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ABSTRACT
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Development of GC-MS Method for Analysis of Wood Extractives from Forest
Industry Wastewaters
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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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1 JOHDANTO

Puun uuteaineet ovat erilaisia orgaanisilla liuottimilla uutettavia yhdisteita, joita
esiintyy puissa luonnostaan. Uuteaineet ovat hyvin monipuolinen ja laaja ryhma
keskenaan erilaisia yhdisteita, ja niiden maarittely ei ole yksiselitteista. Uuteainei-
den tehtavana puissa on toimia erilaisissa biokemiallisissa tehtavissa; esimer-
kiksi suojata puita sienitaudeilta ja hyonteisilta, toimia soluseinamien rakenteissa
tai saadella kasvisolujen toimintaa ja mahdollistaa monimutkaisempien yhdistei-

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

Uuteaineet kulkeutuvat metsateollisuuden 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 jateveden-
kasittelylaitoksille. Suuri osa naista yhdisteista saadaan eroteltua vedesta aktiivi-
lietekasittelylla, mutta osa aineista saattaa jaada vesiin, jotka lopultaan lasketaan
vesistoihin. Vesistoihin paatyvat rikastuneet uuteaineet haittaavat esimerkiksi ka-
lojen lisdantymista ja kasvattavat veden COD-arvoja. (Kostamo, Kukkonen &
Holmblom 2004; Vuorinen 2021.)

Opinnaytetyo tehtiin Tampereen yliopiston materiaalitieteen ja ymparistoteknii-
kan yksikdssa tammi-helmikuussa 2022. Yksikossa tutkitaan muun muassa teol-
lisuuden prosessi- ja jatevesia, seka kiertotalouden edistamista nailla osa-alu-

eilla.

Opinnaytetyon tavoitteena oli kehittdd menetelma GC-MS-laitteistolle, milla voi-
taisi analysoida metsateollisuuden jatevesia ja erityisesti niissa esiintyvia puun
uuteaineita. Tarkoituksena oli kehittdd hankkeen tarpeisiin vastaava naytekasit-
tely- ja laitemenetelma tutkimusartikkelien perusteella. Menetelmaa tullaan kayt-
tamaan metsateollisuuden jatevesien karakterisointiin ja tutkittavien aineiden

kvantitointiin osana yksikon tutkimusta.



2 TEORIA

2.1 Puun uuteaineet yleisesti

Puun uuteaineet ovat laaja joukko kemiallisesti erilaisia yhdisteita, jotka voidaan
erottaa puuaineksesta uuttamalla erilaisilla orgaanisilla liuottimilla. Uuteaineiden
maara puissa on yleensa pieni; alle 10 % kuiva-aineesta, mutta trooppisilla puilla
pitoisuudet voivat olla korkeampia. Niiden maara ja koostumus vaihtelee eri puu-
lajien, puun eri osien ja jopa yksittaisten puiden valilla. Uuteaineet voidaan luoki-
tella eri ryhmiin niiden kemiallisen luonteen ja rakenteen perusteella. Alla esite-
tyssa 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- Fenoliset yhdisteet Muut
disteet
Terpeenit ja terpenoidit Fenolit Sokerit
(mukaan lukien hartsihapot Stilbeenit Syklitolit
12 stgro@lt) , Lignaanit Tropoleenit
Rasvahapot ja niiden esterit Isoflavonit Aminohapot
(rasvat ja vahat) Flavonoidit Alkaloidit
Kondensoidut tanniinit | Kumariinit
Hydrolysoituvat tanniinit Kinonit

Uuteaineiden tehtavat puissa ovat hyvin erilaisia, mutta tyypillisesti ne toimivat
puissa ei-rakenteellisina yhdisteina, toisin kuin selluloosa. Hartsihappojen ja ter-
penoidien tehtava on puun suojaaminen hyonteisilta ja sienitaudeilta. Rasvaha-
pot ja niiden esterit toimivat energiavarastona ja soluseinien funktionaalisissa ra-

kenteissa. (Vuorinen 2021.)



2.1.1 Uuteaineet teollisuudessa

Paperi- ja sellutehtailla uuteaineet liukenevat sellunkeitossa prosessivesiin ja kul-
keutuvat veden ja massan mukana. Vesikierrot ovat suljettuja, mika johtaa osal-
taan uuteaineiden konsentraation kasvamiseen. Niiden keskittyminen ja keraan-
tyminen lisaa ongelmia tuotannossa ja jatevesien kasittelyssa. Rikastuneet uute-
aineet voivat vaikuttaa esimerkiksi sellun laatuun, aiheuttaa hajuhaittoja ja lisata
veden toksisuutta. Esimerkiksi vahat, rasvat, triglyseridit ja sterolit eivat ole saip-
puoitavissa ja voivat aiheuttaa ongelmia sellutuotteiden, kuten paperin, valmis-
tuksessa. (Lindholm-Lehto 2015; Knuutinen, Ahkola, & Herve 2015.)

2.1.2 Uuteaineet ymparistossa

Suurin osa uuteaineista saadaan eroteltua vesista tehtaiden jatevedenkasittely-
laitoksilla aktiivilietekasittelylla, jossa uuteaineet hajoavat, muuttuvat toisiksi yh-
disteiksi tai absorboituvat lietteeseen. Kasittelyn jalkeen vesi lasketaan vesistoi-
hin. Paastovedet sisaltavat happea kuluttavia yhdisteita, jotka ovat vaarallisia
vesielidille. Uuteaineista on haittaa kaikille vesielidille kaloista pohjaelidihin. Jopa
alhaisilla rasvahappo-, hartsihappo- ja sterolipitoisuuksilla voi olla merkittavia pit-
kakestoisia vaikutuksia vesistoissa. (Lindholm-Lehto ym. 2015; Kostamo ym.
2004.)

Kasvisterolit voivat hairita kalojen hormonaalista toimintaa, mika vaikuttaa kalo-
jen lisdantymiseen. Sterolit voivat myds helposti imeytya pohjasedimenttiin, mika
on haitallista pohjaelidille. Uuteaineet voivat myos ajautua virtauksen tai tulvimi-
sen seurauksena useiden kilometrien paahan jatevesilaitoksesta. (Lindholm-
Lehto ym. 2015.)

2.2 Tutkittavat aineet

Puun uuteaineiden laaja-alaisuuden takia opinnaytetyohon valittiin viisi tutkitta-
vaa ainetta edustamaan eri uuteaineryhmia, joiden avulla menetelmaa lahdettiin

kehittamaan. Tutkittavat aineet valittiin toimeksiantajan toimesta.
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Uuteaineissa esiintyvia rasvahappoja edustamaan valittiin steariini- ja palmitiini-
happo. Hartsihappoja edustaa abietiinihappo. Terpeeneja ja niiden johdannaisia
edustamaan valittiin skvaleeni ja B-sitosteroli. Tutkittavien aineiden rakenteet on

esitelty seuraavissa luvuissa.

2.2.1 Steariinihappo

Steariinihappo, eli oktadekaanihappo (C1sH3602), on tyydyttynyt pitkaketjuinen
rasvahappo. Sita esiintyy yleisesti luonnossa elain- ja kasvirasvoissa, jalkimmai-
sessa huomattavasti vahemman. 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.)

I
/\/\/\/\/\/\/\/\/J\OH

KUVIO 1. Steariinihapon rakenne (Alén 2009, muokattu)

2.2.2 Palmitiinihappo

Palmitiinihappo, eli heksadekaanihappo (C1sH3202), on tyydyttynyt pitkaketjuinen
rasvahappo. Sita tavataan kemiallisesti sitoutuneena lukuisissa elain- ja kasvi-
rasvoissa yhdessa steariinihnapon 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.)

O

WOH

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

Abietiinihappo (C20H3002) 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 merkittdvimpia hartsihappoja. Taman takia
pihkan happokomponentit luokitellaan rakenteellisesti usein primaarihappo- ja
abietiinihappotyyppisiin johdannaisiin. Abietiinihappoa muodostuu vastaavanlai-
sen hiiliketjun sisaltamista rakenteista kaksoissidosten isomerisoitumisen seu-

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

H,C COOH
KUVIO 3. Abietiinihapon rakenne (Alén 2009, muokattu)

2.2.4 Skvaleeni

Skvaleeni (CsoHs0) on triterpeeninen hiilivety. Se on luonnossa yleinen yhdiste,
jota tavataan merkittavissa maarin erityisesti kasvioljyissa. Skvaleenia syntetisoi-
tuu kaikentyyppisissa soluissa, koska se on keskeinen valituote 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 B-Sitosteroli

B-Sitosteroli (C29H500) on kasveissa ja kasvidljyissa esiintyva triterpenoidin joh-
dannainen. Se lukeutuu kasvisteroleihin, jotka ovat osa kasvisolujen rakennetta
ja osallisena niiden toimintojen saatelyssa. Kasvisterolit ovat rakenteeltaan kole-
sterolin kaltaisia rengasrakenteisia alkoholeja, mika osaltaan vaikuttaa merkitta-
vasti niiden biologiseen aktiivisuuteen vesielidissa. (Weingartner, Bohm & Laufs.
2009). Sen molekyylipaino on 414,71 g/mol, sen sulamisalue on 136-140 °C.

