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Tyo6n tarkoituksena oli ottaa kayttoon SPE-menetelma polysyklisten aromaattis-
ten hiilivetyjen eristamiseksi vesinaytteista seka tuottaa siita tydohje Mikkelin am-
mattikorkeakoulun ympaéristélaboratorion tarpeisiin. Laboratoriossa oli valmiina
uuttamiseen kaytettava laitteisto ja tydbhon sopivat vélineistot. Opinnaytetyo teh-
tiin yhteistydssa Mikkelin ammattikorkeakoulun ymparistdtekniikan laboratorion
kanssa.

Tyo6ssa kaytettiin standardeina EPA-PAH 16 -yhdisteita ja sisaisind standardeina
oli viisi erilaista deuteroitua PAH-yhdistetta. Keskeisena tavoitteena oli saada hy-
via standardisuoria kaikille yhdisteille ja ratkaista uuttomenetelman kayttéon-
otossa ilmenevat ongelmat. Tarkoituksena oli my6s kehittdé ratkaisu suurien ve-
sindytteiden uuttamiseen. Menetelman toimivuutta testattiin omilla tunnetuilla
naytteilla.

PAH-yhdisteiden uuttojen analyyseihin kaytettiin Agilent Technologiesin 5975C
GC-MS -laitteistoa. Kaikille kaytossa olleille yhdisteille saatiin standardisuorat,
joilla pystyttiin analysoimaan tunnettujen naytteiden pitoisuuksia. Tydssa ratkais-
tiin myds suurien vesinaytteiden naytteensyottdongelma tilaamalla laitevalmista-
jalta sopivat osat. Suurille vesinaytteille kaytettavaa imulaitteistoa testattiin omilla
tunnetuilla naytteilld, jotka antoivat luotettavia tuloksia.
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Liite 1 5 pg naytepitoisuudet

Liite 2 0,5 pg naytepitoisuudet



SANASTO

in vitro

ISTD
karsinogeeni

mutageeninen

PAH
SPE

STD

tutkimusmenetelma, jossa koe suoritetaan

elavan solun tai organismin ulkopuolella
sisainen standardi
syOpaéa aiheuttava

kemiallinen tai fysikaalinen vaikuttaja, joka
muuttamalla DNA:n rakennetta lisda solu-

jen mutaatioita
polysyklinen aromaattinen hiilivety
kiinteafaasiuutto

standardi



1 JOHDANTO

PAH-yhdisteet ovat jokapaivaisessa elamassa niista tietamattamme. Niita kul-
keutuu elimistoihimme ilman valityksella, ymparistdsta ja ruoasta mita syomme.
Teoriaosuudessa kasitellaan aihetta lyhyesti — mita ovat polysykliset aromaattiset
hiilivedyt, missa niita esiintyy ja syntyy. Ympariston- ja terveydensuojelun nako-
kulmasta tydssa tutustuttiin pintavesien ymparistélaatunormeihin seka elintarvik-

keista saatavien PAH-yhdisteiden maardan Suomessa.

SPE-uuttomenetelma on ollut olemassa jo 1970-luvun lopulta l&htien, ja sen
kayttd on koko ajan lisaantynyt. Menetelman automatiikka ja materiaalit ovat
myos kehittyneet, ja markkinoilla on paljon vaihtoehtoja eri tarkoituksiin. Mene-
telmaa kaytetaan naytteiden eristamiseen, puhdistamiseen ja konsentrointiin.
Tassa kaytetty puhdistusmenetelma perustuu analyytin ja SPE-sorbenttimateri-

aalin hydrofobiseen kanssakéaymiseen.

Tyo6n tavoitteena oli ottaa kayttéon Mikkelin ammattikorkeakoulun ymparistélabo-
ratoriolle SPE-menetelma PAH-yhdisteiden eristamiseksi. Kiintedfaasiuuttoa ei
ollut testattu laboratoriossa entuudestaan, joten opinnaytetyélla oli kaytannon ar-
voa laboratorion toiminnalle. Tyd toteutettiin kokonaan ympéristélaboratorion lait-
teilla ja tiloissa. Tyosta tehtiin myds kirjallinen ohjeistus menetelman kayttami-

seen ndille yhdisteille.



2 PAH-YHDISTEET

PAH-yhdisteet eli polysykliset aromaattiset hiilivedyt (engl. polycyclic aromatic
hydrocarbons) ovat ryhma orgaanisia yhdisteitd, jotka koostuvat padasiassa kah-
desta tai useammasta yhteen kiinnittyneesté bentseenirenkaasta, joilla on yhtei-
sid hiiliatomeja (kuva 1). PAH-yhdisteitd muodostuu epéataydellisessa palami-
sessa ja niita esiintyy melkein kaikkialla ympéaristossamme. (PAH-yhdisteet ja nii-

den esiintyminen. 2010.)

KUVA 1 Yksi tutkituimmista PAH-yhdisteistd, bentso[a]pyreeni (Wikimedia Com-
mons. 2007)

PAH-yhdisteita sisaltavia aineita ovat mm. Kkivihiilipiki ja kivihiiliterva, terva, kreo-
soottidljy ja muut Kivihiiliperaiset 6ljyt, dieseldljyt, kaytetyt moottoriéljyt, noki, as-
faltti, bitumi ja pakokaasut. PAH-yhdisteita sisaltavia tuotteita on myos kaytetty
vesieristeina rakenteissa, jotka ovat kivihiilitervaan perustuvia tuotteita, 6ljypoh-
jaisia bitumeja tai naiden seoksia. Kreosoottieristeet sisaltavat kuitenkin paljon
enemman PAH-yhdisteita, kuin bitumipohjaiset eristeet. (PAH-yhdisteet ja niiden

esiintyminen. 2010.)

Vaikka yhdisteita tunnetaan kymmenia erilaisia, tutkituin ja vaarallisin niista on
bentso[a]pyreeni tai lyhennettyna BaP. Vuoteen 2012 saakka oli asetettu lainsaa-

danndllinen enimméaismaara vain bentso[a]pyreenin pitoisuudelle elintarvikkeissa
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PAH-indikaattoreina komission asetuksessa (EY) N:o 1881/2006. EU:n asetusta
N:o 835/2011 kiristettiin alkaen vuodesta 2012, jolloin otettiin kayttoéon BaP:n li-
saksi enimmaismaarat PAH4-yhdisteiden summalle, joihin kuuluvat bentso[a]py-
reenin lisdksi kryseeni, bentso[a]antraseeni ja bentso[b]fluoranteeni. 2012 voi-
maan tullutta lakia kiristettiin entisestaan vuonna 2014, jolloin yhdisteiden enim-
maismaarat pienenivéat alle puoleen aikaisemmasta. (PAH-yhdisteet savuste-
tuissa kalatuotteissa ja lihavalmisteissa. 2012, 2.) Indikaattoriaine tassa tapauk-
sessa nimensd mukaisesti ilmaisee PAH-yhdisteiden lasndolon naytteessa, jol-
loin siin& voi olla muitakin haitallisia PAH-yhdisteita eri pitoisuuksilla.

2.1 Kayttaytyminen ymparistossa

PAH-yhdisteiden liikkeisiin ympéaristossa vaikuttaa se, ovatko ne ilman partikke-
leihin liittyneina vai kaasufaasissa. Niiden jakautumiseen vaikuttavat atmosfaari-
sen aerosolien aineseokset ja runsaus seka lampotila ja kosteus. Kaasu-hiukkas-
jakautumisessa on havaittu varianssia maantieteellisesti ja ajallisesti. Yhdisteet
sitoutuvat vedessa orgaaniseen ainekseen, veteen ne ovat niukkaliukoisia. Yh-
disteet, jotka sisaltavat kaksi tai kolme rengasta, esiintyvat lahes ainoastaan
kaasufaasissa. Hiukkasissa esiintyy paaasiallisesti vain yhdisteita, joissa on viisi
rengasta tai enemman. Havaitut varianssit liittyvat paaasiassa nelja rengasta si-
saltaviin yhdisteisiin kaasu-hiukkasjakautumisessa. Naista esimerkkeja ovat fluo-
ranteeni, pyreeni, bentso(a)antraseeni ja kryseeni. Suomessa PAH-4-yhdistei-
den kokonaispaastoista 65 % aiheutui pienpoltosta vuonna 2000. (Vesiympaéris-

tolle haitallisten teollisuus- ja kuluttaja-aineiden kartoitus. 2011, 34.)

