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Metallipitoisuuksien maarittaminen juomavedesta ja luonnon lahteista on noussut mielenkiinnon
kohteeksi viime aikoina. Tassa tyossa kehitetddn menetelmd, jossa terbium ja naytemetalli
kilpailevat luminesoivaan ligandiin  sitoutumisesta. Menetelman on tarkoitus olla
helppokéyttdinen, jotta sitd voidaan kayttdad vahallakin koulutuksella, ja epaspesifinen, jotta
menetelmalla pystyttaisiin maérittdmaan mahdollisimman montaa eri tyyppistd metalli-ionia.
Téssé tydssa tutkitaan Cu?*- ja Fe?*-ionien kayttdytymistd ja selvitetddn néiden ionien
maaritysraja kehitettavalla menetelméalla. Tarkoituksena on loytdd kummallekin tutkittavalle
ionille modulaattori (usean reagenssin yhdistelmd), jolla saataisiin mahdollisimman pieni
pitoisuus erottumaan taustasignaalista ja joka toimisi kummallakin naytemetallilla naissa
pienissa pitoisuuksissa. Tuloksena Cu?*-ionin maaritysrajaksi saatiin 3 pg/l ja Fe?*-ionin 30 pg/l.
Nama tulokset saatiin kayttdamalla eri modulaattoreita, joten menetelmassa on vield
kehittamista. Yhden, kummallakin metallilla toimivan modulaattorin Iéytaminen ja kaytté myos
yksinkertaistaisi mahdollisia kaupallisia sovelluksia. Jatkossa tulisi myds selvittdd, voiko
menetelmalla havaita yksittdisten metalli-ionien pitoisuuksia useita metalleja sisaltavasta
seoksesta.
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THE DEVELOPMENT OF A NON-SPECIFIC
METHOD FOR DETECTION OF METAL ION
CONCENTRATIONS IN WATER SAMPLES

The detection of metal concentrations in tap water and water from natural sources has become
a source of interest lately. This study concentrates on developing a method in which terbium
and the sample metal compete for binding with a luminescent ligand. The method is supposed
to be easy to use so only a small amount of training is needed and non-specific so that the
same method can be used to determine the amount of several different types of metal ions. In
this study the ions Cu?* and Fe?* ions were used and the limit of detection for these ions was
determined with this method. The purpose of this study was to find a modulator (a combination
of multiple reagents) that would separate the smallest possible concentration of the metal ion
from the background signal and that would work with both of the used metal ions at these small
concentrations. As a result Cu?*-ion's detection limit was found to be 3 pg/l and Fe?*-ion's 30
pg/l. These results were achieved by using different modulators, which means the method still
needs development. Finding and using a modulator that works with both metals would also
simplify possible commercial applications. In the future, the possibility of detecting particular
metal ions from a mixture of several metals should be studied.

KEYWORDS:

Fluorescence. Tap water. Drinking water. Metal ion. Copper. Iron. Luminescence. Ligand.
Terbium.



SISALTO

KAYTETYT LYHENTEET (TAlI SANASTO) 6
1 JOHDANTO 7
2 PERIAATE

2.1 Terbiumin fluoresenssi

2.2 Spektrofotometrinen mittaus 10
2.3 Vesinaytteet 10
2.4 Metalli-ionien testit 11
3 KOKEELLINEN OSA 13
3.1 Reagenssit & laitteet 13
3.2 Vélineet 14
3.3 Ty6turvallisuus 14
3.4 TyOn suoritus 15
4 TULOKSET 32
5 LOPPUPAATELMAT 33
LAHTEET 34
KUVAT

Kuva 1. Fluoresenssin synty. 10
Kuva 2. Havainnekuva kaivosta ennen kuivausta. (vaakaviiva: TbCls-pisara, pystyviiva:
ligandipisara) 17
Kuva 3. Esimerkkeja vesindytteiden ja metallien valisista signaalieroista seka saman
naytteen mittausten valisista eroista ilman ruokasuolan tai hienosokerin lisaysta. 20

Kuva 4. Esimerkkeja metallien ja lisdaineiden (ruokasuola & hienosokeri) aiheuttamista
eroista signaaliin aktiivihiilisuodatetussa vedessa. (vrt. Kuva 3 lisaaineettomien,

aktiivihiilisuodatettujen naytteiden signaaliin) 21
Kuva 5. Kuparin mittaustulokset suurilla konsentraatioilla. 23
Kuva 6. Raudan mittaustulokset suurilla konsentraatioilla. 24
Kuva 7. Kuparin maaritysrajamittauksen tulokset suhteellisella virheella. 30

Kuva 8. Raudan maaritysrajamittauksen tulokset suhteellisella virheella. 31



TAULUKOT

Taulukko 1. Modulaattorien reagenssien valilaimennokset. 15
Taulukko 2. Vélilaimennosten laimennukset modulaattorivahvuuksiin ja

modulaattorienosien yhdistaminen. 16
Taulukko 3. Ensimmaisessa mittauksessa kaytetyt modulaattorit. 17
Taulukko 4. Ensimmaisessa mittauksessa kaytetyt vesinaytteet. 18
Taulukko 5. Ensimmaisen mittauksen laimennussarjat. 19
Taulukko 6. Kyllastetyilla suolaliuoksilla laimennetut reagenssit. 22
Taulukko 7. Kyllastetyn ruokasuolaliuoksen laimennus metallindytteita varten. 22
Taulukko 8. Toisessa mittauksessa kaytetyt laimennokset. 23

Taulukko 9. Ruokasuola- ja natriumkloridiliuosten laimennus kyllastetyista liuoksista. 25
Taulukko 10. Laimennukset modulaattorivahvuuksiin 200 g/I natriumkloridiliuoksella ja

modulaattorienosien yhdistaminen. 26
Taulukko 11. Tutkimuksiin lisatyt modulaattorit. 27
Taulukko 12. Dequestin valilaimennos. 27
Taulukko 13. Uusien modulaattorien (5 & 6) reagenssien laimennokset ja

yhdistaminen. 28

Taulukko 14. Maaritysrajamaarityksessa kaytetyt naytepitoisuudet. 29



KAYTETYT LYHENTEET (TAI SANASTO)

FFF Turun yliopiston funktionaalisten elintarvikkeiden kehittamis-
keskus - Functional Foods Forum. (1)

Modulaattori Yhdesta tai useammasta reagenssista koostuva fluore-
soivaan tai luminesoivaan reagenssiin vaikuttava aine tai yh-
diste.

