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Tama opinndytetyd tehtiin elintarviketurvallisuusvirasto Eviralle. Tydn tarkoituksena oli
kehittdd menetelma polysyklisten aromaattisten hiilivetyjen (PAH-yhdisteet) maarittami-
seksi lihatuotteista. Nykyaan seurataan bentso(a)pyreenin maaraa elintarvikkeissa, mutta
lainsdadantd PAH-yhdisteiden suhteen on kiristymdssa vuoden 2012 syksylld ja jatkossa
aletaan seurata myds niin sanottujen PAH4-yhdisteiden (bentso(a)pyreeni, kryseeni, bent-
so(a)antraseeni ja bentso(b)fluoranteeni) kokonaismaaraa.

Tassa menetelmdssa naytteet kylmakuivataan ja PAH-yhdisteet uutetaan nopeutetulla liuo-
tinuutolla (ASE®). Uuton jalkeen nayte puhdistetaan kiinteafaasiuuttopylvaassa (SPE) ja
yhdisteet analysoidaan kaasukromatografi-tandemmassaspektrometrilla (GC-MS/MS).

Menetelman kehitykseen kuului erilaisten kiintedfaasiuuttopylvaiden vertailu ja sentrifugaa-
lihaihduttimen kayttdonotto. SPE-pylvdiden vertailussa havaittiin jo kdytdssa oleva Supel-
con ENVI-ChromP-pylvas sopivimmaksi. Sentrifugaalihaihduttimeen hankittiin konsentroi-
vat adapterit. Adapterit estavat naytteen haihtumisen kuiviin eikd naytteita tarvitse vahtia
niin usein.

Kehitetyn analyysimenetelman validoinnissa madaritettiin spesifisyys, selektiivisyys, lineaari-
suus, toistettavuus, sisdinen uusittavuus, takaisinsaanto, havaitsemis- ja maaritysraja seka
mittausepavarmuus. Kaikki parametrit tayttivat asetetut kriteerit. Takaisinsaantoprosentiksi
2,5 pg/kg:n pitoisuudella saatiin 99 - 115 % ja keskihajonnaksi 6 - 13 %, 5,0 pg/kg:n pi-
toisuudella 101 - 113 % ja keskihajonnaksi 5 - 10 % ja 7,5 pg/kg:n pitoisuudella 96 - 112
% ja keskihajonnaksi 7 - 11 %.
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This thesis was made for the Finnish Food Safety Authority Evira. The purpose of the work
was to develop an application for quantification of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH
compounds) in meat products. Now only benzo(a)pyrene is monitored in food stuffs, but
legislation will tighten on PAH compounds and the whole amount of the so called PAH4
compounds (benzo(a)pyrene, chrysene, benzo(a)anthracene and benzo(b)fluoranthene)
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In this application the sample is lyophilized and the PAH compounds are extracted with
accelerated solvent extraction (ASE®). After the extraction the sample is cleaned in solid
phase extraction column (SPE) and the compounds are analyzed with gas chromatograph-
tandem mass spectrometer (GC-MS/MS).

Part of the development was comparing different solid phase extraction columns and the
commissioning of a centrifugal evaporator. In comparison of the SPE columns, Supelcos
ENVI-ChromP which was already in use, was found the most suitable. Concentrating
adapters were acquired to the centrifugal evaporator. The adapters prevent the sample
from evaporating and drying, and thus the samples need not be watched that often.

In validation of the developed method the following parameters were determined: specific-
ity, selectivity, linearity, repeatability, inner reproducibility, recovery, limit of detection and
limit of quantification and contingency of determination. All the parameters met the set
criteria. The recovery percentages for the concentration of 2,5 pg/kg were 99 - 115 % and
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and the recovery percentages for the concentration of 7,5 pug/kg were 96 - 112 % and the
standard deviation was between 7 - 11 %.
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1 Johdanto

Tama tyd kasittelee PAH-yhdisteiden (polysykliset aromaattiset hiilivedyt) maarittamista
lihamatriisista. Elintarviketurvallisuusvirasto Evirassa on kadytdssa menetelma PAH-
yhdisteiden maarittamiseksi savustetuista kaloista ja &ljyista. Menetelmaa on haluttu
laajentaa kattamaan myds savustetut lihatuotteet. PAH-yhdisteistéa vain bent-
so(a)pyreenia on tahan asti valvottu lainsaadannélla (komission asetus N:o 333/2007)
[1]. Vuoden 2012 syyskuun alusta lahtien kuitenkin aletaan seurata myo6s bent-
so(a)pyreenin, bentso(a)antraseenin, kryseenin ja bentso(b)fluoranteenin (PAH4-
yhdisteet) kokonaispitoisuutta [2].

2 Tyon teoria

2.1 PAH-yhdisteet

2.1.1 Esiintyminen ymparistdssa ja elintarvikkeissa

PAH-yhdisteitd on |6ydettavissa kaikkialta ymparistostd, jopa vedesta. Niita syntyy ih-
misen vaikutuksesta erilaisissa palamis- ja pyrolyysiprosesseissa ja myds luonnonmu-
kaisesti. PAH-yhdisteita padsee ymparistodn hiilen kasittelysta, orgaanisten aineiden
epatdydellisesta palamisesta, pakokaasuista ja tupakoinnista [3; 4]. Luonnonmukaisia
PAH-yhdisteiden l3dhteitéd ovat metsapalot, tulivuoret ja hydrotermaaliset prosessit.
Useat PAH-yhdisteet ovat genotoksisia ja sy6paa aiheuttavia ja myds mutageenisia ja
biologisia vaikutuksia on havaittu [5]. PAH-yhdisteet, jotka eivat ole suoraan karsino-

geenisia, voivat toimia synergisteina [4].

Ruoka on yksi suuri PAH-yhdisteiden lahde tupakoimattomille ihmisille. Tupakoijat voi-

vat saada niitéd saman verran tupakasta kuin ruoasta. Ruoka voi saastua ympariston



PAH-yhdisteista. Ne voivat kerdantya hedelmien ja vihannesten vahamaiseen pintaan
[6]. Myos siemenissa ja jyvissa on havaittu PAH-yhdisteitd [7]. Ne kerrostuvat lahinna
ilmasta [4], eivatka saastuneesta maaperastd. On myds tutkimuksia, joiden mukaan
vihannekset ottavat PAH-yhdisteité maaperasta ja vedesta ja metaboloivat ne [8].
Ruoka voi saastua niistda myos liikenteen takia. Kaupunkiteiden varrelta PAH-yhdisteita

tai nitro-PAH-yhdisteita voi siirtya viljaan ja karjaan [7].

Mereneldvat ja kala voivat saastua veden ja sedimentin valityksella. Mereneldvista PAH-
yhdisteet keraantyvat tehokkaammin simpukoihin, jotka eivat pysty metaboloimaan
niitd, toisin kuin kalat. PAH-yhdisteita |0ytyy ruoasta myds teollisten prosessointien
johdosta, kuten savustamisen, grillaamisen, paahtamisen ja kuivaamisen takia, jolloin
ruoka on suorassa kontaktissa palamistuotteiden kanssa. Tama on tarked syy siihen,

miksi siemenissd, ruokadljyissa, lihassa ja maitotuotteissa on PAH-yhdisteita. [6]

Elintarvikkeissa kaytetdan myos savuaromeja, jotka on tehty savukondensaateista,
jotka sisaltavat PAH-yhdisteita. Elintarviketeollisuudessa kaytetadn polyetyleenid, joka
vahentdad PAH-yhdisteita elintarvikkeista, mutta kierratetyn polyetyleenin kdyttdminen

Oljypakkauksissa voi taas lisata niitda uudelleendiffuusion takia. [9]

Bentso(a)pyreeni on tutkituin PAH-yhdiste. 7he International Agency for Research on
Cancer (IARC) kuvasi bentso(a)pyreenin mahdollisesti ihmiselle sydpaa aiheuttavana
vuonna 1987 [10]. Sité onkin kaytetty ympadristdanalyyseissa mittarina koko PAH-
yhdisteiden maarélle. EU:lla on raja-arvo bentso(a)pyreenille [14] ja se on myds va-
kiinnuttanut ndytteenotto- ja analyysimenetelmia virallisille kontrollindytteille [1]. Bent-
so(a)pyreenia on kuitenkin vain 1 - 20 % kokonais-PAH-maarasta ja muitakin aromaat-

tisia yhdisteita voi olla mukana [3].

2.1.2 PAH-yhdisteiden ominaisuudet

Polysykliset aromaattiset hiilivedyt koostuvat vedystd ja hiilesta, jotka muodostuvat
kahdesta tai useammasta toisiinsa liittyneestd aromaattisesta renkaasta. PAH-
yhdisteissa ei ole heteroatomeja tai substituentteja. PAH-yhdisteet, joissa on viisi tai

useampi aromaattista rengasta, ovat "raskaita” ja ne, joissa on vahemman kuin viisi



rengasta, ovat "kevyitd”. Raskaat PAH-yhdisteet ovat myrkyllisempia ja pysyvampia

kuin kevyet. PAH-yhdisteet ovat poolittomia ja lipofiilisia. [13] PAH4-yhdisteiden raken-

nekaavat on esitetty kuviossa 1.

%

Kuvio 1.

4
)

PAH4-yhdisteet. Ylhaalld vasemmalla bentso(a)pyreeni, ylhaalld oikealla kryseeni,

alhaalla vasemmalla bentso(b)fluoranteeni ja oikealla bentso(a)antraseeni.

PAH4-yhdisteiden kemiallisia ja fysikaalisia ominaisuuksia l6ytyy taulukosta 1.

