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Tassa kandidaatin tydssé perehdytdan kahden laakeaineen; diklofenaakin ja diatritsoaatin
analyysi- ja esikasittelymenetelmiin. P&apaino tydssa on analyysimenetelmissa kéytettyjen
laiteparametrien tutkimisessa sekd aikaisemmin tehtyjen tutkimuksien tuloksien eroissa.
Lisaksi perehdyttiin kyseisten ladkeaineiden mahdollisiin ymparistovaikutuksiin.

Molemmat tutkitut laakeaineet kertyvat helposti vesistdihin. Diklofenaakki on
tulenduskipulaéke, joka on yksi havaituimmista ladkeaineista vesissé. Diatritsoaatti on
rontgenkuvauksissa kaytetty varjoaine, joka vakaan rakenteensa vuoksi, kertyy helposti
ympéristoon. Molempien la&keaineiden aineenvaihdunnallisten tuotteiden ymparistoriskit
herattdvat huolta yhteiskunnassa. Siksi on tdrkedd kehittdd tehokkaita ja nopeita
analyysimenetelmié kyseisille ladkeaineille

Yleisimmét  analyysimenetelmdt  diklofenaakille  sek&  diatritsoaatille  ovat
nestekromatografia-massaspektrometria ja kaasukromatografia-massaspektrometria. Lahes
kaikissa menetelmisséd néytteiden esikasittelynd kaytettiin kiintedfaasiuuttoa. Ty0ssé
perehdyttiin diklofenaakin analysointiin LC-MS/MS, HPLC-MS/MS sekd GC-MS
menetelmilla. Kaikilla menetelmilld saavutettiin alhaiset (ng/L) havaitsemis- ja/tai
méaéritysrajat. Pienimmat madritysrajat saavutettiin  HPLC-MS/MS ja GC-NCI-MS
menetelmilla. Diatritsoaatin  osalta perehdyttiin  LC-MS/MS ja HPLC-UV/VIS
analyysimenetelmiin. HPLC-UV/VIS menetelmélla saavutettiin huomattavasti alhaisemmat
(ng/L) havaitsemis- ja méaritysrajat.
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1 Johdanto

Ladkeaineiden kulutus nyky-yhteiskunnassa on jatkuvassa kasvussa ja huoli niiden
aiheuttamista ympaéristovaikutuksista on kasvanut. Merkittava osa kulutetuista ladkeaineista
kulkeutuu virtsan ja ulosteiden mukana jatevedenpuhdistamoille. (Vieno, Tuhkanen,
Kronberg 2005.) Laakeaineet voivat padtya vesistOihin myds jatevedenpuhdistamoiden

purkuvesien mukana (Vieno 2007).

Jatevedenpuhdistusprossessi koostuu kahdesta eri osasta; kemiallisesta puhdistuksesta ja
biologisesta puhdistuksesta. Kemiallisessa puhdistuksessa jatevedesta poistetaan fosfori
saostamalla se niin sanotuksi biofosforiksi, joka painuu saostusaltaan pohjalle lietteeksi.
Saostimena kaytetaan esimerkiksi ferrosulfaattia. Biologinen puhdistus tapahtuu jatevedessa
olevien bakteerien avulla. Jatevesi ilmataan, jolloin bakteerit alkavat lisdantyméan ja
kuluttumaan vedessé olevaa eloperdistd ainetta. Edelld mainittujen vaiheiden jélkeen jatevesi
ohjataan jalkiselkeyttimeen, jossa liete vajoaa altaan pohjalle ja puhdas vesi jaa altaan
yldosaan. (HSY 2021.)

Késittelymenetelmistd kemiallinen saostus ja hiekkasuodatus eivat poista laédkejadmia
kunnolla, aktiivihiilisuodatus ja otsonointi puolestaan poistavat tehokkaasti ladkeaineita
(Vieno 2007). Laakeaineiden analysointi vesistdissa on lisdantynyt paljon, kuitenkin monille
ld&keaineille on huonosti saatavilla analytiikkaa (SYKE 2020). Monipuolisten, tehokkaiden
ja nopeiden analyysimenetelmien kehittdminen ja Ioytdminen on erittdin tarkeéda
lisadntyneiden ladkeainepitoisuuksien ja niiden aiheuttamien ympdristovaikutuksien

vastaisessa kamppailussa.

Tassa tyossa késitelladn aikaisemmin tehtyjen tutkimusten analyysimenetelmid, niiden eroja
sekd tuloksia. Ty0ssd rajoitutaan tutkimaan diklofenaakin ja  diatritsoaatin
analyysimenetelmid ja niissd kaytettyja laiteparametreja. Taman liséksi perehdytdén

la&keaineiden ympéristovaikutuksiin seka raja-arvoihin.



2 Diklofenaakki ja diatritsoaatti

Tutkittavista ladkeaineyhdisteista diklofenaakki (DCF) on tilapdiseen hoitoon tarkoitettu
tulehduskipuladke. Se estdd elimistdsséd tulehdusta, kipua ja kuumetta aiheuttavien
vélittdjaaineiden syntymistd ja siten lievittden Kkipua ja turvotusta. DCF:a sisaltavia
itsehoitolaakkeitd saa apteekeista tabletteina seka geelind paikallisten kiputilojen hoitoon.
(Terveyskirjasto 2022a.) DCF:a myydaan Suomessa muun muassa Diclomex- ja VVoltaren-
nimilla (Aysto, Mehtonen and Kalevi 2014). Aus der Beekin et al. (2016) mukaan DCF on
yksi havaituimmista ja mitatuimmista laakeaineista vesist6issa maailmanlaajuisesti. Suomen
ymparistokeskuksen (SYKE), LUT-yliopiston ja Helsingin yliopiston toteuttaman EPIC-
hankkeen alustavien tulosten mukaan DCF:a paatyy kunnallisille jatevedenpuhdistamoilla

noin 20-40 kg vuodessa (SYKE 2017). Diklofenaakin rakennekaava on esitetty kuvassa 1.

