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EESSONA

LOputdd teema sOnastati t66 juhendaja Juri Bolobajevi algatusel. T66 kirjutamiseks
vajalikud katsed teostati Tallinna Tehnikallikooli keemia- ja keskkonnakaitse

tehnoloogia eriala Oppe- ja teaduslaborites.

Aitah AS Tallinna Veele ja AS Narva Veele joogivee proovide eest. Suur ténu juhendajale

Juri Bolobajevile heade nduannete ning kasulike tehnoloogiliste lahenduste eest.

Magistritdé raames valideeriti metoodika kahe nitrosoamiini- nitrosodimetuatlamiini
(NDMA) ja nitrosodiettidlamiini (NDEA) kvantiseerimiseks veeproovides kasutades
proovide eeltdotluseks tahkefaasekstraktsiooni ning anallitsimiseks gaasikromatograafi
ja elekronionistasiooniga kvadrupool massispektromeetrit. Valideeritud metoodikat

rakendati Eesti joogi- ning heitvee proovide anallisimiseks.

Nitrosoamiinid, vesi, GC-MS, SPE, magistrit6o



Liihendite ja tahiste loetelu

A- piigi pindala mass-kromatogrammil

APCI (Atmospheric-pressure chemical ionization)- keemiline ionisatsioon
atmosfaarirdhul

C- kontsentratsioon (ng/I)

CI (Chemical Ionization)- keemiline ionisatsioon

DL (Detection Limit)- avastamispiir

GC (Gas Chromatography)- gaasikromatograafia

HPLC (High Performance Liquid Chromatography)- kdrgefektiivne
vedelikkromatograafia

DMA (Dimethylamine)- dimetiilamiin

DMAB (Dimethyl aminobenzene)- dimetillaminobenseen

DMFA (Dimethylformamide)- dimetlulformamiid

EI (Electron Impact Ionization)- elektronl6dgi ionisatsioon

ESI (Electrospray Ionisation)- elektropihustus ionisatsioon

IARC (International Agency for Research on Cancer)- Rahvusvaheline
Vahiuurimiskeskus

MRL (Minimum Reporting Level)- maaramispiir

MS (Mass Spectrometry)- massispektromeetria

NDMA (Nitrosodimethylamine)- nitrosodimettidlamiin

NDEA (Nitrosodiethylamine)- nitosodiettilamiin

NMOR (Nitrosomorpholine)- nitrosomorfoliin

s- standardhalve

SIM (Selective Ion Monitoring)- ioonide valikkontroll

SPE (Solid Phase Extraction)- tahkefaas ekstraktsioon

SPME (Solid Phase Microextraction)- tahkefaas mikroekstraktsioon
TEA (Thermal Energy Analyser)- soojusenergia anallsaator

TIC (Total Ion Current)- ioonide Uldvoog

TMA (Trimethylamine)- trimetitlamiin

TOF (Time of Flight) anallisaator - lennuaja analiisaator

UPLC (Ultra High Performance Liquid Chromatography)- Ulikdrge efektiivsusega
vedelikkromatograafia

WHO (World Health Organization)- Maailma Terviseorganisatsioon



SISSEJUHATUS

Nitrosoamiinid on kantserogeensed mikrosaasteained, mis vdivad madalates
kontsentratsioonides (suurusjargus pg/l vdi ng/l) esineda joogivees, heitvees ning
basseini vees. Mitmed riigid ning rahvusvahelised organisatsioonid on nitrosoamiinide
maksimaalse kontsentratsiooni kohta joogivees teinud soovituslikke ning seaduslikke
ettekirjutisi. Euroopa Liit ega Eesti pole veel nitrosoamiinide kontsentratsioonile vees
piiranguid kehtestanud. Siiani puuduvad ka andmed, kas selliste piirangute

kehtestamine oleks tarvilik vGi on olukord juba niigi kontrolli all.

Joogivette vdivad nitrosoamiinid sattuda kas otse joogiveeallikast voi vee tootlemise
tulemusel. Pohiliseks joogiveeallika nitrosoamiinidega saastumise pdhjuseks on vette
juhitav reo- vOi heitvesi. Vee tootlemisel on pdhilisteks nitrosoamiine tekitavateks

protsessideks kloreerimine, klooramiinimine ning osoneerimine.

Reovette satub nitrosoamiine nii tédstus- kui ka olmereoveest. Suuremas koguses
nitrosoamiine voib leiduda naiteks naha-, kummi- ning pestitsiidide t66stusest parit
reovees. Olmereovees on pohilisteks nitrosoamiinide tekitajateks puhastusvahendid,
valjaheited ning uriin. Sarnaselt joogiveele tekib nitrosoamiine heitvette ka vee

tootlemisel.

To6O0 pohieesmargiks oli valideerida metoodika kahe enamlevinud nitrosoamiini-
nitrosodimetitlamiini (NDMA) ja nitrosodietitlamiini (NDEA) kvantitatiivseks
anallilsiks veeproovides, toetudes EPA meetodikale 521. Magistritoé teiseks

eesmargiks oli valideeritud metoodikat rakendada Eestist parit veeproovide analllsiks.

Proovide kontsentreerimiseks kasutati tahkefaas ekstraktsiooni ning anallitisimiseks
gaasikromatograafi ja elektronionisatsiooniga kvadrupool massispektromeetrit.
Tahkefaas ekstraktsioon vdimaldas proovis sisalduvaid nitrosoamiine kontsentreerida
ning vabaneda potentsiaalsetest interferentsidest. Gaasikromatograafia (GC)
kasutamine analililsiks oli vdimalik tanu anallltide lenduvusele. GC eraldas proovi
komponendid Uksteisest suurema selektiivsuse saavutamiseks. Massispektromeetri
kasutamine detektorina andis kvalitatiivset ning kvantitatiivset informatsiooni madalas

kontsentratsioonis esinevate anallittide kohta.

Valideeritud metoodikat kasutati kahest erinevast pinnaveest toodetud joogivee ning

Uhe heitvee analiiisimiseks.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Nitrosoamiinid

Nitrosoamiinid (joonis 1.1) on polaarsed enamasti vees lahustuvad (hendid [1].
Ndrilistega labiviidud katsed on tdestanud, et enamikel nitrosoamiinidest on

kantserogeensed omadused [2,3].

R1

\N—N:O

R2

Joonis 1.1. Nitrosoamiini tldvalem

Nitrosoamiinide kantserogeensed omadused valjenduvad peale biokeemilist
aktivatsiooni, milleks on enamasti a-hudroksiulimine. Reaktsiooni kaigus tekkinud
ebastabiilse (ihendi lagunemisel moodustub agressiivhe diasioonium ioon, mis on
voimeline DNA-d, RNA-d ja valke alktilima. [3]

1.1.1. NDMA, NDEA ja NMOR omadused

N-nitrosodimetiilamiin (NDMA) on toatemperatuuril vedel veega segunev kollase
varvusega kergslttiv aine. NDMA logaritmiline oktanool/vesi jaotustegur (logKow) on
-0,57 ja molaarmass on 74 g/mol. NDMA keemispunktiks on ~153 °C ning tiheduseks
1,0 g/ml. NDMA kuulub Rahvusvahelise Vahiuurimiskeskuse (IARC) klassifikatsiooni
kohastel A2 vahiriskiga ainete gruppi, mis tahendab, et tegemist on tdenaoliselt
inimestele kantserogeense ainega. Samasse gruppi kuulub veel 82 kemikaali [4,5].
[6,7]

N-nitrosodiettiilamiin (NDEA) on toatemperatuuril vedel, veega segunev aine. NDEA
molaarmass on 102 g/mol. NDEA nagu ka NDMA kuulub IARC klassifikatsiooni kohaselt
A2 vahiriskiga ainete gruppi [4,5].[8]

N-nitrosomorfoliin (NMOR) on toatemperatuuril kristalliline (sulamispunkt 29 °C) aine.
NMOR-i molaarmass on 116 g/mol. NMOR kuulub IARC klassifikatsiooni kohaselt
vahiriskiga ainete gruppi 2B. Gruppi 2B kuuluvad ained, millel on vdib-olla

kantserogeensed omadused [4,5]. [9,10]



NDMA, NDEA ja NMOR olulisemad flilisikalised ja keemilised omadused on kokkuvotlikult
toodud tabelis 1.1.

Tabel 1.1. NDMA, NDEA ja NMOR omadused

NDMA NDEA NMOR
Keemiline struktuur HSC\N — H3Cﬂ (\N/N\\
—N= N—N_"_—0
HsC HyG —— \)
Molaarmass (g/mol) 74 [7] 102 [8] 116 [9]
Sulamispunkt (°C) -25 [7] v0i -50 [11] <25 29 [10]
Keemispunkt (°C) ~153 [11] 177 [8] 224 [10]
logKow -0,57 [11] 0,48 [12] -0,45 [10]
IARC klassifikatsioon A2 [4,5] A2 [4,5] 2B [4,5]
Tihedus (g/ml) 1,0 [7] 0,95 [8] 1,3 [13]
Keskmine surmav annus
ehk LD50 (rottidel, 26 [14] 280 [15] 320 [15]
suukaudselt) (mg/kg)
1.1.2. Piirsisaldused

Eestis on nitrosoamiinide sisaldusi maaratud erinevates toiduproovides, kusjuures
kdrgemad sisaldused on leitud liha- ja kalatoodetest [16]. Silamaani puuduvad andmed

nitrosoamiinide sisalduse kohta Eesti joogi- ning heitvees.

Euroopa Liidus ega Eestis pole joogi- ja heitvees nitrosoamiinide kohta piirsisaldusi
kehtestatud. Enamgi veel, kui enne Euroopa Liiduga liitumist kehtisid Eestis NDMA ja
NDEA summaarse sisalduse piirnormid modningate toiduainete kohta, nditeks vOis
kalatoodetes nimetatud nitrosoamiinide sisaldus kltindida kuni 3 pg/kg ning suitsulihas

kuni 4 ug/kg, siis peale Euroopa Liiduga liitumist need piirnormid tihistati. [16]

Maailma Terviseorganisatsiooni (WHO) poolt loodud joogivee kvaliteedijuhiste kohaselt
peaks NDMA kontsentratsioon joogivees jaama alla 0,1 pg/l (ehk alla 100 ng/l) [17].
Mitmed riigid (ja USA osariigid) on omaltpoolt kehtestanud piirnormid NDMA ning NDEA

sisaldustele joogivees (tabel 1.2).
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Tabel 1.2. NDMA ja NDEA piirnormid joogivees

NDMA piirnorm (ng/I) NDEA piirnorm (ng/l)
WHO* 100 [17] -
Kanada 40 [18] -
Inglismaa ja Wales 200 [19] -
Austraalia 100 [20] -
US EPA* 7 [21] 2 [21]

Massachuset* 10 [22] -
Minnesota (USA)* 51[23] -

California (USA)* 300 [24] 100 [24]

*soovituslikud piirnormid

1.1.3. Nitrosoamiinide teke

NDMA kontsentratsioonid joogivees on enamasti kuni 180 ng/l. Nitrosoamiinide

kontsentratsioonid heitvees voivad olla aga mitu suurusjarku suuremad. [25]

Nitrosoamiinid tekivad erinevate mehhanismide jargi olenevalt olemasolevatest
prekursoritest ning keskkonna tingimustest. Nitrosoamiinid vdivad moodustuda

sekundaarsetest ja tertsiaalsetest amiinidest lammastikhappe juuresolekul. [26]

Kdige levinumaks nitrosoamiiniks on NDMA, mille prekursoriteks on dimetiilamiin
(DMA), dimetidlformamiid (DMFA), trimetlidlamiin (TMA) ja dimetitlaminobenseen
(DMAB) (keemilised struktuurid toodud joonisel 1.2). [27]

0
/CH3 \\\ /CH3 o /c:H3 /c:H3
HN N N
AN AN

N

N N

CH, CHy CHy CH,

Joonis 1.2. Vasakult paremale DMA, DMFA, TMF ja DMAB keemilised struktuurid

POhilised NDEA prekursorid on hidrofilsed madala molekulmassiga orgaanilised
Uhendid [28].

