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Sissejuhatus.
Kaesolevas projektis olid uuritavateks aineteksflparoalkttlihendite (PFC sperfluoro
compounds) kuuluvad jargmised Uhendid:

- Perfluorooktaanhape ja vastavad soolad (PFOA) +5{COO

- Perfluorononaanhape ja vastavad soolad (PFNA) FJCOO

- Perfluorooktitlsulfoonhape ja vastavad soolad (PFROSCR)sSOs
Uuritud ainete n&ol on tegemist lineaarse aheld@gaikult fluoreeritud Uhenditega, mis
kuuluvad suuremasse PFC-de gruppi. Kéesolevadkpiojeuriti kalades PFOA, PFNA ja
PFOS sisaldust, kuna need ained on leidnud kdigm&t kasutust.

PFC-sid kasutatakse laialdaselt to0stuslikes ifbijgmakendustes, sealhulgas kangaste ja
vaipade plekikindlate katete (nt Gore-®x plastikute, toiduga kokkupuutuvatele paberist
toodetele Olikindlate katete, tulekustutusvahtug®|eerimisvahendite ja insektitsiidide
koostises, ning pindaktiivsete ainetena todstuse$dfloni® valmistamisel), kaevandustes ja
nafta puurimisel. PFOA, PFNA ja PFOS kuuluvad pmitesse pindaktiivsete ainete riihma,
mistdttu nad satuvad keskkonda ja neid on avastatuBlalade, lindude kui ka imetajate
organismidest.

Suur osa keskkonda paisatavatest ainetest laguri@sdhtdroliitsi voi fotoliusi teel voi
mikroorganismide ainevahetuse tulemusena. Keemdide susiniku ja fluori vahel on aga
sedavord pusiv, et PFC-d looduses ei lagune jakbroaleeruvad elusorganismides. Seega
kuuluvad PFC-d pusivate orgaaniliste saasteaisDd(—persistent organic pollutant) hulka.
2009. aastal lisati PFOS Stockholmi konventsioo@iPPainete nimekirja. [1] Stockholmi
konventsioon naeb ette, et lepinguosalised pea@atadma seiret pusivate orgaaniliste ainete
ule ja nende suhtes kohaldatakse tootmis- ja kassparanguid.

Erinevalt teistest halogeenorgaanilistest Uhend@éeakumuleeru PFC-d mitte rasvkoes vaid
maksas, neerudes ja vereseerumis. Seda selet®Bs® ja PFOS seondumisega valkudega
(nt albumiiniga). [2]

PFC-sid seostatakse véhi tekkega imetajatel [23eetdttu on USA keskkonnaagentuuril
(EPA) soovitanud kuulutada PFOA nariliste kantseesgks, mis vdib omada toimet ka
inimestele ning EPA on algatanud programmid PFOAuksse vahendamiseks ja toime
uurimiseks. [4] PFC-d on ka sisesekretsioonistst&ahjustajad. [5]

Toiduahelas olevaid saasteaineid kasitlev Euroopdubhutusameti teaduskomisjon véttis
2008. aastal vastu PFOSi, PFOAd ja nende soola&sitldva teadusliku arvamuse. [6]
Toiduohutusamet soovitas koguda edasisi andmeidSPta&emete kohta toidus.

Euroopa Komisjon véttis 2010. a. martsis vastu gaee, et likmesriigid peaksid labi viima
seiret PFC leidumise kohta toidus. [7]. Soovitagakmalltsida PFOS ja PFOA ning
voimalusel nende lahteainete ja nendega sarnastaliié sisaldust.

PFC-de analltsiks on teistes liikmesriikides kasdta vedelikkromatograafiat

massispektromeetrilise detektoriga (LC/MS). Nimadattehnika on kasutusel terve rea
saasteainete sisalduste maaramiseks toidus mitrkess laborites ning teadusasutustes.
Vaatamata LC/MS tehnika laialdasele rakendatavussdmeb selle kasutamisel nidansse,
millega mittearvestamine vdib pohjustada ekslikkeal@isitulemusi. Seega on nende
instrumentide efektiivseks kasutamiseks vaja asgiikult koostatud ja usaldusvaarselt
valideeritud metoodikaid. Seire soovituse taitmssekng toidu kaudu saadava PFC-dest



tulenevate riskide hindamiseks on vaja vastav aisatieetod valja tootada, valideerida ja
juurutada. Eestis ei ole PFC-de sisaldust toidnsreéératud.

