
 

 

 

 

 

 

 

 

Menetelmäkehitys puun uuteai-

neiden analysointiin metsäteol-

lisuuden jätevesistä GC-MS -

menetelmällä 

Santeri Salonen 

 
 
OPINNÄYTETYÖ 
Huhtikuu 2022 
 
Laboratoriotekniikka 
 

  



 

TIIVISTELMÄ 

Tampereen ammattikorkeakoulu 
Laboratoriotekniikan tutkinto-ohjelma 
 
SALONEN, SANTERI: 
Menetelmäkehitys puun uuteaineiden analysointiin metsäteollisuuden jätevesistä 
GC-MS -menetelmällä 
 
Opinnäytetyö 50 sivua, joista liitteitä 11 sivua 
Huhtikuu 2022 

Opinnäytetyön tarkoituksena oli kehittää esikäsittely- ja laitemenetelmä puun uu-
teaineiden analysoimiseksi metsäteollisuuden jätevesistä kaasukromatografia-
massaspektrometrialla. Opinnäytetyö tehtiin Tampereen yliopiston tekniikan ja 
luonnontieteiden tiedekunnassa materiaali- ja ympäristötekniikan yksikössä 
tammi-helmikuussa 2022. Kehitettyä menetelmää tullaan käyttämään metsäteol-
lisuuden jätevesien kvalitatiiviseen ja kvantitatiiviseen tarkasteluun yliopiston tut-
kimuksissa ja projekteissa. 
 
Laite- ja esikäsittelymenetelmä kehitettiin tutkimusartikkelien pohjalta. Laiteme-
netelmän kehitys aloitettiin tutkimalla tutkittavien aineiden käyttäytymistä käyte-
tyllä GC-MS -laitteistolla. Suotuisten tuloksien jälkeen tutkittaville yhdisteille teh-
tiin standardisuorat. Esikäsittelymenetelmän perustana toimi kiinteäfaasiuutto, jo-
hon käytetyt kolonnit ja liuottimet sovitettiin muuhun menetelmään sopivaksi.  
 
Kehitetyllä menetelmäkokonaisuudella analysoitiin kolme erilaista metsäteolli-
suuden prosessi- ja jätevesinäytettä. Tulosten perusteella menetelmällä voidaan 
suorittaa melko luotettavaa kvalitatiivista tutkimusta vastaaville vesinäytteille. 
Kvantitatiivinen analyysi vaatii jatkokehitystä tarkempien tuloksien takaamiseksi, 
mutta nykyisellään sillä voidaan arvioida tutkittavien aineiden pitoisuuksia suuri-
piirteisesti. 

  

Asiasanat: metsäteollisuus, puun uuteaineet, menetelmäkehitys, GC-MS 



 

ABSTRACT 

Tampereen ammattikorkeakoulu 
Tampere University of Applied Sciences 
Degree Programme in Laboratory Engineering 
 
SALONEN, SANTERI: 
Development of GC-MS Method for Analysis of Wood Extractives from Forest 
Industry Wastewaters  
 
Bachelor's thesis 50 pages, appendices 11 pages 
April 2021 

The purpose of this thesis was to develop a GC-MS method – including sample 
pretreatment – for analysing wood extractives from forest industry wastewaters. 
The thesis was carried out at the Faculty of Engineering and Natural Sciences of 
the University of Tampere, at the unit of Materials Science and Environmental 
Engineering. The developed method will be used for quantitative and qualitative 
analysis of forest industry wastewaters.  
 
The GC-MS and sample treatment methods developed in this study were based 
on research articles of similar nature. Development of the GC-MS method began 
with studying the behavior of selected substances with the GC-MS equipment 
selected for this study. Standard curves for the substances were made after fa-
vorable results. Based on other studies, solid phase extraction (SPE) was se-
lected as the sample pretreatment method. The solvents and equipment used in 
the SPE were adapted to match the GC-MS method. 
 
Three different forest industry wastewater samples were analyzed with the devel-
oped method. Based on the results, it can be said that the method can be used 
for qualitative analysis of this type of samples. Accurate quantitation of similar 
samples requires further study, but the method can be used as it is for rough 
estimation of wood extractive concentrations. 
 

Key words: forest industry, wood extractives, method development, GC-MS 
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LYHENTEET JA TERMIT 

 

 

BSTFA N,O-bis(trimetyylisilyyli)trifluori–asetamidi 

EI Elektronipommitusionisaatio/ Electron Ionization 

NIST National Institute of Standards and Technology 

SI Tunnistetun yhdisteen vastaavuus NIST-kirjaston 

kanssa / Similarity Index 

SIM Valitun ionin valvonta / Selected Ion Monitoring 

TMS derivative Trimetyylisilyyli -johdos / Trimethylsilyl derivative 



7 

1 JOHDANTO 

 

 

Puun uuteaineet ovat erilaisia orgaanisilla liuottimilla uutettavia yhdisteitä, joita 

esiintyy puissa luonnostaan. Uuteaineet ovat hyvin monipuolinen ja laaja ryhmä 

keskenään erilaisia yhdisteitä, ja niiden määrittely ei ole yksiselitteistä. Uuteainei-

den tehtävänä puissa on toimia erilaisissa biokemiallisissa tehtävissä; esimer-

kiksi suojata puita sienitaudeilta ja hyönteisiltä, toimia soluseinämien rakenteissa 

tai säädellä kasvisolujen toimintaa ja mahdollistaa monimutkaisempien yhdistei-

den synteesi soluissa. (Vuorinen 2021; Routa ym. 2017, 9–10.) 

 

Uuteaineet kulkeutuvat metsäteollisuuden ja biojalostamoiden prosesseissa mu-

kana alusta loppuun. Esimerkiksi puuaineksen hienontaminen ja sellunkeitto, saa 

uuteaineet erottumaan puuaineksesta ja sekoittumaan prosessivesiin. Sulje-

tuissa vesikierroissa aineet rikastuvat ja kulkeutuvat biojalostamoiden jäteveden-

käsittelylaitoksille. Suuri osa näistä yhdisteistä saadaan eroteltua vedestä aktiivi-

lietekäsittelyllä, mutta osa aineista saattaa jäädä vesiin, jotka lopultaan lasketaan 

vesistöihin. Vesistöihin päätyvät rikastuneet uuteaineet haittaavat esimerkiksi ka-

lojen lisääntymistä ja kasvattavat veden COD-arvoja. (Kostamo, Kukkonen & 

Holmblom 2004; Vuorinen 2021.) 

 

Opinnäytetyö tehtiin Tampereen yliopiston materiaalitieteen ja ympäristöteknii-

kan yksikössä tammi-helmikuussa 2022. Yksikössä tutkitaan muun muassa teol-

lisuuden prosessi- ja jätevesiä, sekä kiertotalouden edistämistä näillä osa-alu-

eilla.  

 

Opinnäytetyön tavoitteena oli kehittää menetelmä GC-MS-laitteistolle, millä voi-

taisi analysoida metsäteollisuuden jätevesiä ja erityisesti niissä esiintyviä puun 

uuteaineita. Tarkoituksena oli kehittää hankkeen tarpeisiin vastaava näytekäsit-

tely- ja laitemenetelmä tutkimusartikkelien perusteella. Menetelmää tullaan käyt-

tämään metsäteollisuuden jätevesien karakterisointiin ja tutkittavien aineiden 

kvantitointiin osana yksikön tutkimusta. 
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2 TEORIA 

 

 

2.1 Puun uuteaineet yleisesti 

 

Puun uuteaineet ovat laaja joukko kemiallisesti erilaisia yhdisteitä, jotka voidaan 

erottaa puuaineksesta uuttamalla erilaisilla orgaanisilla liuottimilla. Uuteaineiden 

määrä puissa on yleensä pieni; alle 10 % kuiva-aineesta, mutta trooppisilla puilla 

pitoisuudet voivat olla korkeampia. Niiden määrä ja koostumus vaihtelee eri puu-

lajien, puun eri osien ja jopa yksittäisten puiden välillä. Uuteaineet voidaan luoki-

tella eri ryhmiin niiden kemiallisen luonteen ja rakenteen perusteella. Alla esite-

tyssä taulukossa uuteaineet on eritelty alifaattisiin ja alisyklisiin yhdisteisiin, feno-

lisiin yhdisteisiin ja muihin. (Routa ym. 2017, 11–26.) 

