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Opinnayte tehtiin MetropoliLab Oy:n orgaanisen kemian yksikdssa. Opinnaytetyon tavoit-
teena oli kayttdéonottaa ja validoida kloorifenolien kvantitatiivinen maaritysmenetelma maa-
ja sedimenttinaytteille. MetropoliLabissa oli ennestédan kayttssa vastaava menetelma, joka
koettiin tydlaéaksi ja paljon reagensseja kuluttavaksi, minka takia oli tarve kehitt&d& uusi me-
netelma.

Menetelmdaa kehittdessa haasteiksi havaittiin sakan ja emulsion muodostuminen erotus-
suppiloon, naytteen konsentrointimenetelma, naytteisiin epatasaisesti jakautunut analyytti
seka eri yhdisteiden yhdistyneet piikit kromatogrammissa.

Menetelma kehitettiin onnistuneesti analyysille sopivaksi. M&aritettavat validoinnin para-
metrit olivat lineaarisuus, toteamis- ja maaritysraja, toistettavuus, uusittavuus, oikeellisuus
ja mittausepavarmuus. Validoinnin tulokset tayttivét niille asetetut hyvaksymiskriteerit ja
menetelman todettiin olevan luotettava ja tarkka. Laajennettu mittausepavarmuus 95 %:n
luottamustasolla oli pitoisuusvalilla 0,05-0,1 mg/kg eri yhdisteilla 9-30 %, paitsi 2,3,4-tri-
kloorifenolilla, jonka laajennettu mittausepavarmuus oli 44 %.

Uusi menetelma todettiin myds nopeammaksi ja vahemman reagensseja kuluttavaksi kuin
aiemmin kaytdssa ollut menetelma, ja se voitiin ottaa kayttédn MetropoliLabilla.

Avainsanat kloorifenoli, kaasukromatografia-massaspektrometria, GC-MS,
validointi
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Abstract

Ira Lehtonen
Quantitative Determination of Chlorophenols in Soil and Sedi-
ment Samples

Author
Title

Number of Pages 33 pages + 5 appendices

Date 22 October 2020

Degree Bachelor of Laboratory Services
Degree Programme Laboratory Sciences

Instructors Mia Ruismaéki, Senior Lecturer
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This thesis study was performed in MetropoliLab Oy’s organic chemistry department. The
purpose of this study was to introduce and validate a quantitative determination method for
chlorophenols in soil and sediment samples. MetropoliLab has a pre-existing correspond-
ing method which was considered laborious and reagent consumptive, which is why there
was a need to develop a new method.

Challenges that were observed during the method development were: the formation of a

precipitate and emulsion in a separatory funnel, the method of concentrating the sample,
the uneven distribution of the analyte in samples, and the combined peaks of the various
compounds in the chromatogram. The method was successfully developed to be suitable
for the analysis.

The validation parameters of determination were linearity, limit of detection and quantifica-
tion, repeatability, reproducibility, accuracy, and measurement uncertainty. The results of
validation met the acceptance criteria set for them and the method was found to be reliable
and accurate. The expanded measurement uncertainty at the concentration range of 0.05
to 0.1 mg/kg for the various compounds was 9-30 %, except for 2,3,4-trichlorophenol, for
which the expanded measurement uncertainty was 44 % at a 95 % confidence level.

The new method was also found to be faster and to consume less reagents than the previ-
ously used method, and it could be taken into use at MetropoliLab.

Keywords chlorophenol, gas chromatography-mass spectrometry, GC-
MS, validation
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1 Johdanto

Opinnaytetydn tavoitteena oli kehittdd ja validoida kloorifenolien kvantitatiivinen maari-
tysmenetelmé& maa- ja sedimenttindytteille. Opinnaytetyo tehtiin MetropoliLab Oy:n or-
gaanisen kemian yksikdssa haitta-aine-osastolle. MetropoliLab Oy on FINAS:in akkredi-
toima Helsingissa sijaitseva kaupallinen laboratorio (T058, vuodesta 1996), joka tarjoaa
elintarvike-, ymparisto- ja vesianalyyseja.

Kloorifenolit ovat terveydelle haitallisia fenoliyhdisteité, joissa yksi tai useampi vetyatomi
on korvautunut klooriatomilla. Suomessa néita yhdisteita on kaytetty erityisesti puutava-
ran sinistymisen estoon. [1, s. 217.] MetropoliLabissa kloorifenoleja tutkittiin maa- ja se-
dimenttindytteistd 1ISO 14154:2005-menetelméan mukaisesti. Menetelma koettiin hitaaksi
ja reagensseja liiallisesti kuluttavaksi, ja kayttéon haluttiin ottaa ISO/TS 17182:2014:n
mukainen menetelma. Molemmat menetelmat kayttivat naytteen analysointiin kaasukro-
matografi-massaspektrometria (GC-MS). Molemmissa menetelmissa naytteen esikasit-
tely sisélsi kiinted-nesteuuton, neste-nesteuuton ja asetyloinnin. Ennen analysointia
naytteet konsentroitiin 0,1 ml:n tilavuuteen kromatogrammin vasteen parantamiseksi. Li-

saksi naytteisiin lisattiin sisaista standardia analyysin tarkkuuden parantamiseksi.

Menetelméan validoinnilla osoitetaan uuden menetelman sopivuus ja suorituskyky aiot-
tuun kayttétarkoitukseen [2]. Menetelmdassa validoitavia parametreja olivat lineaarisuus,

toteamis- ja maaritysraja, toistettavuus, uusittavuus ja mittausepavarmuus.

2 Kloorifenolit

Kloorifenolit ovat fenoleja, joiden aromaattisen renkaan vetyatomeista yksi tai useampi
on korvautunut klooriatomilla. Ne ovat synteettisesti valmistettuja orgaanisia yhdisteita,
jotka havaittiin ensimmaisen kerran Kkivihiilitervaa kloorattaessa vuonna 1836. Kloori-
fenoliyhdisteita tunnetaan 19 erilaista, jotka ovat mono-, di-, tri-, tetra- ja pentakloori-

fenoleja. [1, s. 271; 3, s. 2.] Kuvassa 1 on esitetty pentakloorifenolin rakennekaava.
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Kuva 1. Pentakloorifenoli [4].

Teollisuudessa kloorifenoleilla on ollut merkittéava vaikutus niiden laaja-alaisen mikrobeja
tuhoavan vaikutuksen takia. Niitd on kaytetty esimerkiksi sienten, kasvien, hydnteisten
ja levien torjunta-aineina seka sailéntaaineena esimerkiksi puuhun, liimoihin, maaleihin
ja nahkaan. Maailmanlaajuisesti 80—90 % kloorifenolien tuotannosta on kaytetty maata-
louden kemikaaleihin. [3, s. 1, 6.] Suomessa kloorifenoleja kaytettiin eniten puunsuoja-
valmisteissa, joista yleisin oli tri-, tetra- ja pentakloorifenolien natriumsuoloja sisaltava
Ky5-valmiste, jota k&ytettiin tuoreen sahatavaran sinistymisen estoon. Valmiste asetet-
tiin k&ayttokieltoon vuonna 1989 sen terveyshaittojen vuoksi. [1, s. 271.] Pentakloori-
fenolin seké& sen suolojen ja estereiden seka niita yli 0,1 painoprosenttia sisaltavien ke-
mikaalien markkinoille luovuttaminen ja kayttd on kielletty Suomessa vuonna 2000 [5].

Kloorifenolit voivat imeytya elimistoon hengitysteiden ja ihon I&pi. Voimakas altistuminen
aiheuttaa hengitysvaikeuksia, hikoilua, kuumetta tai vatsavaivoja. Kloorifenolien syopa-
vaarallisuudesta on vain rajallista ndyttta, mutta sosiaali- ja terveysministerié on luoki-
tellut pentakloorifenolin ja sen suolat seka 2,4,6-trikloorifenolin sydpaa aiheuttaviksi. [1,
s. 272.]
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3 Analyysitekniikat

3.1 Naytteen kasittely

3.1.1 Sisainen standardi

Sisainen standardi on yhdiste, jota lisdtdan jokaiseen analysoitavaan naytteeseen, stan-
dardiliuokset mukaan lukien, sama maéara. Sisaisen standardin tulee olla mahdollisim-
man paljon tutkittavan analyytin kaltainen, mutta kuitenkin riittavan erilainen, ettd sen
antama vaste eroaa selvasti analyytista. Sisdisen standardin yhdiste ei saa luonnostaan

esiintya naytteessa. [6, s. 188.]

Naytteen antamaa vastetta verrataan siséisen standardin vasteeseen. Sisdista standar-
dia kaytetaan kvantitatiivisen analyysin tarkkuuden parantamiseksi. Sen avulla voidaan
korjata satunnaisista tai systemaattisista virheista johtuvat vaaristymat. Sisaisen stan-
dardin kayttdminen on suositeltavaa, jos analyysimenetelméssa on riskind menettaa

analyyttia naytteenkasittelyn aikana. [7, s. 109.]

3.1.2 Uutto

Kiintea-nesteuutto on naytteenkasittelymenetelma, jossa kiintedsta nayteaineesta uute-
taan tutkittava analyytti liuottimen avulla. Uutossa liuotin tunkeutuu ja hajottaa kiintedéa
materiaalia vapauttaen samalla tutkittavan analyytin liuottimeen. Joissakin tapauksissa
analyytti on jakautunut kiintedn materiaalin sisélle niin, ettei se liukene liuottimeen. Tal-
laisessa tapauksessa kiinted aine murskataan ennen uuttoa, jolloin analyytti vapautuu
uutettavaksi. [8, s. 502.]