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

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

2.3 Kiinteafaasiuutto

Kiinteafaasiuutto (Solid Phase Extraction — SPE) on laajalti kaytetty naytteenka-
sittelymenetelma. Sen avulla ndyte voidaan puhdistaa tai naytteesta analysoita-
vat komponentit voidaan uuttaa erilleen naytematriisista. Kiinteafaasiuutossa
neste- tai kaasufaasista erotellaan osa nayteliuoksen komponenteista kiinteana
faasina toimivaan sorbenttiin. (Anderson, Berthod, Estévez & Stalcup 2015,
1571.)

Kiinteafaasiuutto perustuu analyytin ja sorbentin valisiin kemiallisiin vuorovaiku-
tuksiin. Erilaisia vuorovaikutustyyppeja analyytin ja sorbentin valilla ovat esimer-
kiksi ioniset vuorovaikutukset ja molekyylien valiset poolisuuteen perustuvat vuo-

rovaikutukset, kuten vetysidokset ja dipoli-dipolisidokset. Sorbentteja on erilaisia
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erityyppisille naytematriiseille; esimerkiksi poolisia, poolittomia ja ioninvaihtoon
perustuvia. (Anderson ym. 2015, 1573—1576; Jaarinen & Niiranen 2005, 170—
171.)

Ennen naytteen siirtamista sorbentti yleensa kasitellaan pienella maaralla liu-
otinta (conditioning). Taman jalkeen nayte siirretaan kolonniin (loading) ja ei-ha-
luttu osa naytematriisia suodattuu pois. Tutkittavat aineet pidattyvat sorbenttiin,
josta ne sopivalla liuottimella eluoidaan ulos kolonnista. Nayte voidaan myos frak-
tioida haluttaessa, jolloin sorbentista eluoidaan tietyt komponentit erilleen sopi-
valla liuottimella, minka jalkeen vaihdetaan liuotinta toiselle komponentille sopi-
vaksi ja eluoidaan seuraavat komponentit erilliseen fraktioon. Perustydvaiheet
kiinteafaasiuuton soveltamiseen naytekomponenttien uuttamiseen on esitetty ku-
viossa 6. (Anderson ym. 2015, 1575-1576.)

Sorbentin Naytteen  Ei-halutun  Liuottimen Haluttujen
kasittely lataus osan pois lisdys komponenttien
liuottimella suodatus eluointi

ol
I i

v i i
&

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

SPE — menetelmaa voidaan myos soveltaa naytteen puhdistamiseen (clean up),
jolloin nayte huuhdellaan ennen sorbentista eluointia. Vastaavasti menetelmaa
voidaan kayttaa pidattamaan ei-haluttu osa naytematriisia sorbenttiin, jolloin en-
simmainen naytesuodos ilman liuottimella eluointia sisaltda 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 taytyy derivati-
soida, mikali ne eivat tayta naytteelle asetettuja vaatimuksia. Naytteen on oltava
riittdvan helposti haihtuva (volatile) ja kestettava analyysissa kaytetyt lampdtilat.
(Jaarinen & Niiranen 2005, 195.)

Silylointi on tyypillinen kaasukromatografiassa kaytetty derivatisointimenetelma.
Sitd voidaan soveltaa, kun molekyylin funktionaalisena ryhmana on esimerkiksi
alkoholi-, fenoli-, karboksyylihappo-, amiini- tai amidiryhma. Kuviossa 7 on esi-

tetty silylaatioreaktion periaate.

R—'cliz * HC—SimX ——= R—O—\T}i—CH3 ¥ H—X

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

Silylaatio-reaktiossa aktiivinen vety, eli voimakkaasti elektronegatiivisempaan
atomiin kiinnittynyt vetyatomi, korvataan silyyliryhmalla; tyypillisesti trimetyylisi-
lyylilla. Reaktion seurauksena syntyva trimetyylisilyylijohdannainen (TMS deriva-
tive) on alkuperaiseen molekyyliin verrattuna vahemman poolinen, paremmin
haihtuva ja termisesti vakaampi. Tassa tyossa silylointireagenssina kaytetaan
BSTFA:ta (N,O-bis(trimetyylisilyyli)trifluori — asetamidi), jonka rakenne on esitetty
kuviossa 8. (Knapp 1979, 269; Sigma Aldrich 1997.)

e
H3C—?i—CH3

17
F3C—C:N—?i—CH3
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 kaytetyista laiteanalytiikan menetelmista orgaa-
nisten yhdisteiden tunnistamiseen ja kvantitoimiseen monimutkaisista naytemat-
riiseista. Menetelmaa kaytetaan laaja-alaisesti esimerkiksi ymparistotutkimuk-
sessa, laaketieteellisessa tutkimuksessa, elintarviketeollisuudessa ja monilla

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

Menetelma on kaasukromatografian ja massaspektrometrian yhdistelma. Kaasu-
kromatografialla erotellaan nayteliuoksen komponentit ajallisesti ja massaspekt-
rometri tuottaa tietoa, jonka avulla yksittaisten komponenttien rakenteellinen tun-
nistaminen on mahdollista. Menetelman merkittavimpana etuna on kvalitatiivista
analyysia ajatellen yksittaisten komponenttien erottelu monimutkaisesta nayte-
matriisista, ja niiden luotettava tunnistaminen massaspektrista. Menetelmalla on
mahdollista suorittaa myos tarkkaa kvantitatiivista analytiikkaa pienista nayte-

maarista tai -konsentraatioista. (Sparkman ym. 2011, 3; Hibschmann 2015, 3.)

Kaasukromatografia—massaspektrometriaa sovelletaan naytteisiin ja yhdisteisiin,
jotka hoyrystyvat riittavan helposti (volatile). Yhdisteen on hoyrystyttava kaasu-
kromatografialla erottelua varten, mutta se ei saa hajota menetelman lampatila-
olosuhteissa. Tata voidaan toisaalta pitaa menetelmaa rajoittavana tekijana nay-
tematriisin sisaltdessa haihtumattomia komponentteja (involatiles). Analyysin
mahdollistamiseksi nayte voidaan puhdistaa ei-halutuista komponenteista esi-
merkiksi kiinteafaasiuutolla (SPE) tai kiinteafaasimikrouutolla (SPME). Naytemat-
riisin komponentit voidaan myos derivatisoida analyysin kannalta sopivampaan
muotoon. (Hubschmann 2015, 3-4.)

2.5.1 Toimintaperiaate

Kaasukromatografia-massaspektrometria on kahden analyysimenetelman yhdis-
telma. Kuviossa 9 on esitetty laitteiston perusrakenne yksinkertaistettuna. Kaa-
sukromatografialaitteiston keskeisimmat osat ovat: injektori, kolonni ja uuni; li-

saksi oleellisia tekijoita ovat kantajakaasu seka virtausnopeuden ja lampoétilan
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saatd. Massaspektrometrin oleellisimmat osat ovat ionilahde, massa-analysaat-
tori ja detektori. Tyhjidjarjestelma ja siihen kuuluva pumppu ovat myos merkittava
osa laitteistoa, koska massa-analysaattorin toiminta edellyttaa tyhjiota. Kaasu-
kromatografi ja massaspektrometri yhdistetaan toisiinsa siirtolinjalla (transfer
line). Massaspektrometrin tuottama tieto tallennetaan ja kasitellaan laitteistoon

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

Injektori
I
L ) ] T,
H . : - .
O
lonildhde  Massa-analysaattori Detektori
Kolonni
Kolonniuuni —
Pumppu Tyhijidjarjestelma
Kaasukromatografi Massaspektrometri

KUVIO 9. Kaasukromatografi-massaspektrometri, GC-MS (Hussain & Maqgbool
2014, muokattu)

Injektorilla nayte injektoidaan kolonniin, jossa se sekoittuu kantajakaasuun, joka
kuljettaa naytteen kolonnin lapi. Kantajakaasu toimii inerttina liikkuvana faasina
(mobile phase) ja kolonnin sisapinta pysyvana faasina (stationary phase). Nayt-
teen komponentit erottuvat liikkuvan ja pysyvan faasin vuorovaikutusominaisuuk-
sien perusteella. Erottumisen seurauksena naytteen eri komponentit kulkeutuvat
ulos kolonnista eri aikoina, eli komponenteilla on yksildlliset retentioajat. Virtaus-
nopeus, uunin lampatila ja kolonni valitaan kuhunkin analyysiin sopivaksi riittavan
erottelun takaamiseksi. (McNair & Miller 2009, 14-15.)