 

TAULUKKO 1. Puun uuteaineiden luokittelu (Alen 2011 & Routa ym. 2017) 

Alifaattiset ja alisykliset yh-
disteet 

Fenoliset yhdisteet Muut 

Terpeenit ja terpenoidit 
(mukaan lukien hartsihapot 

ja steroidit) 
Rasvahapot ja niiden esterit 

(rasvat ja vahat) 
Alkaanit 

 
  

Fenolit 
Stilbeenit 
Lignaanit 
Isoflavonit 
Flavonoidit 

Kondensoidut tanniinit 
Hydrolysoituvat tanniinit  

Sokerit 
Syklitolit 

Tropoleenit 
Aminohapot 

Alkaloidit 
Kumariinit 

Kinonit  

 

 

Uuteaineiden tehtävät puissa ovat hyvin erilaisia, mutta tyypillisesti ne toimivat 

puissa ei-rakenteellisina yhdisteinä, toisin kuin selluloosa. Hartsihappojen ja ter-

penoidien tehtävä on puun suojaaminen hyönteisiltä ja sienitaudeilta. Rasvaha-

pot ja niiden esterit toimivat energiavarastona ja soluseinien funktionaalisissa ra-

kenteissa. (Vuorinen 2021.) 
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2.1.1 Uuteaineet teollisuudessa 

 

Paperi- ja sellutehtailla uuteaineet liukenevat sellunkeitossa prosessivesiin ja kul-

keutuvat veden ja massan mukana. Vesikierrot ovat suljettuja, mikä johtaa osal-

taan uuteaineiden konsentraation kasvamiseen. Niiden keskittyminen ja kerään-

tyminen lisää ongelmia tuotannossa ja jätevesien käsittelyssä. Rikastuneet uute-

aineet voivat vaikuttaa esimerkiksi sellun laatuun, aiheuttaa hajuhaittoja ja lisätä 

veden toksisuutta. Esimerkiksi vahat, rasvat, triglyseridit ja sterolit eivät ole saip-

puoitavissa ja voivat aiheuttaa ongelmia sellutuotteiden, kuten paperin, valmis-

tuksessa. (Lindholm-Lehto 2015; Knuutinen, Ahkola, & Herve 2015.) 

 

 

2.1.2 Uuteaineet ympäristössä 

 

Suurin osa uuteaineista saadaan eroteltua vesistä tehtaiden jätevedenkäsittely-

laitoksilla aktiivilietekäsittelyllä, jossa uuteaineet hajoavat, muuttuvat toisiksi yh-

disteiksi tai absorboituvat lietteeseen. Käsittelyn jälkeen vesi lasketaan vesistöi-

hin.  Päästövedet sisältävät happea kuluttavia yhdisteitä, jotka ovat vaarallisia 

vesieliöille. Uuteaineista on haittaa kaikille vesieliöille kaloista pohjaeliöihin. Jopa 

alhaisilla rasvahappo-, hartsihappo- ja sterolipitoisuuksilla voi olla merkittäviä pit-

käkestoisia vaikutuksia vesistöissä. (Lindholm-Lehto ym. 2015; Kostamo ym. 

2004.) 

 

Kasvisterolit voivat häiritä kalojen hormonaalista toimintaa, mikä vaikuttaa kalo-

jen lisääntymiseen. Sterolit voivat myös helposti imeytyä pohjasedimenttiin, mikä 

on haitallista pohjaeliöille. Uuteaineet voivat myös ajautua virtauksen tai tulvimi-

sen seurauksena useiden kilometrien päähän jätevesilaitoksesta. (Lindholm-

Lehto ym. 2015.) 

 

 

2.2 Tutkittavat aineet 

 

Puun uuteaineiden laaja-alaisuuden takia opinnäytetyöhön valittiin viisi tutkitta-

vaa ainetta edustamaan eri uuteaineryhmiä, joiden avulla menetelmää lähdettiin 

kehittämään. Tutkittavat aineet valittiin toimeksiantajan toimesta.  
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Uuteaineissa esiintyviä rasvahappoja edustamaan valittiin steariini- ja palmitiini-

happo. Hartsihappoja edustaa abietiinihappo. Terpeenejä ja niiden johdannaisia 

edustamaan valittiin skvaleeni ja β-sitosteroli. Tutkittavien aineiden rakenteet on 

esitelty seuraavissa luvuissa. 

 

 

2.2.1 Steariinihappo 

 

Steariinihappo, eli oktadekaanihappo (C18H36O2), on tyydyttynyt pitkäketjuinen 

rasvahappo.  Sitä esiintyy yleisesti luonnossa eläin- ja kasvirasvoissa, jälkimmäi-

sessä huomattavasti vähemmän. Sen molekyylipaino on 284,5 g/mol, sulamis-

piste 69,6 °C ja kiehumispiste 376,1 °C. Steariinihapon rakenne on esitetty alla. 

(Alén 2009, 381.) 

 

OH

O

 

KUVIO 1. Steariinihapon rakenne (Alén 2009, muokattu) 

 

 

2.2.2 Palmitiinihappo 

 

Palmitiinihappo, eli heksadekaanihappo (C16H32O2), on tyydyttynyt pitkäketjuinen 

rasvahappo. Sitä tavataan kemiallisesti sitoutuneena lukuisissa eläin- ja kasvi-

rasvoissa yhdessä steariinihapon kanssa. Sen molekyylipaino on 256,43 g/mol, 

sulamispiste 63,1 °C ja kiehumispiste 351,5 °C. Palmitiinihapon rakenne on esi-

tetty alla. (Alen 2009, 378.)  

 

OH

O

 

KUVIO 2. Palmitiinihapon rakenne (Alen 2009, muokattu) 
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2.2.3 Abietiinihappo 

 

Abietiinihappo (C20H30O2) on rakenteeltaan trisyklinen diterpenoidi; sen molekyy-

lipaino on 302,46 g/mol, sulamispiste noin 173 °C ja kiehumispiste 250 °C. Se on 

primaarihapon ohella havupuupihkan merkittävimpiä hartsihappoja. Tämän takia 

pihkan happokomponentit luokitellaan rakenteellisesti usein primaarihappo- ja 

abietiinihappotyyppisiin johdannaisiin. Abietiinihappoa muodostuu vastaavanlai-

sen hiiliketjun sisältämistä rakenteista kaksoissidosten isomerisoitumisen seu-

rauksena. Abietiinihapon rakenne on esitetty alla. (Alén 2009, 402.) 

 

CH3 COOH

CH3

 

KUVIO 3. Abietiinihapon rakenne (Alén 2009, muokattu) 

 

 

2.2.4 Skvaleeni 

 

Skvaleeni (C30H50) on triterpeeninen hiilivety. Se on luonnossa yleinen yhdiste, 

jota tavataan merkittävissä määrin erityisesti kasviöljyissä. Skvaleenia syntetisoi-

tuu kaikentyyppisissä soluissa, koska se on keskeinen välituote eukaryoottisten 

sterolien ja bakteeri-hopanoidien muodostumisessa. (Spanova & Daum 2011.) 

Sen molekyylipaino on 410,7 g/mol, sulamispiste -75 °C ja kiehumispiste 285 °C. 

