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Alkusanat

Kemian metrologian tavoitteena on parantaa ja varmentaa kemiallisten mittausten
luotettavuutta ja jaljitettéavyytta Sl-yksikoihin. Aiheeseen liittyvid oppaita on
ilmestynyt englannin kielella mm. Eurachem:n ja CITAC:n toimesta. Taman
oppaan kanssa samaan aikaan paivitettiin alun perin vuonna 2005 julkaistu
suomenkielinen Metrologian neuvottelukunnan kemian ja mikrobiologian jaoston
kemian tyéryhman tekemé "Kemian metrologian opas”. Edella mainituissa
oppaissa tarkastellaan aihetta l&hinna kvantitatiivisten maaritysmenetelmien
kannalta. Sen sijaan kvalitatiivisen analyysin metrologia on jaanyt lahes taysin
huomiotta. Siksi Metrologian neuvottelukunnan kemian ja mikrobiologian jaosto
katsoi vuonna 2005 aiheelliseksi laatia uuden oppaan kvalitatiivisen analyysin
metrologiasta. Nyt tehty pdivitys pohjautuu tdhén vuonna 2006 julkaistuun
versioon, ja Metrologian neuvottelukunta antoi sen laatimisen kemian jaoston
tehtavaksi. TAssé oppaassa keskitytdan tarkastelemaan aihepiiria 1&hinna
spektrometristen maaritysmenetelmien kannalta ja eniten massaspektrometrian
nakokulmasta, mutta periaatteessa oppaassa esitetyt kvalitatiivisen analyysin
tunnistamis- ja jaljitettavyyskriteerit soveltuvat noudatettaviksi kaikissa
maaritysmenetelmissa.

@ METROLOGIAN NEUVOTTELUKUNTA
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1 Kvalitatiivisen analyysimenetelman periaate

Kvalitatiivinen eli laadullinen analyysi voidaan maaritella esimerkiksi analyyttiseksi
menetelmaksi, joka antaa vastauksen yhdisteen lasnéolosta/poissalosta, onko
tulos positiivinen/negatiivinen tai onko tulos yksinkertaisesti kylld/ei verrattuna
johonkin ennalta asetettuun kynnysarvoon nahden. Erilaisilla testiyhdisteilla tai
testimenetelmilla voidaan varmistaa ja osoittaa laitteen toimintakunto, varsinkin,
kun kyseessa on negatiivinen tulos. Kvalitatiivisen analyysin tarkoitus on joko
tunnistaa itse yhdiste tai yhdisteryhma.

Analyysimenetelmien kvalitatiivisuus ja kvantitatiivisuus riippuvat menetelmien
suorituskyvysta. Suorituskyvyn ja kayttétarkoituksen perusteella menetelmat
voidaan jakaa erilaisiin ryhmiin. Kaikissa menetelmisséa on lahtékohtana yhdisteen
tunnistaminen. Usein menetelmat jaetaan seulontamenetelmiin,
tunnistusmenetelmiin ja varmistusmenetelmiin. Seulonta- ja tunnistusmenetelmét
ovat rutiinimenetelmia.

Seulontamenetelmét (engl. screening methods) ovat yleensa varsinaisia
kvalitatiivisia menetelmi&. Niilla osoitetaan yhdisteen tai yhdisteryhman
olemassaolo. Seulontamenetelmét on suunniteltu suurien ndytemaarien
tutkimiseen ja seulontaan. Erityisena vaatimuksena on mahdollisimman pieni
vadrien negatiivisten tunnistusten maara. Orgaanisessa analytiikassa
seulontamenetelmat perustuvat tiettyyn yhdisteen tai yhdisteryhméan
ominaisuuteen, esimerkiksi reaktioon spesifisen vasta-aineen kanssa.

Tunnistusmenetelmilla (engl. identification methods) tutkittava yhdiste voidaan
tunnistaa yksiselitteisesti tietylla pitoisuustasolla. Menetelmat on suunniteltu
rutiinikdyttéon ja ne voivat olla seka kvalitatiivisia ettéd kvantitatiivisia.
Orgaanisessa analytiikassa tunnistusmenetelmét perustuvat yleensa
kromatografisiin tekniikoihin.

Varmistusmenetelmilla (engl. verification methods) voidaan yksiselitteisesti
tunnistaa ja/tai kvantitoida tutkittavat yhdisteet. Varmistusmenetelmét ovat
tieteellisesti perusteltuja maaritysmenetelmia, joiden luotettavuus on todettu ja
spesifisyys, tarkkuus ja erotuskyky tunnetaan hyvin. Varmistusmenetelmien on
perustuttava molekyylispektrometriaan, joka antaa suoraa tietoa tutkittavan
yhdisteen molekyylirakenteesta. Orgaanisen analytiikan menetelméat perustuvat
enimmakseen massaspektrometrisiin tekniikoihin. Varmistusmenetelmié kaytetaan
esimerkiksi silloin, kun seulonta- tai tunnistusmenetelmien tuloksia kiistetaan.

Perinteinen, jo historiaan jaényt kvalitatiivinen analyysi oli alun perin erilaisiin
saostus- ja varireaktioihin perustuvaa ionien tai yhdisteiden maarittamista.
Nykyaikaisia kvalitatiivisia kemiallisten yhdisteiden tunnistusmenetelmia ovat
paaasiassa erilaiset spektrometriset ja kromatografiset menetelmat, joilla
tunnistetaan alkuaineita, yhdisteita tai yhdisteryhmia. Naita ovat mm. UV
(ultravioletti)-, IR (infrapuna)- ja NMR (ydinmagneettinen resonanssi)-
spektroskopia ja massaspektrometria (MS) seka niihin liittyvat kaasu (GC)- tai
nestekromatografiset (LC) yms. erotusmenetelmét. Tassd oppaassa ei selviteté eri
menetelmien periaatteita vaan oletetaan, etta kyseiset menetelméat ovat lukijalle



tunnettuja. Oppaassa tarkastellaan padasiassa edella mainittujen menetelmien
antamien tulosten metrologisia nédkdkohtia. Sen sijaan kvalitatiivisen kemiallisen
analyysin binaariseen luonteeseen kuuluvia tilastollisia tarkasteluja ei esitetd. Niita
on laajemmin esitetty muun muassa EU:n komission rahoittamassa MEQUALAN-
projektin loppuraportissa'. Padosa oppaan sisallosta tarkastelee
massaspektrometrisiin menetelmiin liittyvia metrologisia nakodkohtia.

Oman ryhméansa muodostavat nykyaan erilaiset pikatestit (engl. test kits), joilla
voidaan saada esimerkiksi varinmuutoksen perusteella vastaus jonkin yhdisteen
tai yhdisteryhman esiintymiseen tai poissaoloon varsinkin kliinisessa kemiassa.
Tassa oppaassa tarkastellaan kvalitatiivisen analyysin luotettavuusnakdkohtia
lahinnd massaspektrometristen maaritysten kannalta. Kuitenkin liitteessé 1 on
lyhyesti kuvattu nékokohtia, joiden avulla voidaan tarkastella pikatestien
luotettavuutta.

Kvalitatiivisiin kemiallisiin analyysimenetelmiin voidaan katsoa kuuluvan myds
joillakin erityisalueilla kéaytetyt tietynlaiset tuoteprofiloinnit, joita kaytetaén
esimerkiksi ymparistosta kerattyjen 6ljynaytteiden tunnistamisessa. Tassa
oppaassa ei kuitenkaan tarkastella tallaisia menetelmia.

Koska kvalitatiiviset mittaukset ovat on/ei-analyyseja, niilla on omat
erityisvaatimuksensa. Kvalitatiivisten mittausten keskeisia kriteereja ovat
selektiivisyys, spesifisyys, herkkyys ja toteamisraja. Erityisesti spesifisyys on
kvalitatiivisessa mittauksessa kriittinen tekija. Spesifisyys on menetelmén kyky
erottaa tutkittava yhdiste muista yhdisteista. Spesifisyys on erityisen kriittinen
tekija, kun tutkitaan analogeja, homologeja tai erilaisia hajoamistuotteita.
Massaspektrometristen mittausten spesifisyys riippuu suoraan laitteistojen
erotuskyvysta. Korkeaa erotuskykya tarvitaan muun muassa silloin, kun
matriisissa on mitattavien yhdisteiden kaltaisia yhdisteitd, jotka hairitsevéat
mittausta. Toisaalta erilaisilla erillisten ionien seurantaan perustuvilla menetelmilla
voidaan spesifisyytta lisata merkittavasti.

Menetelman toteamis- eli detektiorajat ovat kriittisia, kun tunnistetaan kiellettyja
yhdisteita. Esimerkiksi doping-analytiikassa voi riittda kielletyn yhdisteen
tunnistaminen, koska niille ei ole sallittuja enimmaéispitoisuusrajoja. Tallgin
oleellista on laitteiston havaitsemis- eli detektiokyky. Detektiokyky on pienin
tutkittavan yhdisteen pitoisuus, joka voidaan havaita ja tunnistaa sovitulla
virhetodennékoisyydella.

1 European Commission (2002) Metrology of Qualitative Chemical Analysis (MVEQUALAN),
Final Report, Contract GBMA-CT2000-01012, https://op.europa.eu/en/publication-detail/-
[publication/afa0233e-7b8e-497e-bce8-b3c17136cd53.
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2 Kvalitatiivisen analyysimenetelméan
luotettavuuden perusteet

Samoin kuin kvantitatiivisten analyysimenetelmien kohdalla myés kvalitatiivisten
menetelmien luotettavuutta voidaan tarkastella ainakin osittain samoin periaattein.
Naité ovat:
o jaljitettavyyskysymykset (naytteenoton jaljitettavyys, analyysimenetelméan
jaljitettavyys, laitteiden kalibrointien metrologinen jaljitettavyys)
e menetelman validointi/verifiointi
e kvalitatiivisen analyysin tulosten tulkinnan luotettavuuden arviointi
(spektrikirjastot, tulkitsijan patevyys)
e sisdinen laadunvarmistus ja vertailumittaukset.

