TARTU ULIKOOL
LOODUS- JA TAPPISTEADUSTE VALDKOND
Keemia instituut

Analtdtilise keemia 6ppetool

Raido Maasik

Pealisfaasi GC-MS analliisimetoodika arendus BTEX
(benseen, tolueen, etltlbenseen ja kstleen) Ghendite

maaramiseks uriiniproovidest

Magistritdo (30 EAP)

Keemia

Juhendaja: Kaasprofessor Koit Herodes, PhD

Tartu 2025



Infoleht

Pealisfaasi GC-MS analtusimetoodika arendus BTEX (benseen, tolueen, ettitilbenseen

ja ksuleen) Uhendite mé&aramiseks uriiniproovidest

Kemikaalide riskihindamine ja regulatsioonid kasutavad teaduslikku pdhjana aina rohkem
biomonitoorimise andmeid, kus analulsitakse kemikaali sisaldust organismis. Kuigi BTEX
(benseen, tolueen, etlulbenseen ja ksileenid) (hendite negatiivsed tervisemdjud on
pohjalikult dokumenteeritud, leiavad BTEXid ikkagi laialdaselt kasutust. Eestis on dle pika
aja alustatud biomonitoorimisega. Selles t60s arendati metoodika BTEX Uhendite
méaaramiseks uriiniproovidest. Selleks katsetati kolme erineva pealisfaasi analliusi tehnikat
ning kahte GC detekteerimise meetodit. Madalaimad maaramispiirid saavutati HS-SPME
GC-MS meetodiga 10 ng/l ldheduses. Esile tbusid kitsaskohad laia kalibreerimisala
lineaarsuse ja tdpsusega, eriti madalatel kontsentratsioonidel. Lisaks uuriti praktilisi aspekte,

millest peamine oli proovivétuanumate reostus.

Mérksonad: GC-MS, GC-FID, BTEX, biomonitoorimine, pealisfaasi analtls, HS, tahkefaasi
mikroekstraktsioon, SPME, valideerimine

CERCS kood: P300

Development of headspace GC-MS analysis method for determination of BTEX

(benzene, toluene, ethylbenzene and xylenes) in urine samples

Chemical risk assessment and regulations are focussing more and more on human-centric
biomonitoring. BTEX (benzene, toluene, ethylbenzene and xylenes), although known to be
toxic and cancerogenic, are still widely used in various industries. BTEX biomonitoring in
Estonia has been initiated. In this work a methodology was developed for determining BTEX
in urine samples to be used in biomonitoring. Three headspace analyses methods and two GC
detectors were evaluated. The best limits of quantitation were achieved with HS-SPME GC-
MS method. Problems were highlighted with linearity over a wide calibration range and
accuracy at low concentrations. Additionally practical problems were assessed, the biggest of

which is the cleanliness of urine collection accessories.

Keywords: GC-MS, GC-FID, BTEX, biomonitoring, headspace analysis, HS, solidphase

microextraction, validation
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Kasutatud luhendid

BTEX benseen, tolueen, etullbenseen ja ksuleenid
El elektronionisatsioon

EMA Euroopa Ravimiamet

FID leekionisatsioondetektor

GC gaasikromatograafia

HS pealisfaasi analulis (Headspace analysis)

The International Council for Harmonisation of Technical Requirements for

ICH Pharmaceuticals for Human Use

LoQ, LLoQ  maédramispiir (Lowest limit of quantitation)

m/z massi ja laengu suhe

MS massispektromeetria voi massispektromeeter

Norm. normaliseeritud, selles to6s normaliseeritud valemiga ma::(x)
PDMS Polldimetulsiloksaan

PnT Purge & trap

PTFE Poldtetrafluoroetileen

SIM valitud iooni jalgimine (selected ion monitoring)

SNR signaal-mira suhe

SPMA S-fentitilmerkaptuurhape (S-phenylmercapturic acid), benseeni metaboliit
SPME tahkefaasi mikroekstraktsioon (solid phase microextraction)
tr retentsiooniaeg

VOA lenduvate orgaaniliste Ghendite analiilis (volatile organic analysis)



1. Sissejuhatus

Kemikaalide riskianallils muutub iga aastaga Uha olulisemaks nii tavainimeste kui ka
regulatiivsete organite tegevuses. Mida rohkem kemikaalide ohutus liigub tipsemate ja
teadustatud piiranguteni, seda enam on ndudlus analulsimeetoditele, mis iseloomustaks
kemikaalidega kokkupuudet. Organismi kokkupuudet kemikaaliga on v@imalik madrata
biomonitoorimisega, kus keskkonna analliisimise asemel moddetakse kemikaalide sisaldust
organismis. Biomonitoorimine ehk seire bioloogilistest proovidest on vdimekas vahend
kemikaaliohutuse teaduspdOhiseks ja pohjalikuks reguleerimiseks ajal, mil uusi kemikaale

j6uab inimesteni pidevalt.

Kuigi on teada, et benseen, tolueen, etuitilbenseen ja ksileenid (BTEX) avaldavad tervisele
negatiivset moju on need véga laialdaselt kasutusel nii to0stuses kui ka tarbekeemias. Lisaks
kasutusele lahustitena leidub BTEXi jadkreostusena Ullatavalt paljudes toodetes ja kohtades.
Kdrgenenud riskitasemega BTEXi negatiivsetel mdjudele on ametialase kokkupuutega
rahvastik. Eestis on kérgema riskiga tootajad, kes kasutavad palju lahusteid ja kituseid ning
puutuvad kokku susivesinikurikaste maavaradega. See iseloomustab grupina pdlevkivisektori
tootajad ja ka elanikkonda, kes pdlevkivitoostusega kokku puutuvad. Pdlevkivitdostuse
keemilist ohutust on oluline hinnata vastava sektoriga kokkupuutuvate inimeste

biomonitoorimisega.

BTEXide analuts biomonitoorimises baseerub BTEX (hendite lenduvusel. Pealisfaasi
analliis (HS) mdodab just analute, mis eralduvad proovi kohale aurufaasi ehk pealisfaasi.
See meetod integreeritakse gaasikromatograafiaga ja saadakse vbimekas meetod, millega
saab kvantitatiivselt analtlsida paljud analuldid korraga hea efektiivsusega. Metoodika
tundlikkus s6ltub proovi rikastamisest, nt tahkefaasi mikroekstraktsiooniga, ning instrumendi
detektorist.

Selle t06 eesmark oli arendada metoodika benseeni, tolueeni, ettitilbenseeni ja kslleenide
méaaramiseks uriiniproovidest. Metoodikat rakendatakse projektis ,,Biomonitooringu
labiviimine polevkivi sektoriga kokkupuutuva elanikkonna seas®. Metoodika arendus hdlmas
toGtamist erinevate pealisfaasianaliilisi meetoditega ning GC-FID ja GC-MS instrumentidega.

Uuriti ka metoodika kasutamise praktilisi aspekte.



2. Kirjanduse ulevaade

2.1. Biomonitoorimine

Biomonitoorimine (tihti ka bioloogiline monitoorimine) on seire, mille eesmark on hinnata
keemiliste Uhenditega kokkupuudet ja terviseriski inimesele. Seire k&igus madratakse
vBimalikke kahjulikke aineid v3i nende metaboliite bioloogilistes proovides ning keskkonnas.
Bioloogilised proovid on sagedalt uriin, veri, véljahingatav 6hk, juuksed v8i mdni muu
kehaeritis. [1]

Biomonitoorimine on v@imekas t0oriist, mida rakendada kemikaalide riskihindamises,
halduses ja strateegilistes otsustes. Biomonitoorimine inimestest véimaldab hinnata tdpsemalt
kemikaalide joudmist organismi, erinevalt pelgalt keskkonnaanaliisidest. Biomonitoorimine
arvestab naiteks keeruliste omastamismehhanismidega vdi isikukaitsevahendite kasutusega.
Seega on biomonitoorimine lahedasem tervisemdjudele kui keskkonnaanalliisid.
Biomonitoorimise andmestikud on ka esinduslikumad trendide analiiiisiks ja kokkupuute

analliusiks ule inimese eluetappide. [2, 3]

Viimastel aastatel on algatatud Euroopa Liidus ja rahvusvaheliselt mitmeid projekte, mille
eesmargiks on biomonitoorimise ja selle kasutuse arendamine praktilisel ning strateegilisel
tasemel. PARC (Partnership for the Assessment of Risks from Chemicals) on silmapaistev
organisatsioon, mis propageerib kemikaalide riskihindamisse biomonitoorimise juurutamist.

Biomonitoorimine vOib méngida tahtsat rolli kemikaalide riskihindamise poliitikas. [2]

Biomonitoorimise noérk lGli on andmete harmoniseerituse halb hetkeseis ja nende
korreleerimine tervisemdjudega. Selle nérkuse parandamiseks viidi 1abi HBM4EU (Human
Biomonitoring for EU) projekt aastatel 2017-2021, mille kaigus koostati biomonitoorimise
raamistik ja metoodikad kdrgema riskiga kemikaalidega kokkupuute hindamiseks. Samuti
anallisiti varasemaid biomonitoorimise projekte ning hinnati korrelatsioone bioloogilise

analliusi, keskkonnaanalulsi ja tervisemdjude vahel. Sellest kasvas valja PARC. [3]

Eestis on varasemalt 1abi viidud kemikaalide riskihindamiseks keskkonna uuringuid ja seiret
Ohukvaliteedile. Biomonitoorimist on rakendatud Eestis nii uldisele kui ka ametialase
kokkupuutega elanikkonnale, aga need projektid toimusid rohkem kui 20 aastat tagasi. 2020.
aastal algatati projekt pdlevkivisektoriga kokkupuutuva elanikkonna biomonitoorimise
labiviimiseks, mille eesmark on tdiendada arusaama pdlevkivisektori tervisemdjudest ning
vOrrelda hetkeseisu 35 aasta taguste uuringutega. Selles t60s arendatud metoodika on

suunatud just eelmainitud projektis rakendamiseks. [4]



2.2. BTEX: benseen, tolueen, ettitilbenseen ja kstileenid

Benseen koos oma lihtsaimate derivaatidega, tolueen, etiiiilbenseen ja ksuleenid, on laialt
levinud aromaatsed slsivesinikud (Joonis 1). Sageli mérgitakse neid thise lihendiga BTEX.
Tanu madalale keemistemperatuurile klassifitseeritakse BTEX lenduvateks orgaanilisteks
uhenditeks (VOC). BTEX valitud fliusikalised ja keemilised omadused on toodud Tabelis 1.
BTEX U(hendeid valmistatakse sisivesinike segude (nt nafta, maagaas) tootlemisel voi labi
stinteesiprotsesside. Puhastatud BTEXid on levinud tddstustes lahustite, liimide, lakkide,
varvide, kiituste jne koostistes. To0stusest jouavad BTEX jadkidena ka igapéevatoodetesse.

BTEX on ka markimisvaarne koostisosa bensiinis ja teistes kltustes. [5]

sle]elsXatos

benseen tolueen etidl-  m-ksileen o-kstuleen
benseen p-kslleen

Joonis 1. BTEX: Benseeni, tolueeni, etulilbenseeni ja kstileenide struktuurid.
BTEXide sisaldus 06hus on korgem siseruumides. Eriti ruumides, mis on halvasti
ventileeritud. Uks voimalikest allikatest on gaasipliidid, kus mittetaielikul pdlemisel tekib
margatavalt BTEX [6, 7]. Lisaks satub BTEX 8hku tarbekeemia kasutamisel: vérvid, lakid,
liimid. Ohusisaldus séltub asukohast, ilmastikust, elustiilist ja ruumikasutusest: suurema
liiklusega v0i toostuse piirkonnas on BTEXide hulk suurem, suitsetamine on tugevalt seotud
kdrgema ajutise tasemega ja moju avaldab ka printerite kasutus [8-10]. Vélisbhus on
BTEXide tase inimtegevusega tugevalt korreleeritud. Bernard et al leidsid, et 2020 aastal
covid-19 piirangute t6ttu langes VOC, sealhulgas BTEX Uhendite hulk, atmosfaaridhus 20%

kuni 60% vdrreldes piirangueelsete ja -jargsete mdotmistega [11].

BTEXiga puutuvad totalaselt kokku paljud sektorid. Suurimad allikad on aurumine kitustest
vOi toormest, kituste pdletamisel tekkivad heitgaasid ja kasutamine lahustina. Kdrgema
riskiga on naftakeemia- ja pdlevkivitoéostuse tootajad, kuid ka nditeks tanklatootajad,
autovarvijad ja teised selliste ametikohtade t66tajad, mis néiteks eeldavad viibimist liikluses

vOI kasutavad suurel hulgal varve, lakke. [12]

Benseen on lihtsaim tsukliline aromaatne Uhend. Benseenil on BTEXidest madalaim
keemistemperatuur, 80°C, aga kdige kdrgem lahustuvus vees. Benseen on kantserogeen ja

rangemate piirnormidega vorreldes TEXiga (Tabel 2). Kahjulik mdju esineb ka madala
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kokkupuutega, mistdttu on benseeni kasutus rangelt piiratud. Benseeniga kokkupuude on
korreleeritud aneemiaga ja leukeemiaga. Metabolismis tekivad mitmed toksilised ning kergelt

reageerivad Uhendid, mis tekitavad oksUdatiivset stressi ja geneetilist kahju. [13]

Tabel 1. BTEXide valitud futsikaliskeemilised naitajad PubChem andmebaasist

[14]. Vesi-0hk jaotuskonstandid on arvutatud regressioonandmete pohjal [15].

