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Opinnaytetydssa kehitettiin Suomen ymparistdkeskuksen Tutkimus- ja innovaatiolaborato-
riolle analyysimenetelma3, jolla alifaattiset Oljyhiilivedyt ja PAH-yhdisteet saadaan analy-
soitua eri fraktioista. Menetelmakehityksella vastattiin asetuksen 214/2007 ja TPHCWG-
tydéryhman (Total Petroleum Hydrocarbon Criteria Working Group) suosituksiin. Aikaisem-
min alkaanien C10-C40 pitoisuus on maaritetty summaparametrina standardin SFS-ISO
16703:2004 mukaisesti. PAH-yhdisteiden analysointiin maaperanaytteistd on kaytetty
standarimenetelmaa 1SO 18287:2006.

Esikasittelyssa ja fraktioinnissa tutkittiin eri valmistajien SPE-patruunoita ja silikapylvas-
fraktiointia. Vertailun vuoksi alifaattisten Oljyhiilivetyjen analysointiin otettiin mukaan myos
standardin SFS-ISO 16703:2004 mukainen Florisil-puhdistus. Biotage ISOLUTE EPH-M
-patruunat ja silikapylvasfraktiointi osottautuivat kontaminaatiovapaiksi, minka vuoksi niilla
jatkettin menetelmakehitystd. Menetelmalla oli tarkoitus paastd mahdollisimman pieniin
pitoisuuksiin, jolloin taustan vaikutus oli pystyttdva sulkemaan pois. Alifaattiset 6ljyhiilivedyt
analysoitiin GC-FID-laitteella ja PAH-yhdisteet GC-MS-laitteella.

Menetelmakehityksen lopputuloksena saatiin kaksi eri fraktiointimenetelmaa3, joita on opin-
naytetydssa verrattu toisiinsa. Saantokokeiden, sertifioitujen referenssimateriaalien ja nay-
temittausten perusteella saatiin kuva menetelman pitoisuusalueesta ja toistettavuudesta.
Kehitetylld menetelmalld saadaan maaritettyd 16 PAH-yhdistettd maaperanaytteistad ja
alifaattiset oljyhiilivedyt summaparametrina C10-C40 tai tarvittaessa fraktioina >C10-C12,
>C12-C16, >C16-C21, >C21-C35 ja >C35—<C40.

Silikapylvas- ja Biotage ISOLUTE EPH-M SPE-fraktionnille alifaattisten oljyhiilivetyjen
saantoprosentit olivat 92-102 % ja rinnakkaismaaritysten suhteellinen keskihajonta oli alle
7 %. PAH-yhdisteiden summan keskiarvosaantoprosentit olivat 73—87 % ja tulosjoukon
suhteellinen hajonta oli alle 10 %. Menetelman mittausalueet olivat alifaattisille 6ljyhiilive-
dyille 45-2800 ug/ml ja PAH-yhdisteille 6,5-2800 ng/ml.

Avainsanat Oljyhiilivedyt, PAH-yhdisteet, fraktiointi, GC-MS, GC-FID, SPE,
silikapylvas
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aliphatic petroleum hydrocarbons and PAHSs into different fractions. In addition, a method
for fractioning aliphatic hydrocarbons was developed. The method development was
based on recommendations given in regulation 214/2007 and by the Total Petroleum Hy-
drocarbon Criteria Working Group (TPHCWG).

Different manufacturers’ SPE-cartridges and silica gel column chromatography were stud-
ied for sample pretreatment and fractioning. For comparison, the aliphatic petroleum hy-
drocarbons were also analyzed based on the ISO 16703:2004 Florisil purification. For final
testing, Biotage ISOLUTE EPH-M cartridges and silica gel column chromatography were
chosen, because they were free from contaminations. The method was designed for small
levels; therefore, all background contaminations were excluded. Aliphatic petroleum hy-
drocarbons were analyzed by GC-FID and aromatic compounds by GC-MS.

As a result of the method development, two different fractionation methods were devel-
oped and compared to each other. The recovery studies, certified reference material and
sample testing gave a picture of the method determination limits and reproducibility. By the
developed method, determination of 16 PAH-compounds and aliphatic petroleum hydro-
carbons in the soil samples is possible. The aliphatic petroleum hydrocarbons are deter-
mined as C10-C40 sum parameters or, if fractioning is needed, as >C10-C12, >C12-C16,
>C16-C21, >C21-C35 and >C35—-<C40 sub-fractions.

Recoveries for aliphatic hydrocarbons were 92-102 %, and the relative standard deviation
was less than 7%. Recoveries of PAH-compounds were 73-87 %, and the relative stand-
ard deviation was less than 10%. The calibration range used for aliphatic petroleum hy-
drocarbons was 45-2800 ug/ml and for PAHs 6.5-2800 ng/ml.
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1 Johdanto

Oljyhiilivedyt ja PAH-yhdisteet voivat vaikuttaa maa- ja ekosysteemeihin haitallisesti
keraantymallda maaperaan ja sedimentteihin. Levidmisen ja hajoamisen takia niiden
koostumus voi muuttua ja vaikuttaa myrkyllisyysasteeseen. PAH-yhdisteiden tunnetaan
aiheuttavan syopariskin. Saastuneen tai pilaantuneen maaperan puhdistamisesta ja
velvoitteista seka pilaamiskiellosta sdadetdan ymparistosuojelulaissa (86/2000). Lisaksi
valtioneuvoston asetuksessa 214/2007 annetaan maaperan haitallisten aineiden pitoi-
suuksien kynnys- ja ohjearvoja. Asetuksessa 214/2007 annetaan raja-arvoja kuudelle
PAH-yhdisteelle, sekd 16 EPA-PAH -yhdisteen summan raja-arvo. TPHCWG-
tydryhman mukaan on suositeltavaa tutkia yhdisteitd EC-numeroiden (Equivalent Car-

bon, hiiliekvivalentti) mukaan.

Talld hetkelld oljyhiilivetyjen analysointiin kaytetddn standardimenetelmaa SFS-ISO
16703:2004. Menetelmalld saadaan maaritettya maanaytteista kiehumispistealueella
175-525 °C olevien alkaanien C4oH2—CyoHs> kokonaispitoisuus GC-FID:lla. Menetel-
milla ei saada fraktioitua alifaattisia Oljyhiilivetyja, eikd maaritettya PAH-yhdisteita.
Fraktioinnin avulla saadaan tietoa erilaisista 6ljyhiilivedyistd maaperanaytteissa. PAH-
yhdisteiden analysointiin maaperanaytteistd on olemassa standardi ISO 18287:2006,

jossa analysointitekniikkana kaytetdan GC-MS-tekniikkaa.

Tama opinnaytetyd tehtiin Suomen ymparistdkeskuksen Tutkimus- ja innovaatiolabora-
torio -yksikdlle. Opinnaytetydn tarkoituksena oli kehittdd menetelma, jolla saadaan ali-
faattiset oljyhiilivedyt ja PAH-yhdisteet kerattya eri fraktioihin. Menetelmakehityksella oli
tarkoitus vastata asetuksen 214/2007 ja TPHCWG-tyoryhman antamiin suosituksiin
fraktioinnin osalta. Menetelmakehityksessa testattiin eri puhdistus- ja fraktiointitekniikoi-

ta, sekd mukautettiin maanaytteiden analytiikkaa GC-FID- ja GC-MS-laitteille.

Opinnaytetydssa on esitetty tarkemmin kaksi eri fraktiointimenetelmaa, seka verrattu
alifaattisen oljyhiilivetyjen puhdistukseen kaytettya standardin SFS-ISO 16703:2004
mukaista Florisil-puhdistusta naihin. Menetelmaa kehitettiin yleisimmin tutkituille 16
EPA-PAH -yhdisteelle. Oljyhiilivetyjen analysoitiin kaytettin GC-FID-laitetta on-column
-tekniikalla ja PAH-yhdisteiden analysointiin GC-MS-laitetta SIM-tekniikalla.



2 Alifaattiset ja aromaattiset oljyhiilivedyt saastuneessa maaperassa

Oljyhiilivetyja ja PAH-yhdisteita voi paastad maaperaan ja vesistoihin eri lahteista, kuten
esimerkiksi Oljyntuotannosta, 06ljysailidista, Oljyputkistoista, teollisuusprosesseista ja
huoltoasemaymparistoista. 1970-luvulla huomattiin, ettd oljyhiilivedyt voivat siirtya pi-
laantuneesta maaperasta maa- ja vesiekosysteemeihin ja vaikuttavat niiden toimintaan

haitallisesti. [1.]

Raakadljy on seos fossiilisista materiaaleista, jotka ovat padasiassa kasviperaista al-
kuperda. Raakadljy sisaltda tuhansia orgaanisia yhdisteita ja pienemman maara epa-
orgaanisia yhdisteitd. Raakadljyn kemiallinen koostumus ja fysikaaliset ominaisuudet
vaihtelevat suuresti. Raakadljy saattaa sisaltad myos rikkia, typpea ja happea sisaltavia
hiilivetyja seka raskasmetalleja. Kuvassa 1 on esitetty 6ljyhiilivetyjen ryhmittely raken-

teen mukaan. [1; 2, s. 149.]

OLJYHIILIVEDYT

[
| |

‘ ALIFAATIT ‘ ‘ AROMAATIT |
|
| | |
‘ Alkaanit | |A|keenit || Alkyynit | ’ Monoaromaaatit |
’ Diaromaatit |
‘ Sykloalkaanit I

| Polyaromaatit |

Kuva 1. Oljyhiilivetyjen ryhmittely molekyylirakenteen mukaan [2, s.149].

Raakadljysta jalostetaan erilaisia puhdistettuja tuotteita, enimmakseen polttoaineita.
Niiden koostumus tunnetaan ja ne on tavallisesti maaritetty tietylle kiehumispistealueel-
le. Erilaisia dljytuotteita on listattu taulukossa 1, josta nahdaan tuotteen paadkomponen-

tit ja kiehumispistealueet. [1.]



Taulukko 1. Oljytuotteiden padkomponentteja ja kiehumispistealueita [2, s.149].
- . Kiehumis-
Tuote Hiililuku Yhdisteet pistealue
BTEX-yhdisteet, muut monoaromaatit ja
haaroittuneet alkaanit, pienempia maaria
Bensiini C4-C12 n-alkaaneita, alkeeneita, sykloalkaaneita ja 40-200 °C
naftaleeneja, lisdaineina MTBE:ta ja muita
hapettimia
Sykloalkaanit ja n-alkaanit, pienempia
. maaria monoaromaatteja ja haaroittuneita . o
Keroseeni | C6-C16 |\ aaneja, hyvin vahdn BTEX- ja PAH-| 1°07300°C
yhdisteita
Dieseldljy ja N-alkaanit, haaroittuneet alkaanit ja syklo-
kevyt poltto- | C8-C21 alkaanit, pienempia maaria monoaromaat-| 200-325 °C
Oljy teja, naftaleeneja ja PAH-yhdisteita
N-alkaanit, haaroittuneet alkaanit ja syklo-
Raskas C12-C34 alkaanit, raskaat PAH-yhdisteet (asfalteenit o
e e ; ; o 350-700 °C
polttodljy (ja yli) ja hartsit), monoaromaatteja ja naftaleene-
ja,rikkia ja typpea sisaltavia hiilivetyja
Voitelu- ja C18-C34 Haaroittuneet alkaanit ja sykloalkaanit, 325-600 °C
moottoridljy | (ja yli) PAH-yhdisteet, mono- ja diaromaatit

Maaperassa oljyn sisaltdmat hiilivedyt voivat esiintyd maa-aineeseen sitoutuneena,
liuenneena, LNAPL-nesteena (light non-aqueous phase liquids) tai haihtuneena huo-
koskaasussa (kuva 2). Faasien valiseen jakautumiseen vaikuttavat 6ljypaaston luonne
ja 6ljyn ominaisuudet sekd maaperéan laatu. Oljyhiilivedyt voivat keraantya (akkumuloi-
tua) maaperaan ja sedimentteihin, josta ne voivat leviamisen ja hajoamisen takia muut-
tua. Haihtuvat Oljyhiilivedyt haihtuvat nopeasti maa-aineen tai sedimentin pinnasta. Ne
haihtuvat hitaammin syvemmista kerroksista, varsinkin jos maa-aines on hienojakeista.
Tama vaikuttaa niiden koostumukseen ja myrkyllisyyteen. Prosessit jotka paaasiassa

muuttavat dljyhiilivetyja ovat hajoaminen, haihtuminen, liukeneminen ja biodegradaatio

(biologinen hajoaminen). [1; 2, s.149-151.]
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Kuva 2. Oljyn sitoutuminen maa-aineen tai sedimentin eri faaseihin [3].

