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Tiivistelma

Taman Pro gradu -tutkielman kirjallisessa osassa tarkoituksena oli perehtyd muutamiin yleisesti
kaytettyihin la8keaineisiin ja hormoneihin. Ty0ssa selvitettiin valittujen laakeaineiden
metaboliaa ja erittymistd ihmisesta jateveteen sekd ladkeaineiden ja hormonien kulkeutumista
jateveden mukana jatevedenpuhdistamoille. Liséksi selvitettiin  Suomessa kéytettavien
jatevedenpuhdistusmenetelmien tehokkuutta ladkeaineiden ja hormonien poistoon jatevedesta
sekd laékeaineiden ympéristovaikutuksia. Kirjallisessa osassa tutustuttiin myds Suomen
jatevedenpuhdistusjarjestelmaén, haitta-aineille kehitettyihin vaihtoehtoisiin
poistomenetelmiin jatevedesta seka ladkeaineiden kayttdmaariin Suomessa. Taman lisaksi
selvitettiin  3D-tulostusmenetelmid ja niiden kayttokohteita l&&ketieteen sovelluksiin ja
kemiallisesti funktionaalisten kappaleiden valmistukseen.

Tutkielman kokeelliseen osaan valittiin 17B-estradioli mallihormoniksi, jotta voitiin tutkia 3D-
sieppareiden hormonien talteenottokykya. Kokeellisessa osassa siis tutkittiin 17p-estradiolin
talteenottoa synteettisistd vesindytteistd SLS:ll& tulostetuilla PA-12 3D-sieppareilla.
Kokeellisessa osassa tutkittiin myds hormonien eluointia sieppareista ja sieppareiden
uudelleenkayttod. Tarkoituksena oli kehittad tehokas ja helppo menetelmd hormonien seké
ld&keaineiden poistoon jatevesistda ymparistoystavallisesti. Siepparit voisivat toimia
paikallisesti esimerkiksi sairaaloiden jatevedenpuhdistuksessa tai yleisissa ja kotitalouksien

we-tiloissa.



Esipuhe

Tama Pro gradu -tutkielma tehtiin Jyvéskylan yliopistolla lukuvuoden 2019 — 2020 aikana
epéorgaanisen kemian osastolla. Tyén ohjaajina toimivat yliopiston opettaja Elina Laurila,
tutkijatohtori Elmeri Lahtinen ja tohtorikoulutettava Janne Frimodig. Haluan Kiittdd heita
kaikkia adrimmaisen hyvasta ohjauksesta ja tuesta koko projektin aikana. Kiitos kuuluu myos
koko meidéan tutkimusryhméllemme hyvasta ilmapiirista ja tekemisen ilosta. Haluan kiittaa
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Kirjallinen osa



1. Johdanto

Nykyéan kaytetdan paljon erilaisia laékkeitd, pesuaineita ja henkil6kohtaisen hygienian
kayttoon tarkoitettuja tuotteita. Kotitalouksien kaytdsta ndiden tuotteiden jadmat kulkeutuvat
jatevesien mukana jatevedenpuhdistuslaitoksille. Nykyiset jatevedenpuhdistusmenetelmét
puhdistavat jatevedet ladkeaineista padosin riittavalla tasolla. Tutkimukset kuitenkin osoittavat,
ettd nykyisia menetelmié ei ole tarkoitettu kaikkien haitta-aineiden poistoon jatevedesta. Tdman
vuoksi ne eivat pysty taysin puhdistamaan jatevetta kaikista haitta-aineista.> Vasta viime
vuosikymmenelld on heratty miettimadn naiden erilaisten haitta-aineiden vaikutuksia ja
kertymista ymparistoon. Haitta-aineet kulkeutuvat hyvin pienina pitoisuuksina jateveteen, joka
vaikeuttaa osaltaan myos niiden tutkimista ja analysointia. Kuitenkin haitta-aineet, etenkin

hormonit, voivat aiheuttaa muutoksia ympéristdon jo hyvin pienissa pitoisuuksissa.?

Ladkeaineiden ympdristovaikutuksista ei viela tiedeté tarpeeksi. EU on méarannyt useita haitta-
aineita tarkkailulistalle, joiden mukana on esimerkiksi hormonit E1 (estroni), E2 (estradioli) ja
EE2 (etinyyliestradioli). Tarkkailulistan tarkoituksena on kerdtd néistd yhdisteista tietoa ja
korostaa niiden potentiaalista ymparistoriskia. EQS-arvoja (ymparistolaatunormi) on myds
ehdotettu joillekin ladkeaineille ja hormoneille niiden pitoisuuksien seuraamiseksi pintavesista.
Esimerkiksi estradiolille EQS-arvoksi on ehdotettu 0,0004 pg 113 Laakeaineet ja hormonit
vaikuttavat vesistoissa negatiivisesti kalojen kehitykseen ja saattavat mydhemmin pééatyd myos

saastuttamaan ihmisten juomavesia.*

Taman Pro gradu -tutkielman kirjallisessa osassa perehdyttiin la&keaineiden ja hormonien
metaboliaan, kulkeutumiseen jatevedenpuhdistamoille sek& uusiin menetelmiin niiden
poissaamiseksi jatevesistd. Kokeellisen osan tarkoituksena oli loytda tehokas ratkaisu
ladkeaineiden ja hormonien talteenottoon jatevesistd kayttden 3D-tulostusta apuna. Talteenoton
lisaksi haluttiin tehda menetelmadsta ymparistdystavéllinen, joten kokeellisessa osassa tutkittiin

my®6s hormonien eluointia sieppareista ja sieppareiden uudelleenkéytén mahdollisuutta.



2. Laadkeaineet — elimist0ssa ja ymparistossa

Nykyajan teknologian ja tieteen mukana myos ladketiede kehittyy huimasti. Kehitelldan
tehokkaampia ja kayttajaystavallisempi laékkeitd sairauksiin sek& tarpeisiin, joihin on jo
olemassa laakkeitd. Teknologian ja ladketieteen kehityksen edetessd on my6s mahdollista
l0ytaé ja kehittdd uusia ladkkeitd sellaisiin sairauksiin, joita ennen ei ole voitu pysayttaa tai
parantaa. Se heréttdd ihmisissa toiveita pidemmaésta elamastd seka osaltaan myos

kivuttomammasta elamasta.

Laaketeollisuuden kehittyessda myds laakkeiden kéayttd voi lisddntyd. Toisaalta taas suurten
ikdluokkien vanhetessa, ikd&ntymiseen liittyvien sairauksien hoitoon kaytettavien ld&kkeiden
kulutus kasvaa. Tamé nakyy esimerkiksi siind, ettd vuonna 2013 noin 40 % kéytetyista
ladkkeistd menee ikaihmisten kayttoon, vaikka ikdihmisia on vaestosta noin 16 %.°> Nykyaan
myos ladkkeellistd hoitoa tarjotaan enemmissd maarin myods psyykkisiin sairauksiin, kuten
masennukseen. Masennukseen sairastuvien maara ei valttdméatta ole vuosien saatossa kasvanut,
mutta sen diagnosointi on.® Yksi hoitomuoto masennukseen on laikehoito. Laakehoidolle on
saatu vastetta potilailta, joten ladkkeitd méaératdan sairastuneille heidan tarpeen mukaan.
Masennusladkkeiden kayttomaaraa lisda myos se, ettd niitd voidaan kayttdd myds kroonisiin

Kiputiloihin.” Masennusladkkeita syokin nykyaan lahes puoli miljoonaa suomalaista.®®

Ladkkeiden kayttd on lisdaantynyt viime vuosien aikana ja kasvaa edelleen.® Syita tihan
kehittyneen ladketeollisuuden liséksi voi esimerkiksi olla, ettd ihmiset ottavat herkemmin
kiputiloihin Kipulddkkeitd kuin ennen. Tatd taas lisaa ladkkeiden helppo saatavuus ja niiden
kayttoon liittyvat suhteellisen vahéiset riskit ja sivuoireet. Lisadntynyt ladkkeiden kéayttd on
saanut ihmiset Suomessa, kuten muuallakin maailmassa, herddmaan ladkkeiden kayton
ymparistovaikutuksiin. Osa ladkejdédmista saadaan jo nykyiselld jatevedenpuhdistuksella pois
melkein kokonaan. Huolta kuitenkin aiheuttavat eritoten hormonit seka antibiootit.® Tasta
nakokulmasta on aloitettu tutkimaan eri la8keaineiden kayttaytymistd elimistdissa,
kulkeutumista jatevesissa ja kayttaytymista nykyisissa jatevedenpuhdistamoissa. Laakeaineita
koskevan tutkimuksen tarkoituksena on tietéa ld&keaineiden metabolia ja vaikutukset ihmiseen.
Talloin voidaan ennustaa lddkeaineen kayttadytymistd jatevedenpuhdistusprosesseissa ja sen

ympdristovaikutuksia.’®  Tavoitteena on  myos  kehittdd  nykyisia  ladkkeita



ymparistoystavallisemmiksi sekd antaa tietoa kayttdjille tarjolla olevien la&kkeiden

ympdristévaikutuksista, 10!

Ladkeaineella tarkoitetaan joko synteettisesti valmistettua tai luonnollista kemiallista
yhdistettd. Tama yhdiste on laakkeessa oleva elimistoon vaikuttava aine.® Lagke taas on yhdesta
tal useammasta laékeaineesta koostuva valmiste. Esimerkiksi Burana 400 mg, Burana 20 mg I
! oraalisuspensio ja IBUXIN 400 mg annospussi ovat kaikki ldakkeita, jotka sisaltavat

laskeainetta nimelta ibuprofeeni (2-[4-(2-metyylipropyyli)fenyylilpropaanihappo, IUPAC).

Ladkelaki madrittelee lddkkeen seuraavasti: ”L&&kkeell4 tarkoitetaan valmistetta tai ainetta,
jonka tarkoituksena on siséisesti tai ulkoisesti kaytettyné parantaa, lievittaa tai ehkaista sairautta
tai sen oireita ihmisessa tai eldimessa. Laédkkeeksi katsotaan myds sisdisesti tai ulkoisesti
kaytettdva aine tai aineiden yhdistelmd, jota voidaan kéyttdd ihmisen tai eldimen
elintoimintojen  palauttamiseksi,  korjaamiseksi tai muuttamiseksi  farmakologisen,
immunologisen tai metabolisen vaikutuksen avulla taikka terveydentilan tai sairauden syyn

selvittamiseksi”.12

Laakkeitd saadaan resepti- ja itsehoitolddkkeind. Reseptiladkkeet ovat yleensa tehokkaampia ja
aina laakarin valvonnan alla olevia. Itsehoitolddkkeet ovat saatavilla myds apteekeissa, kuten
reseptiladkkeet, mutta niitd voidaan ostaa vapaasti ilman ladkarin maaraysta. Itsehoitolddkkeet
ovat sellaisia ladkkeitd, joiden vaikutukset tiedetddn pitkalta aikavalilta ja niilla ei ole

merkittavia haittavaikutuksia.®

Seuraavissa kappaleissa kasitellaan yleisimpia ladkeaineryhmia ja niistd nostettuna esiin yksi
tai useampi ryhmadn kuuluva l&&keaine, sen Kkayttd sek& metabolia. L&pi kaydyt
ld&keaineryhmadt ovat vain esimerkkeja siitd, minka tyyppisia ladkeaineita Suomessa kaytetaan.
Néiden valinta esimerkeiksi on perusteltu sill4, kuinka yleista niiden kéytté on Suomessa seka
niista on l6ydetty jaamia puhdistetussa jatevedessa muun muassa Ayston, Mehtosen ja Kalevin
tutkimuksessa Kartoitus laakeaineista yhdyskuntajatevedessa ja pintavedessa®. Hormoneja on
valittu esiteltdvaksi useampi, koska tdmén tutkielman kokeellinen osa keskittyy hormonin

(estradiolin) talteenottoon jatevedesta.



2.1. Sukupuolihormonit

Arkikielessa puhuttaessa hormoneista tarkoitetaan melko usein sukupuolihormoneja tai
gonadotropiineja (kts. alempaa). Hormoneja on paljon muitakin, kuten esimerkiksi
kilpirauhasen ja aivolisdkkeen tuottamat hormonit. T&ssd kappaleessa perehdytddn

enimmakseen vain sukupuolihormoneihin.

Sukupuolihormonit  ja gonadotropiinit  (glykoproteiineja) ovat yksi o0sa kehon
hormonijarjestelmad. Hormonit vaikuttavat hyvin moneen tapahtumaan kehossa, kuten
esimerkiksi kasvuun ja luuston vahvuuteen. Usealla hormonilla on yksistddn monta erilaista
tehtdvaa, esimerkiksi estrogeenit vaikuttavat kohdun kehittymiseen, mutta myés luuston
muotoutumiseen. Ihmisen kehossa hypotalamus saatelee GnHR:n (gonadotropiinia vapauttava
hormoni) muodostumista, joka vastaavasti hallitsee gonadotropiinien FSH:n (follikkelia
stimuloiva hormoni) ja LH:n (lutenisoiva hormoni) eritystd. FSH ja LH syntetisoituvat
aivolisédkkeen etulohkossa. Gonadotropit FSH ja LH séatelevat muiden sukupuolihormonien

tuotantoa kohde-elimissa, kuten LH vaikuttaa estrogeenien tuotantoon.®

Seuraavissa kappaleissa késitelld&n erilaisia stereoideja. Kasittely kohdistuu enemman niin
sanottuihin naishormoneihin, estrogeeneihin ja progesteroneihin, koska niiden kaytto vaestossa

ldékeaineena on huomattavasti suurempaa kuin testosteronin ja anabolisten stereoiden kéytto.

2.1.1. Estrogeenit

Vaikka estrogeeneista puhutaan naishormoneina, niitd on myds miehilla. Miehilla estrogeenien
tuotantoa on Kiveksissd ja naisilla padasiassa munasarjoissa. Yhteinen synteesipaikka
estrogeeneille naisilla ja miehilld on lisdmunuaisten kuorikerroksessa. Estrogeenit ovat osa
streoidihormoneja, ja kuten kaikki stereoidihormonit, myds estrogeenit ovat kolesterolista
syntetisoituneita yhdisteita.> Kuvassa 1 on esitetty kolesterolin ((3S,8S,9S,10R,13R,14S,17R)-
10,13-dimetyyli-17-[(2R)-6-metyyliheptan-2-yyli]-2,3,4,7,8,9,11,12,14,15,16,17-
dodekahydro-1H-syklopenta[a]fenantreeni-3-oli; IUPAC) rakenne.



Kuva 1: Kolesterolin rakenne.

Ihmiselle kolme luontaisesti tdrkeintd estrogeenid ovat estroni (E1l; (8R,9S,13S,14S)-3-
hydroksi-13-metyyli-7,8,9,11,12,14,15,16-oktahydro-6H-syklopenta[a]fenantre-17-oni;
IUPAC), estradioli (E2; (8R,9S,13S,14S,17S)-13-metyyli-6,7,8,9,11,12,14,15,16,17-
dekahydrosyklopenta[a]fenantreeni-3,17-dioli; IUPAC) ja estrioli (E3;
(8R,9S,13S,14S,16R,17R)-13-metyyli-6,7,8,9,11,12,14,15,16,17-dekahydrosyklopenta[a]-
fenantreeni-3,16,17-trioli; IUPAC). Estrogeenit ovat rasvaliukoisia, ja kehossa on ainakin kahta
erilaista estrogeenireseptoria, joiden suhteet ovat erilaisia eri puolilla kehoa. Néin estrogeenit
vaikuttavat eri tavalla eri osiin kehossa. Lé&akeaineina estrogeeneja on luonnollisia,
puolisynteettisid ja synteettisid. Luonnollisista estrogeeneista biologisesti aktiivisin on
estradioli (17B-estradioli) ja puolisynteettisista etinyyliestradioli (EE2; (8R,9S,13S,14S,17R)-
17-etynyyli-13-metyyli-7,8,9,11,12,14,15,16-oktahydro-6H-syklopenta[a]fenantreeni-3,17-
dioli; IUPAC). Suurin kéyttdaihe estrogeeneilla yhdessa progestiinien (kts. alla) kanssa on

hormonihoidoissa ja raskauden ehkaisyssa.®

Raskauden ehkaisyssa enimmékseen kaytetddn etinyyliestradiolia sen pitkén puoliintumisajan
ja  voimakkaan  biologisen  aktiivisuuden takia.  Etinyyliestradiolia  k&ytetaan
yhdistelmé&ehkaisypillereiden toisena vaikuttavana aineena jonkun progestiinin kanssa.
Etinyyliestradiolin vaihtoehto yhdistelméehkaisypillereissd, esimerkiksi yli 40-vuotiaille tai
niille, joille etinyyliestradioli ei sovi, on estradiolivaleraatti ([(8R,9S,13S,14S,17S)-3-hydroksi-



13-metyyli-6,7,8,9,11,12,14,15,16,17-dekahydrosyklopenta[a]fenantreeni-17-yyli]

pentanoaatti; IUPAC). Kuvassa 2 on esitetty etinyyliestradiolin ja estradiolivaleraatin rakenne.®

Kuva 2: a) Etinyyliestradiolin ja b) estradiolivaleraatin rakenteet.

Luonnollista estradiolia kaytetddan enimmaékseen hormonikorvaushoitoihin ja vaihdevuosien
oireiden hoitoon. Lisaksi sita erittyy virtsaan ja ulosteeseen luonnollisesti niin naisista kuin

miehistakin.! Kuvassa 3 on esitetty estradiolin rakenne.

Estrogeenit metaboloituvat vesiliukoisemmiksi yhdisteiksi maksassa, josta ne kulkeutuvat
munuaisten kautta virtsaan sulfaatti- tai glukuronidikonjukaatteina. Luonnollisten estrogeenien
antotapa on yleens& joku muu kuin suun kautta, koska sen alkureitin metabolia on niin runsasta
ennen hormonin imeytymistd. Tamd on myos yksi syy siihen, miksi ehkéisypillereissa
kéytetddn enemmaén etinyyliestradiolia. Sen hyotyosuus suun kautta annettuna on noin 50 %,

kun taas estradiolin hyotyosuus on noin 15 %.°



Kuva 3: Estradiolin rakenne.

2.1.2. Progestiinit

Progesteroni ((8S,9S,10R,13S,14S,17S)-17-asetyyli-10,13-dimetyyli-1,2,6,7,8,9,11,12,
14,15,16,17-dodekahydrosyklopenta[a]fenantreeni-3-noni;  IUPAC) on niin  sanottu
keltarauhashormoni, jota erittyy keltarauhasesta ja raskauden aikana istukasta. Progesteroni

kuuluu estrogeenien tapaan stereoideihin.> Kuvassa 4 on esitetty progesteronin rakenne.

Kuva 4: Progesteronin rakenne.

Progesteronia ei juurikaan kadyteta sellaisenaan la&kinnéllisessa tarkoituksessa, koska silla on
suun kautta annettuna suuri alkureitin metabolia. Taman takia progesteronista on tehty

synteettisid johdonnaisia. N&it4d kaytetddn esimerkiksi raskauden ehkéisyssa estrogeenien



kanssa yhdistelmaehkaisyvalmisteissa ja yksin&an niin sanotuissa minipillereissa. Kuvassa 5 on
esitetty esimerkkiné kahden progestiinin desogestreelin ((8S,9S,10R,13S,14S,17R)-13-etyyli-
17-etynyyli-11-metyylidene-1,2,3,6,7,8,9,10,12,14,15,16-dodekahydrosyklopenta[a]-
fenantreeni-17-oli; IUPAC) ja noretisteronin ((8R,9S,10R,13S,14S,17R)-17-etynyyli-17-
hydroksyyli-13-metyyli-1,2,6,7,8,9,10,11,12,14,15,16-dodekahydrosyklopenta[a]fenantreeni-
3-noni; IUPAC) rakenne.®

Kuva 5: a) Desogestreelin ja b) noretisteronin rakenne.

Progesteronin paametaboliitti on pregnandioli, joka muodostuu maksassa. Se erittyy
glukuronidina munuaisten kautta virtsaan. My6s muut progestiinit hajoavat maksassa ja

erittyvat munuaisten kautta virtsaan.®

2.2. Tulehduskipul&ékkeet

Tulehduskipuladkkeet ovat yksi yleisimmista kaytetyista ladkkeista. Tulehduskipulddkkeet
nimensd mukaisesti lievittavéat tulendusta (anti-inflammatorinen) ja kipua (analgeettinen) seka
alentavat kuumetta (antipyreettinen). Tulehduskipuld&kkeet myds muun muassa alentavat
verenpainetta ja laajentavat verisuonia. Tulehduskipul&d&kkeiden teho perustuu suurimmaksi

osaksi prostanoidisynteesin estoon.®

Prostanoidit ovat elimiston solujen tuottamia vélittjdaineita, joilla on monia tehtdvia
elimistossa. Né&ita tehtavid ovat esimerkiksi herkistdd kehon kipuhermopéétteitd muiden

valittijdaineiden tuottamalle kivulle, aiheuttaa kuumeen nouseminen sek& aiheuttaa



tulehduksen oireita, kuten turvotusta ja kipua. Prostanoidit harvoin itse aiheuttavat oireen vaan
valittavat viesteja kehossa, joihin keho antaa vasteen ja oireet syntyvét vasteena prostanoidille.
Tulehduskipuldakkeilld hoidetaan prostanoidien aiheuttamia oireita estdmalld niiden
syntymistd kehossa. Tulehduskipulddkkeet tehoavat kahteen eri prostanoidin synteesiin
vaikuttaviin prostaglandiinisyntaasientsyymiin (COX-1 ja COX-2). COX-2 on tyypillisempi
tulehduksen, kivun ja kuumeen aiheuttaja kuin COX-1. COX-1:n tehtdvana on muun muassa
suojata ruuansulatuskanavan limakalvoa. Tulehduskipuldékkeitd kayttaessd, varsinkin
pitkdaikaisessa kaytossa, ilmenee monesti ladkkeen haittavaikutuksia vatsaongelmina, kuten
limakalvovauriona tai haavaumina. T&lldin on mahdollista valita COX-2 selektiivisempi
tulehduskipuladke, joka ei vaikuta niin paljon myds COX-1:sen tuotantoon, joka suojaa
elimistod juuri ndilta haitoilta. Niin sanotut normaalit tulehduskipul&ékkeet estavat molempien
COX-1:sen ja COX-2:sen tuotannon.®

Tulehduskipulddkkeitd kaytetddn suurimmaksi osaksi kipu- ja kuumetilojen hoitoon niin
tilapéisiin tapauksiin, kuten flunssaan, mutta myos esimerkiksi leikkauksen jélkeiseen kivun
hoitoon, kuukautiskipuihin sek& reuman tai nivelrikon hoitoon. Tyypillisin haittavaikutus on

ruuansulatuskanavan limakalvovaurio.®

Ibuprofeeni (2-[4-(2-metyylipropyyli)fenyyli]propaanihappo; IUPAC) on yksi kéytetyimmisté
tulehduskipuladkkeistd, joka luokitellaan propionihappojohdoksiin. Ibuprofeenia on
ld&keaineena esimerkiksi Buranassa ja lbumaxissa. Ibuprofeeni on epéselektiivinen COX-
estdja eli se estdd molempien COX-1 ja COX-2 synteesid. Pienind annoksina on todettu, ettd
ibuprofeenilla on pienemmét haittavaikutukset ruuansulatuskanavan limakalvoihin kuin muilla
tulehduskipuladkkeilld. Suurina annoksina haittavaikutukset ovat samaa tasoa muiden
tulehduskipulaakkeiden kanssa.® Kuvassa 6 on esitetty ibuprofeenin rakenne. lbuprofeeni
annetaan paasaantoisesti R- ja S-enantiomeerien raseemisena seoksena. Naista S-enantiomeeri
paasaantoisesti vastaa ladkkeen farmakologisista vaikutuksista. R-enantiomeerista 50 — 65 %
on arvioitu muuttuvan elimistossad S-enantiomeeriksi. Yleensa tdma& muuntuminen tapahtuu
maksassa, mutta sitd voi tapahtua myds suolistossa. lbuprofeeni metaboloituu melkein
kokonaan elimistdssa ja vain pieni osa ibuprofeenista erittyy muuttumattomana virtsaan.
Padsaantdinen metaboliareitti ibuprofeenille on hapettua kahdeksi paametaboliitiksi ja niita
vastaaviksi glukuronidikonjukaateiksi. Padmetaboliitit ovat karboksi-ibuprofeeni noin 37 %:tia
ja 2-hydroksi-ibuprofeeni noin 25 %:tia annetusta l&d&keaineesta. Metabolaatit poistuvat

elimistosta erittymalld virtsaan.'*
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Kuva 6: Ibuprofeenin rakenne.

2.3. Verenpainelaékkeet

Korkea verenpaine on hyvin yleinen haaste ihmisten terveydelle maailmalla, kuten myos
Suomessa. Vuosittain sen aiheuttamiin ongelmiin kuolee paljon ihmisid. Korkealla
verenpaineella on merkittavia seurauksia pitkéssa juoksussa. Se esimerkiksi lisdd riskia

sairastua myds muihin sydan- ja verisuonisairauksiin.

Korkean verenpaineen hoitoon on lukuisia erilaisia ladkkeita ja ladkeaineita seké laakeaineiden
vaikutustapoja. Seuraavana on esitelty lyhyesti esimerkkind yhtd ensisijaisena vaihtoehtona
kaytettya ladkeainetta. Muita ladkeaineita, jotka on luokiteltu vaikutustapojen mukaan ovat
angiotensiinia konvertoiva entsyymin estdjat, angiotensiinireseptorin salpaajat, p-salpaajat ja
kalsiumkanavan salpaajat. Naitd ei kéasitella tassé tyossd, koska ne eivét ole ensisijaisen

tarkedssa roolissa tata tutkimusta ajatellen.

Hydroklooritiatsidi (6-kloori-1,1-diokso-3,4-dihydro-2H-15% 2,4-bentsotiadiatsiini-7-
sulfonamidi; ITUPAC) kuuluu diureetteihin eli se on nesteenpoistoléddkeaine. Sitad kaytetadan
nykyaan hyvin paljon sek& nesteenpoistajana etté ensivaiheen verenpainelddkeaineena. Nadiden
lisdksi sitd kaytetddn myods tehostamaan muiden verenpaineldékkeiden vaikutuksia.
Hydroklooritiatsidin vaikutus perustuu muiden tiatsidien tapaan natriumin takaisinimeytymisen

estoon (5 — 10 %). Hydroklooritiatsidi erittyy virtsan kautta.®

Hydroklooritiatsidin haittavaikutuksista yleisin on hypokalemia, joka tarkoittaa elimiston liian

vahéista kaliumpitoisuutta. Hypokalemiasta voi seurata muun muassa syddmen rytmihairioité,
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vasymysta ja lihasoireita. Diureetit voivat aiheuttaa myos liiallista kehon kuivumista, mika on

yleista esimerkiksi vanhuksilla. Kuvassa 7 on esitetty hyrdoklooritiatsidin rakenne.®

ZT

Cl

HaN _NH

S S
7N\ 7N\
Kuva 7: Hydroklooritiatsidin rakenne.

2.4. Antibiootit

Antibiootteja on monenlaisia ja ne on yleensa jaoteltu sen mukaan, vaikuttavatko ne mihin
bakteerien biokemiallisista reaktioista. Tarke&a antibioottien toiminnassa on, ettd ne
selektiivisesti vaikuttavat vain bakteereihin eivétka isantasoluihin (ihminen, eldin jne.). Koska
bakteerit ovat prokaryoottisia (alkeistumallisia) ja nisdakk&an solut ovat eukaryoottisia
(tumallisia, aitotumallisia), niilld on eroja solujen reaktioissa ja jakaantumisen vaiheissa.
Talléin on helpompi vaikuttaa vain bakteerin soluihin, kun tiedetd&n bakteerisolun toiminnasta

ja sen eroista isantasoluihin.®

Bakteerien solut tekevét solun osia tai rakennusmateriaaleja erilaisilla biokemiallisilla
reaktioilla. Biokemialliset reaktiot voidaan jakaa kolmeen osaan. Ensimmaisessd vaiheessa
solut tekevét synteesiesiasteita kayttden glukoosia energiana. Toisessa vaiheessa solut
muodostavat valttdmattomid aineita bakteereille, kuten aminohappoja tai nukleotideja.
Kolmannessa vaiheessa solut syntetisoivat edellisten vaiheiden tuotteista isompia molekyyleja,

kuten proteiineja tai nukleiinihappoja.®

Antibiootit vaikuttavat yleensa johonkin ndisté edellda mainituista kolmesta vaiheesta. Yleensé

ensimmaéinen vaihe on hyvin samanlainen kaikilla soluilla riippumatta siitd, ovatko ne
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prokaryoottisia vai eukaryoottisia. Tastd syystd ensimmaéiseen vaiheeseen vaikuttavia
ladkeaineita ei ole. Toisessa vaiheessa on mahdollista vaikuttaa eri tavoin soluille térkedn
foolihapon synteesiin. Synteesiin voidaan vaikuttaa joko kilpailemalla p-aminobentsoehaposta,
joka on tarked yhdiste synteesissd bakteereille, tai estdmalla foolihapon synteesissa
dihydrofoolihapon pelkistyminen tetrahydrofoolihapoksi. Ndma menetelmat eivat vaikuta
nisédkkaiden soluihin, koska nisakkaat tarvitsevat foolihapon ravinnosta. Kuitenkin ne voivat
aiheuttaa ongelmia nisékkéille foolihapon hyddyntdmisessd. Kolmanteen vaiheeseen
vaikuttaminen laakeaineilla on suotuisinta, koska siind prokaryoottiset ja eukaryoottiset solut
eroavat eniten toisistaan. Tassa vaiheessa on mahdollista vaikuttaa bakteerien seindmiin
(bakterisidiset, estdvat bakteerien  soluseindmien  syntyd), valkuaisainesynteesiin
(bakteriostaattiset, estavat bakteerien lisdantymisen), RNA-synteesiin ja solukalvoihin.

