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Opinnaytety6 toteutettiin PPG Tikkurilan laboratorioteknologian osaston analyytti-
sessa laboratoriossa. Opinnaytetyon tavoitteena oli validoida dispersiomaaleissa
kaytettavan suoja-aineen kvantitatiivinen analyysimenetelma korkean erotuskyvyn
nestekromatografian (HPLC) laitteistolle. Tutkittavalle yhdisteelle oli jo olemassa ana-
lyysimenetelma, jota kaytetaan laboratoriossa muiden suoja-aineiden analysointiin.

Tyossa tarkasteltiin kahta eri analyyttia, yhdisteita A ja B. Yhdiste B hajoaa hydrolyy-
sin seurauksena yhdisteeksi A. Opinnayteyon tarkoituksena oli arvioida olemassa
olevan analyysimenetelman soveltuvuutta yhdisteen A analysointia varten seka tar-
kastella menetelman sopivuutta yhdisteen B analysointiin yhdisteena A. Naytteina
kaytettiin tunnetun pitoisuuden yhdistetta B sisaltavia maaleja.

Tyon validointiparametreina olivat selektiivisyys ja spesifisyys, lineaarisuus, mittaus-
alue ja herkkyys, toteamis- ja maaritysrajat, tarkkuus seka mittausepavarmuus. Para-
metreja tarkasteltiin standardiliuossarjojen, lampdatilaseurantastandardien, rutiinimaa-
linaytteiden, lisdysnaytteiden seka saantokokeiden avulla.

Toteamis- ja maaritysrajoiksi saatiin yhdisteelle A 0,8 ppm ja 2 ppm (vastaten maa-
lissa 7 ppm ja 17 ppm) ja yhdisteelle B 0,4 ppm ja 1 ppm (3 ja 9 ppm). Liuosten saily-
vyydessa jadkaapissa ja huoneenlammaossa ei havaittu muutoksia 1,5 kuukauden
seurantajakson aikana. Menetelman lineaariseksi alueeksi maariteltiin yhdisteelle A
2—100 ppm. Spesifisyys- ja selektiivisyystarkastelun perusteella todettiin, etta noin
60—65 % yhdisteesta B on analysoitavissa yhdisteena A. Injektion toistettavuuden
seka saantoprosenttien perusteella menetelman tarkkuus todettiin riittdvaksi. Yhdis-
teen A lisayssuora onnistui, mutta yhdisteen B lisdyssuorasta ei voida tehda johto-
paatelmia. Menetelman mittausepavarmuus oli hyvin pieni. Validointi onnistui hyvin,
mutta validoitu menetelma vaatii lisaa kehittamista ja tutkimista ennen kuin se voi-
daan ottaa kayttoon.

Avainsanat: dispersiomaali, suoja-aine, HPLC, validointi
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This thesis study was implemented for PPG Tikkurila and the experimental work was
performed in the analytical laboratory of the commissioner. The aim of the study was
to validate a quantitative method of analysis for a preservative used in dispersion
paints, when using high performance liquid chromatography (HPLC). An analytical
method already exists for the test compound, and it is used in the laboratory for ana-
lyzing other preservatives. The two test compounds of the validation are analytes A
and B. Compound B decomposes to compound A in hydrolysis. The purpose was to
assess the suitability of the existing method of analysis for analyzing compound A as
it is and analyzing compound B as compound A. The samples used in the validation
were paints containing a known concentration of compound B.

The validation parameters viewed in this thesis study included selectiveness and
specificity, linearity, measurement range and sensitivity, detection and determination
limits, accuracy, and measurement uncertainty.

The limits of detection and determination were found at 0.8 ppm and 2 ppm for com-
pound A (corresponding to 7 ppm and 17 ppm in paint) and at 0.4 ppm and 1 ppm for
compound B (3 and 9 ppm). No changes were observed in a follow-up time of a
month in the shelf life of the solution in refrigerator and room temperature. The linear
measurement range of the method was defined as 2 to 100 ppm for compound A.
Based on the specificity and selectivity analysis, it was found that about 60-65 % of
compound B is analyzable as compound A. The accuracy of the method was found
to be sufficient based on the repeatability of the injection and the yield percent. The
standard addition line for compound A was successful, but no conclusions can be
drawn from the addition line of compound B. The validation was successful, but the
validated method requires further development and research before it can be used.

Keywords: Dispersion Paint, Preservative, HPLC, Validation
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1 Johdanto

Opinnaytety6 tehtiin PPG Tikkurilan laboratorioteknologian osaston analyytti-
sessa laboratoriossa. Laboratorion tehtavana on ensisijaisesti tukea PPG Tikku-
rilan asiakaspalvelutoimintaa, myyntia, markkinointia, tuotantoa seka tuotekehi-
tysta. Laboratorion analyysimenetelmiin kuuluvat mm. maalin kuiva-aine- ja pig-
menttipitoisuuden seka sideaineen maarittaminen, maalin liuotekoostumuksen
kvantitatiivinen analysointi kaasukromatografisesti seka maalikalvoissa olevien
pintavirheiden analysointi. Osa laboratoriossa kaytettavista analyysimenetel-

mista on ISO-standardien mukaisia ja osa in-house-menetelmia.

Tyon tavoitteena oli validoida dispersiomaaleissa kaytettavan suoja-aineen
kvantitatiivinen analyysimenetelma korkean erotuskyvyn nestekromatografian
(HPLC) laitteistolle. Laboratoriossa on vakiintuneesti kdytdssa analyysimene-
telma, jonka kaytto on tarkoitus laajentaa tydssa tutkittavalle yhdisteelle. Mene-
telmalla on tarkoitus analysoida yhdisteen B hydrolyysissa muodostamaa yhdis-
tetta A. Yhdiste B on laajalti tunnettu suoja-aine, jota ei lisata maaleihin sellaise-
naan, mutta se toimii maalien raaka-aineiden sailontaaineena. [1.] Yhdistetta
kaytetaan seka tuotteiden varastoinnin (in-can) ettd maalin kuivakalvon suojaa-
miseen [2]. Yhdiste A on yhdisteen B aktiivinen komponentti. Yhdistetta A voi-
daan kayttaa myos sellaisenaan maalien suoja-aineena. [1.] Tikkurilalla maalei-
hin ei lisata lainkaan yhdistetta A, vaan kyseinen yhdiste on taysin peraisin
maalien raaka-aineiden sailontdaineena kaytetysta yhdisteesta B ja sen hydro-

lyysin lopputuotteista.

Kumpaakaan yhdisteista A tai B ei ole analysoitu validoitavalla menetelmalla
aiemmin, eika tiedetd, kuinka suuri osa yhdisteesta B havaitaan yhdisteena A.
Yhdisteen A analysointia varten on tehty joitakin alustavia testeja, mutta tarkem-
pia testeja eika yhdisteiden A ja B valista suhdetta ole tutkittu. Tassa tyossa tes-
tataan siis olemassa olevan analyysimenetelman soveltuvuutta yhdisteelle A,
jota menetelmalla ei ole aiemmin tutkittu, seka tarkastellaan menetelman sopi-

vuutta yhdisteen B analysointiin yhdisteena A.



2 Maalin koostumus

Maalit ovat pintakasittelyaineita, joilla voidaan suojata maalattavaa alustaa sii-
hen kohdistuvalta rasitukselta ja pidentaa nain maalattavan tuotteen tai kappa-
leen kayttoikaa seka tehda maalattavasta alustasta esteettisempi [3]. Maalit
ovat pigmenttipartikkeleiden ja nesteen dispersioita, ja ne koostuvat lukuisista
eri komponenteista riippuen tuotteen kayttétarkoituksesta, halutuista ominai-
suuksista seka esimerkiksi ekologisista ja taloudellisista tekijoista [4]. Paaasi-
assa maalit koostuvat neljasta komponentista: sideaineesta, liuotteista, pigmen-

teista ja tayte- ja apuaineista (kuva 1) [3].

Maalien sisaltamat komponentit voidaan luokitella haihtuviin ja haihtumattomiin
komponentteihin: haihtuvia ovat orgaaniset liuottimet ja vesi ja haihtumattomia
puolestaan sideaine, hartsit, apuaineet, variaineet, pigmentit seka tayteaineet.
Maalit luokitellaan yleisesti niissa kaytetyn sideaineen mukaan, mutta luokittelu
voidaan tehda myos kayttokohteen tai liuotinaineen mukaan, kuivumistavan pe-

rusteella seka pohja-, pinta- ja erikoismaaleihin. [4.]

® Liuote/vesi
® Sideaine
® Pigmentit

B Apuaineet

Kuva 1: Maalin koostumus [3].



Sideaineen tehtavana on pitda maalikalvo koossa ja muodostaa tartunta maali-
kalvon ja alustan valille [5]. Sideaine ja sen maara valitaan haluttujen kuivan
maalikalvon ominaisuuksien, kuten saan- ja kulutuksenkeston seka puhdistetta-
vuuden, perusteella. Valinnalla ohjataan my6s maalin soveltuvuutta erilaisille
alustoille. [6.] Maalikalvon joustavuus, kovuus, kulutuksenkestavyys, kalvon-
muodostus ja kiilto ovat sideaineesta riippuvaisia ominaisuuksia [7]. Maalien si-
deaineet ovat enimmakseen orgaanisia, suurimolekyylisia polymeereja eli muo-
veja tai reaktiokykyisia lakkahartseja, joista muodostuu polymeereja maalin kui-
vuessa [8]. Useimmat sideaineet ovat huoneenlampatilassa kiinteita tai jaykkia
nesteita, ja tasta syysta sideaine liuotetaan tai dispergoidaan sopivaan nestee-
seen maalausta varten [7]. Yleisimpia sideainetyyppeja ovat polymeeridisper-
siot, jotka perustuvat tyypillisesti polyakrylaattiin tai polyvinyyliasetaattiin, seka

Oljyt ja alkydit, jotka ovat puolestaan kokonaan tai osittain kasvioljypohjaisia [9].

Nestemaiset maalit sisaltavat myos jotakin haihtuvaa nestetta, yhdistetta tai
ohennetta, kuten vetta ja/tai orgaanisia liuotteita. Ne antavat maalille halutun
juoksevuuden maalausty6ta varten ja haihtuvat levityksen ja kuivumisen aikana
maalikalvosta. Liuotteella tarkoitetaan haihtuvaa nestetta tai nesteseosta, joka
liottaa maalin sideaineen. Ohenne voi olla maalin sideaineen liuote tai seos liu-
otteesta ja apuliuotteesta. Koska orgaaniset liuotteet kehittadvat haihtuessaan
terveydelle ja ymparistdlle haitallisia hdyryja, kaytetddn maaleissa yha useam-
min ohenteena vetta. [7.] Myos Tikkurilalla yleisin maalien ohenne ja liuote on
vesi [5]. Orgaaniset sideaineet eivat liukene veteen, mutta ne voidaan disper-
goida. [7]. Vesiohenteisissa tuotteissa kaytetaan lisaksi kalvonmuodostajaa,
jolla parannetaan maalikalvon ominaisuuksia. Yleisesti kaytetty kalvonmuodos-

taja on propyleeniglykoli. [5.]

Pigmentit ovat veteen ja liuotteisiin liukenemattomia aineita, jotka antavat maa-
lille halutun varin ja peittdvyyden seka suojaavat alustaa auringon ultraviolet-
tisateilylta [6]. Ne dispergoidaan sideaineeseen maalin valmistusvaiheessa. Pig-
mentit voidaan jakaa vari- ja korroosionestopigmentteihin seka apupigmenttei-
hin eli tayteaineisiin. [7.] Tavallisimpia pigmentteja ovat valkoinen titaanioksidi
seka keltaiset, ruskeat, punaiset ja mustat rautaoksidit. Synteettisia orgaanisia



pigmentteja kaytetaan puhtaiden sinisten, vihreiden, punaisten, keltaisten ja
oranssien varien valmistukseen. [6.] Sellaiset pigmentit, jotka eivat peita tai var-
jaa, ovat tayteaineita. Ne ovat liukenemattomia, hienojakoisia jauheita, joiden
avulla voidaan saadella maalin himmeytta [7]. Tayteaineet ovat tavallisesti jau-

hettuja mineraaleja, kuten kalkkikivea, liitua tai dolomiittia [6].

Apuaineilla saadellaan muun muassa maalien kuivumis-, tasoittumis-, levitys- ja
sailymisominaisuuksia. Niiden osuus valmistuskaavassa on hyvin pieni, useim-
miten noin 0,1-1 %. [7.] Erilaisia apuaineita ovat esimerkiksi kuivikkeet, paksun-
nusaineet, kosteuden sitojat, laskeutumisen ja nahoittumisen estoaineet, UV-
suoja-aineet, stabilointi-, dispergointi- ja vaahdonestoaineet seka erilaiset suoja-
aineet, kuten homeenestoaineet ja korroosionestoaineet. [7; 9.] Maalien sisalta-
mat apuaineet ovat usein liikesalaisuuksia, eika niista kerrota juurikaan tuote-

selosteissa [7].

2.1 Vesiohenteiset dispersiomaalit

Kaytetyimmat sideaineet maaleissa ovat erilaisia akryylisia emulsiopolymeereja
eli akryylisia latekseja. Kun maalin sideaine on lateksin tapaisesti esimerkiksi
veden ja sideainepolymeerin dispersio, puhutaan dispersiomaaleista. [9.] Ve-
siohenteiset lateksit mielletdan yleisesti sisustuksessa kaytettavien maalien si-
deaineiksi, mutta dispersiomaaleja kaytetdan myds paljon rakennusmaalauk-
sessa [7]. Vesiohenteisen dispersiomaalin tarkeimmat ominaisuudet ovat niiden
applikointiin vaikuttavat reologiset ominaisuudet (aineen muodon muuttuminen
siihen kohdistuvan voiman ansiosta), peittokyky, alustaan kiinnittyminen seka
elastisuus [10]. Sisamaaleissa tarkeimmat ominaisuudet liittyvat Iahinna kuiva-
kalvon ulkonakdon [11]. Dispersiomaalin tyypillinen koostumus on esitelty ku-

vassa 2.
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Tayteaineet 3%
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Kuva 2: Dispersiomaalin koostumus [12].

Dispersiomaalit ovat maailmanlaajuisesti suurin tuoteryhma koko maalinvalmis-
tusalalla. Vesiohenteisten dispersiomaalien sideaineet ovat raskaiden polymee-
ripartikkelien ja veden dispersioita, ja niiden moolimassa vaihtelee tyypillisesti
500-3000 M valilla. [10.] Ne valmistetaan emulsiopolymeroinnilla esimerkiksi
styreeni-, butadieeni-, akrylaatti- tai vinyylimonomeereista. Polymeeridispersi-
oita voidaan stabiloida erilaisilla pinta-aktiivisilla aineilla ja suojaavilla kollodeilla,
jolloin sideaineista valmistettavat dispersiomaalit ovat vesiohenteisia, vaikka
itse sideaine ei ole vesiliukoinen. [11.] Kuvassa 3 esitellaan kuuden vesiohen-
teisten dispersiomaalien sideaineiden valmistuksessa kaytettavien monomeerin

rakennekaavat.
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Kuva 3: Vesiohenteisten dispersiomaalien sideaineiden valmistuksessa kay-
tettyja monomeereja [11].

