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TIIVISTELMA

Kaivostoiminnan aiheuttamat metallipdistdt ovat maailmanlaajuinen ympéristdongelma.
Kaivospiistojen takia metalleja piddsee luontoon ja elidstéon biosaatavassa vesiliukoisessa
muodossa kuten sulfaatteina tai klorideina. Nikkeli on bioakkumuloituva elidille
haitallinen metalli, jota kdytetddn teollisuuden raaka-aineena ympiri maailmaa. Téssd
tutkielmassa tarkasteltiin nikkelin kertymistd tdpldarapuun (Pacifastacus leniusculus)
laboratorio-olosuhteissa kahdella 14 vrk:n altistuskokeella eri nikkelialtistuspitoisuuksilla
kahdessa eri ldmpdtilassa (7 ja 17 °C). Eri testilimpdétiloilla pyrittiin selvittdiméén, onko
nikkelin kertyminen riippuvaista vaihtolimpdisen tdplidravun aineenvaihduntatasosta.
Kokeiden kontrollihavainnoista poikkeavia nikkelipitoisuuksia tdpldravuista otetuissa
ndytteissd havaittiin jo 0,01 ja 0,09 mg Ni I altistuspitoisuuksissa. Altistustasolla 7,7 mg
Ni 1" nikkelin kertyminen tiplirapuun oli huomattavaa, ja suurimmat nikkelipitoisuudet
mitattiin tdplidrapujen kiduksista. Limpdtilalla ei ollut tilastollisesti merkitsevid vaikutusta
taplaravun  kidusten, maksahaiman,  pyrstolihaksen, sukupuolirauhasen  ja
ruoansulatuskanavan nikkelikertymiin. Lidmpotilan vaikutuksen havaitsemista héiritsi suuri
rapuyksildiden vilinen vaihtelu nikkelin kertymisessd. Ravuille on my6s ominaista suuri
yksiloiden vilinen aineenvaihduntatason vaihtelu. Kokeiden perusteella nikkeli kertyy
nopeasti tidpldarapuun ja voi ndin bioakkumuloitua ravintoketjuissa trofiatasolta toiselle
varsinkin tilanteissa, joissa nikkelin ympéristopitoisuus on kohonnut luonnontilaiseen
ympdristopitoisuuteen nihden moninkertaiseksi.
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ABSTRACT

Metal emissions caused by industrial mining activities are a world-wide environmental
problem. In these emissions metals are often in the form of sulfide or chloride which are
readily bioavailable to biota. Nickel (Ni) is a hazardous metal for biota and it is used as a
raw material in metal industry world-wide. In this thesis Ni accumulation in signal crayfish
(Pacifastacus leniusculus) was studied with two 14-d experiments in different Ni exposure
concentrations and at two different water temperatures (7 ja 17 °C). The aim was to
compare Ni accumulation at two different water temperatures in order to examine if the
accumulation is dependent on the metabolic rate of an ectothermic invertebrate. Measured
Ni concentrations of signal crayfish differed from control treatment already at the exposure
concentrations 0.01 and 0.09 mg Ni 1. At 7.7 mg Ni I concentration nickel accumulation
in signal crayfish was high, and the highest concentrations were measured from the gill
samples. Ni concentrations of gills, hepatopancreas, digestive tract, tail muscle or gonad
did not differ statistically significantly between two temperatures. It is characteristic for
crayfish to have great variance in metabolic rate between individuals. Thus, the high
variance in Ni accumulation between the exposed crayfish individuals prevented the
observation of the temperature effect. Based on this study Ni accumulates rapidly in signal
crayfish and therefore can bioaccumulate from trophic level to another especially in
situations where nickel concentration greatly exceeds its typical background levels.
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1. JOHDANTO

Suomessa purovesien nikkelipitoisuus on ollut vuosina 1990, 1995, 2000 ja 2006
tehtyjen mittausten perusteella keskimérin vililld 0,41-0,70 pg 1" (Tenhola & Tarvainen
2008). Kaivostoiminta voi kuitenkin muuttaa nikkelin  ympéristopitoisuuksia
monikymmenkertaisiksi (Wright ym. 2015). Heindkuussa 2014 Harjavallassa Norilsk
Nickel Oy:n tehtaalla sattunut onnettomuus on tihdn mennessd Suomen suurin yksittdinen
nikkelipddstd, kun Kokemienjokeen piidsi laitevian takia jdtevettd, joka sisdlsi muun
muassa 66 tonnia nikkelisulfaattia (Anonyymi 2016b). Pdiston jilkeen korkein jokivedestd
mitattu nikkelipitoisuus oli yli 8 mg I"' (Anonyymi 2016b). Nikkeli sekoitti simpukoiden
kalsiumaineenvaihdunnan ja aiheutti toksisuudellaan suurta kuolleisuutta Kokeméenjoen
simpukkapopulaatioissa (Anonyymi 2016b). Nikkelin on havaittu toimivan elididen
kalsiumaineenvaihdunnassa vastavaikutteisesti ja tukkivan erityyppisid kalsiumkanavia
(McFarlane & Gilly 1998, Lee ym. 1999). Nikkelin haitallisuutta vesielidille,
biosaatavuutta ja toksisia vaikutusmekanismeja on tutkittu moniin muihin metalleihin
verrattuna vihidn (Keithly ym. 2004). Raskasmetallit, joihin nikkeli kuuluu, voivat kertyi
ravintoverkoissa aiheuttaen terveysriskin esimerkiksi monille vesieldimille ja ihmisille
(Desi ym. 1998). Biesenger & Christensen (1972) sekd Wong ym. (1993) ovat todenneet
nikkelin vaikuttavan haitallisesti useiden vesielidlajien selviytymiseen, kasvuun ja
lisdéntymiseen.

Bioindikaattori on elidlaji tai -ryhmé, jonka avulla voidaan tutkia erilaisia
bioindikaattorin elinympéristosséd tapahtuvia muutoksia, kuten saastumista. Ravut tdyttavit
Phillips & Rainbow (1993) ja Rainbow (1995) mukaan bioindikaattoreille mééritetyt
kriteerit. Ravut sopivat metallien ympdéristopitoisuuden bioindikaattoreiksi, koska ne
sietdvit metallikontaminaatioita hyvin (Chambers 1995, Alcorlo ym. 2006, Suarez-Serrano
ym. 2010) ja akkumuloivat metalleja elinympéristonsd pitoisuudesta sekd altistusajasta
riippuvaisesti (Schmitt ym. 2006, Allert ym. 2009). Lisdksi rapujen biomassa on tarpeeksi
suuri metallianalytiikkaan ja niiden pyydystdminen sekid tunnistaminen on helppoa. Pieni
elinalue saattaa tehdd ravuista alueellisesti tarkemman bioindikaattorin verrattuna kaloihin
(Kuklina ym. 2014).

Tépldrapu (Pacifastacus leniusculus) on tyypillinen viiledn veden rapulaji, joka
panostaa kasvuun ldmpimén veden aikoina. Tédpldrapu kasvaa parhaiten, kun kasvukauden
lampotila on 20-25 °C (Firkins & Holdich 1993), mutta se pystyy sopeutumaan jopa 33 °C
lampotilaan (Becker ym. 1975, Rutledge & Pritchard 1981). Veden lampétilalla on suora
vaikutus vaihtoldmpdisten vesielididen metaboliaan ja happitasoon (Viswanathan & Murti
1989). Vaihtoldmpoisilld ravuilla metaboliasta aiheutuva lammontuotto on vihdistd ja
ruumiin ldmmonjohtokyky korkea, ja siksi niiden ruumiinldmpétila noudattaa melko
tarkasti veden lampdétilaa (Lagerspetz & Vainio 2006). Rand & Petrocelli (1985) mukaan
biokemiallisten reaktioiden méadrd wusein kaksinkertaistuu vaihtolimpdisen elion
elimistossd, kun ldmpdtilaa nostetaan elion sietdmalld ldmpotila-alueella 10 °C.

