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MUTKU Apurahan käyttö 

 

Vesienpuhdistuksessa syntyvien lietteiden lääkeainejäämät 

LOPPURAPORTTI 
 

Tiivistelmä 
Tällä projektilla pyritään selvittämään, mitä tutkimustietoa on olemassa lietteiden steroidiyhdisteistä, 

miten lietettä voi puhdistaa ja minkälaisissa pitoisuuksissa yhdisteet ovat. Tieto on erityisen tärkeää, jotta 

voisimme kehittää uusia kemikaalien talteenottotapoja ja samalla osoittaa, että ympäristöön pääsevästä 

materiaalivirrasta tulee ylipäätään poistaa steroidit. Tutkimus on tehty esitutkimukseksi opinnäytetyölle 

sekä kahteen kemianlaboratorioharjoitustyöhön. Alustava tutkimustyö alkoi loppukesästä 2014. Tässä 

raportissa esitetään tutkimus keskittymällä julkaistuun kirjallisuuteen, joka esittelee ympäristö- ja 

jätevesissä sekä erityisesti vesienkäsittelyssä syntyvien lietteiden sisältämien lääkeainemäärien 

tutkimiseen käytettyjä erotusteknologioita, näytteen käsittelyä ja yhdisteiden erottelemiseen ja tarkkaan 

tunnistamiseen käytettäviä menetelmiä. Erotustoimenpiteisiin kuuluu laaja kirjo erilaisia kemiallisia 

menetelmiä, joilla saadaan kiintoaine, neste, kaasu sekä erityyppiset ionit, suolat, metallit, toksiinit, 

uuteaineet ja mm. lääkeaineet ja niiden aineenvaihduntatuotteet erotettua toisistaan.  

Tämän selvitystyön tuloksia tullaan käyttämään Pro gradu – työssä, jossa keskitytään lietteissä esiintyvien 

lääkeaineiden pitoisuustasojen havainnointiin ja kotitalousjätevesien sisältämien hormonien ja niiden 

muuntumistuotteiden määritykseen. Lisäksi steroidit aineenvaihduntatuotteineen tutkitaan kapillaari-

elektroforeesilla ja kromatografisilla menetelmillä. Tämän kartoituksen avulla tutkitaan uusia 

toimintatapoja haitallisten orgaanisten yhdisteiden tunnistamiseksi monimuotoisista matriiseista. 

Menetelmiä kehitetään ensin laboratoriomittakaavassa, minkä jälkeen niitä on tarkoitus käyttää 

lietepitoisten vesien ja itse lietteen sisältämien lääkeaineiden pitoisuustasojen selvittämisessä ja 

kotitalousjätevesien sisältämien hormonien ja niiden muuntumistuotteiden tutkimisessa.  

 

Lyhennelmä kirjallisuusselvityksestä 

Orgaanisen aineksen kuten steroidisten hormonien, ksenoestrogeenien, pestisidien, farmaseuttisten 

yhdisteiden ja henkilökohtaisten tuotteiden (PPCP) olemassaolo yhdyskunnan jätevesissä on ollut 

kasvavan huolestumisen aiheena viime vuosikymmeninä (Jjemba 2006; Wright-Walters & Volz 2015). 

Jotkut orgaaniset hivenaineet ovat tunnetusti enkriinisia eli niillä on haittaavia vaikutuksia vesiorganismiin 

hyvinkin pienissä pitoisuuksissa. Toiset yhdisteet taas linkittyvät ekologisiin vaikutuksiin, koska niillä on 

akuuttisia ja toksisia mekanismeja (Purdom et al. 1994; Hotchkiss et al. 2008). Tutkimalla, miten nämä 

orgaaniset pienpitoisuuskontaminaatiot voidaan poistaa erilaisilla käsittelyprosessilla ja arvioimalla niiden 

olemassaolosta johtuvat riskit yleisesti terveyden ja ympäristön näkökulmasta on erittäin tärkeitä 

huomioida veden uusiokäyttösovelluksia suunniteltaessa.                                                                                          

Vesitutkimus on kehittynyt kiivaasti. Sitä osoittaa vuosina 1990–2007 raportoitu tutkimus, joka edustaa 

vain n. 30 % aiheeseen liittyvistä kaikista julkaistuista tutkimustuloksista. Kirjallisuusselvitys osoitti, että 

tutkimukseen valittu kirjallisuusmateriaali vuosilta 2000–2015 käsittää lietteisiin ja niiden 

lääketutkimuksiin 95 viitettä. Lietteisiin liittyvää analytiikkaa on esitelty 252574 artikkelissa. Lietteessä 

olevia steroideja on tutkittu 188 artikkelissa. Kaiken kaikkiaan lääkeaineita vesienkäsittelylaitosten vesistä 

on tutkittu 1500 artikkelissa ja lääkeaineita jätevesistä lietteet mukaan lukien 7552 artikkelissa. 

Artikkeleista 250 käsittelee steroidiestrogeeneja likaisissa vesissä, joista suurin osa on tehty 

keinotekoisesti lisäämällä tutkittavaa yhdistettä luonnonvesiin. Lisäksi on alettu tutkia tarkemmin 
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autenttisia vedenpuhdistuslaitosten vesiä ja kehittää niiden tutkimukseen tarkempia detektiomenetelmiä. 

Koska lääkeaineiden määrä on suuri, tämän tutkimuksen kartoitus tehtiin spesifisesti lääkeaineryhmästä, 

joksi valikoituivat steroidihormonit. Raportissa listataan erilaisia tapoja käsitellä steroidikontaminoituja 

ympäristövesiä ja lietteitä.  

 

Tavoite 

Tämä tutkimus vedenpuhdistuksesta ja puhdistusvaiheissa muodostuvien lietteiden sisältämien 

steroidihormonien analytiikasta kokoaa yleisimmin käytetyt menetelmät ja tekniikat alan kirjallisuudesta. 

Tavoitteena oli löytää kaikki varteenotettavat menetelmät ja tekniikat pienissä pitoisuuksissa olevien 

steroidien eristämiseen ympäristövesistä ja niiden puhdistuksessa muodostuvissa lietteissä. Lisäksi 

selvitetään lietteisiin konsentroituneiden aineiden erotusteknologiaa, jota tullaan käyttämään lietteiden 

pitoisuustasojen havainnointiin ja kotitalousjätevesien sisältämien hormonien ja niiden 

muuntumistuotteiden pikamäärityksiin. Tutkimuksella saavutettua tietoa käytetään hyödyksi 

kehitettäessä vesiliuosten ja biologisten materiaalien kontaminaation puhdistamista.  Steroidit tutkitaan 

kapillaarielektroforeesilla ja nestekromatografialla.  

Tässä tutkimusprojektissa on tavoitteena selvittä, miten paljon juomavedenpuhdistukseen menevästä 

vedestä erotetussa lietteessä on ihmis-, eläin- ja kasviperäisiä steroidihormoneja, joita ei saada poistettua 

membraani- tai muilla puhdistustekniikoilla. Tavoitteena on saada kirjallisuuden avulla taustamateriaalia 

menetelmistä, jolla saadaan lietteen steroideille määrällinen tieto. Lisäksi on tavoitteena selkeyttää, miten 

ylipäätään hormonirakenteiseen omaavat yhdisteet tulisi luokitella ekotoksisuuden huomioiden. 

Vesistöjen kemikalisoitumista tutkitaan kohtuullisen vähän, koska pienimuotoisesta kemikalisoitumisesta 

ei ole oletettavasti suoraan näkyvää ja välitöntä haittaa. Tästä huolimatta olisi kuitenkin saatava 

tarkempaa tietoa vierasaineiden, tässä tapauksessa steroidihormonien ja niiden alkoholijohdannaisten, 

esiintymisestä lietteissä. Tähän liittyen on monia avoimia kysymyksiä, kuten missä muodossa steroidit 

esiintyvät? Mitkä ovat yhdisteiden pitoisuudet? Mikä on steroidiyhdisteiden liukoisuus veteen? Mikä on 

sen alkulähde metabolian perusteella? Onko kannattavaa puhdistaa lietettä? Jos on, niin mikä on 

tekniikka? Kannattaako tarkentaa lainsäädäntöä biotalouden osalta? Kysymyksiä löytyy lukuisia, mutta 

vastauksia niihin on erittäin vähän, koska seurantaa ja tutkimusta ei ole ollut riittävän kauan.  

 

Avainsanat: steroidihormonit, kromatografia, kapillaarielektroforeesi, massaspektrometria, 

näytteenkäsittely, liete, ympäristövedet, vesienpuhdistuslaitosten sisäänotto- ja ulosvientivedet 

(influentti & effluentti), kvantitointi 

 

1 Kirjallisuustaustaa 
 

1.1 Steroidit 

Steroidit ovat joko luontaisesti kehossa muodostuvia hormoneja, sukupuolihormoneja, tai synteettisesti 

valmistettuja lääkkeinä käytettäviä valmisteita, jotka aineenvaihdunnan tuloksena muuntuvat kehossa ja 

poistuvat kehosta virtsan ja ulosteen tai muiden eritteiden mukana pois.  

Sukupuolissteroidit ovat sukupuolirauhasten, lisämunuaiskuoren ja istukan erittämiä 

kolesterolijohdannaisia. Ne kulkeutuvat verenkierron mukana kohdesoluihin, kiinnittyvät solujen 

sukupuolisteroidireseptoreihin ja vaikuttavat lähetti-RNA:n muodostumisen kautta spesifisten proteiinien 

tuotantoon. Ne jaotellaan viiteen eri ryhmään 1) estrogeenit, 2) androgeenit, 3) progestogeenit, 4) 

glukokortikoidit ja 5) mineralokortikoidit. Jaottelu perustuu siihen, mihin reseptoriin ne kiinnittyvät 

kehossa. Steroideilla on yhteistä nelirenkainen rakenne, johon voi olla kiinnittyneenä erilaisia sivuryhmiä 

(kuva 1). 
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     testosteroni 

progesteroni       etinyyliestradioli 

 

Kuva 1. Endogeenisia sukupuolihormoneja. 

 

Steroidit päätyvät aineenvaihdunnassa maksaan ja konjugoituvat siellä glukuroni- ja sulfonihappojen 

kanssa sekä erittyvät sen jälkeen virtsan mukana kehosta (kuva 2). Jäteveden steroidit ovat suurimmaksi 

osaksi peräisin virtsasta, mutta myös ulosteiden mukana erittyy erisuuruisia määriä steroideja. Varsinkin 

käsittelemättömät eläinlannat sisältävät suuria määriä steroideja. 

Vesistöön päätyessään steroidien, varsinkin estrogeenien, on todettu häiritsevän kalojen lisääntymiskykyä 

ja hormonitoimintaa. Haitallisempina pidetään ehkäisyvalmisteissa käytettävää etinyyliestradiolia, jonka 

hajoaminen on hidasta ja joka voi aiheuttaa muutoksia ng/L-pitoisuustasolla vesieliöstölle. Ihmisille 

aiheutuvaa haittaa ei tiedetä. Kirjallisuuden mukaan lääkeaineita ja joitakin steroidihormoneja on tutkittu 

ympäristövesistä varsin vähän, vaikka tiedossa on, että steroidiyhdisteitä joutuu luontoon ainakin 

kotitalouksista, sairaaloista ja teollisuudesta. Juomaveden prosessoinnissa vettä puhdistettaessa 

muodostuu lietettä, joka erotetaan puhdasvedestä. Steroidit kulkeutuvat juomavesiin pienissä 

pitoisuuksissa ja osa niistä myös saostuu lietteeseen. Steroidit kuuluvat ns. ECD-yhdisteisiin (Endocrine 

disruptor compounds), jotka tietyissä pitoisuuksissa vaikuttavat umpieritysjärjestelmässä ja rauhasissa 

aineenvaihduntaan mm. nisäkkäillä. Varsin haitallisia vesissä ovat luonnonestrogeenit, estroni (E1) ja 

estradioli (E2) sekä synteettinen 17-ethynylestradioli (EE2), jotka nykykäsityksen mukaan jakaantuvat 

vedenkäsittelyn aikana ja kulkeutuvat mm. jokisedimenttiin.  

Suurimpana steroidien kontaminaatiolähteenä pidetään jätevedenpuhdistamoita (Zhou et al. 2012). 

Vedenpuhdistusprosessissa ei kyetä poistamaan kaikkea steroidirakenteen omaavaa ainetta. Lisäksi on 

osoitusta, että biologinen puhdistusprosessi, jota käytetään useissa puhdistuslaitoksissa, lisää joidenkin 

steroidien määrää effluentissa entsyymikäsittelyn johdosta. Steroidit esiintyvät jätevedessä erittäin 

pienissä pitoisuuksissa, jolloin käytettävissä olevat analyysilaitteet eivät niitä havaitse. Jotta ainemäärät 

voidaan selvittää, vesi ja puhdistuksessa syntyvä liete on rikastettava (konsentraatti). Siitä on mahdollista 

identifioida steroidit ja määrittää niiden pitoisuudet, mikäli alkuperäinen näyte niitä sisältää. 
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Kuva 2. Ylhäällä: Kolesterolin muuttuminen (1) pregnenoloniksi (3) progesteroniksi (6). Alimmaisena: Progesteroni on 

tärkeä väliyhdiste aldosteronin synteesissä. Puolestaan 17-hydroksiprogesteronI on merkityksellinen kortisolin ja 

androstenedionin muodostumisessa (Lähde: www.wikipedia.com). 

