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Tiivistelma

Seleeni on ihmisille tdrked hivenaine, mutta véli riittdvédn pdivittdisannostuksen ja myrkyllisen
annoksen vililld on suhteellisen kapea. Tamdn vuoksi seleenin tarkka analytiikka on erittdin
tarkedd. Tamain tutkielman kirjallisessa osassa kuvataan seleenin kemialliset ominaisuudet seké
terveysvaikutukset hivenaineena. Suomessa elintarvikkeiden riittdvdd ja turvallista
seleenipitoisuutta sdddellddn seleenilannoituksin. Tutkielmassa tarkastellaan myos tdmén

lannoituksen vaikutusta elintarvikkeiden seleenipitoisuuksiin.

Elintarvikkeiden pienten seleenipitoisuuksien vuoksi ICP-MS-tekniikka (Induktiivisesti
kytketty plasma -massaspektrometria) on kéytetyin analyysimenetelmé seleenin mittaukseen.
Seleeni on kuitenkin suhteellisen haasteellinen alkuaine mitata ICP-MS-tekniikalla seleenin
korkean ionisoitumisenergian ja useiden eri mittausta héiritsevien tekijoiden vuoksi.

Tutkielman kirjallisessa osassa syvennytiddn tarkemmin ndiden mittaushéirididen teoriaan.

Tutkielman kokeellisessa osassa tarkastellaan seleenin mittausta hiiritsevid tekijoita.
Mahdollista jadnndshiilen aiheuttamaa seleenin mittaushéirioté tutkittiin lisidmalld mitattaviin
liuoksiin metanolitausta. Taustan korjaaminen paransi seleenin mittaustuloksia, mutta muiden
alkuaineiden mitattavuus samoista ndyteliuoksista heikentyi. Seleenin osalta saantoprosentit
laskivat metanolia lisdttdessd néytteestd riippuen 3—11 %-yksikkod. Myds gadoliniumin
aiheuttamaa mittaushdirioté tutkittiin, mutta elintarvikkeiden gadoliniumpitoisuuksien todettiin

olevan liian pienid aiheuttamaan hédiriota.

Tutkielman yhteydessd jarjestettiin my0s rengastesti, jossa laboratoriot mittasivat kuivatun
lihandytteen seleenipitoisuuden. Kaikkien laboratorioiden tulokset olivat z-arvoiltaan
hyvéksyttévid. Tulosten yhteydessd laboratoriot ilmoittivat my6s kdytetyt mittausmenetelmat.
Tuloksista voidaan havaita, ettd ICP-MS-tekniikassa kaytetylld torméys- tai reaktiokaasulla ja
sen virtausnopeudella on merkittdvd vaikutus seleenin mittaustulokseen. Tutkielman aiheen
kannalta on jatkossa mielekisti tutkia tarkemmin eri torméys- ja reaktiokaasujen kayttod sekd

erisuuruisia kaasuvirtauksia seleenin mittauksen yhteydessa.
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Esipuhe

Tamd pro gradu -tutkielma toteutettiin yhteistyossd Elintarviketurvallisuusvirasto Eviran
Kemian tutkimusyksikon sekd Jyvéskyldn yliopiston Kemian laitoksen kanssa. Tyon aiheena
oli seleenin madritykseen vaikuttavat virheldhteet ICP-MS-tekniikassa sekd rengastestin
jarjestiminen suomalaisille laboratorioille. Tutkielman kokeellinen osuus suoritettiin Eviran
laboratoriossa syksyn 2017 aikana. Kirjallinen osuus tyostd valmistui kevéélla 2018. Tyon ovat
ohjanneet Eviralta tutkija Satu Mykkédnen sekd erikoistutkija Eija-Riitta Venéldinen.

Jyvidskyldn yliopistolta ohjaajana toimi dosentti Ari Viisénen.

Tutkielmassa kéytetyt ldhteet haettiin pddosin kdyttden Google Scholar-hakukonetta ja
SciFinder-tietokantaa. My0s Evira toimitti osan kédytetyistd ldhteistd. Léhteitd haettiin
esimerkiksi seuraavilla hakutermeilld: ICP-MS interferences, Selenium determination by

ICP-MS, effects of selenium fertilizers ja proficiency test sample preparation.

Haluan kiittdd tutkija Satu Mykkéstd hyvistd ideoista ja ohjauksesta timédn tyon aikana.
Tutkielman aihe oli mielenkiintoinen ja mukaansatempaava. Téstd kiitos kuuluu erikoistutkija
Eija-Riitta Venéliiselle sekd tutkimusyksikonjohtaja Janne Niemiselle. Haluan kiittdd myds
dosentti Ari Viisédstd hyvistd kommenteista tutkielmaan liittyen sekd tutkijatohtori Siiri
Perdmiked tutkielmani tarkistamisesta. Lopuksi kiitos vield koko Kemian tutkimusyksikon

henkilokunnalle kaikesta avusta ja kannustuksesta, jota olen saanut timén projektin aikana.

Helsingissd 11.4.2018

Janne Jarvinen
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I — Kirjallinen osa



1 Johdanto

Seleeni on ihmisille ja eldimille erittdin tdrked hivenaine. Seleenid havaitaan elimistossd
esimerkiksi selenokysteiinin muodossa, joka on seleenid siséltdvd aminohappo. Kyseinen
aminohappo on merkittdvassé roolissa useiden proteiinien toiminnassa. Néistd merkittdvin on
glutationiperoksidaasientsyymi, jolla on tdrked rooli kehon hapetus-pelkistystilan sddtelyssa.
Myos kilpirauhashormonien sédételyyn vaikuttavissa entsyymeissa on selenokysteiinid. Vaikka
seleeni on vilttiméton hivenaine, se on kuitenkin suurina pitoisuuksina ihmiselle erittdin
myrkyllinen. Muihin hivenaineisiin ndhden riittdvin pdivdannostuksen ja liian suuren
annostuksen vilinen raja on seleenin kohdalla suhteellisen kapea. Liian suuri seleenin saanti
voi johtaa sairauteen nimeltd selenoosi, joka voi oireilla esimerkiksi pahanhajuisena
hengityksend,  ruuansulatuskanavan  ongelmina  sekd  hiustenldhtond.  Vakavissa
myrkytystapauksissa selenoosin oireet voivat johtaa esimerkiksi maksakirroosiin tai jopa

kuolemaan.'?

Elintarviketurvallisuusvirasto Evira seuraa lannoitteiden, rehujen ja tiettyjen elintarvikkeiden
seleenipitoisuuksia Suomessa. Turvallisen ja riittdvidn seleeninsaannin takaamiseksi seuranta
on jatkuvatoimista. Vuotuista seleeniseurantaa on toteutettu Suomessa vuodesta 1984 lihtien.?
Koska seleenipitoisuudet ovat mitattavissa néytteissa erittdin pienid, mittaukset suoritetaan
tyypillisesti kayttden ICP-MS-tekniikkaa (induktiivisesti kytketty plasma

-massaspektroskopia).

Seleeni on kuitenkin suhteellisen haasteellinen alkuaine mitata ICP-MS-tekniikalla. Seleenilld
on korkea ionisoitumisenergia, minkd vuoksi vain murto-osa plasmaan péddtyneesti seleenisté
ionisoituu ja pddtyy lopulta detektorille. Tdmidn lisdksi luonnossa esiintyvd seleeni on
jakautunut useaan stabiiliin isotooppiin. Seleenin isotoopit ja niiden esiintyvyys prosentteina
on esitetty kuvassa 1. Koska ICP-MS-laitteistolla mitataan tyypillisesti vain yhtd isotooppia
kerrallaan, herkkyys seleenin mittaukseen vihenee luonnossa esiintyvén seleenin jakaantuessa
useaan isotooppiin. Néiden tekijoiden vuoksi seleenin mééritysrajat voivat jddda suhteellisen
korkeiksi. Lisdksi seleenin isotooppeja héiritsevit useat spektraaliset hdiriot, joita tyypillisesti

korjataan kiyttimilld tormiys/reaktiokennoa ICP-MS-tekniikassa.’



Seleenin isotoopit ja niiden esiintyvyys luonnossa
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Kuva 1. Seleenin stabiilit isotoopit ja niiden prosentuaaliset osuudet luonnossa.*

Finas-akkreditoituna laboratoriona Evira osallistuu sdédnnollisesti vertailututkimuksiin, joilla
mitataan laboratorioiden pitevyyttd. Kun tarkastellaan vertailututkimuksia, joissa mitattavana
analyyttind on ollut seleeni, patevyyttd kuvaavissa z-arvoissa on ollut havaittavissa positiivinen
trendi. Kaikki z-arvot ovat olleet kuitenkin hyvaksyttavid. Tdmin tutkielman tarkoituksena on
perehtyé seleenin merkitykseen hivenaineena sekd sen mittaamiseen liittyviin virheldhteisiin
ICP-MS-tekniikassa. Tarkastelun pohjalta voidaan paitelld, selittddko jokin virheldhteistd

positiivisen trendin vertailututkimuksissa.
2 Seleenin kemialliset ominaisuudet

Vuonna 1817 eli 200 vuotta sitten ruotsalainen kemisti Jons Jacob Berzelius 16ysi uuden
alkuaineen nimeltd seleeni. Uusi alkuaine muistutti ominaisuuksiltaan vastikdan 16ydettya
telluuria, joka sai nimensd maan latinankielisen sanan tellus mukaan. Saman periaatteen
mukaisesti nimettiin my0s seleeni, joka sai nimensd kuuta tarkoittavan kreikkalaisen sanan

selene mukaan.’

Seleeni on 66. yleisin alkuaine maankuoressa, joten voidaan sanoa seleenin olevan suhteellisen
harvinainen alkuaine. Keskiméérdinen maaperdn seleenipitoisuus on 0,05 mg/kg. Samoilla
pitoisuusalueilla ovat my0s esimerkiksi hopea (Ag) ja elohopea (Hg), joita molempia on

maankuoressa keskimddrin 0,08 mg/kg. Koska seleeni on alkuaineiden jaksollisessa



jarjestelmdssd samassa ryhmadsséd rikin (S) kanssa, se esiintyy tyypillisimmin maankuoren
mineraaleissa, esimerkiksi sulfideissa, joissa seleeni on korvannut rikkiatomeja.’
Alkuainemuotoista seleenid ei maankuoresta juuri 16ydy. Muita seleenié siséltdvid mineraaleja
ovat esimerkiksi hopeaa (Ag), kuparia (Cu), lyijyd (Pb) ja nikkelid (Ni) sisdltdvit mineraalit.
My0s seleenin oksideja havaitaan maankuoressa. Ne ovat tyypillisesti viriltddn valkoisia tai

kirkkaita.®

Lihes kaikki alkuainemuotoinen seleeni tuotetaan kuparituotannon sivutuotteena. Aiemmin
seleenid tuotettiin kuparisulfaattimalmin tuotannon ohella, mutta nykydin seleenid tuotetaan
kuparin elektrolyyttisen puhdistuksen yhteydessd muodostuvasta anodin pohjasakasta. Seleeni
eristetdéin kuumentamalla sakkaa natriumkarbonaatin ja rikkihapon kanssa tai sulattamalla

sakkaa yhdessi natriumkarbonaatin ja kaliumnitraatin kanssa.’

Seleenille tunnetaan useita kiderakenteeltaan erilaisia allotrooppisia muotoja. Karkeasti
seleenin allotrooppiset muodot voidaan jakaa punaiseen, harmaaseen ja mustaan seleeniin.
Punainen seleeni koostuu Ses-renkaista, harmaa seleeni omaa korkeamman kidejéirjestelmén ja

amorfinen musta seleeni koostuu episiinnollisenkokoisista valtavista seleenirenkaista.’

Rikin tavoin myos seleeni muodostaa kahdeksasta atomista koostuvia Seg-renkaita. Kyseiset
renkaat voivat pakkautua kolmella eri tavalla (o, B ja y) muodostaen punaista seleenid, jonka
kiderakenne on monokliininen. Erot eri muotojen vélilld aiheutuvat ainoastaan Seg-molekyylien
valisistd pakkautumiseroista. Tiivein pakkautuminen havaitaan o-rakenteisessa seleenissi ja
16yhin y-rakenteessa. Lisdksi muita seleenin rengasrakenteita on havaittu. Seleenirengas voi
vaihtoehtoisesti koostua kuudesta tai seitsemdstd seleeniatomista. On my6s mahdollista, ettd
rengasmolekyyli ei koostu pelkéstd seleenistd, vaan rengasrakenne voi olla myds

heterosyklinen, jolloin rengasrakenteessa on yksi tai kaksi rikkiatomia.’

Stabiilein seleenin muoto on kuitenkin metallinen harmaa seleeni. Sen kidejérjestelmi on
heksagoninen, jossa seleeniatomit muodostavat haarautumattomia helikaalisia ketjuja. Nama
ketjut voivat myo0s esiintyéd epéjérjestyneind, jolloin kyseessé on vériltdin punainen amorfinen
seleeni (kuva 2). Harmaa seleeni on termodynaamisesti kaikkein vakain seleenin muoto. Siti
voidaan valmistaa hitaasti lammittdmalla muita seleenin allotrooppisia muotoja. My0s sulan
seleenin hitaasti jddhdyttiminen tuottaa harmaata seleenid. Koska harmaalla seleenilld on
sadnnodllinen kiderakenne, se my0s johtaa hyvin sdhkod. Harmaa seleeni on myds hyva
valonjohdin eli sen sdhkdnjohtavuus kasvaa, kun rakenteeseen kohdistetaan séhkdmagneettista

siteilyd. Tdmin vuoksi harmaata seleenii voidaan kiyttid esimerkiksi valokennoissa.’



Musta seleeni (kuva 2) on seleenin kaupallinen muoto. Se on tyypiltdédn lasimaista ja koostuu
epasaannollisen kokoisista seleenirenkaista. Renkaiden koko voi olla jopa 1000 seleeniatomia
ja ne ovat jarjestaytyneet tdysin epasddnnollisesti. Musta seleeni ei amorfisen luonteen vuoksi
sula kokonaisuudessaan, mutta 50 °C lampdtilassa se pehmenee ja 180 °C lampdétilassa se

muuttuu nopeasti kidehilalliseksi harmaaksi seleeniksi.

Kuva 2. Seleenin allotropisia muotoja. Vasemmalla musta amorfinen seleeni rakeina. Oikealla punainen Ses-
renkaista koostuva seleeni. Kuva on mukailtu lihteestd.®

Seleenilld esiintyy luonnossa kuusi stabiilia isotooppia. Néiden isotooppien tunteminen on
alkuaineiden massaan perustuvan ICP-MS-analytiikan osalta kriittistd tietoa. Yleisin seleenin
isotooppi on massaluvultaan 80. Noin puolet luonnossa esiintyvistd seleenistd on titd
isotooppia. Toiseksi yleisin seleenin stabiileista isotoopeista on massaluvultaan 78, jonka osuus
luonnossa esiintyvistd seleenistd on noin neljdnnes. Muut stabiilit isotoopit kattavat lopun
osuuden seleenin luonnossa esiintyvistd isotoopeista.* Seleenilli esiintyy myds lukuisia
radioaktiivisia isotooppeja. Niistd kuitenkin merkittivin on "°Se, jonka tirkein kiyttotarkoitus
on ydinjétteen turvallisuuden arvioinnissa. Kéytettivyys perustuu kyseisen isotoopin pitkéén

puoliintumisaikaan, joka on nykyisen tiedon mukaan yli 300 000 vuotta.”!°



3 Seleeni hivenaineena

Seleeni on ihmiselle tirked hivenaine, silld ihmisen elimistossd on kymmenié eri proteiineja ja
entsyymejd, jotka tarvitsevat seleenid toimiakseen.!! Esimerkiksi glutationiperoksidaasi on
ithmisen metaboliassa esiintyvé entsyymi, jonka aktiivinen kohta perustuu seleeniatomiin. Sen
tehtdvd ithmisen elimistossd on pelkistdd soluille haitallinen vetyperoksidi takaisin vedeksi.
Glutationiperoksidaasista on olemassa useita eri rakenteita. IThmiselld eri rakennemuotoja on
havaittu seitsemin erilaista, joista viidessd seleeni on oleellinen osa rakennetta. Kyseisten
entsyymien aktiivisessa keskuksessa on aminohappona seleenii sisédltavé selenokysteiini, joka
on rakenteeltaan kuten aminohappo kysteiini, mutta kysteiinin rikkiatomi on korvautunut

seleeniatomilla.'?

Glutationiperoksidaasin tavoin seleeni on térkedssd roolissa myds muun muassa
kilpirauhashormonien sekd C-vitamiinin hapetusasteen sditelyssd. Kilpirauhashormonien
metabolia on erittdin riippuvainen selenoproteiinien ldsndolosta  kilpirauhasessa.
Glutationiperoksidaasi sekd tioredoksiinireduktaasi ylldpitdvédt metabolian kannalta oleelliset
olosuhteet elimistdssa eli ne hajottavat kilpirauhaselle haitalliset reaktiiviset happiradikaalit,

joita muodostuu kilpirauhasrakkuloiden hormonisynteesin sivutuotteena.>!

Radikaalilla tarkoitetaan molekyylid, jolla on vapaita elektroneita. Ndma tyypillisesti pienet
molekyylit ovat erittdin reaktiivisia ja lilan suurina pitoisuuksina saavat aikaan keholle
haitallisia reaktioita. Radikaalit muodostuvat tyypillisesti happea, typped tai rikkié siséltdvistd
molekyyleistd. Happea siséltavit radikaalit kuuluvat ryhméién ROS (Reactive oxygen species,
reaktiiviset happiradikaalit) ja typped siséltdavét radikaalit kuuluvat puolestaan ryhméén RNS
(Reactive nitrogen species, reaktiiviset typpiradikaalit). Elimistossd muodostuvia
happiradikaaleja ovat esimerkiksi superoksidianioni (O;™), perhydroksyyliradikaali (HO:")
sekd hydroksyyliradikaali ("OH). RNS-yhdisteitd muodostuu puolestaan esimerkiksi
typpioksidin ja superoksidianionin vélisessd reaktiossa, jolloin muodostuu peroksinitraattia
(ONOO"). ROS-ryhméddn kuuluu happiradikaalien lisdksi my0s muita elimistolle haitallisia
happiyhdisteiti kuten esimerkiksi vetyperoksidi (H20) seki hypokloorihapoke (HC1O).!*

Antioksidantilla tarkoitetaan yhdistettd, joka nimensd mukaisesti estdd elimistdssd toisia
yhdisteitd hapettumasta. Antioksidanttien toiminta perustuu siihen, ettd ne toimivat
pelkistiminé eli antioksidantit hapettuvat itse muiden yhdisteiden sijaan. Thmisen normaaliin
metaboliaan kuuluu vapaiden radikaalien muodostuminen, jotka liian suurina mé&érind
héiritsevit kehon toimintaa ja vahingoittavat soluja. Antioksidantit pelkistavat ndma radikaalit

pyséyttien ketjumaisen reaktion, jossa radikaalin vapaa elektroni siirtyy molekyylilti toiselle.'*



ROS- ja RNS- yhdisteilld on haitallisuudestaan huolimatta erittdin tirkeitd rooleja elimistdssa.
Ne séitelevit solujen vélistd viestintdd sekd kontrolloivat solujen apoptoosia eli hallittua
solukuolemaa. Lisdksi ne vaikuttavat geenien luentaan ja ionien kuljetukseen soluissa. Liian
korkeat radikaalipitoisuudet ovat kuitenkin haitaksi soluille, silld vapaat radikaalit reagoivat
my0s proteiinien, DNA:n, RNA:n ja erilaisten rasvojen kanssa. Radikaalit reagoivat
esimerkiksi proteiinien aminohappojen sivuketjujen, nukleiinihappojen emésosien sekd
tyydyttymittomien rasvahappojen kanssa pilkkoen hiiliatomien vilisid kaksoissidoksia

yksoissidoksiksi.'*

Oksidatiivisella stressilld tarkoitetaan tilaa kehossa, jossa tasapaino hapettavien olosuhteiden
ja antioksidanttien vililli on kdéntynyt hapettavien olosuhteiden puolelle. Tdémé voi johtua
kehon normaalia suuremmasta maérésta vapaita radikaaleja tai siitd, ettd kehon oma puolustus
hapettavia tekijoitd vastaan, eli antioksidanttinen jdrjestelmd, on heikentynyt.
Antioksidanttinen jdrjestelmd vidhentdd ROS- ja RSN-yhdisteiden hapettavaa vaikutusta. Sen
toiminta perustuu entsymaattisiin antioksidantteihin, joissa esimerkiksi seleeni on tirkedssa
roolissa ja ei-entsymaattisiin molekyyleihin (esimerkiksi askorbiinihappo, C-vitamiini).
Oksidatiivisen stressin on todettu vaikuttavan monen sairauden etenemiseen, kuten syovén,

neurologisten hiirididen, diabeteksen tai astman kehittymiseen.'®
4 Seleenin terveysvaikutukset

4.1 Seleenin puutostila

Yleisin seleenin puutokseen yhdistettivd tauti on Keshanin tauti, joka on sydanlihaksen
rappeumaa aiheuttava sairaus. Ensimmdiset havainnot taudista ovat perdisin 1930-luvun
Kiinasta Keshanin alueelta, jonka mukaan tauti sai myds nimensd. Tuolloin tautia havaittiin
erityisesti lapsilla ja nuorilla naisilla.!® Kyseisell4 alueella maaperi on erittiin seleenikdyhi,
miki selittiid taudin yleisyyden.!” Alueilla, joissa maaperissi oli riittivisti seleenid, tautia ei
puolestaan havaittu lainkaan. Kyseisen taudin puhkeaminen ei kuitenkaan aiheudu ainoastaan
seleeninpuutoksesta vaan sen puhkeamiseen vaikuttaa myos virustartunta, jonka aiheuttaa
coxsackievirus. Taudin puhkeamista ei voitu selittdd ainoastaan seleenin puutostilalla, silld
sairastapausten miéra vaihteli vuodenaikojen mukaan. Tdstd johtuen taudin syytd tutkittiin
tarkemmin ja sairastuneiden veri- ja kudosndytteiden perusteella havaittiin taudin

puhkeamiseen vaikuttavan myos coxsackievirus.'®

Taudin aiheuttama sydédnlihaksen rappeuma johtaa usein syddmen toimintahdiridihin ja

rytmihdiridihin, jotka puolestaan voivat johtaa sydédnkohtaukseen. Koska oireet olivat



tyypillisesti erittdin vakavia, ei tautiin menehtyminen ollut poikkeuksellista.!®!® Seleenin
saannin lisdravinteena havaittiin estdvén taudin kehittymisen, joten 1970-luvun aikana Keshan

taudin esiintymit Kiinassa laskivat huomattavasti.'”

Seleenin puutos voidaan yhdistdd myds Kashin-Beck-tautiin sekd miesten hedelméttomyyteen.
Kashin-Beck-tauti on nivelrustotauti, jossa ilmenee kasvulevyjen puutteellista kasvua, nivelten
epdmuodostumia ja nivelruston tuhoutumista. Kasvulevyjen puutteellisuus aiheuttaa tautia

sairastaville  lyhytkasvuisuutta.?*-?!

Seleeninpuutoksen  epdillidin myo6s pahentavan
jodinpuutoksen oireita. Jodinpuutoksen on todettu lisddvén vastasyntyneiden riskid sairastua
kretinismiin. Kyseinen sairaus aiheutuu jodin puutteen aiheuttamasta kilpirauhashormonin
puutteesta, joka puolestaan aiheuttaa lyhytkasvuisuutta sekd &lyllisid kehityshdiriditd.?*** On
myos arvioitu, ettd seleenin puutostila olisi yhteydessd syddn- ja verisuonitauteihin.
Esimerkiksi Yhdysvalloissa on havaittu syddn- ja verisuonitauteja seleenikoyhilld alueilla
enemmin kuin alueilla, joissa seleenii on maaperissi runsaasti.'® Myds Suomessa on tutkittu
vastaavia 1lmiditd. Tutkittaessa kuolemaan johtaneiden syddnkohtausten ja seleeninsaannin

valistd yhteyttd, havaittiin alhaisella seleeninsaannilla ja kuolemaan johtaneilla

sydinkohtauksilla olevan yhteys.?’
4.2 Seleenin toksisuus

Seleenin toksisuus ihmisen elimistdssi perustuu seleniitin (SeOs>) ja seleenidioksidin (SeO2)
reaktioon elimistdssd olevan glutationiantioksidantin ja muiden vastaavien tioleiden kanssa,
jolloin reaktiotuotteena muodostuu selenotrisulfideja. Ndmé yhdisteet edelleen reagoivat
muodostaen superoksideita (O;™) ja vetyperoksidia (H20>), jotka ovat elimistdlle haitallisia.
Selenotrisulfidit ovat suhteellisen stabiileja yhdisteitd, mutta voivat reagoida haitallisiksi
yhdisteiksi esimerkiksi seleenivedyn (H2>Se) aikaansaamana. Tadmén lisdksi myos diselenidit,
kuten selenokystiini ja selenokysteamiini, voivat pelkistya glutationin ja tioleiden vaikutuksesta

selenoleiksi (RSeH), jotka katalysoivat superoksidien ja vetyperoksidin synteesid.>*

Oireita seleenin myrkyllisyydestdi on havaittu jo kauan ennen seleenin tunnistamista
alkuaineeksi. 1200-luvun Kiinassa havaittiin myrkyllisid kasveja, joiden kerrottiin aiheuttavan
kyseisid kasveja syoneille hevosille kavioiden irtoamista. Kasvin tarkkaa lajiketta ei koskaan
tunnistettu, mutta 1930-luvulla saatiin varmuus siité, ettd kyseisiin kasveihin oli luonnostaan
kerdiintynyt toksisia méiirii seleenid.!”?**> Samoihin aikoihin kirjallisuudessa raportoitiin
taudista, jossa hevosilla havaittiin muun muassa irronneita ja nekroottisia kavioita, karvojen
irtoamista sekd kasvuhdirigitd. Taudin epéiltiin johtuvan myrkyllisistd kasveista, joita eldimet

olivat syoneet. Kyseinen tauti luokiteltin myohemmin selenoosiksi eli akuutiksi



seleenimyrkytykseksi.?>?° Kasvien erittiin korkea seleenipitoisuus johtui kasveihin kertyneesti
seleenid siséltdvistd aminohapoista kuten metyyliselenokysteiinistd. Seleenipitoisuus kyseisissé

kasveissa oli 20-50 mg/kg.?

Nykyéén seleenin myrkyllisyys on hyvin tiedossa ja seleenin liiallista saantia osataan valttaa.
Monipuolinen ruokavalio on riittdvd turvaamaan ihmisille sopiva seleenin saanti, mutta
esimerkiksi seleenid sisdltdvien lisdravinteiden liiallinen kayttd saattaa aiheuttaa ihmisille
myrkytysoireita. Seleenimyrkytys voi ilmetd sekd kroonisen ettd akuutin ylimééraisen seleenin
saannin yhteydessd. Tyypillisimpié oireita ovat esimerkiksi pahoinvointi, oksentelu, kynsien
varimuutokset, kynsien hauraus ja irtoaminen, yleinen vdsymys, drtyisyys ja pahanhajuinen
hengitys. Seleenimyrkytyksestd kérsivin henkilon hengitystd on usein kuvailtu voimakkaan

valkosipulin tuoksuiseksi.?’
4.3 Seleenin syopii ehkiisevit vaikutukset

Seleenin vaikutuksesta syovian kehittymiseen on viime aikoina tehty lukuisia tutkimuksia.
Monet tutkimuksista osoittavat sekd orgaanisella seleenilld ettd epdorgaanisella seleenilld
olevan merkittdvd vaikutus syovin kehittymisen estdmiselle, silld tietyt kehon tuottamat
selenoproteiinit vaikuttavat voimakkaasti syovin etenemiseen. Seleeninsaannilla on todettu
olevan vaikutusta esimerkiksi rinta-, eturauhas- ja paksusuolensydvdn aiheuttamien
etipesdkkeiden kehittymisessd. Selenoproteiinien on havaittu vidhentdvian syOpdsolujen
liikkkuvuutta elimistdssd, minkd ansiosta etipesikkeiden esiintyvyys vihenee.?® Aihetta on
tutkittu myos eldinkokeella, jossa eldimille sydtettiin seleenipitoista ravintoa. Tutkittaessa
eldimilla esiintyneiden sydpien levinneisyyttd havaittiin, ettd seleenipitoista ravintoa syoneilld
eldimilld etipesikkeiden esiintyvyys oli alhaisempi verrattuna kontrolliryhmiin.?® Vaikka
seleenin  vaikutuksesta sydovdn syntyyn ja etenemiseen on paljon tutkimustietoa,

tutkimustulokset ovat kuitenkin ristiriitaisia.?®

Seleenin ja syovin vilistd yhteyttd on tutkittu suhteellisen véhin aikaa, vaikka tutkimuksia
onkin tehty maidrillisesti paljon. 1990-luvulla Clark er al’® tutkivat ravintolisiseleenin
vaikutusta syOpien ilmentymisen méérdan. Tutkimukseen osallistui noin 1300 ihmistd. Néaista
thmisistd osalle sydtettiin 4,5 vuoden ajan plasebovalmistetta, kun taas osalle
seleeniravintolisdd, jossa pdivittdinen seleeniannos oli 200 pg. Seleenid saaneiden henkildiden
syOpien esiintyvyydessd havaittiin 39 % lasku. Myos syopddn kuolleisuus oli seleenid
saaneessa ryhmasséd 48 % alhaisempi. Esiintyvyyden ja kuolleisuuden alenema oli voimakkain

juuri eturauhas- ja paksusuolen sydvissi.’!
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Edelld mainitun tutkimuksen sekd monien muiden tehtyjen tutkimusten pohjalta Yhdysvaltojen
kansallinen sydpdinstituutio (National cancer institute) kiynnisti vuonna 2001 tutkimuksen??,
jossa tutkittiin lisdravinneseleenin seka E-vitamiinin vaikutusta eturauhassydvén esiintymiseen.
Kuten edelld mainitussa tutkimuksessa, my0s tissé potilaat saivat joko 200 pg seleenid paivissa
tai plasebovalmistetta. Lisdravinteena kaytettiin L-selenometioniinid. Vastaavasti E-vitamiinia
saaneet saivat 400 mg a-tokoferolia.>'> Suomen ravintosuositusten mukaan suurimmat
turvalliset seleenin ja E-vitamiinin pdivittdissaannit ovat 300 ug seleenid sekd 300 mg

E-vitamiinia vuorokaudessa.'!

