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THVISTELMA

Tassd Pro gradu —tutkielmassa kasitelladn elohopean madritystd eldinkudoksesta
kemiallinen hoyryn muodostus induktiivisesti kytketty plasma optinen emissio

spektrometria —menetelmélld (CVG-ICP-OES) ja siihen liittyvaa naytteenkasittelya.

Tutkimuksen  kirjallisessa ~ osassa  kdydd&an  lapi muun  muassa  eri
naytteenliuotusmenetelmid, analyysimenetelmid, tutkittavien metallien pelkistdmista
CVG-ICP-OES -analyysié varten ja CVG-ICP-OES —analyysissa esiintyvia hairioita.
Néytteenliuotusosassa keskitytaan paaasiassa tutkimuksessa kaytetyn
ultradanihajotuksen esittelyyn, tdman lisaksi my0s muita  yleisia
naytteenliuotusmenetelmid esitetddn. Analyysimenetelma osiossa suurin huomio
keskittyy ICP-OES —laitteistoon ja sen kayttoon osana CVG-ICP-OES maaritystd. Myos
yleisesti kaytetty atomiabsorptiospektrometria —laitteisto (AAS) esitellddn, koska sitd
voidaan kayttdd myos elohopean madritykseen kylméahdyrynd CV-AAS —menetelmén

avulla. Naytteen elohopean pelkistys sekd NaBH, etta SnCl, avulla esitetaan.

Tutkimuksen kokeellisessa osassa tutkitaan elohopean maaritysta
referenssimateriaaleista DOLT-4 piikkikalan maksa ja TORT-2 hummerin haima CVG-
ICP-OES —menetelmaélld. Naytteet liuotettiin ultradanessa hajotusliuoksella, joka sisélsi
puolet kuningasvetta ja puolet vettd. Elohopean pelkistamiseen kéytettiin 0,5 %:sta
NaBH,:4 0,05 %:sessa NaOH:ssa. Menetelmén testauksen yhteydesséd huomattiin, ettd
nayte vaahtoutuu naytteensyotdssa. Tamad ongelma poistettiin lisdédmalla naytteisiin
dekanolia ja optimoimalla ndytteensy6ttod. Talla menetelmalld saadut tulokset
elohopean pitoisuuksista referenssimateriaaleista DOLT-4 ja TORT-2 olivat erittdin
hyvat, tulokset olivat virherajojen puitteissa samat kuin sertifioidut pitoisuudet,
saantoprosenttien ollessa 102 % ja 104 %.

Taman lisaksi tutkittiin soveltuisiko kaytetty liuotusmenetelma myoés metallien As, Cd,
Cu, Ni, Zn ja Fe madrittdmiseen referenssimateriaaleista ICP-OES:II& vain
naytteensyottod vaihtamalla. Saatujen tulosten perusteella tdmé néyttdisi olevan taysin
mahdollista. Tutkimus antoi my6s viitteitd mahdollisuudesta maéarittad arseeni hydriding

yhdessa elohopean kylmé&hdyryn kanssa.



ESIPUHE

Taman pro gradu —tutkielman kokeellinen osa on tehty kevaalla 2014 Jyvaskylan
yliopiston epéorgaanisen ja analyyttisen kemian osastolla, tyon Kkirjallinen osa on
Kirjoitettu vuoden 2014 ja kevéan 2015 aikana. Ty0n on ohjannut epédorgaanisen ja

analyyttisen kemian dosentti Ari Vdisanen.

TyGssa on kaytetty aineistona analyyttisen kemian tieteellisid julkaisuja seka
kirjallisuutta. Kaytetysta aineistosta suurin osa on hankittu internetin eri tietokannoista
kayttden tahan tarkoitettua SciFinder —hakukonetta. Painettua kirjallisuutta edustivat

kemian oppikirjat ja yksityiskohtaisempi menetelmékirjallisuus.

Haluan Kiittaa tyon ohjauksesta, siihen liittyvistd hyvistad ideoista ja neuvoista ohjaajaani
Ari Vdisasta. Kiitos kuuluu myds hengessd mukana oleilleille ja gradustressia

lievittaneille ystaville ja laheisille.



SISALLYSLUETTELO
THVISTELMA ......coooiiieceee ettt ettt |
ESTPUHE ... bbbttt bbbt I
SISALLYSLUETTELO ...oiuiteiieeectee ettt i
LY HENTEET ..ottt sttt te et n e VI
KIRJALLINEN OSA ...ttt ettt stesnennaanes 1
1 JOHDANTO ..ottt re e se e e et e e e saestentesrenneanaaneas 1
2 ELOHOPEASTA ..ottt ettt sneereeneenes 2
3 NAYTTEEN KASITTELY ..ottt ste ettt en st en s 4
4 NAYTTEEN LIUOTUS ..ot eeeeeie e essee et ene sttt es st en s 6
4.1 URra8ENTNAJOTUS. ......eitiiiiiiieiee ettt 6
o O O -To £ T T USROS 6
O O -\ 1 (o ST PR 8
4.1.3  Ultradanihajotuksen etuja ja heikKOUKSIa.............ccoovviiiniinencieicne 10
4.2 MIKroaaltonaJotuS.........cociiiiiiiieicie s 10
4.3 SHUrrY -MeNetelMa ........ccoeiiiiieccec e 12
5 ANALYYSIMENETELMAT ...ooovieiiceeeeeeeee e eeee et 14
5.1 AAS —EKNIKAL .....ocviiiiiiicieie e 14
511  AAS-laitteen toimiNtaperiaate. ..........ccoovrrvererereresisieeee s 14
5.1.2  LIEKKItEKNITKAL .....ccvveiiieieiiiee e 16
5.1.3  Uuni- eli liekittOmat tekniiKat ............cccooieiiiiininiieee e 17
514  KylmahOyryteKniiKKa...........cccooiiiiiiiiiiiic e 18
5.2 ICP-OES ... ..ottt et 18
521  NAYIEENSYOLO. ... .civeeeiiiriiiieieere st 19
5.2.1.1  SUMUEIMEL ..ottt e 19
5.2.1.2  SUMUEINKAMMIOT .....coviiiiiiiieie e e 23
T G T o 011 01 ] o1 TSRO PPR PP 26
5.2.2  Plasma ja plasmasOintu ........ccccceiiieiveiieiiieiieie e 26
5.2.3  Radiaalinen ja aksiaalinen Mittaus..........ccccereiiniiniene e 30
5.2.4  Spektrometrin optiikka ja deteKItori.........ccooveviiiiniiiiieese e 31
525  Hydridin MUOTOSTUS ........ooieiiiiiiie i e 33



6 NAYTTEIDEN ESIPELKISTYS ..ottt 34
7 NAYTTEIDEN PELKISTYS ..ottt nee e, 36
7.1 Natriumtetrahydroboraatti............ocooiiiiiiiiii 36
7.2 TINA(IDKIONI...cveiiecc e e 38

8 CVG-ICP-OES ... ottt b et 39
8.1  Kemiallinen hayryn MUOUOSTUS. ........cccueiirerieiieiieie et 39
8.2 FLAS-400 ... . e 40
8.3  Elohopean madritys kemiallisen hoyrynmuodostuksen avulla ........................ 42
8.4  Arseenin maaritys NYAriding...........ccooviiiiiiiiieee 44

9 HAIRIOT ANALYYSEISSA......cooiiooiceeieteeecee et es et ens e en et tes s, 45
9.1  Hairiot hydriditeKniiKassa ...........cccevviiieiieieic e 45
9.1.1  Hairiot elohopean kylméahdyry maarityksessa ..........cccvvevveriviieeieesieennn, 46
9.1.2  Hairiot méaritettaessa arseenia hydridin muodostus tekniikalla............... 47

9.2  Elohopean MUISTIETEKLI ...........coiiiiiiiiiieee e 49
KOKEELLINEN OSA .o ettt ettt ne e 50
10 KAYTETYT LAITTEET ..ottt 50
11 REAGENSSIT JA REFERENSSIMATERIAALIT ..o 50
12 NAY TTEET ..ottt ettt 51
13 NAYTTEIDEN LIUOTUS JA PELKISTYS....cooiioiiieeieeceee e 51
131 LHUOTUS bbbt 51
13,2 PRIKISTYS ...ttt 51
14 ICP-OES ASETUKSET, REAGENSSIT JANAYTTEENSYOTTO........... 52
14.1 CVG-ICP-OES €eloh0pea MAEANTLYS ......ceruirieeiiieieriesie s 52
14.2  Raskasmetallien MEAITTYS .......oooiviiiiiiiiiieee e 52
15 MENETELMAN OPTIMOINT L ....ooviiiiieieeeeeeeee e, 54
15.1 Erilaisten kombinaatioiden teStauUS ............coveveiieiiiiiiieeee s 54
15.2  Naytteensyottonopeuden OPtIMOINTE.......ccocveveeiieiiiiieiie s 58

15.3 Sumuttimen kaasuvirtauksen Optimointi...........ccoccvvieeiieiesie e 59



16 TULOKSET JA TULOSTEN TARKASTELU. ..o, 60
16.1  EIONOPEA.....c.eieiiiiiii e e 60
16.2  RASKASMETAIIIT .....c..oviiiiicieee e 61

17 YHTEENVETO ...t 63

KIRJALLISUUSVIITTEET ... 64

LITTEET



LYHENTEET

AAS

AFS

CCD

CID

CRM

Cv

CVG

EDTA

ETAAS

FAO

FI

HG

ICP-OES

JECFA

MIP

PDA

Vi

Atomiabsorptiospektrometria (Atomic Absorption
Spectrometry)

Atomifluoresenssispektrometria (Atomic Fluorescence
Spectrometry)
Varauskytkentadetektori (Charge-Coupled Device)

Varausinjektiodetektori (Charge Injection Device)

Sertifioitu referenssi materiaali (Certified Reference
Material)

Kylmahoyry (Cold Vapor)

Kemiallinen hdyryn muodostus (Chemical Vapor
Generation)

Etyleenidiamiinitetraetikkahappo (C10H1sN2Osg)

Elektroterminen Atomiabsorptiospektrometria
(Electrothermal Atomic Absorption Spectrometry)

Yhdistyneiden kansakuntien elintarvike- ja maatalousjarjesto
(Food and Agriculture Organization of the United Nations)
Virtaus injektio (Flow-Injection)

Hydridin muodostus (Hydride Generation)

Induktiivisesti kytketty plasma-optinen emissiospektrometria
(Inductively Coupled Plasma-Optical Emission
Spectrometry)

FAO:n ja WHO:n yhteinen elintarvikelisdaineita kasitteleva
asiantuntijakomitea (Joint FAO/WHO Expert Committee on
Food Additives)

Mikroaalloilla kytketty plasma (Microwave Induced Plasma)

Valodiodirivi (Photodiode Array)



PTFE

TMAH

US EPA

WHO

vii

Polytetrafluorieteeni, kauppanimi teflon

Tetrametyyliammoniumhydroksidi

Yhdysvaltain ymparistonsuojeluvirasto (United States

Environmental Protection Agency)

Maailman terveysjarjestd (World Health Organization)



KIRJALLINEN OSA

1 JOHDANTO

Elohopean maéaritys biologisista naytteistd on térkedd, koska elohopea on erittdin
myrkyllista." 2 Elohopean myrkyllisyys riippuu suuresti siitd millaisessa kemiallisessa
muodossa se esiintyy. Yleisin ja myrkyllisin elohopeayhdiste on metyylielohopea.
Suurimmat elohopean lahteet ihmisen ruokavaliossa ovat kalat, joihin elohopeaa on
kertynyt sekd orgaanisessa ettd epéorgaanisessa muodossa. Elohopean mééritykseen on
kehitetty  useita eri  menetelmid.  Suosituin  ndistd  menetelmistd  on
kylmahodyrynmuodostus, jossa elohopea muutetaan muotoon Hg®* happojen avulla ja

pelkistetaan kaasumaiseen alkuainemuotoonsa Hg® NaBH.:I14 tai SnCl,:1la.

Yleisimmét analyysimenetelmat matalien elohopea pitoisuuksien maarittdmiseen ovat
kylmahoyry  atomiabsorptiospektrometria (CV-AAS), kylmahoyry  atomi
fluoresenssispektrometria (CV-AFS), virtaus injektio induktiivisesti kytketty plasma
optinen emissio spektrometria (FI-ICP-OES) hoyryn muodostuksen kanssa tai ilman sita
ja induktiivisesti kytketty plasma massaspektrometria (ICP-MS).® Suurimmat hdyryn
muodostuksella saavutettavat edut spektroskooppisissa menetelmissa ovat analyytin
erottuminen matriisista ja naytteensyoton suuri tehokkuus, jotka parantavat herkkyyttéa

ja selektiivisyyttd, mika johtaa matalampiin havaintorajoihin.

Perinteisissd atomisaatio menetelmissd vain noin 10 %:a n&yteaerosolista péatyy
liekkiin tai plasmaan.® Kylmahdyrymenetelmissa kaasumaiseen alkuainemuotoonsa
pelkistetty elohopea voidaan syottdd plasmaan tai liekkiin kaasufaasissa, jolloin
menetelman herkkyys kasvaa huomattavasti. Jotta kylmahdyrymenetelmélld voidaan
saavuttaa paras mahdollinen herkkyys ja selektiivisyys, taytyy menetelmdd varten
optimoida useita parametreja. Virtausinjektiomenetelméssa néita parametreja ovat muun
muassa pelkistimen konsentraatio ja virtausnopeus seka néytteen ja kantajakaasun

virtausnopeus naytteensyotossa.



2 ELOHOPEASTA

Ymparistossa elohopeaa (Hg) esiintyy monessa erilaisessa muodossa, kuten
alkuaineena, ioneina ja useina erilaisina orgaanisina yhdisteind joista esimerkkina
mainittakoon metyylielohopea ja etyylielohopea. Elohopeaa paityy ympéristoon
tulivuorenpurkausten ja Kiviaineksen rapautumisen yhteydessa. lhmisen toiminnan
seurauksena elohopeaa vapautuu luontoon teollisuudesta ja Kkivihiilivoimaloista.
Elohopea voi kulkeutua ilmakehdssa mantereelta toiselle. IThmiselle haitallisimpia ovat
elohopean orgaaniset yhdisteet, joista haitallisin on metyylielohopea (MeHg).
Metyylielohopea syntyy, kun elohopea kulkeutuu ilmakehastd laskeuman kautta
vesistoihin.  Vedessa  elohopea  muuttuu  bakteeritoiminnan  seurauksena
metyylielohopeaksi. Tata prosessia kutsutaan metylaatioksi, siind bakteerit muuttavat
alkuaine- ja ionimuodossa olevan elohopean metyylielohopeaksi. Metyylielohopea on
rasvaliukoinen, jonka ansiosta se Kkiinnittyy tiukasti elimiston rikkid sisaltaviin
proteiineihin. Tastd syysta metyylielohopea rikastuu ravintoketjussa, minka vuoksi

metyylielohopealle altistutaan padasiassa ravinnon kautta.

Ravintoketjun huipulla olevat suuret petokalat ovat merkittdvin metyylielohopean ldhde
ihmiselle.* Kalojen elohopeapitoisuus kuitenkin vaihtelee paikallisesti paljon.
Jarvikaloissa pitoisuudet ovat suurempia kuin merikaloissa. Metyylielohopean kannalta
ongelmallisimpia ovat tekojarvet, joissa veden alle jadneestd maaperédstd vapautuu
veteen runsaasti elohopeaa. EU:n komission asetuksen 1881/2006° mukaan
elintarvikkeena kaytettdvan kalan elohopeapitoisuus ei saa ylittdd 0,5 milligrammaa
kilossa kalan tuorepainoa kohti laskettuna (™/xq tp). Petokaloille pitoisuusrajaksi on
asetettu 1,0 /g tp.

FAO:n (Yhdistyneiden kansakuntien elintarvike- ja maatalousjarjestd) ja WHO:n
(Maailman terveysjarjesto) yhteisen elintarvikelisdaineita késittelevan
asiantuntijakomitea JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives)
mukaan ihminen voi ilman merkittavia terveysriskeja altistua metyylielohopealle 1,6
ug/viikko painokiloa kohden koko elamansa ajan.* © Suomalaiset altistuvat elohopealle
keskimaarin 6,8 "9/, joka 70-kiloiselle henkildlle tarkoittaa 0,68 "%iikko painokiloa
kohti, mikd alittaa selvasti JECFA:n asettaman rajan metyylielohopean

viikkosaannista.*



HOyrynd metallinen elohopea imeytyy helposti keuhkojen kautta, lisaksi jonkin verran
elohopeaa imeytyy myos ruuansulatuselimistdstd ja vahan myés ihon lavitse.” & 7
Hengitetystd metallisesta elohopeahdyrysta elimistoon jaa noin 70-80 %. Keuhkoista
elohopea liukenee vereen, jossa se sitoutuu pédosin punasolujen hemoglobiiniin ja
plasman proteiinien SH-ryhmiin. Puoliintumisaika elohopealla veressa on noin 3-4
paivad. Osa elimistoon joutuneesta elohopeasta hapettuu 2-arvoisiksi elohopeaioneiksi
(Hg®"), jotka sitoutuvat muun muassa valkuaisaineisiin. Muualta elimistosta elohopea
poistuu hitaammin kuin verestd, koko elimistén biologinen puoliintumisaika elohopealle
on noin 60 péivad. Orgaaninen elohopea sailyy veressa pitkdadn, koska erityttyaan

suolistoon se imeytyy osittain takaisin vereen.

Metallinen elohopea voi kulkeutua aivoihin, missd se vaikuttaa keskushermostoon,
liséksi elohopeaa kertyy munuaisiin ja maksaan.” > "® Ensimmaisind merkkeina
elohopean  vaikutuksista  ilmaantuvat epéspesifiset  hermostovaikutukset ja
psykomotoriset oireet. Suurempaan altistumiseen liittyy tyypillisind oireena kasien
vapina, muistihdirit ja unettomuus. Tapaturmainen altistuminen korkealle
elohopeahoyrypitoisuudelle saattaa aiheuttaa keuhkotulenduksen, jota seuraavat
munuaisten ja keskushermoston oireet. Sikion ja lapsen keskushermostolle
metyylielohopea on erittdin haitallista.” Se saattaa aiheuttaa keskittymishairioita,
motorisia hairidita ja sanallisen muistin heikentymista. Altistuminen metyylielohopealle

on yhdistetty myds kohonneeseen sydén- ja verisuonitautien riskiin.



