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Tiivistelma

Talla projektilla pyritdan selvittamaan, mita tutkimustietoa on olemassa lietteiden steroidiyhdisteista,
miten lietettd voi puhdistaa ja minkalaisissa pitoisuuksissa yhdisteet ovat. Tieto on erityisen tarkeaa, jotta
voisimme kehittda uusia kemikaalien talteenottotapoja ja samalla osoittaa, ettd ymparistoon pdasevasta
materiaalivirrasta tulee ylipaataan poistaa steroidit. Tutkimus on tehty esitutkimukseksi opinnaytetydlle
sekd kahteen kemianlaboratorioharjoitustydohon. Alustava tutkimustyo alkoi loppukesasta 2014. Tassa
raportissa esitetdaan tutkimus keskittymalld julkaistuun kirjallisuuteen, joka esittelee ymparisto- ja
jatevesissda seka erityisesti vesienkasittelyssd syntyvien lietteiden sisdltdmien laakeainemaarien
tutkimiseen kaytettyja erotusteknologioita, ndytteen késittelya ja yhdisteiden erottelemiseen ja tarkkaan
tunnistamiseen kaytettdvia menetelmid. Erotustoimenpiteisiin kuuluu laaja kirjo erilaisia kemiallisia
menetelmia, joilla saadaan kiintoaine, neste, kaasu seka erityyppiset ionit, suolat, metallit, toksiinit,
uuteaineet ja mm. lddkeaineet ja niiden aineenvaihduntatuotteet erotettua toisistaan.

Taman selvitystyon tuloksia tullaan kayttamaan Pro gradu — tydssa, jossa keskitytaan lietteissa esiintyvien
ladkeaineiden pitoisuustasojen havainnointiin ja kotitalousjatevesien sisdltdmien hormonien ja niiden
muuntumistuotteiden maaritykseen. Lisdksi steroidit aineenvaihduntatuotteineen tutkitaan kapillaari-
elektroforeesilla ja kromatografisila menetelmilld. Taman kartoituksen avulla tutkitaan uusia
toimintatapoja haitallisten orgaanisten yhdisteiden tunnistamiseksi monimuotoisista matriiseista.
Menetelmia kehitetddn ensin laboratoriomittakaavassa, minka jalkeen niitd on tarkoitus kayttaa
lietepitoisten vesien ja itse lietteen sisdltdmien ldakeaineiden pitoisuustasojen selvittdmisessd ja
kotitalousjatevesien sisaltdmien hormonien ja niiden muuntumistuotteiden tutkimisessa.

Lyhennelma kirjallisuusselvityksesta

Orgaanisen aineksen kuten steroidisten hormonien, ksenoestrogeenien, pestisidien, farmaseuttisten
yhdisteiden ja henkilokohtaisten tuotteiden (PPCP) olemassaolo yhdyskunnan jatevesissa on ollut
kasvavan huolestumisen aiheena viime vuosikymmenina (Jjemba 2006, Wright-Walters & Volz 2015).
Jotkut orgaaniset hivenaineet ovat tunnetusti enkriinisia eli niilld on haittaavia vaikutuksia vesiorganismiin
hyvinkin pienissa pitoisuuksissa. Toiset yhdisteet taas linkittyvat ekologisiin vaikutuksiin, koska niilld on
akuuttisia ja toksisia mekanismeja (Purdom et al. 1994; Hotchkiss et al. 2008). Tutkimalla, miten nama
orgaaniset pienpitoisuuskontaminaatiot voidaan poistaa erilaisilla kasittelyprosessilla ja arvioimalla niiden
olemassaolosta johtuvat riskit yleisesti terveyden ja ympariston nakokulmasta on erittdin tarkeita
huomioida veden uusiokdyttosovelluksia suunniteltaessa.

Vesitutkimus on kehittynyt kiivaasti. Sita osoittaa vuosina 1990-2007 raportoitu tutkimus, joka edustaa
vain n. 30 % aiheeseen liittyvista kaikista julkaistuista tutkimustuloksista. Kirjallisuusselvitys osoitti, etta
tutkimukseen valittu kirjallisuusmateriaali vuosilta 2000-2015 kasittda lietteisiin  ja niiden
l[aaketutkimuksiin 95 viitetta. Lietteisiin liittyvaa analytiikkaa on esitelty 252574 artikkelissa. Lietteessa
olevia steroideja on tutkittu 188 artikkelissa. Kaiken kaikkiaan ladkeaineita vesienkasittelylaitosten vesista
on tutkittu 1500 artikkelissa ja ladkeaineita jatevesista lietteet mukaan lukien 7552 artikkelissa.
Artikkeleista 250 kasittelee steroidiestrogeeneja likaisissa vesissd, joista suurin osa on tehty
keinotekoisesti lisdaamalla tutkittavaa yhdistettd luonnonvesiin. Lisdksi on alettu tutkia tarkemmin
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autenttisia vedenpuhdistuslaitosten vesia ja kehittaa niiden tutkimukseen tarkempia detektiomenetelmia.
Koska ladkeaineiden maara on suuri, tdman tutkimuksen kartoitus tehtiin spesifisesti ladkeaineryhmasts,
joksi valikoituivat steroidihormonit. Raportissa listataan erilaisia tapoja kasitella steroidikontaminoituja
ympdristovesia ja lietteita.

Tavoite

Tama tutkimus vedenpuhdistuksesta ja puhdistusvaiheissa muodostuvien lietteiden sisdltdmien
steroidihormonien analytiikasta kokoaa yleisimmin kdytetyt menetelmat ja tekniikat alan kirjallisuudesta.
Tavoitteena oli 16ytda kaikki varteenotettavat menetelmat ja tekniikat pienissa pitoisuuksissa olevien
steroidien eristdimiseen ymparistovesistda ja niiden puhdistuksessa muodostuvissa lietteissd. Lisaksi
selvitetaan lietteisiin konsentroituneiden aineiden erotusteknologiaa, jota tullaan kayttamaan lietteiden
pitoisuustasojen  havainnointiin  ja  kotitalousjatevesien sisdltdamien hormonien ja niiden
muuntumistuotteiden pikamaarityksiin. Tutkimuksella saavutettua tietoa kaytetddan hyodyksi
kehitettdessa vesiliuosten ja biologisten materiaalien kontaminaation puhdistamista. Steroidit tutkitaan
kapillaarielektroforeesilla ja nestekromatografialla.

Tassa tutkimusprojektissa on tavoitteena selvittd, miten paljon juomavedenpuhdistukseen menevasta
vedesta erotetussa lietteessa on ihmis-, eldin- ja kasviperaisia steroidihormoneja, joita ei saada poistettua
membraani- tai muilla puhdistustekniikoilla. Tavoitteena on saada kirjallisuuden avulla taustamateriaalia
menetelmistd, jolla saadaan lietteen steroideille maarallinen tieto. Lisaksi on tavoitteena selkeyttda, miten
ylipdataan hormonirakenteiseen omaavat yhdisteet tulisi luokitella ekotoksisuuden huomioiden.
Vesistdjen kemikalisoitumista tutkitaan kohtuullisen vahan, koska pienimuotoisesta kemikalisoitumisesta
ei ole oletettavasti suoraan nakyvaa ja valitonta haittaa. Tastd huolimatta olisi kuitenkin saatava
tarkempaa tietoa vierasaineiden, tassa tapauksessa steroidihormonien ja niiden alkoholijohdannaisten,
esiintymisesta lietteissa. Tahan liittyen on monia avoimia kysymyksia, kuten missd muodossa steroidit
esiintyvat? Mitka ovat yhdisteiden pitoisuudet? Mika on steroidiyhdisteiden liukoisuus veteen? Mika on
sen alkulahde metabolian perusteella? Onko kannattavaa puhdistaa lietettd? Jos on, niin mikd on
tekniikka? Kannattaako tarkentaa lainsddadantoa biotalouden osalta? Kysymyksia loytyy lukuisia, mutta
vastauksia niihin on erittdin vdahan, koska seurantaa ja tutkimusta ei ole ollut riittdvan kauan.

Avainsanat:  steroidihormonit, kromatografia, kapillaarielektroforeesi, massaspektrometria,
naytteenkasittely, liete, ympadristévedet, vesienpuhdistuslaitosten sisddnotto- ja ulosvientivedet
(influentti & effluentti), kvantitointi

1 Kirjallisuustaustaa

1.1 Steroidit

Steroidit ovat joko luontaisesti kehossa muodostuvia hormoneja, sukupuolihormoneja, tai synteettisesti
valmistettuja ladkkeina kaytettavid valmisteita, jotka aineenvaihdunnan tuloksena muuntuvat kehossa ja
poistuvat kehosta virtsan ja ulosteen tai muiden eritteiden mukana pois.

Sukupuolissteroidit ~ ovat  sukupuolirauhasten, lisimunuaiskuoren ja istukan  erittamia
kolesterolijohdannaisia. Ne kulkeutuvat verenkierron mukana kohdesoluihin, kiinnittyvat solujen
sukupuolisteroidireseptoreihin ja vaikuttavat lahetti-RNA:n muodostumisen kautta spesifisten proteiinien
tuotantoon. Ne jaotellaan viiteen eri ryhmaadn 1) estrogeenit, 2) androgeenit, 3) progestogeenit, 4)
glukokortikoidit ja 5) mineralokortikoidit. Jaottelu perustuu siihen, mihin reseptoriin ne kiinnittyvat
kehossa. Steroideilla on yhteista nelirenkainen rakenne, johon voi olla kiinnittyneena erilaisia sivuryhmia
(kuva 1).
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Kuva 1. Endogeenisia sukupuolihormoneja.

Steroidit paatyvat aineenvaihdunnassa maksaan ja konjugoituvat sielld glukuroni- ja sulfonihappojen
kanssa seka erittyvat sen jalkeen virtsan mukana kehosta (kuva 2). Jateveden steroidit ovat suurimmaksi
osaksi peraisin virtsasta, mutta myos ulosteiden mukana erittyy erisuuruisia maaria steroideja. Varsinkin
kasittelemattomat eldinlannat sisaltavat suuria maaria steroideja.

Vesistoon paatyessaan steroidien, varsinkin estrogeenien, on todettu hairitsevan kalojen lisddntymiskykya
ja hormonitoimintaa. Haitallisempina pidetdaan ehkaisyvalmisteissa kaytettavaa etinyyliestradiolia, jonka
hajoaminen on hidasta ja joka voi aiheuttaa muutoksia ng/L-pitoisuustasolla vesieliostolle. Ihmisille
aiheutuvaa haittaa ei tiedeta. Kirjallisuuden mukaan lddkeaineita ja joitakin steroidihormoneja on tutkittu
ymparistovesistd varsin vahan, vaikka tiedossa on, ettd steroidiyhdisteitd joutuu luontoon ainakin
kotitalouksista, sairaaloista ja teollisuudesta. Juomaveden prosessoinnissa vettd puhdistettaessa
muodostuu lietettd, joka erotetaan puhdasvedestd. Steroidit kulkeutuvat juomavesiin pienissa
pitoisuuksissa ja osa niista myos saostuu lietteeseen. Steroidit kuuluvat ns. ECD-yhdisteisiin (Endocrine
disruptor compounds), jotka tietyissa pitoisuuksissa vaikuttavat umpieritysjarjestelmassa ja rauhasissa
aineenvaihduntaan mm. nisdkkailld. Varsin haitallisia vesissd ovat luonnonestrogeenit, estroni (E1) ja
estradioli (E2) seka synteettinen 17a-ethynylestradioli (EE2), jotka nykykdsityksen mukaan jakaantuvat
vedenkasittelyn aikana ja kulkeutuvat mm. jokisedimenttiin.

Suurimpana steroidien kontaminaatioldhteena pidetdan jatevedenpuhdistamoita (Zhou et al. 2012).
Vedenpuhdistusprosessissa ei kyeta poistamaan kaikkea steroidirakenteen omaavaa ainetta. Lisdksi on
osoitusta, ettd biologinen puhdistusprosessi, jota kdytetdan useissa puhdistuslaitoksissa, lisda joidenkin
steroidien maaraa effluentissa entsyymikasittelyn johdosta. Steroidit esiintyvat jatevedessa erittdin
pienissa pitoisuuksissa, jolloin kaytettavissa olevat analyysilaitteet eivat niitd havaitse. Jotta ainemaarat
voidaan selvittad, vesi ja puhdistuksessa syntyva liete on rikastettava (konsentraatti). Siitd on mahdollista
identifioida steroidit ja maarittdaa niiden pitoisuudet, mikali alkuperdinen nayte niita sisaltaa.
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Kuva 2. Yihddlla: Kolesterolin muuttuminen (1) pregnenoloniksi (3) progesteroniksi (6). Alimmaisena: Progesteroni on
tdrked vdliyhdiste aldosteronin synteesissd. Puolestaan 17-hydroksiprogesteronl on merkityksellinen kortisolin ja
androstenedionin muodostumisessa (Ldhde: www.wikipedia.com).

1.2 Ladkeaineiden ja steroidien ympadristohaitat

Euroopassa oli vuonna 2009 jo 4000 erilaista farmaseuttisesti aktiivista yhdistettd humaani- ja
eldinladketieteen kaytossa. Niilld kaikilla on todenndkodisyys paasta luonnonvesiin virtsan ja ulosteiden
mukana ja sen vuoksi niilld on todennakdisyys jadda sedimentoituneena lietteisiin. Lisdksi yhdisteiden
polisuuden perusteella niitd saattaa l0ytya vedestd tai vedessa olevista partikkeleista, jotka joko kevyina
jaavat leijumaan veteen tai ne saostuvat ja laskeutuvat vesikerroksen alle muodostaen adsorbentin, joka
rikastaa ja "kalastaa” lisda farmaseuttisia aineita, jotka eivat kykene olemaan vesiliuoksessa liuenneina ja
sedimentoituvat vedesta.

Farmaseuttinen riski taytyy huomioida jopa juomavedessd jossa konsentraatiot ovat hyvin matalat.
Huomionarvoista on, ettd juomaveden valmistuksessa muodostuvien sivutuotteiden tutkimusta ei tehda
tarpeeksi. Ei ole tietoa l|ddkeaineiden metaboloitumisesta (kuva 3) tai niiden muuntumisesta
lahtdorganismeissa tai kohteessa. Puuttuu karakterisointi- ja profilointitutkimus sekd tietoa niiden
esiintymisesta ja systemaattinen selvitys farmaseuttisten yhdisteiden maarista erityyppisissa vesissa ja
vesistoalueiden lietteissa (Mompelat er al. 2009).

Onko naispuolisten henkildiden hormoneja tai sellaisia jotka mallintavat niitd enemman luonnonvesissa
kuin miespuolisia hormoneja. Farmaseuttisten yhdisteiden olemassaoloon luonnon vesissa liittyy mm.
ihmisten toimintaa, niiden ja metaboliittien poistamiseen jateveden kasittelyn yhteydessa. Koska
yhdisteet vaikuttavat pienissakin pitoisuuksissa ja koska niiden vaikutuksia ihmisissa ei tiedetd, veden
puhdistuksella on todella suuri merkitys (Maletz et al. 2013).

On todettu, etta natiivi kalapopulaatio karsii sisamaassa monissa Euroopan maissa kalataloudesta mutta
my0Os ekologisesti funktioituneesta pintavedesta. Yhdisteet biologisesti akkumuloituvat kalassa.
Kompleksisilla uusilla yhdisteilld on erilaiset kemialliset ominaisuudet ja molekyylirakenne kuin kehoon
tullessaan. Kontaminantit ovat endokriinisid hairiéta aiheuttavia kemikaaleja (ECDs), kuten estrogeeni-
kemikaalit, jotka aiheuttavat naarashormonien maaran kasvua uroskaloissa ja vaikuttavat
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hedelmodittymiseen. Nykytutkimuksen mukaan monet luontoon joutuvat kemikaalit jaljittelevat
endogeenisia hormoneja, kuten estradiolia. Yhdisteet aiheuttavat haittaa villieldimille ja ihmisille, mm.
populaatiota naisistamalla. Tutkimusta on tehty useilla kemikaaleilla, joilla on rakenteellisia erilaisuuksia
ja siten erilainen vaikutusmekanismi ja kinetiikka (Vega-Morales et al. 2010).

Naisistuminen johtuu estrogeenin marasta ja sen vaikutuskyvysta, vaikka steroidisten estrogeenien maara
onkin matala, muutamia ng/L liuenneessa muodossa (Lee et al. 2009).

1.3 Kunnalliset jatevedet ja ymparistovedet

Kaksi suurinta luonnon vesien kontaminoijaa ovat yhdyskuntien jatevedenkasittelylaitokset ja karja
maatalousalueilla. Lisdksi effluentit sairaaloista sisaltavat runsaasti ladkeaineita vesiekosysteemiin.
Kunnalliset jatevedet sisaltdvat nestemadistad jatettd, kiintoainetta, roskaa ja kemikaaleja, jotka ovat
perdisin asuinymparistosta, instituutioista, kaupallisilta toimijoilta ja teollisuuden lahteista. Vesi on
ympdristén kontaminanttien matriisi, jossa on luonnollisia ja synteettisid hormoneja, farmaseuttisia
yhdisteita (Metcalfe et al. 2003; Servos et al. 2005) ja teollisuuden kemikaaleja (Hashimoto et al. 2000).
Vedet voivat sisaltaa liuennutta happea, ammoniakkia ja epaorgaanisia klooriamiineja. Ne voivat sisaltaa
my0s paperi- ja sellu-, kaivannais-, biorefinary- ja tekstiiliteollisuuden prosessijatevesid ja puhtaampia
effluentteja.

Esimerkkeja kunnallisen jateveden likaisuudesta l0ytyy joka valtiosta, myds Suomesta, jossa puhtaampi
kotitalouksien poistovesi sekoittuu likaiseen eritteita sisdltdvaan jateveteen ja joka sitten seoksenaan
puhdistetaan jatevesien puhdistuslaitoksella. Kanadassa on tutkittu ymparistovesia tarkemmin jo 30
vuotta. Grand River — joen vesistoalueella Ontariossa sekoittuu 29 kunnan jatevesipdastot keskendan
ymparistossa. Vedet ovat kotitalouksien paastovesia ja teollisuuden vesia. Kyseisen jokialueen vesissa on
tutkittu myos jatevesien rikastuma-alueella eldvia villikalapopulaatioita. Tutkimuksella on haluttu
selvittdd, miten vesien likaantuminen vaikuttaa kalakantaan. Parametrit, joilla tietoa on saatu, ovat kalojen
kasvu, steroidien tuotanto, gonadosomaattiset merkkiaineet, solujen kehitys ja sukupuolimuutokset, jotka
kaikki ovat epdsuoria tunnistusmenetelmia steroidien maarasta kalassa. Kuten voi arvatakin,
kalapopulaatio on pienentynyt kontaminaation kasvaessa (Fernandez et al. 2007).