Skvaleenin rakenne on esitetty alla. (Pubchem: Squalene & Sigma-Aldrich 2021.) 

 

 

KUVIO 4. Skvaleenin rakenne (Pubchem: Squalene, muokattu) 
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2.2.5 β-Sitosteroli 

 

β-Sitosteroli (C29H50O) on kasveissa ja kasviöljyissä esiintyvä triterpenoidin joh-

dannainen. Se lukeutuu kasvisteroleihin, jotka ovat osa kasvisolujen rakennetta 

ja osallisena niiden toimintojen säätelyssä. Kasvisterolit ovat rakenteeltaan kole-

sterolin kaltaisia rengasrakenteisia alkoholeja, mikä osaltaan vaikuttaa merkittä-

västi niiden biologiseen aktiivisuuteen vesieliöissä. (Weingärtner, Böhm & Laufs. 

2009). Sen molekyylipaino on 414,71 g/mol, sen sulamisalue on 136–140 °C. 

(Sigma-Aldrich). β-Sitosterolin rakenne on esitetty alla. 

 

H

H

H

OH  

KUVIO 5. β-Sitosterolin rakenne (Pubchem: beta-Sitosterol, muokattu) 

 

 

2.3 Kiinteäfaasiuutto 

 

Kiinteäfaasiuutto (Solid Phase Extraction – SPE) on laajalti käytetty näytteenkä-

sittelymenetelmä. Sen avulla näyte voidaan puhdistaa tai näytteestä analysoita-

vat komponentit voidaan uuttaa erilleen näytematriisista. Kiinteäfaasiuutossa 

neste- tai kaasufaasista erotellaan osa näyteliuoksen komponenteista kiinteänä 

faasina toimivaan sorbenttiin. (Anderson, Berthod, Estévez & Stalcup 2015, 

1571.) 

 

Kiinteäfaasiuutto perustuu analyytin ja sorbentin välisiin kemiallisiin vuorovaiku-

tuksiin. Erilaisia vuorovaikutustyyppejä analyytin ja sorbentin välillä ovat esimer-

kiksi ioniset vuorovaikutukset ja molekyylien väliset poolisuuteen perustuvat vuo-

rovaikutukset, kuten vetysidokset ja dipoli-dipolisidokset. Sorbentteja on erilaisia 



13 

erityyppisille näytematriiseille; esimerkiksi poolisia, poolittomia ja ioninvaihtoon 

perustuvia. (Anderson ym. 2015, 1573–1576; Jaarinen & Niiranen  2005, 170–

171.) 

 

Ennen näytteen siirtämistä sorbentti yleensä käsitellään pienellä määrällä liu-

otinta (conditioning). Tämän jälkeen näyte siirretään kolonniin (loading) ja ei-ha-

luttu osa näytematriisia suodattuu pois. Tutkittavat aineet pidättyvät sorbenttiin, 

josta ne sopivalla liuottimella eluoidaan ulos kolonnista. Näyte voidaan myös frak-

tioida haluttaessa, jolloin sorbentista eluoidaan tietyt komponentit erilleen sopi-

valla liuottimella, minkä jälkeen vaihdetaan liuotinta toiselle komponentille sopi-

vaksi ja eluoidaan seuraavat komponentit erilliseen fraktioon. Perustyövaiheet 

kiinteäfaasiuuton soveltamiseen näytekomponenttien uuttamiseen on esitetty ku-

viossa 6. (Anderson ym. 2015, 1575–1576.) 

 

Sorbentin 
käsittely 

liuottimella

Näytteen 
lataus

Ei-halutun 
osan pois 
suodatus

Liuottimen 
lisäys

Haluttujen 
komponenttien 

eluointi

 

KUVIO 6. Kiinteäfaasiuuton vaiheet (Jaarinen & Niiranen 2005, muokattu) 

 

SPE – menetelmää voidaan myös soveltaa näytteen puhdistamiseen (clean up), 

jolloin näyte huuhdellaan ennen sorbentista eluointia. Vastaavasti menetelmää 

voidaan käyttää pidättämään ei-haluttu osa näytematriisia sorbenttiin, jolloin en-

simmäinen näytesuodos ilman liuottimella eluointia sisältää halutut komponentit. 

(Anderson ym. 2015, 1576.) 
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2.4 Derivatisointi silylaatiolla 

 

Derivatisointi tarkoittaa kemiallisen yhdisteen muokkaamista helpommin analy-

soitavaan muotoon. Kaasukromatografiassa tutkittavat yhdisteet täytyy derivati-

soida, mikäli ne eivät täytä näytteelle asetettuja vaatimuksia. Näytteen on oltava 

riittävän helposti haihtuva (volatile) ja kestettävä analyysissa käytetyt lämpötilat. 

(Jaarinen & Niiranen 2005, 195.) 

 

Silylointi on tyypillinen kaasukromatografiassa käytetty derivatisointimenetelmä. 

Sitä voidaan soveltaa, kun molekyylin funktionaalisena ryhmänä on esimerkiksi 

alkoholi-, fenoli-, karboksyylihappo-, amiini- tai amidiryhmä. Kuviossa 7 on esi-

tetty silylaatioreaktion periaate. 

 

R O

H

CH3 Si X

CH3

CH3

CH3SiO

CH3

CH3

R H X

 

KUVIO 7. Silylaatioreaktion toimintaperiaate (Sigma Aldrich 1997, muokattu) 

 

Silylaatio-reaktiossa aktiivinen vety, eli voimakkaasti elektronegatiivisempaan 

atomiin kiinnittynyt vetyatomi, korvataan silyyliryhmällä; tyypillisesti trimetyylisi-

lyylillä. Reaktion seurauksena syntyvä trimetyylisilyylijohdannainen (TMS deriva-

tive) on alkuperäiseen molekyyliin verrattuna vähemmän poolinen, paremmin 

haihtuva ja termisesti vakaampi. Tässä työssä silylointireagenssina käytetään 

BSTFA:ta (N,O-bis(trimetyylisilyyli)trifluori – asetamidi), jonka rakenne on esitetty 

kuviossa 8. (Knapp 1979, 269; Sigma Aldrich 1997.)  

 

CH3

Si

O

CH3CH3

C N Si

CH3

CH3

CH3F3C

 

KUVIO 8. BSTFA:n rakenne (Sigma Aldrich 1997, muokattu) 
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2.5 Kaasukromatografia-massaspektrometria 

 

Kaasukromatografia-massaspektrometria (GC-MS; Gas Chromatography Mass 

Spectrometry) on yksi yleisimmin käytetyistä laiteanalytiikan menetelmistä orgaa-

nisten yhdisteiden tunnistamiseen ja kvantitoimiseen monimutkaisista näytemat-

riiseista.  Menetelmää käytetään laaja-alaisesti esimerkiksi ympäristötutkimuk-

sessa, lääketieteellisessä tutkimuksessa, elintarviketeollisuudessa ja monilla 

muilla aloilla. (Sparkman, Kitson, Fulton & Penton 2011, 3.) 

 

Menetelmä on kaasukromatografian ja massaspektrometrian yhdistelmä. Kaasu-

kromatografialla erotellaan näyteliuoksen komponentit ajallisesti ja massaspekt-

rometri tuottaa tietoa, jonka avulla yksittäisten komponenttien rakenteellinen tun-

nistaminen on mahdollista. Menetelmän merkittävimpänä etuna on kvalitatiivista 

analyysia ajatellen yksittäisten komponenttien erottelu monimutkaisesta näyte-

matriisista, ja niiden luotettava tunnistaminen massaspektristä. Menetelmällä on 

mahdollista suorittaa myös tarkkaa kvantitatiivista analytiikkaa pienistä näyte-

määristä tai -konsentraatioista. (Sparkman ym. 2011, 3; Hübschmann 2015, 3.) 

