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Raudus- ja hieskoivu ovat Suomen yleisimmat ja taloudellisesti merkittdvimmat
lehtipuut. Historiallisesti koivun merkitys niin ravinnon, rehun, kuin myoés polttopuun
lahteena on ollut huomattavan suuri. Kuitenkin koivun kadytto elintarvikkeena on ajan
mittaan vahentynyt ja lopulta jadnyt hyvin vahaiseksi vaikkakin koivunmahlaa
kdaytetdan yha nykyaan joissain maarin. Koivunmahlalla ja siitd valmistettavalla
koivusiirapilla on kuitenkin runsaasti potentiaalista kdyttoa elintarvikkeena. Mahlan
lisdksi koivusta saadaan myds runsaasti erilaisia bioaktiivisia yhdisteita joilla on kayttoa
niin ladketieteessa kuin myoOs funktionaalisissa elintarvikkeissa. Ksylitolin eli
koivusokerin rooli karieksen ehkaisyssa on tunnettu jo pitkdaan, kuten on myds koivusta
saatavien kasvisteroleiden korkeaa kolesterolitasoa alentava vaikutus. Betuliinilla ja
betuliinihapolla vaikuttaa olevan vield ksylitoliakin suurempi potentiaali. Bioaktiivisia
ominaisuuksia on myos koivunlehtien fenolisilla yhdisteilla.

Erikoistydssa analysoitiin koivunsilmuista (rauduskoivu, Betula pendula) ylikriittisella
hiilidioksidilla uutettua ndytettd. Uutteessa oletettiin olevan verrattain runsaasti
lipideitd, joten ndytteen analysointimenetelmat valittiin lipidien analysointiin
soveltuviksi. Tavoitteena oli kdyttaa SPE-fraktiointia ja tuottaa riittdvan puhtaita
ndytteen jakeita, jotta niiden sisdltdmat rasvahapot voitaisiin analysoida
rasvahappojen metyyliesterijohdannaisina  kdyttden GC-FID-laitteistoa. Lisaksi
tavoitteena oli analysoida koivunsilmu-uutteen haihtuvia yhdisteita kayttden GC-FID- ja
GC-MS-laitteistoja.

Tutkimuksen alkuolettamukset osoittautuivat vaariksi, minka takia tutkimuksen
alkuperadista paatarkoitusta, eli lipidianalyyseja, ei saatu toteutettua. Pyrittdessa
analysoimaan uutteen rasvahappokoostumusta GC-FID-laitteistolla havaittiin, ettei
uutteessa juurikaan ollut rasvahappoja. Lisdksi, huolimatta siita, ettd haihtuvia
yhdisteita 16ytyi hyvin lukuisa joukko, ei niiden tunnistaminen onnistunut kaytossa
olleen GC-MS-kirjaston tai kirjallisuuslahteiden perusteella. Useiden havaittujen
yhdisteiden havaittiin muistuttavan, mutta ei vastaavan, kirjallisuudessa julkaistuja
aiemmin koivusta havaittujen yhdisteiden GC-MS-spektrejd. Tutkimusten aikana
kuitenkin havaittiin lipidiluokka-analyyseihin tarkoitetun SPE-fraktioinnin erottaneen
myos uutteen haihtuvat yhdisteet eri fraktioihin.

Asiasanat: haihtuvat orgaaniset yhdisteet, kaasukromatografia, koivu, lipidit
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Lyhenteet

Tieteellisen luokittelun lyhenteet

ssp.

var.

forma (lat.), muoto
subspeciés (lat.), alalaji

varietas (lat.), muunnos

Laitteistojen lyhenteet

El
ELSD

ESI
FID
GC
HPLC

HPTLC

MS
NI
Pl
SPE
TLC
uv

Electron ionization (engl.), elektroni-ionisaatio

Evaporative  light scattering detector (engl.), haihduttava
valonsirontadetektori

Electrospray ionization (engl.), sshkésumutusionisaatio

Flame ionization detector (engl.), liekki-ionisaatiodetektori

Gas chromatography (engl.), kaasukromatografia

High performance liquid chromatography (engl.), korkean erotuskyvyn
nestekromatografia

High performance thin layer chromatography (engl.), korkean
erotuskyvyn ohutkerroskromatografia

