Ulla Jauhiainen

Kaasukromatografisen veren
alkoholipitoisuuden maaritysmenetelman
kehittdminen ja validointi

Metropolia Ammattikorkeakoulu
Laboratorioanalyytikko (AMK)
Laboratorioanalytiikan koulutusohjelma
Opinnaytetyd

2.12.2017

ﬁlﬁilropolia



Tiivistelma

Tekija Ulla Jauhiainen

Otsikko Veren alkoholipitoisuuden maaritysmenetelméan kehittdminen
ja validointi

Sivumaara 31 sivua + 5 liitetta

Aika 2.12.2017

Tutkinto Laboratorioanalyytikko (AMK)

Tutkinto-ohjelma Laboratorioanalytiikka

Ohjaajat Oikeuskemisti Kirsi Muuriaisniemi-Skippari
Lehtori Mia Ruismaki

Tama  opinnaytetyd  tehtin  Terveyden ja  hyvinvoinnin  laitoksen  (THL)
Oikeustoksikologiayksikon Tilkanmaen toimipisteelle. Tavoitteena oli kehittdd veren
alkoholipitoisuusmaarityksissad kaytettdvad HS-GC-FID-menetelmaa, validoida uusi laite
kehitetylle menetelmalle seka paivittda etanolistandardien halytys- ja toimintarajat.
Validoitava laite oli PerkinElmer-kaasukromatografi yhdistettyna PerkinElmer-headspace-
naytteensyottajaan.

Menetelm&a kehitettiin ottamalla sisdisend standardina kayttodn n-propanoli aiemmin
kaytetyn tertidarisen butanolin sijaan, koska tertiddristd butanolia esiintyy toisinaan
verinaytteissd. Lisaksi maarityksessd kaytettavan kaasukromatografin ajo-ohjelma
muokattiin n-propanolille paremmin soveltuvaksi. Taman jalkeen tehtiin laaja validointi,
joka kattoi uuden laitteen, sisdisen standardin, ajo-ohjelman, naytematriisit (veri, virtsa,
seerumi ja vesi) sekd analyytit: kvantitatiivisesti maaritettavat etanolin ja denaturointiaineet
(metanoli, asetoni, isopropanoli, tertiddrinen butanoli, metyylietyyliketoni ja 2-butanoli)
sekd kolme kvalitatiivisesti maaritettdvaa analyyttia (n-butanoli, tolueeni ja
isobutyylimetyyliketoni). Validoinnin yhteydessa tehtiin myés kolonnivertailu, jossa samoja
naytteitd maaritettin sekd uudella ettd kahdella kaytossa olevalla laitteella ja tuloksia
verrattiin tilastollisesti toisiinsa.

Validointi onnistui odotetusti ja taytti menetelmélle asetetut vaatimukset. Kolonnivertailu
osoitti, etta validoitavan laitteen antamat tulokset vastasivat samoista naytteistda muilla
laitteilla m&éaritettyja tuloksia. Virtsan tulosten hajonta oli muita matriiseja suurempi, mutta
odotettavaa ja hyvaksyttavalla tasolla. Tulokset todettiin toistettaviksi ja luotettaviksi, ja
uutta menetelmdd ja laitetta kaytetddn jatkossa etanolin ja denaturointiaineiden
kvantitatiiviseen maarittamiseen veresta, virtsasta ja seerumista.

Avainsanat headspace, HS, kaasukromatografia, GC, veren
alkoholipitoisuus, etanoli

£

a

Metropolia



Abstract

Author Ulla Jauhiainen

Title The Development and Validation of the HS-GC-FID Method for
Alcohol Quantification in Blood

Number of Pages 31 pages + 5 appendices

Date 2 December 2017

Degree Bachelor of Laboratory Services

Degree Programme Laboratory Sciences

Instructors Kirsi Muuriaisniemi-Skippari, Forensic Toxicologist

Mia Ruismaéki, Senior Lecturer

This work was carried out at the National Institute for Health and Welfare in the Tilkanmaki
Forensic Toxicology Unit in Helsinki. The objective of the work was to further develop the
HS-GC-FID method used for quantification of blood alcohol and to validate the new meth-
od for a new PerkinElmer gas chromatograph combined to a PerkinElmer headspace
sampler. In addition, the warning and control limits for commercial ethanol standard solu-
tions used for calibration were also revised.

The method was developed by replacing tertiary butanol with n-propanol as an internal
standard, because small concentrations of tertiary butanol are occasionally discovered in
blood samples. The temperature programme of the gas chromatograph was also modified
to obtain higher resolution for n-propanol and the analytes.

The new method was used for the validation of the new instrument. The validation also
covered ethanol and six other quantitative analytes (denaturants methanol, acetone, iso-
propanol, tertiary butanol, methyl ethyl ketone and 2-butanol) and three qualitative ana-
lytes (n-butanol, toluene and isobutyl methyl ketone) as well as blood, urine, serum and
water as sample matrices. The performance of the new instrument was evaluated by
measuring 30 blood, urine and serum samples using the new instrument as well as two
instruments which are currently in use. The data were analysed statistically.

The validation was carried out successfully and the requirements were met. Statistical
analysis of the performance data confirmed that results obtained by the new instrument
are realiable. The variance of ethanol concentration in urine samples was high, yet ac-
ceptable. Based on the results, the new instrument was assessed to be accurate and ap-
provable for determining ethanol and denaturant concentrations in blood, urine and serum
samples and it will be used for routine analysis.

Keywords headspace, HS, gas chromatography, GC, blood alcohol
concentration, ethanol
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Lyhenteet

BAC

EC

FET

FID

GC

HS

IBMK

INCA

ISTD

IUPAC

MEK

MHE

Blood Alcohol Concentration, veren alkoholipitoisuus. BAC1 ja BAC2 ovat

veren alkoholipitoisuuden maarittamista varten kehitettyja kolonneja.
Electrochemical, sdhkdkemiallinen.

Full Evaporation Technique. Headspace-tekniikka, jossa nayte hoyrystyy

taydellisesti kaasufaasiin.

Flame lonization Detector, liekki-ionisaatiodetektori. lonisoivaan liekkiin

perustuva detektori.

Gas chromatography, kaasukromatografia. Hoyrystyvien analyyttien kro-
matografinen erottelutekniikka, joka perustuu kiehumispisteisiin ja tasa-
painovakioihin stationaari- ja liikkuvan faasin valilla.

Headspace. Kaasukromatografiassa kaytettava naytteensyottotekniikka.

Isobutyylimetyyliketoni, [IUPAC-nimi 4-metyyli-2-pentanoni.

Inside Needle Capillary Adsorption Trap. HS-injektointitekniikka, jossa
nayte fokusoidaan adsorboivaan loukkuun ennen injektoriin injektointia.

Infrared Radiation, infrapunaséteily. Elektromagneettisen sateilyn aallon-
pituusalue 0,700-1000 pum.

Internal standard, sisainen standardi. Analyytin kaltainen yhdiste, joka

lisataan naytteisiin luotettavan kvantitoinnin varmistamiseksi.

The International Union of Pure and Applied Chemistry. Kansainvalinen

kemian alan jarjestd, joka maarittelee standardeja alan kayttéon.
Metyylietyyliketoni, IUPAC-nimi 2-butanoni.

Multiple Headspace Extraction. Useaan injektointiin perustuva headspa-
ce-tekniikka.
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OIML R 126:2012
Kansainvalisen lakisaateisen metrologian jarjeston (OIML, International
Organization of Legal Metrology) suositus tarkkuusalkometrien toiminnas-

ta.

SFS-EN ISO/IEC 17025:2005
Akkreditoitujen testauslaboratorioiden noudattama laatustandardi.

SPME Solid Phase Micro Extraction, kiinte&faasi-mikrouutto.
THL Terveyden ja hyvinvoinnin laitos.
TVT Total Evaporation Technique. HS-tekniikka, jossa koko analyyttim&éra ja

liuotin hoyrystyy kaasufaasiin.
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1 Johdanto

Tama opinnaytety® toteutettiin Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen (THL) Oikeustoksi-
kologiayksikon Tilkanmé&en toimipisteelle. Laboratorio muun muassa kehittdd paihde-
testauksen kaytantoja ja menetelmia seka tuottaa oikeustoksikologisia ja paihdetesta-
ukseen liittyvia laboratoriotutkimuksia péaihde- ja terveydenhuoltosektorille, tytterveys-
huollolle seké poliisi- ja oikeusviranomaisille. Yksikossa tehtavat veren alkoholimaari-
tykset liittyvat paaasiassa liikennejuopumusepadilyihin. Maaritysten tuloksia voidaankin
kasitella oikeudenkaynneissa, mika asettaa tarkat vaatimukset analyysin laadunvarmis-
tukselle. Laboratorio on akkreditoitu ja noudattaa laatustandardia SFS-EN ISO/IEC
17025:2005. [1; 2.]

