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Tama tutkimus tehtiin Kemiallisen aseen kieltosopimuksen valvontalaitoksen (VERIFIN)
NMR-laboratoriossa. Tutkimuksessa selvitettiin LC-SPE -menetelmén soveltuvuutta NMR-
spektrometristen menetelmien kehitykseen taisteluaineanalytiikassa. Tutkimuksen tavoit-
teena oli helpottaa NMR-spektrometristd seosnaytteiden analysointia nestekromatografi-
sella erotuksella ja parantaa menetelman herkkyytta kiinteafaasiuutolla. Tutkimuksen mal-
likemikaaleina kaytettiin metyyli-, etyylimetyyli- ja pinakolyylimetyylifosfonihappoa seka
dimetyylifosfonaattia. Kaytetyt kemikaalit ovat myrkyttémia hermokaasujen hajoamistuot-
teita.

Tutkimus toteutettiin vaiheittain. Ensin optimoitiin mallikemikaalien nestekromatografinen
erotus ja kiinte&dfaasiuutto. LC-SPE -menetelméan testausta varten méaaritettiin yhdisteiden
piikin poiminta-ajat kdyttden LC-NMR -menetelmid. Osittain automatisoitu kiinteédfaasiuut-
to toteutettiin pienella patruunaformaatilla (Prospekt) mahdollisimman hyvan rikastuksen
aikaansaamiseksi. Lopuksi yhdistelmétekniikan LC-SPE toimivuus testattiin saantokokei-
den avulla optimoiduissa olosuhteissa kayttaen NMR-spektrometria ja 1D *H-*'P HSQC -
tekniikkaa yhdisteiden pitoisuusmaarityksissa.

Testit osoittivat LC-SPE-NMR -menetelmén teknisen toimivuuden mallikemikaaleina kay-
tettyjen fosfonihappojen osalta. Fosfonihappojen takaisinsaantokokeissa péaastiin keski-
maarin 50%:in. Saannot jaivat suhteellisen alhaisiksi johtuen yhdisteiden huonosta kroma-
tografisesta erottumisesta, mika ilmeni voimakkaana piikkien levenemisena. Fosfonihapot
saatiin kuitenkin erotettua toisistaan ja niiden rikastus kiinte&faasiuutolla onnistui hyvin.
Liséksi nestekromatografinen erotus helpotti olennaisesti NMR-spektrometrista analyyttien
tunnistusta.

LC-SPE-NMR -menetelméan kayttdmahdollisuuksien tutkimus oli alustava selvitys ja sen
tulokset suuntaa-antavia. Tutkimuksessa kaytettyja olosuhteita ei siksi voida suoraan so-
veltaa muille yhdisteille, vaan menetelman kaytté analyyttisend menetelméana edellyttaa
tutkimusty6ta ja validointia kullekin analysoitavalle yhdisteelle erikseen.
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This research was carried out at the NMR laboratory of Finnish Institute for Verification of
the Chemical Weapons Convention (VERIFIN). The aim of this study was the develop-
ment of NMR-spectroscopic analyses of mixtures containing treaty-related organophos-
phorus compounds. Although being a powerful technique in identification and quantifica-
tion, NMR sets some limitations when working at trace level and with mixtures. The idea
of this study was to separate compounds by liquid chromatography (LC) in order to facili-
tate NMR-spectrometric analyses of mixtures. Solid phase extraction (SPE) was used to
improve the sensitivity of the NMR spectroscopic methods. Methylphosphonic acid, ethyl-
methylphosphonic acid, dimethylmethylphosphonate and pinacolylmethylphosphonic acid
were used as test chemicals.

This research was executed in phases. First, chromatographic separation and solid phase
extraction of the test chemicals were optimized. For LC-SPE-tests, the peak picking times
of the analytes were determined using LC-NMR techniques. Partly automated solid phase
extraction was carried out using small cartridges (Prospekt) to gain the most effective
concentration of analytes. Finally, the functionality of the hyphenated technique LC-SPE
was tested using an NMR-spectrometer and 1D *H-*'P HSQC technique for quantification
of analyte recoveries.

The technical functionality of the LC-SPE technique was established in this evaluation.
Analyte recoveries gained in LC-SPE-NMR-tests were about 50% for phosphonic acids.
The recoveries were rather low due to line broadening during chromatographic separation.
Regardless of the low recoveries, the concentration of phosphonic acids was successful.
In addition, chromatographic separation of the test chemicals facilitated the NMR-
spectroscopic analyses in identification.

This research was a preliminary evaluation and the methods introduced in this paper may
not be applied to analyses of other compounds. Therefore further use of LC-SPE-NMR
technique requires research and method validation for the compounds investigated.

Keywords: SPE, LC-SPE, LC-NMR, NMR, phosphonic acid, phosphonate
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One Dimensional Proton-Phosphorus Heteronuclear Single
Quantum Coherence Experiment. Protoniydinten mittaukseen
kaytettavd NMR-spektrometrinen korrelaatiokoe, jossa protonin
magnetisaatio siirretéd&n fosforille ja takaisin J-kytkentaa pitkin.
Dimethylmethylphosphonate. Dimetyylimetyylifosfonaatti.
Ethylmethylphosphonic acid. Etyylimetyylifosfonihappo.

Free Induction Decay. Vapaasti vaimeneva signaali.
Protoniytimia mittaava NMR-spektroskopinen koe.

Liquid Chromatography - Nuclear Magnetic Resonance. Yhdis-
telmatekniikka, jossa nestekromatografi yhdistetadn NMR-
spektrometriin.

Liguid Chromatography - Solid Phase Extraction. Yhdistelma-
tekniikka, jossa nestekromatografi yhdistetddn kiinte&faasiuut-
toyksikkdon.

Methylphosphonic acid. Metyylifosfonihappo.

Nuclear Magnetic Resonance. Ydinmagneettinen resonanssi.

Protoni-irtautettu fosforiytimia mittaava NMR-spektroskopinen
koe.

Fosforiytimia mittaava NMR-spektroskopinen koe.

Pinacolylmethylphosphonic acid. Pinakolyylimetyylifosfonihap-
po.

Solid Phase Extraction. Kiinteafaasiuutto.

Tetrametyylisilaani.
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JOHDANTO

Kemiallisia taisteluaineita kaytettiin ensimmaista kertaa laajassa mittakaa-
vassa ensimmaisessad maailmansodassa. Sodan jalkeen vastustus kemialli-
sia aseita kohtaan kasvoi ja vuonna 1925 allekirjoitettiin Geneven sopimus,
joka kielsi kemiallisten aseiden kayttn, mutta ei aseiden hallussa pitoa. Ge-
neven sopimuksesta huolimatta tutkimusta kemiallisten aseiden kehittami-
seksi tehtiin erityisesti Saksassa. Tutkimukset johtivat hermokaasujen kehi-
tysty6hon ja erittain myrkyllisen hermokaasun tabuunin keksimiseen ja teolli-

seen tuotantoon 1930-luvulla Saksassa. [1, s. 5, 6]

Toisen maailmansodan jalkeen Saksan laajat kemiallisten aseiden varastot
tuhottiin liittoutuneiden toimesta ja hermokaasuja havitettin kymmenia tu-
hansia tonneja. Eteldiseen Itdmereen heitettiin arvion mukaan 50 000 tonnia
kemiallisia aseita. [1, s. 7] ItAmeren pohjassa makaavien asehautojen ympa-
ristbvaikutuksia arvioidaan parhaillaan muun muassa EU:n MERCW-
hankkeen muodossa. Osa toisen maailmansodan aikaisista kemiallisista
aseista jai liittoutuneiden kayttoon tutkimustyota varten. Sittemmin kemiallis-
ten aseiden kehitysty6ta on tehty ympéri maailman ja se on johtanut tuhoi-
siin seurauksiin muun muassa Pohjois-Irakissa Halabjan kaupungissa 1980-

luvulla. [1, s. 9]

Huolimatta heikkouksistaan vuonna 1925 allekirjoitettu Geneven sopimus oli
tarkein kemialliset aseet kieltava sopimus aina 1990-luvulle saakka. [1, s.
10] Vuonna 1997 astui voimaan tiukat rajoitukset asettava Kemiallisen
aseen kieltosopimus (Chemical Weapons Convention, CWC). Sopimus kiel-
tad kemiallisten aseiden kayton, tuottamisen, kehittamisen ja varastoinnin [2,
s. 2].

Kemiallisen aseen kieltosopimuksen noudattamista valvoo kansainvélinen
kieltosopimuksen valvontajarjestd OPCW (Organisation for the Prohibition of
Chemical Weapons). OPCW:n jidsenmaat ovat sitoutuneet noudattamaan
Kemiallisen aseen kieltosopimusta. Lokakuussa 2008 kieltosopimuksen oli
allekirjoittanut 184 valtiota. [3] OPCW:n alaisena Suomen kansallisena vi-
ranomaislaitoksena toimii Kemiallisen aseen kieltosopimuksen valvontalaitos
(VERIFIN).



Viranomaisvelvollisuuksien ohella laitos tukee kieltosopimuksen valvontaa
kehittamalla uusia tutkimusmenetelmia kemiallisten taisteluaineiden tunnis-

tamiseen ja analysointiin. [4]

Kemialliset aseet ovat taisteluaineita, jotka aiheuttavat ihmiselle elimellisia
vaurioita, valiaikaisen tai pysyvan toimintakyvyttomyyden, vammautumisen
tai jopa kuoleman. Taisteluaineita voidaan jaotella muun muassa myrkylli-
syytensa mukaan. Myrkyllisimpid taisteluaineita ovat hermokaasut, joista
yleisimpia ovat sariini, somaani, tabuuni ja VX. Hermokaasut hydrolysoituvat
helposti luonnossa tai kudoksissa veden vaikutuksesta ja usein niiden ha-
joamistuotteita kaytetaankin taisteluaineiden merkkikemikaaleina taistelu-
aineanalytiikassa [5]. Hydrolyysituotteet ovat myrkyttomia organofosforiyh-
disteitd, joiden analysointi on turvallista seka ymparistdn etta tutkijan kannal-

ta.

Taisteluaineanalytiikka on jadmaanalytiikkaa ymparistonaytteistd, eli taiste-
luaineen lasnaolo naytteessa tulee pystyd varmentamaan pienista pitoisuuk-
sista. Taisteluaineiden tuhoamiseen eli hajottamiseen kaytetddn monenlaisia
tuhoamisliuoksia [6]. Téallaisia ovat esimerkiksi natriumhypokloriitti (NaOCI),
kaliumhydroksidi-etanoli (KOH/EtOH) ja PEG eli NaOH/polyetyleeniglykoli.
Tuhoamisliuokset tuottavat naytteille mutkikkaan analyysimatriisin, samoin
kuin ympariston maa- ja vesinaytteet tai teollisuuden jatevedet, jotka voivat

sisdltaa lahes mita tahansa.

OPCW:n jasenmaiden analyyttisten laboratorioiden tulee pystyd varmista-
maan Kemiallisen aseen kieltosopimukseen listatut kemikaalit laboratorioon
OPCW:n toimittamista naytteistd. Tarkastajat ottavat néaytteitd kansallisten
valvojien kanssa ja niitd voidaan kerata alueilta, joilla epdilladn kehitettdvan
tai tuotettavan kieltosopimukseen listattuja aineita. Tehokkaita analyysime-
netelmia hajoamistuotteiden maarityksessa ovat kaasu- ja nestekromatogra-
fiset menetelmét yhdistettynd massaspektrometriin; GC-MS (lyhenne tulee
sanoista Gas Chromatography-Mass spectrometry) ja LC-MS (lyhenne tulee
sanoista Liquid Chromatography-Mass Spectrometry) [7, 8]. Naiden mene-
telmien kayttd taisteluaineanalytiikassa vaatii kuitenkin usein monenlaista
naytteiden esikasittelya ja johdoksenmuodostusta monimutkaisten naytemat-

riisien vuoksi. [9 - 11].



Taisteluaineanalytiikassa hyddynnetddn myos ydinmagneettista resonanssi-
spektroskopiaa (Nuclear Magnetig Resonance, NMR) [12]. Naytteenkasitte-
lyn osalta NMR:n rajoitukset ovat kaasu- ja nestekromatografisiin menetel-
miin verrattuna vahaiset. Analyysi ei edellytd monimutkaista naytteenkasitte-
lya, mika saastaa runsaasti analyysiaikaa. Menetelmana NMR on monipuoli-
sia tekniikoita hyddyntava analyysimenetelmd, joka mahdollistaa erilaisten
yhdisteiden rakenne- ja pitoisuusmaarityksen. Taisteluaineiden hajoamis-
tuotteita analysoidaan muun muassa perinteisilla *H NMR- ja 3*P{*H} NMR -
kokeilla. [13] Perinteisten menetelmien rinnalle ovat nousseet selektiiviset ja
herkéat *H-3'P -korrelaatiokokeet [14 - 16].

Haasteita NMR-spektrometrisiin menetelmiin luo seosnaytteiden analysointi,
jossa resonanssien paallekkaisyydet vaikeuttavat yhdisteiden tunnistusta ja
pitoisuusmaaritysta. Erityisesti 'H NMR -spektrin mittauksessa ongelmia
tuottaa voimakas liuotintausta, jonka vuoksi nayteliuottimen suuret signaalit
saattavat peittda tutkittavien yhdisteiden protonisignaalit alleen [13]. My6s
jddmatasolla tytskentely asettaa omat vaatimuksensa analytiikalle. NMR-
spektrometriassa spektri saadaan useiden kerdysten summana. Signaalin
intensiteetti on suoraan verrannollinen naytteen konsentraatioon, joten keré-
ysten lukumaara riippuu mitattavan yhdisteen ainemaarasta. Kerayksia tarvi-
taan sitd enemman, mita pienempi mitattavan yhdisteen konsentraatio nayt-
teessa on. Naytteen konsentrointi vahentaa nain tarvittavien kerdysten lu-

kumé&araa ja lyhentdd samalla analyysiaikaa.

Tutkimuksen lahtokohtana on NMR-spektroskopisten menetelmien kehitta-
minen kieltosopimuksen kannalta tarkeiden organofosforiyhdisteiden seos-
nayteanalytiikassa. Tavoitteena on helpottaa seosndytteen komponenttien
tunnistusta. Téahan pyritddn mallikemikaalien selektiivisellda rikastuksella
kayttamalla yhdistelmatekniikkaa LC-SPE (lyhenne tulee sanoista Liquid
Chromatography - Solid Phase Extraction), jossa nestekromatografinen ero-
tus yhdistetddn kiinteafaasiuuttoon. LC-SPE-NMR -spektrometrisen mene-
telman kehityksessa hyddynnetdédn myos LC-NMR:&4; nestekromatografisen
erotuksen ja NMR-spektrometrisen analyysin yhdistelméatekniikkaa (lyhenne

tulee sanoista Liquid Chromatography - Nuclear Magnetic Resonance).
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2.1

NMR-SPEKTROSKOPIA

NMR on spektrometrinen analyysitekniikka, joka hyddyntd& atomiydinten
magneettisia ominaisuuksia. Menetelméa perustuu magneettisia ominaisuuk-
sia omaavien atomiydinten manipulointiin homogeenisessa magneettiken-
tassa radiotaajuisen sateilyn avulla. Menetelméan tarkempi kuvaus yleisim-
pien mitattavien ydinten nakdkulmasta on esitetty tassa luvussa. Teoria on
esitetty tydon kannalta oleellisin osin ja lisatietoa analytiikasta on saatavilla

runsaasti kirjallisuudesta.

Teoria

Tietyt luonnon isotoopit omaavat magneettisia ominaisuuksia, jotka mahdol-
listavat niiden analysoinnin NMR-spektrometrilla. Magneettisilla ytimilla on
ominaisuus spin, joka maarittyy atomin ytimen spin-kvanttilukuna 1. [17, s.1]

Spin-kvanttiluku noudattaa seuraavia saannénmukaisuuksia:

e Ytimet, joiden atomimassa ja jarjestysluku ovat parilliset, omaavat

spin-kvanttiluvun 0 (**C, *°0).

e Ytimilla, joilla massaluku on parillinen ja jarjestysluku pariton, spin-

kvanttiluku on kokonaisluku (**N, H).

e Ytimill&, joiden atomimassa on pariton, kvanttiluku on ei-kokonaisluku
%, %, % ...). Esimerkiksi ytimilla *H, 3'P, *°F ja '*C kvanttiluku on %.

Ainoastaan ne ytimet, joiden spin-kvanttiluku on | # 0, voivat absorboi-

da/emittoida sdhkdmagneettista sateilya.

Yleisimmin mitattuja luonnon isotooppeja ovat alkuaineet, joiden spin-
kvanttiluku on %. Téallaisilla ytimilla on homogeenisessa magneettikentdssa
kaksi mahdollista spin-tilaa kaavan 21 + 1 mukaisesti. Luonnossa yleisesti
esiintyvien **C- ja '°O-isotooppien ydinten spin-kvanttiluku on 0, miké tekee
naistd ytimista magneettisesti ei-aktiivisia. TAma yksinkertaistaa huomatta-

vasti erityisesti orgaanisten molekyylien NMR-spekireja. [17, s. 1, 2]



Ydin, jonka spin on # 0, omaa magneettisen momentin, jota voidaan kuvata
spinvektorilla. Kun néayte ei ole magneettikentassd, magneettisten ydinten
spinvektorit osoittavat sattumanvaraiseen suuntaan. Kun ndyte tuodaan
voimakkaaseen magneettikenttdan B,, magneettisten ydinten spin-vektorit
suuntautuvat joko magneettikentan suuntaisesti tai sitd vastaan. Tilannetta

havainnollistaa kuva 1.
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Kuva 1. Ydinten spinvektorit osoittavat sattumanvaraiseen suuntaan, kun ne eivét
ole magneettikentdssa. Kun ytimet ovat magneettikentassa, ydinten spinvektorit
suuntautuvat joko magneettikentdn suuntaisesti tai sen suunnan vastaisesti.

Spinien ajatellaan jarjestaytyvan energiatasoille a ja 8 spinvektorin suunnan
mukaisesti. Magneettikentan suuntaisesti jarjestaytyneiden spinien ajatel-
laan olevan alemmalla energiatasolla a (+%2), kun taas magneettikentan
suunnan vastaisesti jarjestaytyneet spinit ovat ylemmalla energiatasolla 8 (-
15). Alemman energiatason populaatio on hieman suurempi noudattaen
Boltzmanin jakaumaa [18, s. 6]. Populaatioiden véalinen ero riippuu lampoti-
lasta ja magneettikentan voimakkuudesta. Mita suurempi spinpopulaatioiden
valinen ero on, sita intensiivisempi signaali saadaan. Intensiivisimmat piikit
saadaan matalissa lampdtiloissa ja voimakkailla magneettikentilla. Tilannetta
havainnollistaa kuva 2. Todellisuudessa alemman tason spinpopulaation ko-

ko on vain hitusen verran suurempi kuin ylemman energiatason [18, s. 7].
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Kuva 2. ¥ -spinpopulaatioiden valinen energiaero suhteessa magneettikentén voi-
makkuuteen: magneettikentdn suunnan mukaisesti jarjestaytyneiden spinien ajatel-
laan olevan alemmalla energiatasolla a. Ylemman energiatason B spinit suuntautu-
vat magneettikentédn suunnan vastaisesti. Alemman energiatason populaatio on
hieman suurempi kuin ylemman energiatason. Populaatioiden vélinen ero riippuu
magneettikentdn voimakkuudesta B,. Kun magneettikentan voimakkuus kasvaa, ero
populaatioiden valilla kasvaa. Spektrissa tama havaitaan signaalin intensiteetin kas-
vuna. [lahdetta 18, s. 5 mukaillen]

Energiatilojen valinen energiaero lasketaan kaavalla 1 [12, s. 25].
AE =ho 1)

jossa h on Planckin vakio ja v mitattavan ytimen resonanssi- eli Larmor-
taajuus. Larmor-taajuus on jokaiselle ytimelle ominainen taajuus, joka laske-
taan kaavalla 2 [12, s. 35].

_B
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jossa y on ytimelle ominainen vakio; niin sanottu gyromagneettinen suhde

ja Bo magneettikentan voimakkuus.

Ytimen resonanssitaajuuteen vaikuttaa sen kokeman magneettikentan voi-
makkuus, joka riippuu resonoivan ytimen kemiallisesta ymparistosta. Kemial-
lisen ymparistdn aiheuttama varjostus muuttaa ytimen kokemaa magneetti-
kentan voimakkuutta. Varjostuksen aiheuttavat suurelta osin ydintd ymparoi-
vat elektronit, jotka kiertavat elektronikuorillaan magneettikentassa tuottaen
sekundaarisen kentdn. Tama kentta on vastakkaissuuntainen magneettiken-
tdn suuntaan verrattuna. Sekundaarinen kenttda alentaa ytimien kokemaa

magneettikentan voimakkuutta.