Antibiootit metaboloituvat yleensd maksassa tai munuaisissa. Taman takia, jos potilaalla on
munuaisten tai maksan vajaatoiminta, antibioottien annostusta tulee pienentdd. Muutoin
ladkeainetta voi kertya kudoksiin litkaa ja aiheuttaa toksisuutta. Muita haittavaikutuksia

antibiooteilla voi olla esimerkiksi lievat ja vakavammat iho-oireet.”

Trimetopriimi (5-(3,4,5-trimetoksibentsyyli) pyrimidiini-2,4-diamiini; IUPAC) on yksi laajasti
kaytetyistd antibiooteista. Yleisin kayttdaihe trimetopriimill4 on akuutit virtsatietulehdukset
aikuisilla ja lapsilla. Sitd kaytetadn myods virtsatieinfektion estohoitoon aikuisilla. Vaikka
trimetopriimid kdytetdadn paljon virtsatietulehdusten hoitoon, se tehoaa melko laajasti erilaisiin
bakteereihin kuten grampositiivisiin ja -negatiivisiin sekd plasmodiaoihin (malaria) ja
toksoplasmoihin. Trimetopriimin haittavaikutuksia on hyvin yleisesti pahoinvointi ja oksentelu
sekd foolihapon metabolian héiriintyminen sen vaikutusmekanismin takia. Trimetopriimin
haittoja on myds se, etta resistenssi trimetopriimille lisaantyy helposti ja osa (noin neljannes,

vuonna 2013) E. colista on jo resistenssi sille.®

Trimetopriimin vaikutus antibioottina perustuu nimenomaan foolihapon synteesin estoon.
Trimetopriimi  on  my0ds niistd harvoista antibiooteista, joita voidaan kayttaa
yhdistelmévalmisteena jonkun toisen antibiootin, esimerkiksi sulfonamidin, kanssa.
Perussaantd antibiootteja maaratessa on se, ettd niitd ei yhdistetd keskendédn, koska ne voivat

heikentdd toistensa vaikutuksia. Trimetopriimid kaytettdessa sulfonamidin kanssa ladkkeen
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teho muuttuu bakterisidiseksi (sulfonamidit ovat bakteriostaattisia) seka osa bakteereista, jotka

ovat resistensseja sulfonamidille, ovat herkkia tille yhdistelmalle.®

Trimetopriimista vain noin 8 — 15 % metaboloituu elimistdssa. Se erittyy noin 90 %:sesti
virtsaan ja mitd happamampaa virtsa on sitd tehokkaammin se erittyy sinne (trimetopriimin pKa

7,3; heikko emas). Kuvassa 8 on esitetty trimetopriimin rakenne.®

o/
0 N NH,
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Kuva 8: Trimetopriimin rakenne.

2.5. Muut ladkkeet

Muita ladkeaineryhmid on todella suuri mééara. Tasté esitelldén vain karbamatsepiini, joka on
osoittautunut heikosti poistettavaksi jatevedestd yleisilla jatevedenpuhdistusmenetelmilla.
Karbamatsepiini on yleisessa kaytossd epilepsialadkkeend, mutta sitd kaytetddn myods
mielialahairididen hoidossa.> Karbamatsepiini pitoisuuksia esiintyy puhdistetussa jatevedessa
muun muassa Ayston, Mehtosen ja Kalevin tutkimuksessa Kartoitus l4ékeaineista

yhdyskuntajatevedessa ja pintavedessa®.

Karbamatsepiinia ~ (bentso[b][1]bentsatsepiini-11-karboksamidi, IUPAC) kaytetaan
enimmaékseen epilepsian hoitoon paikallisalkuisissa (kohtaus alkaa toisesta aivopuoliskosta) ja
tooniskloonisissa (tajuttomuuskouristus) kohtauksissa. Poissaolokohtauksiin karbamatsepiini
el auta. Karbametsepiinia kéytetddn myo6s mielialahdiriéiden  hoitoon  l&hinn&
maniavaiheeseen.> Maniavaiheella tarkoitetaan kaksisuuntaisen mielialahairion toista vaihetta,

jossa henkilo on yleensa erittain toimelias, rauhaton, vauhdikas ja energinen. Maniavaiheen
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lisiksi kaksisuuntaiseen mielialahairioon kuuluu myoés masennusvaihe.'® Karbamatsepiinia
voidaan kayttaad myos kipuladkkeené kroonisissa resistenteissé kiputiloissa kolmoishermoséryn
hoidossa.> Kolmoishermosarky (trigeminusneuralgia) tarkoittaa kasvojen tuntohermotuksesta

vastaavan aivohermon kiputilaa.'®

Karbamatsepiinin antiepilepsinen vaikutusteho perustuu natriumkanavien salpaukseen ja
analgeettisten (kipua lievittdvd) impulssien kulun estoon. Sen vaikutusmekanismia ei tunneta
tarkkaan manian hoitoon kéytettynd. Karbamatsepiini hajoaa useiksi metaboliiteiksi, joista
yksi, ja samalla antikonvulsiinen (estad kouristuksia), on karbamatsepiini-10-11-epoksidi.®
Kuvassa 9 on esitetty karbamatsepiinin ja sen metaboliitin, karbamatsepiini-10-11-epoksidin,

rakenne.

a) b) =
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Kuva 9: a) Karbamatsepiinin ja b) karbamatsepiini-10-11-epoksidin rakenne.

Karbamatsepiinin kaytolla on paljon haittavaikutuksia etenkin hoidon alussa, kuten
pahoinvointia, nakohairioita ja ataksiaa (koordinaatiohdiriditd). Haittavaikutukset lisaantyvat
herkésti, jos laédkkeen pitoisuudet heittelevat, esimerkiksi jos pitoisuutta on ajoittain liikaa
kehossa. Toisaalta taas kdyton edetessd osa haittavaikutuksista j&& pois. Karbamatsebiini
aiheuttaa kehossa vierasainemetaboliaa, eli se kiihdyttad esimerkiksi itsensd ja muiden
kaytettyjen ladkkeiden hajoamista. Esimerkiksi matalahormonipitoisen ehkaisyn teho ei ole
taattu karbamatsepiinin k&yton aikana. Toisaalta taas jotkut l&&keaineet (esim. erytromysiini,
antibiootti) voivat hidastaa karbamatsebiinin metaboliaa ja néin aiheuttaa liilan suuria

karbamatsepiinipitoisuuksia kehossa.
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2.6. Laé&kejate

Ladkejate on syystd tai toisesta kidytosta poistettu, kayttokelvoton ladke tai ldakeaine.'’
Laakejatteeksi luokitellaan vanhentuneiden ladkkeiden liséksi potilaalle jaetut kayttdmatta
jadneet, vaarin sdilytetyt ja kuljetetut (Iampdtila), potilaiden/asiakkaiden omat kayttamaétta
jadneet sekd sairaala-apteekkiin palautetut ladkkeet. Néaiden lisaksi ladkejatettd on myds

kayttokieltoon asetetut, esimerkiksi tuotevirheelliset (valmistus tms. virhe), ladkkeet.8

Ladkeaineet, tdssa tapauksessa myos ladkkeet, tulee havittdd asianmukaisesti. Yksityishenkilot
voivat viedd vanhentuneet tai kayttdmattomat ladkkeet maksuttomasti apteekkeihin, joista ne
toimitetaan havitettavaksi asianmukaisesti.’®? Suomessa apteekit toimittavat kierratykseen
tuodut ladkkeet Riihiméelle jatteenkasittelykeskukseen, jossa ne poltetaan hyvin korkeassa

lampéotilassa (yli 1300 °C) ja kasitelladn vaarattomiksi.?°

Suomalaiset vievat havitettaviksi joihinkin maihin verrattuna hyvin ladkkeitd, mutta silti
Suomenkin havitettavien ladkkeiden oikeinhavitysprosentti on vain 60 — 80 %.%° Oikein
havitettyja ladkkeitd on vuodessa noin 500 000 kiloa. Jos kaikki kulkeutuu luontoon, jaljelle
jadvasta 20 — 40 %:sta tulee satojen tuhansien kilojen kasittelemé&ton la&keainekuorma
ymparistolle vuosittain. Kuitenkin suurin osa jatevesiin ja luontoon paatyneista ladkeaineista
tulevat suoraan laakkeiden kaytostd, esimerkiksi ihmisten ja eldinten virtsan seka ulosteen

mukana.1320

2.7. Arvioita ladkeaineiden kaytOsté ja paatymisestd jatevesiin Suomessa

Jotta jatevedenpuhdistusta ladkeaineiden ja hormonien osalta voidaan parantaa, on tarked
ymmartéd, miten kyseiset aineet metaboloituvat sekd, kuinka paljon ja mista lahteesta niité tulee
jateveteen. Seuraavissa kappaleissa kasitelladn muutamien lddkeaineiden ja hormonien

metaboliaa tarkemmin sekd niité sisaltavien ladkkeiden k&yttomaaria Suomessa.

Suomessa, kuten myds muualla maailmassa, kaytetadn ladkkeiden kayton arviointiin apuna
DDD-arvoja (defined daily dose, vaikuttavalle aineelle mééritetty vuorokausiannos). DDD-

arvon avulla pystytddn vertailemaan kansakuntien vélilla ld8keaineiden kaytt6d. Suomi
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osallistuu Pohjoismaiden kanssa muutaman vuoden valein tehtdvaan raporttiin laékeaineiden
kulutuksesta. Fimea ja Kela julkaisevat joka vuosi Suomesta Suomen la&ketilaston. Tilastoon
lasketut kulutusluvut? perustuvat kolmen suurimman laaketukkukaupan apteekkeihin ja
sairaaloihin kohdistuvaan myyntiin ihmisladkevalmisteiden osalta. DDD-arvoista saa hyvin
verrattavia muihin maihin, kun ne suhteutetaan vaestoon tuhatta asukasta ja vuorokautta kohti,
DDD/1000 as/vrk. DDD/1000 as/vrk -arvo kertoo teoriassa promilleina kunkin maan vaeston
osan, joka on kayttanyt kyseisen ld&keaineen/ladkkeen péivdannoksen paivittéin, eli kuinka

monta ihmista tuhannesta on kéyttanyt teoriassa vuorokausiannoksen paivittain.>2?

DDD/1000 as/vrk = ——utus g/v (1)
5529,156 -365 -DDD

Y114 olevassa yhtélossa (1) on havainnollistettu vield, miten DDD/1000 as/vrk lasketaan
Suomessa. Siina kulutus g/v tarkoittaa arviota ladkkeen kulutuksesta grammoina vuotta kohti.
Arvio perustuu kolmen suurimman ladketukkukaupan myyntiin. Luku 5529,156 kertoo
Suomen vakiluvun jaettuna tuhannella, luku 365 pdivien maaran vuodessa ja DDD arvion
la&kkeen vuorokausiannostuksesta. Taulukossa 1 ja 2 on esitetty t&ssa tutkielmassa esiteltyjen
ld&keaineiden ja hormonien DDD- ja DDD/1000 as/vrk —arvot vuosina 2016 — 2018.

Haitalliset aineet jatevedenpuhdistamoilla -hankkeen loppuraportissal Vieno on esitellyt
laskelmia, kuinka paljon muun muassa EE2:n, E2:n, ibuprofeenin ja karbamatsepiinin DDD-
arvoilla naita ladkeaineita on kulkeutunut jateveteen Suomessa vuonna 2012. Laskelmista
ilmenee myds, mitkd ovat kyseisten aineiden arvioidut maarédt influentissa (jateveden
puhdistamolle tuleva jatevesi) ja efluentissa (jatevedenpuhdistamolta l&hteva jatevesi,
puhdistettu vesi).
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Taulukko 1: Laakeaineiden DDD- ja DDD/1000 as/vrk -arvot Suomessa vuosina 2016 —
2018%

Ladkeaineet DDD DDD/1000 as/vrk
Tulehduskipuladkkeet 2016 | 2017 | 2018
Diklofenaakki 0,19 4,20 4,02 3,76
Ibuprofeeni 129 | 50,48 | 49,14 | 49,73
Ketoprofeeni 0,159 | 1,00 0,81 0,74
Naprokseeni 0,59 6,23 6,01 5,86
Parasetamoli 30 33,85 | 35,78 | 36,46
Antibiootit

Doksisykliini 0,19 2,52 2,17 2,03
Metronidatsoli 159 0,06 0,05 0,06
Tetrasykliini 1g 0,53 0,46 0,40
Trimetopriimi 0449 0,84 0,77 0,74
Siprofloksasiini * 0,56 0,51 0,48
Verenpaineldakkeet

Atenololi 75mg | 2,32 2,10 2,05
Enalapriili 10mg | 23,72 | 22,76 | 22,96
Felodipiini 5 mg 7,21 7,22 7,46
Furosemidi 40mg | 3555 | 34,94 | 35,11
Hydroklooritiatsidi 25mg | 6,50 6,53 6,67
Metoprololi 0,159 | 11,49 | 11,01 | 10,33
Simvastatiini 30mg | 40,21 | 38,42 | 37,15
Asebutololi 0449 0,2 0,16 0,15
Sotaloli 0,16g | 055 0,45 0,30
Muut

Betsafibraatti 0,69 0,07 0,06 0,06
Karbamatsepiini 1g 1,52 1,44 1,40
Paroksetiini 20mg | 2,37 2,33 2,32
Terbutaliini 2mg 1,25 1,17 1,20
Varfariini 75mg | 16,04 | 14,80 | 12,64

* 1 g tabletit ja 0,5 g infuusioneste
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Taulukko 2: Hormonien ja hormonivalmisteiden DDD/1000 as/vrk -arvot Suomessa vuosina
2015 - 20182

Ladkeaineet DDD/1000 as/vrk
Hormonit 2019 | 2018 2017 2016
Estrogeenit 20,19 | 18,99 19,95 19,27
Luonnolliset ja 19,55 | 18,28 19,21 18,44
puolisynteettiset estrogeenit

Estradioli 13,70 | 12,77 13,38 12,44
Estrioli 584 | 5,52 5,83 5,99
Muut estrogeenit 0,65 0,71 0,75 0,83
Progestageenit 2,32 2,32 2,15 2,22

Systemaattisesti kdytettavat 45,63 | 44,22 42,21 42,16
hormonaaliset
ehkaisyvalmisteet
Progestageenien ja 9,85 9,72 9,81 9,82
estrogeenien
yhdistelmévalmisteet
Testosteroni 2,33 2,00 1,85 1,76

Loppuraportissa tehtyjen mallinnusten, mittausten ja Kirjallisuuskatsauksen perusteella Vieno
on esitellyt vuoden 2012 DDD-arvoilla EE2:sta siséltdvien ladkkeiden kayttomaaraksi
Suomessa 1,72 kg (33,55 DDD/1000 as/vrk). Tastda madrastd on arvioitu
jatevedenpuhdistamoille vuosittain paatyvéaksi méaaréksi noin 0,55 kg virtsan ja ulosteen
mukana. Vastaavasti E2:sen kdyttomaaraksi on arvioitu 31,7 kg/vuosi, kun oletetaan DDD-
arvoksi suurin pillereissa kdytettava DDD-arvo sekd DDD/1000 as/vrk on 16,02. Tamén lisaksi,
kun h&n otti huomioon ihmisten luontaisen E2:sen erittymisen virtsan ja ulosteen mukana
keskiméaaréisesti asukasta kohti (3,9 pg), jatevedenpuhdistamoille h&n arvioi péatyvan
vuodessa 15,3 kg. Tatd maaraa voi viela lisatd EE2:n hajoaminen aineenvaihdunnassa E2:ksi.
Suurimmaksi ldhteeksi hormonien jateveteen paatymiseen todettiin olevan kotitaloudet, joista
hormonit tulevat luonnollisen erittymisen seka la&kekéayton kautta jateveteen. E2-pitoisuuksiin
ei todettu vaikuttavan pistemaisesti mikaén teollisuus tms. yksittainen lahde.!

Ibuprofeenille k&yttoméaaraksi Vieno on arvioinut 106 000 kg/v DDD-arvolla 1200 mg. Tdman
perusteella jatevedenpuhdistamoille paatyvaksi méaéraksi on arvioitu 4240 kg/v, kun suun
kautta annostellusta ibuprofeenista noin 5 % erittyy virtsaan ja ulosteeseen. Vienon tutkimusten
mukaan kuitenkin ibuprofeenin massataseeksi saatiin influenttiin 8000 kg vuodessa. Tasta on
arvioitu lietteeseen tarttuvaksi 40 kg/v (0,5 %), biohajoavaksi 7830 kg/v (97,5 %) seka
efluenttiin  péatyvéksi 130 kg/v (2 %). Vastaavasti toiselle tulehduskipuldékkeelle
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diklofenaakille puhdistamoiden kuormaksi on arvioitu 895 kg/v, josta poistuma on vain 5% eli

845 kg paatyisi ympdristoon vuosittain.*

Karbamatsepiinin kayttoméaaréaksi on arvioitu 3500 kg/v, DDD-arvon ollessa 1000 mg, josta 56
ka/v (2 %) erittyy virtsaan ja ulosteeseen péatyen jatevedenpuhdistamoille. Vienon tutkimusten
mukaan karbamatsepiinin massataseeksi tuli 165 kg/v, josta 7 kg/v (4 %) tarttuu lietteeseen ja
3 kg/v (2%) biohajoaa. Taméan lisdksi karbamatsepiinikonjugaattien on arveltu hajoavan
puhdistamoilla, jonka takia karbamatsepiinikonjugaateista palautuu karbamatsepiiniksi 35 kg/v

(21%). Efluenttiin on todettu padtyvin vuosittain 190 kg (115 %) karbamatsepiinia.t

Seuraavissa kappaleissa kerrotaan tarkemmin estrogeenien metaboliasta ihmisen eri
elaménvaiheissa. Tarkastellaan myds estrogeenien ja niiden metaboliatuotteiden kulkeutumista
jatevedenpuhdistamoille. Kuten jo ylempéna mainittiin luonnolliset ja synteettiset estrogeenit
metaboloituvat ihmiskehosta useimmiten epé&aktiivisina glukuronidi-, sulfaatti- tai
sulfoglukuronidikonjugaatteina (kuva 10 ja 11). Estrogeenien poistamiseksi jatevedesta on
hyva ymmartad, kuinka paljon erilaiset vaestoryhmat luontaisesti erittavat eri estrogeeneja,
kuinka paljon estrogeeneja kéytetddn ladkekaytossd, virtsaan ja ulosteeseen erittyvien
estrogeenien ja niiden konjugaattien madradt sekd niiden mahdollinen muuntuminen

viemarissa.?*

Johnsonin ja Wiliamsin tutkimusten®* mukaan ulosteeseen erittyvd konjugoitunut estrogeeni
dekonjugoituu suolistossa, jolloin he olettivat, ettd ulosteen mukana tullut estrogeeni on
dekonjugoituneessa muodossa.?* EE2:sen metaboliasta on esitetty, ettd ensisijaisesti EE2:sta
osa (noin 43%) metaboloituu jo elimistossa. Taméa tapahtuu esimerkiksi 2-hydroksi-
17a0etinyyliestradioliksi ja 2-metoksi-17aetinyyliestradioliksi. Talldin osa EE2:sta hajoaisi
kokonaan elimistossd. Tasta jaljelle jadneestd 57 %:sta 30 % erittyy ulosteeseen ja 27 %
virtsaan, josta 63 % olisi glukuronidina ja 11 % muina konjugaatteina. EE2:sta erittyvd maara
riippuu paljon siité, paljonko sité kaytetdan ladkekaytossa. EE2 ei esiinny elimistdssé itsestéan,

silla se on puolisynteettinen estrogeeni.?*
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Kuva 10: Estrogeenien glukuronidikonjugaatit. a) 17p-estradioli-3-glukuronidi, b) 17a-
etinyyliestradioli-3-glukuronidi, c) estroni-3-glukuronidi ja d) estradioli-17-glukuronidi.



21

Kuva 11: Estrogeenien sulfaattikonjugaatit. a) estroni-3-sulfaatti, b) 17p-estradioli-3-sulfaatti

jac) 17a-etinyyliestradioli-3-sulfaatti.

El:sen ja E2:sen erittymisen maéarittdminen ei ole ollut niin yksinkertaista kuin EE2:n. E1:sen
ja E2:sen tapauksessa on tullut ottaa huomioon eri eldménvaiheessa olevat ihmiset ja liséksi
myo6s miesten ja naisten vélilld on eroja. Johnson ja Williams ovat olettanut, ettd ennen
murrosian alkamista seké tytdilla etta pojilla hormonituotanto on niin pientd, ettei se vaikuta
merkittavasti hormonien padtymiseen jatevesiin. Heiddn mukaansa suurimman ns. luontaisen
hormonipaaston aiheuttavat raskaana olevat naiset. Raskaana olevien naisten El:sen
paivittainen erittymismairan keskiarvo on noin 550 pg d* ja E2:sen 393 pg d?. Johnsson ja
Williams ovat esitténeet, ettd se osa joka E1:sta erittyy virtsaan olisi 47 % glukuronidi- ja 53 %
sulfaattikonjukaattina. E2:sta vastaavasti 71 % olisi glukuronidi- ja 29 %

sulfaattikonjukaattina.?

Naisilla El:sen ja E2:sen erittymisen madrd vaihtelee sen mukaan, misséd vaiheessa
kuukautiskiertoa nainen on. Keskiarvollisesti virtsan ja ulosteen yhteinen erittyminen on 11,7
ug d* (E1)ja3,2 ug d* (E2). Tutkimuksessa on huomattu E1:sen virtsan osuudesta 71 % olevan
glukuronidikonjugaattina. VVastaava maara E2:lla on 65 %. Vaihdevuosien aikaan El:sen ja

E2:sen erittyminen on erilaista kuin menstruaalisilla naisilla. VVaihdevuosien aikaan naisilla
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El:sen keskiarvollinen erittyminen on noin 1,8 pg d* (vaihteluvali on suuri eri tutkimusten
valilla) ja E2:sen 1 - 4,5 ug d. Erittyvéasta E1:sta glukuronidikonjukaatin osuus virtsassa on
noin 71 %, vastaava luku E2:lle on 72 %. Na&issa lukemissa ei ole otettu huomioon

hormonihoitoja, joita kaytetaan vaihdevuosien oireiden hoitoon.?*

Myo6s miehilld on oma osuutensa jatevedenpuhdistamoille p&atyvdan hormonikuormaan.
El:sen erittyminen miehilla on noin 28 — 3,9 pg d! virtsaan, josta 71 % on

glukuronidikonjugaattina. Vastaavat luvut E2:1le ovat 1,5 —2,1 pg d* ja 78 %.2*

3. Jateveden puhdistus — laékeaineet

Suomessa on aloitettu yleinen yhdyskuntien jatevedenpuhdistus 1960- ja 1970-luvuilla.
Ihminen tuottaa vuosittain jateveteen noin kilon fosforia ja viisi kiloa typped. Fosfori ja typpi
ovat suurimpia syita vesistdjen rehevoitymiselle.?® Ravinteiden ja taudinaiheuttajien paasy
vesistoihin ovat aiheuttaneet rantavesien rehevoitymisen ja pilaantumisen. Tutkijoiden
huolestuminen vesistojen tilasta ja lukuisat asukkaiden valitukset saivat aikaan sen, ettéd
jatevesia on aloitettu puhdistamaan noin vuonna 1910. Jatevedenpuhdistamoiden laajempaan
kayttoonottoon meni useampi vuosikymmen. Kasviravinteiden poistoa jatevedesta on aloitettu
suunnittelemaan, kun ympériston tila huononi jatevedenpuhdistamoista huolimatta. Fosforin
poistoa jatevesista on aloitettu kokeilemaan noin 1970-luvun puolivalissa ja typen poistoa vasta
1990-luvulla.?® Fosforin poissaantia on tehostettu koko ajan ja 2000-luvun puolella on
saavutettu noin 95 % poistuma. Vastaavasti typpeé poistetaan noin kolmannes. Ympariston tilaa
tarkkaillaan koko ajan ja tarpeen mukaan tehostetaan typen poistoa.?®

Paasaantoisesti jatevedenpuhdistuksesta tulee aina jonkin verran ymparistovaikutuksia
vesistoihin. Jatevedenpuhdistus ei ole 100 prosenttista kaikista haitta-aineista, ja esimerkiksi
biologisesta kasittelysta osa lietteestd voi kulkeutua ympdaristoon. Jonkun verran vaikutuksia,
vesistojen lisaksi, tulee myds maaperaan lieteen loppusijoituksen kautta. Y mpéristévaikutusten
mé&éara riippuu hyvin pitkalti puhdistamon puhdistustehosta ja kapasiteetista, mutta myos

puhdistamon sijainnista ja puhdistetun jateveden vastaanottavan vesiston tyypistd. Suomen
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jarvet ovat herkkia jateveden tuomille muutoksille niiden mataluuden ja pienen vesitilavuuden
takia.?

Padtekijat vesistoihin vaikuttamisessa ovat ravinnekuormitus ja rehevoityminen, kiintoaine,
hapenkulutus seké haitalliset aineet. Naiden lisaksi jatevedenpuhdistamot voivat vaikuttaa
vesistojen hygieeniseen tilaan. Liian suuren ravinnekuormituksen takia vesistot rehevoityvét
helposti. Rehevoityminen lisdd muun muassa levamassan kasvua ja veden samentumista.
Levadmassan kasvun seurauksena voi vesiston virkistyskéayttd kérsia, mutta osa levamassasta
voi olla myds myrkyllistd. Toisaalta taas levamassan kasvun lisdéédntyminen lisaa myds
levdmassan hajoamista, joka kuluttaa vedestd happea. Veden hapettomuus voi johtaa
kalakuolemiin, mutta se my0s lisd veden siséista kuormitusta. Veden sisainen kuormitus lisaa
sedimentoituneiden ravinteiden liukenemista pohjasedimentista takaisin kiertoon. Téalldin se
ruokkii levdmassan kasvamista edelleen. Jateveden mukana kulkeutuu, puhdistuksesta
huolimatta, jonkun verran myds Kkiintoainesta vesistdihin. Kiintoaines lisd4 vesist6jen
samentumista, mutta my0s rantojen ja pohjasedimentin liettymistd. Kiintoaineeseen
sitoutuneena vesistoihin paasee fosforia ja orgaanista ainesta, joka ymparistossa voi muuttua

liukoiseen muotoon. Talldin niilla on rehevoittamista edistava vaikutus vesistdihin.?

Rehevoitymisen aiheuttaman suurentuneen hapenkulutuksen lisdksi jateveden mukana
vesistdihin kulkeutuu happea suoraan kuluttavia aineita. Orgaaninen aines ja ammoniumtyppi
ovat ndista aineista merkittavimmat. Naiden happea kuluttava vaikutus on sama, mita kéytetaan
biologisessa jatevedenpuhdistamisessa hyoddyksi. Jatevedenpuhdistuksessa prosessiin
pystytddn lisddmaan happea toiminnan jatkumiseksi, mutta luonnossa prosessi edistéa
pahimmassa tapauksessa vesistot happikatoon. Vesistdjen mikrobit kéyttavat orgaanisen
aineksen ravintonaan ja kayttavét toimintaansa veden happea. Tatd hapenkulutusta seurataan
biologisella hapenkulutuksella (BHK, englanniksi BOD). Biologista hapenkulutusta voidaan
seurata myos esimerkiksi BHK7-arvolla, jonka alaindeksi kuvaa sitd ajanjaksoa, jossa
biologinen hapenkulutus on madaritelty. Tassa se on seitsemén vuorokautta. Ammoniumtyppi
vastaavasti kayttdd veden happea muuttuessaan nitraatiksi (nitrifikaatio). Happea kuluttavat
reaktiot ja prosessit toimivat parhaiten Suomessa kesélla, jolloin vedet ovat lampimimmillaan.
Hitainta se on talvikuukausina veden ollessa kylmempd4d. Sama patee myos
jatevedenpuhdistukseen. Kesalla myos korostuu hapen katoaminen, kun vesistéihin muodostuu
lampatilakerrostuminen. Talloin vesi ei pédse kiertdméan vesistossa samalla tavalla kuin

kevaisin ja syksyisin, jolloin lampdétilakerrostumista ei tapahdu juurikaan veden lammaon ollessa
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tasaista. Hapenkulutusta voidaan seurata biologisen hapenkulutuksen lisdksi kemiallisella
hapenkulutuksella (KHK, englanniksi COD).?

Néiden liséksi jatevedenpuhdistuksesta tulee haitallisia aineita vesistoihin. Haitalliset aineet
voivat olla tietoisesti jossain tuotettuja kemikaaleja, tahattomasti syntyneitd yhdisteitd tai
ympaéristossa ja vesistoissd jo olemassa olevia aineita. Tahattomasti syntyneita tuotteita voivat
olla esimerkiksi PAH-yhdisteet (polysykliset aromaattiset hiilivedyt) ja ymparistossa valmiina
olevia aineita voivat olla esimerkiksi raskasmetallit.> PAH-yhdisteitd on havaittu esiintyvan
ihmistoiminnan johdosta jatevesissd ja suurin osa niistd sitoutuu jateveden puhdistuksessa
aktiivilietteeseen. Tata kautta ne paatyvat maaperddn.?’ Haitalliset aineet kulkeutuvat
paasaantoisesti jateveteen kotitalouksista, mutta myo6s tuotannosta tai palvelutoiminnasta.
Kotitalouksista haitallisia aineita péasee jateveteen esimerkiksi ldékkeiden, kosmetiikan ja
kemikaalien kayton kautta. Haitallisten aineiden vaikutuksia jatevedessd, ja sita kautta

ymparistossa ei tiedeta tarkkaan.?

