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Perinteisesti polysyklisid aromaattisia hiilivetyja (PAH) on mddritetty kromatogra-
fisilla menetelmilld. Niiden huonoina puolina ovat muun muassa ndytteiden vaa-
tima runsas esikésittely, analyysiajojen hitaus, operaattoreilta vaadittava korkea tie-
totaito, laitteistojen korkea hinta ja tarvittavien orgaanisten liuottimien suuri maara.
Synkronoitu fluoresenssispektroskopia (SFS) on nopea, helposti operoitava ja va-
han nédytteiden esikésittelyd vaativa menetelmd, joka liséksi tarjoaa perinteista fluo-
resenssispektroskopiaa yksinkertaisemmat spektrit. Tdssa tutkielmassa selvitettiin
synkronoidun fluoresenssispektroskopian soveltuvuutta fluoranteenin ja
bentso(k)fluoranteenin mdarittimiseen vesi-etanolitaustaisista nadytteistd kaytta-
malla niille kirjallisuudesta 16ytyneitd mittausparametrejd. Seoksena vesi ja etanoli
muodostavat fluoresoivan klusterin, vaikka yksin ne eivét ole fluoresoivia yhdis-
teitd. Vesi-etanolin klusteri emittoi osittain samalla aallonpituudella fluoranteenin
kanssa ja nostaa taustaemission niin korkeaksi, ettd fluoranteenin osalta ei pystyta
madrittimddn niin alhaisia pitoisuuksia kuin SFS muuten mahdollistaisi.
Bentso(k)fluoranteenin kohdalla taustaemissio jdi pieneksi ja vaikutus
bentso(k)fluoranteenin maddritettdvyyteen jdi véhdiseksi. SFS soveltuu hyvin
bentso(k)fluoranteenin maéérittdmiseen vesi-etanolitaustaisista ndytteistd, mutta
fluoranteenin kohdalla vesi-etanolin voimakas taustaemissio aiheuttaa ongelmia.
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Traditionally, polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are determined by
chromatographic methods. Their disadvantages include the extensive pre-
treatment required by the samples, the slowness of the analysis runs, the high level
of know-how required of operators, the high cost of equipment and the large
amounts of organic solvents required. Synchronous fluorescence spectroscopy (SFS)
is a fast, easy-to-operate and low-sample-pre-treatment method, which also
provides simpler spectra than traditional fluorescence spectroscopy. This thesis
examined the applicability of synchronous fluorescence spectroscopy for the
determination of fluoranthene and benzo(k)fluoranthene in samples with water-
ethanol backgrounds by using measurement parameters found in the literature. As
a mixture, water and ethanol form a fluorescent cluster, although alone they are not
fluorescent compounds. The water-ethanol cluster partially emits at the same
wavelength as fluoranthene and raises the background emission to such a high level
that the fluoranthene cannot be determined at concentrations as low as SFS would
otherwise allow. For benzo(k)fluoranthene, background emission was low and the
effect on the determinability of benzo(k)fluoranthene was limited. SFS is well suited
for the determination of benzo(k)fluoranthene from samples with a water-ethanol
background, but in the case of fluoranthene, a strong background emission of water-
ethanol causes problems.
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1JOHDANTO

Polysykliset aromaattiset hiilivedyt (PAH) ovat orgaanisia yhdisteitd, jotka koostu-
vat kahdesta tai useammasta aromaattisesta renkaasta. Yleisimmin PAHit esiinty-
vit kahdesta (naftaleeni) seitsemédén (koroneeni) renkaisina (Boehm 1964). Useim-
mat PAH-yhdisteet ovat mutageenisia ja karsinogeenisia (Andrade Eiroa ym. 1998,
Patra & Mishra 2001, Lage-Yusty ym. 2005). PAHeja muodostuu epétdydellisen pa-
lamisen seurauksena sekd luonnollisista ettd antropogeenisista ldhteistd. Luonnol-
lisista lahteistd PAH-yhdisteitd muodostuu esimerkiksi metsa- ja ruohikkopalojen
seurauksena (Andrade Eiroa ym. 1998). Antropogeenisid lahteitd ovat esimerkiksi
fossiilisten ja biopolttoaineiden polttaminen. Lisdksi PAHeja vapautuu ymparis-
toon esimerkiksi kasvien tuottamina synteesituotteina (Andrade Eiroa ym. 1998) ja
oljyn sekd petrokemian tuotteiden joutuessa ymparistoon (Boehm 1964). Ympaéris-
tostd PAH-yhdisteitd 10ytyy kdytannossa kaikkialta. Niitd on muun muassa vesis-

toissd, maaperdssd, ilmassa, kuten myos elivissd (Andrade Eiroa ym. 1998).