Neste-nesteuutto on naytteenkasittelymenetelma, jossa analyytti siirtyy kahden toisiinsa
sekoittumattoman nesteen, esimerkiksi veden ja heksaanin, valilla. Uutto suoritetaan esi-
merkiksi erotussuppilossa, joissa nesteet muodostavat kaksi selvasti toisistaan erottu-
vaa nestekerrosta. Analyytin vesiliukoiset komponentit siirtyvéat vesikerrokseen ja hek-

saaniliukoiset komponentit heksaaniin. [9.]
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3.1.3 Asetylointi

Derivatisointi on prosessi, jossa analysoitavan yhdisteen rakennetta muutetaan kemial-
lisesti niin, ettd muodostuu uusi yhdiste, jonka ominaisuudet ovat sopivammat johonkin
tiettyyn analyysimetodiin. Yksi kaasukromatografille sopiva derivatisointimenetelma on

asetylointi. Asetylointireaktiossa (kuva 2) yhdisteeseen liitetddn asetyyliryhma. [10; 11.]

Cl

7 N\ 0O O 7N +
BN e F )LDJ\ M’*ozﬁ @‘m + D>\~UNE

Kloorifenoli Etikkahappoanhydridi Kloorifenyyliasetaatti Natriumasetaatt|

Kuva 2. Kloorifenolin asetylointi etikkahappoanhydridilla natriumhydroksidin lasné ollessa [12,
s. 565].

Analyytin derivatisointi on usein tarpeellista kaasukromatografisessa analyysissa toistet-
tavien kromatografisten tulosten saavuttamiseksi. Derivatisointi voi lisdta yhdisteiden
erottumista ja retentioaikaa seké parantaa kromatogrammin piikkien muotoa ja vasteai-
kaa. [10.]

3.2 Kaasukromatografia-massaspektrometria

3.2.1 Kaasukromatografia

Kaasukromatografia on haihtuvien yhdisteiden erotteluun, tunnistamiseen ja kvantitatii-
viseen maaritykseen soveltuva analyysimenetelma. Nayte syotetddn kaasukromatogra-
fin injektoriin kaasumaisessa tai nestemaisesséd muodossa ja hdyrystetdéan tarvittaessa.
Liikkuvana faasina toimiva inertti kantajakaasu kuljettaa héyrystyneen naytteen kuumen-
netun kolonnin 1&pi detektoriin. Kolonnin sisapinnalla on stationaérifaasi, joka on yleensa
neste. Kolonnissa naytteen komponentit liikkuvat erilaisilla nopeuksilla. Mita alhaisempi
kiehumispiste yhdisteell& on, sitd nopeammin se liikkuu kolonnissa. Lisaksi station&ari-
faasin ominaisuudet voivat muuttaa eluoitumisjarjestysta. [13; 14, s. 183.] Kaasukroma-

tografilaitteisto on esitetty kuvassa 3.
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Kuva 3. Kaasukromatografialaitteisto [13].

Kantajakaasu voi periaatteessa olla miké& tahansa riittavan puhdas ja inertti kaasu. Puh-
tauden tulisi olla vahintdan 99,995 %. Epapuhtauksista erityisesti vesi ja happi voivat
heikentaa stationdarifaasin stabiilisuutta tai detektorin toimintaa. Epapuhtaudet poiste-
taan adsorbenttipatruunoilla, jotka on asennettu kaasulinjoihin. Sopivia kantajakaasuja
ovat esimerkiksi helium, typpi ja vety, joista helium on yleisimmin kaytetty. [6, s. 156; 14,
s. 184]

Kaasukromatografiassa kaytetaan tavallisesti synteettisesta piioksidista valmistettuja
kapillaarikolonneja, joiden ulkopinta paallystetaan polyimidilla sen kestavyyden paranta-
miseksi. Kolonnien pituudet ovat 15-30 metrid ja sisdhalkaisijat 0,2—0,7 mm. Kolonnin
sisdpinnalla on 0,1-1 pm:n paksuinen kerros stationaarifaasia. Stationaarifaasi on inertti
neste, joka kestaa hajoamatta ja hoyrystymatta korkeita lampdtiloja, eikd sen tule siirtya
kantajakaasun mukana. Stationdarifaasit ovat polymeereja, joista yleisimmin kaytetyt
ovat polysiloksaanit, polyfenolieetterit ja polyetyleeniglykolit. [6, s. 156; 14, s. 190-191.]

Kolonnia valittaessa on huomioitava, etta kolonnin pituus on verrannollinen analyysiai-
kaan ja resoluutioon. Kolonnin pituuden vaikutus yhdisteiden retentioaikaan on kuitenkin
pieni [Ampdtilaohjelmaa kaytettdessa, joten yleensa kannattaa kayttaa mahdollisimman
lyhytta kolonnia nopean analyysin saavuttamiseksi. Resoluution parantamiseksi voidaan

kayttaa esimerkiksi kapeampaa kolonnia. [6, s. 158.]
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3.2.2 Massaspektrometria

Yhdisteiden analysoinnin ja identifioinnin varmistamiseksi kaasukromatografi voidaan
littdd massaspektrometriin. Massaspektrometria on analyysimenetelma, jolla tutkitaan
atomien, molekyylien tai niiden osien massaa. Massaspektrometrin saamiseksi kaasu-
kromatografilta saapuvat aineet ionisoidaan, ionit kiihdytetddn sahkdkentassa ja erote-

taan niiden massa-varaus-suhteen (m/z) perusteella. [7, s. 502.]

Yleisin massaspektrometriassa kaytettavista ionisaatiotekniikoista on elektroni-ionisaa-
tio (kuva 4). Analyytti johdetaan kaasumaisessa muodossa kaasukromatografin kolon-
nilta ionisaatiokammioon. Filamenttilankaa kuumentamalla saadaan aikaan tunnetun
energian ja intensiteetin omaavia elektroneja, jotka kulkeutuvat kohti vastapéétéa olevaa
anodia. Analyyttimolekyylit kulkevat elektronisuihkun I&pi, jolloin elektronit tormaéilevat
siihen ja analyytti menettdd elektronin muodostaen molekyyli-ionin M*. Syntyneeseen
molekyyli-ioniin ja& ylimaaraista energiaa, mink& seurauksena sen sidokset voivat kat-
keta muodostaen positiivisesti varautuneen sekd neutraalin massafragmentin. Nama
fragmentit voivat hajota edelleen pienemmiksi osiksi, jos niilla on tarpeeksi energiaa. [6,
s. 54-55; 14, s. 124)]

Filamentti
e e e
®
e
M -
Karkotin @ 5 @ @ ergfti?uun
e @ i
® o
® ®
e
®
Néytteen- ? lonioptiikka

syoito Anodi | e I

Kuva 4. Elektroni-ionisaatiokammio [15].
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Erityisesti kaasukromatografiassa yleisesti kaytetty massa-analysaattori on kvadrupoli-
massaspektrometri (kuva 5). Se koostuu neljastéa yhdensuuntaisesta metallisauvasta,
joista vastakkaiset on kytketty sahkoisesti toisiinsa. Sauvoihin kohdistuu tasajannite ja

radiotaajuudella muuttuva vaihtojannite. [7, s. 513; 14, s. 125-126.]

Detektori

Qikea m/z:
loni l[&paisee
kvadrupolin

lonisade

6 T~ lonisaatiokammio

Kuva 5. Kvadrupolimassaspektrometri [16].

Vaara m/z:
ioni ei saavuta
detektoria

Varahteleva sahkodkentta saa ionit kulkeutumaan kvadrupolin lapi kohti detektoria. Tasa-
ja vaihtojannitteiden perusteella tietyn m/z-suhteen ionit lentavéat kvadrupolin lapi muiden
ionien torméatessa sauvoihin. Kevyet ionit kulkeutuvat detektorille pienilla jannitteilla ja

raskaat ionit suurilla jannitteilla. [14, s.125-126.]

4 Laitteet ja reagenssit

Validoinnissa kaytetyt laitteet olivat tarkkuudeltaan menetelmaan sopivat. Kaytetyt rea-

genssit olivat laadultaan analyysipuhtaita.
Tyossa kaytetyt laitteet:
. Agilent 7890B -kaasukromatografi

. Agilent 7010B -kolmoiskvadrupoli

. Agilent 7693A -automaattinen naytteensyottaja
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. Eppendorf Multipette ® stream -elektroninen annostelija

. TurboVap ® Il -typpihaihdutinlaitteisto.

Tybssa kaytetyt reagenssit:

o etikkahappoanhydridi (CH3CO>).O kidevedetdn, 98,5 %, Emsure
. heksaani, CsHi4, 97 %, Chromasolv

. 0,1 M kaliumkarbonaattilious, K.CO3, 99 %, Emsure

. metanoli, CHzOH, 99,9 %, Chromasolv

. 0,5 M natriumhydroksidilious, NaOH, 99 % Emsure

o natriumsulfaatti, Na>SO, kidevedetdn, Merck 6649

) suolahappo, HCI, 37 %

) Phenol Mix 10, 50 ng/ul, Dr. Ehrenstorfer

. 2,4,6-tribromofenoli, TBrF (sisainen standardi), 10 ng/ul Dr. Ehrensdorfer
. typpikaasu (5.0)

. puhdas vesi.