Yleisimmat vesiohenteisissa disperisiomaaleissa kaytetyt polymeerit ovat vinyy-
liasetaatti-, vinyylipropionaatti-, akrylaatti-metakrylaati- ja styreeni-akrylaattiko-
polymeereja seka styreeni-butadieenipolymeereja. Euroopassa suosituimmat
sideaineet ovat vinyyliasetaattikopolymeereja, akryylisia latekseja tai styreeni-
butadieenipolymeereja. Vinyyliasetaattikopolymeerit, joihin on lisatty pehmenti-
meksi akrylaattimonomeeria (kuten butyyliakrylaattia), ovat sisamaalimarkkinoi-

den suosituimpia sideaineita. [13.]

Vesiohenteiset dispersiomaalit ovat fysikaalisesti kuivuvia maaleja. Fysikaali-
sesti kuivuvissa maaleissa sideainemolekyylit ovat irrallisina partikkeleina ve-
dessa tai liuottimessa. Kun maali levitetaan alustalleen, vesi tai liuotin haihtuu
pois ja sideainepartikkelit [Ahentyvat toisiaan ja tarrautuvat lopulta yhteen (kuva
4).[14.]



A\ SIDEAINEMOLEKYYLIT N DISPERGOIDUT SIDEAINE PO SIDEAINGMOLEKY YLIY

), IRRALLAAR TOISISTAAN. (8 MOLEKYYLIT LAHESTYVAT a8 KIINNITTVNEBT

28 0 min - VALISSA ON RUNSAASTI 20 min - TOISIAAN KUN VEDEN MAARA 1-5h PYSYVASTI KIINNI TOISIINSA

20 min VETTA lh VAHENEI
VEDEN HATHTUMINEN
MAALI LEVITETTY PINTAAN VEDEN HAIHTUMINEN PINNASTA LOPPUNUT
VESI ALKAA HAIHTUA PINNASTA HIDASTUU MAALIKALVO ON KUTISTUNUT
MAALIKALVOSTA ILMAAN KUN SEN MAARA HAIHTUMISEN JOHDOSTA
MAALIEALVOS A TLMAA? VAHENEE MAALIPINTA KASITTELY-
MAALIPINTA ON MARKA )
! MAALIPINTA ON POLYKUIVA KUIVA

um um um
100 ' 100 I 100 I
50 50 50

0 0 0

Kuva 4: Vesiohenteisen dispersiomaalin kuivuminen alustaan [14].

Tyypillisesti fysikaalisesti kuivuvien maalien kuiva maalikalvo liukenee uudel-
leen liuottimeen ja pehmenee lammadssa, mutta dispersiomaalien sideaine ei liu-
kene takaisin veteen. Dispersiomaaleissa kaytetaan kalvonmuodostusaineita
alentamaan kalvonmuodostuslampotilaa. Usein dispersiomaaleihin lisataan
myos kuivumisen hidastusaineita, jotka hidastavat veden haihtumista maalikal-
vosta. Dispersiomaalien etuja ovat muun muassa hyva vesihoyrynlapaisevyys,
ymparistoystavallisyys, valineiden helppo puhdistaminen pelkalla vedella, no-
pea kuivuminen, hyva pesu- ja alkalinkestavyys seka hyvat tyostomahdollisuu-
det. [12.]

2.2 Dispersiomaaleissa kaytettavat suoja-aineet

Bakteeri- ja sienieliot aiheuttavat kontaminaatioherkissa vesiohenteisissa maa-
leissa muun muassa pahaa hajua, varinmuunnoksia ja homeen kasvua. Ne voi-
vat aikaansaada my0s haitallisia muutoksia esimerkiksi maalin viskositeettiin
seka pH-arvoon. Mikro-organismeja voi paatya maaleihin vesipohjaisten maa-
lien komponenttien mukana. Kontaminaatiota saattaa tapahtua myds esimer-
kiksi puutteellisen tuotantohygienian, kuten epapuhtaiden sailididen tai tyovali-
neiden kautta. Vesiohenteinen maali on mikro-organismeille varsin otollinen

kasvualusta, koska se sisaltaa vetta seka ravintoa (hiilta ja typpea) ja lampdtila



(20-30 °C) ja pH (7-9,5) ovat sopivat. Mikro-organismien aiheuttamien haittojen
estamiseksi maaleihin lisataan erilaisia suoja-aineita, biosideja. [2.] Maaleissa
kaytetyt biosidit voidaan jakaa biosidiasetuksen ryhmittelyn mukaisesti PT6- ja
PT7 —ryhmiin. PT6-luokan biosidit ovat tuotteiden varastoinnissa ("in-can”) kay-
tettyja sailontaaineita ja PT7-biosideja lisataan maaleihin kuivakalvojen ja pin-
noitteiden sailyvyyden varmistamiseksi. [15.] Biosidia tulisi olla maalissa mah-

dollisimman vahan, mutta kuitenkin tarpeeksi, jotta siita olisi hyotya [2].

Yleisimpia biosideja maaleissa ovat formaldehydia vapauttavat aineet seka
isotiatsolonista johdetut heterosykliset typen ja rikin yhdisteet [1]. In-can-biosi-
dien haluttuja ominaisuuksia ovat muun muassa korkea aktiivisuus bakteereja
ja sienia vastaan, pH-, Redox- ja lampdstabiilisuus, vesiliukoisuus kayttokon-
sentraatiossa, yhteensopivuus erilaisten tuotetyyppien kanssa, matala toksi-
suus/ekotoksisuus seka kustannustehokkuus. Tarkeaa on myos, ettei biosidi

vaikuta tuotteen stabiilisuuteen tai reologiaan eika se aiheuta varin muutoksia.

[2.]

Koska biosidivalmisteiden tarkoitus on tappaa eliéita, liittyy niiden kayttdoén mo-
nenlaisia terveys- ja ymparistoriskeja [16]. Kaytettyjen biosidivalmisteiden tulee
olla Euroopan unionin (EU) biosidiasetuksen vaatimusten mukaisia. Asetuksen
tavoitteena on parantaa biosidivalmistemarkkinoiden toimintaa EU:ssa ja var-
mistaa ihmisten terveyden ja ympariston suojelu. Biosidiasetuksella saannel-
laan myos biosidivalmisteiden myyntia ja kayttoa, ja joitakin valmisteita saa
myyda vain ammattilaisille. Yritysten tulee hakea valmisteiden kayttoa varten
hyvaksynta Euroopan kemikaaliviraston ECHA:n biosidivalmisterekisterin
R4BP:n kautta. [17.] Biosidien pitoisuuksien analysoinnissa voidaan hyddyntaa

esimerkiksi korkean erotuskyvyn nestekromatografiaa.



3 Korkean erotyskyvyn nestekromatografia (HPLC)

Kromatografia on kemiallisten yhdisteiden erotus- ja analysointimenetelma, joka
perustuu tutkittavan seoksen komponenttien erilaiseen jakautumiseen sta-
tionaarifaasin eli paikallaan pysyvan faasin ja liikkuvan faasin kesken [18]. Liik-
kuva faasi voi olla joko nestetta, jolloin sita kutsutaan ajoliuokseksi tai eluentiksi,
tai kaasua, jolloin sita kutsutaan kantajakaasuksi. Stationaarifaasi on eluenttiin

liukenematon kiintea aine tai neste. [19.]

Nestekromatografiassa eluentti kulkee hienojakoisella absorbentilla taytetyn ko-
lonnin Iapi ja naytteen komplementit alkavat jakautua faasien valilla [19]. Kom-
ponenttien erottuminen voi perustua esimerkiksi adsorptioon, jossa aineet pyrki-
vat kiinnittymaan kiintean aineen pintaan, tai partitioon, jossa aineet liukenevat
stationaarifaasiin ja liikkuvaan faasiin jakautumislain mukaan; rakenteeltaan eri-

laiset molekyylit kulkeutuvat eri nopeudella kolonnin lapi. [20.]

Stationaarifaasi on pakattu hyvin tiiviisti pylvaan eli kolonnin sisalle, ja liikkuva
faasi eli eluentti pakotetaan taman kolonnin lapi suurta vastapainetta vastaan
[21]. Naytteen on oltava liuoksena seka ennen injektointia etta injektoinnin jal-
keen. Tama niin sanottu liukoisuusehto tayttyy, kun nayte tehdaan eluointiliuok-
seen tai sita heikompaan liuottimeen. [22.] Liikkuvan faasin eli eluointiliuoksen
taytyy olla HPLC-laatua kolonnin pilaantumisen estamiseksi. Tasta johtuen
eluointiliuos on suodatettava aina, varsinkin, jos liuoksen tekoon on kaytetty

kiinteita aineita. [23.]

Tassa tydssa hyddynnetaan korkean erotuskyvyn nestekromatografiaa (HPLC),
joka on pylvaskromatografiasta kehittynyt nestekromatografian muoto. Tekniik-
kaa voidaan hyodyntaa laajalti seka epaorgaanisten etta orgaanisten yhdistei-
den analysoinnissa, silla soveltamisen ainoa edellytys on, etta tutkittava nayte
saadaan liukenemaan johonkin liuottimeen [20]. HPLC on korvaamaton neste-
kromatografian muoto mm. monien suurikokoisten orgaanisten molekyylien, ku-

ten proteiinien, aminohappojen, lipidien ja ladkeaineiden analysoinnissa [23].
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3.1 HPLC-laitteisto

HPLC-laitteisto koostuu tyypillisesti eluenttisailidsta, kaasunpoistoyksikdsta (de-
gasser), korkean paineen tuottavasta pumpusta, injektorista, kolonniuunin si-
salla sijaitsevista mahdollisesta esikolonnista seka varsinaisesta erottelukolon-
nista, detektorista, tietojenkasittelylaitteesta seka jateastiasta [20]. Tyypillinen

HPLC-laitteisto on esitetty kuvassa 5.

Pumppu

Injektorl_ (e

Kolonni

Kaasun-
poisto- Kolonni-

yksikko K uuni
é@”“} 2 P

\Ob-—-\___/‘“/ 1
-—-> ggsc o> |

vaste el —

Liuossailid Detektori Tietokone
Jéate

Kuva 5: HPLC-laitteisto [25, muokattu].

Laitteiston pumppu pumppaa eluenttia kolonnin 1api. Nayte injektoidaan nayt-
teensyottdosilmukkaan, ja virtaava eluentti kdannetaan kulkemaan silmukan
kautta. Eluentti tyontaa naytteen silmukasta kolonnin lapi detektorille. Naytteen
sisaltamat yhdisteet erottuvat toisistaan eluoituessaan kolonnin lapi ja saapuvat
detektorille eluoitumisjarjestyksessaan. [19.] Naytekomponenttien eluutiojarjes-
tys riippuu yhdisteiden poolisuudesta seka niiden dissosiaatioasteesta. Kaan-
teisfaasikromatografiassa liikkuva faasi on poolinen, jolloin pooliset nayteyhdis-
teet pysyvat siind paremmin ja niiden vuorovaikutus stanionaarifaasin kanssa

on vahaisempaa. Nain ollen pooliset yhdisteet eluoituvat ensin. [24.]
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3.1.1 Naytteensyotto

Naytteensyottd tapahtuu nestekromatografiassa yleensa joko automaattisella
naytteensyottajalla (autosampler) tai manuaalisesti monitieventtiilien (kuvassa
6) avulla. Nayte injektoidaan tylppaneulaisella ruiskulla monitieventtiilin nayt-
teensyottosilmukkaan ("luuppi”), jonka tilavuus on aina vakio. Naytesilmukan
tayttovaiheessa pumppu pumppaa eluenttia eli ajoliuosta suoraan kolonniin.
Kun venttiili kaannetaan injektioasentoon, virtaussuunta injektorissa muuttuu
niin, etta pumppu tyontad naytesilmukan sisallon eluentin avulla kolonniin ohuita
teraskapillaareja pitkin. [26.] Naytevyohykkeen levenemisen estamisen takia ka-

pilaarit ovat mahdollisimman ohuita ja lyhyita [20].

— naytteen tayttdvaihe

...... naytteensydttotila naytteen-
syotto kdannds
jate- ‘
astiaan . pumppu
roottori ;
~
A 3 A T &
\ r’ ' /
P
\ ’ ’1"
...... -0 R
\ Lesbr” . staattori
l:;’ \
'
i
'4, \ \7\
naytteensyotto- kolonniin
silmukka

—J

Kuva 6: Monitieventtiilin toiminta [26, muokattu].
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Automaattisten naytteensyottajien venttiilisysteemi on edella kuvatun kaltainen,
mutta injektion suorittaa naytteenkasittelijan sijasta tietokoneohjatun robottikasi-
varren paassa oleva ruisku. Automaattisen naytteensyoéttajan huomattava etu
on se, etta siihen voidaan ladata etukateen useita kymmenia, jopa satoja nayt-
teita ja standardeja, jotka ajetaan automaattisesti tietokoneelle ohjelmoidun ajo-

ohjelman avulla. [26.]

3.1.2 Pumput

HPLC-laitteiston pumput ovat joko manta- tai ruiskupumppuja. Yleisimpia nykyi-
sissa laitteistoissa ovat mantapumput, silla ne voivat pumpata ruiskupumpuista
poiketen ajoliuosta keskeytyksetta. [27.] Pumppu pumppaa eluointiliuosta tasai-
sella nopeudella kolonnin lapi. Sen taytyy toimia tarkasti, olla pulssiton ja toistet-
tava seka kestaa suuria paineita; korkea paine tarvitaan liuottimen pumppaami-
seen tiiviisti pakatun stationaarifaasin lapi. HPLC-laitteistossa pumppu pystyy
tuottamaan tyypillisesti noin 300 baarin paineen. [20.] Tyypillisimmat virtausno-
peukset vaihtelevat valilla 0,5-5 ml/min. Mikali kaytetaan pakattuja kapillaariko-
lonneja, tarvitaan vielakin pienempia pienempia virtausnopeuksia, jopa alle 0,1
MI/min. Nestekromatograafiseen systeemiin muodostuva paine riippuu kaytetta-
vasta kolonnista, sen pakkausmateriaalin partikkelikoosta, pituudesta, sisahal-
kaisijasta ja pakkauksen tiiviydesta seka eluentin koostumuksesta ja virtausno-
peudesta. [24.] Yleensa pumpuilla voidaan myds tuottaa hyvin tarkasti kahden
tai useamman liuottimen seoksia siten, etta liuosten tilavuussuhteita voidaan
analysoinnin aikana portaattomasti muuttaa. Tata kutsutaan gradienttiajoksi.

