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Perinteisesti polysyklisiä aromaattisia hiilivetyjä (PAH) on määritetty kromatogra-
fisilla menetelmillä. Niiden huonoina puolina ovat muun muassa näytteiden vaa-
tima runsas esikäsittely, analyysiajojen hitaus, operaattoreilta vaadittava korkea tie-
totaito, laitteistojen korkea hinta ja tarvittavien orgaanisten liuottimien suuri määrä. 
Synkronoitu fluoresenssispektroskopia (SFS) on nopea, helposti operoitava ja vä-
hän näytteiden esikäsittelyä vaativa menetelmä, joka lisäksi tarjoaa perinteistä fluo-
resenssispektroskopiaa yksinkertaisemmat spektrit. Tässä tutkielmassa selvitettiin 
synkronoidun fluoresenssispektroskopian soveltuvuutta fluoranteenin ja 
bentso(k)fluoranteenin määrittämiseen vesi-etanolitaustaisista näytteistä käyttä-
mällä niille kirjallisuudesta löytyneitä mittausparametrejä. Seoksena vesi ja etanoli 
muodostavat fluoresoivan klusterin, vaikka yksin ne eivät ole fluoresoivia yhdis-
teitä. Vesi-etanolin klusteri emittoi osittain samalla aallonpituudella fluoranteenin 
kanssa ja nostaa taustaemission niin korkeaksi, että fluoranteenin osalta ei pystytä 
määrittämään niin alhaisia pitoisuuksia kuin SFS muuten mahdollistaisi. 
Bentso(k)fluoranteenin kohdalla taustaemissio jäi pieneksi ja vaikutus 
bentso(k)fluoranteenin määritettävyyteen jäi vähäiseksi. SFS soveltuu hyvin 
bentso(k)fluoranteenin määrittämiseen vesi-etanolitaustaisista näytteistä, mutta 
fluoranteenin kohdalla vesi-etanolin voimakas taustaemissio aiheuttaa ongelmia. 
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Traditionally, polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are determined by 
chromatographic methods. Their disadvantages include the extensive pre-
treatment required by the samples, the slowness of the analysis runs, the high level 
of know-how required of operators, the high cost of equipment and the large 
amounts of organic solvents required. Synchronous fluorescence spectroscopy (SFS) 
is a fast, easy-to-operate and low-sample-pre-treatment method, which also 
provides simpler spectra than traditional fluorescence spectroscopy. This thesis 
examined the applicability of synchronous fluorescence spectroscopy for the 
determination of fluoranthene and benzo(k)fluoranthene in samples with water-
ethanol backgrounds by using measurement parameters found in the literature. As 
a mixture, water and ethanol form a fluorescent cluster, although alone they are not 
fluorescent compounds. The water-ethanol cluster partially emits at the same 
wavelength as fluoranthene and raises the background emission to such a high level 
that the fluoranthene cannot be determined at concentrations as low as SFS would 
otherwise allow. For benzo(k)fluoranthene, background emission was low and the 
effect on the determinability of benzo(k)fluoranthene was limited. SFS is well suited 
for the determination of benzo(k)fluoranthene from samples with a water-ethanol 
background, but in the case of fluoranthene, a strong background emission of water-
ethanol causes problems. 
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1 JOHDANTO  

Polysykliset aromaattiset hiilivedyt (PAH) ovat orgaanisia yhdisteitä, jotka koostu-

vat kahdesta tai useammasta aromaattisesta renkaasta. Yleisimmin PAHit esiinty-

vät kahdesta (naftaleeni) seitsemään (koroneeni) renkaisina (Boehm 1964). Useim-

mat PAH-yhdisteet ovat mutageenisia ja karsinogeenisia (Andrade Eiroa ym. 1998, 

Patra & Mishra 2001, Lage-Yusty ym. 2005). PAHeja muodostuu epätäydellisen pa-

lamisen seurauksena sekä luonnollisista että antropogeenisistä lähteistä. Luonnol-

lisista lähteistä PAH-yhdisteitä muodostuu esimerkiksi metsä- ja ruohikkopalojen 

seurauksena (Andrade Eiroa ym. 1998). Antropogeenisiä lähteitä ovat esimerkiksi 

fossiilisten ja biopolttoaineiden polttaminen. Lisäksi PAHeja vapautuu ympäris-

töön esimerkiksi kasvien tuottamina synteesituotteina (Andrade Eiroa ym. 1998) ja 

öljyn sekä petrokemian tuotteiden joutuessa ympäristöön (Boehm 1964). Ympäris-

töstä PAH-yhdisteitä löytyy käytännössä kaikkialta. Niitä on muun muassa vesis-

töissä, maaperässä, ilmassa, kuten myös eliöissä (Andrade Eiroa ym. 1998). 