Tédmidn tyon tavoitteena oli tutkia nikkelin kertymistd tdpldrapuun laboratorio-
olosuhteissa altistuspitoisuudeltaan Harjavallan nikkelipdaston kaltaisessa
altistustilanteessa ja selvittdid onko veden lampdétilalla vaikutusta nikkelin kertymiseen
tdplarapuun. Lisdksi tavoitteena oli vertailla tidplidrapujen kiduksiin, maksahaimaan,
ruoansulatuskanavaan, pyrstolihakseen ja sukupuolirauhaseen kertyneitd nikkelikuormia
sekd arvioida nikkelin ravintoverkkokertymisen potentiaalia tilanteissa, joissa nikkelin
ympiristopitoisuus kohoaa yli saastumattoman veden tason. Lampdtilavaikutuksen
odotettiin nikyvén tuloksissa ldmpotilan aiheuttaman aineenvaihduntavaikutuksen takia
siten, ettd tdpldrapuihin kertyisi enemmaén nikkelid 17 °C kuin 7 °C lampdétilassa. Nikkelin



on aiemmin raportoitu kertyvin heikosti valkoiseen lihaskudokseen (Alikhan & Zia 1989,
Anderson ym. 1997, Naqvi ym. 1998), joten pyrstolihakseen arveltiin kertyvédn nikkelid
vihiten.

2. TUTKIMUKSEN TAUSTA

2.1. Taplaravun elinkierron piirteet

Tépldravut pystyvit eliméddn laajalla ldmpotila-alueella ja siksi niitd on helppo
kiyttdad koelajina tutkimuksissa, joissa halutaan selvittidd lampotilan vaikutuksia tutkittuun
ilmioon. Tédplarapu kasvaa parhaiten, kun kasvukauden ldmpétila on 20-25 °C (Firkins &
Holdich 1993), mutta se pystyy sopeutumaan jopa 33 °C ldmpdétilaan (Becker ym. 1975,
Rutledge & Pritchard 1981). Rapujen lisdidntymisen kdynnistymistd sdételevit hormonit,
jotka aktivoituvat pdivdn pituuden ja veden ldmpotilan muutoksista (Dubé & Portelance
1992). Tépldaravut parittelevat Suomessa loppusyksylld lokakuun aikana (Savolainen ym.
1996), jolloin pintavesien lampotila on usein koko Suomessa alle 10 °C.

Ravut ovat herkkii veden happamuudelle. Happamuus voi aiheuttaa ravuille
vilitontd  kuolleisuutta,  vaikuttaa  haitallisesti ~ lisddntymiseen  ja  héiritd
kalsiumaineenvaihduntaa (France 1983). Héiriintynyt kalsiumaineenvaihdunta heikentdi
rapujen kuorta ja siten lisdd rapuihin kohdistuvan predaation ja kannibalismin riskid
(France 1987). Malley (2011) havaitsi Orconectes virilis -ravun kuoren kalkkeutumisen
olevan hitaampaa pH:ssa 5 kuin pH:ssa 6 tai 6,7, ja kalsiumin sisddnoton vihentyvin
pH:ssa 5,7 ja loppuvan kokonaan pH:ssa 4.

Tépldravut ovat ruoanhankinnassaan opportunistisia ja kaikkiruokaisia eli
omnivoreja. Siksi ne toimivat tidrkeind energian siirtdjind eri trofiatasojen vililld
virtavesien ja jarvien ravintoverkoissa (Momot ym. 1978, Goddard 1988, Guan & Wiles
1998). Masonin (1975) mukaan aikuinen tdpldrapu kéyttdda ravinnokseen 55 % enemmin
kasveja kuin nuori alle vuoden ikdinen tdpldrapu. Tdplidravut ovat myOs kannibaaleja.
Kannibalismin on todettu lisddntyvén tdpldrapujen koon kasvaessa (Guan & Wiles 1998).
Paastotuksen on raportoitu lisddvin rapujen aggressiivisuutta (Hazlett ym. 1975). Hazlett
ym. (1975) totesivat paastotettujen rapujen liikkuvan ruokittuja enemmén ensimmadisen
koeviikon aikana, mutta vihemmin toisen viikon aikana. Paastottamista vaativissa
tutkimuksissa on syytd huomioida mahdollinen paaston aiheuttama aggressiivisen
kayttdytymisen lisdéintyminen ja tidplirapujen taipumus kannibalismiin.

2.2. Taplaravun koko, kasvu ja aktiivisuus

Jatkuvasta kuoren sisilld tapahtuvasta pehmytkudosten kasvusta huolimatta, suurin
osa rapujen kasvusta tapahtuu sykéyksittdin kuorenvaihtojen yhteydessd (Lowery 1988;
Aiken & Waddy 1992, Ackefors ym. 1995). Mikili tdplarapujen kuorenvaihtoa halutaan
vilttdd kokeen aikana, kannattaa kokeeseen valikoida tdysikasvuisia rapuyksiloitd.
Ensimmadiselld kasvukaudellaan tidpldrapu saattaa vaihtaa kuortaan 11 kertaa (Mason
1963). Neljannestd ikdvuodesta eteenpdin tdpldrapu vaihtaa kuortaan useimmiten vain
kerran vuodessa (Shimizu & Goldman 1983). Lampétila, ruoan saatavuus (Lowery &
Holdich 1988) ja yksiloiden ikd (Shimizu & Goldman 1983) vaikuttavat tdplidrapujen
kuorenvaihtofrekvenssiin.

Téapldrapujen selkikilven maksimipituus on tyypillisesti 50—60 mm ja maksimipaino
60-110 g (Abrahamsson 1971, Flint 1975, Shimizu & Goldman 1983, Lewis & Horton
1997). Tidysikasvuisten tdpldrapujen elinmassat ovat siten tarpeeksi suuria aineiden



kertymisen elinkohtaiseen analysointiin. Tdssd tutkielmassa haluttiin arvioida nikkelin
kertymistd tdpldarapujen eri elimiin ja siksi kokeissa kiytettiin tdysikasvuisia rapuyksiloita
(kaikki ravut olivat yli 10 cm pitkid).

Pienen elinpiirin ansiosta tdpldrapujen voidaan ajatella ilmentédvén tarkasti juuri sen
lahiympériston tilaa, josta ne on pyydetty. Keski-Suomessa Karisjidrvelld toteutetussa
tutkimuksessa 75 % merkityistd tdpldravuista liikkui merkinndn jidlkeen alle 100 m
etdisyydelle vapautuspaikasta 15 kuukauden aikana (Kirjavainen & Westman 1999). Myos
virtavesiolosuhteissa tdpldrapu voi olla todella paikallinen. Berry Creek -joella
(Yhdysvallat, Oregonin osavaltio) tehdyissd merkintitutkimuksissa 147 tédplirapua
liikkkuivat vuodessa keskiméérin noin 50 m etdisyydelle vapautuspaikasta (Mason 1975).

Tutkijat ovat havainneet tédpldrapujen liikkuvan ravinnonhaussa (Abrahamsson
1983), etsiessddn uutta reviirid (Flint 1977, Abrahamsson 1983), pakoillessaan valoa
merkinndn ja vapauttamisen jidlkeen (Flint 1977) sekd lisddntymisaikana etsiessdédn
parittelukumppania (Abrahamsson 1983). Koska tédpldravut litkkuvat normaaleissa
olosuhteissa hyvin vihin, lyhytaikaisissa laboratoriokokeissa ei tarvita liikkumistiloiltaan
suuria altaita ravuille.

2.3. Téaplidravun soveltuvuus metallien kertymisen seurannassa

Ravut tdyttivit bioindikaattoreille maédritetyt kriteerit (Phillips & Rainbow 1993,
Rainbow 1995). Ravut voivat ilmentdd raskasmetallien méadrdd ympéristossd, koska
raskasmetallit kertyvit rapujen kudoksiin altistusajasta ja ympdéristopitoisuudesta
riippuvaisesti (Schmitt ym. 2006, Allert ym. 2009). Metallien kertymistéd rapuihin voidaan
tutkia  korkeissa altistuspitoisuuksissa, koska  ravut eivit ole  herkkia
metallikontaminaatioille (Chambers 1995, Alcorlo ym. 2006, Sudrez-Serrano ym. 2010).
Tépldravut ovat helposti tunnistettavia ja pyydystettdvid sekid erittdin paikallisia. Ravut
voivat olla paikallisuutensa ansiosta alueellisesti tarkempia bioindikaattoreita, kuin
esimerkiksi kalat (Kuklina ym. 2014). Ravuilla on melko yksinkertainen anatomia, ja
suurin osa niiden elimistd on massoiltaan suurehkoja, minké takia metallien kertymistd
pystytidin vertailemaan elimittdin helpommin ravuilla kuin esimerkiksi simpukoilla (Brittle
ym. 2016).

