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Erinevate reoveesette kaitlustehnoloogiate mdju ravimijaakide sisaldusele reoveesettes

Ravimijadkide sisaldus keskkonnas on viimaste aastakiimnettega esilekerkinud probleem ja
seetdttu on oluline hinnata erinevate allikate md&ju keskkonnale. Tdodeldud reoveesette
potentsiaalne kasutus vaetisena on (ks vdimalikest viisidest, kuidas ravimijaagid jouavad
keskkonda, tekitades sellega resistentsete bakteritivede ohtu ja muid vOimalikke
keskkonnaprobleeme. Kéesoleva bakalaureusetod kéigus analulsiti SPE ja ASE meetodil
ettevalmistatud erinevate kaitlustehnoloogiatega reoveepuhastite setteproove HPLC-MS
meetodiga ja méaarati neis ravimijaakide hulka. Analudsiti jargnevate ravimite jaake proovides:
SMX, SDM, NOR, CIP, OFL, MFM, DIC ja CBZ.

Mérksonad: reoveesete, ravimijaagid, HPLC-MS
CERCS: T270 Keskkonnatehnoloogia, reostuskontroll

Effect of different wastewater treament technologies on pharmaceutical residues in sewage

sludge

The amount of pharmaceutical residues in the environment has emerged as a problem in the last
few decades and therefore it is important to assess the effect it has on the environment. Using
treated sewage sludge as a fertilizer can be one of potential sources of pharmaceutical residues to
the environment, potentially resulting in increased microbial resistance and other environmental
problems. As a part of this thesis, samples from various sludge treatment technologies prepared
with SPE and ASE methods were analysed for pharmaceutical residues with HPLC-MS method.
This work was focused on the following pharmaceuticals: SMX, SDM, NOR, CIP, OFL, MFM,
DIC and CBZ.
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Kasutatud lihendid

AMR - antimikroobne resistentsus (Antimicrobial Resistance)

ASE — kiirendatud solvendi ekstraheerimine (Accelerated Solvent Extraction)
CBZ — karbamasepiin (Carbamazepine)

CIP — tsiprofloksatsiin (Ciprofloxacin)

DIC — diklofenak (Diclofenac)

HPLC-MS - kdorgefektiivne vedelikkromatograafia-massispektromeetria (High-Performance

Liquid Chromatography-Mass Spectrometry)

KA — kuivaine (DS — Dry Solids)

MFM — metformiin (Metformin)

NOR - norfloksatsiin (Norfloxacin)

OFL - ofloksatsiin (Ofloxacin)

RVP — reoveepuhasti (WWTP — wastewater treatment plant)
SDM - sulfadimetoksiin (Sulfadimethoxine)

SMX — sulfametoksasool (Sulfamethoxazole)

SPE — tahke faasi ekstraheerimine (Solid Phase Extraction)



1. Sissejuhatus

Inimkonna arenemise ja ressursside vahenemise valguses on inimesed sunnitud vaatama aina enam
ressursside taaskasutuse ja ringmajanduse poole. Ringmajanduse uks olulisemaid lilisid on
jaatmete, sealhulgas reovee ja sette, taaskasutus. Juba pikka aega on reoveesetet kasutatud
véetisena tanu selle kdrgele fosfori ja lammastiku sisaldusele. Viimastel aastatel on kasutamist aga
hakatud piirama seoses tegevuse vdimaliku negatiivse mdjuga keskkonnale. Juba mitukiimmend
aastat tagasi mdisteti, et kasutatud vaetises vdis leida murettekitavas sisalduses raskmetalle ja
patogeene, mis mojutasid keskkonda. Praegusel ajal avastatakse aina rohkem seda sama ka

ravimijaékide, teiste orgaaniliste mikrosaasteainete ja mikroplastide kohta.

Selleks, et setet saaks siiski kasutada véetisena, on traditsioonilistele saasteainetele kehtestatud
piirnormid, millest alla poole jaddes, ei tohiks vaetis keskkonnale ohtu valmistada.
Mikrosaasteainete eemaldamine voi puhta fosfori tootmine on aga keerulised ja kallid protsessid,
mis tottu ei saa vaikesed reoveepuhastid endale finantsiliselt selliseid vdimalusi luua (Cornel ja
Schaum, 2009). Sellepérast on neile tihti tehtud erandeid, nagu naiteks Saksamaal ja Austrias, kus
sette otsekasutus on keelatud suurtele reoveepuhastitele, kuid vdiksematele see méarus ei kehti
(European Sustainable Phosphorus Platform, 2017a).

Uuematele saasteainetele, nagu ravimijadgid, aga puuduvad seaduses kehtestatud piirnormid, kuna
riikidel puudub piisav Ulevaade ravimijadkide pusivusest ja mojust keskkonnale. Lisaks on
ravimijaakide analtls kulukas ning keeruline on otsustada, milliseid arvukatest orgaanilistest
mikrosaasteainetest  tuleks  madrata.  Kui  patogeenide  puhul on  niinimetatud
indikaatororganismideks voetud bakterite jaoks E. coli ja parasiitide jaoks helmindid, siis
mikrosaasteainete puhul pole suudetud kokku leppida indikaatoreid, mille m&aramise kaudu saaks
hinnata Gldist mikrosaasteainete taset (Riigi Teataja, 2019). Piirangute puudumise tdttu nende
kogust reovees ja settes igapaevaselt ka ei m6ddeta, seega on raske hinnata ravimijaakide hulka ja
ohtlikkust otsekasutusel. Kuna vaikeste reoveepuhastite parim vOimalus setet kasutada on praegu
jatkuvalt selle otsekasutus vaetisena, siis on vaja teada, kas ja kui palju on ravimijaéke puhastite

settes ja kas see voib ohustada keskkonda.

Kéesoleva bakalaureusetod eesmarkideks oli (1) analliisida Eestis levinumate
settekaitlusmeetodite efektiivsust ravimijaékide eemaldamisel settest ja (2) véikelinna puhastis

toodetud reoveesettekomposti ohu hindamine ravimijéékide keskkonda sattumise kontekstis.



2. Kirjanduse tlevaade

2.1. Reoveesette kasutamine véetisena

Reoveesete on reovee bioloogilisel kaitlemisel tekkiv baktermass, mis reoveepuhastuse I16ppfaasis
veest eraldatakse ja tihendatakse. Euroopas toodetakse setet tile 10 miljoni tonni KA. Eestis toodeti
aastal 2016 rohkem kui 18 tuhat tonni reoveesetet (Eurostat, 2020). Peamised sette
utiliseerimismeetodid on otsekasutus (pOllumajandusmaal  kasutamine, haljastus ja
rekultiveerimine), prigilasse vOi puhasti territooriumile ladestamine ning tuhastamine ja tuha
ladestamine. Reoveesette kasutamine pdllumajanduses on suure huvi all tanu selle koérge
toitainesisalduse ja mulda parandavate omaduste tdttu, mis on kasulikud taastamaks Ulekasutatud
pdllumaad ning tdstmaks mulla huumuse sisaldust ja veesidumisvGimet. 53% reoveesettest
Euroopa Liidus taaskasutatakse pdllumajanduses koheselt voi parast komposteerimist (Verlicchi
ja Zambello, 2015).

Uks olulisemaid toitaineid reoveesettes on fosfor - taimede elutegevuseks hadavajalik toitaine,
samas aga vesikeskkonda sattudes (ks eutrofikatsiooni peamiseid pdhjustajaid. Fosfor on vdga
piiratud ja kdrge ndudlusega loodusvara - enamus Euroopas kasutatud fosforist imporditakse siia
valjastpoolt, nditeks Marokost (Hatim, 2020). N6udlus fosfori jarele lahitulevikus ootuste koheselt
ainult suureneb ja ressursi piiratuse tottu muutub aina olulisemaks selle efektiivne kasutamine ja
taaskasutus. Euroopas kaob fosfor toiduahelast sGnniku, inimvéljaheitena voi orgaaniliste
jaatmetena. Nii vOib fosfor jouda veekogudesse ja pdhjustada eutrofikatsiooni (European
Sustainable Phosphorus Platform, 2017b).