Oljyhiilivetyjen biologinen hajoaminen tapahtuu nopeimmin pienen molekyylipainon
omaavilla suoraketjuisilla alkaaneilla, tdman jalkeen haaroittuneilla alkaaneilla. Suu-
remman molekyylipainon alkaaneilla biologinen hajoaminen on hitaampaa. PAH-
yhdisteiden ja syklisten alkaanien biodegradaatio ei onnistu lainkaan, ja siksi hajoami-
nen on todella hidasta. Tama johtaa siihen, ettd raskaiden d&ljyhiilivetyjen pitoisuus

maaperassa kasvaa. [1; 2, s. 149-151]

2.1 Lainsaadanto

Saastuneen tai pilaantuneen maaperan puhdistamisesta ja velvoitteista seka pilaamis-
kiellosta sdadetaan ymparistdsuojelulaissa (86/2000). Pilaantumisella tarkoitetaan sel-
laista maaperaa, jonka laatu voi aiheuttaa vaaraa tai haittaa terveydelle, ymparistolle ja
viihtyvyydelle. Valtioneuvoston asetuksessa 214/2007 (PIMA-asetus) annetaan maape-
ran haitallisten aineiden pitoisuuksien kynnys- ja ohjearvoja. Taulukossa 2 on esitetty
asetuksen 214/2007 mukaiset raja-arvot. Ohjearvoissa on huomioitu ekologiset riskit

(e) ja terveysriskit (t). [2 s. 7.]



Taulukko 2.  Asetuksen 214/2007 mukaiset raja-arvot PAH-yhdisteille ja dljyjakeille. Ekologi-

set riskit (e) ja terveysriskit (t) on huomioitu ohjearvoissa. [4.]

Yhdiste Kynnysarvo Alempi ohjearvo Ylempi ohjearvo
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Antraseeni 1 5 (e) 15 (e)
Bentso(a)antraseeni 1 5 (e) 15 (e)
Bentso(a)pyreeni 0,2 2 () 15 (e)
Bentso(k)fluoranteeni 1 5 (e) 15 (e)
Fenantreeni 1 5 (e) 15 (e)
Naftaleeni 1 5 (e) 15 (e)
PAH' 15 30 (e) 100 (e)
(fgﬁ‘gfé'g‘fﬁ) - 300 1000
Raf’fé?ﬁ f'é{{g‘z()ea - 600 2000
RO - -

" PAH- yhdisteiden summapitoisuus sisédltden seuraavat yhdisteet: antraseeni, asenafteeni, asenaftyleeni, bent-

so(a)antraseeni, bentso(a)pyreeni, bentso(b)fluoranteeni, bentso(g,h,i)peryleeni, bentso(k)fluoranteeni, dibent-
so(a,h)antraseeni, fenantreeni, fluoranteeni, fluoreeni, indeno(1,2,3-c,d)pyreeni, kryseeni, naftaleeni ja pyreeni

n-parafiinisarja kaasukromatografisessa analyysissa

Kynnysarvolla tarkoitetaan haitallisen aineen pitoisuustasoa, jota voidaan pitdd merki-
tyksettdman pienenad ymparistd- ja terveysriskin aiheuttajana riippumatta maa-aineksen
sijainnista tai kayttotarkoituksesta. Maa-aineesta, joka jaa kynnysarvon alle, ei pitaisi
aiheutua riskeja maaperan, pohjaveden tai muun ymparistén pilaantumisella. Alempi
ohjearvo kuvaa pitoisuustasoa, jossa riskeja voidaan pitaa hyvaksyttavina tavallisessa
maankaytdssa. Pitoisuustasojen ylittdessa ohjearvon voidaan ymparistd- ja terveysris-
keja pitad mahdollisena. Ylemmalla ohjearvolla kuvataan suurinta hyvaksyttavaa pitoi-
suustasoa epaherkassa maankaytossa. Epaherkalla maakaytolla tarkoitetaan maa-

alueita esimerkiksi teollisuus- ja varastoalueilla. [2, s. 9; 5, s. 43-44.]




2.2 Alifaattiset oljyhiilivedyt ja niiden jakeet

Nykyisessa asetuksessa 214/2007 Oljyhiilivedyt on jaoteltu hiililuvun perusteella kol-
meen jakeeseen (fraktioon): bensiinijakeet (C5-C10), keskitisleet (>C10-C21) ja ras-
kaat 6ljyjakeet (>C21—-C40), joille on annettu ohjearvot. Lisaksi asetuksessa on annettu
kynnysarvo 6ljyjakeille (>C10-C40). Arvioidessa ymparisto- ja terveysriskeja on kuiten-
kin suositeltavaa kayttaa fraktiokohtaista Iahestymistapaa. Fraktiokohtainen riskinarvi-
ointi perustuu Total Petroleum Hydrocarbon Criteria Working Group (TPHCWG) -
tydéryhman antamaan ohjeistukseen, jota sovelletaan jo monessa maassa. Oljyhiilivedyt
jaetaan hiiliekvivalenttien mukaan (EC, Equivalent Carbon) kuuteen alifaattiseen ja
seitsemaan aromaattiseen fraktioon. Samaan fraktioon kuuluvilla 6ljyhiilivedyilld voi-
daan olettaa olevan samankaltaiset ominaisuudet alkuperaisen Oljytuotteen koostu-
muksesta riippumatta, jolloin niiden myrkyllisyys ja ymparistokayttaytyminen on saman-
laista. Taulukossa 3 on kuvattu eri fraktioiden myrkyllisyyden vaikutuksia. [2, s. 150; 5,
s. 240.]

Taulukko 3.  Oljyhiilivetyfraktioiden sallittu paivittdnen enimmaissaanti (TDI) ja hengitysilman
enimmaispitoisuus (TCA), seka vaikutukset kohde-elimiin [2, s.156].

Fraktio TDI TCA Kriittiset vaikutukset/
(ng/kglvrk) (Mg/m®) kohde-elimet
Alifaattiset
>EC5-EC8 2000 18 400 Hermosto
>EC8-EC16 100 1 000 Maksa ja veri
>EC16-EC35 2000 - Maksa
Aromaattiset
>EC5-EC8 200 400 Maksa ja munuaiset
>EC8-EC16 40 200 Kehon, maksan ja
munuaisten paino
>EC16-EC35 30 - Munuaiset




EC-numero maaraytyy yhdisteen kiehumispisteen mukaan verrattuna n-alkaanien re-
tentioaikaan kaasukromatografiassa. Yhdisteille joiden kiehumispisteet tunnetaan, voi-
daan EC-numero saada laskennallisesti. Esimerkiksi heksaani sisaltda kuusi hiiliatomia
ja sen kiehumispiste on 69 °C, taten sen EC-numero on kuusi. Heptaani (kiehumispiste
98 °C) sisaltaa seitseman hiiliatomia ja sen EC-numero on seitseman. Bentseeni sisal-
tda myos kuusi hiiliatomia, mutta sen kiehumispiste on 80 °C. EC-numero maaraytyy
nyt kiehumispistejarjestyksen ja retentioajan mukaan kaasukromatografiassa. Perustu-
en heksaanin ja heptaanin kiehumispiisiin ja retentioaikoihin on bentseenin EC-numero
6,5. [6.]

2.3 PAH-yhdisteet

Polysykliset aromaattiset hiilivedyt (PAH-yhdisteet) ovat ryhma yhdisteita, johon voi-
daan laskea noin 10 000 yhdistettd. Kuitenkin todella pieni maara naista yhdisteista
esiintyy huomattavina maarina luonnossa. PAH-yhdisteitd syntyy epataydellisen pala-
misen seurauksena, ja niitd tavataan myds kreosoottidljyssa ja muissa Kivihiiliperaisis-
sa Oljyissa, dieseldljyissd, moottoridljyissa, noessa, asfaltissa ja bitumissa. PAH-
yhdisteet koostuvat aromaattisista renkaista, jotka ovat sulautuneet yhteen tai yhdisty-
vat toisiinsa sidoksella. Yhdisteilld ei ole substituentteja eivatka ne sisalla heteroato-
meita. Kevyet PAH-yhdisteet sisaltavat alle nelja bentseenirengasta ja raskaat enem-
man kuin nelja. Raskaammat PAH-yhdisteet ovat pysyvampia ja myrkyllisempia kuin
kevyet. Yhdisteet ovat lipofiilisia luonnossa, mutta toisia PAH-yhdisteitd on myds tavat-
tu vesiymparistdissd. PAH-yhdisteet voidaan jakaa fraktioihin myés EC-numeron pe-

rusteella. Taulukossa 4 on PAH-yhdisteiden EC-numerot. [7; 8.]



Taulukko 4.  PAH-yhdisteiden EC-numerot [6].

Yhdiste Fiiiatomien | £c-numero
Naftaleeni 10 11,69
2-metyylinaftaleeni 11 12,84
1-metyylinaftaleeni 11 12,99
Asenaftyleeni 12 15,06
Asenafteeni 12 15,50
Fluoreeni 13 16,55
Fenantreeni 14 19,36
Antraseeni 14 19,43
Fluoranteeni 16 21,85
Pyreeni 16 20,80
Bentso[a]antraseeni 18 26,37
Kryseeni 18 27,41
Bentso[b]fluoranteeni 20 30,14
Bentso[K]fluoranteeni 20 30,14
Bentso[a]pyreeni 20 31,34
Indeno[1,2,3-cd]pyreeni 22 35,01
Bibenzo[a,h]antraseeni 22 34,01
Bentso[g,h,i]peryleeni 22 34,01

PAH-yhdisteiden tiedetdan aiheuttavan sydpariskin, esimerkiksi bentso(a)pyreeni ja
dibentso[a,h]antraseeni ovat tunnettuja karsinogeeneja. Vaikka kaikkia PAH-yhdisteita
ei ole luokiteltu karsinogeenisiksi, voivat ne toimia niin kutsuttuina tehosteaineina. Altis-
tumista vain yhdelle PAH-yhdisteelle ei tapahdu, koska PAH-yhdisteet esiintyvat aina
komplekseina. Tutkimukset ja menetelmat ovat yleensa keskittyneet 16 PAH-yhdisteen
monitorointiin, joita EPA (US Environmental Protection Agency) korosti 1970-luvulla.
Tasta syysta myds monet nykypaivan menetelmat, standardit ja reagenssit ovat suun-
niteltuja 16 EPA-PAH analytiikkaan niin elintarvikkeista kuin ymparistonaytteistakin.
Kahdeksan naista 16 PAH-yhdisteesta tiedetdan olevan mutageenisia ja karsinogeeni-
sia. [7;8.]



3 Alifaattisten oljyhiilivetyjen ja PAH-yhdisteiden analysointimenetelmat

3.1 Katsaus analyysimenetelmiin

Oljyhiilivetyjen analysointin on olemassa standardisoitu menetelmd SFS-ISO
16703:2004 (Soil quality — Determination of content of hydrocarbon in the range C10 to
C40 by gas chromatography), johon myés SYKEn akkreditoitu menetelma pitkalti pe-
rustuu. Menetelmalld saadaan maaritettyd mineraali6ljypitoisuus maanaytteista kiehu-
mispistealueella 175-525 °C olevien alkaanien CoH2—C4oHs2 kokonaispitoisuus GC-
FID:lla. Menetelmalld ei saada fraktioitua alifaattisia 6ljyhiilivetyja, eikd maaritettya
PAH-yhdisteita. [9.]