 

Kaasukromatografia–massaspektrometriaa sovelletaan näytteisiin ja yhdisteisiin, 

jotka höyrystyvät riittävän helposti (volatile). Yhdisteen on höyrystyttävä kaasu-

kromatografialla erottelua varten, mutta se ei saa hajota menetelmän lämpötila-

olosuhteissa. Tätä voidaan toisaalta pitää menetelmää rajoittavana tekijänä näy-

tematriisin sisältäessä haihtumattomia komponentteja (involatiles). Analyysin 

mahdollistamiseksi näyte voidaan puhdistaa ei-halutuista komponenteista esi-

merkiksi kiinteäfaasiuutolla (SPE) tai kiinteäfaasimikrouutolla (SPME). Näytemat-

riisin komponentit voidaan myös derivatisoida analyysin kannalta sopivampaan 

muotoon.  (Hübschmann 2015, 3-4.) 

 

 

2.5.1 Toimintaperiaate 

 

Kaasukromatografia-massaspektrometria on kahden analyysimenetelmän yhdis-

telmä. Kuviossa 9 on esitetty laitteiston perusrakenne yksinkertaistettuna. Kaa-

sukromatografialaitteiston keskeisimmät osat ovat: injektori, kolonni ja uuni; li-

säksi oleellisia tekijöitä ovat kantajakaasu sekä virtausnopeuden ja lämpötilan 
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säätö. Massaspektrometrin oleellisimmat osat ovat ionilähde, massa-analysaat-

tori ja detektori. Tyhjiöjärjestelmä ja siihen kuuluva pumppu ovat myös merkittävä 

osa laitteistoa, koska massa-analysaattorin toiminta edellyttää tyhjiötä. Kaasu-

kromatografi ja massaspektrometri yhdistetään toisiinsa siirtolinjalla (transfer 

line). Massaspektrometrin tuottama tieto tallennetaan ja käsitellään laitteistoon 

kytketyllä tietokoneella. (Sparkman ym. 2011, 8.) 

 

Kolonni

Kolonniuuni

Injektori

Pumppu Tyhjiöjärjestelmä

Massa-analysaattoriIonilähde

Kaasukromatografi Massaspektrometri

Detektori

 

KUVIO 9. Kaasukromatografi-massaspektrometri, GC-MS (Hussain & Maqbool 

2014, muokattu) 

 

Injektorilla näyte injektoidaan kolonniin, jossa se sekoittuu kantajakaasuun, joka 

kuljettaa näytteen kolonnin läpi. Kantajakaasu toimii inerttinä liikkuvana faasina 

(mobile phase) ja kolonnin sisäpinta pysyvänä faasina (stationary phase). Näyt-

teen komponentit erottuvat liikkuvan ja pysyvän faasin vuorovaikutusominaisuuk-

sien perusteella. Erottumisen seurauksena näytteen eri komponentit kulkeutuvat 

ulos kolonnista eri aikoina, eli komponenteilla on yksilölliset retentioajat. Virtaus-

nopeus, uunin lämpötila ja kolonni valitaan kuhunkin analyysiin sopivaksi riittävän 

erottelun takaamiseksi. (McNair & Miller 2009, 14–15.) 

 

Kaasukromatografilla erotellut näytteen komponentit kulkeutuvat siirtolinjaa pitkin 

massaspektrometrille, jossa erottuneet komponentit ionisoidaan. Syntyneet ionit 

kulkeutuvat massa-analysaattorille, jossa ionit erotellaan niiden massan ja va-

rauksen suhteen (m/z). Massa-analysaattorilla tapahtuvan erottelun jälkeen ionit 

kulkeutuvat detektorille, joka tietokoneen avulla tuottaa massaspektrin havaittu-
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jen ionien määrän ja massa-varaussuhteen perusteella. Spektrissä näkyvien piik-

kien korkeus on suoraan verrannollinen havaittujen ionien määrään. Vertaamalla 

mitattua massaspektriä olemassa oleviin tietokantoihin ja kirjastoihin, voidaan yh-

diste tunnistaa piikkien perusteella. Kvalitatiivisessa ajossa laite on tyypillisesti 

SCAN-tilassa, jolloin massaspektrometri havaitsee tietyllä massavälillä kaikki io-

nit. Näin on mahdollista havaita ja tunnistaa kaikki näytteessä olevat komponen-

tit. Kvantitatiiviseen tutkimukseen käytetään yleensä SIM-tilaa (Selective Ion Mo-

nitoring), jossa rajataan massaspektrometri mittaamaan vain tiettyjä m/z-arvoja, 

jolloin mittauksen määrällinen tarkkuus kasvaa merkittävästi. (Hoffman & 

Stroobant 2007, 228–230; Jaarinen & Niiranen 2005, 123.) 

 

 

2.5.2 Ionisointi, massaerottelu ja detektointi 

 

Kaasukromatografin erottelemat näytekomponentit ionisoidaan ennen massa-

analysaattorilla tapahtuvaa erottelua. Yleisin käytetty ionisointimenetelmä on 

elektroni-ionisaatio (electron ionization, EI), jossa ionilähteenä toimii filamentti, 

josta korkeassa lämpötilassa irtoaa elektroneja. Irronneet elektronit kiihdytetään 

tyypillisesti 70 V:n jännitteellä, ja ne ohjataan elektronisuihkuna kollektorina toi-

mivalle anodille. Suihkun läpi kulkeutuvat näytemolekyylit ionisoituvat ja fragmen-

toituvat korkeaenergisten elektronien vaikutuksesta. Syntyneet molekyyli-ionit ja 

fragmentit ovat tyypillisesti positiivisesti varautuneita, ja ne ohjataan massa-ana-

lysaattorille ohjauslinssien avulla. Lisäksi ionilähteen rakenteessa on mukana po-

sitiivisesti varautunut repelleri, joka pakottaa varautuneet ionit massa-analysaat-

torin suuntaan. Kuviossa 10 on esitetty elektroni-ionisaation periaate. 
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Filamentti

Kollektori
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KUVIO 10. Elektroni-ionisaation periaate (Jaarinen & Niiranen 2005, muokattu) 

 

Muita ionisointimenetelmiä ovat esimerkiksi kemiallinen ionisaatio (chemical io-

nization, CI), negatiivinen kemiallinen ionisaatio (negative chemical ionization, 

NCI) ja nopea atomipommitus (fast atom bombardment, FAB). (McNair & Miller 

2009, 159 – 160; Hoffman & Stroobant 2007, 15–16; Jaarinen & Niiranen 2005, 

124.) 

 

Yleisimmin käytetty massa-analysaattori on kvadrupolianalysaattori, joka koos-

tuu neljästä yhdensuuntaisesta kvadrupolisauvasta. Kvadrupolianalysaattorissa 

käytetään tasavirran ja vaihtovirran yhdistelmää radiotaajuisen sähkökentän 

muodossa ohjaamaan analysaattoriin johdettujen ionien kulkua, niiden massava-

rauksen perusteella. Sauvat vuoroin vetävät ioneja puoleensa ja vuoroin hylkivät 

niitä. Sopivalla radiotaajuuden ja tasavirtapotentiaalin yhdistelmällä vain tietyn 

massavarauksen omaavat ionit kulkeutuvat sauvaston läpi detektorille. Muut ionit 

törmäävät sauvoihin tai imeytyvät pois tyhjiön vaikutuksesta. Muita massa-ana-

lysaattorityyppejä ovat esimerkiksi ionien lentoaikaan perustuva TOF (Time of 

flight) ja ioniloukkumenetelmät (ion trap). (McNair & Miller 2009, 161–162; Spark-

man ym. 2011, 114; Jaarinen & Niiranen 2005, 125–126.) 
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Massa-analysaattorilta valikoituneet ionit kulkeutuvat detektorille, jolle osues-

saan syntyy intensiteetiltään suoraan ionien määrään verrannollinen signaali, 

joka tietokoneen avulla muutetaan massaspektriksi. Tyypillisin käytetty detekto-

rityyppi on elektronimonistin, jonka sisäpintaan iskeytyessään ionit aiheuttavat 

elektroniryöpyn. Syntyneet elektronit kiihtyvät potentiaalieron seurauksena 

osuen toiseen kohtaan detektoria synnyttäen uuden ryöpyn. Tämä prosessi tois-

tuu useita kertoja, kunnes alkuperäinen signaali on vahvistunut moninkertaiseksi 

alkuperäisestä. (McNair & Miller 2009, 164; Jaarinen & Niiranen 2005, 128.) 