Kuna fosfor on peamine limiteeriv toitaine veekeskkonnas, siis v@ib lisatud fosfor llitia paigast
veekogu loomuliku tasakaalu, véhendades vee kvaliteeti, liigirikkust ja ohustades inimeste tervist
(Schaum, 2018). Seet6ttu on reoveepuhastites ranged piirvaartused, kui palju fosforit vdib heitvees
olla - Eestis suuremate kui 10 000 ie (inimekvivalenti) reoveepuhastite puhul on see 0,5
milligrammi fosforit liitri vee kohta (Riigi Teataja, 2012). Kuna heitvees tohib fosforit olla viga
vaheses koguses, kasutavad puhastid erinevaid protsesse, et fosfor settesse kas bioloogiliselt
siduda voi kemikaalidega reoveest valja sadestada. Tanu sellele on settes palju fosforit, mida on

potentsiaalselt voimalik uuesti kasutusse votta (Cornel ja Schaum, 2009).



Varasematel aastakiimnetel on suurel hulgal nii toddeldud kui ka té6tlemata reoveesetet kasutatud
otse pdllumaal. Viimastel aastatel on aga inimkonna teadlikkus erinevates anorgaanilistest ja
orgaanilistest saasteainetest reovees ja settes tdusnud. Vé&hendamaks voimalikku keskkonna
ohustamist, on vahenenud ka selline sette kasutus (Egle et al., 2016). Potentsiaalsed ohud
reoveesettes on teadaolevalt olnud raskmetallid, poliklooritud bifenidlid, naftasaadused,
bakterikolooniad ja muud orgaanilised ja anorgaanilised saasteained. Viimastel aastakiimnetel on
ka maoistetud mikroplastide, ravimijééakide ja teiste orgaaniliste mikrosaasteainete ohtlikkust.
Otsekasutuse vahenemisel tuleb leida alternatiivseid voimalusi fosfori &rastamiseks reoveesettest.
Uks tahtsamaid fosfori drastusmeetodeid on tuhastamine ja fosfori kitte saamine tuhast. Teine
potentsiaalne vdimalus on fosfori sadestamine reoveesettest struviidi vdi hidrokstapatiidina.
Vaiksematel reoveepuhastitel pole aga kasumlik investeerida vastavatesse tehnoloogiatesse
(Cornel ja Schaum, 2009). Véiksemate reoveepuhastite parim vOimalus reoveesettest
vabanemiseks on seetdttu jatkuvalt kompostina kasutus. Seega on vaja teada rohkem saasteainete

— sealhulgas ravimijaakide - kohta, mis sette sobilikkust véetisena vahendada vdivad.

2.2. Ravimid ja ravimijaagid

Ravimid on igasugused ained vOi ainete kombinatsioonid, mis avaldavad m&ju organismidele
(Ravimiamet, 2016). Ravimeid jagatakse nende mdju jargi mitmeteks alarihmadeks, nagu nditeks
antibiootikumid,  analgeetikumid,  mittesteroidsed  pdletikuvastased,  antiepileptilised,

depressioonivastased, diabeedivastased ja viirusevastased ravimid (Kummerer, 2008).

Maailmas on ule 13 000 erineva ravimi, millest umbes pooled on rahvusvaheliselt heakskiidetud
(Wishart, 2006). Eestis turustati aastal 2018 tile 4000 erineva ravimipakendi ja kokku tle 1300
erineva toimeainega ravimeid. Ravimite tarbimine on pidevas tdusutrendis tdnu ravimite arengule,

elatustaseme tdusule, inimeste harjumuste muutumisele ja uutele haigustele (Ravimiamet, 2019a).

Kui ravimid voi nende jadgid satuvad mulda, vdivad nad mdjutada mulla loomulikku
mikroobikooslust ja funktsioone, akumuleeruda taimedes, jouda pdhjavette vOi sattuda
toiduahelasse (Thiele-Bruhn, 2003; Monteiro ja Boxall, 2010). Juba véike hulk ravimeid vdi
ravimijadke igapaevases toidus voOib tekitada resistentsete mikroorganismide tiivesid inimeste ja

loomade organismides (Brillas ja Sirés, 2015).



Ravimijadkide joudmine toiduahelasse on juba naidanud ohtlikku mdju looma- ja linnuliikidele.
Néiteks on taheldatud India ja Pakistani raisakotkaste populatsiooni vahenemist diklofenaki
tarbimisest saadud neerukahjustuste tottu (Oaks et al., 2004). Koige suurema riskiga tihendid, mida
on leitud settega rikastatud mullast, on triklosaan, triklokarbaan, hormoonid ja antibiootikumid
(Verlicchi ja Zambello, 2015).

2.2.1. Antimikroobne resistentsus (AMR)

Antibiootikumide liigne tarbimine ja jdudmine keskkonda vdib tekitada bakterites antimikroobset
resistentsust. AMR on mikroorganismide (nagu nt. bakterite) vdime muutuda
vastupanuvdimeliseks antimikroobsete ainete vastu, mille suhtes olid nad varem vastuvotlikud.
AMR tekib loodusliku valiku ja geenimutatsiooni tagajarjena ning on geneetiliselt jarglastele
paranduv. Seda protsessi Kiirendab teatud kaitumine, nagu vale vdi liigne antimikroobsete ainete
tarbimine inim- ja veterinaarmeditsiinis, poolelijaetud ravimikuurid ning halvad

hligieenitingimused ja -harjumused tervishoius (Euroopa Komisjon, 2017).

AMR on loomulik protsess, mida on tdheldatud juba esimestest antibiootikumidest saati. Viimastel
aastaklimnetel on see aga muutunud suuremaks probleemiks antimikroobsete ainete Ulekasutuse
tottu, kiirendades sellega resistentsuse teket ja levikut. Samal ajal resistentsuse tdusuga ei suudeta
aga tulla piisavalt kiiresti valja uute ravimitega. Kuni aastani 2016 oli nimelt viimane uus
antibiootikumide klass avastatud 1980ndatel, kuna uute antibiootikumide leidmine on raske ja
majanduslikult mittetulutoov tegevus (Hover et al., 2018). Aastal 2020 avastati tehisintellekti abil
taas uus antibiootikum (Stokes et al., 2020). Siiski pole avastuste hulk hetkel piisavalt kiire,
arvestades resistentsuse laia levikut. AMRI tousu tottu on arstid sunnitud kasutusele vdtma
ravimeid, mida nende halbade kérvalmdjude tdttu varasemal ajal ei kasutatud. Antimikroobne
resistentsus pdhjustab Euroopa Liidus aasta tles 25 000 inimese surma ja hinnatakse, et aastaks
2050 voib see pohjustada rohkem surmasid kui vahk (tile 10 miljoni aastas) (O’Neill, 2016).

2.2.2. Uuritavad ravimijaagid
Nagu varasemalt mainitud, on erinevaid ravimite toimeaineid tuhandeid, mis muudab keeruliseks
ka nende analtiisi. Paljude eri ravimijaakide hulka korraga proovis maarata on samuti raske, kuna

oma eri struktuuride ja omaduste tottu, véivad need kéituda analtsil vaga erinevalt.



Ravimijadkide madramisel kasutatakse tihti Gihe indikaatorainena diklofenaki selle laia kasutuse ja
leviku tottu. Sulfoonamiide ja fluorokinoloone on LC-MS meetodil palju uuritud tdnu nende heale
valjajoonistuvusele vedelikkromatograafis. Samuti on tegu antibiootikumidega, mille saatus
keskkonnas pakub t66s eelnevalt mainitud pohjustel palju huvi. Jargnevates alapeatiikkides on

valja toodud mdnede kaesoleva t66 jaoks oluliste ravimite Kirjeldus ja mdju.
Sulfoonamiidid (SDM, SMX)

Sulfoonamiidid ehk sulfaniilamiidid on antibakteriaalse toimega ravimid, mida kasutataks nii
tablettide, haavasalvide, pulbrite kui ka tilkadenaa. Sulfoonamiidid toimivad bakteriostaatiliselt
ehk peatavad mikroobide paljunemise. Suure koguse sulfoonamiidide tarbimine vdib kahjustada

neere ja vereloomet (Kahn ja Loit, 2009).

e Sulfametoksasool (C1oH11N303S)

Sulfametoksasool (SMX) on antibiootikum keemilise nimetusega 4-amino-N-(5-metudil-3-
isoksasolul)-benseensulfoonamiid. SMX on leitav paljudes ravimites tihti koos
trimetoprimiga ja kasutatakse enamasti vOitlemaks bakterite vastu, mis pdhjustavad bronhiiti,
prostatiiti ja kuseteede infektsioone. SMX-i kasutatakse peamiselt inimeste raviks, kui on vahel

kasutusel ka veterinaarias (Wishart, 2006; Royal Society of Chemistry, 2020h).

e Sulfadimetoksiin (C12H14N404S)

Sulfadimetoksiin (SDM) on SMX-ile keemiliselt sarnane tihend nimetusega 4-amino-N-(2,6-
dimetoksupurimidiin-4-0dl)-benseen-1-sulfoonamiid. SDM-i  kasutatakse bakteriaalsete
hingamisteede, kuseteede, pehmete kudede ja sooleinfektsioonide vastu voitlemiseks.
Peamiselt kasutatakse seda veterinaarmeditsiinis, aga moningates riikides, nagu naiteks
Venemaal on SDM populaarne kasimaigiravim ka inimestele (Wishart, 2006; Royal Society
of Chemistry, 20209).