Jatevedenpuhdistamot poistavat tehokkaasti myo6s taudinaiheuttajia vedestd. Kuitenkin
taudinaiheuttajia paasee lapi jatevedenpuhdistuksesta ja paatyy sita kautta luontoon. Useimmat
niistd eivét selvid luonnonvesissa epdedullisten kasvuolosuhteiden takia, mutta esimerkiksi
norovirus voi selvitd luonnonvesissékin ja ndin aiheuttaa vesiepidemian. Tdméa on yksi syy
siihen, miksi jatevedenpuhdistamon paikka pitaa miettia tarkoin, koska jateveden purkupaikan
tulee olla sellainen, missé jatevedestd koituva kuormitus ei rasita lilkaa ymparistoa tai sita
kayttavia ihmisié. Purkupaikalla olisi hyvé olla tarpeeksi hyvé veden virtaama seké vaihtuvuus.
Naiden liséksi veden alajuoksulla ei valttdméatta kannata olla vedenottamoa tai uimarantaa. Jos

n&in on tulee jateveden terveysvaikutukset ja hygienia arvioida tapauskohtaisesti riittavéksi.2

3.1. Yleiset jateveden puhdistusmenetelmat Suomessa

Vuonna 2014 yhdyskuntien jatevedenpuhdistuslaitoksia oli Suomessa noin 500.
Jatevedenpuhdistamoiden toimintaa ohjaa ympéristOlupa, joka madrittdd, vesiston tarpeen
mukaan, puhdistusvaatimuksen jatevedenpuhdistamolle. Yleisesti puhdistamot pyrkivat
mahdollisimman hyvéaén lopputulokseen, jolloin puhdistustehot ovat parempia kuin sille
asetetut  vaatimukset. Jatevedenpuhdistus tehd&&n vaiheittain. Suomessa yleisin

jatevedenpuhdistusprosessi on mekaanis-biologis-kemiallinen. Mekaanisessa vaiheessa
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jatevedestd poistetaan kiinted aines, kemiallisessa vaiheessa fosfori ja biologisessa vaiheessa
typpi seki orgaaninen aines.?> Kuvassa 12 on esitetty pelkistetty kaavio siita, mitka vilivaiheet
jatevesi kay lapi jatevedenpuhdistuksessa Suomessa.

Jatevedenpuhdistuksen ensimmaéisessa vaiheessa jateveden seasta valpéatédan suurin kiintoaines
pois. Valppays suoritetaan yleensa kahdessa osassa. Laitoksista riippuen vélppéaykset voidaan
suorittaa perakkdin tai tehda hiekanerotus valppdyksien valissd. Vélppayksessé johdetaan
jatevesi ristikon 1api. Ristikoiden ristikkokoko vaihtelee laitoksittain. Karkeavalppayksessa
ristikkokoko voi olla esimerkiksi 10 mm ja hienovélppayksessd 3 mm. Valppéayksessa kiinni

jaanyt materiaali keratain talteen ja toimitetaan yleensé kaatopaikalle.?®

Seuraavassa vaiheessa tehdaéan hiekanerotus. Monille jatevedenpuhdistamoille tulee jateveden
mukana myos sade- sekd hulevesia. Ndiden mukana kulkeutuu puhdistamolle hiekkaa, joka
poistetaan hiekanerotuksessa. Hiekanerotuksessa poistuu myds muu raskas kiintoaines, joka on
tullut vélppayksen lapi. Hiekanerotuksessa saadaan myos jateveteen kertynyt rasva pois. Ennen
hiekanerotusta voidaan jateveden sekaan lisatad saostuskemikaalia, kuten ferrosulfaattia, joka
tehostaa kiintoaineksen poissaantia. Saostuskemikaali voidaan lisdatd my®s vasta ennen
ilmastusta. Tdssa vaiheessa voidaan jatevesi myos esi-ilmastaa, joka auttaa rasvan ja kevyen

kiintoaineksen poissaantia jateveden pinnalta.?®2829

Hiekanerotuksen jélkeen jatevedelle tehdaan esiselkeytys. Aikaisemmin lisatty ferrosulfaatti
saostaa liukoisen fosforin, joka saadaan myo6s esiselkeytyksessd pois jatevedestda muun
kiintoaineksen mukana. Kiintoaines kaavitaan lietetaskuihin odottamaan jatkokasittelya.
Esiselkeytyksen jalkeen systeemiin voidaan syottdada kalsiumkarbonaattia, jonka lisdyksella
haetaan parempia olosuhteita biologiselle puhdistukselle. Kalsiumkarbonaatti nostaa veden
puskurikykyd ja pH:ta. Talloin se estdd liiallisen pH:n tippumisen nitrifikaatiossa.

Kalsiumkarbonaatti auttaa myos jéljelle jaaneen fosforin saostuksessa.?®%°
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Kuva 12: Pelkistetty kuva Suomessa kéytssa olevasta yleisesté jatevedenpuhdistusprosessista.



27

Esiselkeytyksen jalkeen alkaa varsinaiseksi puhdistusmenetelméksi mielletty biologinen
puhdistus eli aktiivilieteprosessi. Biologisessa puhdistuksessa jateveden sekaan syOtetdén
aktiivilietettd, joka koostuu jokaiselle laitokselle ominaisesta mikrobikannasta ja muusta
biomassasta. Biologisen puhdistusmenetelmédn pééperiaate on, ettd pieneliot kéyttavat
jatevedessa olevia orgaanisia yhdisteitd ja ravinteita ravintonaan. Talloin vesistolle haitalliset
aineet siirtyvét pienelididen sisdén ja kun ne poistetaan jatevedestd, niiden mukana poistuvat
myos haitalliset aineet. Haitalliset aineet eivat tassd tapauksessa ole vélttamatta ihmiselle tai
ymparistolle haitallisia, mutta liiallisina kertymind ne aiheuttavat ongelmia luonnossa.
Esimerkiksi orgaaniset yhdisteet kuluttavat vesistdsta paljon happea, jolloin niiden paésysta
luontoon voi jarvissa ilmeté happikatoa. Useissa jatevedenpuhdistamoissa biologinen puhdistus
tapahtuu kahdessa osassa, hapettomissa ja hapellisissa olosuhteissa. Hapettomat olosuhteet
luodaan aktiivisella veden sekoittamisella sekd nitraattipitoisen lietteen Kierrattamisella
hapellisen altaan loppupéésté takaisin hapettomaan alkup&ahéan. Talldin prosessiin ei tarvita
ulkoista hiilildhdettd mikrobien toimintaan, vaan se voidaan ottaa kierratetysta jatevedesta.
Muita hiililahteitda voi olla esimerkiksi esiselkeytyksen ohittanut jatevesi tai metanoli.
Hapettomissa olosuhteissa mikrobikanta kéayttaa soluhengitykseen hapen sijasta nitraattia, jolla
voimistetaan typen poissaantia jatevedestd. Mikrobit muuttavat nitraatin typpikaasuksi. Tata
prosessia kutsutaan denitrifikaatioksi. Vastaavasti hapellisissa olosuhteissa tapahtuu
nitrifikaatio, jossa jatevesialtaita ilmastetaan. llmastus tapahtuu yleensd altaiden pohjalta
puhaltamalla sinne kompressoreilla ilmaa. Nitrifikaatiossa mikrobit muuttavat ammoniumionin
nitraateiksi. llmastuksessa tapahtuu myos ylijddmalietteen poisto. Ylijadmaéliete johdetaan

takaisin esiselkeytykseen, josta se poistuu muun lietteen ja kiintoaineksen kanssa.?8%°

Biologisen puhdistusprosessin jalkeen puhdistettu vesi johdetaan jalkiselkeytykseen, jossa liete
erotetaan puhdistetusta vedestéd laskeuttamalla se altaan pohjalle, kuten esiselkeytyksessakin.
Erona esiselkeytykseen on, ettd jalkiselkeytyksesta liete johdetaan takaisin ilmastuksen alkuun.
Jalkiselkeytyksen tilalla voi olla myds biologinen suodatin. Jalkiselkeyttimen jélkeen
puhdistettu vesi voidaan joko johtaa vesistoon altaan yldosasta tai viimeistella esimerkiksi
hiekkasuodatuksella. Hiekkasuodatuksessa vesi kulkee hiekkapatjan lapi ylhaalta alaspain.
Hiekkapatja koostuu metrin kerroksesta kivihiilta ja puolen metrin kerroksesta kvartsihiekkaa.
Hiekkapatja puhdistetaan ilmalla ja vedelld, jotka pumpataan patjan l&pi alhaalta yléspain
perakkéin. Hiekkaan jaanyt kiintoaines kertyy hiekkakerroksen pintaan, josta se poistetaan.
Hiekkapatjan pesuun kaytetty vesi ohjataan jatevedenpuhdistusprosessin alkuun uutta

puhdistusta varten.?>28.2
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Esikasittelyssa pois keréatty ylijadamaéliete ja muu kiintoaines johdetaan lietteen kasittelyyn. Liete
kuivataan ja kuljetetaan jatkokasittelypaikkaan, esimerkiksi Gasumille. Liete médéatetdan ja
kompostoidaan. Méadatyksen aikana lietteestd muodostuu biokaasua, mitd voidaan hyddyntaa
kaukoldmmdssa, sahkon tuotannossa tai autojen tankkauksessa. Kasitelty liete voidaan kayttaa

esimerkiksi lannoitteena tai maanparannusaineena.?®

3.2. Lainsdadantda  vesistoissa havaittaville haitallisille aineille ja niiden

poistomenetelmid jatevedesta

Kaikkialla Euroopassa on tavoitteena tuottaa kansalaisille hyvaa ja korkea laatuista juomavetta.
Puhtaan juomaveden takaamiseksi taytyy pitdd huolta vesistdistd, joista vesi otetaan
juomavesiin. Jatevedenpuhdistamot ovat yksi vesistoihin aiheuttavan ylimaaraisen kuorman
tuoja. Tastd syystd EU on ottanut direktiivissa 2013/39/EU® huomioon vesialueiden laadun
arvioinnin, saastuttaja maksaa -periaatteen, tarpeen innovatiiviselle ja edulliselle
jatevedenpuhdistukselle seka pilaantumisen syiden tunnistuksen ja niiden seurannan. Keski-
Euroopassa varsinkin korostuu yhteisten jateveden puhdistuksen ja vesist6jen valvonnan rooli,
koska vesistot joista juomavesi otetaan kulkevat joissain tapauksissa useamman valtion lapi.3
Vuonna 2015 EU maarasi paatoksella 2015/495% muun muassa etinyyliestradiolin, estradiolin,
estronin ja diklofenaakin tarkkailulistalle. Tarkkailulistan tarkoituksena on keratd tarpeeksi
seurantatietoja kyseisistd aineista. Seurantatietojen perusteella on voitu tehdd asianmukaiset
toimenpiteet ndiden aineiden aiheuttaman riskin kasittelemiseksi.®* Myéhemmin vuonna 2018
listaa uusittiin paatoksella 2018/840%, jossa diklofenaakki on poistettu tarkkailulistalta vedoten
siitd saatuihin korkealaatuisiin seurantatietoihin. Tuon paatoksen nojalla listalle on nostettu
siprofloksasiini. Listalle ei ole haluttu nostaa sellaisia aineita, joiden toksisuudesta on
epéilyksia tai niiden seurantamenetelmét ovat puutteellisia. Puutteellisuudella téssa
tarkoituksessa tarkoitetaan riittdvaa herkkyyttd, luotettavuutta tai vertailukelpoisuutta. Listan
seurantatietoja on hyodynnetty aineiden luokittelussa direktiivin 2000/60/EY 16 artiklan 234
mukaiseen tarkeysjarjestykseen. Tarkkailulistalle nostetuttujen aineiden valinta on tehty niiden
aineiden joukosta, jotka voivat aiheuttaa vesiymparistolle tai vesiympériston vélityksella
merkittavan riskin unionin alueella. N&iden aineiden seurantatiedot ovat olleet ennen listalle

nostoa kuitenkin riittamattémat todellisen riskin vahvistukseen.3?
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EU on asettanut raja-arvoja erilaisille haitallisille aineilla, kuten laakeaineille tai
raskasmetalleille. N&it4 raja-arvoja ovat muun muassa arvioitu haitaton pitoisuus PNEC
(predicted no-effect concentrations) ja EQS (enviromental quality standard). EQS on
ymparistélaatunormi, joka on asetettu vesistoille kuvaamaan haitta-aineen raja-arvoa. Kun
vesistd saavuttaa EQS-arvot alittavat arvot haitta-aineiden osalta, vesistd voidaan luokitella
kemialliselta puhtaustasoltaan  hyvéksi. Nama arvot on asetettu nimenomaan
(luonnon)vesistoille. Puhdistetulle jatevedelle ei ole annettu EQS-arvoja muille haitta-aineille
kuin elohopealle ja kadmiumille.! Ympariston kannalta on erittdin hyva, ettd vesistdjen haitta-
ainepitoisuuksia seurataan. Samalla voitaisiin seurata tarkasti myds vesistoihin pééstettavia
puhdistettuja jatevesid ennen vesistoihin laskua. Talloin tiedettéisiin reaaliaikaisesti koko ajan
puhdistamoilta ymparistoon kulkeutuvat haitta-ainepitoisuudet. Talldin voitaisiin reagoida
mahdollisiin korjaustoimenpiteisiin jo aikaisemmin ja spesifisemmin. N&in olisi myds
helpompi kehittdd uusia hyvia, toimivia ja taloudellisia menetelmié haitta-aineiden, tai jonkun

tietyn haitta-aineen, poistoon, jos sitd ilmenee enemman toisella alueella kuin toisella.

Alla olevissa kappaleissa on kasitelty yleisten jateveden puhdistusmenetelmien vaikutuksia
jateveden laakeaine- ja hormonipitoisuuksiin. Ne kertovat paljon jatevesilaitoksen nykyisesta
toimintakapasiteetista haitta-aineiden suhteen. Kappaleissa on my6s kasitelty muita
menetelmid, joita on kehitetty la&keaineiden ja hormonien poistoon jatevedesta.

3.2.1. Yleisten jateveden puhdistusmenetelmien vaikutukset laékeaineisiin ja

hormoneihin

Suomessa on  hyvin  usein  kadytdssa  jatevedenpuhdistuslaitoksilla  biologinen
jatevedenpuhdistusprosessi, joka tuottaa paljon kaatopaikalle menevaa kéytettya aktiivilietetta.
Aktiiviliete toimii haitta-aineiden sitojana, jolloin haitta-aineet, tdssé tapauksessa ladkeaineet
jahormonit, poistuvat jatevedesté lietteeseen puhdistuksen aikana. Sitoutuminen lietteeseen voi
tapahtua joko ld&keaineiden ja hormonien funtionaalisten tai niiden positiivisesti varautuneiden
ryhmien avulla. Ladkeaineiden ja hormonien funktionaaliset ryhmat vuorovaikuttavat lietteessa
olevien mikro-organismien soluseindmien ja rasvamolekyylien kanssa. Tatd kutsutaan
absorptioksi. Vastaavasti ladkeaineiden ja hormonien positiivisesti varautuneiden ryhmien
vuorovaikutusta mikrobien negatiivisesti varautuneen pinnan kanssa kutsutaan adsorptioksi.

Lietteeseen adsorptoitunut aine voi myos irrota, jolloin tapahtuu desorptio. Adsorptioon
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vaikuttaa merkittavasti lietteen laatu ja sen pH. pH:lla on suuri merkitys myods adsorptiossa.
Raakalietteen (esiselkeyttimiltd) pH on yleensd alhaisempi kuin ylijadmalietteessa
(aktiiviliete). Raakalietteessa Gljyjen ja rasvojen madra on suurempi kuin aktiivilietteessa.! pH
vaikuttaa erittdin paljon aineiden adsorptioon, koska kun veden pH on yli aineen pKa -arvon
aine on deprotonoitunut ja vastaavasti kun pH on alle pKa -arvon aine on protonoitunut. Toisin
sanoen mitd happamampaan menndén sitd vdhemman aine on ionisoituneessa muodossa, jolloin
silla on positiivisempi varaus kuin ionisoituneella, joten sitd enemman ainetta adsorpoituu

lietteeseen.13°

Ladkeaineiden ja hormonien sitoutumiseen lietteeseen vaikuttaa lietteen liséksi myos aineen
ominaisuudet, eritoten aineen lipofiilisyys (rasvaliukoisuus) ja happamuus. Mité korkeampi
rasvaliukoisuus sita suurempi biokertyvyys ja sitd helpommin aine tarttuu myos lietteeseen.
Y leensé biokertyvyyden rajana pidetaan log Kow > 4. Aineiden rasvaliukoisuutta kuvataan log
Kow-arvolla, joka kuvaa aineen liukoisuutta oktanoli-vesifaasien vélilla. Mitd suurempi log Kow
-arvo sitd rasvaliukoisempi aine on. Vastaavasti aineiden happamuutta kuvataan pKa -arvolla,
jota kutsutaan happovakioksi. Mit& pienempi happovakion arvo on sen vahvempi happo on
kyseessd. Taulukkoon 3 on esitetty ladkeaineiden log Kow -, pKa -arvoja, vesiliukoisuutta,
Henryn lain vakioita ja adsorptiovakiota seka biologisia hajoamisvakioita. Henryn lain vakiot
kuvaavat aineen haihtumista liuoksesta (vesiliuos tms. heikkoliuos). Tassé tapauksessa kyse on
esimerkiksi aineen haihtumisesta aktiivilietteestd ilmastuksen aikana. Taulukossa 4 on

ilmoitettu vakioiden merkitys haihtuvuudelle.?

Adsorptiovakion log Kq avulla voidaan arvioida aineen tarttumista adsorptiolla tai absorptiolla
johonkin tiettyyn lietteeseen. Aineen voidaan olettaa sitoutuvan merkittavasti lietteeseen sen
log Kg-arvon ollessa yli 2,7. Vastaavasti biologisen hajoamisvakion Kpioi avulla voidaan
arvioida aineiden biologista hajoavuutta prosessissa. Jokaiseen ladkeaineeseen vaikuttaa
yksilollisesti esimerkiksi, onko jatevedenpuhdistusprosessissa hapettomat vai hapelliset
olosuhteet. Taulukossa 5 on esitetty arvoja biologisen hajoamisvakion merkitykselle.
Esimerkiksi hormonit E2 ja EE2 seké& ibuprofeeni ovat erittdin biohajoavia yhdisteitd niiden
knio-arvojen ollessa reilusti yli 5. Biologiseen hajoamiseen vaikuttaa my0ds veden vaikutusaika

lietteen kanssa seké reaktorin lietepitoisuus.*
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Taulukko 3: Ladkeaineiden ja hormonien log Kow -, pKa-arvoja, vesiliukoisuuksia, Henryn lain

vakioita ja adsorptiovakioita seka biologisia hajoamisvakioita®*

Aine | Henrynvakio | Vesiliukoisuus pKa log Kow | log Kd Kbiol
(atm - m® - mol™) (mg I'Y (L-gSS?t-d?
E2 3,6-101 17-36 - 4,01 2,73 800
EE2 7,9 -1012 47-19 - 3,67 - 2,5 9
4,2
DCF 47 - 1012 2,37 - 50 4,15 4-4511| 12-21 <01-172
IBF 1,5 - 107 21 4,91 3,97 <13 35
CBzZ 1,1-107° 17,7 13,9 2,45 <1,3 0,048
CIP 51-10%° 30 000 3,01;6,27; | 0,28 4,3 -
8,87;
10,58
NOR 8,7 -10%° 178 000 3,11;6,26; | -0,13 4,2 -
8,85;
10,56
OFL 5,0-10% 28 300 597,765 | -0,39 - -
SXT 6,4 - 1013 610 1,85;5,6 0,89 2,05 - -
2,60
KET 2,110 51 4,45 3,12 - -
NPX 3,4-1010 15,9 4,15 3,18 2,34 -
ACE 1,3-10% 259 9,2 1,71 - -
ATE 1,4 - 1018 13 300 9,6 0,16 1,6 -
MET 1,4-107"3 4780 9,7 1,69 0,5 -
SOT 2,710 137 000 9,55 0,24 1,6 -
BZF 2,110 0,355 3,61 4,25 - -

Taulukko 4: Henryn lain vakioiden merkitys haihtuvuuteen?

Henryn  vakio Merkitys
(atm - m® - mol?)

>2.10% Erittain haihtuva
2-10%-2.10° Haihtuva
2-10°-2-10% | Hieman haihtuva
<2-10° Haihtumaton

Taulukko 5: Biologisen hajoamisvakion merkitys?

Kbiol Merkitys

(L -gSS?!-d?

Kbiol > 5 Erittdin biohajoava

1 <Kpio1 <5 biohajoava

0,5 <knioi <1 jonkin verran biohajoava
Kbiot < 0,5 Biohajoamaton
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Yhdisteen hyva biologinen hajoaminen ei aina tarkoita aineen pitoisuuden pienenemista
jatevedenpuhdistusprosessin aikana. Jotkin yhdisteist4 voivat hajota toisiksi yht& haitallisiksi
tai haitallisemmiksi yhdisteiksi prosessin aikana. Esimerkiksi diklofenaakki ei juurikaan ole
biohajoava, mutta sitd voi muodostua prosessissa “lisdd” toisen tulehduskipulédékkeen
aseklofenaakin biohajoamistuotteena. Biologinen hajoaminen tapahtuu mikrobien avustuksella
joko niin ettd mikrobi hajottaa aineen ja ottaa sen hajoamisessa muodostuneen energian
itselleen tai kayttdd jonkun muun samanaikaisesti hajonneen aineen energiaa muiden aineiden
hajottamiseen. Jalkimmadisen oletetaan olevan yleisempéd, koska orgaanista materiaalia on

satoja mg It kun taas ldakeaineita ja hormoneja yms. haitta-aineita on noin ng- pg I

Yhdisteiden suora kemiallinen muuttuminen on hyvin vahaista jatevedenpuhdistusprosessissa
ilman voimakkaasti hapettavia olosuhteita. Kuitenkin sitd tapahtuu jonkun verran biologisen
toiminnan takia. Esimerkiksi nitrifikaatiossa muodostuva nitriitti voi reagoida diklofenaakin,
sulfametoksatsolin, ja EE2:sen kanssa muodostaen nitroyhdisteitd. Nama eivat kuitenkaan ole
pysyvia yhdisteitd vaan hajoavat takaisin alkuperaiseen muotoon nitriitti-pitoisuuden laskiessa,
jolloin ladkeaineet ja hormonit eivét poistu jatevedestd vaan muuttavat vain hetkellisesti

muotoaan.!

My0ds vuodenaikojen on havaittu vaikuttavan l&dkeaineiden poistumiseen biologisessa
prosessissa. Talvikuukausina keratyissa ndytteissa poistumisprosentti on noin 61 %, kun
keskiarvollisesti se on muutoin yli 80 %. Té&han suurin syy on jateveden lampdtila
puhdistusprosessin aikana, joka on talvisin matalampi kuin muina vuodenaikoina. Myos
joidenkin ladkeaineiden osalta on huomattu eroja sateisten ja sateettomien péivien vélilla.
Esimerkiksi ibuprofeeni ei juurikaan ole hajonnut rankalla vesisateella. Tahan syyksi on epdilty
sitd, ettd rankka sade muuttaa reaktorin vesimaarad, jossa ladkeaineet saavat olla
vuorovaikutuksessa aktiivilietteen kanssa. Sateisina paivina reaktoriin tulee lis&a vettd, jolloin

puhdistettavan veden reaktorissa oloaika lyhenee, koska reaktorin tilavuus on rajallinen.®

Tutkimukset ovat osoittaneet, ettd jatevedenpuhdistamot vaikuttavat merkittavasti vesistéjen
mikrosaasteiden aiheuttamaan pilaantumiseen. Tdmé& johtuu osittain siitd, ettd jateveden
puhdistamoita ei ole suunniteltu puhdistamaan henkilokohtaisen hygienianhoitotuotteiden ja
laskkeiden tuomaa kuormaa jatevesista. Artikkelissa®® tutkijat ovat keranneet pitoisuuksia
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maissa. Nama arvot nakyvét Taulukossa 6.

Taulukko 6: E2- ja EE2-pitoisuuksia pintavesistd, influentista ja efluentista Euroopan maissa®

Yhdiste Vesityyppi | Pitoisuus (ng I Valtio
Influentti <97 Portugali
Influentti 64 Belgia
Efluentti 15 - 27 Saksa
Efluentti 17 USA

Estradioli Efluentti <10 Ruotsi
Pintavesi 9,5 Italia
Pintavesi 9 Italia
Pintavesi 1 Italia (Rooma)
Pintavesi <1 Alankomaat
Influentti <39 Portugali
Influentti 106 Belgia
Efluentti <1 Espanja

Etinyyliestradioli | Efluentti 0,04 Ruotsi
Pintavesi 11 Italia
Pintavesi 0,04 Italia (Rooma)
Pintavesi <500 Alankomaat

N&ind pdivind on tutkittu jo jonkun verran, miten niin

jatevedenpuhdistusmenetelmét poistavat Kkiertoon palaavasta vedestd eri lddkeaineita ja
hormoneja. Koko ajan kehitetddn myds uusia, tehokkaampia ja taloudellisempia menetelmia
niiden poistamiseen, vanhojen menetelmien rinnalle. Menetelmien tavoitteena on myds saada
haitta-aineista helposti havitettavid. Esimerkiksi ladkeaine tai hormoni poistuu jatevedesta
aktiivilietteeseen biologisessa prosessissa.! Tall6in ongelma poistuu vedestd, mutta paatyy
luontoon lietteen kautta. Tastd syysta liete ei ole paras ladkeaineiden ja hormonien
poistomenetelmd, koska se vain siirtdd ongelmaa toisaalle. Myodskadn biologinen
puhdistusprosessi ei poista kaikkia haitta-aineita 100 prosenttisesti (kts. alla). Tastd syysta
halutaan kehittdd tehokkaita menetelmid, jotka joko hajottavat l4d&keaineet ja hormonit

haitattomaan muotoon tai ne voitaisiin kerata talteen ja hyédyntaa edelleen.

Vastaavasti Suomessa on tehty muutama kattava tutkimus Suomen jatevesien ladkeaineiden ja
hormonien pitoisuuksista. Kaksi naista ovat Ayston ym. loppuraportti Kartoitus laakeaineista
yhdyskuntajatevedessa ja pintavedessa®® ja Vienon vaitoskirja Occurrence of pharmaceuticals

in Finnish sewage treatment plants, surface waters and their elimination in drinking water
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treatment processes.® Naista tutkimuksista on koottu tuloksia Taulukkoon 7. Taulukossa 7 on
esitetty havaittuja pitoisuuksia eri laékeaineista ja hormoneista seka jatevesilaitokselle
tulevassa (influentti) etta sieltd pois l&htevastd niin sanotusta puhdistetusta jatevedesta
(effluentti). Taulukossa 7 on myds esitetty l0ydettyja PNEC ja EQS arvoja kyseisille
la&keaineille ja hormoneille. Kaikille ei valttaméatté ole ollenkaan kyseisié arvoja, ja joillekin

vain ehdotettuja arvoja. Ehdotetut arvot ovat merkitty sulkuihin.

Taulukkoon 8 on koottu prosentuaalisesti puhdistusprosessin aikana nestefaasista poistuneet
laskeaineet Vienon vaitoskirjan®® tulosten mukaan. Suurimman osan ladkeaineiden poistuma
on ollut kohtuullisen hyva. Kyseisessa tutkimuksessa karbamatsepiini oli ladkeaineista ainut,
jonka madré kasvoi puhdistusprosessin aikana. Siihen Vieno pohti todenndkdisimméksi
selitykseksi karbamatsepiinin glukuronidikongujaatin hajoamista biologisen

puhdistusprosessin aikana takaisin aktiiviseksi karbamatsepiiniksi.*®
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Taulukko 7.1: Aystén ym. loppuraporttin®® ja Vienon viitoskirjan tuloksia ldakeaineista ja hormoneista Suoman jatevesissa

Mitattu ladkeaine/hormoni Influentti Effluentti PNEC EQS
Kirjallisuusviite Vieno®® Aystoh (ng| Vieno® Aystoh Vienol3® Aysto
(ug 1) ) (ug 1) (ug 1) (ng I)
Hormonit
17a0-etinyyliestradioli - 0 - 0,00002 - (0,035/0,007 ng I'Y)
17B-estradioli - 0 - 0,02 - (0,4/0,08 ng I'Y)
Estrioli - 0 - 0,00075 - -
Estroni - 10 - 20 - - - -
Progestroni - 0 - - - -
Testosteroni - 0 - - - -
Tulehduskipuldakkeet
Diklofenaakki 0,42 10 -90 0,35 0,1 116 000 (0,1/0,01 pg I
Ibuprofeeni 16,1 20 - 80 0,65 7,1 5000 (0,01 pg I
Ketoprofeeni 2,06 < LOQ (10) 0,37 15,6 306 000 -
Naprokseeni 5,72 110-180 0,69 21,2 560 -
Parasetamoli - 0 - 9,2 -
Antibiootit
Doksisykliini - 0 - 15,2 - -
Metronidatsoli - 0 - - - -
Ofloksasiini 0,10 <10-10 0,02 - 530 -
Sulfametoksatsoli - 10 - - - -
Tetrasykliini - 20 - 0,31 - -
Trimetopriimi - 100 — 460 - 16 - -
Tylosiini - 0 - - - -
Siprofloksasiini 0,60 - 0,06 - 3000 -
Norfloksasiini 0,12 - <LOQ - - -
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Taulukko 7.2: Aystén ym. loppuraporttin®® ja Vienon viitoskirjan tuloksia ldakeaineista ja hormoneista Suoman jatevesissa

Mitattu ladkeaine/hormoni Influentti Effluentti PNEC EQS
Kirjallisuusviite Vieno®® Aystoh Vieno® Aysto Vienol?® Aysto
(ug I (ng I (ug I (ug I (ng 1)
Verenpaineldakkeet
Atenololi 0,80 <LOQ (5) 0,33 77,7 310 000 -
Enalapriili - 0 - - - -
Felodipiini - 0 - - - -
Furosemidi - 380 — 1400 - 45,14 - -
Hydroklooritiatsidi - 1800 — 6700 - - - -
Metoprololi 1,06 1400 — 2200 0,76 8,8 7 900 -
Simvastatiini - 0 - 9,6 - -
Asebutololi 0,34 - 0,14 - -
Sotaloli 0,83 - 0,28 - 300 000
Muut
Albuteroli - < LOQ (10) - - - -
Betsafibraatti 0,97 0 0,24 - 200 000 -
Syklofofamidi - 0 - - - -
Ifosfamidi - 0 - - - -
Karbamatsepiini - 30 - 330 - 4,92 420 -
Paroksetiini - 0 - 1,6 - -
Terbutaliini - 0 - - - -
Varfariini - 0 - - - -
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Taulukko 8: Lé&&keaineiden poistumia prosentuaalisesti  (keskiarvo) jateveden

puhdistusprosessissa®

Ladkeaine Poistuma (%)
Siprofloksasiini 84
Norfloksasiini 81
Ofloksasiini 92
Karbamatsepiini -121
Diklofenaakki 17
Ibuprofeeni 95
Ketoprofeeni 82
Naprokseeni 85
Asebutololi 47
Atenololi 51
Metoprololi 17
Sotaloli 65
Betsafibraatti 58

Myo6s Suomen vesilaitosyhdistys ry on koonnut Suomen tutkimustiedoista arvoja haitta-
aineille. N&ité arvoja on tdydennetty EU:sta ja USA:sta saatavilla tiedoilla, jos Suomesta ei ole
I6ytynyt tutkimustuloksia kyseiselle haitta-aineelle. Vastaavasti EQS-arvot ovat ehdotettuja

arvoja tai vahvistettuja Sveitsissa.® Taman tyon osalta oleelliset arvot on koottu Taulukkoon 9.