Pieni elektronitiheys aiheuttaa pienemman varjostuksen, jolloin ydin kokee
voimakkaamman magneettikentan. Varjostuksen aiheuttama muutos Lar-

mor-taajuudessa otetaan huomioon kaavalla 3 [18, s. 20].
_7
v=—(1-0)B, 3)
2r

jossa o on varjostusvakio.
Nettomagnetisaatio

Magneettikentassa olevaa spinsysteemia voidaan tarkastella avaruuskoor-
dinaatistossa. Spinsysteemissa vastakkaissuuntaiset spinvektorit kumoavat
toisensa, jolloin muodostuu nettomagnetisaatio. Nain tasapainotilassa mag-
neettikentassa olevien ydinten nettospinvektori on magneettikentan suuntai-
nen (z-akselin suuntainen), koska alemman energiatason spinpopulaatio on
hieman suurempi kuin ylemman energiatason. [18, s. 6] Kun tasapainotilas-
sa olevaan systeemiin lahetetdén radiotaajuista sateilyd mitattavan ytimen
Larmor-taajuudella, spinit voivat absorboida energiatilojen eroa vastaavan
maaran energiaa ja virittya. Taman seurauksena nettomagnetisaatiovektori
kaantyy pois z-akselilta muodostaen sen kanssa kulman, jonka suuruus riip-

puu l&hetetyn signaalin kestosta [19, s. 64].

Radiotaajuus-signaali voidaan lahettdd naytteeseen lyhytkestoisena pulssina
[18, s. 10 - 11]. Kun kéaytetaan 90°:n pulssia (esimerkiksi ‘H NMR), netto-
magnetisaatiovektori kdantyy z-akselilta xy-tasoon. [19, s. 65] Vektori pyorii
xy-tasossa z-akselin ympari. Tilannetta havainnollistaa kuva 3. Magnetisaa-
tiovektori xy-tasossa tuottaa radiotaajuisen signaalin ndytettda ymparoivaan

vastaanotinkelaan. Vastaanotettu signaali mitataan ja vahvistetaan.

Ytimen virittynyt tila ei ole pysyva. Nettomagnetisaatiovektori palaa lopulta
tasapainotilaansa z-akselin suuntaiseksi. Syyna viritystilan paattymiseen
ovat ytimessa tapahtuvat relaksaatioprosessit. Eras merkittdva relaksaatio-
prosessi on magneettikentdn suuntainen, niin sanottu pitkittdinen relaksaatio
(engl. longitudinal relaxation), jota kuvataan relaksaatiovakiolla T;. Relak-

saatiovakio kuvaa virittyneen tilan kestoa. [18, s. 161, 162]



Tasapainotilan palautuminen on suhteellisen hidas prosessi ja voi kestda
useita sekuntteja [12, s. 54]. Virityksen jalkeen kestda noin 5 x T, kaikilta
kohdeytimiltd palata tasapainotilaan [20]. Relaksaatiovakio maarda pitkalti
kaytettavan pulssisarjan toistovalin, jota kasitellaédn tarkemmin luvussa 2.3.

a) z b) z A

Pulssi 90°
>y > / y

>

-«

Relaksaatio T1
X X

Kuva 3. Nettomagnetisaatio kuvattuna avaruuskoordinaatistossa tasapainotilassa ja
pulssin lisdyksen jalkeen: tasapainotilanteessa (a) mitattavien ydinten nettomagneti-
saatiovektori on z-akselin suuntainen. Lisatty radiotaajuinen pulssi ( 90°) kaantaa
nettomagnetisaatiovektorin xy-tasoon (b). Talldin vektori pyorii xy-tasossa tuottaen
signaalin naytettd ymparoivaan vastaanotinkelaan ja signaali mitataan. Relaksaa-
tiossa nettomagnetisaatiovektori palaa tasapainotilaansa z-akselille.[lahdetta 19, s.
65 mukaillen]

2.1.1 Kemiallinen siirtyméa

NMR -spektrissd havaitaan mitatun ytimen resonanssiviiva sille tyypillisella
resonanssitaajuudella (kaava 2). Koska ytimen varjostus muuttaa sen koke-
man magneettikentan voimakkuutta, erilaisissa kemiallisissa ymparistéissa
olevat ytimet resonoivat hieman eri taajuuksilla (kaava 3). Ytimen resonans-
sitaajuus riippuu siten magneettikentdn voimakkuudesta By ja ytimen varjos-
tusvakiosta o . Esimerkiksi 4,7 T:n magneetilla protonin resonanssitaajuus
on 200 MHz ja 9,4 T:n magneetilla 400 MHz. Jotta voimakkuuksiltaan erilais-
ten magneettien mittaustulokset olisivat vertailukelpoisia, on taajuuden kayt-

t0 mitta-asteikkona korvattu kemiallisella siirtymalla o .



Kemiallinen siirtyma on riippumaton magneettikentan voimakkuudesta ja se
lasketaan kaavalla 4 [12, s. 6].

v Uref 6
&(ppm) =————-10 (4)

ref
jossa v on ytimen resonanssitaajuus ja v . On referenssitaajuus.

Usein protonille ja hiilelle kaytetty referenssiyhdiste on TMS eli tetrametyy-
lisilaani [17, s. 33], jonka siirtyma kalibroidaan kohtaan 0 ppm. Kaikkien mui-
den resonanssien kemialliset siirtyméat saadaan vertaamalla niiden taajuuk-
sia referenssin kemialliseen siirtymaan. Kemiallinen siirtyma maaritetaan

spektrista resonanssin keskikohdasta.

Resonanssin kemiallinen siirtyma riippuu vahvasti ytimen kemiallisesta ym-
paristdsta. Toisin sanoen erilaiset funktionaaliset ryhmat esiintyvat yleensa
niille ominaisilla kemiallisilla siirtym&alueilla. Tamén perusteella saadaan tie-
toa yhdisteen kemiallisesta rakenteesta. Tyypillisia funktionaalisia ryhmia
kemiallisine siirtymaalueineen on esitetty kuvassa 4. Myos eri liuottimille tyy-
pillisia kemiallisia siirtymia on taulukoitu niiden tunnistuksen helpottamiseksi.
[21, s. 68, 69]

HO—- ¢ i
. o
| —C—
—{':_NHI SE——— HS [|:
HD—CfO H H
O,
/CH _—, N 2
@—}.{ N-
O_H HC;
=CH |
! HC—0—
—0—CHp— —— |
pun H4C—0—
—C=CH
HaC—NZ
—S—CH; e |
0n. | ==t
~C—CHy— memms _
Os | wawm H,C0
_~C—CHy we—t
=L
X—[{:—CH; 1 - Q(H
I HgCl—MIISi.LiiAl,Ge...)P
i
12 1 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
5

Kuva 4. *H-ydinten kemiallisia siirtymaalueita orgaanisissa yhdisteissa [18, s. 42]
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2.1.2 Spin-spin -kytkenta

Magneettinen ydin saa tietoa naapuriydinten energiatiloista atomien vélisten
kovalenttisten sidosten valityksella [17, s. 45]. Tasta vuorovaikutuksesta kay-
tetddn nimitysta spin-spin —kytkenta ja se muuttaa ytimen kokemaa mag-
neettikentan voimakkuutta [18, s. 24]. Talla on vaikutusta mitattavan ytimen
resonanssitaajuuteen, jolloin kemiallisessa siirtymassa havaitaan pieni muu-
tos. Kytkeytymisen seurauksena signaali jakaantuu kahdeksi tai useammak-
si resonanssiviivaksi. TAma havaitaan spektrissa signaalin hienorakenteena.
Mitattava ydin "né&kee” naapurinsa vain tietyn matkan paahan, joka on enin-
tédan viidesta kuuteen sidosta [17, s. 45]. Organofosforiyhdisteiden kytkennéat
ulottuvat useimmiten 2 - 3 sidoksen pddhan. Lisdksi on huomattava, etta
ydin voi kytkeytya vain magneettisiin ytimiin, ei esimerkiksi hiilen isotooppiin
12.

Multiplisiteetilla M tarkoitetaan ytimen signaalin jakaantumisessa syntyvien
spektriviivojen lukumdaaraa. Multiplisiteetti voidaan laskea kaavalla
M =n+1, jossa n kuvaa naapuriydinten lukumaaraa. Apuna multiplisiteetin
maadrityksessa voidaan kayttdd Pascalin kolmiota, jonka mukaisesti jakaan-
tuneiden signaalien intensiteettisuhteet maaraytyvat. [18, s. 28] Pascalin

kolmio on esitetty kuvassa 5.

Naapuriydinten Ikm (n) Intensiteettisuhde Multiplisiteetti

n=0 1 singletti
n=121 1 1 dubletti
n=2 1 2 1 tripletti

n=3 1 3 3 1 kvartetti
n=4 1 4 6 4 1 kvintetti

Kuva 5. Resonanssiviivojen suhteelliset intensiteetit noudattavat Pascalin kolmiota.
Multiplisiteeteista voidaan kayttaa erityisia nimié, jotka maaraytyvat viivojen luku-
maéaran mukaan. [lahdetté 18, s. 28 mukaillen]

Ajatellaan esimerkiksi metyylifosfonihappoa (MPA), jolla on kolme protonia
metyylirynméassaan H, (kuva 6). Nailld protoneilla on samanlainen kemialli-
nen ymparisto, joten ne ovat ymparistonsa suhteen ekvivalentteja. Siten nai-
den protonien resonanssien tulisi nakya samalla kemiallisella siirtymalla el
yhten& viivana spektrissa. Metyylirynman protonit kuitenkin "nakevat” kah-

den sidoksen paassa olevan magneettisen fosforiytimen.
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Metyyliprotoneilla on siis yksi naapuri, jonka spinit saattavat olla lahes sa-
malla todennékoisyydella joko ylemmalla tai alemmalla energiatasolla. Kyt-
keytymisen seurauksena metyyliprotonien signaali jakaantuu kahteen yhta
suureen resonssiviivaan ja signaalin multiplisiteetti on siis dubletti. Tilannetta

havainnollistaa kuva 6.

1H NMR with PRESAT: I103ME38S1 (20ug MPA referenssi) in D20; 080512-7785

i

P
H3C7 oH

OH

Metyylifosfonihappo (MPA)

9.0 8.0 7.5 .0 6.0 .5 .0 3.0 2. 2.0 0. ppm

Kuva 6. 500 MHz:n liuotinvaimennettu *H NMR -spektri metyylifosfonihaposta (MPA)
1 mg/ml:n vesiliuoksessa: MPA:n metyyliryhméan protonit (H,) ovat kytkeytyneet
kahden sidoksen paassa olevaan fosforiytimeen kovalenttisten sidosten kautta. Fos-
foriytimell& voi olla kaksi erilaista spintilaa; ylempi ja alempi energiataso. Taméan
seurauksena metyyliprotonien signaali nAhdaan kahtena resonanssiviivana protoni-
spektrissa. Metyyliprotonien resonanssi on levitetty kuvaan. Kemiallisella siirtymalla
4.75 ppm nahdaan intensiivinen signaali vedesta. Pienet signaalit kemiallisilla siirty-
milla 2.15 ppm ja 3.25 ppm ovat peréisin naytteen epapuhtauksista.

Spin-spin -kytkentdé kuvataan kytkentadvakion suuruudella J. Kytkent&vakio
iimaisee jakaantuneiden signaalien piikkien huippujen valisen etéisyyden
hertzeind (Hz). Kytkentavakion suuruus riippuu kytkeytyvista ytimista ja siita,
kuinka monen sidoksen p&&ssa ytimet ovat toisistaan. Tyypillisia kytkenta-
vakioiden suuruuksia orgaanisissa yhdisteissa on taulukoitu ja organofosfo-
riyhdisteille tyypillisia kytkentdvakioita on esitetty taulukossa 1. Kytkentava-
kio ei riipu magneettikentédn voimakkuudesta, joten se on tietyille yhdisteille
aina sama. [18, s. 25] Tietoa voidaan hyddyntaa spektrin tulkinnassa ja yh-

disteiden tunnistuksessa.
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Taulukko 1. Tyypillisida orgaanisten yhdisteiden J-kytkentavakioita: sidosten luku-
maara kytkeytyneiden ydinten valilla on merkitty numerolla ylaindeksiin. Kytkeyty-
neet ytimet on merkitty alaindeksiin kirjaimin.[22]

Rakenne J-kytkentavakio (Hz)
—
H>_<H 3 =7
/po 13pn = 700
RO | 'H
OR
o)
P 2y =15 -17
RO71 R pr=15-
OR
o)
I s
Ro/lla\R Jer=19-21
OR
7
N 31~
R/IID\OR Jpn=7-11
OR

Mitd monimutkaisempi kytkentéaverkko on, sen useampaan osaan signaali
jakaantuu. Pascalin kolmion avulla pystytddn maarittamaan melko hyvin
multiplisiteetteja ensimmaisen kertaluvun spektreille. Tallaisissa tapauksissa
spinsysteemin muodostavat sellaiset ytimet, joiden resonanssitaajuuksien
valinen ero on paljon suurempi kuin niiden vélisen kytkentévakion suuruus
(Av>>J) [18, s. 31]. Spektrissa ilmenevét resonanssit noudattavat useimmi-
ten intensiteettisuhteiltaan Pascalin kolmiota ja ovat selvasti erottuneet toi-
sistaan. Poikkeustilanne voi syntya, kun kytkentaverkko koostuu useista kyt-

kenndistd muihin ytimiin.

Ajatellaan esimerkiksi etyylimetyylifosfonihapon (EMPA) etyyliryhman pro-
toneja Hy (kuva 7). Nailla protoneilla kytkentaverkko koostuu H¢-ytimista ja
fosforista. Kytkeytyminen ytimiin H. jakaa ydinten Hy signaalin neljaén osaan
(kvartetti). Kytkeytyminen fosforiin jakaa kvartetin edelleen kahteen osaan.
Tuloksena saadaan kvartettien dupletti, joka spektrissa nakyy kuitenkin kvin-
tettind. TAma johtuu siité, ettd EMPA:n protonien (Hy) J-kytkentavakiot *Jup.c
ja *Jup.p Ovat léahes yhta suuret (taulukko 1), jolloin resonanssiviivat menevét

osittain péaallekkain. Kuva 7 havainnollistaa tilannetta.



1H NMR with PRESAT: I103ME39sl (20pg EMPA-referenssi) in D20; 080515-7809

0 b
Iy ¢

P cH
?HyC ﬂ/ 3
OH

H
b

Etyylimetyylifosfonihappo (EMPA)

|

4.0 3.9 3.8 ppm

i

T T T T
1.4 1.3 1.2 ppm

Hb (EMPA)

13

Ha (EMPA) Hc EMPA)

JLik

Kuva 7. 500 MHz:n liuotinvaimennettu *H NMR -spektri etyylimetyylifosfonihaposta
(EMPA) 1 mg/ml vesiliuoksessa: EMPA:n protonien (Hy,) J-kytkent& protoneihin (H.)
jakaa Hyp-ydinten signaalin kvartetiksi ja kytkenté fosforiin jakaa signaalin edelleen
kahteen osaan. Tuloksena saadaan kvartettien dubletti, joka kuitenkin ndhd&an
spektrissa kvintettind. Metyyliryhman protonit (H,) tuottavat spektriin dubletin, joka
syntyy metyyliryhman protonien J-kytkennasta fosforiin. Etyyliryhman protonit (H,)
tuottavat spektriin tripletin seurauksena kytkennasta etyyliryhman protoneihin Hy,.
Tripletin vieressa on epapuhtaus, miké havaitaan ylimaaraisena viivana tpiletin va-
semmalla puolen. Spektrisséd havaitaan myds intensiivinen signaali asetonista, johon

kantaliuos oli valmistettu.

Metyylifosfonihapon (MPA), etyylifosfonihapon (EMPA), dimetyylimetyylifos-

fonaatin (DMMP) ja pinakolyylimetyylifosfonihapon (PMPA) 1 mg/ml seos-

vesinaytteen *H NMR- spektri on esitetty kuvassa 8. Kuvaan on merkitty yh-

disteiden rakenteet ja protonit on merkitty kirjaimin a - d tunnistusta varten.

Protonit a - d on jaoteltu kemiallisen ymparistonsa perusteella, eli esimerkik-

si a-protonit ovat ekvivalentteja keskendan. Kuhunkin signaaliin on merkitty

mista yhdisteesta ja protonista se on perdisin. Kuvassa kemiallisella siirty-

maalueella 1.0 ppm - 1.35 ppm havaitaan joukko signaaleja, joiden tunnis-

tusta ei ole voitu varmistaa.
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Naiden protonien kemialliset siirtymat ovat niin lahella toisiaan, ettd reso-
nanssiviivat menevat osittain paallekkain, mika hankaloittaa resonanssien
tunnistusta '*H NMR -spektrissa. Tama on tyypillinen NMR-spektroskopian
ongelma analysoitaessa seosnaytteita, jotka siséltavat rakenteeltaan saman-
tyyppisia yhdisteitd. Resonanssiviivojen padllekkaisyys vaikeuttaa myds
kohdeyhdisteiden pitoisuuksien méaaritysta. Tunnistamattomat piikit ovat pe-
raisin MPA:n, EMPA:n ja PMPA:n protonien H, -dubleteista, EMPA:n etyyli-

ryhman protonien H tripletistd, sekd PMPA:n protonien H. dubletista.

1H NMR with presat: T103ME63S1 (20 pg MPR, EMPA, DMMP, PMPA reference) in D20; 080828-8665

0 Hy 0
Il-"‘ | /& I : d
/|\0 “1™0 a/f\o/ /|\O
OH Hb OH Hb 0. OH H d
PMPA | J\ EMPA DMMP pupA °
WJ A
SRR | AR
3.9 3.8 ppm e
1.6 1.5  ppm
0 __Jp*
/IT\O/ AR M M
O\b 0.8 0.7 ppm
- i
J 3 UL
P
3.7 3.6 35 ppm 1.3 1.2 1.1 ppm
U‘ 8 W P 1
T T T T T T T T
4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

Kuva 8. 500 MHz:n liuotinvaimennettu ‘H NMR-spektri MPA:n, EMPA:n, DMMP:n ja
PMPA:n 1 mg/ml seosvesinytteestd. Mallikemikaalien rakennekaavat ja ne protonit,
joista signaali on perdisin, on merkitty kuvaan. Siirtyméaalueella 1.0 ppm - 1.35 ppm
havaitaan joukko paallekkaisia signaaleja, joiden tunnistus *H NMR-menetelmélla on
epavarmaa.
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2.2 NMR-laitteisto

Kuvassa 9 on esitetty suprajohtavan magneetin perusrakennetta havainnol-
listava kaaviokuva. Magneetin keskeisia osia ovat itse magneetti, typpi- ja

heliumsailiét, seka huoneenlampoinen alue naytetta ja nayteyksikkda varten.

Nayte
Tietokone l
Konsoli
I |

Huoneenlampdinen Heliumsailio
alue (putki)

Magneetti J Typpisailio

Mittausalue

b Vakuumikammio

Esivahvistin ‘ Nayteyksikko

Kuva 9. Suprajohtavan magneetin perusrakenne

Modernissa NMR-spektroskopiassa kaytetaan suprajohtavaa magneettia Bo-
kentédn luomiseen. Magneetti koostuu laajasta solenoidin muotoisesta kelas-
ta, jossa virta kulkee luoden magneettikentan. [12, s. 429] Magneetti sijait-
see heliumsailiossa, jonka lampotila on 4 K (-269 °C) tai sen alapuolella [23,
s. 45], jolloin magneetista tulee suprajohtava.

Suprajohtavaa tilaa pidetdan ylla saanndllisin valiajoin tapahtuvien typpi- ja
heliumtankkausten avulla. Kalliin heliumin kulutusta hidastetaan sitd ympa-
réivan typpisailion avulla, joka estdd heliumsailion lampdtilan nousun. Lam-
potila typpisailiossa on noin 77 K (-196°C). [12, s. 430]

Nayte ohjataan nayteputkessa nayteyksikkdon ilmanpaineen avulla magnee-
tin ylapuolelta huoneenlampdisena pidettavaa putkea pitkin. Nayteyksikko
asetetaan magneetin sydameen magneetin alapuolelta. Erilaisia nayteyksi-
koita on useita ja niiden koot vaihtelevat. Nayteyksikon koko ilmoitetaan nii-

hin sopivien nayteputkien kokona.



16

Yleisimmin kaytettyja ovat 5 mm:n ja 10 mm:n nayteyksikot. Massaherkéan
mikronayteyksikon koko on vain 1.7 mm. Nayteyksikkd valitaan kayttttarkoi-
tukseen sopivaksi eli mitattavan ytimen mukaan. [23, s. 51] Selektiiviset nay-
teyksikot on suunniteltu tiettyjen ydinten havainnointiin. On olemassa myds
nayteyksikoita, jotka mahdollistavat useiden ydinten havainnoinnin laajalla

kaistalla.

Mittausaluetta ympéardivat radiotaajuuskelat (engl. RF eli radio frequency),
joiden tehtava on tuoda virityssateily naytteeseen ja vastaanottaa emittoituva
sateily viritystilan purkautuessa [23, s. 49] Radiotaajuuslahetin tuo radiotaa-
juisen pulssin radiotaajuuskelaan kaapelia pitkin. NMR-signaali siirtyy nay-
teyksikdsta esivahvistimeen, jossa se vahvistetaan ennen siirtdmista spekt-
rometrin konsoliin [12, s. 434]. Konsoli koostuu useista yksikoistd, joiden teh-
tavana on tuottaa ja vastaanottaa radiotaajuista sateilyd, seka vahvistaa ja

muuttaa signaali digitaaliseen muotoon [23, s. 39].