Alkoholien analyysimenetelmé perustuu kaasukromatografiaan, ja silla voidaan etano-
lin lisdksi kvantitoida kuusi muuta alkoholia ja ketonia seka maarittda kvalitatiivisesti
kolme yhdistettd. Tapausnaytteiden rinnakkaismaaritykset on tahan saakka tehty
BAC1-kolonnilla kayttéden sisdisena standardina n-propanolia sekda BAC2-kolonnilla
kayttden sisdisena standardina tertidarista butanolia. Koska tertidérista butanolia esiin-
tyy toisinaan naytteissa, myds BAC2-kolonnilla haluttiin siirtya n-propanoliin, mika va-
hentdd analyysien uusintatarvetta. Tyon tavoitteena olikin optimoida maarityksessa
kaytettavan menetelmén ajo-ohjelma kaytettdessa sisdisena standardina n-propanolia
seka tehda laaja validointi, joka kattaa uuden laitteen kayttéonoton, sisdisen standar-
din, ajo-ohjelman sekd maaritettavat analyytit ja naytematriisit. Validoinnin yhteydessa
uuden laitteen antamia tuloksia arvioitiin tilastollisesti kolonnivertailun avulla ja maari-
tyksissa kaytettavien kaupallisten etanolistandardien toiminta- ja halytysrajat paivitet-
tiin. Validoinnista kirjoitettiin validointiraportti, joka on osana tété opinnaytetyota lukuun

ottamatta laboratorion omaan kayttoon rajattuja tuloksia.



2 Veren alkoholipitoisuuden maarittaminen

Suomessa veren alkoholipitoisuus voidaan maarittdd oikeustoimikelpoisesti joko hengi-
tysilmasta tarkkuusalkometrilla tai kokoveresta HS-GC-FID-tekniikalla. Rikoslaki s&ataa
likennejuopumusrajat, ja mittausalueen on katettava pitoisuusalue, jolla veren alkoho-

lipitoisuus voi olla.

Rikoslain (19.8.1889/39) luvussa 23 (30.4.1999/545) saadetdan liikennerikoksista ja
pykéalissa 23:3-9 liikennejuopumuksista. Rattijuopumuksen seké ilma- ja junaliikenne-
juopumuksen raja on 0,5 %o alkoholia veressa tai 0,22 mg/l alkoholia uloshengitysil-
massa. Torkean rattijuopumuksen raja on 1,2 %o alkoholia veressa tai 0,53 mg/l alkoho-
lia uloshengitysilmassa. Vesiliikenteesséa juopumusrajat ovat vesiliikenteen ammattilai-
sille rattijuopumusta vastaavat ja muille 1,0 %0 veressa tai 0,44 mg/l uloshengitysilmas-
sa. Rattijuopumuksiksi luetaan myo6s tapaukset, joissa kuljettajan veressa todetaan
huumausainetta tai sen aineenvaihduntatuotetta tai kuljettajan kyky tehtavan vaatimiin
suorituksiin on huonontunut huumaavan aineen (esimerkiksi ladkeaine) tai huumaavan

aineen ja alkoholin vaikutuksesta. [3.]

Veren alkoholipitoisuuden yksikkdna promille voidaan maaritella vastaamaan joko yk-
sikkoda g/kg tai g/l, jotka poikkeavat hieman toisistaan veren tiheyden 1,055 g/ml vuoksi
[4, s. 355]. Eri valtioilla onkin eri kaytantdja: Suomessa ja esimerkiksi Ruotsissa, jossa
rattijuopumusraja on 0,2 %o, kdytetédan yksikkoa g/kg. Iso-Britanniassa puolestaan kay-

tetédan yksikkoda g/l ja rajaksi sdéadetédén 0,8 %o. [5; 6.]

Suomessa poliisi tarkkailee paihteiden kayttoa tieliikenteessa ja kayttdd alkometria
seulontavélineend. Jos kuljettajaa on syyta epadilla rattijuopumuksesta seulontakokeen
perusteella, oikeustoimikelpoinen mittaus tehdaan tarkkuusalkometrilla tai tutkittavalta
otetaan verindyte. Verindyte otetaan esimerkiksi silloin, kun tutkittavaa epaillaan huu-
mausaineiden alaisena ajamisesta tai tama ei kykene puhaltamaan paihtymystilan tai
keuhkosairauden vuoksi. [7, s. 25-26; 8, s. 24.]



2.1 Tarkkuusalkometri

Tarkkuusalkometrit toimivat vastaavalla tarkkuudella kuin laboratoriossa kaytettava
kaasukromatografinen menetelmd, ja niiden toiminta on madaritelty kansainvalisessa
suosituksessa OIML R 126:2012. Laitteet huolletaan ja kalibroidaan vuosittain maahan-
tuojalla, minka jalkeen kolmas osapuoli tarkastaa ne. THL vastaa tarkkuusalkometrien
laadunseurannasta. Tarkkuusalkometreja on kayttssa eri puolilla Suomea poliisi- ja
rajavartioasemilla seka poliisiautoissa ja -veneissa. Laitteita ei kuitenkaan kayteta seu-
lontatarkoitukseen. [7, s. 25; 8, s. 17-19.]

Dréger-tarkkuusalkometrien toiminta perustuu infrapuna- (IR) ja sédhktkemiallisen tek-
niikan (EC) rinnakkaiskayttéon, jolloin menetelma on spesifi etanolille. Infrapunatek-
niikka mittaa etanolin absorboiman IR-séteilyn maarad aallonpituudella 9,5 pm, jolla
hiilen ja hapen valinen sidos (-C-O) absorboi energiaa ja venyy [9]. S&dhkdkemiallinen
menetelma perustuu etanolin hapettamiseen asetaldehydiksi, jolloin syntyy vapaita
elektroneja; mitatun elektronivirran voimakkuus on suoraan verrannollinen etanolin
pitoisuuteen. [4, s. 347-348.] Tarkkuusalkometri erottaa etanolin riittavalla tarkkuudella
muista samankaltaisista yhdisteista, kuten asetonista, metanolista ja isopropanolista, ja
laitteen toiminta varmistetaan etanolia siséltavalla kaasulla jokaisen mittauksen yhtey-
dessa. [8, s. 18.]

Liikennejuopumusepdilytapauksissa tehdéan kaksi erillistd mittausta: Yksittdisessa
mittauksessa IR- ja EC-tulosten tulee olla yhtenevia, silla EC-tekniikka vahvistaa IR-
tuloksen. Vastaavasti rinnakkaisissa mittauksissa IR-tulokset eivat saa poiketa liikaa
toisistaan. Lopullinen mittaustulos lasketaan IR-tulosten keskiarvona, josta tehdaan
mittausepavarmuuteen perustuva varmuusvahennys. Vahennys takaa, ettéd tulos on

99,9999 % todennékdisyydelld todellista pitoisuutta pienempi. [8, s. 18—-21.]



2.2 Verinayte

Verinayte otetaan, jos tutkittava kieltaytyy hengitysiimanaytteen antamisesta, puhallut-
taminen ei ole mahdollista tai paihtymyksen syyksi epailladén huumausaineita. Tarvitta-
essa voidaan ottaa my0s useita verinaytteitd useiden tuntien valein, jotta veren alkoho-
lipitoisuudelle voidaan tehdé teoreettinen takaisinlaskenta ajotilanteeseen. Takaisinlas-
kentaa kaytetaan, jos ajoajankohdan ja naytteenoton valilla on kulunut aikaa tai tutkit-
tava esittaa tai saattaa mydhemmin esittaa jalkinauttimisvaitteen. [8, s. 25-28.]

Naytteenotossa on huomioitava, ettd pistoskohdan ihon puhdistamiseen ei kayteta eta-
nolia [8, s. 27]. Verinayte keratdan muoviseen 6 ml:n vakuumiputkeen, joka sisaltéa
hyytymisen estamiseksi kaliumoksalaattia (K,C,0,) seka saildntaaineena natriumfluori-
dia (NaF). Keskusrikospoliisin Rikostekninen laboratorio toimittaa verinaytteet tutkitta-
viksi THL:n Oikeustoksikologiayksikkt6n, jossa naytteet kirjataan tietojarjestelmaan ja
analysoidaan. Tuloksista annetaan analyysivastaus tai lausunto.

3 Analyytit

Kromatografisella alkoholien maaritysmenetelmélla voidaan etanolin lisdksi maarittaa
kvantitatiivisesti myds denaturointiaineet metanoli, asetoni, isopropanoli, tertidérinen
butanoli, metyylietyyliketoni (MEK) ja 2-butanoli. Kvalitatiivisesti maaritettavia yhdisteita
ovat naytteissad toisinaan esiintyvat n-butanoli, tolueeni ja isobutyylimetyyliketoni
(IBMK). Denaturointiaineita lisataan tekniseen kayttéon tarkoitettuihin alkoholeihin es-
tamaan niiden kayttéa paihtymistarkoituksessa, silla ne tekevét alkoholista epamiellyt-
tavan makuista ja voivat aiheuttaa esimerkiksi limakalvoarsytysta tai oireita ruoansula-
tuskanavassa. Yhdisteiden kiehumispisteet ovat hyvin lahella etanolin kiehumispistetta,
jolloin niiden erotteleminen tislaamalla ei ole mahdollista. Nykydan metanolia ei enéa
kayteta denaturointiaineena sen myrkyllisyyden vuoksi, mutta sitéd esiintyy toisinaan
verinaytteissa. Isopropanolia ja asetonia voi esiintya naytteissa hyvin pienina pitoisuuk-
sina myds luonnollisina metaboliitteina [4, s. 394]. [10, s. 15-16.]

Kaikki tdssa tydssad maaritettavat analyytit ovat yhdisteitd, joita voi esiintyd maaritetta-
vissa verinaytteissa ja jotka voidaan tunnistaa kaytettavalla kolonnilla. Yhdisteiden
merkittdvimmat ominaisuudet headspace-naytteensyottdtekniikan ja kaasukromatogra-

fian kannalta on koottu taulukkoon 1.



Taulukko 1. Analyyttien ja sisdisen standardin (n-propanoli) ominaisuudet [11; 12].

