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Pro gradu-tutkielma, 76 s., liitteitä 1. 


Toukokuu 2013 


--- 
 Saimaannorppa  (Pusa  hispida  saimensis)  on  vain  Saimaalla  esiintyvä  uhanalainen  norpan 
 alalaji, josta on aiemmin määritetty suuria pitoisuuksia raskasmetalleja sekä toksisia ja bioker-
 tyviä PCB-yhdisteitä. Ajantasainen tieto PCB-pitoisuuksista traanissa on tärkeää suojelutyön 
 suunnittelussa.  Passiivikeräinmenetelmin  (PDMS)  pyritään  helpottamaan  ja  nopeuttamaan 
 ympäristöanalytiikkaa.  Tutkimuksen  tavoite  1  on  ajantasaistaa  tieto  saimaannorpan  traanin 
 PCB-pitoisuuksista ja kartoittaa riskejä. Tavoite 2 on tutkia passiivikeräinmenetelmän  sovel-
 tuvuutta saimaannorpan traaninäytteille, havaita ongelmia ja kehittää menetelmää. Tutkimuk-
 sessa  käytettiin  45  saimaannorpan  traaninäytettä  vuosilta  2000–2011.  Näytteille  suoritettiin 
 perinteinen  erotussuppilo-uutto,  sekä  yhdelle  näytteelle  passiivikeräinuutto.  PCB-pitoisuudet 
 määritettiin käyttäen GC-MS-menetelmää. Määritetty keskimääräinen PCB-pitoisuus traanis-
 sa,  4.15±5.25  mg/kg  rasvaa,  on  laskenut  54  %  vuosien  1981–2000  pitoisuudesta  (Kostamo 
 2004) ja 89 % vuosien 1977–1981 pitoisuudesta (Helle et al. 1983). Analysoitujen mallikon-
 geneerien  jakaumassa  ei  havaittu  muutoksia:  yleisimmät  yhdisteet  olivat  PCB:t  138,  153  ja 
 180 (30.7, 42.3 ja 17.9 % kokonaisuudesta). Harvinaisimmat PCB:t 28, 52, 101 ja 118 saivat 


<5 % osuuksia. Jakaumaa selittävät  yhdisteiden ominaisuudet  ja käyttöhistoria.  Alueellisesti 
 korkein  PCB-pitoisuuskeskiarvo  määritettiin  Pohjois-Saimaalta  (8.22±7.69  mg/kg  rasvaa), 
 Keski- ja Etelä-Saimaan arvot olivat matalammat ja samansuuntaiset. Aiemmin korkein kes-
 kiarvopitoisuus  havaittiin  Etelä-Saimaalta;  siirtymän  syitä  voivat  olla  alue-erot  sedimentissä 
 (sorptiotehokkuudessa),  kalaston  muutokset,  teollisuuden  ja  asutuksen  muuttunut  painopiste 
 tai  otanta-artefakti.  PCB-keskiarvopitoisuus  havaittiin  naaraissa  uroksia  matalammaksi 
 (4.68±4.57  mg/kg  rasvaa  ja  6.73±10.75  mg/kg  rasvaa)  ääriarvojen  ja  ikäjakauman  vaikutus 
 huomioituna. Havainto vastaa aiempaa tietämystä. Naaraiden PCB-pitoisuuden ikäkorrelaatio 
 havaittiin uroksia lievemmäksi. Korrelaatiot eivät enää ole tilastollisesti merkitseviä ja ne ovat 
 aiempaa  lievempiä  johtuen  yleisesti  matalammasta  pitoisuustasosta.  Jatkossa  trendien  esille-
 tuomista helpottaa suurempi otoskoko. PCB-yhdisteiden riskit saimaannorpalle ovat  muuttu-
 neet  pitoisuuksien  laskiessa:  Aiemmin  merkityksellisimpinä  pidettyjen  hyvin  dramaattisten 
 vasteiden kuten kohdunkurouman kynnyspitoisuudet eivät enää ylity, mutta pienemmissä ku-
 dospitoisuuksissa  ilmenevät  herkät  vasteet  ovat  mahdollisia  ja  merkittäviä  riskitekijöitä. 


PDMS-menetelmä havaittiin käyttökelpoiseksi traaninäytteillä. Alustavat Ktraani,  PDMS -  jakau-
tumiskertoimet  havaittiin  loogisiksi  ja  yhdenmukaisiksi  vertailudataan  nähden.  Ongelmaksi 
muodostui vähäinen analyytin saanto PCB-kongeneereilla 28 ja 52. Ratkaisuksi esitetään suu-
rempimassaisia  näytteenottolaitteita  tai  tarkempaa  analyysilaitteistoa.  Kattavampi  jatkotutki-
mus täydentänee tietämyksen menetelmän soveltuvuudesta.  
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--- 
Saimaa  ringed  seal  (Pusa  hispida  saimensis)  is  an  endangered  subspecies  of  the  ringed  seal 
found  only  in  Lake  Saimaa  in  Eastern  Finland.  Significant  concentrations  of  persistent, 
bioaccumulative and toxic substances, e.g. heavy metals & polychlorinated biphenyls (PCBs), 
have  previously  been  measured  in  Saimaa  ringed  seal  tissues.  It  is  therefore  necessary  to 
produce up-to-date information on the current concentrations of such compounds in order to 
assess  the  ecotoxicological  risk  they  currently  pose.  Such  knowledge  is  of  extreme 
importance for the ongoing Saimaa ringed seal conservation effort. Novel passive equilibrium 
sampling methods (e.g. PDMS) seek to simplify and enhance environmental monitoring. The 
primary  objective  of  this  thesis  is  to  analyze  the  PCB  concentrations  detectable  in  Saimaa 
ringed  seal  blubber,  and  to  assess  the  ecotoxicological  risk  they  currently  pose.  Secondary 
objective  is  to  evaluate  the  applicability  of  a  PDMS-based  passive  equilibrium  sampling 
method  for  the  measurement  of  free  PCB  concentrations  in  Saimaa  ringed  seal  blubber,  to 
identify  potential  issues  and  to  develop  the  method  further.  Forty-five  blubber  samples 
spanning years-of-death 2000-2011 were chosen for the study. The samples were extracted by 
conventional  exhaustive  solvent  extraction.  Additionally,  one  sample  was  chosen  for  the 
passive equilibrium sampling trials and subsequent extraction. PCB-concentrations were in all 
cases analysed by GC-MS. The average blubber PCB concentration, 4.15±5.25 mg/kg lipid, is 
54 % lower than they were in 1981-2000 (Kostamo 2004), and 89 % lower than in 1977-1981 
(Helle  et  al.  1983).  Distribution  of  the  PCB  model  congeners  chosen  for  the  study  has 
remained similar between this and the previous study, with congeners 138, 153 & 180 present 
in  highest  proportions  (30.7  %,  42.3  %  &  17.90  %  of  the  total  concentration).  The  rarest 
congeners  of the group,  PCBs  28, 52  &  101, were all present  in proportions of  < 5 %. The 
distribution is influenced by congener-specific physico-chemical factors, as well as historical 
factors related to the compounds’ history of use. Regionally the highest average concentration 
was  measured  in  Northern  Saimaa  (8.22±7.69  mg/kg  lipid)  while  the  concentrations  in 
Southern  and  Middle-Saimaa  were  lower  and  clustered  close  together,  a  result  clearly 
different from those presented in previous studies. Possible causes for this discrepancy might 
be regional differences in the lake sediments’ PCB sorption efficiency, changes in fisheries or 
in  the  regional  emphasis  of  urban  PCB  leaching,  or  merely  a  sampling  artifact.  PCB 
concentration was discovered to be lower in females (4.68±4.57 mg/kg  lipids) than in males 
(6.73±10.75 mg/kg  lipids) with extreme  values and the effect of age omitted,  in accordance 
with previously published results. Analogously, age correlation was lower and less significant 
in  females  and,  contrary  to  previous  results,  not  statistically  significant.  Decreased  strength 
and  lack of statistical significance  in  both age correlations together with decreasing ambient 
PCB concentrations is evident. In light of constantly decreasing PCB-concentrations the risks 
posed  by  the  compounds  in  the  21st  century  are  very  different  than  before,  with  subtle  and 
sensitive  responses  posing  a  more  pronounced  and  more  probable  risk  than  the  dramatic 
responses (e.g. uterine occlusion) previously considered to be the most significant toxic threat 
posed by the compounds. Passive sampling was discovered to be applicable to Saimaa ringed 
seal blubber, with Kblubber, PDMS-coefficientsshowing compound specificity and coherence with 
previous data. The observed problem with equilibration relating to low analyte gain for the 2 
lowest-chlorinated congeners can  be  addressed  by  increasing sampler  mass and the physical 
size of the samples. Additional research will further elucidate the method’s pros and cons.  
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(6)LYHENTEET 


µl = mikrolitra (10-6 l). 


µm = mikrometri (10-6 m) 


A = näytteenottolaitteen pinta-ala (mm2) 


a = upokkaan massa + näytteen massa, tuorepainoa (g). 


b = upokkaan massa + näytteen massa, kuivapainoa (g). 


c = upokkaan massa (g). 


C2H3N = asetonitriili. 


