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THVISTELMA

Jatevesissd on monia erilaisia yhdisteita, joista osa on ympéristolle haitallisia. Kemikaalien
yhteisvaikutuksien riskinarviointi ja tarkkailu on mahdotonta pelkkien fysikaalis-kemiallis-
ten testien voimin. Taten onkin kehitelty biologisia menetelmid, joiden avulla ndiden moni-
muotoisten seosten haitallisuutta voidaan tarkkailla. Vaikka maailmalla jatevesien kokonais-
toksisuuden testausta on kaytetty jo 1980-luvulta l&htien, menetelméaa on toistaiseksi hyo-
dynnetty Suomessa vain véhanlaisesti.

Taman tutkielman tavoitteena oli tutkia kokonaistoksisuuden testauksen soveltuvuutta suo-
malaisten yhdyskuntajatevesien analysointiin. Biotestien luotettavuutta tarkasteltiin niiden
toistettavuutta vertailemalla: koesarjoja ja pitoisuuksia mitattiin useita rinnakkaisia. Tutki-
musmenetelmiksi valittiin standardisoidut ja toksisuustestauksessa yleisesti kaytdssa olevat
menetelmat: akuuttia toksisuutta tutkittiin valobakteerin bioluminesenssin inhibitiotestill& ja
vesikirppujen lyhytkestoisella toksisuustestilld, ja kroonista toksisuutta levakasvun inhibi-
tiotestilla. Kokeissa tutkittiin ndytteitd kolmelta erikokoiselta jatevedenpuhdistamolta:
Klaukkalan keskuspuhdistamolta, Suomenojan puhdistamolta ja Viikinmaen puhdistamolta.
Mahdollisuuksien mukaan pyrittiin my6s madrittaméan hyvaksyttavan inhibition raja-arvot,
joita suuremmat vaikutukset olisivat halytysmerkkina sille, ettd naytetta olisi tutkittava tar-
kemmin herkemmill& testeilla. Lisaksi tyossa tutkittiin ndytteiden pakastamisen vaikutuksia
toksisuustestauksen tuloksiin.

Tutkimustulokset osoittivat toksisuustestauksen soveltuvan suomalaisten puhdistettujen yh-
dyskuntajatevesien tutkimiseen. Rinnakkaisista koesarjoista mitatut vasteet olivat padéasiassa
samansuuntaisia. Suurinta vaihtelu oli levékasvun inhibitiotestissid. Naytteiden pakastami-
nen vaikutti sopivan séilytystavaksi ainakin valobakteereilla ja vesikirpuilla toteutettaviin
toksisuustesteihin. Haittavaikutuksia ei juurikaan havaittu, joten raja-arvoja puhdistetun yh-
dyskuntajateveden aiheuttamalle hyvaksyttavalle inhibitiolle ei ndiden kokeiden perusteella
voitu madrittaa.
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ABSTRACT

Wastewaters contain numerous of different substances. Part of the substances are harmful to
environment. Risk assessment and monitoring of synergetic effects is not possible by con-
ducting physical and chemical analysis alone. Therefore toxicological tests and other bio-
logical tests have been developed to assess the harmfulness of complex mixtures. Whole
effluent assessment have been widely used over the world since the 1980’s but only occa-
sionally in Finland.

Aim of the study was to determine the suitability of whole effluent assessment to monitoring
Finnish treated municipal wastewaters. The reliability of bioassays were studied by compar-
ing test repeatability using comprehensive test sets with many repetitions. The bioassays
chosen to be explored were standardized and commonly used in toxicity testing. Acute tox-
icity tests conducted were the test of inhibition of bioluminescence of luminescent bacteria
and short-term toxicity test to water fleas. Chronic toxicity was studied with algal growth
inhibition test. Samples tested were collected from municipal wastewater treatment plants of
Klaukkala, Suomenoja and Viikki. Threshold values for harmful responses were tried to de-
termine in order to show if more sensitive test methods should be used. Effects of freezing
on toxicity of treated wastewater samples were studied as well.

As a result of the studies it was indicated that using whole effluent assessment is suitable for
monitoring Finnish treated municipal wastewaters. Observations from parallel test series had
similar trends almost every time. Variations of response in algal growth inhibition tests were
the largest observed. Freezing had no observed effects on the sample when using lumines-
cent bacteria or water fleas as test species. Threshold values for acceptable harmful re-
sponses couldn’t be determined because almost zero harmful effects were observed.
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1 JOHDANTO

1.1 Lainsdadantod Suomessa

Yhdyskuntajatevesien kasittelyd Suomessa ohjaa valtioneuvoston asetus yhdyskuntajateve-
sistd (888/2006). Asetus pohjautuu Euroopan yhteiséjen neuvoston direktiiviin yhdyskunta-
jatevesien kasittelysta (91/271/ETY). Direktiivi siséltdéd vaatimuksia jatevesien viemaroin-
nistd, késittelystd, tarkkailusta ja ndiden toimeenpanon seurannasta. Jatevesilla on ympéris-
tolle haitallisia ominaisuuksia, ja direktiivin on tarkoituksena suojella ymparistoa jatevesien

aiheuttamilta haitoilta.

Jatevesien kasittelysta direktiivissa on méaritelty erilaisia vaatimustasoja, jotka perustuvat
taajamien kokoon ja purkuvesiston olosuhteisiin. Ennen vesistoon johtamista jatevedet on
kasiteltava biologisesti (tai vastaavalla tavalla), minké liséksi niista on poistettava myds ra-
vinteita. Samalla vedestd poistuu taudinaiheuttajia (mm. bakteereita). Puhdistamojen tulee
tayttaa tietyt ymparistoluvassa maaritellyt laatuvaatimukset késitellyn jateveden biologisen
ja kemiallisen hapenkulutuksen, kiintoainepitoisuuksien, kokonaisfosforin ja kokonaistypen
pitoisuuksien ja poistotehon suhteen. Liséksi direktiivissd on vaatimuksia puhdistamoiden
toimivuudesta ja kuormituksen tarkkailun tiheydesté (Santala & Etelaméki 2009). Kemikaa-
litestaukseen puhdistamoita ei kuitenkaan velvoiteta. Vesiympéristolle haitallisten tai vaa-
rallisten aineiden péaastoistd ja tarkkailusta on sééddetty valtioneuvoston asetuksella
(1022/2006) muutoksineen (343/2009, 1818/2009 ja 868/2010).

Ymparistonsuojelulaissa (86/2000) maaritelld&n ettd ympadriston pilaantumisen vaaraa ai-
heuttavaan toimintaan (kuten jatevesien johtamiseen) tarvitaan ymparistolupa. Lupaehdoissa
maaritelld&n mm. purkuveden laatuvaatimuksista, valvonnasta ja raportoinnista. Yhdyskun-
tajatevesista otetaan naytteita saannéllisin véliajoin ja niiden vuotuinen vahimmaismaaré (2—
24 naytettd) madraytyy puhdistamon koon mukaan. Naytteiden tulokset raportoidaan alu-
eelliselle ELY-keskukselle ja kunnan ympéristonsuojeluviranomaisille, ja tallennetaan ym-
paristohallinnon tietokantaan. Teollisuusjatevesien kohdalla toimitaan luvissa méériteltyjen

tapauskohtaisten tarkkailuohjelmien mukaisesti.

Muita kansainvalisesti tarkeitd ja Suomessakin relevantteja sopimuksia ovat esimerkiksi
Koillis-Atlantin merellisen ympariston suojelua koskeva yleissopimus (OSPAR-sopimus) ja
Euroopan parlamentin ja jo lailla tdytdntoon pantu neuvoston direktiivi 2000/60/EY yhteison



vesipolitiikan puitteista (vesipuitedirektiivi). Ndiden erédind tavoitteina on vesien hyva tila

vesien suojelua tehostamalla.

1.2 Jatevesien toksisuuden arviointi

Yleensa jatevesia karakterisoidaan vain niiden fysikaalis-kemiallisten ominaisuuksien pe-
rusteella. Tavallisesti naytteistd maaritetdan esimerkiksi biologinen ja kemiallinen hapenku-
lutus, liuenneen kiintoaineen méaara, happamuus (pH) seka tiettyjen haitallisten aineiden pi-
toisuudet (Sayld & Vilpas 2012). Jatevesien ominaisuuksia tutkimalla on pystytty véhenta-
maan vesiin padtyvien haitallisten yhdisteiden maaria, ja samalla vedenlaatu monissa vesis-
tOissé onkin parantanut. Tdma tapa toimii hyvin kuitenkin vain sellaisten jatevesien tapauk-
sessa, joiden koostumus tunnetaan hyvin kuten esimerkiksi teollisuusjatevesien kohdalla.
Tarkkaa tietoa jatevesien koostumuksesta ei aina ole saatavilla, ja vaikka sen selvittdminen
periaatteessa mahdollista onkin, eivat pelkat pitoisuustiedot useinkaan anna todellista kuvaa
jatevesien mahdollisista haittavaikutuksista. Taten kiinnostus jatevesien kokonaistoksisuu-
den testauksen (whole effluent assessment, WEA) soveltuvuudesta haitallisten aineiden ris-

kinarviointiin ja tarkkailuun onkin kasvanut (IPPC 2011).

WEA-menettelyé kaytetdan jatevesien mahdollisen haitallisuuden selvittamiseen. Jateveden
tarkkaa koostumusta ei tarvitse selvittad vaan sen sijaan tutkitaan jateveden ominaisuuksien
yhteisvaikutuksen haitallisuutta. Menetelmén avulla jatevesien ymparistévaikutuksista saa-
daan siis riskinarvioinnin kannalta kayttokelpoisempaa tietoa kuin vain perinteisia paramet-
reja tarkasteltaessa. Erityisen hyvin menetelma sopii kaytettavéksi monia erilaisia tai taysin
tuntemattomia yhdisteitd sisaltdvéan jateveden tutkimiseen, sill tarkkailtavien aineiden lista
on suhteellisen suppea eika laajamittainenkaan kemiallinen testaus vélttdmatta kata kaikkia
vesistoon kulkeutuvia yhdisteitd. Esimerkiksi tutkijapari Vasquez & Fatta-Kassinos (2013)
osoitti fysikaalis-kemiallisilta ominaisuuksiltaan puhdistuksen laatuvaatimukset tayttavan
jateveden aiheuttavan toksista vastetta koe-elidissa. Kéytannossé kokonaistoksisuuden tes-
taus tapahtuu altistamalla koe-eliditd mahdollisimman vahan kasitellylle jatevedelle labora-

torioymparistossa.

1.3 Jatevesien toksisuustestaus maailmalla

niiden ympéristovaikutuksia tarkkaillaan jo monissa maissa toksisuustestauksen avulla. Pi-
simmat perinteet jatevesien haitallisten aineiden toksisuustestauksesta on Pohjois-Ameri-

kassa, tarkemmin ottaen Yhdysvalloissa, missa ensimmaiset ohjeet testauksesta painettiin jo



1988 (US EPA 1988). Ympéristoluvassa maaritetddn haitallisten aineiden sallitut pitoisuudet
sekd yhdyskunta- ettd teollisuusjatevesille, ja niistd paattdvat osavaltioiden viranomaiset,
liittovaltion ymparistonsuojeluviraston ohjeistuksen mukaan (US EPA 2010). Samaan ta-
paan my0ds Kanadassa on pitkat perinteet jatevesien haitallisten aineiden tarkkailuun toksi-
suustestein, ja viimeisin uudistus koko maan kattavaan lainsdéddantoon koskien suurimpia
yhdyskuntajatevesia kasittelevié laitoksia tehtiin vuonna 2012 (WSER 2012).

Euroopan maista Saksalla on pisimmat perinteet jateveden toksisuuden tarkkailussa. Liitto-
valtio on maarittdnyt yhteiset lakisaateiset raja-arvot osalle teollisuuden aloista, minka li-
séksi voimassa on osavaltiokohtaisia tiukempia rajoituksia. Raja-arvot on maéritetty teolli-
suudenalakohtaisesti parhaaseen kayttokelpoiseen tekniikkaan (BAT) perustuen. Néaytteet
testataan kansainvalisten standardien mukaan, ja niita voivat viranomaisten lisaksi suorittaa
myo0s laitosten oma henkilékunta (Federal Ministry for the Environment, Nature Conserva-
tion and Nuclear Safety, Germany 2004). Puolassa suoraan vesistoihin tai maahan puretta-
vista jatevesista tiettyjen vesille haitallisten aineiden pitoisuuksia on tarkkailtu ainakin vuo-
desta 2006 saakka. Tarkkailu on lakisaateista (Directive of the Minister of Environmental
Protection 2006), ja ympaéristolupaprosessissa hakijan taytyy osoittaa, etteivat maarayksessa

maadritetyt raja-arvot ylity. Raja-arvoja on madritetty myos biotesteille.

Yhdistyneissé kuningaskunnissa (Wales, Englanti, Skotlanti ja Pohjois-Irlanti) kokonaistok-
sisuuden tarkkailua harjoitetaan, mutta esimerkiksi Englannissa ja Walesissa lakisaateisia
raja-arvoja eri testeille ei ole asetettu (Secretary of State & Welsh Ministers 2010). Myds
Irlanti on madrittanyt jatevesien haitallisille aineille kohtuuttomia kustannuksia tuottamatto-
maan parhaaseen kayttokelpoiseen tekniikkaan (BATNEEC, Best Available Technique Not
Entailing Excessice Costs) perustuvat raja-arvot (Environmental Protection Agency 2010).
Ensimmaiset toksisuustutkimukset tulee tehda vahintaan neljalle eri koe-elidlle. Mydhem-
min seurantaa jatketaan kahta herkimmaéksi osoittautunutta lajia kayttden (Hernan &
O’Rourke 2012).

Baltian maista ainakaan Virossa ja Latviassa jatevesien toksisuustestaus ei toistaiseksi ole
lakis&ateista. Toiveita toksisuustestauksen ottamisesta mukaan kansallisiin ymparistontilan
seurantaohjelmiin on kuitenkin esitetty (Poikane 2011, Roots & Leisk 2012). Liettuassa pin-
tavesiin laskettavien jatevesien tulee l&péistd Daphnia magna —liikuntakyvyttdmyystesti
(COHIBA 2010b). Ruotsissa haitallisia aineita tarkkaillaan teollisuusjatevesistd, ja biologi-

nen tarkkailu suunnitellaan laitoskohtaisesti luvan hakuprosessin aikana (Naturvardsverket



2010). Tanskassa jatevesien kokonaistoksisuuden testaaminen ei ole lakisaateista (Power &
Boumphrey 2004), mutta ympéristolupaa varten kokeiden tekemiseen voidaan velvoittaa
(Pedersen ym. 1994).