 

 

2.6 Tulosten käsittely 

 

Kiinteäfaasiuutolla esikäsitellyt näytteet kuivataan typettämällä ja suspensoidaan 

liuottimeen, minkä jälkeen ne analysoidaan kaasukromatografia-massaspektro-

metrilla. Laitteelta saadut tulokset kertovat vain suspension konsentraation, joten 

alkuperäisen näytteen konsentraatio saadaan laskettua kaavalla (1) 

 

 

jossa c1 on alkuperäisen näytteen konsentraatio, V1 on alkuperäisen näytteen 

tilavuus, c2 on mitattu suspension konsentraatio, ja V2 on suspension tilavuus. 

Alkuperäisen näytteen konsentraatio saadaan ratkaistua johtamalla kaavasta (1) 

 

 

 

 𝑐1𝑉1 = 𝑐2𝑉2 (1) 

 
𝑐1 =

𝑐2𝑉2

𝑉1
 (2) 
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3 MITTAUS- JA MÄÄRITYSMENETELMÄT 

 

 

3.1 Käytetyt kemikaalit 

 

Taulukossa 2 on esitetty työssä käytetyt kemikaalit valmistajineen ja puhtauksi-

neen. Kaikki kemikaalit otettiin käyttöön menetelmäkehityksen aikana, paitsi 

steariinihappo, joka oli otettu käyttöön vuonna 2016. Tutkittavista aineista valmis-

tettiin kantaliuokset pitoisuudella 1000 mg/l, paitsi β-sitosterolille, jonka kanta-

liuos valmistettiin pitoisuudella 100 mg/l yhdisteen vähäisen määrän ja korkean 

hinnan vuoksi. Kantaliuosten ja laimennosten valmistukseen käytettiin asetonia. 

1-Eikosanolia ja kolesterolia käytettiin sisäisinä standardeina ja BSTFA-TMCS -

liuos toimi derivatisointireagenssina. Kiinteäfaasiuutossa näytteiden eluointiin 

käytettiin asetonia ja metanolia. 

 

TAULUKKO 2. Työssä käytetyt kemikaalit 

Yhdiste Valmistaja Laatu 

1-Eikosanoli TCI ≥ 95,0 % 

β-Sitosteroli Sigma-Aldrich ≥ 95 % 

Abietiinihappo Sigma-Aldrich ~75 % 

Asetoni Honeywell ≥ 95 % 

BSTFA-TMCS (99:1) TCI >95,0 % 

Kolesteroli TCI ≥ 95 % 

Metanoli Fisher Scientific ≥ 99,8 % 

Palmitiinihappo Sigma-Aldrich ≥ 99 % 

Skvaleeni Sigma-Aldrich ≥ 98 % 

Steariinihappo Alfa Aesar ≥ 98 % 

 

 

3.2 Kiinteäfaasiuutto ja näytekäsittely 

 

Kiinteäfaasiuuttoa varten tilattiin Strata C18-E 1g/20 ml Giga Tube- SPE-kolonnit, 

joista esimerkki on esitetty kuvassa 1. Toimeksiantajalla ei ollut vakuumijärjestel-

mää kiinteäfaasiuuttoa varten, joten sellainen koottiin saatavilla olevista materi-

aaleista. Työssä käytetty vakuumijärjestelmä on esitetty kuvissa 2 ja 3. Se koos-

tui imupullosta, kumitiivisteestä ja SPE-ruiskusta, sekä statiivista ja kaasunpesu-
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pullosta. Laitteistossa päädyttiin käyttämään kaasunpesupulloa Wulffin pullon si-

jasta, koska sopivan kokoisia Wulffin pulloja tai sen osia ei ollut saatavilla. Kaa-

sunpesupullon tehtävänä on estää veden päätyminen imupulloon. Uutetut näyt-

teet konsentroitiin kuivaamalla liuotin typpikaasulla (KUVA 4.)  

 

 

KUVA 1. SPE – kolonni; Strata C18-E 1g/20 ml Giga Tube 

 

 

KUVA 2. SPE-laitteisto 

Kumitiiviste 

SPE-kolonni 

Imupullo

Statiivi 
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KUVA 3. SPE-laitteisto, jossa mukana kaasunpesupullo 

 

 

KUVA 4. Näytteen typetys 
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3.3 GC-MS 

 

Menetelmäkehityksessä käytetty kaasukromatografi oli Shimadzu Nexis GC-

2030, johon oli kytketty Shimadzun GCMS-QP2020 NX massaspektrometri 

(KUVA 5.). Käytetty kolonni oli Zebronin ZB-5MSi, jonka stationäärifaasi oli 95 % 

dimetyylipolysiloksaania ja 5 % fenyyliä. Kolonnin pituus oli 30 m, sisähalkaisija 

0,25 mm ja stationäärifaasin paksuus 0,25 µm. Kolonnin ilmoitetut lämpötilarajat 

olivat -60 °C – 325 °C. (Zebron 2022). Laiteparametrit ja lämpötilaohjelma on 

esitetty taulukoissa 3 ja 4. Parametrit valittiin tutkimusartikkelien perusteella ja 

muokattiin menetelmään sopivaksi. (Herold-Majumdar, Pita, Estevez, Waw-

rzynczyk, Loureiro & Felby 2021; Doddapaneni, Jain, Ramasamy, Rintala, Romar 

& Konttinen 2017; Mosbye,  Harstad & Fiksdahl 2000.) 

 

TAULUKKO 3. Kolonniuunin lämpötilaohjelma 

Ramppi (°C /min) Lämpötila (°C) Pito (min) 

 60 2 

10 100 2 

5 180 2 

20 280 3 

5 310 5 

 

TAULUKKO 4. Laiteparametrit 

Kantajakaasun virtausnopeus He, 1 ml/min 

Injektorin lämpötila 300 °C 

Injektiotilavuus 1 µl 

Split suhde 1 : 20 

Siirtolinjan lämpötila 280 °C 

Detektorin ionilähteen lämpötila 250 °C 

Solvent cut time 5 min 

Massaväli  35 – 500 m/z 
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KUVA 5. Shimadzu Nexis GC-2030 ja Shimadzu GCMS-QP2020 NX 
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4 TYÖN SUORITUS 

 

 

4.1 Menetelmäkehitys 

 

Tavoitteena oli kehittää GC-MS –laitteelle menetelmä, jolla kyettäisi analysoi-

maan metsäteollisuuden ja erilaisten biojalostamoiden jätevesiä; keskittyen eri-

tyisesti puun uuteaineisiin. Menetelmän tarkoituksena oli saada erilaiset puun uu-

teaineet erottumaan tunnistamista varten, sekä kvantitoida erikseen määritellyt 

tutkittavat aineet.  Menetelmäkehityksen pohjana käytettiin artikkeleita vastaa-

vista tutkimuksista (Herold–Majumdar ym. 2021; Doddapaneni ym. 2018.). Artik-

kelien perusteella valittiin laiteparametrit ja lämpötilaohjelma, mitkä on esitetty 

luvussa 3.3. Artikkelien pohjalta päädyttiin myös käyttämään derivatisointiin sily-

laatiota BSTFA:lla (Herold–Majumdar ym. 2021; Mosbye, Harstad & Fiksdahl 

2000).  Menetelmänkehitys aloitettiin puhtailla yhdisteillä ja niiden yhdistelmäliu-

oksella ennen varsinaisten näytteiden analysointia. Varsinaisten näytteiden esi-

käsittelyyn kehitettiin menetelmä, kun laitemenetelmä oli osoitettu toimivaksi. 