Kyseinen tutkimus oli muihin vastaaviin tutkimuksiin verrattuna huomattavan laaja. Yl1i 100
miljoonaa dollaria maksaneessa tutkimuksessa oli mukana yli 32 000 miestd, jotka olivat kaikki
yli 55 vuotiaita. Tutkimuksen oli miird kestid 12 vuoden ajan.’!*? Tutkimus kuitenkin
lopetettiin 3 vuotta ennen suunniteltua, silld sen hetkisten tulosten perusteella todettiin, ettei
lisdravinteena saadulla seleenilld ole vaikutusta eturauhassydvén ilmenemiseen. Lisdksi
havaittiin, ettd lisdravinteena saatu E-vitamiini itseasiassa lisdd riskid sairastua
eturauhassyopddn tietyilld potilailla. Riski oli suurin potilailla, joiden seleenitasot olivat
matalalla, mutta E-vitamiinin saanti tutkimuksen my6td korkeammalla tasolla. My®0s potilailla,
joilla veren seleenipitoisuus oli korkealla ennen tutkimuksen alkua, havaittiin kohonnut riski

sairastua eturauhassydpiin lisiravinneseleenin myoti.>?

Yksi tutkituimmista syopdd ehkdisevistd seleeniyhdisteistd on selenometioniini. Sen
mahdollisen syopdd ehkdisevan vaikutuksen uskotaan perustuvan selenometionin
hajoamistuotteeseen eli metyyliselenoliin. Kyseinen yhdiste on kuitenkin suhteellisen
reaktiivinen, minkd vuoksi yhdisteen suoranaista vaikutusta syovén kehittymiselle on vaikea
tutkia. On kuitenkin esitetty, ettd metyyliselenoli olisi kriittinen osa estiméddn syOvén
kehittymiseen liittyvdd metaboliaa. Selenometioniinin lisdksi toinen seleenid siséltdva
aminohappo, metyyliselenokysteiini, voidaan yhdistdd syopdd ehkéiseviksi aineeksi.
Metyyliselokysteiinin on osoitettu muuntuvan nopeammin ja suoremmin metyyliselenoliksi.

Kuvassa 3 on esitetty niiden yhdisteiden rakennekaavat.’!
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Kuva 3. Selenometioniinin, metyyliselenolin ja metyyliselenokysteiinin rakennekaavat. Kaikki kuvassa
esiintyvét yhdisteet ovat keskeisid seleeniyhdisteité, kun tarkastellaan syovan kehittymistd ehkdisevad
mekanismia.

4.4 Seleeni raskasmetallien vastavaikuttajana

Seleenilld on havaittu olevan my0s vaikutusta raskasmetallien toksisuuden vdhenemiseen.
Reagoidessaan metalli-ionien kanssa seleeni muodostaa suhteellisen stabiileja yhdisteita.
Esimerkiksi hopean, kadmiumin ja elohopean toksisuuden on todettu olevan pienempi, kun
seleeninsaanti on normaalilla tasolla verrattuna tilanteeseen, jossa seleenid ei saada riittdvasti
tai ei ollenkaan. Raskasmetallit muodostavat seleenin kanssa stabiilin yhdisteen, joka voi
sitoutua selektiivisesti tiettyihin veren proteiineihin. Sitoutuminen muuttaa raskasmetallien
biologista kulkureittid ja ndin vdhentdd raskasmetallien toksisuutta. Hopean ja kadmiumin
osalta reaktiomekanismi seleenin kanssa ei ole kuitenkaan tdysin selvilld. Elohopean osalta

mekanismi puolestaan tunnetaan paremmin.>!

Seleeniyhdisteiden kulkiessa verenkierrossa ne sitoutuvat selektiivisesti veren punasoluihin ja
pelkistyvit glutationiantioksidantin  vaikutuksesta.’! Muodostunut seleeniyhdiste on
yksinkertaisin seleeniyhdiste eli seleenivety (H2Se). Kyseinen yhdiste on erittdin reaktiivinen,
jonka ansiosta se reagoi esimerkiksi elohopeaionien kanssa muodostaen stabiilia
elohopeaselenidid (HgSe),. Tdmé yhdiste on metabolisesti inertti, minkd vuoksi elohopeaa ei
padse kertymiddn kudoksiin. Tyypillisesti raskasmetallit kertyvdt maksaan ja munuaisiin.
Muodostunut Hg-Se-kompleksi sitoutuu veriplasmassa olevaan selenoproteiini P:hen. Tama
sitoutuminen muuttaa elohopean biologista kulkeutumista elimistdssd vdhentden elohopean

toksisia ominaisuuksia.>*3?

Edelld mainittu mekanismi ei ota kantaa siithen, ettd muodostuva seleenivety on suhteellisen
reaktiivinen. Téstd johtuen onkin kyseenalaista, miksi seleenivety reagoisi vain raskasmetalli-
ionien kanssa. Veriplasmassa on ldsnd valtava médard myds muita yhdisteitd, jotka nopeasti

reagoivat seleenivedyn kanssa. Seleenin vaikutus raskasmetallien toksisuuden vdhenemiseen
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voidaan kuitenkin selviisti osoittaa. Nuttal ja Allen esittivit artikkelissaan*® vaihtoehtoista
reaktiomekanismia seleenin aiheuttamaan elohopean toksisuuden vdahenemiseen. Veriplasma
sisdltdd runsaasti albumiinia, joka on erilaisia yhdisteitd kuljettava proteiini. Albumiini siséltda
yhteensd 17 disulfidisidosta, jotka sijaitsevat proteiinissa olevien rikkipitoisten aminohappojen
vélilld. Namaé disulfidisidokset voivat my0s reagoida seleenivedyn kanssa, jolloin disulfidisidos
katkeaa ja proteiiniin muodostuu vapaa tiolirakenne. Tdma reaktiivinen tioliryhmé voi kelatoida
raskasmetalli-ioneita kuten elohopeaa. Muodostunut kelaatti on myds suhteellisen stabiili

rakenne, mink vuoksi raskasmetallit eivit pidise kulkeutumaan elimiin.>¢37

Seleenin vaikutus elohopean kertymiseen havaitaan selvdsti myds luonnossa. Chen et al.

tutkivat  artikkelissaan®

luonnossa olevan seleenin mddrdn vaikutusta kalojen
elohopeapitoisuuteen. Tutkitut kalat kuuluivat lajiltaan kuha- ja ahvenkaloihin. Kaloja tutkittiin
yhteensd yhdekséstd eri jarvestd ja niistd mdidritettiin seleeni- ja elohopeapitoisuus. Jarvien
laheisyydessd sijaitsi suuri metallisulattamo. Tulosten perusteella havaittiin kalojen
seleenipitoisuuden olevan suurempi mité ldhempid metallisulattamoa kalandytteet olivat otettu.
Vastaavasti kalojen seleenipitoisuuden kasvaessa kalojen elohopeapitoisuuden havaittiin
laskevan eksponentiaalisesti. Tulosten perusteella voidaan todistaa seleenin ehkiiseva vaikutus
elohopean kertymisesti elidihin.®® Vastaavaa tutkimusta on tehty myds suolaisen veden
kaloille. Burger ja Gochfeld tutkivat artikkelissaan® elohopean kertymisti merikaloihin.

Seleenin ja elohopean korrelaation havaittiin olevan voimakkaan negatiivinen suurimmalle

osalle otetuista ndytteista.
5 Seleenin saanti ruokavaliosta

Muihin ravintoaineisiin verrattuna seleeni on hieman poikkeuksellinen. Seleeni on ihmisille
erittdin tdrked ravintoaine, mutta lilan suurina pitoisuuksina se on myrkyllinen. Vili
valttimattomaén paivittdisannoksen ja myrkyllisen annoksen vililld on erittdin kapea. Seleenilld
suositeltava pdivdannostus aikuisille on nykyisten suomalaisten ravitsemussuositusten mukaan
miehille 60 pg/vrk ja naisille 50 pg/vrk. Suurin turvallinen péivittdisannos aikuisille on
300 pg/vrk. Kyseiset suositukset on pdivitetty vuonna 2014. Tuolloin seleenin saantisuosituksia
nostettiin 10 pg/vrk, silld elimiston seleenitaseesta kertova merkkiaine vaihdettiin toiseen.
Uuden merkkiaineen myoti oli tarpeellista nostaa suositeltua seleenin saantia.'! Raskaana
oleville ja imettdville naisille seleenin saantisuositukset ovat hieman korkeammat. Nidin
turvataan riittdva seleenin saanti didille ja lapselle, sillé riittdméaton seleenin saanti voi vaikuttaa

negatiivisesti lapsen kehittymiseen.!!** Suositeltava seleenin saanti raskauden ja imetyksen



13

aikaan on suomalaisten ravintosuositusten mukaan 60 pg/vrk. Nykyisen tiedon mukaan tdmén

hetkinen ihmisten seleenin saanti on riittdvalld tasolla Suomessa.'!

Seleeninsaantisuositukset ovat vastaavia my0s muualla maailmassa. Esimerkiksi
Yhdysvalloissa aikuisille ithmisille suositeltu seleeninsaanti on 55 pg/vrk. Liséksi raskaana
oleville ihmisille suositellaan 60 pg/vrk ja imettdville 70 pg/vrk. Lapsille ja nuorille seleenin
saantisuositukset muuttuvat iin mukaan taulukon 1 mukaisesti.?’

Taulukko 1. Amerikan terveysviranomaisten pdivittdiset seleeninsaantisuositukset eri ikdryhmille. Taulukko
mukailtu lihteestd.?

Ika Miehet Naiset Raskaana olevat | Imettavit

0-6 kuukautta | 15 pg/vrk* | 15 pg/vrk *
7-12 kuukautta | 20 pg/vrk * | 20 pg/vrk *
1-3 vuotta 20 ng/vrk | 20 pg/vrk
4-8 vuotta 30 ug/vrk | 30 pg/vrk
9-13 vuotta 40 png/vrk | 40 pg/vrk
14-18 vuotta | 55 pg/vrk | 55 pg/vrk 60 ng/vrk 70 ng/vrk
19-50 vuotta | 55 pg/vrk | 55 pg/vrk 60 ng/vrk 70 ng/vrk
yli 51 vuotta 55 pg/vrk | 55 pg/vrk

*Arvio riittdvdstd pdivittdissaannista. Kyseisten ikdryhmien seleenitaseesta ei ole riittdvésti tietoa virallisen
péivittdissaantisuosituksen antamiselle. Annetut arvot vastaavat vauvan keskimdérdistd rintaruokinnasta saatavaa seleenin

maaraa.

Myo6s Euroopan elintarviketurvallisuusvirasto EFSA on antanut omat suosituksensa
péivittdiselle  seleeninsaannille  (taulukko 2).  Verrattuna  Yhdysvaltojen  seleenin
saantisuosituksiin Euroopassa annetut suositukset ovat yleiselld tasolla hieman korkeammat.
EFSA:n asettamat seleeninsaantisuositukset perustuvat mittauksiin, jossa seleenin riittiva
saanti arvioitiin kdyttdmdilld ihmisten veren selenoproteiini P:n konsentraatiota. Muihin
suosituksiin ndhden EFSA suosittelee imettdville naisille korkeampaa seleenin
péaivittdisannosta. EFSA:n arvion mukaan rintaruokinnannassa seleenié siirtyy rintamaitoon
noin 12 pg/vrk. Verrattaessa normaaliin pidivittdiseen saantisuositukseen 15 pg/vrk on riittdva

lisd imettiville dideille korvaamaan rintamaitoon siirtynyt seleeni.*!
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Taulukko 2. Euroopan elintarviketurvallisuusviraston asettamat seleeninsaantisuositukset. Taulukko mukailtu
ldhteestd. !

Ika Seleenin saantisuositus

7—-11 kuukautta 15 pg/vrk
1-3 vuotta 15 pg/vrk
4-6 vuotta 20 pg/vrk
7-10 vuotta 35 pg/vrk
11-14 vuotta 55 ng/vrk
15—17 vuotta 70 pg/vrk
yli 18 vuotta 70 pg/vrk
Raskaana olevat 70 pg/vrk
Imettavét 85 ng/vrk

5.1 Elintarvikkeiden sisiltimé seleeni

Lukuisat elintarvikkeet sisdltdvdt runsaasti seleenid. Suomalaiset ravitsemussuositukset
kehottavat syoméidn riittdvin seleeninsaannin turvaamiseksi lihaa ja erilaisia lihavalmisteita.
Suositusten mukaan my0s maito ja erilaiset maitovalmisteet ovat hyvid seleenin ldhteita.

Lisiksi tdysjyvidvilja on erinomainen seleenin lihde.!!

Koska seleeni sijaitsee samassa
jaksollisen jdrjestelméin ryhméssé rikin kanssa, elintarvikkeet, jotka sisdltdvét paljon rikkid,
sisédltdvit usein myos suhteellisen paljon seleenid. Téllaisia elintarvikkeita ovat esimerkiksi

sipulit ja erilaiset kaalit.>

Vastaavasti Yhdysvaltojen terveysviranomaiset suosittelevat seleenin saannin turvaamiseksi
lisidmadn ruokavalioon esimerkiksi mereneldvid ja eri eldinten sisdelimid, silld kyseisissa
elintarvikkeissa seleenin pitoisuus on suurin. Myds suomalaisissa ravitsemussuosituksissa
esitetyt liha-, maito- ja viljatuotteet mainitaan hyviksi seleenin ldhteiksi. Suurin osa
elintarvikkeista saadusta seleenistd onkin perdisin leivdsti, viljatuotteista, punaisesta lihasta,

siipikarjan lihasta, kaloista ja kananmunista.?°

Suomessa Terveyden ja hyvinvoinnin laitos ylldpitdd kansallista Fineli-tietokantaa yleisten
elintarvikkeiden ravintosisdllostd. Taulukkoon 3 on poimittu korkean seleenipitoisuuden
omaavia Suomessa myytdvid elintarvikkeita. Esimerkiksi parapdhkindt sisdltdvét erittdin paljon

seleenia.®?
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Taulukko 3. Joidenkin runsaasti seleenid sisdltdvien elintarvikkeiden seleenipitoisuuksia. Taulukko mukailtu
ldhteestd.*?

Elintarvike Seleenipitoisuus
(ng/100g)
Parapihkind 1917,0
Keltuaisjauhe 206,4
Keitetty munuainen 191,5
Naudan maksa 83,0
Séilyketonnikala 78,0
Anjovis 68,0
Keitetty rapu 62,5
Sinisimpukka 60,0
Sian maksa 56,0
Broilerin maksa 51,0
Korvasieni 50,6
Auringonkukansiemen 49,0
Seesaminsiemen 49,0

Kasviperdisten elintarvikkeiden seleenipitoisuuteen vaikuttaa merkittdvasti maaperdn
seleenipitoisuus. My0s seleenin muodolla on merkitystd, kuinka suuri pitoisuus seleenid
elintarvikkeisiin kerdéntyy. Kasvit pystyvit hyddyntdméadn parhaiten seleenin epdorgaanista
muotoa, selenaattia, verrattuna seleenin orgaanisiin muotoihin. Lisdksi maaperén orgaanisen
materiaalin méird vaikuttaa kasvien seleenipitoisuuteen.?** Seleenipitoisuuteen vaikuttaa
kuitenkin  merkittdvdsti myds maan happamuus. Kasviperdisten elintarvikkeiden
seleenipitoisuus on huomattavasti korkeampi, kun maaperin pH-arvo on korkea.** Suomessa

maaperi on suhteellisen hapan, miki vaikeuttaa seleenin siirtymisti maaperisti kasveihin.’

Myos eldinkunnantuotteissa havaitaan seleenipitoisuuden vaihtelua riippuen kasvien ja
maaperédn seleenipitoisuudesta. Eldinkunnan tuotteissa vaihtelu ei kuitenkaan ole maaperdn
seleenipitoisuudesta niin voimakkaasti riippuvaa kuin kasviperdisissd elintarvikkeissa, silld
eldimilld niiden homeostaattinen jarjestelmé pyrkii ylldpitiméin tasaista seleenipitoisuutta eri
elimissd. Lisdksi tuotantoeldinten rehu on seleenin ja muiden hivenaineiden osalta tarkoin

siddelty, miki edelleen vihentii poikkeavia seleenin pitoisuuksia eldinkunnan tuotteissa.?’

Kasvit pystyvdt hyodyntimédn epdorgaanisen seleenin (seleniitti ja selenaatti) lisdksi myds
orgaanista seleenid. Kasvien metabolian ansiosta kasviin imeytynyt seleeni muuttuu lopulta
kyseiseen orgaaniseen muotoon, joka on ihmisille ja eldimille tehokkaampi muoto
seleeninsaannin kannalta. Epédorgaanisen seleenin imeytyminen ihmisilld ja eldimilld on

parhaimmillaan vain 50 %.> Epiorgaanisen ja orgaanisen seleenin kiyttdd eldinten
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t*, miten ravinnon

ravitsemuksessa on tutkittu esimerkiksi lampailla. Steen et al. tutkiva
mukana annettu epdorgaaninen ja orgaaninen seleeni vaikuttivat lampaiden ja ndiden karitsojen
veriplasman seleenipitoisuuteen. Tutkimuksessa tutkittiin teurastukseen menevien lampaiden
lihan seleenipitoisuuden muutoksia, kun lampaat saivat ennen niiden teurastusta erimuotoista
seleeniravintolisdd. Osalle lampaista sydtettiin epdorgaanista seleenid natriumseleniitin
muodossa, kun taas osalle lampaista syotettiin orgaanista seleenid, joka oli elotonta seleenilld
rikastettua hiivaa. Suurin osa seleenistd orgaanisessa seleenivalmisteessa oli seleenimetioniinin
muodossa. Molempien ravintolisien pitoisuus oli 20 mg/kg. Koska lampaat kuluttivat
ravintolisid keskimédrin 20 g pdivdssd, niiden saama seleeniannos oli noin 400 pg/vrk. Erot eri
valmisteiden vélilld olivat selkedt. Uuhien, eli karitsoineiden lampaiden, veripasman
seleenipitoisuus oli hieman korkeampia lampailla, jotka soivét tutkimuksen ajan orgaanista
seleenivalmistetta. Suurempi ero eri valmisteiden vélilld n&htiin kuitenkin karitsojen
veriplasmoissa, joissa havaittiin 30 % suuremmat pitoisuudet niilld, jotka saivat seleenid
orgaanisessa muodossa. Teurastettujen lampaiden lihan pitoisuudessa havaittiin vield
suuremmat eroavaisuudet. Lampailla, jotka saivat orgaanista seleeniravintolisdd, havaittiin
lihan seleenipitoisuudessa yli 50 % suuremmat tulokset verrattuna epdorgaanisella seleenilld
ravittuihin lampaisiin. Tuloksista voidaan pédtelld, ettd orgaanisessa muodossa oleva seleeni on
eldinten metabolian kannalta huomattavasti suotuisampi muoto, jotta mahdollisimman suuri osa

saadusta seleenistd voidaan hyodyntéa.
5.2 Maaperin seleeni ja sen vaikutukset elintarvikkeiden seleenipitoisuuksiin

Lannoitus on merkittdvé tekijd maanperin seleenipitoisuuteen ja sitd kautta se vaikuttaa myds
elintarvikkeiden seleenipitoisuuksiin ja ihmisten terveyteen.> Maaperissi luonnostaan oleva
seleeni on Euroopassa ja myds muualla maailmalla erittdin epdtasaisesti jakautunut. Seleenin

jakautuminen maaperissi Euroopan eri alueilla on esitetty kuvassa 4.7
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Seleeni (mg'ke)

= 0.881

0.681 - 0.881
0492 - 0.681
0357-0,492

0:245 - 0.357
0,102 - 0.245
<0102

Kuva 4. Seleenin pitoisuus maaperissi Euroopassa. Karttakuva mukailtu lihteestd.*

Kartasta havaitaan suhteellisen suurta seleenin miirédn vaihtelua maaperdssd myos maiden
sisdlld. Esimerkiksi Suomessa maaperdn seleenipitoisuus voi olla paikoin jopa yli
viisinkertainen verrattuna alueisiin, joissa maaperin seleenipitoisuus on pienimmilliin.*
Maaperdd hallitsevat kivilajit maadrddvat suurimmilta osin maaperdn seleenipitoisuuden.
Piipitoisten kivilajien alueilla on tyypillisesti pienemmat seleenipitoisuudet, kun taas kivihiili-
ja savikivisedimenttialueilla seleenipitoisuudet ovat hieman korkeammat. Suomessa seleenin

imeytymisen kannalta merkittdvid tekijoitd ovat myds maaperdn happamuus sekd haastavat
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ilmastolliset olosuhteet. Happaman maaperin vuoksi seleeni pelkistyy maaperéssd helposti,

jolloin se ei ole enid kasvien saatavilla.’

Seleenin jakautuminen on epétasaista myds muualla maailmassa. Esimerkiksi Kiinassa on
alueita, joissa seleenin mddrd maaperdssd on hdlyttavian pieni. Toisaalta Kiinassa on myos
alueita, joissa seleenin pitoisuus maaperissd on vaarallisen korkea. Néilld alueilla on havaittu

oireita seleenimyrkytyksistd. Alueiden vilinen etiisyys on vain 20 km.!”

Suomi on poikkeuksellinen maa, kun tarkastellaan seleenilannoitusta. Ainoana maana
Euroopasta lannoitteiden seleenipitoisuutta sdddellddn valtion tasolla. Suomessa peltoja on
lannoitettu seleenilldi vuodesta 1984 saakka. Vuonna 1983 perustettiin maa- ja
metsitalousministerion toimesta seleenityoryhmi, jonka ehdotuksesta seleenilannoitus
aloitettiin seuraavana vuonna. Syind olivat elintarvikkeiden ja rehujen erittdin alhaiset
seleenipitoisuudet. Vuosina 1960-1980 tehdyissd tutkimuksissa selvisi, ettd ihmisten
pdivittdinen seleeninsaanti on vain noin 30 pg/vrk. Lisdksi tuotantoeldimilld todettiin tauteja,
jotka olivat perdisin seleeninpuutoksesta. Ndiden tautien hoitoon kdytettiin seleenilisdravinteita
sekd E-vitamiinia. Pienelld pdaivittdiselld seleeninsaannilla peléttiin - myds olevan
kansanterveydellisid vaikutuksia, minkd vuoksi lannoitteiden seleenipitoisuutta alettiin sdddella

kansallisesti.’

Seleenin lisddmistd maahan levitettdviin lannoitteisiin pidettiin turvallisena tapana varmistaa
thmisten riittdva ja turvallinen seleeninsaanti. Vaihtoehtoisena menetelméné olisi voitu kayttaa
suoraan kasvien lehdille levitettivdd seleenilannoitusta. Talloin seleenin imeytyminen olisi
ollut huomattavasti tehokkaampaa eikd lannoituksessa olisi tarvinnut huomioida maaperin
monimuotoisuuden aiheuttamaa seleenin imeytymisen vaihtelua. Menetelma olisi kuitenkin
vaatinut kasvien késittelyn liuoksilla, joissa seleenin pitoisuus on myrkylliselld tasolla. Néin
ollen menetelmdd ei voitu pitdd kéytdnnollisend ja turvallisena, silld nestemadiselld
seleenilannoitteella kisitellyn viljan jyvit eivét olisi olleet turvallisia kdyttdd eldinten rehun
raaka-aineena. Liséksi menetelmd olisi ollut maataloudelle huomattavasti kalliimpi, silld
lannoitteen tasaiseen levitykseen olisi tarvittu erityislaitteistoa. Néin ollen seleenin lisddminen
maahan levitettdviin lannoitteisiin koettiin olevan hallitumpi ja luotettavampi tapa nostaa

kasvien seleenipitoisuutta.*’

Suomessa lannoitteisiin lisdttdvd seleeni on epédorgaanisessa muodossa eli selenaatteina.
Kaytetty seleeniyhdiste on natriumselenaatti. Ndin mahdollisimman suuri osa lisdtysti
seleenisti on kasvien saatavilla. Liséttdvéstd seleenin maidrdstd paittdd maa- ja

metsitalousministerio. Péédtokset lisdttdvin seleenin mairdstd pohjautuvat seleenityoryhmén
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antamiin suosituksiin. Koska véli seleenin pdivittdisen vélttiméttomin annoksen ja myrkyllisen
annoksen vililld on suhteellisen kapea, on maaperddn lisdttdvdn seleenin vaikutuksia
ehdottomasti seurattava hyvin tarkkaan. Seleenitydoryhmidn tarkoituksena onkin seurata
maaperdn, lannoitteiden, rehujen, elintarvikkeiden ja kuluttajien seleeninsaannin tasoa
jatkuvasti. Kuluttajien seleeninsaantia tarkkaillaan analysoimalla ihmisten veri- ja

seeruminiytteiti.

Tutkimustulosten perusteella lannoitteisiin lisdttdvin seleenin mairdd on muutettu kolmesti
vuoden 1984 jilkeen. Lannoitus aloitettiin siten, ettd nurmilannoitteisiin lisdttiin 6 mg/kg
seleenid ja viljan lannoitteisiin 16 mg/kg seleenid. Tétd asetusta muutettiin ensimmadisen kerran
vuonna 1990, jolloin kaikkien lannoitteiden seleenipitoisuudeksi sdidettiin 6 mg/kg.?
Toimenpiteen taustalla oli eldinten viljassa ja rehuissa havaitut erittdin korkeat
seleenipitoisuudet, joita havaittiin joissain yksittdistapauksissa. Rehun liian korkeiden
seleenipitoisuuksien ehkédisemiseksi viljalannoitteiden seleenipitoisuus laskettiin samalle
tasolle kuin nurmilannoitteiden eli 6 mg/kg.*® Seleenin vaihtelevia tuloksia rehussa ja viljassa
voidaan selittdd myoOs nurmi- ja viljalannoitteiden yhtéaikaisella kédytolld, jossa kyseisten
lannoitteiden kédyttosuhde vaihteli maatilan mukaan. Taméin vuoksi pdédyttiin ratkaisuun, jossa

4 Vuonna 1998 kaikkien lannoitteiden

seleenipitoisuus olisi kaikissa lannoitteissa sama.
seleenipitoisuutta muutettiin uudestaan ja seleenipitoisuus nostettiin arvoon 10 mg/kg.
Viimeisin muutos lannoitteiden seleenipitoisuuteen tehtiin vuonna 2007, jolloin pitoisuutta
jélleen nostettiin hieman. Nykyinen pitoisuus on 15 mg/kg. Tall6in sallittiin my6s normaalista
tasosta korkeammat (25 mg/kg) seleenipitoisuudet lannoitteille, joita kéytetddn
tdydennyslannoitteina nurmelle ja viljalle, kun padasiallisena lannoitteena kiytetddn lantaa.
Tarve lannoitteiden seleenipitoisuuden nostamiselle nihtiin, silld elintarvikkeiden
seleenipitoisuuksissa havaittiin laskeva trendi.> Lisdksi lannan kiyton yleistyessi
kasvilannoitteena esimerkiksi karjatiloilla, on epdorgaanisten lannoitteiden kaytto vihentynyt,
mika havaittiin seleenitasojen madaltumisena kasveissa. Liséksi tuontilannoitteiden kéyttd on
lisddntynyt maatiloilla, mikd voi myos selittdéd elintarvikkeiden seleenipitoisuuksien laskua.

Ulkomaisten lannoitteiden seleenipitoisuus voi olla erittdin pieni, silli vastaavaa aktiivista

seleenilannoitusta ei juuri tehdi Suomen ulkopuolella.*’

Lannoitteiden sisdltimén seleenin méédrdn muutokset ndkyvit erittdin selvésti elintarvikkeiden
seleenipitoisuuksissa. Juuri ndmd muutokset seleenipitoisuuksissa ovat vaikuttaneet
seleenilannoituksen médrdn muutoksiin. Esimerkiksi eldinperdisista elintarvikkeista maidossa

havaitaan hyvin selvésti muutokset seleenilannoituksen maarissé (kuva 5).
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Kuva 5. Maidon seleenipitoisuus vuosina 1983-2016. Kuva mukailtu ldhteestd.?

Kun seleenilannoitus aloitettiin vuonna 1984, maidon seleenipitoisuus ldhes nelinkertaistui.
Vuonna 1990, kun seleenin mdirdd vihennettiin huomattavasti lannoitteissa, myds maidon
seleenipitoisuus alkoi laskea. Muutokset ovat selvid myds 1998 ja 2007 tehtyjen muutosten

kohdalla.?

Kuvaajasta erottuu hyvin luomumaitojen muista poikkeavan pienet seleenipitoisuudet. Myos
luomuelintarvikkeista 10ytyy siis seleenid, vaikka pitoisuudet ovat tavanomaisesti tuotettuihin
elintarvikkeisiin verrattuna huomattavasti pienemmat. Pitoisuudet ovat kuitenkin huomattavasti
suuremmat kuin ennen kansallisen seleenilannoituksen aloittamista. Suomen rehulainsdddénto
sallii seleenin lisddmisen myds luomutuotantoon tarkoitettuun rehuun. Kéytossa voi kuitenkin
olla paikoin pelkdstddn erittdin vahén seleenid sisdltdvad nurmirehua tai viljaa, miké johtaa
luvomutuotteiden alhaisempaan seleenipitoisuuteen. Tdmin vuoksi luomutuotteita kayttavilla

voi olla suurempi riski altistua seleeninpuutosoireille.?

Suurempaa  vuosittaista  seleenipitoisuuden  vaihtelua  havaitaan  ei-eldinperiisissa
elintarvikkeissa, kuten vehnéleivdssd ja vehndjauhoissa (kuva 6). Lannoitteiden
seleenipitoisuuden muutokset (vuosina 1984, 1990, 1998 ja 2007) ndkyvét kuitenkin selvésti
my6s  vehndn  seleenipitoisuuden  muutoksina.  Vuosittainen voimakas  vaihtelu
seleenipitoisuudessa voidaan selittdd silld, ettd kotimaisen viljasadon laajuudesta riippuen

jauhoissa kdytetddn my0s muualta Euroopasta tuotua vehndi. Kotimaisen vehnén
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seleenipitoisuus on huomattavasti korkeampi verrattuna muualta Euroopasta tuotuun vehnéan.
Huonon viljavuoden sattuessa suurempi osa Suomessa kdytetystd vehndstd on ulkomaista,

minki vuoksi seleenin pitoisuus on pienempi.’