Kaasukromatografilla erotellut naytteen 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 jalkeen ionit

kulkeutuvat detektorille, joka tietokoneen avulla tuottaa massaspektrin havaittu-
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jen ionien maaran ja massa-varaussuhteen perusteella. Spektrissa nakyvien piik-
kien korkeus on suoraan verrannollinen havaittujen ionien maaraan. Vertaamalla
mitattua massaspektria olemassa oleviin tietokantoihin ja kirjastoihin, voidaan yh-
diste tunnistaa piikkien perusteella. Kvalitatiivisessa ajossa laite on tyypillisesti
SCAN-tilassa, jolloin massaspektrometri havaitsee tietylla massavalilla kaikki io-
nit. Nain on mahdollista havaita ja tunnistaa kaikki naytteessa olevat komponen-
tit. Kvantitatiiviseen tutkimukseen kaytetaan yleensa SIM-tilaa (Selective lon Mo-
nitoring), jossa rajataan massaspektrometri mittaamaan vain tiettyja m/z-arvoja,
jolloin mittauksen maarallinen tarkkuus kasvaa merkittavasti. (Hoffman &
Stroobant 2007, 228-230; Jaarinen & Niiranen 2005, 123.)

2.5.2 lonisointi, massaerottelu ja detektointi

Kaasukromatografin erottelemat naytekomponentit ionisoidaan ennen massa-
analysaattorilla tapahtuvaa erottelua. Yleisin kaytetty ionisointimenetelma on
elektroni-ionisaatio (electron ionization, El), jossa ionilahteena toimii filamentti,
josta korkeassa lampdtilassa irtoaa elektroneja. Irronneet elektronit kiihdytetaan
tyypillisesti 70 V:n jannitteella, ja ne ohjataan elektronisuihkuna kollektorina toi-
mivalle anodille. Suihkun lapi kulkeutuvat naytemolekyylit ionisoituvat ja fragmen-
toituvat korkeaenergisten elektronien vaikutuksesta. Syntyneet molekyyli-ionit ja
fragmentit ovat tyypillisesti positiivisesti varautuneita, ja ne ohjataan massa-ana-
lysaattorille ohjauslinssien avulla. Lisaksi ionilahteen 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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KUVIO 10. Elektroni-ionisaation periaate (Jaarinen & Niiranen 2005, muokattu)

Muita ionisointimenetelmia 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 kaytetty massa-analysaattori on kvadrupolianalysaattori, joka koos-
tuu neljastd yhdensuuntaisesta kvadrupolisauvasta. Kvadrupolianalysaattorissa
kaytetaan tasavirran ja vaihtovirran yhdistelmaa radiotaajuisen sahkokentan
muodossa ohjaamaan analysaattoriin johdettujen ionien kulkua, niiden massava-
rauksen perusteella. Sauvat vuoroin vetavat ioneja puoleensa ja vuoroin hylkivat
niitd. Sopivalla radiotaajuuden ja tasavirtapotentiaalin yhdistelmalla vain tietyn
massavarauksen omaavat ionit kulkeutuvat sauvaston lapi detektorille. Muut ionit
tormaavat sauvoihin tai imeytyvat pois tyhjion vaikutuksesta. Muita massa-ana-
lysaattorityyppeja ovat esimerkiksi ionien lentoaikaan perustuva TOF (Time of
flight) ja ioniloukkumenetelmat (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 intensiteetiltaan suoraan ionien maaraan verrannollinen signaali,
joka tietokoneen avulla muutetaan massaspektriksi. Tyypillisin kaytetty detekto-
rityyppi on elektronimonistin, jonka sisapintaan iskeytyessaan ionit aiheuttavat
elektronirydopyn. Syntyneet elektronit kiihtyvat potentiaalieron seurauksena
osuen toiseen kohtaan detektoria synnyttaen uuden ryopyn. Tama prosessi tois-
tuu useita kertoja, kunnes alkuperainen signaali on vahvistunut moninkertaiseksi
alkuperaisesta. (McNair & Miller 2009, 164; Jaarinen & Niiranen 2005, 128.)

2.6 Tulosten kasittely

Kiinteafaasiuutolla esikasitellyt naytteet kuivataan typettamalla ja suspensoidaan
liuottimeen, minka jalkeen ne analysoidaan kaasukromatografia-massaspektro-
metrilla. Laitteelta saadut tulokset kertovat vain suspension konsentraation, joten

alkuperaisen naytteen konsentraatio saadaan laskettua kaavalla (1)

Vi =cV, (1)

jossa c1 on alkuperaisen naytteen konsentraatio, Vs on alkuperaisen naytteen
tilavuus, c2 on mitattu suspension konsentraatio, ja V2> on suspension tilavuus.

Alkuperaisen naytteen konsentraatio saadaan ratkaistua johtamalla kaavasta (1)

.V,
C1 =
Vi

(2)
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3 MITTAUS- JA MAARITYSMENETELMAT

3.1 Kaytetyt kemikaalit

Taulukossa 2 on esitetty tyossa kaytetyt kemikaalit valmistajineen ja puhtauksi-
neen. Kaikki kemikaalit otettiin kayttdon menetelmakehityksen aikana, paitsi
steariinihappo, joka oli otettu kayttoon vuonna 2016. Tutkittavista aineista valmis-
tettiin kantaliuokset pitoisuudella 1000 mg/l, paitsi B-sitosterolille, jonka kanta-
liuos valmistettiin pitoisuudella 100 mg/l yhdisteen vahaisen maaran ja korkean
hinnan vuoksi. Kantaliuosten ja laimennosten valmistukseen kaytettiin asetonia.
1-Eikosanolia ja kolesterolia kaytettiin sisaisina standardeina ja BSTFA-TMCS -
liuos toimi derivatisointireagenssina. Kiinteafaasiuutossa naytteiden eluointiin

kaytettiin asetonia ja metanolia.

TAULUKKO 2. Tyossa kaytetyt kemikaalit

Yhdiste Valmistaja Laatu
1-Eikosanoli TCI 2950 %
B-Sitosteroli Sigma-Aldrich =95 %
Abietiinihappo Sigma-Aldrich ~75 %
Asetoni Honeywell 295 %
BSTFA-TMCS (99:1) | TCI >95,0 %
Kolesteroli TCI 295 %
Metanoli Fisher Scientific > 99,8 %
Palmitiinihappo Sigma-Aldrich 299 %
Skvaleeni Sigma-Aldrich 298 %
Steariinihappo Alfa Aesar =298 %

3.2 Kiinteafaasiuutto ja naytekasittely

Kiinteafaasiuuttoa varten tilattiin Strata C18-E 1g/20 ml Giga Tube- SPE-kolonnit,
joista esimerkki on esitetty kuvassa 1. Toimeksiantajalla ei ollut vakuumijarjestel-
maa kiinteafaasiuuttoa varten, joten sellainen koottiin saatavilla olevista materi-
aaleista. Tydssa kaytetty vakuumijarjestelma on esitetty kuvissa 2 ja 3. Se koos-

tui imupullosta, kumitiivisteesta ja SPE-ruiskusta, seka statiivista ja kaasunpesu-
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pullosta. Laitteistossa paadyttiin kayttamaan kaasunpesupulloa Wulffin pullon si-
jasta, koska sopivan kokoisia Wulffin pulloja tai sen osia ei ollut saatavilla. Kaa-
sunpesupullon tehtadvana on estaa veden paatyminen imupulloon. Uutetut nayt-

teet konsentroitiin kuivaamalla liuotin typpikaasulla (KUVA 4.)

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

SPE-kolonni

‘ Kumitiiviste

Statiivi

KUVA 2. SPE-laitteisto



KUVA 3. SPE-laitteisto, jossa mukana kaasunpesupullo

KUVA 4. Naytteen typetys
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3.3 GC-MS

Menetelmakehityksessa kaytetty kaasukromatografi oli Shimadzu Nexis GC-
2030, johon oli kytketty Shimadzun GCMS-QP2020 NX massaspektrometri
(KUVA 5.). Kaytetty kolonni oli Zebronin ZB-5MSi, jonka stationaarifaasi oli 95 %
dimetyylipolysiloksaania ja 5 % fenyylia. Kolonnin pituus oli 30 m, siséhalkaisija
0,25 mm ja stationaarifaasin paksuus 0,25 ym. Kolonnin ilmoitetut lampdtilarajat
olivat -60 °C — 325 °C. (Zebron 2022). Laiteparametrit ja Iampdtilaohjelma on
esitetty taulukoissa 3 ja 4. Parametrit valittiin tutkimusartikkelien perusteella ja
muokattiin menetelmaan sopivaksi. (Herold-Majumdar, Pita, Estevez, Waw-
rzynczyk, Loureiro & Felby 2021; Doddapaneni, Jain, Ramasamy, Rintala, Romar
& Konttinen 2017; Mosbye, Harstad & Fiksdahl 2000.)