Maakohtaisten saadosten lisdksi haitallisten aineiden seurantaa vesien suojelemiseksi edel-
Iyttavat myos useat kansainvaliset direktiivit ja sopimukset. Toksisuustestit ja jateveden tok-
sisuustestaus mainitaan sopiviksi kemiallisten analyysien rinnalle IPPC—direktiiviin
(2008/1/EY) liittyvissa asiakirjoissa (IPTS 2003a, IPTS 2003b). OSPAR-yleissopimus on
ollut voimassa vuodesta 1998. Sopimusosapuolia ovat Koillis-Atlantin ja Pohjanmeren ran-
tavaltioiden lisaksi EU, Sveitsi ja Luxemburg. HELCOM-sopimus astui voimaan vuonna
1980, ja sitd on uudistettu vuonna 1992. HELCOM-sopimuksella pyritédan teollisuuden péas-
tojen vahentamiseen (HELCOM 2002a, HELCOM 2002b, HELCOM 2002c), ja sen osa-
puolina ovat Itdmeren rantavaltiot ja EU. Meriveden haitallisia aineita koskevat myos sopi-
mukset kansainvalisen merenkulkujérjeston (IMO) ja yhdistyneiden kansakuntien ympéris-
toohjelmaan (UNEP) kanssa.

1.4 Jatevedet

Yhdyskuntajatevedenpuhdistamoille saapuvat vesimassat voivat olla hyvinkin monimuotoi-
sia ja harvoin pelkkaa asumajatevettd. Jo pelkastdan kotitalouksien kayttdmista tuotteista
(esim. astian- ja pyykinpesuaineet, kosmetiikkatuotteet, ladkkeet ja siivouskemikaalit) vie-
mareihin paatyy paivittain tuhansia erilaisia yhdisteitd. Kun mukaan lasketaan viela viemé-
riverkkoon mahdollisesti liittyneiden yritys- ja teollisuuskiinteistdjen paastot (esim. liuotti-
met, maalit, rasvat ja polttoaineet) ja usein viemariverkkoon teilt4 tai vaikkapa puistoalueilta
johdettavat hulevedet (esim. kiintoaines, laskeuma ja ravinteet), muodostaa puhdistamolle

saapuva vesi jo kohtuullisen monipuolisen paletin (Henze ym. 2008).

Sen liséksi ettd puhdistettava jatevesi voi koostumukseltaan olla hyvinkin kirjavaa, voi jate-
veden koostumus vaihdella vuorokauden ajan tai viikonajan mukaan. Jateveden koostumus
voi vaihdella esimerkiksi viemariverkostoon liittyneen teollisuuslaitoksen prosessikierron,
yritysten aukioloaikojen tai yksittdisten ihmisten paivittdisten toimien mukaan. Jateveden
koostumuksen vaihtelun liséksi myds puhdistamon kuormitus voi vaihdella paljonkin vuo-
rokauden tai vuodenajan mukaan (Vahtera ym. 2014). Taten jateveden puhdistusprosessien
tehokkuus saattaa karsié tai esimerkiksi valtaosa jonkin tietyn haitallisen yhdisteen vuotui-

sesta kuormituksesta voi ajoittua vaikkapa vain muutamalle loppukevaan viikolle.



Jotta puhdistetun jateveden tarkkailu olisi tehokasta, olisi puhdistamolle saapuvan jateveden
koostumus- ja kuormitusvaihtelut hyva selvittda tarkoin (kuva 1). T&mé ennen varsinaisen
seurannan aloittamista toteutettava alkukartoitus voidaan tehda kéyttaen esimerkiksi puhdis-
tamolla keréttyja tietoja aikaisempina vuosina kasitellyista vesimassoista. Suositeltavampi
tapa olisi kuitenkin analysoida naytteitd esimerkiksi kuukausittain yhden vuoden ajalta.
Néaytteenottotiheyden tulisi olla riittdva, jotta mahdollisten paastopiikkien vaikutukset saa-
daan selville, mutta toisaalta myods keskimaaraisen kuormituksen haitallisuus taytyy selvittaa
(OSPAR 2005). Paastopiikit syntyvét kun pitoisuudet jatevesissa ovat mahdollisimman kor-
kealla eli esimerkiksi “kuivan kauden” aikana tai kun teollisuuden prosessivedet lasketaan
viemareihin. Kun vaihtelu tunnetaan riittdvan hyvin, voidaan aloittaa ndytteenottosuunnitel-

man laatiminen.
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Kuva 1. Viikinméen puhdistamon kokonaisvirtaama ja keskimaarainen BOD7 atu-, fosfori-
ja typpikuormitus vuosineljanneksittain vuosina 2012 ja 2013 (Vahtera ym. 2014).

1.5 Naytteenotto
1.5.1 Naytteenottotiheys

Velvoitteet ndytteenottotiheydestd eri analyysien osalta vaihtelevat maa- ja toimialakohtai-
sesti paljonkin. Koska mahdolliset vaihtelut jateveden koostumuksessa taytyy selvittaa, teh-
daan testeja tavallisesti aluksi tiuhempaan. Toksisten paastdjen lyhytaikaisuudesta ja ajoit-
taisesta luonteesta johtuen riittdvan kattavien naytteiden ker&dminen voi kuitenkin olla haas-
tavaa. Taten tulee ottaa useampia néytteita erikseen méaaritellyn ajanjakson sisalla, jonka ai-
kana korkeiden pitoisuuksien lasketaan kulkevan puhdistamon lapi. N&in toimittaessa laskee
todenndkdisyys siihen, ettei kuormituspiikin aikaan késitellysta jatevedestd saada nédytetta.
Néaytteenoton voidaan todeta onnistuneen, ja testitulosten antavan hyvén kuvan jateveden
haitallisuudesta, miké&li esimerkiksi kolmen kuormituspiikin aikana otetun néytteen toksi-

suustestitulosten vaihtelu on riittdvéan vahaista (Leverett 2006).



Kun jateveden mahdollinen koostumuksen vaihtelu ja sen mukanaan tuomat riskit ovat sel-
villa, voidaan paattaa sadnnollisen tarkkailun mahdollisesta tarpeesta ja tiheydestd. Skotlan-
nissa akuuttien oireiden toksisuustestauksen suositellaan tapahtuvan vahintédén nelja kertaa
vuodessa (SEPA 2003). Kanadassa akuutteja toksisuustesteja voidaan tehda vesikirpuilla
jopa viikoittain (Muoristo ym. 2010), mutta voimassa olevan kaivosjatevesia koskevan lain-
s&adannon mukaan neljdnnesvuosittain tehtavat akuutit toksisuustestit riittdvat, mikali edel-
lisen 12 kuukauden aikana toksisia vasteita ei ole havaittu (MMER 2012). COHIBA-projekti
(COHIBA 2010b) suositteli ensimmaisen tarkkailuvuoden aikana akuutteja toksisuustestejé
tehtavan kuukauden vélein ja pitk&aikaisvaikutuksia selvitettdvan kaksi kertaa vuodessa, ke-
séll& ja talvella. My6hemmin testitiheyttd voitaisiin vahentad vuosineljanneksiin, mikali voi-
daan osoittaa, ettei vaihtelu ole merkittavaa. Niissé tapauksissa joissa akuutit toksisuustestit
osoittavat jateveden toksisuuden, ei tulosta valttamatta tarvitse endd varmistaa pitkéaikais-

vaikutuksia testaamalla.

1.5.2 Naytteenoton laadunvarmistus

Toksisuustesteissa kaytettavat jatevesindytteet tulee ottaa puhdistamolta lahtevasta jateve-
desté. Talloin ne ovat jo kdyneet lIapi monipuoliset biologiset, fysikaaliset ja kemialliset puh-
distusprosessit, joissa suurin osa haitallisista aineista on jo eliminoitu (Sayla 2015), joskaan
mahdollisia ladkejadmia kohtaan nykyiset puhdistusprosessit eivat kuitenkaan ole tehokkaita
(Samaras ym. 2013). Samalla voidaan olla varmoja puhdistusprosessien paattymisestd, jol-

loin my0s testitulokset vastaavat mahdollisimman hyvin todellista tilannetta.

Néytteenotto on toksisuustestauksen vaiheista tarkkuutta vaativin, sill siind tehtyja virheita
ei voida korjata endd myohemmin. Virheitd voi syntya systemaattisesti ja satunnaisesti.
Néaytteenottoon liittyvat systemaattiset virheet pitad pyrkia minimoimaan valitsemalla sopi-
vat naytteenottovalineet ja -menetelmét. Ndytteenottoastioiden ja ndytteenottovalineiden
laatuun ja puhtauteen on kiinnitettdvd huomiota, etteivat ndytteet saastu ja suotta aiheuta
analyysituloksiin satunnaisvirhettd. Virheet voidaan minimoida kayttamalla esimerkiksi
lasi- tai polyeteeniastioita, mitk& ovat kemiallisesti inerttejd, helppoja puhdistaa ja kestavat
sekd lammitysté ettd pakastamista (OSPAR 2007). Sopiva naytteenottotapa riippuu tutki-
muksen tarkoituksesta, mutta yhdyskuntajatevesiasetuksen (VNA 888/2006) mukaan puh-
distamolta lahtevastd jatevedesté keratyt 24 tunnin kokoomanaytteet soveltuvat analyyseihin

parhaiten, ja niin kertandytteiden kuin pidemmalt4 aikavélilta kerattyjen ndytteiden ottamista



tulisi valttaa (Leverett 2006). Myo0s tarvittava ndytteiden méara (tilavuus) pitéa selvittaa en-

nen naytteenottoa.

1.5.3 Naytteiden sdilytys ja varastointi

Kun naytteet jaahdytetddn noin 0-5 °C:ksi ja suojataan valolta heti naytteenoton jalkeen,
sailyvét ne yleensd koostumukseltaan muuttumattomina ainakin seuraavan 24 tunnin ajan.
Kerattyjen naytteiden analyysit tulisikin pyrkia aloittamaan viimeistaan 48 tunnin sisalla
naytteenottamisesta, jotta jatevesi pysyisi ominaisuuksiltaan mahdollisimman muuttomat-
tona (OSPAR 2007).

Mikéli naytteen tutkiminen 48 tunnin sisalla naytteenottamisesta ei ole mahdollista, tulee
nayte laittaa pakkaseen alle -18 °C:een, jotta se sdilyisi muuttumattomana (EPA Victoria
2009, Rice ym. 2012). Pakasteessa naytteitd suositellaan sailytettdvan alle kaksi viikkoa,
mutta pisimmill&én sdilytysta voidaan jatkaa jopa kaksi kuukautta. Ennen néytteenottoa on
kuitenkin hyva huomioida, ettd pakastamisen ja sulattamisen on todettu joissain tapauksissa
vahentévan néytteiden toksista vastetta, silla yhdisteitd voi haihtua esimerkiksi néytetta su-

latettaessa tai partikkelien koko ja jakauma muuttua (OSPAR 2007).

1.5.4 Naytteiden esikésittely

Néytteet pyritaan hyddyntaméaan toksisuustesteissa sellaisinaan, mutta toisinaan ne eivét kui-
tenkaan tayta kaikkia testin vaatimuksia. Vedenlaadun muutoksilla voi kuitenkin olla vaiku-
tusta ndytteen sisaltdmien yhdisteiden toksisuuteen, joten samalla pitaé pyrkia séailyttdmaan
nayte mahdollisimman muuttumattomana. Mikali naytteet on pakastettu, tulee ne sulattaa ja
homogenisoida vasta juuri ennen testia. Joissain tapauksissa naytteissa oleva kiintoaines héi-
ritsee maarityksia, milloin se voidaan poistaa esimerkiksi suodattamalla, mutta toisaalta tata

on valtettava, silla samalla haitta-aineet voivat tarttua suodattimeen (OSPAR 2007).

Kokeet tulee suorittaa vakioiduissa olosuhteissa, joista pidetdan kirjaa. Tasta johtuen myds
naytteen ominaisuuksia, esimerkiksi lampdtilaa, liuenneen hapen tai orgaanisten aineiden
mé&éarad, pH:ta, kovuutta tai suolapitoisuutta, taytyy toisinaan saatad sopivammiksi. Esimer-
kiksi ravinteet voivat tehostaa levakasvua, ndytteissé olevat pieneliét voivat vaikuttaa koe-
elididen selviytymiseen tai bakteerin valontuottokyvyn tutkiminen todella sameasta néyt-
teestd ei valttdmatta onnistu (OSPAR 2007). My0ds koeympdriston nopeat fysikaalis-kemi-

alliset muutokset voivat vaikuttaa koe-eldinten kayttaytymiseen. Esimerkiksi veden l&mpo-



tilan nopean nousemisen aiheuttama stressi voi johtaa koe-eldimen elintoimintojen nopeutu-
miseen, jolloin koe-eldin myos altistuu yhdisteille tavallista enemman (ECOTOC 2004).

Testituloksia tulkittaessa tulee naytteille mahdollisesti tehdyt muutokset huomioida.

1.6 Testimenetelmat
1.6.1 Toksisuustestit

WEA-menetelmien padpaino on toksisuustesteissd. Niiden avulla voidaan tutkia esimerkiksi
naytteen sisaltamien haitallisten aineiden aiheuttamaa akuuttia toksisuutta ja pitk&aikaisvai-
kutuksia. Jatevesien toksisuutta tutkitaan vesielitille (kuten bakteereille, kaloille, leville tai
ayriaisille) tehtavin kokein. Kokeet paljastavat eri aineiden (myos metaboliatuotteiden) mah-
dolliset yhteisvaikutukset (Teodorovi¢ ym. 2009a), jotka voivat olla toisiaan vahvistavia,
vaimentavia tai yhteenlaskettavia. Ne antavat siis kokonaiskuvan jatevesindytteen mahdol-

lisista ymparistohaitoista.

Tavallisesti toksisuustestaus aloitetaan lyhytaikaisilla testeilla. Mahdollinen toksinen vaste
nahdaan nopeasti, ja johtopaatosten tekeminen nadytteiden siséltdmien aineiden haitallisuu-
desta on suhteellisen suoraviivaista. Useimmiten kokeet ovat nopeita suorittaa, helppoja tois-
taa sekd kattavampia ja halvempia, kun niit4 verrataan useiden yksittdisten yhdisteiden ke-
miallisiin analyyseihin (OSPAR 2005). Akuuttien toksisuustestien heikko puoli on, etta ne
osoittavat vain pitoisuudet, jotka ovat testielidille letaalit eivatka kaikki naytteiden sisalta-
mat kemikaalit valttaméttd ehdi vaikuttaa vield lyhyiden, alle 72 tunnin mittaisten testien

aikana.

Pitkéaikaisvaikutuksia kartoittavat testit ovat lyhytaikaisia testeja herkempid, joten jateve-
den yhdisteiden vaikutuksista voidaan saada entista realistisempi kasitys. Kroonisten testien
avulla voidaan tutkia esimerkiksi haitta-aineiden vaikutusta koe-elididen kasvuun tai jalke-
laisten tuottokykyyn (IPPC 2011). Pitk&aikaisvaikutuksia tutkivien testien huonoina puolina
nahdaan niiden hinta ja hitaus. Joissain tapauksissa kroonisia vaikutuksia tutkivat testit on

havaittu myos liian herkiksi pienille yhdistepitoisuuksille.