Yhdiste Metanoli Etanoli Asetoni Isopropanoli
(0]

Rakenne H,C—OH H;C._OH )J\ Iy

HaC CHs HsC™ "CHg
IUPAC-nimi metanoli Etanoli asetoni 2-propanoli
CAS-numero 67-56-1 64-17-5 67-64-1 67-63-0
Kemiallinen kaava CH,O C;HsO C3HeO C3HsO
M (g/mol) 32,042 46,068 58,079 60,095
Tiheys (g/cm®) 0,7909 0,7893 0,7902 0,7855
Hoyrynpaine, 25 °C (kPa) 16,9 7,87 30,8 6,02
Sulamispiste (°C) -97,5 -114,14 -94,9 -87,91
Kiehumispiste (°C) 64,5 78,24 56,08 82,21
Jakaantumisvakio K 511 286
Yhdiste Tertigarinen butanoli el Metyy'(i:;é‘lg)iket°"i 2-butanoli

CHs o OH

Rakenne H3C—(|:—|_|(3DH H3C/\/OH H3CJJ\/CH3 e CHy
IUPAC-nimi 2-metyyli-2-propanoli 1-propanoli 2-butanoni 2-butanoli
CAS-numero 75-65-0 71-23-8 78-93-3 78-92-2
Kemiallinen kaava C4H100 C3HgO C4HgO C4H100
M (g/mol) 74,121 60,095 72,106 74,121
Tiheys (g/cm®) 0,7887 0,8048 0,7999 0,8063
Hoyrynpaine, 25 °C (kPa) 5,52 2,76 12,6 2,32
Sulamispiste (°C) 25,81 -124,39 -86,67 -88,44
Kiehumispiste (°C) 82,3 97,04 79,6 99,4
Jakaantumisvakio K 68,8

Isobutyyli-
Yhdiste n-butanoli Tolueeni metyyliketoni

(IBMK)
Rakenne H3C\/\/OH e CH30HCH3
CH,

IUPAC-nimi 1-butanoli metyylibentseeni 4‘;21;2?:2;]2{
CAS-numero 71-36-3 108-88-3 108-10-1
Kemiallinen kaava C4H100 C/Hg CeH120
M (g/mol) 74,121 92,139 100,158
Tiheys (g/cm®) 0,8148 0,8623 0,7965
Hoyrynpaine, 25 °C (kPa) 0,86 - -
Sulamispiste (°C) -88,6 -95 -85
Kiehumispiste (°C) 117,6 110,6 115,7
Jakaantumisvakio K 238 1,77




4 HS-GC-FID-analyysitekniikka

Tassa luvussa esitelldan tydssé kaytetyn headspace-GC-FID-tekniikan toimintaperiaa-
te sekd headspace-naytteensyottdtekniikan teoriaa ja soveltamista veren alkoholipitoi-

suuden maarittamiseen.

4.1 Kaasukromatografi

Kaasukromatografia (GC) on herkka analyysimenetelma, jolla maaritetddn padasiassa
orgaanisia yhdisteitd. Se soveltuu hoyrystyville ja termostabiileille yhdisteille, ja tarvit-
taessa hoyrystymista voidaan parantaa derivatisoimalla analyytteja [12, s. 145; 13, s.
183]. Liikkuvana faasina toimii inertti kaasu, kuten helium, ja station&arifaasina yleensa
polymeerineste. Analyyttien erottuminen perustuu niiden tasapainoreaktioihin faasien
valilla, jolloin stationdarifaasiin herkasti liukenevilla yhdisteilla on pidempi retentioaika
(t) kuin niilla, joiden tasapaino on enemman liikkkuvan faasin puolella. Koska erottumi-
nen perustuu hdyrynpaineeseen, yhdisteet eluoituvat usein kiehumispistejarjestykses-
sa, mutta esimerkiksi stationdarifaasin poolisuus voi vaikuttaa retentiojarjestykseen.
Kaasukromatografiassa tasapainoreaktioiden maara on tyypillisesti korkea, ja analyy-
sissa voidaan saavuttaa jopa pohjaluku (N) 100 000. Koska erottuminen on tarkkaa ja
piikit ovat kapeita, yhdella nayteajolla voidaan maarittda jopa kymmenia yhdisteita.
Kaasukromatografiset menetelmét ovatkin tehokkaita yhdisteiden seulontaan, mutta
myds tarkkoja kvantitointiin. [13, s. 140-145, 183, 191.]

Kaasukromatografissa kaytetdan yleensa automaattista naytteensyoéttgjaa. Sen kaasu-
tiivis ruisku injektoi naytteen kuumaan injektoriin, jossa analyytit hoyrystyvét kaasufaa-
siin. Kantajakaasu ohjataan injektorille poikittaissuunnassa, jolloin vain osa kantaja-
kaasusta ja analyyteistda kulkeutuu kolonniin. Kolonni sijaitsee kolonniuunissa, jonka
[ampdtila voidaan pitdéd tasaisena (isoterminen ajo) tai muuttaa ajon aikana (lampétila-
gradientit) retentioaikoihin vaikuttamiseksi. Optimaalinen lampétila riippuu muun muas-
sa stationdarifaasin lammonkestosta, analyyttien kiehumispisteista ja kantajakaasun
ominaisuuksista. Yleensa optimaalinen lampétila on hieman analyytin kiehumispistetta
alempi [14, s. 63]. Kantajakaasun painetta kolonnissa saadetaan stationdarifaasin pai-
neenkeston, kaytettdvan kaasun ja liikkuvan faasin halutun nopeuden mukaan; jokai-
sella kaasulla on analyyttien erottumisen kannalta optimaalinen van Deemterin yhtalon

mukainen virtausnopeutensa. Analyyttien kulkeutuessa kolonnin lapi ne erottuvat omik-
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si vyOhykkeikseen, jotka siirtyvat kolonnin jalkeen detektorille. [13, s. 183-191; 15, s.
557.]

4.2 FID-detektori

FID (Flame lIonization Detector) eli liekki-ionisaatiodetektori on kaasukromatografiaa
varten kehitetty yleisdetektori, jolla on lineaarinen vaste laajalla pitoisuusalueella. En-
nen detektoria analyytteja kuljettava kantajakaasu sekoittuu vetyyn. Kaasuseos ohja-
taan happirikkaaseen, yleensa 250 °C:een liekkiin, jossa analyytit palavat tuottaen
elektroneja ja ioneja. Ne indusoivat detektorin kahden korkeajannitteisen elektrodin
vdlille séahkdvirran, jonka muutos tuottaa millivolteissa (mV) mitattavan vasteen. Tulok-
set esitetddn kromatogrammina, jossa vaste esitetddn ajan funktiona piikkeina. Vaste
on suoraan verrannollinen analyytin pitoisuuteen ja hiiliatomien maaraan. FID soveltuu
hyvin orgaanisille yhdisteille, mutta analyytin happi-, fosfori-, typpi-, rikki- ja halo-
geeniatomit heikentavat vastetta. Jalokaasuja, hiilidioksidia ja vetta detektori ei havait-
se lainkaan. Vesi soveltuukin ndytematriisiksi hyvin, kun lampétilat ovat riittavan korkei-
ta kondensoitumisen estamiseksi. [13, s. 193; 16, s.115-117.]

4.3 Headspace-naytteensyottotekniikka

Headspace-naytteensyottdtekniikka soveltuu hyvin pienille pitoisuuksille sekad komplek-
sisille naytematriiseille, kuten verelle, jonka puhdistaminen muilla menetelmilla olisi
aikaa vievaa ja heikentaisi saantoa. Koska naytteesta analysoidaan vain haihtunut osa,
haihtumattomat aineet eivat hairitse analyysia tai kerry kaasukromatografin injektoriin
ja kolonniin. Naytematriisiksi soveltuu kiinted, nestemainen tai kaasumainen materiaali.
Headspace-tekniikat voidaan jakaa toimintaperiaatteen mukaan staattisiin ja dynaami-
siin. [12, s. xvi, 165-167.]

Staattinen headspace-tekniikka perustuu analyyttien jakaantumiseen naytematriisin ja
kaasufaasin vélilla kaasutiivissa naytepullossa (kuva 1). Nayte termostoidaan tunne-
tussa lampdtilassa, jolloin saavutetaan analyyteille ominainen pitoisuuksien tasapaino
matriisin ja kaasufaasin valilla. Kaasufaasista nayte injektoidaan kromatografille erotel-
tavaksi. [12, s. 4-5, 53.]



kaasufaasi

|

Kuva 1. Tasapainon muodostuminen naytepullossa: analyytit siirtyvat ndyte- ja kaasufaasin
valilla saavuttaen pitoisuuksien tasapainon [17, s. 3].

Dynaaminen headspace on tekniikka, jossa inertti kaasu virtaa joko nestemaisen nayt-
teen lavitse tai nestemaisen tai kiintedn naytteen ylla uuttaen analyytit. Tehokas uutto
edellyttdd korkeaa kaasun virtausnopeutta, jolloin nayte laimenee huomattavasti. Ana-
lyyttien fokusoimiseksi kaasu johdetaan kylméloukkuun tai adsorboivaa materiaalia
sisaltavaan loukkuun. Loukkua lammitettdessd analyytit vapautuvat ja kantajakaasu
kuljettaa ne kaasukromatografille. Menetelmaé kutsutaan purge and trap -tekniikaksi
(P&T). Se on hyvin sensitiivinen ja soveltuu pienille pitoisuuksille, mutta optimoinnissa
on kiinnitettdva huomiota useisiin tekijoihin, kuten riittdvan pitkdan uuttoaikaan, loukun

adsorptiokapasiteettiin sekd kaasujen virtausnopeuteen. [12, s. 5-10.]