Magneettikentan tulee olla homogeeninen, jotta spektriviivoista saadaan ka-
peita. Hyvéalaatuisessa spektrissa viivat ovat leveydeltaan vain 1 Hz tai alle.
[12, s. 430] Epdhomogeeninen kenttd aiheuttaa spektriviivojen leventymisen,
joka voi vaikeuttaa spektrin tulkintaa. Suprajohtava magneetti ei itse pysty
tuottamaan nain homogeenista kenttdd. Homogeenisuutta parannetaan nay-
tettd ympardivien kelojen avulla. Kukin naista keloista tuottaa pienen mag-
neettikentan, joiden avulla epdhomogeenisuuksia kentdssa voidaan korjata.
[12, s. 430, 431] Magneettikentdan homogeenisuutta korjataan saatamalla
séadinkelojen virtaa, kunnes viivan muoto saadaan kapeaksi ja symmetri-
seksi. Tuotetuilla korjaavilla magneettikentilla on kullakin tietty kenttaprofiili,
jonka mukaan ne on nimetty. Esimerkiksi x-, y-, ja z-suuntaiset kelat tuotta-
vat magneettikentan, jota pystytddn saatamaan kyseisisséd kentdn suunnis-
sa. Naytteen ydinten kokeman magneettikentdn homogeenisuus pystytaan
saatamaan moderneissa laitteissa osittain automaattisesti kayttdmalla gra-

dienttisaatoa.

Kenttdvoimakkuuden vaihteluiden kompensoimiseksi kaytetddn niin sanottua
kentté-taajuuslukkoa (engl. field-frequency lock), jonka tarkoitus on pitaa

magneettikentta stabiilina. [12, s. 431]
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Lukkoa varten naytteeseen lisataan pieni méaara deuteroitua liuotinta, jonka
’H NMR-signaalia kéytetaan spektrometrin lukitsemiseen kyseiselle taajuu-
delle. Lukkosysteemi korjaa pienid muutoksia magneettikentassa saatamalla
virtaa magneettikentan muuttuessa pitkalla aikavalilla. Kun kentassa tapah-

tuu muutos, virhe taajuudessa korjataan automaattisesti.

2.3 NMR-spektrin mittaus

Kuvassa 10 on esitetty tyypillisen NMR-spektrin mittauksen vaiheet. Ennen
radiotaajuisen pulssin lisaamistd mitattavan ytimen spintilojen annetaan
asettua tasapainotilaansa. Tama relaksaatioviive (t;) kestaa tyypillisesti muu-
tamia sekuntteja. Relaksaatioviiveen jalkeen lisataan lyhyt, voimakas radio-
taajuinen pulssi, joka kestoltaan on yleensa alle 20 us. Tuloksena saadaan
vapaasti vaimeneva signaali (engl. Free Induction Decay, FID), jonka aikana
spektri mitataan. Mittausaika kestaa yleensa 50 ms:sta muutamiin sekunttei-
hin. [12, s. 14]

—f - —>fp<— —f -

r

4————fr—>l <—-tr-—>l -t ——I

———— rm —_— ——e rm B —d - fm  —
MWL“ A WL‘] A W
L) I

Kuva 10. NMR-spektrin mittauksen vaiheet: mustat pylvaat edustavat lisattyja lyhyita
radiotaajuisia pulsseja, joiden kestoa kuvataan ajalla t,. Ajalla t,, kuvataan mittausai-
kaa, joka alkaa heti pulssin lisayksen jalkeen. Ennen uuden pulssin lisdysta systee-
min annetaan asettua tasapainotilaansa. Tasapainottumiseen kuluvaa aikaa kuva-
taan relaksaatioviiveella t,. [12, s. 14]

Koska NMR-signaalit ovat heikkoja signaaleja, yhden spektrin mittauksen tu-
loksena ei useinkaan saada tyydyttavaa signaali/kohina -suhdetta. Toista-
malla spektrin mittaus useita kertoja, saadaan S/N -suhdetta parannettua.
Mittausten lukuméaréd on suoraan verrannollinen signaalin intensiteettiin.
Kohinan maéra, joka on sattumanvaraista, nousee hitaammin. Toistettaessa

mittaus N kertaa, signaalin intensiteetti nousee kertoimella N ja kohina ker-

toimella VN . [12, s. 14, 15]
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Spektri mitataan siis useiden FID-signaalien summana. Mittauksen toistovali
saadaan relaksaatioviiveen ja mittausajan summana. Tyypillisesti toistovali
onl-5xT,.

Spektrometri tallentaa FID-signaalin ajan funktiona eli signaalin intensiteetti
muuttuu ajan myotd. Vaimeneva signaali kuvaa spinien véardhtelya niille
ominaisilla taajuuksilla. FID-signaali muutetaan spektrimuotoon Fourier-
muunnoksella [23, s. 36]. Resonanssin intensiteetti spektrissd on suoraan
verrannollinen mitattavan ytimen maaraan naytteessa eli analysoitavan yh-
disteen konsentraatioon. Siksi konsentraatiota kasvattamalla voidaan mitta-

usten lukumaaraa vahentaa ja saastaa analyysiaikaa.

2.4 NMR-naytteen valmistus

NMR-spektrometriassa naytteille asetetut vaatimukset ovat usein vahai-
semmat kuin muissa analyyttisen kemian tekniikoissa. Naytteen perusvaati-
mus on homogeenisuus, minka vuoksi naytteen tulee olla kunnolla liuennut
liuottimeensa. Naytteiden puhtaus on toivottavaa hairitsevien signaalien
maaran minimoimiseksi. Kiinteiden partikkelien poistoon voidaan kayttaa
suodatusta. [23, s. 57]

NMR-naytteet valmistetaan usein deuteroituun liuottimeen, koska deuterium
on yleisin kaytetty lukkoydin [23, s. 57]. Tallin naytteeseen lisataan pieni
maara deuteroitua liuotinta spektrometrin lukitsemista varten. Usein kaytetty-
ja liuottimia ovat asetoni-ds, bentseeni-dg, kloroformi-4 ja deuteriumoksidi eli
D,0. Liuotin valitaan naytteelle sopivaksi. Deuteroidut liuottimet ovat kalliita,
mutta niiden kaytolla on etunsa. Jos nayte liuotetaan deuteroituun liuotti-
meen, saadaan liuottimesta aiheutuvat intensiiviset taustasignaalit minimoi-

tua.

Nayte valmistetaan kaytettdvaan nayteyksikkbéon sopivaan nayteputkeen
(esimerkiksi 5 mm tai 1.7 mm), joka on valmistettu lasista. Nayte sekoitetaan
huolellisesti ennen analyysia epahomogeenisuuksien valttdmiseksi. Mahdol-
liset epdpuhtaudet, kuten rasva tai poly pyyhitdan putken pinnalta juuri en-

nen mittausta naarmuttamatta lasia.
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2.5 Kvantitatiivinen NMR

Kvalitatiivisen spektrin tulkinnan perustana ovat signaalien kemialliset siirty-
mat, pinta-alat, J-kytkennat ja signaalien multiplisiteetit. NMR-
spektroskopisia menetelmiéa voidaan kayttad myods naytteiden kvantitointiin
eli pitoisuusmaaritykseen [20, 24]. Pitoisuuden maarityksessa voidaan kayt-
téa sisaisen standardin menetelmaa [25]. Myds ulkoisen standardin kaytosta
kvantitoinnissa on raportoitu [26, 27]. Tassé yhteydessa keskitytdan kasitte-
lemaan kvantitointia ulkoisen standardin kayton nakoékulmasta kayttden *H
NMR- ja 1D *H-*'P HSQC -tekniikoita.

2.5.1 Kvantitointiin liittyvia haasteita

Protonispektrissa (*H NMR) havaitaan naytteen sisaltamien protonien (*H)
resonanssiviivat. Tama tarkoittaa ei-toivottujen resonanssiviivojen suurta
maaraa spektrissa. Orgaaniset liuottimet ja vesi sisaltavat paljon vetya, jon-
ka seurauksena suurimmat piikit spektreihin aiheutuvat matriisin komponen-
teista. Talldin vaarana on pienten ndytesignaalien peittyminen liuotinpiikkien
alle [13], jolloin analyyttien pitoisuusmaaritysten suoritus on luonnollisesti

mahdotonta.

Liuotintaustaa voidaan pienentdd kayttamalla deuteroituja liuottimia tai vai-
mentamalla liuottimen signaali. Liuottimen vaimentaminen tarkoittaa kyllas-
tavan sateilyn lahettamista naytteeseen mittauksen aikana liuottimen taajuu-
della. Talldin liuottimen signaali kyllastyy, eli kyseisten ydinten energiatilojen
valiset populaatioerot tasoittuvat eikd FID-signaalia synny talla taajuudella
pulssin lisayksen jalkeen [28, s.15]. Signaalin vaimentaminen ei kuitenkaan
kokonaan poista liuottimen signaalia spektrista. Kayttamalla 1D 'H-3'P
HSQC -tekniikkaa pitoisuusmaarityksessa voidaan organofosforiyhdisteiden
protoniresonanssit detektoida tdysin ilman taustan hairitsevda vaikutusta
[26].

Samankaltaisten analyyttien resonanssiviivoissa ilmenee usein paallekkai-
syyksia, mika vaikeuttaa pitoisuusmaaritystda huomattavasti (kuva 8). Kun
resonanssiviivat ovat paallekkain, kohdeyhdisteiden resonanssien integrointi
on vaikeaa, ellei mahdotonta. Ihanteellisessa tilanteessa spektri voidaan mi-

tata naytteestd, joka sisdltaa vain yhta maaritettavaa yhdistetta.
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Kvantitatiivisessa NMR-spektrometrisessa mittauksessa on otettava huomi-
oon relaksaatiovakio T;. Pitoisuusmaarityksessa kaytetdan pitkaa relaksaa-
tioviivetta (t,), jotta nettomagnetisaatio ehtii kokonaisuudessaan palautua ta-
sapainotilaansa ennen seuraavan pulssin lisaysta. Pitka relaksaatioviive pi-
dentdd mittausaikaa, mutta on valttdmaton signaalin intensiteetin laskun es-
tamiseksi. NMR-spektrometrisessa pitoisuusmaarityksessa pulssisarjan tois-
tovali lasketaan kaavalla 5 x T; (max), jossa T, (max) kuvaa pisintd mahdol-

lista relaksaatiovakiota analysoitavan naytteen kohdeytimille. [20]

2.5.2 1D 'H-*'P HSQC -tekniikka

LC-SPE-NMR -menetelman kehityksesséa pitoisuusmaaritykseen kaytetaan
selektiivista ja herkkaa 1D 'H-**P HSQC -tekniikkaa. Téssa luvussa on esi-
telty tekniikan paapiirteet, jotka perustuvat paaosin Harri Koskelan tutkimuk-
seen, johon liittyen on julkaistu artikkeli Determination of Trace Amounts of
Chemical Warfare Agent Degradation Products in Decontamination Solu-

tions with NMR Spectroscopy [26].

1D *H-3'P HSQC -koe perustuu sellaisten protoniresonanssien mittaukseen,
joilla on kytkenta fosforiin. Organofosforiyhdisteille tyypillinen fosforiin kiinni-
tynyt metyyliryhma (H,) mahdollistaa protoni-fosfori -korrelaatiokokeet kay-
tettaville yhdisteille. Koe on siind mielessa selektiivinen, etta ainoastaan fos-
foriin kytkeytyneet protonit havaitaan spektrissa. Talldin ei havaita matriisin
aiheuttamia signaaleja, kuten liuottimen tai epéapuhtauksien aiheuttamia piik-
keja. Tilannetta havainnollistaa kuva 11. Kuvassa on esitetty samasta 100
ug/ml MPA:n, EMPA:n, DMMP:n ja PMPA:n seosvesinaytteestd mitatut *H
NMR (ylhaalla) ja 1D H-*'P HSQC (alla) -spektrit. Perinteisellda *H NMR —
menetelmalla mitatussa spektrissd havaitaan voimakas nayteliuotinreso-
nanssi vedesta ja pienempi epapuhtaus asetonista. Ainoastaan intensiteettia
kasvattamalla voidaan havaita pienet analyyttiresonanssit, jotka on suuren-
nettu kuvaan. Alemmassa 1D *H-*'P HSQC —tekniikalla mitatussa spektrissa
havaitaan protoni-fosfori —kytkenndn omaavat resonanssit; H, (MPA), H,
(EMPA), H, (DMMP), H, (PMPA) ja H, (DMMP). Taustan aiheuttamia re-
sonansseja ei havaita lainkaan ja yhdisteiden viivat nakyvat spektrissa in-

tensiivisina.
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18 NMR: I77HTK24 in D20, 100 ug/ml MPA, EMPA, DMMP, PMPA

3.5 3.0 2.5 2.0 ppn

9 8 1 b 5 4 3 2 1 ppm
1D HP HSQC: ITTHTK24 in D20, 100 ug/ml MPA, EMPA, DMYP, PMPA

Hb DMMP

Ha DMMP

ol JUI[

9 8 T b 5 4 3 2 1 ppm

Kuva 11. 500 MHz:n *H NMR- ja 1D 'H-*P HSQC -spektrit MPA:n, EMPA:N,
DMMP:n ja PMPA:n 100 pg/ml seosvesinaytteesta: protonispektrissa (ylhaalla) ha-
vaitaan voimakas vesipiikki ndyteliuottimesta ja pienempi epapuhtaus asetonista.
Kuvaan on suurennettu pienet nayteresonanssit siirtymdaalueella 1.0 ppm — 4.0 ppm,
joita ei voida havaita ilman intensiteetin kasvattamista. Alemmassa 1D 'H-*'P HSQC
-spektrissa havaitaan ainoastaan analyyttien ne resonanssit, joissa protonilla on kyt-
kenta fosforiin. Taustan signaaleja ei havaita lainkaan ja havaitut resonanssit ovat
intensiivisid. DMMP:n H,- ja Hp-resonanssit on merkitty kuvaan. Siirtyma-alueella 1.0
ppm — 1.2 ppm MPA:n, EMPA:n ja PMPA:n H,-resonanssit ovat osittain paallekkain,
mink& vuoksi niiden tunnistus on vaikeaa.

1D 'H-*'P HSQC -kokeessa protonien magnetisaatio siirretaén fosforille ja

takaisin J-kytkentda pitkin. Kokeessa kaytettava pulssisarja on esitetty alla.
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Kuva 12. 1D "H-*'P HSQC -kokeessa kaytettava pulssisarja [26, kuva 1]

Polarisaation siirtoviiveella A tarkoitetaan aikaa, joka kuluu magnetisaation

siirtamiseen protonilta fosforille. Siirtoviive lasketaan kaavalla A =1/(2J ).

Metyyliprotonien ja fosforin véliselle kytkennalle Jo, on noin 17 Hz (taulukko
1). Todellisen kytkentavakion ja asetetun Jop-arvon valilla vallitseva ero saa
aikaan siirretyn magnetisaation pienenemisen, jonka seurauksena osa Sig-
naalista menetetddn mittauksen aikana. Pitoisuusmaarityksen yhteydessa

integroidun resonanssin intensiteetti korjataan kaavalla 5 [26, kaava 1].

-2

. J
Ikorjattu = Ihavaittu Slﬂ{ﬂ'ﬁ} (5)
opt

jossa lhavaiy ON havaittu H, -resonanssin integraali, Jyp spektrista mitattu pro-
tonien (H,) ja fosforin valinen kytkentavakio ja Jo, mittauksessa kaytetty op-
timaalinen kytkentéavakio. Ero havaitun ja korjatun integraalin valilla on sita
suurempi, mita kauempana todellinen kytkentavakio Jue on kaytetysta Jou-

arvosta.

Kun naytteiden kvantitoinnissa kaytetédédn ulkoista standardia, tulee seka
nayte etta standardi mitata vertailukelpoisissa olosuhteissa. Huolimatta op-
timoiduista olosuhteista NMR-signaalin intensiteetti saattaa heikentya kaytet-
tavan nayteyksikon laatutekijan Q vaikutuksesta. Q-tekija on kaantaen ver-
rannollinen protonipulssin pituuteen, joka edelleen riippuu signaalin intensi-
teetistd. [29] Protonipulssin pituutta voidaan siis kayttaa Q-tekijan vaikutuk-

sen mittana [27] ja virhe konsentraatiossa korjata kaavalla 6 [26, kaava 2].
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korjattu 90
M nayte - Inéiyte ’ pnéyte (6)

ref korjattu 90
M ref Iref * Pres

Coae =C

nayte

jossa Crer, Mrer, lrer ja p*%er Ovat referenssinéytteen tunnettu konsentraatio,
moolimassa, korjattu integraali ja mittauksessa kaytetty protonipulssin pi-

tuus. Maaritettdvan yhdisteen vastaavia arvoja edustavat Cpaye, Mnayte, Inayte

H 90
Ja P nayte-

3 LC-NMR -TEKNIKAT

LC-NMR on yhdistelmatekniikka, jossa yhdistyvéat nestekromatografinen ero-
tus ja NMR-spektrometrinen analyysitekniikka. Menetelmaa on kaytetty
muun muassa laakemetabolisissa tutkimuksissa [30, 31] ja ymparistbana-
lyyseissa [32]. Erilaisia LC-NMR —tekniikoita on useita [33], joista tdssa yh-
teydessa keskitytddn kasitteleméaan jatkuva virtaus —menetelmaa (engl. on
flow) [28, s. 24 — 25] ja LC-NMR -sovellusta, jossa nestekromatografi on va-

rustettu naytteenkeraysyksikolla [28, s. 27 — 28].

3.1 Jatkuva virtaus

Kuvassa 13 on esitetty kaavio jatkuva virtaus -menetelman toteutuksesta ja
kaytetysta laitteistosta. Menetelméssd NMR-spektrometri varustetaan tek-
niikkaan soveltuvalla virtausnayteyksikoélla, johon nestekromatografi yhdiste-
taan kapillaarin valityksella. Nestekromatografin injektoriin injektoitu nayte
erotetaan komponenteikseen kolonnissa, josta virtaus ohjataan detektorin ja
venttiilien (a ja c) kautta virtausnayteyksikon kyvettiin ja sielta jatteisiin jatku-
vana virtauksena. [28, s. 24, 25] Ajoliuoksen virtaus ohjataan kyvettiin ndy-
teyksikén alapuolelta ilmakuplien syntymisen estamiseksi. limakuplat aiheut-
tavat magneettikenttdan epahomogeenisuuksia, mika havaitaan spektrissa

viivojen levenemisena.
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Kuva 13. LC-NMR -laitteiston kaaviokuva: pallot a ja ¢ kuvaavat ohjausventtiileja.
Naytteenkerdysyksikkd on merkitty kirjaimella b. Virtaus voidaan ohjata joko venttiili-
en a ja ¢ kautta NMR-spektrometrin lapivirtauskyvettiin tai venttiilin a kautta nayt-
teenkeraysyksikkoon ja sieltd venttiilin ¢ kautta NMR-spektrometriin. [lahdetta 33, s.
23 mukaillen]

Mittausalueen eli virtausnaytekyvetin aktiivinen tilavuus vaihtelee kaytetta-
van nayteyksikon mukaan. Kayttamalla aktiivista tilavuutta 120 pl saavute-
taan hyva kompromissi NMR-spektrometristen ja kromatografisten vaatimus-
ten suhteen [28, s. 8 — 9]. Kuva 14 havainnollistaa virtausnaytekyvetin ra-

kennetta verrattuna tavanomaiseen NMR-nayteputkeen.