Akuutin ja kroonisen toksisuustestauksen lisaksi voidaan néytteista tutkia haitallisten ainei-
den pysyvyyttd, bioakkumulaatiota, genotoksisuutta ja vaikutusta hormonitoimintoihin. Ja-
teveden haitallisten aineiden pysyvyyden (biohajoavuuden) arviointi on tarkeéd, silla nope-

asti hajoavat aineet eivat valttamatta ehdi vaikuttaa lainkaan, kun taas pysyvat aineet voivat



kertya ja levita laajoillekin alueille. Toisaalta luonnossa my0ds nopeasti hajoavat aineet voi-
vat osoittautua haitallisiksi, mikali altistuminen aineille on jatkuvaa. Biohajoavuutta kemi-
alliseen testaamiseen yhdiste kerrallaan on kehitetty useita standarditesteja, mutta esimer-
kiksi Zahn-Wellensin testi (ISO 9888 1999) ja liuenneen orgaanisen hiilen vahenemistesti

(ISO 7827 2010) sopivat myos useiden aineiden seoksille.

Bioakkumulaatio on ongelmallista, sill& kertyessadn ympériston pienetkin yhdistepitoisuu-
det voivat aiheuttaa haittavaikutuksia. Yksittdisten yhdisteiden biokertyvyytta tutkitaan
usein kalatestilld, missé kaloja altistetaan pitoisuuksille, joilla ei viela ole vaikutusta kalan
metaboliaan, minké jalkeen madritetdan aineen pitoisuus kalan kudoksista (ECETOC 2004).
Jatevesindytteen bioakkumulaatiopotentiaalia voidaan tutkia esimerkiksi vesi-oktanoli-ker-
toimen kayttoon perustuvalla kiinteafaasiuutolla (OSPAR 2007).

Hormonitoimintoihin vaikuttavia (kehitys- ja liséantymishairioité aiheuttavia) aineita on tut-
Kittu jo pitkadn, ja niiden havaitseminen on olemassa olevien biotestien avulla mahdollista.
Sekaé teollisuus- ettd yhdyskuntajatevesien tapauksessa erityistd mielenkiintoa herattavat ja-
tevesien siséltdmien estrogeenien kaltaisesti toimivat aineet (Eggen ym. 2003, Kaj ym.
2011). Estrogeeni aktivoi maksan vitellogeniinituotannon, jota voidaan kayttaa ksenoestro-
geenialtistuksen biomarkkerina. Vitellogeniinin madritykseen on olemassa standardoitu testi
(ISO 23893-3 2013).

Yhdisteiden mahdollisesti aiheuttamia muutoksia DNA:ssa voidaan tutkia genotoksisuustes-
teilld, joista useat soveltuvat myods jatevesinaytteille. Yksi yleisimmista menetelmista muta-
geenisyyden selvittdmiseksi on Amesin testi, joka perustuu Salmonella enterica —bakteerin
kykyyn muodostaa pesakkeitéd (ISO 16240 2005). Mahdollisten positiivisten testitulosten ta-
pauksessa on kuitenkin mietittdva hyvin tarkkaan, ovatko muutokset todellisuudessa haital-
lisia myos luonnossa (ECOTOC 2004). Sama pétee tietysti myods kaikkien muiden tulosten

ekstrapolointiin.

Mikali jatevesinaytteet tietystd paikasta osoittautuvat toistuvasti ymparistolle haitallisiksi,
olisi haitalliset aineet kemiallisten analyysien avulla syyta selvittdd ja mahdollisuutta paas-
tojen eliminointiin tutkia. Jatevedessa haittavaikutuksia aiheuttavien yhdisteiden l&ahde voi-
daan selvittdd suorittamalla TIE-menetelméan (toxicity identification evaluation) mukaisia
tutkimuksia (US EPA 1991). Kun haittavaikutuksia aiheuttavat yhdisteet tai ominaisuudet
ovat selvilld, voidaan haitallisia p&ast6ja aiheuttavat prosessit useimmiten paikantaa TRE-
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menetelma& (toxicity reduction evaluation) hyddyntden. Edelleen TRE-menetelmén avulla
voidaan tutkia, miten haitallisten padstdjen syntymista voitaisiin valttdd (Hutchings ym.
2004). Vaikka kemiallinen analytiikka on olennainen osa TIE- ja TRE-menetelmid, voidaan
TRE-menetelmaésté toksisuustesteja hyddyntamalla tehda kustannustehokkaampi (COHIBA

2010b). TRE-menetelm&& on havainnollistettu kuvassa 2.

VAIHE |
Haitallisten aineiden ominaisuuksien
selvittdminen

______________ g------
VAIHE 11
Haitta-aineiden tunnistaminen

VAIHE 111
Haitta-aineiden kemiallinen
varmentaminen

|2,

F Tilannekohtaisen arvion mukaan w

Haitta-aineiden kasittely- Haitta-aineiden lahteen
mahdollisuuksien arviointi selvittdminen

T T

Hallintamenetelméan valinta ja

toimeenpano
v

| Jalkitarkkailu |

Kuva 2. TRE-menetelmé&n mukaiset toimenpiteet jateveden siséltdmien haitallisten aineiden
vahentdmiseksi (US EPA 1991 mukaan).

TIE- ja TRE-menetelmid on hyddynnetty etenkin teollisuusjatevesien tarkkailussa (IPPC
2011). Yleisen toksisuustarkkailun liséksi biologisilla testeilld voidaan tarkkailla myos jate-
vesien puhdistusprosessien tehokkuutta (Smital ym. 2011), ja kayttaa testeja prosessien ke-

hittamiseen.

1.6.2 Toksisuustestauksen suunnittelu

Jatevesien haitallisuuden arvioimiseen soveltuvia kokeita on monia erilaisia. Yhta yksittaista
testid kaikkien vasteiden mittaamiseen ei ole vaan kéytettavat testit ja testieliot tulee valita
tapauskohtaisesti, sill4 olosuhteet joihin testit sopivat, ovat usein hyvin tarkoin maariteltyja
eivatkd samat yhdisteet ole kaikille elidille myrkyllisid. Toksisuustestit tehd&an ensisijaisesti
koe-eldinten ehdoilla eli esimerkiksi ndytteen pH tai suolapitoisuus tulee saatda sopivaksi.
Liséksi testivalintaa voivat ohjata esimerkiksi laskuvesiston suolapitoisuus, ndytteen sameus

tai testielididen herkkyys (Thomas ym. 2009, Marugan ym. 2012, Ma ym. 2014). Mikali
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tutkittavien naytteiden koostumusta ei tunneta tarkasti, on vaikutuksia suositeltavaa tutkia
ainakin muutamille eri trofiatasojen elidille tehtévilla testeilla (COHIBA 2010b). Eldinko-
keita tulee mahdollisuuksien mukaan valttad, joten testeissé on pyrittdva kayttdmaan mah-
dollisimman yksinkertaisia koe-eliditd. Toksisuustestien suhdetta eri trofiatasoihin on ha-

vainnollistettu kuvassa 3.

Vaikutus Vaikutustaso Trofiataso
Detoksifikaatioentsyymien gresneenssnenes .
aktivoituminen (endokriinivaikutukset) :
Solunsisaiseta detoksifikaatiosta F R AL LLLLLE . - - 1 o e n
vastaavien soluelinten lisaantymisen, Hajottajat

]
1
detoksifikaatio- ja ruoansulatuselinten (bakteerit ja sienet) |

vahingoittuminen ja kromosomien A @20 0 \" LT . "~ —_—————°7/  TTTTTTTTTTEEETTEES

1 M . . 1 [ s ——— 1
Solurakenteiden patologiset MUULOKSEL, z==xx==s=s=ssarsreanes ] - i Tuottajat H
solujen uusiutumisen héiriytyminen ja i T | (bakteerit, kasvit ja levat) |
syopasolujen aktivoituminen ~ Trreesssereeeeeeest ] PRRUTIGSRAN AV TV [ STmmmm T T T T

\: Ensimmaisen asteen kuluttajat-=

| (kasvin- ja planktonin sydjat) i
———————————————————— 4

Elinvauriot (esim. nekroosi, Kirroosi tai y===x===x==s=ssrsass=s s
hyvé- ja huonolaatuiset kasvaimet)

| Korkeamman asteen kuluttajat i

Soluaineenvaihdunnan ja
H (esim. kalat) i

immuunisysteemien héiriét, kasvun
hidastuminen, pienentyneet
energiavarat, heikentynyt lisaantyvyys ﬂ

ja genotoksiset vaikutukset

Kohonnut kuolleisuus, epidemiat, P R
jalkeldisten heikentynyt selviytyminen, i Populaatiot i<
populaation kasvun hidastuminen ja ~ ~7T7TTTTT
muutokset populaatiorakenteissa. ﬂ

Biodiversiteetin vaheneminen ja -
akvaattisten elidyhteisdjen sukupuutot Akvaattiset yhtelsot

Kuva 3. Esimerkki joidenkin akvaattisten toksisuustestien suhtautumisesta eri trofiatasoihin

ja tutkittavien vasteiden vaikutustasoihin (Thompson ym. 2005 mukaan).

Toksisuustestauksen hyddyntdminen aivan kaikkien jatevesien tarkkailussa ei ole miele-
késta. Tarkkailun piiristd on yleensé poissuljettu pienet maarat (esim. alle 100 m® vuorokau-
dessa) jatevettd tuottavat laitokset tai jatevesi, mitd ei lasketa suoraan vesistoon. Mydskéaan
koostumukseltaan yksinkertaisen tai hyvin tunnetun jateveden tutkiminen toksisuustestien

avulla ei tuo lisahyotya (Leverett 2006).

Menetelm&é ei mydskaan suositella kaytettavaksi testiolosuhteisiin nahden fysikaalis-kemi-
allisilta ominaisuuksiltaan hyvin poikkeavien ndytteita tutkittaessa, silla koeolosuhteisiin so-

piviksi s&adettyind ne eivat toksisuudeltaan valttdméatta endd vastaa alkuperdista jatevetta
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(ECOTOC 2004). Esimerkiksi Ra ym. (2008) havaitsivat, ettei kemiallisin menetelmin ras-
kasainepitoisuuksiltaan myrkylliseksi todettu nédyte aiheuttanut vastetta toksisuustestissé.
Mahdollisina selittajina havainnoille pidettiin esimerkiksi robustia koelajia (Daphnia magna
—vesikirppu), naytteen saatamista koeolosuhteisiin sopivaksi tai jatevesinaytteen siséltdmien

yhdisteiden yhteisvaikutuksia.

1.6.3 Lyhytkestoiset toksisuustestit

Lyhytkestoiset toksisuustestit tehddan useimmiten selkdarangattomille, leville tai baktee-
reille. Niilla saadaan nopeasti selkeé kuva jateveden haitallisuudesta, mutta ekologiselta kan-
nalta ne eivéat valttaméatta ole kovinkaan relevantteja (Van Dam & Chapman 2001) vaikka
toisinaan niiden perusteella arvioidaan jopa pitkaaikaisvaikutuksiakin (Grindon ym. 2006).
Testit ovat pisimmillaan neljan vuorokauden mittaisia, ja niissa tutkitaan koe-eliéiden kuol-
leisuutta tai vaihtoehtoisesti liikuntakyvyttomyytta, silla elottomuuden varmistaminen pien-
ten selk&rangattomien tapauksessa on usein hyvin vaikeaa (Van Dam & Chapman 2001).

Erilaisia lyhytaikaisia toksisuustesteja on listattu taulukkoon 1.
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tettavia eli helposti toistettavissa ja antaa todenmukainen kuva ndytteiden haitallisuudesta.
suorituksen vaiheet liuosten valmistuksesta koejarjestelyiden kautta tulosten tulkitsemiseen
den kuin my6s koe-eldinlajien sisélla ja valilla. Vaihtelu voi johtua esimerkiksi eroista labo-
ratoriohenkilokunnan taitotasoissa, kaytettyjen koe-eldinten idstd, kunnosta tai herkkyy-
destd, ndytteen séilytysajasta tai laimennoksissa kaytetyn veden koostumuksesta (US EPA
2002). Mittausepdvarmuutta voidaan kuitenkin yrittdd pienentéa testien laadunvalvonnalla
ja kayttdmalla standardisoituja ja valideja testimenetelmida (COHIBA 2010b). On kuitenkin

Kaytossa olevista biotesteisté on saatavilla tarkka ohjeistus, missa kaydaén lapi kaikki testin
saakka. Tarkasta ohjeistuksesta huolimatta testituloksissa on vaihtelua niin eri laboratorioi-

Jotta biotestien tuloksista voitaisiin tehda hyodyllisia johtopaatoksia, pitéisi testien olla luo-

1.6.4 Tulosten tulkinta ja kaytto
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huomattava, ettd luonnossa on tarkkaan kontrolloituihin laboratoriotesteihin verrattuna use-
ampia muuttujia, joten todellisuudessa vastevaihtelu on vield mitattuakin suurempaa. Téten
esimerkiksi pitkaaikaisten biotestien paatepisteita ei voida ekstrapoloida suoraan luonnonti-
laan, silld niissé ei huomioida muita mahdollisia stressitekijoita tai esimerkiksi paastojen

laimenemista.

1.6.5 Laadunvalvonta

Kun Yhdysvaltain ymparistonsuojelukeskus pyrki ratifioimaan toksisuustestauksessa kay-
tettavia testejd, tehtiin laajamittainen kartoitus, missé vertailtiin useita eri akuuttia ja kroo-
nista toksisuutta ilmentavié testeja. Tutkimuksessa vertailtiin testien onnistumisprosentteja,
todennakdisyyksia antaa vaara positiivinen testitulos ja méaaritettyjen raja-arvojen vaihtelua.
Tutkimuksen mukaan valtaosa testeistd onnistui hyvin eika vééaria positiivisia testituloksia
juuri saatu. Testien vaihtelua mitattiin tilastollisin menetelmin maarittaméall& rinnakkaisten
testien tuloksista saaduille raja-arvoille variaatiokerroin, jota kayttaméalla voidaan myds ver-
rata eri mittayksikoissa mitattujen muuttujien suhteellista hajontaa toisiinsa nahden. Labo-
ratorioiden sisdinen vaihtelu osoittautui pienemmaksi kuin laboratorioiden valinen vaihtelu.
Samoin vaihtelu kroonisen altistuksen testeilld osoittautui pienemmaksi kuin akuutin altis-
tuksen testeilla (US EPA 2001). Néaytteiden tutkiminen vaatii testimenetelmien tuntemusta
ja huolellisuutta. Laadun varmistamiseksi analyysit tulisi teettdd akkredioitussa laboratori-
ossa. Sloveniassa suoritetuissa kenttdkokeissa (Cotman & Pintar 2013) havaittiin samasta
paikasta samaan aikaan otettujen naytteiden analyysitulosten kemiallisen hapenkulutuksen,
kiintoaines- ja sulfaattimaaran suhteen vaihdelleen alle 10 % laboratorion siséisissa testeissé,
mutta laboratorioiden valisissa testeissa miltei 30 %. Toisaalta taas COHIBA-projektiin liit-
tyneen tutkimuksen (COHIBA 2010a) mukaan laboratorioiden valisten vesikirppukokeiden,
levdkasvun inhibitiotestien ja valobakteerikokeiden testitulosten vaihtelu oli vahaista vaikka
testejé ei yhtenevin ohjeistuksin suoritettukaan. Samalla kuitenkin korostettiin, etta testikri-
teerien tulee tayttya ja vertailuaineet ottaa kokeisiin mukaan, jotta voidaan varmistaa testien
onnistuminen standardien mukaisesti. Testit tulee myo6s toistaa, mikali niiden vaatimukset

eivat tayty tai mikali ndytteiden havaitaan olevan haitallisia.