4.3.1 Staattinen headspace

Staattisessa headspace-tekniikassa analyyttien jakaantumistasapaino nayte- ja kaasu-
faasin valilla saadaan aikaan riittavan pitkalla termostoinnilla tunnetussa lampétilassa.
Kun kaytetddn vakioitua naytematriisia ja -maardd sekad lampotilaa, faasisuhde S ja
analyytin jakaantumisvakio K faasien valilla ovat vakioita. Tasapainotilanteessa analyy-
tin pitoisuus kaasufaasissa on suoraan verrannollinen sen pitoisuuteen naytefaasissa,
jolloin kaasufaasista maaritetyn analyytin vaste on suoraan verrannollinen sen pitoisuu-

teen alkuperaisessa naytteessa. Verranto voidaan kirjoittaa muotoon:

A o CG = KTB (l)
jossa A = analyyttipiikin pinta-ala (vaste)

Cg = analyytin pitoisuus kaasufaasissa

Co = analyytin pitoisuus alkuperaisessa naytteessa
K = jakaantumisvakio

B = faasisuhde. [12, s. 19-23; 17, s. 6.]



Faasisuhde kuvaa kaasu- ja naytefaasien tilavuuksien suhdetta:

|4
B=1t o)
jossa [ = faasisuhde
V; = kaasufaasin tilavuus

Vs = naytefaasin tilavuus. [12, s. 20.]

Jakaantumisvakio K kuvaa analyytin pitoisuuksien suhdetta faasien valilla. Kun jakaan-

tumisvakio on pieni, analyytin tasapaino on enemman kaasufaasin puolella:

G

jossa Cs= analyytin pitoisuus naytefaasissa

Cg = analyytin pitoisuus kaasufaasissa. [12, s. 21.]

Jakaantumisvakio on kullekin analyytille ominainen ja kaantaen verrannollinen analyy-

tin héyrynpaineen ja aktiivisuuskertoimen tuloon:

1

K x—
p;vi

(4)

jossa p’= analyytin héyrynpaine

Y; = analyytin aktiivisuuskerroin. [12, s. 25.]

Analyysin herkkyys kasvaa faasisuhteen 8 sekd jakaantumisvakion K pienentyessa.
Vesi-ilmasysteemissa poolisten yhdisteiden, kuten alkoholien, jakaantumisvakio on
suuri ja poolittomien, esimerkiksi tolueenin, pieni (taulukko 1). K:n arvoa voidaan pie-
nentaa nostamalla tasapainotuslampétilaa, jolloin hdyrynpaine p kasvaa, seka vaikut-
tamalla aktiivisuuskertoimeen Y. Aktiivisuuskerroin Y liittyy matriisiefektiin: se kertoo
analyyttien ja naytematriisin yhdisteiden valisestd vuorovaikutuksesta, joka vaikuttaa
analyytin hoyrystymisherkkyyteen. Analyyttien keskindisilla vuorovaikutuksilla ei juuri-
kaan ole merkitystd analyytin pitoisuuden ollessa alle 0,1 %. Kun naytematriisina on
vesi tai vesiseos, analyytin aktiivisuuskerroin riippuu sen poolisuudesta. Poolisten yh-
disteiden aktiivisuuskerroin on pieni, ja sitd voidaan kasvattaa lisddmalla naytteeseen

epaorgaanista suolaa, jolloin analyytin tasapaino siirtyy enemman kaasufaasin puolel-
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le. Ulossuolaus pienentdaa myos faasisuhdetta 8. Poolittomien analyyttien aktiivisuus-
kerroin on korkea ja siten jakaantumisvakio pieni, jolloin faasisuhteella 8 on merkittava
vaikutus analyyttien pitoisuuteen kaasufaasissa seka analyysin herkkyyteen. Faa-
sisuhdetta voidaan pienentaa lisdéamalla naytefaasin tilavuutta, jolloin analyytin aine-

maara naytepullossa kasvaa. [12, s. 37-38; 18, s. 9.]

4.3.2 Matriisiefektin pienentaminen

Matriisiefektia voidaan heikentdd useilla tavoilla. Ulossuolauksella voidaan parantaa
etenkin poolisten analyyttien haihtumista, kun naytematriisina on vesi. Kokeellisesti on
voitu osoittaa, ettd naytematriisin komponenttien pitoisuuksien ollessa alle 1 % mat-
riisiefektia ei juurikaan esiinny. Nestemainen nayte voidaankin laimentaa, jos analyytti-
pitoisuus on riittdvan korkea. Laimentaminen soveltuu erityisesti analyyseihin, joissa
samoja analyytteja méaaritetddn eri matriiseista ja matriisien valiset erot halutaan mini-
moida. [12, s. 188.]

Matriisiefekti voidaan myds eliminoida pienentdmalla nestemaisen naytteen maaraa
niin paljon, ettd koko analyyttimaara hoyrystyy kaasufaasiin. Talldin kaytetadn TVT- ja
FET-menetelmid (Total Vaporization Technique, Full Evaporation Technique). Ne so-
veltuvat erityisesti analyyteille, joiden jakaantumisvakio on suuri, seka kaasumaisten

naytteiden standardien valmistamiseen liuoksesta. [12, s. 190-195.]

TVT-menetelmé perustuu koko nestemaisen naytteen hoyrystamiseen tasapainotuksen
aikana, jolloin naytepullossa on lopulta pelkkd kaasufaasi. Kaytettdessa tyypillista
22,3 ml:n naytepulloa vesipohjaisen naytteen tulee olla tilavuudeltaan 13-15 ul, jotta
kondensoitumista ei tapahdu. Tilavuudessa on huomioitu myés ilman kosteuden vaih-
telu ja paineen kasvu tasapainotuksen aikana. Koska jakaantumisvakiota K ja faa-
sisuhdetta 8 ei huomioida, kaasufaasin analyyttipitoisuus voidaan ilmoittaa seuraavasti:
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W
C¢ = V_s (5)
jossa Cs = analyytin pitoisuus kaasufaasissa

W, = analyytin massa alkuperéaisessa naytteessa
Vv = naytepullon tilavuus. [12, s.190-191; 18, s. 13-14.]

TVT-menetelman yhteydesséa voidaan hytdyntdd MHE-tekniikkaa (Multiple Headspace
Extraction), jossa naytetta injektoidaan kaasufaasista useita kertoja perékkain, ja kaa-
sukromatografilla maaritetyt vasteet summataan lopuksi yhteen. Injektointien valilla
nayte tasapainotetaan uudelleen. Tekniikka soveltuu esimerkiksi heterogeenisille kiin-

teille naytteille, joiden koko analyyttiméara halutaan maarittda. [12, s. 221-223.]

Myos FET-tekniikassa kaytetdaan pientd nestemaisen naytteen tilavuutta, josta osa
haihtuu kaasufaasiin. Pieni naytemaara kasvattaa faasisuhteen B niin korkeaksi, etta
koko analyyttim@aran voidaan olettaa siirtyvan kaasufaasiin, jolloin jakaantumisvakio K
lahenee arvoa 0. Kaytanndssa menetelmaa kaytetddn kompleksisille naytteille ja pyri-
taan siihen, etta analyytin liséksi liuotin haihtuu kokonaan. T&lléin haihtumaton osa
sisdltdd matriisin kiinteita aineita, jotka eivat haihdu missaan olosuhteissa. Analyytin
pitoisuus kaasufaasissa voidaan laskea seuraavasti:

—__W
Cc = Vy—Vs (6)
jossa Cc = analyytin pitoisuus kaasufaasissa

W, = analyytin massa alkuperaisessa naytteessa
Vv = naytepullon tilavuus
Vs = naytefaasin tilavuus. [12, s. 191-192; 18, s. 14.]

Alkoholipitoisuusmaarityksissd matriisiefektin pienentdmisessa hyoédynnetaan laimen-
tamista: Kaytettava tekniikka on niin herkkd, ettd nayte voidaan laimentaa viisinkertai-
sesti, jolloin eri naytematriisien (veri, virtsa ja seerumi) matriisiefektit heikkenevat, ja
tasapaino muodostuu kaikissa naytteissa samalla tavalla. Laimentaminen heikentéaa
my0Os suolaefektia, jos alkuperainen naytemaara on pieni suhteessa sailontaaineiden
(K2C,04, NaF) maaraan nayteputkessa. Poolisten alkoholien haihtumista voitaisiin te-
hostaa ulossuolauksella, mutta veren alkoholiméaarityksissa esiintyvien pitoisuuksien
kohdalla se ei ole tarpeen.
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4.3.3 Tasapainotus

Analyytin pitoisuuksien tasapaino faasien valilla saavutetaan optimaalisella tasapaino-
tuksella, johon vaikuttavat muun muassa lampétila, aika, ravistelu, analyytin poolisuus
seka naytteen tilavuus. Lampétila valitaan analyytin kiehumispisteen mukaan. Analyytin
pitoisuus kaasufaasissa ei kuitenkaan kasva samassa suhteessa lampétilan noustes-
sa, silla sen kitkakerroin vaikuttaa haihtumiseen. Kaasufaasiin siirtymista voidaan edis-
taa ravistelulla, joka parantaa etenkin poolittomien analyyttien haihtumista, kun nayte-
matriisina on vesi. Tasapainon saavuttamisessa aika on kuitenkin merkittavin tekij, ja
naytemaaran kasvaessa tasapainotusaika pitenee. Kaytannossa tasapainotusaika tu-
lee testata matriisikohtaisesti eri pitoisuuksilla ja maarittaa aika, jonka jalkeen analyytin
vaste stabiloituu. [12, s. 165-171; 18, s. 13.]