Ravuista siirtyy energiaa suoraan ravintoketjujen ylimmille trofiatasoille saakka.
Petokalat vaikuttavat saalistuksellaan makeanveden rapupopulaatioihin eniten, mutta ravut
voivat olla my0s tirked ravinnonlidhde esimerkiksi monille lintulajeille (Senra & Alés
1992) sekd nisdkkdille, kuten saukoille (Lutra lutra) (Delibes & Adrian 1987), minkeille
(Neovison vison) (Smal 1991) ja ihmisille. Tédpldrapu on Suomen kolmesta rapulajista
taloudellisesti merkittdvin. Vuodesta 2006 vuotuinen tdpldrapusaalis on ollut yli 75 %
kokonaisrapusaaliista (Anonyymi 2012). Ravustus liittyy enimmékseen vapaa-aikaan,
mutta tidpldrapu luokiteltiin kuitenkin vuonna 2010 ammattikalastajien kolmanneksi
tarkeimmaksi saalislajiksi Suomessa muikun (Coregonus albula) ja kuhan (Sander
lucioperca) jilkeen (Anonyymi 2012). Tdpldravun kautta kulkeva ravintoketju voi olla
todella lyhyt ja siksi tidpldrapu on hyddyllinen monitorointilaji.

Vesiympiristojen metallikontaminaatioiden biomonitoroinnissa tulisi  kdyttdd
monipuolisesti vesistdissi eldvid lajeja. Tapldrapu on sukunsa yleisin rapulaji maailmassa.
Yleisyytensd ja laajan levinneisyytensd takia tdpldravusta on olemassa paljon
tutkimustietoa (Lewis 2002). Siitd huolimatta nikkelin kertymisti tdpldrapuihin on tutkittu
todella vihin.



2.4. NikKkelin tuotanto ja esiintyminen ymparistossa

Nikkelin kédyttd ruostumattoman terdksen valmistuksessa kédynnisti nikkelin
tuotannon nopean kasvun maailmanlaajuisesti 1950-luvulla (Grundwell ym. 2011).
Tuotantomdird on noussut vuosien 1950-2010 vilisend aikana yli miljoonalla tonnilla
(Kuck 2010). Nikkelid louhitaan lateriittimalmista, josta saatavaa ferronikkelid kéytetdin
suoraan metallien valmistukseen, seki sulfidimalmista, josta jalostetulla korkealaatuisella
nikkelilld, voidaan esimerkiksi niklata tai virjitd metalleja (Grundwell ym. 2011).

Lateriittikaivoksia on ldhinnd trooppisilla alueilla kuten Filippiineilld ja Indonesiassa
sekd Eteld-Afrikassa. Sulfidikaivoksia on pddasiassa Kanadan pohjoisosissa ja Siperiassa.
Vaikka nikkelid esiintyy vain tietyissd paikoissa, sitd hyddynnetdén teollisuuden raaka-
aineena ympéri maailmaa. Esimerkiksi Afrikassa ja Australiassa louhittua nikkelid on
kuljetettu jalostettavaksi Suomeen ja Kiinaan. (Grundwell ym. 2011).

Nikkelid on normaalisti vesistdissdé hyvin pienind pitoisuuksina. Tenhola &
Tarvainen (2008) seurasivat purovesien nikkelipitoisuuksia Suomessa vuosina 1990, 1995,
2000 ja 2006. Suurin purovedestd mitattu nikkelipitoisuus oli vuoden 2000 mittauksissa
0,70 pg 1! purovetti. Kaikkien seurantavuosien keskimsiriiset nikkelipitoisuudet
vaihtelivat vililli 0,41-0,70 pg 1" purovetti. Kaivostoiminta voi kuitenkin muuttaa
nikkelin ympéristopitoisuuksia vesiekosysteemeissd monikymmenkertaisiksi (Wright ym.
2015). Teollisuuden péidstdjen mukana metallit voivat pddtyd luontoon ja elidstoon
biosaatavassa muodossa, kuten erittdin vesiliukoisina sulfaatteina tai klorideina (Wase &
Forster 1997).

2.5. Veden Limpdtilan vaikutukset nikkelin kudoskertymiseen

Veden lampdétila vesistdissd muuttuu lihinnd vuodenaikojen vaihtelun, mutta myos
ilmastonmuutoksen takia ja siksi erilaisten limpotilojen vaikutusta aineiden kertymiseen ja
haitallisuuteen on mielekéstd tutkia. Koska vaihtoldmpdisilld ravuilla aineenvaihdunnasta
johtuva ldmmontuotto on vihdistd ja ruumiin ldmmonjohtokyky korkea, niiden
ruumiinldmpdtila noudattaa melko tarkasti veden lampdétilaa (Lagerspetz & Vainio 2006).
Siksi veden lampdétilalla on havaittu olevan suora vaikutus vaihtoldimpdisten vesielididen
aineenvaihdunta- ja happitasoon (Viswanathan & Murti 1989).

Vesieliot muuttuvat usein aktiivisemmiksi, kun veden ldmpdotila nousee niiden
sietdimédlld ldmpotila-alueella. Lampdotilan ja aktiivisuustason noustessa vedenkierto
hengityselinten ja ruoansulatuskanavan ldpi lisdédntyy, jolloin kaikkien (tarpeellisten ja
haitallisten) aineiden sisddnottomiédrd voi kasvaa, ja haitallisten aineiden kertyminen
kudoksiin  saattaa lisddntyd (Hutchins ym. 1996a). Lidmpotilan aiheuttamat
aineenvaihdunnalliset vaikutukset vaihtolimpdéisissd vesielidissd, kuten ravuissa, voivat
muuttaa haitallisten aineiden kertymismiidrdd koko vesielioyhteisoon (Hutchins ym.
1996b).

3. AINEISTO JA MENETELMAT

3.1. Koejérjestelyt

Kokeissa kiéytetyt tdpldravut (Pasifastacus leniusculus) pyydettiin Vesantojarvesti
(Vesanto, ETRS-TM35FIN-tasokoordinaatisto: noin N6974, E4763) syyskuussa 2015.
Rapuja sopeutettiin Jyvéskyldn yliopiston laboratorio-olosuhteisiin kahdessa altaassa 17 °C
porakaivovedessd kuusi viikkoa, minkd jidlkeen suoritettiin esikoe pitoisuusalueen
testaamiseksi. Esikokeen aloituksen jéilkeen toisen ylldpitoaltaan veden lampétila laskettiin



1 °C péivassd 17 °C:sta noin 12 °C:een. Rapuja sopeutettiin alempaan lampotilaan kaksi
viikkoa. Ylldpitoaltaissa rapuja ruokittiin kalalla, kalanrehulla ja perunalla.

Muiden metallijidmien poistamiseksi kaikki kokeissa kdytetty lasivélineisto liotettiin
hapossa (10 % HNO;3) vihintddn kuuden tunnin ajan. Liotuksen jdlkeen vélineisto
huuhdeltiin ultrapuhtaalla vedelld ennen kiytt6d. Akvaariot ja niiden lasikannet seki
muoviset saavit pestiin astianpesuaineella ja huuhdeltiin vesijohtovedelld. Pesun jédlkeen
akvaarioita liotettiin vesijohtovedessd noin 24 tuntia. Preparointivilineisto ja lampOmittari
desinfioitiin asetonilla ja alkoholilla ennen jokaista kdyttokertaa.