Se mg kg' ka
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1981 1982 1983 1984 1985 1986 1987 1988 1989 1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016

Lannoitteiden Lannoitteiden Lannoitteiden Lannoitteiden
seleenipitoisuus seleenipitoisuus seleenipitoisuus seleenipitoisuus
16 mglkg 6 mglkg 10 mg/kg 15 mg/kg

Kuva 6. Vehnéjauhon ja vehnileivin seleenipitoisuus vuosina 1983-2016. Kuva mukailtu ldhteestd.

6 ICP-MS-tekniikka
6.1 Laitteiston toimintaperiaate

ICP-MS-tekniikalla voidaan méairittdd nestemdisen néytteen alkuainekoostumus ionisoimalla
ndyte ja mittaamalla muodostuneiden ionien vaste. Naytteen syotto laitteelle tapahtuu kéyttden
peristalttista pumppua. Nesteméinen nayte johdetaan sumuttimelle, jossa ndytteestd muodostuu
argonkaasun avulla erittdin hienojakoista sumua. Muodostunut ndytesumu johdetaan argonilla
muodostettuun plasmaan sumutinkammion kautta, jossa suurimmat ndytepisarat poistetaan.
Plasmassa nidytteen ionisoituminen tapahtuu analyyttiselld alueella, jossa ldmpétila on noin
6000-7000 K. Muodostuneet ionit kertovat ndytteen alkuaineellisen koostumuksen. Ionit
erotellaan massa-analysaattorissa niiden m/z-arvon (massan suhde varaukseen) perusteella.

Mitattaessa yksittdisen m/z-arvon aiheuttamia havaintoja detektorilla, saadaan kullekin m/z-
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arvolle intensiteetti. Suhteuttamalla néyteliuosten intensiteettiarvoja kalibrointiliuosten

intensiteettiin, voidaan niytteen alkuainepitoisuudet méarittii kvantitatiivisesti.>
6.2 Niytteensyotto

Suurin osa ICP-MS:114 analysoitavista néytteistd on nestemiisid. Tdmén vuoksi ndytteensyotto
laitteeseen on erittdin kriittinen osa koko laitteen toimintaa. Nestemédiseen ndytteensyottoon
voidaan kdyttdd useita erilaisia menetelmid, mutta yksinkertaistettuna niiden toimintaperiaate
ja tavoite ovat aina samat. Sumuttimen tarkoituksena on kehittdd mahdollisimman
hienojakoinen néyteargonsumu, joka johdetaan sumutinkammioon. Peristalttinen pumppu
saattaa  kuitenkin aiheuttaa vaihtelua sumuttimeen saapuvan ndytteen madradn.
Sumutinkammion yksi tehtdvisti on védhentdd tdtd plasmaan pdidtyvin ndytteen madridn
vaihtelua. Néytteensyottod voidaan pitdd ICP-MS-laitteen heikoimpana lenkkind, silld vain
erittdin pieni osa laitteeseen syoOtetystd ndytteestd piddtyy plasmaan aerosolin muodossa.
Karkeasti arvioituna noin 1-2 % néytteestd pdityy plasmaan, kun loput sydtetystd nédytteesti

johdetaan liuotinjitteeseen.

Peristalttinen pumppu koostuu roottorista, ja siind kiinni olevista pienistd rullista, jotka
puristavat ndyte- ja jiteletkuja. Roottorin tasainen liike saa aikaan tasaisen nédytteensyoton
sumuttimeen. Tyypillisesti sumuttimeen pumpataan niytettd peristalttisella pumpulla noin
1 ml/min. Pumpun kayttd tasaa niyteliuosten ja synteettisten kalibrointiliuosten vélisid
viskositeettieroja, jotka saattavat johtua esimerkiksi ndytteiden sisdltdmastd erilaisesta
matriisista. Nestemdinen ndyte hajoaa pieniksi pisaroiksi sumuttimessa argonkaasun
yhdistyessd ndytevirtaan. Tyypillisesti argonia syo6tetddn sumuttimeen noin 1 I/min. Kaikki
sumuttimet eivit valttimitta tarvitse peristalttista pumppua toimiakseen, vaan argonkaasun
virtaus sumuttimen ldpi saa aikaan venturi-ilmion, jossa kaasun aiheuttama alipaine imee

niytettd niyteletkuun ja sitd kautta sumuttimeen.>”

Sumuttimesta ndytesumu péityy sumutinkammioon. Sen ensisijainen tehtidvi on poistaa liian
suuret ndytepisarat pois ndytevirrasta. Liian suuret pisarat jadhdyttdisivdat plasmaa, jolloin
plasma ei olisi endd robusti. Tdmé tarkoittaisi sitd, ettd plasma ei endd ionisoisi ndytettd
riittdvalla tehokkuudella. Sumutinkammio paéstdd lépi siis vain kaikkein hienojakoisimman ja
pienipisaraisimman ndytesumun. Tyypillisesti sumutinkammiosta poistuvat pisarat ovat

kooltaan noin 5-10 um halkaisijaltaan.*

Sumuttimia on saatavilla ICP-MS-Ilaitteistolle erilaisiin kéyttotarkoituksiin. Yleisimmin ICP-

MS-analytiikassa kdytetddn pneumaattisia sumuttimia, joissa kaasun aiheuttaman paineen
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mekaaninen voima pakottaa pisarat muodostumaan. Sumuttimien materiaali voi vaihdella
valmistajan ja sumuttimen tyypin mukaan. Tyypillisin materiaali on lasi, mutta myds erilaisista
polymeereistd valmistetut sumuttimet ovat erittdin kdytettyja niiden hapon kestdvyyden vuoksi.
On kuitenkin suositeltavaa, ettei ICP-MS-laitteistolla analysoitaisi liuoksia, joissa
kokonaissuolapitoisuus on yli 0,2 %. Suuremmat suolapitoisuudet saattavat muutoin tukkia
plasmasoihdun jéilkeen sijaitsevat Kkartiot, joita kédytetddn muodostuneiden ionien

ohjaamiseen.>*>!

Pneumaattisista sumuttimista konsentroiva sumutin on yleisimmin kéytetty sumutin ICP-MS-
tekniikassa. Siind ndyte kulkee ohutta kapillaariputkea pitkin sumuttimen kérkeen, jossa se
yhdistyy kapillaaria ympéroivain argonkaasuvirtaukseen. Ohi virtaava argonkaasu saa aikaan
alipaineen kapillaarin padhin, jolloin paine-ero ja ohivirtaava kaasu saavat yhdessd aikaan
aerosolin muodostumisen kapillaarin pdédssd. Néytteen virtaus konsentrisissa sumuttimissa voi
vaihdella 0,01-3 ml/min. Pienempid néytteen virtausnopeuksia (0,01-0,1 ml/min) voidaan
kayttdd konsentrisissa microflow-sumuttimissa, kun taas tavallisissa konsentrisissa
sumuttimissa ndytteen virtausnopeus on suurempi. Konsentrinen sumutin on kuitenkin
suhteellisen herkkd tukkeutumaan, mikéli ndytteen kokonaissuolapitoisuus on suuri. On myds
tarkedd, ettd ndytteen joukossa ei ole mitdén kiinteitd partikkeleita, jotka voisivat tukkia
sumuttimen. Esimerkiksi suodattamalla néytteen ennen analysointia, voidaan poistaa
mahdolliset liukenemattomat kiintedt partikkelit. Konsentroivan sumuttimen kayttoika oikein
kaytettynd voi olla jopa vuosia. Konsentrinen sumutin voidaan valmistaa joko lasista tai
polymeeristd kuten PFA(perfluorialkoksi)-muovista. Lasisia sumuttimia ei voida kayttda

vetyfluoridihapon kanssa eiki emiksisten liuosten kanssa.>*>

Toinen yleisesti kiytetty sumutintyyppi ICP-MS-tekniikassa on ristivirtaussumutin (Cross flow
nebulizer). Ristivirtaussumutin sopii néytteille, joissa on voimakas matriisivaikutus tai pienid
madrid  kiinteitd  partikkeleita. Toisin kuin konsentrisessa sumuttimessa,
ristivirtaussumuttimessa niyte ja argon kaasu kohtaavat kohtisuorassa linjassa. Tdmén vuoksi
ndytteen  kapillaariputkeen ei  muodostu  yhtd voimakasta alipainetta, joten
ristivirtaussumuttimen kanssa kéytetddn useimmiten peristalttista pumppua nidytteen
syottimiseksi sumuttimeen. Verrattuna konsentriseen sumuttimeen ristivirtaussumuttimet eivét
kykene tuottamaan yhtd hienojakoista aerosolia. Néin ollen konsentrinen sumutin tarjoaa
paremman herkkyyden mittaukselle kuin ristivirtaussumutin. Toisaalta ristivirtaussumutin on
ainoa kaytettdvé vaihtoehto, mikili ndytematriisi on erittdin raskas eli ndyteliuos sisdltda paljon

liuenneita suoloja. Konsentrinen- ja ristivirtaussumutin on esitetty kuvassa 7.>%>
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Kuva 7. Vasemmalla kuvassa lasista valmistettu konsentrinen Meinhard-sumutin ja oikealla Rytonista
valmistettu ristivirtaussumutin. Kuva mukailtu lihteistd.>>-4

Mikili analysoitava ndyteméérd on erittdin rajallinen, on hyva kiyttdd microflow-sumutinta.
Siind ndytteen virtausnopeus on tyypillisesti vain alle 0,1 ml/min. Toimintaperiaate on
kdytdnnossd samanlainen kuin konsentrisilla sumuttimilla, mutta argonkaasun virtaus on
suurempi, minkd ansiosta niytteen virtausta voidaan vihentdd. Tdmén lisdksi erittdin pieni
ndytteen kulutus védhentdd muistivaikutuksen madrdd laitteella. Microflow-sumuttimet

valmistetaan useimmiten erilaisista polymeereisti.>°

ICP-MS-laitteistossa kéytettdvid sumutinkammioita on kéytdnndssd kahta eri tyyppié:
sykloniset sumutinkammiot sekd double pass-sumutinkammiot. Jotkut kéytetyisti
sumutinkammioista voidaan myds jddhdyttdd ulkoisesti, jotta plasmaan pddtyvén liuottimen
midrd saataisiin minimoitua. Ndin voidaan esimerkiksi minimoida oksidien muodostumista

plasmassa.>”

Double pass-sumutinkammioista yleisin on Scott-mallinen double pass-sumutinkammio. Siind
ndytesumu ohjataan keskusputkeen, jossa suurimmat pisarat painuvat putken pohjalle
painovoiman vaikutuksesta. Pohjalle tiivistynyt ndyte poistetaan sumutinkammiosta
poistoputken kautta, josta se kulkeutuu peristalttisen pumpun avustuksella jiteastiaan.
Poistoputkessa vallitsee positiivinen paine, joka pakottaa kevyimmaét pisarat keskusputken ja
ulkokuoren viliseen tilaan, josta ne ohjataan edelleen plasmaan. Tyypillisesti double pass-
sumutinkammiot  valmistetaan  polymeereisti ja  niitd  kidytetddn  tyypillisesti

ristivirtaussumuttimien kanssa.>®

Syklonisen sumutinkammion toiminta perustuu keskipakoisvoimaan. Niytesumu johdetaan
pyoreddn kammioon, jossa suurimmat pisarat péidtyvdt sumutinkammion seinidmille
keskipakoisvoiman johdosta ndytesumun kiertdessd kammion sisdlld. Sumutinkammion

pohjalle valuneet suurimmat pisarat johdetaan liuotinjitteeseen. Sykloninen sumutinkammio
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on tehokkaampi siirtdimidn néytettd plasmalle, mikd havaitaan korkeampana herkkyytena.
Toisaalta syklonisen sumutinkammion kohdalla havaitaan myds suurempaa vaihtelua
ndytesumun pisarakoossa verrattuna double pass-sumutinkammioon. Tdméd voi aiheuttaa

mittauksen tarkkuuden heikkenemista.>°

Nestemadisten ndytteiden liséksi ICP-tekniikalla on myds mahdollista analysoida kiinteitd
ndytteitd. Télloin ndyte hajotetaan erittdin lyhytkestoisella laserpulssilla, jolloin laserpulssin
energia siirtyy kiintedn ndytteen pintaan hajottaen naytteen. Niytteestd ablatoitunut materiaali
johdetaan ICP-MS-laitteelle, jonka avulla saadaan mitattua alkuainepitoisuudet néytteen
pinnasta juuri siitd pisteestd, johon laserilla ammuttiin. Tekniikkaa kutsutaan LA-ICP-MS-
tekniikaksi (laser ablation inductively coupled mass spectroscopy). Tekniikkaa kaytettdessa
ndytteitd ei tarvitse esikdsitelld, esimerkiksi jauhaa tai livottaa, vaan kiinteét niytteet voidaan
mitata suoraan. Tekniikka mahdollistaa myos kaksiulotteisten alkuainekarttojen maarittdmisen

nédytteiden pinnasta, kun mittaus toistetaan useita kertoja eri kohdista niytteen pintaa.>®
6.3 Induktiivisesti kytketty plasma

Puhuttaessa spektroskopiassa kéytettdvéstd plasmasta termilld tarkoitetaan inertin kaasun
muodostamaa joukkoa positiivisia ioneja, elektroneja sekd neutraaleja atomeja. Kéaytetyt inertit
kaasut ovat tyypillisesti jalokaasuja kuten heliumia tai argonia. Néistd kahdesta argon on
kuitenkin yleisin kéytetty plasmakaasu. Plasmaa voidaan tuottaa keinotekoisesti monin eri
tavoin, mutta tyypillisesti spektroskopiassa kéytetty tekniikka on induktiivisesti kytketty

plasma (ICP), jossa plasma muodostetaan hyddyntien sihkdmagneettista induktiota.>*>67

Spektroskopiassa yleisimmin kéytetty plasman ldhde on ICP, mutta myds muitakin plasman
lahteitd voidaan kdyttdd. Plasma voidaan tuottaa esimerkiksi kéyttdmalld tasavirtaa (DCP,
Direct-current plasma). Kyseinen tekniikka oli ensimmdisid kéytettyjd plasmatekniikoita
ennen ICP:n yleistymistd. Tasavirtaplasmassa plasma muodostuu elektrodien viliin, joiden
vililld vallitsee korkea jénnite. Tyypillisesti anodeita on kaksi ja katodeita yksi, jolloin niiden
véliin muodostuva plasma on muodoltaan Y-kirjaimen muotoinen. Néyte syotetdin plasmaan
anodien vilistd. DCP-tekniikka on kuitenkin ICP-tekniikkaan verrattuna huomattavasti
herkempi erilaisille hairidille. Lisdksi DCP:n kdytdssd on ongelmia luotettavuuden ja

kéytettivyyden kanssa.>%®

DCP-plasman  heikkoudet johtivat elektrodittoman plasmatekniikan kehittymiseen.
Yksinkertaisin elektroditon plasmaldhde on mikroaalloilla indusoitu plasma (MIP). Kyseisessa

tekniikassa plasmakaasu johdetaan lasiseen tai kvartsista valmistettuun kaviteettiin, jonka
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halkaisija on noin 1-2 mm. Plasmakaasuna voidaan kdyttdd argonia tai typped, mutta
tyypillisimmin kaytetddn heliumia. Kaviteettiin kohdistetaan mikroaaltoséteilyd 50200 W
teholla ja 2,45 GHz taajuudella. Siteily yllapitdd kaviteettiin muodostettua plasmaa, joka
kdynnistetddn voimakkaan sahkdkipindn avulla. MIP-tekniikalla muodostetussa plasmassa on
korkea virittymislampdétila (7000-9000 K), mutta kokonaisuudessaan plasman ldmpétila on
maksimissaan vain noin 2000-3000 K. Matalan ldmpdtilan vuoksi ndytteiden asettamat
matriisivaikutukset ovat hyvin merkittiviad kiytettdessd MIP-tekniikkaa. Lisdksi mikroaalloilla
tuotettu plasma on herkkd sammumaan, mikéli plasmaan tuodaan vesiliuoksia. Tdmin vuoksi
MIP-tekniikka ei ole kovin yleistd alkuaineanalytiikassa, jossa ndytteet tyypillisesti ovat
vesiliuoksia. ~ MIP-tekniikka  soveltuu  hyvin  esimerkiksi  kaasukromatografian

ionisointildhteeksi. ¢

Induktiivisesti  kytketyn plasman toiminta perustuu kolmeen peruskomponenttiin:
plasmasoihtuun, soihtua ympirdivddn induktiokelaan eli radiotaajuusgeneraattoriin (RF-coil)
sekd sen virtaldhteeseen. Plasmasoihtu on kolmesta sisikkéisestd putkesta valmistettu kappale,
jonka sisdlle plasma muodostetaan. Kunkin putken sisdlld kulkee kaasuvirtaus, jonka
virtausnopeus on erikseen sdddettdvissd. Ulommaisin putkista kuljettaa plasmakaasua, joka

toimii ikdin kuin plasman polttoaineena.>

Nykyédén plasmakaasuna kéytetdén ldhes
poikkeuksetta argonia, silld argonin ionisaatioenergia (15,8 eV) on riittdvin korkea ionisoimaan
lihes kaikki alkuaineet lukuun ottamatta heliumia, neonia ja fluoria.>’ Plasmakaasua sydtetdin
tyypillisesti noin 12—17 I/min. Keskimmaéinen plasmasoihdun putkista kuljettaa apukaasua,
joka my0s on ldhes poikkeuksetta argonia. Virtausnopeus on kuitenkin plasmakaasuun
verrattuna huomattavasti pienempi, noin 1 I/min. Apukaasun tehtdvidnd on muuttaa plasman
muotoa sekd jadhdyttda soihtua. [lman apukaasua plasman korkea lampdétila sulattaisi soihdun.
Sisimmaisin plasmasoihdun putkista kuljettaa ndytteen plasmaan. Sumutinkammiosta saapuva
ndytesumu ohjataan muodostuvan plasman keskiosaan. Myds sumutinkaasun virtaus on yleensa

noin 1 I/min. Putken kérked, josta ndytesumu siirtyy plasmaan, kutsutaan ndyteinjektoriksi.

ICP-soihdun rakenne on esitetty kuvassa 8.3%%
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Kuva 8. Rakennekuva ICP-soihdun toiminnasta ICP-MS-tekniikan yhteydessi. Kuva mukailtu Iihteesti.>

Kaikissa ICP-tekniikalla tuotetuissa plasmoissa on potentiaaliero plasman ja induktiokelan
vélilli. Tédmid potentiaaliero on tyypillisesti satoja voltteja. Potentiaaliero aiheutuu
kapasitiivisestd kytkennidstd induktiokelan ja plasman vililld. ICP-MS-laitteistossa tdma
aitheuttaa ongelmia, silld varaus voisi purkautua plasman jilkeiseen metallisiin kartioihin
haitaten laitteiston toimintaa. Tdmén estimiseksi plasmasoihdun ympardéima induktiokela on

aina maadoitettu.>®

Mekanismi plasman muodostumisessa ICP-tekniikassa on molemmille laitetyypeille yhteinen.
Plasmakaasun virratessa soihtuun sen ymparilld olevaan induktiokelaan johdetaan sédhkovirta.
Sdhkovirran teho on tyypillisesti 750-1500 W ja sitd voidaan sdddelld ndytematriisiin
sopivaksi. Sdhkovirran suunta vaihtelee RF-generaattorin taajuuden mukaisesti. Tyypillisesti
timi taajuus on joko 27 tai 40 MHz.*® Uusimmissa ICP-MS-laitteissa kiytetiiéin taajuutena
34 MHz, joka yhdistdd ndiden kahden edelli mainitun taajuuden parhaat puolet. Matalan
taajuuden kdyttdminen tuottaa kuumempaa plasmaa, kun taas korkean taajuuden kiyttiminen
parantaa plasman ja induktiokelan vélistd kytkentdd. N&in ollen muodostuva plasma on
robustimpi, minkd vuoksi plasma kestdd paremmin ndytematriisia ja esimerkiksi ndytteen

seassa olevia orgaanisia liuottimia.>®

Plasmakaasun virtaaminen soihdussa ja sdhkdvirran kulku induktiokddmissa ei yksindén riitd
kdynnistiméén plasmaa. Kun virtaavaan argonkaasuun annetaan korkeajinnitteinen kipini, osa
argonatomeista menettdd elektroninsa ja ionisoituu. Induktiokddmissd kulkeva muuttuva

sdahkovirta saa aikaan soihtuun oskilloivan magneettikentdn. Tdémé magneettikenttd kithdyttaa
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muodostuneet argonionit nopeaan liikkeeseen. Argonionien nopean liikkeen ansiosta ne voivat
kineettiselld liike-energiallaan ionisoida lisdd neutraaleja argonatomeja. Tormiysten ansiosta
syntyy itsedédn yllapitdvé ketjureaktio, jossa argonatomeista syntyy jatkuvasti lisdd argonioneja
ja irronneita elektroneja. Tétd neutraalien atomien, positiivisten ionien ja irronneiden
elektronien muodostamaa kaasua kutsutaan induktiivisesti kytketyksi plasmaksi. Plasman
ylldpitoon tarvittava ketjureaktio saa energiansa induktiokddmin sdhkovirrasta, josta energia

siirtyy induktiivisen kytkennin kautta jatkuvasti plasmaan.>

Plasman lampdtila vaihtelee suuresti soihdun eri osissa. Nédyte syotetddn plasmaan aivan
plasman keskikohdasta, jolloin ndytesumun suuri nopeus puhkaisee reiin plasman
keskikohtaan. Tdmédn vuoksi aivan ndyteinjektorin kéirkeen syntyy ldmpdtilaltaan alempi
esilimmitysalue. Kulkiessaan plasman eri vyohykkeiden ldpi, ndyte kokee useita fysikaalisia
muutoksia. Esildmmitysalueella nédytepisaroiden liuotin haihtuu pois ja ndyte muodostaa
kiinteitd partikkeleita. Esilimmitysalueen jélkeen ndyte saapuu ensisdteilyn alueelle, jossa
ndyte hoyrystyy ja atomisoituu. Néytteen ionisoituminen tapahtuu plasman analyyttiselld
alueella, jossa torméykset korkeaenergisten argonionien kanssa saavat ndytteen ionisoitumaan.

Muodostuneet ionit siirtyvit eteenpéin kartioiden lipi kohti massa-analysaattoria.*®
6.4 Viliosa ja ionioptiikka

ICP-MS-tekniikan kehittyessé ongelmallisimmaksi kohdaksi laitetta osoittautui plasmasoihdun
ja massa-analysaattorin vélinen tila. Ennen massa-analysaattoria ionit kulkevat kartioiden lépi,
jotka ohjaavat plasmassa muodostuneet ionit eteenpdin. lonioptiikalla puolestaan pyritddn
siirtimdidn 1ionit massa-analysaattorille mahdollisimman tehokkaasti samalla poistaen

hiiritsevit tekijit, kuten niytematriisin komponentit.*

Kartiot jakavat ICP-MS laitteiston kahteen painevyohykkeeseen. Plasma muodostetaan
soihdussa normaalissa ilmanpaineessa, kun taas ionioptiikka ja massa-analysaattori toimivat
lahes tdydellisessd vakuumissa. Paine-eroista huolimatta kartioiden tehtdvéd on siirtdéd ionit
tehokkaasti ja tasaisesti eteenpdin kohti massa-analysaattoria. Kartioita on tyypillisesti kaksi,
mutta tietyissd laitemalleissa kartioita voi olla myds kolme.’® Kartiot ovat tyypillisesti
metallisia ja valmistettu nikkelistd, jolla on hyvd ldmmonkestivyys. Myos platinasta
valmistettuja kartioita voidaan kéyttdd, mikéli halutaan taata kartioiden korroosion

kestivyys. 3056

Ensimmadinen kartio, jolle analyytti-ionit saapuvat on nimeltdin naytekartio. Keskelld olevan

reidn halkaisija on tyypillisesti 0,8—1,2 mm. Toinen kartioista on nimeltddn skimmer-kartio,
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jonka reidn halkaisija on puolestaan vain 0,4-0,8 mm. Mahdollista kolmatta kartiota kutsutaan
hyper-skimmer-kartioksi. Kartioiden muodostamaan tilaan on kytketty mekaaninen pumppu,
jonka tehtdvd on muodostaa vakuumi kartioiden alueelle. Mekaanisen pumpun tuottama
vakuumi ei kuitenkaan ole aivan tdydellinen. [Imanpaine kartioiden alueella on noin 2,7 mbar.
Kartioihin ja niitd paikallaan pitédviéin koteloon kohdistuu erittdin suuri rasitus kuuman plasman
kuumentaessa kartioita. Kotelo on tyypillisesti valmistettu hyvin 1dmp6d johtavasta
materiaalista, kuten alumiinista tai kuparista. Jotta muodostunut 1amp0 saataisiin johdettua pois

kartioista, niitd ympardivia koteloa jadhdytetdin aktiivisesti vesikierrolla.>

Plasman ja kartioiden vélille muodostuvaa potentiaalieroa kutsutaan kapasitiiviseksi
kytkennéksi. Mikdli titd ongelmaa ei poisteta maadoittamalla induktiokelaa, kytkentd voidaan
havaita valokaarena plasman ja kartioiden vililli. Kyseinen ilmid voi aiheuttaa monia
analyyttejd hdiritsevien kahdesti varautuneiden ionien muodostumista, ionien kineettisen
energian epditasaista jakautumista sekd kartioiden kulumista. Kartiosta voi my0s ionisoitua
materiaalia, jotka hdiritsevit mittausta. Ionien kineettisen energian korkea vaihtelu aiheuttaa
ongelmia my6hemmin ionioptiikassa. Ionien kineettisen energian tulisi olla mahdollisimman
alhainen ennen massa-analysaattoria, jotta ionit voidaan fokusoida mahdollisimman

tehokkaasti.>°

Kartioiden jalkeen ionit saapuvat ionioptiikkaan, jonka tarkoituksena on fokusoida ionit massa-
analysaattorille siten, ettd mahdollisimman suuri osa analyytti-ioneista pdétyy lopulta massa-
analysaattorille. Tdmaén lisdksi ionioptiikan tehtdvand on poistaa ionivirrasta kaikki negatiiviset
ionit elektronit ja neutraalit partikkelit. Ylimdérdiset partikkelit aiheuttaisivat epdstabiilin
mittaussignaalin sekd nostaisivat taustakohinaa. Ionioptiikka toimii ldhes tdydellisessé
vakuumissa, jota ylldpidetddn tehokkaalla turbomolekyylipumpulla. Ionien siirtyminen
optiikassa perustuu yhteen tai useampaan sdhkovirralla ohjattavaan komponenttiin. Yksi tapa
poistaa ionivirrasta ylimédrdiset komponentit on asettaa maadoitettu metallilevy viimeisen
kartion eteen. Positiiviset ionit voivat kiertdd levyn, mutta neutraalit partikkelit ja fotonit
tormadvit levyyn fyysisesti, minkd vuoksi ne eivit paddy eteenpdin massa-analysaattorille.
Toinen tapa suodattaa neutraalit partikkelit pois ionivirrasta on kéyttd4d usean linssin
muodostamaa yksikkod. Siind useampi sdhkolld ohjattu linssi ohjaa positiiviset ionit pois
plasman suuntaiselta linjalta. Néin neutraalit partikkelit ohjautuvat pois ionivirrasta, mutta
positiiviset ionit jatkavat kohti massa-analysaattoria.’® Neutraalit partikkelit voidaan poistaa
myo6s kayttdmilld pienikokoista kvadrupolia ioniheijastimena. Télloin tietyn varauksen

omaavat positiiviset ionit kddntyvat 90 astetta ja neutraalit partikkelit ja fotonit jatkavat suoraan
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eteenpdin. Ei-toivotut partikkelit poistetaan kvadrupolista poistoilman mukana, jotta

ioniheijastin ei likaantuisi.*

Paine-ero kartioiden ja ionioptiikan vililld saa ionivirran hajoamaan heti kartion jialkeen. Nopea
paineen pudotus saa kevyet elektronit diffuntoitumaan pois raskaampien positiivisten ionien
joukosta. Niin syntyy ionivirta, jossa on ainoastaan positiivisesti varautuneita partikkeleita.
Koska kaikki ionivirran ionit ovat positiivisesti varautuneita, ne luonnollisesti hylkivit toisiaan.
Ilman ulkoista sdhkokenttdd kevyimmaét ioneista siirtyisivit kauemmaksi ionivirran
keskikohdasta ja hajaantuisivat ympari viliosaa. lonien fokusointi tapahtuu siis kohdistamalla
sahkoisiin linsseihin sopiva sdhkdvirta, jotta halutut ionit siirretddn takaisin ionisdteen

keskikohtaan, josta ne ohjautuvat eteenpiin massa-analysaattorille.>
6.5 Tormays- ja reaktiokenno

Tiettyjen alkuaineiden analytiikka voi olla erityisen hankalaa ICP-MS-laitteella, silld plasmassa
kéytetty argonkaasu, hapot ja ndytematriisissa olevat alkuaineet aiheuttavat aina tiettyjen ionien
muodostumista. Plasman korkean ldmpdtilan vuoksi muutoin inertti argonkaasu muodostaa
plasmassa ioniyhdisteitd esimerkiksi typen, rikin ja hapen kanssa. Argonin ja muiden
alkuaineiden useiden isotooppien vuoksi nidméi ionit voivat hdiritd useita eri analyytteja.
Tyypillisid hdiriéitd ovat myos erilaiset ionisoituneet metallioksidit (MO™). Esimerkkejd ICP-

MS-laitteistolla esiintyvisti hiiridistid on koottu taulukkoon 4.3%-%

Taulukko 4. Esimerkkeji ICP-MS-laitteistolla esiintyvisté hdiridisti.>

Analyytti | Hairio

56Fe+ 40Ar160+
39K+ 38ArH+
40Ca+ 40Ar+

SOSe+ 40Ar40Ar+
75AS+ 40A135Cl+
52Cr+ 40Ar12C+
51v+ 35Cl16o+

Hairi6itd voidaan kuitenkin poistaa kayttdmalld tormiys- tai reaktiokennoa, joka sijaitsee
laitteessa ennen massa-analysaattoria heti ionioptiikan jidlkeen. Ionioptiitkan ohjaamat ionit
paityvét siis ennen varsinaista massojen erottelua massa-analysaattorissa kennoon, johon
ohjataan matala kaasuvirtaus. Tdmdn kaasuvirtauksen ansiosta mittausta hiiritsevét ionit
voidaan poistaa. Héirididen poistamiseen on kdytdnnossd kaksi erilaista tapaa. Tormays- tai

reaktiokenno koostuu kaasukennosta sekd multipolista eli useasta varatusta sauvasta, jotka
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muodostavat kennoon sdhkokentdn. Sauvoja on parillinen mééri ja torméys- tai reaktiokennon
tyypisté riippuen sauvoja on joko neljd, kuusi tai kahdeksan. Térmiyskennossa ionien erottelu
perustuu niiden kineettisen energian eroihin. Tekniikasta kdytetddn nimitysti KED (kinetic
energy discrimination). Tormiyskennoissa kiytetddn kaasua, joka ei ole reaktiivinen analyytti-
ionien kanssa. Reaktiokennolla puolestaan tarkoitetaan laitteistoa, jossa héiritsevien ionien seké

kennossa olevan reaktiokaasun vililld tapahtuu kemiallinen reaktio.*

Tormédys- ja reaktiokennon perustoimintaperiaate perustuu kennon sisdllda kulkevaan
kaasuvirtaukseen sekd multipoliin eli massa-analysaattoriin, jossa erottelu perustuu eri
massaisten ionien lentoratojen vakauksien eroihin. Multipoli voi torméys- tai reaktiokennossa
olla esimerkiksi kvadrupoli, heksapoli tai oktapoli. Tyypillisesti multipolin taajuus rajataan
vain RF-alueelle. Tdma tarkoittaa sitd, ettd torméys- tai reaktiokennoissa kaytetyt multipolit
eroavat massa-analysaattoreina kdytetyisti kvadrupoleista siten, ettd ne fokusoivat ioneja, jonka
jalkeen ionit tormédvit tai reagoivat kennossa virtaavan kaasun kanssa. Vasta massa-
analysaattorissa tapahtuu varsinainen ionien erottelu massan perusteella. Esimerkiksi *°K-
isotooppia hiiritsevd ®ArH'-ioni voidaan poistaa kiyttimilli kennossa vetykaasua. Vety
reagoi *®ArH":n kanssa muodostaen Hs"-ioneja seki neutraaleja argonatomeja. Niin ollen
kaliumin mééritystd hdiritsevé ioni poistuu ja kalium voidaan mitata hdiriottd. Kéytdnnossi
kennossa tapahtuu kuitenkin myos sekundaarisia reaktioita ja tormdyksid. Kennokaasun
reagoidessa muodostuneet ionit reagoivat edelleen muiden ionien kanssa, jolloin ne saattavat
muodostaa lisdd hdiritsevid ioneja. Mikéli ndissd reaktioissa muodostuneita ioneja ei poisteta

ionivirrasta, ne saattavat aiheuttaa lisi4 hirioita.>

Torméayskennoa kdytettdessd hdiriotd aiheuttavat moniatomiset ionit poistetaan ennen massa-
analysaattoria energiavallin avulla. Ionit tormadvit kennossa virtaavaan kaasuun, jolloin ionien
kineettinen energia laskee. Moniatomiset ionit ovat pinta-alaltaan suurempia kuin yksiatomiset
analyytti-ionit. Tadmén vuoksi tormdyksid kohdistuu enemmén suurempikokoisiin
moniatomisiin mittausta héiritseviin ioneihin. Térmiysten vuoksi moniatomisten ionien
kineettinen energia on matalampi kuin analyytti-ionien. Matalaenergiset héiritsevit ionit
voidaan poistaa asettamalla tormadyskennon padhin hieman positiivisempi jdnnite kuin kennon
multipolissa ioneja eteenpdin ohjaava jdnnite on. Néin analyytti-ionit pddsevit jatkamaan
tormiyskennosta kohti massa-analysaattoria, kun taas hiiritsevien moniatomisten ioninen

kineettinen energia ei riitd ylittimiin energiavallia, jolloin ne jadvit tdrmiyskennoon. 6!