 

1.2 Lääkeaineiden ja steroidien ympäristöhaitat 

Euroopassa oli vuonna 2009 jo 4000 erilaista farmaseuttisesti aktiivista yhdistettä humaani- ja 

eläinlääketieteen käytössä. Niillä kaikilla on todennäköisyys päästä luonnonvesiin virtsan ja ulosteiden 

mukana ja sen vuoksi niillä on todennäköisyys jäädä sedimentoituneena lietteisiin. Lisäksi yhdisteiden 

polisuuden perusteella niitä saattaa löytyä vedestä tai vedessä olevista partikkeleista, jotka joko kevyinä 

jäävät leijumaan veteen tai ne saostuvat ja laskeutuvat vesikerroksen alle muodostaen adsorbentin, joka 

rikastaa ja ”kalastaa” lisää farmaseuttisia aineita, jotka eivät kykene olemaan vesiliuoksessa liuenneina ja 

sedimentoituvat vedestä. 

Farmaseuttinen riski täytyy huomioida jopa juomavedessä jossa konsentraatiot ovat hyvin matalat. 

Huomionarvoista on, että juomaveden valmistuksessa muodostuvien sivutuotteiden tutkimusta ei tehdä 

tarpeeksi. Ei ole tietoa lääkeaineiden metaboloitumisesta (kuva 3) tai niiden muuntumisesta 

lähtöorganismeissa tai kohteessa. Puuttuu karakterisointi- ja profilointitutkimus sekä tietoa niiden 

esiintymisestä ja systemaattinen selvitys farmaseuttisten yhdisteiden määristä erityyppisissä vesissä ja 

vesistöalueiden lietteissä (Mompelat er al. 2009). 

Onko naispuolisten henkilöiden hormoneja tai sellaisia jotka mallintavat niitä enemmän luonnonvesissä 

kuin miespuolisia hormoneja. Farmaseuttisten yhdisteiden olemassaoloon luonnon vesissä liittyy mm. 

ihmisten toimintaa, niiden ja metaboliittien poistamiseen jäteveden käsittelyn yhteydessä. Koska 

yhdisteet vaikuttavat pienissäkin pitoisuuksissa ja koska niiden vaikutuksia ihmisissä ei tiedetä, veden 

puhdistuksella on todella suuri merkitys (Maletz et al. 2013).  

On todettu, että natiivi kalapopulaatio kärsii sisämaassa monissa Euroopan maissa kalataloudesta mutta 

myös ekologisesti funktioituneesta pintavedestä. Yhdisteet biologisesti akkumuloituvat kalassa. 

Kompleksisilla uusilla yhdisteillä on erilaiset kemialliset ominaisuudet ja molekyylirakenne kuin kehoon 

tullessaan. Kontaminantit ovat endokriinisiä häiriötä aiheuttavia kemikaaleja (ECDs), kuten estrogeeni-

kemikaalit, jotka aiheuttavat naarashormonien määrän kasvua uroskaloissa ja vaikuttavat 

https://en.wikipedia.org/wiki/17-hydroxyprogesterone
https://en.wikipedia.org/wiki/Androstenedione
http://www.wikipedia.com/
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hedelmöittymiseen. Nykytutkimuksen mukaan monet luontoon joutuvat kemikaalit jäljittelevät 

endogeenisia hormoneja, kuten estradiolia. Yhdisteet aiheuttavat haittaa villieläimille 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 märästä ja sen vaikutuskyvystä, vaikka steroidisten estrogeenien määrä 

onkin matala, muutamia ng/L liuenneessa muodossa (Lee et al. 2009).  

1.3 Kunnalliset jätevedet ja ympäristövedet 

Kaksi suurinta luonnon vesien kontaminoijaa ovat yhdyskuntien jätevedenkäsittelylaitokset ja karja 

maatalousalueilla. Lisäksi effluentit sairaaloista sisältävät runsaasti lääkeaineita vesiekosysteemiin. 

Kunnalliset jätevedet sisältävät nestemäistä jätettä, kiintoainetta, roskaa ja kemikaaleja, jotka ovat 

peräisin asuinympäristöstä, instituutioista, kaupallisilta toimijoilta ja teollisuuden lähteistä. Vesi on 

ympäristön kontaminanttien matriisi, jossa on luonnollisia ja synteettisiä hormoneja, farmaseuttisia 

yhdisteitä (Metcalfe et al. 2003; Servos et al. 2005) ja teollisuuden kemikaaleja (Hashimoto et al. 2000). 

Vedet voivat sisältää liuennutta happea, ammoniakkia ja epäorgaanisia klooriamiineja. Ne voivat sisältää 

myös paperi- ja sellu-, kaivannais-, biorefinary- ja tekstiiliteollisuuden prosessijätevesiä ja puhtaampia 

effluentteja. 

Esimerkkejä kunnallisen jäteveden likaisuudesta löytyy joka valtiosta, myös Suomesta, jossa puhtaampi 

kotitalouksien poistovesi sekoittuu likaiseen eritteitä sisältävään jäteveteen ja joka sitten seoksenaan 

puhdistetaan jätevesien puhdistuslaitoksella. Kanadassa on tutkittu ympäristövesiä tarkemmin jo 30 

vuotta. Grand River – joen vesistöalueella Ontariossa sekoittuu 29 kunnan jätevesipäästöt keskenään 

ympäristössä. Vedet ovat kotitalouksien päästövesiä ja teollisuuden vesiä. Kyseisen jokialueen vesissä on 

tutkittu myös jätevesien rikastuma-alueella eläviä villikalapopulaatioita. Tutkimuksella on haluttu 

selvittää, miten vesien likaantuminen vaikuttaa kalakantaan. Parametrit, joilla tietoa on saatu, ovat kalojen 

kasvu, steroidien tuotanto, gonadosomaattiset merkkiaineet, solujen kehitys ja sukupuolimuutokset, jotka 

kaikki ovat epäsuoria tunnistusmenetelmiä steroidien määrästä kalassa. Kuten voi arvatakin, 

kalapopulaatio on pienentynyt kontaminaation kasvaessa (Fernandez et al.  2007). 

Ympäristövedet sisältävät orgaanista ainesta kiintoaineena, vesiliukoisina partikkeleina sekä liuenneina 

yhdisteinä, ioneina ja spesieksiä. Orgaanisten aineiden toteaminen on haasteellista ja sen vuoksi on 

tarvetta kehittää on-line -teknologiaa, jossa voisi hyödyntää erotustekniikkaa ja jatkuvatoimista 

identifiointia. Orgaanisten yhdisteiden, varsinkin niiden, jotka muodostavat osan humusaineesta, ja 

steroidihormonien sekä niiden metaboliittien tunnistaminen ilman veden esikäsittelyä on haasteellista.  

Orgaanista materiaalia muodostuu ja siirtyy luontoon myös suuressa määrin teollisuuden poistoveden 

mukana. Esimerkiksi biojalostamotoiminnassa syntyy puumateriaalista ja kasviperäisistä lähtöaineista 

steroleja. Niiden toteaminen on melko mahdotonta, jos ei ole käytettävissä suuren erotustehokkuuden ja 

hyvän herkkyyden omaavia laitteita (Koh et al. 20082; Baronti et al. 2000).  

Kasvisterolit ja niiden tyydyttyneet muodot, kasvistanolit, ovat kasvien solukalvoissa esiintyviä yhdisteitä, 

jotka ovat välttämättömiä kasvisolujen elintoiminnoille. Rakenteeltaan kasvisterolit muistuttavat 

eläinsolujen kolesterolihormonia. Varsinkin β-sitosteroli on yksi niistä lukuisista fytosteroleista, jotka ovat 

kasvisteroleja, joiden kemiallinen rakenne on samantyyppinen kuin kolesterolilla. Monet niistä ovat 

hydrofobisia yhdisteitä, 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. Tiedetään, että ihmiset ja 

eläimet käyttävät ja tuottavat lukuisia luonnollisia ja synteettisiä steroideja päivittäin. Tutkimukset ovat 

osoittaneet progestagenien lisääntyvää toksisuutta vesieliöille, joka on merkittävää jo ng/L-tasolla. 

 

1.4 Juomaveden prosessointi  
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Juomaveteen pääsee pienissä pitoisuuksissa ihmis-, eläin- ja kasvihormoneja, joilla saattaa olla 

merkitystä eliö- ja solutoiminnalle (Shore et al. 2003). Alla olevan kuvan avulla saa käsityksen siitä, miten 

kolesterolista muodostuu ihmiskehossa aineenvaihdunnan kautta vesistöä kontaminoivia steroideja, kun 

ne pääsevät ihmiseritteiden mukana luontoon. 

 

 
Kuva 3. steroidien biosynteesi kehossa. (Viite: www.wikipwedia.com/steroid biosynthesis) 

 

 

Biologisen vedenkäsittelyssä tapahtuvaa prosessia ei vielä tunneta lainkaan. On arvioitu mittaustulosten 

perusteella, että biokäsittely tuottaa mutta myös poistaa steroideja prosessoinnin aikana käsiteltävästä. 

Puhdistusprosessin kemiallisia reaktioita on tutkittu vesilaitoksen prosessiyksikköjen vesistä, 

ulosmenevästä vedestä ja prosessissa syntyneistä saostumista, sakoista, suodoksista ja lietteistä. Tiedon 

saaminen ja referenssien löytäminen vaatii vielä paljon tutkimusta (Schröder et al. 2010). 

On oletettu ja myös osoitettukin, että steroidiset estrogeenit voidaan poistaa tehokkaalla 

vedenpuhdistuksella. Steroidiset estrogeenit voidaan myös poistaa juomavedenpuhdistusprosesseilla, 

vaikka oletetaankin että konsentraatiot ovat tyypillisesti liian matalat aiheuttamaan lisääntymisongelmia 

ihmisille (Lee et al. 2009). 

Kontaminanttien alueellinen levinneisyys ja yhdisteiden määrä sekä niiden pitoisuustasot jätevesistä 

erotetuissa lietenäytteissä heijastavat mitä lääkeaineita käytetään. Nykyinen lietetutkimus antaa vain 

hyvin yleisellä tasolla tietoa siitä, mitä jäteliete sisältää. Kirjallisuuden perusteella on olemassa uusia 

lupaavia analyyttisen kemian menetelmiä, joilla esim. steroidien jäämät saadaan tutkittua. Haittana on, 

että erotusmenetelmät eivät sovellu suoraan kiinteiden näytteiden tutkimukseen, vaan ne tulee ensin 

liuottaa sopivaan liuottimeen. Tekniikat mahdollistavat detektoinnin ja kvantitoinnin ympäristö- ja 

puhdistuslaitosvesistä. Menetelmät eivät sovellu puhdistamon lietteille, koska saostumat on erikseen 

esikäsiteltävä analysointia varten liuosmuotoon. Juomaveden prosessointi aloitetaan erottamalla 

ympäristöveden samentuma lietteenä.  

http://www.wikipwedia.com/steroid
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Vesistövesien sisältämiä lääkeaineita on tutkittu laajasti, mutta vedenpuhdistuksen yhteydessä syntyvä 

liete ei ole ollut kiinnostavaa kuin muutamassa yksittäisessä tapauksessa. Suomen 

juomavesienpuhdistuslaitoksilla syntyvän lietteen sisältämiä ihmisperäisiä hormonimääriä ei ole 

kirjallisuudessa aiemmin raportoitu.  Tarkkaa tietoa steroidien kulkeumamääristä vedenottovesiin ei sen 

vuoksi ole. Tällä tutkimuksella on pyritty selvittää, mitä maailman laajuista tutkimustietoa on lietteiden 

steroidiyhdisteistä, miten lietettä voi puhdistaa ja minkälaisissa pitoisuuksissa yhdisteet ovat. Ensimmäistä 

kertaa tämän selvitystyön tuloksena tullaan kirjoittamaan yhteenvetoartikkeli, joka kokoaa 

hormonitutkimuksen, jota on lietteistä julkaistu (Tetreault  et al. 2011). Lietenäytteiden uuton tehokkuutta 

on vaikea arvioida, koska standardiyhdisteen tasainen sekoittuminen kiinteään ainekseen on epävarmaa. 

Lisäksi adsorptiokäyttäytyminen voi poiketa merkittävästi siitä, mitä oikeassa jätevedessä tapahtuu. 

Lietenäytteiden analyyseille on tyypillistä vaihteleva saanto. 

Sekä vesi että liete sisältävät lääkeaineiden ohella myös steroideja, jotka voivat muodostua pysyviksi 

tuotteiksi mm. metalleihin kiinnittymällä. Metallit migroituvat vesiin maaperästä tai ihmisten tuotoksina 

sekä teollisuuden jätevesipäästöissä. Steroidiyhdisteitä joutuu luontoon lääkkeistä, kehonesteistä ja 

uusien teollisuustoimintojen kuten biotuotantoteollisuuden jätevesissä. Bioteollisuus ei tällä hetkellä 

hyödynnä steroidiyhdisteitä uusiin tuotteisiin, vaan ne pääsevät luontoon. Tarkkaa tietoa steroidien 

kulkeutumasta vedenottovesiin ei ole. Lainsäädäntö on myös väljä tältä osin. Vesienpuhdistuslaitosten 

puhdistusprosessit ovat erilaisia eikä ole olemassa säädöksiä siitä, miten puhtaustarkistukset tulee tehdä. 

Kirjallisuusselvityksen perusteella näyttää siltä, että menettelytapoja on paljon. Puhdistettavan veden 

alkuperä vaikuttaa huomattavasti esikäsittely- ja puhdistusmenettelytapaan ja analyysijärjestelmän 

pystyttämiseen. 

Jäteveden puhdistaminen tapahtuu ensisijaisesti biologisella hajotuksella. Useimmissa puhdistamoissa 

käytetään aktiivihiililietemenetelmää, jossa mikrobikasvusto sekoitetaan jäteveteen. Käytössä on myös 

biofilminreaktoreita, joissa mikrobit kasvavat kiintoainealustalla. Steroidien on todettu hajoavan 

nopeammin aerobisessa ympäristössä. Aktiivilietepuhdistamot ovat tehokkaampia kuin biofilmireaktorit. 

