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Johdant¢o

Vesieldinten lisddntymishairioita aiheuttavien yhdisteiden esiintymista erilaisissa
puhdistetuissa jatevesissa on tutkittu sekd Suomessa ettd ulkomailla. Tutkimukset
osoittavat, ettd myos kunnalliset jétevedet saattavat olla hormonaalisesti aktiivi-
sia. Ne sisdltavat aineita, jotka vaikuttavat sukuhormonien tavoin ja hdiritsevat
eldinten lisddntymistoimintoja (Purdom ym. 1994, Folmar ym. 1996 ja 2001, Nichols
ym. 1999, Ternes ym. 1999, Fawell ym. 2001, Kérner ym. 2001).

Tama tutkimus oli osa kansainvélistd EU-hanketta Comprehend (Community
Programme of Research on Environmental Hormones and Endocrine Disrupters),
jonka yhdessa osiossa pyrittiin kartoittamaan erdiden Euroopan maiden (Englan-
ti, Hollanti, Norja, Ranska, Ruotsi, Suomi ja Sveitsi) puhdistettujen kunnallisten ja
teollisuuslaitosten jatevesien hormonaalista aktiivisuutta. Tutkimuksessa keskityt-
tiin lahinnd estrogeeni- (naarassukupuolihormonit) vaikutuksiin. Tavoitteena oli
my0s koota tietoa eri maiden jatevesipuhdistamoiden puhdistusmenetelmista
ja laitosten puhdistustehoista. Projektin yhteiset kunnallisia jatevesid koskevat
kansainviliset tutkimustulokset tullaan julkaisemaan sarjassa Water Research
(Johnson ym., késikirjoitus). Tahan raporttiin on koottu Suomen ympéristokes-
kuksen tulokset.
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Aineis¢to Ja menetelmit

Tutkimus alkoi kevéaalld 1999 ja paéttyi syksylla 2002. Jokaisessa osallistujamaassa
tutkimuksiin valittiin kaksi kunnallista jatevedenpuhdistamoa, meillda Helsingin
ja Lohjan jatevedenpuhdistamot. Nummelan jatevedenpuhdistamo tuli mukaan
hieman my6hemmin. Vuoden 2001 aikana muutettiin Nummelan jatevedenpuh-
distamon puhdistusprosessia lisdédmalla siihen typenpoistoprosessi. Taméa antoi
mahdollisuuden tutkia samassa laitoksessa kahdella eri menetelmélld puhdistet-
tujen jatevesien biologisia vaikutuksia.

Helsingin ja Lohjan jatevedenpuhdistamoilla kokeet tehtiin kesakuun 1999
alussa ja Nummelassa syyskuun 2000 ja 2002 alussa. Vuoden 2002 kokeiden aikana
uusi typenpoistoprosessi oli normaalitoiminnassa. Vuoden 2002 kokeiden aikana
Nummelan jitevedenpuhdistamolla testattiin ldhtevéaan jateveteen jadneen fos-
forin poistoa DynaSand-suodattimen avulla. Tutkimme my6s tamén jateveden
biologiset vaikutukset.

Jatevesien hormonaalisia vaikutuksia tutkittiin altistamalla viljeltyja kirjolo-
henpoikasia ldhteville jatevedelle. Ennen kirjolohialtistuksia jatevesien myrkylli-
syys testattiin vesikirpputestin (ISO 6341: 1996) avulla.