Laajassa mittakaavassa toteutettuna toksisuustestaus vaatii paljon laboratoriokapasiteettia ja
-henkilGstod, jotta ndytteiden tutkiminen tuoreena olisi sujuvaa. Mikali laboratorioiden pal-

veluja joudutaan jonottamaan, ei analyysien suhteellista nopeutta voida hyddyntaa péatok-
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senteossa. My0s naytteiden oikeaoppinen ottaminen, sdiléminen ja kuljettaminen vaatii re-
sursseja. Warren-Hicks ym. (2000) havaitsivat laboratorioiden vélisen vaihtelun lisaksi

my0s nédytteiden analyysiajankohdan kasvattavan testitulosten vaihtelua.

Biotestien tulosten tulkitseminen edellyttaa riittdvaa kokemusta ja varovaisuutta. Osa tes-
teistd, kuten esimerkiksi jateveden sisdltamien yhdisteiden bioakkumulaatiota tai bioha-
joavuutta mittaavat testit, ovat toistaiseksi puutteellisia. Mikali valitut testit ovat tilanteeseen
sopimattomia tai vaarin tehtyja ja toistettuja, voivat ne antaa virheellisia tuloksia ja siten
ohjata harhaan. Mikali testitulokset samasta kohteesta vaihtelevat eri naytteenottokerroilla,
syy voi olla my0s nédytteen laadunvaihtelussa. Ennen testituloksista tehtdvia jontopaatoksia
onkin testin eri vaiheet aina ndytteenottamisesta koejérjestelyjen lapivientiin ja vertailuai-
neen aiheuttamaan vasteeseen tarkistettava mahdollisten virheiden varalta. Sarakinos ym.
(2000) osoittivat tunnettujen yhdisteiden selittdvéan toksisuuden vaihtelusta vain osan, joten
myoskaan haittavaikutuksien aiheuttajista ei pitdisi tehda hatikoityja johtopéétoksid. Liséksi
on huomioitava, ettei testeissa useinkaan kdytetd varsinaisessa purkuvesistossa esiintyvia
herkimpia lajeja, ja haittavaikutukset voivat peittyd esimerkiksi naytteiden sisaltamien ra-
vinteiden takia. Toksisuustestaus ei siis itsessaan ratkaise ymparistdongelmia eik&d mahdol-

lisia haittavaikutuksia aiheuttavia yhdisteitd saada ilman lisdanalyyseja selville.

1.7 Tyo6n tavoite

Taman tyon tavoitteena oli tutkia kokonaistoksisuuden testauksen soveltuvuutta suomalais-
ten yhdyskuntajatevesien analysointiin. Biotestien luotettavuutta tarkasteltiin niiden toistet-
tavuutta vertailemalla: koesarjoja ja pitoisuuksia mitattiin useita rinnakkaisia. Tutkimusme-
netelmiksi valittiin standardisoidut ja toksisuustestauksessa yleisesti kaytosséa olevat mene-
telmét kolmelta eri trofiatasolta: akuuttia toksisuutta testattiin bioluminesenssin inhibitiotes-
tilla (hajottajat) sek& lyhytkestoisella toksisuustestilla (ensimmadisen asteen kuluttajat) ja
kroonista toksisuutta kasvun inhibitiotestilla (tuottajat). Mahdollisuuksien mukaan pyrittiin
my06s maarittdmaan hyvéksyttédvén inhibition raja-arvot, joita suuremmat vaikutukset olisi-

vat halytysmerkkina sille, ettd naytetta olisi tutkittava tarkemmin herkemmilld testeill&.

Lisdksi tyossa tutkittiin ndytteiden séilytyksen vaikutuksia toksisuustestauksen tuloksiin.
Sailytystavaksi valittiin suositeltu pakastaminen, sillda muut kestavdintimenetelmét voivat

mahdollisesti vaikuttaa jateveden ominaisuuksiin vield enemman.
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2 AINEISTOT JA MENETELMAT

2.1 Jatevedenpuhdistamot ja ndytteenotto

Kokeissa tutkittiin puhdistetusta yhdyskuntajatevedesta otettuja naytteita kolmelta erikokoi-
selta eteld-suomalaiselta jatevedenpuhdistamolta: Klaukkalan keskuspuhdistamolta, Suo-
menojan jatevedenpuhdistamolta ja Viikinmé&en jatevedenpuhdistamolta. Nurmijarven Ve-
den Klaukkalan keskuspuhdistamo on otettu kayttdén vuonna 2005. Kalliopuhdistamossa on
kolmelinjainen aktiivilietelaitos, jossa toteutetaan tehokas orgaanisen aineen, fosforin ja ty-
pen poisto. Klaukkalan puhdistamolla kasitelldaan Klaukkalan, Roykan ja Rajaméen asukas-
jatevedet sekd Altia Oyj:n tehdasalueen jatevedet. Se on mitoitettu puhdistamaan 35 000
asukkaan jatevesikuormitus. Puhdistamon keskimééardinen virtaama toisella vuosineljannek-
selld oli 7690 m3/d (Nurmijarven Vesi 2014).

Kokeissa tutkittu néyte keréttiin kello 07:00-07:00 6.5.—7.5.2013. Puhdistamon virtaama oli
noin 6400 m2. limastetun 20 °C:sen néytteen johtokyky oli 556 pS/m, pH 8,20 ja suolapitoi-
suus noin 0,03 % (274 ppm). Klaukkalan keskuspuhdistamon toisen vuosineljanneksen kes-

kimaaraiset kuormitusparametrit 16ytyvat taulukosta 2.

Helsingin seudun ymparistopalvelut —kuntayhtyman (HSY) Suomenojan jatevedenpuhdis-
tamo on Suomen toiseksi suurin. Kyseisen aktiivilietelaitoksen puhdistusprosessi kattaa j&-
teveden mekaanisen, kemiallisen ja biologisen puhdistuksen. Puhdistusprosessia on havain-
nollistettu kuvassa 4. Siella kasitellaan yli 310 000 asukkaan jatevedet Espoosta, Kauniai-
sista, Vantaan lansiosista ja Kirkkonummelta seké teollisuusjatevesia. Teollisuusjatevesien
osuus puhdistamolle tulevista vesistd on noin kahdeksan prosenttia. Puhdistamon vuoro-
kautinen keskivirtaama 96 737 m%/d ja vuoden suurin vuorokautinen virtaama 240 783 m*/d
mitattiin 19.4.2013 (HSY 2014). Puhdistamolle tulevan jateveden maarén ja lampdtilanvaih-
telua vuonna 2013 on havainnollistettu kuvassa 5.
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SUOMENOJAN JATEVEDENPUHDISTUSPROSESSI
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Kuva 4. Suomenojan jatevedenpuhdistusprosessi (HSY 2014).
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Kuva 5. Jateveden virtaamat ja lampétilanvaihtelut Suomenojan puhdistamolla vuonna 2013
(HSY 2014).

Kokeissa tutkittu ndyte keréttiin kello 08:30-08:30 12.5.-13.5.2013. Né&ytteenoton aikana
puhdistamon virtaama oli 94 915 m3. Iimastetun 20 °C:sen naytteen johtokyky oli 652 puS/m,
pH 8,26 ja suolapitoisuus noin 0,03 % (317 ppm). Vesistoon johdetun jateveden kuormitus-

parametrit ovat taulukossa 2.

Suomen ja Pohjoismaiden suurin puhdistamo on HSY:n Viikinmaen jatevedenpuhdistamo,
Myos Viikinmaellda puhdistusprosessi perustuu aktiivilietemenetelmaan, ja puhdistusproses-
sia on havainnollistettu kuvassa 6. Puhdistamossa kasitellaan Helsingin lisaksi myds Van-
taan keski- ja itdosien, Keravan, Tuusulan, Jarvenpaan ja Sipoon eli yhteensa noin 800 000
asukkaan lisaksi alueen teollisuuden jatevedet. Puhdistamolle tulevasta jatevedestd noin 85
prosenttia on yhdyskuntajatevesia ja loput 15 prosenttia teollisuusjatevesia. Puhdistamon
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vuorokautinen keskivirtaama 263 875 m3/d ja vuoden suurin vuorokautinen virtaama mitat-
tiin 12.4.2013: 608 022 m3/d (HSY 2014). Vuonna 2013 puhdistamolle saapuneen jateveden

maaran ja lampdtilanvaihtelua on havainnollistettu kuvassa 7.

VIIKINMAEN JATEVEDENPUHDISTUSPROSESSI
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Kuva 6. Viikinmaen jatevedenpuhdistusprosessi (HSY 2014).
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Kuva 7. Jateveden virtaamat ja lampdtilanvaihtelut Viikinméen puhdistamolla vuonna 2013
(HSY 2014).

Kokeissa tutkittu néyte keréttiin kello 09:00-09:00 20.5.-21.5.2013. Né&ytteenoton aikana
puhdistamon virtaama oli 252 159 m®. Ilimastetun 20 °C:sen naytteen johtokyky oli 564
puS/m, pH 8,35 ja suolapitoisuus noin 0,03 % (275 ppm). Vesistoon johdetun jateveden kuor-
mitusparametrit 10ytyvét taulukosta 2.
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Taulukko 2. Klaukkalan, Suomenojan ja Viikinmaen jatevedenpuhdistamoilta vesistoon joh-
dettujen vesien keskimé&éardiset kuormitusparametrit vuoden 2013 toiselta vuosineljannek-
seltd (Etela-Suomen aluehallintovirasto 2013, HSY 2014, Nurmijérven Vesi 2014).

Puhdistamo  BOD7atu, CODcr, Kok.P, Kok. N, poisto-  SS, AVL
mg/l mg/ mg/l teho (%) mg/l

Klaukkala 4,1 30,0 0,20 81,0 9,0 38 600

Suomenoja 5,2 46,5 0,29 67,9 5,9 334 995

Viikinmaki 6,8 45,0 0,23 90,0 7,9 1 052 654

Néytteet olivat virtaaman suhteessa keréttyja 24 tunnin kokoomanaytteitd. Ne pyrittiin séi-
Iyttdmaan mahdollisimman viiledssé (alle 10 °C:ssa), joten nadytteet kuljetettiin puhdista-
moilta polystyreenikylmalaukkuihin pakatuissa viiden litran muovikanistereissa. llmatila-

vuuden osuus pyrittiin minimoimaan tayttdmalla kanisterit mahdollisimman tayteen.

Laboratoriossa naytteet sekoitettiin huolellisesti, ja noin puolet muovikanisterin siséllgsta
kaadettiin steriileihin kertakayttdisiin 0,5-1,0 litran polyeteenimuovipulloihin ja pakastettiin
-20 °C:een noin viikoksi tulevia tutkimuksia varten. Jéljelle jadneet nédytteet alkuperaisessa
naytekanisterissa laitettiin jadkaappiin +4 + 2 °C:een siltd varalta, ettei kaikkia kokeita ei
voitu aloittaa ndytteen noutopdivan tai kokeita jouduttiin uusimaan. N&ytteissé ei silmé-

maardaisesti tarkasteltuina havaittu Kiintoainejaamia.

Néaytettd ilmastettiin laboratorioilmastimella puolen litran dekantterilaseissa noin kahden
tunnin ajan ja samalla sen annettiin lammetd huoneenlampdtilaan (noin 20 °C). Pakastettujen
naytteiden esikasittely vastasi tuoreiden naytteiden esikasittelyd, mutta sitd edelsi naytteiden
sulattaminen. Pakastetut naytteet sulatettiin alkuperaisissa muovipulloissa, ja sulamisproses-
sia nopeutettiin haalealla (noin 25 °C) vesihauteella. Esikasittelyn jalkeen naytteet sekoitet-
tiin hyvin ja niiden pH, suolapitoisuus ja séhkdnjohtavuus mitattiin kannettavalla monitoi-
mimittarilla (Multi 340i, WTW GmbH, Saksa). Laitteen happianturi oli epdkunnossa, joten

néytteisiin liuenneen hapen maaraa ei pystytty maarittamaan.

Mukana kokeissa oli my@s vertailuaineita niin sanottuina positiivisina kontrolleina, jotta voi-
tiin varmistaa testikittien toimivan ja sekoitussuhteiden olevan varmasti oikeita. Vertailuai-
neina kaytettiin standardien mukaisesti kaliumdikromaattia (K2Cr.0v) ja 3,5-dikloorifenolia
(CsH4Cl20). 3,5-dikloorifenolin (3,5-DCP) puhtaus oli yli 98 % (erd SDK 3769) ja toimittaja
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oli Wako Pure Chemical Industries, Ltd. Puhtausprosentiltaan 99.95-100,05 % kaliumdikro-
maatin (erd DR14211 HQ) toimitti Aldrich Chemical Company Inc. Vertailukemikaalit oli-
vat jauhemaisessa muodossa, ja ne punnittiin analyysivaa’alla (XS205 DualRange, Mettler
Toledo, Sveitsi) kertakayttoisia siledpintaisia polystyreeniveneitd (Sigma-Aldrich, Saksa)

apuna kayttaen.

2.2 Menetelméat
2.2.1 Akuutti toksisuustesti valobakteerilla

Ty6ssa tutkittiin jatevesindytteiden aiheuttamaa muutosta Aliivibrio fischeri —bakteerin
bioluminesenssissa kayttamalld 1SO-standardin (ISO 11348-3 2007) mukaista Kineettista
Biotox™ -valobakteeritestia vesinaytteille. Aliivibrio fischeri —bakteerin bioluminesenssin
inhibitiotesti on nopea ja kustannustehokas vaihtoehto eléin- ja kasvitesteille. Sita k&ytet&dén
lagjalti potentiaalisesti haitallisten kemikaalien seulonnassa ja ymparistohaittojen arvioin-

nissa (Parvez ym. 2006).