C4H8O2 = etyyliasetaatti 
 C6H14 = n-heksaani 
 C8H18= iso-oktaani 
 C9H20 = nonaani. 


CPDMS = yhdisteen konsentraatio näytteenottolaitteessa (ng/g PDMS) 
 Ctraani= yhdisteen konsentraatio traanissa (ng/g lipid) 


DDT = Diklooridifenyylitrikloorietaani (C14H9Cl5) 
 df = kalvon paksuus (film thickness). 


GC-MS = kaasukromatografia-massaspektrometria. 


h = näytteenottolaitteen korkeus (mm) 
 HCB = 2,4,5,2´,4´,5´- heksaklorobifenyyli  


HOC = hydrofobinen orgaaninen yhdiste (engl. Hydrophobic Organic Compound) 
 H2SO4 = rikkihappo 


i.d = sisämitat (engl. internal dimensions). 


Kow = oktanoli-vesi – jakautumiskerroin 
 Ktraani, PDMS = traani-PDMS - jakautumiskerroin 


mnäyte= alkuperäisen punnitun traaninäytteen massa (g, tuorepainoa). 


mnäytteenottolaite = näytteenottolaitteen massa (mg) 


mPCB, PDMS = yhdisteen massa näytteenottolaitteessa (ng/g PDMS). 


mPCB, traani= yhdisteen massa traanissa (ng/g rasvaa) 
 mPDMS= näytteenottolaitteen vähimmäismassa (mg) 


mrasva = rasvan massa 7 ml:ssa näytettä = (0.5 ml tilavuisen näytteen vakiopaino * 14). 


mtDNA = mitokondriaalinen DNA 
 Na2SO4 = natriumsulfaatti. 


ng = nanogramma (10-12 kg). 


p.a = analyysipuhtaus, pro analysi. 


PCB = polykloorattu bifenyyli. Numero lyhenteen perässä (esimerkiksi PCB 28) viittaa yksittäiseen kongeneriin. 


PCB7  =  monitoroinnin  kannalta keskeisten,  yleisten  polykloorattujen  bifenyyliyhdisteiden  (PCB:t  28,  52,  101, 
 118, 153, 138 ja 180) joukko 


PDMS = polydimetyylisiloksaani 


ppm = miljoonasosaa, parts per million (10-6)  
 r = näytteenottolaitteen säde (mm) 


s = keskihajonta (SD, standard deviation) 


SIM = valittujen ionien monitorointi (selected ion monitoring) 


TMF = Trophic Magnification Factor, “ravintoverkossa rikastumiskerroin”.  


T3 = 3,5,3’-trijodityroniini


T4 = tyroksiini eli 3,5,3',5'-tetrajodityroniini 
 UDPGT = UDP-glukuronosyylitransferaasi  
 V = näytteenottolaitteen tilavuus (µl) 
 V = näytteenottolaitteen tilavuus (mm3) 
 vol = tilavuus (volume). 


ρnäytteenottolaite = näytteenottolaitteen tiheys = polydimetyylisiloksaanin tiheys, valmistajan ilmoittama arvo = 1.06 
 ml/g. 


ΣPCB7= PCB7-yhdistejoukon kongeneerien yhteenlaskettu summapitoisuus. 


2,3,7,8-TCDD  =  2,3,7,8-tetraklooridibentso-p-dioksiini
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 1 JOHDANTO  


Saimaannorppa  (Pusa  hispida  saimensis)  on  ainoastaan  Saimaan  vesistöalueella  esiintyvä 
 norpan alalaji. Norppakannan  nykykooksi on arvioitu noin 310  yksilöä (Anon. 2012b). Tuo-
 reimman tiedon  mukaan saimaannorppa  luokitellaan  äärimmäisen  uhanalaiseksi  (Rassi et al. 


2010). Tärkeitä kantaa uhkaavia tekijöitä ovat esimerkiksi kalanpyydyksiin hukkuminen, pe-
 sinnän häirintä, pesinnänaikainen  vedenpinnan vaihtelu,  monet  ympäristömyrkyt  sekä  ilmas-
 tonmuutos (Rassi et al. 2010, Anon. 2012a). Saimaannorpasta on aiempina vuosikymmeninä 
 määritetty merkittäviä määriä toksisia yhdisteitä, esimerkiksi elohopeaa 1970-luvulla (Kari & 


Kauranen 1978) sekä PCB-yhdisteitä samana ajankohtana (Helle et al. 1983). On tärkeää tuot-
 taa  ajantasaista  tietoa  vierasainepitoisuuksista  saimaannorpassa,  jotta  yhdisteiden  riskeistä 
 norppakannan  elinkelpoisuudelle  saadaan  suojelutoimien  suunnittelun  kannalta  tärkeää  lisä-
 tietoa. 


Polyklooratut  bifenyylit  eli  PCB-yhdisteet  voivat  teoriassa  esiintyä  209  erilaisena  kloo-
 riatomien sijainnilta ja määrältä toisistaan eroavana sukulaisyhdisteenä eli kongeneerina, joil-
 la kaikilla on sama kahden 1-hiilestä toisiinsa sitoutuneen fenyylirenkaan perusrakenne (kuva 
 1).  PCB-seoksia markkinoitiin useilla eri nimillä, esimerkiksi Aroclor, Clophen, Phenoclor ja 
 Sovol (Ivanov & Sandell 1992, AMAP 1998). PCB-yhdisteitä on arvioitu tuotetun merkittäviä 
 määriä, jopa 1.3 miljoonaa tonnia vuosina 1930-1993 (Breivik et al. 2002). Yhdisteitä on käy-
 tetty laajalti teollisuudessa; kemiallisen vakauden ja lämmönkestävyyden vuoksi niitä käytet-
 tiin esimerkiksi lämmönsiirtimissä sekä voitelu-, muuntaja- ja leikkuuöljyissä (AMAP 1998).  


Kuva 1:  PCB-yhdisteen  yleinen rakennekaava.  Kuva:  TOXNET Hazardous Substances Data 
 Bank, U.S. National Library of Medicine (http://toxnet.nlm.nih.gov/ 14.5.2013).  
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 Kemiallinen  vakaus  tekee  näistä  yhdisteistä  tehokkaan  pysyviä  ympäristössä  ja  eliöille 
 haastavia  biotransformoida  eli  muuntaa  myrkyttömäksi  tai  helpommin  eritettäväksi.  PCB-
 yhdisteiden  on  havaittu  kulkeutuvan  esimerkiksi  ilmavälitteisenä  kaukokulkeumana  myös 
 lähes  asumattomille  seuduille  kuten  pohjoisille  napa-alueille  (AMAP  2004).  Niiden  laajasta 
 esiintymisestä  arktisen  alueen  eliöstössä  on  viitteitä  (Letcher  et  al.  2010).  On  esitetty,  että 
 PCB-kontaminaatio  yhdessä  muiden riskitekijöiden kanssa  muodostaa vakavan  riskin arktis-
 ten alueiden eliöstölle (Jenssen 2006). PCB-yhdisteiden biokertyminen ja biomagnifikaatio on 
 toistuvasti osoitettu tehokkaaksi useilla eri eliöryhmillä (esimerkiksi Tanabe et al. 2002, Bur-
 reau  et  al.  2006).  Korkeat  PCB-pitoisuudet  on  yhdistetty  laajaan  joukkoon  erityyppisiä,  hy-
 vinkin  herkkiä  toksisia  vasteita,  kuten  vakaviin  lisääntymisongelmiin  tai  immuunijärjestel-
 män,  hormonitoiminnan,  hermoston  ja  vitamiinimetabolian  häiriöihin  (esimerkiksi  Helle 
 1976a, Helle 1976b, Sørmo et al. 2005, Mos et al. 2007 jne.). On olemassa riski että yhdisteet 
 muodostavat vaaran myös Saimaan norppapopulaation elinkelpoisuudelle.   


Passiivikeräinpohjainen  näytteenotto  tarjoaa  varteenotettavan  vaihtoehdon  ympäristö-
 monitoroinnin menetelmäksi. Menetelmät ovat tavallista liuotinpohjaista uuttoa helpompia ja 
 vaivattomampia.  Keskeinen  etu  on  menetelmien  kyky  arvioida  tehokkaasti  vierasaineiden 
 vapaan  ja  biosaatavan,  biologisesti  merkityksellisen  fraktion  suuruutta  (Mayer  et  al.  2003). 


Passiivisia  näytteenottolaitteita  on  kehitetty  useita  eri  tyyppejä,  monille  eri  näytetyypeille 
 (esimerkiksi Harner et al. 2003, Jahnke et al. 2008, St. George et al. 2011,  Zhang et al. 2012).    