Toinen tutkittavista ladkeaineyhdisteistd on diatritsoaatti eli  diatritsoiinihappo.
Diatritsoaattia kaytetaan varjoaineena maha-suolikanavan rontgen- ja
tietokonetomografiatutkimuksissa (Terveyskirjasto 2022b). Diatritsoaatti on orgaaninen
yhdiste, joka kuuluu trijodobentsoehapon johdannaisiin (Koulu, Mervaala and Tuomisto
2012).  Diatritsoaatti kuuluu World Health Organizationin laatimaan tarkeimpien
laékeaineiden listaan (WHO 2021). Listaan on listattu ladkkeet, joita pidetddn
turvallisimpina ja tehokkaimpina terveydenhuollon tarpeisiin. Diatritsoaatin rakennekaava

on esitetty kuvassa 1.
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Kuva 1 A) diklofenaakki, B) diatritsoaatti



Seuraavaan taulukkoon on koottu tyossa tutkittavien yhdisteiden kemiallis-fysikaalisia
ominaisuuksia, kuten moolimassa, vesiliukoisuus, oktanoli/vesi-jakaantumiskerroin (Kow) ja
happovakio (pKa). Diatritsoaatin oktanoli/vesijakaantumiskertoimen ja happovakion arvot

ovat estimaatteja.

Taulukko 1 Tutkittavien yhdisteiden kemiallis-fysikaalisia ominaisuuksia. (1 PubChem,
2 DrugBank)

Yhdiste Molekyyli- Mooli- Vesiliukoi- | Oktanoli/vesi- | Happovakio,
kaaval massa, suus, mg/I* | jakautumisker- | pKa?
g/mol? roin, Kow?
Diklofenaakki | C14H11CI2NO> | 296,1 2,37 4,51 4,15
Diatritsoaatti | C11HolsN.O4 | 613,92 - 1,37 (est) 2,17 (est)

3 Ympadristévaikutukset

DCF:n yleinen esiintyminen makean veden ymparistdssa ja sen mahdollinen myrkyllisyys
useita organismeja kohtaan tekevat DCF:sta merkittdvan saasteen ympdristolle (Lonappan
et al. 2016). Lis&dantynyt altistuminen DCF:lle aiheuttaa terveysongelmia vesielidille,
kasveille ja nisakkaille. Diklofenaakki ja sen aineenvaihduntatuotteet aiheuttavat
nisdkkaissd ja vesielidissa muun muassa maksa-, munuais- ja sydanvaurioita seké
vaikuttavat negatiivisesti  kasvien kasvuun, kehitykseen sekda viherhiukkasiin.
(Sathishkumar et al. 2020.)

Rontgenkuvauksissa varjoaineena kaytetty diatritsoaatti kertyy helposti ymparistoon vakaan
rakenteensa sekd tehottoman jatevedenkasittelyn takia. Kemiallisen rakenteensa takia
diatritsoaatti voi pysyd muuttumattomana tai muuttua erilaisiksi sivutuotteiksi
jatevedenpuhdistuksen fyysisten, kemiallisten ja biologisten prosessien takia. Jodioidut
varjoaineet voivat pienissakin konsentraatioissa tuottaa ei-toivottuja sivutuotteita veden

desinfioinnin aikana. (Nowak, Pacek, Mrozik 2020.)



Diatritsoaatti voi aiheuttaa haittavaikutuksia ymparistossa, mutta riskienarviointien tulokset
eivét kuitenkaan ole yksiselitteisia (Nowak et al. 2020). Rastogin, Lederin ja Kimmererin
(2014) tekemassa tutkimuksessa ennustettiin diatritsoaatin fotolyysissé syntyvén tuotteen
olevan mutageeninen sekd genotoksinen eli soluja vahingoittava. Polon et al. (2016)
tekeméssa tutkimuksessa kuitenkin havaittiin, ettd diatritsoaatin emorakenne on vaaraton.
Varjoaineiden ja niiden sivutuotteiden haitoista ymparistdssa on vield vahan tietoa (Nowak
et al. 2020).

Aineiden ymparistOvaikutusten arvioinnin tyokaluna kéytetddn PNEC-arvoja (engl.
Predicted No-Effect Concentration). Maariteltya PNEC-arvoa alhaisemmat pitoisuudet eivét
todennakdisesti aiheuta haittaa tarkasteltavassa ymparistossa (Euroopan Komissio 2003).
Ayston et al. (2020) kokoaman ladkeaineriskit-taulukon mukaan DCF:n PNEC-arvo Suomen

pintavesille on 20,0 ng/l. Diatritsoaatille ei 16ytynyt PNEC-arvoa.

4 Diklofenaakin ja diatritsoaatin esikasittely- ja

analyysimenetelmia

Seuraavissa kappaleissa esitellaan lyhyesti yleisimmat analyysi- ja esikasittelymenetelmét

tutkittavien ladkeaineiden analysointiin.

4.1 Neste- ja kaasukromatografia

Nestekromatografia (LC) on tehokas menetelmd l&&keaineiden analysointiin, silla se
soveltuu hyvin suurikokoisten orgaanisten yhdisteiden maaritykseen. Kaasukromatografia
(GC) soveltuu helposti haihtuvien yhdisteiden (VOC) ja orgaanisten yhdisteiden
erottamiseen. Téllaisia yhdisteitd ovat muun muassa alkoholit seka polysykliset aromaattiset
hiilivedyt eli PAH-yhdisteet. L&akeaineita kaasukromatografialla ei pysty analysoimaan

sellaisenaan, vaan ne taytyy muuttaa ensin helposti hdyrystyvaan muotoon.



4.2 Massaspektrometria

Massaspektrometria on erittdin tehokas menetelmé yhdisteiden detektointiin. Sen avulla
voidaan tutkia molekyylien suhteellisia massa/varaus-suhteita (m/z). Massaspektrometriassa
tutkittava yhdiste hoyrystetddn ja ionisoidaan vakuumissa. Tutkittavan yhdisteen
ionisoimiseen voidaan kéyttaa erilaisia tekniikoita, kuten sahkdsuihkuionisaatiota (ESI) tai
kemiallista ionisaatiota (Cl). (Poole & Poole 1991.) Massaspektrometria voidaan operoida
erilaisissa tiloissa esimerkiksi MRM-tilassa (engl. Multiple Reaction Monitoring mode) tai

CRM-tilassa (engl. consecutive reaction monitoring).