Erityisen hyvin steroidit poistuvat puhdistamoissa, joissa lietteen keskimääräinen elinikä on 10 

vuorokautta tai sitä pitempi. Tällöin puhdistamo on suunniteltu niin, että puhdistusprosessi poistaa 

erityyppisiä typpipitoisia yhdisteitä (Kuvat 4-8). Etinyyliestrogeenin oletetaan hajoavan tuossa prosessissa 

nitrifikaatiobakteerin läsnä ollessa (Hytönen 2015). Sukupuolisteroidien poistuminen puhdistamoilla 

vaihtelee suuresti. Erot mekaanisissa, kemiallisissa ja biologisissa menetelmissä sekä jäteveden määrässä, 

koostumuksessa ja lämpötilassa tekevät puhdistusprosesseista niin erilaisia, että yksittäisten tekijöiden 

vaikutuksia steroidien poistumiseen on vaikea selittää. Lisäksi steroidien pieni pitoisuus vaikeuttaa 

luetettavaa kvantitointia. 

Jätevedenkäsittely prosessoidaan usein erityyppisillä kemiallisilla ja biokemiallisilla menetelmällä: 

membraanireaktorissa käsittelyllä (MBR), ilmastuksella (hapetus) ja nitrifikaatiolla, nanosuodatuksella, 

käänteisosmoosilla, otsonoinnilla (O3) ja aktiivihiilisuodatuksella (Al-Salhi et al. 2012). 

 

Erilaisia sekundaarisia jätevesikäsittelyvaiheita, kuten otsonointi (O3) ja membraanireaktorissa käsittely 

(MBR), käytetään ja tutkitaan niiden tehokkuuden vuoksi. Useassa tutkimuksessa on osoitettu, että ne 

molemmat vähentävät farmaseuttisten yhdisteiden konsentraatioita jätevesien puhdistusprosessien 

effluenteissa (Gunnarsson et al. 2009, Stalter et al. 2010a, 2010b). Otsonointi vaikuttaa esityisesti 

estrogeenisten farmaseuttisten yhdisteiden määrään alentaen niiden konsentraatiota jätevedessä. 

Jokaisessa puhdistusvaiheessa muodostuu lietettä ja/tai kiintoainetta 

Vesienpuhdistuslaitoksen prosessien loppuvaiheessa puhtaita effluentteja käsitellään vielä organismeilla, 

joita käytetään jätevesien käsittelyssä akkumuloimaan kompleksisia ksenobioottisia seoksia. Kaloja, 

varsinkin taimenta on käytetty ”biokonsentraattorina” adsorboimaan kemikaaleja jätevesilaitoksen 

vesistä. 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 peräisin olevat steroidiset alkaloidit.  

 

 
 

Kuva 4. Tyypillinen vuokaavio jätevedenkäsittelylaitoksen lietetuotannosta. Nuolimerkinnät esittelevät ECD-yhdisteiden 

vapautumisen/siirron prosessista. (alkuperäinen lähde Barnabe et al. 2009; Hamidet al.  2012). 
 

 

  
Kuva 5. Vuokaavio yhdyskuntalietteen käsittelylaitoksen prosessista. Näytteenottopaikat on merkitty kuvaan (Fan et al. 2011).  

 

Orgaanisten yhdisteiden hajotus voi olla metabolista tai kometabolista. Kun mikro-organismit käyttävät 

orgaanisia yhdisteitä ensisijaisena ravintonaan, on kyse metabolisesta hajotuksesta. Mikro-organismit 

tuottavat entsyymejä, jotka osallistuvat yhdisteiden hajottamiseen hapetus- ja pelkistysreaktioiden 

kautta. Metabolinen hajotus tapahtuu, kun yhdisteiden pitoisuus on riittävän suuri takaamaan biomassan 

kasvun ja tarvittavien entsyymien tuotannon. Steroidien ja muiden pieninä määrinä esiintyvien 

orgaanisten mikrosaasteiden yhteispitoisuus jätevedessä on useita kertaluokkia pienempi kuin helposti 

hajoavan orgaanisen aineksen pitoisuus. Orgaaninen hajoamisjäämä ei kuitenkaan takaa riittävää alustaa 

mikrobien kasvulle. Siten kometabolista hajotusta pidetään mikrosaasteiden pääasiallisena 

hajoamistapana. Se määritellään samanaikaiseksi yhdisteiden hajoamiseksi, jossa toisen yhdisteen 

hajoaminen (sekundaariyhdiste) riippuu ensimmäisen (prosessin lähtöaineen) yhdisteen läsnäolosta 

(primaariyhdiste). 
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Kuva 6. Vesipohjainen entsymaattinen mikrobioreaktorisysteemi (Aqua-EMBR) (Mittal 2011). 

 
Kuva 7. Kaavio yhdyskunnan jätevedenpuhdistuslaitoksen prosessista (Fan et al. 2011).  

 

 

 

 
Kuva 8. Viikinmäen puhdistamon puhdistusprosessi perustuu aktiivilietemenetelmään ja se sisältää kolme vaihetta: mekaanisen, 
biologisen ja kemiallisen puhdistuksen. Typenpoistoa on tehostettu biologisella suodattimella, joka perustuu 
denitrifikaatiobakteerien toimintaan.  Jätevedenpuhdistusprosessissa syntyvän lietteen sisältämä orgaaninen aines hyödynnetään 
mädättämällä liete. Mädätyksessä syntyvä biokaasu kerätään talteen. Biokaasulla tuotetun energian avulla puhdistamo on 
omavarainen lämmön suhteen ja sähkön osalta omavaraisuusaste on noin 50 %. Kuivattua jätevesilietettä syntyy noin 60 000 
tonnia vuodessa.  (Viite: https://www.hsy.fi/fi/asiantuntijalle/vesihuolto/jatevedenpuhdistus/Viikinmaki/) 
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Kuva 9. Lietteen käsittelysykli puhdistusprosessissa. ) (Mittal 2011). 

 
Lietteen optimaalisen käsittelytavan (kuva 9) valintaa varten on tiedettävä seuraavat seikat: 

-Lietteen koostumus siihen nähden, mikä sen alkuperäinen koostumus oli ennen kontaminoitumista tai -
käsittelyprosessia (tarvitaan ns. nollanäytereferenssi) 
-Tieto siitä, mihin käsitelty liete käytetään (kierrätys, saantomäärä, tuhoaminen) 
-Lainsäädäntö 

 

Edellisten lisäksi tulee arvioida steroidien muuttumista hajoamisreittien avulla. Muuntumistuotteiden 

olemassaolo on välttämätöntä tietää, jotta olisi tieto, mitä steroidia kussakin prosessivaiheessa on syytä 

monitoroida. Puhdistuksen teho laitoksella vaihtelee prosessivaiheesta riippuen. Kirjallisuusselvitys 

osoittaa, että luonnollisista estrogeeneistä estroni (E1) poistuu jäteveden puhdistamoilla heikoimmin. 

Estronia muodostuu mm. ilmastusvaiheessa. Tähän on selityksenä se, että estroni (E1) on 17-estradiolin 

(E2) hapetustuote. 17-estradiolia on jätevedessä runsaasti, minkä vuoksi on katsottu hyödyllisemmäksi 

arvioida molempien pitoisuuksia yhdessä (E1+E2) kuin niitä erikseen. Puhdistuslaitoksen poistovesissä on 

todettu olevan suuria estronipitoisuuksia, mihin syyksi on löytynyt stabiilin estronin sulfaattikonjugaatin 

muodostuminen puhdistusprosessissa. Se on myös lähtöyhdistettä vesiliukoisempi, joten se kulkeutuu 

laitosten effluenttivesien mukana joko luontoon tai yhdyskuntavesiin systeemistä riippuen. Steroidit 

poistuvat jätevedenpuhdistamolla suurimmaksi osaksi biologisen sekundaarikäsittelyn aikana. 

Tehostettua ravinteiden poistoa käyttävät puhdistamot, joissa typpi ja fosfori poistetaan biologisesti, ovat 

tehokkaampia steroidien hajotuksessa kuin pelkästään orgaanisen aineksen poistoon mitoitetut 

puhdistamot. Nitrifioiville puhdistamoille on ominaista pitkä lieteikä. Sen on todettu olevan yksi 

merkittävimmistä steroidien puhdistumiseen vaikuttavista tekijöistä. Estrogeenien hajoaminen on 

tehokkainta sellaisissa aktiivihiilipuhdistamoissa, joiden lieteikä on yli 10 vuorokautta. Myös 

kalvobioreaktorit, joissa lieteikä on usein kymmeniä vuorokausia, ovat osoittautuneet hyviksi steroidien 

poistajiksi. Kirjallisuuden perusteella voidaan todeta, että biofilmiprosessit eivät yllä aktiivihiili-

puhdistamoiden tasolle estrogeenien poistossa, koska biofilmipuhdistukselle tyypillinen lyhyt viipymäaika 

ei oletettavasti riitä aktivoimaan hajotukseen tarvittavien entsyymien tuotantoa. 

 

1.5 Membraanisuodatus vedenkäsittelyssä lietteen erottamiseksi  

Membraanisuodatus on erotusmenetelmä, jonka käyttö perustuu kahden faasin erilaisuuteen 

fysikaalisissa ja kemiallisissa ominaisuuksissa sekä toiminnallisiin erilaisuuksiin. Tekniikkaa käytetään 

vesienkäsittely- prosessin esivaiheena, kun näyte fraktioidaan ja voidaan hyödyntää puoliläpäisevällä 

kalvolla esim. kiinteä partikkelikoostumus (sameus, kiinteä aine) erottamaan liuenneesta ainesosasta. 

Membraani käyttäytyy kuten erotteleva seinämä päästäen tietyntyyppiset yhdisteet läpi (esim. 

vesiliukoiset pienet) ja toiset (vesiliukoiset suuret, veteen liukenemattomat, geelit, kolloidit) ei, joko 

adsorboimalla ne seinämään tai muutoin estämällä niiden läpimeno.   
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Membraaniprosessi on saavuttanut laajaa käyttöä, koska sen avulla voidaan poistaa kontaminaatiota 

etukäteen juomavedeksi valmistettavasta vedestä ja jätevedestä ennen varsinaista 

pääpuhdistusprosessia. Membraanisuodatus on siis juomavedenpuhdistusvuokaavion moduuli. Siihen 

kuuluu useita alamenetelmiä. Membraanisuodatus, kuten mikrosuodatus (MF), ultrasuodatus (UF), 

nanosuodatus (NF) ja käänteisosmoosi (RO), ovat osoittautuneet jo sellaisenaan tehokkaiksi menetelmiksi 

poistaa veteen liuenneita ECD-yhdisteitä, joihin tässä tapauksessa kuuluvat myös steroidit (Bolong et al. 

2009, Nghiem et al. 2004). 

Steroidien poistamiseen vesistä membraanisuodatuksella voidaan käyttää erilaisia 

membraanimateriaaleja, joiden erot ovat fysikaalisessa käyttäytymisestä eli adsorptio-, kokoerottelu- ja 

varausrepulsio-ominaisuuksista (Bolong et al. 2009). Materiaaliominaisuuksien vuoksi membraanit eivät 

ole ideaalisia eivätkä yhdisteille selektiiviä puhdistimia. Materiaalien hylkiminen, mutta myös 

painevaatimukset ja energiakulutus noudattavat järjestystä RO>NF>UF>MF, mikä tarkoittaa että RO 

mahdollistaa täydellisimmän kontaminanttien poistoon. Kuitenkin se saattaa olla epämukavin käyttöön, 

koska se kuluttaa paljon energiaa (Liu et al. 2009). ECD-yhdisteiden poistamiseen vesistä 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 (läpäisevyys, huokoskoko, pintavaraus ja hydrofobisuus/hydrofiilisyys), membraanin 

tukkeutuminen ja muut parametrit, kuten pH, lämpötila ja suolaisuus vaikuttavat membraanin 

tehokkuuteen, vuohon (L/m2·h) ja flokkulaatioon (Bolong et al. 2009, Liu et al. 2009). 

Aerobisissa olosuhteissa jätevesi tehdään biologisella käsittelyllä. Se on kaikkein laajimmin käytetty 

prosessi (Clouzot et al. 2010). Aktiiviliete (AS) poistaa/vähentää E1, E2 ja EE2 – steroideja vedestä erittäin 

tehokkaasti (> 85 % saannot). Kun AS yhdistetään muun tyyppiseen esikäsittelyyn, kuten suodattamiseen 

(TF, membraanitekniikat), tuloksena ovat vieläkin paremmat uuttosaannot estrogeenien poistamisessa. 

Kuitenkin membraanireaktori (MBR) ja kiinteäkerros reaktorisysteemit yhdessä mahdollistivat 

samanlaisen ja jopa paremman estrogeenien poistamistehokkuuden kuin perinteinen aerobinen 

lietekäsittely. Clouzot tutkimusryhmänsä kanssa (Clouzot et al.  2010) huomasi, että bioprosesseissa (AST, 

MBR, biofilmireaktorit) ja sekvensointiin käytettävissä reaktoreissa (SBR), MBR -tekniikka poistaa 

tehokkaimmin vedestä synteettistä EE2 -steroidia, jonka biodegradoituminen on hankalampaa kuin 

luonnollisesti kehossa syntyvien estrogeenien (Clozot et al. 2010; Hashimoto et al. 2009; Joss et al. 2004).  

Biologinen käsittely aerobisesti aktiivista lieteprosessia on tunnettua (Mittal 2011). Menetelmää on 

kehitetty paremmaksi kasvattamalla painetta, syntetisoimalla vahvoja malliaineita ja hajottamalla vesiin 

liuenneita steroideja erilaisilla biologisilla näytteenkäsittelyprosesseilla. Aiheesta on kirjoitettu kirja 

”Wastewater Engineering” (Eds. G. Tcchobarolous, FL Burton, HD Stensel, 1991, Metcalf & Eddy).  