Menetelmd SFS-ISO 16703:2004 perustuu homogeenisen maanaytteen uuttamiseen
asetonilla ja heksaanilla ravistelijassa tai ultraddnen avulla. Asetonia kaytetadn uutossa
apuna, koska sillda on kyky uuttaa myds aggregaatteja. Orgaaninen faasi pestaan ve-
delld ja faasista poistetaan pooliset yhdisteet Florisilin avulla. Puhdistettu nayteuute
analysoidaan GC-FID:lla ja pitoisuus lasketaan kayttaen ulkoista kalibrointia. Uuton ja

puhdistusvaiheen onnistumista seurataan C40:n saannon avulla. [9.]

PAH-yhdisteiden analysointiin maaperanaytteistd on olemassa standardi ISO
18287:2006 (Soil quality — Determination of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) —
Gas chromatographic method with mass spectrometric detection (GC-MS)). Menetel-
massa maanayte uutetaan ravistelijassa asetonilla ja petrolieetterilla, minka jalkeen
orgaaninen faasi pestdan vedelld. Uutteen puhdistukseen kaytetdan silikapylvasta ja
puhdistettu uute konsentroidaan tarvittaessa typpihaihdutuksella. Analysointitekniikka-
na kaytetaan GC-MS-tekniikkaa sisaisen standardin menetelmalla. Uuton ja puhdistus-
vaiheen onnistumista voidaan seurata surrogaattien avulla. Surrogaatit ovat yhdisteita,
jotka muistuttavat kemialliselta koostumukseltaan analyytteja. Surrogaatteja lisataan
tunnettu pitoisuus naytteeseen tai nayteuutteeseen, jotta voidaan arvioida esikasittelyn

onnistuneisuutta. [10.]
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3.2 Fraktiointi ja puhdistus

SPE-patruunoiden valmistajilla on valmiita ohjeita alifaattisen Oljyhiilivetyjen ja PAH-
yhdisteiden fraktiointiin. Naitd ovat esimerkiksi Phenomenexin Strata EPH, Restekin
Massachusetts EPH ja Biotagen ISOLUTE EPH-M -patruunat. Fraktiointia on mahdol-
lista tehda myos silikapylvaalla. [11; 12; 13; 14.]

Keskeista kaikille ylla mainituille patruunoille on, ettd nayteuute on heksaanissa. Kaikki
SPE-patruunat vaativat myods kunnostusvaiheen ennen varsinaista naytteen lisaysta ja
eluointia. Kaikki vaiheet suoritetaan ilman vakuumia. Taulukkoon 5 on koottu eri pat-

ruunavalmistajien suosittelemia kunnostus- ja eluointimaaria. [11; 12; 13.]

ISO/CD 16558-2 -standardiesityksen mukaan fraktiointi on mahdollista tehda silikapyl-
vaalla. Silikan tulee olla raekooltaan 63—-200 ym (70-230 mesh) ja aktivoitu vahintaan
16 h 140 °C:ssa. Silikapylvads kootaan lasikolonniin, jonka sisahalkaisija on noin 10
mm. Ensin lasikolonniin pohjalle laitetaan lasivillaa tai PTFE-fritti, minka jalkeen 3 g
silikaa ja 2 g natriumsulfaattia. Natriumsulfaattia pitaa kuivata ennen kayttéa vahintaan
2 h 550 °C:ssa. [14.]

Taulukko 5.  Eri puhdistus- ja fraktiointimenetelmien vertailu [11; 12; 13; 14].
Phenomenex Mas:ae:rtlil;etts Biotage ICO/CD 16558-2
Strata EPH EPH ISOLUTE EPH-M Silikapylvas
Dikloorimetaani
Heksaani Heksaani Heksaani 10 mi
Kunnostus eksaa eksaa eksaa +
30 ml 30 ml 20 ml .
Heksaani
10 ml
Naytemaara
E . 1ml 1 ml 1ml 1 ml
Alifaattisten . . . Heksaani
sljyhiilivetyjen Feksaani Fieksaan! Feksaani 2x 1 ml
eluointi 3x4ml
PAH-yhdisteiden Dikloorimetaani Dikloorimetaani Dikloorimetaani Dikloorimetaani
eluointi 20 ml 20 ml 20 ml 3 x4 ml
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GC-FID:lla analysoitavat alifaattiset 6ljyhiilivedyt voidaan viela jakaa seuraaviin fraktioi-
hin kromatogrammien pinta-alojen perusteella: >C10-C12, >C12-C16, >C16-C21,
>C21-C35, >C35-<C40. GC-FID:lla jokainen fraktio integroidaan erikseen naytteelle ja
kalibrointiliuoksille. Fraktioiden pitoisuudet saadaan prosentuaalisten pinta-alojen pe-
rusteella, koska kalibrointiin kaytettavalle referenssiaineelle tunnetaan tarkka pitoisuus
valilla C10—-C40. Fraktioidessa ajetaan retentioaikaliuos (RT-liuos), joka sisaltaa C10,
C12, C16, C21, C35 ja C40 n-alkaaneja. Integroidessa C10-piikkia ja C40-piikkia ei
sisallyteta fraktioihin, muiden oljyhiilivetyjen fraktioiden integrointi aloitetaan piikin kar-
jesta. [14.]

Phenomenexin Strata EPH -patruunoiden sorbenttimateriaalista valmistaja ei anna
tarkkoja tietoja. Materiaali on normaalifaasinen erikoissorbentti, joka kuitenkin perustuu
silikaan. Kuvassa 3 on Phenomenexin kuva sorbenttimateriaalista, joka vaikuttaisi ole-
van tavallista silikaa. [15.] My6skaan Restek Massachusetts EPH -patruunoiden sor-
benttimateriaalista ei anneta tarkkoja spesifikaatioita, mutta faasin kerrotaan olevan
silikaa. [12.] Biotage ISOLUTE EPH-M -patruunoiden faasi on sekoitus silikaa ja alumi-

naa, jotka on optimoitu fraktiointiin. Silikan ja aluminan suhdetta ei ilmoiteta. [13.]

Kuva 3. Phenomenexin Strata EPH -patruunoiden sorbenttimateriaali [15].

Silikan (SiO;) pinnassa on aktiivisia silanoliryhmia, joiden avulla adsorptio tapahtuu.
Silanoliryhmat adsorboivat helposti polaarisia molekyyleja, myds vettd. Taman takia
kaytettava silika pitdd aktivoida uunissa ja sailyttda eksikaattorissa. SPE-patruunoita
tulee myds sailyttdd eksikaattorissa. Silikan silanoliryhmat deaktivoituvat kosteuden

vaikutuksesta. [16.]
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Silikapylvaskromatografia on normaalifaasikromatografiaa, jossa on polaarinen adsor-
benttifaasi ja analyytit ovat poolittomassa liuottimessa (heksaani). Alkaanit (tyydytty-
neet Oljyhiilivedyt) eivat pidaty silkassa, ja siksi ne saadaan eluoitua heksaanin muka-
na. PAH-yhdisteet pidattyvat alkaaneja paremmin, ja ne saadaan eluoitua dikloorime-
taanilla. Mitd suurempi affiniteetti analyytilla on adsorbenttimatriaaliin, sen kauemmin
se pidattaytyy materiaaliin. Lisaamalla liuottimen maarad saadaan analyytteja eluoitu-
maan ja valitsemalla eluutiovahvuudeltaan suurempi liuotin voidaan selektiivisesti elu-

oida erilaisia analyytteja. [16; 17, s.13—-15]

Liuottimet jaetaan eluutiovahvuuden (eluent strength, £0) mukaan. Eluutiovahvuudella
tarkoitetaan liuottimen adsorptioenergiaa verrattuna pentaanin adsorptioon paljaan
silikan pintaan. Pentaanin eluutiovahvuus on £0=0,00 (nollakohta), heksaanin £0=0,01
ja dikloorimetaanin £0=0,30. Mita suurempi eluutiovahvuus on, sitd nopeammin analyy-
tit eluoituvat kolonnista. Poolisemmalla liuottimella on suurempi eluutiovahvuus. [18, s.
563.]

Myds alumina (Al,O3) on varsin herkka siihen sitoutuneen veden maaralle. Mita suu-
rempi vesipitoisuus on sen vahemman polaariseksi alumina muuttuu. Polaarisuudella
kuvataan aluminan aktiviteettia. Aluminaa on saatavilla aktiviteettitasoilla I, Il ja lll, jois-
ta | on aktiivisin. Alumina voi my6s olla hapanta, neutraalia tai emaksista. Neutraali

alumina on yleisemmin kaytetty. [19.]

Silika ja alumina ovat molemmat polaarisia adsorbentteja, siten polaarisemmat yhdis-
teet adsorboituvat voimakkaammin. Tama tarkoittaa etta poolittomat yhdisteet eluoitu-
vat ensin. Eluointijarjestys on talldin seuraavanlainen: alkyylihalidit < tyydyttyneet hiili-
vedyt < tyydyttymattdmat hiilivedyt < eetterit < esterit < ketonit < amiinit < alkoholit <
fenolit < hapot. Pooliset epapuhtaudet saadaan hyvin poistettua, koska ne pidattyvat
adsorbenttiin. [20.]

Florisil on erittéin polaarinen sorbenttimateriaali, jolla on korkea aktiivisuus. Oljyhiilive-
tyanalytiikassa Florisil-sorbenttimateriaalia on kaytetty polaaristen yhdisteiden pois-
toon, esimerkiksi standardissa SFS-ISO 16703:2007. PAH-yhdisteet pidattyvat myds
Florisil-materiaalin pintaan. Florisilin koostumus on 84,0 % silikaa (SiO,), 15,5 % mag-
nesiumoksidia (MgO) ja 0,5 % natriumsulfaattia (Na;SO,). [9; 21.]
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4 Materiaalit ja laitteistot

4.1 Reagenssit

Tassa opinnaytetydssa kaytettiin seuraavia reagensseja ja puhdasaineita.

Alifaattisten oljyhiilivetyjen maaritykseen kdytetyt reagenssit

o Lisaaineeton dieseldljy: BAM-K008
Deutsche Shell AG, DK 1037

e Lisaaineeton voiteludljy: BAM-K009
Deutsche Shell AG, HVI 50

e Lisaaineettoman dieseldljyn ja voiteludljyn seos (1:1): BAM-K010
Deutsche Shell AG, DK 1037 ja HVI 50 (1:1)

e Dekaani (C10H22)
Fluka Analytical 30540, lot. BCBD5246V

o Dodekaani (C12Hz5)
Fluka Analytical 44010, lot. 1195441

o Heksadekaani (C1eH34)
Fluka Analytical 52209, lot. 1166117

e Heneikosaani (C21 H44)
Fluka Analytical 51523, lot. 1231664

e Tetrakontaani (CsoHs2)
Fluka Analytical 87086, lot. BCBB6301V

o Stearyylistearaatti (C3;5H7205)
Fluka Analytical 85775, lot. 1234736

¢ Natriumsulfaatti (Na,SO,)
Merck Emsure, zur Analyse 99,0 %, lot. K40696437 009



PAH-yhdisteiden maaritykseen kaytetyt reagenssit

e Kalibrointiliuokset: PAH mix
AccuStandard Inc. Z-014G, lot. 209111296

e PAH-saantokoestandardi: EPH Aromatic/PAH Standard
AccuStandard Inc. EPH-WA-10X, lot. B8070248

e Sisaiset standardit: Internal Standard Mix
AccuStandard Inc. Z-014J-0.5X, lot. B8090028

e Surrogaatti: DEP(MA)-Fractionation Surrogate Spike
AccuStandard Inc. DRH-MS-FSS-50X, lot. B4060163

o Silika: Silica gel 60 for column chromatography (SiO5)
0,063—-0,200 mm (70-230 mesh ASTM)
Merck, lot. TAI666134 115

e Natriumsulfaatti (Na,SO,)
Merck Emsure, zur Analyse 99,0 %, lot. K40696437 009

Liuottimet

¢ Asetoni (C3HO)
Merck, SupraSolv 99,8 %, lot. 1605612 139

e Dikloorimetaani (CH.Cl,)
J.T.Baker, Baker Ultra Resi-analyzed For Organic Residue Analysis,
lot. 1120200003

e Heksaani (CgH14)
Fluka Analytical, Trace Select for pesticide residue analysis, lot. SZBC076SV

o Sykloheksaani (CsH12)
Fluka Analytical, Pestanal 99,5 %, lot. SZBA265M

e Laboratoriovesi
Millipore Milli-Q Gradient A10 (TOC <3 ppb)
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4.2 SPE-patruunat

