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Geosmiini ja 2-metyyli-isoborneoli ovat kaksi vyleisintd ainetta, jotka aiheuttavat veteen
epamiellyttavadd hajua ja makua. Nama aineet ovat ongelma erityisesti kiertovesiperiaatteella
toimivassa kalankasvatuksessa. Maku siirtyy vedestd kaloihin ja niista saataviin tuotteisiin. T&mén
tutkimuksen tarkoituksena on perehtyd ongelmaan ja saada lisatietoa mahdollisille
jatkotutkimuksille ongelman poistamiseksi.

Taman opinndytetyon paatarkoituksena oli maarittdd 2-metyyli-isoborneoli- ja geosmiinipitoisuudet
kiertovesiperiaatteella toimivan kalanviljelylaitoksen vedestd syksyisin esiintyvan hajuongelman
aikana. Tata ennen tuli kehittdd analyysimenetelma ko. aineiden madrittdmiseksi alle ihmisnenan
tunnistaman pitoisuuden soveltaen Kirjallisuudessa kuvattuja menetelmia.

Tutkimus on jatkoa vuonna 2010 tehdylle projektitydlle, jossa kehitettiin menetelméd geosmiinin
madrittamiseksi vedestd. Tdassa tydssa menetelméan liséttiin 2-metyyli-isoborneolin méérittdminen
seka kehitettiin menetelmaéa.

Taman opinndytetyon tuloksena saatiin analyysimenetelma pitoisuusalueelle O - 6 ng/l. Suhteellinen
keskihajonta 4 ng/l tasolla on 23,0 % 2-metyyli-isoborneolilla ja 42,6 % geosmiinilla. Ihmisnen&
tunnistaa 2-metyyli-isoborneolin alimmillaan 0,6 ng/l tasolla ja geosmiinin 1 ng/l tasolla.
Tutkimuksen aikana huomattiin n&ytteiden laimenevan muovisissa ndytepulloissa. Tehtiin
séilyvyyskokeet, joiden tuloksien perusteella madritettiin haihtumisen reaktiokineettinen yhtalo.
Yhtélosta ratkaistiin puoliintumisaika. Tamén ja sdilytysajan perusteella madritettiin néytteen
alkuperéinen pitoisuus.

Syksyn tutkimusjakson aikana 2-metyyli-isoborneolin pitoisuudet olivat korkeammat kuin
geosmiinin sek& prosessiin tulevassa jarvivedessa ettd itse prosessivedessd. Kummankin aineen
pitoisuudet prosessivedessé olivat korkeammat kuin tulevassa vedessd, mika viittaa ndiden aineiden
muodostumiseen prosessin aikana. Tuloveden lampdétilan laskettua alle 15 “C:n, sekd 2-metyyli-
isoborneoli- ettd geosmiinipitoisuus laski l&hes nollaan. Tdman tutkimuksen johtopédatoksena
voidaan esittdd tulovedessé tulevat ainesosaset toimivat MIB:a ja GSM:a tuottavien mikrobien
kasvualustana prosessivedessa. Taméa todettiin samanaikaisesti ja samansuuntaisesti vaihtuvista
MIB- ja GSM-pitoisuuksista seké tulo- ettd prosessivedessa.
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Geosmin and 2-methylisoborneol are two of the most commonly occurring chemicals attributed to
the unpleasant taste and odor of water. These substances cause trouble especially in recirculating
aquaculture systems (RAS). The odor from water is transferred to fishes and the food products. The
purpose of this research is to familiarize with the problem to gain more information for the
decisions concerning further studies to eliminate the occasion.

The main purpose of this study was to quantify 2-methylisoborneol and geosmin concentrations in
the water of fish farm using RAS during the autumn 2011. Prior to the quantification, a method had
to be developed for concentrations below detection limit of human sense of smell by applying
methods in the literature.

This study is a continuation of the project work where the method of geosmin quantification in the
water was developed. The quantification of 2-methylisoborneol was attached to the method and the
method was further developed.

As a result of this study a quantification method was gained with the measuring range from 0 — 6
ng/l. Relative standard deviation at 4 ng/l level, 23,0 % for 2-methylisoborneol and 42,6 % for
geosmin. Human detection limit is 0,6 ng/l for 2-methylisoborneol and 1 ng/l for geosmin at the
lowest. Dilution was noticed in the plastic sample vessel. Preservability tests were carried out. From
the results of these tests, the reaction kinetics equation for both substances was defined. Half-life of
both substances was calculated from the equation. By means of half-life and preservation time the
original concentration of the sample was calculated.

During the research period the concentration of 2-methylisoborneol was higher than geosmin
concentration in both process water and incoming lake water. The concentration of both agents was
higher in process water than in incoming water, which indicates formation of these substances in the
process. After the temperature of incoming water decreased below 15 °C, the concentration of both
agents decreased close to zero. The most obvious conclusion from this study is that the ingredients
of the incoming natural water are a source of growth medium for microbes producing these agents
in the process water. This was evidenced by the simultaneous and parallel concentration changes in
the incoming and in the process water.



Alkusanat

Taman pro gradu -tutkielman kokeellinen osuus on tehty Itd-Suomen yliopiston elintarvikkeiden
terveysvaikutusten tutkimuskeskuksessa Kuopiossa 15.8.2011 - 19.12.2011.

Kiitan suuresti kalanviljelylaitosta, ettd sain tehdd tdman mielenkiintoisen ja monipuolisen tyon.
Kiitdn kaikkia ohjaajiani Olavia, Kaisaa ja Attea hyvastd, innostavasta ja asiantuntevasta
ohjauksesta. Kiitos henkisesta tuesta kuuluu etenkin kumppanilleni Kirstille ja myds aidilleni
Anjalle, anopilleni Martalle sek& kaikille hyville ystavilleni, sukulaisille ja opiskelukavereille.
Kiitos kuuluu ihan kaikille mukana olleille.

Etukateen minulla oli vain pieni aavistus, mitd kaikkea nyt paatdkseen saamani opiskelu tulisi
vaatimaan. Jos olisi pyydetty varautumaan noin 35000 km:n autolla ajamiseen, reilun 40000 euron
rahallisiin kustannuksiin ansionmenetyksineen ja joskus raastavankin raskaaseen tydtaakkaan, olisin
erittdin todennédkoisesti jattanyt tdman vaihtoehdon valitsematta. Taloudellisesti ajateltuna sijoitus ei
valttamatta ollut paras mahdollinen mm. ikéni takia, mutta kaikki uhraukset todellakin kannattivat.
Henkisen pddoman monella eri tasolla tapahtuneella kasvulla on ollut minulle mittaamattoman suuri
arvo. Nailla sanoilla annan suurimmat Kkiitokseni ystavélleni Martti Kaskenmaalle, joka

paattavaisesti kehotti ja kannusti minua kohti yliopisto-opintoja.

Tutkielma oli todellinen oppimisprosessi monella eri tavalla sekd minulle ettd ohjaajille.
Laboratoriotekniseltd puolelta on mainittava massaspektrometri, joka oli minulle aivan uutta ja
mielenkiintoista. Kaasukromatografia olen kayttdnyt paljon, mutta tdssa tyossa kaytetyt erittdin
pienet pitoisuudet ja veteen liuenneiden kaasujen kerdys olivat taysin uusi maailma. Sokerina

pohjalla ovat ne useat onnistumisen ja ’keksimisen” tunteet.

Lopuksi lainaan hankkimaani graduopasta, joka teki monella tavalla minuun suuren vaikutuksen,
mutta yksi lause siind kiteytti oleellisen: Jokaisen graduntekijan matka on pieni tai suuri
sankaritarina. Niin kdy, vaikka jokaisen polkunsa kulkeneen sankarin nimeé ei lovetakaan kotikylan
kansakoulun juhlasalin seindan pultattuun kivitauluun” (Hakala, 2009).
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1. JOHDANTO

Geosmiini (myohemmin GSM) ja 2-metyyli-isoborneoli (myéhemmin MIB) ovat kaksi
yleisintd pintavesista saatujen juomavesien maku- ja hajuhaittojen aiheuttajaa (Srinivasan &
Sorial, 2011). Namé syntyvat erilaisten mikrobien metaboliitteina. N&ita aineita on 10ydetty
my0s muun muassa sisdilmasta, kalan kudoksista ja ruuista (Saito ym., 2008). Maku- ja
hajuhaitoista koituu kalankasvattajille suuret kustannukset, kun joudutaan kayttaméén suuria
maariad puhdasta vettd kalojen saamiseksi myyntikelpoisiksi (Guttman & van Rijn, 2008).
Maku/haju siirtyy myos kalasta saataviin tuotteisiin. Maku- ja hajuhaitat ovat ongelma
erityisesti kiertovesiperiaatteella toimivissa kalanviljelylaitoksissa.

MIB:n ja GSM:n tiedetdan aiheuttavan vain maku- ja hajuhaittoja. MIB:lla ja GSM:lla on
osoitettu olevan mutageenisia ja hepatotoksisia ominaisuuksia, mutta ihmiselle vaarallisia
pitoisuuksia ei ole havaittu (Saito ym., 2008). Aivan viimeaikaisessa tutkimuksessa on todettu
geosmiinin biohajoavan saksitoksiineiksi, joilla voi olla vakaviakin terveysvaikutuksia
ihmiseen (No ym., 2012). Australialaisen tutkimuksen mukaan hajoaminen edellyttdd usean
tietyn aineen ja mikrobin samanaikaista lasnéoloa. On epatodennékoistd, ettd namé lampimien
vesien mikrobit olisivat Suomen kylmissa vesissd, mutta ilmaston l&mpenemisen vaikutuksia

tulevaisuudessa ei tiedeta.

Taman opinndytetyon lahtokohtana oli kiertovesiperiaatteella toimivalla laitoksella havaittu,
elo-syyskuussa kaloissa esiintyvd, maku- ja hajuongelma. Laitos kayttdd vetend
kiertovesijarjestelmassa luonnon vettd, joka otetaan paikallisesta jarvesta. Oli selvitettava,
johtuuko maku- ja hajuhaittojen kasvu MIB:std vai GSM:st4 ja missd prosessin vaiheessa
aineet mahdollisesti syntyvat vai tulevatko ne luonnon veden mukana. Paha haju ja maku on
saatu pois siirtamalld myytavéksi tarkoitetut kalat joksikin aikaa puhtaaseen veteen, mutta

tdma aiheuttaa kustannuksia.

Tyon tarkoituksena oli antaa tietoa yritykselle aineiden esiintymisestd prosessissa ja lisatietoa
mahdollisten jatkotutkimus- tai toimintapaatdsten pohjaksi, jotta ongelma saataisiin
poistettua. Suomessa tehtyjd MIB- tai GSM-tutkimuksia ei 16ytynyt. Muualla tehdyt
tutkimukset eivét puolestaan ole suoraan vertailukelpoisia Suomessa tehtdviin tutkimuksiin,
koska mm. lampétila, mikrobikannat ja valon maaré poikkeavat toisistaan. Toisaalta vain
yhteen jarjestelmédan kohdistuvia, yrityskohtaisia mittaustuloksia ei yleensa raportoida

julkisesti, joten tietoa maku- ja hajuhaitoista ei ole helposti saatavilla.
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Koska ihmisnend pystyy aistimaan hyvin pienia ko. aineiden pitoisuuksia, alimmillaan 9 ppt
MIB:lle ja 4 ppt GSM:lle (Saito ym., 2008) (ppt = parts per trillion = miljoonasosan
miljoonasosa = ng/l), piti kehittdd herkkd, mutta mahdollisimman yksinkertainen menetelméa
aineiden luotettavaan madrittamiseen kéytettavissa olevin laitteistoin. Tyon tavoitteena oli
saada validoitua menetelm& tehdyn validointisuunnitelman mukaisesti seké kayttad siséista
standardia menetelmén luotettavuuden varmistamiseksi. Tdmén tyon teon jalkeen on tullut
uusi tutkimus, jossa ihmisnenan detektiorajaksi on madaritetty 0,6 ppt MIB:lle ja 1 ppt
GSM:lle (Braga ym., 2012).