3 NAYTTEEN KASITTELY

AAS- ja ICP-OES-tekniikoissa nayte syotetaan laitteelle tavallisesti liuoksena.® S %

Néytteen esikasittelymenetelmét valitaan sen mukaan millainen néytetyyppi on
kyseessd, mitka alkuaineet halutaan méaérittad, kuinka suurissa pitoisuuksissa ne ovat ja
mika madritysmenetelma valitaan. Mitdén yleisté kaikille naytteille sopivaa menetelméa
ei ole. Joskus nédyte voidaan analysoida ilman esikasittelyd, kun taas toisille naytteille

tarvitaan useampi eri esikasittelyvaihe.

Kemiallisen analyysiin vaiheet voidaan jakaa neljdan vaiheeseen, nédytteen ottoon ja
séilytykseen, ndytteen esikasittelyyn ja valmistukseen, naytteen analyysiin ja tulosten
kasittelyyn ja luotettavuuden arviointiin.® & *® Naytteen ottoon ja sailytykseen tulee
kiinnittdd erityistd huomiota, silla niissé tehtyj& virheitd ei voi Kkorjata jalkeenpdin.
Kalibroinnissa tulee huomioida naytteen valmistusmenetelmd. Pienid pitoisuuksia
analysoitaessa kontaminaation vaikutus tuloksiin kasvaa ja siihen on kiinnitettdva
enemman huomiota. Naytteenottomenetelm& valitaan ndytetyypin ja ndytemaaran
mukaan. Kaytdnndssa ndytteen otosta huolehti joku muu kuin analyytikko. Jotta
voidaan varmistua, ettd eri laboratorioissa tehdyt méaaritykset olisivat vertailukelpoisia,
tuloksista voitaisiin tehdd varmoja johtopadtoksia ja ettd ndyte on varmasti
homogeeninen, taytyy naytteenotossa noudattaa eri ndytetyypeille kehitettyja

naytteenottonormeja.

Rio-Segade ja Bendicho® esittavat simpukan kudosnaytteille esikasittelymenetelman,
jossa kudosnéytteet kasiteltiin  hajotusta varten seuraavasti. Simpukan kudos
homogenoitiin jauhimella ja tehosekoittimella. Homogenoitu seos kuivattiin 40 °C:ssa
48 tuntia. Kuivattu nayte jauhettiin morttelilla ja seulottiin partikkelikokoon < 100 pum.
Osterin kudosnaytteet voidaan valmistaa seuraavasti.™ Irrotetaan kudos osterinkuoresta,

kuivataan uunissa 35 °C:ssa ja lopuksi kylmékuivataan kahdeksan tuntia.



Referenssimateriaali TORT-2" hummerin haima on valmistettu seuraavasti.
LahtoOmateriaalina kaytettiin syotdvaksi tarkoitettua jaddytettyd hummerin haimaa, jota
séilytettiin alle -30 °C:ssa, mika estdd proteiinien ja rasvojen hajoamisen.
Néytteenvalmistus aloitettiin sulattamalla ja homogenoimalla haimat hienojakoiseksi
slurryksi, joka spray kuivattiin. Taméan jalkeen suoritettiin asetoni uutto, jolla naytteesté
poistettiin rasvat, minka jalkeen nayte tyhjiokuivattiin. Kuivattu ndytemateriaali
sekoitettiin, seulottiin, sekoitettiin uudelleen ja pullotettiin. Lopuksi néytteet steriloitiin
sateilylla. Myos referenssimateriaali DOLT-4 piikkikalan maksa, on valmistettu hyvin

samankaltaisella menetelmalla.*?



4 NAYTTEEN LIUOTUS

Biologiset naytteet koostuvat monimutkaisista seoksista hiilihydraatteja, proteiineja ja
lipideja eivatka nain ollen liukene kokonaan veteen tai orgaanisiin liuottimiin.*® Ennen
analyysid onkin tastd syystd suoritettava orgaanisen aineksen hajotus ja vapautettava
metallit ndytematriisista. Suuressa osassa naytteen liuotustekniikoista kéytetdén vahvoja
hapettavia happoja kuten typpihappoa, jolla hajotetaan ndytteen orgaaninen aines.
Talléin useita alkuaineita vapautuu liukoisina nitraattisuoloina. Liséksi voidaan kayttaa
muita happoja hajottamaan ndytettd edelleen, sen mukaan mitd alkuaineita halutaan
analysoida ja millainen analyysitekniikka on valittu. Esimerkiksi vetykloridi on hyva
liuotin useille metallioksideille. Vetyfluoridin kéytté on monesti tarpeellista silloin kun

halutaan maarittaa alkuaineita jotka ovat sitoutuneena kvartsimineraaleihin.

4.1 Ultradanihajotus

4.1.1 Teoriaa

Ultraaanen taajuus on korkeampi kuin ihmiskorvalla havaittava &ni.'* Sen alarajana
pidetddn 20 kHz:4. Adniaallot ovat mekaanisia vardhdyksia joko Kiinteassa,
nestemaisessa tai kaasumaisessa aineessa, joten ne eivat etene tyhjiossa. Aaniaallon
edetessd tapahtuu valiaineessa syklista laajenemista ja puristumista. Laajeneminen vetaa

molekyyleja erilleen kun taas puristuminen puristaa niité yhteen.

Nesteessa tapahtuva laajenemissykli tuottaa negatiivista painetta.’* Ultraaanen ollessa
riittdvan voimakasta laajeneminen voi tuottaa nesteeseen kuplia. Ndin tapahtuu silloin
kun negatiivinen paine ylittd4d nesteen vetolujuuden, joka riippuu nesteesta ja sen
puhtaudesta. Prosessia (kuva 1) jossa painekuplat muodostuvat, kasvavat ja kokevat
imploosioromahduksen kutsutaan kavitaatioksi. Tamé koko prosessi tapahtuu noin 400
ps:ssa. Kavitaatio tapahtuu nesteessd olevissa heikoissa kohdissa, kuten kaasua
sisdltavissé koloissa suspensiona olevassa aineessa tai mikrokuplissa joita on jaljella
edellisestd kavitaatiosta. Useimmat nesteet ovat kontaminoituneet riittavalla maarélla

pieni& partikkeleita, jotta kavitaatio tapahtuu melko alhaisissa negatiivisissa paineissa.
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Kuva 1. Kavitaatio ilmid. (A) kavitaatio kuplien muodostuminen ja romahdus. (B)
Kavitaatiollinen ronmahtaminen nesteen ja kiintedn rajapinnassa. Kuvat (1), (2) ja
(3) kuvaavat partikkelin hajoamista/pilkkoutumista, miké johtuu pinnan
epéatasaisuuksiin loukkuun jaaneistd kaasukuplista. Tama johtaa partikkelikoon
pienenemiseen, joka myos kasvattaa naytteen pinta-alaa.'®

Siind vaiheessa kun kupla ei endé pysty tehokkaasti absorboimaan ultrad&nen energiaa
se kokee imploosion.** Kuplan romahtamisesta aiheutuu nopeaa adiabaatista kaasujen
hoyryjen puristumista kuplan sisalla. Taméa tuottaa erittdin korkeita lampdtiloja ja
paineita. On arvioitu ettd lampdtila ndissa kuumissa pisteissa voi olla jopa 5000 °C:ta ja
paine noin 1000 atm. Né&iden kuplien koko on erittdin pieni verrattuna koko liuoksen
tilavuuteen, joten muodostunut lamp6 hajaantuu hyvin nopeasti eikd ympardivissa
oloissa tapahdu merkittdvad muutosta. Lisdksi kuplan romahdusta seuraava jadhtyminen

on erittain nopeaa.



Kavitaation tapahtuessa l&helld nesteen ja kiintedn aineen rajaa muuttuu
kavitaatioromahdus merkittavéasti siitd mitd se on puhtaassa nesteessa. Aineen ja nesteen
rajapinnassa kavitaatiota ympéaroiva aine ei ole yhdenmukaista, jolloin ei muodostu
pallomaista kavitaatioromahdusta vaan romahdus on asymmetrinen. Tall6in
romahduksen seurauksena muodostuu nopeita nestevirtauksia. Yhdessa nestevirtausten,
korkean lampdtilan ja paineen kanssa kavitaatio aikaansaa naytteen pilkkoutumista,
jolloin enemman naytetta paasee kontaktiin liuottimen kanssa.'® Kavitaatio repii rikki

mya0s soluja biologisista néytteista, jolloin solun sisélla olevat analyytit vapautuvat.

4.1.2 Kaytto

Néytteeseen ultradénienergiaa voidaan tuoda, joko ultradanihauteella (kuva 2) tai
ultradanisauvalla.** Ultraaanihauteet ovat selvasti yleisempia. Niilld on kuitenkin kaksi
suurta heikkoutta ultradanisauvoihin verrattuna, jotka vaikuttavat kokeelliseen
toistettavuuteen. Hauteessa ultradanienergia jakautuu epatasaisesti suurelle alueelle,
jolloin ultradanilahteen lahelld vain pieni osa nesteestd kokee kavitaation. Myos
ultradanihauteen teho alenee ajan kuluessa. Ultradanisauvoilla energia voidaan
kohdistaa pienelle alueelle l&helle naytettd, talléin kavitaatio on voimakkaampaa
naytteen laheisyydessa. Kiinted nayte voidaan ultradénelld hajottaa tai siitd voidaan

uuttaa halutut analyytit tai nayte voidaan liettaa. ™

1 ‘ ‘9 .
T i .{ 6'
\:.’/

Kuva 2. Ultraaanihaude®’



Kazi et al."® ovat tutkineet kuinka erilaiset muuttujat ultraaanihajotuksessa vaikuttavat
ympéristd- ja biologisista CRM (sertifiotu referenssi materiaali) naytteistad saatuihin
rakasmetallipitoisuus (Cd, Cr, Ni ja Pb) tuloksiin ETAAS:II4. Néité4 tuloksia verrattiin
my0Os tuloksiin joita saatiin keittolevylld tehdylld happohajotuksella. Tutkittuja
muuttujia olivat hajotukseen kaytetyt happoseokset, happojen kosketusaika ndytteeseen
ennen ultradantd, ultradaniajan ja ultradanihauteen lampatilan vaikutus. Parhaat tulokset
ymparistonaytteille saatiin happoseoksella HNO3;-HCI (1:3), jonka annettiin olla
kosketuksissa naytteeseen 15 minuuttia ennen ultradanta. Ultraddnihauteessa naytetta
pidettiin 25 minuuttia sen lampdtilan ollessa 80 °C:ta. Biologisille néytteille parhaat
tulokset saatiin seoksella HNO3-H,O, (2:1), joka oli kosketuksissa naytteeseen 8
minuuttia ennen ultradantd. Ultraddnessa ndytteitd pidettiin 10 minuuttia ja
ultradanihauteen lampétilana oli 70 °C:ta. Biologiset naytteet vaativat vahvan
hapettimen H,O, kayttdd, koska sen avulla saadaan proteiineihin, hiilihydraatteihin ja
monityydyttymattémiin rasvahappoihin sitoutuneet metallit irtoamaan liuokseen. Kaikki
nailla menetelmilld saadut tulokset ovat vartoilukelpoisia perinteisen keittolevy

happohajotuksen kanssa.

Matusiewicz ja Stanisz'® ovat vertailleet erilaisia liuottimia biologisten naytteiden
ultraddniuutossa, epéorgaanisen elohopean pitoisuuksien madarityksiin, CV-AAS:IIa.
Vertailtavat liuottimet olivat 5 ™/, HCI, 6 % tetrametyyliammoniumhydroksidi
(TMAH) ja n. 90 % HCOOH. Tutkimuksessa vertailtiin aikaa jonka nayte oli
ultradénessd, ultraddnen tehoa ja liuottimen madrdd. Ultradénildhteend kéaytettiin
ultradénisauvaa, joka upotettiin naytteisiin. Liuotinta tarvittiin 250 mg:lle ndytettd 5 ml
HCI, 20 ml HCOOH ja 5 ml TMAH. Optimiteho ultradéanelle oli 35 W kéaytettdessa
liuotukseen HCI ja 50 W kun kaytettiin TMAH tai HCOOH. Naytetta tuli pitéa
ultraddnessd 5 minuuttia. Saadut tulokset epéorgaanisen elohopean pitoisuuksista olivat

kaikilla liuottimilla kohtalaisen hyvia.
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4.1.3 Ultradanihajotuksen etuja ja heikkouksia

Ultraaanen kaytossa on useita etuja esimerkiksi mikroaaltohajotukseen verrattuna. ** *°

Ultradanihajotus on monesti nopeampi kuin mikroaaltohajotus ja samalla se myds
kuluttaa vdhemman energiaa. Se on my0s turvallisempi, koska siind ei tarvita korkeita
paineita ja lampotiloja. Monesti ultradénihajotus on myods yksinkertaisempi, jolloin
kontaminaatioriski on pienempi. Heikkoutena mikroaaltohajotukseen verrattuna voidaan
pitdd sitd, ettd ultradanihajotus ei ole niin robusti menetelmd, koska ikaantynyt
ultradanilahde voi heikentaa liuotuksen tehoa. Myds partikkelikoolla on suuri merkitys

ultradénihajotuksessa.

4.2 Mikroaaltohajotus

Naytteen mikroaaltohajotus on nykypaivana erittain kaytetty menetelma analytiikassa.?
Kéytossd on monenlaisia mikroaaltohajotuslaitteita, kuten avoimessa astiassa
suoritettava hajotus ja suljetussa astiassa korkeassa paineessa tehtdva hajotus.
Mikroaaltohajotus tarjoaa useita etuja perinteisiin naytteenhajotusmenetelmiin néhden.
Né&itd etuja ovat muun muassa lyhyempi aika happoliuotukseen, oletetusti parempi
saanto haihtuville yhdisteille ja alkuaineille, pienempi kontaminaatio, vahaisempi maara
reagensseja ja toistettavampi menetelma. Mikroaaltohajotuksen avulla voidaan
tavallinen ympadristondyte hajottaa tai siitd voidaan liuottaa hivenaineet analyysia
varten. Koska kyseessd on nykyisin erittdin yleinen néytteenliuotusmenetelma, on sen
pohjalta luotu useita standardimenetelmid. Biologisille naytteille kdytetddn yleisesti

yhdysvaltain ympéristénsuojeluviraston standardimenetelmaa US EPA 3052.%

Mikroaallot ovat elektromagneettista energiaa.”? > ® Mikroaaltoenergia on ei ionisoivaa
sateilyd, joka aiheuttaa molekyylien liikettd liikuttamalla ioneita ja pyorittamalla
dipoleja mutta ei aiheuta muutosta molekyylin rakenteeseen. Mikroaaltojen taajuus
vaihtelee valilla 300 — 300 000 MHz:&. Mikroaallot lammittavét vain nestefaasia, kun
taas hoyryt eivat absorboi mikroaaltoenergiaa.?’ T4sta johtuen kaasufaasin lampétila on
matalampi kuin nestefaasin lampdtila. Taman vuoksi astian viileilla reunoilla tapahtuu
hoyryn tiivistymistd, jonka tuloksena todellinen kaasunpaine on matalampi kuin
ennustettu kaasunpaine. Tama onkin yksi mikroaaltohajotuksen térkeimpié etuja, silla
tastd johtuen silla voidaan saavuttaa korkeita lampdétiloja matalissa paineissa. Korkea

lampotila tarkoittaa myds lyhyempaa liuotusaikaa.
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Suljetussa astiassa suoritettavassa mikroaaltohajotuksessa néyte asetetaan putkeen, joka
on usein valmistettu teflonista eli polytetrafluorieteenista (PTFE).** Sen jalkeen kun
putkeen on lisdtty myds hajotukseen kéytettdvat reagenssit, putki suljetaan tiiviisti ja
asetetaan mikroaaltouuniin (kuva 3), missa se altistuu mikroaaltoséteilylle ja lampenee.
Yksi suljetun mikroaaltohajotuksen suurimmista eduista on siind saavutettava suuri
lammitystehokkuus. L&mmitys aiheuttaa putken sisall4 haihtumista mik& nostaa myaos
painetta putken sisalla. Paineen nousu nostaa myds kéytettyjen reagenssien
kiehumispistettd, mikd auttaa ndytematriisin hajoamisessa. Putkissa kaytetdan
ylipaineventtiilia estdam&én putken ré&jadhdys. Paineen nousua taytyy Kkuitenkin
kontrolloida, silla jos ylipaineventtiilid tarvitaan tarkoittaa se myos, ettd putkesta karkaa

paineen lisaksi myos naytetta.

pressure relief valve

digestion vessel

Kuva 3. Mikroaaltohajotuslaitteisto. (a) Mikroaaltohajotusuuni, jonka sisalla on
pyoriva hajotusputkiteline. (b) L&hikuva hajotusputkesta, joka on kiinnitetty
hajotusputkitelineeseen.?

Avoimessa astiassa tehtdvd mikroaaltohajotus tehdddn normaalissa ilmanpaineessa ja
néin ollen paineen nousu ei aiheuta siind ongelmia, kuitenkin tdmé tekniikka vaatii
tehokkaan laitteiston muodostuvien hdyryjen poistoon.”®* Haihtuvien aineiden
katoaminen néytteesta estetaan tiivistamalla ne pystyjaédhdyttimessd. Avoimella astialla
on muutamia etuja suljettuun astiaan verrattuna. Kuten avoimella astialla voidaan
hajottaa kerralla suurempia ndytemaarid, jopa 15 grammaa kerralla, ja siihen voidaan
lisdtd hajotusreagensseja missa menetelmén vaiheessa tahansa. Heikkoutena
menetelmalld on se, ettd normaalista ilmanpaineesta johtuen avoimessa menetelmassa
pitdd kayttdd korkean kiehumispisteen omaavia happoja, kuten rikkihappoa, jotta

néytteen orgaaninen materiaali saadaan hajotettua kokonaan.
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Mikroaaltohajotusta voidaan k&yttdd monenlaisille ndytetyypeille, kuten biologisille,
geologisille ja vesinaytteille."® Kaytettdva mikroaaltohajotusmenetelma ja reagenssit
tulee valita sen mukaan millainen néyte on kyseessa ja mita alkuaineita siitd halutaan
maarittdd. Merieldinten kudosndytteista elohopeaa on maéaritetty kédyttden typpihappoa
ja suljettua mikroaaltohajotusta. Tdman lisaksi hajotus on suoritettu myds avoimessa
seka suljetussa mikroaaltohajotuksessa kéyttden reagensseina vahvoja hapettimia kuten
rikkihappoa ja vetyperoksidia. Naytteen analysointi on suoritettu usein kayttden CV-

AAS —menetelméa.

