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Tama opinnaytetyd kasittelee maalien vesipitoisuuden maaritysta kaasukromatografi-
sesti. Opinnaytetyo toteutettiin Tikkurila Oyj / PPG Tikkurilan analyyttisessa laborato-
riossa. Tyon tavoitteena oli ottaa kayttéon ja validoida ISO 23168 -standardi Agilent
Technologiesin 7820A-kaasukromatografille, jossa on lammonjohtokykyyn perustuva
detektori.

Tutkittavina naytteina tyossa kaytettiin kolmea vesiohenteista maalia, joista kaksi oli-
vat akrylaattimaaleja ja yksi silikonipohjainen pohjusteaine. Maalit valittiin niin, etta ne
sisaltaisivat eri maarat vetta. Vesiohenteisten maalien osalta haluttiin tutkia, onko
menetelmalla mahdollista saada luotettavia ja toistettavia tuloksia. Naiden lisaksi va-
littiin kaksi liuotinohenteista maalia, jotka molemmat olivat alkydimaaleja. Liuotino-
henteisissa maaleissa haluttiin selvittaa, voidaanko niista maarittaa vesi kvalitatiivi-
sesti.

Tyossa tutkittiin validointiparametreina tarkkuutta, toistettavuutta, toteamis- ja maari-
tysrajaa, herkkyytta seka mittausepavarmuutta. Naita parametreja tutkittiin tekemalla
maalinaytteista rinnakkaismaarityksia seka saantokokeita. Maalinaytteiden lisaksi
tydn aikana seurattiin vastenaytteen retentioaikaa seka valmistettiin nollanaytteita
varmistamaan laitteiston toimivuutta.

Menetelman toiminta- ja maaritysrajaksi saatiin grammaa kohden 2,0 * 10 m-% ja
0,06 m-%. Pitoisuudet ovat erittain pienet ja kertovat menetelman herkkyydesta.
Saantokokeista saatiin kaikille vesiohenteisille maaleille hyvat tulokset, jotka olivat
noin 98-99 %. Saannon lisaksi suhteellinen keskihajonta oli vesiohenteisten maalien
rinnakkaisnaytteilla alle 1 %. Liuotinohenteisten maalien osalta tulokset olivat huo-
mattavasti huonompia, kuin vesiohenteisten maalien. Maali D ei saavuttanut saanto-
kokeessa hyvaksyttavia rajoja, kun taas maali E saavutti = 85 %. Suhteelliset keski-
hajonnat olivat myds suurempia ja osittain sallituissa rajoissa < 5 %. Validointia voi-
daan pitaa onnistuneena, koska silla saatiin tarkkoja ja toistettavia tuloksia.
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This thesis concerns the determination of the water content of paints by gas chroma-
tography. The thesis work was made in the analytical laboratory of Tikkurila Oyj/ PPG
Tikkurila. The goal was to introduce and validate the ISO 23168 standard for the Ag-

ilent Technologies 7820A gas chromatograph with thermal conductivity detector.

Three water-based paints were used as test samples, two of which were acrylate
paints, and one was a silicone-based primer. The paints were chosen to contain dif-
ferent amounts of water. For the water-based paints, the aim was to examine if it is
possible to achieve reliable and repeatable results with this method. In addition, two
solvent-based paints were selected, each of them being an alkyd paint. For solvent-
based paints, the aim was to examine if the water could be determined qualitatively.

The validation parameters examined were accuracy, repeatability, detection and
quantification limits, sensitivity and measurement uncertainty. These parameters
were examined by making duplicate analyses of paint samples and by recovery tests.
In addition to the paint samples, the response factor retention time was followed dur-
ing the examination, and blank samples were prepared to ensure the proper function-
ing of the equipment

The detection and quantification limits of the method were determined to be 2.0 *
107 m-% and 0.06 m-% per gram. These very low limits indicate the high sensitivity
of the method. Recovery tests gave good results for all water-based paints, between
98 % and 99 %. Additionally, the relative standard deviation for the duplicate samples
of water-based paints was less than 1 %. For solvent-based paints, the results were
significantly poorer compared to the water-based paints, as paint D did not meet the
acceptable limits for the recovery test, while paint E achieved = 85 %. Standard devi-
ations were also higher, although partially within the acceptable limits of < 5 %. Over-
all, the validation can be considered successful as it produced accurate and repeata-
ble results.

Keywords: gas Chromatography, paints, water content
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1 Johdanto

Tama opinnaytetyd on toteutettu Tikkurila Oyj / PPG Tikkurilan analyyttisessa
laboratoriossa ja sen aiheena on maalien vesipitoisuuden maarittaminen kaasu-
kromatografisesti. Tyohon sisaltyy uuden menetelman ja laitteiston kayttoonotto
seka validointi. Maaritys perustuu ISO 23168 (International Organization for
standardization) -standardiin. Analyysilaitteistona on kaytetty Agilent Technolo-
giesin 7820A-kaasukromatografia, jossa on lammadnjohtokykyyn perustuva

TCD-detektori (thermal conductivity detector).

Tyon tavoitteena on ottaa kayttoon ja validoida 1ISO 23168 -standardin mukai-
nen menetelma seka GC-TCD (gas chromatography), joka ei ole ollut aiemmin
kaytossa laboratoriossa. Keskeinen osa tutkimusta on selvittaa, voiko talla lait-
teistolla ja menetelmalla saada luotettavia ja toistettavia tuloksia. Lisaksi tutkit-
taan, miten hyvin valittu kolonni soveltuu vesipitoisuuden maaritykseen, silla ko-

lonni on alun perin suunniteltu paaasiassa amiinien analysointia varten.

Perinteinen vedenmaaritysmenetelma Karl Fischer -titraus perustuu ISO 760 -
standardiin, joka on sopiva laboratorioihin, joissa vedenmaarityksia tehdaan
saanndllisesti. Menetelma on erittain tarkka, mutta sen kaytto vaatii laitteiston
saannollista puhdistusta ja yllapitoa, joten sen huoltotarve on suurempi kuin esi-
merkiksi kaasukromatografilla. Tasta syysta ISO 23168 -standardin mukainen
kaasukromatografinen menetelma olisi parempi valinta satunnaisiin tai harvem-
min tehtaviin vedenmaarityksiin, silla se vaatii vahemman yllapitoa ja on helppo-

kayttdisempi epasaannollisessa kaytossa.

Laboratoriossa on aiemmin kaytetty suuntaa antavaa tapaa arvioida maalien
vesipitoisuutta, mutta siita saatavat tulokset eivat ole tarkkoja. Vesipitoisuuden
maarittdaminen on tarkeaa esimerkiksi ongelmatilanteiden selvittamisessa, kun
halutaan esimerkiksi tietdd, onko maalissa liian paljon tai liian vahan vetta. On
my0s tilanteita, joissa maalissa ei saisi olla vetta lainkaan. Vedenpitoisuus maa-

lissa voi vaikuttaa merkittavasti maalin koostumukseen ja ominaisuuksiin, joten



pitoisuuden maarittdminen voi olla olennainen osa tutkimista. Taman lisaksi ve-
sipitoisuuden maaritysta voidaan hyddyntaa tuoteselosteissa VOC-yhdisteiden

(Volatile organic compunds) maarityksessa.

VOC-yhdisteet ovat sisadilmassa esiintyvia kaasuja, jotka ovat peraisin luonnolli-
sista lahteista tai ihmisen toiminnasta, kuten rakennus- ja sisustusmateriaa-
leista, pesuaineista seka joskus mikrobikasvustoista. Rakennusmateriaaleiksi

luetaan mukaan maalit, joissa VOC-pitoisuus on peraisin liuottimista. [1.]

VOC-yhdisteiden paastot aiheuttavat kemiallisten reaktioiden kautta alailmake-
hassa otsonin muodostumista. Suurina pitoisuuksina se voi olla haitallista ihmi-
sille, elaimille ja kasveille. [1.] VOC-yhdisteet aiheuttavat silmien ja limakalvojen

arsytysta seka paansarkya [2].

Tiukentuneiden ymparistolainsaadantdjen vuoksi VOC-yhdisteiden pitoisuuk-
sien tarkka maarittaminen on tullut yha tarkeammaksi. Useat kansalliset seka
kansainvaliset merkit, kuten Joutsenmerkki ja EU Ecolabel, edellyttavat VOC-
yhdisteiden pitoisuuksien ilmoittamista. Esimerkiksi Joutsenmerkityissa tuot-
teissa VOC- sekad SVOC-yhdisteiden (semi volatile organic compunds) pitoisuus
voidaan ilmoittaa niin sanottuna "vahennettyna VOC-pitoisuutena”, mika tarkoit-
taa vesipitoisuuden vahentamista VOC-pitoisuuden laskennassa [3, s. 21].
Tama VOC-pitoisuus voidaan maarittaa 1SO 11890-2 -standardin mukaisella
maaritykselld, jossa osa laskukaavoista edellyttaa tuotteen vesipitoisuuden

maarittamista massaprosentteina [4, s. 19-20].

Maalien vesipitoisuuden maarittaminen antaisi siis arvokasta tietoa laboratori-
olle maalien koostumuksen kannalta. Menetelman avulla maalien vesipitoi-
suutta voitaisiin tutkia niin kvantitatiivisesti kuin kvalitatiivisesti. Lisaksi vesipitoi-
suutta tarvitaan osassa VOC-yhdisteiden pitoisuuden maarityksen laskentakaa-

voja.



2 Naytteet
2.1 Vesiohenteiset maalit

Vesiohenteiset maalit muodostuvat useista eri komponenteista. Paakomponent-
teja ovat sideaineet, liuottimet, pigmentit, tayteaineet, paksuntajat ja lisaaineet.
Kaikista naista tarkein on sideaine, joka voi olla esimerkiksi akrylaattia, alkydia,
tai polyuretaania. [5.] Sideaineen tehtava on varmistaa, ettd maalikalvo pysyy
yhtenaisena ja tarttuu maalattavaan pintaan. Se voi sisaltaa yhden tai useam-
man aineosan ja kovettua eri mekanismeilla. Maalin tarkeimmat ominaisuudet,
kuten kuivumisaika, tarttuvuus, kestavyys ja mekaaninen lujuus, riippuvat paa-
asiassa sideaineesta. Tasta syysta maalityypit luokitellaan ja nimetaan usein

juuri niiden sisaltaman sideaineen perusteella. [6.]