Taulukko 9: Haitta-aineiden arvoja vedenpuhdistamoilla ja niille annettuja PNEC- ja EQS-

arvoja®
Mitattu Influentti Effluentti PNEC EQS
laakeaine/hormoni (ug 1" (ug I (ug I (ug I
Ibuprofeeni 15 0,12 0,001 0,3
EE2 0,0005 0,000004 0,000035
E2 0,039 0,0005 0,000042 0,0004
Sulfametoksiatsoli 0,1 0,013 0,6
Diklofenaakki 0,52 0,66 0,5 0,1
Karbamatsepiini 0,29 0,33 0,09 0,5

Johnsonin ja Williamsin tutkimuksessa?* on esitelty viela tarkemmin estrogeenien erittymisté
sekd otettu my6s huomioon hormonihoitojen aiheuttama kuorma. Heidan tutkimuksessaan
myos esitetaan malleja konjugaattien muokkautumisesta kulkeutuessaan
jatevedenpuhdistamolle. He arvioivat, ettd glukuronidikonjukaatit dekonjugoituisivat kokonaan

ennen jatevedenpuhdistamolle tuloa. Vastaavasti sulfaattikonjugaatit sdilyisivat ja néin
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vahentéisivat osaltaan estrogeenikuormaa jatevedenpuhdistuksessa. He huomasivat my®ds, etta
todenndkdisesti osa E2:sta muuttuu viemadrissa E1:ksi. llman lisatutkimuksia tarkempaa tietoa
he eivat osanneet antaa, kuinka paljon  hapettumista  tapahtuu  ennen
jatevedenpuhdistuslaitokselle paasyé. Kuitenkin on todettu, ettd arvio 50 %:n muuntumisesta

olisi realistinen.

McAdam, E. J. et al®® Kasitteli tarkemmin estrogeenien poistumista erilaisissa aktiivisissa
lieteprosesseissa (ASP). Tutkimuksessa selvitettiin estrogeenien E1, E2, EE2 ja E3 poistumista
lieteprosessin aikana. Erilaisina ASP:na kaytettiin prosessia, jossa oli vain aktiivihiilta kdytdssa
(ASPcan), aktiivihiilta ja nitrifikaatio seké aktiivihiili, nitrifikaatio (ASPyit) ja denitrifikaatio
(ASPhit/denit.). Tutkimuksessa kaytettiin oikeaa jatevettd, joka tuli joko tdysimittaisesta
jateveden puhdistamolta ASPcarb ja ASPnitdenit. tai keskikokoiselta puhdistamolta ASPhit.
Yhdistyneesta kuningaskunnasta. Jatevesi on ollut ndytteita otettaessa levannytta, eli sakka on

painunut altaan pohjaan.3®

Tuloksina he saivat estrogeenien biohajoamiseksi puhdistamoilla 80 % ASPhit/denit:Ila ja 91 %
ASPhit:lla. Vastaavasti ASPcarb:lle tulos oli 51 %. Tuloksesta he paéattelivat aktiivihiiliprosessin
olevan merkittdva osa estrogeenien biohajoamista puhdistamoilla. Kuitenkin he totesivat
nitrifikaatioprosessin tehostavan sitd huomattavasti.*® Tutkimuksen?* mukaan on myds todettu
E2:sen hajoavan E1:seksi aerobisissa olosuhteissa laimennetun aktiivilietteen (10 %) kanssa.
Esimerkiksi 24 tunnissa (37 °C) E2:sta hajosi jopa 64 % E1:seksi kun lasna oli ulostemateriaalia
yli 10 %. Taméan perusteella on voitu arvioida E2:sen olevan helposti hajoava, joten E2:n

todennikaoisesti hajoaa myos jonkun verran viemarissa E1:seksi.?*

3.2.2. TOXCHEM-mallinnus apuna havainnollistamaan laékeaineiden hajoamista

biologisen jatevedenpuhdistus prosessin aikana

Haitalliset aineet jatevedenpuhdistamoilla -hankkeen loppuraportin® tutkimuksissa kaytettiin
apuna TOXCHEM-ohjelmaa, jolla pyrittiin mallintamaan tyypillisia suomalaisia jateveden
puhdistusprosesseja —  aktiivilieteprosessia ja tehostettua biologista typenpoisto

nitrifikaatiodenitrifikaatiomenetelmaa.!
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Tutkijat tekivét selvityksen hormoneista E2 ja EE2. E2:sta havaittiin 83 % influenttindytteista
yli maaritysrajan, joka oli 0,01 — 0,001 pg I* ja sen keskimaaraiseksi pitoisuudeksi saatiin 0,064
ug I't. Maaritysraja kertoo analyysimenetelman mittausrajoista. Efluenttindytteistd vastaava
pitoisuus oli 0,0013 pg I't. EE2:n osalta naytteiden pitoisuus oli kaikissa alle maaritysrajan.
Néytetulosten tuleminen molemmin puolin  madritysrajaa kertoo nédytematriisin
analyysihaasteista, esimerkiksi pienistd ja isolla vaihteluvalilla olevista pitoisuuksista.
Tutkimuksessa mukana olleista jatevedenpuhdistuslaitoksilta pystyttiin havainnoimaan
keskimaarin noin 97 % poistuma E2:lle. Kokonaisuudessaan puhdistamoiden E2-kuormasta on
arvioitu TOXCHEM-mallinnuksen avulla 54 % sitoutuvan lietteeseen ja 44 — 46 %
biohajoavan. E2:sen on arvioitu olevan hyvin biohajoava olosuhteiden happitilasta riippumatta.
EE2 vastaavasti on olut biohajoava erityisesti hapellisissa olosuhteissa.t

Tutkijoiden arvion mukaan E2-kuormasta alle 1 % paatyisi puhdistettuun jateveteen. Kuitenkin
heidan mukaansa todellisuudessa lietteeseen sitoutuneen E2:sen maéara voi vaihdella suurestikin
puhdistamoiden erilaisten olosuhteiden ja lietteen ominaisuuksien takia. Sitoutumisen maaraan
vield vaikuttaa estrogeenien taipumus irrota (desorptio) lietteestd. Mallinnuksen mukaan 20 —
44 % EE2:sta paatyy efluenttiin. Maara riippuu biologisesta puhdistusmenetelmésta seké veden
viipymasta prosessissa. Heidan arvionsa mukaan riippumatta olosuhteista EE2:sen lietteeseen
sitoutuminen olisi noin 35 %. Sen mukaan efluentissa EE2-pitoisuus olisi 0,2 — 0,4 ng I, mika

on yli sille ehdotettujen EQS-arvojen.?

TOXCHEM-ohjelmalla on mallinnettu myos ladkeaineita, diklofenaakkia, karbamatsepiinia ja
ibuprofeenia. Néaiden l&&keaineiden pitoisuuksia on mitattu vain sellaisilta jateveden
puhdistamoilta, joissa on kaytdossa aktiiviliete tai biologinen typenpoisto. Niiden
keskimaarainen pitoisuus efluentissa on biologisissa typenpoistolaitoksissa 1,5 pg I* (DCF),
0,75 ug It (CBZ) ja 0,2 ug I't (IBF). Vastaavat pitoisuudet aktiivilietelaitoksissa ovat olleet 0,7
ug I, 0,25 pg It ja 0,1 — 0,2 pg I't. Karbamatsepiinin pitoisuuksiin on alentavasti vaikuttanut

selkeasti jalkikasittely, kun taas ibuprofeenille silla ei ole ollut vaikutusta.®

Ibuprofeenilla on korkeat poistumat jatevedesta riippumatta juurikaan puhdistusmenetelmasta
tai puhdistamon koosta, kaikissa yli 90 % ja keskimaaréisesti 98 %. Mallinnuksen mukaan
ibuprofeenin tarkein poistumareitti on biohajoaminen (kuva 13). Tasta huolimatta efluenttiin

ibuprofeenista paatyy 8 — 36 %. Vastaavasti taas karbamatsepiinin keskimaardinen poistuma on
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- 5 %. Toisin sanoen karbamatsepiinin pitoisuus kasvaa puhdistusprosessin aikana. Eniten
kasvua on havaittu niill4 puhdistuslaitoksilla, jotka ovat kdyttaneet jalkiké&sittelymenetelmana
hiekka- tai biologista suodatusta. Poistuma biologisella typenpoistomenetelméll4d on — 30 % ja
aktiivilieteprosessissa 10 %. Mallinnuksen mukaan 90 — 94 % karbamatsepiinista péaatyy
puhdistettuun jateveteen, sen biohajoaminen (2 — 10 %) ja lietteeseen tarttuminen (4 %) on
hyvin vahaistd. Viipyméan pidentdminen mallin mukaan parantaa sen biohajoamista, mutta ei

enempaa kuin 10 %.!
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Kuva 13: Esimerkkeja ibuprofeenin biohajoamistuotteista. a) ibuprofeeni, b) karboksi-

ibuprofeeni ja ¢) 2-hydroksi-ibuprofeeni.®®

3.2.3. Antibiootit jatevedessa

Talla hetkelld antibiootit ovat yksi kysymysmerkki lisdd ladkeaineiden joukossa, miten ne
vaikuttavat ymparistéon. Ei tiedetd vaikuttaako antibioottien péasy ja oleminen vesistoissa
antibioottiresistenssiin. Suurin osa antibiooteista ei imeydy kehoon hyvin ja usein ne myds
metabolisoituvat heikosti. Joistakin yhdisteisté voi metaboloitua jopa 90 % kéyton jalkeen, kun
taas osalla metaboloituminen voi olla alle 10 prosenttia. Tast4 syysta antibiooteilla on suuri
mahdollisuus paasta jateveteen ja sitd kautta jatevedenpuhdistamoille muuttumattomina tai
metaboliitteina. Antibioottien ominaisuus on olla tehokkaita pienissakin pitoisuuksissa, jolloin

on sanomattakin selvad, minka riskin ne aiheuttavat paastessadn vesistoihin tai lietteen mukana
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maaperadn. Maaperasta niilla on myos padsy sadevesien mukana pohjavesiin, mutta myos
mahdollisuus ajautua kasveihin. Niiden kautta ne voivat keréantyé edelleen kasveja kayttaviin

organismeihin, kuten elaimiin tai ihmisiin.®’

Jatevedenpuhdistamoilta on mitattu paivittdin lahtevan vesistdihin sadasta tuhanteen mikro-
organismipesakettd, joilla on mahdollisuus lisdéntyd. Suuressa osassa naista on arvioitu olevan
jonkin asteista antibioottiresistenssia. Lietteistd vastaavasti mitataan haitallisten aineiden tasoja
ennen niiden kayttéa lannoitteina tai levittdmistd maaperdan, mutta monesti lietteiden
jaannoksista tehdaan erilaisia sekoituksia, joiden kokonaismyrkyllisyydesta ympéristolle ei ole
tietoa. Ne yhdisteet, jotka ovat hyvin pysyvid eivatkd biohajoa helposti siirtyvat néin
maaperaan. Talloin esimerkiksi pitkdan lannoittamalla maaperan kuormitus voi olla hyvinkin
korkea. Siprofloksasiini on yksi niistd ladkeaineista, jotka ovat pysyvid lapi
jatevedenpuhdistuksen. Téastd syysté jatevedenpuhdistuksesta tulevan lietteen levitys maahan
on joko rajoitettua tai kiellettyd vedoten ihmisten tai karjan terveysriskeihin. EU on satényt
tdhan direktiivin, jonka perusteella voidaan lietteen kdytto lannoitustarkoituksessa Kieltad, jos
sen pitoisuudet ylittdvat sallitut rajat. Rajat ovat kuitenkin madratty enimmakseen
raskasmetalleille, ja laékkeille ei ole madritetty raja-arvoja. Suomessa lietteen kaytto
lannoitteena on sallittua niin kauan kun se ei aiheuta haittaa ihmisille, eldimille tai kasveille

seka silla on positiivinen vaikutus kasvien kasvuun.®’

Jatevedenpuhdistamoilla kaytetaan erilaisia bakteerikantoja seka vetté tulee puhdistamolle eri
paikoista, joissa on erilainen bakteerikanta. Vesien mukana tulee my6s sekoitus erilaisia
desinfiointiaineita, laakeaineita, antibiootteja jne. Tama luo sielld oleville bakteereille
luonnollisen paineen selviytya niistd oloista, ja luonnonvalinta suosii sieltd selvinneita. Tasta
syystd jatevedenpuhdistamoiden on voitu olettaa toimivan antibioottiresistenssin
syntypaikkana, mutta myds luovuttajana ympéristoon. Antibioottiresistentin luomisen lisaksi
bakteerit voivat muodostaa antibioottiresistentteja geenejd. Bakteerit voivat levittdd néita

geeneja sitten muihin bakteereihin.®’

Numminen on tutkinut Pro gradu -tutkielmassaan®” Jyvaskylan jatevedenpuhdistamoilta saatuja
jatevesinaytteitd. Han on tutkinut kolmen antibiootin pitoisuuksia ndista naytteistd, joita ovat
siprofloksasiini, trimetopriimi ja sulfametoksatsoli. Influentissa yhdisteiden pitoisuudet ovat

olleet < 10 — 2260 ng I'* valilla. Vastaavasti efluentissa pitoisuudet ovat olleet 10 — 450 ng ™.
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Siprofloksasiini on poistunut jatevedenpuhdistuksessa noin 84 prosenttisesti, kun taas
trimetopriimi on padssyt koko puhdistuksen l&pi. Sulfametoksatsolin poistuma on vaihdellut
pienen poistuman ja késittelyn aikana kasvaneen pitoisuuden valilla. Siprofloksasiinin on

oletettu sitoutuvan lietteeseen, koska siti on I6ydetty lietteen puristusvesista.®’

3.24. Membraaniavusteinen prosessi (MAP)

Membraaniavusteisen prosessin (MAP, membrane-assisted processes) soveltuvuutta on tutkittu
saamaan jatevesista talteen orgaanisia mikrosaasteita (OMP, organic micropollutants), joiden
terveysriskeja ei ole vield perusteellisesti selvitetty. OMP:t siséltdvét laajan valikoiman
kemikaaleja, joita kaytetadn ladkkeina ja henkilokohtaisen hygienian hoitoon. Siihen kuuluvat
my06s hormonaaliset haitta-aineet (endocrinedisrupting compounds, EDC), jotka ovat alkaneet
nousta huolestuttavaksi ympéristoongelmaksi niiden muodostaman riskin vesi- ja
ihmiseldmalle. Niiden pitoisuudet ymparistossa eivat vélttdmatta ole merkittavasti lisddntyneet
viime vuosina, mutta niiden tutkimiseen kaytettdvat menetelmat ovat kehittyneet. Talloin on
havaittu OMP:n lisddntyneita pitoisuuksia, koska menetelmien maéritysrajat riittavat niiden
analysointiin. Erityisesti ollaan huolissaan siitd, miten OMP:t lisddvat puhtaan juomaveden
saastumista omalta osaltaan. Néiden pitkaaikaisvaikutuksesta jateveteen ei tiedetd, mutta on
epailty niiden aiheuttavan samankaltaisia tai jopa suurempia ongelmia kuin patogeeninen
pilaantuminen. OMP:n havaitsemiseen ymparistossd vaaditaan huomattavaa kuormitusta
jatevedenpuhdistamoilta. Toisaalta taas jatevedenpuhdistamoilla havaitaan vain pienia
pitoisuuksia kyseisié aineita. Tdman takia on mietitty sité, onko jatkuvalla OMP-kuormituksella
pysyvia vaikutuksia vesistoihin. T&alld hetkelld OMP:t4 on havaittu pienind pitoisuuksina
makean veden lahteistd, vedenkasittelyvesistd ja maaperan sedimenteistd. Niiden poistamista

vesista vaikeuttavat niin bioaktiivisuus ja taipumus olla hajoamatta ennen hoitavaa vaikutusta.*

MAP:n etuja tavallisiin suodattimiin on sen mahdollinen selektiivisyys, suodattuvuus ja
kemikaalittomuus. Jateveden puhdistuksessa kaytetddn enimmakseen keraamisia ja
polymeerikalvoja. Teollisuudessa kéytetyisséd kalvoissa on yleensd ohut pintakerros, joka
tarjoaa halutun suodatuksen tai selektiivisyyden. Sen alla on paksumpi huokoisempi
tukirakenne, jonka ansiosta MAP:lla on mekaaninen vakaus ja lujuus. Jateveden kasittelyssa
kaytetddn yleensd painevetoisia kalvojérjestelmid, mitkd voidaan jakaa matalapaineisiin ja

korkeapaineisiin. Matalapaineisia prosesseja ovat esimerkiksi ultrasuodatus ja mikrosuodatus.
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Vastaavasti korkeapaineisia prosesseja ovat nanosuodatus ja kdénteisosmoosi. Matalapaineisia
prosesseja voidaan kayttad esimerkiksi viruksien ja bakteerien suodatuksen ja korkeapaineisia

prosesseja liuenneiden epaorgaanisten ja orgaanisten kontaminenttien suodatukseen.*

OMP:n poissaantiin MAP:1la vaikuttaa monet tekijat. Yleensa kalvot on suunniteltu toimimaan
puolilépéiseving kalvoina, jolloin sen huokoskokoa suuremmat aineet jaévéat kalvoon. Toisaalta
poistoon vaikuttaa my6s kalvon ominaisuudet, OMP:n ominaisuudet, kayttdolosuhteet ja
kalvon likaantuminen. Paéasééantoisesti kalvot toimivat fysikaalisena esteend OMP:n
etenemiselle, mutta kalvoissa on havaittu tapahtuvan muitakin ilmidita. Naita ovat adsorptio,
hydrofobinen vuorovaikutus ja sdhkostaattinen hylkiminen. Adsorptiossa kalvo vuorovaikuttaa
OMP:n kanssa esimerkiksi vetysidoksilla. Hydrofobisessa vuorovaikutuksessa on odotettu
niiden aineiden, joiden logkow-arvo on yli 2,5 sitoutuvan mieluummin kalvoon kuin pysyvén
liukoisena vedessd. Taméa lisdd myoOs adsorptiota. Sahkostaattisessa hylkimisessd kalvon
pintavaraukset voivat hylkia OMP:td. Eri kalvoilla ja niiden yhdistelmilld on saatu hyvia
tuloksia eri OMP:n poistossa. Esimerkiksi sulfametoksatsolille, karbamatsepiinille ja
diklofenaakille on saatu 60 — 95 % poisto. Vastaavasti hormoneille on saatu biologista
membraania apuna kayttaen 80 — 99 % poisto.* Taulukossa 10 on esitetty artikkeliin® kerattyja
tietoja MAP:ien puhdistustehosta diklofenaakille, E2:lle ja EE2:lle.
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Taulukko 10: Diklofenaakin, E2:sen ja EE2:sen poistumisarvoja (%) MAP-tekniikoilla®

Yhdiste MAP Poistuma (%)
Nanosuodatus 100
Kaanteisosmoosi 100
Diklofenaakki Nanosuodatus 60
Nanosuodatus 65
Biologinen membraani/ 95
Kaanteisosmoosi
Kaanteisosmoosi 83
Nanosuodatus/ 90
Kaanteisosmoosi
Estradioli Nanosuodatus > 99
Nanosuodatus > 95
Kaanteisosmoosi/ Korkea
Nanosuodatus
Nanosuodatus 77
Nanosuodatus 100
Nanosuodatus 100
Nanosuodatus >99
Etinyyliestradioli Nanosuodatus/ 90
Nanosuodatus 60
Nanosuodatus/ 99
Kaanteisosmoosi

3.2.5. Bakteerien hyddyntaminen hormonien hajottamisessa

Luonnolliset estrogeenit estroni, 17p-estradioli ja estrioli sekd synteettinen 17a-
etinyyliestradioli ~ luokitellaan ~ myds  EDC-yhdisteiksi.  Nykyisilla  menetelmilla
jatevedenpuhdistamoilla hormonien poisto ei ole riittavaa.! Jatevedenpuhdistamot ovat yksi

paavalittdjistd, jota kautta hormoneja padsee ymparistoon.

Tutkimuksen® mukaan biologisessa puhdistusprosessissa kaytetyistd bakteereista on
mahdollista jalostaa sellaisia bakteereja, jotka eritoten biohajottavat hormoneja. Bakteerit on
jalostettu hajottamaan hormoneita hapellisissa olosuhteissa altistamalla ne kyseisille
hormoniliuoksille. Kyseisessé tapauksessa bakteereille ainut tarjottu hiilildhde ovat hormonit.
Tutkimuksen aikana tutkijat huomasivat adsorption tapahtuvan saman aikaisesti biohajoamisen
kanssa. He my6s huomasivat luonnollisen El:sen ja E2:sen hajoavan paremmin, kun taas
synteettinen EE2 tuntui kertyvéan tutkimuksen aikana reaktoriin. Tastd on tulkittu, ettd t&ssa
tutkimuksessa kaytetyt bakteerit ovat paasaantdisesti kayttaneet luonnollisia hormoneja

hiililahteenddn. Luonnolliset E1 ja E2 ovat helpommin rinnastettavissa kuin synteettinen EE2.
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Myos bakteerien oma hajoaminen on voinut vapauttaa lisaa hiililahteitd tukemaan bakteerien
toimintaa ja kasvua. Bakteerit ovat valinneet edullisemman reitin yll&pitdd ja lisddnnyttaa
kantaansa. Synteettinen EE2 on vaikeammin hajotettavissa kuin E2 ja E1, seka EE2:n
puoliintumisaika on kaksinkertainen verrattuna E2:seen. EE2:sen biohajoaminen bakteerien
avustuksella on siis paljon hitaampaa silloin, kun muuta hiililahdetté on saatavilla. Sen jélkeen,
kun tutkimuksessa E1:sen ja E2:sen syottaminen on lopetettu, bakteerit alkoivat hajottaa myds
EE2:sta. Elisen ja E2:sen biohajoaminen on yli 98 prosenttia ja vastaavasti EE2:sen

hajoaminen on 84,5 % 34 pdivan jalkeen, kun E1:sta ja E2:sta ei ollut en4a saatavilla.®®

3.2.6. Koronapurkaus (PCD)

PCD (koronapurkaus, pulsed corona discharge) on menetelméd, jonka padperiaatteena on
hapettaa orgaaninen yhdiste, esimerkiksi laékeaine, niin pitkélle, ettd ne muodostuvat
hiilidioksidiksi.®*® Tama olisi huomattavasti ymparisto- ja ihmisystavallisempi kuin
ladkeaineiden kertyminen jossain muodossa luontoon. Tastd mahdollisesti lisdantyvat

hiilidioksipaastot ymparistoon alittanevat ladkeaineiden kertymisesta aiheutuvat ongelmat.

PCD:ssa syotetddn korkeaa jannitetta veteen erindisen laitteiston (kuva 14) avulla, jonka
tuloksena  neste-kaasu-rajapintaan  vedessa  muodostuu  hydroksyyliradikaaleja  ja
happimolekyyleistd kaasufaasissa muodostuu otsonia. Namé yhdessd hapettavat orgaanisen
yhdisteen hiilidioksidiksi. PCD:n hyviksi puoliksi on nimetty, lddkeaineen hapettamisen
haitattomaan muotoon lisaksi, sen energia tehokkuus ja alhaiset huoltovaatimukset, lisattyjen
kemikaalien tarpeettomuus sek& sen onnistuminen normaaleissa olosuhteissa. Tall4 hetkell&
PCD:td on testattu jatevesipitoisuuksia eritoten suuremmissa ladkeainepitoisuuksissa
(nanogrammoista*® kymmeniin ja muutamiin satoihin milligrammoihin, kun jatevesien

laakeainepitoisuudet ovat nanogrammoissa).>®

PCD:n laitteisto koostuu pulssigeneraattorista, plasmareaktorista ja
vedenkierratysjarjestelmasta (kuva 14). Pulssigeneraattori tuottaa korkeajannitteen (HV)
taajuuksilla 50 — 833 pulssia per sekunti. Talldin generaattorin teho vaihtelee noin 6 — 100 W
vélill& ja se tuottaa jannitepulsseja 22 kV amplitudilla, joiden kesto on 120 ns. Pulssit johdetaan
kammioon kahden elektrodin kautta, jonne puhdistettava vesi johdetaan. Kammiossa on kaksi

levyelektrodia, joihin on laitettu HV-lankaelektrodeja samansuuntaisesti. Vesi johdetaan
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kammion yldosaan, josta se tippuu rei”itetyn valilevyn l&pi noin metrin kammion pohjalle. Talla
matkalla se tulee kosketuksiin plasman kanssa. Kammion pohjalta vesi ker&tédan jatkuvassa
kierrossa tankkiin, josta se palautuu takaisin kammion yl&osaan. Laitteistossa pystytaan siis
Kierrattamaan vetta halutun aikaa tehostamaan pulssien hapettavaa vaikutusta. YKksittéisessa
Kierrossa pystytddn myos ottamaan vesi ns. yhden kierron jalkeen pois, jolloin on voitu ndhda
jo yhden kierron vaikutukset ladkeainepoistumaan. Jatkuvassa kierrossa on myds mahdollista
vain kierrdttda vettd plasman ollessa pois paélta, jolloin kierrossa oleva vesimassa tasoittuu ja

on saatu otettua luotettavampi koko kierron kattava vesinayte pitoisuuden tarkkailua varten.®

Kammio

Vialilevy —m| - = = = = = = - -

HV-elektrodit

<:: Jatkuvakierto

Yksittdinen kierto Naytteen otto

Pulssigeneraattori Tankkl

Kuva 14: PCD-laitteisto.

PCD:lle on raportoituja tuloksia karbamatsepiinille ainakin kahdessa Ajon et al®*#° julkaisussa
erilaisista jatevesistd. Kdaytossd on ollut Lappeenrannasta jateveden puhdistuslaitokselta
lahtevad jatevetta® ja lahtevaa jatevettd Espoosta yksityisestd jatevedenpuhdistamolta, joka
toimii hoitolaitoksen yhteydessa seka raakajatevettd suoraan Eteld-Karjalan julkisen sairaalan

poistovirrasta.*
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Karbamatsepiinia on haluttu tutkia enenemissé maarin, koska se tyypillisesti kertyy luontoon.
Sitd myo6s on tavattu aika paljon, sen suhteellisen korkean annostuksen takia, jatevesissa.
Nykyinen jatevedenpuhdistusjérjestelmé perustuu kemiallisiin ja biologisiin prosesseihin.
Tassa on toinen osasyy karbamatsepiinin tutkimiselle, koska se ei hajoa kuin vahén
kemiallisissa tai biologisissa prosesseissa. Karbamatsepiinista on myds havaittu muodostuvan
jopa yli 30 erilaista metaboliittia eri vaiheissa prosessia, jolloin sen poissaaminen jatevedesta
ei ole kovin yksinkertaista.®

PCD:n on todettu poistavan hyvin karbamatsepiinia sekd synteettisistd, ettd niin sanotusta
oikeasta jatevedestd. Sen energiatehokkuus on todettu paremmaksi hapetusmenetelméksi kuin
otsonointi*®, joka myés on hyvin kallis menetelma.*® PCD my®és on hajottanut hyvin tehokkaasti
karbamatsepiinin hajoamisessa muodostuvat valituotteet, mitkd on huomattu otsonoinnissa
haastavimmiksi hajottaa. Tama on selitettdvissd PCD:n ominaisuudella muodostaa suuri OH-

radikaalien hyokkays neste-kaasu-faasin rajassa.®

Ajon et al*® PCD-tutkimuksessa on kaytetty myos jateveteen lisattya karbamatsepiinia 5 pg I
tuntemattoman maaran lisaksi sen pitoisuuden lisdédmiseksi ja karbamatsepiinin lasnéolon
varmistamiseksi. Toisessa Ajon et al*® tutkimuksessa taas on kokeiltu ultrasuodatuksen (UF,
membraanisuodatus) vaikutusta PCD:lla saatuihin tuloksiin ennen PCD kasittelya.

Molemmissa on kokeiltu ns. jatkuvaa kiertoa ja toisessa®® myos yksittaista kiertoa.