 

 

4.2 Esikokeet puhtailla yhdisteillä 

 

Menetelmän kehittäminen aloitettiin selvittämällä tutkittavien aineiden retentioajat 

ja massaspektrit työssä käytetyllä laitteistolla. Tutkittavista aineista ja käytetyistä 

sisäisistä standardeista valmistettiin aluksi kullekin oma näytteensä pitoisuudella 

5 mg/l, jotka derivatisoitiin BSTFA-TMCS –liuoksella. Valmistettua näytettä ruis-

kusuodatettiin noin 0,5 ml näytepulloon ja lisättiin 100 µl derivatisointireagenssia. 

Näytepulloja pidettiin 70 °C lämpöhauteessa 20 minuuttia. Tämän jälkeen näyt-

teet jäähdytettiin huoneenlämpöön ja analysoitiin.  

 

Yksittäin tutkituilla aineilla saatiin suotuisia tuloksia ja ne pystyttiin selkeästi tun-

nistamaan NIST-kirjaston avulla. Laiteparametrit koettiin toimiviksi, eikä niitä pää-

tetty muuttaa kuin detektorin käynnistysajan suhteen liuotinpiikkien suodatta-

miseksi kromatogrammista. Tämän jälkeen tutkittavista aineista valmistettiin yh-
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distelmästandardinäyte, jossa tutkittavien aineiden ja käytettyjen sisäisten stan-

dardien pitoisuudet olivat kullekin 5 mg/l. Yhdistelmänäyte käsiteltiin samoin kuin 

yksittäisnäytteet. 

 

Suotuisten esikoetulosten perusteella päätettiin tutkittavista aineista ajaa stan-

dardisuorat, joissa standardien pitoisuudet kullekin tutkittavalle aineelle olivat 0,2; 

2,0; 4,0; 6,0; 8,0 ja 10,0 mg/l. Standardeihin lisättiin ISTD-liuosta, joka sisälsi 1-

eikosanolia ja kolesterolia kumpaakin pitoisuudella 50 mg/l, niin että sisäisten 

standardien pitoisuudet kaikissa näytteissä olivat 4 mg/l. Näytteet ajettiin dupli-

kaatteina. Standardisuorat on esitetty liitteessä 1. 

 

 

4.3 Näytteiden analysointi ja esikäsittelymenetelmän kehitys 

 

Varsinaiset näytteet olivat peräisin erään biojalostamon prosessi- ja jätevesistä. 

Vesinäytteet oli kerätty syksyllä 2021 ja säilötty pakastimessa 4.2.2022 asti. Raa-

kanäytteet oli suodatettu ennen säilytystä 0,45 µm ruiskusuodatuksella kiintoai-

neksen poistamiseksi, joten näytteistä tutkittiin vain niihin liuenneita yhdisteitä. 

 

Kuudesta näytteestä analysoitiin kolme. Kuvassa 6 on esitetty kaikki kuusi näy-

tettä ja merkitty työssä tutkitut näytteet kirjaimin: A, B ja C. Näyte A on teollisuus-

prosessin alkupäästä, B prosessin keskivaiheilta ja C prosessin loppupäästä. 

Näytteet analysoitiin teoreettisesti puhtaimmasta likaisimpaan järjestyksessä C, 

B ja A. 
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KUVA 6. Erilaisia prosessivesinäytteitä; kuvaan merkitty näytteet A, B ja C 

 

Esikäsittelymenetelmän pohjana toimivat tutkimusartikkelit (Herold-Majumdar 

ym. 2021; Mosbye ym. 2000) joiden perusteella päädyttiin kiinteäfaasiuuttoon ja 

C18 sorbentin käyttämiseen. Näytteiden esikäsittelyn tarkoituksena oli uuttaa tut-

kittavat aineet erilleen vesifaasista, jotta ne voitiin analysoida GC-MS:llä. Puh-

tailla aineilla suoritetut esikokeet osoittivat derivatisointi- ja laitemenetelmien toi-

mivuuden, joten niitä sovellettiin vastaavasti varsinaisille näytteille. Esikäsittely-

menetelmän kehityksessä käytettiin biojalostamolta kerättyjä näytteitä. Varsinai-

sista näytteistä analysoitiin ensimmäisenä puhtain, prosessin loppupäästä otettu, 

näyte C. Sisäisenä standardeina toimivia 1-eikosanolia ja kolesterolia käytettiin 

kvantitoinnin lisäksi tulosten suhteuttamiseen. Ajatuksena oli, että kyseiset aineet 

käyttäytyvät SPE-käsittelyssä ja derivatisoinnissa samalla tavalla kuin tutkittavat 

aineet, eli niiden hävikki olisi samaa suuruusluokkaa tutkittavien aineiden kanssa. 

 

Näytettä siirrettiin 25 ml mittapulloon, lisättiin 2 ml ISTD-liuosta ja täytettiin merk-

kiin asti näytteellä. SPE-kolonnit käsiteltiin valuttamalla 10 ml metanolia ja 10 ml 

MQ-vettä kolonnien läpi, minkä jälkeen näyte, johon sisäinen standardi oli lisätty, 

ladattiin kolonniin. Näytteestä eluoitiin vesifaasi ulos, noin 5 ml/min virtauksella, 

ja kolonnin annettiin kuivua imulla 30 minuuttia. Imupullo vaihdettiin puhtaaseen 

A 

 

C 

 

B 
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ja kolonniin lisättiin 15 ml metanolia ja 15 ml asetonia, jotka eluoitiin ulos kolon-

nista. Eluentti sisälsi tutkittavat aineet asetoni-metanoli-liuoksessa ja se siirrettiin 

säilöpulloon ja säilytettiin jääkaapissa analysointiin asti. 

 

Ajan säästämiseksi kokeiltiin analysoida puun uuteaineita suoraan eluentista. Kä-

sitellystä näytteestä pipetoitiin 100 µl GC-näytepulloon ja lisättiin 100 µl derivati-

sointireagenssia. Näytteitä pidettiin 70 °C vesihauteessa 20 minuuttia, minkä jäl-

keen ne jäähdytettiin ja analysoitiin samalla menetelmällä kuin esikoenäytteet. 

Suoraan eluentista analysoidut tulokset näytteille eivät olleet suotuisia, minkä ta-

kia näyte päätettiin konsentroida kuten artikkeleissa oli kuvattu. 

 

Näyte siirrettiin kartiopohjaiseen sentrifugiputkeen ja konsentroitiin haihdutta-

malla liuotin typpikaasulla (KUVA 4.). Kuivunut näyte suspensoitiin 2 ml:aan ase-

tonia käsiteltiin samoin kuin suoraan eluentista otettu näyte. 
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5 TULOKSET JA TARKASTELU 

 

 

5.1 Esikokeiden tulokset 

 

Puhtailla yhdisteillä suoritettujen yksittäisanalyysien jälkeen suoritettiin kokeet 

yhdistelmästandardilla, joka sisälsi tutkittavat aineet ja sisäiset standardit. Yhdis-

telmästandardista analysoitu kromatogrammi on esitetty kuviossa 11. 