Toinen olennainen komponentti on liuotin, joka vaikuttaa maalin viskositeettiin.
Liuotin voi olla joko perinteinen liuotinaine tai vesi. Vesiohenteisten maalien liu-
ottimena toimii vesi, mutta taysin liuotteettomia ne evat ole. Vesiohenteisiin
maaleihin voidaan lisata liuottimia esimerkiksi tuomaan tyostoaikaa, jolloin maa-
lin kalvo pysyy pidemman aikaa auki. Lisaksi osa raaka-aineista voi tuoda liuot-
timia vesiohenteisiin maaleihin. Maalin levittamisen ja kuivumisen aikana liuotin
haihtuu, jattaen muut maalin ainesosat kiinni maalattavaan pintaan. Vesiohen-

teisista maaleista haihtuu paaosin vetta. [5.]

Maalien muut komponentit, kuten pigmentit, antavan maalille varin ja peittoky-
vyn. Tayteaineiden avulla voidaan taas saadella maalin paksuutta, kiiltoa seka
tekstuuria. [6.] Paksuntajia puolestaan kaytetaan estamaan maalin valumista

maalausprosessin aikana [7].

Vesiohenteisten maalien suosio on kasvanut merkittavasti nilden ymparistoysta-
vallisyyden ja turvallisuuden ansiosta. Maalien valinta perustuu usein kestavan
kehityksen edistamiseen, silla ne tukevat tiukentuvien ymparistostandardien
noudattamista ja auttavat yrityksia osoittamaan sitoutumisensa ekologisiin ta-
voitteisiin. Tama parantaa yritysten imagoa ymparistotietoisten asiakkaiden sil-

missa. Lisaksi vesiohenteiset maalit kuivuvat nopeasti, ovat lahes hajuttomia ja



tekevat maalausprosessista turvallisemman. Nailld maaleilla saavutetaan pitka
huoltomaalausvali ja ne kestavat erityisen hyvin auringonvaloa, mika lisaa nii-
den kayttoikaa. Kaiken kaikkiaan vesiohenteiset maalit tarjoavat ymparistoysta-

vallisen ja kaytannollisen vaihtoehdon liuotinohenteisille maaleille. [5.]

2.2 Liuotinohenteinen maali

Liuotinohenteiset maalit tarjoavat merkittavia etuja erityisesti teollisessa maa-
lauksessa. Naiden maalien keskeinen vahvuus verrattuna vesiohenteisiin vaih-
toehtoihin on niiden erinomainen tarttuvuus erilaisiin pintoihin seka kyky kestaa
haastavia olosuhteita. [8.] Liuotinohenteiset maalit luovat kestavan ja kulutusta
sietavan pinnan, mika tekee niista erinomaisen valinnan kohteisiin, jotka altistu-
vat voimakkaalle mekaaniselle tai kemialliselle rasitukselle. Naiden maalien
kyky kestaa kosteutta ja alhaisia lampdtiloja tekee niista erityisen soveltuvia ul-
kona kaytettaviin projekteihin seka vaativiin saaolosuhteisiin. Liuotinohenteisten
maalien ominaisuudet tarjoavat lisaa suojaa ja pitkaikaisyytta erilaisissa ympa-

ristdissa, mika on tarkeaa teollisessa kaytossa. [5.]

Liuotinohenteisten maalien huono puoli on se, etta ne tuottavat enemman haih-
tuvia orgaanisia yhdisteita. Taman takia maalien kaytto edellyttaa yleensa hy-
vaa ilmanvaihtoa ja erityista huolellisuutta tydoskentelyolosuhteiden turvallisuu-
den varmistamiseksi. [8.] Erot vesiohenteisten ja liuotinohenteisten maalien va-
lilla liittyvat muun muassa niiden kuivumisaikaan, kayttomukavuuteen seka ym-
paristoystavallisyyteen. Liuotinohenteisten maalien valintaan vaikuttavat usein

my0s pintakasittelyn tekniset vaatimukset ja olosuhteet. [5.]

2.3 Tutkittavat maalit

Tassa opinnaytetydssa tutkittavia maaleja on ollut yhteensa viisi kappaletta. Ve-
siohenteisia maaleja on ollut kolme kappaletta ja liuotinohenteisia kaksi. Taulu-
kossa 1 on esitetty tydossa kaytetyt maalit ja niiden tiedot kootusti.



Taulukko 1. Tutkittavat naytteet.

Maalinaytteet Maali A | Maali B | Maali C | Maali D | Maali E
Liuotin Vesi Vesi Vesi Liuotin Liuotin
Veden m-% 57,6 492 ~20 - -

Maali A ja B ovat akrylaattimaaleja, kun taas Maali C on silikonipitoinen pohjus-
teaine. Vesiohenteisiksi maaleiksi valittiin naytteet, jotka sisaltaisivat vetta eri
maarat. Maali D ja E ovat molemmat alkydimaaleja, jotka eivat oletettavasti si-

salla vetta.

3 Menetelmat

3.1 Kaasukromatografia

3.1.1 Perusteet

Kromatografia on erotusmenetelma, joka perustuu tasapainoihin kahden toi-
siinsa liukenemattomien faasien valilla. Tutkittavat yhdisteet tarttuvat "paikallaan
pysyvaan” stationaarifaasiin ja irtoavat tasta liikkuvaan faasiin. Yhdisteiden liik-
kumiseen vaikuttaa niiden tarttuminen stationaarifaasiin. Jos yhdiste tarttuu hei-
kosti stationaarifaasiin, se viettda suurimman osan ajastaan liikkuvassa faa-
sissa ja etenee nopeasti. Voimakkaasti tarttuvat yhdisteet puolestaan liikkuvat
eteenpain hitaammin. Taman avulla yhdisteet saadaan eroteltua toisistaan. Ta-

sapainoon faasien valilla vaikuttaa moni asia esimerkiksi poolisuus. [9, s. 140.]

Kaasukromatografiassa komponenttien erottumiseen vaikuttaa yhdisteiden eri-
laiset hdyrynpaineet, liukeneminen stationaarifaasiin seka hoéyrystyminen liikku-
vaan faasiin. Keskeinen tekija kaasukromatografiassa yhdisteiden erottumiseen
on kolonnin Iampétilalla, joka vaikuttaa yhdisteiden hdyrystymiseen ja taten ta-

sapainoon stationaarifaasin ja liikkuvan faasin valilla. [9, s. 183.]



Stationaarifaasi on neste tai aine, joka ei liukene tai haihdu liikkuvaan faasiin.
Kaasukromatografiassa stationaarifaasi sijaitsee kolonnin sisapinnalla. Kolonnin
lapi likkuvana faasina virtaa inerttikaasu, joka ei saa reagoida tutkittavan yhdis-
teen kanssa. [9, s. 183.] Kaasukromatografiassa tutkittavien naytteiden tulee
olla haihtuvia eivatka ne saa hajota alle 400 °C:ssa. Yhdisteiden eluotumisjar-

jestykseen vaikuttaa yhdisteiden kiehumispisteet [10, s. 143].

3.1.2 Laitteiston toimintaperiaate

Kaasukromatografilaitteisto koostuu kaasujarjestelmasta, injektorista, kolon-
niuunista, kolonnista, detektorista seka datan kasittely ohjelmistosta. Kuvassa 1

on esitetty kaasukromatografia laitteiston rakenne.

Regulator  Traps 2 Autosampler

1. Detector
Chromatogram
( 6.
Inert Carrier Gas Gas Chromatograph Data
Mobile Phase Stationary Phase

Kuva 1. Kaasukromatografin rakenne [11].

Kaasukromatografisessa ajossa nayte injektoidaan septumin lapi injektiokammi-
oon. Yleisimpia injektiotekniikoita ovat jakoinjektio "split-injektio”, suorainjektio ja



kolonniin injektoiminen. Tassa tydssa on kaytetty jakoinjektiota. Jotta naytteet
hdyrystyvat nopeasti kaasufaasiin, injektorin lampdtilan on oltava korkea. Hyva
lampdtila injektorille on yleensa korkeimman kiehumispisteen omaavan nayt-
teen lahelld. Liian matalassa lampotilassa injektoriin muodostuu aerosolia ja
lian korkeassa naytteet voivat hajota. Jakoinjektiossa jakoventtiililla ohjataan
osa kaasuvirrasta kolonnin paan ohi, jolloin vain osa kaasuvirtauksesta kulkeu-
tuu kolonnille. Kolonniin menevan kaasun ja ohi menevan kaasun suhdetta voi-
daan vaihdella halutuksi. Injektiomenetelma sopii hyvin suurille pitoisuuksille. [9,
s. 186-187.]

Injektorikammiosta nayte kulkeutuu kohti kolonnia, joka sijaitsee kolonniuu-
nissa, jossa sen lampdtilaa voidaan kontrolloida ajon aikana. Kun lampdétilaa
nostetaan ajon aikana lampoétilaohjelman mukaisesti, on kyseessa gradienttiajo.
Kolonnissa nayte kulkeutuu kohti detektoria. Tutkittavat yhdisteet havaitaan de-

tektorilla ja ne nahdaan kromatogrammissa piikkeina.

3.1.3 CP-Volamine-kolonni

Projektin laitteiston kolonnina kaytetaan Agilent Technologiesin CP-Volamine-
kappilaarikolonnia. Se on erityisesti tarkoitettu haihtuvien amiinien analysointiin,
vaikka nayte sisaltaisi vetta [12]. Projektissa tutkitaan vetta, mutta samalla ko-
lonnilla voidaan tulevaisuudessa tutkia myds amiineja. Kuvassa 2 on esitetty ka-

pillaarikolonnin rakenne.



Polyimide coating
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Figure 1. Capillary column.

Kuva 2. Kapillaarikolonnin rakenne [13].

Kolonnissa silikakerroksen sisapinta on pinnoitettu stationaarifaasilla, joka on
usein silikapohjaista polymeeria, polyetyleeniglykolia tai kiinteda absorbenttia.
Stationaarifaasi on tassa kolonnissa polaariton [13.] Stationarifaasin poolitto-

muus voi muuttaa eluoitumisjarjestysta [9, s. 183].

3.1.4 Lammonjohtokykydetektori

Detektorina projektissa on kaytetty TCD-detektoria. Sen toimintaperiaate perus-
tuu kahden kaasuvirran vertailuun. Toinen kaasuvirta on niin sanottu referenssi-
virtaus, joka on puhdasta kantokaasua, ja toinen kolonnilta tulevaa kantokaa-

sua, joka sisaltaa naytteen. Kuvassa 3 on esitetty TCD-detektorin rakenne.
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Kuva 3. TCD-detektorin rakenne [14].