Valtioneuvoston asetuksessa 1022/2006 on kerrottu vesiymparistélle vaaralli-
sista ja haitallisista aineista. PAH-yhdisteille on mainittuna ymparistdlaatunormit,
jotka on maaratty antraseenille 0,1 pg/ I, naftaleenille 2,4 ug/ |, fluoranteenille 0,1
ug/ |, bentso[a]pyreenille 0,05 pg/ |, bentso[b]- ja bentso[k]fluoranteenille yh-
teensa 0,03 ug/ I, bentso[g,h,i]peryleenille ja indeno[1,2,3-cd]pyreenille yhteensa
0,002 ug/ I. Aineiden pitoisuus pintavedessa tai kalassa ei saa ylittda esitettyja
ymparistdlaatunormeja. (Valtioneuvoston asetus vesiymparistolle vaarallisista ja
haitallisista aineista 1022/2006 8§ 6, § 13.)



Pitoisuuksia seurataan luonnossa, koska jotkut yhdisteista ovat erittéain pysyvia
eli niilla on pitka puoliintumisaika. Esimerkiksi kivihiilitervan tisle, kreosootti, sisél-
tda PAH-yhdisteitd 60—85 %. limastoon joutuessaan kreosootin helposti haihtu-
vat PAH-yhdisteet esim. naftaleeni, fluoreeni ja fenantreeni hajoavat hydroksyy-
liradikaalien vaikutuksesta, ja niiden on arvioitu puoliintuvan yhdesta seitsemaan
tuntiin. Maaperasséa hajoaminen vaihtelee alle yhdesta viikosta yli vuoteen, kun
taas hapettomissa olosuhteissa hajoamista ei ole havaittu. (OVA-ohje: Kreo-

sootti-tiivistelma. 2011.)

Vesistoissa puoliintumisen on arvioitu tapahtuvat noin kuukaudessa. Vedesta ne
voivat poistua haihtumalla, kertymalla eliést6on, fotolyysin ja biologisen hajoami-
sen myota tai adsorboitumalla. Osan yhdisteista on todettu kertyvan ravintoverk-
koon. (OVA-ohje: Kreosootti-tiivistelma. 2011.)

2.2 Tutkittavat yhdisteet

Tassa tyossa kaytettiin ns. EPA-PAH 16 -yhdisteita, jotka ovat 16 eniten maari-
tettyd PAH-yhdistettd (taulukko 1). Naiden liséksi kaytettiin sisdisena standardina
viitta erilaista deuteroitua yhdistettd, jotka ovat suurimmalta osalta samoja kuin
tutkittavien aineiden ryhmassa olevat. Deuteroituja yhdisteitd olivat naftaleeni-

D8, asenafteeni-D10, antraseeni-D10, peryleeni-D12 ja kryseeni-D12.

TAULUKKO 1 Tyo6ssa kaytetyt PAH-yhdisteet ja niiden kemiallisia ominaisuuk-
sia (PAH-yhdisteiden tavoitetasoperustelumuistio. 2010, 4)

Yhdiste Molekyyli- | Mooli- Sulamis- Kiehumis-
kaava massa piste (°C) piste (°C)
(g/mol)

Naftaleeni CioHs 128 81 218
Asenaftyleeni Ci2Hs 152 92 -
Asenafteeni Ci2H10 154 95 279
Fluoreeni CisHio 166 115 295
Fenantreeni Ci4H10 178 101 340
Antraseeni CiaH10 178 216 342
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Fluoranteeni CisHio 202 109 375
Pyreeni CisHio 202 150 393
Bentso[a]antraseeni CigH12 228 161 400
Kryseeni CisH12 228 253 448
Bentso[b]fluoranteeni CooH12 252 168 480
Bentso[k]fluoranteeni CooH12 252 215 481
Bentso[a]pyreeni CooH12 252 178 496
Inde_no[1,2,3-cd]py- Ca2H12 276 164 536
reeni

Benzo[g,h,i]peryleeni CooHi2 276 278 545
Dibentgo[a,h]ant- C22Hua 278 267 524
raseeni

2.3 Altistuminen ja haittavaikutukset

Tavallisessa elamassa korkein altistuminen PAH-yhdisteille tapahtuu tupakka-
tuotteiden kayttamisesta. Korkein altistumispitoisuus tydssa liittyy yleensa kivihii-
lipohjaisten tuotteiden valmistamiseen tai kayttdon. Suomessa altistutaan eniten
koksaamoissa ja puutavaran kreosoottikyllastyksessa seka asennuksessa. Altis-
tumista tapahtuu myos teiden paallystyksessa ja vesieristyksissa, kun kaytetaan

bitumia. (PAH-yhdisteiden tavoitetasoperustelumuistio. 2010, 2, 10.)

Arkielamassakin siis altistutaan ndille yhdisteille, kotona, tydpaikoilla tai ulkoil-
massa. Ymparistossa altistutaan PAH-yhdisteille mm. tupakasta, kotitalouspaas-
toistd, pakokaasuista, ongelmajatteen kerayspaikoista ja metsapaloista. Kotona
naille on mahdollista altistua tupakan savusta, puunpoltosta ja jopa elintarvik-
keista kuten mm. muroista, jauhoista, leivasta, hedelmista ja vihanneksista. (To-

xicological profile for polycyclic hydrocarbons. 1995, 3-4.)

Helsingin kaupungin ymparistokeskuksen teettamassa tutkimuksessa seurattiin

raakaveden lahteen vaikutusta talousveden laatuun. Veden laatua seurattiin noin
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vuoden ajan 15 naytteella. Tutkimuksessa tehtiin kaikki yleisimmat laadusta ker-
tovat analyysit. Tuolloin oli jo asetettu enimmaispitoisuusvaatimukset BaP:lle. Li-
saksi tutkittiin bentso[b]fluoranteenin, bentso[k]fluoranteenin, indeno[1,2,3-cd]py-
reenin ja bentso[g,h,i]peryleenin pitoisuuksia. Mitaan naista PAH-yhdisteita ei to-
dettu olevan talousvedessa tuona aikana. (Raakaveden vaikutus Helsingissa
kaytettavan talousveden laatuun. 2011, 8.)

Monet PAH-yhdisteista ovat vain vahan tai eivat lainkaan mutageenisia in vitro -
tutkimuksissa. Niiden metaboliitit ja johdannaiset kuitenkin voivat olla potentiaali-
sia mutageeneja elimistossamme. Karsinogeenisyytta on tutkittu paljon koe-elai-
mill&. Tutkijat ovat raportoineet iho-, keuhko-, maksa-, virtsarakko- ja mahalaukun
syovan seka pistoskohtien tukikudossyOpien kasvaneesta esiintyvyydesta elai-
missd. Koe-eldintutkimukset osoittavat, ettd tietyt PAH-yhdisteet vaikuttavat
myds ihmisen hematopoieettiseen ja immuunijarjestelmaan. Ne voivat aiheuttaa
myo6s neurologisia hairiita seka lisaantymis- ja kehityshairioita. Tutkijat ovat ha-
vainneet, etta on vaikeaa havaita yksittaisten PAH-yhdisteiden terveysvaikutuk-
sia epidemiologisissa tutkimuksissa, koska altistuminen tapahtuu useimmiten
PAH-seoksille. Yhdisteet metabolisoituvat useissa elimissa ja erittyvat sappeen
ja virtsaan, esimerkiksi pyreenin metaboliitti 1-pyrenolia virtsassa on pidetty indi-
kaattorina PAH-yhdisteille altistumisesta. Ne myds erittyvat aidinmaitoon ja va-
rastoituvat rajoitetusti rasvakudokseen. (Case Studies in Environmental Medicine
— Toxicity of Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHs). 2009, 27, 34.)