Mass spectrometry (engl.), massaspektrometria

Negative ion (engl.), negatiivisesti varautunut ioni

Positive ion (engl.), positiivisesti varautunut ioni

Solid phase extraction (engl.), kiintedfaasiuutto

Thin layer chromatography (engl.), ohutkerroskromatografia

Ultraviolet (engl.), ultravioletti (aallonpituus)



Yhdisteiden lyhenteet

AcOH

CE
cMC
DAG
Et20
FAME
FFA
Hex
MAG
MeOH
MQ
MTBE
TAG

Acetic acid (engl.), etikkahappo

Cholesterol (engl.), kolesteroli

Cholesteryl ester (engl.), kolesteryyliesteri

Carboxy methyl cellulose (engl.), karboksimetyyliselluloosa
Diasyyliglyseroli

Dietyylieetteri

Fatty acid methyl ester (engl.), rasvahapon metyyliesteri
Free fatty acid (engl.), vapaa rasvahappo

Hexane (engl.), n-heksaani

Monoasyyliglyseroli

Metanoli

Milli-Q-suodatettu ja -ionivaihdettu vesi
Metyyli-tert-butyylieetteri

Triasyyliglyseroli



| KIRJALLISUUSKATSAUS - Koivu elintarvikkeena

1 Yleisti koivusta

Koivut muodostavat koivujen suvun (Betula L.). Koivujen sukuun kuuluvat kasvit ovat
puuvartisia vain kesdisin lehtevia kasveja, joita tavataan pohjoisella pallonpuoliskolla.
Ne kuuluvat koivukasvien heimoon (Betulaceae) leppien (Alnus Mill.) ohella. Koivut
ovat lisdksi laheista sukua pahkindpensaille (Corylus L.) ja valkopydkeille (Carpinus L.).
Kaiken kaikkiaan koivujen tarkkaa lajimaardaa on vaikea esittaa silla lajeilla tapahtuu
suurta morfologista vaihtelua ja lisdksi useat niistd voivat risteytya keskenaan. Eri
koivulajeja arvioidaan olevan ainakin kolmekymmentd, joskin on mahdollista, etta
niiden maara on jopa yli kuusikymmenta. Koivujen koot ja kasvutavat vaihtelevat

kookkaista puista aina pensaisiin ja pieniin varpuihin saakka. (Vihera-Aarnio 2008a.)

Suomessa kasvaa useita eri koivulajeja. Naistd luonnonvaraisina esiintyvat rauduskoivu
(Betula pendula Roth) ja hieskoivu (Betula pubescens Ehrh.), sekd matalakasvuinen
vaivaiskoivu (Betula nana L.). Suomen koivulajeista taloudellisesti tarkeimpia ovatkin
rauduskoivu ja hieskoivu (Kuva 1). (Viherd-Aarnio 2008b.) Koivun merkitys Suomelle
ilmenee myods siind, ettd vuonna 1988 rauduskoivu valittiin Suomen kansallispuuksi
hieskoivun jadadessa adnestyksessa siitd vain muutaman sijan (Velling 2008a). On my0s
huomattava, ettd koivulajeista esiintyy jo pelkdstddn Suomessa useita eri alalajeja
(subspeciés, ssp.), muunnoksia (varietas, var.), ja muotoja (forma, f.), kuten esimerkiksi
tunturikoivu (B. pubescens Ehrh. ssp. czerepanovii (Orlova) Hamet-Ahti), visakoivu (B.
pendula var. carelica), pirkkalankoivu (B. pendula f. bircalensis), loimaankoivu (B.
pendula f. crispa) ja taalainkoivu (B. pendula f. dalecarlica) (Maaranen ja Maaranen

2003; Vihera-Aarnio 2008c).



Kuva 1. Koivunlehtid, hieskoivu & rauduskoivu (Kuva: Jouko Lehmuskallio)

1.1 Koivujen rakenne

Raudus- ja hieskoivu voivat saavuttaa yli 20 metrin mitan ja niiden runkoa peittaa
valkoinen tuohi. Tuohen valkoinen vari johtuu tuohen korkkisolukkoihin kertyvasta
valkoisesta vaha-aineesta, betuliinista. (Vihera-Aarnio 2008a.) Raudus- ja hieskoivun
voi kuitenkin erottaa toisistaan tiettyjen morfologisten ominaisuuksien takia.
Rauduskoivulla oksien uloimmat karjet riippuvat usein alaspdin, mista tulee myos puun
l[ajinimi, pendula eli riippuva. Vastaavasti hieskoivun nimi tulee vuosikasvujen
karvaisuudesta, pubescens eli karvainen. Raudus- ja hieskoivut omaavat periman
sekaantumista estavan mekanismin, joka tosin ei vaativissa pohjoisen olosuhteissa aina
toimi. Diploidisella rauduskoivulla on 28 kromosomia ja tetraploidisella hieskoivulla

kromosomeja on puolestaan 56. (Vihera-Aarnio 2008b.)