Detektorin filamentti lammitetdan kuumemmaksi kuin detektorin muu rakenne,

ja sen lampdtila pidetaan vakiona mittausten aikana. Kun kolonnilta tuleva kaa-
suvirtaus kulkee filamentin 1api, referenssivirtaus ohjataan eri reittia venttiilille.
Naytetta sisaltava kaasuvirtauksen kulkiessa filamentin lapi sen lammittamiseen
tarvittava energiaa muuttuu. Energia muutos mitataan vaihtamalla referenssivir-
tauksen ja naytetta sisaltavan virtauksen valilla viisi kertaa sekunnissa. Refe-
renssivirtausta mitattaessa kolonnilta tuleva virtaus pakotetaan pois filamentilta,
jolloin referenssivirtaus paasee kulkemaan filamentin lapi. Laitteisto mittaa ener-
gian eron referenssi- ja naytevirtauksen valilla, mika nakyy piikkina kromato-
grammissa. Detektorin voi halutessaan liittaa osaksi detektorisarjaa, koska de-

tektointivaiheessa TCD-detektori ei tuhoa naytetta. [15, s. 71.]

3.2 Sisainen standardi

Sisaisen standardin eli ISTD:n (Internal standard) kayttdé kromatografisessa
analyysissa tarkoittaa, etta naytteeseen lisataan tunnettu maara yhdistetta, joka
on kemiallisesti vakaa ja selkeasti erotettavissa analyytista. ISTD:n on oltava

riittdvan samankaltainen, jotta matriisin vaikutukset kohdistuvat molempiin
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samalla tavalla. Analyytin ja standardin signaaleja vertaamalla voidaan maarit-
taa analyytin pitoisuus. Sisaisen standardin kayttdminen auttaa korjaamaan vir-
heita, jotka voivat johtua esimerkiksi naytteen kasittelyssa, matriisihairidista tai
laitteiston ongelmista. Koska nama virheet vaikuttavat seka standardiin etta
analyytin signaaliin samalla tavalla, niiden vaikutukset voidaan tasoittaa. [16, s.
109.]

Sisdinen standardi on erityisen hyddyllinen tilanteissa, joissa naytteen maara tai
instrumentin vaste vaihtelee eri ajojen valilla, tai kun nayte saattaa menettaa
osan aineesta valmistelun aikana. Tunnetun standardin kayttd auttaa tasapai-
nottamaan nama muutokset, jolloin detektorin vaste pysyy vakaana seka ana-

lyytin ettd standardin osalta ja mahdollistaa tarkemman analyysin. [16, s. 109.]

3.3 Tulosten kasittely

ISO 23168 -standardissa tulosten laskeminen tapahtuu vastekertoimen avulla.
Standardin mukaisesti vastenayte valmistetaan punnitsemalla 0,4 g vetta, 0,4 g
ISTD:ta eli 2-propanolia ja lisaamalla 10 ml THF:a eli tetrahydrafuraania. [17, s.
4.] Standardista poikettiin puolittamalla naytemaarat, joten naytteet valmistettiin
punnitsemalla 0,2 g UP- eli ultrapuhdasta vetta, 0,2 g IPA ja 5 ml THF. Jokaista
mittausta kertaa valmistettiin tuore vastenayte ja sita injektoitiin kahdesti. Kaa-

vassa 1 esitetaan vastekertoimen laskeminen [17, s. 4].

(mcw+mds XP)XAis
rw = (1)
Mmis*Acw

Ty, Veden vaste

P,THF — laimennusliuottimen vesipitoisuus (g/g)
mds, THF — laimennusliuottimen massa (g)

m;s, ISTD:n massa ( g) kalibrointiliuoksessa

mcw, kalibrointiliuoksessa lisatyn veden massa (g)
Ais, ISTD: n piikin pinta — ala

A., vesipiikin pinta — ala
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Rinnakkaisinjektioiden lasketuista vastekertoimista otettiin keskiarvo, jota kay-
tettiin maalin vesipitoisuuden maarittamiseen. Kaavassa 2 esitetaan, kuinka
naytteen vesipitoisuus lasketaan [17, s. 5].

Mig*Asw

«100% (2)

Wy = Ty *
Ssw w mS*AiS

Wgy,, Vesimaara massaprosentteina

Tw, kahden kalibraatiopisteen keskiarvo
m,, Sisdisen standardin massa (g)

mg, naytteen massa (g)

Ajs, sisdisen standardin piikin pinta — ala

Ay, veden piikin pinta — ala

Tulosten kasittelyn helpottamiseksi vastenaytteita kaytetaan kalibrointinaytteina
OpenLab-ohjelmistossa, jossa sovelletaan yhden pisteen kalibrointia. Ohjelmis-
toon syoétetaan ISTD:n ja veden tarkka punnitusmaara, jolloin kalibrointi ja nayt-
teiden kasittely tehdaan saman ajokerran vastenaytteella. Talldin standardin

mukaista laskemista ei tarvitse.

Yhden pisteen kalibroinnissa kaytetaan vain yhta kalibrointipistetta, jonka avulla
muodostuu origon kautta kulkeva kalibrointisuora. Vaikka yhden pisteen kalib-
rointi on nopea ja helppokayttdinen, se on vahemman tarkka verrattuna moni-
pistekalibrointiin. Tama johtuu siita, ettd menetelmassa oletetaan instrumentin

vasteen olevan suoraan verrannollinen analyytin pitoisuuteen. [18.]

4 Validointi

Validointi tarkoittaa tutkimusmenetelman testaamista, jotta voidaan varmistaa
sen tieteellinen patevyys suunnitelluissa kayttdolosuhteissa. Prosessissa arvioi-
daan menetelman suorituskykya seka sen soveltuvuutta tiettyyn mittaustarkoi-
tukseen. Kemiallisen mittausmenetelman validointi on erityisen tarkeaa, silla se

vaikuttaa suoraan kemiallisten analyysien tulosten luotettavuuteen. Validoinnin
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yhteydessa on tarpeen arvioida mittausmenetelman epavarmuutta, mutta lisaksi
vaaditaan muita tutkimuksia, joilla varmistetaan, etta menetelman kaytto on ym-
marretty oikein ja etta se on tieteellisesti pateva kaytettavissa olevissa olosuh-
teissa. [19, s. 24.]

Validointia tarvitaan erityisesti, kun kehitetaan uusia menetelmia tai paranne-
taan olemassa olevia, laajennettaessa niiden kayttoaluetta tai havaittaessa
muutoksia laadunvarmistuksessa. Validointi on myds tarpeen silloin, kun vali-
doitu menetelma siirtyy toiseen laboratorioon, kaytetaan uutta mittalaitetta tai
koulutetaan uutta laboratoriohenkiloa. Validoinnin laajuus maaraytyy sen mu-
kaan, millaisia muutoksia on tapahtunut menetelmassa, olipa kyse laitteistosta
tai henkilostosta. Vaikka kansainvaliset standardoidut menetelméat ovat usein
validoituja, laboratoriossa on aina suositeltavaa tehda oma validointi tai tarkis-

taa menetelman soveltuvuus kaytettavissa olevissa olosuhteissa [19, s. 26.]

Tassa tyossa tarkoituksena oli ottaa kayttoon 1ISO 23168 -standardi laitteistolle,
jossa kolonni on tarkoitettu paasaantodisesti amiinien tutkimiselle. Validointipara-
metreina tutkittiin tarkkuutta, toistettavuutta, toteamis- ja maaritysrajaa, herk-

kyytta seka mittausepavarmuutta.

4.1 Toteamis- ja maaritysraja

Toteamisraja eli LOD (limit of detection) tarkoittaa analysoitavan aineen pieninta
maaritettavaa pitoisuutta, jonka signaali voidaan luotettavasti havaita, ja se
eroaa merkittavasti nollanaytteen arvosta [9, s. 13]. LOD:n avulla voidaan arvi-
oida mittauslaitteiston herkkyytta tunnistaa pienia pitoisuuksia seka sen kykya
erottaa tutkittava analyytti taustakohinasta. Toteamisraja voidaan maarittaa rin-
nakkaismaaritysten avulla, joissa on joko vain vahaisia maaria tutkittavaa ana-

lyyttia tai ei ollenkaan. [20.] LOD lasketaan kaavalla 3:

LOD =3 % SD (3)
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Maaritysraja eli LOQ (limit of quantitation) on taustaa vasten pienin pitoisuus-
taso, jolle voidaan tehda kvantitatiivinen mittaus tietylla luottamustasolla [9, s.
13.] Maaritysrajan tulee olla sellainen, etta tulokset ovat luotettavia ja toistetta-
via. LOQ voidaan maarittaa samankaltaisilla rinnakkasnaytteilla, kuin LOD. Las-
kelmia varten olisi hyva kayttaa noin 6-10 rinnakkaismaaritysta [19, s.13]. Mikali
tulokset jaavat LOD:n ja LOQ:n valiin, voidaan todeta, etta nayte sisaltaa tutkit-
tavaa analyyttia, mutta sen pitoisuus on alle maaritysrajan [9, s. 13]. LOQ laske-

taan kaavalla 4:

LOQ =10 * SD (4)

4.2 Saantokoe

Saantokokeella mitataan analyysimenetelman tehoa havaita tutkittavan analyy-
tin kokonaismaara. Maarittdessa tutkittavaa ainetta voi ennen mittausta tehta-
vaa esikasittelya hairitd moni tekija. Taman vuoksi on tarkeaa maarittaa mene-
telmakohtaisesti tutkittavan analyytin saanto. Saantoa voidaan tutkia esimer-
kiksi lisdamalla eli niin sanotusti "spiikkamalla” naytteisiin tunnettu maara tutkit-

tavaa analyyttia. [19, s. 16.] Saanto laskettiin kaavalla 5:

Rinnakkaisnaytteiden keskiarvo m—%

Teoreettinen m—% *100% (5)
Saantokoe tarjoaa arvokasta tietoa menetelman herkkyydesta, joka kertoo ky-
vysta havaita pienet muutokset testausolosuhteissa. Herkkyyden lisaksi saan-
nolla voidaan tutkia, antaako menetelma todenmukaisia tuloksia, eika naytetta
esimerkiksi katoa analyysin aikana. Saantokokeiden tulosten rajaksi asetettiin
= 85 %.