Fluorokinoloonid (CIP, NOR, OFL)

Fluorokinoloonid on grupp siinteetilisi ravimeid, mida kasutatakse nii inim- kui ka veterinaarravis
(Lillenberg, et al., 2010). Fluorokinoloonid jaavad keskkonda pikaks ajaks. Uhe degradeerumist

aeglustava pohjusena tuuakse vélja ainete tugev adsorbeerumine sénnikule ja mullale (Mengozzi



et al., 1996). Kdigil kolmel t66s uuritud fluorokinoloonil on Eestis midigiluba ja aastas kasutab
neid umbes 50 000 inimest (Ravimiamet, 2018).

e Tsiprofloksatsiin (C17H1sFN30O3)

Tsiprofloksatsiini (CIP) ametlik nimetus on 1-tsuklopropitl-6-fluoro-4-okso-7-(piperasiin-1-
udl)-1,4-dihadrokinoliin-3-karbokstiulhape. CIP on teise pdlvkonna fluorokinoloon, millel on
suures koguses derivaate paljude erinevate bakteriaalsete haiguste vastu. Néiteks kasutatakse
CIP-i derivaate bakteriaalsete naha, liigeste ja luude, alumiste hingamisteede, raskete
kdhusiseste infektsioonide ja sarvkesta haavandite ravimiseks (Wishart, 2006; Royal Society
of Chemistry, 2020b). CIP on antibiootikumi enrofloksatsiini metaboliit. Enrofloksatsiini
antimikroobne v6ime muutub tugevamaks tanu stinergismile tsiprofloksatsiiniga (Mengozzi et
al., 1996; Lillenberg, Litvin, et al., 2010).

e Norfloksatsiin (C16H1sFN303)

Norfloksatsiin  (NOR) on tugev sunteetiline fluorokinoloon, millel on laiatoimeline
antibakteriaalne toime. NOR-i IUPAC-i nimetus on 1-etliul-6-fluoro-4-okso-7-(piperasiin-1-
udl)-1,4-dihGdrokinoliin-3-karboksuilhape ja seega molekuli poolest sarnane CIP-ile. NOR
inhibeerib bakteri DNA replikatsioon sidudes ennast DNA guraasi kilge ja on kasutuses nii
inim- kui ka veterinaarmeditsiinis bakteriaalsete kuseteede infektsioonide raviks (Wishart,
2006; Royal Society of Chemistry, 2020g).

e Ofloksatsiin (C1gH20FN304)

Ofloksatsiin (OFL) on nagu NOR siinteetiline fluorokinoloon, mis inhibeerib DNA giiraasi ja
replikatsiooni. Selle antibiootikumi IUPAC-i nimetus on 9-fluoro-2,3-dihiidro-3-metitil-10-
(4-metillpiperasiin-1-dl)-7-okso-7H-pirido[1,2,3-d][1,4]bensoksasiin-6-karboksulhape.
OFL-i kasutatakse bakteriaalsete hingamisteede, maksa, naha, pehmete kudede, kuseteede ja
gonorréa infektsioonide raviks. Ofloksatsiin lahkub kehast 65-80 protsendi ulatuses
muutumatul kujul uriinina 48 tunni jooksul parast ravimi votmist (Wishart, 2006; Royal
Society of Chemistry, 2020f).
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Teised paljukasutatud ravimid (MFM, DIC, CBZ)

Ulejadnud kaesolevas t66s uuritud ravimid ei ole valuvaigistid ja seetdttu erinevad eelnevatest
molekuli struktuuri ja omaduste poolest. Nii metformiini, diklofenaki kui ka karbamasepiini puhul

on tegu laialt levinud ravimitega nii Eestis kui ka mujal maailmas.

e Metformiin (C4H11Ns)
Metformiin (MFM) on biguaniidide hulka kuuluv ravim nimetusega 1,1-dimettdlbiguaniid. MFM
on diabeediravim, mis aitab vahendada glikoosisisaldust veres Il tulpi diabeedi puhul. Vahel
tarbitakse seda kombinatsioonis insuliiniga (Drugs.com, 2020c; Royal Society of Chemistry,

2020d). Metformiin on massi pdhjal tiks enim muldutest ravimitest Eestis (Ravimiamet, 2019a).

e Diklofenak (C14H11CI2NO)
Diklofenak (DIC) on fentiilaadikhape taisnimetusega 2-((2,6-
diklorofentiil)amino)fendilaadikhape. DIC toimib mitteselektiivse tsiiklooksiigenaasi (COX)
inhibiitorina ja tundub inhibeerivat ka bakteriaalse DNA replikatsiooni. Samuti on téheldatud
stinergismi antibiootikumidega (Salem-Milani et al., 2013; Royal Society of Chemistry, 2020c).
Diklofenak on laialdaselt kasutatud pdletikuvastase toimega ja valu leevendav ravim (Drugs.com,
2020b).

e Karbamasepiin (C1sH12N20)
Karbamasepiin (CBZ) on krambivastane karboksamiidi derivaat, mida kasutatakse epilepsia ja
kolmiknérvi neuralgia ravis. Selle IUPACI nimetus on 5H-dibenso[b,f]lasepiin-5-karboksamiid.
CBZ-il on analgeetiline mdju ja seda kasutatakse ka bipolaarse hdire ravimiseks (Drugs.com,
2020a; Royal Society of Chemistry, 2020a). Karbamasepiin ei ole ise antibiootikum, kuid hiljutine
uuring on nadidanud, et CBZ v6ib kiirendada antimikroobset resistentsust bakterites (Wang et al.,
2019).

2.3. Ravimijaakide jdudmine keskkonda

Ravimijaékide allikateks reovees on lisaks inimeste valjaheidete veel ravimifirmade,
majapidamiste, loomakasvatuse, prugimégede ja haiglate (sh veterinaarmeditsiini) jaatmed.
Loomakasvatuses soddetakse loomadele kasvustimulante ja antibiootikume, millest viimased

valjuvad loomadest uuringute pdhjal 75-90% muutmata kujul vdi metaboliitidena. Saadud
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sonnikut kasutatakse pdldudel tihti tootlemata kujul vaetisena ja nii jouavad vaga kdrge
kontsentratsiooniga ravimijadgid mulda ja ka pdhjavette (Kimmerer, 2008; Lillenberg, Litvin, et
al., 2010; O’Neill, 2016).

Véaga suur hulk ravimeid satub keskkonda ka kodumajapidamises kasutatavate ravimite valest
kéaitlemisest, kus aegunud ravimitest ei vabaneta nduetekohaselt. Enamikes riikides on aegunud
ravimite jaoks mdeldud spetsiaalsed konteinerid jadtmejaamades ja -keskustes. Samas on uuringud
nédidanud, et naiteks kolmandik Saksamaal ja neljandik Austrias miudud ravimitest visatakse
olmejaatmetesse voi lastakse kraanist alla, mis omakorda suurendab ka reoveepuhastusjaamade

koormust (Kimmerer, 2008).

Nii reovesi kui -sete v@ib sisaldada suurt hulka orgaanilisi (sealhulgas mikroorganisme ja
viiruseid) ja anorgaanilisi ihendeid, mis eemaldatakse vedelast faasist puhastuse kaigus (Verlicchi
ja Zambello, 2015). Erinevatest uuringutest on selgunud, et ravimijééke reoveepuhastid téielikult
eemaldada ei suuda. Ebaefektiivne ravimijaékide eemaldamine vdib aga tekitada ravimite ja nende
metaboliitide Glekilluse pinnases, taimedes ning pdhja-, pinna- ja joogivees, kus ravimijaakide
sisaldus vdib olla nanogrammidest mikrogrammideni liitri kohta (Lillenberg, Litvin, et al., 2010;
Sirés ja Brillas, 2012; Brillas ja Sirés, 2015).