AAS Atomiabsorptiospektrometria

ICP Induktiivinen plasmaspektrometria



1 JOHDANTO

Kayttokelpoisen juomaveden erds kriteeri on tarpeeksi alhainen metallipitoi-
suus. Epaspesifisen menetelman kehittdminen erilaisten metallien pitoisuuksien
maarittdmiseksi helpottaisi ja nopeuttaisi juomaveden kelpoisuuden tarkasta-
mista. Menetelmaa voitaisiin myos kayttdd luonnonvesistdjen metallipitoisuuk-
sien tarkastamiseen, mik& voisi auttaa mahdollisten saastumistilanteiden pai-

kantamisessa ja luokittelussa.

Kehitysmaissa metallien paatyminen juomaveteen on suurempi ja yleisempi
riski terveydelle kuin teollisuusmaissa, joissa tapaturmainen tai jopa tahallinen
juomaveden saastuminen on kuitenkin mahdollista paremmasta vedenpuhdis-
tusteknologiasta riippumatta. Juomaveden saastuminen saattaa myos aiheuttaa
epamiellyttdvad makua tai hajua, vaikka metallipitoisuus ei viela olisikaan myr-
kyllinen aikuiselle ihmiselle. Metallien tahaton paatyminen veteen voi johtua
esimerkiksi putkien korroosiosta tai vaarallisten jatteiden, kuten paristojen, paa-
tymisesta luontoon, josta niiden siséltamat metallit saattavat imeytya maape-

réaan ja sen kautta pohjaveteen.

Taytyy myds huomioida joidenkin metallien tarpeellisuus ihmisille, mutta liian
suuret maarat ovat vaarallisia terveydelle. Nama metallit voivat myos olla vaa-

rallisia luonnolle, jos niita jatetddn lojumaan ympariinsa.

Yleisimmaéat metallienmaaritysmenetelmat, atomiabsorptiospektrometria (AAS) ja
induktiivinen plasmaspektrometria (ICP), vaativat investointeja kalliisiin laittei-
siin, jotka vaativat erityiskoulutuksen omaavia asiantuntevia kayttajia. Menetel-
mat vaativat myos suuria naytetilavuuksia eivatka ne pysty myodskaan erottele-

maan metallien hapetustiloja toisistaan.

loniselektiivisilla elektrodeilla on myds mahdollista maarittdd metallipitoisuuksia.
Niiden kaytté on halvempaa ja helpompaa kuin AAS:n tai ICP:n, mutta jokainen

metalli-ioni tarvitsee erillisen elektrodin maarittamista varten.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Tuuli Ruponen



Naiden menetelmien lisdksi on myds kehitetty erilaisia kolorimetrisid, spektrofo-
tometrisia ja fluorometrisia menetelmia metalli-ionien maarittamiseen. Naillakin
menetelmilla on ongelmansa, kuten jokaisen metalli-ionin tarve omalle erityisel-
le maaritysprosessille. Fluorometriset menetelmat vaativat myds fluoroionofore-
ja, joiden syntetisointi vie pitkdn ajan ja joita tarvitsee tehdd omanlaisensa jo-

kaiselle tutkittavalle metallille.

Tutkimustyd tehtiin Turun yliopiston kemian laitokselle yhteistydssa Functional

Food Forumsin (FFF) kanssa.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Tuuli Ruponen



2 PERIAATE

2.1 Terbiumin fluoresenssi

Terbium on harvinainen maametalli, jonka kemiallinen merkki on Tb ja jarjestys-
luku 65. Terbiumilla on luonnossa yksi vakaa isotooppi, Tb-159, eikd se lahes
koskaan esiinny vapaana metallina vaan osana yhdisteita tai muiden harvinais-

ten maametallien kanssa. (2)

Fluoresenssissa atomi tai molekyyli viritetaan fotonilla eli atomin tai molekyylin
elektroni siirtyy korkeammalle energiatasolle. Tama viritystila purkautuu nope-
asti virityksen jalkeen ja atomi tai molekyyli emittoi fotoneita, jotka voidaan ha-
vaita. (3)

Metalli-ionien maarittamiseen naytteistd voidaan kayttaa terbiumtrikloridia
(TbCl3), joka nesteessa dissosioituu Th3*-ioniksi ja kloridi-ioniksi. Tb3* on fluore-

soiva ioni, josta saadaan signaali.