 

1.6 Kaupallisia vedenpuhdistusteknologioita 

On olemassa myös kaupallisia vedenpuhdistukseen kaupallisia suosatusteknologioita. Yksi niistä on 

nimeltään Biofor. Se on erilaisten suodatustekniikoiden rypäs, jossa esikäsittely perustuu biologisten 

yhdisteiden käyttöön jäteveden käsittelyssä. Biofor – systeemillä käsitellään hiiltä, ammoniumtyppeä ja 

nitraatteja biologisesti. Vesi kulkee suodattimen läpi, jonka pinnalla kasvaa bakteereja. Ne on doupattu 

partikkeleihin, jotka ovat valmistettu Biolite -savesta. Koska ne lisääntyvät nopeasti, bakteerit auttavat 

eliminoimaan hiili- ja typpisaastetta. Suodatin säilyttää suspendoituneen kiinteän olomuotonsa koko 

prosessin ajan.( A Mittal 2011).  

Veden biologinen käsittely on sen sekundaarista käsittelyä mikro-organismeja käyttäen. Ensisijaisesti ne 

ovat kuitenkin bakteereja. Nämä mikro-organismit hajottavat biologisesti orgaanisen materiaalin 

jätevedessä yhdisteiksi. Ne lisäävät siten veden biomassaa. Ympäristöstä riippuen, käytetään 

useantyyppisiä biologisia prosesseja. Nämä teknologiat ovat: 

 Biofor: biologinen suodatus - hiilelle, typelle ja nitraateille; 

http://www.degremont.com/en/know-how/municipal-water-treatment/wastewater/biological-filtration-biofor/
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 Cyclor: menetelmä sopii SBR (Sequencing Batch Reactor) –tyyppisen aktivoidun lietteen prosessissa; 

 Meteor-IFAS: biologinen puhdistus eri viljelmillä, jotta voidaan käsitellä typpi- ja hiiliyhdisteet 

 Cleargreen: anaerobinen lietteen käsittely, poistetaan typpiylimäärä 

 Säännöstellään ilmakäsittelyä sekvensoinnilla, jotta saadaan liete aktiiviseksi (Greenbass), säännöstellään 
tarkasti energiakulutus 

Lietteen käsittelyssä muodostuu kiinteä, pysyvä ja vedenpuhdistuksessa muodostuva kasvuston määrä. 
Lietteen käsittelyn tavoitteena on vähentää sen määrää ja muuttaa se hyödynnettävään muotoon. Uusia 
teknisiä ratkaisuja pyritään implementoimaan, jotta viranomaisten olisi mahdollista tukeutua tieteelliseen 
tutkimukseen lietteen käsittelyyn liittyvää lainsäädäntöä suunniteltaessa. Tavoitteena on aina kierrättää 
materiaalia tai sen osaa, eliminoida tai palauttaa materiaali uudelleen käyttöön. Muutamia menetelmiä 
on käytössä, joita ovat mm. 1) lietteen konsentrointi ja kuivatus, 2) lietteen liuotus tarkoituksena vähentää 
sen kokoa ja kuivata se sekä stabiloida se pitkäaikaiseen säilytykseen ja ottaa samalla talteen esim. 
biokaasu, 3) lämpökuivaus, seostaminen tai aurinkokuivaus ja 4) tuhoaminen polttamalla. 
 

1.7 Vedenkäsittely ja konsentrointi analyysimittauksiin 

Näytteenkäsittelyllä on suuri merkitys analyyttisen menetelmän kehittämisessä, silloin kun näytteet ovat 

jäteveden puhdistamosta peräisin. Tekniikoita, jotka mahdollistavat nopean, turvallisen ja helpon 

näytteenvalmistuksen ja jotka toimivat pieniä määriä näytettä ja liuottimia käyttäen, tulisi kehittää 

merkityksellisesti enemmän.  

Yleensä kaikki yhdisteet tutkitaan erotustekniikalla ja sen vuoksi käytetään näytteitä ja yhdisteitä, jotka 

ovat vedessä tai jossakin muussa liuottimessa. Koska detektori on erotussysteemin lopussa laitteiston 

suora detektointi ja yhdisteiden tunnistusherkkyys tulee olla riittävä vesinäytteiden pienten näytemäärien 

tutkimiseen. Tunnistus ei kuitenkaan luonnistu, jos vesinäytettä ei konsentroida tai tutkittavaa yhdistettä 

ei eristetä näytteestä, kuten lietteessä. Vesinäytteen tutkiminen onnistuu näytteenkäsittelytekniikoiden 

avulla melko yksinkertaisesti, jos vain on tiedossa, missä esikäsittelyfaasissa tutkittava yhdiste on. 

Steroidiyhdisteiden pienet pitoisuudet vesissä ja näytematriisien monimuotoisuus vaativat selektiivistä 

näytteenkäsittelyä (kuva 10). Kirjallisuuden ja omien tutkimustulosten perusteella on kehitetty ehdotus 

vesien lääkeaineiden (erityisesti steroidien) konsentroimiseksi niin, että myös aineenvaihduntatuotteet 

ovat tunnistettavissa. Kuvassa 11 on vesienkäsittelylaitokselta laboratorioon tuodulle vedelle 

konsentrointikaavio. Se poikkeaa artikkeleissa esitetyistä menettelytavoista oleellisesti, sillä kaavion avulla 

tutkitaan erikseen kehossa ja maksassa muodostuneet konjugaatit sekä konjugoimattomat steroidit, jotka 

kaikki tulevat virtsan tai ulosteen kautta kehosta vesien puhdistukseen. Esikäsittely on kiinteäfaasiuutto 

(SPE), mutta se on modifioitu 2-vaiheiseksi. Tällä menetelmällä saadaan sekä rasvaliukoiset (hydrofobiset) 

että ioniset (hydrofiiliset) yhdisteet ”kalastettua” virtsasta. Molemmista vaiheista (puhdistuserät) 

lasketaan analyysitulokset yhteen. Tulos edustaa identifioidun steroidin määrää vesilaitokselta otetussa 

vesimäärässä. Vesilaitos voi laskea sen jälkeen prosessinsa puhdistuskapasiteetin kyseisen yhdisteen tai 

tutkimuksessa olleiden yhdisteiden summan avulla.  

 

 

 
Kuva 10. Vesienpuhdistuksessa muodostuneen lietteen käsittely analyyttiseen tutkimukseen. 

 

 

http://www.degremont.com/en/know-how/municipal-water-treatment/wastewater/sequencing-batch-reactor-cyclor/
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Kuva 11. Vesinäytteen esikäsittelyvaiheet (Sirén et al. 2015).  
 

Kiinteäfaasiuutto (SPE) on yleisin steroidien uuttamiseen käytetty menetelmä. Sorbenttina on yleensä 

piipohjainen hiilivetyketjuja sisältävä polymeeri. Paljon suosiota on saanut kauppanimella Oasis HLB 

tunnettu N-vinyylipyrrolidonidivinyylibentseenisorbentti, joka adsorboi tehokkaasti sekä poolisia että 

poolittomia yhdisteitä. Yleisimmin estrogeenit, androgeenit ja progesteronit uutetaan samanaikaisesti 

Oasis HLB sorbentilla, joka on ladattu muovipatruunaan (6 mL, 60 tai 500 mg). Patruuna esikäsitellään 6 

mL etyyliasetaattia, 6 mL asetonitriiliä ja 12 mL tislattua vettä, 70 mL influenttia, 200 mL effluenttia, 2 L 

jokivettä ja 10 mL inkuboitua lietevettä, johon on lisätty 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 jäännös derivatisoidaan sekä liuotetaan sopivaan liuottimeen analyysia varten (kuva 

12). Steroideja on uutettu myös LiChrolut EN sorbenttia käyttäen, koska niissä on fenolisia funktioaalisia 

ryhmiä, kuten estrogens estrone, 17α-estradiol, and 17β-estradiol; and the exogenous estrogen 17α-

ethinylestradiol. Määritysrajat, jotka saavutettiin, olivat vedessä 20−200 pg/L. Tällöin kuitenkin veden 

määrä SPE-uutossa tuli olla 1 - 5 L. Kaasukromatografinen määritys vaati pentafluorobentsoylointi 

esteröintireaktion yhdisteiden haihtuvuuden vahvistamiseksi (Kuch et al. 2001).  Steroidien  konsentraatiot 

Saksan juomavedessä ovat noin 0,33 ng/l endogeenisille steroideille. E2 ja E1 olivat pienemmät, 0,11 and 

1,5 ng/L jokivedessä. Sedimentti- tai lietenäytteitä ei ollut tutkittavana. 
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Kuva 12. Estrogeenien uuttoprosessi ja esikäsittelykuvaaja. Puhdistus nesteestä ja jätelietteestä. Vasemman 

puoleinen haara dokumentoi nestemäisen näytteen tutkimusreitin ja oikeanpuoleinen reitti kiinteän näytteen 

esikäsittely (Belhaj et al.  2015). 

 

Jos näytteessä on uuton jälkeen paljon epäpuhtauksia, se voidaan puhdistaa edelleen käyttämällä kiinteää 

materiaalia, kuten Florisilia eli magnesiumsilikaatti (MgO3Si), silikaa ja aluminaa (Al2O3). Myös 

poolittomalla liuottimella kunnostettua aminosorbenttia (NH2) on käytetty puhdistukseen. 

Lisäpuhdistuksen on tarkoituksena poistaa loppunäytteeseen jäänyt matriisi. 

Laboratoriomittakaavassa on käytetty myös ns. QuEChERS-menetelmää (Quick, Easy, Cheap, Effective, 

Rugged, and Safe) maaperälietteiden puhdistamiseen (kuva 12). Systeemi on myös kaupallinen ja se on 

liitettävissä UHLC-MS-laitteistoon. 

 

 
Kuva 13. Kaaviokuva QuEChERS menetelmän (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe) käytöstä kiinteän näytteen 
määrittämiseen. Menetelmä on kehitetty puhdistamaan ja poistamaan näytteestä sokereita, lipidejä, orgaanisia happoja, 
steroleita, proteiineja ja pigmenttejä (Fan et al. 2011).  
 

1.8 Lietteen erottaminen, puhdistus ja tutkittavien yhdisteiden liuotus 

Steroidihormonien uutto sedimenteistä, maaperästä ja biokiintoaineksesta on ongelmallisempaa kuin 

vedestä ja jätevedestä. Syynä ovat erityisesti monenlaiset häiriötekijät.  Vapaat steroidit ovat vahvasti 
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sorptiivisia, mutta kuitenkin vain muutamat tutkimukset käsittelevät niiden olemassa oloa sedimenteissä. 

Menetelmä, jota on köytetty synteettistä androgeenia 17-trembolonin kvantitointiin maaperänäytteestä 

käsitteli maaperä-vesi seoksia orgaanisessa liuoksessa.  

On-line SPE menetelmä käsittää 1) uuton miniminäytetilavuudella luotettavan tunnistuksen saamiseen 

ng/L –tasolla, 2) minimaalinen näytteen käsittely, valmistus ja prosessointi (esim. ei derivatisointia, 

puhdistusta tai liuotinerotusta), 3) käytetään saatavilla olevaa kapuallista uuttolaitteistoa ja 

instrumentteja. Synteettiset ja luonnonsteroidit on listattu taulukossa. 

 

Taulukko 1. Fysikaaliskemiallisia parametreja steroidihormoneille ja samatyyppisille yhdisteet.  

 
Viite: Shargil et al. 2015).  

 

 

Puhdistusprosesseissa syntyvät lietteen on erotuttava vesiosuudesta. Sen jälkeen liete on uudelleen 

liuotettava sopivaan liuottimeen, jotta matriisijäämät saadaan pois analyysiin menevästä 

yhdisteseoksesta. Seos erotellaan kemiallisesti, identifioidaan ja yhdisteiden pitoisuudet kvantitoidaan.  

Kiinteä-nesteuutto voidaan suorittaa perinteisenä ravistelu-uuttona tai automatisoidulla laitteistolla (kuva 

13). Esimerkiksi lietenäytteistä on eristetty estrogeeni- ja androgeenisteroideja 35 oC:n lämpötilassa 

metanolilla. Koska ravistelu-uutto on hidas ja siinä kuluu paljon liuotinta, erilaiset tehostetut 

uuttomenetelmät ovat suositumpia. Steroidien uuttamiseen on käytetty mm. Soxhlet-uuttoa, 

ultraääniavusteista uuttoa (UAE) ja paineistettua nesteuuttoa (ASE, PLE). Kiinteä-nesteuuton jälkeen 

tehdään yleensä kiinteäfaasiuutto analyysiin menevän matriisin puhdistamiseksi.  

Lietesakkanäyte tulee saattaa liuosmuotoon ennen erotusanalyysin tekemistä (kuva 10). Saostuman ei 

tarvitse kokonaisuudessa liueta, mutta tutkittavien lääkeaineiden kuten steroidien tulee vapautua 

matriisista liuokseen ja prosessi pitää olla toistettava, jotta menetelmä on käyttökelpoinen. Steroidien 

liukenemiseen vaikuttaa matriisin muut yhdisteet, steroidien liukoisuus valittuun liuottimeen ja liuottimen 

määrä. 

Pyrkimys vähentää orgaanisten liuottimien kulutusta on johtanut uusien kiinteäfaasiuuttosovellusten 

kehittämiseen. Vesiliuoksista steroideja on eristetty uusilla menetelmillä, kuten sauvasekoitusfaasiuutto 

(SBSE, stir bar sorptive extraction) ja kiinteäfaasimikrouutolla (SPME, solid phase microextraction), joissa 
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liuottimia ei tarvita lainkaan. Eristys perustuu molemmissa materiaalin käyttöön, joka päällystää 

uuttoanturin. Yhdisteet adsorboituvat anturissa olevaan silikakuituun (SPME) tai magneettisauvan (SBSE) 

pinnalla olevaan faasiin. SBSE-tekniikalla on eristetty vedestä kahdeksan steroidihormonia (estrioli, 

estradioli, etynylestradioli, estroni, progesteroni, medroksiprogesteroni, levonorgestrel, nortindroni). 