Eestis on analoogiliste hendite analtisil on soadi kogemused Terviseameti Tartu laboril
(TA). TA on riiklikuks referentlaboriks moéningataigivate orgaaniliste saasteainete, nagu
mittedioksiinilaadsed PCBd (polukloreeritud bifehdp ning PAHd (polutsiklilised
aromaatsed susivesinikud), analttsi valdkonnasakkison TA labor aastaid anallusinud
loomsete toodete proove kloororgaaniliste pedlitd jaakide ning bromeeritud
tuleohtlikkuse vahendajate sisalduse suhtes. Olemaseetodiarenduseks sobilik aparatuur
(LC/MS/MS).

Kaesoleva arendustdo teostamisel tehti koostosul THikooli keemia instituudi katsekojaga
(TU), kellega TA laboril on pikaajaline koostdé. igélt on valja arendatud metoodikad
Sudaan-varvainete ja mukotoksiinide maaramisekslefmiad metoodikad on praegu TA
laboris kasutusel).

Analtuside teostamiseks kasutatav meetod peabnvadt@misjoni soovituses 2010/161/EL
esitatud nduetele [7]. Kui meetod laheb rutiinkaseé seire labiviimiseks, siis tuleb see
akrediteerida.

Projekti eesmargid.

Teema Uldeesmargiks oli PFC analliisimeetodi juomui@ TA laboris.
Konkreetsed eesmargid:

1. PFC analttsimeetodi valjatd6tamine ja arendamine

2. Meetodi nduetekohane valideerimine ja akredit@ee.

Projekti tegevused.

Kaesoleva projekti labivimisel osales kaks asutuBartu Ulikooli keemia instituudi
katsekoda (TU) ja Terviseameti Tartu labor (TA). Talliks oli meetodi véljatdotamine
selliselt, et seda oleks vbGimalik TA-s rutinkassga votta. Sellest [&htuvalt viidi t6id I&bi
mdlema asutuse laborites. Proovide ettevalmistuteadika tootati valja TU-s, samuti uuriti
TU-s vdimalusi analliusitavate ainete kromatogrisafillahutuse saavutamiseks. LC/MS
metoodika optimeeriti TU-s vaid niipalju, kui sek wajalik proovide ettevalmistusmeetodi
valjatootamisel. TA-s optimeeriti LC/MS meetod, diiilabi valideerimine ja proovide
analuus.

Proovide ettevalmistus.

Proovide ettevalmistusmetoodika baseerub kirjarsltsadud [8] metoodikale — QUEChERS.
See metoodika vbimaldas saada ekstrakti, mis gupfehsegavat maatriksiefekti. Voimaliku

maatriksiefekti arvessevOtmiseks teostati ka mnkmtastav kalibreerimine  ehk

perfluorotihendite standardlahused valmistati sankala QUEChERS’ ekstraktidesse.
QUEChERS meetodit kasutatakse muuhulgas ka napeksitsiidijadkide analtisimisel

koogiviljades. Selle meetodi kasutamise eelnev kagelihtsustas selle kasutuselevottu nii
TU kui TA laboris.

Kromatograafiline (LC) lahutus ja MS/MS analtius.

Valjatootatava metoodika eesmargiks on kolme perflalktilihendi: perfluorooktaanhape
(PFOA), perfluorononaanhape (PFNA) ja perfluoroakiulfoonhappe (PFOS) maaramine
kala toiduks tarbitavate osade kudedes.



LC-MS/MS metoodika tootati pohiliselt valja 201lastal, selles kasutati YMC-Triart C18
(150x3.0 mm) (YMC) kolonni ja eluendi lisandiks Isefluoro-2-metidl-2-propanooli
(HFTB). Kasutades YMC kolonni ja HFTB-d eluendiamlina saavutati aktsepteeritav
lahutus perfluorooktaansulfonaadi (PFOS) ja pertinonaanhappe (PFNA) piikide vahel.
Kuna kirjanduses [9] on saadud haid tulemusi kamts T3 kolonniga, siis 2012. a. katsetati
ka selle kolonniga analtitide lahutamist. Atlanfi8 kolonniga siiski ei saavutatud
ootusparast lahutust ning lahutuse saamiseks &#tsebopis YMC kolonniga, mille
omadustest (hiudrofoobsus) voib eeldada, et andkiigtentsioon kolonnis on margatavalt
parem. Selgus, et kromatograafiline lahutus jaigeikkujud on paremad YMC kolonni ja
HFTB lisandit kasutamisel.