 

 

KUVIO 11. Yhdistelmästandardin kromatogrammi, johon merkitty tutkittavien ai-

neiden (1, 2, 4, 5 ja 7) ja sisäisten standardien (3 ja 6) piikit 

 

Kromatogrammissa esiintyvät piikit ennen 10 minuuttia ovat todennälöisesti pe-

räisin derivatisointireagenssista ja liuottimesta; pienemmät piikit välillä 10 – 29 

minuuttia ovat todennäköisesti peräisin tutkittavista aineista. Esimerkiksi abietii-

nihapon laatu oli >75.0%, mikä voi selittää erinäisiä epäpuhtauksia näytteessä. 

Epäpuhtauksista suurin osa oli erilaisia trimetyylisilyylijohdannaisia, mikä tarkoit-

taa epäpuhtauksien olleen läsnä näytteissä jo ennen derivatisointia. Osa piikeistä 

tunnistettiin myös erilaisiksi siloksaaneiksi, jotka ovat peräisin kolonnista. 
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Tutkittavat aineet tunnistettiin vertaamalla niistä mitattuja massaspektrejä NIST-

tietokantaan. Vertailutulokset NIST -kirjaston kanssa, yhdisteiden retentioajat ja 

niiden peruspiikit, eli tärkeimmät massafragmentit, on esitetty taulukossa 5. Ku-

viossa 12 on esitetty esimerkkinä skvaleenista mitattu massaspektri ja NIST – 

tietokannan massaspektri. Esikokeiden jälkeen tutkittaville aineille ajettiin stan-

dardisuorat, jotka on esitetty liitteessä 1. 

 

TAULUKKO 5. Esikokeiden tulokset tutkittaville aineille ja sisäisille standardeille  

Yhdiste Johdos Retentioaika (min) Peruspiikki SI 

Palmitiinihappo TMS derivative 29,49 117 92 

Steariinihapppo TMS derivative 30,832 117 93 

Abietiinihappo TMS derivative 32,007 256 89 

Skvaleeni - 35,12 69 96 

β-Sitosteroli TMS derivative 40,993 129 87 

1-Eikosanoli TMS derivative 31,393 355 93 

Kolesteroli TMS derivative 38,717 129 92 

 

 

 

KUVIO 12. Mitattu skvaleenin massaspektri ja NIST-tietokannan massaspektri 

 

Tutkittavat aineet tunnistettiin kromatogrammista automaattisesti NIST – tieto-

kantaan vertaamalla, jolloin β-sitosterolin trimetyylisilyyli -johdannainen tulkittiin 

Stigmast-5-ene, 3β-(trimethylsiloxy)-, (24S)-  –yhdisteeksi, joka on ste-

reoisomeeri β-sitosterolin trimetyylisilyyli -johdannaiselle. Standardikuvaajia ajet-

taessa yhdiste tunnistettiin manuaalisesti β-sitosterolin trimetyylisilyyli -johdan-

naiseksi.  
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5.2 Näyte C 

 

Suoraan SPE-eluentista analysoidusta näytteestä havaittiin minimaalisia vasteita 

1-eikosanolille ja muutamille orgaanisille yhdisteille. Kuviossa 13 on esitetty suo-

raan eluentista analysoitu kromatogrammi. Suoraan eluentista otettu näyte oli 

liian laimeaa luotettavien laatu- ja määräanalyysien tekemiseksi, joten näyte kon-

sentroitiin. Konsentroidusta eluentista analysoidun näytteen kromatogrammi on 

esitetty kuviossa 14. 

 

Kromatogrammista havaittiin selkeinä piikkeinä sisäisinä standardeina käytetyt 1-

eikosanoli ja kolesteroli. Lisäksi pystyttiin tunnistamaan ja kvantitoimaan steariini- 

ja palmitiinihappo, joita ei entuudestaan tiedetty näytteessä olevan. Steariini- ja 

palmitiinihapon mittaustulokset ja niistä lasketut alkuperäisen näytteen pitoisuu-

det on esitetty taulukoissa 6 ja 7. 

 

TAULUKKO 6. Näytteen C suspensiosta mitatut pitoisuudet 

Yhdiste Mitattu pitoisuus (mg/l) 

Steariinihappo 0,425 

Palmitiinihappo 0,282 

 

Sijoittamalla mittaustulokset kaavaan (2) saadaan laskettua steariini ja palmitii-

nihapon pitoisuudet alkuperäisessä näytteessä. Alla kaavaan sijoitettuna palmi-

tiinihapon mittaustulos ja alkuperäisen näytteen konsentraatio laskettuna: 

 

𝑐1 =
0,282 

𝑚𝑔
𝑙

∗ 2 𝑚𝑙

23 𝑚𝑙
 

= 0,0245217 … 
𝑚𝑔

𝑙
 

≈ 25 µg/l 

 

TAULUKKO 7. Näytteen C laskennalliset pitoisuudet 

Yhdiste Alkuperäisen näyteen pitoisuus (µg/l) 

Steariinihappo 37 

Palmitiinihappo 25 
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KUVIO 13. Suoraan näyte C:n eluentista analysoitu kromatogrammi 

 

 

KUVIO 14. Konsentroidun näyte C:n kromatogrammi 
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5.3. Näyte B 

 

Näyte B käsiteltiin ja mitattiin vastaavalla menetelmällä. Kuviossa 15 on esitetty 

näytteen konsentraatista mitattu kromatogrammi ja taulukossa 8 on esitetty kvan-

titoinnin tulokset steariini- ja abietiinihapolle. Näytteestä B tunnistettiin NIST-kir-

jaston avulla erilaisia amideja, rasva-alkoholeja, rasvahappoja ja niiden estereitä 

sekä fenoleja. Yhdisteiden vastaavuus NIST tietokantaan (SI) vaihteli välillä 70–

96 %. Esimerkkejä havaituista yhdisteistä on esitetty taulukossa 9; yhdisteet on 

esitetty automaattisesti tunnistetuilla englanninkielisillä nimillä. Laitetuloste tun-

nistetuista yhdisteistä kokonaisuudessaan on esitetty liitteessä 2. 

 

 

KUVIO 15. Näyte B:n konsentraatista mitattu kromatogrammi 

 

TAULUKKO 8. Näyte B:n mitatut ja lasketut pitoisuudet havaituille aineille 

Yhdiste Mitattu pitoisuus (mg/l) Alkuperäisen näyteen pitoisuus 

(µg/l) 

Steariinihappo 0,38351 33 

Abietiinihappo 1,67187 145 
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TAULUKKO 9. Esimerkkejä näytteestä B havaituista yhdisteistä 

Yhdiste SI 

Formamide, N,N-diethyl- 96 

1-Hexanol,2-ethyl- 94 

L-.alpha.-Terpineol 86 

2,4-Di-tert-butylphenol 92 

Benzoic acid, 4-ethoxy-,ethyl ester 90 

1-Heptacosanol 96 

Palmitoleamide 91 

 

 

5.4. Näyte A 

 

Näyte A käsiteltiin ja mitattiin vastaavalla menetelmällä. Kuviossa 16 on esitetty 

näytteen konsentraatista mitattu kromatogrammi ja taulukossa 10 on esitetty 

kvantitoinnin tulokset. Näytteestä A tunnistettiin NIST-kirjaston avulla näytteestä 

B havaittujen yhdisteiden lisäksi erilaisia aromaattisia yhdisteitä ja terpeenin joh-

dannaisia. Esimerkkejä havaituista yhdisteistä on esitetty taulukossa 11 ja laite-

tuloste tunnistetuista yhdisteistä kokonaisuudessaan on esitetty liitteessä 3. 