Rauduskoivun lehdet (Kuva 1 & Kuva 2) ovat tyypillisesti joko kolmiomaisia tai
vinonelidmaisia ja niillda on pitkd suippeneva karki. Hieskoivulla lehdet (Kuva 1 & Kuva
3) puolestaan ovat muodoltaan soikeita tai soikenevia eika niilla ole pitkaa
suippenevaa karkea. Molempien koivulajien lehdissd on sahalaitainen reuna, mutta

rauduskoivulla reunan sahalaitakuvio on huomattavasti voimakkaampi. Lisaksi



rauduskoivun lehtien sahalaitakuvio on niin sanotusti toissahainen, eli isommissa
sahahampaiden reunoissa esiintyy pienempia sahahampaita. Hieskoivulla lehden pinta

ja lehtiruoti ovat lisaksi karvaisia kun taas rauduskoivulla ne ovat karvattomia. (Vihera-

Aarnio 2008b.)

Kuva 2. Rauduskoivun lehti (Kuva: Jouko Lehmuskallio, Luontoportti)

Kuva 3. Hieskoivun lehti (Kuva: Jouko Lehmuskallio, Luontoportti)



Taimilla ja nuorilla kasveilla tunnistukseen voidaan kayttdda myos vuosikasvuja.
Rauduskoivulla nama vuosikasvut ovat tyypillisesti karvattomia ja nystyjen peittamia
kun taas hieskoivulla vuosikasvut ovat nystyttémid ja karvaisia. Puiden vanhetessa
alkaa niiden tyviosa kaarnoittua. Rauduskoivulla tdma tapahtuu jo verrattain nuorilla
puilla, joilla alkaa my06s esiintyd kaarnan halkeilua pystysuunnassa. Kaarnoittumisen
jatkuessa rungon tyviosa alkaa muuttua syvauurteiseksi ja tummaksi kaarnaksi.
Hieskoivulla kaarnoittuminen on huomattavasti vahdisempaa jonka takia idkkaiden
hieskoivujen runko voi olla siledn ja vaalean tuohen, eikd kaarnan, peitossa. (Vihera-

Aarnio 2008b.)

Raudus- ja hieskoivun erottaminen toisistaan voi olla huomattavan vaikeaa.
Tunnusmerkit ovat tyypillisesti selkeita nuorilla puilla, mutta eivat enda valttamatta
iakkailla puilla. Periman ja ympariston vaikutukset ovat suuria. Ominaisuudet voivat
tietyissd maarin vaihdella jopa saman puun eri osissa. Raudus- ja hieskoivu voidaan
kuitenkin tunnistaa kemiallisen analyysin avulla. Ndiden koivulajien valilla esiintyy
selkeitd eroja fenolisten yhdisteiden pitoisuuksien yhteydessa. Rauduskoivun kuoressa
esiintyy runsaasti platyfyllosidia (Kuva 4), jota puolestaan on hieskoivun kuoressa vain
vdahan jos lainkaan. Koska platyfyllosidi fenolisena yhdisteend voidaan havaita
vdrireaktion avulla, voidaan raudus- ja hieskoivu siten erottaa toisistaan. (Vihera-

Aarnio 2008b.)
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Kuva 4. Platyfyllosidi



Puun rungon lipidien pitoisuuksien vaihtelu kasvukauden kuluessa on tyypillista puille,
jotka varastoivat energiaa seuraava kasvukautta varten lipideina. Tutkimuksissa koivun
lipidien pitoisuuksien ei kuitenkaan ole havaittu vaihtelevan kasvukauden kuluessa,
minka takia on mahdollista, ettei koivu vanhoista olettamuksista poiketen varastoikaan
energiaansa lipideind vaan tarkkelyksend. (Piispanen ja Saranpaa 2004.) Koivun
tarkkelyspitoisuuden sekd koivun liukoisten sokereiden pitoisuuksien on havaittu

vaihtelevan voimakkaasti kasvukauden kuluessa (Piispanen ja Saranpaa 2001).