2.3.1. Reoveepuhastite vdimekus

Reoveepuhastisse jéudes on ravimite edasisel kéekdigul kolm peamist stsenaariumit:

e (hend on kergesti lagundatav ja laguneb reoveepuhastusprotsessi kéigus téielikult CO2-ks
ja veeks;

e (hend on lipofiilne ja ei lagune kergelt, vaid akumuleerub muutumatuna aktiivmudas;

e (hend metaboliseeritakse hudrofiilsemaks aineks, kuid ei degradeeru téielikult, vaid liigub
muutmata kujul 1&8bi puhastusjaama ja siseneb veekeskkonda (Lillenberg, Litvin, et al.,
2010). Olenevalt ravimist, realiseerub viimane stsenaarium 12-90% ravimitest (Stumpf et
al., 1999).

Bioloogilised reoveepuhastussusteemid ei ole efektiivsed ravimijéakide eemaldajad. Joss et al.
poolt tehtud uuringus tuli vélja, et 35-st uuritud Ghendist vaid neli degradeerus enam kui 90% ja

17 ravimit suudeti eemaldada véhem kui 50% (Joss et al., 2006).
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Saasteainete sisaldused revoeesettes on tugevalt mdjutatud sissevoolu omadustest, sette
omadustest (pH, orgaanilise aine ja katioonide sisaldus), labitud reovee- ja settekaitlusest ning
puhasti tingimustest. Mikroorganismid moodustavad enamuse liigmuda hdéljuvainest, samas kui

toormuda sisaldab véhem mikroorganisme ja suuremat rasvafraktsiooni (Ternes et al., 2004).

Nii keemilised kui ka termaalsed sette eelttotlused enne anaeroobset kaaritamist ei paranda
oluliselt ravimijaékide sorbeerumispotentsiaali. P6hjus vdib peituda selles, et eeltodtlus voib
vahendada uuritud ainete biosaadavust (termaalsete protsesside puhul) v8i ained on nii tugevalt
adsorbeerunud settele, et oksudeerimine ei mdjutan neid (keemilise toé6tlemise puhul) (Verlicchi
ja Zambello, 2015).

Tahtsaim ravimite eemaldusprotsess reoveesettest on sette anaeroobne lagundamine (tavaliselt
metaankadritis). Anaeroobse to6tluse puhul varieerub lagundatus ravimiliigiti ja isegi sama klassi
ravimite vahel. Ravimite &rastuse puhul mangib suurt rolli ka metaank&arituse temperatuur.
Mesofiilsete (35-37°C) tingimuste juures oli ravimite lagunemine margatav, samas kui
termofiilsetel (55°C) tingimustel oli ravimijaakide eemaldamine peaaegu taielik (lleleji, Martin ja
Jones, 2015). Seega, mida kérgemal temperatuuril anaeroobne lagundamine labi on viidud, seda
vdiksem on saaduse ravimijadkide sisaldus (Youngquist, Mitchell ja Cogger, 2016). K&esolevas
t00s uuritud sulfametoksasool ja sulfadimetoksiin on varasemates uuringutes ndaidanud

metaankadritusel taielikku lagunemist (Mohring et al., 2009).

Mehhaanilise veetustamise protsessid (tsentrifuug, filterpress) ei mdjuta ravimijaakide sisaldust
reoveesettes, kuna need protsessid vahendavad vaid sette veesisaldust ja ei lagunda aineid (Mailler
etal., 2015).

Efektiivseks ravimijaakide eemaldamise viisiks peetakse nditeks stivaokstidatsiooniprotsesse
(ingl. k advanced oxidation processes ehk AOP), mida peetakse keskkonnasdbralikeks
tehnoloogiateks, kuna protsessi kaigus ei lisata keskkonnale ohtlikke lisandeid. AOPid on
keemilised, fotokeemilised ja elektrokeemilised meetodid, mis genereerivad in situ vadga tugevalt
oksiideerivat agenti hiidroksiitilradikaali (¢*OH). Hiidroksiiiilradikaal suudab I6hkuda enamik
orgaanilisi struktuure ja seeldbi mineraliseerida hendid CO2-ks, H20-ks ja anorgaanilisteks
ioonideks (Brillas ja Sirés, 2015). Samas on nende protsesside kasutamine reoveepuhastites harv,
kuna suvaoksudatsiooniprotsess nduab palju energiat ning on seetbttu véaga kdrgete

ulalpidamiskuludega. Kuna orgaaniliste mikrosaasteainete oht on aina aktuaalsem, vottis nditeks
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Sveits vastu otsuse, et kdigile suurematele puhastitele lisatakse nende ainete lagundamiseks
tertsiaalne puhastus (néiteks AOP). Ettevdtmise elluviimiseks kehtestati Sveitslastele aastani 2040
Uheksa $veitsi frangi suurune (umbes 8,5 eurot) reoveemaks, mis rahastab 75% projekti

kogumaksumusest (Eawag, 2015).

2.4. Ravimijadkide madramine, ravimite muutumine

Uuringutest on ilmnenud, et antibiootikumide kasutamine on Uldiselt korrelatsioonis
ravimiresistentsete haigustekitajate levimusega samas riigis. AMR-i esineb véhem maades, kus
kasutatakse ka vdhem antibiootikume. Fluorokinoloonide suuremat kasutust on seostatud naiteks
bakterite E. coli ja K. Pneumoniae suurema levimusega. Ravimiresistentsete grampositiivsete
patogeenide esinemissagedus Euroopas on viimastel aastakiimnetel stabiliseerunud ja kohati
vahenenud. Samas gramnegatiivsete bakterite puhul on n&htud téusutrendi nii Euroopas kui ka
Eestis (Ravimiamet, 2015).

2.4.1. Ravimijaégid Eestis

Eestis turustati 2018. aastal kokku 4292 erinevat ravimipakendit (Ravimiamet, 2019a).
Antibiootikumide kasutus Eestis on viimase paarikiimne aasta jooksul olnud Usna stabiilne ja
Euroopas (ks vaikseimaid. Vahenenud on sufoonamiidide, suurenenud aga fluorokinoloonide
kasutus. Valuvaigistite kasutamine on sama aja valtel Uhtlaselt suurenenud, samas kui diklofenaki
kasutamise korgaeg tipnes 2000ndete algul, kuid on jatkuvalt populaarne analgeetikum.
Kokkuvottes tarbitakse Eestis siiski valuvaigisteid vahe. Epilepisavastastest ainetest on
karbamasepiin Eestis kdige enam kasutatud ravim ja selle kasutuse hulk on viimastel
aastakumnetel olnud stabiilne. Diabeediravimite kasutus on tbéusnud diabeedihaigete arvu
kasvuga. Tableti kujul on neist Eestis selgelt kdige enam kasutusel metformiin ja selle kasutuse

trend on labi aastate olnud tbusvas joones (Ravimiamet, 2015).

Tuhande taisealise Eesti elaniku seas tehtud uuring leidis, et 35% eestlastest tarbib aastas
antibiootikume; 56% vastanutest uskus, et antibiootikumid tapavad viiruseid ja 18% ei osanud
teema osas seisukohta votta (Hillep et al., 2015). Voib jareldada, et kuigi Eestis tarbitakse teiste
Euroopa riikidega vorreldes véhem antibiootikume, tehakse seda tihti valedel pdhjustel

(antibiootikumid ei ravi viirushaiguseid) ja seega on kasutus Eesti elanike seas ilmselt liigne.
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Ravimiameti statistika pdhjal manustavad eestlased aastas 3 kg OFL-i, 60 kg NOR-i, 386 kg DIC-
i, 1000 kg CBZ-i, 20 000 kg MFM-i ja 17 liitrit CIP-i. SMX-i kombinatsioonis trimetoprimiga
muudi inimeste raviks 763 liitrit ja veterinaarravimina 218 kg. SDM on Eestis olnud kasutusel
pigem veterinaarravimina ja selle kasutuse kohta pole Ravimiamet viimased 15 aastat andmeid
avaldanud (Ravimiamet, 2019b, 2019a).