Polufluoreeritud alkoholid (sh HFTB) on uudsed eldielisandid, mis on kasutusele vdetud
TU katsekojas [10, 11]. Analiutide retentsiooni meahism HFTB lisandit kasutades on
keeruline [12], mistdttu katsetati ka fluoreeritdaasiga pooérdfaaskolonni (Epic FO-LB
column (150 mm x 3 mm, 3 um, 120 A) (ES Indust)ies)piisavat lahutust saavutada ei
onnestunud. Lisaks tekitas nimetatud kolonn vagewa taustamiradlumn bleed).

Seega, 16plik analliisimetoodika kasutab analtiitbéonni Triart C18, 150x3.0 mm, 3m
(YMC) ja eluendi komponente A: 5 mM HFTB vesilahy#1=10.0 (pH reguleerimiseks
kasutatakse ammoniaagi vesilahust) ja B: metanool.

Detekteerimiseks kasutati ESI sisendiga MS/MS k&bndgse kvadrupooliga
massispektromeetrit Quattro Micro (Micromass). Kasal on negatiivsete ioonide reziim.
Fragmenteerimise tingimused on optimeeritud igdigisatava Uhendi jaoks eraldi. Analtiusil
kasutatavad fragmentatsioonid on toodud tabelis 1.

Tabel 1. Massianallisaatoris toimunud ioonreaktsioonid.

Uhend loonreaktsioon Tutarioon
PFOA 413— 369Q F3C-(CF2)5-CF2-
413— 169 F3C-CF2-CF2-
PFNA 463— 419Q F3C-(CF2)6-CF2-
463— 169 F3C-CF2-CF2
PFOS 499— 99 F-SO3-
499— 80Q SO3-

Q-tdhega on tahistatud kvantiseerimiseks kasutatareaktsioon.

2011. aastal tekitas probleeme perfluorotihenditegekdtaustasignaal, mis oli tingitud
kasutatavatest materjalidest v0i solventidest. 28&8tal on taustasignaal pusivalt vahenenud.
Seostame seda tendentsi perfluorotihendite véljapssga kromatograafilisest siisteemist.
Kuna taustasignaal on Uhe paeva piires konstamsire,ei pohjusta see analttsil olulisi
probleeme.

Meetodi valideerimine ja akrediteerimine.

Metoodika valideerimine viidi labi juhindudes USAR valideerimisjuhendist [13]. Meetodi
arendamisel vo0eti aluseks Euroopa komisjoni sosevifd]: ,ldeaalvariandis peaksid
regeneratsioonimdarad olema vahemikus 70-120 % koggseline piir 1ug/kg.” Toodud
sOnastuses interpreteeriti ,regeneratsioonimaarsaagis ja ,koguseline piir* kui metoodika
maaramispiir (LOQ).



Metoodika valideerimine reaalsete proovidega vildbi kasutades proovina I6hekala.
Lohekala valik tuleneb tema rasvasusest, nimelg&drasvasisalduse tdttu on |6he Uks
keerukamaid maatrikseid ja seetdttu esindab ,hatvjohtumit®.

Metoodika valideerimise tulemused on toodud talzlis

Tabel 2. Metoodika valideerimise tulemused.

PFOA PFNA PFOS
LOD [ug/kg] 0.3 0.2 0.6
LOQ [ug/kg] 0.8 0.5 2.1
Kordustdpsus (korduvus, n =5)
1 ug/kg Keskmine 1.04 1.11 1.14
St.dev 0.07 0.05 0.21
CV% 7% 4% 19%
10 ug/kg Keskmine 9.88 11.43 11.15
St.dev 0.53 0.67 0.35
CV% 5% 6% 3%
102.7
100 ug/kg Keskmine 9 109.98 113.67
St.dev 2.45 4.16 2.17
CV% 2% 4% 2%
Saagis, % (n =5)
1 ug/kg 90 94 101
10 ug/kg 102 108 103
100 ug/kg 109 106 109

Seega on metoodika oma parameetritelt vaga lakeaabpa komisjoni soovituse [1]
.deaalvariandile.

Metoodika on vormistatud vastavalt TerviseametitTdabori tavadele. Samuti on plaanis
avaldada analttsimetoodika ja valideerimisandmeduskirjanduses — artikli kasikiri on
koostamisel.