Karbamatsepiinille on saatu suhteellisen hyvé hajoamisprosentti oikeastaan kaikilla kokeiluilla.
Menetelma& optimoimalla on saatu jopa 100 % hajoamisprosentteja. Toisessa tutkimuksessa
on saatu 97 % hajoamisprosentti 0,3 kwWh m energialla 5,8 pg I* konsentraatiosta.>® Toisessa
tutkimuksessa raakajatevedestd on saatu 100 % hajoamisprosentti 30 W teholla seka 0,5 kWh
m=3 ettd 1,0 kWh m=. Vastaavasti jo biologisesti puhdistetulle jitevedelle on saatu 100 %
hajoamisprosentti 30 W teholla jo 0,1 kwh m™ energialla (100 % myés 0,5 kWh m). Naihin

ei ole vaikuttanut onko membraanisuodatusta tehty vai ei.*°

Y14 mainitussa Ajon et al‘® tutkimuksessa on tutkittu myos muiden ldakeaineiden kuin
karbamatsepiinin hajoamista PCD menetelméllad. Kyseisessé tutkimuksessa on kierratetty vetta
15 | min? jatkuvalla kierrolla ja ennen jokaista naytteenottoa veden on annettu Kkiertia
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jarjestelmassa plasman ollessa pois péaltd 5 min ajan, jolla on varmistettu ndytteen
tasalaatuisuus. Tutkimuksessa kéytetty vesi on ollut joko biologisesti puhdistettua l&htevaa
jatevettd tai keskussairaalasta tullutta puhdistamatonta raakajatevettd. Tutkimuksessa on
testattu  myds  membraanisuodatuksen  (UF, ultrafiltration)  vaikutusta PDC:n

puhdistusvaikutukseen.*°

Normaalit  jatevedenpuhdistusmenetelmédt eivat vaikuta antibiootteihin  kovinkaan
voimakkaasti. Antibiooteja poistuu kohtuullisesti vedestd, mutta puhdistuksen my6téd ne
kertyvat aktiivilietteeseen.>”  Antibioottien  jadgminen lietteeseen ja veteen lisdd
bakteeriresistentin kasvua. PCD:lla on saatu hyvid tuloksia niidenkin hapettumisesta.
Raakavedestd antibiootteja (doksisykliini, metronidatsoli, ofloksasiini, siprofloksasiini,
sulfametoksatsoli, tetrasykliini ja trimetopriimi) on havaittu pitoisuuksina 1,2 — 13 ug I
Parhaimmat tulokset antibioottien hapettumisesta ja sitd kautta hajoamisesta on saatu
yhdistdamalla UF ja PCD 30 W teholla 1,0 kWh m=, missa kaikki muut antibiootit ovat
hapettuneet kokonaan paitsi metronidatsoli. Metronidatsoli on hapettunut nailla asetuksilla 36

%:sti. 40

Tutkimuksen tulokset osoittavat, ettd ladkeaineiden hapettuminen hiilidioksidiksi on
suurimmaksi osaksi hyvin onnistunutta (100 %). Kuitenkin osa l&&keaineista kuten
hydroklooritiatsidi, estrioli ja ibuprofeeni ovat osoittaneet konsentraation kasvua PCD-
kasittelyn aikana ennemminkin kuin konsentraation vahentymistd. Laakeaineen hapettuminen
on kytkoksissa selvasti PCD-menetelméssa kdytettyihin asetuksiin. Tutkimuksessa on kokeiltu
30 W teholla 0,1; 0,5 ja 1,0 kWh m™ energioita sekd 250 W teholla 0,5 ja 1,0 kWh m?
energioita. Parhaimmat tulokset on saatu selkeasti 30 W teholla ja 1,0 kWh m? energialla.
Huonoimmat tulokset (pienet poistumisprosentit ja jopa konsentraatioiden kasvut) on saatu 30
W ja 0,1 kWh m?3, Tehon 250 W:n nostaminen ei paranna tuloksia. Se oikeastaan vain
huonontaa tuloksia. Kun alhaisemmilla tehoilla (30 W) saadaan hyvié tuloksia, ei ole jarkevéa
kayttdd menetelm&& niin korkeilla tehoilla. Parhaimman asetusten tulokset ovat koottuna
Taulukossa 11. Taulukossa ei ole huomioitu UF:Il4 saatuja parannuksia. Kokonaisuudessaan
tulokset voi katsoa Ajon et al. artikkelista Hospital wastewater treatment with pilot-scale

pulsed corona discharge for removal of pharmaceutical residues.*°
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Taulukko 11: Laakeaineiden prosentuaalinen hajoaminen (hapettuminen) PCD-menetelmalla

(30 W; 1,0 kWh m?) Eteld-Karjalan julkisen sairaalan raa”asta jatevedesta

Ladkeaine (%) | Laakeaine (%)
Bisoprololi 100 | Hydrokortisooni 22
Kofeiini 19 Ibuprofeeni 50
Karbamatsepiini 100 | Metoprololi 100
Siprofloksasiini 93 Metronidatsoli 18
Diklofenaakki 100 | Naprokseeni 100
DoksisykKliini 100 | Ofloksasiini 100
Enalapriili 39 Parasetamoli 89
Entakaponi 100 | Propranololi 100
Estrioli 100 | Sulfametoksatsoli 100
Estroni 100 | Tetrasykliini 91
Furosemidi 100 | Trimetopriimi 100
Hydroklooritiatsidi 48 | Sitalopraami 100

Tutkimuksessa on huomattu myds progestronin ja metyyliprednisolonin kohdalla merkittava
ilmid PCD-menetelmédn kannalta. Metyyliprednisoloni on glukokortikoideihin kuuluva
laékeaine, jota kaytetaan useisiin eri tarkoituksiin. Sité voidaan kayttaa esimerkiksi alentamaan
tulehdusta (esim. reuman hoito) ja lievittdmaan allergisia oireita. Progestronilla ja
metyyliprednisolonilla on samankaltainen rakenne, molemmat ovat steroidisia hormoneja.
Kumpaakaan néistd ei ole 16ytynyt mittauksissa ennen PCD-kasittelya. Kuitenkin kasittelyn
aikana niiden pitoisuudet ovet kasvaneet koko kasittelyn ajan. Tutkijat arvelevat ilmién syyksi

metaboliittien hapettumisen takaisin lahtoaineiksi.*

3.2.7. Haasteet

Nykypaivana ladkeaineiden ja hormonien jatevedesta poiston suurin haaste lienee kaikesta
huolimatta rahoitus ja lainsdadént6. Vaikka tiede pystyy kehittdmaan erittdin hyvia menetelmié
ld&keaineiden ja hormonien poistoon jatevedestd, siitd ei ole mitddn hyotyd, jos valtioilla ja
yrityksilld ei ole intressid niiden kayttoonottoon. Aatteellisesti intresseja varmasti on, mutta
myos jatevedenpuhdistuksessa toimii voittoa tuottavia yrityksid. Naistd harva tekee sita
pelk&staddn aatteiden perusteella omalla rahoituksella ilman varmuutta rahallisen hyddyn

saamisesta.

Lainsdadantd on aina hidasta, oli kyse mista tahansa. On melkein s&&nto eika poikkeus, etté

jotain pahaa pitéé tapahtua ennen kuin lainsaadantéa heratdan tekeméan nopealla aikataululla.
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Toinen vaihtoehto on, ettd tarpeeksi moni ihminen herdé vaatimaan lakimuutosta. Lakia on
hidasta muuttaa, ja sen muutosten toteuttamiseen kéytdnndssé annetaan paljon aikaa. Yleensa
ymparistda koskevat muutokset ovat hinnakkaita yrityksille, koska voi olla, ettd esimerkiksi
kokonainen tehdas joutuu muuttamaan kokonaan toimintatapansa tai prosessimenetelman.
Tasta syysta on ymmarrettdvaa antaa aikaa muutokseen. Yritykset, joiden koko yrityksen idea
perustuu tekniikkaan, joka ei sovellu en&& uuteen lainsaddantdon, ovat yleensd suurimpia
vastustajia ympéristolakien muuttamiseen, ja ihan ymmarrettavasti. On heille halvempaa tukea
uuden lainsdadannon vastustamista kuin muuttaa koko prosessitekniikka. Kuitenkin joskus on
vaistamatonta muuttaa lainsdadéntod, ettd saadaan muutoksia aikaiseksi. Ymparistdongelmat

kertyvat yleensd moninkertaisesti ihmiseen takaisin, halusimme sité tai emme.

Jatevedenpuhdistuksessa laékeaineiden ja hormonien osalta lainsaddantd on vahvasti
ongelmien takana, koska sité ei juurikaan ole. On méaarattyja laékeaineita ja hormoneja, joita
kylla seurataan mutta vain pintavesistoistd. Mitddn maksimipitoisuuksia ei ole, kuinka paljon
jateveden puhdistuslaitokset saavat péastéda ldékeaineita ja hormoneja prosessin lapi. Se on
suuri ongelma. Vaikutukset vesistihin voivat olla radikaalit. Mita tapahtuu, jos hormonit
kertyvét esimerkiksi kaloihin ja ihmiset syovét niitd? Puhumattakaan siitd miten ne vaikuttavat
kaloihin. Mites antibioottiresistenssi? Jos antibioottijadmia tulee paljon vesistoihin ja bakteerit
kehittavat antibioottiresistenssin, onko kohta endé yhtdaan antibioottia jolle bakteerit eivét ole
resistensseja? Laaketeollisuuden suurin intressi ei enda juurikaan ole kiinnostus etsid uusia
antibiootteja ja bakteerikannat lisddntyvat jatkuvasti, jotka ovat resistensseja nykyisille
antibiooteille. Uusien antibioottien kehittdminen maksaa todella paljon, ja mitédén takeita sen
toimimisesta tai pitkékestoisuudesta ei ole. Nyky&dan pyritdan sadstamaan jo olemassa olevia
antibiootteja ja vahentdmaan niiden tarpeetonta kéyttdd, jotta resistenssien muodostumista
ehkaistaisiin. Talld hetkelld toivotaan, ettd tulevaisuudessa on myds antibiootteja, jotka
tehoaisivat bakteereihin. Toivotaan, ettei tule tilannetta, jolloin pieneen pintahaavaan voi kuolla
antibioottiresistenssin takia. Naiden liséksi suurin osa suomalaisista saa juomavetensa

pintavesistd. Kuinka moni suomalainen haluaa juoda tulevaisuudessa naapurin laadkejadamat?

Tarkeintd tassa tilanteessa olisi méaratd jatevedenpuhdistamoille haitallisista sekd paljon
kaytetyista ladkeaineista ja hormoneista listaus, kuinka paljon tietyssa ajassa/méérassa saa
kutakin yhdistetta olla puhdistetussa jatevedessa. Talloin luodaan pakottava tilanne yrityksille
javaltiolle tehdd asioiden eteen t0itd ympariston, ja sitd kautta ihmisten tulevaisuuden puolesta.

Tama varmistaisi tulevaisuudessa uusien tieteen kehittdmien tekniikoiden edelleenkehittdmista
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edullisemmiksi sek& varmistaisi niiden kéayttéonoton. Silloin tilanne ei olisi endd pelkastaan
tutkimusrahoitusten ja yksittdisten ihmisten kiinnostuksen varassa saada ihmisille puhtaampaa
juomavetté ja ymparistoa.

Lainsdaadannon ohella tutkimuksissa on huomattu yksi huolenaiheista erityisesti hormonien
osalta. Hormonien konjugaattien on huomattu hajoavan biologisessa
jatevedenpuhdistusprosessissa.l Osa estrogeeneista, mahdollisesti myds muita ladkeaineita,
erittyy ihmiskehosta muun muassa glukuronidina.>®?* Biologisesti aktiivisessa lietteessa, jota
kaytetdan jateveden puhdistamiseen biologisena menetelmand, E.Coli-bakteeri erittdd p-
glukuronidaasi entsyymi, joka pystyy pilkkomaan ihmiskehossa muodostuneen metaboliitin
takaisin aktiiviseksi hormoniksi. Tasta syystd on mahdollista, ettd puhdistuprosessin aikana
hormoni maara vain kasvaa.® Esimerkiksi on mahdollista saada influentista estrogeeneille jopa
nollatulos, mutta efluentissa estrogeeneja ilmeneekin.*® Huolta aiheuttaa myos se, kun
ajatellaan tilanne, jossa konjugoitunut hormoni paésee luontoon, niin hajottaako luonnon omat
bakteerikannat tai luontoon péésseet antibiootit ja hormonit takaisin aktiiviseen muotoon.
Kuinka paljon tallainen tilanne vaikuttaa esimerkiksi vedenelaviin hormonien ollessa hyvinkin

vaikuttavia jo todella pienissa pitoisuuksissa (ehdotettu EQS 17B-estradiolille 0,08 ng I1)?

Hormonien konjugaattien hajoamisen ohella ollaan my6s huolissaan siitd, minkalaisia
sekoituksia laakeaineet selvitessadn jatevedenpuhdistuksen ldpi sekd hajotessaan
luonnonvesissa muodostavat.®® Jonkun verran tiedetadn yksittaisista ladkeaineista ja niiden

hajoamisesta, mutta tiedetdankd tarpeeksi niiden yhteisvaikutuksista ja pitkaaikaisvaikutteista.

Yksi idea olisi tehostaa ladkeainejad@mien poistamista, siirtda tehokkaat menetelmat jo sinne
laékeainejadmalahteelle, esimerkiksi sairaaloiden ja hoitolaitosten
jatevedenpoistojérjestelméan. Talla tavoin saataisiin poistettua ladkejadméat suuremmista
pitoisuuksista, ennen kuin ne laimentuvat kunnalliseen laimeampaan jateveteen.*® Tahan

tarjotaan ratkaisua myds tdméan tutkielman kokeellisessa osassa.
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4. 3D-tulostus

3D-tulostus (3D printing, AM additive manufacturing®!) on nostanut suosiotaan kuluvan
vuosituhannen aikana.*? Suosion kasvua on nostanut ehdottomasti muun muassa 3D-
tulostimien helppokayttoisyys, kustannustehokkuus ja raataloitavissa olevat muodot seka
korkea tarkkuus. 3D-tulostuksella on paljon kysyntéé esimerkiksi bioldéketieteen, elektroniikan
ja ilmailutekniikan aloilla.*® 3D-tulostukseen voidaan kayttaa materiaaleja niin polymeereista**

biomateriaaleihin*! kuin metalleista® keraamisiin*! materiaaleihin.

3D-tulostusprosessi voidaan jakaa 4 osioon, joita ovat suunnittelu, viipalointi, 3D-tulostimen
ohjelmointi ja tulostus seka tulostetun kappaleen jélkikasittely. Ensimmaisessa vaiheessa
suunnitellaan tulostettava kappale tietokoneella (CAD, Computer-Aided Desing) — muun
muassa muoto, koko, yksityiskohdat. Vaihtoehtona omalle suunnittelulle on kéyttaa valmiita
muiden suunnittelemia malleja, joita 16ytaa internetistd myos ilmaiseksi. Niitd voi kadyttaa
sellaisenaan tai tehd4 niithin omia muutoksia. Seuraavassa vaiheessa suunniteltu tuote pitda niin
sanotusti viipaloida, eli muuttaa kappale sellaiseen muotoon, ettd 3D-tulostin ymmaértaa sen.
Toisin sanoen malli muutetaan G-koodiksi. Sita tarkastelemalla pystytddan nakemaan
tietokoneella, miten 3D-tulostin hahmottaa tulostettavan kappaleen ja kuinka se kerros
kerrokselta tulostetaan. Kolmannessa vaiheessa tiedosto siirretdan 3D-tulostimelle esimerkiksi
muistikortin/tikun avulla ja asetetaan 3D-tulostimelle mahdolliset tarvittavat parametrit (esim.
laserin teho). Naiden lisaksi kolmannessa vaiheessa tapahtuu itse kappaleen tulostus.
Neljannessé vaiheessa kappale on tulostunut, ja riippuen laitteesta se on joko valmis tai vaatii
jatkokasittelyn, esimerkiksi pesun. Jalkiké&sittely riippuu tulostusmateriaalin ja —tekniikan
kaytostd. Esimerkiksi FDM:II4 tulostetulle kappaleelle ei tarvitse valttaméttd tehdd mitdan

tulostuksen jalkeen, kun taas SLA:lla tulostettu kappale tulee kasitella erikseen (kts. SLA).*

4.1. Eri 3D-tulostus tekniikat

3D-tekniikat luokitellaan 1SO (International Organization of Standadization) ASTM:n
(American Society for Testing and Materials) standardiin 52900:2015 mukaan. Luokittelu
tapahtuu tekniikan ja sen pintakerrosten muodostumisen mukaan. 3D-tulostuksessa on monia
parametreja, joita seuraamalla pystytaan arvioimaan tulostuksen onnistumista ja laadukkuutta.

Tarkeimpia parametreja ovat muun muassa valmistumisnopeus ja resoluutio.*!
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Seuraavissa kappaleissa kasitelld&n lyhyesti muutamia 3D-tulostusmenetelmi& yleisen kuvan
antamiseksi 3D-tulostamisen mahdollisuuksista. Viimeisend kéasitelladn SLS-tekniikka, jota
kaytettiin myos tamén tutkielman kokeellisessa osassa. Taulukossa 12 on esitetty vield

kokoavasti naiden tulostustekniikoiden hyvia ja huonoja puolia.

Taulukko 12: FDM:n, SLA:n ja SLS:n hyvid ja huonoja puolia*’. Taulukon muotoilu

viitteesta*?

Tekniikka Periaate Edut Haitat

- Hankala muokata

- Yksinkertaisuus tulostettavia

FDM Materiaalin pursotus | - Edullinen laitteisto materiaaleja

- Laaja materiaalivalikoima | - Resoluutio

- Kappaleet yleensa
Kiinteita (ei
huokoisuutta)

- Korkea resoluutio - Materiaalin késittely
- Kappaleet voivat olla - Edellytykset
SLA Polymerisaatioreaktio | lapinékyvia materiaalin
laserin avulla - Helppo lisata lisdaineita fotopolymerisaatiolle
- Edullinen laitteisto - Kappaleet yleensé
Kiinteita (ei

huokoisuutta)

- Tulostettavan materiaalin

SLS Selektiivinen muokattavuus - Materiaalin kasittely
lasersintraus - Saadettava rakenne ja - Kallis laitteisto
huokoisuus

- Laaja materiaalivalikoima

4.1.1. Fused Deposit Modeling (FDM)

FDM (Fused Deposit Modeling) kuuluu yleisimpiin 3D-tulostustekniikoihin talla hetkelld. Ne
ovat laajalti helppokayttoisia laitteita ja siihen on saatavilla hyvié ohjeita.*? FDM-tulostimet
ovat edistyneen tulostustekniikan ja pienikokoisuutensa takia myo6s kustannustehokkaita
kuluttajalle. Pienikokoisuus ja tulostusmateriaali takaavat tulostimen helpon sijoittelun, sita voi

kayttad pienemmissékin tiloissa eikd se vaadi erikoisjérjestelyja esimerkiksi ilmastoinnin
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suhteen. Tekniikka ei mydskaan vaadi tulostetulle kappaleelle jalkikésittelyja, vaan kappale on

valmis kaytettavéksi heti tulostuksen jalkeen.*?

FDM:ssa kaytetty materiaali tulee nauhamaisessa muodossa suuttimeen, jossa on ensin
kuumennuselementti, joka kuumentaa materiaalin yli sen sulamispisteen. Talldin se pystytaan
puristamaan ohuen suuttimen lapi (kuva 15). Laitteesta riippuen kappaleen muodostuminen
tapahtuu kerros kerrokselta rakennusalustan pdalle joko suutinta ja/tai rakennusalustaa

liikuttamalla.*?

\ <— Materiaali

N

+— Kuumennuselementti

<— Suutin

+<— Rakennusalusta

Kuva* 15: FDM-laitteiston toimintaperiaate.

FDM:ssa kaytetadn nyky&an jo monia eri materiaaleja, mutta perinteisid ovat muun muassa
akryylinitriilibutadieenistyreeni (ABS, acrylonitrile butadiene styrene) ja polylaktidi (PLA,
polylactic acid).** Naistdi PLA on edelleen hyvin suosittu sen edullisuuden ja helpon
kéytettavyyden takia.*? Naiden lisiksi on kehitelty paljon lisdaineita perusmateriaalien kanssa
yhdessé kaytettavaksi. Naiden liséaineiden lisdyksill4 saataisiin tulosteisiin lisad haluttuja
ominaisuuksia. Esimerkiksi Leigh et al. tutkimuksessaan lisasivét polykarbolaktionin (PCL)

joukkoon hiilimustaa (Carbon Black, CB), jotta he saivat aikaan johtavan materiaalin.*®
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FDM:II& on helppo tuottaa sellaisia kappaleita, joiden tuottaminen muilla keinoilla voisi olla
haastavaa. Sen haasteita ovat esimerkiksi materiaalien (filamenttien) vaikeampi yksilginti ja
resoluutio.*? Vaikeampi yksiléinti kuvaa sit4, ettd materiaaliin ei pysty nopeasti ja helposti
lishdmé&an lisdaineita tai sekoittamaan kahta materiaalia toisiinsa. Resoluutio FDM:ssé
maaraytyy esimerkiksi suuttimen koon mukaan, jolloin pienien yksityiskohtien tulostaminen
voi olla haastavaa. FDM:Ila on myo6s hankala saada huokoisia rakenteita aikaiseksi, mita

esimerkiksi SLS:114 voidaan tuottaa.

4.1.2. Stereolitografia (SLA)

SLA (Stereolitografia) on ensimmadisia 3D-tulostusmenetelmid ja edelleen yksi kdytetyimmisté
menetelmistd. SLA:ssa kdytetddn nestemaisia materiaaleja kuten hartsia. Laitteessa on allas,
johon materiaali laitetaan ennen tulostamista huomioiden kappaleen materiaalinkulutus.
Rakennusalusta, johon tulostettu kappale Kiinnittyy, lasketaan materiaaliin Kiinni.
Tulostuksessa kaytetddn hyodyksi materiaalin valopolymerointireaktiota, eli materiaali
kovettuu, kun siihen osoitetaan UV-alueella olevan laserin sateita peilin avulla. Toisin sanoen
kappaleen tulostus tapahtuu rakennusalustaa vasten laserin avulla kovettamalla materiaalia
kerros kerrokselta samalla nostaen rakennusalustaa. Kappale tulostuu yleensa ylosalaisin
alustalle (kuva 16).4?

SLA:n etuna on, verrattuna esimerkiksi FDM:&an, sen suuri resoluutio. Toisin sanoen silla
tulostetut kappaleet ovat paljon tarkempia kuin FDM:1I4 tulostetut.*? SLA:n rajoituksena ovat
materiaalit, joita on rajallisesti. Uusia materiaaleja kehitetddn koko ajan, jotka voisivat toimia
SLA:lla. Jokainen materiaali antaa hieman eri ominaisuuksia tulostettuun kappaleeseen.
SLA:lla valmistettuja kappaleita voidaan kéyttdda esimerkiksi apuna ladketieteellisissa
operaatioissa kuten leikkauksissa ja niiden suunnittelussa. Tulosteita kaytetadn paljon myds
esimerkiksi kuulolaitteiden valmistuksessa. Tietokoneohjelmien kehittyessé voidaan tulostaa

potilaan tiedoilla suoraan sopivia ladketieteellisia apuvalineita.*’
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Rakennusalusta T

l

/ \

Materiaali
Allas

Peili —— Laser

Kuva* 16: SLA-laitteiston toimintaperiaate.

SLA eroaa muista 3D-tulostustekniikoista eniten jalkikéasittelyn osalta. Kuten FDM:ss& SLA:lla
tuotettu kappale ei ole valmis kaytettavaksi heti tulostuksen jalkeen, vaan on edelleen
nestemaisen materiaalin peitossa. Ylimadraisen materiaalin saamiseksi kappaleen pinnalta pois
kappale pestddn huolellisesti, yleensd vuorotellen etanolissa (tai isopropanoli) ja vedessa
useamman kerran. Taman jélkeen kappale vield kovetetaan kestdvammaksi kammiossa, johon
johdetaan UV-valoa. SLA:ta tulisi kayttdd erillisissd sille tarkoitetussa tilassa, kuten

vetokaapissa. Hartsin ja liuottimien kanssa se on tydturvallisuuden kannalta suotavaa.*?

4.1.3. Selektiivinen lasersintraus (SLS)

SLS:n (Selective Laser Sintering) etuja on materiaalina kaytetyn jauheen antama tuki
kappaleelle. FDM:ssa ja SLA:ssa joidenkin kappaleiden (esimerkiksi pitkat raot tai jyrkat
kulmat) tulostamisessa Vvoi tarvita tukirakenteita tulostumisen onnistumiseksi. SLS:ssa niité ei
tarvita, koska tulostuva kappale on koko ajan irtonaisen jauheen ympardimanda. SLS-laitteessa
on rakennusalusta, jolle kappale tulostuu. Sitd liikutetaan tulostuksen edetessa alemmas.
Rakennusalustan vieressa on yksi tai kaksi jauhetankkia, josta laite tyontolevylld siirtaa

irtonaista jauhetta rakennusalustan péalle. Jauhetankkeja nostetaan sen verran ylospéin
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tulosteen edetessd, ettd saadaan rakennusalustan péélle halutun paksuinen tasainen kerros uutta
jauhetta. Rakennusalustaa taas lasketaan aina yhden kerroksen vélissd sen verran alaspain, ettei
tyontolevy osu tulosteisiin vaan siihen saadaan levitettyd tasainen kerros. Rakennusalusta ja
jauhetankit on sijoitettu laitteen sisalla olevaan kammioon, jonka lampdtilaa séédelldén
kaytetyn materiaalin mukaan. Lampoétila séadetdan lahelle materiaalin sulamispistetta.
Rakennuslevyn ylapuolelle on sijoitettu laseri, joka aiheuttaa l&mpdtilan nousun jauheessa
sithen kohtaan mihin se osuu (kuva 17). Tdman seurauksena ké&ytetty materiaali sulaa ja
muodostuu tulostettava kappale. SLS:ssé pystytddn méaarittdmaan kuinka paljon laseri sulattaa
materiaalia. Tallgin pystytaan vaikuttamaan kappaleen fysikaalisiin ominaisuuksiin, kuten sen
huokoisuuteen. Esimerkiksi SLS:11& voidaan tulostaa kappaleita, jotka on sivureunoilta sulatettu
kokonaan ja keskelté jatetty huokoiseksi. Talloin voidaan kappaleen lapi johtaa esimerkiksi

vettd, mutta vesi ei padse kappaleen reunoilta ulos.

Jauhemaisella materiaalilla on myds huonot puolet. Yksi niistd on se, ettd materiaalia tarvitaan
paljon kappaleen kokoon néhden, koska koko rakennusalusta tulee tayttaa jauheella. Onneksi
sulamatonta jauhetta voidaan kuitenkin joissain maarin kayttaa uudestaan. Yleisin materiaali
SLS:1la on Polyamidi-12 (PA12, nylon). Sen hyvia puolia on edullisuus ja helppo
tulostettavuus. Muita materiaaleja ovat esimerkiksi polypropeeni, polyuretaani ja polystyreeni.
SLS:ssd myos lisdaineiden kayttd on hyvin helppoa. Kunhan lisdainemateriaali saadaan
tarpeeksi pieneen partikkelikokoon (noin 50 pum) ja se ei hairitse merkittavasti materiaalin
sulamisprosessia, lisdaine voidaan yksinkertaisesti vain sekoittaa materiaalin joukkoon

halutulla suhteella.*?

SLS-laitteelle on myds hyvin suositeltavaa erilliset sen kayttdon tarkoitetut tilat, koska
materiaalina kéytetty jauhe on hyvin polymaista ja helposti levidvaa. Myos valmiit kappaleet
ovat jauheen keskelld ymparoityné irtonaisella jauheella, ja ne on puhdistettava jauheesta ennen
kayttod. SLS-laitteet ovat mydskin kalliimpia verrattuina muihin (SLA, FDM) 3D-tulostimiin,

mika rajaa niiden kayttod.*?
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Kuva* 17: SLS-laitteiston toimintaperiaate.

4.2. 3D-tulosteiden kayttokohteita

3D-tulosteita on nykypéivéana kadytetty jo hyvin monenlaisiin tarkoituksiin niin laéketieteessa
kuin luonnontieteiden tutkimuksessa. Seuraavissa kappaleissa esitellddn muutamia

kayttokohteita, joihin 3D-tulosteita on kaytetty.