4.3 Slurry -menetelma

Madritettdessa hivenaineita orgaanisista matriiseista tdytyy orgaaninen aines tuhota,
jotta saadaan tarkkoja tuloksia.?* Naytteen tulee myds olla kokonaan nestemaisessa
muodossa, jolloin orgaaninen materiaali taytyy liuottaa kokonaan, sill& orgaaninen hiili
hairitsee analyysia joissain tekniikoissa. Kayttamalla naytteen esikasittelyyn slurry —
menetelmaa voidaan valttya happohajotuksen kaytolta. Hivenaineiden maaritys suoraan
slurrystd poistaa tarpeen kayttdd monimutkaisia ja aikaa kuluttavia nédytteen kasittely
vaiheita, jotka voivat liséksi aiheuttaa my6s néytteen kontaminaatiota. Slurry —
menetelma onkin tehokas apuvéline maaritettdessa metalleja CVG-AAS:IIa tai CVG-
AES:11a. Slurry —menetelmén kayttdé mahdollistaa myds nayteliuoksen konsentraation

valinnan ja prosessin automatisoinnin.

Néaytteen laimennokseen kéytetddn yleisesti mineraalihappoja, kuten typpihappoa ja
vetykloridia.®* Tama lisaa alkuaineiden irtoamisen tehokkuutta partikkeleista. Jotta
voidaan valmistaa homogeenisena pysyvé slurry —nayte, taytyy nadyteliuos stabiloida,
usein tdhan kaytetaan Triton X-100:a tai 20 %:sta etanolia. Triton X-100 on tensidi,
joka stabiloi esimerkiksi biologisia ja orgaanisia slurry —néytteitd. Taméan ansiosta
liuoksen kiinteat partikkelit hajaantuvat tasaisesti liuoksen siséll4 ja Triton X-100 est&4
partikkeleja nousemasta liuoksen pintaan. Haittana Triton X-100:n kayt0ssé on se, ettd
se aiheuttaa  vaahtoamista, mutta se voidaan  poistaa  kayttamalla
vaahtoamisenestoainetta. Yleensa slurry homogenisoidaan juuri ennen sen syottamista
virityslédhteeseen tai sitd voidaan my0s sekoittaa kokoajan. Jatkuvaan sekoittamiseen

kaytetddn muun muassa magneettisekoittajaa ja ultradénta.
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Huolimatta monista eduista slurry —-menetelmdssé on silla myds muutamia heikkouksia,
jotka voivat vaikuttaa analyysituloksiin.** Analyysin lopputulokseen vaikuttavat
partikkelikoko néytteessa, kiintedn aineksen sisaltamét alkuaineet, naytemaard,
partikkelimaard ja -paino naytetilavuudessa, homogenointiaika, aika homogenoinnin
lopettamisesta analyysiin, liuottimien kemiallinen luonne ja konsentraatio seka se
kuinka paljon partikkeleja néyteliuoksen mukana kulkeutuu atomisaattorille tai

virityslahteeseen.

Hydridejd muodostavat As, Bi, Ge, Sb, Se ja Sn sek& alkuainemuotoinen Hg on
madritetty onnistuneesti suoraan biologisista ja ymparistd slurry —naytteista.”> Nama
naytteet valmistettiin punnitsemalla reaktioastiaan noin 300 mg naytetta, lisaéamalla
sinne 9 ml 10 % HNO3 ja 1 ml 10 % tioureaa, jolloin lopullinen slurry konsentraatio oli
3 %:a. Tamaén jalkeen liuosta seisotettiin 30 minuuttia. Tiourea ja 30 minuutin séilytys
pelkistavat tutkittavat metallit hydridin muodostuksen kannalta optimaaliselle
hapetusasteelle. Seuraavaksi slurry —naytteet esikasiteltiin ultradanessa 40 W teholla 5
minuutin ajan. Ultradéani kasittelyn jalkeen ndytteet siirrettiin mittausastiaan ja niihin
lisattiin -~ 100 pl dekanolia  vaahtoamisenestoaineeksi. ~ Slurry  -ndytteiden
paakkuuntuminen ja laskeutuminen ndyteastian pohjalle estettiin sekoittamalla naytetta

voimakkaasti ennen analyysié.
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5 ANALYYSIMENETELMAT

5.1 AAS —tekniikat

Atomiabsorptiospektrometriaa  kaytetdan alkuaineiden —maarittamiseen.?® S

Herkkyytensa ja selektiivisyytensa ansiosta se on kéytetyin atomispektrometrian laji.
AAS —tekniikoilla ei voida havaita yhdisteitd vaan ne hajotetaan analyysissa
atomimuotoon. Tutkittavan alkuaineen on absorboitava aallonpituusalueella 190-900
nm  atomaarisessa  perustilassa.  Lahes  kaikki  metallit ovat téllaisia.
Vakuumiultraviolettialueella absorboivia alkuaineita ei tavallisesti voida analysoida

AAS:II4, tallaisia aineita ovat mm. halogeenit ja rikki.

Atomiabsorptiotekniikat jaetaan ryhmiin sen mukaan kuinka aine saatetaan
atomimuotoon, yleisin atomisointitapa on liekkitekniikka.”® & ™ Tassa menetelmassa
atomisaatio tapahtuu syottaméalld ndyte kuumaan liekkiin. Liekissa ndytteen sisaltdmat
yhdisteet atomisoituvat. Liekittomistd atomisointitekniikoista grafiittiuunitekniikka on
yleisin. Siind nayte hajotetaan kuumentamalla sitd sahkdvirran avulla pienessa
grafiittiputkessa. Liekki- ja grafiittiuunitekniikat ovat yleismenetelmid, joilla voidaan
madrittdd useimmat alkuaineet. Né&iden atomisointitekniikoiden lisaksi kaytdsséd on
my0s erikoismenetelmid ndytteiden atomisointiin kuten kylmahoyrytekniikka.

5.1.1 AAS-laitteen toimintaperiaate

AAS-laitteilla tutkittava alkuaine maaraytyy kaytettavan lampun mukaan.?®* " Lamppu
ldhettdd valoa kapealla aallonpituusalueella, jota tutkittava alkuaine absorboi.
Alkuaineiden absorptiospektri on viivaspektri ja absorptioviivojen leveydet ovat
luokkaa 0,001 nm. Nama leveydet ovat huomattavasti pienempid kuin parhaidenkaan
monokromaattoreiden resoluutio. Lampun emissioviivat ovat niin kapeat ja kaukana
toisistaan, ettd haluttu emissioviiva voidaan valita monokromaattorilla. Kun lampun
ldhettdmd emissio on valittu tutkittavan alkuaineen mukaan, niin muut n&ytteen

alkuaineet eivat absorboi lampun valoa. Tdma tekee tekniikasta alkuaine selektiivisen.
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Lampun valo ohjataan liekissa, grafiittiuunissa tai kyvetissa (hydridi tai kylmahoyry
menetelmd) olevaan ndytteeseen, jossa tapahtuu Beerin ja Lambertin lain mukainen
intensiteetin pieneneminen.®® & "*"* AAS-tekniikassa monokromaattori on vasta
naytteen jalkeen. Tama johtuu siitd, ettd atomisaattori l&hettdd kaikkia aallonpituuksia
sisdltdvad valoa, joka on poistettava ennen valonmonistinta. Ta&ma tehddén
monokromaattorilla, joka paastdéd lavitseen vain sen aallonpituuden jota kaytetaan
analyysissa. Lampusta tuleva mittausvalo on moduloitua eli pulssitettua tdma johtuu
siitd, ettd ndin saadaan erotettua lampun valo naytteen lahettaméasta sateilystd. AAS-

laitteen rakenne on esitetty kuvassa 4.
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Kuva 4. Atomiabsorptiospektrometrilaitteiston rakenne?’

AAS:ssa valonlahteena kaytetaan onttokatodilamppuja (rakenne kuvassa 5).%° % ™

Onttokatodilamppu siséltad katodissaan tutkittavaa alkuainetta, tastd johtuen jokaisella
alkuaineella on periaatteessa oma lamppunsa. Lampun tayttokaasuna on joko argonia tai
neonia, joka ionisoidaan lampun l&pi kulkevalla sahkdvirralla. T&ll6in syntyneet ionit
siirtyvét katodille, jossa ne irrottavat katodilla olevan alkuaineen atomeja ja virittdvat ne
korkeammalle elektronitilalle. N&in virittyneet atomit emittoivat niille karakterista
valoa. Kun emissio johtaa atomin perustilalle, saadaan valoa aallonpituudella, jota

néytteen perustilaiset atomit voivat absorboida.
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Kuva 5. Onttokatodilampun rakenne?’

5.1.2 Liekkitekniikat

Liekkiatomiabsorptiossa kaytettavat liekit voidaan jakaa kahteen ryhméén, palaviin ja
diffuusioliekkeihin.® & °* Liekin lampétila palavakaasu-kantajakaasuseoksissa on noin
2000-3000 K. Kantajakaasuna toimii yleisesti ilma tai dityppioksidi ja palavana
kaasuna kaytetaan asetyleenid, propaania tai vetyd. Liekin lamp6tila maaraytyy kaytetyn
kaasuseoksen mukaan. Diffuusioliekissa palava kaasu toimii myds kantajakaasuna, joka
palaa kun se joutuu kosketuksiin ulkoisen diffuusioilman kanssa. Lampdtila
diffuusioliekissé on alhaisempi kuin palavassa liekissa. Kéytetyin diffuusioliekki on
vety-diffuusioilmaliekki, koska se paastaa signaalin hyvin lapi.

Palavassa liekissa lampéotilan lisdksi atomisointiin vaikuttaa liekin kemiallinen
ymparistd eli se, mita radikaaleja ja kemiallisia yhdisteita liekki sisaltaa.® & °°* Nain
ollen kahdella erilaisella saman l&mpétilan tuottavalla kaasuseoksella saattaa olla hyvin
erilaiset analyyttiset ominaisuudet. Puhdasta happea kéytetddn hyvin harvoin
kantajakaasuna, koska silloin liekin palamisnopeus on hyvin suuri, mika tekee liekist4
vaikeasti  hallittavan. Happeen voidaankin sekoittaa argonia tai heliumia.
Atomiabsorptiossa kaytetyin liekki on ilma-asetyleeniliekki, koska siind voidaan
méaérittdd noin 30 metallia. Dityppioksidi-asetyleeniliekilld voidaan maéarittad ne
alkuaineet, joille ilma-asetyleeniliekkid ei voida kayttdd. Dityppioksidi-
asetyleeniliekkiin, jossa on pieni palavan kaasun ylimaard, muodostuu noin 2-4 mm
korkea sinivalkoinen primaarinen reaktiovyohyke, sen ylépuolella noin 5-50 mm korkea
punainen pelkistysvyohyke ja tamén ylapuolella oleva sinivioletti sekundaarinen
reaktiovyohyke, jossa palava kaasu hapettuu. Atomeiksi nayte dissosioituu punaisessa
pelkistysvyohykkeessa.
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Tarkein osa liekkiatomiabsorptiospektrometrid on sumutin-poltinjarjestelméd, jonka
rakenne on kuvattuna kuvassa 6.2 & *>°® Sumutin-poltinyksikén tehtdvana on muuttaa
nayteliuos ensin aerosoliksi ja sen jalkeen atomihdyryksi, jonka absorptio mitataan.
Néyteliuos imetddn sumuttimeen kantajakaasun aiheuttaman alipaineen avulla.
Sumutuksessa ndayteliuos sekoitetaan kantajakaasuun, joka muutetaan aerosoliksi.
Sumuttimesta naytepisarat kulkeutuvat sekoituskammioon kantajakaasun mukana.
Néytepisaroiden homogenointi sopivan kokoisiksi tapahtuu sekoituskammiossa, missa
ne myds sekoitetaan palavaan kaasuun. Suuret pisarat tiivistyvat sekoituskammion
seindmille ja poistuvat viemariin. Lopuksi ndytesumu yhdessd kaasuseoksen kanssa
johdetaan liekkiin, missé tapahtuu ndytteen atomisoituminen. Edelld kuvattu epédsuora

sumutus on eniten kdytetty menetelma atomihdyryn tuottamiseksi.

>
o

Virtauksenohjain

Kuva 6. Sumutin-poltinyksikén rakenne liekkitekniikassa®®

5.1.3 Uuni- eli liekittomat tekniikat

Grafiittiuuni on herkempi kuin liekkitekniikat ja se vaatii vdhemman naytetta.”® Vain 1-
100 pl:aa naytettd tarvitsee syo6ttdd grafiittiputkeen. Onttokatodilampun valo kulkee
grafiittiputken lapi sen molemmissa pdissa olevista ikkunoista. Grafiitin hapettumisen
estdmiseksi putken l&pi kulkee jatkuva argon virtaus ja putkelle suositeltu maksimi
lampotila on 2550 °C, jossa se ei saa olla kuin korkeintaan 7 sekuntia.
Liekkispektrofotometriassa analyytin viipymdaika optisella mittausalueella on alle
yhden sekunnin. Kun taas grafiittiuuni rajaa atomisoidun naytteen optiselle mittaus

alueelle useaksi sekunniksi, mika johtaa suurempaan herkkyyteen.
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Manuaalisella naytteen syotolla analyysin tarkkuus on harvoin parempi kuin 5-10 %.%
Automaattisella ndytteensy6tolld toistettavuus saadaan parannettu noin yhteen
prosenttiin. Néyte tulee sy6ttdd putkeen niin, ettd se jaa pisaraksi pienelle alueelle. Jos
nayte pisara syotetaan liian korkealta saattaa se rdiskéhtaa ja levita pitkin putkea, mika

johtaa heikkoon tarkkuuteen.

5.1.4 Kylméahoyrytekniikka

Kylmahoyry (CV) tekniikassa analysoitava aine muutetaan hdyrystyvaan muotoon.?* %

Kylmé&hoyrymenetelmélld voidaan analysoida elohopea ja kadmium. Sitd k&ytetdén
yleisesti AAS:n yhteydessa. Elohopea on aine jonka atomit voivat esiintyd vapaassa
tilassa huoneenlammossa.>* Koska elohopea sy6tetaan detektorille alkuainemuodossaan,
ei mittauslaitetta tarvitse lammittad, tasta nimi kylmé&hoyry. Tekniikka perustuu
elohopeahdyryn ominaisuuksiin, joista yksi on sen hodyrynpaine joka on 20 °C:ssa
0,0016 bar. Naistd ominaisuuksista johtuen elohopea voidaan siirtdd nestefaasista
kaasufaasiin, sen jalkeen kun se on pelkistetty perustilaan eli alkuainemuotoon.
Pelkistys tehdaan usein joko tinakloridin (SnCl,) tai natriumboorihydridin (NaBH,)
avulla. Lopuksi kaasumainen elohopea johdetaan analysaattorin viritys- tai atomisointi
l&hteeseen.

5.2 ICP-OES

Induktiivisesti kytketty plasma optinen emissio spektrometri (ICP-OES) on yksi
tarkeimmista laitteista alkuaineanalyyseissa.*® & ** Sen avulla voidaan analysoida noin
70 eri alkuainetta monista eri ndytematriiseista. ICP-OES analyyseja tehd&an naytteista
jotka tulevat muun muassa metallurgiasta, geologiasta, biologiasta, maataloudesta,

teollisuudesta ja ymparistosta.

ICP-OES koostuu naytteensy6tosts, plasmasta, optiikasta ja spektrometrista.®® 3

Néytteensyoton tarkeimpia osia ovat peristalttinen pumppu, sumutin (nebulizer) ja

sumutinkammio (spray chamber). ICP-OES laitteen rakenne on esitetty kuvassa 7.
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Kuva 7. ICP-OES laitteen rakenne ja tarkeimmét osat®' >

5.2.1 Naytteensyotto

5.2.1.1 Sumuttimet

Normaalissa ICP-OES —analyysissa kaikki néytteet saatetaan nestemdiseen muotoon
ennen kuin ne syotetaan laitteeseen. * ® Nestemainen nayte kulkee sumuttimeen missé
se muutetaan aerosoliksi. Naytteen sumuttuminen on yksi tarkeimmistd vaiheista ICP-
OES -—analyyseissa. Nayte tulee syottdd plasmaan niin, ettd se ei vaikuta plasman
stabiilisuutteen eika syntyvaan emissiosignaaliin.®® & %*° Tama on mahdollista vain
erittdin pienilld partikkeleilla tai pisaroilla. Mitd pienempid ndytepisarat ovat sita
helpompaa niiden kuivaaminen ja virittdminen on plasmassa. Jos plasmaan johdetaan
lilkaa aerosolia, se muuttuu epéastabiiliksi ja lopulta sammuu. Epastabiili plasma johtaa
heikkoon toistettavuuteen. Naytteensy6ttd plasmaan tulee optimoida niin, ettd naytetta
menee plasmaan riittdvasti hyvan herkkyyden aikaansaamiseksi mutta ei liikaa, jotta
plasma pysyy stabiilina.
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Kaytéssa on kahdenlaisia sumuttimia: pneumaattisia sumuttimia ja ultradani

sumuttimia.® &

® Suurin osa kaupallisesti saatavilla olevista sumuttimista on
pneumaattisia sumuttimia. Niissd kdytetddn nopeaa kaasuvirtausta aerosolin
muodostamiseen. Suosituin pneumaattinen sumutin on konsentroiva sumutin. Sen
rakenne on kuvassa 8. Suurin 0sa ndistd sumuttimista on valmistettu joko lasista tai

kvartsista.

— —
Sumple in —> ! re— ney = = >
-

Argon gas in

Kuva 8. Konsentroiva sumutin®'$ 5

Taman tyyppisissa sumuttimissa nayteliuos imetéédn kapillaariputkeen alipaineen avulla,
joka muodostuu argon kaasun virratessa nopeasti kapillaarin paan ohi.>* * ® Nopeasti
virtaava argon kaasu yhdistettynd alipaineeseen rikkoo nesteméisen néytteen
aerosoliksi. Konsentroiva sumutin on tunnettu sen hyvastd herkkyydestd ja
stabiilisuudesta. Heikkoutena silla on ohut kapillaari, joka voi tukkeutua helposti. Tama
on yleista liuoksilla jotka sisaltavéat niinkin vahan kuin 0,1 %:a liuenneita suoloja. Toki
muutamat uudet versiot tastd sumuttimesta ovat véhenténeet tit4 ongelmaa. Jotkin
sumuttimet pystyvat kasittelemdédn myos néytteitd joissa on jopa 20 %:a liuennutta

epédorgaanista ainesta.

Toinen paljon kdytetty pneumaattinen sumutin on cross-flow sumutin.®* *®* Tass4
sumutin tyypissd nopeasti virtaava argon kaasuvirtaus ohjataan kohtisuorasti pain
néytekapillaarin paatd, konsentroivassa sumuttimessa tdma tapahtui kohtisuorassa.
Cross flow sumuttimen rakenne on esitetty kuvassa 9. Tassakin sumuttimessa néyte
syotetadn sumuttimeen joko nopean kaasuvirtauksen muodostaman alipaineen avulla tai

peristalttisen pumpun avulla.
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Kuva 9. Cross flow sumutin

Yleisesti ottaen Cross flow sumuttimet eivat ole yhtd hyvid muodostamaan pienia
pisaroita kuin konsentroivat sumuttimet.®> * ® Taman tyyppiset sumuttimet eivat
kuitenkaan tukkeudu niin helposti kuin konsentroivat sumuttimet, koska k&ytetty
naytekapillaari on suurempi. Lisaksi cross flow sumuttimia voidaan valmistaa muistakin

materiaaleista kuin lasista ja kvartsista, joten niistd voidaan valmistaa kestavampié.