4.3 Toistettavuus

Toistettavuus tarkoittaa tasmallisyytta, kun maaritys suoritetaan samanlaisissa
olosuhteissa lyhyessa ajassa. Tata tutkitaan tekemalla useita rinnakkaismaari-

tyksia erilaisista naytteista useammalla eri pitoisuudella. Analysoinnissa



14

voidaan tutkita naytteiden sisaista seka valista hajontaa. [19, s. 19.] Tassa
tydssa tarkein tutkittava parametri on suhteellinen keskihajonta eli RSD % (rela-
tive standard devitation). RSD kertoo hajonnan prosentuaalisen arvon verratta-
essa keskiarvoon. RSD:n laskukaavaa varten on laskettava rinnakkaisnayttei-

den valinen otoskeskihajonta kaavalla 6:

(xi=%)?
S = ?=1 n-1 (6)

Keskihajonnan lisaksi on laskettava rinnakkaismaaritysten keskiarvo, jota tarvi-

taan RSD:n laskemiseen kaavassa 7.

RSD% = >+ 100% (7)

Rilw

Toistettavuutta tarkastellaan rinnakkaisnaytteilla erilaisilla injektiomenetelmilla.
Lisaksi tarkastellaan injektion ja saantokokeiden tulosten toistettavuutta. Tulos-

ten suhteelliselle keskihajonnalle rajaksi asetettiin RSD < 5 %.

4.4 Mittausepavarmuus

Mittausepavarmuus tarkoittaa arvioita, kuinka paljon mitattu arvo voi erota todel-
lisesta arvosta. Se auttaa arvioimaan, kuinka luotettavia mittaustulokset ovat.
Mittausepavarmuuteen vaikuttavat monet asiat, kuten mittalaitteen tarkkuus,
kaytetty mittausmenetelma, naytteen laatu, mittaajan taito ja ympariston olosuh-
teet. Kaikki nama epavarmuustekijat yhdistetaan ja tulos ilmoitetaan yhdessa
mittaustuloksen kanssa, jotta saadaan kokonaiskuva mittauksen tarkkuudesta.
[21, s. 6.] Mittausepavarmuutta tutkittiin tassa tydssa Suomen ymparistokeskuk-
sen (SYKE) laboratoriolle kehittamalla mittausepavarmuusohjelmalla nimeltaan
MUKit (Measurement Uncertainty Kit). Tassa ohjelmassa laskenta perustuu
Nordtest TR 537 -raporttiin. Mittausepavarmuuden tunteminen on tarkeaa, jotta
analyysitulokset ovat vertailukelpoisia seka jaljitettavia. Mittausepavarmuutta
voidaan arvioida hydédyntamalla kontrollinaytteita, rutiinindytteiden rinnakkaistu-

loksia, vertailutesteja ja saantokokeita. [22.]
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4.5 F-ja T-testi

Kahden injektiomenetelman rinnakkaisnaytteiden tulosten eroavaisuutta halut-

tiin tutkia tilastollisesti. Testiksi valittin kahden otoksen t-testi, mutta ennen sen
suorittamista on varmistettava, eroavatko tutkittavien tulosten keskihajonnat toi-
sistaan. Tama voidaan arvioida kayttamalla F-testia, joka voidaan suorittaa Ex-

celin avulla. Alla on esitetty F-testin hypoteesit seka laskelmat. [23, s. 44.]

Hypoteesi:
Hy: (0'1)2 = (02)2
Hy: (01)* # (03)?

Testisuure:

(51)2

lask — @

Firit = F.KAANT (todennikoisyys; vapausasteetl; vapausasteet2)

Johtopaatokset yleisesti:

Flask > Frrie, Hy hylataan

Fiask < Firie» Ho el hylata

Jos H, hylataan, keskihajonnat eroavat tilastollisesti merkitsevasti; jos Hy:aa ei
hylata, keskihajonnat eivat eroa tilastollisesti merkitsevasti. F-testista saadun tu-
loksen perusteella voidaan valita oikea t-testi. Alla esitetaan t-testin hypoteesit

seka johtopaatokset. [23, s. 37.]

Hypoteesit:

Ho:py = pa
Hytpy # up
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Testisuure:

Parvo = T.TESTI(matriisil; matriisi2; suunta; laji)

Johtopaatokset yleisesti:

Darvo < alfa, Hy hylataan

Hypoteesien perusteella, jos Hy hylataan, tulokset eroavat tilastollisesti merkit-
sevasti; jos Hy:aa ei hylata, keskihajonnat eivat eroa tilastollisesti merkitsevasti.

F- ja T-testit suoritettiin luottamustasolla 95 %.

5 Reagenssit ja laitetiedot

5.1 Reagenssit

Alla olevassa luettelossa on esitetty tyossa kaytetyt reagenssit:

. tetrahydrafuraani, VWR Chemical 28551.321, LOT 231254008.
o 2-Propanoli, SupraSolc, Supleco 1.00998, LOT 11317998 406.

o 2,6 Di-tert-butyyli-4-metyylifenoli, Sigma-Aldrich 8.22021.0100, LOT
S7673421 112.

o molekyyliseula 3A, VWR Chemicals 28468.230, LOT 23H214118.
5.1.1 Stabilointi

Laboratoriossa kaytettavissa liuottimissa, kuten tetrahydrafuraanissa, voi pitka-
aikaisessa varastoinnissa muodostua erittain vaarallisia peroksideja [25]. Perok-
sidit ovat kemiallisia yhdisteita, joiden rakenteessa on kaksi happea, jotka ovat

liittynyt toisiinsa kovalenttisella sidoksella [24].
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Peroksidit voivat esimerkiksi toimia rajahdysten reaktiotuotteina ja ne ovat erit-
tain herkkia rajulle hajoamiselle, jonka voi aiheuttaa mekaaninen isku, lampo

kitka, katalyytit tai promoottorit. [24.]

Peroksidien muodostumiselle altistaa THF:n molekyylirakenne, jossa happimo-
lekyyli paasee reagoimaan renkaan hapen kanssa [25]. Kuvassa 4 on esitetty

THF:n hapettuminen peroksidiksi.

O 0, Qo,on N Q\O'O\Q

O

Kuva 4. Tetrahydrafuraanin hapettuminen hydroperoksidiksi ja peroksidiksi va-
semmalta oikealle [26].

Peroksidien muodostumisen ehkaisemiseksi THF voidaan stabiloida BHT:lla
(butyylihydroksytolueeni) eli 2,6 Di-tert-butyyli-4-metyylifenolilla. BHT toimii inhi-
biittorina, joka estaa radikaalien toiminnan, joita tarvitaan peroksidien muodos-
tumiseen. THF stabiloitiin BHT:lIa tydopaikan ohjeistuksen mukaisesti, punnitse-
malla 555 mg BHT:a 2,5 I:n THF-pulloon.

5.1.2 Molekyyliseula

Molekyyliseula on materiaali, jota kaytetaan eri kokoisten molekyylien erotta-
mista varten. Molekyyliseula sisaltaa erittain huokoisia kiteista materiaalia, jossa
on tarkkoja tietyn kokoisia huokosia. Tarkan huokoskoon ansioista haluttuja mo-
lekyyleja saadaan absorboitua selektiivisesti. [27, s.8.] Tyossa kaytettiin mole-
kyyliseulaa 3A veden poistamiseen THF:st4. Kyseinen molekyyliseula kéy hyvin
vesimolekyylien absorbointiin, koska vesimolekyylin koko on noin 2,8 A [28].

Riittavaksi maaraksi todettiin noin 7 g molekyyliseulaa 200 ml THF:8a kohden.

Ensimmaisessa kokeilussa molekyyliseulaa lisattiin 200 ml THF:aa kohden 3,9
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g molekyyliseulaa, joka oli aktivoitu vakuumiuunissa noin 2—-3 h 65 °C:ssa 500
mbar:ssa [29]. Pullon annettiin seisoa 12 h pimeassa kaapissa lisayksen jal-
keen. Ensimmaisen pullon vesipiikin oli kuitenkin liian suuri, joten valmistettuun
pulloon lisattiin 3,0 g aktivoitua molekyyliseulaa lisaa. Pullon annettiin seista jal-
leen 12 h, jonka jalkeen vesipiikki oli huomattavasti pienempi ja hyvaksyttava.
Samaa punnitusmaaraa kaytettiin koko projektin ajan, ja veden maara on ollut

tarpeeksi alhainen.

5.2 Laite- ja ajotiedot

Laitteena ty0ssa on kaytetty Agilet Technologiesin 7820A-kaasukromatografia.

Taulukossa 2 on esitetty laite- seka ajotiedot.

Taulukko 2. Laite- ja ajotiedot.

Detektori Agilent Technologies TCD-detektori, G4332A
. Agilent Technologies, CP-Volamine 30 m x 320 ym
Kolonni
X0 um
Injektorin lampdatila 230 °C
Detektorin lampotila 280 °C
» Lahtolampdtila: 40 °C, pitoaika 10 min, ajoaika 10
min
Uunin ohjelma » Lampatilan nosto 250 °C, 20 °C/min, pitoaika 1
min, ajoaika 21,5
« Jalkiajo: 250 °C 1 min
Kantokaasu Helium
Virtaus kolonnissa 1,5 ml/min
Injektiotilavuus 1 ul, 0,5 ul
Jakosuhde 20:1, 40:1, 5:1

Kaytetyt injektiometodit on kerrottu tarkemmin tutkimuksissa naytekohtaisesti lu-
vussa 7. Kuvassa 5 on esitetty 7820A GC (gas chromatography) -laite.
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Kuva 5. Agilent Technology 7820A GC.

Lisaksi tydssa on kaytetty vorteksia seka Sartioriuksen 3K30-sentrifuugia.

6 Naytteiden esikasittely

Naytteiden valmistuksessa noudatettiin ISO 23168 -standardia. Standardista
poikettiin puolittamalla naytemaarat. Naytteen punnitusmaara riippuu tutkittavan
maalin oletettavasta vesipitoisuudesta massaprosentteina. Taulukossa 3 on esi-

tetty maalien punnitusmaara vesipitoisuuden mukaan.
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Taulukko 3. Maalin punnitusmaara vedenpitoisuuden mukaan [17, s. 5].

Maalin oletettu vesipitoisuus m-% Punnittava maara g
15<w <30 1,0
30<w<=<50 0,5
50<w<=<70 0,35
70 <w <90 0,25

Naytetta punnittiin riippuen maalin massaprosentista taulukon mukaisesti koe-
putkeen, jonka jalkeen paalle pipetoitiin 250 pl ISTD:ta. Naytteen kasittelyn su-
juvoittamiseksi ISTD:lle laskettiin pipetoitava maara, jotta paino olisi noin 0,2 g.