4.2.1. Metallien sieppaus

3D-tulosteita on kaytetty jonkun verran eri metallien poistoon ja talteenottoon. Tutkimuksessa®®
tutkijat analysoivat merivesindytteista hivenaineita (Mn, Ni, Cu, Zn, Cd ja Pb). 3D-tulosteiden
rooli analyysissa on ollut olla ndytteen esikésittelyssa selektiivisesti erottamassa hivenaineita
sekd vastaavasti poistamassa ei-toivottuja suolamatriiseja. Analysointi on tehty ICP-MS -
laitteella. Yleensa merivesianalyyseissa on kaytetty esikasittelyna kiintedd faasiuuttoa (SPE).
SPE:ssé on kaytetty ioninvaihtohartseilla taytettyja kolonneja tai patruunoita. T&mén huonoja
puolia on kuitenkin taipumus matriisivaikutuksiin, rajallisesti saatavilla olevan kolonnin mitat,

erityiset ajo-olosuhteet menetelmalle ja kalliit kustannukset.*®
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Esikonsentraattori on tulostettu stereolitografisella 3D-tulostimella. Materiaalina he kéyttivéat
hartseja, jotka sisdltavat erilaisia akrylaatteja. Malliltaan esikonsentraattori on puikulainen
uuttokanava, johon on tulostettu pienid kuutioita (0,4 mm x 0,4 mm x 0,2 mm). Yhteen
uuttokanavaan mahtuu 526 kuutiota. Naytekasittelyssda happamuuden saatoon on kéytetty
fosfaattipuskuriliuosta, jota on sumutettu naytteen joukkoon (online). Sen jalkeen nayte on
ajettu esikonsentraattoriin, josta erotetut hivenaineet on eluoitu 0,5 % typpihapolla suoraan
ICPMS-laitteelle.*®

Esikonsentraattoriin kdytetyt materiaalit ovat siséltdneet elektroneita luovuttavia ryhmia
(donor), jotka vuorovaikuttavat metalli-ionien kanssa sitoen niitd liuoksesta. Erottuminen
metalleille on ollut parhainta neutraaleissa tai lievasti emaksisisséd olosuhteissa (pH 8).
Tutkimuksessa tulostukseen kaytettyjen materiaalien liséksi ei ole tarvittu muita funktionaalisia
aineita hivenaineiden erottumisen onnistumiseen. Mydskaan laitteisto ei vaadi ajolaitteistolta
niin paljoa kuin SPE-laitteisto. Tutkijoiden mukaan esikonsentraattorit sopivat myds korkean
suolapitoisuuden omaavien naytteiden analysointiin. Esikonsentraattoreiden herkkyyttd ja
toimivuutta on testattu erilaisista naytteista referenssiaineilla seka merivesindytteilla. Niiden
havaitsemisrajat ovat olleet myds samansuuruisia kuin yleisimmilld samaan tarkoitukseen

kaytettavilld laitteilla.*®

Taman tutkielman kokeellisessa osassa hyddynnettiin vastaavanlaisia sieppareita hormonien
talteenottoon kuin seuraavassa tutkimuksessa®. Siina tutkijat ovat selvittaneet mahdollisuuksia
kullan talteenottoon elektroniikkaromusta. 3D-tulostettu sieppari on voitu yksinkertaisesti vain
upottaa puhdistettavaan liuokseen tai syottéa liuos siité 1&pi. Talteenotetut metalli-ionit on voitu

eluoida siepparista pois, jonka jalkeen sieppari on voitu kayttaa uudelleen.*®

Tutkijat ovat kéyttaneet sieppareiden materiaalina nailonjauhetta (PA12). Heiddn mukaansa
kulta sitoutuu sieppariin selektiivisesti. Liuoksissa kulta on muodossa [AuCl4]". Sitoutumisen
on arveltu tapahtuvan kultakompleksin kloorin ja nailonin amidiryhman vedyn valilla.
Selektiivisyyden on arveltu johtuvan kultakompleksin varauksesta ja sen muodosta (tasonelio).
Tutkijat ovat testanneet kullan talteenottoa ensin jauhemaisella PA12:ta seka synteettisell4 etta
elektroniikkaromusta (piirilevyistd) uutetulla naytteelld. Molemmat liuokset ovat sisaltdneet
paljon muitakin metalleja kuten nikkelid, sinkki&, rautaa ja kuparia. PAl12:sta tarttui

synteettisestd liuoksesta 96,4 % kullasta ja 4,6 % platinasta, muita metalleja ei juurikaan ole
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havaittu. Vastaavasti elektroniikkaromusta uutetussa liuoksesta kultaa on talteenotettu 77,8 %
jatinaa 1,6 %. Varsinaiset siepparit on tulostettu SLS:I14. Siepparit ovat olleet 35 mm korkeita
ja halkaisijaltaan 27 mm olevia lieri6itd, joiden sisalla on ristikko. Nayteliuos on syotetty sen
lapi yhden kerran, jolloin 10 ml:n ndyte on kosketuksissa siepparin kanssa noin 3-5 sekuntia.
Talléin kullan sieppausprosentti on 27,2 %. Tallaisia sieppareita on laitettu paallekkéin, jolloin
sieppausprosentti on muuttunut kolmelle siepparille 47,8 %:n ja kymmenelle siepparille 82,7
%:n. Kymmenen siepparin testissa naytteen kosketusaika sieppariin on ollut noin 30 sekuntia.
Tulokset ovat osoittaneet 3D-siepparin toimivan erinomaisesti suhteellisen pienella

naytekasittelylla ja kullalle selektiivisesti.*®

Vastaavasti tutkimuksessa® tutkijat ovat hyodyntaneet tietoa kullan talteenotosta 3D-
sieppareilla (ylla esitelty artikkeli) ja ovat selvittaneet 3D-sieppareiden kayttoa katalyyttind
reaktioissa kullan talteenoton jalkeen. YIIa esitellyssa artikkelissa kultaa on saatu siepattua
selektiivisesti 3D-sieppareihin suhteellisen helposti ja edullisesti. Kyseisessa tutkimuksessa
tutkijat ovat pelkistaneet kullan siepparissa, jolloin saadaan polymeerin tarttuneita
kultananopartikkeleita. Téallaiset 3D-tulostetut kappaleet voisivat siis toimia katalyytteina
reaktiossa, joihin tarvitaan kultaa katalyytiksi. 3D-tulostusta kdyttamélla on pystytty myos
helposti péaattaméaén millaisessa muodossa katalyytti on laitettu reaktioseokseen, miké ei
valttamatta muilla menetelmilla ole mahdollista.®® Kyseisten tutkimusten tulokset osoittavat
3D-sieppareiden jatkokdyton mahdollisuudet. Tdma on tarkeda pohjatietoa tassa tutkielmassa

kaytettavien vastaavanlaisten 3D-sieppareiden jatkokasittelykestoa ajatellen (uudelleenkéyttd).

Kyseisessd tutkimuksessa tutkijat ovat tulostaneet erilaisia 3D-kappaleita SLS:11a PA12:ta,
jotka on altistettu [AuCl4]-anionille joko synteettiselld liuoksella tai elektronijatteestd saadulla
vastaavalla kultakompleksilla. Naille on kokeiltu erilaisia pelkistysmenetelmia ja on seurattu
niiden vaikutusta kultapartikkelien kokoon. Pelkistyksid on tehty altistamalla 3D-tulosteet
NaBHgs-liuokselle (0,5 M), askorbiinihapolle (0,5 M), 30 % vetyperoksidille, UV-valolle (405
nm) ja kuumentamalla 110 °C. Altistuksille on testattu erilaisia altistusaikoja, jotka vaihtelivat
altistuksesta riippuen 1 — 60 min. Altistusten aikana 3D-tulosteiden véri on muuttunut, joka on
kuitenkin linjassa synteettisen tai elektroniikkajatteestd peraisin olevan kullan kanssa. Tdma on
osoittanut sen, etté elektroniikkajate on yhta kayttokelpoinen kullan lahteeksi kuin synteettinen
liuos. 3D-katalyyttien toimintaa on testattu 4-nitrofenolin pelkistysreaktiolla 4-aminofenoliksi.

Katalyytin lasné ollessa reaktiot ovat olleet tdydelliset noin 2 tunnin kuluessa. Vastaavasti ilman
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katalyyttia reaktio ei ollut alkanut. Lammityksella pelkistetty katalyytti on vaatinut kauemmin

aikaa kuin muut pelkistystavat, mutta sekin on toiminut pidemmall reaktioajalla.>

Vastaavasti tutkimuksessa®® tutkijat ovat selvittaneet SLS:Il4 tulostettujen 3D-sieppareiden
mahdollisuuksia myds muille arvometalleille kuin kullalle, esimerkiksi palladiumille ja
platinalle. Kyseisessd tutkimuksessa sieppareiden materiaalina on kdytetty PA12:sta sijasta
polypropeenia ja 10 massaprosenttia tyypin 1 -anioninvaihtohartsia (Dowex 21K).
Polypropeeni on toiminut tassa tapauksessa tukimateriaalina varsinaiselle kemiallisesti
aktiiviselle anioninvaihtohartsille. Tarkoituksena on ollut saada elektroniikkajatteen
suotovesistd kustannustehokkaasti ja selektiivisesti siepattua palladium ja platina. Sieppareiden
toimintaa on testattu myo6s synteettiselld ndytteelld, jonka metallipitoisuudet on skaalattu
vastaamaan keskimaaraista elektroniikkajatteista tullutta naytetta.* Kyseinen tutkimus osoittaa
sen, ettd vaihtamalla 3D-sieppareiden materiaalia ja lisaédmaélla siihen lisdaineita, voidaan saada
siepattua erilaisia aineita ja yhdisteita sieppariin. Tutkimus my0s osoittaa sieppareiden olevan
uudelleenkaytettavia.

Synteettisesta ndytteesta tutkijat ovat saaneet siepattua 96 % palladiumista ja 98 % platinasta.
Muista metalleista sieppari ei ollut siepannut kuin noin 50 % tinasta ja 10 — 22 % lyijysta ja
sinkista. Nama kuitenkin on saatu vesipesulla tarvittaessa siepparista pois, jattaen jéljelle vain
palladiumin, platinan ja mahdollisesti pienen epdpuhtauden tinaa. Vastaavasti
elektroniikkajatendytteesta kullan poiston jalkeen on talteenotettu yli 79 % palladiumia ja 89 %
platinaa. MyGs ndma siepparit ovat uudelleenkéytettavid. Platina ja palladium on saatu
siepparista pois tiourealiuoksella. Palladium ja platina on ollut mahdollista saada erilleen
toisistaan kayttaméalla eri vahvuista tiourealiuosta (0,1 M Pd ja 0,3 M Pt). Epdpuhtautena
sieppariin jaanyt tina on pystytty saamaan erilleen platinasta ja palladiumista eluoimalla se 4,5
M typpihapolla pois siepparista. Eluoinnin jalkeen siepparit on pitanyt késitelld 0,1 M
suolahapolla ennen uudelleenkayttod. Siepparien kapasiteetiksi on saatu noin 11
massaprosenttia anioninvaihtohartsin massaan verrattuna. Tutkimuksen perusteella on voitu
sanoa 3D-sieppareiden toimivan selektiivisesti myds platinan ja palladiumin talteenotossa, seké
ne on pystytty erottamaan siepparista toisistaan. Sieppareita on pystytty kayttdmé&an myos

muunlaisiin liuoksiin/lahteisiin kuin elektroniikkajatteeseen.®!
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4.2.2. Hormoninaytteiden esikasittely ja vesindyteaplikaatiot

Tutkimuksessa® tutkijat ovat kehittaneet 3D-tulostamalla hormonien mittaukseen
esikasittelymenetelman biologisista naytteistd. 3D-tulostuksella on haettu esikasittelyyn
edullista ja ymparistd- sekd ihmisystavallista esikasittelymenetelmédd LC-MS -analyysiin

(nestemainen kromatografi + massaspektrometri).>?

Tutkijat ovat tulostaneet menetelméén 3D-tulostimella (FDM) LayFOMM 60®-materiaalista
sorbentteja. Materiaali tulostuu kovaksi, mutta altistaessa sitd vedelle ja ultradanihauteelle se
muuttuu joustavaksi, elastiseksi ja huokoiseksi. Tallaisen kasittelyn jalkeen materiaalista on
tehty 5 mm korkea ja 0,2 mm paksu rengas asetetaan mikrosentrifuugiputkeen ja sinne on lisétty
haluttu ndyte. Nayte voi sisdltdd useita hormoneja kuten kyseisessa tutkimuksessa se on
sisaltanyt kortisolia, testosteronia, aldesteronia, dihydrotestosteronia ja estradiolia. Putkea
mikrosentrifuugattiin, jotta ndytteestd mitattavat yhdisteet (hormonit) ovat siirtyneet 3D-
tulostettuun sorbenttiin. Tamén jalkeen ylim&&rdinen ndyte on poistettu putkesta, tai
vaihtoehtoisesti sorbentti on siirretty puhtaaseen putkeen. Sen jéalkeen putkeen on lisétty
liuotinta, johon hormonit ovat siirtyneet sorbentista. Nain saatu liuos sisdltdd naytteen
mitattavat hormonit ja se on siirretty mahdollisesta biologisesta néytteesta
analysointikelpoiseen liuottimeen. Talteenotot 3D-sorbenttiin ovat olleet kortisolille 24,8 %,
testosteronille 77,1 %, aldesteronille 19,3 %, dihydrotestosteronille 84,9 % ja estradiolille 81,3

%_52

Vastaavasti artikkelissa®® tutkijat ovat tutkineet samanlaisilla sorbenteilla glimepiridin
(diabetesladke) tarttumista sorbenttiin vesindytteestd. Talle Kiinnittymismekanismiksi on
esitetty glimepiridin lipofiilisyyttd ja sen jakautumista sorbentin ja naytefaasin vilille.
Tutkimuksessa on saatu glimepiridille talteenottoprosentiksi 82,24 %  hyvélla
toistettavuudella.>® Nama kaksi tutkimusta osoittavat hormonien pystyvan siirtymaan 3D-

tulostettuun kappaleeseen, mité haetaan tdmén tutkielman kokeellisessa osassa.

Tutkimuksessa® tutkijat ovat selvittaneet EDC-aineiden E1, E2 ja EE2 poistamista erilaisista
vesindytteistd. Tutkijat ovat selvittdneet ndaiden hormonien sitoutumista polyamidi 6:seen
(PA6), mik& on myds tyypillinen 3D-tulostusmateriaali. Sitoutumismekanismiksi tutkijat ovat

selvittdneet EDC-aineiden adsorptiolle PAG6:seen vetysitoutumisen. Hormonit ovat sitoutuneet
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hydroksyyliryhmastaan vetysidoksella PA6:sen amidiryhmééan. Adsorptioon on vaikuttanut
myo6s ndytteen pH. Hormonien pKa-arvot ovat olleet noin 10,5. Kun pH nousee yli yhdisteen
pKa:n deprotonaatio lisdantyy. Tama lisda yhdisteiden vesiliukoisuutta. Alle yhdisteen pKa-
arvon ne pysyvét ionisoitumattomassa muodossa, missa vastaavasti adsorptio PAG6:seen
lisadntyy. Hormonien selektiiviseen adsorptioon ei ollut vaikuttanut merkittavasti erilaiset
vesimatriisit, esimerkiksi jatevedet.>® Kyseinen tutkimus osoittaa hormonien kykenevan
sitoutumaan polyamidi6:n (PA6). Tamén tutkimuksen kokeellisessa osassa kaytetdan PA12:sta,
joka on samankaltainen polyamidi kuin PA6. Tutkimus lisdd ymmarrysta siitd, milla tavalla

hormonit mahdollisesti sitoutuvat siepparimateriaaliin.

4.2.3. 3D-tulosteet ladketieteellisissa projekteissa

Viime vuosina on aloitettu hyddyntaméan 3D-tulostuksen tuomia mahdollisuuksia myds
erilaisissa laaketieteellisissa projekteissa.*’>® Tassd kappaleessa esitellaan lyhyesti muutamia
erilaisia projekteja, missd 3D tulostusta on hyddynnetty l4d&kkeiden ominaisuuksien
parantamiseen. Naiden tutkimusten tarkoituksena on laajentaa ymmarrystd, millaisiin

kohteisiin 3D-tulostusta voidaan kéyttaa laédkeaineiden osalta.

Nyky&an on huomattu yksiloiden valilla suuria eroja ladketieteellisessa hoidossa. Potilaiden
erilaiset taustat, fysiologiset (pituus, paino) ja aineenvaihdunnalliset (metabolia, sairauksien ja
laékkeiden yhteisvaikutukset), aiheuttavat ongelmia ladkkeellisen hoidon onnistumiseen.
Esimerkiksi sivuvaikutusten maara voi kasvaa kohtuuttoman suureksi vasteeseen nahden. Tasta
syysta on aloitettu kokeilemaan 3D-tulostettuja laakkeitd, joissa pystytdan huomioimaan

yksilollisesti tai vaestoryhmittdin kunkin potilaan tiedot.>®

FDM tarjoaa 3D-tulostetuille 1adkkeille hyvan mekaanisen lujuuden seka silla on mahdollista
saada erilaisia laékeaineen vapautumisprofiileja muuttamalla tabletin tayttoprosenttia, 3D-
mallin suunnittelua tai tabletin pinta-alaa. Haasteita FDM:ss@ on tdssékin rajalliset
materiaalivaihtoehdot. L&&kkeiden tekemiseen on tarvittu hyvéat sulan materiaalin
viskositeettiominaisuudet pursottamista varten sek& materiaalilla ei saa olla lilan korkea
sulamispiste. Materiaalin tulee olla my6s biohajoava, kuten esimerkiksi PLA. FDM on yleisin
tutkimuksen kohde ladkkeita tulostaessa sen pystyessé tuottamaan monimutkaisia geometrisia
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rakenteita la&kkeisiin. Toisaalta FDM:ssé pitad parantaa laatua ja nopeutta, jotta sita voitaisiin

kéyttaa onnistuneesti kliinisessa kaytossa.>

SLA:n etuna ladkkeiden tulostuksessa on sen korkea resoluutio seka matalat prosessildmpétilat.
Kun kaytetddn matalia lampétiloja tulostuksessa, on ollut mahdollista tulostaa myds sellaisia
ladkkeitd, joiden termostabiilisuus ei ole kovin korkea. SLA:lla on voitu helposti sekoittaa
ld&keaine fotopolymeerin kanssa keskenddn tulostettavaksi materiaaliksi. Huonoja puolia on
fotopolymeerien rajallisuus ja nditd ei ole pidetty turvallisina kéyttda ihmiselld&. Myds niihin
saatava laékeaineen tayttoprosentti on alhainen. Talla hetkella ladkkeiden valmistuskayttoon on
kehitetty muun muassa poly(etyleeniglykoli)diakrylaatti (Poly(ethylene glycol) diacrylate,
PEGDA), ja SLA on yksi kaytettyimmista tekniikoista ladketieteellisessé biotekniikassa.>®

3D-tulostettuihin laékkeisiin on voitu kayttad muutamia materiaaleja. Naita ovat muun muassa
PVA (Polyvinyylialkoholi), PLA ja PCL. PVA on vesiliukoinen synteettinen polymeeri, jota
on onnistuneesti kéytetty muun muassa FDM-tekniikalla ladkkeiden valmistamiseen. TallGin
ld&keaine on voitu ladata materiaaliin pitdmalla sitd ladkeaineella kyllastetyssa liuoksessa. Sen
jalkeen materiaali on kuivattu ja tulostettu normaalisti. Talloin materiaalin ladkeainekuormitus
voi olla jopa 10%. Raportoituja tuloksia on noin 0,24 % yldspain. Matalampipitoisten
materiaalien ladkkeen vapautumista sdddetdan hitaammaksi. PLA on todettu soveltuvan
erilaisiin ladketieteellisiin 3D-tulosteisiin, kuten laékkeisiin, kudostekniikkaan ja haavojen
hallintaan. Sen hyvia puolia on esimerkiksi se, ettei se metaboloidu elimistossa myrkyllisiksi
aineiksi, eikd tuota myrkyllisia tai karsinogeenisid vaikutuksia ihmiseen. PLA:N
laékeainekuormitus on noin 1 % luokkaa. PCL taas sopii yhteen monien muiden materiaalien
kanssa, ja silla on alhainen sulamispiste. Sita kaytettaessa tulostettavaan ladakkeeseen on voitu
lisatd nanokapseleita, mink& avulla ladkeainekuormitus on voitu saada jopa 50 %:n.
Ladkkeiden, joissa on kaytetty nanokapseleita, lddkeaineen vapautus on kuitenkin nopeampaa
kuin pelkilla PCL tehdyilla laakkeill4.>®

3D-tulostuksella on voitu tuoda vaihtoehto suussa hajoaville kalvoille, joita kaytetddn
ladkeaineiden annostelemiseen nielemisvaikeuksisille potilaille. Kalvot hajoavat tai liukenevat
nopeasti suussa, jolloin la&keaine vapautuu elimistoon. Yleensa nditd kalvoja on tehty
valamalla. Tutkimuksessa®® on kaytetty ladkeaineena psykoosilaakkeisiin luokiteltua

aripipratsolia. FDM-tekniikalla PVA:sta 3D-tulostettuja kalvoja on verrattu perinteisesti
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valamalla tehtyihin kalvoihin. Tuloksena on saatu, ettd 3D-tulostetut kalvot vapauttivat 15
minuutissa yli 95 % ladkeaineesta, kun taas vastaavasti valetut kalvot vapauttivat 75 %:a
tutkitusta ladkeaineesta. Tunnin kuluessa molemmista kalvoista on liuennut kaikki tutkittava
ld&keaine. Tutkijat ovat voineet todeta tutkimuksen perusteella, ettd 3D-tulostetut kalvot

antavat hyvan vaihtoehdon perinteisille valetuille kalvoille.>®

SLS-menetelmé&lld on myos tulostettu suun kautta otettavia tabletteja, jotka hajoavat suussa.
Tutkimuksessa tablettien materiaalina on kaytetty 5 % parasetamolia ja 3 % Candurin Gold
Sheen -apuainetta parantamaan tulostettavuutta seké laserin toimintaa. Pohjamateriaalina on
kaytetty seka hydroksipropyylimetyyliselluloosaa etta vinyylipyrrolidoni-
vinyyliasetaattikopolymeeria (92 %). Tutkijat ovat saaneet tulokseksi, etta tabletit hajosivat
pieneen maaraan vettd neljassd sekunnissa.®’’ Vastaavasti toisessa samankaltaisessa
tutkimuksessa®® on tutkittu eri materiaaleilla (75 % polyvinyylialkoholia ja 25 %
polyetyleeniglykolia, metakryylihapon ja etyyli akrylaatin 1:1 seosta) eri parasetamolin
pitoisuuksia tableteissa. Molemmilla materiaaleilla on testattu 5 %, 20 % ja 35 % parasetamoli-
pitoisuuksia. Kaikki tabletit ovat sisaltaneet tassékin sen 3 % Candurin Gold Sheen -apuainetta.
Kyseisessa tutkimuksessa ladkeaineen vapautumista tabletista on tutkittu in vitro -olosuhteissa
vastaten vatsa- ja suolisto-olosuhteita. Ensimmaéisen materiaalin (75 % polyvinyylialkoholia ja
25 % polyetyleeniglykolia) kohdalla 5 % parasetamolitabletti on vapauttanut yhden tunnin
kohdalla 95 % ja kahden tunnin kohdalla 100 %. Vastaavasti 20 % ja 35 % parasetamolitabletit
yhden tunnin kohdalla on vapauttanut 60 % ja 45 % parasetamolista. Kahden tunnin kohdalla
vastaavat lukemat ovat 85 % ja 60 %. Nama tabletit ovat paasseet noin 95 % vapautukseen 20
% tabletti noin 5,5 tunnin kohdalla ja 30 % noin 8 tunnin kohdalla. Toiselle materiaalille
kaikkien tablettien tulokset ovat suhteellisen samankaltaiset, ja ne ovat vapauttaneet aika
tasaisesti koko ajan parasetamolia paasten viiden tunnin kohdalla noin 50 % ja 90 % noin 8
tunnin jalkeen. Tutkimuksen mukaan tdmé& voisi olla vaihtoehtoinen menetelma nykyisille
laskkeille.%®



Kokeellinen osa
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Taman tutkimuksen kokeellisen osan tarkoitus oli valmistaa SLS:114 tulostettuja 3D-sieppareita,
joita pystyisi tulevaisuudessa kayttdmadn 17p-estradiolin talteenotossa jatevedesté.
Tarkoituksena oli talteenoton lisaksi pystya irrottamaan talteenotettu 17p-estradioli siepparista,
jolloin olisi mahdollista kayttdd siepparia uudestaan, mutta my6ds mahdollisesti
jatkokayttdmaén talteenotettu 17p-estradioli. Naiden liséksi tarkoitus oli selvittdd 3D-
sieppareiden  kapasiteetti  sekd kehittdd néaytteille hyvad néytteenkésittely ja

analysointimenetelma.

5. 3D-tulostus

5.1. Laite ja materiaalit

Tutkimuksessa kaytetyt 3D siepparit tulostettiin SHAREBOT SnowWhite -laitteella. Siepparit
tulostettiin  ADVANCE3D Materials ADSINT PA12 L -materiaalista. Sieppareiden
piirtdmiseen kaytettiin piirto-ohjelmaa FreeCAD 0.16 ja viipalointiin viipalointiohjelmaa
Slic3r versio 1.2.9. Viipalointi on sitd, miten laite ndkee kappaleen eli, miten se tulostaa sen

kerros kerrokselta.

5.2. Siepparit

Sieppareita tulostettiin eri asetuksilla. T&lloin saatiin eri huokoisuuksia sieppareille, mika
esiintyi siepparin pehmeytend tai kovuutena (Taulukko 13). Siepparin rakenteeseen vaikuttavat
muun muassa laserin teho ja nopeus. Talteenotto- ja eluointikokeissa kaytettiin isompaa 10 ml
ruiskuun mahtuvaa siepparia, joka oli 16 mm halkaisijaltaan ja korkeudeltaan 5 mm.
Kapasiteettikokeisiin tehtiin pienempia sieppareita, jotta kapasiteetin toteamiseksi ei tarvinnut
kayttad niin suuria tilavuuksia ndyteliuosta. Pitoisuutta ei voitu kasvattaa vesiliuoksissa
hormonien niukkaliukoisuuden takia. Nama siepparit olivat 2 ml ruiskuun 9 mm halkaisijaltaan

ja korkeudeltaan 5 mm. Siepparit lajiteltiin niiden rakenteen mukaan eri kovuusryhmiin.
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Taulukko 13: 3D-tulostettujen sieppareiden nimikkeet ja rakenteet

Siepparin koodi | Rakenne
PA12-154 Keskitaso
PA12-155 Keskitaso
PA12-156 Pehmea
PA12-157 Pehmea
PA12-158 Pehmea
PA12-159 Kova
PA12-160 Kova
PA12-161 Keskitaso
PA12-162 Kova
PA12-163 Kova
PA12-164 Kova
PA12-173 -

Kaikkia tulostettuja sieppareita ei ole kéytetty kokeissa. Jokaisen kokeen osalta on kerrottu,
mit4 siepparia kokeessa on kéytetty. Siepparin rakennetta voidaan muokata eri asetuksilla,
joista kaksi ovat laserin teho ja laserin nopeus. Laserin tehon séataminen vaikuttaa siihen,
kuinka tehokkaasti laser sulattaa jauhetta. Laserin nopeus taas vaikuttaa siihen, kuinka pitkan
aikaa laser sulattaa jotain tiettya kohtaa. Molemmat osaltaan vaikuttavat siepparin kiinteyteen
ja huokoisuuteen. Halutessaan néita asetuksia voisi myds muuttaa yhden kappaleen siséll,
jolloin esimerkiksi siepparin reunat olisivat kiinteita eivatka lapaisisi vettd, mutta keskelta

siepparia vesi paasisi lapi.*?

Sieppareiden tulostuksen jalkeen ne pestiin talousvedelld ylimadraisesta jauheesta. Muuta
jatkokasittelya niille ei tarvittu. Tassa tutkimuksessa ei testattu erikseen sitd, miten erilaiset
siepparin huokoisuudet vaikuttavat E2:sen talteenottoon. Vaikka tdssd tutkimuksessa on
kaytetty eri huokoisuuksia talteenotto- ja eluointikokeissa, huokoisuuden vaikutusta

talteenottoon ei tdmén tutkimuksen puitteissa ehditty tutkimaan.

6. GC-analytiikka

Taman tutkimuksen néytteiden analysointiin kaytettiin Agilent Technologies 6890 Series GC
system -GC-laitetta, jonka yhteydessa oli detektorina Agilent Technologies 5973Network Mass

Selective Detector -massadetektori. Laite kayttdd kantokaasuna heliumia. Mittausten aikana
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kaytossd oli Zebronin kapillaari GC kolonni ZB-5MSi (Taulukko 14). Mittausten valissa

kolonnia pestiin kahdella erilaisella pesuohjelmilla tarpeen mukaan keskimaéarin noin kolmen

mittauksen vélein. Pesuliuottimena kaytettiin asetonitriilid, joka oli my0s ndytteiden

pohjaliuotin. Pesuohjelmissa GC:n uunia pidetiin 10 minuutin ajan halutussa lamp@étilassa.

Tassa tutkimuksessa kéytettyjen pesuohjelmien lampdtilat ovat 270 °C ja 320 °C, joista

ensimmadistd on kaytetty enemman. Pesuohjelman tarkoituksena on puhdistaa kolonnia, ja

poistaa sinne ajon aikana mahdollisesti jd&neet yhdisteet pois. Massadetektorin kéytetty

havainnointialue oli 40 — 600 m/z. Taulukossa 15 on esitetty kaikki tassa tutkimuksessa kéaytetyt

reagenssit.

Taulukko 14: Mittauksissa kaytetyn GC:n kolonnin tiedot

Kolonni Zebron ZB-5MSi Capillary GC Column
(7THG-G018-11)

Pituus 30m

ID (ulkohalkaisija) 0,25 mm

Film thickness 0,25 um

(sisépinnoitteen

paksuus)

Lampdtilaraja min 60 °C

Lampdtilaraja max 360/370 °C

Materiaali

5 % fenyyli 95 %
dimetyylipolysiloksaani

Taulukko 15: Projektissa kédytetyt reagenssit

Nimi Molekyylikaava Puhtausaste % CAS Valmistaja
Kolesteroli Ca7H460 95 57-88-5

Estrioli C18H2403 98 50-27-1 Sigma
p-Estradioli C19H240; 98 50-28-2 Sigma-Aldrich
BSTFA-TMCS CsH1sF3sNOSi - 25561-30-2 | Tokyo Chemical
(99:1)? Industry

6.1. Apuliuokset

Vesipohjaisten néyteliuosten (kts. ndyteliuokset) valmistuksen suurimmaksi haasteeksi

muodostui hormonien niukkaliukoisuus. Tastd syystda oli mietittdvd tapoja ndytteiden

mahdolliseen konsentrointiin sekd analysoinnin suorittamiseksi. Tutkimuksessa kayttssa olevat

1 BSTFA-TMCS (99:1) bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide:silane,chloromethyl
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analyysilaitteiden kolonnit eivét kesta veden tai muiden hyvin poolisten liuosten mittaamista.
Tastd syysta naytteitd ei pystytty mittaamaan suoraan vesiliuoksesta. VVesipohjaisten ndytteiden
kasittely vedettomiksi on hidasta ja tyolasta. Tasté syysté oli helpompaa kayttadé apuliuoksia
nopeiden analytiikkaan liittyvien testien tekemiseen. Apuliuoksiin saatiin myds helposti

korkeampia hormonipitoisuuksia kuin nayteliuoksiin.

