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Mikrolevid voidaan kadyttdd useissa sovelluksissa, kuten biopolttoaineiden ja
lisdravinteiden raaka-aineena, vériaineiden tuottajina, sekd vedenpuhdistuksessa.
Veden puhdistaminen vaatii leviltd kyllin nopeaa ravinteiden ottoa vedestd ja
mielelldan kykyd sietdd hdirioitd vedenlaadussa. Erds tapa tehdd levistd parempia
jateveden kasittelijoitd on monilajikasvatus, jonka on todettu parantavan
levaviljelmien hdirionsietokykyd. Tdssd tyossd tutkin mikrolevien kykyd poistaa
ravinteita kiertovesiviljelmdn jdtevedestd. Aiemman tutkimustiedon perusteella
odotin yhtd levaa sisdltdvien viljelmien sitovan vihemmaén ravinteita vedestd kuin
vastaavan monilajisen viljelman. Esikokeiden perusteella valitsin tutkimukseeni
viherleviin kuuluvat Selenastrum sp. ja Monoraphidium griffithii -mikrolevét. Tein
yhteensd kolme koetta, joista ensimmaisessé levit kasvoivat elatusliuoksessa (WC),
toisessa levit kasvoivat RAS-jdatevedessda (WW), ja kolmannessa puolet levistd
kasvoi WC- ja puolet WW-liuoksessa. Levien yksin tai yhdessd viljelylld ei ollut
vaikutusta nitraattitypen maadrdan kokeen lopussa. Levien tilavuus kasvatuksen
kokonaistilavuudesta muuttui osassa kokeista, kun levid kasvatettiin yhdessa.
Monilajikasvatuksella oli vaikutusta levien tiheyteen ja kasvatusliuoksen
fosfaattifosforin mddrdan kokeen lopussa. Fosfaattifosforia oli vidhemmin
monilajikasvatuksessa kuin yksin kasvatetussa Selenastrum sp. -levissa.
Monilajikasvatus voi siis vaikuttaa mikrolevien ravinteidenottoon, kasvatusten

tiheyteen ja solujen tilavuuteen.
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Industrially grown algae has found many new uses, ranging from coloring agents,
such as astaxanthin, to biofuel. Algae may also be used to clean wastewater from
nutrients. Previous studies suggest that algal polyculture can increase algal
productivity and resilience against environmental disturbances. In my MSc thesis,
I examined if using two algae species makes nutrient uptake from recirculating
aquaculture system (RAS) wastewater more efficient than using algal
monocultures. Based on preliminary results I chose two green microalgae species to
be used in my experiments: Selenastrum sp. and Monoraphidium griffithii. In first
experiment, I grew 12 cultures of algae for seven days in artificial growth medium.
In the second and third experiments, I grew another two batches of 12 cultures for
ten days each. In second experiment I used RAS wastewater (WW) and in the third
experiment I grew six cultures in WC and other six in WW. There was no difference
between duoculturing or monoculturing when it comes to the amount of nitrates at
the end of the experiments. Duoculturing seems to have an effect on biovolume.
Statistically significant results were observed between algae density and which
culture (mono- or duoculture) was used. At the end of second experiment, where
duoculture removed statistically significantly more phosphorus from WW than
Selenastrum sp. monoculture. This result suggest that duoculturing does, indeed

affect nutrient uptake of microalgae as well as density and biovolume.
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SANASTO JA LYHENTEET

LYHENTEET

HP Haematococcus pluvialis

KA Keskiarvo

MG Monoraphidium griffithii

MGSE Kahden lajin yhteiskasvatus, jossa on Monoraphidium griffithii ja
Selenastrum sp. -levid

RAS Kiertovesiviljely (Recirculating Aquaculture System)

SE Selenastrum sp.

WW Jatevesi (Waste Water)



1 JOHDANTO

Levda on vaikeasti maidriteltavda termi, silld leviksi voidaan kutsua useita eri
taksonomisissa ryhmissd olevia elivitd. Mikrolevdt ovat nimensdkin puolesta
mikroskooppisen pienid levid, joiden koko vaihtelee vililld 0,2-200 pm (Razzak ym.
2013, Veyel ym. 2014, Yadav & Sen 2017, Wei ym. 2020, Flynn 2020). Mikroleviin
kuuluvia ryhmid ovat esimerkiksi sinilevdt (Cyanobacteria), punalevét
(Rhodophyta), viherlevit (Chlorophyta) sekd kultalevidt (Chrysophyceae). Levit
voidaan jakaa niiden energian hankintatavan mukaan autotrofeihin, jotka saavat
energiansa yhteyttimisen avulla, ja toisenvaraisiin eli heterotrofeihin, jotka saavat
energiansa muista elidistd. Niitd levid, jotka kykenevidt sekd autotrofiaan ettd
heterotrofiaan, kutsutaan miksotrofeiksi. Tdssa tutkimuksessa levilla tarkoitetaan

yksisoluisia, mikroskooppisia ja autotrofiaan kykenevid kasvisoluja.

Levid ja niistd perdisin olevia tuotteita on hydodynnetty jo ainakin viimeisen 1500
vuoden ajan esimerkiksi lddkkeend (Richmond & Hu 2013). Perinteisesti levid ja
niiden tuottamia yhdisteitd on saatu luonnosta tai viljelemalld niitdi maapohja-
altaissa ulkona (Richmond & Hu 2013). Syyni levien kasvaneeseen suosioon niin
ihmis- kuin eldinravinnonkin ldhteend voidaan pitdd 1960-luvun tienoilla alkanutta
huolta maapallon ruokavarojen riittdmisestd alati kasvavalle vdestolle (Richmond
& Hu 2013). Levat sisdltdvat runsaasti proteiineja ja lajista riippuen muitakin
ravintoaineita, kuten vitamiineja ja omega-3-rasvahappoja (Richmond & Hu 2013),
mutta kaupallisesti ne ovat menestyneet ldhinnd lisdravinteina johtuen levien
huonosta mausta ja epamiellyttavéastd ulkondostd (Becker 2007). Lihantuotantoon
verrattuna levien tuottamisessa etuna on se, ettd ensin ei tarvitse kasvattaa muita
elivitd niiden ravinnoksi (Richmond & Hu 2013). Levien kayttod viljapeltojen
lannoitteena on myos tutkittu, ja tulokset ovat osoittaneet, ettd kuivattua tai markaa
levimassaa voidaan kdyttdd lannoitteena (Schreiber ym. 2018). Levid kdytetddn

muiden raaka-aineiden valmistuksessa, esimerkiksi Haematococcus pluvialis -levaa



kdytetddn lisdravinteiden valmistuksessa levdn tuottamien karotenoidien takia
(Beardall ym. 2016). Joidenkin levilajien korkean rasvahappopitoisuuden ansiosta

niitd voidaan kdyttdd myos biodieselin valmistukseen (Wang ym. 2013).

Levalajit pitad valita huolellisesti kdyttokohteen mukaan. Esimerkiksi paikalliset
levit voivat olla parempia viljelyyn tai jateveden puhdistukseen, koska ei tarvitse
pelitd, ettd ne levidisivat vieraslajeina luontoon ja oletettavasti paikallinen ilmasto
on niille sopiva (Lawton ym. 2013). My6s sitd, onko levd auto-, mikso- vai
heterotrofinen kannattaa miettid, silld energianhankintatapa vaikuttaa siihen,
minkdlaista ravintoa levd tarvitsee. Erddssd kokeessa Scenedesmus sp. levien
havaittiin tuottavan enemmaén biomassaa heterotrofian ja miksotrofian avulla kuin
autotrofian avulla (Kamalanathan ym. 2018). Levien kdytossd kannattaa myos
huomioida luonnontilaisen ja rakennetun ympdriston erilaisuus (Guillemin ym.
2008). Vaikka luonnon ekosysteemeistd voi ottaa mallia toimivien lajien ja
lajiyhdistelmien 16ytamiseksi, pitdd aina varautua siihen, ettd lajit eivat valttamatta

kayttdaydy samoin keinotekoisessa ympadristossd kuin luonnossa.

