ndkyvdd valoa. CDOM vastaa suurelta osin luonnonvesien
optisista ominaisuuksista. Yksi sen pddtehtdvistd on suojella elivitd haitalliselta
UV-siteilylta (Walsh ym. 2003), minkd lisdksi silldi on suuri rooli useissa
biogeokemiallisissa sekd fotokemiallisissa prosesseissa (Hansel & Carlson 2002).
CDOM virittyy UV-valon ja sinisen valon alueella ja osa viritysenergiasta
purkautuu fluoresenssina (FDOM). Kaksi DOM:n fluoresoivaa padkomponenttia
ovat humus- ja proteiiniaines. Ndistd humusaines fluoresoi sinisen valon
aallonpituusalueella ja proteiiniaines puolestaan UV-valon aallonpituusalueella

(Coble 1996).

DOM:n eristdmiseksi vesindytteestd on kehitetty useita analyyttisid menetelmia.
Kiintedfaasiuutto, jossa hyodynnetdan XAD-hartsia (polymeerinen adsorbentti),
kehitettiin 1970-luvun lopulla (Aiken ym. 1979; Lara & Thomas 1994; Dittmar ym.
2001). Myohemmin ultrasuodatuksesta 1-kDamn suodatinkoolla tuli suosittu
menetelmd, mutta sen tehokkuus on ollut vain n. 30 % (Amon & Benner 1996;
Benner ym. 1997). Kadnteisosmoosi ja elektrodialyysi ovat tarjonneet yhdessa tata
tehokkaamman menetelmédn (Vetter ym. 2007). Erityisesti makean veden
tapauksessa silika-C18 sorbenttia on kdytetty DOM:n eristdmiseen (Kim ym. 2003).
Ultrasuodatuksen ja kiintedfaasiuuton yhdistelma onkin parantanut murtoveden
DOC:n eristamistd 70 %:iin (Simjouw ym. 2005), mutta se on kuitenkin todettu

tyolddksi ja aikaa vievadksi (Dittmar ym. 2008).

Kiintedfaasiuutto, joka hyodyntdd kaupallisia, esipakattuja kiintedfaasiuutto-
patruunoita, on todettu tehokkaaksi menetelméksi. Se ei vaadi monia tyovélineita
ja soveltuu my6s maastossa kdytettdvidksi. Menetelmdssd ndytteet suodatetaan
vélittomadsti ndytteenoton jdlkeen. Seuraavaksi niiden pH lasketaan HCl-liuoksella

arvoon 2, jotta orgaanisten happojen ja fenolien uuttamistehokkuus paranee.



Adsorbantti pestddn metanolilla juuri ennen kayttod ja DOM uutetaan.
Seuraavassa vaiheessa vesindytteen suola poistetaan, sorbentti kuivataan ja
eluoidaan metanolin avulla ennen Kkiintedfaasiuuttoa. Styreeni-divinyyli-
bentseenipolymeerien tyyppiset sorbentit (PPL ja ENV) on todettu
tehokkaimmiksi sorbenteiksi DOM:n eristamiseen. Silikapohjaisista, hiilivetyihin
perustuvista sorbenteista C18 on tehokkain, mutta sen uuttotehokkuus on

kuitenkin vain kaksi kolmasosaa PPL:n tehokkuudesta (Dittmar ym. 2008).

DOM:n raudan médardd voidaan vahentdd lisidmalld ennen uuttoa vesindytteeseen
jotakin yhdistettd, joka sitoutuu DOM:n ligandeiksi raudan tilalle. Téllainen
yhdiste on esimerkiksi NaF, jossa fluoridi-ionit sitoutuvat DOM:iin. Fluoridi-
ionien kdyton etuna on, ettd ne ovat kdytdnnossd inerttejd reagoimaan
reaktiivisten happiyhdisteiden kanssa, jotka ovat mukana CDOM:n fotoreaktioissa
(Gao & Zepp 1998). Raudan poiston tehokkuudeksi on saatu tédlld menetelmalld 97
% (Xiao ym. 2016).

2.1.2 Raudan sitoutuminen liuenneeseen orgaaniseen aineeseen sekd raudan osuus

Fenton- ja Haber-Weiss-reaktioissa

Epédorgaaniset rautayhdisteet ovat huonosti veteen liukenevia (Boyd & Ellwood
2010). Ferrirauta, Fe(Ill), muodostaa luonnossa liuenneen orgaanisen aineen
kanssa komplekseja (Nakatani ym. 2007), ja siksi se esiintyy luonnonvesissd
pddosin sitoutuneena juuri liuenneeseen orgaaniseen aineeseen (Boyd & Ellwood

2010).

Superoksidi pystyy pelkistamddn sekd liuenneeseen orgaaniseen aineeseen
sitoutunutta (Kaava 1) ettd epdorgaanisena ionina esiintyvaa ferrirautaa (Kaava 3),
joka on syntynyt liuenneeseen orgaaniseen aineeseen sitoutuneen ferriraudan
hajotessa (Kaava 2) (Rose & Waite 2005). Ensimmadisessd tapauksessa reaktiossa
syntyy ferro-orgaaninen kompleksi, joka voi hapettua uudestaan luonnonvesissa
useiden eri hapettajien kuten veteen liuenneen hapen, vetyperoksidin tai

hydroksyyliradikaalin toimesta. Toisessa tapauksessa nettoreaktio on hyvin



samankaltainen, mutta kuitenkin silld eroavaisuudella, ettd raudan pelkistyminen
tuottaa vapaata ferrorautaa eikd liuenneeseen orgaaniseen aineeseen sitoutunutta

(Rose & Waite 2005).

05 + Fe(II)DOM — 0, + Fe(I)DOM (1)
Fe(II)DOM — Fe(IIl) + DOM )
Fe(Il) + 05 — Fe(ID) + 0, 3)

Reaktioissa syntynyt ferrorauta voi reagoida Fenton-reaktiossa vetyperoksidin
(H202) kanssa muodostaen ‘OH-radikaalin ja hydroksyyli-ionin (Kaava 4)
(Nakatani ym. 2007). Reaktio toimii luonnonvesissd hydroksyyliradikaalin

muodostumisen ldhteeni.

Fe(I) + H,0, — Fe(Il) + - OH + OH~ @

Haber-Weiss-reaktiossa (Kaava 5) vetyperoksidi ja superoksidi reagoivat tuottaen
happea, hydroksyyli-ionin sekd hydroksyyliradikaalin. Haber-Weiss-reaktio
tarvitsee toimiakseen metalli-ionikatalyytin, jolloin se voidaan jakaa jo aiemmin

mainittuihin kaavoihin 3 ja 4 toimien tdten ndiden reaktioiden nettoreaktiona

(Kehrer 2000).

0y + H,0, - 0, + OH™ + - OH )

2.1.3 Vesistoissd esiintyvat hapen reaktiiviset muodot

Hydroksyyliradikaali, superoksidi ja vetyperoksidi kuuluvat reaktiivisiin
happiyhdisteisiin ~ (ROS). Reaktiiviset —happiyhdisteet ovat lyhytikiisid,
happiatomeja sisdltavid yhdisteitd, joiden puoliintumisaika vesistdissd vaihtelee
nanosekunneista tunteihin (Kearns 1971; Zafiriou 1977, Zafiriou ym. 1984; Waite
ym. 1988; Bartosz 2006; Lu ym. 2006; Schmidt 2007). Reaktiivisia happiyhdisteita

muodostuu  mm. fotolyysissd sekd hapetus-pelkistysreaktioissa, ja niiden



konsentraatiot ympdristossd vaihtelevat pikomooleista mikromooleihin (Burns

ym. 2012).

Hydroksyyliradikaali on vahvin hapetin reaktiivisten happimolekyylien
ryhmaéssd, eikd se reagoi selektiivisesti (Mill ym. 1980; Zafiriou ym. 1984). Sita
syntyy luonnonvesissa mm. jo esitetyssd Fenton-reaktiossa (Kaava 4). Superoksidi
puolestaan on selektiivisempi reagoidessaan orgaanisten yhdisteiden kanssa
vesistoissd (Burns ym. 2012). Superoksidi anioni Oz- syntyy happimolekyylin
pelkistyessd (Kaava 6). Superoksidianioni voi edelleen pelkistyessddn tuottaa
vetyperoksidia (Kaava 7). Tdméd dismutaatioreaktio voi tapahtua joko itsestddn tai
katalyyttien kautta. Syntynyt vetyperoksidi voi pelkistyd hydroksyyliradikaaliksi

(Kaava 8), joka pelkistyessddn tuottaa vettd (Kaava 9) (Turrens 2003).

0, +e” <05 (6)

0, +e” - 2H*+ H,0, 7)
H,0, + e~ - OH™ + OH 8
OH+e” -» H"+H,0 )

Vetyperoksidi taas on termodynaamisesti vahva hapetin, mutta sen
reaktionopeudet monien yhdisteiden kanssa ovat usein hitaampia verrattuna
siihen, ettd hapettimena toimisi vapaa radikaali (Burns et al. 2012). Vetyperoksidin
happovakion arvo (pKa) on 11,75, joten sitd ei esiinny luonnonvesissa (National

Center for Biotechnology Information. PubChem Compound Database 2018).

2.1.3.1 Hydroksyyliradikaalin m&arittaminen

Hydroksyyliradikaalin reaktioiden seuraaminen on haastavaa johtuen sen
reaktiivisuudesta ja lyhyestd elinidstd (Louit ym. 2005). Pitoisuuden laskemiseen
nesteessd on kuitenkin kehitetty useita menetelmid, jotka voidaan luokitella
suoriin ja epasuoriin menetelmiin (Maezono ym. 2010). Yksi suorista menetelmista

perustuu elektronispin-resonanssiin (ESR), jossa parittomien elektronien siirtymid



mitataan magneettisessa kentdssd (Kim & Metcalfe 2007; Luo ym. 2009).
Menetelma on laajalti kdytetty sensitiivisyytensd ja selektiivisyytensd takia, mutta

se vaatii kuitenkin kalliin mittauslaitteen.

Kustannusten ja hydroksyyliradikaalin lyhyen elinidn vuoksi (~10- s) joudutaan
usein kdyttdimddn epdsuoria mittausmenetelmida (Maezono ym. 2010). Epdsuorat
mittausmenetelmdt  perustuvat  johonkin  koettimeen, joka  reagoi
hydroksyyliradikaalin kanssa tunnetulla tavalla (Louit ym. 2005). Syntyneen
lopputuotteen maard voidaan mitata esimerkiksi UV-Vis
absorptiospektroskopialla (Aruoma 1994), luminesenssilla (Tsai ym. 2001) tai
fluoresenssilla, ja lopulta reaktioyhtdlon avulla voidaan laskea, kuinka paljon

hydroksyyliradikaalia reagoi (Louit ym. 2005).

2.1.3.2 Superoksidin reaktiot ja tuottaminen liuokseen

Solujen metabolia sisédltdd paljon hapetus-pelkistysreaktioita, joiden yhteydessd
superoksidia voi muodostua solun sisdédn. Muodostuminen voi olla joko
entsymaattista tai ei-entsymaattista (Turrens 2003). Entsymaattisiin ldhteisiin
kuuluu mm. NADPH-oksidaasi, joka tapahtuu solun membraaneilla ja voi
pelkistdd hapen superoksidiksi (Babior 2000; Babior ym. 2002; Vignais 2002). Ei-
entsymaattisiin ldhteisiin kuuluvat puolestaan esimerkiksi tiolit ja pelkistyneet
flaviinit, jotka voivat pelkistdd hapen superoksidiksi (Turrens 2003). Superoksidia
voi syntyd myo6s solun ulkopuolelle biologisten prosessien, kuten bakteerien

tuottamana (Diaz ym. 2013).

Hieman happamassa liuoksessa superoksidin ja sen protonoituneen muodon
hydroperoksyyliradikaalin vélilld on tasapaino (Kaava 10) (Behar ym. 1970).
Hydroperoksyyliradikaali voi reagoida edelleen itsensd tai superoksidin kanssa
muodostaen vetyperoksidia ja happea katalysoimattoman dismutaatioreaktion
kautta (Kaava 11 ja 12) (Voelker & Sedlak 1995; Voelker ym. 2000; Heller & Croot
2010a). Lisdksi raudan ldsnd ollessa Fe(Il) voi reagoida hydroperoksyyliradikaalin
kanssa muodostaen vetyperoksidia ja Fe(Ill):a (Kaava 13) (Yuegang & Jiirg 1992).