Vaivaiskoivu (Kuva 5) eroaa huomattavasti muista Suomessa esiintyvista koivulajeista.
Se on kasvaa noin 20—80 cm korkeaksi pensaaksi tai varvuksi. Vaivaiskoivun versot ovat
jaykkia ja uudet vuosikasvut ovat hyvin karvaisia ja nystyttomia. Sen lehdet ovat
pienehkoja ja paksuja ilman karvapeitettd. Muista Suomessa esiintyvistd koivuista
poiketen vaivaiskoivun lehdelld ei ole sahalaitaa vaan reuna on selkeasti pehmedampi
ollen niin sanotusti nyhdlaitainen. Vaivaiskoivu risteytyy herkasti hieskoivun ja
tunturikoivun (hieskoivun alalaji) kanssa vaativissa olosuhteissa. (Neuvonen 2008;
Vihera-Aarnio 2008b.) Vaivaiskoivu tuottaa runsaasti yhdisteitd jotka suojaavat sita
suurilta lampéotilan vaihteluilta. Etenkin koivun silmuissa tdman niin kutsutun eteerisen
Oljyn osuus on verrattain korkea. Samankaltaisia yhdisteita esiintyy myds vaivaiskoivun
perimda omaavan tunturikoivun lehdissa, vaikka tunturikoivun katsotaankin olevan

vain hieskoivun muunnos. (Neuvonen 2008; Niemi 2015.)

Kuva 5. Vaivaiskoivu (Kuva: Jouko Lehmuskallio, Luontoportti)
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1.2 Koivun levinneisyys

Koivut ovat hyvin laajalle levinneita. Niita tavataan pohjoisen pallonpuoliskon viileilla ja
lauhkeilla vyohykkeilla. Lajien moninaisuuden johdosta niitd esiintyy niin
pioneerikasveina kuin myds sekametsan myohdisempindkin lajeina. Koivuja esiintyy
aina soilta ja tulvarannoilta tuntureille saakka. Rauduskoivua esiintyy laajalti
Euroopassa ja myds Suomessa. Lukuun ottamatta pohjoisinta Lappia koko Suomi
kuuluu rauduskoivun kasvualueeseen. On kuitenkin huomattava, etta rauduskoivu on
hieskoivua harvinaisempi ankarissa olosuhteissa, kuten esimerkiksi ulkosaaristossa.
Hieskoivua esiintyy alalajit (esimerkiksi tunturikoivu) huomioiden koko Suomen
laajuudelta. Hieskoivu on myds paddosin rauduskoivua yleisempi lukuun ottamatta
Saimaan aluetta ja eteldistd rannikkokaistaletta. Vaivaiskoivua tavataan myos
lahestulkoon koko maan laajuudelta, tosin eteldisemmassd Suomessa ldhinnd vain
soilla ja rameilld, mutta Lapissa myds kangasmetsissd ja tuntureilla. (Viherd-Aarnio

2008d.)

Seka raudus- etta hieskoivua esiintyy hyvin moninaisilla kasvupaikoilla aina kosteilta ja
runsasravinteisilta metsamailta kuiville ja karuille kallioille. Parhaiten koivuille
kuitenkin soveltuu hieta tai moreenipohjainen maapera. Hieskoivu on usein kosteiden
alueiden, kuten soiden, rameiden, ojien ja rantojen puulaji rauduskoivun ollessa

harvinaisempi kosteilla ja vahahappisilla mailla. (Vihera-Aarnio 2008d.)

1.3 Koivun merkitys

Koivulla on hyvin suuri merkitys moniin asioihin alkaen aina sen vaikutuksesta
ympadroivaan kasvillisuuteen ja eldimistoon, kuin myds sen suuresta merkityksesta
teollisuudelle (Velling 2008a). Koivulla on my6s suuri kulttuurihistoriallinen arvo ja sen

monikayttoisyys on aiemmin entisistdan korostanut koivun tarkeyttd (Niemi 2015).

Puulajit vaikuttavat ymparoivdan kasvillisuuteen vaikuttaviin ympaéristotekijoihin.

Koivun tunnetaan parantavan maan viljavuutta etenkin verrattuna havupuihin
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muokkaamalla metsdmaan rakennetta ja siten myds sen kemiaa. Esimerkiksi kuuseen
verrattuna koivu happamoittaa maata selkeasti vahemman. (Smolander 2008.) Koivulla
on suuri merkitys eldimille, sekd koivuun selkeasti liittyville eliille kuten esimerkiksi

pakurikaavalle (Inonotus obliquus) (Siitonen 2008).