Taulukko 1.  PAH4-yhdisteiden kemiallisia ja fysikaalisia ominaisuuksia [11]
Bentso(a)pyreeni | Bentso(a)antraseeni Kryseeni fﬁﬁ)nrgsr(])t(ebe?r-li
MoIeknyikaava C20H12 C13H12 C18H12 C20H12
Molekyylimassa 252,3 228,29 228,3 252,3
(g/mol)
Vaalean keltai- Varitdn sinisel-
Olomuoto, o Kelta-sininen fluo- | 1&/puna-siniselld | Variton, kiin-
nen, kiintea, e . N
| . resenssi, kiinted, fluoresenssilla, ted, neula-
evymainen tai L .
ulkonakd neulamainen levymainen kiinted, levymai- mainen
nen
CAS numero 50-32-8 56-55-3 218-01-9 205-99-2




. . . Bentso(b)-
Bentso(a)pyreeni | Bentso(a)antraseeni Kryseeni fluoranteeni
SU'agggf'ste 179 - 179,3 158 - 159; 162 255 - 256 168,3
Kiehumispiste 400, 435 °C:ssa 5
©0) 495 sublimoituu 448 '
Liukoisuus ve- 0,0023 0,010 0,0028 0,0012
teen (mg/I)
Liukenee vahan
Niukkaliukonen Liukenee vahan asetoniin, hiilidi-
etanoliin ja me- etikkahappoon ja sulfidiin, dietyyli- Li .
L N - .. iukenee va-
Liukoisuus or- | tanoliin, liukenee | kuumaan etanoliin, eetteriin, etano- .
. . .. ) - i han bentsee-
gaaniseen liuot- bentseeniin, liukenee asetoniin, | liin, jadetikkahap- o
; - - : - - niin ja aseto-
timeen tolueeniin, ksy- dietyylieetteriin, poon, tolueeniin, ..
o . X niin
leeniin ja eette- liukenee hyvin kuumaan ksylee-
riin bentseeniin niin, liukenee
bentseeniin
1,274
Tiheys (g/cm?®) 1,351 ? ?
20 °C:ssa

2.1.3 Vaikutukset ihmiseen

PAH-yhdisteet padsevat ihmisen kehoon monen eri reitin kautta. Ne voivat siirtya hen-
gityksen mukana keuhkoihin, esim. tupakansavun kautta. Juomavesi ja ruuan, maape-
ran tai polyn, joka sisaltéd PAH-yhdisteitd, nieleminen on yksi reitti kehoon, vaikka ab-
sorptio on yleisesti ottaen hidasta talla tavoin. Ne voivat myds siirtya ihon lapi esim.

saastuneen maaperan tai kreosootin kautta.

PAH-yhdisteet padsevat kudoksiin, jotka sisdltéavat rasvaa. Ne kerdantyvat enimmak-
seen munuaisiin, maksaan ja rasvakudokseen. Pienempia maaria voi I0ytya pernasta,
lisamunuaisista ja munasarjoista. Jokainen kudos metaboloi PAH-yhdisteita moniksi eri
aineiksi. Jotkut naista ovat haitallisempia ja jotkut vahemman haitallisia kuin alkuperai-
set PAH-yhdisteet. Eldinkokeista paatellen PAH-yhdisteet eivat varastoidu kehoon pit-

kéksi aikaa ja useimmat niista lahtevat kehosta muutaman paivan kuluessa.




PAH-yhdisteiden rasvaliukoisuus auttaa niitd padsemaan solukalvojen Iapi ja pysymaan
kudoksessa ikuisesti. Metaboloituessaan ne kuitenkin muuttuvat vesiliukoisimmiksi ja
eritettdvammiksi. PAH-yhdisteiden aineenvaihduntaa tapahtuu kaikissa kudoksissa.
Aineenvaihduntareitteja on useita mahdollisia ja valittava reitti riippuu entsyymien ak-
tiivisuudesta ja affiniteetista kussakin kudoksessa. PAH-yhdisteiden aineenvaihduntaa
on tutkittu paljon /in vitro ja in vivo. Ne metaboloituvat samantapaisesti samankaltaisen
rakenteen takia. Monissa mikrosomaalisissa-, solu- ja viljellyissa kudospreparaateissa
on kvalitatiivisesti samankaltaiset metaboliat. Erojakin on tiettyjen metaboliittien suh-
teellisissa tasoissa ja muodostumisnopeudessa, kun on vertailtu eri kudoksia ja solu-
preparaatteja eri eldinlajeista ja -kannoista. [11]

2.1.4 Lainsaadanto

Koska PAH-yhdisteet ovat karsinogeeneja, niiden sallittuja pitoisuuksia saadellaan lain-
saadanndlla. Lainsaadantd myods saatelee menetelman suoritusarvovaatimuksia. EU:n
komission asetuksessa 333/2007 madritetdaan bentso(a)pyreenille sovellettavuus, to-
teamisraja, maaritysraja, tasmallisyys, saanto ja spesifisyys. Sovellettavuus tarkoittaa
asetuksessa EY 1881/2006 mainittuja elintarvikkeita ja siind mainitaan savustettu liha
ja savustetut lihavalmisteet [14]. Spesifisyyden kriteerit tayttyvat, kun ei ole valiainees-
ta aiheutuvia tai spektrihdiridita ja pystytaan tekemaan positiivisen toteamisen varmen-
taminen. Takaisinsaanto bentso(a)pyreenille pitaa olla valilla 50 - 120 %. Havaitsemis-
raja bentso[a]pyreenille pitdd olla alle 0,3 pg/kg ja madritysraja bentso(a)pyreenille
alle 0,9 pg/kg. Tasmallisyys esitetdan HORRAT-arvona (Horwitz ratio), jonka pitdisi olla
<2.[1]

Lainsaadanté muuttuu uusien asetusten 835/2011 ja 836/2011 my6td. Suurin muutos
koskee bentso(a)antraseenin, bentso(b)fluoranteenin ja kryseenin sisallyttamista maa-
riteltaviin yhdisteisiin bentso(a)pyreenin kanssa (PAH4). Niille otetaan kayttdéon yhteis-
kiintid, joka on 1.9.2012 - 31.8.2014 valisella ajalla 30,0 pg/kg ja 1.9.2014 lahtien 12,0
Mg/kg. Bentso(a)pyreenia madritetédn yha myds erikseen. Etuna talla on se, ettd tu-
lokset ovat vertailukelpoisia vanhempien tuloksien kanssa. Korkein sallittu pitoisuus

bentso(a)pyreenille on 5,0 pg/kg ja se alenee 2,0 ug/kg:ksi 1.9.2014 alkaen. [2; 15]



2.2 PAH-yhdisteiden naytteenkasittely

PAH-yhdisteiden uuttaminen elintarvikkeista on perinteisesti tehty saponifikaatiolla,
neste-neste-uutolla (LLE= /iguid-liquid extraction) ja puhdistus pylvaskromatografialla,
mutta nykyisin entisté useammin kiintedfaasiuutolla (SPE= solid phase extraction) [12].

2.2.1 Lihanaytteiden puhdistaminen

Wang et al. [13] kuvasi ensimmadisena paineistetun liuotinuuton (PLE= pressurized
liguid extraction) kayton PAH-yhdisteiden maarittdmiseksi lihasta. Liuottimena uuttoas-
tiaan kaytettiin dikloorimetaani/asetonitriili-seosta ja sorbenttina C;s tai Cg ja natrium-
sulfaattia. Muissa menetelmissa, jossa PLE:td on kaytetty, on puhdistusvaiheessa kay-
tetty geelipermeaatiokromatografiaa (GPC) ja pylvaskromatografiaa [16] tai GPC:ta ja
SPE:ta [17]. Naissa kaytettiin n-heksaania liuottimena ja polymeeripohjaisia pylvaita
(styreeni divinyylibentseeni) geelipermeaatiokromatografiassa (GPC= ge/ permeation
chromatography) (normaali faasi). Tassa vaiheessa poistettiin paljon lipideja nayttees-
td. Tamakaan ei kuitenkaan riittanyt, vaan tarvittiin myds geelipermeaatiokromatogra-
fiaa tai kiintedfaasiuuttoa. Jira et al. [16] totesi geelipermeaatiokromatografian olevan
tehokas tapa poistaa rasvaa saponifikaation sijasta. Jaljelle jadneet rasvat ja polaariset

yhdisteet poistettiin pylvaskromatografialla kayttden silikageelia.

Saantoprosentit yleisesti ottaen LLE- ja PLE-pohjaisilla menetelmilla ovat samankaltai-
set, vaikka PLE:II& on jotain etuja, kuten prosessin automatisointi ja ajan ja liuottimen

saastaminen.

Vaikka SPME:ta (solid-phase microextraction) kaytetaan normaalisti nestemaisilla nayt-
teilld, Martin et al. [18] on kayttanyt tata tekniikkaa kiintean ndytteen kanssa (SPME-
DED, DED= direct extraction device). SPME-kuidulla on talldin gelatiinista valmistettu

tuki, joka mahdollistaa kuidun ja ndytteen vuorovaikutuksen.



2.2.2 Kylmakuivaus

Kylmakuivauksessa on kolme vaihetta; jaadytys, ensimmainen kuivausvaihe (sublimaa-
tio) ja toinen kuivausvaihe (desorptio). Jaadytyksen tarkoituksena on saada muodos-
tumaan riittdvasti kidemaista rakennetta, ettd sublimoituva aine paasee pois kuivatta-
vasta aineesta. Mita isompi kide on, sita parempi. Hitaampi jaadtyminen tuottaa isompia
kiteitd. Jaadytys voi kestaa 1 - 24 tuntia.

Ensimmaisessa kuivausvaiheessa sitoutumaton kosteus poistuu. Sublimaatio tapahtuu
vakuumissa, kun aineen lampétila on alempi kuin sen kriittinen 1ampétila. Taman vai-
heen jalkeen aineen kosteusprosentti on 3 - 5 %. Jos aineen kosteusprosenttia pitaa

vield laskea, suoritetaan toinen kuivausvaihe.