Nitrosoamiinide teke veepuhastusprotsessis

Joogivette vOib nitrosoamiine sattuda otse joogiveeallikast voi need voivad tekkida vee
tootlemisel [29]. Veepuhastusprotsessis vdivad nitrosoamiinid moodustuda
osoneerimisel, kloreerimisel ja klooramiinimisel [30]. Nitrosoamiinide teket on
seostatud ka  amiinipdhiste polimeeride (kasutatakse koagulandina) ja

anioonvahetusvaikude kasutamisega veepuhastusprotsessides [31].
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Klooramiini kasutamisel vee desinfitseerimiseks esineb vees nii monoklooramiini kui ka
diklooramiini. Uks v&imalik NDMA tekkemehhanism on diklooramiini reageerimisel
dimetlddlamiiniga, kui NDMA tekib |abi kloreeritud ebasimmeetrilise dimettulhidrasiini
vaheithendi. [30]

Suurem nitrosoamiinide kontsentratsioon joogivees vdib olla tingitud ka joogiveeallika
saastumisest nitrosoamiinidega. Saastumine vOib toimuda, kui joogiveeallikasse
suunatakse heitvett voi kui heitvett kasutatakse otse joogivee tootmiseks. Pdhjavee
saastumine vdib toimuda, kui pinnasesse satub reovett vdi ebaslimmeetrilise
dimetillhidrasiini pdhist raketi kitust. [32,33]

Veest nitrosoamiinide eemaldamine on keerukas ning kallis tUlesanne. Nitrosoamiinid on
hudrofiilsed (adsorptsioon aktiivsdele ja teistele sorbentidele on madal) ning pole eriti
lenduvad (Shu labi puhumine ei ole efektiivne). Nitrosoamiinide lagundamiseks
joogivees on osutunud efektiivseks UV-kiirguse kasutamine koos vesinikperoksiidi

lisamisega. [30]

Vahendades vees nitrosoamiinide prekursorite sisaldust enne vee desinfitseerimist, saab
nitrosoamiinide teket takistada. Nitrosoamiinide prekursorite eemaldamiseks on

tohusaks meetodiks sorptsioon kasutades aktiivsde pulbrit voi graanuleid. [30]

Nitrosoamiinide teke reovees ning reoveepuhastusprotsessis

Nitrosoamiinid vdivad heitvette tekkida munitsipaalreoveest, toostuslikust reoveest voi
reovee puhastuprotsessist. Kdrgemad nitrosoamiinide sisaldused on tuvastatud
reoveest, mis parineb kummitodstusest, naha tdostusest, pestitsiidide tootmisest,
toiduainete tdotlemisest ja valukodadest [6]. Munitsipaalreovees on nitrosoamiinide
ning nitrosoamiinide prekursorite pohilisteks allikaks pesuvahendid (nt Sampoon ja

seep), uriin ja valjaheited. [34]

Reoveetdodtlusprotsessis on nitrosoamiinide (iheks tekkepdhjuseks dimetitlamiini
pohiste  katioonsete  polimeeride  kasutamine [35]. Sarnaselt  joogivee
tootmisprotsessile on ka heitvee tootmisel potentsiaalselt nitrosoamiine tekitavateks

protsessideks osoneerimine ja klooramiinimine. [34]
Nitrosoamiinide teke basseini vees

Basseinivees esineb mitmeid lammastikku sisaldavaid orgaanilisi iUhendeid, mis voivad

toimida nitrosoamiinide prekursoritena. Nitrosoamiinide teket soodustavad ka
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kasutatavad desinfitseerimise meetodid - kloreerimine ja UV-kiirguse rakendamine.
Kuigi UV-kiirgust on kasutatud ka nitrosoamiinide lagundamiseks, on basseini vees efekt

enamasti vastupidine nitrosoamiinide prekursorite rohkuse tottu. [36-38]

1.1.4. Nitrosoamiinide analiilis

Nitrosoamiinide anallitsil kasutatakse enamasti gaasikromatograafiat (GC) voi
vedelikkromatograafiat (enamasti HPLC vdi UPLC) koos (sageli tandem)
massispektromeetriaga (MS). Kromatograafia koos massispektromeetriaga sobib
nitrosoamiinide analliisimiseks, sest nitrosoamiine leidub proovides enamasti vaid vaga
madalates kontsentratsioonides, mistottu on oluline tundliku tuvastamis- ning
kvantiseerimismeetodi olemasolu. Lisaks nitorosoamiinidele leidub aga analiltsitavates
proovides palju kdrgemas kontsentratsioonis mitmeid teisi Uhendeid, mis vdivad
anallilsi segada. Kromatograafilised meetodid aitavad interferendid anallldist eraldada
ning tédnu massispektromeetrile on vdimalik madalaid analtidi kontsentratsioone

usaldusvaarselt tuvastada ja kvantiseerida. [39,40]

Ainult kromatograafi ja massispektromeetri abil saavutatav tundlikus pole enamasti
madalate nitrosoamiini sisalduste analliisimiseks piisav. Tundlikkuse ning selektiivsuse
suurendamiseks  kontsentreeritakse proove kromatograafilise analllsi eel.
Levinuimateks kontsentreerimise meetoditeks on seejuures tahkefaas ekstraktsioon
ning tahkefaas mikroekstraktsioon. [39,40,41]

Lisaks massispektromeetrile on kromatograafilise eraldamise jargselt detektorina
kasutatud ka kemoluminestsentsi detektorit ehk soojusenergia anallisaatorit (TEA) [42-
441]. Kuigi TEA on nitrosoamiinide suhtes suure tundlikkusega, on tegemist vahem
kasutatava meetodiga selle piiratud kasutusala ning analilisaatorite kalli hinna tottu
[45].

1.2. Kromatograafilised meetodid

1.2.1. Gaasikromatograafia (GC)

Gaasikromatograafia sobib lenduvate ja termiliselt vastupidavate keemiliste Ghendite

(kaasaarvatud lenduvate nitrosoamiinide) analllsimiseks. Gaasikromatograaf ei sobi
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proovide anallilsimiseks, mis sisaldavad vahe-lenduvaid, ioonseid vO0i korge

molekulmassiga tUhendeid. [46]

Gaaskromatograafiline analiiiis algab proovi siistimisega kolonni (joonis 1.3).
Proovi voib slistida nii manuaalselt kui kasutades automaatproovivotjat. Stistimine vdib
toimuda kas eelneva aurustamisega voi otse kolonni. Aurustamisega sistimise puhul
vOib kolonni suunata kas kogu sistitud proovi (spiltless) voi ainult kindla osa sellest
(split). Proovi koguse vahendamist kasutatakse enamasti korgete analtidi
kontsentratsioonide puhul. Otse kolonni siistides toimub komponentide aurustamine
kolonni kuumutamise kaigus, mis vOimaldab analiilisida ka termiliselt ebastabiilseid
Uhendeid. Samas voOib see pdhjustada kolonni saastumist, kui proov sisaldab

mittelenduvaid komponente. [46,47]

PROOV /" Termostaat
1
1
1
1
¥
| Mobiilne_ | Proovi Detektor | Sighaal
faas sisestamise >
N \_ GCkolonn
slisteem N~

Joonis 1.3. GC lihtsustatud skeem

Analiiiitide eraldamine toimub gaasikromatograafi kolonnis. Gaasikromatograafi
kolonni puhul on enamlevinud statsionaarseks faasiks polaarsed ja mittepolaarsed
vedelikud ning polimeerid. Mittepolaarse statsionaarse faasi puhul sdltub anallidi
retentsiooniaeg pohiliselt analGldi lenduvusest, kusjuures suurema lenduvusega
anallidtide (madalam keemispunkt) retentsiooniaeg on lihem kui vahem lenduvatel
(kdrgem keemispunkt) anallltidel. Polaarse statsionaarse faasi puhul mdjutab peale

lenduvuse analilidi retentsiooniaega ka analltdi polaarsus. [46]

GC-s on mobiilseks faasiks inertne gaas - enamasti heelium, lammastiku ja vesiniku
kasutamine on vahem levinud. Gaasikromatograafi kapillaarkolonnide pikkus voib
ulatuda viiest kuni saja meetrini, kusjuures mida pikem on kromatograafi kolonn, seda
parem komponentide lahutuvus on saavutatav. Samas pikeneb ka proovi
anallGusimiseks kuluv aeg ning suureneb mobiilsele faasile rakenduva surve kadu pikki

kolonni. Kdige levinumaks kolonni pikkuseks on 30 meetrit. [46]



1.2.2. Vedelikkromatograafia

Korgefektiivhe vedelikkromatograafia (HPLC) on sarnaselt gaasikromatograafiale
proovi komponentide eraldamise meetod. HPLC mobiilseks faasiks on vedelik ning
statsionaarse faasina kasutatakse tahket materjali vOi poorse materjaliga flilisikaliselt
seotud vedelikku. [48]

Eraldatakse normaalfaas, péordfaas, ioonvahetus, suuruseraldus ja hudrofiilsete
interaktsioonide vedelikkromatograafiat. Tanapdeval on enimkasutatavaks poédrdfaas

vedelikkromatograafia. [49]

Poordfaaskromatograafia puhul kasutatakse mobiilse faasina polaarset vedelikku voi
vedelike segu (nt vesi ja atsetonitriil) ning statsionaarse faasina mittepolaarse kattega
tahkiseid. Komponentide eraldatus saavutatakse hidrofoobsuse alusel - mida
hidrofoobsem on molekul, seda kauemaks jaab see kolonni ehk seda pikem on selle
retentsiooniaeg. Erinevalt GC-st ei eelda HPLC anallidi lenduvust, mistottu saab
HPLC-d kasutades analliisida ka suure molekulmassiga ja mittelenduvaid Uhendeid.
[50]

Ulikorge efektiivsusega vedelikkromatograafia (UPLC) pSdhimdte on sama, mis
kdrge efektiivsusega vedelikkromatograafial, kuid tanu vaiksematele statsionaarse faasi
osakestele ning suuremale mobiilse faasi lineaarkiirusele saavutatakse kdrgem

resolutsioon ning tundlikkus vaiksema ajaga. [51]

1.3. Massispektromeetria (MS)

Massispektromeetria vdimaldab tundmatu proovi komponente (kaasaarvatud
nitrosoamiine) identifitseerida ning kvantiseerida. Enamasti kasutatakse
massispektromeetreid suurema selektiivsuse saavutamiseks peale komponentide
kromatograafilist eraldamist. Massispektromeetrid koosnevad iooniallikast, massi
anallUsaatorist ja detektorist [52]. [53]

1.3.1. Ionisatsiooni meetodid

Proovi komponentide ioniseerimine toimub ioonallikas. GC-MS puhul kasutatakse

ioniseerimiseks enamasti elektronionisatsiooni (EI) vOi keemilist ionisatsiooni (CI).
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HPLC-MS puhul on levinud ionisatsiooni meetodiks elektropihustus ionisatsioon (ESI).
[54]

Elektropihustus ionisatsioon (ESI) on n®é pehme ionisatsiooni meetod, mis
voimaldab analliisida ka makromolekule. ESI puhul rakendatakse aeglaselt voolavale
vedelikule (proovile) kdrget pinget, mille tulemusel proov pihustub. Proovi
pihustumisele aitab kaasa ka samasuunaliselt liikuv inertse gaasi vool. KGrge pinge ning
tilkade kuivamise tulemusel vabanevad ioonid, mis juhitakse edasi massianaliisaatorisse
(joonis 1.4). [55]

Analttdi redutseerumine
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| | N + |
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froovHPLCl@olonnist+ :+++ ..;. 1 ot :=++ . ; L+t — T® K: .
_ > * - * Eluendi 3 + ++Coulc:mbi ; o+ Ties +._._.._ MS-i
| aurustumine lagunemine *+( @+ ¥ Analttdi___
oksiideerumine + ioonid
5
oY
~ elektronid z
KORGEPINGEALLIKAS & 1
2-5 kW % Lahusti ja
o neutraliseeritud
g ioonid
@
Joonis 1.4. ESI pohimotteline skeem
Nano-elektropihustusionisatsiooni (nano-ESI-t) kasutatakse proovide

massispektromeetriliseks analllsimiseks ilma eelneva proovi komponentide
kromatograafilise eraldamiseta. Nano-ESI eeliseks on, et see voimaldab anallisida vaid

Uhe-kahe mikroliitri suuruseid proove. [56]

Nano-ESI on kasutatud ka nitrosoamiinide analliisimiseks [57].

Elektronionisatsiooni (EI-d) kasutatakse enamasti GC-MS slisteemides. EI puhul
hakkab filamendilt kdrge pinge ning temperatuuri mdjul elektrone eralduma (joonis
1.5). Eralduvaid elektrone kiirendatakse labi proovi anoodi suunas. Proovi molekulidega
porkudes kandub osa elektroni kineetilisest energiast edasi neutraalsele osakesele. Kui
see energia on suurem osakese ionisatsiooni energiast, siis tekib neutraalsest osakesest
ioon. Tekkinud iooni laeng sOltub seejuures osakesele edastatud energia hulgast. EI on

tugev ionisatsiooni meetod, mis tdhendab, et enamik molekule fragmenteeruvad
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elektronidega kokkupoOrgetes ning molekulaarioone tekib vahe. Fragmentide teke on

kasulik saamaks informatsiooni molekulide struktuuri kohta. [52,58]

Magnet J

Filament

Molekulid

-SNpuadin)

Massi
anallsaator

1eg|

Elektronloks

— Vaakum-
‘ Magnet ]

pump

Joonis 1.5. EI skeem

Enamasti on molekuli ionisatsiooni energia 7-14 eV. Selleks, et elektron, mis kannab
vaid minimaalset ionisatsiooni energiat suudaks molekuli ioniseerida peaks kogu
elektroni kineetiline energia molekulile lle kanduma. Enamasti kandub vaid mingi osa
energiast molekulile edasi, mistottu on ioniseerimise efektiivsus madal. Kui elektroni
kineetiline energia on aga liiga korge, siis suureneb elektroni lainepikkus sedavord, et
molekulid muutuvad selle jaoks nahtamatuks. Kui elektroni kineetiline energia on 70
eV, siis on selle de Broglie lainepikkus l|dhedane sideme pikkusele molekulis
(suurusjargus 0,1 nm) ning molekulide ioniseerimise ning fragmenteerimise efektiivsus
maksimaalne. Filamendile rakendatakse -70 eV suurust pinget, et see hakkaks
emiteerima 70 eV kineetilise energiaga elektrone. Molekulide identifitseerimiseks saab
kasutada massispektrite andmebaase, sest need on enamasti moddetud samadel
tingimustel. [52,58-60]

EI on efektiivsem molekulide ioniseerimisel, millel on ndrgemini seotud elektrone.
Enamasti sisaldavad sellised molekulid n-sidemeid ja/v0i aatomeid, millel on vabad
elektronid. EI massispektrid on hea korratavusega, mis vOimaldab valja tootada
massispektrite andmebaase. Andmebaasi kasutades on voimalik teatud tdendosusega
proovi komponente identifitseerida. Seejuures tuleks aga arvesse votta ka proovi

paritolu ning andmebaaside mittetdielikkust. [58,59]
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Keemiline ionisatsioon (CI) on pehme ionisatsiooni meetod, mis tahendab, et
ionisatsioon ei pohjusta enamasti molekulide ulatuslikku fragmenteerumist, mis

vOimaldab maarata tundmatu Ghendi molekulmassi. [58]

CI-MS-i kasutatakse pdohiliselt koos GC-ga. CI puhul tdidetakse ionisatsiooni kamber
reaktiivgaasiga (enamasti metaan). Reaktiivgaas ioniseeritakse EI meetodil.
Ioniseerunud reaktiivgaasi osakesed reageerivad anallitiidi molekulidega ja ioniseerivad
analitdi. Kasutades reagentgaasi vaheetappi vaheneb ioniseerimisel Ulekantava

energia hulk, mistdttu vaheneb anallitidi fragmenteerumine. [58]

Keemilist ionisatiooni atmosfaarirohul (APCI-d) kasutatakse peamiselt HPLC-MS
slisteemides. APCI toimib sarnasel pohimottel kui CI - analildi ioonid saadakse
ioniseeritud reagentgaasi molekulide reageerimisel analliiidiga. Vedelikkromatograafist
valjuv proov koos mobiilse faasiga pihustatakse pneumaatilist nebulisaatorit ja inertse
gaasi (enamasti [dmmastiku) voogu kasutades ionisatsioonikambrisse.
Ionisatsioonikambris aurustatakse mobiilne faas ja proov kdrgel temperatuuril (meetod
ei sobi termiliselt ebaplisivale anallldile). Koroonalahenduse abil solvent ioniseeritakse.