PAH-yhdisteiden indikaattoriaineena ihmisen altistumiselle pidetaan siis 1-py-
renolia, jota kaytetddn tunnistamaan vaikeammin haihtuvat yhdisteet ja 1-naftoli
on indikaattori helpommin haihtuville yhdisteille. Tupakoitsijoille 1-naftolin viite-
raja on 300 nmol/l ja tupakoitsemattomille 30 nmol/l. 1-pyrenolille viiterajana on
3,0 nmol/l. Toimenpiderajoja ei kuitenkaan ole asetettu, mutta tytterveyslaitos
suosittelee naita indikaattoreita biologisille naytteille. (PAH-yhdisteiden tavoiteta-

soperustelumuistio. 2010, 6.)
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2.4 Elintarvikkeet

Elintarvikkeiden, kuten lihan liiallinen kuumentaminen ja hiiltyminen lisaavat
PAH-yhdisteiden pitoisuutta. Yhdysvalloissa tyypillisen ruokavalion PAH-pitoi-
suudet ovat olleet alle 2 mikrogrammaa kilogrammassa ruokaa ja juomavesien
pitoisuuksissa on havaittu vaihtelua 4—24 nanogrammaa litrassa. (Toxicological

profile for polycyclic hydrocarbons. 1995, 4).

Suomessa elintarvikkeista saatavat PAH-pitoisuudet ovat arvioituja suurempia
verrattuna moneen Euroopan maahan. Tama johtuu paaosin grillatun lihan ja sa-
vustetun kalan suuresta kulutuksesta. Yhdisteiden esiintymista on tutkittu koti-
maisissa elintarvikkeissa 1980-luvulta léhtien. Suomalaiset altistuvat
bentso[a]pyreenille keskimdarin 232 ng/henkilé/vrk ja EU:ssa saanti vaihtelee
186-258 ng:n valilla. Suomessa ja EU:ssa on kuitenkin kiristetty koko ajan syo-
paa aiheuttavien PAH-yhdisteiden tarkkailua. (Elintarvikkeiden ja talousveden ke-
mialliset vaarat 2009, 86, 89; PAH-yhdisteet savustetuissa kalastustuotteissa ja

lihavalmisteissa. 2012, 2.)

Suomessa merkittavin osa ruoasta saatavista PAH-yhdisteistd saadaan siis li-
hasta ja lihavalmisteista, joiden vuosittainen osuus on 81 %, viljavalmisteista 7 %
ja kalatuotteista 3 %. Korkeita PAH-pitoisuuksia sisaltavat elintarvikkeet ovat mm.
hiililla grillatut tai nuotiossa karistetyt elintarvikkeet, talkkunajauho, riihiruisjauho,
tuoreet nilvidiset, saunapalvikinkku ja kahvi. (Elintarvikkeiden ja talousveden ke-
mialliset vaarat 2009, 87—-88.)
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3 KIINTEAFAASIUUTTO

Kiinteafaasiuutto eli SPE (engl. solid phase extraction) on nopeasti suosiota kas-
vattanut naytteiden eristys-, puhdistus- ja konsentrointimenetelma, joka kilpailee
LLE-tekniikan eli neste-neste-uuttomenetelman (engl. liquid-liquid extraction)
kanssa. SPE-menetelma keksittiin vuonna 1978 ja sitd on kehitetty siitd saakka
eteenpain mm. materiaalien ja automatiikan osalta. (Laiho — Peramaki — Sirén
2009, 271.)

Paaperiaatteena uutossa on kiinnittdd nayte sorbenttimateriaaliin sopivassa liu-
ottimessa ja poistaa epépuhtaudet tai pidattdd ne kolonnissa ja eluoida puhdas
nayte ulos kolonnista eri liuottimella (Jaarinen — Niiranen 2002, 160). Menetelma
soveltuu kaiken tyyppisten yhdisteiden eristimiseen nestemaisista naytteista,
ymparisto-, vesi-, maapera- ja ilmastonaytteista. Maaperanaytteet kuitenkin vaa-
tivat tutkittavien yhdisteiden liuottamisen sopivalla liuottimella ennen SPE-kasit-
telya. (Laiho ym. 2009, 271.)

3.1SPEvs. LLE

LLE eli neste-nesteuutto (engl. liquid-liquid extraction) on yleisin esikasittelyme-
netelméa, jossa uuttoliuotin valitaan sen selektiivisyyden perusteella seka tutkitta-
vien yhdisteiden poolisuuksien perusteella. Tarkoituksena on saada mahdollisim-
man suuri saantoprosentti. Tarkeimpana kriteerind pidetaan uuttoliuottimen ja

naytematriisiliuottimen erottumista hyvin toisistaan. (Laiho ym. 2009, 258.)

LLE on yksivaiheinen uuttomenetelméa, kun taas SPE on kromatografinen mene-
telma, joka muistuttaa HPLC:ta. Lisaksi silla on monia etuja verrattuna neste-
nesteuuttoon. SPE:lla saadaan mm. tehokkaampi hairitsevien yhdisteiden pois-
taminen, taydellisempi analyytin uuttuminen, parempi selektiivisyys. SPE-uutto
on myo6s helpommin automatisoitavissa ja siina kaytettavat liuotinmaarat ovat
paljon pienemmat. SPE:ssé& huonona puolena on kuitenkin sen monimutkaisempi
menetelmankehitys. Joidenkin analyyttien peruuttamaton adsorptio uuttopatruu-
naan. Myos kayttajan sekaannuksesta johtuvia mekanismien sekoittumista kes-
kenddn voi esiintyd. (Sample preparation fundamentals for chromatography.

2013, 94-95))
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3.2 Materiaalit

Eristysmenetelmaa kehitettdessa on tarkeaa valita tutkittavalle yhdisteelle sopiva
kiintoainemateriaali eli sorbentti. Kaupallisissa SPE-tuotteissa on laaja kirjo eri
tarkoituksiin sopivia tuotteita, jotka ovat valmiiksi pakattuja ja kayttovalmiita. Sor-
bentit ovat yleensa syntetisoitua silikaa, polymeeria tai piioksidia, joihin on kemi-
allisesti sidottu orgaanisia rakenneryhmid. Rakenneryhmat ja kaytettava liuotin,
jossa nayte lisataan, maaraavat SPE-kolonnin mekanismin. Kolonnit voivat olla
kayttotarkoituksesta riippuen poolittomia, poolisia, kationin- tai anioninvaihtimia.
(Laiho ym. 2009, 272.)

Tutkittavat naytemadarat on otettava huomioon sorbentin maarassa, koska sité on
putkessa yleensa melko pieni maara. Tassa tyossa kaytetyt putket sisalsivat sor-
benttimateriaalia 500 mg. S&antdna voidaan pitaa, ettd adsorptiokyky on 1-5 %
sorbentin massasta. Omassa tapauksessani siis 500 mg voi maksimissaan ad-

sorboida 25 mg tutkittavia yhdisteita ja naytematriisia. (Laiho ym. 2009, 273.)
3.3 Kaanteisfaasi SPE

Tyo6ssa kaytetyt Supelclean ENVI-18-uuttopatruunat olivat kédanteisfaasiin pe-
rustuvia eli nk. RP-SPE-patruunoita. Niiden toiminta perustuu hydrofobiseen
kanssakaymiseen, jossa vaikuttavia voimia ovat dispersiovoimat ja polaarisen
nesteen ja poolittoman kiintean faasin vuorovaikutukset tai Van der Waalsin voi-
mat. SPE-patruunoissa kaytetddn myds normaalifaasia ja ioninvaihtotekniikkaa.
(Guide to Solid Phase Extraction. 1998, 3.)

Kaanteisfaasieristykseen kuuluu polaarinen, yleensa vesiliuos tai muuten kohta-
laisen polaarinen naytematriisi ja pooliton stationaarifaasi eli sorbenttimateriaali.
Tutkittava yhdiste on yleensa asteikolla keskipoolisesta poolittomaan. Tarkastel-
laan esimerkkina ENVI-18:aa, jossa piioksidirakeiden pinnalla oleviin silanoliryh-
miin on kemiallisesti liitetty pitka hiilivetyketju, oktadekyyli CigHs7. (Guide to So-

lid Phase Extraction 1998, 3.)
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3.4 Kaytannon toteutus

Kiinteafaasiuutto on melko helppo tehda kaytanndssa. Uuttopatruunoita kunnos-
tettaessa ja standardeja patruunoihin pipetoitaessa kannattaa kayttaa tilavuuteen
sopivaa mantapipettid. Esimerkiksi 3 ml:n patruunalle voi kayttaa 1-5 ml:n pipet-
tid kunnostamisessa ja standardeille 100-1000 pl:n pipettia. Jos uutossa kayte-
taan liuottimia, tydskentely kannattaa suorittaa vetokaapissa.