Toisessa kuivausvaiheessa poistuu ionisesti sitoutunut vesi. Taman vaiheen jalkeen

kosteusprosentti voi olla 0,5 %. [19]

2.2.3 Nopeutettu liuotinuutto ASE®

Nopeutettu liuotinuutto eli accelerated solvent extraction (ASE®) kayttaa korkeaa pai-
netta ja korkeaa lampdtilaa ndytteen uuttamisen nopeuttamiseen. ASE on pitkalle au-
tomatisoitu ja kayttda vahemman liuotinta, kuin muut uuttometodit. Nayte laitetaan
teraksiseen ndyteastiaan, joka taytetdan liuottimella, kuumennetaan ja paineistetaan.
Naytettd uutetaan yleensa 5 - 10 minuuttia ja liuotin menee nayteastiasta kerdysasti-
aan. Sen jalkeen nayteastia viela puhdistetaan typpikaasulla. Liuottimet uuttavat pa-
remmin analyytteja kiehumispistettédn korkeammassa lampdtilassa, sen takia liuotinta
ei tarvita niin paljon. Lampétilan kohotessa myds desorptio paranee. Paine pitaa liuot-
timen nestemdisessa muodossa ja helpottaa analyytin siirtymistd kiintedn ndytteen

mikrorakenteesta. [20]

2.2.4 Sentrifugaalihaihdutus

Sentrifugaalihaihduttimessa painetta alennetaan kayttden vakuumipumppua ja samalla
nesteiden kiehumispiste alenee. Haihduttimen sentrifuugi estaa ristikontaminaatioita ja



naytteiden karkaamisen. Kun ndytteet alkavat kiehua, liuotin helposti ryopsahtelee.
Tassa tydssa kaytetyssa haihduttimessa oli ominaisuus (DriPure), joka hillitsee nayt-
teen ryopsahtelya kontrolloimalla vakuumia ja roottorin nopeutta haihdutuksen ensim-
maisessa vaiheessa, kun painetta lasketaan. [21; 22]

Koska PAH-yhdisteet ovat helposti haihtuvia, naytettd ei haluttu haihduttaa kuiviin.
Tassa tyossa testattiin sentrifugaalihaihduttimeen sopivia konsentroivia adaptereita.
Adapterien lapileikkaus on esitetty kuviossa 2.
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Kuvio 2. SampleGenie-adapterin lapileikkaus

Haihdutin toimittaa lampda haihduttaakseen liuottimen ja kondensaattori tiivistaa liuo-
tinhdyryn takasin nestemaiseksi jateastiaan. Lampd siirtyy ndytteisiin ndyteastian sei-
naman lapi. Nayteastia saa l[ammon blokista (esim. alumiinia) johon nadytteet asete-
taan. Blokki saa lammon laitteessa olevasta infrapunalampusta. Lampimasta blokista
lampo siirtyy liuottimeen, joka on kylmd, koska vakuumin takia liuottimen kiehumispis-

te on alentunut. Taman lampdtilaeron takia Iamp6 virtaa kohti naytetta. [23]



2.2.5 Kiintedfaasiuutto SPE

Polystyreeni-divinyylibentseenia on kaytetty PAH-ndytteiden puhdistamiseen kiin-
tedfaasiuutolla sedimentista tai steroideista erilaisista biologisista nesteista ja kudoksis-
ta. Se on erittdin selektiivinen PAH-yhdisteille ja riittdva sellaisenaan ennen GC-MS/MS
ajoa useimmissa menetelmissa [24]. PAH-yhdisteiden aromaattiset renkaat muodosta-
vat polystyreeni-divinyylibentseenifaasin kanssa 7T-7-sidoksia. Faasi mahdollistaa
elektronin luovutuksen yhdisteen piisidoksille. Tama lisaa faasin ja analyytin vuorovai-
kutusta [25]. Kiinteafaasiuuttokammio on esitetty kuviossa 3.

Kuvio 3. Kiintedfaasiuuttokammio

2.3 Analysointi GC-MS/MS:lla

Kolonnit:

GC-MS:aa kaytetaan kaikenlaisten elintarvikkeiden analyyseissa. Erotusvaiheessa ko-
lonnifaasit, jotka perustuvat 5 % fenyyli/95 % metyylipolysiloksaani substituutioon, on



10

kaytetty paljon. Nailla kolonneilla tarpeeksi hyvan resoluution kanssa voi olla ongelmia,
koska tutkittavien yhdisteiden kanssa voi eluoitua muita PAH-yhdisteitd. Samaan ai-
kaan eluoituvia yhdisteité ovat mm. kryseeni ja trifenyleeni; syklopenta(c,d)pyreeni,
bentso(a)antraseeni ja kryseeni; bentso(b)fluoranteeni, bentso(j)fluoranteeni ja bent-
so(k)fluoranteeni; dibentso(a,c)antraseeni ja dibentso(a,h)antraseeni; seka dibent-

so(a,h)antraseeni ja indeno(1,2,3-c,d)pyreeni. [12]

Gomez-Ruiz et al. [26] vertaili erilaisia stationaarifaaseja mukaan lukien 5 % faasi, 50
% fenyyli/50%-metyylipolysiloksaanifaasi (esim. DB-17 ms), joka on keskipolaarinen,
ja my0s keskipolaarisesta polaariseen (Optima® 0-6). 50 % fenyyli/50%-
metyylipolysiloksaanifaasi ratkaise kolmen eri PAH-ryhman samaan aikaan eluoitumi-
sen; dibentso(a,h)antraseeni ja indeno(1,2,3-c,d)pyreeni; bentso(b)fluoranteeni, bent-
so(j)fluoranteeni ja bentso(k)fluoranteeni; seka syklopenta(c,d)pyreeni, bent-
so(a)antraseeni ja kryseeni. Tilaustydna tehty DB-17ms kolonni antoi parhaat tulokset
EU-listassa olevien neljan  dibentsopyreenin  (dibentso(a,e)pyreeni, dibent-
so(a,h)pyreeni, dibentso(a,i)pyreeni ja dibentso(a,l)pyreeni) maarittamiseen. Tavallisel-
la 5 ms-kolonnilla nailld yhdisteilla on herkkyysongelmia ja piikit levidavat voimakkaan

analyytin ja faasin vuorovaikutuksen takia.

On myds kehitetty menetelmia, joissa on kaytetty nopeaa erottelua esim. lyhyemmilla
kolonneilla (esim. 10 m x 0,1 mm) [17; 27] tai yhdistamalla kaksi kromatografia (GC x
GC) [28]. Jalkimmaisessa esimerkissa ensimmadinen erottelu suoritetaan 5 %-fenyyli
polysilfenyleeni-siloksaanikolonnilla (kolonni 30 m, tavallinen erottelu) ja toinen polaa-
risella kolonnilla (esim. 50 % fenyleeni polysilfenyleeni-siloksaani, kolonnin pituus 1 m,
erottelu perustuu polaarisuuteen). Resoluutio paranee, mutta raakadata ja kromato-
grammit ovat monimutkaisempia, joten aineistoa kasittelevan ohjelmiston pitda olla
hyva. Myo6s yli 30-metrisia kolonneja on kaytetty ja niilla saa paremman resoluution

tietyille isomeereille ja metyylijohdannaisille [29].

Injektointi:

PAH-yhdisteiden maarittdmisessa on kokeiltu myds erilaisia ndytteen injektointitapoja.
Silld on merkitysta ns. “raskaampien” PAH-yhdisteiden kohdalla, koska niilla on suuret
kiehumispisteet. Monet kayttavat splitless- injektiota (suora héyrystava injektio) [30;
31; 32]. Myo6s lampétilaohjelmoitua hoyrystamista (PTV=programmed-temperature
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vaporization) (esim. [31; 33]) on kdytetty, samoin kuin kylmdna suoraan kolonniin (on-
column) injektoimista, joka parantaa pienempien PAH-yhdisteiden piikkien muotoa [5].
On myds kokeiltu suurten maarien injektoimista (LVI=/arge volume injection), mika ei
ole kuitenkaan yleista, vaikka se voi parantaa herkkyytta [24; 34; 35].

Detektorit:

Useissa tutkimuksissa kdytetaan yksittdista kvadrupolianalysaattoria ja SIMia (SIM=
single ion monitoring), kun taas ioniloukkua (IT=/on trap) [30; 31; 37; 38; 39] ja kol-
moiskvadrupolia [39; 40] kaytetdan harvemmin. Korkean resoluution massaspektro-
metrian analysaattoreita (esim. lentoaika, time of flight) [32; 28; 40] ja magneettisek-
toreita [16; 17; 27] on myds kaytetty, mutta korkean hinnan takia ei paljoa. Tandem-
massaa ja muita kehittyneita analysaattoreita kdytettdessa selektiivisyys paranee. II-
meisesti kuitenkin PAH-yhdisteiden pysyvyyden takia enimmdkseen kaytetdan yksittdis-

ta kvadrupolianalysaattoria ja massaspektrometria.

Suurin osa havaitsemisrajoista (LOD) on alle tai ppb-tasolla. Merkittdvia eroja yksittai-
sen kvadrupolin ja muiden analysaattoreiden valilld ei ole. Tutkimuksissa, joissa kaytet-
tiin yksittdista kvadrupolia tai kolmoiskvadrupolia ja IT-analysaattoria, LOD-arvot olivat
alle ppb-tason (esim. [24; 31; 40]). Samanlaisia tuloksia on saatu myds kaytettdessa
LC-FLD:a (nestekromatografi-fluoresenssidetektori) ja GC-MS(/MS):a.

Tandemmassaspektrometria:

Tandemmassaspektrometriassa (MS/MS, MS") kdytetdan kahta tai useampaa massa-
analysaattoria. Ensimmaisella analysaattorilla valitaan ioni, jolle tehdaan haluttu reak-
tio. Reaktiotuote analysoidaan seuraavassa analysaattorissa. Tandemmassaspektro-
metrian avulla voidaan tutkia esim. metastabiileja tai eri tavalla aktivoituja ioneja, ioni-
tai molekyylireaktioita ionilahteessa ja reaktiokammioissa ja ionien sisdisia energioita.
Menetelmalld on hyva signaali-kohinasuhde (S/N), joten ndytteen pitoisuus voi olla
pieni (yleensa ng/ml-pg/ml). Kaikki MS/MS-mittaukset ovat muunnelmia samasta ideas-
ta. Ensin tuotetaan tutkittava ioni, joka sen jdlkeen eristetadn ja sille tehdaan valittu

reaktio ja reaktiotuotteet analysoidaan.
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Tassa tydssa kaytettiin tormayksen aiheuttamaa reaktiota (CID = collision-induced dis-
sociation) (kaava 1):

+ N +
ml E m2 + m3 (1)

Tormdyksen aiheuttamassa reaktiossa osa ionin kineettisesta energiasta muutetaan
sen sisaiseksi energiaksi ja ioni virittyy korkeammalle energiatasolle. [41]

Tassa tydssa kaytettiin myds kolmoiskvadrupolilaitteistoa, jossa ensimmaisessa kvad-
rupolissa valittu ns. diti-ioni tormaytettiin argonin kanssa toisessa kvadrupolissa ja syn-
tyneet tytarionit analysoidaan kolmannessa kvadrupolissa [42].

3 Tyon toteutus

Tassa opinndytetydssa kaytetty menetelmd perustuu soveltavasti Bruno Veyrandin et
al. artikkeliin Innovative method for determination of 19 polycyclic aromatic hydrocar-
bons in food and oil samples using gas chromatography coupled to tandem mass spec-
trometry based on an isotope dilution approach vuodelta 2007 [24]. Menetelmassa
nayte ensin kylméakuivataan vakuumissa, sen jalkeen lisataan sisainen standardi, uute-
taan nopeutetulla liuotinuutolla, puhdistetaan SPE-pylvaalla ja analysoidaan kaasukro-
matografi-tandemmassaspektrometrilla. Tydssa kaytetyt laitteet ja materiaalit on lue-

teltu liitteessa 1.