Polysyklisiä aromaattisia hiilivetyjä voidaan määrittää monilla eri tavoilla. Perintei-

sesti on käytetty kromatografisia menetelmiä (Andrade Eiroa ym. 1998). Pääasialli-

set menetelmät ovat olleet kaasukromatografia (GC) ja korkean erotuskyvyn neste-

kromatografia (HPLC) yhdistettynä esimerkiksi massadetektoriin (massaspektro-

metri, MS) (Andrade Eiroa ym. 2000, Saitoh ym. 2009). Näiden menetelmien huo-

noina puolina ovat näytteiden vaatima runsas esikäsittely, analyysiajojen hitaus, 

operaattoreilta vaadittava korkea tietotaito, laitteistojen korkea hinta ja tarvittavien 

orgaanisten liuottimien suuri määrä (Patra & Mishra 2001, Patra & Mishra 2002, 

Saitoh ym. 2009). Myös perinteisessä PAH-analytiikassa on hyödynnetty PAH-yh-

disteiden kykyä virittyä ja emittoida viritysenergia fluoresenssisäteilynä, joka on 

mitattu fluoresenssidetektorilla (FLD) (Das & Thomas 1978, Patra & Mishra 2001). 

Fluoroforit ovat yhdisteitä, jotka pystyvät emittoimaan absorboimansa sähkömag-

neettisen säteilyn fluoresenssisäteilynä. Sähkömagneettisella säteilyllä, kuten va-



 6 

lolla, on kyky virittää kemiallisia yhdisteitä. Yhdisteen absorboidessa sopivan ko-

koisen säteilykvantin (energiapaketin) se virittyy. Säteilykvantin täytyy olla sen 

verran suuri, että sen energia riittää virittämään yhdisteen, mutta se ei saa olla niin 

suuri, että se esimerkiksi tuhoaa yhdisteen rakenteen sidosten katkeamisella. Virit-

tyessä yhdiste siirtyy energiansa perustilalta (S0) virittyneelle energiatilalle 

(Sn, n ≥ 1, Kuva 1) (Albani 2007). Singlettisiirtymässä yhdisteen elektronitilassa ta-

pahtuvassa muutoksessa elektronin pyörimissuunta (spin) ei muutu (Kuva 1, vasen 

reuna). Fluoroforin emittoidessa viritysenergiansa alimmalta singlettiviritystilalta 

(S1) sähkömagneettisena säteilynä palaten takaisin perustilalleen, ilmiö havaitaan 

fluoresenssisäteilynä. Fluoresenssi on kvanttimekaanisesti niin sanottu sallittu siir-

tymä, joten se on nopea. Fluoresenssin kesto on luokkaa 10−12–10−4 s (Albani 2007, 

Harris & Lucy 2016). 

 
Kuva 1. Jablonskin kaavio (Kiddle Encyclopedia 2020). Kaavio kuvaa kemiallisen 
yhdisteen virittymisen (Abs. = absorptio) ja viritystilan erilaiset purkautumisreitit 
sekä elektronien spinien erot singletti (S) ja tripletti (T) -tiloissa. Yhdisteen viritystila 
voi purkautua joko lämpönä (aaltoviiva) tai säteilynä, valona (Fluorescence = fluo-
resenssi, Phosphorescence = fosforesenssi). HOMO = korkein varattu molekyylior-
bitaali, LUMO = alin vapaa molekyyliorbitaali, IC = sisäinen muuntuma, ISC = si-
säinen risteymä. 
 

Perinteisessä fluoresenssispektroskopiassa (FLS) viritysaallonpituudet (λex) ja emis-

sioaallonpituudet (λem) skannataan erikseen tai pidetään jompikumpi vakiona ja 

skannataan toinen (Lage-Yusty ym. 2005). Näin saadaan joko viritysspektri, emis-

siospektri tai molemmat. Viritys- ja emissioaallonpituuksien erillistä skannaamista 
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varten fluoresenssispektrometreissa on kaksi monokromaattoria (Kuva 2). Mono-

kromaattorilla erotetaan valonlähteestä tai näytteestä tulevasta sähkömagneettisen 

säteilyn kimpusta halutun kokoinen aallonpituusväli. 

 
Kuva 2. Fluoresenssispektrometrin yksinkertaistettu rakenne (Akaoğlu 2017). 
 

Fluoresenssispektroskopia on erittäin tehokas analyysimenetelmä. Se soveltuu fluo-

resoiville yhdisteille, eli melko rajalliselle joukolle yhdisteitä. Fluoresoimattomasta 

yhdisteestä voidaan kuitenkin derivatisoimalla (liittämällä siihen fluoresoiva osa) 

tehdä fluorofori, joka laajentaa FLS:n käyttömahdollisuutta. Jokaisella yhdisteellä 

on yksilöllinen rakenne, mistä johtuu, että niillä on myös yksilöllinen absorptio- ja 

emissiospektri. Fluoresenssispektroskopia perustuu fluoroforien yksilöllisiin ab-

sorptio- (viritys) ja emissiospektreihin, joita voidaan käyttää hyväksi niiden tunnis-

tamisessa ja pitoisuuden määrittämisessä. Fluorometrian herkkyys on omaa luok-

kaansa moniin muihin spektroskooppisiin menetelmiin verrattuna. Sillä pystytään 

havaitsemaan jopa yksittäinen molekyyli (Harris & Lucy 2016). Erittäin selektiivi-

sen siitä tekee mahdollisuus määrittää joko yhdisteiden viritysspektri tai emis-

siospektri (Lage-Yusty ym. 2005). Fluoresenssispektroskopian muita etuja ovat 

muun muassa nopeus ja näytteiden vähäinen esikäsittelyn tarve (Andrade Eiroa 

ym. 2000). Parhaiten perinteinen fluoresenssispektroskopia soveltuu yksittäisten 
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yhdisteiden analysointiin tai jonkin erotusmenetelmän, kuten esimerkiksi HPLC:n, 

yhteyteen (Patra & Mishra 2002, Saitoh ym. 2009). 

