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Lisddantynyt mikromuovien runsaus vesistdissdi on yksi suurimmista tdmdn
hetkisistd ympaéristoongelmista. Muovit ovat kohtalaisen resistenttejd hajoamiselle,
ja niiden hajoamisen on arvioitu kestdvan sadoista vuosista tuhansiin vuosiin.
Todisteita mikrobien kyvystd hajottaa mikromuovia on jo saatu, mutta tarkkaa
hajoamisnopeutta luonnonvesissa ei ole maadritetty. Tutkimukseni tavoitteena oli
selvittdd, kuinka nopeasti eri jdrvityyppien mikrobit hajottavat polyeteenin
mikromuovipartikkeleita, ja kuinka monta vuotta kuluisi niiden tdydelliseen
hajoamiseen boreaalisen vyohykkeen jdrvissd. Tutkimuksessa kaytettiin
yhdistespesifistd isotooppianalyysid sekd kaasukromatografiaa selvittimaan 99 %
BC -leimatun polyeteenin hajoamista humuspitoisessa (H), kirkkaassa (C) ja
keinotekoisessa (M) jdrvivedessd. Tutkimustulosteni mukaan hajoaminen
luonnonvesissa (H, C) kestdisi 10-144 vuotta, kun hajoaminen ilman
mikrobitoimintaa (M) kestdisi jopa 192-407 vuotta. Polyeteenin hajoaminen ei ollut
kuitenkaan merkitsevasti nopeampaa humusvesissa (10-12 vuotta) kuin kirkkaissa
jarvivesissd (26-144 vuotta). Tutkimukseni osoitti, ettd mineralisaation lisdksi
mikrobit kayttivdat polyeteenid uuden biomassan rakentamiseen merkitsevasti
enemmadn humusvesissa kuin kirkkaissa jarvivesissd. Tutkimustulokseni viittaavat,
ettd polyeteenid hajottavat mikrobit ovat gram-negatiivisia bakteereita, silld ndiden
fosfolipidibiomarkkerit olivat leimaantuneet niin kirkkaassa kuin humusvesissa.
Tutkimukseni osoittaa, ettd polyeteenimikromuovipartikkelit hajoavat luultua

nopeammin optimiolosuhteissa, mutta jopa satoja vuosia ilman hajottajamikrobeja.



UNIVERSITY OF JYVASKYLA, Faculty of Mathematics and Science
Department of Biological and Environmental Science
Environmental science

Petra Kautonen: Degradation of polyethylene microplastic particles in lake
water of the boreal zone

MSc thesis: 39 p.

Supervisors: Docent Sami Taipale and Professor Marja Tiirola and
Professor Jussi Kukkonen

Inspectors: Docent Sami Taipale and PhD. Pauliina Salmi

November 2020

Keywords: carbon, isotope, microbial community, PE

The increasing abundance of microplastics (MP) in aquatic ecosystems is currently
one of the greatest environmental concerns because of their resistance to
breakdown. It is estimated that the complete degradation of MP would take decades
to centuries. Humic lakes in the boreal zone are rich in naturally dissolved organic
matter, which is why there are a wide range of microbes that degrade natural
polymers. Researchers have already found out that microbes are capable of
degrading MP and use MP carbon for their growth. However, the specific MP
degradation rate in the natural waters is still lacking. The aim of my research was
to examine how fast microbes in different types of waters can degrade polyethylene
(PE) MP particles and how many years it would take for their complete degradation.
We used compound-specific isotope analysis and gas chromatography to study
degradation of labelled 99 % 3C-PE-MP in humic (H), clear (C) and artificial (M)
lake waters. According to my results, the degradation would take 10-144 years in
natural waters (H, C) and without microbial activities (M) it would take 192-407
years. However, the degradation rate was not significantly faster in humic waters
compared to clear lake waters. My study indicated that besides mineralization,
microbes used PE-MP to build new biomass both in humic and clear waters, but the
rates were significantly faster in humic waters. My results indicate that microbes
that degrade PE-MP are gram-negative bacteria because their phospholipid-
biomarkers were labelled in both natural lake waters. My study shows that PE-MP
particles are degraded faster than expected in optimum circumstances, but it could

take several centuries without decomposing microbes.
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1 JOHDANTO

Muovi on kasvava ympdristbongelma ympéri maailmaa (Cole ym. 2011, Horton
ym. 2017). Muovit ovat synteettisid tai puolisynteettisid, hiilen pitkistd
molekyyliketjuista eli polymeereistd koostuvia materiaaleja. Muovimateriaaleista
kaytetyimpid ovat polyeteeni, polypropeeni, polystyreeni, polyamidi ja polyesteri,
jotka yhdessd muodostavat noin 90 % koko maailman muovintuotannosta (Taipale
ym. 2019). Muovia on tuotettu massatuotannolla 1940-luvulta ldhtien (Cole ym.
2011). Nykypdivand muovia l6ytyy ldhes kaikkialta, silld muovin ominaisuudet,
kuten kestdvyys, tekevat siitd houkuttelevan kayttdd. Samalla muovin
ominaisuudet tekevit siitd erittdin vaikean havittdd, silld muovin kestdvyys estda
sen maatumista (Miiller 2000). Mikddn massatuotetuista muovilaaduista ei maadu
merkittavalld tavalla (Geyer ym. 2017). Lisdksi, erilaiset muovityypit eroavat
ominaisuuksiltaan esimerkiksi kelluvuuden osalta, jonka vuoksi niiden
ympdéristokdyttaytyminen voi olla erilaista (Kooi ym. 2018). Varsinkin muovit, jotka
pddtyvat vesistoihin, aiheuttavat huolta niistd aiheutuvien ongelmien takia.
Suurten muovijddnteiden, eli makromuovien, vaikutus ympdristoon on ollut
tutkimuksen kohteena jo vuosia. Ndiden muovien tiedetddn aiheuttavan vakavia
haittoja muun muassa linnuille, nisdkkiille, kaloille ja matelijoille elididen jaddessa

jumiin tai elididen tukehtuessa muovipartikkeleihin (Cole ym. 2011).

Lihivuosina on kuitenkin havahduttu myos toiseen muoveista aiheutuvaan
ympdristolliseen uhkaan, mikromuoveihin. Mikromuovit ovat hyvin pienid,
yleisesti alle 5 mm mittaisina pidettyja muovipartikkeleita, joita kaytetdan
tarkoituksellisesti kosmetiikassa, ihonhoitotuotteissa ja ldadkkeissd, ja joita irtoaa
makromuovien hajoamisen yhteydessd (Cole ym. 2011, Auta ym. 2017).
Kosmetiikan mikromuovia pddtyy vesistoihin teollisten tai kotitalouksien
viemdrien kautta. Lisdksi synteettisistd materiaaleista valmistetuista vaatteista
irtoaa joko suoraan tai pesun yhteydessda mikromuovipartikkeleita, jotka paatyvat

jatevedenpuhdistuslaitoksiin  ja  sitd kautta vesistoihin. Vaikka osa
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jatevedenpuhdistamoista pystyy suodattamaan jdtevedestd jopa 95 % - 99 %
mikromuoveista  (Talvitie 2017, Railo ym. 2018), suurinta osaa
jatevedenpuhdistuslaitoksista ei ole suunniteltu poistamaan tdysin mikromuoveja
jatevedestd (Anderson ym. 2016). Sisdvesiin pddtyy mikromuovia my0s
mahdollisesti valuntana pelloilta, jossa on kaytetty lietettd lannoitteena
maanviljelyssd (Anderson ym. 2016). Lisdksi, makromuoveista irronneita
partikkeleita pddtyy valunnan, tuulen ja virtauksien kautta vesistoihin, ja lopulta
meriin (Auta ym. 2017). Myrskyt ja sddn dari-ilmiot edesauttavat mikromuovien

kulkeutumista maalta vesistdihin (Anderson ym. 2016).

Mikromuoveja on tutkittu vasta vahdn aikaa, mutta niiden potentiaalisen uhan
vuoksi tieteenala on alati kasvava (Cole ym. 2011). Carpenter ym. (1972) 16ysivat
ensimmdisen kerran mikromuoveja aavalta mereltd 1970-luvulla, ja tarkempien
tutkimusten valossa viime vuosikymmenen aikana on todistettu, ettd mikromuovit
ovat laajalle levinneitd ja kaikkialla ldsnd olevia vesiekosysteemeissd. Niiden
tiedetddn olevan potentiaalinen uhka lajistolle. Mikromuovien pienen koon takia,
ne kulkeutuvat helposti organismeihin ravintoverkon kautta (Railo ym. 2018).
Mikromuovien koostumus ja suhteellisen suuri pinta-ala tekevit niistd taipuvaisia
tarttumaan vesitse kulkeutuviin orgaanisiin epdpuhtauksiin, kerdten ndin itseensa
erilaisia ymparistomyrkkyjd (Fendall ja Sewell 2009). Ndin ollen mikromuovien
syominen voi aiheuttaa myrkkyjen pddsyn ruokaverkkoon ja sielld eteenpdin
siirtymisen (Cole ym. 2011). Peldtddn, ettd mikromuovin tarttuminen toksisiin
aineisiin, kuten bisfenoli-Athan ja DDT:hen, ja ndiden kulkeutuminen
ravintoverkossa voisi aiheuttaa hedelmattomyyttd, geneettisida hdirioitsd,
myrkytyksid ja kuolleisuuden lisddntymista sekd vesielidissd ettd suurissa maarin

nieltyind myos ihmisissad (Auta ym. 2017).

Tutkimusten perusteella mikromuovit voivat pédétyad vesiorganismeihin eri tavoin,
ja nieltynd mikromuovien kohtalo organismissa voi olla vaihteleva. Mikromuovi
voi poistua organismin kehosta kuonanerityksen kautta, jolloin siitd ei aiheudu
pitkakestoista haittaa (Browne ym. 2008). Mikromuovi voi my®s siirtyd organismin
kudosten vaililld, ja jadda elimistoon (Hall ym. 2015). Nieltynd mikromuovi voi

aiheuttaa erilaisia haittoja organismin elintoiminnoissa ja kehityksessda (Lu ym.