4.3.4 Injektointitekniikat

Staattisessa headspace-tekniikassa voidaan kayttda erilaisia tekniikoita naytteen ke-
raamiseen naytepullosta: ruiskuinjektiota, adsorptioon perustuvia tekniikoita, paineis-
tustekniikkaa tai painesilmukkatekniikkaa. Kun nayte injektoidaan kaasukromatografin

injektoriin, kaytetdan suora- tai jakoinjektiotekniikkaa.

Ruiskuinjektiomenetelmassa (syringe injection, kuva 2) kaytetdan kaasutiivista ruiskua,
joka lavistaa tasapainotetun naytepullon septumin keraten tunnetun tilaavuuden kaa-
sua. Nayte injektoidaan kaasukromatografin injektoriin, josta se virtaa kolonniin. Nayt-
teensy6ttd on alun perin ollut manuaalista, ja edelleenkin manuaalinen injektointi voi
soveltua kvalitatiiviseen analytiikkaan. Automatisoitua naytteensyottajaa kayttamalla
menetelma on kuitenkin tarkempi ja toistettavampi; naytteensyottajassa ruiskun lampo-
tila pysyy tasaisesti suositellussa 90 °C:ssa, termostointiuuni tasapainottaa naytteet
toistettavasti, ja injektion tilavuus on tarkempi. Naytetta voi kuitenkin haihtua neulasta

ruiskun siirtyessa injektorille, joten menetelma ei ole aivan toistettava. [12, s. 70-72.]
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1. Tasapainotus 2. Naytteen 3. Injektointi
keraaminen

Kuva 2. Ruiskuinjektio: kaasunayte otetaan naytepullosta ruiskulla ja injektoidaan kaasukro-
matografin injektoriin [17, s. 6].

Ruiskun sisaan voidaan liittdd myos kuitu (HS-SPME-menetelma: Headspace-Solid
Phase Micro Extraction) tai adsorbenttia (INCA-menetelma: Inside Needle Capillary
Adsorption Trap), joka keraa analyytit kaasu- tai nestefaasista. Kuumassa injektorissa
analyytit vapautuvat ja kulkeutuvat kantajakaasun mukana kolonniin. Tekniikat mahdol-
listavat pienten pitoisuuksien konsentroimisen ennen analysointia. Jos nayte kerataan
kaasufaasista, menetelma on monimutkaisempi, silla nayte- ja kaasufaasin lisaksi kaa-
sufaasin ja kuidun tai adsorbentin vélille muodostuu tasapaino, joka vaikuttaa vastee-
seen. [12, s. 4-5, 73-74.]

Paineistustekniikkaa (pressure sampling system) kaytettdessa naytepullo tasapainote-
taan ja paineistetaan kantajakaasulla (kuva 3): Termostoinnin jalkeen lammitetyn ruis-
kun neulaosa lavistéaa septumin ja kantajakaasua virtaa neulan kautta pulloon kunnes
haluttu paine saavutetaan. Paineistuksen kestédessad noin 1-3 minuuttia kaasufaasi
homogenisoituu ja sen lampotila tasaantuu. Kun kaasunsyoéttd suljetaan ja alempi vent-
tiili avataan, kantajakaasun ja naytteen kaasufaasin seosta virtaa kolonniin tai kolonniin
johtavaan siirtolinjaan. Koska naytepulloon muodostuvaa painetta ja virtausaikaa voi-
daan saataa tarkasti, kolonniin virtaava naytetilavuus tunnetaan. Naytepullo paineiste-
taan joko kolonnin alkuosan painetta vastaavalle tasolle (balanced pressure sampling)
tai kaytetaan erillista kaasulahdetta, jolla paine nostetaan kolonnin painetta korkeam-
maksi (increased pressure sampling). Tekniikan etuja ovat sen yksivaiheisuus ja se,
etta nayte virtaa suoraan kolonniin laimentumatta tai haihtumatta valilld. Paineistustek-
niikka voidaan yhdistdd aiemmin kuvattuun MHE-tekniikkaan. [12, s. 81-85, 139.]
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1. Tasapainotus 2. Paineistus 3. Injektointi

Kuva 3. Paineistustekniikan periaate: 1. Tasapainotuksen aikana kaasu virtaa neulan lavitse,
muttei naytepulloon. 2. Paineistusvaiheessa pulloon johdetaan neulan kautta inerttia
kantajakaasua. 3. Injektointi tapahtuu sulkemalla kaasun tulo ja paastamalla kaasufaa-
sin kaasuvirta neulan kautta siirtolinjaan tai injektoriin. [17, s.7.]

Painesilmukkatekniikkaa (pressure loop) kaytettdessa naytepullo tasapainotetaan ja
paineistetaan ja tunnettu tilavuus kantajakaasun ja naytteen kaasufaasin seosta ohja-
taan ensin ilmanpaineiseen naytesilmukkaan, josta se johdetaan kantajakaasun avulla
kolonniin. Silmukan tilavuus on yleensd 1 ml, ja sen lampétila on noin 15 °C termos-

tointilampdotilaa korkeampi, jolloin néyte ei padse kondensoitumaan. [12, s. 83—-85.]

Nayte injektoidaan tai se kulkeutuu siirtolinjaa pitkin kaasukromatografin injektoriin,
josta se siirtyy kolonniin eroteltavaksi. Injektorin venttiileilla voidaan sé&édelld kolonniin
kulkeutuvaa naytetilavuutta: Jakoinjektiossa (split injection) vain osa naytteesta paatyy
kolonniin, silla injektoinnin aikana jakoventtiili on auki ja osa naytteesta virtaa kantaja-
kaasun mukana venttiilisté ulos. Jakosuhde on tyypillisesti 1:20-1:100, ja se saadetaan
kantajakaasun virtausnopeuden avulla. Jakoinjektio soveltuu suurille pitoisuuksille ja
kaventaa vastepiikkeja, koska injektori tyhjenee nopeasti. Suorainjektiossa (splitless
injection) venttiilit ovat kiinni ja koko injektoitu naytetilavuus siirtyy kolonniin. Tekniikka
soveltuu hyvin pienille pitoisuuksille, jolloin koko analyyttimdaré vahvistaa vastetta.
Suorainjektiota kaytetddn esimerkiksi SPME-tekniikan kanssa, koska kuidun adsorp-
tiokapasiteetti on rajallinen. [12, s. 90-91; 13, s. 186-188.]

Tassa tydssa alkoholimaarityksessa hyddynnettiin paineistustekniikkaa seké jakoinjek-
tiota. Paineistuksessa naytepullon paine nousee huomattavasti korkeammaksi kuin
kantajakaasun paine kolonnissa, jolloin néyte virtaa tehokkaasti haihtumatta ja laimen-
tumatta neulan kautta siirtolinjaan ja edelleen injektoriin. Injektion toistettavuus onkin
hyva, mika voidaan todeta sisdisen standardin piikkien pinta-alojen pienesta hajonnas-

ta. Jakoinjektio puolestaan mahdollistaa pienen analyyttimaaréan nopean siirtymiseen
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kolonniin, jolloin kromatogrammin piikit pysyvat kapeina. Kaytettava tekniikka soveltuu

veren alkoholipitoisuusmaarityksiin hyvin, silla pitoisuudet ovat riittdvéan korkeita.

4.4 Sisainen standardi

Headspace-menetelmissa analyytin injektoitava ainemaara riippuu muun muassa injek-
tiotilavuudesta, lampdétilasta ja kaasun paineesta seka kaytettavan injektointimenetel-
man tarkkuudesta. Koska injektointi ei yleensa ole tdsmaéllisen toistettava, kaytetdan
sisdisen standardin (ISTD) menetelmaa. Sisaisen standardin tulee olla analyyttien kal-
tainen yhdiste, joka kayttaytyy naytteenkasittelyssa ja analyysissa vastaavalla tavalla,
mutta jonka retentioaika eroaa analyyttien retentioajoista. Sita lisdtdan tunnettu maara
jokaiseen analysoitavaan naytteeseen ja standardiin, jolloin analyyttien pitoisuus voi-
daan maarittaa analyytin ja sisdisen standardin suhteen avulla injektiotilavuudesta riip-
pumatta. Jos naytettd esikasitellaén, sisainen standardi lisatdan naytteisiin ennen kasit-
telyd mahdollisen havikin takia. Nain havikin suuruutta voidaan myds arvioida. [13, s.
20-22; 15, s.109-110.] Tassa tydssa sisdisena standardina kaytettiin n-propanolia,

joka lisattiin naytteisiin laimentamalla naytteet sisaisen standardin kayttoliuoksella.
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5 Laitteet ja reagenssit

5.1 Laitteet, reagenssit ja naytematriisit

Menetelman kehittamisessa ja validoinnissa kaytettiin seuraavia laitteita:

Puhdasvesilaite

Analyysivaaka

Laimennin

Vetygeneraattori

Headspace-naytteensyottaja, PerkinElmer Turbomatrix 110
Siirtolinja

GC, PerkinElmer Clarus 500

Kolonni, BAC2

FID-detektori.