Isokraattisessa ajossa liuoskoostumus pysyy samana koko ajon ajan. [20.]

lImakuplat aiheuttavat suuria ongelmia HPLC-laitteiston pumpun ja detektorin
toiminnassa. Kuplien syntymisen estamiseksi eluentin jakelujarjestelmasta eli
pumpusta ja kapillaareista poistetaan ilma aina, kun laite on ollut ilman virtausta
tai kun eluenttia tai kolonnia vaihdetaan. Kapillaari irrotetaan kolonnin alku-
paasta ja ilmatonta eluenttia pumpataan suurella virtausnopeudella vuorollaan
kaikista nestesailidista. Nykyaan laitteessa on pumpun ja kolonnin valissa erilli-

nen venttiili, jonka avulla huuhtelu voidaan tehda. [20.] Kaasut voidaan poistaa
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ajoliuoksista ennen niiden kayttoa myos esimerkiksi keittamalla, ultraganihau-
teessa tai kuplittamalla heliumilla [22]. Nykyisissa HPLC-laitteistoissa on kaasu-
jen poistoa varten usein valmiina degasser-yksikko, joka poistaa ajoliuoksen il-
makuplat kayton aikana pumppaamalla ajoliuoksen kaasua lapaisevan kalvon
vieritse. Kalvon toisella puolella oleva tyhjio imaisee ajoliuoksesta mahdolliset
ilmakuplat. [26.]

3.1.3 Kolonni

Kromatografinen erottuminen tapahtuu HPLC-laitteiston kolonnissa. Nestekro-
matografikolonnit tehdaan ruostumattomasta teraksesta tai terasputkeen asetet-
tavasta lasiputkesta ja ne ovat noin 5-30 cm:n pituisia. [27.] Kolonni taytetaan
tiiviisti sopivalla, hienojakoisella kiinteallad jauheella tai sienimaisen rakenteen
omaavalla stationaarifaasilla. Sen on oltava inertti ja mekaanisesti kestava, eli
se ei saa reagoida eika myoskaan puristua kokoon. [22.] Mita pienempia sta-
tionaarifaasin hiukkaset ovat, sitd suurempi faasin pinta-ala on, ja sita parempi
pohjaluku voidaan saavuttaa. Optimaalinen pohjaluku on kaantaen verrannolli-

nen partikkelin halkaisijaan. [20.]

Stationaarifaasin laatu maaraa, onko kyseessa kaanteisfaasi-, normaalifaasi-,
ioninvaihto- vai ekskluusiokromatografia [27]. Tassa tydssa kaytettiin kaanteis-
faasikolonnia, jonka stationaarifaasin materiaali on kemiallisesti modifoitua sili-
kaa. Silikapartikkelin pinnalle on sidottu sopiva pooliton yhdisteryhma, C18. Sili-
kan lisaksi stationaarifaasina voidaan kayttdd muun muassa polymeereja, alu-
miinioksidia, huokoista lasia, agaroosia tai huokoista grafiiittia. [24.] Kaanteis-
faasikromatografia on ylivoimaisesti kromatografian eniten kaytetty muoto. Esi-
merkiksi normaalifaasikromatografiassa ongelmana on eluointiliuoksessa
epapuhtautena oleva vesi, joka tarttuu helposti stationaarifaasin pintaan muut-

taen sen ominaisuuksia: talldin mittaukset eivat ole toistettavia. [19.]

Koska nestegromatografiset kolonnit ovat kalliita ja ne tukkeutuvat suhteellisen
helposti, kaytetaan yleensa analyyttisen kolonnin edessa suojana esikolonnia.
Esikolonnin tarkoituksena on poistaa naytteessa olevia epapuhtauksia, jotka

saattaisivat hairitd analyyttisen kolonnin toimintaa. Esikolonnit ovat yleensa



14

lyhyita (alle 5 cm) ja ne on pakattu samalla tai samankaltaisella materiaalilla
kuin analyyttinen kolonni. Lyhyen rakenteensa ansioista esikolonnit ovat help-
poja puhdistaa tai vaihtaa. Kayton ongelmana on se, etta esikolonnit lisdavat
vyOhykeleveamista; mikali vyohykeleveaminen hairitsee analyysia merkittavasti,
voidaan esikolonnien sijaan kayttaa myos hyvin pienia suojakolonneja analyytti-

sen kolonnin edessa. [24.]

Kolonni sijaitsee kolonniuunissa, jolla pyritaan termostoimaan kolonni ja eluentti
vakiolampatilaan analyysin toistettavuuden parantamiseksi. Lampdtila vaikuttaa
nayteyhdisteiden liukoisuuteen, niiden diffuusionopeuksiin seka eluentin visko-
siteettiin, joten silla on vaikutusta myos yhdisteiden retentioaikoihin. Lampdtila
vaikuttaa myds eluentin pH-arvoon seka yhdisteiden ionisoitumiseen. Vaikutus
on kuitenkin merkittava vain, jos yhdisteiden pKa-arvot ovat lahella eluentin pH-
arvoa. Neutraalissa muodossa oleviin tai yli 95-prosenttisesti ionisoituneisiin yh-

disteisiin pienella lampdtilan vaihtelulla ei ole kovin suurta vaikutusta. [24.]

3.1.4 Detektori

Kolonnin jalkeen yhdisteet liikkuvat detektorille. Detektointi perustuu yhdisteiden
spektrometrisiin, sdhkdkemiallisiin tai muihin fysikaalisiin ominaisuuksiin. [20.]
Molekyylilla pitaa olla siis jokin eluointiliuoksesta poikkeava ominaisuus, jota de-
tektori voi mitata. Se tuottaa yhdisteen havaitessaan jonkin mitattavissa olevan
vasteen, esimerkiksi absorbanssin. [22.] Nestekromatografiassa voidaan hyo-
dyntaa monenlaisia eri detektoreita, joilla on jokaisella omat etunsa ja huonot
puolensa. Detektorin valinnassa on aina huomioitava kayttotarkoitus seka de-
tektorin soveltuvuus mittaukselle. [27.] UV/Vis- ja fluorenssispektrometrit perus-
tuvat spektrometriaan. Taitekerroin- eli RI-detektorin toiminta perustuu eluentin
taitekertoimen jatkuvaan mittaamiseen. Sahkokemiallinen detektori mittaa
eluenttiin johdettavaa jannitetta. ELS-detektori (evaporative light-scattering de-
tector) mittaa valon hajoamista, ja sopii siksi yhdisteille, jotka haihtuvat huomat-
tavasti huonommin kuin eluentti. Detektorina voidaan kayttaa myods massa-

spektrometria. [22.]
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Yleisin nestekromatografiassa kaytetty detektori on ultraviolettisateilyn ja naky-
van valon absorbanssimittauksiin perustuva UV/Vis-detektori. Suuri osa mole-
kyyleista absorboi valoa, joten tekniikka soveltuu laajalle joukolle erilaisia yhdis-
teita. [20.] UV/Vis-detektorit voidaan jaotella mittaustekniikan mukaisesti kiinte-
alla aallonpituudella mittaviin, vaihdettavalla aallonpituudella mittaviin seka dio-
dirivilla varustettuihin detektoreihin. Kahdella ensimmaisella tyypilla voidaan mi-
tata kerrallaan vain yhta aallonpituutta, mutta diodirividetektorilla koko aallonpi-
tuusaluetta voidaan mitata samanaikaisesti (kuva 7). [28.] Detektori voidaan oh-
jelmoida mittaamaan my0s tiettya aallonpituusvalia, jolloin saadaan piikeille nii-
den ominaiset spektrit. Talldin on mahdollista saada summa-absorbanssi kai-
kista absorbanssiarvoista tai yhdisteiden tunnistamisen kannalta tarkea spektri
tietysta kromatogrammissa esiintyvasta piikista. Myos absorbanssisuhde, eli en-
nalta valittujen alloonpituuksien absorbanssien suhde, on tarkea yhdisteiden
tunnistamisessa. Diodirividetektori antaa informaatiota absorbanssisuhteen
muodossa yhdisteiden puhtaudesta ja mahdollistaa usean naytekomponentin
samanaikaisen analysoinnin. [20.] UV/Vis-detektorien etuja ovat niiden herkkyys
seka laaja lineaarinen alue, joka kattaa 108-kertaisen pitoisuusalueen. Sopi-
vissa olosuhteissa detektorilla voidaan siis maarittaa jopa nanogrammatason pi-

toisuuksia. UV/Vis-detektori sopii hyvin myos gradienttiajoon. [28.]
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Kuva 7: Ylhaalla yhta aallonpituutta mittaava UV/Vis-detektori ja alhaalla diodiri-
videtektori [28, muokattu].

3.2 Eluentti

Eluentin valinta riippuu pitkalti stanionaarifaasista ja naytteen koostumuksesta.
Nestekromatografiassa voidaan kayttaa joko isokraattista ajoa tai gradienttisys-
teemia. Isokraattisessa ajossa eluenttikoostumus pysyy muuttumattomana koko
ajon ajan. Talldin laitteistoon tarvitaan vain yksi pumppu ja tarvittava laitekon-
struktio on siten yksinkertainen ja halpa. Isokraattisen systeemin avulla ei kui-
tenkaan voida analysoida kaikkia naytteita, koska sen avulla ei paasta yhta hy-
vaan erotukseen kuin gradienttisysteemilla, ja analyysiajat ovat usein pitkia.
[24.] Gradienttisysteemissa eluentin koostumusta muutetaan joko jatkuvasti tai
portaittain ajon aikana. Gradienttiajossa eluutiovoimakkuuden kasvattaminen
saa aikaan yhdisteiden retentioaikojen lyhenemisen. [22.] MyOs eluentin virtaus-
nopeutta voidaan muuttaa ajon aikana. Gradienttisysteemi aiheuttaa laitteistolle
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suuremmat vaatimukset kuin isokraattinen systeemi: jokaista liuotinta varten tar-
vitaan yksi pumppu ja niiden sekoitusta varten tarvitaan liuottimien sekoitusyk-

sikko seka pumppujen toimintaa ohjaava ohjainyksikko. [24.]

Eluentin koostumus voidaan optimoida joko kokeilemalla tai kayttamalla tarkoi-
tukseen suunniteltuja tietokoneohjelmia [20]. Optimoinnissa tyypillisia paramet-
reja ovat eluentin koostumus, stationaarifaasi, pH ja lampdétila. Nestekromato-
grafiassa tyypillisimmin kaytettyja orgaanisia liuottimia ovat asetonitriili, metanoli
ja muut alkoholit, tetrahydrofuraani ja dioksaani, hiilivetyliuottimet seka klooratut
liuottimet. Kadanteisfaasinestekromatografisissa sovelluksissa kaytetaan yleensa
asetonitriilia, metanolia, etanolia seka propanolia yhdessa veden kanssa. Suosi-
tuin orgaaninen modifioija on asetonitriili; vesi-asetonitriiliseoksella on alhaisin
viskositeetti, joten sen avulla saavutetaan parhain erotustehokkuus. [24.] Meta-
nolia kaytetaan lahinna silloin, kun eluentissa halutaan kayttaa suurempia maa-
ria ionireagensseja tai suoloja, koska niilla on tyypillisesti suurempi liukoisuus
metanoli-vesiseokseen kuin asetonitriili-vesiseokseen [27]. Muita alkoholeja ku-
ten etanolia ja propanolia kaytetdan harvemmin johtuen niiden suuremmasta

viskositeetista [24].
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4 Validointi

Validointi tarkoittaa analyysimenetelman patevyysominaisuuksien seka luotetta-
vuuden testaamista. Analyysimenetelman validoinnin tavoite on varmistaa ja
osoittaa systemaattisesti, etta menetelma soveltuu kayttotarkoitukseensa, sen
antamat tulokset ovat luotettavia ja tulosten epavarmuus tunnetaan. Validoitujen
analyysimenetelmien kayttd on yksi olennaisimmista keinoista parantaa tulosten
luotettavuutta. [29.] Validointi tehdaan, kun vanhaa menetelmaa muutetaan tai
uudistetaan, menetelma otetaan kayttoon uudessa laboratoriossa tai on kehi-
tetty taysin uusi menetelma. Myos otettaessa kayttdon uusi analyysilaite on me-
netelma validoitava kyseiselle laitteelle: vaikka menetelma olisi standardisoitu,
tulee laboratorion osoittaa, etta se pystyy saamaan aikaiseksi luotettavia tulok-

sia menetelmaa kayttaen. [30.]

Validointi koostuu validointisuunnitelman laatimisesta, kokeiden suorittamisesta,
tulosten tilastollisesta arvioinnista seka loppuraportista. Validointisuunnitel-
massa maaritellaan validoinnin tarkoitus, kohde ja soveltamisala, kaytettava lait-
teisto, mitattavat parametrit, nayteaineisto eli matriisi seka koesarjat. [30.] Me-
netelmaa validoitaessa tehdaan joukko validointisuunnitelmaan valittuja testeja,
joiden tuottamat tulokset antavat tietoa esimerkiksi menetelman spesifisyy-
desta, tarkkuudesta, tasmallisyydesta ja herkkyydesta. Validointitoimenpiteiden
laajuus riippuu tutkittavasta analyysimenetelmasta: menetelman kayttdalueesta
ja tutkittavista naytteista riippuen maaritelldaan ne ominaisuudet, jotka ovat tulos-
ten luotettavuuden kannalta valttamattomia. [29.] Testien perusteella saadut tu-

lokset dokumentoidaan tarkasti ja analysoidaan tilastollisin menetelmin [30].

Tassa opinnaytetydssa testataan jo olemassa olevan menetelman soveltuvuutta
yhdisteelle, jota menetelmalla ei ole aiemmin tutkittu. Validointiparametreina
tydssa olivat selektiivisyys ja spesifisyys, lineaarisuus, mittausalue ja herkkyys,
toteamis- ja maaritysrajat, tarkkuus ja uusittavuus seka mittausepavarmuus. Va-

lidointisuunnitelma on esitelty lyhyesti taulukossa 1.



Taulukko 1: Validointisuunnitelma.