1.1 Typpi ja fosfori

Typpi ja fosfori ovat eldmédn kannalta tarkeitd alkuaineita, joita ilman eldma ei ole
mahdollista (Fields ym. 2014). Molempia loydetdan esimerkiksi osana DNA:ta
(Campbell ym. 2015, Smith 2016). Koska typpi ja fosfori ovat tdrkeitd ravinteita,
niiden saatavuus muodostaa usein kasvua sddtelevan pullonkaulan, eli ne ovat
useissa ekosysteemeissda minimiravinteita (Campbell ym. 2015). Se kumpi
ravinteista on minimiravinne, riippuu ympaéristostd. Redfieldin suhdeluvun (1934)
mukaan merellisessd planktonbiomassassa tulisi olla enemmaédn typped kuin
fosforia suhteessa 16:1. Typped on havaittu olevan enemmaén suhteessa fosforiin
myds makeissa trooppisissa vesissd (They ym. 2017). Thomas & Cebrian (2008),
mukaan fosfori on makeissa vesissd ja typpi merivesissd kasvua rajoittava ravinne.
Typen rajoittava vaikutus johtuu osaltaan siitd, ettd vain osa typen

esiintymismuodoista on eldmalle sopivassa muodossa, silld esimerkiksi ilmakeh&n



typpi N2 ei ole useimpien organismien hyodynnettdvissa. Nitriitti NO2-, nitraatti
NOs- sekd ammoniakki NH3 ovat typen esiintymismuotoja biologisessa kierrossa
(Campbell ym. 2015). Ndistda muodoista nitraatti ja ammoniakki ovat kasvien
kaytettdavissd, mutta nitriittid kdyttavat vain nitrifikaatioon kykenevit bakteerit
(Campbell ym. 2015). Typen muodolla on siis vaikutusta siihen, kuinka hyvin levit
voivat ottaa sitd vedestd. Viiden eri viherlevilajin (Chlorella vulgaris, Chlorococcum
sp., Parachlorella kessleri, Scenedesmus obliqguus, Scenedesmus quadricauda) on havaittu
poistavan nitraattia tehokkaammin vedestd kuin ammoniakkia (Lv ym. 2019).
Fosforin eri muotojen (DOP eli liuennut orgaaninen fosfori ja KH2PO4) on my®os
havaittu vaikuttavan mikrolevien (Prorocentrum donghaiense ja Skeletonema costatum)

tiheyteen kasvatuksissa (Ou ym. 2015).

Liiallinen fosfori vesistdissdé voi aiheuttaa rehevoitymistd ja haitallisia
levidkukintoja, jotka vaikuttavat negatiivisesti muuhun vesiston eliostoon (Paerl
2014, Jin & Bierma 2018). Erdiden levien tuottamat toksiinit ovat joillekin elicille
itsessddan haitallisia tai ne voivat kumuloitua haitallisiin pitoisuuksiin
kulkeutuessaan ylemmads trofiatasoilla (Jin & Bierma 2018). Vadhentamalla
esimerkiksi kalankasvatuksesta aiheutuvia nitraatti- ja fosforipddstojda voidaan
vaikuttaa vesisttjen rehevyyteen (Paerl 2014). Myos liiallinen typpi voi johtaa

haitallisten sinilevakukintojen yleistymiseen (Paerl 2014).

1.2 Kiertovesikasvatus (RAS)

Kiertovesiviljely, eli englanniksi recirculating aquaculture system (RAS), tarkoittaa
sellaista vesielididen kasvatusta, jossa elididen kasvattamisessa kdytetty vesi
kierratetdan takaisin elividen kayttoon (Kuva 1). Veden kierrattdmiselld pyritdan
pienentdmddn kadyttoon tarvittavan veden mddrdd kuin perinteisemmista
lapivirtaussysteemeistda (Bregnballe 2015, Vielma ym. 2021). Pienempi
vedenkulutus mahdollistaa viljelyn alueilla, joissa veden saanti on aiemmin
rajoittanut perinteisten ldpivirtauslaitosten rakentamista (Badiola ym. 2018).

Suurimpia haasteita kiertovesiviljelyssd on laitteiston kalleus ja sshkonkulutus, silld



sahkod kuluu paljon veden kierrdttamiseen (Badiola ym. 2018). Ndin ollen
kiertovesiviljely voi saavuttaa perinteistd ldpivirtausviljelyd pienemmaén
hiilijalanjdljen vain sellaisissa paikoissa, joissa on saatavilla hiilineutraalisti
tuotettua sdahkod (Badiola ym. 2018). Esimerkki tdllaisesta paikasta voisi olla
Ranska, koska sielld saatavilla paljon ydinvoimalla tuotettua sdahkoa (Badiola ym.

2018).

Kiertovesikasvatuksen edellytyksend on jateveden késittely erilaisten biologisten ja
mekaanisten prosessien avulla kasvatettaville eligille jdlleen sopivaksi (Bregnballe
2015). Biologisessa puhdistuksessa kdytetddn yleensd bakteereita, jotka kasvavat
suodatinmateriaalin pinnalla (Kuva 1.). Bakteerit muuttavat kalojen jatoksistd
veteen liukenevaa ammoniakkia nitriitiksi ja siitd edelleen nitraatiksi (Ruiz ym.
2020). Suodatinmateriaalin suuren pinta alan tehtdvdnd on antaa mahdollisimman
paljon pinta-alaa bakteerikasvustolle. Jdteveden biologisessa puhdistuksessa
voidaan kdyttdd apuna kasveja (Bregnballe 2015). Jateveden avulla kasvatetut kasvit
voivat olla itsessddn arvokkaita, kuten vihanneksia, jotka voidaan myydad
(Bregnballe 2015). My6s biologiseen puhdistukseen kdytettdvid levid voitaisiin
mahdollisesti kadyttdd sivutulon ldhteend Kkiertovesisysteemid kayttavalla
kalankasvattamolla (Ojanen ym. 2017). Ongelmana levien kaytolld verrattuna
bakteereihin on ollut se, ettd levillda menee kauemmin ottaa ravinteita vedestd kuin

bakteereilla (Ojanen ym. 2017).



Kuva 1 Kaaviokuva kayttimadstani kiertovesisysteemistd. 1. tulovesi, 2. kala-allas, 3.
laskeutusallas, biologinen suodatin, 5. veden pH-arvoa tasaavaa kalkkia ja superlonia
viimeisten isojen hiukkasten suodattamiseen, 6. pumppu ja letku, joka kuljettaa suodatetun
veden takaisin kala-altaaseen ja 7. poistovesiputki. Systeemiin tulevan veden madérd 1. ja
siitd poistuvan veden mddrd 7. ovat suunnilleen yhtd suuria (vuodot ja veden haihtuminen

voivat pienentdd poistuvan veden maardd marginaalisesti).

Levien kdyttod kiertovesisysteemien (RAS) yhteydessd on tutkittu jonkin verran.
Esimerkiksi Stigeoclonium nanum -levan on todettu parantavan kiertovesiviljelman
kykyd sietdd pH:n muutosta (Norulhuda ym. 2018). Useat levit ovat tehokkaita
fosforin sitojia, ja ndin ollen ne voisivat olla yksi varteenotettava vaihtoehto
jatevesien fosforin talteen ottamiseksi (Solovchenko ym. 2019). Kiertovesisysteemin
vesi sisdltdd huomattavasti levien kasvuun tarvittavaa typped, mikd tekee siitd
otollisen kasvualustan levinkasvatukselle. Esimerkiksi Bregnballen (2015) mukaan
100-200 mg/l1 on useimmille kalalajeille sopiva mddrd nitraattitypped
kiertovesiviljelmissd. Kirjolohelle vastaava maksimim&ddrd on noin 75 mg/1

(Davidson ym. 2014).

Saatavilla olevat ravinteet vaikuttavat huomattavasti siihen, millaiset levit
viithtyvat ymparistossd. Donald ym. (2013) havaitsivat tutkimiensa typen muotojen,
eli ammoniumin, nitraatin ja wurean, kasvattavan jdrvien levdbiomassaa.
Tutkimuksessa havaittiin myos, ettd ldhisukuiset lajit reagoivat usein eri tavalla

lisdttyyn typpeen, mika viittaa siihen, ettd ldhisukulaisuus ei valttamatta aiheuta



kilpailua levien vililld (Donald ym. 2013). Lv ym. (2019) mukaan typen muodolla,
tassd tapauksessa nitraatti- tai ammonium-muodolla, on vaikutusta viherlevien
kasvuun. Kokeessa havaittiin nitraattipitoisen jateveden olevan parempi levien
kasvulle kuin ammoniumpitoisen veden. Syyksi Lv ym. (2019) ehdottivat
ammoniumin taipumusta laskea veden pH:ta. Levien kykyd poistaa ravinteita
muistakin kuin RAS-jitevedestd on tutkittu, esimerkiksi Yao ym. (2015) ovat
tutkineet Chlorella sorokiniana ja Desmodesmus communis -levien kdyttod sikaloiden ja
yhdyskuntajdteveden puhdistamisessa. Tulosten perusteella em. levét voivat
poistaa huomattavan méaran jateveden kokonaistypestd ja fosforista kymmenessa

pdivéassd (Yao ym. 2015).

Mikrolevien kayttod kiertovesisysteemeissd ammoniakin poistamiseksi on tutkittu
myos Suomessa (Ojanen ym. 2017). Myo6s nitraattitypen ja fosfaattifosforin
poistamista on tutkittu aiemmin (Stev¢i¢é ym. 2019). Donaldin ym. (2013)
tutkimuksessa havaittiin, ettd Monoraphidium spp. vaikutti hyotyvdn
ammoniumista ja nitraatista. Monoraphidium-suku ei siis ole yhtd altis typen
muotojen vaihtelulle jdtevedessd kuin vain yhden typen muodon kayttoon
erikoistuneet levit, eli se voisi olla héirivita sietdva vaihtoehto kiertovesiviljelmien

jateveden puhdistukseen.

Erds mikrolevien etu perinteisempiin bakteerisuodattimiin ovat vdhentyneet
makuhaitat kasvatettavissa kaloissa (Ojanen ym. 2017). Ongelmana kuitenkin on,
ettd mikrolevien suodatusteho ei ole yhtd tehokas suodattamaan vettd kuin
perinteinen bakteerisuodatin (Ojanen ym. 2017). Ndin ollen levien kaytt6 vaikuttaisi

talla hetkelld olevan kannattavaa ainoastaan erityisissd tapauksissa (Ojanen ym.
2017).
1.3 Monilajisuus ja sen hyodyt

Elididen vililld esiintyy useita erilaisia vuorovaikutuksia. Lajit voivat kilpailla

keskenddn samoista resursseista, kuten ravinnosta tai kasvupaikasta.