Menetelman kehittamisessa ja validoinnissa kaytettiin seuraavia reagensseja:

Etanoli, Aas-laatu
Etanolistandardit 0,25; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0 ja 4 g/l
n-propanoli, p.a. -laatu

Metanoli, p.a. -laatu

Asetoni, p.a. -laatu

Isopropanoli, p.a. -laatu
Tertidarinen butanoli, p.a. -laatu
Metyylietyyliketoni, p.a. -laatu
2-butanoli, p.a. -laatu

n-butanoli, p.a. -laatu

Tolueeni, p.a. -laatu
Isobutyylimetyyliketoni, p.a. -laatu
Laboratoriovesi

NacCl, p.a. -laatu

NaF, p.a. -laatu

Helium, 99,996 %, (4.6)

IlIma, generaattori

Vety, generaattori.
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Validoinnissa kaytettiin seuraavia naytematriiseja:

. lhmisen kokoveri
. lhmisen virtsa
. Hevosen seerumi

. Laboratoriovesi

5.2 Liuosten valmistaminen

Sisadisen standardin eli n-propanolin kayttéliuos valmistettiin pipetoimalla 500 ul
n-propanolia 2000 ml:n mittapulloon ja tayttamalla vedella merkkiin, jolloin lopullinen

pitoisuus oli 0,2 g/l.

Menetelman kehittdmista varten etanolista ja denaturointiaineista (metanoli, asetoni,
isopropanoli, tertiagarinen butanoli, MEK ja 2-butanoli) valmistettiin erilliset noin 10 m-%
kantaliuokset. Etanolista valmistettiin edelleen pitoisuudeltaan 1,0 g/l liuos ja jokaisesta
denaturointiaineesta nelja pitoisuustasoa: 0,1; 0,2; 0,5 ja 1,0 g/l. Lisaksi valmistettiin
seosnayte, joka sisdlsi etanolia ja kutakin denaturointiainetta noin 0,3 g/l. Kaikki liuok-

set valmistettiin laboratorioveteen. Liuosten valmistaminen on esitetty liitteessa 1.

Selektiivisyyden maarittdmista varten n-butanolista, tolueenista ja IBMK:sta valmistet-
tiin ylla kuvatulla tavalla erilliset noin 10 m-% kantaliuokset ja niista edelleen noin 1 g/l
liuokset. Validointia varten jokaisesta naytematriisista (veri, virtsa, seerumi ja vesi)

valmistettiin 19 eri pitoisuustasoa valilla 0,01-6,0 g/l liitteen 1 mukaisesti.
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6 Tyon toteutus ja tulokset

6.1 Menetelman kehittaminen

Alkoholien maarittdmisessa maailmanlaajuisesti kaytettava HS-GC-FID-menetelma on
kehitetty jo 1960-luvulla, jolloin se on ollut ensimmaisid headspace-tekniikkaa hy6dyn-
tavia menetelmia [12, s. 11]. Alkoholimaarityksille on kehitetty spesifit BAC1- ja BAC2-
kolonnit (Blood Alcohol Concentration), joilla analyytit voidaan maarittda veri-, virtsa-,
seerumi- ja plasmanaytteistd. Kolonnien stationdarifaasien erotteluominaisuudet ovat
optimaaliset alkoholeille ja niiden metaboliiteille, ja luotettavat tulokset saavutetaan
noin viiden minuutin pituisella ajo-ohjelmalla. Analyyttien retentioajat ja -jarjestykset
ovat kolonneissa erilaiset, ja analyyttien tunnistamisen varmistamiseksi jokainen maari-
tettava nayte ajetaan kummallakin kolonnilla. [19.]

Jokainen verindyte maaritetdan kahdella eri laitteella, joissa on eri kolonnit, siten, etta
eri henkilot analysoivat rinnakkaiset naytteet. Nain inhimillisten virheiden vaikutus tu-
loksiin minimoidaan. Lopullinen naytteen tulos on kahden analyysin keskiarvo, jolle
tehdaan varmuusvahennys. Varmuusvahennys on maaritetty jokaiselle etanolin pitoi-
suustasolle tilastollisella Kernel-menetelméalld, joka huomioi pitoisuuskohtaisen satun-
nais- ja systemaattisen virheen, silla virheen prosentuaalinen suuruus ei ole laajalla
pitoisuusalueella vakio. Liséksi menetelma takaa, etta ilmoitettu tulos ei ylita todellista
pitoisuutta 99,9999 % todennéakdisyydella. [20.]

Etanolin lineaarisuusalue on 0,1-6,0 g/l ja maaritettéava pitoisuusalue on 0,1-4 g/, joka
kattaa liikennejuopumuslainsdddannén maarittamat pitoisuudet seka alueen, jolla ve-
ren etanolipitoisuus voi olla. Yli 4 g/l etanolia siséltavat naytteet laimennetaan vedella
puoleen. Denaturointiaineiden méaaritysalue on 0,1-1,0 g/l, ja tarvittaessa kalibroin-
tisuoraa voidaan jatkaa suuremmille pitoisuuksille. Menetelma kattaa denaturointiai-
neet, koska niité voi esiintya naytteissa ja ne voidaan helposti erottaa BAC1- ja BAC2-
kolonneilla. Alkoholimaarityksissa paaasiallinen naytematriisi on veri, mutta naytteina

voi olla my6s virtsaa ja seerumia.

Jokaisessa nayteajossa tehdaan kuuden pisteen kalibrointi kaupallisilla vesipohjaisilla
etanolistandardeilla sekd maaritetdan vesipohjaisia nollakontrollindytteitd seka etanolia
siséltavia kontrolliseeruminaytteitda. Seosnaytteiden avulla seurataan analyyttien erot-

tumista ja siten kolonnin ja laitteen kuntoa.
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Sisdisena standardina on perinteisesti kdytetty n-propanolia BAC1-kolonnilla ja tertida-
ristd butanolia BAC2-kolonnilla. Tassa tytéssd menetelmaa haluttiin kehittaa siirtymalla
n-propanoliin myds BAC2-kolonnilla, silla tertidarista butanolia esiintyy toisinaan veri-
naytteissd. n-propanoliin siirtymalla analyysien uusintatarve véhenee. Koska n-
propanolin retentioaikaa BAC2-kolonnilla ei tunnettu, menetelméan kehittdminen aloitet-
tiin maarittamalla n-propanolia sisdisend standardina sisaltavia nollanaytteita seka eta-
nolia ja denaturointiaineita sisaltdvid seosnaytteitd. Samalla pystyttiin toteamaan, etta

n-propanoli erottuu omana symmetrisena piikkinaan (liite 2).

Taman jalkeen menetelman kehittamisessa keskityttiin ajo-ohjelman lampdétilagradien-
tin, lampotilan muutosnopeuden sekéd kantajakaasun paineen muutosten testaamiseen
seosnaytteilla, koska HS-parametrit on jo aiemmin optimoitu. Tuloksissa Kiinnitettiin
erityisesti huomiota analyyttien tehokkaaseen erottumiseen ja retentioaikojen suhteelli-
sen tasaisiin valeihin, piikkien kapeuteen ja symmetrisyyteen. Ajo-ohjelman |Ampdtilan
taytyi lisdksi ajon lopussa palata alun tasolle, jotta seuraavan naytteen analyysi Vvoisi
alkaa mahdollisimman nopeasti. Testiajoilla testattiin muun muassa kolonnin valmista-
jan suosittelemaa pienille alkoholeille kehitettya ajo-ohjelmaa, joka ei kuitenkaan sovel-
tunut suuremmille analyyteille, Van Deemterin kayran mukaista heliumin optimaalista
virtausnopeutta 40 cm/s [13, s. 185], joka sai analyyttipiikit levenemaan, seka Oikeus-
toksikologiayksikdssa tehtdvan vainajien veren alkoholimaarityksen vastaavaa ajo-
ohjelmaa. Paras menetelma Ioydettiin kuitenkin muokkaamalla alkuperaista lampétila-
ohjelmaa parametri kerrallaan.

Uudella ajo-ohjelmalla (taulukko 2) analyytit erottuvat tehokkaammin, ja niiden reten-
tioajat ovat hieman pidemmaét. Kantajakaasun paine pidettiin alkuperdisessa arvossa,
lampdotilaramppeja on kahden sijaan kolme ja lampdétila nousee korkeammalle nope-
ammin. Vaikka retentioajat pitenivat hieman, uusi ajo-ohjelma ei ole alkuperéista pi-
dempi, koska se paattyy heti tertidérisen butanolin piikin jalkeen. Tertidarista butanolia
esiintyy naytteissa harvoin, ja ohjelman pituus riittdd hyvin sen havaitsemiseen. Nain
naytteensyottajan tasapainotus- ja naytteensyottosyklia ei ollut tarvetta muuttaa, eikd
tayden nayteajon 110 naytteen analyysiaika pidentynyt. Etanolin ja denaturointiainei-
den resoluutiot, pohjaluvut ja hantimistekijadt molemmilla ajo-ohjelmilla on koottu liittee-

seen 2.

Taulukko 2. Alkuperainen ja uusi ajo-ohjelma.

[Laboratorion omaan kayttoon]
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Alkuperdisella ja uudella ajo-ohjelmalla ajettujen seosndytteiden kromatogrammit on
esitetty kuvassa 4. Uudella ajo-ohjelmalla asetoni, isopropanoli ja tertidérinen butanoli

erottuvat tehokkaammin kuin alkuperaisella.

[Laboratorion omaan kayttoon]

Kuva 4. Ylla alkuperdaisella ajo-ohjelmalla ajettu seosnayte ja alla uudella ajo-ohjelmalla ajettu
vastaava.