Useita analyyttejä sisältävien näytteiden analysointiin perinteinen fluoresens-

sispektroskopia soveltuu huonosti, sillä eri fluoroforien spektrit ovat hyvin saman-

kaltaisia ja signaalipiikit leveitä (Andrade Eiroa ym. 1998, Andrade Eiroa ym. 2000). 

Sen takia spektrit menevät päällekkäin. Useita analyyttejä sisältävien näytteiden 

spektrit ovat monimutkaisia ja yksittäisten analyyttien tunnistaminen niistä on vai-

keaa tai jopa mahdotonta ilman spektrien jälkikäsittelyä (Patra & Mishra 2002). 

Muita fluoresenssispektroskopian huonoja puolia ovat muun muassa itseabsorptio 

(autoabsorptio) (Albani 2007, Harris & Lucy 2016), jossa liuotin absorboi osan viri-

tys- tai emissioenergiasta, ja ”quenching” (Harris & Lucy 2016), jossa osa tai koko 

fluoroforin viritystila siirtyy toiselle yhdisteelle. Molemmat ilmiöt vaikuttavat vää-

ristävästi havaittuun fluoresenssiin. 

Perinteistä fluorometriaa paremmin useita analyyttejä sisältävien näytteiden analy-

sointiin soveltuu synkronoitu fluoresenssispektroskopia (SFS). Sen etuina perintei-

seen fluorometriaan verrattuna ovat kapeammat spektrien piikit, yksinkertaisem-

mat emissiospektrit ja kapeampi tarvittava spektraalinen alue (Patra & Mishra 

2002). Näiden seikkojen vuoksi SFS-menetelmällä mitatuista spektreistä on hel-

pompi tunnistaa eri analyytit ja niiden erottuvuus on parempi kvantitatiivista mää-

ritystä varten. 

Synkronoitu fluoresenssispektroskopia voidaan jakaa kolmeen eri tekniikkaan. Aal-

lonpituusvakioidussa SFS:ssä pidetään viritys- ja emissioaallonpituuksien väli va-

kiona (Δλ on vakio). Tämä on helpoin ja käytetyin SFS-tekniikka. Tätä tekniikkaa 

käytettiin myös tässä tutkielmassa. Energiavakioidussa SFS:ssä pidetään viritys- ja 

emissioaallonpituuksien välinen energia vakiona (viritys- ja emissioaallonpituuk-

sien välinen frekvenssiero, Δν, on vakio). Muuttuvan kulman SFS:ssä viritys- ja 

emissioaallonpituuksia muutetaan samanaikaisesti, mutta eri nopeudella. Tämä 

mahdollistaa spektrin x-akselin suuntaisen tarkastelun 45–90 asteen kulmasta, jol-



 9 

loin spektristä saa kokonaisvaltaisemman kuvan (Patra & Mishra 2002). Energiava-

kioitu ja muuttuvan kulman SFS-tekniikat ovat vähemmän käytettyjä SFS-menetel-

miä. 

Tässä LuK-tutkielmassa selvitettiin synkronoidun fluoresenssispektroskopian käyt-

tömahdollisuutta vesi-etanolitaustaisten PAH-yhdisteiden analytiikassa. Tutkielma 

liittyi laajempaan kokonaisuuteen, ja sen tuloksia oli tarkoitus käyttää biotesteissä 

käytettyjen altistusvesien PAH-pitoisuuksien määrittämisessä. Etanolia käytettiin 

altistusvesinäytteiden kestävöintiin. Malliyhdisteinä tässä tutkielmassa käytettiin 

fluoranteenia ja bentso(k)fluoranteenia, joille SFS optimoitiin käyttäen kirjallisuu-

desta löytyviä mittausparametreja ja kokeilemalla niiden soveltuvuutta vesi-eta-

nolitaustaisille liuoksille. Tämän LuK-tutkielman tutkimuskysymys oli siis, että so-

veltuuko synkronoitu fluoresenssispektroskopia fluoranteenin ja bentso(k)fluoran-

teenin määrittämiseen vesi-etanolitaustaisista näytteistä. Kirjallisuudesta ei löyty-

nyt tietoa, että vesi-etanolia olisi käytetty PAH-yhdisteiden liuottimena ainakaan 

tässä tutkielmassa käytetyille yhdisteille. Vesi ja etanoli (etyylialkoholi) eivät kum-

pikaan ole fluoresoivia yhdisteitä, joten niiden pitäisi soveltua hyvin PAH-yhdistei-

den fluoresenssimittauksiin. Oletuksena oli siis, että fluoranteenin ja bentso(k)fluo-

ranteenin määrittäminen onnistuu vesi-etanolitaustaisista näytteistä. 