3

2016). Vaikkakin mikromuovin toksisia vaikutuksia eldinplanktonille ja kaloille
tutkitaan paljon, mikromuovien ympdristokohtaloa akvaattisissa ekosysteemeissd

on vasta vahan tutkittu (Taipale ym. 2019, Anderson ym. 2016).

Polymeerityypeistd polyeteenid (PE) 16ytyy meristd ja sisdvesistoistd selkedsti
eniten (pelkdstddn meristd 10ytyy kevyttd polyeteenid, LDPE:td4, 21 % ja raskasta
polyeteenid, HDPE:td, 17 % kaikesta muoviroskasta) (Andrady 2011), ja se onkin
tutkimuksissa kadytettdavistd muovilajikkeista suosituin (Taipale ym. 2019). Muovi
voi hajota biologisesti tai valon, ldammoén, mekaanisen kulutuksen,
lampohapetuksen tai hydrolyysin avulla (Anderson ym. 2016). Polyeteeni hajoaa
lahinnd UV-B-valohapetuksen ja sitd seuraavan ldmpohapetuksen avulla.
Lopputuloksena syntyy mikro-kokoisia tai jopa nano-kokoisia (kokoluokka < 100
nm) muovipartikkeleita, joista jalkimmadisien olemassaoloa on toistaiseksi vield
vaikea varmentaa metodologisten rajoitteiden takia (Xu ym. 2020). Namd
muovipartikkelit voivat kuitenkin hajota vield lisdd, esimerkiksi biologisen
hajotuksen ansiosta, jossa muovin hiili muutetaan hiilidioksidiksi ja assimiloidaan
biomassaan (Anderson ym. 2016). Muovipartikkeleiden hajoaminen UV-valon
ansiosta on kuitenkin hyvin paljon hitaampaa vedessd kuin maaperilld johtuen
veden matalammasta lampdotilasta ja happitasosta. Muoveja pidetddnkin yleisesti
hyvin vaikeasti hajoavina akvaattisissa elinympdristdissd, ja aika, joka kuluisi
muovien mineralisaatioon (hajoaminen esim. hapetus-pelkistysreaktio; hiili
muuttuu uloshengitetyksi hiilidioksidiksi) arvioidaan olevan sadoista vuosista

tuhansiin vuosiin (Anderson ym. 2016).

Mikromuovien hajoamista on tutkimusten valossa havaittu epdsuorien metodien
perusteella komposteissa, maaperdssd ja sedimenteissd (Chandra ym. 1998,
Weinstein ym. 2016, Auta ym. 2017, Auta ym. 2018) sekd merisienten toiminnan
ansiosta (Paco ym. 2017). Mikrobiyhteisdiden on myds todistettu kolonisoivan
mikromuovipartikkelien pintaa akvaattisissa elinymparistoissd (Jiang ym. 2017).
Vesien mikrobit voivat tdten mahdollisesti vaikuttaa ~mikromuovien
ympadristokohtaloon ravintoketjussa (Restrepo-Florez ym. 2014). Viimeaikaiset
tutkimukset osoittavat, ettd mikromuovilla voi olla korkeissa pitoisuuksissa estdva

vaikutus levén ja eldinplanktonin toimintakykyyn (Cui ym. 2017, Mendoza ym.
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2017, Nolte ym. 2017), mutta Taipale ym. (2019) suorittaman tutkimuksen
perusteella PE-mikromuovin ainoa toksikologinen vaikutus havaittiin nielulevélla

ja vesikirpuilla vedessd, jossa ei ollut ollenkaan mikrobeja.

Pienet, niukkaravinteiset humusjdrvet (liuenneen orgaanisen hiilen méaara, DOC >
10 mg/1) ovat yleisimpid jarvityyppejd boreaalisella vyohykkeelld, ja niiden mé&adran
uskotaan kasvavan ilmastonmuutoksen myo6td (Faithfull ym. 2015). Dystrofisissa
jarvissd, eli humusjdrvissd, veden pH on alhainen ja veden véri tumma. Tama
rajoittaa jarven perustuotantoja sekd elididen selviytymistd jarvessd (Arvola ym.
1999). Téllaisissa jarvissd tyydyttymattomid rasvahappoja, jotka ovat ravinteellisesti
haluttavimpia, 16ytyy vain niukasti (Monteith ym. 2007). Rasvahapot ovat
vesielididen tdrkein lipidien rakenneosa, jotka toimivat myos hyvand indikaattorina
pienhiukkasten mahdolliselle ravinteelliselle arvolla (Desvilettes ym. 1997).
Tarkemmin, fosfolipidirasvahapot (PLFA) ovat mikrobien solukalvojen tdrkein
rakenneosa, ja PLFA-rasvahappoja tutkimalla on mahdollista tunnistaa esimerkiksi
ndytteestd l0ytyvid organismiryhmid, silli rasvahapot toimivat myo6s hyvina
biomarkkereina organismeille (Boschker ja Middelburg 2002, Carvalho ja Caramujo
2014). Dystrofisissa jdrvissdi mikromuoveja voitaisiin pitdd vaihtoehtoisena
hiililihteend rasvahappojen tuottamiseen. Dystrofiset jdrvet voivat olla
hiilirajoitteisia, jonka tdhden jarven mikrobisto on sopeutunut hajottamaan
vaikeasti hajoavia yhdisteitd, kuten mikromuoveja. Kuitenkin toistaiseksi, vain
Yoshida ym. (2016) ja Taipale ym. (2019) ovat todistaneet mikrobien kyvyn hajottaa

mikromuovia, jolloin my6skin pro gradun aihe on ajankohtainen.

Orgaaninen hiili yllapitdd ekosysteemejd kahdesta eri ldhteestd. Endogeeninen hiili
tuotetaan fotosynteesissd ekosysteemin sisdlld autotrofisten eli omavaraisten
elividen toimesta. Eksogeeninen eli ulkoinen hiili on tuotettu jossain muualla, ja
tuotu ekosysteemin sisddn. Eksogeeniset orgaanisen hiilen virrat ekosysteemin
sisddn ovat usein suuria, mutta tdm&d materiaali on sitkedd ja sitd on vaikea
assimiloida eli kdyttdd omaan kasvuun, toisin kuin endogeenisesti tuotettua
orgaanista materiaalia, jota on helpompi hyodyntdd (Pace ym. 2004). Jarvet ovat
tyypillisid hiilidioksidin (CO;) ldhteitd ilmakeh&ddn. Hiilidioksidia vapautuu

ilmakehddn jarvistd sekd endogeenisesti prosessoidusta orgaanisesta hiilestd ettd
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eksogeenisesti tuotetusta hiilestd, joka on siirtynyt jarviin. Systeemien soluhengitys
ylittdd perustuotannon monissa jarvissd, mikd antaa ymmartdd, ettd eksogeenistd
orgaanista hiiltd kadytetddan hyodyksi. Mikili akvaattiset bakteerit kayttavat
eksogeenistd liuennutta orgaanista hiiltd (DOC) hyoddykseen, on ndin ollen

mahdollista tunnistaa kyseinen hiilen ldhde (Pace ym. 2004).

Hiilelld on kaksi pysyvdd isotooppia: ?C (98,89 %) ja °C (1,11 %). 13C/12C -
isotooppisuhdetta voidaan kayttad hyodyksi hiilen ldhteen tunnistamisessa, ja tatd
suhdetta kdytetddnkin paljon hyodyksi tutkittaessa, mitd eliot ovat kadyttdneet
ravinnokseen. Elitt eivdt kdytd tasapuolisesti molempia isotooppeja hyodykseen,
vaan suosivat voimakkaasti hiilen kevyempdd 2C -isotooppia. Koska yhden
alkuaineen eri isotoopeilla on neutronien lukuméédrdn eroavaisuuden johdosta
erisuuruiset massat, niilld on erilaiset kineettiset ja termodynaamiset ominaisuudet
(mm. eroavaisuudet reaktioiden tahdissa ja lampokapasiteetissa) kemiallisissa
reaktioissa. Namd eroavaisuudet mahdollistavat sen, ettd isotooppisesti merkityt
molekyylit voidaan erotella toisistaan kemiallisisssa prosesseissa (Schwarcz ja
Schoeninger 1991). Pysyvien isotooppien leimauskokeita on kdytetty muun muassa
jaljittaméaan hiilen kiertoa ja ravinteiden siirtoa ravintoverkossa (Michener ja
Kaufman 2007). Lisdksi, yhdistespesifinen isotooppianalyysi mahdollistaa
mikromuovin havaitsemisen biomolekylaarisella tasolla, ja se pystyy havaitsemaan
jopa pienimmut isotooppien muutokset (0,0001 %) erittdin pienissd pitoisuuksissa,
toisin kuin esimerkiksi perinteinen kaasukromatografimassaspektrometri, joka
vaatii vahintddan 1 % muutoksen 13C -pitoisuudessa (Boschker ja Middelburg 2002).
Ndin ollen pitdisi olla mahdollista jaljittdaa 13C-hiilelld rikastettu mikromuovin
kulkeutuminen ndytteissd, ja todistaa mikrobien kyky hyodyntdd mikromuovia

omaan kasvuun.

Polyeteenin tiedetddn hajoavan hyvin hitaasti, mutta tarkkaa hajoamisnopeutta ole
madritelty. Pro gradun Kkokeellisessa tyossd lisdttiin 13C-leimattuja PE-
mikromuovipartikkeleita kolmeen eri koeveteen (humuspitoinen jdrvivesi,
kirkasvetinen jarvivesi ja keinotekoinen makea vesi) ja tutkittiin ndiden késittelyjen
mahdollista vaikutusta tuloksiin. Tutkimuksessa haluttiin selvittdd, kuinka

nopeasti eri jarvityyppien mikrobit hajottavat koevesiin lisdttyja PE-
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mikromuovipartikkeleita (tutkimuskysymys 1). Hypoteesina oli, ettd PE-
mikromuovin hajoaminen ei eroa erityyppisten jarvivesien valilld. Haluttiin myos
selvittdd, kuinka monta vuotta kuluisi laskennallisesti PE-mikromuovipartikkelien
tdydelliseen hajoamiseen boreaalisen vyohykkeen jarvissd (tutkimuskysymys 2).
Lisdksi oltiin kiinnostuneita selvittdméaan, kuinka paljon PE-mikromuovin hiilestd
mineralisoituu ja kuinka paljon hiiltd assimiloituu sitd hyddyntdvien mikrobien

biomassaan (tutkimuskysymys 3).