2. TEOREETTINEN TAUSTA

2.1. Veden laatuun vaikuttavia tekijoita

Kiertovesilaitoksen veden laatuun vaikuttavat monet tekijat. Veden kiintoainepitoisuus on
yksi tekijoistd. Osa kiintoaineesta on kalojen jatettd, osa kaloilta syomaétta jaanytta rehua.
Kiintoainetta tulee myos tulovedestd. Kiintoaineiden nopealla poistolla parannetaan veden
laatua. Rehun vaikutus on myds suuri. Sen sisaltamilla ravinteilla on vaikutus mikrobistoon,
mutta myds muiden yhdisteiden mm. fosforin ja muiden metallien mahdollisen kerdantymisen
takia. Ammoniakin, nitriitin, nitraatin, hiilidioksidin ja hapen maaré seka pH ovat merkittavia
veden laatuun vaikuttavia tekijoitd. Huonolla veden laadulla tai liian suurella kalatiheydell&
tiedetadn olevan yhteys erilaisiin kalasairauksiin, joten oikeat toimintaperiaatteet ovat tarkeité
menestyksellisessa kiertovesiviljelyssa (Noble & Summerfelt, 1996). MIB:n ja GSM:n lisaksi
muita tunnettuja veteen hajua antavia aineita ovat 2,4,6-trikloroanisoli (TCA), 2-isopropyyli-
3-metoksipyratsiini  (IPMP), ja 2-isobutyyli-3-metoksipyratsiini (IBMP), mutta ndiden
pitoisuudet ovat huomattavasti pienemmat kuin MIB:n ja GSM:n ja siksi ndiden merkitys on

vahéisempi (Sun ym., 2012).

2.1.1. 2-metyyli-isoborneoli, MIB

MIB:n kemiallinen nimi on (1R-ex0)-1,2,7,7-tetrametyylibisyklo[2.2.1]heptan-2-oli.. Se on
puolihaihtuva ja  lipofiilinen (Robertson ym., 2005) tertiddrinen alkoholi. MIB:n
kiehumispiste on 210 °C ja se on veteen liukenematon (Akron University, 2010a). MIB
esiintyy kahtena enantiomeerind (+) ja (-), joista (-) -enantiomeeri on noin 10 kertaa

voimakkaampi hajultaan (Juttner & Watson, 2007). Vain (-) -enantiomeeri esiintyy luonnossa.
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MIB:n molekyylikaava on Ci;H20, molekyylipaino on 168,28 g/mol ja rakennekaava on

esitettynd kuvassa 1.

OH

-

%
-
Kuva 1. (-) -MIB:n rakennekaava. (Juttner & Watson, 2007)

MIB:n hajua kuvaillaan sanoilla ummehtunut, tunkkainen, homehtunut. Yhdysvalloissa 2008
julkaistussa tutkimuksessa tutkittiin MIB:n biosynteesia aktinomykeettikannoilla (Komatsu
ym., 2008). MIB:a muodostavan biosynteesin todettiin siséltdvan kaksi vaihetta;
metyyliryhman liittymisen geranyylidifosfaattiin (GPP) GPP- metyylitransferaasientsyymin

katalysoimana ja rengasrakenteen muodostumisen monoterpeenisyklaasin katalysoimana.

2.1.2. Geosmiini, GSM

GSM:n kemiallinen nimi on trans-1,10-dimetyl-trans-9-decaloli. Se on puolihaihtuva ja
lipofiilinen (Robertson ym., 2005) tertidéarinen alkoholi. Olomuodoltaan se on
normaaliolosuhteissa variton neste, jonka kichumispiste on 270 °C (Cotton, 2009).
Hoyrynpaine 25 °C:ssa on 0,003 mmHg (Akron University, 2010b). Sen veteen
liukenevuudesta on kirjallisuudessa erilaisia lukuja, 157 mg/l 25 “C:ssa (Ng ym., 2002) ja 550
mg/l 25 °C:ssa (Akron University, 2010b). GSM esiintyy kahtena enantiomeeriné (+) ja (-),
joista (-) - enantiomeeri on noin 10 kertaa voimakkaampi hajultaan (Juttner & Watson, 2007).
Vain (-) -enantiomeeri esiintyy luonnossa (Cotton, 2009). (+) -enantiomeerid voidaan
valmistaa laboratoriossa. GSM:n molekyylikaava on C;,H2,0, molekyylipaino on 182,3

g/mol ja rakennekaava on esitettynd kuvassa 2.



snii il

OH

Kuva 2. (-) -GSM:n rakennekaava. (Jittner & Watson, 2007)

GSM:n hajua kuvaillaan sanoilla multainen tai multakellarin hajuinen. Nimi tulee kreikan
Kielestd, jossa se tarkoittaa maan hajua (Cotton, 2009 mukaan). Se identifioitiin jo vuonna
1891, mutta molekyylirakenne raportoitiin vasta vuonna 1965 ja biosynteesi vuonna 1968.
Vasta viime aikoina on alettu ymmartdd sen biosynteesia tarkemmin. Biosynteesi alkaa
farnesyldifosfaatista (FPP), joka on steroli- ja seskviterpeenibiosynteesin rakennusosa.
Germagradienoli-geosmiinisyntaasi-entsyymi  (GGS) siséltad kaksi hyvin samanlaista
katalyyttialuetta. Yksi alue muuttaa FPP:n germagradienoliksi, joka hajautuu toisella alueella
GSM:ksi. Tama prosessi on esitetty yksinkertaistettuna kuvassa 3. Aivan uusimpien, vield
julkaisemattomien tutkimusten mukaan kalojen on todettu metaboloivan vedessa olevaa
GSM:a. (Schram ym., 2011).

=

) %o ¢
S / OH
D.-’.-fh"[]f\@ T

Geosmiini
COH

Germaradienoli

Kuva 3. Geosmiinisynteesin paavaiheet. (Cotton, 2009).

2.1.3. MIB:a ja GSM:a tuottavia mikrobeja

GSM tunnetaan Penicillium Vulpinum- ja Penicillium aethiopicum -mikrobien metaboliittina
sekd MIB Aspergillus niger-, Penicilliuma urantiogriseum- ja Penicillium expansums -
kantojen kasvustoissa vahvoina hajuldhteind (Jelén ym., 2003). MIB l6ydettiin Penicillium
caseicolum -kasvustoista. Haju yhdistetddnkin Brie ja Camembert juustoihin. Naiden
juustojen valmistuksessa kéytetddn Penicillium candium, Penicillium caseicolum ja

Penicillium camemberti -mikrobeja tuottamaan juuston kova pinta (Clark & Pazdernik, 2009).
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Sekd GSM ettd MIB identifioitiin Actinomycetes metaboliittina (Jelén ym, 2003). Nama kaksi
hajuainetta ovat tavallisesti vesissa Streptomyces-, Nocardia-, Micromonospora-,
Microbispora-, Oscillatoria-ja Phormidium-kantojen tuottamia. Pintavesissa syanobakteerien
tiedetddn muodostavan geosmiinia (Song & O’Shea, 2007). Geosmiinituotantoa on
varmistettu olevan myds useilla myxobakteerilajeilla kuten Myxococcus fulvus, Stigmatella
aurantiaca ja Chondromyces crocatus (Schrader & Summerfelt, 2010). Vuonna 2008
eristettiin  kaksi streptomykeettilajia, jotka ovat lahelld Streptomyces roseoflavus- ja
Streptomyces thermocarboxydus -lajia ja ndiden todettiin tuottavan sekd GSM:a ettd MIB:ia.
Ainoat sienilajit, jotka tuottavat GSM:a, ovat I0ydetty maaperéstd. Yhteenvetona voidaan
todeta, ettd on mikrobeja, jotka tuottavat vain joko MIB:a tai GSM:a ja niita mikrobeja, jotka

tuottavat kumpaakin ainetta.

2.2. Kiertovesimenetelmalla toimiva kalanviljelylaitos

Allaskasvatuslaitoksia, jotka toimivat sisétiloissa ja kayttdvdat lammintd vettd, on
toiminnaltaan kahdenlaisia: lapivirtauslaitoksia ja Kkiertovesilaitoksia (Koskela ym., 2007).
Lapivirtauslaitoksessa vesi virtaa jatkuvasti altaiden ldpi, mutta lampod Kierratetaan.
Poistuvan veden lampoa hyoddynnetddan tuloveden lammityksessé. Kiertovesilaitoksessa
puolestaan  vettd  kierrdtetddn ja  puhdistetaan ja  vesi vaihtuu  hitaammin.
Investointikustannuksiltaan kiertovesilaitos on lapivirtauslaitosta kalliimpi suuremman
laitteiston vuoksi, mutta kayttokustannuksiltaan halvempi pienemman veden lammityksen ja

pumppaamisen takia.

Kiertovesilaitoksen edut lapivirtauslaitokseen verrattuna ovat pienempi vedenkulutus ja
kiintoaineiden helpompi kasiteltdvyys. Ravinteiden Kierrétys, hygienian ja tautien hallinta
sek& biologisten jatteiden hallinta ovat myds helpommin toteutettavissa. Toisaalta véhaista
veden Kierratystad kayttavissa laitoksissa, joissa kaytetddn denitrifikaatioprosessia (sivu 10),
mineraalit, l&&kejadmat ja rehujen sisaltdmat kemikaalit voivat kerdéntyd systeemiin ja
vaikuttaa kalojen terveyteen sek& niista valmistettavien elintarvikkeiden laatuun (Martins
ym., 2010).

Kiertovesimenetelmalla toimivia kalanviljelylaitoksia on Itd-Suomessa kuusi (Tuomainen &
Molsd, 2011). Lapivirtausmenetelmalld toimivia laitoksia on 19, joiden lisaksi on seitsemén
poikaslaitosta. Itd-Suomi on erittdin sovelias alue kalankasvatukseen puhtaiden vesiensd,

kuormituksen sietokykynsé ja hyvan ekologisen tilansa ansiosta.
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2.2.1. Kiertovesilaitosprosessi

Kuvassa 4 esitetddn kiertovesiperiaatteella toimivan kalanviljelylaitoksen toimintaperiaate.
Kaikki kiertovesilaitokset toimivat vastaavasti, laitteiden jarjestys ja veden virtausméaarat
voivat vaihdella laitoksittain (Tuotantopaallikkd, 2012). Ainoana poikkeuksena joissakin
laitoksissa kaytetdan liséksi denitrifikaatioprosessia (sivu 10). Laitoksen keskus on iso allas,
jossa kalat uivat. Prosessissa on kaksi veden kiertoa: altaassa olevan luonnonveden tulo- ja
menokierto sekd puhdistuskierto. Puhdistuskierrossa on pumpun lisdksi nelja vaihetta.
Karkeasuodatuksella estetddn isojen partikkeleiden péaasy pumpulle sen rikkoutumisen
estamiseksi. llmastuksella poistetaan vedessé oleva kalojen ulos hengittdmé hiilidioksidi.
Biofiltterissa kalojen ulos hengittdamd ammoniakki muutetaan mikrobien avulla nitraatiksi,
joka poistuu lahtevan veden mukana. Hapetuksella turvataan kalojen elamé, koska biofiltterin
mikrobit ovat aerobisia ja kuluttavat happea. Kiintoaineen poisto tapahtuu kartiomaisen altaan
pohjalta ja se johdetaan lahtevan veden mukana jateveden puhdistuslaitokseen.