Ioniseeritud solvent reageerib anallitidiga tekitades analtiidi ioonid. [52,58,61]

1.3.2. Massianaliisaatorite tiilibid

Massianallisaator eraldab ioonid ruumis voi ajas massi-laengu suhte alusel elektri- ja/voi

magnetvalja abil. [52]

Magnetsektoriga massianaliisaatori puhul antakse ioonidele impulss ning need
suunatakse sektorikujulisse magnetisse. Soltuvalt iooni laengust ning impulsist on see
magneti poolt erineval maaral mdjutatud. Raadius, millega ioon magnetsektorit 1abib,

on maaratud iooni massi/laengu suhtega. [62]

Lineaarne kvadrupool massianallisaator koosneb neljast paralleelsest vardast.
Ideaalis vOiks need vardad olla paraboolse ristldikega, kuid sageli kasutatakse
ringikujulise ristldikega vardaid, mille raadius (r) on 1,1468 korda vaiksem Kkui
kvadrupooli valja raadius (ro) (joonis 1.6). Varrastele rakendatakse nii alalis- kui ka
vahelduvpotentsiaali, kusjuures vastastikku paiknevatele varrastele rakendatav
alalispotentsiaal on samalaenguline ning koOrvuti asetsevatele varrastele
vastaslaenguline. Varrastele rakendatav vahelduvpotentsiaal on sama amplituudiga ja
kdrvuti asetsevatel varrastel erimargiline. Vahelduvpotentsiaali sageduseks on enamasti

umbes 1,2 MHz [63]. Massispektri mootmiseks muudetakse vahelduvpotentsiaali ning
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alalispotentsiaali vaartusi, jattes nende suhte muutumatuks. Valides sobiva
alalispotentsiaali  vaartuse ning vahelduvpotentsiaali amplituudi, juhitakse
massianallisaatorisse vaid kindla massi/laengu suhtega ioonid, kdik llejaanud ioonid

neutraliseeritakse varrastel. [64,65]

Joonis 1.6. Kvadrupooli ristldige

Ioonide liikumist I&bi kvadrupool massianallisaatori saab kirjeldada Mathieu vérrandiga
(vorrand 1.1). [66]
d’u  —mQ?

mﬁ= 2 (ay —2qy cosQt)u (1.1)

m- iooni mass

u- asukoht koordinaatteljel
t- aeg

Q- vahelduvvoolu sagedus
au- pulnisparameeter

qu- pulnisparameeter

Vorreldes magnetsektor massianaliisaatoriga on kvadrupool massianaliisaatorid
odavamad, kergemad ja kiiremad, kuid neil on madalam (enamasti vaid UGhikuline)

massieraldusvdime. [58,65]

3D ioonldks sarnaneb oma t66pdhimottelt kvadrupoolile - ioonide selektsioon toimub
vahelduvpotentsiaali ning alalispotentsiaali koostoimel. Ioonldks on alardhul taidetud
heeliumiga ning koosneb rdngaselektroodist ja kahest ellipsikujulisest elektroodist
(joonis 1.7). Elektroodidele rakendatava alalis- ning vahelduvpotentsiaali toimel
valjuvad ioonloksust kindlal ajahetkel vaid defineeritud massi-laengu suhtega ioonid.
[52,58]
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Joonis 1.7. Ioonldksu labildikeline skeem illustreerimaks elektroodide paiknemist

Lennuaja (TOF) analiisaatoris rakendatakse ioonidele nende kiirendamiseks
potentsiaali, kusjuures suurema laenguga ioonid hakkavad potentsiaali toimel kiiremini
liikuma kui madalama laenguga ioonid. Ioonide eraldus toimub ka massi alusel, sest
konstantse potentsiaali toimel liiguvad raskemad ioonid aeglasemalt kui kergemad.
Ioonide massi/laengu suhted mé&éaratakse aja pohjal, mis kulub neil anallisaatori
Idbimiseks. TOF analUsaatorid on leidnud kasutatust ka nitrosoamiinide anallusiks.
[57,67]

Tandem massispektromeetria ehk MS/MS vdimaldab vorreldes (ihekordse MS-ga
teadaolevat analliti suurema kindlusega tuvastada ning annab olulist lisainformatsiooni
tundmatu komponendi kindlakstegemiseks. Sarnaselt Ghekordsele MS-le kasutatakse
tandem MS enamasti koos GC vo6i HPLC-ga. [52]

MS/MS puhul kasutatakse ioonide massispektromeetrilist maaramist kahel jarjestikusel
korral. Tandem MS vOib toimuda ajas vOi ruumis. Ajas toimuva MS/MS puhul
kasutatakse sama massianallisaatorit korduvalt. Ruumis toimuva MS/MS analilUsi korral

on vajalik kahe jarjestikku Ghendatud massispektromeetri olemasolu. [52]

Selleks, et mitmekordne massianaliisaatori kasutamine uut informatsiooni annaks, peab
peale esimest MS-i kasutamist muutuma anallilsitavate ioonide massi-laengu (m/z)

suhe. Enamasti toimub ioonide m/z suhte muutumine fragmentatsiooni tottu. [52]
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1.3.3. MS Detektorid

Massianallsaatori enimkasutatavaks detektoriks on elektronkordisti. Eristatakse
diskreetse ja pideva dinoodiga elektronkordisteid. Diskreetne elektronkordisti koosneb
vaakumis olevatest metallist v0i pooljuhtivast materjalist enamasti kausikujulistest
dinoodidest (joonis 1.8). Konversiooni dinoodile rakendatakse detekteeritavate
osakeste laenguga vastasmargilist potentsiaali. Positiivsed osakesed pdhjustavad
dinoodilt negatiivsete osakeste emissiooni ning negatiivsed osakesed vastupidi
positiivsete osakeste emissiooni. Konversiooni diinoodi emiteeritud laenguga osakesed
muutuvad esimese diinoodiga porkudes elektronideks. Kusjuures iga diinoodiga porkuv
laenguga osake pohjustab dinoodilt mitme elektroni emiteerumise. Sekundaarsed
elektronid suunatakse edasi jargmisele diinoodile, kust emiteerub jéllegi iga porkuva
elektroni kohta mitu elektroni. Peale mitmekordset dinoodidega porkumist

registreeritakse sekundaarelektronide poolt tekitatud elektrivool anoodil. [52]
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Joonis 1.8. Diskreetse elektronkordisti pohimotteline skeem
Pideva elektronkordisti puhul on diskreetsed diinoodid asendatud pideva diinoodiga.
Toopohimottelt on pidev elektronkordisti analoogne diskreetse elektronkordistiga. Kujult

voivad pidevad elektronkordistid olla torukujulised vdi trompetit meenutava kujuga.
[52]

Elektronkordisti kasutamine vdimaldab signaali suurendada umbes miljon korda. [68]
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1.3.1. MS kromatograafia detektorina

Massispektromeetria kasutamine kombinatsioonis gaasi- v0i vedelikkromatograafiaga
vOimaldab analiiisida madalaid analilidi kontsentratsioone ka kompleksete ainete
segudest. [58]

Anallisi tulemusel saadakse mass-kromatogramm. Mass-kromatogrammi
registreerimiseks vOib kasutada kas ioonide valikkontrolli (SIM) vdi skannerivat (TIC)
reziimi. Skanneeriv mass-kromatogramm on vaga kasulik tundmatute proovide koostise
uurimiseks ehk kvalitatiivseks anallisiks. SIM reziimi vdiks suurema tundlikkuse tottu
eelistada kvantitatiivses analllsis. Mass-kromatogrammi x-teljel on aeg, mis kulus
ioonidel kromatograafi kolonni labimiseks ja y-teljel kujutatakse ioonide signaalide

summaarset (skaneeriv reziim) voi individuaalseid (SIM) intensiivsuseid. [58]

Kasutades skaneerivat reziimi on vGimalik mass-kromatogrammil olevaid piike
integreerides ndha, millise massi-laengu suhtega ioonidest on piigid pdhjustatud ehk
ndha mass-spektrit. Kasutades mass-spektrite andmebaasi on vdimalik proovis
esinevaid komponente identifitseerida. SIM reziimis seevastu ei mdddeta Uldist mass-
kromatogrammi, registreeritakse vaid eelnevalt defineeritud massi/laengu suhetega

ioonide signaalid ajas. [69]

1.4. Teised detektorid nitrosoamiinide analuiisil

MS kasutamine kromatograafia detektorina vdimaldab isegi madalas kontsentratsioonis
analliite suure kindlusega tuvastada ning kvantiseerida. Siiski on lisaks MS-le
nitrosoamiinide analllUsiks kasutatud ka mitmeid teisi detektoreid. Naiteks on
rakendatud leekionisatsiooni detektorit (FID), mis mdddab seda labiva slisiniku hulka
[70]. Samuti on kasutatud lammastiku-fosfori detektorit, millel on kdrgem tundlikus

ldmmastiku, fosfori ja halogeenide aatomite suhtes [71].

Edukamatest katsetustest vdariks dara madrkimist kemoluminestsents detektor ehk
soojusenergia anallisaator (TEA). Siiski pole TEA kasutamine nitrosoamiinide anallsiks
eriti populaarseks osutunud, sest tegemist on piiratud kasutusalaga ning suhteliselt kalli

aparaadiga. [45]
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1.4.1. Kemoluminestsents detektor ehk soojusenergia

analiisaator (TEA)

TEA-d kasutatakse nitrosoamiinide analtlsimisel peale kromatograafi (enamasti GC-d
vOi HPLC-d) komponentide kvantiseerimiseks. TEA sobib ainult ldmmastikku sisaldavate
Uhendite analilsimiseks. Kromatograafist elueeruvad komponendid piuroliUsitakse.
PlGroltdsi tulemusel Ghendid lagunevad ning nitroso-rihmast tekib nitrosiilradikaal
(eNO). Nitrosiltlradikaal suunatakse edasi reaktsioonikambrisse, kus reaktsioonil
osooniga tekib ergastatud lammastikdioksiid (NO2*). Ergastunud lammastikdioksiidi
Uleminekul normaalolekusse kiirgub kindla lainepikkusega valguskvant, mis
registreeritakse fotoelektronkordisti abi. Olenevalt temperatuurist saab TEA detektorit
kasutada kas ainult nitroso-tihendite voi koiki lammastikku sisaldavate Uhendite

kvantiseerimiseks. [42-44]

1.5. Ekstraktsioon

Nitrosoamiinide anallusil kasutatakse sageli proovi eeltddtluseks ekstraktsiooni, et
proovi kontsentreerida ja vabaneda ebasoovitavatest lisanditest. Nitrosoamiinide
anallisil on kasutatud nii vedelik-vedelik ekstraktsiooni [72], tahkefaas ekstraktsiooni
[39] kui ka tahkefaas mikroekstraktsiooni [41].