Ennen kuin sorbenttimateriaali on kunnostettu eli kykenevainen pidattamaan ha-
lutut yhdisteet, tulee se esikasitella. Esikasittelyssé materiaali turvotetaan kostut-
tamalla se ennen naytettd. Sorbenttimateriaali- ja laitevalmistajat vaikuttavat sii-
hen, millaisella ohjeistuksella patruuna kunnostetaan, koska eri valmistajilla voi
olla kaytossaan itse kehitetyt materiaalit ja menetelméat. Uuttopatruunoiden val-
mistajien internetsivuilta voi myos 16ytya omia ohjeita sorbenttimateriaalille riip-

puen mita eristetdan ja mista. (Laiho ym. 2009, 277.)

Kaytannodssa on kuitenkin kolme erilaista lahestymistapaa tai strategiaa naytteen
uuttamiseen SPE-menetelmélla. Ensimmainen tapa, joka on myds yleisimmin
kaytetty. Siina kaikki yhdisteet kiinnitetaan ja lopulta pelkastaan analyytti eluoi-
daan. Haluttu yhdiste kiinnitetd&n sorbenttimateriaaliin ja matriisi huuhdotaan
pois sopivalla pesuliuoksella. Eluoitaessa poistetaan vain tutkittavat yhdisteet
sorbentista. Toinen tapa on kiinnittéda kaikki hairitseva matriisi sorbenttiin ja paas-
taa analyytti ja sisédinen standardi suoraan lapi naytteenlisdysvaiheessa. Tama
toimii kemiallisena suodattimena ja yleensa naytetta joudutaan lopuksi evaporoi-
maan pienempaan tilavuuteen. Kolmas tapa on fraktioittainen eluoiminen. Tassa
on tarkoituksena sekventaalisesti eluoida erityyppisia yhdisteitd modifioimalla

eluenttia tai lisdamalla orgaanisen liuottimen osuutta. (Michel, 2010, 16-19.)

Tassa tyossa kaytetty SPE-prosessi eteni kuten ensimmaisena mainitussa ta-
vassa, mutta siina ei ollut laisinkaan matriisin huuhtomista pois. Hairitsevat tekijat
kiinnitetdadn sorbenttiin, joka kuivattiin imussa ja nayte eluoitiin ulos. Kuvassa 2

on esimerkki ensimmaisena mainitusta tavasta.
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Symbol Legend

Sample Components

A = Analyte(s) of interest

W = Weakly retained, undesired
matrix component(s)

X = Intermediate undesired
matrix component(s)

Z = Strongly retained undesired
matrix component(s)

Solvents

C = Conditioning solvent

D = Equilibration solvent

L = Loading solvent

R = Rinsing (washing) solvent

E Eluting solvent

KUVA 2 Esimerkki SPE-prosessista kaytannossa. C ja D ovat kunnostus ja ta-

sapainotusliuoksia. L on naytteen latausvaihe. W on pesuvaihe ja E on eluointi

(Sample preparation fundamentals for chromatography. 2013, 110.)

Jos SPE-ohjetta ei ole saatavilla, on yleisia ohjeita sen suorittamiseen. Naytteen

virtauksen tulee olla 1-2 ml/min, kun se viedaan sorbenttimateriaaliin ja nayte-

maara suhteutetaan materiaalin maaraan. Matriisin huuhteluvaiheessa on tar-

keaa kayttda 1 ml pesuliuosta 100 mg:aa sorbenttimateriaalia kohden. Eluoinnis-

sakin suhteutetaan kaytettava eluaatin maara sorbenttimateriaaliin ja kaytettavan

liuottimen imeytymiselle annetaan 30-60 sekuntia aikaa. Virtaus tulisi olla 1-2

ml/min ja eluointiin kaytettava tilavuus kannattaa olla pieni. Jos eluointi suorite-

taan esimerkiksi 1 ml:lla liuotinta, se kannattaa laittaa patruunaan kahdessa 0,5
ml:n erdssa. (Laiho ym. 2009, 278.)
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4 GC-MS

PAH-yhdisteiden tutkimiseen kaytettiin hyvin tavanomaista yhdistelmalaitetta,
jossa on kapillaarikaasukromatografi yhdistettyna massaspektrometriin eli GC-
MS. MAMK:ssa on kaytossa Agilent Technologiesin laitteisto. Laitteisto koostuu
kaasujarjestelmasta, naytteensyoéttajasta, injektorista, kolonnista, kolonniuunista
ja detektorista, joka tdssa tapauksessa oli MS-detektori. Laite on kytkettyna tie-
tokoneeseen, jolla tulokset voidaan analysoida.

4.1 Kaasukromatografia

Tatad kromatografian muotoa kaytetaan paljon perustekniikkana orgaanisten ai-
neiden analytiikassa ja se soveltuu hajoamatta hoyrystyvien yhdisteiden analy-
tilkkkaan. Nimensa mukaisesti liikkuvana faasina kaytetdan kaasua ja station&ari-
faasina on yleensa neste, joka on sidottu kolonniin. Yhdisteiden erilaiset hGyryn-
paineet ja erilaiset liukoisuudet stationdérifaasin kanssa vaikuttavat erottumi-
seen. Talléin kyseessa on jakaantumis- eli partitiokromatografia. Yhdisteet eluoi-
tuvat yleensa kiehumispistejarjestyksessa, koska mita alhaisemmassa lampoti-
lassa yhdisteet hoyrystyvat, sitd nopeammin ne kulkeutuvat kolonnissa. Stati-
onaarifaasin kemialliset ominaisuudet, kuten poolisuus, voivat vaikuttaa eluoitu-

misjarjestykseen. (Jaarinen — Niiranen 2002, 167.)

Kaasukromatografian toimintaperiaate on melko yksinkertainen. Nayte syttetaan
tiiviin kumisen septumin lapi injektoriin, jossa nayte hoyrystyy. Kantajakaasu kul-
jettaa naytteen kolonniin ja sieltéa edelleen detektorille, joka vaihtelee kayttotar-
koituksen mukaan, mutta etuna esimerkiksi nestekromatografiaan on herkéat ja
selektiiviset yleisdetektorit. Kolonneina kaytetddn nykyaéan lahes poikkeuksetta
silikakapillaareja, joiden pituudet voivat vaihdella viidesta jopa yli sataan metriin.
Stationaarifaasi on ohuena kerroksena silikakapillaariputken sisapinnalla. Omi-
naisuuksiensa ansiosta silikakapillaarit ovat syrjayttdneet melkein kokonaan ta-

valliset pakatut kolonnit. (Jaarinen — Niiranen 2002, 167.)

Helium on kantajakaasuna yleisin ja turvallisin typpikaasun lisaksi, koska se on

myrkyton ja palamaton eikd muodosta rajahtavia seoksia ilman kanssa. Se so-
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veltuu myos kaikkien detektoreiden kanssa kaytettavaksi. Heliumin etuna typ-
peen on sen optimi virtausnopeus. Typella optimi virtaus on 12 cm/s, kun taas
heliumilla 27 cm/s, jolloin paastaan yli kaksi kertaa nopeampiin analyysiaikoihin.
Van Deemterin kayrasta voidaan nahda, etta heliumin keskimaaréinen lineaari-
nen virtausnopeus on tasaisempi laajalla virtausnopeusalueella. Tatd ominai-
suutta voidaan kayttdd hyodyksi kayttamalla optimia suurempaa virtausnopeutta
resoluution merkittavasti huonontumatta, jolloin voidaan vaikuttaa analyysin no-
peuteen. (Hyo6tyldinen — Riekkola 2002, 74-75.)