1 I/sl\ l/l I/s

Kuva 4. Kiertovesilaitoksen prosessikaavio. 1 = kala-allas 2 = karkeasuodatin 3 = ilmastusallas, CO,:n poisto
4 = pumppu 5= biofiltteri, ammoniakin muuttaminen nitraatiksi 6 = hapetus 7 = luonnon vesi siséén
8 = poistovesi ja liete ulos 9 = lietteen poisto altaasta. Virtausmaérdt ovat tutkimuksessa olleelta laitokselta.

Tutkimuksen kohteena olleella laitoksella vettd otetaan systeemiin ulkopuolelta noin 1 litra/s
ja saman verran poistetaan, mika tarkoittaa kokonaisvesimaaran vaihtumista reilussa kahdessa

vuorokaudessa. Toisessa kierrossa vettd kierrdtetdadn noin 80 litraa/s, mika tarkoittaa
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kokonaisvesimaaradn kulkeutumista puhdistuskierron l&pi reilussa 40 minuutissa. Laitos

koostuu useista vastaavista allassysteemeista.

Nitrifikaatio on kiertovesilaitoksessa vélttdmaton prosessi, minkd saa aikaan biofiltterissa
oleva mikrobikanta. Sen avulla kalojen ulos hengittdm& ammoniakki muutetaan kaloille
vahemman haitalliseksi nitraatiksi. Nitrifikaatioprosessi on kaksivaiheinen, ensin ammoniakki
muutetaan nitriitiksi (1) ja sitten nitraatiksi (I1) (Li & Irvin, 2007).

2NH} + 30, — 2NO; +4 H" + 2H,0 ()

2NO; + O, — 2NO; (I

Suolattomissa vesissa tiedetaan (1)-reaktion tapahtuvan Nitrosomonas-kannan ja (I1)-reaktion
Nitrospira-kantojen vaikutuksesta (Schreier ym., 2010). Denitrifikaatioksi kutsutulla
prosessilla nitraatti voidaan muuttaa kaasumaiseksi typeksi, joka poistuu prosessista
haihtumalla (111) (Li & Irvin, 2007).

5CH3;COOH + 8NO3 — 4N, +10CO, +6H,0 + 80H" (1)

Denitrifikaatiomikrobit ovat joko Pseudomonas- tai Comamonas-kantoja (Schreier ym.,
2010). Tutkimuksessa olevalla kalaviljelylaitoksella denitrifikaatiota ei kéyteté.

Kalojen ruokinta tapahtuu usein (my6s tutkimuksessa mukana olevalla laitoksella)
automatisoidusti: altaiden paalla kiertdd robottiohjattu ruokinta-automaatti, joka annostelee
altaisiin rehun arvioimalla sen maarén kalojen koon mukaisesti. Kalan sukukypsyysjaksoja ja
méadin tuotantoa saddelld&n valomadran avulla. Kasvatusprosessia kontrolloidaan mittaamalla
prosessista allasveden lampétilaa, pH:ta ja liuenneen hapen pitoisuutta jatkuvatoimisesti seka
nitriitti-, nitraatti-, ammoniakki ja hiilidioksidipitoisuuksia sdédnndllisesti (Tuotantopéallikko,
2011).

2.2.2. MIB ja GSM Kkiertovesilaitoksella

Sekd MIB:a ettd GSM:a on jatkuvasti kiertovesilaitoksen vedessd, mutta nédiden pitoisuus
nousee elo-syyskuussa (Tuotantopdéllikké 2, 2012). Kalojen pitdmistd puhtaassa vedessa
hajuaineiden poistamiseksi on tutkittu Yhdysvalloissa (Burr ym., 2012). Kyseisessa
tutkimuksessa todettiin hajuaineiden poistuvan lohista 10 — 15 pdivéssd pidettdessa niita
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hajuttomassa vedessd. Lampdtilalla on oletettu olevan vaikutuksia MIB- ja GSM-
pitoisuuksiin. Taiwanissa tehty tutkimus osoitti seké ilman ettd veden lampdtilan vaikuttavan
suuresti luonnosta vesivarastoon tulevan veden MIB- ja GSM-pitoisuuteen (Tung ym., 2008).
Mita korkeampi lampdtila oli, sitd suuremmat olivat MIB- ja GSM-pitoisuudet. Joulukuusta
2000 heindkuuhun 2003 pitoisuus vaihteli MIB:I1& 10 — 200 ng/l ja GSM:II& pitoisuus oli alle
10 ng/l. 23 tunnin jaksoilla mitattuna kummankin aineen pitoisuudet pysyivat ldhes vakioina
eli vuorokauden aikana vaihtelua ei ollut. MIB-pitoisuudelle 16ydettiin jopa matemaattinen
yhteys ilman lampdtilaan. Tutkimuksen lopussa painotettiin matemaattisen mallin olevan
paikkakohtainen. Viljeltdessa nieridé kiertovesilaitoksessa tutkijat arvelivat altaan seindmissa
olleissa biofilmikerroksissa syntyvan makuhaittoja aiheuttavaa GSM:a (Houle ym., 2011).
Taulukossa 1 on pitoisuusvertailu kalassa, vedessa ja biofilmikerroksessa olleista MIB- ja
GSM-pitoisuuksista.

Taulukko 1. MIB- ja GSM-pitoisuuksien keskiarvot kalasta, vedestd ja biofilmisté neljastd altaasta (Houle ym., 2011).
Altaista kaksi on kalojen kasvatusallasta ja kaksi kalojen puhdistusallasta, toinen kolmen péivéan ja toinen
seitsemén paivan puhdistuksen jalkeen. Pitoisuuden yksikké on ng / kg.

Filee Vesi Biofilmi
Allas MIB GSM MIB GSM MIB GSM
Kasvatus 88 703+493 1+0,2 37 +17 4+4 381 + 634
Puhdistus 2+2 706 £619 2+3 24 + 17 3+4 348 + 393

2.2.3. Menetelmia MIB:n ja GSM:n poistamiseksi

Veden otsonointia kédytetddn néiden aineiden poistamiseksi vedestd. Tutkimuksen valossa
otsonikaésittelylla (matala otsonipitoisuus) ei saada merkittavid tuloksia MIB:n ja GSM:n
osalta, vaikka otsonointi parantaakin veden muita ominaisuuksia, kuten vérid ja véhentaa

liuenneiden kiintoaineiden méaaraa (Schrader ym., 2010).

Seuraavista menetelmistd on saatu merkittavia tuloksia laboratoriokokeissa, mutta
tuotantomittakaavassa néitd ei tiettavasti ole kaytetty. Kun tutkittiin MIB:n ja GSM:n
poistamista altaasta otetulla autoklavoidulla lietteell& in vitro -olosuhteissa, todettiin 79 %
MIB:sta ja 93 % GSM:sta poistuneen 48 tunnin inkuboinnin aikana (Guttman & van Rijn,
2009). Tutkittaessa rakeisen aktivoidun hiilen kykya poistaa MIB ja GSM joko ilman MIEX-
kasittelyd (magnetic ion-exchange) tai ilman sitd, todettiin tdman poistavan ndma aineet hyvin

pois (Drikas ym., 2009). Geosmiinin on tutkittu va@henevén vedestd myds epésuoralla
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sahkokemiallisella menetelmalld (Li ym., 2010). Tdss& tutkimuksessa pitoisuus laski 600
ppt:sta 6 ppt:hen 60 minuutissa. Myos titaanioksidilla voidaan poistaa kumpaakin tutkittavaa
ainetta (Lawton ym., 2003). Tassa tutkimuksessa kumpikin aine poistui 60 minuutissa, mutta
menetelmd vaati jatkokehittelyd. Myos ultraddnelld voidaan ndiden aineiden pitoisuutta
vahent&a vedestd (Song & O’Shea, 2007).

Yhdysvalloissa on my6s erds menetelmé patentoitu MIB:n ja GSM:n poistamiseksi vedesta
(Perly ym., 2000). Patentti on nimeltadn “US Patent 6024879 — Water purification using

cyclodextrins” eli veden puhdistaminen syklodekstriinien avulla.

2.3 GC-MS- ja SPME -menetelmien periaatteet
GC-MS (Gas Chromatography - Mass Spectrometry) on analyysitekniikka, jossa on
yhdistettynd kaasukromatografia ja massaspektrometria. Aineet erotetaan toisistaan ja

kvantitoidaan kaasukromatografisesti. Detektointi tehdddn massaspektrometrisesti.

2.3.1. Kaasukromatografia

Kaasukromatografiaa kayttivat ensimmadisend itévaltalaiset Archer Martin ja Anthony T.
James vuonna 1952 (De Lloyd, 2000). Naytteen komponentit ovat helpommat tunnistaa ja
kvantitoida, kun ne ensin erotetaan toisistaan. Ollakseen sopiva kaasukromatografisesti
analysoitavaksi, aineen tulee olla riittdvésti haihtuva (kaasumaisena alle 450 °C:n
lampdotilassa) ja kuitenkin kemiallisesti stabiili kdytetyisséd lampotiloissa. Kuvassa 5 on

esitetty kaasukromatografin toimintaperiaate.

SAMPLE ;

INJECTOR OVEN

RECORDERY{
DATA SYSTEM

GAS CYLINDER

Kuva 5. Kaasukromatografin periaatekuva. Nayte (sample) syotetdan injektoriin (injector). Taalta naytteen kuljettaa uunissa
(oven) olevaan kolonniin (column) kaasupullosta (gas cylinder) tuleva kaasu. Kolonnissa komponentit erotetaan ja
sitten detektori (detector) tunnistaa komponentit ja I&hettd4 tiedon tietokoneelle (recorder/data system).
(Punrattanasin, Spada, 1997).



14

Nayte syotetddn injektoriin yleensd nesteeseen liuotettuna tai absorbtiofaasiin sitoutettuna,.
Korkean lampétilan avulla (tyypillisesti 150-300 °C) saadaan yhdisteet kaasumaiseen
muotoon. Liikkuva kaasufaasi kuljettaa naytteen injektorista lampotilakontrolloidussa uunissa
sijaitsevaan kolonniin, jossa aineiden erottuminen tapahtuu. Erottuminen perustuu
kaasumaisen yhdisteen jakautumiseen liikkuvan kaasufaasin ja kiintedn faasin (kolonnin
sisapintamateriaalin) vélilla&. Erottumiseen vaikuttavat lampdtila, kolonnin Kiintedn faasin
kemialliset ominaisuudet, liikkuvan faasin virtausnopeus ja mitattavan aineen ominaisuudet.
Aineilla on erilainen taipumus sitoutua kiinted&n faasiin, jolloin yhdisteet kulkeutuvat
kolonnin lapi erilaisilla nopeuksilla ja tulevat kolonnista ulos aina samaan aikaan samoissa
olosuhteissa (retentioaika). Kolonnista aineet kulkeutuvat detektorille analysoitavaksi. Kun
tunnetaan aineen retentioaika, sitd voidaan kayttad naytteessé olevan aineen tunnistamiseen.
Mikéli mitattava aine tulee kolonnista ulos samaan aikaan toisen aineen kanssa, talloin
mittausta ei voida tehdd. Talléin on muutettava joko ajo-olosuhteita (kantokaasu, sen nopeus,
uunin lampéotila, mittausparametrit) tai on kaytettava erilaista kolonnia. Samaan tilanteeseen
johtaa osittainenkin mitattavien ja muiden aineiden paéllekkainen ulostuleminen kolonnista.
Tarkein seikka kaasukromatografisessa analysoinnissa, kuten muussakin analysoinnissa, on
kaikkien osatekijoiden vakiointi alkaen néytteenotosta ja -kasittelystd, jolloin tulokset ovat

toistettavia ja luotettavia.