3.1 Naytteenkasittely

3.1.1 Kylmakuivaus

Validointisarjoihin kaytetty jauheliha oli nauta-sikajauhelihaa (50:50). Jauhelihaa pun-
nittiin lasisille petri-maljoille ja kylmakuivattiin noin neljd vuorokautta, kunnes sen pai-
no ei eronnut mittausten valilld 50 mg:aa enempaa. Sen jadlkeen jauhelihat hienonnet-

tiin sauvasekoittimella ja sdil6ttiin foliolla peitetyssa lasipullossa pakastimeen (kaavio
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1). Jauhelihalle laskettiin kuiva-aineprosentiksi 38,94 %. Kylmdkuivain on esitetty kuvi-
ossa 4.

Kaavio 1. Naytteen kylmdakuivaus

Petri-maljojen punnitseminen ilman naytetta
ja naytteen kanssa (ndytetta ohut kerros, n.

109)

Kylmakuivaus kylmakuivaajalla
vakuumissa (yleensa 2-4 vrk)

l

Néaytteiden punnitseminen, kunnes
ero < 50 mg

l

Kuivuneiden naytteiden yhdistéminen de-
kantterilasiin ja jauhaminen sauvasekoitti-
mella

Nayte on valmis punnittavaksi ASE-sylinteriin (0,5 g) Nayte
sailytetdan pakkasessa foliolla peitetyssa lasipullossa
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Kuvio 4. Kylmakuivain Edwards Modulyo 4K

3.1.2 Nopeutettu liuotinuutto ASE

ASE-sylinteriin laitettiin ensin selluloosasuodatin, sitten 0,5 g Celited ja 7,5 g Florisilia.
Sylinteri taytettiin lasihelmilld ja suoritettiin ASE-uutto DCM:lla mahdollisten PAH-
jaamien poistamiseksi. DCM-pesun jalkeen kylmakuivattua jauhelihaa punnittiin 0,5 g
ASE-sylinteriin. Jokaisen ndytteen tarkka massa kirjattiin ylds tulosten laskemista var-
ten. Jauhelihaan lisattiin 170 pl sisaista standardia (0,01 pg/ml) ja PAH mix 183 stan-
dardia MRL-tasosta (Maximum Residue Limit = suurin sallittu pitoisuus) riippuen (ks.
liite 2) ja sylinteri taytettiin taas lasihelmilld. Pesuohjelma ja uutto-ohjelma olivat samat
lukuun ottamatta kaytettya liuotinta, joka oli uutossa heksaani-asetoni (50/50 tilavuus-
prosentteina). Uutto-ohjelma nakyy taulukossa 2.
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Taulukko 2. ASE uutto-ohjelma

Static 5 min

Flush 40 %

Purge 60 sec

Cycle 2

Oven temperature (°C) 100 °C

Pressure 1500 psi
Extraction solvent Heksaani/asetoni 50/50 (v/v)

Extraction time ~ 20 min

3.1.3 Sentrifugaalihaihduttimen kayttédnotto

Selvitettiin sentrifugaalihaihduttimen kayttéa haihdutuksessa ennen SPE-uuttoa typpi-
haihduttimen sijasta. Haihdutuksen jdlkeen naytetta pitdisi jéada vahintaan 1 ml. Sent-
rifugaalihaihduttimeen saatavilla adaptereilla voidaan konsentroida ndyte, jolloin nayt-
teitd ei tarvitse vahtia niin usein kuin kdytettdessa typpihaihdutinta. Haihdutin oli Ge-
nevacin EZ-2 Plus HCl compatible ja se on esitetty kuviossa 5. Haihduttimeen sopivat

konsentroivat SampleGenie-adapterit on esitetty kuviossa 6.

Toinen mahdollisuus naytteen konsentroimiseen on kdyttdd keeper-liuotinta, jolla on
huomattavasti korkeampi kiehumispiste kuin muulla liuottimella. Tallin keeper jaa jal-
jelle muun liuottimen haihduttua. Yksi mahdollinen keeper-liuotin oli tolueeni. Kokeiltiin
miten tolueeni kayttaytyy SPE-pylvaadssa ja vaikuttaa analyyttien maarittamiseen. Teh-
tiin kolme rinnakkaista liuotinndytetta liuottimena tolueeni ja kolme rinnakkaista liuo-
tinndytetta liuottimena heksaani-asetoni (50/50, v/v), jotka spiikattiin konsentraatioon
0,064 pg/ml.
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Kuvio 5. Sentrifugaalihaihdutin EZ-2 Plus

Koekayttoon tilatuilla SampleGenie-adaptereilla tehtiin 4 koesarjaa, joilla selvitettiin
haihdutusajan vaikutus jaanndsliuottimen maaraan. Ensimmaisessa sarjassa Sample-
Genie-adaptereihin laitettiin heksaani-asetonia noin puoleen valiin, mittalasilla mitattu-
na 30 ml. Naytteita oli 8. Toinen koesarja oli sama, mutta muutettiin fina/ stage timea
6 minuutista 1 minuuttiin. Kolmas koesarja oli sama testi, mutta liuottimeen lisattiin
ISTD 170 pl ja standardia pitoisuudella 0,064 pg/ml. Nayte, jossa on analyyttia ja/tai
matriisia voi haihtua eri tavalla kuin pelkka liuotin. Naytteita ei laitettu SPE-kolonnin
lapi. Konsentraatin tilavuudet tarkistettiin. Naytteet haihdutettiin typpihaihduttimella
kuiviin ja liuotettiin 100 pl:an tolueenia ja siirrettiin ajopulloon. Naytteet ajettiin GC-
MS/MS:lla. Neljannessa koesarjassa haihduttimeen laitettiin ensin 30 ml heksaani-
asetoni-liuosta, haihdutettiin, kunnes silmamaaraisesti oli haihtunut vahintaan 2/3 ja
pysaytettiin ohjelma. Laitettiin putkiin loput 20 ml ja haihdutettiin uudestaan. Mitattiin
konsentraatti. Tama testi tehtiin sen takia, etta ASE:n jalkeen naytettd on noin 50 ml.
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Kuvio 6. SampleGenie-adapterit

Ensimmadisessa koesarjassa useimmissa putkissa konsentraattia oli jaljellda alle 1 ml.
Tehtiin sama testi uudelleen, mutta fina/ stage timea lyhennettiin kuudesta minuutista
yhteen minuuttiin. Tilavuudet olivat paremmat, yli 1 ml (n. 1100 - 1350 pl). Kolmannen
sarjan, johon oli spiikattu analyytteja, tilavuudet olivat noin 1000 - 1500 pl. Saannot
olivat hyvat. Neljannen sarjan saannot olivat 1000 pl - 1650 pl, eli konsentrointi Samp-
leGenie-adaptereilla toimi hyvin.

Validoinnin koesarjaa tehtdessa huomattiin, ettéd matriisilla on paljon vaikutusta jaan-
nostilavuuteen. Tilavuudet kasvoivat huomattavasti sen vaikutuksesta. Saantoprosent-

teihin silla ei nayttanyt olevan vaikutusta.

Tolueenin ja heksaani-asetonin valilla nahtiin eroa liuottimissa seka kromatogrammeis-
sa, ettd saantoprosenteissa. Tolueenin kromatogrammi oli epdselvempi ja varmistusio-
nia oli vaikea erottaa. Kuviossa 7 on bentso(a)pyreenin kromatogrammi tolueeniliuot-
timessa ja kuviossa 8 heksaani-asetonissa. PAH4-yhdisteiden saantoprosenttien kes-
kiarvot (ka), keskihajonnat (sd) ja suhteelliset keskihajonnat (CV%) tolueenissa ovat

taulukossa 3 ja heksaani/asetonissa taulukossa 4.



Taulukko 3.  Nayte tolueenissa

Yhdiste ka % sd % CV %
Bentso(a)antraseeni 124,11 10,27 8,27
Kryseeni 168,39 |26,69 15,85
Bentso(b)fluoranteeni 146,41 19,90 13,59
Bentso(a)pyreeni 125,05 |31,21 24,95
Taulukko 4.  Nayte heksaani/asetonissa
Yhdiste ka % sd % CV %
Bentso(a)antraseeni 135,00 |37,86 28,04
Kryseeni 142,76 | 25,54 17,89
Bentso(b)fluoranteeni 134,01 19,44 14,50
Bentso(a)pyreeni 112,66 |15,40 13,67

18

Kolmen rinnakkaisndytteen saantoprosentit olivat Idhempana lainsaadanndn vaatimuk-

sia heksaani-asetonissa muissa yhdisteissa paitsi bentso(a)antraseenissa. CV%:t olivat

vahan paremmat tolueenissa, mutta ei paljon. Korkeampien saantojen ja epaselvem-

man kromatogrammin takia pdatettiin luopua ajatuksesta tolueenista hyvana keeper-

liuottimena.
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25051109 Smooth(Mn,1x2) F5:MRM of 3 channels,El+
Nayte2 TolB 252.3>250.1
100, Benzo(a)pyrene;19.37;44.46;1132 2.145e+003
20.30 20.38 20.60 20.73 20.94
20.12 N 20.98
%% —

o T T T T T T T T T T T T T T T T T T T min
25051109 Smooth(Mn,1x2) F5:MRM of 3 channels,EIl+
Nayte2 TolB 252.3>226.2
100 19.65 1.506e+003

19.09 19.27 }9-36 _ 20.09 20.17 20.40 20.64 20.71 _20.78_20.92
%

o T T T T T T T T T T T T T T T T T T T min
25051109 Smooth(Mn,2x3) F5:MRM of 3 channels,EIl+
Nayte2 TolB 256>254.12
100 Benzo(a)pyrene 13C4;19.36;32.09;587 1.738e+003

19.04 19.49 19.70.19.76 20.80
7 19.27 > 190.92 20.11 5029 20.42 29:55 \_20.88
%
o T T T T T T T T T T T T T T T T T min
19.20 19.40 19.60 19.80 20.00 20.20 20.40 20.60 20.80
Kuvio 7. Bentso(a)pyreenin kromatogrammi tolueeniliuottimessa
25051111 Smooth(Mn,1x2) F5:MRM of 3 channels,El+
Nayted Hex/AsetA 252.3>250.1