Kineettisen energian eroihin perustuvassa erottelussa kiaytetddn usein heksapolia. Koska

heksapolia kdytetddn vain kohdistamaan ionit tOormiyksid/reaktioita varten, se ei poista
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tehokkaasti sekundaarisissa reaktioissa muodostuvien ioneja, jotka mahdollisesti voisivat
aitheuttaa hiirioitd. Tadmin vuoksi heksapoleissa ei voida kayttdd reaktiivisia kaasuja, kuten
metaania tai ammoniakkia poistamaan hdiritsevid ioneja, silld reaktioissa muodostuvien
sekundaaristen ionien poistaminen ei olisi riittdvin tehokasta. Tormayskennoissa kéytetdénkin
tdman vuoksi tyypillisesti ei-reaktiivisia kaasuja, kuten helium- (He), vety- (H2) ja ksenon-
kaasuja (Xe). Voimakkaammin reagoivia kaasuja voidaan kayttdd kaasuseoksina esimerkiksi
heliumin kanssa. >?Cr-isotooppia hiiritsevi “°Ar!>C voidaan esimerkiksi poistaa tehokkaasti
kiyttimalld tormiyskaasuna heliumia, jossa on pieni médrdi ammoniakkia.’® Teoreettisesti
tarkasteltuna on myds todettu, etti kevyiden kaasujen kéyttiminen torméyskennoissa on
tehokkaampi tapa poistaa moniatomisten ionin aiheuttamat hdiridt verrattuna raskaampiin
tormayskaasuihin. Né&in ollen esimerkiksi vetykaasun kéyttd on erittdin suositeltavaa

tormiyskaasuna.®!

Tormdyskennoa kiyttdmélld ei kuitenkaan voida korjata yksiatomisten ionien aiheuttamia
hiiriditd. Tillaisia ovat esimerkiksi *°Ar-isotoopin hiirid mitattaessa *°Ca-isotooppia ja
kahdesti varautuneiden ionien aiheuttamat héiriot. Ndiden yksiatomisten ionien tapauksessa
ionien pinta-alat ovat ldhes yhta suuret, jolloin kineettisen energian eroja ei padse syntymaéan.
Lisdksi kahdesti varautuneiden ionien tapauksessa ionit ovat analyytti-ioneihin verrattuna myos
huomattavasti raskaampia, minkd vuoksi torméykset kaasun kanssa ei muuta ionien kineettista

energiaa yhti paljon kuin analyytti-ionin.®!

Kahdesti varautuneet ionit voivat héiritd mittausta, kun analyyttiin ndhden kaksinkertaisen
massan omaava alkuaine ionisoituu plasmassa kahdesti muodostaen M>'-ioneja. Tilldin
héiritsevd alkuaine saa saman m/z-arvon kuin analyytti-ioni. Hdirid voidaan havaita myds
tilanteessa, jossa kahdesti varautuneen ionin m/z-arvo jda 0,5 yksikon padhan analyytin m/z-
arvosta. Massa-analysaattorin resoluutio ei tyypillisesti ole riittdivd erottamaan niitd kahta
piikkid toisistaan, jolloin kahdesti varautunut ioni véddristid analyytin mittaustulosta.
Taulukkoon 5 on koottu esimerkkejd alkuaineista, joiden mittausta héiritsee jokin kahdesti

varautunut ioni.>%%2
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Taulukko 5. Kahdesti varautuneiden ionien aiheuttamia hairioitd erdille alkuaineille. Taulukko mukailtu
ldhteesti.®?

Analyytti-ioni M?*-ionin hiirio
26Na+ 4SSC2+, 46Ca2+
24Mg+ 48Ca2+
65Cyt 13042+
667" 13242+
69Ga+ 137Baz+’ 138Baz+’ 138Ce2+’ 138La2+, 139LaZ+
T5AgT 149Sm2+, 1508m2+, ISONd2+’ 151Eu2+
79BI.+ 157Gd2+, 158Gd2+, 158Dy2+, 159Tb2+
SOSe+ 159Tb2+, 160Gd2+, 160Dy2+, 161Dy2+
8SRp* 169Tm2+, 170Er2+, 170Yb2+, 17y 2t
88Qyt 175Lu2+, 176Lu2+, 176y 2+

Torméyskennoissa voidaan heksapolin sijaan kdyttdd myds esimerkiksi oktapolia.
Korkeamman asteen multipolin kéyttd mahdollistaa tehokkaamman ionien siirtimisen
kennossa varsinkin, kun tarkastellaan pienempimassaisia ioneja. Oktapolin toimintaperiaate on
kuitenkin sama kuin heksapolin. Tyypillisesti oktopolin sisdltdvissd torméyskennoissa

kiytetisin kaasuina vetyi tai heliumia.>

Tehokkaampi tapa poistaa hiiritsevit ionit on kdyttdd reaktiokennoa, jossa erottelu perustuu
ionien massaeroihin, kun héiritsevét ionit reagoivat reaktiokaasun kanssa. Téstd johtuen
reaktiokennoissa ei voida kéyttda tormayskennon tavoin korkeamman asteen multipoleja, vaan
reaktiokennoissa kéytetddn kvadrupolia. Tdmén avulla héiritsevien ionien reagoidessa
muodostuvat partikkelit voidaan tehokkaasti poistaa kennosta ennen kuin ne reagoivat
eteenpdin mahdollisesti aiheuttaen lisdd hairiditd. Kvadrupoli toimii siis erdéinlaisena
suodattimena, jolloin vain analyytti-ionit jatkavat massa-analysaattorille. Koska reaktiossa
muodostuvia ioneja poistetaan kennosta tehokkaasti, on reaktiokennoissa mahdollista kayttaa
myos reaktiivisia kaasuja, kuten ammoniakkia ja metaania. Ammoniakin avulla voidaan poistaa

esimerkiksi “°Ar'®0 aiheuttama hiirid mitattaessa *°Fe-isotooppia (kuva 9).
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Kuva 9. Havainnekuva reaktiokennon toiminnasta. Reaktiokennoon sydtetdin ammoniakkikaasua, joka reagoi
40Ar!%0-ionien kanssa muodostaen NH;"-ioneja seké atomaarista happi- ja argonkaasua.
Kvadrupolimassasuodatin ohjaa ionit, joiden m/z arvo on 56, kohti massa-analysaattoria. Reaktiossa
muodostuneet ionit ja muut varaukselliset hiukkaset poistuvat reaktiokennosta massa-analysaattorin
ulkopuolelle.

Reaktiossa ammoniakki reagoi ArO":n kanssa muodostaen atomaarista happea ja argonia seké
NH;"-ioneja. Kvadrupolin ansiosta NH3"-ionit poistetaan kennosta nopeasti ennen kuin ne

reagoivat muiden kennossa olevien hiukkasten kanssa.>

Reaktiokennoa kéytettdessd voidaan hyodyntdd myds eri reaktiokaasujen erilaista
reaktiokinetiikkaa. Esimerkiksi ammoniakin avulla voidaan poistaa myds *°Ar hiirié
mitattaessa *°Ca-isotooppia. Aikaisempiin esimerkkeihin verrattuna kyseessi on yksiatominen
hiirid, jolloin sitd ei voida poistaa torméyskennoa kayttdmailli. Koska ammoniakin
ionisoitumispotentiaali (10,2 eV) on matalampi kuin argonin (15,8 eV), varauksensiirtoreaktio
on nopea ja eksoterminen niiden partikkeleiden vililld. Tallsin muodostuu NH3*-ioneja seké
atomaarista argonkaasua. Vastaavasti kalsiumin ionisoitumisenergia on vain 6,1 eV, minka
vuoksi reaktio ammoniakin ja kalsiumionien vililld on endoterminen. Reaktiota ammoniakin ja
kalsiumin vililld ei siis tapahdu reaktiokennossa. Niin ollen reaktiokennossa virtaava

ammoniakkikaasu reagoi ainoastaan mittausta héiritsevien ionien kanssa, jolloin argonin
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aiheuttama hdirié saadaan poistettua ja massa-analysaattorille pdityvét ainoastaan analyytti-

ionit.>°

Uudempi nikdkulma ICP-MS-laitteistolla esiintyvien hairididen korjaamiseen on kayttdd ICP-
QQQ-laitteistoa, joka perustuu tandemmassaspektroskopiaan. Siind kolme kvadrupolia on
kytketty perdkkdin. Niistd viimeinen toimii varsinaisena massa-analysaattorina, kun taas kaksi
ensimmadistd poistavat hiiriot. Tekniikalla voidaan esimerkiksi méérittdd proteiinien rikki- ja
fosforipitoisuuksia. Tekniikan tarkoituksena on siirtdd analyytin m/z-arvoa héiridovapaalle
alueelle. Ensimmadinen kvadrupoleista toimii suodattimena, jonka lépi padsevit vain analyytti-
ionit ja massaltaan yhtd suuret mittausta héiritsevét ionit. Ensimmaisen kvadrupolin ldpdisevit
ionit ovat kaikki 1amu (atomimassayksikkod) olevan massaikkunan sisdlli. Toinen
kvadrupoleista on tavallinen reaktiokenno, jossa voidaan kéyttdd kaasuna esimerkiksi
happikaasua. Tilldin analyytti-ionit hapettuvat muotoon *’PO* ja **SO*, jolloin ne voidaan
mitata hdiridvapaasti. Koska ennen reaktiokennoa suurin osa ndytematriisin tuomista ioneista
poistetaan, ne eivdt aiheuta hiirioitd mittaukseen. My0s taustakohinan midrd véhenee

ensimmiisen kvadrupolin ansioista.®!%3

6.6 Massa-analysaattorit

ICP-MS-laitteiston oleellisin komponentti on massa-analysaattori, jonka tehtdvini on erottaa
analyytti-ionit kaikista muista ioneista ja hiukkasista. Analyytti-ioneista eroteltavia hiukkaisia
ovat esimerkiksi kaikki muut alkuaineet kuin analyytti, ndytemariisi, liuotin ja plasman
argonista muodostuneet ionit. Erottelu tapahtuu ionien m/z-suhteen perusteella. ICP-MS-
tekniikassa kéytetddn suurimmaksi osaksi tekniikkana kvadrupolia, mutta myds muita

tekniikoita on kiytossi.>

Kvadrupolin rajallinen erottelukyky voi aiheuttaa ongelmia, mikéli halutaan esimerkiksi erottaa
analyytti-ionit ja niitd héiritsevét argonia sisdltavit ionit. Talloin kvadrupolin resoluutio ei ole
riittdvd piikkien erottamiseen. Ongelma voidaan ratkaista kiyttamélld sektorimagneetti-
massaspektrometria. Siind ionien erottelu perustuu sdhkomagneettiin, joka muuttaa eri
massaisten ionien lentorataa. Ennen magneettia ionit kithdytetdén korkeaan nopeuteen korkean
jannitteen avulla. Ionit fokusoidaan detektorille kdyttden elektrostaattista analysaattoria, joka
ohjaa ioneja niiden energian perusteella. Toinen, hieman vihemmén ICP-MS-laitteistoissa
kéytetty massa-analysaattori on time-of-flight-analysaattori (TOF). Siind ionit erotellaan niiden
lentoajan perusteella. Ionit kithdytetdén jannitteen avulla siten, ettd ne saavat saman kineettisen

energian. Koska ionien massa on eri, ne liikkuvat lentoputkessa eri nopeudella. Kun mitataan
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detektorille saapuvia ioneja ajan funktiona, saadaan selville kunkin m/z-arvon suhteellinen

intensiteetti.>”

Kvadrupoli on kuitenkin kdytossd noin 90 % myydyistd ICP-laitteistoissa. Tekniikkana se on
suhteellisen vanha, silli se on ollut kaupallisesti saatavilla jo vuodesta 1983 alkaen.
Rakenteeltaan kvadrupoli koostuu neljdstd identtisestd sylinterimdisestd tai hyperbolisesta
sauvasta. Sauvat ovat tyypillisesti valmistettu ruostumattomasta terdksestd tai molybdeenisté.
Sauvoissa voi olla esimerkiksi keraaminen pinnoite estimdidn happaman néytetaustan
mahdollisesti aiheuttama korroosio. ICP-MS-tekniikassa kdytetyt sauvat ovat yleensd 15—
20 cm pitkid ja halkaisijaltaan noin 1 cm. Kvadrupoli, kuten muutkin massa-analysaattorit,
sijaitsevat ionioptiikan ja mahdollisen torméys- tai reaktiokennon sekd detektorin vélissé.
Turbomolekulaarinen pumppu pitdéd kvadrupolin ilmanpaineen mahdollisimman tidydellisessa
vakuumissa. Ionioptiikan ansiosta ionit saapuvat kvadrupolille siten, ettd niiden kineettinen
energia on yhtd suuri. Tdmén ansiosta ionit voidaan lajitella niiden m/z-suhteen perusteella.
Pitkén historian ansiosta kvadrupoliin perustuvien ICP-MS-laitteiden voidaankin sanoa olevan
erittdin hyvin soveltuvia rutiininomaiseen alkuaineiden analytiikkaan. Kvadrupoli mahdollistaa
myos laitteen korkean suoritustehon, jonka ansiosta ndytteistd voidaan maarittdd suhteellisen

nopeasti useita alkuaineita yhdelld mittauksella.>

Kvadrupolien toimintaperiaate perustuu sauvoissa kulkeviin erilaisiin jénnitteisiin. Toisessa
sauvaparissa kulkee tasavirta ja toisessa sauvaparissa puolestaan radiotaajuinen vaihtovirta.
Kéytetty taajuus on tyypillisesti 2-3 MHz. Ionien saapuessa kvadrupoliin varaukseltaan
positiiviset ionit alkavat kddntyd kohti negatiivisesti varattuja sauvoja. Kun toisen sauvaparin
virran kulkusuunta muuttuu, myds ionin kulkusuunta vaihtuu péinvastaiseen suuntaan. Néin
sopivan m/z-suhteen omaavat ionit joutuvat spiraalimaiseen liikkeeseen ja lopulta paityvét ulos
kvadrupolista. Néin vain tietyn m/z-arvon omaavat ionit padsevét ulos kvadrupolista ja muut
ionit poistuvat kvadrupolin vileistd ja eivdtkd paddy detektorille. Jannitteitd muuttamalla,
voidaan sédddelld, mitkd ionit ldpdisevdt massa-analysaattorin. Kvadrupolilla ei siis voida
madrittdd kuin yksi alkuaine kerrallaan. Tdmén vuoksi mittaus kestdd sitd kauemmin, mitd

enemman alkuaineita mitataan. >%%

Kvadrupolin toimintaa voidaan arvioida kahdella kriteerilld: sen erottelukyvylld (resolving
power) sekd herkkyydelld (abundance sensitivity). Kvadrupolin erottelukyky voidaan
madritelld analyytti-ionin nominaalisen massan ja kahden erottuneen massapiikin vélisen
etdisyyden suhteella eli R=m/Am, jossa R on erottelukyky, m on nominaalinen massa, ja 4m on

erottuneiden piikkien vidlinen etdisyys. Kvadrupoleista puhuttaessa kdytetddn usein
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erottelukyvyn sijasta termid resoluutio. Madritelmdn mukaan kvadrupolin resoluutio
madritellddn piikin leveytend kohdasta, jossa piikin korkeus on 10% piikin
maksimikorkeudesta. Kvadrupolin herkkyydelld puolestaan voidaan kuvata sité, kuinka paljon
analyytin aiheuttama massapiikki vaikuttaa viereisiin piikkeihin. Yleensa tarkastellaan yhtd
atomimassayksikkdd suurempaa ja pienempéé piikkid verrattuna analyytin tuottamaan piikkiin.
Naistd kahdesta ominaisuudessa tirkedmpi on juuri edelld mainittu herkkyys, silld etenkin
erittdin pienten pitoisuuden maédrittimisessd on térkedd, etteivdt viereiset massat héiritse
analyytin mittaamista. Kun pitoisuudet ovat pienet, viereisen piikin vaikutus saattaa muuttaa

tulosta merkittivasti.>°

Kvadrupolin resoluutioon vaikuttavat useat tekijit. Esimerkiksi sauvojen muoto, halkaisija ja
pituus ovat merkittavid tekijoitd. Lisdksi kdytetyt jannitteet ja taajuudet sekd vakuumin
tdydellisyys vaikuttavat ionien stabiilisuuteen. lonien stabiilisuus niiden liikkuessa
kvadrupolissa puolestaan mahdollistaa ionien paremman erottuvuuden. Teoriassa hyperboliset
sauvat luovat erottelukyvyltidén suotuisamman sdhkokentén ioneille verrattuna sylinteriméisiin
sauvoihin. Myos kdytettdavilld taajuudella on merkitystd. Korkeamman taajuuden kéyttdminen
aitheuttaa myds korkeamman ionien oskilloinnin, mikd puolestaan myds parantaa ionien
erottuvuutta. Lisdksi vakuumin laatu vaikuttaa merkittavasti piikkien muodostumiseen. Mikali
vakuumi ei ole tdydellinen, ilman aiheuttamat torméykset kvadrupolissa aiheuttavat hajontaa
ionien kineettiseen energiaan, mikad puolestaan havaitaan massaspektrissé piikkien levidmisena.
Tami havaitaan erityisesti piikin vasemmalla puolella. Resoluutio ei kuitenkaan ole vakio
kvadrupolissa, vaan sitd voidaan sdatdd. Tyypillisesti resoluutio voi vaihdella 0,3-3
atomimassayksikon vélilld. Jotkin laitemallit voivat myds vaihtaa kvadrupolin resoluutiota jopa
kesken mittauksen. On kuitenkin tirkedd ottaa huomioon, ettd korkeamman resoluution kéytto
alentaa kvadrupolin herkkyyttd huomattavasti. Vastaavasti alemman resoluution kaytolla

voidaan puolestaan kasvattaa mittausherkkyytt4.>

Kvadrupolissa kéytettyjen sauvojen fyysiset ominaisuudet vaikuttavat merkittdvisti myds
herkkyyteen. Eniten herkkyyteen ja sitd kautta piikkien muotoon vaikuttavat ionien liike ja
kineettinen energia niiden saapuessa kvadrupoliin ja ldhtiessé sieltd. Kvadrupolilla havaittujen
ionien piikit muodostuvat aina siten, ettd piikin vasemmanpuoleinen puoli, eli matalamman
massan puoli, on hieman loivemmin laskeva. Piikin oikea kylki on puolestaan vasempaan
kylkeen verrattuna jyrkempi. Ilmid johtuu siitd, ettd kvadrupoli hidastaa ionien liiketti, jolloin
suurempi osa havaituista ioneista ndhdédédn piikin vasemmalla puolella. Ndin ollen kineettisen
energian muutokset vaikuttavat dramaattisesti kvadrupolin herkkyyteen. Herkkyyden merkitys

havaitaan selvésti, kun tarkastellaan esimerkiksi arseenin maédritystd. Europiumin kahdesti
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varautunut ioni 'S'Eu’" hiiritsee arseenin isotoopin "*As miiritysti massalla 75,5. Mikili
kvadrupolin herkkyys on huono, europiumin piikin vasen puoli osuu pééllekkdin arseenin piikin
kanssa hdiriten mittausta. Ongelma voidaan usein kiertdd kayttdmalld jotain muuta analyytin
isotooppia mittaukseen. Tdmad ei kuitenkaan ole aina mahdollista. Esimerkiksi arseenin
tapauksessa mitattavissa on vain yksi stabiili isotooppi. Néin ollen mitattavan isotoopin

vaihtaminen ei ole mahdollista.>®
6.7 Detektorit

Viimeinen osa ICP-MS-laitteistoa on detektori, jolla erotellut ionit havainnoidaan. Detektorille
saapuvat ionit muutetaan sdhkopulsseiksi, jotka lasketaan detektoriin liitetylld elektroniikalla.
Muodostuneiden sdhkdpulssien méérd kuvastaa siis analyytin konsentraatiota ndytteessa. Jotta
ndytteen konsentraatio voidaan laskea, pulssien lukuméiirdd verrataan kalibrointiliuoksista
saatuihin arvoihin. ICP-MS-laitteiden kehityksen aikana kdytossd on ollut useita erilaisia
detektorityyppejd. Nykyisissd laitteissa yleisin detektorin tyyppi on dynodeihin perustuva
elektronimonistin. Aiemmissa laitteissa kaytettiin tyypillisesti matalilla ionin laskumaérilla

yksinkertaisempia elektronimonistimia seké Faradayn kuppia korkeammille ioniméérille.>

Yksinkertaisempi malli elektronimonistimesta perustuu kanavaan, johon massa-analysaattorilta
saapuvat ionit tormédvit. Kanava on pédllystetty puolijohtavalla materiaalilla ja kanavan
pdiden vililli on potentiaaliero. Kanavan alkupdi, johon ionit osuvat, on negatiivisessa
potentiaalissa, kun taas kanavan loppupdd on maadoitettu. Positiivisesti varautuneet ionit
tormadvat alkupddssd kanavan pinnoitteeseen, jolloin pinnasta irtoaa yksi tai useampi elektroni.
Potentiaalieron vuoksi ndmi irronneet elektronit kulkeutuvat alaspdin kohti kanavan
loppupiiti. Irronneiden elektronien osuessa kanavan seindmiin ne irrottavat lisdd elektroneita,
jotka puolestaan jatkavat reaktiota eteenpdin ketjureaktiomaisesti. Kanavan pddssd on
esivahvistin, joka vahvistaa elektroneista muodostuvan pulssin. Vahvistettu pulssi etenee
digitaaliselle erottimelle, jonka tehtdvd on laskea saapuneet pulssit. Tietyn raja-arvon tulee
ylittyd, jotta digitaalinen erotin ottaa saapuneen pulssin mukaan laskuihin. Néin estetdén, ettei
pinnalta satunnaisesti emittoituneet sekd plasmasta emittoituneet fotonit aiheuta elektronista
pulssia kanavassa. Mikéli ionien saapumisnopeus on korkea, ei elektronimonistin ehdi laskea
kaikkia saapuneita ioneja. Pulssin ldhtiessd elektronimonistimelta on noin 3050 ns viive, jonka
aikana detektori ei pysty laskemaan saapuneita ioneja. Tdmédn vuoksi suuremmille ioniméaérille

on kiytettivi toisen tyyppisti detektointitekniikkaa.>

Faradayn kuppi soveltuu hyvin kéytettdvéksi silloin, kun erittdin pienet méadritysalarajat eivit

ole tavoitteena ja detektorille saapuvien ionien maddrd on erittdin korkea. Sopiva ionien
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laskentanopeus Faradayn kupille on, kun ioneja saapuu detektorille vihintdén noin 10 000
sekunnissa. Ndin ollen Faradayn kuppi soveltuu huonosti ainoaksi kaytettdvéksi detektoriksi,
silld muuten laitteen herkkyys kirsii merkittivisti.”® Faradayn kuppi on toiminnaltaan erittiin
yksinkertainen. Massa-analysaattorilta saapuvat ionit osuvat kuppimaiseen virtapiirin osaan,
jolloin ionien varaus siirtyy kuppiin. Koska kuppi on osa detektorin virtapiirid, muutos piirin
jannitteessd pystytddn mittaamaan erittdin tarkasti. Tdimdn vuoksi on myos tirkeda, ettd ioneja

saapuu kuppiin riittivi méiri, jotta signaali saadaan muodostettua.®®

Uudemmissa laitteissa kéytetddn kuitenkin diskreettid elektronien monistusputkea, jossa
yksittéiset dynodit hoitavat elektronien monistumisen. Kyseistd detektorityyppid voidaan
kutsua myos aktiiviseksi filmiksi. Detektori asetetaan usein hieman sivuun kvadrupolin
ulostuloakselista. Ndin varmistetaan, etteivdt mahdollisesti jdljelle jadneet neutraalit partikkelit
ja plasmasta aiheutuva taustasdteily aiheuta yliméaraista vastetta detektorissa. lonien saapuessa
detektorille ne kulkeutuvat kaarevaa rataa pitkin ensimmdiselle dynodille, jossa yksi tai
useampi elektroni vapautuu dynodista. Ndmé vapautuneet elektronit irrottavat elektroneita
my0s seuraavista dynodeista, kunnes lopulta irronneiden elektronien muodostama sdhkopulssi
mitataan anodilla. Dynodeja sisdltava detektori eroaa materiaaleiltaan hieman tavanomaisesta
elektronimonistimesta. Tdmdn vuoksi elektronit irtoavat dynodeista hieman helpommin, minka
vuoksi  detektorin  herkkyys on  hieman parempi verrattuna tavanomaiseen

elektronimonistimeen.>°

7 Seleenin mittausta hairitsevit tekijat ICP-MS:11a

Seleenin médrittamiseen kaytetddn tyypillisesti GFAAS-, ICP-OES- tai ICP-MS-tekniikoita,
silld mitattavat pitoisuusalueet esimerkiksi elintarvikendytteiden tapauksessa ovat tyypillisesti
vain luokkaa mg/kg. Tyypillisin esikésittely elintarvikendytteille, on liuottaa ne happoon,
jolloin lopullisen laimennoksen myd6td mitattava pitoisuus liuoksessa on enéé vain luokkaa pg/l.

Timin vuoksi ICP-MS on seleenin méiritykseen soveltuvin laitteisto.!

ICP-tekniikassa kaytettavd plasma muodostetaan kédyttden argonkaasua. Tdmén vuoksi argonin
1sotoopit saattavat aiheuttaa hairioita tietyille alkuaineille. Seleeni on yksi ndistd alkuaineista,
joille argon aiheuttaa hiiriditd. Argonin yleisimmét isotoopit ovat 36, 38 ja 40 amu. Yksittdiset
argonionit eivdt kuitenkaan hdiritse seleenin mittaamista, jonka isotoopit ovat 74—80 amu
alueella. Vaikka argon on reagoimaton jalokaasu, se kuitenkin muuttuu reaktiiviseksi erittdin
korkeassa ldmpotilassa. Plasman erittdin korkea lampdtila mahdollistaa siis argondimeerien
syntymisen. Ndméd argonin dimeerit ovat massaltaan samalla alueella seleenin isotooppien

kanssa. Seleenin mitattavat isotoopit ja niitd hdiritsevdt Ar-dimeerin hiiridt on koottu alla
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olevaan taulukkoon 6, jossa on myo0s esitetty seleenin isotooppien esiintyvyys luonnossa seké

argondimeerien laskennallinen esiintyvyys.!

Taulukko 6. Seleenin isotoopit ja niiden esiintyvyys luonnossa, sekd isotooppien mittaamista vaikeuttavat Ar-
héiriét. Taulukko on mukailtu ldhteestd. !