Ymparistovedet sisdltdvat orgaanista ainesta kiintoaineena, vesiliukoisina partikkeleina seka liuenneina
yhdisteina, ioneina ja spesieksia. Orgaanisten aineiden toteaminen on haasteellista ja sen vuoksi on
tarvetta kehittdada on-line -teknologiaa, jossa voisi hyddyntdaa erotustekniikkaa ja jatkuvatoimista
identifiointia. Orgaanisten yhdisteiden, varsinkin niiden, jotka muodostavat osan humusaineesta, ja
steroidihormonien seka niiden metaboliittien tunnistaminen ilman veden esikasittelyd on haasteellista.
Orgaanista materiaalia muodostuu ja siirtyy luontoon myods suuressa maarin teollisuuden poistoveden
mukana. Esimerkiksi biojalostamotoiminnassa syntyy puumateriaalista ja kasviperaisistd lahtdaineista
steroleja. Niiden toteaminen on melko mahdotonta, jos ei ole kdytettavissa suuren erotustehokkuuden ja
hyvan herkkyyden omaavia laitteita (Koh et al. 20082, Baronti et al. 2000).

Kasvisterolit ja niiden tyydyttyneet muodot, kasvistanolit, ovat kasvien solukalvoissa esiintyvia yhdisteits,
jotka ovat valttamattomia kasvisolujen elintoiminnoille. Rakenteeltaan kasvisterolit muistuttavat
eldinsolujen kolesterolihormonia. Varsinkin B-sitosteroli on yksi niista lukuisista fytosteroleista, jotka ovat
kasvisteroleja, joiden kemiallinen rakenne on samantyyppinen kuin kolesterolilla. Monet niistd ovat
hydrofobisia yhdisteitd, jotka liukenevat hyvin vesiin. Ne voivat muodostaa aineenvaihdunnan ja
biokemiallisen toiminnan kautta vesiliukoisia tuotteita ja komplekseja saostumalla lietteisiin. Aiemmin
steroidihormonianalyysit ovat keskittyneet estrogeeneihin ja progestageneihin. Tiedetaan, ettd ihmiset ja
eldimet kayttavat ja tuottavat lukuisia luonnollisia ja synteettisia steroideja paivittdin. Tutkimukset ovat
osoittaneet progestagenien lisdantyvaa toksisuutta vesielidille, joka on merkittavaa jo ng/L-tasolla.

1.4 Juomaveden prosessointi
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Juomaveteen padsee pienissa pitoisuuksissa ihmis-, eldin- ja kasvihormoneja, joilla saattaa olla
merkitysta elio- ja solutoiminnalle (Shore et al. 2003). Alla olevan kuvan avulla saa kasityksen siitd, miten
kolesterolista muodostuu ihmiskehossa aineenvaihdunnan kautta vesistda kontaminoivia steroideja, kun
ne pdasevat ihmiseritteiden mukana luontoon.
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Kuva 3. steroidien biosynteesi kehossa. (Viite: www.wikipwedia.com/steroid biosynthesis)

Biologisen vedenkasittelyssa tapahtuvaa prosessia ei vield tunneta lainkaan. On arvioitu mittaustulosten
perusteella, ettd biokasittely tuottaa mutta myds poistaa steroideja prosessoinnin aikana kasiteltavasta.
Puhdistusprosessin  kemiallisia reaktioita on tutkittu vesilaitoksen prosessiyksikkdjen vesist3,
ulosmenevasta vedesta ja prosessissa syntyneistd saostumista, sakoista, suodoksista ja lietteista. Tiedon
saaminen ja referenssien |6ytdminen vaatii vield paljon tutkimusta (Schréder et al. 2010).

On oletettu ja myOs osoitettukin, ettd steroidiset estrogeenit voidaan poistaa tehokkaalla
vedenpuhdistuksella. Steroidiset estrogeenit voidaan myds poistaa juomavedenpuhdistusprosesseilla,
vaikka oletetaankin etta konsentraatiot ovat tyypillisesti liian matalat aiheuttamaan lisdantymisongelmia
ihmisille (Lee et al. 2009).

Kontaminanttien alueellinen levinneisyys ja yhdisteiden maara seka niiden pitoisuustasot jatevesista
erotetuissa lietendytteissa heijastavat mitad ladkeaineita kdytetdan. Nykyinen lietetutkimus antaa vain
hyvin yleiselld tasolla tietoa siitd, mita jateliete sisaltda. Kirjallisuuden perusteella on olemassa uusia
lupaavia analyyttisen kemian menetelmia, joilla esim. steroidien jadmat saadaan tutkittua. Haittana on,
ettd erotusmenetelmat eivat sovellu suoraan kiinteiden naytteiden tutkimukseen, vaan ne tulee ensin
liuottaa sopivaan liuottimeen. Tekniikat mahdollistavat detektoinnin ja kvantitoinnin ymparisto- ja
puhdistuslaitosvesista. Menetelmat eivat sovellu puhdistamon lietteille, koska saostumat on erikseen
esikdsiteltava analysointia varten liuosmuotoon. Juomaveden prosessointi aloitetaan erottamalla
ympdristéveden samentuma lietteena.
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VesistOvesien sisaltamia lddkeaineita on tutkittu laajasti, mutta vedenpuhdistuksen yhteydessa syntyva
liete ei ole ollut kiinnostavaa kuin muutamassa yksittdisessd tapauksessa. Suomen
juomavesienpuhdistuslaitoksilla syntyvan lietteen sisdltdamida ihmisperaisida hormonimaaria ei ole
kirjallisuudessa aiemmin raportoitu. Tarkkaa tietoa steroidien kulkeumamaarista vedenottovesiin ei sen
vuoksi ole. Talla tutkimuksella on pyritty selvittda, mitd maailman laajuista tutkimustietoa on lietteiden
steroidiyhdisteista, miten lietetta voi puhdistaa ja minkalaisissa pitoisuuksissa yhdisteet ovat. Ensimmaista
kertaa taman selvitystyon tuloksena tullaan kirjoittamaan yhteenvetoartikkeli, joka kokoaa
hormonitutkimuksen, jota on lietteista julkaistu (Tetreault et al. 2011). Lietenaytteiden uuton tehokkuutta
on vaikea arvioida, koska standardiyhdisteen tasainen sekoittuminen kiintedan ainekseen on epavarmaa.
Lisdksi adsorptiokdyttdytyminen voi poiketa merkittavasti siitd, mita oikeassa jatevedessa tapahtuu.
Lietendytteiden analyyseille on tyypillista vaihteleva saanto.

Seka vesi etta liete sisdltdvat |ddkeaineiden ohella myods steroideja, jotka voivat muodostua pysyviksi
tuotteiksi mm. metalleihin kiinnittymalla. Metallit migroituvat vesiin maaperdsta tai ihmisten tuotoksina
seka teollisuuden jatevesipaastoissa. Steroidiyhdisteitd joutuu luontoon l|ddkkeistd, kehonesteistd ja
uusien teollisuustoimintojen kuten biotuotantoteollisuuden jatevesissa. Bioteollisuus ei talla hetkella
hyodynna steroidiyhdisteitd uusiin tuotteisiin, vaan ne paasevat luontoon. Tarkkaa tietoa steroidien
kulkeutumasta vedenottovesiin ei ole. Lainsdadantd on myos valja talta osin. Vesienpuhdistuslaitosten
puhdistusprosessit ovat erilaisia eika ole olemassa sdadaddksia siitd, miten puhtaustarkistukset tulee tehda.
Kirjallisuusselvityksen perusteella nayttaa silta, ettd menettelytapoja on paljon. Puhdistettavan veden
alkupera vaikuttaa huomattavasti esikasittely- ja puhdistusmenettelytapaan ja analyysijarjestelman
pystyttamiseen.

Jateveden puhdistaminen tapahtuu ensisijaisesti biologisella hajotuksella. Useimmissa puhdistamoissa
kaytetaan aktiivihiililietemenetelmaa, jossa mikrobikasvusto sekoitetaan jateveteen. Kaytossa on myos
biofilminreaktoreita, joissa mikrobit kasvavat kiintoainealustalla. Steroidien on todettu hajoavan
nopeammin aerobisessa ymparistossa. Aktiivilietepuhdistamot ovat tehokkaampia kuin biofilmireaktorit.
Erityisen hyvin steroidit poistuvat puhdistamoissa, joissa lietteen keskimaardinen elinikd on 10
vuorokautta tai sitd pitempi. Talldin puhdistamo on suunniteltu niin, ettd puhdistusprosessi poistaa
erityyppisia typpipitoisia yhdisteita (Kuvat 4-8). Etinyyliestrogeenin oletetaan hajoavan tuossa prosessissa
nitrifikaatiobakteerin ldsna ollessa (Hyténen 2015). Sukupuolisteroidien poistuminen puhdistamoilla
vaihtelee suuresti. Erot mekaanisissa, kemiallisissa ja biologisissa menetelmissa seka jateveden maarassa,
koostumuksessa ja lampotilassa tekevat puhdistusprosesseista niin erilaisia, etta yksittaisten tekijoiden
vaikutuksia steroidien poistumiseen on vaikea selittda. Lisaksi steroidien pieni pitoisuus vaikeuttaa
luetettavaa kvantitointia.

Jatevedenkasittely prosessoidaan usein erityyppisilla kemiallisilla ja biokemiallisilla menetelmalla:
membraanireaktorissa kasittelyllda (MBR), ilmastuksella (hapetus) ja nitrifikaatiolla, nanosuodatuksella,
kddnteisosmoosilla, otsonoinnilla (Os) ja aktiivihiilisuodatuksella (Al-Salhi et al. 2012).

Erilaisia sekundaarisia jatevesikasittelyvaiheita, kuten otsonointi (Os) ja membraanireaktorissa kasittely
(MBR), kaytetaan ja tutkitaan niiden tehokkuuden vuoksi. Useassa tutkimuksessa on osoitettu, ettd ne
molemmat vdhentdvat farmaseuttisten yhdisteiden konsentraatioita jatevesien puhdistusprosessien
effluenteissa (Gunnarsson et al. 2009, Stalter et al. 2010a, 2010b). Otsonointi vaikuttaa esityisesti
estrogeenisten farmaseuttisten yhdisteiden maaraan alentaen niiden konsentraatiota jatevedessa.
Jokaisessa puhdistusvaiheessa muodostuu lietetté ja/tai kiintoainetta

Vesienpuhdistuslaitoksen prosessien loppuvaiheessa puhtaita effluentteja kasitelladn viela organismeilla,
joita kaytetdan jatevesien kasittelyssa akkumuloimaan kompleksisia ksenobioottisia seoksia. Kaloja,
varsinkin taimenta on kaytetty ”biokonsentraattorina” adsorboimaan kemikaaleja jatevesilaitoksen
vesistda. Kemikaalit, joita on tunnistettu taimenesta, ovat pinta-aktiiviset aineet, naftolit, klooratut
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ksylenolot, fenoksifenolit, klorofeenit, hartsihapot, mefenaamihappo, oksibentsoni ja sapesta tai
plasmasta perdisin olevat steroidiset alkaloidit.

Primary treatment Secondary treatment

I_ - e Tertiary treatment
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v
Wastewater - EDCs ¥ EDCs
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Kuva 4. Tyypillinen vuokaavio jatevedenkasittelylaitoksen lietetuotannosta. Nuolimerkinnat esittelevat ECD-yhdisteiden
vapautumisen/siirron prosessista. (alkuperdinen Idhde Barnabe et al. 2009; Hamidet al. 2012).
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Kuva 5. Vuokaavio yhdyskuntalietteen kasittelylaitoksen prosessista. Naytteenottopaikat on merkitty kuvaan (Fan et al. 2011).

Orgaanisten yhdisteiden hajotus voi olla metabolista tai kometabolista. Kun mikro-organismit kayttavat
orgaanisia yhdisteitd ensisijaisena ravintonaan, on kyse metabolisesta hajotuksesta. Mikro-organismit
tuottavat entsyymeja, jotka osallistuvat yhdisteiden hajottamiseen hapetus- ja pelkistysreaktioiden
kautta. Metabolinen hajotus tapahtuu, kun yhdisteiden pitoisuus on riittdvan suuri takaamaan biomassan
kasvun ja tarvittavien entsyymien tuotannon. Steroidien ja muiden pienind maarind esiintyvien
orgaanisten mikrosaasteiden yhteispitoisuus jatevedessa on useita kertaluokkia pienempi kuin helposti
hajoavan orgaanisen aineksen pitoisuus. Orgaaninen hajoamisjaama ei kuitenkaan takaa riittdvaa alustaa
mikrobien kasvulle. Siten kometabolista hajotusta pidetddn mikrosaasteiden padasiallisena
hajoamistapana. Se maaritelldan samanaikaiseksi yhdisteiden hajoamiseksi, jossa toisen yhdisteen
hajoaminen (sekundaariyhdiste) riippuu ensimmaisen (prosessin ldht6aineen) yhdisteen lasndolosta
(primaariyhdiste).
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Kuva 6. Vesipohjainen entsymaattinen mikrobioreaktorisysteemi (Aqua-EMBR) (Mittal 2011).
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Kuva 7. Kaavio yhdyskunnan jatevedenpuhdistuslaitoksen prosessista (Fan et al. 2011).
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Kuva 8. Viikinmaen puhdistamon puhdistusprosessi perustuu aktiivilietemenetelmaan ja se sisdltdaa kolme vaihetta: mekaanisen,
biologisen ja kemiallisen puhdistuksen. Typenpoistoa on tehostettu biologisella suodattimella, joka perustuu
denitrifikaatiobakteerien toimintaan. Jatevedenpuhdistusprosessissa syntyvan lietteen sisdltdma orgaaninen aines hyddynnetaan
madattamalla liete. Madatyksessa syntyva biokaasu keratdan talteen. Biokaasulla tuotetun energian avulla puhdistamo on
omavarainen ldmmadn suhteen ja sdhkon osalta omavaraisuusaste on noin 50 %. Kuivattua jatevesilietettd syntyy noin 60 000
tonnia vuodessa. (Viite: https://www.hsy.fi/fi/asiantuntijalle/vesihuolto/jatevedenpuhdistus/Viikinmaki/)
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Kuva 9. Lietteen kasittelysykli puhdistusprosessissa. ) (Mittal 2011).

Lietteen optimaalisen kasittelytavan (kuva 9) valintaa varten on tiedettadva seuraavat seikat:
-Lietteen koostumus siihen ndhden, mikd sen alkuperdinen koostumus oli ennen kontaminoitumista tai -
kasittelyprosessia (tarvitaan ns. nollandytereferenssi)
-Tieto siitd, mihin kasitelty liete kaytetaan (kierratys, saantomaara, tuhoaminen)
-Lainsdaadanto

Edellisten lisdksi tulee arvioida steroidien muuttumista hajoamisreittien avulla. Muuntumistuotteiden
olemassaolo on véalttamatonta tietds, jotta olisi tieto, mita steroidia kussakin prosessivaiheessa on syyta
monitoroida. Puhdistuksen teho laitoksella vaihtelee prosessivaiheesta riippuen. Kirjallisuusselvitys
osoittaa, ettd luonnollisista estrogeeneista estroni (E1) poistuu jateveden puhdistamoilla heikoimmin.
Estronia muodostuu mm. ilmastusvaiheessa. Tahan on selityksena se, etta estroni (E1) on 17B-estradiolin
(E2) hapetustuote. 173-estradiolia on jatevedessa runsaasti, minka vuoksi on katsottu hyddyllisemmaksi
arvioida molempien pitoisuuksia yhdessa (E1+E2) kuin niita erikseen. Puhdistuslaitoksen poistovesissa on
todettu olevan suuria estronipitoisuuksia, mihin syyksi on 16ytynyt stabiilin estronin sulfaattikonjugaatin
muodostuminen puhdistusprosessissa. Se on myds lahtdyhdistetta vesiliukoisempi, joten se kulkeutuu
laitosten effluenttivesien mukana joko luontoon tai yhdyskuntavesiin systeemistd riippuen. Steroidit
poistuvat jatevedenpuhdistamolla suurimmaksi osaksi biologisen sekundaarikasittelyn aikana.
Tehostettua ravinteiden poistoa kdyttavat puhdistamot, joissa typpi ja fosfori poistetaan biologisesti, ovat
tehokkaampia steroidien hajotuksessa kuin pelkdstdadn orgaanisen aineksen poistoon mitoitetut
puhdistamot. Nitrifioiville puhdistamoille on ominaista pitkd lieteikd. Sen on todettu olevan yksi
merkittdvimmista steroidien puhdistumiseen vaikuttavista tekijoista. Estrogeenien hajoaminen on
tehokkainta sellaisissa aktiivihiilipuhdistamoissa, joiden lieteikd on vyli 10 vuorokautta. Myods
kalvobioreaktorit, joissa lieteikd on usein kymmenia vuorokausia, ovat osoittautuneet hyviksi steroidien
poistajiksi. Kirjallisuuden perusteella voidaan todeta, ettd biofilmiprosessit eivat ylla aktiivihiili-
puhdistamoiden tasolle estrogeenien poistossa, koska biofilmipuhdistukselle tyypillinen lyhyt viipymaaika
ei oletettavasti riita aktivoimaan hajotukseen tarvittavien entsyymien tuotantoa.

1.5 Membraanisuodatus vedenkasittelyssa lietteen erottamiseksi

Membraanisuodatus on erotusmenetelma, jonka kdytté perustuu kahden faasin erilaisuuteen
fysikaalisissa ja kemiallisissa ominaisuuksissa seka toiminnallisiin erilaisuuksiin. Tekniikkaa kdytetdan
vesienkasittely- prosessin esivaiheena, kun néayte fraktioidaan ja voidaan hyddyntda puolilapaisevalla
kalvolla esim. kiinted partikkelikoostumus (sameus, kiinted aine) erottamaan liuenneesta ainesosasta.
Membraani kayttaytyy kuten erotteleva seindmd padstden tietyntyyppiset yhdisteet ldpi (esim.
vesiliukoiset pienet) ja toiset (vesiliukoiset suuret, veteen liukenemattomat, geelit, kolloidit) ei, joko
adsorboimalla ne seindmaan tai muutoin estdmalla niiden lapimeno.
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Membraaniprosessi on saavuttanut laajaa kaytt6a, koska sen avulla voidaan poistaa kontaminaatiota
etukdteen  juomavedeksi  valmistettavasta vedestd ja  jatevedestd ennen  varsinaista
padpuhdistusprosessia. Membraanisuodatus on siis juomavedenpuhdistusvuokaavion moduuli. Siihen
kuuluu useita alamenetelmid. Membraanisuodatus, kuten mikrosuodatus (MF), ultrasuodatus (UF),
nanosuodatus (NF) ja kddnteisosmoosi (RO), ovat osoittautuneet jo sellaisenaan tehokkaiksi menetelmiksi
poistaa veteen liuenneita ECD-yhdisteitd, joihin tdssa tapauksessa kuuluvat myo6s steroidit (Bolong et al.
2009, Nghiem et al. 2004).