1.3.1 Koivun merkitys teollisuudelle

Raudus- ja hieskoivu ovat Suomen teollisesti tarkeimmat lehtipuut. Kuutiometreina
mitattuna metsissa kasvavien puiden madrdsta rauduskoivun osuus on yli 250
miljoonaa kuutiometria ja hieskoivun osuus puolestaan yli 75 miljoonaa kuutiometria.
Hieskoivun osuus sellaisenaankin on likim&arin samalla tasolla kuin muiden lehtipuiden
yhteenlaskettu osuus. Koivu on Suomen puulajeista kolmanneksi tarkein teollisuuden
raaka-aineena ja tarkein energiapuu. Teollisuus on kayttdnyt koivua vuosittain yli
10 miljoonaa kuutiometria, josta yli 90 % on mennyt puumassateollisuuden kayttéon ja
suurin osa lopusta vaneriteollisuuden tarpeisiin. Sahateollisuuden ja lastu- ja
kuitulevyteollisuuden osuudet ovat muita selkeasti vahdisemmat. (Her&jarvi 2008.) On
huomattava, ettd koivun teollinen merkitys on moninkertaistunut kuluneiden 50

vuoden aikana (Verkasalo ja muut 2008).

Visakoivu on arvoltaan korkeinta puutavaraa Suomessa, vaikka se ei kdayttomaaraltaan
ylla [3hellakdadan muiden koivujen maarid. Visakoivu sindnsa on rauduskoivun
erikoismuoto, mutta on huomattava, etta visaa esiintyy myos muilla lajeilla joskin vain
harvinaislaatuisesti. Visakoivua kdytetddan seka koriste-esineiden raaka-aineena etta
myos huonekaluteollisuuden tarpeisiin. Visan muodostumisen (visautuminen) on
todettu olevan periytyvdd, mutta se ei periydy kaikille jdlkeldisille, minka takia
visakoivun  kasvatuksessa visan muodostuksen takaamiseksi kaytetddn jopa
solukkoviljelya. Visakoivun ja rauduskoivun jalkeldisistd vain 50 % visautuu vastaavan
luvun ollessa 60-70% kahden visakoivun tuottaessa jalkeldisia. Bioteknisesti
mikrolisdykselld (solukkoviljely) puolestaan voidaan saavuttaa kaikkien tuotettujen

kloonitaimien visautuminen. (Velling 2008b; Viher&-Aarnio ja Velling 2008.)
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1.3.2 Koivu ja allergiat tai muut oireet

Koivu, tai pikemminkin koivun siitepdly, voi myos toimia allergeenina. Kaikki kolme
Suomessa esiintyvaa koivulajia voivat aiheuttaa oireita. Usein koivun siitepdlysta
oirehtivat saavat oireita myos lepan ja pahkindpensaan siitepdlystd. Oirehtiminen
tapahtuu tyypillisesti koivun kukinta-aikaan huhtikuun lopulta toukokuun lopulle,
mutta pohjoisessa Suomessa tama jatkuu usein kesdakuun alkupuolelle saakka. (Velling

2008a.) Myos tuore koivunmahla voi siséltaa allergeeneja (Lahti ja Hannuksela 1980).

Puuta tyostettdessd muodostuva puupdly voi myos arsyttad hengitysteitd, silmia ja
ihoa. Koivupdly drsyttdad lahinnad vain hengitysteitda. Koivulajien valilla ei tdssa ole
merkittdvaa eroa, mutta koivupolyn on todettu olevan viahemman haitallista kuin
mannyn, tammen, pyokin tai tiettyjen trooppisten puulajien tyéstéssa muodostuvan

puupolyn. (Velling 2008a.)