Sauva oli päällystetty polydimetyyli siloksaani/fenyylitrimetyylisiloksaani/syklodekstriini solgeelillä. 

SBSE anturilla on osoitettu, että steroidit voidaan uuttaa 50 kertaa samaa anturia käyttäen (Duy et al. 2012).   

Tärkeää vesianalytiikassa on, että näytteet on analysoitava saman tien, kun ne on kerätty. Kirjallisuudesta 

selviää, että vesiprojekteissa vedet on kerätty useita vuosia aiemmin kuin ne tutkitaan. Syy nopeaan 

analyysin on, että esim. estrogeenien konsentraatiot laskevat pakastuksen aikana vesinäytteiden kohdalla 

(ei yleensä lietteiden kohdalla) ja tulokset sen jälkeen eivät edusta todellista näytettä.  Steroidien 

analyyttinen tutkimus jätevedestä käsittää uuton, puhdistuksen ja varsinaisen analyysin, joka tehdään 

yleensä joko nestekromatografialla tai kaasukromatografialla. Lisäksi tarvitaan luotettava ja selektiivinen 

tunnistusmenetelmä, joka on ollut massaspektrometria (MS) tai useampi massaspektrometrimenetelmä 

peräkkäin (tandem-MS) (Zhou et al. 2012).   
 

2.  Analyysimenetelmät 

2.1 Nestekromatografia-massaspektrometria  

Nestekromatografiaa (high performance liquid chromatography, HPLC) on käytetty laajasti jäteveden 

steroidien analysoinnissa. Muutamissa tutkimuksissa on käytetty UPLC-menetelmää (ultra performance 

liquid chromatography), jota käyttäen saadaan lyhempi analyysiaika ja parempi resoluutio kuin 

perinteisellä HPLC-tekniikalla. Molemmissa tapauksissa erotuksessa käytetyn eri materiaaleilla pakatun 

kolonnin ominaisuuksien lisäksi erotukseen vaikuttaa ns. liikkuva faasi, joka on nestettä ja joka johdetaan 

paineen avulla kolonnin läpi.  Eluentin koostumus vaikuttaa yhdisteiden erottumiseen. 

Steroidianalytiikassa eluenttina käytetään yleensä veden ja orgaanisen liuottimen (esim. metanoli, 

asetonitriili) seoksia.  

HPLC-laitteissa käytetään yleensä UV/VIS -fotodiodirivi- (PDA), sähkökemiallista tai fluoresenssidetektoria 

(esim. LIF, laser induced fluorescence detector). Koska steroidien pitoisuudet ovat pienet jätevesissä ja 

puhdistetuissa vesissä, detektorina käytetään massaspektrometria (MS) ja tamdemmassaspektrometria 

(MS/MS) luotettavamman tunnistuksen vuoksi. Sähkösumutusionisaatio (ESI) ja ilmanpaineessa tehty 

kemiallinen ionisaatio (APCI) ovat käytetyimpiä ionisaatiomenetelmiä LC-MS – tutkimuksissa. 

Nestekromatografi – massaspektrometriyhdistelmällä (HPLC-MS/MS) toimii hyvin paitsi esikäsitellyille 

vesinäytteille, mutta myös lietteestä liuotetuille yhdisteille. MS/MS-menetelmässä ensimmäinen massa-

analysaattoreista poistaa liuoksen ja aktivoi yhdisteet tunnistettavaan muotoon, koska lähes jokaisella 

yhdisteellä on oman tyypin profiili sähköisen hajotuksen jälkeen. Toinen massaspektrometri valitsee 

selektiivisen massafragmentin ja hajottaa siitä vastaavan molekyylifragmentin yhdisteen massaspektriksi, 

joka on lähes kaikille yhdisteille omanlaisensa. 

Nestekromatografian avulla voidaan määrittää myös konjugoituneita steroideja, joita ei 

haihtumattomuuden vuoksi voi analysoida kaasukromatografilla (kappale 1.6.2). HPLC-MS-menetelmällä 

on saatu todettu 0.5 – 6 ng/L tasolla haitta-aineyhdisteitä, kun ne ovat liuenneessa muodossa. Itse 

materiaalifaasissa (hiukkasfaasissa) yhdisteet on näkyviä pitoisuustasolla 1.4-12.7 ng/g. Haitta-aineita 

(EDCs) löytyy alle 10 ng/L tasolta 1200 ng/L liuenneina ja 0.005 m/g – 2.8 g/g partikkelifaasista. 

Lietteestä on pystytty tunnistamaan 12 yhdistettä konsentraatiotasolla 1.6 ng/g-371 mg/g. Kuvassa s 

esitetään HPLC-DAD-MS-kuvaaja 12 steroidihormonistandardin erottamisesta. 
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Kuva 14. HPLC-DAD-MS –kuvaaja. (1) 5β-androstan-3α-ol-17-one glucosiduronate, (2) 1,3,5(10)-

estratrien-3,17β-diol 3-glucosiduronate, (3) 4-androsten-17β-ol-3-one glucosiduronate, (4) aldosterone, 

(5) 4-androsten-9α-fluoro-17α-methyl-11β, 17β-diol-3-one, (6)  4-androsten-3,11,17-trione, (7) β-

estradiol, (8) estrone, (9) 17α-methyltestosterone, (10) 17α-hydroxyprogesterone, (11) androstenedione 

(Viite: Siren,  omat tulokset, 2015). 

 

2.2 Kaasukromatografia-massaspektrometria 

Kaasukromatografiaa (gas chromatography, GC) on käytetty myös laajasti jäteveden ja puhdistetun veden 

tutkimuksiin. Kaasukromatografia ei sellaisenaan sovellu suoraan vesinäytteiden tutkimukseen, koska 

menetelmässä tulee yhdisteiden olla haihtuvia ja termisesti stabiileja. Vesissä esiintyvät yhdisteet ovat 

usein hydrofiilisiä, joten niille tulee GC-menetelmässä käyttää poolitonta faasia erotuskolonnissa. Kolonnin 

materiaali vaikuttaa suuresti yhdisteiden erottumiseen, kuten HPLC-menetelmissäkin. Mikäli sopivaa 

faasia ei ole käytettävissä, steroidit ns. derivatisoidaan eli niistä syntetisoidaan kemiallisesti vähemmän 

poolinen tuote (ei varauksia, ei vesiliukoinen), jolla tulee olla alle 300 oC lämpötiloissa haihtuvuutta. 

Steroideista valmistetaan yleensä silyylijohdannaisia käyttämällä kaupallisia reagensseja, kuten N,O-

bis(trimetyylisilyyli)asetamidia (BSA), N,O-bis(trimetyylisilyyli)trifluoriasetamidia (BSTFA) ja N-metyyli-N-

(trimetyylisilyyli)trifluoriasetamidia (MSTFA). 

GC:ssa käytettävä ionisaatiomenetelmiä ovat elektroni-ionisaatio (EI) ja kemiallinen ionisaatio (CI). Koska 

EI-menetelmässä yhdisteiden fragmentoituminen on voimakasta, kullekin yhdisteelle muodostuu 

omanlaisensa fragmentaatiokuvaaja, ja sen vuoksi yhdisteille voidaan koota spektrikirjasto. 

Parhaimmillaan steroidien havaitsemisrajaksi (limit of detection, LOD) jätevedenpuhdistamonäytteille on 

saatu vesifaasissa 0,01 ng/L ja kiintoaineksessa 0,02 ng/g. Näin matalan havaitsemisrajan saavuttamiseksi 

tarvitaan selektiivinen ja tehokas uuttovaihe, huolellinen puhdistus sekä herkkä analyysimenetelmä. 

Kuvassa 15 on esitetty GC-MS-kromatogrammit uutteelle ja lisäpuhdistetuille uutteille, kun alkuperäinen 

uute on ohjattu silikan, silika-alumiinioksidin ja alumiinioksidin läpi. Havaitaan, että alumiinioksidi on 

erittäin tehokas adsorbentti, jota voidaan käyttää likaisten vesien kontaminaation pyydystämiseen. Kuva 

16 esittää SIM GC-MS ionikromatogrammeja virtsauutteesta esikäsittelyn jälkeen (a) steroidianalyyttien 

monitorointi ja (b) deuteroitujen steroidien erotus, kun niitä on lisätty näytteeseen. 
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Kuva 15. GC-MS –kromatogrammit (a) alkuperäinen uute, (b) sama uute puhdistettuna silikan läpi, (c) sama uute 

puhdistettuna silika-alumiinoksidin läpi, (d) sama uute puhdistettuna alumiinioksidin läpi.  (Ahmadkhaniha et al. 

2010). 

 

 

 
 

 

 

 

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

 

2.3 Kapillaarielektroforeesi 

Kapillaarielektroforeesi (CE) on sähköavusteinen miniatyrisoitu erotustekniikka. CE:llä tutkitaan 

varauksellisia ja neutraaleja yhdisteitä, joiden molekyylikoko vaihtelee pienestä 

makrokokoon.  Menetelmällä tutkitaan useaa yhdistettä samaan aikaan. Kapillaarielektroforeesia 

käytetään mm. lääke-, elintarvike- ja ympäristökemian tutkimuksissa. Se soveltuu myös 

teollisuusprosessien ja ympäristöanalytiikan lähes reaaliaikaiseen tutkimukseen sekä esimerkiksi paperi-, 

sellu- ja muiden prosessivesien seurantaan.   CE-menetelmistä käytetään tutkimuksien tekemiseen useita 

alitekniikoita käyttäen, joiden valinta tehdään tilannekohtaisesti mm. yhdisteiden rakenteen, varauksen, 

koon ja liukoisuuden perusteella. Steroideja on tutkittu kapillaarielektroforeesilla vähän. Juomavesien 

valmistusprosessivesistä on löydetty testosteronin glukuronihappokonjugaaatti, androstenediononi ja 

progesteroni (Liu et al 2005). Lietetutkimuksia ei tähän mennessä ole tehty CE:lla yhtään. Menetelmänä 

CE:ssä on käytetty misellistä sähköerotuskapillaarikromatografiaa (MEKC). Kapillaarielektroforeesin etuna 

on, että näytteet voidaan suoraan tutkia ilman esikäsittelyä. Mikäli tutkittavan yhdisteen pitoisuus on 

pieni, yleensä kyllä tarvitaan SPE-tekniikkaa konsentraatin valmistamiseen, kuten muissakin 

erotusmenetelmissä. 

 

b 
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Kuva 17. CE-UV elektroferogrammi kolmen potilaan virtsanäytteestä.Näytteet eikäsitelty. Näytteet 

sisältävät yhdisteitä 1) testosteroni, 2) 4-androsten-3,17-dioni, 4) hydrokortisoni, 5) kortisoni, 8) 

deksametasoni. (Sirén et al. 2008).   

 

2.4 Immunologiset menetelmät 

Immunologiset menetelmät perustuvat tietylle antigeenille spesifisen vasta-aineen käyttöön. Menetelmiä 

on kaksi: entsyymivälitteinen immunosorbenttimääritys (ELISA) ja radioimmunomääritys (RIA). 

Molemmissa menetelmissä näytteen antigeenit eli määritettävät steroidit sitoutuvat vasta-aineisiin, jotka 

on kiinnitetty kiinteälle tukialustalle ns. kuoppalevyllä olevaan kuoppaan, joka on täytetty tällä 

materiaalilla.  Tämän jälkeen koealustalle lisätään antigeeni, johon on kiinnitetty entsyymi-indikaattori tai 

radioaktiivinen leima. Mitä enemmän näytteessä on antigeeniä, sitä vähemmän sitoutumiskohtia on 

vapaana leimatuille antigeeneille. Vasta-aineisiin kiinnittyneiden leimattujen antigeenien määrä mitataan 

entsyymin värinmuutosreaktion jälkeen absorbanssimittauksella (ELISA) tai radioaktiivisuutta mittavalla 

nestetuikelaskurilla (RIA). 

Immunologiset testit ovat nopeita ja herkkiä. Ne ovat hyvä vaihtoehto silloin, kun selvitetään yksittäisten 

yhdisteiden pitoisuuksia. ELISA-mittauksia on käytetty kvantitoimaan mm. steroidihormonien E1, E2 ja EE2 

sekä sitä on käytetty testosteronin määrittämiseen ASE- ja SPE-puhdistusten jälkeen muodostuvasta 

liuoksesta. ELISA – menetelmällä voidaan tutkia useita yhdisteitä samaan aikaan. 
 

3 Tutkimustuloksien tarkastelu kirjallisuuden ja MUTKU-rahoituksella aloitetusta projektin perusteella 

 

Tavanomaiset kunnalliset jätevedenpuhdistuslaitokset eivät poista tehokkaasti kontaminaatiota 

vesiympäristöstä. Vaikka nämä kontaminaatiot ovat läsnä effluenteissa ng-mg/L tasolla 

(mikrokontaminaatiot) monet yhdisteet voivat häiritä umpieritteisten rauhasten toimintaa tai kasvattaa 

stressiä kiihdyttävien yhdisteiden tasoa. Mikrokontaminanttien poistaminen vedestä ei välttämättä ole 

vertailukelpoinen biologisen aktiivisuuden vähenemiseen, koska kontaminanttien metaboliitit tai 

sivutuotteet saattavat edelleen olla bioaktiivisia. On todettu, että jäteveden puhdistus vähentää 

kokonaissuspendoitumisella muodostunutta kiintoainesta, kemiallista ja biokemiallista hapen kulutusta ja 

stressitekijöiden aktiivisuutta (Wojnarowicz et al. 2014).   