Paiva Valmistetaan

Ajetaan

HL & J
Maalinaytteita 3 kpl x 2

Kalibrointiliuokset 1-8; 0,2-50 ppm
Kontrollinaytteet; 7, 10 ja 15 ppm;

Kalibrointiliuokset 1-8; 0,2-50 ppm
Kontrollinaytteet; 7, 10 ja 15 ppm
(HL)

Maalinaytteet

Maalinaytteita 3 kpl x 2

lisdykset

2 | Saantokokeet, 4 kpl; 10 & 60 ppm

Kalibrointiliuokset, 5 pitoisuutta
Kontrollinaytteet; 7, 10 ja 15 ppm
(HL)

Maalinaytteet

Saantokokeet

Maalinaytteita 3 kpl x 2

Standardinlisayssuora; 5 pistetta

Kalibrointiliuokset, 5 pitoisuutta
Kontrollit, Bmpdtilaseuranta (HL & J)
Maalinaytteet

Standardinlisdyssuora

Maalinaytteita 3 kpl x 2

lisdykset

4 | Saantokokeet, 4 kpl; 10 & 60 ppm

Kalibrointiliuokset, 5 pitoisuutta
Kontrollinaytteet; 7, 10 ja 15 ppm
(HL)

Maalinaytteet

Saantokokeet

Kontrollit, [Bmpdtilaseuranta (HL & J)

6 |Maalinaytteita 3 kpl x 2

reagenssinolla veteen

Kalibrointiliuokset 1-8; 0,2—-50 ppm

LOD/LOQ-naytteet: 6x std 1 ppm ja

Kalibrointiliuokset 1-8; 0,2-50 ppm
Kontrollit, Bmpdtilaseuranta (HL & J)
Maalinaytteet

LOD/LOQ-naytteet

Saantokokeet, 4 kpl; 10 & 60 ppm

Kalibrointiliuokset, 5 pitoisuutta

7 lisdykset Kontrollit, Bmpétilaseuranta (HL & J)
LOQ: 10x maalinayte, vahan ana- | Saantokokeet
lyyttia LOQ-naytteet
8 Saantokokeet, 4 kpl; 10 & 60 ppm | Kontrollit, Iampdtilaseuranta (HL & J)
lisdykset Saantokokeet
9 Kalibrointiliuokset, 5 pitoisuutta
Kontrollit, Bmpétilaseuranta (HL & J)
10 Kontrollit, lBmpdtilaseuranta (HL & J)

11 | Maalinaytteita 3 kpl x 2

Kontrollit, Bmpétilaseuranta (HL & J)
Maalinaytteet

12 | Maalinaytteita 3 kpl x 2

Kontrollit, Bmpétilaseuranta (HL & J)
Maalinaytteet

19
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4.1 Selektiivisyys ja spesifisyys

Spesifisyyden ja selektiivisyyden mittauskokeiden avulla voidaan varmistua
siita, ettd menetelmalla mitataan sitd mita luullaan mitattavan: mitattava signaali
on siis peraisin ainoastaan tutkittavasta yhdisteesta. Kokeilla voidaan varmistaa
my0s se, etteivat muut naytteen komponentit hairitse maaritysta. Spesifinen
menetelma tuottaa signaalin tai vasteen vain yhdelle analyytille, kun taas selek-
tiivinen menetelma voi tuottaa vasteen useammallekin yhdisteelle erottaen kui-
tenkin tutkittavan analyytin muista vasteista. Spesifisyyteen ja selektiivisyyteen
vaikuttavat kaytetty analyysimenetelma, analyysitekniikka seka valittu naytteen-
kasittely. [29.]

4.2 Lineaarisuus, mittausalue ja herkkyys

Mittausalue maaritellaan sina pitoisuusalueena, jolla menetelmaa voidaan kayt-
taa. Mittausalueen alkupaana toimii rajoittavana tekijana menetelman maaritys-
raja (LOQ) ja loppupaana mittalaitteen kyky havainnoida analyytin pitoisuuden

muutoksia (detektio-ominaisuudet). [31.] Mittausalueeksi valitaan yleensa stan-
dardiliuosten avulla maaritelty lineaarinen alue, mutta se voi olla my6s laajempi,
mikali hyvaksyttava tarkkuus ja tasmallisyys saavutetaan myds epalineaarisella
osalla. Mittausalue voi my0s sisaltaa useita lineaarisuusalueita, jolloin nayttei-

den pienille ja suurille pitoisuuksille kaytetaan eri kalibrointisuoria. [29.]

Lineaarisuuden tarkastelulla selvitetaan se mittausalueen pitoisuusalue, jossa
kalibrointisuora tayttaa lineaarisuuden ehdot. Lineaarinen alue voidaan selvittaa
tekemalla useita mittauksia standardeille tai standardinlisaysnaytteille. Mittauk-
sia tulisi suorittaa vahintaan kuudella eri pitoisuudella rinnakkaisilla injektioilla.
Mittausten perustella piirretdan kuvaaja, jossa mitattu vaste esitetaan konsent-
raation funktiona. Lineaarisuutta arvioidaan residuaalien tarkastelulla: jos kalib-
rointisuora on lineaarinen, residuaalit jakautuvat vuorotellen nollatason molem-

min puolin. [29.]
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Herkkyys tarkoittaa menetelman kykya havaita pienia naytepitoisuuden vaihte-
luita. Kun pieni muutos naytteen pitoisuudessa aiheuttaa suuren muutoksen de-
tektorin vasteessa, voidaan menetelmaa kutsua herkaksi. Herkkyys voidaan
maarittaa kalibrointisuoran kulmakertoimen avulla; kaytettaessa lineaarista ka-

librointia herkkyys on suoran kulmakerroin. [29.]

4.3 Toteamis- ja maaritysrajat

Maaritysraja (LOQ) tarkoittaa naytetaustaa vastaan mitatun analyytin pieninta
pitoisuustasoa, joka voidaan maarittaa riittavalla tarkkuudella. Maaritysraja ase-
tetaan niin, etta saatavat tulokset ovat luotettavia ja toistettavia. Maaritysraja
voidaan arvioida rinnakkaisnaytteiden keskihajontojen avulla tai signaali-kohi-
nasuhteen (10:1) avulla. [30.]

Toteamisraja (LOD) on pienin pitoisuus, jolla voidaan todeta luotettavasti, sisal-
taako nayte tutkittavaa yhdistetta. Analyytille mitatun vasteen tai maaritetyn pi-
toisuuden tulee olla toteamisrajalla niin suuri, etta sen ei voida tulkita johtuvan
taustan aiheuttamasta kohinasta. Maaritys perustuu taustan hajonnan tutkimi-
seen; se voidaan tehda laskemalla keskiarvo ja keskihajonta sellaisen naytteen
rinnakkaismaaritysten tuloksista, joka ei sisalla lainkaan maaritettavaa yhdis-
tetta tai se sisaltaa sita hyvin vahan. Mita useampi rinnakkaismaaritys suorite-
taan, sita luotettavampi arvio toteamisrajalle saadaan. Maaritettavan naytteen ja
arvioinnissa kaytetyn naytteen tulisi olla matriiseiltaan samanlaisia, ja mikali
tama ei ole mahdollista, voidaan testauksessa kayttaa nollanaytetta. Nollanayt-
teeseen voidaan lisata pieni maara analysoitavaa yhdistetta tapauksissa, joissa
pelkka nollanayte ei anna mittasignaalia. [29.] Tassa opinnaytetydssa LOD- ja
LOQ-arvot maaritetdan PPG Tikkurilan kaytossa olevilla kaavoilla suoran leik-

kauspisteen ja virhetarkastelun avulla.

4.4 Tarkkuus

Tarkkuus jaetaan kahteen osaan: oikeellisuuteen ja toistotarkkuuteen eli tas-

mallisyyteen. Se ilmaistaan suhteellisena poikkeamana todellisesta tai
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odotetusta arvosta. Tarkkuuteen vaikuttavat virheet jaetaan systemaattisiin vir-
heisiin ja satunnaisvirheisiin, ja niiden summaa kuvaa kokonaisvirhe. Tulosten

tarkkuus rinnastetaan yleensa kokonaisvirheeseen. [29.]

Oikeellisuus tarkoittaa mittaustulosten keskiarvon ja todellisen arvon valista yh-
tapitavyytta. Oikeellisuutta voidaan tutkia varmennetun vertailumateriaalin
avulla, takaisinsaantokokeilla, patevyyskokeilla ja vertaamalla saatuja tuloksia
toisella jo validoidulla ja yleisesti hyvaksytylla menetelmalla saatuihin tuloksiin.
Tasmallisyydella tarkoitetaan tulosten keskinaista yhtapitavyytta, kun maaritysta
toistetaan useita kertoja. Se maaritellaan rinnakkaismaarityksiin littyvana hajon-
tana, kun mittaukset suoritetaan lyhyella aikavalilla samalla menetelmalla joko
saman tai eri tekijan toimesta samalla tai eri mittauslaitteella samassa laborato-

riossa. [31.]

4.5 Mittausepavarmuus

Mittausepavarmuus tarkoittaa kvantitatiivista arviota niista rajoista, joiden sisa-
puolella mittaustuloksen oletetaan olevan tietylla todennakdisyydella. Mittausten
mittausepavarmuuteen kaytannon tdissa vaikuttavat monet mahdolliset tekijat,
kuten naytteenotto, matriisin aiheuttamat hairiot, massan ja tilavuuden maarityk-
seen liittyvat epavarmuudet seka satunnaisvaihtelut. [29.] Mittausepavarmuutta
voidaan arvioida esimerkiksi tassakin tyossa kaytetyn Suomen ymparistokes-
kuksen (SYKE) luoman Mittausepavarmuusohjelmiston (Measurement Uncer-
tainty Kit, MUKkit) avulla. MUKit-ohjelmiston laskenta perustuu Nordtest TR 537 -
raporttiin. Ohjelmiston avulla voidaan arvioida mittausepavarmuuksia hyédyn-
taen esimerkiksi kontrollinaytteiden tuloksia, rutiininaytteiden rinnakkaistuloksia,
laboratorioiden valisia vertailukoe/patevyystuloksia seka saantokokeiden tulok-

sia. Yleisesti laboratorioilla tavoitteena on <20-25 %:n mittausepavarmuus.



5 Laitteet ja reagenssit

Tyossa kaytettiin seuraavia laitteita:

HPLC-DAD-laitteisto
Agilent 1260 Infinity Il LC System & DAD WR
C18 esikolonni ja kolonni, Phenomenex
koeputkisekoittaja (Vortex), VWR Reax Top
ultradanihaude, FinnSonic GN 1/2 EN 631
sentrifugi, Sartorius Sigma 3K30
vakuumisuodatin, Millipore WP6122050.

Kaytetyt reagenssit olivat

yhdiste A, 98,0 %, Biosynth Carbosynth

yhdiste B, 96,0 %, Sigma-Aldrich

yhdistetta C sisaltava liuos, 50,20 %, Acros
yhdistetta D sisaltava liuos, 1,10 %, Thor

yhdiste E, 98,0 %, TCI

metanoli (CH3OH), 99,8 %, HPLC-laatu, J.T. Baker
asetonitriili (CH3CN), HPLC-laatu, J.T. Baker

ortofosforihappo (H3sPOs4), 85 %, HPLC-laatu, Fluka.

TyOssa kaytetyt reagenssiliuokset olivat

0,1 p-% ortofosforihappo

suolaliuos.
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6 Kokeellinen osuus

Tyon kokeellisessa osiossa tarkasteltiin laboratoriossa kaytossa olevan kvanti-
tatiivisen analyysimenetelman soveltuvuutta yhdisteiden A ja B analysointia var-
ten. Koska menetelma on laboratoriossa yhdisteiden C, D ja E osalta aktiivi-
sessa kaytossa, voitiin validoinnin aikana hyddyntaa muutamia valmiina loytyvia
liuoksia. Naihin liuoksiin kuuluivat muun muassa yhdisteista C, D ja E valmiste-
tut kontrolliliuokset (liuokset CDE), joita kaytettiin ajoissa varmistamaan tulosten
luotettavuus piikkien retentioaikoja ja pitoisuuksia tarkkailemalla seka suola-

liuos, jota hyddynnettiin naytteenkasittelyssa.

Tyoturvallisuus huomioitiin laboratoriotydoskentelyssa tutustumalla tarkasti
tyossa kaytettavien yhdisteiden kayttoturvallisuustiedotteisiin seka kayttamalla
tarpeellista suojatumista. Reagensseja, naytteita seka standardiliuoksia kasitel-
tiin aina vetokaapissa pukeutuen henkilokohtaisiin suojavarusteisiin, joihin kuu-
luivat tyotakki, suojalasit seka nitriilikasineet. Tuotteet varastoitiin alkuperais-
pakkauksissaan huolellisesti suljettuna suojattuna suoralta auringonvalolta kui-
vassa, viileassa ja hyvin ilmastoidussa tilassa. Jatteet havitettiin PPG Tikkurilan
toimintatapojen mukaisesti ja kaytetyt tydvalineet puhdistettiin asianmukaisesti

ennen niiden huuhtelua viemareihin.

Alkuperaista validointisuunnitelmaa karsittiin ja muokattiin tiukan aikataulun
vuoksi. Muun muassa mittausepavarmuuden tarkastelussa hyddynnettavia
kontrolli- ja maalindytteitd analysoitiin aiottua vahemman. Toteutunut validointi-

paivakirja on esitelty taulukossa 2.



Taulukko 2: Validointipaivakirja.
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Paiva

Valmistettu

Ajettu

A-standardit, 9 kpl, 0,3-50 ppm

A- ja B-lisaykset maaleihin A ja D

05.11. | B-standardit, 6 kpl, 1-20 ppm
Lampdtilaseurantanaytteita
A-standardit, 9 kpl, 0,3-50 ppm
10.11. B-standardit, 6 kpl, 1-20 ppm
Lampdtilaseurantanaytteita
1211 A-standardit, 3 kpl, 2—15 ppm
"7 | B-standardit, 6 kpl, 1-20ppm
A-standardit, 5 kpl, 2-20ppm
3x rinnakkaiset naytteet maaleista | B-standardit, 6 kpl, 1-20 ppm
16.11. | " o e
AjaB Lampotilaseurantanaytteita
Valmistetut maalinaytteet
3x rinnakkaiset naytteet maaleista | Valmistetut maalinaytteet
17.11. ;
C,DjaE
23 11 2x rinnakkaiset naytteet maaleista | Valmistetut maalinaytteet
1A B,C,DjaE Lampotilaseurantanaytteita
24 .11. Q;Tt]andardlt, 9 kpl, pit. 0,3-50 A-standardit, 9 kpl, 0,3-50 ppm
25.11. Lampdtilaseurantanaytteita
29.11. | A-lisdykset maaleihin A, B, C ja D |Valmistetut maalinaytteet
30.11. | B-lisdykset maaleihin A, B, C ja D |Valmistetut maalinaytteet
03.12. 2x rlqnakkalset naytteet nolla- Valmistetut maalinaytteet
maalista F
7.12. | A-lisaykset nollamaaliin F Valmistetut lisdysnaytteet
9.12. |B-lisaykset nollamaaliin F Valmistetut lisdysnaytteet
13.12. B-standardit, 4 kpl, 0,065—1 ppm
2x rinnakkaiset naytteet maaleista ) o
2112 |A, CjaD Valmistetut maalinaytteet

Valmistetut lisaysnaytteet
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Ennen tyon varsinaista aloitusta yhdisteista A ja B valmistettiin n. 10 ppm:n
standardit, jotka ajettiin validoitavalla menetelmalla. Koska puhtaat yhdisteet A

ja B olivat jauhemaisia, tehtiin niistd myos IR-spektrit FTIR-laitteiston avulla.

Validointi aloitettiin valmistamalla seka yhdisteesta A etta yhdisteesta B stan-
dardiliuossarjat (kalibrointiliuokset). Standardipitoisuusalueeksi maariteltiin vali-
doinnin alussa noin 0,2-50 ppm. Liuossarjat valmistettiin ja ajettiin validoinnin
aikana eri pitoisuusalueilla yhdisteelle A kolmesti ja yhdisteelle B kahdesti. Val-
mistetut standardit sailytettiin tummissa lasipulloissa pimeassa kaapissa huo-
neenlammadssa. Standardiliuossarjat valmistettiin ja ajettiin noin viikon paasta

toisistaan.