1.3.3 Koivun historiallinen merkitys Suomessa

Koivu on jo historiallisestikin ollut erittdin tarkea kasvi Suomessa. Koivun merkitys
suomalaisuuteen alkoi korostua 1800-luvulla jolloin koivusta muodostui yksi
suomalaisuuden symboleista. Koivusta valmistetun vihdan tai vastan merkitysta
suomalaisuuteen ja etenkin suomalaiseen saunakulttuuriin voi tuskin liioitella (Kuva 6).
Vihtoja tai vastoja on valmistettu useista eri puu- ja koivulajeista, mutta entisaikojen
ihmiset pitivat rauduskoivua tahan tarkoitukseen parhaiten soveltuvana. Koivun selkea
merkitys nakyy myos hyvin sen vaikutuksessa taiteissa ja tieteissa. Ensimmaisen koivua
kasitellyt suomalainen tutkimus oli Pehr Kalmin tarkastama Johan Grundbergin
vaitoskirja vuodelta 1759. (Niemi 2015.) Myos maaliskuun nimen on erdana
vaihtoehtona ajateltu kehittyneen koivunmahlan keruun ajankohdasta, eli
mahlakuusta. Tahan viittaisi maaliskuun nimi muilla alueen kielilld. Esimerkiksi
valkovendjaksi maaliskuun nimi onkin “cakasik” eli “mahlakuu”. (Svanberg ja muut

2012.)
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Kuva 6. Koivuvihta (Kuva: Vesa Puoskari)

Koivun eri osilla on ollut lukuisia eri kdyttotarkoituksia. Koivun merkitysta polttopuuna,
kayttoesineiden raaka-aineena ja rakennusmateriaalina etenkin historiallisessa
yhteydessa ei voi unohtaa. Koivun tuohi on toiminut niin sytykkeend, kattona,
eristeend, kirjoitusmateriaalina paperin sijasta, seka konttien, tuokkosten ja muiden
tarve-esineiden valmistusmateriaalina. Koivun tuohen ja varsinaisen rungon valista
saatavaa koivun nilaa kdytettiin niin parkitsemiseen kuin myds varjaykseen. Koivuista
kuten suuresta osasta muistakin lehtipuista karsituista oksista valmistettiin lehtevia
nippuja (lehdes, kerppo, vihdas) eldinten talvirehuksi. Koivun tuhkalla ja hiilelld on
aiemmin ollut jopa merkittdava teollinen ja kaupallinen rooli Suomessa, niin lasin ja
saippuan valmistuksessa kaytetyn potaskan (kaliumkarbonaatti, K,COs), véariaineena
kaytetyn kimrookin (hiilimusta), tokotin eli koivutervan (tunnettu myds nimella
ryssandljy), kuin myo6s hiilenpoltossa miiluhaudoissa valmistetun koivuhiilen

tuotannossa. (Niemi 2015.)

Koivunsilmuista valmistettua teetd on kaytetty perinnelddketieteessa verenpaineen
alentamiseen, missa sen kayttokelpoisuus on oletettavasti perustunut nuorten
koivunlehtien verrattain voimakkaaseen diureettiseen vaikutukseen. Koivunlehtiteen

vaikutuksen on havaittu olevan samaa luokkaa joidenkin kaupallisten diureettien,
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kuten Lasix-ladkkeen, kanssa. Koivunlehtia on my0Os kdytetty perinneldadketieteessa

hauteena riisitaudin ja reumatismin hoitoon. (Rautavaara 1980.)

Myos koivutervalla, mitd perinteisesti valmistettiin koivun kuoresta, on ollut suuri
merkitys etenkin kansanlddketieteessa. Silla on ollut roolinsa niin desinfioivana,
diureettisena kuin myos kuumetta alentavana ja antiseptisena aineena. Koivutervaa on
kaytetty myods erindisten iho-ongelmien, reumatismin ja muiden vaivojen hoitoon.
Myos kasvien ladkinndssa, niin haavojen kuin sieni-infektioiden torjunnassa, on
koivutervalla ollut suuri merkitys. Koivutervaa kdytetaan yha tietyilla alueilla etenkin
erilaisten hoitavien voiteiden ainesosana. Puhtaan koivutervan kayttoa terapeuttisena
yhdisteena on tutkittu Venadjalla, jossa sen on havaittu olevan kadyttokelpoinen iho-

ongelmien hoidossa. (Rautavaara 1980; Zyryanova ja muut 2010.)
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2 Koivun eri osat ravintona