05, + H* & HO, (10)

HO; + HO; - H,0, + 0, (11)
HO, + 05 + H* - H,0, + 0, (12)
HO; + Fe(Il) - H,0, + Fe(IIl) (13)

Superoksidi voi toimia reaktioissa sekd pelkistdjand ettd hapettajana, ja
merivesissd se vaikuttaa raudan ja kuparin kanssa monien yhdisteiden
hapetuspelkistysreaktioihin (Kaava 14 ja 15, M-kirjain kuvaa joko rautaa tai
kuparia) (Voelker & Sedlak 1995; Voelker ym. 2000; Heller & Croot 2010a).
Tyypillisesti reaktiot kuparin tai raudan kanssa ovat hyvin nopeita ja reaktioissa
tarvitaan vain  pieni mddrd metallia  katalysoimaan  superoksidin
dismutaatioreaktiota (engl. catalyzed dismutation pathway) (Bielski ym. 1985).
Namad reaktiot voivat johtaa jo aikaisemmin esiteltyyn Haber-Weiss-reaktioon

(Kaava 5), jossa muodostuu hydroksyyliradikaalia.
M™ + 05 + 2 H* > M+ 4+ H,0, (14)
M™*1 + 03 - M + 0, (15)

Yksi tapa tuottaa superoksidia liuokseen on kaliumsuperoksidi (KOy).
Kaliumsuperoksidin kdyton ongelmana on tosin erittdin alhainen saantoprosentti
(~15 %) sekd vetyperoksidin muodostuminen (Bolann & Ulvik 1991). Aiemmin
kaupallisen kaliumsuperoksidin uskottiin my6s olevan metallien kontaminoima.
Kontaminaatio saattoi kuitenkin johtua vélineistd ja reagensseista, jotka eivit

olleet tdysin metallivapaita (Weinstein & Bielski 1979).

Erddssa tutkimuksessa analysoitiin KOz-reagenssin rauta- ja kuparipitoisuutta ja
tulosten mukaan reagenssi sisdlsi 0,7 + 0,1 ppm rautaa (kuivapaino) ja alle 0,06
ppm kuparia. Tutkimuksessa metallipitoisuudella ei uskottu olevan vaikutusta
tuloksiin. Kaliumsuperoksidin luonteen takia sitd voidaan kuitenkin kayttda vain

kertaluontoisissa analyyseissd (Heller & Croot 2010b).
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2.2 Liuenneen orgaanisen aineen optinen karakterisointi

2.2.1 UV-Vis absorptiospektroskopia

Molekyyliorbitaalit voivat olla luonteeltaan joko sitovia, ei-sitovia tai hajottavia.
Jos molekyyli absorboi sopivan mddran energiaa, miehitetylld orbitaalilla elektroni
virittyy miehittdméattomaélle orbitaalille tai osittain miehitetylle orbitaalille.
Energiatilaltaan korkeimmalla sijaitsevan miehitetyn molekyyliorbitaalin (HOMO,
highest occupied molecular orbital) ja energiatilaltaan alimmalla sijaitsevan
miehittdméattoman molekyyliorbitaalin (LUMO, lowest unoccupied molecular
orbital) vilinen energiaero nékyy yleensd absorptiona nidkyvéan valon tai UV-valon

aallonpituusalueilla (Housecroft & Sharpe 2012).

Molekyyliorbitaalien energia on kvantittunut, joten elektroninen siirtyma voidaan
yhdistdd tiettyyn energiamddrdan AE. Molekyyliabsorptiospektrit yleensd
koostuvat levedmmistd piikeistd kuin atomiabsorptiospektrit. Toisin kuin
atomeilla, molekyyleissd tapahtuu vibraatio- ja rotaatioliikettd, joka on hitaampaa
kuin fotonin absorptio. Molekyylin geometria vaikuttaa AE:n mé&&drddn ja samalla

myos absorptiospektriin (Housecroft & Sharpe 2012).

Liuenneen orgaanisen aineen spektroskopia poikkeaa kuitenkin merkittavasti ylla
kuvatusta yksittdisten yhdisteiden spektroskopiasta. DOM koostuu tuhansista
erilaisista ~ yhdisteistd, jolloin DOM:n  absorptiospektroskopia  koskee
molekyyliseoksia. Tdlloin DOM:n mitattu absorptio on suurempi kuin yksittdisten
elektronisiirtymien summa molekyyliorbitaalilta toiselle. Lisdksi absorptiota
aiheuttavat reaktiot, joissa varaus siirtyy funktionaaliselta ryhmadlta toiselle joko
molekyylin sisdlld tai molekyylien valilld. Spektroskopian avulla ei siis pystytd
suoraan selvittimdan yksittdisid yhdisteitd tai funktionaalisia ryhmid, mutta silti

sen avulla voidaan arvioida DOM:n koostumusta (Sharpless & Blough 2014).
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2.2.1.1 Absorptiospektrin kulmakertoimet CDOM:n madrittamisessa.

Jotta CDOM:n ominaisuuksia voidaan maédrittdd spektristd, on avuksi kehitetty
useita parametreja, joista suuri osa keskittyy absorptioiden suhteiden
hyodyntdmiseen. Naméa suhteet ovat riippumattomia CDOM:n konsentraatiosta
(Helms ym. 2008). DOM-molekyylien kokoa voidaan tarkastella 250 ja 365
nanometrin absorptiosuhteen avulla, mitd kutsutaan my6s E2:E3-suhteeksi. Kun
molekyylien koko kasvaa, E2:E3-suhde pienenee, silli suuremmat molekyylit

absorboivat valoa voimakkaammin korkeammilla aallonpituuksilla (De Haan &

De Boer 1987).

465 ja 665 nanometrin aallonpituusalueiden vélinen absorptiosuhde (E4:E6)
puolestaan kuvaa hyvin CDOM:n aromaattisuutta (Chin ym. 1994), vaikka erdan
tutkimuksen (Chen ym. 1977) mukaan sen on todettu korreloivan aromaattisuutta
paremmin molekyylien koon, karboksyylien, happamuuden sekd O:C- ja C:N-
suhteiden kanssa. Tamén vuoksi suhdetta voidaan hyodyntdda humuspitoisia

jarvid médritettdessd (Summers ym. 1987).

Absorptiokerroin ilmoitetaan aina luonnollisina logaritmeina (m™), jotka
perustuvat Naperianin systeemiin (Kaava 16). Mittalaitteet ilmoittavat
mittaustuloksen kymmenkantaisena logaritmiin pohjautuvana absorbanssina, jolla
ei ole yksikkod (Braslavsky 2007). Absorptiokerrointa voidaan edelleen kayttda
spektrin kulmakertoimen madrittdmisessa. Talloin hyodynnetadan
eksponenttifunktion epdlineaarista sovitusta absorptiospektrille eri

aallonpituuksilla (Kaava 17) (Twardowski ym. 2004).

_2,303(A - Ayg)
B 0,01 ’ (16)

a

jossa a on absorptiokerroin m?, A on ndytteen absorbanssin arvo, Amg on
ultrapuhtaan veden absorbanssi ja 0,01 on metreind ilmoitettuna se etdisyys, jonka

valo kulkee kyvetissa nédytteen lapi.
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a’?\ = a}\refe—S(}\—}\ref) ) (17)

jossa a on Napierianin absorptiokerroin (m™), A on aallonpituus (nhm), Aref on

referenssi aallonpituus (nm) ja S on spektrin kulmakerroin (nm-1).

Spektrin kulmakerroin tarjoaa enemmin tietoa CDOM:n ominaisuuksista kuin
absorptioarvot yksinddn. Kuten E2:E3- ja E4:E6-suhteet, on kulmakerroin
riippumaton CDOM:n konsentraatiosta (Brown 1977). Kulmakerrointa voidaan
kayttdd kuvaamaan fulvo- ja humiinihappojen suhdetta, minkad lisdksi
kulmakertoimen on huomattu korreloivan fulvohappojen isolaattien
molekyylipainojen kanssa. Kulmakerroin riippuu kuitenkin aina kaytetysta
aallonpituusvalistd (Carder ym. 1989). Tdssd tyossd kaytettiin aallonpituusvilejd
275-295 nm sekd 350-400 nm, silld ndmad spektrin alueet antavat viitteitd liuenneen
orgaanisen aineen molekyylikoosta ja sen altistumisesta auringon séteilyn

aiheuttamalle valokemialliselle hajoamiselle (Helms ym. 2008).

CDOM:n UV-Vis-absorptiospektrin tulisi laskea ldhes eksponentiaalisesti
aallonpituuden laskiessa (Twardowski ym. 2004). Jos kulmakertoimen arvo on
suuri, on myos kdyrd jyrkempi. Tdlloin absorption vdheneminen on kasvavalla

aallonpituudella nopeampaa (Helms ym. 2008).

2.2.2 Fluoresenssi

Molekyylin absorboidessa valoa (energiaa) molekyyli virittyy ja elektroni siirtyy
miehittdméattomaille orbitaalille. Energiaero perustason (So) ja virittyneen
singlettitason (S1 tai korkeampi) valilld mddrittdd aallonpituuden, jolla valo on
absorboitunut. Fluoresenssi voi johtaa useisiin siirtymisiin virittyneiden
singlettitasojen valilld, minkd vuoksi molekulaarisissa absorptiospektreissa

havaitaan usein leveitd piikkejd (Stedmon ym. 2003).

Virittymistd seuraa sdteilemdton viritystilan purkautuminen matalimmalle
singlettitasolle sisdsiirtymén ja relaksaation vibraatioperustilan avulla. Sateilyton

vaimeneminen, fluoresenssi ja systeemien viélinen siirtyma kilpailevat viritystilan
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purkautumisesta perustasolle (So). Fluoresenssin emission aallonpituus maédrittyy
S1- ja Se-tasojen energiaeron perusteella. Mitd suurempi molekyylin konjugaatio
on, sitd vidhemmdn on myos energiaeroa, mikd puolestaan johtaa fluoresenssin
pidempddn aallonpituuteen (Stedmon ym. 2003). Konjugaation myotd
absorptioenergia myos vdhenee eli absorptio tapahtuu pidemmalla

aallonpituudella.

Kun mitataan emissiospektrejd useilla eri viritysaallonpituuksilla, voidaan niista
muodostaa fluoresenssin emissio-viritysmatriiseja (EEM). Matriiseja voidaan
hyodyntdd fluoresoivan liuenneen orgaanisen aineen (FDOM) rakenteen ja
ominaisuuksien maddrittimisessd. Menetelmd tarjoaa tietoa sekda FDOM:n
fluoresenssin maddrdstd ja sekd eksitaation ja emission aallonpituuksien
riippuvuudesta (Stedmon ym. 2003). EEM:t ovat kuitenkin itsessddn hankalasti
tulkittavia. Aikaisemmin EEM:n ominaisuuksien tulkitseminen nojasi pitkalti
visuaaliseen spektrin eri osien tarkasteluun ja piikkien tutkimiseen (Coble 1996;
McKnight ym. 2001). Nykyisin tilastollisia menetelmid hyddynnetdan DOM:n
fluoresenssisignaalien madrityksessd (Boehme & Coble 2000; Persson & Wedborg
2001; Stedmon ym. 2003) ja yksi esimerkki tdllaisesta menetelmdstd on Parallel

factor analysis (PARAFAC).

2.2.2.1 Parallel factor analysis (PARAFAC)

PARAFAC on tilastotieteellinen ldhestymistapa tulkita EEM-matriiseja. Se jakaa
analysoitavassa aineistossa olevat EEM-matriisit tilastollisiin komponentteihin,
joiden avulla voidaan hahmottaa EEM-matriisien rakennetta ja vertailla ndytteitd
toisiinsa. Spektrin fluoresenssidata on kolmiulotteista, jolloin nédytteen fluoresenssi
vaihtelee eksitaation ja emission mukaan. Kun data yhdistetddn, saadaan
kolmisuuntaisia datalaatikkoja. Lopulta mallista saadaan parametrit a, b ja ¢, jotka
edustavat fluoroforien konsentraatiota sekd emissio- ja eksitaatioaallonpituuksia.

(Stedmon & Bro 2008).
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PARAFAC-analyysi voidaan jakaa viiteen eri vaiheeseen (Kuva 1). Ensimmdinen
vaihe on datan tuominen johonkin ohjelmaan, joka tukee PARAFAC-analyysid
(esim. MATLAB). Tdamédn jdlkeen data esikdsitellddn, jolloin siitd korjataan
systemaattiset vadristymat herédtevalon absorptiossa, fluoresenssin
emissiospektrissd sekd fluoresenssin intensiteetissd, poistetaan signaalit, jotka
eiviat liity fluoresenssiin (Rayleigh ja Raman sironta) sekd normalisoidaan
fluoresenssin emissiointensiteetti ndytteiden vélillda kayttamaéllda hyvéksi veden
Raman signaalin intensiteettid. Kolmannessa vaiheessa tutustutaan paremmin
dataan ja pyritddan tarkastelemaan, kuinka monta PARAFAC-komponenttia data
sisdltdad. Lisdksi tutkitaan, tuleeko joitakin poikkeavia havaintoja poistaa.
Neljannessd vaiheessa madritellddn komponenttien lopullinen méaéard ja katsotaan,
onko malli validi. Viimeisessd vaiheessa pddstddan tarkastelemaan mallin antamia

tuloksia (Murphy ym. 2013).