Edelld mainituilla sumuttimilla on tapana tukkeutua vakevilla ja pienié liukenemattomia
partikkeleita sisaltavilla liuoksilla.* & * Taman ongelman poistamiseksi on kehitetty
sumuttimia, jotka toimivat pienida partikkeleita siséltavilla vékevilla liuoksilla.
Tarkeimmét ndihin vaikeisiin analyyseihin kehitetyt sumuttimet ovat V-groove —
sumuttimet ja ConeSpray —sumuttimet. Molemmissa sumuttimissa on verrattain suuri
aukko naytteen ulostulolle pienen suuttimen sijaan. Lisdksi sumutinkaasun ulostulo
aukkoa huuhdellaan kokoajan néyteliuoksella. Ndma kaksi sumutinta eroavat toisistaan
siind kuinka nayteliuos syotetddn sumutinkaasun ulostuloaukolle. V-groove -
sumuttimessa (kuvassa 10) néyteliuos virtaa painovoiman vaikutuksesta alaspéin uraa
pitkin, joka nayttda ylh&altdpdin katsottaessa V:n muotoiselta, kunnes se kohtaa

sumutinkaasuvirtauksen.
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Kuva 10. V-Groove —sumutin.®** > Sumuttimien tarkat sijainnit on esitetty kuvassa
oikealla. Nayteliuos tulee sumuttimelle ylemmasta reidsta ja sumutinkaasu
alemmasta.

ConeSpray -sumuttimessa (kuvassa 11) laajenevasta sumutinkaasusta aiheutuva
negatiivinen paine vetaa nayteliuosta itseaan kohti.*® > *® Nayteliuoksen kohdatessa

laajenevan kaasun néyteliuos murtuu pieniksi pisaroiksi.

(_////-”/,r//,/// VAN A A A
>
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Kuva 11. Poikkileikkaus ConeSpray -sumuttimesta® > *°

Taman tyyppiset sumuttimet kuluttavat yleisesti suurempia maaria néytettd jopa 4

ml/minuutissa.®® *

% Kuitenkaan ne eivdat menetd merkityksellisesti analyyttista
suorituskykyaan nopeudella 1 ml/ndytettd minuutissa, joten ne voivat toimia talla
néytteensyottonopeudella  kuin mikd  tahansa  muu  sumutin  samalla
naytteensyotténopeudella. Lopuksi on mainittava, ettd vaikka ndma sumuttimet toimivat
pienistd partikkeleista huolimatta on syytd huomata ettd partikkelien kulkeutuminen
plasmaan asti on epatodenndkoistd. Talloin néissa partikkeleissa olevia aineita ei

valttdmatta havaita.
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5.2.1.2 Sumutinkammiot

Sumuttimella muodostunut ndyteaerosoli tdytyy kuljettaa soihdulle, jotta se voidaan
syottad plasmaan.® & ® Kuitenkin vain aerosolin erittain pienet pisarat voidaan
tehokkaasti kuivata, hoyrystad, atomisoida, ionisoida ja virittdd plasmassa, joten suuret
pisarat taytyy poistaa aerosolista. Téhan tarkoitukseen kaytetadn sumutinkammiota,
joka sijaitsee sumuttimen ja soihdun vélissa. Aerosolin sisaltdmat pisarat kulkevat
sumutinkaasun mukana sumuttimesta sumutinkammioon.* * *° Jos tdm4 virtaus muuttaa
suuntaansa pienimméat pisarat seuraavat kaasuvirtausta, mutta suuremmat pisarat
lentdvdt suoraan ja paatyvat sumutinkammion seinélle. Sein&dmiltd pisarat valuvat
sumutinkammion pohjalle, mista ne poistetaan yleensa pumpun avulla jateastiaan. Se
minka kokoisia pisaroita paatyy plasmalle asti, riippuu sumutinkammion muodosta ja
kantajakaasun nopeudesta. Yleisesti voidaan ajatella, ettd sumutinkammio on
suunniteltu niin, etta se paastaa plasmalle pisarat joiden halkaisija on 10 pm tai alle.®**
% Normaalilla sumuttimella ja sumutinkammiolla vain noin 1-5 %:a ndytteesta paatyy

plasmalle asti, loput ndytteestd paatyy jatteeseen.

Sumutinkammion pé&asiallinen tehtdva on siis poistaa aerosolista suuret pisarat, jotka
heikentaisivat plasman stabiilisuutta.® * “*° Lisaksi sumutinkammiolla vahennetaan
mya0s peristalttisesta pumpusta aiheutuvaa signaalin pulssittumista. Taméa pulssittumisen
vaheneminen on seurausta sumutinkammion suhteellisen suuresta tilavuudesta ja siitd,
ettd juuri sumuttunut ndyteaerosoli sekoittuu aikaisemmin muodostuneen aerosolin
kanssa, joka kiertdd sumutinkammiossa. Silla kaikki aerosoli ei poistu
sumutinkammiosta injektorille, vaan osa aerosolista pysyy sumutinkammiossa ja kiertaa
sielld. Tamén seurauksena uudet pisarat sekoittuvat vanhojen pisaroiden kanssa
sumutinkammiossa. Td&mé& sekoittuminen aikaansaa paremman analyyttisen signaalin
toistettavuuden. Toisaalta se myos pidentdd aikaa, joka tarvitaan signaalin

stabiloitumiseen.

Sumutinkammio voidaan valmistaa erilaisista materiaaleista, kuten lasista, kvartsista ja
erilaisista polymeereista (esimerkiksi rytonista ja fluoratuista polymeereistd).® &
Tarkeimmé&t ominaisuudet materiaalin  valinnassa ovat materiaalin  kestévyys
liuottimille, hapoille ja muille liuotuksessa kéytetyille reagensseille ja sumutinkammion
sisdpinnan vettyvyys. Hyvin siled sumutinkammion sisépinta mahdollistaa hyvin
suurten pisaroiden muodostumisen sumutinkammion sisdpintaan, mik& muuttaa

sumutinkammion aerodynamiikkaa ja ndin heikentad toistettavuutta.
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Sumutinkammion suuri tilavuus tarkoittaa my®s suurta pinta-alaa.** * **> Tama voi olla
ongelmallista, jos analyytteja adsorboituu kammion pintaan. Tasta voi seurata, riippuen
analyytin ja sumutinkammion valmistusmateriaalin adsorptio ominaisuuksista,
pidentyneet huuhteluajat. Erityisesti alkuaineista elohopea ja boori ovat voimakkaasti
adsorboivia. Pidentyneet huuhteluajat tarkoittavat myos pidempié viiveitd perékkaisten
mittausten valilla. Tallaista adsorptiota ja siitd aiheutuvia pitkid huuhteluaikoja

kutsutaan myds muistiefektiksi.

Scott double pass— (kuvassa 12) ja sykloninen (kuvassa 13) kammio ovat yleisimmin
kaytettyja sumutinkammio tyyppeja.® * *3 Scott double pass —kammio on ollut kéytdssa
ICP-tekniikan alkuajoista saakka. Se koostuu kahdesta samansuuntaisesta putkesta,
joista ulompi on véhan pidempi ja paksumpi kuin sisempi putki. Scott double pass —
sumutinkammion kokonaispituus on tyypillisesti noin 15 cm:4. Ulompaa putkea, jonka
halkaisija on tyypillisesti 3 cm:4, rajaa toisesta péésté kupera paaty ja toisessa paassa on
sumutin. Sumuttimella muodostunut aerosoli johdetaan sisempdaan putkeen jossa se
kulkee kantajakaasun mukana kohti ulomman putken kuperaa paatya. Kuperalla
paadylla kaasuvirtaus ké&antyy ja raskaimmat pisarat tormadvat kammion seinddn ja

poistuvat sumutinkammiosta.
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Kuva 12. Scott double pass —sumutinkammio ja Cross-Flow —sumutin muodostavat
néytteensy6ton vertikaaliseen plasmaan®  *°
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Sykloninen sumutinkammio hyddyntdd syklonin muodostamaa keskipakoisvoimaa

erikokoisten  pisaroiden erotteluun.*® > 5%

Sumutin liitetdan  sykloniseen
sumutinkammioon niin, ettd aerosoli voidaan sumuttaa tangentiaalisesti kammioon.
Kaikki sykloniset sumutinkammiot eivat kuitenkaan ole muotoilultaan ideaalisia,
esimerkiksi baffle —tyyppiset sumutinkammiot sisaltdvat erotusputken jolla aerosoli
ohjataan ulos sumutinkammiosta kohti plasmaa. Syklonisen sumutinkammion kaytto
nostaa herkkyyttd noin 50 %:a ja laskee havaintorajoja kolminkertaisesti, kun kaytetaan

vahan naytetta kuluttavaa sumutinta.

Néytteensydttd S
plasmasoihdulle &1 )1 y

» 5

Paikka sumutimelle

Jite

Kuva 13. Baffled —sykloninen sumutinkammio®
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5.2.1.3 Pumppu

Tavallisesti pumppua pidetddn osana naytteensyottod, yleisesti kéytetddn peristalttista

pumppua.30 s. 55

Pumpun tulisi siirtdd nestemdaistd naytettd eteenpdin osissa
mahdollisimman tasaisesti. Mitd enemman peristalttisessa pumpussa on rullia sité
korkeampi on pumpusta aiheutuva ndytteen pulssittumistiheys. T&mé vaistamattomasta
pulssittumisesta aiheutuva hairié voidaan minimoida kéyttamalla lyhyttd mittausaikaa
tai parantaa toistettavuutta kayttdmalla yhtd pitkia mittausaikoja. Myds paine jolla
pumppu painaa putkea tulee optimoida, silla liian suuri tai heikko putkeen kohdistuva
paine voi aiheuttaa heikon toistettavuuden. Pumpun pyo6rimisnopeudella eli
naytteensyottonopeudella on merkityksensd, alhaisilla nopeuksilla pydrimisnopeuden
kasvattamien nostaa mitattuja intensiteetteja kunnes se alkaa tasaantua ja nopeutta

edelleen nostettaessa intensiteetit alkavat laskea.

5.2.2 Plasma ja plasmasoihtu

Plasma on ionisoitua kaasua ja sitd kutsutaan joskus myds aineen neljanneksi
olomuodoksi. ** * * Useimmiten ICP:lla kaytetaan argonkaasua. Argonkaasu kulkee
plasmasoihtuun kolmea samansuuntaista putkea pitkin, jotka on usein valmistettu
kvartsista (kuva 14).3' * ®* Kuparikela jota kutsutaan induktiokelaksi ympardi soihdun
yldosaa, kela on vyhdistetty suurtaajuusgeneraattoriin. Kun argonkaasu virtaa
tangentiaalisesti soihdun kolmen putken lapi, voidaan plasma sytyttdd. Sytytys tapahtuu
kipinalla, eli siemen elektronilla, joka alkaa ionisoida argonkaasua AR — Ar’ + e’
Suurtaajuusgeneraattorin tehona kaytetty, normaalisti, 0,5 - 2,0 kW:a ja 27 tai 40 MHz
induktiokelassa aiheuttaa s&hko- ja magneettikentdn muodostumisen, jotka yhdessa
kiihdyttdvat muodostuneita elektroneja. Tapaa syo6ttdd energiaa kelan kautta
elektroneille kutsuttaan fysiikassa induktiiviseksi kytkennédksi. Muodostuneet korkea
energiset elektronit vuorostaan ionisoivat lisdd argonkaasua tormaamaélla toisiin argon
atomeihin. Tam& tormayksista aiheutuva argonkaasun ionisoituminen jatkuu
ketjureaktiona, jonka seurauksena kaasu hajoaa plasmaksi, joka koostuu argon
atomeista, elektroneista ja argon ioneista, muodostaen ICP purkauksen, jonka lampdtila
on 6000 — 10000 Kelvinié.
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Kuva 14. Induktiivisesti kytketty plasma ja siina kaytetyt kaasuvirtaukset® >

Plasmasoihtua ja sen sisaltdami& putkia tulee my6s jadhdyttaa, jotta ne eivat sula kuuman
plasman vaikutuksesta.*® * **° Jaahdytys suoritetaan argonkaasulla. Uloimman putken,
tyypillisesti valmistettu kvartsista, jaahdytykseen kaytettdvaa argonkaasua kutsutaan
jaahdytin- tai plasmakaasuksi, silld tdma kaasuvirtaus myods yllapitad plasmaa.

Plasmakaasun virtaus on tyypillisesti vélilla 10 — 20 litraa minuutissa.

Aerosolimuodossa oleva nayte kuljetetaan injektoriputkella lahelld plasmaa.®* & *°

Injektoriputki  on  tyypillisesti  valmistettu  kvartsista tai  alumiinioksidista.
Injektoriputken siséll4 virtaavaa kaasua kutsutaan sumutin- tai kantajakaasuksi. Sen
virtausnopeus on tyypillisesti valilla 0,6 — 1,0 litraa minuutissa mutta voi olla myo6s jopa
0,3 — 2,0 litraa minuutissa. Kantajakaasun virtausnopeus vaikuttaa siihen kuinka kauan
néyteaerosoli pysyy plasmassa. Mitd pidempéé nayte pysyy plasmassa sitd enemman se
voi absorboida energiaa plasmasta, joka johtaa korkeampiin viritys lampdtiloihin. Tasta
syystd kantajakaasun virtaus pyritddn pitdméaéan niin pienenda kuin mahdollista. Liian

pieni virtaus johtaa siihen, ettd nayte ei padse plasmaan asti.
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Uloimman putken ja injektoriputken vélissa sijaitsee myds kolmas putki.*® * *® Talla
putkella on kaksi tehtavad, ensimmadiseksi silld ohjataan uloimman putken
jaahdytyskaasuvirtausta, toiseksi sitd kdytetddn apukaasuvirtauksen syottamiseen.
Apukaasun tarkoitus on tyontdd plasma pois injektoriputken péaastd. Tama on tarkeéda
silla jos injektoriputken pd& kuumenee liikaa ndyteliuos kuivuu jo injektoriputkessa ja
naytteen siséltamét kiinteat partikkelit ja&vat putken sisadn, mika johtaa lopulta
injektoriputken tukkeutumiseen. Yleisesti apukaasun virtaus on Vélilla 0 — 2 litraa

minuutissa.

Muodostuvan plasman eri alueiden nimet ovat kuvattuna kuvassa 15. Plasman alaosa on
donitsin muotoinen johtuen kantajakaasuvirtauksesta joka tyontyy reidksi plasman
alaosaan.®! > ®! Tata aluetta kutsutaan induktioalueeksi (Induction Zone), silla se on alue
jossa suurtaajuusmuuntajan induktiivinen energia siirretddn induktiokelalla plasmaan.
Kohtaa, jossa ndyte saapuu plasmaan kutsuttaan esilammitysalueeksi (Preheating Zone).
Talla alueella ndytteestd haihdutetaan liuotin ja sen jalkeen kuivatut néaytepartikkelit
hajoavat kaasumaisiksi molekyyleiksi ja lopuksi molekyylit hajoavat yksittaisiksi
atomeiksi eli ndyte atomisoituu. Nyt ndyte aerosoli on kuivattu, hoyrystetty ja
atomisoitu, joten plasman viimeinen tehtdva on vield virittada ja ionisoida atomeita ja
muodostuneita ioneita, jotta ne emittoisivat niille tyypillistd ominaissateilyd. Nama
ionisoitumiset ja virittymiset tapahtuvat padosin sateily- eli emissioalueella (Initial

Radiation Zone) ja analyyttiselld alueella (Normal Analytical Zone).

Y Plasma Tail
f I"l
\ J ICP-OES

Normal Analytical Zone (NAZ)
(Temperature: 5,000-8,000 K)

= Initial Radiation Zone (IRZ)

ale’e

~\[__ Induction Zone (IZ}
i (Temperature: 10,000 K)

—— Preheating Zone

Kuva 15. Poikkileikkaus plasmasta ja sen eri alueista ICP:ss4 3t ©2
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Sateily- ja emissionalueella tapahtuu enemman atomien virittymistad ja viritysten
purkautumisesta aiheutuvaa emissiota.®® > * Atomien kulkiessa eteenpdin plasman
sisallda ne kerdavat lisdd energiaa plasmasta ja vapauttavat elektroneja muodostaen
ioneja. loniset siirtymét ovat hallitsevia analyyttiselld alueella, joka sijaitsee plasman
ytimen ulkopuolella. Télle alueelle ei syotetd mistaén lisad energiaa, joten sen lampdotila
laskee. Lopuksi ioneiden Kkulkiessa kauemmas plasman ytimestd ne reagoivat
elektronien kanssa muodostaen atomeita, tdman jalkeen atomit reagoivat kesken&én
muodostaen molekyylejd. Tata aluetta kutsutaan plasman hannaksi (Plasma Tail). Koko
aluetta, jonka l&pi nayteaerosoli plasmassa kulkee, kutsutaan analyyttikanavaksi, se on
plasman nékyva kirkkaan vérinen alue. Naytepartikkelit liikkuvat plasman lapi noin 20

m/s.
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5.2.3 Radiaalinen ja aksiaalinen mittaus

Plasmassa syntyvé emissiosateily voidaan lukea kahdesta eri suunnasta, plasman sivusta
eli radiaalisesti ja plasman suuntaisesti eli aksiaalisesti.®*® >33 Viela 1990-luvun
keskivaiheille asti kaikki ICP —laitteet rakennettiin niin, ettd plasma on pystyssa ja
plasmaa luettiin radiaalisesti. T&ssé tapauksessa plasmasta pystytddn lukemaan vain
pieni osa siitd emittoituvasta séteilystd, eli se osa sateilystd, joka lédhtee plasmasta
nahden kohtisuorassa. Radiaalisessa mittauksessa mittauskorkeus plasmassa voidaan

valita, jolloin voidaan valita se korkeus jossa tutkittava analyytti virittyy parhaiten.