Z (0%)

Kuva 14. Virtausnaytekyvetti (A) ja tavanomainen 5 mm:n NMR-nayteputki (B): vir-
tausnédytekyvetissa virtaussuunta on alhaalta ylospain. Kyvetti on virtausnayteyksi-
kon kiinteé osa. Virtausnayteyksikkd asetetaan magneetin sisdan sen alapuolelta.
NMR-putki asetetaan nayteyksikkéon magneetin ylapuolelta. Aktiivinen mittausalue
on merkitty kuvaan. Naytteen virtaussuunta nayteyksikdssa on alhaalta yléspain il-
makuplien syntymisen estamiseksi. limakuplat aiheuttavat magneettikentan epaho-
mogeenisuutta, jonka seurauksena spektriviivat leventyvat. [33, s. 6].
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Virtausnayteyksikkdon ohjattu naytevirta analysoidaan NMR-spektrometrill&,
joka keraa mittausdataa koko siirron ajan. 1D *H-*'P HSQC -tekniikan kayttd
mittauksessa poistaa intensiivisen liuotintaustan. Mittauksen tuloksena saa-
daan joukko yksi-dimensionaalisia. NMR-spektreja koko kromatogrammin
mittausajalta [28, s. 24]. LC-NMR -grammi esitetdén 2-dimensionaalisena
matriisina, jossa y-dimensiossa kuvataan NMR-retentioaika (s) ja x-
dimensiossa resonanssin kemiallinen siirtym& (ppm). LC-NMR -grammi
koostuu pisteista, joista jokainen saadaan yhden tai useamman kerayksen
summana. LC-NMR -grammissa signaalit kuvataan korkeuskayring, jolloin
kayran korkeimmalla kohdalla sighaalin intensiteetti on suurin. Grammin pe-
rusteella saadaan tieto yhdisteen NMR-retentioajasta, joka mitataan tietoko-
neohjelman aputytkalulla signaalin intensiivisimmasta kohdasta. LC-NMR -
grammin perusteella saadaan tietoa myds yhdisteen kromatografisesta erot-
tumisesta; piikkien leveneminen havaitaan grammissa signaalin valumisena.
Teravasti eluoituvien piikkien signaalit ovat vastaavasti muodoltaan selkeita

ja intensiivisia. Esimerkki LC-NMR -grammista on esitetty kuvassa 15.
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Kuva 15. 500 MHz:n jatkuva virtaus —menetelmalla (LC-NMR) mitattu LC-NMR —
grammi (lH NMR) maanaytteestd, johon oli lisatty kaksi Kemiallisen aseen kieltoso-
pimukseen listattua organofosforiyhdistettd.Yhdiste numerolla 2 on metyylietyylifos-
fonihappo (MEPA) ja yhdiste 3 dimetyylietyylifosfonaatti (DMEP). MEPA tuottaa
grammiin kolme signaalia; 2a - 2c. DMEP tuottaa grammiin signaalit 3b ja 3c. LC-
NMR -grammi oli mitattu olosuhteissa 1 ml/min ACN/1% HCOOH D,O-liuoksessa
gradienttiajolla kayttaen 4 mm:n LC-nayteyksikkoa (TXI *H / *C / *'P), 64 kerays-
ta/rivi. [28, s.163]
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Virtaava neste luo vaihtelevan matriisin NMR-spektrin mittauksessa. Vir-
tausnaytekyvettiin saattaa muodostua pyorteita, jotka vaikuttavat magneetti-
kentdn homogeenisuuteen ja sitéd kautta spektraaliseen erotuskykyyn. Gra-
dienttiajossa liuotinkoostumuksen jatkuva muuttuminen aiheuttaa muutoksia
resonanssitaajuudessa kemiallisen ympéariston muuttuessa [28, s. 24 - 25].
Isokraattisessa ajossa liuotinkoostumus pysyy samana, mikd véhentda
magneettikentan alttiutta epahomogeenisuuksille. Ongelmia saattaa kuiten-
kin muodostua kromatografisesti erotetuista naytefraktioista, jotka saapues-
saan naytekyvettiin voivat niin ikdédn muodostaa liuosgradientteja, jotka altis-

tavat magneettikentan epahomogeenisuuksille.

Kun LC-NMR -grammin mittaukseen kaytetddn 'H NMR —menetelméa,
haasteita yhdistelmatekniikalle asettavat myods liuottimen suuret signaalit
[28, s. 12]. NMR-signaalin vastaanottimella on rajallinen dynaaminen erotus-
kyky. Liuotinsignaalit voivat olla yli 1000 kertaa suurempia kuin pienet nay-
tesignaalit. Taman vuoksi signaalin vastaanotin ei pysty kasittelemaan nay-
te- ja liuotinsignaaleja samanaikaisesti. Vastaanottimen dynaamista erotus-
kykya voidaan parantaa kyllastamalla liuottimen signaali mittauksen aikana
[28, s. 13 - 16]. Nyt vastaanotin pystyy havaitsemaan pienetkin naytesignaa-
lit. Deuteroitujen liuottimien k&yttd helpottaa liuotinsignaalin vaimennusta

pienentamalla liuottimen signaalia.
Kromatografiset olosuhteet

LC-NMR -menetelmisséa kromatografiset olosuhteet tulee optimoida kaytet-
taville yhdisteille soveltuviksi ottaen huomioon mittauksen NMR-
spektrometriset vaatimukset. Kun kaytetdan 1D 'H-3'P HSQC -tekniikkaa,

ovat NMR-spektrometriset vaatimukset ajoliuoksen suhteen vahaiset.

Jatkuva virtaus -menetelmaa kaytettdessa kromatografisia olosuhteita voi-
daan arvioida erotusta kuvaavilla parametreilla retentiotekija (k) ja erotuste-
kija (a). Retentiotekija kuvaa analyytin pidattymistd kolonnin station&arifaa-
siin. Kun pidattyminen on optimaalisella tasolla, k > 1. Retentiotekija laske-

taan kaavalla 7.

U NMR _t,NMR-t,, NMR
t,, NMR t,, NMR

(7)
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Todellinen retentioaika t, kuvastaa aikaa, jonka analyytti on kiinnittyneena
station&arifaasiin. Viiveajalla ty tarkoitetaan aikaa, jona liikkuva faasi kulkee
systeemin l&pi. Viiveaika méaaritetaén yleensa stationaarifaasiin pidattymat-

toman yhdisteen avulla. Viiveaika riippuu lineaarisesti virtausnopeudesta.

Erotustekija kuvaa kahden analyytin kromatografista erottumista toisistaan.
Erotustekijd on maaritelman mukaan aina yli 1. Mitd suurempi erotustekija,
sen paremmin vierekkaiset piikit erottuvat toisistaan. Erotustekija lasketaan

kahden eluoituvan yhdisteen todellisten retentioaikojen suhteena kaavalla 8.

_t',NMR @
t' NMR

3.2 Naytteenkeraysyksikko

LC-NMR -menetelméan erds sovellutus on naytteenkeraysyksikon liittdminen
osaksi yhdistelmatekniikkaa (kuva 13). Menetelmassa nestekromatografi va-
rustetaan naytteenkeraysyksikolla (b), johon kromatografisesti erotetut piikit
siirretaan ajoliuoksessa sailytettavaksi venttiilin (a) kautta mythempaa kasit-
telyd varten. Edelleen erillisiin silmukoihin sailétyt fraktiot voidaan ohjata yksi
kerrallaan venttiilin (b) kautta NMR-spektrometrin virtausnaytekyvettiin kayt-

téden optimoitua siirtoaikaa.

Naytteenkeraysyksikkd sijoitetaan nestekromatografin yhteyteen kolonnin
jalkeen. Yksikko koostuu erillisista naytesilmukoista, joiden tilavuus on valit-
tavissa nayteyksikon hankinnan yhteydessa. Systeemia ohjataan venttiilijar-
jestelmalla, jota operoidaan nestekromatografin ohjelmistolla. Seosnayttei-
den kromatografista erotusta seurataan tarkoitukseen soveltuvalla detektoril-
la, joka tyypillisesti on UV-detektori. Kromatogrammista valitaan ne piikit, jot-
ka halutaan analysoida NMR-spektrometrilla. Nama piikit siirretdan ajoliuok-
sessa naytteenkeraysyksikon naytesilmukoihin, kukin omaansa. Naytesilmu-
kat pestdadan ennen jokaista kayttokertaa ristikontaminaation valttamiseksi.
Analyyttifraktioiden siirtovaihe nayteyksikostd NMR-spektrometrin virtaus-
naytekyvettiin suoritetaan erikseen. Siirtoaika nayteyksikostéa kyvetin aktiivi-

selle alueelle optimoidaan kaytettavalle virtausnopeudelle.
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Optimoitu aika tallennetaan kaytettavaan metodiin, jolloin siirron operointi
nestekromatografin ohjelmistolla on mahdollista. Kun siirtoaika on optimaali-
nen, ohjelmisto pysayttdd HPLC-pumpun hetkelld, jona fraktion konsentroi-
tunein osa on kyvetin aktiivisella alueella. [28, s. 27] Fraktiot analysoidaan
NMR-spektrometrilla valitulla tekniikalla.

Kaanteisfaasikromatografiassa olosuhteet suunnitellaan tyypillisesti vesipoh-
jaisille ajoliuoksille. NMR-spektrometriset olosuhteet vaativat usein deuteroi-
tujen liuottimien kayttdd spektrin hyvan laadun takaamiseksi. Deuteroitujen
liuttimien kaytté saattaa aiheuttaa muutoksia ajoliuoksen pH:ssa, mik& puo-

lestaan voi vaikuttaa yhdisteiden kromatografiseen erottumiseen. [28, s.27]

Fraktioiden siirto kapeaa kapillaaria pitkin hillitsee piikkien levenemista. Tek-
niikalla on etunsa lahella toisiaan eluoituvien piikkien analysoinnissa. Kun
tallaiset fraktiot siirretdén erillisiin naytesilmukoihin, niiden analysointi vir-
tausnaytekyvetilla helpottuu, koska fraktiot saadaan taysin erilleen toisis-
taan. Perdkkain eluoituvat piikit eivat myoskaan paase kontaminoimaan toi-
siaan. Taméa estetaan pesemalla siirtokapillaari ajoliuoksella jokaisen siirron
valilla. [28, s. 28]

4  KIINTEAFAASIUUTTO

Kiinteafaasiuutto on fysikaalinen erotusmenetelma, jonka kayttbalue on laa-
ja. Menetelmé&a kaytetdan yhdisteiden erottamiseen toisistaan, naytteiden
puhdistukseen ja konsentrointiin. SPE on edullinen ja suhteellisen nopea
naytteenkasittelymenetelma, jota kaytetddn myos taisteluaineanalytiikassa,
kun kaytettdva menetelma vaatii naytteen puhdistamista tai konsentrointia
[34]. Uusia SPE-menetelmid kehitetaan jatkuvasti ndytematriisien moninai-
suuden ja jAdmatasolla tydskentelyn vuoksi. TAssa yhteydessa kiintedfaasi-
uuttoa tullaan kasittelemaan konsentroinnin nakékulmasta menetelman kayt-
totarkoituksen vuoksi. Menetelm&& on kasitelty laajasti kirjallisuudessa. Tut-
kimuksen teoreettinen pohja uuton osalta perustuu péaéosin uuttoa kasittele-

vaan kasikirjaan Sorbent Extraction Technology Handbook [35].
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4.1 Kiinteafaasiuuton vaiheet

Kiinteafaasiuutto perustuu naytteen jakautumiseen kiintean ja liikkuvan faa-
sin valille. Selektiivisessa uutossa naytteen komponenteista haluttu yhdiste
saadaan pidattym&éan sorbenttiin, jolloin yhdiste voidaan eristdd seosnayt-
teestd. Sorbenttimateriaalin valinta riippuu siten uuton kayttdtarkoituksesta ja
eristettavasta/konsentroitavasta yhdisteesta.

Sorbentit ovat yleensé silikapohjaisia funktionaalisilla ryhmill& sidottuja faa-
seja, joiden ominaisuuksien perusteella kaytettdva sorbentti valitaan. Kiin-
tedfaasiuutto voi perustua esimerkiksi polaarisiin tai poolittomiin vuorovaiku-
tuksiin sek& kationin- tai anioninvaihtoon. Téassa yhteydessa perehdytdan

tarkemmin ionisiin vuorovaikutuksiin.

Kiinteafaasiuuton vaiheet ovat:

e Sorbentin kunnostus ja tasapainotus
e Naytteen lisdaminen ja analyytin pidattyminen sorbenttiin
e Sorbentin pesu/kuivaus

¢ Analyytin eluointi sorbentista

Sorbentin kunnostus ennen uuttoa on valttdmatonta toistettavien tulosten
saavuttamiseksi. Sorbentti kunnostetaan lisdamalla useita sorbenttitilavuuk-
sia liuotinta, joka kastelee sorbentin. Metanoli on yleisesti kaytetty liuotin
kunnostukseen, koska se pystyy vuorovaikutukseen seka silikan silanoliryh-
mien ettd hiiliketjun kanssa. Kunnostukseen voidaan kayttada mita tahansa
liuotinta, joka pystyy kastelemaan kaikki faasin funktionaaliset ryhméat. Kun
sorbentti on kasteltu, sita ei saa paastda kuivumaan ennen naytteen lisays-
td. Kunnostuksen jalkeen sorbenttimateriaali tasapainotetaan liuottimella, jo-
ka liukenee kunnostuksessa kaytettyyn liuottimeen. lonisiin vuorovaikutuk-
siin perustuva sorbentti tasapainotetaan vesipohjaisella puskuriliuoksel-

la/vedelld uutossa kaytettavan pH:n mukaan.

Nayte lisdtdan sorbenttiin halutussa tilavuudessa liuotinta, joka valitaan kayt-
totarkoituksen mukaan. loninvaihdossa kaytetddn vetta tai sopivaa puskuri-
liuosta, jonka ionivahvuus on pieni, ja jolle sorbentti on mahdollisimman

epaselektiivinen.
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Naytteen konsentraatio tulee olla sorbentin kapasiteetin rajoissa ja suuri ver-
rattuna liuottimen ionivahvuuteen. Naytteen lisayksen jalkeen sorbentti voi-
daan kuivata ylim&araisen liuottimen poistamiseksi esimerkiksi typpivirralla.
Pesuvaiheen tarkoitus on poistaa selektiivisesti mahdolliset epatoivotut sor-
benttiin pidattyneet yhdisteet. Pesuvaihe ei ole valttaméton, kun uuttoa kay-

tetddn konsentrointiin ja naytematriisi on puhdas.

Kohdeanalyytit eluoidaan sorbentista mahdollisimman pienessa tilavuudes-
sa, joka mieluiten on 1 — 5 sorbenttitilavuutta. Parhaan eluentin [6ytaminen
on tarkeda tehokkaan uuton saavuttamiseksi. Liuottimen valinta riippuu
analyytin ominaisuuksista. loninvaihdossa eluointiin kaytetaan selektiivisia

vastaioneja suuressa ionivahvuudessa tai analyytin/sorbentin neutralointia.

4.2 NH,-sorbentti kiinteafaasiuutossa

Tassa tutkimuksessa on kaytetty silikapohjaista sidottua sorbenttimateriaalia
NH,. Sorbenttimateriaali on valittu kohdeanalyyttien ominaisuuksia ajatellen
ja aikaisempien VERIFIN:issa tehtyjen tutkimusten perusteella. Alkyylifos-
fonihappojen uutosta NH,-materiaalilla on saatu hyvia tuloksia myds muualla
[36].

NH,-sorbenttimateriaalissa silikaan sidottu funktionaalinen ryhma on amino-
propyyli. NH,-sorbentin rakenne on esitetty kuvassa 16. Sorbentin primaaéri-
set vuorovaikutukset ovat polaariset interaktiot ja ioniset vuorovaikutukset.
Sekundaarisia vuorovaikutuksia voivat olla poolittomat interaktiot hiiliketjuun
ja kationinvaihto silanoliryhmissa. Sekundaariset vuorovaikutukset ovat kui-
tenkin vahaiset aminopropyyliryhman lyhyen hiiliketjun ja dominoivan pooli-

suuden vuoksi.

Aminopropyyliryhm& on tehokas vedyn sitoja. Sorbentin pK, on 9,8, joten
NH on positiivisesti varautunut, kun sorbentin pH < 9,8. NH,-sorbentti sovel-
tuu erityisen hyvin molekyyleille, joilla on anionisia ominaisuuksia. loniset
vuorovaikutukset perustuvat varattujen ryhmien véliseen vetovoimaan. Vuo-
rovaikutuksen edellytyksena sekd aminopropyylirynmén, etté analyytin tulee
olla varautuneessa muodossaan. Talléin nayteliuottimen pH tulee olla suu-
rempi tai yhtd suuri kuin analyytin pK, + 2. Kun kaytetddn puskuriliuoksia

nayteliuottimena, tulee liuoksen ionivahvuuden olla pieni (< 0,1 M).
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Kuva 16. NH,-sorbentti: silikaan sidottu funktionaalinen ryhma on aminopropyyli.
Sorbentin pK, on 9,8, joten sorbentti on positiivisesti varautunut, kun pH < 9,8.

NH.-sorbenttiin pidattyneet yhdisteet voidaan eluoida useilla eri tavoilla. Si-
dottu silikafaasi on stabiili pH-alueella 2,0 — 7,5. Eluoitavan yhdisteen tai
sorbentin neutralointi saattaa edellyttaé toimimista silikan stabiilin pH-alueen
ulkopuolella. Tata voidaan harkita, jos muut menetelmat eivat toimi. Stabiilin
pH-alueen ulkopuolella toimiminen voi aiheuttaa silikan liukenemista ja silyy-
lieetterisidosten labiiliutta.

Toinen tapa eluoida analyytti sorbentista on lisata eluenttiin aminopropyyli-
ryhmien sitoutumispaikoista kilpaileva vastaioni ionivahvuudessa > 0,1 M.
Vastaionin konsentraation lisdksi merkitysta on sen selektiivisyydella. Kilpai-
levan ionin tulee olla sorbentille selektiivisempi kuin analyytin funktionaalinen

ryhma, jolloin se voi syrjayttaa analyytin retention sorbenttiin.

5 HERMOKAASUT JA NIIDEN HAJOAMINEN

Hermokaasut kuuluvat tappaviin taisteluaineisiin. Ne ovat erittéain myrkyllisia
yhdisteitd, jotka vaikuttavat lamauttavasti ihmisen hermojarjestelméén esta-
malla hermoimpulssien héiriéttdman siirtymisen elimistossa. [1, s. 22]. Her-
mokaasut voidaan jaotella G- ja V-tyypin hermokaasuihin rakenteensa mu-
kaan. Hermokaasujen jaottelu on esitetty taulukossa 2. G-ryhmaan kuuluvat
hermokaasut tabuuni (GA), sariini (GB), somaani (GD) ja syklosariini (GF).
G-tyypin hermokaasut ovat helposti haihtuvia ja vaikuttavat elimistéén hengi-

tysilman tai ihon valityksella [37].
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Hermokaasuista myrkyllisin ja huonoimmin haihtuva on VX. Sen vaikutus-
mekanismit ihmiskehoon valittyvat paéasiassa ihon kautta. [38] Tutkimuksen
mallikemikaaleina kaytetddn erditd somaanin ja VX:n hajoamistuotteita.
Taistelukaasut hajoavat pdaasiassa hydrolysoitumalla.

Taulukko 2. Hermokaasujen jaottelu G- ja V-tyypin mukaan

:i(r)noid'- ﬂ—;:\%?a Kemikaalin nimi Rakennekaava
Iy
—Po
GA tabuuni O-etyyli-N,N-dimetyylifosforoamidosyanidaatti >N éNO/\
(@]
I‘:"
GB sariini Isopropyylimetyylifosfonofluoridaatti /O\\T/
7
P
GD somaani | Pinakolyylimetyylifosfonofluoridaatti /o%
R
GF syk- Sykloheksyylimetyylifosfonofiuoridaatti “EF
losariini y YYImeLyy \O
VE O-etyyli-S-2-(dietyyliamino)etyyli- N
etyylifosfonotiolaatti O~
VM O-etyyli-S-2- /‘F‘L\S/\/N\/
(dietyyliamino)etyylimetyylifosfonotiolaatti O~
e
VX O-e_tyyll-S-Z_-(dusopropyyll- _ _ /Ff\s/\/m\(
amino)etyylimetyylifosfonotiolaatti o_~

Hermokaasuista somaani kuuluu alifaattisiin alkyylifosfonofluoridaatteihin.
Yhdiste hydrolysoituu luonnossa ja kudoksissa jo neutraaleissa vesipitoisis-
sa olosuhteissa. Hydrolyysin ensimmainen vaihe on nopea ja reaktionopeus

kasvaa hydroksyyli-ionikonsentraation kasvaessa.
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Somaanin ensisijainen hydrolyysituote on pinakolyylimetyylifosfonihappo eli
PMPA, joka edelleen hydrolysoituu metyylifosfonihapoksi. [39] Somaanin
hydrolysoituminen on esitetty kuvassa 17.

(@]
I
f : |
P hydrolyysi [ hydrolyysi
> P P
o OH
Somaani PMPA MPA

Kuva 17. Somaanin hydrolyysi: somaanin primaarinen hydrolyysituote on pinakolyy-
limetyylifosfonihappo. Hermokaasun sekundaarinen hydrolyysituote on metyylifos-
fonihappo.

VX kuuluu alkyylifosfonotiolaatteihin. Yhdiste hajoaa hitaasti jo pienen vesi-
maaran lasna ollessa. Reaktion paatuotteena syntyy etyylimetyylifosfoni-
happoa (EMPA). Reaktionopeus kasvaa veden maaran lisaantyessa ja lam-
potilan kohotessa. [40] VX:n sekundaarinen hajoamistuote on MPA. VX:n
hydrolyysireitti on esitetty kuvassa 18.

9 I i i
II:I’ N hydrolyysi [ hydrolyysi Ll
/(ID\S/\/ \‘/ - = /rr\o/\ /l\OH
~— OH OH
VX EMPA MPA

Kuva 18. VX:n hydrolysoituminen etyylimetyylifosfonihapoksi ja edelleen metyylifos-
fonihapoksi

Hermokaasujen hydrolyysituotteet alkyylifosfonihapot ovat myrkyttdmi&, suh-
teellisen vahvoja happoja. Neutraaleissa olosuhteissa alkyylifosfonihapot
esiintyvat anionisessa muodossaan [41]. Yhdisteillda on my6s polaarista
luonnetta. Polaarisuus riippuu elektronegatiivisten atomien maarasta ja hiili-

ketjun pituudesta ja vdhenee hiiliketjun pituuden kasvaessa.
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Tutkimukseen valitut mallikemikaalit

Tutkimukseen valittin mallikemikaaleiksi edustava joukko taistelukaasujen
hajoamistuotteita; sariinin ja somaanin sekundaarinen hajoamistuote MPA,
VX:n primaarinen hajoamistuote EMPA ja somaanin primaarinen hajoamis-
tuote PMPA. Mukaan valittin my0s dimetyylimetyylifosfonaatti DMMP, joka
on tuhoamisliuoksissa esiintyvd hermokaasujen hajoamistuote. DMMP:a
syntyy myos taistelukaasusynteesin sivutuotteena. Kaytettyjen hajoamistuot-
teiden MPA, EMPA, DMMP ja PMPA kemialliset rakenteet on esitetty kuvas-
sa 19. Rakenteisiin on merkitty protonit kirjaimin a - d NMR -spektrometrista
tunnistusta varten. Kaikki mallikemikaalien protoniresonanssit *H NMR -

spektrissa on esitetty liitteen 1 kuvassa 1.

o O 9 O ¢ d
il a B a _P ® 4 P d
a__P-o /l?\o/\c —1>o" i)
| OH b (@] OH b
OH OH ~ b d
MPA EMPA DMMP PMPA

Kuva 19. NMR- spektrometristen menetelmien kehityksessa kaytettavat mallikemi-
kaalit MPA, EMPA, DMMP ja PMPA: protonit on merkitty kirjaimin a-d NMR -
spektrometrista tunnistusta varten.