Polysyklisid aromaattisia hiilivetyjd voidaan maarittad monilla eri tavoilla. Perintei-
sesti on kdytetty kromatografisia menetelmid (Andrade Eiroa ym. 1998). Padasialli-
set menetelmdt ovat olleet kaasukromatografia (GC) ja korkean erotuskyvyn neste-
kromatografia (HPLC) yhdistettynd esimerkiksi massadetektoriin (massaspektro-
metri, MS) (Andrade Eiroa ym. 2000, Saitoh ym. 2009). Ndiden menetelmien huo-
noina puolina ovat ndytteiden vaatima runsas esikésittely, analyysiajojen hitaus,
operaattoreilta vaadittava korkea tietotaito, laitteistojen korkea hinta ja tarvittavien
orgaanisten liuottimien suuri maadra (Patra & Mishra 2001, Patra & Mishra 2002,
Saitoh ym. 2009). My0s perinteisessda PAH-analytiikassa on hyodynnetty PAH-yh-
disteiden kykya virittyd ja emittoida viritysenergia fluoresenssiséteilynd, joka on

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

Fluoroforit ovat yhdisteitd, jotka pystyvat emittoimaan absorboimansa séahkomag-

neettisen siteilyn fluoresenssisiteilynd. Sihkomagneettisella sateilylld, kuten va-



lolla, on kyky virittdd kemiallisia yhdisteitd. Yhdisteen absorboidessa sopivan ko-
koisen séteilykvantin (energiapaketin) se virittyy. Sateilykvantin tdytyy olla sen
verran suuri, ettd sen energia riittdd virittaméaan yhdisteen, mutta se ei saa olla niin
suuri, ettd se esimerkiksi tuhoaa yhdisteen rakenteen sidosten katkeamisella. Virit-
tyessd yhdiste siirtyy energiansa perustilalta (So) virittyneelle energiatilalle
(Sn,n 21, Kuva 1) (Albani 2007). Singlettisiirtyméssa yhdisteen elektronitilassa ta-
pahtuvassa muutoksessa elektronin pydrimissuunta (spin) ei muutu (Kuva 1, vasen
reuna). Fluoroforin emittoidessa viritysenergiansa alimmalta singlettiviritystilalta
(51) sdhkomagneettisena sdteilynd palaten takaisin perustilalleen, ilmi¢ havaitaan
fluoresenssiséteilynd. Fluoresenssi on kvanttimekaanisesti niin sanottu sallittu siir-

tym, joten se on nopea. Fluoresenssin kesto on luokkaa 10712-104 s (Albani 2007,

Harris & Lucy 2016).
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Kuva 1. Jablonskin kaavio (Kiddle Encyclopedia 2020). Kaavio kuvaa kemiallisen
yhdisteen virittymisen (Abs. = absorptio) ja viritystilan erilaiset purkautumisreitit
sekd elektronien spinien erot singletti (S) ja tripletti (T) -tiloissa. Yhdisteen viritystila
voi purkautua joko lampona (aaltoviiva) tai sdteilynd, valona (Fluorescence = fluo-
resenssi, Phosphorescence = fosforesenssi). HOMO = korkein varattu molekyylior-
bitaali, LUMO = alin vapaa molekyyliorbitaali, IC = sisdinen muuntuma, ISC = si-
sdinen risteyma.

Perinteisessa fluoresenssispektroskopiassa (FLS) viritysaallonpituudet (Aex) ja emis-
sioaallonpituudet (Aem) skannataan erikseen tai pidetddn jompikumpi vakiona ja
skannataan toinen (Lage-Yusty ym. 2005). N&in saadaan joko viritysspektri, emis-

siospektri tai molemmat. Viritys- ja emissioaallonpituuksien erillistd skannaamista



varten fluoresenssispektrometreissa on kaksi monokromaattoria (Kuva 2). Mono-
kromaattorilla erotetaan valonldhteestd tai ndytteestd tulevasta sahkomagneettisen

sdteilyn kimpusta halutun kokoinen aallonpituusvili.
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Kuva 2. Fluoresenssispektrometrin yksinkertaistettu rakenne (Akaoglu 2017).

Fluoresenssispektroskopia on erittdin tehokas analyysimenetelma. Se soveltuu fluo-
resoiville yhdisteille, eli melko rajalliselle joukolle yhdisteitd. Fluoresoimattomasta
yhdisteestd voidaan kuitenkin derivatisoimalla (liittdmalld siihen fluoresoiva osa)
tehda fluorofori, joka laajentaa FLS:n kdyttomahdollisuutta. Jokaisella yhdisteella
on yksilollinen rakenne, mistd johtuu, ettd niillda on myos yksiléllinen absorptio- ja
emissiospektri. Fluoresenssispektroskopia perustuu fluoroforien yksilollisiin ab-
sorptio- (viritys) ja emissiospektreihin, joita voidaan kayttda hyvaksi niiden tunnis-
tamisessa ja pitoisuuden mddrittdmisessd. Fluorometrian herkkyys on omaa luok-
kaansa moniin muihin spektroskooppisiin menetelmiin verrattuna. Silld pystytdan
havaitsemaan jopa yksittdinen molekyyli (Harris & Lucy 2016). Erittdin selektiivi-
sen siitd tekee mahdollisuus maarittdd joko yhdisteiden viritysspektri tai emis-
siospektri (Lage-Yusty ym. 2005). Fluoresenssispektroskopian muita etuja ovat
muun muassa hopeus ja ndytteiden viahdinen esikésittelyn tarve (Andrade Eiroa