Aksiaalisessa mittauksessa plasmasta lahteva emissiosateily luetaan samasta suunnasta
plasman kanssa.® * ¥ Aksiaalista mittausta kayttavissa ICP —laitteissa plasman on
yleensa sijoitettu horisontaalisesti ja emissiosateilyn lukeminen tapahtuu plasman paasta
talloin sateilya voidaan mitata koko plasman pituudelta. Aksiaalisen mittauksen etuja
radiaaliseen verrattuna ovat suurempi herkkyys ja havaintorajojen pieneneminen.
Aksiaalisessa mittauksessa pitkddn ongelmia aiheutti plasman viiledssd padssa
tapahtuva emissiosateilyn absorptio.® * ™ Ongelma on kuitenkin saatu poistettua
ottamalla kayttoon leikkauskaasu, joka on nopea kaasuvirtaus jolla plasman pé&é saadaan
leikattua pois. Nykyaan ICP -laitteista 16ytyy usein mahdollisuus seka aksiaaliseen etta

radiaaliseen mittaukseen.
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5.2.4 Spektrometrin optiikka ja detektori

Kvantitatiivinen ja kvalitatiivinen informaatio naytteestd saadaan viritettyjen atomien ja
ionien emittoimasta sateilysta.3* & ® Virittyneet atomit ja ionit emittoivat séteilya
plasmassa usealla aallonpituudella, siksi plasmassa tapahtuva emissio on
polykromaattista. Polykromaattinen séteily tulee erotella yksittéisiksi aallonpituuksiksi,
jotta jokaisesta yksittdisesta atomista tai ionista ldhteva séteily voidaan tunnistaa ja
maarittdd ilman hairiota tai paallekkaisyyttd muilta laheisiltd emissioaallonpituuksilta.
Tama aallonpituuksien erottelu tehd&éan tavallisesti monokromaattorin avulla, minka
avulla voidaan mitata yksi aallonpituus kerrallaan tai polykromaattorin avulla, jolla
voidaan mitata useampaa aallonpituutta yhtdaikaisesti. Séteilyn erottelun jélkeen
varsinainen detektointi tapahtuu valodiodirivin (PDA), varauskytkentadetektorin (CCD
—kennon), Varausinjektiodetektorin (CID —ilmaisimen) tai vanhemmissa laitteissa
valomonistinputken avulla. Kvalitatiivinen informaatio saadaan tunnistamalla ndytteesta
eri  emissioaallonpituudet ja  vertaamalla niitd alkuaineille  tyyppillisiin
emissioaallonpituuksiin. Kvantitatiivinen informaatio naytteestd saadaan tutkimalla
alkuaineelle ominaisen sateilyn intensiteettia. Tama tapahtuu vertaamalla mitattua

intensiteettid aiemmin tehdyn kalibrointisuoran arvoihin.
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Emittoitunut séteily kerdtd&n yleensa erilaisten optisten valineiden kuten linssien ja
peilien avulla.® * ° ® Seyraavaksi tama yhteen keratty plasmassa syntynyt siteily
johdetaan optiikan avulla siséan spektrometriin. Laitteen kyky erotella ja kasitella
sateilyn eri aallonpituuksia on erittdin Kkriittinen vaihe analyysid. Echelle —hilaan
pohjautuvat ICP-OES —laitteet ovat taalla hetkella suosituimpia, sen rakenne on esitetty
kuvassa 16. Se hyodyntdd kahta sateilyd hajottavaa laitetta, yhdistamalla sek&
diffraktiohilan ettd prisman. Ne ovat sijoitettuna kohtisuorasti toisiinsa nahden. Yksi
naistd hajottavista laitteista on echelle —hila, joka on ns. karkea hila, jonka viivamaara
vaihtelee valilla 8 — 300 viivaa/mm. Esimerkiksi diffraktiohilassa on 600 — 4200
viivaa/mm. Echelle —hilan tarkoituksena on erottaa ICP:It4 tuleva polykromaattinen
sateily aallonpituuksien mukaan ja tuottaa useita péaallekkaisia aallonpituuksien
monikertoja. Hilan tarkoituksena taas on lajitella tai hajottaa poikittain paallekkaiset
aallonpituudet ja muodostaa kaksiulotteinen rivi aallonpituuksista spektrometrin
polttotasolle. Téassa rivissa aallonpituudet ovat yhdessa suunnassa ja aallonpituuden
monikerrat toisessa. Echelle —hilaan perustuvilla spektrometreille on muutamia etuja
verrattuna perinteisiin - hila —spektrometreihin. Ne tuottavat erittdin  suuren
kvanttihy6tysuhteen kaikilla spektrin monikerroilla kiintedn tilan detektoreissa (PDA,
CCD ja CID), josta seuraa korkea herkkyys.
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Kuva 16. Echelle -hilaan pohjautuvan ICP-OES spektrometrin rakenne® * ®
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5.2.5 Hydridin muodostus

Normaalin  ndytteensyoton  liséksi  ICP:lle on  kehitetty  vaihtoehtoisia
naytteensydttdmenetelmia, joilla voidaan korvata sumutin ja sumutinkammio.®! 656
Kéytetyin ndista vaihtoehtoisista menetelmistd on hydridin muodostus (HG).
Kaaviokuva hydridin muodostukseen kéytettdvasta laitteesta on esitetty kuvassa 17.
Menetelmassa happoon liuotettu nédyte sekoitetaan pelkistimen kanssa, joka on usein
natriumboorihydridi natriumhydroksidi liuoksessa. Néytteen ja natriumboorihydridin
reaktiossa syntyy tietyistd alkuaineista kaasumaisia hydrideja. N&it4 alkuaineita ovat
esimerkiksi As, Se, Sb, Bi ja Sn. Kaasumaiset hydridit erotetaan muusta néytteesta ja

kuljetetaan argonkaasun avulla plasmaan.
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Kuva 17. Kaaviokuva hydridin muodostukseen kaytettavasta Perkin Elmerin FIAS-
400 laiteesta®
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6 NAYTTEIDEN ESIPELKISTYS

Haihtuvan hydrin muodostumisen tehokkuus riippuu vahvasti hydridia muodostavan
aineen hapetusasteesta. Tama vaikutus on erittain suuri varsinkin As, Sb, Se ja Te:n
kohdalla.** Hydridin muodostuminen on vahéistd jos arseeni ja antimoni ovat
hapetusasteella V. Seleenin ja telluuri ollessa hapetusasteella VI ne eivét pelkisty
hydrideiksi ollenkaan. Tasta syystd namé alkuaineet tulee esipelkistad ennen hydridin
muodostusta. Hydrin muodostuksen kannalta parhaat hapetusasteet ovat As(l11), Sb(lll),
Se(lV) ja Te(IV). Se millad hapetusasteella ndma aineet ovat naytteessd, riippuu siité
millainen n&ytteenhajotusmenetelmd on ollut kaytossa. Tyypillisesti hapot HNO3,
H,SO, ja HCIO, hapettavat namé aineet niiden korkeimmille hapetusasteille eli As(V),
Sb(V), Se(VI) ja Te(VI). Kaytettavan esipelkistimen valintaan vaikuttaa se mika tai

mitka alkuaineet naytteestd halutaan maarittaa.

Matusiewicz ja Slachcifiski®® ovat kayttaneet As(V):n, Sb(V):n, Se(V1):n ja Sn(IV):n
yhtaaikaiseen pelkistykseen biologisista- sekd ympéristonaytteistd tioureaa. Naytteisiin
lisattiin 1 % (m/v) tiourea tausta ja tiourean annettiin vaikuttaa ndytteessa 30 minuuttia.
Taman jalkeen naytteen analyytit olivat pelkistyneet hapetusasteille As(l11), Sb(lll),
Se(lV) ja Sn(ll). Nailta hapetusasteilta muodostettiin haihtuvat hydridit reaktiolla

NaBH,:n kanssa naytteista joissa oli 10 % HCI tausta.

Arseeni ja antimoni voidaan pelkistad hapetusasteille 111 myos kayttaméalla L-kysteiinid,
Klita tai Kl:n ja askorbiinihapon seosta.®® Eradssa tutkimuksessa on kaytetty
esipelkistimend lentotuhkanaytteille 5 %:sen Kl:n ja 5 %:sen askorbiinihapon seosta.
Naytteisiin lisattiin tatd seosta 4 ml ja lisaksi 6 ml vakevad HCI:44, jonka jalkeen
ndyteen annettiin seistd 30 minuuttia. Lopuksi ndyte laimennettiin 50 ml:ksi. Té&sta

néytteestd muodostettiin As ja Sb hydridit NaBH,:n avulla.

Seleeni taas voidaan pelkistdd alimmalle hapetustilalleen 1V kéyttdmalla ndytteissé 6
mol/l HCI taustaa ja lammittamalla naytteita 90 °C:ssa tunnin ajan.’® *® Tassakin

tapauksessa seleeni hydridi on muodostettu reaktiolla NaBH,:n kanssa.
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Tietyt esipelkistimet estavat toisten aineiden maarittamisen.** Kl:n ja L-kysteiinin on
haivaittu pelkistavan Se(IV):n ja Te(lV) aina alkuaine muotoon asti, jolloin hydridin
muodostus ei ole mahdollista. Mydskaan lammitys HCI:n kanssa ei pelkista As(V):ta
Sb(V):td As(ll):ksi ja Sb(lll):ksi. Tiourealla on myds havaittu olevan negatiivinen
vaikutus Se(1V) ja Te(IV) kanssa, silla tiourea pelkistdd osan Se:std ja Te:std alkuaine
muotoon. Se kuinka paljon tata pelkistymista tapahtuu, riippuu tiourean pitoisuudesta ja
maarasta naytteessa.
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7 NAYTTEIDEN PELKISTYS

7.1 Natriumtetrahydroboraatti

Vain tietyt metallit voidaan pelkistdd happamasta nestemdaisestda nédytteestda NaBH:n
avulla kaasumaiseksi stabiiliksi hydridiksi.>” Tallaisia metalleja ovat As, Bi, Ge, Pb, Sb,
Se, Sn, Te, In ja TIl. Taman lisaksi NaBH,:11a voidaan pelkistaé elohopea ja kadmium
alkuainemuotoon. NaBH,:n reaktio happaman néytteen kanssa on tunnetusti kiivas ja
tapahtuu valittomasti. NaBH4:n kiivas hajoaminen aikaansaa runsasta vedyn
vapautumista faasierottimessa, jolloin muodostuu hienoa aerosolia, joka siirretdén
kantajakaasun avulla analysaattorille. Metallihydridin muodostusreaktio NaBH,4 kanssa

voidaan kuvata seuraavan reaktion avulla.®

NaBH, + 3H,0 + HCI — H3BO; + NaCl + 8H (1)
E'™ + 8H — EH, + Hy(1), (2)

missa E™ on metalli-ioni ja EH, on muodostunut metallihydridi

3, 10, 25, 35, 36, 38-45 usei”e el’i

NaBH,4:a on kéaytetty pelkistimena useissa tutkimuksissa
metalleille useista eri ndytematriiseista ja erilaisilla analysaattoreilla. Kaytetyt NaBH,4
pitoisuudet vaihtelevat eri tutkimusten valilld huomattavasti.®” Tutkimuksissa saatuja
tuloksia on hankala verrata keskendan, koska niissd on kaytetty erilaisia NaBH, ja
NaOH konsentraatioita ja erilaisia naytteen ja pelkistimen virtausnopeuksia. Optimi
konsentraatio NaBHjy:lle vaihtelee paljon. NaBH4:n stabilisoimiseen kéytetyn NaOH:n
konsentraatio vaihtelee my6s huomattavasti. On huomattu, ettd pelkistimen
konsentraation kasvattaminen nostaa analyytin maaraa detektorilla, mutta pelkistimen
korkea konsentraatio myds lisd4d vedyn muodostumista mika taas hairitsee analyysié.
Lisaksi my0s niytteen  ké&sittelyyn  kaytetyillda  hapoilla on  vaikutusta
héyrynmuodostukseen. On huomattu, ettd HClI:lla ja HNOs:lla on positiivinen vaikutus
hoyrynmuodostukseen ja tastda syystd niitd kdytetddnkin usein néytteiden taustassa.
Muiden mineraalihappojen ja orgaanisten happojen kaytostd ei ole havaittu olevan

mitéan hyotya.
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Taulukkoon 1 on koottu erilaisia NaBH, konsentraatioita aiemmista tutkimuksista,
joissa on mééritetty elohopeaa kylmé&hoyryna yksin tai muiden hydrideja muodostavien
metallien kanssa. Yhdessa esitetyssda tutkimuksessa elohopea on maééritetty
onnistuneesti myos kayttamalla erittdin matalaa 0,05 %:n NaBH, konsentraatiota.®

Tama tulos poikkeaa suuresti aiemmin kirjallisuudessa esitetyisté tuloksista.

Taulukko 1. Esimerkkeja erilaisista NaBH,; konsentraatioista maéaritettdessa eri
metalleja kylmahoyryné tai hydrideind, eri matriiseista, eri menetelmilla

Analysoidut Naytematriisi Pelkistin Viite
alkuaineet

Hummerin haima (LUTS-1) 0 25
As, Sb, Se, Sn, Hg | Piikkikalan maksa (DOLT-2) 1,5% NaBH,

0 .
Merisedimentti (PACS-1) 0,1% NaOH:ssa

10

1,5 % NaBH,4

Hg, Se Hummerin haima (TORT-2) 0.4 % NaOH:'ssa
Piikkikalan maksa (DOLT-2) 0 39
Hg Hummerin haima (TORT-2) ég ;’ Hzgl:ﬁssa
Merisedimentti (PACS-2) 70 '
36
As. Se H Riisijauho (SRM-1568a) 1,6 % NaBH,
96 1Y Pinaatin lehti (SRM-1570a) 0,5 % NaOH:ssa
] Jokisedimentti (NIST 2704) | 0,05 % NaBH, ;
g Ihmisen hius (IAEA 085) 0,1 mol/l NaOH:ssa

Kuitenkin on huomattava, ettd ndissé taulukossa 1 esitetyissa tutkimuksissa on kaytetty
erilaisia naytteensyoton rakenteita ja erilaisia reagenssien, ndytteiden ja kaasujen
virtausnopeuksia. Lisaksi my0s néytetaustat ovat erilaisia. Tamé tekee kaytettyjen

pelkistimien konsentraatioiden vertailusta erittdin haastavaa.
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7.2 Tina(lh)kloridi

Kuten NaBH,:11a myds SnCl,:lla voidaan pelkistdé elohopea happamasta liuoksesta sen
kaasumaiseen alkuainemuotoon.”® NaBH;:a kaytetddn useammin elohopean
kylmahoyrymaarityksissa kuin SnCl,:a, koska NaBHj:lla voidaan pelkistdd seké&
orgaaninen ettd epaorgaaninen elohopea tehokkaammin ja nopeammin kuin SnCly:lla.
SnCl,:a kéytettdessa ei kuitenkaan muodostu, kuten NaBH4:114, analyysia hairitsevaa
vetykaasua. SnCl, on myds heikompi pelkistin kuin NaBH,, jonka vuoksi sen
konsentraation tulee olla korkeampi kuin NaBHa:n pelkistysreaktion aikaan saamiseksi.
SnCl; vesiliuos tulee happamoida, jotta voidaan estaa SnCl,:n hydrolyysi ja Sn(OH)CI:n
muodostuminen, yleensa happamointi tehddan HCI:Ila. Elohopean pelkistyminen

tinakloridilla metalliseksi elohopeaksi tapahtuu seuraavan reaktion mukaisesti:® * *#*

ng+ + Sn2+ N HgO + Sn4+ (3)

SnCl,:a voidaan kayttdd myos epédorgaanisen ja kokonaiselohopean selektiiviseen
maadrittdmiseen, silld on yleisesti tiedossa ettd tinakloridilla voidaan pelkistda
selektiivisesti naytteestd epaorgaaninen elohopea.”> Rio-Segade ja Bendicho® ovat
tutkineet epédorgaanisen ja kokonaiselohopean madritysta simpukan kudoksesta FI-CV-
AAS -tekniikalla. Tutkimuksessa epdorgaaninen elohopea maééritettiin erillisesta
naytteestd, joka hajotettiin vetykloridilla ultraddnessd. Epédorgaaninen elohopea
pelkistettiin kayttden 10 %:sta SnCl, 1 % HCl:ssd. Kokonaiselohopea maééritettiin
kayttéen pelkistimend NaBH,:a. Lopputuloksena heilla oli, ettd epadorgaaninen elohopea
voidaan pelkistdd néytteestd selektiivisesti kdyttden tinakloridia, jolloin CV-AAS:II4 ei
havaita ollenkaan metyylielohopea signaalia. Tinakloridi tarjoaa parhaan
selektiivisyyden, herkkyyden ja tarkkuuden kun sitd kaytetddn happotaustassa. He
toteavat, ettd SnCl,:a ja NaBH,:4 voidaan kayttdd kokonaiselohopean madrittamiseen,
mutta kokonaiselohopean maarityksesséd naytteen hajotukseen kaytetty typpihappo
aiheutti suuren romahduksen elohopean absorbanssissa, kun kaytdssa oli SnCl,. Tama
johtui siita, ettd ndytteessa olevat typen oksidit voivat hapettaa lisatyn Sn(ll) kokonaan,

jolloin elohopean pelkistymista ei tapahdu.
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8 CVG-ICP-OES

Hivenaineiden maéarittdminen monimutkaisista naytematriiseista on usein vaikeaa
ndytematriisin hairidista johtuen.”* Monesti naytematriisi heikent&é tuloksen tarkkuutta
ja paikkansapitavyyttd. Tasta syystd on ollut tarve 16ytd4 menetelméd, joka mahdollistaa
analyyttien erottamisen matriisista ja méaarittdmisen matalissa pitoisuuksissa. Tallaisia
menetelmid ovat hydridin muodostus- (HG) ja kylmahdyrymenetelma (CV) ja tekniikat

yhdistava kemiallinen hoyryn muodostus (CVG)

8.1 Kemiallinen hoyryn muodostus

CVG —menetelm& yhdistdd hydridin muodostus ja kylmahdyry menetelmat ja silla
voidaan analysoida elohopean ja kadmiumin lisdksi myos hydrideja muodostavia aineita
kuten As, Bi, Ge, In, Pb, Sb, Se, Sn, Te, TI.** ® CVG:ll4 saavutetaan useita hyotyja
analyyseihin, tehokas matriisin erotus mikd johtaa usein hairididen véhenemiseen,
parempaan selektiivisyyteen ja parempiin havaintorajoihin. Lisaksi analyytin

siirtyminen naytteesta detektorille kasvaa verrattuna sumutinkammioon.