Tassa tyossa kaytettiin avoputkikolonnia. Se on kaasukromatografiassa yleisim-
min kaytetty kolonnityyppi, joka on valmistettu synteettisesta piioksidista ja paal-
lystetty polyimidilla. Avoputkikolonnien erotuskyky on paljon parempi kuin paka-
tuilla kolonneilla. Pakatut kolonnit soveltuvat analyyseihin, joissa tarvitsee erottaa
vain muutama yhdiste toisistaan. Avoputkikolonnin ominaisuuden maarittelee
siina oleva nestemainen stationaarifaasi. Stationéarinestefaaseina kaytetaan vis-
kooseja polymeereja, joilla kapillaarin sisapuoli on pinnoitettu. Ominaisuuksiltaan
faasin taytyy olla homogeeninen seka termisesti etta kemiallisesti stabiili. Kolon-
nin valinnassa patee periaatteena, etta stationaarifaasin tulee olla kemialliselta
luonteeltaan samankaltainen kuin analyytti eli pooliton poolittomille ja polaarinen
polaarisille analyyteille. Laitevalmistajat maarittelevat omien kolonniensa lamp6-

tilojen yla- ja alarajat. (Hyotylainen — Riekkola 2002, 76—77.)
4.2 Suora hdyrystava injektointi

Analyyseissa kaytettiin pienille pitoisuuksille sopivaa injektointimetodia eli suoraa
hoyrystavaa injektointia, englanniksi splitless injection, jota kaytetaan paljon
myo6s suomalaisessa ammattikielessa. Tassa naytteensyoéttometodissa injekto-
rissa oleva jakoventtiili pidetdadn suljettuna injektoinnin ajan, jolloin suurin osa

naytteesta kulkeutuu kolonniin. (Hyotylainen — Riekkola 2002, 96.)

Toisena vaihtoehtona yleensa kaytetaan jakoinjektiota eli split injection, jossa
suurin osa naytteesta kulkeutuu jakoventtiilin kautta pois ja vain pieni osa nayt-
teesta kulkeutuu kantajakaasun virtauksessa kolonniin (Hyotyldainen — Riekkola
2002, 93). Tassa tyossa tutkittiin luonnossa hyvin pienina pitoisuuksina esiintyvié
aineita, joten suoran hoyrystavan injektoinnin kaytt6 oli siten perusteltua.
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4.3 Massaspektrometria

Kaasukromatografilta naytteet tulevat massaspektrometrille. Periaatteena mas-
saspektrometrissa on tutkittavan yhdisteen ionisoiminen positiiviseksi ioniksi. Yli-
maarin energiaa sisaltava molekyyli pilkkoutuu pienemmiksi fragmenteiksi. Nama
massafragmentit voivat olla neutraaleja tai ionimuodossa. Laite havaitsee aino-
astaan ionifragmentit, jotka se erottelee niiden massan ja varauksen suhteen
m/z, eli kyse on massajakaumasta. Naytepiikin massaspektrissa oleva suurin
piikki on peruspiikki, joka voi kuulua myds molekyyli-ionille. Peruspiikki saa ar-
vokseen 100 % ja muista ioneista tulevat piikit suhteutetaan siihen. (Jaarinen —
Niiranen 2002, 116, 123.)

Tavallisesti yhdisteen tunnistamiseen kaytetaan laitteessa olevaa spektrikirjastoa
vertaamalla oman yhdisteen massaspektriin. Spektrikirjastoa kaytetddn datan
analysointiin tarkoitetussa ohjelmassa, josta oman tuntemattoman nayte piikkien
massajakaumalla voidaan suorittaa haku kirjastosta, joka nayttaa eniten yhtalai-
syyksida omaavien yhdisteiden nimia ja niiden ominaisuuksia. Jos halutaan var-
muus kirjaston oikeellisuudesta, on mitattava puhdas vertailuaineen spektri, josta

tiedetddn varmasti, mita yhdiste on. (Jaarinen — Niiranen 2002, 116.)
4.4 Deuteroidut yhdisteet

Ty6ssa kaytettiin deuteroituja PAH-yhdisteitd, jotka jakoivat analyysin kaikki 16
yhdistettd omiin ryhmiinsa ja toimivat samalla sisaisena standardina (internal
standard) naytteissa seka standardeissa. Tyodssa kaytetyt kaupalliset deuteroidut
yhdisteet ovat periaatteessa samanlaisia kuin analysoitavat yhdisteet, mutta aro-
maattisten renkaiden vetyatomit ovat korvattu kemiallisesti deuteriumilla, joka on

vedyn toinen isotooppi.

Hyvan sisaisen standardin taytyy olla analysoitavan yhdisteen kaltainen. Sita li-
sataan standardiliuoksiin ja naytteisiin samat maarat, koska maaritettavan yhdis-
teen piikin intensiteettid verrataan aina oman ryhmansa sisaisesta standardista
saatuun intensiteettiin. Tatd saatua suhdetta taas pystytaan vertaamaan standar-

deilla saatuihin suhteisiin. (Hyo6tylainen — Riekkola 2002, 34.)
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ISTD:n lisdys on hyva tehda jo naytteenkasittelyn alussa, koska se kompensoi
kasittelyssa, pipetoinnissa tai injektoinnissa tapahtuneita virheitd. Hyotylainen —
Riekkola (2002, 34) kertovat ISTD:n hyvistd ominaisuuksista, joita ovat mm. ana-
lyytin lahella eluoituminen ja erottuvuus tutkittavasta yhdisteesta. Tyossa kaytetyt

siséiset standardit noudattavat hyvin kirjassa lueteltuja ominaisuuksia.
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5 SPE-MENETELMAN TYOOSUUS

Tyoosuuden aloittaminen alkoi olemassa olevan valineiston kartoittamisella ja la-
boratorioon tutustumisella. Mikkelin ammattikorkeakoulun ymparistétekniikan la-
boratoriossa oli valmiina SPE-uuttoon kaytettava laitteisto, johon kuuluu vakuu-
mipumppu ja vakuumityhjié kannella, jossa on SPE-patruunoille kymmenen paik-
kaa (kuva 3). Kartoittamisen yhteydessa loytyi PAH-yhdisteiden eristamiseen
kaytettdvid SPE-patruunoita, joihin myds valmistajan sivuilta [6ytyi ohjeet. My6-

hemmin jouduttiin tilaamaan lisdosia naytteensyottoa varten.

/ N

KUVA 3 Tyossa kaytetty SPE-laitteisto seka imuletkut ja adapterit

5.1 Kaytetyt laitteet, tarvikkeet ja reagenssit

Taulukossa 2 ovat tybosuudessa kaytetyt tarkeimmaét laitteistot ja reagenssit. Nii-

den liséksi kaytettiin erilaisia mantéapipetteja, mittapulloja, liuottimia, sentrifugia ja
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kuivausaineitta veden poistoon lopullisesta kaasukromatografilla ajettavasta

naytteesta.

TAULUKKO 2 Kaytetyt laitteet ja tarvikkeet ominaisuuksineen

Laite/ tarvike/ reagenssi

Ominaisuudet

Agilent Technologies 5975C VL MSD
with Triple-Axis Detector

Agilent Technologies 7890A GC System

Zebron Capillary GC Column ZB-35HT
Inferno

Length: 30 meters, I.D. 0.25 mm,
film thickness 0.25 pum

Temperature limits: minimum 40
°C, maximum: 360/400 °C (Iso-
thermal/Program)

Sigma-Aldrich Supelclean™ ENVI™-18
SPE Tube

Reversed phase, bed weight 500
mg, volume 3 ml, active group:
octadecyl bonding C18

Restek SV Calibration Mix #5

16 PAH’s in methylene chloride,
2000 pg/ml, Expiration date June
2006

Restek SV Internal Standard Mix

6 ISTD’s in methylene chloride,
4000 pg/ml, Expiration date Octo-
ber 2005

5.2 Eristysmenetelman kayttéénotto

Kokonaista menetelmaa tassa tydssa ei ollut tarvetta luoda. Koululla oli valmiina

tyohon sopivaksi katsottuja SPE-uuttopatruunoita. Patruunoiden valmistajan si-

vuilta l6ytyi PAH-yhdisteiden SPE-eristysmenetelma, joka oli tarkoitettu vesinayt-

teille. Menetelma oli tehty 6 ml:n uuttopatruunoille. Kaytéssa oli 3 ml:n patruu-

noita, mutta molemmat koot sisalsivat silti saman méaaran sorbenttimateriaalia.