ym. 2000). Parhaiten perinteinen fluoresenssispektroskopia soveltuu yksittdisten



yhdisteiden analysointiin tai jonkin erotusmenetelmén, kuten esimerkiksi HPLC:n,

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

Useita analyyttejd sisédltdvien ndytteiden analysointiin perinteinen fluoresens-
sispektroskopia soveltuu huonosti, silld eri fluoroforien spektrit ovat hyvin saman-
kaltaisia ja signaalipiikit leveitd (Andrade Eiroa ym. 1998, Andrade Eiroa ym. 2000).
Sen takia spektrit menevét paidllekkdin. Useita analyyttejd sisdltdvien ndytteiden
spektrit ovat monimutkaisia ja yksittdisten analyyttien tunnistaminen niistd on vai-
keaa tai jopa mahdotonta ilman spektrien jalkikasittelyd (Patra & Mishra 2002).
Muita fluoresenssispektroskopian huonoja puolia ovat muun muassa itseabsorptio
(autoabsorptio) (Albani 2007, Harris & Lucy 2016), jossa liuotin absorboi osan viri-
tys- tai emissioenergiasta, ja “quenching” (Harris & Lucy 2016), jossa osa tai koko
fluoroforin viritystila siirtyy toiselle yhdisteelle. Molemmat ilmitt vaikuttavat vaa-

ristdvisti havaittuun fluoresenssiin.

Perinteistd fluorometriaa paremmin useita analyyttejd sisdltavien ndytteiden analy-
sointiin soveltuu synkronoitu fluoresenssispektroskopia (SFS). Sen etuina perintei-
seen fluorometriaan verrattuna ovat kapeammat spektrien piikit, yksinkertaisem-
mat emissiospektrit ja kapeampi tarvittava spektraalinen alue (Patra & Mishra
2002). Néiden seikkojen vuoksi SFS-menetelmailld mitatuista spektreistd on hel-
pompi tunnistaa eri analyytit ja niiden erottuvuus on parempi kvantitatiivista maa-

ritystd varten.

Synkronoitu fluoresenssispektroskopia voidaan jakaa kolmeen eri tekniikkaan. Aal-
lonpituusvakioidussa SFS:ssd pidetddn viritys- ja emissioaallonpituuksien vili va-
kiona (A on vakio). Tdmd on helpoin ja kédytetyin SFS-tekniikka. T&ta tekniikkaa
kaytettiin my0s tdssd tutkielmassa. Energiavakioidussa SFS:ssd pidetddn viritys- ja
emissioaallonpituuksien vilinen energia vakiona (viritys- ja emissioaallonpituuk-
sien vilinen frekvenssiero, Av, on vakio). Muuttuvan kulman SFS:ssd viritys- ja
emissioaallonpituuksia muutetaan samanaikaisesti, mutta eri nopeudella. Tama

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



loin spektristd saa kokonaisvaltaisemman kuvan (Patra & Mishra 2002). Energiava-
kioitu ja muuttuvan kulman SFS-tekniikat ovat vdhemman kaytettyja SFS-menetel-

mid.

Tassa LuK-tutkielmassa selvitettiin synkronoidun fluoresenssispektroskopian kayt-
tomahdollisuutta vesi-etanolitaustaisten PAH-yhdisteiden analytiikassa. Tutkielma
liittyi laajempaan kokonaisuuteen, ja sen tuloksia oli tarkoitus kayttdd biotesteissa
kaytettyjen altistusvesien PAH-pitoisuuksien maarittamisessd. Etanolia kdytettiin
altistusvesindytteiden kestdvointiin. Malliyhdisteind tdssd tutkielmassa kaytettiin
fluoranteenia ja bentso(k)fluoranteenia, joille SFS optimoitiin kdyttden kirjallisuu-
desta 16ytyvid mittausparametreja ja kokeilemalla niiden soveltuvuutta vesi-eta-
nolitaustaisille liuoksille. Taman LuK-tutkielman tutkimuskysymys oli siis, ettd so-
veltuuko synkronoitu fluoresenssispektroskopia fluoranteenin ja bentso(k)fluoran-
teenin madrittamiseen vesi-etanolitaustaisista ndytteistd. Kirjallisuudesta ei 16yty-
nyt tietoa, ettd vesi-etanolia olisi kdytetty PAH-yhdisteiden liuottimena ainakaan
tassd tutkielmassa kéaytetyille yhdisteille. Vesi ja etanoli (etyylialkoholi) eivédt kum-
pikaan ole fluoresoivia yhdisteitd, joten niiden pitdisi soveltua hyvin PAH-yhdistei-
den fluoresenssimittauksiin. Oletuksena oli siis, ettd fluoranteenin ja bentso(k)fluo-

ranteenin madrittaminen onnistuu vesi-etanolitaustaisista naytteista.