Menetelmassa analysoitava metalli ja terbium kilpailevat ligandiin sitoutumises-
ta. Nain ollen naytemetalli-ionien lasndolo nostaa tai laskee luminesenssia riip-
puen ligandin tyypista. Aktiivista luminesenssia muodostavan ligandin lasna
ollessa naytemetalli laskee mitattavaa signaalia sammuttamalla luminesenssia
tai muodostamalla ei-luminesoivan kompleksin ligandin kanssa. Ei-luminesoivan
ligandin ja aktiivista luminesenssia muodostavan ligandin lasné ollessa ilman
naytemetallia luminesoivan Th3*-kelaatin muodostuminen epé&onnistuu ionin

sitoutuessa ei-luminesoivaan ligandiin. (4)

Suurissa metalli-ionikonsentraatioissa (yli 0,5 mg/l) metalli sitoutuu myés ter-
biumiin, mika johtaa signaalin sammumiseen, vaikka signaali olisikin alun perin
ollut nousussa. Konsentraation kasvu vaikutti signaaliin varsinkin kuparinaytteil-
l& ja sama ilmi6 huomattiin myds rautanaytteilla. Tama tarkoittaa sita, ettei me-
netelmaa voi kayttdd suurien metalli-ionikonsentraatioiden maarittdmiseen tal-
laisenaan. Toisaalta ndméa metallikonsentraatiot ovat niin suuria, etté suurin osa

ihmisista pystyy maistamaan ne juomavedessa. (4)

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Tuuli Ruponen
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2.2 Spektrofotometrinen mittaus

Emissiopektrofotometriassa mitataan valoa, jota viritetyt molekyylit tai atomit
emittoivat siirtyessaan alemmalle energiatilalle. Tassa opinnaytetytssa emis-

siospektrometrinen maaritys perustui fluoresenssiin.

Fluoresenssi itsessddn on nopea prosessi, jossa viritetyn elektronin spintila py-

syy samana koko prosessin lapi.

Ea Ea

+hv

Kuva 1. Fluoresenssin synty.
Fluoresenssispektrometria kaytettaessa laite virittdd naytteen molekyylit ylem-

malle energiatasolle ja detektoi virityksen purkautuessa syntyvan sateilyn inten-

siteettia aallonpituuden funktiona.

Fluoresenssispektrometrian kayttaminen tutkimuksissa edellyttaa, etta tutkittava
yhdiste fluoresoi tai siitd voi valmistaa fluoresoivan johdoksen. Tutkittavan yh-
disteen on myo6s absorboitava viritysvaloa riittavd maara fluoresenssin synnyt-
tamiseksi. Jos yhdiste tayttaa naméa ehdot, fluoresenssi on hyvin herkka maari-

tysmenetelma.

Edella mainittujen liséaksi naytteen lampdtila ja pH vaikuttavat voimakkaasti ai-

neiden fluoresenssitehokkuuteen. (5)
2.3 Vesinaytteet

Tyossa kaytettiin padasiassa kahta erityyppista vesinaytetta. MilliQ-suodatettua

vetta kaytettiin naytteiden vertailussa.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Tuuli Ruponen
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Toinen vesinayte oli normaalista Turun keskustan l&hist6lla sijaitsevan asunnon
keittibhanasta ja toinen FFF:n aktiivihiilisuodatettua vesijohtovetta. Nama kaksi
vesilahdetta valittiin tutkimukseen liittyvan ihmispaneelin takia, joka suoritettai-

siin FFF:n tiloissa.

Aistinvaraisissa tutkimuksissa kaytetaan aktiivihiilisuodatettua vesijohtovetta,
koska suodatuksen tulisi poistaa kaikki ihmispaneelin tuloksia mahdollisesti

vaaristavat maut ja hajut vedesta.

Vesijohtovetta kaytettiin, koska paatarkoituksena oli kehittéd menetelma, jolla
voitaisiin maarittaa pieniakin metallipitoisuuksia talousvedestd, jossa saattaa

olla lasnd muitakin metalli-ioneja ja epapuhtauksia.

Tybssa selvitettiin myods kemiallisen mittauksen tarkkuus testaamalla kahta eri
vesinaytetta. Tavoitteena oli todistaa kemiallisen menetelméan parempi luotetta-
vuus sen objektiivisuuden ja toistettavien tulosten takia verrattuna ihmispanee-

liin.

Naytteenoton jalkeen vesindytteet pakastettiin yliopiston pakastimessa, josta
niita otettiin sulamaan huonelampdtilaan tai jaakaappiin sen mukaan tehtiinko

analyysit seuraavana paivana vai viikonlopun jalkeen.

2.4 Metalli-ionien testit

Kemiallinen analyysimenetelma kehitettiin erityisesti kupari- ja rautaionien méa-
ritykseen. Tyossa paadyttiin naihin metalleihin, koska niita voi olla suuriakin pi-
toisuuksia hanavedessa ja ne aiheuttavat veteen pahaa makua ja hajua. Tes-
teissa kaytettin hapetusluvun +ll omaavia ioneja, jotka saatiin kupa-
ri(ll)sulfaatista ja rauta(ll)sulfaatista. Tyon kokeelliseen osaan kuuluivat kemial-

linen testaus ja maistelutestaus.

Kemiallisessa menetelmésséa vesinaytteisiin laimennettiin eri konsentraatioita
kupari- ja rautaioneja. Metalli-ionit reagoisivat kuoppalevyn kuoppiin kuivattujen

reagenssien kanssa, mika aiheuttaisi fluoresenssireaktion. Fluoresenssi voitai-
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siin mitata ja naytteiden antamaa signaalia voitaisiin sitten verrata nollanayttee-

seen, jossa oli pelkkaa vetta.

Na&ita ioneja sisaltavaa vettda voi myds maistella melko turvallisesti, silla ei ole
suurta riskia, ettd ne aiheuttaisivat terveyshaittoja. loneja on my6s tutkittu
aiemmissa maistelukokeissa ja niille on olemassa tunnetut maistorajat. Kupari-
loneja sisaltavalle juomavedelle raja on 0,61 mg/l ja rautaioneja siséltavalle

juomavedelle raja on 0,031 mg/l. (6)

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Tuuli Ruponen
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3 KOKEELLINEN OSA

Vesinaytteitd otettiin muovisiin sailidihin. Mittauksissa ei aina kaytetty samalla
kerralla otettua naytetta. Vetta juoksutettiin hanasta noin viisi minuuttia ennen
naytteenottoa. Naytteet pakastettiin kemian laitoksen pakastimessa naytteen-
oton jalkeen niin nopeasti kuin oli mahdollista, silla naytteenottopisteiden ja ke-

mian laitoksen valimatka on noin puoli kilometria.