2.3.2. Massaspektrometria

Alkutydn massaspektrometrian kehitykseen teki vuonna 1898 saksalainen fyysikko Wilhelm
Wien (fysiikan Nobel 1911) tutkiessaan ionisoitujen kaasujen kayttaytymista
magneettikentdssa (Beckmann ym., 2009). Massaspektrometrin esiasteen kehittivat 1900-
luvun alussa Iso-Britanniassa Cambridgen yliopiston Cavendish-laboratoriossa Joseph John
Thomson (kemian Nobel 1906) ja Francis William Aston (fysiikan Nobel 1922) (Gates,
2005). Thomson tyokavereineen sai 1897 alkaneella tyolla yhteensd seitseman Nobelin
kemian ja fysiikan palkintoa. Massapektometriaa ovat kehittdneet useat tiedemiehet eri
vuosikymmenilld. Tassd tyosséd kéytetty kvadrupolitekniikka sai alkunsa 1950-luvun
alkupuolella, jolloin kolmas massaspektometrian uraauurtava tiedemies, Wolfgang Paul
(fysiikan Nobel 1989) teki tdméan keksinnon.

Massaspektrometrin toiminnassa voidaan erottaa kolme vaihetta (Reush, 2007). Aluksi
naytteen molekyylit ionisoidaan jolloin molekyylit hajotetaan palasiksi, fragmenteiksi.
lonisoitumiseen tarvitaan myos korkeaenerginen elektronisateilytys. Toiseksi tapahtuu ionien

valikointi ja erotus massa-varaussuhteen mukaan. Kolmantena vaiheena tehdaén erotettujen
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ionien mittaaminen ja tulosten esittdminen. lonien reaktiivisuudesta ja lyhytikaisyydesta

johtuen niiden muodostaminen ja kasittely tehdaan vakuumissa (10 - 107 torr).

Kvardrupolitekniikka perustuu neljagédn yhdensuuntaiseen tankoon, joihin johdetaan kiinteda
tasavirtaa ja vaihtuvia radiotaajuisia potentiaaleja niin, ettd kahden vastakkaisen,
samanmerkkisen tangon potentiaalit vaihtuvat siniaaltomuotoisesti kaavalla cos(mt), missa ®
= taajuus ja t = aika (Gates, 2009). Tutkittavasta ndytteestd muodostetut ionit johdetaan
tankojen keskelle, miss& niiden kulkeminen riippuu muodostettujen sahkokenttien
voimakkuudesta niin, ettd tietyn massa-varaussuhteen (m/z) omaaville ioneille saadaan
sauvojen keskelle vapaa alue ja vakaa liikerata poistuakseen kohti detektoria (kuva 6.
punainen liikerata). Erilaisten virtojen kayttdén perustuu SIM (Selected lon Monitoring) -
tekniikka, jolla voidaan ohjata halutut ionit detektorille. Muut ionit kiinnittyvat sauvoihin,
eika niit4 detektoida (kuva 6. sininen liikerata). Tilassa on suuri, jatkuva alipaine ja tankoihin
tarttuneet ionit poistuvat vakuumipumpun kautta. Laitteiston resoluutiota ja ionien massa-
aluetta voidaan séétaa sauvojen pituutta ja paksuutta muuntelemalla. Tekniikka on esitettyna

yksinkertaistettuna kuvassa 6.

kvadrupolisauvat

__» DETEKTORILLE

ionien

poistumisaukko

IONIT ioni, jolla on stabiili

L. lilkerata (detektoidaan)

ionien

sisaanmenoaukko ioni, jO”a on epastabull
lilkerata (ei detektoida)

Kuva 6. Kvadrupolitekniikka yksinkertaistettuna. (Gates, 2009)

2.3.3. SPME-tekniikka

SPME-lyhenne tulee sanoista solid phase microextraction, joka suomennettuna on
Kiintedfaasimikrouutto. Menetelman kehittivat Arthur ja Pawliszyn vuonna 1995 (Morales-
Valle ym., 2010). SPME on ndytteenké&sittelymenetelmd, jossa ei tarvita liuottimia.
Menetelm& perustuu polymeerilld pinnoitettuun kuituun, johon haihtuvat ja puolihaihtuvat
orgaaniset yhdisteet konsentroituvat yhdessa vaiheessa (Mester & Sturgeon, 2005). SPME-
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kuituja on olemassa erilaisia ja erilaisilla pinnoitteilla, jolloin ne kerdavat erilaisia aineita
(Dietz ym., 2005)

Tassa ty0ssd kaytetty kuitu on kehitetty juuri MIB:n ja GSM:n analyysia varten (Sigma-
Aldrich, 2002). Rakenteeltaan se on kolmikerroksinen. Ytimen muodostaa Carboxen™ -kuitu,
joka on pinnoitettu PDMS:IIa. Uloimpana kerroksena on divinyylibentseenin (DVB) ja
polydimetyylisiloksaanin (PDMS) muodostama Stable Flex™, -kerros. Nailla kummallakin
adsorbentilld on suuri affiniteetti sekd MIB:lle ettd GSM:lle, mutta vapauttavat nama helposti
kuumennettaessa kuitua kaasukromatografin injektorissa. Tassd tydssé nayte syotettiin kuidun
avulla  manuaalisesti  injektoriin, mutta on olemassa myds automatisoituja

naytteensyottomenetelmié (Parinet ym., 2011).

Useissa tutkimuksissa on todettu, ettd analyyttien sitoutuminen kuituun ei valttaméttd ole
suoraan verrannollinen naytteen analyyttien pitoisuuteen (Urgeghe ym., 2011; Contini & Esti,
2006). Sitoutuminen riippuu mm. analyyttien molekyylimassasta ja polariteetista seka
tietenkin kaytettdvan kuidun ominaisuuksista. Jos ndytteessa on paljon erilaisia analyytteja,
niiden sitoutumisessa kuituun tapahtuu kilpailua tai kuitu voi jopa kyllastyd. Tama aiheuttaa
mm. lineaarisuuden hdipymistd ja nain kvantitatiivisen analyysin vaikeutumista. Téata
Kilpailua voidaan vélttaad esimerkiksi optimoimalla analyyttien kerdysaikaa ja -lampétilaa tai
laimentamalla ndytettd. Tastd syystd standardisuora tulee tehda kullekin mitattavalle aineelle,
jotta tiedetddn mittausalueen responssi pitoisuuden funktiona.

2.3.4. Muissa tutkimuksissa kaytettyja MIB:n ja GSM:n naytteenkasittelymenetelmia
MIB- ja GSM-tutkimuksissa kaytettyja ndytteenkasittelymenetelmid on useita, vaikka ne
kaikki detektoidaan GC-MS:lla.

CLSA-tekniikassa (closed loop stripping analysis) orgaaniset aineet ohjataan vedesta
hermeettisesti suljettuun silmukkaan samalla poistaen vesi 40 °C:lla ilmalla tai inertilld
kaasulla (Benanou ym., 2003). Aineet siirretddn toiseen, erittdin pienen maarén puuhiilta
sisaltavaan suljettuun silmukkaan, josta ne eluoidaan pienelld méaaralla liuotinta, esim. CS..
Tunnettu laimennos injektoidaan GC-MS:&&n. Menetelmén haittana on riittdmaton herkkyys

alle 15 ppt:n MIB- ja GSM-pitoisuuksille sek& suuri ajan ja tydvoiman tarve.

SBSE-teknikassa (stir bar sorptive extraction) suljettuun, vesindytettd sisaltdvaan

nayteastiaan laitetaan magneettisauva, joka on paéllystetty 0,5 mm Kkerroksella
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polydimetyylisiloksaania (PDMS), johon yhdisteet konsentroituvat (Benanou ym., 2003).
Magneettisauvaa pyoritetddn magneettisekoittimella 30 — 120 min, jonka jélkeen se siirretdédn
desorptioputkeen. Lammon avulla mitattava aine vapautetaan sauvasta ja johdetaan GC-MS:n
injektoriin. Menetelma on tarkka, toistettava ja herkk&, mutta yksi naytteen kerays kestda 120
min. Koska useita naytteitd voi ker&td samanaikaisesti, menetelmélld on mahdollisuus

analysoida noin 20 ndytetta paivassa.

Muita kaytettyjd, menetelmid ovat neste-neste-uutto LLE (liquid-liquid extraction) ja
kiintedfaasiuutto SPE (solid phase extraction), joiden haittoina ovat myrkyllisten ja kalliiden
liuottimien kayttd, hitaus sekd mahdollisuus kontaminaatioihin (Cortada ym., 2011). Myos
puhdistus ja loukku, PT-menetelmaa (purge and trap) on kaytetty MIB- ja GSM-analyysien
yhteydesséd (Deng ym., 2012). PT-menetelméssa inertilla kaasulla (helium, typpi) kuplitetaan
vettd ja kupliva kaasu vie mennessédén haihtuvat yhdisteet adsorbenttiin (Sigma-Aldrich,
1997). PT:hen yhdistetylla mikroaaltouuniuutolla MAE (microwave-assisted extraction)
saadaan nopea lammitys ja siksi suuri mittausnopeus. Sen etuina ovat myos liuottimettomuus
ja helppokayttoisyys sekd laaja ndytematriisi. Yksi uusimmista menetelmistd on hajottava
neste-nesteuutto DLLE (dispersive liquid-liquid extraction), jossa pieni pisara uutetta
hajotetaan vielda pienemmiksi pisaroiksi dispensioliuottimen avulla (Cortada ym., 2011).
Talléin haihtumispinta kasvaa ja analyyttien vaihto faasien vélilld helpottuu ja nopeutuu.
Dispensiota voidaan edistdd ultradanelld, jolloin orgaanisten liuottimien tarve pienenee.
Talléin  puhutaan ultraddniavusteisesta hajottavasta  neste-nesteuutosta USADLLE
(ultrasound-assisted  dispersive  liquid-liquid  extraction).  Menetelméssa  oikean
uuttoliuottimen merkitys todettiin tutkimuksessa suureksi. Samassa tutkimuksessa oli vertailtu
eri naytteenkasittelymenetelmien eroja MIB- ja GSM-analyyseissa. Alin lineaarinen alue oli
SBSE:II& (0,5 - 100 ppt) ja seuraavana LLE (1 - 500 ppt) molemmille aineille. Seuraavan
kolmen menetelman lineaarisuusalue alkaa 10 ppt:std, ylaraja PT:lla on 200 ppt,
USADLLE:II4 1000 ppt ja SPME:II& 30000 ppt. Vaikka tutkimus on vuodelta 2011, tieto
SPME:sta oli vuodelta 1998. Nyt valmistaja lupaa lineaarisuuden 1 ppt:sta alkaen (Sigma-
Aldrich, 2002).