Kalat laitettiin kolmeksi viikoksi puhdistettuun jateveteen (100 %). Helsingin
ja Nummelan (2002) jatevedenpuhdistamoilla altistukset tehtiin ldpivirtauksella.
Veden happipitoisuuden riittavyys kaloille varmistettiin ilmastamalla jatevetta.
IImastettua jatevettd pumpattiin (6 I/min) muovisaaveihin (75 1), joissa kussakin
oli 20 kalaa. DynaSand-testissa virtaus oli jonkin verran suurempi. Happipitoi-
suus kokeen aikana oli n. 7 ppm. Lohjalla ja Nummelassa (2000) kalat laitettiin
muovisissa pyykkikoreissa (20 kpl/kori) puhdistetun jateveden poistouomaan.
Nummelassa uomassa olevaa jatevettd jouduttiin ilmastamaan. Lohjalla ilmastus-
ta ei tarvittu. Jateveden happipitoisuus oli Nummelassa keskimaarin 7 ppm ja
Lohjalla 9 ppm. Kontrolliryhmén kalat pidettiin Suomen ympéristokeskuksen la-
boratoriossa kasittelemattomassa Péijanne-tunnelin vedessa koeolosuhteita vas-
taavissa ympadristdolosuhteissa. Testin aikana kaloja ei ruokittu.

Yleisimpien vedenlaatumuuttujien lisdksi Helsingin ja Lohjan puhdistetuis-
ta jatevesista sekd kontrollivedestd madritettiin Hollannissa (RIZA) luonnollisten
(17a-estradioli, 17B-estradioli, estroni) ja synteettisten (17a-ethinylestradioli) ste-
roidihormonien seké bisphenol-A:n, pitoisuudet. Sveitsissa (EAWAG) maaritettiin
yleisimmin kéytettyjen nonylifenolietoksylaattien (NP1EO, NP2EO ja NPnEO) ja
niiden hajoamistuotteiden nonylifenolin (NP) pitoisuudet.

Altistusten jdlkeen kaloista otettiin kudos ja verindytteet hormoni- ja vieras-
aineaineenvaihdunnan seka ioni- ja vesitasapainon saitelyn muutosten selvitta-
miseksi. Ndytteenotossa kukin kala, yksi kerrallaan, tapettiin iskulla padhan. Kala
mitattiin ja punnittiin. Pituuden ja painon avulla méaaritettiin kalan kuntokerroin.
Verindyte otettiin pyrstdlaskimosta heparinoituun (ammoniumheparinaatti, Sig-
ma) ruiskuun. Plasma erotettiin sentrifugoimalla (3 min 12000 rpm). Eroteltu plas-
ma pakastettiin valittomasti nestetypessd, jossa ndytteet sdilytettiin analysointiin
asti. Kala avattiin, sappirakko poistettiin ja maksa irrotettiin, punnittiin kokoin-
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deksin (MSI = kudoksen prosenttinen osuus kalan painosta) maarittamista varten
ja pakastettiin nestetypessd. My0s maksandytteet sdilytettiin analysointiin asti nes-

tetypessa.

Jatevesien vaikutuksia kalojen lisédntymisaineenvaihduntaan tutkittiin maa-
rittdmalla plasman vitellogeninin, testosteronin, estradiolin ja kokonaiskolestero-
lin pitoisuudet. Télla hetkelld yleisin tapa tutkia estrogeenien ja niiden kaltaisten
aineiden esiintymistd on osoittaa juveniilien tai koiraskalojen vitellogenini-
geenin aktivoituminen (Wallace ja Jared 1968, Sumpter ja Jobling 1995). Runsas-
ruskuaisia munia tuottavilla elaimilld kuten kaloilla naaraiden maksa tuottaa nor-
maalista madin ruskuaisen esiastetta vitellogeninia (Wallace ja Jared 1968, Wallace
ja Bergink 1974). Tama vitellogeninin tuotto on estrogeenien saatelemaa.

Koirailla ja juveniilella kaloillakin on vitellogenini-geeni, mutta normaalisti
ndilld kaloilla veren estrogeenipitoisuus on niin matala, ettd geenivaikutus ei
ilmene. Kasittelemalld koiraita tai nuoria kaloja estrogeeneilla tai niiden tavoin
vaikuttavilla aineilla alkaa ndiden kalojen maksa tuottaa titd ruskuaisproteiinin
esiastetta, joka siirtyy maksasta verenkiertoon, josta se pystytdan maarittamaan.