Vajadusel akrediteeritakse metoodika TA laboris R0laastal. Akrediteerimise
eeltingimuseks on dldjuhul péadevuskatsetel osalemitidevuse demonstreerimiseks sobib
osalemine laboritevahelisel v&rdlusmé6tmisel. 20Bastal ei onnestunud leida Uhtki
perfluoroalktiikihendite vordlusmddtmist. Teine vains padevuse demonstreerimiseks on
sertifitseeritud  vordlusmaterjali analiiis. Onnestlsda ainult (ks  sertifitseeritud
vordlusmaterjali madja, kuid materjali kogus olielsdleva metoodika jaoks liiga véike,
mistottu selle ostmisest loobuti. Sertifitseeritu@rdlusmaterjalide tootmise vajalikkust on
réhutanud ka Euroopa Toiduohutusamet [6].

Eesti inimese PFC-de toidust saadavuse hindamiark#iusiti kalaproove. Kalaproovid
osteti Tartust kaubandusvorgust lahtudes selleBiserd kalaliike terves Eestis enim stitiakse
ning kust Eesti inimesed kdige sagedamini oma taidle kala ostavad. Kalaproovid osteti
Tartu Rimi Hypermarketitest (Rimi Eesti Food AS)ehgrist (Selver AS) ja Tartu
Sadamaturult (OU Sadamahalduse).



Analldsiti PFC-de sisaldus Eestis tarbitavatesdesaTulemused on toodud tabelis 3 (iga
proovi analtusiti kaks korda).

Tabel 3. Eestis tarbitavates kalades sisaldunud perflubiddilihendite sisaldused.

Sisaldus, ug/kg"

Nr Kala Péritolu PFOA PFNA PFOS
1 Vikerforell Karilatsi <LOD <LOD <LOD
<LOD <LOD <LOD
2 Koger Laanemeri <LOD <LOQ <LOQ
<LOD <LOD <LOQ
3 Karpkala Harjanurme <LOD <LOD <LOD
<LOD <LOD <LOD
4 Lest Ladanemeri <LOD <LOD <LOD
<LOD <LOD <LOD
5 Angersdga Somerpalu <LOD <LOD <LOD
<LOD <LOD <LOD
6 Atlandilest Norra <LOD <LOD <LOD
<LOD <LOQ <LOD
7 Kilu Ladnemeri <LOD <LOD <L0Q
<LOD <LOD <LOQ
8 Sainas Lammijarv <LOD <LOD <LOD
<LOD <LOD <LOQ
9 Vimb Ladnemeri <LOD 0.6 <LOQ
Pdhjarannik <LOD 0.7 <LOQ
10 Siig Laanemeri <LOD <LOD <LOD
Pdhjarannik <LOD <LOD <LOD
11 Latikas_1  Emajogi <LOD <LOQ <LOQ
<LOD <LOQ <LOQ
12 Haug Emajogi <LOD <LOD <LOD
<LOD <LOD <LOD
13 Raim Ladanemeri <LOD <LOD <LOD
Pdhjarannik <LOD <LOD <LOD
14 Ahven_1 Ladnemeri <LOD <LOQ <LOQ
<LOD <LOQ <LOQ
15 Ahven_2 Vortsjarv <LOD <LOD <LOD
<LOD <LOD <LOD
16 Latikas Vortsjarv <LOD <LOQ <LOD
<LOD <LOQ <LOD
17 Lohefilee  Norra <LOD <LOD <LOD
<LOD <LOD <LOD
18 Lohe Norra <LOD <LOD <LOD
<LOD <LOD <LOD
19 Koha Emajogi <LOD 0.6 <LO0Q
<LOQ <LOQ <LOQ

" - ,<LOD* - ei detekteeritud, ,<LOQ" — esineb jaldena



Analtusitud 19-st kalaproovist tuvastati tihe v8ima perfluoroalkttlihendi sisaldumist
seitsmes proovis. Neist kahe proovi (Vimb Ladnenpéigarannikult ja Koha Emajdest)
korral Uletas leitud aine (PFNA) sisaldus maaraimisp

Statistikaameti andmete jargi (2007. aasta kohstgtioihe leibkonna liikme kohta varsket
kala ja kalatooteid ca 0,7 kg kuus. Pdevaseksntégbks teeb see 23 g paevas inimese kohta.
See nditaja on ilmselt madalam kui tegelik tarbenikuna ei sisalda iseputtud ja kaest-katte
ostetut. Tapsemate andmete puudumisel kasutamartgan25 g kala inimese kohta paevas.