Aivan uusimpana mittausmenetelmand on kehitetty ns. elektronista keinonendd (Braga ym.,
2012). Se perustuu polymeeristen sensorien impedanssin mittaamiseen. Mittausalue ei
kuitenkaan mene alle 25 ppt:n, mutta se soveltuu jatkuvatoimisena pitoisuuksien muutosten

madrittamiseen.
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3. MATERIAALIT JA MENETELMAT

Pro gradu -tutkielman kokeellinen osuus jakautui kahteen osa-alueeseen; menetelman

kehittdmiseen ja validointiin seka kiertovesilaitokselta otettujen naytteiden mittaamiseen.

3.1. Standardiaineet

GSM-standardina kaytettiin geosmiinid (Sigma-Aldrich, Yhdysvallat), jossa geosmiinia oli
noin 2 mg/ml, liuottimena metanoli. MIB-standardina kaytettiin 2-metyyli-isoborneolia
(Sigma-Aldrich, Yhdysvallat), jossa 2-metyyli-isoborneolia oli noin 10 mg/ml, liuottimena
metanoli. Tutkimuksen lopussa pitoisuudet tarkastettiin standardilla, joka sisélsi seka MIB:a
ettd GSM:a 100 mg/ml, liuottimena metanoli (Sigma-Aldrich, Yhdysvallat). Kahta
ensimmaistd sailytettiin  ohjeen mukaan -20 °C:ssa ja kolmatta huoneen IAmmossa.

Standardivetend kaytettiin suodatettua Milli-Q -vetta.

3.2. Mittauslaitteisto

Analyysit suoritettiin GC-MS-laitteistolla 5890 series Il Plus Gas Chromatograph - 5972
series Mass Selective Detector (Hewlett Packard Ltd, Yhdysvallat) kéayttden aineiden
erottelussa Nukol™-kapillaarikolonnia, jonka pituus on 30 m, halkaisija 0,25 mm ja filmin
paksuus 0,25 pm (Supelco, Yhdysvallat). Haihtuvat yhdisteet keréttiin ja injektoitiin
manuaalisesti kéayttden SPME-tekniikkaa (Sigma-Aldrich, 2011). Absorbenttikuituna
kaytettiin  divinyylibentseeni-Carboxen™-polydimetyylisiloksaani-kuitua: SPME  Fiber
Assembly 2 cm - 50/30 pum DVB/Carboxen™/PDMS Stable Flex™, (Supelco, Yhdysvallat).

Tarkempi laiteluettelo on liitteend olevassa tytohjeessa.

3.3. Menetelméan kehittdminen

Projektityossd (Lappi, 2011) tehtyd menetelm&a kehitettiin, ettd se soveltuisi myds MIB-
analyysiin. Menetelmda optimoitiin my6s muita osa-alueita kehittdméalla luotettavienpien
tulosten saamiseksi. Menetelman kehityksessa testattiin muun muassa ulossuolaustekniikkaa,
engl. salting out, (Nelson & Cox, 2008) ja sisdisend standardina DHN:a, cis-dekahydro-1-
naftoli (Zhu ym., 1999). Analyysiin etsittiin sopiva l[&mpdtilaohjelma kaasukromatografille ja
sopivimmat  ionit  detektoitaviksi ~ SIM-tekniikkaa  (Li ym., 2012) kayttéen
massaspektrometrilld. Lisaksi selvitettiin taustassa esiintyvien hairiopiikkien l&hdettd, seka

naytteiden késittelyn ja sailytyksen vaikutuksia.
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3.4. Analyysin suorittaminen

Pitoisuuksien madrittdmiseksi tehtiin standardisuorat.  Standardindytteet laimennettiin
haluttuun pitoisuuteen eri laboratoriossa kuin itse mittaus suoritettiin. Pitoisuuksiltaan
vahvimmat naytteet laimennettiin  eri  vetokaapissa, etteivdt ne kontaminoisi
laimeampianaytteitd. Standardindytteiden laimennukset tehtiin aina samana péivana kuin
niiden mittaukset, jotta aineet eivat ehtisi haihtua. Ennen analyysia vesindytteet siirrettiin
sailytyspulloista naytepulloihin. Naytteet esirikastettiin SPME-tekniikan avulla naytepullojen
ilmatilasta. Esirikastus tehtiin lampokaapissa (60 °C) ndytettd magneettisekoittimella
sekoittaen. Esirikastusaika oli 20 min, jonka jalkeen nayte injektoitiin manuaalisesti
kaasukromatografiin. Injektion jalkeen SPME-kuidun annettiin olla injektorissa (260 “C) noin
10 minuuttia, jotta kuitu olisi mahdollisimman puhdas seuraavaa néytteenottoa varten ja 2
minuuttia ennen seuraavaa nhaytteenottoa se puhdistettiin  uudelleen injektorissa.

Kaasukromatografissa kaytettiin lampdétilaohjelmaa, joka on kuvattuna taulukossa 2.

Taulukko 2. Kaasukromatografin lampétilaohjelma.

Aika tai

Lampatila tai lampatilan
Vaihe lampétila-alue nousunopeus
1. 50 °C 1 min
2. 50°C—>175°C 30 °C/ min
3. 75°C —> 165 °C 4,5 °C / min
4, 165 °C — 220 °C 30 °C / min
5. 220 °C 2 min

Ohjelman kokonaisaika oli noin 26 min. Detektio tapahtui SIM-tekniikalla seuraavasti: ajalla
14.00 min - 16.50 min detektoitiin ionia 95 (MIB) ja ajalla 16.50 min - 22.00 min ionia 112
(GSM). Heliumin virtausnopeus oli 1 ml/min. Kvantitatiivinen analyysi tehtiin integroimalla
piikin pinta-ala manuaalisesti. Kuvassa 7 on esitettynd GC-MS -analyysista saatu kuva, johon
on merkitty eri komponenteista saadut piikit ja retentioajat sekd manuaali-integroinnin

pohjaviiva.
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Kuva 7. Kromatogrammi mitatuista komponenteista. Punaisella viivalla on merkitty kvantitatiiviseen
analyysiin manuaalisessa integroinnissa tarvittava pohjaviiva.

3.5. Menetelman validointi

Standardien pitoisuuksina kaytettiin 1, 2, 4, ja 6 ng/l sekd MIB:lle ettd GSM:lle, koska
ihmisnenén detektioraja GSM:lle on alimmillaan mittauksen alkaessa olleen tiedon mukaan
noin 4 ng/l ja MIB:n pitoisuudet olivat samalla pitoisuusalueella. Pitoisuudella 1 ng/I
mittaukset tehtiin kolmena pdivand, muilla neljdna pdivand joko kahdella tai kolmella
rinnakkaisndytteella. Maaritetyistd piikkien pinta-aloista laskettiin menetelmalle seka
paivittdinen hajonta ettd kokonaishajonta kullakin pitoisuudella. Jakamalla hajonta
keskiarvolla saatiin suhteellinen keskihajonta, joka prosentteina ilmoitettuna antaa kuvan
menetelmadn suhteellisesta hajonnasta. Nollandyte mitattiin tutkimuksen alussa joka
mittauspéiva taustapiikkien vuoksi. Taustapiikkien syyn 10ydyttyd (pesuainejadmat
néytepulloissa) nollandytteen paivittdinen mittaaminen péétettiin lopettaa ajan sééstdmiseksi,
koska taustapiikit pystyttiin poistamaan puhdistamalla naytepullot keittdmaélla niita Milli-Q -

vedessa.

Jotta voitiin varmistua, ettd tutkitaan oikeita piikkeja, tuli verrata ionispektrid aiemmin ko.
komponenteista saatuihin ionispektreihin. Kaytéssa oli NIST:n (National Institute of
Standards and Technology, Yhdysvallat) tekem& ionispektrikirjasto (Stein ym, 1995). Tassa

Kirjastossa ei ollut MIB:n ionispektrid, mutta kaikissa Kirjallisuudesta I0ytyneissa MIB-
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tutkimuksissa padionin m/z oli 95. Kuvassa 8 on MIB-standardin ionispektri. Kuvassa 9 on
GSM-standardin ionispektri. NIST:n Kirjastosta otettu GSM:n ionispektri on kuvassa 10.

Responssi
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Kuva 8. MIB-standardin ionispektri. Tiedoston 10923_07.D ionispektri skannattuna kohdalta 15,191 min.
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Kuva 9. GSM-standardin ionispektri.
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Kuva 10. GSM-ionispektri NIST:n ionipektrikirjastosta (Stein ym., 1995).

3.6. Vesinaytteiden otto ja sailytys

Allasvesindytteet otettiin kerran viikossa kalanviljelylaitoksen henkildston toimesta ajalla
12.8 - 4.10 ja tutkijan toimesta 31.10., 1.11. ja 2.11., jolloin otettiin myds vesindytteet ennen
ja jalkeen biofiltterid. Tulovesinaytteet otettiin ajalla 12.8 - 22.9. kalanviljelylaitoksen
henkildston toimesta viikoittain. Né&yteastioina kaytettiin tilavuudeltaan 1 litran suuruisia,
vesindytteille tarkoitettuja muovipulloja, jotka saatiin kalanviljelylaitokselta.

Kun analyysimetodi oli saatu kéayttokelpoiseksi, analysoitiin vesinaytteet mahdollisimman

pian. Vesinaytteita séilytettiin kalanviljelylaitoksen jaékaapissa (+ 3 °C) 24 - 67 vrk.

3.7. Sailyvyyskokeet

Koska néaytteitd jouduttiin sdilyttdmé&an ennen niiden analysointia, haluttiin tutkia,
muuttuvatko mitattavien aineiden pitoisuudet séilytyksen aikana. Sailyvyyskoetta varten
laitettiin viisi ndytepulloa tayteen milliQ-vettd (Millipore, Yhdysvallat) ja lisattiin standardeja
niin, ettd MIB-pitoisuudeksi tuli 9,7 ppt ja GSM-pitoisuudeksi 6,0 ppt. Vastaavasti tehtiin
néytteet kalanviljelyslaitoksen allasveteen niin, ettd lisatyt pitoisuudet olivat 3,7 ppt MIB ja
3,0 ppt GSM. Mybs pelkkaa allasvettd otettiin viiteen pulloon. Kaikkia nditd naytteita
séilytettiin kalanviljelylaitoksen ja&kaapissa. Liséksi otettiin nelj& vajaata pulloa allasvettd,
jotka sdilytettiin kalanviljelylaitoksen pakastimessa. Kaikista edelld mainituista neljasté erasta
mitattiin pitoisuus ennen sailytysta ja kaksi naytettd mitattiin viikon vélein. Jotta saatiin arvio,
miten haihtuminen vaikuttaa maksimissaan noin kymmenen viikon aikana, ekstrapoloitiin

haihtumiskayrat yhtalon [A] = [Aq] €™ ([A] = pitoisuus ajan hetkella t, [Ao] = pitoisuus ajan
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hetkelld 0, k = reaktionopeusvakio, ja t = séilytysaika) avulla, silla haihtumisen todettiin

noudattavan 1. kertaluvun Kinetiikkaa (Kalliorinne ym., 1990). Kéyrien k-arvojen keskiarvon

In2

avulla madritettiin - puoliintumisaika ti,, kaavan t1/2=-=avulla ja puoliintumisaikaa

kayttéen laskettiin vesinaytteiden alkuperéiset pitoisuudet.