2 AINEISTO JA MENETELMAT

2.1 Aineisto

Fluoranteeni on kellertdvé, kiteinen yhdiste, joka koostuu kolmesta bentseeniren-
kaasta ja yhdestd viiden hiilen renkaasta (Kuva 3) (NCBI 2020a). Se on hydrofobinen
yhdiste, joten se liukenee huonosti veteen (Taulukko 1). Parhaiten fluoranteeni liu-
kenee orgaanisiin liuottimiin. Fluoranteeni on &drsyttdva ja ympéristolle vaarallinen
yhdiste. Hydrofobisena se sitoutuu orgaaniseen ainekseen, kuten humukseen. Se

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

mikaalivirasto) lisdsi sen mahdollisesti syopdd aiheuttavien yhdisteiden listalle

(ECHA 2019).

Bentso(k)fluoranteeni on keltainen, kiteinen yhdiste, joka koostuu neljastd bentsee-
nirenkaasta ja yhdestd viiden hiilen renkaasta (Kuva 3) (NCBI 2020b).
Bentso(k)fluoranteeni on fluoranteeniakin hydrofobisempi, joten se liukenee erit-
tdin huonosti veteen (Taulukko 1). Parhaiten bentso(k)fluoranteeni liukenee orgaa-
nisiin liuottimiin. Bentso(k)fluoranteeni on terveydelle ja ympéristolle erittdin vaa-
rallinen yhdiste. Se on erittdin todenndkoisesti karsinogeeninen. Hydrofobisena se
sitoutuu orgaaniseen ainekseen, kuten humukseen. Fluoranteenin tapaan

bentso(k)fluoranteenikin muodostaa addukteja biologisen materiaalin, kuten

DNA:n, kanssa.

(a) 0 (b) O
a3 ooy

Kuva 3. (a) Fluoranteenin ja (b) bentso(k)fluoranteenin rakennekaavat.
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Taulukko 1. Fluoranteenin ja bentso(k)fluoranteenin identifioimiseen ja liukoisuu-
teen vaikuttavia fysikaalis-kemiallisia ominaisuuksia. NA = tietoa ei 16ytynyt.

Ominaisuus Fluoranteeni? Bentso(k)fluoranteenid
Molekyylikaava CisHuo CaoHu12
CAS-numero 206-44-0 207-08-9
EC-numero 205-912-4 205-916-6
Molekyylimassa (g/mol) 202,25 252,31
Log Kow 5,16 6,11
Dipolimomentti (D) 0,34 NA
Liukoisuus (mg/ml)
Veteen <1 <1
Etanoliin Liukenee <1e
DMSO:hon > 8b <1e
Asetoniin NA 1-10e
Tolueeniin > 100¢ 5-10¢
(NCBI 2020a)

b (Dwyer ym. 1997)
¢ (Berlman ym. 1968)
4 (NCBI 2020b)

¢ (Merck KGaA 2020)

Molemmat tyossd kaytetyt PAH-yhdisteet oli valmistanut Aldrich Chemistry
(Sigma-Aldrich). Fluoranteeni oli puhtaudeltaan 98 % ja bentso(k)fluoranteeni fluo-
resenssimittauksiin soveltuvaa, vahintdan 99 %. PAH-yhdisteiden kantaliuosten
valmistukseen kaytetty vedeton DMSO (dimetyylisulfoksidi) oli Sigma-Aldrichin
valmistamaa ja puhtaudeltaan vahintdaan 99,9 %. PAH-liuosten laimennoksiin ja
taustana kdytetyn vesi-etanoliseoksen etanoli oli Altia Oyj:n Etax Aa:ta puhtaudel-

taan vdhintdan 99,5 % ja vesi ultrapuhdasta vetta.

2.2 Menetelmait

Tyossd kaytettyjen PAH-yhdisteiden kantaliuokset valmistettiin liuottamalla
24,046 mg fluoranteenia 3 ml:aan vedetontd DMSO:ta. Bentso(k)fluoranteenia liu-
otettiin 0,995 mg 1 ml:aan vedetontd DMSO:ta. Fluoranteenin kantaliuoksesta val-
mistettiin mittausliuokset, joiden pitoisuudet olivat noin 0,08-200 pg/1, sopivilla
laimennoksilla ja véalilaimennoksilla (Taulukko 2). Laimennoksiin kaytettiin 1:1

(v/V) vesi-etanoliseosta. Bentso(k)fluoranteenin mittausliuosten pitoisuus vaihteli
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valilla 1-10 pg/1 (Taulukko 3) ja my06s ne valmistettiin kdyttden sopivia vélilaimen-

noksia ja vesi-etanoliseosta.

Taulukko 2. Fluoranteenin vililaimennosten ja mittausliuosten valmistus. Liuokset
numero 4-10 (0,08-200 ng/1) mitattiin.

Liuoksen pitoi-

Liuoksen numero Lahtoliuos Vesi-etanoli (ml)
suus (ug/1)
1 8 x 100 - -
2 8 x 104 40 pl livosta 1 4
3 800 40 pl livosta 2 4
4 200 1 ml livosta 3 3
0,5 ml liuosta 6 +
5 140 0,5 ml livosta 4 0
6 80 300 pl livosta 3 3
7 40 1 ml liuosta 6 1
8 8 40 pl livosta 3 4
9 0,8 200 pl livosta 8 2
10 0,08 40 pl livosta 8 4

Taulukko 3. Bentso(k)fluoranteenin vélilaimennosten ja mittausliuosten valmistus.
Liuokset numero 4-6 (1-10 pg/1) mitattiin.