TAULUKKO 3. Kolonniuunin lampétilaohjelma

Ramppi (°C /min) |Lampdatila (°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 lampdtila 300 °C
Injektiotilavuus 1 ul
Split suhde 1:20
Siirtolinjan lampdatila 280 °C
Detektorin ionilahteen lampétila | 250 °C
Solvent cut time 5 min
Massavali 35 —-500 m/z
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KUVA 5. Shimadzu Nexis GC-2030 ja Shimadzu GCMS-QP2020 NX
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4 TYON SUORITUS

4.1 Menetelmakehitys

Tavoitteena oli kehittdda GC-MS —laitteelle menetelma, jolla kyettaisi analysoi-
maan metsateollisuuden ja erilaisten biojalostamoiden jatevesia; keskittyen eri-
tyisesti puun uuteaineisiin. Menetelman tarkoituksena oli saada erilaiset puun uu-
teaineet erottumaan tunnistamista varten, seka kvantitoida erikseen maaritellyt
tutkittavat aineet. Menetelmakehityksen pohjana kaytettiin artikkeleita vastaa-
vista tutkimuksista (Herold—Majumdar ym. 2021; Doddapaneni ym. 2018.). Artik-
kelien perusteella valittiin laiteparametrit ja lampdtilaohjelma, mitka on esitetty
luvussa 3.3. Artikkelien pohjalta paadyttiin myos kayttdamaan derivatisointiin sily-
laatiota BSTFA:lla (Herold—-Majumdar ym. 2021; Mosbye, Harstad & Fiksdahl
2000). Menetelmankehitys aloitettiin puhtailla yhdisteilla ja niiden yhdistelmaliu-
oksella ennen varsinaisten naytteiden analysointia. Varsinaisten naytteiden esi-

kasittelyyn kehitettiin menetelma, kun laitemenetelma oli osoitettu toimivaksi.

4.2 Esikokeet puhtailla yhdisteilla

Menetelman kehittaminen aloitettiin selvittamalla tutkittavien aineiden retentioajat
ja massaspektrit tyossa kaytetylla laitteistolla. Tutkittavista aineista ja kaytetyista
sisaisista standardeista valmistettiin aluksi kullekin oma naytteensa pitoisuudella
5 mgl/l, jotka derivatisoitiin BSTFA-TMCS —liuoksella. Valmistettua naytetta ruis-
kusuodatettiin noin 0,5 ml naytepulloon ja lisattiin 100 pl derivatisointireagenssia.
Naytepulloja pidettiin 70 °C lampdhauteessa 20 minuuttia. Taman jalkeen nayt-

teet jadhdytettiin huoneenlampddn ja analysoitiin.

Yksittain tutkituilla aineilla saatiin suotuisia tuloksia ja ne pystyttiin selkeasti tun-
nistamaan NIST-kirjaston avulla. Laiteparametrit koettiin toimiviksi, eika niitéa paa-
tetty muuttaa kuin detektorin kdynnistysajan suhteen liuotinpiikkien suodatta-

miseksi kromatogrammista. Taman jalkeen tutkittavista aineista valmistettiin yh-
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distelmastandardinayte, jossa tutkittavien aineiden ja kaytettyjen sisaisten stan-
dardien pitoisuudet olivat kullekin 5 mg/I. Yhdistelmanayte kasiteltiin samoin kuin

yksittaisnaytteet.

Suotuisten esikoetulosten perusteella paatettiin 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/I. Standardeihin lisattiin ISTD-liuosta, joka sisalsi 1-
eikosanolia ja kolesterolia kumpaakin pitoisuudella 50 mg/l, niin etta sisaisten
standardien pitoisuudet kaikissa naytteissa olivat 4 mg/l. Naytteet ajettiin dupli-

kaatteina. Standardisuorat on esitetty liitteessa 1.

4.3 Naytteiden analysointi ja esikasittelymenetelman kehitys

Varsinaiset naytteet olivat peraisin eraan biojalostamon prosessi- ja jatevesista.
Vesinaytteet oli keratty syksylla 2021 ja sailotty pakastimessa 4.2.2022 asti. Raa-
kanaytteet oli suodatettu ennen sailytysta 0,45 um ruiskusuodatuksella kiintoai-

neksen poistamiseksi, joten naytteista tutkittiin vain niihin liuenneita yhdisteita.

Kuudesta naytteesta analysoitiin kolme. Kuvassa 6 on esitetty kaikki kuusi nay-
tetta ja merkitty tyossa tutkitut naytteet kirjaimin: A, B ja C. Nayte A on teollisuus-
prosessin alkupaasta, B prosessin keskivaiheilta ja C prosessin loppupaasta.
Naytteet analysoitiin teoreettisesti puhtaimmasta likaisimpaan jarjestyksessa C,
B ja A.
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KUVA 6. Erilaisia prosessivesinaytteita; kuvaan merkitty naytteet A, B ja C

Esikasittelymenetelman pohjana toimivat tutkimusartikkelit (Herold-Majumdar
ym. 2021; Mosbye ym. 2000) joiden perusteella paadyttiin kiinteafaasiuuttoon ja
C18 sorbentin kayttamiseen. Naytteiden esikasittelyn tarkoituksena oli uuttaa tut-
kittavat aineet erilleen vesifaasista, jotta ne voitiin analysoida GC-MS:lla. Puh-
tailla aineilla suoritetut esikokeet osoittivat derivatisointi- ja laitemenetelmien toi-
mivuuden, joten niitd sovellettiin vastaavasti varsinaisille naytteille. Esikasittely-
menetelman kehityksessa kaytettiin biojalostamolta kerattyja naytteita. Varsinai-
sista naytteista analysoitiin ensimmaisena puhtain, prosessin loppupaasta otettu,
nayte C. Sisdisena standardeina toimivia 1-eikosanolia ja kolesterolia kaytettiin
kvantitoinnin lisaksi tulosten suhteuttamiseen. Ajatuksena oli, etta kyseiset aineet
kayttaytyvat SPE-kasittelyssa ja derivatisoinnissa samalla tavalla kuin tutkittavat
aineet, eli niilden havikki olisi samaa suuruusluokkaa tutkittavien aineiden kanssa.

Naytetta siirrettiin 25 ml mittapulloon, lisattiin 2 ml ISTD-liuosta ja taytettiin merk-
kiin asti naytteelld. SPE-kolonnit kasiteltiin valuttamalla 10 ml metanolia ja 10 ml
MQ-vetta kolonnien lapi, minka jalkeen nayte, johon sisdinen standardi oli lisatty,
ladattiin kolonniin. Naytteesta eluoitiin vesifaasi ulos, noin 5 ml/min virtauksella,

ja kolonnin annettiin kuivua imulla 30 minuuttia. Imupullo vaihdettiin puhtaaseen
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ja kolonniin lisattiin 15 ml metanolia ja 15 ml asetonia, jotka eluoitiin ulos kolon-
nista. Eluentti sisalsi tutkittavat aineet asetoni-metanoli-liuoksessa ja se siirrettiin

sailopulloon ja sailytettiin jadkaapissa analysointiin asti.

Ajan saastamiseksi kokeiltiin analysoida puun uuteaineita suoraan eluentista. Ka-
sitellysta naytteesta pipetoitiin 100 ul GC-naytepulloon ja lisattiin 100 pl derivati-
sointireagenssia. Naytteita pidettiin 70 °C vesihauteessa 20 minuuttia, minka jal-
keen ne jaahdytettiin ja analysoitiin samalla menetelmalld kuin esikoenaytteet.
Suoraan eluentista analysoidut tulokset naytteille eivat olleet suotuisia, minka ta-

kia nayte paatettiin konsentroida kuten artikkeleissa oli kuvattu.

Nayte siirrettiin kartiopohjaiseen sentrifugiputkeen ja konsentroitiin haihdutta-
malla liuotin typpikaasulla (KUVA 4.). Kuivunut ndyte suspensoitiin 2 ml:aan ase-

tonia kasiteltiin samoin kuin suoraan eluentista otettu nayte.
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5 TULOKSET JA TARKASTELU

5.1 Esikokeiden tulokset

Puhtailla yhdisteilla suoritettujen yksittaisanalyysien jalkeen suoritettiin kokeet
yhdistelmastandardilla, joka sisalsi tutkittavat aineet ja sisaiset standardit. Yhdis-

telmastandardista analysoitu kromatogrammi on esitetty kuviossa 11.

3/1-Eicosanol, TMS derivative
7/Stigmast-5-ene, 3.beta.-(trimethylsiloxy)-, (24S)-

2/Stearic acid, TMS derivative
-4/Abietic acid, TMS derivative

1/Palmitic Acid, TMS derivative
6/Cholesterol, TMS derivative

T T T T
10.0 20.0 30.0 40.0 44.0
min

KUVIO 11. Yhdistelmastandardin kromatogrammi, johon merkitty tutkittavien ai-

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

Kromatogrammissa esiintyvat piikit ennen 10 minuuttia ovat todennaldisesti pe-
raisin derivatisointireagenssista ja liuottimesta; pienemmat piikit valilla 10 — 29
minuuttia ovat todennakdisesti peraisin tutkittavista aineista. Esimerkiksi abietii-
nihapon laatu oli >75.0%, mika voi selittaa erinaisia epapuhtauksia naytteessa.
Epapuhtauksista suurin osa oli erilaisia trimetyylisilyylijohdannaisia, mika tarkoit-
taa epapuhtauksien olleen Iasna naytteissa jo ennen derivatisointia. Osa piikeista

tunnistettiin myos erilaisiksi siloksaaneiksi, jotka ovat peraisin kolonnista.