Kaavassa 8 on laskettu tarvittava ISTD:n maara mikrolitroina.

(8)

Vistrp = ——
Pistp

s __020g
ISTD 0,79 g/ml

VISTD = 0,25 ml
Visrp = 250 pl

Maalin seka ISTD:n tarkka punnitusmaara otettiin ylos. Taman jalkeen nayttee-
seen lisattiin 5 ml kuivattua THF:aa ja se vorteksoitiin. Kuvassa 6 on esitetty

Maali A:n naytteet punnitusten jalkeen.
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Kuva 6. Maali A -naytteet ennen sentrifugointia.

Naytteet sentrifugoitiin alle 3 G:n nopeudella 10-20 minuuttia, jotta tutkittavasta
faasista saadaan eroteltua partikkelit. Kuvassa 7. on esitetty naytteet fuugauk-

sen jalkeen.

Kuva 7. Maali A -naytteet sentrifugoinnin jalkeen.

Kirkas faasi pipetoitiin kaasukromatografin naytepulloihin. Naytteiden lisaksi jo-
kaiseen ajoon valmistettiin vastenayte seka nollanayte, joka valmistettiin pipe-
toimalla 250 ul ISTD:ta ja lisaamalla paalle 5 ml THF:aa.
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Saantokoenaytteet

Saantokoetta varten maaleista valmistettiin kolmella eri vesimaaralla spiikattua
naytetta tyopaikan ohjeistuksen mukaisesti. Muovipulloon punnittiin 5 tai 10 g
maalinaytetta ja vetta lisattiin naytteisiin pipetilla laskettu maara. Pipetoidut vesi-
maarat punnittiin. Punnitusten jalkeen naytteita vorteksoitiin hetken aikaa. Nayt-
teiden annettiin seista 10—30 min, jonka jalkeen naytteita vorteksoitiin uudel-

leen. Tarkemmat tiedot saantokokeiden vesilisayksista on liitteessa 1.

7 Tulokset

7.1 Kromatogrammit

Veden, ISTD:n seka THF:n retentioajat selvitettiin ajamalla ensin pelkka THF
laitteella. Taman jalkeen valmistettiin naytteet, jossa toisessa oli vesi-THF ja toi-
sessa ISTD-THF. Veden retentioaika on 3,17 min, ISTD:n 8,4 min ja THF:n 14,3
min. Alla olevassa kuvassa 8 on esitetty vesiohenteisen maalin A kromato-

grammi.

-
i
i

Kuva 8. Maali A:n kromatogrammi;
Vesi 3,176 min, ISTD 8,441 min ja THF 14,256 min.
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Maalilla A piikit erottuvat erittdin selkeasti pohjaviivasta eika taustaa nayttaisi
hairitsevan mikaan. Kaikilla vesiohenteisilla maaleilla kromatogrammit olivat sa-

mannakoisia. Kuvassa 9 on esitetty liuotinohenteisen maalin D kromatogrammi.

Kuva 9. Maali D:n kromatogrammi; vesi 3,196 min, ISTD 8,458 min, THF
14,645 min ja loppupaassa ylimaaraisia piikkeja.

Maalin D kohdalla ei nahda vesipiikkia, koska kyseessa on liuotinohenteinen
maali. Ajon loppupaassa voidaan nahda paljon kohinaa, mika viittaisi siihen,
etta silloin tulee ulos liuottimet. Tassa kuitenkin tutkittavien piikkien alueet ovat

siistit. Maalien B, C ja E kromatogrammit 10ytyvat liitteesta 2.

7.2 Standardisuorien valmistuksen testaus

ISO 23168 -standardissa kalibrointi suoritettiin vastenaytteilld. Tydssa haluttiin
kuitenkin tutkia, onko standardisuorien valmistus mahdollista. Standardiliuoksia
valmistettiin yhteensa seitseman kahdella eri tavalla. Testissa 1 naytteet valmis-
tettiin laskemalla, kuinka paljon vetta on punnittava, jotta vedelle saadaan ha-
luttu massaprosentti naytteessa, kun ISTD:ta punnittaan 0,2 g ja THF:aa lisa-
taan 5 ml. Taulukossa 4. on esitetty valmistetut naytteet testille 1.



24

Taulukko 4. Testi 1 veden punnitusmaarat ja teoreettiset massaprosentit.

Standardi Veden punnitus g Teoree‘t,t;r;?n m-%
STD 1 0,05 112
STD 2 0,11 222
STD 3 0,21 4,20
STD 4 0,25 511
STD 5 0,56 10,57
STD 6 1,31 21,75
STD 7 3,21 40,51

Naytteet valmistettiin punnitsemalla taulukon mukaisesti UP-vetta koeputkeen,
jonka paalle pipetoitiin 0,2 g ISTD:ta ja 5 ml THF:aa. Naytteet ajettiin jakosuh-
teella 20:1 ja 1 pl:n injektiolla. Tuloksista muodostettiin kuvaaja, joka on esitetty

kuvassa 10.

3500,000

3000,000 y = 276,52 + 36,107 R
2 = .
2500000 R? = 10,9998

2000,000

1500,000 o

Piikin pinta-ala

1000,000
500,000

0,000
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0

veden m-%

Kuva 10. Testi 1. kalibrointisuora vedelle: piikin pinta-ala veden massaprosentin
funktiona.

Kuvaajasta saatiin hyva, mutta siita jouduttiin jattdmaan kokonaan pois pisteet 6

ja 7, koska niiden piikit olivat ylisaturoituneet.
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Testissa 2 naytteet valmistettiin punnitsemalla tunnettu maara vetta 5 ml mitta-
pulloon, joka taytettiin merkkiin asti 40 mg/ml ISTD-THF-liuoksella. ISTD-THF-
liuos valmistettiin punnitsemalla 8,0028 g ISTD:ta 200 ml:n mittapulloon ja se
taytettiin merkkiin asti kuivatulla THF:lla. Taulukossa 5 on esitetty punnitut vesi-

maarat standardeille.

Taulukko 5. Testi 2 veden punnitusmaarat.

STD 1

STD 2

STD 3

STD 4

STD S

STD 6

STD 7

STD 8

0,052

0,111

0,205

0,253

0,557

1,304

3,202

4,512

Naytteet ajettiin jakosuhteella 20:1 ja 1 ul:n injektiolla. Tuloksista muodostettiin

kuvaaja, joka on esitetty kuvassa 11.
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Piikin pinta-ala

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

veden massa, g

Kuva 11. Testi 2. kalibrointisuora vedelle; piikin pinta-ala veden massan funk-
tiona.

Taman testin osalta pisteet 5-7 jouduttiin jattdmaan pois, koska piikit olivat yli-
saturoituneita. Kummankin testin avulla voitiin kuitenkin todeta, etta suorien val-
mistaminen ei onnistu suurilla pitoisuuksilla. Todennakadisin ongelma suurissa
pitoisuuksissa on se, etta naytetta injektoitaessa injektiokammion muodostunut

kaasun tilavuus on liian suuri, mika voi johtaa laitteiston ylikuormittumiseen.
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Pienemmissa pitoisuuksissa standardisuoran valmistus nayttaa olevan viela

mahdollista.

7.3 Sailyvyys

Standardiliuosten sailyvyyden tutkimiseen kaytettiin testin 1 standardiliuoksia 1—
5. Naytteita ajettiin 1., 2., 3. ja 7. paivana. Naytteita sailytettiin jaakaapissa pi-
meassa. Kuvassa 12 on esitetty standardiliuosten piikkien pinta-alat kunakin

paivana.

3,500
3,000
2,500
2,000

1,500

1. paiva
1,000 m2. paiva
0,500 I I 3. paiva
ey
’ 1 2 3 4 5

m 1. paivd 0,288 0,568 1,116 1,372 3,095

m2 paiva 0,287 0,576 1,114 1,375 3,100

3. paiva 0,286 0,575 1,113 1,371 3,104

m7.paivd 0,296 0,590 1,078 1,390 3,150
STD

Veden pinta-ala/ ISTD pinta-ala

Kuva 12. Testi 1. standardiliuosten sailyvyystesti 1, 2, 3 ja 7 paivaa.

Taulukossa nahdaan veden ja ISTD:n suhdeluku ja eri paivien osalta kullekin
standardille. Useammassa standardissa voidaan huomata vertaamalla 1. pai-
van ja 7. paivan tuloksia, ettd suhdeluku on muuttunut erittain vahan, mika tar-
koittaa, ettd veden maara standardeissa on lahes vakio. Talla menetelmalla ei
kuitenkaan ole syyta sailyttaa valmistettuja naytteitéd pidemman aikaa, ellei esi-
merkiksi laitteessa ilmene ongelmia, minka vuoksi edellisen paivan naytteet jou-

dutaan ajamaan uudestaan.
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Pidemman sailyvyyden lisaksi haluttiin myos testata muovisen ja lasisen putken
eroa sailyvyyden kannalta. Muoviseen ja lasiseen koeputkeen valmistettiin
vastenaytteet, jotka ajettiin valmistuspaivana seka 5. paivana uudelleen jako-
suhteella 20:1 1 pl:n injektiolla. Naytteita sailytettiin jaakaapissa pimeassa. Tau-
lukossa 6 on esitetty lasiseen ja muoviseen koeputkeen valmistettujen nayttei-

den tulokset.

Taulukko 6. Muovisen ja lasisen koeputken vastenaytteet.

Astia Piivi .ISTD Yeden Veden p_inta-ala/
pinta-ala pinta-ala ISTD pinta-ala
Lasi 1. paiva 1265 1488 1,1767
Lasi | 5. paiva 1554 1828 1,1764
Muovi | 1. péiva 1232 1436 1,1658
Muovi | 5. paiva 1741 1508 0,8661

Kun tarkastellaan veden ja ISTD:n suhdelukuja voidaan havaita, etta lasisessa
koeputkessa suhdeluku pysyy melko vakiona. Sen sijaan muovisessa koeput-
kessa suhdeluku nayttaa pienenevan kaksinkertaisesti, mika viittaa siihen, etta
vesimaara naytteessa on vahentynyt. Lisaksi ISTD:n piikin pinta-ala on kasva-
nut, mika voi viitata esimerkiksi THF:n haihtumiseen, jolloin nayte on saattanut
konsentroitua. Vaikka tarkkaa syyta suhdeluvun pienenemiseen ei voida maarit-
taa, naiden havaintojen perusteella voidaan paatella, etta naytteet ovat suositel-

tavaa valmistaa lasisiin koeputkiin.