Kidevedellisestd nikkelikloridiheksahydraatista (NiCl, x 6H,O, puhtaus > 95 %,
Sigma Aldrich) ja ultrapuhtaasta vedestid (SG Euro-60 Reverse Osmosis system, toimittaja
HyXo Oy) valmistettiin esikoetta varten kolme kantaliuosta, joita laimentamalla
tavoiteltiin altistusvesien nikkelipitoisuuksia 0,1 mg 1', 1 mg 1" ja 10 mg 1"
Liampotilakoetta varten valmistettiin - 250 ml kantaliuosta, jonka tavoitteellinen
nikkelipitoisuus oli 8,8 g I'"". Altistusvesi (tavoitepitoisuus 8 mg Ni I"") tehtiin 30 1 saaviin
pipetoimalla lasipipetilld 20 ml:aa kantaliuosta 22 l:aan porakaivovettd. Porakaivoveden
midrd mitattiin 5 ja 2 L:n mittapulloilla. Vettd sekoitettiin lasisauvalla. Kontrolliveteen
pipetoitiin edelld mainitussa suhteessa (20 ml / 22 1 porakaivovettd) ultrapuhdasta vetti
kantaliuoksen sijaan.

Kokeissa kéytetty porakaivovesi kidy ldapi vedenkisittelyjirjestelmén, jolla vedestd
poistetaan pddasiassa siind esiintyvdd mangaania ja rautaa. Porakaivosta ldhdettydin vesi
kulkee esisuodattimen lépi, jonka jidlkeen se kulkee paisuntasiilioon. Mangaania ja rautaa
suodatetaan vedestd suolaelvytteisesti ioninvaihtoon perustuen. Ioninvaihdon jilkeen
porakaivovesi kulkee vield kalkkikivisuodattimien ldpi ja pddtyy lopulta kylmi- ja
lamminvesisdilidihin, joista vettd johdetaan allashuoneisiin.

Ennen esikokeen alkua vesien pH sédddettiin natriumhydroksidilla neutraaliksi (pH
7). Lampotilakokeessa vesien pH:ta ei sdddetty. Ladmpotilakokeessa kylmidd huonetta
varten valmistetut vedet siirrettiin huoneeseen vedenvaihtoa edeltivdnid piivind, jotta
uuden veden ldmpotila ehti laskea huoneen lampétilan tasolle. Nikkelid kisiteltiin
suljetussa tilassa. Kisiteltdessd kiytettiln kaasuja suodattavaa puolinaamaria ja
suojavaatetusta.

Kontaminaatioiden vélttdmiseksi kontrolli- ja altistusakvaarioiden vilille jétettiin
tarpeeksi tilaa. Akvaarioiden vilille asetettiin pahviset nidkoesteet. Ilmastussysteemi
rakennettiin ilmapumppuun liitetysté silikoniletkusta. [lma johdettiin pédéletkusta jokaiseen
akvaarioon erikseen neulan, silikoniletkupitkin ja lasipipetin yhdistelmilld. Valot
sdddettiin ajastimella kummassakin kokeessa 8 h valoa 16 h pimedi -valorytmiin. Valon
intensiteetti akvaarioiden veden pinnan tasolla oli ennen kokeita tehtyjen mittausten
perusteella 80-90 Ix.

3.2. Kokeiden toteutus

Esikokeen tarkoituksena oli selvittdd milld altistuspitoisuudella saavutetaan
analytiikalle (ICP-MS) riittdvd nikkelikertymé tdpldaravun kudoksiin. Esikoe aloitettiin
22.10.2015 (-1 / 14 wvrk) yhdessi huoneessa ja lampdétilassa, kolmella eri
altistuspitoisuuskasittelylld ja yhdelld kontrollikésittelylld (3 rapua ja akvaariota kussakin
kisittelyssd). Varsinainen ldmpdotilavaikutuskoe aloitettiin - ldmpimédssd  huoneessa
22.11.2015 (-1 / 14 vrk) ja kylmissd huoneessa pdivdd myohemmin. Limpotilakokeessa
kummassakin koehuoneessa oli 8 akvaariota, joista puolet oli kontrolleja (0 mg Ni I'") ja
puolet altistuskasittelyitd (8 mg Ni I™). Kokeiden alkaessa kaikkiin akvaarioihin kaadettiin
5 1 vettd ja ilmastus kdynnistettiin. Seuraavana pdivand (0 / 14 vrk) tidpldaravut poimittiin
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haavilla ylldpitoaltaista siten, ettd satunnaisesti valittu rapu pyydystettiin pakoilusta
huolimatta. Tdplidravut punnittiin ja niiltd mitattiin selkédkilven suurin leveys tyontomitalla
sekd kokonaispituus mitalla ravun otsapiikistd (rostrum) yhteen puristetun pyrston
uloimpaan kohtaan asti. Mittausten jidlkeen ravut laitettiiln omiin akvaarioihinsa
porrastetusti kokeiden lopettamiseen kuluva aika huomioituna, jotta rapujen altistusaika
olisi aina mahdollisimman sama.

Vettd vaihdettiin akvaarioiden 5 I:n kokonaistilavuudesta 2,5 1 péivind 1, 2, 4, 6, 8,
10 ja 12 kummassakin kokeessa, jotta nikkelipitoisuus pysyisi mahdollisimman tasaisena.
Vedenvaihtojen yhteydessa kiytetyistd vesistd sekd uudesta vedesté otettiin happopestyihin
LDPE (low density -polyeteeni) -nidytepulloihin noin 100 ml:n vesindytteet, jotka
kestdavoitiin 1 ml:lla typpihappoa (vikevyys 67-69 %, Romil-SpA H566, Romil Ltd).
Uusista ja vanhoista vesistd otettiin suodattamattomia ja suodatettuja naytteitd.
Suodatettuja ndytteitd otettiin ennen molempien kokeiden alkua ja kokeiden aikana
muutamien vedenvaihtojen yhteydessd nikkelikloridin vesiliukoisuuden arvioimiseksi.
Liukoisen pitoisuuden médritystd varten otetut nidytteet suodatettiin ndytepulloihin
ruiskusuodattimen (0,45 pum, Whatman GD / XP) lapi. Kaikki nidytteet sdilottiin pimedssa
kylmédhuoneessa (46 °C), kunnes niytteet pakattiin kylmédlaukkuihin ja ldhetettiin
analysoitavaksi Kokeméenjoen vesiston vesiensuojeluyhdistyksen (KVVY ry.)
akkreditoituun laboratorioon, jossa jokaisesta vesindytteestd mdiiritettiin nikkelipitoisuus
induktiivisesti kytketylld plasmamassaspektrometri (ICP-MS) ja induktiivisesti kytketylld
optisella plasmaemissiospektrometri (ICP-OES) -laitteilla. Molempien kokeiden alussa
otetuista vesindytteistd mdadritettiin nikkelipitoisuuden lisdksi magnesiumin, mangaanin,
raudan, kuparin, kaliumin, kalsiumin ja natriumin pitoisuudet (Liite 1).

Vanhoista kiytetyistd vesistd, satunnaisista akvaarioista otettiln myos vesindytteet
erillisiin dekantterilaseihin pdivind 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12 ja 14 ja ndytteistd mitattiin veden
happipitoisuus (YSI ProODO, YSI Ltd) ja pH (VWR pHenomenal pH 1000 L, VWR
International). Veden ldmpotilaa tarkkailtiin ldpi kokeiden mittaamalla lampotila mittarilla
suoraan satunnaisesti valitusta akvaariosta. Molemmissa kokeissa mitattiin myos
ammoniumionin (NH,") miird joka toisena vedenvaihtopiivinid dekantterilaseihin
otetuista vesindytteistd. Esikokeen lopussa otettiin myos vesindyte veteen liuenneen
orgaanisen hiilen (DOC) pitoisuuden méirittimiseksi.

Rapuja ruokittiin kokeiden aikana yhden kerran kokeen seitsemintend péivéna.
Jokaiseen akvaarioon laitettiin esikokeessa kaksi rehupellettia (Hercules LP OPTI, Raisio
Oyj), jolloin annostaso + S.D. oli 11,2 + 1,8 mg g'l. Varsinaisessa ldmpotilakokeessa
pellettien méddrd pudotettiin  yhteen per akvaario, jolloin annostaso puoliintui.
Syomittomiksi jadneet rehupelletit poistettiin akvaarioista lappoimulla seuraavana piivina
vedenvaihdon yhteydessa.