Eestis vOib reoveesettest valmistatud toodet kasutada:

e podllumajandusmaal, mida kasutatakse pdllumajandustoodete tootmiseks vdi lihikese
raieringiga madalmetsa kasvatamiseks;
¢ haljastuse rajamiseks v0i parandamiseks;

o rekultiveerimisel kaevandamise v8i muuga rikutud maa-alal voi prigilate katmiseks.

Maal, kus on kasutatud sellist toodet, ei tohi aasta jooksul kasvatada kodgivilja- vdi marjakultuure
ja ravim- vdi maitsetaimi. Ka ei tohi seal kahe kuu jooksul karjatada loomi v6i varuda loomasdota
(Riigi Teataja, 2017).

Reoveesettele sarnaselt kasutatakse véetisena tihti sonnikut. Euroopa Liidus on soovitatavad
piirnormid sonnikus 100 pg/kg ja sonnikuga vietatud mullas 10 ug/kg (Lillenberg, 2011).
Erinevalt reoveesettest, on sdnniku kasutamise piirangud oluliselt leebemad ja tihti laheb vaetisena
kasutusse tootlemata sdnnik. Arvestades loomakasvatuses kasutatavate ravimite hulka, on seega

voimalik, et 1abi sénniku jouab pinnasesse palju rohkem ohtlikke ravimijaéke kui sette kaudu.

2.5. Varasemad uuringud

Antibiootikumide ja teiste ravimijaakide sisaldust reoveesettes, kompostis, sénnikus, vees, mullas,
taimedes, loomades ja loomatoidus on viimastel aastakiimnetel hakatud aina enam uurima, kuid
taielik Ulevaade tanu valdkonna suurusele ja keerukusele puudub. Reoveesette igas faasis tehtud
uuringutes vaadatud ravimijaakide hulgas tulevad kdrgete kontsentratsioonidega esile just
antibiootikumid ja valuvaigistid (Verlicchi ja Zambello, 2015). Sulfoonamiidide puhul on
tdheldatud olenevalt ainest kas peaaegu taielikku v6i vdaga head lagunemist reoveepuhastites
(Pérez, Eichhorn ja Aga, 2005; Mohring et al., 2009).
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Tabelis 1 on toodud erinevates uuringutes leitud antibiootikumide ja valuvaigistite
kontsentratsioonid reoveesettes puhastamise eri staadiumites. Ravimijaakide sisalduste vahemikud
varieeruvad mitme suurusjargu vorra.

Tabel 1. Tdheldatud ravimijddkide sisalduste vahemikud uuringutes (ug/kg kuivaine kohta) (Verlicchi ja
Zambello, 2015)

Sette tllp Toormuda @ Liigmuda Kéaaritatud Komposteeritud = Kuivatatud
Antibiootikumid 5-4000 0,1-70000 1-8000 0,8-200 8-100
Analgeetikumid 3-10000 1-1000 4-1000 0,1-1000 5-300

Toormudas on fluorokinoloonide puhul varasemates uuringutes taheldatud norfloksatsiini
sisaldust vahemikus 1700-4200 ng/g KA ja tsiprofloksatsiini | vahemikus 2000-4000 pg/kg KA
(Lindberg et al., 2006).

Liigmudas on ravimijadkide (sh diklofenak, norfloksatsiin, ofloksatsiin, sulfametoksasool)
kontsentratsioonid uuringutes erinenud kuni 3-4 suurusjargu vorra. Suur erinevus tuleb ilmselt
bioloogilise puhastuse etapi erinevatest voimalikest konfiguratsioonidest anoksilistes, aeroobsetes
ja anaroobsetes etappides; sisiniku, lammastiku ja fosfori arastusmadradest ning muda vanuse
(SRT) vadartustes (Verlicchi ja Zambello, 2015). Samuti on tdheldatud suurt ravimijadkide
sisalduse muutust aastaajati — talvel gripihooajal v@ib ravimijaakide hulk reovees ja settes olla 3-
5 korda kérgem kui muul ajal (Vieno, Tuhkanen ja Kronberg, 2005). Mudas enne metaankéaaritust
on leitud ravimijaéke (sh diklofenak ja ofloksatsiin) sisalduses vahemikus 60-270 ng/g kuivaine
kohta (Verlicchi ja Zambello, 2015). Erinevate settek&itlusprotsesside tulemusena on taheldatud
enamiku ravimite sisalduse vahenemist. Anaeroobne kaitlemine tundub olevat efektiivsem
ravimijaakide eemaldaja kui aeroobne kaitlus, mis v@ib olla seetdttu, et paljud ravimid
desorbeeruvad anaeroobses faasis ja saavad seega votta osa biolagunemise reaktsioonidest
(Verlicchi ja Zambello, 2015).

Kompostimine on pikemaajalisem protsess, mille jooksul biolagunevad mitmesugused
orgaanilised thendid, sealhulgas uuritavad orgaanilised saasteained. Komposteerimise puhul on
leitud, et aeroobsetes tingimustes degradeerub orgaanilise ainega samal ajal ka orgaanilised
saasteained, ja seega on téheldatud koigi uuritud ainete sisalduse vahenemist l&bi aja. Komposti
analtdsidest on suurima sisaldusega leitud tsiprofloksatsiini ja norfloksatsiini (Verlicchi ja
Zambello, 2015).
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Tabel 2. Antibiootikumide sisaldused varasemas uuringus (Lillenberg, Yurchenko, et al., 2010)

Proov NOR CIP OFL SMX SDM
Sete 0,0-162 0,0-426 0,0-39 0,0-6 0,0-20
Kompost 0,0-22 0,0-20 0,0-3 0,0-1 0,0-4

Tabelis 2 on esitatud kéesoleva t66ga sama metoodikaga m&ddetud antibiootikumide vahemikud
Eestis uuritud sette ja komposti proovides, mis vOeti aluseks ka t60 praktilises osas tulemuste
vordlemisel. Rootsis tehtud uuringus leiti reoveesettega véetatud pdllumaalt nii CBZ-i kui DIC-i
jaéke, ainete sisaldus oli umbes 50 pg/kg (Magnér et al., 2016). CBZ-i on leitud ka reovesette
kompostis sisalduses 20 pg/kg (Ben Mordechay et al., 2018). DIC-i sisaldus reoveesettes on
erinevates uuringutes olnud vahemikus 2-140 pg/kg KA (Nei, Kutti ja Lillenberg, 2017).

Euroopa Liidus on on soovitatavad ravimijaékide piirnormid sénnikus on 100 pg/kg ja sonnikuga
véetatud mullas 10 pg/kg, kuigi uuringud on nédidanud, et vastavad normid on ilmselt liiga kdrged,
sest ei valista ohtu mulla mikroorganismidele. Paremaks ravimite piirnormiks mullas on pakutud
1 ng/kg, kuigi ka see piirnorm ei pruugi vélistada ravimiresistentsuse arenemist (Lillenberg, 2011).
Kirjanduses on lausa pakutud, et resistentsuse teket vélistav ravimisisaldus mullas ei tohiks tletada
0,01-0,1 pg/kg, mille saavutamiseks ei tohiks komposti piirnorm tletada 1 pg/kg KA (Montforts,
2005). Tulemused on lisaks ndidanud, et enne reoveesette kasutamist véetisena tuleks seda testida
paljukasutatavate keemiliselt plsivate ravimijéakide suhtes, mis on vdimelised litkuma mullast
taimedesse. Labi taimede vdivad ravimijéagid liikuda ka meie toidulauale, mis suurendab veelgi

ravimijaakide otsest riski inimtervisele (Lillenberg, Litvin, et al., 2010).
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3. Metoodika

Toimeained, mida kéesolevas t66s maarati, olid sulfametoksasool (SMX), sulfadimetoksiin
(SDM), tsiprofloksatsiin (CIP), norfloksatsiin (NOR), ofloksatsiin (OFL), metformiin (MFM),
diklofenak (DIC) ja karbamasepiin (CBZ). Uuritavaid antibiootikume vdib kirjanduse andmetel
leida reoveesettes, lisaks on need pinnases pisivad ja vdivad akumuleeruda taimedes.. Lisaks on

samu antibiootikume varem maaratud sama metoodika alusel (Kipper et al., 2017).