Benseen Tolueen Uil m- p- o
benseen  Ksiileen Ksileen Ksiileen
Mass, g/mol 78,11 92,14 106,17 106,16 106,16 106,16
Keemistemperatuur, °C 80,15 110,6 136,2 139,1 138,3 1445
Vesi-Ghk jaotuskonstant
40°C, Cuexi/Canas 2,64 2,27 1,79 2,81 1,86 1,97
Lahustuvus vees 25°C, g/l 1,79 0,53 0,17 0,16 0,16 0,18

Tolueen ehk metiilbenseen on laialdaselt kasutuses lahustina toostuses kui ka tarbekeemias
ning lisandina kitustes. Peamised kokkupuute allikad on suitsetamine, kituste auramine ja
pdlemise heitgaasid ning lahustijaégid tarbeesemetes, mis kandub joogivette, s6oki voi 6hku.

Tolueen on hairiva mdjuga kesknarvisiisteemile ja 3. grupi kantserogeen. [13, 16]

Etlulbenseen on vahimlevinud BTEX ja jéetakse vahel grupeeringuist valja (BTX).
Omadused on védga sarnased ksuleenidega. Kasutusalad on peamiselt t66stuslikud voi
spetsiifilised, seega on kokkupuuterisk madalam vorreldes BTXiga. Etillbenseen on

klassifitseeritud 2b grupi kantserogeeniks. [12]

Tabel 2. Eestis kehtestatud BTEX piirnormid atmosfaariéhus, tdtkeskkonnas ja
pdhjavees. [17-19]

Benseen  Tolueen Etiullbenseen Ksileenid BTEX
summaarselt
Ahukvaliteedi 1 tund 600 600 600 300 600
piirvaartus, 24 tundi 200 200 200 100 200
ppm Aasta 5 - - - 5
oo . 0,5 (0.2 al.

Iﬁg‘:}eusr‘;‘;orrr‘n”a 8 tundi 2(()26) 50 100 50 i
ppm 15 minutit 3 (- al. 2026) 100 200 100 -
Pdhjavees, Klnnisarv* 0,2 0,5 0,5 0,5 1**
g/l piirarv 5 50 50 30 100**
*Kinnisarvust vaiksema voi vordse anallitidisisaldusega vee kvaliteet kategoriseeritakse
heaks. [19]

**Summaarselt kdik monoaromaatsed susivesinikud



Kstleen ehk dimettilbenseen esineb kolme isomeerina (Joonis 1). m- ja p-ksileen on védga
sarnaste omadustega ja neid on vOimatu destilleerimisega Uksteisest eraldada (Tabel 1).
Ksileenid on kasutusel peamiselt lahustina to0stuses: néiteks vérvides, plasttoodete tootmises
vOi nahatdostuses. Suurim ohuvektor ksuleeniga kokkupuuteks mittekutseliselt on ksuleeni
jaagid tarbeesemetes, reostunud joogivesi voi toit. IARC Klassifitseerib kstleenid 3. grupi

kantserogeeniks. [12]

BTEXide toksilisuse tdttu on neile méaratud piirnormid. Eesti piirnormid Uhtivad Euroopa
Liidu ma&rustega. Erinevad piirnormid on toodud Tabelis 2. Benseenile on soovitanud
Euroopa kemikaaliamet (ECHA) tdoalase kokkupuute piirnormiks 0,05 ppm 8 tunni
keskmisena tdokoha ©hus, bioloogiline piirnorm 0,7 pg(benseen)/l vB6i 2 pg(S-
fenullmerkaptuurhape, SPMA)/g(kreatiniin) uriinis ja bioloogiline suunisvéértus 0,3
pg(benseen)/l vdi 0,5 pg(SPMA)/g(kreatiniin) uriinis [20]. Benseeni ja tolueeni sisaldus
tarbeesemetes on reguleeritud REACH piirangutega [21].

2.3. BTEX Uhendite maaramine biomonitoorimises

Inimestes BTEX Uhenditega kokkupuute mdadramiseks on erinevaid vOimalusi. Meetodid
erinevad nii proovimaatriksi kui ka maaratava Uhendi poolest. Levinuimad bioloogilised
proovimaatriksid on veri, uriin ja valjahingatav 6hk. Maaratav Ghend saab olla BTEX ise
mitte-metaboliseerunud kujul v8i BTEXist tulenev metaboliit. Biomonitoorimisel méaratud

uhendeid tihti nimetatakse biomarkeriteks. [22]

Metaboliitide analtiisil on mitmed eelised ja puudused. Metaboliitidel on tavaliselt kdrgem
sisaldus uriinis v&i veres kui metaboliseerumata BTEXil ja metaboliitide sisaldus
iseloomustab paremini pikemat ajaperioodi. Metaboliitide stabiilsus on kérgem ja proovide
reostuse vOi kadude risk on vaiksem. Suurim ndrkus metaboliitide analtitsil on spetsiifilisus.
Tihti metaboliseeruvad mitmed dhendid samadeks metaboliitideks. Naiteks tolueeni
metaboliit hipuurhape (N-bensolulglitsiin) tekib samuti Na-bensoaadi vdi puuviljade
tarbimisest. Teiseks puuduseks on proovi ettevalmistus, mis on tihti paljude etappidega ja
kallim. Levinud analiiisimeetodid on vedelik-vedelik ekstraktsioon vOi tahkefaasi
ekstraktsioon, millele jargneb vedelikkromatograafiline analiiis vOi derivatiseerimisega
gaasikromatograafiline analuis. V6imalik on ka anallius ainult proovi lahjendusetapiga, aga

sellega kaasneb suurem koormus instrumendile. [12, 22]

Metaboliseerumata BTEXide analliis on spetsiifiline, sest neid ei teki kehas. BTEX on

vOimalik madrata verest, uriinist kui ka valjahingatavast 6hust. Peamine ndrkus puhta BTEX



méaaramiseks veres on Kkiire metaboolne elimineerimine ja madal sisaldus. Seega varieerub
BTEXi sisaldus veres olenevalt luhiajalisest kokkupuutest ning proovivGtu ajastus on
kriitilise t&htsusega. Sisaldus uriinis iseloomustab ajaperioodi proovivotu ja viimase
urineerimise vahel, seega saadakse potentsiaalselt esinduslikum véé&rtus. Vorreldes uriini ja
vere analliise on veres Kkiirem elimineerimine, aga kdrgem sisaldus. Uriinist maaramise
suurim tugevus on proovivotu mitte-invasiivsus. Metaboliseerumata analliitide méaéramine
uriinist vajab madalamat analtdtilist maaramispiiri. Tanu BTEXide lenduvusele on neid
lihtne eraldada maatriksist, mis vOimaldab kasutada pealisfaasi analliisimeetodeid.
Lenduvusega kaasneb aga suur risk kadudeks proovivétu ja analliisi vahel. Viljahingatava
Ohu analliis on samuti mitte-invasiivne, aga gaasilise prooviga kaasnevad nii praktilised kui
ka analutilised probleemid. Valjahingatava ©hu analliis kokkupuute hindamiseks on
madalama tundlikkusega kui verest vOi uriinist madramised, eriti madalate kokkupuute
tasemete korral. [13, 22]

Uriini BTEX sisaldus s@ltub uuritavast populatsioonist. Leitud on Glimadalaid, <100 ng/I,
sisaldusi uriinis madala kokkupuutega valimis [23], sisaldusi vahemikus 50-600 ng/l [24], kui
ka korgeid >4000 ng/l sisaldusi ametialase kokkupuutega valimis [25].

Peamine meetod metaboliseerumata BTEXide analulsiks verest voi uriinist on pealisfaasi
anallis gaasikromatograafia massispektromeetrilise (HS-GC-MS) v6i leekionisatsioon-
detektoriga (HS-GC-FID). Pealisfaasi analuits voimaldab méarata kdik lenduvad thendid the
mdotmisega, mis metaboliitide ekstraheerimistega ei ole alati vdimalik. BTEXide sisaldus
uriinis voib olla nanogramm liitris (ng/l) suurusjérgus ja seega on vaja rakendada suure
ekstraktsioonisaagisega meetodeid nagu tahkefaasi mikroekstraktsioon (SPME) v6i purge &
trap (PnT). [22]

2.4. Pealisfaasi anallits gaasikromatograafiaga

Gaasikromatograafia (GC) on voimekas instrumentaalmeetod lenduvate ainete eraldamiseks
segudest. Analldtilise GCga saab iseloomustada keeruliste proovide lenduvate orgaaniliste
uhendite koostist nii kvalitatiivselt kui ka kvantitatiivselt kdrge selektiivsusega. GC
instrumendi t66vdime madrab susteemis kombineeritud proovisisestuse meetod, kolonn ja
detektor. GC mobiilseks faasiks on inertne kandegaas (tavaliselt heelium vdi vesinik) ja
statsionaarseks faasiks on enamasti kdrge keemistemperatuuriga poliimeerid, mis on kantud
kvartskapilaari sisepinnale. Uhendid eralduvad keemistemperatuuri ja statsionaarse faasiga

interaktsioonide alusel. [26]
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Kvaliteetse GC tulemuse saavutamiseks peab proov liikuma kolonni véimalikult kitsa ribana.
Mida kitsama ribana alustab analtitit kolonnis litkumist, seda kitsama ja intensiivsema piigina
valjub see kolonnist. See ulesanne on GC instrumendis sisendil (inlet). Kdige populaarsem
sisenditttip on split/splitless sisend (Joonis 2), mis voimaldab t66d split voi splitless reziimis.
Split reziimis suunatakse sisendisse oluliselt rohkem kandegaasi kui jouab kolonni,
tulemusena siseneb kolonni vahem analliliti, aga kitsa ribana. Splitless reziimis suunatakse
sisendisse sama palju kandegaasi kui liigub kolonni, seega kogu analliut liigub kolonni.
Splitless kasutatakse madalamate kontsentratsioonide mé&aramiseks, aga see nduab
fokusseerimist kolonnis kitsaste piikide saamiseks. [27]

Kandegaasi | | Septumi purge vent signaal | \
—

sissevool

={mJ ... \

Liner—— | Split kraan \

|
J\u

A Bl _i” -

kolonn

aeg

Joonis 2: A. split/splitless sisend. Split to6reziimil on split kraan avatud ja osa
sisestatud proovist lendub instrumendist valja ning analliidid kanduvad kolonni
kitsama ribana (punane joon kromatogrammil B). Splitless to6reziimil on split

kraan suletud ja kogu proov kandub kolonni pikema aja valtel (sinine joon
kromatogrammil B).

Levinud detektorid GC instrumentidel on leekionisatsioondetektor (FID) ja massi-
spektromeetriline detektor (MS v6i MSD). FID on levinuim detektor tanu universaalsele
tundlikkusele orgaaniliste Uhendite suhtes, madalale maaramispiirile ja kiirele ning stabiilsele
mddtmisele. FID on massivoolu tundlik detektor laia lineaarse alaga. T60pdhimate seisneb
orgaaniliste Uhendite p6lemisel vesiniku-6hu leegis. Kolonnist valjuv kandegaas koos
eraldatud Uhenditega segatakse vesiniku ja makeup gaasiga (tavaliselt lammastik) ning
suunatakse leeki. Orgaaniliste Uhendite joudmisel leeki suureneb selle elektrijuhtivus
vastavalt tihendi susinike arvule. Juhtivuse muut moddetakse leegis olevate elektroodide abil.