Haitta-aineiden aiheuttamat kalojen hormoniaineenvaihdunnan muutokset
nakyvat kalojen plasman hormonipitoisuuksien muutosten lisdksi myos kalojen
maksan vierasaine-aineenvaihdunnassa. Maksassa muokataan elimistolle vieraat
samoin kuin omat rasvaliukoiset aineet vesiliukoisiksi ja helposti eritettaviksi (Dut-
ton 1966). Télla hetkelld yleinen tapa kuvata haitta-aineiden vaikutuksia kalan vie-
rasaineaineenvaihduntaan on mitata kalan maksan etoksiresorufiini-O-de-etylaasin
(EROD) aktiivisuutta (Gokseyr ja Forlin 1992, Gokseyr ym. 1996, Whyte ym. 2000).

Vierasaine-altistukset stressaavat kalaa ja saattavat muuttaa myos niiden vesi-
jaionitasapainon sadtelya (Eddy 1981). Plasman proteiinipitoisuus ja ionipitoisuuk-
sista varsinkin kalsiumin pitoisuus korreloivat positiivisesti myos plasman vitello-
geninipitoisuuden kanssa. (Wallace 1970).

Plasman vitellogeninipitoisuus maaritettiin ELISA:lla Biosense laboratorion
ohjeen mukaisesti (Nielsen ym. 1998). Vasta-aineena kéytettiin anti-salmon vitel-
logeninia, BN-5, ja standardina kirjolohen puhdistettua vitellogeninia (Biosense
Laboratories, Norja). Plasman kalsiumin ja kokonaiskolesterolin pitoisuudet maa-
ritettiin Sigman testi-kittien avulla ja plasman proteiinipitoisuus Biuret-menetel-
malld (Layne, 1957). Proteiinistandardina kaytettiin naudan seerumin albumiinia.
Plasman osmolarisuus mitattiin osmometrilla (The Advanced Micro-Osmometer,
3MO). Kalojen plasma testosteroni- ja estradioli-17B-pitoisuudet mééritettiin RIA:1la
(Scott ym. 1982). Tritium leimatut hormonit olivat Amershamilta (The Radioche-
mical centre Amersham) ja vasta-aineet Sigmalta (T-4276 and E-2885). Kalojen
maksan EROD aktiivisuus maédritettiin SYKEn sisdiselld menetelmalld (Burke ja
Mayer 1974, Pohl ja Fouts 1980, Klotz ym. 1984, Hodson ym. 1991 ja van den Heuvel
ym. 1995). 7-ethoxyresorufinin lopullinen pitoisuus Tris-puskurissa oli 2.5 uM, ja
NADPH:n 250 pM. Maksan proteiinipitoisuus maaritettiin Lowryn ym. menetel-
mallad (1951). Standardina kéytettiin naudan seerumin albumiinia.

Kaikki mddritykset tehtiin kahtena rinnakkaisena. Tulosten tilastollinen tar-
kastelu tehtiin kontrollikaloihin verraten ANOVAn post-hoc testin ja kahden riip-
pumattoman otoksen keskiarvotestin avulla.

Suomen ympdristd 626
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Tulokset

Yksikddn testattu jatevesi ei ollut akuutisti myrkyllinen vesikirpuille, eikd myos-
kédan koekaloille. Kontrolli- ja altistettujen kalojen kuolleisuudessa ei testin aikana
havaittu eroja.

Taulukkoon 1 on koottu puhdistetuista jatevesistd mitattujen yleisimpien
vedenlaatumuuttujien pitoisuudet. Kokonaistyppipitoisuutta lukuun ottamatta
Lohjan ja Nummelan jatevedet nayttivit olleen parempilaatuisia kuin Helsingin.
Nummelassa uuden puhdistusprosessin jalkeen ldhtevan jateveden typpipitoisuus
oli laskenut yli 50 % vuoden 2000 pitoisuudesta.