Liuoksen pitoi-

Liuoksen numero Lahtoliuos Vesi-etanoli (ml)
suus (ug/1)
1 1x10¢ - -
2 1x104 10 pl livosta 1 1
3 100 10 pl livosta 2 1
4 10 100 pl livosta 3 0,9
5 5 50 pl livosta 3 0,95
6 1 100 pl livosta 4 0,9

Fluoresenssimittaukset tehtiin Perkin Elmerin LS 55 Luminescence -spektrometrilld
kayttden ksenonlamppua ja muovisia, kertakdyttoisid 1 x 1 cm mikrokyvettejd. Oh-
jelmistona laitteistossa oli Perkin Elmerin FL WinLab (versio 4.00.02). Aallonpituu-

det skannattiin 0,5 nm:n vilein.

Fluoranteenin mittausparametrien optimointiin kdytettiin mittausliuoksen pitoi-

suutta 8 ng/1, jolle kokeiltiin eri mittausparametrien arvoja (Taulukko 4) ja niista
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valittiin parhaan herkkyyden ja erottuvuuden tarjoamat parametrit. Bentso(k)fluo-
ranteenin mittausparametrit optimoitiin samaan tapaan kuin fluoranteenille kayt-

tden mittausliuosta 1 pg/1 (Taulukko 5).

Taulukko 4. Fluoranteenin mittausliuoksen pitoisuudelle 8 pg/1 kokeillut mittaus-
parametrit. AL = monokromaattorien aallonpituusvili, Aex = viritysmonokromaatto-
rin aukon koko, Aem = emissiomonokromaattorin aukon koko.

Aloitusaallon- Lopetusaallon- AA Aex Aem  Mittausnopeus

pituus (nm) pituus (nm) (hm) (nm) (nm) (nm/min) Lahde
200 500 200 2,5 5,0 240 a
250 600 200 2,5 5,0 240 b
200 500 155 2,5 5,0 240 c
200 400 155 2,5 5,0 240 -
200 400 200 2,5 5,0 240 -
200 400 150 2,5 5,0 240 -
200 400 145 2,5 5,0 240 -
200 400 160 2,5 5,0 240 -
200 400 165 2,5 5,0 240 -

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

Taulukko 5. Bentso(k)fluoranteenin mittausliuoksen pitoisuudelle 1 pg/1 kokeillut
mittausparametrit. Al = monokromaattorien aallonpituusvéli, Aex = viritysmo-
nokromaattorin aukon koko, Aem = emissiomonokromaattorin aukon koko.

Aloitusaallon- Lopetusaallon- AL Aex Aem  Mittausnopeus

pituus (nm) pituus (hm) (nm) (nm) (nm) (nm/min) Lahde
200 500 95 2,5 5,0 240 a
250 600 100 2,5 5,0 240 b
202 502 95 2,5 5,0 240 c
200 500 25 2,5 5,0 240 d
250 400 98 2,5 5,0 240 e
200 500 98 2,5 5,0 240 -
200 500 100 2,5 5,0 240 -

2 (Andrade Eiroa ym. 1998)
b (Patra & Mishra 2001)

¢ (Andrade Eiroa ym. 2000)
d (Lage-Yusty ym. 2005)

¢ (Saitoh ym. 2009)
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Mittausparametrien optimoinnin jidlkeen parhailla parametreilld mitattiin kaikki
mittausliuokset ja nollandyte (vesi-etanoliseos) menetelmén kalibroimiseksi. Mene-
telmad kalibroitiin molemmilla tutkittavilla yhdisteilld kdyttden seka piikkien pinta-
aloja ettd korkeuksia. Mittaustuloksille tehtiin regressioanalyysi Microsoft Excelin
(versio 2002) analyysityokaluilla. Regressioanalyysistd saatujen kalibrointisuoran
leikkauspisteen keskivirheen (Sp) ja suoran kulmakertoimen (a) avulla menetel-

mille laskettiin toteamis- (LOD, ng/l) ja mddritysraja (LOQ, ng/1) kaavoilla 1 ja 2.

3S
LOD = 222 (1)
a
105,
LOQ = Tb (2)

Toteamis- ja méadritysrajojen sekéd kalibrointisuorien selitysasteiden (R?) perusteella
tutkittaville yhdisteille valittiin parempi kalibrointitapa (alhaisemmat LOD ja LOQ,
parempi kalibrointisuoran selitysaste). Valittujen kalibrointitapojen kalibrointi-
suorien yhtdldiden ja kalibroinnissa saatujen mittausliuosten eri pitoisuuksien in-
tensiteettien avulla mittausliuoksille laskettiin pitoisuudet ikddn kuin ne olisivat ol-
leet naytteitd (Kaava 3). Mittausliuoksista laskemalla saatuja fluoranteenin ja
bentso(k)fluoranteenin pitoisuuksia verrattiin alkuperdisiin pitoisuuksiin laske-
malla niille tarkkuudet kaavalla 4. Tarkkuusprosenttien perusteella arvioitiin me-
netelméan soveltuvuutta tutkittaville yhdisteille.
y—b

y=ax+b =>x= — 3)

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

x = liuoksen pitoisuus (ug/1) ja b = kalibrointisuoran y-akselin leikkauspiste.