2 AINEISTO JA MENETELMAT

2.1 Aineisto

Tutkimuksen kokeellinen osuus suoritettiin Jyvdskylan yliopiston bio- ja
ympdristotieteiden laitoksen laboratoriossa. Tutkimuksen koevesind kaytettiin
kahta erityyppistd jarvivettd, joista oli otettu vesindytteet jo aikaisemmin, ja joita oli
sdilytetty kylmaéssd. Kirkasvetinen jarvivesi (DOC <10 mg C/1) oli perdisin Lahden
Vesijarvestd (Enonselkd) ja humuspitoinen jarvivesi (DOC > 10 mg C/1) oli perédisin
Evon metsdalueen Haukijdarvestd (Taulukko 1). Kolmantena koevetend kaytettiin
keinotekoista levamediaa (MWC+Se, Guillard ja Lorenzen 1972, Karin Rengefors
pers. com.). Mikromuovina kaytettiin 13C-leimattua polyeteenid (polyeteeni-13C,
Sigma-Aldrich). Kédytetyn PE-mikromuovin partikkelien koko vaihteli 3-40 pm
valilld (99,99 % < 20 pm). Tutkimuksessa kdytetty PE-mikromuovi oli perdisin Marja
Tiirolan tutkimusryhmalta. Kirkasvetisen jarven vesindyte oli otettu kesilld 2018 ja
humuspitoisen jarven vesindyte oli otettu syksylld 2018. Keinotekoisesti valmistettu
koevesi oli puolestaan steriili, eikd siind pitdnyt olla lainkaan mikrobitoimintaa

(Taulukko 1).
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Taulukko 1. Keinotekoisen, kirkasvetisen ja humuspitoisen koeveden
ndytteenottopaikan  sijainti  (leveys- ja  korkeusaste), jarvivesityyppi,
ndytteenottoajankohta ja liuenneen orgaanisen hiilen maara (DOC, mg C/1).

Koevesi Leveysaste Korkeusaste Jarvivesityyppi Kausi DOC
(mg C/1)

Keinotekoinen - - Steriili - -

makea vesi

Vesijdrvi 61.0448 25.5854 Kirkas Kesa 6,3

Haukijarvi 61.2229 25.1386 Humus Syksy 159

2.2 Tutkimuksen alustaminen

Tutkimuksessa kaytettiin steriloituja lasipulloja (tilavuus 250 ml) koepulloina.
Tutkimus aloitettiin inkuboinnilla eli koevesien sdilyttdmiselld koepulloissa
valvotuissa olosuhteissa. Laminaarissa lasisella puhtaalla mittalasilla mitattiin 200
ml Haukijdrven vettd (humus) kuuteen, 200 ml Vesijarven vettd (kirkas) kuuteen ja
250 ml keinotekoista makeaa vettd (keinotekoinen) kuuteen lasipulloon. Pullojen

padlle laitettiin foliopalat vesien lisdyksen jalkeen.

Kun vedet olivat olleet inkuboitumassa noin yhden kuukauden huoneenlammoss,
ja vesissd olevat mikrobistot olivat vakiintuneet, vedet haettiin jatkokasittelyja
varten. Vetokaapissa yhdistettiin aina saman koeveden 6 pulloa kokoomandytteeksi
isoon erlenmeyer-pulloon, josta vesi siirrettiin steriloituun muovipulloon.
Seuraavaksi jokaista koevettd siirrettiin lopullisen koetilavuuden (150 ml) verran

takaisin kuuteen lasipulloon.

Mikromuovia (polyeteeni-13C,, Sigma-Aldrich) punnittiin mikrovaa’alla (Mettler
Toledo, AT21 Comparator) mahdollisimman tarkasti noin 2 mg jokaisen kisittelyn
neljaan pulloon (kaksi kontrollia/koevesi). Tinakuppi (Elemental Microanalysis,
DIO008, tin capsules pressed, standard weight 8 x 5 mm, UK), jolla PE-mikromuovi
punnitaan, punnittiin sekd PE-mikromuovin kanssa, ettd sen lisddmisen jdlkeen,

koska kaikkea punnittua PE-mikromuovia ei saanut siirrettyd kupin reunoilta
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koepulloon. Naméd maéarat kirjattiin ylos, jotta lopullinen, pulloon pdatynyt maara
PE-mikromuovia voitiin selvittdd mddrien erotuksella toisistaan. Kun PE-
mikromuovi oli lisdtty neljadn pulloon jokaisesta kolmesta koevedestd (12 pulloa),
kaikki 18 pulloa vietiin kasvatushuoneeseen jatkuvaan ravisteluun (huoneenlampo,
Heidolph Unimax-ravistelija 2010, 113 rpm). Koepulloja inkuboitiin pimedssd

kasvatushuoneessa 8 viikon ajan.

2.3 Kaasumittaukset

Joka viikko kahdeksan viikon ajan suoritettiin kaasumittaukset jokaisesta
vesindytepullosta puhtaisiin, heliumilla tdytettyihin exetainer-putkiin neulan ja
ruiskun avulla. Jokaisesta pullosta siirrettiin viikoittain 5 ml kaasua uusiin
nimettyihin putkiin, jotka analysoitiin mychemmin. Kaasumittauksen tuloksista
voitiin selvittdd, kuinka nédytteet olivat leimaantuneet PE-mikromuovin 3C:lla
tutkimuksen aikana. Putkista sihautettiin ennen kaasun lisddmistd ylipaine pois
neulalla. Vesindytepulloihin lisdttiin kahdesti tutkimuksen aikana typped niin
paljon kuin niistd oli otettu, jotta pulloihin ei aiheudu suurta alipainetta

viikoittaisilla mittauksilla.

Tutkimuksen lopussa kahdeksannella viikolla otettiin lisdksi nestendytteet
jokaisesta jarvivesipullosta. Nestendytteitd otettiin ruiskun ja neulan avulla 3 ml
jokaisesta pullosta ja siirrettiin heliumilla tdytettyihin exetainer-putkiin.
Vesindytteisiin lisdttiin heti 0,2 ml fosforihappoa, jotta saatiin epdorgaaninen hiili

hoyrystettya hiilidioksidiksi.

Jarvivesindytteiden happipitoisuutta seurattiin lisdksi viikoittain
happipitoisuusmittauksilla, jotka suoritettiin jokaiselle késittelylle (ndytepulloista
M1, C1, H1). Mittaukseen kédytetdan PreSens Microx 4 trace -mittalaitetta (Precision
Sensing GmbH, Saksa, Regensburg, asetuksissa mode: dry, sensor: Needle 2).
Jokainen happimittaus suoritettiin kolmesti, ja ndistd tuloksista otettiin keskiarvo

kullekin késittelylle.



2.3.1 Kaasu- ja nestendytteiden analysointi kaasukromatografilla

Kaasukromatografia kdytetdan haihtuvien yhdisteiden erotteluun, ja sen erottelu
perustuu molekyylien vuorovaikutukseen liikkuvassa ja pysyvédssd faasissa.
Tutkimuksessa otetuista kaasu- ja nestendytteistd haluttiin selvittdd hiilen
pitoisuus, jotta mineralisoituneen hiilen mddrdan voitaisiin mychemmin laskea.
Kahdeksan viikon aikana otetut kaasundytteet sekd viimeiselld viikolla otetut
nestendytteet siirrettiin kaasukromatografiin analysoitavaksi (Agilent Technologies
7890B GC System + CTC Analytics PAL System, Exetray 1, 1-50, Metodi: GC-HP],
Front Detector: Air Flow; 350.0, Makeup (N2): 2.000). Nestendytteisiin lisdttiin
ennen analysointia 2 ml typped (3 ml nestettd, 2 ml typped, yht. 5 ml), jotta
kaasukromatografi pystyi ajamaan nédytteet (minimitilavuus 5 ml). Nestendytteista
keinotekoisen koeveden ja humuspitoisen koeveden ndytteet ajettiin “Low”-
metodilla ja kirkasvetisen koeveden nédytteet ajettiin “High”-metodilla, koska niistd
oletettiin 16ytyvan suuri mddard mikrobeja. Kaasukromatografin tulokset siirtyivét

suoraan tietokoneelle, josta tuloksia péddsi jatkokéasittelemadn.

2.3.2 Kaasu- ja nestendytteiden isotoopit (GC-IRMS)

Kaasukromatografi-isotooppi-massaspektrometria =~ on  massaspektrometrian
erityisala, jossa massaspektrometrian menetelmid kdytetdan mittamaan isotooppien
suhteellista méddrdda nadytteessdé. Kun kaasu- ja nestendytteet oli Kkaisitelty
kaasukromatografilla, niistd analysoitiin vield isotoopit. Ajoa varten valmisteltiin
standardiputket puhdistamalla exetainer-putkia heliumilla, ja jattamalld putkiin
lopuksi tyhjio. Putket taytettiin ruiskun avulla halutulla mééralla standardikaasua
(1, 3, 6 tai 12 ml, jokaista useampi putki). Osa putkista taytettiin pelkélld heliumilla.
Ajoa varten valmisteltiin my6s kalkkikivi-putket, jotka aseteltiin ajoon standardien
jalkeen. Kalkkikivi-putkia varten punnittiin tinakuppi analyysivaa’alla (Mettler
Toledo, AT21 Comparator), lisdttiin 0,1 mg kalkkikived (DIC Std. 1, CaCl3, delta’3
Cppp =-24 - 23, delta’® Osmow = 16 - 67) ja kaadettiin sisdlto tyhjdaan putkeen. Putkeen
asetettiin korkki, tdytettiin heliumilla, ja sinne lisédttiin lopuksi ruiskulla 0,2 ml
fosforihappoa.  Hiilidioksidin ~ hiilen  isotooppien suhde  maédritettiin
isotooppimassaspektrometrin (IsoPrimer, Elementar Analysis) avulla ja kaasundyte

konsentroitiin ensin kédyttden esikonsentraattoria (TraceGas, IsoPrime, Elementar
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Analysis). Jokaisen erillisen ajon alussa olivat standardit, joiden avulla naytteiden

tulokset korjattiin.