1.5.1. Vedelik-vedelik ekstraktsioon

Vedelik-vedelik ekstraktsioon pdhineb anallitidi jaotumisel proovi maatriksi (vedelik) ja
ekstrahendi vahel. Meetod eeldab ekstrahendi olemasolu, millesse analGit jaotub
piisaval maadral, kuid mis ei lahustu proovi maatriksis. Sellise ekstrahendi leidmine on
sageli problemaatiline. Meetodi puuduseks on ka suur ekstrahendi kulu, sest

ekstraktsioon viiakse enamasti labi mitmeastmelisest. [73]

Vedelik-vedelik  ekstraktsiooni on kasutatud nitrosoamiinide analtldsimiseks
reovees/heitvees, Olles ja teistes maatriksites. Ekstrahendina kasutati seejuures
diklorometaani. Vee jaagid eemaldati orgaanilisest lahustist naatriumsulfaadiga.
Olenevalt proovi maatriksist ja nitrosoamiinide kontsentratsioonidest on vedelik-vedelik
ekstraktsiooniga saavutatud nii keskparaseid (~60%) kui ka 100%-ldhedasi saagiseid.
[72]
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1.5.2. Tahkefaas ekstraktsioon (SPE)

Tahkefaas ekstraktsiooni puhul sorbeerub proovis sisalduv analilt tahketele osakestele.
SPE eeliseks vedelik-vedelik ekstraktsiooni ees on, et tegemist ei ole tasakaalulise
protsessiga. Tanu sellele on vdimalik saavutada suuremaid saagiseid vaiksema solvendi
kuluga. [74]

Tahkefaasekstraktsiooni kasutatakse  pohiliselt kas  proovi puhastamiseks
interferentidest ja/v®i proovi kontsentreerimiseks. Uldiselt koosneb SPE protseduur
padruni konditsioneerimisest, analliiitide ekstraktsioonist SPE padrunisse, interferentide
valjapesemisest padrunist (ei kasutata alati) ning anallldi padrunist elueerimisest.
Harvemini kasutatakse SPE metoodikat, mille kohaselt adsorbeeritakse interferendid

padrunisse ning analtit labib padrunit. [75]

Eristatakse normaalfaas, pooérdfaas, ioonvahetus ja suuruseralduse pdhimottel
tootavaid SPE sorbente. Nitrosoamiinide kontsentreerimiseks on pohiliselt kasutatud
p6dérdfaas SPE-d kookoskoorest valmistatud poorse aktiivsde tadidisega padrunitega
[76]. Proovi labi padruni juhtimiseks kasutatakse erinevaid meetodeid: alardhku,

tsentrifugaaljoudu, gravitatsiooni ja tlerdhku. [75]

Tahkefaas mikroekstratsioon (SPME) on solvendivaba meetod lenduvate analtttide
kontsentreerimiseks. Kiud SPME seadeldis on p6himotteliselt 60nsa ndelaga stistal, mille
sees paikneb haprast kvartsklaasist anallitdile sobiliku polimeerkattega kiud (joonis
1.9). SPME kiud viiakse kas otse vedelasse proovi vOi prooviga tasakaalus olevasse
gaasifaasi. Kui kiule on sorbeerunud piisavalt anallitti, eemaldatakse kiud proovist ning

sisestatakse otse gaasikromatograafi slistimiskabrisse. [77-79]

septumit
|dbivndel

gaasifaas——
SPME kiud ja

sellele
absorbeerunud
analudt

vedelfaas

analait

Joonis 1.9. SPME skeem
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1.6. Aktiivsiisi

Aktiivslsi on levinud adsorbent. Adsorptsioon aktiivsdele toimub tédnu van der Waalsi
joududele. Aktiivsbe tootmisel on vaga oluline toormaterjali stabiilsus, et tagada
produkti pooride eesmargilised karakteristikud. Pooride kuju ning suurus maaravad
aktiivsOe kasutusvOimalused. Aktiveeritud sbe baasmaterjalideks kasutatakse naiteks
koksi, Kkivisttt, kookoskoori, puitu, korvitsaid, bambust ja mannikdbisid. Esmalt
toormaterjal karboniseeritakse korgel temperatuuril (700-1000 °C) inertses
atmosfaaris. [76,80]

Saadud soOe aktiveerimiseks kasutatakse keemilisi ning fllsikalisi ehk termilisi
meetodeid. Termiline sbde aktiveerimine toimub suisinikdioksiidi vdi veeauru abil
temperatuuril 800-900°C. Aktiveerimise kaigus reageerivad osad sisiniku aatomid
gaasiga ning eralduvad sbe struktuurist - tekivad poorid. Sée keemiliseks
aktiveerimiseks vOib kasutada tsinkkloriidi, fosforhapet vdi naatriumhidroksiidi.
Aktiivstde taidisega SPE padrunite puhul eristatakse Uldiselt grafiitseid slisinkplokke ja

poorset aktiveeritud slsinikku. [76,80]

1.7. Sisestandard

Sisestandard on aine, mida lisatakse proovile, et votta arvesse proovi eeltootlusel
tekkivaid (muutuvaid) anallltdi kadusid ning anallisitava (kromatograafi sistitava)
ruumala varieeruvust, kuid ka voimalikke proovist tulenevaid mdojutusi anallttdile
(naiteks interferentide moju). Sisestandardiks kasutatav aine peaks olema anallilidiga
voimalikult sarnane (lahedane retentsiooniaeg, sarnased keemilised- ja fllsikalised

omadused), kuid analtidist eristatav ja proovis loomulikult mitteesinev aine. [81]

Enamasti sobib sisestandardiks suurepdraselt analliidi isotoop analoog. Analludi
isotoop analoogi puhul on tegemist anall(iidi molekuliga, milles kindel aatom (voi
aatomid) on asendatud isotoobiga. Isotoobid on sama keemilise elemendi vormid, mis
erinevad Uksteisest neutronite arvu poolest. Isotoopidel on erinev mass kuid sarnased
keemilised- ja flilsikalised omadused. Enamasti kasutatakse vesiniku asendamist
deuteeriumiga vGi C'? asendamist C'3-ga. Sageli pole aga isotoopasendatud analtidi
kasutamine sisestandardina vodimalik selle kdrge hinna v0i kommertsiaalse

kattesaadavuse puudumise tottu. [82]
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1.8. Metoodika valideerimise karakteristikud

Avastamispiir on madalaim analtiddi kontsentratsioon, mille puhul saab suure
tO0endosusega vaita, et anallilit tdepoolest proovis esineb. IUPAC soovituste kohaselt
tuleks metoodika avastamispiir leida valemi 1.2 kohaselt nullproovide anallulsi
tulemuste pdhjal. [83]

LD = xp + spt (1.2)
LD- avastamispiir
xp- nullproovide keskmine arvutuslik kontsentratsioon
so- nullproovide standardhalve

t - Studenti t-kordaja soovitud usaldusnivool

Rahvusvaheline Analtlsikeemikute Ametlik Assotsiatsioon (AOAC) soovitab metoodika
avastamispiiri leidmiseks analllsida kahtekimmend nullproovi (ehk analltdi vaba
proovi maatriksi) paralleeli. Avastamispiir defineeritakse sel juhul m&otmiste vdhemalt
kahekordse standardhalbena. [84]

Leides avastamispiiri metoodikale, mis hGlmab keerukat proovi ettevalmistust on oluline
toestada, et anallitidi kontsentratsioon oleks avastamispiiril ka peale voimalikke kadusid
mirast eristatav. Selleks on vdimalik avastamispiiri leida anallilisides proove, mille
kontsentratsioon arvatakse olevat avastamispiiri |dhedane. Sel juhul leitakse
avastamispiir nende proovide standardhalbe ja valitud koefitsiendi (enamasti Studenti

t-testi kordaja) korrutisena. [39]

Maddramis- ehk kvantiseerimispiir on madalaim analtldi kontsentratsioon proovis,
mida saab usaldusvadrselt numbriliselt valjendada. Sageli leitakse madaramispiiri

analoogiliselt avastamispiirile, kuid kasutades suuremat usaldusnivood. [85]

Ulatusliku prooviettevalmistuse protsessi puhul voiks maaramispiiri leidmiseks kasutada
hinnanguliselt maaramispiiri |dhedase teadaoleva kontsentratsiooniga proovide
anallilsi, et valtida liialt optimistlikke tulemusi. Arvestades sobiva kontsentratsiooni
hindamise keerukust kaasneb sel viisil madramispiiri leidmisega toendoliselt suurem
tédmahukus (kui maaramispiir hinnatakse liiga madalaks, tuleb protseduuri korrata)
ja/voi hinnatakse maaramispiir tegelikust kdrgemaks. Meetodi eeliseks vorreldes
nullproovide analililisiga on, et vOetakse arvesse ka proovi potentsiaalselt kdikuvat

saagist. [39]

Saagis on analldlsi tulemusel leitud analltidi kontsentratsiooni (vOi massi) jagatis
analiiidi tegeliku vOi teoreetilise kontsentratsiooniga (v0i massiga). Saagist

vdljendatakse protsentides. [86]
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2. MATERJALID JA MEETODID

2.1. Analuusiks kasutatud materjalide ning aparatuuri

kirjeldus

2.1.1. Kemikaalid

NDMA kalibreerimislahuste valmistamiseks kasutati sertifitseeritud Sigma-Aldrichi
NDMA lahust metanoolis kontsentratsiooniga 200 upg/ml (ehk 200 mg/l). NDEA
kalibreerimislahuste valmistamiseks kasutati minimaalselt 99,0%-lise puhtusastmega

Aldrich Chemistry kemikaali.

Kalibreerimislahustele lisati sisestandardina Sigma-Aldrichi toodetud 100% lahedase
sisaldusega NMOR-i. Ekstraktidele lisati teise sisestandardina sama firma vahemalt 98%
puhast alakloori (C14H20CINO2).

Proovide dekloreerimiseks kasutati analldtiliselt puhast naatriumtiosulfaat
pentahtdraati (Na25203-5H20). Ekstrakte kuivatati Lach-Ner minimaalselt 95%-lise
puhtusastmega naatriumsulfaadiga (Na:S04). Proovid kontsentreeriti kasutades Parker

LCMS30-1 [dammastiku generaatoriga toodetud lammastikku.

2.1.2. Solvendid

Lahuste valmistamiseks kasutati Milli Pore Simplicity veepuhastusseadet, mis toodab I

tlldpi ultrapuhast vett eritakistusega 18,2 MQ-cm (25°C).

SPE padrunid konditsioneeriti Saksamaalt parit Honeywell HPLC jaoks toodetud 99,9%
puhta metanooliga (CHsOH). SPE padrunite konditsioneerimiseks, nitrosoamiinide
padrunitest ekstraheerimiseks ning ekstrakti kvantitatiivseks Ulekandmiseks kasutati

Fisher Chemical firma diklorometaani (CH2Cl2) puhtusastmega 99,8%.

2.1.3. Aparatuur ja lisaseadmed

Resteki SPE padrunid, mida kasutati nitrosoamiinide ekstraktraheerimiseks olid
kuuemilliliitrise mahuga ning spetsiaalselt nitrosoamiinide veest eraldamiseks valja

tootatud. Padrunid olid téidetud 2 g poorse aktiivsdega, mille eripinnaks oli 972 m?/g.
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SPE kollektoriks oli Waters firma kahekiimne pesaga seade (joonis 2.1), mis kannatas
kuni 20 inHg (~67728 Pa) suurust alardhku. Alardhu suurust sai hinnata seadme kiilge
ehitatud réhuanduri abil. SPE seadmesse tekitati alaréhk KNF Lab Laboport® Mini
laboripumbaga, mille voimsuseks oli 50 W (joonis 2.1). Vee jaagid eemaldati padrunitest

kasutades pumpa véimsusega 250 W.

Joonis 2.1. Nitrosoamiinide ekstraktsioon veest padrunisse

Gaasikromatograaf-massispektromeeter, millega proove anallltsiti oli Schimadzu
QP2010 Plus gaasikromatograaf-massispektromeeter. Kromatograafis kasutati Zebron
phase ZB-5MS kolonni, mille statsionaarseks faasi koostiseks oli: 5% fendidl-arileeni ja
95% poliudimetilsiloksaani (ehk dimetillpolisiloksaani). Kolonn oli 30 meetrit pikk
ning 0,32 millimeetrise sise-diameetriga. Proovide masinasse sistimiseks kasutati HTA

firma HT2800T kdikihes GC automaatproovivotjat.

Gaasikromatograafi detektorina kasutati massispektromeetrit. Molekulid ioniseeriti
elektronionisatsiooni abil. Massianaliisaatoriks oli lineaarne kvadrupool
massianallsaator ning detektoriks elektronkordisti. MS seadistuse kontrollimiseks viidi
Iabi uus seadistamine, mille tulemused olid vaga ldhedased eelmisele seadistusele.
Selleks, et varasemalt moddetud tulemused oleksid uutega vorreldavad kasutati edasi

varasemalt tehtud seadistust.
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2.1.4. Viaalide kalibreerimine ja ndude pesu

Proovi kontsentratsiooni arvutamiseks oli vaja lisaks analilsiks kasutatud proovi
ruumalale teada ka I0pliku ekstrakti tapset ruumala. Katsetati nii Ghemilliliitriste kui ka
sajamikroliitriste ekstraktide tegemist. Mdlema jaoks kasutati automaatpipeti ning
ultrapuhta vee abil kalibreeritud viaale. Uhemilliliitrised ekstraktid tehti enamlevinud
umbes kahemilliliitristesse GC viaalidesse ning sajamikroliitriste ekstraktide jaoks
kasutati spetsiaalseid mikroviaale mahtuvusega ~200 ul (joonis 2.2). Tanu

sisestandardi kasutamisele ei pohjustanud viaalide kalibreerimisel ning margini taitmisel

tehtud halbed olulisi varieeruvusi saadud tulemustes.

Joonis 2.2. Ekstrakti kontsentreerimine ~1ml-ni (vasakul) ja ~100 pl-ni (keskel), kalibreeritud

viaalid (paremal)

Vesilahustega kokkupuutuvate ndude pesuks kasutati detergendi lahust ning ohtralt
kraani- ning destilleeritud vett. Enne kasutamist loputati ndusid korduvalt ultrapuhta
vee vOi prooviga. Orgaaniliste lahustite ning ekstraktidega kokkupuutuvaid ndusid pesti
kroomhappe, kraanivee ning destilleeritud veega, kusjuures kasutati vaid taielikult kuivi

nousid.
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2.2. Metoodika optimeerimine

2.2.1. Proovide eeltootlus tahke faas ekstraktsiooniga (SPE)

Nitrosoamiinid esinevad vees enamasti vdga madalates kontsentratsioonides, mistottu
on proovide analilsimiseks vajalik nende eelnev kontsentreerimine. Proovide
kontsentreerimiseks kasutati aktiivsée tdidisega SPE padruneid. Arvestades padrunite
mahtuvust ning toetudes kirjanduslikele andmetele [39] otsustati proovi algseks
ruumalaks valida Uks liiter. Katsetati ka kaheliitriste proovide analllsimist, kuid see
suurendas tunduvalt analilsiks kuluvat aega ning vahendas metoodika

kasutusmugavust.