1.1 Tutkimuksen tavoite ja tarkoitus 


Tutkimuksen  tavoite  on tuottaa  uutta,  ajantasaista  tietoa  PCB-yhdisteiden  pitoisuuksista  sai-
maannorpan traanissa  ja arvioida  millaiset näiden yhdisteiden  aiheuttamat riskit saimaannor-
pan  elinkelpoisuudelle  2000-luvulla  ovat.  Tarkoitus  on  täydentää  tietämystä  PCB-
pitoisuuksien  kehityksestä  vuosina  2000-2011  ja  verrata  nykytilannetta  aiemmin  julkaistuun 
(Helle et al. 1983 & Kostamo 2004).  Kirjallisuuskatsauksen avulla pyritään tarjoamaan tietoa 
yhdisteiden  riskeistä  saimaannorpalle  ja  vertaamaan  nykypitoisuuksia  aiemmin  esitettyihin, 
toksisiin vasteisiin yhdistettyihin pitoisuuksiin. Tutkimuksen toinen tavoite on kartoittaa alus-
tavasti passiivikeräinmenetelmän käyttökelpoisuutta PCB-pitoisuuden määrittämiseen.  
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 2 AINEISTO JA MENETELMÄT 


2.1 Kudosnäytteiden käyttö ja jaottelu 


Tutkimuksessa  hyödynnettiin  45  kudospankkiin  talletettua,  ennakkoon  kerättyä  saimaannor-
 pan traaninäytettä. Kudosnäytteet oli kerätty kuolleena löydetyistä norppayksilöistä, ja niiden 
 esikäsittelyn  ja  preparoinnin  olivat  ennalta  suorittaneet  Itä-Suomen  Yliopiston  norppatutki-
 musryhmä, Metsähallitus sekä Elintarviketurvallisuusvirasto (EVIRA).  


Näytteiden  valikoinnissa  pyrittiin  huomioimaan  jakauman  edustavuus  käsittelyn  kannalta 
 keskeisten  muuttujien  kuten  norppayksilöiden  iän,  sukupuolen,  kuolinvuoden  sekä  maantie-
 teellisen alueen suhteen. Näitä muuttujia käytettiin ryhmittelytekijöinä aineistoa käsiteltäessä. 


Aineisto  jaoteltiin  ryhmiin  siten,  että  jokainen  kunkin  muuttujan  arvo  sisällytettiin  omaan 
 ryhmäänsä; esimerkiksi kaikki tietyn ikäisenä tai tiettynä vuonna kuolleet, tietyn sukupuoliset 
 tai tietyltä alueelta  noudetut norpat muodostivat omat ryhmänsä.  Aineiston käsittely  ja  tilas-
 tollinen testaus suoritettiin SigmaPlot v12.0 (Systat Software, San Jose, Kalifornia, Yhdysval-
 lat) sekä  GraphPad Prism  v5.03 (GraphPad Software,  San Diego,  Kalifornia, Yhdysvallat)  – 
 sovelluksin. Tutkimukseen sisältyneiden näytteiden luettelo ja täsmälliset  näytetiedot sisälly-
 tetään liitteen 1 taulukkoon 1.   


  Kuolinvuoden  perusteella  näytteet  valikoitiin  kattamaan  tutkimuksen  kannalta  keskeiset 
 vuodet 2000–2011 jotta voitaisiin selvittää polykloorattujen bifenyylipitoisuuksien kehityksen 
 suunta  tuona  aikana  ja  täydentää  puutteellista  tietämystä  aiheesta.  Norppayksilöt  valittiin 
 edustamaan laajaa, mahdollisimman kattavaa ikäjakaumaa. Nuorimmat tutkimukseen sisälty-
 neet yksilöt olivat alle vuoden ikäisiä kuutteja (ikäryhmä 0 vuotta), joita oli myös määrällises-
 ti eniten (n=26).  Vanhin tutkimukseen sisältynyt yksilö oli 28-vuotias urosnorppa. Maantie-
 teellisen  jaottelun  tapauksessa  noudatettiin  samaa  aluejakoa  kuin  edeltävä  aihetta  käsitellyt 
 tutkimus (Kostamo et al. 2002). Saimaa jaoteltiin kolmeen alueeseen: Pohjois-, Keski- ja Ete-
 lä-Saimaa  (kuva  2).  Sukupuoliryhmittäin  jaoteltuna  tutkimukseen  sisältyi  22  naaras-  ja  23 
 urosnorppaa.   


Joissain  ryhmittelytapauksissa,  esimerkiksi  jaoteltaessa  aineisto  norppayksilöiden  iän  tai 
maantieteellisen alueen  mukaan,  havaittiin  muuttujien  jakaumassa epätasaisuutta. Käyttökel-
poisten, tutkimuksen tavoitteiden ja aikajakauman kannalta merkityksellisten näytteiden rajal-
lisen määrän vuoksi jakaumia ei kuitenkaan ollut perusteltua tasoittaa karsimalla näytemäärää, 
sillä tällöin tutkimuksen kokonaisnäytemäärä olisi nopeasti laskenut liian alhaiseksi. 
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 Kuva  2:  Tutkimusalueen  kartta  sekä  tutkimuksessa  hyödynnetty  maantieteellinen  aluejako         
 (Kostamo et al. 2000 mukaan). 


2.2 Referenssimateriaali 


Tutkimusta  varten  valittiin  kaupallinen  referenssimateriaali,  jonka  organoklooripitoisuus  oli 
ennalta  tiedossa.  Analysoimalla  materiaali  samalla  menetelmällä  kuin  varsinaiset  näytteet, 
pyrittiin  varmistamaan  menetelmän  soveltuvuus  organoklooriyhdisteiden  uuttamiseksi  näyt-
teestä. Referenssimateriaalina käytettiin pakastettua simpukan (Mytilus edulis) kudoshomoge-
naattia, joka on suunniteltu erityisesti polykloorattujen bifenyyleiden, polysyklisten aromaat-
tisten  hiilivetyjen  sekä  kloorattujen  hyönteismyrkkyjen  analyysimenetelmien  arviointiin 
(Standardireferenssimateriaali  1974b:  orgaaniset  yhdisteet  simpukan  (Mytilus  edulis)  kudok-
sessa.  Valmistaja:  National  Institute  of  Standards  &  Technology,  Gaithersburg,  Maryland, 
Yhdysvallat).     
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 2.3 Erotussuppilouuton suoritus  


Valituille traaninäytteille suoritettiin erotussuppilo-uutto organoklooripitoisuuden määrittämi-
 seksi.  Uutossa  hyödynnettiin  samaa  menetelmää  kuin  edeltävässä  verrokkitutkimuksessa 
 (Kostamo et al. 2002). Käyttämällä samaa menetelmää pyrittiin helpottamaan tulosten vertai-
 lua ja johtopäätösten luomista.  


Uuttoprosessissa käytettävät välineet ja astiat hehkutettiin 450 celsiusasteessa kahden  tun-
 nin  ajan.  jonka  jälkeen  astiat  huuhdottiin  kertaalleen  asetonilla  ja  etanolilla.  Tavoitteena  oli 
 estää mahdollinen analyysiä häiritsevä jäännöskontaminaatio ja varmistaa välineiden puhtaus. 


Kontaminaation poissaolo varmistettiin taustakontrollinäyttein. Uuttoa varten valituista pakas-
 tetuista  traaninäytteistä  leikattiin  preparointiveitsellä  noin  5  gramman  palaset.  Kontaminaa-
 tion estämiseksi kukin näyte leikattiin omalla terällään.   


Näytteet siirrettiin mittalaseihin, joihin lisättiin 30 ml uuttoliuosta (asetoni:n-heksaani suh-
 teessa  7:2,  vol:vol).  Näytteisiin  lisättiin  25  µl  sisäistä  PCB  30-standardia,  pitoisuudeltaan 
 10ng/µl,  jolloin  sisäisen  standardin  kokonaismääräksi  näytteissä  saatiin  250  ng.  Sisäisenä 
 standardina  käytettiin  kaupallista  standardivalmistetta  (Dr.  Ehrenstorfer  GmbH,  Augsburg, 
 Saksa).  Näytteet  homogenisoitiin  käyttäen  sauvahomogenisaattoria  (Ultra-Turrax  IKA  T25, 
 Jahnke & Kunkel Labortechnik, Staufen, Saksa). 


Homogenisoitaessa  terään  tarttuneet  kudoksen  kappaleet  poistettiin  terästä  spaattelilla  tai 
 asetonissa  puhdistetulla  pulloharjalla  ja  lisättiin  näytteeseen.  Terää  huuhdottiin  kaksi  kertaa 
 uuttoliuottimella jotta mahdolliset yhdistejäämät saataisiin terän pinnalta mukaan näytteeseen. 


Näytteiden välillä terä puhdistettiin huuhtomalla se asetonilla, pyyhkimällä pinta nukkaamat-
 tomalla  laboratoriopaperilla  ja  käyttämällä  homogenisaattoria  hetki  puhdistusliuottimessa 
 (asetoni:n-heksaani-uuttoliuos)  näytteiden  välisen  kontaminaation  estämiseksi.  Näytteet  siir-
 rettiin 40 ml sentrifugiputkiin.         


Sentrifugiputkiin  siirretyt  näytteet  siirrettiin  vesihauteeseen  ultraäänisonikaattoriin  (Sono-
rex Super RK106. Schalltec GmbH, Mörfelden-Walldorf, Saksa) 10  minuutin ajaksi.  Ultra-
äänikäsittelyn tavoitteena oli hajottaa homogenisoitua kudosta entisestään ja edistää polykloo-
rattujen bifenyyliyhdisteiden sekä rasvan vapautumista kudoksesta liuottimeen. Sonikointikä-
sittelyn jälkeen näytteitä sentrifugoitiin (Jouan B4i, Jouan Incorporated, Herplain, Ranska) 5 
minuuttia (1048 g) faasien erottamiseksi toisistaan. Traaniuutteet siirrettiin erotussuppiloihin, 
joihin oli lisätty 25 ml natrium-ortofosforihappoa.  
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 Sentrifugiputkiin  lisättiin  uuttoliuotinta  (n-heksaani:eetteri,  9:1  vol:vol).  Putkia  ultraää-
 nisonikoitiin ja sentrifugoitiin kuten edellä, jonka jälkeen uuttoliuos lisättiin erotussuppiloon. 