2 AINEISTO JA MENETELMÄT 

2.1 Aineisto 

Fluoranteeni on kellertävä, kiteinen yhdiste, joka koostuu kolmesta bentseeniren-

kaasta ja yhdestä viiden hiilen renkaasta (Kuva 3) (NCBI 2020a). Se on hydrofobinen 

yhdiste, joten se liukenee huonosti veteen (Taulukko 1). Parhaiten fluoranteeni liu-

kenee orgaanisiin liuottimiin. Fluoranteeni on ärsyttävä ja ympäristölle vaarallinen 

yhdiste. Hydrofobisena se sitoutuu orgaaniseen ainekseen, kuten humukseen. Se 

muodostaa addukteja biologisen materiaalin, kuten DNA:n, kanssa. Aikaisemmin 
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fluoranteenia ei pidetty karsinogeenisenä, mutta vuonna 2019 ECHA (Euroopan ke-

mikaalivirasto) lisäsi sen mahdollisesti syöpää aiheuttavien yhdisteiden listalle 

(ECHA 2019). 

Bentso(k)fluoranteeni on keltainen, kiteinen yhdiste, joka koostuu neljästä bentsee-

nirenkaasta ja yhdestä viiden hiilen renkaasta (Kuva 3) (NCBI 2020b). 

Bentso(k)fluoranteeni on fluoranteeniakin hydrofobisempi, joten se liukenee erit-

täin huonosti veteen (Taulukko 1). Parhaiten bentso(k)fluoranteeni liukenee orgaa-

nisiin liuottimiin. Bentso(k)fluoranteeni on terveydelle ja ympäristölle erittäin vaa-

rallinen yhdiste. Se on erittäin todennäköisesti karsinogeeninen. Hydrofobisena se 

sitoutuu orgaaniseen ainekseen, kuten humukseen. Fluoranteenin tapaan 

bentso(k)fluoranteenikin muodostaa addukteja biologisen materiaalin, kuten 

DNA:n, kanssa. 

(a) 

 

 (b) 

 
Kuva 3. (a) Fluoranteenin ja (b) bentso(k)fluoranteenin rakennekaavat. 
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Taulukko 1. Fluoranteenin ja bentso(k)fluoranteenin identifioimiseen ja liukoisuu-
teen vaikuttavia fysikaalis-kemiallisia ominaisuuksia. NA = tietoa ei löytynyt. 

Ominaisuus Fluoranteenia Bentso(k)fluoranteenid 
Molekyylikaava C16H10 C20H12 
CAS-numero 206-44-0 207-08-9 
EC-numero 205-912-4 205-916-6 
Molekyylimassa (g/mol) 202,25 252,31 
Log Kow 5,16 6,11 
Dipolimomentti (D) 0,34 NA 
Liukoisuus (mg/ml)   

Veteen < 1 < 1 
Etanoliin Liukenee < 1e 
DMSO:hon ≥ 8b < 1e 
Asetoniin NA 1–10e 
Tolueeniin > 100c 5–10e 

a (NCBI 2020a) 
b (Dwyer ym. 1997) 
c (Berlman ym. 1968) 
d (NCBI 2020b) 
e (Merck KGaA 2020) 
 

Molemmat työssä käytetyt PAH-yhdisteet oli valmistanut Aldrich Chemistry 

(Sigma-Aldrich). Fluoranteeni oli puhtaudeltaan 98 % ja bentso(k)fluoranteeni fluo-

resenssimittauksiin soveltuvaa, vähintään 99 %. PAH-yhdisteiden kantaliuosten 

valmistukseen käytetty vedetön DMSO (dimetyylisulfoksidi) oli Sigma-Aldrichin 

valmistamaa ja puhtaudeltaan vähintään 99,9 %. PAH-liuosten laimennoksiin ja 

taustana käytetyn vesi-etanoliseoksen etanoli oli Altia Oyj:n Etax Aa:ta puhtaudel-

taan vähintään 99,5 % ja vesi ultrapuhdasta vettä. 

2.2 Menetelmät 

Työssä käytettyjen PAH-yhdisteiden kantaliuokset valmistettiin liuottamalla 

24,046 mg fluoranteenia 3 ml:aan vedetöntä DMSO:ta. Bentso(k)fluoranteenia liu-

otettiin 0,995 mg 1 ml:aan vedetöntä DMSO:ta. Fluoranteenin kantaliuoksesta val-

mistettiin mittausliuokset, joiden pitoisuudet olivat noin 0,08–200 µg/l, sopivilla 

laimennoksilla ja välilaimennoksilla (Taulukko 2). Laimennoksiin käytettiin 1:1 

(v/v) vesi-etanoliseosta. Bentso(k)fluoranteenin mittausliuosten pitoisuus vaihteli 
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välillä 1–10 µg/l (Taulukko 3) ja myös ne valmistettiin käyttäen sopivia välilaimen-

noksia ja vesi-etanoliseosta. 

Taulukko 2. Fluoranteenin välilaimennosten ja mittausliuosten valmistus. Liuokset 
numero 4–10 (0,08–200 µg/l) mitattiin. 

Liuoksen numero Liuoksen pitoi-
suus (µg/l) Lähtöliuos Vesi-etanoli (ml) 

1 8 x 106 – – 
2 8 x 104 40 µl liuosta 1 4 
3 800 40 µl liuosta 2 4 
4 200 1 ml liuosta 3 3 

5 140 0,5 ml liuosta 6 + 
0,5 ml liuosta 4 0 

6 80 300 µl liuosta 3 3 
7 40 1 ml liuosta 6 1 
8 8 40 µl liuosta 3 4 
9 0,8 200 µl liuosta 8 2 
10 0,08 40 µl liuosta 8 4 

 

Taulukko 3. Bentso(k)fluoranteenin välilaimennosten ja mittausliuosten valmistus. 
Liuokset numero 4–6 (1–10 µg/l) mitattiin. 