1. Raakadatan tuominen
ohjelmaan

-datajoukon kokoaminen

A 2

2. Datajoukon esikasittely
-vadristymien korjaaminen
-sironnan poistaminen

(- normalisointi)

A 2

3. Datajoukkoon

tutustuminen

vhteen

-poikkeavien havaintojen
poistaminen

¥

4. Mallin validointi
-komponenttien maaran
mairittely

-mallin arvioiminen
-herkkyysanalyysit

| 5. Tulosten tulkinta |

Kuva 1. PARAFAC-analyysin pddvaiheet (Murphy ym. 2013).

Riippuen liuenneen orgaanisen aineen laadusta, ndkyvit sen eri fluoresoivien
komponenttien virittymisen ja emission piikit spektrissd eri alueilla (Taulukko 1).

Proteiinin kaltainen alue on pienemmilld aallonpituuksilla, humuksen kaltainen
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hieman suuremmilla ja maaperdn fulvohapoista johtuva ja planktonperdinen
puolestaan suurimmilla aallonpituuksilla (Coble 2007). Virittymisestd ja emissiosta
syntyvien piikkien sijainti vaihtelee DOM:n koostumuksen mukaan (Stedmon &
Bro 2008). PARAFAC-analyysissd 1oydettyjd fluoresoivia komponentteja voidaan
tulkita esimerkiksi fluoresenssin intensiteetin maksimin (Fmax) avulla. Fmax-arvo
lasketaan kertomalla eksitaatio- ja emissioaallonpituuksien maksimit jokaiselle
komponentille niiden painoarvolla. Saadut intensiteetit ovat t&dlloin samassa

skaalassa kuin alkuperdiset EEM:t (Murphy ym. 2013).

Taulukko 1. Tyypilliset liuenneen orgaanisen aineen alkuperdd karakterisoivat eri
fluoresoivien komponenttien virittymisen ja emission maksimiaallonpituudet
ja/tai aallonpituusalueet (Coble 2007).

. : Virittymisen maksimi Emission maksimi
Fluoresoiva komponentti
(nm) (nm)
Tyrosiinin ja proteiinin 275 305
kaltaiset
Tryptofaanin !a proteinin 275 340
kaltaiset
Humus 260 400-460
Meren humus 290-310 370-410
Humus 320-360 420-460
Maaperan fulvohappo 390 509
Maaperan fulvohappo 455 521

Planktonin tuottama DOM 280 370
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3 AINEISTO JA MENETELMAT

3.1 Tutkimusjdrvi, sen liuennut orgaaninen aine ja tutkimuksessa kaytetyt

reagenssit

Tutkimusjdrvend toimi Eteld-Suomessa sijaitseva Valkea-Kotinen (61°14" N, 25°04’
E) (Xiao ym. 2016). Kyseessd on luonnontilainen, pddosin havumetsdn ymparoima
jarvi (Vahatalo ym. 1999; Arvola ym. 2010). Happamassa pintavedessd (pH 5,4)
DOC:n konsentraatio on ollut 945 uM, kokonaisraudan 5 pM ja liuenneen fosforin
0,16 pM (Keskitalo ym. 1998; Vidhdtalo ym. 2003; Einola ym. 2011). Suurin osa
DOM:sta (75 %) on koostunut humusaineista ja suurista molekyylimassoista (Vogt
ym. 2004). DOM:n keskiverto molekyylimassa on ollut 1130 g mol!
massaspektrometrilla mitattuna ja n. 4000 g mol-! kokoekskluusiokromatografialla

maédritettynd (Vogt et al. 2004).

Vesindytteet oli otettu 26.10.2012 ja tyotd varten oli valmistettu DOM:n
perusliuvosta Xiao ym. tutkimuksen (2016) mukaisesti. Naytteet oli suodatettu
vadlittomasti 0,45 pm filtterilld (AcroPakTM1000 capsule, Pall) ja seuraavana
pdivand ne oli suodatettu uudestaan 0,2 pm filtterilld (Sartobran 300 sterile
capsule, Sartorius Stedim) ja niiden pH-arvo oli sdddetty n. kahteen 37-
prosenttisella HCl-liuoksella (Titrisol, Merck). Naytteet oli sdilytetty pimedssd
huoneessa 11 °C:ssa. Ennen DOM:n kiintedfaasiuuttoa naytteisiin oli lisdatty NaF-
livosta (0,01 M) Dittmar ym. tutkimuksen (2008) mukaisesti. Fluoridi-ionien
odotettiin vaihtuvan raudan tilalle DOM:mn ligandeiksi ja vdhentdvdn raudan

maéadrdd uutetussa DOM:ssa (Gao & Zepp 1998).
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Tassd tutkimuksessa analyysien suorittamista varten tarvittiin useita eri

reagensseja, joiden valmistajat ja puhtaudet on koottu seuraavaan taulukkoon 2.

Taulukko 2. Kdytettyjen reagenssien valmistajat ja puhtaus.

Reagenssi Valmistaja Puhtaus (%)
Kumariini Sigma-Aldrich 98,0
7-hydroksikumariini Sigma-Aldrich 98,0
KOz Merck kGaA 90,0
FeCls - 6 H,O Sigma-Aldrich 97,0
NaySO4 Riedel-de Haén 99,0
NaHCOs3 Merck kGaA 99,0
KC1 Merck kGaA 99,5
MgClz- 2 HO Merck kGaA 99,0
CaCly - 2 H,O Merck kGaA 99,0
MnSOy - H2O Merck kGaA 98,0
NaNOs3 VWR International 99,7
NH4Cl Merck kGaA 99,8
GlyP?) VWR International 98,0

HCl Merck kGaA, Titrisol -

NaOH Merck kGaA 99,0

*) natriumglyserofosfaatti hydraattina

3.2. Koejdrjestely

Tassda tutkimuksessa tarkoituksena oli selvittdd raudan ja superoksidin
mahdollista vaikutusta liuenneen orgaanisen aineen hajoamiseen (Kuva 2).

Reaktion nopeuttamisen vuoksi tyossd hyodynnettiin superoksidin ldhteend
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kaliumsuperoksidia bakteerien sijasta. Kaliumsuperoksidia voidaan kayttda
superoksidin reaktiivisuuden maédrittamiseen, koska se on halpa ja suora
superoksidin ldhde. Syntynyttd hydroksyyliradikaalia maddritettiin  HPLC-
mittausten avulla kumariinin toimiessa koettimena. Liuenneen orgaanisen aineen

hajoamista puolestaan mitattiin fluoresenssi- ja absorbanssimittauksilla.

0,01 M NaOH
Fe-DOM valmistettiin r—\
FeCls-7 H:0
reagenssista ja KO, Oy
jarvivedest3
eristetystd DOM:sta v

H Fe(lll)+ Oy <> Fe(ll)+ O,
H.0,4-HO;

Fe(ll) + H,0; = Fe(lll) + HO  + OH" (Fenton-reaktio)

0, +H,0, ¢ 0, + OH- (Haber-Weiss reaktio)
° l Kumariini

7-hydroksikumariini - HPLC

Kuva 2. Rautaa sisdltavan DOM-liuoksen (Fe-DOM) reaktiomekanismin tarkastelu

HPLC-laitteistolla kumariinin toimiessa koettimena.

Tutkimusliuoksia valmistettiin 20.-21.11.2017 neljdd erilaista (Taulukko 3) ja
kustakin kolme rinnakkaista liuosta. Ensimmainen liuos sisidlsi DOM-, kumariini-
ja KOq-liuosta sekd keinotekoista jarvivettd. Tamdn liuoksen avulla pystyttiin
tarkastelemaan, vaikuttaako superoksidi yksindan mitenkddn
hydroksyyliradikaalien muodostumiseen. Toisessa tutkimusliuoksessa oli ndiden
edellisten lisdksi vield Fe-liuosta. Taman liuoksen avulla ndhtiin, onko raudalla
yhdessd superoksidin kanssa lisdvaikutusta hydroksyyliradikaalin

muodostumiseen.

Kolmas tutkimusliuos sisdlsi DOM-liuosta, kumariinia ja keinotekoista jarvivetta.
Tami tutkimusliuos toimi koeasetelmassa kontrolliliuoksena eikd siind oletettu

tapahtuvan tutkittuja reaktioita. Neljds tutkimusliuos puolestaan sisélsi edellisten
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lisdksi vield rautaa, jolloin ndhtiin, pystyyko rauta yksinddn ilman superoksidia

muodostamaan hydroksyyliradikaalia.

Taulukko 3. Kaytetty koejdrjestely: taulukossa rasti kuvaa tutkimusliuokseen

lisattyd komponenttia ja viiva poisjdtettyd.

DOM  Fe KO, Keinotekoinen .
Kumariini jarvivesi Tutkimus-
Tutkimusliuos
(2(1)_1r)ng (11?&)7 (10,1 pM) (1131)7 (1 ml kutakin kysymys
H H liuosta)
DOM + KO X - X X X Supe.r oksidin
vaikutus
Superoksidin
DOM-Fe + KO» X X X X X ja raudan
vaikutus
DOM X - X - X Kontrolli
Raudan
DOM-Fe X X X - X szukutus
ilman
superoksidia

3.3 Analyyttiset menetelmait

3.3.1 Analyysissd kdytettyjen liuosten valmistus

Analyysissd kdytetyt liuokset valmistettiin 14.-16.11.2017. Tyon suorittamista
varten tarvittiin keinotekoista jarvivettd, joka koostui kuudesta eri liuoksesta.
Naistd viisi valmistettiin analyysid varten (Taulukko 4) ja NaxSiOs - 5 H2O -liuos
puolestaan oli valmistettu jo kevéaalla 2017. Liuoksia sdilytettiin kylmidssa ja ne
sekoitettiin  keinotekoiseksi jdrvivedeksi vasta ennen niiden lisddmista

tutkimusliuoksiin.
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Taulukko 4. Keinotekoisen jdrviveden valmistamiseen kéytetyt reagenssit ja
pitoisuudet.

Liuos Kadytetty reagenssi Pitoisuus (mM)

Na»SOs 54
1 NaHCO; 0,048
KCl 7,9
MgClo x 2 H0 45
’ CaClz x 2 HO 79
3 MnSOs x H20 0,33
NaNO; 5,0
: NH,Cl 0,019
5 GlyP? 21

*) natriumglyserofosfaatti hydraattina

Valmistetulla FeCls - 6 HxO-liuoksella saatiin lisdttyd rautaa osaan
tutkimusliuoksista myohemmadssad tyovaiheessa. KOo-liuosta varten puolestaan
tarvittiin 0,05 M NaOH-liuosta, silld KOz-reagenssi liuotettiin siihen. Liuoksen
mittapullo oli puhdistettu 2-prosenttisessa typpihappoliuoksessa, ja mittapullo
suojattiin valolta folion avulla. Lisdksi tyon suorittamista varten tarvittiin 0,1 M
HCl-liuosta sekd 1 M ja 0,1 M NaOH-liuosta, joita kaytettiin pH-arvojen

sddtamisessa.

3.3.2 Ferriraudan kompleksointi liuenneeseen orgaaniseen aineeseen

Tutkimusliuosten valmistamiseen kédytettiin pH-mittareita (SevenEasy Mettler
Toledon sekd PHM 220 Lab pH meter meterlab). Valmistuksessa kaytettiin lisgksi
apuna byrettid (Brand biurette digital) ja magneettisekoittajaa. Kaikista
tutkimusliuoksista valmistettiin kolme rinnakkaista nédytettd. Tutkimusliuosten

pH sdddettiin arvoon 5 NaOH- ja HCl-liuosten avulla. Rautaa siséltdvissa
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tutkimusliuoksissa pH-arvo sdddettiin kuitenkin ensin tasolle 2, jonka jdlkeen

lisattiin FeCls -6 HoO-liuosta.