Laitteiden kalibroinnissa patevat samat jéljitettavyysvaatimukset kuin
kvantitatiivisissakin analyyseissa. Tarvitaan sertifioituja vertailumateriaaleja tai
niiden puuttuessa laboratorion sisdisia vertailumateriaaleja, joiden
luotettavuustaso on tunnistettu. Esimerkiksi massaspektrometrilaitteiston
valmistajan laitteen mukana toimittamiin kalibrointiyhdisteisiin tulisi suhtautua
kriittisesti, jos niiden puhtautta ja sailyvyytta ei ole maéritelty. Ihanteellisinta olisi,
etta tallaisetkin yleisesti kaytetyt kalibrointiyhdisteet olisivat sertifioituja
vertailumateriaaleja, mika ei ole mahdollista kaikissa tapauksissa. Téman vuoksi
kaytettavan vertailumateriaalin sailyvyytta taytyy tarkkailla vertaamalla tietylla
ajanhetkellda mitattua vertailumateriaalin spektria lahtétilanteessa mitattuun,
mieluiten laitteen asennuksen yhteydessa tuotettuun vertailuaineen spektriin.
Kalibroinnin lisdksi myds itse mittausmenetelma tulee olla validoitu sekéa
mahdollisuuksien mukaan vertailumittauksin todettu tayttavan vaaditut kriteerit.
Metrologiset periaatteet ovat siten samoja kuin kvantitatiivisenkin analyysin
kohdalla. Nait& aiheita on kasitelty mm. Metrologian neuvottelukunnan laatimassa
kemian metrologian oppaassa?. Kuvassa 1 on esitetty erilaisilla
spektroskooppisilla menetelmilla saatujen tulosten jaljitettavyystarpeita.

2 Metrologian neuvottelukunta (2024) Kemian metrologia, VTT Technology.
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Kuva 1. Kvalitatiivisen analyysin jaljitettavyystarpeet.

Kvalitatiivisten analyysien kohdalla ei voida varsinaisesti puhua tulosten
mittausepavarmuuden (engl. measurement uncertainty) numeerisesta
maarittamisesta vaan pikemminkin mittaustuloksen tulkinnan epavarmuuden
arvioinnista (engl. unreliability). Positiivisemmassa mielessa voitaisiin puhua
paremminkin luotettavuudesta, eli onko analyysin perusteella tulkittu tulos "kylla/ei’
katsottava luotettavaksi. Lahtokohtana on luonnollisesti edell& mainittujen kolmen
seikan lapikaynti ((metrologinen) jéljitettavyys, validointi, siséinen
laadunvarmistus/vertailumittaukset). Seuraavaksi kysymykseksi tulosten
luotettavuuden arvioinnissa nousee yhdisteiden tai funktionaalisten ryhmien
tunnistamisessa kaytetyt vertailutiedot. Naitéa ovat mm. UV-, IR- ja NMR-
spektroskopiassa sekd massaspektrometriassa spektrien tunnistamisessa kaytetyt
seka omat ettd kaupalliset spektrikirjastot. Spektrikirjastoissa esitettyjen spektrien
luotettavuuteen vaikuttavat seké spektrin muodostamiseen kéytetyn yhdisteen
puhtaus, laitetyyppi, mittausmenetelma seka luonnollisesti myés tietyn spektrin
hyvaksyneiden henkildiden patevyys. Samoin myoés spektrikirjaston tietoja
hyvéksikayttavan henkilon patevyys on ratkaiseva. Kayttajan tulee ymmartaa
spektrin ja yhdisteen rakenteen vélinen yhteys tulkitessaan kirjastohaun antamia
tuloksia.

2.1 Kvalitatiivisen analyysin tulosten
jaljitettavyysvaatimukset

Mitattuun spektriin ja sen perusteella tehtyyn tunnistamiseen liittyy monia tarkeita
tulokseen vaikuttavia tietoja, jotka on kirjattava analyysituloksen yhteyteen. lIman
riittavad tietomaaraa ei synny vertailukelpoisuutta ja jaljitettavyyttd. Saatuun
analyysitulokseen tulee liittaa riittdva maara tietoa naytteenotosta,
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analysointitekniikasta ja -olosuhteista huomioiden myds kalibrointiaineiden ja
kaytettyjen reagenssien metrologinen jaljitettavyys. Talldin tuotetun spektrin
perusteella saadut tulkintatulokset alkuaineista tai yhdisteista ovat vertailukelpoisia
muiden vastaavalla tekniikalla tehtyjen analyysien kanssa.
Analyysitulokseen tulee liittdad myos tietoa tavasta, milla kyseessa oleva yhdiste

on tunnistettu, esimerkiksi:

e vertaamalla tuloksia vertailumateriaalilla saatuihin tuloksiin

e vertaamalla tuloksia kaytettavissa oleviin spektrikirjastoihin

e asiantuntemukseen perustuvan spektrin tulkinnan avulla.

Tulkinnassa voidaan hyddyntaa kemiallisesti mahdollisimman samankaltaisten
yhdisteiden spektreja. Liitteessa 2 on esitetty esimerkkeja tulosten jaljitettavyyden
ja vertailtavuuden kannalta tarpeellisten tietojen dokumentointivaatimuksista.
Seuraavassa on esitetty spektrien tulkintaan liittyvia kriteereité.

11



3 Spektrikirjastojen luotettavuuskriteerit

Kaupallisesti saatavien kirjastojen liséksi laboratorio voi keratd omaan
tarpeeseensa liittyvien yhdisteiden spektrit sisdiseksi spektrikirjastoksi. Itse
keratyn kirjaston etuna on, etta yhdisteistd saadaan spektrit juuri sellaisina
johdannaisina ja samoilla laitteilla ja menetelmilld, joita omassa analyysissa
kaytetaan. Edellytykset sisdiseen spektrikirjastoon ottamisella tulisi olla seuraavat:

spektri on tuotettu laboratorion validoimalla menetelmélla ja
jaljitettavyyskriteerit tayttavalla kalibroiduilla laitteistoilla

kaikki spektrin synnyttamiselle olennaiset mittausolosuhteet on
dokumentoitu

spektri on tuotettu sopivaa sertifioitua referenssimateriaalia tai sen
puuttuessa laboratorion maarittdmaa sisaista vertailumateriaalia kayttaen
eli mitattava yhdiste on sertifioitu referenssi, tai laboratorio on itse jollain
tavalla varmistanut dokumentoidusti kemikaalin oikeellisuuden ja
puhtauden (mm. on térkeéta tietad, milla menetelmalla (IR, MS, NMR)
sisdinen vertailumateriaali on tunnistettu ja puhtaus méaaritetty)
yhdisteiden analysoinnissa on osoitettu menetelman luotettavuus ja sita
kautta spektrin luotettavuus vertailumittauksin

spektrin on hyvaksynyt sisdiseen kirjastoon laboratorion siihen
valtuuttama ja patevoittdma henkild (vrt. akkreditointivaatimukset
henkilostén dokumentoidusta patevyydesta).

Laboratorion tulisi laatia omat spektrien arviointikriteerit, jollei laboratorio
noudata muuta ohjeistusta. Oman spektrikirjaston kerédminen vaatii
paljon ty6ta ja resursseja. Ostettavissa on useita kaupallisia
yleiskirjastoja, joissa on useimmiten satojen tuhansien yhdisteiden
spektritietoja (katso viiteluettelo).

Spektrikirjastoissa olevien tietojen luotettavuutta arvioitaessa tulisi huomioida mm.
seuraavat seikat:

tulisi olla tietoa siitd, milla kriteereilla spektrit on hyvaksytty kirjastoon
onko kemiallisen rakenteen oikeellisuuden tarkastelussa kaytetty seka
manuaalisia etta tietokonepohjaisia menetelmia

onko saatavissa vertailua eri stereocisomeerien valilla

onko spektrissa riittavasti piikkeja suhteessa molekyylissa olevien
atomien maaraan

sopivatko yhdisteen nimi, molekyylikaava/molekyylipaino ja spektri
yhteen

kaytetaankd IUPAC-nimistoa

onko kirjaston yhdisteella CAS-rekisterinumero.

Spektrikirjaston luotettavuuden mittana voisi pitda edella olevien kriteerien
tayttymista. Mit& suurempi prosenttiosuus em. kriteereista tayttyy, sita
luotettavampana voidaan spektrikirjastoa pitéa.
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3.1 Spektrikirjastojen virhelahteet

Kirjastojen pohjana on usein joukko monista eri lahteista koottuja spektrikokoelmia
ja spektrien kerdys on lisdksi tapahtunut useiden vuosien ajan, joten spektrien
laatu saattaa vaihdella. Muun muassa vuonna 1999 NIST:n
massaspektrikirjastossa havaittiin sita tarkastettaessa useita virheellisyyksia®.
Melko yleinen virhe oli se, ettd kemiallinen molekyylikaava ei ollut yhtapitava
ilmoitetun yhdisteen molekyylipainon kanssa. Virheita oli oletettavasti aiheuttanut
tietokoneen ohjelmointivirhe. Seuraavassa on lueteltu joitakin edella mainitussa
NIST:n tutkimuksessa kaytettyja arviointikriteereja, joiden tunteminen voi auttaa
massaspektrometrien spektrikirjastojen kayttdjaa suhtautumaan kriittisesti
erilaisten kirjastojen spektreihin.

e Verrataan ilmoitettua nimed, molekyylikaavaa ja itse spektria ja
varmistutaan niiden yhtéapitavyydesta.

e  Tarkistetaan piikkien maaréa spektrissa. Spektrin tulisi sisaltaa kaikki
mitatut piikit, ellei jokin/jotkin piikeista ole ilmiselvasti taustasta johtuvia.
Spektrikirjastossa esiintyva epéataydellinen, vain suurimmat piikit siséaltava
spektri ei ole kayttokelpoinen kirjastohaussa. Tallainen spektri voidaan
hyvéksya kirjastoon vain, jos kyseessa on jostain erityissyysta
kiinnostava yhdiste, eik& muuta spektrid ole kaytettavissa.

e  Tarkistetaan molekyyli-ionien ja suurimpien fragmenttien
isotooppisuhteet. Poikkeamat isotooppisuhteista huonontavat spektrin
laatua.

e Varmistetaan, ettd suurimmat piikit todella edustavat ilmoitettua
molekyylirakennetta.

Spektrikirjastojen tarkistuksissa on havaittu useita eri virhelahteita. Yleisin virhe on
epapuhtauksista johtuvat piikit kirjaston spektrissa. Virheellisyyksia spektriin voivat
aiheuttaa epapuhtautena olevien vesi- tai iimamolekyylien aikaansaamat
hallitsevat piikit. Epapuhtaus voi johtua kromatografin kolonnin "vuotavasta”
station&arifaasimateriaalista (engl. column bleeding) tai kun aikaisempien
maaritysten yhdisteité on jaanyt mittalaitteen pinnoille, mista ne lahtevét liikkeelle
uusien analyysien yhteydessa (ns. ‘memory effect”). Kuvassa 2 on esimerkki
tallaisesta havainnosta kirjaston spektrissa seka tarkistettu spektri.
Epéapuhtaudesta aiheutuvia piikkeja voi myds olla vanhemmissa spektreissa ajalta,
jolloin spektrometrilaitteisiin ei viela ollut kytketty kromatografeja.

Yleensa voidaan todeta spektrin piikkeja naytteen tai laitteen epapuhtaudesta
johtuviksi, jos piikit ovat molekyyli-ionia suuremmalla massaluvulla (muut kuin
isotooppi- tai adduktipiikit).