Haihtuvien hydridien muodostumiseen nestefaasissa vaikuttaa usea tekijé: tutkittavan
aineen hapetusaste liuoksessa, kéytetty happo ja sen konsentraatio, kaytettava pelkistin
ja sen konsentraatio, liuoksen pH, reaktioastian tyyppi ja materiaali, hairitsevien
aineiden lasnéolo ja pitoisuus, hydrideja muodostavien aineiden laatu ja reaktiivisuus,
matriisin vaikutus ja kaytettava hydridinmuodostustekniikka.?* Pelkistimena voidaan
kayttdd mm. NaBH,:4 tai SnCl,:a. Alkuaineiden pelkistyminen NaBH, —happoseoksella
(usein HCI) on huomattavasti nopeampaa kuin metalli happoseoksella (SnCly).
NaBH,4:n konsentraatio on yleisesti vélill4 0,05 % - 10 %, lisaksi seos stabiloidaan 0,1
% - 2 % NaOH:lla. HCl:n konsentraatio on usein valilla 0,01 — 10 ™, ja sita kaytetaan
yleensd aineena joka hajottaa NaBHj:n. Kuitenkin myos sitruuna-, oksaali-, viini-,
fosfori-, rikki- ja typpihappoa voidaan kéayttaa tahén tarkoitukseen. Esimerkki hydridin
muodostusreaktiosta NaBH,:n kanssa on esitetty alla.*®

NaBH, + 3H,0 + HCI - H3BO3 + NaCl + 8H + E & EH, + Hy, 4)

missa E on analyytti.**
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Suosituin talla hetkelld ké&ytetty reagenssi kemialliseen hdyryn muodostukseen on
NaBH,, koska silla voidaan muodostaa haihtuva hydridi hyvin useasta alkuaineesta.?
Taman liséksi on esitetty myos useita CVG -menetelmid joissa ei kdytetd NaBH,:4,
kuten esimerkiksi elektrokemiallinen héyryn muodostus, alkylointi reaktiot kayttden

Grignardin reagensseja ja fotokemiallinen hdyryn muodostus UV —sateilyn avulla.

Kéytetyn hoyrynmuodostuslaitteen tyypista riippumatta taytyy reaktiota varten
optimoida useita parametreja.®* Reaktio-olosuhteet tulee valita niin, ettd reaktio
tapahtuu suurella teholla. Tata varten tulee selvittdd optimi konsentraatiot hapolle ja
pelkistimelle, matriisin vaikutus konsentraatioihin ja kuinka paljon pelkistinta
kaytetdan. Lisaksi taytyy myods varmistua, ettd kaasumaiset yhdisteet siirtyvat
tehokkaasti plasmalle. Myds matriisissa olevat metallit voivat reagoida muodostuneiden

hydridien kanssa tai aiheuttaa hydridien adsorptiota tai hajoamista.

8.2 FIAS-400

FIAS-400 on Perkin Elmerin valmistama metallien pelkistamiseen ja hydridien
muodostukseen ICP-OES:II4 kaytettava lisalaite.

Tassa laitteessa happamoitua naytettd ja kdytettdvaa pelkistintd pumpataan jatkuvasti
peristalttisen pumpun avulla samaan kammioon.*® Tassa kammiossa tapahtuu reaktio,
jossa muodostuvat kaasumaiset hydridit. Reaktion sivutuotteena muodostuu vetykaasua.
Néyteseos siirtyy tastd kammiosta seuraavaan, missd siihen  kohdistuu
argonkaasuvirtaus jolloin hydridit siirtyvat kaasufaasiin. Seuraavassa kammio toimii
neste/kaasu erottimena. Sen yldosassa on suodatin, joka paastad vain kaasumaisen
naytteen, jossa hydridit ovat, etenem&an kohti plasmaa. Jéljelle ja&vét nesteet
pumpataan kammion alaosasta jateastiaan. FIAS-400 laitteen rakenne yhdistettyna
PerkinElmerin Optima 8300 ICP-OES:iin on esitetty kuvassa 18. Talla laitteella
hydridin muodostuksen avulla havaintorajoja voidaan yleisesti parantaa noin

satakertaisiksi verrattuna perinteiseen madritykseen.
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™

Kaasumainen nayte
plasmaan

Kuva 18. FIAS-400 kytkettyna Optima 8300 ICP-OES -laitteeseen

Laitteella voidaan maarittdd hydrideja muodostavista aineista muun muassa antimoni,
arseeni, vismutti, seleeni ja telluuri.*®* Hydrideja muodostavat alkuaineet tulee kuitenkin
pelkistdd hydridin muodostuksen kannalta optimaalisimmalle hapetusasteelle ennen
analyysia. llander® on maérittanyt laitteen avulla arseenin ja antimonin lentotuhkasta ja

Boutakhrit et al.*® ovat maarittaneet silla arseenia kaloista.
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8.3 Elohopean maaritys kemiallisen h6yrynmuodostuksen avulla

Elohopean maaritys on tarkeaa, koska se on myrkyllistd ja keraantyy elimiin.*
Aiemmin esitetty CV AAS —tekniikka ei kuitenkaan aina ole suoraan sovellettavissa
kaikille naytteille, koska ne voivat sisaltdd niin matalia elohopea pitoisuuksia ja nain
vaatisivat konsentrointia. ICP-OES -tekniikan kehitys on mahdollistanut myods sen

kayton ympéristdanalyyseihin.

Dos Santos et al.*

ovat tutkineet elohopean maéaritystd CV-ICP-OES menetelmalla
useista erilaisista sertifioiduista referenssimateriaaleista, kuten biologisista naytteista,
sedimenteistd, jatevesistd ja makean veden kalojen kudosndytteistd, mukana myos
TORT-2 ja DOLT-2. Yhdeksi ongelmaksi elohopean analysoinnissa he nostavat
elohopean liikkuvuudesta ja haihtuvuudesta mahdollisesti aiheutuvan néaytteen
kontaminaation ja/tai analyytin havidamisen néytteestd silloin, kun nayte vaatii
esikasittelya kuten happohajotuksen kiintedan néytteen liuottamiseksi. Tasta syysta he
ehdottavat kaytettavaksi yksinkertaista naytteen liuotusta, jotta riskeja voitaisiin
pienentdd. He paatyvat kayttdmaan ndaytteen liuotukseen slurry —menetelmé&a.
Liuotukseen he kayttivat 13-30 mg naytettd ja 1500ul kuningasvettd. Tatd seosta
pidettiin ultraddnihauteessa 30 minuuttia ja tdaman jalkeen nayte laimennettiin vedella 15
ml:ksi, jolloin naytteessd oli kuningasvetta 10 %:a. Ennen analyysié naytteisiin liséttiin
vaahtoamisenestoaineeksi Sigma antifoaming A:ta ja naytettd sekoitettiin rajusti 30
sekunnin ajan. Elohopean pelkistamiseen valitut 1 % NaBH. 0,4 % NaOH:ssa ja 6 ™/,
HCI yhdistettiin naytteeseen vasta laitteella. Naytteet analysoitiin seka sellaisenaan, etta
suodatettuna kéyttden samaa kalibrointisuoraa. Suodattamattomista ndytteistd saadut
tulokset olivat yhtépitavia sertifioitujen arvojen kanssa, kun taas suodatetuista naytteista
saadut tulokset olivat usein tilastollisesti alhaisempia verrattuna suodattamattomaan.
Tama osoittaa, ettd osa elohopeasta on edelleen kiinni partikkeleissa eika ole liuennut
nestefaasiin. Tama slurry —menetelmé on esittdjiensd mukaan yksinkertainen, nopea,

robusti ja tarkka.
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Toisessa tutkimuksessa dos Santos et al.*® analysoivat biologisista naytteista elohopean
ja seleenin samanaikaisesti CVG-ICP-OES menetelmalld. Tutkimuksessa selvitettiin
seitseman erityyppisen slurry —liuotuksen soveltuvuutta elohopean ja seleenin
maadritykseen. Néaytteitd he eivat jauhaneet pienempéaan partikkelikokoon, vaan kéyttivat
niitd sellaisenaan, jolloin partikkelikoko oli < 120 pm. Kaikki seitsemén
liuotusmenetelmaa soveltuivat elohopean maérittdmiseen. Yksi ndisté oli jo yllakuvattu
liuotusmenetelmé@ kuningasvedelld ja ultradanelld. Seleenin vuoksi he pééatyivat
kuitenkin kayttamaan menetelméad, jossa organoseleeni yhdisteet hapetettiin K;S,0g
avulla ultradénihauteessa (60 min). Tadman jalkeen lisattiin HCI niin, ettd sen
konsentraatio oli 6 ™. Ennen mittausta esipelkistettiin seleeni lammittamalla naytteita
viela 90 °C:ssa 15 minuuttia ja lopuksi lisattiin vaahtoamisenestoaineeksi Sigma
antifoaming A:ta. Pelkistimena kaytettiin 1,5 % NaBH; 0,4 % NaOH:ssa. Tama
konsentraatio valittiin, koska se oli korkein ké&yttokelpoinen konsentraatio. Té&té
korkeammat konsentraatiot tuottivat turbulenssia faasierottimella, mik& johtui suuresta
madarasta vetyd, jota muodostuu pelkistysreaktiossa. Ylimaarasta vetyd seuraa myos

epéastabiili plasma tai sen sammuminen.

Elohopea on médritetty biologisista naytteistd onnistuneesti CVG-ICP-OES -
menetelmalla my6s pelkistamalla se alkuaineeksi korkeassa pH:ssa.? Talloin toista
pelkistintd kuten NaBH, tai SnCl, ei tarvitse kayttdd. Tutkimuksessa biologinen nayte
on ensin hajotettu kayttden mikroaaltohajotusta, jonka jalkeen nédytteen pH on nostettu
kolmeentoista k&yttden NaOH:ta. Tdman jélkeen suljetun ndyteastian annettiin seista 90
minuuttia, jonka aikana Hg?* -ionit pelkistyivat alkuainemuotoon (Hg®). Taman jalkeen
hoyrystynyt elohopea ohjattiin plasmaan argonkaasun avulla. Kuitenkin elohopean
(Hg®") standardiliuoksen pelkistys NaOH:lla tuotti viisi kertaa alhaisemman
intensiteetin verrattuna perinteisempéaén pelkistykseen NaBH,:n ja HCl:n avulla. Tdmé
osoittaa sen, ettd erillisen pelkistimen kayttd nostaa huomattavasti pelkistymisen

tehokkuutta ja nopeutta.
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8.4 Arseenin méaritys hydriding

Boutakhrit et al.®® ovat tutkineet arseenin maaritysta kaloista ICP-OES:IIa hydridin
muodostusta apuna kéyttaen. Laitteena heilld oli PerkinElmerin Optima 4300 DV ICP-
OES argon plasmalla. Hydridien muodostukseen kaytettiin PerkinElmerin FIAS-400

hydridigeneraattoria. Naytteet liuotettiin kdyttden markatuhkistusta.

Ennen hydridin muodostusta As(V) esipelkistettiin As(I11):ksi lisadmalla 2,5 ml:aan
liuotettua naytettd 2,5 ml:aa 2,5 %:sta Kl:ta, joka oli liuotettuna 2,5 %:seen
askorbiinihappoon.®® Taman lisaksi seokseen lisattiin viela 2,5 ml:aan 37 %:sta HCI:44.
Pelkistys todettiin tapahtuvan optimaalisesti 15 minuutin kuluessa ja liuoksen pysyvan
mittauskelpoisena kolmen tunnin ajan. Taman jalkeen néytteet valmisteltiin niin, etta ne
sisalsivat 3 ™Y, HCl:44. Taman jalkeen nayte ja pelkistimena toiminut 0,2 % NaBH,
(0,05 %:sessa NaOH:ssa) syotettiin peristalttisen pumpun avulla FIAS-400 laitteeseen.

Naytteen syottonopeus oli 3,0 ™/min ja NaBH, -liuoksen 2,6 ™/rmin.
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9 HAIRIOT ANALYYSEISSA

9.1 Hairiot hydriditekniikassa

Hydridin muodostus tekniikalla tehtévédssa analyysissd voi esiintyd monenlaisia ei-
spektraalisia hairioita.*” Hairiét voivat aiheutua seka neste- ettd kaasufaasissa. Syyna
hairiéihin voivat olla liuoksessa olevat siirtyméametallit, muut hydrideja muodostavat
aineet ja naytteen liuotukseen kaytetyt hapot. Nestefaasin hairiét ilmenevat hydridin
muodostuksen tai hydridin nesteestd vapautumisen aikana. Nestefaasissa esiintyy
yleisesti useita hairiditdi mutta ne voidaan jakaa yhdisteistd ja matriisista aiheutuviin
ryhmiin. Yhdisteistd aiheutuvat hairiét voivat johtua esimerkiksi siité, ettd ndytteessa ja
standardeissa olevat analyytit ovat niissa eri hapetusasteella. Matriisihdirioita esiintyy
silloin  kun matriisi vaikuttaa hydridin muodostus- ja vapautumistehokkuuteen.
Esimerkiksi ryhmien 8 - 12 alkuaineet ja naytteen hajottamiseen kéytetyt hapot voivat
aiheuttaa tallaisia hairioitd. Kaasufaasin hairiditd aiheuttavat siirtymametallit ja toiset
hydridit mutta niitd ei esiinny ICP —tekniikassa johtuen erittdin korkeasta plasman
lampdtilasta atomisaation ja virittymisen aikana, mik& estdd hdirioitd aiheuttavien

pysyvien yhdisteiden muodostumisen plasmassa.

Hairion vaikutusta voidaan myds yrittad minimoida.*’ Yleisesti kdytetty menetelma on
naytteen laimentaminen mutta jos analyytin pitoisuus on pieni, se ei ole kovinkaan
kayttokelpoinen menetelma. Mahdollista on myods kayttda standardin lisdysmenetelméa
mutta se on toimiva menetelmd vain jos h&iri6 on pientd. Kayttdmalla hydridin
muodostuksessa néytteensyotossa jatkuvaa virtausta voidaan hairiota pienentédd, silla
analyyttihydridien muodostuminen on nopeampaa kuin metallien pelkistyminen. Néyte
viipyy téllaisessa nédytteensyotdssa vain lyhyen ajan, jolloin hairitseviéd reaktiota ehtii
tapahtua vahemman. Liséksi hydridit erottuvat ndyteliuoksesta nopeasti. Naytteen lyhyt
kontaktiaikaa pelkistimen kanssa ja hydridin nopea erottuminen nayteliuoksesta lisadvat
hydridinmuodostuksen vastustuskykya hairigitd vastaan, korkeillakin hairitsevien

aineiden pitoisuuksilla.
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9.1.1 Hairiot elohopean kylmahoyry méarityksessé

Wu et al.*® ovat osoittaneet tutkimuksessaan, etta alle 1000 "9/, pitoisuudet ioneista
Zn**, Cu®*, Fe**, Co™, Ni®*, ja Pb®* eivat aiheuta hairiota naytteesss, jossa on 1 M9,

elohopeaa CVG-ICP-MS —tekniikalla analysoitaessa.

Madrittaessaan elohopeaa biologisista naytteista CV-AAS:IIa Murphy et al.* tutkivat
myds aiheuttavatko ionit Ag*, As’*, Cd*, Cu®*, Ni**, Pb®*, Sb° ja Se™® hairista
analyysissd. Mahdollisia hairidita tutkittiin  lisadmalla  elohopean 10 M9/,
standardiliuokseen tutkittavia ioneja. Tuloksista nahtiin, ettd hopealla ja seleenilla oli
pieni elohopean signaalia vaimentava vaikutus, kun taas muut tutkitut ionit nostivat
elohopean signaalia vé&han. Kuitenkin hopeaa lukuun ottamatta pitoisuudet, joissa
hairiota huomattiin, olivat yli satakertaa suuremmat kuin elohopean. Téstd johtuen he
toteavatkin, ettd ndma ionit eivat aiheuta merkittdvdad ongelmaa maéaéritettdessa

elohopeaa biologisista ja ymparistonaytteista.

Pohl et al.*® selvittivat aiheuttavatko metalli-ionit Cd**, Co?*, Cu®*, Fe**, Ni** ja Zn** tai
haihtuvia hydrideja muodostavat metalli-ionit As®*, Bi**, Sb*" ja Se*" hairiota
pitoisuuksilla 5, 10, 20, 50 MY/, maaritettaessa elohopean 0,2 ™9/, standardiliuosta CV-
MIP-OES —menetelmalld. Mahdolliset hé&iriot tutkittiin kéyttden pelkistimend seka
NaBHy,:4 ettd SnCl;:a.

Kaytettaessa pelkistimena NaBH,4:4 havaittiin, etta Co?*, Ni**, Zn**, As®" ja Bi** ionit
eivat aiheuttaneet hairiota elohopean maarityksessa.*® Fe** ja Cd®* ionit vaimensivat
elohopean signaalia kaikilla tutkituilla pitoisuuksilla, Cd** 10 %:a ja Fe** 20 %:a. Cu?*
—ionin vaikutus oli monimutkaisempi, silla pitoisuudella 5 ™Y/, elohopean signaali
vaimenee todennékaisesti johtuen elohopean adsorptiosta pelkistyneeseen kupariin. Sen
sijaan kuparin ollessa pitoisuudessa 10 ™%, huomattiin elohopea signaalin nousua. Se** —
ioni aiheutti erittdin suurta elohopea signaalin vaimenemista Kaikilla tutkituilla
pitoisuuksilla. Té&ma saattoi johtua yhdisteen HgSe muodostumisesta. Toinen
mahdollinen syy voi olla NaBH,:st4 kilpailevat reaktiot eli Se** hydirinmuodostus ja
elohopean pelkistyminen kaasumaiseen alkuainemuotoon. My6s Sb** —ioni aiheutti
maadrityksissa taustahdiri6itd. Tama hairié johtui muodostuvasta SbH3 hydridistd, joka
nosti Sb:n maadraa detektorilla. T&st4 johtuen detektorilla havaittiin voimakas viiva Sb |
252,8 nm, joka on l&helld Hg 1 253,6 nm viivaa, tdma aiheutti ongelmia elohopea viivan

intensiteetin maaritykseen.
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Vaihdettaessa pelkistimeksi SnCl, eivat ionit Cd**, Co*, Fe** ja Zn®" aiheuttaneet
hairiota elohopean madrityksessa.*® Pitoisuudessa 50 mg/l Cu?* —ioni vaimensi
elohopean signaalia 30 %:a Ni** —ioni 10 %:a. As®*, Bi** ja Se** —ionit vaimensivat
elohopean signaalia maksimissaan 30 %:a, myds Sb** -ioni vaimensi signaalia 20 %:a.
Né&iden hdirididen voidaan olettaa johtuvan erilaisista muodostuvista ei-kaasumaisista

elohopean metalliyhdisteistd, kun elohopean pelkistamiseen kdytetadn SnCl,:a.

Nunes et al.*

taas ovat osoittaneet, ettd nitraatti-ioni (NO3) ei aiheuta héiriota
elohopean madrityksessa biologisista naytteistd CV- tai HG-AAS maéarityksessd, kun

taas nitriitti-ioni (NO") aiheutti pientd hairiota suuremmissa pitoisuuksissa.