Steroidien poistamiseen vesista membraanisuodatuksella voidaan kayttaa erilaisia
membraanimateriaaleja, joiden erot ovat fysikaalisessa kayttaytymisesta eli adsorptio-, kokoerottelu- ja
varausrepulsio-ominaisuuksista (Bolong et al. 2009). Materiaaliominaisuuksien vuoksi membraanit eivat
ole ideaalisia eivatkd yhdisteille selektiivid puhdistimia. Materiaalien hylkiminen, mutta myos
painevaatimukset ja energiakulutus noudattavat jarjestysta RO>NF>UF>MF, mika tarkoittaa ettd RO
mahdollistaa taydellisimman kontaminanttien poistoon. Kuitenkin se saattaa olla epamukavin kayttoon,
koska se kuluttaa paljon energiaa (Liu et al. 2009). ECD-yhdisteiden poistamiseen vesistd RO- ja NF-
membraaneilla ovat kaikkein tutkituimpia. Niiden hylkimistehokkuus on suuresti riippuvainen ECD-
yhdisteiden fysikaalista ja kemiallisista ominaisuuksista (moolimassa, Kow, Sw, elektrostaattiset
ominaisuudet). Membraanin operointiolosuhteisiin vaikuttaa veden virtaus ja niin laatu. Membraanien
ominaisuudet (lapdisevyys, huokoskoko, pintavaraus ja hydrofobisuus/hydrofiilisyys), membraanin
tukkeutuminen ja muut parametrit, kuten pH, |lampétila ja suolaisuus vaikuttavat membraanin
tehokkuuteen, vuohon (L/m?-h) ja flokkulaatioon (Bolong et al. 2009, Liu et al. 2009).

Aerobisissa olosuhteissa jatevesi tehddan biologisella kasittelylld. Se on kaikkein laajimmin kaytetty
prosessi (Clouzot et al. 2010). Aktiiviliete (AS) poistaa/véahentad E1, E2 ja EE2 — steroideja vedestd erittdin
tehokkaasti (> 85 % saannot). Kun AS yhdistetddn muun tyyppiseen esikasittelyyn, kuten suodattamiseen
(TF, membraanitekniikat), tuloksena ovat vieldkin paremmat uuttosaannot estrogeenien poistamisessa.
Kuitenkin membraanireaktori (MBR) ja kiintedkerros reaktorisysteemit yhdessd mahdollistivat
samanlaisen ja jopa paremman estrogeenien poistamistehokkuuden kuin perinteinen aerobinen
lietekasittely. Clouzot tutkimusryhmansa kanssa (Clouzot et al. 2010) huomasi, etta bioprosesseissa (AST,
MBR, biofilmireaktorit) ja sekvensointiin kaytettdvissd reaktoreissa (SBR), MBR -tekniikka poistaa
tehokkaimmin vedesta synteettistd EE2 -steroidia, jonka biodegradoituminen on hankalampaa kuin
luonnollisesti kehossa syntyvien estrogeenien (Clozot et al. 2010; Hashimoto et al. 2009; Joss et al. 2004).
Biologinen kasittely aerobisesti aktiivista lieteprosessia on tunnettua (Mittal 2011). Menetelmdad on
kehitetty paremmaksi kasvattamalla painetta, syntetisoimalla vahvoja malliaineita ja hajottamalla vesiin
liuenneita steroideja erilaisilla biologisilla ndytteenkasittelyprosesseilla. Aiheesta on kirjoitettu kirja
"Wastewater Engineering” (Eds. G. Tcchobarolous, FL Burton, HD Stensel, 1991, Metcalf & Eddy).

1.6 Kaupallisia vedenpuhdistusteknologioita
On olemassa myo6s kaupallisia vedenpuhdistukseen kaupallisia suosatusteknologioita. Yksi niistd on
nimeltdan Biofor. Se on erilaisten suodatustekniikoiden rypds, jossa esikdsittely perustuu biologisten
yhdisteiden kayttoon jateveden kasittelyssa. Biofor — systeemilla kasitelldaan hiiltd, ammoniumtyppea ja
nitraatteja biologisesti. Vesi kulkee suodattimen lapi, jonka pinnalla kasvaa bakteereja. Ne on doupattu
partikkeleihin, jotka ovat valmistettu Biolite -savesta. Koska ne lisddntyvat nopeasti, bakteerit auttavat
eliminoimaan hiili- ja typpisaastetta. Suodatin sailyttda suspendoituneen kiintedn olomuotonsa koko
prosessin ajan.( A Mittal 2011).
Veden biologinen kasittely on sen sekundaarista kasittelya mikro-organismeja kayttaen. Ensisijaisesti ne
ovat kuitenkin bakteereja. Nama mikro-organismit hajottavat biologisesti orgaanisen materiaalin
jatevedessa yhdisteiksi. Ne lisdavat siten veden biomassaa. Ympadristosta riippuen, kaytetdaan
useantyyppisia biologisia prosesseja. Nama teknologiat ovat:

e Biofor: biologinen suodatus - hiilelle, typelle ja nitraateille;
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e Cyclor: menetelma sopii SBR (Sequencing Batch Reactor) —tyyppisen aktivoidun lietteen prosessissa;

e Meteor-IFAS: biologinen puhdistus eri viljelmilld, jotta voidaan késitelld typpi- ja hiiliyhdisteet

e Cleargreen: anaerobinen lietteen kasittely, poistetaan typpiylimaara

e S3dannostellddn ilmakasittelyd sekvensoinnilla, jotta saadaan liete aktiiviseksi (Greenbass), sdannostellaan

tarkasti energiakulutus

Lietteen kasittelyssa muodostuu kiinted, pysyva ja vedenpuhdistuksessa muodostuva kasvuston maara.
Lietteen kasittelyn tavoitteena on vahentda sen maaraa ja muuttaa se hyddynnettadvaan muotoon. Uusia
teknisia ratkaisuja pyritdan implementoimaan, jotta viranomaisten olisi mahdollista tukeutua tieteelliseen
tutkimukseen lietteen kasittelyyn liittyvaa lainsaadantda suunniteltaessa. Tavoitteena on aina kierrattaa
materiaalia tai sen osaa, eliminoida tai palauttaa materiaali uudelleen kaytt66n. Muutamia menetelmia
on kaytossa, joita ovat mm. 1) lietteen konsentrointi ja kuivatus, 2) lietteen liuotus tarkoituksena vahentaa
sen kokoa ja kuivata se seka stabiloida se pitkdaikaiseen sadilytykseen ja ottaa samalla talteen esim.
biokaasu, 3) lampdkuivaus, seostaminen tai aurinkokuivaus ja 4) tuhoaminen polttamalla.

1.7 Vedenkasittely ja konsentrointi analyysimittauksiin

Naytteenkasittelylld on suuri merkitys analyyttisen menetelman kehittamisessa, silloin kun nadytteet ovat
jateveden puhdistamosta perdisin. Tekniikoita, jotka mahdollistavat nopean, turvallisen ja helpon
naytteenvalmistuksen ja jotka toimivat pienia maarid ndytettd ja liuottimia kdyttden, tulisi kehittaa
merkityksellisesti enemman.

Yleensa kaikki yhdisteet tutkitaan erotustekniikalla ja sen vuoksi kdytetdadn naytteita ja yhdisteita, jotka
ovat vedessa tai jossakin muussa liuottimessa. Koska detektori on erotussysteemin lopussa laitteiston
suora detektointi ja yhdisteiden tunnistusherkkyys tulee olla riittdva vesindytteiden pienten ndytemaarien
tutkimiseen. Tunnistus ei kuitenkaan luonnistu, jos vesindytetta ei konsentroida tai tutkittavaa yhdistetta
ei eristetd ndytteestd, kuten lietteessa. Vesindytteen tutkiminen onnistuu naytteenkasittelytekniikoiden
avulla melko yksinkertaisesti, jos vain on tiedossa, missa esikasittelyfaasissa tutkittava yhdiste on.
Steroidiyhdisteiden pienet pitoisuudet vesissa ja ndytematriisien monimuotoisuus vaativat selektiivista
naytteenkasittelya (kuva 10). Kirjallisuuden ja omien tutkimustulosten perusteella on kehitetty ehdotus
vesien laakeaineiden (erityisesti steroidien) konsentroimiseksi niin, ettd myos aineenvaihduntatuotteet
ovat tunnistettavissa. Kuvassa 11 on vesienkasittelylaitokselta laboratorioon tuodulle vedelle
konsentrointikaavio. Se poikkeaa artikkeleissa esitetyistd menettelytavoista oleellisesti, silld kaavion avulla
tutkitaan erikseen kehossa ja maksassa muodostuneet konjugaatit sekd konjugoimattomat steroidit, jotka
kaikki tulevat virtsan tai ulosteen kautta kehosta vesien puhdistukseen. Esikasittely on kiintedfaasiuutto
(SPE), mutta se on modifioitu 2-vaiheiseksi. Talla menetelmalld saadaan seka rasvaliukoiset (hydrofobiset)
ettd ioniset (hydrofiiliset) yhdisteet "kalastettua” virtsasta. Molemmista vaiheista (puhdistuserat)
lasketaan analyysitulokset yhteen. Tulos edustaa identifioidun steroidin maaraa vesilaitokselta otetussa
vesimaarassa. Vesilaitos voi laskea sen jalkeen prosessinsa puhdistuskapasiteetin kyseisen yhdisteen tai
tutkimuksessa olleiden yhdisteiden summan avulla.

. Analysointi
Uutossa muodostu- Sakan liuotus k }il ielektrof i
nut saostuma -metanoli Kiinted j&dnnds “kapiiaanelextrotoreest
O — ; e -UV-detektointi
suodatinpaperille -ultradanikésittely -liuotus metaneliin o line konsentrointi
-punnitus -liuottimen haihdutus )
erotuksen aikana

Kuva 10. Vesienpuhdistuksessa muodostuneen lietteen kasittely analyyttiseen tutkimukseen.
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Kuva 11. Vesindytteen esikasittelyvaiheet (Sirén et al. 2015).

Kiintedfaasiuutto (SPE) on yleisin steroidien uuttamiseen kdytetty menetelma. Sorbenttina on yleensa
piipohjainen hiilivetyketjuja sisdltdava polymeeri. Paljon suosiota on saanut kauppanimella Oasis HLB
tunnettu N-vinyylipyrrolidonidivinyylibentseenisorbentti, joka adsorboi tehokkaasti sekd poolisia ettd
poolittomia yhdisteitd. Yleisimmin estrogeenit, androgeenit ja progesteronit uutetaan samanaikaisesti
Oasis HLB sorbentilla, joka on ladattu muovipatruunaan (6 mL, 60 tai 500 mg). Patruuna esikasitelldaan 6
mL etyyliasetaattia, 6 mL asetonitriilid ja 12 mL tislattua vettd, 70 mL influenttia, 200 mL effluenttia, 2 L
jokivettd ja 10 mL inkuboitua lietevettd, johon on lisatty 7, 10 ja 50 ng deuteroitua standardia E1-d2 ja 0.7,
2 ja 10 ng referenssistandardeja. Adsorboituneet estrogeenihormonit eluoidaan 16 mL etyyliasetaattia,
liuos haihdutetaan ja jdannos derivatisoidaan seka liuotetaan sopivaan liuottimeen analyysia varten (kuva
12). Steroideja on uutettu myos LiChrolut EN sorbenttia kayttden, koska niissd on fenolisia funktioaalisia
ryhmia, kuten estrogens estrone, 17a-estradiol, and 17B-estradiol; and the exogenous estrogen 17a-
ethinylestradiol. Mé&aritysrajat, jotka saavutettiin, olivat vedessa 20-200 pg/L. Talldin kuitenkin veden
maard SPE-uutossa tuli olla 1 - 5 L. Kaasukromatografinen maaritys vaati pentafluorobentsoylointi
esterdintireaktion yhdisteiden haihtuvuuden vahvistamiseksi (Kuch et al. 2001). Steroidien konsentraatiot
Saksan juomavedessa ovat noin 0,33 ng/l endogeenisille steroideille. E2 ja E1 olivat pienemmat, 0,11 and
1,5 ng/L jokivedessa. Sedimentti- tai lietendytteita ei ollut tutkittavana.
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| Estrogen compounds extraction |
y

Liquid phase Centrifugation; (6000 g, 20 min) | Solid phase
Acidification (1 L) to pH 3 Freeze dried
(H2504) (1 g solid sample)
1 J
Filtration 0.7 ym Ultrasonic liquid extraction (ULE): 2 x 10 mL
+ 100 ng of E2-d2 ethyl acetate; + 100 ng E2-d2
1
Dilution: 300 mL ultrapure water; acidification
Hz250a4: pH 3; filtration (0.7 ym)
4
| SPE with Oasis HLB cartridge: Elution with 10 mL of ethyl acetate |
4

Clean up with neutral Alz03/silica gel column;
(3 elution with 10 mL of ethyl acetate)

)

Derivatization (50 yl. BSTFA + 50 yL pyridine); heating at 45 “C until
dryness stream of nitrogen

¥
Analysis by GC-MS

Kuva 12. Estrogeenien uuttoprosessi ja esikasittelykuvaaja. Puhdistus nesteestd ja jatelietteestd. Vasemman
puoleinen haara dokumentoi nestemdisen nadytteen tutkimusreitin ja oikeanpuoleinen reitti kiintedan naytteen
esikasittely (Belhaj et al. 2015).

Jos ndytteessd on uuton jalkeen paljon epdpuhtauksia, se voidaan puhdistaa edelleen kayttamalla kiinteaa
materiaalia, kuten Florisilia eli magnesiumsilikaatti (MgOsSi), silikaa ja aluminaa (Al,03). Myos
poolittomalla liuottimella kunnostettua aminosorbenttia (NH;) on kaytetty puhdistukseen.
Lisdpuhdistuksen on tarkoituksena poistaa loppundytteeseen jaanyt matriisi.

Laboratoriomittakaavassa on kdytetty myds ns. QUEChERS-menetelmaa (Quick, Easy, Cheap, Effective,

Rugged, and Safe) maaperalietteiden puhdistamiseen (kuva 12). Systeemi on my6s kaupallinen ja se on
litettavissa UHLC-MS-laitteistoon.
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Kuva 13. Kaaviokuva QUEChERS menetelman (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe) kaytosta kiintedn ndytteen
madarittamiseen. Menetelma on kehitetty puhdistamaan ja poistamaan naytteestda sokereita, lipideja, orgaanisia happoja,
steroleita, proteiineja ja pigmentteja (Fan et al. 2011).

1.8 Lietteen erottaminen, puhdistus ja tutkittavien yhdisteiden liuotus
Steroidihormonien uutto sedimenteistd, maaperasta ja biokiintoaineksesta on ongelmallisempaa kuin
vedesta ja jatevedestd. Syyna ovat erityisesti monenlaiset hairiotekijat. Vapaat steroidit ovat vahvasti
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sorptiivisia, mutta kuitenkin vain muutamat tutkimukset kasittelevat niiden olemassa oloa sedimenteissa.
Menetelmd, jota on kdytetty synteettistd androgeenia 173-trembolonin kvantitointiin maaperandytteesta
kasitteli maapera-vesi seoksia orgaanisessa liuoksessa.

On-line SPE menetelma kasittdd 1) uuton miniminaytetilavuudella luotettavan tunnistuksen saamiseen
ng/L —tasolla, 2) minimaalinen naytteen kéasittely, valmistus ja prosessointi (esim. ei derivatisointia,
puhdistusta tai liuotinerotusta), 3) kaytetdan saatavilla olevaa kapuallista uuttolaitteistoa ja
instrumentteja. Synteettiset ja luonnonsteroidit on listattu taulukossa.

Taulukko 1. Fysikaaliskemiallisia parametreja steroidihormoneille ja samatyyppisille yhdisteet.

Class/use Compound CAS # Formula Molecular weight Pk, logP

Natural androgen Testosterone 58-22-0 CioH1504 288.42 15.06+0.6 3.179+0.27
Natural androgen 11-Ketotestosterone 564-35-2 CioH5504 30241 14.79+0.6 1.296+0.47
Natural estrogen 170-Estradiol 57-91-0 CygH>404 272.38 10.27+0.6 4.146+0.25
Synthetic estrogen 170-Ethynylestradiol 57-63-6 CyyHo405 296.40 10.24+0.6 4.106+0.31
Progesterone degradate 17a-Hydroxyprogesterone 68-96-2 C51Hs005 33046 13.03+0.6 3.040+0.36
Synthetic androgen 170-Trenbolone 80657-17-6 Ci3H,,04 270.37 14.73£0.4 2.316+0.35
Natural estrogen 17p-Estradiol 50-28-2 Cy3H5404 272.38 10.27+0.6 4.146+0.25
Synthetic androgen 17p-Trenbolone 10161-33-8 Cy5H>,04 270.37 14.73+0.4 2316+0.35
Natural androgen 4-Androstenedione 63-05-8 CioH5605 286.41 — 2.717+0.34
Natural androgen 1,4-Androstadienedione 897-06-3 CioH5405 284.39 — 2.623+0.41
Natural androgen Androsterone 53-41-8 CioHz004 29044 15.14+0.6 3.932+0.32
Testosterone metabolite Epitestosterone 481-30-1 Ci9H5505 288.42 15.06+0.6 3.179+0.27
Natural estrogen Estriol 50-27-1 CigHy404 288.38 10.25+0.7 2.527+0.28
Natural estrogen Estrone 53-16-7 Ci5H5,04 270.37 10.25+0.4 3.624+0.36
Semisynthetic progesterone Melengestrol Acetate 2919-66-6 C35H3204 396.52 - 4.206+0.42
Natural progestagen Progesterone 57-83-0 C,H3,0, 31446 - 3.827+0.28
Estrogen agonist a-Zearalanol 26538-44-3 Ci1gH>605 32240 8.08+0.6 3.859+0.50
Mpycotoxin metabolite a-Zearalenol 36455-72-8 CigHy405 320.38 7.61+0.6 4.168+0.79
Mycotoxin metabolite p-Zearalanol 42422-68-4 CigH605 32240 8.08+0.6 3.859+0.50
Mycotoxin metabolite p-Zearalenol 71030-11-0 Cy3Hy405 320.38 7.61+0.6 4.168+0.79

Viite: Shargil et al. 2015).