3.1 Reagenssit & laitteet

Lampokaappi

Levysekoitin

Spektrofotometri (Labrox Plate Reader)
Aktiivihiilisuodatettu vesijohtovesi FFF:n tiloista
Suodattamaton hanavesi turkulaisesta kerrostaloasunnosta

Rauta(ll)sulfaatti (FeSO4, Sigma-Aldrich,31236-100G,SZBE310V, iron (ll) sulfa-
te hephydrate)

MilliQ-vesi
Ruokasuola (Pirkka, Jodioitu ruokasuola, valmistuttaja: Ruokakesko Oy)
Hienosokeri

Natriumkloridi (NaCl, Sodium chloride for analysis, EMSURE, Merck KGaA,
1.06404.1000, K42436404 142)

Suolahappo (HCI, Hydrochloric acid, BDH Chemicals Limited)

Kupari(ll)sulfaatti (CuSOa4 « 5 H20, copper (Il) sulphate pentahydrate, Riedel-de

Héaen)

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Tuuli Ruponen
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Rauta(lll)kloridi (Iron (Il1) chloride hexahydrate, Acros organics, 423700050,
A0332287)

DTPA (Diethylene triamine penta-acetic acid, Sigma-Aldrich)
CDA (Chelidamic acid, Sigma-Aldrich)

Tiron (4,5-dihydroxy-1,3-benzenedisulphonic acid disodium salt monohydrate,

Acros Organics)

Dequest 2060 (Diethylene triamine pentakis (methylphosphonic acid), Sigma
Aldrich)

3.2 Valineet

Musta OptiPlate 96-kuoppalevy (PerkinElmer)
Pipetti (Biohit Proline 1-5 ml, Biohit)

Pipetti (Biohit Proline 100-1000 pl, Biohit)

Pipetti (Biohit Proline 20-200 pl, Biohit)

Pipetti (Biohit Proline 0,5-10 pl, Biohit)
Monikanavapipetti (Biohit mLine 30-300 pl, Biohit)
Monikanavapipetti (Biohit mLine 0.5-10 pl, Biohit)

Levynpeittoteippi

3.3 Ty6turvallisuus

Suurimmaksi osaksi tyossa kasitellyt metalli-ionipitoisuudet olivat niin pienia,
etteivat ne aiheuta vahinkoa ihmisille. Toisaalta kantaliuokset joista naytteet

laimennettiin olivat niin vahvoja, ettd niita kasitellessa oli pidettava laborato-
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riohanskoja. Liuokset oli my6s pyyhittdva heti pois, jos niita laikkyi péydalle tai

hanskoille, vaikka ne eivat aiheuttaneetkaan valitonta vaaraa tyontekijalle.

Naytteiden mittauksen jalkeen kuoppalevyt asetettiin vetokaappiin, jossa niista
haihdutettiin vesi. Kuivuneet levyt heitettiin polttokelpoiseen jatteeseen, silla
niissa olevat kemikaalijaagmat olivat kaytanndssa olemattomia, ja joissain ta-

pauksissa taysin vaarattomia.

Ennen naytteiden laimennosta valmisteltiin kuoppalevyt ja reagenssit lukuun

ottamatta nayteliuoksia.

3.4 Tybn suoritus

Ensimmaisissd mittauksissa modulaattorireagensseina toimivat TbhCls, CDA,
DTPA ja Tiron eri suhteissa modulaattorista riippuen. Tarvittavat konsentraatiot
reagensseja laimennettiin aiemmin (1/2014) valmistetuista kantaliuoksista vali-

laimennoksella. (Taulukko 1)

Taulukko 1. Modulaattorien reagenssien valilaimennokset.

) Alkukonsentraa- | Loppukonsentraa- | Laimennossuhteet (rea-
Reagenssit ) ] )
tio (M) tio (UM) genssi / MQ-H20) (ul)
TbCls 0,1 1000 99
CDA 0,25 1000 1590
Tiron 0,25 1000 249
DTPA 0,25 1000 598

Valilaimennokset tehtiin tarvittavien reagenssien alhaisten loppukonsentraatioi-
den takia. (Taulukko 2)
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Taulukko 2. Valilaimennosten laimennukset modulaattorivahvuuksiin ja modu-
laattorienosien yhdistaminen.

) Alkukonsent- Loppukonsent- Laimennossuhteet (rea-
Reagenssit ) ) )
raatio (UM) raatio (UM) genssi(t) (u) / MQ-H20 (ml))

TbCls 1000 5 25 pl + 4,98 mi
CDA

1000 20 80 pl + 80 pl + 3,84 ml
DTPA
CDA 250

1000 1000 pl + 200 pl + 2,8 ml
DTPA 50
CDA 1000 50 200 pl + 3,8 ml
Tiron 1000 50 200 pl + 3,8 ml

Testeissa kaytetyt modulaattorit valittin aiempien tutkimustulosten perusteella.

(4) Tutkimuksessa kaytetyt kuoppalevyt olivat mustia OptiPlate 96-levyja, jotka

valittiin terbiumin luminesoivan luonteen takia.

Modulaattoreina kaytettiin yhdistelmia, joissa jokaisessa oli 5 uM TbCls:a ja mo-

dulaattorista riippuva konsentraatio yhta tai useampaa ligandina toimivaa rea-

genssia. (Taulukko 3) Taman liséksi jokaiselle modulaattorille tehtiin kaksi le-

vy4, joista toisessa mitattiin kupari- ja toisessa rautaionien antamaa signaalia.
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Taulukko 3. Ensimmaisessa mittauksessa kaytetyt modulaattorit.