Kokeet lopetettiin 14 vrk:n altistusajan jidlkeen porrastetusti Anna Karjalaisen kanssa
tyoskennellen parityoskentelyyn suunnitellun aikataulun mukaisesti. Ravut nostettiin
akvaarioista kaksi kerrallaan erillisiin astioihin puhtaaseen veteen. Ravut punnittiin ja niiltd
mitattiin pituus mitalla sekd selkikilven leveys tyontomitalla. Ravuilta otettiin myos
hemolymfa-ndytteet pyrstolihaksen keskiosasta ventraalipinnalta Eppendorf-putkiin
mahdollisia tulevia analyysejd varten. Hemolymfa-ndytteet pakastettiin (-18 °C)
valittdmasti nidytteenoton jilkeen.

Mittausten ja verindytteenoton jidlkeen ravut lopetettiin 30 min pakastuksella (-18
°C). Lopetuksen jidlkeen tdpldravuilta preparoitiin kidukset, ruoansulatuskanava,
maksahaima, sukupuolirauhanen ja pyrstolihas erillisiin Minigrip-pusseihin, jotka oli
etukdteen tyhjdpunnittu. Sydinlihaksista tehtiin  syddmen pienen massan takia
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kisittelyryhmékohtainen kokoomandyte. Néytteet punnittiin (Mettler-Toledo AG204,
Mettler-Toledo Ltd) ja siilottiin erillisissd pusseissaan pakastimessa (-18 °C). Kidus-,
ruoansulatuskanava-, pyrstolihas-, maksahaima-, sukupuolirauhas- ja sydidnlihasnidytteet
lahetettiin ~ (yksi  ldhetys  viikossa) analysoitavaksi ~ Kokemienjoen  vesiston
vesiensuojeluyhdistykselle pakastettuina kylmailaukuissa. Néaytteistd mdadritettiin kuiva-
aineosuudet sekd nikkelipitoisuudet ICP-MS ja ICP-OES -laitteilla KVVY:n
akkreditoiduilla menetelmilld. Esikokeessa néytteistd maidritettiin nikkelipitoisuuden
lisdksi natriumin, kalsiumin, kaliumin, magnesiumin, raudan, kuparin, arseenin, lyijyn,
alumiinin, mangaanin ja sinkin pitoisuudet (Liite 2).

3.3. Kokeiden seuranta

Esikokeen ravuista 6 oli naaraita ja 6 koiraita. Lampotilakokeessa molemmissa
kontrolliryhmissé oli 1 naaras ja loput 14 rapua olivat koiraita. Lampdétilakokeessa rapujen
keskipituus + S.D. oli ennen koetta tehtyjen mittausten perusteella 114 + 6 mm,
selkékilven keskileveys + S.D. oli 29 + 2 mm ja rapujen keskipaino + S.D. oli 55,7 £ 11,3

g.
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Kuva 1. Lampotilakokeen aikana vedenvaihtopdivind tehtyjen pH-mittausten keskiarvot + S.E.
(pylvdit, n = 2 / kisittely / vrk) ja happipitoisuusmittausten keskiarvot — S.E. (merkit, n = 2 /
kisittely / vrk) kasittelyryhmittdin (LV k = ldmpimén veden kontrolliryhmé, KV k = kylmin veden
kontrolliryhmi, LV a = lampimén veden altistusryhmi ja KV a = kylmén veden altistusryhmi).
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Esikoe tehtiin yhdessd koehuoneessa, josta mitattujen veden ldmpotilojen (n = 5)
keskiarvo £ S.D. oli 17,4 + 0,1 °C. Lampotilakokeessa tipldrapuja pidettiin kahdessa
koehuoneessa, joihin sdddettiin eri huoneldmpdtilat. Limpotilakokeen aikana tehtyjen
veden ldmpdtilamittausten (n = 12 / huone) keskiarvot + S.D. olivat 17,3 + 0,1 °C ja 6,7
0,3 °C.

Esikokeessa happipitoisuusmittausten (n = 22) hapen kylldisyysasteen keskiarvo +
S.D. oli 102,2 £ 6,7 % ja pH-mittausten (n = 26) keskiarvo + S.D. oli 7,57 £ 0,14 (Kuva 2).
Liampotilakokeen aikana tehtyjen happipitoisuusmittausten (n = 32 / lampotila) perusteella
hapen kylldisyysasteen keskiarvo + S.D. oli kylméssi vedessd 93,1 + 4,6 % ja limpiméssa
vedessd 69,7 + 10,1 % ja pH-mittausten (n = 32 / lampdétila) keskiarvo £ S.D. oli kylméssa
vedessd 6,64 + 0,07 ja ldimpiméssd vedessd 6,65 + 0,09 (Kuva 1).

Ilmastus sdddettiin 1dmpotilakokeessa letkunkiristimien avulla hyvin pienelle
tehokkuudelle, koska esikokeessa havaittiin hapen ylikylldstyneisyyden aiheuttavan pH:n
nousua. Esikokeen kuudentena pidivdnd ilmastustehokkuutta pienennettiin, mikd nikyi
hapen kylldisyysasteen laskuna alle sadan prosentin ja pH:n laskuna ldhemmés neutraalia
kahdeksannen pidivan mittauksissa. Ilmastus kuitenkin tehostui esikokeen lopussa
uudelleen, koska letkunkiristimet eivdt pysyneet sdddetylld kireydelld ja hapen
kylldisyysaste nousi jélleen yli sadan prosentin ja pH kasvoi. (Kuva 2).
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Kuva 2. Esikokeen aikana vedenvaihtopidivini tehtyjen pH- ja happipitoisuusmittausten tulokset (1
mittaus / kisittelyryhmd / vrk) késittelyryhmittdin (k = kontrolliryhmd, a 1 = altistusryhma 0,1
mg NiI"' ja a 2 = altistusryhmé 10 mg Ni I™").

Lampdotilakokeessa kiytetyistd vesistd otettujen suodattamattomien nidytteiden (n =
24 / ryhmd) kokonaisnikkelipitoisuuksien keskiarvot + S.D. olivat lampimidn veden
altistusryhmiissi 7,67 + 0,11 mg I ja kylmin veden altistusryhmissd 7,66 + 0,11 mg 1"
Kéayttimattomistd vesistd otettujen suodattamattomien ndytteiden (n = 5 / ryhmaé)
kokonaisnikkelipitoisuuksien keskiarvot + S.D. olivat limpimén veden altistusryhmissi
7,76 £ 0,09 mg I ja kylmédn veden altistusryhmassd 7,74 + 0,05 mg I"". Kaikissa
kontrolliryhmien vesindytteissd kokonaisnikkelipitoisuus alitti midritystarkkuuden alarajan
0,004 mg I"'. Esikokeen perusteella suodatettujen nidytteiden nikkelipitoisuudet olivat
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keskimédrin 98,5 % suodattamattomien nidytteiden nikkelipitoisuuksista, joten kokeissa
kiytetyn nikkelikloridin voitiin olettaa olevan niissd koeolosuhteissa ldhes tdysin veteen
liukenevaa.

Molemmissa kokeissa maédritettiin nikkelin lisdksi natriumin, kaliumin, kalsiumin,
magnesiumin, raudan ja mangaanin pitoisuudet kokeissa kiytetystd porakaivovedestid
(Liite 1). Esikokeen alussa porakaivovedestd mddritettiin my0s rikin, sinkin, strontiumin,
lyijyn, alumiinin, arseenin ja kadmiumin pitoisuudet (Liite 1). Lampdtilakokeen alussa
otettujen suodatettujen vesindytteiden perusteella kokeissa kiytetty porakaivovesi sisilsi
vesiliukoisena 40 mg 1! natriumia, 0,69 mg 1! kaliumia, 0,63 mg 1! kalsiumia, 0,05 mg 1!
magnesiumia, 0,0018 mg 1" rautaa ja < 1 ug I mangaania.