Puhdistusprosesseissa syntyvat lietteen on erotuttava vesiosuudesta. Sen jalkeen liete on uudelleen
liuotettava sopivaan liuottimeen, jotta matriisijddamat saadaan pois analyysiin  menevasta
yhdisteseoksesta. Seos erotellaan kemiallisesti, identifioidaan ja yhdisteiden pitoisuudet kvantitoidaan.
Kiinted-nesteuutto voidaan suorittaa perinteisena ravistelu-uuttona tai automatisoidulla laitteistolla (kuva
13). Esimerkiksi lietendytteista on eristetty estrogeeni- ja androgeenisteroideja 35 °C:n lampétilassa
metanolilla. Koska ravistelu-uutto on hidas ja siind kuluu paljon liuotinta, erilaiset tehostetut
uuttomenetelmat ovat suositumpia. Steroidien uuttamiseen on kdytetty mm. Soxhlet-uuttoa,
ultradaniavusteista uuttoa (UAE) ja paineistettua nesteuuttoa (ASE, PLE). Kiinted-nesteuuton jalkeen
tehd&an yleensa kiintedfaasiuutto analyysiin menevan matriisin puhdistamiseksi.

Lietesakkanayte tulee saattaa liuosmuotoon ennen erotusanalyysin tekemistd (kuva 10). Saostuman ei
tarvitse kokonaisuudessa liueta, mutta tutkittavien ladkeaineiden kuten steroidien tulee vapautua
matriisista liuokseen ja prosessi pitda olla toistettava, jotta menetelma on kayttokelpoinen. Steroidien
liukenemiseen vaikuttaa matriisin muut yhdisteet, steroidien liukoisuus valittuun liuottimeen ja liuottimen
maara.

Pyrkimys vahentda orgaanisten liuottimien kulutusta on johtanut uusien kiintedfaasiuuttosovellusten
kehittdmiseen. Vesiliuoksista steroideja on eristetty uusilla menetelmilla, kuten sauvasekoitusfaasiuutto
(SBSE, stir bar sorptive extraction) ja kiintedfaasimikrouutolla (SPME, solid phase microextraction), joissa
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liuottimia ei tarvita lainkaan. Eristys perustuu molemmissa materiaalin kayttéon, joka paallystaa
uuttoanturin. Yhdisteet adsorboituvat anturissa olevaan silikakuituun (SPME) tai magneettisauvan (SBSE)
pinnalla olevaan faasiin. SBSE-tekniikalla on eristetty vedestd kahdeksan steroidihormonia (estrioli,
estradioli, etynylestradioli, estroni, progesteroni, medroksiprogesteroni, levonorgestrel, nortindroni).
Sauva oli paallystetty polydimetyyli siloksaani/fenyylitrimetyylisiloksaani/B—syklodekstriini solgeelilla.
SBSE anturilla on osoitettu, etta steroidit voidaan uuttaa 50 kertaa samaa anturia kdyttaen (Duy et al. 2012).
Tarkeda vesianalytiikassa on, ettad ndytteet on analysoitava saman tien, kun ne on keratty. Kirjallisuudesta
selvida, ettad vesiprojekteissa vedet on kerdtty useita vuosia aiemmin kuin ne tutkitaan. Syy nopeaan
analyysin on, etta esim. estrogeenien konsentraatiot laskevat pakastuksen aikana vesinadytteiden kohdalla
(ei yleensd lietteiden kohdalla) ja tulokset sen jidlkeen eivat edusta todellista nadytettd. Steroidien
analyyttinen tutkimus jatevedesta kasittdd uuton, puhdistuksen ja varsinaisen analyysin, joka tehd&aan
yleensa joko nestekromatografialla tai kaasukromatografialla. Lisaksi tarvitaan luotettava ja selektiivinen
tunnistusmenetelm3, joka on ollut massaspektrometria (MS) tai useampi massaspektrometrimenetelma
perakkain (tandem-MS) (zhou et al. 2012).

2. Analyysimenetelmat

2.1 Nestekromatografia-massaspektrometria

Nestekromatografiaa (high performance liquid chromatography, HPLC) on kaytetty laajasti jateveden
steroidien analysoinnissa. Muutamissa tutkimuksissa on kdytetty UPLC-menetelmaéd (ultra performance
liqguid chromatography), jota kayttden saadaan Iyhempi analyysiaika ja parempi resoluutio kuin
perinteisellda HPLC-tekniikalla. Molemmissa tapauksissa erotuksessa kdytetyn eri materiaaleilla pakatun
kolonnin ominaisuuksien lisdksi erotukseen vaikuttaa ns. lilkkkuva faasi, joka on nestetta ja joka johdetaan
paineen avulla kolonnin Iapi. Eluentin koostumus vaikuttaa yhdisteiden erottumiseen.
Steroidianalytiikassa eluenttina kdytetdan yleensd veden ja orgaanisen liuottimen (esim. metanoli,
asetonitriili) seoksia.

HPLC-laitteissa kaytetaan yleensa UV/VIS -fotodiodirivi- (PDA), sahkokemiallista tai fluoresenssidetektoria
(esim. LIF, laser induced fluorescence detector). Koska steroidien pitoisuudet ovat pienet jatevesissa ja
puhdistetuissa vesissa, detektorina kdytetdaan massaspektrometria (MS) ja tamdemmassaspektrometria
(MS/MS) luotettavamman tunnistuksen vuoksi. Sdhkésumutusionisaatio (ESI) ja ilmanpaineessa tehty
kemiallinen ionisaatio (APCI) ovat kdytetyimpia ionisaatiomenetelmid LC-MS — tutkimuksissa.
Nestekromatografi — massaspektrometriyhdistelmalla (HPLC-MS/MS) toimii hyvin paitsi esikasitellyille
vesindytteille, mutta myos lietteesté liuotetuille yhdisteille. MS/MS-menetelméssd ensimmainen massa-
analysaattoreista poistaa liuoksen ja aktivoi yhdisteet tunnistettavaan muotoon, koska ldhes jokaisella
yhdisteelld on oman tyypin profiili sdhkoisen hajotuksen jalkeen. Toinen massaspektrometri valitsee
selektiivisen massafragmentin ja hajottaa siitd vastaavan molekyylifragmentin yhdisteen massaspektriksi,
joka on lahes kaikille yhdisteille omanlaisensa.

Nestekromatografian avulla voidaan maarittdd myos konjugoituneita steroideja, joita ei
haihtumattomuuden vuoksi voi analysoida kaasukromatografilla (kappale 1.6.2). HPLC-MS-menetelmalla
on saatu todettu 0.5 — 6 ng/L tasolla haitta-aineyhdisteitd, kun ne ovat liuenneessa muodossa. Itse
materiaalifaasissa (hiukkasfaasissa) yhdisteet on nakyvid pitoisuustasolla 1.4-12.7 ng/g. Haitta-aineita
(EDCs) loytyy alle 10 ng/L tasolta 1200 ng/L liuenneina ja 0.005 um/g — 2.8 ug/g partikkelifaasista.
Lietteestd on pystytty tunnistamaan 12 yhdistettd konsentraatiotasolla 1.6 ng/g-371 mg/g. Kuvassa s
esitetadan HPLC-DAD-MS-kuvaaja 12 steroidihormonistandardin erottamisesta.
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Kuva 14. HPLC-DAD-MS —kuvaaja. (1) 5B-androstan-3a-ol-17-one glucosiduronate, (2) 1,3,5(10)-
estratrien-3,17B-diol 3-glucosiduronate, (3) 4-androsten-17B-ol-3-one glucosiduronate, (4) aldosterone,
(5) 4-androsten-9a-fluoro-17a-methyl-11B, 17B-diol-3-one, (6) 4-androsten-3,11,17-trione, (7) B-
estradiol, (8) estrone, (9) 17a-methyltestosterone, (10) 17a-hydroxyprogesterone, (11) androstenedione
(Viite: Siren, omat tulokset, 2015).

2.2 Kaasukromatografia-massaspektrometria

Kaasukromatografiaa (gas chromatography, GC) on kaytetty myos laajasti jateveden ja puhdistetun veden
tutkimuksiin. Kaasukromatografia ei sellaisenaan sovellu suoraan vesinaytteiden tutkimukseen, koska
menetelmassa tulee yhdisteiden olla haihtuvia ja termisesti stabiileja. Vesissa esiintyvat yhdisteet ovat
usein hydrofiilisia, joten niille tulee GC-menetelmassa kayttda poolitonta faasia erotuskolonnissa. Kolonnin
materiaali vaikuttaa suuresti yhdisteiden erottumiseen, kuten HPLC-menetelmissakin. Mikali sopivaa
faasia ei ole kaytettdvissa, steroidit ns. derivatisoidaan eli niistd syntetisoidaan kemiallisesti vdhemman
poolinen tuote (ei varauksia, ei vesiliukoinen), jolla tulee olla alle 300 °C lampdtiloissa haihtuvuutta.
Steroideista valmistetaan yleensd silyylijohdannaisia kayttamalla kaupallisia reagensseja, kuten N,O-
bis(trimetyylisilyyli)asetamidia (BSA), N,O-bis(trimetyylisilyyli)trifluoriasetamidia (BSTFA) ja N-metyyli-N-
(trimetyylisilyyli)trifluoriasetamidia (MSTFA).

GC:ssa kaytettdva ionisaatiomenetelmid ovat elektroni-ionisaatio (El) ja kemiallinen ionisaatio (Cl). Koska
El-menetelmdssd yhdisteiden fragmentoituminen on voimakasta, kullekin yhdisteelle muodostuu
omanlaisensa fragmentaatiokuvaaja, ja sen vuoksi yhdisteille voidaan koota spektrikirjasto.
Parhaimmillaan steroidien havaitsemisrajaksi (limit of detection, LOD) jatevedenpuhdistamonaytteille on
saatu vesifaasissa 0,01 ng/L ja kiintoaineksessa 0,02 ng/g. Nain matalan havaitsemisrajan saavuttamiseksi
tarvitaan selektiivinen ja tehokas uuttovaihe, huolellinen puhdistus sekad herkkad analyysimenetelma.
Kuvassa 15 on esitetty GC-MS-kromatogrammit uutteelle ja lisdpuhdistetuille uutteille, kun alkuperdinen
uute on ohjattu silikan, silika-alumiinioksidin ja alumiinioksidin lapi. Havaitaan, ettd alumiinioksidi on
erittdin tehokas adsorbentti, jota voidaan kayttaa likaisten vesien kontaminaation pyydystamiseen. Kuva
16 esittda SIM GC-MS ionikromatogrammeja virtsauutteesta esikasittelyn jalkeen (a) steroidianalyyttien
monitorointi ja (b) deuteroitujen steroidien erotus, kun niitad on lisatty ndytteeseen.
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Kuva 15. GC-MS —kromatogrammit (a) alkuperdinen uute, (b) sama uute puhdistettuna silikan lapi, (c) sama uute

puhdistettuna silika-alumiinoksidin lapi, (d) sama uute puhdistettuna alumiinioksidin lapi.
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Time -> 8.00 3.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00

(Ahmadkhaniha et al.
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Abundance lon 438.00 (437.70 to 438.70): D13.D
(b)
2000 9‘91)\]1\0410
L S v N Ve e U VLA A vy S S S pe et B e e e W
Time -> 8,00 8.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00
‘Abundance lon 435.00 (434.70 to 435.70): D13.D

11.74 1254

Time - 8,00 sbo " 1o 10 1250 130 T 7 a0 7 1500 b
Abundance lon 437.00 (436.70 to 437.70): D12.D
10004 1143
. 04 T T T T T T T
Time - 8,00 900 10,00 11.00 12100 1300 14.00 15,00
Abundance lon 446.00 (445.70 to 446.70): D13.D
2000 K 4
Ti 777 T T T
ime -> g 30 3.00 10,00 11.00 12700 1300 1400 1500

Kuva 16. SIM-GS-MS kromatogrammit vitrsauutteista, jotka on esikasitelty. (a) steroidianalyyttien monitorointi ja (b)
deuteroitujen steroidien erotus, kun niita on lisatty naytteeseen. Yhdisteet: (1) androsterone (2487 ngmL-1), (2)
etiocholanolone (1785 ngmL™), (3) epitestosterone (47 ngmL™?), (4) dihydrotestosterone (5 ngmL™), (5) testosterone
(64 ngmL™), (6) methyl testosterone (10 ngmL™).(b) (1) androsterone-d4 (20 ngmL™), (2) etiocholanolone-d4 (20
ngmL™), (3) epitestosterone-d3 (20 ngmL™), (4) dihydrotestosterone-d3 (20 ngmL™), (5) testosterone-d3 (20 ngmL™?),
(6) methyl testosterone (10 ngmL™) (Ahmadkhaniha et al. 2010).

2.3 Kapillaarielektroforeesi

Kapillaarielektroforeesi (CE) on sdhkoavusteinen miniatyrisoitu erotustekniikka. CE:lld tutkitaan
varauksellisia ja neutraaleja yhdisteits, joiden molekyylikoko vaihtelee pienesta
makrokokoon. Menetelmalld tutkitaan useaa yhdistettd samaan aikaan. Kapillaarielektroforeesia
kdaytetddn mm. ladke-, elintarvike- ja ymparistokemian tutkimuksissa. Se soveltuu myds
teollisuusprosessien ja ympadristdanalytiikan lahes reaaliaikaiseen tutkimukseen seka esimerkiksi paperi-,
sellu- ja muiden prosessivesien seurantaan. CE-menetelmistd kdytetaan tutkimuksien tekemiseen useita
alitekniikoita kayttden, joiden valinta tehdaan tilannekohtaisesti mm. yhdisteiden rakenteen, varauksen,
koon ja liukoisuuden perusteella. Steroideja on tutkittu kapillaarielektroforeesilla vahan. Juomavesien
valmistusprosessivesista on |oydetty testosteronin glukuronihappokonjugaaatti, androstenediononi ja
progesteroni (Liu et al 2005). Lietetutkimuksia ei tdhdn mennessa ole tehty CE:lla yhtddn. Menetelmana
CE:ssa on kaytetty misellista sdhkoerotuskapillaarikromatografiaa (MEKC). Kapillaarielektroforeesin etuna
on, ettd ndytteet voidaan suoraan tutkia ilman esikasittelyd. Mikali tutkittavan yhdisteen pitoisuus on
pieni, yleensd kylld tarvitaan SPE-tekniikkaa konsentraatin valmistamiseen, kuten muissakin
erotusmenetelmissa.
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Kuva 17. CE-UV elektroferogrammi kolmen potilaan virtsanaytteestd.Naytteet eikasitelty.

sisdltavat yhdisteitd 1) testosteroni, 2) 4-androsten-3,17-dioni, 4) hydrokortisoni,

deksametasoni. (Sirén et al. 2008).

Naytteet
5) kortisoni, 8)

2.4 Immunologiset menetelmat

Immunologiset menetelmat perustuvat tietylle antigeenille spesifisen vasta-aineen kayttoon. Menetelmia
on kaksi: entsyymivilitteinen immunosorbenttimaaritys (ELISA) ja radioimmunomaaritys (RIA).
Molemmissa menetelmissad naytteen antigeenit eli maaritettavat steroidit sitoutuvat vasta-aineisiin, jotka
on kiinnitetty kiintedlle tukialustalle ns. kuoppalevylld olevaan kuoppaan, joka on taytetty talla
materiaalilla. Tdman jalkeen koealustalle lisdatdadn antigeeni, johon on kiinnitetty entsyymi-indikaattori tai
radioaktiivinen leima. Mitd enemman ndytteessd on antigeenia, sitd vdhemman sitoutumiskohtia on
vapaana leimatuille antigeeneille. Vasta-aineisiin kiinnittyneiden leimattujen antigeenien maara mitataan
entsyymin varinmuutosreaktion jalkeen absorbanssimittauksella (ELISA) tai radioaktiivisuutta mittavalla
nestetuikelaskurilla (RIA).

Immunologiset testit ovat nopeita ja herkkid. Ne ovat hyva vaihtoehto silloin, kun selvitetdan yksittdisten
yhdisteiden pitoisuuksia. ELISA-mittauksia on kaytetty kvantitoimaan mm. steroidihormonien E1, E2 ja EE2
seka sitd on kaytetty testosteronin maarittdmiseen ASE- ja SPE-puhdistusten jalkeen muodostuvasta
liuoksesta. ELISA — menetelmalla voidaan tutkia useita yhdisteitd samaan aikaan.

3 Tutkimustuloksien tarkastelu kirjallisuuden ja MUTKU-rahoituksella aloitetusta projektin perusteella

Tavanomaiset kunnalliset jatevedenpuhdistuslaitokset eivat poista tehokkaasti kontaminaatiota
vesiympadristosta. Vaikka namd kontaminaatiot ovat ldsnd effluenteissa ng-mg/L tasolla
(mikrokontaminaatiot) monet yhdisteet voivat héiritd umpieritteisten rauhasten toimintaa tai kasvattaa
stressid kiihdyttavien yhdisteiden tasoa. Mikrokontaminanttien poistaminen vedesta ei valttamatta ole
vertailukelpoinen biologisen aktiivisuuden vahenemiseen, koska kontaminanttien metaboliitit tai
sivutuotteet saattavat edelleen olla bioaktiivisia. On todettu, ettd jateveden puhdistus vahentaa
kokonaissuspendoitumisella muodostunutta kiintoainesta, kemiallista ja biokemiallista hapen kulutusta ja
stressitekijoiden aktiivisuutta (Wojnarowicz et al. 2014).

Kirjallisuudessa esitetyt projektit (Hyténen, 2015) keskittyvat 16ytamaan kaikkein toksisempia steroideja
(Taulukko sss). Erityisen toksinen yhdiste luonnon vesissa on synteettinen hormoni 17a-ethinylestradiol
(EE2). Tulokset osoittavat, ettei ladkeaineen elimaatio perinteisilld jatevesien kasittelysysteemeilld ole
riittavia. Jatevesienkasittelyn effluenttikin sisiltdd vield usein enemmaéan kuin 42 ng/L EE2:a. Yleensd
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kylldkin konsentraation on 3 ng/L, mutta tosiasia on ettd matalin pitoisuus vesisysteemissa on vieldkin
pienempi 1 ng/L. Taman aiheuttaa tietty biomateriaali (biota), joka liukenee vastaanotetuista

vesivarastoista.