Modulaattorinumero Reagenssien suhteet
1 5 UM TbCls + (20 pM CDA + 20 uM DTPA)
2 5 uM ThClsz + (250 uM CDA + 50 uM DTPA)
3 5 UM ThClz + (50 uM CDA)
4 5 uM TbCls + (50 uM Tiron)

Levyille kuivattiin 3 pl:n pisara 5 puM TbCls:a ja 3 pl:n pisara yhta modulaattoria.
Pisarat aseteltiin kuoppiin, niin etteivat ne koskisi toisiaan ja aloittaisi mittauk-

seen vaadittavaa reaktiota ennen aikojaan. (Kuva 2)

S

)

Kuva 2. Havainnekuva kaivosta ennen kuivausta. (vaakaviiva: TbCls-pisara,
pystyviiva: ligandipisara)

Kuivaus suoritettiin 76 °C:ssa lampokaapissa ja kesti noin 30 minuuttia. Ennen
levyjen asettamista kuivaukseen tarkistettiin, ettei levyjen liikkuttaminen ollut yh-
distanyt pisaroita. Jos yhdistyneita pisaroita oli, yhdistyneet pisarat sisaltavan
kaivon kirjain ja numero Kirjattiin muistiin, jotta sen mittausarvot voitaisiin pois-

taa vaaristamasta lopullisia tuloksia.
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Koska levyja tehtiin usein useampia kuin niita tarvittiin kerralla tai ne tehtiin pai-
van paatteeksi, kuivauksen jalkeen levyt peitettiin levynpeittoteipilla, joka esti
mittausta hairitsevien pienhiukkasten paasyn kuoppiin. Levyja sailytettiin pime-

assa ja huoneenlammaossa kuivauksen ja mittausten valissa.

Muidenkin prosessin osien aikana valtettiin pienhiukkasten ja muiden hairitse-
vien tekijoiden paatyminen naytteeseen tai kaivoon, muun muassa valttamalla
pipetin karjen koskemista muuhun kuin ilmaan tai reagensseihin. Toisaalta
tydskentelyyn ei kuitenkaan kaytetty esimerkiksi vetokaappia, joka olisi lisdnnyt

prosessin puhtautta.

Taulukko 4. Ensimmaisessa mittauksessa kaytetyt vesinaytteet.

Vesinayte Lisatyt aineet

Aktiivihiilisuodatettu vesi -

Aktiivihiilisuodatettu vesi 25 g/l ruokasuola

Aktiivihiilisuodatettu vesi 25 g/l hienosokeri

Suodattamaton FFF:n vesi -

Vanhempi aktiivihiilisuodatettu vesi -

Vanhempi suodattamaton vesi -

Keittion hanavesi -

MQ-vesi 25 g/l suolaa

Vesinaytteista (Taulukko 4) valmistettiin jatkonaytteitd, joihin laimennettiin usei-
ta eri konsentraatioita metalli-ioneja (Taulukko 5) vahvemmasta 20 g/l kantaliu-
oksesta. Cu?*-liuos (tasta eteenpain kupari) oli tehty aikaisemmin. Fe?*-liuos

(tasta eteenpéin rauta) tehtiin mittauspaivana.

Rauta(ll)sulfaatista jouduttiin tekem&é&n uusi kantaliuos jokaista mittausta varten
sen nopean hapettumisen vuoksi. Hapettuminen johti ionien aggregoitumiseen

ja muutokseen liuoksen varissa, joka olisi vaikuttanut tuloksiin vaaristavasti.

Naytteitéa pipetoitin 100 pl/kaivo kuoppalevyille laimennussarjoina siten, etta

jokaista naytetta tuli triplikaattina.
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Taulukko 5. Ensimmaisen mittauksen laimennussarijat.

¢ (CuZ) 7 (ngl) c (Fe?") / (ng/l)
100 500
50 100
15 50
0 0

Levyja sekoitettiin huoneenlammadssa levysekoittimella noin minuutti ennen mit-

tausta.

Mittaus suoritettiin 330 nm eksitaatiolla ja 545 nm emissiolla, koska terbiumille
tyypillinen emissiospektrumin piikki on 544 nm:ssa (4) ja saatavilla olevista
emissiofilttereista 545 nm oli [Ahimpana terbiumin emissiospektrumin piikkia.
Jokainen levy mitattiin kolmesti, jotta saataisiin selville ajan ja inkubaation vai-
kutukset tuloksiin. Inkubaatiot suoritettiin mittausten valissa huoneenlammadssa

ja jokainen niista kesti tunnin.

Ensimmaisista maarityksista alkaen oli selvadd, ettd inkubointi lisdsi signaa-
li/ftausta-suhdetta, mutta pidempi inkubointi ei aina tuottanut suurempaa muu-
tosta, joten jatkettiin mittauksia suunnitellusti. Huomattiin myds kuparin erottu-

van rautaa herkemmin taustasignaalista. (Kuva 3)
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Kuva 3. Esimerkkeja vesinaytteiden ja metallien valisistd signaalieroista seka

saman naytteen mittausten valisista eroista ilman ruokasuolan tai hienosokerin

lisysta.

Koska projektin alussa suunniteltiin ruokasuolan ja hienosokerin kayttamista

metallien maun peittdmiseen aistinvaraisessa tutkimuksessa, my6s naiden yh-

disteiden vaikutukset mittauksiin taytyi selvittda. (Kuva 4)

Mydhemmin kuitenkin aistinvaraisessa tutkimuksessa luovuttiin maun peittamis-

ideasta, mutta kemiallisessa tutkimuksessa oli tassa vaiheessa jo havaittu ruo-

kasuolan vaikuttavan tuloksiin positiivisesti ja ilmiota haluttiin tutkia tarkemmin.