Puhdistukseen ja fraktioitiin kaytettiin neljan eri valmistajan SPE-patruunoita.

o Na,SO,-Florisil-patruuna (2 g + 2 g)
Macherey-Nagel Chromabond, Na,SO, lot. 1111/9 ja Florisil lot. 0212/4

¢ Phenomenex Strata EPH 5 g/20 ml
Part no. 8B-S031-LEG
Sorbent lot. S319-30, S319-31, S319-33 ja S319-41

e Restek Massachusetts EPH 5 g/20 ml
Cat no. 26065
Lot. 016190-QJ-01

e Biotage ISOLUTE EPH-M
Part no. 928-0500-E
Lot. 12184207GF

4.3 Laitteistot ja laitteistoparametrit

Opinnaytetydssa kaytettiin seuraavia laitteita, niiden toiminta tarkastettiin aina ennen

Kayttoa.

e Analyysivaaka
Mettler Toledo Excellence Plus XP 205 Delta Range

e Vaaka (naytteille)
Sartorius LE 623S

e SPE-laitteisto
Supelco Visiprep cat 5-7030

e Sentrifugi
Thermo Juvan C4i Centrifuge

o Typpihaihdutin
Techne Dri-Block DB-3 Sample Concentrator
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GC-FID-laitteen ajo-olosuhteita ei tarvinnut optimoida tata ty6ta varten, koska SYKElla
on kaytdossa menetelma, jolla saadaan kokonaisoljyhiilivetypitoisuus maaritettya. Lait-
teistomenetelmassa kaytetddn on-column -injektiota. Tekniikkaa kaytetdan naytteille,
jotka hajoavat kiehumispisteensa ylapuolella ja joista halutaan tehda kvantitatiivinen
analyysi. Nayte injektoidaan suoraan kolonniin, jossa se tiivistyy. Erottumisprosessi
saadaan alkamaan, kun lampdtilaa nostetaan. Tekniikan edut ovat hyva tarkkuus ja
toistettavuus, naytehaviot jadvat myds pienemmaksi kuin split-tekniikalla. On-column
-tekniikassa kaytetaan faasitonta deaktivoitua esikolonnia, jonka halkaisija on 0,53 mm.

[18, s. 541.] Taulukkoon 6 on koottu kaytetyn laitteen tiedot ja laitteistoparametrit.

Taulukko 6.  GC-FID-laitteen parametrit.

GC-FID Agilent 6890N

Injektorin parametrit Pesu naytteella: 1

(on-column) Pumppaus naytteell: 6
Injektiotilavuus: 1,00 pl
Ruiskun pesu: 2 x 9 heksaanilla
Ruiskun nopeus: Hidas

Esikolonni Agilent part no. 160-253510

FS Deactivated
0,53 mmx1m

Analyyttinen kolonni Agilent J&W part no. 19091J-413
HP-5
5mx 0,32 mm x 0,25 ym

Virtaus: 2,1 ml/min

Uuniohjelma Alkulampdtila: 60 °C 5,00 min
Uuniohjelma:
Rate Final temp Final time
(°C/min) (°C) (min)
1. 30,0 320 5,00
2. 50,0 325 7,00
FID-parametrit Lampétila: 360 °C
H,: 10,0 ml/min

0O,: 450,0 ml/min
Makeup-kaasu He: 45,0 ml/min

Kaasut Helium 5.6
Synteettinen ilma 5.0
Vety 5.0
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GC-MS-laitteistoparametrit on koottu taulukkoon 7. SYKElIla on kdytossa menetelma
PAH-yhdisteiden maarittamiseen vesinaytteista. Tahan menetelmaan pohjautuvaa lait-

teistomenetelmaa kaytettiin naytteiden mittauksessa.

Taulukko 7.  GC-MS-laitteistoparametreja.

GC-MS Varian GC CP-3800 & Varian 1200 Quadropole MS/MS
Injektorin parametrit Huuhtelu naytteella: 5

Injektiotilavuus: 1,00 pl

Ruiskun pesu: 2 x 3 sykloheksaanilla

Split-suhde:

Min Split-suhde

1. - 10

2. 0,01 0

3. 1,00 20

4. 2,50 5

Analyyttinen kolonni Phenomenex ZB-5MS
part no. 7HG-G010-11
30 mx 0,25 mm x 0,25 ym

Virtaus: 1,2 ml/min He

Uuniohjelma Temp Rate Hold Total
(°C) (°C/min) (min) (min)
60 0,0 2,00 2,00
190 10,0 0,00 15,00
250 4,0 0,00 30,00
270 10,0 0,00 32,00
300 4,0 0,00 39,50
320 20,0 3,00 43,50

Siirtolinja: 300 °C

MS-parametrit lonilahde: EI 220 °C
Tarkkuus: 0,700 amu
Detektori: positiivinen 1300 V

GC-MS-analytiikassa bentseenirenkaan sisaltavien aromaattisten yhdisteiden suurim-
man intensiteetin antava piikki on yleensa molekyyli-ioni M* [18, s.479]. Massaspekt-
rometrin selektiivisyytta ja herkkyytta voidaan parantaa kayttamalla SIMia (selected ion
monitoring). Talldin jokaista aika-ikkunaa kohden mitataan vain muutamaa m/z-arvoa,
jolloin signaali-kohinasuhde paranee. Koska analyyttien antamat m/z-arvot ja niiden
retentioajat tunnetaan, saadaan kromatogrammeista vain analyytin piikkeja. [18, s.
492.]
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Kaytetyt kvantitointi-ionit ja yhdisteiden retentioajat on koottu taulukkoon 8. Sisdinen
standardi on merkitty lihavoidulla fontilla (esim. naftaleeni-d8). Jokainen sisdinen stan-
dardi retentoituu ensin ja kaikki sen jalkeen tulevat yhdisteet lasketaan sitd vasten,
kunnes taas uusi sisainen standardi retentoituu. Esimerkiksi sisaistd standardia
naftaleeni-d8 vasten lasketaan naftaleeni, 2-fluorobifenyyli, asenaftyleeni ja
2-bromonaftaleeni. Surrogaatit 2-fluorobifenyyli ja 2-bromonaftaleeni on merkitty kursii-

villa.

Taulukko 8.  Analysoitavat yhdisteet, niiden molekyylipainot ja kvantitointi-ionit.

Yhdiste Retentioaika Mw Kvantitointi-ioni
(min) (g/mol) (m/z)
Naftaleeni-d8 (ISTD) 8,146 136,22 136
Naftaleeni 8,191 128,17 128
2-fluorobifenyyli (surrogaatti) 10,701 172.20 172
Asenaftyleeni 11,857 152,21 152
2-bromonaftaleeni (surrogaatti) 12,188 207,07 127
Asenafteeni-d10 (ISTD) 12,204 164,27 164
Asenafteeni 12,278 154,21 153
Fluoreeni 13,508 166,22 166
Fenantreeni-d10 (ISTD) 15,763 188,28 188
Fenantreeni 15,826 178,23 178
Antraseeni 15,982 178,23 178
Fluoranteeni 19,751 202,26 202
Pyreeni 20,601 202,26 202
Bentso[a]antraseeni 26,312 228,29 228
Kryseeni-d12 (ISTD) 26,314 240,36 240
Kryseeni 26,441 228,29 228
Bentso[b]fuoranteeni 31,931 252,32 252
Bentso[K]fuoranteeni 31,500 252,32 252
Bentso[a]pyreeni 32,503 252,32 252
Peryleeni-d12 (ISTD) 32,724 264,38 264
Indeno[1,2,3-cd]pyreeni 36,471 276,34 276
Dibentso[a,h]antraseeni 36,677 278,35 278
Bentsol[g,h,i]peryleeni 37,289 276,34 276
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5 Tyodn toteutus
5.1 Kalibrointi- ja referenssiliuosten valmistus

Kaikki kalibrointi- ja referenssiliuokset valmistettiin sertifioiduista puhdasaineista pun-
nitsemalla. Liuosten pitoisuudet laskettiin joko laimennuskertoimien avulla tai tiheyden
kautta. Punnitsemalla voidaan valttya mittavalineiden aiheuttamasta epavarmuudesta.

Punnitukset tehtiin kalibroidulla analyysivaa'alla, jolloin punnitukset ovat jaljitettavia.

Alifaattisten odljyhiilivetyjen kalibrointi- ja referenssiliuokset valmistettiin heksaaniin. Ka-
librointiliuokset valmistettiin lisdaineettomasta dieseldljyn/voiteludljyn (1:1) seoksesta
BAM-K010. Kalibrointiliuoksiin lisattin myds n-dekaania (CiH.2) ja tetrakontaania
(C4oHs2), jotta niiden pitoisuus saadaan laskettua luotettavasti uuttoliuoksen pitoisuuk-
sista riippumatta. Uuttoliuos sisalsi 15 pg/ml n-dekaania (C1oHz.) ja 20 pg/ml tetrakon-
taania (C4oHsz). Uuttoliuoksesta valmistettiin kantaliuos, josta tarpeen mukaan tehtiin
10-kertainen laimennos volumetrisesti. Lisaksi valmistettiin fraktiointia varten RT-liuos,
joka sisalsi C10, C12, C16, C21, C35, C40 n-alkaaneja. Taulukossa 9 on esitetty gra-

vimetrisesti tehdyt kalibrointiliuokset. Oljyhiilivetyjen kalibroinnissa kaytettiin lineaarista

sovitusta.

Taulukko 9.  Oljyhiilivetyjen kalibrointiliuokset.

STD Oljyhiilivetypitoisuus Cc10 C40
C10-C40
(ng/ml) (pg/ml) (ng/ml)
STD 1 45,143 2,378 2,104
STD 2 80,224 4,226 3,739
STD 3 197,212 10,389 9,191
STD 4 380,176 20,028 17,718
STD 5 684,663 36,068 31,909
STD 6 1136,335 59,862 52,959
STD7 1695,334 89,310 79,012
STD 8 2082,056 109,683 97,035
STD 9 2716,873 143,125 126,621
STD 10 2784,554 146,691 129,775
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Esimerkkilasku kalibrointiliuoksen STD 1 pitoisuuden laskemiseksi punnituksen avulla:

e Heksaania 6,55475 g

e Kantaliuosta 0,01461 g

o Kantaliuoksen pitoisuudet
o Oljyhiilivetypitoisuus 20,298 mg/ml
o €10 1,06932 mg/ml
o €40 0,94601 mg/ml

STD 1:

Oljyhiilivetypitoisuus

20,298 mg,/ml - 0,01461 g
0,01461 g +6,55475 g

=0,04514mg/ml=45,14 ug/ml

C10 pitoisuus

1,06932 mg/ml- 0,01461 g
0,01461 g +6,55475 g

=0,02378 mg/ml =2,378 ug/ml

C40 pitoisuus

0,94601 mg/ml- 0,01461 g
0,01461 g + 6,565475 g

=0,02104 mg/ml=2,104 ug/mi

Prosentuaalisten pinta-alojen perusteella lasketut fraktiokohtaiset pitoisuudet ovat liit-
teessa 1. Liitteessa 2 on myos kalibrointiliuoksen STD 5 kromatogrammi, jossa nakyy

Oljyhiilivedyt fraktioittain.