Ennen validointia uuden ajo-ohjelman toistettavuus varmistettiin ajamalla lyhyiden tes-
tiajojen lisdksi pitka sarja, joka sisélsi etanolin kalibrointisuorat, seosnaytteita ja pitoi-
suudeltaan 1,0 g/l etanolinaytteitd. Denaturointiaineiden lineaarisuus vesiliuoksessa
maaritettiin ajamalla pitoisuuksiltaan 0,1; 0,2; 0,5 ja 1,0 g/l liuoksista rinnakkaiset
maaritykset. N&in maaritettyjen  kalibrointisuorien  selitysaste R? oli kaikilla
denaturointiaineilla yli 0,999 (liite 2).
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6.2 Validointi

Validointi tehtiin laajana, ja se kattoi uuden laitteen kayttéénoton, n-propanolin
sisdisena standardina, uuden ajo-ohjelman seka kaikki alkoholien
maaritysmenetelmalla maaritettavat analyytit (etanoli, metanoli, asetoni, isopropanoli,
tertiadrinen butanoli metyylietyyliketoni (MEK) ja 2-butanoli) sekd naytematriisit.
Naytematriiseista veri, virtsa ja seerumi on maaritelty menetelmaohjeessa, ja vesi
sisallytettiin  validointiin siksi, ettd laaduntarkkailussa kaytettavat standardi- ja
seosnaytteet ovat vesipohjaisia. Aluksi varmistettin  menetelmén selektiivisyys
etanolille ja denaturointiaineille seka satunnaisesti esiintyville n-butanolille, tolueenille
ja isobutyylimetyyliketonille (IBMK) vedessd. Taman jalkeen méaaéritettiin etanolin ja
denaturointiaineiden lineaarisuus seka etanolin toteamis- ja maaritysrajat, oikeellisuus,
toistotarkkuus mittauksen sisalla ja mittausten valilla seka mittausepavarmuus kaikissa
naytematriiseissa. Lineaarisuuden, toteamis- ja maadritysrajojen ja tarkkuuden
yhteydessa kaikille rinnakkaismaarityksille laskettiin keskiarvo, keskihajonta (s),
suhteellinen keskihajonta (RSD) seka oikeellisuus tulosten arvioimiseksi. Liséksi uuden

menetelman luotettavuutta tutkittiin kolonnivertailun avulla.

Validointisuunnitelman pohjana kaytettin THL:n laatimia validointiraporttipohjaa ja
validointiohjeita seka VTT:n julkaisemaa Validoinnin suunnittelun opasta [21]. Tulokset
laskettiin naiden ohjeiden mukaan, ja tavoitteena oli saavuttaa vahintdan validointi- ja
menetelm&ohjeiden vaatimuksia vastaavat tulokset. Validoinnista Kirjoitettiin raportti,
jonka teoriaosuus ja suoritus tuloksia lukuun ottamatta esitelldadn seuraavissa

alaluvuissa.
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6.2.1 Selektiivisyys

Menetelmd on selektiivinen, kun se tuottaa vasteen usealle analyytille, ja pystyy
erottamaan ne toisistaan useita yhdisteitéd siséltavasta seosnaytteestd [22, s. 27].
Kaasukromatografisen menetelman selektiivisyyttda kuvaavat kullekin analyytille
maadritettava retentioaika (t), erotustekija (a) resoluutio (R;), pohjaluku (N) ja

hantimistekija (7).
Erotustekija (a)

Erotustekijd on kahden yhdisteen retentioaikojen suhde ja sen tulisi olla riittavasti yli

1,0, jotta yhdisteet erottuvat toisistaan. Erotustekija lasketaan seuraavasti:

tra—t
= = )

tri—tm

jossa t, = jalkimmaisen piikin retentioaika
t,s = ensimmaisen piikin retentioaika

ty = kuollut aika eli pidattyméattéman aineen retentioaika. [13, s. 145.]
Resoluutio (Ry)

Resoluutio kuvaa kahden piikin erottumista toisistaan eli niiden valimatkaa
kromatogrammissa: se suhteuttaa piikkien valimatkan niiden kantojen leveyksien
keskiarvoon. Menetelmédohjeen mukaan resoluution tulee olla vahintddn 1,2, jolloin

piikit erottuvat taysin. Resoluutio lasketaan kaavalla:

tra—tr1
Ry = —F——— 8
s %(Wbl"'sz) ®
jossa Rs = jalkimmaisen piikin resoluutio

t.; = ensimmaisen piikin retentioaika

t, = jalkimmaisen piikin retentioaika

W, = ensimmaisen piikin kannan leveys 10 % korkeudella

W2 = jalkimmaisen piikin kannan leveys 10 % korkeudella. [13, s. 147.]
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Pohjaluku (N)
Pohjaluku kuvaa analyytin tasapainoreaktioiden maaraa liikkuvan ja stationdarifaasin
valilla analyysin aikana. Pohjaluku onkin suoraan verrannollinen kolonnin pituuteen, ja

korkea Iuku Vviittaa tehokkaaseen erottumiseen. Analyyttipiikile lasketaan

tangentiaalinen pohjaluku maarittamalla piikin leveys pohjasta tangenttien avulla:
— try2
N = 16(Wb) 9

jossa t, = piikin retentioaika

W, = piikin leveys tangenttien avulla laskettuna. [13, s. 145.]
Hantimistekija (T)

Hantimistekija kuvaa analyyttipiikin asymmetrisyytta ja kertoo kolonnin kunnosta. Piikin

ollessa symmetrinen T = 1,0. Hantimistekija lasketaan seuraavasti:

T W 0
jOSS& VVo,m— pllklll Ieveys 10 % korkeudella

f = piikin maksimi- ja alkamiskohdan erotus (aika) 10 % korkeudella.
[23, s. B-23.]

Selektiivisyys maaritettiin vesipohjaisista etanolia ja denaturointiaineita sisaltavista
seosnaytteistd. Suureet laskettiin PerkinElmer TotalChromin System Suitability
-ohjelmalla kolmen seosnaytteen keskiarvoina. Tulokset on esitetty taulukossa 3.
Suhteelliset retentiotekijat, resoluutiot, pohjaluvut ja hantimistekijat kaikilla yhdisteilla
olivat hyvaksyttavalla tasolla. 2-butanolin laskennallista pohjalukua (N) pienentda piikin

leveys (kuva 4).

Taulukko 3. Etanolin ja denaturointiaineiden selektiivisyys. Yhdisteet ovat
retentiojarjestyksessd, jolloin resoluutio ja suhteellinen retentio on madritetty
edellisen yhdisteen suhteen.

[Laboratorion omaan kayttoon]
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Verinaytteissa  voi  toisinaan  esiintya my®ds n-butanolia, tolueenia ja
isobutyylimetyyliketonia, joiden retentioajat ovat pidemmat kuin kaytettdvén ajo-
ohjelman pituus. Myds naille yhdisteille maaritettiin ylla kuvatut suureet (taulukko 4) 15
minuutin ajo-ohjelmalla. Ajo-ohjelma vastasi taulukossa 2 esitettyd uutta ajo-ohjelmaa,

mutta viimeisen l[ampdtilagradientin pituutta jatkettiin.

Taulukko 4. n-butanolin, tolueenin ja IBMK:n selektiivisyys.

Yhdiste t. (min) a Rs N T

n-butanoli 8,73 2,35 24,5 14667 1,03

Tolueeni 9,39 2,53 27,1 15844 1,03
IBMK 11,6 3,12 29,2 12120 1,02

n-butanoli, tolueeni ja IBMK maéaritettiin myds kayttdon otettavalla ajo-ohjelmalla, jolloin
kunkin yhdisteen piikki siirtyi ajojarjestyksessa seuraavan naytteen kromatogrammiin
(lite 3). Kutakin yhdistettd seuraavina naytteind kaytettin seka etanoli- etta
seosliuoksia. Nain maaritetyt retentioajat sekd mahdolliset virheelliset tunnistukset on
koottu taulukkoon 5. Taulukosta néhdaan myds, ettda seosnaytteen yhdisteet pidentavat

IBMK:n retentioaikaa verrattuna pelkkaé etanolia sisaltdvaan naytteeseen.

Taulukko 5. n-butanolin, tolueenin ja IBMK:n siirtyminen seuraaviin naytteisiin normaalipituisella
ajo-ohjelmalla, kun seuraavina naytteina on etanoli ja seosnayte.

Yhdiste t. (min) etanoli | Virheellinen tunnistus | t, (min) seos | Virheellinen tunnistus

n-butanoli - isopropanoli

Tolueeni

IBMK 2-butanoli
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6.2.2 Lineaarisuus ja herkkyys

Lineaarisessa menetelmassa analyytin vaste on suoraan verrannollinen sen
pitoisuuteen naytteessa, ja menetelman lineaarinen alue vastaa analyytin
pitoisuusaluetta, jolla kalibrointisuora on lineaarinen. Lineaarisen alueen alarajana on
maaritysraja [13, s. 13, 18]. Herkkyys kertoo detektorin vasteen muutoksesta, kun
analyytin pitoisuus muuttuu yhdelld yksikolld; lineaarisen menetelmén herkkyys vastaa
kalibrointisuoran kulmakerrointa, ja menetelmd ollessa herkkd pieni muutos
pitoisuudessa aiheuttaa suuren muutoksen vasteessa [21, s. 21]. Sisdista standardia
kaytettaessa herkkyys lasketaan analyytin ja sisaisen standardin vasteiden suhteesta
[24, s. 18].

Etanolin lineaarisuus maaritettiin kaikille naytematriiseille mittaamalla seitseman eri
etanolipitoisuutta valilla 0,1-6,0 g/l ja nollanaytteet kahdeksana
rinnakkaismaarityksend. Naytteiden valmistus on esitetty liitteessa 1 ja raakadata ja
kuvaajat liitteessa 3. Maaritetty alue kattoi alkoholien maaritysmenetelman mukaisen
maaritysalueen 0,1-4,0 g/l ja lineaarisuuden suuremmilla pitoisuuksilla, joita esiintyy

verinaytteissa toisinaan.