7.4 Toteamis- ja maaritysraja

Toteamis- ja maaritysrajan tutkimista varten valmistettiin nayte, jossa veden
maara haluttiin olevan 0,02 g. Koska tama on erittain pieni maara punnittavaksi,
paatettiin nadytemaara kaksinkertaistaa, jolloin pitoisuus vedelle, ISTD:lle ja tet-
rahydrofuraanille THF:lle sailyisi muuttumattomana. Nayte valmistettiin erlen-
meyeriin punnitsemalla 0,0419 g vetta, 0,3823 g ISTD:ta ja lisaamalla 10 ml
THF:aa. Valmistuksen jalkeen nayte vorteksoitiin, minka jalkeen se siirrettiin
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koeputkeen. Taman jalkeen nayte sentrifugoitiin, ja lopuksi se pipetoitiin seitse-
maan kaasukromatografi naytepulloihin. Naytteet analysoitiin 20:1 jakosuhteella

1 ul -injektiolla. Taulukossa 7 on esitetty saadut tulokset.

Taulukko 7. Toteamis- ja maaritysraja tulokset yhta grammaa maalia kohden.

Keskiarvo LOD LOQ
m-% SD RSD % m-% m-%
2.1 2,0*10% 1,0 0,06 0,2

Saaduista tuloksista havaitaan, etta hajonta naytteiden valilla on erittdin pienta,
koska RSD on alle 5 %. Tama viittaa siihen, ettd menetelméa on toistettava
my0s alhaisilla pitoisuuksilla. LOD:ksi 0,06 m-%, mika tarkoittaa, etta tama on
pienin vesipitoisuus, joka voidaan havaita menetelmalla. LOQ puolestaan on
0,2 m-%, jolloin tdman rajan ylittavissa pitoisuuksissa vesipitoisuus voidaan
maarittaa kvantitatiivisesti. Kaiken kaikkiaan tulokset osoittavat, ettda menetelma
on antaa luotettavia ja toistettavia tuloksia pienissa pitoisuuksissa ja ne ovat

kvantitoitavissa. Tarkemmat tulokset |0ytyvat liitteesta 3.

7.5 Toistettavuus

7.5.1 Rinnakkaisnaytteet

Rinnakkaisnaytteita tutkittaessa vertailtiin eri injektiomenetelmien vaikutusta tu-
losten toistettavuuteen. Tulokset arvioitiin kayttamalla keskiarvoja, keskihajon-
toja ja suhteellista keskihajontaa, joka on keskeinen mittari tulosten tarkkuu-
delle. Toistettavuutta tutkittiin neljalla eri injektiomenetelmalla, joissa jakosuh-
teen ja injektiotilavuudet vaihtelivat: 20:1; 1 ul, 20:1; 0,5 ul, 40:1; 1 ul ja 5:1; 0,5
pl. Tulokset on laskettu kuuden rinnakkaisnaytteen ensimmaisista injektioista.

Taulukossa 8 on esitetty maalin A toistettavuuden tulokset.
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Taulukko 8. Maali A:n toistettavuuden tulokset kolmella eri jakosuhteella ja 1
pl:n seka 0,5 pl:n injektiotilavuuksilla.

Injektiomenetelma| Split 20:1 1 pl Split 20:1 0,5 pl | Split 40:1 1 pl
Ajopaiva 21.8.2024| 3.9.2024 3.9.2024 21.8.2024
Keskiarvo (m-%) 58,0 57,6 56,9 57,6
SD 0,32 0,26 0,40 0,45
RSD % 0,56 0,45 0,71 0,77

Tuloksesta voidaan nahda, etta kaikilla menetelmilla on saatu erittain hyvia tu-
loksia. RSD-tavoitteeksi asetettiin alle 5 %, joka tayttyy kaikilla menetelmilla.
Tuloksissa voidaan kuitenkin nahda eroavaisuuksia. Keskiarvo nayttaisi olevan
jakosuhteella 20:1 1 yl:n injektiolla kaikista suurin ja RSD on my6s pienin eli ha-
jonta on todella vahainen naytteiden valilla. Taman vuoksi todettiin, etta paras
menetelma talle maalille voisi olla 20:1 jakosuhde 1 ul injektiolla. Seuraavassa

taulukossa 9 on esitetty maalin B tulokset.

Taulukko 9. Maalin B:n toistettavuuden tulokset kolmella eri jakosuhteella ja 1
pl:n seka 0,5 ul:n injektiotilavuuksilla.

Injektiomenetelma Split 20: 1pl Split 20:1 0,5 pl Split 40:1 1pl
Ajopdiva 26.8.2024 | 3.9.2024 |26.8.2024 | 3.9.2024 | 26.8.2024
Keskiarvo (m-%) 49,5 49,8 49,0 49,6 49,5
SD 0,3 0,2 0,2 0,3 0,3
RSD % 0,5 0,4 0,4 0,5 0,6

Maalilla B voidaan myds huomata, ettd RSD-arvot ovat tavoitelluissa rajoissa
alle 5 %. Pienimmat RSD:n arvot on saatu talla maalilla jakosuhteella 20:1 0,5
pl:ninjektiolla. Erot menetelmien valilla on kuitenkin erittain pienia. Jakosuh-
teella 20:1 1 pl:n injektiolla on kuitenkin saatu tallakin maalilla korkein keskiarvo.

Taulukossa 10 on esitetty maalin C tulokset.
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Taulukko 10. Maalin C toistettavuuden tulokset kolmella eri jakosuhteella ja 1
pl:n seka 0,5 pl:n injektiotilavuuksilla.

Injektiomenetelma Split 20:1 1pl Split 20:1 0.5pl Split 5:1 1pl
Ajopava 29.8.2024 | 11.9.2024 | 29.8.2024 | 29.8.2024 | 11.9.2024
Keskiarvo (m-%) 19,4 19,1 19,2 19,3 19,3
SD 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
RSD % 1,2 0,9 0,9 0,9 1,1

Parhaat toistettavuustulokset saavutettiin Maalin C kohdalla jakosuhteella 5:1
0,5 pl:n injektiolla, jossa RSD oli 0,88 %. Kaikilla menetelmilla RSD on kuitenkin
hyvaksyttavissa rajoissa eivatka keskiarvot eroa menetelmien valilla huomatta-
vasti. Voidaan kuitenkin huomata, etta myos jakosuhteella 20:1 1 yl:n injektiolla

on saatu toisella ajokerralla erittain hyva tulos.

Injektiomenetelma jakosuhteella 20:1 1 pl:n injektiolla, on osoittautunut tarkaksi
ja toistettavaksi kaikilla tutkituilla maaleilla, erityisesti Maalin A osalta. Vaikka
Maalin C ja Maalin B osalta on olemassa muita menetelmia, jotka tuottavat hie-
man parempia tuloksia, erot ovat pienia. Nain ollen voitaisiin todeta, etta injek-
tiomenetelmaa jakosuhteella 20:1 1 pl:n injektiolla voi kayttaa jatkossa, silla se
tuottaa luotettavia ja toistettavia tuloksia, kun tarvitaan menetelmaa kaikille

maalille. Tarkemmat toistettavuuden tulokset on esitetty liitteessa 4.

7.5.2 Injektioiden valinen toistettavuus

Injektion valista toistettavuutta tutkittaessa maaleista valmistettiin yhdet nayt-

teet, jota injektoitiin 10 kertaa. Tulokset on esitetty taulukossa 11.
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Taulukko 11. Injektioiden valisten toistettavuuksien tulokset jakosuhteella 20:1 1
pl:n injektiotilavuudella.

Injektiomenetelma Split 20:1 1 pl
Ajopaiva 11.10.2024
Nayte Maali A Maali B Maali C
Keskiarvo (m-%) 57,6 49,2 19,5
SD 0,4 0,3 0,1
RSD % 0,6 0,7 0,5

Kaikilla maaleilla RSD:n arvot ovat alle 5 %, eli tulokset pysyvat hyvaksyttavissa
rajoissa. Lisaksi kaikkien maaleiden keskiarvot vastaavat teoreettisia arvoja. Ta-
man perusteella voidaan todeta, etta injektiot ovat erittain toistettavia, mika vah-

vistaa menetelman luotettavuutta. Tarkemmat tulokset on esitetty liitteessa 4.

7.6 Saantokoe

Tassa analyysissa tutkittin maalien A, B ja C saantoja kahdella eri menetel-
malla: 20:1;1 ul ja 20:1; 0,5 ul seka kolmella veden lisaysmaaralla ~0,5 m-%, ~1
m-% ja ~2 m-%. Analyysin tavoitteena oli selvittda, antaako menetelma tarkkoja
ja luotettavia tuloksia. Taman lisaksi voitiin tutkia, kuinka herkka menetelma on
havaitsemaan pienia vesimaaran muutoksia. Kaikilla lisdyksilla valmistettiin
kolme rinnakkaisnaytetta. Tarkemmat pipetointi- ja punnitusmaarat 16ytyvat liit-

teesta 2, ja saadut tulokset on esitetty taulukossa 12.
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Taulukko 12. Saantokokeiden tulokset

Injektiomenetelma Split 20:1 1 pl Split 20:1 0,5 pl
Veden lisdys
0,5 1,0 2,0 0,5 1,0 2,0
= m-°/o
Maali A saanto 99,8 99,0 98,3 99,7 98,8 98,6
Maali B saanto 99,2 98,5 98,7 98,5 97,9 97,2
Maali C saanto 99,1 99,0 98,3 99,3 99,3 99,0

Tuloksista havaittiin, etta kaikilla maaleilla kummallakin menetelmalla on saatu
erittain hyvat tulokset. Saannon tavoitteeksi asetettiin 2 85 %, ja se tayttyy kai-
killa maaleilla. Tarkemmin tuloksia tutkiessa voidaan myds huomata, etta veden
lisayksen myota saanto nayttaisi hieman laskevan kaikilla maaleilla, mutta ei
merkitsevasti. Maalin A ja maalin B kohdalla injektiomenetelma jakosuhteella
20:1 1 pl:n injektiolla, nayttaisi antavan hieman suuremman saannon, kuin jako-
suhteella 20:1 0,5 ul:n injektiolla, joka antaa taas maalille C suuremman saan-

non.