3.4. Aineiston Kisittely

Tilastollisissa analyyseissd kdytettiin aineistona tidplidravuista preparoitujen elin- ja
kudosniytteiden nikkelipitoisuuksia mg kg'1 tuore- ja kuivamassaa. Tuoremassoina
kiaytettiin kokeiden jdlkeen Jyviskylidn yliopistolla tehdyistd punnituksista saatuja tuloksia.
Néytteiden kuivamassat (ng,) laskettiin tuoremassojen ja Kokemienjoen vesiston
vesiensuojeluyhdistykselld tehtyjen miiritysten kuiva-ainepitoisuustietojen perusteella
yhtilolla

Nim = Nka% X N,

jossa ny, = ndytteen kuivamassa, ni,q = niytteen kuiva-ainepitoisuus ja n,, = niytteen
tuoremassa.

Altistus- ja lampotilakésittelyiden vaikutusta ravuista otettujen néytteiden
nikkelikertymiin (mg kg niytteiden tuore- ja kuivamassaa) tutkittiin kaksisuuntaisella
varianssianalyysilld. Varianssianalyysilld arvioidaan yhden tai useamman riippumattoman
muuttujan vaikutusta riippuvaan muuttujaan vertailemalla perusjoukkojen odotusarvojen
yhtdasuuruutta. Ryhmittelymuuttujina olivat lampotilakésittely (7 ja 17 °C) ja
nikkelialtistuskésittely (kontrolli ja nikkelialtistus). Selittdavind muuttujina kéytettiin
ndytteiden nikkelipitoisuuksia mg kg'1 tuore- ja kuivamassaa. Kaksisuuntaisen
varianssianalyysin  oletuksiin ~ kuuluu  vertailtavien ryhmien riippumattomuus,
vastemuuttujan normaalijakautuneisuus ja varianssien yhtdsuuruus. Nikkelipitoisuuksille
tehtiin logaritmimuunnos, koska se lisdsi vasteen homoskedastisuutta (varianssien
yhtisuuruutta) késittelyryhmien vililla.

Nikkelikuormien vertailemiseksi eri kudosten vélilld aineistosta laskettiin jokaiselle
rapuyksilolle ndytteiden massaosuuksilla painotettu nikkelipitoisuus ja viiden ndytteen
kokonaisnikkelipitoisuus mg:na kuivamassa- ja tuoremassakilogrammaa kohti. Naytteiden
kokonaismassa (m.¢) laskettiin kaavalla

Miok = Miidys + Mysk + Mpp + Myipgs + NMp,

jossa my;qus = kidusten massa, m,q = ruoansulatuskanavan massa, m;, = maksahaiman
massa, Mypes = pyrstolihaksen massa ja mg = sukupuolirauhasen massa. Néiytteiden
massaosuudet kokonaismassasta (a,) saatiin kiayttimalld kaavaa

Oy = Ny + Mok,

jossa m, = nidytteen massa. Massaosuuksien avulla pystyttiin laskemaan
niytekohtaiset nikkelipitoisuudet ja siten myos viiden ndytteen kokonaisnikkelipitoisuus
(Nikor) yhtﬁlﬁllé

Nikok = Okidus X Nikidus + Olysk X Nirsk + Ohp X Nihp + Olihas X Nilihas + AUsp X Nispa
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jossa Ni = nikkelipitoisuus (mg kg) ja parametreji selittivit alaindeksit tulkitaan
samoin kuin ylli olevissa kaavoissa.

Yhdelld nikkelille altistetulla ravulla havaittiin preparoinnin aikana toisessa
kiduksessa runsaasti kuollutta tummunutta kudosta, mutta niytteeseen paitettiin kuitenkin
poimia koko elin. Tdmé todennékdisesti aiheutti yli kymmenkertaisen nikkelimiéirdn ravun
kidusniytteessd verrattuna muihin saman késittelyryhmin kidusniytteiden tuloksiin ja siksi
tamad havainto poistettiin aineistosta. Liséksi aineistosta poistettiin yhden nikkelille
altistetun ravun sukupuolirauhasen havainto, koska sen nikkelipitoisuus oli moninkertainen
muiden  sukupuolirauhashavaintoihin  verrattuna. Tdmédn hyvin  todennékdisen
virhehavainnon virheldhdettd el tiedetd. Kontrolliryhmissa oli useita
nikkelipitoisuushavaintoja, jotka alittivat miritystarkkuuden alarajan 0,05 mg kg™.
Nédiden havaintojen kohdalle arvottiin luvut tasajakaumasta 0,0001 ja 0,05 vililti.
Niytteiden kuivamassaan suhteutetusta aineistosta jouduttiin jattdmididn pois kaksi
kontrolliryhmin havaintoa, koska nikkelipitoisuuksien (mg kg™ kuivamassaa) laskemiseen
tarvitut niytteiden kuiva-ainepitoisuudet puuttuivat. Aineistoa késiteltiin Microsoft Excel
2016 -ohjelmalla, ja tilastolliset analyysit tehtiin IBM SPSS Statistics 24 -ohjelmalla.

4. TULOKSET

Varsinaisessa  lampotilakokeessa  ero  tdplidravuista  otettujen  ndytteiden
nikkelipitoisuuksissa (mg kg’1 ndytteiden tuore- ja kuivamassaa) nikkelille altistettujen
ryhmien ja kontrolliryhmien vililld oli tilastollisesti merkitsevi kaikkien testattujen elinten
osalta ja pyrstolihas mukaan lukien. Limpotilakésittelylld ei ollut tilastollisesti merkitsevid
vaikutusta tiplirapujen elinten ja pyrstolihaksen nikkelipitoisuuksiin (mg kg™ niytteiden
tuore- ja kuivamassaa). (Taulukko 1).

Taulukko 1. Lampotilan ja nikkelialtistuksen vaikutus tdpldravuista otettujen naytteiden
nikkelipitoisuuksiin mg kg niytteiden tuoremassaan (a) ja kuivamassaan (b) suhteutettuna:
kaksisuuntaisen varianssianalyysin tulokset (n = havaintojen lukumééri kisittelyryhmissé yhteensi,
F-testisuureen arvot ja p-arvot).

Altistuskasittely Lampotilakisittely

Niyte n Fi P Fiin p

Kidus a 15 465,122 < 0,001 0,917 0,357
Kidus b 15 1020,141 < 0,001 2,165 0,167
Maksahaima a 16 7,421 0,017 0,725 0,410
Maksahaima b 16 6,698 0,023 0,909 0,358
Pyrstolihas a 16 78,656 < 0,001 0,159 0,696
Pyrstolihas b 16 137,826 <0,001 0,078 0,784
Ruoansulatuskanava a 15 14,263 0,003 0,323 0,580
Ruoansulatuskanava b 15 19,545 0,001 0,506 0,490
Sukupuolirauhanen a 14 10,485 0,008 0,086 0,774
Sukupuolirauhanen b 14 13,698 0,003 0,037 0,850

Nikkelid kertyi keskimé@drin eniten tidpldrapujen kiduksiin ja véhiten pyrstolihakseen
tuore- ja kuivamassaan suhteutettuna (Kuva 3). Suurin vesipitoisuus oli kiduksissa, joissa
nikkelikertymiédt olivat n. 8 kertaa suurempia kuivamassaan kuin tuoremassaan
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suhteutettuna (Kuva 3). Tdpldarapujen kiduksiin, maksahaimaan, ruoansulatuskanavaan ja
sukupuolirauhaseen kertyi nikkelid keskimédrin enemmaén ldmpimén kuin kylmén veden
altistuksessa tuore- ja kuivamassaan suhteutettuna (Kuva 3). Kontrolliryhmien osalta
maksahaimasta otetut ndytteet olivat ainoita, joissa ei esiintynyt yhtidkéddn
nikkelipitoisuuden miritystarkkuuden (0,05 mg kg') alittanutta havaintoa, joten
kontrolliryhmissd nikkelin taustapitoisuus oli keskimiddrin suurin maksahaimassa
(Taulukko 2 & Kuva 3).
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Kuva 3. Tipliravuista mitattujen nikkelipitoisuuksien (mg kg' niytteiden tuoremassaa A ja
kuivamassaa B) ryhmékeskiarvot (n = 4 / pylvés, poikkeus: KV a kidus ja sukupuolirauhanen n = 3
/ pylvis) + S.E. ja sydinlihaksista otettujen kokoomaniytteiden nikkelipitoisuudet (mg kg
sydédnlihaksen tuoremassaa A ja kuivamassaa B) ldmpotilakokeen eri késittelyryhmissd (LV k =
limpimén veden kontrolliryhmi, KV k = kylmén veden kontrolliryhmi, LV a = ldmpimén veden
altistusryhma ja KV a = kylmén veden altistusryhmi).
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Kuva 4. Tiplirapuyksildisti preparoitujen niytteiden nikkelikertymi (%) (mg kg niytteiden
tuoremassaa a ja kuivamassaa b) niytteiden kokonaiskertymistd ldmpotilakokeen
nikkelialtistusryhmissd (ldmpimin veden altistusryhmidn rapuyksilot LV 1-4 ja kylmédn veden
altistusryhmén rapuyksilot KV 1-2). Kaaviosta on jdtetty pois kaksi kylmin veden altistusryhmén

rapuyksilod, koska niiltd puuttui nikkelipitoisuushavaintoja.