Mutualistisessa suhteessa molemmat lajit hyotyvit toisistaan, esimerkiksi useat
sienet eldvit symbioottisessa suhteessa jonkin puulajin kanssa jakaen tuottamiaan
aineita puun kanssa ja puun jakaessa valmistamaansa sokeria (Campbell ym. 2015).
Lajien vélinen suhde voi hyddyttdd vain toista lajia samalla kun toinen laji ei saa tai
menetd mitddn suhteesta (Campbell ym. 2015). Saalistajan ja saalin vélisessd
suhteessa toinen laji hyotyy toisen syomisestd toisen osapuolen kustannuksella
(Allan & Castillo 2008, Campbell ym. 2015). My6s loisiminen voitaisiin ajatella
tallaiseksi toista lajia toisen kustannuksella hyodyttavaksi suhteeksi (Valtonen ym.

2012, Campbell ym. 2015).

Levien on kuvailtu tuottavan useita erilaisia allelokemikaaleja eli aineita, jotka
vaikuttavat muiden elididen entsyymien ja fotosynteesin toimintaan tai
geneettiseen materiaaliin (Bacellar & Vermelho 2013). Esimerkiksi Selenastrum
capricornutum -levan on havaittu lisddavan Chlorella sp. -levan lipidituotantoa
yhdessd kasvatettaessa (Hong & Xu 2013). Lipidintuotanto on levilld merkki
stressistd (Mohan & Devi 2014, Ferreira ym. 2019), eli toisen levdn ldsndolo vaikutti
negatiivisesti Chlorella sp. -levan elinvoimaisuuteen. Levakukintojen hallitsemista
muiden levien avulla on tutkittu (Qiu ym. 2019). Qiu ym. (2019) mukaan
Scenedesmus quadricauda -levan tuottama 4-tert-butyylipyrokatekoli vaikutti
Microcystis flos-aquae -levdn biomassaan vaikeuttamalla M. flos-aquae -levdn
ravinteidenottoa vedestd (Qiu ym. 2019). Vastaavan kaltaista negatiivisesti toiseen
levddn vaikuttavien aineiden eritystd on havaittu myo6s Peridinium aciculiferum ja
Rhodomonas lacustris -levien vililld (Rengefors & Legrand 2001). Rengefors &
Legrandin (2001) mukaan syynd P. aciculiferum -levdn toksiinien tuottoon olisi

kilpailuedun saaminen haittaamalla kilpailijaansa.

Erds hyoty kahden levdn tai levdn ja jonkin muun kasvin yhtdaikaisesta
kasvattamisesta olisi toisen lajin tarjoama suoja (Bacellar & Vermelho 2013).
Tuotantolajia voitaisiin siis suojata ulkopuolelta tulevilta taudeilta ja muilta ei-
halutuilta eliviltd viljelemaélld tuotantolajia yhdessd muille kuin tuotantolajille

haitallisia allelokemikaaleja tuottavan lajin kanssa (Bacellar & Vermelho 2013).



Erdassa tutkimuksessa havaittiin, ettd neljan ja kuuden levan yhtéaikaiset viljelmat
olivat kahden levan viljelmdd paremmin laidunnusta kestdvid (Corcoran & Boeing
2012). Useamman levdn vaikutus ndkyi myos biomassassa. Monen lajin viljelmissa
biomassat pysyivit tasaisempina, kun taas kahden lajin viljelmien biomassat

vaihtelivat suuresti (Corcoran & Boeing 2012).

Naughton ym. (2015) havaitsivat yhteyden lajien mddran ja viljelmien biomassan
vaihtelun valillda. Tutkimuksessa biomassa joko kasvoi tai laski levélajista riippuen.
My6s lajien sukulaisuussuhteilla oli vaikutusta tuloksiin, silld ldheistd sukua olevat
levalajit kilpailivat todenndkoisemmin keskenddn kuin kaukaista sukua olevat
(Naughton ym. 2015). Lahisukuisten lajien ekolokerot voivat olla niin toistensa
kaltaisia, ettd ne joutuvat kilpailemaan samoista ravinteista ym. resursseista. Myos
Cardinale (2011) on havainnut samankaltaisia, mutta eri syystd johtuvia
vuorovaikutuksia levien monilajikasvatuksissa. Tutkimuksessa havaittiin vahdn
lajeja sisdltdvien kasvatusten poistavan keskiméddrin vahemman typped kuin useita
lajeja sisdltdavit kasvatukset (Cardinale 2011). Syyksi havaitulle ilmiclle Cardinale
(2011) ehdottaa, ettd kukin laji on erikoistunut omaan ekolokeroonsa. Toisin sanoen,
kun elinolosuhteet muuttuvat huonoiksi yhdelle lajille, toinen paremmin
vallitseviin olosuhteisiin erikoistunut laji voi alkaa kukoistaa. Levien erilaiset
elinolosuhteet voivat myos tdydentdd toisiaan. Esimerkiksi Shurin ym. (2014),
havaitsivat paljon valoa vaativien levien varjostavan samassa kasvatuksessa olleita
levid, jotka  vaativat vdhemmdn  valoa.  Téllaisissa  olosuhteissa
monilajikasvatuksella voi olla huomattava etu yhden lajin kasvatuksiin verrattuna,
koska saatavilla oleva valo tulee tehokkaammin kaytettyd. Téllaista toisiaan
taydentdvien lajien kdyttod monilajikasvatuksissa tukee myds Roelken (2017)
tekemd simulaatio erilaisten levien kayttdytymisestd yhdessd kasvatettaessa.
Simulaatiossa levien ominaisuudet, kuten muoto ja saatavilla olevien ravinteiden
madradt vaikuttivat eniten siihen, millaiseksi kasvatettu populaatio kehittyi (Roelke

2017).



1.4 Selenastrum sp. ja Monoraphidium griffithii

Yhteistd kaikille viherleville ovat klorofylli a ja b -pigmentit (Richmond & Hu 2013).
Tassd tutkimuksessa kdyttamani kaksi levdd kuuluivat viherleviin (Chlorophyta).
Selenastrum sp. on muodoltaan kuunsirpin muotoinen 16-40 pm pitka solu, kun taas
Monoraphidium griffithii on muodoltaan pditd kohti kapeneva sauva, jonka koko on

50-72 pm.

Monoraphidium griffithii -levan kdyttod on tutkittu mahdollisena biopolttoaineiden
raaka-aineena (Tsarenko ym. 2016). Selenastrum sp. -levdn kdyttod on aiemmin
tutkittu paperiteollisuuden jdteveden puhdistamisessa (Porto ym. 2020). Porton
ym. (2020) tutkimuksen mukaan Selenastrum sp. voi poistaa 99 % paperitehtaan
jateveden sisdltamastd fosfaattifosforista (PO4-P) ja nitraattitypestd (NO3-N). Tosin
kasvatusaika oli kokeessa varsin pitkd, 28 pdivdd, joten mielestdni soveltuvuus

laajamittaiseen kdyttoon on kyseenalainen.

Koska kadyttaméni levat ovat erikokoisia keskenddn, voisi olla mahdollista, ettd ne
voisivat hyotyd kokoerostaan. Esimerkiksi Shurin ym. (2014), tulkitsivat oman
tutkimuksensa tuloksia niin, ettd: ”-mitd erilaisempia kasvatetut levit olivat, sitd

todenndkoisemmin niiden valiltd 16ytyi toisiaan tdydentdvid ominaisuuksia”.

1.5 Tutkimushypoteesi

Aiemmat tutkimukset ovat osoittaneet levien monilajiviljelylld olevan vaikutusta
levien kasvuun tutkitusta muuttujasta (tiheys, biomassan vaihtelu ajan suhteen,
jne.), ympdristostd ja levistd riippuen joko positiivisesti tai negatiivisesti (Cardinale
2011, Shurin ym. 2014, Naughton ym. 2015). Tamd voi johtua levien
sukulaisuussuhteista, = morfologisista = ominaisuuksista tai ekolokeroiden
samankaltaisuudesta (Cardinale 2011, Shurin ym. 2014, Naughton ym. 2015). N&in
ollen oletin useamman lajin yhdessa kasvattamisen vaikuttavan joko positiivisesti
tai negatiivisesti levien kykyyn ottaa ravinteita talteen jatevedestd. Koska levét

kuuluvat samaan heimoon (Selenastraceae), levien wvililld voisi ilmentyd
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sukulaisuudesta johtuvaa kilpailua, mikd voisi olla havaittavissa toisen lajin
syrjaytymisend kahden lajin viljelmissd. Oletin my®&s, ettd ravinteidenotolla ja levien
lukumédran kasvulla on positiivinen riippuvuussuhde, eli toisen muutos nakyy
samansuuntaisena muutoksena toisessa. Hypoteesini ndin ollen oli, ettd lajien
kasvattamisella yhdessd on kasvuun ja ravinteiden ottoon tilastollisesti merkitseva

vaikutus, joka voi olla joko positiivinen tai negatiivinen.