5 Menetelman kayttéonotto

MetropoliLabissa aiemmin kaytdssa ollut kloorifenolien kvantitatiivinen maaritysmene-
telma pohjautui standardiin 1ISO 14154:2005 Soil quality — Determination of some selec-
ted chlorophenols — Gas-chromatographic method with electron-capture detection. Me-
netelma koettiin tyolaéksi ja se kulutti paljon reagensseja. Liséksi tiskin maara oli mer-
kittava. Uusi kayttdonotettava menetelma pohjautui standardiin ISO/TS 17182:2014 Soill
quality — Determination of some selected phenols and chlorophenols — Gas chromato-
graphic method with mass spectrometric detection. Kayttéénotetun menetelman suori-

tusohje on esitetty liitteessa 1.

Uutta menetelm&é kehitettiin ennen kuin sita voitiin validoida ja k&yttbonottaa. Aiemmin
kaytossa olleessa menetelmassa kiinted-nesteuutossa muodostunut uute siirrettiin ko-
konaisuudessaan erotussuppiloon neste-nesteuuttoa varten. Uudessa menetelmassa oli
tavoitteena vastaavasti siirtda uute kokonaisuudessaan kiintea-nesteuutosta erotus-

suppiloon, jolloin analysointivaineessa saataisiin suurempi vaste. TA&ma ei kuitenkaan
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ollut mahdollista, silla uute muodosti merkittavan sakan erotussuppilossa [kuva 6]. Sakka

tukki erotussuppilon hanan ja esti kerroksia erottumasta toisistaan.

Kuva 6. Naytteen muodostamaa sakkaa erotussuppilossa.

Sakan muodostuminen estettiin siirtdmalla kiinted-nesteuuton jalkeinen uute 50 ml:n
sentrifugiputkeen ja sentrifugoimalla sita 3000 rpm 5 minuuttia, minka jalkeen sita pipe-

toitiin 10 ml erotussuppiloon neste-nesteuuttoa varten.

Toinen menetelman haaste oli maanaytteiden aiheuttama emulsio neste-nesteuuton ai-
kana. Analysointi suoritetaan uuton jalkeen heksaanista kaasukromatografilla, joten on
tarkeaa, ettei siihen ole jaanyt emulsiosta aiheutuvaa kosteutta. Emulsio heksaaniker-
roksessa on esitetty kuvassa 7.
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Kuva 7. Emulsio ylemmasséa heksaanikerroksessa erotussuppilossa.

Emulsion hajottamiseen kokeiltiin etanolia, joka hajotti emulsion erinomaisesti. Etanolin
molekulaarinen rakenne kuitenkin vaikeutti sen kayttéa menetelmassa. Etanolin hydrok-
siryhmda on poolinen, mutta sen etyyliryhma pooliton, mink& seurauksena se kykenee
sekoittumaan seka vesi- ettd heksaanikerrokseen [17]. Analyysivaiheessa etanolia ei

saa olla sekoittuneena heksaaniin.

Emulsion muodostuminen estettiin siirtdmalla emulsio kokonaisuudessaan 15 ml:n
sentrifugiputkeen ja sentrifugoimalla sitd 3000 rpm 5 minuuttia, minka jalkeen emulsio
oli erottunut heksaanista erilliseksi kerrokseksi. Heksaaniliuos keréttiin sen jalkeen puh-
taaseen 15 ml:n sentrifugiputkeen, jossa se kuivattiin kidevedettomalla natriumsulfaa-
tilla.

Aiemmin kaytdssa olleessa menetelmassa naytteet konsentroitiin 0,1 ml:n tilavuuteen
ennen analysointia vasteen parantamiseksi. Uudessa menetelmassa nayte haluttiin vas-
taavasti konsentroida. Aiemmassa menetelmassa tama tehtiin haihduttamalla naytetta
typellda 15 ml:n sentrifugiputkessa. Uudella menetelmalla haihdutettavan liuoksen maara
oli kaksinkertainen, eikéd sama haihdutustapa ollut ideaalinen ajankayttn kannalta. Nay-
tettd paadyttiin haihduttamaan TurboVap Il -typpihaihdutinlaitteistolla 0,5 ml:n tilavuu-
teen ja sen jalkeen naytepullossa 0,1 ml:n tilavuuteen.

metropolia fi ﬂ{ Metrop()lia
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Liséksi uudessa menetelméassa havaittiin kaksi haastetta, jotka oli havaittu jo aiemmin
kaytdssa olleessa menetelmassa. Yksi haaste oli naytteen esikasittelyssa. Jos tutkittava
nayte oli perdisin maaperasta, oli mahdollista, etta siina olevat kloorifenolijgadmat eivat
olleet jakautuneet tasaisesti. Tallgin rinnakkaisissa naytteissa pitoisuudet saattoivat

vaihdella merkittavasti. Tama voitaisiin ratkaista esimerkiksi murskaamalla maanayte hy-

vin hienoksi jauheeksi.

Toinen haaste oli tulosten kasittelyssa. Tulosten kasittelyyn kaytetty Agilent MassHunter
-ohjelma integroi kromatogrammin piikit itse, mutta osa yhdisteista ei erottunut kromato-
grafissa taysin toisistaan. Ohjelma saattoi integroida eri naytteille piikit eri tavalla tai yh-
distdd useamman piikin yhdeksi. Naytteet vaativat usein manuaalista integrointia, mika
voi vaikuttaa tuloksiin, silla manuaalinen integrointi voi erota merkittavasti automaatti-

sesti integroinnista. Kuvassa 8 on esitetty 2,3,5-, 2,3,4- ja 2,3,6-trikloorifenolien integ-

roidut piikit kromatogrammissa.

Compound Information

I S Ao € I AL &

Kuva 8. Kromatogrammi Agilent MassHunter-ohjelmassa 2,3,5-, 2,3,4- ja 2,3,6-trikloori-

fenoleille.

Yhdistyneet piikit kromatogrammissa oli 3- ja 4-kloorifenoleilla, 2,3,5,6- ja 2,3,4,5-tetra-
kloorifenoleilla seka 2,3,5-, 2,3,4- ja 2,3,6-trikloorifenoleilla. Yhdistyneet piikit ovat olleet

haaste jo aiemmassa menetelmassa, joten sita ei yritetty ratkaista uudessa kaytt6on-

otettavassa menetelméassa.

ﬂ Metropolia
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6 Validointi

6.1 Lineaarisuus

Lineaarisuuden arvioinnissa pyritaan selvittdmaan se mittausalueen pitoisuusalue, jossa
standardisuora tayttaa lineaarisuuden ehdot. Ensisijaisesti pyritdan kayttdmaan ensim-
maisen asteen yhtaléd standardisuoran sovittamisessa. Mikéli se ei sovellu pistejouk-

koon, sitd voidaan sovittaa toisen tai korkeamman asteen yhtaléon. [18, s. 16-17.]

Kloorifenolistandardien mitatut pitoisuudet on ilmoitettu litteessa 2. Kuvassa 9 on esitetty
2,3,4-trikloorifenolistandardipisteiden suora.

1".|I||:||I|II||II|II

Kuva 9. 2,3,4-trikloorifenolin standardisuora.

2,3,4-trikloorifenolin standardisuorasta havaitaan, etta sen selitysaste R? on 0,9987, jota
voidaan pitaa hyvana. Standardipisteiden tulisi sijoittua satunnaisesti suoran nollatason
molemmin puolin, jotta ensimmaisen asteen yhtald olisi suoralle sopiva. Kuvassa 10 on

esitetty 2,3,4-trikloorifenolin residuaalikuvaaja.

metropolia.fi ﬂMetropolia



2,50%

2,00%

1,50%

1,00%

0,50%

Resid uaalit

0,00%

0,50 %

-1,00 %

-1,50 %

2,3,4-trikloorifenolin residuaalikuvaaja

01 J 032 03 ola e, 05

Pitoisuus (mg/kg)

Kuva 10. 2,3,4-trikloorifenolin standardisuoran residuaalikuvaaja.
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06

Residuaalikuvaajasta havaitaan, ettéa 2,3,4-trikloorifenolistandardisuoran pisteet osuvat

satunnaisesti nollatason molemmille puolille eika selvaa kayréa ole havaittavissa. Suo-

ran voidaan todeta olevan lineaarinen.

MetropoliLabissa tulosten kasittelyssa kaytettava Agilentin MassHunter-ohjelma luo

standardipisteistd automaattisesti suoran. MassHunter-ohjelman luoma suora on esitetty

kuvassa 11.

Calibration Curve

- = [Weight- None = | 5TD € €

L

Kuva 11. Agilent MassHunter-ohjelmalla luotu standardisuora 2,3,4-trikloorifenolille.