SPE padrun konditsioneeriti enne proovi anallGusimist kasutades kaks korda 3 ml
diklorometaani, neli korda 3 ml metanooli (alates kolmandast metanooli doseerimisest
ei lastud padrunil enam kuivaks jadada) ja viis korda 3 ml ultrapuhast vett.
Konditsioneerimiseks kasutatud protokoll leiti kirjandusest [39]. Diklorometaan oli
vajalik padruni puhastamiseks anallldi jaakidest, metanool diklorometaani jaakide

padrunist valja pesemiseks ning vesi pesi omakorda padrunist valja metanooli jaagid.

Nitrosoamiinide ekstraktsiooniks padrunisse tdideti padrun prooviga ning tihendati
korgi ning teflonist vooliku abil proovi anumaga (joonis 2.1). Tefloni kasutamine
doseerimisslisteemi valmistamiseks oli oluline, et valtida ebasoovitavate lisandite
sattumist proovi [74]. Proovi voolukiiruseks labi SPE padruni reguleeriti umbes 10
ml/min ehk Uks liiter proovi ldbis padrunit umbes saja minuti jooksul. Selline voolukiirus
saavutati tekitades  anallilsiseadmesse  alardhu kasutades  taisv@imsusel
vaakumpumpa. Peale seda kui kogu veeproov oli padrunit labinud tuli katseseade ning

padrunid veest kuivatada.

Padrunite kuivatus oli vajalik selleks, ekstraktid oleksid homogeensed. Kuivade

ekstraktide saamiseks katsetati kolme erinevat varianti.

Esiteks kuivatati SPE padruneid ~5 inHg (~16932 Pa) suuruse alardhuga pikema aja
jooksul (kuni 30 minutit). Ekstraktid jaid pikale dhu labipuhumisele vaatamata kullaltki
marjaks. Ekstrakti pinnale tekkis selgesti eristatav vee kiht (~1 ml), mis eemaldati

koheselt peale ekstraktsiooni sistla abil.

Lisaks alardhule katsetati SPE padrunite kuivatamist kuumutamise abil. Padruneid
kuumutati kahel eri temperatuuril. 40 °C juures pidi padruneid kuivatama vahemalt

00pdeva. 65 °C juures tuli padruneid kuumutada umbes 8 tundi. Kuivatuskapi
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temperatuuri tdstmine olulisi anallitidi kadusid kaasa ei toonud. Visuaalsel vaatlusel
saadi veevabad ekstraktid. Padrunite pikaajaline kuumutamine tdi kaasa moningad
lisandid mass-kromatogrammis ning pikendas oluliselt proovi analitsiks kuluvat aega,

mistottu jatkati optimaalse kuivatusmeetodi otsimist.

Optimaalseks osutus meetod, mille puhul kuivatati esmalt kogu katseseade
paberratikuid kasutades ning seejarel kuivatati padruneid neist 6hku labi puhudes.
Katseseadmesse tekitati selleks kuni 15 inHg (~50796 Pa) suurune alardhk (katseseade
kannataks kuni 20 inHg (~67728 Pa) suurust alardhku) ning 6hku puhuti padrunitest
Iabi umbes viie minuti jooksul. Saadud ekstraktid sisaldasid vee jaake, mis seoti

veevaba naatriumsulfaadi abil.

Nitrosoamiinide ekstraktsiooniks diklorometaani paigutati SPE kollektorisse
katseklaaside statiiv koos katseklaasi(de)ga. Kuna proove oli vaja edasi kuivatada
naatriumsulfaadiga, tuli kasutada suuremaid lihviga katseklaase, mille mahutamine
katseseadmesse oli raskendatud (joonis 2.3). SPE kollektor ning kasutatud katseklaasi
statiiv vOimaldasid korraga ekstraheerida maksimaalselt kahte proovi ning alardohu

tekitamiseks tuli eelnevalt katseseadet flilsiliselt kokku suruda.

Padruni Ulemine reservuaar tdideti diklorometaaniga. Alardhu abil taideti padrun

diklorometaaniga ning oodati Uiks minut. Edasi jatkati elueerimisega umbes 1 ml/min.

Ekstrakti mahuks koos veega saadi umbes 6-7 ml.

Joonis 2.3. Nitrosoamiinide ekstraktsioon diklorometaani (vasakul) ja NaxSO4 filtreerimine

proovist (paremal)
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Ekstraktide kuivatamiseks lisati korgiga katseklaasi veevaba naatriumsulfaati ning
loksutati. Protseduuri korrati kuni naatriumsulfaadi helveste moodustumiseni proovis.
Proov valati ettevaatlikult padrunfiltrile ning suruti Iabi filtri (joonis 2.3). Katseklaasi

loputati kolm korda 0,5-1 ml diklorometaaniga, mis valati samuti filtrile.

Ekstrakti kontsentreerimiseks katsetati kolme erinevat meetodit. Esiteks lasti
ekstraktil toatemperatuuril aurustuda. See meetod toimis, kuid oli vdaga ajamahukas.
Ekstrakti aurustamine vottis aega umbes kaks 66pdeva, mille jooksul tuli diklorometaani

taset jalgida, et kogu ekstrakt ara ei auruks.

Teiseks prooviti ekstrakti kontsentreerida keetmisel (Julabo® TWS8 kaheksaliitrises)
vesivannis. Kuna ekstrakt oli kogutud kitsasse katseklaasi ei tekkinud diklorometaani
keemistemperatuuril keemistsentrit. Keemine algas alles peaaegu 20 °C kdrgemal
temperatuuril, kuid seeest véga intensiivselt. Eksperimendi tulemusel selgus, et

keetmine kitsas katseklaasis ei ole optimaalne viis ekstrakti kontsentreerimiseks.

Kolmandaks katsetati ekstraktide kontsentreerimist vesivannis termostateeritult (25°C)
lammastiku voolus, mis osutus optimaalseks meetodiks. Termostateerimiseks kasutati
Julabo® TW8 kaheksaliitrist vesivanni, mis taideti kraaniveega. Lammastiku proovidest
labijuhtimiseks kasutati kummivoolikuga (Uhendatud teflonvoolikut, mis viidi
katseklaasis olevasse ekstrakti (joonis 2.2). Ekstraktid kontsentreeriti umbes 0,6-0,8
milliliitrini. Kontsentraatidele lisati alakloori lahust ning ekstraktid viidi kvantitatiivselt
Ule kalibreeritud Ghemilliliitristesse viaalidesse, mis tdideti diklorometaaniga margini.

Ekstrakte analtusiti kasutades GC-MS.

2.2.2. GC-MS analiius

Temperatuuriprogrammi leidmiseks valmistati 100 pM NDMA lahus diklorometaanis
(NDEA-d ja NMOR-i ei lisatud lahusesse, sest need ained polnud veel laborisse joudnud).
Sobivate temperatuuriprogrammi kanditaatide leidmiseks kasutati kirjanduse abi.
Esmalt prooviti EPA meetodikas 521 [39] kasutatud temperatuurireziimi (tabel 2.1. ja
joonis 2.4). Temperatuurireziim ei osutunud kasutatava kolonni ning uuritava

anallGitdiga sobivaks, sest NDMA piiki ei suudetud mass-kromatogrammist tuvastada.

Tabel 2.1.Temperatuuriprogrammi katse 1

Temperatuur (°C) Hoidmisaeg (min) Temperatuuritdus (°C/min)
40 3 0
170 0 4
250 3 20
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Temperatuur (°C)
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Joonis 2.4. Temperatuuriprogrammi katse 1

40 50

Seejarel katsetati Filho et al. [87] kasutatud temperatuuriprogrammi (joonis 2.5. ja

tabel 2.2). NDMA piik suudeti antud programmiga tuvastada, kuid NDMA elueerus juba
umbes kolmandal minutil ning NDMA piik oli suhteliselt lame. Selgus ka pdhjus, miks

esimene temperatuurireziimi katsetus ebadnnestus - NDMA elueerub kolonnist juba

~40°C juures.

Tabel 2.2. Temperatuuriprogramm katse 2.

Temperatuur (°C) Hoidmise aeg (min) Temperatuuritdus (°C/min)
35 3 0
70 0 5
200 10 15
250
~ 200
@)
8/
5 150
=)
5
8 100
£
()
F 50
0
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Aeg (min)

Joonis 2.5. Temperatuuriprogrammi katse 2
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Temperatuuri programmi katse 2 voeti optimaalse temperatuuri reziimi leidisel aluseks.
Edasi katsetati, kuidas mojub temperatuuritbusu muutus analllidi piigile. NDMA
varajase elueerumise tottu kolonnist ei suudetud katsetuste tulemusel NDMA piiki
oluliselt teravdada ega retentsiooniaega oluliselt pikendada. Kill aga suudeti ilma
negatiivsete efektideta temperatuuriprogrammi pikkust tunduvalt vahendada.
Optimaalseks osutus programm kogupikkusega 18,75 minutit. Esimese 2,75 minuti
jooksul hoiti temperatuuri 35 °C juures, seejarel tosteti temperatuuri 15 °C/min kuni
200 °C saavutamiseni (11 minutit), 200 °C juures hoiti temperatuuri veel 5 minutit

kolonni puhastamiseks (joonis 2.6).

Temperatuur (°C)

0 5 10 15 20
Aeg (min)

Joonis 2.6. GC temperatuuriprogramm

Temperatuuriprogrammi sobivust NDEA ning NMOR-i maaramiseks testiti esimesel
voimalusel, kui ained laborisse joudsid. NDMA pdohjal valitud temperatuuriprogramm
sobis ka NDEA ja NMOR-i anallusiks, kusjuures NDEA ja NMOR-i piigid olid kasutades
valitud temperatuuriprogrammi tunduvalt teravamad kui NDMA piik. Samuti olid nende
retentsiooniajad pikemad (~3,2 minutit NDMA, ~5,3 NDEA ning ~7,5 NMOR-i puhul).

Massispektromeetri abil detekteeriti ja kvantiseeriti GC kolonnist elueeruvad
analtiudid. Ioonallika ja liidese temperatuuriks valiti 200 °C. MS viibeajaks maarati 2,5
minutit. Sobiv detektori pinge vaartus leiti seadistamise tulemusel. Suurema
tundlikkuse saavutamiseks moodeti mass-kromtogrammid SIM (Selective Ion
Monitoring) reziimis. SIM reZiimi kasutamiseks tuli eelnevalt leida iga analQldi
retentsiooniaeg ning sellele omane massi/laengu suhe. Vajalike andmete leidmiseks
anallusiti avastamispiirist sadu kordi kdrgema kontsentratsiooniga spaigitud proove

massispektromeetri skaneerivas reziimis.
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2.2.3. Sisestandardid

Sisestandardina kasutati nitrosomorfoliini. NMOR valiti sisestandardiks, sest tegemist
on nitrosoamiiniga, mistdttu on selle seondumine ja elueerumine SPE padrunist sarnane
anallitidele (NDEA ja NDMA). NMOR retentsiooniaeg on ldhedane NDEA-le. NMOR-i
esinemine joogivee proovides on tunduvalt vahem tdenadoline kui NDEA vdi NDMA
esinemine. Kirjanduse andmetel ei tekkinud vees NMOR-i ka prekursorite lisamisel [31].
Joogivees on NMOR-i leitud kontsentratsioonil kuni 3 ng/I, mis on tunduvalt madalam,
kui NMOR-i kasutatav kontsentratsioon (520 ng/l) sisestandardina [25]. NMOR-i on
leitud kdrgemates kontsentratsioonides (5-30 ng/l) heitvee proovidest [89], mistottu
vOiks heitvee proove analililisida paralleelidena (kusjuures NMOR-i tuleks lisada ainult

Uhele paralleelidest).

NMOR lisati nii kalibreerimisproovidele kui ka reaalsetele proovidele enne SPE-d. Niisiis
vOttis NMOR arvesse vOimalikke kadusid SPE protsessis, naatriumsulfaadiga
kuivatamisel, naatriumsulfaadi filtreerimisel, lammastiku voolus aurustamisel, ekstrakti
Ulekandmisel ja margini tditmisel ning gaasikromatograaf-massispektromeetrisse

ststimisel.

Metoodika véljatootamisel kasutati enne NMOR-i saabumist ning hiljem paralleelselt
NMOR-ga sisestandardina alakloori. Alakloori puhul ei olhud tegemist eriti hea
sisestandardiga, sest alakloori struktuur, flusikalise ja keemilised omadused ning
retentsiooniaeg erinesid oluliselt anallititidest. Seetottu lisati alakloor juba aurustatud
ekstraktile ning alaklooriga sai hinnata vaid katseklaasist viaali Glekandmisel tekkivaid
kadusid, ekstrakti ruumala erinevusi ning gaasikromatograafi sistitava ruumala
varieerumist. Erinevate alakloori kontsentratsioonide slistimisel gaasikromatograaf-
massispektromeetrisse hinnati alakloori sobivaimaks kontsentratsiooniks ekstraktis
270 pg/l.

2.3.GC-MS kalibreerimine

GC-MS kalibreerimiseks valmistati vesilahused, mis sisaldasid eri kontsentratsioonides
analliidte (NDMA ja NDEA) ning sisestandardit (NMOR). NMOR-i lisati
kalibreerimislahustele kasutades NMOR pohilahust kontsentratsiooniga 1,3 mg/I (1 pl
NMOR-i lahustati ihes liitris vees). Kalibreerimislahustele lisati 0,4 ml NMOR pdhilahust

ehk NMOR-i kontsentratsioon kalibreerimislahustes oli 520 ng/I.
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NDEA kalibreerimislahuste valmistamiseks kasutati NDEA pohilahust
kontsentratsiooniga 0,95 mg/l ja vahelahjendust kontsentratsiooniga 9,5 ug/l. NDEA
pohilahuse valmistamiseks moddeti (ks mikroliiter (kasutades U(ihe mikroliitrise
nominaalruumala mikrosistalt) Gheliitrisesse moodtkolbi, mis tdideti ultrapuhta veega
margini. Vahelahjenduse tegemiseks kasutati 200-ml modtkolbi, millesse doseeriti
viiemilliliitrise nominaalruumalaga automaatpipetti kasutades 2 ml NDEA pdhilahust.