Standardiliuossarjoista valittiin muutamia standardiliuoksia, joita valmistettiin
hieman enemman kuin muita standardeja. Kukin valittu standardi jaettiin kah-
teen pulloon, joista toista sailytettiin huoneenlammadssa muiden standardien ta-
paan ja toista jadkaapissa noin +5 °C:ssa. Naiden standardiliuosten avulla tar-
kasteltiin, kuinka hyvin liuokset sailyvat ja onko niiden sailyvyydessa eroa riip-
puen sailytyslampdtilasta. Seurattavia naytteita valittiin aluksi melko paljon,
mutta seurannan edetessa niita karsittiin niin, etta seurantaan jaivat yhdisteesta

A valmistetut standardit pitoisuusalueella 0,3-10 ppm.

Validoinnissa hyddynnettavat maalinaytteet valmistettiin maaleista, joiden teo-
reettinen B-pitoisuus tunnettiin (A, B, C, D, E seka nollamaali F). Naytteista pun-
nittiin kaksi rinnakkaista naytetta kayttaen ohjeen mukaista naytemaaraa ja
desorptioliuotinta. Naytteita ravisteltiin Vortex-sekoittajalla noin 30 sekunnin
ajan niin, ettd maalia ei jaanyt koeputkien reunoille. Koeputkiin lisattiin tunnettu
maara suolaliuosta. Reagenssiliuokset kasiteltiin tilavuuksina, mutta ne punnit-
tiin 0,1 mg:n tarkkuudella. Naytteita sekoitettiin punnitusten jalkeen uudelleen
noin 30 sekuntia. Naytteet vietiin ultradanihauteeseen 10 minuutin ajaksi, jonka
jalkeen ne sekoitettiin viela kertaalleen noin 30 sekunnin ajan Vortex-sekoitta-
jalla. Naytteita sentrifugoitiin 45 minuuttia 24 500 rpm:n nopeudella 5 °C 1ampo-

tilassa. Naytteista erottunut kirkas neste pipetoitiin ja suodatettiin HPLC-
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naytepulloihin vakuumisuodattimella kayttaen 0,45 ym:n hydrofiilisia PTFE-suo-

dattimia. Maalinaytteita valmistettiin ja ajettiin viitena paivana.

Saantokokeiden naytteita tehtiin aiemmin analysoituihin maaleihin (A, B, C ja
D), joiden teoreettinen seka validoitavalla analyysimenetelmalla mitattu A- tai B-
pitoisuus tunnettiin. Maalinaytteisiin tehtiin lisays seka yhdisteella A etta yhdis-
teella B. Maalia punnittiin muovipulloon isompi maara kuin analyysiin tarvitaan
ja sen paalle tehtiin A- tai B-lisays. Nayteita sekoitettiin Vortex-sekoittajalla noin
1,5 minuutin ajan kallistaen pulloja eri suuntiin. Naytteiden annettiin seista noin
puolen tunnin ajan, jonka jalkeen niita sekoitettiin uudelleen Vortex-sekoittajalla
naytteen homogeenisuuden varmistamiseksi. Jokaisesta lisaysnaytteesta val-
mistettiin normaalin naytteenkasittelytavan mukaisesti kaksi rinnakkaisnaytetta,
jotka ajettiin validoitavalla menetelmalla. Vahvempien lisdysnaytteiden kanssa
samaan ajoon lisattiin myos yhdet injektiot lisayksiin kaytettyja vahvoja A- ja B-
standardeja (350 ja 500 ppm) liuosten pitoisuuksien ja nain ollen lisaysten var-

mistamiseksi.

Standardinlisayssuoran naytteet valmistettiin maaliin F, joka ei sisaltanyt lain-
kaan yhdistetta A tai B. Maalin puhtaus yhdisteiden suhteen varmistettiin ensin
analysoimalla maali normaalinaytteen tapaisesti ja ajamalla naytteet validoita-
valla metodilla. Kun maalin pitoisuus yhdisteiden A ja B suhteen saatiin varmis-
tettua nollaksi, valmistettiin siitéa standardinlisdyssuoran naytteet. Maalia punnit-
tiin muovipulloihin ja naytteiden paalle tehtiin lisays vahvalla A- tai B-standar-
dilla. Yhdistetta A lisattiin maaleihin pitoisuusalueella 0,02—7 ppm ja yhdistetta B
pitoisuusalueella 0,02-0,4 ppm. Ajoon lisattiin myos yhdet injektiot pelkkia noin

100 ppm standardiliuoksia liuosten pitoisuuksien varmistamiseksi.
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7 Tulokset

Yhdisteista A ja B valmistettujen standardien (10 ppm) ajojen tulosten perus-
teella tarkasteltiin yhdisteiden kromatogrammeja, retentioaikoja seka UV-spekt-
reja. Molempien yhdisteiden 10 ppm standardien kromatogrammit esitellaan ku-
vassa 8. Hieman korkeampi piikki on yhdisteen A ja matalampi piikki yhdisteen
B. Yhdisteiden retentioajat olivat samat, eika kromatogrammien piikeissa ollut

silmamaaraisesti suuri eroja esimerkiksi leveyden tai resoluution suhteen.
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Retention time [min]

Kuva 8: Yhdisteiden A ja B piikit kromatogrammissa.

Yhdisteiden UV-spektrit olivat miltei identtiset (kuva 9). Ennen tyon aloitusta
olettamana oli, etta yhdiste B ei muodostaisi piikkia kromatogrammiin. Nain kui-
tenkin kavi, joten tulosten pohjalta paatettiin tyossa tarkastella osittain myos yh-

distetta B.
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Kuva 9: Yhdisteiden A ja B UV-spektrit.
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Kromatogrammien, retentioaikojen seka UV-spektrien samankaltaisuuden pe-
rusteella paatettiin tarkastella myos yhdisteiden IR-spektreja (kuva 10). Spekt-
reissa on keskenaan joitakin yhteisia piikkeja, mutta kuten jo ennalta tiedettiin,
ovat A ja B eri yhdisteet. Esimerkiksi funktionaalisten ryhmien alueella (> 1500
cm™') on havaittavissa selkea ero amiini- ja/tai amidiryhmien (aaltoluku 3300—

3500 cm™) valilla.
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Kuva 10: Yhdisteen A (ylapuolella) ja yhdisteen B (alla) IR-spektrit.
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Standardiliuoksia valmistettiin yhdisteelle A kolmena paivana (5.11., 12.11. ja
24.11.) ja yhdisteelle B kahtena paivana (5.11. ja 12.11.) Standardien valmis-

tuspaivamaarat seka mitatut pitoisuudet yhdisteelle A esitetaan taulukossa 3.

Taulukko 3: Yhdisteesta A valmistetut standardiliuokset.

Valmistus Pitoisuus (ppm)
5.11. 0,065
5.11. 0,123
24.11. 0,311
5.11. 0,314
5.11. 0,316
24.11. 0,512
5.11. 0,538
5.11. 0,926
24.11. 1,088
12.11. 1,260
24.11. 2,059
12.11. 2,172
12.11. 5,147
24.11. 5,198
5.11. 10,059
24.11. 10,284
24.11. 14,795
12.11. 14,929
24.11. 19,218
5.11. 19,512
5.11. 52,498
24.11. 54,110
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Yhdisteen B valmistuspaivat seka mitatut pitoisuudet ovat taulukossa 4.

Taulukko 4: Yhdisteesta B valmistetut standardiliuokset.

Valmistus Pitoisuus (ppm)
5.11. 0,065
5.11. 0,129
5.11. 0,330
5.11. 0,620
5.11. 0,961
12.11. 1,125
5.11. 1,399
12.11. 2,234
12.11. 5,801
12.11. 10,132
12.11. 15,226
12.11. 20,426

Standardiliuossarja-ajojen tulokset ovat taulukoituna liitteissa 1 ja 2. Standardi-
liuossarjojen tulosten perusteella laadittiin kalibrointisuorat yhdisteelle A kaikille
kolmelle ajopaivalle seka eri paivien tuloksia yhdistellen pienille standardipitoi-
suuksille ja kaikille mitatuille standardimittaustuloksille. Yhdisteelle B tehtiin yksi
kalibrointisuora, jonka pisteiksi valittiin kaikki 5.11. valmistetut standardit seka
12.11. valmistetut 5-15 ppm standardit. Kalibrointikuvaajat tehtiin kalibrointiliu-
osten rinnakkaismaaritysten keskiarvoista. Kaikki luodut kalibrointisuorat esitel-
laan liitteessa 3. Validoitavan menetelman tulostenkasittelymetodin kalibrointi-
suoraksi maariteltiin HPLC-laitteistolla yhdisteella A 24.11. ajetusta standardiliu-
ossarjasta valmistettu suora. Yhdisteelle B luotiin oma metodinsa, jonka kalib-
rointisuoraksi asetettiin yhdisteen B suora mittausalueella 0,065-15 ppm.
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Standardiliuossarjoista valittujen yhdisteen A lampdétilaseurantanaytteiden (HL,
huoneenlampd ja J, jadkaappi, noin +5 °C) ajotulokset ja metodin suoraa vasten
lasketut pitoisuudet ovat taulukoituna liitteessa 4. Tulosten keskiarvot (AVG),
keskihajonnat (SD) seka suhteelliset keskihajonnat (RSD-%) esitellaan taulu-

kossa 5.

Taulukko 5: Lampdtilaseurantanaytteiden parametreja.

Yhdiste A, ppm | 0,316 0,926 2,172 5,147 10,059
AVG, ppm (HL) | 0,307 0,926 2,261 5,241 10,809
SD, ppm (HL) | 0,005 0,008 0,017 0,034 0,396
RSD-% (HL) 1,5 0,8 0,8 0,7 3,7
AVG, ppm (J) | 0,303 0,916 - 5,211 10,233
SD, ppm (J) | 0,008 0,005 - 0,028 0,090
RSD-% (J) 2,6 0,5 - 0,5 0,9

Liuosten sailyvyydessa ei havaittu merkittdvia muutoksia 1,5 kuukauden aikana
kummankaan lampdétilan suhteen. Korkein keskihajonta oli 0,316 ppm standar-

din jaakaapissa sailytetyn liuoksen mittaustuloksilla. Kaikkien liuosten suhteelli-
set keskihajonnat pysyivat 5 %:n sisalla (lite 4). Jaadkaapissa sailytettyjen liuos-
ten pitoisuudet olivat hieman matalammat huoneenlammadssa sailytettyjen liuos-

ten pitoisuuksiin verrattuna.

Normaalimaalinaytteiden tulokset maaleista A, B, C, D ja E kasiteltiin seka yh-
disteen A avulla luodulla metodilla seka yhdisteen B kalibrointisuoraa vasten.
Ajojen tulokset esitellaan liitteessa 5. Suorien avulla lasketut pitoisuuksien kes-
kiarvot (AVG), keskihajonnat (SD), suhteelliset keskihajonnat (RSD-%) seka
prosentuaaliset osuudet teoreettisesta pitoisuudesta (%T) esitetaan taulukossa
6.
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Taulukko 6: Maalinaytteiden analysoitujen pitoisuuksien parametreja.

A-suora B-suora
Teoreettinen | Maali | AVG, | SD, | RSD- | %T | AVG, | SD, | RSD- %T
B-pitoisuus, ppm | ppm % ppm | ppm %
PpPmM
21 A 1327|049 | 3,7 63 [21,27| 0,77 | 3,6 101
52 B |44,86| 043 | 1,0 86 |69,68| 0,66 | 0,9 134
18 C (1584|059 | 38 88 [2532| 1,13 | 45 141
54 D (4729|030 | 0,6 88 |73,43| 048 | 0,7 136
43 E 28,7 | 2,5 8,7 67 | 455 | 2,8 6,2 106
0 F 0,0 - - - 0,0 - - -

Taulukkoa tarkastelemalla voidaan todeta, etta toistettavuus 1,5 kuukauden ai-
kana kolme kertaa analysoiduille viidelle maalinaytteelle oli hyva. Maalista E
valmistettujen naytteiden suhteellinen keskihajonta oli suurin. Kun tuloksia pei-
lataan B-suoraa vasten, nousevat maaleista B, C ja D valmistettujen naytteiden
pitoisuudet noin 30—-40 % yli niiden teoreettisesta eli maalin valmistuskaavan
mukaisesta pitoisuudesta. Syy tahan saattaa olla esimerkiksi maalimatriisin
vaihtelussa; maalin erilaisilla raaka-aineilla seka pH:lla voi olla vaikutusta tutkit-
tujen yhdisteiden kayttaytymiseen maalissa. Maaleissa kaytettyjen raaka-ainei-
den ja siten maalin kaavan B-pitoisuus on raaka-ainetoimittajan ilmoittama, jo-
ten on myos mahdollista, etta yhdistetta on raaka-aineissa todellisuudessa il-

moitettua enemman.

7.1 Selektiivisyys ja spesifisyys

Selektiivisyytta ja spesifisyytta tarkastellaan menetelman maaraamalla UV-alu-
eella. Menetelma on spesifinen analyytille A tunnetulla aallonpituudella. Tarkas-
telussa verrataan kalibrointisuorien seka standardinlisayssuorien kulmakertoi-

mia. Hyvaksyttava ero kulmakertoimissa on +5 %.

Liitteessa 3 esitettyjen kalibrointisuorien leikkauspisteet eli vakiotermit (a), kul-

makertoimet (b), korrelaatiokertoimet (R) seka selitysasteet (R?) on kirjattu
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taulukkoon 7. Taulukon lihavoidut suorat ovat metodien luomiseen kaytetyt ka-

librointisuorat.

Taulukko 7: Kalibrointisuorien parametreja.

Maali Paivamaara | Pitoisuusalue, a b R R2
ppm
A 10.11. 0,065-0,9 0,16 | 31,82 | 0,99992 | 0,99983
A 10.11. 0,065-52 1,17 | 31,94 | 0,99999 | 0,99998
A 16.11. 2,1-19,5 5,59 | 31,80 | 0,99966 | 0,99932
A 24.11. 0,3-54 0,48 | 31,41 | 0,99998 | 0,99997
A 10.-24.11. 0,065-54 1,46 | 31,76 | 0,99989 | 0,99979
A 10.-24.11. 0,065-100 3,05 | 31,54 | 0,99991 | 0,99983
A 10.-24.11. 0,065-1 0,24 | 31,42 | 0,99984 | 0,99968
B 10.-16.11. 0,065-1,4 0,27 | 19,02 | 0,99956 | 0,99911
B 10.-16.11. 0,065-15 -1,03 | 20,39 | 0,99983 | 0,99966
B 3.12. 0,065-0,96 0,25 | 19,99 | 0,99839 | 0,99678

Standardisuorien kulmakertoimien suhde lasketaan kaikkien yhdisteesta A val-

mistettujen suorien kulmakertoimien keskiarvoista seka yhdisteen B koko mit-

tausalueen suorasta.