Virheen spektrissa voi aiheuttaa myods ns. kemiallinen ionisaatio-efekti. Jos
spektri on maaritetty sellaisissa olosuhteissa, joissa ionit tormailevat

3 Ausloos, P., Clifton, C.L., Lias, S.G., Mikaya, A.l., Stein, S.E., Tchekhovskoi, D.V.,
Sparkman, O.D., Zaikin, V., ja Damo Zhu, (1999) The critical evaluation of a
comprehensive mass spectral library, J. Am. Soc. Mass Spectrom.,10, 287-299.
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ionisaatiokammiossa neutraalien molekyylien kanssa ennen niiden havaitsemista,
voi tiettyjen yhdisteiden kohdalla tapahtua protonien siirtymista ionisoidusta
molekyylistd neutraaliin molekyyliin. Talldin spektrissa voi esiintya
protonoituneiden molekyylien aiheuttamana merkittavasti korkeampia
isotooppipiikkeja molekyyli-ionia yhté yksikkda ylempéana. Kemiallisen
ionisaatioefektin ei kuitenkaan ole todettu muuttaneen merkittavasti padosaa
spektrista. Tyypillisesti tallaisia piirteitd voidaan havaita vanhemmissa ioniloukkua
hyddyntavissa kaasukromatografi-massaspektrometreissa. Kemiallista ionisaatiota
ei pida sekoittaa elektroni-ionisaatioon. Elektroni-ionisaatiossa korkeaenergiainen
ionisuihku (50 eV - 150 eV, yleensa 70 eV) kohdistetaan ionisaatiokammiossa
kaasumuodossa oleviin naytemolekyyleihin. Taman seurauksena molekyylit
ionisoituvat ja pilkkoutuvat yhdisteille tyypillisella tavalla tuottaen séhkdisesti
varautuneita fragmentteja.

504 {
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ol M 1155 il es 181 86, 102, 112 121127 164 vrg
S— B LR 3 S NSSS— | S . SN S—
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n-METHOXYATROLACTIC ACID AMIDE

195

Kuva 2. Alimmaisessa alkuperéisessa kirjastospektrissa oli iso piikki m/z-arvossa
43. Tama ei vastaa loogisesti yhdisteesta paateltavia fragmentteja. Siksi piikki
m/z-arvolla 43 poistettiin spektrista (ylin spektri), koska se todennakdisimmin
johtuu epapuhtauksista®.

Joissakin spektreissa havaittiin yhden tai useamman piikin siirtyneen yhden
yksikdn verran niiden loogiselta tai odotetulta paikalta. Nykyaikaisilla laitteilla
siirtymavirhe johtuu yleensa virheellisesta kalibroinnista tai liilan pitkasta
kalibrointivalista.

4 NIST (1992) spektrikirjasto.
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Joskus spektrissa esiintyy laitteen kohinasta johtuvia piikkeja. Téllaiset piikit on
helppo havaita, koska ne ovat epéloogisissa paikoissa, eika niihin liity
isotooppipiikkeja (kuva 3).

Spektrikirjaston spektreissa havaittiin myds virheita spektreihin liitetyissa
molekyylikaavoissa. Esimerkki tallaisesta virheesta ja tarkistuksesta on kuvassa 4.

Lahtdkohtaisesti spekiristé ei tulisi poistaa piikkeja.
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Kuva 3. Spektrikirjaston spektrissa oli intensiivinen piikki m/z-arvolla 202
(alimmainen spektri). Talla piikill&a ei ollut isotooppipiikkié eiké se sijainnut
loogisessa paikassa. Kirjastospektristé kyseinen piikki poistettiin kohinapiikkina
(ylimmainen spektri).#
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Kuva 4. Kirjastospektri ja yhdisteen nimi vastasivat toisiaan, mutta molekyylikaava

ei. Kuvassa vasemmalla puolella oleva virheellinen rakennekaava uusittiin
(oikealla)*.
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4 Spektrien tunnistamiskriteerit

4.1 Massaspektrometria

Massaspektrometrisia menetelmia kaytetdan yhdisteiden ja yhdisteryhmien
tunnistamiseen monilla aloilla, kuten ympéristo- ja elintarvikeanalytiikassa,
ladketeollisuudessa, orgaanisen ja biokemian tutkimuksessa, prosessihairididen
selvittdmisessa, tuotteiden laadunvalvonnassa, epaorgaanisen kemian
erityisongelmien ratkaisemisessa, kliinisessa kemiassa, 6ljynjalostuksessa ja
petrokemian teollisuudessa seka kaasujen puhtauden ja koostumuksen
maarittamisessa. Joillakin aloilla, kuten elintarvike-, ympéristo- ja
dopinganalytiikassa, on massaspektrometriseen tunnistamiseen olemassa
kansainvalisid vaatimuksia. My0s tietyille erityisaloille, kuten kemiallisen aseen
kieltosopimusta valvoville kansallisille viranomaisille, on annettu tiukat spektrien
tunnistamiskriteerit. Huomioimalla néiden eri alojen vaatimukset soveltuvin osin,
voidaan massaspektrometristen tunnistamisten luotettavuutta lisétd myos muilla
aloilla. Siksi on hyddyllistéa kdyda omien maaritysten yhteydessa lapi seuraavassa
esitetty yhteenveto eri alojen tarkeimmisté tunnistamiskriteereisté.

WADA (Maailman antidopingorganisaatio) mééarittelee omassa
ohjeistuksessaan massaspektrometriselle tunnistamiselle muun muassa seuraavia
kriteereja®:

e Yksivaiheisella massaspektrometrialla (MS) tulee 16ytyd vahintdan 3
diagnostista piikkié ja monivaiheisella massaspektrometrilla (MS") tulee
monitoroida véhintédan kahta lahtdioni-tuoteionisiirtymaa.

o Diagnostisten piikkien vaste-kohinasuhteen tulee olla > 3:1.

o Verrattaessa tutkittavan yhdisteen diagnostisia ioneja analyysissa
kaytetyn vertailuaineen spektriin, spektripiikkien suhteelliset intensiteetit
eivat saa erota taulukossa 1 ilmoitettuja arvoja enempéa:

5 WADA (2023) Technical Document TD2023IDCR: Minimum criteria for chromatographic-
mass spectrometric confirmation of the identity of analytes for doping control purposes,
14.2.2023, WADA Laboratory Expert Group.
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Taulukko 1. Suurimmat sallitut ionien suhteellisten intensiteettien toleranssit
erilaisia massaspektrometrisia menetelmia kaytettdessa (doping-analytiikka).

Esimerkki naytteen kromatogrammissa
SUht.ee”i' . | cc-EI-MS. GC-CI- Suurin sallittu to-
nen intensi- | e ~~ \vien | o . . | leranssi naytteen
teetti (% pe- » 2=V =2 Suhteellinen intensiteetti
LA PE [ MS, Le-MS™ jne. o T kromatogram-
ruspiikista) , vertailunaytteessa (% pe- missa (% vertai-
ruspiikista) luna
undytteen perus-
piikista)
100 100
+10 %
0 —
>50% (absoluuttinen) 95 85-105
60 50-70
<50%ja [+20%
> 25 9% (suhteellinen) 40 32-48
9 10 5-15
<1-259% |[2%
(absoluuttinen) 3 >0-8

Vastaavasti EU:n komissio on antanut ohjeistusta elintarvikeanalytiikan
maaritysmenetelmi& varten. Taulukoissa 2, 3 ja 4 on esitetty kyseisia kriteereja.

Taulukko 2. Suurimmat sallitut ionien suhteellisten intensiteettien toleranssit
erilaisia massaspektrometrisia menetelmia kaytettaessa (elainperaisten
elintarvikkeiden analytiikka)®.

Suhteellinen intensiteetti GC-EI-MS GC-CI-MS, GC-MS", LC-
(% peruspiikista) (suhteellinen) MS, LC-MS" (suhteellinen)
>50 % +10 % +20 %

> 20 % —50 % +15% +25 %

>10% —-20% +20 % +30 %

<10% +50 % +50 %

e Diagnostisten ionien ja/tai laht6éioni/tuoteioniparien suhteelliset
intensiteetit on tunnistettava vertaamalla spektreja tai integroimalla
yksittéiset massavasteet. Jos kdytetaan taustakorjausta, sitd on
kaytettava samalla tavalla koko sarjassa ja se on ilmoitettava selkeésti.

e Jos kokonaisspektrit (full scan) mitataan yhdella ainoalla
massaspektrometrilla, maarityksessa on oltava vahintaan nelja ionia,

6

EU:n Komission paatds 2002/657/EY, neuvoston direktiivin 96/23/EY taytantéonpanosta

madaritysmenetelmien suorituskyvyn ja tulosten tulkinnan osalta, https://eur-lex.eu-
ropa.eu/legal-content/FI/TXT/PDF/?uri=CELEX:32002D0657.

18



https://eur-lex.europa.eu/legal-content/FI/TXT/PDF/?uri=CELEX:32002D0657
https://eur-lex.europa.eu/legal-content/FI/TXT/PDF/?uri=CELEX:32002D0657

joiden suhteellinen intensiteetti verrattuna peruspiikkiin on vahintaan

10 %. Molekyyli-ionin on oltava mukana, jos sen suhteellinen intensiteetti
vertailuspektrissa on vahintaan 10 %. Vahintaan neljan ionin on oltava
suhteellisten ioni-intensiteettien maksimaalisten sallittujen toleranssien
rajoissa.

Jos massafragmentteja mitataan muilla kuin full-scan-menetelmilla (esim.
SIM-menetelmalld), tuloksia on tulkittava tunnistuspisteiden avulla.
Viranomaisvaatimuksissa useimmiten vaaditaan vahintaéan kolmen
tunnistuspisteen (IP) avulla tapahtuvaa yhdisteen tunnistamista.
Taulukossa 3 esitetyista eri MS-tekniikoilla saavutettavista
tunnistuspisteiden maarasta voidaan todeta, etta helpoimmin kolmen
tunnistuspisteen vaatimus saavutetaan LC-MS- ja HR-MS-tekniikoita
kayttaen.

Taulukko 3. Erilaisten massafragmenttiluokkien ja saatujen tunnistuspisteiden
vélinen suhde.

MS-menetelméa _'I'ur_mistuspisteité
ionia kohti
Matalan erotuskyvyn massaspektrometri (LR-MS) 1,0
LR-MS" lahtbioni 1,0
LR-MS" siirtymatuotteet 15
Korkean erotuskyvyn massaspektrometri (HR-MS) 2,0
HR-MS" ldhtdioni 2,0
HR-MS" siirtymétuotteet 2,5

Jotta varmistuksen edellyttdmaét tunnistuspisteet voidaan myontaa ja
tunnistuspisteiden summa laskea:

on mitattava vahintaan yksi ionisuhde

kaikkien relevanttien mitattujen ionisuhteiden on taytettava ylla kuvatut
vaatimukset

tunnistuspisteiden véhimmaismadaran saavuttamiseksi voidaan yhdistaa
enintédan kolme eri menetelmaa.