Mdotkolb taideti ultrapuhta veega margini.

NDMA kalibreerimislahuste valmistamiseks kasutati NDMA pohilahust
kontsentratsiooniga 8 ug/l. NDMA pdhilahuse valmistamiseks moddeti 10 mikroliitrit
(kasutades 10 plI nominaalruumalaga mikrosistalt) NDMA sertifitseeritud lahust

metanoolis (200 mg/I) 25 milliliitrisesse mdotkolbi, mis taideti ultrapuhta veega margini.

Kalibreerimislahuste valmistamiseks doseeriti pudelisse NDMA, NDEA ning NMOR-i
pohilahuseid kasutades automaatpipette. Pdhilahustele lisati ks liiter ultrapuhast vett.
Vee lisamiseks kasutati mootsilindrit, sest kalibreerimislahuste juures oli vdga oluline,
et need sisaldaksid kindlas koguses anallGite. Vahem oluline oli lahuse tapne
kontsentratsioon. NDEA kalibreerimislahuste jaoks valiti jargmised vesilahuste
kontsentratsioonid: 4,75; 9,5, 23,75; 38,0; 47,5; 57,0; 71,25; 95,0; 142,5; 190,0 ng/I.
NDMA kalibratsiooni jaoks kasutati vesilahuseid kontsentratsioonidega 100; 120; 150;
176; 200; 252; 300; 350 ng/Il. Lisaks erinevas kontsentratsioonis NDMA-le ja NDEA-le
sisaldasid kalibreerimislahused ka NMOR-i, mille kontsentratsioon koikides

kalibreerimislahustes oli 520 ng/I.

Koikidele lahustele lisati 450-600 mg naatriumtiosulfaat pentahldraati.
Naatriumtiosulfaadi lisamine proovidele oli vajalik, et vees lahustunud kloor ei
moodustaks diklorometaaniga NDMA-d ja teisi nitrosoamiine [88]. Naatriumtiosulfaadi
lisamine kalibreerimislahustele oli vajalik tdestamaks, et see ei moéjuta anallltide

kvalitatiivset ega kvantitatiivset analtusi.

Lisaks kalibreerimisproovidele analtusiti ka nullproove (ultrapuhast vett), millega viidi
labi koik anallisi protseduurid analoogselt kalibreerimisproovidele (kaasaarvatud
naatriumtiosulfaadi ja sisestandardite lisamine). Nullproovide analils oli oluline
tO0estamaks, et olulised mass-kromatogrammi piirkonnad on anallitide puudumisel

toepoolest tiihjad.
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3. TULEMUSED JA ARUTELU

3.1. Metoodika karakteristikud

3.1.1. Selektiivsus

Anallidi identifitseerimiseks kasutati massi-laengu suhet ja retentsiooniaega (tabel
3.1). Joonisel 3.1 on toodud (he kalibreerimisproovi mass-kromatogramm, milles
analldtide sisaldused olid jargnevad: NDEA 71 ng/l, NDMA 200 ng/l, NMOR 520 ng/I.

Alakloori kontsentratsioon ekstraktis oli 270 ug/I.

Tabel 3.1. AnallUtide ja sisestandardite karakteristikud mass-kromatogrammil

NDMA NDEA NMOR Alakloor

Massi-laengu suhe (m/z) 74 102 116 188
Umbkaudne retentsiooniaeg (min) 3,2 5,3 7,5 14,7

(x10,000)

74.00 (1.00)

102.00 (1.00)

188.00 gl.OO;
1.2%16.00 1.00

|
1.00
0.75

NDMA
0.30~ B s
NDEA

0.25 Alakloor

| ]

‘ NMOR
0.00 &

30 40 50 6.0 70 80 9.0 10.0 11.0 12.0 13.0 14.0 15.0 16.0 17.0 18.0

Joonis 3.1. Analllte ning sisestandardeid sisaldav kalibreerimisproov

Proovide kontsentreerimine ning madalad anallldi sisaldused toid tugevalt esile
solvendi puhtuse ning solvendis sisalduvate lisandite olulisuse. Aurustades Fisher
Chemical 99,8% puhtusega diklorometaani kiimnelt milliliitrilt Ghe milliliitrini suurenesid

mass-kromatogrammil mitmed ka algselt esinenud piigid, mistottu voib eeldada, et need
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lisandid tulenesid diklorometaani ebapuhtusest. Vordlusena aurustati ka sama
puhtusastmega Sigma-Aldrichi diklorometaani, kuid mass-kromatogrammil esines

veelgi rohkem ja suuremaid lisandite piike.

Saadud tulemuste nditasid, et solvendi puhtus ning selles esinevad lisandid on antud
metoodika juures vaga olulised ning alla 99,8% puhtusastemga dikloromteaani
kasutamine ei annaks rahuldavaid tulemusi. Samuti tdestati sellega, et analltidele
mitteomaste piikide esinemine mass-kromatogrammil on kasutatud metoodika ning

kemikaalide puhul véltimatu.

Aurustatud diklorometaani ja nullproovide (joonis 3.2) analililis ning vordlus naitasid, et
enamus lisandid satuvad ekstrakti diklorometaanist ja vOimenduvad ekstrakti
kontsentreerimisel. Esinenud lisandite retentsiooniajad ja m/z suhted ei kattunud

analtutidega.

(x1,000)
74.00 (1.00)
102.00 (1.00
188.00 (1.00
2.416.00 (1.00

6.0

5.0

N ol | ) A
P TSP S PSP S B S PO S AU G LV, ST N BT SRR T WL LR N S LN S

Alakloor

] NMOR P
]-‘ ]

—— T T || | w e —— L |

30 40 50 6.0 7.0 80 9.0 10.0 11.0 12.0 13.0 14.0 15.0 16.0 17.0 18.0

Joonis 3.2. Sistandarditega nullproov

3.1.2. Kalibreering

NDEA-le ja NDMA-le koostati Uhemilliliitriste ekstraktside anallsil vordlusena kolm

kalibreerimisgraafikut. Kalibreerimisgraafikute koostamiseks anallsiti erinevate NDEA

38



ja NDMA sisaldustega ning konstantse NMOR (sisestandard) kontsentratsiooniga
vesilahuseid. Teine sisestandard - alakloor lisati juba aurustatud ekstraktidele. Esimesed
kalibreerimisgraafikud votsid arvesse ainult analliidi signaali (joonised 3.3), teised
vOtsid arvesse analliiidi signaali vorreldes alakloori signaaliga (joonis 3.4) ja kolmandad

baseerusid anallitidi signaali vordlusel NMOR signaaliga (joonis 3.5 ja 3.6).

Ainult analllidi signaalil pdhinevatel kalibreerimisgraafikutel (joonis 3.3) esineb
suhteliselt suur kalibreerimispunktide hajuvus. Positiivselt poolelt paiknevad punktid
kalibreerimisfunktsiooni Umber juhuslikult ning korrelatsioonikordaja ruudud on 0,9
ldhedased. Kuigi analtldi sisaldust proovis saaks teataval maaral hinnata ka ilma

sisestandardit kasutamata, tuleks seejuures arvestada tunduvalt suurema

madaramatusega.
6000
5000 y = 22,412x
R2 = 0,8924
4000
5
% 3000 y = 14,742x - 574,53
& R2 = 0,8653
< 2000
NDEA
1000
NDMA
0
0 50 100 150 200 250 300 350 400

C(analuit) (ng/l)

Joonis 3.3. NDEA ja NDMA kalibreerimisgraafikud ainult anallilidi signaalide pohjal

Teise kalibreerimisgraafiku puhul kasutati sisestandardina alakloori (joonis 3.4), mis
erineb oma keemiliste ja flilsikaliste omaduste poolest tunduval analliitidest, mistottu
lisati see alles kontsentreeritud ekstraktile. Punktide hajuvus on vorreldes
sisestandardita kalibreerimisgraafikuga tunduvalt vahenenud, millest vdib jareldada, et
ekstrakti viaali tUlekandmisel, viaali margini taitmisel ning gaasikromatograafi proovi
sustimisel tekkivad erisused on kullaltki suure téhtsusega. Nii NDEA ja kui ka NDMA
kalibreerimisfunktsioonide korrelatsioonikordajate ruudud on Ule 0,9 ning punktide
jaotus kalibratsoonifunktsiooni imber on juhuslik. Kuigi alakloor pole optimaalne aine
NDMA ja NDEA  sisestandardina kasutamiseks, voOimaldavad koostatud
kalibreerimisgraafikud anda adekvaatse hinnangu anallitide kontsentratsioonidele

sobivama sisestandardi puudumisel.
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Joonis 3.4. NDEA ja NDMA kalibreerimisgraafikud, sisestandardiks alakloor

Koik kalibreerimisgraafikud andsid rahuldavaid tulemusi, kuid suurima usaldusvaarsuse
ja korrelatsiooni kordaja ruudu (R?) vaartusega olid NMOR-i sisestandardina kasutavad
kalibreerimisgraafikud (joonised 3.5 ja 3.6). Optimaalse kalibreerimisgraafiku
lineaarsust naitab Uhele lahenev korrelatsiooni kordaja ruut. Madramatuse sobivust
toestab see, et kdik kalibreerimispunktid jaavad kalibreerimisfunktisoonist vahem kui
maaramatuse kaugusele. Kasutades sisestandardina NMOR-i vdetakse arvesse kadusid

kogu analUusiprotsessi kéigus, mis suurendab kalibreeringu usaldusvaarsust.

0,2 004x

S92l

~

y=0
0,8 R2 =

0,7
0,6
0,5

0,4 I—O—i

A(NDEA)/A(NMOR)

0,3 ,.._|

0,2 :
’ '_.4—.4

okt oot
; .
-10 40 90 140 190 240
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Joonis 3.6. NDEA kalibreerimisgraafik, sisestandardiks NMOR
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Joonis 3.6. NDMA kalibreerimisgraafik, sisestandardiks NMOR

NDMA kalibreerimisgraafiku korrelatsioonikordaja ruudud oli Uldiselt madalamad kui
vastavatel NDEA kalibreerimisgraafikutel. Peamiseks kalibreerimispunktide hajuvuse
pohjuseks voiks pidada NDMA piikide lamedat kuju, mis muutis NDMA tuvastamise ning

tapse piigi integreerimise keerukaks.

Parast Uhemilliliitrise ekstrakti analGUsi avati proovi viaal ning aurustati ekstrakt
ldmmastiku voolus ~80 pl-ni (joonis 2.2). Ekstrakt kanti kvantitatiivselt tle kalibreeritud

100 pl viaali ning taideti margini. Ekstrakti analllsiti uuesti GC-MS abil.

Sel viisil sai voOrrelda kontsentreerimise moju analllddi piikidele. Proovi
kontsentreerimisel 100 pl-ni teravnes NDEA piik, NDMA piik muutus aga mirast
raskemini eristatavaks vOi kadus sootus. Katsete tulemusel osutus optimaalseks

kasutada ekstrakte |6ppruumalaga 1 ml.

3.1.3. Avastamispiir ja maaramispiir

Metoodika avastamis- ehk detekteerimispiiri mddramiseks kasutati EPA
metoodikas 521 soovitatud meetodit [39]. Anallltide jaoks valiti eeldatavasti
detekteerimispiiri lahedal paiknevad kontsentratsioon, milleks NDMA puhul valiti 100
ng/l ning NDEA puhul 5 ng/l. Lisaks anallltidele lisati lahustesse sisestandardina
NMOR-i (520 ng/l). Kokku valmistati ja anallUsiti seitse lahust sama nadala kolmel eri

paeval.
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Metoodika detekteerimispiir leiti kasutades valemit 3.1. NDEA avastamispiiriks maarati
6 ng/l (vorrand 3.2) ning NDMA avastamispiiriks maarati 42 ng/l (vOorrand 3.3).
Avastamispiiride leidmiseks kasutatud andmed ning saadud tulemused on toodud tabelis
3.2.