Analudsiti kimnest erineva suuruse ja tehnoloogiaga Eesti reoveepuhastist kogutud reoveesette
proove, mida oli kokku 33 proovi. Proovivdtul arvestati iga puhasti tehnoloogiaga ning proovid
koguti erinevate settekéitlusetappide 18pust ja algusest. lgast asukohast voeti settevéljakute ja -
kuhjade paremaks iseloomustamiseks tiks keskmistatud proov, mis koosnes samast settest/kuhjast
voetud vadhemalt viiest punktproovist. Igat proovi moddeti véhemalt kaks korda ja kdiki tulemusi
vOrreldi proovi maatriksiga. Maératud ainete retentsiooniajad ja valjundsignaalide intensiivsus ja

kuju on toodud Lisas 1.

Proovide ettevalmistamisel kasutati varasemalt véljaarendatud metoodikat fluorokinoloonide ja
sulfoonamiidide samaaegseks mddtmiseks reoveest, settest ja kompostist HPLC-MS/MS
masinaga (Kipper et al., 2017). SPE ja ASE meetodil oli valmistatud ette igast proovist kaks
paralleeli — kokku 66 proovi.

Metoodikat kohaldati metformiini, diklofenaki ja karbamasepiini Tabel 3.

. - e . Gradiendi programm
mddtmiseks samaaegselt eelnevalt mainitud antibiootikumidega. Prog

i 0]
Peamine muudatus oli gradiendi muutmine. Eluendina kasutati Aeg (min) B (%)

5mM heksafluoroisopropanooli (pH 9) (A) ja metanooli (B). g ;
Kasutatud gradiendi programmis (Tabel 3) néitab B metanooli 14 95
osakaalu muutust the tsikli jooksul. Eluendi voolukiirus oli 0,35 ;2 igg
ml/min. 26 2

41 2

Kalibreerimiseks kasutati kuut standardlahust kontsentratsioonidega 200 ppt, 20 ppb, 40 ppb, 60
ppb ja 100 ppb ning kahte kvaliteedikontrollilahust kontsentratsioonidega 30 ppb ja 70 ppb. Nende
pohjal loodi kalibreerimisgraafik, mille néitena on toodud SMX-i kalibreerimisgraafik (Lisa 2).

Vabaliikme véé&rtused saadi proovi signaalidest tiihiproovi signaali eraldamisel.
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3.1 Maatriksiefekt

Metoodika saagise madramiseks kasutati rikastatud proove, kuhu oli lisatud kindel kogus
uuritavaid analtlte. Saagis méérati nii 1:50 (1 osa standardlahust, 50 osa lahjendust) kui ka 1:100
lahjendusega proovides. Proovide lahjendamiseks kasutati MilliQ vett. Tulemustest (Tabel 4) on
néha, et 1:100 lahjenduse saagis oli palju esinduslikum. 1:50 lahjendus vGimaldas maéarata
madalamaid ravimijadkide kontsentratsioone néiteks sulfoonamiidide puhul, mille sisaldus
paljudes proovides oli 1:100 lahjenduse jaoks liiga vdike. Samas vdimendus vaiksema
lahjendusega proovi maatriksist tulenev miraefekt, mis néiteks fluorokinoloonide puhul segas

anallusi tegemist — NOR-i puhul oli vaiksema lahjendusega proovi saagis ainult 7%.

Tabel 4. Analiitide saagised erineva lahjendusega proovides

Lahjendus SMX SDM MFM NOR CIP OFL DIC cBZ
1:50 T71% 78% 29% 7% 11% 10% 66% 79%
1:100 101% 100% 99% 74% 91% 93% 98% 97%
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4. Tulemused ja arutelu
4.1. Uldised tulemused

Ravimijadkide tulemused olid vdga erinevad sdltuvalt kasutatud protsessidest, puhastitest ja
proovidest. Mdningate proovide puhul oli SMX-i ja SDM-i sisaldused nii madalad, et
maatriksiefekti tottu ei saadud analtlsil katte kvantitatiivseid andmeid. Sellised tulemused jaeti
analudsist valja, et vahendada taustamurast tulenevat moju. Lisaks on tulemuste analtiiisi osast
valja jaetud metformiini vaartused. Kuigi metformiin on uuritud analultidest Eestis enim
kasutatuim ravim, ei moodustunud valitud metoodikaga LC-MS meetodi jaoks sobilikku piiki ja
analtiudi retentsiooniaeg kattus tugevalt NOR-iga. SeetGttu ei suudetud seda usaldusvaarselt
uhestki 66-st analulsitud proovist tuvastada. MFM-i madalat signaali ja sobimatut kuju on
vOimalik n&dha kromatogrammil (Lisa 1). Kuna metformiini struktuur erineb markimisvéarselt
ulejadnud analtitidest, vdib piigi puudumine tdhendada, et valitud metoodika ei ole sobilik selle

ravimijaagi maaramiseks.

B svx lsoM [l NOR [ CiP [l OFL
35
30

25

20

10

Kontsentratsioon (pg/kg KA)

[¥g]

S

Tootlemata Kompost Humifitseeritud

Joonis 1. Antibiootikumide sisaldus protsesside alusel, kriipsuga on margitud iga seeria mediaan- ja ristiga
keskvaartus. Joonisel on toodud 31 proovi tulemused (6 todtlemata, 13 kompostist, 12 humifitseeritud)
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Joonisel 1 on graafiliselt esitatud antibiootikumide sisaldused erinevatest protsessidest voetud
proovides. Sulfoonamiidide sisaldus kdigis proovides oli madal — to6tlemata proovides leiti SMX-
I ja SDM-i mdlemat kolmel korral, kdige kGrgemad analtitiside vaartused olid vastavalt 1,6 ja 5,1
Hg/kg KA. Kompostist tuvastati mélemat sulfoonamiidi tihel korral (SMX 0,7 ja SDM 0,8 pg/kg
KA). Uhestki humifitseeritud proovist SMX-i ei tuvastatud ja SDM-i leiti kahel korral (k8rgeim
sisaldus 3,0 pg/kg KA). Fluorokinoloone leidus sulfoonamiididega vdrreldes oluliselt rohkem.
Graafiku pdhjal on ndha, et NOR-i sisalduse mediaan on kdrgeim todtlemata, madalam
humifitseeritud ja kdige véaiksem kompostitud proovides. CIP jalgib NOR-iga sama trendi, kuid
arvutatud mediaanvéartused on koigis settetulipides kdrgemad. OFL-i tuvastati vahemates
setteproovides: todtlemata settes korra, kompostis mitmeid kordi peamiselt madalates
kontsentratsioonides ja humifitseeritud sette puhul tihe korra kdrgel sisaldusel (22,8 pg/kg KA) ja
teine kord madalal (1,4 pg/kg KA). Kdigi fluorokinoloonide puhul oli humifitseeritud proovide
varieeruvus suurim, mis v@ib olla tingitud humifitseerimisprotsessi pikemast ajalisest kestvusest.
Analuusitud proovide hulgas oli nii varskeid kui ka mitu aastat humifitseerunud setteid, tdpsemalt

on humifikatsiooniprotsessi ajalise kdaigu moju ravimijadkide lagunemisele analiiusitud

alapeatikis 4.2.
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Joonis 2. DIC, CBZ ja ravimite summaarne sisaldus protsesside alusel, kriipsuga on mérgitud iga seeria
mediaan- ja ristiga keskvaartus
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DIC-i ja CBZ-i sisaldused kdigis proovides olid mitmeid kordi kdrgemad antibiootikumide
kontsentratsioonidest. Seetdttu on diklofenaki ja karbamasepiini tulemused esitatud teistest
ravimijéakidest eraldi (Joonis 2). Joonisele on lisatud ka koigi ma&ratud ravimijadkide
kontsentratsioonide summa. DIC-i kontsentratsioonid to6tlemata ja humifitseeritud settes ei
erinenud oluliselt (mediaanid vastavalt 67,1 ja 71,6 pg/kg KA), kompostis leitud sisaldused oli aga
umbes 3 korda madalamad. CBZ varieerus sisalduselt nii the kui ka k8igi proovide (madalaim
kompostis 9,8, kdrgeim tootlemata settes 209,8 pg/kg KA) raames enim. Erinevate protsesside
CBZ-i mediaanvééartused olulisel maaral ei erinenud, millest vOib jareldada, et CBZ ei lagune
uuritud settekaitlusmeetodite kaigus. Ka varasemad uuringud on ndidanud, et CBZ ei néita

settekditlusel lagunemismaérke (Haiba et al., 2018).