Se isotooppi Ar hairio

Se (0,9 %) 3SAr*8Ar (0,0004 %)
Se (9,4 %) 3SAr*Ar (0,67 %)
"1Se (7,6 %) -

8Se (23,8 %) BArAr (0,13 %)
80Se (49,6 %) OAr*0AT (99,2 %)
82Se (8,7 %) -

Seleenin eri isotoopeista kiytinnossi kaikki muut paitsi '*Se ovat esiintyvyytensi puolesta
kiytettivida ICP-MS-mittauksessa. Suurin esiintyvyys on 'Se isotoopilla, mutta kyseiselld
isotoopilla on myds erittdin voimakas Ar-hiirid. Kyseisen seleenin isotoopin mittaaminen on
siis kiytinndssd mahdotonta, silld “°Ar**Ar-dimeerin aiheuttama intensiteetti detektorilla voi
olla useita miljoonia cps (counts per second). My®ds isotoopeille "°Se ja "®Se argonin hiirid on
merkittdva, vaikka kyseisten argonin isotooppien esiintyvyys onkin huomattavasti pienempi.
Kyseisten isotooppien kohdalla argonhidirid voidaan poistaa kayttdmailld mittauksessa

tormiyskennoa.'

Isotoopeilla 7’Se ja %2Se argon dimeerin hiirioti ei havaita, mutta kyseisille isotoopeille on
muita héiriotd. Erittdin korkeassa lampoétilassa argon reagoi myds muiden alkuaineiden kanssa.
Argon muodostaa plasmassa esimerkiksi seuraavia yhdisteiti: ArN", ArO" ja ArCl". Néisté
yhdisteisti “°Ar*’Cl hiiritsee 7’Se-isotoopin mittaamista. 3Se-isotoopin mittausta puolestaan
héiritsevit 3?Kr seki 3!Br'H. ArCl:n muodostuminen plasmassa on erittdin todennikoisti, silld
klooria on ldhes jokaisessa ndytematriisissa. Myos kryptonin héirié on merkittdva, jonka vuoksi
se estiid isotoopin ¥2Se kiyton seleenin mérittimiseksi, silli krypton on yleinen epipuhtaus
plasman muodostamiseen kiytetyssi argonkaasussa. Seki "’Se ettd ?Se soveltuvat seleenin

mittaamiseen siis huonosti ellei hiiriviti poisteta.'*

Ongelmat argonhdirion kanssa voidaan padsddntdisesti korjata. Yksinkertaisin tapa korjata
hiiriotd on matemaattisesti poistaa hiirion aiheuttama vaikutus tuloksesta. Tétd kiytetdéin usein
esimerkiksi korjaamaan “°Ar’’Cl-hiirio "’Se-tuloksista. Jotta matemaattinen korjaus voidaan
tehdd, on seleenin signaalin oltava hdirion aiheuttamaa signaalia korkeampi. Kun seleenin
pitoisuus néytteissd pienenee, myos korjauksesta tulee vaikeampaa. Toinen tapa korjata

hdirioitd on kéyttdd torméyskennoa, jonka avulla suurempikokoiset argondimeerit ja
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argonyhdisteet voidaan poistaa ennen detektointia. Luonnollisen esiintyvyytensd ansiosta
parhaimmat vaihtoehdot seleenin mittaamiseen ovat "%Se, "’Se ja 7®Se. Niistd kuitenkin

kiytetyin on "®Se, silli sen esiintyvyys muihin verrattuna on lihes kolminkertainen.'

Argonhdirion lisdksi mainitsemisen arvoinen on myos nikkelin aiheuttama hiirié seleenin
mittauksessa. NiO" sekd NiOH" hiiritsevit seleenin isotooppien maérittamistd. Nikkelin kolme
yleisintd stabiilia isotooppia ovat massaltaan 58, 60 ja 62 amu. Néin ollen oksidina nikkeli
héiritsee seleenin isotooppeja "Se, 7°Se ja ®Se. Pitoisuudet elintarvikkeissa on nikkelin osalta
kuitenkin niin pienid, ettd nikkelin mahdollisesti aiheuttama hairi6 voidaan poistaa kiyttden

tormiyskennoa.*%6

7.1 Gadoliniumin aiheuttama héirio

Argonin liséksi seleenin maarittdmistd hiiritsee myos hieman yllattava alkuaine. Gadolinium
(Gd) on lantanoideihin kuuluva harvinainen maametalli. Gadoliniumia kéytetdén esimerkiksi
magneettikuvauksessa varjoaineena. Gadolinium on hopeanhohtoinen metalli, mutta luonnossa
se esiintyy vain epiorgaanisina suoloina mineraaleissa esimerkiksi gadoliniitissa.®” Vaikka
gadolinium kuuluu harvinaisiin maametalleihin, se ei nimestddn huolimatta ole erityisen
harvinainen maankuoressa. Se on yleisempi alkuaine maankuoressa kuin esimerkiksi tallium,

antimoni, kadmium tai vismutti.®®

Harvinaisena maametallina gadoliniumin toinen ionisoitumisenergia (12,09 eV) on suhteellisen
alhainen, joten kahdesti varautuneiden Gd** -ionien muodostuminen argonplasmassa on
mahdollista.® Gadolinium esiintyy luonnossa massaluvuilla 152-160. Niin ollen
muodostuvien kahdenarvoisten ionien m/z arvo on 7680 eli juuri silld alueella, jossa mitattavat
seleenin isotoopit ovat. ICP-MS-laitteiston kvadrupoli erottelee ionit niiden massan ja
varauksen suhteen perusteella ja nédin néytteessd mahdollisesti oleva gadolinium héiritsee

seleenin mittaamista aiheuttamalla virheellisti positiivista vastetta detektorilla.®®

Gadoliniumin stabiileista isotoopeista kaikki neljd héiritsevdt seleenin mittausta (taulukko 7).
Yleisimmit gadoliniumin isotoopeista hiiritsevit seleenin isotooppeja "8Se ja ®°Se. Niisti
kahdesta "®Se on kiiytetympi isotooppi seleenin mittaukseen, silld "8Se-isotoopin esiintyvyys on
riittdvalla tasolla mittauksen onnistumiseksi. Kyseisen isotoopin kohdalla on kuitenkin
varmistuttava siitd, ettd ndytteissd ei ole hdiritsevdd gadoliniumia tai vaihtoehtoisesti hdirié on

jotenkin korjattava.®
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Taulukko 7. Seleenin ja gadoliniumin isotoopit sekd niiden esiintyvyydet luonnossa. Taulukko yhdistelty
14hteistd.5670

Se isotooppi Gd hiirio
74Se (0,9 %) -
°Se (9,4 %) 12Gd** (0,20 %)
"7Se (7,6 %) 4Gd* (2,18 %)
8Se (23,8 %) 156Gd** (20,47 %)
80Se (49,6 %) 100Gd*" (21,86 %)
82Se (8,7 %) -

Koska gadolinium on maaperdssd suhteellisen yleinen alkuaine, ei ole mitenkddn
poikkeuksellista, ettd gadolinium kulkeutuu maaperdn kautta myds esimerkiksi
elintarvikendytteisiin. Gadolinium voi olla ongelmana myds verindytteiden seleenin
madrittdmisessd. Koska gadoliniumia kéytetddan magneettikuvauksissa varjoaineena,
verenkiertoon jad pienid mddrid gadoliniumia, jolloin seleenin maédrittiminen verestd
magneettikuvauksen jélkeen saattaa aiheuttaa virheellisesti liian suuria tuloksia. Yleisesti
kédytetty gadoliniumia sisdltiva lddkeaine on gadoteerihappo. Ongelman vilttimiseksi on
verindyte otettava ennen mahdollista magneettikuvausta, mikéli verestd halutaan mitata

seleenipitoisuus.®¢

Esimerkiksi mitattaessa "*Se-isotooppia '®Gd** hiiritsee mittausta, minki vuoksi hiiridé on
korjattava, mikili niiytteissd on merkittivii miirid gadoliniumia. Yksiatomista Gd**-ionia ei
kuitenkaan voida poistaa kdyttdmailld tormédyskennoa kuten argonin hiirién tapauksessa.
Gadoliniumin héirién poistamiseksi on siis kdytettdva muita keinoja. Yleisesti kdytetty tapa on
matemaattisesti korjata seleenin mittaustulos siten, ettd gadoliniumin osuus aiheutuneesta
vasteesta detektorilla poistetaan. Aluksi on kuitenkin mitattava puhtaasta Gd-liuoksesta
Gd/Gd*" suhde, jotta korjauskerroin voidaan laskea. Suhteen avulla laitteiston ohjelmistolla

pystytiin muodostamaan korjauskerroin seleenin tuloksen korjaamista varten.

Matemaattisen korjauksen lisdksi on my0s mahdollista korjata hdiriotd nostamalla laitteiston
resoluutiota. Kun resoluutiona kilytetdin 0,4 amu, gadoliniumin isotoopit *°Gd** ja '3 Gd**
voidaan erottaa seleenin isotoopeista ’’Se ja "®Se. Resoluution kasvattaminen laitteella alentaa
kuitenkin merkittdvasti laitteen herkkyyttd. N&in ollen erittdin pienten pitoisuuksien

mittaaminen ei endi ole mahdollista, mikli resoluutiota kasvatetaan.?%

Kaytanno6llisin menetelmd gadoliniumin hdirion poistamiseksi on kayttdd tormiys- tai
reaktiokaasua. Nelms artikkelissaan’!  vertaili  seleenin  mittaamista  korkeassa
gadoliniumtaustassa sekd standardimoodissa ettd tormidys- ja reaktiokaasun kanssa.

Standardimoodilla tarkoitetaan mittaustilaa, jossa ei kdytetd torméys- tai reaktiokennoa, vaan
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ndyte ohjataan sumutinkammiosta ionioptiilkan 1pi suoraan massa-analysaattorille.
Tormdys/reaktiokaasuina artikkelissa  kéytettiin  puhdasta heliumia ja vetykaasua.
Koeasetelmassa 5 pug/l Se-liuosta mitattiin 10 mg/l gadoliniumtaustassa. Maédritys tehtiin
kiyttden isotooppia '’Se. Tuloksista kdy ilmi, etti paras menetelmi seleenin mittaamiseen
gadoliniumin 14snd ollessa on kayttdd reaktiokennossa vetyd reaktiokaasuna. Vedyn kanssa
mitattuna liuoksen pitoisuus oli erittdin 1dhelld oikeaa arvoa 5 ng/l. Standardimoodilla mitattuna
pitoisuus oli ldhes 12-kertainen. Heliumin kdyton tormédyskaasuna havaittiin puolestaan
pahentavan gadoliniumin héiriotd. Tulokset heliumkaasulla mitattuna olivat oikeaan tulokseen
ndhden jopa 400-kertaisia. Reaktiokaasun kédyttdminen rajoittaa kuitenkin muiden alkuaineiden
madrittamistd samanaikaisesti, silld joidenkin alkuaineiden kohdalla reaktiokennon
kayttdiminen heikentdd analyytin intensiteettid merkittdvésti, jolloin myds herkkyys ja
madritysalarajat laskevat. Mikéli néytteestd halutaan madrittdd samanaikaisesti muita

alkuaineita, ne tulee mitata eri mittaustilassa, miki puolestaan pitkittii mittausta.®®’!

Vaikka heliumin kéyttd tormdyskaasuna poistaakin tehokkaasti moniatomisten ionien
aitheuttamia hairioitd esimerkiksi argondimeerin aiheuttaman hiirion, se ei siis kuitenkaan
poista gadoliniumin héiri6td vaan oikeastaan pahentaa sitd. Vertailtaessa eri kennokaasun
virtausnopeuksia héiridé voimistui, kun He-kaasun virtausnopeutta kasvatettiin. Tamé aitheutuu
siitd, ettd tormdyskennon kiyttd vaikuttaa laskevasti intensiteetteihin suhteessa enemmén
yhdesti varautuneisiin ioneihin verrattuna kahdesti varautuneihin ioneihin. Ilmié oletettavasti

aiheutuu eri varaustilojen aiheuttamasta ionien kokoerosta.”

Gadoliniumin héiriotd voidaan poistaa myds siirtymélld kokonaan pois seleenin héiridalttiilta
alueelta. Tédmid tapahtuu kéyttdmalla reaktiokaasuna happea, jolloin seleeni hapettuu
seleenioksidiksi (SeO). Tillin muodostuvan ionin, esimerkiksi "*Se'®*O" massa on 16 amu
suurempi kuin atomaarisen seleeni-ionin. Massalla 94 amu esiintyy kuitenkin myos erds hairio:
molybdeeni-ionilla on sama massa, joten molybdeenin ldsndolo néytteissd aiheuttaa
virheellisen tuloksen mitattaessa seleenioksidia. Myds molybdeeni reagoi hapen kanssa
muodostaen MoO" ja MoO," -ioneja. Niin seleeni voidaan mitata seleenioksidina ilman
hdirioitd, kun vain kaikki ndytteen molybdeeni saadaan myos hapetettua oksideiksi.
Molybdeenioksidien muodostus riippuu kuitenkin kaytetyn happikaasun virtauksesta.
Riittdmaton virtaus aiheuttaa sen, ettei kaikki niytteen molybdeeni hapetu oksideiksi, jolloin
molybdeeni-ionit hiiritsevit seleenioksidin mittausta. Liian suuri virtaus puolestaan heikentida

seleenin herkkyyttd, miki vaikeuttaa mittausta.’
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Seleenin mittaushiiridihin liittyvissi artikkelissaan® Paul tutki eri mittausmoodien vaikutusta
erilaisten seleeniliuosten mittauksessa. Kaytettdvina mittaustekniikoina oli
standardimittaustilan lisdksi mittaukset kédyttden tormayskennoa sekd reaktiokennoa, jossa
reaktiokaasuina oli 8 % Hz/He ja 10 % O/He. Néytematriisina oli neljd erilaista synteettistd
seleenindytettd, joissa kaikissa seleenin pitoisuus oli 1 ug/kg. Kahdessa ndistd ndytteistd oli
gadoliniumtausta (10 pg/kg ja 100 pg/kg). Lisédksi tutkittiin ndyte, jossa seleenin lisdksi oli
myo6s molybdeenitausta (10 ug/kg) ja ndyte, jossa oli sekd gadolinium- ettd molybdeenitausta
(10 ng/kg). Parhaaksi menetelmiksi osoittautui 8 % Hz/He, jossa kaikkien nidytteiden
mittaustulos oli erittdin l&helld oikeaa arvoa. Standardimittaustilassa ja torméyskennoa
kéytettdessd gadoliniumia siséltidvit ndytteet aiheuttivat voimakkaan vdiristymén tuloksiin.
Kun reaktiokaasuna kéytettiin 10 % O»/He-kaasuseosta, tulokset viéristyivit voimakkaasti, jos

niytteissi oli molybdeenia.?
7.2 Jaiannoshiilen vaikutus

Pian ICP-MS-tekniikan yleistymisen jidlkeen hiilen vaikutusta mitattavien alkuaineiden
intensiteetteihin alettiin tutkia. Allain et al. tutkivat artikkelissaan”® eri alkuaineiden
intensiteettimuutoksia, kun ndytteiden joukkoon liséttiin hiiltd sisdltdvid yhdisteitd. Lisdttdessd
glyserolia ndytematriisiin seleenin (Se), elohopean (Hg), arseenin (As), kullan (Au) ja telluurin
(Te) intensiteetit nousivat merkittévisti. Muilla mitatuilla alkuaineilla ei tapahtunut merkittdvia
muutoksia intensiteeteissd. Sama intensiteettitasojen nousu havaittiin samoilla alkuaineilla
myos, kun ndytteiden joukkoon lisittiin glukoosia. Koska ilmi6 toistui samoilla alkuaineilla ja
osaan alkuaineista orgaanisen materiaalin lisddminen néytetaustaan ei vaikuttanut, péételtiin,
ettd intensiteettitasojen nousu ei aiheudu sumuttumisen muutoksista, vaan hiilen ldsnéolo
plasmassa aiheuttaa muutokset intensiteeteissd. Oletusta tutkittiin lisddmalld argonin sekaan
6 % (v/v) metaanitausta. Sama 1lmid toistui myds metaanilla, mikd varmisti hiilen aiheuttavan
intensiteettien muutoksen. Lisdksi ilmion todettiin olevan riippumaton lisdtyn orgaanisen
materiaalin konsentraatiosta, silld kalibraatiosuorat olivat lineaarisia sekd vesiliuoksissa ettd

kahdessa eri glyserolin konsentraatiossa.”

Hiilen ldsndolo ndytematriisissa nostaa siis myds seleenin intensiteettid. Tadméadn vuoksi hiili
saattaa aiheuttaa virhettd seleenin mittaukseen, mikali hiilipitoisuus ei ole sama sekd
kalibrointiliuoksissa ettd ndyteliuoksissa. Niyteliuoksissa hiilipitoisuutta saattaa nostaa
esimerkiksi liuennut hiilidioksidi tai erilaiset karbonaatit. Kun kalibrointiliuosten hiilipitoisuus
sdddetddan mahdollisimman samaksi néytteiden kanssa, ongelma poistuu. Tdmad voidaan

toteuttaa lisddmélld néytteisiin, kalibrointi- ja blank-liuokseen esimerkiksi 2 % (v/v)
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metanolitausta. Télloin hiilen méérd on sekd néytteissé ettd kalibrointiliuoksissa likimain yhta
suuri ja riittdvin korkea, ettd ndytteissd alun perin olevat hieman korkeammat hiilipitoisuudet
eivat merkittdvasti vaikuta seleenin mittaustulokseen. Laboratorion rutiinianalytiikassa
yksinkertaisin tapa lisdtd metanoli kaikkiin liuoksiin on esimerkiksi lisdtd sopiva
metanolipitoisuus mahdollisesti kilytetyn sisdisen standardin joukkoon.®® Sisiisti standardia
kiytetddn ICP-MS-analytiikassa tasaamaan eroja ndytteiden ja standardien viélilld. Erot
saattavat johtua esimerkiksi ndytteen erilaisesta kdyttdytymisestd sumuttimessa. Sisdisend
standardina kiytetddn alkuainetta, jota néytteistd ei ole. Sama alkuainepitoisuus lisdtddn
kaikkiin mitattaviin liuoksiin ja kyseisen alkuaineen intensiteetti mitataan jokaisesta liuoksesta.
Naytteistd mitattavien analyyttien tulokset suhteutetaan blank-liuoksen sisdisen standardin ja
ndytteestd mitatun sisdisen standardin intensiteetin perusteella. Mikéli ndytteestd mitattiin
pienempi intensiteetti sisdiselle standardille kuin blank-liuoksesta, tulosta korjataan ylospéin
sisdisen standardin perusteella. Vastaavasti tulosta pienennetddn, jos havaittu sisdisen
standardin intensiteetti on suurempi kuin blank-liuoksessa.”* Sisdistd standardia voidaan
pipetoida kaikkiin liuoksiin sama tilavuus tai vaihtoehtoisesti lisdtd sisdinen standardi T-
kappaleen  avulla  ICP-MS-laitteen  peristalttista ~ pumppua  kdyttden  suoraan

niytteensyottolinjaan.®

Tyypillisesti jddnnoshiilen aiheuttaman seleenin ja myds arseenin mittaushdirion korjaamiseen
kaytetddn metanolia. Esimerkiksi seleenin ja arseenin intensiteetit nousevat noin 3-4 kertaisiksi,
kun analysoitavissa liuoksissa on sifidetty 3-4 % (v/v) metanolitausta.”>’® Metanolin lisdimisti
analysoitaviin liuoksiin suositellaan my6s ISO/TC 34 /SC 5 N-standardiluonnoksessa.’’
Kyseinen standardiluonnos siséltdd menetelmdn mineraalien ja hivenaineiden miérittdmiselle
erilaisista maitotuotteista. Suositeltu metanolipitoisuus analysoitaville liuoksille on 1 % (v/v)

metanolia.

Larsen ja Stiirup tutkivat’

metanolin vaikutusta seleenin ja arseenin mittaukseen ICP-MS-
tekniikassa. Tutkimuksessa vertailtiin eri metanolipitoisuuksien vaikutusta ja todettiin, ettd 3 %
(v/v) metanolipitoisuus on sopiva kyseisten alkuaineiden mittauksessa. Télldin seleenin ja
arseenin intensiteetit kasvoivat noin 3,5-4,5-kertaisiksi verrattuna vesiliuoksista mitattuihin
pitoisuuksiin. Samassa tutkimuksessa tutkittiin myds ammoniumkarbonaatin kayttoa
hiilitaustan korjaamiseen, mutta sen kayttd aiheutti laitteen voimakkaan kontaminaation
hiilelld. Metanolilla vastaavaa kontaminaatiota ei havaittu. Lahes vastaavaan tulokseen padsivét
myds Guo et al. tutkimuksessaan’®, jossa tutkittiin arseenin mittausta CHa- ja Oo-

reaktiokaasuilla kdyttden metanolia korjaamaan reaktiokaasun aiheuttamaa signaalin

alenemista. Tutkimuksessa 4 % (v/v) metanolin todettiin aiheuttavan noin 3—4 kertaisen
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intensiteetin nousun arseenille. Seleenille ja arseenille on yhteistd niiden korkea
ionisoitumisenergia, mikd tekee niistd huonosti ionisoituvia alkuaineita. Seleenin
ionisoitumisenergia on 9,75 eV ja arseenin 9,82 eV. Téstd johtuen seleenistd vain noin 33 %

ionisoituu ICP-MS-laitteiston plasmassa. Arseenille vastaava luku on 52 %.”

Metanolin tai muun vastaavan pintajdnnitystd muuttavan yhdisteen lisidiminen analysoitaviin
liuoksiin osittain aiheuttaa signaalien intensiteettien nousua kaikilla alkuaineilla. Pienentynyt
pintajannitys mahdollistaa pienempien pisaroiden syntymisen sumuttimessa, jolloin plasmaan
pddtyy enemmén néytettd. Pintajdnnityksen muutoksella ei kuitenkaan voida selittdd, miksi
juuri seleenilld ja arseenilla havaitaan muista alkuaineista poikkeavasti erittdin suuri
intensiteettitasojen nousu. Mekanismi intensiteettitasojen nousulle ei ole tdysin selvilld, mutta
sen arvellaan johtuvan plasmaan pidétyvisti C™- ja CH'-ioneista. Kyseisten ionien
ionisoitumisenergiat (IE) ovat C*:lle 11,26 ¢V ja CH":lle 10,64 V. Hiilen ldsniolo plasmassa
ja korkeampi ionisaatioenergia mahdollistavat sen, ettd suurempi osa huonosti ionisoituvista
alkuaineista, kuten seleeni tai arseeni, voivat ionisoitua. Analyyttien ionisoitumisasteen kasvu
aiheutuu C'- ja CH'-ionien aiheuttamasta vapaiden elektronien lisddntymisestd plasmassa.
Atomien vélilld tapahtuu siis varauksensiirtoreaktio, jossa matalammalla ionisaatioenergialla
oleva analyytti (esim. seleeni) luovuttaa elektroninsa hiilelle, jolloin seleeni ionisoituu.
Metanolin aiheuttaman intensiteetin kasvun tietyilld alkuaineilla nédyttéisi siis koskevan kaikkia
niitd alkuaineita, joiden ionisaatioenergia on hieman hiilen ionisaatioenergian alapuolella eli
noin 9—-11 eV. Esimerkiksi bromilla (IE 11,81 eV) vastaavaa intensiteetin kasvua ei havaita
metanolitaustasta huolimatta, silli sen ionisaatioenergia on suurempi kuin hiilen. Hiilen
aiheuttamaa intensiteetin nousua korkean ionisoitumisenergian omaavilla yhdisteilld ei
kuitenkaan voida selittdd vain hiilen ja analyytin véliselld varauksensiirtoreaktiolla, silld
kaikilla korkean ionisoitumisenergian omaavilla ei intensiteetin kasvua kuitenkaan havaita.
Lisdksi on hyvd huomioida, ettd suurten hiilipitoisuuksien paddtymisen plasmaan pitdisi
aiheuttaa myds yleistd intensiteettitasojen laskemista, silld suuret hiilipitoisuudet laskevat

plasman limpétilaa.’”’
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I1 — Kokeellinen osa
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8 Kokeellisen osan taustatiedot

Kokeellisen osan tarkoituksena oli tarkastella seleenin mittaukseen liittyvid virheldhteita.
Jaannoshiilen mahdollista vaikutusta tutkittiin lisd&méalld néytteisiin sekd standardiliuoksiin
metanolia. Koska néytteen hajotuksesta ndyteliuoksiin mahdollisesti jaéva hiili nostaa seleenin
intensiteettid, kaikkiin liuoksiin asetettiin metanolitausta, jotta hajotuksesta jddvan hiilen
suhteellinen osuus ei olisi merkittdvd. Naytteiden hajotusmenetelmi oli jo 1dhtékohtaisesti
optimoitu siten, ettd mahdollisimman pieni osa hiiltd jd4 ndyteliuoksiin. Gadoliniumin osalta
tarkoituksena oli osoittaa gadoliniumhéirion olemassaolo mittaamalla synteettisid niytteiti,
joissa gadoliniumpitoisuus oli tunnettu. Kyseisistd liuoksista mitattiin seleenin pitoisuus
kiyttden isotooppia "®Se. Osaan valmistetuista liuoksista ei lisitty lainkaan seleenii, vaan
liuokset sisélsivit ainoastaan gadoliniumia. Tulosten perusteella voitiin péételld, kuinka suuri
osa lisdtystd gadoliniumista ionisoitui kahdenarvoiseksi ioniksi '*Gd*" hiiriten seleenin
mittausta. My0s Eviran rutiinindytteiden gadoliniumpitoisuudet mitattiin, jotta voitaisiin
varmistua, ettei ndytteissd ole seleenin mittausta hairitsevdd gadoliniumia. Kaikki

tutkimuksessa kaytetyt laitteet on koottu taulukkoon 8 ja kdytetyt reagenssit taulukkoon 9.

Taulukko 8. Tutkielmassa kdytetyt laitteet, niiden valmistajat seké laitemallit.

Laite Valmistaja Malli
Mikroaaltouuni Milestone Ethos Plus 2
ICP-MS Perkin Elmer NexION 300X
Automaattinen ndytteensyottdji ~ Perkin Elmer S10 Autosampler
Vaaka Mettler Toledo PG403-S
Puhdasvesilaitteisto Millipore Milli-Q
Homogenisaattori Foss Tecator 2094 Homogenizer

Kylmékuivuri Labogene Scanvac CoolSafe 100-9 Pro
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Taulukko 9. Tutkielmassa kdytetyt kemikaalit, niiden valmistajat sekd puhtausasteet.

Yhdiste Valmistaja Pitoisuus
Typpihappo (normatom) VWR Chemicals 67-69 %
Vetyperoksidi (normapur) VWR Chemicals 30 %
Metanoli (chromanorm) VWR Chemicals >99,9 %
Rodium —perusliuos .
(PrimAg) Romil 1000 ppm Rh, SM HCI
Vismutti —perusliuos . .
(Bt Romil 1000 ppm Bi, 0,5M HNO3
Germanium —perusliuos .
(PrimAg) Romil 1000 ppm Ge, 0,1M HF
Gadolinium —perusliuos o
(ICP standard) Accustandard 10 000 ppm Gd, 2-5 % HNO3
Seleeni —perusliuos
(Certipur) Merck 1000 ppm Se, 0,5M HNO3
ICP-kalibroinnin
standardiliuos: Romil MRS O
ICP Calibration mix FS9 o s ppm
(PrimAg) » &I pp
QC-niytteiden perusliuos:
ICP-MS quality control Accustandard 10 ppm, 2-5 % HNO3

sample 2 (25 alkuainetta)

Liséksi tutkielman yhteydessd jérjestettiin rengastutkimus, jossa kymmenen laboratoriota
madrittivdt kuivatun lihandytteen seleenipitoisuuden. Rengastutkimukseen osallistui
suomalaisia laboratorioita, joiden toimintaan kuuluu metallianalytiikka elintarvikkeista, mutta
kyseisten laboratorioiden vdhyyden vuoksi rengastutkimukseen pyydettiin mukaan myos
laboratorioita muualta Euroopasta. Laboratorioiden pédtevyyttd kuvattiin mittaustuloksista
lasketuilla z-arvoilla. Tulosten ohessa laboratoriot ilmoittivat myds kayttdménsa
mittausmenetelmét.  Tdtd tietoa  hyOdynnettiin  tulosten  tarkastelussa.  Kéytetyt
mittausmenetelmédt erosivat esimerkiksi ICP-MS-tekniikan osalta kdytetyssd tormdays- tai

reaktiokaasussa ja sen virtausnopeudessa.

9 Metanolin vaikutus seleenin mittaamisessa

Metanolin vaikutusta seleenin mittaukseen tutkittiin mittaamalla kolmea eri sertifioitua
referenssimateriaalia ja rutiinindytteitdi eri metanolipitoisuudessa (1% ja 2% v/v).
Referenssimateriaaleja tarkasteltiin 1 % ja 2 % metanolitaustassa, mutta rutiinindytteita

tarkasteltiin kédyttden vain 1 % metanolitaustaa. Vertailun vuoksi samat referenssimateriaalit



50

mitattiin lisdksi ilman metanolia Eviran sisdisen menetelmin Evira8128 mukaisesti.”’
Néytteistd mitattiin seuraavat alkuaineet: arseeni (As), kadmium (Cd), kromi (Cr), kupari (Cu),

mangaani (Mn), nikkeli (N1), lyijy (Pb), seleeni (Se) ja sinkki (Zn).