6 KOKEELLINEN OSA JA TULOKSET

Tyobn kokeellisessa osiossa on kuvattu tydssa kaytetyt kemikaalit, tarvikkeet
ja menetelmékohtaiset ajo-olosuhteet. Tydn eteneminen ja tulokset on ku-

vattu vaiheittain.

6.1 Tyon tavoitteet

LC-SPE-NMR -spektrometrisen menetelmankehityksen tavoitteena on hel-
pottaa seosnaytteiden analysointia NMR-spektroskopisilla menetelmilla. Ta-
han pyritaan soveltamalla LC-SPE -menetelm&é. Tutkimuksen tarkoituksena
on testata yhdistelmatekniikan toimivuus ja kayttémahdollisuudet. Tutkimus
on alustava selvitys ja tulokset suuntaa antavia eikd menetelman validointia

suoriteta tasséa yhteydessa.
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LC-SPE -menetelmé&ssé on tarkoitus poimia nestekromatografisesti erotellut
seosnaytteen komponentit naytteenkeraysyksikkdon omiin naytesilmukoihin-
sa, josta ne voidaan ohjata SPE-patruunaan ja rikastaa.

Ty6 suoritetaan vaiheittain testaamalla ensin mallikemikaalien kiinteafaasi-
uutto NH,-sorbentilla manuaalisin kokein. TAman jalkeen optimoidaan yhdis-
teiden nestekromatografiset olosuhteet parhaan mahdollisen erottumisen
saavuttamiseksi. Yhdisteiden piikin poiminta-ajat maaritetaan LC-SPE -
menetelman testausta varten. Maarityksessa kaytetddn LC-NMR -
menetelmia mallikemikaalien vahaisen UV-aktiivisuuden vuoksi. Lopuksi LC-
SPE -menetelman toimivuus tutkitaan saantokokeiden avulla kayttaen NMR-

spektrometria yhdisteiden pitoisuusmaarityksiin.

6.2 Tarvikkeet ja reagenssit

Tutkimuksen kokeellisen osion suorituksessa kaytetyt kemikaalit on esitetty

taulukossa 3.

Taulukko 3. Tydssa kaytetyt kemikaalit

Kemikaali Kaava M (g/mol) | Valmistaja CAS-
numero
metyylifosfonihappo CHs03P 96,02 Fluka 993-13-5
etyylimetyylifosfonihappo CsHyO3P 124,07 Spiez, Sveitsi 1832-53-7
dimetyylimetyylifosfonaatti CsHyO3P 124,07 Fluka 756-79-6
pinakolyylimetyylifosfonihappo | CsH:1703P | 180,18 Spiez, Sveitsi 616-52-4
UHQ-vesi H.O 18,02 * 7732-18-5
metanoli, pro analyysi CHsOH 32,04 Merck 67-56-1
99,999% ammoniumasetaatti NH4AC 77,08 Sigma-Aldrich 631-61-8
> 98% ammoniumasetaatti NH4AC 77,08 Merck 631-61-8
99 % - 100% etikkahappo, CH3;COOH | 60,05 J. T. Baker 64-19-7
p. a.
25% ammoniumhydroksidi NH4OH 35,05 J. T. Baker 1336-21-6
0,1 M hapan metanoli ** CH3OH Fluka
99,8% D deuteriumoksidi D-O 2,01 Spectra Stable 7789-20-0
Isotopes
99% muurahaishappo HCOOH 46,03 ACROS 64-18-6
Asetonitriili, NMR CHRO- ACN 41,0 Riedel-de Haén 75-05-8
MASOLV
Trimetoksibentseeni CgH1,03 168,12 Sigma-Aldrich 621-23-8
Metyylivioletti Ca4H2gN3Cl | 393,96 Merck 8004-87-3
Metanoli-da CD30D 36,05 Euriso-top 811-98-3

* UHQ-vesi on Elgan Elgastat-systeemilla puhdistettua kaanteisosmoosivetta.

** Metanoli oli tehty happamaksi HCl-kuplituksella.



TyoOn suoritukseen kaytettiin alla listattuja tarvikkeita ja pienlaitteita.

Kiinteafaasiuutto (SPE):

NH,-sorbentti (100 mg, 5 mm x 10 mm), Varian, Bond Elut
NH,-sorbentti (Prospekt: 16 mg, 2 mm x 10 mm), Varian, Bond Elut
adapterit 100 mg:n sorbenteille manuaalisia kokeita varten
sorbenttipatruunoihin kiinnitettavat hanat manuaalisia kokeita varten
teline 100 mg:n patruunoille manuaalista kiinte&faasiuuttoa varten
20 ml:n muoviruiskuja, Becton Dickinson, Plastipak

0,5 ml:n injektio-ruisku, Hamilton

prospekt-formaatille soveltuva adapteri

Ny-linja kuivaukseen

statiivit 2 kpl

koura 2 kpl

Lasitavarat ja muut tarvikkeet:

1,5 ml:n naytepulloja, Brown

kaulalla varustettuja mikronaytepulloja, Waters
5 mm:n NMR-nayteputkia, Wilmad (HIP-7)

1.7 mm:n NMR-n&yteputkia, Bruker BioSpin
0,1 ml:n injektioruisku, Hamilton
automaattipipetti 10 pl — 100 pl, Finnpipette
automaattipipetti 200 pl — 1000 pl, Socorex

Pienlaitteet:

pH-mittari, Mettler Delta 345
analyysivaaka, Sartorius Handy
ultradanilaite, Branson 2210

tyGtasoon kiinnitettava kasivoimin kaytettava sentrifugi

36
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6.3 Laitteistot ja ajo-olosuhteet

Kokeellisen osion suorituksessa kaytetyt analyysitekniikat laitteistoineen ja

ajo-olosuhteineen on kuvattu seuraavissa luvuissa.

6.3.1 Jatkuva virtaus

LC-NMR —menetelmaa kaytettiin nestekromatografisten olosuhteiden tutki-
miseen ja yhdisteiden piikin poiminta-aikojen maaritykseen. Yhdistelmatek-
niikan laitteisto koostui Brukerin nestekromatografista ja Brukerin DRX 500
NMR-spektrometrista. Nestekromatografi koostui liuotinjarjestelmasta (4 lin-
jaa), injektorista 50 pl:n naytesilmukalla, HPLC-pumpusta (Bruker, LC-22),
UV-detektorista (BISCHOFF Lambda 1010 UV) ja naytteenkeraysyksikosta
(Bruker, BPSU-36), joka oli varustettu 36:lla 250 pl:n naytesilmukalla. Kaa-
sunpoisto ajoliuoksista suoritettiin ultradanihauteessa ja nestekromatografin
helium-kuplitusjarjestelmalla. Kolonnina kaytettiin silikapohjaista kaanteis-
faasikolonnia (4,6 mm x 150 mm Atlantis T3, Waters). Kolonni on suunniteltu
erityisesti pienten polaaristen yhdisteiden erottamiseen. Tatd on helpotettu

sitomalla stationaarifaasiin polaarisia komponentteja.

Nestekromatografi yhdistettin NMR-spektrometriin kapillaarin valityksella.
NMR-spektrometri varustettiin Brukerin virtausnayteyksikolla (LC-TXI). Lapi-
virtauskyvetin tilavuus oli 250 pl ja aktiivinen tilavuus 120 pl. Systeemia oh-
jattin nestekromatografin HyStar 2.1 -ohjelmistolla (Bruker) ja NMR-
spektrometrin TOPSPIN 1.3 —ohjelmistolla (Bruker).

Jatkuva virtaus -menetelméassé kaytetyt ajo-parametrit on kuvattu taulukossa
4.
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Taulukko 4. LC-NMR -menetelman (jatkuva virtaus) ajoparametrit; yhdistelmateknii-
kan ajo-parametrit on esitetty kummallekin kaytetylle menetelmalle erikseen.

Laitteisto 1

HPLC

Ajoliuokset

1. 0,1% HCOOH/ACN
2. 10 mM asetaattipuskuri/ACN
3. H,O/ACN

Ajoliuoksen komponenttien suhde (%)

60/40, 65/35, 70/30, 75/25, 80/20

Virtausnopeus

Isokraattinen 1,0 ml/min

Injektiotilavuus 50 pl
Systeemiaika UV-detektorilta NMR- 26s
detektorille

Kokonaismittausaika 10 min

Laitteisto 2

NMR-spektrometri

Mittausmenetelma

1D 'H-""P HSQC, 'H NMR

Protonipulssin kalibrointimenetelmé

360°:n menetelma

Lukkoydin Spektrometria ei lukittu

Lahettimen taajuudet 4,7 ppm protonille, 30 ppm fosforille
Lampétila 290 K

Spektrin leveys 12 ppm

Toistovali 1ls

Kerdysten lukumaéra/piste 2

Kokonaismittausaika 10 min

6.3.2 Naytteenkeraysyksikko

Naytteenkeraysyksikkéa hyddynnettiin  mallikemikaalien piikin poiminta-
aikojen maarityksessa. Menetelmassa MPA:n, EMPA:n, DMMP:n ja PMPA:n

seosvesindyte erotettiin komponenteikseen nestekromatografin kolonnissa

ja fraktiot poimittiin ndytteenkeraysyksikon naytesilmukoihin asetetuilla poi-

minta-ajoilla. Fraktiot ohjattiin edelleen NMR-spektrometrin virtausnayteky-

vettiin, jossa ne analysoitin NMR-spektrometrilla. Mittauksissa kaytetyt ajo-

parametrit on kuvattu taulukossa 5.
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Taulukko 5. LC-NMR -menetelman (naytteenkeraysyksikk®) parametrit; ajoparamet-
rit on esitetty kummallekin laitteistolle erikseen.

Laitteisto 1 HPLC
Ajoliuos 0,1% HCOOH D,0O-liuoksessa/ACN
Ajoliuoksen komponenttien suhde (%) 70/30
Virtausnopeus Isokraattinen 1 ml/min
Injektiotilavuus 50 pl
Naytteenkerdysyksikon naytesilmukan tila- 250 pl
vuus
Systeemiaika naytteenkeraysyksikdostda NMR- | 26 s
detektorille
Laitteisto 2 NMR-spektrometri
Kaytetyt mittaustekniikat 'H NMR, liuotinvaimennettu "H NMR,
1D 'H-*'P HSQC
Protonipulssin kalibrointimenetelméa 360°:n menetelméa
Lukkoydin D,0
Lahettimen taajuudet 4,7 ppm protonille, 30 ppm fosforille
Lampdtila 290 K
Spektrin leveys 10- 12 ppm
Toistovali (mittausaika + relaksaatioviive) 10s (5x25s)
Keraysten lukumaara 32
Tyhjien kerdysten lukuméara 8
Polaarisaation siirtoviive (Jopt) 17 Hz
1D 'H-*'P HSQC-kokeessa
Kokonaismittausaika 6,7 min
6.3.3 LC-SPE

LC-SPE -menetelmaa kaytettiin mallikemikaalien selektiiviseen konsentroin-
tiin. Menetelmassa nestekromatografinen erotus yhdistettiin kiinteafaasiuut-
toon, joka automatisoitiin sorbentin kunnostuksen ja tasapainotuksen osalta.
Tekniikassa hyddynnettiin nestekromatografin naytteenkeraysyksikkoa ero-
teltujen fraktioiden varastointiin myohempaa kasittelya varten. Kiinteafaasi-
uuttoa sovellettiin kayttamalla pienta patruuna-formaattia (NH,, Prospekt).

Kuva 20 havainnollistaa kaytettyd laitteistoa. Yhdistelméatekniikka koostui
naytteenkerdysyksikolla varustetusta nestekromatografista, erillisestd HPLC-
pumpusta (Merck Hitachi Intelligent Pump), SPE-yksikdstéd ja sen ohjausyk-
sikostad sekd NMR-spektrometristd. Nestekromatografin, SPE-yksikén ja eril-
lisen HPLC-pumpun yhdistamiseen kaytettiin rheodyne-venttiilia (H.S. Valve

7000E, Lab Source) ja kapillaariputkia.



40

SPE-yksikkd koostui pienestéd patruunalle soveltuvasta adapterista, johon
kaytettdva NH,-sorbentilla pakattu patruuna liitettiin. Adapteri kiinnitettiin sta-
tivin kouraan ja kapillaarin valityksella edelleen rheodyne-venttiilin. Myods
adapterin toiseen paahaan kiinnitettiin kapillaari jatevirtausta varten. Erillista
LC-pumppua kaytettiin sorbentin automatisoituun kunnostamiseen. Pumppu
oli varustettu liuotinjarjestelmalla (3 linjaa) ja automatiikalla, joka mahdollisti

erilaisten metodien ohjelmoinnin laitteeseen.

Nestekromatografia kaytettiin seosnaytteen erottamiseen komponenteikseen
ja fraktioiden keraykseen naytesilmukoihin. Naytteenkeraysyksikosta fraktioi-
ta siirrettiin kunnostettuun ja tasapainotettuun patruunaan kayttden neste-
kromatografin ohjelmistoa ja optimoitua siirtoaikaa. LC-SPE -systeemi ra-
kennettiin siten, etta virtaus nestekromatografista voitiin ohjata joko patruu-
naan tai patruunan ohi jatteisiin rheodyne-venttiilin ja sen ohjausyksikén
avulla. NMR-spektrometria ei liitetty SPE-yksikk6on, vaan sita kaytettiin ma-

nuaalisesti eluoitujen naytteiden analyyttipitoisuuksien maaritykseen.

HPLC
Jate NMR
Naytteenkeraysyksikko ]
SPE-yksikko Kiinteafaasiuutto
B
Venttiilin
I Rheodyne-venttiili |7 ohjausyksikko
A/B
A
Jate

LC-pumppu

Kuva 20. Kaaviokuva LC-SPE —menetelman toimintaperiaatteesta: mahdolliset vir-
taussuunnat on merkitty nuolin ja kirjaimin A/B. Virtaus ohjataan systeemiin joko
naytteenkeraysyksikosta (HPLC) tai erillisestéa LC-pumpusta. Virtausreittiéa ohjataan
rheodyne-venttiilin ohjausyksikdstéd. Asennossa A virtaus kulkee patruunan ohi vent-
tiilin kautta jatteisiin. Asennossa B virtaus ohjataan patruunaan venttiilin kautta ja
sieltd jatteisiin. Virtaus HPLC-laitteen naytteenkeraysyksikosta ja erillisesta LC-
pumpusta voidaan ajastaa asettamalla virtauksen kestoaika laitteeseen. Venttiilin
ohjausyksikolla virtauksen reittia voidaan muuttaa koska tahansa ajon aikana. Ym-
pyroityad aluetta ei ole liitetty systeemiin. Kiinteafaasiuuton eluointivaihe suoritetaan
manuaalisesti ja NMR-analyysi erikseen uutteesta valmistetusta naytteesta.
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6.3.4 NMR

NMR-spektrometrid kaytettiin erillisena tekniikkana naytteiden analyyttipitoi-
suuksien maaritykseen. Saantokokeissa (SPE ja LC-SPE) kaytettiin kahta
eri nayteyksikkoa. Kiinteafaasiuuton manuaalisissa testeissa 100 mg:n sor-
benttipatruunoilla kaytettin 5 mm:n laajakaista-nayteyksikkéa (BBI, Bruker).
Naissa mittauksissa naytteet valmistettiin pipetoimalla 500 pl uutetta ja 100
pl lukkoliuotinta (D,O) 5 mm:n nayteputkiin. Naytteet sekoitettiin ravistele-
malla putkia voimakkaasti. Pienemmalla patruunakoolla (16 mg) suoritettu-
jen uuttojen naytteet analysoitiin 1.7 mm:n mikronayteyksikélla (TXI (*H, *P,
13C), Bruker). Naytteet valmistettiin lisaamalla 20 pl uutetta ja 10 ul deute-
riumoksidia 1.7 mm:n nayteputkiin. Mikronaytteet sekoitettiin manuaalisesti
kayttaen sentrifugia. Pitoisuusmaaritykseen kaytetyt ajoparametrit vastaavat
NMR-spektrometrille jo aiemmin kuvattuja ajoparametreja (taulukko 5). Pitoi-
suusmaaritykset suoritettiin 1D *H-*'P HSQC -spektrien perusteella.

6.4 Kiinteafaasiuuton testaus

Kiinteafaasiuuton testaus suoritettiin manuaalisin kokein kayttden 100 mg:n
NH,-sorbenttipatruunoita. Kaikissa testeissd sorbentit kunnostettin me-
tanolilla. Testit suoritettiin kayttden kahta eri tasapainotusliuosta ja kolmea
eluenttivaihtoehtoa kahtena rinnakkaisméaarityksend/olosuhteet. Naytteena
kaytettiin 100 pg/ml MPA:n, EMPA:n, DMMP:n ja PMPA:n seosvesiliuosta.
Naytteille valmistettiin seosnaytereferenssi sekoittamalla 500 ul seosnaytetta
ja 100 pl lukkoliuotinta (D,0O) 5 mm:n NMR-putkessa. Taulukossa 6 on ku-

vattu kiintedfaasiuuton vaiheet ja testatut olosuhteet.

Sorbentin tasapainotukseen valittiin vaihtoehdoiksi vesi ja 50 mM NH,Ac.
Eluenttivaihtoehdoiksi valittin hapan metanoli (pH = 1,1), 1% NH4AC
MeOH/H,0 -liuoksessa (1/1, pH = 7,2) ja 1% NH,OH MeOH/H,0 -liuoksessa
(1/1, pH = 11,6). Eluointi happamalla metanolilla perustuu happojen neutra-
lointiin ja emaksisen 1% NH4OH:n kayttd sorbentin neutralointiin. 1%
NH4Ac:n kayttd eluoinnissa perustuu asetaatti-ioneihin, jotka kilpailevat sor-

bentin pidattymispaikoista analyyttien kanssa.
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Taulukko 6. Kiinteafaasiuuton testaus: testeissa kaytettiin viitta erilaista olosuhde-
vaihtoehtoa. Kaikissa testeissd 100 mg:n NH,-sorbentti kunnostettiin metanolilla.
Sorbentin tasapainotukseen kaytettiin joko vettd tai 50 mM:sta ammoniumasetaattia.
Eri eluenttivaihtoehtoja olivat hapan metanoli, 1% ammoniumasetaatti MeOH/H,O -
liuoksessa (1/1) ja 1% ammoniumhydroksidi MeOH/H,O -liuoksessa (1/1). Nayttee-
na kaytettiin 100 pg/ml MPA:n, EMPA:n, DMMP:n ja PMPA:n seosvesinadytetta.

. Vaihe 1. Vaihe 2. Vaihe 3. Vaihe 4.
Vaih-
toehto . . Lo . . .
Sorbentin Sorbentin Analyytin lisdys | Analyytin eluointi sorbentista
kunnostus tasapainotus
1 ml 100 pg/ml
1. 1mIMeOH | 1mlH.0 MPA, EMPA, (1 nle_h?pla)n MeOH
pmmp, Pmpa | PP TS
. u 1ml 1% NHsAc MeOH/H,0-
2. Kuten edella | 1 ml H,O Kuten edella liuoksessa (1/1) (pH = 7.2)
3. Kuten edella 1 mi 50 mM Kuten edella 1 ml hapan MeOH
NH4AC
N 1 ml 50 mM N 1 ml 1% NHsAc MeOH/H,0-
4. Kuten edella NH2AC Kuten edella liuoksessa (1/1)
N 1 ml50 mM u 1% NH,OH MeOH/H,0-
5. Kuten edella NHAC Kuten edella liuoksessa (1/1) (pH = 11,6)

6.4.1 Suoritus

Testattavat patruunat kiinnitettiin tarkoitukseen soveltuvaan telineeseen si-
ten, ettd patruunan alapaahan kiinnitettiin sopivan kokoinen hana ja ylapaa-
han adapteri ruiskua varten. Kussakin testissa patruuna kunnostettiin pipe-
toimalla 1 ml metanolia patruunaan hanan ollessa kiinni. Taman jalkeen pat-
ruunan ylapaahan kiinnitettin 20 ml:n muoviruisku, joka oli vedetty tayteen
iimaa. Hana avattiin ja patruuna paineistettiin painamalla ilmaa patruunaan.
Nestepinnan annettiin laskeutua sorbentin ylareunaan saakka. Taman jal-
keen hana suljettiin. Toisessa vaiheessa lisattiin kaytettava tasapainotusliu-
os tilavuudessa 1 ml. Taméa vaihe suoritettiin edellda kuvatulla tavalla. Kol-
mannessa vaiheessa lisattin nayte; 1 ml 100 pg/ml MPA:n, EMPA:n,
DMMP:n ja PMPA:n seosvesiliuosta. Lapi mennyt ndyteliuotin otettiin talteen
1,5 ml:n ndytepulloon. Naytteen lisdyksen jalkeen patruuna kuivattiin ilman-
paineella.
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Neljannessa vaiheessa nayte eluoitin 1 ml:lla kaytettavaa eluenttia ja uute
keréttiin 1,5 ml:n naytepulloon. Sorbentti kuivattiin ilmanpaineella, jotta kaikki

uute saatiin talteen.