Nestendytteiden GC-TCD-arvot olivat kaasukromatografin tulosten perusteella
lilan suuria, joten ndytteitd tdytyi laimentaa. Tuloksissa pyrittiin noin 1000 ppm
(TCD), joten putken tilavuus (12 ml) jaettiin jokaisella nestendytteen TCD-
tuloksella, jolloin vastaukseksi saatiin haluttu maard naytettd. Tama laskettu méaara
kunkin ndytteen kaasutilasta siirrettiin ruiskun avulla puhtaaseen putkeen, joka

lopuksi taytettiin heliumilla.

2.3.3 Aineiston kaisittely
Kaasundytteiden hiilen (COz) pitoisuus koepullossa cyqq4s, selvitettiin seuraavalla
yhtalolla

Vputki+n£iyte

Ty
Craasu = ((O\ * * MC)/Vm) * (T )) * Viaasutitar
RT

Vputki

1)

jossa A on GC-TCD_amount -tulos (Iammd&njohtavuus), Vyyekisnayte ON exetainer-
putken tilavuus kaasundytteen kanssa, V,,; on exetainer-putken tilavuus, M; on
hiilen moolimassa, V;,, on standardimoolitilavuus, T, on lampétila (0 °C), Trr on

lampotila (huoneenldmpd) ja Vigasutiia 0N kaasun tilavuus koepullossa.

Nestendytteiden hiilidioksidipitoisuus koepullossa cue5e saatiin  selville
kaasukromatografista saatujen GC-FID_CO2_area -tulosten eli liekin ionisaation,

tai GC-TCD_area -tulosten (pinta-ala) avulla yhtalolla

Cneste = ((aCOZ/k)/Vnéiyte) * Viestetilar
(2)

jossa acp, on GC-FID- tai GC-TCD -tulos pinta-alana ilmaistuna, k on kulmakerroin,

Vnayte ON néytteen tilavuus ja Vyeseeriig ON Nesteen tilavuus koepullossa.
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Ainoastaan keinotekoisen koeveden ja humuspitoisen koeveden néytteet ajettiin
kaasukromatografissa “Low”-metodilla, jolloin niille saatiin GC-FID_area -tulokset.
"High”-metodilla ajetuille, oletettavasti korkeita pitoisuuksia sisiltaville kirkkaan
koeveden niytteille saatiin vain GC-TCD_area -tulokset. Molempien metodien
tuloksille selvitettiin kulmakertoimet standardien kalibrointisuorien avulla.
Standardina kédytettiin natriumkarbonaattia, josta valmistetuista néaytteistd
selvitettiin GC-FID- tai GC-TCD -pinta-alat, ja jotka asetettiin suoralle (x =
FID/TCD pinta-ala, y = hiilen osuus). Hiilen osuus standardindytteista selvitettiin
kertomalla standardindytteen massa hiilen kokonaisosuudella natriumkarbonaatin

moolimassasta.

Isotooppianalyysin (GC-IRMS) avulla saatiin selvitettyd kaasu- ja nestendytteille
OBC -arvo, joka on vakaiden isotooppien 3C ja 2C suhdeluku (promilleina).
Isotooppi 13C rikastuminen (A) laskettiin késittelyjen ja kontrollien vililla (kasittely-
kontrollit), jolloin positiiviset arvot (%) merkitsivat sitd, ettd 3C-polyeteenid
kaytettiin  hyodyksi  (ndytteet olivat leimaantuneet). Mitd enemmdn

isotooppitulokset olivat positiivisia, sitd enemman ndytteistd 10ytyi raskasta 13C:t4.

d13C -arvojen avulla selvitettiin atomiprosentit AP jokaiselle ndytteelle yhtdlolla

AP = ((8"3C + 1000)/((8"3C + 1000) + (1000/Rsgnaara))) * 100%,

(3)

jossa Rstanaarq N 0,01118 (VPDB, laskettu NBS-19:4) (IAEA-TECDOC-825, Zhang
ym. 1987).

Seuraavaksi laskettiin hiilen hajoaminen, eli nédytteissd olevan hiilidioksidin *C:n
prosentuaalinen osuus. Tama prosentuaalinen arvo kertoo, kuinka paljon ndytteissa
ollut BC oli mineralisoitunut, eli muuttunut uloshengitetyksi hiilidioksidiksi,

kahdeksassa viikossa. Kaytettiin yhtdloa
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T13c/co2 = (AAP * ccoz /mpyp * C%pp) * 100%,

(4)

jossa AAP on késittelyn ja kontrollien keskiarvojen erotus atomiprosentteina, c¢p,
on hiilidioksidin pitoisuus koepullossa, myp on alkuperdinen punnittu ja
koepulloihin siirretty PE-mikromuovin massa ja C%yp on hiilen osuus PE-

mikromuovissa (moolimassojen suhde Cz/CoHy).

2.4 Mikrobiyhteisoiden rakenne ja biomassa

Kuhunkin jarvivesipulloon jatettiin noin 60 ml nestettd muita tutkimuksia varten,
ja kaadettiin loppu leimattuja ndytteitd kestdvadn mittalasiin. Se mddrd, mita
vedestd jdi jdljelle mittalasiin, kirjattiin ylos ja suodatettiin uuden punnitun
suodatinpaperin (Whatman, cellulose nitrate membrane filters, 0,2 pum, 47
halkaisija) ldpi erillisen suodatusjdrjestelméan avulla (suppilo, sintteri, kartiomainen
lasipullo, vakuumipumppu VWR, vakuumipumpun letku ja kiristin). Varsinaisessa
kokeessa kaytettdavien nédytteiden lisdksi tehtiin kaksi kontrollia, jotka valmistettiin
suodattamalla punnitulle suodatinpaperille ultrapuhdasta vettd. Suodatinpaperit
siirrettiin petri-maljoille ja niihin kirjoitettiin, mistd vesindytteestd oli kyse, ja mika
suodatinpaperin alkuperdinen paino oli. Maljat vietiin pakastimeen (-80 °C)

odottamaan jatkokasittelyja.

Suodatinpaperit haettiin pakastimesta, ja siirrettiin kylmdkuivaukseen (B. Braun
Biotech International, Christ, Alpha 2-4, vacuum mbar: 25.00) noin pdivaksi. Kun
ndytteet olivat olleet riittdvdan kauan kylmdkuivauksessa petri-maljoineen, ne
haettiin takaisin punnitushuoneeseen, ja punnittiin jdlleen analyysivaa’alla.
Nykyinen paino kirjattiin ylos, jotta alku- ja loppupainojen erotus voitiin laskea.

Naytteet siirrettiin takaisin pakastimeen (-80 °C).

Kimax-putkia valmisteltiin tulevia analyysejd varten valmiiksi. Aluksi putkille oli
suoritettu konepesu, jonka jdlkeen ne olivat olleet pdivan 450 °C uunissa. Taman

jdlkeen vetokaapissa lisdttiin 1 ml kloroformi:MeOH (2:1) -seosta jokaiseen putkeen,



13

kiinnitettiin korkki ja ravisteltiin hyvin. Neste kaadettiin ulos, ja putket asetettiin

telineeseen kuivumaan.

2.4.1 Lipidien uutto

Naytteet haettiin pakastimesta, ja vetokaapissa rullattiin varovasti hanskat kddessa
jokainen suodatinpaperi edellispdivand puhdistettuihin Kimax-putkiin. Kun néyte
oli putkessa, lisdttiin putkeen 3 ml kloroformi:MeOH (2:1) -seosta, ja ravisteltiin
putken sisdlto asettamalla putki muutamaksi sekunniksi Vortex-ravistelijaan. Ndin
suodatinpaperi saatiin painumaan putken pohjaan. Tamaén jdlkeen putkeen liséittiin
750 pl ultrapuhdasta vettd ja sahkopipetilld 30 pl sisdistd standardia (Emma Pajunen
10.4.2019, FA/STER ISTD, PLFA 19:0 - 5,011 mg, 23:0 - 5,012 mg, 5 alfa-cholestane
- 5,018 mg / 10 ml kloroformi). Jalleen putki kéytettiin Vortex-ravistelijassa. Taméan
jalkeen ndytteet laitettiin sonikaattoriin 10 minuutiksi (VWR Ultrasonic Cleaner),
jonka jdlkeen ne kaytettiin Vortex-ravistelijassa 5-10 sekunnin ajan. Seuraavaksi
ndytteet asetettiin sentrifugiin 4 minuutiksi (Megafuge 1.0 R Heraeus, 3000 rpm, 18
°C). Kun putken faasit erottuivat sentrifugissa, siirrettiin alafaasit uusiin
merkittyihin putkiin lasisella pasteur-pipetilld. Uudet putket haihdutettiin kuiviksi
typpihaihduttimella vetokaapissa (N-EVAP III, OA-SYS Organomation Associates
inc. USA) kayttden rikastettuja neulankdrkid. Kun putket olivat kuivat, putkiin

lisattiin 300 pl kloroformia.