Chitattu

Tarkkuus = -100 %, 4)

Codotettu

jossa tarkkuus = tarkkuusprosentti (%), cmitattu = liuoksen laskettu pitoisuus (ug/1)

ja Codotettu = liuoksen alkuperdinen pitoisuus (ng/1).
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3 TULOKSET

3.1 Fluoranteeni

Fluoranteenille parhaiksi mittausparametreiksi osoittautui parametriryhmad, jossa
mittausalue oli 200-400 nm ja AA 155 nm (Taulukko 4). Fluoranteenin karakteristi-
nen piikki osui kohdalle 284,0-289,5 nm, jolta myos piikin pinta-ala laskettiin, ja
piikin huippu kohtaan 286,5 nm, josta saatiin piikin korkeus (Kuva 4). Kalibroin-
nissa piikkien pinta-aloilla tehdyn kalibroinnin selitysaste oli 0,985 ja piikkien kor-
keuksilla tehdyn 0,988, joten hieman parempi kalibrointi saatiin kayttden kalibroin-

nissa piikkien korkeuksia (Kuva 5).

Intensiteetti

3 A '\VD" 7 ==
-100 20 250 ’&// 300 350 400
Aallonpituus (nm)

—0,08 08 —8 —40 80 140 —200

Kuva 4. Fluoranteenin eri pitoisuuksien fluoresenssikuvaajat. Selitteessa olevat pi-
toisuudet ovat yksikossa pg/1.
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Kuva 5. Fluoranteenin kalibrointisuorat. (a) Kalibroinnissa on kaytetty piikkien
pinta-aloja (R> = 0,985) ja (b) kalibroinnissa on kaytetty piikkien korkeuksia
(R2=0,988).

Menetelmdn toteamis- ja méadritysrajat fluoranteenille olivat piikkien pinta-aloilla
laskettuna 14,0 pg/1 ja 46,5 pg/l ja piikkien korkeuksilla laskettuna 12,6 pg/1 ja
42,0 pg/1. Parempi kalibrointi saavutettiin piikkien korkeuksia kdyttden, joten mit-

tausliuoksille laskettiin sen perusteella pitoisuudet ja tarkkuusprosentit (Tau-

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

Liuoksen alkuperdinen pitoi-  Liuoksen laskettu pitoisuus ~ Tarkkuuspro-
suus (ug/1) (ng/1) sentti (%)
0,08 -4 -5000
0,8 4 500
8 14 175
40 39 98
80 92 115
140 146 104
200 191 96

3.2 Bentso(k)fluoranteeni

Bentso(k)fluoranteenille parhaiksi mittausparametreiksi osoittautui parametri-
ryhmd, jossa mittausalue oli 200-500 nm ja AA 95 nm (Taulukko 5). Bentso(k)fluo-
ranteenin karakteristinen piikki osui kohdalle 297,5-315,5 nm, jolta myos piikin
pinta-ala laskettiin, ja piikin huippu kohtaan 308,5 nm, josta saatiin piikin korkeus
(Kuva 6). Kalibroinnissa piikkien pinta-aloilla tehdyn kalibroinnin selitysaste oli
0,838 ja piikkien korkeuksilla tehdyn 0,957, joten parempi kalibrointi saatiin kayt-

tden kalibroinnissa piikkien korkeuksia (Kuva 7).

Bentso(k)fluoranteenin liuos 1 pg/1 oli kontaminoitunut (Kuva 6). Kontaminaatio
vaikutti bentso(k)fluoranteenin kalibraatioon (Kuva 7). Mikéli kontaminoituneen
liuoksen jattaa kalibroinnissa huomioimatta, niin kalibrointisuoran selitysasteeksi
tulee yksi (R? = 1), joka osoittaa bentso(k)fluoranteenin pitoisuuden ja fluoresenssin

intensiteetin riippuvan tdysin lineaarisesti toisistaan (Kuva 7 c).
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Intensiteetti
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Kuva 6. Bentso(k)fluoranteenin eri pitoisuuksien fluoresenssikuvaajat. Selitteessa
olevat pitoisuudet ovat yksikossa pg/1.
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Kuva 7. Bentso(k)fluoranteenin kalibrointisuorat. (a) Kalibroinnissa on kaytetty
piikkien pinta-aloja (R? = 0,838) ja (b) kalibroinnissa on kaytetty piikkien korkeuksia
(R? = 0,957). (c) Piikkien korkeuksilla tehdysta kalibroinnista on poistettu kontami-
noitunut 1 pg/1liuos (R? =1).