MRM-tila on yleisimmin kéytetty tapa analyyttien kvantitatiiviseen analyysin LC-MS/MS
menetelmalld. MRM perustuu ionien kulkeutumiseen massaspektrometrin eri kvadrupolien
lapi. Ensimmaiseen kvadrupoliin jd&véa ionia kutsutaan edeltgjaioniksi. Siitd mahdollisesti
fragmentoituneet ionit ldpdisevat seuraavan kvadrupolin. Na4it4 ioneita kutsutaan
tuoteioneiksi. Analyyttejd voidaan tunnistaa ndiden ionien suhteellisilla massa/varaus-
suhteilla. Kyseistd ionien siirtymaa eri kvadrupoleihin kutsutaan ionisiirtymaksi. (LabCE
2022.) CRM-tilassa voidaan valita useita tiettyjd& m/z-suhteita, joissa perakkaisen

fragmentoitumisen tuotteet valitaan detektointia varten (Murray 2013).

4.3 Kiinteafaasiuutto

Kiinteafaasiuuttoa (SPE) kaytettiin esikasittelymenetelmanéa tarkastelluissa tutkimuksissa.
Se perustuu tutkittavien yhdisteiden siirtymiseen kaasusta, vedesta tai ylikriittisesta
liuoksesta kiintedan absorbenttiin. Tyypillisesti, tutkittavia yhdisteité sisaltdva nayte virtaa
kiintedn absorbentin yli, joka pidattdd yhdisteet absorbentin kanssa tapahtuvien suotuisien
vuorovaikutusten avulla. Absorbentti erotetaan ndytteestd ja tutkittavat yhdisteet otetaan

talteen korvaamalla liuotin tai termiselld desorptiolla kaasufaasiksi. (Poole 2020.)

Tyypillinen kiintedfaasiuutossa kaytetty patruuna koostuu lyhyesta kolonnista, joka sisaltaa
absorbentin. Absorbentin partikkelikoko on yleensd 20-60 um, ja partikkelikokojakauma on
yleensd suppea. Absorbentti on pakattu huokoisen materiaalin, esimerkiksi muovin, valiin.

Kuvassa 2 on esitetty Kkiinteafaasiuuttopatruunoiden rakenne. Yleisesti patruunoissa
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kaytettyja absorbentteja ovat erilaiset piioksidigeelit (silika), huokoiset polymeerit ja hiili.
(Poole 2020.)

Sampling air flow

Gaugze retaining x
a b spring

Sample reservoir g
Strong sorbent
(polypropylene)

Sorbent retaining

Medium sorbent gauze

Fritted disc
(20 pum, polypropylene)

Sorbent retaining gauze
or 0.5 mm quartz wool

Sorbent bed Weak sorbent

Stainless steel or
coated steel tube

Fritted disc
Luer tip

Desorption gas flow

Kuva 2 SPE-patruunan rakenne nestefaasissa oleville néaytteille (A) ja kaasufaasissa
oleville naytteille (B) (Poole 2020)

5  Aikaisempien tutkimuksien analyysien ja niiden tulosten

késittely

Seuraavissa kappaleissa kasitelladn DCF:n ja diatritsoaatin analysointiin liittyvia
tutkimuksia ja niissd kaytettyja menetelmia seka menetelmien ajoparametreja. Lisaksi
vertaillaan madritys- ja havaitsemisrajoja. Madritysrajalla (LOQ, engl. Limit of
quantification) tarkoitetaan pienintd tutkittavan aineen pitoisuutta, joka voidaan méarittaa
luotettavasti ja tarkasti. Havaitsemisrajalla (LOD, engl. Limit of detection) puolestaan
tarkoitetaan pienintd tutkittavan aineen pitoisuutta, joka voidaan varmuudella havaita.
(Ruokavirasto 2021.) Kaikissa tarkastelluissa tutkimuksessa tutkittiin erindisten
la8keaineiden esiintymistd jate- ja/tai pintavesistissd. Kaikki tutkimukset ovat

paapiirteittdin samankaltaisia.
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5.1 Diklofenaakki

Seuraavissa kappaleissa kdydaan lapi aikaisempia tutkimuksia, analyyseissa kaytettyja

parametreja seké saatuja tuloksia.

5.1.1 Lindholm-Lehto et al. (2016)

Lindholm-Lehdon, Ahkolan, Knuutisen ja Herven (2016) toteuttamassa tutkimuksessa
tutkittiin -~ l&48keaineiden  laajaa  esiintymistd  Keski-Suomen  pintavesissd  ja
jatevedenpuhdistuslaitoksissa. Jatevesindytteita kerattiin neljasta eri puhdistuslaitoksista.
Puhdistetut jatevedet ohjataan puhdistuslaitoksilta laheisiin jarviin ja jokiin. Tutkimukseen
valittujen puhdistuslaitosten puhdistusprosessit olivat padperiaatteiltaan samanlaiset.
Jatevesinaytteiden liséksi pintavesindytteité otettiin yhteensé kuusi kappaletta.

Néaytteet esikasiteltiin kayttéen Kiinteafaasiuuttoa. Néaytteet vakevaitiin
kiinteafaasiuuttopatruunoilla (Agilent Bond Elut C18 LO, 500 mg). Patruunat esipestiin 3
ml etanolia ja 3 ml UHQ-vettd ennen ndytteiden lataamista patruunoihin. Laakeaineet
eluoitiin 3 ml asetonia. Uutteet haihdutettiin typella ja timéan jalkeen liuotettiin 300 pL:aan
metanolia ja vetta (1:1, v/v). Ndytteet analysoitiin LC-MS/MS:lla valittémasti tamén jalkeen.
(Lindholm-Lehto et al. 2015.)