4.141e+003

Benzo(a)pyrene
100 19.35
100.58
2698
9.27
%
19.14 > 20.12 20.25 20.49 20.53
L R o o o o e e e e e e S R
25051111 Smooth(Mn,1x2) F5:MRM of 3 channels,El+
Nayted Hex/AsetA 252.3>226.2
100, Benzo(a)pyrene;19.35;28.59:659 20.82 1.644e+003
19.0319.20 1992 2012 2023 2037 20.75 20.88
' A ~ 1966 20.50 20.62 ¢9; :
o
L R o o o e e L e e e e e e S DT
25051111 Smooth(Mn,2x3) F5:MRM of 3 channels,El+
Nayted Hex/As etA 256>254.12
Benzo(a)pyrene 13C4 3.050e+003
100+
] 130.87
] 1877
i 20.15
% 19.60 19.86 < 20.2420-30 5050 20.71 20.90
L R o o I B o o e L e e e e e S DT

19.20 19.40 19.60 19.80 20.00 20.20 20.40 20.60 20.80

Kuvio 8. Bentso(a)pyreenin kromatogrammi heksaani-asetoniliuottimessa
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3.1.4 Kiinteafaasiuutto ja SPE-pylvaiden vertailu

Ensimmainen SPE-testi:

PAH-menetelmassa oli kaytdssa Supelcon Supelclean Envi-ChromP SPE-pylvaat. Pylvai-
den epailtiin sisdltdvan PAH-yhdisteitd ja ndin suurentavan saantoprosentteja. Paatet-
tiin kokeilla muita SPE-pylvaitd ja verrata tulosten saantoprosentteja keskenaan. En-
simmaiseen vertailuun valittiin Envi-ChromP:n liséksi Phenomenexin Strata PAH, joka
on erityisesti kehitetty PAH-analytiikkaan, Varianin Bond Elut C18 ja J.T. Bakerin Ba-
kerbond SPE Alumina. Rinnakkaisndytteita tehtiin kolme. Kaikkiin pylvaisiin kaytettiin
samaa SPE-protokollaa. Pylvdiden SPE-protokolla on kaaviossa 2. Heksaani-
asetoniliuokseen (1,3 ml) spiikattiin kiinteiden naytteiden spiikkausnayte sp1, pitoisuus
0,064 pg/ml ja ndyte suodatettiin SPE-pylvaan lapi. Suodos haihdutettiin typpihaihdut-
timella, naytteet liuotettiin 100 pl:an tolueenia.

Kaavio 2. Envi-ChromP-pylvdan SPE-protokolla

Kunnostus 15 ml:lla etyyliasetaattia ja 10 ml:lla sykloheksaania

!

Nayte (+ ndyteastian huuhtomiseen kaytetty 2 ml:a sykloheksaania)

!

Pesu 6 ml:lla sykloheksaani/etanolia (70/30, v/v)

!

Eluointi 12 ml:lla sykloheksaani/etyyliasetaattia (40/60, v/v)

Ensimmadisen SPE-kokeen tulokset ovat taulukossa 5. Kuvioissa 9 - 12 nakyvat krysee-
nin kromatogrammit eri pylvailld puhdistettuna. Kuvista ndkee, ettd ENVI-ChromP-

pylvaalla piikit erottuvat parhaiten.
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Taulukko 5.  Ensimmadisen SPE-kokeen ENVI-ChromP:n takaisinsaantoprosenttien keskiarvot,

keskihajonnat ja CV %:t

Yhdiste ka % sd % CV%
Bentso(a)antraseeni |98,75 1,89 1,92
Kryseeni 133,96 |28,28 21,11
Bentso(b)fluoranteeni | - - -
Bentso(a)pyreeni 106,93 |29,52 27,61
30061103 Smooth(Mn,1x2) F2:MRM of 8 channels ,El+
E1 228.2>226.1
100 _Chlrg-sgegne 6.962e+003
286.09
5809

15.95
2595 16.05 1624 16.37

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T min
30061103 Smooth(Mn,1x2) F2:MRM of 8 channels ,El+
E1 228.2>202.1
100+ Chrysene;15.89;45.20;1000 2.088e+003

16.73
1486 15001517 1547, 1553 -
%% —

o T T T T T T T T T T T T T T T T T T T min
30061103 Smooth(Mn,2x3) F2:MRM of 8 channels,El+
E1l 234 =>232.15
100+ Chrysene 13C6;15.89;90.03;1176 2.145e+003

% —
(o] min

T T T T T T T T T T T T T T T T T
15.00 15.20 15.40 15.60 15.80 16.00 16.20 16.40 16.60

Kuvio 9. Kryseenin kromatogrammi, ndyte puhdistettu ENVI-ChromP-pylvaalla



30061107 Smooth(Mn,1x2) F2:MRM of 8 channels ,El+
s2 228.2>226.1
1.619e+003
1007 1485 tR°
E . 15.40 15.68 16.23
7 15.17 15.51 16.31 16.56
15.03 N 16.01 < 16.49 %

% —

o T T T T T T T T T T T T T T T T T T T min
30061107 Smooth(Mn,1x2) F2:MRM of 8 channels ,El+
s2 228.2>202.1
100 1404 15.69 1.310e+003

- . 16.
] 1500 . 1534 1631 16.39 16.76
4 N 16.48 16.65

%% —

o T T T T T T T T T T T T T T T T T T T min
30061107 Smooth(Mn,2x3) F2:MRM of 8 channels ,El+
s2 234 > 232.15

14.92 15.39 15.50 15.73 16.47 1.103e+003
100 B
15.17 4 16.28 1634 16.60
%
o T T T T T T T T T T T T T T T T T min
15.00 15.20 15.40 15.60 15.80 16.00 16.20 16.40 16.60
Kuvio 10. Kryseenin kromatogrammi, nayte puhdistettu Strata PAH-pylvaalla
30061111 Smooth(Mn,1x2) F2:MRM of 8 channels ,El+
V3 228.2>226.1
15.88 1.660e+003
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Kuvio 11. Kryseenin kromatogrammi, nayte puhdistettu C18-pylvaalla
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30061113 Smooth(Mn,1x2) F2:MRM of 8 channels,EIl+
A2 228.2>226.1
100 15.89 1.602e+003
14.92 15.2 15.49 15.56
92 14.06 526 S 15.69 15.97 16.20.16.33.16.37 1654

16.77

[ R o o o o e e e 0 0¥ )

30061113 Smooth(Mn,1x2) F2:MRM of 8 channels,El+
A2 228.2>202.1

1527 1535 1555 1572 16.45 1.224e+003
z

1007 14.96 15.08 15.85 16.03 16.18 16.33 16.75

% —
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30061113 Smooth(Mn,2x3) F2:MRM of 8 channels,El+
A2 234 >232.15
100-14.82 15.00 15 15 15.2515.37 1556 ;5 ,, 15.89 16.11 16.42 1.055e+003

- 16.61

% —

o min
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Kuvio 12. Kryseenin kromatogrammi, ndyte puhdistettu Alumina-pylvaalla

Toinen SPE-testi:

Tulosten perusteella jatkettiin Envi-ChromP-pylvaalla, johon tehtiin tavallinen SPE-
protokolla ja pidennetty SPE-protokolla, jossa aluksi tehtiin kunnostus ja eluointi ja sen
jalkeen normaali protokolla, Aluminalla ja kokeiltiin lisdksi Varianin SI silika-pylvasta.
Aluminaan kaytettavat liuottimet vaihdettiin ja kunnostukseen kaytettiin 10 ml heksaa-
nia ja eluutioon 15 ml heksaani-dikloorimetaania suhteessa 1:2. Silika-pylvaan liuotti-
mena kaytettiin vain sykloheksaania. Kunnostukseen kaytettiin liuotinta 10 ml ja pe-
suun/eluutioon 12 ml. Jokaisesta tehtiin kaksi rinnakkaista ndytetta. Tulokset on esitet-
ty taulukoissa 6 - 9.
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Toisen SPE-kokeen bentso(a)antraseenin takaisinsaantoprosenttien keskiarvot,

Toisen SPE-kokeen kryseenin takaisinsaantoprosenttien keskiarvot, keskihajonnat

Taulukko 6.

keskihajonnat ja CV %:t

ka % sd % CV %
SI 107,19 10,83 10,10
Envil 114,92 5,86 5,10
Envi2 125,16 2,65 2,12
Alumina 100,63 15,69 15,59
Taulukko 7.

ja CV %:t

ka % sd % CV %
SI 122,03 1,10 0,91
Envil 121,80 0,77 0,63
Envi2 131,09 7,29 5,56
Alumina 137,73 15,14 10,99
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Toisen SPE-kokeen bentso(b)fluoranteenin takaisinsaantoprosenttien keskiarvot,

Taulukko 8.
keskihajonnat ja CV %:t
ka % sd % CV %
SI 106,88 10,61 9,92
Envil 102,03 5,08 4,98
Envi2 106,33 13,37 12,57
Alumina 105,16 24,31 23,11
Taulukko 9.

Toisen SPE-kokeen bentso(a)pyreenin takaisinsaantoprosenttien keskiarvot, kes-
kihajonnat ja CV %:t

ka % sd % CV %
SI 98,36 7,84 7,98
Envil 90,86 12,48 13,74
Envi2 97,66 11,27 11,54
Alumina 101,02 3,65 3,61

Validoinnin testisarja

Seuraavaksi kaytettiin spiikattua ndytetta matriisissa. SPE-pylvdind kaytettiin Varianin

silika-pylvasta ja EnviChromP:td, jolle oli tehty ylimaarainen alkukunnostus ja eluointi.
Ne spiikattiin MRL-tasoilla 0,5, 1,0 ja 1,5 suoraan jauhelihaan ja jokaisesta MRL-tasosta

tehtiin kaksi rinnakkaisnaytetta (Maximum Residue Limit = suurin sallittu pitoisuus).

Lisdksi tehtiin kaksi nollandytettd, joissa oli vain sisdinen standardi. Kuviossa 13 ovat

kaikki testatut pylvaat.
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Kuvio 13. Testatut SPE-pylvaat
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Testisarjan nadytteet, joissa oli kaytetty silika-pylvastd, olivat liian rasvaisia laitettavaksi

kaasukromatografiin. Niinpa tulokset saatiin vain ENVI-ChromP-pylvdiden naytteista.

Testisarjan kaikkien naytteiden keskiarvot (saanto-%), keskihajonnat ja CV %:t 16yty-

vat taulukosta 10. Keskiarvot ovat hyvat. Kryseenin saanto on koholla, niin kuin yleen-

sa.