Tämän  jälkeen  sentrifugiputkia  ja  niihin  jäänyttä  kudosjäämää  huuhdottiin  kertaalleen  n-
 heksaani:eetteri – uuttoliuoksella kuten edellä, mutta ilman sonikointia.  


Suoritettiin  erotussuppilo-uutto.  Suppiloita  ravisteltiin  2  minuutin  ajan  happo-  ja  liuotin-
 faasien  erottamiseksi  toisistaan,  jonka  jälkeen  liuotinfaasi  laskettiin  haihdutuskolviin  lasivil-
 lalla  tukittujen  kuivausainesuppiloiden  läpi.  Happofaasi  otettiin  talteen  dekantterilaseihin. 


Kuivausainesuppilot sisälsivät vettä ja  mahdollista happojäämää absorboivaa  natriumsulfaat-
 tia (Na2SO4).  


Happofaasi palautettiin uuttosuppiloihin ja lisättiin 10 ml n-heksaania. Suppiloita ravistel-
 tiin  ja  toistettiin  faasien  erotus  kuten  edellä.  Sama  toistettiin  uudestaan  vielä  kaksi  kertaa, 
 mutta  käyttämällä  5  ml  n-heksaania.  Lopuksi  kuivausainesuppiloita  huuhdottiin  3-4  kertaa 
 pasteur-pipetillä,  liuottimena  n-heksaani.  Huuhteluiden  tarkoituksena  oli  edistää  yhdistejää-
 mien siirtymistä näytteeseen. 


Uutetta haihdutettiin pyöröhaihduttajalla (Heidolph VV2000, Heidolph Instruments GmbH 


& Co KG, Schwabach, Saksa). Tämän jälkeen näytteet siirrettiin 10-ml koeputkiin ja haihdu-
 tettiin  7  ml  tavoitetilavuuteen  typpihaihduttajalla  (N-EVAP  112,  Organomation  Associates 
 inc, Berlin, Massachusetts, Yhdysvallat). 


2.4 Liuotinuutteiden jatkokäsittely 


Jatkokäsittelyssä näytteet valmisteltiin analyysiä varten. Aluksi 800 μl traaniuutetta ja 200 μl 
 sykloheksaania siirrettiin 10-ml sentrifugiputkeen. Lisättiin 2 ml väkevää rikkihappoa (>95 % 
 H2SO4 p.a) ja sekoitettiin ravistelemalla käsin. Näytteet sentrifugoitiin (671 g, 5 minuuttia) ja 
 liuotinfaasit siirrettiin uusiin sentrifugiputkiin. Jäljelle jääneitä happofaaseja pestiin käsin ra-
 vistellen  2  ml:lla  sykloheksaania.  Liuotinfaasit  erotettiin  ja  yhdistettiin  edelliseen  erotettuun 
 liuottimeen. Happofaasit hylättiin. 


Yhdistettyjä liuotinfaaseja puhdistettiin lisäämällä niihin 1 ml väkevää rikkihappoa 3 ker-
taa.  Näytteet  ravisteltiin  käsin,  sentrifugoitiin  kuten  edellä  ja  happofaasi  poistettiin  pasteur-
pipetillä.  Näytteisiin  lisättiin  50  µl  nonaania  (C9H20).  Nonaani  toimii  haihdutusta  kestävänä 
pitoaineena, johon polyklooratut bifenyylit liukenevat hyvin ja joka estää tilavuudeltaan pie-
nen 50 µl näytteen nopean kuivumisen haihdutuksen aikana. Näytteet haihdutettiin typpihaih-
duttajalla lähes kuiviin, jonka jälkeen näytteisiin lisättiin 500 µl iso-oktaania näytetilavuuden 
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 kasvattamiseksi  GC-MS  –  analyysiin  riittäväksi.  Hitaan  haihtumisnopeutensa  vuoksi  iso-
 oktaanin  käyttö  myös  parantaa  näytteiden  säilyvyyttä.    Näytteisiin  lisättiin  kuivausainetta 
 (Na2SO4), sentrifugoitiin kuten edellä ja otettiin näyte kaasukromatografin näytepulloon kvan-
 tifiointia varten. 


2.5 Polykloorattujen bifenyyleiden kvantitatiivinen määritys (GC-MS) 


Esikäsiteltyjen  näytteiden PCB–yhdistepitoisuus  määritettiin kvantitatiivisesti kaasukromato-
 grafilla  (GC-MS)  massaselektiivistä  detektoria  käyttäen  (HP6890  GC-System,  MS-Detector 


& Injector, HP 7673 Autosampler, Hewlett-Packard Company, Avondale, Pennsylvania, Yh-
 dysvallat). Luotettavan detektion raja tälle laitteistolle on noin 5 ng.   


Käytetty  analyysimenetelmä  kykenee  määrittämään  30  eri  polykloorattua  bifenyyliyhdis-
 tettä,  joista  määrityksessä  ja  tulosten  analyysissä  keskityttiin  runsaudeltaan  ja  ekologiselta 
 merkitykseltään 7 huomionarvoisimpaan, niin sanottuun PCB7-yhdistejoukkoon. Tähän sisäl-
 tyivät  polyklooratut  bifenyylit  28,  52,  101,  118, 153,  138  ja  180.  Yksittäisten  kongeneerien 
 lisäksi  hyödynnettiin  näiden  yhdistepitoisuuksien  yhteenlaskettua  summaa  (ΣPCB7).  Lähes-
 tymistapa vastaa verrokkitutkimuksessa (Kostamo 2004) käytettyä. 


Analyysiä  varten  massaselektiivistä  detektoria  operoitiin  SIM  (Selected  Ion  Monitoring)-
 tilassa.  SIM-asetusta  käytettäessä  keskitytään  havainnoimaan  koko  ionijakauman  sijasta 
 (SCAN-asetus) vain tiettyjä valikoituja ioneja, joiden läsnäolon tiedetään kertovan määritettä-
 vän yhdisteen läsnäolosta näytteessä. SIM-menetelmän herkkyys on siten SCAN-menetelmää 
 parempi.  Laitteiston  kolonnina  käytettiin  HP-5MS  kapillaarikolonnia  (mitoiltaan  0.25  i.d  x 
 0.25 df, pituus 30 m).  


Yhdisteiden erottamiseksi toisistaan GC-MS - laitteistoon ohjelmoitiin seuraavan lämpöti-
 laohjelma:  aloitettiin 90  celsiusasteesta (1 minuutti),  jonka  jälkeen  lämpötila kohotettiin 150 
 celsiusasteeseen  (40  °C/min).  Seuraavassa  vaiheessa  lämpötila  kohotettiin  180  celsiusastee-
 seen  3  minuutin  ajaksi  (3  °C/min).  Viimeiseksi  lämpötila  kohotettiin  280  celsiusasteeseen  8 
 minuutin  ajaksi  (3.5°/min).  Ohjelma  ja  GC-MS  –  laitteiston  asetukset  on  aiemmin  kuvattu 
 julkaisussa Kostamo et al. 2000.  


 Kvantifiointi perustui sisäiseen standardiin (PCB 30, 250 ng) sekä pitoisuuksiltaan tunnet-
tuun, ennakkoon  valmistettuun standardisuoraan  joka valmistettiin  laimentamalla kaupallista 
standardivalmistetta  iso-oktaaniin.  Standardisuoran  pitoisuuksiksi  valikoitiin  0.05  ng/µl, 
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 0.125 ng/µl, 0.25 ng/µl, 0.5 ng/µl, 1.25 ng/µl ja 2.5 ng/µl. Massaspektrin analysointi ja kvan-
 tifiointi suoritettiin käyttäen kromatografin HP Chemlab-ohjelmistoa. 


Yhdisteiden PCB 77 ja PCB 110 sekä PCB 123 ja PCB 149 havaittiin tätä kolonnia ja oh-
 jelmaa  käytettäessä  muodostavan  yhdessä  eluoituvat  parit.  Tästä  aiheutuva  kvantitatiivinen 
 virhe  huomioitiin  kromatogrammeja  tulkittaessa  muokkaamalla  ohjelman  suorittamaa  integ-
 rointia käsin. Vastaavalla tavalla korjattiin kaikki virheelliset integroinnit aineistosta.  


2.6 Näytteiden kuivapainon ja rasvaprosentin määritys 


Traaninäytteiden  kuivapaino  määritettiin  gravimetrisellä  analyysillä.  Analyysissä  käytettävät 
 upokkaat kuivattiin lämpökaapissa 105 celsiusasteessa kosteuden poistamiseksi. Näytteet kui-
 vattiin upokkaissa lämpökaapissa (lämpötila 105 celsiusastetta) yön yli, ja jäähdytettiin eksi-
 kaattorissa noin tunnin ajan. Näytteet punnittiin analyysivaa’alla (Scaltec SBC31),  ja kuiva-
 aineprosentit määritettiin kaavaa 1 käyttäen. 