PAH-yhdisteiden kalibrointi- ja referenssiliuokset seka sisaiset standardit valmistettiin
sykloheksaaniin. Kalibrointiliuokset sisalsivat myds surrogaattien kalibrointiliuokset.
Surrogaattina kaytettiin 2-fluorobifenyylid ja 2-bromonaftaleenia. Kalibrointialue PAH-
yhdisteille ja surrogaateille oli ~6,5-2700 ng/ml. Nayteuutteiden ja kalibrointiliuoksen
analyysiin tarvittava tilavuus oli 0,5 ml, johon lisattin 10 pl sisdisia standardeja.
Sisaisten standardien pitoisuus kantaliuoksessa oli ~8500 ng/ml, joten pitoisuus 0,5
ml:aa kohden oli ~170 ng/ml. PAH-yhdisteesta ja pitoisuusalueesta riippuen tehtiin
lineaarinen kalibrointi tai kalibrointi toisen asteen yhtalé6n sovittaen. Jokaiselle
yhdisteelle laskettiin tarkka pitoisuus sertifikaattien perusteella. Liitteessa 3 on PAH-
yhdisteiden kalibrointiliuosten pitoisuudet ja liitteessa 4 esimerkkikromatogrammi PAH-
kalibrointiliuokselle STD 5. Liitteessa 5 on surrogaattien ja sisdisten standardien tarkat

pitoisuudet.
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Saantokokeita varten valmistettiin 16 PAH-yhdisteesta (samat kuin kalibrointiliuoksissa)
ja RT-liuoksesta seokset kolmelle eri pitoisuustasolle. Synteettiset liuokset
saantokokeita varten valmistettiin eri sertifioidusta ampullista kuin kalibrointiliuokset.

Liitteessa 6 on esitetty tarkat pitoisuudet kaytetyille synteettisille liuoksille.

Lisaksi Florisil-patruunoiden testaukseen kaytettiin 8 mg/ml 6ljyliuosta, joka valmistet-
tiin sekoittamalla 1:1 BAM-K008 (lisdaineeton dieseldljy) ja BAM-K009 (lisdaineeton
voiteludljy). Epapuhtauksien pidatyskykytestausta varten valmistettiin 1 mg/ml stearyy-
listearaattiliuosta. GC-FID-laitteen testaukseen kaytettin SYKEssa aikaisemmin val-
mistettua 500 pg/ml liuosta n-alkaaneista C9, C10, C20, C30, C35 ja C40.

5.2 Kontaminaatiotestaus

Koska GC-FID:lla maaritetddn summaparametreja, tulee nollanaytteen antaa tulos alle
0,025 mg/ml o&ljyhiilivedylle valilla C10—-C40 (SYKEn sisdinen raja-arvo). Havaittiin
Phenomenexin Strata EPH -patruunoista tulevan epapuhtauksia ja pohjatason olevan
selvasti yli raja-arvojen pelkalle liuottimelle. Kuvassa 4 on kromatogrammi pat-
ruunaeralle S319-30, jossa oli naytteena pelkka uuttoliuos (sis. C10 ja C40). Kaikki

kunnostus- ja fraktiointivaiheet on suoritettu Phenomenexin ohjeistuksen mukaan.

FID1 A, (120508\027B2701.D)
ml® 2 > ¢
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1 L ~ EPH5g/20 m
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Kuva 4. Kontaminaatiotestaus: GC-FID-kromatogrammi patruunaeralle S319-30.
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Myds PAH-fraktiosta |0ytyi paljon epapuhtauksia, vaikka GC-MS-laitetta kaytettiin vain
PAH-yhdisteille selektiivisilla massaluvuilla (SIM). Useat epapuhtauspiikit ja pohjatason

epatasaisuus retentoituvat analyyttien paalle.

Epapuhtauksien alkuperaa tutkittin haihduttamalla 30 ml heksaania ja 30 ml dikloori-
metaania 0,5 ml:aan. Molemmat liuottimet analysoitiin GC-FID:lla ja GC-MS:lIa ja niissa
ei havaittu epapuhtauksia. Kaytetty sykloheksaani tutkittin samalla tapaa. Kaikki val-

mistetut liuokset tutkittin myds ja todettiin niiden olevan kontaminoitumattomia.

Kaytetty tefloninen SPE-laitteisto vaihdettiin metalliseen, mutta tdma ei vaikuttanut
epapuhtauksien maaraan. Kunnostusliuottimien maaraa lisattiin ja kunnostusta dikloo-
rimetaanilla testattiin valilla 0-30 ml ja heksaanilla valilla 10-30 ml. Talla ei ollut vaiku-
tusta epapuhtauksien maaraan. Lisdksi kokeiltin patruunoita eri eristd ja valmistus-
vuosilta, jotta voitiin poissulkea mahdollinen vanhettuminen ja eran kontaminoituminen.
Mikaan era ei ollut puhdas kontaminaatiosta. Kontaminaatio on todenndkdisesti 1ahtoi-
sin patruunan muovista tai itse sorbenttimateriaalista. Phenomenex on ilmoittanut, etta
patruunoista saattaa liueta muovin pehmitinaineita [13]. Phenomenexin Strata EPH

-patruunat paatettiin hylata, koska menetelmassa pyrittiin pieniin pitoisuustasoihin.

SPE-patruunoita 6ljyhiilivetyjen ja PAH-yhdisteiden fraktiointiin valmistavat myos Res-
tek ja Biotage. Restekin Massachusetts EPH -patruunoissa oli havaittavissa samankal-
taista taustakontaminaatiota kuin Phenomenexin Strata EPH -patruunoissa. Kontami-
naation maara oli kuitenkin huomattavasti pienempi. Biotagen ISOLUTE EPH-M
-patruunat eivat aiheuttaneet kumpaankaan fraktioon taustaa, joten kyseiset patruunat

valittiin loppukokeisiin.

ISO/CD 16558-2 -standardiesityksessa on esitetty oljyhiilivetyjen ja PAH-yhdisteiden
fraktiointia silikapylvaalla. Esikokeiden perusteella myds pylvasfraktiointi vaikutti toimi-
valta, eika aiheuttanut taustaa. Silikapylvas valittiin taman vuoksi myds mukaan lopulli-

siin kokeisiin.
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5.3 Eluointitilavuudet

Eluointitilavuudet silikapylvaalle ja Biotagen ISOLUTE EPH-M -patruunoille tarkastettiin
lisddmalla patruunoihin synteettistd C10-C40 ja PAH-yhdisteita sisaltavaa liuosta 1 ml.
Alifaattista Oljyhiilivetyfraktiota kerattiin 3 ml:n valein 18 ml:aan saakka. Jokainen 3 ml:n
fraktio haihdutettiin 1 ml:aan ja maaritettin GC-FID:lla. PAH-fraktiota kerattiin 4 ml:n
valein 24 ml:aan saakka. Jokainen 4 ml:n fraktio haihdutettiin 0,5 ml:aan sykloheksaa-

nia ja maaritettiin GC-MS:lla.

Eluonititilavuuskokeiden tuloksena sopivat eluointilavuudet Biotagen ISOLUTE EPH-M
-patruunoille olivat alifaattisille dljyhiilivedyille 12 ml heksaania ja PAH-yhdisteille 20 ml
dikloorimetaania. Silikapylvaalle sopivat eluointitilavuudet alifaattisille Oljyhiilivedyille
olivat ensin 2 x 1 ml erd heksaania ja tdman jalkeen 3 x 4 ml erd. PAH-yhdisteiden elu-

ointiin dikloorimetaanilla riitti 3 x 4 ml era.

5.4 Koejarjestely

Ekokem Oy:lta saatu maanayte seulottiin partikkelikokoon <1 mm, nain pyrittiin saa-
maan nayte mahdollisimman homogeeniseksi. Naytemaata sekoitettiin ja se jaettiin
kolmeen purkkiin, joista jokaisesta tehtiin nelja rinnakkaisuuttoa. Rinnakkaisuutteista
maaritettiin dljyhiilivedyt kolmen eri puhdistusvaiheen jalkeen (kuva 5). Numero (1-3)

viittaa kaytettyyn purkkiin ja kirjain (A—D) rinnakkaisuuttoon.

Purkki Rinnakkainen
1 1A, 1B, 1C, 1D

2 2A, 2B, 2C, 2D $

3 3A, 3B, 3C, 3D ~ Oljyhullvedyt

GC FID

Nayte
1A : Silikapylvas
PAH-yhdisteet
Uutetta 15 ml GC-MS

Oljyhiilivedyt
GC-FID
Biotage ISOLUTE
EPH-M
PAH-yhdisteet
GC-MS

Kuva 5. Rinnakkaisuutteiden puhdistus ja fraktiointi.
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Naytetta punnittin 2-10 g 0,001 g:n tarkkuudella 100 ml:n sentrifugiputkeen. Putkeen
lisattiin 20 ml asetonia ja 15 ml uuttoliuosta. Naytteitd uutettiin horisontaalisesti raviste-
ljassa 240 mot/min 1 h ajan. Asetonin poistamiseksi sentrifugiputkeen lisattiin 30 ml
vettd ja ravisteltiin. Jotta maa-aines saatiin pohjalle ja orgaaninen faasi erottumaan,
sentrifugoitiin 2500 rpm 5 minuutin ajan. Orgaaninen faasi siirrettiin 25 ml:n koeputkeen
ja lisattiin 10 ml vetta seka ravisteltiin. Orgaaninen faasi siirrettiin jalleen uuteen sentri-

fugiputkeen ja lisattiin natriumsulfaattia veden poistamiseksi.

5.5 Puhdistus ja fraktiointi

Florisil-puhdistus

Nayteuutetta imettiin 10 ml Florisil-patruunan [api vakuumilaitteistoa kayttden. Tasta

maaritettin GC-FID-laitteistolla alifaattiset oljyhiilivedyt.

SPE-puhdistus ja -fraktiointi

Biotage ISOLUTE EPH-M -patruunat kunnostettiin 20 ml:lla heksaania, jonka annettiin
tippua kunnes nestepinta saavutti patruunan pinnan (fritin). Pintaa ei paastetty kuivu-

maan tassa vaiheessa.

Patruunaan lisattiin 0,75 ml nayteuutetta ja 0,25 ml surrogaattia kalibroidulla automaat-
tipipetilld. Kerdysastiaksi patruunan alle asetettiin mitta-asteikollinen koeputki. Annettiin
nayteuutteen ja surrogaatin imeytya patruunaan. Ennen kuin patruunan pinta ehti kui-
vua, lisattiin 12 ml heksaania. Heksaanilla eluoitiin alifaattiset Oljyhiilivedyt. Keraaminen
lopetettiin kun patruunan pinta oli kuiva ja virtaus oli lakannut. PAH-yhdisteet eluoitiin
lisddmalld patruunaan 20 ml dikloorimetaania ja kerattiin fraktio toiseen mitta-

asteikolliseen koeputkeen. Kuvassa 6 on SPE-fraktioinnin vaiheet.

Ennen patruunafraktiointia mitta-asteikon paikkansapitavyys tarkastettiin pipetoimalla
automaattipipetilla 1 ml heksaania alifaattisen o6ljyhiilivetyfraktion koeputkiin ja PAH-
fraktion koeputkiin 0,5 ml sykloheksaania. Alifaattinen fraktio haihdutettiin typpihaihdut-
timella 1 ml:aan ja PAH-fraktio 0,5 ml:aan. Typpihaihduttimen lampétila oli 35 °C. PAH-

fraktioon lisattiin 10 pl sisdisia standardeja kayttden automaattipipettia.
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Nayteuute 0,75 ml + suurrogaatti 0,25 ml

}

/\

1. Alifaattiset 6ljyhiilivedyt 2. PAH-yhdisteet eluoidaan 20 ml:lla
eluoidaan 12 ml:lla heksaania. dikloorimetaania. Haihdutetaan typella
Haihdutetaan typella 1 ml:aan 0,5 ml:aan sykloheksaania ja lisatdan
ja analysoidaan GC-FID:lIa. 10 pl sisaisia standardeja.

Analysoidaan GC-MS:lIa.