Taulukko 2. Steroidin E2 (17-B-estradiol) minimi- ja maksimipitoisuustasoja jatevesipuhdistamon

effluentissa (Raakadata saatu kansainvalisten raporttirn/artikkelien perusteella)

Maa Minimi Maksimi Viite
(ng/L) (ng/L)

UK 2,7 48 Desbrow et al. 1998; Koh et al. 2001
UK 31 32 Koh et al. 2001
UK 12,8 14,6 Koh et al. 2001
Germany <LOD 3 Koh et al. 2001
Germany <LOD 15 Koh et al. 2001
Germany 0,8 0,9 Koh et al, 2001
Germany 0,15 5,2 Kuch et al, 2001
Canada <LOD 64 Koh et al. 2001
Canada 2,4 26 Koh et al. 2001
Canada 0,2 14,7 Koh et al. 2001
Japan 5 - Koh et al. 2001
Japan 3,9 23,4 Koh et al. 2001
Japan <LOD - Koh et al. 2001
Japan 3,2 55 Nasu etal. 2000
Japan <LOD 43 Nasu et al. 2000
Japan 0,3 30 Nasu et al. 2000
South Africa 0,8 4,7 Swart et al. 2007
South Africa 5 18 Manickum et al. 2011
South Africa 5 82 Hendricks, 2011
Netherlands <LOD 12 Koh et al. 2001
Netherlands <0,1 5 Belfroid et al. 1999
Italy <LOD 7 Koh et al. 2001
Italy 0,35 3,5 Koh et al. 2001
Italy 3 8 Koh et al. 2001
Italy 0,44 3,3 Barontie et al. 2000
Spain <LOD - Koh et al. 2001
Spain <5,0 7,6 Ferguson et al. 2001
Denmark 0,6 12 Koh et al. 2001
Denmark 0,4 1,8 Koh et al. 2001
Austria <LOD 30 Koh et al. 2001
Switzerland 0,5 1 Koh et al. 2001
Rome 1,9 -4 D’Ascenzo et al. 2003
New Zealand trace 14,8 Sarmah et al. 2006
USA 0,4 3,66 Snyder et al. 1999
USA 0,77 6,4 Ferguson et al. 2001
Australia 14 -a Zhou et al. 2012
China ND? = Nie et al. 2012
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China 0 1,4 Changetal. 2011
France 15,4 34,6 Bellet et al. 2012
France 6,1 42,6 Vullet et al. 2007

9vain yksi arvo

b yhdistetts ei nakynyt

Jotta steroidit voidaan tunnistaa erotustekniikan menetelmilld, ne tulee konsentroida ennen analyysia,
Esikasittelyssa tapahtuvaa konsentrointia on optimoitu pintavedessa, jatevedessa ja lietendytteissa
esiintyvien 28 steroidin maaritykseen, Steroidit olivat 4 estrogeeniad (estroni, 17(B-estradioli, 17a-
etynyyliestradioli, dietyylistilbestroli), 14 androgeenia (androsten-1,4-dieni-3,17-dioni, 17a-tremboloni,
17B-tremboloni, 4-androsteeni-3,17-dioni, 19-nortesteroni 17p-boldenoni, 17a-boldenoni, testosteroni,
epi-androsteroni, metyyltestosteroni, 40H-androst-4-ene-17-dioni, 5a-dehydrotestostroni, androsteroni,
stanozololi), 5 progestrenia (progesteroni, ethynyylitestosteroni, 19-noretindroni, norgestreli,
medroksyprogesteroni) ja 5 glukokortikosteroidia (kortisoli, kortisoni, prednisoni, deksametasoni),
Tutkittavien yhdisteiden esikasittelysaannot olivat 90,6—119% (Liu et al. 2011). Menetelmalla toteamisrajat
olivat 0,01-0,24 ng/L, Lietetutkimuksessa kaytettiin 12 analyyttis, joille konsentraatiorajat olivat 1,6 ng/g -
371 pg/g,

Viime aikoina myds muissa jatevesi- ja aktiivilietetutkimuksissa on tunnistettu pelkdstaan estrogeeneja,
Vuodenajoilla on havaittu olevan merkitystd steroidien sorptioitumiseen lietteeseen (Trinh et al. 2012).
Estrogeenit nakyvat suuressa pitoisuudessa kesd- ja syysndytteissa, kun nadytteet kasitellddn ensin
biohajotuksella tai kemiallisella kasittelylld seka uutetaan pieneen liuosmaaraan kemiallista analysointia
varten, Tulokset ndyttavat vuodenaikavaihtelua, koska talvella ja kevaalla estronin (E1) ja 17B-estradiolin
(E2, E1:n hapetustuote) pitoisuudet influentissa ovat korkeat, Kylman kauden lietteisiin jai suuri pitoisuus
muitakin estrogeeneja kuin E1 ja E2 (Belhaj et al. 2015).

Steroidisten hormonien konsentraatiot raakamateriaalissa sisdltda steroideja. Mutta luonnollista
estrogeenia, 17a-estradiolia ja padkomponentteina 17oa-etynyyilestradioli, mestranoli ja levonorgestreli
ei aina ndy riittdvan luotettavasti, jotta sen olemassaolo on luotettava. Estrogeenit, joita on pystytty
detektoimaan, ovat estrogeeni, 17B-estradioli ja sen metaboliitit estroni ja estrioli, Kirjallisuuden
perusteella on nahtavissd, ettd androgeeniset hormonit olivat suuremmissa konsentraatioissa kuin
estrogeenihormonit, minkd oletetaan johtuvan androgeenien suuremmasta erittymisnopeudesta
verrattuna estrogeenien erittymiseen ihmisesta (Leusch et a.l 2006). Testosteroni ja sen metaboloituneet
muodot, androsteroni, etiokolanoloni ja dihydrotestosteroni, on myods tunnistettu. Syyna on niiden
kulkeutuminen kehonesteiden mukana jateveteen, koska ne ovat endogeenisid ja syntyvat kaikissa
ihmisissd, tosin eri konsentraatiotasoissa. Australiassa on tehty laajaa ja pitkdjanteistd tutkimusta
testosteroniin liittyen, Tulokset osoittavat samaa trendid kuin muuallakin: Steroidipitoisuudet
ympdristovesissa on matalat, Poikkeuksena ovat testosteroni ja dihydrotestosteroni, joiden maarat olivat
1-2 kertaluokkaa suuremmat kuin kirjallisuudessa yleensad on esitetty, Téhan on ajateltu olevan syyna
analyyttisen menetelman herkkyys, eli tutkimuslaitteet eivat ole yhteismitallisia (Hytdnen, 2015). Kuvassa
13 on esitetty jateveden puhdistuslaitoksen effluentin sisdltamien steroidien pitoisuuksia, Arvot ovat
huomattavasti korkeampia kuin normaaliarvot muualla dokumentoiduissa tutkimuksissa (Manickum et al.
2014). Sen vuoksi olisikin ainakin tarve kehittdad kasainvalinen ympariston puhdistuslaitosten vesien ja
lietteiden menetelmavertailu ja patevyyskoe, jossa arvioidaan menetelmat ja laitteiden toimintakyky,

3.1
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Kuva 18. Minimi- ja maksimikonsentraatiot steroidihormoneille jatevesipuhdistamon effluentissa (Manickum et al. 2014).

Taulukko 3. Minimi- ja  maksimirajat steroidiestrogeeneille  effluentissa, Viite: Manickum et al. 2014.
http://dx,doi,org/10,1016/j,scitotenv,2013,08,041

Steroid Min? Min Min Min Min Max Max Max Max Max
hormone Mean” median sD Mean Mean mean medi sD Mean Mean
+2SD +3SD an +2SD +3SD
E1l 10,1 3,8 18,9 0-47,9 0-66,8 56,3 47 51,7 0-159,7 0-211,4
E2 4,3 19 6,8 0-17,9 0-24,7 19,8 13,3 20,2 0-60,2 0-80,4
E3 39 2,3 3,7 0-11,3 0-15,0 37,5 18,5 75,6 0-151,2 0-264,3
EE2 1,4 0,5 19 0-5,7 0-7,1 36,9 8,9 74,2 0-185,3 0-259,5
Pro 4,0 4,0 57 0-15,4 0-21,1 9,6 9,6 10,4 0-30,4 0-40,8
Tes 12,8 1,3 20,0 0-52,8 0-72,8 49,3 25 46,5 0-142,3 0-188,8

? Min = minimum concentration levels from international data/literature
5 Max = maximum concentration levels from international data/literature
All values in Units of ng/L

(Chang et al. 2011).

Taulukko 3. Menetelméan toteamisrajat (MLD, ng/L) sukupuolihormoneille,
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Hormone Influent Effluent River water
Estrogens
DES 1 0.35 0.25
El 1 0.30 0.20
aE2 0.1 0.03 0.02
pE2 05 0.14 0.10
EE2 05 0.14 0.10
Androgens
ADD 22 0.90 0.63
ADR 20 7.0 5.0
EADR 40 15 12
NAD 08 03 0.20
NDL 24 0.85 0.60
MTTR 08 03 0.20
SZL 0.24 0.09 0.06
TBL 0.5 0.2 0.15
TTR 0.1 0.04 0.03
Progestogens
DPO 20 0.7 0.5
17-HPT 03 0.14 0.10
21-HPT 03 0.14 0.10
MHPT 0.2 0.07 0.05
MTA 0.12 0.04 0.03
MPA 0.1 0.03 0.02
NGT 03 0.1 0.08
NTD 12 0.4 030
PGT 05 0.19 013
(Viite: Liu et al. 2011)
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Kuva 19. Jatevesindytteissa esiintyvien steroidien ja niiden metaboliittien maaria (Vega-Morales et al. 2010).

Taulukko 4. Steroidihormonien tasot influentti/effluenttindytteissa (Darvill, vedenpuhdistamo), Analyysit tehty

ELISA-menetelmalls,
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Fable 1 Steroid hormone levels in influent/effluentriver samples at the Darvill wastewater treatment plant determined by the immuno-anal ytical
ELISA method
Sample site Estrone 17-f-Estradiol Estriol 17-e-Ethinylestradiol Progesteone Testosterone
(ng/L) (ng'L} (ng/L) (ng/L) (ng/L} (ng/L}
Influent
n* 11 11 8 8 8 8
Min 13 20 3 10 163 19
Max 351 199 9 95 ) 635
Mean 54 119 5 0 408 33
Median 50 o7 4 18 342 258
SD 97 83 2 29 220 26
2 RSDY 115.12 T0.11 4748 97.16 54.03 6. 00
Mean+25D 0-278 0-285 1-9 0-88 0-628 0-795
Effluent
n 11 11 8 8 8 8
Min 3 4 | 1 1] 0
Max T8 107 <] 8 25 26
Mean 23 20 | 3 9 11
Median 13 7 | 2 8 10
SD 25 3l <] 2 8 7
Y% RSD 108.70 155.00 66.67 B89 f3.64
Mean+25D 0-73 48-06 0-7 0-25 0-25
% Removal efficiency” T2412 (16.67) TB£12 (15.38) 100 Q3 (3.33) OR2 (2.04) G961 (1.04)
Mean+SD ( % RSD)
“L.lps.t.ream"d
1 3 3 3 3 3 3
Min 2 1 | 1] 0 5
Max 10 28 <1 3 12 16
Mean 5 10 e | 1 7 10
Median 4 2 | 1 9 10
SD 4 15 2 ] &
Y% RSD TR.06 148.14 114.56 §59.21 33.30
Mean+25D 0-14 040 <1 0-5 0-19 0-22
“Downstream’™
1 12 12 10 10 9 9
Min 1 2 <1 1 ] 3
Max 32 66 2 4 60 19
Mean 8 10 2 13 10
Median ] 5 1 el 8
SD el 18 1 19 &
% RSD 107.74 171.56 65.17 140.16 57.36
Mean+25D 0-26 -6 -4 0-51 0-22

MUTKU-projektissa on tehty opinndytetyd, jossa tutkittiin vesienpuhdistuslaitosten sisddnotto- ja
ulosvientivesien steroidipitoisuuksia kehitetyllda uudella esikdsittelymenetelmalla. Tutkimuksessa
kdytettiin 10 eripuolilla Suomea sijaitsevien puhdistuslaitosten vesid. Menetelmana oli
kapillaarielektroforeesi. Tulokset on esitetty kuvassa 20. Lisdksi on tutkittu lietenaytteitd, joissa todettiin
olevan vesista 16ytyneita steroideja. Uutuusarvo naissa tutkimuskissa on se, ettd on tutkittu virtsan
mukana erittyvida konjugoituja steroideja, joita ei ole tutkittu muissa kirjallisuudessa esitetyissa
tutkimuksissa. SPE esikasittely yhdisteiden konsentroimiseksi on kaikkein yleisin tapa konsentroida
tutkittavat yhdisteet, Analyysimenetelma on LC (isokraattinen eluointi) ja steroidiset yhdisteet oletetaan
olevan vapaat steroidit eli samat kuin ladkevalmisteissa on, Kuitenkin tiedetdan, etta jos steroidi on ihmis-
tai eldinperdinen harva ladkevalmisteen vaikuttava aine tulee elimiston lapi muuttumatta. Sen vuoksi
pitdisi erityisesti myos tutkia kehon toiminnan vaikutuksesta muuttuneista steroideja eksogeenisina
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steroideina ja kehossa muodostuneista endogeenisia steroideja. Yhdisteilld on my6s erilainen poolisuus,

estetrol-progesterone, ja sen vuoksi yhdisteiden tutkimus tulisi jaotella poolisuuden mukaan (zarzycki et al.
2009).

400 -
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H Testosterone glucuronide = Androstenedione M Progesterone
Kuva 20, Steroidien konsentraatiot influentissa (yldkuva) ja effluentissa (alakuvassa), N&ytteet otettu

vesienpuhdistamoista Eteld-, Lansi- ja Itd-Suomessa, Yhdisteet: (1) 4-androsten-17B-ol-3-one glukosidi, (2)
androstenedioni, ja (3) progesteroni (Sirén et al. 2015).

Taulukko 5. Influenttisakasta tehdyn uutteen sisaltdamat steroidipitoisuudet. Menetelmien vertaaminen steroidien
nakyvyyden varmistamiseksi,

A: Sakka ennen SPE-kasittelya

Menetelma Tutkittavien yhdisteiden pitoisuudet [ng/L]
Estradiol glucuronide Testosterone glucuronide Androstenedione Progesterone
TESTOGL1 (0,358*0,04) (0,524*0,04) R _
(CAPS) 0,014 0,021
TESTOGL2 (2,087*0,04) (1,073*0,04) - -
(Amm,acet,) 0,083 0,043
TESTOSE - (1,471*0,04) (0,092%0,04) (0,515%0,04)
(Amm,acet. miselli) 0,059 0,004 0,021
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B: Sakka SPE:n jalkeen etyyliasetaatilla eluoituna

Menetelma Tutkittavien yhdisteiden pitoisuudet [ng/L]
Estradiol glucuronide Testosterone glucuronide Androstenedione Progesterone
TESTOGL1 (0,599*0,04) (0,411%0,04) - -
(CAPS) 0,024 0,016
TESTOGL2 (0,469*0,04) (0,357%0,04) R N
(Amm,acet,) 0,019 0,014
TESTOSE - (0,334*0,04) (1,666*0,04) (1,107*0,04)
(Amm,acet. miselli) 0,013 0,067 0,044
mE2q MPREL 10000 mADR 60 - PGT
100 mEADR m MPA
% 8000 - = TTR 50 - u MTA
mADD 40 - u MHPT
6000 -
F;h 60 - ENAD = DPO
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Kuva 21. Steroidihormonien (estrogens, glucocorticosteroids, androgens, and progestogens) maarat
jatevesipuhdistamon influentissa, effluentissa ja dehydratussa lietteessa, Esikasittelyprosessi vaikuttaa
lopputulokseen, silla tutkimuksessa osoitettiin, ettd glukokortikosteroidi kortisoli (CRL) ei ollut detektoitavissa
kolmen paivan liuotuksen jalkeen lietendytteen fluidista ja kortisoni (CRN) detektoitiin vain yhden paivan kestaneen
liuotuksen jalkeen lietendytteestd, Tulokset saatu UPLC-ESI-MS-MS analyyseistd, Muut yhdisteet kuvassa ovat
PGT=progesteroni, MPA= medoxyprogesterone, MTA=megestrol acetate, MHPT= 6a-methylhydroxyprogesterone,
DPO= 170,30B-dihydroxy-4-progegnen-3-one, 17-HPT= 17a-hydroxyprogesterone, 21-HPT= 21a-
hydroxyprogesterone, ADR= androsterone, EADR= epiandrosterone, TTR=, ADD=androstenedione, NAD=19-nor-4-
androstene-3,17-dioltestosterone, MPREL= 6a-methylprednisolone, CORT=corticosterone, DEX=dexamethasone,
PREL=prednisolone, CRL=cortisol, CRN=cortisone, PRE=prednisone, Ela=17a-estradiol, E2b=17-estradiol,
El=estrone, E3=estriol (Fan et al. 2011).

Hormonaaliset systeemit kuuluvat oleellisesti elolliseen elimistoon, Monet biogeeniset tai synteettiset
kemikaalit saattavat vaikuttaa hormonireseptoreihin ja hormonitoimintaan sekda merkittavasti muuttaa
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reseptorien toimintakykya monisoluisissa organismeissa, Koska endokriiniset hairiétekijayhdisteet (EDCs)
eivat ole luokiteltu niiden kemiallisen luonteensa vuoksi, vaan niiden biologisen vaikutuksen mukaan, on
kehitetty monia erilaisia analyysimenetelmia naiden kemiallisia erilaisuuksia sisaltavien yhdisteiden
maarittamiseksi (Zarzycki et al. 2009; Koh et al. 2009).

LC-MS-MS-teknologiaan perustuvat menetelmat ovat mahdollistaneet sen, ettd yha enemman yhdisteita
on tunnistettavissa yha pienemmissa pitoisuuksissa, Lisdksi ymparistomatriisit on mahdollista
karakterisoida yha kokonaisvaltaisemmin, LC-MS antaa GC-MS-tekniikkaa enemman mahdollisuuksia,
koska kaasukromatografiassa ndytteen manipulointi derivatisoimalla on valttamattéomyys poolisille
yhdisteille ja niille, joiden LOD — arvot ovat matalat, Lisdksi massaspektrometri mahdollistaa
tutkimustiedon hankkimisen molekyylien hajottamisreaktioilla ja monitorointitekniikoilla, kuten SRM, SIM,
massakoko (lentoaikamassaspektrometri), Kontaminaatiomaarat puhdistamolietteessd antavat aiheen
olettaa, ettd koko puhdistusvaiheen seuranta tulisi kehittdd enemman orgaanisten kontaminanttien
kontrollointi- ja monitorointindkdkulmaa ajatellen, Puhdistamojen liete sisaltda arviolta 45 %
maatalousjatetta, Siitda 18 % kasaantuu avoimille kaatopaikoille ja 17 % poltetaan, Nykytrendi on kuitenkin
hyodyntda kokonaan puhdistamon jateliete, kuten Viikinmaen jatevesipuhdistamolla tehdaan, Jatteeksi
jaava liete kasitellaan ja sita kaytetaan viherrakentamiseen (Hyténen, 2015; Diaz-Cruz et al. 2009).