Kloorifenoliyhdisteiden standardisuorien lineaarisuutta ei ole tdméan validoinnin kannalta

oleellista tutkia enempada. MassHunter-ohjelma on MetropoliLabissa asetettu sovitta-

maan suora automaattisesti toisen asteen yhtaloon eli ns. epalineaariseen suoraan.

metropolia.fi
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6.2 Toteamis- ja maaritysrajat

Toteamisraja (limit of detection, LOD) on pienin pitoisuus, jolla voidaan luotettavasti to-
deta, onko naytteessa tutkittavaa yhdistettd vai ei. Pitoisuuden on erottava nollandyt-
teestd merkittavasti. [18, s. 29]
Maaritysraja (limit of quantification, LOQ) on pienin pitoisuus, joka voidaan maarittaa hy-
vaksyttavalla tarkkuudella ja tasmallisyydella. Talldin voidaan 95 %:n todennakdisyydella
sanoa, etta naytteessa oleva pitoisuus poikkeaa merkittavasti nollasta. [18, s. 29]
MetropoliLabissa maaritysraja lasketaan kaavalla 1:

LOQ =X+ 6s ()
jossa X on naytteiden keskiarvo

s on keskihajonta.

Toteamisraja lasketaan kaavalla 2:

LOD =%+ 3s (2)
Maaritys- ja toteamisraja laskettiin naytteesta, johon oli lisatty pieni pitoisuus tutkittavia

analyytteja. Tulosten laskemiseen kaytettin MetropoliLabin omaa laskentakaaviota,
jonka tulokset on esitetty taulukossa 1.

metropolia.fi WM etropolia
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Taulukko 1.  Kloorifenolien toteamis- ja maaritysrajat sek& aiemmin kaytossa olleen menetel-
man maaritysrajat.

L o . Aiempi menetelma
Toteamisraja (mg/kg) | Maaritysraja (mg/kg) — -
Maaritysraja (mg/kg)

2-kloorifenoli 0,01 0,03 0,06
3-kloorifenoli 0,02 0,04 0,04
4-kloorifenoli 0,02 0,03 0,04
2,6-dikloorifenoli 0,01 0,02 0,05
3,5-dikloorifenoli 0,01 0,03 0,06
2,4- ja 2,5-dikloorifenoli 0,01 0,02 0,03
2,3-dikloorifenoli 0,01 0,03 0,06
3,4-dikloorifenoli 0,02 0,03 0,03
2,3,5-trikloorifenoli 0,01 0,02 0,06
2,3,4-trikloorifenoli 0,02 0,04 0,06
2,3,6-trikloorifenoli 0,02 0,03 0,05
3,4,5-trikloorifenoli 0,01 0,02 0,04
Pentakloorifenoli 0,02 0,03 0,06
2,3,5,6-tetrakloorifenoli 0,01 0,02 0,09
2,3,4,5-tetrakloorifenoli 0,02 0,03 0,05
2,3,4,6-tetrakloorifenoli 0,02 0,03

2,4,5-trikloorifenoli 0,02 0,03 0,03
2,4,6-trikloorifenoli 0,01 0,02 0,11

Aiemmin kaytdsséa olleessa menetelmassa 2,3,4,5- ja 2,3,4,6-tetrakloorifenolit oli vali-
doitu yhdessa. Taulukosta havaitaan, etta kaikkien kloorifenoliyhdisteiden méaaritysrajat

ovat uudessa menetelmassa joko aiempaa paremmat tai samanarvoiset.

Maaritysraja on toteamisrajaa merkittavampi tekija MetropoliLabissa, silla sen avulla il-
moitetaan asiakkaalle pienin mahdollinen pitoisuus, joka naytteesta voidaan luotettavasti

mitata.

6.3 Toistettavuus ja uusittavuus

Toistettavuudella tarkoitetaan mittaustulosten samankaltaisuutta, kun mittaukset teh-
daan samoissa olosuhteissa, samoilla laitteilla ja henkildstolla lyhyen aikavalin sisalla.
Uusittavuudella tarkoitetaan mittaustulosten samankaltaisuutta, kun yksittiset mittauk-

set suoritetaan joko eri aikana, eri laitteella tai ne tekee eri henkil6. [18, s. 40.]
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Menetelman toistettavuus ja uusittavuus lasketaan variaatiokertoimen RSD kaavalla 3:

RSD =2-100% (3

il wn

Toistettavuuden ja uusittavuuden laskuihin kaytettyjen naytteiden pitoisuudet on esitetty
litteessa 3. Kahdesta pitoisuudesta, 0,05 ja 0,1 mg/kg, tehtiin kahtena eri péivana rin-
nakkaiset mittaukset.

Taulukossa 2 on ensimmaisena paivana analysoitujen 12 rinnakkaisen 0,05 mg/kg -li-
saysnaytteen laskettu toistettavuus. Hyvaksyttavassa toistettavuustuloksessa variaatio-

kerroin on alle 20 %.

Taulukko 2. Ensimmaisen paivan 0,05 mg/kg -lisdysnaytteiden (12 kpl) keskiarvo, keskihajonta
ja variaatiokerroin (RSD).

X s RSD (%)
2-kloaorifenoli 0,05 0,003 6,558
3-kloorifenoli 0,04 0,007 16,19
4-kloorifenoli 0,05 0,004 8,493
2,6-dikloorifenoli 0,05 0,003 5,798
3,5-dikloorifenoli 0,05 0,004 9,360
2,4-ja 2,5-dikloorifenoli 0,05 0,003 5,627
2,3-dikloorifenoli 0,05 0,005 9,829
3,4-dikloorifenoli 0,05 0,004 8,721
2,3,5-trikloorifenoli 0,05 0,003 5,443
2,3,4-trikloorifenoli 0,06 0,006 10,20
2,3,6-trikloorifenoli 0,05 0,005 11,09
3,4,5-trikloorifenoli 0,05 0,003 4,972
Pentakloorifenoli 0,05 0,002 3,107
2,3,5,6-tetrakloorifenoli 0,05 0,002 4,099
2,3,4,5-tetrakloorifenoli 0,05 0,002 4,651
2,3,4,6-tetrakloorifenoli 0,05 0,002 4,022
2,4,5-trikloorifenoli 0,05 0,002 4,616
2,4,6-trikloorifenoli 0,05 0,003 6,241

Taulukosta havaitaan, ettd kaikkien kloorifenoliyhdisteiden variaatiokerroin on alle 20 %.
3-kloorifenoli, 2,3,4- ja 2,3,6-trikloorifenoleissa havaitaan muita korkeampia variaatioker-

toimia. Nama yhdisteet esiintyivdt kromatogrammissa toisten yhdisteiden kanssa

metropolia.fi WM etropolia
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yhteisina piikkein&, joten piikkien manuaalinen integrointi voi selittdd variaatiokertoimen

suuruutta.

Taulukossa 3 on esitetty toisena paivana analysoitujen 8 rinnakkaisen 0,05 mg/kg -li-

saysnaytteen laskettu toistettavuus.

Taulukko 3.  Toisen paivan 0,05 mg/kg -lisdysnaytteiden (8 kpl) keskiarvo, keskihajonta ja vari-
aatiokerroin (RSD).

X s RSD (%)
2-kloorifenoli 0,05 0,001 2,329
3-kloarifenoli 0,05 0,004 7,641
4-kloorifenoli 0,05 0,002 4,474
2,6-dikloorifenoli 0,05 0,001 3,000
3,5-dikloorifenoli 0,05 0,004 7,165
2,4- ja 2,5-dikloorifenoli 0,05 0,002 3,840
2,3-dikloorifenaoli 0,05 0,002 4,642
3,4-dikloorifenoli 0,05 0,002 4,046
2,3,5-trikloorifenoli 0,05 0,002 4,029
2,3,4-trikloorifenoli 0,05 0,003 6,277
2,3,6-trikloorifenoli 0,05 0,002 4,888
3,4,5-trikloorifenoli 0,05 0,002 3,260
Pentakloorifenoli 0,05 0,001 1,912
2,3,5,6-tetrakloorifenoli 0,05 0,002 3,891
2,3,4,5-tetrakloorifenoli 0,05 0,001 2,901
2,3,4,6-tetrakloorifenoli 0,05 0,001 2,283
2,4 5-trikloorifenoli 0,05 0,002 3,929
2.,4,6-trikloorifenoli 0,05 0,002 3,241

Taulukosta havaitaan, etta toisena péaivana kaikkien kloorifenoliyhdisteiden variaatioker-
roin on merkittavasti alle 20 %. Tulokset vahvistavat sitd, ettd manuaalinen integrointi voi

vaikuttaa tulosten toistettavuuteen.

Taulukossa 4 on esitetty ensimmaisend pdaivana analysoitujen 12 rinnakkaisen 0,1

mg/kg -lisdysnaytteen laskettu toistettavuus.
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Taulukko 4. Ensimmaisen paivan 0,1 mg/kg -lisdysnaytteiden (12 kpl) keskiarvo, keskihajonta
ja variaatiokerroin (RSD).
X s RSD (%)
2-kloorifenoli 0,1 0,004 4,346
3-kloorifenoli 0,1 0,005 4,924
4-kloorifenoli 0,1 0,004 4,707
2,6-dikloorifenoli 0,1 0,004 3,740
3,5-dikloorifenoli 0,1 0,005 5,286
2,4- ja 2,5-dikloorifenoli 0,1 0,003 3,468
2,3-dikloorifenoli 0,1 0,004 4,801
3,4-dikloorifenoli 0,1 0,003 3,463
2,3,5-trikloorifenoli 0,1 0,003 2,813
2,3,4-trikloorifenoli 0,1 0,003 2,536
2,3,6-trikloorifenoli 0,1 0,003 2,777
3,4,5-trikloorifenoli 0,1 0,003 3,179
Pentakloorifenoli 0,1 0,002 1,815
2,3,5,6-tetrakloorifenoli 0,1 0,001 1,449
2,3,4,5-tetrakloorifenoli 0,1 0,002 1,898
2,3,4,6-tetrakloorifenoli 0,1 0,002 1,898
2,4,5-trikloorifenoli 0,1 0,002 2,321
2,4.6-trikloorifenoli 0,1 0,003 3,145

Taulukosta havaitaan, etta kaikkien kloorifenoliyhdisteiden variaatiokerroin on merkitta-

vasti alle 20 %. Suuremmissa pitoisuuksissa kloorifenoliyhdisteiden vaste kromatogram-

missa on suurempi, jolloin manuaalinen integrointi ei vaikuta tuloksiin yhta voimakkaasti.