Tdssd alhaisessa pH:ssa Fe(Ill) esiintyy epdorgaanisena ionina [Fe(OHz)s]*3
kuuden vesimolekyylin koordinoimana. DOM:n pddasialliset sitoutumispaikat eli
karboksyyliryhmit esiintyviat karboksyylihappoina (R-COOH) eivitkda sido
rautaa. Seuraavaksi pH-arvo nostettiin arvoon 5. Kun pH-arvoa nostetaan,
karboksyylihapoista tulee karboksylaatti-ryhmida (R-COO-), jotka pystyvit
sitomaan ferrirautaa. Samanaikaisesti ferrirauta hydrolysoituu ja siitd tulee
oletettavasti [Fe(OH)2(OHz2)al, joka sitoutuu karboksyyliryhm&édn, jolloin
lopputuloksena on mononukleaarinen varaukseton kompleksi DOM:n kanssa
[Fe(OH)2(OH2)3(R-COO)]. Kaikkiin tutkimusliuoksiin lisattiin vield
kumariiniliuosta ja tiettyihin lisdksi KO»-liuosta, minkd jdlkeen pH-arvo sdddettiin

jélleen tasolle 5.

Kaikkiin tutkimusliuoksiin lisdttiin 1 ml kutakin keinotekoisen jdrviveden
kantaliuosta. Taman jdlkeen ne sekoitettiin 100 ml:aan ultrapuhdasta vettd ja
siirrettiin - muovipulloihin. Ndissd valmiissa tutkimusliuoksissa kumariinin
pitoisuus oli 10,1 uM, kaliumsuperoksidin 13,7 pM ja raudan 19,7 pM.
Muovipullot peitettiin foliolla ja siirrettiin pimeddn huoneeseen. Reaktiot olivat
kdynnissda huoneenldmmossd 0 h, 3 h, 6 h, 20 h, 26 h ja 168 h. HPLC-analyysid
varten otettiin 5 ml kutakin tutkimusliuosta, jotka siirrettiin muovisiin koeputkiin
ja laitettiin pakastimeen. Absorbanssi- ja fluoresenssimittauksia varten kutakin
tutkimusliuosta siirrettiin 10 ml lasipurkkeihin, jotka peitettiin foliolla ja laitettiin

jadkaappiin.

3.3.3 Absorbanssi-mittaukset

Absorbanssi mitattiin tutkimusliuoksista, joissa reaktiot olivat olleet kdynnissa
huoneenldammossa 0 h, 3 h, 6 h, 20 h, 26 h ja 168 h. Mittauksiin asti (23.11.2017 ja
168 h -liuokset 29.11.2017) liuoksia sdilytettiin jadkaapissa, jolloin reaktiot eivét

pysdhtyneet, mutta reaktionopeus pieneni.



22

Absorbanssi-mittaukset suoritettiin  Perkinin Elmer Lambda UV-Vis -
spektrofotometrilld. Asetuksista laitettiin péddlle D2 sekd Tungsten lamput.
Mittausalue valittiin 700,00 nm:std 190,00 nm:iin. Datan keruuviliksi asetettiin

puolestaan 1,00 nm ja skannausnopeudeksi 266,75 nm.

Kaikissa mittauksissa mitattiin aluksi kolme kertaa ultrapuhdasta vettd, jonka
jilkeen tutkimusliuokset mitattiin vuorotellen. Kyvetti asetettiin aina
ensimmadiselle valotielle ja toisella valotielld ei ollut mittausten aikana mitdan.
Tutkimusliuos lisdttiin  aina automaattipipetilld kyvettiin ja edellinen

tutkimusliuos poistettiin kyvetista imulla.

Mittausten jdlkeen kolmesta ultrapuhdasvesindytteestd laskettiin keskiarvo
kullekin aallonpituudelle. Tamain jdlkeen lasketut keskiarvot vihennettiin kunkin
aallonpituuden tutkimusliuoksista. Korjaukset laskettiin ottamalla
tutkimusliuoksista aallonpituusvaliltd 680-700 nm absorption arvojen keskiarvo,
joka  vdhennettiin  tutkimusliuosten absorptioiden arvoista. Laskettiin
absorptiokertoimet (Kaava 16) ja poimittiin tutkimusliuosten arvot
aallonpituudella 410 nm. Kustakin rinnakkaisesta tutkimusliuoksesta laskettiin
keskiarvot, jotta pystyttiin luomaan kuvaaja, jossa absorptiokertoimet voitiin

esittdd eri ajanhetkilla.

Kulmakertoimen Sp7s.205-arvo laskettiin kayttamallda kaikkia datapisteitd valitulla
spektrialueella ja sovittamalla niihin yht&lo 17. T4lloin voitiin luoda kuvaaja, jossa
tutkimusliuosten Sa7s205-arvot olivat kuvattuna eri ajanhetkilld. Kulmakertoimen
arvo Saso400 laskettiin vastaavasti kuin Sp7s.295 arvo. Télloin voitiin luoda kuvaaja,
jossa tutkimusliuosten kulmakertoimien suhde (Sz7s.205: Sss0400) esitettiin eri

ajanhetkilla.

3.3.4 Fluoresenssi-mittaukset

Fluoresensi mitattiin tutkimusliuoksista, joissa reaktiot olivat olleet kdynnissd

huoneenldammossa viikon eli 168 h. Mittauksiin asti (21.12.2017) liuoksia
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sdilytettiin jadkaapissa, jolloin reaktiot eivdt pysdhtyneet, mutta reaktionopeus
pieneni. Tutkimusliuosten lisdksi mitattiin 5.2.2018 pelkdstdan kumariinia ja 7-
hydroksikumariinia sisdltdvat tutkimusliuokset, jotka oli laimennettu niiden
perusliuoksista ultrapuhtaaseen veteen. Kumariiniliuoksen pitoisuus oli 10,13 pM

ja 7-hydroksikumariinin 9,93 uM.

Fluoresenssi mitattiin “Steady state spectrofluorometer” -laitteella (Perkin Elmer
L555). Laitteessa kdytettiin muuten oletusasetuksia, mutta detektorina kaytettiin
tyypin R928 detektoria ja Em. Mono -kohta sdddettin filter “open” -asentoon
(Kuva 3).

=101 X
File Hep
Source Instrament - LS55 l')ewcim
= Frwae - P sy
ExConr :0n Setial Numbor: 55753 EmCorr 0K
Ex Mone X Em Mono
AU-300nm Ex. polatizer Em. polasizer ALE00nm
ShES,0nm Shit:5, Onm
[3 Filteropen
cleat (auto Y clear
cutolf on)
Sampling Accessony
Sturer off

| | online | Expent Made

Kuva 3. Fluoresenssilaitteen perusasetukset.

Jokaisella mittauskerralla ennen varsinaisten ndytteiden mittaamista mitattiin
kolme kertaa ultrapuhdasta vettd laitteen tarkistamiseksi. Tdssd vaiheessa laitteen
asetukset (Kuva 4) sdddettiin siten, ettd mittausvali oli 310 nm:std 600 nm:iin,
herédtevalon aallonpituus oli 300 nm, virittymisen sekd emission kaistan leveys 5,0

nm ja skannausnopeus 300 nm min-1.
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Kuva 4. Laitteen tarkistuksen asetukset ultrapuhdasta vettd sisdltdvilld naytteilld

ennen varsinaista tutkimusliuosten mittausta.

Tutkimusliuosten mittauksissa asetukset (Kuva 5) sdddettiin siten, ettd kunkin
herdtevalon aallonpituudelle emissiota mitattiin 300 nm:sta 600 nm:iin.
Herdtevalon aallonpituus oli 240 nm, virittymisen ja emission kaistan leveys 5,0
nm ja skannausnopeus puolestaan 1200 nm min’l. 3D-parametreissa skannausten

lukumaééréaksi laitettiin 43 ja virittymisen kasvuksi 5 nm.

Kuva 5. Fluoresenssilaitteen asetukset tutkimusliuosten mittausten aikana.

Varsinaisia mittausliuoksia piti laimentaa laitteen takia, joten 2 ml ndytetta
laimennettiin aina 8 ml:aan ultrapuhdasta vettd. Tuloksissa tutkimusliuosten

konsentraatiot kuitenkin kerrottiin takaisin alkuperdiselle, laimentamista
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edeltdville tasolle. Kukin liuos laitettiin kyvettiin aina automaattipipetilld ja

edellinen ndyte poistettiin kyvetistd imulla.

3.3.5 Korkean erotuskyvyn nestekromatografia -mittaukset (HPLC)

3.3.5.1 Médritysmenetelmén valinta

Viime vuosikymmenind hydroksyyliradikaalin havaitsemiseen on kdytetty monia
fluoresoivia yhdisteitd, kuten tereftaalihappoa (Armstrong ym. 1963) ja
bentsoehappoa (Armstrong & Grant 1960). Tédssd tyossd koettimen tuli tayttda
kuitenkin seuraavat ehdot: sen tuli olla vesiliukoinen, se ei saanut olla toksinen
eikd toimia ravinnonldhteend myohemmissd kokeissa kaytettdville bakteerille.
Kumariini taytti kaikki edelliset ehdot, ja sen pitoisuuksia padadyttiin mittaamaan

korkean erotuskyvyn nestekromatografialla (HPLC).

Kumariini ei ole fluoresoiva yhdiste, mutta reagoidessaan vesiliuoksessa
hydroksyyliradikaalin kanssa se muodostaa 7-hydroksikumariinia, joka on
fluoresoiva (Kuva 6 ja Kaava 18) (Louit ym. 2005; Maezono ym. 2011). Kumariinin
kayton etuna on, ettd 7-hydroksikumariini esiintyy ndkyvélld aallonpituusalueella,
fluoresenssin maksimin ollessa n. 456 nm. Reaktiossa voi kuitenkin muodostua

myo6s muita hydroksikumariineja (Louit ym. 2005).

8
o o HO o} o}
7 .
+ HO —>» + muut tuotteet
6 4 / 2 /
5 3

Kuva 6. Kumariini reagoi hydroksyyliradikaalin kanssa muodostaen 7-

hydroksikumariinia ja vettd (piirretty “ChemDraw Professional 15.0” -ohjelmalla).
CoHg0, + HO' = CoHg03 (18)

Fluoresenssidetektorilla mitattiin 7-hydroksikumariinin muodostumispitoisuuksia

eri tutkimusliuoksissa, minkéa lisdksi paadyttiin kdyttdimdan diodirividetektoria



26

(PDA), jotta pystyttiin tarkastelemaan kumariinin mddrdd eri liuoksissa.
Kolonnina kaytettiin kddnteisfaasiin perustuvaa “Bridge Columnsin XBridgeTM
C18 (2,5 um)” -kolonnia, jossa silikaan oli kiinnitetty alifaattinen C18-ketju.
Ajoliuoksina toimivat asetonitriili ja metanolin vesiliuos. Kaytossd oli
gradienttiajo, jotta liuosten tilavuussuhteita pystyttiin muuttamaan analysoinnin

aikana.

3.3.5.2 Hydroksyyliradikaalin mé&&ran laskeminen

Tokumura ym. tutkimuksen (2011) mukaan reaktiossa mukana olleen
hydroksyyliradikaalin médadrd voidaan ratkaista suoraan reaktioyhtalon kertoimien
perusteella. Laskuissa tulee kuitenkin huomioida, ettd kumariinin ja
hydroksyyliradikaalin =~ vélinen  reaktio  tuottaa  reaktiotuotteina  7-
hydroksikumariinin lisidksi mm. 6-hydroksikumariinia ja 5-hydroksikumariinia
(Tokumura ym. 2011). 7-hydroksikumariinin osuus muista hydroksikumariineista

on 4,7 % (Burgos Castillo ym. 2018).

Tamdn tavan lisdksi hydroksyyliradikaalin mé&adrdd haluttiin tarkastella myos
jollakin toisella tavalla. Carenan ym. (2017) tutkimuksessa esiteltyd laskutapaa
mukaillen hydroksyyliradikaalin mé&&rd pditettiin laskea koettimena toimineen
kumariinin ja tutkimusliuosten tunnettujen, hydroksyyliradikaaleja sitovien
yhdisteiden ja molekyylien avulla. Tutkimuksessa hydroksyyliradikaali reagoi
kumariinin kanssa tuottaen 7-hydroksikumariinia (Kaava 18). Laskuissa kadytettiin
edelleen samaa arviota, jonka mukaan 7-hydroksikumariinin osuus muista

hydroksikumariineista on 4,7 % (Burgos Castillo ym. 2018).

Tdssd maddritystavassa toisen asteen reaktionopeusvakion arvona kdytettiin arvoa
56 -10° I mol?! st (Burgos Castillo ym. 2018). Koska 7-hydroksikumariini voi
reagoida edelleen hydroksyyliradikaalin kanssa, kaytettiin tille reaktiolle toisen
asteen reaktionopeusvakion arvoa 6,1 - 10° 1 mol! s! (Paya ym. 1992).

Tutkimusliuoksissa kéaytettiin keinotekoista jarvivettd, joka sisdlsi epdorgaanisia
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suoloja (Taulukko 4) ja DOM:a (20 mg 11). Hydroksyyliradikaalin kanssa
reagoivina yhdisteind toimivat tdlloin DOM, Cl-ja HCOs-.