100 *

20,39

1,82+31,94+31,80+31,41+31,76+31,54+31,42

7

=644 %

Yhdisteiden A ja B standardisuorien kulmakertoimien suhde on 64,4 %, eli noin
60—-65 % yhdisteesta B on analysoitavissa yhdisteena A. Standardisuorien suh-
detta havainnollistetaan kuvassa 11: tarkasteluun valitaan tulostenkasittelyme-
todien luomiseen kaytetyt suorat. Yhdisteen A suoran tarkastelusta jatetaan
pois pitoisuuden 54 ppm piste, jotta yhdisteiden suorat ovat samalla pitoisuus-

alueella.
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Kuva 11: Yhdisteiden A ja B standardisuorien vertailu.
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20

Nollamaaliin F valmistetut standardinlisayssuorien naytteet sijoittuivat yhdisteen

A osalta pitoisuusalueelle 0,02—7 ppm ja yhdisteen B osalta alueelle 0,02-0,4

ppm. Suorien vakiotermit (a), kulmakertoimet (b), korrelaatiokertoimet (R) seka

selitysasteet (R?) esitellaan taulukossa 8. Tarkemmat tulokset ovat koottuna liit-

teessa 7.

Taulukko 8: Standardinlisayssuorien parametreja.

Yhdiste | Piivimaars |©toisuusalue, ||, R R?
ppm
3.12. 0,02-6,9 | -0,29 |30,27| 0,99787 | 0,99575
3.12. 0,02-057 | 045 |26,38| 0,99983 | 0,99966
B 9.12. 0,02-04 | 0,56 |16,99| 0,98980 | 0,97970

Standardinlisayssuorien kulmakertoimien suhde lasketaan yhdisteen A 0,02—

0,57 ppm pitoisuusalueen suorasta ja yhdisteen B koko pitoisuusalueen suo-

rasta.

)

100
* 2638

=644 %
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Yhdisteiden A ja B standardinlisayssuorien kulmakertoimien suhde on 64,4 %.
Suhde on sama kuin yhdisteiden A ja B standardisuorien suhde. Suorien suh-
detta havainnollistetaan kuvan 12 tarkastelussa, johon valitaan kaikki yhdisteen

B pisteet seka yhdisteen A pisteet pitoisuusalueelta 0,02—-0,57 ppm.

16
y = 26,382x + 0,4453
14 R? = 0,9997
12
o 10
©
T 8
=
0 6
4 y = 16,986x + 0,5606
R?=0,9797
2
0
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Pitoisuus (ppm)
Lin. (Yhdiste A) Lin. (Yhdiste B)

Kuva 12: Yhdisteiden A ja B standardinlisayssuorat.

Yhdisteen A standardisuoraa (metodin suora) seka standardinlisdyssuoraa ver-
taillaan kuvassa 13. Jotta suorat ovat samalla pitoisuusalueella, jatetaan stan-
dardisuoran loppupaan pisteita tarkastelun ulkopuolelle ja suoraa tarkastellaan
pitoisuusalueella 0,3—10 ppm. Standardinlisdyssuoraa tarkastellaan koko sen

pitoisuusalueella 0,02—7 ppm.
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Kuva 13: Yhdisteen A standardisuora seka standarinlisayssuora.

Standardisuoran ja standardinlisayssuoran kulmakertoimien ero lasketaan stan-
dardinlisayssuoran kulmakertoimen seka standardisuorien kulmakertoimien

keskiarvon avulla.

)

31,67

100 — 100 = =44%

Suorien valinen ero on 4,4 %. Ero on hyvaksyttavan rajan (£5 %) sisalla eli
standardinlisdyssuora on onnistunut ja menetelman on yhdisteen A osalta se-

lektiivinen.

Yhdisteen B standardisuoran ja standardinlisayssuoran vertailu esitetaan ku-

vassa 14. Jotta suorat ovat samalla pitoisuusalueella, jatetdan standardisuoran
loppupaan pisteita tarkastelun ulkopuolelle ja suoraa tarkastellaan pitoisuusalu-
eella 0,065-0,6 ppm. Standardinlisdyssuoraa tarkastellaan koko sen pitoisuus-

alueella 0,02—-0,4 ppm.
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7 y =20,183x - 0,0082
R?=0,9993

Pinta-ala

3 y = 16,986x + 0,5606 .
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Kuva 14: Yhdisteen B standardisuora seka standardinlisayssuora.

Standardisuoran ja standardinlisayssuoran kulmakertoimien ero lasketaan stan-
dardinlisayssuoran kulmakertoimen seka standardisuoran kulmakertoimen

avulla.

)

1
100 — 100 *

— 0
20,39 16,7 %

Suorien valinen ero 16,7 % on reilusti yli asetetun rajan £5 %. Standardinlisays-
suora ei ole onnistunut. Huonoon tulokseen voi vaikutta se, ettd molempien yh-
disteiden standardinlisayssuorien pitoisuusalueet ovat laskuvirheen takia huo-
mattavasti aiottua pienemmat, ja etenkin yhdisteen B koko standardinlisays-
suora on hyvin pienella pitoisuusalueella. Vertailu olisi syyta tehda uudelleen,

jotta sen perusteella voitaisiin tehda tarvittavat paatelmat.

7.2 Lineaarisuus, mittausalue ja herkkyys

Suuntaa antavaksi standardipitoisuusalueeksi maariteltiin validoinnin alussa
0,2-50 ppm. Kalibrointiliuoksia valmistettiin pitoisuusalueelle 0,065-54 ppm.

Tarkasteluun otetaan mukaan lisaksi lisdysnaytteiden ajossa injektoitu
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valilaimennos pitoisuudella 100,2 ppm. Lineaarisuutta tarkastellaan suorien kor-
relaatiokertoimien seka kalibrointikuvaajien residuaalitarkastelun avulla koko
mittausalueelta seka pienemmilla pitoisuuksilla. Residuaalikuvaajien pisteet
maariteltiin kalibrointiliuosten rinnakkaismaaritysten keskiarvoista. Standardiliu-
ossarja-ajojen tulosten perusteella saadut piikkien pinta-alat, niiden keskiarvot

seka niista lasketut pitoisuudet ovat taulukoituna liitteissa 1 ja 2.

Kalibrointiliuosten pistejoukkoa mahdollisimman hyvin kuvaavan kayran yhtalo
ja sovituksen hyvyyttd kuvaava selitysaste R? lasketaan regressioanalyysilla Ex-
celin avulla. Selitysasteesta R? saadaan korrelaatiokerroin R ottamalla siité ne-
lidjuuri. Korrelaatiokertoimelle asetetun tavoitteen mukaisesti sen on oltava
>0,996.

Yhdisteen A koko mittausalueelta 0,065-100 ppm laadittu suora esitellaan ku-

vassa 15 ja residuaalitarkastelu kuvassa 16.

3500

3000

N
(o)
o
o

2000

1500

y =31,429x + 3,9137

1000 R?=0,9999

Pinta-ala, keskiarvo

500

0 20 40 60 80 100 120
Pitoisuus (ppm)

Kuva 15: Yhdisteen A kalibrointisuora koko mittausalueella 0,065—-100 ppm.

Ylla olevaa suoraa laadittaessa on yhdistelty kaikki validoinnin aikana mitatut
yhdisteen A standardiliuokset ja niiden tulokset. Suoran pisteet ovat siis peraisin
kolmelta eri paivalta ja ne keskittyvat mittausalueen alkupaahan. Vaikka
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suoraan lisattiin kaukana alkuperaisesta mittausalueesta oleva 100,2 ppm piste,
pysyi suoran korrelaatiokerroin ja siten myos selitysaste hyvana (>0,999). Mit-
tausalue on selitysasteen tarkastelun perusteella lineaarinen pitoisuusalueella
0,065-100 ppm.

Residuaali

90 40 60 80 100 120

Pitoisuus (ppm)

Kuva 16: Yhdisteen A residuaalitarkastelu pitoisuusalueella 2—100 ppm.

Residuaalitarkastelu tehdaan menetelman koko mittausalueelta 0,065-100
ppm. Residuaalit sijoittuvat molemmin puolin nollatasoa muodostamatta selkeita
trendeja. Menetelma on residuaalitarkastelun mukaan lineaarinen mittausalu-
eella 0,065-100 ppm.

Yhdisteen B koko mittausalueelta 0,065-15 ppm laadittu suora esitellaan ku-

vassa 17 ja residuaalitarkastelu kuvassa 18.
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Kuva 17: Yhdisteen B kalibrointisuora koko mittausalueella 0,065-15 ppm.

Suoran korrelaatiokerroin ja selitysaste tayttavat lineaarisuuden ehdon
(R>0,996). Mittausalue on selitysasteen tarkastelun perusteella lineaarinen pi-

toisuusalueella 0,065-15 ppm.

Residuaali

Pitoisuus (ppm)

Kuva 18: Yhdisteen B residuaalitarkastelu pitoisuusalueella 1-15 ppm.

Residuaalitarkastelu tehdaan koko pitoisuusalueelta 0,065—15 ppm. Residuaalit
sijoittuvat enimmakseen nollatason alapuolelle. Havaittavissa on mahdollinen
trendi, jossa < 5 ppm residuaalit pienenevat ja > 5 ppm residuaalit kasvavat.
Mittausalueen ei voida todeta olevan residuaalitarkastelun perusteella varmasti

lineaarinen.
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Menetelman herkkyys maaritetaan kalibrointisuoran kulmakertoimen avulla;
kaytettaessa lineaarista kalibrointia herkkyys on suoran kulmakerroin. Validoita-
van metodin herkkyys on kalibrointisuoran kulmakertoimen mukaisesti 31,4

vaste/ppm.

7.3 Toteamis- ja maaritysraja

Toteamis- ja maaritysrajat selvitetaan yhdisteelle A 0,065-1,088 ppm pitoisuus-
alueen standardiliuosarjan suoran avulla ja vastaavasti yhdisteelle B 0,065—
1,399 ppm standardien avulla. Toteamisraja suoralla lasketaan PPG Tikkurilan

menettelyohjeen kaavalla 1.

LOD = a+ 3Sy/x (1)

jossa

a = 0,2441 (suoran leikkauspiste)

Sy/x = 0,004 (suoran virhetarkastelu).

Maaritysraja suoralla voidaan laskea PPG Tikkurilan menettelyohjeen kaavalla 2.

LOQ = a+ 10Sy/x (2)

jossa
a = 0,0709 (suoran leikkauspiste)

Sy/x = 0,106 (suoran virhetarkastelu).

Huomioimalla tyypillinen naytteenkasittelytapa voidaan laskea LOD- ja LOQ-ar-
vot maalissa kertomalla suoralta saatu LOD- tai LOQ-arvo naytteen kokonais-
massalla ja jakamalla tulos naytemaaralla. Yhdisteiden A ja B LOD- ja LOQ-ar-

vot suoralla seka maalissa/naytteessa on kirjattu taulukkoon 9.



Taulukko 9: Yhdisteiden LOD- ja LOQ-arvot.

Suoralla Naytteessa
Yhdiste LOD, LOQ, LOD, LOQ,
Ppm Ppm Ppm Ppm
A 0,8 2,1 6,5 16,9
0,4 1,1 3,2 8,9

43

7.4 Tarkkuus

Menetelman tarkkuutta tarkastellaan injektion toistettavuuden ja saantokokei-
den avulla. Injektion toistettavuutta tarkastellaan kolmella eri pitoisuustasolla
kolmen eri paivan lampdtilaseurantanaytteiden tuloksia hyodyntaen (taulukko

10). Tulosten suhteelliselle keskihajonnalle asetetaan raja RSD < 1 %.
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Taulukko 10: Huoneenlammossa (HL) sailytettyjen lampdétilaseurantanaytteiden
(yhdiste A) tuloksia.

A-standardi Rinnakkaiset Pinta-ala AVG, SD, RSD-%

(ppm, HL) injektiot pinta- | pinta-
ala ala
0,316 1 10,33
2 10,29 10,32 0,03 0,28
3 10,347
1 10,255
10,22 0,05 0,49
2 10,184
1 10,129
10,03 0,14 1,42
2 9,928
0,926 1 29,527
2 29,626 29,58 0,05 0,17
3 29,596
1 29,537
29,60 0,09 0,31
2 29,667
1 29,911
29,93 0,03 0,09
2 29,949
10,059 1 326,526
2 326,65 326,52 | 0,13 0,04
3 326,381
1 335,556
2 335,554 | 335,61 | 0,09 0,03
3 335,717
1 350,793

351,05 | 0,36 0,10

2 351,304
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Yhden mitatun injektioparin suhteellinen keskihajonta on tarkastelun perusteella
suurempi kuin asetettu vaatimus RSD < 1 %. Kyseessa on standardista 0,316
ppm 25.11. ajettu injektiopari. Tuloksista voidaan havaita, etta suhteelliset kes-
kihajonnat pienenevat mitattavan standardin pitoisuuden kasvaessa. Tarkaste-

lun perusteella injektion toistettavuuden voidaan todeta olevan riittava.

Saantoprosentteja tarkastellaan saantokokeiden tulosten avulla. Hyvaksi saan-
noksi luetaan valille 80—120 asettuva saantoprosentti. Tulosten suhteellisen
keskihajonnan rajaksi asetetaan 5 %. Saantokokeiden tulokset esitellaan tar-
kemmin liitteessa 6. Alla olevaan taulukkoon 11 on kirjattu lisaysnaytteen las-
kettu teoreettinen pitoisuus, mittauksista saadut pitoisuuksien rinnakkaistulok-
set, saantoprosentit, saantoprosenttien keskiarvot (AVG-%), keskihajonnat seka
suhteelliset keskihajonnat. Taulukkoon 12 on kirjattu B-yhdisteen lisaysnayttei-

den vastaavat parametrit.



Taulukko 11: Yhdisteen A lisaysnaytteet.
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Maali| Teoreettinen Pitoisuus | Saanto-% | AVG-% |SD-%| RSD-%
pitoisuus, ppm suoralta,

Ppm
15,08 107

A 14 1 107 0,30 0,28
15,14 107
14,68 108

A 13,6 108 0,16 0,14
14,71 108
45,00 98

B 45,7 99 0,09 0,09
45,06 99
43,79 97

B 45,2 97 0,11 0,11
43,86 97
16,29 98

C 16,6 98 0,00 0,00
16,29 98
16,12 100

C 16,2 97 3,49 3,60
15,32 95
47,15 98

D 48,1 98 0,13 0,14
47,06 98
47,05 99

D 477 99 0,09 0,09
46,99 99
24 .42 99

A 24,7 99 0,40 0,41
24,28 98
24,23 107

C 22,7 108 1,28 1,19
24.64 109
34,51 103

C 33,5 102 1,41 1,39
33,84 101

Saantoprosentit vaihtelevat valilla 97-108 %, ja suhteelliset keskihajonnat pysy-

vat kaikilla naytteilla alle kahden prosentin.