Liuoksen numero Liuoksen pitoi-
suus (µg/l) Lähtöliuos Vesi-etanoli (ml) 

1 1 x 106 – – 
2 1 x 104 10 µl liuosta 1 1 
3 100 10 µl liuosta 2 1 
4 10 100 µl liuosta 3 0,9 
5 5 50 µl liuosta 3 0,95 
6 1 100 µl liuosta 4 0,9 

 

Fluoresenssimittaukset tehtiin Perkin Elmerin LS 55 Luminescence -spektrometrillä 

käyttäen ksenonlamppua ja muovisia, kertakäyttöisiä 1 x 1 cm mikrokyvettejä. Oh-

jelmistona laitteistossa oli Perkin Elmerin FL WinLab (versio 4.00.02). Aallonpituu-

det skannattiin 0,5 nm:n välein. 

Fluoranteenin mittausparametrien optimointiin käytettiin mittausliuoksen pitoi-

suutta 8 µg/l, jolle kokeiltiin eri mittausparametrien arvoja (Taulukko 4) ja niistä 
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valittiin parhaan herkkyyden ja erottuvuuden tarjoamat parametrit. Bentso(k)fluo-

ranteenin mittausparametrit optimoitiin samaan tapaan kuin fluoranteenille käyt-

täen mittausliuosta 1 µg/l (Taulukko 5). 

Taulukko 4. Fluoranteenin mittausliuoksen pitoisuudelle 8 µg/l kokeillut mittaus-
parametrit. Δλ = monokromaattorien aallonpituusväli, λex = viritysmonokromaatto-
rin aukon koko, λem = emissiomonokromaattorin aukon koko. 

Aloitusaallon-
pituus (nm) 

Lopetusaallon-
pituus (nm) 

Δλ 
(nm) 

λex 
(nm) 

λem 
(nm) 

Mittausnopeus 
(nm/min) Lähde 

200 500 200 2,5 5,0 240 a 
250 600 200 2,5 5,0 240 b 
200 500 155 2,5 5,0 240 c 
200 400 155 2,5 5,0 240 – 
200 400 200 2,5 5,0 240 – 
200 400 150 2,5 5,0 240 – 
200 400 145 2,5 5,0 240 – 
200 400 160 2,5 5,0 240 – 
200 400 165 2,5 5,0 240 – 

a (Andrade Eiroa ym. 1998) 
b (Patra & Mishra 2001) 
c (Lage-Yusty ym. 2005) 
 

Taulukko 5. Bentso(k)fluoranteenin mittausliuoksen pitoisuudelle 1 µg/l kokeillut 
mittausparametrit. Δλ = monokromaattorien aallonpituusväli, λex = viritysmo-
nokromaattorin aukon koko, λem = emissiomonokromaattorin aukon koko. 

Aloitusaallon-
pituus (nm) 

Lopetusaallon-
pituus (nm) 

Δλ 
(nm) 

λex 
(nm) 

λem 
(nm) 

Mittausnopeus 
(nm/min) Lähde 

200 500 95 2,5 5,0 240 a 
250 600 100 2,5 5,0 240 b 
202 502 95 2,5 5,0 240 c 
200 500 25 2,5 5,0 240 d 
250 400 98 2,5 5,0 240 e 
200 500 98 2,5 5,0 240 – 
200 500 100 2,5 5,0 240 – 

a (Andrade Eiroa ym. 1998) 
b (Patra & Mishra 2001) 
c (Andrade Eiroa ym. 2000) 
d (Lage-Yusty ym. 2005) 
e (Saitoh ym. 2009) 
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Mittausparametrien optimoinnin jälkeen parhailla parametreillä mitattiin kaikki 

mittausliuokset ja nollanäyte (vesi-etanoliseos) menetelmän kalibroimiseksi. Mene-

telmä kalibroitiin molemmilla tutkittavilla yhdisteillä käyttäen sekä piikkien pinta-

aloja että korkeuksia. Mittaustuloksille tehtiin regressioanalyysi Microsoft Excelin 

(versio 2002) analyysityökaluilla. Regressioanalyysistä saatujen kalibrointisuoran 

leikkauspisteen keskivirheen (Sb) ja suoran kulmakertoimen (a) avulla menetel-

mälle laskettiin toteamis- (LOD, µg/l) ja määritysraja (LOQ, µg/l) kaavoilla 1 ja 2. 

 LOD = 3&b
a  (1) 

 LOQ = 10&b
a  (2) 

Toteamis- ja määritysrajojen sekä kalibrointisuorien selitysasteiden (R2) perusteella 

tutkittaville yhdisteille valittiin parempi kalibrointitapa (alhaisemmat LOD ja LOQ, 

parempi kalibrointisuoran selitysaste). Valittujen kalibrointitapojen kalibrointi-

suorien yhtälöiden ja kalibroinnissa saatujen mittausliuosten eri pitoisuuksien in-

tensiteettien avulla mittausliuoksille laskettiin pitoisuudet ikään kuin ne olisivat ol-

leet näytteitä (Kaava 3). Mittausliuoksista laskemalla saatuja fluoranteenin ja 

bentso(k)fluoranteenin pitoisuuksia verrattiin alkuperäisiin pitoisuuksiin laske-

malla niille tarkkuudet kaavalla 4. Tarkkuusprosenttien perusteella arvioitiin me-

netelmän soveltuvuutta tutkittaville yhdisteille. 