 

 

KUVIO 16. Näyte A:sta mitattu kromatogrammi 
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TAULUKKO 10. Näyte A:sta mitatut ja lasketut pitoisuudet 

Yhdiste Mitattu pitoisuus (mg/l) Alkuperäisen näyteen pitoisuus 

(µg/l) 

Palmitiinihappo 1,22148 106 

Steariinihappo 5,36629 467 

Abietiinihappo 3,47163 302 

 

TAULUKKO 11. Esimerkkejä näytteestä havaituista yhdisteistä 

Yhdiste SI 

(+)-4-Carene 93 

p-Cymene 91 

Cyclobutane, 1,2-bis(1-methylethelnyl)-,trans- 92 

L-.alpha.-Terpineol 86 

Phenol, 4-(2-propenyl)- 90 

Vanilin 91 

D-allose 96 

Benzenepropanol, 4-hydroxy-,alpha,-methyl 96 

3,4-Divanillyltetrahydrofuran 92 

Pinoresinol 90 
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6 YHTEENVETO JA POHDINTA 

 

 

Opinnäytetyön tavoite saavutettiin; puun uuteaineiden analysointiin ja näytteiden 

esikäsittelyyn onnistuttiin kehittämään menetelmät. Esikäsittelyyn käytettävällä 

kiinteäfaasiuutolla ja typetyksellä on mahdollista eristää ja konsentroida näytteet 

GC-MS-analyysia varten. Näytteiden derivatisointi silyloimalla osoittautui myös 

helpoksi ja toimivaksi menetelmäksi. Suoritettujen analyysien perusteella laite-

menetelmällä on mahdollista erottaa ja analysoida laaja joukko erilaisia yhdisteitä 

biojalostamon prosessivesistä. Ohjeet standardisuoran tekemisestä ja liuosval-

mistuksesta, sekä näytteiden käsittelystä ja analysoinnista on esitetty liitteissä 4 

ja 5.  

 

Menetelmän jatkokehitystä ajatellen kiinteäfaasiuuttoa voisi kokeilla muilla liuot-

timilla. Tässä työssä uuttoa kokeiltiin vain asetonilla ja metanolilla. Esikäsittely-

menetelmän pohjana toimineissa artikkeleissa (Mosbye ym. 2000) käytettiin 

edellä mainittujen liuottimien lisäksi dikloorimetaania, tai eluointi suoritettiin pyri-

diinillä (Herold-Majumdar ym. 2021). Kiinteäfaasiuutto mahdollistaisi myös näyt-

teen fraktioinnin käyttämällä erilaisia liuottimia.  

 

Kiinteäfaasiuuttoa ei kokeiltu puhtailla aineilla ennen näytteiden ajamista aikatau-

lun ja työn luonteen perusteella. Näytteiden avulla oli tarkoitus tutkia laitemene-

telmän toimivuutta ja yhdisteiden riittävää erottumista, sillä riittävän monipuoli-

sesti uuteaineet huomioivan synteettisen matriisin tuottaminen olisi ollut haasta-

vaa ja kallista. Lisäksi näytteiden pitoisuuksia eri aineille ei tunnettu ja vastaavien 

tutkimusten (Kostamo ym. 2004) perusteella uuteaineiden konsentraatio vaihte-

lee merkittävästi. 

 

Menetelmää ei validoitu, eikä esimerkiksi esikäsittelymenetelmän saantoa arvi-

oitu. Pohja uuteaineiden analysointiin ja käsittelyyn onnistuttiin kuitenkin luo-

maan. Menetelmällä on mahdollista ajaa erilleen laaja joukko erilaisia orgaanisia 

puun uuteaineita ja tunnistaa ne NIST-kirjaston avulla melko luotettavasti; tunnis-

tusindeksin (similarity index, SI) arvojen ollessa korkeimmillaan 96% ja alimillaan 

70 %. Menetelmää sovellettiin näytteille vain SCAN-tilassa, koska pääpaino me-

netelmän kannalta tässä vaiheessa oli saada erilaiset uuteaineet analysoitavaan 
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muotoon ja erottumaan selkeästi tunnistusta varten. Tutkittavia aineita on mah-

dollista kvantitoida SCAN-tilassa, mutta luotettavien kvantitatiivisten tulosten saa-

miseksi tulee laitteella käyttää SIM-tilaa. Erityisesti analyysin viimeisen 10 minuu-

tin sisällä esiintyvien biomolekyylien, kuten sterolin ja skvaleenin, kvantitointi 

edellyttää selektiivisempää detektointia, koska niiden massaspektrit peittyvät 

näytematriisin muiden komponenttien toimesta. 

 

Näytteet A, B ja C olivat peräisin erään biojalostamon prosessin alusta, keskivai-

heilta ja lopusta. Näytteiden kromatogrammeja verrattaessa havaitaan erilaisten 

uuteaineiden väheneminen yhdistepiikkien vähenemisenä siirryttäessä alkupään 

prosesseista loppuun, mikä kertoo osaltaan erilaisten puhdistusprosessien toimi-

vuudesta. Mitatut pitoisuudet tutkittaville aineille vaihtelevat suuruusluokiltaan 

merkittävästi, mutta ovat muihin vastaaviin tutkimuksiin (Kostamo ym. 2004; He-

rold – Majumdar ym. 2021.) verrattaessa uskottavia. Uuteaineiden koostumus ja 

määrä puissa ja sitä kautta biojalostamoiden prosesseissa kuitenkin vaihtelee 

riippuen käytetystä puuaineksesta, sen alkuperästä, sekä muista uuteaineiden 

määrään vaikuttavista tekijöistä (Routa ym. 2017; Kostamo ym. 2004). Kostamon 

tutkimuksessa todettiin myös uuteaineiden konsentraation vaihtelevan merkittä-

västi eri prosessien lisäksi myös eri jalostamoilla, joten uuteaineiden konsentraa-

tiosta tai prosessivesimatriiseista ei voida sanoa alalle yleispätevää arvoa tai 

koostumusta. Tutkitun jalostamon vesiä tulisi tarkkailla pidempään, selkeiden 

trendien havaitsemiseksi. 
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Liite 2. Tunnistetut yhdisteet näytteestä B 
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Liite 3. Tunnistetut yhdisteet näytteestä A 
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Liite 4. Menetelmäohje standardisuoran tekemiseen 
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Liite 5. Menetelmäohje näytteiden käsittelyyn ja analysointiin 

 

 

 



47 

 

 



48 

 

 



49 

 

 



50 

 

 


	1 JOHDANTO
	2 TEORIA
	2.1 Puun uuteaineet yleisesti
	2.1.1 Uuteaineet teollisuudessa
	2.1.2 Uuteaineet ympäristössä

	2.2 Tutkittavat aineet
	2.2.1 Steariinihappo
	2.2.2 Palmitiinihappo
	2.2.3 Abietiinihappo
	2.2.4 Skvaleeni
	2.2.5 β-Sitosteroli

	2.3 Kiinteäfaasiuutto
	2.4 Derivatisointi silylaatiolla
	2.5 Kaasukromatografia-massaspektrometria
	2.5.1 Toimintaperiaate
	2.5.2 Ionisointi, massaerottelu ja detektointi

	2.6 Tulosten käsittely

	3 MITTAUS- JA MÄÄRITYSMENETELMÄT
	3.1 Käytetyt kemikaalit
	3.2 Kiinteäfaasiuutto ja näytekäsittely
	3.3 GC-MS

	4 TYÖN SUORITUS
	4.1 Menetelmäkehitys
	4.2 Esikokeet puhtailla yhdisteillä
	4.3 Näytteiden analysointi ja esikäsittelymenetelmän kehitys

	5 TULOKSET JA TARKASTELU
	5.1 Esikokeiden tulokset
	5.2 Näyte C
	5.3. Näyte B
	5.4. Näyte A

	6 YHTEENVETO JA POHDINTA
	LÄHTEET
	LIITTEET
	Liite 1. Tutkittavien aineiden standardisuorat
	Liite 4. Menetelmäohje standardisuoran tekemiseen
	Liite 5. Menetelmäohje näytteiden käsittelyyn ja analysointiin