Avastamispiir on piiratud peamiselt termilise elektrilise miraga. [26]

MS detektor on véga vOimekas detektorite klass, mida kasutatakse mitmetes
analliusisusteemides. MS detektor eraldab hendid nende massi-laengu (m/z) suhte jargi ja

madrab vastavate ioonide hulga. Levinuim GC-MS siisteem on elektronionisatsiooni allikaga
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(EI) ja Ghe kvadrupooliga massi-anallsaatoriga. Selles susteemis eraldatud ihendid véljuvad
kolonnist MS ioonallikasse, kus neid pommitatakse elektronidega, mille tulemusena thendid
ioniseeruvad ja enamasti ka fragmenteeruvad. loonid ja fragmentioonid suunatakse
massianalusaatorisse. Tulemusena saame Uhendile iseloomuliku massispektri, mis véljendab

erineva m/z-ga ioonide levimust. [27]

Selles t60s on kasutatud kahte MS to6reziimi: skaneeriv ja valitud iooni jalgimine (SIM).
Skaneerivas tooreziimis kogutakse registreeritakse ioonide hulgad iga m/z vaartuse juures
etteantud m/z vahemikus. Skaneerivas reziimis Saab mOOta tervet massispektrit ja
identifitseerida Uhendeid. SIM td6reziimis kogutakse ainult kindla m/z véartusega ioone.
Analiiis SIM reziimis on palju tundlikum kui skaneerivas reziimis, aga identifitseeriv info

puudub. SIM sobib sihtmargistatud analtisil madalate maaramispiiride saavutamiseks. [27]

GC proovid peavad olema kdllalt lenduvad ja termiliselt stabiilsed. Kui proovi koostises
esineb Uhendeid, mis on kdrge keemistemperatuuriga, siis tuleb need méaaramiseks
derivatiseerida v&i instrumendi puhtuse tagamiseks eraldada analtitidest. Uks viis viltida
mittelenduvate ainete sattumist instrumenti on pealisfaasi analliis. Pealisfaasi analiitis (HS)
pdhineb analiiitide jaotumisel proovi (vedelik vdi tahkis) ja selle kohal oleva suletud
gaasifaasi ehk pealisfaasi vahel. Pealisfaasist vdetakse alikvoot ning viiakse GC sisendisse.
HS-GC rakendatakse paljudes valdkondades naiteks keskkonnaanalliisides vee ja mulla
reostuse  méaaramiseks, ravimitdostuses jadksolventide madramiseks ja  toodete
kvaliteedikontrollis. [28]

HS on kasulik meetod tahkete vdi mittelenduvaid komponente sisaldavate proovide
analliisiks,  olles  praktiliselt ~ prooviettevalmistuse  puhastusetapiks.  Vorreldes
traditsioonilisemate prooviettevalmistustehnikatega nagu vedelik-vedelik ekstraheerimine on
HS kiirem, véiksema koormusega GC instrumendile ja kergesti automatiseeritav. HS
meetodid jagunevad kaheks: tasakaaluliseks ehk staatiliseks ja dinaamiliseks. Viimastel
kimnenditel on HS arendatud tundlikumaks ja robustsemaks, lisades keerulisemaid alikvoodi

ekstraheerimise stisteeme, nt tahkefaasi mikroekstraktsioon. [28]

Staatilise HS korral viiakse esmalt vedel vdi tahke proov suletud anumasse jattes proovi
kohale gaasiruum. Suletud anum viiakse kontrollitud temperatuuriga keskkonda kuni anumas
tekib tasakaal proovifaasi ja gaasifaasi vahel. Siis vOetakse anuma gaasifaasist alikvoot ning
viiakse GC instrumendi sisendisse voi kandegaasi voolu. Peamised viisid gaasifaasi proovi

lilgutamiseks on gaasitine sustal vdi automatiseeritud rdhususteem (pressure loop).
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Tavapéraselt on kasutusel metallkorkidega (PTFE/silikoon septumiga) klaasviaalid, Kkus
prooviga taidetakse kuni 75% ruumalast. Isegi lenduvate ainete korral on analiilitide sisaldus
gaasifaasis madal ning hea analutilise signaali saamiseks on vaja tundlikku detektorit.
Alikvoodi kontsentreerimiseks vOi ekstraktsiooni parandamiseks kasutatakse sorptsiooni
I6kse. Populaarsed valikud on tahkefaasi mikroekstraktsioon (SPME) ja diinaamiline meetod
purge & trap (PnT). [28]

Tahkefaasi mikroekstraktsioon (SPME) on staatilisele HS-le toetuv meetod, kus proovivotul
viiakse viaali klaasfiiber, mille pinnale on immobiliseeritud vedela polimeeri kile voi
adsorbent. Fiiber asetatakse pealisfaasi (HS-SPME) v&i proovi sisse (direct immersion, DI-
SPME). Analuidid kanduvad fiibrile ja kontsentreeruvad, sest tasakaal on tugevalt suunatud
fiibri poole. Seejdrel viiakse fiiber GC instrumendi sisendisse ja kuumutatakse, mille
tulemusena analtiudid vabanevad kiirelt fiibrilt ning kanduvad kolonni (Joonis 3). [28]

Joonis 3. HS-SPME analliisi korral lisandub proov-pealisfaas jaotusele
pealisfaas-fiiber jaotustasakaal. Analliidid sorbeeruvad SPME fiibrile madalal
temperatuuril (A) ning viiakse GC kuuma sisendisse, kus analiudid
desorbeeruvad (B).

Tahkefaasi ekstraktsiooni lisab meetodile kontsentreeriva etapi. Analuldi adsorbeeritavust
iseloomustab fiiber-pealisfaas jaotuskonstant, mis on kdrgem madalama lenduvusega
thenditele, nt the fiibri andmetel benseenile 301 aga o-ksuleenile 2500. See seos kehtib
mittepolaarsete  Uhendite korral. Polaarsete Uhendite, nt metanool, ekstraktsioon
mittepolaarsete  fiibritega, nt PDMS, on madala efektiivsusega. Seega oleneb
analttsimetoodika tundlikkus ja selektiivsus fiibri koostisest, anallilidist ja ekstraheerimise

tingimustest. [28]
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SPME anallilisi  korratavuse  saavutamiseks  kasutatakse autodosaatoreid,  sest
temperatuurikontroll ja ajastus on véga tahtsad. Ajaliselt ei ole alati majanduslikult mdttekas
oodata tasakaalu pustitumiseni. Temperatuurikontroll mdjutab jaotusi faaside vahel. Analtiudi
sisalduse suurendamiseks pealisfaasis saab tdsta temperatuuri, aga adsorbeerumine fiibrile on
kdrgem madalatel temperatuuridel [28]. Seega on vaja leida optimaalne temperatuur, kus
need Ulekanded on sobivas tasakaalus. Koostatud on ka siisteeme, kus viaal ja proov on

kdrgel temperatuuril ning fiiber on spetsiaalse hoidjaga jahutatud (cold fiber SPME) [29].

Dunaamilise pealisfaasi proovivotmise peamine meetod on purge & trap (Joonis 4). Esmalt
ekstraheeritakse proovist kéik lenduvad Uhendid pideva inertgaasi vooluga labi véi Ule
proovi. Samal ajal kogutakse analliidid absorbendi I6ksu, mis on madalal temperatuuril ja
seega kontsentreeritakse analuldid. Analliusiks kuumutatakse 16ks ja analutdid
desorbeeruvad kiiresti ning kantakse gaasivooluga GC instrumenti. PnT meetodiga on
vlBimalik saavutada analtldi téielik ekstraktsioon, eemaldades taiesti maatriksi, aga see on

aegandudev ja nduab tdielikku absorbtsiooni 16ksus. [28]

ventilatsioon

sisend

Joonis 4. purge & trap on levinuim diinaamiline HS meetod. Esmalt puhutakse
proov labi kandegaasiga ning analliudid liiguvad kaasa, analuldid kogutakse
jahutatud absorbendi 16ksu (klapp asendis A). Teises etapis kuumutatakse 16Kks,
analutdid desorbeeruvad ning suunatakse GC sisendisse (klapp asendis B).

2.5. Valideerimine

Valideerimise eesmdrk on tdestada metoodika sobivust ja usaldusvéérsust spetsiifilisele
rakendusele. Selle k&igus madratakse metoodika parameetreid nagu selektiivsus,
maéramispiir, lineaarsus, korratavus ja tdesus. Valideerimisel kasutatakse uuritavat
metoodikat vdimalikult sarnaselt périsrakendusele. Valideerimine on tahtis etapp iga
metoodika elutsiiklis ja viiakse Iadbi enne metoodika kasutusele vétmist ning korratakse iga

muutuse korral véhemalt osaliselt. [30]
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Valideerimine on ndutud paljude reguleeritud analliside korral ja tihti ndutud vastavalt
projektile voi tellijale. Valideerimisel toetutakse valideerimisjuhenditele, mis on koostatud
erinevate organisatsioonide poolt ja on suunatud erinevatele rakendustele. Tihti kasutatakse
Euroopa Ravimiameti (EMA), ICH ja Eurachem-i valideerimisjuhendeid. Selles t60s
toetutakse ICH [30] ja EMA [31] bioanalutiliste metoodikate valideerimisjuhenditele ning

kasutatakse t00rihmas arendatavat VValChrom tarkvara.

Selektiivsus on meetodi v6ime modta analliidile omaseid signaale vdimalike segajate
juuresolekul proovi maatriksis. Selektiivsuse kontroll peab nditama, et vOimalike segajate

signaal on ebaoluline reaalsete proovide anallusis. [30, 31]

Maéaramispiir (LoQ v6i LLoQ) on madalaim analitidi kontsentratsioon proovis, mida uuritav
metoodika vOimaldab usaldusvaarselt kvantitatiivselt méaérata. LoQ on tihti kalibreerimis-
graafiku madalaima kontsentratsiooniga punkt. LoQ maéaaramiseks on mitmeid ldhenemisi.
Lihtsaim viis on visuaalselt v3i signaal-mira suhte (SNR) pdhjal, keerulisemad ldéhenemised

toetuvad kalibreerimisgraafikule vdi mitme tiihiproovi signaalile. [31]

Madramispiirist madalamal kontsentratsioonil on analtiidi signaal kvantitatiivselt
ebausaldusvéarne, aga kvalitatiivselt informatiivne. Kontsentratsiooni, millest madalamal on

analliudi signaal kvalitatiivselt ebausaldusvéarne, nimetatakse avastamispiiriks. [32]

Kordustapsus (precision) iseloomustab metoodikaga maaratud analliidi sisalduse hajuvust
kordusmddtmiste vahel. Selle maaramiseks analtitisitakse kindla analtiidi sisaldusega proove
ja leitakse kordusmddtmiste standardhdlve. Anallidi sisaldused kontrollproovides voiksid

jaotuda tle kogu kalibreerimisala. [31]

Tdesus on omadus, mis iseloomustab metoodikaga méaaratud sisalduse lahedust tdelisele
vadrtusele. Selle madramiseks anallilisitakse teadaoleva analliidi sisaldusega proove ja
leitakse erinevus teadaoleva ning analliusil leitud véartuse vahel. Testitavad sisaldused

vOiksid jaotuda lle kogu kalibreerimisala. [31]
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3. Eksperimentaalne osa
3.1. Reagendid ja téovahendid

BTEX standardid valmistati metanoolis kasutades benseen (Fluka analytical, analtdtiline
standard), tolueen (Fluka analytical, Sakasmaa, analltiline standard), etiitlbenseen (Dr.
Ehrenstorfer, Saksamaa, puhtus 99,5%), o-ksuleen (Dr. Ehrenstorfer, Saksamaa, puhtus
99,5%), p-kstleen (Dr. Ehrenstorfer, Saksamaa, puhtus 99,8%) ja ksileenide segu (Sigma-
Aldrich, reagent puhtus >98,5%). Sisestandarditeks valmistati benseen-D6, tolueen-D8 ja
kstileen-D10 lahused 99,5% isotooppuhtusega standarditest (Deutero, Saksamaa).

Lahuste valmistamisel kasutati metanooli (Honeywell, LC-MS chromasolv >99,9%) ja vett
MilliQ 1Q 7000 (LC-Pak) sisteemist. Emalahuste valmistusmeetod on toodud Lisas 2.
Emalahustest tehti vajalikud lahjendused rikastamiseks ulipuhtas vees. Kalibreerimislahuste
valmistamiseks kasutati killma laborikraanivett, alati samast kraanist. Sool proovide
modifitseerimiseks oli NaCl (Lach-Ner, Tsehhi, G.R. 100,0%), mida oli enne kasutust

vahemalt lle66 kuumutatud ahjus 110°C.

Pealisfaasi analtiusi viaalid olid 20 ml ruumalaga, keeratava magnetilise korgi ja PTFE-
silikoon septumiga (Agilent 5188-6537, 5188-2759, 8010-0418). Eelistatud olid tumedast
Kklaasist viaalid. Lahuseid hoiustati PTFE tihendiga korgiga klaasviaalides, tihti nimetatud
VOA (volatile organic analysis) viaalideks. N6ud olid enne kasutust puhastatud vastavalt

eeskirjale (Lisa 1).

Uriiniproovide kogumiseks meetodi arenduses ja proovianumate sobivuskatsetes kasutati
poluproplleenist proovivétuanumaid, mis vastab tavapdrase uriiniproovide kogumise
praktikale. Levinuim ruumala on 125 ml, keeratava korgiga ja steriliseeritud. Proovianumad
oli kaubamérkidelt: Nerbe plus (Saksamaa), Avanti Medical (Eesti), Greiner bio-one
(Saksamaa) ja BD Vacutainer (rahvusvaheline). Sobivuskatsetes hinnati ka vaakumkatsuteid
Greiner bio-one ja BD Vacutainer slisteemidest.