2.4.2 Fraktiointi

Seuraavaksi ndytteille suoritettiin lipidien fraktiointi NLFA:n, glykolipideihin ja
PLFA:n. Fraktiointi toteutettiin kayttamadlld kiintedfaasiuuttoa eli SPE -
erotusmenetelmédd (Solid Phase Extraction), joka erottelee ndytteessa olevat lipidit
toisistaan. Fraktioinnissa kaytettiin spesifistd SPE-erottelujdrjestelmdd ja pumppua.
Laitteessa kaytettavat suppilot (Agilent Technologies, BondElut, Agilent Sample
Prep Solutions, 500 mg) aktivoitiin aluksi kostuttamalla ne kloroformi:MeOH (1:1)
-seoksella, jotta liuottimet varmasti ldpdisevat suppilot (2 x 3 ml dekantterilasiin).
Nayte pipetoitiin lasisella pasteur-pipetilld suppiloon ja putkeen lisdttiin 300 ul
kloroformia (poltettu), joka myos siirrettiin suppiloon, jotta ndyte saatiin

mahdollisimman tarkasti siirrettyd. Naytteistd haluttiin ottaa talteen seké sterolit
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(jatkotutkimuksia varten) ettd fosfolipidirasvahapot (PLFA). Steroli-putket
siirrettiin paikalleen suppiloiden alle (letku: BondElut, Agilent, Sample Prep
Solutions, LRC-SI, 500 mg), ja suppiloon pipetoitiin kahdesti 3 ml kloroformia, jotta
saatiin kerdttyd sterolit talteen. Taman jdlkeen pipetoitiin kahdesti 3 ml asetonia,
joka suodatettiin suoraan lasiseen dekantterilasiin (glykolipidejd ei haluttu talteen).
Seuraavaksi siirrettiin PLFA-putket paikoilleen, ja pipetoitiin kolmesti 3 ml
metanolia (MeOH) suppiloon. Nédin saatiin talteen PLFA-ndytteet. Kun halutut

ndytteet saatiin fraktioitua putkiin, ndytteet vietiin pakastimeen (-20 °C).

2.4.3 Rasvahappojen metylointi

PLFA-ndytteet haettiin pakastimesta, ja kuivatettiin typpihaihduttimella kuiviksi.
Putkiin lisdttiin 1 ml tolueenia ja 2 ml H>SOs/MeOH (1 %). Néaytteet huuhdeltiin
nopeasti (5”') typpihaihduttimella, ja niihin asetettiin korkit paikalleen. Nadytteet
asetettiin rekissd lampohauteeseen (50 °C, MGW Lauda RC 20) yon ajaksi.
Lampohauteessa inkuboinnin jalkeen nédytteisiin lisdttiin 2 ml tislattua vettd ja 2 ml
heksaania. Naytteet kédytettiin Vortex-ravistelijassa, ja asetettiin sentrifugiin
(Heraeus Biofuge Primo, 5 min, 2500 rpm). Kun nestefaasit erottuivat, ylempi faasi
siirrettiin uuteen putkeen lasisella pasteur-pipetilld. Naytteet haihdutettiin kuiviksi
typpihaihduttimella. Néaytteisiin lisattiin 300 pl heksaania, ja ne kdytettiin varovasti
Vortex-ravistelijassa. Neste siirrettiin sitten GC-vialeihin. Edellinen vaihe toistettiin
vield kerran, jolloin vialin lopullinen tilavuus oli 600 pl. Ndin ndyte saatiin
mahdollisimman hyvin vialiin. Néytteet kuivattiin typpihaihduttimella, ja lopuksi
vialeihin lisdttiin 100 pl heksaania. Naytteet vietiin ajoon kaasukromatografi-

massaspektrometriin.

2.4.4 Rasvahappojen analysointi GC-massaspektrometrilld

Kaasukromatografi-massaspektrometria on analyyttinen menetelmd, jota kidytetdan
tunnistamaan eri aineita ndytteestd. PLFA-ndytteet asetettiin laitteeseen, joka
koostui kolmesta eri komponentista (massaspektrometri eli detektori: Shimadzu
GCMS-QP 2010 Ultra, kaasukromatografi eli erottelija: Shimadzu GC-2010 Plus,
injektori: Shimadzu AOC-20i Auto Injector). Naytteiden loppuun sijoitettiin
standardit (566C 15, 50, 100, 250 ng/ul) ja DHA + EPA (10 ng/ul, 31.7.18,



15

Emma&Mervi). Kolonnina kéaytettiin ZB-Fame Zebron Capillary GC Column
(Phenomenex, 30 m, 0,25 mm). Injektori-neulan pesussa kaytettiin tolueenia,
asetonia ja heksaania. GC-kolonnin lampétilaohjelma alkoi 50 °C, ja sitd pidettiin 1
minuutin ajan 50 °C, jonka jdlkeen lampétilaa nostettiin 10 °C/minuutissa 130 °C
asti, ja sen jdlkeen 7 °C/minuutissa 180 °C asti, ja vield 2 °C/minuutissa 200 °C asti,
jossa sitd pidettiin 3 minuutin ajan. Lopulta lampétila nostettiin 10 °C/minuutissa
lampotilaan 260 °C. Ajon kokonaiskesto oli 35,14 minuuttia. Injektorin lampdétilaa

pidettiin 270 °C.

Tulokset siirtyivit suoraan tietokoneelle, jossa GCMS Browser -tietokoneohjelmalla
tuloksia pdési kéasittelemddan. Tuloksista tuli tarkistaa jokainen rasvahappopiikki
sen retentioajan perusteella, ja suorittaa piikille integraatio (manual peak

integration). Jokaisen ndytteen rasvahappojen pitoisuudet (ng/ ul) otettiin talteen.

2.4.5 Rasvahappojen hiilen isotooppien madrittiminen

Rasvahappojen 813C -arvot mddritettiin kdyttamalla GC-C-TA 1II -laitetta, joka oli
yhdistetty isotooppimassaspektrometriin (IRMS, DELTAPLUSXP, Thermo Co.) Ita-
Suomen yliopiston ympdristotieteiden osastolla Kuopiossa. Rasvahapot eroteltiin
kayttamalla 30 m DB-23 -kolonnia (0,25 mm x 0,15 mm), jonka jdlkeen rasvahapot
hapetettiin hiilidioksidiksi hapetusreaktorissa 940 °C (pelkistysreaktori pidettiin
630 °C). GC-kolonnin lampétilaohjelma alkoi 50 °C, ja sitd pidettiin 1 minuutin ajan
50 °C, jonka jdlkeen lampétilaa nostettiin 30 °C/minuutti 140 °C asti, ja sen jdlkeen
1 °C/minuutissa 220 °C asti, ja lopulta lampdétilaa nostettiin 15 °C/minuutissa 300
°C asti. Ajon kokonaiskesto oli 94,3 minuuttia. Injektorin lampétilaa pidettiin 270
°C.  Naéytteet  ajettiin  sisdistd = standardia  vastaan, > 99 %
heksadekaanihappometyyliesteri =~ Ci7H3:02,  Indiana  University, = Arndt
Schimmelmann), jonka 813C -arvot olivat -30,74 %o.. Standardia kaytettiin liukuman

ja lineaarisuuden korjaukseen.

2.4.6 Aineiston késittely

Haluttiin selvittida PE-mikromuovin hiilen assimiloituminen mikrobien biomassaan

kahdeksassa viikossa. PLFA-ndytteiden rasvahappopitoisuuksista vdhennettiin
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taustan vaikutus, jotta varsinaiset ndytteiden pitoisuudet (ug/ ul) saatiin selvitettya.
Saanto (%) R laskettiin ensin kdyttamalld hyodyksi sisdisend standardina lisdttyd

rasvahappoa 19:0 yhtalolla

CraA mitattu

R (%) =

* 100%,

Crateoreettinen
()

jOssa Cra mitattn ON Sisdisen standardin (19:0) pitoisuus nédytteessd ja Cry teoreettinen

on standardin teoreettinen pitoisuus.
Rasvahapon massa ndytteen kuivapainoa kohti laskettiin yhtalolla

Cra * Vajo
Tpy = — * 1/R,

nayte

6)

jossa cgq on rasvahapon pitoisuus (ng/pl) nédytteessd perustuen standardien
kalibrointisuoriin (566C), Vg ;, on ndytteen ajotilavuus (ul), my;y¢ on suodatuksen
jdlkeen jadneen ndytteen massa (mg) ja R on sisdisen standardin saanto (osuutena).
Tausta-kontrollien (ultrapuhdas vesi) suodatinpaperien alku- ja loppupainon
erotuksien keskiarvo (mg) lisdttiin varsinaisten ndytteiden painoihin, jotta saatiin

todelliset ndytteiden massat selville.

Lopuksi tulos jaettiin 0,5 eli hiilen osuudella ndytteessd (ndytteiden hiiliprosentiksi

oletettiin 50 % aikaisempien tutkimuksien perusteella).

Hiilen assimiloituminen mikrobien biomassaan saatiin ratkaistua yhtéléiden (7)-(9)
avulla. Ensin kasitellyt isotooppianalyysin tulokset (8°C) muunnettiin
atomiprosenteiksi yhtdlon (3) mukaisesti. Tdmédn jdlkeen kunkin veden
(keinotekoinen, kirkas, humus) kontrollindytteiden (n = 2) atomiprosenteista
otettiin keskiarvo APy, (esim. kirkasvetinen koevesi (APxirkas s + APxirkas6)/2 )-
Naytteen rikastuminen 13C-hiilelld laskettiin PE-mikromuovilla rikastetun nédytteen

APy;s ja kontrollien keskiarvon atomiprosenttien erotuksena
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AAP = APy — ﬁkontr

)

Seuraavaksi haluttiin selvittdd prosentuaalinen PE-mikromuovin osuus kaikesta
hiilestd kussakin rasvahapossa. Tédtd varten laskettiin ensin ndytteistd 1oytyneiden

rasvahappojen hiilen prosentuaaliset osuudet C%p, yhtdlolla
C%pra = (Nc * Mc)/Mpy,

(8)

jossa N¢ on kyseisen rasvahapon hiiliatomien lukumaéérs, M, on hiilen moolimassa
12,01 g/mol ja Mg, on kyseisen rasvahapon atomien yhteenlaskettu moolimassa.
Esimerkiksi rasvahapolle 16:0 (palmitiinihappo, CH3(CH2)14COOH) laskukaava

olisi seuraava

g g
C%FA 16:0 — (16 * 12,01 E)/256,43 ﬁ

PE-mikromuovin prosentuaalinen osuus kaikesta hiilestd rasvahapossa

MP%c i ra Saatiin selvitettyd yhtalolla
MP%c inpa = (C%pa * AAP % 154) [(CY%pa * Tra)) * 100%.