2 MENETELMAT

2.1 Esikasvatukset ja esikoe

Kasvatin kolmea levéa: Selenastrum sp. (SE), Monoraphidium griffithii (MG) ja
Haematococcus pluvialis (HP). MG on peridisin Arungenin jirvesti Norjasta, HP
Trutbadanista Ruotsista, ja SE Iso-Ruuhijdrveltd Suomesta (Stevcié¢ ym. 2019). Levit
sain ohjaajieni kautta Jyvaskyldan yliopistolta. Kasvatin levid kasvatusliuoksessa

(WC-liuos), joka sisdlsi nitraattitypped 14 mg/1ja fosfaattifosforia 1,9 mg/1.

Otin esikasvatusta varten levandytteet omiin pulloihinsa laminaarikaapissa
kontaminaation estamiseksi. Selenastrum sp. ja Monoraphidium griffithii kasvatettiin
400 ml solukasvatuspulloissa, joita ilmastettiin akvaariopumpuilla. Levid
valaisemassa oli kaksi LED-valoputkea, jotka olivat 20 cm pddssd kasvatuksista.
Lamppujen malli oli Valoya L18 Spectrum AP67. Mittasin sdteilyn (PAR,
Photosynthetically Active Radiation) maéédrdn olevan noin 100 pE m™ s7!
kasvatusten etdisyydelld valoista. Saiteilyn mittaamiseen kadytin PRM-14 Kara
tekniikka Oy -mittaria. Pidin valoja koko ajan pdilld kokeiden ja esikasvatusten

aikana.

Koeasetelmassa seitsemédn kasvatuspulloa oli aseteltu vajaan 3 cm vélein koko
kasvatusalustan pituudelle. Levankasvatuspullojen etdisyys valonldhteestd oli 20

cm, ja levat saivat 34-45 pE m=2 s71 séteilyd 24 h/d (Kuva 2a ja 2b). Kokeiden alussa
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pyrin tasaamaan solujen méddrdn siten, ettd jokaisessa kasvatuksessa oli saman

verran soluja kokeen alussa.

Ensimmadinen koekasvatus (esikoe) kesti 8 pdivdd, toinen sekd kolmas kestivat 10
pdivad. Esikokeiden aikana kasvatin seuraavia levaviljelmia: HP, MG, SE, HPMG,
HPSE, MGSE ja HPMGSE. Kokeiden vililld pesin aina pullot hanavedelld ja 70 %

etanolilla kontaminaation estimiseksi.

2.2 Kokeet

Varsinaisissa kokeissa kédytin samoja pulloja ja telineité ja valaistusolosuhteet olivat
samat kuin esikokeissa. Esikokeiden tulosten perusteella aloitin ensimmadisen
kokeen kayttden WC-elatusliuosta sekd MG- ja SE-levid. HP-levan jatin pois, koska
se ei esikokeiden tulosten perusteella kasvanut koeasetelmassa. Kokeessa oli kolme
rinnakkaista kasittelyd (MG, SE ja MGSE). Jokaista késittelyd oli neljd kappaletta.
Syy sille miksi kdytin WC-elatusnestettd jateveden sijaan ensimmadisessd kokeessa
johtuu siitd, ettd kiertovesiviljelméan ravinnepitoisuudet olivat alhaiset, alle 1 mg/1.
Viljelyn ensimmadisind pdivind lisdsin kerran pdivdssd elatusliuosta jokaiseen

kasvatusastiaan niin, ettd kokeen aloittamista seuraavana pdivana lisdasin 160 ml.

Kokeen toisen pdivéana lisdsin 320 ml kasvatusnestettd ja sitten 640 ml, jonka jalkeen
seurasin levatiheyttd 4 vrk ajan. Puhdistin pullojen sisdpinnoille tarttunutta levaa
pdivittdisen ndytteidenoton yhteydessd steriililld pipetinkarjelld. Suoritin
puhdistuksen samalla tavoin kaikille kasvatuksille, huolimatta siitd, oliko niiden
sisdpinnoille alkanut kerdytyd levdd vai ei. Ongelma sisdpinnoilla kasvamisen
kanssa on se, ettd levit eivit saa silloin tasaisesti valoa, toisin kuin jos ne olisivat

vapaasti vedessa kelluvia ja kuplituksen aiheuttamien virtausten liikuteltavana.

RAS-jdtevesi oli perdisin RAS-systeemistd, jossa oli 12 kirjolohta. Kirjolohet
painoivat noin 120-500 g. Kalojen annettiin totutella uuteen altaaseensa neljd

pdivéd, jolloin niille annettiin 30 g Circuit red 3,5 kalanrehua (Raisioaqua oy, Raisio
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Suomi) vuorokaudessa. Kalojen ruokkiminen tapahtui hihnaruokkimella, joka

annosteli 100 g kalanrehua vuorokaudessa koko kokeen ajan.

Nitraatin ja fosfaatin médrien mittaamisen tein Lasal00 -spektrofotometrilld (Dr.
Bruno Lange GmbH & Co. KG, Bremen, Germany) (Kuva 2 c¢). Kaytin
spektrofotometrid kahdessa ensimmadisessd kokeessa. Tein nitraatin ja fosfaatin
mittaukset ensimmadisend ja viimeisend pdivdnd. Spektrofotometrin kanssa kaytin
testikitteja: LCK 339 (nitraattityppi), LCK 341 (nitriittityppi) ja LCS 349
(fosfaattifosfori) (Hach, Colorado, USA) (Kuva 1 c¢). LCK 339 -kitin mittausalue on
0.23-13.5 mg/L NOs-N, vastaavasti LCK 341 -kitin alue on 0.015-0.6 mg/L NO2-N
ja LCS 349-kitin alue on 0.01-0.5 mg/L POs-P. Kokeessa kolme nitraattitypen
maddrdn seuranta tapahtui YSI quatro Pro- laitteella (Yellow Springs, Ohio, USA) ja

fosfaattifosforin miirda en mitannut lainkaan.

Seurasin levaviljelmien tiheyttd ja solujen tilavuutta (biovolyymi) pdivittdin klo 11-
15 valilla CASY-solulaskurilla (Omni Life Sciences, Bremen, Saksa). Otin pdivittdin
kasvatuksista 5 ml naytettd CASY laitetta varten. Naytteenotto tapahtui pipetilld ja
kertakdyttoiselld steriililld pipetinkdarjelld. Lisdksi laskin solutiheyttd ndytteistd
Biirker -solulaskukammion (kammion mitat 3x3x0,1 mm) ja
lapivalaisumikroskoopin avulla (Leitz Labolux D Ernst Leitz Wetzlar GMBH Saksa)
(Kuvat 2 ¢ & d). Valitsin mikroskopoitavat ndytteet arpomalla yhden nédytteen per
pdivd. Kokeen 3 lopussa mikroskopoin kaikki kyseisen kokeen viimeisen pdivan

ndytteet.

Taulukko 1. Esikasvatusten biovolyymin (solujen tilavuus femtolitraa/ml). Solutiheyden
perusteella laskin kuinka paljon kutakin levdd tarvitsin kokeen alussa, jotta jokaisessa

kasvatuksessa olisi yhtd suuri mééréa soluja.
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Leva- Solutiheys kokeen alussa kpl/ml ja kasvatusnesteen maira kokeen alussa
viljelma Koe 1 Koe 2 Koe 3

MG kpl/ml 1,015E+09 6,139E+08 1,272E+09
WC ml 128 X 119

WW ml X 140 119

SE kpl/ml 3,035E+08 3,028E+08 1,049E+09
WC ml 150 X 123

WW ml X 150 123
MGSE kpl/ml 6,59E+08 4,58E+08 1,16E+09
WC 139 X 123

WW X 145 123

Toisessa kokeessa kidytin levien kasvattamiseen kiertovesiviljelmdn jatevetta.
Kokeessa oli yhtd monta rinnakkaista késittelyd ja toistoa kuin ensimmdisessd
kokeessa. Suodatin jateveden superlonin tai planktonhaavin ldpi (tiheys 48 pm),
jotta kasvatuksiin ei pédésisi isoja hiukkasia ja ulkopuolisia eliditd. Suoritin kokeen
muutoin samoin kuin edellisen kokeen. Kolmannessa kokeessa kdytin ainoastaan
planktonhaavia jateveden suodattamiseen. Toisin kuin kahdessa ensimmdisessa
kokeessa, tdssd kokeessa oli kuusi rinnakkaista késittelyd (MG-WC, MG-WW, SE-
WC, SE-MG, MGSE-WC ja MGSE-WW) joita jokaista oli kaksi kappaletta. Mittasin

kolmannen kokeen aikana myos liuennutta happea (DO%), sahkonjohtokykya (SPC) ja
pH:ta kasvatuksista.
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Kuva 2 a) Koeasetelma kokeen alkuvaiheessa, kun kasvatuspulloihin on lisdtty
ensimmadisen kerran nestettd ja levid. b) Dr. Lange -spektrofotometri, pipetti ja testikitteja
fosfaatin ja nitraatin mddrittdimiseen. c) Monoraphidium griffithii soluja ndhtynd
lapivalaisumikroskoopin ldpi Biirker -solulaskukammiossa, jossa yhden ruudun pinta-ala

oli 0,0625 mm?2. d) Selenastrum sp. soluja samanlaisessa kammiossa.