7-hydroksikumariinin pitoisuuden muutos reaktioliuoksessa (R7.oH-cou) voidaan

esittda kaavalla

R;_ot-cou = TR7-0H-cou — R7—0H-cou» (19)

jossa +R7.oH-cou kuvaa 7-hydroksikumariinin muodostumisnopeutta (mol 1! s7) ja -

R7.0H-cou 7-hydroksikumariinin hajoamisnopeutta (mol 1 s1).

7-hydroksikumariinin muodostumisnopeus kaavassa seitsemdn voidaan esittda

kaavalla

+R0an0H,cou [Cou] (20)
) (kOH,scavj [Scavj] ),

+R7_on-cou =

jossa Ron on hydroksyyliradikaalien muodostumisnopeus (mol 1! s1), n (0,047) on
7-hydroksikumariinin osuus muista hydroksikumariineista (Burgos Castillo ym.
2018), koHcou on toisen asteen reaktionopeusvakio kumariinin ja
hydroksyyliradikaalin véliselle reaktiolle (5,60 -10° I mol! s (Burgos Castillo ym.
2018)), [cou] on kumariinin konsentraatio (mol 1), 2(kom scvj[scavj]) on ensimmadisen
kertaluvun reaktionopeusvakio yleisesti kaikille reaktioille hydroksyyliradikaalin
ja yhdisteen j vdlilld, missd j[scavj] on kunkin hydroksyyliradikaalin kanssa
reagoivan yhdisteen j konsentraatio ja kom,scavj 0N niiden ja hydroksyyliradikaalin
vilisen reaktion toisen asteen rektionopeusvakio. kowcou [cou]/ 2(komn,scavj[scavj])
esittdd siis suhdetta, jolla hydroksyyliradikaali reagoi kumariinin kanssa tuottaen
7-hydroksikumariinia verrattuna liuoksen kaikkiin hydroksyyliradikaalia

kuluttaviin reaktioihin.

7-hydroksikumariinin hajoamista hydroksyyliradikaalin kanssa reagoidessaan

voidaan kuvata kaavalla
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ROHkOH,7—0H—cou[7 — OH — cou] (21)
Z(kOH,scavj [Scavj]) ’

_R7—OH—cou -

jossa kon,7-0Hcou ON toisen asteen reaktionopeusvakio 7-hydroksikumariinin ja
hydroksyyliradikaalin viliselle reaktiolle (6,10 - 10° 1 mol! s (Paya ym. 1992)) ja

[7-OH-cou] on 7-hydroksikumariinin konsentraatio (mol 1-1).
Kun kaavat 20 ja 21 sijoitetaan kaavaan 19, saadaan
R7-0H-cou = (22)

ROH(TIkOH,cou[Cou] - kOH,7—OH—cou[7 — OH — cou])
z:(kOH,scavj [Scavj])

)

Hydroksyyliradikaalin reaktio liuoksissa voidaan kuvata ensimmadisen

kertaluokan reaktionopeusvakiona, joka summaa kaikki yksittdiset reaktiot:

Z(kOH,scavj [Scavj]) = kOH,cou[Cou] + kOH,7—OH—cou[7 - (23)
OH - Cou] + kDOM,OH[DOM] + kCl,OH[Cl_] +

kucoz,on[HCO5],

jossa  kpomon on  toisen asteen  reaktionopeusvakio DOM:n ja
hydroksyyliradikaalin viliselle reaktiolle (1,9 - 10¢ 1 (mg C) s1) (Westerhoff ym.
2007), [DOM] on DOM:n konsentraatio (10 mg C I1), kc,on on toisen asteen
reaktionopeusvakio kloridi-ionin ja hydroksyyliradikaalin vdliselle reaktiolle (9 -
107 L mol? s?, katso s. 12), [CI-] on kloridi-ionin konsentraatio (999 uM), kucos-ox
on toisen asteen reaktionopeusvakio bikarbonaatti-ionin ja hydroksyyliradikaalin
viliselle reaktiolle (8,5 - 10° I mol! s (Buxton ym. 1988)) ja [HCOs;] on

bikarbonaatti-ionin konsentraatio (4 uM).

Kloridi-ionin ja hydroksyyliradikaalin vélinen reaktionopeusvakio riippuu
liuoksen happamuudesta (Liao ym. 2001). Hydroksyyliradikaali reagoi kloridi-

ionin kanssa (Kaava 24), jolloin ldhtoaineiden ja reaktiotuotteen vilille muodostuu
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tasapaino. Protonaatioreaktiossa hypokloridihapon anioninen radikaali HOCI-

reagoi kloridi-ioniksi ja vedeksi (Kaava 25) (Buxton ym. 1988).
- OH + CI~ & HOCI~ (24)
HOCI~ + H* & CI™ + H,0 (25)

Kaavan 20 reaktio riippuu pH-arvosta: pH-arvon ollessa 7,2 tai enemman, siirtyy
reaktion tasapaino lopputuotteiden puolelle. Toisen asteen reaktionopeusvakio
hydroksyyliradikaalin ja kloridi-ionin véliselle reaktiolle on 4.3 - 10° 1 mol! s
(Buxton ym. 1988) pH:n ollessa 2. Tdssd tutkimuksessa pH-arvo oli kuitenkin 5.
Aikaisemmassa  tutkimuksessa  hydroksyyliradikaalin  reaktionopeus n-
klooributaanin kanssa 2500 mM Cl-liuoksessa oli 50 kertaa nopeampi pH:ssa 5
kuin pH:ssa 2 (Liao ym. 2001). Taman perusteella oletetaan, ettd toisen asteen
kertaluvun reaktionopeusvakio kaavalle 12 on 50 kertaa pienempi pH:ssa 5 (9 - 107

1 mol! s1) kuin pH:ssa 2.

Hydroksyyliradikaali voi myos hapettaa ferrorautaa ferriraudaksi (k = 3 - 108 1
mol! s1) (Kaava 26). Tdaten my0s rauta reagoi hydroksyyliradikaalin kanssa
(Burgos Castillo ym. 2018), mutta tdtd ei ole huomioitu arvossa Ron koska Fe?*-

konsentraatio ei ole tunnettu.
Fe?* +:OH —» OH™ + Fe3* (26)
Hydroksyyliradikaalin muodostuminen lasketaan kaavan 27 avulla
Roy = (27)

z:(kOH,scavj [Scavj])
nkOH,cou [Cou] - kOH,7—0h—cou[7 — OH — Cou] '

R7OH—cou -

jossa Ry.om-cou ON 7-hydroksikumariinin muodostumisnopeus tietylld aikavalilld
(mol I1 s1), [cou] ja [7-OH-cou] ovat Kkeskiarvot kumariniin ja 7-

hydroksikumariinin konsentraatioista vastaavalla aikavalilla.
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3.3.5.3 Metodin testaus

HPLC-ajon metodin testausta varten valmistettiin nelji standardia 20.2.2018.
Kumariinin ja 7-hydroksikumariinin = standardit valmistettiin 100 uM
perusliuoksista ja liuosten lopullinen konsentraatio oli 10 uM. Kolmas standardi
sisdlsi 2,5 ml kumariinin 100 uM perusliuosta, 10 ml DOM:n perusliuosta seka
ultrapuhdasta vettd. Neljds standardi oli vastaava, mutta kumariinin tilalla
kaytettiin 7-hydroksikumariinia. Standardeja ei suodatettu, koska niissd ei ollut

silmamaddrdisesti havaittavissa partikkeleita.

Standardit siirrettiin vialeihin ja ajettiin HPLC-laitteistolla (Shimadzu, LC-30AD
(pump), SIL-30AC (autosampler), RF-20Axs (Fluorescence detector)) kdyttden seka
PDA- ettd fluoresenssidetektoria. Kolonnina kaytettiin Bridge columns XBridge™
C18 2,5 um kolonnia ja injektiotilavuutena 5 pl:aa. Ajoliuoksena kaytettiin 0,3 %
veteen liuotettua metanolia sekd asetonitriilid. Asetonitriilid kaytettiin ajon eri

vaiheissa tietylld tilavuusprosentilla (Taulukko 5)

Taulukko 5. HPLC-mittauksen gradienttiajo. Eluenttina toimi 0,3 % metanolin

vesiliuos.

Asetonitriilin osuus A].O "
tilavuusprosentteina (%) Val.he
(min)
10 0,5
45 6,00
75 6,50
75 9,0
10 9,5
10 12,5

Pumpun kokonaisvirtaamaksi asetettiin 0,300 ml min!. Ensimmdinen detektori oli
asetettu havainnoimaan aallonpituuksia 320-450 nm ja toinen 325-455 nm.

Kolonniuunin ldmpétila oli 30 °C autosamplerin lampétilan ollessa 4 °C viiledmpi.
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Téalla mittauksella saatiin selville, voiko metodia kayttdd tutkimusliuosten

mittaamiseen ja onko injektiotilavuus sopiva.

Otettiin tutkimusliuokset, joissa reaktiot olivat olleet kdynnissd huoneenlammossa
0 h, 26 h ja 168 h, sulamaan pakastimesta ja laitettiin ne vialeihin ajoa varten.
Mittaukset suoritettiin samalla tavalla kuin standardien mittaukset, mutta
detektorina  kdytettiin  vield tdssd metodin varmistusvaiheessa vain

fluoresenssidetektoria ja injektiotilavuutena kaytettiin 2,5 pl.

3.3.5.4 Naytteiden ajo

Valmistettiin 21.2.2018 7-hydroksikumariinin standardeja (Taulukko 6) varten 7-
hydroksikumariinin 100 pM-perusliuoksesta 7-hydroksikumariinin 10 pM
vélilaimennos sekoittamalla 10 ml 7-hydroksikumariinia, 40 mol DOM-liuosta ja
50 ml ultrapuhdasta vettd. Muut standardit valmistettiin laimentamalla tdstd
vililaimennoksesta. 7-hydroksikumariinin standardit siirrettiin ajoon 3 h, 6 h ja 20
h nédytteiden kanssa kdyttden pelkkdd fluoresenssidetektoria ja injektiotilavuutena

2,5 ul:aa.

Valmistettiin lisdksi kumariinin standardit (Taulukko 6). 20,53 mg l'l:n ndyte
valmistettiin lisdamalla 20,5 ml:aa kumariinin 100 pM perusliuosta ja 40 ml DOM-
livosta 100 mln mittapulloon ja laimennettiin ultrapuhtaalla vedelld. Muut

standardit valmistettiin laimentamalla tdstd valilaimennoksesta.
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Taulukko 6. Standardit 7-hydroksikumariinille ja kumariinille.

7-hydroksikumariinin standardit (uM) kumariinin standardit (uM)

0,0031 1,37
0,0062 3,42
0,0123 6,84
0,3084 13,69
0,0617 20,53
0,1234

0,3084

Laitettiin 22.2.2018 7-hydroksikumariinin ja kumariinin standardit sekd kaikki
tutkimusliuokset ajoon. Standardeja ja tutkimusliuoksia oli sdilytetty ennen ajoa
jddkaapissa.  Ajossa  kdytettiin  PDA- ja  fluoresenssidetektoria  sekd
injektiotilavuutta 5,0 pl.  Fluoresenssidetektorilla pystyttiin  seuraamaan
hydroksyyliradikaalin muodostumista ja PDA-detektorilla puolestaan kumariinin

vihenemisti.

HPLC-mittauksessa saatiin kumariinille standardikdyra (Kuva 7). Suoran yht&lo

oli y = 5184,5x-769,3 ja R?-arvo 0,9999.
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Kuva 7. Kumariinin standardikdyrd. Suoran yhtdlo oli y = 5184,5x-769,3 ja R2-arvo
0,9999.

7-hydroksikumariinilla standardikdyrdn (Kuva 8) suoran yhtdloksi saatiin y =

2107x -7768,6 ja R?-arvoksi 1.

6000000 -
5000000 -
4000000 -

3000000 -

Pinta-ala

2000000 -

1000000 -

0 = T T T T
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
Konsentraatio (uM)

Kuva 8. 7-hydroksikumariinin standardikdyrd. Suoran yht&lo oli y = 2 107x-7768,6

ja R%-arvo 1.
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4 TULOKSET

4.1 Superoksidin ja raudan merkitys liuenneen orgaanisen aineen valon

absorptioon

Superoksidin ja liuenneeseen orgaaniseen aineeseen sitoutuneen raudan merkitys
CDOM:n absorptiolle saatiin selville kompleksoimalla jarvivedestd eristettyyn
DOM:iin (20 mg 11) ferrirautaa (19,7 uM) keinotekoisessa jdrvivesimatriisissa
(Taulukko 4) sekd kaliumsuperoksidin (13, 7 uM) ldsnd ollessa ettd ilman sita.
Absorbanssi mitattiin tutkimusliuoksista, joissa reaktiot olivat olleet kdynnissa
huoneenldammossd 0 h, 3 h, 6 h, 20 h, 26 h ja 168 h. Mittauksiin asti liuokset olivat
168 h jadkaapissa lukuun ottamatta ajanhetken 168 h -tutkimusliuoksia, jotka
olivat jadkaapissa 312 h ennen mittauksia. Jdadkaapissa reaktiot eivit pysdhtyneet,

mutta reaktionopeus pieneni.