Kuva 6. Biotage ISOLUTE EPH-M -patruunoiden kaytto.

Silikapylvas-puhdistus ja -fraktiointi

Lasikolonnin pohjalle laitettiin lasivillaa ja taman jalkeen kolonniin lisattiin 3 g silikaa.
Silikan paalle lisattiin 2 g natriumsulfaattia. Silikapylvas kunnostettiin ensin 10 ml:lla

dikloorimetaania ja tdman jalkeen 10 ml:lla heksaania.

Samalla tapaa kuin Biotagen SPE-patruunoiden kanssa, lisattiin silikapylvaaseen 0,75
ml nayteuutetta ja 0,25 ml surrogaattia. Alifaattiset dljyhiilivedyt eluoitiin ensin 2 x 1
ml:n eralla heksaania ja taman jalkeen 3 x 4 ml:n eralla heksaania. Koko fraktio kerat-
tiin samaan mitta-asteikolliseen koeputkeen. PAH-yhdisteet eluoitiin 3 x 4 ml:n eralla
dikloorimetaania ja koko fraktio kerattiin uuteen koeputkeen (kuva 7). Koeputkien mitta-
asteikoiden tarkastus tapahtui samalla tapaa kuin SPE-patruunoiden kanssa. PAH-

fraktioon lisattiin 10 pl sisaisia standardeja.
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Nayteuute 0,75 ml + suurrogaatti 0,25 ml

}

/ N\

1. Alifaattiset 6ljyhiilivedyt 2. PAH-yhdisteet eluoidaan
eluoidaan heksaanilla: dikloorimetaanilla:
2x1ml 3x4 ml
3 x4 ml. Haihdutetaan typella 0,5 ml:aan
Haihdutetaan typelld 1 ml:aan sykloheksaania ja lisataan 10 pl
ja analysoidaan GC-FID:lla. sisdisia standardeja. Analysoidaan
GC-MS:lia.
. -

Kuva 7. Fraktiointi silikapylvaan avulla.

6 Tulokset ja paatelmat

6.1 Saantokoetulokset

Saantokokeet suoritettiin kolmella eri pitoisuustasolla SPE- ja silikapylvasfraktioinnille.
Kaikki saantokoeliuokset sisalsivat C10, C12, C16, C21, C35, C40 n-alkaaneja (kuvaa-
vat oOljyhiilivetyja) ja 16 PAH-yhdistetta (liite 6). Saantokoetulokset kertovat, miten me-
netelmalla saadaan erotettua yhdisteet omaan fraktioonsa, seka sen toistettavuudesta.
N-alkaanien saantokoetulokset ja koeliuosten pitoisuudet on koottu taulukkoon 10.
Taulukossa on myds mittausten lukumaara (n), tulosten keskiarvo ja suhteelliset keski-

hajonnat.
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Taulukko 10. N-alkaanien saantokoetulosten keskiarvot ja keskihajonnat.

Silikafraktiointi SPE-fraktiointi
Biotage ISOLUTE EPH-M
Yhdiste Testiliuoksen Saanto-% %RSD Saanto-% %RSD
pitoisuus
(ng/ml) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3)

PAH/RT-testiliuos 1

Cc10 28,519 98,7 0,2 98,5 0,8

Cc12 33,322 99,7 0,4 97,2 1,6

C16 108,785 102,2 1,0 95,3 0,3

Cc21 85,460 106,0 0,9 101,3 0,6

C35 29,891 104,6 1,5 98,7 1,1

C40 23,325 101,8 1,5 101,3 0,4
Keskiarvo & kokonaishajonta 102,1 2,8 98,7 2,3
PAH/RT-testiliuos 2

C10 3,320 104,4 3,1 100,2 0,7

C12 3,879 100,3 1,7 97,8 1,5

C16 12,665 99,4 2,1 99,7 0,5

c21 9,949 95,5 0,3 99,6 0,7

C35 3,480 98,5 2,2 99,8 1,7

C40 2,716 100,9 0,5 102,1 0,6
Keskiarvo & kokonaishajonta 99,8 3,1 99,9 1,6
PAH/RT-testiliuos 3

C10 0,548 86,7 3,1 85,8 1,1

Cc12 0,640 - -

C16 2,091 - -

Cc21 1,643 - -

C35 0,575 - -

C40 0,448 96,2 2,0 98,8 1,1
Keskiarvo & kokonaishajonta 91,5 5,6 92,3 7,2

Kuten taulukosta 10 ndhdaan, lisdantyy hajonta kun pitoisuus pienenee. Kaikkia saan-
toja voidaan kuitenkin pitda hyvaksyttavina. Testiliuos 3:n kohdalla C12, C16, C21 ja
C35 n-alkaaneista saanto oli 0 %. Tama ei johdu menetelman mahdollisesta havikista,
koska kyseisia n-alkaaneja ei mydskaan saatu nakyviin puhtaan testiliuoksen kromato-
grammeista. Kyseisten n-alkaanien pitoisuudet jaavat alle GC-FID-laitteen detektiora-
jan. Kun varsinaisia naytteita fraktioidaan, on kyseinen n-alkaanista riippuva detektiora-
ja otettava huomioon maaritysrajassa. Saantokokeiden perusteella voidaan todeta, etta

silikapylvas- ja SPE-fraktioinnilla ei ole merkittdvaa eroa.
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Saanto yli 100 % voi johtua joko integroinnin tai kalibroinnin aiheuttamasta virheesta.
Virhetta voi myos aiheuttaa konsentrointivaihe, koska siina tilavuus luetaan koeputken

asteikolta. Asteikon paikkansapitavyys oli kuitenkin tarkastettu.

Saantokoetulokset on koottu taulukkoon 11, jossa on myds jokaisen PAH-yhdisteen
saantoprosentti ja suhteellinen keskihajonta. PAH-yhdisteiden saantokokeisiin kaytetty-
jen liuosten pitoisuudet on laskettu sertifioitujen arvojen pohjalta. Jotta vertailu fraktioin-
timenetelmien valilla olisi helpompaa, on taulukossa kokonaishajonta ja keskiarvosaan-
to kaikille PAH-yhdisteille. On kuitenkin huomattava, etta jokainen PAH-yhdiste kayttay-

tyy eri tavoin esikasittelyvaiheessa ja GC-MS-analyysissa.

Taulukko 11. PAH-yhdisteiden saantoprosentit ja keskihajonnat.

PAH/RT-testiliuos 1

Yhdiste Pitoisuus | Saanto-% %RSD Saanto-% %RSD
Silika- Silika- Biotage Biotage
fraktiointi | fraktiointi

(ng/mi) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
Antraseeni 804,7 73,9 23 82,1 5,1
Asenafteeni 807,1 73,8 21 70,5 2,2
Asenaftyleeni 796,6 70,8 1,6 67,4 2,2
Bentso[a]antraseeni 797 .4 75,1 2,9 82,6 2,9
Bentso[a]pyreeni 807,9 78,8 2,2 87,6 1,3
Bentso[b]fluoranteeni 806,3 85,2 2,1 91,2 1,4
Bentso[g,h,ilperyleeni 793,4 85,5 2,4 77,6 1,2
Bentsol[k]fluoranteeni 804,7 87,5 2,4 92,3 3,4
Dibentso[a,h]antraseeni 805,5 85,8 2,4 96,7 1,0
Fenantreeni 800,7 81,5 2,3 91,1 3,5
Fluoranteeni 808,7 81,1 2,4 94,4 2,7
Fluoreeni 791,8 78,5 24 92,7 3,9
Indeno[1,2,3-cd]pyreeni 805,5 86,2 2,2 92,2 3,2
Kryseeni 792,6 72,7 2,7 771 2,0
Naftaleeni 806,3 73,1 1,4 82,1 21
Pyreeni 795,8 78,2 2,6 88,2 2,0
e e 92 | 58 | 84 | o7
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PAH/RT-testiliuos 2

Yhdiste Pitoisuus | Saanto-% %RSD Saanto-% %RSD
Silika- Silika- Biotage Biotage
fraktiointi | fraktiointi

(ng/ml) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
Antraseeni 93,68 78,7 2,2 91,5 0,3
Asenafteeni 93,96 86,0 53 81,8 0,5
Asenaftyleeni 92,74 88,2 3,8 82,8 0,3
Bentso[a]antraseeni 92,84 80,2 2,4 83,6 1,7
Bentso[a]pyreeni 94,06 76,6 51 92,3 0,2
Bentso[b]fluoranteeni 93,87 81,1 5,1 95,6 0,3
Bentso[g,h,i]peryleeni 92,37 83,6 6,2 76,7 0,5
Bentso[K]fluoranteeni 93,68 82,7 5,0 93,2 0,5
Dibentso[a,h]antraseeni 93,77 77,8 6,6 76,2 0,3
Fenantreeni 93,21 838 3,4 92,5 0,6
Fluoranteeni 94,15 81,6 5,1 92,9 0,4
Fluoreeni 92,18 83,7 4,7 99,7 0,6
Indeno[1,2,3-cd]pyreeni 93,77 79,5 6,2 77,3 0,3
Kryseeni 92,28 78,6 1,6 73,8 1,0
Naftaleeni 93,87 102,4 1,5 104,3 0,5
Pyreeni 92,65 81,0 3,0 88,4 0,4
Keskiarvo & 82,8 7,0 87,7 8,9

kokonaishajonta
PAH/RT-testiliuos 3
Yhdiste Pitoisuus | Saanto-% %RSD Saanto-% %RSD
Silika- Silika- Biotage Biotage
fraktiointi | fraktiointi

(ng/ml) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
Antraseeni 15,47 76,7 4.1 79,2 0,8
Asenafteeni 15,51 76,6 4.1 66,4 1,4
Asenaftyleeni 15,31 69,6 3,3 66,4 1,5
Bentso[a]antraseeni 15,33 70,5 7,3 71,9 2,8
Bentso[a]pyreeni 15,53 83,4 4,3 75,2 0,3
Bentso[b]fluoranteeni 15,50 86,8 5,0 75,5 0,9
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Bentso[g,h,i]peryleeni 15,25 90,3 3,5 60,9 0,4
Bentso[K]fluoranteeni 15,47 90,5 4.8 78,1 0,2
Dibentso[a,h]antraseeni 15,48 88,5 4,2 62,4 1,7
Fenantreeni 15,39 79,5 4.3 86,4 0,8
Fluoranteeni 15,54 83,8 8,4 80,1 1,1
Fluoreeni 15,22 81,1 1,7 88,3 1,5
Indeno[1,2,3-cd]pyreeni 15,48 90,1 4,1 61,8 1,1
Kryseeni 15,23 68,1 7,5 64,3 3,7
Naftaleeni 15,50 72,7 1,5 75,4 0,6
Pyreeni 15,30 79,4 8,3 77,4 1,2
Bl

Verrattaessa silkapylvasfraktiointia ja kaupallista SPE-patruunafraktiointia, voidaan
todeta SPE-patruunoiden antavan paremman saannon pitoisuustasoilla ~800 ug/ml ja
~90 ug/ml. Tulokset osoittavat, ettd kokonaishajonta on kuitenkin hieman suurempi
kaytettaessa SPE-patruunoita. Saantojen voidaan kuitenkin katsoa olevan hyvaksytta-
via. Yhdistekohtaiset saannot vaihtelevat hieman verrattaessa menetelmia, mutta kes-
kihajonnat ovat paljon pienempia kuin kokonaishajonta. Pienet keskihajonnat osoittavat

hyvaa toistettavuutta, vaikka tulosaineisto pitoisuustasoa kohden on pieni.

Pitoisuustasolla ~15 pg/ml silikafraktiointi antaa paremman saantoprosentin kaikkien
PAH-yhdisteiden keskiarvolle. Yhdistekohtaiset erot ovat talla pitoisuustasolla suuria
verrattaessa molempia fraktiointimenetelmia. Tarkasteltaessa yhdistekohtaisia saanto-

prosentteja ja hajontoja ovat ne selvasti suuremmat silikafraktiointia kaytettaessa.