2.3 Tilastomenetelmit

Tulosten kasittelyyn kdytin Microsoft Excel -ohjelmaa ja R-ohjelmointiympaéristolld
(Rx64 3.6.1.Ink), sekd seuraavia R-paketteja: dplyr (mediaani ja keskiarvot), car
(Levenen testi), FSAFSA v0.8.32 (Dunnin testi) ja agricolae (TukeyHSD testi).
Tilastollisen merkitsevyyden rajana kdytin arvoa 0,05. Nitraatteja koskevan datan
muutin suhteelliseksi nitraatin madardksi, eli vertasin kokeen lopussa olevaa

nitraattim&&rdd siihen, kuinka paljon kyseisessd kasvatuksessa oli ollut nitraattia
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kokeen alussa. Kokeen 3 datalle tein my6s pdivakohtaisen vertailun, jossa vertasin
typen maddrdn muutosta yhden pédivan aikana. Otin huomioon kasvatusnesteen
lisdamisen pdivind 2-4 siten, ettd kdytin vertailuun tuloksia ennen kasvatusnesteen
lisdystd. Myohempind pdivind en endd lisannyt kasvatusnestettd, joten nesteen

lisdystd ei tarvinnut huomioida nédiden pédivien kohdalla.

Biovolyymin ja solutiheyden suhteen kaytin mittaustuloksia sellaisinaan ilman etta
olisin vertaillut niitd aiempiin arvoihin, kuten nitraattitypen kanssa. Testasin
jokaisen késittelyn dataa koekohtaisesti, ja kdytin ainoastaan viimeisen pdivdn
tuloksia.  Tilastotestin  valinta  perustui kokeen datan homo-, tai
heteroskedastisuuteen ja jakaumien normaalisuuteen, joita tutkin Shapiro-Wilkin-,
Kolmogorov-Smirnov- ja Levenen testeilld. Ensimmdisen kokeen tulokset olivat
nitraattitypen osalta homoskedastista, muttei normaalijakautunutta. Tiheyden ja
biovolyymin kohdalla data ei ollut homoskedastista. Ndin ollen kdytin kokeen 1
tulosten testaamiseen Kruskall-Wallisin testid. Kokeen 1 fosfaattifosforin tulokset
olivat normaalijakautuneita, mutta eivit homoskedastisia. Ndin ollen kédytin myos

sen kohdalla Kruskall-Wallisin testia.

Kokeen 2 datasta nitraattityppi ja tiheys eivit olleet normaalijakautuneita, vaikka
data oli homoskedastista. Tiheysdata oli kuitenkin sen veran ldhelld
normaalijakautunutta, ettd kdytin sen kohdalla ANOVA-tilastotestid. Biovolyymin
ja fosfaattifosforin suhteen data oli normaalijakautunutta, muttei homoskedastista.
Kéytin kokeen 2 tilastolliseen tulkintaan Kruskall-Wallis testid. Mikroskopoimalla
saamieni tiheyksien osalta data oli normaalijakautunutta, muttei homoskedastista,

joten kaytin Kruskal- Wallis testid.

Koska kolmannessa kokeessa sain pdiviakohtaista tietoa typen maddran kehityksestd,
tarkastelin myo6s sitdi. Ensimmdisen pdivien kohdalla otin huomioon
kasvatusnesteen lisdyksen mittaamalla typen maaran kahdesti, ensin ennen nesteen
lisdystd, ja toisen kerran nesteen lisdyksen jdlkeen. Kaytin ANOVA tai Kruskal-

Wallis testid sen mukaan oliko vuorokausikohtaisen muutoksen data
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homoskedastista ja normaalijakautunutta. Muutoin toimin kolmannen kokeen
tuloksien kanssa toimin samoin kuin kahden aiemman kokeen (Shapiro-Wilkin-,
Kolmogorov-Smirnov- ja Levenen testit). Testien perustella ANOVA-testin
olettamukset olivat voimassa nitraattitypen osalta pdivind 1-3, 6-8 ja 10. Muiden
pdivien tulosten kohdalla kdytin Kruskal-Wallis-testid. Tiheyden ja biovolyymin
osalta tutkin vain kokeen viimeisen pdivan tilastotesteilld. Fosforin madrd ei
mitattu kolmannessa kokeessa, koska siind kdytetty mittauslaite, YSI quatro, ei
kykene mittamaan fosfaattifosforia. Mikroskopoinnin data oli Kolmogorov-
Smirnov -testin perusteella normaalijakautunutta, muttei Shapiro-Wilkin testin
perusteella. Myoskddan homoskedastisuus oletus ei tayttynyt, joten kdytin Kruskal-
Wallisin testid. En testannut oliko pH:lla, ominaisjohtavuudella (SPC) tai

liuenneella hapella (DO%) tilastollista vaikutusta kokeen kolme tuloksiin.

3 TULOKSET

Koska jokainen varsinainen koe oli hieman erilainen esimerkiksi keston,
ajankohdan ja kdytetyn kasvatusnesteen suhteen, kdvin kokeiden tulokset

koekohtaisesti ldpi.

3.1 Ensimmaiinen koe

Kruskall-Wallis-testin perusteella timan kokeen tulokset, kdsittelyn vaikutuksesta
nitraattitypen eivit olleet tilastollisesti suuntaa antavia (X?=1,08 df=2 p>0,1),
samoin kuin vaihtelut fosfaattifosforin maarissa (X?=0,12 df= 2 p>0,1) (Taulukko 2).
Kruskall-Wallis testi ndytti my0s, ettd kasvatuksella ei ollut vaikutusta
biovolyymiin (X?=5,54 df=2 p>0,1) tai tiheyteen (X?>=1,65 df=2 p>0,1) (Kuvat 3 a&b).

Lapivalaisumikroskopoinnin perusteella viljelmista 16ytyi soluja koko kokeen ajan.

Taulukko 2. Nitraattitypen ja fosfaattifosforin méaara kokeen viimeisend pdivana. Koe kesti

kahdeksan pdivad. Kasvattamisessa on kdytetty elatusnestettd (WC-neste), jonka sisdltamad
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nitraattitypen ja fosfaattifosforin méaéria on kéytetty alkupitoisuuksina. Nitraattityppea oli
kokeen alussa noin 15 mg/1ja fosfaattifosforia noin 2 mg/1. Taulukoissa esitetyt arvot ovat

viljelmien keskiarvoja ja keskihajontoja (SD).

Ravinne mg/1

viljelmda  NO3-N SD PO4-P SD

MG 0,877 0,239 0,828 0,253
SE 2,583 1,849 0,378 0,361

MGSE 2,307 2,581 0,693 0,208
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Kuvat 3a ja 3b. Kokeen 1 biovolyymi (levédsolujen kokonaistilavuus / ml) kuvassa 3a.
Kokeen 1 solutiheys kuvassa 3b. Virhepalkit kuvaavat keskihajontaa (SD). Lyhenteet:
Femtolitra = fl. MG = Monoraphidium griffithii viljelma. SE = Selenastrum sp. -viljelma. MGSE

= kaksilajiviljelm4, jossa M. griffithii ja Selenastrum sp. levia.

3.2 Toinen koe

Nitraattitypen ja kasittelyiden vaéliltd ei 16ytynyt tilastollisesti merkitsevad yhteytta
(Kruskall-W. X?=2,46 df=2 p>0,1) (Taulukko 3). Sen sijaan kasvatuksen ja
biovolyymin vilinen vaikutus oli tilastollisesti suuntaa antava (Kruskall-W. X2=5,12
df=2 p<0,1) (Kuva 5a). Tiheyden ja kasvatuksen vililtd 16ytyi tilastollisesti
merkitsevd vaikutus (ANOVA F= 5,06 df=2 p<0,05) (Kuva 5b). Tukeyn HSD- testin
perusteella tilastollisesti merkitsevit erot tiheydessd olivat SE-MG ja MGSE-MG
viljelmien vililld, jossa SE oli tiheimpi kuin MG (p<0,05). Tiheysdatasta 16ytyi
mydos tilastollisesti suuntaa antava ero, jossa MGSE oli tiheampi kuin MG (p<0,1)

(Kuva 5b).

Kasvatuksilla oli tilastollisesti merkitsevd vaikutus fosfaattifosforin mdardan
kokeessa 2 (Kruskall-W. X?2=7,04 df=2 p<0,05) (Taulukko 3). Dunnin testin mukaan
tilastollisesti merkitsevd ero oli SE- ja MGSE-kasvatusten vililld (Z=2,65 p<0,05)
(Taulukko 3). SE-kasvatuksissa oli enemmin fosfaattifosforia, kuin MGSE-
kasvatuksissa (Taulukko 3). Viimeisend pdivdnd tehdyn mikroskopoinnin
perusteella eri kasvatuksissa olleiden levien lukumddrien valillda ei ollut
tilastollisesti merkitsevéd eroa, eli kaikissa kasvatuksissa oli suunnilleen yhtd monta

levdsolua (Kruskal-W. X2=3,5 df=2 p>0,1).