Taulukossa 5 on esitetty toisena paivana analysoitujen 4 rinnakkaisen 0,1 mg/kg -lisays-

naytteen laskettu toistettavuus.

metropolia.fi
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Taulukko 5.  Toisen paivan 0,1 mg/kg -lisdysnaytteiden (4 kpl) keskiarvo, keskihajonta ja vari-
aatiokerroin (RSD).

X s RSD (%)
2-klooarifenoli 0,1 0,004 4,043
3-kloorifenoli 0,1 0,008 7,391
4-kloorifenoli 0,1 0,004 4,093
2,6-dikloorifenoli 0,1 0,004 3,741
3,5-dikloorifenoli 0,1 0,004 3,691
2,4- ja 2,5-dikloorifenoli 0,1 0,007 6,780
2,3-dikloorifenoli 0,1 0,004 3,766
3,4-dikloorifenoli 0,1 0,005 4,830
2,3,5-trikloorifenoli 0,1 0,010 9,297
2,3,4-trikloorifenoli 0,1 0,002 2,491
2,3,6-trikloorifenoli 0,1 0,005 4,765
3,4,5-trikloorifenoli 0,1 0,007 6,467
Pentakloorifenoli 0,1 0,008 7,344
2,3,5,6-tetrakloorifenoli 0,1 0,005 4,738
2,3,4,5-tetrakloorifenoli 0,1 0,004 4,066
2,3,4,6-tetrakloorifenoli 0,1 0,010 8,982
2,4,5-trikloorifenoli 0,1 0,009 8,302
2,4,6-trikloorifenoli 0,1 0,005 5,247

Taulukosta havaitaan, etté toisena paivana kaikkien kloorifenoliyhdisteiden variaatioker-
roin on merkittéavasti alle 20 %. Tuloksista voi paatella, ettd menetelmé on toistettava

molemmilla pitoisuustasoilla.

Taulukossa 6 on esitetty 0,05 mg/kg -lisdysnaytteiden toistettavuustuloksista laskettu

uusittavuus. Hyvaksyttavassa uusittavuustuloksessa variaatiokerroin on alle 20 %.
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Taulukko 6.  Pitoisuuden 0,05 mg/kg toistettavuustuloksien keskiarvo, keskihajonta ja variaa-
tiokerroin (RSD).

X s RSD (%)
2-klooarifenoli 0,05 0,002 4,430
3-kloorifenoli 0,05 0,007 15,32
4-kloorifenoli 0,05 0,003 6,080
2,6-dikloorifenoli 0,05 0,000 0,359
3,5-dikloorifenoli 0,05 0,003 6,295
2,4- ja 2,5-dikloorifenoli 0,05 0,001 2,125
2,3-dikloorifenoli 0,05 0,002 4,316
3,4-dikloorifenoli 0,05 0,001 1,603
2,3,5-trikloorifenoli 0,05 0,001 2,747
2,3,4-trikloorifenoli 0,05 0,008 15,08
2,3,6-trikloorifenoli 0,05 0,002 4,288
3,4,5-trikloorifenoli 0,05 0,002 3,666
Pentakloorifenoli 0,05 0,003 6,813
2,3,5,6-tetrakloorifenoli 0,05 0,002 3,941
2,3,4,5-tetrakloorifenoli 0,05 0,004 8,345
2,3,4,6-tetrakloorifenoli 0,05 0,003 6,630
2,4,5-trikloorifenoli 0,05 0,002 4,688
2,4.6-trikloorifenoli 0,05 0,001 1,801

Taulukosta havaitaan, ettd kaikkien kloorifenoliyhdisteiden variaatiokerroin on alle 20 %.
3-kloorifenolilla ja 2,3,4-trikloorifenolilla on muita yhdisteitd suurempi variaatiokerroin,

mink& paateltiin johtuvan manuaalisesti integroinnista.

Taulukossa 7 on esitetty 0,1 mg/kg -lisdysnaytteiden toistettavuustuloksista laskettu uu-

sittavuus.
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Taulukko 7.  Pitoisuuden 0,1 mg/kg toistettavuustuloksien keskiarvo, keskihajonta ja variaatio-
kerroin (RSD).

X s RSD (%)
2-klooarifenoli 0,1 0,002 2,278
3-kloorifenoli 0,1 0,005 4,547
4-kloorifenoli 0,1 0,006 6,117
2,6-dikloorifenoli 0,1 0,003 3,138
3,5-dikloorifenoli 0,1 0,002 1,638
2,4- ja 2,5-dikloorifenoli 0,1 0,005 5,170
2,3-dikloorifenoli 0,1 0,004 4,135
3,4-dikloorifenoli 0,1 0,003 2,934
2,3,5-trikloorifenoli 0,1 0,008 7,976
2,3,4-trikloorifenoli 0,1 0,002 2,508
2,3,6-trikloorifenoli 0,1 0,002 2,527
3,4,5-trikloorifenoli 0,1 0,002 1,933
Pentakloorifenoli 0,1 0,000 0,076
2,3,5,6-tetrakloorifenoli 0,1 0,001 1,371
2,3,4,5-tetrakloorifenoli 0,1 0,001 1,392
2,3,4,6-tetrakloorifenoli 0,1 0,003 3,253
2,4,5-trikloorifenoli 0,1 0,005 4,317
2,4.6-trikloorifenoli 0,1 0,004 3,754

Taulukosta havaitaan, etta kaikkien kloorifenoliyhdisteiden variaatiokerroin on merkitta-
vasti alle 20 %. Tuloksista voi paatelld, ettd menetelman uusittavuus on hyva molemmilla

pitoisuustasoilla.

6.4 Oikeellisuus

Oikeellisuudella tarkoitetaan useista mittauksista saatavien tulosten keskiarvon yhtépi-
tavyytta mitattavan suureen tunnetun arvon kanssa. Oikeellisuutta voidaan arvioida
saantokokeella standardin lisdyksen avulla. Saantokokeen tarkoituksena on osoittaa,

onko analysoitavassa naytteessa maaritysta hairitsevia yhdisteita. [18, s. 34.]

Saantoprosentti R lasketaan kaavalla 4:
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R =22-100% 4)

jossa S on lisayksen sisaltdvan naytteen mitattu pitoisuus

U on naytteen alkuperdinen mitattu pitoisuus

C on lisatyn standardiliuoksen tunnettu pitoisuus.
Yksittaisten oikeellisuusnaytteiden mitatut pitoisuudet sekad rinnakkaisten naytteiden
keskiarvot alkuperédisen naytteen pitoisuuden vahennyksen jalkeen on ilmoitettu liit-
teessa 4. Taulukossa 8 on esitetty likaisen maan rinnakkaisten 0,1 mg/kg -lisdysnayttei-

den pitoisuuksien keskiarvoista lasketut saantoprosentit.

Taulukko 8.  Likaiseen maahan tehtyjen rinnakkaisten lisaysnaytteiden (0,1 mg/kg) saantopro-

sentit.
Saanto-% X S
2-kloorifenoli 95,6 92,6 92,4 96,2 94,2 2,0
3-klooarifenoli 101,9 96,5 99,2 106,3 101,0 4,2
4-kloorifenoli 96,2 94,0 95,6 91,0 94,2 2,3
2,6-dikloorifenoli 100,2 98,8 100,2 88,8 97,0 55
3,5-dikloorifenoli 92,8 94,0 91,2 94,2 93,0 1,4
2,4-ja 2,5-dikloorifenoli 104,3 105,0 107,8 107,7 106,2 1,8
2,3-dikloorifenoli 99,0 97,6 93,5 95,2 96,3 2,4
3,4-dikloorifenoli 98,0 96,6 97,5 99,5 97,9 1,2
2,3,5-trikloorifenoli 103,5 104,3 | 1111 111,2 107,5 4,2
2,3,4-trikloorifenoli 107,3 108,4 105,7 96,1 104,4 5,7
2,3,6-trikloorifenoli 101,2 100,6 | 100,5 102,7 101,3 1,0
3,4,5-trikloorifenoli 103,2 102,2 | 105,4 103,3 103,5 14
Pentakloorifenoli 108,5 146,5 107,0 105,6 116,9 19,8
2,3,5,6-tetrakloorifenoli 111,9 108,9 | 109,7 100,7 107,8 4,9
2,3,4,5-tetrakloorifenoli 103,1 103,1 | 103,7 101,1 102,7 1,1
2,3,4,6-tetrakloorifenoli 99,9 104,4 | 107,3 109,8 105,3 4,3
2,4 5-trikloorifenoli 107,4 112,1 113,5 112,4 111,3 2,7
2,4,6-trikloorifenoli 101,0 100,3 | 101,5 99,8 100,6 0,7
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Koska likaisen maan naytteita ei ollut riittavasti oikeellisuuden maarittamiseksi, tehtiin

loput tarvittavat naytteet lisdyksena puhtaaseen maahan. Taulukossa 9 on esitetty puh-

taan maan rinnakkaisten 0,1 mg/kg -lisdysnaytteiden pitoisuuksien keskiarvoista lasketut

saantoprosentit.
Taulukko 9. Puhtaa§een maahan tehtyjen rinnakkaisten lisdysnaytteiden (0,1 mg/kg) saanto-
prosentit.