Positiivisina kontrolleina kéaytettiin kaliumdikromaattia (K2Cr.0O7) ja 3,5-dikloorifenolia
(CsH4Cl20). Negatiivisena kontrollina kdytettiin 2 % natriumkloridiliuosta (NaCl). Jateve-
sindytteista ja kantaliuoksista tehtiin laimennussarjat ja pyrittiin mééarittdmaan kunkin liuos-
laimennoksen aiheuttama inhibitioprosentti, joita kayttden méaaritettiin ECsg-arvo. ECsg-arvo
on ainepitoisuus, joka aiheuttaa 50 %:n laskun valontuottotasossa verrattuna nolla- eli kont-
rollindytteeseen. Testissd mitataan kontrollin ja nédytelaimennosten luminesenssi testin

alussa, 15 minuutin ja 30 minuutin kuluttua testin alkamisesta luminometrin avulla.

Tyo aloitettiin valmistamalla 20 % NaCl-liuos 1243-500 BioTox™ (Aboatox Oy, lot
SD1412, Suomi) liuottamalla kitin NaCl-tabletti 45 ml:an steriilid ionivapaata vetta (Milli-
Q® Integral Water Purification System, Millipore SAS, Ranska) steriilissd 50 ml laborato-
riopullossa (Duran®, SCHOTT, Saksa) varovasti lammittdméalla. 2 % NaCl-liuos valmistet-
tiin laimentamalla 20 % NaCl-liuosta 1:10 ionivapaata vetta 100 ml mittapullossa (100 £ 0,1
ml EM Techcolor DIN A, Hirschmann, Saksa). Jatevesindytteet ja vertailuaineiden kantaliu-
okset laimennettiin 2 % NaCl-liuoksella kylmdhauteessa (1257-202 BioTox Chiller Mini-
Refrigerator, BioOrbit, Suomi) jddhdytettyihin 5 ml koeputkiin (75x12 mm, PS, SAR-
STEDT, Saksa) liitteiden 1, 2 ja 3 mukaisesti. Valmiita laimennoksia jadhdytettiin kylma-

hauteessa 15 + 1 °C:ssa vahintddn 15 minuuttia ennen testin aloittamista.
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Kutakin pitoisuutta tutkittiin neljdnd rinnakkaisena kolmessa rinnakkaisessa laimennossar-
jassa niin juuri noudetusta kuin sdilotystd ndytteestdkin seké positiivisista kontrolleista. Nes-
teiden mittaamiseen kaytettiin automaattipipettejd (5-50 pl Finnpipette Digital, Thermo
Scientific, Suomi, 20-200 pl Finnpipette Digital, Thermo Scientific, Suomi, 200-1000 pl
Finnpipette, Thermo Labsystems, Suomi ja 0,5-5 ml Finnpipette, Thermo Scientific,

Suomi).

Kylmikuivattu bakteeri lisdttiin noin +4 °C-asteiseen rekonstruktioliuokseen, ja annettiin
suspension stabiloitua véhintdén 30 minuuttia jadkaapissa +4 + 2 °C:ssa. Sitten sen annettiin
vield stabiloitua +15 + 1 °C:ssa kylméihauteessa vihintdin 30 minuuttia. Tdmén jédlkeen tes-
tikyvetteihin pipetoitiin 250 ul bakteerisuspensiota ja annettiin edelleen stabiloitua véhin-

tdén 15 minuuttia ennen kokeen aloittamista (kuva 8).

——

L) ‘ \Jﬁ‘ t':: sy

Kuva 8. Testikyvetit kylmahauteessa juuri ennen»‘i{(okée al

Testi aloitettiin mittaamalla alkuhetken valontuotto kyveteistd, joissa oli stabiloitunutta bak-
teerisuspensiota. Mittalaitteena kaytettiin luminometria (FB12 Single Tube Luminometer,
Titertek-Berthold (Berthold Detection Systems GmbH), Saksa). Kunkin kyvetin mittauksen
jalkeen lisattiin 250 pl sekoitettua naytelaimennosta. Kyvetit sekoitettiin (Vortex Genie 2,
Scientific Industries Inc., USA) ja laitettiin takaisin kylmé&hauteeseen, missa niita séilytettiin
mittausten vélilla. Bakteerien valontuotto mitattiin uudelleen tasan 15 ja 30 minuutin kulut-
tua. Kyvettejé ei sekoitettu uudelleen eri mittauskertojen valilla, silld ndytteiden ei epailty
tuottavan happivajetta. Pipetointi- ja mittausvalit pidettiin sekuntikellon avulla mahdollisim-

man tasaisina.
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Kontrollin valontuotto saattoi vahentyd happipitoisuuden laskiessa inkuboinnin aikana.
Tama huomioitiin laskemalla kontrollille korjauskerroin. Korjauskertoimen avulla myos
naytteiden valontuotannon mahdollinen kasvaminen tai vdheneminen voitiin ottaa huomi-
oon. Tulokset ilmoitettiin naytteen eri pitoisuuksien aiheuttamina inhibitioprosentteina. Mit-
taustulosten kasittely tehtiin taulukkolaskentaohjelman (Excel 2013, Microsoft, USA)

avulla.

Inhibitioprosentti, I, laskettiin yhtalolla 1

1T,

| =100%—[ J-100% 1)

F'ITo

jossa IT30 on ndytteen luminesenssi altistusajan jalkeen, missd Cr on korjauskerroin ja ITo

ndytteen luminesenssi alkuhetkella.

Korjauskerroin, Cr, laskettiin yhtdlon 2 avulla

)

jossa 1Czo on kontrollin luminesenssi altistusajan (30 min) jalkeen ja 1Co kontrollin

luminesenssi alkuhetkella.

2.2.2 Akuutti toksisuustesti vesikirpulla

Tyossa tutkittiin puhdistettujen yhdyskuntajatevesien vaikutusta vesikirppuihin akuutissa
toksisuustestissd kahden vuorokauden aikana. Positiivisina kontrolleina kéaytettiin ka-
liumdikromaattia (K2Cr207) ja 3,5-dikloorifenolia (CsH4Cl20). Negatiivisena kontrollina
tyossa kaytettiin standardin mukaista keinotekoista makeaa vetta. Testit tehtiin kansainvéli-
sesté standardiohjeesta (ISO 6341 2012) hieman mukailtua ohjetta seuraten. Testilla pyrittiin
maarittdmaan 48 tunnin ECso-arvo eli pitoisuus, jossa puolet vesikirpuista on lilkkumattomia
48 tunnin altistuksen jalkeen. Mikéli oli mahdollista, madritettiin naytteille myds pienin pi-
toisuus, ts. suurin laimennos, joka immobilisoi kaikki vesikirput ja korkein pitoisuus eli pie-

nin laimennos, joka ei immobilisoi vesikirppuja.

Kokeessa kaytetyt vesikirput olivat elavéna syntyneitd Daphnia magna —vesikirppujen poi-
kasia. Vesikirppuja kasvatettiin erillisessa kasvatushuoneessa standardin (ISO 10706 2000)

mukaan valmistetussa Elendt M7 -vedessd, jota ilmastettiin kahden litran mittapulloissa
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kaksi tuntia, jotta voitiin olla varmoja sen saavuttaneen riittdvan happisaturaation (> 90 %;
> 8mg/L; 20 °C), minka jalkeen sen pH tarvittaessa sééadettiin 7,8 + 0,5 kéyttden 1M NaOH-
tai HCI-liuosta. Koetta edeltdvana pdivana kasvatusastioina toimineista litran dekantterila-
seista poistettiin munia kantamattomat yksil6t, ja jaljelle jadneet vesikirput ruokittiin leva-
liuoksella. Veden lampdtila vastasi kasvatushuoneen lampdtilaa eli oli noin 20 °C astetta.
Kasvatusastioille ei jarjestetty ylimaaraisté valaistusta. Seuraavana aamuna yon aikana syn-
tyneet poikaset keréttiin varovasti pipetoimalla keinotekoisella makealla vedella taytettyyn

kertakayttOastiaan.

IImastettujen jatevesinaytteiden pH:t olivat 6-9, joten niita ei tarvinnut saataa. Valmistettu-
jen laimennosten pH kuitenkin tarkistettiin. Happisaturaatio oli varmistettu ilmastamalla jo
aikaisemmin. Néaytteistd, Elendt M7 -vedestd, kaliumdikromaatin ja 3,5-DCP:n kantaliuok-
sista valmistettiin laimennussarjat koeastioihin liitteiden 4, 5 ja 6 mukaisesti. Nesteiden mit-
taamiseen kaytettiin automaattipipettejé. Laimennossarjoja oli kolme rinnakkaista per puh-
distamo seka juuri noudetusta etté sdilotystd ndytteestd kuten molemmista positiivisista kont-
rolleistakin. Laimennossarjojen jokaista testipitoisuutta kohti kaytettiin 20 vesikirppua; nelja

rinnakkaista koeastiaa, joissa jokaisessa viisi vesikirppua 10 ml:ssa testiliuosta.

Kokeen alussa vesikirput siirrettiin varovasti koeastioihin muovisella pasteur-pipetill,
jonka karki oli katkaistu. Vesikirppujen annettiin uida ulos pipetin karjesta, jotta ne eivét
vahingoittuisi ja jottei testitilavuus muuttuisi. Valaistuksena tydssa kaytettiin tavallisia lois-
teputkia. Standardin mukaisesti valaistuksen ja pimean jakson olisi pitanyt olla suhteessa
16:8, mutta tassd tydssa kaytettiin tavallisen tyopdivan mittaista 10:14 valaistusta. Lis&ksi

koeastiat peitettiin paperilla mahdollisen kontaminaation minimoimiseksi.

24 tunnin valein kokeen aloituksesta laskettiin jokaisessa koeastiassa liikuntakykyisiné sai-
lyneiden vesikirppujen méara (kuva 9). Liikuntakyvyttomiksi tai kuolleiksi luettiin eldimet,
jotka eivét liikkuneet 15 sekuntiin pienen arsykkeenkaan jalkeen. Samalla koeastioita ravis-

teltiin varovasti, jotta ndyte pysyisi paremmin sekoittuneena.
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Kuva 9. Vesikirppujen liikkeita tarkasteltiin kuvassa nakyvan valopdydan paalla.

Havainnot kirjattiin ja tulokset laskettiin taulukkolaskentaohjelman avulla. Tulokset ilmoi-
tettiin ndytteen eri pitoisuuksien aiheuttamina kuolleisuusprosentteina. Kuolleisuusprosentit

laskettiin yhtalon 3 avulla

N 100 3)
nO
jossa ng oli vesikirppujen maara testin alussa ja nas litkuntakykyisten vesikirppujen luku-

maard altistusajan (48 h) jalkeen.

2.2.3 Levakasvun inhibitiotesti

Tyossa tutkittiin yksisoluisen Pseudokirchneriella subcapitata -viherlevin kasvua altistetta-
essa sitéd vesiliukoisille aineille 72 tunnin ajan. Testind kaytettiin ISO-standardista (1ISO 8692
2004) kuoppalevyille soveltuvaksi muokattua kasvunestymistestid. Pienemmassa mittakaa-
vassa toteutetuilla levétesteilld saavutetaan ISO 8692 -standardin mukaisesti toteutettuihin
testeihin vertailukelpoisia tuloksia (Eisentraeger ym. 2003). Arensbergin ym. (1995) mu-
kaan pienennetyn mittakaavan etuina ovat testiolosuhteiden helppo kontrollointi, hyva se-
koittuminen ja kaasujenvaihto nestepinnan ja ympardivan ilman valilla. Myos valaistusolo-

suhteiden yhtendistaminen koeolosuhteissa on helppoa pienennetyssa mittakaavassa.

Positiivisena kontrollina kéytettiin 3,5-dikloorifenolia (CsHsCl20). Negatiivisena kontrol-
lina kaytettiin ionitonta steriilid vettd. Klorofyllin fluoresenssi maaritettiin tunnetussa levéti-

heydessa, ja levien kasvua mitattiin fluoresenssin muutoksena. Vertaamalla altistetun levan
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kasvua altistamattomiin selvitettiin kunkin liuoslaimennoksen aiheuttama inhibitioprosentti.

Inhibitioprosentteja hyddynnettiin ECso-arvon maarittamisessa.

Kokeessa kaytetty leva kasvatettiin liemiviljellystd SAG 61.81 (Sammlung von Algenkultu-
ren Gottingen, Gottingenin yliopisto, Saksa) levikannasta. Jotta testiin saatiin eksponentiaa-
lisen kasvuvaiheessa olevaa levii, aloitettiin esikasvatus neljd vuorokautta ennen varsinaista
testid. Ennen esikasvatuksen aloittamista valmistettiin vikeva ravintoliuos. Se sekoitettiin
steriiliin erlenmeyer-pulloon seuraavasti: 87 ml steriilid ionitonta vettd, 10 ml varastoliuosta
1, 1 ml varastoliuosta 2, 1 ml varastoliuosta 3 ja 1 ml varastoliuosta neljd. Varastoliuokset
valmistettiin liitteiden 7 ja 8 mukaisesti. Esikasvatus tehtiin liuoksessa, mikd valmistettiin
vikevastd ravintoliuoksesta 1:10 steriililld ionittomalla vedelld laimentamalla. Liuosta il-
mastettiin vdhintddn puoli tuntia steriilisuodatetulla ilmalla, minka jilkeen varmistettiin pH-
arvon olevan 8,3 + 0,2 pH-mittarilla (CG842 pH-meter, SCHOTT, Saksa). Tarvittaessa pH
sdddettiin 1M NaOH:lla tai HCl:1la. Valmista ravintoliuosta séilytettiin 4 °C:ssa ja se uusit-

tiin viikon vélein.

Leviasolutiheyden tuli olla noin 10* solua/ml (= 25 %). Taméa varmistettiin Birker-solulas-
kentakammion avulla mikroskopoimalla. Esikasvatus tehtiin steriloidussa 100 ml Schottin
pulloissa. Esikasvatusta inkuboitiin kasvatuskaapissa (Versatile Environmental Test Cham-
ber MRL-350H, SANYO Electric Biomedical Co. Ltd., Japani), minka lamp@tila oli saadetty
21 + 2 °C, kosteus noin 60 % ja valaistus 7,5 kluxiin. Todelliseksi valaistustehoksi kuitenkin

mitattiin 7,1 kluxia kaapin keskelta ja 8,6 klux seinien vieresta.

Ennen kokeen aloittamista esikasvatuksen solutiheys madritettiin mikroskopoimalla. Soluti-
heyden testin alussa tuli olla 8x10° solua/ml. Solususpensiosta valmistettiin tiheydeltdan

8x10* solua/ml, silla kuoppalevylla levasiirros laimeni suhteessa 1:10.