Jatevesien laatuerot ndkyivat my0s niistd médritettyjen luonnollisten ja kei-
notekoisten hormonien seké bisphenol-A:n (Taulukko 2) ja nonylifenoliyhdistei-
den (Taulukko 3) pitoisuuksissa. Kaikkien edelld mainittujen aineiden pitoisuudet
olivat Helsingin ldhtevéassa jatevedessd korkeammat kuin Lohjan vastaavassa.

Taulukko I. Puhdistetuista jatevesista mitattujen vedenlaatumuuttujien pitoisuudet (mg/l, jos muuta ei ole mainittu)

Muuttuja Kontrolli Lohja Helsinki Nummela Nummela DynaSand
2000 2002 2002

BOD, <3,0%98% 6,2% 97 % <30*>99%

(oD 5,1 <30*92% 50,8 <30*>96%

KmnO, 20 50,7

Kiintoaine 03 8,4 713%98% 3 4 <|

Kok.-P 0,007 03*98% 0,47 %92 % 0,086 * 99 % 0,094 0,019

PO,-P 0,12 027 0,057 0,067 0,018

Kok.-N 041 26%33% 16 * 60 % 54*43 % 24*70 %

NH-N <0,01 0,034 1,0 *97 % <0,01 0,104

Alkalinit.

(mmol/1) 03 0,62 1,6 1,8 0,96

pH A 13 6,7 1,6 6,2

Sahkonjohtavuus

(mS$/m) 1,6 60 69 10

fe 0,03 0,68 0,6 0,16

toC 10 14 15 16 16,7 16,7

Happol. Al 0,087

* = poistumaprosentti

Taulukko 2. 17ot-estradiolin, 17[3-estradiolin, estronin, I7ct-ethinylestradiolin ja bisphenol-A:n pitoisuudet (ng/l)

[Tow-estradioli | |7(3-estradioli estroni [Tow-ethinyl-estradioli bisphenol-A
Kontrolli <04 <0,6 <0,2 <04 <l
Helsinki <03 <08 28 Il 610
Lohja <03 <0,8 <03 <03 <l
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Taulukko 3. Nonylifenolien (NP) ja nonylifenolietoksylaattien (NPIEQ, NP2EO, NPnEQ) pitoisuudet (p1g/1).

NP NPIEO NP2EO NPnEO
Kontrolli 0.08 n.d. n.d. 23
Helsinki 0,54 0,71 0,69 3,0
Lohja 0,13 n.d. 0,5 38

n.d. ei havaittu

Plasman vitellogenini pitoisuuden kohoaminen Helsingin, Nummelan (2000) ja
DynaSand kokeen jitevesissa altistetuissa kaloissa (Kuva 1) osoitti ndiden jatevesi-
en sisdltdvdan estrogeenien tavoin vaikuttavia aineita. Nummelan ja DynaSand
kokeen kaloissa plasman vitellogenini-pitoisuudet olivat kuitenkin paljon alhai-
semmat kuin Helsingissa altistetuissa kaloissa. Jatevedet aiheuttivat myos kalojen
plasman kolesterolipitoisuuksien nousun, merkitsevasti kuitenkin vain Numme-
lassa ja Helsingissé altistetuissa kaloissa (Kuva 2).

Helsingin jateveden estrogeeniaktiivisuuteen viittasi myos kalojen plasman
estradiolipitoisuuden kohoaminen (Kuva 3). Muiden ryhmien kaloissa tdtd muu-
tosta ei havaittu. Kalojen plasman testosteronipitoisuuteen (Kuva 4) néytti ainoas-
taan Lohjan jatevesi vaikuttaneen. Pitoisuus oli laskenut merkitsevasti.