Sulfidit aiheuttavat hairiotd analysoitaessa elohopeaa kylmé&hdyry —menetelmélld, kun
pelkistimena kdytetaan emaksisessé liuoksessa olevaa SnCl,:a.>! Taméa hairid aiheutuu
saostuvasta elohopeasulfidista. Kagaya et al.*'ovat havainneet, etta tama hairio voidaan
poistaa lisadmaélla nayteliuokseen natriumhypokloriittia (NaClO), joka hapettaa sulfidit.
Testatessaan kuinka paljon NaClO:ta voidaan nayteliuokseen lisatd, he huomasivat, etta
elohopean aiheuttama absorbanssi pysyi tasaisena kun lisdys oli 100 ml néytteeseen,
joka sisdlsi 1 mg sulfideja, valilla 0,02 — 1,5 ml. 100 ml jatevesindytteisiin, jotka
sisdlsivat vahintdaan 10 mg sulfideja, he lisésivat 1 ml NaClO:a. Talldin he pystyivét

maarittdmaan elohopean 100 ml naytteesta 10 % tarkkuudella.

9.1.2 Hairiot maaritettdessa arseenia hydridin muodostus tekniikalla

Siirtymametallit voivat aiheuttaa hairiditd maaritettdessa arseenia hydridina.*” Nama
hairiot voidaan poistaa ké&yttdmalld maskausta. Esimerkiksi Kl:n, HCl:dn ja
askorbiinihapon seos ndytteessd poistaa siirtyméametallihdiriot arseenin maéarityksesta.
Lisdksi myo6s L-kysteiinid voidaan kayttaa siirtymametalleista aiheutuvien héairididen
poistoon. KI:n HCI:n ja askorbiinihapon seoksella ja L-kysteiinilla voidaan myos

pelkistaa arseeni hydridin muodostuksen kannalta parhaalle hapetusasteelle 111.%°
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Usein  héiridbvapaan  mittausalueen  kokoa voidaan  kasvattaa  nostamalla
happokonsentraatiota naytteessa.*” Nostamalla naytteen happokonsentraatio valille 0,5 —
5,0 ™Y/, voidaan poistaa Ni, Cu, Co ja Fe aiheuttamat hairiét. Samoin my®s laskemalla
pelkistimen (NaBH;) konsentraatiota voidaan poistaa siirtyméametalleista aiheutuvia
hairioitd. Joten yhdistamélld korkea happokonsentraatio matalan pelkistimen
konsentraation kanssa voidaan laajentaa hairidvapaata aluetta, kun hé&irio aiheutuu
siirtymametallin pelkistyneestda muodosta. Néin toimimalla voidaan siis poistaa Ni, Cu,
Co ja Fe aiheuttamat hairiét arseenin madrityksestd. Myds kayttamélla HCI-HNO;
happoseosta voidaan véhentdd monesta siirtymametallista aiheutuvia héirioita, silla

tdmé seos lisad metalli-ioneiden liukoisuutta ndytteessa.

Jos toinen hydridi aiheuttaa héiriotd, mika on harvinaista ICP —tekniikassa, voidaan se
yrittaa sitoa muotoon josta ei muodostu hydridia.*” Esimerkiksi, jos seleeni aiheuttaa
hairiota arseenin maarityksessa voidaan se poistaa lisddmalla néytteeseen kuparia, joka

reagoi seleenin kanssa muodostaen liukenemattoman kupariselenidin (CuSe).

Pohl & Zyrnicki* ovat tutkineet kuinka voidaan poistaa siirtyméametallien aiheuttamia
hairiotd méaaritettdessa arseenia hydridind ICP-AES —tekniikalla. He raportoivat, ettd
tiourean avulla voidaan pienentadd Cd(lIl), Co(ll), Cu(ll) ja Ni(ll) aiheuttamia héiridité,
jos ne esiintyvat kohtuullisissa pitoisuuksissa. Co(ll) aiheuttamaa matriisihdiriota
voidaan pienentdd kayttamélla EDTA:ta. Sen sijaan KCN ja Kl eivat sovellu Cu(ll) ja
Ni(Il) aiheuttamien héirididen poistoon, sen sijaan sitd voidaan kayttdd pienentdméaén
hairiota, jotka aiheutuvat Co(ll):sta ja Cd(I1):sta.
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9.2 Elohopean muistiefekti

Elohopealla esiintyy muistiefektia ICP-AES®?, ICP-MS®* ** ja ICP-OES® -
madrityksissa. Muistiefekti aiheutuu elohopean adsorptiosta letkujen, sumutinkammion
ja sumuttimen pinnalle.>® T4ma aiheuttaa vahittaista nousua elohopean signaalissa, josta
seuraa epalineaarinen kalibraatiosuora ja pitkd pesuaika. Muistiefektid aiheuttavat
metallit voidaan poistaa laitteistosta kayttdmalla pesuliuoksena tiourean ja HCI:n seosta
tai  kuningasvettd.®* Elohopean muistiefekti voidaan poistaa  kayttamalla
kylmahoyrymenetelmaa jossa kaikki elohopea pelkistetaan alkuaineeksi eli Hg’:ksi
kayttamalla SnCly:a tai NaBH4:4.°> Taman menetelman haittana on se, etta sita varten

taytyy hankkia erillinen laite.

Muistiefekti voidaan poistaa my0s stabiloimalla elohopea liuokseen ja ndin estdi sen
adsorptio laitteeseen.” Xiaoping et al. ehdottavat elohopeakompleksin muodostamiseen
kaytettavaksi Au(lI)Cls:a ICP-AES:Ile.®® Nain saadaan kaikki Hg(Il) stabiloitua

nestemaiseen naytteeseen ja estettyd elohopean haihtuminen.

Muistiefektin poistamiseksi biologisista naytteistd ICP-MS —laiteelta on kaytetty L-
kysteiinia> ja 2-merkaptoetanolia®. Taman lisaksi myds pesuliuokseen voidaan lisata

nit4 elohopeaa sitovia aineita varmistamaan laitteen puhdistuminen®?,
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KOKEELLINEN OSA

10 KAYTETYT LAITTEET

Ultradanihaude: Elma Transsonic 820/H
PerkinElmer ICP-OES Optima 8300

FIAS-400

11 REAGENSSIT JA REFERENSSIMATERIAALIT

Elga PURELAB Ultra Analytic -laitteistolla puhdistettu ultrapuhdas vesi

Vak. 37 % HCI Sigma-Aldrich p.a.
Vék. 65 % HNO; Sigma-Aldrich p.a.
NaOH pelletti Merck p.a.
NaBH,4 Aldrich p.a.
Hg 10 mg/I PerkinElmer p.a.
As 1000 mg/l PerkinElmer p.a.
Cd 1000 mg/I PerkinElmer p.a.
Cu 1000 mg/I PerkinElmer p.a.
Ni 1000 mg/I PerkinElmer p.a.
Zn 1000 mg/I PerkinElmer p.a.
Fe 1000 mg/I PerkinElmer p.a.
1-Dekanoli Fluka 97 %
DOLT-4 National Research Council Canada

TORT-2

National Research Council Canada
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12 NAYTTEET

Tutkimuksessa naytteind kaytettiin sertifioituja referenssimateriaaleja (CRM). CRM:t
olivat National Research Council Canadan valmistamat DOLT-4" piikkikalan maksa ja
TORT-2" hummerin haima.

13 NAYTTEIDEN LIUOTUS JA PELKISTYS

13.1 Liuotus

250 mg CRM:éa liuotetaan 4 x 3 minuuttia ultradénessa kayttden hajotusliuosta, joka
sisdltdd 3 ml kuningasvettd ja 3 ml vettd. Nayteputkia ravistellaan ja niistd paastetadén
painetta pois aina kolmen minuutin vélein. Liuotuksen jalkeen ndytteet suodatetaan.
Taman lisaksi naytteisiin lisatdan vakevaa HCI:44 2 ml. Lopuksi naytteet laimennetaan
ELGA vedelld 25 ml:ksi. Ennen analyysia nadytteisiin lisatdan vaahtoamisenestoaineeksi

dekanolia 100 pl per 10 ml naytetta.

13.2 Pelkistys

Elohopea voidaan pelkistad H*":sta H :ksi seka natriumboorihydridilla (NaBH,) etta
tinakloridilla (SnCl,). Analyyseissd kaytettiin laitevalmistajan suosittelemaa 0,5 %:sta
NaBH.:4 0,05 %:sessa NaOH:ssa.®> NaBH, valittiin, koska SnCl,:lla tulokset jaivat

alhaisiksi.
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14 1CP-OES ASETUKSET, REAGENSSIT JANAYTTEENSYOTTO

14.1 CVG-ICP-OES elohopea maaritys

Néytteista analysoitiin elohopea CVG-ICP-OES —menetelmalld, kayttamalla aksiaalista
mittausta aallonpituudella 253,652 nm. Analyyseissa kédytetyt reagenssit, naytteensyottd
ja kaasuvirtaukset ICP:11a on esitetty taulukossa 2. Pelkistin NaBH, sekoitettiin
naytteeseen yhdessa FIAS-400 laitteen kammiossa. Analyysien valissd suoritettiin
laitteiston pesu, jossa kaytettiin seosta josta yksi viidesosa oli kuningasvetta ja loput
vettd. Elohopea kalibrointiin pitoisuusvalille 0-40 "9/, jolloin toteamisrajaksi muodostui

0,550 19/, joten toteamisraja 250 mg:n naytteelle liuotettuna 25 ml:aan on 0,055 ™%y

Taulukko 2. Elohopean maaritykseen kaytetyt parametrit, ndytteensyotdn rakenne ja
reagenssit

Sumutin GemCone High dissolved solids —sumutin

Sumutinkammio Baffled -sykloninen sumutinkammio
Plasman teho 1500 W

Kaasuvirtaus plasmaan 17 I/min

Apukaasuvirtaus 0,2 I/min

Sumuttimen kaasuvirtaus 0,5 I/min

Néaytteensyotténopeus 1,8 ml/min
Pelkistin 0,5 % NaBH, 0,05 % NaOH:ssa

Vaahtoamisen estoaineita Dekanoli 100ul/10ml naytetta

Pesuaika naytteiden valissé 60 Sekuntia

14.2 Raskasmetallien méaaritys

Elohopea madarityksiin liuotetuista néytteistd madritettiin  testimielessd myods
raskasmetalleja. Talla pyrittiin selvittdmadn olisiko mahdollista méaérittad naytteista
myaos erilaisia raskasmetalleja kayttden elohopea maarityksiin luotua liuotustekniikkaa.
Talloin tarvitsisi tehda vain yksi liuotus ja vaihtamalla naytteensyottod ICP:114 voitaisiin

maarittaa useita raskasmetalleja samasta naytteesta.
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Referenssimateriaaleista madritettiin kuusi raskasmetallia kéyttéden eri aallonpituuksia.
Méadritetyt metallit olivat arseeni, kadmium, kupari, nikkeli, sinkki ja rauta.
Mittausaallonpituudet ja kalibrointivélit on esitetty taulukossa 3. Mittaus suoritettiin

kayttéden aksiaalista mittausta.

Taulukko 3. Raskasmetallien analysoitiin kaytetyt aallonpituudet ja kalibrointivalit

Mittausaallonpituudet (nm) Kal'br:qoélr:tlva“
Arseeni | 193,696 188,979 0-05
Kadmium | 228,802 214,440 0-05
Kupari | 226,502 324,752 0-05
Nikkeli | 231,604 221,648 232,003 0-0,25
Sinkki | 206,200 213,857 0-1
Rauta | 238,204 239,562 259,939 0-10

Raskasmetallien mittauksessa kaytettiin aiemmin optimoituja mittausparametreja.

Analyyseihin kdytetty ndytteensyotto ja sen parametrit on esitetty taulukossa 4.

Taulukko 4. Raskasmetallien maéaritykseen kaytetyt parametrit ja naytteensyoton
rakenne

Sumutin GemCone Low Flow —sumutin

Sumutinkammio Sykloninen sumutinkammio
Plasman teho 1500 W

Kaasuvirtaus plasmaan 8 I/min

Apukaasuvirtaus 0,2 I/min

Sumuttimen kaasuvirtaus 0,5 I/min

Né&ytteensyotténopeus 1,5 ml/min

Pesuaika nadytteiden valissa 30 sekuntia
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15 MENETELMAN OPTIMOINTI

15.1 Erilaisten kombinaatioiden testaus

Menetelméan  testaus aloitettiin ~ PerkinElmerin  omalla  FIAS-400 hydridin
muodostuslaitteella ja pelkistimena kaytettiin 0,5 % NaBH,:a 0,05 %:sessa NaOH:ssa,
tata samaa liuosta kaytettiin kaikissa testeissd joihin se siséltyi. Tdman menetelman
ongelmaksi muodostui ndytteestd nestekaasu erottimella muodostuva vaahto, joka tukki

siind olevan suodattimen. Tasta aiheutui paineen muodostumista, jota laite ei kestanyt.

Paineen muodostumisesta aiheutuvan ongelman poistamiseksi siirryttiin kayttdméaan
menetelmad, jossa nédyte ja NaBH, sekoitettiin kammiossa, josta liuos johdettiin
sumuttimelle ja sumutinkammioon. Sumuttimena kaytettiin paljon liuenneita suoloja
sisdltavilla néaytteille tarkoitettua GemCone High Dissolved Solids —sumutinta ja
sumutinkammiona  orgaanisille  n&ytteille  tarkoitettua  Baffled  —syklonista
sumutinkammiota. Tassakin menetelméssa ongelmaksi ilmeni vaahto jota muodostui

sumuttimessa.

Ongelma yritettiin ratkaista sill4, ettd sumuttimen tilalla kaytettiin katkaistua
injektoriputkea (Kuva 19). Injektoriputken suuaukon suuremmalla koolla perinteiseen
sumuttimeen verrattuna pyrittiin - estdmdan vaahtoaminen. Tassd menetelméssa
kantajakaasu sekoitettiin  ndytteeseen jo ennen sen saapumista sumutin -
injektoriputkelle. Tamakaan menetelma ei poistanut vaahtoamisongelmaa. Taman
seurauksena yritettiin my6s naytteisiin tehdd muutoksia mm. lammittamalld niité
vesihauteessa 30 tai 60 minuuttia noin 65 °C:ssa ja laimentamalla néytteitd
suurimmillaan 50 %:a. Namékaan toimenpiteet eivat poistaneet vaahtoamista ja

epéatarkkoja mittaustuloksia.
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Kuva 19. Sumuttimen paikalle, sykloniseen sumutinkammioon, kiinnitetty katkaistu
injektoriputki

Seuraavaksi paadyttiin kayttamaan pelkistimena 1 % SnCl,:a noin 10 %:sessa HCI:ssa.
Aiemman tiedon perusteella SnCl:n ei pitéisi aiheuttaa vaahtoamista.*® Lisaksi SnCl, ei
muodosta hydridejd muiden metallien kanssa, jolloin plasmaan ei kulkeudu hairitsevié
kaasumaisia metallihydridejd. Muuten menetelmd pidettiin samana kuin aiemmin eli
injetoriputki —sumutin ja Baffled sykloninen sumutinkammio. Testeissd huomattiin, etta
vaahtoa ei syntynyt, mutta tulokset referenssimateriaaleista olivat alhaisia. Nyt kun
vaahto oli saatu poistettua voitiin siirtyd kayttdmaan sumuttimena GemCone High
Dissolved Solids —sumutinta. Kuitenkin talldkin menetelmé&lla referenssimateriaaleista
saadut tulokset olivat heikkoja. Seuraavaksi paéatettiin vield kokeilla perinteista
syklonista sumutinkammiota. Sekin tuotti huonoja tuloksia referenssimateriaalille.
Ongelma ei myoskaan poistunut vahvemmalla 2 %:sella SnCl:lla 16 %:sessa HCI:ssa.
Tasta paateltiin, ettd SnCl; ei sovi pelkistimeksi biologisille naytteille.
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Aiempien tutkimusten'® 2> 3% 4

perusteella todettiin, ettd yksi mahdollinen keino
vaahtoamisen estdmiseksi olisi kayttdd vaahtoamisen estoaineita yhdessd NaBHg4:n
kanssa. Naita vaahtoamisenestoaineita olivat dekanoli®, Sigma antifoaming A% 3 * ja
oktanoli®®. Testiin paatettiin ottaa sekd oktanoli ettd dekanoli. Alkoholia lisattiin
naytteeseen 100ul/10ml néytettd. Menetelmassa kaytettiin GemCone High Dissolved
Solids —sumutinta ja baffled -syklonista sumutinkammiota. Alkoholien todettiin estdvan
vaahtoamista. Silmamaaraisesti ja tuloksista oli kuitenkin selvasti huomattavissa, etta
dekanoli véhensi vaahtoamista enemman kuin oktanoli. Tastd syysta paadyttiinkin
kayttamaan dekanolia. Baffled —syklonisen sumutinkammion liséksi testattiin myods
Scott — sumutinkammiota. Tulokset referenssimateriaaleista molemmilla kammioilla
olivat hyvid. Kuitenkin paadyttiin kayttdmaan baffled —syklonista sumutinkammiota,

koska se on lapindkyvé ja ndin sumuttumista voidaan helposti seurata.

Taulukkoon 5 on koottu mitatut intensiteetit sek& elohopea standardiliuoksesta etta
referenssimateriaalista (DOLT-4), lisdksi siinda on myds esitetty analyysitulos
referenssimateriaalille. Taulukosta 5 on selvésti nahtdvissd, ettd kaksi viimeista
menetelmdd  tuottavat  korkeat intensiteetit ja  hyvat  analyysitulokset

referenssimateriaalista ilman vaahdon aiheuttamaa hairiota.
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Taulukko 5. Eri menetelmilla saatuja elohopean intensiteetteja ja pitoisuuksia DOLT-4
referenssimateriaalista

Intensiteetit
- : . . Std 25 |DOLT]| Tulos*
Pelkistin Sumutin Sumutinkammio hoy, 50ml o HUOM
NaBH, FIAS-400 26577 | 13136 | 2,482 Vaahto
GemCone High Dissolved | Baffled -sykloninen
NaBH, Solids -sumutin sumutinkammio 16094 | 4748 | 1838 Vaahto
Std 10 |DOLT] Tulos*
Irlg/| 25ml mg/kg
NaBH, |Injektoriputki ?uar‘:lﬁidnéﬁg?g”e” 3301 | 24457 | 5279 | Vaahto
sncl, | injektoriputki Efg&i?&(;ﬂ:{‘;”m 5318 | 7558 | 1512
GemCone High Dissolved | Baffled -sykloninen
SnCl2 | Sotids -sumutin sumutinkammio 4313 1 2759 | 0,626
GemCone High Dissolved | Sykloninen
SnCl Solids -sumutin sumutinkammio 3794 5418 1,438
GemCone High
NaBH, ] Dissolved Solids - SCOTT 9286 | 21982 | 2,38 | Dekanoli
sumutin
GemCone High .
NaBH, |Dissolved Solids - Daffled -syklominen | 7330 | 1968 | 2,63 | Dekanoli
sumutin

* Referenssiaineen sertifioitu Hg pitoisuus 2,58 + 0,22 mg/kg™
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15.2 Naytteensyotténopeuden optimointi

Néytteensyottonopeutta testattiin, jotta voitiin selvittdd milld nopeudella saadaan
suurimmat intensiteetit niin, ettd plasma pysyy stabiilina. Naytteensyotténopeutta
séadeltiin - muuttamalla  peristalttisen  pumpun  pyOrimisnopeutta.  Pumpun
py6rimisnopeutta lukuun ottamatta muut parametrit pidettiin vakiona eli kaasuvirtaus
plasmaan 17 “min, apukaasuvirtaus 0,2 min ja sumuttimen kaasuvirtaus 0,60 min.
Testissd saadut tulokset on esitetty kuvassa 20. Tulokset on esitetty prosentteina
mitattuun maksimi intensiteettiin verrattuna. Intensiteetit mitattiin standardiliuoksista,

joiden elohopeapitoisuudet olivat 0 "9/, 10 "9/, ja 40 "9),.