Kéytetyt laimennokset valmistettiin erillisiin koeputkiin. Kokeissa tutkitut naytelaimennok-
set valmistettiin liitteen 9 mukaisesti. Ennen laimentamista ndytteet suodatettiin niissa mah-
dollisesti esiintyvien muiden levien tai mikrobien eliminoimiseksi. Suodattaminen tapahtui
huokoskooltaan 0,20 pm:n steriililla lasikuituesisuodattimella varustetulla selluloosa-ase-
taattisuodattimella (Minisart plus (erd 00036103), Sartorius, Saksa) kertakayttoista 5 ml:n
steriilia injektioruiskua (Luer-Lok™ (er4 05E05 2010-04), Becton Dickinson, USA) apuna
kayttaen. Jokaista pitoisuutta tutkittiin kuutena rinnakkaisena kolmella rinnakkaisella kuop-
palevyll& sek& juuri noudetusta etté séilotysta ndytteestd. Tutkitut vertailuainelaimennokset
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valmistettiin liitteen 10 mukaisesti. Eri vertailuainepitoisuuksia tutkittiin kolmena rinnak-
kaisena kolmella rinnakkaisella levylla. Testattavia aineita pipetoitiin steriilille kuoppale-
vylle liitteiden 11 ja 12 mukaisesti. Kuoppien lopputilavuus oli 300 pl, ja nesteiden mittaa-

miseen kaytettiin automaattipipetteja.

240 pl naytelaimennosten péaalle pipetoitiin 30 pl vakevé ravintoliuosta ja 30 pl levasiir-
rosta. Naytteiden taustakuopissa levasiirros ja kontrollin taustakuopissa naytelaimennos kor-
vattiin vedelld. Kontrollin taustakuoppiin pipetoitiin 270 pl vetta ja 30 ul vakevéa ravinto-
liuosta robotilla (Multidrop 384 type 832, Thermo Electron Corporation, Suomi). Myds tes-
tilevyjen pitkien sivujen uloimpiin kuoppiin pipetoitiin vettd haihtumisen vahentdmiseksi
robotin avulla. Liséksi jokaisella testikerralla testattiin vertailuainetta yhdella levylla.

Valmiit levyt sekoitettiin kevyesti ravistelemalla ja alkutilanteen fluoresenssi mitattiin kuop-
palevylukijalla (Victor® 1420 Multilabel Counter, PerkinElmer, Singapore) Wallac-ohjel-
mistoa (eksitaatio 450 nm, emissio 680 nm, mittausaika 1,0 s, CW-lampun energia 2400
Jlcm? ja mittauskorkeus 8 mm) kayttaen. Lopuksi levyt asetettiin kasvatuskaappiin tasora-
vistelijaan (Titramax 1000, Heidolph, Saksa). Ravistelu nopeus séédettiin kahteensataan

kierrokseen minuutissa optimaalisen sekoituksen aikaansaamiseksi.

Levyt mitattiin testin alkuhetkelld seka yhden, kahden ja kolmen vuorokauden kuluttua ko-
keen aloittamisesta kuoppalevylukijalla. Ennen jokaista mittausta kuoppalevyja sekoitettiin
kevyesti ravistelemalla (kuva 10). Kuoppalevyn kannet kerésivat paljon vetta jo vuorokau-
den aikana, mutta niitd ei kuivattu testin aikana, silla vesikerroksen tiedettiin vahentavan
haihtumista tulevina péivind. Ennen mittauksia kuoppien reunat kuitenkin kuivattiin, jotta
kuoppalevylukija tunnisti kuoppalevyn. Mittausten valilla levyt aseteltiin takaisin kasvatus-
kaappiin tasoravistelijan péélle sattumanvaraisessa jarjestyksessa valaistusolosuhteiden

mahdollisesti aiheuttamien erojen minimoimiseksi.



27

Kuva 10. Kuoppien sisélto ei ole ollut taysin tasaisesti sekoittunutta ennen ravistelua.

Mittaustulokset vietiin taulukkolaskentaohjelmaan. Naytteiden tulokset korjattiin vahenté-
mall& niistd vastaavan taustan fluoresenssilukema ja kontrollien tulokset korjattiin vahenté-
malla kontrollien keskiarvioista taustan keskiarvot. Sen jéalkeen tuloksista laskettiin kasvu-

nopeudet ja inhibitioprosentit.
Kasvunopeus, W, laskettiin yhtalén 4 avulla

(InF,, -InF,)

(t72 B to ) (4)

lL[:

jossa u oli kasvunopeus, Fo fluoresenssilukema testin alussa, F72 fluoresenssilukema testin
(72 h) jalkeen, to testin alkuhetki ja t72 testin loppuhetki (72 h testin alusta).

Kun kasvunopeudet oli maédritetty, laskettiin kunkin pitoisuuden aiheuttama

inhibitioprosentti, I, yhtélon 5 mukaisesti

2 le = 1) 10004 (5)
He

jossa UC oli kontrollien kasvunopeuksien keskiarvo ja uT kasvunopeus testiainepitoisuu-
dessa.
2.2.4 Ohjelmisto ja tilastolliset menetelmat

Kokonaistoksisuuden testauksen soveltuvuutta suomalaisille yhdyskuntajatevesille tutkittiin

biotestien luotettavuutta tarkastelemalla eli niiden toistettavuutta ja rinnakkaisia koesarjoja
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vertailemalla. Koesarjoja ja pitoisuuksia mitattiin useita rinnakkaisia. Keréattya laajaa aineis-
toa tutkittiin vapaan ldhdekoodin R -tilasto-ohjelmalla (versio 3.1.0 ”Spring Dance”). Oh-

jelmistoa hyddynnettiin myos koetulosten visualisoinnissa.

Merkitsevyystasoksi valittiin 5 %. Aineiston normaalijakautuneisuutta tutkittiin useimmiten
Shapiro-Wilkin testill& tarkasteltavien ryhmien pienen koon (n < 50) takia, mutta otoskoon
riittdessd myos Kolmogorov-Smirnovin testid kaytettiin. Mikali aineisto ei ollut normaalija-
kautunut, pyrittiin asia korjaamaan erilaisilla muunnoksilla. Korjaustoimenpiteet eivat kui-
tenkaan kertaakaan tuottaneet haluttua tulosta, silla aineisto oli usein kaksihuippuista. Myos-
kaan oikealle tai vasemmalle vinojen jakaumien korjaaminen ei ollut mielekasta, silla vaikka
aineistosta saatiin normaalijakauman mukainen, menetettiin usein suurin osa informaatiosta
aineiston luonteen vuoksi. Poikkeavia havaintoja etsittiin seka visuaalisesti etté tilastomate-
maattisin keinoin outliers —paketin Grubbsin testin avulla. Poikkeavat havainnot kasiteltiin

tapauskohtaisesti.

Mikali vasteet jakautuivat normaalisti, varianssien homogeenisuuden tutkimiseen kaytettiin
Bartlettin testid. Muutoin valittiin aineiston normaalisuusoletuksen suhteen robustimpi Le-
venen testi. Varsinainen tilastollinen tarkastelu suoritettiin datan lahtokohdista riippuen joko
ANOVA:lla (parametrinen testi useammalle riippumattomalle otokselle), Kruskall-Wallisin
H —testilla (parametriton testi useammalle riippumattomalle otokselle), Mann-Whitney U —
testilla (parametriton testi kahdelle riippumattomalle otokselle) tai Studentin t —testilla (pa-
rametrinen testi kahdelle riippumattomalle otokselle). Aineiston ei oleteta olevan normaalisti
jakautunut tai varianssien yhté suuria parametrittomia testeja kéytettéessa, mutta ne eivét ole
yhtd luotettavia kuin parametriset testit.

Levé- ja valobakteeridatan annos-vaste-mallit luotiin ja inhibitiokuvaajat piirrettiin vertailu-
aineiden osalta drc —paketin (Christian Ritz, Tanska) funktioita hyddyntaen. Kayttavaksi va-
littiin neliparametrinen log-logistinen malli, silla se kuvasi dataa parhaiten mahdollisia ne-
gatiivisen inhibition arvoja mukaillessaan. ECzo-, ECso- ja ECgo-arvot maériteltiin ED-funk-
tion avulla. Vesikirppudataa tutkittiin standardin (OECD 2004) ohjeistuksen mukaan probit-
analyysin avulla, silla selitettdva muuttuja oli bindarinen ja probit-mallin hannan on todettu
aikaisempien testien perusteella noudattavan logit-mallia paremmin tutkittavan muuttujan
jakaumaa. Myos vesikirppudata havainnollistettiin annos-vaste-kuvaajan avulla vertailuai-
neiden osalta. Jatevesindytteista mitattuja vasteita havainnollistettiin annos-vaste-kuvaajin

vain bioluminesenssin inhibitiotestin osalta. Muissa testeissa rinnakkaisten mittaustulosten
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vaihtelu oli useimmiten niin suurta, etta pylvasdiagrammit olivat datan visualisoinnin kan-

nalta havainnollisempia.
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3 TULOKSET

3.1 Akuutti toksisuustesti valobakteerilla

3,5-dikloorifenolin koesarjoista méaaritettiin ECso-arvoksi 2,43 + 0,16 mg/l ja ECgo-arvoksi
3,85 + 0,30 mg/l. Kromaatin (IV) koesarjoista maaritettiin ECxo-arvoksi 5,32 + 1,36 mg/l,
ECso-arvoksi 18,02 + 4,99 mg/l ja ECsgo-arvoksi 61,05 + 18,15 mg/I. Testitulokset olivat hy-
vaksyttavia, silla standardin (ISO 11348-3 2007) mukaan 3,5-dikloorifenolin tulisi aiheuttaa
20-80 % inhibitio pitoisuudessa 3,4 mg/l ja kaliumdikromaatin pitoisuudessa 18,7 mg/I.

Mittaustuloksia on havainnollistettu kuvassa 11.

Vaikka vasteen vaihtelu olikin varsin suurta yhdessé kaliumdikromaatin koesarjoista, ei loh-
kovaikutus ollut tilastollisesti merkitsevaa kumpaakaan kontrolliainetta tutkittaessa. Eri pi-
toisuuksien sen sijaan todettiin eroavan tilastollisesti erittdin merkitsevésti toisistaan. Koe-
sarjojen sisélld rinnakkaisten mittausten poikkeama vasteiden keskiarvosta oli yleensa alle
kolme prosenttia. Myds Hernando ym. (2006) ja Farré ym. (2006) totesivat bioluminesenssin
inhibitiotestin hyvén toistettavuuden. Tilastollisen tarkastelun tulokset ovat taulukossa 3,
missa lohkovaikutuksella tarkoitetaan mitatun vasteen eroja rinnakkaisten koesarjojen vé-
lilld ja pitoisuudella eri pitoisuuksien aiheuttaman vasteen valilla.

Taulukko 3. 3,5-dikloorifenolista ja kaliumdikromaatista valmistettujen koesarjojen aiheut-
taman bioluminesenssin inhibition tilastollisen tarkastelun (Kruskall-Wallisin H —testi) p-
arvot Aliivibrio fischeri —bakteerilla.

Selittdja ~ Lohko-  Pitoisuus
Yhdiste  vaikutus

3,5-DCP 0,325 < 0,001
K2Cr207 0,963 < 0,001
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Kuva 11. Annos-vaste-kuvaaja 3,5-dikloorifenolin (vas.) ja kaliumdikromaatin aiheutta-
masta bioluminesenssin inhibitiosta Aliivibrio fischeri —bakteerilla.

Valtaosan naytteista todettiin vain stimuloivan bioluminesenssia, ja yleinen trendi oli stimu-
laation kasvaminen nédytepitoisuuden kasvaessa (kuvat 12, 13 ja 14). Vain Klaukkalan kes-
kuspuhdistamon tuoreesta ndytteesta mitattiin pientd valontuotannon inhibitiota. Se oli myds

ainoa nayte, missa bioluminesenssin stimulaatio véheni testipitoisuuden kasvaessa.

Néaytteen pakastamisella ei havaittu olevan tilastollisesti merkittavia vaikutuksia. Pakastettu
Klaukkalan keskuspuhdistamon néytteen kuitenkin todettiin aiheuttavan painvastaisen vas-
teen kuin tuore néyte: bioluminesenssin stimulaation todettiin kasvavan ndytepitoisuuden
kasvaessa. Visuaalisesti tarkasteltuna rinnakkaisten koesarjojen vasteet pakastetusta nayt-
teestd vaikuttivat olevan aavistuksen yhdenmukaisempia kuin tuoreiden néytteiden koesar-
jojen. Naytteiden tilastollisen tarkastelun tulokset ovat taulukossa 4, missa tuoreena tutkit-
tujen naytteiden tulokset ovat rivilla tuore ja pakastettujen naytteiden tulokset rivilla pakas-
tettu. Pakastettujen ja tuoreiden naytteiden aiheuttamien vasteiden vertailu nékyy rivilla mo-

lemmat.
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Taulukko 4. Klaukkalan keskuspuhdistamon, Suomenojan puhdistamon ja Viikinmaen puh-
distamon naytteesta valmistettujen koesarjojen aiheuttaman bioluminesenssin inhibition ti-
lastollisen tarkastelun (Kruskall-Wallisin H —testi) p-arvot Aliivibrio fischeri —bakteerilla.

Klaukkala Suomenoja Viikinmaki
Selittaja Lohko-  Pitoisuus  Lohko- Lohko-  Pitoisuus
Néayte vaikutus vaikutus vaikutus
Tuore < 0,001 < 0,001 <0,05 < 0,001 < 0,001
Pakastettu < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
Molemmat  0,633° 0,1122 0,752°

# Mann-Whitney U —testi
b Studentin t —testi
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Kuva 12. Annos-vaste-kuvaaja Klaukkalan keskuspuhdistamon tuoreen (vas.) ja pakastetun
naytteen aiheuttamasta bioluminesenssin inhibitiosta Aliivibrio fischeri —bakteerilla.
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Kuva 13. Annos-vaste-kuvaaja Suomenojan puhdistamon tuoreen (vas.) ja pakastetun nayt-
teen aiheuttamasta bioluminesenssin inhibitiosta Aliivibrio fischeri —bakteerilla.
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Kuva 14. Annos-vaste-kuvaaja Viikinméen puhdistamon tuoreen (vas.) ja pakastetun nayt-
teen aiheuttamasta bioluminesenssin inhibitiosta Aliivibrio fischeri —bakteerilla.

3.2 Akuutti toksisuustesti vesikirpulla

Kromaatin (IV) koesarjoista madritettiin 24h ECso-arvoksi 1,13 £ 0,05 mg/l, 48h ECso-ar-
voksi 0,67 £ 0,01 mg/l, LOEC-arvoksi 0,50 mg/l ja NOEC-arvoksi 0,25 mg/l. ISO-standar-
din (ISO 6341 2012) mukaan kaliumdikromaatin 24h ECse-arvon tulisi olla 0,6-2,1 mg/l,
joten tulos saatu arvo oli standardin mukainen.