©)

Jotta tulokset voitiin suhteuttaa kokeissa kaytettyihin vesimddriin, ja selvittda
mikrobien biomassaan assimiloituneen ¥C:n madrd, koko alkuperdisen koepullon
veden tilavuus jaettiin suodatinpaperien ldpi suodatetulla veden tilavuudella. Ndin
saadulla kertoimella kerrottiin yhtdlon (6) tulokset 1z, ja selvitettiin Cy,q;, €li kuinka

suuri osuus rasvahapoista oli hiiltd koko nédytepullossa, yhtalolla

_ Vkoepullo
Crotar = V. *Tr4-
suodatettu

(10)
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Leimatun hiilen eli 13C:n osuus rasvahappojen hiilestd 735, johdettiin edellisistd

tuloksista yhtalolla
T13c = (MP%c in ra/100%) * Crotar-
(11)

Kun néytteen jokaisen rasvahapon r; 3. -tulokset summattiin yhteen, saatiin selville
koko ndytteen 13C:n osuus rasvahappojen hiilestd. Tama tulos kerrottiin kertoimella
20 (5% bakteerien hiilestd on fosfolipidien rasvahapoissa) ja ndin selvitettiin 3C:n

osuus mikrobeissa 1,k ropit-

Biomassaan assimiloitunut 13C:n mé&ara saatiin selvitettyd lopulta yhtalolla

T13c/biomassa = (Tmikrobit/Mup) * 100%.
(12)

Yhtdloilld (4) ja (12) saaduilla tuloksilla oli mahdollista laskea arvio PE-
mikromuovin hiilen 100% hajoamiselle vuosissa a;ggy, (mineralisaatiokaasu+neste +

assimiloituminen biomassaan) jokaiselle koevedelle yhtalolla

A100% = 100%/((("13¢/co2 + Ti3c/piomassa )/2) * 12).

(13)

2.5 Koko aineiston tilastollinen testaus

Aineisto analysoitiin IBM SPSS Statistics -tilastoanalyysiohjelmalla (versio 26.0).
Tilastollisen merkitsevyyden raja-arvona kiytettiin p-arvoa 0,050. Aineiston
normaalijakautuneisuus testattiin  Shapiro-Wilk -testilld, ja varianssien
yhtasuuruudet Levenen testilld. Haluttiin testata, eroavatko kahden tai useamman
koeveden tulokset tilastollisesti merkitsevésti toisistaan, ja jos ndin on, mikd/mitka
koevesistd ovat toisista poikkeavia. Testaukseen kaytettiin yksisuuntaista

varianssianalyysid (one-way-ANOVA) ja Post-Hoc -testausta (Bonferroni).
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Aineiston homoskedastiset ominaisuudet eivit tdyttyneet jokaisen muuttujan
kohdalla, joten ei-normaalijakautuneelle ja/tai ei-yhtdsuuret varianssit omaavalle
aineistolle suoritettiin Kruskal-Wallisin testi ja siihen liittyvat parittaiset
monivertailut (Bonferroni-korjauksella) tai Welch ANOVA -testi ja Games

Howellin Post-Hoc - testi.

Selitettdvind muuttujina aineistossa olivat koevesien kaasu- ja nestendytteiden
leimaantuminen (%o) PE-mikromuovin hiilelld, PE-mikromuovin hiilen
mineralisoituminen (%), PE-mikromuovin hiilen assimiloituminen mikrobien
biomassaan (%), PE-mikromuovin hiilen mineralisoituminen ja uuden biomassan
rakentamisen summa (%), PE-mikromuovin kokonaishajoaminen (vuosissa) ja
ndytteistd 16ytyneiden rasvahappojen perusteella muodostettujen
rasvahapporyhmien (SAFA, MUFA, BrFA, LIN) leimaantuminen (%o) PE-
mikromuovin  hiilelld. = PE-mikromuovin  kokonaishajoamisen  (vuosissa)
riippuvuutta gram-negatiivisille bakteereille tyypillisestd rasvahaposta (PLFA18:1w7)

tarkasteltiin lisdksi regressioanalyysin avulla.

3 TULOKSET

3.1 Kaasumittaukset

Kokeeni alussa happipitoisuus (%0O2) pulloissa vaihteli 20-21 % wvalillda eri
kasittelyissa (keinotekoinen, kirkas, humus). Vaihtelu oli suurinta humuspitoisessa
vedessd (muutos ensimmdisen ja viimeisen viikon valilla: -4,3 %02), mutta

kasittelyt eivit eronneet toisistaan merkitsevasti (Kuva 2).
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Kuva 2. Keinotekoisen, kirkkaan ja humuspitoisen koevesipullon (M1, C1, HI)
happipitoisuuden (%0O2) muutokset kahdeksan viikon aikana.

3.1.1 Kaasundytteiden $'*C-tulokset

Jokaisen koeveden (keinotekoinen, kirkas, humus) kisittelyistd paljastui 6'3C-
isotooppitulosten perusteella yksi kontaminoitunut néyte, joista jokainen poistettiin
tulosten tarkastelusta jatkossa. N&din kontaminoidut ndytteet, jotka poikkesivat

huomattavasti rinnakkaisista ndytteistd, eivat vaikuta tuloksiin vaaristavasti.

Sekd keinotekoisen ettd kirkasvetisen koeveden kaasundytteiden §'3C-arvot olivat
negatiivisia, eli ndytteistd 10ytyi (sekd kasittelyissd ettd kontrolleissa) enemmadn
hiilen kevyempdd isotooppia 2C:td suhteessa standardiin (Kuva 3A-B).
Humuspitoisen veden §3C-arvot olivat positiivisia kasittelyilld (n = 3) ja
negatiivisia kontrollindytteilld (n = 2) (Kuva 3C). PE-mikromuovilla rikastetuista
ndytteistd 10ytyi siis enemmén raskasta hiilen isotooppia 13C:td verrattuna

humuspitoisen koeveden kontrolleihin tai toisiin koevesiin.
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Kuva 3. Koevesien kaasundytteiden &'3C-isotooppitulokset promilleina (%o)
kahdeksan viikon aikana. (A) Keinotekoinen koevesi, n = 5, M1-M3 = kasittelyt,
M4-M5 = kontrollit. (B) Kirkas koevesi, n =5, C1-C3 = kasittelyt, C4-C5 = kontrollit.
(C) Humuspitoisen koevesi, n = 5, H1-H3 = kasittelyt, H4-H5 = kontrollit.
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3.1.2 Kaasu- ja nestendytteiden leimaantuminen PE-mikromuovin hiilelld

Tulokset ldhelld 0-arvoa kertovat, ettd PE-mikromuovi ei ollut hajonnut ldhes
yhtddn, tai vain hieman keinotekoisessa ja kirkkaassa koevedessd kaasu- ja
nestendytteiden osalta (Kuva 4A-B, Kuva 5). Humuspitoisessa koevedessd
leimaantuminen oli selkeammin havaittavissa (positiiviset arvot), silld esimerkiksi
kaasundytteiden osalta kdyrat kasvavat ldhes eksponentiaalisesti (Kuva 4C, Kuva
5). Kaasundytteiden leimaantumisessa havaittiinkin tilastollisesti merkitsevd ero
koevesien vililtda (Welch ANOVA, F227=120,036, p = 0,002). Kaasundytteiden osalta
humuspitoinen koevesi erosi tilastollisesti merkitsevasti kirkkaasta (Games-Howell
Post-Hoc, p = 0,003) seké keinotekoisesta koevedestd (Games-Howell Post-Hoc, p =
0,006). Kirkas ja keinotekoinen koevesi eivit eronneet tilastollisesti merkitsevasti
toisistaan. Nestendytteiden osalta leimaantumisessa ei 16ytynyt koevesien valiltd

tilastollisesti merkitsevii eroa.
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Kuva 4. Koevesien kaasundytteiden leimaantuminen PE-mikromuovin hiilelld
kahdeksassa viikossa. (A) Isotooppien erotus (A, kasittely-kontrolli, %o)
keinotekoisessa vedessd, n = 3. (B) Isotooppien erotus (A, kisittely-kontrolli, %o)
kirkkaassa vedessd, n = 3. (C) Isotooppien erotus (A, kasittely-kontrolli, %o)
humuspitoisessa vedessd, n = 3.
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Kuva 5. Keinotekoisen, kirkkaan ja humuspitoisen koeveden leimaantuminen (%o)
PE-mikromuovin hiilelld kahdeksassa viikossa kaasundytteiden (n = 3) ja

nestendytteiden (n = 3) perusteella. * merkitsee tilastollisesti merkitsevdd eroa
kasittelyiden vililld, p < 0,05.

3.2 Mikrobiyhteisdiden rakenne ja biomassa

3.2.1 Solukalvojen leimaantuminen PE-mikromuovin hiilella

Vaihtelu ndytteistd 16ytyneiden yksittdisten rasvahappojen ja niistd muodostettujen
rasvahapporyhmien (Kuva 6) leimaantumisessa (%o0) PE-mikromuovin hiilelld oli
tuloksien perusteella suurinta humuspitoisessa koevedessd, mutta kaiken
kaikkiaan humuspitoisessa koevedessd rasvahapot olivat my6s voimakkaimmin

leimaantuneita.