Saanto-% X S
2-kloorifenoli 93,7 | 90,0 90,0 92,6 95,4 | 88,0 98,7 92,6 3,7
3-kloorifenoli 93,6 | 93,2 95,1 92,9 99,4 | 88,6 | 109,9 96,1 6,9
4-kloarifenoli 92,9 | 88,6 85,5 88,4 94,3 | 86,6 | 103,7 91,4 6,3
2,6-dikloorifenoli 96,5 | 94,5 96,1 96,1 98,4 | 92,2 | 101,5 96,5 2,9
3,5-dikloorifenoli 97,8 | 93,1 96,7 94,4 98,5 | 90,0 99,4 95,7 3.4
2,4- ja 2,5-dikloorifenoli | 96,3 | 96,2 98,8 98,1 99,6 | 951 108,0 98,9 4,3
2,3-dikloorifenoli 94,9 | 90,1 89,2 92,4 96,1 | 87,2 | 100,7 92,9 4,6
3,4-dikloorifenoli 96,4 | 94,0 95,0 95,5 98,3 | 91,3 | 102,8 96,2 3,6
2,3,5-trikloorifenoli 94,2 | 96,2 99,0 96,4 99,2 | 94,6 | 112,5 98,9 6,3
2,3,4-trikloorifenoli 98,3 | 100,1 | 102,6 100,6 | 102,5| 99,4 97,5 100,1 2,0
2,3,6-trikloorifenoli 96,1 | 96,2 96,0 96,6 100,3 | 95,1 112,4 98,9 6,2
3,4,5-trikloorifenoli 99,9 | 99,9 95,6 99,7 |102,3| 98,6 | 105,0 | 100,1 2,9
Pentakloorifenoli 104,6 | 104,1 | 103,7 103,1 | 104,4 | 104,6 | 107,3 104,6 1,3
2,3,5,6-tetrakloorifenoli | 99,7 | 99,8 100,9 98,3 99,4 | 98,1 101,7 99,7 1,3
2,3,4,5-tetrakloorifenoli |100,2| 99,7 98,6 99,1 100,9 | 98,7 103,7 100,1 1,8
2,3,4,6-tetrakloorifenoli {102,6 | 102,2 | 103,4 102,4 | 103,0 | 102,2 | 111,9 103,9 3,5
2,4,5-trikloorifenoli 100,0| 101,3 | 103,9 101,1 | 102,7 | 100,8 | 112,0 103,1 4,1
2,4,6-trikloorifenoli 94,9 | 955 95,5 94,9 99,7 | 93,3 | 104,0 96,8 3,7
Keskivirhe Sr lasketaan kaavalla 5:

Sgp = \/% )

jossa

s on keskihajonta

m on sarjojen maara.
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Yhdisteiden todellinen saanto arvioidaan t-testilla. Yhdelletoista naytteelle 10 vapausas-

teella todellinen saanto 95 %:n todennékdisyydelld lasketaan kaavalla 6 [18, s. 36]:

R + (1,812-5;) (6)

jossa R on saantoprosentti

Sk on keskivirhe

1,812 on t-jakauman arvo.

Taulukossa 10 on esitetty puhtaan ja likaisen maan 0,1 mg/kg -lisdysnaytteiden todelli-
nen saanto 95 %:n todennakdoisyydelld. Tulosten tavoitevali on 95-105 %.

Taulukko 10. Puhtaan ja likaisen maan saantoprosenttien (R) keskiarvo, keskihajonta, keski-
virhe ja todellinen saanto.

X S Sr * Tulos (%) Min (%) | Max (%)

2-klooarifenoli 93,4 3,1 0,9 1,6 934+1,6 91,8 95

3-kloorifenoli 97,7 6,0 1,7 3,2 97,7+ 3,2 94,5 100,8
4-kloorifenoli 92,8 51 15 2,7 92,8+2,7 90,1 95,4
2,6-dikloorifenoli 97,1 3,9 11 2,1 97,1+21 95 99,1
3,5-dikloorifenoli 94,9 3,0 0,9 1,6 949+ 1,6 93,4 96,5
2,4-ja 2,5-dikloorifenoli | 101,9 50 15 2,6 101,9+2,6 99,3 104,6
2,3-dikloorifenoli 94,8 4,5 1,3 2,3 948+23 92,4 97,1
3,4-dikloorifenoli 97,1 3,1 0,9 1,6 97,1+1,6 95,5 98,7
2,3,5-trikloorifenoli 102,3 6,7 19 3,5 102,3+3,5 98,8 105,8
2,3,4-trikloorifenoli 102,4 4,6 1,3 2,4 102,4+2,4 100 104,8
2,3,6-trikloorifenoli 100,1 4.8 1,4 2,5 100,1+£2,5 97,6 102,6
3,4,5-trikloorifenoli 101,6 2,9 0,8 15 101,6 +1,5 100,1 103,1
Pentakloorifenoli 109,0 12,5 3,8 6,8 109,0 + 6,8 102,2 115,9
2,3,5,6-tetrakloorifenoli | 103,4 54 15 2,8 103,4+2.8 100,5 106,1
2,3,4,5-tetrakloorifenoli | 101,2 2,0 0,6 1,0 101,2+1,0 100,2 102,3
2,3,4,6-tetrakloorifenoli 104,9 3,8 11 2,0 1049+£2,0 102,9 106,9
2,4 5-trikloorifenoli 106,4 53 15 2,8 106,4 + 2,8 103,6 109,2
2,4,6-trikloorifenoli 98,6 3,5 1,0 1,9 98,6 +£1,9 96,7 100,4

Taulukosta havaitaan, etta kloorifenoliyhdisteet eivéat ole merkittavasti tavoitevalin 95—

105 % ulkopuolella. 4-kloorifenolin tulos on hieman alle tavoitevalin. Tama voidaan
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selittda kromatogrammin piikkien manuaalisella integroinnilla. Pentakloorifenolin tulos on
yli tavoitevalin. Tama voidaan selittaa silla, etta kloorifenoleista pentakloorifenolia on
usein naytteissa eniten. Pentakloorifenoli ei ole valttamatta jakautunut tasaisesti koko
maanaytteeseen, mika selittda rinnakkaisten naytteiden toisistaan eroavat pentakloori-
fenolipitoisuudet. Naytteissa, jotka sisdlsivat pentakloorifenolia pienia maaria, ei pitoi-
suuseroa rinnakkaisten valilla havaittu. Menetelmassa ei todettu olevan systemaattista

virhetta.

6.5 Mittausepévarmuus

Mittausepavarmuudella ilmaistaan mittaustulosten luotettavuutta. Sen avulla ilmoitetaan
rajat, joiden sisalla mittauksen todellinen arvo on valitulla todennakoéisyydella. Mit-
tausepavarmuus muodostuu systemaattisesta ja satunnaisesta virheesta. Analysoitava

matriisi ja pitoisuustaso vaikuttavat menetelméan mittausepavarmuuteen. [18, s. 53.]

Mittaustuloksen poikkeama (bias) lasketaan kaavalla 7:

bias (%) = xxﬂ + 100% (7)

ref

jossa Xret ON teoreettinen saanto
Xi on rinnakkaismaaritysten keskiarvo.
Suhteellinen keskihajonta (RSD) lasketaan kaavalla 8:
RSD (%) i* 100% (8)

Laboratorion sisdinen uusittavuus (u(Rw)) lasketaan kaavalla 9:

u(Ry) = ’SRW2+STZ )

jossa Srw ON kontrollin&ytteen keskihajonta
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sr on mittaussarjan keskihajonta.

Mittaustuloksen harha (u(RMSyiss)) lasketaan kaavalla 10:

. 2
U(RMSyiqs) = [FHEL (10)

jossa n on rinnakkaisten naytteiden lukumaara.

Saantokokeilla arvioitu epavarmuus (u(Cref)) lasketaan kaavalla 11:

= 3R
u(Cref) = N (12)
jossa Sr 0N mittausten uusittavuuden suhteellinen keskihajonta.

Menetelméan systemaattinen virhe (u(bias)) lasketaan kaavalla 12:

u(bias) = \/RMSbiasz + u(Cref)? (12)

Menetelméan yhdistetty standardiepavarmuus (uc) lasketaan kaavalla 13:

u. = Ju(R,)? + (u(bias))? (13)

Menetelméan laajennettu mittausepéavarmuus (U) 95 %:n todennakoisyydella lasketaan

kaavalla 14:
U=2x*u, (14)

Laajennettu mittausepavarmuus laskettiin MetropoliLabin Excel-pohjaisella laskukaavi-
olla, joka perustuu Nordtestin oppaaseen TR537. Mittausepavarmuus maaritettiin kont-
rollindytteiden rinnakkaismaarityksind. Rinnakkaismé&aritysten pitoisuudet ja mittausepa-

varmuuden laskemiseen kaytetyt tulokset on esitetty liitteessd 5. Laajennettu
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mittausepavarmuus on laskettu 95 %:n luottamustasolla. 0,05 mg/kg -lisdysnaytteiden

laajennettu mittausepavarmuus on esitetty taulukossa 11.