3.2. Instrumendid

Kasutati Agilent 7890A GC-FID instrumenti, mille multimode sisendis oli sirge 1,5 mm
avaga liner (Agilent 18740-80200). Kolonniks oli mittepolaarse statsionaarse faasiga DB-
5MS (30 m, 530 um, 1,5 um; Agilent). GC-FID oli uhendatud PAL tulpi autodosaatoriga,
Agilent GC sampler 80, staatilise HS ja SPME analulsiks. Diinaamilise HS anallusiks
thendati TELEDYNE tekmar stratum PnT dosaator GC kandegaasi sisestusliinile. PnT

dosaator oli 5 ml proovianumaga ja BTEX suunatud I6ksuga (Supelco, purge trap J:
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BTEXTRAP). Kandegaasiks oli He, FID gaasiks oli kohapeal genereeritud vesinik (Linde
NMH2-250) ja makeup gaas oli lammastik. FID parameetrid olid: temperatuur 300°C, H>
vool 30 ml/min, &hu vool 400 ml/min, makeup vool (combined) 25 ml/min.

Kromatograafilised parameetrid toodud kromatogrammide pealdistes.

Kasutatud GC-MS instrument oli Agilent 8890, split/splitless sisendiga ja HP-5MS Ul (30 m,
250 um, 0,25 um) kolonniga, iihendatud Agilent 5977C massianaliisaatoriga. GC-MS
instrumendile oli Ghendatud PAL tlupi autodosaator, Agilent GC sampler 80, staatilise HS ja
SPME analiiusiks. Kandegaasiks He ja sisendi liner oli SPMElIle sobiv sirge 0,75 mm avaga
liner (Agilent 5190-4048). Massianallisaatorit rakendati skaneerivas tooreziimis analultide
retentsiooniaegade maaramiseks ja identifitseerimiseks ning valitud iooni jélgimise (SIM)
tooreziimis madalama maaramispiiri saavutamiseks. SIM reziimis méérati igal analtudil 2
iooni ja sisestandardil 1 ioon, ioone madrati eri ajaakendes vastavalt retentsiooniaegadele.
Méadratud ioonid on esitatud Tabelis 3.

Tabel 3: Meetodis madratakse koigi analliitide jaoks 2 iooni ja sisestandardite
jaoks 1 ioon. Analudid on jagatud vastavalt retentsiooniajale kolme ajaaknasse.

tz,  Ajaaken, Kvantiseerimis- Kinnitav _
Sisestandard

min min ioon, m/z ioon, m/z

Benseen 5,2 4-7 78 51 Benseen-D6
Benseen-D6 5,15 4-7 84 - -

Tolueen 8,65 7-11 91 92 Tolueen-D8
Tolueen-D8 8,5 7-11 98 - -

Etlulbenseen 12,6 11-20 91 106 p-Kstleen-D10
p-Kstleen-D10 12,7 11-20 116 - -

m/p-Ksileen 12,95  11-20 91 106 p-Kslleen-D10
0-Ksuleen 13,9 11-20 91 106 p-Ksileen-D10

Agilent GC sampler 80 kasutati HS ja SPME analliusiks. Staatilise HS analliusiks kasutati 2
ml gaasitihedat siistalt PTFE tihendiga kolviga (Hamilton). Sustal oli kuumutatavas tmbrises.
SPME analiitsiks kasutati fiibrit Carbon WideRange/PDMS 95um (Agilent 5191-5875), mis
on suure mahuga lenduvatele ja gaasiliste analtitidele suunatud adsorbendiga fiiber.
Mdlemad HS ja SPME kasutasid proovide inkubeerimist segamisega. SPME fiibri puhtuse
tagamiseks hoiti seda v@imalikult kaua GC kuumas sisendis inertgaasi voolus ning

vOimalikult véhe laboridhus analliiside vahel. Peale mitmepdevast pausi modtmistes
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puhastati SPME fiiber enne kasutust GC sisendis temperatuuril 298°C kandegaasi voolus 41
ml/min 60 minutit. HS slstla puhastamiseks loputati sistal inertgaasiga, peale alikvoodi

sisestamist, réhul 1,5-2 bar 2-5 minutit.
Kasutatud analliutilised kaalud olid Sartorius LA2305 ja Radwag AS 210.X2 Plus.

Andmeanaliiisiks kasutati Agilenti tarkvarakomplekte: OpenLAB CSD Chemstation
(Agilent, rev C.01.05) FID analtsiks ja Masshunter (Agilent, versioon 12.1) MS analidsiks.
Arvutusteks ja visualiseerimiseks kasutati tarkvarapakette: ValChrom
(https://valchrom.ut.ee/), Excel (Microsoft), OpenChrom (Lablicate), SeeMS (ProteoWizard,
Vanderbilt University) [33] ja R ggplot2 pakett [34].

Optimeeritud HS-SPME GC-MS metoodika

20 ml HS viaali kanti proovihulk 5 ml klaaspipetiga. Viaalis oli ettekaalutud 2+0,05 g NaCl,
mis killastab proovi. Proov asetati autodosaatorisse. Autodosaator tdstis viaali inkubaatorisse
temperatuuril 40°C, segamisega 500 rpm 10 minutit. Autodosaator I6petab segamise ja viib
viaali SPME fiibri ning ekstraheerib 15 minutit ilma segamiseta. Peale ekstraheerimist viib
autodosaator SPME fiibri kuuma GC sisendisse. Sisendi parameetrid: temperatuur 280°C,
splitless reziim, voolukiirus 2 ml/min, split kraan avaneb 1 minuti jarel, kandegaasi
voolukiirus 30 ml/min. SPME fiiber hoitakse sisendis 20 minutit kuni anallilis on 18ppemas.
GC ahjuprogramm: algtemperatuur 30°C hoiab 4 minutit, siis tbus 4°C/min kuni 80°C, siis
tdus 50°C/min kuni 200°C ning hoiab 3 min. MS rakendatakse SIM reziimis vastavalt
Tabelile 3. Instrumendi ldised parameetrid on toodud Lisas 3.

3.3. Valideerimine

Selles t06s toetuti EMA ja ICH koostatud valideerimisejuhenditele [30-32], Valideerimis-
plaanide koostamisel ja andmete analiiusil toetuti VValChrom tarkvarale ja lisaarvutusteks
kasutati tabelarvutusprogrammi Excel (Microsoft).

Selektiivsus

Selektiivsuse kontrollimiseks mdoddeti tuhiproove vorreldes LoQ tasemele rikastatud
prooviga. Juhendijérgselt korratakse modtmist kuue erineva maatriksi tiihiprooviga, aga
analliitidest puhta uriiniproovi saamine ei ole selle t60 raames voimalik seega kasutati
kraanivett, mis l&bib uriiniprooviga samad etapid. Taiendavalt uuriti uriiniproovi
lisamismeetodiga. Selektiivsus on vastuvdetav kui segavate Uhendite signaal on alla 20%

avastamispiirile vastava signaali suhtes analtttide korral ja 5% sisestandardi korral.
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Maaramispiir
LoQ madrati signaal-mira suhte maaramisel vastavas piirkonnas kontsentratsiooniga
rikastatud proovist. LoQ korral sihitakse signaal-mura suhet minimaalselt 10:1. LoQ on selles

t00s ka kalibreerimisgraafiku alumine piir.

Kalibreerimisgraafik

Analiiidi kontsentratsiooni ja signaali suhte lineaarsus kontrolliti Ule kolme seeria, kus igale
tasemele tehti kaks kordusm&6tmist. Hinnati korrelatsioonikordaja ruutu (R?) ja
tagasiarvutatud kontsentratsioone. Vastuvdetav R? on >0.99, tagasiarvutatud kontsentratsioon
tohib olla kuni 15% veaga (20% LoQ korral) ja vahemalt 75% kdigist punktidest ning pooled

paralleelidest peavad olema vastuvdetava veaga.

Kordustapsus

Korduvus méarati neljal erineval kontsentratsioonil: LoQ, 3xLoQ, kalibreerimisala keskel ja
ulemises osas. Igal kontsentratsioonil tehti 5 kordusmd6tmist Uhes seerias. Péevadevahelise
korratavuse maaramiseks korrati mOdteseeria kolmel eri péeval. Korratavuse
iseloomustamiseks leitakse suhteline standardhalve, mis peaks olema kuni 15% (LoQ korral

20%) vastuvotmiseks.

Toesus

Tdesuse hindamiseks maéaarati kontsentratsioon neljal erineval rikastatud tasemel: LoQ,
3xLoQ, kalibreerimisala kesk ja tulemine kvartal. Igal tasemel tehti 5 kordusmédtmist ihes
seerias. Toesust kontrolliti seeria siseselt ja seeriate vahel 3 eri seeria pdhjal. Kdikide

mddtmiste tulemus tohib hélbida kuni 15% (LoQ korral 20%) tdesest vaartusest.
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4. Tulemused ja arutelu

Selle magistritdd eesmargiks oli metoodika arendamine BTEXide méaaramiseks uriinist
suuremahuliseks biomonitoorimise rakenduseks. Kirjandusele toetudes valiti pealisfaasi
analliisi gaasikromatograafia HS GC. Esmalt kasutati GC-FID instrumendil HS, SPME ja
PnT anallisi. Hiljem GC-MS instrumenti SPME analiiiisiga. Analilisi eesmérki arvestades

seati soovitud kalibreerimisvahemikuks 20-2500 ng/I.

Selles peatiikis on kirjeldatud arenduse kaigus tehtud uuringuid ja arutletakse nende
tulemuste Gle. To0etapid jagunesid: 1) HS GC-FID instrumendil algse meetodi arendus ja
vBimekuse kontroll, 2) HS-SPME ja PnT GC-FID instrumendile meetodi kohandamine,
optimeerimine ja vbimekuse kontroll, 3) HS-SPME meetodi kohandamine MS instrumendile
ja optimeerimine, 4) valminud metoodika valideerimine. Koigi etappide valtel uuriti analudsi

praktilisi aspekte.

4.1. Analits GC-FID instrumendiga

Toorihmas puudus kogemus Agilent GC sampler 80 kasutamisega HS analliisil, seega tuli
alustuseks Oppida kasutama instrumendi ja autodosaatori susteemi vdimalusi ning toéokaiku.

Mitmed tahelepanekud on toodud peatlikis 4.4.

HS GC-FID

Esimese etapina uuriti BTEXi kromatograafilist lahutuvust DB5 kolonniga, selleks valmistati
BTEX standardid vees. BTEX Uhendite retentsiooniaegade jarjekord oli ootuspéraselt sama,
mis keemistemperatuuride jarjestus (Joonis 5). m-Ksiileen ja p-ksuleen elueerusid praktiliselt
samal ajahetkel, mis on ootusparane tdnu vaga sarnasele keemistemperatuurile (Tabel 1).
Arvestades projekti eesmérki ei ole m-ksileeni ja p-ksuleeni eraldamine tksteisest vajalik,

sest see ei anna markimisvaarselt erinevat infot biomonitoorimise vaatepunktist.

Vaadates l&hemalt piikide kujusid (Joonis 5) on néha, et analliutide piigikujud ja
intensiivsused paranevad mida hiljem analuit elueerub. Selle peamine pdhjus on
fokusseerimine kolonnis kdrgemate keemistemperatuuride korral. Benseen, olles madalaima
keemistemperatuuriga, on ka kdige laiema piigiga. Kui analiit siseneks kolonni kitsa ribana,
siis ei oleks fokusseerimist vaja, aga HS gaasisustlaga sisestusmeetodi tiks ndrkusi on suured
alikvoodid. 1 ml gaasi kandumine kolonni splitless reziimis voolukiirusega 6 ml/min votab

umbes 0,3 minutit, mis on sama benseeni piigi laiusega.
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Joonis 5. Kromatogrammid BTEX ~5 ug/l standardile (punane) ja tuhiproovile
(must). Retentsiooniajad olid benseenile, tolueenile, etutlbenseenile, m/p-
ksuleenile ja o-ksuleenile vastavalt 3,9, 6,0, 7,7, 7,9 ja 8,3 minutit HS-GC-FID
instrumendil kolonniga DB-5ms (30m, 530 um, 1,5 um), Splitless sisendireziim,
voolukiirus 6 ml/min ja ahjuprogramm 45°C 3 min siis 12°C/min kuni 120°C siis
50°C/min kuni 250°C hoiab 5 min.
Splitless reziim toob kaasa piikide laienemise ja sabatamise (tailing), aga palju intensiivsema
signaali (Joonis 6), seega voimalikult madalate maaramispiiride saavutamiseks valiti splitless
reziim. Et piigid liigselt ei laieneks, avatakse splitless reziimis kindlal ajahetkel peale susti
split kraan ja vastavalt suurendatakse kandegaasivool sisendisse. Sellega praktiliselt
IGigatakse piikidel sabad é&ra, see aspekt on visuaalselt selgem tundlikuma GC-MS
instrumendil. Tavapérane aeg split kraani avamiseks on 0,75-1 minut, nii jéuab suurem osa
analudtidest siseneda kolonni. Split reziim vdimaldab véhendada GC sisendi reostumist ja
ulekoormamist. Splitless HS analilisi korral peab llekoormamisest hoidumiseks jalgima, et

sustla tiihjendamise Kiirus oleks aeglasem kui kandegaasivool.
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Joonis 6. Vorreldes split 1:2 (must) ja splitless (punane) sisestusreziimi, ndeme, et
split reziimis on piigid kitsad ja simmeetrilised, aga palju madalama
intensiivsusega.
Kuigi splitless reziim vdimaldab sisestada suuremaid proovikoguseid, ei taga see piisavalt

madalat ma&ramispiiri. Staatilise HS-ga saavutati analtiiitide ~1 ug/I sisalduse juures SNR~10
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kdigi analtiitide korral, kuid see on eesmaérgist 2 suurusjargu kaugusel. Staatilise HS korral
on doseerimise parameetreid vahe (inkubeerimise temperatuur ja aeg) ja nad on suhteliselt

jaigad. Proovihulk viaalis valiti 15 ml ehk suurim ruumala, kus sustlandel ei puutu lahust.