Taulukko 12: Yhdisteen B lisaysnaytteet.
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Teoreettinen | Pitoisuus
Maali pitoisuus, suoralta, | Saanto-% | AVG-% |SD-% | RSD-%
Ppm Ppm

25,2 114

A 22,2 113 0,76 | 0,68
24,96 112
23,69 110

A 21,6 109 0,26 | 0,24
23,61 109
72,82 103

B 70,7 103 0,04 | 0,04
72,86 103
71,72 102

B 70,1 102 0,07 | 0,07
71,65 102
27,62 105

C 26,3 105 0,32 | 0,31
27,5 105
27,03 105

C 25,7 105 0,63 | 0,60
26,8 104
75,62 102

D 74,4 102 0,15 | 0,15
75,78 102
75,62 102

D 73,8 103 0,35 | 0,35
75,99 103
31,05 104

A 30,0 103 0,57 | 0,55
30,81 103
33,4 99

C 33,9 98 0,69 | 0,70
33,07 98
50,83 105

C 48,3 108 3,40 | 3,16
53,15 110

Saantoprosentit vaihtelevat valilla 98—113 %. Naytteiden suhteellinen keskiha-

jonta pysyy alle asetetun 5 %:n rajan. Molempien yhdisteiden saantoprosentit ja
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suhteelliset keskihajonnat olivat hyvia ja niiden perusteella voidaan todeta, etta

menetelman tarkkuus on hyva.

7.5 Mittausepavarmuus

Mittausepavarmuutta tarkastellaan standardiliuosten seka maalinaytteiden rin-
nakkaisten mittaustulosten avulla kayttden Suomen Ymparistokeskuksen
(SYKE) luomaa Mittausepavarmuusohjelmistoa (MUKit). Validoinnissa tavoit-

teena on alle 20-25 %:n mittausepavarmuus.

Mittausepavarmuuden tarkasteluun valittiin seka yhdisteen A etta yhdisteen B
kalibrointisuoraa vasten lasketut maalinaytteiden mittaustulokset. Mittausalueen
alarajaksi maariteltiin maaritysrajan mukaan 2 ppm ja ylarajaksi metodin suoran
suurin piste 54 ppm. Kontrollinaytteeksi valittiin yhdisteesta A valmistettu
10,059 ppm standardi. Laboratorion sisaista uusittavuutta tarkasteltiin yhdisteen

A saantokokeiden saantoprosenttien avulla.

MUEkit-ohjelman luoma mittausepavarmuusraportti esitellaan liitteessa 8. Mene-
telman laajennetuksi mittausepavarmuudeksi 95 %:n luottamustasolla saatiin 12
%.
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8 Johtopaatokset

Menetelman validoinnin voidaan todeta onnistuneen yhdisteen A analysointia
varten, mutta validointi ei ole tallaisenaan riittava toteamaan menetelman sopi-
vuutta yhdisteen B analysoimiseksi yhdisteena A. Analyysin tarkoituksenmukai-
nen menettely on siis viela testattava. Menetelmankehitys suoritettiin rajatulla
aikavalilla, jonka aikana laitteistoa kaytettiin myos muihin analyyseihin. Validoin-
nin laajuutta supistettiin reilusti, eika esimerkiksi mittausepavarmuuden tarkas-
telussa hyddynnettavia kontrolli- ja maalinaytteita voitu analysoida suunnitelman
mukaisesti miltei jokaisella ajolla. Laskuvirheet vaikuttivat yhdisteen B standar-
dinlisayssuoran pitoisuusalueeseen seka saantokokeisiin, joiden A- ja B-lisayk-
set jaivat suunniteltua pienemmiksi. Yhdistetta B ehdittiin tutkia validoinnin ai-

kana huomattavasti vahemman kuin yhdistetta A.

Validoinnin aikana selvitettiin, ettd yhdisteen B pitoisuudesta vain osa on nahta-
vissa yhdisteena A. Yhdisteiden standardisuorien kulmakertoimissa on selkea

ero, jonka perusteella paateltiin, ettd noin 60-65 % yhdisteesta B on analysoita-
vissa yhdisteena A. Paatelmaa tukee myds standardinlisayssuorien tismalleen

sama kulmakertoimien suhde. Yhdisteiden molekyylirakenteiden tarkastelun pe-
rusteella yhdesta B-molekyylista syntyy hydrolyysissa 2 A-molekyylia tuntemat-
toman ajan funktiona. Saantotestit osoittivat, ettd molemmat yhdisteet uuttuvat

hyvin maalimatriisista. Maalin raaka-aineen B-pitoisuuden analysoimiseksi saat-
taisi siten riittdd yhdisteen B analysointi sellaisenaan. Maalimatriisi voi vaikuttaa
yhdisteen B kayttaytymiseen eri tavalla liuokseen tehtyihin kalibrointistandardei-

hin verrattuna.
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Liite 1

1(3)
Liite 1. Yhdisteen A standardiliuossarjojen tulokset
Valmistus Ajo A-pitoisuus, Area ppm/Area A-Pitoisuus, Tarkkuus, % | AVG, Area | SD,Area | 3*SD | 3*SD/Area | ppm/AVG, Area PPM/AVG, %AVG:sta
ppm ppm (suoralta) Area*100
0,065 2,225 0,029 , 51
5.11.2021 | 10.11.2021 0,065 2,238 0,029 0,033 51 2,244 0,02 0,07 31% 0,029 2,90 5,86 %
0,065 2,270 0,029 0,034 53
0,123 3,986 0,031 0,088 72
5.11.2021 | 10.11.2021 0,123 4,065 0,030 0,091 74 4,005 0,05 0,16 39% 0,031 3,07 0,18 %
0,123 3,965 0,031 0,087 71
0,314 10,240 0,031 0,284 90
5.11.2021 | 10.11.2021 0,314 9,993 0,031 0,276 88 10,049 0,17 0,51 51% 0,031 3,12 -1,56 %
0,314 9,915 0,032 0,274 87
0,316 10,330 0,031 0,287 91
5.11.2021 | 10.11.2021 0,316 10,290 0,031 0,285 90 10,322 0,03 0,09 0,9 % 0,031 3,06 049 %
0,316 10,347 0,031 0,287 91
0,538 17,536 0,031 0,512 95
5.11.2021 | 10.11.2021 0,538 17,388 0,031 0,508 94 17,356 0,20 0,59 34 % 0,031 3,10 -0,76 %
0,538 17,144 0,031 0,500 93
0,926 29,527 0,031 0,888 96
5.11.2021 | 10.11.2021 0,926 29,626 0,031 0,891 96 29,583 0,05 0,15 0,5% 0,031 3,13 1,74 %
0,926 29,596 0,031 0,890 96
10,059 328,621 0,031 10,249 102
5.11.2021 | 10.11.2021 10,059 329,093 0,031 10,264 102 328,894 0,24 0,73 0,2% 0,031 3,06 0,59 %
Suoran parametrit 10,059 328,968 0,031 10,260 102
a 1,17 19,512 626,178 0,031 19,562 100
b 31,95 5.11.2021 | 10.11.2021 19,512 626,342 0,031 19,567 100 626,330 0,15 0,44 0,1% 0,031 3,12 -1,26 %
r 0,999989 19,512 626,470 0,031 19,571 100
r2 0,999977 52,498 1676,823 0,031 52,446 100
LOD 0,31 5.11.2021 | 10.11.2021 52,498 1676,230 0,031 52,428 100 1676,322 0,46 1,39 0,1% 0,031 3,13 -1,80 %
LoQ 1,03 52,498 1675,912 0,031 52,418 100
SUM 253,05 8115,318 0,831
AVG 9,37 300,567 0,031 3,08
SD 0,001




Liite 1

2 (3)
Valmistus Ajo A-pitoisuus, Area ppm/Area A-Pitoisuus, Tarkkuus, % | AVG, Area | SD,Area | 3*SD | 3*"SD/Area | ppm/AVG, Area PPMIAVG, %AVG:sta
ppm ppm (suoralta) Area*100
2,172 72,101 0,030 2,079 96
12.11.2021 | 16.11.2021 2,172 72,073 0,030 2,078 96 72,060 0,05 0,15 0,2 % 0,030 3,01 1,88 %
2,172 72,005 0,030 2,076 96
5,147 165,936 0,031 5,030 98
12.11.2021 | 16.11.2021 5,147 165,851 0,031 5,028 98 165,862 0,07 0,21 0,1 % 0,031 3,10 -1,02 %
5,147 165,798 0,031 5,026 98
10,059 335,556 0,030 10,366 103
5.11.2021 | 16.11.2021 10,059 335,554 0,030 10,366 103 335,609 0,09 0,28 0,1% 0,030 3,00 243 %
Suoran parametrit 10,059 335,717 0,030 10,371 103
a 6,02 14,929 480,006 0,031 14,910 100
b 31,79 12.11.2021 | 16.11.2021 14,929 480,565 0,031 14,927 100 480,139 0,38 1,13 0,2 % 0,031 3,1 -1,22 %
r 0,999627 14,929 479,847 0,031 14,905 100
r2 0,999255 19,512 621,770 0,031 19,369 99
LOD 0,56 5.11.2021 | 16.11.2021 19,512 621,839 0,031 19,371 99 622,241 0,76 2,27 0,4 % 0,031 3,14 -2,08 %
LOQ 1,85 19,512 623,114 0,031 19,412 99
SUM 155,46 5027,73 0,461
AVG 10,36 335,18 0,031 3,07
SD 0,001




Liite 1

3(3)
Valmistus Ajo A-pitoisuus, Area ppm/Area A-Pitoisuus, Tarkkuus, % | AVG, Area | SD,Area | 3*SD | 3*SD/Area | ppm/AVG, Area ppm/AVG, %AVG:sta
ppm ppm (suoralta) Area*100
0,311 9,969 0,031 0,302 97
24.11.2021 | 24.11.2021 0,311 10,161 0,031 0,308 99 10,023 0,12 0,36 3,6% 0,031 3,10 2,04 %
0,311 9,938 0,031 0,301 97
0,512 16,260 0,031 0,502 98
24.11.2021 | 24.11.2021 0,512 16,105 0,032 0,497 97 16,185 0,08 0.23 1.4 % 0,032 3,16 0,13 %
0,512 16,190 0,032 0,500 98
1,088 34,130 0,032 1,071 98
24.11.2021 | 24.11.2021 1,088 34,303 0,032 1,077 99 34,175 0,11 0,34 1,0 % 0,032 3,18 -0,50 %
1,088 34,092 0,032 1,070 98
2,059 64,678 0,032 2,044 99
24.11.2021 | 24.11.2021 2,059 64,285 0,032 2,031 99 64,360 0,29 0,86 1,3% 0,032 3,20 -1,00 %
2,059 64,118 0,032 2,026 98
5,187 164,275 0,032 5,215 101
24.11.2021 | 24.11.2021 5,187 165,254 0,031 5,246 101 164,655 0,52 1,57 1,0 % 0,032 3,15 0,55 %
5,187 164,436 0,032 5,220 101
10,284 326,501 0,031 10,380 101
24.11.2021 | 24.11.2021 10,284 326,506 0,031 10,380 101 326,133 0,64 1,93 0,6 % 0,032 3,15 0,45 %
10,284 325,392 0,032 10,344 101
Suoran parametrit 14,795 465,381 0,032 14,801 100
a 0,48 24.11.2021 | 24.11.2021 14,795 464,920 0,032 14,786 100 464,592 0,99 2,98 0,6 % 0,032 3,18 -0,53 %
b 31,41 14,795 463,476 0,032 14,740 100
r 0,999983 19,218 602,302 0,032 19,160 100
r2 0,999966 24.11.2021 | 24.11.2021 19,218 602,448 0,032 19,165 100 603,185 1,40 4,21 0,7 % 0,032 3,19 -0,58 %
LOD 0,13 19,218 604,804 0,032 19,240 100
LOQ 043 24.11.2021 | 24.11.2021 54,11 1698,746 0,032 54,068 100 0,032 3,19 -0,56 %
SUM 214,47 6748,67 0,760
AVG 8,58 269,95 0,032 3,17
sSD 0,000




Liite 2

1(2)
Liite 2. Yhdisteen B standardiliuossarjojen tulokset
Valmistus Ajo . ,B' Area ppm/Area B-Pitolsuus, Tarkkuus, % (AVG, Area| SD, Area 3*SD 3*SD/Area PPm/AVG, | ppm/AVG, %AVG:sta
pitoisuus, ppm Area Area*100
0,065 1,383 0,047 5,122 7880
5.11.2021 | 10.11.2021 0,065 1,358 0,048 5,030 7738 1,344 0,05 0,14 10,6 % 0,048 4,84 245 %
0,065 1,291 0,050 4,781 7356
0,065 1,574 0,041 5,830 8969
5.11.2021 | 10.11.2021 0,065 1,446 0,045 5,356 8239 1,506 0,06 0,19 12,8 % 0,043 4,32 12,96 %
0,065 1,499 0,043 5,552 8541
0,129 2,594 0,050 9,607 7448
5.11.2021 | 10.11.2021 0,129 2,450 0,053 9,074 7034 2,542 0,08 0,24 9.5 % 0,051 5,07 2,35 %
0,129 2,583 0,050 9,567 7416
0,129 2,622 0,049 9,711 7528
5.11.2021 | 10.11.2021 0,129 2,615 0,049 9,685 7508 2,594 0,04 0,13 49 % 0,050 4,97 -0,31%
0,129 2,545 0,051 9,426 7307
0,330 6,663 0,050 24,678 7478
5.11.2021 | 10.11.2021 0,330 6,623 0,050 24,530 7433 6,665 0,04 0,13 1.9 % 0,050 4,95 0,13 %
0,330 6,709 0,049 24,848 7530
0,620 12,309 0,050 45,589 7353
5.11.2021 | 10.11.2021 0,620 12,056 0,051 44 652 7202 12,216 0,14 0,42 3.4 % 0,051 5,08 -2,38 %
0,620 12,282 0,050 45,489 7337
0,961 18,812 0,051 69,674 7250
5.11.2021 | 10.11.2021 0,961 18,962 0,051 70,230 7308 18,950 0,13 0,40 21 % 0,051 5,07 -2,30 %
0,961 19,075 0,050 70,648 7352
1,399 26,611 0,053 98,559 7045
5.11.2021 | 10.11.2021 1,399 26,575 0,053 98,426 7035 26,515 0,14 0,41 1.5 % 0,053 5,28 6,43 %
1,399 26,358 0,053 97,622 6978
5,801 114,198 0,051 422,956 7291
12.11.2021( 16.11.2021 5,801 113,801 0,051 421,485 7266 113,912 0,25 0,75 0,7 % 0,051 5,09 2,72 %
Suoran parametrit 5,801 113,737 0,051 421,248 7262
a 0,27 10,132 202,172 0,050 748,785 7390
b 19,02 12.11.2021( 16.11.2021 10,132 203,557 0,050 753,915 7441 202,815 0,70 2,09 1.0 % 0,050 5,00 -0,77 %
r 0,999555 10,132 202,717 0,050 750,804 7410
r2 0,99951 15,226 312,465 0,049 1157,278 7601
LOD 0,04 12.11.2021( 16.11.2021 15,226 313,030 0,049 1159,370 7614 312,527 0,48 1,43 0,5 % 0,049 4,87 1,73 %
LOQ 0,12 15,226 312,086 0,049 1155,874 7591
SuUM 104,57 2104,76 1,636
AVG 3,17 63.78 0,050 4,96
SD 0,002