Hienosokeri ei vaikuttanut tuloksiin luotettavasti.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Tuuli Ruponen




21

Cu2+, aktiivihiilisuodatettu vesi,

25 g/l sokeri 25 g/I sokeri
18 12
15 10 ‘
§u §°
E ] —4—mittausl ; [ =+=mittausl
26 == mittaus2 24 == mittaus2
3 mittaus3 2 mittaus3
i o — reo— &
0 0
0 20 40 60 80 100 120 0 100 200 300 A0 S04}
clug/) cug/l)

Fe2+, aktiivihiilisuodatettu vesi,

Cu2+, aktiivihiilisuodatettu vesi,

Fe2+, aktiivihiilisuodatettu vesi,

25¢g/1 suola 25 g/l suola
16 4
.12 3
c s
B @
g 8 —4—mittaus] g2 —+—mittaus1
‘2 4 —B—mittaus? ;'_: I B == mittaus?
I Y mittaus3 <> mittaus3

-

=1
-
L 4
f=J

[=]

-

[=1

(=]

0 200 40 60 80 100 120 200 300 400 500
clug/l) clug/l)

Kuva 4. Esimerkkeja metallien ja lisdaineiden (ruokasuola & hienosokeri) ai-
heuttamista eroista signaaliin aktiivihiilisuodatetussa vedessa. (vrt. Kuva 3 lisa-

aineettomien, aktiivihiilisuodatettujen naytteiden signaaliin)

Ensimmaisten mittausten tulosten takia haluttiin selvittdd aiheuttiko ruokasuo-
lassa oleva lisdaine (esimerkiksi jodi) paremmat tulokset vai johtuiko vaikutus

itse natriumkloridista.

Aloitettiin, tutkimalla vaikuttaako reagenssi, johon suola tai natriumkloridi lis&-
taan lopullisiin tuloksiin. Reagensseina tassa tapauksessa olivat modulaattori
2:n eri osat (250 uM CDA + 50 uM DTPA), koska ruokasuola oli antanut suu-
rimman signaalieron taustasignaaliin télla modulaattorilla. Taman modulaattorin
kanssa terbium ja metalli-ioni kilpailevat ligandiin sitoutumisesta eli korkeammil-

la metallikonsentraatioilla saadaan korkeampi signaaliero.

Kaytettiin kahta eri konsentraatiota ruokasuola- ja natriumkloridiliuoksista: 200
g/l livosta ja kyllastettya liuosta (ruokasuola: 338 g/l & NaCl: 336 g/l). Naita liu-
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oksia kaytettiin myos reagenssien laimennuksessa, jotta voitaisiin selvittda vai-

kuttaako vaihe, jossa suolaliuos liséttiin saataviin tuloksiin.

MilliQ-vedella ja 200 g/l liuoksella laimennetut reagenssit laimennettiin kuten
Taulukossa 2. Kyllastetyilla liuoksilla laimennetut reagenssit laimennettiin kuten

Taulukossa 6, paitsi terbium kuten Taulukossa 2.

Taulukko 6. Kyllastetyilla suolaliuoksilla laimennetut reagenssit.

Alkukon- Loppukon- Laimennossuhteet (reagenssit (ul)
Reagenssit | sentraatio sentraatio + kyllastetty ruokasuola- tai NaCl-
(M) (M) livos (ml))
CDA 1000 250
500 pl + 2100 pl + 3,4 mi
DTPA 1000 50

Kyllastetyilla liuoksilla laimennettuja reagensseja pipetoitiin 7,1 pl/kuoppa 3 pl:n
sijaan oikeiden reagenssisuhteiden saavuttamiseksi. Muuten levyt tehtiin sa-

moin kuin aiemmin.

Kyllastetysta ruokasuolaliuoksesta tehtiin 25 g/l laimennokset, joita kaytettiin

metallinaytteiden laimennukseen. (Taulukko 7)

Taulukko 7. Kyllastetyn ruokasuolaliuoksen laimennus metallinaytteita varten.

Alkukon- Loppukon- _ )
_ _ _ Laimennossuhteet (reagenssi
Reagenssi sentraatio sentraatio _ _
(uh) + MQ-H20 tai hanavesi (ml))
(9/l) (9/l)
Ruokasuolaliuos 338 25 296 pl + 3,70 ml

Tutkimuksessa haluttin myds selvittaa korkeampien konsentraatioiden vaiku-
tusta, joten testilaimennokset olivat 100-2000 pg/l. (Taulukko 8)
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Taulukko 8. Toisessa mittauksessa kaytetyt laimennokset.

¢ (CuZ 7 (ngll)

c (Fe?) / (ngl)

2000 2000
500 500
100 100

0 0

Tuloksia (Kuva 5 ja 6) tarkastellessa kavi selvaksi, etta kupari aiheuttaa signaa-

lin sammumista korkeammilla konsentraatioilla. Raudalla ei todettu olevan sa-

manlaista vaikutusta.

180 +—

150 +——

120

90

Normalisoitu signaali

60

== mittausl

== mittaus?2
mittaus3

30

oIt

0 500 1000 1500 2000
¢ (ng/l)

Kuva 5. Kuparin mittaustulokset suurilla konsentraatioilla.
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Kuva 6. Raudan mittaustulokset suurilla konsentraatioilla.

Tassa tapauksessa sammumista alkoi tapahtua 500 ug/l ja 2000 pg/l metalli-
ionikonsentraatioiden valissa. Huomattiin myds, ettéa reagenssilla tai prosessin-
vaiheella, johon ruokasuola tai natriumkloridi lisattiin ei ollut huomattavaa vaiku-
tusta tuloksiin ainakaan modulaattorilla 2. Prosessinvaiheella tarkoitetaan sita,
lisattiinkd lisdaine modulaattoreihin ennen vélilaimennosta, valilaimennoksen

jalkeen vai vasta naytteen laimennoksessa.