Kaava 1: Kuivapainoprosentin laskeminen   


        


       


Jossa: 


a = upokkaan massa + näytteen massa, tuorepainoa (g) 
 b = upokkaan massa + näytteen massa, kuivapainoa (g) 
 c = upokkaan massa (g) 


Rasvamäärä  näytteissä  määritettiin  samoin  gravimetrisesti.  Valmista,  esikäsiteltyä  traani-
uutetta otettiin 0.5 ml näyte tilavuudeltaan 4 ml suuruiseen näytepulloon. Näytettä haihdutet-
tiin typpihaihduttajalla kunnes näyte saavutti vakiopainon liuottimen haihduttua. Tällöin pun-
nitustulos  oli  ±0.001  g  vaihteluvälin  sisällä  3  peräkkäistä  kertaa.  Punnitukset  suoritettiin  60 
minuutin  välein.  Mikäli  haihtuminen  ei  kolmanteen  punnitukseen  mennessä  osoittautunut 
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 riittäväksi haihdutettiin näytteitä tarvittaessa lisää 2 kertaa 45 minuuttia, joka viimeistään riitti 
 kaikkien näytteiden saattamiseen vakiopainoon. Näytteet punnittiin analyysivaa’alla (tarkkuus 
 0.0000 g) ja näin määritetyn rasvafraktion massan perusteella voitiin laskea rasvafraktion suu-
 ruus  alkuperäisessä  7  ml  näytteessä.  Tämän  perusteella  määritettiin  näytteen  rasvaprosentti 
 kaavan 2 mukaisesti:   


Kaava 2: Rasvaprosentin laskeminen 


         


           


Jossa: 


mrasva = rasvan massa 7 ml:ssa näytettä = (0,5 ml näytteen vakiopaino * 14)  
 mnäyte= alkuperäisen punnitun traaninäytteen massa (g, tuorepainoa). 


2.7  Polykloorattujen  bifenyyleiden  kvantitatiivinen  määritys  passiivikeräinmenetelmällä 
 (PDMS); näytteenottolaitteiden valmistelu  


PCB-yhdisteiden passiivikeräinpohjaista määritystä varten valettiin polydimetyylisiloksaanis-
ta  (PDMS)  3  levymäistä  näytteenottolaitetta.  Menetelmä  on  dokumentoitu  kirjallisuudessa 
(esimerkiksi  Mäenpää  et  al.  2011).  Levyt  valettiin  edustamaan  kolmea  toisistaan  selkeästi 
eroavaa paksuusluokkaa, 124, 211 ja 384 μm. Valanta suoritettiin puristamalla polymerisoi-
tumatonta  silikonitahnaa  (Silastic®  Medical  Adhesive  Silicone,  Type  A,  Dow  Corning  Sili-
cones, Yhdysvallat) kahden lasilevyn välissä tasaiseksi levyksi. Lasilevyjen reunoihin kiinni-
tettiin useita kerroksia paksua teippiä,  jolloin teippikerroksen paksuutta vaihtelemalla  voitiin 
vaikuttaa lopullisen silikonilevyn paksuuteen ja täten näytteenottolaitteen massaan. Valannan 
jälkeen silikonin annettiin polymerisoitua huoneilmassa noin viikon ajan. Levyt puhdistettiin 
polymerisoitumattomista  silikoni-oligomeereistä  sekä  kemikaalikontaminaatiosta  huuhtele-
malla  levyjä  yhden  vuorokauden ajan etyyliasetaatissa (C4H8O2). Puhdistus toistettiin kolme 
kertaa.  Levyt  säilytettiin  alumiinifolioon  käärittynä  ilmatiiviissä  astiassa,  +4  celsiusasteen 
lämpötilassa, ilmavälitteisen kontaminaation minimoimiseksi. 



(16)13 
 Määritykseen  vaadittava  näytteenottolaitteen  vähimmäismassa  laskettiin  käyttämällä  traa-
 ninäytteiden  pitoisuusdataa,  kirjallisuuslähteistä  noudettuja  Klipid,  PDMS–  jakautumiskertoimia 
 (Jahnke  et  al.  2008)  sekä  tietoja  käytetyn  kaasukromatografilaitteiston  detektiorajoista.  Las-
 kelmia  varten  detektioraja-arvot  kerrottiin  kymmenellä,  jotta  silikonin  absorboima  analyytin 
 määrä  varmuudella  ylittäisi  laitteiston  detektiorajat.  PDMS-massan  määrittämisen  vaatima 
 laskennallinen  yhdistepitoisuus  silikonissa  (CPDMS)  laskettiin  käyttäen  Ktraani,  PDMS  –  kirjalli-
 suusarvoja kaavan 3 mukaisesti. Laskennallisen pitoisuuden (CPDMS) ja laitteiston detektiora-
 jan  perusteella  laskettiin  traanin  kokonaispitoisuuden  vaatima  näytteenottolaitteen  minimi-
 massa (kaava 4). 


Kaava  3:  Näytteenottolaitteen  laskennallisen  PCB-yhdistepitoisuuden  laskeminen  liuotinuut-
 todatan ja jakautumiskertoimen pohjalta   


           


      


Jossa: 


CPDMS = yhdisteen konsentraatio näytteenottolaitteessa (ng/g PDMS) 
 Ctraani= yhdisteen konsentraatio traanissa (ng/g lipid)  


Klipid,  PDMS  =  yhdisteen  jakautumiskerroin  traanin  ja  näytteenottolaitteen  välille  (g  lipid/g  
 PDMS). 


Kaava 4: näytteenottolaitteen vähimmäismassan määritys 


               


       


Jossa: 


mPDMS= näytteenottolaitteen vähimmäismassa (mg) 


CPDMS  =  kaavassa  3  määritetty  laskennallinen  PCB-pitoisuus  näytteenottolaitteessa  (ng/g 
 PDMS) 


(detektioraja)  x 10  = GC-MS  laitteiston detektioraja (ng) kymmenkertaisella  varmuusmargi-
naalilla. 
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 Levyistä  leikattujen  3  näytteenottolaitteen  massa,  pinta-ala,  tilavuus  ja  korkeus  määritet-
 tiin. Tiheyden arvona (ml/g) käytettiin valmistajan ilmoittamaa lukua (Silastic® Medical Ad-
 hesive Silicone Type  A, Material Safety Data Sheet, Dow Corning Silicones, Yhdysvallat  ). 


Muut näytteenottolaitteiden mittaparametrit johdettiin edellisten arvojen ja kaavojen 5-7 avul-
 la. 


Kaava 5: Suorakulmaisen näytteenottolaitteen pinta-alan määritys 


       
 Jossa: 


A= näytteenottolaitteen pinta-ala (mm2) 


a = suorakulmaisen näytteenottolaitteen kannan pituus (mm) 
 h = suorakulmaisen näytteenottolaitteen sivun pituus (mm)  


Kaava 6: Näytteenottolaitteen tilavuuden määritys 


             
        


Jossa: 


V = näytteenottolaitteen tilavuus (µl) 


mnäytteenottolaite = näytteenottolaitteen massa (mg) 


ρnäytteenottolaite  =  näytteenottolaitteen  tiheys  =  polydimetyylisiloksaanin  tiheys,  valmistajan  il-
moittama arvo = 1,06 ml/g 
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 Kaava 7: Näytteenottolaitteen korkeuden määritys 


     


Jossa: 


h = näytteenottolaitteen korkeus (mm) 
 V = näytteenottolaitteen tilavuus (mm3) 
 A = näytteenottolaitteen pinta-ala (mm2) 


2.8  Polykloorattujen  bifenyyleiden  kvantitatiivinen  määritys  passiivikeräinmenetelmällä 
 (PDMS); koejärjestelyn toteutus 


Passiivikeräinaltistukseen  valittiin  käytettäväksi  yksi  traaninäyte  (ID  2466),  jonka  PCB-
 yhdistepitoisuus  tiedettiin  ennalta  liuotinuuttoon  perustuen.  Passiivikeräinaltistuksen  koejär-
 jestely  toteutettiin  leikkaamalla  traanista  preparointiveistä  käyttäen  silmämääräisesti  sopivan 
 kokoinen  kappale.  Sopiva  näytekoko  riippuu  käytettävästä  näytteenottolaitteiden  määrästä, 
 laitteiden  muodosta  sekä  siitä  kuinka  laitteet  asetellaan  näytteeseen.  Erityisesti  huolehdittiin 
 siitä, että traaninäytteen koko riittää peittämään aukottomasti kaikki näytteenottolaitteet. Tut-
 kimuksessa  käytetty  passiivikeräinmenetelmän  koejärjestely  pohjautuu  pääpiirteiltään  aikai-
 semmin  kirjallisuudessa  esitettyyn  (Jahnke  et  al.  2008),  jota osin  muokattiin  traaninäytteille 
 paremmin soveltuvaksi.  