4. TULOKSET

Tulokset-osio on jaettu analyysimenetelman tuloksiin, vesindytteista saatuihin tuloksiin seké

tilastollisiin tuloksiin.

4.1. Menetelma
Kuvassa 11 on MIB:n kalibrointisuora ja kuvassa 12 on GSM:n kalibrointisuora. Kutakin
pitoisuutta vastaavan responssin arvo on kaikkien samaa pitoisuutta olleiden néytteiden

responssien keskiarvo.

12000
y =1872,9x *
10000
8000 /
Responssi 6000
4000
4
2000
0 / T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6
Pitoisuus, ng/l

Kuva 11. MIB:n standardisuora. Kunkin pitoisuuden responssi on usean eri mittauksen keskiarvo. Ohut trendiviiva kertoo
laskennallisen suoran ja sen yhtalé on merkitty suoran ylapuolelle.



24

8000

y =1261,5x *
7000

6000

5000

4000

Responssi 3000 /
2000 /
1000

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5 5,5 6

Pitoisuus, ng/I

Kuva 12. GSM:n standardisuora. Kunkin pitoisuuden responssi on usean eri mittauksen keskiarvo. Ohut trendiviiva kertoo
laskennallisen suoran ja sen yhtalé on merkitty suoran ylapuolelle.

Standardisuoramittausten suhteellinen péivittdinen hajonta, rinnakkaisnaytteiden suhteellinen

hajonta, mittauspaivien ja pitoisuuskohtaisten mittausten kokonaismaaréat ovat taulukossa 3.

Taulukko 3. Analyysimenetelménsuhteelliset keskihajonnat. RSD; = kaikkien rinnakkaisten mittausten suhteellinen
keskihajonta, RSD, = samana pdivané mitattujen rinnakkaisndytteiden keskihajonta (keskiarvo useammalta
paivaltd), ny = mittauspdivien méara, n, - mittausten kokonaisméaara

Pitoisuus MIB GSM
(ng/l) RSD; (%) RSD, (%) RSD; (%) RSD, (%) Ng N,
0 0 0 0 0 6 6
1 30,6 3,2 59,7 3,2 3 7
2 10,1 3,0 53,4 5,7 4 9
4 23 5,2 42,6 9,0 4 11
6 22 7,1 42,4 7,8 4 9

4.2. Vesinaytteet

4.2.1. Sailyvyyskoe

Kuvissa 13 ja 14 esitettyjen tulosten perusteella haihtumisen paateltiin olevan l&hinna 1.
kertaluokan mukaista haihtumista.
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Kuva 13. MIB-séilyvyyskokeen tulokset.
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Kuva 14. GSM-sdilyvyyskokeen tulokset.

Puoliintumisajoiksi saatiin 17,8 vrk (MIB) ja 14,9 vrk (GSM), mika tarkoittaa aineen
haihtumista 50 % alkuperéisesta pitoisuudesta ko. ajassa.

4.2.2. Pitoisuudet allas- ja tulovedessa

Kuvassa 7 on esitetty allasveden MIB- ja GSM-pitoisuudet kédyttden oletusta 1. kertaluvun

mukaisesta haihtumisesta. Kuvissa 8 on vastaavasti tuloveden MIB- ja GSM-pitoisuudet.
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Kuva 15. Allasveden MIB- ja GSM-pitoisuus. Mitatut tulokset on korjattu sailyvyystestin oletuksella, ettd haihtuvuus on
ollut 1. kertaluvun mukaista.
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Kuva 16. Tuloveden MIB- ja GSM-pitoisuus. Mitatut tulokset on korjattu sdilyvyystestin oletuksella, ettd haihtuvuus on
ollut 1. kertaluvun mukaista.

Tutkimuksen tulos kertoo MIB:n pitoisuuden olleen suuremman seké allas- ettéd tulovedessa.
Pitoisuuserot osoittavat MIB:a ja GSM:a syntyvan my0s kiertovesiprosessissa. Né&iden

aineiden muodostumispaikkaa prosessissa ei tiedetd tdiman tutkimuksen perusteella.

4.3. MIB- ja GSM-pitoisuuksien korrelaatio jarven pintaveden lampdtilaan
Laitokseen tuleva vesi otetaan paikallisesta jarvestd, jonka pintaveden lampdtila-arvot ovat

kuvassa 17.
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Kuva 17. Pintaveden lampdtila jarvessa, josta tulovesi johdetaan laitokseen (Pohjois-Savon ymparistokeskus, 2011).
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Tuloveden MIB- sek& GSM-pitoisuuksien riippuvuus jarven pintaveden lampdtilasta on
esitettyind kuvissa 18 ja 19. Seka R:n ettd p:n arvot maaritettiin SPSS-ohjelmalla (IBM SPSS

Statistics 19, International Business Machines Corporation, Yhdysvallat).

18,0
* 16,0
*
* 14,0
R?=0,6123
\"\ 12,0
10,0 Tuloveden MIB-
\ pitoisuus,
L 4 8,0 ng/l
*
6,0
A 4 4,0
2,0
. — : * 0,0
20,0 15,0 10,0 5,0 0,0

Jarven pintaveden lampétila, °C

Kuva 18. Tuloveden MIB-pitoisuus jarven pintaveden lampétilan funktiona. R*= 0,612, lampétila selittaa noin 61 % MIB:n
varianssista. R = 0,782 - voimakas korrelaatio. p = 0,004 - tilastollisesti merkittava.
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Kuva 19. Tuloveden GSM-pitoisuus jarven pintaveden lampétilan funktiona. R?= 0,527, lampétila selittaa noin 53 % GSM:n
varianssista. R = 0,723 - voimakas korrelaatio. p = 0,011 - tilastollisesti merkittava.

5. POHDINTA

Mittausjakson alussa 12.8. seka MIB:n ettd GSM:n pitoisuus allasvedessé oli hieman yli 10
ppt. Tastd tasosta MIB-pitoisuus nousi 32 ppt:hen ja GSM-pitoisuus 27 ppt:hen 1-2 viikon
aikana, jonka jalkeen kummankin aineen pitoisuudet pienenivat lahes tasaisesti ollen

lokakuun alussa alle 5 ppt.

Saadun tuloksen perusteella syksyisin tapahtuvaan maku- ja hajuhaittojen kasvuun vaikuttaa
MIB:n ja GSM:n pitoisuuden nousu selvasti yli ihmisen aistiman hajukynnyksen. Jo ennen
tutkimusjakson  alkamista  kalanviljelylaitoksen  henkilokunnan  kanssa  kaydyissé
keskusteluissa ilmeni, ettd kiertovesijarjestelméssd kasvatetuissa kaloissa on seka
voimakkaampi ettd erilainen haju kuin luonnon kaloissa. Tutkimuksen tulos tukee tété4
késitystd, koska standardeja haistelemalla MIB:n haju on selvésti terdvampi ja MIB:n
pitoisuus allasvedessé on korkeampi kuin geosmiinin. Myds kummankin aineen pitoisuudet

olivat suuremmat allasvedessa kuin luonnon vedessa.

Sekd MIB:n ettd GSM:n osalta tuloveden ja allasveden pitoisuusero osoittaa kumpaakin
ainetta muodostuvan allassysteemissd. Myos tuloveden ja allasveden valiset MIB- ja GSM-
pitoisuudet muuttuivat samanaikaisesti ja samansuuntaisesti. Olisi tarvittu erillinen tutkimus,
jotta olisi voitu todistaa tuloveden ja allasveden vélisten MIB- ja GSM-pitoisuuksien

samanaikaisten ja samansuuntaisten muutoksien johtuneen tulovedessa olevien kiintoaineiden
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ja mikrobien aiheuttamaksi. Tdm& on kuitenkin erittdin todenné&koistd, koska ravinne- ja
lampotilaolosuhteet ovat prosessivedessa otolliset aineiden syntymiselle. Tuloveden vaikutus
voitaisiin todistaa kayttaméalla MIB- ja GSM-vapaata vettd, esim. analysoitua pohjavetta
tulovetena, mutta se olisi iso projekti, silla 1 litra / s tarkoittaa yli 5000 m®/ 2 kk. Nain ollen
luonnon vettd (= pintavesi) kaytettdesséd ainoaksi keinoksi j&& elo-syyskuussa kalojen
pitdminen puhtaassa vedessd, jos ko. aineet halutaan poistaa kaloista. Koska pintavesissa
tiedetddn kummankin aineen muodostuvan (Juttner & Watson, 2007), pintaveden kayttoa
tulisi lisaksi tutkia tarkemmin. Koska MIB:n ja GSM:n haju tunnistetaan ympéri vuoden
kalanviljelylaitoksella (Tuotantopaallikkd, 2012), olisi tutkittava, tuleeko MIB:a ja GSM:a
tuottavia aineita pintaveden mukana muulloinkin kuin syksylld. Jos ndin on, pohjaveden

kaytto ratkaisisi todenndkoisesti ongelman.

Mikali halutaan tutkia muodostuuko MIB:a ja GSM:a biofiltterissa, pitad ndytteet ottaa ennen
ja jalkeen biofiltterin koko muutosprosessin ajan. Aineiden muodostuminen voidaan
todenndkdisesti havaita pitoisuuden ollessa allasvedessé suurimmillaan. Muutama koenéyte
otettiin tassakin tutkimuksessa, mutta néytteenottopaikka ei ollut sopiva. Haihtuvat yhdisteet
karkaavat korkealla olevan putken pééstd vapaasti ilmassa virtaavasta vedestd, ennen kuin
nayte saatiin otettua. Myos mahdollisten biofilmikerrosten esiintymistd prosessilaitteiden

seindmissa olisi syyta tutkia.

Verrattaessa tuloveden MIB- ja GSM-pitoisuutta jarviveden pintalampdtilaan, saatiin naiden
valille voimakas korrelaatio, kuten Tung ym. 2008 tekemadssd tutkimuksessa. Aineiden
pitoisuudet laskivat lampotilan laskiessa. Kuvista 18 ja 19 voidaan nahdd sekda MIB:n ettd
GSM:n muodostumisen pysahtyvan veden lampdétilan laskiessa 10 - 15 °C:een. Lampdétilan
laskun ja valon vahenemisen vaikutuksesta myds mikrobien ravinteet vahenevét ja ndmé
kaikki yhdessa vaikuttavat MIB:n ettd GSM:n maéran pienenemiseen syksyn edetessa. Veden
kayttd jarvesta tulevassa runkoputkessa on suurta ja voidaan olettaa, ettd samana péivana
mitatut laitoksen tuloveden pitoisuudet ja jarviveden pintalampdtilat vastaavat ajallisesti
hyvin toisiaan. Vaikka tutkimusjaksolla tulovedessa aineiden pitoisuudet korreloi hyvin
jarviveden [ldmpdtilan kanssa, kysymys ei ole pelkéstdan ldmpdtilasta. Heindkuussa
jarviveden lampétila on korkeimmillaan, siitd huolimatta suurta hajuongelmaa laitoksella ei
tuolloin esiinny. Se, miksi elo-syyskuussa tapahtuu luonnonvedessda muutos, joka johtaa
MIB:n ja GSM:n pitoisuuden lisadntymiseen allasvedessd, ei ole tiedossa. Muualla on saatu
vastaavia tuloksia ja tutkimuksien perusteella epéilyt kohdistuvat levakasvustoihin (Schram,
2012).
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Menetelman paivittdinen variaatio on yht4d poikkeusta (MIB, 2 ng/l) lukuun ottamatta
johdonmukainen konsentraation suhteen, mitd pienempi pitoisuus sitd suurempi hajonta.
Koska kyseessa ovat erittdin pienet pitoisuudet ja standardisuoran maéarittamiseksi tehtyjen
naytteiden ma&&rd varsin vahainen, eri pdivind mitattujen standardindytteiden suhteelliset
hajontaprosentit nayttavat suurilta, mutta ne ovat em. syista hyvéksyttavat. Menetelmaa tulee
kuitenkin talta osin kehittdd lisdd. Toisaalta samana pdivané tehtyjen rinnakkaisnaytteiden

suhteellinen hajontaprosentti oli erittéin hyva.