DL = st(y_1, 1-a=0,99) (3.1)
DL- avastamispiir (ng/l)
s- kontsentratsioonide standardhédlve (ng/l)
t(n-1, 1-a=0,99) - Studenti t-kordaja 99% usaldusnivoo korral, kui n-1 tahistab

vabadusastmete arvu ja n tahistab korduste arvu

DLNDEA = 1,53 * 3,71 =6 [ng/l] (3.2)

DLNDMA = 11,35 * 3,71 ~ 42 [ng/l] (3-3)

Tabel 3.2. NDMA ja NDEA avastamispiiri madaramine

A(NDMA)/ A(NDEA)/ | C(NDMA) | C(NDEA)
A(NDMA) A(NDEA) A(NMOR) A(NMOR) A(NMOR) [ng/I] [ng/I]
1827 245 10507 0,174 0,023 132,9 5,77
1485 290 8990 0,165 0,032 130,4 7,99
1688 250 9240 0,183 0,027 1354 6,70
1400 246 7097 0,197 0,035 139,6 8,58
1959 316 9220 0,212 0,034 144,0 8,48
- 249 8352 - 0,030 - 7,38
- 168 9429 - 0,018 - 4,41
653 - 7263 0,090 - 108,8 -
1513 - 8095 0,187 - 136,6 -
Keskmine (ng/I) 132,5 7,04
Standardhaélve (ng/l) 11,35 1,53
Kordusmddtmiste arv 7 7
Vabadusastemete arv 6 6
t(99%) 3,71 3,71
Avastamispiir (ng/!) 42 6

A- piigi pindala mass-kromatogrammil

C- kontsentratsioon (ng/l)

Metoodika madramis- ehk kvantiseerimispiiri (MRL) leidmiseks kasutati EPA
metoodika 521 juhiseid [39]. M@aramispiiri leidmiseks valiti eeldatavasti maaramispiiri
ldhedal asuv analtuldi kontsentratsioon. Valitud kontsentratsioonil valmistati seitse
lahust, mida anallUsiti valjatédtatud metoodika kohaselt. Edasi leiti analilsi tulemuste
pohjal arvutatud analliiidi kontsentratsioonide standardhdlve. Valitud maaramispiir

hinnati sobilikuks, kui vorrandites 3.4 ja 3.5 esitatud tingimused olid taidetud.
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Ckeskm + 3,9635

Cteor

< 150% (3.4)

s- analliltdi kontsentratsioonide standardhélve (ng/l)

Creskm- anallidi (signaalide pohjal arvutatud) kontsentratsioonide aritmeetiline
keskmine (ng/I)

Cteor- anallilidi teoreetiline kontsentratsioon ehk analllsitud vesilahuse spaigitud

kontsentratsioon (ng/l)

Ckeskm - 3,9635

Cteor

> 50% (3.5)

NDEA puhul valiti m@aramispiiri kontsentratsiooniks 23,75 ng/l ning NDMA puhul 200
ng/l. Paralleelmdotmiste algandmed ning vahearvutused on toodud tabelis 3.3,

tulemusi kajastab tabel 3.4.

Tabel 3.3. NDEA ja NDMA maaramispiiri kinnitamise algandmed ja vahearvutused

1 1
A(NDMA) | A(NDEA) | A(NMOR) AA(('\'N?,:\Q)‘;{))/ Ca”((r']\'gD/'l\;'A) A;\((m%%/ Ca”((nNgelE)A)

1488 419 4821 0,309 171,5 0,087 21,5
1400 356 4490 0,312 172,4 0,079 19,6
1601 419 4737 0,338 179,9 0,088 21,9
1884 422 4816 0,391 195,2 0,088 21,7
1655 437 4391 0,377 191,1 0,100 24,6
1574 ] 5022 0,313 172,9 - -
1488 565 4796 0,310 172,0 - -

] 392 4171 ] - 0,094 23,3

- 449 5153 - - 0,087 21,6

1 - arvutamiseks kasutati andmeid kalibreerimisgraafikutelt joonis 3.6 ja joonis 3.7

Tabel 3.4. NDEA ja NDMA maaramispiiri kinnitamise tulemused

NDMA NDEA

Cieor (Ng/1) 200 23,75
Ceskm (ng/1) 179,3 22,0
Standardhalve (ng/l) 9,9 1,57
Ulemine piir (£150%) 109% 113%
Alumine piir (=50%) 70% 63%

3.1.4. Maaramatus

NDEA ja NDMA maaramatuste arvutamiseks kasutati maaramispiiri kinnitamiseks

tehtud analllside tulemusi. Maaramatuste arvutamiseks kasutati standardhélbe
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arvutamise valemit 3.6, mis vordleb anallitide teoreetilisi kontsentratsioone
arvutuslike vaartustega. Saadud standardhalve korrutati maaramatuse leidmiseks
kahega. Eeldusel, et leitud tulemused vastavad standardjaotusele ning et maaramatus
ei sOltu anallitidi kontsentratsioonist proportsionaalselt, peaks 95% saadud tulemustest
NDEA ja NDMA

maaramatuste arvutuseks kasutatud andmed ning saadud tulemused on toodud

jddma tegelikust vaartusest kuni maaramatuse kaugusele.

vastavalt tabelites 3.5 ja 3.6.

Z?=1(Cteor - Carv)
n—1

(3.6)

s(analuut) =

s(anallit)- analtlddi standardhalve (ng/l)

Cieor- anallilidi teoreetiline kontsentratsioon ehk analllsitud vesilahuse spaigitud
kontsentratsioon (ng/I)

Canv- analltdi kontsentratsioon arvutatuna analliidi signaali ja kalibreerimisgraafiku
(joonised 3.5 ja 3.6) abil (ng/l)

n- kordusmootmiste arv

Tabel 3.5. NDEA maaramatuse arvutus

Cteor(NDEA) Carn/(NDEA) Cteor(NDEA)-Cary(NDEA) [Cteor(NDEA)-Carv (NDEA)]2
(ng/l (ng/l (ng/h (ng/1)?
21,5 2,23 4,99
19,6 4,12 16,99
21,9 1,85 3,43
23,75 21,7 2,06 4,24
24,6 -0,89 0,79
23,3 0,48 0,23
21,6 2,18 4,75
s(NDEA) (ng/I) 2,48
s(NDEA)*2 (ng/l) 4,95~5

NDEA maaramatuseks hinnati £5 ng/l. Leitud maaramatuse veapiirid on kantud ka

joonisele 3.5.

Tabel 3.6. NDMA maaramatuse arvutus

Cteor(NDMA) Car(NDMA) Ceor(NDMA)-Cary(NDMA) [Cieor(NDMA)-Car(NDMA) 12
(ng/1) (ng/1) (ng/1) (ng/1)?
171,53 28,47 810,45
172,44 27,56 759,78
179,94 20,06 402,43
200 195,20 4,80 23,08
191,08 8,92 79,60
172,90 27,10 734,44
171,99 28,01 784,40
s(NDEA) (ng/l) 24,48
s(NDEA)*2 (ng/l) 48,9549
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NDMA maaramatuseks hinnati £49 ng/l. Leitud maaramatusest tulenevad veapiirid on

kantud ka joonisele 3.6.

3.1.5. Saagis

Metoodika saagist hinnati anallitide jaoks eraldi. Saagise hindamiseks valmistati
analldtide lahused diklorometaanis, millele lisati sisestandardina alakloori ning mida
analldsiti kasutades GC-MS (joonis 3.7). NDEA ja NDMA saagise arvutamiseks

kasutatud andmed ning saadud tulemused on toodud tabelites 3.7 ja 3.8.

9
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Joonis 3.7. NDEA ja NDMA kalibreerimisgraafikud diklorometaanis

Tabel 3.7. NDEA saagis

Cieor(NDEA) | (NDEA) | A(Alakioor) A(NDEA)/ | Coeale eeltsstiust(NDEA) Saagis
(ng/l) A(alakloor) (ng/)
9,5 356 2466 0,14 9,9 104%
23,75 833 2448 0,34 23,3 98%
38 787 1901 0,41 28,4 75%
47,5 1327 2609 0,51 34,8 73%
71,25 2411 2726 0,88 60,6 85%
95 2702 2210 1,22 83,8 88%
142,5 2848 1199 2,38 162,7 114%
190 3853 1539 2,50 171,5 90%

NDEA saagis varieerus 73%-114%. Alla 100% saagised tulenevad pohiliselt proovi
todtlemisel tekkinud kadudest. Ule 100% saagised ei tdhenda, et analiiiiti oleks

anallusil kuskilt juurde tekkinud. Kuna saagise % soltub alakloori kogusest ekstraktis,
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on tdoendoline, et nende proovide puhul tekkis alakloori kadu sisestandardi lisamisel

ekstrakti voi ekstrakti Glekandmisel katseklaasist viaali.

Tabel 3.8. NDMA saagis

G eor NDMA A(NDMA)/ C(NDMApeaIe eeltéétlust) .

t (r(mg/l) ) A(NDMA) | A(Alakloor) Aalakioor) (na/l) Saagis
100 715 2609 0,27 28,5 29%
120 1794 1962 0,91 95,2 79%
150 1945 2726 0,71 74,3 50%
176 1386 1471 0,94 98,1 56%
200 2622 2210 1,19 123,5 62%
252 2345 1237 1,90 197,3 78%
300 3803 1911 1,99 207,2 69%
350 5089 1646 3,09 321,8 92%

NDMA saagis oli Uuldiselt 50%-92%. Madalam saagis (29%) esines NDMA
kontsentratsioonil 100 ng/I, mis jai ka alla NDMA madaramispiiri. See, et NDMA saagised
pigem suurenesid kontsentratsiooni tdusuga naitas, et saagist limiteerivaks teguriks ei
olnud SPE padruni mahtuvus. NDMA tunduvalt madalamad saagised vorreldes NDEA-ga

vOisid tuleneda NDMA piigi lamedamast kujust.

3.1.6. Maksumus

Metoodika kasutuselevotul on lisaks metoodika anallltilisele voimekusele ning
kasutusmugavusele oluline ka selle maksumus. Metoodika maksumuse vOiks jaotada

Uldiselt muutuvkuludeks ning algkapitaliks.

Muutuvkuludena on arvesse vOetud lahusteid (CH2Cl2 ja CH4OH), sisestandardit
(NMOR), SPE kassette, filtreid (sustalfilter, membraanfilter, tselluloos filter), GC viaali
korke, kuivatusagenti (veevaba Na2S04), dekloreerimise agenti (Na>S203) ning t66joudu
ehk palgafondi. Tabel 3.9 kajastab Ghe proovi analliisimisel tekkivate muutuvkulude
umbkaudseid vaartusi ning tabel 3.10 vastavalt ainult muutuvkulude pdhjal arvutatud
proovi anallilisi omahinda. Materjalide maksumuse hindamiseks on pohiliselt kasutatud
tuntud kemikaale tootvate firmade kodulehti (Merck, Fisher Scientific). Hinnad on

umbkaudsed ning arvesse ei ole vOetud tarneprobleeme ega maksumust.
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Tabel 3.9. Muutuvkulud Uhe proovi analtusiks

(Materjali Materjali Osakaal
maksumus, €)/ | maksumus heitvee
Materjali (ostetavate Uhiku Maksumus proovi
Materjal kulu Uhik Uhikute arv) kohta (€) (€) maksumuses
CHCl, 18,5 ml 164/2500 0,07 1,21 4%
CH4OH 12 ml 75,8/2000 0,04 0,45 1%
NMOR 0,52 Mg 190/1300 0,15 0,08 0,2%
SPE kassett 0,05 tk 274/30 9,13 0,46 1%
Sustalfilter 0,125 tk 237/50 4,74 0,59 2%
GC viaali kork 1 tk 12,12/100 0,12 0,12 0,4%
Na»SO04 1 g 26,8/500 0,05 0,05 0,2%
NazS203 0,1 g 23,2/250 0,09 0,01 0,03%
Toodjoud
(palgafond) 2 h 11/1 11,00 22,00 69%
Membraanfilter 1 tk 196/100 1,69 1,60 -
Membraanfilter 4 tk 196/100 1,69 6,80 21%
Tselluloos filter 5 tk 1,88/100 0,02 0,09 0,3%
Tabel 3.10. Muutuvkulude maksumus (he proovi analiilisiks
Kokku Kokku ilma t66jou kuluta
Kalibreerimisproov 24,98 2,98
Joogivee proov 26,67 4,67
Heitvee proov 31,83 9,83

Kulude hindamisel selgus, et kdige suuremaks muutuvkuluks on t66joud. Tédjoukulude
minimeerimiseks tuleks analililisida vdimalikult palju proove samas prooviseerias ning
katsetada, kas ning kui palju oleks vdimalik proovi voolukiirust labi padruni suurendada.
Igapdevase anallilisi puhul oleks samuti moistlik kaaluda mitme pesaga
lammastikaurustaja soetamist. Heitvee analilsi puhul on suure majandusliku kaaluga
ka proovi tootlus enne tahkefaas ekstraktsiooni - filtreerimine on aegandudev ning

membraanfiltrid on kallid.

Lisaks eelmainitud muutuvkuludele peaks kasutatav labor olema varustatud jargmiste
seadmetega: sobiv GC-MS seade, vaakumpump, automaatpipetid (100 pl, 1 ml, ja 5 ml
nominaalruumalaga), kaal (vahemalt kahe komakohaga), ultrapuhta vee masin,
termostateeritav vesivann, lammastiku generaator, tdmbekapp, kilmkapp. Lisaks
seadmetele on vajalikud ka jargmised laborindud/-tarvikud: Uheliitrine mo&dtsilinder,
proovipudelid, 10 ml nominaalruumaga katseklaasid (lihviga ja ilma), keeduklaasid,
nutsche filter, SPE siisteem, GC viaalid, modtkolvid, mikrosistlad, koonilised kolvid ja
lehtrid.
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3.2. Metoodika rakendamine

Metoodikat rakendati kahest eri veepuhastusjaamast pdrit joogivee ning {hest

reoveepuhastusjaamast parit heitvee proovide analllsimiseks.

3.2.1. Joogivee proovid

Enne anallilsi filtreeriti proovid, kasutades membraanfiltriga nutsche filtrit (Joonis 3.8).
Filtreerimisel eemaldati proovidest lahustumatud raua Ghendid ja teised hdljuvained,
mis vOiksid SPE padrunite filtreid ummistada. Anallilisiks kasutatava proovi koguse (1
liiter) mootmiseks kasutati mootsilindrit. Proovile lisati ~50 mg naatriumtiosulfaat
pentahtdraati (Na25203-5H20).

Joonis 3.8. Proovide filtreerimine nutsche filtriga

Tallinna Vee joogivee tootmise protsess

Tallinna Vesi kasutab joogivee tootmiseks pinnavett Ulemiste j&rvest. Esmalt
eemaldatakse veest vOrede abil suuremad tahkised. Seejarel suunatakse vesi
mikrofiltritele, kus toimub biopuhastus. Peale biopuhastust toimub vee osoneerimineg,
millele jargneb koagulandi ja flokulandi abil selitamine ning Ipuks filtreerimine. Juba
puhtale joogiveele lisatakse kloori, et vesi oleks steriilne mitte ainult jaamast valjudes
vaid ka tarbija kraanidesse joudes. [90]
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Tallinna Vee veepuhastusprotsessis on potentsiaalseteks nitrosoamiine tekitavateks

protsessideks osoneerimine ja jarelkloreerimine.