 + = a, + b	 => , = + − b
a 	, (3) 

jossa y = liuoksen fluoresenssin intensiteetti, a = kalibrointisuoran kulmakerroin, 

x = liuoksen pitoisuus (µg/l) ja b = kalibrointisuoran y-akselin leikkauspiste. 

 Tarkkuus = 8mitattu
8odotettu

⋅ 100	%	, (4) 

jossa tarkkuus = tarkkuusprosentti (%), cmitattu = liuoksen laskettu pitoisuus (µg/l) 

ja codotettu = liuoksen alkuperäinen pitoisuus (µg/l). 
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3 TULOKSET 

3.1 Fluoranteeni 

Fluoranteenille parhaiksi mittausparametreiksi osoittautui parametriryhmä, jossa 

mittausalue oli 200–400 nm ja Δλ 155 nm (Taulukko 4). Fluoranteenin karakteristi-

nen piikki osui kohdalle 284,0–289,5 nm, jolta myös piikin pinta-ala laskettiin, ja 

piikin huippu kohtaan 286,5 nm, josta saatiin piikin korkeus (Kuva 4). Kalibroin-

nissa piikkien pinta-aloilla tehdyn kalibroinnin selitysaste oli 0,985 ja piikkien kor-

keuksilla tehdyn 0,988, joten hieman parempi kalibrointi saatiin käyttäen kalibroin-

nissa piikkien korkeuksia (Kuva 5). 

 
Kuva 4. Fluoranteenin eri pitoisuuksien fluoresenssikuvaajat. Selitteessä olevat pi-
toisuudet ovat yksikössä µg/l. 
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(a) 

 
 

(b) 

 
Kuva 5. Fluoranteenin kalibrointisuorat. (a) Kalibroinnissa on käytetty piikkien 
pinta-aloja (R2 = 0,985) ja (b) kalibroinnissa on käytetty piikkien korkeuksia 
(R2 = 0,988). 
 

Menetelmän toteamis- ja määritysrajat fluoranteenille olivat piikkien pinta-aloilla 

laskettuna 14,0 µg/l ja 46,5 µg/l ja piikkien korkeuksilla laskettuna 12,6 µg/l ja 

42,0 µg/l. Parempi kalibrointi saavutettiin piikkien korkeuksia käyttäen, joten mit-

tausliuoksille laskettiin sen perusteella pitoisuudet ja tarkkuusprosentit (Tau-

lukko 6). 
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Taulukko 6. Piikkien korkeuksien perusteella tehdystä kalibroinnista lasketut fluo-
ranteenin mittausliuosten pitoisuudet ja tarkkuusprosentit liuosten alkuperäisiin 
pitoisuuksiin verrattuna. 

Liuoksen alkuperäinen pitoi-
suus (µg/l) 

Liuoksen laskettu pitoisuus 
(µg/l) 

Tarkkuuspro-
sentti (%) 

0,08 −4 −5000 
0,8 4 500 
8 14 175 
40 39 98 
80 92 115 
140 146 104 
200 191 96 

 

3.2 Bentso(k)fluoranteeni 

Bentso(k)fluoranteenille parhaiksi mittausparametreiksi osoittautui parametri-

ryhmä, jossa mittausalue oli 200–500 nm ja Δλ 95 nm (Taulukko 5). Bentso(k)fluo-

ranteenin karakteristinen piikki osui kohdalle 297,5–315,5 nm, jolta myös piikin 

pinta-ala laskettiin, ja piikin huippu kohtaan 308,5 nm, josta saatiin piikin korkeus 

(Kuva 6). Kalibroinnissa piikkien pinta-aloilla tehdyn kalibroinnin selitysaste oli 

0,838 ja piikkien korkeuksilla tehdyn 0,957, joten parempi kalibrointi saatiin käyt-

täen kalibroinnissa piikkien korkeuksia (Kuva 7). 

Bentso(k)fluoranteenin liuos 1 µg/l oli kontaminoitunut (Kuva 6). Kontaminaatio 

vaikutti bentso(k)fluoranteenin kalibraatioon (Kuva 7). Mikäli kontaminoituneen 

liuoksen jättää kalibroinnissa huomioimatta, niin kalibrointisuoran selitysasteeksi 

tulee yksi (R2 = 1), joka osoittaa bentso(k)fluoranteenin pitoisuuden ja fluoresenssin 

intensiteetin riippuvan täysin lineaarisesti toisistaan (Kuva 7 c). 
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Kuva 6. Bentso(k)fluoranteenin eri pitoisuuksien fluoresenssikuvaajat. Selitteessä 
olevat pitoisuudet ovat yksikössä µg/l. 
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(a) 

 
 

(b) 

 
 

(c) 

 
Kuva 7. Bentso(k)fluoranteenin kalibrointisuorat. (a) Kalibroinnissa on käytetty 
piikkien pinta-aloja (R2 = 0,838) ja (b) kalibroinnissa on käytetty piikkien korkeuksia 
(R2 = 0,957). (c) Piikkien korkeuksilla tehdystä kalibroinnista on poistettu kontami-
noitunut 1 µg/l liuos (R2 = 1). 
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Menetelmän toteamis- ja määritysrajat bentso(k)fluoranteenille olivat piikkien 

pinta-aloilla laskettuna 5,2 µg/l ja 17,5 µg/l ja piikkien korkeuksilla laskettuna 