Huomautuksia taulukkoon 3:

Kukin ioni voidaan laskea vain kerran.

GC-MS, jossa kaytetaan elektroni-ionisaatiota (El), katsotaan eri mene-
telméksi kuin GC-MS, jossa kaytetaan kemiallista ionisaatiota (Cl).

Eri analyytteja voidaan kayttaa lisaéamaan tunnistuspisteiden lukumaaraa
vain, jos johdosten reaktiokemiat ovat erilaisia.

Jos maarityksessa kaytetaan jotakin seuraavista tekniikoista: full-scan -
diodirividetektoriin (DAD) kytketty HPLC, fluoresenssidetektoriin kytketty
HPLC, immunogrammiin kytketty HPLC tai kaksiulotteinen TLC kytket-
tyné spektrometriseen detektioon; enintaédn yksi tunnistuspiste voidaan
tuottaa, mikali menetelmien relevantit vaatimukset tayttyvat.
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e  Siirtymatuotteet sisaltavat seka tuotteet etta toisen generaation tuotteet.

Massaspektrometrin yhteydessa kaytettava kromatografinen menetelma vaikuttaa
merkittavasti tunnistuspisteiden saavuttamiseen (taulukko 4).

Taulukko 4. Esimerkkeja eri tekniikoilla ja niiden yhdistelmilla saatavien
tunnistuspisteiden maérista (n = kokonaisluku).

Tekniikka/tekniikat lonien lukumaara T}Jnnlstus-
pisteet
GC-MS (El tai Cl) N n
GC-MS (El tai Cl) 2(EDN+2(Cl 4
GC-MS (El tai CI) 2 (johdos A) + 2 (johdos B) 4
2 johdosta
LC-MS N n
GC-MS-MS 1 I8htdioni ja 2 tuoteionia 4
LC-MS-MS 1 I8htdioni ja 2 tuoteionia 4
GC-MS-MS 2 lahtbionia, kummallakin 1 tuoteioni 5
LC-MS-MS 2 lahtbionia, kummallakin 1 tuoteioni 5
LC-MS-MS-MS 1 I&htdioni, 1 tuoteioni ja 2 toisen gene- | 5,5
raation tuoteionia
HRMS N 2n
GC-MSjalLC-MS 242 4
GC-MS ja HRMS 2+1 4

e Sellaisia piikkeja, joiden pinta-ala on pienempi kuin 1 % suurimman
spektrissa olevan piikin pinta-alasta, ei tule huomioida.
e  Spektri tulee hylatd, jos massaspektrissa on kaksi tai useampi piikki,
joiden suhteellinen intensiteetti on 100 %, koska kyseessé yleensé on
spektrin ylikyllastyminen. (On silti muistettava, etta on olemassa
yhdisteita, joissa on luonnostaan kaksi tai useampia lahella 100 % olevia
piikkeja. Naissé tapauksissa on varmistettava spektrin oikeellisuus
huolellisesti esimerkiksi isotooppisuhteista.).
e  Spektri tulee hylatd, jos se sisaltda massoja, joita ei voida tulkita
pilkkoutumissaanttjen avulla ja jotka eivat sisdlly muihin saman
yhdisteen tai samanlaisten yhdisteiden spektreihin.
e Spektri on hylattava, jos massaspektri sisaltaa isotooppien piikkeja, jotka
eivat ole selitettévissa oletetun isotooppijakauman perusteella (engl.
isotope pattern). Ohjeena jatkoarvioinnille on, ettd muiden tekijoiden
ohella tulisi tarkistaa tarkeimman isotoopin absoluuttinen intensiteetti ja
laskea vastaava teoreettinen intensiteetti huomioiden seuraavat sdannot:
i kun massapiikki isotooppijakaumassa on = 10 % peruspiikista,
voi mitattu suhteellinen intensiteetti poiketa enintdan 10 % sen
teoreettisesta arvosta.
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ii. kun massapiikki isotooppijakaumassa on < 10 % peruspiikista,
voi mitattu suhteellinen intensiteetti poiketa enintaan 1 %-
yksikk®da sen teoreettisesta arvosta.

iii. suhteellinen intensiteetti on maaritetty intensiteettina ilmaistuna
prosentteina peruspiikista.

OPCW:n (Kemiallisten aseiden kieltojarjestd) vertailumittauksissa on kaytdssa
vastaava tunnistuspisteiden arviointi, joskin hieman erilaisella kriteeristélla kuin
EU:n komission ohjeistuksessa. Korkeintaan 3:lla eri tekniikalla tulee saavuttaa
vahintaan 5 pistettd, jotta tunnistaminen voidaan katsoa riittavaksi.

Taulukko 5. Arviointikriteerit OPCW:n vertailumittausten ohjeistuksen mukaan’.

Tekniikka/tekniikat

lonien lukumaara

Tunnistuspisteet

Full scan

GC tai LC-HRMS - 4

GC-MS (E - 3

GC-MS (CI) - 2

LC-MS - 2

SRM

GC- tai LC-MS-MS 2 lahtéioni-tuoteionisiirtymaa 3

(SRM)

GC- tai LC-MS-MS 1 laht6ioni-tuoteionisiirtyma 2*

(SRM)

Tuote- tai lahtodio-

nien skannaus

GC- tai LC-MS/MS 1 18htdioni, 2 tuoteionia 3

GC- tai LC-MS/MS 1 lahtodioni, 1 tuoteioni 2*

GC- tai LC-HRMS/MS | 2 HR tuote- tai l&htdionia 4

GC- tai LC-HRMS/MS | 1 HR tuote- tai lahtdioni 2*

GC- tai LC-HRMS/MS | 1 HR l8ht6ioni ja 1 HR tuoteioni | 4

LC-MS/MS/MS 1 I&htdioni, 1 tuoteioni ja 1 toi- 3
sen generaation tuoteioni

SIM

GC- tai LC-HRMS 2 HR ionia 4

GC-MS (El) ja (C)) 2 ionia EL:lI4, 2 ionia Cl:lla 5

GC-MS (El) ja LC-MS | 2 ionia molemmista 5

Ei-massaspektro-

metriset menetelmét

GCtai LC - 1

*Hyvaksytty vain yhden menetelman raportoinnissa per kierros.

7 OPCW Work Instruction for the reporting of the results of the OPCW biomedical

proficiency tests.
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Huomio taulukkoon 5:

e Vaadittujen ionien ja siirtymien minimimaara on kerrottu taulukossa. On
suositeltavaa valita useampi tunnistettava ioni tai siirtyma ja raportoida
ne.

e Tiettyjen massaspektrometristen menetelmien, kuten HRMS, full scan,
SRM ja tuote-/Idht6ionit antavat enemman informaatiota verrattuna SIM:n
tai ei-massaspektrometristen menetelmien antamaan informaatioon.

Lisaksi EU:ssa noudatetaan torjunta-aineiden jaamaanalytiikassa DG SANTE:n
ohjeistusta liittyen menetelmien validointiin ja laadunvalvontaan. Ohjeistuksen
tarkoituksena on harmonisoida jadamaanalytiikan toteuttamista EU:n virallista
valvontaa varten. Ohjeistus keskittyy padasiassa kvantitatiiviseen analytiikkaan,
mutta ottaa myds kantaa seulontamenetelmien kayttéon. Ohjeessa annetaan
kriteerit massaspektrometrisen tunnistamisen tekemiseen taulukon 6 mukaisestié:

8 DG SANTE (2021) Analytical quality control and method validation procedures for

pesticide residues analysis in food and feed, SANTE/11312/2021,
https://food.ec.europa.eu/system/files/2022-02/pesticides_mrl_guidelines_wrkdoc_2021-

11312.pdf.
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Taulukko 6. Arviointikriteerit SANTE/11312/2021 ohjeistuksen mukaan.

MS detektori Menettely Vaatimukset tunnistamiselle
Resoluutio Tyypillinen Pienin Muuta
laitteisto lonien maara
(esimerkkeja)
Yksikko- MS, kvadrupoli, full scan, rajattu 3 ionia SIN>39
resoluutio ioniloukku, TOF m/z-alue, SIM
MS/MS, koimois- 2 tuoteionia Molempien tuoteionien
kvadrupoli, analyyttipiikkien tulee
ioniloukku, Q- olia taysin
loukku, Q-TOF, Q- kromatografisesti
Orbitrap toisensa peittavia.
Naytteesta todetun
yhdisteen
ionisuhteiden tulee olia
+30 % (suhteellinen)
verrattuna vastaavaan
kalibrointi-standardiin.
Tarkan massan | Korkean resoluution | full scan, rajattu 2 ionia, joiden SIN>3aq
maaritys massaspektrometri: | m/z-alue, SIM, massan
(Q-)TOF pilkkoutuminen tarkkuuson <5 | Lahtdionien
(Q-)-Orbitrap lahtoionien ppm 23} analyyttipiikkien tulee
FT-ICR-MS suhteen tai ei tai olia taysin
sektori-MS kombinaatio edelia kromatografisesti
mainituista toisensa peittavia.
lonisuhteille ei
tekniikasta johtuen
vaadita taydellista
vastaavuutta, mutta
niita tulee hyadyntaa
tunnistamisessa

a) mieluiten sisaltden molekyyli-ionin, (de)protonoidun molekyylin tai addukti-ionin
b) siséltden vahintdan yhden fragmentti-ionin
c¢) <1 mDa, kun m/z <200
d) kun kohinaa ei ole, vasteen tulee olla nakyvilla vahintaén 5 skannauksessa

23




4.1.1 Esimerkkeja isotooppilaskelmista
Esimerkki 1% Esimerkki isotooppilaskennasta yhdisteelle CgH1sNO3zP

Mittaustulokset yhdisteelle C¢H16NO3P:
m/z-arvolla 181 oleva piikki on 13,9 % peruspiikista
m/z-arvolla 182 oleva piikki on 1,2 % peruspiikista

Koska ioni m/z-arvolla 182 on pienempi kuin 10 % peruspiikista, sovelletaan
saantoa ii.

Laskennallisiksi arvoiksi yhdisteen CsH1sNO3P alkuaineille:

m/z-arvolla 181 oleva piikki on 13,9 % peruspiikista

m/z-arvolla 182 oleva piikki on 1,0 % peruspiikista

Poikkeama on 1,2 % — 1,0 % = 0,2 %, mik& on sallituissa +1 % rajoissa mitatusta
arvosta.