Koejdrjestelyssd asetettujen tutkimuskysymysten mukaisesti “DOM”-kasittelyssa
ei pitdnyt tapahtua superoksidin tai raudan vailittdimid reaktioita. Mittausten
perusteella niitd ei tapahtunutkaan, silld absorptiokertoimen arvoissa ei ollut
suurta muutosta eri ajanhetkien vililld (Kuva 9). "DOM + KOy” -kisittelyssa
tutkittiin superoksidilisiyksen vaikutusta tutkittuihin reaktioihin. Mittausten
perusteella superoksidilisdykselld oli vaikutusta absorptiokertoimen arvoon, silld

arvo laski aikavalilld 26 h -168 h (Kuva 9).

"DOM-Fe”-kasittelyssd tarkasteltiin ferriraudan kompleksoinnin vaikutusta
tutkittuihin reaktioihin. Raudan lisddamiselld oli selvisti vaikutusta, koska
kontrolliin ndhden (kéasittely DOM) absorptiokerroin oli suurempi (Kuva 9). Tosin

absorptiokertoimen arvossa ei tapahtunut muutoksia eri ajanhetkien valilla.
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"DOM-Fe + KOy” -kisittelyssd tutkimuskysymyksend oli, miten superoksidin
lisdys vaikuttaa tutkittuihin reaktioihin, kun liuenneeseen orgaaniseen aineeseen
on sitoutuneena ferrirautaa. Tédssd tapauksessa “DOM-Fe”-kasittely toimi
pddasiallisena  vertailukohteena.  Superoksidia  sisdltdneessd  késittelyssd
absorptiokertoimen arvo oli huomattavasti vertailukohdetta pienempi, ja se laski
eri ajanhetkien vililld 61 % (Kuva 9). Verrattaessa "DOM + KO,” -kisittelyyn

vastaava arvo oli 21 %.

14

Absorptiokerroin (m1)

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Aika (h)

—&—DOM + KO, —@—DOM-Fe + KO, DOM —@—DOM-Fe

Kuva 9. Tutkimusliuosten absorptiokertoimet eri ajanhetkilld aallonpituudella 410
nm. Ajanhetket kuvaavat sitd aikaa, jonka reaktiot olivat kdynnissa
huoneenlammossd. Mittauksiin asti liuoksia sdilytettiin jddkaapissa, jolloin
reaktiot eivdt pysdhtyneet, mutta reaktionopeus pieneni. Virherajat osoittavat

kolmen rinnakkaisen tutkimusliuoksen keskihajonnat.

"DOM”-kasittelyssd ei ollut havaittavissa muutosta CDOM:n absorption
kulmakertoimien Syrsass-arvoissa (Kuva 10). Myoskdan “DOM-Fe”-késittelyssa
kulmakertoimen arvo ei juuri muuttunut eri ajanhetkien vililld (Kuva 10). “DOM
+ KOy” -késittelyssda kulmakertoimen arvo nousi hieman eri ajanhetkien viililla

(Kuva 10). Selkeintd kulmakertoimen nousu oli “DOM-Fe + KO;” -késittelyssd,
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jolloin myos absorption vdheneminen oli kasvavalla aallonpituudella nopeinta

(Kuva 10).
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Aika (h)

—8—DOM + KO, —@—DOM-Fe + KO, DOM —@—DOM-Fe

Kuva 10. Tutkimusliuosten CDOM absorption kulmakertoimien Sa7s.295-arvot eri
ajanhetkilld. Ajanhetket kuvaavat sitd aikaa, jonka reaktiot olivat kdynnissd
huoneenlammossd. Mittauksiin asti liuoksia sdilytettiin jddkaapissa, jolloin

reaktiot eivit pysdhtyneet, mutta reaktionopeus pieneni.

Vastaavat  havainnot  toistuivat tarkasteltaessa = CDOM:n  absorption
kulmakertoimien suhteita (S275:205: S3s0400) (Kuva 11). "DOM”- ja "DOM-Fe”
késittelyissda kulmakertoimien suhteessa ei tapahtunut muutosta eri ajanhetkien
valilla. Myoskdan “DOM + KO,” -késittelyssd muutosta ei tapahtunut. Sen sijaan

"DOM-Fe + KO" -kisittelyssa kdyra oli selvésti nouseva.
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Kuva 11. Tutkimusliuosten CDOM absorption kulmakertoimien suhteiden arvot
(S275295: Sss0400) eri ajanhetkilld. Ajanhetket kuvaavat sitd aikaa, jonka reaktiot
olivat kdynnissdé huoneenlammossd. Mittauksiin asti liuoksia sdilytettiin

jadkaapissa, jolloin reaktionopeus pieneni.

4.2 Superoksidin ja raudan merkitys liuenneen orgaanisen aineen

fluoresenssiin

Superoksidin ja raudan merkitystd liuenneen orgaanisen aineen fluoresenssin
intensiteettiin tutkittiin EEM-matriisien avulla (ks. 2.2.2.1). Fluoresenssi mitattiin
tutkimusliuoksista, joissa reaktiot olivat olleet kdynnissd huoneenlammossa 0 h, 3
h, 26 h ja 168 h. Mittauksiin asti liuokset olivat jadkaapissa 312-840 h, jolloin

reaktiot eivdt pysdhtyneet, mutta reaktionopeus pieneni.

Fluoresenssimittauksessa saatuja liuosten EEM-matriiseja analysoitiin PARAFAC-
analyysin avulla "MATLAB R2015b” -ohjelmistossa. PARAFAC-analyysin avulla
selvitettiin, kuinka monta fluoresoivaa komponenttia tutkimusliuokset sisilsivat.
Tuloksena 1oytyi nelja fluoresoivaa komponenttia (Kuva 12). Kaksi
komponenteista (Kuva 12 komponentit 1 ja 2) liittyi jairviveden humus-tyyppiseen

aineeseen, silld virittymisen ja emission aallonpituusalueet osuivat humukselle
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ominaiselle aallonpituusalueelle (Taulukko 1). Yksi komponentti liittyi jarviveden
proteiini-tyyppiseen aineeseen (Kuva 12 komponentti 4), koska se esiintyi
proteiinialueella. Yhden komponentin madrittamistd varten mitattiin kumariinin
ja 7-hydroksikumariinin fluoresenssi (Kuva 13). Ndiden perusteella kumariini ei
ollut fluoresoiva yhdiste, kun taas 7-hydroksikumariini puolestaan oli, ja sen
virittymisen ja emission aallonpituusalueet vastasivat tdtd fluoresoivaa

komponenttia (Kuva 12 komponentti 3).
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Kuva 12. PARAFAC-analyysin avulla tutkimusliuoksista loydetyt nelja
fluoresoivaa komponenttia.
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sample nr 2

Kuva 13. Kumariinin (vasemmalla) ja 7-hydroksikumariinin (oikealla) viritystilan
ja emission piikit. Huomaa noin tuhatkertainen ero osakuvien vililld fluoresenssin
intensiteettid osoittavassa asteikossa. Kumariinin pitoisuus oli 10,1 puM ja 7-

hydroksikumariinin pitoisuus 9,9 pM.

Fluoresoivista komponenteista tarkasteltiin ldhemmin tutkimusliuoksia, joissa
reaktiot olivat olleet kdynnissd 168 h huoneenldmmossd, minkd jdlkeen ne oli
siirretty jddkaappiin, jossa ne olivat 840 h ennen mittauksia. Ensimmadisessa
humuksesta johtuvassa komponentissa oli eri kasittelyiden valilld fluoresenssin
intensiteetissd eroavaisuuksia (Kuva 14). "DOM + KOy” -késittelyssd Fmax-arvo oli
2,3 kun taas “DOM-Fe + KO,” -kasittelyssd arvo oli huomattavasti pienempi, vain
0,9. "DOM”- ja “"DOM-Fe”-kisittelyissd Fmax-arvot eivdt eronneet juurikaan

toisistaan molempien ollessa luokkaa 1,5.
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Kuva 14. Humuksesta johtuva fluoresoiva komponentti 1: Rinnakkaisten
tutkimusliuosten keskiarvojen Fmax-arvot kuvattu ajanhetkelld 168 h. Reaktiot
olivat 168 h kdynnissd huoneenldammossd. Mittauksiin asti liuoksia sdilytettiin
jadkaapissa 840 h, jolloin reaktionopeus pieneni. Virherajat osoittavat kolmen

rinnakkaisen tutkimusliuoksen keskihajonnan.

Toisessa humuksesta johtuvassa komponentissa késittelyiden viliset erot olivat
samankaltaisia komponenttiin 1 verrattuna, mutta raudan sitoutuminen
liuenneeseen orgaaniseen aineeseen viahensi sen fluoresenssia (DOM-Fe vs. DOM).
(Kuva 15). "DOM + KO"” -késittelyssd Fmax-arvo oli suurin, 1,4 vaikkakin ero
"DOM”- ja "DOM-Fe”-késittelyihin oli nyt paljon pienempi sen ollessa vain 0,2-

0,5. ”’DOM-Fe + KO,” -késittelyssd Fmax-arvo oli edelleen selkeésti pienin, vain 0,4.
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Kuva 15. Humuksesta johtuva fluoresoiva komponentti 2: Rinnakkaisten
tutkimusliuosten keskiarvojen Fmax-arvot kuvattu ajanhetkelld 168 h. Reaktiot
olivat 168 h kdynnissd huoneenlammossd. Mittauksiin asti liuoksia sdilytettiin
jadkaapissa 840 h, jolloin reaktionopeus pieneni. Virherajat osoittavat kolmen

rinnakkaisen tutkimusliuoksen keskihajonnan.

Kolmannessa fluoresoivassa komponentissa, joka johtui 7-hydroksikumariinista
(Kuva 16), Fmax-arvoissa oli eroa verrattuna humuksesta johtuviin
komponentteihin. "DOM + KO,” -kdsittelyssd Fmax-arvo oli 1,7 eli suunnilleen
sama kuin edellisissd komponenteissa. Kaikissa muissa kasittelyissd arvot olivat

kuitenkin vain n. 0,20.
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Kuva 16. 7-hydroksikumariinista johtuva fluoresoiva komponentti 3:
Rinnakkaisten tutkimusliuosten keskiarvojen Fmax-arvot kuvattu ajanhetkelld 168
h. Reaktiot olivat 168 h kdynnissd huoneenlammossd. Mittauksiin asti liuoksia
sdilytettiin jadkaapissa 840 h, jolloin reaktionopeus pieneni. Virherajat osoittavat

kolmen rinnakkaisen tutkimusliuoksen keskihajonnan.

Neljannessd, proteiinialueen fluoresoivassa komponentissa Fmax-arvot olivat
pienimpid (Kuva 17). “DOM”- ja "DOM-Fe” -kisittelyissd arvot olivat 0,27 ja 0,20.
Tosin ndistd "DOM”-késittelyn hajonta oli kolmen rinnakkaisen liuoksen valilld
erittdin suurta. "DOM+ KO,” -késittelyssd arvo oli ndiden kanssa samaa tasoa,

0,21 ja "DOM-Fe + KOy" -kisittelyssd puolestaan 0.
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Kuva 17. Proteiinialueesta johtuva fluoresoiva komponentti 4: Rinnakkaisten
tutkimusliuosten keskiarvojen Fmax-arvot kuvattu ajanhetkelld 168 h. Reaktiot
olivat 168 h kdynnissd huoneenldmmossd. Mittauksiin asti liuoksia sdilytettiin
jadkaapissa 840 h, jolloin reaktionopeus pieneni. Virherajat osoittavat kolmen

rinnakkaisen tutkimusliuoksen keskihajonnan.

4.3 Superoksidin ja raudan vaikutus hydroksyyliradikaalin muodostumiseen

Superoksidin ja raudan vaikutusta hydroksyyliradikaalien muodostumiseen
tarkasteltiin kdyttamalld koettimena kumariinia, joka reagoi hydroksyyliradikaalin
kanssa tunnetulla tavalla. Mittaukset suoritettiin tutkimusliuoksille, joissa reaktiot
olivat olleet kdynnissd huoneenldmmossda 0 h, 3 h, 6 h, 20 h, 26 h ja 168 h.
Mittauksiin asti liuokset olivat pakastimessa, jolloin reaktionopeudet pienenivit.
Mittauksissa maddritettiin kumariinin ja 7-hydroksikumariinin pitoisuudet eri
ajanhetkilld. Jos kumariini oli reagoinut 7-hydroksikumariiniksi, oli reaktiossa

muodostunut hydroksyyliradikaaleja.