Analyytit erotettiin nestekromatografilla (Agilent 1260 Infinity series). Kolonnina kaytettiin
1,8um partikkelikoon 2,1*50 mm Zorbax Eclipse Plus C18 (Agilent Technologies)
analyyttista kaanteisfaasikolonnia. Kéytetty liikkuva faasi oli 0,01M ammoniumhydroksidi
(A) ja 0,0lM ammoniumhydroksidia 90 %:ssa asetonitriilissa (B). Asetonitriilin
koostumuksen muutos ajon aikana on esitetty taulukossa 2. Liikkuvan faasin virtausnopeus

oli 0,2 pL/min. Sy0tetty ndytemaard oli 15 pL. (Lindholm-Lehto et al. 2015.)
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Taulukko 2 Ammoniumhydroksidin koostumuksen muutos erotuksen aikana (Lindholm-
Lehto et al. 2015)

Ammoniumhydroksidin

Aika [min] pitoisuus [%]
0 7

3 10

" 60

13 25

16 >

Ladkeaineiden detektointiin  k&ytettiin 6460 Triple Quad triple-quadrupole
massaspektrometria, joka oli varusteltu séhkosuihkuionisaatiolla (ESI). Massaspektrometria
operoitiin MRM-tilassa. Happamat ladkeaineet, mukaan lukien diklofenaakki, analysointiin
negatiivisessa ionisaatiotilassa. Kuivauskaasuna kaytetiin 300°C:sta typped 300 L/h
virtausnopeudella. Argonia kéaytettiin tormdyskaasun. Kapillaarijannite oli 4000 V.
Yhdisteet identifioitiin vertaamalla saatujen merkkiaineen ja tuotteen ionisiirtymié
referenssindytteiden retentioaikoihin. (Lindholm-Lehto et al. 2015.) Taulukkoon 3 on koottu

naytteiden analysoinnissa kdytetyt parametrit.

Taulukko 3 Analyysissé kaytetyt laite- ja ajoparametrit (Lindholm-Lehto et al. 2015)

Kolonni 1,8um partikkelikoon 2,1*50 mm Zorbax
Eclipse Plus C18

Liikkuva faasi 0,01M ammoniumhydroksidi ja 0,01M
ammoniumhydroksidia 90 %:ssa

asetonitriilissa

Virtausnopeus 0,2 pL/min
Kuivauskaasu Typpi
Kuivauskaasun lampdtila 300°C
Kuivauskaasun virtausnopeus 300 L/h

Kapillaarijannite 4000 V
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Tutkimuksessa DCF:n havaitsemisrajaksi (LOD) saatiin 25 ng/L ja méaritysrajaksi (LOQ)
84 ng/L. Havaitsemis- ja madritysrajat maéritettiin  MRM-tilassa. DCF-pitoisuus
jatevesinaytteiden siséantulovirroissa vaihtelivat noin 250-750 ng/L:n Vélilld ja
ulostulovirroissa 950-2250 ng/L:n vélilla. Pintavesindytteissdé DCF-pitoisuus vaihteli 25—
475 ng/L:n vélilla. (Lindholm-Lehto et al. 2016)

5.1.2 Lindqvist et al. (2005)

Lindgvistin, Tuhkasen ja Kronbergin (2005) tekemassa tutkimuksessa tutkittiin happamien
la&keaineiden esiintymista kasittelemattomissa ja kasitellyissa jatevesissa seka joissa, joihin
jatevedenpuhdistamoiden purkuvesi lasketaan. Yksi tutkittavista happamista ladkeaineista
oli DCF. Vesinaytteita otettiin useista eri jatevedenpuhdistuslaitoksilta ja paéastovesistoista

ympari Suomea. Néytteet analysoitiin kdyttden HPLC-ESI-MS/MS menetelmaéa.

Ladkeaineet erotettiin nestefaasista kayttden kiinte&faasiuuttoa. Ndytteet suodatettiin 0,45
pm huokoskoon suodattimen (GF 6, Schleicher & Schuell) I&pi. Suodattimet esipestiin n-
heksanolilla, asetonilla, metanolilla ja MilliQ-vedelld. Naytteiden pH-arvo séadettiin 2,0
vakevélla suolahapolla. Tamén jalkeen naytteisiin liséttiin surrogaattistandardiksi 500 ng:a
fenopropia (2,4,5-TP). Kaikki néaytteet analysointiin sek& surrogaattistandardin kanssa ett4
ilman. Talla varmistettiin, etteivdt ndytteet kontaminoituneet fenopropista.
Kiinteafaasiuuttopatruunoin kéytettiin Oasis MCX 3cc- patruunoita, jotka sisalsivéat 60 mg:a
absorbenttia. Patruunat esipestiin 2 mL:lla n-heksaania ja asetonia seka 10 mL:lla metanolia
ja saastumattomalla pohjavedelld, jonka pH-arvo oli sé&detty 2,0. Naytteet ladattiin
patruunoihin polytetrafluorieteeni-putken avulla, tasaisella 8 mL/min virtausnopeudella.
Ladkeaineita kuivattiin tunnin ajan typelld. Kuivaamisen jalkeen ladkeaineet liuotettiin
absorbentista nelja kertaa 1 mL:lla asetonia. Uutteet haihdutettiin 100 pL:n typped, jonka
jalkeen niihin lisattiin 100 pL:a metanolia. Haihdutusta jatkettiin, kunnes uutteiden tilavuus
oli 50 pL. Lopuksi liséttiin 450 pL 0,01M ammoniakkihydroksidia. Naytteité séilytettiin -

18°C:ssa ennen analysointia. (Lindgvist et al. 2005.)

Naytteiden sisaltdmat analyytit erotettiin korkean erotuskyvyn nestekromatografilla (HPLC)
(Agilent 1100 system). Kolonnina kaytettiin 5 pum partikkelikoon 2,1*50 mm Zorbax

Extend-C18 (Agilent Technologies) analyyttista kaanteisfaasikolonnia.  Liséksi
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nestekromatografissa oli 5 pum partikkelikoon 2,1*12,5 mm kapea esikolonni. Liikkuvana
faasina kaytettiin 0,01M ammoniumhydroksidia. Kolonni eluoitiin isokraattisesti 3 min ajan
5 %:lla asetoninitriililla 0,01M ammoniumhydroksidissa. Asetonitriilin koostumuksen
muutos ajon aikana on esitetty taulukossa 4. Kolonnin annettiin tasaantua 8 min ajan ennen
seuraavaa injektiota. Liikkuvan faasin virtausnopeus oli 250 pL/min. Kolonnin lampdtila

pidettiin 30°C:ssa ja syotetty ndytemaara oli 50 puL. (Lindqvist et al. 2005.)