Apuliuokset siis olivat hormoniliuoksia, joissa liuottimena toimii metanoli. Metanoli on
helpommin haihtuva ja paremmin estradiolia liuottava kuin vesi. Alla olevassa Taulukossa 16
on kerrottu apuliuokset ja niiden pitoisuudet. Apuliuoksia varsinkin E2 MeOH:ta kaytettiin
paljon esimerkiksi E2-piikin l0ytamiseen GC-spektrisséd sekd silyloinnin (kts. silylointi)

testaamiseen.

Taulukko 16: Apuliuokset ja niiden pitoisuudet sekd tehdyn liuoksen kokonaistilavuus

(mittapullon tilavuus)

Apuliuos Lyhenne | Liuotin | Pitoisuus (g IY) | Tilavuus (ml)
Estradioli E2 MeOH | MeOH 0,198 100
Kolesteroliliuvos | KMeOH | MeOH 0,195 20

6.2. Sisdiset standardit

Siséisen standardin kayttd GC-analyyseisséd on tdrkedd. Sen merkitys korostuu varsinkin
naytteenkasittelyssa. Siséinen standardi on yhdiste (tai yhdisteitd), jota lisdtddn jokaiseen
tutkittavaan naytteeseen naytekasittelyn alkaessa. Sen tarkoituksena on ilmentéd, kuinka
naytteeseen vaikutetaan naytteenkasittelyn aikana. Esimerkiksi tapahtuuko havikkia
naytekasittelyn eri vaiheissa, kuten kolvista injektiopulloon siirroissa. Toinen sen tarked tehtdva
on olla tunnettu pitoisuus yhdistettd GC:n spektrissd, jonka piikin pinta-alaan tuntemattoman
piikin pinta-alaa verrataan. GC-spektristé saadaan laskettua tuntemattoman aineen piikin avulla
sen pitoisuus, kun piikin pinta-alaa verrataan tunnetun pitoisuuden omaavaan sisdisen

standardin piikin pinta-alaan.

Sisdinen standardi on yhdiste, joka valitaan aina tutkittavan yhdisteen mukaan. Sisdisen
standardin valinnassa pyritaén valitsemaan sellainen yhdiste, joka olisi hyvin l&helld tutkittavaa

ainetta. Esimerkiksi sokereita tutkittaessa jokin toinen sokeri, kuitenkin huomioiden sen, ettei
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sitd ainetta ole itse nédytteessa. Sisdisend standardina voidaan kayttad myds tutkittavan aineen
deuteroitua muotoa. Té&ssa tutkimuksessa kokeiltiin kahta eri hormonia sisaisend standardina.

Taulukossa 17 on tiivistettyna projektissa kéaytetyt siséiset standardit ja niiden pitoisuudet.

Taulukko 17: Tutkimuksessa kéytetyt sisaiset standardit ja niiden kantaliuosten pitoisuudet

Nimike Sisdinen standardi Liuotin Pitoisuus (g I'Y) | Tilavuus (ml)
Sis. stand 1 Estrioli (E3) MeOH 0,435 20
Sis. stand 2 Estrioli (E3) MeOH 0,200 100
Sis. stand 3 Kolesteroli MeOH 0,195 20
Sis. stand 4 Kolesteroli (kuivattu) MeOH 0,200 100

Ensimmaéisend kokeiltiin estriolia (E3). Ensimmaiset estriolin kokeilut eivat onnistuneet, koska
tutkimuksen alkuvaiheessa ei viela ollut kehitetty silylointia ja lampdétilaohjelmaa tarpeeksi.
E3- ja E2-naytteitd mitattaessa yhdessa tulokseksi saatiin yksi iso ja leved seka vasemmalle
puolelle hantiva piikki. Talloin ei voitu sanoa mitadn E2:sen ja E3:sen ndytteiden pitoisuuksista.
Néin alkuvaiheessa tutkimusta myos naytteen késittelyssé on voinut tapahtua jotain, minka ei
ole ymmarretty vaikuttavan tulokseen. E2:sen ja E3:sen piikit tulivat suhteellisen lahekkain
GC:ll14, koska niiden rakenteissa on vain pienid poikkeuksia (yhden OH-ryhman ero, kuva 18).
Lampatilaohjelmia kehittdmalld hormonien piikit saatiin riittdvan erilleen toisistaan. Kuitenkin
spektrissd oli molempien hormonien osalta useampi piikki ja E3:sen piikit olivat
intensiteetiltddn hyvin pienia verrattuna E2:sen piikkeihin. Téssd vaiheessa tutkimusta
paatettiin mahdollisuuksien salliessa kokeilla myds toista sisdista standardia E3:sen tilalla.
Myohemmin huomattiin useiden piikkien yhdelle hormonille johtuvan muun muassa

silyloinnin vajaavaisuudesta (kts. silylointi).

Toisena sisédisena standardina kokeiltiin Kkolesterolia. Kolesteroli vaikutti hyvin lupaavalta
siséiselta standardilta, koska monet hormonit ovat kolesterolin johdannaisia. N&in ollen niiden
rakenteiden runko on samanlainen. E2:sen toisen OH-ryhman paikalla on pitkahké haarautunut
hiilivetyketju, mutta rakenteesta 16ytyi tarpeeksi eroja niiden hyvaan erottumiseen toisistaan.

Kolesterolin kanssa tulleet ongelmat on kuvailtu lampétilaohjelmakappaleessa.
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Kuva 18: a) Estradiolin (E2) ja b) estriolin (E3) rakenteet.

6.3. Silylointi

Silylointi on tarked osa GC-analyysien onnistumista. Silyloinnilla haetaan alhaisempaa
kiehumispistettd naytteelle, jonka vuoksi ndytteen yhdisteet erottuvat GC:lla paremmin.
Parantunut erottuvuus nékyy korkeampina ja terdvimpind piikkeina silyloituneelle yhdisteelle.
Kuvissa 19 ja 20 on GC:n spektrit havainnollistamassa silyloinnin vaikutusta.

Kuvissa esitetyt spektrit mitattiin kahdesta samanlaisesta ndytteesta, joiden valill4 on eroa vain
silyloinnissa. Toinen ndyte oli silyloitu ja toinen ei. Erot piikkien muodossa ja intensiteetissa
ovat valtavat. Tutkimuksen kannalta oli olennaista analyysin onnistuminen, joten p&atettiin

jatkaa naytteiden silylointia sen tuomien hyotyjen takia, vaikka sen tekeminen vei aikaa.
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\bundance TIC: vesi-silyl-nro1 .D\data.ms
12 p93

5500000
Silyloitu
5000000
43500000
4000000
3500000
3000000
2500000
2000000
1500000

1000000

500000

Time--= 7.00 B.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 18.00 19.00 20.00 21.00 22.00 23.00 24.00

Kuva 19: Silyloidun naytteen spekiri.
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Abundance
120000

" Silyloimaton
100000

80000

60000

40000

20000

Time--> 650 7.00 7.50 8.00 850 9.00 9.50 10.0010.5011.0011.5012.0012.5013.0013.5014.0014.5015.0015.50 16.0016.50 17.00

Kuva 20: Silyloimattoman naytteen spektri.
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Silylointi aineena kaytettiin BSTFA-TMCS -reagenssia (99:1). Kuvassa 21 on esitetty BSTFA-
TMCS -reagenssin (trimethylsilyl 2,2,2-trifluoro-N-trimethylsilylethanimidate:

trichloromethylsilane) rakennekuva.

—i— |
| —si—cl
N
CFa)L 0—S|i— TMCS
BSTFA

Kuva 21: BSTFA-TMCS -silylointireagenssi suhteella 99:1.

Padpiirteittdin silylointireagenssi reagoi substituutioreaktiolla. Reaktiomekanismi on esitetty
kuvassa 22. Siind naytteen happi sitoutuu vapaalla elektroniparilla BSTFA:n piihin. Talldin
syntyy hapelle positiivinen osittaisvaraus ja X:lle negatiivinen osittaisvaraus. X téssé
tapauksessa on joko BSTFA:n loppurunko (kuva 21) tai TMCS:n kloori ja R on néytteen
loppurunko. TMCS, joka toimii tassa silylointireagenssissa BSTFA:n toimintaa tehostavana,
reagoi samalla tavalla ndytteen kanssa kuin BSTFA. Reaktion vélivaiheessa X irtoaa
silylointiaineesta hapen sitoutuessa siihen, jolloin se sitoutuu vedyn kanssa. Vety voi téssa
tapauksessa tulla esimerkiksi naytteen hydroksyyliryhmasta, jonka happi sitoutuu piin kanssa.>®

Kuvassa 23 on esitetty esimerkkina estradiolin rakenne, kun se on silyloitu BSTFA:lla.

HsC CH

.o CI:HS Btee 3 \ / 6'3 QHS
R-0: + HC-Si-X — R E SI' X R-O-8i-CH; + HX

H CH; CH; CHj

Kuva 22: Silylointireagenssin reaktiomekanismi ndytteeseen sitoutuessa.



76

Kuva 23: Estradioli BSTFA-TMCS -silylointireagenssilla silyloituna.

Tutkimuksen alkuvaiheessa silylointiaikana kédytettiin 30 minuuttia 60 °C:sessa lampokaapissa.
Talléin kéytettiin vield sisaisend standardina kolesterolia, jolle aika tuntui riittdvan. Kun
siséinen standardi vaihdettiin kolesterolista E3:seen, huomattiin ettei 30 min riitd E3:sen
silylointiin. Tamé& nékyy GC:n spektreissd, kun E3 esiintyi kahtena matalana piikkind yhden
korkeamman piikin sijasta. Massaspektrin perusteella voitiin sanoa aikaissmman piikin olevan
epataydellisesti silyloitunutta E3:sta. E3:sessa on kolme OH-ryhmaa, joista vedyt voivat
korvautua trimetyylisilyylilla. Aikaisemmassa piikissa vain kaksi vetyd oli korvautunut
trimetyylisilyylill& kolmen sijasta (jalkimmainen piikki). Pidempéaa silylointiaikaa testattiin,
jolloin E3 silyloitui kokonaan ja GC-spektrissa nahtiin vain yksi E3:sen piikki. Tdman jalkeen
tehtiin tarkempi koe silylointiajan kartoittamiseksi. Taulukossa 18 on esitetty silylointikokeen

tulokset.

Taulukko 18: Silylointikokeen tulokset

Nayte Mitattu E2- Mittauksen rsd % | E2-pitoisuus (g I'%)
pitoisuus (g 1)
A 0,17 + 0,04 19,4 0,198
B 0,199 + 0,003 1,2 0,198
C 0,21 + 0,02 7,8 0,198
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Kaikki ndytteet ovat tdysin samanlaisia, ja samalla tavalla késiteltyja lukuun ottamatta
silylointiaikaa. Silylointi tapahtuu lampokaapissa, joka on asetettu noin 60 °C:seen. Jokaiselle
silylointiajalle oli kolme rinnakkaista naytetté ja jokaisesta ndytteesta otettiin kolme mittausta.
Eli esimerkiksi A-néytteestad tuli yhdeksédn mittausdataa. A-néytteet olivat lampdkaapissa 30
minuuttia, B-ndytteet yhden tunnin ja C-néytteet kaksi tuntia. Tulokset analysoitiin laskemalla
naytteessa olevan E2-pitoisuus (0,198 g I'Y). Pitoisuus tiedettiin itse tarkasti valmistetusta
liuoksesta. Kaikista naytteista saatiin laskemalla E2-pitoisuudeksi lahelle tiedettyd pitoisuutta,
mutta A-naytteissa oli suurta hajontaa ja se oli myds kauimpana tiedetysté pitoisuudesta. Se
johtui epataydellisesta silyloitumisesta, joka nakyi kahtena E3:sen piikkind. Niiden suhteet
muuttuivat koko ajan A:n mittauksen edetessa. Toisin sanoen jalkimmaiset A:n naytteet
seisoivat ndytteensyottajassd mittauksen ajan (1-2 tuntia), jonka aikana silyloituminen eteni.
Tasta voitiin paatelld, ettei 30 minuutin silylointiaika riitd luotettavaan ja toistettavaan
mittausten suorittamiseen. Vastaavasti B-naytteilla hajonta oli suhteellisen pientd, ja C-
naytteilld hajonta alkoi kasvaa. Taman testin perusteella paatettiin kokeilla yhden tunnin
silylointiaikaa naytteille sen vaikuttaessa parhaimmalta. Kuitenkin jatkossa muiden kokeiden
kohdalla saatiin huomata, ettei tuntikaan kaikissa tapauksissa riita, jolloin paatettiin varmuuden
vuoksi silyloida naytteité aina kaksi tuntia, jotta silylointi olisi varmasti tapahtunut loppuun asti

ennen mittausta.

Tama koe oli talle tutkimuksella riittdva. Silylointia voitaisiin optimoida vield lisaa
huomattavalla maarélla kokeita, joissa tutkitaan erilaisia silylointiin vaikuttavia muuttujia.
Kokeita pitéisi tehdd monilla rinnakkaisilla néytteilla, erittdin tasmaéllisilla silylointiajoilla ja
huomioida silyloinnin pysdhtyminen heti lampdkaapista oton jalkeen (ndytteet jaakaappiin
mahdollisesti) sekd minimoida kaikki mahdolliset muut muuttujat. Kuitenkin tamén
tutkimuksen ajallisissa puitteissa ei koettu olevan tarpeellista panostaa niin suuren mittakaavan
kokeisiin. Jatkettaessa tutkimuksia pidempdan tdma olisi voinut tulla suurempaan rooliin

tutkimusta.

6.4. Lampotilaohjelmat

GC-analytiikassa lampdétilaohjelmien muokkauksilla saadaan suurimmat muutokset néytteiden
mittaukseen liittyen. Kdytdnnossa lampdotilaohjelmien muutoksella vaikutetaan muun muassa

piikkien intensiteettiin, pinta-alaan ja erottuvuuteen, kolonnin 1&pi kuljettavaan aikaan seka sita
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kautta spektrien tarkkuuteen. Tassd tutkimuksessa lampdotilaohjelmia testattiin kahdessa
vaiheessa. Ensin, kun kolesterolia kaytettiin sisdisend standardina, ja toisen kerran, kun
mittaukset oli saatu toimimaan estriolin ollessa sisaisena standardina. Tarkoituksena oli saada
hyva erottuminen naytteiden piikeille, kolonnia sdéstéavat lampdtilat ja optimaalinen aika
mittauksen kestolle. Ennen néita lampdotilachjelmien testauksia tutkimuksen alussa kokeiltiin
kolmea eri lampdotilaochjelmaa (A, B ja C), joista kolmannella (C) p&&dyttiin mittaamaan
tutkimuksen kaikki naytteet. Lampaotilaohjelmien parannuksella saatiin aikaiseksi mahdollisesti
parempi lampdtilaohjelma estradiolin - mittaamiseen. Kuitenkin paatettiin  mitata kaikki
tutkimuksen néytteet samalla lampdtilaohjelmalla. N&in naytteet olisivat mahdollisimman
hyvin verrattavissa toisiinsa. Vaihdolle ei myoskaan ollut vélttamatonta tarvetta, koska
lampdtilaohjelma C toimii mitatuille yhdisteille. Taulukoissa 19 — 21 on esitetty A — C -

lampotilaohjelmien arvot ja liitteessa 1 on C-lampdtilaohjelman lampétilakuvaaja.

Taulukko 19: A-lampdtilaohjelman arvot

Lampdatilan nostonopeus | Lampdtila (°C) | Pitoaika (min) | Kokonaisaika (min)
(°C min™?)
1 - 150 1,50 1,50
2 50 260 5 8,7
3 10 270 4 13,7

Taulukko 20: B-lampétilaohjelman arvot

Lampdtilan nostonopeus | Lampétila (°C) | Pitoaika (min) | Kokonaisaika (min)
(°C min')
1 - 150 1,50 1,50
2 50 260 5 8,7
3 5 270 4 14,7

Taulukko 21: C-lampétilachjelman arvot

Lampdtilan nostonopeus | Lampdtila (°C) | Pitoaika (min) | Kokonaisaika (min)
(°C min™?)
1 - 150 1,50 1,50
2 50 250 5 8,5
3 4 270 8 21,5
4 40 300 2 24,25
Lampotilaohjelman arvo -taulukoissa numerointi  kertoo lampdétilaohjelman vaiheen.

Ensimmaisessd vaiheessa tapahtuu néytteen injektointi. Tastd eteenpdin on kolonnin eri
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lammitysvaiheita, jolloin ndytteen yhdisteet kulkeutuivat kolonnin lapi. Viimeisell& rivilla viela
korotettiin uunin lampéotilaa, jotta kolonni puhdistuisi. N&in erillisia puhdistusohjelmia ei
tarvinnut ajaa jokaisen ndytteen valisséd. Puhdistusohjelmien rooli kasvaa, jos ké&ytetdén
esimerkiksi jatevesista otettuja naytteitd. Silld voidaan seurata my6s kolonnin puhtautta.
Lampdtilan nostonopeus kertoo, kuinka monta astetta minuutissa laite nostaa kolonnia
lammittavan uunin lampotilaa. Lampotila kertoo kyseisen uunin Iampdétilan silla hetkella ja
pitoaika kertoo, kuinka kauan uunin kyseista lampoétilaa pidetddn tasaisena. Kokonaisaika

kertoo kunkin vaiheen loputtua kuluneen ajan.

Tutkimuksen alussa kokeiltiin ndytteille mahdollisesti onnistuvia l&mpétilaohjelmia (A — B).
Hormoneja yhdistdessa samaan ndytteeseen huomattiin, ettd niiden piikit tulevat hyvin
lahekkain tai paéllekkain. Siksi haluttiin vield testata erikseen erilaisia lampotilaohjelmia, jotta
nahtiin, miten ne vaikuttavat hormonien piikkien erottumiseen ja tarkkuuteen.
Lampotilaohjelmia Idhdettiin kokeilemaan apuliuoksilla, joilla varmistettiin ndytteen tarpeeksi
suuri hormonipitoisuus. Toisin sanoen varmistettiin piikkien intensiteettien tason olevan hyva,
jolloin piikkien oli mahdollista erottua hyvin ja terdvind. Kolesterolilla ja E2:lla
lampotilaohjelmia kokeiltiin  seuraavalla naytteelld. Sisdisestd standardista 4 pipetoitiin
injektiopulloon 250 pl ja vastaavasti E2 MeOH-liuosta pipetoitiin samaan injektiopulloon 250
pl. Injektiopullosta haihdutettiin liuotin pois Schlenkin linjalla ja kuivattuun injektiopulloon
lisattiin 1 ml MeCN ja 100 ul BSTFA-silylointireagenssia. Talloin injektiopullossa on 50 mg I
! kolesterolia ja 49,5 mg It E2:sta. Tama ndyte mitattiin useamman paivan aikana erilaisilla
lampotilaohjelmilla (1 — 5) ja C-lampétilaohjelmalla, mitk& on esitetty Taulukoissa 21 — 26.
Liitteissd 2 — 4 on esitetty lampotilakdyrat ohjelmista. Liitteissa 5, 6 — 10 on esitetty mittauksista

saadut GC:n spektrit.

Taulukko 22: Lampdtilaohjelmien 1 arvot

Lampdtilaohjelma 1

Lampdotilan nostonopeus | Lampdtila (°C) | Pitoaika (min) | Kokonaisaika (min)
(°C min™h)

- 150 1,50 1,50

30 250 8 12,83

30 270 8 21,49

40 300 2 24,24
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Taulukko 23: Lampdtilaohjelmien 2 arvot

Lampdétilaohjelma 2

Lampdtilan nostonopeus | Lampétila (°C) | Pitoaika (min) | Kokonaisaika (min)
(°C minh)

- 150 1,50 1,50

50 230 8 11,1

20 270 8 21,1

40 300 2 23,85

Taulukko 24: Lampdtilaohjelmien 3 arvot

Lampdtilaohjelma 3

Lampdtilan nostonopeus | LaAmpdtila (°C) | Pitoaika (min) | Kokonaisaika (min)
(°C min?)

- 150 1,50 1,50

20 230 8 13,5

20 270 8 23,5

40 300 2 26,25

Taulukko 25: Lampdtilaohjelmien 4 arvot

Lampdtilaohjelma 4

Lampdtilan nostonopeus | Lampétila (°C) | Pitoaika (min) | Kokonaisaika (min)
(°C min)

- 150 1,50 1,50

50 200 4 6,5

10 240 8 18,5

10 270 2 23,5

40 300 2 26,25

Taulukko 26: Lampdtilaohjelmien 5 arvot

Lampdtilaohjelma 5

Lampdatilan nostonopeus | Lampdtila (°C) | Pitoaika (min) | Kokonaisaika (min)
(°C min?)

- 150 1,50 1,50

50 230 4 71

10 260 8 18,1

10 270 2 21,1

40 300 2 23,85

Ohjelmien 1 — 5 testauksissa huomattiin heti, ettd ohjelma nelja on liian lyhyt. Kolesteroli ei
ehdi tulla mittausaikana kolonnista ulos, jolloin sen piikkia ei ndy ohjelma 4:sen spektrisséa.
Tastd syystd viidennessa ohjelmassa nakyy kolme piikki4, kun ensimmainen piikki on

neljdnnen mittauksen kolesteroli. Ohjelmien 1 — 5 piikit ndkyvat hyvalla intensiteetill4 ja eivét
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”hinni” eli piikin alaosa ei levid jompaankumpaan suuntaan, eivétka piikkien kérjet ole pyoreita
vaan terdvia kuten kuuluukin. Myd6skaan piikit eivét tule millaan ohjelmalla paallekkain tai liian
lahekkain, etta ne sekoittuisivat toisiinsa tai niitd olisi vaikea tunnistaa. Ohjelmien vélilla ei
juurikaan ole piikkien pinta-alojen suhteella eroja, minka perusteella tdssa tutkimuksessa
hormonien maarét laskettiin piikeistd. Ohjelmien 1 — 3, 5 ja C pinta-alojen suhteiden keskiarvo
jahajonta on 1,59 + 0,05. Vastaavasti ohjelmien 1 — 3 ja 5 valilla keskiarvo ja hajonta on 1,565
+ 0,007. Téalla perusteella kaikki ohjelmat olisivat kéayttokelpoisia. Kuitenkin kun kolesterolin
avulla haluttiin analysoida talteenottokokeiden mittauksia, kaikki lasketut E2-pitoisuudet olivat
liian suuria noin 0,3 g I"*. Niiden pitisi olla noin 0,2 g I*. GC-mittauksissa pinta-alojen suhde
pitéisi olla noin 1, kun mitataan kahta yhdistettd, joilla on suunnilleen sama pitoisuus. Toisin
sanoen piikkien pitéisi olla pinta-aloiltaan samankokoisia. Kolesteroli antoi systemaattisesti
lilan pienié piikkeja, jolloin sité ei voitu kéayttaa tassa tapauksessa sisdisend standardina. Syyta

kolesterolin piikin pienuuteen ei tiedetty.

Lampdatilaohjelmia testattiin lisdd estriolin ollessa siséisenda standardina. Talldin tehtiin
samanlainen ndyte kuin edellisisséd lampotilaohjelmien testauksessa, mutta sis. stand. 4:sen
tilalla oli sis. stand. 2 ja molempia liuoksia pipetoitiin 125 pl injektiopulloon. Talla naytteella
kokeiltiin lampétilaohjelmat 6 — 11 (Taulukot 27 — 32) ja vertailuksi mitattiin ndyte myds C-
lampotilaohjelmalla. Liitteissd 1, 4 ja 11 — 12 on esitetty lamp0étilakdyrat ohjelmista. Liitteissa

13 — 19 on esitetty mittauksista saadut GC:n spektrit.

Taulukko 27: Lampdtilaohjelmien 6 arvot

Lampdtilaohjelma 6

Lampdtilan nostonopeus | Lampétila (°C) | Pitoaika (min) | Kokonaisaika (min)
(°C minh)

- 150 1,50 1,50

50 270 18 21,9

40 300 2 24,65

Taulukko 28: Lampdtilaohjelmien 7 arvot

Lampdtilaohjelma 7

Lampdotilan nostonopeus

Lampdatila (°C)

Pitoaika (min)

Kokonaisaika (min)

(°C min™h)

150 1,50 1,50
40 270 17,4 21,9
40 300 2 24,65
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Taulukko 29: Lampdtilaohjelmien 8 arvot

Lampdtilaohjelma 8

Lampdotilan nostonopeus

Lampdtila (°C)

Pitoaika (min)

Kokonaisaika (min)

(°C minh)

150 1,50 1,50
30 270 16,4 21,9
40 300 2 24,65

Taulukko 30: Lampdtilaohjelmien 9 arvot

Lampdétilaohjelma 9

Lampdtilan nostonopeus

Lampdtila (°C)

Pitoaika (min)

Kokonaisaika (min)

(°C minh)

150 1,50 1,50
50 270 12 15,9
40 300 2 18,65

Taulukko 31: Lampdtilaohjelmien 10 arvot

Lampdtilaohjelma 10

Lampdtilan nostonopeus

Lampdtila (°C)

Pitoaika (min)

Kokonaisaika (min)

(°C min)

150 1,50 1,50
50 270 10 13,9
40 300 2 16,65

Taulukko 32: Lampdtilaohjelmien 11 arvot

Lampdtilaohjelma 11

Lampdtilan nostonopeus
(°C minh)

Lampdtila (°C)

Pitoaika (min)

Kokonaisaika (min)

150 1,50 1,50
50 270 8 11,9
40 300 2 14,65

Jalkimmadisessd testissda ndytteessa nakyy spektreissd ennen E2:sta ja E3:sta tuntematon
silyloitunut yhdiste, mutta koska se ei hairitse hormonien piikkien erottumista, ndytetta ei tehty
uudestaan. Ohjelmissa C ja 6 — 10 ei mydskaan ollut suurta eroa toistensa valilla. Ohjelma 11
ei toiminut ollenkaan. Se nayttaa lilan matalaa pitoisuutta E2:lle ja k&&ntdd muihin verrattuna
E2:sen ja E3:sen piikkien intensiteetin toisinpdin. Todenndkoisesti se johtuu siitd, ettd E3:n
tulee kolonnista juuri silla hetkell&, kun uunia aloitettiin rajusti [ammittdmaan loppupuhdistusta
varten. T&lloin yhdiste ei tullut tasaisesti detektorille vaan juuri ennen kolonnista tuloa sen

nopeus kiihtyi. Ohjelmien 6 — 10 ja C vélill& piikkien pinta-alojen suhteen keskiarvo on 0,950
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+ 0,006 eli l&helld yhté pienelld hajonnalla niin kuin kuuluukin. Ohjelmissa ei ndy piikkien
hantimisté ja piikit ovat terévia seka ne erottuvat toisistaan hyvin melko tasaisella vélill& (noin
3,4 — 3,9 min piikkien valilld). Ohjelmissa 9 — 11 ei ole muuta eroa toisiinsa kuin se ettd siiné
on lyhennetty 270 °C:een pitoaikaa, jotta E3:sen piikin jélkeinen ylimaardinen aika saadaan

pois. Kaikki muut, paitsi ohjelma 11, ovat néisté kayttokelpoisia.

Lampdatilaohjelmia voisi viela kehittad niin, ettd kokeilisi jatkuvaa alhaista lampdtilan nostoa
koko ohjelman ajan ja katsoa, vastaako se vield paremmin todellisia pitoisuuksia naytteille.
Tallgin  ohjelman  kokonaisaika kasvaisi. Monesti pidetddn parempana sellaisia
lampotilaohjelmia, joissa nostetaan lampotiloja hitaasti ylospéin. Se on tasapainottelua
asetusten valilld, kuka kokee paremmaksi hitaasti nostettavat lampétilat ja kuka nopean
mittausajan. Esimerkiksi tarkkojen pitoisuuksien saamiseksi hitaat lampdtilan nostot voisivat
olla eduksi, kun taas teollisuudessa rutiinimittauksena toimiva ohjelma suotaisiin olevan

varmasti nopeampi.

7. 3D-siepparikokeet

7.1. Nayteliuokset

Uuden tutkimuksen alkaessa aloitetaan kokeet mahdollisimman kontrolloiduista olosuhteista
nayteliuosten suhteen, jotta tutkimusmenetelmét saadaan toimimaan ilman ylimaaraisia
muuttujia. Taman jalkeen siirrytddn mahdolliseen oikeaan tilanteeseen, mika tdman

tutkimuksen kannalta olisi kasittelemattoman jateveden kayttd nayteliuoksena.

Yksi haasteista, mika tassa tutkimuksessa esiintyy, on hormonien niukkaliukoisuus veteen.
Tama luo haasteita ndyteliuosten tekoon, sekd osaltaan myds néaytekésittelyyn. Tutkimuksen
alkuvaiheessa on helpompi tydskennella suurempien pitoisuuksien kanssa. Tallgin saadaan
analyysit ja muut sellaiset tekniset haasteet haltuun sekd& optimoitua naytteenkasittely seka
analysointi. Tama on haastavaa niukkaliukoisuuden takia, ja siksi tutkimuksen apuna on

kaytetty apuliuoksia (kts. apuliuokset). Tassa vaiheessa voidaan miettid ovatko hormonit
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ongelma jatevesissa niiden niukkaliukoisuuden takia. Kuitenkin kun tarkastellaan hormoneille
annettuja/ehdotettuja EQS-arvoja, huomataan niiden vaikutuksen alkavan jo nanogrammoissa

eli hyvin pienissé pitoisuuksissa.