 

Kirjallisuudessa esitetyt projektit (Hytönen, 2015) keskittyvät löytämään kaikkein toksisempia steroideja 

(Taulukko sss).  Erityisen toksinen yhdiste luonnon vesissä on synteettinen hormoni 17-ethinylestradiol 

(EE2). Tulokset osoittavat, ettei lääkeaineen elimaatio perinteisillä jätevesien käsittelysysteemeillä ole 

riittäviä. Jätevesienkäsittelyn effluenttikin sisältää vielä usein enemmän kuin 42 ng/L EE2:a. Yleensä 
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kylläkin konsentraation on 3 ng/L, mutta tosiasia on että matalin pitoisuus vesisysteemissä on vieläkin 

pienempi 1 ng/L. Tämän aiheuttaa tietty biomateriaali (biota), joka liukenee vastaanotetuista 

vesivarastoista.  

 

Taulukko 2. Steroidin E2 (17-β-estradiol) minimi- ja maksimipitoisuustasoja jätevesipuhdistamon 

effluentissa (Raakadata saatu kansainvälisten raporttirn/artikkelien perusteella) 

 

Maa Minimi 

(ng/L) 

Maksimi 

(ng/L) 

Viite 

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 -a Koh et al. 2001 

Japan 3,9 23,4 Koh et al. 2001 

Japan < LOD -a 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 -a 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 -a 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 NDb -a Nie et al. 2012 
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China 0 1,4 Chang et al. 2011 

France 15,4 34,6 Bellet et al. 2012 

France 6,1 42,6 Vullet et al. 2007 
 

 a vain yksi arvo 

 b yhdistettä ei näkynyt  

 

Jotta steroidit voidaan tunnistaa erotustekniikan menetelmillä, ne tulee konsentroida ennen analyysia, 

Esikäsittelyssä tapahtuvaa konsentrointia on optimoitu pintavedessä, jätevedessä ja lietenäytteissä 

esiintyvien 28 steroidin määritykseen, Steroidit olivat 4 estrogeeniä (estroni, 17-estradioli, 17-

etynyyliestradioli, dietyylistilbestroli), 14 androgeenia (androsten-1,4-dieni-3,17-dioni, 17-tremboloni, 

17-tremboloni, 4-androsteeni-3,17-dioni, 19-nortesteroni 17-boldenoni, 17-boldenoni, testosteroni, 

epi-androsteroni, metyyltestosteroni, 4OH-androst-4-ene-17-dioni, 5-dehydrotestostroni, androsteroni, 

stanozololi), 5 progestrenia (progesteroni, ethynyylitestosteroni, 19-noretindroni, norgestreli, 

medroksyprogesteroni) ja 5 glukokortikosteroidia (kortisoli, kortisoni, prednisoni, deksametasoni), 

Tutkittavien yhdisteiden esikäsittelysaannot olivat 90,6–119% (Liu et al. 2011).  Menetelmällä toteamisrajat 

olivat 0,01-0,24 ng/L, Lietetutkimuksessa käytettiin 12 analyyttiä, joille konsentraatiorajat olivat 1,6 ng/g - 

371 g/g, 

Viime aikoina myös muissa jätevesi- ja aktiivilietetutkimuksissa on tunnistettu pelkästään estrogeeneja, 

Vuodenajoilla on havaittu olevan merkitystä steroidien sorptioitumiseen lietteeseen (Trinh et al. 2012). 

Estrogeenit näkyvät suuressa pitoisuudessa kesä- ja syysnäytteissä, kun näytteet käsitellään ensin 

biohajotuksella tai kemiallisella käsittelyllä sekä uutetaan pieneen liuosmäärään kemiallista analysointia 

varten, Tulokset näyttävät vuodenaikavaihtelua, koska talvella ja keväällä estronin (E1) ja 17-estradiolin 

(E2, E1:n hapetustuote) pitoisuudet influentissa ovat korkeat, Kylmän kauden lietteisiin jäi suuri pitoisuus 

muitakin estrogeeneja kuin E1 ja E2 (Belhaj et al. 2015). 

Steroidisten hormonien konsentraatiot raakamateriaalissa sisältää steroideja. Mutta luonnollista 

estrogeenia, 17-estradiolia ja pääkomponentteina 17-etynyyilestradioli, mestranoli ja levonorgestreli 

ei aina näy riittävän luotettavasti, jotta sen olemassaolo on luotettava. Estrogeenit, joita on pystytty 

detektoimaan, ovat estrogeeni, 17-estradioli ja sen metaboliitit estroni ja estrioli, Kirjallisuuden 

perusteella on nähtävissä, että androgeeniset hormonit olivat suuremmissa konsentraatioissa kuin 

estrogeenihormonit, minkä oletetaan johtuvan androgeenien suuremmasta erittymisnopeudesta 

verrattuna estrogeenien erittymiseen ihmisestä (Leusch et a.l 2006). Testosteroni ja sen metaboloituneet 

muodot, androsteroni, etiokolanoloni ja dihydrotestosteroni, on myös tunnistettu. Syynä on niiden 

kulkeutuminen kehonesteiden mukana jäteveteen, koska ne ovat endogeenisiä ja syntyvät kaikissa 

ihmisissä, tosin eri konsentraatiotasoissa. Australiassa on tehty laajaa ja pitkäjänteistä tutkimusta 

testosteroniin liittyen, Tulokset osoittavat samaa trendiä kuin muuallakin: Steroidipitoisuudet 

ympäristövesissä on matalat, Poikkeuksena ovat testosteroni ja dihydrotestosteroni, joiden määrät olivat 

1-2 kertaluokkaa suuremmat kuin kirjallisuudessa yleensä on esitetty, Tähän on ajateltu olevan syynä 

analyyttisen menetelmän herkkyys, eli tutkimuslaitteet eivät ole yhteismitallisia (Hytönen, 2015). Kuvassa 

13 on esitetty jäteveden puhdistuslaitoksen effluentin sisältämien steroidien pitoisuuksia, Arvot ovat 

huomattavasti korkeampia kuin normaaliarvot muualla dokumentoiduissa tutkimuksissa (Manickum et al. 

2014). Sen vuoksi olisikin ainakin tarve kehittää kasainvälinen ympäristön puhdistuslaitosten vesien ja 

lietteiden menetelmävertailu ja pätevyyskoe, jossa arvioidaan menetelmät ja laitteiden toimintakyky, 

 

3.1  
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Kuva 18. Minimi- ja maksimikonsentraatiot steroidihormoneille jätevesipuhdistamon 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 

hormone 

Mina 

Meanb 

Min 

median 

Min 

SD 

Min 

Mean 

 ± 2 SD 

Min 

Mean  

± 3 SD 

Max 

mean 

Max 

medi

an 

Max 

SD 

Max 

Mean  

± 2 SD 

Max 

Mean  

± 3 SD 

E1 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 1,9 6,8 0-17,9 0-24,7 19,8 13,3 20,2 0-60,2 0-80,4 

E3 3,9 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 1,9 0-5,7 0-7,1 36,9 8,9 74,2 0-185,3 0-259,5 

Pro 4,0 4,0 5,7 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 

a Min = minimum concentration levels from international data/literature  
b Max = maximum concentration levels from international data/literature  
c All values in Units of ng/L 

(Chang et al. 2011).   

 

Taulukko 3. Menetelmän toteamisrajat (MLD, ng/L) sukupuolihormoneille, 

 

http://dx.doi.org/10.1016/j.scitotenv.2013.08.041
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(Viite: Liu et al. 2011)  

 

 

 
Kuva 19. Jätevesinäytteissä esiintyvien steroidien ja niiden metaboliittien määriä (Vega-Morales et al. 2010).   

 

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

ELISA-menetelmällä, 
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MUTKU-projektissa on tehty opinnäytetyö, jossa tutkittiin vesienpuhdistuslaitosten sisäänotto- ja 

ulosvientivesien steroidipitoisuuksia kehitetyllä uudella esikäsittelymenetelmällä. Tutkimuksessa 

käytettiin 10 eripuolilla Suomea sijaitsevien puhdistuslaitosten vesiä. Menetelmänä oli 

kapillaarielektroforeesi. Tulokset on esitetty kuvassa 20. Lisäksi on tutkittu lietenäytteitä, joissa todettiin 

olevan vesistä löytyneitä steroideja. Uutuusarvo näissä tutkimuskissa on se, että on tutkittu virtsan 

mukana erittyviä konjugoituja steroideja, joita ei ole tutkittu muissa kirjallisuudessa esitetyissä 

tutkimuksissa. SPE esikäsittely yhdisteiden konsentroimiseksi on kaikkein yleisin tapa konsentroida 

tutkittavat yhdisteet, Analyysimenetelmä on LC (isokraattinen eluointi) ja steroidiset yhdisteet oletetaan 

olevan vapaat steroidit eli samat kuin lääkevalmisteissa on, Kuitenkin tiedetään, että jos steroidi on ihmis- 

tai eläinperäinen harva lääkevalmisteen vaikuttava aine tulee elimistön läpi muuttumatta. Sen vuoksi 

pitäisi erityisesti myös tutkia kehon toiminnan vaikutuksesta muuttuneista steroideja eksogeenisina 
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steroideina ja kehossa muodostuneista endogeenisia steroideja. Yhdisteillä on myös erilainen poolisuus, 

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

2009). 

 

 
Kuva 20, Steroidien konsentraatiot influentissa (yläkuva) ja effluentissa (alakuvassa), Näytteet otettu 
vesienpuhdistamoista Etelä-, Länsi- ja Itä-Suomessa, Yhdisteet: (1) 4-androsten-17β-ol-3-one glukosidi, (2) 
androstenedioni, ja (3) progesteroni (Sirén et al. 2015). 

 
Taulukko 5. Influenttisakasta tehdyn uutteen sisältämät steroidipitoisuudet. Menetelmien vertaaminen steroidien 

näkyvyyden varmistamiseksi, 

 

A: Sakka ennen SPE-käsittelyä 

Menetelmä Tutkittavien yhdisteiden pitoisuudet [ng/L] 
Estradiol glucuronide Testosterone glucuronide Androstenedione Progesterone 

TESTOGL1 
(CAPS) 

(0,358*0,04) 

0,014 
(0,524*0,04) 

0,021 
- - 

TESTOGL2 
(Amm,acet,) 

(2,087*0,04) 

0,083 
(1,073*0,04) 

0,043 
- - 

TESTOSE 
(Amm,acet. miselli) 

- (1,471*0,04) 

0,059 
(0,092*0,04) 

0,004 
(0,515*0,04) 

0,021 
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B: Sakka SPE:n jälkeen etyyliasetaatilla eluoituna 

Menetelmä Tutkittavien yhdisteiden pitoisuudet [ng/L] 
Estradiol glucuronide Testosterone glucuronide Androstenedione Progesterone 

TESTOGL1 
(CAPS) 

(0,599*0,04) 

0,024 
(0,411*0,04) 

0,016 
- - 

TESTOGL2 
(Amm,acet,) 

(0,469*0,04) 

0,019 
(0,357*0,04) 

0,014 
- - 

TESTOSE 
(Amm,acet. miselli) 

- (0,334*0,04) 

0,013 
(1,666*0,04) 

0,067 
(1,107*0,04) 

0,044 

 

 

 

 

  

  
 

Kuva 21. Steroidihormonien (estrogens, glucocorticosteroids, androgens, and progestogens) määrät 

jätevesipuhdistamon influentissa, effluentissa ja dehydratussa lietteessä, Esikäsittelyprosessi vaikuttaa 

lopputulokseen, sillä tutkimuksessa osoitettiin, että glukokortikosteroidi kortisoli (CRL) ei ollut detektoitavissa 

kolmen päivän liuotuksen jälkeen lietenäytteen fluidista ja kortisoni (CRN) detektoitiin vain yhden päivän kestäneen 

liuotuksen jälkeen lietenäytteestä, Tulokset saatu UPLC-ESI-MS-MS analyyseistä, Muut yhdisteet kuvassa ovat 

PGT=progesteroni, MPA= medoxyprogesterone, MTA=megestrol acetate, MHPT= 6a-methylhydroxyprogesterone, 

DPO= 17,30-dihydroxy-4-progegnen-3-one, 17-HPT= 17-hydroxyprogesterone, 21-HPT= 21-

hydroxyprogesterone, ADR= androsterone, EADR= epiandrosterone, TTR=, ADD=androstenedione, NAD=19-nor-4-

androstene-3,17-dioltestosterone, MPREL= 6-methylprednisolone, CORT=corticosterone, DEX=dexamethasone, 

PREL=prednisolone, CRL=cortisol, CRN=cortisone, PRE=prednisone, E1a=17-estradiol, E2b=17-estradiol, 

E1=estrone, E3=estriol (Fan et al.  2011). 
 

 

Hormonaaliset systeemit kuuluvat oleellisesti elolliseen elimistöön, Monet biogeeniset tai synteettiset 

kemikaalit saattavat vaikuttaa hormonireseptoreihin ja hormonitoimintaan sekä merkittävästi muuttaa 
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reseptorien toimintakykyä monisoluisissa organismeissa, Koska endokriiniset häiriötekijäyhdisteet (EDCs) 

eivät ole luokiteltu niiden kemiallisen luonteensa vuoksi, vaan niiden biologisen vaikutuksen mukaan, on 

kehitetty monia erilaisia analyysimenetelmiä näiden kemiallisia erilaisuuksia sisältävien yhdisteiden 

määrittämiseksi (Zarzycki et al. 2009; Koh et al. 2009). 