Tallinna Vee proovid

Kaks proovi vdeti 8.00 Tallinna Vee Ulemiste veepuhastusjaamast linna suunduvatest
hidrantidest. Lisaks veepuhastusjaamast valjuvale veele analllsiti ka vett tarbija
kraanist. Samal paeval kell 9.00 voeti veel kolmas proov Tallinna Tehnikaulikooli labori
kraanist. Enne proovi voOtmist lasti veel mdned minutid tdissurvega joosta ning
proovivotu anumat loputati. Proovide analiilisimisega alustati sama pdeva hommikul.
Koikides anallitsitud proovides jai nii NDMA kui ka NDEA sisaldus alla avastamispiiri.
Naide registreeritud mass-kromatogrammi anallttide piirkonnast on toodud joonisel
3.9.
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4.002.00 (1.00
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Joonis 3.9. Mass-kromatogramm: Tallinna Vee Ulemiste veepuhastusjaamast linna suunduv
hidrant

Narva Vee joogivee tootmise protsess

Narva Veevérk kasutab joogivee tootmiseks Narva joe vett. Esmalt filtreeritakse veest
suuremad ning kuni 0,5 mm suurused tahkised. Jargnevalt kasutatakse flotatsiooni vees
oleva orgaanika eemaldamiseks. Peale flotatsiooni Iabib vesi liiva ja anartsiidi filtri,
millele jargneb vee osoneerimine. Osoneeritud vesi filtreeritakse kasutades

granuleeritud aktiivsbe taidisega filtreid. Viimaste joogiveetdotlusprotsesside
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eesmargiks on desinfitseerimine, selleks kasutatakse UV-kiirgust ning klooramiinide
lisamist. [91]

Nitrosoamiinide tekke seisukohast on potentsiaalselt ohtlikud protsessid osoneerimine
ning klooramiinide lisamine. Nitrosoamiine potentsiaalselt lagundavaks protsessiks on

seevastu vee tootlus UV-kiirgusega.

Narva Vee proovid

Anallusiti kahte Narva Vee proovi. Esimeseks prooviks oli Narva veepuhastusjaamast
linna veevorku valjuv vesi. Proov oli voetud S. Shlypkina poolt aadressilt Kulgu tn 1,
Narva 11. veebruaril 2020 kell 8.30. Teine anallitsitud proov oli voetud I. Gorlova poolt
samal pdeval kell 10.10 tarbija kraanist. Proovid voeti tumedatesse klaaspudelitesse,
mida hoiustati proovide analltlsimiseni 5...10 °C juures. Proove anallusiti kaks paeva

hiljem (13. veebruaril).

Analtisi tulemusel ei suudetud NDMA-d ega NDEA-d proovidest tuvastada. Naide

registreeritud mass-kromatogrammi anallitide piirkonnast on toodud joonisel 3.10.

x1,000)
3-694.00 (1.00)
102.00 51.00
2.7$88.00 (1.00
116.00 (1.00
2.50
2.25
2.00
1.75
1.50

1.25
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1.00 R ) ,

0.75

NDEA

0.50

0.25

275 3.00 3.25 3.50 3.75 4.00 4.25 4.50 4.75 5.00 5.25 5.50 5.75 6.00

Joonis 3.10. Mass-kromatogramm: Narva Vee veepuhastusjaamast linna suunduv

hidrant
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3.2.2. Heitvee proovid

Reoveetddtlus ning nitrosoamiinid

Nitrosoamiinide esinemine ja kontsentratsioon heitvees sdltub reovee paritolust ning
tootlemismeetoditest. Analllsitud heitvesi oli toodetud peamiselt olmereoveest.
Reoveepuhastusprotsess, mida anallilsitud heitvee tootmiseks kasutati ei hélmanud

korge nitrosoamiinide tekkimise potentsiaaliga protsesse.

Heitvee proovide analiiiis

Analiitsiti kahte heitvee proovi samast reoveepuhastusjaamast. Uhe proovi puhul oli
tegemist hetkeprooviga, teise puhul vooluhulgaga proportsionaalselt kogutud ehk
keskmistatud prooviga. Mdlemad proovid olid vetud anallilisiga samal p&eval ning
nende anallilsimist alustati esimesel vdimalusel. Mdlemat proovi anallilsiti kahe

paralleelina.

Heitvee koostis on joogivee omast varieeruvam ning heitvees sisaldub tunduvalt rohkem
erinevaid orgaanilisi Uhendeid, mis suurendab NMOR-i tekkimise toendosust. Heitvett
anallisiti seetdttu paralleelides. Esimese paralleeli analliis viidi 1abi ilma NMOR-i
lisamiseta ning see oli vajalik tdestamaks, et anallilisitav vesi ei sisalda detekteeritavas
kontsentratsioonis NMOR-i. Teisele paralleelile lisati NMOR-i, vdimaldamaks madrata
anallltide ja NMOR piikide suhet NDEA ja NDMA kontsentratsioonide leidmiseks.

Heitvee anallilisimine ndudis pikemat proovi ettevalmistust kui joogivee analiis.
Proovides oli tunduvalt rohkem suspenseerunud tahkiseid, mistottu filtreeriti proovi
kaks korda. Esmalt kasutati eriti tihedat puuvillast paberfiltrit, mis sisaldas lile 98% a-
tselluloosi (klass 391). Seejarel filtreeriti proov nutsche filtri abil [abi 0,45 uym suuruste
pooridega membraanfiltri. Kuna olemasoleva proovi hulk oli piiratud ning mitmekordsel
filtreerimisel tekkisid kaod, tuli analliisitava proovi ruumala vahendada 900 ml-ni.
Kasutatud proovi ruumala arvesse vottes korrigeeriti vastavalt ka proovide kohta
kdivaid maaramis- ja avastamispiire. Proovidele lisati ~50 mg naatriumtiosulfaati.
Esimesele paralleelile ei lisatud NMOR-i, teisele paralleelile lisati 0,4 ml NMOR pdhilahust
kontsentratsiooniga 1,3 mg/| sisestandardiks. NMOR-ga spaigitud proovides oli NMOR
sisaldus seega 580 ng/I.

Edasine anallids toimus jargides valideeritud metoodikat. Proovide mass-
kromatogramme anallilsides leiti esimestest paralleelidest NMOR retentsiooniaja
ldheduses vaike piik (joonis 3.11 m/z=116, t=7,55 min). Analilsides ka NMOR-ga
spaigitud proovide mass-kromatogramme oli kdnealust vdiksest piiki endiselt naha

NMOR piigi korval, mis naitas, et tegemist ei olnud siiski NMOR-ga ja NMOR-i
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kasutamine sisestandardina oli pohjendatud. NDEA ning NDMA retentsiooniaja
piirkondades ei esinenud analilitidele iseloomulikke piike. Proovi ilma sisestandardita

mass-kromatogramm analittide ja sisestandardi piirkonnas toodud joonisel 3.11.

(x1,000)
4.00 (1.00)
5.802.00 (1.00)

188.00 (1.00)
5.016.00 (1.00)

k|

4.0

NDMA

NDEA

1.0

0.5 ’ “NMOR

0.0 :
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Joonis 3.11. Heitvee hetkproovi mass-kromatogramm anallltide ja sisestandardi piirkonnas

Kahe heitvee proovi anallusi tulemused néaitasid, et nii NDMA kui ka NDEA sisaldused
heitvees olid alla avastamispiiri, milleks NDEA puhul oli 6 ng/l ning NDMA puhul 47 ng/I
(avastamispiire kohandati anallusiks kasutatud vaiksema proovi kogusega). Samuti ei

suudetud analiisitud heitveest tuvastada NMOR-i.
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KOKKUVOTE

EPA meetodika 521 podhjal valideeriti metoodika nitrosodimettldlamiini (NDMA) ja

nitrosodiettlilamiini (NDEA) sisalduse maaramiseks veeproovides.

Proovid filtreeriti enne analllsi. Analllsil kasutati sisestandardina nitrosomorfoliini
(NMOR), et arvesse votta anallsil tekkivaid juhuslikke ning slstemaatilisi kadusid.
Proovidele lisati naatriumtiosulfaati ning viidi |abi tahkefaasekstraktsioon. Saadud
ekstrakte kuivatati, kasutades veevaba naatriumsulfaati ning kontsentreeriti
termostateeritult ldmmastiku voolus. Proovidele lisati teist sisestandardit (alakloori)

ning ekstraktid kanti kvantitatiivselt tle kalibreeritud Ghemilliliitristesse GC viaalidesse.

Ekstraktide analtldsimiseks kasutati GC-MS meetodit. GC kolonn oli mittepolaarne ning
kasutatud temperatuurireziimi pikkuseks oli 18,75 minutit. NDMA elueerus ~3,2, NDEA
~5,3, NMOR ~7,5 ning alakloor ~14,7 minutil. GC detektorina kasutati elekron

ionisatsiooniga kvadrupool massispektromeetrit, mille detektoriks oli elektronkordisti.

Valideeritud metoodika avastamispiiriks maarati NDMA jaoks 42 ng/l ning NDEA jaoks
6 ng/l. Metoodika madramispiirid olid vastavalt 200 ng/l ja 23,75 ng/l. Anallitide
maaramatusteks hinnati *49 ng/l (NDMA) ning 5 ng/l (NDEA). Koik
kalibreerimisgraafiku punktid jdid kalibreerimisfunktsioonist vahem kui maaramatuse

kaugusele.

Rakendades valideeritud metoodikat kahest eri pinnaveeallikast toodetud joogivee
anallidsimiseks, ei suudetud analilite proovidest tuvastada. Heitvee proovi analiUsiti
paralleelidena, lisades sisestandardit vaid Uhele paralleelile, tdestamaks, et proov ei
sisalda NMOR-i. AnallUsi tulemuseks oli, et NDMA ja NDEA kontsentratsioonid heitvees

jaid vastavalt alla 47 ng/l ja 6 ng/I.

Vajaliku aparatuuriga varustatud Ilabori muutuvkuludeks valideeritud metoodika
rakendamisel hinnati ~30 eurot proovi kohta. Suurimaks analtlsi muutuvkuluks oli

td6joud, ilma milleta oleks anallilsi muutuvkulude summaks ~10 eurot.

Valideeritud metoodika rakendamine andis esmase hinnangu NDMA ja NDEA sisalduste
kohta Eesti joogi- ning heitvees. Madalamate avastamispiiride saavutamiseks tuleks
muuta analliisiks kasutatud aparatuuri. Katsetada vOiks naiteks polaarsemat GC
kolonni, MS ionisatsiooni meetodina keemilist ionisatsiooni ning Ghekordse MS asemel

tandem MS kasutamist.
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Metoodikat voiks lisaks uuritud proovidele rakendada ka pdhjaveest toodetud joogivee
ning basseinivee anallldsimiseks. Samuti tuleks analliisida ka teistest

reoveepuhastusjaamadest valjuvat heitvett.
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SUMMARY

Based on EPA Method 521 an analytical procedure aimed to determine the
concentrations of nitrosodimethylamine (NDMA) and nitrosodiethylamine (NDEA) in

water samples was validated.

Samples were filtrated before the analysis. Nitrosomorpholine was used as internal
standard to take into account random and systematic losses of analyte. Potassium
thiosulfate was added to the samples and solid phase extraction was conducted. The
extract was dried using sodium sulphate and concentrated concentrated in thermostate
by means of evaporation using the flow of nitrogen. Alachlor was added to the extract

as second internal standard and the extract was quantitatively transferred to a 1 ml vial.

For the analysis of the extract GC-MS method with non-polar GC column was used. The
temperature program lasted 18,75 minutes. The retention times for the analytes were
as followed: NDMA ~3,2, NDEA ~5,3, NMOR ~7,5 and alachlor ~14,7 minutes. The
mass spectrometer used electron ionization and was equipped with quadrupole mass

analyser. The detector of MS was electron multiplier.

The limit of detection for NDMA and NDEA was determined to be 42 ng/l and 6 ng/l,
respectively. The minimum reporting level for the analytes were 200 ng/I for NDMA and
23,75 ng/l for NDEA. The uncertainty of the analytes were £49 ng/l (NDMA) and £5
ng/l (NDEA). The calibration function was closer to calibration points than the

uncertainty.

Applying a validated method for the analysis of drinking water produced from two
different surface water sources, no analytes were detected in the samples. The
wastewater effluent samples were analyzed in parallel. The internal standard (NMOR)
was thereby added to only one of the parallels in order to demonstrate the absence of
NMOR in the samples. The analysis showed that the concentration of NDMA in the

effluent was less than 47 ng/l and 6 ng/l, respectively.

The variable costs for the application of this method in an analytical laboratory equipped
with all necessary tools was found to be ca 30 euros per sample comprising the largest
variable cost for labor. The amount of variable costs without taking into consideration

the expenses for labor would be about 10 euros per sample.
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The application of this analytical method allowed to conduct the preliminary assessment
on the presence of NDMA and NDEA in Estonian drinking water and wastewater. The
apparatus used for the analysis should be modified to achieve lower detection limits.
For example, a more polar GC column could be used, chemical ionization as a method
of MS ionization could be more effective, and the use of tandem MS would probably

result in lower detection and quantification limits.
In addition to the studied samples, the method could also be applied for the analysis of

groundwater and pool water. Wastewater from other wastewater treatment plants
should also be analyzed.
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