Ennen traaniin asettamista näytteenottolaitteet punnittiin analyysivaa’alla. Traaninäyte hal-
 kaistiin  kahtia  tasaisella  viillolla  ja  näytteenottolaitteet  asetettiin  kahden  näytteenpuolikkaan 
 väliin tasaisesti siten, että näytteenottolaitteet peittyvät traaniin joka puolelta ja ovat kiinteässä 
 kontaktissa näytteen kanssa. Kiinteän kontaktin varmistamiseksi näytteet asetettiin lasilevyjen 
 väliin  ja puolikkaat puristettiin tiiviisti  yhteen kourilla. Näytteitä säilytettiin tasapainotuksen 
 ajan huoneenlämmössä.   


Näytteiden  ja  näytteenottolaitteiden  tasapainotusajaksi  valittiin  5  päivää  esikoetietojen  ja 
alustavien  arvioiden  (Jahnke  et  al.  2008)  perusteella.  Tasapainotuksen  jälkeen  näytteenotto-
laitteet  poistettiin  traanista  ja  mahdollinen  niiden  pintaan  tarttunut  irtorasva  pyyhittiin  pois 
nukkaamattomalla  laboratoriopaperilla.  Tämän  jälkeen  näytteenottolaitteet  punnittiin  uudel-
leen  niiden  pintaan  mahdollisesti  edelleen  jääneen  irtorasvan  massan  määrittämiseksi.  Kun 
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 irtorasvan massa ja sen polykloorattu bifenyylipitoisuus tunnetaan, voidaan tästä mahdollises-
 ti  aiheutuva  vääristymä  tuloksissa  tarvittaessa  korjata  laskennallisesti.  Näytteenottolaitteet 
 siirrettiin  10  ml  koeputkiin,  joihin  lisättiin  uuttoliuottimeksi  2  ml  n-heksaania  (C6H14),  sekä 
 250 ng sisäistä PCB30-standardia. Näytteenottolaitteita uutettiin vähintään 2 tunnin ajan, jon-
 ka jälkeen uuttoliuotin kerättiin talteen. Tämän jälkeen uutto toistettiin kahdesti edellä kuva-
 tulla tavalla.    


2.9 PDMS-uutteiden jatkokäsittely, GC-MS -näytteiden valmistus 


Koottuihin uutteisiin lisättiin pitoaineeksi 50 µl nonaania ja haihdutettiin 2 ml tavoitetilavuu-
 teen typpihaihduttajalla. Näytteisiin lisättiin epäpuhtauksien poistamiseksi käyttäen 1 ml rik-
 kihappoa  (H2SO4),  jonka  jälkeen  näytteet ravisteltiin  käsin  ja  vorteksoitiin  (Vortex  Genie  2, 
 Scientific  Industries  inc.,  Bohemia,  New  York,  Yhdysvallat).  Näytteet  sentrifugoitiin  3  mi-
 nuutin ajan (1509 g), ja liuotinfaasi siirrettiin uuteen koeputkeen. Happofaasit hylättiin. 


Happokäsitellyt  näytteet  haihdutettiin  lähes  kuivaksi  typpihaihduttajaa  käyttäen.  Näyttei-
 siin  lisättiin  300  µl  iso-oktaania  (C8H18)  ja  vorteksoitiin.  Lisättiin  silmämääräisesti  hiukan 
 natriumsulfaattia (Na2So4) vesi- ja happojäämien sitomiseksi, ravisteltiin käsin ja sentrifugoi-
 tiin (1509 g, 3min). Liuotinfaasit poistettiin pasteur-pipetillä ja siirrettiin kaasukromatografin 
 näytepulloihin.  Suoritettiin  polykloorattujen  bifenyyleiden  kvantifiointi  GC-MS  –  laitteistoa 
 käyttäen aiemmin kuvatulla tavalla. 


2.10  Tasapainotuksen  onnistumisen  varmistus  ja  PCB-yhdisteiden  alustavien  Ktraani,  PDMS-
 jakautumiskertoimien laskennallinen määritys  


Dynaamisen tasapainotilan  syntyminen saimaannorpan traanin  ja PDMS-näytteenottolaitteen 
välille  varmistettiin  käyttämällä  altistukseen  3  eri  paksuusluokan  näytteenottolaitteita  (124 
µm, 211 µm ja 384 µm) ja havainnoimalla tasapainotilaa indikoiva lineaarinen, nouseva suh-
de  analyytin  massan  ja  näytteenottolaitteen  massan  välillä  graafisesti.  Menetelmä  on  doku-
mentoitu alan kirjallisuudessa (esimerkiksi Mayer et al. 2003, Mäenpää et al. 2011) ja sen on 
havaittu  soveltuvan  tasapainotilan  varmistamiseen  useissa  eri  näytematriiseissa,  kuten  sedi-
mentti- ja kudosnäytteissä (Reichenberg et al. 2008, Jahnke et al. 2009). Ktraani,  PDMS – jakau-
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 tumiskertoimet keskeisille polyklooratuille  bifenyyliyhdisteille (PCB7)  määritettiin kaavan  8 
 mukaisesti. 


Kaava 8: Ktraani, PDMS – jakautumiskertoimien määritys 


               
        


Jossa: 


mPCB, traani= yhdisteen massa traanissa (ng/g rasvaa) 


mPCB, PDMS = yhdisteen massa näytteenottolaitteessa (ng/g PDMS). 


3 TULOKSET 


3.1 Polykloorattujen bifenyyliyhdisteiden pitoisuudet vuosina 2000-2011 


Tutkimuksessa  tuotettu  data  polykloorattujen  bifenyyliyhdisteiden  pitoisuuksista  on  esitetty 
 täydessä laajuudessaan tutkielman liiteosassa (liite 1, taulukko 1). Kaikissa tapauksissa pitoi-
 suudet esitetään milligrammoina kilossa, normalisoituna lipidifraktiota kohti (mg/kg rasvaa), 
 ellei toisin  mainita.  Lipidinormalisoinnin  käyttö PCB-yhdisteiden  tapauksessa on perusteltua 
 niiden  suuren  hydrofobisuuden  (korkeiden  Kow  –  jakautumiskertoimien)  vuoksi  (Hawker  & 


Connell 1988).  


Kaikissa tutkimukseen sisältyneissä  näytteissä (nollanäytteitä  lukuun ottamatta) havaittiin 
mitattavia  polykloorattujen  bifenyyliyhdisteiden  pitoisuuksia.  Lipidinormalisoiduksi  PCB7-
keskiarvopitoisuudeksi  määritettiin  4.15±5.25  mg/kg  (n=45).  Yksittäisten  PCB7-yhdisteiden 
pitoisuuksista  runsaimmat  keskiarvopitoisuudet  havaittiin  yhdisteille  PCB  138,  PCB  153,  ja 
PCB 180 (1.27, 1.76 ja 0.74 mg/kg rasvaa). ∑PCB7-pitoisuuksien keskihajonta oli huomatta-
van suurta (s=5,25 mg/kg rasvaa). Tämä heijastuu myös ΣPCB7-pitoisuuksien laajaan jakau-
maan (min-max 0.56–28.59 mg/kg rasvaa). Pienin ΣPCB7-pitoisuus (0.56 mg/kg rasvaa) mi-
tattiin  vuoden  ikäisestä  naarasnorpasta  Keski-Saimaalta,  suurin  (28.59  mg/kg  rasvaa)  28-
vuotiaasta  urosnorpasta  Keski-Saimaalta.  Myös  näytteiden  rasvapitoisuuden  määrityksessä 
havaittiin suurta määrityskohtaista vaihtelua ja hajontaa. Tässä määrityksessä näytteiden kes-
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 kimääräinen rasvaprosentti oli 78.6 %. Rasvaprosentin  vaihteluväli (min-max) oli 25.9–98.7 


%, ja keskihajonta 20.1 %. Kuivapainoon suhteutettuna ΣPCB7-keskiarvopitoisuudeksi mää-
 ritettiin  7.77  mg/kg  kuivapainoa.  Vastaavasti  tuorepainon  suhteen  normalisoituna  ΣPCB7-
 keskiarvopitoisuus oli 6.26 mg/kg tuorepainoa.  


3.2  Kokonaispitoisuuksien  vertailu  aiempaan  tutkimustietoon;  pitoisuuksien  kehitys  vuosina 
 2000-2011 


Verrattaessa tämän tutkimuksen pitoisuusdataa aiemmin julkaistuun havaittiin polykloorattu-
 jen  bifenyyliyhdisteiden  pitoisuuden  saimaannorpan  traanikudoksessa  laskeneen  selvästi  ai-
 emmasta. Vuosien 1981-2000 ∑PCB7-keskiarvopitoisuuden 9.00±12.14  mg/kg  rasvaa  (Kos-
 tamo 2004) ja tämän tutkimuksen keskiarvopitoisuuden 4.15±5.25   mg/kg  rasvaa  vertailussa 
 havaitaan  keskimäärin  54  prosentin  lasku  (kuva  2).  Ero  korostuu  entisestään  kun  verrataan 
 tässä  tutkimuksessa  määritettyä  keskiarvopitoisuutta  vuosien  1977–1981  keskiarvoon 
 37.10±26 mg/kg rasvaa (Helle et al. 1983). Pitoisuuden havaitaan tällöin laskeneen keskimää-
 rin 89 % (Kuva 2).  


Tarkasteltaessa  polykloorattujen  bifenyylipitoisuuksien  kehitystä  tutkimuksen  kannalta 
 merkityksellisenä  aikavälinä  2000–2011  havaitaan  jälleen  laskeva  kehityssuunta  (kuva  3). 