20

Menetelmédn toteamis- ja maédritysrajat bentso(k)fluoranteenille olivat piikkien
pinta-aloilla laskettuna 5,2 pg/1 ja 17,5 pg/l ja piikkien korkeuksilla laskettuna
2,5 ng/lja 8,4 ng/l. Parempi kalibrointi saavutettiin piikkien korkeuksia kayttden,
joten mittausliuoksille laskettiin sen perusteella pitoisuudet ja tarkkuusprosentit
(Taulukko 7). Kontaminoituneen liuoksen poistamisen jdlkeen piikkien korkeuk-
silla laskettu LOD oli 0,08 ja LOQ 0,3 ng/1. Jdljelle jadneisiin tarkkuusprosentteihin

kontaminoituneen liuoksen poistaminen ei vaikuttanut.

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

Liuoksen alkuperdinen pitoi-  Liuoksen laskettu pitoisuus = Tarkkuuspro-
suus (ng/1) (ng/1) sentti (%)
1 2 200
5 5 100
10 10 100
4 TULOSTEN TARKASTELU

Téssd tutkielmassa selvitettiin synkronoidun fluoresenssispektroskopian soveltu-
vuutta kahden PAH-yhdisteen, fluoranteenin ja bentso(k)fluoranteenin, mééaritta-
miseen vesi-etanolitaustaisista ndytteistd. Varsinaista menetelmédn validointia tai

SFSn yleistd soveltuvuutta PAHeille ei tutkittu.

Fluoranteenin mittauksissa tausta nousi ylldttavan korkealle. Lisdksi fluoranteenin
spektri painuu negatiiviseksi noin 270 nm:n kohdalla (Kuva 4). Taustan nousu na-
kyy my6s bentso(k)fluoranteenin spektrissd, mutta ei niin voimakkaana kuin fluo-
ranteenilla (Kuva 6). Yksin vesi ja etanoli eivét ole fluoresoivia yhdisteitd, mutta
kirjallisuudesta selvisi, ettd seoksena ne muodostavat fluoresoivan klusterin (Liu
ym. 2006). Fluoranteenille kdytetyilld mittausparametreilla vesi-etanoli muodostaa

hieman hantivan emissiopiikin noin 270 nm:n kohdalle (Kuva 8). Terdvana piikkind
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vesi-etanolin emissio ei vaikuttaisi fluoranteenin maaritettdvyyteen, mutta piikin
“hdntd” menee pdillekkdin fluoranteenin piikin kanssa, joka heikentdd fluorantee-
nin mddritettavyyttd. Korkea tausta nostaa pienintd mahdollista mé&éaritettavissa ole-
vaa fluoranteenin pitoisuutta. Bentso(k)fluoranteenin mittausparametreilla vesi-
etanoli emittoi huomattavasti vihemmaéan bentso(k)fluoranteenin karakteristisen
piikin kohdalla ja ndin vaikuttaa bentso(k)fluoranteenin maéritettavyyteen huo-

mattavasti vihemman (Kuva 8).

490

390

290

p—
O
()

Intensiteetti

\O
o

o\ \ ,,,,,,,,,,,,,

200 250 300 350 400 450 500
Aallonpituus (nm)

1
p—
o

—— Flu-mittaus BkF-mittaus — Flu-piikki ——BkF-piikki

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

Fluoranteenin kalibrointi ei ollut tdysin lineaarinen. Kalibrointisuora py®oristyi ala-
pdédstd, mikd huonontaa kalibroinnin selitysastetta (R?-arvoa) ja aiheuttaa merkitta-
vdd virhettd fluoranteenin alhaisten pitoisuuksien maééaritykseen (Kuva 5 ja Tau-
lukko 6). Pitoisuudesta 40 pg/1 alkaen kalibrointi oli erittdin ldhelld lineaarista ja
fluoranteenin tarkkuusprosentit ldhelld 100 prosenttia (Kuva 5 ja Taulukko 6). Ka-

librointisuoran pyoristymisen saattoi aiheuttaa virhe fluoranteeniliuosten pienim-
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missd pitoisuuksissa. Liuokset ndyttdisivat olevan vahvempia kuin niiden oli tar-
koitus olla. Ensimmadinen liian vahvalta vaikuttava liuos oli liuos 8 pg/1, josta myos

valmistettiin liuokset 0,8 ng/1ja 0,08 pg/1 (Taulukko 2).

Bentso(k)fluoranteenin pitoisuus 1 pg/1 oli kontaminoitunut. Liuoksen kalibroin-
nista poistamisen jdlkeen bentso(k)fluoranteenin pitoisuus ja fluoresenssin intensi-
teetti riippuivat tdysin lineaarisesti toisistaan (R? = 1). Taydellisen lineaarisen riip-
puvuuden varmistamiseksi kalibrointiin olisi kuitenkin tarvittu enemmaén liuoksia.
Nyt kalibrointiin jdi ainoastaan kaksi liuosta (5 ja 10 pg/1). Sopiva mééra olisi ollut

noin viisi liuosta.