Vesiohenteisten maalien lisaksi haluttiin tutkia, onko liuotinohenteisista maa-
leista mahdollista havaita vesilisayksia. Naytteet valmistettiin samalla tavalla ja
niitd oli yhtd monta, kuin vesiohenteisella maalilla. Taulukossa 13 on esitetty

liotinohenteisen maalin saantokokeen tulokset.
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Taulukko 13. Maalien D ja E saanto-% ja RSD tulokset.

Menetelmd | Split20:1 1l | Split20:1 1 pl | Split 20:1 1 pl

Veden lisays

055 1,0 2,0
~ m-%
Maali D saanto
+ RSD % 743+7,8 85,5+3,0 86,6 £5,2
Maali E saanto
89,6 +5,3 91,7+1,9 943+3,7

* RSD %

Maalin D saantokokeen tulokset ovat huomattavasti huonompia verrattuna ve-
siohenteisten maalien tuloksiin. Kuitenkin 1 %:n ja 2 %:n lisdyksessa saannot
ovat sallittavissa rajoissa. Hajonta naytteiden valillda on kuitenkin todella suuri,
mika voi johtua siita, etta vesi ei sekoitu maaliin tasaisesti vaan saattaa faasiu-
tua maaliin. Taman vuoksi voisi olla suositeltavaa tutkittaessa liuotinohenteisia
maaleja, ettd maalista otetaan useampi otos. Maalille D on puolestaan saatu to-
della hyvat saannot ja hajonta on melko vahaista 1 %:n ja 2 %:n lisdyksessa.
0,5 %:n vesilisdyksessa hajonta on suurin. Veden lisdys voi vaikuttaa maaleihin
eri tavalla, koska niissa on kaytetty erilaisia raaka-aineita. Tarkein havainto tut-
kimuksessa kuitenkin oli, etta liuotinohenteisesta maalista voidaan tarpeen tul-
len tehda ainakin kvalitatiivinen analyysi, mutta myds kvantitatiivinen analysointi

olisi mahdollista.

7.7 Injektiomenetelmien tilastollinen vertailu

Toistettavuuden ja saantojen tulosten perusteella injektiomenetelma jakosuh-
teella 20:1 1 pl:n injektiolla osoittautui yleispatevaksi menetelmaksi eri veden pi-
toisuusalueilla. Injektiomenetelmien jakosuhteella 20:1 1 ul:n injektiolla ja jako-
suhteella 20:1 0,5 ul:n injektiolla saaduista tuloksista haluttiin tehda tilastollinen
vertailu, jotta voidaan nahda, onko eri menetelmien valisissa tuloksissa tilastol-
lista eroavaisuutta. Testi tehtiin f- ja t-testin avulla. Taulukossa 14 on esitetty t-

ja f-testien tulokset.
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Nayte Maali A Maali B Maali C
Ajopaiva 3.9.2024 3.9.204 11.9.2024
Kaksisuuntainen F-testi | , 35, .7 146 | 1133<7,146 | 1,010<7,146
(Fiask, Fkrit)
Otoskeskihajon- | Otoskeskihajon- | Otoskeskihajon-
F-testi johtopaatos nat eivat eroa nat eivat eroa nat eivat eroa
(luottamustasolla 95 %) tilastollisesti tilastollisesti tilastollisesti
merkitsevasti merkitsevasti merkitsevasti
Kaksisuuntainen T-testi | 45 05 | 00592005 | 0,17120,05
(Parvo, alfa)
Tulokset Tulokset Tulokset
T-testi johtopaatos eroavat eivat eroa eivat eroa
(luottamustasolla 95 %) tilastollisesti tilastollisesti tilastollisesti
merkitsevasti merkitsevasti merkitsevasti

Maalin B ja C menetelmien tulokset eivat eroa tilastollisesti merkitsevasti luotta-
mustasolla 95 %. Sen sijaan maalilla A tulokset eroavat toisistaan. Maalin A
kohdalla parempana menetelmana pidettiin jakosuhdetta 20:1 1 pl:n injektiolla.
Maalille B ja C sen sijaan kavisi kumpi vain menetelma. Taman perusteella voi-
daan siis todeta, etta yleispatevaksi menetelmaksi kannattaa valita jakosuhde

20:1 1 pl:n injektiolla. Tulokset on laskettu liitteen 4 arvoista.

7.8 Vastenaytteen seuranta

Opinnaytetyon aloituksesta lahtien on seurattu vastenaytteen ISTD:n retentioai-

kaa. Kuvassa 13. on esitetty vastenaytteen x-kortti.
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Kuva 13. Vastenaytteen ISTD:n retentioaikojen seurantakuvaaja.

Vastenaytteen retentioaika on pysynyt kohtalaisen hyvin keskiarvon yla- ja ala-
puolella. Naytteista voidaan kuitenkin huomata, etta 15.8.-25.9. retentioaika
nayttaisi kasvavan. Aloituspaivana retentioaika on ollut noin 8,45 min kohdilla,
kun taas 25.9. se on ollut ylemman halytysrajan tienoilla 8,65 minuutin paik-
keilla. Naiden huomioiden jalkeen haluttiin verrata 21.8. ja 15.8. nollanaytteiden
ISTD piikkeja keskenaan. Kuvassa 14 on esitetty kromatogrammi, jossa on

edelld mainittujen paivien ISTD-piikit.
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TCD2B

[>THF_PULLO_IPA_nolla|2024-09-25 19.43.04+03-00-09.dx

%102
14
13
12
1.1

Response [25 uW]

(=R = R I = I = =
=R R R - ]

6.2 6.4 6.8 6.8 7 72 74 78 7.8 i g2 i4 ik} kil 9 82 84
Retention time fminl

Kuva 14. 21.8. ja 25.9. nollanaytteiden ISTD-piikit.

Vaalean sininen piikki on nayte 21.8. ja tumman sininen nayte 25.9. 25.9. pai-
van naytteen piikki on epasymmetrinen ja sen huippu on eri kohdassa verrat-
tuna 21.8. paivaan. ISTD-piikin lisaksi veden piikkeja verrattiin toisiinsa samojen
paivien vastenaytteilla. Veden retentioajan huomattiin myods myohastyneen. Ve-

den kromatogrammi on esitetty kuvassa 15.

TCD2B

[>Vaste_0

2_lasi| 2024-08-22 03.21.29+0:3-00-16-r001.dx

%102

Response [26 Y]
)

25 285 285 285 27 275 28 285 2% 285 3 305 31 315 32 3325 33 335 34 345 35 355
Retention time [min]

Kuva 15. 21.8. ja 25.8. vastenaytteiden vesi piikit.

Syyksi ISTD:n ja veden retentioajoille pohdittiin olevan joko kontaminaatio tai in-

jektorin sisaputken epapuhtaus. Injektorin sisaputki paatettiin vaihtaa, minka
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jalkeen piikit palautuivat normaaleiksi. Taman vaihto voidaan myds huomata ku-

vassa 13, jolloin retentioaika palasi noin 8,45 minuuttiin 27.9.

7.9 Mittausepavarmuus

Mittausepavarmuutta tarkasteltiin MUKit-ohjelmiston avulla maalien A, B ja C
rinnakkaismaarityksista 20:1 jakosuhteella 1l injektiolla. Kontrollinaytteena kay-

tettiin vastekerroinnaytteita.

Injektiomenetelman laajennetuksi mittausepavarmuudeksi saatiin 95 %:n luotta-

mustasolla 3 %.

Vaikka saatu tulos on erittain hyva, on otettava huomioon, etta vastenaytteiden
oletettu vesipitoisuus on 100 %, jolloin vesipitoisuus on mittausalueen aari-

paassa. Taman vuoksi tata mittausepavarmuutta voidaan pitaa vain suunta-an-
tavana. Olisi kuitenkin suositeltavaa valmistaa kontrollinayteita, olisivat mittaus-
alueen alku/loppupaassa, jotta mittausepavarmuudesta saadaan tarkempi. Liit-

teessa 5 on esitetty MUKitin antama raportti.

8 Yhteenveto

ISO 23168 -standardin mukainen menetelma seka GC-TCD laitteisto saatiin on-
nistuneesti otettua kayttoon seka validoitua. Testien jalkeen yleispatevaksi me-
netelmaksi kaikille maaleille valittiin injektiomenetelma jakosuhteella 20:1 1 ul:n
injektiolla. Vesiohenteisten maalien kohdalla tulokset oli erittain toistettavissa
niin naytteiden kuin injektoiden valilla, silla RSD oli kaikissa mittauksissa alle 5
%. My0Gs saannoista saatiin kaikille vesiohenteisille maaleille yli 98 % pienillakin
lisdyksilla. Saantojen perusteella voidaan todeta menetelman antavan luotetta-
via ja toistettavia tuloksia seka olevan herkka havaitsemaan pienetkin vesipitoi-

suuden muutokset.

Validoinnin yhteydessa tehty mittausepavarmuuden arviointi tulisi kuitenkin uu-

sia, silla siina kaytettiin vastenaytteita, jotka edustavat mittausalueen ylapaata.
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Taman vuoksi mittausepavarmuuden tutkimiseksi mittausaluetta jouduttiin laa-
jentamaan, vaikka suurin vesipitoisuus standardin mukaan on 90 %. Mit-
tausepavarmuutta tutkiessa olisi hyva kayttaa kontrollinaytteita, mitka olisivat pi-

toisuudeltaan mittausalueen ala- tai ylapaassa.

Liuotinohenteisten maalien kohdalla tavoitteena oli tutkia, voidaanko niista tutkia
vesipitoisuutta kvalitatiivisesti. Tahan tavoitteisiin paastiin ja lisaksi voitiin huo-
mata, ettd myos kvantitatiivinen maaritys olisi mahdollista. Tama vaatisi kuiten-
kin viela lisatutkimuksia. Maalille D saatiin melko huonoja tuloksia saannon kan-
nalta, kun taas maalille E tulokset olivat jo hyvaksyttavissa rajoissa = 85 %. Erot
tuloksissa kahden maalin valilla voi selittya silla, etta niissa on kaytetty erialaisia
raaka-aineita, mika voi osaltaan vaikuttaa tuloksiin. Maaleilla huomattiin myos
olevan suurempi hajonta, kuin vesiohenteisilla maaleilla, mika voi kertoa siita,
etta vesi on voinut faasiutua. Taman vuoksi liuotinohenteista maalia tutkittaessa

maali on hyva sekoittaa huolella ja ottaa useampi otos.