30

Tutkittavat aineet tunnistettiin vertaamalla niistd mitattuja massaspektreja NIST-
tietokantaan. Vertailutulokset NIST -kirjaston kanssa, yhdisteiden retentioajat ja
niiden peruspiikit, eli tarkeimmat massafragmentit, on esitetty taulukossa 5. Ku-
viossa 12 on esitetty esimerkkind skvaleenista mitattu massaspektri ja NIST —
tietokannan massaspektri. Esikokeiden jalkeen tutkittaville aineille ajettiin stan-

dardisuorat, jotka on esitetty liitteessa 1.

TAULUKKO 5. Esikokeiden tulokset tutkittaville aineille ja sisaisille standardeille

Yhdiste Johdos Retentioaika (min) | Peruspiikki | S!
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
B-Sitosteroli TMS derivative 40,993 129 87
1-Eikosanoli TMS derivative 31,393 355 93
Kolesteroli TMS derivative 38,717 129 92
<< Target >>

Line#:4 R.Time:35.117(Scan#:9141) MassPeaks:320
RawMode:Averaged 35.113-35.120(9140-9142) BascPeak:69.05(167190)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event 1 Scan
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Hit#:1 Entry:6116 Library:NIST20M2.lib

SI:96 Formula:C30HS0 CAS:111-02-4 MolWeight:410 RetIndex:2914
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KUVIO 12. Mitattu skvaleenin massaspektri ja NIST-tietokannan massaspektri

Tutkittavat aineet tunnistettiin kromatogrammista automaattisesti NIST — tieto-
kantaan vertaamalla, jolloin B-sitosterolin trimetyylisilyyli -johdannainen tulkittiin
Stigmast-5-ene, 3B-(trimethylsiloxy)-, (24S)-  —yhdisteeksi, joka on ste-
recisomeeri B-sitosterolin trimetyylisilyyli -johdannaiselle. Standardikuvaajia ajet-
taessa yhdiste tunnistettin manuaalisesti B-sitosterolin trimetyylisilyyli -johdan-

naiseksi.
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52 Niyte C

Suoraan SPE-eluentista analysoidusta naytteesta havaittiin minimaalisia vasteita
1-eikosanolille ja muutamille orgaanisille yhdisteille. Kuviossa 13 on esitetty suo-
raan eluentista analysoitu kromatogrammi. Suoraan eluentista otettu nayte oli
liian laimeaa luotettavien laatu- ja maaraanalyysien tekemiseksi, joten nayte kon-
sentroitiin. Konsentroidusta eluentista analysoidun naytteen kromatogrammi on

esitetty kuviossa 14.

Kromatogrammista havaittiin selkeina piikkeina sisaisina standardeina kaytetyt 1-
eikosanoli ja kolesteroli. Lisaksi pystyttiin tunnistamaan ja kvantitoimaan steariini-
ja palmitiinihappo, joita ei entuudestaan tiedetty naytteessa olevan. Steariini- ja
palmitiinihapon mittaustulokset ja niista lasketut alkuperaisen naytteen pitoisuu-

det on esitetty taulukoissa 6 ja 7.

TAULUKKO 6. Naytteen 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 alkuperaisessa naytteessa. Alla kaavaan sijoitettuna palmi-

tiinihapon mittaustulos ja alkuperaisen naytteen konsentraatio laskettuna:

0,282 # « 2 ml
“= 23 ml

myg
= 0,0245217 ... —

l
~ 25 pg/l

TAULUKKO 7. Naytteen C laskennalliset pitoisuudet

Yhdiste Alkuperaisen nayteen pitoisuus (ug/l)

Steariinihappo 37

Palmitiinihappo 25
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KUVIO 13. Suoraan nayte C:n eluentista analysoitu kromatogrammi
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KUVIO 14. Konsentroidun nayte C:n kromatogrammi



5.3. Niyte B

Nayte B kasiteltiin ja mitattiin vastaavalla menetelmalla. Kuviossa 15 on esitetty
naytteen konsentraatista mitattu kromatogrammi ja taulukossa 8 on esitetty kvan-
titoinnin tulokset steariini- ja abietiinihapolle. Naytteesta B tunnistettiin NIST-kir-
jaston avulla erilaisia amideja, rasva-alkoholeja, rasvahappoja ja niiden estereita
seka fenoleja. Yhdisteiden vastaavuus NIST tietokantaan (Sl) vaihteli valilla 70—
96 %. Esimerkkeja havaituista yhdisteista on esitetty taulukossa 9; yhdisteet on

esitetty automaattisesti tunnistetuilla englanninkielisilla nimilla. Laitetuloste tun-

nistetuista yhdisteista kokonaisuudessaan on esitetty liitteessa 2.

TIC

=)

.302,609

KUVIO 15. Nayte B:n konsentraatista mitattu kromatogrammi

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

Yhdiste Mitattu pitoisuus (mg/l) Alkuperaisen nayteen pitoisuus
(Mg/)
Steariinihappo 0,38351 33
Abietiinihappo 1,67187 145
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TAULUKKO 9. Esimerkkeja naytteesta B havaituista yhdisteista

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. Nayte A

Nayte A kasiteltiin ja mitattiin vastaavalla menetelmalla. Kuviossa 16 on esitetty
naytteen konsentraatista mitattu kromatogrammi ja taulukossa 10 on esitetty
kvantitoinnin tulokset. Naytteesta A tunnistettiin NIST-kirjaston avulla naytteesta
B havaittujen yhdisteiden lisaksi erilaisia aromaattisia yhdisteita ja terpeenin joh-
dannaisia. Esimerkkeja havaituista yhdisteista on esitetty taulukossa 11 ja laite-

tuloste tunnistetuista yhdisteista kokonaisuudessaan on esitetty liitteessa 3.

TIC

29.627.873

L R is B e A e e ‘ —
2 30.0 40.0 44.0
min

KUVIO 16. Nayte A:sta mitattu kromatogrammi



TAULUKKO 10. Nayte A:sta mitatut ja lasketut pitoisuudet

35

Yhdiste Mitattu pitoisuus (mg/l) | Alkuperaisen nayteen pitoisuus
(Hg/)
Palmitiinihappo 1,22148 106
Steariinihappo 5,36629 467
Abietiinihappo 3,47163 302

TAULUKKO 11. Esimerkkeja naytteesta havaituista yhdisteista

Yhdiste Sl
(+)-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

Opinnaytetyon tavoite saavutettiin; puun uuteaineiden analysointiin ja naytteiden
esikasittelyyn onnistuttiin kehittamaan menetelmat. Esikasittelyyn kaytettavalla
kiinteafaasiuutolla ja typetyksellda on mahdollista eristaa ja konsentroida naytteet
GC-MS-analyysia varten. Naytteiden derivatisointi silyloimalla osoittautui myds
helpoksi ja toimivaksi menetelmaksi. Suoritettujen analyysien perusteella laite-
menetelmalla on mahdollista erottaa ja analysoida laaja joukko erilaisia yhdisteita
biojalostamon prosessivesista. Ohjeet standardisuoran tekemisesta ja liuosval-
mistuksesta, seka naytteiden kasittelysta ja analysoinnista on esitetty liitteissa 4

jab.

Menetelman jatkokehitysta ajatellen kiinteafaasiuuttoa voisi kokeilla muilla liuot-
timilla. Tassa tyossa uuttoa kokeiltiin vain asetonilla ja metanolilla. Esikasittely-
menetelman pohjana toimineissa artikkeleissa (Mosbye ym. 2000) kaytettiin
edelld mainittujen liuottimien lisaksi dikloorimetaania, tai eluointi suoritettiin pyri-
diinilla (Herold-Majumdar ym. 2021). Kiinteafaasiuutto mahdollistaisi myos nayt-

teen fraktioinnin kayttamalla erilaisia liuottimia.

Kiinteafaasiuuttoa ei kokeiltu puhtailla aineilla ennen naytteiden ajamista aikatau-
lun ja tyon luonteen perusteella. Naytteiden avulla oli tarkoitus tutkia laitemene-
telman toimivuutta ja yhdisteiden riittavaa erottumista, silla riittavan monipuoli-
sesti uuteaineet huomioivan synteettisen matriisin tuottaminen olisi ollut haasta-
vaa ja kallista. Lisaksi naytteiden pitoisuuksia eri aineille ei tunnettu ja vastaavien
tutkimusten (Kostamo ym. 2004) perusteella uuteaineiden konsentraatio vaihte-

lee merkittavasti.

Menetelmaa ei validoitu, eika esimerkiksi esikasittelymenetelman saantoa arvi-
oitu. Pohja uuteaineiden analysointiin ja kasittelyyn onnistuttiin kuitenkin luo-
maan. Menetelmalla on mahdollista ajaa erilleen laaja joukko erilaisia orgaanisia
puun uuteaineita ja tunnistaa ne NIST-kirjaston avulla melko luotettavasti; tunnis-
tusindeksin (similarity index, Sl) arvojen ollessa korkeimmillaan 96% ja alimillaan
70 %. Menetelmaa sovellettiin naytteille vain SCAN-tilassa, koska paapaino me-

netelman kannalta tassa vaiheessa oli saada erilaiset uuteaineet analysoitavaan
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muotoon ja erottumaan selkeasti tunnistusta varten. Tutkittavia aineita on mah-
dollista kvantitoida SCAN-tilassa, mutta luotettavien kvantitatiivisten tulosten saa-
miseksi tulee laitteella kayttaa SIM-tilaa. Erityisesti analyysin viimeisen 10 minuu-
tin sisalla esiintyvien biomolekyylien, kuten sterolin ja skvaleenin, kvantitointi
edellyttaa selektiivisempaa detektointia, koska niiden massaspektrit peittyvat

naytematriisin muiden komponenttien toimesta.