Taulukko 2. Tiplarapujen kidus- (Kidus), maksahaima- (Mh), ruoansulatuskanava- (Rsk),
pyrstolihas- (Lihas) ja sukupuolirauhasniytteistd midritetyt nikkelipitoisuudet (mg kg™ niytteiden
tuoremassaa) molempien kokeiden kontrolliryhmissd (LV e 1-3 = lampimén veden kontrolliryhmi
esikokeessa, LV v 1-4 = ldimpimén veden kontrolliryhmé lampoétilakokeessa ja KV v 1-4 = kylmén
veden kontrolliryhmi ldmpdétilakokeessa). Téahdelld (*) merkittyjen ndytteiden nikkelipitoisuudet
alittivat méritystarkkuuden alarajan 0,05 mg kg™

Téplarapuyksilo Kidus Mh Rsk Lihas Sp

LVel * 0,10 * * *
LVe?2 * 0,16 * * *
LVe3 * 0,55 0,07 * *
LVvli * 0,19 0,08 * 0,06
LVv2 * 0,43 0,28 * 0,15
LVv3 0,06 0,74 0,10 * *
LVv4 * 0,13 * * *
KVvli * 0,66 0,22 * *
KvVv2 * 0,12 * * 0,10
KvVv3 * 0,13 * * 0,10
KVv4 * 0,10 * * *
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Niytteiden kokonaisnikkelipitoisuuksien perusteella nikkelid kertyi varsinaisen
lampotilakokeen aikana enemmin tipldrapujen kiduksiin kuin pyrstolihakseen,
ruoansulatuskanavaan, sukupuolirauhaseen ja maksahaimaan yhteensd. Kidusten
nikkelikertymien %-osuudet nikkelin kokonaiskertymistd olivat 79,78 + 13,30 %
(keskiarvo = S.D., mg kg'1 ndytteiden tuoremassaa) ja 88,68 + 7,20 % (keskiarvo + S.D.,
mg kg niytteiden kuivamassaa). Pienimmiit nikkelikertymien Y%-osuudet nikkelin
kokonaiskertymistd mitattiin pyrstolihaksista: 1,84 + 0,75 % (keskiarvo + S.D., mg kg'1
niytteiden tuoremassaa) ja 1,25 + 0,42 % (keskiarvo * S.D., mg kg’ niytteiden
kuivamassaa). Lampdotilalla ei havaittu olevan vaikutusta ndytteiden
kokonaisnikkelikertymien %-osuuksiin. (Kuva 4).

m [LVkidus A KVkdus =----- Power-funktio (LV kidus)
300 A
250 - -
z |
=
20 200 4 --
= y =41,737x%777 ’_,...--""
= R® = 0,9622 A
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“ 50 o A
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Kuva 4. Molempien kokeiden nikkelipitoisuushavainnot (mg kg kidusniytteiden kuivamassaa)
tiaplarapujen kiduksista. Ladmpimin veden havaintoihin on sovitettu power-funktio (LV = lammin
vesi ja KV = kylma vesi).

5. TULOSTEN TARKASTELU
Limpotilalla ei ollut tamidn tutkimuksen perusteella tilastollisesti merkitsevid
vaikutusta nikkelin kertymiseen tdpldaravun kiduksiin, maksahaimaan,

ruoansulatuskanavaan, pyrstolihakseen ja sukupuolirauhaseen. Nikkelid oli kuitenkin
kertynyt keskimddrin enemmin tdpldrapujen kiduksiin, ruoansulatuskanavaan ja
maksahaimaan ldmpimin veden altistuksen kuin kylmidn veden altistuksen aikana.
Aineenvaihduntatason = merkitys  kertymisessd  osoittautui ~ kuitenkin  oletettua
vihdaisemmadksi. Toisaalta, kun esikokeesta ja ldmpdétilakokeesta saadut kidusten
nikkelipitoisuudet (mg Ni kg1 kuivamassaa) yhdistettiin (Kuva 4), kylmin veden
altistusryhmin pitoisuudet olivat keskiméérin lampimin veden altistusryhmia alhaisempia.
Nikkelin kertymistd tdpldarapuun tulisi tutkia useammalla eri altistuspitoisuudella, jotta
nikkelin kertymisen ennustaminen eri altistustasoilla tarkentuisi. Mahdollisen ldmpdétilan
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aiheuttaman aineenvaihdunnallisen vaikutuksen havaitseminen vaatisi enemmaén toistoja
tutkituista lampdotilakisittelyistd, koska ravuilla on havaittu taipumusta suureen yksiléiden
viliseen aineenvaihduntatason vaihteluun (Oliveira ym. 2003).

Tehdyissd kokeissa nikkelid kertyi nikkelialtistusryhmissé selkeédsti voimakkaimmin
taplarapujen kiduksiin, mikd oli odotettu tulos lyhytkestoisessa kokeessa, korkeahkossa
altistuspitoisuudessa. Rapujen kidukset ovat jatkuvasti kosketuksissa veteen ja toisaalta
ravun  verenkiertoon. Rapujen kiduskudokset vastaavat esimerkiksi aineiden
kulkeutumisesta vedestid verenkiertoon ja pdinvastoin sekd hemolymfan suodattamisesta ja
jateaineiden poistosta (Vogt 2002). Kidusten on osoitettu olevan ravuilla elin, jossa
raskasmetallien aiheuttamat vaikutukset ndkyvét ensimmdiisend (Torreblanca ym. 1989,
Naqvi ym. 1998). Tdmid tulos on my0s linjassa aiemmin ravuilla tehtyjen
nikkelialtistuskokeiden kanssa. Khan & Nugegoda (2003) tutkivat nikkelin kertymistd
jappiravun (Cherax destructor) elimiin eri altistuspitoisuuksissa laboratorio-olosuhteissa
21 vuorokauden altistusajanjaksolla. Tutkimustulosten perusteella nikkelid kertyi
tilastollisesti merkitsevésti enemmén jappirapujen kiduksiin kuin maksahaimaan 25 mg I
ja 50 mg 1" nikkelialtistuspitoisuuksissa.

Joki- ja tdpldravuilla tehdyissd tutkimuksissa nikkelin on havaittu akkumuloituvan
voimakkaammin rapujen maksahaimaan kuin lihaskudokseen (Jorhem ym. 1994,
Mackeviciene 2002). Mackeviciene (2002) havaitsi nikkelin kertyvdn voimakkaammin
jokirapujen maksahaimaan kuin lihaskudokseen kasvatusolosuhteissa, joissa nikkelid oli
lapivirtaavassa vedessd vain 0,36 ug 1. Myos tissd tutkielmassa kontrolliryhmien
nikkelipitoisuudet olivat maksahaimassa korkeimmat.