Yleisesti ottaen synkronoidulla fluoresenssispektroskopialla pddstdan tutkittujen
PAH-yhdisteiden osalta pitoisuustasolle pg/1, kun perinteisilld, kromatografisilla

menetelmilld saavutetaan taso ng/1 (Taulukot 8 ja 9).

Taulukko 8. Fluoranteenille eri menetelmilld saatuja toteamis- ja madritysrajoja. SFS
= synkronoitu fluoresenssispektroskopia, LOD = toteamisraja, LOQ = mé&dritysraja,
HPLC = korkean erotuskyvyn nestekromatografia, UV = ultraviolettidetektori, FLD
= fluoresenssidetektori, GC = kaasukromatografia, MS = massaspektrometri.

Menetelma Liuotin LOD (pg/1) LOQ (pg/1) Lédhde
Aallonpituusvakioitu SFS Vesi-etanoli 12,6 42,0 a
Aallonpituusvakioitu SFS Vesi 6,5 - b
Aallonpituusvakioitu SFS Heksaani 0,65 1,95 C
Aallonpituusvakioitu SFS Heksaani 0,20 1,20 d
HPLC-UV Asetonitriili- = 1 - e
vesi
HPLC-FLD Asetonitrilli- = 41 - e
vesi
GC-MS - 0,00023 0,00036 f
a Tama tutkielma
b (Patra & Mishra 2001)

¢ (Lage-Yusty ym. 2005)

4 (Andrade Eiroa ym. 1998)

¢ (Maureen 2003)

f (Fernandez-Gonzalez ym. 2007)
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Taulukko 9. Bentso(k)fluoranteenille eri menetelmilld saatuja toteamis- ja maaritys-
rajoja. SFS = synkronoitu fluoresenssispektroskopia, LOD = toteamisraja, LOQ =
madritysraja, HPLC = korkean erotuskyvyn nestekromatografia, UV = ultraviolet-
tidetektori, FLD = fluoresenssidetektori, GC = kaasukromatografia, MS = massa-
spektrometri.

Menetelma Liuotin LOD (pg/1) LOQ (pg/l) Léahde
Aallonpituusvakioitu SFS Vesi-etanoli 2,5 8,4 a
Aallonpituusvakioitu SFS Vesi-etanoli 0,08* 0,3* a
Aallonpituusvakioitu SFS Vesi 1,65 - b
Energiavakioitu SFS Heksaani 0,02 0,07 C
Aallonpituusvakioitu SFS Heksaani 0,14 0,33 d
Aallonpituusvakioitu SFS Heksaani 0,01 0,05 e
HPLC-UV Asetonitrilli- ) 556 - f
vesi
HPLC-FLD Asetsg;tmh' 0,00012 - f
GC-MS - 0,00044 0,00072 g

* Kontaminoituneen liuoksen 1 pg/1 poistamisen jdlkeen saatu arvo
a Tama tutkielma

b (Patra & Mishra 2001)

¢ (Andrade Eiroa ym. 2000)

d (Lage-Yusty ym. 2005)

¢ (Andrade Eiroa ym. 1998)

f (Maureen 2003)

8 (Fernandez-Gonzalez ym. 2007)

Vesi-etanolin voimakkaan taustaemission takia fluoranteenin kohdalla ei padsty
niin pieniin pitoisuuksiin kuin tdysin fluoresoimatonta liuotinta (heksaani) kaytta-
mallad (Taulukko 8), mutta tdméan tutkimuksen perusteella sitd ei voida taydelld var-
muudella sanoa, vaan ensin pitdisi sulkea pois mahdolliset virheet liuosten 0,08-
8 png/1 pitoisuuksissa. Bentso(k)fluoranteenin kohdalla vesi-etanolin taustaemissio
on niin vdhdistd, ettd se ei juurikaan vaikuta bentso(k)fluoranteenin maaritettavyy-
teen, vaan vesi-etanolin kanssa saavutettavat toteamis- ja médaritysraja ovat samaa

suuruusluokkaa kuin tdysin fluoresoimattoman heksaanin kanssa (Taulukko 9).

Synkronoitu fluoresenssispektroskopia soveltuu hyvin bentso(k)fluoranteenin ana-
lysoimiseen vesi-etanolitaustaisista nadytteistd, mutta fluoranteenin maéritysta vesi-
etanolin muodostaman klusterin emissio hdiritsee merkittdvésti ja tekee SFS:std

kayttokelvottoman fluoranteenin kaikkein pienimpien pitoisuuksien maaritykseen
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tutkitulla liuotintaustalla. Fluoranteenin kohdalla mahdollisen virheen mahdolli-
suus liuosten pitoisuuksissa tdytyy kuitenkin ensin poissulkea ennen kuin lopul-
lista johtopédatostd voi varmuudella tehdd. Menetelmédnd SFS on nopea ja helppo
operoida ja soveltuu hyvin PAH-analytiikkaan sopivalla liuottimella, vaikka sill4 ei
paédstdkddn ihan niin pieniin pitoisuuksiin kuin perinteisilld, kromatografisilla me-

netelmill3.
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