Naytteet A, B ja C olivat peraisin eraan biojalostamon prosessin alusta, keskivai-
heilta ja lopusta. Naytteiden kromatogrammeja verrattaessa havaitaan erilaisten
uuteaineiden vaheneminen yhdistepiikkien vahenemisena siirryttaessa alkupaan
prosesseista loppuun, mika kertoo osaltaan erilaisten puhdistusprosessien toimi-
vuudesta. Mitatut pitoisuudet tutkittaville aineille vaihtelevat suuruusluokiltaan
merkittavasti, mutta ovat muihin vastaaviin tutkimuksiin (Kostamo ym. 2004; He-
rold — Majumdar ym. 2021.) verrattaessa uskottavia. Uuteaineiden koostumus ja
maara puissa ja sita kautta biojalostamoiden prosesseissa kuitenkin vaihtelee
riippuen kaytetystd puuaineksesta, sen alkuperasta, seka muista uuteaineiden
maaraan vaikuttavista tekijoista (Routa ym. 2017; Kostamo ym. 2004). Kostamon
tutkimuksessa todettiin myos uuteaineiden konsentraation vaihtelevan merkitta-
vasti eri prosessien lisaksi myos eri jalostamoilla, joten uuteaineiden konsentraa-
tiosta tai prosessivesimatriiseista ei voida sanoa alalle yleispatevaa arvoa tai
koostumusta. Tutkitun jalostamon vesia tulisi tarkkailla pidempaan, selkeiden

trendien havaitsemiseksi.
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LITTEET

Liite 1. Tutkittavien aineiden standardisuorat

C:AGCMSsolution'Data\Santeri\Woodextractives\Extractives_220214\Wood_extractive 220215 ISTD.qgm

Calibration
ID#:1 Mass:117.00 Name:Palmitic Acid, TMS derivative ID#:2 Mass:117.00 Name:Stearic acid, TMS derivative
f(x)=0.761672*x+0.000000 f(x)=0.710959*x-+0.000000
r2=0.990132 12=0.990197
[*1070] #Conc. Ratio (mg/l)  Mean Area Ratio [¥10°] #Conc. Ratio (mg/l) Mean Area Ratio
1 0.050 0.11 1 0.050 0.06
20 2 0.500 0.41 2 0.500 036
3 1.000 0.78 3 1.000 0.72
9 4 1.500 116 13T o 4 1.500 1.07
5 2.000 1.63 5 2.000 1.53
Lol 6 2.500 L79 1ok 6 2.500 1.68
05F
0.0 . ! 0.0 ! :
0.0 1.0 2.0 0.0 1.0 20
[*1070] [*1070]
ID#:3 Mass:355.00 Name:-Eicosanol, TMS derivative ID#:4 Mass:256.00 Name:Abietic acid, TMS derivative
fix)=? f(x)=0.570389*x-+0.000000
r2=0.000000 12=0.990057
ID#:3 Mass:355.00 Name:1-Eicosanol, TMS derivative ID#:4 Mass:256.00 Name:Abietic acid, TMS derivative
fix)=? f(x)=0.570389*x-+0.000000
r2=0.000000 12=0.990057
[¥10°0] # Conc. Ratio (mg/l) Mean Area Ratio
1 0.050 0.02
L5r 2 0.500 0.24
3 1.000 0.58
4 1.500 0.94
1.0k [3 2.500 1.38
ISTD
0.5+
0.0 L .
0.0 1.0 20
[*1070]

ID#5 Mass:69.00 Name:Squalene

f(x)=1.914849*x+0.000000 x)=7
r2=0.995391 r2=0.000000
[¥10°0] # Conc. Ratio (mg/l) Mean Area Ratio
1 0.050 0.05
50F 2 0.500 0.68
3 1.000 1.87
i 4 1.500 3.00
| 6 2.500 4.79
ISTD
20F
0.0 + .
0.0 1.0 20
[*¥1070]
ID#:7 Mass:129.00 Name:.beta.-Sitosterol, TMS derivative
f(x)=0.937869*x+0.000000
2=0.991988
1070 #Conc. Ratio (mg/l)  Mean Area Ratio
[ 1 0.050 0.02
2 0.500 0.44
3 1.000 0.80
201 a 1.500 1.51
5 2.000 1.92
6 2.500 2.30
1.0+
0.0 1 L
0.0 1.0 2.0

[#10°0]

ID#:6 Mass:129.00 Name:Cholesterol, TMS derivative



Liite 2. Tunnistetut yhdisteet naytteesta B
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Peakit| Ret.Time MName CAS # 1|

1 5.453 | 1-0cten-3one 4312556 80
2 5.719 | Formamide, M, N-diethyl- 617-84-5 56
3 6.216 | Acetamide, N-ethyl- 625-50-3 86
4 6.873 | Acetamide, N,MN-diethyl- 685-91-6 88
5 7121 | Acetamide, N-ethyl- 625-50-3 81
[ 7.223 | 1-Hexanol, 2-ethyl- 104-76-7 94
K 5.307 | 1,3-Dioxolane-4-carboxaldehyde, 2, 2-dimethyl-, (R)- 15186-48-8 85
8 5.418 | 3-Heptyne-2 B-dione, S-methyl-5-{1-methylethyl)- 63522-44-1 71
5 10.308 | Cyclotetrasiloxane, octamethyl- hh6-67-2 79
10 11.267 | Pentasiloxane, dodecamethyl- 141-63-5 53
11 11.403 | 3-Dodecanol 10203-30-2 76
12 11.513 | L-alpha.-Terpineol 10482-56-1 86
13 14.930 | 3-Acetonylcyclopentanone Th3sg-72-7 a0
14 16.154 | 4-Methyl-d-tetrahydropyran-2+ljoxypentane-2, 3-dione 118006-75-0 a2
15 18.5927 | D-Allose 2555-57-3 80
16 15.832 | 2 4-Ditert-butylphenol 56-76-4 52
17 20.157 | Benzoic acid, 4-ethaoxy-, ethyl ester 23676097 50
18 23.055 | Benzenepropanal, 4-+hydroxy-F-methoy- 2305137 52
19 25.109 | (B4 3-Hydroxyprop-1-en-14d)-2-methoxyphenal 32811-40-8 53
20 25794 | n-Monadecanaol-1 1454-84-8 52
21 30.301 | Octadecanoic acid 57114 23
22 31.045 | 1-Heptacosanal 2004-355 96
23 31.050 | Behenyl acrylate 18255-85-5 71
24 31.457 | Palmitoleamide 106010-22-4 91
25 31.774 | lsobutyl dehydroabietate 0-00-0 73
26 32121 | Dehydroabietic acid 1740-15-8 83
27 33.637 | (E)}-3.3-Dimethoxy-4 4 -dihydroxystilbene 7325653 85
28 35.652 | Allylescaline 35201-76-8 71
29 38.250 | 2(3H}-Furanone, dibydro-3,4-bis[{4-hydrosy-3-methoxyphenylmethyl]-, ( 580-72-3 75
a0 38.386 | Cholesterol 57-88-5 84
A 35.353 | Phenol, 4 44tetrahydro-1H, 3H4uro[3,4-cFuran-1,4-diylbis[2-methoxy- 7452031 80
32 40 220 | Naphthao[2 3cfuran-1{3H}-one, 3a.4.9, Satetrahydro-6-Hydrowy-d-{(4-+Hy 518-55-8 a3




Liite 3. Tunnistetut yhdisteet naytteesta A
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Peak#| Ret_ Time | Name CAS # S1