2,5 µg/l ja 8,4 µg/l. Parempi kalibrointi saavutettiin piikkien korkeuksia käyttäen, 

joten mittausliuoksille laskettiin sen perusteella pitoisuudet ja tarkkuusprosentit 

(Taulukko 7). Kontaminoituneen liuoksen poistamisen jälkeen piikkien korkeuk-

silla laskettu LOD oli 0,08 ja LOQ 0,3 µg/l. Jäljelle jääneisiin tarkkuusprosentteihin 

kontaminoituneen liuoksen poistaminen ei vaikuttanut. 

Taulukko 7. Piikkien korkeuksien perusteella tehdystä kalibroinnista lasketut 
bentso(k)fluoranteenin mittausliuosten pitoisuudet ja tarkkuusprosentit liuosten al-
kuperäisiin pitoisuuksiin verrattuna. 

Liuoksen alkuperäinen pitoi-
suus (µg/l) 

Liuoksen laskettu pitoisuus 
(µg/l) 

Tarkkuuspro-
sentti (%) 

1 2 200 
5 5 100 
10 10 100 

 

4 TULOSTEN TARKASTELU 

Tässä tutkielmassa selvitettiin synkronoidun fluoresenssispektroskopian soveltu-

vuutta kahden PAH-yhdisteen, fluoranteenin ja bentso(k)fluoranteenin, määrittä-

miseen vesi-etanolitaustaisista näytteistä. Varsinaista menetelmän validointia tai 

SFS:n yleistä soveltuvuutta PAHeille ei tutkittu. 

Fluoranteenin mittauksissa tausta nousi yllättävän korkealle. Lisäksi fluoranteenin 

spektri painuu negatiiviseksi noin 270 nm:n kohdalla (Kuva 4). Taustan nousu nä-

kyy myös bentso(k)fluoranteenin spektrissä, mutta ei niin voimakkaana kuin fluo-

ranteenilla (Kuva 6). Yksin vesi ja etanoli eivät ole fluoresoivia yhdisteitä, mutta 

kirjallisuudesta selvisi, että seoksena ne muodostavat fluoresoivan klusterin (Liu 

ym. 2006). Fluoranteenille käytetyillä mittausparametreilla vesi-etanoli muodostaa 

hieman häntivän emissiopiikin noin 270 nm:n kohdalle (Kuva 8). Terävänä piikkinä 
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vesi-etanolin emissio ei vaikuttaisi fluoranteenin määritettävyyteen, mutta piikin 

”häntä” menee päällekkäin fluoranteenin piikin kanssa, joka heikentää fluorantee-

nin määritettävyyttä. Korkea tausta nostaa pienintä mahdollista määritettävissä ole-

vaa fluoranteenin pitoisuutta. Bentso(k)fluoranteenin mittausparametreilla vesi-

etanoli emittoi huomattavasti vähemmän bentso(k)fluoranteenin karakteristisen 

piikin kohdalla ja näin vaikuttaa bentso(k)fluoranteenin määritettävyyteen huo-

mattavasti vähemmän (Kuva 8). 

 
Kuva 8. Vesi-etanolin emissiospektrit fluoranteenin (Flu-mittaus) ja bentso(k)fluo-
ranteenin (BkF-mittaus) mittauksissa. Pystyviivat kuvaavat fluoranteenin (Flu-
piikki) ja bentso(k)fluoranteenin (BkF-piikki) piikkien paikat suhteessa vesi-eta-
nolin spektriin. 
 

Fluoranteenin kalibrointi ei ollut täysin lineaarinen. Kalibrointisuora pyöristyi ala-

päästä, mikä huonontaa kalibroinnin selitysastetta (R2-arvoa) ja aiheuttaa merkittä-

vää virhettä fluoranteenin alhaisten pitoisuuksien määritykseen (Kuva 5 ja Tau-

lukko 6). Pitoisuudesta 40 µg/l alkaen kalibrointi oli erittäin lähellä lineaarista ja 

fluoranteenin tarkkuusprosentit lähellä 100 prosenttia (Kuva 5 ja Taulukko 6). Ka-

librointisuoran pyöristymisen saattoi aiheuttaa virhe fluoranteeniliuosten pienim-



 22 

missä pitoisuuksissa. Liuokset näyttäisivät olevan vahvempia kuin niiden oli tar-

koitus olla. Ensimmäinen liian vahvalta vaikuttava liuos oli liuos 8 µg/l, josta myös 

valmistettiin liuokset 0,8 µg/l ja 0,08 µg/l (Taulukko 2). 

Bentso(k)fluoranteenin pitoisuus 1 µg/l oli kontaminoitunut. Liuoksen kalibroin-

nista poistamisen jälkeen bentso(k)fluoranteenin pitoisuus ja fluoresenssin intensi-

teetti riippuivat täysin lineaarisesti toisistaan (R2 = 1). Täydellisen lineaarisen riip-

puvuuden varmistamiseksi kalibrointiin olisi kuitenkin tarvittu enemmän liuoksia. 