Tilastollisesti merkitsevd ero (Welch ANOVA, Fxs7 = 26,120, p < 0,001)
leimaantuneissa tyydyttyneissd rasvahapoissa (SAFA; 15:0, 17:0) havaittiin seka
humuspitoisen ja kirkasvetisen (Games-Howell Post-Hoc, p = 0,001) ettd
humuspitoisen ja keinotekoisen (Games-Howell Post-Hoc, p = 0,002) koeveden

vdlilta (Kuva 7). Yksittdistyydyttymattomien rasvahappojen osalta (MUFA;
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16:1w7&9, 18:1w7&9) tulokset olivat hyvin samankaltaisia, silld tilastollisesti
merkitsevd ero (Kruskal-Wallis, F = 25,384, df = 2, p < 0,001) havaittiin seka
humuspitoisen ja keinotekoisen (Parittainen monivertailu, p < 0,001) ettd
humuspitoisen ja kirkasvetisen (Parittainen monivertailu, p = 0,001) koeveden
vélilla. Myos kolmannen rasvahapporyhmin, haaroittuneiden rasvahappojen
(BrFA; i14:0, i15:0, a15:0, i17:0, al7:0), leimaantumisessa loytyi tilastollisesti
merkitsevd ero (Welch ANOVA, Fa02 = 13,748, p < 0,001) sekd humuspitoisen ja
keinotekoisen (Games-Howell Post-Hoc, p = 0,001), ettd humuspitoisen ja kirkkaan
(Games-Howell Post-Hoc, p < 0,001) koeveden vililtd. Minkddn rasvahapporyhmaén
osalta keinotekoinen ja kirkasvetinen koevesi eivdt eronneet toisistaan
merkitsevasti. Linolihapon (LIN, 18:2w6) leimaantumisessa ei 1oytynyt

tilastollisesti merkitsevidid eroa koevesien valilta.
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Kuva 6. Rasvahappojen (tyydyttyneet rasvahapot SAFA; 15:0, 17:0, haaroittuneet
rasvahapot BrFA; i14:0, i15:0, al5:0, i17:0, al7:0, yksittdistyydyttymattomat
rasvahapot MUFA; 16:1w7&9, 18:1w7&9, linolihappo LIN; 18:2wo6)
leimaantuminen (isotooppien erotus; A, késittely-kontrolli, %o) mikromuovin
hiilelld kahdeksassa viikossa (A) Keinotekoisessa vedessd, n = 3. (B) Kirkkaassa
vedessd, n = 3. (C) Humuspitoisessa vedessd, n = 3.
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Kuva 7. Rasvahapporyhmien leimaantuminen mikromuovin hiilelld kahdeksassa
viikossa keinotekoisessa (n = 3), kirkkaassa (n = 3) ja humuspitoisessa (n = 3)
koevedessa: isotooppien erotus (A, kisittely-kontrolli, %o). (A) Tyydyttyneet
rasvahapot (SAFA; 15:0, 17:0), (B) Yksittdistyydyttyméttomét rasvahapot (MUFA;
16:1w7&9, 18:1w7&9), (C) Haaroittuneet rasvahapot (BrFA; i14:0, i15:0, a15:0, i17:0,
al7:0), (D) Linolihappo (LIN; 18:2w6). * merkitsee tilastollisesti merkitsevdd eroa
kasittelyiden valilld, p < 0,05.

3.3 Mineralisaatio ja uuden biomassan rakentaminen

Kaikesta koeveteen lisdtystd PE-mikromuovin hiilestd mineralisoitiin 0,02+0,01%
keinotekoisessa (ka. n = 3), 0,12+0,08% kirkkaassa (ka. n = 3) ja 0,6840,20%
humuspitoisessa (ka. n = 3) vedessd kahdeksan viikon aikana. Kaikesta koeveteen
lisdtystd PE-mikromuovin hiilestd assimiloitiin mikrobien biomassaan 0,04+0,04%
keinotekoisessa (n = 3), 0,18+0,22% kirkkaassa (n = 3) ja 0,84+0,11 % humuspitoisessa

(n = 3) vedessd kahdeksan viikon aikana.

PE-mikromuovin hiilen mineralisoitumisella kahdeksassa viikossa havaittiin
olevan tilastollisesti merkitsevda ero (ANOVA, F26 = 25,225, p = 0,001) koevesien

vélillda. Humuspitoisen koeveden mineralisaatio oli merkitsevdsti nopeampaa kuin
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keinotekoisen koeveden (Bonferroni Post-Hoc, p = 0,002) tai kirkkaan koeveden
(Bonferroni Post-Hoc, p = 0,004). Kirkkaan koeveden ja keinotekoisen koeveden
viéliltd ei 16ytynyt tilastollisesti merkitsevdd eroa (Kuva 8). Myts PE-mikromuovin
hiilen assimiloitumisella mikrobien biomassaan havaittiin merkitsevia ero koevesien
vélilla (Welch ANOVA, Fz299 = 58,383, p = 0,004). Humuspitoisessa jarvivedessa
mikrobit assimiloivat PE-mikromuovin hiiltd biomassaansa nopeammin kuin
keinotekoisessa (Games-Howell Post-Hoc, p = 0,006) tai kirkkaassa jarvivedessd
(Games-Howell Post-Hoc, p = 0,040). Kirkkaan koeveden ja keinotekoisen koeveden

valilta ei loytynyt tilastollisesti merkitsevéd eroa (Kuva 9).

Kun vertailtiin koevesid toisiinsa mineralisaation ja uuden biomassan rakentamisen
summana, tilastollisesti merkitsevd ero havaittiin koevesien valillda (Welch
ANOVA, F2286 = 307,540, p < 0,001). Humuspitoisessa koevedessid mineralisaatio ja
uuden biomassan rakentaminen kokonaisuutena oli nopeampaa kuin
keinotekoisessa (Games-Howell Post-Hoc, p = 0,001) tai kirkkaassa (Games-Howell
Post-Hoc, p = 0,027) koevedessd. Keinotekoisen ja kirkkaan koeveden vililtd ei

16ytynyt tilastollisesti merkitsevad eroa (Kuva 10).
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Kuva 8. PE-mikromuovin hiilen mineralisoituminen (%) kahdeksassa viikossa
keinotekoisessa (n = 3), kirkkaassa (n = 3) ja humuspitoisessa (n = 3) koevedessa. *
merkitsee tilastollisesti merkitsevad eroa kasittelyiden valilld, p < 0,05.
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Kuva 9. PE-mikromuovin hiilen assimiloituminen mikrobien biomassaan (%)
kahdeksassa viikossa keinotekoisessa (n = 3), kirkkaassa (n = 3) ja humuspitoisessa
(n = 3) koevedessa. * merkitsee tilastollisesti merkitsevad eroa késittelyiden valilld,
p <0,05.
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Kuva 10. PE-mikromuovin hiilen hajoaminen; mineralisaation (%) ja uuden
biomassan rakentamisen (%) summa kahdeksassa viikossa keinotekoisessa (n = 3),
kirkkaassa (n = 3) ja humuspitoisessa (n = 3) koevedessd. * merkitsee tilastollisesti
merkitsevad eroa kasittelyiden vililld, p < 0,05.
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3.4 PE-mikromuovin hiilen hajoaminen boreaalisissa jarvissa

Luonnonvesissd PE-mikromuovipartikkelin hajoaminen kokonaan kestdisi 10-144
vuotta (kirkas & humuspitoinen, Kuva 11), kun taas hajoaminen ilman
mikrobitoimintaa (keinotekoinen, Kuva 11) kestdisi jopa 192-407 vuotta. PE-
mikromuovipartikkeli ~ hajoaisi huomattavasti hitaammin keinotekoisessa
koevedessd, ja luonnonvesien ja keinotekoisen koeveden vilillda havaittiinkin
tilastollisesti merkitsevd ero (ANOVA, Fzs = 12,490, p = 0,007). Keinotekoinen
koevesi erosi tilastollisesti merkitsevasti sekd kirkkaasta koevedestd (Bonferroni
Post-Hoc, p = 0,047) ettd humuspitoisesta koevedestd (Bonferroni Post-Hoc, p =
0,008). Kirkkaan koeveden ja humuspitoisen koeveden wvililtd ei Ioytynyt

tilastollisesti merkitsevad eroa PE-mikromuovin kokonaishajoamisessa.

Kun tarkasteltiin korrelaatiota kahden muuttujan vililld, havaittiin, ettd
kokonaishajoaminen  vuosissa korreloi voimakkaasti gram-negatiivisille
bakteereille (alfa-/ gammaproteobakteeri, Taipale ym. 2019) tyypillisen rasvahapon
(18:1w7) kanssa (Linear Regression, p = 0,005, R = 0,836, R Square = 0,699) (Kuva
12, Taulukko 2).
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Kuva 11. PE-mikromuovipartikkelin kokonaishajoamiseen kuluva aika vuosissa,
keinotekoisessa (n = 3, 192-407 vuotta), kirkkaassa (n = 3, 26-144 vuotta) ja
humuspitoisessa (n = 3, 10-12 vuotta) koevedessd. * merkitsee tilastollisesti
merkitsevdd eroa kasittelyiden valilld, p < 0,05.
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Kuva 12. Korrelaatio kokonaishajoamisen (vuosissa) (n = 9) ja gram-negatiivisille
(alfa-/gammaproteobakteeri) bakteereille tyypillisen rasvahapon (18:1w?7)
pitoisuuden (g/1) vidlilld (n = 9). R? Linear = 0,699 eli 69,9 % vastemuuttujan
(kokonaishajoaminen vuosissa) varianssista selittyy selittdvidllda muuttujalla

(PLFA18;1W7 pitoisuus).

Taulukko 2. PLFA-rasvahapot biomarkkereina (alkuperdinen lidhde: Willers ym.
2015, muokattu).