Kuva 22. UHPLC-MS-MS analyysi steroidien tutkimukseen (Liu et al. 2014).
3.2 Analytiikan hyddyntdminen steroiditutkimuksessa

Yhdisteet voidaan uuttaa jatevedestd ja lietteestd kiintedfaasiuutolla (SPE) sekad analysoida
kaasukromatografialaitteistolla, joka on kytketty tandem massaspektrometriin (GC-MS/MS). Talloin
kuitenkin yhdisteet ovat ensin derivatisoitava, jotta ne saadaan haihtuviksi. Farmaseuttisten yhdisteiden
maarat vaihtelevat 0,39-642 ug/L alueella influenteissa, jotka olivat samanlaisia tai kertalukua suurempia
kuin yleensd raporteissa on mainittu. Niiden konsentraatiot effluenteissa olivat 0,0075-7,01 ng/L.
Farmaseuttiset yhdisteet saadaan 80-100% poistettua WWTP-laitoksissa muutamaa poikkeusta lukuun
ottamatta. Kolesteroli hajosi helposti anaerobisten mikro-organismien lasna ollessa (Svahn et al. 2015;
Boix et al. 2016; Ye et al. 2012).
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Huuhtelujatevesien kasittelylaitos: Kaikki analyytit uutettiin kiintedfaasiuutolla (SPE) liuenneesta faasista
ja kiihdytetylla liuotinuutolla (ASE) lietteesta. Kaasukromatografi-massaspektrometri (GC-MS) laitteistolla
tehtiin EDC-analyysit, Yhdyskuntavesien influenteissa oli suurin taso steroidiestrogeeneja, E3 oli yli 100
ng/L. Seuraavaksi eniten |6ytyi E1 (42,2-110,7 ng/L) ja E2 (7,4-32,7 ng/L). Effluentissa ja lietteessa niita
esiintyi jarjestyksessa E1>E3>E2 (alle 31 ng/L effluentissa ja 105 ng/g lietteessd). Mita tulee synteettiseen
estrogeeniin EE2, sitd detektoitiin influentissa jatkuvasti pitoisuudessa 50 ng/L.

Puhdistamolla veden kasittelyvaiheet voidaan jakaa kolmeen osaan: primaari- sekundaari- ja
tertiaarikasittelyyn, Primaarikdsittelyssa poistetaan umpieritehairiotekijoita, kuten steroidihormoneja
peruspuhdistuksen lapikdyneestd vedestd, Erityisesti on osoitettu poistuvan 17fB-estradioli, estrioli ja
testosteroni, jotka siirtyvat veteen pohjaveden latautumisen aikana tai maaperdn pohjaveden
kerroskasittelyssa (SAT). Steroidihormonit analysoidaan kayttaen entsyymileimattua
immunoanalyysimenetelm&a, Bentch-scale (alustalla tehty) tutkimukset ja laboratoriomittakaavan
maaperasta valmistetulla konnilla tehdyt kokeet tehtiin, jotta oli mahdollista marittda minkalaisia
mekanismeja (adsorptio, biohajoaminen, fotolyyttinen hajoaminen) vallitsee yhdisteiden poistamisessa
SAT-prosessin aikana. Saatiin selville, etta vallitsevat mekanismit olivat adsorptio huokoiseen materiaaliin
ja lisdksi vaimennus detektiorajan alapuolelle bioaktiivisten yhdisteiden ldsndolossa. Lisaksi poistoon
vaikuttavat, huolimatta dominoivasta redox-olosuhteista (aerobinen vai anaerobinen), orgaanisen hiilen
matriisi ja tyyppi (hydrofobiset hapot, hydrofiilinen hiili vai kolloidinen hiili) (Mansell et al. 2004).

SAT on tehokas poistamaan hormoneja vedestd, Adsorption primaarimekanismi hormoneine
poistamiseksi tarvitsee kolmea eri menetelmad sekd kasvattaa pohjavesivarantoja, Adsorptio on
primaarimekanismi hormonien poistamiseksi, Poistaminen tapahtuu 79,3% tasolle (173-estradiol) 84,4%
(estrioli) ja 97,5% (testosteroni), Poistoprosentti oli suurempi maaperalle, jossa oli suret maarat lietetta,
savea ja orgaanista materiaalia, Kun mitaukset tehtiin abiootisissa systeemeissa, steroidit poistuivat
vielakin tehokkaammin.

HPLC-MS-MS menetelma on maaritetty 21 luonnollista ja keinotekoisesti syntetisoitua progestagenia.
Konsentrointi on tehty SPE-uutolla ja ultradanikasittelylla seka silikasorbenttipuhdistuksella.
Progestageenit olivat joen pintavedestd ja sedimentistd sekd yhdyskuntajatevesien puhdistuslaitosten
influentista ja effluentista ja lietteestd, kuten myos huuhteluvesistd (WC) ja sikaloissa muodostuvista
ulosteista (Liu et al. 2014). Menetelmilld saannot erittdin hyvid (>70%) ja LOQ 2,30 ng/L ja 2,59 ng/g.
Sikaloiden jatteissa (sikojen uloste) on huomattavia maaria progestaneja (@g/g), jotka joutuvat
lannoitemielessa pelloille ja sitd kautta stabiileina yhdisteind valumavesien kautta ymparistovesiin.
Kiinteille naytteille on olemassa erilaisia uuttotekniikoita steroidihormonien tutkimukseen, kuten
ultrasonikointiuutto (USE), mikroaaltoavusteinen uutto, kiihdytetty liuotinuutto (ASE), ja Soxhlet uutto,
Laitetutkimuksiin kadytetdan kaasukromatografiaa, nestekromatografiaa ja kapillaarielektroforeesia (Silve
et al. 2012). Kiinteafaasiuutto yhdistettyna mikroaaltouuttoon on osoittautunut erittdin tehokkaaksi
ratkaisuksi esikdsittelyn nopeuttamiseen ja ndytteen steroidein konsentrointiin (Snow et al. 2013). Asiaa
on tutkittu kehitetylld menetelmalla, jota on testattu luonnollisille ja synteettisille steroideille vedesta ja
kiinteistd naytteistd nestekromatografilla yhdistettynd tandem-massaspektrometriin. Tunnistukseen
kaytetdaan deuteroituja yhdisteita identifioinnin varmistamiseksi. Yhdistetty SPE-mikroaaltouuttotekniikka
soveltuu kiinteiden ndytteiden sisdltdman estronin ja testosteronin kvantitointiin. Salaatit, jotka oli
kasvatettu biologisesti valmistetussa kiinteissa aineksessa, olivat kontaminoitu estronilla ja testosteronilla.
Kuten voidaan olettaa steroidien vesiliukoisuuden vahaisyydesta, ne eivat siirry veden mukana salaatteihin
siind maarin, etta niista olisi terveydellista haittaa. Kuitenkin jos hormonit ovat vedessa, ne adsorboituvat
salaattiin ja niillda voi olla merkittdava vaikutus terveydelle. Talldin niiden pitoisuudet ovat edelleen
minimaaliset (Mouri et al., 2013).

Koska oletetaan, ettd estrogeeniset hormonit (estroni, E1, 17B-estradioli, E2 ja 17a-etinyyliestradioli, EE2)
ovat paaasialliset yhdisteet jotka edistavat vesiston estrogeenisyyttd. Koska nama esiintyvat myos
maaperassd, biologisesti valmistetun maan kadyttéén on kiinnitettdva huomiota. Aktivoidun lietteen
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puhdistaminen  ravintoaineista on  osoittanut, ettd puhdistusprosessit poistavat 90 %
estrogeenihormoneista. Lisdksi on osoitettu, ettd anaerobinen hajottaminen kasvattaa
kokonaisestrogeenisyyttda bioainessakassa (Hamid et el 2012). Estrogeenien madarittdminen
vesimatriiseista esitetty yhteenvetoartikkeleissa ja kokoomissa (Silve et al. 2012, Diaz-Cruz et al. 2009,
Hyténen 2015). Muutoin artikkelit ovat projektikohtaisia, esimerkkind estrogeenien tutkimus lietteesta
(Citulski et al. 2010).

Naytteenkerdyksen jalkeen estrogeeniyhdisteita sisaltavat lietenaytteet on valittémasti stabiloitava, jotta
mikrobinen aktiivisuus minimoituu, Muutoin, estrogeeniyhdisteiden hajoaminen ja jopa E2:n
muuntuminen E1:ksi aiheuttaa epaluotettavia maarityksia (Gomes et al. 2004), Aiemman kirjallisuuden
mukaan naytteen sdilyvyyttd on mahdollista parantaa lyofilisoimalla tai pakastekuivauksella (Ternes et al.
2002; Muller et al. 2008; Nieto et al. 2008; Chiu et al. 2009) seka autoklavoinnilla (Braga et al. 2005) ja
lisaamalla formaldehydid naytteeseen (Muller et al. 2010), Sen jilkeen tehddidn yhdisteiden uutto
lietematriisista, nadytteen puhdistus ja kvantitointi, Kuitenkin tiedetddn myds, ettd lilan tehokas
naytteenkasittely aiheuttaa analyyttien havikkia, jolloin analysoitava ndyte ei enda vastaa alkuperdista,

Estrogeeniyhdisteiden kvantitointi biokiintoaineista vaatii tehokasta ja selektiivistd analyyttikohtaista
uuttoa, Perinteisesti uuttotekniikat, kuten Soxhlet uutto, sonikointi (Ternes et al. 2002; Braga et al. 2005)
ja pyorityssekoitus (Gomes et al. 2004, Chiu et al. 2009) ovat olleet kaytossa, kun uutetaan estrogeeneja
lietendytteistd, Liuotinuuton tapauksessa poolittomat ja pooliset aproottiset orgaaniset liuottimet, kuten
heksaani, asetoni ja etyyliasetaatti ovat useimmin kaytettyja koska ne ovat kohtalaisen hydrofobisia
luonteeltaan ja soveltuvat estrogeenien uuttoon (Citulski et al. 2010),

Suurin haittatekija perinteisten teknikoiden kohdalla on uuttoaika ja suuri liuotinkulutus, Kuitenkin,
viimeaikaisin tekniikka liuotinavusteisesta uutosta on ASE-tekniikka, jota kdytetdaan yha enenevassa maarin
estrogeenien uuttoon lietendytteista (Muller et al. 2008; Fernandez et al. 2009), ASE-esikasittelyssa
kdytetdan ylipaineistettua uuttokennoa ja lampdtilaa, Vahentamalla viskositeettia ja kasvattamalla
liuottimen diffuusiovakiota, korkea lampotila hairitsee analyytti-matriisivuorovaikutuksen, Myos korkea
paine mahdollistaa paremman liuottimen paremman tunkeutumisen matriisiin, joka vuorostaan kasvattaa
uuttotehokkuutta.

Mikroaaltoavusteinen uuttotekniikka (MAE) on toinen menetelm3, jota on kaytetty useissa tutkimuksissa
uuttamaan estrogeeneja joki- ja merivesisedimenteistd (Liu et al. 2004; Labadie and Budzinski, 2005;
Hibberd et al. 2009), Menetelma on todettu tehokkaaksi, silla estrogeeniyhdisteiden uuttosaannot ovat
olleet suurempia kuin 80% sedimenttindytteista (Hibberd et al. 2009). MAE menetelman etuina ovat pieni
liuotinkulutus, lyhyehkoé uutoaika, monien naytteiden samanaikainen uuttomahdollisuus (Hibberd et al.
2009).

Soxhlet-uutossa kdytetdan liuotinuuttoa kuten myds sonikoinnissa, Samoja liuottimia voi kayttaa myos
ASE-menetelmassa (Camel, 2001), Kuitenkin, erityishuomio tulee kiinnittaa liuottimien kykyyn absorboida
mikroaaltoja MAE:ssa, Liuosten tulee kyetd absorboimaan mikroaaltoja, mutta ne eivat saa ylikuumentua,
mika saattaa aiheuttaa tutkittavien yhdisteiden hajoamista, Poolisia liuottimia (mm, metanoli, vesi) on
kaytetty tehokkaasti MAE:ssa (Liu et al. 2004), ASE ja MAE-tekniikat soveltuvat hyvin lietteen tutkimiseen,
Kyseisia tekniikoita kaytettdessa menetelmat optimoidaan lampétilan, paineen ja liuotintilavuuden avulla,
Lietteen massanmaaralla on vaikutusta mikrosaasteiden saantoihin, Kirjallisuudessa on esitetty erilaisia
ndytemassamaaria, joista esikasittely voidaan tehda, Maarat ovat 0,1-1 g, On myos osoitettu Chiu et al,
(2009), ettd tehokkain tulos saadaan, kun ndytekoko on 0,1 g, 0,2 g ja 0,5 g, kun tutkitaan estrogeeneja
primaarilietematriisista, On myo6s selvitetty, ettd 0,1 g lietepaino mahdollistaa >84% saannot ko,
yhdisteelle erittain hyvalla toistettavuudella, Usein mikrosaasteyhdisteiden tutkimuksissa saadaan uutolla
lilan suuria pitoisuuksia, mika johtuu siitd, ettd samaan aikaan uuttuu matriisiyhdisteita, jotka
analyysimenetelmassa eivat erotu tutkittavasta yhdisteestd, Sen vuoksi tulee kayttaa erittain tehokkaita
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esikdsittelymenetelmia ja optimoituja, selektiivisia analyysimenetelmia, jotta vaarilta tulkinnoilta
valtytaan (Citulski et al. 2010).

Kolonnikromatografia, jossa kdytetdaan alumina, silika ja Florisil materiaaleja stationaarifaasina yksindan
tai yhdistelmdna, on osoittautunut hyvaksi vaihtoehdoksi erotella tutkittavat estrogeenit,
Geelipermeaatiokromatografia  (GPC) on  toinen laajasti  kdytetty  puhdistusmenetelma3,
Kolonnikromatografiasta poiketen yhdisteet erottuvat poolisuuden mukaan, GPC-menetelmdssa analyytit
erottuvat molekyylikoon mukaan, Kuitenkin kaikki laajasti kdytetyt puhdistusprosessit sisaltavat
kiintedfaasiuutto- (SPE) esikdsittelyn joko yksindan tai yhdistettyna kromatografiseen tekniikkaan (Chang
et al. 2009).

Useissa tutkimuksissa on kaytetty C18-kolonnia (Ternes et al. 2002; Gomes et al. 2004; Braga et al. 2005)
tai divinylbentseeni — vinylpyrrolidoni-polymeeria (Muller etal. 2010). Jalkimmainen soveltuu
yleiskdyttoon happamien, neutraalien ja emaksisten yhdisteiden tutkimukseen. Mydskin
aminopropyylisidottua silikamateriaalia (LC-NH;) tai anioninvaihtoon perustuvaa SPE uuttoa on kdytetty
lisapuhdistamaan esikasiteltya nayteliuosta, Yhdisteiden poolisuudet ratkaisevat, mita liuottimia missakin
esikdsittelytilanteessa on parasta kayttaa.

3.3 Tuloksia jateveden kasittelylaitosten vesista

On osoitettu, ettd EE2 (17a-ethinylestradiol voidaan poistaa 99% sorptiolla atsidia kayttden ja biomassan
nitrauksella, Tdma tarkistettiin aklimatisoidulla ja aktivoidulla lietteelld (AS) jonka avulla prosessi poisti
99% EE2:sta (sorptio + biohajotus),Tama osoittaa, ettd EE2 on jopa melkein kokonaan poistettavissa
lietteesta (Clouzot et al. 2010).

ECDs (natural estrogens (17-B-estradiol (E2), estrone (E1), estriol (E3), synthetic estrogen (17-a-
ethinylestradiol (EE2)), natural androgen (testosterone) (tes) and natural progestogen (progesterone)
(pro)) voidaan jopa kvantitoida, kun ne on eristetty aktivoidusta lietteesta jatevedenkasittelylaitoksella.
Kvantiti on tehty leimaamalla steroidit fluoresenssikemikaalilla ja analysoimalla ne enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA)-menetelmaa. Samalla my6s steroidihormoniprofiili on voitu maaritettaa
vastaavista pintavesista. Progesteronin maara oli suurin (41%, 408 ng/L) influentissa, Sen jalkeen oli eniten
testosteroni (35%, 343 ng/L) ja 17B-estradioli (E2, 12%, 119 ng/L), Estroni (E1) oli kaikkein yleisin (35%,
23 ng/L) effluentissa, Sitd seurasi E2 (30%, 20 ng/L) ja testosteroni (17%, 11 ng/L). Tutkimuksessa
osoitettiin, ettd hormonit saatiin poistettua 92%, Korkea poistoprosenttitehokkuus havaittiin pro ()(%) ja
testosteronin (96%) tapauksessa, Vertaus luonnon (72-200%) ja synteettinen estrageeni (90%), kun
biohajotus oli niiden paaasiallinen poistamismenetelmd, Matalin poistuma oli E2:lla (kevaalld 65%) ja
maksimipoistuma talvella (95%), Luonnon hormonit (E2, E1) ja synteettinen estrogeeni (EE2)olivat
padasialliset yhdisteet influentissa (E2 69%) ja effluentti (E2 73%). Estrogeenien poisto tapahtui 73-100%
tasolla, Riskianalyysi osoitti, ettd EE2 ja E2 olivat suurin riski ihmisen terveydelle ja kaloille, EE2 oli paljon
vahvempi biohajottamisprosessissa kuin E2 pintavesien tutkimuksessa. Estrone, joka on E2:n ja EE2:n
hajoamistuote jatevesissa, nayttaa olevan hyva indikaattori EDC-yhdisteiden esiintymisesta jatevesissa.