Mdddetud ravimijaékide summaarne sisaldus oli to6tlemata ja humifitseeritud settes keskmiselt
140-150 pg/kg KA, kompostis ligikaudu 70 pg/kg KA. Tootlemata sette tulemused varieerusid
vaga suurel maaral - 50% neist (kvartiilhaare) jai vahemikku 66-245 ug/kg KA. Komposteeritud
proovides oli summaarne ravimijéakide sisaldus margatavalt madalam kui humifitseeritud settes,
mis vOib osutada asjalolule, et komposteerimisel saavutatud mesofiilsed tingimused aitavad
ravimijaakide lagunemisele kaasa. Samas vdib ravimijaakide sisaldus olla madalam ka lahjenduse

tulemusel, kuna kompostimisel segatakse sete tugiainega 1:1 ruumala alusel.

ESMX mSDM NOR mCIP mOFL mDIC mCBZ
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Joonis 3. Ravimijaékide summaarne jaotus punktproovides
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Joonisel 3 on kujutatud kdigi analliusi kaigus detekteeritud ravimijadkide protsentuaalne jaotus
erinevates proovides. Karbamasepiini ja diklofenaki oluliselt kdrgemad kontsentratsioonid teiste
ravimijaékidega vorreldes on sellest jaotusest selgelt ndha, moodustades 70-100% summaarsest
kontsentratsioonist. Fluorokinoloonid moodustavad summaarsest kontsentratsioonist kuni 28%
ning suurima osakaaluga on tsiprofloksatsiin, seejarel norfloksatsiin ja siis ofloksatsiin.

Sulfoonamiide on proovides kdige vahem, jaddes vahemikku 0-8%.

4.2.  Humifikatsiooni mdju ravimijaakidele
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Joonis 4. Puhasti E humifiteerimisvéljakute proovide analiilitide sisaldus

Humifikatsioonitehnoloogiat kasutava Puhasti E eri vanusega proovide (0-4 aastat) ravimijaakide
sisaldusi on graafiliselt kujutatud Joonisel 4. Kuna humifikatsiooniprotsessi kaigus sette
stabiliseerumine votab aega mitu aastat, peaks ka protsessi potentsiaalne mdju ravimijéakide
lagundamisele olema aastate 10ikes tuvastatav. Kuna protsess toimub valistingimustes, on kdige
suuremad mojutegurid ravimijadkide lagundamisele aastaringne temperatuurikéik ja sademed.
Lisaks avaldavad mdju humifitseerimisvéljakule kilvatud taimed, mille kasvamise k&igus toimub
sette stabilisatsioon. Kirjandusest ei ole leitud viiteid, kas taimede kasvamine mdjutab ka

ravimijaakide lagundamist.
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Vaadates eraldi igat ravimijaéki, voib nditeks diklofenaki puhul véita, et pérast esimest aastat on
sisaldus tugevas vahenemistrendis. On voimalik, et diklofenaki sisaldus eri aastate toorsettes on
olnud erinev, kuid valistades ravimikasutuse suure muutuse asulas viimaste aastate jooksul, vdib
kontsentratsiooni vahenemine ndidata diklofenaki lagunemist pikaajalise humifitseerimise kéigus.
Karbamasepiini sisaldus ei ndita selget véhenemist (va toorsete, mille kontsentratsioon on teistest
oluliselt kdrgem), mis vdib olla tingitud suurema temperatuuritdusu puudumisest protsessi kaigus.
Summaarset ravimijaékide vdhenemist on ndha ainult parast esimest aastat, mis tden&oliselt on
tingitud diklofenaki sisalduse véhenemisest. Fluorokinoloonide ja sulfoonamiidide sisaldused
kdigis setetes on madalad ning kuigi véikest langust on aastate jooksul naha, on tulemusi liiga

vahe, et toetada antibiootikumide lagunemise hiipoteesi humifikatsiooniprotsessi kaigus.
4.3. Ravimijaékide sisaldused I6pp-produktides
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Joonis 5. Komposteeritud ja humifitseeritud reoveesette ravimijaékide sisaldused (jarjestatud puhasti
suuruse jargi). lga tahega x-teljel on téhistatud erineva puhasti settekaitluse 16pp-produkt
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Joonisel 5 on vorreldud koigi uuritud puhastite 18pp-produkte ehk viimase aasta komposte ja kdige
kauem humifitseeritud setteid. Puhastite A, C ja E kaitlusprotsessiks oli humifikatsioon, muude
puhastite puhul oli selleks komposteerimine. Puhastil G oli kaks erinevat 16pp-produkti, kus tks
(G (2)) oli segatud liivaga, teine (G (2)) turbaga. Vaadeldavad proovid on kdik reoveepuhastite
poolt 16plikult téodeldud ja stabiliseeritud ning peaksid vastama seaduses kehtestatud maarustele.
See tdhendab, et vastavaid produkte on lubatud piiratult kasutada pdllumajanduses, haljastuses ja
rekultiveerimisel.  Antibiootikumidest on vastavates proovides peamiselt suurima
kontsentratsiooniga tsiprofloksatsiin. Nii SMX-i kui ka SDM-i detekteeriti vaid thes 16pp-
produktis ja vOrdlemisi madalate sisaldustega. Antibiootikumide summaarne sisaldus oli
keskmiselt 7,8 pg/kg KA ja sisalduste mediaan 5,7 pg/kg KA. Kdige suuremas puhastis (Puhasti
J) antibiootikume kasutatud metoodikaga ei tuvastatud. Diklofenaki ja karbamasepiini detekteeriti
kdigis proovides. CBZ sisaldus varieerus tugevalt ja oli sette ravimijaakide summaarse sisalduse

peamine komponent.

Uldiselt on ndha, et vaiksemate puhastite (Puhastid A kuni E) proovides on summaarselt ronkem
ravimijéake kui keskmistes (Puhastil F kuni I). K&ige suuremas puhastis (Puhasti J) olid sisaldused
selgelt madalamad kui vaiksemates. Puhasti H 18pp-produkt erines teistest kérge CBZ-i sisalduse
tottu. Vdimalik, et tegu oli erakordselt kdrge CBZ-i algsisaldusega kompostiga, kuna sama puhasti
nooremad kompostid nditasid palju madalamaid sisaldusi (14-31 pg/kg KA vdrreldes 16pp-
produkti 182 pg/kg KA).

4.4. Vordlus varasemate uuringutega ja jareldused

Tabelis 5 on vorreldud kdesolevas t60s ja kirjanduses leitud véhimaid ja suurimaid analiditide
sisaldusi todtlemata settes, reoveesette kompostis ja humifitseeritud settes. Tdds saadud
ravimijaakide sisaldused on sarnased varasemate uuringute tulemustega. Kdige madalamad
sisaldused on olnud SMX-il ja SDM-il, fluorokinoloonide puhul on varieeruvus natuke suurem ja
DIC ja CBZ-i puhul on varieeruvus teiste analiiiitidega vorreldes palju suurem. Uldiselt on antud
t00s saadud tulemuste varieeruvus véiksem Kkui varasemates uuringutes, mis voib tuleneda

vaiksemast proovide arvust.
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Tabel 5. K&esolevas t60s (1) ja varasemates uuringutes (2) saadud ravimijaéakide sisalduste vahemikud (pg/kg KA) (Lillenberg, Yurchenko, et al.,
2010; Magnér et al., 2016; Nei, Kutti ja Lillenberg, 2017; Ben Mordechay et al., 2018)