9 Work Instruction for the evaluation of the results of OPCW proficiency tests: Appendix 1
Analytical Data and Accompanying information, Appendix 1.
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Esimerkki 2°: Esimerkki isotooppilaskennasta yhdisteelle C3HsCIS

Taulukko 7. Yhdisteen C3HgCIS massaspektrin ionien mitattu ja teoreettinen
suhteellinen intensiteetti, poikkeama ja sovellettu séanté mitatulle suhteelliselle

intensiteetille.

Yhdisteen Mitattu Teoreetti- Poikkeama Mitattu suhteellinen
C3HsCIS suhteelli- | nen suht. intensiteetti
spektrin io- | nenin- intensiteetti
nirakenne tensiteetti
m/z 109 100 % 100 %
m/z 110 6,1 % 4,2 % 1,9 %-yksik- | sovelletaan saantéa ii:
koa poikkeama suurempi
kuin sallittu 1 %-yk-
sikkd
m/z 111 32,2% 36,5 % 4,3 %-yksik- | sovelletaan saant6a i:
kéd = 11,8 % | poikkeama suurempi
teoreetti- kuin sallittu 10 % teo-
sesta reettisesta intensitee-
tista
m/z 112 1,1% 1,5% 0,4 %-yksik- | sovelletaan saant6a ii:
koa poikkeama pienempi
kuin 1 %-yksikko
m/z 113 1,0% 1,5% 0,5 %-yksik- | sovelletaan saantba ii:
koa poikkeama pienempi
kuin 1 %-yksikko

4.2 Fouriermuunnosinfrapunaspektroskopia

Fouriermuunnosinfrapunaspektroskopia (FTIR) on nopea tunnistuskeino, joka
soveltuu olomuodoiltaan vaihteleville ndytteille iiman molekyylipaino-, haihtuvuus-
tai varausrajoitteita. FTIR:lle on kuitenkin ominaista tietynasteinen spesifisyyden
puute. FTIR-analyysi kohdistetaan yleensa aine-eraan ilman kromatografista
erottelua. FTIR-mittausta kaytetéd&n, koska se on tehokas ja nopea véline
erityisesti aineluokkatunnistuksissa, esimerkiksi muovien geneerisen paaluokan
toteamisessa. Aineluokkien sisélla FTIR-mittauksen tunnistuskyky yleensa
heikkenee. Erilaisiin homologiasarjoihin kuuluvien yhdisteiden erottaminen
toisistaan on yleensa mahdotonta. Tunnistus aineluokan sisalla on kuitenkin
mahdollista, jos kaytettavissa on laaja, aineluokkakohtainen vertailuaine- tai

spektrikokoelma tai jos toimija tuntee aineluokan piirteet hyvin tai jos mahdollisten
vaihtoehtojen maara on melko suppea ja toimija tuntee FTIR:n erottelukyvyn tassa
joukossa.
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FTIR-analyysitoimintaa harjoittava laboratorio voi kayttaa erilaisia FTIR-
mittaustekniikoita. Vaihtoehtoina on tarjolla erilaisia transmissio- ja
heijastustekniikoita, joskin nykyisin vaimennettuun kokonaisheijastukseen (ATR)
tai transmissioon (ml. FTIR-mikroskooppi) perustuvat tekniikat ovat lahes
syrjayttaneet muut tekniikat. On syyté muistaa, etta eri tekniikoilla tuotetuissa
FTIR-spektreissa voi olla toisistaan poikkeavat piikkien intensiteettisuhteet.
Esimerkiksi ATR-mitatun ja transmissiomitatun naytteen spektrit poikkeavat
toisistaan piikkien intensiteettisuhteiden osalta. Nama perusasiat FTIR-toimijan on
tiedostettava.
Kvalitatiivisessa IR-analyysissa voidaan tunnistusta tehdéa moneen
tarkoitukseen. Tyypillisia tapauksia ovat esimerkiksi:
e puhtaan yhdisteen tunnistaminen/laadunvarmistus (padkomponentti, ei
juurikaan muita ainesosia)
o paakomponentin/kiinnostavan komponentin tunnistus epapuhtaasta
naytteesta
e seoksen eri komponenttien tunnistaminen
e yhdisteen tai aineen aineluokkatunnistus
e seulonta; tunnusomaisten funktionaalisuuksien etsiminen
e epapuhtauksien tunnistaminen tunnetusta naytteesta
e kahden tai useamman naytteen koostumuksellisen samankaltaisuuden
maarittdminen IR-aktiivisten aineiden osalta.

FTIR-tunnistus perustuu yleensé vertailuspektrin kéytt6on. Eréilla toimialoilla
halutaan yhdisteluokkatunnistuksen sijasta todeta kahden naytteen keskinéinen
koostumuksellinen samanlaisuus. Molemmissa tapauksissa lahtokohtaisena
ongelmana on:
o maadritella milloin kaksi spektria ovat samanlaiset
o ettd kahden spektrin samanlaisuuskaan ei aina takaa, etta kysymyksessa
on sama yhdiste.

Ensimmaiseen ongelmaan voidaan pureutua tuntemalla toistomittauksien kautta
mittaustavalle, naytetyypille ja naytteenvalmistustavalle ominainen piikkien
lukumé&arainen- ja intensiteettitoistettavuus. Jos kahden spektrin erot mahtuvat
toistohajonnan sisééan, voidaan spektrit tulkita samanlaisiksi. Kaikkien
vertailuspektrissa esiintyvien selvien, vaikkakin intensiteetiltdéan heikkojen piikkien
tulee esiintyd naytespektrissa. On osattava antaa luonnollinen selitys, jos
naytespektrissa on enemman piikkeja kuin vertailuspektrissa. Kahden IR-spektrin
samanlaisuuden maarittaminen perustuu hahmon tunnistukseen. Hieman
toisistaan poikkeavat spektrit voidaan tunnistaa samoiksi, mikali poikkeavuuden
syy voidaan selittda. Tallaisia syita voivat olla esimerkiksi:

e epapuhtaudet ndytteessa

e naytekomponenttien pitoisuuserot

e ndaytteiden pintarakenne yms. (tietyilla mittaustavoilla).
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Tunnistuksen apuvélineina voidaan kayttaa tietokonepohjaisia ohjelmistoja, mutta
lopullisen samankaltaisuuden voi todeta vain asiantuntija. Asiantuntijalla on oltava
riittdvasti kokemusta kyseisen tyyppisista naytteisté ja yhdisteistd, jotta han pystyy
arvioimaan spektri-informaation riittdvyyden: voidaanko yhdiste/nayte todella
tunnistaa vai riittddko saatu spektri vain yhdisteluokitteluun.

Toista ongelmaa voidaan hallita siten, ettd hahmotetaan se yhdistejoukko, jota
FTIR-analyysin keinoin voidaan todennakdisesti laboratorion toimialueella joutua
tunnistamaan. FTIR:n erotteluvoima tassa joukossa voidaan todeta helposti,
vaikka tama joukko olisi suurikin (>200). Tietynlaisessa toisessa
aaripaatilanteessa ollaan laboratorioissa, joissa toimitaan aidosti tuntemattomien
naytteiden tunnustustehtavissa ja tuleva nayteaineisto voi olla mita vain. Naissa
tilanteissa FTIR on usein seulontavéline, jonka tuloksen perusteella valitaan
seuraavat tunnistusmittausvalineet. ATR-FTIR on mittauksen teknisen helppouden
ja nopeutensa takia erinomainen seulontatykalu.

FTIR-toiminnan kannalta olisi edullisinta, etté laboratoriolla olisi kdytoésséén sen
yleisimmin kayttamalla mittaustekniikalla tehty oma spektrikirjasto. Kéaytannossa
kuitenkin yleensa hankitaan myo6s kaupallisia kirjastoja. Talléin on valttamatonta,
ettd kaupallinen spektrikirjasto on tuotettu samalla mittaustekniikalla, jota
kaytetddn laboratoriossa.

FTIR-tunnistuksella on lahtdkohtainen ja syveneva epavarmuus, jos ylla
olevasta tilanteesta loitotaan. Epavarmuus on syvimmilla&n, jos aivan
tuntemattoman naytteen spektri on tuotettu eri tekniikalla kuin kirjastospektri.
Tama tilanne voi koittaa, jos spektrikirjastona on vain vanha painettu kirja, jossa ei
ole spektrikohtaisia piikkitaulukkoja aaltolukuineen ja josta ei iimene mittaustapa.
Yhdisteluokka voidaan kuitenkin silloinkin yleensé todeta harjaantuneen kayttéjan
toimesta.

Spektrien laatuun liittyvia vaatimuksia ja toimenpiteita ovat:

¢ Minimiresoluution tulisi olla 4 cm™ kondensoidun faasin (engl. condensed
phase) spektrille. Resoluution edelleen parantaminen tuo toisaalta
harvoin hyotya.

o Yksikaan absorptiopiikki ei saa olla kyllastynyt.

e Analysoitaessa epaorgaanisia yhdisteita aaltolukualueen tulisi ulottua
400 cm™ asti.

e Tarpeeksi usein tarkastettu valmistajan vaste/kohinasuhdearvoon
yltdminen varmentaa pienen intensiteetin piikkien erottumisen.

e Laitteen autodiagnostiikkatoimintoa kaytetaan riittavan usein.

e Laitteen aaltolukuasteikko kalibroidaan asianmukaisesti.

Vesi-, hiilidioksidi- ja liuotinpiikit tulee tunnistaa spektrista ja huomioida tai
eliminoida vertailua tehtdessa.

Koska FTIR-spektrien ulkonaké ja laatu riippuvat suuresti mittaustavasta,
spektrien vertailuun ja kirjastohakuun on syyta kiinnittdd huomiota menetelmia
laadittaessa:
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Itse luodussa kirjastossa spektrit vastaavat hyvin mitattavia, joten ne ovat
helposti vertailtavissa.

Kaupalliset kirjastot yleensa sisaltavat eri tavoin ja erilaisin kriteerien
mitattuja spektreja. Taman lisaksi ndytteenvalmistustiedot saattavat olla
hyvinkin puutteellisia.

Kirjamuotoisten spektrien vertailu saattaa olla vaikeaa, koska niiden
ulkon&ké ei useinkaan vastaa omalta laitteelta saatavaa. Vertailu voidaan
useimmiten tehda piikki piikilta, mutta talldin ei pystyta taysin ndkemaan
spektrikayrien todellista vastaavuutta.

Sahkoisessa muodossa olevat kirjastot helpottavat spektrien vertailua,
koska spektrit voidaan asettaa paallekkain. Huomattakoon kuitenkin, etta
asiantuntija ratkaisee samanlaisuuden.

Erilaiset kirjastohakualgoritmit toimivat hieman eri tavoin. Osa
algoritmeista painottaa piikkien tarkkaa paikkaa ja muotoa, toiset taas
sallivat enemman vaihtelua spektreissé. Erilaisten kondensoitujen
faasien vertailu (liuokset, nesteet, kiintedt) voidaan suorittaa rajoitetusti,
mutta esimerkiksi kaasufaasispektreja ei voi verrata muissa faaseissa
mitattuihin.