Talteen otetuista nayteliuotinfraktioista ja uutteista valmistettiin kustakin
NMR-nayte 5 mm:n nayteputkeen (naytteenvalmistuksen tarkempi kuvaus
luku 6.3.4). Naytteiden analyyttipitoisuudet maaritettiin  kayttden NMR-
spektrometria ja 1D *H-*'P HSQC-spektreja.

6.4.2 Tulokset

Testeissa kaytettaville organofosforiyhdisteille maaritettin  optimaalinen
eluentti ja sorbentin tasapainotustapa tutkimalla NMR-spektreista koh-
deanalyyttien saantoja. Sorbentin &paisseistd nayteliuotinfraktioista analy-
soitiin mallikemikaalien pidattymista patruunaan. Uutetuista fraktioista tutkit-

tiin mallikemikaalien eluoitumistehokkuutta eri eluenttivaihtoehdoilla.
Retentiotestit

Tasapainotusliuoksina kaytettiin vetta tai 50 mM ammoniumasetaattia. Esi-
merkkispektrit kummallekin tasapainotustavalle on esitetty alla kuvassa 21.
Kun tasapainotus tehtiin vedelld, spektrissa havaittin DMMP:n, EMPA:n ja
PMPA:n resonanssiviivat. EMPA:n ja PMPA:n kemialliset siirtymat ovat niin
l&hella toisiaan, etta signaalit menevat osittain paallekkain. Naméa yhdisteet
eivat pidattyneet sorbenttiin. Ainoastaan vahvasti polaarinen MPA pidattyi
sorbenttiin. Kun tasapainotus tehtiin 50 mM:lla ammoniumasetaatilla, spekt-
rissa havaittiin vain DMMP:n resonanssiviivat. Muut yhdisteet pidattyivat

sorbenttiin taysin.
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1D HP HSQC: I103ME10 (Fraktio 1A) in D20; 080430-7694

Hb (DMMP) Ha (EMPA) Ha (PMPA) Ha (DMMP)
——————
b 1.20 pprm { M
J{ " N
T T T T T I
3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 opm

1D HP HSQC: I103ME18 (Fraktio 5A) in D20; 080505-7712

3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

Kuva 21. 500 MHz:n 1D *H-*'P HSQC -spektrit mallikemikaalien MPA, EMPA,
DMMP ja PMPA 100 ug/ml seosvesinaytteesta naytteenlisayksen yhteydessa keréa-
tyista liuotinfraktioista: spektrit havainnollistavat mallikemikaalien pidattymistéa NH,-
sorbenttiin, kun metanolilla kunnostettu sorbentti on tasapainotettu vedella (ylla) tai
50 mM ammoniumasetaatilla (alla). Kun tasapainotukseen kaytettiin vettad, ainoas-
taan MPA pidattyi sorbenttiin tdysin. Tasapainotettaessa 50 mM ammoniumasetaa-
tilla, sorbenttiin pidattyivat MPA:n liséksi EMPA ja PMPA.

Rinnakkaisten mittausten perusteella tehdyn kvantitoinnin tulokset on esitet-
ty taulukossa 7. EMPA:n ja PMPA:n integraalit maaritettiin puolittamalla yh-
disteiden signaalien yhteispinta-ala. Integraalit korjattiin kaavalla 5, ja pitoi-

suudet maaritettiin kaavalla 6.
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Taulukko 7. Mallikemikaalien MPA, EMPA, DMMP ja PMPA retentio NH,-sorbenttiin:
taulukkoon on koottu tulokset fraktioista, jotka kerattiin naytteen lisdyksen yhteydes-
sé (1 ml 100 pug/ml seosvesinayte) kahdelle eri tasapainotustavalle. Sorbentin 1a-
Péisseiden liuotinfraktioiden pitoisuudet maaritettiin mallikemikaalien suhteen (1D
H-2'P HSQC). Havaitut ja korjatut integraalit edustavat madritettyja piikkien pinta-
aloja. Paallekkaisyyden vuoksi EMPA:n ja PMPA:n integraalit puolitettiin. Konsent-
raatio kuvaa naytteen analyyttipitoisuutta sorbentin lapaisseessa fraktiossa. Reten-
tio-% kuvaa analyytin pidattymista sorbenttiin. Konsentraatio ja retentio-% maaritet-
tiin rinnakkaisten mittausten keskiarvona.

Ihavaittu Iorjattu Ihavaittu Iorjattu Cra Retentio-%
Konditiointi sarja 1 sarja 1 sarja 2 sarja 2 (ug/ml) | (ka)
MeOH + H,0O MPA 0,00 100
EMPA | 0,1303 | 0,1307 | 0,0852 | 0,0855 10,75 89
DMMP | 0,7259 | 0,7275 | 0,6894 | 0,6905 70,54 29
PMPA | 0,1303 | 0,1308 | 0,0852 | 0,0857 10,76 89
MeOH + 50 mM
NHsAC MPA 0,00 100
EMPA 0,00 100
DMMP | 0,7031 | 0,7044 | 0,7272 | 0,7287 72,23 29
PMPA 0,00 100

Taulukon 7 tulosten perusteella havaitaan selkea ero kahden kaytetyn tasa-
painotustavan valilla. Kun tasapainotukseen kaytetaan ammoniumasetaattia
veden sijaan, analyytit lukuun ottamatta DMMP:a pidattyvat sorbenttiin tay-
sin. Kun tasapainotukseen kaytetaan vettd, EMPA:n ja PMPA:n retentio jaa
alle 90%:n. DMMP:n huono pidattyminen sorbenttiin (29%) oli odotettavissa
ja se johtuu yhdisteen vahaisemmastad poolisuudesta seurauksena OH-
ryhmien puuttumisesta. NH,-sorbentti ei sovellu DMMP:n kiintedfaasiuut-

toon.
Eluointitestit

Esimerkkispektrit eri eluointivaihtoehdoille on esitetty kuvassa 22. Spektrit
kuvaavat tilannetta, jossa sorbentin kunnostus ja tasapainotus on tehty kayt-

tden 1 ml metanolia ja 1 ml 50 mM ammoniumasetaattia.
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1D HP HSQC: I103ME1S (Fraktio 5B) in D20; 080506-7737

Ha (DMMP)

1.9 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 1.3 1.2 1.1 1.0 0.% 0.8 0.7 0.6 ppm

1D HP HSQC: I103ME23 (Fraktio 7B) in D20; 080506-7743

Ha (EMPA) Ha (PHPA)

Ha (DMMP)

1.1 1.0 ppm M ka

1.9 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 1.3 1.2 1.1 1.0 0.9 0.8 0.7 opm

1D HP HSQC: I103ME34 (Fraktio 1b) in D20; 080508-7776

Ha (MPA)
Ha (EMPA) Ha (PMPR)
e
e I

1.9 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 1.3 1.2 1.1 1.0 0.9 0.8 0.7 ppm

Kuva 22. 500 MHz:n 1D *H-*'P HSQC-spektrit mallikemikaalien MPA, EMPA,
DMMP ja PMPA 100 pg/ml seosvesinaytteesta naytteen eluoinnin yhteydessa kera-
tyista uutteista: spektrit havainnollistavat kolmen eri eluenttivaihtoehdon eroja uutto-
prosessissa. Eluentteina kaytettiin hapanta metanolia (ylld), 1% NH;Ac:a
MeOH/H,0-liuoksessa 1/1 (keskelld) ja 1% NH,OH:a MeOH/H,O-liuoksessa 1/1 (al-
la). Viimeiseksi mainitulla eluentilla saatiin parhaat tulokset; MPA, EMPA ja PMPA
eluoituivat sorbentista. DMMP:n saanto jai vahaiseksi.
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Pitoisuusmaarityksen tulokset on esitetty taulukossa 8. Tulokset on esitetty

integraalien osalta rinnakkaisille mittauksille erikseen. Konsentraatio ja saan-

t0-% on laskettu rinnakkaisten tulosten keskiarvona.

Taulukko 8. Kvantioinnin tulokset kolmelle eri eluenttivaihtoehdolle, kun NH--

sorbentin kunnostukseen kéaytettiin metanolia ja tasapainotukseen 50 mM ammoni-
umasetaattia: integraalit on korjattu kayttaen kaavaa 5 ja konsentraatiot kaavaa 6.
Konsentraatio kuvaa analyyttipitoisuutta eluoidussa naytteessé ja saanto-% analyy-
tin prosentuaalista osuutta naytteessa verrattuna injektoituun analyyttimassaan.
Konsentraatio ja saanto-% on laskettu kahden rinnakkaisen maarityksen tuloksena.

Saanto-
Ihavaittu Ikorjattu Ihavaittu Ikorjattu ¢ (ng/ml) %
Eluointi * Yhdiste | sara1 sarja 1 sarja 2 sarja 2 (ka) (ka)
Hapan MeOH MPA 0,0 0
EMPA 0,0 0
DMMP 0,1819 | 0,1822 | 0,1710 | 0,1713 17,8 18
PMPA 0,0 0
1 % NH4AC ** MPA 0,0 0
EMPA 0,9361 | 0,9397 | 0,8929 | 0,8964 104,5 104
DMMP 0,1754 | 0,1757 | 0,1544 | 0,1547 18,8 19
PMPA 0,9361 | 0,9402 | 0,8929 | 0,8964 104,5 104
1 % NH4OH ** MPA 1,2322 | 1,2535 | 1,1442 | 1,1632 128,4 128
EMPA 0,9240 | 0,9276 | 0,8737 | 0,8770 95,7 96
DMMP 0,1395 | 0,1397 | 0,1040 | 0,1042 12,9 13
PMPA 0,9240 | 0,9276 | 0,8737 | 0,8770 95,7 96
* Tasapainotus 50 mM
NHsAc
** MeOH/H,O-liuoksessa 1/1

Kuvan 22 spektrien ja taulukon 8 tulosten perusteella havaittiin selkea ero

myo6s eluenttien valilla. MPA saatiin eluoitua ainoastaan NH,OH:lla, joka

neutraloi sorbentin tehokkaasti. Saannot EMPA:lle ja PMPA:lle olivat samaa

luokkaa sek& ammoniumasetaatilla, ettd ammoniumhydroksidilla. Asetaatti-

ionien kayttd eluoinnissa oli tehokasta yhdenarvoisten happojen kohdalla,

mutta teho ei riittdnyt polaarisemman MPA:n eluointiin. Hapan metanoli so-

veltui ainoastaan DMMP:n eluointiin. Tama perustunee DMMP:n vahaisem-

paan polaarisuuteen.
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Optimaaliset mallikemikaalien uutto-olosuhteet saavutettiin, kun sorbentti
kunnostettin 1 ml:lla metanolia, tasapainotettin 1 ml:lla 50 mM NH,Ac:a ja
eluoitiin 1 ml:lla 1 %:sta NH,OH:a MeOH/H,O -liuoksessa (1/1). Naissa olo-
suhteissa kaytettyjen organofosforinappojen saanto-%:t olivat hyvaksyttaval-
I& tasolla ja olosuhteet otettiin kayttoon LC-SPE -testeissa.

6.5 Nestekromatografiset olosuhteet

Nestekromatografisten olosuhteiden optimointi on tarkedad seosnaytteen
komponenttien erottamiseksi. Yhdisteiden tulee erottua riittavasti toisistaan,
jotta ne voidaan poimia naytteenkerdysyksikon naytesilmukoihin testien
my6hemmassa vaiheessa (luku 6.7). Optimaalisissa olosuhteissa piikit eluoi-
tuvat teravind eikd paallekkaisyytta esiinny. Myohemmissa testeissa kaytet-
tavan naytteenkeraysyksikén silmukoiden tilavuus on 250 pl. Yhden silmu-
kan tayttymiseen virtausnopeudella 1 ml/min kuluu noin 15 s. Eluoituva yh-
diste saadaan poimittua naytesilmukkaan kokonaisuudessaan, kun piikin
pohjanleveys on korkeintaan 15 s ja kahden perékkaisen piikin huipun véli-

nen etaisyys on vahintaan 15 s.

6.5.1 Suoritus

Nestekromatografiset olosuhteet optimoitiin kayttden pienille polaarisille yh-
disteille tarkoitettua ATLANTIS T3 -kaanteisfaasikolonnia. Testit suoritettiin
testaamalla kolmea eri ajoliuosyhdistelmaa useissa eri seossuhteissa. Tar-
koituksena oli 16ytadd mallikemikaalien kromatografiselle erottumiselle edulli-
nen pH ja retentio stationdérifaasiin LC-SPE -menetelmén testausta varten.
Kaytettavien fosfonihappojen pK,-arvot ovat noin 2, jolloin neutraaleissa olo-
suhteissa ne ovat anionisessa muodossaan. Testit suoritettiin kolonnin sta-
biililla pH-alueella 2 - 8. Talla pH-alueella yhdisteitd ei voitu saada taysin

neutraaliin muotoon.

Testeissa kaytettiin jatkuva virtaus -menetelmaa (luku 6.3.1) ja 1D 'H-*'P
HSQC-tekniikkaa. Kaikki ajot suoritettiin isokraattisina muuttaen ajoliuoksen
komponenttien suhdetta seuraavasti: 60/40, 65/35, 70/30, 75/25, 80/20.
Naytteena kaytettin MPA:n, EMPA:n, DMMP:n ja PMPA:n 1,0 mg/ml| seos-
vesiliuosta ja injektiotilavuutta 50 pl. Testatut olosuhteet on kuvattu taulu-

kossa 9.
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Taulukko 9. Nestekromatografisten olosuhteiden testauksessa kaytetyt olosuhteet

Ajoliuosyhdistelméa Virtausnopeus pH
Testi 1. 0,1% HCOOH/ACN 1 ml/min 2,5
Testi 2. H>O/ACN 1 ml/min neutraali
Testi 3. 10 mM asetaattipuskuri/ACN 1 ml/min 4.5

Viiveaika ty NMR maéaritettiin varsinaisten testien yhteydessa kromatografis-
ten parametrien maaritysta varten. Viiveaika maaritettiin LC-NMR -grammin
perusteella kayttaen testeisséd saatua MPA:n lyhintd NMR-retentioaikaa, joka
oli 131 s.

6.5.2 Tulokset

Mallikemikaalien nestekromatografista erottumista tutkittin LC-NMR -
grammeista parametrien retentiotekija (k) ja erotustekija (a) avulla. Reten-
tiotekijd maaritettiin kaavalla 7 ja erotustekija kaavalla 8. Optimaalisissa olo-
suhteissa retentiotekija on yli 1. Mitd suurempi erotustekija on, sen parem-

min yhdisteet erottuvat toisistaan.
Testi 1

Tulokset ajo-olosuhteille isokraattinen 0,1% HCOOH/ACN on esitetty taulu-
kossa 10. Taulukkoon on koottu kunkin yhdisteen NMR-retentioajat kayte-
tyissa olosuhteissa sekd viiveajan perusteella lasketut todelliset NMR-
retentioajat. Erotustekijat on laskettu kahdelle perékkéin eluoituvalle yhdis-

teelle.



Taulukko 10. LC-NMR -grammien perusteella maaritetyt nestekromatografiset pa-
rametrit mallikemikaaleille MPA, EMPA, DMMP ja PMPA: testit suoritettiin olosuh-

50

teissa isokraattinen 0,1% HCOOH/ACN (1 ml/min) injektiotilavuudessa 50 pl. Todel-
linen retentioaika (NMR) maaéritettiin viiveajan 131 s avulla, ja se kuvaa aikaa, jonka

yhdiste viettda stationdérifaasissa. Retentiotekija laskettiin todellisen NMR-

retentioajan perusteella ja se kuvaa yhdisteen pidattymista kolonnin stationaarifaa-
siin. Taulukossa erotustekijat on laskettu kahdelle vierekkaiselle piikille; esimerkiksi

MPA:n ja EMPA:n erotustekija on 3,33, kun kaytettavien ajoliuoskomponenttien

suhde on 60/40.

pH=25 tr NMR (s) t'r NMR (s)
60/40 MPA 137 6 0,05
EMPA 151 20 0,2 3,33
DMMP 165 34 0,3 1,70
PMPA 231 100 0,8 2,94
65/35 MPA 143 12 0,1
EMPA 157 26 0,2 2,17
DMMP 177 46 0,4 1,77
PMPA 281 150 1,2 3,26
70/30 MPA 143 12 0,1
EMPA 163 32 0,2 2,67
DMMP 179 48 0,4 1,50
PMPA 343 212 1,6 4,42
75125 MPA 143 12 0,1
EMPA 167 36 0,3 3,00
DMMP 183 52 0,4 1,44
PMPA 479 348 2,7 6,69
80/20 MPA 145 14 0,1
EMPA 175 44 0,3 3,14
DMMP 187 56 0,4 1,27
PMPA

Tulosten perusteella nahdaan, etta MPA:n, EMPA:n ja DMMP:n pidattymi-

nen stationdarifaasiin on vahaista. Ainoastaan PMPA:n retentiotekija on op-

timaalisella tasolla. Kun veden osuutta ajoliuoksessa lisatdan, PMPA:n re-

tentio stationaarifaasiin kasvaa. Muiden yhdisteiden osalta erot eri ajoliuos-

suhteilla ovat vahaisia. Yhdisteet kuitenkin erottuvat toisistaan jonkin verran.

Erotustekijat ovat pienimmat kaikilla ajoliuossuhteilla EMPA:lla ja DMMP:lla.

Kuva 23 havainnollistaa tilannetta. Kuvan LC-NMR -grammi on mitattu kay-

tetyissd olosuhteissa ja siihen on merkitty kunkin yhdisteen NMR-

retentioaika eli piikin huippukohta.
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LC-gram., 1D HP HSQC: I77HTK27 (lmg/ml MPA, EMPA, PMPA, DMMP)
in CH3CN+H20; 080331-7521, 65/35 0.1% HCOOH/ACN, 1 ml/min
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Kuva 23. LC-NMR -grammi (1D 'H-*'P HSQC) MPA:n, EMPA:n, DMMP:n ja
PMPA:n seosvesindytteestd: kromatografinen erotus suoritettiin olosuhteissa iso-
kraattinen 0,1% HCOOH/ACN (65/35), 1 ml/min. Kuvaan on merkitty yhdisteiden
NMR-retentioajat, jotka on maaritetty piikkien huippukohdasta.

Kuvasta havaitaan, etta pienimmat fosfonihapot MPA ja EMPA eluoituvat te-
ravimmin. DMMP:n signaali valuu pitkalle ja piikin pohjaviivan leveys on vyli
100 s. Myds PMPA hantii jonkin verran. Piikkien leveneminen saattaa liittya
yhdisteiden molekyylirakenteiden valisiin eroihin. PMPA:lla on seka polaaris-
ta ettd poolitonta luonnetta. Yhdisteella on mallikemikaalien pisin hiiliketju,
joka mahdollistaa retention poolittomaan C18-faasiin. DMMP:n polaarisuus
on vahaisempaa kuin muiden yhdisteiden. Sill& voi kuitenkin olla poolittomia
vuorovaikutuksia, jotka lienevat kuitenkin vahéaiset. Piikkien levenemiseen
vaikuttavat osaltaan pitkittédinen diffuusio ja kolonnin kunto. Nama vaikutuk-
set ovat luonnollisesti vahaisimmat yhdisteilld, joiden retentio stationdarifaa-

siin on huono.
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Testi 2

Tulokset olosuhteille isokraattinen H,O/ACN on esitetty taulukossa 11.

Taulukko 11. LC-NMR -grammien perusteella lasketut kromatografiset parametrit
ajo-olosuhteissa isokraattinen H,O/ACN, 1 mi/min

H=
ﬁeutraali tr NMR (s) t'r NMR (s) k a
60/40 MPA 135 4 0,0

EMPA 145 14 0,1 3,50

DMMP 159 28 0,2 2,00

PMPA 215 84 0,6 3,00
65/35 MPA 139 8 0,1

EMPA 149 18 0,1 2,25

DMMP 169 38 0,3 2,11

PMPA 241 110 0,8 2,89
70/30 MPA 139 8 0,1

EMPA 151 20 0,2 2,50

DMMP 177 46 0,4 2,30

PMPA 309 178 14 3,87
75125 MPA 143 12 0,1

EMPA 159 28 0,2 2,33

DMMP 183 52 04 1,86

PMPA 373 242 1,9 4,65
80/20 MPA 145 14 0,1

EMPA 169 38 0,3 2,71

DMMP 187 56 04 1,47

PMPA 517 386 3,0 6,89

Taulukon perusteella retentiotekijdissa tai erotustekijoissa ei havaita suuria
muutoksia verrattuna edellisiin testeihin. Retentio stationaérifaasiin on kui-
tenkin hieman vahaisempééa kaikilla yhdisteilla. Neutraalissa pH:ssa fos-
fonihapot ovat anionisessa muodossaan. lonisoituneen molekyylin retentio
station&arifaasiin on todennakoéisesti vahaisempaa kuin neutraalin, polaari-
sen molekyylin. Kuva 24 havainnollistaa tilannetta. LC-NMR -grammi on mi-

tattu kaytetyissa olosuhteissa ajoliuoksen komponenttien suhteella 60/40.
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LC—gram., 1D HP HSQC: I77HTK27 (lmg/ml MPA, EMPA, PMPA, DMMP)
in CH3CN+H20; 080402-7535, 60/40 H20/ACN, 1 ml/min
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Kuva 24. LC-NMR -grammi (1D *H-*'P HSQC) olosuhteissa isokraattinen H,O/ACN
(60/40), 1 ml/min: grammiin on merkitty yhdisteiden NMR-retentioajat piikkien huip-
pukohdissa.