Hajonta vuosiryhmien sisällä on tietyissä ryhmissä huomattavaa  johtuen  näytteiden  välisestä 
vaihtelusta. Kuvaan asetellun lineaarisen regressiomallin yhtälö ja selitysaste: y =  -0.4088x + 
824.2, R2= 0.06773. Pitoisuuspiikki vuoden 2000 kohdalla johtuu äärikorkeasta pitoisuudesta 
28.6 mg/kg rasvaa, joka vääristää tuon kahden  yksilön vuosiluokan keskiarvoa suhteettoman 
suureksi.     
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n = 45. Hajontapalkit kuvaavat keskihajontaa (SD).


Otoskoot (n) vuosiryhmittäin: 2000: 2, 2001: 2, 2002:


4, 2003: 7, 2004: 4, 2005: 1, 2006: 2, 2007: 4, 2008: 5,
 2009: 7, 2010: 4, 2011: 3.


Vuosi


 PitoisuusPCB7  (mg/kg rasvaa, keskiarvo.)


Saimaannorpan PCB-pitoisuus vuosina 1977-1981, 1981-2000 ja 2000-2011
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Aiemman pitoisuusdatan tuottaneet:


1977-1981 Helle et al. 1983,
 1981-2000 Kostamo et al. 2004.


Hajontapalkit kuvaavat keskihajontaa (SD). Vuosien
 1977-1981 n = 14, 1981-2000 n = 57, 2000-2011 n = 45.


2000-2011
 1977-1981


PCB7 (keskiarvo + SD)


pitoisuus (mg/kg rasvaa)


Kuva 2: Määritetyn ∑PCB7-keskiarvopitoisuuden vertailu olemassa olevaan tutkimusdataan. 


Kuva 3: Polykloorattujen bifenyylipitoisuuksien ajallinen kehitys vuosina 2000–2011. 



(23)20 
 3.3  Keskeisten  PCB7-kongeneerien  pitoisuuden  muutos  ja  PCB-yhdistejakauma  vuosina 
 1981-2000 ja 2000-2011  


Tarkasteltaessa  tässä  tutkimuksessa  määritettyjen  polykloorattujen  bifenyylipitoisuuksien 
 muutosta aikaisempaan yksittäisten yhdisteiden tarkkuudella havaitaan huomattava lasku kai-
 kissa  kongeneereissa,  lukuun  ottamatta  kongeneeria  PCB  118  (Kuva  4).  Suurin  yksittäinen 
 pitoisuuden  muutosprosentti,  -86.8 % havaitaan PCB-kongeneerille 52. Merkittävästi  muista 
 poikkeava, selkeästi matalampi pitoisuuden muutosprosentti (-17.3 %) havaitaan kongeneerin 
 PCB 118 tapauksessa. 


PCB 28
 PCB 52


PCB 101
 PCB 118


PCB 138
 PCB 153


PCB 180
 PCB 7
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 -20


0  Pitoisuuden muutos (%)


2000-2011 datan osalta n = 45, 1981-2000 n= 57. Pitoisuudet mg/kg rasvaa.


Kongeneeri


%


Kuva  4:  PCB7-yhdistepitoisuuksien  muutoksen  suuruus  (%)  verrattuna  vuosien  1981-2000 
 pitoisuusdataan (Kostamo 2004).   


PCB7-yhdisteiden runsausjakaumassa ei  havaita  mainittavaa  muutosta tämän  määrityksen 
ja  vuodet  1981-2000 kattavan  määrityksen  (Kostamo  2004)  välillä (kuva 5), eikä  jakaumien 
välillä ei havaita tilastollista eroa (Mann-Whitneyn U-testi, P=1.00).  Tämänkertaisen määri-
tyksen PCB7-kokonaispitoisuudesta suurin osa on yhdisteitä PCB 138, PCB 153 ja PCB 180 
(30.7 %, 42.3 % ja 17.90 % PCB7-kokonaispitoisuudesta). Muita (PCB:t 28, 52, 101 ja 118) 
on  vähäisempiä  prosenttiosuuksia  (0.3  %,  0.5  %,  3.70  %  ja  4.6  %).  Myös  aiemmin  suurin 
osuus ΣPCB7-keskiarvopitoisuudesta oli  yhdisteitä PCB 138, PCB 153 sekä PCB 180 (pro-
senttiosuudet 30.3 %, 40.9 % ja 20.3 %) muiden yhdisteiden osuuksien kunkin ollessa alle 5 
prosenttia kokonaisuudesta. 
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 Kuva  5:  Eri  PCB-kongeneerien  osuus  prosentteina  ΣPCB7-keskiarvopitoisuudesta  (mg/kg 
 rasvaa) vuosina 2000-2011 ja 1981-2000 (Kostamo 2004). 


3.4  Polykloorattujen  bifenyylipitoisuuksien  vertailu  Saimaan  eri  alueiden  välillä  vuosina 
 2000-2011 


Polykloorattujen bifenyylipitoisuuksien vertailussa maantieteellisten alueiden (Pohjois-, Kes-
 ki-  ja Etelä-Saimaa)  välillä  havaitaan ΣPCB7-keskiarvopitoisuudessa selkeä ero maantieteel-
 listen  alueiden  välillä  (kuva  6)  Etelä-  ja  Keski-Saimaan  pitoisuuskeskiarvot  ovat  keskenään 
 hyvin samansuuntaiset (2.78±2.02 mg/kg  rasvaa  ja 3.97±5.45 mg/kg  rasvaa). Tästä poiketen 
 Pohjois-Saimaan  pitoisuuskeskiarvo  on  huomattavasti  korkeampi,  8.22±7.69  mg/kg  rasvaa. 


Pitoisuuskeskiarvojen ero ei kuitenkaan ole tilastollisesti merkitsevä (yksisuuntainen varians-
 sianalyysi,  riskitaso  0.05,  P=0.146).  Normaalisuusoletuksen  täyttämiseksi  testaus  suoritettiin 
 logaritmimuunnetulla aineistolla.  


Tilastollisessa tarkastelussa alueiden välisten merkitsevien erojen löytämättä jääminen joh-
 tuu todennäköisesti käytetyn testin riittämättömästä tilastollisesta voimasta sekä pitoisuuksien 
 suuresta hajonnasta alueittaisessa ryhmittelyssä. On  myös  huomioitava että Pohjois-Saimaan 
 otoskoko (n=5) on muihin alueisiin nähden huomattavan matala ja sen sisällä hajonta on mer-
 kittävää. Nämä piirteet heikentävät osaltaan tuon alueen otoksen edustavuutta. 


 Verrokkitutkimuksissa (Helle et al. 1983, Kostamo et al. 2000) on vahvoja viitteitä poly-
 kloorattujen  bifenyylipitoisuuksien  maantieteellisen  alue-eron  olemassaolosta  Saimaan  eri 
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 osien välillä. On oletettavaa että testin tilastollista voimaa ja/tai otoskokoja edelleen kasvatet-
 taessa myös tilastollisesti merkitsevä ero voitaisiin tässäkin aineistossa havaita. 
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n = 45 (pohjois-Saimaa: 5, etelä-Saimaa: 11, keski-Saimaa: 29). Hajontapalkit kuvaavat
 keskihajontaa (SD). Yksilöiden iän keskiarvo (vuotta SD) alueittain: Pohjoinen
 4.258.5, Keski-Saimaa 2.586,23, Etelä 2.825,95.


Alue


Pitoisuus (mg/kg rasvaa, keskiarvo)


Kuva  6:  ∑PCB7-keskiarvopitoisuuden  (mg/kg  rasvaa,  keskiarvo)  vertailu  tutkimusalueiden 
 välillä. Koko aineisto.  


Saimaan eri alueiden on aiemmin havaittu erottuvan saimaannorppanaaraiden mitokondriaali-
 sen  DNA:n  (mtDNA)  kontrollialueiden  variaation  perusteella.  Tämän  katsotaan  viittaavan 
 naaraista peräisin olevan geenivirran rajoittuneisuuteen Saimaan alueiden välillä (Valtonen et 
 al. 2012). Tähän perustuen naarasnorppien voidaan ajatella olevan uroksia paikkauskollisem-
 pia ja siten soveltuvan erityisen hyvin polykloorattujen bifenyyliyhdisteiden alueellisten pito i-
 suuserojen indikaattoreiksi.  


Ainoastaan naaraisiin pohjatun analyysin (kuva 8) ei havaittu muuttavan alueellisten pitoi-
suuserojen  tulkinnan  pääpiirteitä  oleellisesti.  Selkeästi  korkein  ∑PCB7-pitoisuuskeskiarvo 
havaittiin  edelleen  Pohjois-Saimaalla  (11.54±8.53  mg/kg  rasvaa)  Keski-  ja  Etelä-Saimaan 
pitoisuuskeskiarvojen  jäädessä  vähäisemmiksi  ja  suhteellisen  lähelle  toisiaan  (3.74±3.60 
mg/kg  rasvaa  ja 3.39±2.77  mg/kg  rasvaa). Tilastollisessa tarkastelussa  merkitsevää eroa alu-
eiden  välillä  ei  havaittu  (yksisuuntainen  varianssianalyysi,  P=0.101).  Käsittelyn  havaittiin 
tasaavan  Keski-  ja  Etelä-Saimaan  välistä  ∑PCB7-keskiarvopitoisuuksien  ja  hajonnan  eroa 
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 jonkin  verran  aiempiin  käsittelyihin  verrattuna.  On  kuitenkin  huomioitava,  että  Pohjois-
 Saimaan otoskoko on tässä käsittelyssä huomattavan alhainen, mikä tehostaa ääriarvojen vai-
 kutusta ja lisää otanta-artefaktin mahdollisuutta merkittävästi.  
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n(yhteensä) = 22, pohjois-Saimaa: 3, etelä-Saimaa: 5, keski-Saimaa: 14.