Parhaimmillaan FTIR-mittauksella voidaan saavuttaa erittéin luotettava tunnistus
(esim. puhdas yhdiste, kaikki funktionaalisuudet nakyvat, hyvéa vertailuspektri). On
my6s mahdollista, etté laboratoriolle ja tutkijalle vieraasta naytteesta on vaikea
saada muuta kuin karkea aineluokittelutulos. Viimeksi mainitussa tilanteessa FTIR
-kayttajalta edellytetdan korostunutta asiantuntemusta.

4.3 NMR-spektroskopia

NMR-spektroskopiassa luotettavan tunnistuksen tulee noudattaa seuraavia
kriteereja:

Naytteenvalmistuksessa kaytetty liuotin, pH (mikéali mitattavissa),
tutkittavan yhdisteen maara naytteessa (mikali maaritettavissa), seka
kaytetty kemiallisen siirtyman referenssi on raportoitava.

Riittavat tiedot spektrin tuottamiseen kaytetysta laitteistosta seka
ajoparametreista on raportoittava.

Tunnistettavan yhdisteen resonanssin signaali-kohinasuhde on oltava
vahintaan 3:1 (lasketaan yhtalon S:N = 2.5xH/h mukaan, missa H on
signaalin korkeus kohinan keskikohdasta ja h on kohinan korkeus).
Voimakkaan multiplisiteetin omaavilla resonansseilla (esim. 1H NMR-
spektrissa) signaali-kohinasuhde on oltava sellainen, ettd multipletin
viivan, jonka suhteellinen intensiteetti on yli 10 % multipletin korkeimman
viivan intensiteetistd, signaali-kohinasuhteen on oltava yli 3:1. (Kuva 5).
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Kuva 5. NMR-spektrin resonanssin signaali-kohinasuhteen maérittamiseen
kaytettavan resonanssin korkeus (H) seka kohinan korkeus (h).1°

e Tunnistettavan yhdisteen resonanssit eivét saa olla paallekkéin naytteen
liuotinpiikin tai epapuhtauksien resonanssien kanssa, vaan niiden on
erotuttava spektrissa selkeésti kohinasta.

e Resonanssien kemialliset siirtymat, multiplisiteetit, sek& ensimmaisen
kertaluvun kytkentévakiot on raportoitava.

e  Spektrista tulkitut resonanssit, niiden siirtyméat seka multiplisiteetit on
oltava yhtapitavia tunnistettavan yhdisteen rakenteen kanssa.

10 Work Instructions for the reporting of the results of OPCW proficiency test;
Attachment 10: Reporting Nuclear Magnetic Resonance (NMR) spectrometric data.
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5 Spektrien tulkinta

5.1 Kirjastospektrien avulla

Laboratorioilla on useimmiten kaytettdvanaan spektrikirjasto-ohjelmia, jotka
tulostavat automaattisesti raportin naytespektria vastaavasta kirjastospektrista.
Rutiinianalytiikassa naytespektrin ja kirjastospektrin vastaavuutta kuvataan
spektrien yhteensopivuusprosentilla, joka voidaan maéarittéaa eri tavoilla riippuen
laitevalmistajasta. Osuman luotettavuus voidaan jakaa karkeasti kolmeen
kategoriaan (usein kaytetaan tavoitetasoarvoa ns. Q eli Qual-arvoa, 0-100).

Jos vastaavuus kirjastospektrin kanssa on hyva (Q = 95),
kirjastospektriohjelman tulos voidaan hyvaksya ilman erillista tulkintaa edellyttaen,
etta kirjastospektrissa on riittéavasti piikkeja (vrt. kohta 4.1). Hyvaankin tulokseen
on kuitenkin suhtauduttava varauksellisesti, jos kirjastossa olevassa spektrissa on
vain yksi tai kaksi piikkia (isotooppipiikkeineen). Tuloksena voi olla korkea Q-arvo,
vaikka suurin osa naytteen spektristé jaé vastineetta. Periaatteessa
massaspektrihaun hyvéksyminen olisi hyva varmentaa visuaalisesti, vaikka
hakutulos olisi kuinka hyva. Tulosta on my6s aina tarkasteltava retentioaikatietojen
valossa. Vain vertailuaineesta tuotettu spektri + retentioaika antaa 95-100 %
varmuuden tunnistuksen oikeellisuudesta. Yhdistejoukoilla asia saattaa olla
monimutkaisempi.

Kun vastaavuus kirjastospektrin ja naytespektrin valilla on kohtalainen
(60 < Q < 95), on tarkistettava, ettd naytespektri sisaltaa kaikki kirjastospektrin
suurimmat piikit likimain samoissa intensiteettisuhteissa huomioiden kohdassa 4.1
esitetyt tunnistamiskriteerit. Naytespektri ei saa sisaltaa ylimaaraisia piikkeja
edella mainittujen suurimpien piikkien joukossa. Esimerkiksi spektrin piikit
molekyyli-ionia suuremmilla massoilla (muut kuin isotooppipiikit) johtuvat naytteen
tai laitteen epapuhtauksista ja ovat siis virheellisia yhdisteen kannalta. Myds
epaloogiset neutraalifragmentit, jotka ovat molekyylipiikkia pienemmilla massoilla,
johtuvat epépuhtauksista. Mikali edelld mainitut hyvaksymiskriteerit eivét toteudu,
on kirjastohakuohjelman antama tulos hylattava ja verrattava spektria oletetun
vertailuaineen spektriin, joka on tuotettu samoissa olosuhteissa.

Jos naytespektrin vastaavuus automaattisen haun kirjastospektriin on huono
(Q < 60), on haettava uusi naytespektri manuaalisesti.
Kokonaisionikromatogrammista (TIC) optimoidaan kyseisen piikin kohta, josta
spektri otetaan. Tarvittaessa kaytetdan taustavahennysta ja/tai
"keskiarvospektrid”, jotta saataisiin mahdollisimman hyva kirjastohaku. Mikali
kirjastoista |6ytyy naiden toimenpiteiden jalkeen kohtalaisen hyvalta nayttava
spektri (Q > 60), tarkastellaan sitd kohdan 4.1 kriteerien perusteella (kuva 6).
Tarkistetaan my0s, etta kirjastospektri on tuotettu samalla spektrialueella kuin
naytespektri (eroa saattaa olla varsinkin matalilla m/z arvoilla). Mikali kriteerit eivat
toteudu, on tulos hylattava ja verrattava spektria oletetun vertailuaineen spektriin,
joka on tuotettu samoissa olosuhteissa.
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5.2 Vertailuainespektrin avulla

Mikali riittdvaa samankaltaisuutta nayte- ja kirjastospektrien valilla ei saavuteta,
ajetaan tarvittaessa uusi vertailuspektri oletetusta vastaavasta puhtaasta
vertailuaineesta ja tarkistetaan tulos. Talléin spektrien tulee tdisméata kohdan 4.1
kriteerit huomioiden. Samoin retentioaikojen tulee tasmaté maaritellylla
tarkkuudella, yleensa esimerkiksi (+3-6) s. Mahdollinen ristikontaminaation
mahdollisuus tulee vélttda ajamalla tarpeellinen méara nolla-/liuotinnaytteita
vertailundytteen ja tutkittavien naytteiden valilla.

Tunnettua puhdasta vertailuainetta kaytetaan niin sanottujen kohdeyhdisteiden
tunnistamisessa. Esimerkiksi GC-MS-maaperaanalyyseille on laadittu
kansainvalinen ISO-standardi'!. Tata menettelya ja siihen liittyvia kriteereita on
kuvattu luvussa 6.

11 SFS-EN ISO 22892:2011, Soil quality. Guidelines for the identification of target
compounds by gas chromatography and mass spectrometry.
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Kuva 6. Esimerkki kirjastohaun tuloksista (derivatisoitu isobutyryyliglysiini).
Ylimpé&na kuvassa on naytteesta mitattu spektri. Keskimmaisena on oikean
yhdisteen eli isobutyryyliglysiinin spektri Wileyn kirjastosta ja alimpana on n-
butyryyliglysiinin spektri. Automaattinen haku ei tunnistanut yhdistetta kirjastosta
annetulla Qual-sovituksen tavoitetasolla = 70, vaan haku siirtyi tunnistamattomien
spektrien kirjastoon. Vasta manuaalinen tarkastelu ja tavoitetason lasku arvoon 60
tuottivat tuloksen. Sovitus naytteen spektrin ja oikean kirjastospektrin valilla antoi
Qual-arvoksi 68. Vastaavasti ndytteen ja n-butyryyliglysiinin valilla Qual-arvo oli
37. Silmamaaréaisesti erot spektrien valilla eivét ole kovin suuria. Naytteen spektri
on mitattu m/z-arvosta 46 alkaen, kun taas kirjastospektri on rekisterdity
alemmista m/z-arvoista lahtien. Liséksi ndytteen spektrissa on mukana jotain
muuta yhdistetta, josta on peraisin ioni 195.%2

12 Karjalainen, U. (2003) Spektreistd metaboliaan: Virtsan orgaanisten happojen
massaspektrometrinen analyysi, KLIINLAB 6/2003.
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5.3 Spektrien tunnistuksen ongelmia

Vaaria tuloksia tai muita ongelmia saattavat aiheuttaa:

e naytteenkasittelyssa tapahtunut kontaminaatio (esim. likaiset tyévalineet)

e ymparistdsta tulevat hairiét (esim. ilma-analyyseissa)

e ristikontaminaatio mittauksessa: edellisesta mitattavasta naytteesta
siirtyy jotakin yhdistetta seuraavaan tai seuraaviin naytteisiin

e naytteen pitoisuus on liian alhainen: spektri on heikkolaatuinen

e naytteen pitoisuus on liian korkea: piikit saturoituvat ja resoluutio
heikkenee

e naytteessa on yhdiste, jossa on esim. -OH, -COOH tai -SO-ryhmia
(leveat piikit poolittomalla kolonnilla)

e hairitsevat taustayhdisteet

e ruisku on tukossa tai likainen, siella on ilmakuplia tai naytetté liian vahan:
ylimaéraisia tai ei piikkejé lainkaan

e  GC:ninjektori on likainen tai septumi vuotaa

e  GC:ninjektoripaine ei ole asetetun mukainen

e kolonnin injektorin tai MS:n puoleinen kiinnitys vuotaa

e MS (ionildhde) on likaantunut

e  kolonni on likaantunut

e hallintaketjun katkeaminen (esim. virheellisia naytetietoja)

e vadra tai viallinen vertailumateriaali

e analyysien vélinen laitteen stabilointiaika on liian lyhyt.