Néayteliuoksilla tdssé tutkimuksessa tarkoitetaan niitd liuoksia, joita kaytettiin hormonien
sieppauksen tutkimiseen. Nayteliuoksia kaytettiin myos sellaisenaan nollaliuoksina. Téssé
tutkimuksessa nollaliuosten tehtévé oli mallintaa naytekésittelyn ja mittauksen tuomia virheita.
Eli ndyteliuoksilla tehtdvia kokeita verrattiin aina sen ndyteliuoksen vastaavaan nollaliuokseen.
Nollaliuos kavi lapi kaikki samat naytekasittelyn vaiheet kuin ndyteliuoskin lukuunottamatta
hormonin sieppausta. Tassd tutkimuksessa nollaliuos siis kertoo sen méaréan, kuinka paljon

hormonia ndyteliuoksessa on kyseisen mittaukseen valmistavan ndytekaésittelyn jalkeen.

Ensimmaisend tutkimuksissa kaytettiin ultrapuhtaaseen veteen tehtyd E2-liuosta (estradioli),
jonka pitoisuus oli 1,6 mg I, Siihen punnittiin B-estradiolia 1,6 mg ja se liuotettiin noin 10
ml:aan metanolia. Taméan jalkeen se laimennettiin yhden litran tilavuuteen ultrapuhtaalla
vedelld. Samanlaisella menettelylla tehtiin kaikki muutkin néyteliuokset, jotka on esitetty
Taulukossa 33. Jokaisessa kokeessa on erikseen mainittu, mita ndyteliuosta on Kyseisessa

kokeessa kéaytetty.

Taulukko 33: Nayteliuokset ja niiden pitoisuudet

Nayteliuos | Tehty pitoisuus (mg I) | Mitattu pitoisuus (mg 1)
1 1,6 1,44 £ 0,03

2 1,4 1,00 = 0,07

3 1,3 1,00 + 0,06

4 1,6 0,99 £ 0,08

5 1,3 -

7.2. Naytekasittely

Néytekasittely on tarked osa kokeiden suorittamista, koska se vaikuttaa todella merkittavasti
analyysiin ja sitd kautta saataviin pitoisuuksiin. Jos ndytekasittely on huonoa tai epétarkkaa,
todenndkdisyys saada vaaristyneitd tuloksia on suuri. Tassa kappaleessa on kasitelty erilaisia

naytekasittelymenetelmid, joita tdssa tutkimuksessa kaytettiin ndyte- ja nollaliuoksille.
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Néytekasittelyssa 1 yksinkertaisuudessaan laitettiin ndyte 50 ml kolviin ja haihdutettiin kuiviin
Schlenkin linjassa. Sen jalkeen kolviin laitettiin 1 ml asetonitriilia (MeCN) ja liuotettiin

kuivanut nayte siihen. N&yte pipetoitiin injektiopulloon mittausta varten.

Néaytekasittelyssa 2 nayte laitettiin 50 ml kolviin ja kolviin lisattiin tunnettu pitoisuus sisaista
standardia ndytteen joukkoon. Liuos haihdutettiin kuiviin Schlenkin linjassa. Haihdutuksen
jalkeen kolviin lisattiin 3 ml:aa metanolia (MeOH) ja ndyte liuotettiin siihen huolellisesti.
Metanolia haihdutettiin Schlenkin linjassa noin 0,5 ml tilavuuteen, jotta liuos menee 1,5 ml:n
injektiopulloon hyvin. Taman jalkeen liuos pipetoitiin huolellisesti injektiopulloon, ja kolvia
pestiin kaksi (2) kertaa noin 200 pl tilavuudella metanolia. My6s pesussa kdytetyt metanolit
siirrettiin injektiopulloon. Tadman jalkeen injektiopullo asetettiin 5 ml:n paarynékolviin, jossa
se haihdutettiin kuiviin Shlenkin linjassa. Vastaavasti haihdutus voitiin tehdda yon yli
vetokaapin imussa suoraan injektiopullosta. Taman jalkeen injektiopulloon liséttiin haluttu

maaré (esim. 1 ml) MeCN ja mahdollisesti my®os silylointiaine.

Néaytekasittely 3 oli tarkoitettu osalle eluointindytteista (kts. eluointi). Niissd ndytteiden
liuottimena oli valmiiksi metanoli, joten néyte laitettiin 50 ml kolviin sisdisen standardin kanssa
ja haihdutettiin noin 0,5 ml tilavuuteen. Nayte siirrettiin pipetilla injektiopulloon (pesu 2 x 250
pl MeOH), jossa se haihdutettiin kuiviin. Injektiopulloon lisattiin 1 ml MeCN ja mahdollinen

silylointiaine.

Néaytekasittely 3 ei toiminut kdytanndssa, koska eluoinnissa kaytettiin talteenotossa estradiolilla
kyll&stettyd siepparia, jossa liuotin on vesi. Jos sieppari ei ollut kuivunut kunnolla (vesi
haihtunut pois), vesi tuli eluointindytteen mukana siepparista. Kun taté liuosta haihdutettiin,
metanoli haihtui paremmin ndytteesta kuin vesi. Talléin se pieni tilavuus, joka jatettiin kolviin,
on ainakin osaksi vettd. Vesi aiheutti ongelmia haihdutuksessa, koska se kupli hyvin
voimakkaasti. Injektiopullossa silla oli hyvin kapea ala kiehua, jolloin se hyvin nopeasti
ryopséhti injektiopullosta ulos ja ndyte oli menetetty. Tahan rydpséhtdmiseen riitti pisarakin

vetta ndytteen mukana. Tastd syysta vettd ei voitu haihduttaa injektiopullosta.

Padsaantoisesti, jos ei muuta todeta, niin tassa tutkimuksessa on kaytetty néaytekasittely 2:sta,
jossa injektiopulloon oli lopuksi laitettu 950 pl MeCN ja 50 pl silylointireagenssi
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BSTFA:TMCS:ta. Kéytdnndssé naytekasittely oli yksi tdman tutkimuksen haasteista. Vaikka
naytekésittely tehtiin aina samalla tavalla varsinaisissa kokeissa ja huolellisesti, siina
tapahtuivat suurimmat virheet tuloksia ajatellen. Jo pelkastdén ndytteen saattamisessa siepparin
jalkeen injektiopulloon mittausta varten on hyvin monta valivaihetta ja virheen mahdollisuutta.
Senkin ulkopuolella virheen mahdollisuuksia oli muun muassa liuosten valmistamisesta

ldhtien.

7.3. Talteenotto

Tutkimuksen aikana tehtiin yksinkertaisia kokeita, joilla selvitettiin teoriassa kaavailtujen
ideoiden toimivuutta. Tablettien muotoon tulostetut siepparit asetettiin kuvan 24 mukaisesti
la&keruiskun pohjalle niin tiiviisti, ettd ruiskuun laitettava neste ei padssyt sen ohi vaan oli
tunkeuduttava siepparin huokosten lapi. Talld tekniikalla pystyttiin havainnollistamaan
siepparin kykya sitoa hormoneja itseensd, mutta toisaalta myos liuottimen siepparin

puhdistavaa vaikutusta, mita eluointikokeissa haluttiin testata.

Kuva 24: Lagkeruiskuun asetettu 3D-sieppari.

Talteenottokokeissa (ylla kuvailtu koeasetelma) ruiskun I&pi puristettiin nayteliuos 1:st4 10
ml:aa. Lapi puristettu ndyte otettiin suljettaviin muovisiin koeputkiin talteen ndytekasittelya

varten. Taulukossa 34 on esitetty talteenottokokeiden tulokset ja kaytetyt siepparit.
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Taulukko 34: Talteenottokokeiden tulokset. Nollaliuoksen pitoisuus (1,44 + 0,03) mg I

Nayte | Siepparin Rinnakkaisten naytteiden | Jaljelle jaanyt E2 | Talteenotto
koodi maara (mg I'Y (%)

1 PA12-163 3 0,41 +£0,03 71

2 PA12-161 2 0,45+0,12 69

3 PA12-157 3 0,39+£0,03 73

4 PA12- 3 0 100

157&158
5 PA12-156 8 0,28 £ 0,04 80

Talteenottokokeista saatiin noin 70 — 80 % talteenottotuloksia sieppareille. Nayte 4:n saatu 100
% talteenotto saatiin laittamalla kaksi siepparia paéllekkain ruiskuun. Téssa kaytettiin kahden
eri erén sieppareita, mutta ne olivat tulostettu samoilla asetuksilla. Rinnakkaisten ndytteiden
maara kertoo, kuinka monella siepparilla (sieppari + ruisku -yhdistelmélld) samaa nadyteliuosta
on testattu. Esimerkiksi ndytteelle 1 néyteliuosta 1 oli puristettu kolmen eri ruiskun Iapi, joissa
kaikissa oli PA12-163 eréssé tulostettu sieppari. Naille kaikille oli tehty ndytekésittely 2 seka
analysointi erikseen. Niiden tuloksista laskettiin keskiarvo ja hajonta, jotka on esitetty
Taulukossa 22. Taulukossa 22 on esitetty myds talteenottoprosentti verrattuna nollaliuoksen

tulokseen.

Talteenottokokeista saatiin lupaavia tuloksia siepparin kayttoa ajatellen. Tutkimuksen jatkuessa
talteenottoprosenttia voitaisiin optimoida ja selvittdd kapasiteetin avulla optimaalinen
talteenottomenetelmé. Toisin sanoen voitaisiin selvittdd, mink& kokoinen sieppari pystyy
sieppaamaan kaiken estradiolin liuoksesta ja riittddko siihen yksittainen liuoksen lapimeno vai
tarvitaanko liuoksen kierrétysta.

7.4. Eluointi

Eluointikokeissa kaytettiin hyoddyksi jo talteenottokokeissa kaytettyja sieppareita. Teoriassa
kaikki talteenottokokeessa siepparin lapi mennyt hormoni olisi nyt siepparissa. Kaytannossa
eluointituloksia verrattiin aina vastaavaan talteenottokokeen tuloksiin. Eluoinnin tarkoituksena
oli selvittdd, voidaanko siepparia kéayttaa uudelleen, mutta myds mahdollisesti voitaisiinko
eluoitua hormonia uusiokdyttadé. Eluointikokeiden tarkoituksena oli 10ytaa hyvé liuotin, jonka
mukaan hormonit lahtisivat siepparista, sekd sen madrad. Mitd ymparistoystavallisempi,

haitattomampi ja edullinen liuotin on, sen parempi. Optimaalisinta olisi myds, ettd liuotinta
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tarvittaisiin mahdollisimman vahan, ja se eluoisi kaiken sieppariin jdaneen estradiolin sielta

pois. Tassé tutkimuksessa kokeiltiin Taulukossa 35 ndkyvia liuottimia.

Taulukko 35: Eluoinnissa kdytetyt liuottimet ja niiden tulos

Liuotin Siepparin koodi | Eluointitulos (%)
Sykloheksaani PA12-157 0%
Heksaani PA12-163 0%
2-propanoli PA12-161 42 %
Tolueeni PA12-156 44 %
Asetoni PA12-156 63 %

Liuottimiksi valittiin kaksi poolisempaa (2-propanoli, asetoni) ja kolme poolitonta liuotinta.
Estradiolilla on hydroksyyliryhmia sen rakenteessa miké tuo sille poolisuutta, mutta toisaalta
silld on myo6s suurehko pooliton hiilivetyrunko. Pooliton hiilivetyrunko tekee estradiolista
suhteellisen  hydrofobisen.  Koejarjestely  eluointitesteissa oli  samanlainen  kuin
talteenottotesteissakin. Sieppari jatettiin talteenottokokeista laakeruiskuun ja annettiin kuivua
huoneenldammaossd. Nain viltettiin veden aiheuttamat ongelmat ndytekésittelyssd. Liuotinta
pipetoitiin 10 ml:n l&akeruiskuun ja puristettiin kasin hitaasti ruiskun l&pi korkilliseen
muoviputkeen. Tamén jélkeen jatkettiin nédytekasittely 2:sen mukaan. Kokeessa kaytetyista
liuottimista lupaavimmat tulokset antoi asetoni (63 %). Eluentin mukana tullutta estradiolin
maaraa verrattiin saman siepparin talteenottokokeen tuloksiin. Eluointitulos Taulukossa 35
kertoo eluentin poistaman estradiolin maaran prosentuaalisesti siepparissa olevasta estradiolin

maarasta.

Asetoni ei ole suuressa mittakaavassa, esimerkiksi jateveden puhdistamoilla, kaikista jarkevin
vaihtoehto sen herkén haihtuvuuden, syttyvyyden ja rajahdysherkkyyden takia. Ympéristolle
se on hyvin lievasti myrkyllistd, mutta sita ei ole luokiteltu vaaralliseksi.®® Naista syistd, seka
siita ettei se eluoi taysin estradiolia pois, sen kayttt eluenttina ei ehka ole kaikista optimaalisin.
Suuremman mittakaavan kayttoéa ajatellen eluointi on hyvin térked osa tutkimusta, koska

siepparin kéytto ei kertakdyttoisend ole jarkevaa jo kestavaa kehitystékin ajatellen.

Metanolia ei tutkittu tassé tutkimuksessa eluenttina, mutta muut tutkimusryhman jasenet olivat
todenneet my6s sen toimivan. Myos joissain tutkimuksissa sitd on kaytetty eluenttina.>* Tasta

syysta sitd on kaytetty uudelleenkéyttokokeissa.
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7.5. Kapasiteetti

Kapasiteettikokeissa oli tarkoitus saada selville, kuinka paljon yksi sieppari voi sitoa estradiolia
itseensd. Kapasiteettikoe oli haaste tassé tutkimuksessa, koska estradiolin vesiliuosta ei voitu
juurikaan konsentroida. Estradioli ei niukkaliukoisuutensa takia pysy korkeissa pitoisuuksissa
liuenneena vedessd. Tastd syystd kapasiteettikoe oli tehtdvd suurilla liuosmaarilla.
Kapasiteettikokeessa kaytettiin apuna peristalttista pumppua, jotta suuren liuosmééran aikana
siepparin lapi puristus tapahtuu samalla nopeudella seké suuren tilavuuden takia puristus vie
aikaa (tunteja). Kasin tehtynd koejarjestelyn suorittaminen olisi ty0lasta ja tarpeettoman
epatarkkaa. Kokeessa kaytettiin Shencen Pump YZ1515x -pumppua. Kuvassa 25 on esitetty

kokeessa kaytetty pumppu seka toisessa kapasiteettikokeessa kaytetty koejarjestely.

Kuva 25: Toisen kapasiteettikokeen pumppausjarjestelma.

Koejéarjestelyssa dekantterilasiin laitettiin koko liuosmaard, joka aiottiin pumpata siepparin I&pi.
Liuoksen pohjalta 1ahti silikoniletku, joka meni pumpun lapi. Letkun toinen paa oli kiinni
ruiskun karjessd, jossa sieppari oli sisélld. Tassé kokeessa liuos siis pumpattiin ruiskun lapi ns.
vaérinpéin. Ruisku oli kiinnitetty kouraan, joka oli toisen dekantterilasin paalla. Siepparin l&pi
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pumpattu liuos tippui tdhén dekantterilasiin. Kokeessa otetut ndytteet otettiin suoraan ruiskun

suulta ja loput liuoksesta havitettiin kokeen loputtua dekantterilasista.

Ensimmaisessa kapasiteettikokeessa tehtiin litra 1,4 mg It E2-vesiliuos (nayteliuos 2) ja siita
otettiin nelja 10 ml nollanaytettd ja 900 ml:aan punnittiin 11 mg PA12:sta. Liuos ja PA12
laitettiin polystyreenipullossa ravistimeen vaakatasossa kahden tyopdivan ajaksi. T&méan
jalkeen pullo seisoi pystyasennossa poydélld viikonlopun yli, jotta PA12 nousisi liuoksen
pintaan. Talloin siité otettavat ndytteet voitaisiin pipetoida pinnan alapuolelta ja vélttda nylonin
paasy naytteisiin. Liuoksesta pipetoitiin kolme ndytettd, jotka késiteltiin ndytekasittely 2:sen
mukaan. Kokeen nollaliuosten ndytekasittely onnistui ja niistd saatiin E2:sen pitoisuudeksi 1,0
mg It. Kokeen muiden naytteiden ndytekasittely onnistui myds, mutta itse kapasiteettikoe ei
onnistunut. Tulokset nayttivat kahdessa ndytteessd jopa korkeampaa pitoisuutta kuin

nollandytteet.

Toinen kapasiteettikoe kokeiltiin niin, ettd valmistettiin litran E2-vesiliuos (ndyteliuos 3; 1,3
mg I"). Liuoksesta otettiin kolme 10 ml:n nollanaytetta. 970 ml pumpattiin kuvassa 25 ja ylla
kuvaillun koejarjestelyn mukaisesti laakeruiskussa olevan naytteen Iapi 10 ml min"t nopeudella.
Ladkeruisku oli tassd kokeessa tilavuudeltaan 2 ml. Siepparia oli muokattu siihen sopivaksi,
jolloin se oli pienempi kuin talteenottokokeissa. Taulukossa 36 on esitetty ndytteenottotiheys
pumppauksen aikana ja sieppariin sitoutuneen E2:sen maara prosentuaalisesti nollandytteeseen

verrattuna.

Taulukko 36: Toisen kapasiteettikokeen naytteenottoajat ja niistd saadut sieppaustulokset.

Nollanaytteen pitoisuus (1,00 + 0,06) mg I*

Naytteenotto (min) 0 1 2 3 6 9 | 15|30 |45 |60 | 75 | 90
E2 siepattu maara

verrattuna 39 |14 (17 (12 | 13| 9 |11 | 8 |14 | 3 8 | 13
nollanaytteeseen (%)

Jokainen néyte oli tilavuudeltaan 10 ml. Né&ytteet 0, 1, 2 ja 3 min otettiin heti perakké&in
pumppauksen alusta l&htien. Sen jalkeen seuraavat néytteet otettiin, kun sen verran oli kulunut
aikaa pumppauksen aloituksesta, esimerkiksi 9 min ndyte otettiin 9 minuuttia pumppauksen
aloituksesta. Nollanaytteiden tulokseksi saatiin 1,00 + 0,06 mg I"t. Kuitenkaan tdmankaan

kokeen perusteella ei voida péaatella siepparin kapasiteettia. Kokeen perusteella voidaan
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varovasti todeta, ettd sieppari ei ole tdynna tastd maarasta E2:sta, koska tulosten perusteella
sieppari sitoi loppuun asti osan estradiolista. Kuitenkin jo ensimmaisen naytteen sieppausteho
on jopa puolet pienempi kuin talteenottokokeissa. Hyvénlainen kapasiteetti ilmenisi
ensimmadisen ndytteen kohdalla 100 %:na talteenottona, josta se vahitellen tippuisi kohti nollaa.
Taman takia tdméan kokeen perusteella ei voi sanoa siepparin sieppauskapasiteetista oikeastaan

mitaan.

Kolmas kapasiteettikoe tehtiin valmistamalla litra E2-vesiliuosta (1,6 mg I, ndyteliuos 4). Siita
otettiin kolme nollandytettd. Lopusta liuoksesta laitettiin 200 ml dekantterilasiin, josta
pumpattiin pumpulla siepparin Iapi liuosta. Sieppari oli asetettu dekantterilasin paélle niin, etta
lapi tullut liuos palasi takaisin dekantterilasiin. Liséksi liuosta sekoitettiin dekantterilasissa

magneettisekoittajalla. Koejarjestely on esitetty kuvassa 25.

Kuva 25: Kapasiteettikokeen kolme koejérjestely.

Liuosta kierratettiin pumpun avulla kuusi tuntia siepparin 18pi, josta otettiin yksi 10 ml:n ndyte
kahden, neljan ja kuuden tunnin kohdalla. Néytteet kasiteltiin naytekasittely 2 mukaisesti.

Tulokset on esitetty Taulukossa 37.
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Taulukko 37: Kolmannen kapasiteettikokeen tulokset. Nollanédytteen pitoisuus (0,99 * 0,08)

mg I
Naytteenotto (h) 2 4 6
E2 siepattu maara
verrattuna 20 - 18
nollandytteeseen (%)

Neljan tunnin naytteen ndytekasittely epéonnistui inhimillisen virheen takia ja sit4 ei voitu
analysoida ollenkaan. Kahden ja kuuden tunnin néytteistd saatiin samantasoisia tuloksia.
Néiden perusteella liuoksen kierrattamisesta ei olisi hyotya. Toisaalta timankin kokeen tulokset
ovat erikoisia siihen nahden, etta talteenottokokeissa talteenotto on kuitenkin yli 70 %. Tésta
syystd kapasiteetin mittaamiseksi ndma koejarjestelyt eivét toimineet. Ei tiedetd, johtuuko
huonot talteenottoprosentit koejéarjestelystd vai pienennetystd siepparista. Kapasiteettia
voitaisiin testata talteenottokokeissa kaytetylla siepparilla, joskin silloin vastaan voisi tulla
hormonin niukkaliukoisuudesta johtuvat ongelmat. Toisaalta voidaan myds miettid, onko
kapasiteetin mittaaminen taysin tarpeellista, koska hormonien pitoisuudet ovat niin pienia
jatevesissd. Todenndkdisesti siepparilla saataisiin hormonit talteenotettua niilla pitoisuuksilla

hyvinkin ilman tietoa todellisesta kapasiteetista.

7.6. Siepparin uudelleenkaytto

Siepparien kayttdmisen kannalta yksi tarkeimmistd ominaisuuksista olisi siepparin

uudelleenkayttd. Tassa tutkimuksessa sité testattiin alla olevien kuvien (26 — 27) mukaisesti.

Koetta varten tehtiin ndyteliuos 5, josta otettiin kolme 10 ml:n nollandytettd. Kokeessa
kaytettiin kolmea rinnakkaista néaytetta eli kolmea eri ruiskua ja siepparia (PA12-161). Kokeen
ensimmaisessé vaiheessa kaytettiin koejarjestelya 1. Siind pestiin ensin siepparia kolme kertaa
10 ml:lla ultrapuhdasta vettd. Sen jalkeen sieppari pestiin 10 ml:lla metanolia. Sieppari pestiin
metanolilla ennen néytteiden ottoa, jotta saataisiin ylimaardisia pintakasittelyaineita yms.
lisdaineita pois siepparista. Taman jalkeen sieppari pestiin uudestaan kolme kertaa 10 ml:lla
vettd. Sen jalkeen siepparin l&pi puristettiin ndyteliuos 5:ta 10 ml:aa. Tdmé otettiin talteen
naytteeksi. Sen jélkeen siepparia pestiin vield kolme kertaa vedella ja sen jalkeen yhden kerran
10 ml:lla metanolia, joka otettiin myds talteen. Tadma pesu toistettiin viel& toisen kerran ja
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metanolipesu otettiin talteen. Ensimmaisen vaiheen jélkeen voitiin selvittdd, peseeko yksi kerta
10 ml:aa metanolia siepparin kokonaan vai tarvitaanko siihen kaksi pesua. Sen jalkeen voitiin
jatkaa koejarjestely 2:seen. Se on taysin samanlainen, mutta siitd on poistettu uuden siepparin
ensimmadinen vesi ja metanolipesu. Taté voitiin toistaa haluttu méara, esimerkiksi 3 — 10 kertaa.
Kuvassa on sulkeissa toinen metanolipesu, koska sen tekeminen ei ole tarpeellista, jos sieppari
peseytyy kokonaan ensimmadiselld kerralla. Uudelleenkdyttokokeiden ndytteiden mittaus ja
analysointi keskeytyi tutkijasta riippumattomista syista. Tasta syystd tuloksia ei esitetd tassa

tutkielmassa.

SO
2 O
3. O
yYyYYeyY L J yYyYyey L J Yy y v Yy L
3x10mlwvesi 10 mlMeOH 3x10mlvesi 10mlE2 3 x 10 ml vesi 10 ml MeOH 3x10mlwvesi 10 mlMeOH
Nayiteet MNayiteet Naytieet
Kuva 26: Siepparin uudelleenkéyton koejérjestely 1.
1 O
2 O
3 O
Yy F¥Y L 4 yYYYy ¥ y¥Yy ¥
3x10mlvesi 10mlE2 3 x 10 ml vesi 10 ml MeOH 3x10mlwvesi 10 mlMeOH
Naytteet Naytteet Naytteet

Kuva 27: Siepparin uudelleenkdyton koejérjestely 2.
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8. Yhteenveto

Ladkeaineet ja hormonit metaboloituvat kehossa hyvin usein erilaisiksi konjugaateiksi ja
erittyvat virtsaan. Sieltd ne paatyvét jatevedenpuhdistamoille, joissa haasteina on muun muassa
konjugaattien palautuminen takaisin la&keaineen tai hormonin aktiiviseen muotoon. Erilaisia
ld&keaineita ja hormoneja kulkeutuu vuosittain, satoja ja jopa tuhansia Kkiloja,
jatevedenpuhdistamoille. Nykyisilla jatevedenpuhdistuslaitoksilla Suomessa on kaytdssé
mekaanis-biologis-kemiallinen ~ puhdistusprosessi. ~ Tutkimusten =~ mukaan  nyKkyiset
jatevedenpuhdistusprosessit eivat pysty tarjoamaan tarpeeksi hyvaa poistoa laékeaineille ja
hormoneille. Ladkeaineiden ja hormonien mahdolliset ymparistdvaikutukset alkavat kuitenkin
selkeytyd tutkimusten edetessd ja on tarkedd kehittdd niille toimivia poistomenetelmié
paikallisesti tai jatevedenpuhdistamoiden yhteyteen. N&itd menetelmié kehitetdén jatkuvasti ja

tassa tutkimuksessa on yksi tulevaisuuden vaihtoehto hormonien talteenottoon.

Taman tutkimuksen kokeellisessa osassa tulostettiin selektiiviselld lasersintraus (SLS)
menetelmad kayttavalla 3D-tulostimella PA12:sta sieppareita. Synteettisestd vesindytteesta
tutkittiin niiden kykya talteenottaa estradiolia. Tutkimuksessa tutkittiin myds erilaisten
liuottimien eluointitehoa. Eluoinnilla haluttiin selvittad, pystytdanko siepparista ottamaan
siepattu  hormoni talteen, mutta my0s siepparin  uusiokdyttod. Naiden lisaksi
talteenottotutkimuksen rinnalla kehitettiin estradiolille ndytteenkaésittely ja analyysimenetelma.

Néaytteenkasittely asetti monia haasteita tyon aikana. Naistd suurimmat olivat estradiolin ja
sisdisen standardin niukkaliukoisuus veteen sekd ndyteliuosten vesimatriisi. Tutkimuksen
edetessa pidemmalle haluttaisiin tutkia oikeita jatevesia, jolloin ndytekasittelyn tulee olla
vesipohjaiselle naytteelle. Taméa aiheutti haasteita, koska tutkimuksessa kaytetyn GC-MS -
analysointilaiteen kolonni ei kestd ndytteiden mittaamista vesiliuoksesta. Naista syista
naytekasittelyssa piti ottaa huomioon ndytteen konsentrointi ja vedettdmyys. Konsentroinnin
huomiointi oli osaltaan my0s tarke&dd analysoinnin kannalta. Tutkimuksen alkuvaiheessa
analysoinnissa oli haasteita néytteissd olevien yhdisteiden piikkien riittdméattoman
erottuvuuden kanssa. Tastd syystd tutkimuksen aikana kehitettiin néytekésittelyn liséksi
estradiolille ja sisdiselle standardille sopiva lampdtilaohjelma GC-MS:lle sek& parannettiin

naytteen erottuvuutta silyloinnilla.
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Erilaisista haasteista huolimatta tutkimuksesta saatiin hyvid ja erittdin lupaavia tuloksia
tulevaisuutta ajatellen. Talteenottoprosentiksi yhdelle siepparille 10 mln 1,4 mg It
estradiolipitoisesta ndytteesta talteenotoksi saatiin 80 %. Vastaavasti kahdella siepparilla saatiin
100 % talteenotto.  Siepparin eluointitulokseksi saatiin 63 % asetonilla. Siepparin

uusiokayttokokeet jaivat tutkimuksen aikana kesken tutkijasta riippumattomista syista.

Tutkimusta kannattaisi jatkaa selvittdméalla siepparin kapasiteetti, uudelleenkaytettavyys ja
mahdollinen sieppauskyky myds muille hormoneille ja ladkeaineille. Vastaavasti sieppariin
voitaisiin kokeilla erilaisia lisdaineita tehostamaan talteenottoa hormoneille ja ladkeaineille.
My0s siepparia tulisi testata isommassa mittakaavassa. Tama tutkimus herétti mielenkiintoa
mikromuoveja kohtaan. Polyamideja kdytetadn paljon esimerkiksi vaatteissa. Naista vapautuu
luontoon polyamidia mikromuoveina ja tdman tutkimuksen perusteella ne sitovat itseensa

hormoneja. Kertyyko luontoon silloin mikromuoveja, joihin on sitoutuneena viel4 hormoneita?
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Liite 5

Abundance TIC: K_E2_B D\data.ms
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Liite 6
Abundance TIC: K_E2_B_lampd1.D\data.ms
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Liite 8

Abundance TIC: K_E2_B_lampd3.D\data.ms
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Liite 9
Abundance TIC- K_E2_B_lampd4 D'\data ms
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Liite 13

Abundance TIC: lampo_norm_2_D\data.ms
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Liite 14

Abundance TIC: lampo6_2 D\data ms
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Liite 15
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10.p07
1.3e+07

126407
1.16+07

16407

e 13716
9000000
8000000
7000000
6000000
8322
5000000
4000000

3000000

2000000

1000000

I T Inl T I T T T I T T T T ‘ T T T T I T T T T I T T T T I T T L I T T T T ‘ T T T T I T T T I T T T T I T T T T I T T T T ‘ T T T T I T T T T I T T T T I T T LI I T T T

Time—> 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 18.00 19.00 20.00 21.00 22.00 23.00 24.00



117

Liite 16

Abundance TIC: lampo8_2.D\data.ms
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Liite 17

Abundance TIC: lampo9_2 D\data.ms
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Liite 18

Abundance TIC: lampo10_2 D\data.ms
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Liite 19

Abundance TIC: lampo11_2 D\data.ms
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