Kéytetyt referenssimateriaalit olivat: ERM-BD150 Skimmed Milk Powder (maitojauhe), BCR-
185R Bovine Liver (kuivattu naudanmaksa) ja NIES 27 — Typical Japanese Diet (tyypillinen
japanilainen ruokavalio). Kaikki referenssimateriaalit vastaavat hyvin elintarvikematriisia ja
niistd oli méadritetty sertifioitu arvo seleenille. Liséksi seleenipitoisuus oli kaikissa néytteissa
suhteellisen  alhainen. Kaikki ~ ndytteet  hajotettiin ~ menetelmdn  mukaisesti
mikroaaltouuniavusteisesti ja néytteisiin sdddettiin 2 % (v/v) typpihappopitoisuus. Jokaisesta
referenssimateriaalista tehtiin kolme rinnakkaisnéytettd, joiden tuloksista laskettiin keskiarvot

luottamusvileineen.
9.1 Naytteiden esikisittely

Hajotukset tehtiin yhteensd kolmessa erdssd siten, ettd yhdessd ajossa oli kutakin kolmea
referenssindytettd kolme rinnakkaista sekd yksi sokeandyte, joka sisdlsi samat reagenssit kuin
muut ndytteet, mutta ei ndytemateriaalia. Sokeandyte kasiteliin samalla tavalla kuin muut
ndytteet. Naytteitd punnittiin mikroaaltouuniastioithin noin 0,5 g, minkd jdlkeen niytteiden
joukkoon liséttiin 3 ml typpihappoa. Naytteiden annettiin seistd typpihapossa vahintdén tunnin
ajan. Tamén jélkeen ndytteiden ja sokeandytteen joukkoon liséttiin 2 ml vetyperoksidia seké
3 ml milli-Q-vettd. Néytteet hajotettiin kuumentamalla mikroaaltouunilla. Hajotuksen aikana

lampdtila nostettiin 1000 W teholla 200 °C:een. Hajotusohjelman pituus oli 22 minuuttia.

Naytteiden jaéhdyttyd ne siirrettiin 100 ml mittapulloihin huuhdellen mikroaaltouuniastiat sekd
niiden korkit milli-Q-vedelld. Ennen merkkiin tdytt6d ndytteisiin lisdttiin sisdinen standardi.
Sisdisend standardina mittauksessa kdytettiin germaniumia (Ge), rodiumia (Rh) ja vismuttia
(B1), joiden pitoisuus niytteissd oli rodiumin ja vismutin suhteen 10 ug/l sekd 100 pg/l
germaniumin suhteen. Osaan nédytteistd sdddettiin metanolitausta ennen merkkiin tayttoa.
Kaytetty metanoli oli Gradient-Grade-laatuista ja sité liséttiin 1 ml tai 2 ml riippuen halutusta

pitoisuudesta 1 % tai 2 % (v/v).
9.2 Naiytteiden mittaus ja tulosten kisittely

Mittausta varten valmistettiin myds yhteensd kahdeksan standardilivosta sekd blank-liuos.
Standardit valmistettiin kdyttden Romilin valmistamaa multialkuainekantaliuosta, joka sisdlsi

kaikki mitattavat alkuaineet. Kantaliuoksesta valmistettiin standardiliuosten valmistusta varten
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kolme vililaimennosta, joista lopulliset standardiliuokset laimennettiin 100 ml muovisiin
mittapulloihin. Mitattujen alkuaineiden kalibrointivélit on esitetty taulukossa 10. Ennen

merkkiin tayttod liuoksiin lisdttiin sisdinen standardi ja mahdollinen metanoli.

Taulukko 10. Mitatut alkuaineet ja niiden kalibrointivalit.

Alkuaine Pienin Suurin
kalibrointiliuos | kalibrointiliuos

As 0,01 pg/l 20 pg/l
Cd 0,01 pg/l 200 pg/l
Cr 0,5 pg/l 200 pg/l
Cu 4 ng/l 2000 pg/l
Mn 0,1 pg/l 200 pg/l
Pb 0,1 pg/l 20 pg/l
Ni 0,2 ng/l 200 pg/l
Se 0,2 ng/l 20 pg/l
Zn 2 pg/l 2000 pg/l

Naytteet mitattiin Perkin Elmerin NexION 300X ICP-MS-spektrometrilld kdyttden lasista
Meinhard-sumutinta sekd syklonista sumutinkammiota. Laitteen mittausparametrit on koottu

taulukkoon 11.

Taulukko 11. Mittauksessa kéytetyt laiteparametrit.

Plasman teho 1600 W
Plasmakaasun virtaus 18 1/min
Apukaasun virtaus 1,2 I/min

Tormiyskaasun virtaus (He) | 3,8 ml/min

Pumpun nopeus 20 rpm
Pyyhkaisyt 30
Replikaatit 3

Lukemat per replikaatti

Naytteistd mitattiin yhteensd yhdeksén alkuainetta, joiden massaluvut, kéytetyt sisdiset

standardit ja mittaustilat on listattu taulukossa 12.
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Taulukko 12. Mitattujen alkuaineiden massaluvut, sisdiset standardit ja mittaustilat. KED (kinetic energy
discrimination) on Perkin Elmerin ICP-MS-laitteistossa kéytetty termi tormdyskennolle ja STD tarkoittaa
mittausta standardimoodissa eli mittausta ilman tdrmiys- tai reaktiokennoa.

Alkuaine | Massaluku (amu) | Sisdinen standardi | Mittaustila
As 75 Ge KED
Cd 111 Rh KED
Cr 52 Ge KED
Cu 65 Ge STD
Mn 55 Ge KED
Ni 60 Ge KED
Pb 208 Bi STD
Se 78 Ge KED
Zn 68 Rh STD

9.3 Referenssiniytteiden tulosten tarkastelu

Tamén tutkimuksen kannalta oleellisin mitatuista alkuaineista on seleeni, jonka mittaustulokset
on koottu taulukkoon 13 ja esitetty kuvassa 10. Tulosten saantoprosentit on laskettu kaavan (1)

avulla:

mitattu tulos

saanto% = — -100% (1)
sertifioitu arvo
Taulukko 13. Seleenin mittaustulokset ja 95 % luottamusrajat referenssimateriaaleissa sekéd saantoprosentit.
Se (mg/kg) ERM-BD150 BCR-185R NIES 27
Sertifioitu 0,188 + 0,014 1,68+ 0,14 0,25+ 0,02
arvo
Laimennos 1x 2x 1x 2x Ix 2x
S 0,186 + 0,020 | 0,176 +0,035 | 1,80+ 0,06 | 1,65+ 0,03 | 0,263 +0,028 | 0,231 + 0,052
vira
99 % 94 % 107 % 98 % 105 % 92 %
0,190+ 0,010 | 0,182+0,021 | 1,65+0,05 | 1,57+ 0,06 | 0,262+0,024 | 0,241 + 0,017
1 % MeOH
101 % 97 % 98 % 93 % 105 % 96 %
0,178 £ 0,006 | 0,182+0,038 | 1,61 +0,08 | 1,58+ 0,08 | 0,256+0,010 | 0,231+ 0,020
2 % MeOH
94 % 97 % 96 % 94 % 102 % 93 %
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Seleenin saantoprosentti referenssindytteissi

130%
120%
110%
=
2
% 100%
g I
g
<
’ [
90%
80%
70%
ERM-BD 150 BCR-185R NIES 27
2% MeOH 2% MeOH 2x
m 1% MeOH 1% MeOH 2x
B Evira8128 Evira8128 2x

Kuva 10. Seleenin saantoprosentit eri referenssindytteissé, metanolipitoisuuksissa ja laimennoksissa. Kuvaajassa
2x tarkoittaa kaksinkertaista laimennosta. Tuloksille on esitetty myds saantoprosenttien 95 % luottamusvilit.

Taulukossa 13 on esitetty mittaustulokset ja saantoprosentit eri referenssimateriaaleille.
Seleenin osalta pitoisuus médritettiin my0s kaksinkertaisista (2x) laimennoksista. Kaikki
mittaustulokset on ilmoitettu kolmen rinnakkaismittauksen keskiarvona. Tuloksille on laskettu
95 % luottamusvilit kertoen rinnakkaisnéytteiden tulosten keskihajonta t-jakauman arvolla t,
joka kirjallisuuden®® mukaan on kolmen rinnakkaisen tapauksessa on 4,30. Kyseinen tulo
jaettiin rinnakkaismédritysten lukuméairin neli6juurella. Kuvassa 10 samat tulokset ja 95 %

luottamusvilit on esitetty graafisesti saantoprosenteille.

Lahtokohtaisesti nykyiselldi menetelmilld, Evira8128, mitattuna seleenin pitoisuus
referenssimateriaaleissa on hieman suurempi kuin sertifioitu arvo. Voimakkaimmillaan tima
nidkyy maksareferenssissi (BCR-185R). Toisaalta maitojauhereferenssin (ERM-BD150)

kohdalla saantoprosentti ndyttdd olevan hyvd jo ldhtGtilanteessa. Metanolin lisddminen
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ndytteeseen ndyttdisi padsddntdisesti alentavan seleenin saantoa. Poikkeuksena tdhdn on
kuitenkin maitojauhereferenssi, jossa paras seleenin saanto saavutetaan kéyttdmalld 1 %

metanolia ndyteliuoksessa.

Metanolin lisddminen ndyttdisi my0s alentavan rinnakkaismittausten keskihajontaa, mika
voidaan havaita pienentyvind luottamusvileind. Naytteiden laimentaminen nayttdisi puolestaan
kasvattavan hajontaa huomattavasti. Tdémé havaitaan erityisesti ERM-BD150- ja NIES 27-
referenssindytteiden kohdalla. Niissd ndytteissd seleenipitoisuus on suhteellisen pieni. Kun
ndyte vield laimennetaan kaksinkertaiseksi, pitoisuus liuoksessa on erittdin ldhelld
madritysalarajaa, mika selittdd suuren hajonnan mittausten vililld. Menetelmédn mééritysalaraja
seleenille on 0,2 ng/l ja se on méadritetty menetelmén validoinnin yhteydessd nollandytteiden

hajonnan perusteella.

Toisaalta havaitaan myds, etti saantoprosentti on laimennetuilla néytteilld suhteellisen
alhainen. Esimerkiksi laimennettujen NIES 27-nédytteiden saantoprosentit ovat huomattavasti
alhaisempia, kuin vastaavat arvot laimentamattomista néytteistd. Toisaalta myds hajonnat ovat
laimennetuissa ndytteissd huomattavasti korkeammat. BCR-referenssissd laimennetulla
ndytteelld saatu tulos on ldhempédnd 100 %:a ja ndytteiden hajonta on erittdin pieni. On
kuitenkin huomioitava, ettd hajonta perustuu ainoastaan kolmen rinnakkaisndytteen
madritykseen. Kun vain kolme rinnakkaistulosta mitataan ja tulokset ovat erittdin 1&helld
toisiaan, keskihajonnasta tulee suhteellisen pieni. Tamd puolestaan aiheuttaa kapean

luottamusvalin.

Muiden alkuaineiden tulokset eri metanolipitoisuuksissa on koottu alla olevaan taulukkoon 14.
Mittaustulosten yhteydessd on esitetty rinnakkaismédritysten hajonnasta lasketut 95 %

luottamusrajat.
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Taulukko 14. Muiden alkuaineiden tulokset ja saantoprosentit.

ERM BD150 Evira8128 1 % MeOH 2 % MeOH
S(‘r’:g oy Tulos (mgkg) | Vo™ | Tulos(mgkg) | VM| Tulos (mgkg) | S
As <LOQ <LOQ <LOQ
Cd 0,0114 + 0,0029 0,0107 £+ 0,0007 94 % 0,0110 +0,0022 96 % 0,0112 £ 0,0028 98 %
Cr 0,14+0.21 0,43 +0.21 0,17 +0,04
Cu 1,08 £ 0,06 1,14 £ 0,50 106 % 1,44 +£ 0,69 133 % 0,77 £ 0,07 72 %
Mn 0,298 £0,018 0,292 +0,023 101 % 0,282 + 0,004 97 % 0,277 £0,012 96 %
Ni 0,05 + 0,03 0,16 + 0,06 0,08 + 0,02
Pb 0,019 +0,004 0,033 +£0,026 175 % 0,032 +0,030 168 % 0,018 £0,018 94 %
Zn 44,8 +£2.0 41,0+3,8 92 % 41,4+ 0,6 92 % 44,0+ 0,8 98 %
BCR-185R Evira8128 1 % MeOH 2 % MeOH
S(irltg /alt(rgv)o Tulos (mg/kg) Saa;/r;to Tulos (mg/kg) Saa;/r;to Tulos (mg/kg) S:E;/I;t
As 0,0330 = 0,0029 0,0320 + 0,0025 97 % 0,0297 + 0,0024 90 % 0,0300 =+ 0,0027 91 %
Cd 0,544 0,017 0,517 £0,012 95 % 0,547 + 0,022 100 % 0,541 +0,017 99 %
Cr 0,08 +£0,07 0,40 £0,15 0,16 0,11
Cu 277+5 256+2 92 % 266+ 13 96 % 248+ 6 89 %
Mn 11,07 +0,29 10,83 £ 0,24 98 % 10,51+ 0,62 95 % 10,52 + 0,20 95 %
Ni 0,05 £ 0,06 0,14 + 0,07 0,07 +0,03
Pb 0,172 0,009 0,170 = 0,006 99 % 0,170 = 0,005 99 % 0,157 +0,018 91 %
Zn 138,6 +2,1 127,0 3,2 92 % 1392+ 7,4 100 % 162,0 £4,0 117 %
NIES27 Evira8128 1 % MeOH 2 % MeOH
S(irltg /algl)o Tulos (mg/kg) Saa;;to Tulos (mg/kg) Saa;;to Tulos (mg/kg) S;%Zt
As 0,60 + 0,04 0,67 £0,04 112 % 0,61 £0,17 102 % 0,65+ 0,02 108 %
Cd 0,069 = 0,009 0,065 + 0,004 94 % 0,064 + 0,011 93 % 0,067 + 0,003 97 %
Cr 0,11 £0,07 0,38 £0,21 0,23 +0,15
Cu 2,8+0,1 2,6+£0,2 94 % 2,6+0,7 92 % 2,3+0,2 80 %
Mn 8,9+0,2 8,704 98 % 83+2,0 93 % 8,7+0,1 98 %
Ni 0,39* 0,41 £ 0,03 105 % 0,47 £0,17 121 % 0,45+ 0,09 116 %
Pb 0,62* 0,64 £ 0,07 103 % 0,60 +0,14 96 % 0,60 £ 0,01 97 %
Zn 20,9+0,9 193+1,8 92 % 20,0 £4,6 96 % 21,0+0,2 100 %

* Referenssiarvo
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Muiden alkuaineiden osalta tulokset olivat vaihtelevia. Ainoastaan kadmiumin kohdalla
tulosten oikeellisuus parani metanolia lisdttdessd kaikilla néytteilld. Kuparin ja mangaanin
osalta tuloksen oikeellisuus néyttdd kérsivin huomattavasti, kun ndytetaustaan lisdtddn
metanolia. Lisdksi kromin tulosten hajonta kasvoi, kun metanolia lisittiin ndytetaustaan. Myos
maitojauhereferenssin (ERM-BD150) lyijytuloksissa oli erittdin suurta hajontaa. Lyijyn mittaus
jouduttiin uusimaan sekd maitojauhe- ettd maksareferenssin (BCR185R) kohdalla, silli tulokset
olivat erittdin poikkeavia normaaleista tuloksista. On hyvi ottaa huomioon, ettd mitattava lyijyn
pitoisuus maitojauhereferenssissd on erittdin ldhelld menetelmadn méaaritysalarajaa (0,1 pg/l).
Uusinnasta huolimatta maitojauhereferenssin  kohdalla kolmen rinnakkaisen tulokset
poikkesivat toisistaan erittdin paljon, mutta koska rinnakkaismairityksid oli vain kolme, ei
yksittdisten tulosten poistaminen tilastollisesti ollut perusteltua. Tadma selittdd erittdin suuret
saantoprosentit lyijyn alkuperdisen menetelmin ja 1% (v/v) MeOH-tuloksissa. Arseenin

kohdalla kaikki mitatut tulokset olivat alle menetelméin mééritysalarajan.

Maksareferenssin tuloksia tarkasteltaessa ei pddsddntdisesti havaittu saantoprosentiltaan
poikkeavia tuloksia. On kuitenkin huomattava, ettd arseenin kohdalla metanolin lisdédminen
aiheuttaa saantoprosentin laskua, jolloin saatu tulos on kauempana referenssiarvosta. Sama
tulosten lasku havaitaan myos elintarvikereferenssin (NIES 27) tapauksessa. Myos sinkin

tuloksissa havaitaan poikkeuksellinen tulos mitattaessa 2 % (v/v) metanolissa.

Elintarvikereferenssissd nykyiselld Evira8128-menetelmilld mitattuna arseenin tulos oli
saantoprosentiltaan hieman korkea. Metanolia lisdttdessd arseenin tulokset laskivat, jolloin
myo0s tuloksen oikeellisuus parani. Sama ilmid tulosten pienenemisessd havaittiin myds
kuparilla, mutta koska kuparin saantoprosentti oli ldhtdkohtaisesti alle 100 %:n, metanolin
lisédminen néytteisiin heikensi kuparitulosten oikeellisuutta. 2 % metanolin tapauksessa
kuparin saantoprosentti jad vain 80 %:1in, minka vuoksi tulosta ei voida pitdd endi luotettavana.
Mittauksen oikeellisuus kuparin suhteen on voimakkaasti vaaristynyt, silli tulos on liian
kaukana sertifioidusta arvosta. Myos nikkelilld havaitaan poikkeava tulos sekd 1 % ettd 2 %
metanolin tapauksessa. Tulos on poikkeuksellisen korkea, mutta tdssdkin tapauksessa
rinnakkaistulosten hajonta on kohtuullisen suurta, mika selittdd hieman korkeamman tuloksen.
Myos kromin osalta havaitaan poikkeavan suuri tulos 1 % MeOH-mittauksessa verrattuna
mittaukseen, jossa ei ollut metanolitaustaa. Rinnakkaisten hajonta on tdssékin tapauksessa

suhteellisen suuri, mikd vahentda tuloksen luotettavuutta.

Kaksinkertaisia laimennoksia ei tarkasteltu muiden alkuaineiden tapauksessa, silld tuloksissa

havaittiin erittdin suurta vaihtelua rinnakkaismittausten valilla. Lisdksi osalle alkuaineista
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mitatut tulokset olivat pienempid kuin pienin kéytetty kalibrointistandardi, minkd vuoksi
tulokset eivit olleet luotettavia. On my0s pohdittava, ovatko muutokset saantoprosenteissa
merkittavid, silld tuloksilla on suhteellisen suuri hajonta. Kaikki saadut tulokset ovat nimittdin
erittdin lahelld 100 %:ia. Nayttdisi kuitenkin siltd, ettd metanolin lisddminen alentaa tuloksia
ainakin seleenin ja arseenin kohdalla. Kromilla ei ollut yhdelldkddn referenssimateriaaleista
sertifioitua arvoa, mutta tuloksista havaitaan, ettd tulokset hieman nousevat, kun

metanolipitoisuus kasvaa.

Eri alkuaineiden intensiteetit muuttuivat suhteellisen paljon lisdttdessd metanolia néytteisiin
(kuva 11). Kaavio on laskettu kalibrointiliuosten intensiteeteistd keskiarvoina. Jokaisen
alkuaineen kalibrointipisteistd otettiin intensiteetit eri metanolipitoisuuksissa ja laskettiin
intensiteettien keskiarvo kullekin metanolipitoisuudelle. Tdmidn jédlkeen intensiteetit eri
metanolipitoisuuksissa suhteutettiin toisiinsa siten, ettd tulos jaettiin alkuperdisen menetelmén
intensiteettiarvolla, jolloin alkuperdisen menetelmdn intensiteetti saa arvon yksi ja eri
metanolipitoisuuksien arvo kuvaa kuinka moninkertainen intensiteetti on verrattuna
alkuperdiseen. On kuitenkin huomioitava, etteivit intensiteettierot eri alkuaineiden vililld ole
suhteutuksen vuoksi vertailukelpoisia keskenddn. Mittaukset eri metanolipitoisuuksissa
suoritettiin eri pdivind. Téstd syystd kuvaaja on suuntaa antava, silld alkuaineiden
intensiteeteissd havaitaan pientd paivittéistd vaihtelua. Péivittidinen vaihtelu ei kuitenkaan voi
selittdd moninkertaisia intensiteettieroja eri metanolipitoisuuksissa mitattujen alkuaineiden

vililla.

Intensiteettien muutos on voimakkaimmillaan arseenin ja seleenin kohdalla. Ndilld jo 1 %
metanolin lisdys yli kolminkertaistaa havaitun intensiteetin. Varsinkin seleenin kohdalla
metanolin lisddminen 2 %:iin nostaa intensiteettitasoa vield korkeammalle, jolloin intensiteetti
suhteessa alkuperdiseen menetelméén on jopa 4,5-kertainen. Muihin alkuaineisiin verrattuna
myo6s kadmiumilla, kromilla ja sinkilld havaittiin noin kaksinkertaista intensiteetin kasvua.
Tosin kadmiumilla ja lyijylld nousu havaittiin vain 1 % metanolin tapauksessa. Hieman
poikkeavasti intensiteetit olivat 2 % metanolissa jopa hieman alhaisemmat kuin alkuperéisessi

menetelmassa.
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Kuva 11. Eri alkuaineiden intensiteetit suhteutettuna alkuperéisen menetelmén antamaan intensiteettiin.

Yleiselld tasolla voidaan sanoa, ettd metanolin lisddminen néytteisiin aiheuttaa kaikilla
alkuaineilla intensiteettitason nousemista. Poikkeuksena kadmium ja lyijy, joissa 2 % metanoli
aiheuttaa intensiteettitasojen laskun alemmaksi kuin alkuperdisessd menetelméssa.
Tarkasteltaessa intensiteettien suhdetta yksittdisissd standardeissa havaittiin, ettd intensiteettien
erot ovat voimakkaimmillaan standardeissa, joissa on korkea pitoisuus. Toisaalta taas kromin
intensiteetit olivat poikkeus tdhdn, silld voimakkaimmat erot intensiteeteissd havaittiin
standardeissa, joissa kromin pitoisuus oli erittdin pieni sekd blank-liuoksessa. Esimerkiksi
blank-liuoksissa 2 % metanolin intensiteetti verrattuna alkuperdiseen menetelméiin

intensiteettien ero oli jopa 35-kertainen (kuva 12).

Blank-liuos Suurin kalibrointiliuos

40 6
_ 35 5
g 30
= 4
§ 25
8
= 20 3
[5)
R=!
E 15 )
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0 l‘ T IJ aill ol uml lll n 0

As Cd Cr Cu Mn Ni Pb Se Zn As Cd Cr Cu Mn Ni Pb Se Zn
B Evira8128 ®m1% MeOH m2% MeOH mEvira8128 ®m1% MeOH m2% MeOH

Kuva 12. Metanolin vaikutus alkuaineiden intensiteetteihin blank-liuoksessa sekéd suurimmassa
kalibrointistandardissa.
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9.4 Rutiininaytteiden tulosten tarkastelu

Referenssimateriaalien tarkastelun perusteella varsinaiset ndytteet péétettiin mitata kéyttden
ainoastaan 1 % metanolitaustaa sekd vertailun vuoksi alkuperdistd Eviran menetelmii ilman
metanolia. Referenssimateriaalien tulokset 1 % metanolissa olivat verrattuna 2 % metanolin
tuloksiin ldhempdnd 100 % saantoa, minkd vuoksi varsinaiset néytteet pédtettiin mitata
ainoastaan kayttden 1% metanolia. Esimerkiksi maitojauhereferenssin seleenin tuloksissa
havaittiin metanolin lisddmisen pienentdvin tuloksia, mutta 2 % metanolin lisdykselld tulos

kuitenkin laskee liian alhaiseksi.

Naytteind kdytettiin Evirassa aiemmin tutkittuja nédytteitd. Néistd ndytteistd valittiin kolmea eri
matriisia kuvaavat ndytteet ja jokaisesta ndytematriisista mitattiin kolme rinnakkaismaaritysta.
Matriiseina olivat maitojauhe, poron lihas sekd poron maksa. Tulokset madritettiin laskemalla
rinnakkaistulosten keskiarvo ja luottamusvili keskihajonnan perusteella 95 % luottamusvililla.

Saadut tulokset on koottu alla olevaan taulukkoon 15.

Taulukko 15. Rutiinindytteiden mittaustulokset (mg/kg).

maitojauhe poron lihas poron maksa
E17-0094263 E17-0129665 E17-0129683
Evira8128 1 % MeOH Evira8128 1 % MeOH Evira8128 1 % MeOH
As <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Cd <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 0,32+ 0,01 0,33 +£0,02
Cr 0,14 +0,14 0,16 0,24 0,05+ 0,04 <LOQ 0,06 + 0,02 0,06 + 0,04
Cu | 488+0,18 4,86+ 0,13 1,38 +0,12 1,36 = 0,04 279,0 + 8,4 282,8+4,3
Mn | 1,10£0,06 1,08 £ 0,02 0,10+ 0,01 0,10 +0,01 3,69 + 0,05 3,67+0,12
Ni | 0,069 +0,059 | 0,074 + 0,070 | 0,023 £0,012 | 0,013 +0,003 | 0,023 + 0,004 | 0,031 £ 0,014
Pb <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 0,080 + 0,004 | 0,082+ 0,001
Se 0,25+ 0,04 0,23 +0,01 0,14 +0,02 0,12 +0,01 0,54 +0,01 0,51 +0,04
Zn 62,029 625+1,5 76,7+ 11,3 77,6 £34 2492 +43 240,3 +£8,7

Tuloksissa havaitaan samankaltaisuuksia verrattuna referenssimateriaalien tuloksiin. Seleenin
kohdalla saatiin kaikkien matriisien kohdalla hieman alkuperéisti tulosta pienempi tulos, kun
ndytteissd oli 1 % metanolitausta. My0s referenssimateriaalien tapauksessa havaittu tulosten
hajonnan pieneneminen havaittiin my0s varsinaisten niytteiden tapauksessa. Esimerkiksi

seleenin kohdalla myds hajonta on pienempéd, kun ndytteisiin on lisdtty 1 % metanolitausta.
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Maksandytteen kohdalla hajonta oli kuitenkin suurempaa metanolia siséltdvissd naytteissi.
My0s nikkelin kohdalla havaittiin vaihtelua tuloksissa eri menetelmien vélill4. Lihasndytteen
kohdalla havaittiin tuloksen pienenemistd, mutta maksandytteen kohdalla puolestaan
epdjohdonmukaisesti tuloksen suurenemista. Muiden alkuaineiden kohdalla ei havaittu
merkittdvdd muutosta ndiden kahden eri mittauksen vililld. Osa mittaustuloksista jii alle

menetelmédn mééritysalarajan.
9.5 Johtopaitokset

Kaikkien tehtyjen mittausten perusteella niyttdisi siltd, ettd metanolin lisddminen néytteisiin
vaikuttaa  laskevasti  seleenin  tuloksiin. Ilmid  havaitaan  voimakkaammin
BCR-referenssimateriaalin tapauksessa. ERM- ja NIES-referenssimateriaalien tapauksessa
seleenille saadaan tulosten hajonta huomioiden ldhes samat tulokset kaikilla menetelmilla.
Toisaalta BCR-referenssimateriaalissa seleenin pitoisuus on korkeampi verrattuna muihin
kéytettyihin referenssimateriaaleihin. My6s muiden alkuaineiden kohdalla havaitaan tulosten
laskua, mutta kun otetaan huomioon tulosten luottamusvili, ei tulosten laskua voida pitda
merkittdvind. Tuloksista havaitaan my0s yleinen hajonnan védheneminen joidenkin
alkuaineiden kohdalla, kun metanolipitoisuus naytteissd kasvaa. Osalla alkuaineista hajonta
puolestaan kasvoi metanolia lisdttdessd. Nayttidisi siltd, ettd metanolia lisddmailld voidaan
parantaa menetelmén toistettavuutta seleenin osalta, mutta samalla muiden alkuaineiden

mitattavuus karsii.

Metanolin lisddminen havaitaan erittiin selvésti, kun tarkastellaan alkuaineiden intensiteette;ja.
Yleinen metanolin aiheuttama intensiteetin nousu ndhdédan jokaisella alkuaineella. Témé johtuu
metanolin vaikutuksesta liuosten pintajannitykseen. Myds hiilen vaikutus plasmassa havaitaan
erittdin voimistuneena intensiteetteind seleenilld ja arseenilla. Kyseiset alkuaineet ovat heikosti

ionisoituvia, silld niiden ensimmaiinen ionisoitumisenergia on suhteellisen korkea.

Toisaalta intensiteeteistd havaitaan myos, ettd metanoli vaikuttaa kromin intensiteetteihin
erittdin  voimakkaasti. I[lmi0 havaitaan erityisen voimakkaana, kun tarkastellaan
kalibrointiliuoksia, joiden pitoisuus on erittdin pieni. Mahdollinen syy kromin voimakkaaseen
intensiteetin nousuun on *°Ar'?C*-hiiridssd. Hiilen méirin lisddminen niytteessi
metanolilisdykselli voi mahdollisesti lisiti plasmassa muodostuvan “’Ar'2C":n méiris, jonka
massa on 52, jolloin se hiiritsee *2Cr:n méiritysti. Ilmidti puoltaa myds tuloksissa nikyvit
huomattavasti suuremmat tulokset kromille néytteissé, joissa on lisdtty metanolia. Mikéli ilmi6
johtuu “°Ar'?C:n hiiriosts, pitiisi sitd voida vihentdd lisdimilld tormiyskaasun virtausta.

Toisaalta myos sinkilld havaitaan matalissa pitoisuuksissa huomattavan korkeammat
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intensiteetit liuoksissa, joissa on metanolia. Sinkin intensiteettitasojen nousua ei kuitenkaan
voida selittdd milldén hiilen muodostamalla moniatomisella hiiriolld. Mahdollinen sinkin
intensiteettid nostava tekijda voi kuitenkin olla kdytetyn metanolin sisdltimét pienet

epipuhtaudet.®

10 Gadoliniumin vaikutus seleenin maarittamiseen

Gadolinium muodostaa suhteellisen helposti kahdesti varautuneita ioneja, minkd vuoksi se
hiiritsee useiden seleenin isotooppien midritystd. Hiirid on merkittdvi erityisesti '°Se-
isotoopin kohdalla, jota useimmin kéytetdin seleenin méirittdmisessa. Jotta voidaan varmistua
siitd, ettd mahdollinen systemaattinen virhe seleenin médrityksessa ei aiheudu gadoliniumista,

on varmistuttava siitéd, ettei ndytematriisi sisélld merkittdvad méardd gadoliniumia.

Mahdollista gadoliniumin héiriotd seleenin mittauksessa tutkittiin aluksi maarittimalla kolmen
tavanomaisen nidytteen Gd-pitoisuudet ICP-MS-laitteella. Néytteet valittiin siten, ettd ne
edustavat kolmea eri matriisia. Kéytetyt ndytematriisit olivat: maitojauhe, poron lihas seka
poron munuainen. Jokaisesta niytteestd valmistettiin kolme rinnakkaisndytettd. Lisdksi

valmistettiin yhteensd 13 sokeandytettd méaritysalarajan méaarittdmista varten.