1 5.061 0-00-0 0
2 5.696 | Formamide, M,M-diethyl- 617-84-5 96
33 6.213 | Acetamide, N-ethyl- 625-50-3 86
4 7.047 [ (+p-4-Carene 29050-33-7 93
5 7.208 | pLCymene 55-37-6 9
& 7.300 | Cyclobutane, 1,2-bis(1-methylethenyl}-, trans- 19465-02-2 92
7 8.754 | Cyclohexene, 3methyl-6-(1-methylethylidens)- 586-630 85
] 9.000 0-00-0 0
9 9307 |CHACIOOCHICHZCHACICHA)3 35511-81-4 81
10 9.414 0-00-0 0
11 10.748 | 2Hlsobutoxymethyljoxirane 3314-55-5 23
12 10.884 | Bicyclo[2 2 1lheptan-2-ol, 1,7, 74rimethyl-, (15-endo)- 464-45-9 96
13 11.523 | L- alpha.-Tempineal 10482-56-1 86
14 11.636 | N'42-Furyimethylene}-2-phenylacethydrazide 113906-55-5 72
15 11.703 | Bicycla[3.1.1hept-Z-ene-Z-methanol, 6,6-dimethyl- 515-00-4 88
16 13.058 | Phenol, 4-{Z-propernyl}- 501-52-8 50
17 14.351 0-00-0 0
18 17.047 | Vanillin 121-33-5 91
159 17.731 | Phenol, 3, 4-dimethooy- 2033-85-8 95
20 19.156 | D-Alloze 2555-57-3 96
21 19.466 | Bthanol, 243, 3dimethylbicyclo[2. 2 1lhept-Z+lidene ) 2226-05-3 75
22 19.543 | Bicyclo[3.1.1lheptan-2-one, 3,6 6-4rimethyl- 16022-08-5 84
23 20.374 | Hp-Hydroxyphenyl}-1-propanal 10210170 Bl
24 20.788 | 44p-Acetoxyphenyl}-2-butanone 3572-06-3 50
25 21.025 | Benzenepropanol, 4-+hydroxy- alpha.-methyl- 69617-84-1 56
26 21.389 |1.6-Anhydro- beta -D-glucofuranosze T425-74-3 96
X 22872 | 240-Methyl-D-mannopyranosa 36864616 75
28 23.066 | Benzenepropanal, 4-hydroxy-3-methooy- 2305137 95
29 30.872 | Benzenepropanol, 4-+hydroxy-F-methoy- 2305137 78
30 31.053 | 1-Heptacosanol 2004-35-5 94
31 31.387 | Cyclopentanecarboxylic acid, 3Hsopropylidene-, bormyl ester 0-00-0 75
32 31.502 | Palmitoleamide 106010-22-4 Ell
i3 31640 | (1R.4aR.55}-5-[(E}5-Hydroxy-3-methylpent-3-enyl]-1.4a-dimethyl-6-met | 1214584-54-7 81
M 32210 | Phenol, 4-octyl- 1806-26-4 81
15 32641 | (EpF144-Hydrouy-3-methoxyphenyltetradec-3-en-5-one 1278586-98-3 80
36 32511 | Guaiacol, 4-butyl- 55832-56-1 74
37 33645 | (E}-3.3-Dimethoxy-4 4 -dibydroxystilbene 7325653 50
33 M 247 | Resveratrol, trans- 501-360 a3
39 35512 | Rhaportin 155-58-8 76
40 36.154 | 3 4-Divanilytetrahydrofuran MTI-70-4 52
41 37.330 | 2, 3-Big[{4-hydrooy-3-methoyphenyljmethylbutane-1,4-diol, tetraacetat 41025-80-3 76
42 38.003 | (EpM4H3-Hydroyprop-1-en-1+l}-2-methoxyphenal 32811-40-8 K
43 32400 |Cholesterol 57-88-5 84
44 38736 0-00-0 0
45 38.911 | 5-Benzofuranpropanol, 2-+(3.4-dimethoxyphenyl}- F-methoxy- 17375665 74
46 35.004 0-00-0 0
47 35.237 | Pinoresinol 437-36-5 50
48 35406 | Phenol, 4 4-tetrahydro-1H, 3H4uro[3, 4-cfuran-1,4-diylbis[2-methowy- 7452031 91
49 39.491 0-00-0 0
50 40.240 | Maphtho[2 3<Furan-1{3H}one, 3a.4,5 Satetrahydro-6-hydrosy-4-(4-hy 518-55-8 85




Liite 4. Menetelmaohje standardisuoran tekemiseen

GC-MS_metsdjate_v1.0.0_Standardisuoran tekeminen
Santeri Salonen

1. Tarvittavat kemikaalit
Livotin: Asetoni

Derivatisointiaine: BSTFA+TMCS, 99:1
Tutkittavat yhdisteet: Steariinihappo, Palmitiinihappo, Abietiinihappo, Skvaleeni & B -

Sitosteroli

Sisaiset standardit: 1-Eikosanoli & Kolesteroli

2. Laiteparametrit (Shimadzu GCMS-QP2020 NX)
Kolonni: ZB-5MSi

Injektori/ SPL1

* Injection mode: Split
# Split Ratio: 20

e Injection volume: 1 pl (sdddetddn Batch Tablessa)

* Temperature: 300 °C
* Flow Control Mode; Column Flow
e Column Flow: 1ml/min

Massadetektorin parametrit (MS)
* |on Source Temp: 250 °C
» Interface Temp: 280 °C
* Solvent Cut Time: 4,5 min
* Detector Voltage: Relative to Tuning Result (0,2 kV)

16.2.2022
1(3)

Valitsemalla Flow Control Modeksi: Column Flow, ja saatamalld Column

Flow: 1 ml/min, laite sd3t33 muut injektorin parametrit automaattisesti

# Start Time: 5 min
* End Time: 45min
* Acg. Mode: Scan
® Event Time: 0,2 s
* Scan Speed: 2500
e Start: 35 m/z

* End: 500 m/z

Lampdtilaohjelma (GC)

Rate (°C/min) Temp. (°C) Hold time (min)
60 2
10 100 2
5 180 2
20 280 3
5 310 5

43
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GC-MS_metsdjdte_v1.0.0_Standardisuoran tekeminen 16.2.2022
Santeri Salonen 2(3)

3. Standardit

Valmista tutkittavien aineiden ja sisdisten standardien (ISTD) kantaliuokset asetoniin

e Kaikkiin laimennoksiin kdytetdan asetonia
Valmista tutkittavien aineiden kantaliuoksista (vdlilaimennosten kautta)
yhdistelmé&standardi sopivalle pitoisuudelle

* Huom! B-Sitosterolin voi tarvittaessa lisata standardiliuoksiin erikseen, mikali

sen kantaliuos ei sovellu pitoisuudeltaan yhdistelméstandardiin

Valmista 1-Eikosanolin ja Kolesterolin kantaliuoksista ISTD- yhdistelmdstandardi sopivilla
pitoisuuksilla
Valmista tutkittavien aineiden yhdistelmastandardista standaradiliuokset tutkittaville
aineille pitoisuuksilla 0,2; 2; 4; 6; 8 & 10 mg/|. Lis34 kaikkiin standardeihin ISTD-
yhdistelmé&standardia niin, ettd 1-Eikosanolin ja Kolesterolin pitoisuus standardeissa on
Amg/I

4, Derivatisointi

Standardiliuoksia ruiskusuodatetaan GC-vialiin 0,1-0,5 ml

GC-vialeihin lisdtdan derivatisointireagenssia (BSFTA+TCMS) 100 pl

Vialit suljetaan ja niita pidetdan 70 °C lampdhauteessa 20 min

Derivatisoidut liuokset jadhdytetddn huoneenldmpddn ja analysoidaan GC-MS:II
o Tutkittavat aineet detektoidaan trimetyylisilyylijohdannaisina
o esim. Abietic Acid -> Abietic Acid, TMS derivative

Kirjallisuutta:

Doddapaneni et al. 2018. Adsorption of furfural from torrefaction condensate using torrefied

biomass

Herold-Majumdar et al. 2021. Removal of hard COD from acidic eucalyptus kraft pulp bleach plant
effluent streams using oxidoreductases

Kostamo et al. 2004. Fate of wood extractives in wastewater treatment plants at kraft pulp mills and
mechanical pulp mills

Maosbey et al. 2000. Solid phase extraction (SPE) of hydrophobic components from a model white

water
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Liite 1. Esimerkki liuosten valmistuksesta

s Tutkittavien aineiden kantaliuosten valmistus:

s}

Abietiinihapon kantaliuos 1000 mg/I: Punnitaan 100 mg abietiinihappoa ja
liuotetaan se asetoniin 100 ml:n mittapullossa. Tayttd merkkiin asti asetonilla.
Steariinihapon kantaliuos 1000 mg/I: Punnitaan 100 mg steariinihappoa ja
liuotetaan se asetoniin 100 ml:n mittapullossa. Tayttd merkkiin asti asetonilla.
Palmitiinihapon kantaliuos 1000 mg/l: Punnitaan 100 mg palmitiinihappoa ja
liuotetaan se asetoniin 100 ml:n mittapullossa. Tayttd merkkiin asti asetonilla.
Skvaleenin kantaliuos 1000 mg/l: Pipetoidaan 116,6 pl skvaleenia 100 ml:n
mittapulloon ja liuotetaan se asetoniin. Taytté merkkiin asti asetonilla.

= Skvaleenin tiheys on 0,858 g/ml; 116,6 pl skvaleenia vastaa ~100 mg
B-Sitosterolin kantaliuos 100 mg/l: Punnitaan 5 mg B-sitosterolia ja liuotetaan se
asetoniin 50 ml:n mittapullossa. Tayttd merkkiin asti asetonilla

e Sisaisten standardien kantalivosten valmistus:

o

1-Eikosanolin kantaliuos 1000 mg/I: Punnitaan 100 mg 1-eikosanolia ja liuotetaan
se asetoniin 100 ml:n mittapullossa. Tayttd merkkiin asti asetonilla.