Taulukko 3. Nitraatin ja fosforin md&drd toisen kokeen lopussa. Kokeen alussa
nitraattitypped oli 28 mg/1 ja fosfaattifosforia 5 mg/l. Koe kesti 10 pdivaa. Taulukoissa

esitetyt arvot ovat viljelmien keskiarvoja ja keskihajontoja.
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Ravinne mg/1

vilielma  NOB-N SD PO4D SD
MG 6,478 0,662 1067 0,419
SE 7,098 0,852 2,008 0,900
MGSE 5798 0,724 0,614 0,272
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Kuvat 4a ja 4b. Kokeen 2 tulokset biovolyymille on esitetty kuvassa 4a. Vastaavasti kokeen
2 solutiheys on esitetty kuvassa 4b. Virhepalkit kuvaavat keskihajontaa (SD). Lyhenteet:
Femtolitra = fl. MG = Monoraphidium griffithii -viljelmd. SE = Selenastrum sp. -viljelma.
MGSE = kaksilajiviljelmé jossa M. griffithii- ja Selenastrum sp. -levia.
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3.3 Kolmas koe

Vaikka kuvaajan perusteella kaikki levdkasvatukset ovat vidhentdneet
kasvatusnesteidensd typen mddrdd kokeen aikana ja viljelmien tiheys, seka
biovolyymi ovat kasvaneet (Kuvat 5 a-c), tilastoanalyysin perusteella kasvatetuilla
levillda (MG, SE tai MGSE) ei ollut vaikutusta nitraattitypen médraan kokeen lopussa
tai yhteenkddn yhden vuorokauden aikana tapahtuneeseen nitraattitypen maaran
muutokseen (Kruskall-Wallis pdivind 5 ja 9, muina pdivind ANOVA). Biovolyymin
ja kasvatuksen vililtd ei 1oytynyt tilastollisesti merkitsevid tuloksia (ANOVA F=2,92
df=2 p>0,1). Myoskdan biovolyymin ja kasvatusnesteen (ANOVA F=2,88 df=1
p>0,1) sekd kasvatusnesteen ja kisittelyn yhteisvaikutus eivdt vaikuttaneet
biovolyymiin (ANOVA F=1.31 df=2 p>0,1). ANOVA-testin mukaan tiheyden ja
kasvatuksen vililtd 16ytyi tilastollisesti merkitsevd yhteys (F=11,65 df=2 p<0,01),
kuten myos tiheyden ja kdytetyn kasvatusnesteen vililta (F=12,63 df=1 p<0,05),
sekd kasvatusnesteen ja kasvatuksen yhteisvaikutuksesta tiheyteen (F=5,65 df=2
p<0,05). Tukeyn HSD -testin mukaan tilastollisesti merkitsevit erot olivat
seuraavien kasvatuksien vililli: MGSE(WCO)-MG(WC), MG(WW)-SE(WC),
MGSE(WW)-SE(WC), MG(WW)-MGSE(WC), MGSE(WW)-MGSE(WC).
Kasvatuksien SE(WC) ja MG(WC) vadililld oli tilastollisesti suuntaa antava tulos
(p<0,1). Tiheimpia WW-viljelmista olivat SE- (KA 3.01E+07 SD 5.29E+06), toiseksi
tiheimpid olivat MGSE- (KA 9.23E+06 SD 3.34E+06) ja vihiten tiheitd MG- (KA
6.01E+06 SD 8.11E+05). WC-elatusliuosviljelmista tiheimpid olivat SE- (KA3.68E+07
SD 3.70E+05), toiseksi tiheimpia MGSE- (KA 2.35E+07 SD 1.76E+06) ja vahiten
tiheitd olivat MG-viljelmat (KA 2.74E+06 SD 7.50E+05).

Viimeisend pdivand tehdyn mikroskopoinnin perusteella levidkasvatusten
solumaddrien valilld oli tilastollisesti merkitsevd ero (Kruskall-W. X?=7,73 df=2
p<0,05). Dunnin testin mukaan merkitsevé ero oli SE ja MGSE kasvatusten valilld
(Z2=2,65 p<0,05). Toisin sanoen SE kasvatuksissa oli eri maara levasoluja kuin MGSE
kasvatuksissa. Mikroskopoinnin perusteella WC viljelmissd keskiméd&rin eniten

levid oli SE-viljelmissd (KA 2,29E+07 solua/ml SD 5,07E+05), toiseksi eniten oli
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MGSE-viljelmissd (KA 4,17E+06 solua/ml SD 1,90E+06). WW viljelmistd eniten
soluja oli MGSE-viljelmissa (KA 2,77E+06 SD 9,44E+05) ja toiseksi eniten oli SE-
viljelmissa (KA 2,23E+07 solua/ml SD 6,85E+06).

Kokeen aikana pH oli kaikissa kasvatuksissa keskimddrin 7,6 (SD 0,06) kokeen
ensimmdisend pdivand. Viimeistd nesteen lisdystd seuranneena pdivdnd, eli
viidentend pdivand, pH oli keskimdérin 8,3 (SD 0,43). Kokeen viimeisend pdivand
se oli keskimddrin 9,0 (SD 0,55). Vastaavat luvut sdhkonjohtokyvylle olivat:
ensimmdinen pdivd 118 pS/cm SD 14, viides pdiva 285 pS/cm SD 50 ja viimeisend
koepdivdnd 274 pS/cm SD 40. Liuenneen hapen osalta tulokset ovat seuraavat:
ensimmadinen pdiva 95 % SD 1 %, viides pdiva 98 % SD 2 % ja viimeisend pédivana

100 % SD 0,6 %.
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BMG (WC)
OMG (WW)
®SE (WC)
oSE (WW)
AMGSE (WC)

A&MGSE (WW)

Kuvat 5 a-c. Kokeen 3 biovolyymit ja solutiheydet, sekd nitraattityppi. Tulokset

biovolyymille kuvassa 5a, ja solutiheydelle kuvassa 5b. Kuvassa 5 ¢ nitraattitypen NOs-N

madrd kokeen aikana eri kasvatuksissa. Virhepalkit kuvaavat keskihajontaa (SD).
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Lyhenteet: Femtolitra = fl. MG = Monoraphidium griffithii viljelma. SE = Selenastrum sp. -
viljelmd. MGSE = kaksilajiviljelmé& jossa M. griffithii ja Selenastrum sp. levid. WW =

jatevesiviljelma. WC = elatusnesteviljelma.

3.4 Yhteenveto tuloksista

Kaytettyjen kasittelyiden vilillda (MG, SE tai MGSE) ei ollut ei ollut eroa kokeen
lopun nitraattitypen madrdssa. Myoskdan kaytetylld kasvatusliuoksella (WW tai
WC) el ollut vaikutusta nitraattitypen mddrdan kokeen lopussa.
Monilajikasvatuksella oli kokeessa 2 tilastollisesti merkitsevd vaikutus
fosfaattifosforin maddrdan verrattaessa SE- ja MGSE-kasvatuksia, joten voidaan
todeta, ettd MGSE- otti enemman fosfaattifosforia kuin SE-kasvatus. Kasvatuksella
oli havaittavissa suuntaa antava vaikutus biovolyymiin kokeessa 2: MGSE-
kasvatukset olivat biovolyymiltddan suurempia kuin MG- tai SE-kasvatukset.
Solutiheyden osalta kaytetylld levdkasvatuksella oli tilastollisesti merkitseva
vaikutus kokeissa 2 ja 3. Kokeessa kaksi tiheimpid olivat MGSE-viljelmit ja
kokeessa kolme SE-viljelmidt. Myoskin elatusnesteelld ja elatusnesteen ja
kasvatuksen yhteisvaikutuksella oli tilastollisesti merkitsevd vaikutus tiheyteen
kokeessa 3. Jatevedessd kasvatetut levit olivat vdhemmin tiheitd kuin WC-
liuoksessa kasvatetut, lukuun ottamatta MG-viljelmid. Lapivalaisumikroskoopilla
lasketuista tiheyksistd ei 10ytynyt tilastollisesti merkitsevid eroja kokeessa kaksi,
mutta kokeessa ero 1oytyi MGSE- ja SE-viljelmien valiltd. SE-viljelmit olivat

kokeessa kolme tiheampid kuin MGSE-viljelmat.

4 TULOSTEN TARKASTELU

Kokeen loppua kohden noussut pH saattoi vaikuttaa M. griffithii -levan kasvuun,
silld levan optimaalinen pH on 6-7,5 (Tsarenko ym. 2016). Muutos pH:ssa johtui

todennakoisesti siitd, ettd yhteyttdmisen aikana leviét sitoivat hiilidioksidia, joka on
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tunnettu pH:ta laskeva molekyyli. Korkean pH:n on havaittu denitrifikaatiota
(Glass & Silverstein 1998), joten korkea pH olisi voinut lisdtd denitrifikaatiota
kasvatuksissa. On kuitenkin epdtodenndkoistd, ettd denitrifikaatiota olisi
kasvatuksissa tapahtunut, silld se on anaerobinen prosessi ja tdssd kokeessa

liuenneen hapen maéara vaihteli valilla 95-100 %.