Téassd  tutkielmassa nikkelin  kertymistd tdpldarapuun arvioitiin ~ kiduksiin,
maksahaimaan,  ruoansulatuskanavaan,  sukupuolirauhaseen, pyrstolihakseen  ja
sydédnlihakseen kertyneen nikkelin perusteella. Metallit voivat absorboitua vedestd rapujen
kalkkikuorille ja nostaa siten metallin kokonaiskertymismadrdd yksilossd (Giiner 2010).
Kertymisen kannalta huomattavampaa on kuitenkin metallien kulkeutuminen ravinnon
(ruoansulatuskanavan) tai kidusten kautta hemolymfaan, josta ne voivat imeytyd
hivenaineina soluihin (Giiner 2010). Ylimidirdinen metalli varastoituu viliaikaisesti tai
pysyvasti yleensid detoksikaatioon (myrkyllisten aineiden muuntamiseen vaarattomaan tai
vaarattomampaan muotoon) erikoistuneisiin elimiin kuten maksahaimaan (Giiner 2010).
Ylimédrdinen metalli voi poistua ndistd detoksikaatiovarastoista ja muualta ravun
elimistostd aineenvaihduntareaktioiden kautta (Giiner 2010). Biomonitoroinnin kannalta
olisi tirkedd selvittdd kuinka nopeasti nikkeli poistuu rapujen kiduksista altistuksen
padtyttyd ja toisaalta, kasvaako nikkelipitoisuus altistuksen padttymisen jidlkeen nikkelid
varastoivissa elimissi.

Ravuilla metallien detoksikaatiosta vastaa maksahaiman lisdksi my0s eldimen padssi
sijaitseva virtsarakosta ja sithen liitoksissa olevasta rauhasesta koostuva elin (antennal
gland). Kokeessa, jossa metalleja injektoitiin Orconectes propinguus -ravun hemolymfaan,
havaittiin ravuille hyddyllisen hivenmetallin raudan varastoituvan maksahaiman
lysosomeihin, mutta ravuille hyodyttomén lyijyn todettiin imeytyvdn antennal gland -
elimeen ja poistuvan ravun elimistosté sitd kautta (Roldan & Shivers 1987). Siksi antennal
gland -elimen vaikutus nikkelin kertymiseen tdpliaravulla olisi syyta tutkia.

Téssd tutkimuksessa nikkelid kertyi véhiten tdpldrapujen pyrstolihakseen. Monien
metallien on todettu kertyvidn heikosti valkoiseen lihaskudokseen (Alikhan & Zia 1989,
Anderson ym. 1997, Naqvi ym. 1998). Kuklina ym. (2014) pyydystivit jokirapuja (Astacus
astacus) kolmesta tsekkildisestd tekojarvestd ja mdidrittivit rapujen nikkelipitoisuudet
maksahaimasta ja lihaskudoksesta. Kahdessa kolmesta testatusta tekojirvestd nikkelid oli
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kertynyt tilastollisesti merkitsevdsti enemmin jokirapujen maksahaimaan Kkuin
lihaskudokseen. Tutkimuksessa havaittiin myos, ettd nikkelid oli akkumuloitunut
vihemmin rapujen lisiksi pyydystettyjen valkolihaisten kalojen lihaskudokseen verrattuna
jokiravuilta testattujen elinten (lihas ja maksahaima) keskiarvokertymaéén.

Elintarviketurvallisuusvirasto Evira on esittinyt nikkelin saannille korkeimman
siedettdvin pdivittdisen raja-arvon elinikdisen altistuksen aikana (TDI = tolerable daily
intake) 12 ug kg'1 ihmisen ruumiinpainoa (Anonyymi 2016b). Jotta raja-arvo ylittyisi, 50
kg painavan ihmisen tulisi syddd tdmén tutkielman ldampoétilakokeessa nikkelille
altistettujen rapujen pyrstolihaksia 46 kpl pidivissid ja 90 kg painavan henkilon 83 kpl.
Laskennassa ei huomioitu muusta ravinnosta assimiloituvaa nikkelid, ihmisten
yksilokohtaisia eroja nikkelin assimiloitumisessa eikd toisaalta rapujen keittdmisen
vaikutusta  pyrstolihasten nikkelipitoisuuteen. Esimerkiksi rapuja  ravinnokseen
hyodyntivit kalalajit syovit ravut kokonaisina ja siksi nikkelin kertymistd vesistdjen
ravintoverkoissa voitaisiin arvioida tdapldrapujen avulla tarkemmin, jos nikkelin kertyminen
madritettdisiin kokonaisilla ravuilla.

Toteutettujen kokeiden perusteella voidaan todeta, ettd nikkelid kertyy tdpldrapuihin
huomattavasti altistustasolla 7-9 mg Ni I"".  Kontrolliolosuhteista poikkeavia
nikkelipitoisuuksia tdpldravuissa havaittiin esikokeessa jo altistustasoilla 0,01 ja 0,09 mg
Ni 1", Siksi nikkelilli on potentiaalia kertyd tédplidravuista ravintoketjujen ylemmille
trofiatasoille varsinkin tilanteissa, joissa veden nikkelipitoisuus nousee ihmistoiminnan
seurauksena luonnolliseen ympiristopitoisuuteen nihden moninkertaiseksi.
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LIITTEET

Liite 1. Esikokeen alussa puhtaasta porakaivovedesti otetuista vesindytteistd miiritetyt joidenkin
alkuaineiden liukoiset pitoisuudet ja kokonaispitoisuudet kahdesta rinnakkaisndytteestd A ja B.
Téhdelld (*) merkittyjen aineiden pitoisuudet alittivat médritystarkkuuden.

Liukoinen pitoisuus Kokonaispitoisuus

Alkuaine Yksikko A B A B

Na (natrium) mg 1! 38 38 38 38
K (kalium) mg 1" 0,56 0,56 0,56 0,56
Ca (kalsium) mg 1" 0,73 0,73 0,73 0,73
S (rikki) mg 1! 8,0 7.7 7.7 7.7
Mg (magnesium) mg 1! 0,6 0,6 0,6 0,6
Zn (sinkki) mg 1! 2,2 2,0 3,9 5,1
Cu (kupari) ng 1! 2,5 2,4 2,5 2,3
Sr (strontium) ug 1! 0,76 0,73 0,75 0,72
Al (alumiini)* ug 1! <10 <10 <10 <10
Mn (mangaani)* ug 1 <1 <1 <1 <1
Pb (lyijy)* ug 1! <0,8 <0,8 <08 <08
Ni (nikkeli)* ug 1! <0,5 <0,5 <0,5 <0,5
As (arseeni)* ug 1! <0,2 <0,2 <0,2 <0,2
Cd (kadmium)* ug 1! <0,08 <0,08 <0,08 <0,08

Liite 2. Esikokeen tdpliarapujen kidus- (Kidus), maksahaima- (Mh), ruoansulatuskanava- (Rsk) ja
pyrstolihasniytteisti (Lihas) miiritetyt eri alkuaineiden keskimiiriiset pitoisuudet (g tai mg kg™
ndytteiden tuoremassaa). Keskiarvo (£ S.D.) on laskettu vain mdiiritystarkkuuden ylittineiden
pitoisuuksien perusteella. Kohdissa, joihin on merkitty médritysraja, ei ollut yhtdkddn
midritystarkkuuden alarajan ylittdnyttd havaintoa.

Alkuaine Yksikko Kidus Mh Rsk Lihas

Ca (kalsium) gkg' 0,64+019 023+005 17,7516 0,19+0,05
Na (natrium) gkg! 246+025 123+026 228+0,13 1,07+0,18
K (kalium) gkg! 1,04+0,18 245+037 1,67+0,14 321+027
Mg (magnesium) g kg" <0,5 <0,5 0,58+0,10 <0,5
Fe (rauta) mgkg' 769+313 855+746 129+453 1,59+033
Mn (mangaani) mg kg" 124+13,5 950+923 97,5+294 1,68 +0,58
Zn (sinkki) mgkg' 455+141 4374107 193+101 150214
Cu (kupari) mgkg' 206+602 139+13,8 3,12+134 288+1,12
As (arseeni) mgkg' 0,11+008 043+0,14 0,15£0,04 0,11 +0,04
Al (alumiini) mgkg'  8,08+732 <25 345+0,24 <25

Pb (lyijy) mgkg'  0,15+0,07 <001 0,09%0,12 <0,01
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