Taulukko 11. Kloorifenoliyhdisteiden laajennettu mittausepavarmuus 95 %:n luottamustasolla
(U) 0,05 mg/kg -lisaysnaytteille.

bias (%) [ RSD % | u (Rw) | U(RMSpias) | u(Cref) [ u(bias) Uc U (%)
2-klooarifenoli 2,5 53 0,004 5,7 15 59 59 11,8
3-kloorifenoli 0,6 14,7 0,011 14,2 4,3 14,8 14,8 | 29,6
4-kloorifenoli 6,7 51 0,004 8,5 15 8,6 8,6 17,2
2,6-dikloorifenoli 1.4 4,5 0,003 4,5 1,3 4,7 4,7 9,4
3,5-dikloorifenoli 1,6 6,4 0,005 6,4 1,8 6,7 6,7 13,4
2,4- ja 2,5-dikloorifenoli 4,3 4,1 0,003 6,0 1,2 6,1 6,1 12,2
2,3-dikloorifenoli 6,6 52 0,004 8,5 15 8,6 8,6 17,2
3,4-dikloorifenoli 4,1 52 0,004 6,6 15 6,8 6,8 13,6
2,3,5-trikloorifenoli 3,1 59 0,004 6,3 1,7 6,6 6,6 13,1
2,3,4-trikloorifenoli 134 15,6 0,013 21,6 4,5 22,0 22,0 | 441
2,3,6-trikloorifenoli 1,9 7,7 0,005 7.5 2,2 7.8 7.8 15,6
3,4,5-trikloorifenoli 2,8 5,9 0,004 6,5 1,7 6,7 6,7 13,4
Pentakloorifenoli 1,6 6,4 0,005 6,4 1,8 6,7 6,7 13,3
2,3,5,6-tetrakloorifenoli 3,9 3,4 0,003 5,2 1,0 53 53 10,5
2,3,4,5-tetrakloorifenoli 0,4 8,6 0,006 8,3 2,5 8,7 8,7 17,3
2,3,4,6-tetrakloorifenoli 4,3 7,0 0,005 8,2 2,0 8,5 8,5 16,9
2,4,5-trikloorifenoli 1,8 6,6 0,005 6,6 19 6,9 6,9 13,8

Laajennettu mittausepavarmuus on 2,3,4-trikloorifenolilla korkea. Taman voidaan paa-

tella johtuvan kromatogrammin piikkien manuaalisesta integroinnista.

0,1 mg/kg -lisaysnaytteiden laajennettu mittausepéavarmuus on esitetty taulukossa 12.
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Taulukko 12. Kloorifenoliyhdisteiden laajennettu mittausepavarmuus 95 %:n luottamustasolla
(U) 0,1 mg/kg -lisaysnaytteille.

bias (%) | RSD % | u (Rw) |[U(RMSyias) | u(Cref) [u(bias)| uc U (%)
2-klooarifenoli 51 4,4 0,006 6,4 1,3 6,6 6,6 13,1
3-kloorifenoli 2,1 49 0,007 51 14 53 53 10,5
4-kloorifenoli 7.3 4,7 0,006 8,4 14 8,5 8,5 17,1
2,6-dikloorifenali 4,4 3,7 0,005 5,6 1,1 57 5,7 11,3
3,5-dikloorifenali 4,9 53 0,007 6,8 15 7,0 7,0 14,0
2,4- ja 2,5-dikloorifenoli 2,6 3,5 0,005 4,2 1,0 4,3 4,3 8,6
2,3-dikloorifenoli 6,6 4,8 0,006 7.9 14 8,0 8,0 16,0
3,4-dikloorifenali 3,9 3,5 0,005 51 1,0 5.2 52 10,3
2,3,5-trikloorifenoli 3,3 2,8 0,004 4,2 0,8 4,3 4,3 8,6
2,3,4-trikloorifenoli 0,6 2,5 0,004 2,5 0,7 2,6 2,6 5,2
2,3,6-trikloorifenoli 3,3 2,8 0,004 4,2 0,8 4,3 4,3 8,5
3,4,5-trikloorifenoli 0,7 3,2 0,005 3,1 0,9 3.2 3,2 6,5
Pentakloorifenoli 4,1 1,8 0,003 4,5 0,5 4,5 4,5 9,0
2,3,5,6-tetrakloorifenoli 0,5 15 0,002 15 0,4 15 15 3,0
2,3,4,5-tetrakloorifenoli 0,5 1,9 0,003 1,9 0,6 2,0 2,0 3,9
2,3,4,6-tetrakloorifenoli 2,6 1,9 0,003 3,2 0,6 3.3 3,3 6,6
2,4 5-trikloorifenoli 1,6 2,3 0,003 2,8 0,7 2,9 2,9 57
2,4,6-trikloorifenoli 4,4 3,2 0,004 5,2 0,9 53 53 10,6

Taulukosta havaitaan, ettd yhdenkaan kloorifenoliyhdisteen laajennettu mittausepavar-

muus ei ole merkittdvan suuri.

0,05 ja 0,1 mg/kg -lisaysnaytteiden laskennalliset laajennetut mittausepavarmuudet 95
%:n luottamustasolla verrattuna standardissa ilmoitettuun laajennettuun mittausepavar-

muuteen on esitetty taulukossa 13.
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Taulukko 13. Kloorifenoliyhdisteiden laajennettu mittausepavarmuus 95 %:n luottamustasolla

(V).
U (%) Tavoite U (%)
0,05-0,1 mg/kg
2-kloorifenoli 12 30
3-klooarifenoli 30 30
4-kloorifenoli 17 30
2,6-dikloorifenoli 11 30
3,5-dikloorifenoli 14 30
2,4-ja 2,5-dikloorifenoli |12 30
2,3-dikloorifenoli 17 30
3,4-dikloorifenoli 14 30
2,3,5-trikloorifenoli 13 30
2,3,4-trikloorifenoli 44 30
2,3,6-trikloorifenoli 16 30
3,4,5-trikloorifenoli 13 30
Pentakloorifenoli 13 30
2,3,5,6-tetrakloorifenoli |10 30
2,3,4,5-tetrakloorifenoli |17 30
2,3,4,6-tetrakloorifenoli |17 30
2,4 5-trikloorifenoli 14 30
2,4,6-trikloorifenoli 12 30

Taulukosta havaitaan, etta pitoisuusalueella 0,05-0,1 mg/kg 2,3,4-trikloorifenolin laajen-
nettu mittausepavarmuus ylittaa tavoitearvon, mutta muut kloorifenoliyhdisteet ovat sen
rajoissa. 2,3,4-trikloorifenolille ilmoitettiin laajennetuksi mittausepéavarmuudeksi 95 %:n

luottamustasolla 44 % ja muille yhdisteille 30 %.

7 Menetelmien vertailu

Onnistuneen validoinnin jalkeen haluttiin varmistaa, etté kayttoonotettava menetelma on

myds resursseiltaan kannattava. Vanhaa ja uutta menetelmaa on vertailtu taulukossa
14.
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Taulukko 14. Aiemmin kaytéssa olleen ja kayttdonotettavan kloorifenolien méaaritysmenetelman

erot.

Vanha menetelma

Uusi menetelma

n. 130 min
(ravistelu 30 min)

n. 110 min
(ultradanihaude 10 min + ravistelu
30 min)

Naytteen

kasittelyyn

kuluva aika/nayte
Naytteen

kasittelyyn kuluva

aika/5 naytetta

n. 250 min
(ravistelu 30 min)

n. 130 min
(ultradé&nihaude 10 min + ravistelu
30 min)

Reagenssien
kulutus/nayte

37,5 ml asetonia

142,5 ml heksaania

80 ml 0,1 M NaOH-liuosta
70 ml 0,1 M K2CO3-liuosta
2 ml etikkahappoanhydridia
0,5 ml suolahappoa

75 ml metanolia

10 ml heksaania

2 ml 0,5 M NaOH-liuosta
50 ml 0,1 M K2CO3-liuosta
1 ml etikkahappoanhydridia
0,5 ml suolahappoa

Tiski/nayte 4 Kkpl erotussuppiloa 1 kpl erotussuppilo

1 kpl haihdutinastia
Jétteen 2 kpl 15 ml PP-sentrifugiputkia 1 kpl 50 ml PP-sentrifugiputki
maara/nayte 327,5 ml liuoksia 2 kpl 15 ml PP-sentrifugiputkia

128,5 ml liuoksia

Taulukosta havaitaan, etta yksittéisen kloorifenolinaytteen kasittelyyn kuluva aika ei mer-
kittavasti poikkea menetelmissé. Jokaisessa naytesarjassa on oltava vahintadan kolme
naytetta (nolla-, lisays- ja varsinainen nayte), jolloin ajankaytté poikkeaa menetelmien
valilla. Viiden naytteen sarjassa uudella menetelmalla ajankéayttd on jo noin puolet aiem-

min kaytossa olleeseen menetelmaan verrattuna.