"DOM”- ja "DOM-Fe”-késittelyissd ei ollut merkittdvdd muutosta kumariinin
konsentraatioissa eri ajanhetkien vilillda (Kuva 18). “DOM + KO” -késittelyssa

kumariinin pitoisuus kasvoi ajanhetkeen 26 h asti, minka jdlkeen sen konsentraatio
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lahti pienoiseen laskuun (Kuva 18). Ottaen huomioon maddritystulosten
keskihajonnan, kumariinin pitoisuus ei kuitenkaan muuttunut tilastollisesti
merkitsevadsti eri ndytteenottoaikojen vélilli. "DOM-Fe + KO2” -kisittelyssa
kumariinin konsentraatio vaheni suuresti heti alusta alkaen, ja ajanhetkelld 168 h

pitoisuudet ovat jo alle madritysrajan 0,76 uM (Kuva 18).
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Kuva 18. Kumariinin konsentraatio ndytteissd eri ajanhetkilld. Ajanhetket
kuvaavat sitd aikaa, jonka reaktiot olivat kdynnissi huoneenldmmossa.
Mittauksiin asti liuoksia sdilytettiin pakastimessa, jolloin reaktionopeus pieneni.
Virherajat osoittavat kolmen rinnakkaisen tutkimusliuoksen keskihajonnan.

Maééritysraja oli 0,76 pM.

"DOM”-kasittelyssd 7-hydroksikumariinin konsentraatio sdilyi muuttumattomana
ajanhetkeen 26 h asti, silld pitoisuus oli mddritysrajan 1,8 nM alapuolella (Kuva
19). Sen sijaan 168 h ajanhetken pitoisuudet olivat juuri ja juuri (rinnakkaisten
keskiarvo 2,2 nM) maddritysrajan 1,8 nM yldpuolella. Sama toistui “DOM-Fe”-
kasittelyssd silld eroavaisuudella, ettd ajanhetkelld 168 h pitoisuudet olivat
selkeimmin maédritysrajan 1,8 nM yldpuolella (rinnakkaisten keskiarvo 4,7 nM)

(Kuva 19).
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"DOM + KO7” -késittelyssda 7-hydroksikumariinin konsentraatio nousi
ajanhetkestd 6 h alkaen (Kuva 19). Ajanhetkelld 168 h kolmen rinnakkaisen
tutkimusliuoksen pitoisuuksissa oli kuitenkin suuria eroja. Yksi niistd oli
maédritysrajan 1,8 nM alapuolella. Kahdessa muussa toisen pitoisuus oli 3,7 nM ja
toisen puolestaan 34 nM. “DOM-Fe + KO"” -késittelyssd 7-hydroksikumariinin
konsentraatio nousi ajanhetkeen 20 h asti, minka jélkeen se 1dhti jyrkkdan laskuun

(Kuva 19).
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Kuva 19. 7-hydroksikumariinin konsentraatio ndytteissd eri ajanhetkilla.
Ajanhetket kuvaavat sitd aikaa, jonka reaktiot olivat kdynnissda huoneenlammossa.
Mittauksiin asti liuoksia sdilytettiin pakastimessa, jolloin reaktionopeus pieneni.
Virherajat osoittavat kolmen rinnakkaisen tutkimusliuoksen keskihajonnan.

Maédritysraja oli 1,8 nM.

Reaktioyhtdlon 6 mukaan kumariinin reagoidessa hydroksyyliradikaalin kanssa
muodostuu 7-hydroksikumariinia. Koska reaktioyhtdlossd kerroin on kaikilla yksi,
kertovat mitatut 7-hydroksikumariinin lopulliset pitoisuudet, kuinka paljon

hydroksyyliradikaalia on vidhintddan pitdnyt olla reaktioissa mukana, jotta 7-
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hydroksikumariinia on voinut muodostua (Taulukko 7). Hydroksyyliradikaalia on
voinut olla enemmadnkin tarjolla, mutta tdlloin se on reagoinut joiksikin muiksi

reaktiotuotteiksi.

"DOM + KO2”"- ja ”"DOM-Fe + KOy” -kasittelyitd tarkasteltaessa
hydroksyyliradikaalia reagoi huomattavasti suurempia maérid rautaa sisaltdvassa
tutkimusliuoksessa (Taulukko 7). "DOM + KOy” -kisittelyssd rinnakkaisten
tutkimusliuosten hajonta oli 7-hydroksikumariinin konsentraatiossa huomattavan
suurta ajanhetkelld 168 h, minkd vuoksi viimeinen arvo ei valttamattd ole aivan

oikealla tasolla.

"DOM”- ja  "DOM-Fe”-késittelyissda ~ hydroksyyliradikaalia = reagoi  7-
hydroksikumariiniksi ~ yli =~ maédritysrajan 1,8 nM ainoastaan 168 h
tutkimusliuoksissa. Ndissdkin mddritysraja ylittyi vain juuri ja juuri: "DOM”-
kéasittelyssd 7-hydroksikumariinia syntyi 2,0 nM ja “"DOM-Fe”-késittelyssd
puolestaan 4,7 nM. Jos tarkastellaan kvantitointirajaa (18 nM), jdivdat 7-
hydroksikumariinin pitoisuudet ndissd kasittelyissa kvantitointirajan alle. Taman

vuoksi nditd kasittelyjd ei ole tarkasteltu enempaa.
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Taulukko 7.  7-hydroksikumariiniksi  reagoineen  hydroksyyliradikaalin
kumulatiivinen pitoisuus (nM) reaktioyhtdlon kertoimien perusteella kussakin
tutkimusliuoksessa eri ajanhetkilld. Mddritysraja oli 1,8 nM.

Hydroksyyliradikaalin kumulatiivinen pitoisuus (nM)
Aika (h)
DOM + KO2 DOM-Fe + KOz
0 10 53
3 9,4 63
6 9,3 74
20 16 93
26 18 -
168 45 -

* Rinnakkaisissa tutkimusliuoksissa suuri hajonta 7-hydroksikumariinin pitoisuuksissa.

Kumariini ei reagoi reaktiossa pelkdstddan 7-hydroksikumariiniksi, ja 7-
hydroksikumariinin ~ osuuden on todettu olevan 4,7 %  muista
hydroksikumariineista (Burgos Castillo ym. 2018). Tamdn perusteella laskettiin,
kuinka paljon hydroksyyliradikaalia reagoi kumariinin kanssa (Taulukko 8).
"DOM-Fe + KO,” -kisittelyssda hydroksyyliradikaalia oli syntynyt enemman
verrattuna "DOM + KOy” -kisittelyyn (Taulukko 8).
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Taulukko 8. Kumariinin kanssa reagoineen hydroksyyliradikaalin kumulatiivinen
pitoisuus (nM) olettaen muodostuneen 7-hydroksikumariinin saantoprosentiksi

kyseisessd reaktiossa 4,7 %. Mééritysraja oli 1,8 nM.

Hydroksyyliradikaalin kumulatiivinen pitoisuus (nM)
Aika (h)
DOM + KO2 DOM-Fe + KOz
0 2,2 -10? 1,1 -103
3 2,0 -10? 1,3 -103
6 2,0 -102 1,6 -10°
20 3,4 -10? 2,0 -10°
26 3,9 102 -
168 9,5 -10% -

* Rinnakkaisissa tutkimusliuoksissa suuri hajonta 7-hydroksikumariinin pitoisuuksissa.

Kumariinin kanssa reagoineet hydroksyyliradikaalit (Taulukko 8) edustavat vain
pientd osaa reaktiossa syntyneiden hydroksyyliradikaalien = maarasta.
Hydroksyyliradikaalit reagoivat my0s liuenneen orgaanisen aineen, kloridi- ja
bikarbonaatti-ionien kanssa (Taulukko 4). Kun edelld mainitut reaktiot otetaan
huomioon, voidaan tuotettujen hydroksyyliradikaalien konsentraatiot laskea eri
ajanjaksoille kokeen aikana (Taulukko 9). "DOM-Fe + KO” -kisittelyssd
hydroksyyliradikaalia syntyi enemman verrattuna "DOM + KO;” -késittelyyn.
Pitoisuus my0s ylitti sen méaadrdan, mitd tutkimusliuoksiin oli alun perin lisdtty

superoksidia (13,7 uM).
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Taulukko 9. Kumariinin kanssa reagoineen hydroksyyliradikaalin kumulatiivinen
pitoisuus (M), kun huomioitiin muut hydroksyyliradikaalin kanssa reagoivat

yhdisteet (DOM, Cl- ja HCO3"). Méddritysraja oli 1,8 nM.

Hydroksyyliradikaalin kumulatiivinen pitoisuus (nM)
Aika (h)
DOM + KO2 DOM-Fe + KOz
0-3 1200 8300
3-6 840 8200
6 -26 2400 28000
26 -168 7400 -

* Rinnakkaisissa tutkimusliuoksissa suuri hajonta 7-hydroksikumariinin pitoisuuksissa.

5 TULOSTEN TARKASTELU JA JOHTOPAATOKSET

5.1 Tulosten tarkastelu

Tutkimuksen tulokset osoittavat, ettd superoksidi aiheuttaa yhdessa liuenneeseen
orgaaniseen aineeseen sitoutuneen ferriraudan kanssa reaktioita, jotka muuttavat
absorptiospektrin kulmakerrointa, vdhentdvdat humus- ja proteiinityyppisen
liuenneen orgaanisen aineen fluoresenssia sekd synnyttavat

hydroksyyliradikaaleja.
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5.1.1 Havainnot superoksidin ja raudan vaikutuksesta liuenneen orgaanisen

aineen optisiin ominaisuuksiin ja hydroksyyliradikaalin muodostumiseen

5.1.1.1 Absorptiokerroin

Liuennutta orgaanista ainetta hajosi silloin, kun liuokseen oli lisdttynd rautaa ja
superoksidia (Kuva 9 "DOM-Fe + KO," -kisittely), mika tukee tarkastelemaamme
reaktioreittid, jossa  superoksidin ja raudan ldsnd ollessa  syntyy
hydroksyyliradikaaleja Haber-Weiss-reaktiossa (Kuva 2). Hajoamista tapahtui
kuitenkin myos liuoksessa, jossa oli superoksidia ilman rautalisdystd (Kuva 9
"DOM + KO,” -kasittely). Tassd késittelyssd syntyi siis jotakin reaktioreittid pitkin

hydroksyyliradikaalia, joka johti liuenneen orgaanisen aineen hajoamiseen.

Yksittdisid reaktioita hydroksyyliradikaalin muodostumiseen "DOM + KO;” -
késittelyssd on mahdotonta madrittdd, koska DOM koostuu tuhansista erilaisista
yhdisteistd. Yhtend mahdollisuutena voidaan kuitenkin pitdd késittelyssa
epdpuhtautena esiintynyttd rautaa. Kun DOM:a eristetddn jarvivedestd, on raudan
poistamisen tehokkuus n. 97 % (Xiao ym. 2016), ja jo pienikin mé&ard rautaa voi
katalysoida Fenton- tai Haber-Weiss -tyyppisid reaktioita. Lisdksi kédytetyt
kemikaalit ovat voineet sisdltdd epdpuhtauksina rautaa tai muita metalleja, jotka

ovat voineet katalysoida reaktioita.

5.1.1.2 Fluoresenssin intensiteetti

Fluoresenssin intensiteetissd oli eroa eri kasittelyiden valilld (Kuva 14, Kuva 15 ja
Kuva 16). Ensimmdisessd ja toisessa humuksesta johtuvassa fluoresoivassa
komponentissa (Kuva 14 ja Kuva 15) intensiteetti oli selkedsti pienin “DOM-Fe +
KOy” -késittelyssd, minkd perusteella raudan ja superoksidin vélittamat reaktiot
ovat johtaneet liuenneen orgaanisen aineen hajoamiseen. "DOM + KO?” -
késittelyssd intensiteetti oli suurempi verrattuna késittelyihin ilman superoksidia.
Liuoksessa oli tapahtunut reaktioita, jotka kasvattivat humuskomponenttien

fluoresenssia.
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7-hydroksikumariinista johtuvassa fluoresoivassa komponentissa fluoresenssin
intensiteetti oli hyvin pieni “DOM”- ja "DOM-Fe”-késittelyissd (Kuva 16). Tama
selittyy kumariinin (Kuva 18) ja 7-hydroksikumariinin (Kuva 19) pitoisuuksilla,
sillda kumariinin hajoamista ja 7-hydroksikumariinin muodostumista ei juuri
tapahtunut kyseisissd késittelyissd. “"DOM-Fe + KO,” -kasittelyssd intensiteetti oli
matala (Kuva 16), silldi kumariini ja 7-hydroksikumariini kuluivat reaktiossa
loppuun (Kuva 18 ja Kuva 19). "DOM + KO2” -kisittelyssd fluoresenssin

intensiteetti oli puolestaan edelleen korkea (Kuva 16).