LC-MS-MS-teknologiaan perustuvat menetelmät ovat mahdollistaneet sen, että yhä enemmän yhdisteitä 

on tunnistettavissa yhä pienemmissä pitoisuuksissa, Lisäksi ympäristömatriisit on mahdollista 

karakterisoida yhä kokonaisvaltaisemmin, LC-MS antaa GC-MS-tekniikkaa enemmän mahdollisuuksia, 

koska kaasukromatografiassa näytteen manipulointi derivatisoimalla on välttämättömyys poolisille 

yhdisteille ja niille, joiden LOD – arvot ovat matalat, Lisäksi massaspektrometri mahdollistaa 

tutkimustiedon hankkimisen molekyylien hajottamisreaktioilla ja monitorointitekniikoilla, kuten SRM, SIM, 

massakoko (lentoaikamassaspektrometri), Kontaminaatiomäärät puhdistamolietteessä antavat aiheen 

olettaa, että koko puhdistusvaiheen seuranta tulisi kehittää enemmän orgaanisten kontaminanttien 

kontrollointi- ja monitorointinäkökulmaa ajatellen, Puhdistamojen liete sisältää arviolta 45 % 

maatalousjätettä, Siitä 18 %  kasaantuu avoimille kaatopaikoille ja 17 % poltetaan, Nykytrendi on kuitenkin 

hyödyntää kokonaan puhdistamon jäteliete, kuten Viikinmäen jätevesipuhdistamolla tehdään, Jätteeksi 

jäävä liete käsitellään ja sitä käytetään viherrakentamiseen (Hytönen, 2015; Díaz-Cruz et al. 2009).   

 

  
Kuva 22. UHPLC-MS-MS analyysi steroidien tutkimukseen (Liu et al. 2014).  

 

3.2 Analytiikan hyödyntäminen steroiditutkimuksessa 
 
Yhdisteet voidaan uuttaa jätevedestä ja lietteestä kiinteäfaasiuutolla (SPE) sekä analysoida 
kaasukromatografialaitteistolla, joka on kytketty tandem massaspektrometriin (GC-MS/MS). Tällöin 
kuitenkin yhdisteet ovat ensin derivatisoitava, jotta ne saadaan haihtuviksi. Farmaseuttisten yhdisteiden 

määrät vaihtelevat 0,39–642 g/L alueella influenteissa, jotka olivat samanlaisia tai kertalukua suurempia 

kuin yleensä raporteissa on mainittu. Niiden konsentraatiot effluenteissa olivat 0,0075-7,01 g/L. 
Farmaseuttiset yhdisteet saadaan 80–100% poistettua WWTP-laitoksissa muutamaa poikkeusta lukuun 
ottamatta. Kolesteroli hajosi helposti anaerobisten mikro-organismien läsnä ollessa (Svahn et  al. 2015; 
Boix et al. 2016; Ye et al. 2012). 
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Huuhtelujätevesien käsittelylaitos: Kaikki analyytit uutettiin kiinteäfaasiuutolla (SPE) liuenneesta faasista 
ja kiihdytetyllä liuotinuutolla (ASE) lietteestä. Kaasukromatografi-massaspektrometri (GC-MS) laitteistolla 
tehtiin EDC-analyysit, Yhdyskuntavesien influenteissa oli suurin taso steroidiestrogeenejä, E3 oli yli 100 
ng/L. Seuraavaksi eniten löytyi E1 (42,2–110,7 ng/L) ja E2 (7,4–32,7 ng/L). Effluentissa ja lietteessä niitä 
esiintyi järjestyksessä E1>E3>E2 (alle 31 ng/L effluentissa ja 105 ng/g lietteessä). Mitä tulee synteettiseen 
estrogeeniin EE2, sitä detektoitiin influentissa jatkuvasti pitoisuudessa 50 ng/L. 
Puhdistamolla veden käsittelyvaiheet voidaan jakaa kolmeen osaan: primaari- sekundaari- ja 

tertiaarikäsittelyyn, Primaarikäsittelyssä poistetaan umpieritehäiriötekijöitä, kuten steroidihormoneja 

peruspuhdistuksen läpikäyneestä vedestä, Erityisesti on osoitettu poistuvan 17-estradioli, estrioli ja 

testosteroni, jotka siirtyvät veteen pohjaveden latautumisen aikana tai maaperän pohjaveden 

kerroskäsittelyssä (SAT). Steroidihormonit analysoidaan käyttäen entsyymileimattua 

immunoanalyysimenetelmää, Bentch-scale (alustalla tehty) tutkimukset ja laboratoriomittakaavan 

maaperästä valmistetulla konnilla tehdyt kokeet tehtiin, jotta oli mahdollista märittää minkälaisia 

mekanismeja (adsorptio, biohajoaminen, fotolyyttinen hajoaminen) vallitsee yhdisteiden poistamisessa 

SAT-prosessin aikana. Saatiin selville, että vallitsevat mekanismit olivat adsorptio huokoiseen materiaaliin 

ja lisäksi vaimennus detektiorajan alapuolelle bioaktiivisten yhdisteiden läsnäolossa. Lisäksi 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 vedestä, Adsorption primaarimekanismi hormoneine 

poistamiseksi tarvitsee kolmea eri menetelmää sekä kasvattaa pohjavesivarantoja, Adsorptio on 

primaarimekanismi hormonien poistamiseksi, Poistaminen tapahtuu 79,3% tasolle (17-estradiol) 84,4% 

(estrioli) ja 97,5% (testosteroni), Poistoprosentti oli suurempi maaperälle, jossa oli suret määrät lietettä, 

savea ja orgaanista materiaalia, Kun mitaukset tehtiin abiootisissa systeemeissä, steroidit poistuivat 

vieläkin tehokkaammin. 

HPLC-MS-MS menetelmä on määritetty 21 luonnollista ja keinotekoisesti syntetisoitua progestagenia. 

Konsentrointi on tehty SPE-uutolla ja ultraäänikäsittelyllä sekä silikasorbenttipuhdistuksella. 

Progestageenit olivat joen pintavedestä ja sedimentistä sekä yhdyskuntajätevesien puhdistuslaitosten 

influentista ja effluentista ja lietteestä, kuten myös huuhteluvesistä (WC) ja sikaloissa muodostuvista 

ulosteista (Liu et al. 2014). Menetelmällä saannot erittäin hyviä (>70%) ja LOQ 2,30 ng/L ja 2,59 ng/g. 

lannoitemielessä pelloille ja sitä kautta stabiileina yhdisteinä valumavesien kautta ympäristövesiin. 

Kiinteille näytteille on olemassa erilaisia uuttotekniikoita steroidihormonien tutkimukseen, kuten 

ultrasonikointiuutto (USE), mikroaaltoavusteinen uutto, kiihdytetty liuotinuutto (ASE), ja Soxhlet uutto, 

Laitetutkimuksiin käytetään kaasukromatografiaa, nestekromatografiaa ja kapillaarielektroforeesia (Silve 

et al. 2012). Kiinteäfaasiuutto yhdistettynä mikroaaltouuttoon on osoittautunut erittäin tehokkaaksi 

ratkaisuksi esikäsittelyn nopeuttamiseen ja näytteen steroidein konsentrointiin (Snow et al. 2013).  Asiaa 

on tutkittu kehitetyllä menetelmällä, jota on testattu luonnollisille ja synteettisille steroideille vedestä ja 

kiinteistä näytteistä nestekromatografilla yhdistettynä tandem-massaspektrometriin. Tunnistukseen 

käytetään deuteroituja yhdisteitä identifioinnin varmistamiseksi. Yhdistetty SPE-mikroaaltouuttotekniikka 

soveltuu kiinteiden näytteiden sisältämän estronin ja testosteronin kvantitointiin. Salaatit, jotka oli 

kasvatettu biologisesti valmistetussa kiinteissä aineksessa, olivat kontaminoitu estronilla ja testosteronilla. 

Kuten voidaan olettaa steroidien vesiliukoisuuden vähäisyydestä, ne eivät siirry veden mukana salaatteihin 

siinä määrin, että niistä olisi terveydellistä haittaa. Kuitenkin jos hormonit ovat vedessä, ne adsorboituvat 

salaattiin ja niillä voi olla merkittävä vaikutus terveydelle. Tällöin niiden pitoisuudet ovat edelleen 

minimaaliset (Mouri et al., 2013). 

Koska oletetaan, että estrogeeniset hormonit (estroni, E1, 17-estradioli, E2 ja 17-etinyyliestradioli, EE2) 

ovat pääasialliset yhdisteet jotka edistävät vesistön estrogeenisyyttä. Koska nämä esiintyvät myös 

maaperässä, biologisesti valmistetun maan käyttöön on kiinnitettävä huomiota. Aktivoidun lietteen 
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puhdistaminen ravintoaineista on osoittanut, että puhdistusprosessit poistavat 90 % 

estrogeenihormoneista. Lisäksi on osoitettu, että anaerobinen hajottaminen kasvattaa 

kokonaisestrogeenisyyttä bioainessakassa (Hamid et el. 2012). Estrogeenien määrittäminen 

vesimatriiseista esitetty yhteenvetoartikkeleissa ja kokoomissa (Silve et al. 2012, Diaz-Cruz et al. 2009, 

Hytönen 2015).  Muutoin artikkelit ovat projektikohtaisia, esimerkkinä estrogeenien tutkimus lietteestä 

(Citulski et al. 2010).  

Näytteenkeräyksen jälkeen estrogeeniyhdisteitä sisältävät lietenäytteet on välittömästi stabiloitava, jotta 

mikrobinen aktiivisuus minimoituu, Muutoin, estrogeeniyhdisteiden hajoaminen ja jopa E2:n 

muuntuminen E1:ksi aiheuttaa epäluotettavia määrityksiä (Gomes et al. 2004),  Aiemman kirjallisuuden 

mukaan näytteen säilyvyyttä on mahdollista parantaa lyofilisoimalla tai pakastekuivauksella (Ternes et al. 

2002; Muller et al. 2008; Nieto et al. 2008; Chiu et al. 2009) sekä autoklavoinnilla (Braga et al. 2005) ja 

lisäämällä formaldehydiä näytteeseen (Muller et al. 2010), Sen jälkeen tehdään yhdisteiden uutto 

lietematriisista, näytteen puhdistus ja kvantitointi, Kuitenkin tiedetään myös, että liian tehokas 

näytteenkäsittely aiheuttaa analyyttien hävikkiä, jolloin analysoitava näyte ei enää vastaa alkuperäistä, 

 

Estrogeeniyhdisteiden kvantitointi biokiintoaineista vaatii tehokasta ja selektiivistä analyyttikohtaista 

uuttoa, Perinteisesti uuttotekniikat, kuten Soxhlet uutto, sonikointi (Ternes et al. 2002; Braga et al. 2005) 

ja pyörityssekoitus (Gomes et al. 2004; Chiu et al. 2009) ovat olleet käytössä, kun uutetaan estrogeenejä 

lietenäytteistä, Liuotinuuton tapauksessa poolittomat ja pooliset aproottiset orgaaniset liuottimet, kuten 

heksaani, asetoni ja etyyliasetaatti ovat useimmin käytettyjä koska ne ovat kohtalaisen hydrofobisia 

luonteeltaan ja soveltuvat estrogeenien uuttoon (Citulski et al. 2010),  

Suurin haittatekijä perinteisten teknikoiden kohdalla on uuttoaika ja suuri liuotinkulutus, Kuitenkin, 

viimeaikaisin tekniikka liuotinavusteisesta uutosta on ASE-tekniikka, jota käytetään yhä enenevässä määrin 

estrogeenien uuttoon lietenäytteistä (Muller et al. 2008; Fernandez et al. 2009), ASE-esikäsittelyssä 

käytetään ylipaineistettua uuttokennoa ja lämpötilaa, Vähentämällä viskositeettia ja kasvattamalla 

liuottimen diffuusiovakiota, korkea lämpötila häiritsee analyytti-matriisivuorovaikutuksen, Myös korkea 

paine mahdollistaa paremman liuottimen paremman tunkeutumisen matriisiin, joka vuorostaan kasvattaa 

uuttotehokkuutta. 

Mikroaaltoavusteinen uuttotekniikka (MAE) on toinen menetelmä, jota on käytetty useissa tutkimuksissa 

uuttamaan estrogeenejä joki- ja merivesisedimenteistä (Liu et al. 2004; Labadie and Budzinski, 2005; 

Hibberd et al. 2009), Menetelmä on todettu tehokkaaksi, sillä estrogeeniyhdisteiden uuttosaannot ovat 

olleet suurempia kuin 80% sedimenttinäytteistä  (Hibberd et al. 2009).  MAE menetelmän etuina ovat pieni 

liuotinkulutus, lyhyehkö uutoaika, monien näytteiden samanaikainen uuttomahdollisuus (Hibberd et al. 

2009). 

Soxhlet-uutossa käytetään liuotinuuttoa kuten myös sonikoinnissa, Samoja liuottimia voi käyttää myös 

ASE-menetelmässä (Camel, 2001), Kuitenkin, erityishuomio tulee kiinnittää liuottimien kykyyn absorboida 

mikroaaltoja MAE:ssa, Liuosten tulee kyetä absorboimaan mikroaaltoja, mutta ne eivät saa ylikuumentua, 

mikä saattaa aiheuttaa tutkittavien yhdisteiden hajoamista, Poolisia liuottimia (mm, metanoli, vesi) on 

käytetty tehokkaasti MAE:ssa (Liu et al. 2004), ASE ja MAE-tekniikat soveltuvat hyvin lietteen tutkimiseen, 

Kyseisiä tekniikoita käytettäessä menetelmät optimoidaan lämpötilan, paineen ja liuotintilavuuden avulla, 

Lietteen massanmäärällä on vaikutusta mikrosaasteiden saantoihin, Kirjallisuudessa on esitetty erilaisia 

näytemassamääriä, joista esikäsittely voidaan tehdä, Määrät ovat 0,1-1 g, On myös osoitettu Chiu et al, 

(2009), että tehokkain tulos saadaan, kun näytekoko on 0,1 g, 0,2 g ja 0,5 g, kun tutkitaan estrogeeneja 

primaarilietematriisista, On myös selvitetty, että 0,1 g lietepaino mahdollistaa >84% saannot ko, 

yhdisteelle erittäin hyvällä toistettavuudella, Usein mikrosaasteyhdisteiden tutkimuksissa saadaan uutolla 

liian suuria pitoisuuksia, mikä johtuu siitä, että samaan aikaan uuttuu matriisiyhdisteitä, jotka 

analyysimenetelmässä eivät erotu tutkittavasta yhdisteestä, Sen vuoksi tulee käyttää erittäin tehokkaita 
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esikäsittelymenetelmiä ja optimoituja, selektiivisiä analyysimenetelmiä, jotta vääriltä tulkinnoilta 

vältytään (Citulski et al. 2010). 