Tasta syysta paadyttiin kayttdmaan samoja nestemaaria kuin 6 ml:n patruunoille

oli valmistajan sivuilla ohjeistettu, vaikka jouduttiinkin pipetoimaan kaksinkertai-

sesti puolta pienempiin patruunoihin.
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TAULUKKO 3 PAH-yhdisteiden eristaminen vesimatriisista vaiheittain (GC Ana-
lysis of Polynuclear Aromatic Hydrocarbons (PAHS) in Water on a 5 % Phenyl
Column after SPE using Supelclean™ ENVI-18. 2014)

Patruunan sorbentin kunnostaminen 2*6 ml tolueeni:metanoli (10:1)

1*6 ml metanoli

1*6 ml DIl-vesi

Naytteen lisays 250 ml vesindyte 10 ml/ minuutissa

Kuivaus 10 minuuttia vakuumi paalla, kun
nayte mennyt lapi

PAH-yhdisteiden eluointi 2*1 ml tolueeni:metanoli (10:1)

Tyo6ssa oli tarkoitus myos luoda sopiva menettelytapa standardien kasittelylle
edella mainitulla menetelmalla. Tekemalla sama ké&sittely STD-liuoksille saadaan

totuudenmukaisempia tuloksia mahdollisista oikeista naytteista.

SPE-eristysmenetelman testaus aloitettiin kahdella PAH-yhdisteelld, naftaleenilla
ja peryleenilla. Yhdisteet olivat kiinteassd muodossa, joten liuokset valmistettiin
punnitsemalla ja liuottamalla sopivalla liuottimella. Yhdisteet olivat erittdin niuk-
kaliukoisia, joten kokeiltiin monia eri liuottimia. Naftaleeni liukeni hyvin eri liuotti-
miin, mutta peryleeni oli ongelmallisin ja se jai osaksi liukenematta monessa eri

liuottimessa.

Liuottamiseen sopivaksi todettiin 1:1 bentseeni:dikloorimetaani. Liuottimina tes-
tattiin myos metanolia, dikloorimetaania, 1:1 asetoni:dikloorimetaani, mutta nailla
ei saatu taydellisesti naitd kahta yhdistetta liukenemaan. Télla kahden yhdisteen
liuoksella oli tarkoituksena vain yksinkertaisesti testata SPE-kolonneja ja muuta
tyohon tarvittavaa laitteistoa. SPE-kolonnit todettiin toimiviksi analysoimalla eluoi-
dut naytteet GC-MS-laitteella, josta saatiin halutut naytepiikit peryleenista ja naf-
taleenista. Testauksessa ei kiinnitetty huomiota virtausnopeuksiin tai sorbentti-

materiaalin kuivumiseen kunnostuksen aikana kiinteafaasiuuttoa tehdessa.

My6hemmasséa vaiheessa SPE-kolonneja testattiin standardeilla seka arvioitiin-

suoran luotettavuutta itse tehdyilla liuoksilla, joiden pitoisuudet tiedettiin. Tassa
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vaiheessa virtausnopeuksiin kiinnitettin enemman huomiota. Sorbenttimateriaa-
lien kunnostamisvaiheessa virtausnopeus oli noin 2 tippaa sekunnissa. Vakuumi
oli sdadettynd n. 65 mmHg:iin. SPE-laitteen kannen hanat olivat imuvaiheessa
taysin auki, koska vakuumilla oli helpompi sdadelld virtausnopeutta. Virtausno-
peus hidastui erittéin paljon standardien ja naytteiden lisddmisen jalkeen. Tasta
johtuen vakuumin alipaine saadettiin n. 380 ...510 mmHg:n vélille. Kolonnien an-
nettiin kuivua n. 10 minuuttia imussa, minka jalkeen naytteet eluoitiin 2 ml:lla 1
ml:n erissé lasisiin koeputkiin. Koeputkiin lisattiin spaattelilla natriumsulfaattia ve-
den poistamiseksi. Kuivauksen jalkeen putket sentrifugoitiin 4000 rpm nopeudella
kahden minuutin ajan. Orgaaninen faasi kaadettiin kaasukromatografin naytepul-

loon ja suljettiin korkilla ajoa varten.

5.3 Standardiliuosten valmistus

Standardiliuokset ja sisaiset standardit valmistettiin kayttamalla kaupallisia liuok-
sia. Kaupallisen standardin vahvuus oli 2000 pg/ml ja sisaisen standardin vah-
vuus oli 4000 pg/ml. Naista laimennettiin ensin dikloorimetaanilla kayttoliuokset,
jotka olivat 20 pg/ml. Standardien vahvuudet olivat 0,5, 1, 2, 5 ja 10 pg/ml ja
sisaisen standardin vahvuus 5 pg/ml. Alussa ISTD oli 10 pug/ml, mutta koettiin
alhaisemman pitoisuuden olevan parempi. Standardit laimennettiin merkkiin
aluksi dikloorimetaanilla ja myéhemmin vain metanolilla pidattaytyvyysongelmien

takia.
5.4 Standardiliuosten ongelmat

SPE-kolonneja ei ole suoranaisesti tarkoitettu kaytettaviksi standardeille, jotka li-
satdéan kolonniin muussa liuottimessa kuin vedessa. Veteen standardit eivat kui-
tenkaan liuenneet, ja olisi ollut todella epavarmaa toimia standardeilla, jotka eivat

liukene liuottimeen asianmukaisesti.

Tybskentelyn alussa standardeissa kaytettiin liuottimena pelkastaan dikloorime-
taania, koska kaupalliset kantaliuokset olivat siihen liuotettuina. Ongelmia liuotti-

messa huomattiin vahvemmissa 5 ja 10 mikrogramman standardeissa, joissa ta-
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pahtui liuosten valumista lavitse SPE-kolonnista. Ongelmaa yritettiin korjata hi-
taammalla imulla, mutta se ei auttanut. Seuraavaksi testattiin standardien liuotta-
mista heikompaan liuottimeen, joka tdsséa tapauksessa oli metanoli. Metanolin
kayttd standardeissa paransi huomattavasti tilannetta vahvemmissa standar-
deissa eika sitéa tullut en&a yhté paljon lavitse. Sisainen standardi kuitenkin korjasi
tuloksia, koska sitd paasi samassa suhteessa lapi SPE-kolonnista.

5.5 SPE-laitteen kaytt6 standardeilla ja naytteilla

Standardien ja testindytteiden uuttaminen tehtiin, kuten aiemmin on kuvattu (tau-
lukko 3). Sorbenttimateriaali kunnostettiin ensin 1:10 tolueeni:metanoliliuoksella.
Tyo6ssa kaytettiin lasisia valiastioita ja pipetoinnissa 5 ml:n pipetinkarkid. Liuosta
pipetoitiin 3 ml kerrallaan ja yhteensa 12 ml. Hanoja avattiin valissa ja vakuumin
annettiin imed liuosta hitaasti SPE-patruunan lapi noin 2 tippaa sekunnissa. Ta-

méan jalkeen sama toistettiin 6 ml:lla metanolia ja ultrapuhtaalla vedella.

Eristyksessa kaytettaville oikeille naytteille kehitettiin imulaitteisto. Siind naytetta
imeva ohut putki on asetettuna suoraan naytettd sisdltdvaan astiaan. Tassa
tydssa kaytettiin lasista mittapulloa. Vakuumipumpulla toimiva alipaine imee nay-
tetté letkun kautta SPE-patruunaan, johon letku on yhdistetty liitinkappaleella.
Muoviletkun paan annettiin tulla hieman nakyviin liittimen alaosasta, jolloin pys-
tyttiin tarkkailemaan naytteensyoton toimivuutta. Naytteensyotdssa kaytettiin
nestekromatografian laitteessa ollutta muoviletkua. Ennen varsinaisia testinayt-
teitd naytteensyottdoa testattiin deionisoidulla vedella. Talla haluttiin selvittaa,
kuinka suurella alipaineella saadaan tarpeeksi nopea naytteensyotto aikaiseksi.
Aikaisemmin on mainittu, ettd vesinaytteille kaupallisen ohjeen mukaan hyva
syottonopeus olisi 10 ml minuutissa (taulukko 3). Kun naytteensyottoon on liitet-
tyna yksi vesinayte, saadaan n. 380 mmHg:n eli n. 0,5 baarin alipaineella imettya

noin 11 ml minuutissa.
5.6 GC:n ja massaspektrometrin parametrit

Analyysissa kaytetty kaasukromatografin uuniohjelma on havainnollistettuna ku-

vassa 3. Lampadtilaa nostettiin lineaarisesti 20 °C minuutissa 90 “C:seen ja siita
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lineaarisesti 5 °C minuutissa 290 °C:seen, jossa lampdtilaa pidettiin viisi minuut-

tia.