Kalibrointia varten valmistettiin blank-liuos sekd kuusi standardiliuosta, joiden pitoisuudet
olivat 0,01; 0,1; 0,2; 0,5; 2 ja 20 pug/l Gd. Blank-liuokseen, standardeihin sekd ndytteisiin
lisdttiin kaikkiin sisdiseksi standardiksi rodiumia ja vismuttia 10 pg/l. Gadolintumpitoisuudet
mitattiin ICP-MS-laitteella kiyttien gadoliniumin isotoopeja '°’Gd ja '°®Gd. Koska mitattavia
isotooppeja seka sisdisid standardeja oli molempia kaytossé kaksi, mittauksessa saatiin yhteensi
neljd eri tulosta kullekin néytteelle. Tuloksista valittiin laadunvalvontanéytteiden perusteella
kiytettivd kombinaatio. Parhaaksi kombinaatioksi valittiin isotooppi *’Gd ja sisdiseksi

standardiksi rodium.

Gadoliniumin médritysalaraja laskettiin mittaamalla sokeandytteiden pitoisuudet (taulukko 16).
Maiiritysalaraja médriteltiin siten, ettd tuloksista laskettiin keskiarvo ja siihen liséttiin tulosten
keskihajonta kerrottuna kymmenelld. Mitattujen sokeanédytteiden perusteella mééritysalarajaksi

saatiin 0,005 pg/l, joka 1 g/ 100 ml punnituksella vastaa arvoa 0,0005 mg/kg.
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Taulukko 16. Sokeandytteiden Gd-pitoisuudet.

Niyte Gd (ng/l)
Sokea 1 0,0010
Sokea 2 0,0008
Sokea 3 0,0005
Sokea 4 0,0005
Sokea 5 0,0008
Sokea 6 0,0003
Sokea 7 0,0007
Sokea 8 0,0004
Sokea 9 0,0003
Sokea 10 0,0002
Sokea 11 0,0003
Sokea 12 0,0014
Sokea 13 0,0001

Kaikkien néytteiden tulokset olivat reilusti alle mééritysalarajan. Hieman poikkeavasti ldahes
kaikkien sokeandytteiden pitoisuus oli suurempi kuin varsinaisten ndytteiden. Téstd johtuen
voidaan todeta, ettd kaikki mitatut ndytteet siséltdvét gadoliniumia alle 0,0005 mg/kg. Pitoisuus

on niin vahdinen, ettei sen voida katsoa merkitsevésti vaikuttavan seleenin méérittimiseen.

Vaikka niytteistd ei 10ytynyt gadoliniumia, ilmidtd tutkittiin vield tarkemmin synteettisten
ndytteiden avulla. Perusliuoksista valmistettiin seleenid ja gadoliniumia sisdltidvidt liuokset,
joiden avulla tutkittiin, miten gadoliniumin méaard liuoksissa vaikuttaa seleenin tuloksiin.
Liuoksia valmistettiin neljdssd eri gadoliniumpitoisuudessa siten, ettd osassa liuoksissa on

1 ng/l seleenid ja toisissa ainoastaan gadolinium. Tulokset on koottu taulukkoon 17.

Taulukko 17. Seleenin mittaustulokset synteettisistd nédytteistd, joihin oli lisétty eri médard gadoliniumia.

Niyteliuos | Se pg/l Niyteliuos Se ng/l
Se 1 pg/l 1,06
Gd 0,1 pg/l <0,20 | Sel pg/l+GdOo,1 pg/l 1,02
Gd 2 pg/l 1,16 Se 1 pg/l +Gd 2 pg/l 2,28
Gd 20 pg/l 12,2 Se 1 pug/l + Gd 20 pg/l 12,7
Gd 200 pg/l 117 Se 1 pg/l + Gd 200 pg/l 120

Menetelmin médritysalaraja seleenille on 0,20 pg/l. Néin ollen 0,1 pg/l Gd siséltédvén liuoksen
tulos jad alle médritysalarajan. Suurin kéytetty kalibrointiliuos puolestaan oli 20 pg/l, minka
vuoksi kumpaakaan 200 pg/l Gd sisdltdvien liuosten tuloksista ei voida pitdd luotettavana.
Yleisesti voidaan kuitenkin todeta, ettd gadolinium selvisti vaikuttaa seleenin mairitykseen.
0,1 pg/l Gd-pitoisuuden vaikutus ei kuitenkaan ole merkittdvé, kun tarkastellaan esimerkiksi

livosta, jossa seleenid oli 1 ng/l ja gadoliniumia 0,1 pg/l. Verrattuna seleeniliuokseen, jossa
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gadoliniumia ei ole, tulokset eivdt merkitsevédsti poikkea toisistaan. Seuraavassa
gadoliniumpitoisuudessa vaikutus on jo merkittdvd. Liuoksessa, jossa seleenid on 1 pg/l ja
gadoliniumia 2 pg/l, seleenin tulos muuttuu yli kaksinkertaiseksi. Voidaan siis arvioida, ettd
mitattaessa seleenid gadoliniumliuoksesta, noin puolet lisdtystd gadoliniumista havaitaan
tuloksissa. Néin ollen gadoliniumin pitoisuuden on oltava suhteellisen korkea, jotta merkittdva
muutos seleenin tuloksessa havaitaan. Varsinaisten néytteiden gadoliniumpitoisuuksien
mittaustulosten perusteella voidaankin sanoa, ettd elintarvikendytteiden gadoliniumpitoisuudet
ndyttdisivat olevan niin alhaisia, ettei mahdollista systemaattista virhettd seleenin

madrittamisessd voida perustella gadoliniumhairiolla.
11 Rengastutkimuksen jirjestiminen

11.1 Johdanto

Rengastutkimuksen tarkoituksena on parantaa laboratorioiden analyysitulosten luotettavuutta
sekd mitata laboratorioiden pétevyyttd testattavaan analyysiin. Tdssd rengaskokeessa
madritettiin kuivatun lihanédytteen seleenipitoisuutta. Elintarviketurvallisuusvirasto Evira on
Suomen kansallinen vertailulaboratorio, jonka tehtdvidnd on EU:n valvonta-asetuksen EC No
882/2004 mukaisesti koordinoida hyviksyttyjen virallisten laboratorioiden toimintaa. Tdémén
toteuttamiseksi Eviran tulee jdrjestdd vertailututkimuksia, joilla laboratorioiden pétevyys
mitataan ja tulosten oikeellisuus varmennetaan. Rengaskokeen jérjestelyt suoritettiin mukaillen
IUPAC:n ohjetta The international harmonized protocol for the proficiency testing of analytical

chemistry laboratories.®!

Rengastutkimukseen osallistui yhteensd kymmenen laboratoriota. Suurin osa osallistuneista
laboratorioista oli suomalaisia laboratorioita. Lisdksi rengastutkimukseen osallistui kolme
laboratoriota ~ muualta  Euroopasta: =~ Livmedelsverket = Ruotsista,  Veterinaar- ja
Toidulaboratoorium Virosta sekd Euroopan unionin referenssilaboratorio Italiasta.

Rengastutkimukseen osallistuneet laboratoriot on koottu taulukkoon 18.
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Taulukko 18. Rengastestiin osallistuneet laboratoriot.

Laboratorio Maa, Paikkakunta
Elintarviketurvallisuusvirasto Evira Suomi, Helsinki
Eurofins Scientific Finland Oy Suomi, Lahti
European Union Reference Laboratory (EURL) | Italia, Rooma
KVVY Tutkimus Oy Suomi, Tampere
Livsmedelsverket Ruotsi, Uppsala
Luonnonvarakeskus (Luke) Suomi, Jokioinen
MetropoliLab Oy Suomi, Helsinki
Novalab Oy Suomi, Karkkila
SeiLab Oy Suomi, Seindjoki
Veterinaar- ja Toidulaboratoorium Viro, Tartto

Laboratoriot ovat taulukossa aakkosjérjestyksessd, eikd jirjestys vastaa myohemmin tulosten

yhteydessa esitettdvien laboratoriokoodien jérjestysta.
11.2 Naytteen valmistus

Naytteen valmistusta varten hankittiin yhteensa 2,6 kg suomalaista naudan lihaa. Nayte koostui
kahdesta palasta, joiden painot olivat 1,5 ja 1,0 kg. Palat olivat samasta valmistuserista.
Esikésittelyssd néytteestd poistettiin suurimmat jénteet sekd pakkauksessa oleva veri.
Molemmat lihapalat pilkottiin noin 2 cm kokoisiksi paloiksi, minké jdlkeen palat sekoitettiin
keskendin, jotta mahdolliset erot eri pakkauksissa olevien lihapalojen vililld tasaantuisivat.
Esikésitellyt lihanpalat homogenisoitiin  kahdessa erdssd Foss Tecator 2094 -
homogenisaattorilla viiden minuutin ajan. Lopuksi molemmat erdt yhdistettiin ja nidytettd
homogenisoitiin vield viisi minuuttia, jotta kaksi erdd sekoittuvat perusteellisesti keskendén.

Homogenisoidun ndytteen massaksi punnittiin 2,2 kg.

Homogenisoitu néyte siirrettiin 12 pakastusrasiaan ja jaddytettiin yon yli -20 °C lampétilaan
kylmékuivausta varten. Seuraavana pdivdnd ndytteet siirrettiin pakastimesta Labogene Scanvac
CoolSafe 100-9 Pro —kylmédkuivuriin, jossa niitd kuivattiin yhteensd 117 tuntia eli noin 5

vuorokautta. Kuivauksen aikana ldmpétila kylméakuivurissa oli -100 °C ja paine 0,007 mbar.

Kuivauksen jilkeen ndyte homogenisoitiin uudelleen. Kuivunut liha pilkottiin ensin veitselld
pieniksi paloiksi, jonka jdlkeen paloja jauhettiin 10 minuutin ajan samalla homogenisaattorilla
kuin aiemmin. Kuivattu nédyte punnittiin ja massaksi saatiin 0,58 kg. Néin ollen lihan
kosteusprosentti oli 74 %. Nayte jaettiin nidytepurkkeihin siten, ettd laboratoriolle ldhetettdvia
ndytepurkkeja valmistettiin 12 kappaletta, joissa jokaisessa oli ndytettd noin 35 g. Lisédksi

valmistettiin omat nidytepurkit stabiilisuuden madritystd varten. Na&itd naytepurkkeja
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valmistettiin 10 kappaletta, joihin jokaiseen punnittiin nédytettd noin 15g. Kaikki ndytepurkit
siirrettiin  sdilytykseen eksikaattoreihin +4 °C ldmpdtilaan. Néytteet nimettiin siten, ettd
varsinaiset 12 ndytettd merkittiin kirjaimella ”E” sekd juoksevalla numerolla 1-12 (E1-E12).

Stabiilisuusnéytteet nimettiin puolestaan tunnuksin S1-S5 ja L1-LS5.
11.3 Rengastestin tavoitehajonnan o, mairittAminen

Rengastestiii varten médritettiin tavoitteellinen hajonta 6, IUPAC:n protokollan®! mukaisesti.
Hyvéna arviona hajonnasta voidaan kéyttdd niin sanottua Horwitz’in trumpettia, joka kuvaa
analyysimenetelmdn RSD:n (suhteellinen standardipoikkeama) ja mitatun konsentraation

vilistid suhdetta. Horwitz’in trumpetti on matemaattinen yhtild, jota kuvaa seuraava lauseke:®
RSD(%) = 2(1-05logle]), )

jossa ¢ kuvaa analyytin konsentraatiota massasuhteena, /og on 10-kantainen logaritmi ja RSD
kuvaa suhteellista standardipoikkeamaa prosentteina. RSD puolestaan madritelldan

standardipoikkeaman s ja keskiarvon x avulla:®
RSD(%) = (%/x) - 100 3)

Kaavoja (2) ja (3) yhdistdmailld voidaan laskea tavoitteellinen hajonta op, kun analyytin arvioitu
pitoisuus on tiedossa. Homogeenisuusmittausten perusteella, jotka suoritettiin Evirassa,

ndytteen keskimédardinen pitoisuus oli 0,790 mg/kg, jolloin tavoitehajonnaksi saatiin:

RSD (%) = 2(1-0,510g(0,7895107°¢)) — 16,579 %

_ 16,579%

%p 100

. mg, _ mg

0,7895 /kg = 0,1309 /kg'
Horwitz’in trumpetti on erittdin kdytdnnollinen tavoitehajonnan kuvaamiseen, silld se antaa
hyvén kuvan analyysin ominaisuuksista laajalla konsentraatioalueella. Arvio hajonnasta on
toimiva, vaikka funktio ei ota kantaa analyytin mittauksen vaikeuteen. Horwitz’in trumpetti on

yleisesti kiiytetty menetelmi tavoitehajonnan arviointiin elintarvikkeiden analyysien alalla.?!-33

11.4 Homogeenisuuden miirittiminen

Homogeenisuuden madrittdmiseksi kaikista 12 ndytepurkista tehtiin kaksi rinnakkaismaaritysta
IUPAC:n protokollan mukaisesti®!. Koska niytteitd oli vain 12, piddyttiin homogeenisuus

varmistamaan kdyttden kaikkia néytteitd. Vahimméaismadrd homogeenisuuden médrittimiseen
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protokollan mukaan on 10 nédytettd. Néytteet hajotettiin ja Se-pitoisuus mitattiin Eviran sisdisen

menetelmin Evira8128 mukaisesti.

Naytteet hajotettiin ja mitattiin satunnaisessa jarjestyksessd, joka perustuu Microsoft Excelilld
generoituun satunnaislukusarjaan. Nédin minimoitiin mittauksen ja hajotuksen vaikutus
tuloksiin. Koska niytteitd oli yhteensd 24 kpl ja hajotuksessa kdytettyyn mikroaaltouuniin
mahtui kerralla vain 10 néytettd, homogeenisuuskokeen niytteet péétettiin hajottaa kolmessa
erdsséd. Tulokset mittausjérjestyksessd on koottu taulukkoon 19 ja kuvaan 13.

Taulukko 19. Homogeenisuustestin mittaustulokset mittaus- ja hajotusjirjestyksessd kolmessa eri
mikroaaltouunihajotuseréssa.

1. hajotus 2. hajotus 3. hajotus
Paikkanro. | Nidyte | Tulos (mg/kg) | Niayte | Tulos (mg/kg) | Nayte | Tulos (mg/kg)

1 9.2 0,766 6.1 0,831 2.1 0,759

2 8.2 0,777 3.2 0,794 4.2 0,798

3 1.1 0,797 11.2 0,839 1.2 0,795

4 7.1 0,771 4.1 0,818 8.1 0,776

5 2.2 0,775 11.1 0,771 10.1 0,753

6 7.2 0,782 6.2 0,786 5.1 0,765

7 12.1 0,813 5.2 0,795 12.2 0,788

8 9.1 0,819 10.2 0,823 3.1 0,758

Keskiarvo 0,787 0,807 0,774
Varianssi 0,000393 0,000587 0,000324
Se-pitoisuus homogeenisuustestin eri niytteissi

R 0,850
£ 0,825
g 0,800 1. hajotus
§ 0,775 M 2. hajotus
£ 0750 M 3. hajotus
§ 0,725 | | |

0’700 92 82 1.1 7.1 22 72 121 91 6.1 32 11.2 41 11.1 62 52 102 2.1 42 12 81 101 51 122 3.1

Naytenro.

Kuva 13: Homogeenisuusnéytteiden mittaustulokset eri hajotuskerroilla.

Koska eri hajotuskertojen vililld havaittiin eroja tulosten keskiarvoissa, paddyttiin tuloksille
tekemdidn vield varianssianalyysi (ANOVA). Néin saatiin selville, onko hajotuskertojen valilla

mahdollisesti eroavaisuuksia. Anovan tulokset on koottu taulukkoon 20.
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Taulukko 20. Varianssianalyysin (ANOVA, yksisuuntainen) tulokset homogeenisuusniytteiden eri
hajotuskertojen vélisten erojen selvittimiseksi. Taulukossa NS on nelidsumma, va on vapausasteet ja KN on
keskinelio.

Vaihtelun F-
lihde NS va KN F P-arvo Kriittinen
Hajotusten | 44 2 0,0022 | 5097 | 0016 3,467
valissa

Hajotusten |, 5591 | 21 | 0,0004

sisdlla

Yhteensa 0,0136 23

Koska saatu F-arvo ylittdd kriittisen F-arvon, on eri hajotuskertojen vililld eroa, jota ei voida
selittdd yksittdisten hajotuskertojen sisdisilld variansseilla. On kuitenkin huomioitavaa, etti
ndytteet mitattiin tdysin satunnaisessa jérjestyksessi. Téstd johtuen keskiarvoltaan poikkeavien
hajotuskertojen vaikutus jdd vihdiseksi, silld esimerkiksi 2. hajotuskerralla saadut

keskimadrdistd suuremmat pitoisuudet jakautuvat tasaisesti kaikkien niytteiden kesken.

Toisaalta poikkeamaa hajotuskertojen vélilld on vaikea selittdd, silld hajotukset suoritettiin
tdysin identtisesti. Ndytettd punnittiin noin 500 mg, eivéitkd punnitut massat eronneet erien
vililld juurikaan. Néin ollen poikkeaman ei voida katsoa aiheutuvan matriisin vaikutuksesta.
Ennen hajotusta mikroaaltouunissa ndytteiden annettiin seistd typpihapossa védhintddn yksi
tunti. Ndistd kolmesta hajotuksesta toinen ja kolmas hajotus olivat hapossa yon yli ennen
hajotusta ja ensimméiinen hajotus vain vaaditun tunnin ajan. Tdma ei kuitenkaan selitd toisen
hajotuksen korkeampaa keskiarvoa, silld kolmannessa hajotuksessa ei havaita merkittavisti
korkeampaa pitoisuutta verrattuna ensimmdiisen hajotuksen keskiarvoon. Vaikka
varianssianalyysin mukaan hajotuksissa havaittiin merkittivd eroavaisuus, homogeenisuuden
tarkastelua jatkettiin [IUPAC:n ohjeen mukaan, silld niytteiden satunnainen jérjestys tasoittaa

poikkeavan hajotuksen pitoisuudet kaikille ndytteille tasaisesti.

Mittauksesta saadut tulokset jérjestettiin taulukkoon ja kahden rinnakkaistuloksen perusteella
laskettiin my0s rinnakkaisten erotus, summa seké erotuksen nelid. Lisdksi laskettiin summien
varianssi sekd erotusten nelididen summa, joita tarvittiin mydhemmin homogeenisuuden

madrittdmisessid. Tulokset on koottu taulukkoon 21.
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Taulukko 21. Homogeenisuustestin tulokset sekéd homogeenisuuden méérittimiseen tarvittavat arvot.

Niyte nro. | 1. tulos | 2. tulos | D (a-b) | S (atb) | D? (a-b)?
1 0,797 | 0,795 | 0,002 1,592 0,00000
2 0,759 | 0,775 | -0,016 1,534 0,00026
3 0,758 | 0,794 | -0,036 1,552 0,00130
4 0,818 | 0,798 | 0,020 1,616 0,00040
5 0,765 | 0,795 | -0,030 1,560 0,00090
6 0,831 0,786 | 0,045 1,617 0,00202
7 0,771 0,782 | -0,011 1,553 0,00012
8 0,776 | 0,777 | -0,001 1,553 0,00000
9 0,819 | 0,766 | 0,053 1,585 0,00281
10 0,753 0,823 | -0,070 1,576 0,00490
11 0,771 0,839 | -0,068 1,610 0,00462
12 0,813 0,788 | 0,025 1,601 0,00062
Summa 0,018
Varianssi 0,00081263

Aluksi tuloksia tutkittiin silmadmaéaraisesti tarkastelemalla, onko tuloksissa havaittavissa mitdian
poikkeamia (kuva 14). Poikkeavia trendejd ei havaittu kuvaajan perusteella. Mikéédn saaduista
tuloksista ei myoOskddn vaikuttanut olevan ns. outlier-tulos, joten yksittdisten arvojen

mahdollista poistoa outlier-tuloksena ei tarkasteltu tilastollisesti.

Homogeenisuustestin tulokset
1. tulos ®2. tulos

0,860
0,840 °
0,820 o

0,800 ¢
0,780 o e o
0,760

0,740
El E2 E3 E4 ES5 E6 E7 E8 E9 EI0O EIl EI2

Nayte

Se-pitoisuus (mg/kg)

Kuva 14. Graafinen esitys homogeenisuustestin tuloksista.

Tulosjoukon perusteella arvioitiin [UPAC:n protokollan mukaisesti eri ndytepurkkien vélinen

varianssi sekd kdytetyn mittausmenetelmédn sisdinen varianssi. Ensin kuitenkin tarkastettiin
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vield Cochranin testilld poikkeavatko jotkin yksittdisen ndytteen rinnakkaisméddritykset

toisistaan merkitsevésti.

Cochranin testi méaritelldan seuraavasti:

2
C — Dmax, (4)

Spp

jossa D?uq on suurin havaittu rinnakkaisten erotusten nelié ja Spp on erotusten nelididen
summa. Ndiden kahden suhteesta saadaan luku C, jota verrataan taulukoituihin kriittisiin

arvoihin. Kriittiset arvot Cochranin testille on koottu taulukkoon 22.

Taulukko 22. Kriittiset C:n arvot 95 % ja 99 % luottamustasolla.?!

Na-‘{lt(tlfl‘.de“ 95% | 99 %
7 0727 | 0838
8 0.68 | 0,794
9 0.638 | 0.754
10 0.602 | 0718
11 057 | 0.684
12 0541 | 0,653
13 0515 | 0.624
14 0492 | 0,599
15 0471 | 0.575
16 0452 | 0,553
17 0434 | 0532
18 0418 | 0514
19 0403 | 0.496
20 0389 | 0.480

Suurin poikkeama rinnakkaisten vililld havaitaan nédytteelld E10. Joten kaavan (4) perusteella

C:n arvoksi saadaan:

~0,00490

0,018 = 0,2728.

Koska nidytteiden lukumadird on tdssd tapauksessa 12, kriittinen arvo Cochranin testille 95 %
luottamustasolla on 0,54 1. Kriittinen arvo ei siis ylity, joten my0s tulos, jolla on poikkeavimmat
rinnakkaistulokset, voidaan hyvidksyd mukaan tulosjoukkoon. Tuloksen hylkédys olisi
tarpeellinen vasta 99 9% luottamustason ylittyessd. 95 % luottamustason ylittyessd on
tarpeellista tarkastella tilannetta kriittisesti, mutta rajan ylittyminen ei automaattisesti johda

tuloksen hylkdédmiseen.
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Mittausmenetelmén analyyttinen varianssi (s.;) voidaan maédritelli seuraavan kaavan
mukaisesti:
XDi?

sZ, = ST (%)

jossa Y.D7 on rinnakkaistulosten erotuksien nelididen summa ja m on mitattujen niytteiden
lukumaird. Niin ollen kaavan (5) mukaan analyyttiseksi varianssiksi saadaan
, 0018

San = m = 0,000748

Naytteiden vélinen varianssi voidaan puolestaan madritelld seuraavasti:

2 San (6)

2
Ssam = 2 ’

jossa V;on rinnakkaismééritysten summien varianssi, s«; on analyyttinen varianssi. Kaavan (6)

avulla saadaan niytteiden viliseksi varianssiksi:

0,000;31263  0,000748
SZm = z = —0,00017.

Koska niytteiden vélinen varianssi on korkean analyyttisen varianssin vuoksi negatiivinen,

médritelldsin niytteiden viliseksi varianssiksi nolla (s%sm = 0).

Seuraavaksi médriteltiin sallittu hajonta, joka IUPAC:in protokollan mukaan on 30 %

tavoitehajonnasta g,. Néin ollen sallittu varianssi homogeenisuuden suhteen on
a2, =(0,3-1,309)% = 0,001542

Niytettd ei voida pitdd riittivin homogeenisena, mikili hypoteesi H: ¢sam < 0°au €i toteudu.

Hypoteesin oikeellisuutta voidaan tutkia madrittimalld yksisuuntainen luottamusvéli

todelliselle niytteiden viliselle varianssille o”sum seuraavasti:
Sszam > F10'§u + Fzsgn; (7)

jossa F; ja F> ovat tilastollisia vakioita (taulukko 23), s”sm on tuloksista laskettu niytteiden

vilinen varianssi ja s%, on analyyttinen varianssi. Mikili kyseinen ehto toteutuu, hypoteesi
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hyldtddn, jolloin ndytettd ei voida pitdd riittivin homogeenisena. Télldin tulosten vilinen

vaihtelu ei pidi sisilldén ndytteiden vilistd todellista varianssia 6”sam.

Taulukko 23. Tilastolliset termit F; ja F> homogeenisuuden médritysti varten. Kokeessa olevien ndytteiden méaéraa
kuvataan termilld m.

m | 20 19 18 17 | 16 | 15 14 13 12 11 10 9 8 7
Fi|159]1.60 162 |1.64|1.67 169|172 |1.75|1.79 | 1.83 | 1.88 | 1.94|2.01 | 2.10
F, | 0571059062 064|068 |0.71]075|0.80|0.86|093|1.01|1.11]|1.25)|1.43

Kaavan (7) avulla voidaan laskea kriittinen arvo c, jota sitten verrataan ndytteiden véliseen

varianssiin.
c= Fla(fu + F,s2, =1,79-0,001542 + 0,86 - 0,000748 = 0,003404

Koska néytteiden vélinen varianssi on nolla, kaavan (7) mukainen ehto ei tdyty. Nédin ollen

ndyte on riittdvin homogeeninen rengastutkimusta varten.
11.5 Stabiilisuuden méairittiminen

Ennen ndytteen 1dhetystd niytteen stabiilisuus tarkastettiin mittaamalla erilaisissa olosuhteissa
sdilytettyjen néytteiden Se-pitoisuudet ja tutkimalla saatujen keskiarvojen poikkeavuutta
toisistaan t-testilld. Stabiilisuuskokeen tarkoituksena oli osoittaa, ettd mahdolliset poikkeamat
sdilytysolosuhteissa eivdt vaikuta ndytteen Se-konsentraatioon. Stabiilisuuskoetta varten
valmistettiin yhteensd kymmenen ndytettd, joista viisi ndytettd (S1-S5) sdilytettiin koko
rengaskokeen ajan jadkaappiin sijoitetussa eksikaattorissa ja loput naytteet (L1-L5) sdilytettiin

laboratorion vetokaapissa.

Séilytysolosuhteet valittiin siten, ettd toinen sdilytystapa olisi mahdollisimman stabiili ja toinen
kuvaisi mahdollisimman realistisesti ndytteeseen kohdistuvia olosuhteellisia eroja.
Laboratorion vetokaapissa sdilytetyt ndytteet altistuivat kokeen ajan normaalille lampdtilan ja
kosteuden vaihtelulle, kun taas eksikaattorissa olevat ndytteet olivat vakioidussa lampdotilassa

jadkaapissa.

Naytteet mitattiin yhteensd kolme kertaa. Ensimméinen mittaus suoritettiin naytteistd, joita ei
vield ollut sdilytetty erilaisissa olosuhteissa. Néin voitiin tarkastaa, ettei eri ndytesarjojen valilla
ole jo Ildhtokohtaisesti eroavuuksia. Tulokset ensimmadisestd mittauksesta on koottu

taulukkoon 24.
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Taulukko 24. Stabiilisuuskokeen mittaustulokset ennen kokeen alkua.

Niyte nro. | Epistabiili (mg/kg) | Stabiili (mg/kg)
1 0,767 0,770
2 0,831 0,787
3 0,777 0,782
4 0,797 0,769
5 0,777 0,819

Ennen t-testin suorittamista tarkasteltiin tulosten varianssien yhtdsuuruutta kaksisuuntaisella F-

testilld, jonka tulokset on esitetty taulukossa 25.

Taulukko 25. F-testin tulokset ennen kokeen alkua.

Epaéstabiili | Stabiili
Keskiarvo (mg/kg) 0,790 0,785
Varianssi (mg/kg) 0,00066 0,00041
Havainnot 5 5
Vapausasteet 4 4
F-arvo 1,60
F-kriittinen
kaksisuuntainen 9,61

Tuloksista ndhdain, ettd varianssit eivit poikkea toisistaan merkitsevisti, koska laskettu F-arvo
on pienempi kuin kriittinen F-arvo. Tastd johtuen néytteiden vélistd eroavuutta tutkittaessa
kdytetddn t-testid, jossa varianssit oletetaan yhtd suuriksi. T-testin tuloksista (taulukko 26)
voidaan péételld, ettd ndytteiden vililla ei ole merkittdvéa eroa, silld kaksisuuntainen kriittinen

t-arvo ei ylity.

Taulukko 26. T-testin tulokset (mg/kg) ennen kokeen alkua.

Epistabiili | Stabiili

Keskiarvo 0,790 0,785

Varianssi 0,00066 | 0,00041
Havainnot 5 5

Yhdistetty varianssi 0,00054
Vapausasteet 8
T-arvo 0,289
T-kriittinen
kaksisuuntainen el

Néytteet hajotettiin ja mitattiin uudelleen 14 vuorokauden kuluttua. Tuloksille tehtiin samat
tilastolliset tarkastelut kuin aiemmin. F-testin perusteella varianssien todettiin poikkeavan
ndytteiden vélilld toisistaan merkitsevésti, joten t-testind kdytettiin versiota, jossa varianssit

oletetaan erisuuriksi (taulukko 27).
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Taulukko 27. Stabiilisuustestin tulokset (mg/kg), kun néytteitd oli séilytetty 14 vuorokautta erilaisissa olosuhteissa.

Epaéstabiili | Stabiili
1 0,815 0,810
2 0,762 0,805
3 0,815 0,810
4 0,918 0,793
5 0,805 0,786
Keskiarvo 0,823 0,801
Varianssi 0,0033 0,00011
Havainnot 5 5
Vapausasteet 4 4
F-arvo 28,94011
F-kriittinen
kaksisuuntainen A
Yhdistetyt vapausasteet 4
T-arvo 0,851
T-kriittinen
kaksisuuntainen 2,776

Koska laskettu t-arvo ei ylité kriittistd arvoa, voidaan osoittaa, ettei eri olosuhteissa sdilytettyjen
ndytteiden vililld ole merkitsevdd eroavaisuutta. Naytettd voidaan siis pitdd riittdvin stabiilina

rengastutkimukseen.