Taulukko 4 Asetonitriilin koostumuksen muutos eluoinnin aikana (Lindgvist et al. 2005)

e | e
0 5

12 35

13 100

14 5

Analyyttien detektointiin kaytettiin Quattro Micro triple-quadrupole massaspektrometria
(Micromass), joka oli varusteltu sahkosuihkuionisaatolla (ESI). Massaspektrometria
operoitiin - MRM-tilassa. Kuivauskaasun kéytetiin  325°C:sta typped 639 L/h
virtausnopeudella. Térmayskaasuna kaytettiin argonia ja tormayskennojannitte oli 2,8*103
mbar. (Lindqvist et al. 2005.) Taulukkoon 5 on koottu naytteiden analysoinnissa kaytetyt

parametrit.

Taulukko 5  Analyysissé kéaytetyt laite- ja ajoparametrit (Lindqvist et al. 2005)

Esikolonni 5 um partikkelikoon 2,1*12,5 mm kapea
esikolonni

Kolonni 5 pm partikkelikoon 2,1*50 mm Zorbax
Extend-C18

Liikkuva faasi 0,01M ammoniumhydroksidi

Virtausnopeus 250 pL/min

Kolonnin lampdtila 30°C
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Kuivauskaasu Typpi
Kuivauskaasun lampétila 325°C
Kuivauskaasun virtausnopeus 629 L/h
Torméyskaasu Argon
Toérmayskennojannite 2,8*10° mbar

Tutkimuksessa DCF:n maaritysrajaksi (LOQ) pohja- ja pintavesindytteissa saatiin 1 ng/L ja
jatevesinaytteissé 5 ng/L. Kaésittelemattomissé jatevesindytteissé diklofenaakkia havaittiin
kaikissa naytteissa. DCF-konsentraatio naytteissé oli 35,0+0,1 ng/L. Taulukossa 6 on esitetty

DCF-konsentraatiot eri joista, joihin jatevedenpuhdistamon purkuvedet lasketaan.

Taulukko 6  DCF-konsentraatiot (ng/L) tutkituissa joissa (Lindqvist et al. 2005)

Joki 1 Joki 2 Joki 3
AV AV AV AV
YV |JTP (30 km) YV JTP 2 km) | (90 km) YV JTP (5 km)
Diklofenaakki |6.0 |34 3.0 <LOQ [40 |35 2.0 <LOQ |11 |<LOQ

YV=Ylavirtaan jatevedenpuhdistamon purkupisteesta.
JTP=Ulostulovirta jatevedenpuhdistamon purkupisteesta.

AV=Alavirtaan jatevedenpuhdistamon purkupisteesté.

5.1.3 Roberts ja Thomas (2006)

Robertsin ja Thomasin (2006) tekeméssa tutkimuksessa tutkittiin useiden eri ladkeaineiden,
mukaan lukien DCF, esiintymisté jatevesipuhdistamon ulostulovirroissa sekd pintavesissa
Tyne-joessa, Yhdistyneessa kuningaskunnassa. Jatevesindytteet Kkeréttiin Howdonin
jatevedenpuhdistamolta ja pintavesindytteet Tyne-joen eri kohdista. Jatevesindytteet
kerattiin kolmesta eri puhdistusprosessin kohdasta; kasittelemattomésta ulostulovirrasta,

ennen UV-séteily késittelyd ja sen jalkeen. Jatevesindytteitd oli yhteensd yhdeksén ja
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pintavesindytteitd 18. Naytteet analysoitiin HPLC-ESI-MS/MS-menetelmalld Hiltonin ja

Thomasin (2003) tekeman tutkimuksen mukaisesti.

Kaikki tutkimuksessa kaytetyt lasiastiat silanisoitiin huuhtelemalla ne ensin 10 % (v/v)
diklorometaaniin (DCM) liuotetulla dikloorimetyylisilaanilla, sitten kahteen kertaan
DCM:11a ja kahteen kertaan metanolilla. Vesindytteet suodatettiin 0,45 pum huokoskoon
lasikuitusuodattimen (GFC) lapi ja pH-arvo saadetiin 3,0 vakevalla suolahapolla. Tamén
jalkeen naytteisiin lisattiin 1 mL metanoliin liuotettua [*3C] -fenasetiinia surrogaatiksi.
Néytteet uutettiin sitten Kiinteafaasiuutolla kéyttden Strata X 6 mL (Phenomenex)
Kiintedfaasiuuttopatruunoita, jotka sisélsivat 200 mg absorbenttia. Ennen uuttoa patruunat
solvatoitiin kolme kertaa 2 mL metanolia, sitten kolme kertaa 2 mL vettd ja 3 kertaa 2 mL
vettd, jonka pH-arvo oli sdadetty 3,0. Naytteet ladattiin patruunoihin polytetrafluorieteeni-
putken avulla, tasaisella noin 10 mL/min virtausnopeudella. Uuton jalkeen patruunoita
kuivattiin tyhjiossa 30 min. (Hilton, Thomas 2003.)

Analyytit eluoitiin kolme kertaa 2 mL metanolia. Patruunoiden annettiin liota metanolissa
viisi minuuttia ennen kuin metanolin annettiin valua patruunoiden l&pi noin 5 ml/min
tilavuusvirtana. Eluoinnin jalkeen uutteet haihdutettiin noin 100 pL tilavuuteen typen avulla.
Néytteet siirrettiin tdman jalkeen analyysipulloihin, jotka taytettiin 1 mL tilavuuteen 1:1
metanolia ja 0,04M ammoniumasetaattia. (Hilton, Thomas 2003.)