Naiden tulosten takia haluttiin tutkia vaikuttaako ruokasuolan lisdys myds muilla
modulaattoreilla. Taman liséksi tutkittiin pH:n vaikutusta raudan maarittdmiseen,

silla pH:n alentaminen saattaa parantaa raudan havaitsemista.

Raudan kantaliuoksen pH:ta alennettiin liuottamalla rauta(ll)sulfaatti 10 mM
suolahappoon. Vertailun vuoksi tehtiin kantaliuos raudasta myés MilliQ-veteen.

Kupari(ll)sulfaatti oli liuotettu MilliQ-veteen kantaliuosta tehtaessa.

Naytekonsentraatiot olivat 100-2000 pg/l eli samat kuin edellisessad mittaussar-

jassa.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Tuuli Ruponen



25

Laimennettiin taas osa reagensseista suolaliuoksilla. Talla kertaa kaytettiin 25
g/l konsentraatioista ruokasuola- ja natriumkloridiliuosta, joka laimennettiin kyl-
|astetyista liuoksista vesinaytteeseen ennen metalli-ionien liuottamista nayttee-
seen ja 200 g/l konsentraatioista natriumkloridiliuosta, joka laimennettiin kyllas-
tetysta liuoksesta MilliQ-vedella. (Taulukko 9) 200 g/l natriumkloridiliuosta kay-
tettiin modulaattorien reagenssien laimentamiseen. (Taulukko 10) Laimennettiin

modulaattoreita myos normaalisti puhtaalla MilliQ-vedella.

Taulukko 9. Ruokasuola- ja natriumkloridiliuosten laimennus kyllastetyista liuok-
sista.

) Alkukonsentraa- Loppukon- Laimennossuhteet (rea-
Reagenssit ] ] )
tio (g/l) sentraatio (g/l) genssi + H20)
Ruokasuola 338 25 511 pl + 5,889 ml
25 515 pul + 5,885 ml
Natriumkloridi 336
200 7,74 ml + 5,26 ml
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Taulukko 10. Laimennukset modulaattorivahvuuksiin 200 g/l natriumkloridiliuok-
sella ja modulaattorienosien yhdistaminen.

Alkukon- _
) ) Loppukonsentraa- | Laimennossuhteet (reagens-
Reagenssit | sentraatio _ ,
tio (UM) si(t) (ul) /200 g/l NaCl (ml))
(UM)
TbCls 1000 5 25 pl + 4,98 ml
CDA
1000 20 80 pl + 80 pl + 3,84 ml
DTPA
CDA 250
1000 1000 pl + 200 pl + 2,8 ml
DTPA 50
CDA 1000 50 200 pl + 3,8 ml
Tiron 1000 50 200 pl + 3,8 ml

Suolaliuoksella laimennettua kupari- tai rautanaytettéa ja suolaliuoksella laimen-
nettua modulaattoria ei kaytetty samassa kaivossa, jotta voitaisiin erottaa suo-
laa sisaltavien reagenssien vaikutukset ja niiden mahdollisesti antamat erot sig-

naalissa.

Naiden mittausten perusteella paadyttiin johtopaatokseen, etta ruokasuolan ja
natriumkloridin antamat tulokset eivat eroa toisistaan huomattavasti, joten jat-
kettiin tutkimuksia puhtaalla natriumkloridilla. Tavoitteena oli paasta mahdolli-

simman hyvaan toistettavuuteen.

Huomattiin myds, ettei suolahapon lisdys parantanut tuloksia tarpeeksi, jotta

sen kayttéa raudan laimentamiseen kannattaisi jatkaa.

Seuraaviin mittauksiin otettiin mukaan kaksi modulaattoria lisaa, jotka nimettiin

modulaattoreiksi 5 ja 6. Naitd modulaattoreita oli kaytetty aiemmissa tutkimuk-
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sissa, joissa niiden oli huomattu toimivan hyvin samankaltaisissa metallien maa-

rityksissa. (4)

Taulukko 11. Tutkimuksiin lisatyt modulaattorit.

Modulaattorinumero Reagenssien suhteet
5 5 uM ThCl; + (500 uM CDA + 20 uM Dequest 2060)
6 5 UM TbCl; + (20 uM CDA + 10 pM Dequest 2060)

Reagensseille tehtiin valilaimennokset kuten Taulukossa 1. Dequest 2060 (tasta
eteenpain Dequest) oli aiemmista tutkimuksista valmiiksi laimennettuna
(18.09.13) 0,0244 M vahvuiseksi, josta sita laimennettiin MilliQ-vedella 1 mM

vahvuuteen. (Taulukko 12)

Taulukko 12. Dequestin vélilaimennos.

~ | Alkukonsentraa- | Loppukonsentraa- | Laimennossuhteet (rea-
Reagenssi ) ] ]
tio (mM) tio (mM) genssi (pl) + MQ-H>O (ul))
Dequest 24,4 1 12,3 ul + 288 ul

Naista valilaimennoksista laimennettiin modulaattorien vaatimat reagenssivah-

vuudet. Modulaattorit 1-4 kuten Taulukossa 2 ja modulaattorit 5-6 kuten Taulu-

kossa 13.
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Taulukko 13. Uusien modulaattorien (5 & 6) reagenssien laimennokset ja yhdis-
taminen.

) Alkukonsent- Loppukon- Laimennossuhteet (reagens-
Reagenssit ) ) )
raatio (UM) sentraatio (UM) sit (ul) + MQ-H20 (ml))
CDA 500
1000 2000 pl + 80 pul + 1,92 mi
Dequest 20
CDA 20
1000 80 ul + 40 pl + 3,88 ml
Dequest 10

Vesinaytteena toimi hanavesi. Naytepitoisuudet kuparilla olivat talla kertaa 20
ug/l, 50 pg/l ja 100 ug/l ja raudalla 50 pg/l, 100 pg/l ja 500 pg/l. Osaan naytteista
laimennettiin myos 25 g/l natriumkloridi kyllastetysta liuoksesta. Tehtiin myds
testit suolahappoon laimennetun raudan kanssa, jotta voitaisiin olla varmoja
suolahapon vaikutuksesta raudan kayttaytymiseen kaikkien kaytettyjen modu-

laattorien kanssa.