5.1.1.3 Hydroksyyliradikaalin muodostuminen

Kumariinin ja 7-hydroksikumariinin pitoisuudet eivdt juuri muuttuneet
kasittelyissd ilman superoksidia (Kuva 18 ja Kuva 19). “"DOM + KO,” -késittelyssa
kumariinin pitoisuus ei keskihajonnan perusteella muuttunut tilastollisesti
merkitsevdsti eri ndytteenottoaikojen vililld, mutta 7-hydroksikumariinin
pitoisuus puolestaan nousi (Kuva 18 ja Kuva 19). "DOM-Fe + KO,” -késittelyssa
kumariini péddsi kulumaan reaktiossa loppuun (Kuva 18). 7-hydroksikumariinia
muodostui  ajanhetkeen 20 h saakka, mutta ajanhetkelld 168 h 7-
hydroksikumariinin pitoisuus oli jo hyvin alhainen (Kuva 19). Alhainen pitoisuus
voi johtua siitd, ettd hydroksyyliradikaali reagoi sekd kumariinin ettd 7-

hydroksikumariinin kanssa pienentden niiden pitoisuuksia.

Kumulatiivisten pitoisuuksien perusteella hydroksyyliradikaalia muodostui
"DOM + KOy” -késittelyssd, vaikkakin paljon vdhemmaén kuin “DOM-Fe + KO" -
kasittelyssa (Taulukko 7 ja Taulukko 8) Kun otettiin huomioon muut
hydroksyyliradikaalin kanssa reagoivat yhdisteet, muodostui
hydroksyyliradikaalia edelleen eniten "DOM-Fe + KOy” -késittelyssa (Taulukko
9). Hydroksyyliradikaalia syntyi enemmaéan kuin tutkimusliuokseen alun perin
lisattiin superoksidia, minkd perusteella superoksidia on pitdnyt muodostua

jotakin toista reaktioreittid pitkin lisaa.
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5.1.2 Tutkittu reaktioreitti

Taman tyon tulosten pohjalta voidaan todeta, ettd rauta toimi yhdessa
superoksidin kanssa liuenneen orgaanisen aineen hajoamista edistdvana tekijana.
Superoksidi ~ puolestaan = vdhensi =~ CDOM-absorptiota, = mutta  lis&si
humuskomponenttien fluoresenssia. Rautaa sisdltdvissd liuoksissa havaittiin
enemmdn hydroksyyliradikaaleja kuin pelkkdd superoksidia siséltdvissa
liuoksissa. Taman perusteella katalyyttind toimi rauta, jolloin kyse olisi Haber-

Weiss-reaktiosta.

Kirjallisuuden perusteella superoksidin ja liuenneen orgaanisen aineen valiltd on
loydetty merkittdavd reaktio, jossa liuenneen orgaanisen aineen kinoni-ryhmét
katalysoivat superoksidin muodostumista (Goldstone & Voelker 2000).
Myohemmadssd tutkimuksessa, jossa on tutkittu Eteldisen jadmeren ndytteitd,
huomattiin kuitenkin, ettd superoksidin ja DOM:n viliset reaktiot eivit olleet niin
merkittdvid, vaan dismutaatioreaktio oli niissé dominoivampi. Kyseisessd
tutkimuksessa  metallien vaikutus reaktioihin oli poistettu = DTPA:n

(dietyleenitriamiinipentaetikkahappo) avulla (Heller & Croot 2010).

Metallien lisddmisen osaksi DOM:n ja superoksidin vilisid reaktioita on todettu
nopeuttavan superoksidin hajoamista: Kun DOM:a ja superoksidia sisdltdneisiin
huomattiin, ettd metallien kelaatio nousi tarkedksi tekijaksi superoksidin
reaktiivisuuden sddtelyssd (Heller & Croot 2010). Superoksidilla onkin todettu
olevan tdrked rooli raudan kierrossa, silld se pystyy toimimaan reaktioissa seka
hapettajana ettd pelkistdjand (Rose & Waite 2002). Ferrikompleksi pelkistyy
suoraan ferrokompleksiksi, joka saattaa vield hapettua uudelleen ennen kuin se

tuottaa vapaata ferrorautaa (Rose & Waite 2005).

Hydroksyyliradikaalin muodostumista fotokemiallisesti on tutkittu paljon.
Raudan ldsnd ollessa foto-Fenton-reaktion uskotaan olevan tidrkein

hydroksyyliradikaalin ldhde, joka voi vaikuttaa lopulta orgaanisten yhdisteiden
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hajoamiseen luonnonvesissd (Southworth & Voelker 2003). Tutkimuksia on
kuitenkin toteutettu myos ilman fotokemiallisia reaktioita. Erddssa tutkimuksessa
tarkasteltiin rautaa pelkistavan “Shewanella oneidensis” -bakteerin vaikutusta
hydroksyyliradikaalin =~ muodostumiseen = (Grossman & Kahan 2016).
Tutkimuksessa kdytettiin neutraalia pH-arvoa ja ympdristolle tyypillisid raudan ja
vetyperoksidin  pitoisuuksia. Tuloksena huomattiin hydroksyyliradikaalin
muodostumisen olevan nopeampaa, kun rauta esiintyi ferrorautana eika
ferrirautana. Lisdksi vetyperoksidin konsentraation ja bakteerien méa&ran todettiin
vaikuttavan lineaarisesti hydroksyyliradikaalin muodostumiseen. Bakteerien
ajaman Fenton-kemian todettiin myos vaikuttavan aromaattisten saasteiden
hajoamiseen (Grossman & Kahan 2016). Tutkimuksen tulokset tukevat tdssa

tutkimuksessa kiinnostuksen kohteena ollutta reaktioreittia.

Tdssd tyossd alun perin lisdtty kaliumsuperoksidi ei pysty kuitenkaan selittimddn
tuotetun  hydroksyyliradikaalin  maé&rada. Talloin  hydroksyyliradikaalien
sisdltaimdn hapen on pitanyt tulla reaktioon jostakin muualta. Yksi selitys voi olla
hydroksyyliradikaalin ja liuenneen orgaanisen aineen (R-H) vilinen reaktio, joka
voi johtaa orgaanisen radikaalin (R) syntymiseen (Kaava 28). Reaktiossa
hydroksyyliradikaali reagoi liuenneen orgaanisen aineen vetyatomin kanssa
muuttuen vedeksi. T&lloin liuenneelle orgaaniselle aineelle ja&d pariton elektroni.
Veteen livennut happi voi tdmédn parittoman elektronin avulla pelkistyd ja
hapettaa liuennutta orgaanista (Rox) ainetta synnyttden superoksidia (Kaava 29).
IImakehéstad voi liueta lisdd happea veteen, jolloin tdma reaktio hajottaa liuennutta

orgaanista ainetta.
R—H+HO - R + H,0 (28)
R'+ 0, - RO; = Rox + 05 (29)

Pdivantasaajan alueen Tyynelldmerelld suoritetussa tutkimuksessa on havaittu
superoksidin hajoamisen olevan odotettua hitaampaa. Tamédn uskottiin johtuvan

metallien kompleksoitumisesta. Suuremmat metallien konsentraatiot tai vapaina
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metalli-ioneina esiintyvdt metalli-ionit olisivat todenndkoisesti lisdnneet
reaktionopeutta (Rose ym. 2008). Meriveden ja makean veden vililld onkin
havaittu suuria eroja DOM:n hajoamiseen kuluvassa ajassa. Meressd niukasti
rautaa sisdltivin CDOM:n kiertoon on todettu kuluvan aikaa 634 vuotta (Catala
ym. 2015), kun taas Ruotsin jdrvissd rautaa ja humustyyppistda DOM:a sisdltdavan
CDOM:n kiertoon vastaava aika on vain 2,5 vuotta (Algesten ym. 2003;
Weyhenmeyer ym. 2014). Nditd lukuja ei voida verrata suoraan keskenddn, silld
Ruotsin jarvissd kierto sisdlsi lisdksi sedimentaatiota ja fotohajoamista, vaikka
fotohajoaminen kattaakin vain alle 10 % orgaanisen hiilen hajoamisesta (Koehler
ym. 2014). Tastd huolimatta rautaa sisdltdvidssd makeassa vedessd hajoaminen on
selvdsti nopeampaa kuin niukasti rautaa sisdltdvadssd merivedessd (Algesten ym.

2003; Catala ym. 2015).

Kiinnostuksen kohteena olevaa reaktioreittid ei ole erityisemmin tutkittu makeissa
vesissd, mutta joitakin havaintoja raudan mahdollisesta vaikutuksesta on
kuitenkin tehty. Liuenneen orgaanisen aineen hajoamisessa havaittiin muutoksia,
kun jarviveden viipymén vuoksi sen rautapitoisuus laski tutkimuksissa, joissa
tarkkailtiin humuspitoisten jdrvien veden varid Ruotsissa (Kohler ym. 2013;
Weyhenmeyer ym. 2014). Makeissa vesissd raudan pitoisuuksien on todettu myos
olevan paljon suurempia kuin merivesissd: raudan liukoisuus meriveteen on n.
nM-luokkaa (Boyd & Ellwood 2010), kun taas makeissa vesissd vastaava

suuruusluokka on ollut keskimééarin 29 uM (Xiao ym. 2015).

Koska liuenneen orgaanisen aineen hajoamisnopeudet sekd merien ja makeiden
vesien olosuhteet (raudan ja liuenneen orgaanisen aineen méaard) eroavat suuresti
toisistaan, ei tamin tutkimuksen tuloksia voida verrata suoraan merivesissa
tehtyihin tutkimuksiin. Tamdn vuoksi tdstd aiheesta tarvittaisiin lisdd makeassa
vedessd suoritettuja tutkimuksia. Monet merivesitutkimukset myos keskittyivat
fotokemiallisiin reaktioihin, joissa superoksidia syntyy CDOM:n fotolyysissd ja
syntynyt superoksidi reagoi CDOM:n tai metallien kanssa muodostaen

vetyperoksidia (Heller & Croot 2010b). Monissa koejdrjestelyissd superoksidi
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kuitenkin lisdttiin esimerkiksi juuri kaliumsuperoksidina néytteisiin (mm. Heller
& Croot 2010a, b), kuten tassdkin tutkimuksessa. Merivesitutkimukset
osoittavatkin, ettd liuenneen orgaanisen aineen, superoksidin ja raudan valilld
tapahtuu tiettyjd reaktioita ja tdmdn tutkimuksen tulokset antavat viitteitad
vastaavalle reaktioreitille. Reaktioreitti saattaa siis olla molemmissa ymparistoissd

sama, vaikka reaktioihin kuluvat ajat poikkeavatkin toisistaan.

5.2 Johtopditokset

Tutkimuksen tavoitteena oli selvittdd, pystyyko bakteerien solun ulkopuolelle
tuottama superoksidi hajottamaan liuennutta orgaanista ainetta raudan
katalysoimana. Kokeet suoritettiin jarvivesimatriisissa, joka vastasi monien
boreaalisten vesistdjen happamuutta sekd liuenneen orgaanisen aineen ja raudan
madrdd. Rauta oli koejdrjestelyssd sitoutuneena liuenneeseen orgaaniseen
aineeseen, mikd on tyypillistd jarvissd ja joissa. Lisdtty kaliumsuperoksidi tuotti
hydroksyyliradikaaleja, jotka hajottivat liuennutta orgaanista ainetta. Tulokset
antavat viitteitd siihen, ettd bakteerienkin tuottama superoksidi voi hajottaa

liuennutta orgaanista ainetta samaan tapaan kuin téssd tyossd havaittiin.

Luonnonvesissd mikrobit tuottavat superoksidia noin 2 pM d-! (Zhang ym. 2016).
Tdssd tyossda kaliumsuperoksidia lisdttiin kuitenkin seitsemdn kertaa enemmdn
kuin mikrobit voivat pdivédssd tuottaa. Tulevissa tutkimuksissa olisikin syytd
selvittdd, aiheuttavatko mikrobien aikaansaamat tuotantonopeudet vastaavaa

orgaanisen aineen hajoamista kuin tdssa tutkimuksessa havaittiin.

KIITOKSET

Haluan kiittdd ohjaajiani yliopiston lehtori Anssi Véhitaloa ja post-doc tutkija

Yihua Xiaoa mahdollisuudesta tehdd tam&d pro gradu -tutkielma sekd kaikesta



56
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