Liite 2

2(2)
Valmistus Ajo i _B' Area ppm/Area B-Pitolsuus, Tarkkuus, %|AVG, Area| SD, Area 3*sSD 3*SD/Area PPM/AVG, | ppm/AVG, %AVG:sta
pitoisuus, ppm Area Area*100
0,065 1,574 0,041 6,296 9686

5.11.2021 | 13.12.2021 0,065 1,446 0,045 5,784 8898 1,506 0,06 0,19 12,8 % 0,043 4,32 8,00 %
Suoran parametrit 0,065 1,499 0,043 5,996 9225
a 0,25 0,129 2,622 0,049 10,488 8130
b 19,99 5.11.2021 | 13.12.2021 0,129 2,615 0,049 10,460 8109 2,594 0,04 0,13 4,9 % 0,050 4,97 6,03 %
r 0,99839 0,129 2,545 0,051 10,180 7891
r2 0,99678 0,330 7,422 0,044 29,688 8996
LoD 0.2 5.11.2021 | 13.12.2021 0.330 7.365 0.045 29460 8927 7,3935 0,04 0,12 1,64 % 0,045 4,46 4,83 %
LOQ 0,7 5.11.2021 | 13.12.2021 0,961 19,186 0,050 76,744 7986 19,186 0,050 5,01 6,80 %
SUM 211,74 4263,31 2,968
AVG 7,56 152,26 0,102 4,69
sh 0,295
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Liite 3. Kalibrointisuorat

1800
1600
1400
1200
1000

800
y =31,944x + 1,1741

Pinta-ala, keskiarvo

600 R? = 1
400
200
0

0 10 20 30 40 50 60

Pitoisuus (ppm)

Kuva 1: Yhdisteen A kalibrointisuora 10.11. mittausalueella 0,065-52 ppm.
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Kuva 2: Yhdisteen A kalibrointisuora 16.11. mittausalueella 2—20 ppm.
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Kuva 3: Yhdisteen A kalibrointisuora 24.11. mittausalueella 0,3-55 ppm.
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Kuva 4: Yhdisteen A kalibrointisuora koko mittausalueella 0,065—-100 ppm.
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Kuva 5: Yhdisteen A kalibrointisuora mittausalueella 0,065—1 ppm.
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Kuva 6: Yhdisteen B kalibrointisuora mittausalueella 0,065-15 ppm.



Liite 4
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Liite 4. Lampodtilaseurantanaytteiden (yhdiste A) tulokset

Ajo | Standardin pitoisuus, HL, ppm | Pinta-ala | Pitoisuus suoralta, ppm

10,330 0,311

10.11 0,316* 10,290 0,309
10,347 0,311

. 10,255 0,308

23.11. 0,316 10.184 0.306
. 10,129 0,304

25.11. 0,316 9.928 0.298
29,527 0,922

10.11. 0,926* 29,626 0,925
29,596 0,925

. 29,537 0,923

23.11. 0,926 29.667 0.927
25.11. 0,926* 29,163 0,911
. 29,911 0,935

13.12. 0,926 29,949 0.936
72,101 2,279

16.11. 2,172** 72,073 2,278
72,005 2,276

o 71,679 2,265

23.11. 2,172 71,668 2265
25.11. 2,172** 70,696 2,234
. 70,972 2,243

13.12. 2,172 71141 2248
16.11. 5,147** 165,94 5,268
165,85 5,265

16.11. 5,147** 165,8 5,264
163,79 5,200

23.11. 5,147** 164,02 5,207
328,59 10,45

10.11. 10,059* 328,62 10,451
329,44 10,466

335,56 10,672

16.11. 10,059* 335,55 10,672
335,72 10,677

350,79 11,157

23.11. 10,059* 351,3 11,174
363,56 10,367




Liite 4
2(2)

Ajo | Standardin pitoisuus, J, ppm | Pinta-ala | Pitoisuus suoralta, ppm
10,174 0,306
10.11. 0,316* 10,216 0,307
10,147 0,305
10,175 0,306
23.11. 0,316*
10,15 0,305
. 9,753 0,292
2511. 0,316 9.598 0.287
. 10,267 0,309
13.12. 0,316 10.228 0,308
29,348 0,917
10.11. 0,926* 29,367 0,917
29,299 0,915
. 29,359 0,917
23.11. 0,926 29,422 0.919
25.11. 0,926* 28,960 0,904
29,414 0,919
13.12. 26* ’ ’
3 0.926 29,377 0,918
164,927 5,236
16.11. 5,147** 164,753 5,23
164,82 5,233
o 163,139 5,179
23.11. 5,147 162,993 5.174
25.11. 5,147** 164,186 5,212
321,582 10,227
10.11. 10,059* 321,445 10,216
320,96 10,207
323,067 10,274
16.11. 10,059* 323,118 10,276
323,073 10,274
. 318,483 10,128
23.11. 10,059 318.288 10.122
2511. 10,059* 317,759 10,105
328,106 10,367
13.12. 1 * ’ ’
3 0,059 328,205 10,367

* = Standardin valmistuspaiva 5.11, ** = Standardin valmistuspaiva 12.11.




Liite 5. Maalinaytteiden tulokset

Liite 5
(1)

A-suora | B-suora
Ajo Teoreettinen B-pitoisuus, Maali Pinta- Saatu pitoisuus,
ppm ala ppm

52,481 13,35 21,14

16.11. 21 A 50,802 13,37 21,19
49,912 12,40 19,66

55,398 13,71 21,67

23.11. 21 A 54,071 13,89 21,98
53,715 12,96 21,44

21.12. 21 A 53,754 13,18 21,81
170,028 | 45,08 70,03

16.11. 52 B 176,807 | 45,31 70,37
184,879 | 45,01 69,88

175,305 | 44,21 68,67

23.11. 52 B 172,632 | 44,70 69,43
63,690 16,46 25,94

17.11. 18 C 62,383 16,60 26,18
64,025 15,78 24,87

61,617 14,92 23,53

23.11. 18 C 59,911 15,34 24,21
64,549 16,05 26,53

21.12. 18 C 64,645 15,73 26,00
177,817 | 47,40 73,62

17.11. 54 D 193,358 | 47,13 73,16
183,449 | 47,69 74,06

184,818 | 46,88 72,79

23.11. 54 D 181,677 | 47,34 73,51
119,614 30,58 47,69

17.11. 43 E 120,202 | 30,63 47,76
113,679 30,57 47,69

108,756 | 29,41 45,91

23.11. 43 E 115,544 | 29,71 46,35
103,964 | 25,29 41,69

21.12. 43 E 103,813 | 25,01 41,24
0,00 0,00 0,00

12. F : : :
3 0 0,00 0,00 0,00




Liite 6
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Liite 6. Saantokokeiden tulokset
Ajo | Maali A-pit;\?::lljig, ppm A-Ii:;ys, p-il;?)‘i)srjﬁtst,ir:)‘:)nm Piar:;a- pitoissl?l?;?ppm Saanto-% | AVG-% | SD-% | RSD-%
30.11.| A 13,27 4,1 14,1 gngé; 12:?2 18; 107 | 0,30 0,3
54,325 14,68 108
30.11.| A 13,27 1,8 13,6 54 417 1471 108 108 | 0,16 0,1
168,320 45,00 98
30.11.| B 44,86 4.4 457 168510 45,06 99 99 0,09 0,1
166,111 43,79 97
30.11.| B 44,86 1,9 45,2 166.353 23,85 o7 97 0,11 0,1
62,005 16,29 98
30.11.| C 15,84 4,1 16,6 51,999 16.29 o3 98 0,00 0,0
30.11.| C 15,84 1,7 16,2 22:;‘22 12;2 19050 97 3,49 3,6
175,527 47,15 98
30.11.| D 47,29 4,1 48,1 175.204 . o3 98 0,13 0,1
177,695 47,05 99
30.11.| D 47,29 1,9 47,7 177 467 46,99 %9 99 0,09 0,1
94,853 24,42 99
21.12.| A 13,27 52,1 24,7 95232 2428 o3 99 0,40 0,4
99,240 24,23 107
2112.| C 15,84 49,2 22,7 100021 24 64 109 108 | 1,28 1,2
129,912 34,51 103
2112.| C 15,84 87,9 33,5 YT 33 84 101 102 | 1,41 1,4




Liite 6

2(2)
Ajo Maali _ Maalin B-lisays, '_I'et_;reettinen Pinta- _ _Saatu Saanto-% | AVG-% | SD-% | RSD-%
B-pitoisuus, ppm Mg pitoisuus, ppm |ala pitoisuus, ppm
62,629 25,20 114
30.11. A 21,27 4,7 22,2 62,057 24.96 112 113 0,76 0,7
53,504 23,69 110
30.11. A 21,27 1,7 21,6 53 328 2361 109 109 0,26 0,2
30.11 B 69,68 5,0 70,7 170,969 72,82 103 103 0,04 0,04
o ’ ’ ’ 171,072 72,86 103 ’ ’
30.11 B 69,68 1,9 70,1 171,280 7,72 102 102 0,07 0,07
' ’ ’ ’ 171,113 71,65 102 ’ ’
65,850 27,62 105
30.11. C 25,32 5,0 26,3 105 0,32 0,3
65,562 27,50 105
67,933 27,03 105
30.11. C 25,32 2,0 25,7 105 0,63 0,6
67,349 26,80 104
30.11 D 73,43 5,0 74,4 183,178 75,62 102 102 0,15 0,2
o ’ ’ ’ 183,557 75,78 102 ’ ’
178,423 75,62 102
A1, D 73,4 1 7 . . 1 4
30 3:43 S 3.8 179,295 75,99 103 03 0.35 0
74,828 31,05 104
21.12. A 21,27 43,6 30,0 75.003 30,81 103 103 0,57 0,6
81,184 33,40 99
21.12. C 25,32 42,9 33,9 98 0,69 0,7
80,725 33,07 98
21.12 C 25,32 114,5 48,3 118,994 20,83 105 108 3,40 3,2
T ’ ’ ’ 121,957 53,15 110 ’ ’
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Liite 7: Standardinlisayssuorasarjojen tulokset
Ao | Maali | AB-pitoisuus, | Adisdys Teoreettinen | Pinta- | LSSl | Saanto- | ave, | sp.gs | RsD-%
! P ’ Y$:HG | oitoisuus, ppm ala P ’ % o ° o
ppm ppm
206,156 6,82 99
7.12. F 0 281,7 6,89 102 3,86 3,8
217,538 7,20 104
110,996 3,68 91
7.12. F 0 164,9 4,04 94 4,78 5,1
119,273 3,95 98
29,729 0,99 94
7.12. F 0 42,8 1,06 112 | 26,20 | 23,3
41,615 1,38 131
15,421 0,52 91
7.12. F 0 23,5 0,57 91 0,87 1,0
15,648 0,53 92
6,053 0,21 08
7.12. F 0 8,7 0,21 98 0,99 1,0
5,977 0,21 97
3,293 0,12 110
7.12. F 0 4.4 0,11 113 4,60 4,1
3,485 0,13 116
0,960 0,04 192
7.12. F 0 0,9 0,02 192 0,00 0,0
0,959 0,04 192
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Maalin Teoreettinen Pinta- Saatu
Ajo Maali A/B-pitoisuus, B-lisdys, ug s pitoisuus, | Saanto-% | AVG-% | SD-% | RSD-%
pitoisuus, ppm ala
pPpm Ppm
912. | F 0 152 0,37 6,699 0,36 97 98 | 151 | 155
6,755 0,37 99
9.12. F 0 6,7 0,17 4,167 0,21 P4 110 2466 | 22,41
2,877 0,15 93
912. | F 0 49 0,12 2,847 0,14 115 108 | 1062 | 9,87
2,592 0,12 100
912. | F 0 2 0,05 1,110 0,03 65 68 | 431 | 633
1,156 0,04 71
9.12. F 0 0,8 0,02 0,876 0,02 97 92 7,22 7,86
0,846 0,02 87




Liite 8. MUkit-ohjelman mittausepavarmuusraportti

MEASUREMENT UNCERTAINTY ESTIMATION

Step | Action ::ia':::us of preservatives in dispersion 1/20/2022
Measurand: A
1 Specify Concentration range: 2 - 54 ppm
Measurand Sample Type (Matrix): Dispersion paints
Analysis Principle (Analyzer etc.): HPLC
A: Control samples:
Quantify Number of control samples: 21
within- Average concentration: 10.41305 ppm
laboratory s
reproducibility, Standard deviation, 1291 %
u(R,) B: Routine replicate samples :
2 Number of routine replicate series: 25
A: Colntrol Number of parallell measurements: 2
sample .
. Concentration range: 3.815 - 47.725 ppm
B: Possible 9 PP
el 5.
steps not Pooled standard deviation, 7 : 1.49 %
covered by
control sample
u(R,) =+/5z,2 +5,2
(Rw) = Spw T =327%
Method and laboratory bias from recovery tests:
Standard uncertainty of standard solution concentration, %(€01€) . g 50
%
Stand I . u(vol) . o
ndard uncertainty of standard solution volume, : 0.50 %
Recovery test count, N : 22
i 1 2 3 4 5 ] 7 a8
Recovery of
added 107.00 | 107.00 | 108.00 | 108.00 | 98.00 | 99.00 | 97.00 | 97.00
analyte, % % % % % Y% Y %
Recovery,
Approximated | 15 15 15 15 45 45 45 45
concentration | ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm
Standard
. solution
Quantify added
method and Dan
3 laboratory ate
bias, i 9 10 11 12 13 14 15 16
u(bias)
Zﬁéﬁ‘éeﬂaﬁﬂm 98.00 | 98.00 | 100.00 | 95.00 | 98.00 | 98.00 | 99.00 | 99.00
Recovery " % Yo U U % Uy % %
Approximated 15 15 15 15 45 45 45 45
concentration ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm
Standard
solution added
Date
i 17 18 19 20 21 22
Recovery of added 99.00 | 98.00 | 107.00 | 109.00 | 103.00 | 101.00
analyte, Recovery U % Y% Y Y% Y%
Approximated 25 25
concentration ppm ppm 25 ppm | 25 ppm 35 ppm 35 ppm
Standard solution
added
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| Date | | |

[ 5 3
u(cr“ov"),) = yu(conc)® +u(vel)® _ 0.71 %

|Zf:1(100% — Recovery,)?

RMSbfas e J N
= 4.46 %
ubia.s=]|RMS-2+uc ,2
( ) \f bias ( rﬂ:aver}) = 4.51 %

Converl
components to u(Ry) =327 %
standard u(bias
uncertainty ( ) - 4.51 %
Calculate
combined ,
standard U, = Ju(Rw)? + u(bias)? _ 5.57
uncertainty, Teee
uﬂ
Calculate
expanded
uncertainty, U=2-U _qy159

U
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