PLFA biomarkkerit Vastaavuus Alkuperdinen ldhde

Suoraketjuiset tyydyttyneet
rasvahapot

14:0; 15:0; 16:0; 17:0; 18:0 Yleinen bakteerimarkkeri Zelles (1997)
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Yksittaistyydyttymattomeit
rasvahapot

14:1wbc; 15:1; 15:1wéc; 16:1w7t;
16:1w9c; 16:1wllc; 17:1; 18:1wbc;
19:1w9c; 19:1w12c; 20:1w9c;
20:1w9t; 22:1w9c; 22:1w9t;

16:1wbc

16:1w7c

18:1w7¢

18:1w9c

Haaroittuneet rasvahapot

Gram-negatiiviset bakteerit

MyKkorritsa-sieni

Gram-negatiiviset bakteerit,
syanobakteerit; piileva

Syanobakteerit; piilev,
gram-negatiiviset bakteerit
Syanobakteerit; viherlevi,
sienet

Wilkinson (1988); Zelles
(1997)

Pacovsky ja Fuller (1988);
Olsson ym. (1995)

Wilkinson (1998), Ahlgren
ym. (1992)

Ahlgren  ym. (1992),
Wilkinson (1998)

Ahlgren ym. (1992), Vestal
ja White (1989)

al3:0;i13:0; i14:0; i15:0; a15:0; i16:0; ~ Gram-positiiviset bakteerit O’Leary ja Wilkinson
al7:0; a18:0; i18:0 (1988); Vestal ja White
(1989)
Monityydyttymattomst
rasvahapot
. o Saprotrofi-sieni, Federle (1986); Stahl ja Klug
18:2woc; 18:3wbc Syanobakteerit; piileva (1996), Ahlgren ym. (1992)
4 TULOSTEN TARKASTELU

Tutkimuksessani keskityin tutkimaan mikrobien roolia mikromuovin hajotuksessa,

enkd tutkinut varsinaisia kemiallisia hajotusreaktioita. Happipitoisuuden lasku

lahes viikoittain antaisi kuitenkin ymmartad, ettd happea on kadytetty hengitykseen

ja mineralisaatioon, jonka lopputuloksena syntyy hiilidioksidia. Tama kertoo siitd,

ettd pulloihin lisdtyn mikromuovin hiiltd on todenndkoisesti kaytetty hyodyksi,

samalla sitoen happea.

Lopullinen pitoisuus polyeteenimikromuovia tutkimuksessa oli noin 11 mg C/1

(vastaa 131 613 < 20 pm kokoista polyeteenipartikkelia litrassa tai 1690 > 20 um
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kokoista polyeteenipartikkelia litrassa, Taipale ym. 2019), joka on suurempi kuin
vastaavasti luonnonvesistd 16ydetyt pitoisuudet (Su ym. 2016, Imhof ym. 2013),
lukuun ottamatta Hurley ym. (2018) tutkimustuloksia. Toisaalta, 99 %
tutkimuksessa kdytetystd mikromuovista oli kooltaan alle 20 pum, mikd on
mikromuovin havaitsemisraja luonnollisissa vesissd. Luonnonvesien mikro- ja
nanomuovipitoisuus voi siis voi olla paljon luultua suurempi, koska laitteistolla ei

pystytd havaitsemaan alle 20 pm kokoisia partikkeleita (Xu ym. 2020).

Tulokset mikromuovilla rikastetuissa koevesissi kahdeksan viikon aikana
osoittivat nopeampaa mikromuovin hiilen mineralisoitumista humuspitoisessa
koevedessd kuin keinotekoisessa tai kirkkaassa koevedessa. My6skin mikromuovin
hiilen assimiloituminen mikrobien biomassaan oli selkedsti nopeampaa
humusvesissd kokeen aikana. Mikromuovipartikkelin kokonaishajoaminen oli
merkittdvdasti hitaampaa keinotekoisessa makeassa vedessd verrattuna
luonnonvesiin (kirkas, humus), joista 16ytyy mikrobitoimintaa. Luonnonvesien
valilta ei 1oytynyt kuitenkaan merkitsevdd eroa kokonaishajoamiseen kuluvassa
ajassa, mikd antaa ymmadrtdd, ettd molemmissa vesissd  asustaa

mikromuovipartikkelin hajottamiseen osallistuvia hajottajamikrobeja.

Rasvahappojen isotooppitulokset osoittivat rasvahappojen (MUFA, SAFA, BrFA,
LIN) 3C-leimaantumista kaikissa késittelyissd, miké kertoo siitd, ettd mikromuovin
hiiltd kdytettiin suoraan mikrobiaaliseen kasvuun ja solukalvojen rakentamiseen.
Mitéd rikastuneempi rasvahappo oli, sitd todenndkoisemmin ndytteessd oli tatd
rikastunutta rasvahappoa vastaavia mikrobiyhteistjd, jotka hyodynsivét
mikromuovin hiiltd (Boschker ja Middelburg 2002). Vaikka PLFA-biomarkkerien
avulla mikrobien tunnistusta ei voida toteuttaa lajitasolla, useita mikrobiryhmia
voidaan tunnistaa biomarkkereiden ansiosta (Willers ym. 2015). Tutkimuksessa
16ytyneiden, ja mikromuovin hiilelld rikastuneiden rasvahappojen ansiosta voidaan
pddtelld, mitkd mikrobiryhmét olivat mikromuovin hajoamisen taustalla. Kun
tuloksia rasvahappojen leimaantumisesta (Kuva 6) vertaa Willers ym. (2015)
kokoamaan taulukkoon (Taulukko 2) ja Carvalhon ja Caramujon (2014)
tutkimuksiin PLFA-biomarkkereista, voidaan todeta, ettd humuspitoisessa ja

kirkkaissa koevesissd olivat leimaantuneet tietyt fosfolipidibiomarkkerit.
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Mikromuovin hajoamisesta jarvivedessad selittdd siis pddosin tietyt mikrobit, kuten
havaittiin regressioanalyysin tuloksissa voimakkaasti korreloiva vaikutus gram-
negatiivisille bakteereille tyypillisen = rasvahapon  pitoisuuden  ja
kokonaishajoamisen vililla (Kuva 12). Keinotekoisessa ja kirkasvetisessd
jarvivedessd rasvahappojen leimaantuminen ei kuitenkaan ollut yhtd selkedd kuin
humuspitoisessa jdrvivedessd. Tuloksien pohjalta voidaan kuitenkin vetdd
johtopddtos, ettd mikromuovin hajottamiseen osallistuivat gram-negatiiviset
bakteerit, silld niiden fosfolipidibiomarkkerit olivat leimaantuneet seka
humuspitoisessa  ettd  kirkkaassa jdrvivedessd. @ Koska  humusvesissd
leimaantuminen oli voimakkaampaa, ja siind myds gram-positiivisten sekd sienien
fosfolipidibiomarkkerit olivat leimaantuneet, voidaan myods olettaa, ettd
humuspitoisissa jdrvivesissd asustaa laajempi hajottajamikrobisto. Lisdksi,
humusveden matala perustuotanto vaikuttaa osaltaan mikrobien kykyyn
hyotykdyttdd orgaanista hiiltd. Kirkasvetisissd jdrvissd, joissa perustuotanto on
suurta, ja liuenneen orgaanisen hiilen (DOC) m&drd matala, I6ytyy enemmaéan muita
ravinnonldhteitd mikrobeille kuin humusrikkaassa jdrvivedessd (Faithfull ym.

2015).

Koelampotila koehuoneessa oli melko korkea (20 +3 °C) boreaalisella vyshykkeelld
vallitsevaan luonnolliseen ldmpdétilaan ndhden (Kolari ym. 2006). Lampdétila
tutkimuksessa vastasikin lampiméan keséan lampétilaa, joka kestdd vain lyhyen aikaa
koko vuodesta. Ndin ollen tutkimustulosten perusteella lasketut hajoamisnopeudet
eividt ole suoraan verrannollisia todelliseen tilanteeseen luonnossa. Todellinen
mikromuovin hajoamisaika onkin todenndkoisesti paljon pidempi. On myos hyva
pitdd mielessd, ettd jarvivesindytteet oli kerdtty eri vuodenaikoina. Humusveden
aineisto oli kerdtty syksylld, kun taas kirkasvetisen jarven aineisto oli keritty
kesdllda. Kesdlld jarvien perustuotanto yleensd kiihtyy valoisan ajan lisddntyessd
(Tanabe ym. 2019), ja tdlld on myos voinut olla vaikutusta tuloksiin. Jatkossa
tulisikin testata, eroavatko samaan vuodenaikaan otettujen jarvindytteiden tulokset
merkitsevadsti toisistaan toistamalla kokeen isommalla otoskoolla. Ndin
minimoitaisiin  mahdollisten eridvien olosuhteiden aiheuttamat vasteet
tutkimustuloksiin. Lisdksi tilastollinen testaus olisi mielekkddampdd isommalla

otanta-joukolla.
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5 JOHTOPAATOKSET

Tutkimustulosten  perusteella =~ on  selvdd, ettd  mikrobit  kayttivat
polyeteenimikromuovia mineralisaation lisdksi uuden biomassan rakentamiseen
selkedsti enemmé&n humusvesissda kuin kirkkaissa jdrvivesissd. Tuloksien
perusteella on my0Os selvdd, ettd polyeteenimikromuovipartikkelit hajoavat
merkitsevdasti nopeammin humuspitoisissa ja kirkkaissa jdarvivesissd kuin
keinotekoisessa makeassa vedessd. Tilastollista merkitsevyyttd ei kuitenkaan
havaittu humuspitoisen ja kirkkaan jarviveden valilld. Tdma osoittaa my0s sen, ettd
polyeteenimikromuovin hajoamista tapahtuu luonnonvesissd, ja mikromuovia
hyodynnetdan rakennusaineena tarkeille rasvahapoille. Tulokset viittaavat, etta
polyeteenid hajottavat mikrobit ovat gram-negatiivisia bakteereita, silld ndiden
fosfolipidibiomarkkerit olivat leimaantuneet sekd kirkkaassa ettd humuspitoisessa
jarvivedessd. Humuspitoisissa jarvivesissd leimaantuivat myos gram-positiivisten
ja sienien spesifiset fosfolipidibiomarkkerit, joka osoittaa sen, ettd humuspitoisista
jarvistd 16ytyy laajempi hajottajamikrobisto. Lopuksi tulosten perusteella kévi ilmi,
ettd polyeteenimikromuovipartikkelit =~ hajoavat  luultua =~ nopeammin

optimiolosuhteissa, mutta jopa satoja vuosia ilman hajottajamikrobeja.
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