100%

90%

80%
/ =—10 pg/I|
70% =l=40 pg/|

60%

Intensiteettiprosentti

50%
1,4 1,6 1,8 2 2,2
Niytteensy6tténopeus ml/min

Kuva 20. Néytteensyottonopeuden vaikutus intensiteetteihin, prosentteina suhteessa
maksimiin

Tuloksista ndhdaan, ettd mitatut intensiteetit kasvavat, kun néytteensyottonopeutta
nostetaan. Naytteestd, joka ei sisaltanyt elohopeaa, ei havaittu elohopea signaalia.
Parhaat intensiteetit saadaan naytteensyottonopeuden ollessa 2,2 ™/min. Talla nopeudella
plasma oli kuitenkin erittdin epastabiili. Naytteensyottonopeuden ollessa 2,4 ™/min e
plasma endé pysynyt paalla. Kaytettavaksi valittiin ndytteensyottonopeus, jossa plasma

pysyi stabiilina. Korkein tallainen nopeus oli 1,8 ™/nmin, joka siis valittiin kayttoon.
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15.3 Sumuttimen kaasuvirtauksen optimointi

Sumuttimen  kaasuvirtauksen vaikutusta mitattuihin  intensiteetteihin  testattiin
standardiliuoksista, joiden elohopeapitoisuudet olivat 0 "9/, 10 "9/, ja 40 "9/, lisaksi
optimiolosuhteet tarkistettiin viel&d ndytteilld. Naytteen elohopea pitoisuus oli noin 14
M9/ Testeissa muut parametrit pidettiin vakiona, plasman kaasuvirtaus 17 min,
apukaasun kaasuvirtaus 0,2 "/min ja pumpun pydrimisnopeus optimiarvossaan 1,8 ™/min.

Intensiteetit mitattiin kuudella eri kaasuvirtauksella standardeille ja naytteille neljalla.

Intensiteetit kasvoivat naytteella ja 10 "9, standardiliuoksella kun sumuttimen
kaasuvirtausta nostettiin aina kaasuvirtaukseen 0,5 "o asti, jonka jalkeen mitattu
intensiteetti alkoi laskea. 40 "9/, standardiliotuksella korkein intensiteetti mitattiin
sumutinkaasu virtauksen ollessa 0,45 ', taman jalkeen intensiteetit pienenivat.
Néytteestd, joka ei sisaltanyt elohopeaa, ei havaittu elohopea signaalia. Saadut tulokset
ovat kuvassa 21. Intensiteetit on esitetty prosentteina verrattuna korkeimpaan mitattuun
intensiteettiin. Standardiliuosten perusteella paras kaasuvirtaus sumuttimelle oli 0,5 Ymin.

Tama testattiin viel& naytteill ja tulos oli sama.

105%

/r-\ﬁ
100%

95%

0,
0% == 10 pg/!

85% == 40 pg/l

80%
75% \

70%

Nayte

Intensiteettiprosentti

0,4 0,45 0,5 0,55 0,6 0,65 0,7

Sumuttimen kaasuvirtaus |/min

Kuva 21. Sumuttimen kaasuvirtauksen vaikutus intensiteetteihin, prosentteina
suhteessa maksimiin
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16 TULOKSET JA TULOSTEN TARKASTELU

Elohopea- ja raskasmetallipitoisuudet maéaritettiin referenssimateriaaleista DOLT-4 ja

TORT-2 neljan rinnakkaisen ndytteen keskiarvona.

16.1 Elohopea

Elohopea madritettiin onnistuneesti referenssimateriaaleista DOLT-4 ja TORT-2 edell&
kuvatulla CVG-ICP-OES -menetelmalld. Taulukkoon 6 on koottu analyysitulosten

keskiarvot virheineen, saantoprosentit ja t-testin arvo 95 % luottamustasolla.

Taulukko 6. Elohopean analyysitulokset neljan rinnakkaisnaytteen keskiarvona

Tulos Sertifioitu Tkriit.n=4
mg/kg pitoisuus mg/kg Saanto t (P =0,05)

DOLT-4 | 2,62+0,04 2,58 + 0,22 102% | 2,32

3,18
TORT-2 | 0,28 +0,03 0,27 + 0,06 104% | 0,58

Taulukossa 6 esitetyistd tuloksista huomataan, ettd elohopean maéaritys onnistui
erinomaisesti, minkd myos t-testi osoittaa. Madritettdessé elohopeaa talla menetelmalla
el analyysissd huomattu elohopeasta aiheutuvaa muistiefektid, mik& helpottaa
analyysien valissa tapahtuvaa laitteiston pesua. Menetelmaa testattaessa huomattiin, etta
dekanoli erottuu ndytteestd, jos ndytteet seisovat riittdvan pitk&dan. Talléin myos
vaahtoamisenesto vaikutus heikkeni. Ongelman vaikutus minimoitiin ravistelemalla
néytteitd uudelleen hieman ennen analyysid. Elohopean maéérityksessa ei havaittu
héiridita muista mahdollisesti NaBH,; kanssa muodostuvista metallihydrideista, joita

my0s paatyy plasmaan.
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Menetelmalld analysoitiin  kokeilumielessa my0ds arseenia hydridind. Tuloksista
huomattiin, ettd arseenin maééritys hydridind yhdessa elohopean kanssa voisi olla
mahdollinen, koska mitatut intensiteetit olivat huomattavasti korkeampia kuin
perinteisessd mittauksessa. Arseeni analysoitiin kuitenkin ilman esipelkistystd, jolloin
vain osa arseenista oli optimaalisella hapetusasteella Ill. Tastd johtuen kaikesta
arseenista ei muodostunut hydridia eikd se néin ollen paassyt plasmaan jolloin mitatut
pitoisuudet olivat alhaisia. Koska arseenia ei pelkistetty, on tdmén tutkimuksen
perusteella mahdotonta sanoa vaikuttavatko arseenin pelkistdmiseen tarvittavat

reagenssit elohopean maaritykseen.

16.2 Raskasmetallit

Kaikki raskasmetallien analyysitulokset DOLT-4:lle on esitetty liitteesséd 1 ja TORT-

2:1le liitteessé 2.

Seuraavaksi esitetddn tulokset vain tutkituista aallonpituuksista parhaimman tuloksen
antaneille aallonpituuksille. Paras aallonpituus valittiin silla perusteella, ettd se antaa
hyvéan tuloksen kummallekin referenssimateriaalille. Tulokset referenssimateriaalille
DOLT-4 on esitetty taulukossa 7 ja TORT-2 taulukossa 8. Taulukoissa 7 ja 8 seka
liitteissa 1 ja 2 esitetyt toteamisrajat on laskettu 250 mg naytteelle, joka on liuotettuna

tilavuuteen 25 ml:aa.

Taulukko 7. Neljan rinnakkaisen analyysituloksen keskiarvo referenssimateriaalille
DOLT-4

Pitoisuudet (mg/kg) eri aallonpituuksilla
As Cd Cu Ni Zn Fe
193,696 228,802 324,752 232,003 213,857 239,562
139,4 +
Tulos 8,8%+0,3 25+1 37,2+0,7 | 0,9+0,4 15 1790 + 20
Sertifiotu- 9,66 24,3 31,2 0,97 116 1833
pitoisuus
Saanto% 91% 104 % 119 % 95 % 120 % 98 %
Toteamisraja 0,4 0,2 0,3 0,1 0,2 2
t 7,46 2,27 19,14 0,31 31,13 4,28
yritt. n=a 3,18
(P =0,05)
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Kuten taulukosta 7 n&hdaan, olivat raskasmetallien saantoprosentit DOLT-4
referenssimateriaalille valilla 91 % — 120 %. Kadmiumin ja nikkelin kohdalla myos t-
testin tulos osoittaa tulosten olevan hyvid. Tosin nikkelin kohdalla se johtuu
todenndkoisesti  korkeasta tulosten hajonnasta (RSD 36 %:a), mika osoittaa

toistettavuuden olevan huono.

Taulukko 8. Neljan rinnakkaisen analyysituloksen keskiarvo referenssimateriaalille
TORT-2

Pitoisuudet (mg/kg) eri aallonpituuksilla
As Cd Cu Ni Zn Fe
193,696 228,802 324,752 232,003 213,857 239,562
Tulos 27,3+£0,8 | 29,7 +£0,7 115+1 52+0,7 212 +3 124 +£5
Sertifiotu- 21,6 26,7 106 2,5 180 105
pitoisuus
Saanto% 126 % 111 % 108 % 209 % 118 % 118 %
Toteamisraja 0,4 0,2 0,3 0,1 0,2 2
t 16,01 9,20 19,08 8,24 22,56 7,81
Yeriit. n=a 3,18
(P =0,05)

Saantoprosentit mitatuille raskasmetalleille referenssimateriaalissa TORT-2 olivat
valilla 108 % - 126 %, pois lukien nikkeli 209 % (taulukko 8). Kaikki mitatut
raskasmetallipitoisuudet olivat suurempia kuin sertifioidut arvot ja tasta syysta t-testi ei
mennyt yhdenkdan néytteen kohdalla 1&pi. Kuten DOLT-4 kohdalla, myés TORT-2

nikkelin maaritys tuotti eniten hankaluuksia.

Saadut tulokset referenssimateriaaleista DOLT-4 ja TORT-2 raskasmetalleille olivat
kuitenkin niin hyvia, ettd ne vahvistavat oletuksen siit4, ettd kaytetty liuotusmenetelmé

on sovellettavissa myds niiden maédritykseen, kunhan vain mittausolosuhteet

optimoidaan naytteille sopiviksi.
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17 YHTEENVETO

Tutkimukselle asetut tavoitteet saavutettiin. Elohopea onnistuttiin  maarittamaén
matalissa pitoisuuksissa kylmahoyryna onnistuneesti biologisista
referenssimateriaaleista DOLT-4 ja TORT-2 CVG-ICP-OES -menetelméllé. Lisaksi
kaytetty liuotusmenetelméd néyttdisi olevan sopiva myds muiden metallien
maadrittdmiseen referenssimateriaaleista pelkéstadn ICP-OES —laitteen ndytteensyoton
rakennetta muuttamalla. Tutkimus antoi myos viitteitd mahdollisuudesta maarittaa

yhtéaikaisesti elohopea kylmahdyryna ja arseeni hydridiné.

Tutkimuksen  tuloksena  kehitettiin - CVG-ICP-OES  -menetelm&  elohopean
maadrittdmiseksi biologisista ndytteistd kylmahoyrynd. Menetelmé&n luonnissa eniten
ongelmia aiheutti ndytteen vaahtoutuminen vedyn muodostumisen yhteydessa. Tama
ongelma onnistuttiin poistamaan lisédmalla néaytteisiin dekanolia ja optimoimalla
naytteensyottéa. Happamoitu ndyte ja pelkistin NaBH,; sekoitetaan erillisessa
kammiossa, josta tdmé& seos johdettiin toiseen kammioon, missé siihen sekoitettiin
kantajakaasuna toiminut argon. Tastd kammiosta poistettiin jatteeseen myo6s suurin osa
nestemdaisesta naytteestd. Taméan jalkeen muodostunut ndyte-kaasuseos johdettiin
sumuttimelle ja sieltd sumutinkammioon.  Sumutinkammiosta  kaasumainen

elohopeahdyry johdettiin plasmaan.

Kehitetylla CVG-ICP-OES menetelmalla saatiin elohopealle erittdin hyvid tuloksia
molemmista referenssimateriaaleista. Menetelma osoittautui tarkaksi ja sen toistettavuus

on hyva, eika siind havaittu elohopean muistiefektia eikd muitakaan hairioita.
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LIITE1

Analysoidut  raskasmetallipitoisuudet  referenssimateriaalista ~DOLT-4  neljan
rinnakkaisen ndytteen keskiarvona

Pitoisuudet (mg/kg) eri aallonpituuksilla
As 193,696 As 188,979| Cd 228,802 Cd 214,440 Cd 226,502 Cu 327,393 Cu 324,752
1. DOLT-4 8,759 7,247 24,619 27,376 27,329 38,292 37,780
2. DOLT-4 9,143 7,980 26,713 29,772 29,519 37,851 37,302
3.DOLT-4 8,744 6,695 24,752 27,502 27,441 37,948 37,462
4. DOLT-4 8,621 7,682 25,471 28,329 28,278 37,002 36,322
Keskiarvo 8,817 7,401 25,389 28,245 28,142 37,773 37,216
Hajonta 0,226 0,559 0,959 1,103 1,011 0,548 0,629
RSD% 2,56 % 7,55 % 3,78% 3,90 % 3,59 % 1,45% 1,69 %
Tulos 8,8+0,3 7,4+0,6 25+1 28,2+1,2 28,1+11| 37,8+0,6 37,2+0,7
Sertifiotu-
bitoisuus 9,66 9,66 24,3 24,3 24,3 31,2 31,2
Saanto% 91% 77 % 104 % 116 % 116 % 121% 119%
Toteamisraja 0,4 0,3 0,2 0,1 0,5 0,4 0,3
t 7,462 8,084 2,271 7,156 7,601 23,991 19,141
Lritt. n=a 318
(P =0,05)

Pitoisuudet (mg/kg) eri aallonpituuksilla
Ni 231,604 Ni221,648 Ni232,003|Zn 206,200 Zn 213,857| Fe 238,204 Fe 239,562 Fe 259,939
1. DOLT-4 3,970 3,886 1,274 141,408 136,742 1761,168 1778,629 1754,267
2.DOLT-4 3,776 3,671 1,126 144,696 139,536 1802,026  1820,487 1794,669
3.DOLT-4 3,016 2,966 0,626 144,296 139,524 1766,586 1787,009 1761,749
4.DOLT-4 3,159 3,017 0,648 144,952 139,932 1765,555 1787,301 1761,600|
Keskiarvo 3,480 3,385 0,919 143,838 138,933 1773,834 1793,356  1768,071
Hajonta 0,464 0,464 0,331 1,642 1,473 18,941 18,529 18,073
RSD% 13,33 % 13,69 % 36,02 % 1,14% 1,06 % 1,07 % 1,03% 1,02 %
Tulos 3,5£0,5 3,4+0,5 09+04 144 +2 139,4+1,5 1770+ 20 1790+20 1770120
Sertifiotu-
o 0,97 0,97 0,97 116 116 1833 1833 1833
pitoisuus
Saanto% 359 % 349 % 95 % 124 % 120% 97 % 98 % 96 %
Toteamisraja 0,1 0,2 0,1 1,3 0,2 2 2 1
t 10,823 10,420 i 0,311 33,906 31,130 6,247 4,279 7,185
Luri. n=a 318
(P =0,05)




Analysoidut

raskasmetallipitoisuudet

rinnakkaisen ndytteen keskiarvona

referenssimateriaalista

TORT-2

LITE 2

neljan

Pitoisuudet (mg/kg) eri aallonpituuksilla
As 193,696 As 188,979| Cd 228,802 Cd 214,440 Cd 226,502 Cu 327,393 Cu 324,752
1. TORT-2 27,878 22,240 29,822 31,358 32,962 115,104 114,137
2. TORT-2 26,535 22,329 30,540 32,092 33,820 116,134 114,930
3. TORT-2 27,877 22,221 29,028 30,581 32,002 115,009 113,931
4. TORT-2 26,793 21,447 29,387 31,459 32,504 117,405 115,950
Keskiarvo 27,271 22,059 29,694 31,373 32,822 115,913 114,737
Hajonta 0,708 0,411 0,651 0,620 0,772 1,117 0,916
RSD% 2,60 % 1,86 % 2,19% 1,98 % 2,35% 0,96 % 0,80 %
Tulos 27,3+0,8 22,1+0,5] 29,7+0,7 31,4+0,7 33,8%0,8 |116,0%1,2 1151
Sertifiotu-
L 21,6 21,6 26,7 26,7 26,7 106 106
pitoisuus
Saanto% 126 % 102 % 111% 118% 123% 109 % 108 %
Toteamisraja 0,4 0,3 0,2 0,1 0,5 0,4 0,3
t 16,013 2,236 9,203 15,081 15,860 17,745 19,075
ritt. n=a 318
(P =0,05)
Pitoisuudet (mg/kg) eri aallonpituuksilla
Ni 231,604 Ni 221,648 Ni 232,003 |Zn 206,200 Zn 213,857| Fe 238,204 Fe 239,562 Fe 259,939
1. TORT-2 4,255 4,341 4,704 213,948 208,549 121,331 122,930 120,930
2. TORT-2 4,727 4,764 5,093 214,780 209,763 116,446 118,251 116,249
3. TORT-2 4,591 4,616 4,918 219,017 214,09 123,282 125,524 123,677
4. TORT-2 5,806 5,994 6,190, 219,298 213,735 127,814 129,999 127,912
Keskiarvo 4,845 4,929 5,226 216,761 211,536 122,218 124,176 122,192
Hajonta 0,671 0,731 0,662 2,790 2,796 4,710 4912 4,893
RSD% 13,85 % 14,84 % 12,66 % 1,29% 1,32% 3,85% 3,96 % 4,00 %
Tulos 48+0,7 49+0,8 52+0,7 217+3 212+3 122 +5 124 +5 122 +5
S;i itclzztu”s 2,50 2,50 2,50 180 180 105 105 105
Saanto% 194 % 197 % 209 % 120% 118 % 116 % 118 % 116 %
Toteamisraja 0,1 0,2 0,1 1,3 0,2 2 2 1
t 6,990 6,642 8,239 26,348 22,557 7,311 7,807 7,027
Lritt. n=
(Pk= ':),0;) 318