Kolonnikromatografia, jossa käytetään alumina, silika ja Florisil materiaaleja stationaarifaasina yksinään 

tai yhdistelmänä, on osoittautunut hyväksi vaihtoehdoksi erotella tutkittavat estrogeenit, 

Geelipermeaatiokromatografia (GPC) on toinen laajasti käytetty puhdistusmenetelmä, 

Kolonnikromatografiasta poiketen yhdisteet erottuvat poolisuuden mukaan, GPC-menetelmässä analyytit 

erottuvat molekyylikoon mukaan, Kuitenkin kaikki laajasti käytetyt puhdistusprosessit sisältävät 

kiinteäfaasiuutto- (SPE) esikäsittelyn joko yksinään tai yhdistettynä kromatografiseen tekniikkaan (Chang 

et al. 2009).  

Useissa tutkimuksissa on käytetty C18-kolonnia (Ternes et al. 2002; Gomes et al. 2004; Braga et al. 2005) 

tai divinylbentseeni – vinylpyrrolidoni-polymeeriä (Muller et al. 2010). Jälkimmäinen soveltuu 

yleiskäyttöön happamien, neutraalien ja emäksisten yhdisteiden tutkimukseen. Myöskin 

aminopropyylisidottua silikamateriaalia (LC-NH2) tai anioninvaihtoon perustuvaa SPE uuttoa on käytetty 

lisäpuhdistamaan esikäsiteltyä näyteliuosta, Yhdisteiden poolisuudet ratkaisevat, mitä liuottimia missäkin 

esikäsittelytilanteessa on parasta käyttää. 

 

3.3 Tuloksia jäteveden käsittelylaitosten vesistä 

On osoitettu, että EE2 (17-ethinylestradiol voidaan poistaa 99% sorptiolla atsidia käyttäen ja biomassan 

nitrauksella, Tämä tarkistettiin aklimatisoidulla ja aktivoidulla lietteellä (AS) jonka avulla prosessi poisti 

99% EE2:sta (sorptio + biohajotus),Tämä osoittaa, että EE2 on jopa melkein kokonaan poistettavissa 

lietteestä (Clouzot et al. 2010). 

ECDs (natural estrogens (17-β-estradiol (E2), estrone (E1), estriol (E3), synthetic estrogen (17-α-

ethinylestradiol (EE2)), natural androgen (testosterone) (tes) and natural progestogen (progesterone) 

(pro)) voidaan jopa kvantitoida, kun ne on eristetty aktivoidusta lietteestä jätevedenkäsittelylaitoksella.  

Kvantiti on tehty leimaamalla steroidit fluoresenssikemikaalilla ja analysoimalla ne enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA)-menetelmää. Samalla myös steroidihormoniprofiili on voitu määritettää 

vastaavista pintavesistä. Progesteronin määrä oli suurin (41%, 408 ng/L) influentissa, Sen jälkeen oli eniten 

testosteroni (35%, 343 ng/L) ja 17-estradioli (E2, 12%, 119 ng/L), Estroni (E1) oli kaikkein yleisin (35%, 

23 ng/L) effluentissa, Sitä seurasi E2 (30%, 20 ng/L) ja testosteroni (17%, 11 ng/L). Tutkimuksessa 

osoitettiin, että hormonit saatiin poistettua 92%, Korkea poistoprosenttitehokkuus havaittiin pro ()(%) ja 

testosteronin (96%) tapauksessa, Vertaus luonnon (72-200%) ja synteettinen estrageeni (90%), kun 

biohajotus oli niiden pääasiallinen poistamismenetelmä,  Matalin poistuma oli E2:lla (keväällä 65%) ja 

maksimipoistuma talvella (95%), Luonnon hormonit (E2, E1) ja synteettinen estrogeeni (EE2)olivat 

pääasialliset yhdisteet influentissa (E2 69%) ja effluentti (E2 73%). Estrogeenien poisto tapahtui 73-100% 

tasolla, Riskianalyysi osoitti, että 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 jätevesissä, näyttää olevan hyvä indikaattori EDC-yhdisteiden esiintymisestä jätevesissä.  

 

Lopputuloksena on ehdotettu ja tämän raportin tuloksenakin ehdotetaan seuraavaa: Näytteelle tehdään 

kvantitatiivinen kemiallinen analyysi, bioanalyysi estrogeeniaktiivisuudelle ja riskianalyysimenetelmät, 

jotta saadaan luotettavat johtopäätelmät EDC-yhdisteiden potentiaalisista muutoksista käsitellyissä 

jätevesissä, pintavesissä vesiympäristössä. Tarvitaan laaja kartoitus vesistä ja sedimenteistä sekä 

vedenpuhdistuslietteistä, kun tehdään tarkempaa ohjeistusta steroidihormonien haittapitoisuuksista 

ihmisten terveydelle ja luonnon systeemille (Manickum et al. 2014).   
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LIITE 1. 
Muita vesitutkimuksia 
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Capillary electrophoresis in determination 

of steroid hormones in influent and effluent 

samples from water treatment plants

Introduction

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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Filter in a 
vacuum with 
glass microfiber 
filters

1 L of waste water
Influent / Effluent

Filter in a 
vacuum with 
Millipore filters

Solid-Phase 
Extraction with 
Polymeric Reversed 
Phase-column

Column treatment
1. 1x10 mL of MeOH
2. 1x10 mL of mQ water

1 L of waste water / 1 column

Wash with mQ water 
(approx. 3 mL) and elute:

1. 3x1 mL of ethyl acetate
2. 3x1 ml of MeOH

Evaporate the organic layer 
(at 40 °C) 

I. Add 2 mL of MeOH and 2 
mL of phosphate buffer    
(pH 7.4) and mix for 15 
minutes in test tube mixer

II. Add 5 mL of diethyl ether 
and centrifuge for 5 minutes 
at 2000 RPM

III. Separate the organic 
layer and evaporate it         
(at 40 °C)

Repeat steps I-III and add 2 
mL of MeOH

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 μm and outer diameter of 375 μm. 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 μA during every run.

The micelle was prepared by adding 1000 μL of 20 mM ammonium acetate buffer solution (pH 9.68), 440 μL of 100 mM sodium dodecyl sulfate (in 20 mM
ammonium acetate buffer solution, pH 9.68), and 50 μL 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.

References:
[1] P. Spengler, W Korner, JW Metzger, Env. Toxicol. Chem. 30 (2001) 2133-2141
[2] H. Sirén, T. Seppänen-Laakso, M. Oresic, J. Chromatogr. B 871 (2008) 375–382
[3] H. Sirén, S. El Fellah, A. Puolakka, M. Tilli, H. Turkia, Capillary Electrophoresis in Determination of Steroid Hormones in Environmental and Drinking Waters, 
Ch. 9 in Capillary Electrophoresis (CE): Principles, Challenges and Applications (Ed. C. Reed), Nova Science Publishers, Inc., USA, 2015.

Experimental

Aims

● Validate a PF-MEKC-UV method for analyzing steroids

● Calibrate all the compounds of interest from a standard solution 
mixture of different concentrations

● Create a proper pretreatment plan for waste water samples

● Identify compounds of interest from waste water samples

● Apply the data for understanding better the environmental risks and 
to improve knowledge on how to prevent them

Progesterone

Androstenedione

Testosterone
glucuronide

Conclusions

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

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 µg / 1 L of waste water.
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LIITE 4 
Omien tutkimustulosten perusteella tehty ehdotus lietteessä olevien steroidihormonien eristämiseksi 

analyysiin: Yhdisteiden pitoisuudet 10-9 -10-11 g/L (VIITE: Siren, El Fellah_ julkaisematon tieto, marraskuu 

2015) 

 

Orgaaninen kuiva-aines (sakka influenttinäytteestä) 

Sakka suodatinpapereineen jaettiin kahdeksi näytteeksi tasapuolisesti (kukin suodatinpaperi puoliksi), 

Ainoastaan toinen näytteistä esikäsiteltiin ja toinen jätettiin referenssiksi pakkaseen, 

Jäiset suodatinpaperit laitettiin MeOH-Et,acet-MQ liuokseen (1:1:1, v/v/v) liuokseen ja kahdeksi tunniksi 

ultraäänihauteeseen, jonka jälkeen suodatinpaperit poistettiin puhtaaseen dekkaan, 

Puhtaaseen dekkaan lisättiin MeOH-Et,acet-MQ liuosta (1:1:1, v/v/v) kunnes suodatinpaperit olivat 

peittyneet täysin, Sekä aikaisempi (samea neste, sakkaa pohjalla) ja uudempi (suodatinpaperit nesteessä) 

dekka laitettiin ultraääniuuttoon 80 minuutiksi, 

Suodatinpaperit poistettiin toisesta dekasta (kerättiin talteen ja laitettiin jääkaappiin) ja molempien 

dekkojen sisältö kaadettiin kolmeen näytepulloon, Liuotin haihdutettiin lähes kokonaan pois 

typpihaihduttajalla 55 °C:een lämpötilassa, jonka jälkeen jäämät yhdistettiin suurempaan näytepulloon, 

Yhdistämisvaiheessa pienempiin näytepulloihin lisättiin hieman metanolia helpottamaan nesteen ja 

sakan siirtämistä, Neste haihdutettiin kuiviin typpihaihduttajan avulla, 

Kuiva sakka punnittiin näytepullossa, 

m(sakka+näytepullo+korkki)=28,1196 g 

m(näytepullo+korkki)=26,1518 g 

m(sakka)=1,9678 g 

 

Tämän jälkeen lisättiin  10 mL MeOH-Et,acet-MQ liuosta ja näytepullo laitettiin ultraäänihauteeseen 

tunniksi, Uutto tehtiin 4 kertaa ja jokaisen uuton jälkeen liuotin kerättiin koeputkeen, Jotta liuottimeen 

siirtyneet pienet hiukkaset saataisiin pois, seokset sentrifugoitiin kierrosnopeudella 3500 rpm 15 

minuutin ajan, 

 

Sentrifugoinnin jälkeen kirkas neste erotettiin varovasti koeputkista ja liuotin haihdutettiin kuiviin 

typpihaihduttajassa 55 °C:n lämpötilassa, Jäämät liuotettiin metanoliin ja yhdistettiin samaan 

koeputkeen, 

 

Metanoliin siirtyneiden hienon kiinteän 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 lämpötilassa, Tämän jälkeen liuos suodatettiin 0,45 um 

ruiskusuodattimen avulla, Koeputken seinämiä huuhdeltiin metanolilla (liuos kaadettiin suodattimen läpi 

muun suodoksen joukkoon) siten, että lisättyä metanolia oli 2 mL, Kokonaistilavuudeksi tuli 4 mL, 

 

Sakka oli kerätty 4 litran lasikuitufiltterisuodatuksen yhteydessä viimeisen kahden litran kohdalla 

(johtuen siitä, että suurin osa sakasta oli valunut pohjalle, eikä ensimmäisten suodatusten yhteydessä 

keräytynyt niin suurta määrää sakkaa), 

 

2 mL sakkaa uutettiin SPE:lla käyttäen C18-sorbenttia: 

1. Kunnostus 

 I: 1x10 mL MeOH 

 II: 1x10 mL MQ-vesi 
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2. Näytteen syöttö, pesu ja kuivatus 

 I: pesu sorbentin kokoisella tilavuudella MQ-vettä 

 II: kuivatus 

3. Eluointi 

 I: 3x1 mL etyyliasetaattia 

 II: 3x1 mL MeOH 

 

Eluoitu näyte käsiteltiin seuraavasti: 

1. Orgaaninen liuotin haihdutettiin kuiviin typpihaihduttajalla (40 °C) 

2. Lisättiin 2 mL MeOH ja 2 mL fosfaattipuskuria 

3. Sekoitettiin 15 min, sekoittajassa 

4. Lisättiin 5 mL dietyylieetteriä 

5. Sentrifugoitiin 2000 rpm, 5 min, 

6. Orgaaninen faasi erotetettiin ja haihdutettiin typpihaihduttajalla (40 °C) 

7. Vaiheet 2,-6, toistettiin ja lopuksi lisättiin 2 mL metanolia, 

 

Sakan analyysi: 

Profiilit (ennen SPE:a ja siitä seuraavaa lisäpuhdistusta): 

Menetelmä BGE 

TESTOGL1,M CAPS 

TESTOGL2,M Ammoniumasetaatti 

TESTOSE,M ammoniumasetaatti 

 

Spiikkaukset sisäisellä standardilla: 

Menetelmä BGE Tutkittavat yhdisteet Näyte 

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, II 

 

1. CAPS (testo,glu & estra,glu) 

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

Näytettä (uL) 50 ppm 
ISTD (uL) 

MeOH (uL) c(ISTD) (ppm) 

100 
100 
100 
100 
100 

0 
10 
20 
30 
40 

150 
140 
130 
120 
110 

0 
2 
4 
6 
8 

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

Näytettä (uL) 100 ppm 
ISTD (uL) 

MeOH (uL) c(ISTD) (ppm) 

100 
100 
100 
100 
100 

0 (x3) 
5 (x3) 
10 (x3) 
15 (x3) 
20 (x3) 

150 
135 
120 
105 
90 

0 
2 
4 
6 
8 
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Sakasta tehdyt määritykset 

-profiilit ennen SPE:a 

-ISTD spiikkaukset ennen SPE:a 

(-profiilit SPE:n jälkeen) ? 

-ISTD spiikkaukset SPE:n jälkeen 

 

Profiilimääritykset sakkanäytteestä 9,11,2015 

 

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

(1) 

 
 

(2) 

 
 

(3) 
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