Lopputuloksena on ehdotettu ja tdman raportin tuloksenakin ehdotetaan seuraavaa: Naytteelle tehd&dan
kvantitatiivinen kemiallinen analyysi, bioanalyysi estrogeeniaktiivisuudelle ja riskianalyysimenetelmat,
jotta saadaan luotettavat johtopaatelmat EDC-yhdisteiden potentiaalisista muutoksista kasitellyissa
jatevesissd, pintavesissa vesiymparistossa. Tarvitaan laaja kartoitus vesistd ja sedimenteistd seka
vedenpuhdistuslietteistd, kun tehdadn tarkempaa ohjeistusta steroidihormonien haittapitoisuuksista
ihmisten terveydelle ja luonnon systeemille (Manickum et al. 2014).
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Taulukko 6. Sukupuolisteroidien kdyttdyminen jatevedenpuhdistamoilla ja pilottipuhdistamoissa.

steroidit sijainti puhdistamon kuvaus tulokset viite
Brasialaisen puhdistamon AL-linjalla poistui 83 % El:sta, 99,9 % E2:sta ja 78 %
E1, E2, EE2, E1-OH mm_a.m.. wp_.-mcza_mﬁ.m:._o_.m puhdistamo, jossa rinnakkain AL mmwnmﬂ‘ biosuodin ﬂm:oﬂoBmBE. mm.rmm_m_m.m__m uc:q_ﬁ.mao__.m .F.:.AE 64 & Ternes et /.6
Brasilia ja biosuodin. E2:sta ja 68 % E1-OH:sta, E1 ja EE2 eivit poistuneet. Primaarikésittely nosti E1-
ja E1-OH-pitoisuutta.
Kasi isti iE3: 9 : %) j : %). E1:
. 6 aktiivilietepuhdistamoa Roomassa. HRT 1214 h. mw_ﬁm_x poisti tehokkaasti E3 m (95 é‘ .mm a (87 .A,:m EE2:a (85 é.. ._.mH :.. . .
E1, E2, E3, EE2 Italia . . . poistuminen huonoa (61 %). Eritysmairien vertailun perusteella paateltiin, Baronti et al.
Naytteenotto kuukausittain 5 kuukauden ajan. N . . L
ettd dekonjugaatiota tapahtuu jo viemarissa.
Italia e . ; Tulovedessa korkeita E3-pitoisuuksia. Aktiiv eteprosessi poisti keskimasrin 88  Johnson et
! lial Il AL- t . . . . . .
E1,E2, B3, BE2 Alankomaat > italialaista ja 3 hollantilaista AL-puhdistamoa % E2:sta ja 74 % El:sta. EE2:n pitoisuudet ja poistumat vaihtelivat. al?
Pilottik i BR (HRT 8,5 h, SRT 20-2 k) j . . . . . -
. __o.ﬂ.ﬂ_ Oxo_:.m: MBR ( . 8,5, SRT 20-25 vrk) ja Biologisen kisittelyn jilkeen veden estrogeenisuus oli 26-43 % ja lietteen 2— Holbrook et
estrogeenisuus? USA kaksi kunnaliista AL-puhdistamoa (HRT 10-14 h, SRT . 119
14 % tuloveden estrogeenisuudesta. al.
8-25 vrk).
AlL-puhdistamot poistivat 70-100 % estrogeenisuudesta ja Idhes 100 %
estrogeenisuus ja Is0-Britannia 5 puhdistamoa, joista 4:ss3 AL-kdsittely ja yhdessa androgeenisuudesta. Poistuminen tapahtui pdaasiassa sekundaarikasittelyn Kirk et al.32
androgeenisuus? pelkkd primaarikésittely. HRT 2-13,5 h. aikana, kahdessa puhdistamossa my0s primaarikésittelyn vaikutus oli ’
merkittadva.
Est i itoi ki kdsit ik 1i 98 % (E1+E iyligny
Kunnallinen JVP, jossa 2 denitrifikaatiosailicta > Smmmq_m: u_ﬁ_mc.:m laski kasi ﬁm_.<3 akana yli 98 % ﬁ. 1+£2) tai <._ 90 % Andersen et
E1, E2, EE2 Saksa o . (EE2). E1 ja E2 hajosivat D-olosuhteissa, EE2 vasta N-vaiheessa. Noin 5 % 52
ennen nitrifioivaa reaktoria. SRT 11-13 vrk. R o al.
estrogeeneista adsorboitui lietteeseen.
1 ; E1-3S, -
Mm_. _MNN\.MM\ .mHHme\. JVP:iden tulovesissa eniten vapaita ja sulfaattikonjugoituneita estrogeeneja. D'Ascenzo et
! ! ! ltalia 6 Al-puhdistamoa. Al-kdsittely poisti huonoimmin E1:a (61 %) ja E1-3S:a (64 %), muiden 62
3G; E3-3S, -16G, - . . al.
3G poistuminen tehokasta (84-97 %).
20 puhdistamoa. Biologisina prosesseina AL,
estrogeenisuus? Ruotsi biosuodin, bioroottori ja naiden yhdistelmii. AL- Pelkkd primaarikasittely ei vahentanyt estrogeenisuutta. AL-kdsittelylld ~_  Svensonet
& kdsittelyn HRT yleisimmin 2-8 h, korkeintaan 20 h. estrogeenisuus vaheni keskimaarin 81 %, biofilmiprosesseissa 28 %. al.®3
Osassa pelkkd primaarikasittely.
. . El:n pitoisuus kasvoi AL-kdsittelyn aikana. Samanaikainen E2:n pitoisuuden Carballa et
E AL- .HRT 24 h.
EL E2, EE2 spanja L-puhdistamo. HRT 24 h lasku viittaa £2:n muuntumiseen E1:ksi. al®
. ) . Est i ist li pienin (<45 9 hdi N i pelkdstaa .
El1, E2, E3, EE2, 4 Pariisin alueen puhdistamoa, joissa biologisena s B.m.mm:_m: pois cBm..o : u_.w:_: (<45 m,v E.h. .n__mSE.o&m _Om.mm olf pelkastazn Cargouét et
estrogeenisuus® Ranska Kasittelyna N/D-AL, AL tai N/D-biofilmireaktort AL-kisittely (kokonaisviipyma 2—3 h). Lampétilalla ei ollut vaikutusta. EE2 123
& Y ’ ) poistui heikoimmin. EE2:n osuus jiteveden estrogeenisuudesta oli 27-36 %. ’
i i :1) N/D-, T10-12 vrk
Mﬁdmﬂcm”w%“ﬂmwﬂ H.m,v: ;\\__um%_._mmmﬁmmeouﬁ_Mﬂ%\\x@mwv Estrogeenit poistuivat huonommin AL-prosessissa, jonka SRT oli pidempi.
El1, E2, EE2 Sveitsi i ! " MBR:ssa poistui 96 % E1:sta, 298 % E2:sta ja 275 % EE2:sta. Biofilmireaktori Joss et al.*6

2) rinnakkain N/D-AL (SRT 22-24 vrk) ja
biofilmireaktori (HRT 35 min).

poisti 90 % El:sta, 95 % E2:sta ja 69 % EE2:sta.
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steroidit sijainti puhdistamon kuvaus tulokset viite
BNR-puhdistamon (2 SBR:a, joissa anoksinen ja
) aerobinen vaihe, SRT 16 vrk, HRT 4 h) vertailu SBR poisti 85 % El:sta ja 96 % E2:sta. EE2 adsorboitui poistolietteeseen. Pelkk3
E1,E2,EE2 AuStEIE pelkkda primaarisaostusta kdyttavaan primaarikasittely poisti 7 % El:sta ja 0 % E2:sta. Braga et ol. ™
puhdistamoon.
E1,E2, €3, EE2, T, 7 AL-puhdistamoa (HRT 1,2-13,7 h, SRT 1,7-10 vrk) mmx::am.m:xmwﬁm:\ uow.: keskimaarin 85 % mﬁﬁmm 98 x E2:sta %.m E3:sta, 94 % Drewes et
estrogeenisuust USA ja kaksi MBR-reaktoria (5 h/10 vrk ja 3 h/21 vrk). mmmn.ﬂm ja 96 % T:sta. .wo_m.ﬁo<mn_m: mm:ommm:_mcg_o:ﬁc_.mﬁﬁm ja E2:sta. Lyhyt /110
SRT ja HRT yhteydessé poistoveden korkeaan estrogeenisuuteen.
Belgia,
Ranska, 17 puhdistamoa. Biologisina prosesseina upotettu
Alankomaat,  biofilmireaktori, AL, rengaskanava-AL ja AL- Pelkkd primaarikdsittely ei poistanut E1:a. Biologisen prosessin pitkd SRT ja Johnson et
E1, E2, EE2 Saksa, biosuodin-yhdistelma. Vain poistovesi analysoitiin, HRT vaikuttivat positiivisesti E1:n poistumaan. EE2:a I6ytyi kahden (Helsinki: /51
Sveitsi, El:n ja E2:n pitoisuudet tulovedessa maaritettiin 1,1 ng/l) ja E2:a kuuden JVP:n poistovedesta. at
Suomi, laskennallisesti.
Ruotsi, Norja
E1, E2, EE2, Australia BNR (P-poisto, SBR, jalki-N/DN), SRT 26 vrk, PE Biologinen kasittely vahensi yli 95 % estrogeenisuudesta. GC-MS-tulosten Leusch et
estrogeenisuus® 3800. perusteella 74 % E2:sta ja 89 % El:sta poistui biologisessa kasittelyssa, all®
18 puhdistamoa. Sekundaarikdsittelynad AL (12 Paras poistuma saatiin puhdistamoissa, joissa oli pitkd SRT. Nitrifioivat
El, E2, . . . . « R . . RS . A Servos et
estrogeenisuus® Kanada pu :a_.%m_dom;\ ._m.B.B__A_Ao (4), biosuodin (1), yhdessa vc.:a_mﬁm._zuo.ﬁ olivat .Hm:o_A_AmmBU_m kuin ei-nitrifioivat. Biosuodin ja /.09
pelkka primaarikasittely. primaarikasittely olivat tehottomia.
BNR-puhdistamon aktiiviliete- ja MBR-yksikkdjen Aktiiviliete poisti yli 90 % El:sta ja E2:sta sekd 80 % EE2:sta. MBR poisti 99 % Zuehlke et
E1, E2, EE2 Saksa tehoa verrattiin vuoden kestdneessa El:sta ja E2:sta sekd 95 % EE2:sta. MBR sailytti aktiivilietettd paremmin 187
seurantatutkimuksessa. puhdistustehon kuormituksen kasvaessa. at
E1, E2, E3, EE2 USA Mmﬂﬁ%%“ﬂﬁmm.mhww_MMU\%JMWMW_MM:OQS tal SBR. Suspensioprosessit olivat tehokkaampia estrogeenien poistajia kuin Eom_sif. MHHn:_:m: et
E1,E2, EE2 Kanada Kaksi SBR:a. HRT 6 h ja SRT < 1,2 vrk. 91 % E1+E2:sta ja 75 % EE2:sta poistui. Cicek et al.®*
Sellutehtaan AL-puhdistamo (HRT 8 h),
E1,E2, E3, EE2, Kanada biosuodinpuhdistamo (0,3-2 h), BNR-AL- El:n ja E2:n pitoisuudet kohosivat biosuodin- ja lammikkokésittelyssa Fernandez et
MES, NTD, NGT puhdistamot (13 h ja 8 h) seka (oletettavasti dekonjugaation vuoksi). al.x?
lammikkopuhdistamo (17 vrk).
Puhdistusteho oli parempi RK-puhdistamoissa, joissa SRT ja HRT pidemmat
E1, E2, E3, Japani 10 perinteistd AL-puhdistamoa ja 10 kuin perinteisissd AL-puhdistamoissa. Ei selva3 korrelaatiota poistuman ja Hashimoto et
estrogeenisuus? rengaskanavapuhdistamoa. SRT:n tai HRT:n valilla. E1:n pitoisuus kasvoi useissa perinteisissa al.%®
puhdistamoissa.
£1 E2, EE2 Iso-Britannia Nitrifioiva AL-puhdistamo. Kaksi seurantajaksoa (24 ~ EE2:sta poistui vain 3—6 %, minka epailtiin johtuvan kasittelyssa tapahtuvasta Kanda ja

hja 7 vrk).

dekonjugaatiosta. Muut estrogeenit poistuivat hyvin (97-99 %).

Churchley*®
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steroidit sijainti puhdistamon kuvaus tulokset viite
E1 E2 E3. EE2 Yli 50 % tuloveden estrogeeneista oli konjugoituneita. Estrogeenit eivat
Lo Ranska BNR-puhdistamo. SRT 20 vrk, HRT 3-5 h. poistuneet primaarikisittelyssa, biologisessa késittelyssa pitoisuudet laskivat Muller et al.®®
konjugaatit .
yli 90 %.
. i hdist AL+D) oli j isi i ho. . .
E1, E2, E3, EE2, 3 puhdistamon (AL+D, N/D-AL, biosuodin+D) wF.._E_BBmmwm u.c distamossa ( 8. oli Umqmm._m Hmmm._m._: poistoteho Schiiisener ja
MES; E1-OH, -3S; Saksa . . . Biosuodinpuhdistamossa estrogeenit muuntuivat toisikseen, 58
tehokkuutta seurattiin 3—4 viikon ajan. L . Bester
E2-3S kokonaispoistuma oli huono.
E1, E2, EE2 Australia 4 uc:.&mﬁmqﬁm. joissa erilaisia AL-menetelmia tai Elja mmN olivat u<m<,.=33mﬁ <:&”#mmﬁ. EE2:n Jm_dm_‘.q.:q.w:.donmmaumm Ying et al. 7
lammikkokasittely. aerobisissa olosuhteissa, anoksisissa olosuhteissa véhaista.
E1, E2, a-E2, E3,
._meWMM.mMmmMMH_W Australia Pilottikokoinen MBR, tuloveden virtaama 4000 Vain E1:n ja T:n pitoisuudet olivat yli maéritysrajan (1,7 ng/l). Estrogeeninen Coleman et
_.m\ & I/vrk, HRT 1-2 vrk, SRT 20 vrk. aktiivisuus vaheni kisittelyn aikana 78 % ja androgeeninen aktiivisuus 98 %. al.’®
androgeenisuus®
i kaksi pilottikokoista linjaa: 1
vc:a_m,&&o: m. m._._u_ ottikokoista linjaa: 1) Tuloveden estrogeenipitoisuudet matalia (0,1-32 ng/l). AL-kdsittely ilman
laskeutus ja aktiiviliete {SRT 4,5 vrk, HRT 14 h), . . .
.  pmos s L - . hiekkasuodatusta poisti 80 % E1:sta, 98 % E2:sta ja 82 % EE2:sta. Gunnarsson
E1, E2, EE2 Ruotsi lisdkasittelynd hiekkasuodatus, otsonointi, MBBR tai R o . R L. 0
f « o Hiekkasuodatus, otsonointi ja MBBR-kisittely paransivat tehoa. MBR poisti 99 et al.
naiden yhdistelmd, 2) rumpusuodatin ja MBR (SRT % E1:sta. 100 % E2:sta ia 91 % EE2:sta
87 vrk, HRT 8,2 h). o ELsta, 1DD b RSt Ja o4 A EESSHA.
Saksa,
xmjmxm\ 13 U.::a._m.nm:_ow.mmx.c:amm: asittelyn3 . L L AL-puhdistamoissa estrogeenit poistuivat hyvin, adsorptio lietteeseen oli alle Janex-Habibi
E1, E2, a-E2, EE2 Italia, Iso- (perinteinen/ravinteita poistava), SBR, biosuodin ja . . ) L L u 16
. . . 10 %. Biosuotimissa poistuma oli heikompi ja vaihteli enemman. etal
Britannia, lammikko.
Espanja, USA
Kéyttdparametrien (kuormitus, lampétila, E1:n, E2:n ja E3:n poistuma molemmissa puhdistamoissa yli 90 %, EE2:n yli 60
E1,E2, E3, EE2, Iso-Britannia happipitoisuus) vaikutusta tutkittiin kahdessa AL- %. N/D-AL:n suhteellinen hajotusaktiivisuus oli suurempi. Limpétilan lasku (18 Koh et al.7
E1-3S puhdistamossa (N/D tai N/D+P). SRT 13 vrk ja HRT °C > 12 °C) ei vaikuttanut vapaiden estrogeenien poistumaan, mutta E1-35:n ’
10-14 h. poistuma heikentyi 20 %.
El, E2, a-E2, E3, 14 puhdistamoa. Biologisena kdsittetynd AL, Estrogeenien poistuma kaikissa prosesseissa yli 90 %. Lampétilalla oli véhdinen ~ Gabet-Giraud
. . Ranska ) S - - - - - L 2
EE2, konjugaatit biosuodin tai bioroottori. vaikutus poistotehoon. EE2:a ei havaittu tulovesissa. etal.
E1, €2, a-E2, E3, Puhdistamo, jossa AL {PE 3800, SRT 20-25 vrk, HRT Tuloveden steroidipitoisuudet yhdenmukaisia muiden tutkimusten kanssa: Le-Minh et
EE2, T, ADD, EC, Australia 24 h, MLSS 3,8-5,6 g/} ja MBR (PE 25, SRT 40 vrk, ADR ja EC runsaimmat. Steroidit poistuivat erittdin hyvin sekd MBR:ssa ettéd al.86
ADR HRT 30 h, MLSS 6,2-7,5 g/1). Al-kdsittelyssa. ’
3 puhdistamoa, joissa kasittelynd AL (SRT 6 vrk, HRT  Estrogeenien biologinen hajoavuus 80 % (N/D-AL), 91 % {(N-AL) ja 51 % (AL). McAdam et
E1, E2, E3, EE2 Iso-Britannia 8 h), N-AL (20 vrk, 5,6 h) ja N/D-AL {rengaskanava, Runsas hajoaminen ei-nitrifioivassa AL-puhdistamossa osoittaa heterotrofien ol 18

22 vrk, 24 h).

merkittdvan roolin.
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steroidit

El, E2, a-E2, E3,
EE2

puhdistamon kuvaus
3 puhdistamoa (A/A/O, kaanteinen A/A/O, A/O tai

rengaskanava-AL+AnA). SRT/HRT: 6-7 vrk/7,7 h; 4-6

vrk/10,3 h; 16 vrk/14 h.

Paras kokonaispoistuma saatiin RK-puhdistamolla. Primaarikasittelyn osuus

estrogeenien poistumasta ofi alle 20 % muilla paitsi EE2:lla (keskimaarin 64 %).