Taulukko 10. Testisarjan keskiarvot, hajonnat ja CV %:t (ENVI-ChromP-pylvas, 6 ndytetta)

Saanto-
Yhdiste % sd % CV %
Bentso(a)antraseeni 104,97 14,54 13,85
Kryseeni 117,27 21,24 18,12
Bentso(b)fluoranteeni | 101,05 15,23 15,07
Bentso(a)pyreeni 91,21 25,25 27,68




3.2 Naytteiden analysointi GC-MS/MS-laitteella
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Naytteet ajettiin kaasukromatografi-tandemmassaspektrometrilla (Agilent 6890N, Wa-

ters Quattro Micro GC, kuviossa 14), jonka aikaikkunat ja analysoidut prekursori- ja

tuoteionit ovat taulukossa 11. Olosuhteet ovat taulukossa 12. Massaspektrometrissa

kaytettiin positiivista elektroni-ionisaatiota ja yhdisteet detektoitiin MRM:lla (multiple

reaction monitoring). Tulokset analysoitiin  Watersin

yhdisteiden kromatogrammi on esitetty kuviossa 15.

Taulukko 11. Aikaikkunat

MassLynx-ohjelmalla. PAH4-

Aikaikkuna (min.) Yhdiste m/z Tuoteionit m/z
Bentso(a)antraseeni 228.2 202.2, 226.2
ISTD Bentso(a)antraseeni
BCe 234.0 232:2
~15-16,8
Kryseeni 228.2 202.1, 226.1
ISTD Kryseeni *Cs 234.0 232.2
Bentso(b)fluoranteeni
252 3 226.0, 250.1
~ 16,9 - 18,2
ISTD Bentso(b)fluoranteeni
13, 258.0 256.2
Bentso(a)pyreeni 252.3 226.2, 250.1
v 1837195 ISTD Bentso(a)pyreeni
entso(a)pyreeni
¢, 256.0 254.1




Taulukko 12. Kaasukromatografin olosuhteet
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Injektiotilavuus 1yl
Kantokaasu Helium
Injektorin Idmpétila 320 °C
Interfacen lampdtila 250 °C
80 °C

Lampdtilaohjelma

15 °C /min -> 265 °C

5 °C /min -> 290 °C

20 °C /min -> 320 °C, 20 min

Ajoaika

38,83 min

Kuvio 14. Kaasukromatografi Agilent 6890N ja tandemmassaspektrometri Waters

Quattro Micro GC.

Micromass
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PAH std 0.064
23081108 2: MRM of 8 Channels El+
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23081108 5: MRM of 3 Channels El+
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Kuvio 15. Kromatogrammi  PAH4-yhdisteistéd  (vasemmalta oikealle). Ylimpéna bent-
so(a)antraseeni ja kryseeni, keskelld bentso(b)fluoranteeni (ensimmainen piikki),
bentso(k)fluoranteeni ja bentso(j)fluoranteeni ja alimpana bentso(a)pyreeni.

3.3 Analyysimenetelman validointi

Validointisarjoja tehtiin kaksi eri paivind. Yhteen sarjaan kuului kuusi tai seitseman nol-
landytettd, matriisikalibrointisuora, jossa seitsemdn pistettd, liuotinkalibrointisuora,
jossa samat pisteet kuin matriisikalibrointisuorassa, seka MRL-tasoilla 0,5, 1,0 ja 1,5
olevia naytteitd kuusi kappaletta kutakin. Matriisisuora vakevoéitiin SPE:n jalkeen ennen
viimeistd haihdutusta koko protokollan lapikdyneeseen liuottimeen. Kalibrointisuoran

pitoisuudet validointisarjoissa olivat 0,0, 0,8, 2,5, 5,0, 7,5, 15 ja 30 pg/kg.

Validointi tehtiin soveltaen Eviran menetelmdohjetta 8806/3. Ensin punnittiin 0,5 g
kylmadkuivattua jauhelihaa DCM:lla pestyihin ASE-sylintereihin, minka jalkeen suoritet-
tiin ASE-uutto heksaani-asetoni-liuottimella. Taman jalkeen ndytteet haihdutettiin sent-
rifugaalihaihduttimella yli 1 ml tilavuuteen ja uutettiin SPE:lla (Supelcon Supelclean
ENVI-ChromP). SPE:n jalkeen ndytteet haihdutettiin kuiviin ja liuotettiin 100 pl:an tolu-

eenia.
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4 Validointisarjojen tulokset ja tulosten tarkastelu

Menetelman validoinnissa seurattiin seuraavia parametreja; spesifisyys, selektiivisyys,
lineaarisuus, toistettavuus, sisdinen uusittavuus, takaisinsaanto, havaitsemis- ja maari-

tysraja seka mittausepavarmuus.

4.1 Spesifisyys ja selektiivisyys

Spesifisyys madritettiin nollandytteista, joihin oli pipetoitu vain sisdinen standardi. Nol-
landytteitd oli 12 kpl. Bentso(a)antraseenilta ja kryseenilta I6ytyi varmistusioni nolla-
naytteissa. Bentso(a)antraseenin nollandytteissa I0ytyi varmistusioni 8/12 tapauksessa
ja kryseenin nollandytteissa 16ytyi varmistusioni 10/12 tapauksessa. Nollandytteiden
konsentraatioksi saatiin bentso(a)antraseenille 0,31 - 1,01 pg/kg ja kryseenille 0,91 -
1,85 pg/kg. Koska kryseenia naytti olevan paljon ylimaaraista, sille tehtiin nollandyte-
vahennys, eli vahennettiin nollandytteiden konsentraation keskiarvo vakevdityjen nayt-
teiden konsentraatiosta. Koska PAH-yhdisteet ovat ymparistokontaminantteja, niita voi
I6ytya nollandytteestdkin. Lisdksi kryseenin korkeaan saantoon voi vaikuttaa se, etta
trifenyleenilld on sama retentioaika kuin kryseenilld. Koska lainséadantd edellyttaa
myo6s kryseenin maaran mittausta, on nykyadn kehitetty erikoiskolonni, joka erottaa

kryseenin ja trifenyleenin toisistaan [43].

Lainsdaadanndn mukaan menetelman spesifisyyttd arvioidaan kahden tuoteionin detek-
tiolla oikeassa suhteessa. Liuotinsuorien jokaisesta pisteesta laskettiin kvantitointi-ionin
ja varmennusionin valinen ionisuhde, kvantitointi-ionin toimiessa paapiikkind. Ionien
suhteellisten intensiteettien toleranssit on laskettu myds lainsaadantédn perustuen.
Taulukossa 13 on kahden pdivan vakevdityjen naytteiden ionisuhteiden keskiarvo ja

laskettu toleranssivali. Kaikki keskiarvot osuvat toleranssin rajoihin. [44]



Taulukko 13. PAH4-yhdisteiden ionisuhteiden toleranssirajat ja kahden paivan keskiarvo

Sallittu ionisuhteen

Yhdiste Ionisuhteen ka toleranssi
Bentso(a)antraseeni 5,48 4,21 -7,83
Kryseeni 512 394-7,31
Bentso(b)fluoranteeni 6,49 5,00 - 9,28
Bentso(a)pyreeni 5,94 4,57 - 8,48
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Selektiivisyytta maaritettiin SSE-prosentilla (signal suppression enhancement), joka

lasketaan seuraavasti (kaava 2):

K igg0- SSE%,

S

jossa Kv on matriisisuoran kulmakerroin ja Ks liuotinsuoran kulmakerroin. SSE-

prosentille ei ole varsinaisesti ole raja-arvoja, mutta mita lahempana arvo on sataa, sita

yhtenevaisemmat liuotinsuora ja matriisisuora ovat ja matriisivaikutus on pieni. Liuotin-

ja matriisisuorien kulmakertoimia vertaamalla saattoi myds paatelld, etta tuloksia las-

kettaessa voi kayttaa

liuotinsuoran tuloksia ja tulevaisuudessa tehtdessa PAH-

analyyseja lihasta voidaan valmistaa liuotinsuora matriisisuoran sijasta. Taulukossa 14

nakyy ensimmaisen ja toisen validointipdivan SSE-prosentit.



Taulukko 14. Selektiivisyys

SSE %
Yhdiste 1. paiva 2. paiva
Bentso(a)antraseeni 104,1 110,8
Kryseeni 101,3 109,2
Bentso(b)fluoranteeni 115,3 109,1
Bentso(a)pyreeni 112,3 102,5

4.2 Lineaarisuus
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Lineaarisuus maaritettiin liuotinsuoran pisteiden residuaaliarvojen perusteella. Mass-

Lynx-ohjelma laskee residuaaliarvot. Residuaaliarvot jakautuvat suoran molemmille

puolille tasaisesti, jos menetelma on lineaarinen. Lineaarisuus on erinomainen jos resi-

duaalit poikkeavat suorasta £ 10 %. Jos yksi piste poikkeaa enemman kuin £ 10 %

lineaarisuus on hyva ja jos kaksi pistetta poikkeaa enemman kuin £ 10 % on lineaari-

suus tyydyttava. Taulukossa 15 on kahden pdivan liuotinsuorien lineaarisuudet. Kuvi-

oissa 16 - 23. nakyvat ensimmaisen ja toisen validointisarjan liuotinsuorat ja residuaalit

PAH4-yhdisteille.

Taulukko 15. Lineaarisuus (liuotinsuora)

Lineaarisuus

Yhdiste 1. paiva 2. paiva
Bentso(a)antraseeni erinomainen erinomainen
Kryseeni erinomainen erinomainen
Bentso(b)fluoranteeni hyva hyva
Bentso(a)pyreeni erinomainen tyydyttava




Compound name: Benz(a)anthracene

Correlation coefficient: r = 0.999246, r"2 = 0.998493

Calibration curve: 40.8978 * x+ 0.0259477

Response type: Internal Std (Ref 1), Area * (IS Conc./ IS Area)
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Kuvio 16. 1. validointisarjan bentso(a)antraseenin residuaaliarvot ja liuotinsuora.