Uuniohjelma
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100 s
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KUVA 4 Kaasukromatografin uuniohjelman lampdétilakaavio PAH-yhdisteille

Ensin massaspektrometrilla ajettiin SCAN-ajolla tutkitut PAH-yhdisteet, jotta saa-
tiin kaikki halutut naytepiikit ja retentioajat esille. SCAN-ajossa pienimmissa 0,5
ja 1,0 ug:n standardeissa ei nakynyt kolmea viimeista piikkia eli indeno[1,2,3-
cd]pyreenin, benzo[g,h,i]peryleenin ja dibentso[a,h]antraseenin piikkeja. Vah-
vemmissa standardeissa ne nakyivat, jolloin niistd seka kaikista muista yhdis-
teistd saatiin poimittua halutut ionit, joita seurattiin SIM-ajossa. lonien valinta pe-
rustui omiin ajettuihin piikkeihin, joista valittin massaspektrin primaariset ionit.
Osalle yhdisteita valittiin sekundaarinen ioni. Monella yhdisteella oli samat ionit
valittuna SIM-ajoon johtuen yhdisteiden samankaltaisuuksista. lonien valinnassa
verrattiin olemassa oleviin taulukkoarvoihin, jossa oli lueteltuina tyypillisia mas-
saioneja néille yhdisteille. (Taulukko 4.; Method 8270C - Semivolatile Organic
Compunds by Gas Chromatography/Mass Spectrometry (GC/MS). 1996, s. 25 —
29.)
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TAULUKKO 4 SIM-ajossa kaytetyt ionit ja yhdisteiden retentioajat

Yhdiste Retentioaika (RT) Primaari/ sekundaarinen
ioni (m/z)
Naftaleeni-D8 Ryhma 1 10.22 136
Naftaleeni 10.30 128
Asenaftyleeni 17.32 152
Asenafteeni-D10 Ryhma 2 | 17.79 164
Asenafteeni 17.95 153
Fluoreeni 20.40 166
Fenantreeni-D10 Ryhma 3 | 25.33 188
Fenantreeni 25.45 178
Antraseeni 25.65 178
Fluoranteeni 31.44 202
Pyreeni 32.71 202
Bentso[a]antraseeni 38.80 228
Kryseeni-D12 Ryhméa 4 38.94 240
Kryseeni 39.08 228
Bentso[b]fluoranteeni 44.01 252/ 125
Bentso[k]fluoranteeni 44.15 252/ 125
Bentso[a]pyreeni 46.04 252/ 125
Peryleeni-D12 Ryhméa 5 46.54 264
Indeno(1,2,3-cd]pyreeni 50.93 276/ 138
Dibentso[a,h]antraseeni 51.01 276/ 138
Benzo[g,h,iJperyleeni 51.63 278/ 139
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6 GC-MS-TULOKSET

Kaasukromatografilla saatiin erotettua kaikki halutut yhdisteet (kuva 4). Tyon
alussa saadut standardisuorat eivat olleet kovin hyvia, mutta tydskentelyn ede-
tessé ne ja testinaytteiden tulokset paranivat. Alussa standardit ja sisaiset stan-
dardit olivat vain yhdessa pitoisuudessa omissa erillisissa mittapulloissa, joista
sitten pipetoitiin haluttu maara kunkin standardin SPE-patruunaan. Seuraavaksi
standardit olivat omissa mittapulloissaan ilman siséista standardia, jolloin ne pi-
petoitiin erikseen SPE-patruunaan. Naista saatujen standardisuorien jalkeen jo-
kaiselle standardipitoisuudelle valmistettiin oma liuos mittapulloon, johon sisally-
tettiin sisainen standardi, joista pipetoitiin 1 ml kunkin standardin SPE-patruunaa
kohden. Télla toimenpiteell& parannettiin huomattavasti standardisuoria.

Tyo6ssa aluksi kaytetty 10 pg:n sisédinen standardi ei nayttanyt vaikuttavan paljon
standardisuorien tai testinaytteiden tuloksiin. Tydssa kuitenkin haluttiin noudattaa
sisdisen standardin kaytdnnon neuvoja, joista yksi on, ettd ISTD-piikin intensi-
teetti olisi lahelld keskimmaisen kaytettavan standardin piikin intensiteettia (Hyo-
tylainen — Riekkola 2002, 34). Tassa tapauksessa siis kaytettiin 5 pg:n sisaisia

standardeja.
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KUVA 5 SCAN-ajossa erotetut PAH-yhdisteet 2 pg standardissa, 10 ug ISTD:lla

6.1 Standardit

Standardisuorien kuvaajat nayttivat hyvilta. Yhteensa 14:sséa eri PAH-yhdisteen

suoran korrelaatiokertoimessa oli kaksi yhdeksikkoa. Kahdessa yhdisteessa, py-

reenissa ja bentso[a]pyreenissa, suoran hyvyytta kuvaava korrelaatiokerroin jai

alle kahden yhdeksikon. Ihanteellinen tulos suoralle olisi tasan 1.000, josta moni

suora ei ollut kovin kaukana. Taulukossa 5 on esitettyna tyon viimeisen standar-
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disuorien analyysien tulokset, jossa sisadisen standardin pitoisuus oli muutettu oi-
keaksi. Tulospaatteella laitteen ohjelmisto antaa suorien korrelaatiokertoimen
kolmen desimaalin tarkkuudella.

TAULUKKO 5 Standardisuorien korrelaatiokertoimet 16 PAH-yhdisteelle

Yhdiste Korrelaatiokerroin r?
Naftaleeni 0.996
Asenaftyleeni 0.999
Asenafteeni 0.996
Fluoreeni 0.998
Fenantreeni 0.995
Antraseeni 0.996
Fluoranteeni 0.990
Pyreeni 0.989
Bentso[a]antraseeni 0.997
Kryseeni 0.995
Bentso[b]fluoranteeni 0.998
Bentso[k]fluoranteeni 0.996
Bentso[a]pyreeni 0.984
Indeno[1,2,3-cd]pyreeni 0.998
Benzo[g,h,i]peryleeni 0.999
Dibentso[a,h]antraseeni 0.997

6.2 Testinaytteet

Tassa esitettyjen omien tunnettujen naytteiden tulokset ovat kolmen rinnakkaisen

naytteen tulos keskiarvona. Mittauspitoisuuksina kaytettin 5 pg:n ja 0,5 pg:n
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naytteitd. Naissa analyyseisséa kaytettiin suurille vesinaytteille kehitettyd imulait-

teistoa.

5 pg:n testindytteet antoivat melko tasaisia tuloksia. Saman aineen eri naytteissa
on pienia poikkeamia yli tai ali oikean pitoisuuden. Keskiarvot ovat kuitenkin mo-
nessa yhdisteessa lahella oikeaa 5 pg:n rajaa. Osassa yhdisteita on selvasti ha-
vaittavissa pitoisuuksien alenemista. Diagrammista tdman huomaa selkeasti ai-
nakin fluoranteenin, pyreenin ja bentso[a]antraseenin kohdalla, joiden keskiarvot
ovat lahempéana 4 ug. Naissa yhdisteissé on yhteisté niiden rakenne, jossa on 4
hiilivetyrengasta. (Taulukko 6.)