Analuldi sisaldus pealisfaasis on vordeliselt seotud inkubatsioonitemperatuuriga ja seega
signaaliga, aga on piiratud sistla temperatuuriga. Sustla temperatuur on piiratud sustla kolvi
temperatuuritaluvusega ja inkubatsioonitemperatuur peaks olema madalam kui sistla
temperatuur, et hoida alikvoodi reostumist vélisbhust sistla litkumisel viaalist sisendisse.

Seega inkubatsioonitemperatuuriks valiti 60°C ja sustla temperatuuriks 65°C.

Inkubatsiooniaeg staatilise pealisfaasi analtlsi korral on klassikaliselt killalt pikk, et
analtiudi hulk pealisfaasis saavutaks tasakaalu analuidiga maatriksis. Autodosaatorite parem
korratavus lubab kasutada inkubatsiooniaegu, mis on lihemad kui tasakaalu saavutamise aeg.
Tehtud HS mddtmiste pdhjal inkubatsiooniaja suurendamine ei oleks vdimaldanud soovitud
maaramispiiri.

Analudtide sisalduse suurendamiseks pealisfaasis lisati viaali soola. Soola lisamine suurendab
lahusti aktiivsust ja langetab BTEXide lahustuvust. Seega on pealisfaasis rohkem BTEXi.
Selle mdju hindamiseks analtusiti BTEXe vesilahuse ja NaCl-ga killastatud lahuse korral
(Joonis 7). Selgus, et soola lisamine mdjutab rohkem madalama keemistemperatuuriga
analtiute. Kullastunud NaCl lahuses suurenes benseeni signaal-mira suhe 140x, tolueeni 12x
ja etutlbenseeni ainult 2x. Kuigi intensiivsuse kasv on markimisvaarne, ei vdimalda see FID

instrumendil saavutada soovitud maaramispiiri.
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Joonis 7. Vorreldes BTEX lahuste kromatogramme soolaga (punane) ja soolata
(must) on nédha, et sool suurendab piikide intensiivsust. Muutus on suurem
madalama keemistemperatuuriga Uhendite korral, benseenil umbes 140x ja
etutlbenseenile 2x.

Staatilise HS meetodiga uuriti ka uriiniproove. Uriiniproovis leidub ka teisi lenduvaid

uhendeid (Joonis 8). Kromatogrammilt on naha, et uriiniproovis on piigikujud halvemad, eriti
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benseenil. Probleemseid lisandeid leiti etiitlbenseeni ja ksuleenide retentisooniaegade juures.
Mérkimata ei saa jatta ka tolueeni kdrgemat sisaldus uriiniproovis, mis v@ib tuleneda

prooviandjast vdi tbendolisemalt reostusest proovivétuanumas.

4
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w
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N
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Joonis 8. BTEXiga rikastatud uriiniproovi (punane) anallisil GC-FID
instrumendil vdrreldes veeprooviga (must) selguvad probleemid lisanditega.
Benseeni piigil on 6lad mdlemal pool ja etiitilbenseeni ja ksuleenid piirkonnas on
lisandid. Samuti on margata, et tolueeni signaal on mérgatavalt kérgem viidates
reostusele voi uriiniproovi tolueeni sisaldusele. Ahjuprogramm: 30°C 2 minutit
siis 12°C/min kuni 120°C siis 50°C/min kuni 250°C hoiab 5 minutit, voolukiirus
6 ml/min, kolonn DB-5ms (30 m, 530 pum, 1,5 um).

2 4

HS-SPME

GC-FID instrumendi vBimekuse tostmiseks voeti kasutuselt SPME. SPME kromatogramm
tihiproovist ja BTEX standardist vees on toodud Joonisel 9. SPME korral on signaal oluliselt
kdrgem, mis on eelduseks madala mé&éaramispiiri saavutamisele. Selle tottu on lisaks BTEX
piikidele ohtralt lisandeid, mida ei olnud vdimalik HSga detekteerida. SPME fiibri
statsionaarse faasi lagunemisel tekib ka margatavalt lisandeid, nt intensiivsed piigid 5, 7 ja 10
minuti piirkonnas. Esinevad ka lisandid, mille allikaks voivad olla anumad vdi Gldine reostus.
BTEX uhendeid leidub ka tiihiproovis, mis viitab reostusele instrumendis vGi proovianumas.
Suurimaks probleemiks on tolueen. SPME fiiber vBib reostuda ka proovide analtiisimise
vahelisel ajal, kui laboris on kasutusel BTEX. Sellest hoidumiseks jalgiti laboris tehtavaid

muid toid, ventilatsiooni kasutust ja fiibri dhus hoidmise aega.

Uuriti nelja peamist SPME proovivotu parameetrit, mille tulemused on toodud Joonisel 10.
Inkubatsiooniaeg enne SPME fiibri viimist viaali ehk ekstraheerimist méngib véikest rolli
peale 10 minutit. Sellest vdib arvata, et limiteeriv etapp on analiiidi tasakaalustumine fiibri ja
pealisfaasi vahel. Ekstraktsiooniaeg ehk aeg mil SPME fiiber on viaalis on palju olulisem ja
tasakaalu pustitumiseks kulub 15 minutit 50°C juures. Inkubatsioonitemperatuur mojutab
molemat — vesi-Ohk ja Ohk-fiilber — tasakaalu, kusjuures vesi-6hk jaotusele positiivses

sOltuvuses, aga Ohk-fiiber negatiivses soltuvuses. Optimaalne temperatuur on 40°C, mis on
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madalaim temperatuur, et BTEX kandub efektiivselt pealisfaasi. Analtddi piigi intensiivsus
sOltub ka sellest, kui kiirelt analutdid eralduvad kuumas sisendis ja kanduvad kolonni.
Mdd6tmiste pohjal on kdrgemad sisenditemperatuurid paremad ja metoodikasse valiti 280°C.
Tehniliselt on vdimalik ka kdrgemad sisenditemperatuurid, aga sellega voib kaasneda fiibri
eluea vahenemine. Samuti jadb rohkem  valikuruumi fiibri  puhastusmeetodi

sisenditemperatuurile, mis on soovituslikult kérgem kui analtdsi korral.

20
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Joonis 9. HS-SPME meetodiga mdddetud tihiproov (must) ja BTEX vees
(punane). HSga vorreldes on retentsiooniajad samad, piigid on kitsamad ja
intensiivsemad  ning leidub lisandeid peale analliutide elueerimist.
Ahjuprogramm: 30°C 2 minutit siis 12°C/min kuni 120°C siis 50°C/min kuni
250°C hoiab 5 minutit, voolukiirus 6 ml/min, kolonn DB-5ms (30 m, 530 um, 1,5

pum).
HS-SPME meetodil uriiniproovide analliusil esinevad samad probleemid, mis staatilise HS
korral. LoQ uurimiseks analiitisiti 1 pg/l tasemele rikastatud uriiniproove (Joonis 11).
Suurimaks probleemiks on selektiivsus ksilleenide piirkonnas, kus elueeruvad mitmed
lisandid. Rikastamata uriiniproovi kromatogrammilt on néha, et selles leidub tolueeni piik ja

intensiivsed lisandite piigid kstileenide retentsiooniaegade piirkonnas.

Uriiniproovi, mis oli rikastatud 1 pg/l BTEX sisaldusele, analiiiisil saavutati SNR ~20 kdigile
analiutidele, vélja arvatud tolueen, mille signaal-mira suhe oli 33. Tolueeni k&rgem
intensiivsus on tingitud selle kérgemast algsest sisaldusest. Nende vééartuste pdhjal voib olla
kindel, et eesméargiks seatud 10 ng/l maarmispiir ei ole HS-SPME GC-FID instrumendil

Saavutatav.
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Joonis 10: SPME doseerimise parameetrid mangivad olulist rolli véimekusele.
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Joonis 11. Uriini (must) ja rikastatud uriini (sinine) SPME anallisil on néha, et
selektiivsus ei ole piisav ksulleenide piirkonnas. SPME ekstraheerib uriinis ka
teisi lenduvaid Uhendeid. Rikastamata uriinis on ka margatavalt BTEX sisaldus.
Ahjuprogramm: 30°C 2 minutit siis 12°C/min kuni 120°C siis 50°C/min kuni
250°C hoiab 5 minutit, voolukiirus 6 ml/min, kolonn DB-5ms (30m, 530 um, 1,5

pm).

Purge & Trap GC-FID

Uuriti ka PnT dosaatoriga analtitisi, mille ks kromatogrammidest on toodud Joonisel 12.
PnT analtdsil oli tuhiproovid selgelt puhtad, standardlahust analiitisides oli lisapiike veel
rohkem kui SPME, viidates téielikumale ekstraktsioonile. Tanu gaasivooluga labiuhtumisele
ja suuremale I0ksule ekstraheeriti ka véhemlenduvad 0hendid, mis SPME fiibriga ei
Gnnestunud. See ekstraheerimine ei viinud siiski intensiivsema signaalini. Uks p&hjus v&ib
olla BTEXi mittetdielik adsorbeerumine Ifksule, sest selle instrumendi korral oli 16ksu
jahutamine ndrk. Piigikujud ei ole perfektsed, mille pdhjuseks vodib olla kehv Ulekanne
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I6ksust kolonni. Ulekannet mdjutab ka I6ksu kuumutamise kiirus, st analiitide

desorbeerumine.
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Joonis 12. Vorreldes PnT (punane) ja SPME (sinine) kromatogramme. Annab
PnT rohkem Kkorvalisi piike ja piigikujud on ebasummeetrilised, kuigi
intensiivsus on vorreldav. Proov: 5 ml 0,5 pg/l BTEX vesilahus. Ahjuprogramm:
30°C 2 minutit siis 12°C/min kuni 120°C siis 50°C/min kuni 250°C hoiab 5
minutit, voolukiirus 6 ml/min, kolonn DB-5ms (30m, 530 um, 1,5 pum).

Tekmar Stratum PnT oli ka mitmete praktiliste probleemidega. Suurim neist autodosaatori
puudumine. Proovi analliisianum on spetsiaalne klaas, mille puhastamine lisab oluliselt
analliusile toomahtu, eriti arvestades bioloogiliste proovidega. Juba nendest kahest pbhjusest
piisaks, et eemaldata see instrument valikust. Saavutatud intensiivsus vorreldes SPMEga on

sarnane, seega on maaramispiir jallegi liiga kdrge.

4.2. Analuis HS-SPME GC-MS instrumendil

Maéaramispiiri parandamiseks GC-FID instrumendil ammendusid kattesaadavad meetodid,
ning autodosaator paigaldati GC-MS instrumendile. GC-MS instrument vdimaldab
detekteerida  Uhendeid mass-selektiivselt. GC-MS  puhul kasutatakse véiksema
sisediameetriga kolonni, seega kohandati kromatograafilised tingimused madalamale
kandegaasi voolukiirusele ja parema lahutuse saavutamiseks kasutati ahjuprogrammis
aeglasemat temperatuuri tdusu. HS analtsiks valiti SPME tanu paremale piigikujule ja

intensiivsusele vorreldes staatilise HS analtsiga.

Esmalt viidi l&bi modtmised MS skaneerivas reziimis ning selle pohjal SIM reziimis.
Kvantiseerimisiooniks valiti kdige intensiivsema piigiga ioon, ning kinnitavaks iooniks valiti
ioon, mille korral ei olnud uuritavas piirkonnas segavaid piike (Tabel 3). Benseeni ja tolueeni
MS spektrid on toodud Joonisel 13 ja etliilbenseeni ning kslleenide spektrid Joonisel 14.
Spektreid vorreldi andmebaasidega. Etlulbenseeni ja ksileenide korral oli intensiivseim piik

sama, mis tolueenil. Hiljem kasutusele vdetud deutereeritud sisestandardite jalgimiseks valiti
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Uks ioon, mis oleks iseloomulik ja intensiivse piigiga. Etliulbenseeni ja kslleenide jaoks oli
sisestandardiks p-kstleen-D10, mille intensiivseim piik on m/z 98, aga jalgitavaks iooniks
valiti m/z 116, mis on iseloomulikum. Skaneeriva reziimiga identifitseeriti vdimalik lisand
varasemates uriiniproovides (Joonis 11) stlireenina, mille keemistemperatuur on sarnane o-

ksuleenile (Lisa 4).
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Joonis 13. Benseeni intensiivseim piik on m/z 78 (ilemine) ja tolueeni
intensiivseim piik on m/z 91 (alumine). Kinnitavateks ioonideks valiti benseenil
m/z 51 ja tolueenil m/z 92, mis tagasid parema selektiivsuse. Benseenil oleks teine
valik ioon m/z 77, aga selle m/z-ga elueerus ka teisi Uhendeid.