Kuvasta havaitaan, etta LC-NMR -grammin laatu on heikentynyt olennaisesti
verrattuna testiin 1. EMPA:n signaali on pirstaloitunut ja piikki on hyvin levea.
Grammi on epaselvd ja EMPA:n NMR-retentioajan maaritys vaikeaa. LC-
NMR -grammin laadun on oltava hyva, jotta piikin poiminta-aikojen maaritys

mydhemmissa testeissa olisi mahdollista.



54

Testi 3

Tulokset olosuhteissa 10 mM asetaattipuskuri/ACN on kuvattu taulukossa
12.

Taulukko 12. LC-NMR -grammien perusteella lasketut kromatografiset parametrit
olosuhteissa 10 mM asetaattipuskuri/ACN, 1ml/min

pH=45 tr NMR (s) t'r NMR (s) k a
60/40 MPA 139 8 0,1
EMPA 149 18 0,1 2,25
DMMP 169 38 0,3 2,11
PMPA 167 36 0,3 1,06
65/35 MPA 141 10 0,1
EMPA 153 22 0,2 2,20
DMMP 179 48 0,4 2,18
PMPA 173 42 0,3 1,14
70/30 MPA 145 14 0,1
EMPA 155 24 0,2 1,71
DMMP 183 52 0,4 2,17
PMPA 179 48 0,4 1,08
75/25 MPA 141 10 0,1
EMPA 151 20 0,2 2,00
DMMP 183 26 0,4 2,60
PMPA 191 60 0,5 1,15
80/20 MPA 143 12 0,1
EMPA 153 22 0,2 1,83
DMMP 187 56 0,4 2,55
PMPA 209 78 0,6 1,39

Taulukosta havaitaan, ettd PMPA:n retentioajat ovat selvasti huonommat
kuin happamissa ja neutraaleissa olosuhteissa tehdyissa testeissa ja yhdiste
erottuu huonommin DMMP:sta kuin aikaisemmissa testeissa. Erottuminen
paranee hiukan korkeassa vesipitoisuudessa. MPA:n ja EMPA:n erotusteki-
jat ovat naissa testeissa huonommat kuin testeissa 1 ja 2. Kuva 25 havain-

nollistaa tilannetta.
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LC—gram., 1D HP HSQC: I77HTK27 (lmg/ml MPA, EMPA, PMPA, DMMP)
in CH3CN+H20; 080404-7548, 65/35 10 mM Acetic buffer/ACN, 1 ml/min
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Kuva 25. LC-NMR -grammi (1D *H-*'P HSQC) mallikemikaalien 1 mg/ml seosvesi-
naytteesta ajo-olosuhteissa 10 mM ammoniumasetaattipuskuri/ACN (65/35), 1
ml/min.

Kuvasta havaitaan PMPA:n signaalin voimakas venyminen. DMMP:n sig-
naali nakyy LC-NMR -grammissa huonosti ja yhdiste eluoituu paallekkain
PMPA:n kanssa. MPA:n ja EMPA:n signaalit nayttavat jakaantuneen kah-
teen osaan. Tama vaikeutti NMR-retentioaikojen maaritysta. On mahdollista,
ettd osa ionisoituneista fosfonihappo-molekyyleistd on muodostanut ionipa-
reja ajoliuoksen ammoniumionien kanssa. Tama havaitaan grammissa piikin

jakaantumisena.

Nestekromatografisten olosuhteiden optimointitulosten perusteella parhaim-
mat olosuhteet mallikemikaalien MPA, EMPA, DMMP ja PMPA erotukseen
seosnaytteestd saavutettiin, kun ajoliuoksena kaytettin hapanta 0,1%
HCOOH/ACN -yhdistelmaa.
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Arvioimalla tuloksia ja LC-NMR —grammien laatua ajoliuoksen eri kompo-
nenttisuhteilla paadyttiin valitsemaan jatkotesteihin ajoliuos, jossa muura-
haishapon ja asetonitriilin seossuhde on 70/30.

6.6 Fraktion siirron optimointi

Mallikemikaalien siirto naytesilmukoista SPE-patruunaan optimoitiin maarit-
tamalla systeemiaika, joka kului yhden naytefraktion siirtdmiseen naytteen-
keraysyksikon naytesilmukasta SPE-patruunaan kokonaisuudessaan. Siirto-
vaihe optimoitiin LC-SPE -menetelmén testausta varten. Testeissé kaytettiin
nestekromatografia naytteenkeraysyksikolla yhdistettyna SPE-systeemiin
(kuva 20). Indikoivana yhdisteena kaytettiin UV-aktiivista metyyliviolettia ja
injektiotilavuutta 50 pl. Siirrossa kaytettiin ajoliuoksena UHQ-vetta. Fraktion
siirtoa testattin SPE-testein mallikemikaaleilla MPA, EMPA, DMMP ja
PMPA. Testeissa kaytettiin optimoituja nestekromatografisia olosuhteita. Uu-
tossa kaytettiin pienta patruunaformaattia (Prospekt) ja aikaisemmin optimoi-
tuja olosuhteita (luku 6.4). Eluoinnissa kaytettiin deuteroitua liuosta (1%
NH,OH MeOHd,/D,0O (1/1)) NMR-naytteiden valmistuksen helpottamiseksi
(lukkoydin 2H). Mittaukset suoritettiin iiman kolonnia ja ndytteiden pitoisuudet
maaritettin NMR-spektrometrilla kayttden 1.7 mm:n mikronayteyksikkoa ja
1D *H-*'P HSQC NMR -spektreja.

6.6.1 Siirtoaika

Metyylivioletin UV-retentioajaksi stabiileissa olosuhteissa maaritettiin 0,38
min. Retentioaikaa kaytettiin metyylivioletin piikin poimintaan ja 5 perattaista
injektiota poimittiin peréattaisiin naytesilmukoihin. TAman jalkeen maaritettiin
keskimaéardinen aika, joka kuluu metyylivioletti-fraktion siirtimiseen nay-
tesilmukasta siirtokapillaarin pddhan, eli kaytdnndssa SPE-patruunan alku-
paahan. Siirto kaynnistettiin nestekromatografin ohjelmistolla ja ajanotto aloi-
tettiin samalla kayttden sekuntikelloa. Kun varillinen metyyliviolettifraktio
saapui kapillaarin paahan, ajanotto pysaytettiin. Viiden siirron keskiarvona

siirtoajaksi saatiin 11 s.
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Naytesilmukan laskennallinen tayttyminen/tyhjentyminen tilavuudessa 250 pl
kestaa noin 15 s virtausnopeudella 1 ml/min. Siirtoaikaan lisattiin 2 s silmu-
kan tyhjentymisen varmistamiseksi. Fraktion siirtdmiseen naytesilmukasta

SPE-patruunaan kului siis kokonaisuudessaan 17 s + 11 s =28 s.

6.6.2 SPE-testit

Fraktion siirtoa testattiin kullekin mallikemikaalille erikseen. Yhdisteille val-
mistettiin omat 1 mg/ml liuokset 0,1% HCOOH/ACN -liuokseen (70/30). Kus-
sakin testissa nayteliuosta injektoitiin 50 pl nestekromatografin injektoriin ja
siirrettiin naytesilmukkaan metyylivioletin poiminta-ajalla 0,38 min.

Fraktion siirtoa testattiin suorittamalla kolme rinnakkaismaaritysta/yhdiste.
Prospekt-patruunat kunnostettiin ennen testien suoritusta kayttaen erillista
LC-pumppua. Kunnostuksessa patruunaan ohjattiin automatisoidusti me-
tanolia 1 minuutin ajan ja 50 mM NH,Ac:a 2 minuutin ajan virtausnopeudella
1 ml/min. Nestekromatografin mittausparametreihin tallennettiin siirtoaika 28
s ja fraktio siirrettiin néytteenkeraysyksikdsta kunnostettuun sorbenttiin oh-
jaamalla naytevirtaus patruunaan 17 s:n ajan. Siirron jalkeen adapteri irrotet-
tiin systeemista ja Kiinnitettiin statiivin kouraan. SPE-patruunan adapterin
ylapaahan kiinnitettiin typpikaasulinja ja sorbentti kuivattiin noin 1,5 bar:in
paineessa muutaman sekunnin ajan. Taman jalkeen adapteri kaannettiin
ylsalaisin (virtaussuunnan vastaisesti) ja sorbenttiin siirretty yhdiste uutettiin
50 pl:lla eluenttia. Sorbentti kuivattiin edelld kuvatulla tavalla ja uute keréttiin
talteen kapeakaulaiseen mikronaytepulloon. Uutteiden tilavuudet mitattiin
Hamilton-ruiskulla ja naytteista valmistettiin 30 pl:n NMR-naytteet 1.7 mm:n
NMR-putkiin. Naytteille valmistettiin omat referenssinaytteet siirtimalla 20 pl
kantaliuosta ja 10 pl D,O:a 1.7 mm:n NMR-putkeen. Saantokokeiden tulok-

set mittausparametreineen on esitetty taulukossa 13.
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Taulukko 13. Fraktion siirron testaus mallikemikaaleille MPA, EMPA, DMMP ja
PMPA injektiotilavuudessa 50 pl: taulukkoon on koottu pitoisuusmaaritykseen kayte-
tyt mittausparametrit. Injektoidun naytteen analyyttimassa oli 50 pug. Tilavuudella tar-
koitetaan uutetun naytteen lopullista tilavuutta. Konsentraatio kuvaa analyytin kon-
sentraatiota uutteen tilavuudessa ja saantoprosentti analyytin massaa uutetussa
naytteessa suhteessa injektoituun analyyttimassaan.

Analyytti V() Ihavaittu Ikorjattu ¢ (pg/ph) Saanto-%

MPA 42 0,3961 0,3982 0,29 24
MPA 42 1,3176 1,3312 0,97 81
MPA 40 1,2245 1,2383 0,92 74
EMPA 43 1,6583 1,6651 1,24 107
EMPA 42 1,7283 1,7354 1,27 107
EMPA 41 1,8020 1,8094 1,32 108
DMMP 43 0,0122 0,0122 0,01 1
DMMP 38 0,0121 0,0121 0,01 1
DMMP 40 0,0167 0,0167 0,01 1
PMPA 43 1,3524 1,3580 1,01 87
PMPA 42 1,4410 1,4461 1,08 91
PMPA 40 1,4331 1,4390 1,07 85

Taulukosta havaitaan, ettd fraktion siirto naytteenkeraysyksikosta SPE-

patruunaan onnistui hyvin fosfonihappojen osalta. Parhaimmat saannot saa-
tiin EMPA:lla, jonka saanto-%:t olivat yli 100%. PMPA:n ja MPA:n saannot

olivat hiukan huonommat, mutta kuitenkin hyvaksyttavalla tasolla. MPA:n al-

hainen saanto ensimmaisessa siirtokokeessa (24%) selittynee mittauskoh-

taisena nestekromatografin toiminnan hairiona. Jo ikdantyneen laitteiston

venttiilijarjestelma osoitti aika ajoin toimintansa epavakauden. Esimerkki-
spektrit (1D *H-3'P HSQC) kullekin analyytille on esitetty kuvassa 26. Ku-

vaan on merkitty pitoisuusmaaritykseen kaytetyt metyyliryhmien protonien H,

resonanssit. Signaalit on levitetty spektriin.
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Kuva 26. 500 MHz:n 1D *H-*'P HSQC-spektrit 1 mg/ml MPA:n, EMPA:n, DMMP:n ja
PMPA:n 0,1% HCOOH/ACN-liuoksesta (70/30): fraktion siirto naytesilmukasta sor-
benttiin testattiin kullekin mallikemikaalille erikseen injektiotilavuudessa 50 pl ja pi-
toisuudessa 1 mg/ml kolmena rinnakkaisena méarityksena. Kuvassa on esitetty
esimerkkispektri kunkin yhdisteen mittaussarjasta. Kvantitointiin kéytetyt mallikemi-
kaalien H,-resonanssit on merkitty kuvaan.
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6.7 LC-SPE -testit

Mallikemikaalien piikin poiminta-ajat maaritettin LC-SPE -menetelman tes-
tausta varten. Koska yhdisteet eivat ole UV-aktiivisia tai aktiivisuus on hyvin
vahaista, ei nestekromatografin UV-detektoria voitu kayttaa piikin poiminta-
aikojen maaritykseen. Tdman vuoksi poiminta-aikojen maarityksessa kaytet-
tin NMR-spektrometri&d nestekromatografin detektorina ja mittauksissa LC-
NMR —sovelluksia sekd 1D *H-*'P HSQC -tekniikkaa.

6.7.1 PMPA:n piikin poiminta-aika

Ennen piikin poiminta-aikojen maaritysta tutkittiin nestekromatografisen erot-
tumisen toistettavuus ajamalla useita LC-NMR —ajoja ja tutkimalla LC-NMR —
grammeista yhdisteiden NMR-retentioaikoja. Lukuisista yrityksista huolimatta
PMPA:n NMR-retentioajasta ei saatu toistettavaa. Tutkittaessa mitattuja LC-
NMR -grammeja havaittiin, ettd PMPA:n retentioajan vaihtelu on jatkuvaa,
kun taas pienempien organofosforiyhdisteiden kromatografinen erottuminen
on riittavan toistettavaa. Syyksi PMPA:n NMR-retentioajan vaihteluun epail-
tin jo ikaantyneen HPLC-laitteen heikentynytta toimintaa. Isokraattisessa
ajossa kahden tai useamman kaytetyn ajoliuoksen komponentin tulee sekoit-
tua pumpun sekoituskammiossa niin hyvin, etta ajoliuoksen koostumus séi-
lyy muuttumattomana koko ajon ajan. Ajoliuoskoostumuksen muuttuminen
vaikuttaa suoraan yhdisteen kromatografiaan. Vahaisen retentionsa vuoksi
pienet mallikemikaalit MPA, EMPA ja DMMP eluoituvat lahes samanaikai-
sesti liuotinpiikin kanssa, jolloin ajoliuoksen homogeenisuudella ei ole mer-
kittdvaa vaikutusta naiden yhdisteiden kromatografiseen erottumiseen. Sen
sijaan myohdan eluoituvalla PMPA:lla retentio stationdarifaasiin on paljon

suurempi, jolloin ajoliuoksen homogeenisuuden merkitys korostuu.

Tutkimalla seosnéaytteiden kromatogrammeja ja vertaamalla niitd LC-NMR -
grammeihin havaittiin kromatogrammien pohjaviivassa pieni piikki niilla poi-
minta-ajoilla, joilla PMPA:n naytefraktion poiminta naytesilmukkaan oli onnis-
tunut. Piikin paikka kromatogrammissa vaihteli suhteessa PMPA:n NMR-
retentioaikaan. Havainnot olivat sd&dnnénmukaisia ja pienen piikin epailtiin

aiheutuvan PMPA:n heikosta UV-absorbtiosta.
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Pumpun vaikutus kromatografiseen erottumiseen eliminoitiin valmistamalla
valmiiksi sekoitettu eluenttiyhdistelma kayttden 0,1% HCOOH:n D,O-liuosta
ja ACN:a seossuhteessa 70/30. Kromatografisten olosuhteiden stabiilius
varmistettiin ajamalla useita perattéisia ajoja seosnaytetté kolonniin ja tutki-
malla pienen piikin retentioaikaa kromatogrammien perusteella. Kun piikin
retentioaika saatiin toistettavaksi, tdssa vaiheessa vielda tuntematon yhdiste
eluoitui retentioajalla 5,07 min. Myohemmissa testeissa piikki varmistui
PMPA:n piikiksi.

PMPA:n UV-retentioajan maaritysta havainnollistava kromatogrammien sarja
on esitetty kuvassa 27. Kuvan vasen puoli edustaa tilannetta, jossa kroma-
togrammit on ajettu olosuhteissa, joissa ajoliuoksen komponenttien sekoitus
tapahtui pumpun sekoituskammiossa. Oikean puolen kromatogrammeissa
seosnaytteen kromatogrammit on ajettu valmiiksi sekoitetulla eluenttiyhdis-
telmalla pumpun vaikutuksen eliminoimiseksi. Viiva, joka leikkaa kromato-
grammit, osoittaa kulloinkin kdytetyn PMPA:n piikin poiminta-ajan. PMPA:n
piikin retentioajat on merkitty kuvaan. Kuvasta havaitaan selvasti, kuinka
PMPA:n retentioaika muuttuu, kun eluenttiyhdistelman komponentit sekoite-
taan pumpun sekoituskammiossa. Erotus poiminta-ajan ja piikin huippukoh-
dan valilla on naissa olosuhteissa enimmillaan noin 42 s. Kun poimittavan
alueen pituus on 15 s, on selvad, etta yhdistettd ei pystytty poimimaan sil-
mukkaan kaytetylla poiminta-ajalla 5,20 min. Kuvassa oikealla esitetyissa
kromatogrammeissa kaytetty piikin poiminta-aika oli 5,07 min, jolloin ero
PMPA:n piikin huippukohdan ja poiminta-ajan valilla on enimmillaan 2 s. Ero
on riittavan pieni toistettavaan piikin poimintaan; kahden sekunnin vaihtelu ei
vaikuta merkittavasti analyytin takaisinsaanto-%:in. LC-SPE —testeja varten
PMPA:n piikin poiminta-ajaksi valittiin onnistuneiden testien perusteella 5,07

min.
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Kuva 27. Kromatografisten olosuhteiden vaikutus mydhemmin eluoituvan PMPA:n
retentioaikaan: kuvissa A - C on kaytetty pumpun sekoittamaa eluenttiyhdistelmaa.
Peréattaisissa ajoissa pienen piikin retentioaika muuttuu merkittavasti piikin poimintaa
ajatellen. Kuvissa D - F on kaytetty valmiiksi sekoitettua eluenttiyhdistelmaa. Talléin
PMPA:n retentioaika on riittavan toistettava piikin poimintaa varten. Pystyviiva leik-
kaa kromatogrammit piikin poiminta-ajan kohdalla. PMPA:n retentioajat on merkitty
kuvaan. Ero kromatogrammeja leikkaavan viivan ja piikin huippukohdan valilla ha-
vainnollistaa piikin poiminnan tarkkuutta.
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6.7.2 MPA:n, EMPA:n ja DMMP:n piikin poiminta-ajat

Piikin poiminta-aikojen maarityksessa havaittiin toinenkin maaritysta vaikeut-
tava ongelma. Mitatuissa LC-NMR -grammeissa havaittiin erotuskyvyn hei-
kentyminen; varsinkin MPA:n ja PMPA:n signhaalit nakyivat vain osittain.
Nestekromatografisten olosuhteiden optimoinnin yhteydessa mitatuissa LC-
grammeissa laatu oli selvasti parempi (luku 6.5.). Tilannetta havainnollistaa
kuva 28, jossa on esitetty kaksi LC-NMR -grammia. Kuvassa vasemmanpuo-
leinen grammi on uudempi ja siin& eluentin vesikomponentissa on kaytetty
D,0O:a. Oikeanpuoleinen grammi on mitattu vastaavissa olosuhteissa, mutta
siind ajoliuoksen vesikomponentti on deuteroimaton. NAma mittaukset suori-

tettiin kayttden pumppua ajoliuoksen komponenttien sekoitukseen.

pC: L103ME63 (Img/nl M2A, EMPA, DKPA, DMMP)
0818-8550, 70/30 0.1% HCOOH/ASN, Tml/mn

1YETE2Y (Tmg/ml MPA, EMPA, PWPA, DMMP)
socral 70/30 0.1% MCOON/ACN, 1 ml/min

sec - sec -

340+ 340+

320 T 3204

) PMPA
300 ’ 3004
280 . 280

260 260

240+ 240 -
220+ 2204 pMMP
200+ 200+
180+ 180

160+ 160+

140+ 140+

T
1.7 1.6 1.5 1.4 ppm 1.3 1.2 1.1 1.0 0.9 0.8 ppm

Kuva 28. LC-NMR -grammit (1D *H-*P HSQC) ajo-olosuhteissa 0,1% HCOOH D,O-
liuoksessa/ACN (70/30) 1 ml/min (vasen) ja 0,1% HCOOH/ACN (70/30) 1 ml/min
(oikea): ajo-olosuhteet eroavat ainoastaan eluentin osalta, joka vasemmanpuolei-
sessa LC-grammissa on deuteroitu. NMR-retentioajat vasemman puolen grammissa
ovat 157 s (MPA), 173 s (EMPA), 185 s (DMMP) ja 353 s (PMPA). Oikean puolen
grammissa NMR-retentioajat ovat 142 s (MPA), 153 s (EMPA), 185 s (DMMP) ja
327 s (PMPA).
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Kuvasta havaitaan, ettd uudemmassa LC-NMR -grammissa (vasen) signaalit
nakyvat vain osittain. TAma vaikeutti NMR-retentioaikojen méaaritysta huo-
mattavasti. Vanhemmassa grammissa (oikea) signaalit sen sijaan nékyvat
hyvin ja piikit eluoituvat teravammin. Osittain n&kyvat signaalit voivat johtua
magneettikent&n epadhomogeenisuuksista, jotka syntyvat kun analyyttifraktiot
saapuvat NMR-spektrometrin virtausnaytekyvetin aktiiviselle alueelle. Talldin
osa signaalista voidaan menettdd. Magneettikentté oli viritetty optimaaliseksi
deuteroitua ajoliuosta kayttden, joten nayteliuottimena kaytetty vesi saattoi
pilata virityksen saapuessaan kyvettiin. Deuteroidun vesikomponentin kaytto
ajoliuoksessa saattoi osaltaan vaikuttaa yhdisteiden kromatografiseen erot-

tumiseen.