Hajontapalkit kuvaavat keskihajontaa (SD).
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Kuva 8:  ∑PCB7-keskiarvopitoisuuden (mg/kg rasvaa, keskiarvo) vertailu Saimaan  maantie-
 teellisten alueiden välillä. Vain naaraspuoliset yksilöt.     


3.5 Polykloorattujen bifenyylien pitoisuuksien vertailu sukupuolten välillä 


PCB7-yhdisteiden  keskiarvopitoisuuksien  havaittiin  eroavan  sukupuolten  välillä;  naaraissa 
 havaittiin  keskimäärin  korkeampi  ∑PCB7-pitoisuus  (kuva  9).  Naaraiden  ryhmässä  (n=22) 


∑PCB7-keskiarvopitoisuudeksi määritettiin 4.72±4,91mg/kg rasvaa. Vastaavaksi urosnorppi-
en (n=23) pitoisuudeksi  määritettiin 3,60±5.61  mg/kg  rasvaa. Silmämääräisestä erosta huoli-
matta  ero  pitoisuuksissa  ei  ollut  tilastollisesti  merkitsevä  (Mann-Whitneyn  U-testi,  riskitaso 
0.05, P=0.271). Naarasnorppien iän keskiarvoksi (vuotta±SD) määritettiin 3.57±6.22, ja uros-
norppien 2.00±6.29.  
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Kuva 9: ∑PCB7-keskiarvopitoisuuksien (mg/kg rasvaa, keskiarvo) vertailu sukupuolten välil-
 lä. Koko aineisto.   


Aineiston ikäjakauma sukupuoliryhmien sisällä muodostui hyvin epätasaiseksi: esimerkik-
 si urosten ryhmästä (n=23) suhteettoman suuri osa (noin 61 %) on iältään alle vuoden ikäisiä 
 kuutteja.  Yksilön  iän  ja  polykloorattujen  bifenyyliyhdistepitoisuuksien  välisen  mahdollisen 
 kytköksen  minimoimiseksi sukupuolieroa tarkasteltiin  myös  sisällyttäen analyysiin  vain  mo-
 lempien  sukupuolten  suurin  ikäryhmä,  alle  vuoden  ikäiset  kuutit  (kuva  10a).  Tällöin  otos-
 kooksi (n) valikoitui 12 naarasta ja 14 urosta (yhteensä n= 26). Tämän havaittiin korostavan 
 aiemmissa käsittelyissä havaittua sukupuolieroa huomattavasti tuoden naaraiden korkeamman 
 pitoisuuden aiempaa selkeämmin esille (kuva 10a). Tällöin pitoisuuksissa havaittiin tilastolli-
 sesti merkitsevä ero (Studentin t-testi, riskitaso 0.05, P=0.044).  


Naaraiden otoksen havaittiin tässä analyysissä sisältävän 2 hyvin nuorta eli alle 1-vuotiasta 
 yksilöä,  joiden  pitoisuudet  ovat  suhteettoman  korkeat  11.46  mg/kg  rasvaa  ja  20.11  mg/kg 
 rasvaa. Kohdeltaessa näitä havaintopisteitä vieraina havaintoina (”outlier”-tapauksina) havai-
 taan sukupuolieron hyvin nuorissa yksilöissä tasaantuvan ja pitoisuuksien sukupuolten välillä 
 asettuvan  merkittävän  lähelle  toisiaan  (Kuva  10b).  Naaraiden  pitoisuuskeskiarvo  on tuolloin 
 2.86±1.2 mg/kg rasvaa ja urosten 2.25±1.27 mg/kg rasvaa.  


  Vähintään  vuoden  ikäiset  ja  sitä  vanhemmat  norpat  sisältävä  analyysi  (kuva  10c)  eroaa 
tulkinnaltaan  oleellisesti  edellä  esitetyistä.  Naaraiden  ∑PCB7-pitoisuuskeskiarvo  on  tällöin 
matalampi  (4.68±4.57  mg/kg  rasvaa,  n=9)  verrattuna  uroksiin  (6.73±10.75  mg/kg  rasvaa, 
n=6).  Ero  ei  ole  tilastollisesti  merkitsevä  (Mann-Whitneyn  U-testi,  P=0.953).  Eroavaisuus 
johtuu  osaltaan  urosten  joukossa  olevasta  28-vuotiaasta  norpasta,  jonka  PCB7-
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PCB7-keskiarvopitoisuuden vertailu sukupuolten välillä.
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summapitoisuus 28.6 mg/kg rasvaa on poikkeuksellisen suuri. Mikäli tämä ääritapaus poiste-
 taan analyysistä, saadaan urosten (n=5) keskiarvopitoisuudeksi 2.36±1.08 mg/kg rasvaa. Täl-
 löin  naaraiden  PCB-pitoisuus  havaitaan  uroksia  korkeammaksi,  mutta  tilastollista  merkitse-
 vyyttä ei havaita (Mann-Whitneyn U-testi, riskitaso 0.05, P=0.294).  


Lisäksi aineisto analysoitiin sisällyttämällä mukaan ainoastaan 0-1 -vuotiaat norppayksilöt 
 kumpaakin sukupuolta. Tällöin otoskooksi muodostui n= 15 (naaraat) ja n=16 (urokset). Tä-
 mä  ei  kuitenkaan  vaikuttanut  tuloksen  tulkintaan;  naaraiden  ∑PCB7-pitoisuus  (4.30±5.10 
 mg/kg rasvaa) on edelleen urosten pitoisuutta (2.20±1.21 mg/kg rasvaa) korkeampi. Tilastol-
 lista merkitsevyyttä erolle ei tällöinkään löydetty (Studentin t-testi, P=0.198). Testausta varten 
 aineisto muunnettiin logaritmiseksi.  


.  


a) 


b)
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PCB-pitoisuuksien vertailu sukupuolten välillä.
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Kuvat  10 A-C:  ∑PCB7-keskiarvopitoisuuksien (mg/kg  rasvaa, keskiarvo) vertailu sukupuol-
 ten  välillä.  A)  Vain  suurin  ikäluokka  (alle  1-vuotiaat  yksilöt).  B)  Vain  suurin  ikäluokka  ää-
 riarvot (20.11 mg/kg  rasvaa  ja 11.46  mg/kg  rasvaa) erillään.  C)  Vain  vuoden  ikäiset tai  sitä 
 vanhemmat yksilöt.   


3.6 Polykloorattujen bifenyylipitoisuuksien ja norppayksilöiden iän korrelaatio 


Polykloorattujen  bifenyyliyhdisteiden pitoisuuden  ja  norppayksilöiden  iän  välisen korrelaati-
 on selvittämisessä ratkaisevaksi vaikeudeksi osoittautui aineiston suhteellisen vähäinen otos-
 koko ikäryhmien sisällä. Usein jouduttiin turvautumaan vain yhden yksilön määritystulokseen 
 kyseisen ikäryhmän edustajana. Aineiston ikäjakauma kattoi iät alle vuoden ikäisistä yksilöis-
 tä 28-vuotiaaseen. Kolme urosnorppaa ja yksi naaras jouduttiin lisäksi sulkemaan pois ikäkor-
 relaatioiden tarkastelusta sillä tietoa niiden iästä ei ollut saatavilla. Tämän vuoksi ikäkorrelaa-
 tioihin käytetyn aineiston otoskoko laski ja alle vuoden ikäiset norpat saivat siten suurempia 
 prosenttiosuuksia kokonaisuudesta kuin aiemmin on mainittu.        


Ikäryhmiin jaoteltuna alle vuoden ikäisiä yksilöitä on määrällinen enemmistö (26 yksilöä), 
 mutta monissa ikäryhmissä (3-, 5-, 17- 20- ja 28-vuotiaat) otos perustuu vain yhteen yksilöön, 
 6  ja 12-vuotiaita yksilöitä otokseen sisältyi 2 yksilöä ja yhden vuoden ikäisiä 6 yksilöä. Tar-
 kasteltaessa iän ja pitoisuuden suhdetta (koko aineisto, sukupuolet yhdistetty) havaittiin selvä 
 nouseva trendi  (lineaarinen  regressio, R2=0.6092,  y=0.7024x-0.02994,  yhteenlaskettu n=41). 


Korrelaatiota  testattiin  tilastollisesti  ei-parametrisella  Spearman-korrelaatiolla  johtuen  ikä-
muuttujan  jakauman  epänormaalisuudesta.  Korrelaatio  ei  ollut  tilastollisesti  merkitsevä 
(Spearman-korrelaatio, r=0.152, P=0.341).   
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