GC-MS optimeeritud kromatograafilise meetodi muutused muutsid BTEXi retentsiooniajad
hilisemaks (Joonis 15). Kromatograafilise lahutuvuse parandamiseks kohandati
ahjuprogrammi: pikendati algse konstantse temperatuuri aega 4 minutini, ning temperatuuri
tdus 4°C/min kuni 80°C ja I6pptemperatuur alandati 200°C-ni. Temperatuuritdstmine 250°C-
ni ei olnud vajalik, kuna HS analulsiga ei ekstraheeru kdrgema keemistemperatuuriga
thendid. Voolukiiruseks valiti 2 ml/min, toetudes susteemi tootja soovitustele (sobitub
susteemis kasutatava turbomolekulaarpumba efektiivsusega). Kromatograafilised piigid on
suhteliselt kitsad, aga véga selgelt on kéik piigid sabaga, mis katkeb jarsult 1 minut peale

piigi algust (tulenevalt Split kraani avanemisest).

Analiiisi korratavuse parandamiseks voeti kasutusele sisestandardid. MS detektor vdimaldab
eristada deutereeritud Uhendeid, seega sisestandarditeks valiti benseen-D6 benseenile,
Tolueen-D8 tolueenile ja p-ksiileen-D10 ettllbenseenile ning ksuleenidele. Sisestandardi

kontsentratsiooniks valiti kalibreerimisala keskmine piirkond.
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Joonis 14. Etldlbenseeni ja kslleenide intensiivseim piik on m/z 91 ja
iseloomulik on m/z 106.
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Joonis 15. GC-MS instrumendi meetodis aeglustati ahju temperatuuritdusu, mis
andis parema lahutuse. Deutereeritud sisestandardid on eraldatud analliitidest. m-
ja p-ksuleen on lahutamata. MS detektorit kasutati SIM reziimis. Ahjuprogramm:
30°C 4 minutit siis 4°C/min kuni 80°C siis 50°C/min kuni 200°C hoiab 3 minutit,
voolukiirus 2 ml/min, kolonn HP-5MS Ul (30 m, 250 pm, 0,25 um).
SPME analuitisiparameetrite optimeerimiseks toetuti nii GC-FID (Joonis 10) kui ka GC-MS
eksperimentidele (Joonis 16). Inkubeerimise ajaks valiti 10 min, segamisega 500 rpm.

Ekstraheerimise ajaks valiti 15 minutit ilma segamiseta (Joonis 16:B), sest see oli keskmiselt
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intensiivseima signaaliga kdigi analultide korral. Ekstraheerimise aja pikendamine ei
mojutanud ka analliidi ja sisestandardi piikide intensiivsuste suhet, mis nditab, et
sisestandard ja analliit on praktiliselt samade jaotuskoefitsentidega. Inkubatsiooni
temperatuuriks jéeti 40°C.
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Joonis 16. Prooviettevalmistuse parameetreid uurides leiti, et signaali tdus proovi
ruumala muutmisel 5-1t 10-le ml omas véikest mdju (A), optimaalne SPME
ekstraktsiooniaeg on 15 minutit (B) ja soola lisamine tdstab signaali kuni
killastumiseni (C). Soola mdju oli margatav nii vees kui uriinis.

Kui instrumentaalsed parameetrid olid fikseeritud, uuriti proovi ettevalmistuse parameetreid.
Proovi hulk on téhtis, mitte ainult Uksikanallisi jaoks vaid mdjutab kogu projekti kaiku.
Mida vahem proovi nduab ks analiils, seda rohkem on kasutatav teisteks analtitsideks voi
hoiustamiseks. Staatilise pealisfaasi analliisil mangib suurt rolli proovi ja pealisfaasi
vahekord, seega 10 ml proovi 20 ml mahuga viaalis annab sama analtudi kontsentratsiooni
pealisfaasis, mis 5 ml proovi 10 ml mahuga viaalis. SPME korral faaside suhte mdju ei ole
kirjanduses iseloomustatud. Mddtes 1, 2, 5 ja 10 ml proovi 20 ml viaalis oli kdige
intensiivsem 10 ml (Joonis 16:B). 5 ml oli ainult 10% vaiksema intensiivsusega vorreldes 10
ml-ga, 1 ja 2 ml korral oli intensiivsus 10% ja 25% vastavalt. P6hjus, miks 5 ja 10 ml on nii
sarnase tulemusega voib olla proovi pinnale madalama analtitidi kontsentratsiooniga kihi teke
SPME ekstraheerimise ajal. Selle eemaldamiseks saaks lisada segamise, kuid see lihendab

oluliselt fiibri eluiga. Proovi ruumalaks valiti 5 ml ténu vaiksele intensiivsuse kaole,
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paindlikumale proovide kogumisele ja jaotamisele projektis ning vaiksem vajaliku soola hulk

proovi killastamiseks.

Soola moju uurimiseks lisati 5 ml vesilahusele erinevad soolahulgad (Joonis 16:C).
Tulemused langevad kokku kirjandusega [28], st mida rohkem soola seda kérgem on signaal
madala keemistemperatuuriga Uhenditele. Vee korral taheldati seda kdigi analliitidega ja
sisestandardiga. Uriinis on signaal suurema varieeruvusega, kui signaali uurimiseks kasutada
suhet sisestandardi signaaliga on varieeruvus véiksem ja soola lisamine ei mdjuta signaalide
suhet. Lahuse kullastamiseks toatemperatuuril sobib 2 g NaCl, seega erinevus 2 g ja 2,5 g
vahel on vaike. Metoodikasse valiti 2 g NaCl lisamine. Soolaga killastamine aitab ka
elimineerida maatriksmdjusid - uriini tavaparane soolasisaldus ja aktiivsus on killastunud

NaCl lahusega vorreldes tuhine.

Analuusides vesilahuseid BTEX sisaldusega maaramispiiri piirkonnas (Joonis 17), saavutati
SNR kiumne lahedal kdigi analliitide korral. Kérgeim SNR oli tolueenil, 18, mis tuleneb
kdrgemast taustavaartusest. Madalatel kontsentratsioonidel esines benseeni ja tolueeni piigi
I6hestumist, kus véiksem piik Kkattus vastava ISTD piigiga. Selle pdhjus on ebaselge, aga
tekkinud lisapiigi intensiivsus oli konstantne Ule madalate kontsentratsioonidega lahuste,

seega jaeti see integreerimisest valja.

.SIM m/z 51 — SIM m/z 78 — SIM m/z 91 — SIM m/z 92 — SIM m/z 106

1e+2}
tolueen )

m -
#8e+1} benseen m/p-ksileen
= etiiiilbenseen
S6e+1
=

4e+1f

6 8 10 12 14 16
retentsiooniaeg, min
Joonis 17. BTEX vesilahuse sisaldusega 20 ng/l saadakse signaal-mira suhted
kiimne l&hedal k&igi analtiutide jaoks. Benseeni piigil on ndha I8henemist, kus
esimene piik kattub benseen-D6 piigiga.
Meetodi arendamise I6puks koostatud optimeeritud met oodika BTEX Uhendite maaramiseks
uriiniproovides kasutades HS-SPME GC-MS metoodit. Metoodika on iseloomustatud

eksperimentaalses osas (lk. 18). kalibreerimisvahemikuks valiti 20-2500 ng/I

30



4.3. Valideerimistulemused

Selektiivsus

Lahim uurimiseks tuhiproovile on vesi, mis l&bib kdik etapid mida uriiniproov. Vorreldi
tihiproovi ja proovi rikastatud LoQ tasemele (Joonis 18). VastuvOetav on selektiivsus
benseeni, etilbenseeni ja ksileenide korral, kus tihiproovi signaal oli <20% LoQ signaalist.
Tolueeni korral oli tihiproovis signaal 32% LoQ-st, mis viitab kérgemale reostusele proovi

kéaitlemisel vOi reostusele vees. Sisestandardile vastavaid piike tihiproovis ei olnud.

4e+2 + ____ vesitihiproov, SIM 78
—— Vesirikastatud 20 ng/l, SIM 78 tolueen
1 — Vesitlhiproov, SIM 91
B3e+2 T ___ Vesirikastatud 20 ng/l, SIM 91
2
=242
] m/p-kstiileen
‘3 1e+2 + benseen etltlbenseen o-kslleen
= A I~ . A JL A
Oe+0 } | } } } }
6 8 10 12 14

retentsiooniaeg, min
Joonis 18. Selektiivsuse uurimine veeproovis, analliutide piikide pindalad
tihiproovis on vastuvdetavalt alla 20% k®oigil, peale tolueeni. Tolueeni korral on
tihiproovis pindala 32% LoQ-st.

Selektiivsuse kontrollimisel uriiniproovis lisamismeetodiga, analliusiti rikastamata ning kahel
tasemel rikastatud uriiniproovi (Joonis 19). Koikide analtitide korral on piigid kattuvad ja
kasvavad rikastusega. Signaali kasv tiihiproovi ja madala rikastuse vahel on véike, aga suhete
muutus on maérgatavam. Benseeni korral on kinnitusiooni intensiivsuse suhe pd&hiiooni
intensiivsusesse liiga korge, et ainult benseenist tuleneda. Selle pbhjuseks vBib olla mdni

lisand vOi kdrgendatud mdira.

Kokkuvdttes on selektiivsus GC-MS instrumendile omaselt hea. Probleemiks on pigem
reostus proovi kaitlemisel, millega tuleb kriitiliselt arvestada. Benseeni selektiivsuse
parandamiseks v6ib uurida alternatiivseid kinnitusioone, naiteks m/z 63 v6i 77. Uldiselt on
kdigi analiitide, eriti tolueeni selektiivsus piiratud proovikaitlemise ja valiste tingimustega

analudsi ajal.
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Joonis 19. Selektiivsuse uurimine uriiniproovides lisamismeetodiga. Kaoikide
analtiitide korral on piigid kattuvad. Erinevus signaalis tihiproovi ja madala
rikastuse vahel on véike. Benseeni korral on kinnitusiooni intensiivsuse suhe
liiga kdrge, et ainult benseenist tuleneda.

Maaramispiir

Maéaaramispiir veeproovis SNR jargi on ldhedal 20 ng/l kdigile anallittidele (Joonis 17).
Naéiliselt on tolueeni méaaramispiir madalaim, see on tbendoliselt pdhjustatud reostusest
metoodika mdnes etapis. Uriiniproovis maaramine ei olnud v@imalik tthiproovi puudumise

tottu. Reaalne maaramispiir on piiratud metoodikas ja proovi kéitlemisel puhtuse tagamisega.

Kalibreerimisgraafik

Kalibreerimisgraafikud koostati kaalutud vahimruutude meetodiga. Kaaluna kasutati 1/x, mis
regressioonil annab korgema kaalu madala kontsentratsiooniga kalibreerimisproovidele.
Kaalutud regressioon andis parema tdesuse madalate kontsentratsioonide korral. Kui meetodi
arenduses saadi kalibreerimisgraafikuid, mis olid védga hea Kkorrelatsiooniga, siis
valideerimisseeriates olid kalibreerimisgraafikud valideerimiskriteeriumitele vastavad ainult
moned korrad. Uhe valideerimiseseeria kalibreerimisegraafikud on toodud Joonisel 20.
Kalibreerimisgraafikute korrelatsioonikordaja ruut (R? ) oli vahemikkus 0,9818 kuni 0,9971
koigile analiiiitidele peale tolueeni. Ainult 3 graafikut 15-st oli R? <0,99, ehk vastasid sellele
kriteeriumile. Tolueeni graafikud olid l&bivalt kdige halvema korrelatsiooniga ja ainult Uks

kolmest oli aktsepteeritava R?-ga (Joonis 21).
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Joonis 20. Esinduslikud kalibreerimisegraafikud valideerimisseeriast Kasutati
kaalutud (1/x) lineaarset mudelit. BEX graafikud on vastuvdetava R2-ga, tolueeni
graafiku punktid héalbivad rohkem ega vasta valideerimise kriteeriumitele.
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Joonis 21. Tolueeni parim kalibreerimisgraafik koos suurendusega madalate
kontsentratsioonide piirkonnast. Nouetele vastab 6 taset ja 10 punkti, kus 100 ng/I
tase on 28% ja 45% veaga.