Tuup SMX SDM NOR CIP OFL DIC CBz
Tootlemata | (1) 0,4-1,6 1,2-5,1 1,9-11,9 2,3-14,1 3,2-4,4 20,7-125,5 14,5-209,8
sete
(2) 0,0-6 0,0-20 0,0-162 0,0-426 0,0-39 2,0-140 20-50
Kompost Q) 0,7 0,8 0,5-4,6 2,0-15,0 0,0-7,2 0,6-140,2 9,8-182,0
(2) 0,0-1 0,04 0,0-22 0,0-20 0,0-3 Andmed Andmed
puuduvad puuduvad
Humifit- 1) 0 1,5-3,0 1,1-32,6 1,3-22,9 1,4-22,8 2,5-172,9 13,4-104,5
seeritud
(2) Andmed Andmed Andmed Andmed Andmed Andmed Andmed
puuduvad puuduvad puuduvad puuduvad puuduvad puuduvad puuduvad
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Saadud tulemuste pdhjal vBib éelda, et kuna fluorokinoloonide ja sulfoonamiidide sisaldused 16pp-
produktides jaid alla 10 pg/kg KA, ei tohiks EL-i maaruste kohaselt nende sisaldused véetisena
probleeme valmistada. Samas kui votta véetise piirmaaraks 1 pg/kg kuivaine kohta, et valtida
ravimiresistentsuse tekkimist, on olukord teine. Kuigi sulfoonamiidide sisaldus 16pp-produktis
jaab keskkonnale ohutule tasemele, Gletab fluorokinoloonide sisaldus soovitatud normi enamikus
proovides mitmekordselt, diklofenak mitmekimnekordselt ja karbamasepiin mdnes proovis
rohkem kui sajakordselt. Kuigi karbamasepiin ja diklofenak on sisaldustelt kdige domineerivamad,
ei saa selle pohjal kindlalt Gelda, et need ka kdige suuremat ohtu keskkonnale kujutavad, kuna
ravimitel vOib sama sisalduse juures olla vdga erineva mastaabiga mdju. Kumbagi ei
klassifitseerita antimikroobse ainena; samas on ndidatud, et DIC v@ib kéituda antibiootikumina
mitmete bakterite suhtes (Riordan et al., 2011). Karbamasepiini sisaldus settes v0ib aga kiirendada
bakteritel resistentsuse tekkimist antibiootikumide suhtes (Wang et al., 2019). Seega ei saa
valistada vo@imalust, et ka analulsitud proovide kasutamine pinnasel ohustab mulla
mikroobikooslust ja tekitab AMR-i.

Autor leiab saadud tulemuste pdhjal, et Eesti reoveepuhasites kasutatavad protsessid lagundavad
sulfoonamiide piisavas, fluorokinoloone peaaegu piisavas ning diklofenaki ja karbamasepiini
ebapiisavas hulgas. Humifitseerimise mdju ravimijaakide lagundamisele avaldub selgemalt alates
teisest aastast. Nii komposteerimine kui ka humifitseerimine v@ivad véhendada ravimijaakide
hulka settes, kuid analtitide varieeruvus 16pp-produktides on siiski suur. Kuna anallusitud
kompostiproovide tulemuste varieeruvus oli vaiksem, saab komposteerimise positiivset mdju

ravimijaakide lagundamisele kindlamalt vaita.

Kuigi reoveesettele ei ole seatud ravimijaakide piirnorme, on Euroopa Liit soovitanud valtida tle
10 pg/kg kuivaine kohta ravimijaake sisaldava sonniku kasutamist p6llumajanduses. Antud t66s
uuritud setteproovides uletasid ravimijaagid sénnikule soovitatud normi ja arvestada tuleb ka, et
ravimijéakide omavahelised reaktsioonid vdivad tugevdada nende mdju keskkonnale. Véikelinna
puhastite reoveesette kasutamine véetisena voib kdesoleva too autori hinnangul olla potentsiaalselt
ohtlik ja vajab kindlasti edaspidist uurimist. Esmajoones tuleks tegeleda karbamasepiini ja
diklofenaki vahendamisega settes, kuna mainitud toimeainete sisaldused olid teistest analliutidest

oluliselt suuremad ja ainsatena igas analliisitud proovis tuvastatud.
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Kokkuvote

Ressursside vahenemise tottu tuleb aina rohkem tegeleda ringmajandusega ja seetdttu ka
reoveesette taaskasutusega, kuna sete on k@rgete toitainevaartuste tottu hea vaetis pdllumaal.
Inimtegevuse tagajérjel jouavad settesse aga ka saasteained, mille sattumine vaéetise labi
keskkonda vOib ohustada loodust ja viia antimikroobse resistentsuse tekkimisele
mikroorganismides. Reoveesettes sisalduvaid ravimijadke seaduse alusel ei kontrollita ega piirata

ja seetdttu puuduvad piisavad teadmised nende hulgast settes ja pikaajalisest mdjust keskkonnale.

Kéesoleva bakalaureusetod eesmarkideks oli (1) anallisida Eestis levinumate
settekditlusmeetodite efektiivsust ravimijadkide eemaldamisel settest ja (2) hinnata vaikelinna
puhastis toodetud reoveesettekomposti ohtu ravimijééakide keskkonda sattumise kontekstis. TO0s
uuriti proove kiimnest Eesti reoveepuhastist nii tootlemata kui ka to6deldud (komposteeritud voi
humifitseeritud) settest. Komposti ja humifikatsiooni puhul olid proovid v@etud ka erinevate
aastate 18ikes. T60s analulsiti kokku 33 SPE ja ASE meetodil ettevalmistatud proovi HPLC-
MS/MS masinaga. Uuriti jargnevate paljukasutatavate toimeainete jaake: sulfametoksasool,
sulfadimetoksiin, tsiprofloksatsiin, norfloksatsiin, ofloksatsiin, metformiin, diklofenak ja
karbamasepiin. Metformiini jaoks ei olnud valitud metoodika sobilik ja seega selle ravimi
sisalduse kohta proovides andmed puuduvad. Uuritud antibiootikumid (SMX, SDM, CIP, NOR,
OFL) olid kdigis proovides pigem madalates kontsentratsioonides, samas DIC ja CBZ koikusid
tugevalt olenevalt proovist, kuid olid siiski kdigis proovides kdrgema sisaldusega. Ka I6pp-
produktides oli nende ainete kontsentratsioon kdrge ja nende pdllumajandusliku kasutusega voib

kaasneda suur moéju pinnase mikroobikooslustele ja antimikroobse resistentsuse teke.

ToO autor leiab saadud tulemuste pdhjal, et Eesti settekditlusmeetodid on efektiivsed uuritud
ravimijaakide sisalduse véhendamisel, kuid mitte tdielikul lagundamisel. Lisaks ei taheldatud
humifikatsiooni puhul olulist mdju karbamasepiini lagundamisele. Uuritud ravimijéékide
sisaldused olid anallusitud 16pp-produktides sageli kdrgemad kui kirjanduses véljapakutud ohutu
sisaldus antimikroobse resistentsuse tekke valtimiseks (1 pg/kg kuivaine kohta). Seetdttu leiab t66
autor, et Eesti vaikepuhastite sette kasutamine véetisena vdib ohustada keskkonda ja ravimijéakide

potentsiaalset moju ja levikut tuleks edaspidi uurida.
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Summary

Due to the depletion of resources, humankind is forced to put more effort than ever into circular
economy and therefore also into reusage of sewage sludge as a fertilizer in agriculture because of
its high nutrient content. However, because of human activity, pollutants make their way into the
sludge and used as a fertilizer they can be a threat to the environment and enhance the emerge of
antimicrobial resistance. Pharmaceuticals levels in sewage sludge are not tested nor regulated by
law and therefore knowledge is lacking about the amount of pharmaceuticals in sewage sludge and

their long-term affects when exposed to the environment.

The purpose of this bachelor work was to analyse the effectiveness of common sludge treatment
methods in Estonia in removing pharmaceuticals from the sludge and to evaluate the threat of
using sewage sludge from Estonian small town wastewater treatment plants as a fertilizer. Samples
were taken from ten Estonian wastewater treatment plants from both unprocessed and processed
(composted or humified) sludge. With regards to composted and humified sludge, samples were
taken from several years. 33 samples that were prepared using SPE and ASE method were analysed
with HPLC-MS/MS. Following common pharmaceuticals were used: sulfamethoxazole,
sulfadimethoxine, ciprofloxacin, norfloxacin, ofloxacin, metformin, diclofenac, and
carbamazepine. Metformin could not be detected with the chosen method and therefore this work
does not include results for this pharmaceutical. Analysed antibiotics (SMX, SDM, CIP, NOR,
OFL) were in low concentrations in all samples, whereas DIC and CBZ fluctuated strongly
depending on the sample while always being the analytes with the highest concentrations. The end
products of the treatments had high DIC and CBZ content as well, which, when used as fertilizer,

may lead to high impact for microbes in soil and emergence of antimicrobial resistance.

Based on the results of this work, the author of this paper believes that the sludge treatment
methods in Estonia are effective in reducing the concentration of observed pharmaceuticals in
wastewater sludge, but not entirely degrading them. The effects of degrading carbamazepine via
humification were not observed. The concentrations of studied pharmaceuticals in end products
were often higher than the suggested safe limits for preventing antimicrobial resistance (1 pg/kg
DS). Therefore, using the sludge of small Estonian wastewater treatment plants as fertilizer, could
be dangerous for the environment and the potential impact and distribution of pharmaceuticals
should be further studied.
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