Happamuudella on vaikutusta myos fosforin biologiseen saatavuuteen (Cerozi &
Fitzsimmons 2016). Cerozi & Fitzsimmons (2016) suosittelevat, ettd hydroponisissa
kasviviljelmissa pH olisi valilld 5.5-7.2. Koska kolmannessa kokeessani pH nousi
kokeen puoliviliin mennessd keskimddrin kahdeksaan ja kokeen loppuessa
yhdeksddn, voisi olettaa, ettd suurin osa fosforin sidonnasta olisi tapahtunut kokeen
alkupuolella pH:n ollessa alhaisempi. Tama ajatus jdd kuitenkin vain hypoteesiksi,
koska en mitannut fosfaattifosforia kolmannessa kokeessa, silld mittariini ei ollut

olemassa fosfaattifosforin mittaamiseen soveltuvia mittalaitteita.

Veden sdhkonjohtokyvyn on havaittu olevan yhteydessd mikrolevien kasvuun
siten, ettd korkeampi johtokyky on yksi otollisten kasvuolosuhteiden indikaattori
luonnossa (Celewicz-Goldyn & Kuczynska-Kippen 2017). Kuvien 5 a ja b
perusteella on vaikeata havaita, ettd ominaisjohtavuudella (SPC) ja levien kasvulla
olisi yhteyttd. Voi kuitenkin olla, ettd viimeisind pdivind hieman hidastuva kasvu
oli yhteydessd hieman matalampaan ominaisjohtavuuteen kokeen lopussa (274
pS/cm) kuin kokeen keskivaiheilla (285 pS/cm). Tosin ilman tilastotestejdi on

mahdotonta sanoa mitdan varmasti.

Hapen kertyminen yhteyttimisen tuotteena kasvatusliuokseen voi haitata
mikrolevien kasvua (Kazbar ym. 2019). Kokeessa kolme liuenneen hapen maééara
nousi kokeen aikana 95 %:sta noin 100 %:iin. Voi siis olla, ettd liuennut happi hidasti
levien kasvua kokeen edetessd. Kuvaajien 5 a ja b perusteella tédtd on kuitenkin yhta
vaikeaa perustella kuin sdhkonjohtokyvyn vaikutusta kasvuun. Selityksen
uskottavuutta vahentdd myos se, ettd Kazbarin ym. (2019) kokeessa happea oli yli

30 mg/L, kun taas omassa kokeessani 100 % kylldstyneisyys noin 17 asteen
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lampéotilassa tarkoittaisi, ettd happea oli vahemmaéan kuin 10 mg/L. Kun vield
otetaan huomioon, ettd ilmastukseen kdytetty ilma oli perdisin samasta huoneesta
jossa koe tehtiin, ja ettd koeasetelmat eivit olleet ilmatiiviitd, vaikuttaisi hyvin
epdtodenndkoiseltd, ettd liuenneen hapen maéralld olisi ollut mitddan vaikutusta

levien kasvuun.

4.1 Nitraattityppi ja fosfaattifosfori

Kokeen kolme tulosten perusteella (Kuva 5 c) kaikki levdkasvatukset saivat
kaytettyd suurin piirtein kaiken lisdédmani nesteen ravinteet yhden vuorokauden
aikana. Tamd ndkyy pdivind 1-4 ylos alas menevand kdyrdnd, joka ndyttdisi
palaavan jokaisen huipun jilkeen yhdessd vuorokaudessa suurin piirtein edellisen
vuorokauden lukemiin ennen nesteen lisadamistd. Nain ollen vaikuttaisi siltd, ettd

kasvatukseen lisdtyn nitraatin ottoaika vedestd oli noin vuorokausi.

Kokeideni tulokset eividt osoittaneet kahden lajin kasvatuksen ja yhden lajin
kasvatuksien vaélilldi olevan eroa, kun tarkastellaan nitraattitypen madrda
kasvatusvedessd kokeen viimeisend pdivdnd. Kokeessa 3 ei mydskddn ollut
havaittavissa, ettd nitraattitypen méddrd olisi vahentynyt merkitsevisti
vuorokauden aikana missddn kokeen vaiheessa. Syynd télle tulokselle voisi olla
kokeiden pieni otoskoko, jolloin erot kasvatusten typenkadyton vililld eivit tulleet
esiin. Toinen mahdollinen syy on kidyttamieni levien samankaltaisuus typen kdyton
suhteen. Ehkd molemmat sitoivat nitraattitypped yhtd nopeasti. Téta viitettd tukee
se, ettd erilajisten, yhden levdn kasvatusten vililtd ei loytynyt tilastollisesti
merkitsevid tuloksia nitraattitypen otossa. On myos mahdollista, ettd pienen
otoskoon ja levien typensidonnan samankaltaisuuden yhteisvaikutus voi olla
selittdva tekijd sille, miksi en saanut tilastollisesti merkitsevid tuloksia nitraattitypen
suhteen. Neljds mahdollinen selitys olisi se, ettd toinen laji syrjdytti toisen ennen
kokeen loppua. Tamd selitys syrjdyttdmisestd  vaikuttaa  kuitenkin
epdtodenndkoiseltd tekemieni mikroskopointien perustella, silla

monilajikasvatuksista 16ytyi molempia levid kokeen lopussa. Kokeen kaksi lopussa
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levdviljelmien samankaltaiset tiheydet molempien yksilajisten viljelmien ja
kaksilajisten viljelmien valilld viittaavat siihen, ettd molempien levilajien tiheydet
ovat koeolosuhteissa samankaltaisia. Ndin ollen syrjdyttamistd ei voida pditella
pelkdstdan kasvatuksien keskitiheyksistd. Voi kuitenkin olla, ettd syrjayttamistd
tapahtui kokeessa kolme, jossa levien lukumaddrdt kokeen lopussa poikkesivat
monilajikasvatusten ja yksilajisten kasvatuksien vililld. Kayttamani levat M.
griffithii ja Selenastrum sp. kuuluvat samaan sukuun Selenastraceae, joten
lahisukuisuudesta johtuva kilpailu voisi siis olla mahdollinen tuloksia selittava
tekijd. Hypoteesia sukulaisuuden vaikutuksesta kilpailuun tukee Naughton ym.
(2015) tutkimus, jossa viherlevien havaittiin kilpailevan enemmin mitd

ldheisempadd sukua ne olivat toisilleen.

Yksilajikasvatuksien vililtda ei loytynyt tilastollisesti merkitsevid tuloksia
nitraattitypen mddrdssd, mikd viittaa siihen, ettd kaksilajikasvatusten ja
yksilajikasvatusten eroavaisuuksien puute ei johdu lajien vailisestd kilpailusta tai
muusta vuorovaikutuksesta. Jos lajit vuorovaikuttaisivat, niin sen tulisi nakyad
tuloksissa kasvaneena tai védhentyneend nitraattitypen mddrdnd verrattuna

yksilajikasvatuksiin.

Kahden lajin viljelma (MGSE) poisti vdhemmaén fosfaattifosforia kuin ainoastaan
Selenastrum sp. -levdd sisdltdneet viljelmdt. Tulos on yhtenevdinen aiemman
tutkimuksen kanssa, jossa monilajiset Scenedesmus obliguus -lajia sisdltdneet
viljelmét poistivat huonommin fosfaattifosforia kuin pelkkaa Scenedesmus obliquus -
levaa siséltaneet viljelmdt (Qu ym. 2019). Erona omaan tutkimukseeni Qu ym.
(2019) kasvattivat leviddn 20 pdivad, kun omat kokeeni kestivit 8-10 pdivaa. Qu ym.
(2019) kokeissa huomattavimmat muutokset fosfaattifosforin méarassa tapahtuivat
pdivan 10 jdlkeen, ja fosfaatin méddrd oli ldhtiessd noin kymmenkertainen omien
kokeideni fosfaattimddriin. N&din ollen oma kokeeni ja Qu ym. (2019) tutkimuksen
antamat tulokset viittaavat Selenastrum yksilajikasvatusten olevan parempia

fosfaattifosforin sitojia erilaisissa fosfaattifosforin pitoisuuksissa. Voi kuitenkin olla,
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ettd tulosten samankaltaisuus on pelkkdd yhteensattumaa, silli en havainnut

vastaavaa ilmioti toisessa fosfaattifosforia tutkineessa kokeessa.

Tyypillisesti makeissa vesissd fosfori on kasvua rajoittava ravinne (Thomas &
Cebrian 2008). Myoskin kokeissani fosforia oli vihemman kaikissa kasvatuksissa
kuin typped. Ndin ollen voisi odottaa, ettd levaviljelmédt kayttaytyisivat kuin
luonnossa, eli niiden kasvua rajoittaisi fosforin saatavuus, eikd nitraatin saatavuus.
Tatd ajatusta tukevat myds tdmdn tutkimuksen tulokset, silld nitraatin méa&ra
kokeen lopussa ei ollut yhteydessd kaytettyyn kasvatukseen, kun taas
fosfaattifosforin ja kasvatuksen vililld vaikuttaisi olevan tilastollisesti suuntaa

antava yhteys.

4.2 Biomassa ja tiheys

Kaksilajikasvattamisella voi olla vaikutusta viljelmdn biovolyymiin, mutta tdssa
tutkimuksessa havaittiin vain yksi tilastollisesti suuntaa antava tulos. Kokeessa 2
MGSE-viljelmad oli biovolyymiltaan suurempi kuin MG- tai SE-viljelmdt. Tulos on
kddnteinen kuin Roelken (2017) havainto siitd, ettd korkeampi biodiversiteetti

ennustaisi matalampaa tuottavuutta levakasvatuksissa.