Kolesterolin kantaliuos 1000 mg/I: Punnitaan 100 mg kolesterolia ja liuotetaan se
asetoniin 100 ml:n mittapullossa. Taytté merkkiin asti asetonilla.

s Tutkittavien aineiden yhdistelméstandardin 50 mg/l valmistus:

o

o

Pipetoidaan abietiinihapon, steariinihapon, palmitiinihapon ja skvaleenin
kantaliuoksia kutakin 2,5 ml 50 ml:n mittapulloon. Tayttd merkkiin asti asetonilla
B-Sitosteroli lisdtdan standardeihin erikseen

* Sisdisten standardien yhdistelmaéliuoksen (ISTD-liuos) 50 mg/l valmistus:

o]

Pipetoidaan 1-eikosanolin ja kolesterolin kantaliuoksia 2,5 ml 50 ml:n mittapulloon.
Taytté merkkiin asti asetonilla.

s Standardiliuosten valmistus:

o

0,2 mg/I: Pipetoidaan yhdistelméastandardia 0,1 ml ja B-Sitosterolin kantaliuosta 0,05
ml 25 ml:n mittapulloon. Lisataan ISTD-liuosta 2 ml. Tayttd merkkiin asti asetonilla.
2 mg/l: Pipetoidaan yhdistelmastandardia 1 ml ja B-Sitosterolin kantaliuosta 0,5 ml
25 ml:n mittapulloon. Lisatdan ISTD-liuosta 2 ml. Tayttd merkkiin asti asetonilla.

4 mg/l: Pipetoidaan yhdistelmastandardia 2 ml ja B-Sitosterolin kantaliuosta 1 ml 25
ml:n mittapulloon. Lisdtdan ISTD-liuosta 2 ml. Taytté merkkiin asti asetonilla.

6 mg/l: Pipetoidaan yhdistelmdstandardia 3 ml ja B-Sitosterolin kantaliuosta 1,5 ml
25 ml:n mittapulloon. Lisdtddn ISTD-liuosta 2 ml. Tayttoé merkkiin asti asetonilla.

8 mg/l: Pipetoidaan yhdistelmastandardia 4 ml ja B-Sitosterolin kantaliuosta 2 ml 25
ml:n mittapulloon. Lisdtddn ISTD-livosta 2 ml. Tayttd merkkiin asti asetonilla.

10 mg/l: Pipetoidaan yhdistelmastandardia 5 ml ja B-Sitosterolin kantaliuosta 2,5 ml
25 ml:n mittapulloon. Lisatddn ISTD-liuosta 2 ml. Taytté merkkiin asti asetonilla.
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1. Laitteisto ja kemikaalit

s SPE -laitteisto ja -kolonni

o Imupullo, vakuumiletku, Wulffin pullo (kaasunpesupullo toimii tarvittaessa)
ja kumitiiviste

o SPE-kolonni: C 18 (end-capped & 1 g sorbent)

s  MQ-vettd, Metanolia & Asetonia

e ISTD -liuos; 1-eikosanoli + kolesteroli 50 mg/|

* Naytteet (vahintdan 25 ml)

e Esimerkki ISTD-liuoksen valmistuksesta

* Sisdisten standardien kantaliuosten valmistus:

o 1-Eikosanolin kantaliuos 1000 mg/l: Punnitaan 100 mg 1-eikosanolia ja
liuotetaan se asetoniin 100 ml:n mittapullossa. Téyttd merkkiin asti
asetonilla.

o Kolesterolin kantaliuos 1000 mg/I: Punnitaan 100 mg kolesterolia ja
liuotetaan se asetoniin 100 ml:n mittapullossa. Téaytté merkkiin asti
asetonilla.

* Sisdisten standardien yhdistelméliuoksen (ISTD-liuos) 50 mg/I valmistus:
o Pipetoidaan 1-eikosanolin ja kolesterolin kantaliuoksia 2,5 ml 50 ml:n
mittapulloon. Taytto merkkiin asti asetonilla.

2. Ennen kiintedfaasiuuttoa

* Kokoa laitteisto (ks. kuvat 1 ja 2 ohjeen lopussa)

 Naytettd kaadetaan 25 ml mittapulloon n. 10 ml, lisdtddn 2 mlI1STD -livosta ja

taytetddan merkkiin asti ndytteelld
¢ 2 ml ISTD-liuosta vastaa loppukonsentraationa 4 mg/I

¢ Sekoitetaan voimakkaasti 1 -5 min

3. Kiintedfaasiuutto

* Kolonnin aktivointi
¢ lisdtdan kolonniin 10 ml metanolia, joka eluoidaan ulos imulla (5 ml/min)
* lisatdan kolonniin 10 ml MQ-vettd, joka eluoidaan ulos imulla (5 ml/min)
¢ Naytteen lataaminen
® |STD-lisdtty nayte ladataan kolonniin
¢ Vesifaasi eluoidaan ulos imulla (5 ml/min)
* Kolonnin annetaan kuivua imulla 30 minuuttia
e Mikdli vesifaasi halutaan keratad talteen; tyhjennd tai vaihda
imupullo ennen naytteen latausta ja kaada vesifaasi sailytysastiaan
kuivauksen jdlkeen
* Naytteen eluoiminen
» Tyhjennd tai vaihda imupullo; eluoitava fraktio sisaltda tutkittavat
komponentit
# lisdtddan kolonniin 15 ml metanolia, joka eluoidaan ulos imulla (5 ml/min)
¢ lisdtddn kolonniin 15 ml asetonia, joka eluoidaan ulos imulla (5 ml/min)
4. Uutetun ndytteen kasittely
¢ Eluoitu ndyte kuivataan typettdmalla sopivassa astiassa
e Kuivattu ndyte suspensoidaan 2 ml:aan asetonia
s Kasitelty ndyte voidaan sdilyttda jaakaapissa analysointiin asti
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5. Derivatisointi ja GC-MS
e Kemikaalit ja vdlineet: derivatisointireagenssi BSTFA + TMCS (99:1); GC-vialeja ja
insertteja niihin
s Aseta insertti GC-vialiin
* Pipetoi 100 ul ndytettd GC-vialiin ja lisda 100 ul derivatisointireagenssia
e Sulje viali(t)
® Pidd GC-vialeja 70 °C lampétilassa 20 minuuttia
* esim. laita vialit pieneen dekantterilasiin tms. ja tue ne paperilla pystyyn;
aseta vialit sisdltdva astia vesihauteeseen, niin etta se pysyy pystyssa
e Vialit jadhdytetdan huoneen |[ampoon ja analysoidaan GC-MS:IId
* Ennen naytteitd on hyva ajaa pelkka liuotin (asetoni), jolloin ndhdaan, onko
kolonnissa selkeitd epdpuhtauksia
e Laitteella valmis menetelmd; Laitteen "Data” -kansiossa
"Wood_extractive2022_ISTD"

6. Laiteparametrit (Shimadzu GCMS-QP2020 NX)

e Kolonni: ZB-5MSi

* [njektori/ SPL1
¢ |njection mode: Split
* Split Ratio: 20
¢ Injection volume: 1 pl (sdddetddn Batch Tablessa)
e Temperature: 300 °C
e Flow Control Mode; Column Flow
¢ Column Flow: 1ml/min

s Massadetektorin parametrit (MS)
* lon Source Temp: 250 °C
e Interface Temp: 280 °C
e Solvent Cut Time: 4,5 min
» Detector Voltage: Relative to Tuning Result (0,2 kV)
e Start Time: 5 min
e End Time: 45min
* Acg. Mode: Scan
e EventTime: 0,2 s
® Scan Speed: 2500
e Start: 35 m/z
s End: 500 m/z

e Lampéotilaohjelma (GC)

Rate ("C/min) Temp. (°C) Hold time (min)
60 2
10 100 2
5 180 2
20 280 3
5 310 5
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7. Tulokset
s GC-MS:Itd mitatut tulokset kertovat suspensoidun ndytteen konsentraation

* Alkuperdisen ndytteen konsentraatio saadaan kaavalla:

ah = cl;
16
€ =—
Vi
* Jossa: ¢1 on alkuperdisen naytteen konsentraatio

2 on suspensoidusta ndytteesta mitattu konsentraatio
V,on alkuperdisen naytteen tilavuus (23 ml)
V; on suspensoidun naytteen tilavuus (2ml)

Esim. GC-MS:lld mitattu konsentraatio palmitiinihapolle suspensoidussa ndytteessa on
0,282 mg/l. Konsentraatio ndytteessa on:

mg
B 0,282 I * 2ml

= 23 ml

=0,0245217 .. 29

I
~ 25 ug/l

Koska tilavuudet ovat vakioita, ja konsentraatiot riippuvaisia mitatusta
konsentraatiosta, voidaan koko kaava sieventad muotoon:

2ml

Calkup = m * Critattu
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KUVA 1. SPE-laitteisto

KUVA 2. SPE-aitteisto, jossa kaasunpesupullo estdmdssd nesteen paddtymistd imupulloon
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KUVA 3. GC-viali ja insertti vialiin

KUVA 4. Esimerkki ndytteen typetyksestd
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