Nyt kalibrointiin jäi ainoastaan kaksi liuosta (5 ja 10 µg/l). Sopiva määrä olisi ollut 

noin viisi liuosta. 

Yleisesti ottaen synkronoidulla fluoresenssispektroskopialla päästään tutkittujen 

PAH-yhdisteiden osalta pitoisuustasolle µg/l, kun perinteisillä, kromatografisilla 

menetelmillä saavutetaan taso ng/l (Taulukot 8 ja 9). 

Taulukko 8. Fluoranteenille eri menetelmillä saatuja toteamis- ja määritysrajoja. SFS 
= synkronoitu fluoresenssispektroskopia, LOD = toteamisraja, LOQ = määritysraja, 
HPLC = korkean erotuskyvyn nestekromatografia, UV = ultraviolettidetektori, FLD 
= fluoresenssidetektori, GC = kaasukromatografia, MS = massaspektrometri. 

Menetelmä Liuotin LOD (µg/l) LOQ (µg/l) Lähde 
Aallonpituusvakioitu SFS Vesi-etanoli 12,6 42,0 a 
Aallonpituusvakioitu SFS Vesi 6,5 – b 
Aallonpituusvakioitu SFS Heksaani 0,65 1,95 c 
Aallonpituusvakioitu SFS Heksaani 0,20 1,20 d 

HPLC-UV Asetonitriili-
vesi 0,010 – e 

HPLC-FLD Asetonitriili-
vesi 0,010 – e 

GC-MS – 0,00023 0,00036 f 
a Tämä tutkielma 
b (Patra & Mishra 2001) 
c (Lage-Yusty ym. 2005) 
d (Andrade Eiroa ym. 1998) 
e (Maureen 2003) 
f (Fernández-González ym. 2007) 
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Taulukko 9. Bentso(k)fluoranteenille eri menetelmillä saatuja toteamis- ja määritys-
rajoja. SFS = synkronoitu fluoresenssispektroskopia, LOD = toteamisraja, LOQ = 
määritysraja, HPLC = korkean erotuskyvyn nestekromatografia, UV = ultraviolet-
tidetektori, FLD = fluoresenssidetektori, GC = kaasukromatografia, MS = massa-
spektrometri. 

Menetelmä Liuotin LOD (µg/l) LOQ (µg/l) Lähde 
Aallonpituusvakioitu SFS Vesi-etanoli 2,5 8,4 a 
Aallonpituusvakioitu SFS Vesi-etanoli 0,08* 0,3* a 
Aallonpituusvakioitu SFS Vesi 1,65 – b 
Energiavakioitu SFS Heksaani 0,02 0,07 c 
Aallonpituusvakioitu SFS Heksaani 0,14 0,33 d 
Aallonpituusvakioitu SFS Heksaani 0,01 0,05 e 

HPLC-UV Asetonitriili-
vesi 0,0056 – f 

HPLC-FLD Asetonitriili-
vesi 0,00012 – f 

GC-MS – 0,00044 0,00072 g 
* Kontaminoituneen liuoksen 1 µg/l poistamisen jälkeen saatu arvo 
a Tämä tutkielma 
b (Patra & Mishra 2001) 
c (Andrade Eiroa ym. 2000) 
d (Lage-Yusty ym. 2005) 
e (Andrade Eiroa ym. 1998) 
f (Maureen 2003) 
g (Fernández-González ym. 2007) 
 

Vesi-etanolin voimakkaan taustaemission takia fluoranteenin kohdalla ei päästy 

niin pieniin pitoisuuksiin kuin täysin fluoresoimatonta liuotinta (heksaani) käyttä-

mällä (Taulukko 8), mutta tämän tutkimuksen perusteella sitä ei voida täydellä var-

muudella sanoa, vaan ensin pitäisi sulkea pois mahdolliset virheet liuosten 0,08–

8 µg/l pitoisuuksissa. Bentso(k)fluoranteenin kohdalla vesi-etanolin taustaemissio 

on niin vähäistä, että se ei juurikaan vaikuta bentso(k)fluoranteenin määritettävyy-

teen, vaan vesi-etanolin kanssa saavutettavat toteamis- ja määritysraja ovat samaa 

suuruusluokkaa kuin täysin fluoresoimattoman heksaanin kanssa (Taulukko 9). 

Synkronoitu fluoresenssispektroskopia soveltuu hyvin bentso(k)fluoranteenin ana-

lysoimiseen vesi-etanolitaustaisista näytteistä, mutta fluoranteenin määritystä vesi-

etanolin muodostaman klusterin emissio häiritsee merkittävästi ja tekee SFS:stä 

käyttökelvottoman fluoranteenin kaikkein pienimpien pitoisuuksien määritykseen 
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tutkitulla liuotintaustalla. Fluoranteenin kohdalla mahdollisen virheen mahdolli-

suus liuosten pitoisuuksissa täytyy kuitenkin ensin poissulkea ennen kuin lopul-

lista johtopäätöstä voi varmuudella tehdä. Menetelmänä SFS on nopea ja helppo 

operoida ja soveltuu hyvin PAH-analytiikkaan sopivalla liuottimella, vaikka sillä ei 

päästäkään ihan niin pieniin pitoisuuksiin kuin perinteisillä, kromatografisilla me-

netelmillä. 
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