Kasvatusten tiheys oli huomattavan erilainen kaksilajisissa kasvatuksissa kuin
yksilajisissa kasvatuksissa. Kokeen kaksi perusteella MGSE- ja MG-kasvatusten
vélilld on tilastollisesti suuntaa antava ero. Saamani tulokset biomassasta ja
tiheydestd kokeessa kaksi voisivat johtua siitd, ettd Selenastrum sp. -levd,
pienempénd ja tihedmpand kuin M. griffithii, muodostaisi suurimman osan
biomassasta. Koska CASY-mittalaite ei erotellut eri lajeja, asiaa ei voida varmistaa
sen antamista tuloksista. Mikroskopointituloksista tehdyistd tiheyslaskelmista ei
kuitenkaan l6ytynyt tilastollisesti merkitsevid eroja eri viljelmien vélillda kokeessa
kaksi, joten linkki Selenastrum sp. -levén ja kaksilajisten kasvatusten tiheyden valilld

jad epédselvaksi.
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Kokeesta kolme 16ytyi eroja MGSE-, SE- ja MG-WC-viljelmien vililla CASY-datassa
ja mikroskopoinnista lasketussa tiheysdatassa. Kokeen kolme tulos viittaa siihen,
etti SE voi kasvaa tiheimmiksi kuin MG. Vaikuttaisi siis siltd, ettd
kaksilajikasvatuksien ja yksilajikasvatuksien viliset erot tiheydessad eivit johdu
siitd, ettd Selenastrum -levdn ldsndolo saa monilajisen viljelmdn tiheyden
muistuttamaan yksilajista Selenastrum sp. viljelmdd, vaan siitd, ettd lajit
vuorovaikuttavat keskendan. Tama vuorovaikutus nikyy siis siind, ettd monilajisen
viljelman tiheys on uniikki monilajiselle viljelmdlle. Jos nédin ei olisi tulisi viljelmdn
tiheyden muistuttaa jompaa kumpaa yksilajisista viljelmistd siitd riippuen, kumpi

laji dominoi viljelmaa.

Roelken (2017) tutkimuksessa havaittiin, ettd toisiaan tiydentavat levalajit tuottavat
enemmdn biomassaa kuin toiminnallisesti hyvin erilaiset lajit. Tamd ajatus saa
tukea tutkimuksestani, vaikka tutkinkin vain kahta lajia. Kaksilajiset kasvatukset
olivat biomassaan Ildheisesti liittyvdn parametrin, biovolyymin, perusteella
tuottoisampia. My0s tiheyden suhteen vaikuttaisi siltd, ettd monilajisuus voi

parantaa M. griffithii levien tuottavuutta.

4.3 Kdytetyn kasvatusnesteen vaikutus

Kaytetty kasvatusneste, joko WC tai WW, vaikuttivat kokeessa 3 kasvatuksien
tiheyteen. MGSE-kasvatuksiin vaikutti se, oliko kasvatus laitettu WW- vai WC-
nesteeseen kasvamaan. Ylldttden vastaavaa eroa ei l0ytynyt eri nesteissd
kasvatettujen MG- ja SE-viljelmien vililtd. Jokin saa MGSE-viljelmédn kasvamaan
tiheammaéaksi WC-nesteessda kuin WW-nesteessd. Vaikuttaisi siis siltd, ettd
kaksilajikasvatukset ovat herkempid kasvatusmedialle kuin yksilajikasvatukset.
Tulos on ristiriitainen aiemman tutkimustuloksen kanssa, jonka perusteella
useamman lajin ldsn&olo tekisi kasvatuksista vakaampia (Corcoran & Boeing 2012).
Tosin on huomattava, ettd Corcoran & Boeing (2012) tutkimuksessa havaittiin
useamman kuin kahden lajin aiheuttavan edelld mainitun vakauttavan ilmion.

Voisi siis olla, ettd kaksilajisuus on ristiriitojen vaivaama siirtymd monilajisten ja
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yksilajisten viljelmien vililld, jossa molempien kasvatustapojen haitat korostuvat
ilman kummastakaan saatavia hyotyja. On myos otettava huomioon, ettd Corcoran
& Boeing (2012) tutkivat hdirittilojen vaikutusta yhteisoon. Hiirididen puutos
tutkielmassani voisi selittdd sen, miksi yhden lajin kasvatuksien vilill4 ei ollut eroja
kasvatusnesteestd huolimatta. WC-elatusnesteen alempi nitraattityppi- ja
fosfaattifosforipitoisuus saattoi edistdd levien kasvua. Viherlevien on havaittu
kasvavan aluksi biomassalla mitattuna nopeammin, jos mniitd viljellddn
vdhdravinteisissa eikd runsasravinteisissa olosuhteissa (Shurin ym. 2014). Tama
voisi selittdd kuvaajan 5 c, jossa WW kasvatukset sisdltivdt enemmdn typped
kokeen lopussa tai typen mddrd on lihtenyt mydhemmin laskuun kuin WC-

kasvatuksissa.

4.4 Loppuyhteenveto ja jatkotutkimuskohteet

Jatkotutkimuksissa suurempi otoskoko saattaisi olla tarpeen, jotta mahdolliset
vaikutukset saataisiin esiin biovolyymin ja kaksilajikasvatuksen sekd biovolyymin
ja tiheyden vélilld. My6s muutokset levien ravinteidenottokyvyssad voisivat tulla
selvemmin esiin, jos otoskokoa kasvatettaisiin. Koska levien tiheys vaihtelee lajista
riippuen, laitoin kokeen alussa toista kasvatusta enemmidn biomassojen
tasaamiseksi. Jos molempia lajeja sentrifugoitaisiin niin, ettd levien tiheys olisi
kasvatukseen  lisdttiessd  sama, voitaisiin saada  erilaisia  tuloksia.
Vuorokausirytmilld tiedetddn olevan vaikutusta levien kasvuun, joten
jatkotutkimuksessa jatkuvan valaistuksen sijaan voitaisiin valot ajastaa
sammumaan yon ajaksi. Esimerkiksi Khatoon ym. (2019) havaitsivat Selenastrum
bibraianum -levdn kasvun eroavan luontoa matkivan vuorokausirytmitetyn
valaistuksen ja jatkuvan keinovalaistuksen vélilld, niin ettd S. bibraianum kasvoi
paremmin luonnonvalaistuksessa. My0s kasvatusten saamaa PAR:n maédrdd
voitaisiin kasvattaa esimerkiksi asentamalla tehokkaampia tai useampia lamppuja.
Tutkimuksessani viljelmédt saivat suhteellisen vahdn PAR-séteilyd, 30-45

mikroeinsteinid/m2*s. Shurin ym. (2014) on havainnut véhdiselld valolla olevan
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negatiivinen vaikutus levien kykyyn kilpailla typestd ja fosfaatista. Ndin ollen
lisdamaéllda valon m&drdd mahdolliset erot kasvatusten viélisessd ravinteiden
kaytossd voisivat tulla selvemmin esille. Tdssd tutkielmassa kasvatin levidni
samassa kasvatuspullossa enkd poistanut niistd nestettd koko kokeen aikana,
lukuun ottamatta nédytteitd. Ndin ollen jdi vield epdselvidksi, kuinka hyvin
valitsemani levdt voisivat toimia, jos se integroitaisiin pysyvéksi osaksi

kiertovesisysteemin suodatusta.

Koska kayttamani levit olivat suhteellisen ldheistd sukua (Chlorophyta) ja samaa
kokoluokkaa, tutkimusta voitaisiin laajentaa ndiltd osin. Sukulaisuuden vaikutusta
voitaisiin tutkia tarkemmin kadyttamdlld kauempaa sukua olevia lajeja
samanaikaisesti ldhisukuisten kanssa. My®s ravinne- ja ominaisuuskilpailun
vaikutus jdi epdselviksi, koska levit olivat kooltaan ja elinympaéristoiltddan varsin
samanlaisia. =~ Tulokset voisivat muuttua huomattavasti, jos nditd tekijoita
sdddettdisiin. Ravinnekilpailuteoriaa ja sukulaisuusteoriaa voitaisiin tutkia
yhtdaikaisesti siten, ettd koettani laajennettaisiin ottamalla mukaan kolmanneksi
levéksi jokin toinen Monoraphidium -levd, jonka ravinteiden tarve poikkeaa M.
griffithii -levan ravinnontarpeesta. Télloin avautuisi myos mahdollisuus tutkia onko
ravinnekilpailun ja sukulaisuuden vililla mahdollista yhteisvaikutusta. Myos
mahdollisimman kaukaista sukua olevien lajien kasvatus, joiden ravinteiden tarve
olisi joko hyvin samanlainen tai erilainen kuin M. grifithii -levélld, avaisi
mahdollisuuden tutkia hypoteesien vilistd suhdetta. Jos kaukaista sukua olevien
havaittaisiin  heikentdvan kasvatuksien kasvua, ldhisukulaisuushypoteesin
vaikutus M. grifithii -levddn voitaisiin todeta olevan vadhdinen tai olematon

verrattaessa ravinnonhankintahypoteesiin.
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