TAULUKKO 6 Standardisuorilla analysoidut pitoisuudet 5 pg:n testindytteiden
tiedetyista pitoisuuksista
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Kymmenen kertaa pienemmilla 0,5 pg:n pitoisuuksilla saatiin my6s tasaisia ja
toistettavia tuloksia eri naytteilla samoista yhdisteista. Alkupéaéan yhdisteilla saatiin

hyvia tuloksia, mutta loppupé&én yhdisteissa on havaittavissa naytteiden kasvanut
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pitoisuus. Diagrammista voi huomata taméan ainakin kryseenin, bentso(b)fluoran-
teenin, bentso(k)fluoranteenin, bentso(a)pyreenin, indeno(1,2,3-cd)pyreenin, di-
bentso(a,h)antraseenin ja benzo(g,h,i)peryleenin kohdalla. Nailla yhdisteilla on
4—-6 hiilivetyrengasta rakenteessaan. Pienemmissa pitoisuuksissa loppupé&én yh-
disteiden pitoisuuksien nousu voi johtua kaasukromatogrammista, jonka kolon-
niin on voinut jaada korkealla kiehuvien PAH-yhdisteiden jaamia ja ndma sitten
nakyvat seuraavissa ajoissa. Naytteiden valilla kuitenkin injektoitiin pelkkaa liu-
otinta kolonniin, jonka ajateltiin puhdistavan kolonnia epapuhtauksista. (Taulukko
7.)

TAULUKKO 7 Standardisuorilla analysoidut pitoisuudet 0,5 pg:n testinaytteiden

tiedetyista pitoisuuksista
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7 YHTEENVETO

Tyo6n tavoitteena oli ottaa kayttoon SPE-menetelmd PAH-yhdisteille, jossa mie-
lestani onnistuttiin hyvin. Tyon tilaaja rajasi opinndytetydn vain menetelman toi-
minnan testaukseen, koska validoinnille ei ymparistdlaboratoriolla ollut tarvetta
tadssé vaiheessa. Lopputuotoksena kirjoitettiin kirjallinen ohje SPE-menetelman
kaytosta. Laboratoriolla on oikeudet ohjeen tarvittaviin muutoksiin, jos niita ilme-
nee. Jos tyossa olisi tehty menetelman kehittdmista, se olisi vaatinut paljon
enemman aikaa. Menetelman kehittaminen olisi tietysti viel& suotavaa, koska us-
kon, etta esimerkiksi kaikki eristyksessa kaytettavat nestemaarat eivat ole taysin

optimaalisia.

Optimaalisiin olosuhteisiin ja nestemaariin paastaisiin maarallisesti monella nay-
teajolla. Tallaisen testaamisen etu olisi yhden muuttujan eristaminen muista ja
sen muuttujien arviointi koko analyysin saantoihin. Laitevalmistajilta esimerkiksi
Sigma-Aldrichilta saatavat 96-kaivoiset SPE-levyt olisivat hyva vaihtoehto mene-

telmakehittamiseen.

Ty6n suurimmat ongelmat olivat standardien liuottaminen ja standardien kanssa
yleisesti toimiminen sek& naytteensyodton kehittdminen suuremmille vesinayt-
teille. My6s esimerkiksi kaupallisten tunnettujen vesinaytteiden kaytto olisi ollut
mielestani tyon tulosten luotettavuutta lisdava tekija. Standardeille |6ydettiin so-
pivampi liuotin — metanoli. Ty6osuudessakin mainittu standardien ennenaikainen
l[apivaluminen patruunasta oli ongelmallista, koska liuosta menee hukkaan sen
lapi mennessa ennen kuivaus- ja eluointivaihetta. Sisainen standardi kuitenkin
toimi erittain hyvin, joten lapivaluminen nakyy standardisuorissa hyvin vahan tai

ei ollenkaan.

Tyo6ssa kaytettiin naytteina itse valmistettuja, tunnetun PAH-pitoisuuden sisalta-
via naytteita, joilla haluttiin testata standardien toimivuutta. Tulostaulukoissa ole-
vat naytteet edustavat viimeisimpia naytteita, joihin kaytettiin onnistuneesti tyon
aikana kehitettyd imulaitteistoa. Laitteiston osat tilattiin Sigma-Aldrichilta. Sita

testattiin standardin pienimmalla pitoisuudella eli 0,5 pg:n naytteella ja siitd kym-
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menen kertaa suuremmalla pitoisuudella eli 5 pg:n naytteilla. Molemmilla pitoi-
suuksilla testinaytteista saatiin kohtalaisen hyvia tuloksia, erityisesti pienemmalla
pitoisuudella.

Suuremmille vesinaytteille tyon aikana kehitettya imulaitteistoa voisi viela jat-
kossa kehittd&. Patruunoihin asetettavat adapterit ovat toimivia ja tiiviitd. Niihin
laitettavat nykyiset letkut eivat valttamatta istu adapteriin kovin hyvin vaan saat-
tavat jaada valjaksi. Imuletkujen valjyys adapterissa aiheutti omassa tyossa epa-
saannollisyytta naytteensyotdossa naytteiden valilla. Epasaénnollisyys nékyi kol-
men naytteen yhtdaikaisessa syotdssa, kun kaksi muuta naytettd saattoi valua
samaa tahtia SPE-patruunoihin, mutta kolmannessa syotto katkesi valilla eika
nayte valunut samalla tahdilla. Naytteiden lapiviemista patruunasta voisi mieles-

tani vielda nopeuttaa, mutta se vaatisi paksumpaa syottoletkua.

Omien kokemuksieni perusteella SPE-patruunat toimivat hyvin PAH-yhdisteiden
eristamiseen. Tyon aikana otin myds yhteyttd Sigma-Aldrichin tuoteneuvontaan
standardien kaytosta uuttopatruunoille, mutta heilta ei tullut uusia tai parempia
neuvoja asiaan, kun mainitsin standardien liian aikaisen lapivalumisen. SPE-pat-
ruunoita ei suositella kaytettavaksi useammin kuin kerran, ja omien kokemuksien
perusteella naytteille ja etenkin standardeille kaytettyjen patruunoiden kaytetta-
vyys huononi kaytén myota. Jatkoa ajatellen kannattaisi tehda selvitysta, onko

PAH-yhdisteille kaytettyja SPE-patruunoita mahdollista elvyttaa kayttokuntoon.
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5 pg naytepitoisuudet LIITE 1/1
LITE 1
Yhdiste #15 g #2 5 ug #3 5 ug Keskiarvo
nayte nayte nayte
Naftaleeni 4,6 54 4,7 4,9
Asenaftyleeni 4.5 5,2 4,3 4,7
Asenafteeni 4,6 54 4,8 4,9
Fluoreeni 4,5 54 4,6 4,8
Fenantreeni 4,5 54 4,8 4,9
Antraseeni 4,2 5,0 4,4 4,5
Fluoranteeni 3,7 4,6 3,9 4,1
Pyreeni 3,6 4.4 3,8 3,9
Bentso[a]antraseeni 3,5 4,4 3,5 3,8
Kryseeni 4,3 54 4,8 4,8
Bentso[b]fluoranteeni 4,3 5,3 4,6 4,7
Bentso[K]fluoranteeni 4,2 5,3 4,7 4,7
Bentso[a]pyreeni 4,3 5,3 4,6 4,7
Indeno(1,2,3-cd]pyreeni 4,0 4,9 4,5 4,5
Dibentso[a,h]antraseeni 4,1 51 4,7 4,6
Benzo[g,h,i]peryleeni 3,9 4,7 4,4 4,3




0,5 ug naytepitoisuudet LIITE 2/1
LIITE 2
Yhdiste #105ug | #20,5ug | #3 0,5 pg | Keskiarvo
nayte nayte nayte

Naftaleeni 0,6 0,6 0,6 0,6
Asenaftyleeni 0,4 0,5 0,5 0,47
Asenafteeni 0,6 0,6 0,6 0,6
Fluoreeni 0,6 0,6 0,6 0,6
Fenantreeni 0,6 0,6 0,6 0,6
Antraseeni 0,5 0,5 0,5 0,5
Fluoranteeni 0,5 0,6 0,6 0,57
Pyreeni 0,5 0,6 0,6 0,57
Bentso[a]antraseeni 0,5 0,5 0,5 0,5
Kryseeni 0,8 0,7 0,7 0,73
Bentso[b]fluoranteeni 0,7 0,7 0,6 0,67
Bentso[K]fluoranteeni 0,6 0,7 0,6 0,63
Bentso[a]pyreeni 0,8 0,8 0,7 0,77
Indeno(1,2,3-cd]pyreeni 0,7 0,7 0,6 0,67
Dibentso[a,h]antraseeni 0,6 0,6 0,5 0,57
Benzo[g,h,i]peryleeni 0,8 0,7 0,6 0,70