HPLC-analyysi suoritettiin Thermo-Finnigan Surveyor -nestekromatografilla. Kolonnina
kaytetiin 5 um huokoskoon 250*2 mm C18 Luna (2) (Phenomenex). Liikkuvana faasina
kaytettiin vettd (A), metanolia (B) seka 0,04M veteen liuotettua ammoniumasetaattia (C),
jonka pH-arvo oli séd&detty 5,5 muurahaishapolla. Liikkuvan faasin virtausnopeus oli 200
pl/min. Analyyttien erotus suoritettiin kéayttaen erilaisia gradientteja liuottimissa. DCF:n

erotukseen kéytetty liuottimien gradientti on esitetty taulukossa 7. (Hilton, Thomas 2003.)
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Taulukko 7 DCF:n erotukseen ké&ytetyn liuottimen koostumuksen muutos liuotuksen
aikana (Hilton, Thomas 2003)

Veteen liuotettu

Aika [min] Vesi [%] Metanoli [%)] ammoniumasetaatti
(0,04M) [%]

0 75 15 10

3 75 15 10

10 0 90 10

20 0 100 0

25 0 100 0

26 75 15 10

30 75 15 10

Analyyttien detektointi suoritettiin Thermo Finnigan LCQ Advantage massaspektrometrilla.
Massaspektrometri oli varusteltu sahkdsuihkuionisaatolla (ESI). Anturin lampétila oli
asetettu 220°C:een. DCF detektoitiin kdyttden tandem massaspektrometria positiivisessa
ionisaatiotilassa CRM:n (engl. consecutive reaction monitoring) kanssa. (Roberts, Thomas
2006.)

Jatevesinaytteissa DCF:n konsentraatio vaihteli késittelemattomassa jatevedessa 901-1036
ng/L vélilla, ennen UV-séteily késittelya valilla 120-499 ng/L ja késittelyn jalkeen vélilla
261-598 ng/L. Tyne-joesta kerdttyjen pintavesindytteiden DCF-pitoisuudet jaivat
maadritetyn havaitsemisrajan (LOD) 8 ng/L alle. (Roberts, Thomas 2006.)

5.1.4 Zhao et al. (2009)

Zhaon et al. (2009) toteuttamassa tutkimuksessa tutkittiin fenolisten hormonitoimintaa
hairitsevien kemikaalien ja happamien ld&keaineiden tunnistamista Eteld-Kiinan Helmijoen
pintavesistda CG-NCI-MS-menetelmalld. Tutkittaviin  yhdisteisiin  kuului seitseman
estrogeenistd fenolia, 14 hapanta la&keainetta, mukaan lukien diklofenaakki sek& kolme

hapanta torjunta-ainetta. Pintavesindytteita otettiin yhteensa 14.
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Otetut vesindytteen uutettiin kdyttden kiinteafaasiuuttoa. Aluksi vesinaytteet suodatettiin 0,7
pum huokoskoon lasikuitusuodattimen (Whatman GF/F) lapi. Taman jalkeen 100 uL 4-n-
nonyylifenolia (4-n-NP), [?Hie] bisnofenoli-A:ta (BPA-d16), estroni-2,4,16,16-D4 (E1-d4),
13C-merkittyé triklosaania (13C12-TCS), mekopropia and fenopropia lisittiin naytteisiin ja
100 pL 2,4-dikloorifenoksietikkahappoa (2,4-DCPA) liséttiin surrogaatiksi. Kaikkien
liuosten konsentraatio oli 1 mg/L. Kiintedfaasiuutossa patruunoina kaytettiin Oasis HLB (6
mL, 500 mg) -patruunoita. Patruunat esipestiin 10 mL etanolia ja 10 mL tislattua vetta.
Suodatettujen vesindytteiden annettiin valua esipestyjen patruunoiden lavitse 5-10 mL/min
virtausnopeudella. Naytepullot huuhdeltiin 50 mL 5 % (v/v) metanolilla tislatussa vedessa
kahteen kertaan ja huuhteluliuokset suodatettiin patruunoiden lapi. Analyytit sitten eluoitiin
patruunoista 7 mL metanolilla ja 5 mL dikloorimetaanilla. Uutteet sekoitettiin ja kuivattiin
typelld. Taman jalkeen ne uudelleen liuotettiin 1 mL etanolia. Lopulliset uutteet suodatettiin
0,45 um huokoskoon membraanin lapi 2 mL lasipulloihin ja s&il6ttiin -18°C odottamaan
analyysia. (Zhao et al. 2009.)

Happamat yhdisteet derivatisoitiin CG-NCI-MS analyysia varten. 100 pl metanolissa olevaa
uutetta siirrettiin 2 mL lasipulloon. Metanoli kuivattiin typelld. Tdmén jalkeen 40 pL
tolueenia, 40 pL 10 % trietyyliamiinia (TEA) tolueenissa ja 20 pL 10 % PFBBr tolueenissa
lisattiin lasipulloon. Lasipullo suljettiin korkilla ja ravistettiin huolellisesti vortex-
sekoittimella. Taman jalkeen liuos lammitettiin 100°C ja annettiin sen reagoida 60 minuutin
ajan. Lasipulloa sekoitettiin 15 minuuttia reagoimisen jalkeen. Lasipullon annettiin sitten
jaahtyd huoneenlampdon ja liuotin kuivattiin typellda. Lopuksi derivatisoitu ndyte liuotettiin
100 pL tolueenia. (Zhao et al. 2009.)

Tutkittavat yhdisteet erotettiin Agilent 6890N kaasukromatografilla. Kolonnina kaytettiin
DB35-MS kapillaarikolonnia (30 m*0,25 mm), jonka filmin paksuus oli 0,25 pum.
Kantajakaasuna kéaytettiin heliumkaasua, jonka tilavuusvirta pidettiin 1,0 mL/min.
Happamien yhdisteiden syo6tetty néaytetilavuus oli 2 pL, ja syottélampétila 260°C. Kolonnin
ldmpotila oli ohjelmoitu seuraavasti: Lampdétila nostettiin 100°C:sta (1 min) 150°C:een (2
min) nostamalla lampdtilaa 20°C/min, 150°C:sta 205°C:een (1 min) nostamalla lampdtilaa
3°C/min, 205°C:sta 260°C:een (5 min) nostamalla lampétilaa 10°C/min, ja sitten samalla
tahdilla 280°C:een (3 min), lopuksi lampdtila nostettiin 310°C:een nostamalla lampdétilaa 15
°C/min. (Zhao et al. 2009.)
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Yhdisteiden detektointiin kaytettiin Agilent 5975B MSD massaspektrometrid, joka oli
yhdistetty kaasukromatografiin kemiallisella ionisaatiolahteellda (Cl). Negatiivinen
kemiallinen ionisaatio (NCI) saatiin aikaiseksi kayttaméall4 metaania (puhtaus>99,9999 %)
reaktiokaasuna. Metaanin virtausnopeus oli 2,0 mL/min. loniladhteen seka kvadrupolin
l&mpdtila pidettiin 150°C:ssa analyysin aikana. (Zhao et al. 2009.) Taulukkoon 8 on koottu

naytteiden analysoinnissa kdytetyt parametrit.