Uuritud kalade keskmist PFC-de kontsentratsioonv@malik hinnata mitmel viisil:

- minimaalne keskmine kontsentratsioon saadakse kii votta <LOD sisaldus arvutustes
nulliks, <LOQ puhul vOetakse tavaliselt vaartus¢k®D+L0OQ)/2 ja numbrilise sisalduse
korral siis vastav number;

- maksimaalne keskmine kontsentratsioon saadakge,<kOD vdetakse numobriliselt

vordseks LOD-ga, <LOQ numbriliselt vordseks LOQj@arvutatakse seejarel keskmine.

Kirjeldatud skeemide abil saadud hinnangud on tdo@ibelis 4. Eeldades, et inimene s66b
paevas keskmiselt 25 g kala, saab ta kalast kesknti®2 ug PFC péevas. Kindlasti on
elanikegruppe, kes tarvitavad keskmisest margdtaedlkem kala, naiteks kalurid. Kui
hinnata kaluri keskmiseks paevaseks kalatarbimi28Rsy, siis saab ta kalast keskmiselt 0.35
ng PFC paevas.

Tabel 4. PFC-de keskmised sisaldused kalades.
Keskmine sisaldus, ug/kg

PFOA PFNA PFOS
Minimaalne 0.01 0.13 0.46
Maksimaalne 0.31 0.31 1.11

Projekti kdigus omandatud uued teadmised/oskused.

QUEChERS meetodit on kasutatud nii taimset kui leeinparitolu proovide ettevalmistuseks.
Nii TU kui TA laboril olid enne projekti algust ateas kogemused QUEChERS meetodi
kasutamiseks taimse materjali korral. QUEChERS oaé&Bsutamine loomsete proovide
analtiisiks omandati kdesoleva projekti kaigus.

HFIP ja HFTB on uudsed LC/MS jaoks sobivad eludisdindid, mis voeti kasutusele TU-s ja
mille positiivne mdju ravimite LC lahutusele ja Migtekteerimisele on tbestatud. [10,11]
PFC-de lahutamiseks ei olnud siiani HFIP ega HR$&ndit kasutatud. Kéesolevas projektis
naidati, et HFTB lisand vGimaldab kromatograafilisghutada ka PFOS ja PFNA piigid, mis
muude eluendisusteemidega ei ole viimalik olnudi&saei hairi HFTB lisand mingil viisil
ainete MS-detekteerimist.

Mdlema osaleva labori jaoks oli uudne ka kogemudidrsida selliste ainete jalgi, mis
esinevad laborites kasutatavates materjalidesek&gdhjustasid LC stisteemist
valjaleostuvad PFC-d taustapiike kromatogrammiéliés siis kui nende piikide péritolu ja
ajas pusivus oli valja selgitatud oli t66 jatkamui@emalik.

Tulemused ja jareldused.



Tootati valja ja valideeriti metoodika PFOA, PENRARFOS analiidsimiseks kalades. Meetod
on laiendatav teistele PFC-dele ja teistele loonagedi taimset paritolu proovidele.

Projekti tulemusena on Eestis on labor — Tervisgiafaetu labor, mis on vdimeline rutiinselt
maarama PFC-de sisaldusi toidus. Analliisimeetollurdentatsioon on TA laborile Ule
antud.

Seega on Eestil vdimalik taita Euroopa komisjorostuses esitatud ndudeid PFC-de seire
kohta. Seire kaivitumisel saab vdimalikuks andanbig elanikkonna poolt toiduga
omastatavate PFC-de koguste kohta.

Eestis kdige enam tarbitavate kalade analiis nagasPFC-de sisaldus neis Uletas
maaramispiiri vaid kahe kalaproovi korral (LA&dneenBbhjaranniku vimb ja Emajde koha).
Kasutatud proovide ettevalmistuse meetodit on vbknkasutada ka teiste loomse paritoluga
proovide korral. Samuti on vGimalik LC/MS metoodikaiendada teistele PFC-le ja sarnaselt
kaituvatele saasteainetele. Seega on vdimalik @s@léa suuremat hulka saasteaineid
erinevates proovides.
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