3,5-dikloorifenolin koesarjoista mééritettiin 24h ECsp-arvoksi 3,06 + 0,06 mg/I ja 48h ECso-
arvoksi 2,58 £ 0,17 mg/l. 48h ECso-arvo on samaa suuruusluokkaa kuin Zagorc-Konc¢an ym.

(2002) maarittaman arvon 2,8 mg/l kanssa. Pitoisuuksien valiset erot todettiin molempien
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kontrolliaineiden suhteen tilastollisesti erittdin merkitseviksi mutta lohkovaikutusta ei ha-
vaittu. Kontrolliaineiden tilastollisen tarkastelun tulokset ovat taulukossa 5, ja koedata on
havainnollistettu kuvassa 15.

Taulukko 5. 3,5-dikloorifenolista ja kaliumdikromaatista valmistettujen koesarjojen aiheut-
taman bioluminesenssin inhibition tilastollisen tarkastelun (Kruskall-Wallisin H —testi) p-
arvot Daphnia magna —vesikirpuilla.

Selittaja Lohko-  Pitoisuus
Yhdiste  vaikutus

3,5-DCP 0,897 <0,01
K2Cr207 0,987 <0,01

80
1
+ o

x4

60

Kuolleisuus (%)

40

20

T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 0.0 0.5 10 15 20 25

Pitoisuus (mg/T) Pitoisuus (mg/T)

Kuva 15. Annos-vaste-kuvaaja 3,5-dikloorifenolin (vas.) ja kaliumdikromaatin aiheutta-
masta kuolleisuudesta akuutissa toksisuustestissd Daphnia magna —vesikirpulla.

Ainoastaan Klaukkalan keskuspuhdistamon tuore ndyte aiheutti tilastollisesti merkitsevan
eron pitoisuuksien vélilla, ja Viikinmden puhdistamon tuore ndyte lohkovaikutuksessa.
Kuolleisuudessa ei havaittu selkead trendid naytepitoisuuden muuttuessa. Naytteen pakasta-
misella ei ollut tilastollisesti merkitseviad vaikutuksia vesikirpuilla suoritetussa lyhytaikai-
sessa toksisuustestissa. Naytteiden tilastollisen tarkastelun tulokset ovat taulukossa 6.

Koedata on havainnollistettu puhdistamokohtaisesti kuvissa 16, 17 ja 18.
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Taulukko 6. Klaukkalan keskuspuhdistamon, Suomenojan puhdistamon ja Viikinmaen puh-
distamon ndytteestd valmistettujen koesarjojen aiheuttaman kuolleisuuden tilastollisen tar-
kastelun (Kruskall-Wallisin H —testi) p-arvot Daphnia magna —vesikirpuilla.

Klaukkala Suomenoja Viikinmaki
Selittaja Lohko- Pitoisuus  Lohko- Pitoisuus Lohko-  Pitoisuus
Néayte vaikutus vaikutus vaikutus
Tuore 0,911 <0,05 1,000 0,141 <0,05 0,625
Pakastettu 0,967 0,392 0,662 0,436 0,329 0,740
Molemmat 0,468° 0,450* 0,144*

# Mann-Whitney U —testi
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Kuva 16. Klaukkalan keskuspuhdistamon tuoreen (vas.) ja pakastetun naytteen aiheuttama
kuolleisuus testipitoisuuksittain Daphnia magna —vesikirpulla. Vierekkaiset pylvaat kuvaa-

vat rinnakkaisia koesarjoja.
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Kuva 17. Suomenojan puhdistamon tuoreen (vas.) ja pakastetun ndytteen aiheuttama kuol-
leisuus testipitoisuuksittain Daphnia magna —vesikirpulla. Vierekkaiset pylvéaat kuvaavat
rinnakkaisia koesarjoja.

10 = .

Kuolleisuus (¥4)

o -
0 625 125 25 50 75 100 0 625 125 25 50 75 100

Pitoisius (%) Pitoisuus (%a)
Kuva 18. Viikinmden puhdistamon tuoreen (vas.) ja pakastetun naytteen aiheuttama kuollei-
suus testipitoisuuksittain Daphnia magna —vesikirpulla. Vierekkaiset pylvéaat kuvaavat rin-
nakkaisia koesarjoja.

3.3 Levakasvun inhibitiotesti

3,5-dikloorifenolin 72h ECso-arvoksi maaritettiin 4,50 + 0,17 mg/l. ECso-arvo osuu standar-
dissa (ISO 8692 2004) mé&éritellyn vaihteluvélin 3,38 + 1,30 mg/l ylaneljdnnekseen. Saatua
ECso-arvoa ei kuitenkaan voida pitaa taysin luotettavana, silla koeasetelmassa tutkitut pitoi-
suudet eivét aiheuttaneet kahta vastetta 10-90 %. Tilastollisessa tarkastelussa (Kruskall-
Wallisin H —testi) ei havaittu lohkovaikutusta (p = 0,728), mutta ero pitoisuuksien valisissa
vasteissa oli tilastollisesti erittdin merkitseva (p < 0,001). Mittaustuloksia on havainnollis-

tettu kuvassa 19.
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Kuva 19. Annos-vaste-kuvaaja 3,5-dikloorifenolin aiheuttamasta kasvun inhibitiosta Pseu-
dokirchneriella subcapitata —viherlevalla.

Yksi Klaukkalan keskuspuhdistamon tuoreesta nédytteestd valmistettu kuoppalevy tuhoutui
ennen kolmatta mittauspaivaa. Suomenojan puhdistamon naytteiden mittaustuloksista pai-
kannettiin kaksi poikkeavaa havaintoa. Tuoreesta ndytteestd mitattiin 40 % pitoisuudessa
noin -50 % inhibitio ja pakastetusta naytteesta 10 % pitoisuudessa noin -25 % inhibitio. Ky-
seiset havainnot nakyvat koedatan visualisoinnissa, mutta tilastollisessa tarkastelussa ne ja-
tettiin aineiston ulkopuolelle. Noin -25 % havainnon poistaminen muutti lohkovaikutuksen
tilastollisesti merkitsemattomaksi, mutta noin -50 % havainnon poistaminen ei vaikuttanut

tilastollisen tarkastelun tulokseen.

Suomenojan puhdistamon pakastetun naytteen lohko- ja pitoisuusvaikutuksia, ja Viikinméen
puhdistamon pakastetun naytteen lohkovaikutuksia lukuun ottamatta levakasvun inhibi-
tiotestissd havaittiin tilastollisesti merkitsevié eroja. Mitatut vasteet siis vaihtelivat niin koe-
sarjojen sisdisesti kuin eri testipitoisuuksien vélillakin. Naytteiden aiheuttama vaste vaihteli
noin 10 % levakasvun inhibitiosta miltei 50 % stimulaatioon. Suurimmassa osassa koesar-
joista havaittiin levakasvua stimuloivia vaikutuksia, mutta stimulaatiossa ei havaittua selvaa

trendid naytepitoisuuden muuttuessa.

Néytteen pakastamisen todettiin vaikuttaneen tilastollisesti erittdin merkitsevésti Suomen-
ojan ja Viikinm&en puhdistamojen ndytteista mitattuihin vasteisiin. Suomenojan ndytteessa
pakastaminen vahvisti suurempien pitoisuuksien aiheuttamaa inhibitiota, kun taas Viikin-
mden ndytteen havaittiin stimuloivan levakasvua enemmén kuin ennen pakastusta. Klauk-

kalan keskuspuhdistamon ndytteen aiheuttama vaste ei muuttunut tilastollisesti merkitsevasti
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pakastamisesta huolimatta. Naytteiden tilastollisen tarkastelun tulokset ovat taulukossa 7.
Puhdistamokohtaisia vasteita on havainnollistettu kuvissa 20, 21 ja 22.

Taulukko 7. Klaukkalan keskuspuhdistamon, Suomenojan puhdistamon ja Viikinmaen puh-
distamon naytteestd valmistettujen koesarjojen aiheuttaman kuolleisuuden tilastollisen tar-
kastelun (Kruskall-Wallisin H —testi) p-arvot Pseudokirchneriella subcapitata —viherlevalla.

Klaukkala Suomenoja Viikinmaki
Selittaja Lohko- Pitoisuus Lohko- Pitoisuus Lohko-  Pitoisuus
Néayte vaikutus vaikutus vaikutus
Tuore <0,001° <0,001° <0,001 <0,001 <0,001 <0,05
Pakastettu < 0,05 < 0,001 0,174% 0,0604% 0,6493* < 0,001
Molemmat 0,481° < 0,001° <0,001°

* ANOVA
® Mann-Whitney U —testi
¢ Studentin t —testi

ki |

220 - _

n
1

Inhibitio (%)

._.
=)
1

10 20 40 60 80 10 20 40 60 80
Pitoisums (%) Pitoisuus (%a)
Kuva 20. Klaukkalan keskuspuhdistamon tuoreen (vas.) ja pakastetun naytteen aiheuttaman
kasvun inhibition keskiarvot ja keskiarvon keskivirheet testipitoisuuksittain Pseudokirchne-
riella subcapitata —viherlevalla. Vierekkéiset pylvéaat kuvaavat rinnakkaisia koesarjoja.
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Kuva 21. Suomenojan puhdistamon tuoreen (vas.) ja pakastetun ndytteen aiheuttaman kas-
vun inhibition keskiarvot ja keskiarvon keskivirheet testipitoisuuksittain Pseudokirchne-

riella subcapitata —viherlevalla. Vierekkaiset pylvaat kuvaavat rinnakkaisia koesarjoja.
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Kuva 22. Viikinméen puhdistamon tuoreen (vas.) ja pakastetun naytteen aiheuttaman kasvun
inhibition keskiarvot ja keskiarvon keskivirheet testipitoisuuksittain Pseudokirchneriella

subcapitata —viherlevalla. Vierekkaiset pylvaat kuvaavat rinnakkaisia koesarjoja.
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4 TULOSTEN TARKASTELU

4.1 Kokeiden toistettavuus

Yhteista testituloksille oli vasteen jakautuminen epdnormaalisti muutamia levékasvun inhi-
bitiotesteja lukuun ottamatta. Mydskaan varianssit eivét aina olleet yhtd suuria. Tadman
vuoksi suurin osa tilastollisesti testauksesta tehtiin kéyttden parametrittomia tilastollisia tes-

teja.

Valtaosan naytteista havaittiin stimuloivan bioluminesenssia. Samanlaisia havaintoja ovat
tehneet myos Lundstrdm ym. (2010). Escher ym. (2008) totesivat Sveitsissa tekemisséén
tutkimuksissa, ettei puhdistetun yhdyskuntajateveden raakanéytteiden havaittu aiheuttavan
inhibitiota bakteerien bioluminesenssissa. Bioluminesenssin inhibitiotestissa rinnakkaisten
koesarjojen havaittiin eroavan tilastollisesti erittain merkittavasti kaikkien naytteiden osalta.
Koesarjojen sisalla rinnakkaisten mittausten keskiarvojen keskivirheet olivat kuitenkin ko-

keiden pienimmat, ja rinnakkaisten koesarjojen trendit samankaltaiset.

Toksisuustesteissa vesikirpulla merkitsevéaé lohkovaikutusta ei yht4 poikkeusta lukuun otta-
matta havaittu. Tuloksia on kuitenkin tarkasteltava kriittisesti, silla aineisto oli varsin sup-
pea, naytepitoisuuksien aiheuttama kuolleisuus oli 0-10 %, ja 10 % kuolleisuus nollakont-
rollissa hyvéksytaan myds standardissa (1ISO 6341 2012). Myoskaidn Mendonca ym. (2013)
eivat havainneet taydelliset puhdistusprosessit lapikdyneen yhdyskuntajateveden aiheutta-
van toksista vastetta vesikirpuille.

Jatevesinaytteiden havaittiin enimmakseen stimuloivan levékasvua. Puhdistetun yhdyskun-
tajateveden levakasvuun vaikuttamattomuudesta tai levakasvua stimuloivista vaikutuksista
on raportoitu aikaisemminkin (Lundstrom ym. 2010, Harbi ym. 2017). Testitulosten tilastol-
lisessa tarkastelussa havaittiin erittdin merkitsevia lohkovaikutuksia. Tulosten tulkinta on
kuitenkin ongelmallista, silld testissé kdytettava ravintoliuos on varsin niukka. Ravintoliu-
okseen verrattuna yhdyskuntajatevedet ovat ravinnerikkaita (Escher ym. 2008), ja talloin
néytteiden haittavaikutukset voivat peittyd. Naytteistd valmistettujen rinnakkaisten koesar-

jojen mittaustulosten vaihtelu oli suurinta levakasvun inhibitiotestissa.
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Laimennossarjoissa tutkittiin mahdollisimman suuria jatevesipitoisuuksia koeteknisien rajo-
jen puitteissa. Minkaénlaisia hyvéaksyttavan inhibition raja-arvoja puhdistetulle yhdyskunta-
jatevedelle ei ndiden kokeiden perusteella voida méarittaa, silla naytteet eivat juurikaan hai-
tallisia vaikutuksia aiheuttaneet. Naytteita tutkittiin karkeilla testeilla ja olettama oli, ettei
toksisuutta pitéisi suurissa madrin havaitakaan. Olisi huolestuttavaa mikéali esimerkiksi
ECso-arvojen méérittdminen olisi ollut mahdollista. On myos todettava, ettd mikaan kayte-
tyista testeistd ei sovi aktivoivien vaikutusten mittaamiseen. Tdma kyseenalaistaa toksisuus-
testien toistettavuuden tilastollisten vertailun mielekkyyden valobakteerien ja viherlevien
osalta. Vesikirpulla suoritettuja toksisuustestejd voidaan kuitenkin pitdd luotettavina, silla
vesikirppu on todettu aikaisemmissa toksisuustutkimuksissa valobakteeria (Fernandez-Alba
ym. 2001, Teodorovi¢ ym. 2009b) ja levia (Kuster ym. 2005) herkemmaksi koelajiksi.

4.2 Naytteiden sailytyksen vaikutukset

Néytteet olivat pakkasessa -20 °C:ssa 6—8 vuorokautta. Pakastamisen ei havaittu vaikuttavan
tilastollisesti merkittavasti jatevesinaytteiden aiheuttamiin vasteisiin kuin levakasvun inhi-
bitiotestissé. Librato ym. (2009) saivat samankaltaisia tuloksia osoittaessaan, ettei ndytteen
pakastamisella ollut vaikutusta simpukan alkioille aiheutuneeseen toksiseen vasteeseen. Tu-
los oli odotettavissa, sill& esimerkiksi Llorca ym. (2014) totesivat suurimman osan antibioo-
teista séilyvan hyvin ainakin yhden viikon ajan -20 °C:ssa pakastetussa naytteessa. Kirjalli-
suuskatsauksessa naytteiden pakastamisen -20 °C:een havaittiin sopivaksi sdilytystavaksi

my0s kemiallisia analyysej varten (McFarland ym. 1995).