Uusi menetelma kuluttaa myds huomattavan paljon vahemman reagensseja kuin aiempi
menetelma. Aiemmalla menetelmalla yhdesta naytteesta jatteeseen paatyy kaikki liuok-
set yhteenlaskettuna 327,5 ml. Uudella menetelmalla vastaava luku on 128,5 ml. Eroa
on 199 ml:n verran. Viiden naytteen sarjassa vanhalla menetelmalla jatteeseen paatyy
l[&hes litra enemman liuoksia kuin uudella. Lisaksi tiskia syntyy vahemman uudella me-

netelmalla.

8 Yhteenveto

Opinnaytetydssa kayttoonotettiin ja validoitin 1ISO/TS 17182:2014:n mukainen kloori-

fenolien kvantitativinen maaritysmenetelmd maa- ja sedimenttinaytteille. Menetelm&
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saatiin validoitua ja kayttoonotettua onnistuneesti. Menetelmalle luotiin valmis tydohje

laadunvarmistusosiota lukuun ottamatta.

Uutta kayttoonotettavaa menetelmaa validoitaessa haluttiin selvittda tietyt parametrit,
jotka olivat lineaarisuus, toteamis- ja maaritysraja, toistettavuus, uusittavuus, oikeelli-
suus ja mittausepavarmuus. Tavoitteena oli, ettd validoinnin tulokset olisivat vahintdén
yhté hyvét tai paremmat kuin aiemmassa menetelmassa ja tama myos saavutettiin. Saa-
tujen tulosten perusteella menetelma soveltuu analyysiin ja validointi tayttaa sille asete-
tut vaatimukset. Uusi menetelma osoittautui myds aiempaa menetelmad nopeammaksi

ja véhemman reagensseja ja tiskia kuluttavaksi.

Validoinnin ongelmaksi muodostuivat ne kloorifenoliyhdisteet, jotka eivat erottuneet toi-
sistaan omiksi piikeikseen kromatogrammissa. Nailla yhdisteilla havaittiin muita yhdis-
teitd huonompia validointituloksia toistettavuudessa, mittausepavarmuudessa ja oikeel-
lisuudessa. Validointitulokset olivat kuitenkin my6s néiden yhdisteiden osalta riittavan

hyvat menetelman kayttédnottoon.

Menetelmaa kehittaessa havaittiin, etta kloorifenoliyhdisteet eivét ole valttamatta tasai-
sesti jakautuneet maa-ainekseen. Maanaytteen murskaaminen hienoksi jauheeksi voisi
parantaa kloorifenoliyhdisteiden uuttumista, mutta tarkeammaksi koettiin selvittda nayt-
teen kloorifenoliyhdisteiden pitoisuustason suuruusluokka kuin rinnakkaisten naytteiden

yhdenmukaisuus.

Seka vanhassa ettd uudessa menetelméassa nayte konsentroidaan lopuksi 0,1 ml:n tila-
vuuteen. Uudessa menetelmassé naytetta paadyttiin haihduttamaan TurboVap Il -typpi-
haihdutinlaitteistolla 0,5 ml:n tilavuuteen ja sitten naytepullossa 0,1 ml:n tilavuuteen. Tu-
levaisuudessa taman vaiheen voisi korvata Genevac-haihduttimella, joka haihduttaa
naytteen haluttuun tilavuuteen vaatimatta ihmisen valvontaa. Se vaatii kuitenkin ensin

laitteen kayttbéonoton.
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Liite 1
1(1)

Liite 1. Kloorifenolien maaritysmenetelméan ohje

Mittausten suoritus

Uutto:
. Punnitse naytetta vahintdéan 10 g 125 ml:n PP-pulloon.
. Lisda 50 pl ISTD-kayttoliuosta, 75 ml metanolia ja 0,5 ml HCI.
° Uuta naytettd ensin ultradanihauteessa 10 min ja sitten ravistelijassa 30
min.
. Anna naytteen laskeutua tai sentrifugoi naytettd 50 ml:n PP-sentrifugiput-
kessa 5 min 3000 rpm.
° Siirrd 10 ml naytetta erotussuppiloon, johon on lisatty 50 ml 0,1 M K>COs-
liuosta.
Asetylointi:

. Lis&da erotussuppiloon 2 ml 0,5 M NaOH-liuosta ja 1 ml etikkahappoanhyd-
ridia, ravista voimakkaasti 2 min ja laske syntynytta painetta pois.

) Anna liuoksen seista 10 min valilla ravistaen.

. Lisda 10 ml heksaania, ravista ja anna faasien erottua. Mikéli heksaanifaa-
siin muodostuu emulsiota, senrifugoi 15 ml:n PP-sentrifugiputkessa 5 min
3000 rpm.

° Kuivaa heksaanifaasi 15 ml:n PP-sentrifugiputkessa, jossa on 2g NA2S0O4,
sekoita ja sentrifugoi 5 min 3000 rpm.

. Konsentroi heksaanifaasi 0,1 ml ja sailytd n. 4 C:ssa, analysoi 2 vrk sisalla
tai siind ajassa kuin nayte pysyy selvasti muuttumattomana.
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Nayte 1 | Nayte 2 | Nayte 3 | Nayte4
2-kloorifenoli 0,0956 | 0,0926 | 0,0924 | 0,0962
3-kloorifenoli 0,1018 | 0,0965 | 0,0992 | 0,1063
4-kloorifenoli 0,0962 | 0,0940 | 0,0956 | 0,0910
2,6-dikloorifenoli 0,1002 | 0,0988 | 0,1002 | 0,0888
3,5-dikloorifenoli 0,0928 | 0,0939 | 0,0912 | 0,0942
2,4- ja 2,5-dikloorifenoli | 0,1043 | 0,1050 | 0,1078 | 0,1077
2,3-dikloorifenoli 0,0990 | 0,0976 | 0,0935 | 0,0952
3,4-dikloorifenoli 0,0980 | 0,0966 | 0,0975 | 0,0995
2,3,5-trikloorifenoli 0,1035 | 0,1043 | 0,1111 | 0,1112
2,3,4-trikloorifenoli 0,1073 | 0,084 | 0,1057 | 0,0961
2,3,6-trikloorifenoli 0,012 | 0,006 | 0,1005 | 0,1027
3,4,5-trikloorifenoli 0,1032 | 0,1022 | 0,1054 | 0,1033
Pentakloorifenoli 0,1085 | 0,1465 | 0,1070 | 0,1056
2,3,5,6-tetrakloorifenoli 0,1119 0,1089 0,1097 0,1007
2,3,4,5-tetrakloorifenoli 0,1031 0,1030 0,1037 0,1011
2,3,4,6-tetrakloorifenoli 0,0999 0,1044 0,1073 0,1098
2,4,5-trikloorifenoli 0,074 | 0,1121 | 0,1135 | 0,1124
2,4,6-trikloorifenoli 0,1010 | 0,003 | 0,1015 | 0,0998
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Nayte 1 [Nayte2 |Nayte3 |[Nayte4 |Nayte5 |[Nayte6 |[Nayte7
2-kloorifenoli 0,0937 |0,0900 |0,0900 |0,0926 [0,0954 |0,0880 |0,0987
3-kloorifenoli 0,0936 |0,0932 |0,0951 |0,0929 [0,0994 |0,0886 |0,1099
4-kloorifenoli 0,0929 |0,0886 |0,0855 |0,0884 [0,0943 |0,0866 |0,1037
2,6-dikloorifenoli 0,0965 |0,0944 |0,0961 |0,0961 |0,0983 |0,0922 |0,1015
3,5-dikloorifenoli 0,0978 |0,0931 |0,0967 |0,0944 [0,0985 |0,0900 |0,0994
2,4- ja 2,5-dikloorifenoli | 0,0963 |0,0962 [0,0988 [0,0981 [0,0996 |0,0951 |0,1080
2,3-dikloorifenoli 0,0949 [0,0901 |0,0892 |0,0924 [0,0961 |0,0872 |0,1007
3,4-dikloorifenoli 0,0964 |0,0940 |0,0950 |0,0955 [0,0983 |0,0913 [0,1028
2,3,5-trikloorifenoli 0,0942 |0,0962 |0,0990 |0,0964 [0,0992 |0,0946 |0,1125
2,3,4-trikloorifenoli 0,0983 /0,001 |0,1026 |0,1006 |0,1025 |0,0994 |0,0975
2,3,6-trikloorifenoli 0,0961 |0,0962 |0,0960 |0,0966 [0,1003 |0,0951 |0,1124
3,4,5-trikloorifenoli 0,0999 |0,0999 [0,0956 [0,0997 [0,1023 |0,0986 |0,1050
Pentakloorifenoli 0,046 |0,1041 10,1037 |0,1031 [0,1044 |0,1046 |0,1073
2,3,5,6-tetrakloorifenoli | 0,0997 0,0998 [0,1009 |0,0983 [0,0994 |0,0981 |0,1017
2,3,4,5-tetrakloorifenoli | 0,1002 |0,0997 [0,0986 [0,0991 |0,1009 |0,0986 |0,1037
2,3,4,6-tetrakloorifenoli |0,1026 10,1021 |0,1034 [0,1024 |0,1030 |0,1022 |0,1119
2,4,5-trikloorifenoli 0,1000 |0,1013 |0,1039 |0,1011 |0,1027 ]0,1008 |0,1120
2,4,6-trikloorifenoli 0,0949 |0,0955 |0,0955 |0,0949 [0,0997 |0,0933 |0,1040
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