6.2 Naytemittausten tulokset

Ekokem Oy:lta saadun maanaytteen 6ljyhiilivedyille on tuloksia kolmesta eri maari-
tyserasta (ks. kappale 5.3). Kaikki tulokset ovat verrattavissa toisiinsa, koska ne ovat
samasta naytteestd uutettuja ja niissd on otettu huomioon punnittu ndytemaara. Laa-
dunvarmistuksena kaytetdan uuttoliuoksessa ja surrogaatissa olevaa C40:t4, jonka
pitoisuus tunnetaan. Hyvaksyttavana pitoisuutena surrogaatille on pidetty (100 + 20) %
(SYKEN sisainen raja-arvo). Taulukossa 12 on kaikkien eri menetelmien antamat tulok-

set.
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Taulukko 12. Naytteiden antamat tulokset Oljyhiilivedyille ja keskihajonnat naytemaaralla 5 g,

seka surrogaatin C40-saantoprosenttien keskiarvot ja keskihajonnat.

Nayte- Menetelma Keskiarvo %RDS Saanto-% %RDS
purkin C10-C40 C10-C40 keskiarvo C40
numero (mg/kg) C40
(n=12) (n=12) (n=12) (n=12)
Florisil 929 6,3 90 0,3
1 Silika 468 7,3 91 2,7
Biotage SPE 634 11,0 92 2,5
Florisil 951 2,4 90 2,2
2 Silika 413 6,5 95 1,6
Biotage SPE 472 4.4 94 3,0
Florisil 827 16,2 95 2,1
3 Silika 486 2,7 97 1,6
Biotage SPE 639 18,9 96 1,9
Florisil 902 10,8 92 2,8
Koko Silika 455 8,8 94 3,0
sarja
Biotage SPE 582 18,8 94 2,8

Kuten taulukosta 12 ndhdaan, antavat eri menetelmat eri tulokset. Kuitenkaan minkaan
menetelman hajontaa ei voida pitda syyna tulosten poikkeavuuteen toisistaan. Laadun-
varmistukseen kaytettavaa C40-saantoprosenttia voidaan pitaa hyvana. Pieni hajonta
C40-saannoissa antaa viitettd hyvasta toistettavuudesta. Suurimmat hajonnat ovat Flo-

risil-puhdistuksella ja SPE-fraktioinnilla. Molemmat tuotteet ovat kaupallisia.

Florisil antaa systemaattisesti suuremman tuloksen kuin Biotagen SPE-fraktiointi ja
silikafraktiointi. Silikafraktiointi antaa vastaavasti systemaattisesti pienemman tuloksen.
Vaihtelut eri naytepurkkien valilla voi johtua epahomogeenisuudesta naytteessa. Koska
naytteen taustoja ei tunneta, on mahdotonta sanoa, kuinka matriisi vaikuttaa eri puhdis-
tusmenetelmiin. Matriisin vaikutusta kartoitettiin uusimalla vesipesuvaiheita, puhdista-
malla uutteita kahteen kertaan Florisil-sorbentin Iapi ja laimentamalla. Mikaan toimen-
pide ei vaikuttanut lopputulokseen, joten matriisilla on voinut olla vaikutusta menetel-

miin. Saantokokeet ja C40-laaduvarmistus osoittavat, ettd havikkia ei ole tapahtunut
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naytteenkasittelyssa. Edella mainitut asiat nakyvat myos selkedsti naytteen antamista
kromatogrammeista. Kuvassa 8 on kromatogrammi naytteelle 2B, jossa kaikki eri frak-
tiointimenetelmien kromatogrammit ovat paallekkain. Kuten kromatogrammista nah-

daan sisaltaa nayte yli C40:n olevia dljyhiilivetyja.

200
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100 | .
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|
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‘ WHWW* " “‘kﬁw
\{ } i | ".\%“
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T T . . . .
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Kuva 8. Kromatogrammit naytteelle 2B.

Matriisin vaikutusta tutkittin SYKEn paatyvyyskoenaytteella 8b/2010 M30O, jonka SY-
KEssa mitattu arvo oli 629 mg/kg 6ljyhiilivedyille C10-C40. Kaikkien osallistujien robusti
keskiarvo (robust mean) oli 553 mg/kg oljyhiilivedyille C10-C40. Sallittu poikkeama
tavoitearvosta oli 30 % eli absoluuttisena arvona (553 + 166) mg/kg [22.] Taulukossa

13 on esitetty eri menetelmilla saadut tulokset.
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Taulukko 13. Paatyvyyskoenaytteen 8b/2010 M30O tulokset matriisin vaikutustestausta varten,

seka surrogaatin C40-saantoprosenttien keskiarvot ja keskihajonnat.

Menetelma Keskiarvo %RDS Saanto-% %RDS
C10-C40 C10-C40 keskiarvo C40
(mg/kg) C40
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
Florisil 645 0,7 98 2,1
Silika 636 0,8 96 1,8
Biotage 539 1,3 94 3,0

Tulosten perusteella voidaan todeta, ettd matriisilla saattaa olla vaikutusta fraktiointiin.

Kaikki tulokset ovat kuitenkin hyvaksyttavia. Aikaisemmissa mittauksissa silikafraktiointi

antoi pienimman tuloksen, nyt saatu tulos on kuitenkin keskiluokkaa. Biotage taas an-

taa pienimman tuloksen, kun aikaisemmissa mittauksissa tulos oli keskiluokkaa. Kaik-

kien menetelmien C40-saanot ovat hyvia ja saantoprosentti korreloi nyt saatujen tulok-

sen suuruuteen.

PAH-fraktion tulokset eri menetelmille on esitetty taulukossa 14. Tulokset ovat kaikkien

mittausten keskiarvoja esitettyna eri fraktiointimenetelmalle. Taulukossa on myds esi-

tetty suhteelliset keskihajonnat. SYKEn jarjestdamassa paatyvyyskokeessa 8c/2010

PAH-yhdisteille maasta on sallittu 30-50 %:n poikkeama vertailuarvosta [23].
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Taulukko 14. Naytteistd saadut tulokset PAH-yhdisteille ja keskihajonnat naytemaaralla 5 g,

seka surrogaattien saantoprosenttien keskiarvot ja keskihajonnat.

Yhdiste Silika- %RDS SPE-fraktiointi %RDS
fraktiointi Silika- Biotage SPE-fraktiointi
(mg/kg) fraktiointi (mg/kg) Biotage
(n=12) (n=12) (n=12) (n=12)
Antraseeni 0,08 36,5 0,09 35,6
Asenafteeni 0,03 48,0 0,03 45,0
Asenaftyleeni 0,02 16,5 0,02 12,2
Bentso[a]antraseeni 0,43 42,2 0,39 29,9
Bentso[a]pyreeni 0,45 28,0 0,46 28,5
Bentso[b]fluoranteeni 0,63 26,9 0,66 26,5
Bentso[g,h,i]peryleeni 0,32 25,3 0,30 22,1
Bentsol[k]fluoranteeni 0,23 30,0 0,24 30,7
Dibentso[a,h]antraseeni 0,10 19,2 0,09 18,6
Fenantreeni 0,28 40,2 0,32 37,1
Fluoranteeni 0,81 36,6 0,79 32,8
Fluoreeni 0,03 47,2 0,04 40,4
Indeno[1,2,3-cd]pyreeni 0,33 26,5 0,31 23,9
Kryseeni 0,46 36,0 0,42 241
Naftaleeni 0,02 36,4 0,02 25,9
Pyreeni 0,70 35,4 0,69 30,6
2—bromonafta[eeni 102 % 3.8 105 % 3.6
(surrogaatti)
2-f|uorobifenyy|i 114 % 56 137 % 97
(surrogaatti)

Surrogaattien saannot ovat hyvia ja niiden hajonnat suhteellisen pienia. Saantoprosen-
tit 2-fluorobifenyylille ovat systemaattisesti olleet yli 100 %. Molemmat surrogaatit ovat
samassa ampullissa seoksena, ja niille on sertifioidut arvot. Koska 2-bromonaftaleenin
saantoprosentti ei ole huomattavasti yli 100 %, kyse ei voi olla laimennus- tai pipetoin-
tivirheesta. EPH-patruunoiden valmistajan Lancaster Laboratories Inc:n tutkimusten
perusteella saantoprosentit 2-fluorobifenyylille ovat olleet keskimaarin 123 % [24]. 2-
fluorobifenyylille kaytettiin kvantitointiin suurimman vasteen antavaa molekyyli-ionia
m/z=172. On mahdollista, ettad yhdiste ei toistettavasti pysy molekyyli-ionina tai kvanti-
toini-ioni on epastabiili. Muita mahdollisia kvantitointi-ioneja olisivat m/z=170, m/z=171

jam/z=173.
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Silika- ja Biotage SPE-fraktiointi nayttaisi antavan saman suurusluokan tuloksen. Ha-

jonnat ovat myés menetelmien valilld samaa luokka. Samoin kuin 6ljyhiilivetyfraktiossa

voivat suuret hajonnat johtua naytteen epahomogeenisuudesta tai matriisin vaikutuk-

sesta. Matriisivaikutusta tutkittiin mittaamalla PAH-yhdisteita sisaltavaa referenssimate-

riaalia LGC 6188 (River Sedimet). Referenssimateriaalille saadut tulokset ovat taulu-

kossa 15 ja esimerkkikromatogrammi liitteessa 7.

Taulukko 15. LGC 6188-sedimentille saadut tulokset PAH-yhdisteille, seka referenssiaineen

sertifioidut arvot (suositusnaytemaaralla 3 g).

Yhdiste LGC 6188 SPE-fraktiointi Silikafraktiointi
Biotage
(n=3) (n=3)
(mg/kg) ] (mg/kg) %RDS (mg/kg) | %RDS
Antraseeni 0,36 0,11 0,24 1,45 0,20 2,72
Asenafteeni 0,07 0,02 0,04 4,14 0,04 1,87
Asenaftyleeni 0,1 - 0,04 1,62 0,03 3,13
Bentso[a]antraseeni 0,83 0,18 0,72 2,31 0,64 4,41
Bentso[a]pyreeni 0,65 0,14 0,61 3,50 0,54 0,71
Bentso[b]fluoranteeni 0,82 0,19 0,94 2,03 0,85 1,12
Bentso[g,h,i]peryleeni 0,36 0,13 0,42 1,77 0,38 2,29
Bentso[K]fluoranteeni 0,50 0,08 0,42 2,80 0,38 0,71
Dibentso[a,h]antraseeni 0,13 0,05 0,12 2,04 0,12 1,82
Fenantreeni 1,04 0,30 0,88 1,68 0,76 0,08
Fluoranteeni 1,79 0,35 1,49 0,18 1,92 2,14
Fluoreeni 0,12 0,04 0,08 2,29 0,05 0,67
Indeno[1,2,3-cd]pyreeni 0,37 0,14 0,44 0,69 0,39 1,95
Kryseeni 0,83 0,16 0,77 1,15 0,71 4,23
Naftaleeni 0,22 0,11 0,11 5,48 0,11 0,72
Pyreeni 1,48 0,50 1,26 0,79 1,48 2,81

Taulukossa 15 on merkitty punaisella yhdisteet, jotka eivat tayta referenssiaineelle ase-

tettuja raja-arvoja. Tulosten perusteella Biotagen ISOLUTE EPH-M on toiminut pa-

remmin kuin silikafraktiointi. Erot eivat kuitenkaan ole merkittavia menetelmien valilla.

Referenssimateriaali on vuodelta 2000 ja sille on luvattu 12 kuukauden pysyvyys ase-

tetuille arvoille. Tama taytyy ottaa huomioon tuloksia tarkasteltaessa.
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Myos mittalaitteiden aiheuttamaa hajontaa tutkittiin. Laitteiden aiheuttama rinnakkaisin-
jektioiden hajonnan tulos saatiin mittaamalla naytesarja n=22 kahteen kertaan. Mo-
lemmilla kerroilla tehtiin uusi kalibrointi laitteelle (samat liuokset). GC-MS-laitteiston

prosentuaaliseksi poikkeavuudeksi saatiin 8 % ja GC-FID-laitteiston 3 %.