6.2.3 Toteamis- ja maaritysrajat

Toteamisraja on analyytin alhaisin pitoisuus, jolla se voidaan tunnistaa luotettavasti.
Talldin vasteen signaali-kohinasuhteen (S/N) tulee olla vahintdan 3. Maaritysraja on
vastaavasti pienin pitoisuus, joka voidaan kvantitoida halutulla toistettavuudella ja
oikeellisuudella. Maaritysrajapitoisuudella signaali-kohinasuhteen tulee olla vahintdéan 3

ja tulosten systemaattisen virheen liséksi alle 20 %. [21, s. 20, 26.]

Rajat maaritettiin kaikille naytematriiseille mittaamalla kymmenen pient& pitoisuutta
valilla 0,01-1,0 g/l kymmenena rinnakkaismaarityksena. Naytteiden valmistus on
esitetty liitteessd 1. Signaali-kohinasuhde kullekin naytematriisille ja pitoisuudelle

laskettiin PerkinElmer TotalChrom System Suitability -ohjelman avulla.
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6.2.4 Oikeellisuus

Systemaattinen virhe (harha, bias) kuvaa tulosten oikeellisuutta eli otoksen keskiarvon
ja teoreettisen arvon suhdetta. Se ilmoitetaan prosenttilukuna, joka kertoo poikkeaman
suuruuden keskiarvosta, ja lasketaan seuraavasti:

Systemaattinen virhe = Cmm{ftﬂ 100 % (11)
teor

jossa Cmitatty = Mitattu pitoisuus

Creor = teoreettinen pitoisuus. [21, s. 22-23.]

Oikeellisuus méaritettiin kahdeksalla pitoisuustasolla (0,1; 0,15; 0,2; 0,4; 0,5; 1,0; 1,2 ja
2,0 g/l) kymmenena rinnakkaisena maarityksend. Naytteiden valmistus on esitetty
litteessa 1. Pitoisuudet valittin  siten, ettd ne kattavat maaritys- ja
likennejuopumusrajat (0,1; 0,5; 1,0 ja 1,2 %) seka pitoisuudet 0,2 ja 0,4 %o siltd

varalta, etta likennejuopumusrajoja paatetaan tulevaisuudessa laskea.

6.2.5 Toistotarkkuus

Toistotarkkuus kuvaa satunnaisvirheen suuruutta, kun samasta homogeenisesta
naytteesta tehtyjen maaritysten tuloksia verrataan toisiinsa. Tarkkuus maaritetaan seka
mittauksen sisalla maarittamalla samaa naytetta useita kertoja ettd mittausten valilla
maarittamalla samaa naytettd useana paivana. Mittausten vélinen toistotarkkuus antaa
kuvan laboratorion sisdisesta variaatiosta analyysituloksissa. Toistotarkkuudet

ilmoitetaan prosenttilukuna ja lasketaan seuraavasti:
S
—_ . 0,
RSD = = 100 % (12)

jossa RSD = suhteellinen keskihajonta eli variaatiokerroin (CV)
s = keskihajonta
KA = keskiarvo. [13, s. 32.]

Mittauksen sisdinen tostotarkkuus maaritettiin oikeellisuusmittausten yhteydessa.
Mittausten vélinen toistotarkkuus maaritettin  mittaamalla oikeellisuusnaytteita
kymmenena paivana yhtena rinnakkaisena maarityksena.
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6.2.6 Mittausepavarmuus

Mittausepavarmuus (MEV) antaa kokonaiskuvan analyysin tarkkuudesta ja koostuu
mittauksessa esiintyvistd systemaattisesta ja satunnaisesta virheesta. Oikeellisuus
kuvaa systemaattista virhettd ja toistotarkkuus satunnaisvirhettd, jotka johtuvat
epatarkkuuksista ja virheista naytteenotossa, naytteen sdilytyksessa ja analyysin eri
vaiheissa. Laajennettu mittausepavarmuus (2MEV) vastaa 95 % luottamusvalia.

Mittausepavarmuus lasketaan seuraavasti:

sis val

MEV = JRSDZ +RSDZy+RSD2,q, (13)

jossa RSDyg;s = maarityksen sisainen toistotarkkuus
RSD,; = maaritysten valinen toistotarkkuus
RSDyst = systemaattinen virhe. [24, s. 54.]

Mittausepavarmuus ja laajennettu mittausepavarmuus kullekin naytematriisille
jokaisella pitoisuustasolla on esitetty taulukossa 6. Tulokset ovat hyvaksyttavia, ja
menetelman lopullinen mittausepavarmuus lasketaan BAC1- ja BAC2- kolonnien

tulosten keskiarvona.

Taulukko 6. Mittausepavarmuus ja laajennettu mittausepavarmuus kaikille matriiseille jokaisella
maaritetylla pitoisuustasolla.

[Laboratorion omaan kayttoon]

6.3 Kolonnivertailu

Kolonnivertailu tehtiin maarittdmalla samoja néaytteitd validoitavalla laitteella (GC5)
sekd kahdella muulla laitteella, joista toisessa oli BAC1-kolonni ja sisdisena
standardina n-propanoli ja toisessa BAC2-kolonni ja sisaisend standardina tertidarinen
butanoli (GC3). Naytteind kaytettiin veri-, virtsa- ja seeruminaytteita. Kutakin matriisia
kohden maaritettiin 30 naytettd, joiden etanolipitoisuus vaihteli valilla 0,1-3,9 g/l.

Uudella laitteella maaritettyja tuloksia verrattiin kahden muun laitteen tuloksiin (liite 4),
ja kaikilla matriiseilla tulosten vastaavuus oli hyva. GC5-laitteella maaritettyja tuloksia

verrattin  myos tilastollisesti GC3:n tuloksiin (lite 4). Ma&éaritysten otosvariansseja
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verrattiin kahden otoksen F-testilla sek& otoskeskiarvoja kaksisuuntaisella t-testilla 95
% luottamustasolla. F-testien perusteella veren ja seerumin otosvarianssit eri BAC2-
kolonnin laitteilla eivat poikenneet toisistaan, mutta virtsan varianssit poikkesivat
tilastollisesti merkitsevasti. t-testien perusteella otoksien keskiarvot eivat poikenneet

tilastollisesti merkitsevasti eri BAC2-kolonnien laitteilla.

6.4 Etanolistandardien héalytys- ja toimintarajat

Kaupallisten etanolin standardiliuosten (0,25; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 ja 4,0 g/l) hyvaksyttavat
pitoisuusrajat  pdivitettin  laskemalla jokaiselle pitoisuustasolle keskiarvo ja
keskihajonta, joista laskettiin uudet halytys- (KA = 2s) ja toimintarajat (KA = 3s).
Laskemisessa kaytettiin nayteajojen kalibrointisuoria varten tehtyja standardiliuosten
rinnakkaismaarityksia noin puolen vuoden ajalta kaikilta alkoholimaarityksissa
kaytettavilta laitteilta. Tulokset jakautuivat tasan kolonnityyppien kesken. Yhteensa
nayteajoja oli 150 ja rinnakkaisia tuloksia 297—299 pitoisuustasoa kohden. Tulokset on

koottu taulukkoon 7 ja raakadata liitteeseen 5.

Taulukko 7. Standardien uudet ja vanhat halytys- (KA + 2s) ja toimintarajat (KA £ 3s).

[Laboratorion omaan kayttoon]
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6.5 Johtopaatokset

Menetelma todettiin kaikille kvantitatiivisesti maéaaritettaville analyyteille (etanoli,
metanoli, asetoni, isopropanoli, tertidarinen butanoli, metyylietyyliketoni ja 2-butanoli)
selektiiviseksi. Lisaksi pystyttiin toteamaan, etteivat harvemmin esiintyvat n-butanoli,
tolueeni ja isobutyylimetyyliketoni (IBMK) héiritse etanolimadritysta. n-butanoli voi
kuitenkin antaa virheellisen tunnistuksen isopropanolille ja IBMK 2-butanolille. Jos naita
yhdisteitd tai tunnistamattomia piikkeja havaitaan naytteen kromatogrammissa,
kyseinen ja sita edeltavat naytteet ajetaan uudelleen 15 minuutin ajo-ohjelmalla. Nain
seka yhdisteet etta niita sisaltava nayte voidaan tunnistaa.

Validointi onnistui suunnitellusti, ja tulokset vastasivat menetelmélle asetettuja
vaatimuksia. Kolonnivertailussa tulokset olivat yhtenevia joitain poikkeamia lukuun
ottamatta, ja virtsan tulosten hajonta oli odotettavaa. Tilastolliset testit osoittivat,
etteivat eri laitteilla méaaritetyt tulokset poikkea toisistaan liikaa.

Standardien halytys- ja toimintarajat paivitettiin, ja uudet rajat ovat vuonna 2004
maadritettyja vastaavat, mutta hieman matalampia ja tiukemmat etenkin pitoisuudelle

4,0 g/l. Voidaankin todeta, etta laitteiden suorituskyky ja tarkkuus ovat sailyneet.

Validoinnin perusteella uuden laitteen ja menetelman erotuskyky, maaritysalue ja
tarkkuus ovat hyvaksyttavalla tasolla ja tulokset ovat luotettavia. Menetelmaa ja laitetta
voidaan kayttda etanolin ja denaturointiaineiden maarittAmiseen kvantitatiivisesti

veresta, virtsasta ja seerumista. Menetelma ja laite otetaan kayttéon laboratoriossa.
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