Compound name: Chrysene

Correlation coefficient: r = 0.999397, r"2 = 0.998794

Calibration curve: 46.9154 * x+ 0.0133301

Response type: Internal Std (Ref2 ), Area * (IS Conc. /IS Area)
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Kuvio 17. 1. validointisarjan kryseenin residuaaliarvot ja liuotinsuora.
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Compound name: Benzo(b)fluoranthene

Correlation coefficient: r = 0.995892, r"2 = 0.991800

Calibration curve: 30.7462 * x+ 0.0484703

Response type: Internal Std ( Ref3 ), Area * (IS Conc./ IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Kuvio 18. 1. validointisarjan bentso(b)fluoranteenin residuaaliarvot ja liuotinsuora.
Compound name: Benzo(a)pyrene
Correlation coefficient: r = 0.999291, r"2 = 0.998582
Calibration curve: 30.9284 * x + 0.0508521
Response type: Internal Std ( Ref4 ), Area* (IS Conc./ IS Area)
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: 1/x, Axis trans: None
>
>
= x >
=
@
<3
o
T T T T T T T T T T T T T T T Conc
10.0-
8.0-
3 E
=
o
&
j<3
o
T T T T T T T T T T T T T T Conc
-0.000 0.050 0.100 0.150 0.200 0.250 0.300 0.350

Kuvio 19. 1. validointisarjan bentso(a)pyreenin residuaaliarvot ja liuotinsuora.

34



Compound name: Benz(a)anthracene

Correlation coefficient: r = 0.999508, r"2 = 0.999017

Calibration curve: 40.0224 * x + 0.0272186

Response type: Internal Std ( Ref1 ), Area * (IS Conc./ IS Area)
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Kuvio 20. 2. validointisarjan bentso(a)antraseenin residuaaliarvot ja liuotinsuora.

Compound name: Chrysene

Correlation coefficient: r = 0.999329, r"*2 = 0.998659

Calibration curve: 46.6356 * x + 0.0607882

Response type: Internal Std (Ref2), Area * (IS Conc. /IS Area)
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Kuvio 21. 2. validointisarjan kryseenin residuaaliarvot ja liuotinsuora.
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Compound name: Benzo(b)fluoranthene

Correlation coefficient: r = 0.999239, r"2 = 0.998478

Calibration curve: 30.9375 * x+ 0.00989982

Response type: Internal Std ( Ref3 ), Area * (IS Conc./ IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Kuvio 22. 2. validointisarjan bentso(b)fluoranteenin residuaaliarvot ja liuotinsuora.

Compound name: Benzo(a)pyrene

Correlation coefficient: r = 0.996386, r"2 = 0.992786

Calibration curve: 32.0596 * x + -0.0253482

Response type: Internal Std ( Ref4 ), Area * (IS Conc./ IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Kuvio 23. 2. validointisarjan bentso(a)pyreenin residuaaliarvot ja liuotinsuora.



4.3 Toistettavuus ja sisainen uusittavuus
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Menetelman toistettavuus maaritettiin spiikatuilla rinnakkaisndytteilld, joita oli kolme
pitoisuustasoa; 2,5 pg/kg, 5,0 pg/kg ja 7,5 ug/kg. Madrittelyssa vertailtiin kahden eri
paivan tuloksia. Toistettavuudessa tarkastellaan toistotarkkuutta saman paivan sisalla.

Toistettavuudet PAH4-yhdisteille 16ytyvat taulukoista 16 - 18.

Taulukko 16. Toistettavuus

2,5 ug/kg
1. paiva 2. paiva
ka. sd. ka. sd.
Yhdiste (Mg/kg) | (Mg/kg) | CV % | (Mg/kg) | (Mg/kg) | CV %
Bentso(a)antraseeni 2,69 0,26 9,81 2,83 0,16 5,66
Kryseeni 2,29 0,33 14,45 2,62 0,21 7,94
Bentso(b)fluoranteeni 2,71 0,25 9,26 2,84 0,13 4,52
Bentso(a)pyreeni 2,77 0,17 6,30 2,95 0,02 0,84
Taulukko 17. Toistettavuus
5,0 pg/kg
1. paiva 2. paiva
ka. sd. ka. sd.
Yhdiste (Ma/kg) | (Mg/kg) | CV % | (Mg/kg) | (Hg/kg) | CV %
Bentso(a)antraseeni 5,32 0,57 10,69 5,21 0,46 8,92
Kryseeni 4,66 0,21 4,42 5,30 0,43 8,02
Bentso(b)fluoranteeni 5,61 0,27 4,77 5,40 0,47 8,69
Bentso(a)pyreeni 5,60 0,26 4,61 5,62 0,20 3,62




Taulukko 18. Toistettavuus

38

7,5 ug/kg
1. paiva 2. paivé
ka. ka. sd.

Yhdiste (Ma/kg) | (ug/kg) | CV % | (ug/kg) | (Mg/kg) | CV %
Bentso(a)antraseeni 7,59 0,75 9,94 8,09 0,83 10,22
Kryseeni 7,22 0,41 5,65 7,08 0,58 8,22
Bentso(b)fluoranteeni 7,69 0,49 6,32 8,53 0,57 6,71
Bentso(a)pyreeni 8,11 0,64 7,95 8,58 0,41 4,79

Sisdinen uusittavuus tarkoittaa silla tavoin saavutettua tasmallisyytta, ettd maaritykset

tehddaan samassa laboratoriossa useana eri paivana. Menetelman sisdisen uusittavuu-

den arvioimisen kaytettiin samoja naytteitd kuin toistettavuuden arvioimiseen. Tulokset
ovat taulukoissa 19 - 21.

Taulukko 19. Sisdinen uusittavuus pitoisuudella

2,5 ug/kg
Yhdiste ka (ng/kg) | sd (ug/kg) CV %
Bentso(a)antraseeni 2,76 0,21 7,74
Kryseeni 2,45 0,31 12,83
Bentso(b)fluoranteeni 2,78 0,19 6,89
Bentso(a)pyreeni 2,86 0,10 3,57




Taulukko 20. Sisdinen uusittavuus pitoisuudella

5,0 ug/kg
Yhdiste ka (ng/kg) | sd (ug/kg) CV %
Bentso(a)antraseeni 5,27 0,52 9,80
Kryseeni 5,01 0,47 9,37
Bentso(b)fluoranteeni 5,50 0,37 6,73
Bentso(a)pyreeni 5,61 0,23 4,11
Taulukko 21. Sisdinen uusittavuus pitoisuudella
7,5 ug/kg
Yhdiste ka (ng/kg) | sd (ug/kg) CV %
Bentso(a)antraseeni 7,84 0,79 10,08
Kryseeni 7,15 0,48 6,78
Bentso(b)fluoranteeni 8,11 0,53 6,51
Bentso(a)pyreeni 8,35 0,53 6,37

4.4 Takaisinsaanto
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Takaisinsaanto lasketaan prosentteina madritetysta pitoisuudesta verrattuna alkuperai-

seen vakevoityyn konsentraatioon. Tassa validoinnissa ei kaytetty sertifioitua vertailu-

materiaalia, joten takaisinsaanto laskettiin sisdiselld standardilla spiikatuilla nollamat-

riisindytteilld kolmella eri pitoisuustasolla. Lainsdadannén mukaan takaisinsaantopro-

sentin pitdisi olla 50 - 120 %, joten tulokset menevat rajoihin hyvin. Takaisinsaannot

ovat taulukoissa 22 - 24.



Taulukko 22. Takaisinsaanto 2,5 pg/kg

40

1. paiva 2. paiva 1.-2. paiva
rec-% CV
Yhdiste rec-% ka. | rec-% ka. | rec-% ka. | rec-% sd. %
Bentso(a)antraseeni 108,1 113,8 110,9 9,0 8,1
Kryseeni 91,9 99,6 98,5 12,6 12,8
Bentso(b)fluoranteeni 108,9 114,1 111,5 8,1 7,3
Bentso(a)pyreeni 111,3 118,6 115,0 6,0 5,3
Taulukko 23. Takaisinsaan-
to 5,0 pg/kg
1. paiva 2. paiva 1.-2. paiva
rec-%
Yhdiste rec-% ka. | rec-% ka. | rec-% ka. | rec-% sd. CV%
Bentso(a)antraseeni 107,0 104,5 105,7 9,8 9,3
Kryseeni 93,7 103,0 100,6 94 9,3
Bentso(b)fluoranteeni 112,8 108,2 110,5 7,8 7,1
Bentso(a)pyreeni 112,5 112,7 112,6 4,5 4,0




Taulukko 24. Takaisinsaan-
to 7,5 pg/kg
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1. paiva 2. paiva 1.-2. paiva
rec-%
Yhdiste rec-% ka. | rec-% ka. | rec-% ka. | rec-% sd. CV%
Bentso(a)antraseeni 101,7 108,2 104,9 10,7 10,2
Kryseeni 96,7 91,2 95,7 6,5 6,8
Bentso(b)fluoranteeni 102,9 114,0 108,5 8,9 8,2
Bentso(a)pyreeni 108,6 114,8 111,7 7,6 6,8

4.5 Tarkkuus

Analyysimenetelman tarkkuutta tutkittin HORRAT-arvolla. Horwitzin yhtalé ei suoraan
sovellu pitoisuuksille, jotka ovat alle 100 pg/kg (direktiivi 2002/657/EY). PAH-yhdisteille
raja-arvot ovat niin pienet, ettd pitoisuuksien tarkasteluun kaytetaéan HORRATia. HOR-

RAT,-arvo kertoo, miten tosiasiallinen maaritetty tarkkuus vertautuu Horwitzin kaavalle.

Virallisesti HORRAT,-arvo on RSD; jaettuna RSD; arvolla, joka on estimoitu muutetusta
Horwitzin yhtalosta kayttden oletusta r = 0,66 R (EU 836/2011). HORRAT perustuu

Horwitzin yhtalolla laskettujen ja omien toistettavuustuloksien suhteellisten keskihajon-

tojen vertailuun. [45] HORRAT,-arvo lasketaan toistettavuustuloksista. HORRAT, -arvot

ovat taulukossa 25. HORRAT, -arvon pitdisi olla alle 2, joten ne menevat rajoihin.
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Taulukko 25. PAH4-yhdisteiden HORRAT(r)-arvot (laskettuna takaisinsaanto-arvoista)

eri lisdystasoilla

. HORRAT (r) (2,5 HORRAT (r) (5,0 HORRAT (r) (7,5
Yhdiste
ppb) ppb) ppb)
Bentso(a)antraseeni 0,310 0,397 0,460
Kryseeni 0,487 0,396 0,302
Bentso(b)fluoranteeni 0,281 0,303 0,376
Bentso(a)pyreeni 0,207 0,167 0,313

4.6 Havaitsemis- ja maaritysrajat

EU asettaa havaitsemis- ja maaritysrajojen (LOD ja LOQ) arvoiksi < 0,3 pg/kg ja < 0,9
Mg/kg. Laskennallinen havaitsemisraja (LOD) maadritettiin laskemalla nollandytteiden
taustakohinan (pinta-ala) keskiarvo ja lisaamalla siihen 3 x nollandytteiden keskihajon-
ta. Verrantoon kaytettiin matriisivalidointisuoran pienintd pistettd, jonka avulla laske-

taan nollandytteiden keskiarvon konsentraatio.