Kalibreerimisalale seatud valideerimiskriteeriumitest osutus kdige raskemini saavutatavaks
tagasiarvutatud suhteline viga. Kui lubatud viga oli 15% (20% LoQ jaoks), millele vdhemalt
75% punktidest ja 50% paralleelidest peavad vastama, olid vastuvdetavad ainult 5 graafikut
15-st, kusjuures (kski tolueeni ega p-ksuleeni graafik ei olnud vastuvdetav. Tapsemad
andmed on toodud Lisas 5. Kdige suuremat probleemi tekitasid LoQ-l&hedased punktid,
néiteks kalibreerimisala kitsendamisel 20-2500 ng/l — 50-2500 ng/l kolmandas
valideerimisseerias annab vastuvodetavad graafikud kdigile kslleenidele, mis 20-2500 ng/I
kalibreerimisvahemiku korral ei olnud vastuvbetavad. Mitmed graafikud oleksid ka
vastuvdetavad kui lubatud vea kriteerium tdsta 20%-le (25%-le LoQ korral).
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Valideerimise kriteeriumitele mittevastavate kalibreerimistulemuste pdhjuseid on mitmeid.
Suurim probleem on madala maaramispiirini pirgimine, kuigi SNR suhte pdhjal on see
vOimalik. Seega peab Kkriitiliselt lle vaatama lahuste ettevalmistuse ja teised praktilised
etapid. Suurt moju saab avaldada ka lahuste vOi instrumendi reostumine. Arvestades kui
madalaid lenduvate ainete jadke méaéaratakse, siis kdik BTEXiga kokkupuuted on suure
mdjuga. Naiteks teised katsed samades laboriruumides. Toendoliselt just selle tdttu on
tolueeni tulemused nii suure varieeruvusega, sest tolueen on kasutusel pea koigis selle t66
kéigus kasutatud laboriruumides. Tulemuste parandamiseks ja anallitsi usaldusvaarsuse
tdstmiseks peaks metoodika kdik etapid voimalikult kindlalt eraldama teistest laboritdddest,
kusjuures kalibreerimislahused ja proovid tuleks samuti valmistada eraldi Uksteisest.
Kindlasti ei ole see ainuke probleem arendatud metoodikas. Hinnata tuleb ka lahuste
valmistamise ja rikastamise meetodeid. Naiteks rikastamise lahused olid valmistatud
metanooli emalahuse lahjendamisel vesilahusena, aga kindlasti lisaks stabiilsust kui lahused
oleks kbik metanoolis. See ei tohiks mdjutada SPME ekstraktsiooniefektiivsust, aga staatilise

HS korral otsustati vesilahuste kasuks ning see kanti ule 16plikku metoodikasse.

Peale praktiliste etappide parendamist tuleb Ule vaadata ka eesmargid. Seatud
valideerimiskriteeriumid on arendatud kasutuseks lahuste analliusiks. HS ja SPME anallilsis
on aga lisaks mitu madramatuse allikat, nt tasakaalu pustitumine mitme faasi vahel ja kérge
valiskeskkonna mdju, vorreldes klassikalisemate vedelik-analiitisidega. Seega voib kaaluda

kriteeriumite 16ddvendamist, kui nende saavutamine on ebareaalne rakenduses.

Tulemuse usaldusvadrsust tdstaks kalibreerimisala tdstmine. Selle korral oleksid tulemused
madalama méédramatusega, aga vdimalik, et madala kokkupuutega elanikkonna analtsil
saadaks tulemused alla m&aramispiiri. VVOib ka arendada strateegiat, kus valideerimisala on
paindlikum ja suunatud oodatud tulemusele vastavalt valimi eeldatavale BTEXiga
kokkupuutele. Nii saab t&psemalt hoida instrumendi madramispiirile l&hedasi punkte

kalibreerimisalas vastavalt vajadusele.

Kordustapsus

Kordustapsuse hindamine viidi 1abi korratavuse tingimustes tle kolme valideerimisseeria 2
n&dala jooksul. Kokku oli vastuvdetava suhtelise standardhédlbega 51 mddtmistaset 60st.
Mittevastavatest modtmisetest 6 olid tolueen ja 4 neist Uhest seeriast, samast seeriast on
ulejaddnud 3 mittevastavust LoQ vGi 3xLoQ tasemel. Téielikud andmed on toodud Lisas 6.

Mittevastavad vaartused on peamiselt &&rmuslikud tulemused (Joonis 22), halvem korratavus
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keskmine tdesus / %

on madalamete kontsentratsioonide korral. Kindlasti méngib selles rolli loomulik BTEXi
sisaldus proovis ja vaiksema hulga rikastamise probleemid.
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Joonis 22. Korratavuse koondatud tulemused anallilitide ja tasemete Kkorral.
Valdav hulk tulemusi vastab kriteeriumitele.

Toesus

Toesuse hindamisel olid vastuvdetavad 22 keskmistatud va&rtust 60st vadrtusest.
Valideerimiste  keskmised tdesuse andmed on toodud LISA 7. Toesuse
valideerimistulemused. Tdesus oli parim kdrgematel kontsentratsioonidel ja halvim LoQ
juures (Joonis 23). Madalaim oli tdesus tolueeni korral. LoQ juures on suurim mdju proovi
loomulikul BTEX sisaldusel, aga selle arvutuslik arvesse votmine ei olnud vdimalik. See

naitab, et probleem on ebahomogeensuses. Samuti oli suur erinevus péevade vahel.
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0 100 o-Ksiileen
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Joonis 23. Valideerimistulemuste tdesused on véga suure varieeruvusega. Suurim viga on
madalatel tasemetel ja tolueeni korral.
Tdesuse parandamiseks peaks rakendama eespool kirjeldatutele sarnaseid meetmeid. Lisaks

peab tdpsemalt tagama homogeensuse ja proovide ké&sitsemise Kkorratavuse, et valtida
ebadhtlast analliutide kadu. Reaalsete proovide korral peaks tegelema proovidega Uhekaupa,
jalgides, et viaal oleks avatud ainult siis kui vaja.

Kokkuvottes nditavad valideerimise tulemused, et metoodika ei vasta téielikult
valideerimisjuhendi kriteeriumitele. Vastuvdetavad olid selektiivsus, madramispiir ja

kordustapsus mdnede analliutide jaoks. Probleemsed olid tdesus ja kalibreerimisgraafikute
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lineaarsus. Valideerimine tdi véalja suurimad probleemid tolueeni maaramisel. Puuduste
kdrvaldamiseks on eelnevalt valjatoodud mitmeid vdimalusi, mis sisaldavad endas proovide

kasitsemise ranget standardiseerimist ja saastumise véltimist.

4.4. Analtusi praktilised aspektid

Tahtis osa anallisimetoodikast on proovi teekond kogumisest analttsini. Selle teekonna
kéigus ei tohi proov anallilitidega reostuda ega esineda analutide kadu. Uriiniproovide jaoks
on saadaval hulgaliselt erinevaid topse, mida kasutatakse proovide kogumiseks
meditsiinilisteks analutsideks. Need topsid on pollpropuleenist ja odavad. Proovivdtuanuma
tahtsaim aspekt on analliiidisisalduse mitte-mdjutamine. Meetodiarendusega paralleelselt
uuriti proovivotutopside puhtust. Uuriti 4 erinevat tavalist uriinitopsi ja 2 tops-vaakumkatsuti

susteemi.

Kdikide topside korral oli eelnevalt puhastamata topsides korge analliitide tase. Kui
puhastamata topsi taideti veega ja seda vett analliisiti ning vorreldi veega, mis kanti kraanist
otse viaali, oli lisandunud kdiki BTEXe. Enim lisandus tolueeni ja ksiileene. Samuti esines

lisandina MS spektrite pdhjal stiireen (Lisa 4).

Vaakumkatsutid on vé&ga mugavad vahendid suuremast proovist kiirelt alamproovide
vOtmiseks. Veeprooviga testimisel andis vaakumkatsuti kasutamine proovi kdrged
etililbenseeni ja ksileenide sisaldused. Suurim reostus tekkis kui kasutati vaakumkatsutit
koos topsi kaanega integreeritud ndelaga. Reostus oli mdnevdrra (ca 10x) madalam, Kui
vaakumkatsuti avati eelnevalt ja proov valati sinna sisse. Vaakumkatsutite kasutamine tuli

seega vélistada.

Proovitopsidest tuleneva reostuse eemaldamiseks kaaluti alternatiivseid proovivétuanumaid.
Keskkonnaanalutsides kasutatakse klaasanumaid PTFE tihendiga korgiga VOC analiiusides.
Need viaalid tooks kaasa mitmeid praktilisi probleeme: raskem proovivott, keerulisem
transport, kulukam ja kilmutamisele tundlik. Seega reostuse eemaldamiseks otsustati

plastiktopside eelpuhastamise kasuks.

Reostuse eemaldamiseks tuli topsid pesta ja kuumutada ahjus teatud aja valtel. Selle
protsessiga kaasneb steriliseerituse kadu, kuid selles projektis ei ole plaanis analtilise, mida
see mojutaks. Ainult pesemisest ei piisanud ja topse kuumutati 80°C juures véhemalt 1 h.
Peale kuumutamist tuleb topsidel lasta jahtuda keskkonnas, kus ei ole analtitite. Samuti tuleb
topside puhtust kontrollida ja jalgida aja moddudes. Topside puhastamine ja kontroll tuleb

lisada metoodikasse.
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HS ja SPME on mdélemad destruktiivsed meetodid selles mottes, et ihte proovialikvooti on
vBimalik md6ta ainult Ghe korra. Praktiliselt tdhendab see, et kordusmd&tmiste jaoks on vaja
teha mitu lahust. Samuti oleks probleemiks (he viaali korduvanaludsil septumi tihedus.
Septumi materjal on PTFE/silikoon ja peale septumi l&bistamist on PTFE tihendi barjaar

I6hutud ning viaali sisu on avatud vélisbhule ja silikoonile septumis.

Proovide stabiilsuse tagamiseks, juhul kui proove ei ole vdimalik vastuvotmise péaeval
analulsida, hoitakse neid v@imalikult kulmas. Kui proov voetakse vastu, siis esmalt
jaotatakse proov erinevatesse analliisi vOi pikaajalise hoidmise anumatesse. BTEX
analtiisianum on klaasist HS viaal. Selleks, et uurida milline temperatuur sobib HS viaali
koos prooviga hoidmiseks viidi labi kulmutamiskatsed -20°C ja -80°C kulmkappides.
Kilmkapis -20°C (reaalselt -20°C kuni -17°C) ei jaatunud NaCl killastatud proov 5 mi
ruumala korral. Kui proovid ei olnud korralikult segatud peale viaali lisamist, vdis tekkida
pdhja kontsentreeritud soolakiht, aga pinnal vaiksema soolasisaldusega kiht, mis vdib
jaatuda. Kulmkapis -80°C jaatusid NaCl killastatud proovid, ning nii vertikaalselt asetatud
viaalid kui ka 30° nurga all hoitud viaalide korral oli viaalide purunemine 50% (n = 12).
Seega -80°C kilmkapp ei sobi klaasviaalide korral, ning eelistatud on kohene analiilis voi

hoidmine -20°C kulmkapis.

SPME fiibri puhtuse hoidmiseks on vaja fiiber hoida puhtas gaasikeskkonnas. Selleks on
kaks viisi: eraldi puhastukamber voi GC sisendi kasutamine. Selles t66s oli ligipaas ainult GC
sisendi variandile. Fiibri puhastamiseks peale ststi hoiti fiiber sisendis peale split kraani
avamist, mis suurendab inertgaasi voolu Kiirust fiibri tmber (2 ml/min — 42 ml/min). Fiiber
eemaldatakse sisendist alles jargmise proovi ettevalmistuseks. Selles t6ds hoiti fiiber sisendis
puhastuseks 20 min. Tahtis on seadistada instrumendi gaasisddstmise reziim nii, et vool fiibri
umber ei vaibu. Staatilise HS gaasitihe stistal vajab ka puhastamist iga proovi jérel. Selleks
suunatakse 1&bi slstla gaasivool, tavaliselt kandegaas, peale proovi sisestamist. See gaasivool

on kontrollitud eraldi reduktorkraaniga autodosaatori kiljes. Soovituslik réhk on 1,5-2 bar.

SPME fiibri eluea pikendamiseks peaks hoiduma liigsetest mehaanilistest koormustest. Viaali
loksutamine ekstraheerimise ajal ei laseks lahuses tekkida analtldi kontsentratsiooni
gradienti, mis muudaks ekstraheerimise efektiivsemaks. Kuid viaali segamine
ekstraheerimise ajal ltihendab fiibri eluiga. Segamine asetab SPME fiibri ndelale tsuklilist
mehaanilist koormust, ndela paindumise ning septumist modda sustimise risk suureneb.
Eluiga lihendab ka fiibri ndela ots, mis on niri ja seega paindub margatavalt septumit

labides.
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5. Kokkuvote

Biomonitoorimine on tuleviku suund kemikaalide riskianalliisides ja teaduspBhistes
regulatiivsete organite otsustes. Selle t60 eesmérk oli arendada metoodika BTEX Uhendite
analliusiks uriiniproovidest. Meetodiks valiti pealisfaasi analtiis GC instrumendil. Metoodika

on suunatud kasutusega suuremahulises biomonitoorimise projektis.