Kaikki jatevedet kohottivat altistettujen kalojen maksan EROD-aktiivisuutta
(Kuva 5). Maksan proteiinipitoisuus oli kohonnut vain Nummelassa altistetuilla
kaloilla (Kuva 6), mikd on yhdenmukaista ndiden kalojen erittdin merkitsevan vie-
rasaineaineenvaihdunnan lisdédntymisen ja kalojen maksan painon (Kuva 7) seka
maksan somaattisen indeksin (Kuva 8) laskun kanssa.

Tutkimustulosten perusteella voidaan sanoa, ettd Lohjalla, Helsingissa ja
Nummelassa (2000) altistetut kalat kuluttivat altistuksen aikana huomattavasti
enemman energiaa kuin kontrolliryhméan kalat. Kalat laihtuivat kokeen aikana,
mikd nédkyi kalojen painoissa (Kuva 9), mutta varsinkin niiden kuntokertoimissa
(Kuva 10). Vuoden 2002 testeissd kédytetyt kalat olivat pienempid kuin muissa ko-
keissa kédytetyt, mikd nékyy kuvassa 9.
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Kuva I. Kalojen plasman vitellogeninipitoisuus Kuva 2. Kalojen plasman kolesterolipitoisuus
(keskiarvo = SD). *** = p<0.001/ (keskiarvo = SD). ** = p<0.0/, * = p<0.05
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Kuva 7. Kalojen maksan paino

(keskiarvo = SD). *** p<0.001, * p<0,05

Kuva 9. Kalojen paino
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Kalojen ionitasapainon muutoksiin Lohjalla, Helsingissd ja Nummelassa
(2000) viittaa ndiden kalojen plasman osmolaarisuuden kohoamisen (Kuva 13)
lisdksi plasman kalsium ja proteiinipitoisuuksien muutokset. Plasman kalsiumpi-
toisuus (Kuva 11) oli kohonnut kaikissa muissa testikaloissa paitsi Nummelassa
2002 altistetuissa, joissa se oli laskenut. Plasman proteiinipitoisuus oli kohonnut
Lohjan ja Helsingin jétevesissa altistetuissa kaloissa (Kuva 12).
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Kuva 12. Kalojen plasman proteiinipitoisuus Kuva 13. Kalojen plasman osmolaarisuus
(keskiarvo = SD). *** p<0.001. (keskiarvo = SD). *** p<0.001, ** p<0.01.
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Tuloesten tarkastelu

Estrogeenien ja niiden tavoin vaikuttavien aineiden on osoitettu aiheuttavan ju-
veniileille ja koiraskaloille hormoniaineenvaihdunnallisia muutoksia kuten plas-
man estradioli- ja vitellogeninipitoisuuden nousua ja plasman testosteronipitoi-
suuden laskua (Wallace ja Jared 1968, Sumpter ja Jobling 1995, Folmar ym. 1996,
2001). Téhédn viitaten voidaan Helsingin, Nummelan (2000) sekd DynaSand-
kokeen jétevesissd altistetuissa kaloissa havaittujen hormoniaineenvaihdunnallis-
ten muutosten olettaa aiheutuneen jatevesien estrogeeniaktiivisuudesta.

Eri jatevedenpuhdistamoilla altistettujen kalojen erilaiset aineenvaihdunta-
muutokset osoittivat jatevesien olleen laadullisesti erilaisia. Tdméa nékyi selvéasti
myos jatevesistd tehdyissd vesianalyysituloksissa. Typpipitoisuutta lukuun otta-
matta normaalit vesianalyysitulokset osoittivat Helsingin jateveden olleen huo-
nompilaatuista kuin kahden muun testatun laitoksen. Estrogeenisten steroidien
ja nonylifenoliyhdisteiden, joita oli eniten Helsingin jatevedessa tiedetddn kaikki-
en aiheuttavan kaloille lisdédntymishdirioita (Sumpter ja Jobling 1995, Jobling ym.
1996, Arukwe ym. 1997 a, Christiansen ym. 1998, Lindholst ym. 2000, Yokota ym.
2000, Metcalfe ym. 2001, Tanaka ja Grizzle 2002). Lohjalla ja Nummelassa (2000)
typpipitoisuutta lukuun ottamatta jatevedet olivat melko samanlaatuiset, joten
voidaan olettaa, ettd jotkut typpea siséltavat yhdisteet ovat olleet syy Nummelan
jateveden silloiseen estrogeeni-aktiivisuuteen. Tétd tukevat vuoden 2002 testitu-
lokset. Jateveden typpipitoisuuden pudottua yli puoleen vuoden 2000 pitoisuu-
desta, siitéd ei 10ytynyt endd mitattavaa estrogeeniaktiivisuutta.