Taulukko 8  Analyysissé kéaytetyt laite- ja ajoparametrit (Zhao et al. 2009)

Kolonni DB35-MS kapillaarikolonnia (30 m*0,25
mm), filmin paksuus 0,25 pm

Kantajakaasu Helium

Tilavuusvirta 1,0 mL/mi

Néytteen syottolampotila 260°C

Reaktiokaasu Metaani

Reaktiokaasun virtausnopeus 2,0 mL/min

Kvadrupolin lampdtila 150°C

Tdérmayskennojannite 2,8*10° mbar

Yhdisteet tunnistettiin - CG-NCI-MS analyysista saadun kromatogrammin avulla
vertailemalla kromatogrammin piikkeja sekéd retentioaikoja yhdisteiden tunnusomaisiin

ioneihin ja retentioaikoihin. (Zhao et al. 2009.)

Kuvassa 3 on esitetty SIM-tilassa (enlg. selected ion mode) ajetun CG-NCI-MS analyysin
tulokset tutkituille happamille yhdisteille. Diklofenaakki tulee ajan hetkelld n. 37 min.
Kaikkien yhdisteiden konsentraatiot olivat 100 ng/mL. (Zhao et al. 2009.)
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Kuva 3 SIM-tilassa ajetun CG-NCI-MS analyysin happamien yhdisteiden

ionivirtauskromatogrammi (Zhao et al. 2009)

Taulukossa 9 on esitetty tutkimuksessa saadut diklofenaakin saannot (%) kolmella eri
vakevoinnilla sekd havaitsemis- (LOD) ja mééritysrajat (LOQ). Pintavesindytteiden
siséltaméat DCF-konsentraatiot vaihtelivat 8-147 ng/L vélilla.

Taulukko 9  DCF:n saanto (%) seka havaitsemis- ja maaritysraja (Zhao et al. 2009)

] Vakevoity
Yhdiste LOD LOQ
nayte
5ng/L 100 ng/L 200 ng/L
Diklofenaakki | 109+9 ng/L | 111+1 ng/L | 109£3 ng/L | 1,1 ng/L 3,6 ng/L

Kaikissa neljassa tarkastellussa tutkimuksessa méaéritys- ja/tai havaitsemisrajoiksi saatiin
suhteellisen pienid (ng/L) pitoisuuksia. Pienimméat méaritysrajat saatiin Lindqvistin et al.
(2005) ja Zhaon et al. (2009) tekemissa tutkimuksissa.
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5.2 Diatritsoaatti

5.2.1 Echeverriaet al. (2013)

Echeverrian, Borrullin, Fontanalsin ja Pocurullin (2013) tekeméssa tutkimuksessa tutkittiin
jodioitujen rontgentutkimuksissa kéytettyjen varjoaineiden kvantitatiivista maarittamista
jatevesissd. Yksi tutkituista varjoaineista oli diatritsoaatti. Jatevesindytteitd keréttiin
kahdesta jatevedenpuhdistamon sisaan- ja ulostulovirroista, jotka sijaitsivat Tarragonassa,

Espanjassa. Naytteet analysointiin LC-ESI-MS/MS menetelmalla

Jatevesinaytteet suodatettiin aluksi 0,45 pum ja 0,22 um huokoskoon nailonsuodattimen
(Whatman) lapi. Taméan jalkeen ndytteet uutettiin kayttden kiinteafaasiuuttoa (SPE). SPE-
patruunoina kéytettiin 500 mg Oasis HLB-patruunoita (Waters). Patruunat esipestiin 5 mL
etanolia ja 5 mL puhtaalla vedelld. Naytteiden pH-arvo saadettiin 2,6 suolahapolla, jonka
jalkeen néytteiden annettiin suodattua patruunoiden Iapi 10-15 ml/min virtausnopeudella.
Analyytit eluoitiin patruunoista 5 mL etanolia. Uutteet kuivattiin kdyttden typped ja

uudelleen liuotettiin ImL puhdasta vettd. (Echeverria et al. 2013.)

Tutkittavat yhdisteet erotettiin Agilent 1200 nestekromatografilla. Kolonnina kaytettiin 2,7
pum partikkelikoon 50*4,6 mm Ascentis Express C18 Fused Core (Supelco) kromatografista
kolonnia. Syotetty ndytemaaréa oli 50 pL. Kolonnin lampétila pidettiin 25°C:ssa. Liikkuvana
faasina kaytettiin puhdasta vettd ja muurahaishappoa (A) sek& asetonitriilia (B). Eluointi
suoritettiin gradienttina eluentin B suhteen. Gradientti on esitetty taulukossa 10. Liikkuvan

faasin virtausnopeus oli 0,2 mL/min. (Echeverria et al. 2013.)

Taulukko 10  Asetonitriilin koostumuksen muutos eluonnin aikana (Echeverria et al. 2013)

Al | peen
0 5

4 5

6 25

13 25
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16 5

Analyyttien detektointiin kaytettiin triple quadrupole massaspektrometria (Agilent
Technologies), joka oli varusteltu sdhkdsuihkuionisaatolla (ESI). Analyysit suoritettiin
MRM-tilassa. (ESI)MS/MS-parametrit optimoitiin  erikseen jokaiselle analyytille.
Taulukossa 11 on esitetty diatritsoaatin dektektointiin optimoidut parametrit. Yhdisteet

tunnistettiin retentioaikojen ja MRM-siirtymien avulla. (Echeverria et al. 2013.)

Taulukko 11 Diatritsoaatin detektointiin optimoidut parametrit (Echeverria et al. 2013)

Typpikaasun virtausnopeus 12 L/min
Kapillaarijannite 4000 V
Sumutinpaine 45 psi
Lahteen lampdtila 350°C
Suutinjénnite 120V
Tdérméaysenergia 15V

Diatritsoaatin havaitsemisrajoiksi saatiin sisdantulovirroissa 100 ng/L ja ulostulovirroissa 40
ng/L. Diatritsoaatin maaritysrajaksi saatiin 250 ng/L. Diatritsoaatin konsentraatio
siséantulovirroissa vaihteli 3,8-4,7 pg/L vélill4 ja ulostulovirroissa 2,7-2,8 pg/L vélilla.
(Echeverria et al. 2013.)