Zhou, H. et
Q\.Hmo

—_— =,

5 estr.,, 9andr., 9 .
Kiina

,8andr., 9

E1, E2, E3, EE2
E1, E2, EE2, DES,
ET, MP, 19-NTD, Kiina
NGT, P, ADD, AED
El, E2, a-E2, E3,
EE2, MES, LEV, T,
DHT, ADD, ADR,
EC

Iso-Britannia

Australia

E1, E2, E3, EE2 Kiina

E1,E2 Kiina

E1l, E2, E3, EE2

E1+E2+E3

E1, E2, E3, EE2

E1, E2, EE2,
konjugaatit

7 pekingildistd AL-puhdistamoa. Kayttdolosuhteista
ei tietoa. Adsorptiokokeet HgClz-inaktivoidulla

A/A/O-kasittely (HRT 1,5/3/10,8 h). SRT 20-25 vrk.

D

Kaksi puhdistamoa (rengaskanava-AL ja A/A/O

MBR (PE 800). Jaksoittainen ilmastus: D/N. MLSS
7,5-8,5 g/l, SRT 10-15 vrk, HRT 24 h.

Kiinan suurin jatevedenpuhdistamo {A/A/O
virtaama 10% m3/vrk). HRT 4—12 h, SRT 5-15 vrk.

3-vaiheinen A/O-linja IVP:lla. SRT 12-20 vrk, HRT 6—
14 h.

20 puhdistamoa maaseudulla (AL-, lammikko-,
kosteikko- tai biosuodatin-). Naytteenottojakso
kesalla (keskilampotila 30 °C) ja talvella {7 °C).

Kaksi puhdistamoa: AL(BNR)/TF+D ja AL {BNR)

Pilottikokoinen puhdistamo (PE 3000). SRT 3, 10 tai
27 vrk. Sorptio- ja hajotuskokeet liettee

5 AL-puhdistamoa (A/A/QO, rengaskanava).
Massatase (E1 ja E2) yhdelile puhdistamolle.

Androgeenien ja progestogeenien poistuma korkeampi (91-100 %) kuin
estrogeenien (67-80 %). Poistuminen johtui pddasiassa biologisesta
hajoamisesta.

Estrogeenit hajosivat enimmakseen vasta aerobisessa vaiheessa, muut jo
anaerobisessa vaiheessa. Androgeenien poistuma 98-99 % (paitsi NAD 67 %),
estrogeenien 78-99 % ja progestogeenien 73~96 % (paitsi MHPT). Biologisen
hajoamisen osuus poistumasta oli 63-99 %.

Ei havaittu estrogeenien kertymistd primaari- tai sekundaarilietteeseen.

A/A/O-k3sittely oli tehokkaampi kuin RK-kdsittely. Poistuminen tapahtui seka
adsorption ettd hajoamisen kautta.

Tulovedessi ei havaittu a-E2:a, EE2:a, MES:a eikd LEV:a. Poistovedesta I0ytyi
ainoastaan E1:a (1,5 ng/l).

Ei:n poistuma keskimdarin 83 %, muiden poistumat yli 93 %. Poistovedessa
El:n pitoisuus jopa 74 ng/l, muiden pitoisuudet korkeintaan 5 ng/I.
Estrogeenit poistuivat tehokkaasti jo ensimmaisessd A/O-vaiheessa, erityises
O-vaiheessa. 40-50 % poistui poistolietteen mukana. LogKg-arvot olivat
korkeammat O- kuin A-vydhykkeissa.

El:nja EE2:n poistuminen riippui prosessista ja vuodenajasta, £2 ja E3
poistuivat tas ete oli tehokkaampi kuin muut proses
Lammikkopuhdistamo poisti talvella alle 50 % E1:sta, E2:sta ja EE2:sta.
Aktiiviliete oli tehokkaampi kuin biosuodin. Ravinteenpoisto ei tehostanut
AL:n hajotuskykya.

Estrogeenit (paitsi EE2) poistuivat paremmin nitrifioivissa olosuhteissa (SRT
>10 vrk}, mutta eivdt AOB:ien ansiosta. Biologinen hajotus bakteerisolua kohti
kasvoi lieteidn kasvaessa. Adsorptio ei ollut merkittav.

Y1i 90 % E1:sta ja E2:sta poistui. Massataseen perusteella E2 hajosi
anaerobisessa vaiheessa ja adsorptio ja hajoaminen vastasivat E1:n
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in determination
of steroid hormones in influent and effluent
samples from water treatment plants
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e Validate a PF-MEKC-UV method for analyzing steroids e Identify compounds of interest from waste water samples
e Calibrate all the compounds of interest from a standard solution e Apply the data for understanding better the environmental risks and
mixture of different concentrations to improve knowledge on how to prevent them

e Create a proper pretreatment plan for waste water samples

In environmental waters steroid hormones are of special interest because they are slightly water-soluble, naturally synthetized by the human body,
and primarily excreted in conjugated forms. According to literature, the clean-up techniques used in drinking water plants do not completely take
hold in hormones. In addition, steroids are assumed to be deconjugated and reactivated by enzymes used in water treatment plants [1].

In this study, a partial-filling micellar electrokinetic chromatographic (PF-MEKC) method was validated for separation and determination of
neutral steroid hormones and their metabolites from water samples of ten water treatment plants in Finland. To determine the steroid
concentrations the water samples were concentrated with solid-phase extraction (SPE) using nonpolar C18 sorbent.
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20 mM ammonium acetate (pH 9.68) was used as a buffer electrolyte solution. The length of the capillary was 0.800 m and the detection window was at
0.715 m. The capillary is silica based (Polymicro Technologies TSP050375 3, 363-10) and has internal diameter of 50 um and outer diameter of 375 um. The
monitored wavelength was 247.4 nm. The temperature of the cassette was set to 25 °C. Positive polarity was used and voltage of +25.00 kV was set as a
constant. The current was approximately 17 pA during every run.

The micelle was prepared by adding 1000 pL of 20 mM ammonium acetate buffer solution (pH 9.68), 440 uL of 100 mM sodium dodecyl sulfate (in 20 mM
ammonium acetate buffer solution, pH 9.68), and 50 pL of 100 mM sodium taurocholic acid sodium salt hydrate. Both the micelle and the sample were
hydrostatically injected with a pressure of 34.5 mbar for 75.0 seconds and 50.0 mbar for 6.0 seconds, respectively.
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Each water sample was analyzed with five repetitions of which three was used in the calculations. Water samples from Espoo-Turku were filtered according
with the sample pretreatment chart (shown above) and after SPE they were eluted from C18 columns into 6 mL of methanol. Water samples from Helsinki
were treated by following the steps in the sample pretreatment chart. The values of concentration are in ug / 1 L of waste water.

1. Testosterone glucuronide, 2. androstenedione, and 3. progesterone. The electropherograms of spiked (2 ug/mL) influent waste water. The cities are
Kajaani, Uusikaupunki, Helsinki, Porvoo, and Mikkeli, respectively.

The method was very suitable for the separation of glucuronide conjugates from the native steroid hormones. Lowest detection limit was achieved for testosterone
glucuronide. The influent water samples contained moderately high amounts of testosterone glucuronide, androstenedione, and progesterone. In effluent water
samples the values were much lower except for water samples which were purified with biological filtration. Compared with other methods the bioprocess seemed
to increase the concentration of androstenedione.
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Tiivistelma — Referat — Abstract

Vesistddn joutuvien sukupuolisteroidien, erityisesti estrogeenien, on havaittu vaikuttavan haitallisesti kalojen ja
muiden vesielididen kehitykseen. Haitallisimpana pidetén ehkaisyvalmisteissa kiytettivii etinyyliestradiolia,
Jonka hajoaminen on hidasta ja joka voi aiheuttaa muutoksia ng/l-pitoisuudella. Isoimpana steroidien lihteens
pidetddn jétevedenpuhdistamoita. Steroidit esiintyvit jitevedessé pienini pitoisuuksina, joten niiden havaitseminen
Janiihin kohdistetut puhdistusmenetelmat vaativat erityistd huomiota.

Steroidien analysoiminen jitevedest késitt44 uuton, puhdistuksen Ja varsinaisen analyysin, joka tehddsn yleensd
nestekromatografilla tai kaasukromatografilla. Yhdisteiden pieni pitoisuus ja nédytematriisin monimutkaisuus_
vaativat selektiivistd ndytteenkdsittelys sekd herkkad ja luotettavaa tunnistusta, jollainen saavutetaan
massaspektrometrilla tai tandemmassaspektrometrilla.

Jiteveden puhdistaminen tapahtuu ensisijaisesti biologisen hajotustoiminnan avulla. Useimmissa puhdistamoissa
kéytetddn aktiivilietemenetelmad, jossa mikrobikasvusto sekoitetaan Jiteveden kanssa, mutta kdytSssd on myds ns.
kiintedn biofilmin reaktoreita, joissa mikrobit kasvavat kantoaineen pinnaila. Steroidien on todettu hajoavan
nopeimmin aerobisessa ympiristdssa. Aktiivilietepuhdistamot ovat tehokkaampia kuin biofilmireaktorit. Erityisen
hyvin steroidit poistuvat puhdistamoissa, joissa lietteen keskimaariinen eliniki on vahintisin 10 vuorokautta,
Téllaiset puhdistamot on yleensi suunniteltu tehostettuun nitrifikaatioon eli typen poistoon. Estrogeenien,
erityisesti etinyyliestradiolin, on ehdotettu hajoavan nitrifikaatiobakteerien kometabolisen toiminnan seurauksena.
Useissa tutkimuksissa on kuitenkin havaittu nitrifikaatiosta riippumatonta hajoamista.

Tydn kokeellisessa osassa tutkittiin steroidien poistumista py6rivén kantoaineen bioreaktorissa, joka koostuu
kolmesta perikkdisesta sdiliosti (tilavuudet 5—6 1). Siiliot on tdytetty muovisilla kantoainekappaleilla, joiden
pinnalle hajottajamikrobeista koostuva biofilmi on muodostunut. Kantoainekappaleet ovat jatkuvassa liikkeess#
pohjasta tulevien ilmakuplien ansiosta, miké takaa hajottajamikrobeille tasaisen hapensaannin. Reaktoriin sy&tettiin
jatevedenpuhdistamon tulovettd sellaisenaan ja steroidilisdyksen kanssa, ja sisdén- ja ulosvirtaavasta vedesti
otettiin ndytteet paivittdin. Naytteiden analysointiin kaytettiin laajaa kaksivaiheista kaasukromatografia, johon on
liitetty lentoaikamassaspektrometri. Yhdisteet tunnistettiin steroideiksi massaspektrikirjaston, Guineu-ohjelman ja
retentioindeksien avulla. Tulovedestd 16ytyi lukuméiréisesti eniten androstaaneja ja pregnaaneja. Poistovedessi ei
havaittu steroideja, joten reaktorin todettiin poistavan ne tehokkaasti vallitsevissa olosuhteissa. Yhteen
Jédtevesieradn lisityt steroidit (2 androstaania ja 4 estraania) poistuivat myds tdydellisesti késittelyn aikana.
Etinyyliestradioli oli ainoa yhdiste, jota I6ytyi kaikista kolmesta reaktorisdiliostd, ja sen pitoisuus laski
perdkkdiisten sdilididen vililla.

Jdtevesianalyysin lisiksi tutkittiin mahdollisuutta valmistaa deuteroituja standardiyhdisteiti steroideille.
Deuterointireaktiot tehtiin kuumalla paineistetulla deuteriumoksidilla ja deuteroidulla metanolilla. Trans-
androsteronin reaktiossa deuteriumoksidin kanssa (Iimpétila 200 °C, reaktioaika 2 h) muodostui runsaasti 4- ja 5-
kertaisesti deuteroitunutta yhdistetts, mutta deuteriumjakauma ei sdilynyt muuttumattomana, kun yhdistetts liséttiin
bioreaktoriin.
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Analysis and biological removal of sex steroids in wastewater




Vesienpuhdistuksessa syntyvien lietteiden ladkeainejdamat /Heli Siren

LIITE4

Omien tutkimustulosten perusteella tehty ehdotus lietteessa olevien steroidihormonien eristamiseksi
analyysiin: Yhdisteiden pitoisuudet 10° -101! g/L (VIITE: Siren, El Fellah_ julkaisematon tieto, marraskuu
2015)

Orgaaninen kuiva-aines (sakka influenttindytteesta)

Sakka suodatinpapereineen jaettiin kahdeksi ndytteeksi tasapuolisesti (kukin suodatinpaperi puoliksi),
Ainoastaan toinen ndytteistd esikasiteltiin ja toinen jatettiin referenssiksi pakkaseen,

Jaiset suodatinpaperit laitettiin MeOH-Et,acet-MQ liuokseen (1:1:1, v/v/v) liuokseen ja kahdeksi tunniksi
ultradanihauteeseen, jonka jalkeen suodatinpaperit poistettiin puhtaaseen dekkaan,

Puhtaaseen dekkaan lisattiin MeOH-Et,acet-MQ liuosta (1:1:1, v/v/v) kunnes suodatinpaperit olivat
peittyneet taysin, Seka aikaisempi (samea neste, sakkaa pohjalla) ja uudempi (suodatinpaperit nesteessa)
dekka laitettiin ultradaniuuttoon 80 minuutiksi,

Suodatinpaperit poistettiin toisesta dekasta (kerattiin talteen ja laitettiin jadkaappiin) ja molempien
dekkojen sisadlto kaadettiin kolmeen naytepulloon, Liuotin haihdutettiin Iahes kokonaan pois
typpihaihduttajalla 55 °C:een lampoétilassa, jonka jalkeen jaamat yhdistettiin suurempaan naytepulloon,
Yhdistdamisvaiheessa pienempiin naytepulloihin lisattiin hieman metanolia helpottamaan nesteen ja
sakan siirtamista, Neste haihdutettiin kuiviin typpihaihduttajan avulla,

Kuiva sakka punnittiin naytepullossa,

m(sakka+naytepullo+korkki)=28,1196 g

m(naytepullo+korkki)=26,1518 g

m(sakka)=1,9678 g

Taman jalkeen lisattiin 10 mL MeOH-Et,acet-MQ liuosta ja ndytepullo laitettiin ultradanihauteeseen
tunniksi, Uutto tehtiin 4 kertaa ja jokaisen uuton jalkeen liuotin kerattiin koeputkeen, Jotta liuottimeen
siirtyneet pienet hiukkaset saataisiin pois, seokset sentrifugoitiin kierrosnopeudella 3500 rpm 15
minuutin ajan,

Sentrifugoinnin jalkeen kirkas neste erotettiin varovasti koeputkista ja liuotin haihdutettiin kuiviin
typpihaihduttajassa 55 °C:n [ampdtilassa, Jadmat liuotettiin metanoliin ja yhdistettiin samaan
koeputkeen,

Metanoliin siirtyneiden hienon kiintedn aineen poistamiseksi seos sentrifugoitiin kierrosnopeudella 3500
rpm 15 minuutin ajan, Nyt kirkas liuos eroteltiin varovasti ja siirrettiin uuteen koeputkeen, Metanoli
haihdutettiin 2 mL:n tilavuuteen 40 °C:n lampétilassa, Taman jalkeen liuos suodatettiin 0,45 um
ruiskusuodattimen avulla, Koeputken seindmia huuhdeltiin metanolilla (liuos kaadettiin suodattimen lapi
muun suodoksen joukkoon) siten, ettd lisattya metanolia oli 2 mL, Kokonaistilavuudeksi tuli 4 mL,

Sakka oli keratty 4 litran lasikuitufiltterisuodatuksen yhteydessa viimeisen kahden litran kohdalla
(johtuen siitd, etta suurin osa sakasta oli valunut pohjalle, eikd ensimmaisten suodatusten yhteydessa
kerdytynyt niin suurta maaraa sakkaa),

2 mL sakkaa uutettiin SPE:lla kdyttden C18-sorbenttia:
1. Kunnostus
I: 1x10 mL MeOH
[I: 1x10 mL MQ-vesi
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2. Naytteen syotto, pesu ja kuivatus
I: pesu sorbentin kokoisella tilavuudella MQ-vetta
II: kuivatus
3. Eluointi
I: 3x1 mL etyyliasetaattia
II: 3x1 mL MeOH

Eluoitu nadyte kasiteltiin seuraavasti:
1. Orgaaninen liuotin haihdutettiin kuiviin typpihaihduttajalla (40 °C)
Lisattiin 2 mL MeOH ja 2 mL fosfaattipuskuria
Sekoitettiin 15 min, sekoittajassa
Lisattiin 5 mL dietyylieetteria
Sentrifugoitiin 2000 rpm, 5 min,
Orgaaninen faasi erotetettiin ja haihdutettiin typpihaihduttajalla (40 °C)

NoukswnN

Vaiheet 2,-6, toistettiin ja lopuksi lisattiin 2 mL metanolia,

Sakan analyysi:
Profiilit (ennen SPE:a ja siitd seuraavaa lisdpuhdistusta):

Menetelma BGE

TESTOGL1,M CAPS

TESTOGL2,M Ammoniumasetaatti

TESTOSE,M ammoniumasetaatti

Spiikkaukset sisdiselld standardilla:

Menetelma BGE Tutkittavat yhdisteet Nayte
TESTOGL1,M CAPS Testo,gl, ja estra,gl, I
TESTOGL2,M Ammoniumasetaatti Testo,gl, ja estra,gl,

TESTOSE,M ammoniumasetaatti Testo,gl. andr, ja prog, Il

1. CAPS (testo,glu & estra,glu)
2. Amm,acet, (testo,glu & estra,glu)

Naytetta (uL) 50 ppm MeOH (uL) c(ISTD) (ppm)
ISTD (uL)

100 0 150 0

100 10 140 2

100 20 130 4

100 30 120 6

100 40 110 8

3. Miselli (testo,glu, andr, & prog,)

Naytetta (ul) 100 ppm MeOH (uL) c(ISTD) (ppm)
ISTD (uL)

100 0 (x3) 150 0

100 5 (x3) 135 2

100 10 (x3) 120 4

100 15 (x3) 105 6

100 20 (x3) 90 8
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Sakasta tehdyt maaritykset
-profiilit ennen SPE:a

-ISTD spiikkaukset ennen SPE:a
(-profiilit SPE:n jalkeen) ?

-ISTD spiikkaukset SPE:n jdlkeen

Profiilimaaritykset sakkandytteestd 9,11,2015

Vertaillaan CAPS (1), Amm,acet, (2) ja Micelle (3) aallonpituudella 247 nm,
(1)

DADT D, Sig=247.4 Re=0if (091120 EOO000Z D)

2's 5 75 16 135 15 175 mid

DADT D, Sig=247,3 ReF=of (091120 EOO0006T0)

2'5 5 75 10 125 15 175 mig

DAD1 D, Sig=247,4 Ref=off (09112015\SAMPLEO00011.D)

0 1 /\__,NLJJLA,_/_M__‘ FUR i AM l J

2’5 5 75 10 135 15 175 i