Suolahappo ei vaikuttanut huomattavasti tuloksiin uusienkaan modulaattorien
kanssa, joten sen kaytosta mittauksissa luovuttiin kokonaan. Suolahappoa ei
myoskaan kaytetty menetelman maaritysrajaa maaritettdessa edella mainituista

syista.

Menetelman maaritysraja maaritettiin suorittamalla mittauksia FFF:n aktiivihiili-
suodatetulla vedella ja asunnosta saadulla hanavedella. Kaytettiin myds nayttei-
ta, joissa oli 25 g/l natriumkloridi. Metallipitoisuudet kaikille vesinaytetyypeille
olivat 0-5000 pg/l:ssa. (Taulukko 14) Talla kertaa rinnakkaisnaytteita oli nelja

tarkemman herkkyyden saamiseksi.
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Taulukko 14. Maaritysrajamaarityksessa kaytetyt naytepitoisuudet.

Kuparin tai raudan pitoisuus
naytteessa (ug/l)
0
2
5
10
20
50
100
200
500
1000
2000
5000

Nailla konsentraatioilla tehdyistéa mittauksista saaduista tuloksista tehtiin kuvaa-
jat suhteellisella virheella. (Kuva 7 ja Kuva 8) Kuvaajien avulla selvitettiin alhai-

sin pitoisuus, jolla nayte- ja taustasignaali pystyttiin erottamaan toisistaan.
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Kuva 7. Kuparin méaaritysrajamittauksen tulokset suhteellisella virheella.
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Kuva 8. Raudan maaritysrajamittauksen tulokset suhteellisella virheella.
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4 TULOKSET

Kummallekin tutkitulle metalli-ionille suoritettiin maaritysrajatutkimus, jolla selvi-

tettiin kuinka pienié arvoja menetelmalla pystytaan luotettavasti maarittamaan.

Cu?*-ionilla maaritysrajaksi saatiin 3 pg/l ja Fe?*-ionilla 30 pg/l. Valitettavasti
nama tulokset saatiin eri modulaattoreilla, joten menetelmassa on viela kehitta-

mista.

Kuparin maarityksessa tulokset saatiin lisddmalla 25 g/l natriumkloridia nayttee-

seen. Raudalla taas natriumkloridin lisys ei vaikuttanut tuloksiin luotettavasti.

Kuparilla alhaisimmat pitoisuudet saatiin erotettua taustasignaalista modulaatto-
rilla 6 (20 uM CDA + 10 pM Dequest2060) kun taas raudalla kyseessa oli modu-
laattori 4 (50 uM Tiron).

Aistinvaraiseen tutkimukseen osallistui 39 vapaaehtoista. Naistd osallistujista
(36 %) maistoi raudan naytteessa kun pitoisuus oli vasta 5 pg/l, mikd on huo-
mattavasti alhaisempi kuin kemiallisella menetelmalla. Kuparilla sama pitoisuus
oli 10 pg/l, jonka maistoi 51 % osallistujista, mika on selvasti korkeampi pitoi-
suus kuin kemiallisella menetelmalla. Toisaalta nama pitoisuudet olivat alhai-
simmat testissa kaytetyt pitoisuudet, joten alhaisempien pitoisuuksien maista-

minen on mahdollista.

Tutkimuksen aikana nousi myos kysymys rinnakkaisnaytteiden maarasta maari-
tysaluemittauksissa. Rinnakkaisten mittausten lisdéaminen kasvattaisi tulosten

luotettavuutta.
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5 LOPPUPAATELMAT

Kehitetty menetelm& on yksinkertainen tapa maarittdéa metalli-ionien pitoisuuk-
sia vesinaytteistd. Menetelman kayttd ei myoskaan tarvitse erikoiskoulutusta tai
erityisen kalliita laitteita. Epaspesifisyys tuo menetelmaan myds monipuolisuut-

ta, koska sitd voidaan kayttdd monien eri metalli-ionien havaitsemiseen.

Menetelman optimointi olisi tarpeellista, jotta saataisiin rautaionien maarittami-
sen maaritysraja alle 30 pg/l. Olisi myds hyva etsid modulaattori, jolla saadaan
kummankin tutkitun metallin pienimmatkin pitoisuudet nakyviin, ja mielellaén
iIman lisaaineita, menetelman yksinkertaistamiseksi. Kummallakin metalli-ionilla
toimivan ja alhaisen maaritysrajan modulaattorin l6ytaminen myds mahdollistai-

si metallien maarittAmisen samalla levylld, jos naytteita on vain muutama.

Yhden, kummallakin metallilla toimivan modulaattorin I[6ytaminen ja kaytté myos

yksinkertaistaisi mahdollisia kaupallisia sovelluksia.

Tulevaisuudessa tulisi tutkia myds, miten eri metalleja seoksena sisaltavat nayt-
teet kayttaytyvat, silla laboratorio-olotilojen ulkopuolella on erittain harvinaista,

ettd naytteessa olisi vain yhta metalli-ionia puhtaasti.

Tyon aikana huomattiin aktiivihiilisuodatettujen vesinaytteiden antavan erilaisia
tuloksia riippuen naytteenottopaivasta. Talle ilmidlle ei I6ydetty muuta selitysta
kuin suodattimien vaihto naytteenottojen valissa, mutta FFF:n tutkijoiden mu-

kaan vaihdolla ei olisi pitanyt olla mink&énlaista vaikutusta.
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