Madritysraja eli LOQ-arvo maaritettiin laskemalla nollandytteiden taustakohinan (pinta-
ala) keskiarvo ja lisaamalla siihen 10 x nollanaytteiden keskihajonta. Verrantoon kay-
tettiin taas matriisivalidointisuoran pieninta pistettd, jonka avulla laskettiin nollanayttei-
den keskiarvon konsentraatio. Laskennalliset LOD- ja LOQ-arvot ovat taulukossa 26.
Taulukosta nahdaan, etta laskennalliset rajat eivat tayta kriteereja. Selektiivisyytta ar-
vioidessa havaittiin, ettei matriisikalibrointisuorassa ja liuotinkalibrointisuorassa ole ha-
vaittavissa matriisivaikutusta, joten liuotinkalibrointisuoraa voi kayttda madritettdessa
LOD- ja LOQ-arvoja. Jos kaytetaan liuotinkalibrointisuoraa LOD- ja LOQ-arvojen maarit-
tamisessd, voidaan todeta, ettd LOQ-arvoksi saadaan vahintdan 0,80 pg/kg ja LOD-
arvoksi on sovittu 1/3 LOQ:sta, joten LOD-arvoksi saadaan vahintaan 0,27 pg/kg, joten

molemmat menevat lainsadadanndn rajoihin.



Taulukko 26. Laskennalliset havaitsemis- ja maaritysrajat laskettuna

matriisikalibrointisuorasta

Yhdiste LOD (pg/kg) LOQ (ug/kg)
Bentso(a)antraseeni 0,48 1,19
Kryseeni 1,39 3,48
Bentso(b)fluoranteeni 0,55 1,36
Bentso(a)pyreeni 0,33 0,80

4.7 Mittausepavarmuus

43

Laajennetut mittausepavarmuudet 95 %:n luottamustasolla on ilmoitettu prosentteina

ja ne on laskettu NMKL Procedure No. 5:n mukaan. Tulokset ovat taulukossa 27.

Taulukko 27. Laajennetut mittausepavarmuudet

Laajennettu mittausepavarmuus (%)
Yhdiste 2,5 pg/kg 5,0 ug/kg | 7,5 pg/kg
Bentso(a)antraseeni 15,5 19,6 20,2
Kryseeni 25,7 18,7 13,6
Bentso(b)fluoranteeni 13,8 13,5 13,0
Bentso(a)pyreeni 7,1 8,2 12,7

Kaiken kaikkiaan kahden validointisarjan tulokset tayttivat lainsaadannon kriteerit, jo-

ten sarjat olivat silta osin onnistuneita.
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5 Paatelmat

Taman tydn tarkoituksena oli kehittda menetelma PAH4-yhdisteiden maarittdmiseksi
lihamatriisista. Tydéhon kuului erilaisten SPE-pylvdiden testaamista ja sentrifugaalihaih-
duttimen kayttodnotto.

Sentrifugaalihaihduttimen kohdalla todettiin, etta sita voi kayttda myods tassa menetel-
massa. Adaptereilla saatiin konsentroitua ndyte tarpeeksi pieneen tilavuuteen ennen
SPE-uuttoa.

Kiintedfaasiuuttopylvaista todettiin nykyisten pylvdiden olevan soveliaimpia tdhan me-
netelmaan kaikista testatuista pylvaista.

Validointisarjoja ehdittiin tekemaan kaksi. Sarjojen tulokset tayttivat lainsaadanndn
kriteerit, joten ne olivat siltd osin onnistuneita. Mydhemmin on tehty myds kolmas sarja
ja kehitetylla menetelmalla on osallistuttu syksylla 2011 FAPAKSEN jarjestamaan labo-
ratorioiden valiseen vertailututkimukseen, jossa naytteena oli savustettua lihaa. Menes-

tyminen siina oli erinomainen.
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Kaytetyt laitteet ja materiaalit

Lihamylly Tecator 1094 Homogenizer

Kylmakuivain Edwards Modulyo 4K, vakuumipumppu Edwards

Sentrifugaalihaihdutin GeneVac EZ-2 Plus, Genevac Ltd., Ipswich, England, kytketty 5,0
typpeen N,, AGA

GC-MS/MS, kaasukromatografi Agilent 6890N, Autosampler Agilent 7683, U.S.A,
massaspektrometri Waters Quattro Micro GC, U.S.A.

GC-kolonni Zebron ZB-50 30 m, 0,25 mm, 0,25 ym, Phenomenex, U.S.A.

Typpihaihdutin Turbovap

Typpihaihdutin PIERCE model 18780 Reacti-Vap, Rockford, Illinois, U.S.

Accelerated solvent extractor 200, DIONEX corporation, Sunnyvale, CA, U.S.A.

SPE-kammio, Supelco visiprep, Bellefonte, PA, U.S.A. Sigma-Aldrich

SPE-pylvaat:

Supelco Supelclean ENVI-ChromP SPE-pylvas, 500 mg/6é ml, 57226, Bellefonte, PA,
U.S.A.

Varian Bond Elut C18 SPE-pylvas, 500 mg/3 ml, U.S.

Varian Bond Elut-SI SPE-pylvas, 500 mg/3 ml, U.S.

Phenomenex Strata PAH SPE-pylvas, 1,5 g/ 6 ml, U.S.
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J.T. Baker Bakerbond SPE Alumina SPE-pylvas 1g/6 ml, Deventer, Holland, Phillipsburg,

NJ

Liuottimet:

Dikloorimetaani, J.T. Baker, HPLC analyzed/Baker analyzed

n-heksaani, J.T. Baker, HPLC analyzed

Asetoni, J.T. Baker, HPLC analyzed

Sykloheksaani, J.T. Baker, Baker analyzed

Etyyliasetaatti HPLC, LAB-SCAN tai vastaava

Metanoli, J.T. Baker, HPLC analyzed/Baker analyzed

Etanoli Aa 99,5 %, Altia

Tolueeni, J.T. Baker, Ultra resi-analyzed

Celite 545, Merck

Florisil, 100-200 mesh, Sigma-Aldrich

Standardit:

Standardi PAH-mix 183 10 upg/ml sykloheksaanissa, Dr. Ehrenstorfer GmbH, Augsburg,

Germany
ISTD Bentso(a)antraseeni *Cs 100 pg/ml n-nonaanissa, LGC Standards tai vastaava
ISTD Kryseeni *Cs 100 ug/ml n-nonaanissa, LGC Standards tai vastaava

ISTD Bentso(b)fluoranteeni *C¢ 100 pg/ml n-nonaanissa, LGC Standards tai vastaava
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ISTD Bentso(k)fluoranteeni **Cs 100 pg/ml n-nonaanissa, LGC Standards tai vastaava

ISTD Bentso(a)pyreeni *C4 100 pg/ml n-nonaanissa, LGC Standards tai vastaava

ISTD Dibentso(a,h)antraseeni *Cs 100 pg/ml n-nonaanissa, LGC Standards tai vastaa-

va

ISTD Indeno(1,2,3-c,d)pyreeni *Cs 100 ug/ml n-nonaanissa, LGC Standards tai vas-

taava

ISTD Bentso(g,h,i)peryleeni *C;> 100 pg/ml n-nonaanissa, LGC Standards tai vastaava

ISTD Dibentso(a,e)pyreeni *C¢ 100 pg/ml n-nonaanissa, LGC Standards tai vastaava

ISTD Dibentso(a,i)pyreeni *C;, 50 pg/ml n-nonaanissa, LGC Standards tai vastaava
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Validointiin kaytettavan matriisisuoran pipetointitaulukko ja validoin-

tisarja

Validointiin kdytettdvan matriisisuoran pipetointitaulukko

Teoreettinen | ISTD KII | ISTD KII lop- PAH mix 183 | PAH mix PAH mix 183
pitoisuus (0,01 pupitoisuus lisays (ul) 183 lop- laskettu loppu-
(Hg/kg) pg/ml) | (pg/ml) pupitoi- pitoisuus
lisdys suus (Hg/kg)
(Hg/ml)
stdl1 | 0,0 170 pl 0,017 - 0 0
std2 |0,8 170 ul 0,017 K VI 0,010 0,779
100 pl (0,01
Hg/ml)
std3 | 2,5 170 ul 0,017 KV 0,032 2,492
128 pl
(0,025
Hg/ml)
std4 | 5,0 170 pl 0,017 K1V 0,064 4,984
64 ul (0,1
Hg/ml)
std5 | 7,5 170 pl 0,017 K1V 0,096 7,476
96 ul (0,1
Hg/ml)
std6 | 15 170 pl 0,017 K1V 0,193 15,031
193 ul (0,1
Hg/ml)
std7 | 30 170 pl 0,017 K3,5 0,386 30,062
193 ul (0,2

Hg/ml)
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Nayte ISTD KII (0,01 | ISTD KII loppu- | PAH mix 183 lisa- | PAH mix 183 lop-
pg/ml) lisdys pitoisuus ys (M) pupitoisuus
(ug/ml (ug/ml)

Blank 170 pl 0,017 - -

(6+7+7 kpl)

Matriisisuora 170 0,017 ks. edellinen ks. edellinen
taulukko taulukko

(7 pistetta)

Liuotinsuora 170 0,017 ks. edellinen ks. edellinen
taulukko taulukko

(7 pistettd, sama

kuin matriisisuora)

MRL 0,5 170 pl 0,017 KV (0,025 pg/ml) | 0,032

(6 kph) 128 pl

MRL 1,0 170 pl 0,017 K1V (0,1 pg/ml) 0,064

(6 kph) 64 pl

MRL 1,5 170 pl 0,017 K1V (0,1 pg/ml) 0,096

(6 kpl) 96 i

Kontrollistandardi 170 ul 0,017 K1V (0,1 pug/ml) 0,064

liuottimeen
64 pl

0,064

Kontrollistandardi 170 ul 0,017 KV (0,025 pg/ml) | 0,011

liuottimeen

0,011

45 pl