Kaiken kaikkiaan tuloksiin oltiin erittain tyytyvaisia, vaikka joissain kohdissa tar-
vitaan viela lisatutkimusta. Menetelmaa voidaan alkaa kayttaa osana laborato-

rion analyyseja.
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Liite 1

1(2)
Liite 1. Saantokokeiden tulokset
Taulukko 1. Vesiohenteisten maalien saantokokeet.
Vesiohenteiset maalit Maali A Maali B Maali C
Injektic I Split 20:1, 1pl Split 20:1, 0.5pl Split 20:1, 1yl Split 20:1, 0.5yl Split 20:1, 1pl Split 20:1, 0.5y
Ajopéivi 6.9.2024 6.9.2024 6.9.2024 6.9.2024 5.9.2024 6.9.2024 5.9.2024 6.9.2024
Maa"’;r‘l’;;:’:i:’l:s""s’ 57,5 57,1 49,8 49,6 19,4 19,2
Vesilisays, g 0,0246 | 0,0494 | 0,0992 | 0,0246 | 0,0494 | 0,0992 0,0241 0,0494 0,0987 0,0241 0,0494 0,0987 0,0493 0,0998 0,1994 0,0493 | 0,0998 | 0,1994
Vesilisiys, m-% 0,49 0,99 1,97 0,49 0,99 1,97 0,48 0,99 1,97 0,48 0,99 1,97 0,492 0,995 1,990 0,492 0,995 | 1,990
;ﬁ;;etig's":" ve.s.'p'm':‘_'; 58,03 | 5853 | 5952 | 57,57 | 5807 | 59,06 | 5027 50,77 51,75 50,04 50,55 51,53 19,00 | 2040 | 2140 1972 | 2022 | 21,22
Rinnakkaisnaytteet pitoisuus, p-% pitoisuus, p-% pitoisuus, p-% pitoisuus, p-% pitoisuus, p-% pitoisuus, p-%
1 57,98 | 57,89 | 5864 | 57,89 | 57,31 | 5822 49,48 50,02 51,08 49,22 49,73 50,74 19,86 20,26 21,10 19,57 19,95 | 20,91
2 57,98 58,46 | 57,40 58,19 50,10 50,30 50,96 49,59 49,64 49,86 19,68 20,11 21,23 19,52 20,09 | 2097
3 57,72 | 5803 | 5847 | 5699 | 5747 | 5821 50,04 49,75 51,26 49,08 49,16 49,71 19,61 20,27 21,06 19,65 19,98 | 21,12
4 19,65 20,26 21,07 19,51 20,24 | 21,05
5 19,68 20,11 20,84 19,65 20,02 21,02
6 19,84 20,21 20,92 19,61 20,18 | 20,93
Keskiarvo, p-% 5789 | 5796 | 5852 | 5743 | 57,39 | 5821 49,88 50,02 51,10 49,30 49,51 50,10 19,72 20,20 21,04 19,59 20,08 | 21,00
sD 0,15 0,10 0,10 0,45 0,12 0,02 0,34 0,27 0,15 0,26 0,30 0,56 0,10 0,08 0,14 0,06 0,11 0,08
RSD % 0,25 0,17 0,17 0,78 0,20 0,03 0,68 0,55 0,30 0,53 0,61 1,12 0,52 0,37 0,66 0,31 0,57 0,37
Saanto % 99,8 99,03 98,3 99,7 98,83 98,6 99,2 98,5 98,7 98,5 97,9 97,2 99,1 99,0 98,3 99,3 99,3 99,0




Taulukko 2. Liuotinohenteisten maalien saantokokeet.

Liuotinohenteiset maalit Maali D Maali E
Injektiomenetelema Split 20:1, 1ul Split 20:1, 1ul
Ajopdiva 3.10.2024 9.10.2024
Veden analy§0|ty pitoisuus 0,0013 0,0020
maalissa, g
Vesilisdys maaliin, g 0,0446 0,0944 0,1874 0,0447 0,0937 0,1889
S . o 0,4459 0,9432 1,8732 0,4463 0,9369 1,8877
Vesilisdys maaliin, m-%
Teoreettinen vesipitoiuus 0.58 1.07 200 0.65 1.14 209
spiikatussa maalissa, p-% ’ ’ ’ ’ ’ ’
Rinnakkaisnaytteet pitoisuus, p-% pitoisuus, p-%

1 0,47 0,89 1,69 0,614 1,048 1,884

2 0,41 0,94 1,84 0,568 1,020 2,006

3 0,41 0,92 1,68 0,556 1,058 2,017
Keskiarvo, p-% 0,43 0,92 1,73 0,58 1,05 1,97
SD 0,03 0,03 0,09 0,03 0,01 0,07
RSD % 7,78 3,03 5,16 5,28 0,67 3,75
Saanto % 74,3 85,54 86,6 89,6 92,62 94,3

Liite 1
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Liite 2. Maalien kromatogrammit
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Liite 3. Toteamis- ja maaritysrajatulokset

Taulukko 1. Toteamis- ja maaritysrajatulokset.

Injektiomenetelma Split 20:1 1pl
Ajopaiva 4.10.2024
Rinnakkaisnaytteet 1 2 3 4 5 6 7
Veden massa, g 0,0211 | 0,0212| 0,0211| 0,0217 | 0,0214 | 0,0213| 0,0213
Keskiarvo 0,0213
SD 0,0002
RSD % 0,9773
LOD 0,0006
LOQ 0,0021




Liite 4. Maalinaytteiden tuloksia

Taulukko 1. Vesiohenteisten maalien tuloksia.

Liite 4
1(1)

Nayte | Menetelmé Ajopiiva 1 2 3 4 5 6 v':‘:”ae‘r"a;s; Keskiarvo, SD | RSD %
Split 20:1 1pl 21.8.2024 | 58,05 | 57,71 | 58,10 | 57,69 | 58,58 | 58,09 58,0 0,325 | 056
Maati  |_SPit 20:1 1yl 3.9.2024 57,31 | 57,92 | 57,57 | 57,81 | 57,26 | 57,61 576 57,6 0,262 | 045
Split 20:1 0,5u1 | 3.9.2025 56,94 | 56,73 | 57,18 | 57,59 | 56,62 | 56,49 ' 56,9 0405 | 0,71
Split 40:1 1pl 21.8.2024 | 58,21 | 57,07 | 57,84 | 57,23 | 57,84 | 57,31 57,6 0446 | 0,77
Split 20:1 1pl 26.8.2024 | 49,21 | 49,26 | 49,33 | 49,69 | 49,84 | 49,52 49,5 0,254 | 0,51
Split 20:1 1pl 3.9.2025 49,60 | 49,80 | 49,92 | 49,73 | 50,23 | 49,76 49,8 0216 | 043
Maali B| Split 40:1 1yl 26.8.2024 | 49,23 | 49,52 | 49,12 | 49,74 | 49,81 | 49,36 49,2 49,5 0,277 | 0,56
Split 20:1 0,5ul | 26.8.2024 | 48,94 | 49,25 | 48,93 | 49,06 | 49,21 | 48,81 49,0 0172 | 0,35
Split 20:1 0,5u1 | 3.9.2025 49,87 | 49,19 | 49,36 | 49,76 | 49,57 | 49,57 49,6 0,249 | 050
Split 20:1 1pl 20.8.2024 | 19,38 | 19,33 | 19,60 | 19,68 | 19,50 | 19,05 19,4 0,224 1,15
Split 20:1 1pl 11.9.2024 | 1917 | 18,93 | 19,32 | 19,02 | 19,08 | 19,36 19,1 0,171 0,89
MaaliC| Split 5:10,5ul | 29.8.2024 | 19,42 | 19,15 | 19,56 | 19,51 | 19,23 | 19,03 ~20 19,3 0,211 1,09
Split 20:1 0,5ul |  29.8.2024 | 19,15 | 19,15 | 19,53 | 19,30 | 19,25 | 19,01 19,2 0175 | 091
Split 20:1 0,5ul | 11.9.2024 | 19,27 | 19,13 | 19,50 | 19,13 | 19,22 | 19,50 19,3 0170 | 0,88
Taulukko 2. Injektionvalisten toistettavuuksien tulokset.
Injektiomenetelma Split 20:1 1pl
Ajopaiva 11.10.2024
Nayte Maali A Maali B Maali C
1 57,57 49,57 19,49
2 57,56 48,93 19,40
3 57,67 48,86 19,56
4 57,62 49,48 19,54
5 57,94 49,04 19,54
6 56,99 49,83 19,53
7 57,87 49,16 19,48
8 57,84 49,15 19,42
9 57,20 48,87 19,48
10 58,18 49,38 19,25
Keskiarvo 57,6 49,2 19,5
SD 0,35 0,33 0,09
RSD % 0,60 0,67 0,48
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Liite 5. MUKkit-raportti

MEASUREMENT UNCERTAINTY ESTIMATION
Step | Action Maalin vesipitoisuus 10/14/2024

1 Specify Measurand Concentration range: 15-100 %

A: Control samples

Mumber of control samples: 41
Average concentration: 100.1429 %
Standard deviation, *&w : 0.62 %
Quantify within-laboratory

reproducibility, %(Ruw)
2 A: Control sample B: Number of routine replicate series: 21
Possible steps not covered by | Number of parallell measurements: 3

control sample Concentration range: 19.14067-58.12133 %

B: Routine replicate samples

Pooled standard deviation, Sr:0.92 %

——y
H{R“.:l =W SRWZ + sr2 c1.11 %

Method and laboratory bias from certified
reference material

Different certified reference materials count, N : 1

i 1

Certified concentration, Sref 100 %
Standard uncertainty of certified concentration,
. 0.50 %
u(Erep)
i e 100.1429
Measured concentration, ©¢ oy
uantify method an andard deviation of measured concentration,
tify thod and Standard deviat f d t
3 u(bias) Shias 0.62 %
laboratory bias,
Mumber of Measurements, ' 41
bias, - 2—==I'. 100% 0.14 %

iy

Period of measurements

Sample Type (Matrix)

Additional information

u(bias) = Jbiasiz + ('”’%—)2 +u (Cre,fl)z, 0.53

Vi

%%

Convert components to u(R,) = 1.11 %
4 standard uncertainty u{bias) 0.53 %

Calculate combined standard -
U, = Ju(Rw)? + u(bias)?
5 uncertainty, Ye & Vl{ ( +u( )

=1.23 %

Calculate expanded

U=2-U _3470

uncertainty, u

Kuva 1. MUKit-raportti.
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