Kalojen maksan vierasaineaineenvaihdunnan erot olivat myds osoitus jate-
vesien laatueroista. Lohjalla ja Nummelassa kalojen maksan EROD-aktiivisuudet
olivat korkeammalla tasolla kuin Helsingissa altistettujen kalojen. Tama on saatta-
nut olla syy ndiden kalojen alhaisempaan plasman vitellogeninipitoisuuteen ja
Lohjalla kalojen plasman alentuneeseen testosteronipitoisuuteen. Tétd tukevia
tuloksia, ovat saaneet sekd Arukwe ym. (1997 b), Gagne ja Blaise (1999) sekd
Folmar ym. (2001).

Se miten DynaSand-suodatin vaikutti jaiteveteen muuttaen sen hormonaali-
sesti aktiiviseksi ei tdssa tutkimuksessa selvinnyt. DynaSand-suodattimen lapi
menneessd jatevedessd oli melko runsaasti alumiinia. Alumiinin kirjolohelle aihe-
uttama akuutti myrkyllisyys (28 paivan LC50-arvo) on 0,56 mg/l (Birge ym. 1980).
Joitakin tutkimuksia on tehty raskasmetallien aiheuttamista lisddntymishdiridista
(Brown ym. 1994, Ellenberger ym. 1994), mutta aiheuttaako alumiini niitd suoraan
tai valillisesti ei talla hetkelld tiedeta. Tulostemme perusteella tdima nayttaisi vaati-
van lisdtutkimuksia.
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Yhteenveto

Tulokset osoittivat, ettd erilaiset jatevedenpuhdistamot tuottivat erilaisia jateve-
sid, jotka muuttivat eri lailla kalojen normaalia aineenvaihduntaa ja elintoiminto-
ja. Yksikddn jatevesi ei kuitenkaan ollut akuutisti myrkyllinen kaloille.

Jatevedet sisdlsivat aineita, jotka olivat hormonaalisesti aktiivisia ja muutti-
vat kalojen lisddntymisaineenvaihdunnan lisaksi myo6s muuta aineenvaihduntaa.
Aineenvaihdunnan aktivoituminen nékyi lisdédntyneend energiankulutuksena ja
kalojen laihtumisena. Jateveden laatu vaikutti suuresti kalojen aineenvaihdun-
taan, mikd ndkyi Comprehend-projektin kaikissa tuloksissa. Mitd huonompilaa-
tuista puhdistettu jatevesi oli, sitd todenndkoisempaa oli, ettd se oli myo6s hormo-
naalisesti aktiivista.

Jatevedenpuhdistamoilla kokeet tehtiin laimentamattomalla ldhtevélla jate-
vedelld. Tutkittavaksi jad, miten vaikutukset muuttuvat jatevetta vastaanottavissa
vesistOissd jatevesien laimentuessa. Laboratoriossa tehdyissa in vitro testeissa Hel-
singin ja Nummelan (2000) jatevedet osoittautuivat kuitenkin laimennettuinakin
hormonaalisesti aktiivisiksi. Lisdksi seeprakalan monisukupolvi-testeissd vield 20
% Helsingin ldhteva jatevesi muutti poikasten sukupuolijakauman naarasvoittoi-
seksi. (Comprehend, 3. vuosiraportti, 2002).
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