Stabiilisuutta tarkasteltiin vield rengastestin jidlkeenkin, kun suurin osa laboratorioista olivat jo
ilmoittaneet tuloksensa. 63 vuorokautta sen jdlkeen, kun néytteet sijoitettiin eri
sdilytyspaikkoihin, ndytteet hajotettiin vield kolmannen kerran ja niiden pitoisuudet mitattiin.
Tuloksille tehtiin F-testi varianssien eron selvittimiseksi samoin kuin edelld sekd F-testin

tulosta vastaava t-testi (taulukko 28).
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Taulukko 28. Stabiilisuustestin tulokset 63 vuorokauden jilkeen.

Epistabiili | Stabiili
1 0,741 0,731
2 0,784 0,729
3 0,794 0,720
4 0,714 0,754
5 0,987 0,718
Keskiarvo 0,804 0,731
Varianssi 0,0115 0,00020
Havainnot 5 5
Vapausasteet 4 4
F 57,09807
F-kriittinen
kaksisuuntainen 2885
Yhdistetyt vapausasteet 4
T-arvo 1,519898
T-kriittinen
kaksisuuntainen 2,776445

F-testi tuottaa kriittisen arvon ylittdvan tuloksen, joten t-testind kéytettiin varianssit erisuuriksi
olettavaa versiota. T:n arvo ei kuitenkaan ylitd kriittistd t:n arvoa, joten vield 63 vuorokauden

erilaisten sdilytysolosuhteiden jidlkeen seleenin pitoisuus niytteessd ei muutu.

Tuloksissa on yksi muista selvésti poikkeava tulos. Epéstabiilien ndytteiden nidyte numero 5
tuotti poikkeavan korkean tuloksen. Tulosta tarkasteltiin mahdollisena outlier-tuloksena
Grubbs’n testin avulla (ks. kohta 11.6). G:n arvoksi laskettiin 1,706. Kriittinen arvo
taulukoiden® mukaan on Gs=1,715. Koska G:n laskennallinen arvo ei ylitd kriittisti arvoa,
tulosta ei voida pitdd outlier-tuloksena ja se on otettava mukaan tarkasteluun. Poikkeavasta
tuloksesta huolimatta rinnakkaismittausten hajonta on riittdvén suurta selittdméén erot tulosten
keskiarvojen vililld. Syiti yksittdiseen poikkeavaan tulokseen on vaikea arvioida, mutta laitteen
satunnainen mittausvirhe on mahdollinen tai ndyte on voinut kontaminoitua

esikdsittelyvaiheessa.
11.6 Konsensusarvon maérittiminen

Rengaskokeeseen osallistui yhteensd kymmenen laboratoriota. Yksi laboratorioista osallistui
rengaskokeeseen kahdella menetelmailld, minkd vuoksi laboratoriokoodeja on tulostaulukoissa
yhteensé yksitoista. Tulokset rinnakkaisméadrityksistd ja tulosten keskiarvoista on koottu alla

olevaan taulukkoon 29.
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Taulukko 29. Laboratorioiden rinnakkaisméaéritysten tulokset seka tulosten keskiarvot (mg/kg).

Laboratorio | 1. tulos | 2. tulos | Keskiarvo
LAB 001 0,685 0,691 0,688
LAB 002 0,713 0,755 0,734
LAB 003 0,737 0,698 0,718
LAB 004 0,899 0,823 0,861
LAB 005 0,661 0,650 0,656
LAB 006 0,642 0,646 0,644
LAB 007 0,676 0,653 0,665
LAB 008 0,689 0,731 0,710
LAB 009 0,684 0,698 0,691
LAB 010 0,710 0,720 0,715
LAB 011 0,857 0,820 0,839

Keskiarvo 0,720

Tulosjoukkoa kisiteltiin mukaillen [IUPAC:n protokollaa. Lasketut keskiarvot muodostavat
datajoukon, jonka avulla rengastestin konsensusarvo maédéritettiin. Ensin tarkasteltiin, onko
tulosjoukossa erittdin poikkeavia tuloksia. Téllaisiksi tuloksiksi luokitellaan tulokset, jotka
eivit mahdu vilille: tulosten mediaani + 50 %. Tadma vili on tdssd tapauksessa

0,355 — 1,065 mg/kg. Kyseisen vilin ulkopuolisia tuloksia ei ollut yhtakaan.

Tamidn lisdksi tarkasteltiin tulosten keskiarvosta eniten poikkeavaa tulosta (LAB_004).
Kyseisen tuloksen ja keskiarvon vilistd etdisyyttd suhteutettiin tulosten hajontaan, jonka avulla
saatiin selville, onko tulos niin poikkeava, ettd tulos voitaisiin poistaa tulosjoukosta ns. outlier-
tuloksena. Tilannetta tarkasteltiin ensin Grubbs’in testin avulla. Tuloksen avulla méaritetdin
G-arvo, jota verrataan taulukoituihin kriittisiin arvoihin. Mikéli laskettu arvo ylittdd kriittisen

arvon, voidaan tulos poistaa outlier-tuloksena. G:n arvo méiritettiin seuraavasti:

lgs —%| _ 10,861 — 0,720

¢ === "0701

= 2,013,

jossa gs on outlier-arvoksi epdilty arvo, x on tulosten keskiarvo ja s tulosten keskihajonta.®’
Kriittinen kaksisuuntainen arvo G:lle taulukoiden® mukaan on: G;; = 2,355 (p=0,05). Koska

kriittinen arvo ei ylity, tulosta ei voida poistaa outlier-tuloksena.

Grubbs’in testin lisdksi samaa tulosta tarkasteltiin myds Dixonin testin avulla. Dixonin testi
ottaa kantaa myos sithen, kuinka I&helld on epdiltyé outlier-arvoa oleva seuraava tulos. Testissa
lasketaan Q-arvo, jota verrataan taulukoituihin kriittisiin arvoihin. Q-arvo mééritelldin

seuraavasti:
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lgs —an| 10,861 —0,839]
Amax — 9min B 0,861 — 0,644

Q= = (0,1037,

jossa ¢s on epdily arvo, g, on epdiltyd arvoa ldhin arvo, gm« on tulosjoukon suurin arvo ja gmin
on pienin arvo.® Kriittinen arvo Q:lle taulukoiden® mukaan on Q;,=0,3922. Koska kriittinen
arvo ei ylity, ei tulosta voida poistaa tulosjoukosta. Naistd kahdesta testistéd
standardointiorganisaatio ISO suosittelee kiytettiviiksi mieluummin Grubbs’in testii.®" Tissi

tapauksessa molemmat testit antoivat kuitenkin saman tuloksen.

Tulosjoukossa ei siis havaittu tilastollisten menetelmien perusteella outlier-tuloksia, joten
kaikista saaduista tuloksista piirrettiin dotplot-kuvaaja tulosten graafista tarkastelua varten

(kuva 15).

Dotplot-kuvaaja (n=11)

T T T T T
065 0.70 075 0.80 0.85

Se pitoisuus (mglkg)

Kuva 15. Dotplot-kuvaaja rengastutkimuksen tuloksista.

Kuvaajasta ndhdédén selvésti, ettd tulokset eivit muodosta tdysin symmetristd jakaumaa. Kaksi
tuloksista sijaitsevat muihin tuloksiin nihden huomattavasti oikealla. Toisaalta on myos
huomioitava, ettd kéytetty tulosjoukko on erittdin pieni. Koska kuvaaja ei ole symmetrinen, on
hyvé tutkia tuloksia kdyttden Kernelin tiheysfunktiota (kuva 16). Kernelin tiheysfunktio on

histogrammia vastaava esitys, jossa havainnollistetaan tulosten eri populaatioita.
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Kernelin tiheysfunktio
h: 0,098175

3,5 1

2,5 A

tiheys
\S}

1,5

0,5

O U T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4

Tulos (mg/kg Se)

Kuva 16. Kernelin tiheysfunktio rengastutkimuksen tuloksista.

Kuvaaja on piirretty kdyttden ytimen leveytend eli #:n arvoa 0,098175, joka vastaa [IUPAC:n
protokollan mukaisesti arvoa 0,75c,. Ydinfunktiona kuvaajan muodostuksessa on kaytetty
standardia normaalijakaumaa. Kaavio on piirretty kdyttdien AMC:n tuottamaa Kernel-tyokalua
MS Excel-ohjelmistolle.®® Kuvaajasta nihdéin, etti muodostuva funktio on yksihuippuinen ja
karkeasti katsottuna myds symmetrinen. Niin ollen graafisen tarkastelun sekéd edeltdvien

tilastollisten menetelmien perusteella ei ole syytd hylétd yhtdan tulosjoukon tuloksista.

Rengastestin  konsensusarvo maddritettiin  siis kaikkien saatujen tulosten perusteella.
Konsensusarvon estimaattina kiytettiin robustia keskiarvoa. Vertailun vuoksi tuloksista
laskettiin my0s keskiarvo ja keskihajonta. Liséksi tuloksista laskettiin mediaani sekd
keskihajontaa vastaava arvo sMAD eli mediaanin keskipoikkeama & . Jotta mediaanin
keskipoikkeama kuvaisi todellista hajontaa, se kerrottiin arvolla 1,4826. Kyseinen luku on
jakaumasta riippuva skaalauskerroin, joka tissd tapauksessa saadaan normaalijakaumasta, silld
tulosten voidaan olettaa olevan normaalisti jakautuneita. Mediaanin keskipoikkeama
madritetddn mittaamalla kaikkien tulosten absoluuttinen poikkeama mediaanista ja ottamalla

saaduista luvuista mediaani.®’

Lopullinen konsensusarvo méériteltiin laskemalla robusti keskiarvo ja hajonta laboratorioiden
tuloksista. Menetelmd on nimeltddn Huberin menetelma, jota AMC (analytical methods
committee), 1SO 5725-1:1994(en) -standardi (Accuracy (trueness and precision) of
measurement methods and results) ja ISO 13528:2015(en) -standardi (Statistical methods for
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use in proficiency testing by interlaboratory comparison) suosittelevat kaytettivin

rengastestien jirjestimisessi®!

. Siind tulosten robusti keskiarvo ja -hajonta mééritetdin
iteroimalla lukuja useaan kertaan. Alkuoletuksena keskiarvon estimaattorina kéytetddn
mediaania ja hajontana sSsMAD-arvoa. Olkoot ndmé arvot u ja 0. Tdmén jdlkeen tarkastetaan,
onko kaikki tulosjoukon tulokset vililld 4 + 1,5¢. Mikili tulos on suurempi kuin x + 1,50,
muutetaan tulos kyseiseksi arvoksi. Samoin rajan alle jadvét tulokset muutetaan arvoksi
u - 1,50. Muutetuista tuloksista lasketaan keskiarvo seké keskihajonta, joka kerrotaan arvolla
1,135 (arvo johdettu normaalijakaumasta). Niitd toimenpiteitd toistetaan niin kauan, ettd luvut
eivit endd muutu. Jiljelle jidneet luvut muodostavat robustin keskiarvon ja robustin

keskihajonnan.®® Huberin menetelmilli saadut arvot laskettiin kiyttien AMC:n tuottamaa MS

Excel —laajennosta.

Lasketut tilastolliset estimaattorit on esitetty taulukossa 30.

Taulukko 30. Rengastestin tulosten tilastolliset parametrit.

Keskiarvo x | 0,720 mg/kg | Keskihajonta s 10,0701 mg/kg
Mediaani f | 0,710 mg/kg | SMAD 6 | 0,0356 mg/kg
Robusti keskiarvo | . Robusti keskihajonta | .

H15 Mean trop | 0,707 mg/ke | 1y5'5td Dev Orob | 0,0375 mg/kg

Konsensusarvon mittausepdvarmuus voidaan mairittdd seuraavasti robustin keskihajonnan

avulla:

. _ Grob _ 00375
vn o V11

=0,0113.

Tulosjoukossa ei havaita liian suurta jakaumaa, silld robustin keskihajonnan arvo on alle 1,20,
Lisdksi myds konsensusarvon mittausepavarmuus on pienempi kuin 0,30,. Néin ollen [UPAC:n
protokollan asettamat kriteerit robustin keskiarvon kéytostd konsensusarvona tdyttyvit.
Virheen pyoristyssddntjen mukaisesti konsensusarvo mittausepdvarmuuksineen pyoristyy siis

arvoon 0,707 + 0,012 mg/kg.
11.7 Laboratorioiden z-arvojen arviointi

Laboratorioiden menestyksen vertailemiseksi rengastestissd tuloksista madritettiin kullekin
laboratoriolle z-arvo, joka kuvaa poikkeamaa konsensusarvosta. Z-arvo mééritelldin seuraavan

kaavan avulla:

7=—- (®)
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jossa x on laboratorion saama tulos, x, on rengastestin konsensusarvo ja g, on tavoitehajonta.

Z-arvoja tulkitaan siten, ettd nolla on paras mahdollinen tulos. Tulokset, jotka ovat

itseisarvoltaan alle kaksi, ovat hyviksyttivid. Tulokset, jotka ovat itseisarvoltaan 2—3, ovat

hyvaksyttdavid, mutta kyseenalaisia. Tulokset itseisarvoltaan yli kolmen eivit ole hyvéksyttavid.

Tilanteissa, joissa z-arvo ylittdd arvon kolme, laboratorion tulisi tutkia, mikd heidén

menetelmédssdédn aiheuttaa virheellisid tuloksia. Laboratorioiden z-arvot ja tulokset on laskettu

kaavan (8) avulla taulukkoon 31. Z-arvot on my®ds jdrjestetty kuvaan 17 suuruusjérjestykseen.

Taulukko 31. Laboratorioiden tulokset ja z-arvot rengaskokeessa.

Tulosten
Laboratorio | keskiarvo | z-arvo

(mg/kg)
LAB 001 0,688 -0,1
LAB 002 0,734 0,2
LAB 003 0,718 0,1
LAB 004 0,861 1,2
LAB 005 0,656 -0,4
LAB 006 0,644 -0,5
LAB 007 0,665 -0,3
LAB 008 0,710 0,0
LAB 009 0,691 -0,1
LAB 010 0,715 0,1
LAB 011 0,839 1,0

laboratorioiden z-arvot

3
2
1
: R N )

LAB 006 LAB 005 LAB 007 LAB 001 LAB O LABO00S LABOI0 LABO003 LABO002 LABOIl LAB 004

Kuva 17. Laboratorioiden z-arvot suuruusjarjestyksessa.

Kaikkien laboratorioiden z-arvot olivat itseisarvoltaan alle kaksi. N4din ollen voidaan sanoa, etti

kaikki laboratoriot menestyivét hyvin rengastestissd. Kaksi tuloksista (LAB 011 ja LAB_004)



80

olivat muita hieman korkeampia, mutta myos ndiden tulosten z-arvot olivat hyviksyttavalla

tasolla.
11.8 Laboratorioiden vilisen varianssin madrittiminen

Z-arvojen lisdksi laboratorioiden tuloksia arvioitiin piirtdmalld rinnakkaistuloksista Youden

plot-kuvaaja (kuva 18).

Youden Plot-kuvaaja rengastestin tuloksista
0,950

0,900

0.850 LAB_004

0.800 LAB 011

0,750

2. tulos (mg/kg Se)

0,700
LAB_003

0,650

0,600

0,550 .
0,550 0,600 0,650 0,700 0,750 0,800 0,850 0,900 0,950

1. tulos (mg/kg Se)
Kuva 18. Youden-plot-kuvaaja rengastestin tuloksista.
Kuvaajassa on esitetty laboratorioiden tulokset siten, ettd yhden laboratorion kaksi

rinnakkaistulosta muodostavat kuvaajan pisteen x- ja y-koordinaatit. Ensimmadisen

rinnakkaisndytteen tulos vastaa x-koordinaattia ja toinen tulos y-koordinaattia. Kuvaajaan on
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piirretty suorat, jotka kuvaavat tulosten keskiarvoja. Pystysuora viiva kuvaa ensimmadisten

rinnakkaismairitysten keskiarvoa ja vaakasuora viiva toisten rinnakkaistulosten keskiarvoa.

Akselit jakavat kuvaajan neljdén osaan. Mikdli tuloksissa ei havaittaisi lainkaan systemaattista
virhettd laboratorioiden viélilld, olisivat kaikki pisteet jakautuneet tasaisesti neljddn osaan.
Kuvaajaan on piirretty katkoviivalla myds 45 asteen suora. Pisteiden kohtisuora etdisyys taltd
suoralta kuvaa laboratorion satunnaisen mittausvirheen suuruutta. Pisteiden 45 asteen suoran
suuntainen etdisyys kuvaajan keskipisteestd kuvaa puolestaan laboratorioiden systemaattista

mittausvirhetta.

Systemaattisen ja satunnaisen virheen erottamiseksi toisistaan hyddynnetéén varianssianalyysia
(ANOVA). Mikéli laboratorion tuloksissa ilmenee systemaattista virhettd, sama virhe esiintyy
molemmissa laboratorion tuloksissa. Télloin erotus D=X-Y poistaa systemaattisen virheen. D-
arvojen jakautuman avulla voidaan arvioida satunnaista virhettd. Termeilld X tarkoitetaan tdssi
laboratorion ensimmadistd rinnakkaistulosta ja termilldi Y toista rinnakkaistulosta.
Kokonaisvariaatio voidaan puolestaan laskea rinnakkaistulosten summan S=X+Y jakaumasta.
Niiden kahden variaation avulla voidaan laskea arvio laboratorioiden viliselle variaatiolle

seuraavan kaavan mukaisesti:

s = s?+ 2s?, )

2 2

jossa sz’ on kokonaisvarianssi, s/ on satunnaisvirheen varianssi ja s;° on laboratorioiden
vilinen varianssi.?® Kyseinen luku kerrotaan kaavassa kahdella, silld téissd tapauksessa
laboratoriot tekivit kaksi mééritysti samasta ndytteestd. Laboratorioiden tulokset ja niistd

lasketut D- ja S-arvot on koottu taulukkoon 32:

Taulukko 32. Tilastolliset parametrit (mg/kg) varianssianalyysia varten.

Laboratorio X Y S=X+Y | D=X-Y
LAB 001 | 0,685 | 0,691 1,376 | -0,006
LAB 002 |0,713 | 0,755 1,468 | -0,042
LAB 003 |0,737 | 0,698 1,435 0,039
LAB 004 |0,899 | 0,823 1,722 0,076
LAB 005 |0,661 | 0,650 1,311 0,011
LAB 006 | 0,642 | 0,646 1,288 | -0,004
LAB 007 |0,676 | 0,653 1,329 0,023
LAB 008 | 0,689 | 0,731 1,420 | -0,042
LAB 009 | 0,684 | 0,698 1,382 | -0,014
LAB 010 | 0,710 | 0,720 1,430 | -0,010
LAB 011 | 0,857 | 0,820 1,677 0,037
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Satunnaisvirheen varianssin homogeenisuus tarkistettiin ennen varianssianalyysia Cochranin
testilla (ks. kohta 11.4). Eniten satunnaista virhetti siséltédva tulos oli laboratoriolla LAB 004,
jonka C:n arvoksi saatiin 0,382. Kriittinen arvo (taulukko 22), kun 4=11 ja p=0,05 on 0,57.

Koska kriittinen arvo ei ylity, voidaan satunnaisvirheen varianssia pitdd homogeenisena.

Satunnaisvirheen varianssi ja kokonaisvarianssi voidaan laskea seuraavilla kaavoilla:

_ Z?=1(Dj _5)2 10

S =T =) (10

. SkL(5-8) (11)
R= " om—1)

joissa D ja S ovat erotusten ja summien keskiarvot ja n on laboratorioiden lukumé&iri.
Vapausasteissa on luku 2, koska niytteistd analysoitiin kaksi rinnakkaista jokaisessa
laboratoriossa. Kaavojen (10) ja (11) avulla satunnaiseksi varianssiksi saadaan: s? = 0,000639
ja kokonaisvarianssiksi s3 = 0,00983. Niiden lukujen avulla ja kaavan (9) avulla voidaan

laskea laboratorioiden vilinen varianssi: sf = 0,00459.

Kun satunnaisvirhettd ja kokonaisvarianssia verrataan toisiinsa F-testilld, saadaan arvoksi
F=15,39. Kriittinen kaksisuuntainen arvo kirjallisuuden®® mukaan on Fjo 0= 2,98 (p=0,05).
Koska kriittinen arvo ylittyy, laboratorioiden vélistd varianssia ei voida selittdd satunnaisella

virheelld, vaan laboratorioiden menetelmien vililld on systemaattista virhetta.

Kokonaisvarianssin perusteella voidaan mairittda vielda RSD-arvo laboratorioiden tuloksille.

Kun kokonaisvarianssin nelidjuuri jactaan kaikkien tulosten keskiarvolla, saadaan:

RSD — 100% - +/0,00983
B 0,720

=13,77%

Rengastestin tavoitehajonta op:lla médritettynd RSD:n arvo on télld konsentraatioalueella

16,58 %. Tulosten kokonaishajonta oli siis pienempdi kuin Horwitz’n trumpetti antoi olettaa.
11.9 Tulosten tulkinta

Tulosten perusteella voidaan sanoa, ettd mittausmenetelmalld on merkittdva vaikutus tuloksiin

(kuva 19).



83

Laboratorioiden tulokset ja niiden mittausmenetelmét
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* Laboratorio ilmoitti kdytosséd olevan térmiyskaasu, mutta ei tarkentanut, miké kaasu on kyseessa.

Kuva 19. Laboratorioiden tulokset ja niiden mittausmenetelmat.

Rengastestiin osallistuneista laboratorioista suurin osa kéytti mittausmenetelmanid ICP-MS-
tekniikkaa. Kaksi tuloksista oli méidritetty muilla menetelmalla: toinen tuloksista oli maaritetty
ICP-OES-laitteella  kdyttden hydridin muodostustekniikkaa ja toinen grafiittiuuni-
atomiabsorptiota. ICP-MS-tulosten kohdalla on raportoitu myds kéytetty tormdys- tai
reaktiokaasu. Kaikissa muissa menetelmissd paitsi GFAAS-menetelméssd néytteen
esikdsittelyssd kdytossd oli mikroaaltouuniavusteinen suljettu maérkdpoltto. GFAAS-
menetelmassé kiytossa oli avoin mérképoltto. Liuotushappoina kaikissa ICP-MS-menetelmissi
kéytettiin typpihappoa ja yhtd laboratorioita lukuun ottamatta myos vetyperoksidia. HG-ICP-
OES:ssé kaytossé oli vetykloridihappo. Ndytteen punnitusmaérét vaihtelivat 0,3-0,5 g vélilla.
Myos lopputilavuuksien ja laimennosten valilld oli laboratorioiden vélisid eroavuuksia, mutta
punnitusméérilld ja nidyteliuosten pitoisuuksilla ei néyttdnyt olevan merkitystd tuloksien
suuruuteen. Menetelmien mittausepavarmuudet vaihtelivat 20—40 % vililld. Tuloksista
havaitaan, ettd ICP-MS-menetelmait, joissa torméyskaasuna kdytettiin heliumia, ndyttiisivat
antavan muihin menetelmiin verrattuna hieman korkeampia tuloksia. Toisaalta vaihtelu

tulosten vililld on kohtuullisen suurta.
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Kun tarkastellaan ICP-MS-laitteen torméysmittaustilassa mitattuja tuloksia (kuva 20) havaitaan

myos, ettd kaasuvirtauksen suuruus ndyttdisi vaikuttavan tulokseen.

Kaasuvirtauksen ja sisdisen standardin vaikutus mittaustuloksiin

0,90
0,85
0,80
- 0,75 B Ge
N Te
Z 0,70 Rh
o))
g
> 0,65
S
=
= 0,60
0,55
0,50

3,8 ml/min 4,4 ml/min 4,5 ml/min 4,65 ml/min 5 ml/min 5 ml/min

Tormayskaasun virtaus

Kuva 20. Kaytetty torméyskaasuvirtaus ja sisdinen standardi niille tuloksille, jotka mitattiin kéyttden ICP-MS-
tekniikkaa ja tormdyskaasua.

Pienemmait kaasuvirtaukset (3,8 ja 4,4 ml/min) ndyttdisivédt tuottavan hieman korkeammat
tulokset kuin suuremmat kaasuvirtaukset. Syynd tdhdn voi mahdollisesti olla korkeamman
kaasuvirtauksen tehokkaampi Ar-hiirion poisto. Poikkeuksena voidaan pitdd 4,5 ml/min
kaasuvirtauksella saatua tulosta, joka on muihin nihden huomattavasti pienempi. Toisaalta

juuri tuon tuloksen kéytetty torméyskaasu ei ole tiedossa.

Sisdisen standardin vaikutusta tuloksiin ei voida tehdd luotettavia johtopéétoksid, silld
esimerkiksi kéytettdessd germaniumia saadaan sekd suuri ettd pieni tulos seleenille. Yhden
telluurilla tehdyn mittauksen korkeasta tuloksesta on myds mahdotonta tehdi paitelmii, ettd
telluuri toimisi huonosti sisdisend standardina. Toisaalta voidaan kuitenkin todeta, ettd
keskimadrdisesti rodiumia kéayttdmalld tulokset olivat keskiméardisesti pienempid, verrattuna

telluurilla ja germaniumilla mitattuihin tuloksiin. On kuitenkin muistettava, ettd tarkasteltava
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tulosjoukko on erittéin pieni. Tdmén vuoksi tuloksista tehtyjen johtopéatdsten luotettavuus on

viahintddnkin kyseenalainen.
12 Yhteenveto

Jaannoshiilen vaikutusta tutkittiin lisddmailld niytteisiin ja standardeihin metanolitausta.
Metanolin vaikutusta tutkittiin ensin referenssimateriaalien avulla, joihin lisdttiin 1 % ja 2 %
(v/v) metanolipitoisuus. Tulokset pienenivét seleenin osalta metanolipitoisuuden kasvaessa.
Sama 1lmi6 havaittiin myo0s tarkasteltaessa tulosten hajontaa. Néyttéisi siis siltd, ettd metanolin
lisddminen parantaa seleenitulosten oikeellisuutta sekd toistettavuutta. Muiden alkuaineiden
kohdalla tulokset olivat vaihtelevia. Joidenkin alkuaineiden kohdalla tulosten hajonta pieneni
metanolia lisdttdessd ja joidenkin kohdalla hajonta puolestaan kasvoi. Esimerkiksi kromin
kohdalla tulosten hajonta oli erittdin suurta metanolia siséltdvissd liuoksissa.
Referenssimateriaalien tarkastelun perusteella parhaaksi metanolipitoisuudeksi valittiin 1 %,
silld 2 % metanolia kéytettidessd osalla referenssimateriaaleista tulos oli liian alhainen, jolloin
saanto jdi huomattavasti alle 100 %:n. Rutiinindytteet mitattiin kdyttden 1 % metanolia sekd
ilman metanolia, jotta voitiin tutkia, toistuvatko samat ilmiét myoOs rutiinindytteiden
tapauksessa. Seleenin osalta tulos oli 1 % metanolitaustalla hieman pienempi verrattuna ilman
metanolia mitattuun pitoisuuteen. My0ds hajonnat olivat pienemmaét metanolin tapauksessa kuin
ilman metanolia. Tosin tuloksien viliset erot olivat suurempia referenssimateriaalien

tarkastelussa verrattuna rutiinindytteisiin.

Eviran nykyisen menetelmidn (Evira8128) mukaan elintarvikendytteistdi mitataan
samanaikaisesti myds muita alkuaineita kuin seleeni. Jos metanolia lisdttdisiin liuoksiin,
héiritsisi se esimerkiksi kromin madritystd huomattavasti. Seleenin mittauksen eriyttiminen
omaksi menetelmikseen ei myoskddn ole kannattavaa, silld erot metanolia sisdltdvien
ndytteiden ja nykyiselld menetelmilld mitattujen néytteiden vélilld eivdt ole merkittidvid, kun
huomioidaan tulosten luottamusvilit. Ndin ollen metanolin lisdysté ndytetaustaan ei voida pitdd

tarpeellisena.

Gadoliniumin osalta hdirion merkittivyys pystyttiin todentamaan. Synteettisten nédytteiden
avulla havaittiin, etti noin puolet lisitysti gadoliniumista havaitaan mitattaessa "*Se-isotooppia.
Pienissé pitoisuuksissa (0,1 pg/l) ei gadoliniumin vaikutusta seleenin tulokseen voida havaita.
Gadoliniumpitoisuus mitattiin my0s rutiinindytteistd, mutta kaikissa néytteissd gadoliniumin
pitoisuus jdi alle médritysalarajan. Tulosten perusteella voidaan siis péitelld, ettd ainakin
mitattujen ndytteiden osalta gadolinium ei aiheuta héiriotd seleenin mittaukseen, silld

gadoliniumpitoisuudet elintarvikkeissa ovat erittdin pienet.
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Rengastestin tavoitteena oli perehtyd rengastestin jarjestimiseen liittyviin toimintatapoihin ja
jarjestelyihin. Tdmaén tutkielman yhteydessi jarjestetty rengastutkimus oli ensimmaéinen Eviran
Kemian tutkimusyksikon jarjestdimid rengastutkimus. Laboratorioiden tulokset olivat kaikki
hyvid kaikkien z-arvojen ollessa itseisarvoltaan alle kaksi. Rengastestin yhteydessd saatiin
arvokasta tietoa, miten ja millaisella menetelmédlld tulokset on saatu. Nayttdisi siltd, ettd
kéaytetylld torméys- tai reaktiokaasulla on merkittévi vaikutus seleenin tuloksiin. Rengastestiin
osallistuneista laboratorioista kahden laboratorion tulos oli muihin ndhden hieman korkeampi.
Naissd molemmissa laboratorioissa tulos maddritettiin kdyttden ICP-MS-tekniikkaa, jossa
tormiyskaasuna oli helium. Lisdksi molempien laboratorioiden kohdalla kaytetty
tormiyskaasun virtausnopeus oli muihin laboratorioihin n&hden hieman pienempi.
Laboratoriot, jotka kayttivit korkeampaa kaasuvirtausta tai jotain muuta tormdys- tai
reaktiokaasua, saivat z-arvoltaan parempia tuloksia. Néin ollen tutkimusta olisi hyva jatkaa
vield testaamalla seleenin mittausta erilaisin kaasuvirtauksin ja mahdollisesti myds mitata

kéyttden eri torméys- tai reaktiokaasua.
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