5.2.2 Rastogi et al. (2014)

Rastogin, Lederin ja Kimmererin (2014) tekeméssa tutkimuksessa tehtiin diatritsoaatin
fotolyyttisten tuotteiden kvalitatiivinen ymparistoriskien arviointi. Tutkimuksessa kaytetiin
kaanteisfaasinestekromatografia (RP-HPLC) UV/VIS-detektorilla  diatritsoaatin

konsentraation maarittamiseen vesiliuoksessa.

RP-HPLC:ss& kolonnina kéytettiin 5 um huokoskoon 125*4 mm NUCLEODUR® 100-5
C18 ec (Macherey & Nagel) kaanteisfaasikolonnia. Liikkuvana faasina kéytetiin 0,2 %

muurahaishappoa vedessd (A) ja 100 % asetonitriilia (B). Kromatografinen erottaminen
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suoritettiin kayttaméalla gradienttia liikkuvassa faasissa. Kaytetty gradientti on esitetty
taulukossa 12. Liikkuvan faasin virtausnopeus oli 0,5 mL/min. Kolonnin lampétila oli
asetettu 30°C:een. Syotetty ndyteméara oli 10 pL. UV/VIS - valonldhteen kéytettiin
polykromaattista keskipaineista elohopealamppua (TQ150). Lampun ldhettdmé&a sateilya
mitattiin Opsytec Dr. Grobel GmbH UVPad-sensorilla aallonpituusalueella 200-440 nm.
RP-HPLC:ta ajettiin 25min ajan. Diatritsoaatti eluoitui 13,7min (retentioaika) kohdalla ja se
havaittiin UV/VI1S-detektorissa 254 nm aallonpituudella. Diatritsoaatin havaitsemisrajaksi

menetelmalla saatiin 15 ng/L ja maaritysrajaksi 50 ng/L. (Rastogi, Leder, Kimmerer 2014.)

Taulukko 12  Asetonitriilin koostumuksen muutos liuotuksen aikana

Aika [min] Asetonitriili [%]
0-3 1

3-13 1-15

13-15 15-5

15-20 5-1

20-25 1

Diatritsoaatti on hapan laékeaine, joten on myds mahdollista, ettd sita voitaisiin analysoida
ja tutkia Zhaon et al. (2009) sek& Lindqvist et al. (2005) tekemien tutkimuksien
analyysimenetelmilld ja laiteparametreilla.
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6 Y hteenveto

TyoOsséa perehdyttiin  diklofenaakin ja diatritsoaatin analyysimenetelmiin ja niissa
kaytettyihin laiteparametreihin. Tietoa etsittiin kirjallisuudesta seké aikaisemmin tehdyisté
tutkimuksista. Tyossa tarkastellut tutkimukset olivat padpiirteittain samankaltaisia. Liséksi
tyossa perehdyttiin lyhyesti edelld mainittujen ld&keaineiden ymparistovaikutuksiin ja raja-

arvoihin ymparistossé.

Kaikissa tarkastelluissa tutkimuksissa paastiin suhteellisen pieniin (ng/L) méaritys- ja/tai
havaitsemisrajoihin. Diklofenaakille pienimmat madritysrajat saatiin Lindqvistin et al.
(2005) ja Zhaon et al. (2009) tekemissa tutkimuksissa. Zhaon et al. (2009) saavutettiin myods
pieni havaitsemisraja diklofenaakille. Diatritsoaatille pienin havaitsemis- ja maaritysraja
(2014)
analyysimenetelmaét, naytteiden esikésittelyt sek& maaritys- ja/tai havaitsemisrajat on kasattu

saavutettiin  Rastogin et al. tutkimuksessa.  Tutkimuksissa  kéytetyt

seuraavaan taulukkoon.

Taulukko 13 Tyossa tarkastelluissa tutkimuksissa kéytetyt analyysimenetelmét, ndytteiden
esikasittelyt sek&d méaaritys- ja/tai havaitsemisrajat.

Yhdiste | Menetelmé Esikasittely LOD LOQ Referenssi
DCF LC-ESI- Kiintedfaasiuutto 25ng/L | 85ng/L | Lindholm-Lehto
MS/MS et al. (2015)
DCF HPLC-ESI- | Suodatus, - 1-5ng/L | Lindqvist et al.
MS/MS kiintedfaasiuutto (2005)
DCF HPLC-ESI- | Suodatus, pH-arvon | 8 ng/L - Hilton, Thomas
MS/MS saataminen, (2003)
surrogaattistandardin
lisdys,
kiintedfaasiuutto
DCF CG-NCI-MS | Suodatus, pH-arvon |1,1ng/L |[3,6ng/L | Zhao et al.
séataminen, (2009)
surrogaattistandardien
lisdys,
kiinte&faasiuutto,
suodatus
DIAT LC-ESI- Suodatus, 40-100 | 250 ng/L | Echeverria et al.
MS/MS kiintedfaasiuutto ng/L (2013)
DIAT RP-HPLC- - 15ng/L | 50ng/L | Rastogi et al.
UV/VIS (2014)
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Kaikki tarkastelluissa tutkimuksissa kdytetyt ovat menetelmdt ovat tehokkaita
analyysimenetelmid analysoimaan laakeaineiden pitoisuuksia vesistdissd. Tuloksista
nahdaan, ettd nestekromatografia on selvasti yleisin menetelma ladkeaineiden pitoisuuksien
maadrittdmiseen. Kaasukromatografia tarjoaa kuitenkin myos tarkan analyysimenetelman.
Kaasukromatografian haittana on kuitenkin vaativammat esikésittelyt erityisesti ladkeaineita
analysoidessa. Ldaakeaineiden detektoimiseen kéytetiin lahes yksinomaisesti massa-
massaspektrometriaa. Massaspektrometria onkin erittdin tehokas ja varma menetelmé

yhdisteiden tunnistamiseksi.
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