Kuten jo aikaisemmin todettiin, on levétesti osoittautunut ravinteiden suhteen hyvin her-
kaksi. Liuenneiden epéorgaanisten ravinteiden on todettu sailyvéan useampia kuukausia, mi-
kali nayte jaadytetaan heti naytteenoton jalkeen ja varastoidaan -20 °C:ssa (Dore ym. 1996).
Tama ei kuitenkaan koske rehevoittavista vaikutuksistaan tunnettuja fosfaatteja (Chapman
& Mostert 1990). Kotlash & Chessman (1998) osoittivat vain vahén typpi- ja fosforiyhdis-
teitd sisaltaneiden ndytteiden koostumuksen muuttuvan suhteellisesti enemmaén kuin rik-
kaampien naytteiden, mikéali naytteité ei jd&hdytetd ja pakasteta nopeasti naytteenoton jal-
keen. Taten Klaukkalan ja Viikinméen puhdistamoiden naytteistd viela pakastamisen jal-

keenkin mitatut levékasvua stimuloivat vaikutukset eivét olleet yllattavia.
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4.3 Koejarjestelyjen arviointi

Vertailuaineiden vasteiden osuminen standardien mukaisiin vaihteluvaleihin osoitti koejar-
jestelyiden olleen yleisesti ottaen onnistuneita ainakin varsinaisten kokeiden osalta. Leva-
kasvun inhibition tutkimustulokset olisivat voineet olla hieman erilaisia, mikali kasvatus-
kaapin valaistusolosuhteet olisivat olleet kauttaaltaan standardin mukaiset vaikkakin jo va-
haisempikin valaistus sai levakontrollin solut kasvamaan standardin mukaisesti. Myos ver-
tailuaineella tehtyjen koesarjojen avulla mééritetty ECso-arvo olisi ollut luotettavampi, mi-
kali testeissa olisi ollut useampia suuria pitoisuuksia, silld tutkitut pitoisuudet eivat aiheut-
taneet standardin mukaisesti kahta 10-90 % inhibitiota. Lisaksi yksi levdkasvun inhibition

tutkimiseen kéytetty kuoppalevy jouduttiin hylkaamaan liiallisen laikkymisen takia.

Vesikirppujen akuutissa toksisuustestissa poikettiin suositellusta valorytmistd. Lampert
(1989) havaitsi valaistusolosuhteiden vaikuttavan vesikirppujen aktiivisuuteen: niiden todet-
tiin muun muassa siirtyvan lahemmaksi pintaa yon aikana ja pysyttelevan syvemmalla va-
loisaan aikaan. Mikéli vesikirput mieli saada lisaantymaan, auttoi pidempi valoisa aika ta-
han. Mikéli vesikirput ovat huomattavasti aktiivisempia valoisan aikaan, eivat ne valttamatta
altistuneet haitta-aineille yht& paljoa kuin standardin mukaisissa valaistusolosuhteissa. Va-
laistuksen liséksi my0s tarjolla olevan ravinnon méaarén on havaittu aktivoivan vesikirppuja
(Dodson ym. 1997). Kun yhden testin annettiin jatkua viikonlopun yli, havaittiin naytteille
altistettujen vesikirppujen kasvaneen suuremmiksi kontrolliastioissa kasvaneisiin verrat-
tuna. Taten voidaan olettaa ndytteessa olleiden ravinteiden aktivoineen vesikirppuja, ja sa-
malla kompensoineen valorytmin mahdollisesti aiheuttamaa passivoivaa vaikutusta. Koska
kyseessa oli staattinen koe, on mahdollista ettd varsinkin jatevesinaytteitéd tutkittaessa osa
vesikirpuille vahingollisista aineista oli painunut koemaljan pohjakerrokseen, jolloin vesi-
Kirput eivat valttamatta altistuneet niille kovinkaan paljoa. Liséksi yksi koeastia menetettiin
sen kaaduttua.

Néytteenoton ensimmaéinen vaihe tapahtui suositusten mukaan, mutta naytettd noudettaessa
el valttdmatta olisi kannattanut kayttaa erillisia muovikanistereita. Sen sijaan naytteet olisi
kannattanut pakata suoraan pienempiin muovipulloihin, sillda on mahdollista, etta kanisterei-
den seindmét adsorboivat osan haitallisista yhdisteistd. Myds ndytteiden séilyttamiseen kay-
tetyistd muovipulloista on saattanut liueta ylimaaraisia yhdisteita (Reimann ym. 2007). Pak-
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kaamalla ndytteet suoraan pienempiin muovipulloihin, olisi pakastettavien ndytteiden viilen-
tdminen voitu aloittaa esimerkiksi kuivajaan paalla heti jatevedenpuhdistamolla eik& vasta

reilun tunnin kuluttua ndytteenotosta laboratoriolle saavuttaessa.

Toksisuustestaus suoritettiin standardoituja menetelmié kayttaen. Koetulokset varsinkin ver-
tailuaineiden osalta vaikuttavat varsin tasalaatuisilta ja loogisilta. Taten virheldhteita on vai-
kea lahted hakemaan. Esimerkiksi levékasvun inhibitiotestissd kuoppalevyjen jokaisessa
kuopassa ei mittaustulosten perusteella ollut tdysin samaa maaraa nestettd, silla rinnakkaiset
kuopatkaan eivat olleet taysin identtisid. Tdma johtunee todennakdisemmin vaativaan labo-
ratoriotyGskentelyyn tottumattoman pipetointivirheista kuin biologisten testien luonnolli-

sesta vaihtelusta.
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5 JOHTOPAATOKSET

Tutkimustulokset osoittavat toksisuustestauksen soveltuvan suomalaisten puhdistettujen yh-
dyskuntajatevesien tutkimiseen. Rinnakkaisista koesarjoista mitatut vasteet olivat paéasiassa
samansuuntaisia. Suurinta vaihtelu oli levékasvun inhibitiotestissa. Naytteiden pakastami-
nen vaikutti tilastollisen tarkastelun perusteella sopivan séilytystavaksi ainakin valobaktee-
reilla ja vesikirpuilla toteutettaviin toksisuustesteihin. Haittavaikutuksia ei juurikaan ha-
vaittu, joten raja-arvoja puhdistetun yhdyskuntajateveden aiheuttamalle hyvaksyttavalle in-

hibitiolle ei ndiden kokeiden perusteella voitu méérittaa.

Lisatutkimuksille on kuitenkin tarvetta. Yhdyskuntajatevesien laadun ja mééran lisdksi myos
puhdistamojen kasittelyprosessit eroavat toisistaan. Taten tuleviin tutkimuksiin tulisikin va-
lita erilaisia puhdistusprosesseja hyodyntévia jatevedenpuhdistamoja, ja ndytteita olisi hyva
keraté vaikka kerran kuukaudessa. Téssé pro gradu —tyossa kaytettyjen menetelmien liséksi
naytteita tulisi tutkia ainakin kalan muna- ja poikastestilla ja mahdollisia hormonaalisia vai-
kutuksia indikoivalla testilla. Myds jatevesien siséltdmien ravinteiden vaikutuksia testitulok-
siin tulisi tutkia naytteitd konsentroimalla tai tekemalla kontrolliaineilla lisdyskokeita jate-

vesiin.
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LIHTTEET

Liite 1. Laimennossarjan valmistaminen 100 % jatevedesta akuutissa toksisuustestissa valo-
bakteerilla.

Laimennos tes- Laimennos, Nayte, 2 % NaCl-liuos,
tissd, (%) (%) (ml) (ml)

50 100 4,0 0,0
40 80 3,2 0,8
30 60 2,4 1,6
20 40 1,6 2,4
10 20 0,8 3,2
CTRL CTRL 0,0 4,0

Liite 2. Laimennossarjan liuosten valmistaminen 0,1 g/l 3,5-dikloorifenoliliuoksesta akuu-
tissa toksisuustestissé valobakteerilla.

Pitoisuus testissa, Pitoisuus, Kantaliuos, 2 % NaCl-liuos,
(mg/1) (mg/1) (u) (ml)

4,0 8,0 320 3,68

3,0 6,0 240 3,76

2,0 4,0 160 3,84

15 3,0 120 3,88

1,0 2,0 80 3,92

0,5 1,0 40 3,96
0,25 0,5 20 3,98
CTRL CTRL 0 4,00

0,1 g/1 3,5-DCP-liuos valmistettiin liuottamalla 0,010 g kiinte&d 3,5-DCP:a 100 ml:ksi 2 %
NaCl-liuosta.



Liite 3. Laimennossarjan liuosten valmistaminen 0,1 g/l kaliumdikromaattiliuoksesta akuu-
tissa toksisuustestissé valobakteerilla.

Cr%*pitoisuus Cr*pitoisuus, K2Cr?0’-pi- 1,0 g/l K2Cr?0’- 2 % NaCl,
testissa, (mg/l) (mg/l) toisuus, (mg/l)  kantaliuos, (ul)  (ml)
25,0 50,0 141,4 566 3,434
12,5 25,0 70,7 283 3,717
10,0 20,0 56,5 226 3,774
7,5 15,0 42,4 170 3,83
5,0 10,0 28,3 113 3,887
3,0 6,0 17,0 68 3,932
2,0 4,0 11,3 45 3,955
1,0 2,0 5,65 23 3,977
CTRL 0 0 0 4,0

1,0 g/l K2Cr207-livos valmistettiin livottamalla 0,1 g kiintedd K2Cr2O7:a 100 ml:ksi 2 %
NaCl-liuosta.

Liite 4. Laimennossarjan valmistaminen 100 % jatevedesta akuutissa toksisuustestissé vesi-
Kirpulla.

Laimennos, (%)  Nayte, (ml) Laimennusvesi, (ml)

100 10,00 0,00
75 7,50 2,50
50 5,00 5,00
25 2,50 7,50
12,5 1,25 8,75
6,25 0,65 9,35

CTRL 0,00 10,00




Liite 5. Laimennossarjan liuosten valmistaminen 0,1 g/l 3,5-dikloorifenoliliuoksesta akuu-
tissa toksisuustestissa vesikirpulla.

Pitoisuus, (mg/l)  Kantaliuos, (uI)  Laimennusvesi, (ml)

4,0 400 9,60
3,0 300 9,70
2,0 200 9,80
1,0 100 9,90
0,5 50 9,95
0,25 25 9,975
CTRL 0 10,00

0,1 g/1 3,5-DCP-liuos valmistettiin mittapullossa (200 + 0,15 ml EM Techcolor DIN A, Hir-
schmann, West Germany) liuottamalla 0,020 g kiinteda 3,5-DCP:a 200 ml:ksi keinotekoista
makeaa vettd mittapullossa.

Liite 6. Laimennossarjan liuosten valmistaminen 0,1 g/l kaliumdikromaattiliuoksesta akuu-
tissa toksisuustestissa vesikirpulla.

Pitoisuus, (mg/l)  Kantaliuos, (ul)  Laimennusvesi, (ml)

2,5 250 9,75
1,25 125 9,875
1,0 100 9,90
0,75 75 9,25
0,5 50 9,95
0,25 25 9,975
CTRL 0 10,00

0,1 g/l K2Cr207-liuos valmistettiin mittapullossa liuottamalla 0,020 g kiintedd K2Cr207:a 200
ml:ksi keinotekoista makeaa vetta.



Liite 7. Varastoliuosten 1 — 3 valmistaminen steriiliin ionivaihdettuun veteen levakasvun
inhibitiotestissa.

Varastoliuos 1 Varastoliuos 2 Varastoliuos 3

Ainesosa Maara Ainesosa Maara Ainesosa Maara
NH4CI 750 mg Hs3BO3 64 mg H3:BO3 185 mg
MgClo«6 HO  600mg NAEDTA-2H,O 100mg MnCl2+4 HO 415 mg
CaCl2+ 2 H20 900mg H20 1000 ml  ZnCl; 3mg
MgSOs«7H20 750 mg CoCl « 6 H.0 1,5mg
KH2PO4 80 mg CuClz » 2 H.0 0,01 mg
H20 500 ml H.O 1000 mi

Valmistetut varastoliuokset steriloitiin autoklavoimalla 15 minuuttia 121 °C:ssa ja jaettiin
10ml eriin Schott-putkiin.
Liite 8. Varastoliuoksen 4 valmistaminen steriiliin ionivaihdettuun veteen.

Ainesosa Maéra
NaHCO3 5000 mg
H.O 100 mli

Liuos steriilisuodatettiin 10 ml:n erissé steriileihin Schott-putkiin.

Liite 9. Laimennossarjan valmistaminen 100 % jatevesinaytteesta levakasvun inhibitiotes-
tissa.

Pitoisuus,  Pitoisuus levylld, Nayte, Steriili vesi,

(%) (%) (ml) (ml)

100 80 10,00 0,0
75 60 7,50 2,5
50 40 5,00 5,0
25 20 2,50 75

12,5 10 1,25 8,75




Liite 10. Laimennossarjan liuosten valmistaminen 0,1 g/1 3,5-dikloorifenoliliuoksesta levé-
kasvun inhibitiotestissé.

Pitoisuus,  Pitoisuus levylld, Kantaliuos, Steriili vesi,

(mg/1) (mg/l) () (ml)

10,0 8,0 1000 9,00
5,0 4,0 500 9,50
4,0 3.2 400 9,60
35 2.8 350 9,65
3,0 2,4 300 9,70
2,5 2,0 250 9,75
2,0 1,6 200 9,80
15 1,2 150 9,85

0,1 g/1 3,5-DCP-liuos valmistetaan liuottamalla 0,020 g kiinteda 3,5-DCP:a 200 ml:ksi ste-
riilid ionitonta vetta.



Liite 11. Kuoppalevyjen pipetointikaavio levakasvun inhibitiotestissa.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
H.O H.O0 H.O H.O HO H.0 HO0 H.O HO HO H.0 H20
HO 10% 10% 20% 20% 40% 40% 60% 60% 80% 80% H.O
H.O 10% 10% 20% 20% 40% 40% 60% 60% 80% 80% H.O
H.O 10% 10% 20% 20% 40% 40% 60% 60% 80% 80% H.O
HxO NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT HO
HO KT KT KT KT KT KT KT KT KT KT H0
H.O K K K K K K K K K K H.0
H|HO HO HO H.O HO HO0 HO0O H,O HO HO H.O H20

O M m g O w >

Néytteiden vahvuudet on merkitty taulukkoon prosentteina, ndytteen taustafluoresenssi-
kuopista kdytetddn lyhennettd NT, kontrollikuopista K ja kontrollin taustafluoresenssi-
kuopista KT.

Liite 12. Kuoppalevyjen pipetointitilavuudet (ul) levékasvun inhibitiotestissé.

B-D E F G
Néyte N.tausta K.tausta Kontrolli
Naytettd 240 240 - -
Ravintoliuosta | 30 30 30 30
H20 - 30 270 240
Levasiirrosta | 30 - - 30