7 Yhteenveto

Menetelmalld saadaan fraktioitua alifaattiset Oljyhiilivedyt ja PAH-yhdisteet maapera-
naytteista, jotka on uutettu heksaani-asetoni -seoksella. Silikapylvas- ja Biotage ISO-
LUTE EPH-M SPE-fraktionnille alifaattisten 6&ljyhiilivetyjen saantoprosentit olivat 92—
102 % ja rinnakkaismaaritysten suhteellinen keskihajonta oli alle 7 %. PAH-yhdisteiden
summan keskiarvosaantoprosentit olivat 73—87 % ja tulosjoukon suhteellinen hajonta
oli alle 10 %. Menetelman mittausalueet olivat alifaattisille dljyhiilivedyille 45-2800
pg/ml ja PAH-yhdisteille 6,5-2800 ng/ml. Menetelmalld on mahdollista maarittaa erilai-
sia summaparametreja oljyhiilivetyfraktioille ja tarvittaessa myds PAH-yhdisteille. Nain
niiden riskeista saadaan parempi kuva. Summaparametrit ovat suoraan mukautettavis-

sa TPHCWG-tyéryhman antamiin EC-summafraktioihin.

Jo esitetysta tulosaineistosta saa viitteitd menetelman toistettavuudesta ja maaritys-
seka toteamisrajoista. Matriisin vaikutusta tulisi tutkia enemman ja varmistua siita, mit-
ka fraktiointimenetelmat olisivat mahdollisimman epaherkkia vaihteluille. Mittaamalla
erilaisia maa- ja sedimenttindytteitd voidaan eri menetelmien sopivuutta kartoittaa. GC-
FID-laitteen kalibrointiin kaytettavan dieseldljyn ja voiteludljyn seoksen sopivuutta tulisi
kartoittaa. Naytteen sisaltdessa oljyhiilivetyja alueella C10-C12 tai C35-C40 ja jos tu-
los halutaan antaa summana C10-C40, kalibrointiliuoksessa ei ole naita vastaavia yh-
disteitd. Tassa tapauksessa tulosten laskentaan on kaytetty koko alueen C10-C40
kalibrointia. Menettely saattaa aiheuttaa virhettd tulokseen, koska kalibrointiin ei ole

kaytetty toisiinsa verrattavissa olevia yhdisteryhmia.

Otettaessa kayttéon uusi patruunaera tai silikaera on se aina tutkittava kontaminaatioi-
den varalta. Lisaksi on hyva varmistaa fraktioinnin toimivuus synteettisella liuoksella tai
maarittaa tarvittavat elouintitilavuudet. Lisaéksi kaikkien analyysilaitteiden ajo-olosuhteet

tulisi optimoida. Liitteessa 8 on naytteenkasittelyprosessin eri vaiheet.
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Alifaattisten oljyhiilivetyjen kalibrointiin kaytetaan ulkoista kalibrointia. Ottamalla kayt-
toon sisaisia standardeja menetelmasta voitaisiin vahentaa laitteistosta johtuvaa virhet-
ta. Sisaisen standardin ottaminen kayttédn on kuitenkin hankalaa, koska FID on yleis-
detektori ja menetelma perustuu summaparametreihin. Taten C40-saantoa on pidetty

riittdvana kuvaamaan menetelman toimivuutta.

PAH-yhdisteiden analysoinnissa olisi suotavaa lisata surrogaatit jo uuttovaiheessa.
Tassa tydssa nain ei ole tehty, koska sertifioitua surrogaattia oli saatavana vain rajalli-

nen maara. Lisaksi 2-fluorobifenyylin sopivuutta surrogaatiksi tulisi kartoittaa.
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Oljyhiilivetyjen fraktiokohtaiset pitoisuudet

Liite 1
1(1)

Yhdiste Pinta-ala Osuus

C10-C12 | 3742,400 0,070

C12-C16 | 9403,800 0,177

C16-C21 | 12005,500 0,226

C21-C40 | 27965,900 0,526

C10-C40 | 53117,400 1,000

STD1T | STD2 | SID3 | SID4 STD5 STD 6 STD7 STD 8 STD9 STD 10

Yhdiste (ug/mli) (ug/mli) (ug/ml) (ug/ml) (ug/ml) (ug/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/mli) (ug/ml)

C10-C12 3,181 5,652 13,895 26,785 48,238 80,061 119,445 146,692 191,418 196,186
C12-C16 7,992 14,203 34,914 67,306 121,211 201,174 300,139 368,603 480,990 492,972
C16-C21 10,203 18,132 44,574 85,927 154,746 256,832 383,176 470,582 614,063 629,360
C21-C40 23,767 42,237 103,831 200,160 360,470 598,272 892,580 1096,186 | 1430,413 | 1466,046
C10-C40 45,143 80,224 197,213 380,178 684,666  1136,339 1695,340 2082,063 2716,883  2784,565




Liite 2
1(1)

Fraktiokohtainen kromatogrammi éljyhiilivetykalibrointiliuokselle STD 5

Current Chromatogram(s)

FID1 A, (CAHPCHEM\I\DATA\PP\120724\005B0601.D)
mg @ g
3
88 o o
<= g
D D
Y. ©
-+ )
250
200
150
|
100 —
50 I
il o Ny
1 {, g P ;‘ }\f’ ;{j"_vs],j
e | Ll |
W il f,‘ [ .Jf% ik |
: i & |
v &V“J\w‘/ l\/"\.,"\/\V, \f‘/-fv'u._‘m,,\," ke = i \\
el e
>C10-C12 >C12-C16 >C16-C21 >C21-<C40
0 —_——1— T —————]
0 2.5 5 7.5 10 12.5 15 min|




Liite 3

1(1)

PAH-yhdisteiden kalibrointiliuokset

8v'9
[44°)

¥5'9
11'9
€59
€59
69
€59
669
6v'9
159
€59
259
¥'9
259
¥G'9
8v'9
669

vi'eL
zo'el

9z'el
cLel
vZ'eL
ve'el
al'elL
Gz'el
6zl
LL'EL
Lz'el
vZ'eL
zTel
zi'elL
zeelL
1Z°€L
Sl'el
8z'cl

Lo‘ee
LLze

Le'ee
00°€e
9z'ee
9z'ee
90°ce
8z'ee
8g'ee
80°ce
gl'ee
9z'ee
Lz'ee
96°C€
le'ee
Se'ee
€0'€E
9e'ee

10'€9
€729

85°€9
16'29
8v'€9
8v'e9
0L'e9
1G'€9
0L'€9
€L'e9
ze'e9
8v'€9
6€'€9
1629
6€'€9
¥9°€9
¥0'€9
19'€9

€Z'LE)
66'GEL

8v'8el
9l'Lel
12'8€L
lz'8¢el
yy'LEL
ye'sel
GL'8€L
Ls'elL
26'LEL
12'8€L
90'8€lL
€0°LEL
90'8€l
z9'8el
0g'€el
69'8€lL

65989
9€°'089

78'269
¥2'989
8.°169
8.'169
€9°/89
€1°269
0Z'v69
16'/89
G0'069
8.°169
¥2'069
GG'G89
¥.'069
15°€69
76989
98°€69

1901
¢sol

1201
1901
6901
6901
€901
0.0l
€01
7901
1901
6901
8901
0901
8901
[210]3
2901
€01

Leel
60€1

€eel
ocel
Leel
Leel
€cel
Leel
geel
€cel
Leel
Leel
6cel
6lEL
6cel
yeel
Leel
geel

6861
1161

2002
8861
002
002
2661
5002
344
€661
6661
002
100C
9861
1002
600C
0661
0L02

00.¢
G.9¢

vele
6692
0c/e
0cLe
0.2
cele
0eLe
§0.L¢
€lLLe
0cle
9lle
969¢
9lle
lele
102
8¢lc

861
9961

¢00¢
€861
6661
6661
1861
0002
900C
8861
661
6661
966
1861
9661
002
G861
§00C

8-09-l¢e
¢-€1-08S

0-00-6¢1
8-10-G8
€-02-16
G-6€-€61
1-€1-98
0-v-90C
€-0L-€S
6-10-8l¢
6-80-20C
¢ve-l6l
¢-66-G0C
8-¢€-0S
€-GG-9G
/-¢l-0¢cl
8-96-80C
6-¢€-€8

Iikkuayiqouon|4-g
JussjeyRUOWOIG-Z

1usaikd

usaljueus

uaajeyeN
1usalAd[po-g‘z‘ Llouspu)
Juaalon|4

luasjuelon|4
|udasesuely‘elosiuaqiq
1uaashuy|
1usajuelon|yyjosjuag
uas|Aad[i'y‘Blosiuag
lusajuelonyy[glosiueg
lusaiAd[e]osjuag
lusaseljue[elosjueg
usasenuy
1u99|Aeuasy
lusa)jeuasy



Liite 4
1(1)

TIC-kromatogrammi PAH-kalibrointiliuokselle STD 5
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Surrogaatti ja sisdiset standardit

2-Bromonaftaleeni 580-13-2 1966 5251  ng/ml
2-Fluorobifenyyli 321-60-8 1984 530,0 ng/ml
Cc10 124-18-5 23,134  pg/ml
C40 4181-95-7 25,545  ug/mi

Liite 5
(1)

Asenafteeni-d10 15067-26-2 1980 8487 169,73
Kryseeni-d12 1719-03-5 1971 8448 168,96
Naftaleeni-d8 1146-65-2 2001 8577 171,53
Peryleeni-d12 1520-96-3 1983 8499 169,99

Fenantreeni-d10 1517-22-2 1996 8555 171,10
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Synteettiset liuokset saantokokeita varten
PAH testiliuos EPH-WA-10X
Sertifioitu PAH/RT- PAH/RT- PAH/RT-
Yhdiste CAS testiliuos 1 testiliuos 2 testiliuos 3
(4g/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

Asenafteeni 83-32-9 1003 807 94 16
Asenaftyleeni 208-96-8 990 797 93 15
Antraseeni 120-12-7 1000 805 94 15
Bentso[a]antraseeni 56-55-3 991 797 93 15
Bentso[a]pyreeni 50-32-8 1004 808 94 16
Bentsol[b]fluoranteeni 205-99-2 1002 806 94 15
Bentso[g,h,i]peryleeni 191-24-2 986 793 92 15
Bentsolk]fluoranteeni 207-08-9 1000 805 94 15
Kryseeni 218-01-9 985 793 92 15
Dibentso[a,h]antraseeni 53-70-3 1001 805 94 15
Fluoranteeni 206-44-0 1005 809 94 16
Fluoreeni 86-73-7 984 792 92 15
Indeno[1,2,3-cd]pyreeni 193-39-5 1001 805 94 15
Naftaleeni 91-20-3 1002 806 94 15
Fenantreeni 85-01-8 995 801 93 15
Pyreeni 129-00-0 989 796 93 15
C10 124-18-5 28,519 3,320 0,548
C12 112-40-3 33,322 3,879 0,640
C16 544-76-3 108,785 12,665 2,091
Cc21 629-94-7 85,460 9,949 1,643
C35 630-07-9 29,891 3,480 0,575
C40 4181-95-7 23,325 2,716 0,448
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LGC 6188-sedimentille saadut kromatogrammit PAH-yhdisteille
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Kromatogrammissa:

Biotage ISOLUTE EPH-M
Silikapylvas



Naytteenkasittelyprosessi

Maa- tai sedimenttindyte
5-10g

O

15 ml uutoliu

1 h ravistelijassaravistelijassa 240 mot/min

Uutto
osta ja 20 ml asetonia

O

Pesu
30 ml vetta

O

Sentrifugointi
2500 rpm 5 min

O

Faasien erotus

4

Pesu
10 ml vetta

O

Faasien erotus

O

Kuivus
Na,SO,

O

Fraktiointi

Alifaattiset oljhiilivedyt
GC-FID

PAH-yhdisteet
GC-MS
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