Metoodika arenduses hinnati staatilist HS, SPME ja PnT analtlsi GC-FID instrumendil. GC-
FID vdimekus ei vastanud eesmaérkidele ja kasutusel vdeti GC-MS instrument. GC-MS
instrumendil koostati ja optimeeriti HS-SPME metoodika. Arenduse kaigus uuriti ka mitmeid
praktilisi analtisi aspekte, kdige mahukamalt proovivGtu anumate sobivust. Koostatud

metoodikaga viidi labi valideerimiskatsed.

Koostatud metoodikas kasutatakse HS-SPME GC-MS siuisteemi, carWR/PDMS fiibri Agilent
GC sampler 80 autodosaatoris. Uriiniproovi 5 ml alikvoodile lisatakse soola (NaCl),
inkubeeritakse ning analtiidid ekstraheeritakse proovi pealisfaasist SPME fiibriga. Analtudid
eraldatakse GC kolonnis ja mdddetakse MS detektoris SIM reziimis. Kasutusel on

deutereeritud sisestandardid.

Valideerimisega hinnati metoodika selektiivsust, ma&&ramispiiri, kalibreerimisgraafiku
lineaarsust, kordustépsust ja téesust. MS detektor vBimaldab kdrget selektiivsust ja madalat
maéaaramispiiri, kuid probleeme vdib olla proovi reostumisel kogumise ja analliisi vahel.
Kalibreerimisgraafikud olid vastuvfetava lineaarsusega, aga palju punktid ei vastanud
toesuse kriteeriumitele. Probleemseks osutus tolueeni mééaramine, kus kalibreerimisgraafiku
punktide hajuvus oli suurim. Pd&hjused vdivad olla reostus (tolueeni korral) ja
proovivalmistuse etappide varieeruvus koéigi analiilitide korral. Kordustépsus oli enamasti
vastuvoetav, erandiks oli tolueen. Vé&hendamaks tulemuste hajuvust tuleks muuta
prooviettevalmistused rangemaks. Toesus oli oli kdrgematel kontsentratsioonidel
vastuvdetav, kuid LoQ l&hedastel tasemetel ei olnud tdesus piisav usaldusvaarse tulemuse

saavutamiseks. See toob esile uriinimaatriksi homogeensuse ja ettevalmistuse puutusid.

Selle t00s tootati valja metoodika, mis on aluseks biomonitoorimise projektis BTEX thendite
méaaramisele uriiniproovidest. Valideerimistulemuste pdhjal on metoodika usaldusvaarsuse
tdstmiseks vaja tdpsustada metoodika eeskirju, et parandada kalibreerimisgraafiku lineaarsust
ja proovide mdotmise tulemuste tbesust. Peale positiivset valideerimistulemust peab hindama

maoaotemaaramatust enne metoodika rakendamist.
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LISAD

LISA 1. Anumate puhastamine

See eeskiri sobib klaasist viaalidele ja PP proovianumatele.

Kasutatud viaalid puhastada atsetooniga markeeringutest.

. Sisu véljavalamisel arvestada bioloogilise ohuga.

1.
2
3. Anum loputada hoogsalt jooksva sooja veega.
4

Panna anumad puhastusvahendiga vanni (decon90, 2-5% lahus vastavalt juhendile) ja

loksutada. Lasta seista vdhemalt tund (vdimalusel (ile60o).

o

Loputa anum 3 korda pesuvahendiga ja tdsta deioniseeritud veega vanni.

6. Anum loputada 3 korda deioniseeritud veega. Kontrollida pindaktiivsust mullide jargi.

7. Lasta anum esmalt kuivada toatemperatuuril kuni niiske, siis tdsta ahju:

a. Klaasviaalid temperatuuril 110-120°C ule66

b. PP anumad temperatuuril 80°C tund aega

8. Lasta jahtuda v@imalikult puhta 6huga ruumis.

Sarnaselt loputada metallist korgid ja septumid.

LISA 2. Lahuste valmistamine

Emalahuste valmistamise juhised on koostatud EPA publitseeritud lenduvate ainete analusi

meetodile toetudes [35].

1
2
3.
4

Kaalutud 10 ml mahtkolbi taita kuni kaela alguseni metanooliga.
Kolbi kael ja lihv peavad olema kuivad.
Suletud kolb kaaluda.
Lisada klaaspipetiga metanooli pinna kohal aeglaselt tilgakaupa standardit 3-6 tilka.
a. Jalgida, et vedeliku pind oleks vdimalikult stabiilne, kaela mérgudes lahusti
aurustub ja kaalutis muutub.
Kaaluda suletud kolb.

Lisada aeglaselt metanool jooneni ning kaaluda.
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LISA 3. HS-SPME GC-MS meetodi instrumentaalsed parameetrid
Tabel 4: HS-SPME GC-MS meetodi parameetrid.

Parameeter vaartus

Sisendi liner Sirge, sisediameeter 0,75 mm (p/n 5190-4048)

Sisendi tooreziim/temperatuur ~ Splitless, 280°C

Ahju programm 30°C — 4 min, 4°C/min kuni 80°C, 50°C/min
kuni 200°C hoiab 3 min

Tasakaalustamise aeg 0,25 min

Gaasikontroll Konstante vool, 2 ml/min kolonni ja
detektorisse

Kolonn Agilent HP-5MS UI, 30 m, 0,25 mm, 0,25 pm

Septum Purge gaasivool Standard reziim, 3 mL/min

Purge gaasivool split venti 30 mL/min al. 1 minut

MS llekandeliini temperatuur ~ 250°C

MS tdoreziim SIM, Tabel 3
MS alguse viivitus 4 minutit
Tune fail etune.u

Gain 1

MS allika temperatuur 230°C

MS kvadrupooli temperatuur ~ 150°C

Tabel 5. HS-SPME meetodi parameetrid.

Parameeter Vaartus
Inkubatsiooni aeg, s 600
Inkubatsiooni temp. °C 40
Segaja kiirus, rpm 500
Segaja sees aeg ; vdljas aeg, s 5;2
Noela stigavus viaalis, mm 11

Fiibri paljastus viaali, mm 31
Ekstraheerimise aeg, s 900

Ekstraheerimisel segaja sees aeg ; vdljasaeg,s 0;0
Noela sligavus sisendis, mm 32
Fiibri paljastus sisendis, mm 22

Desorbtsiooni aeg, s 1200




LISA 4. Stureeni lisandi MS spekter
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LISA 5. Kalibreerimise valideerimistulemused

Tabel 6. Kalibreerimise (kaalutud 1/x) tulemus seeria 1 jaoks kasutades kdiki
punkte. Vastuvdetavad on kolm graafikut.

Analiit Kalrlltg)]./lala, Funktsioon 2 tase\nlwaes(j?lp\)/jr?kti q
Benseen 20-2450 y=0,000738x + 0,008696 0,9971 7/13
Tolueen 20-2410 y=0,000838x + 0,620101 0,8436 2/4
Etlulbenseen 20-2440 y=0,002439x + 0,001579 0,9953 7/13
p-kstleen 20-2320 y=0,001706x + 0,045533 0,9946 6/9
o-ksuleen 20-2450 y =0,002598x + 0,007233 0,9954 7/14

Tabel 7. Kalibreerimise (kaalutud 1/x) tulemus seeria 2 jaoks, kasutades kdiki
punkte. VastuvOetav on ainult o-kstileeni graafik.

analiiut Kalr']z”ala’ Funktsioon R? tase\r;?asgjlp\)/l?r?kti q
Benseen 20-2450 y =0,000942x —0,001401 0,9941 5/8
Tolueen 20-2410 y =0,000923x —0,002026 0,9916 6/10
Etlulbenseen 20-2440 y =0,002655x —0,041084 0,9931 4/8
p-kstleen 20-2320 y=0,001780x + 0,013906 0,9818 417
o-kstileen 20-2450 y =0,002925x —0,060052 0,9935 6/11

Tabel 8. Kalibreerimise (kaalutud 1/x) tulemus seeria 3 jaoks, kasutades kdiki
punkte. Vastuv@etav on benseeni graafik.

Analiiiit Kalrlltg)]./lala, Funktsioon 2 tase\r;?esgz;/uar?kti q
Benseen 20-2450 y=0,001039x — 0,011427 0,9961 7113
Tolueen 20-2410 y=0,001428x + 0,031576 0,9049 3/4
Etlulbenseen 20-2440 y =0,003156x —0,045992 0,9949 5/10

p-ksuleen 20-2320 y=0,002200x —0,018827 0,9949 5/10
0-kstileen 20-2450 y=0,003826x —0,054763 0,9960 5/10
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LISA 6. Kordustapsuse valideerimistulemused

Tabel 9. valideerimisseeria 1 kordustdpsus, arvutatu maératud kontsentratsiooni

tdesuse pohjal (n=20)

Anallit\Tase

Tulemuse suhteline std. halve, %
LoQ 3xLoQ Keskmine  Korge

Benseen
Tolueen
Etullbenseen
p-Kstleen
0-Ksuleen

16,2 14,7 11,5 4,1
4,9 87,4 37,6 45,6
12,3 10,1 3,7 8,1
85,1 25,2 5,7 2,0
27,2 14,0 4,5 4,1

Tabel 10. valideerimisseeria 2 kordustapsus, arvutatu méaaratud kontsentratsiooni

tdesuse pohjal (n=20).

Anallit\Tase

Tulemuse suhteline std. halve, %
LoQ 3xLoQ  Keskmine  Kaorge

Benseen
Tolueen
Etlulbenseen
p-Ksileen
0-Ksiileen

12,7 4,0 3,5 11,3
21,3 6,2 4,7 8,1
2,8 5,3 5,2 10,4
4,5 10,1 4,5 111
12,1 2,7 2,8 1,4

Tabel 11. valideerimisseeria 3 kordustapsus, arvutatu maaratud kontsentratsiooni

tdesuse pohjal (n=19)

Analliit\Tase

Tulemuse suhteline std. halve, %
LoQ 3xLoQ  Keskmine  Kaorge

Benseen
Tolueen
Etlulbenseen
p-Ksuleen
0-Ksiileen

4,8 57 55 2,2
8,0 33,6 14,0 14,7
11,1 6,5 6,7 3,0
18,2 14,5 51 2,5
7,5 5,8 9,2 2,4
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LISA 7. Toesuse valideerimistulemused

Tabel 12. valideerimisseeria 1 tdesusvaartuste keskmised (n=20).

Arvutatud sisalduse keskmine tdesus, %

Anallit\Tase LoQ 3xLoQ  Keskmine  Kaorge
Benseen 252,5 109,9 131,7 100,5
Tolueen 4391,6 750,5 2239 3931
Etlulbenseen 1444 86,6 122,4 91,7

p-Ksileen 193,3 95,3 127,0 101,5
0-Ksileen 164,5 101,7 132,3 102,1

Tabel 13. valideerimisseeria 2 tbesusvaartuste keskmised (n=20).

Arvutatud sisalduse keskmine tdesus, %

Analiit\Tase LoQ 3xLoQ Keskmine  Korge
Benseen 217,4 83,8 112,6 108,9
Tolueen 2070,2 608,9 159,7 126,5
Etldlbenseen  1026,5 263,8 137,4 128,2
p-Kstleen 4014,2 933,8 209,2 168,4
0-Ksileen 1023,7 289,6 149,0 139,4

Tabel 14. valideerimisseeria 3 tdesusvadrtuste keskmised (n=19).

Arvutatud sisalduse keskmine tdesus, %

Analiit\Tase LoQ 3xLoQ Keskmine  Korge
Benseen 2849 108,0 95,7 93,5
Tolueen 578,5 358,2 89,7 90,2
Etlulbenseen 348,0 110,0 97,4 91,5
p-Ksuleen 856,2 195,7 107,7 99,0
o0-Ksileen 381,6 123,3 100,6 92,2
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Tabel 15.

valideerimisseeria 1 keskmised

leitud sisalduse erinevused

rikastusvaartusest erinevatel tasemetel aja analtiutidel (n=20).

Absoluutne viga, ng/l

Anallit\Tase LoQ 3xLoQ  Keskmine  Kaorge
Benseen 30 10 315 10
Tolueen 842 633 1209 5673
Etltlbenseen 9 -13 221 -163
p-Ksuleen 18 -4 254 28
0-Ksileen 13 2 320 41

Tabel 16. valideerimisseeria 2 keskmised leitud sisalduse erinevused

rikastusvaartusest erinevatel tasemetel aja analtiutidel (n=20).

Absoluutne viga, ng/l

Analliut\Tase LoQ 3xLoQ  Keskmine  Kaorge
Benseen 23 -16 125 176
Tolueen 387 495 583 512
Etlulbenseen 184 162 370 554
p-Ksileen 739 780 1024 1272
0-Ksileen 184 187 486 774

Tabel 17. wvalideerimisseeria 3 keskmised leitud sisalduse erinevused

rikastusvaartusest erinevatel tasemetel aja analiutidel (n=20).

Absoluutne viga, ng/l

Analiit\Tase LoQ 3xLoQ Keskmine  Korge
Benseen 37 8 -43 -127
Tolueen 94 251 -101 -190
Etlulbenseen 49 10 -26 -167
p-Ksuleen 143 90 72 -18
0-Ksiileen 56 23 6 -154
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