5.3.1  Spektrid ei ole kirjastossa

Tavallisin ongelma tunnistuksessa on se, etté kirjasto ei sisélla tunnistettavaa
spektrid. Spektri voi antaa kuitenkin vihjeen yhdisteesté. N&in voi kdyda, kun
yhdisteessa on esim. yhden CH,-ryhmén verran pitempi (tai lyhyempi)
hiilivetyketju kuin kirjastossa olevassa yhdisteessa. Télléin molekyyli-ioni ja joukko
muita fragmentteja spektrissa eroavat 14 massayksikkda vastaavista
fragmenteista toisessa spektrissa. Valitettavasti useimmiten ei kdy néain hyvin,
vaan lopputoteamukseksi jaa “tuntematon yhdiste”. Taysin vaarakin yhdiste
saattaa tallaisessa tapauksessa antaa kohtalaisen hyvan osuvuuden, joten on
syyta olla varuillaan, kun tapaa uusia outoja yhdiste-ehdokkaita. Spektrikirjasto-
ohjelmilla saattaa olla spektritulkintaa helpottavia ominaisuuksia, joita kannattaa
hyodyntaa, vaikka sopivaa spektria ei l6ydykaan. Joskus voi riittaa, etta yhdisteelle
maaritetdan ryhmaa ja tulos ilmaistaan esim. muodossa "tuntematon alkoholi”.

5.3.2  Spektri kromatografisen piikin eri puolilla
Kromatografia vaikuttaa spektrin muotoon; spektrit ovat erilaiset kromatografisen

piikin nousu- ja laskupuolella (kuva 7). TAma johtuu siit4, etté yhdisteen pitoisuus
muuttuu spektrin rekisterdinnin aikana. Mitéa kapeampia kromatografiset piikit ovat,
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sitéd suurempi on kyseinen vaikutus. Osa laitteista pyyhkaisee spektrin
suuremmista massa-arvoista pienempiin pain, osa toimii painvastoin.
Kromatografisen piikin nousevalla osalla spektrin alemmat m/z-arvot korostuvat,
kun pyyhkaistdan suuremmasta pienempéaan pain. Laskevalla piikin osalla taas
korostuvat suuremmat massaluvut. Jos kromatografinen piikki ei ole puhdas ja
tunnistukseen haluttava spektri joudutaan ottamaan kromatografisen piikin
kyljestd, voi spektrin vinous aiheuttaa sen, etta yhdistetta ei tunnisteta, vaikka sen
spektri olisikin kirjastossa.

5.3.3  Yhdisteet, joiden spektri on mitddnsanomaton

Oman ongelmansa muodostavat yhdisteet, jotka fragmentoituvat hyvin pieniksi.
Saattaa olla, ettd ainoat silmalla nahtavat merkittavat fragmentit ovat molemmat
peraisin esimerkiksi derivatisoinnista. Esimerkiksi trimetyylisilaani (TMS) -
johdannaisilla on tyypillinen peruspiikki m/z-arvolla 73. Tamén ja m/z-arvolla 75
olevan piikin lisaksi ei spektrissé valttamatta ole yhtaén yli 10 % spektriviivaa. Kun
téllaista spektria vertaa kirjaston spektriin, ei voi koskaan olla tdysin varma siité,
onko jokin matalaintensiteettinen fragmentti peraisin taustasta vai yhdisteesta.
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Kuva 7. Spektrit ovat erilaiset kromatografisen piikin nousevalla ja laskevalla
osalla. Oheiset spektrit tuottaneessa analysaattorissa spektrit pyyhkaistaan
suuremmasta massaluvusta pienempaan. Taman vuoksi kromatografisen piikin
nousevalla puolella alemmat massaluvut korostuvat, koska yhdisteen pitoisuus
kasvaa pyyhkaisyn aikana. Piikin laskevalla osalla taas korkeat massaluvut
korostuvat, koska pitoisuus vahenee alemmille massaluvuille tultaessa.
Esimerkkiyhdiste on 3-hydroksihippuraatin TMS-johdannainen. Kuvassa alempi
spektri (#1659) on nousevalta ja ylempi spektri (#1664) on laskevalta puolelta
kromatografista piikkia.

34



5.3.4  Yhdisteet, joilla on samankaltainen spektri

Yhdisteet, jotka eroavat toisistaan vain aromaattisessa renkaassa olevan
substituentin paikan suhteen (p-, m-, o- eli paikkaisomeerit), antavat hyvin
samankaltaisen spektrin. lonisoituneen yhdisteen molekyyli-ioni on kaikilla
kolmella yhdisteelld sama. Kaikista yhdisteistd muodostuu sivuryhmien lohjetessa
samankokoisia fragmentteja. Eri asennoissa olevat sivuryhméat ovat jossain maarin
eri suhteessa herkkia lohkeamisen suhteen. Nama erot nakyvat fragmentti-ionien
piikkien intensiteeteissa. Itse aromaattinen rengas on hyvin kestava rakenteeltaan
eika se juuri pilkkoudu. Aivan samanlainen ongelma on cis-trans-isomeriaa
omaavilla yhdisteilla. Kaytettdessa matalan erotuskyvyn massaspektrometria ei
edella mainittuja yhdisteita voi luotettavasti tunnistaa pelkén spektrin perusteella.
Monista yhdisteista 16ytyy kaupallisissa kirjastoissa kaksi tai useampiakin
spektrejd. Kun niité katselee, voi vain todeta, ettd yhden yhdisteen sisélla téllaiset
intensiteettierot ovat suurempia kuin yhdisteiden valilla. Kromatografinen erotus
saattaa auttaa tunnistuksessa. Toisinaan erot myos retentioajoissa jaavét kovin
pieniksi.
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6 Spektrien tunnistusmenettelyn vaiheet
kohdeyhdisteiden analysoinnissa (GC-MS)

Kun tarkoituksena on GC-MS-menetelmaa kayttden tunnistaa tiettyja
kohdeyhdisteita (engl. target compound) (esim. maaperdanalyyseissa PAH- ja
PCB-yhdisteet), verrataan analyytin spektria epailtyjen kohdeyhdisteiden
puhtaiden vertailuaineiden spektreissa esiintyviin diagnostisiin ioneihin.
Tavoitteena on, etta kyseisella vertailuaineella tehdyssa vertailuspektrissa olisi
vahintaan kolme merkittavaa diagnostista ionia ja mikali mahdollista, molekyyli-ioni
tulisi valita yhdeksi diagnostiseksi ioniksi. Suositeltavien diagnostisten ionien
suhteellisista intensiteeteista 16ytyy luettelo esimerkiksi maaperdanalyyseihin
liittyvassa standardissa (EN ISO 22892:2011).

Kohdeyhdisteiden identifioinnissa on kolme vaihetta:
Vaihe 1: Kaasukromatografin retentioaikojen tarkastelu

Kaasukromatografilla saatujen retentioaikojen tulee téyttda annetut kriteerit.
Esimerkiksi GC-MS-maaperaanalyyseille on annettu seuraavat
retentioaikavaatimukset:
e absoluuttinen retentioaika ei saa erota enempaa kuin 1 s, jos
absoluuttinen retentioaika on < 500 s; tai
e suhteellinen retentioaika (kohdeyhdisteen retentioajan ja vastaavan
puhtaan vertailuaineen retentioajan suhde) ei saa erota enempaa kuin
10,2 % suhteellisesti, jos absoluuttinen retentioaika on > 500 s ja
<5000 s; tai
e absoluuttinen retentioaika ei saa erota enempéaa kuin 6 s, jos
absoluuttinen retentioaika > 5000 s; tai
e retentioaika on muulla tavoin méaaritetty tietyssa kaytdossa olevassa
ohjeessa.

Vaihe 2: Tunnistuspisteiden maarittdminen eri analyysitekniikoita kayttaen

Kohdeyhdisteen maarittamisessa kaytetaan apuna massaspektrometrilla tuotettuja
tunnistuspisteita eli diagnostisia ioneja (vertaa kohdan 4.1. taulukot 3 ja 4) tai
muita analyyttisia keinoja. Jotta analyytista voitaisiin identifioida tietty
kohdeyhdiste, on tunnistettava vahintaan kolme tunnistuspistetta. Mikali ehdot
vaiheissa 1 ja 2 tayttyvat (retentioaikakriteerit + vahintaan 3 tunnistuspistettd) on
kyseessa oleva kohdeyhdiste hyvaksyttavasti identifioitu.
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Vaihe 3: Lisatunnistuspisteiden hankinta

Mikali vaihe 2 ei tuota hyvaksyttavaa identifiointitulosta, tarvitaan liséa
tunnistuspisteitd. Mikali tama ei ole mahdollista ja tunnistuspisteiden maara
rajoittuu yhteen tai kahteen, voidaan todeta, etté kyseisen kohdeyhdisteen on
indikoitu mahdollisesti sisaltyvan analyyttiin. Mikali massaspektreissa ei esiinny
yhtaan tunnistuspistettd on analyysin tulos kielteinen.

Kuvassa 8 on kuvattu kohdeyhdisteiden tunnistamisen vaiheet. Standardissa
EN ISO 22892:2011 on yksityiskohtaisia esimerkkeja menettelysta

maaperaanalyysien osalta.

MS-
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v
3 f) f
diagnostista diagnostista Giagnostinen J 6 wnmictusta
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Kuva 8. Toimenpidekaavio kohdeyhdisteiden tunnistamisessa GC-MS-
analyysimenetelmalla.® *Analyytin diagnostinen ioni huomioidaan vain, jos vaste-
kohinasuhde > 3.
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Linkkeja ja hyodyllista kirjallisuutta
Linkkien toimivuus on tarkistettu oppaan julkaisuhetkelld kevaalla 2024.