Kaasukromatografissa oli jossain vaiheessa myos merkittavad paivittaistd retentioaikojen
vaihtelua. Tassé tapauksessa vaihtelu ei vaikuttanut analyysituloksiin, silla kaikkien aineiden
piikkien retentioajat muuttuivat samalla tavalla ja niiden jarjestys pysyi samana. Tyossa
kaytetty GC-MS ei ollut elinkaarensa alkutaipaleella ja olisi ollut mielenkiintoista testata
uudempaa laitetta ainakin eri  paivind saatujen tulosten vaihtelun osalta.
Massaspektrometriassa tyypillisimpia virheldhteitd ovat muista aineista muodostuvat
samankokoiset ionifragmentit. Taustan vaihtelut, hairidpiikit, vuodot yms. ovat virhel&hteita
niin massaspektrometriassa kuin kaasukromatografiassakin. Mittausepavarmuutta lisaavat
kaikki kaytettavat laitteet, joiden toiminnan vaihtelut tulisi eliminoida mahdollisimman
pieneksi, koska luotettavat tulokset perustuvat pitkélti hyvéaan toistettavuuteen. Virhelahteitd
tarkasteltaessa tulee ottaa huomioon myds analysoijasta itsestddn johtuvat virheet. Niitd voi
olla satunnaisia, kuten héiritsevat puhelut, ympérilla olevien henkil6iden takia huomio
siirtyminen pois analysoinnista, liiallisen kiireen aiheuttamat virheet ja monet muut asiat
kuten vireystila. Systemaattisia henkilOvirheitd itse on vaikea huomata, niiden toteamiseksi
tulisi saman alan asiantuntijan tarkkailla jonkin aikaa tyoskentelyd. Punnitus- ja

pipetointivirheet voivat olla joko henkil6st4 tai laitteesta johtuvia.

Alkuperdisten standardien pitoisuudet oli ilmoitettu noin 10 mg / ml (MIB) ja noin 2 mg / ml
(GSM). Laskennassa kaytettiin 10 mg / ml ja vastaavasti 2 mg / ml. Noin-arvon ja laskennassa

kaytetyn arvon erotuksesta aiheutuvaa virhetta on vaikea maarittaa.

Menetelmédn validointi suoritettiin  ennalta tehdyn validointisuunnitelman mukaisesti.
Ainoastaan menetelmdn detektioalarajan méérittdminen jai ajan puutteen vuoksi tekematta.
Toisaalta, kun tyon aikana tiedossa ollut nen&n detektioraja alitettiin reilusti, ei

madrittamiselle ollut tarvetta.
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Jonkinlainen varmistus menetelman toimivuudelle, kuten deuteroidun standardiaineen kaytto
sisdisend standardina, olisi ollut tarpeen. Rinnakkaisndytteet osoittivat varsin suurta
paivittdista vaihtelua ja sisdisen standardin avulla responssit olisi voitu suhteuttaa sen
pitoisuuksiin. Menetelmédn kehityksessd testattiin, kuten tavoitteena oli, pikaisesti DHN
sisdisend standardina, mutta tdma ei ndyttanyt soveltuvan sisaiseksi standardiksi, koska sen
responssi kasvoi ldhes vastaavalla tavalla kuin MIB:n ja GSM:n responssi, vaikka pitoisuus
pysyi samana. Vaikutti siltd, ettd kysymyksessd olisi ollut kilpailu absorbentin
sitoutumispaikoista SPME-kuidussa, mutta asiaa ei tutkittu tarkemmin ajan puutteen vuoksi.
Yksi mahdollinen syy on, ettd koe tehtiin tyon alkuvaiheessa, jolloin menetelmékehitys oli
kesken. Todennékoisin syy on liilan véhdinen naytteiden maard, jolloin johtopaatoksien

tekemiseen ei ole riittavia perusteita.

Myos salting out -tekniikkaa kokeiltiin naytteen esirikastuksessa. Sitdkdadn ei kuitenkaan
otettu lopulliseen menetelmdan, sillda suolan lisdys lisdsi huomattavasti hairitsevien
taustapiikkien maarda. Suolan kéyttd naytteissdé nosti responsseja MIB:1l1a lahes
kolminkertaiseksi ja GSM:11& yli kaksinkertaiseksi, mutta analyysi oli riittdvan herkka ilman

suolaakin.

Néaytteiden kasittely on yksi analysoinnin tarkeimmista vaiheista. Nayteastioiksi valitut pullot
osoittautuivat soveltumattomiksi haihtuvien yhdisteiden séilytykseen ja tdmén vuoksi oli
tehtdva séilyvyyskoe l&htopitoisuuksien arviointia varten. Taman lisdksi erds mahdollinen
pitoisuuksien muuttumiseen vaikuttava tekija pulloja sdilytettaesséd on mikrobitoiminta. Se voi
vaikuttaa joko pienentdvaan tai suurentavaan suuntaan. Mahdollisen mikrobitoiminnan
vaikutus jétettiin tutkimusta tehtdessa huomiotta. Pienentdvd&n suuntaan vaikuttaa
haihtuminen, joko itse pullomateriaalin, muovin (HDPE = high density polyethylene =
korkeatiheyksinen polyeteeni) lapi tai korkin tiivisteen kautta. Sailyvyyskokeessa yksi
epavarmuustekijoista oli kalanviljelylaitoksen ja&kaapin eri osissa ollut erilainen l&mpdtila.
Osa naytteistd oli jaatynyt. Jaatymisen vaikutusta ja sulatuksen aikana johdetun l&mmdn
vaikutusta on vaikea arvioida. Vaikkei haihtuminen séilytettiessé olisi tapahtunutkaan aivan
1. Kkertaluvun mukaan, arviota voitaneen Kkuitenkin pitdd varsin luotettavana. Myds
sdilyvyysvertailu tehtiin lasi- ja muovipullon valilla, mutta tdma& ep&onnistui teknisen

kdmmaéhdyksen vuoksi.

Néytteiden stabilointiin kéytetyn ldmpdkaapin lampétila vaihteli valilla 58 - 62 °C.

Suurimmassa osassa rinnakkaisnaytteitd lampdétilan nousu ndyttda vaikuttaneen pitoisuutta
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nostavasti, mutta tatd ei erikseen tutkittu. Myoskadn mittauksen aikaeron vaikutusta
ensimmadisen ja kolmannen rinnakkaisnaytteen vélilla ei tarkkaan tiedetd, viimeinen ndytehédn

seisoi huoneenlammaossé pitempéaan kuin ensimmaiset.

Aika oli taman tutkimuksen suurin rajoittava tekijd. Menetelmé&n Kehitys osoittautui
haasteelliseksi. Tyon aikana ilmeni myds useita, tdhan kirjoittamattomia vastoinkaymisia ja
kehittdminen jai vaillinaiseksi. Menetelman olisi ollut hyva olla valmiina siind vaiheessa, kun
vesindytteitd alettiin ottaa, jotta niitd ei olisi tarvinnut séilyttdd. Toisaalta naytteiden
havidmista pulloista ei edes etukédteen osattu ajatella, mutta asia péatettiin tutkia varmuuden
vuoksi, kun asiaa alettiin epdilla. Kalanviljelylaitos oli kayttanyt naitd néytepulloja
vesindytteiden tutkimiseen, mutta tdhan asiaan liittyvaa kirjallisuuden tutkimista olisi pitanyt
tehdd ennen tyon alkua. Kirjallisuudesta loytyy tietoa HDPE:n kaasunlapdisevyydesta
(Plastics New Zealand Incorporated, 2012; Papiernik, 2002).

Ennen seuraavien tutkimusten aloittamista tulisi menetelméa kehittaa siten, etta eri péivien
valinen tulosvaihtelu olisi pienempi. Naytteet tulee ottaa ndyteastioihin suoraan
kalanviljelylaitoksella ja analysoida mahdollisimman nopeasti luotettavimman tuloksen
saamiseksi. Jos tarvitaan sdilyttamistd, sdilyvyyskoe tulee tehdd erimateriaalisten
nayteastioiden valilla. Biofiltterin jalkeinen ndyte tulee ottaa jostakin muusta kohdasta kuin

tassa tutkimuksessa.

Tassa tutkimuksessa saatua menetelmaa voidaan kayttdd myos juomavesien makuhaittojen
tutkimisessa sekd soveltuvin osin rakennusten mahdollisten homevaurioiden tutkinnassa
(Rantamé&ki ym., 2000).
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2-METYYLI-ISOBORNEOLI- JA GEOSMIINIANALYYSI

1. Kayttokohde

2-metyyli-isoborneolin (MIB) ja geosmiinin (GSM) maarittdminen vesinadytteista.

2. Periaate

Ndyteastian headspace-tilasta aineet uutetaan SPME-tekniikkaa (Solid Phase
Microextraction) kayttaen kuituun, jolla ne siirretdan kaasukromatografiin (GC) ja sielta
detektorina kaytettyyn massaspektrometriin (MS). Tuloksista tehdaan standardisuora,

johon verrataan vesinaytteista saatuja tuloksia.

3. Esimerkkilaitteisto

Kaasukromatografi: Hewlett Packard 5890 series II Plus Gas Chromatograph
Kaasukromatografin kolonni: Nukol™, pituus 30 m, halkaisija 0,25 mm ja filmin paksuus
0,25 pm, Supelco 24107

Massaspektrometri: Hewlett Packard 5972 series Mass Selective Detector

Tietokone

Kuitu: SPME Fiber Assembly 2 cm - 50/30 ym DVB/Carboxen™/PDMS Stable Flex™,
Supelco 57348-U

Kuitupidin: Fibre Holder, Supelco 57330-U

Nayteastia: 40 ml vial, Supelco 27184

Nayteastian korkki: Polypropylene screw cap with hole 24 mm, Supelco 27057
Nayteastian korkin septumi: Blue Faced White Silicone Septa 22 mm, Supelco 2-7515
Lampdkaappi: Termaks, Norja

Magneettisekoitin: IKA, Saksa

Automaattipipetteja

Yleisia laboratorioastioita

Hoyrykattila ja keittolevy

Huom! Jos vesindytettd joudutaan sadilyttémdan ennen analysointia, HDPE-pullojen (high
density polyethylene = korkeatiheyksinen polyeteeni) kayttdéa tulee valttéda HDPE:n

kaasunlapaisevyyden takia. Naytteet laimenevat ajan funktiona.
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4. Reagenssit

GSM-standardi: Sigma-Aldrich G5908, (£)-Geosmin, GSM noin 2 mg/ml metanolissa.
MIB-standardi: Sigma-Aldrich M3933, MIB noin 10 mg/ml metanolissa.

Kumpaakin edelld olevaa ainetta on sailytettéva alle -20 °C:ssa.