Testien suoritusta varten arvioitiin systeemiaika, joka kuluu naytteen etene-
miseen UV-detektorilta NMR-detektorille. Systeemiaika maaritettiin virtaus-
nopeudelle 1 ml/min. Systeemiajan méaarityksessa kaytettiin indikoivana yh-
disteena UV-aktiivista trimetoksibentseenia (5 mg/ml), jolla on UV-absorption
maksimi aallonpituudella 280 nm. Systeemiaika maaritettiin kolmena rinnak-
kaisena LC-NMR -ajona (jatkuva virtaus: *H NMR). Ajoparametrit on esitetty
luvussa 6.3.1. Taulukon 4 tiedoista poiketen kokeessa kaytettiin lukkoytime-
na deuteriumia. Ajot suoritettin nestekromatografisissa olosuhteissa 40/60
D,O/ACN ja injektiotilavuudessa 50 pl. LC-NMR -grammien perusteella maa-
ritettiin trimetoksibentseenin NMR-retentioaika ja kromatogrammien perus-
teella yhdisteen UV-retentioaika. Systeemiaika laskettiin edellisten erotukse-
na (tNMR - t,UV) ja kolmen mittauksen keskiarvoksi saatiin 26 s.

Pienten organofosforiyhdisteiden MPA, EMPA ja DMMP piikkien poiminta-
ajat maaritettin kerddmalla naytteenkerdysyksikkdon joukko fraktioita eri
poiminta-ajoilla. Poiminta-aikojen maarityksessa kaytettin apuna vanhem-
paa LC-NMR —grammia ja maaritettyd systeemiaikaa UV-detektorilta NMR-
detektorille (26 s). LC-NMR —grammista arvioitin yhdisteiden NMR-
retentioajat, joista vahennettiin 26 s. Nain arvioidut poiminta-ajat asetettiin

nestekromatografin ohjelmistoon piikin poimintaa varten.
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Kussakin testissa nestekromatografisesti erotetut yhdisteet poimittiin asete-
tuilla poiminta-ajoilla naytteenkeraysyksikon naytesilmukoihin. Silmukoiden
analyyttisisallot tutkittin ohjaamalla fraktioita yksitellen NMR-spektrometrin
virtausnaytekyvettiin ja ajamalla fraktioista spektrit (mittausparametrit on ku-
vattu taulukossa 5). Kustakin ajetusta spektristé tutkittiin mité yhdistetta frak-
tio sisalsi ja kuinka paljon kayttaen 1D *H-3'P HSQC -spektreja. Tarkkaa pi-
toisuusmaaritysta ei kuitenkaan tehty. Analyyttien integraaleja verrattiin kun-
kin testisarjan suurimman intensiteetin omaavaan resonanssiviivaan. Talla
perusteella saatiin tietoa piikin poiminta-ajan tarkkuudesta. Poiminta-aikoja
optimoitiin tulosten perusteella edelleen toistamalla testit korjatuilla poiminta-
ajoilla. Nain toimien saatiin maaritettyd yhdisteille optimaaliset piikin poimin-
ta-ajat. MPA:lle mé&aritettiin poiminta-aika 1,72 min. EMPA ja DMMP eluoitu-
vat samassa fraktiossa ja niille méaaritettiin poiminta-aika 2,41 min. Nailla
poiminta-ajoilla saatiin toistettavuudeltaan riittavia tuloksia ja niita kaytettiin
LC-SPE —testeissa. Esimerkkispektrit piikin poiminta-aikojen maarityksesta
on esitetty kuvassa 29.
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Kuva 29. 500 MHz:n 1D *H-*'P HSQC-spektrit (LC-NMR: naytteenkeraysyksikko)
mallikemikaalien MPA, EMPA, DMMP ja PMPA 1mg/ml seosvesinaytteesta: Spekt-
reja hyddynnettiin MPA:n, EMPA:n ja DMMP:n piikin poiminta-aikojen méaaritykses-
sd. Intensiivisin fraktio (DMMP) saatiin poiminta-ajalla 2,43 min ja samassa fraktios-
sa eluoitui suurin osa EMPA:sta. DMMP:n H,-protonien dublettia kdytettiin muiden
spektrien resonanssiviivojen integraalien suuruuksien arviointiin. Suurin osa MPA:n
fraktiosta eluoituu kaytetylla poiminta-ajalla 1,68 min. Tarkkaa kvatitointia ei tehty.
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6.7.3 LC-SPE -menetelméan testaus

LC-SPE -testien tarkoitus oli tutkia menetelméan toimivuus mallikemikaalien
selektiiviseen konsentrointiin kayttaen NMR-spektrometria naytteiden kvanti-
toinnissa. Naytteiden rikastusmahdollisuudet tutkittiin LC-SPE -testein, joissa
useita nestekromatografisesti eroteltuja analyyttifraktioita siirrettin samaan
patruunaan eluointitilavuuden séilyessd samana. Yhdisteiden takaisinsaan-
not maaritettin NMR-spektrometrin 1.7 mm:n mikronayteyksikolla. Testit
suoritettiin optimoiduissa nestekromatografisissa olosuhteissa kayttéen in-
jektiotilavuutta 50 pl. Ajoliuoksessa kaytettiin deuteroitua vesikomponenttia.
Uuton vaiheet suoritettiin optimoiduissa olosuhteissa ja pienella pat-
ruunaformaatilla, kuten on kuvattu luvussa 6.6.2. Naytteend kaytettiin
MPA:n, EMPA:n, DMMP:n ja PMPA:n 1 mg/ml seosvesinaytetta.

LC-SPE -testien suorittamista varten injektoitiin kuusi perattaista 50 pl:n
seosvesindytettd kromatografin injektoriin. Seosnaytteet erotettin  kom-
ponenteikseen ja kerattiin naytesilmukoihin optimoiduilla poiminta-ajoilla
1,72 min (MPA), 2,41 min (EMPA, DMMP) ja 5,07 min (PMPA). Fraktiot siir-
rettiin kunnostettuihin patruunoihin kayttaen UHQ-vetta ajoliuoksena ja opti-
moitua siirtoaikaa 28 s, josta 17 s:n ajan virtaus ohjattiin kunnostettuun pat-
ruunaan. Siirtoja tehtiin 1 - 3 yhdistetta ja patruunaa kohden. Yhdisteet eluoi-
tiin ja uutteista valmistettiin NMR-néaytteet 1.7 mm:n NMR-putkiin. Naytteiden
pitoisuudet maaritettiin kayttaen 1D H-*'P HSQC -tekniikkaa ja referenssi-
nayteita, joiden valmistus on kuvattu luvussa 6.6.2. Testien tulokset on esi-

tetty taulukossa 14.
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Taulukko 14. LC-SPE -testien tulokset: testeissa siirrettiin 1 - 3 kromatografisesti
erotettua analyyttifraktiota/patruuna. Kromatografisessa erotuksessa kaytettiin injek-
tiotilavuutta 50 pl, jolloin SPE-patruunaan yhdella kertaa siirretty analyyttimassa oli
enintdan 50 pg. Pitoisuusmaaritys suoritettiin 1D H-3p HSQC -kokeiden perusteel-
la. Integraalit on korjattu kaavalla 5 ja konsentraatiot kaavalla 6. Tilavuus kuvaa uu-
tetun naytteen tilavuutta ja konsentraatio analyytin pitoisuutta uutteen tilavuudessa.
Saanto-% kuvaa takaisin saadun analyyttimassan suhdetta injektoituun analyytti-
massaan.

Injektoitu Poiminta-

m (ug) Analyytti | aika (min) V (W) | Ihavaitu Ikorjattu ¢ (ug/ul) Saanto-%
1 x50 MPA 1,72 42 0,6714 | 0,6789 0,49 41
2 x50 MPA 1,72 41 1,3159 | 1,3294 0,97 40
3 x50 MPA 1,72 42 2,1116 | 2,1334 1,50 42
1 x50 EMPA 2,41 42 0,9173 | 0,9211 0,64 54
2 x50 EMPA 2,41 41 2,1418 | 2,1506 1,52 62
3 x50 EMPA 2,41 44 3,3112 | 3,3230 2,30 67
1 x50 DMMP 2,41 42

2 x50 DMMP 2,41 41 0,0653 | 0,0653 0,05 2
3 x50 DMMP 2,41 44 0,0524 | 0,0524 0,04 1
1 x50 PMPA 5,07 42 0,8471 | 0,8501 0,57 48
2 x50 PMPA 5,07 42 1,5267 | 1,5330 1,05 44
3 x50 PMPA 5,07 42 2,1124 | 2,1199 1,45 41

Tulokset vaikuttivat lupaavilta MPA:n, EMPA:n ja PMPA:n osalta. Kuten ai-
kaisemmin on jo todettu, kaytetty sorbenttimateriaali ei sovellu dimetyylifos-
fonaatin (DMMP) konsentrointiin. Muiden yhdisteiden saannot sijoittuvat
40% - 67%:n vdlille. Sorbenttimateriaalin soveltuvuus naille fosfonihapoille
todennettiin kiinte&faasiuuton optimoinnin yhteydessa. Merkittavaa ennenai-
kaista eluoitumista ei ole havaittavissa; saantoprosentit eivat laske, kun suo-

ritetaan useita siirtoja perakkain.

Saantoprosentin pienuus johtuu suurelta osin yhdisteiden huonosta kroma-
tografiasta, jonka seurauksena nayterintamat levenevat eiké piikkeja saada
poimittua kokonaisina naytesilmukoihin. Saantoa tarkeampi parametri mene-
telmén kayttokelpoisuuden mittarina on kuitenkin konsentraatio, joka on suo-
raan verrannollinen NMR-signaalin intensiteettiin. Konsentraatio kasvaa, kun

suoritetaan useampia siirtoja/patruuna. Tilannetta havainnollistaa kuva 30.
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1D HP HSQC: I103MEG3S32 (LC-separation and loop transfer to SPE, 50 pg MPA, take at 1.72 min 1 ml/min,
loop transfer to SPE in H20 I ml/min, transfer time 28 s, 17 s to SPE, cartridge F5) in D20); 080826-8638

Ha (MPA)

10 9 § T b 5 4 3 2 1 0 ppn
1D HP HSQC: I103MEG3S35 (LC-separation and multitrapping to SPE, 2 x 50 pg MPR, take at 1.72 min I ml/min,
Loop transfer to SPE in A20 1 ml/min, transfer time 28 s, 17 s to SPE, cartridge F8) in D20); 080826-8647

1D HP HSQC: IL03MEG3538 (LC-separation and multitrapping to SPE, 3 x 50 pg VPR, take at 1.72 min 1 ml/min,
loop transfer in H20 Inl/min, transfer time to SPE 17 s, cartridge F11) in D20; 080826-8656

Kuva 30. 500 MHz:n 1D *H-*'P HSQC-spektrit metyylifosfonihaposta (MPA): neste-
kromatografisesti erotetut MPA-fraktiot siirrettiin SPE-patruunaan ja konsentroitiin.
Mallikemikaalien seosvesinayte (1 mg MPA, EMPA, DMMP, PMPA) erotettiin neste-
kromatografisesti komponenteikseen injektiotilavuudessa 50 pl. MPA-fraktiot poimit-
tiin naytesilmukoihin ajan hetkella 1,72 min ja siirrettiin yhdesta kolmeen fraktiota
sorbenttiin/testi. Ylimméassa spektrissa sorbenttiin siirrettiin yksi fraktio, jolloin enim-
maisanalyyttipitoisuus oli 50 pg. Tasta saatiin takaisin 20,5 pug. Keskimmaisessa
spektrissa sorbenttiin siirrettiin kaksi MPA:n fraktiota, jolloin analyytin enimmaismaa-
ra oli 100 pg. Tasta saatiin takaisin 40% eli 60 pg. Alimmassa spektrissa sorbenttiin
siirrettiin kolme fraktiota eli 150 ug MPA:a, josta takaisin saatiin 63 pg. MPA:n H,-
resonanssin intensiteetin kasvu osoittaa naytteen rikastumisen.
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7 YHTEENVETO JA JOHTOPAATOKSET

Tutkimuksen tavoitteena oli tutkia LC-SPE -menetelméan kayttomahdolli-
suuksia NMR-spektrometrisessa analyysissd hajoamistuotteiden seosnay-
teanalytilkassa. Tutkimus toteutettiin vaiheittain ja tekniikan kayttokelpoisuus
testattin NMR-spektrometrilla saantokokeiden avulla. Tuloksissa keskityttiin

tekniikan toimivuuden testaamiseen.

Yleisia hermokaasujen hajoamistuotteita ovat fosfonihapot, jotka ovat pienia,
polaarisia yhdisteitd. Kemikaalien UV-aktiivisuus on vahaista tai siti ei ole
lainkaan. Fosfonihappojen MPA, EMPA ja PMPA lisaksi mallikemikaaleihin
valittiin dimetyylimetyylifosfonaatti (DMMP), jota syntyy tuhoamisliuoksissa
hermokaasujen hajoamisen yhteydessa valituotteena ja taistelukasujen syn-

teesissa sivutuotteena.

Fosfonihappojen uutossa aminopropyylisorbentilla (NH,) saatiin hyvia tulok-
sia ja analyyttien takaisinsaannot lahentelivat 100 %:a optimoiduissa olosuh-
teissa. Kaytetty sorbentti ei soveltunut DMMP:n kiinteafaasiuuttoon. Tdméan
vuoksi yhdisteen rikastaminen kaytetylla LC-SPE -menetelmalla ei ole mah-
dollista ja my6hemmissa testeissa keskityttiin optimoimaan olosuhteita eri-

tyisesti fosfonihapoille.

Nestekromatografisten olosuhteiden optimoinnissa ongelmia tuotti yhdistei-
den huono kromatografia. Huono erottuminen selittyy useiden tekijoiden
summana. Fosfonihappoja ei pystytty saattamaan taysin neutraaliin muotoon
nestekromatografisen erottumisen aikana johtuen yhdisteiden pK,-arvoista
(~ 2) ja kolonnille soveltuvasta pH-alueesta (2 — 8). Tasta johtuen osa fos-
fonihapoista oli ajon aikana ionisoituneessa muodossaan, minké seuraukse-
na yhdisteiden polaariset vuorovaikutukset kolonnin stationdarifaasiin eivat
olleet optimaalisella tasolla. Kromatografiaan saattoi vaikuttaa myos analyyt-
tien suuri maara injektoinnissa, mika mahdollisesti aiheutti piikkien levene-
mista. Piikkien leveys puolestaan aiheutti ongelmia piikkien poiminnassa

naytesilmukoihin.
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Yhdisteiden huono kromatografinen erottuminen johtuu osaltaan kaytetysta
nayteliuottimesta (vesi), jossa analyytit injektoitiin kolonniin. Optimaalisissa
olosuhteissa nayteliuotin vastaa kaytetyn eluentin koostumusta ja yhdistei-
den kromatografinen erottuminen olisi voinut onnistua paremmin, jos nayt-
teet olisi injektoitu kolonniin ajoliuoksessa. Tehokkaampaan kromatografiaan
olisi voitu paasta myos kayttdmalla gradienttiajoa. Taméa ei kuitenkaan ollut
mahdollista NMR-spektrometristen vaatimusten vuoksi LC-NMR -

menetelmassa.

Ongelmia LC-NMR —menetelman kaytdssa tuottivat huonolaatuiset LC-NMR
—grammit piikin poiminta-aikojen maarityksessa. Naissa testeissa LC-NMR -
grammien huono laatu saattoi johtua kaytetysta deuteroidusta ajoliuoksesta
ja nayteliuottimena kaytetysta vedesta. Talla yhdistelmalla saatiin laadultaan
huonoimmat LC-NMR —grammit. On mahdollista, ettd virtausnaytekyvetin
mittausalueelle saapuva liuotinpiikki pilasi optimaaliseksi viritetyn magneetti-
kentdn homogeenisuuden, jolloin osa naytesignaaleista menetettiin. Deute-
roidun ajoliuoksen kayttd yhdistettyna nayteliuottimena kaytettyyn veteen
saattoi osaltaan vaikuttaa myos yhdisteiden kromatografiaan. Menetelman
kehityksen kannalta yhdisteet kuitenkin erottuivat riittdvasti. DMMP:n ja EM-
PA:n paallekkaisesta eluoitumisesta ei ollut haittaa, koska menetelma ei so-

veltunut DMMP:n konsentrointiin NH,-sorbentilla.

Yhdistelmatekniikan LC-SPE-NMR -testauksessa tutkittin mahdollisuutta ri-
kastaa naytteita selektiivisesti osittain automatisoidulla kiintedfaasiuutolla.
Sorbenttimateriaalin soveltuvuus kaytetyille fosfonihapoille oli todettu hyvak-
si, mutta silti saannot rikastustesteissa jaivat verrattain alhaisiksi. Yhdella
siirrolla saavutettiin takaisinsaannot 41%:sta 54%:n. Alhaiset saannot johtui-
vat useista eri tekijoistd. Huonon kromatografisen erottumisen seurauksena
analyyttien piikit olivat leveitd, jolloin fraktioita ei saatu poimittua naytesilmu-
koihin kokonaisuudessaan. Tama lienee suurin syy saantojen tippumiseen.
Saantojen vaihtelu saattoi johtua my6s vaikeudesta maarittaa tarkka piikin
poiminta-aika, kun UV-detektoria ei voitu kayttdad yhdisteiden detektointiin.
Piikin poiminta-aikojen maaritys NMR-detektorilla vaikeutui entisestaan LC-
NMR -grammien huonon laadun vuoksi. Ikdantyneen laitteiston toiminnan
epavakaus ja vaihtelut erottumisessa vaikuttivat osaltaan menetelman tark-

kuuteen.
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Naytteiden konsentrointi kuitenkin onnistui. Kun siirrettiin useita analyyttifrak-
tioita samaan patruunaan, kasvoivat kaikkien fosfonihappojen (MPA, EMPA,
PMPA) konsentraatiot.

LC-NMR -menetelmén kayttd piikin poiminta-aikojen maarityksessa hanka-
loittaa yhdistelmatekniikan kayttoa taisteluaineanalytiikassa. Kun tydskennel-
ladn jaamatasolla, ongelmia saattavat aiheuttaa my6és LC-NMR -
menetelman NMR-spektrometriset vaatimukset. Nestekromatografinen ero-
tus suosii pienia ainemaaria kolonnin kyllastymisen estamiseksi. NMR-
spektrometrin kayttd detektorina sen sijaan vaatii huomattavasti suuremman
analyyttimassan. Tassa tutkimuksessa esitettyd LC-SPE -menetelmaa ei
myo6skaan voida suoraan soveltaa kaikille hermokaasujen hajoamistuotteille,
vaan menetelmé tulee optimoida ja validoida kullekin yhdisteelle erikseen

seka kiinteéfaasiuuton, ettd nestekromatografisen erotuksen osalta.

Tassa tutkimuksessa esitetyn yhdistelmatekniikan LC-SPE soveltuvuus fos-
fonihappojen selektiiviseen rikastukseen NMR-spektrometristd analyysia
varten pystyttiin todentamaan kaytdnntssd. Menetelmén kayttd NMR-
spektrometrisessa seosnayteanalytiikassa helpottaa olennaisesti yhdisteiden
tunnistusta ja pitoisuusmaaritysta. Useimmat tutkimuksen aikana havaituista
ongelmista voidaan korjata yksinkertaisin toimenpitein ja menetelmaa kehit-
taa talla tavoin edelleen. Menetelman kehitystyota tullaan jatkamaan laitok-
sella ja tutkimustuloksia hyddynnetddn myds uusien menetelmien kehityk-

sessa taisteluaineiden tunnistamiseksi.
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Kuva 1. Mallikemikaalien MPA, EMPA, DMMP ja PMPA resonanssit 500 MHz:n '"H NMR -
spektrissa (liuottimen signaali vaimennettu): kuvaan on merkitty yhdisteiden rakenteet ja 'H-
resonanssit on levitetty spektriin. EMPA:n spektrissa tripletin vieressa on epapuhtaus, joka on mer-

kitty ruksilla.