EURACHEM  https://www.eurachem.org/

CAS https://www.cas.org/
CITAC https://www.citac.cc/
IUPAC https://iupac.org/

NIST https://www.nist.gov/

CAS-rekisteri  https://www.cas.org/cas-data/cas-reqistry

Otanta kaupallisista kirjastoista:

NIST https://chemdata.nist.gov/

Massbank https://massbank.eu/MassBank/

Wiley https://sciencesolutions.wiley.com/solutions/technigue/gc-ms/

Jokaisella laitevalmistajalla on tarjota laitteistoonsa sopivia kirjastoja.
Lisaksi tarjolla on useita avoimen l&ahdekoodin kirjastoja.
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Liite 1 Pikatestien luotettavuuden arvioinnissa
huomioitavia asioita

Kvalitatiivisia pikatesteja kaytetddn muun muassa seulontamenetelminad seka
orgaanisten etta epaorgaanisten yhdisteiden toteamiseen esimerkiksi ymparisto-
ja elintarvikeanalytiikassa seka kliinisissa maarityksissa. Kaikissa menetelmissa
lopputuloksena on tietylle yhdisteelle tyypillinen varireaktio, joka ilmaisee
kyseessa olevan yhdisteen lasnaolon tai poissaolon. Varinmuutosta verrataan joko
testin mukana seuraavaan vérikarttaan tai varin intensiteetti mitataan
fotometrisesti. Usein on vaikea rajata maaritysta pelkastaan kvalitatiiviseksi, koska
pikatestit antavat monesti myds tietoa analysoidun yhdisteen pitoisuudesta. Myos
pikatestien luotettavuuden maarittelyyn patee yleiset kemian metrologiset
periaatteet. Vaikka pikatestin valmistaja useimmiten vakuuttaa tuoteselosteessa,
ettd menetelma on validoitu kyseisen alan kansainvélisen tai kansallisen jarjestén
vaatimusten mukaisesti, on pikatestin kayttajan syyta viela varmistua sen
luotettavuudesta omalla validoinnilla. T&h&n kuuluu muun muassa:

e Laitteiston ja mukana tulevien varinmuutosindikaattorien
maaritysherkkyyden, spesifisyyden ja toteamisrajan maarittdaminen
metrologisesti jaljitettavilla vertailumateriaaleilla (mikéli mahdollista
sertifioituja matriisivertailumateriaaleja kdyttéaen) tai rinnakkaismaarityksin
muiden validoitujen vertailumenetelmien kanssa

o  Hairibkestavyyden ja toimintavarmuuden testaaminen

e Laboratoriokohtaisen mittausohjeen laatiminen mukaan lukien sisdisen
laadunohjauksen ohjeet

e Henkilostdn koulutus, johon sisaltyy eri henkildiden maaritystulosten
vertailu.

Validoinnin laajuus maaraytyy luonnollisesti paljolti pikatestin kayttttarkoituksesta.
Mikali kyseessa on pelkkd suuntaa antava seulonta-analyysi, voivat
validointitoimenpiteet olla suppeampia. Sen sijaan, jos pikamenetelmaa kaytetaan
johonkin ratkaisevaan paatoksentekoon eikd muita tarkempia analyyseja tehda, on
syyta minimoida laajalla validoinnilla vaarien negatiivisten tai vaarien positiivisten
tulosten synty. N&in on esimerkiksi inmisten terveydentilan diagnosointiin liittyvien
pikatestien kohdalla, p&atettaessa jonkin elintarvike-erdn ominaisuuksista tai
luokiteltaessa ymparistdn saastuneisuutta.

Pikatestien mukana seuraa usein erilaisia kalibrointiin tarkoitettuja yhdisteita,
varsinkin, jos menetelmaan sisaltyy pitoisuuden arviointia. Niiden luotettavuuteen
tulee aina suhtautua varauksellisesti, ellei valmistajan taholta ole osoittaa
dokumentoitua (mieluummin sertifioitua) todistetta yhdisteen ominaisuuksista.
Mikali valmistajan antama informaatio ei ole riittdvaa, on syyta maarittaa
kalibrointiyhdisteen koostumus ja pitoisuus jollakin kvantitatiivisella menetelmalla.
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Liite 2 Esimerkkeja tulosten jéljitettavyyden ja
vertailtavuuden kannalta tarpeellisten tietojen
dokumentointivaatimuksista

Massaspektrometria (EI-MS)
Tulosten ilmoittaminen
Seuraavat tiedot tulee liittda soveltuvin osin jokaisen tuotetun spektrin yhteyteen:

Identifioinnin tulos:
e Kemiallinen nimi (IUPAC-nimisto)
e  CAS rekisterinumero
e Kemiallinen rakenne
e  Molekyylikaava
o |dentifioinnissa mahdollisesti kaytetyn vertailumateriaalin tiedot
(spektrikirjaston version numero, kyseisen spektrin identifiointinumero)

Tiedot analysoidusta naytteesta:
e Naytteen laatu (puhtaus, pitoisuus, liuotin)
o Naytteen alkuperé (jaljitettavyys)
o Naytteen kasittely

Tiedot analysoinnin suorittajasta
e Laboratorion nimi, analysoijan nimi
o Allekirjoitus

Laitetiedot:
e Laitteen valmistaja
e Malli

e Tiedonkeruujarjestelma
e  Ohjelmistotyyppi

Analysointiolosuhteet:
Naytteensyotto:

Kaasukromatografi:
e Kolonni (dimensiot, faasi, faasin paksuus)
e Lampdtilaohjelma
e Kantajakaasu
¢ Kantajakaasun virtausnopeus
e Injektointilampdtila
e  Suorasyottblaite
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e  Syottolampdtila

e lonildhteen lampétila

e lonildhteen paine

e Elektronien energia

e Emissiovirta

e  Pyyhkaisyalue (amu)

o  Pyyhkaisysyklin aika

e lonien kiihdytysjannite
e  Analysointipaivamaara

Lisaksi voidaan dokumentoida referenssimenetelma (ei pakollinen OPCW:n
ohjeessa).

Kaasukromatografin retentioindeksitiedot

Kaasukromatografiassa voidaan kayttaa niin sanottua lineaarista retentioindeksia.
Taman mukaan n-paraffiineilla retentioaika on suoraan verrannollinen yhdisteen
hiilien lukumaéaraan. Taman asteikon mukaisesti maéaritetaan muille aineille
retentioindeksi. Kaasukromatografiassa yhdisteiden tunnistaminen voi perustua
niiden retentioindekseihin, jotka lasketaan kayttden apuna vertailuaineita,
retentioindeksistandardeja. Hyvan toistettavuuden saavuttamiseksi
retentioindeksistandardien tulisi olla kemiallisilta ominaisuuksiltaan tutkittavien
yhdisteiden kaltaisia, ja ne tulisi voida injektoida jokaisen naytteen mukana
kaasukromatografiin (siséisen standardin menetelma).
Retentioindeksistandardisarja voidaan maéarittdd myoés eri ajossa kuin ndyte
(ulkoisen standardin menetelmd), mutta talldin ei saavuteta yhta hyvaa
toistettavuutta ja tarkkuutta.

Seuraavat tiedot tulee liittda jokaisen retentioindeksin yhteyteen:

Identifioinnin tulos:
o Kemiallinen nimi (IUPAC-nimistd)
e  CAS rekisterinumero
e Kemiallinen rakenne
o  Molekyylikaava
e |dentifioinnissa mahd. kaytetyn vertailumateriaalin tiedot (spektrikirjaston
version numero, kyseisen spektrin identifiointinumero)

Tiedot analysoidusta naytteesta:

e Naytteen laatu (puhtaus, pitoisuus, liuotin)
e Naytteen alkupera (jaljitettavyys)
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Tiedot analysoinnin suorittajasta:

Laboratorion nimi, analysoijan nimi
Allekirjoitus

Laitetiedot:

Laitteen valmistaja
Malli
Tiedonkeruujarjestelma
Ohjelmistotyyppi

Analysointiolosuhteet:

GC-kolonni: dimensiot, kiinteé faasi, faasin paksuus
Lampétilaohjelma

Kantajakaasu

Injektiosysteemi

Detektiosysteemi

Virtausolosuhteet — vakiopaine ja -virtaus
Retentioindeksistandardit

AnalysointipdivAmaara

Retentioindeksitietoa:

Tarkkuus

NMR-spektroskopia

Identifioinnin tulos:

Kemiallinen nimi (IUPAC-nimistd)

CAS rekisterinumero

Kemiallinen rakenne (mukaan lukien atomien numerointi)
Molekyylikaava

Identifioinnissa mahd. kdytetyn vertailumateriaalin tiedot (spektrikirjaston
version numero, kyseisen spektrin identifiointinumero)

Tiedot analysoidusta naytteesta:

Naytteen laatu (puhtaus, pitoisuus, liuotin)

Naytteen konsentraatio

Kaytetty liuotin

pH

Vertailuaineen kemiallinen siirtyma (sisainen/ulkoinen)

Tiedot analysoinnin suorittajasta:

Laboratorion nimi, analysoijan nimi
Allekirjoitus
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Laitetiedot:
e Laitteen valmistaja
e Malli
e  Spektrometrin frekvenssi
e Tiedonkeruujarjestelma
e  Ohjelmistotyyppi

Analysointiolosuhteet
e Mitatut ytimet (1H, 13C)
e Naytteen lampétila
e  Spektrin leveys (Hz)
e  Fourier-muunnosspektrin datapisteet
e Toistoaika
e  Pulssin kulma (us ja asteita)
o Referenssipiikin leveys (esimerkiksi tetrametyylisilaani, TMS)
o FID:n datapisteet (free induction decay)
e  Skannausten lukumaara
e  Peruspiikin korjaus, jos kaytossa
e Analysointipdivamaara

Fouriermuunnosinfrapunaspektroskopia (FTIR)

Mittauksen tarkoitus:
e  Tuntemattoman naytteen identifiointi
e Kiinnostavan komponentin tunnistus seoksesta
e |dentiteetin varmistus
e  Tunnetun naytteen puhtauden varmistus
e  Pitoisuusmittaus (minka, misté)

Identifioinnin tulos:
1) jos yhdistetason tunnistustulos:
o Kemiallinen nimi (IUPAC-nimistd)
e  CAS rekisterinumero
e  Molekyylikaava
e |dentifioinnissa mahdollisesti kaytetyn vertailumateriaalin tiedot
(toimittaja, hankinta-aika) tai vertailuspektrin tiedot (kirjaston nimi,
spektrin identifiointinumero)

2) jos aineluokkatason tunnistustulos:
o  Tutkimustoimeksiannon kannalta tarkoituksen mukainen nimi/nimitys
e |dentifioinnissa kaytetyn vertailumateriaalin tiedot (toimittaja, tuotetieto,
hankintatapa ja -aika) tai vertailuspektrin tiedot (kirjaston nimi, spektrin
identifiointinumero
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Tiedot analysoidusta naytteesta:

e Naytteen lahtétiedot (koostumus tuntematon, oletusarvoisesti tunnettu)

e Olomuoto: kiinted, liuos, kaasu, mittauksen edellytyksiin vaikuttavat muut
tekijat, esim. vahvasti hapan/emaksinen/kovuus/matriisi/
monikomponenttinen seos

e Naytteen alkupera (jaljitettavyys)

Laitetiedot:
e Laitteen valmistaja ja malli

Mittaustiedot:
e Naytteen kasittelytapa
e Mittaustapa (esimerkiksi ATR, transmissio, kaasu-/nestekyvetti)
e llmaisintyyppi (esimerkiksi DTGS, MCT)
e  Mittausparametrit (resoluutio, aaltolukualue, pyyhkaisyjen maara)
e Akkreditoitu / ei-akkreditoitu menetelméa

Tiedot analysoinnin suorittajasta:
e Laboratorion nimi, analysoijan nimi

o Allekirjoitus

Tiedonkeruujarjestelma:
e  Ohjelmistotyyppi
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