Vesi: Millipore-vesi

Kaasukromatografin kantokaasu: Helium 4.6 (He > 99,996 %)

5. Tyovaiheet ennen varsinaista analysointia

5.1 GC-MS

Varmista ensin, ettd GC-MS on kayttévalmiina ja etta heliumia on riittavasti tutkimuksen
suorittamiseen. Varmista myds injektorin septumin ja linerin kunto ja tarvittaessa vaihda
ne.

Analysoijan taytyisi tuntea kaytettavan laitteen toimintaan vaikuttavat asiat, ennen kuin

aloittaa analysoinnin. Katso kohta 7. GC:n lampétilaohjelma on taulukossa 1.

Taulukko 1. Kaasukromatografin lampdtilaohjelma.

Aika tai
Lampéotila tai lampdotilan
Vaihe lampotila-alue nousunopeus
1 50 °C 1 min
2. 50 °C — 75 °C 30 °C/ min
3. 75 °C — 165 °C 4,5 °C/ min
4 165 °C — 220 °C 30 °C/ min
5 220 °C 2 min

Kokonaisaika: 25,67 min.

Injektorin lampétila: 260 °C.

Esimerkkilaitteistolla ja ylla olevalla ohjelmalla:

MIB detektoidaan ajalla 14.00 min - 16.50 min, m/z
GSM detektoidaan ajalla 16.50 min - 22.00 min, m/z

95
112

Heliumin virtausnopeus 1 ml /min.

Kayta esiohjelmoitua ohjelmaa, jos tiedat sellaisen olevan olemassa.
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5.2 Lampokaappi ja magneettisekoitin

Aseta lampdkaappi lahelle kaasukromatografia tydskentelyn helpottamiseksi ja aseta
lampétila 60 °C:ksi. Voit laittaa myds digitaalisen lampémittarin kaapin ulkopuolelle ja
ovitiivisteen valistd anturijohdon kaappiin. Aseta myds magneettisekoitin kaappiin. Laita
magneettisekoittimen viereen statiivi, johon liitdt kouran sopivalle korkeudelle

kuitupidinta varten. Aseta magneettisekoittimen nopeuden saatépydra arvoon 6.

5.3 Kuitupidin

Varmista, ettd kuitupitimessa on oikea kuitu (harmaa yldosa). Aseta kuitu pidikkeeseen
aina samalle korkeudelle, mustan osan ylareuna asteikon 2,1 kohdalle. Varmista, etta
kuidun pidikkeen alaosassa oleva ohjainosa on tiukasti kiinni. Tama vaikuttaa saataviin
tuloksiin jopa kaksinkertaisesti/puolittavasti. Siirron aikana kuidun tulee aina olla suojan
sisalla - kuitu vaurioituu helposti. Vaikka kuitua kaytetddn ohjeiden mukaisesti, se
suositellaan vaihdettavaksi 200 kayttdkerran jalkeen ja enneminkin, jos kuitu jostain
syystd vaurioituu. Uusi kuitu puhdistetaan pitaméalla sitd 270 °C lampétilassa,

kaasukromatografin injektorissa tunnin.

5.4 Ndyteastioiden puhdistus

Ndyteastiat (= vialit), korkit ja septumit on puhdistettava edellisend paivana seuraavasti:
Laita vialien pohjalle hieman vetta ja laita magneettisekoittimen sauva kuhunkin vialiin.
Vialit laitetaan kattilaan, jossa veden annetaan kiehua 3 min - ala anna veden kiehua

pois vialista. Laita septumit korkin sisdlle sininen puoli vialin oletettuun sisdosaan padin

(oikea suunta jo ennen vialiin laittamista). Laita korkit septumeineen kattilan
hoéyrytysosaan sinisen septumin jaddessa nakyviin. Lisaa kattilaan hieman vetta, varo
ettei roisku. Laita hdyrytysosa ja kansi paikalleen. Anna kiehua 3 min. Vie vialit, korkit ja
septumit kuivumaan yéksi lampoékaappiin, jonka ldmpétila on 115 °C.
Huom! Al& laita korkkia ennen vialiin tdysin kiinni, ennen ne ovat jaahtyneet
huoneenlampdisiksi. Tahan on kaksi syyta:
1. Vialiin jaahtymisen aikana muodostuva alipaine voi avattaessa imea ennen
naytteen laittoa vetokaapissa standardien kasittelystd johtuva taustailmaa vialin
sisaan.

2. Jos muodostuva alipaine on riittdvan suuri se imaisee septumin vialin sisaan.
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Laita korkit kiinni mahdollisimman pian, etteivat vialit paasisi kontaminoitumaan.

Jos mahdollista, pyri tekemaan keitto ja kuivatus eri tilassa kuin standardien kasittely.
Jos analysoit useampana padivana, kaytd samoja vialeita. On osoitettu, ettd
vdlinehuollossa pesussa kdyneissd vialeissa on pesuainejaamia, jotka ovat aiheuttaneet
hairiopiikkeja ja siksi

nayteastioiden puhdistus on térkea tehda. Keiton aikana myd6s haihtuvat yhdisteet

poistvat vialista.

5.5 Standardien laimennukset

Laimenna kaytettavat standardit haluttuun pitoisuuteen eri laboratoriossa kuin missa itse
mittaus suoritetaan, jos mahdollista. Samoin vahvimmat pitoisuudet laimennetaan eri
vetokaapissa kuin laimeammat. Laimennukset on tehtdva aina samana pdivana ettei
komponentit ehtisi haihtua naytteista. Tee laimennokset mittapulloihin. Tee sellainen

laimennus, ettd voit lisata standardin nayteastiaan yhdella pipetoinnilla, esimerkiksi:

MIB A: (0,004 ml x 0,01 g/ml) / 50 ml = 800000 ng/I
MIB B: (0,02 ml x 800000 ng/l) / 25 ml = 640 ng/I

GSM A: (0,004 ml x 0,002 g/ml) / 25 ml = 320000 ng/I
GSM B: (0,05 ml x 320000 ng/I) / 25 ml = 640 ng/!

Kun vialissa olevaan 10 ml:aan vetta lisatdan kumpaakin B-standardia sama maara,

saadaan kummankin komponentin pitoisuudeksi:

(0,015 ml x 640 ng/l) / 10,030 ml = 1,0 ng/I
(0,031 ml x 640 ng/l) / 10,062 ml = 2,0 ng/I
(0,063 ml x 640 ng/l) / 10,126 ml = 4,0 ng/I
(0,095 ml x 640 ng/l) / 10,190 ml = 6,0 ng/|

Tama esimerkki on mittausalueelle 0 - 6,0 ng/l. Nollanaytteen teko on kappaleessa 6.
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6. Analyysin suorittaminen

Ennen varsinaista analysointia on varmistettava, ettd kuidusta tai GC:n kolonnista ei
irtoa epapuhtauksia. Tama varmistetaan ajamalla ensin pelkka kuitu injektorissa. Jos
epdpuhtauksia on, kuitua tulee pitaa korkeammassa lampétilassa jonkin aikaa tai jos
epdillaan kolonnista tulevaa epapuhtautta, uunia on pidettdva korkeammassa
lampdtilassa. Taman jalkeen ajetaan uudelleen pelkka kuitu injektorissa. Jos
epapuhtauksia ei ole, voidaan aloittaa analysointi.

Tee O0-nayte Ilaittamalla pelkkaa vettd 10 ml puhdistettuun vialiin, jossa on
magneettisekoittimen sauva ja analysoi se alla kuvatulla tavalla. Sen jalkeen vastaavasti
pipetoi 10 ml naytettd tai standardia (katso 5.5). Vial laitetaan kahdeksaksi minuutiksi
magneettisekoittimeen, joka on lampdkaapissa. Taman jalkeen puhdistettu kuitu
tybnnetadn septumin l&api mahdollisimman keskelle vialia. Tydnna kuitupidin septumin
Iapi niin pitkalle, ettd kuitupitimen pohja koskettaa septumia (katso 5.3) ja tydénna kuitu
ulos suojasta. Purista statiivissa oleva koura kuitupitimeen kiinni. Mitattavien
komponenttien kerdysaika on 20 minuuttia. Sen jalkeen nayte injektoidaan manuaalisesti
kaasukromatografiin. Tee kuidun siirrot mahdollisimman nopeasti ja joka kerta samalla
tavalla. Pidéa kuitua nadytteen syotdén jalkeen injektorissa 10 min, ettd kuitu olisi
mahdollisimman puhdas seuraavaa ndytteenottoa varten ja laita se vield 2 minuutiksi

injektoriin seuraavaa naytteenottoa.

7. Tulosten tarkastelu

On varmistuttava, etta mitataan oikeaa piikkia. Ennen analyyseja on tehtdva ajoja
suurilla pitoisuuksilla SCAN-moodissa ja verrattava saatua ionispektria mitattavan aineen
tunnettuun ionispektriin. Ionispektreja on saatavana useasta eri lahteestd esim. NIST
(National Institute of Standards and Technology, Yhdysvallat). Jos mitattavalle
komponentille ei ionispektria l6ydy, tulee tassa tapauksessa tarkastella aiemmissa
tutkimuksissa kadytettyja paaioneita, MIB = 95 ja GSM = 112. Ajoparametrit tulee olla
sellaisia, etteivat muut aineet hairitsisi analyysia.

Analyysi tehdaan SIM-moodissa (Selected Ion Monitoring) ja kvantitatiivinen analysointi
perustuu kunkin komponentin piikin pinta-alaan, jonka analysaattori muodostaa.

Esimerkkilaitteistolla kaytettiin manuaalista integrointia "Easy ID"” —tilassa.
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8. Ajan kdyton suunnittelu

Jotta voidaan suunnitella analysointiin kaytettavaa aikaa kaytettaessa
esimerkkiohjelmaa, kuvassa 1 on esitettyna neljaan analyysiin kuluva minimiaika. Lisaksi

on huomioitava naytteiden ja standardien valmistus. Tee korkeintaan kolme

rinnakkaisnaytetta kerralla. Huomioi myds vialien puhdistus analyysien jalkeen.

Analyysinro 2 A == { i

0:00 0:15 030 0:45 1:00 1:15 1:30 1:45 2:00 2:15 2:30 2:45
Aika, h:min

3:00

Kuva 1. Neljan analyysin optimi ajankayttd. Kunkin analyysin ensimmainen jakso kuvaa naytteen
stabilointiaikaa, toinen kerdysta kuituun ja kolmas GC-MS -analyysiin kuluvaa aikaa.

9. Rajoitukset

Jos menetelmaa kaytetdan hyvin pienien pitoisuuksien (alle 10 ng/l) mittaamiseen,
tulosten suuri hajonta saattaa rajoittaa tulosten kasittelyd. Ohjeessa mainituilla
pitoisuuksilla (kappale 5.5) suhteellinen keskihajonta eri paivina tehdyissa analyyseissa
vaihteli pitoisuuksista riippuen MIB:lla 30,6 - 22 % ja GSM:lla 59,7 - 42,4 %. Samana
paivana tehtyjen rinnakkaisnaytteiden keskihajonta (keskiarvo useammalta paivalta) oli
kuitenkin alle 10 %.

10. Turvallisuusndakokohtia

Kasittele reagensseja aina vetokaapissa ja kasineet kdadessa. Geosmiinilla ja 2-metyyli-
isoborneolilla on todettu joissakin tutkimuksissa olevan mutageenisia ominaisuuksia.
Pyyda toimittajalta tai hanki netistd ajankohtaiset tiedot henkildkohtaisten suojainten

kaytosta ja varotoimenpiteista.
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