2.1 Koivunmahla

Mahla on lehtipuiden johtosolukoissa kevdisin virtaavaa nestettd. Puu tuottaa ja keraa
mahlan komponentit kesalla vararavinnoksi seuraavaa kevatta varten ja varastoi ne
juuriin ja runkoon talveksi. Kevaalla varastoituneet yhdisteet muutetaan takaisin hyvin
veteen liukeneviksi sokereiksi ja muiksi ravinteiksi, jotka kulkeutuvat puun maasta
imeman veden mukana kasvin kaikkiin osiin, etenkin uusien silmujen energiaksi. Mahla
kuljettaa siten vettd, sokereita ja ravinteita uuden kasvukauden alun tarpeisiin. (Kallio
ja Kallio 1987.) Koivunmahla on hyvin juoksevaa nestettd ja vaihtelee savyltdan taysin
kirkkaasta kevyesti vihertdavaan (Maaranen ja Maaranen 2003). Tuore koivunmahla
saattaa aiheuttaa oireita koivun siitepdlysta oireita saaville henkil6ille, mutta
allergeeneja ei enda tyypillisesti ole sailotyssa tai muutoin kasitellyssa koivunmahlassa

tai siitd edelleen tuotetuissa tuotteissa (Lahti ja Hannuksela 1980).

Koivunmahlalla on pitkd historia elintarvikkeena. Ensimmadisia = mainintoja
koivunmahlan kaytosta elintarvikkeena onkin jo vuodelta 921 arabialaisen Ahmad ibn
Fadlanin kertoessa Volga-joen varren asukkaiden kayttdmastd fermentoidusta
koivunmahlasta. Koivunmahlaa on kaytetty laajalti etenkin Euroopan pohjois- ja
itdosissa niin ladkkeena kuin myos elintarvikkeena. (Svanberg ja muut 2012.) Varhaisin
maininta mahlankdytdsta Suomessa lienee 1600-luvulta olevasta arabialaisen
matkailijan kertomuksesta, jossa kuvataan mahlakaljan valmistusta. Koivunmahlan
merkitystda Suomessa kuvaa se, ettd mahlapuun kaatamisesta seurasi sakkorangaistus
ja lisaksi kaadettu puu oli korvattava uudella mahlapuulla, ja ettd osa mahlapuista oli
nimetty karjan tavoin. (Maaranen ja Maaranen 2003; Niemi 2015.) Paikoin koivua
onkin kutsuttu kéyhan miehen lehmaksi (Svanberg ja muut 2012). On kuitenkin
huomattava ettd koivunmahlan ravintoarvo on melko vdhdinen sen sisdltamien
yhdisteiden alhaisten pitoisuuksien takia. Kivennaisjuomana, etenkin ottaen huomioon
runsaan kaliumin ja vahaisen natriumin maarat, mahla kuitenkin puoltaa paikkansa.

(Kallio ja Kallio 1987.)
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Koivunmahlan tuotantoa esiintyy nykyiselldan Ita- ja Pohjois-Euroopassa, seka Pohjois-
Amerikassa. Ita-Euroopassa tuotetut tuotteet ovat tyypillisesti olleet koivunmahlaa,
johon on lisatty sokeria ja sitruunahappoa (sitruunamehua). Useimpiin muihinkin,
usein pastoroituihin, koivunmahlatuotteisiin on aiemmin lisdatty sitruunahappoa
sdilyvyyden parantamiseksi. Eras koivunmahlan kdytén ongelmista on sen alhainen
ravinnepitoisuus, silla kuiva-aineen osuus koivunmahlasta on vain noin 1 %:n luokkaa.
(Kallio ja Kallio 1987.) Koivunmahlaa voidaan konsentroida kayttamalla
kdanteisosmoosilaitteistoja.  Talléin  saatava  konsentroitu  koivunmahla on
kayttokelpoista etenkin valmistettaessa viinid, olutta tai simaa koivunmahlasta. Samaa
menetelmda voidaan kayttdd myos helpottamaan koivusiirapin  valmistusta

koivunmahlasta. (Kallio ja muut 1985a.)

Koivunmahlaa on kdytetty niin juomien kuin myo6s ruokien valmistukseen. Vaikka
koivunmahlaa voi juoda my6s sellaisenaan, voidaan sitda kdyttdada myods erindisten
juomien, kuten mahlakaljan tai mahlasiman, valmistuksessa. Mahlaa voidaan myods
kayttda esimerkiksi limonadien tai kuohuviinien raaka-aineena. Leivottaessa on
koivunmahlaa voitu kadyttaa veden sijasta taikinassa. Koivunmahlaa on kaytetty myos
aiemmin karjatiloilla eraanlaisena kevaisena lisdaravinteena karjalle ja mehilaisille.
Mahlan merkitys elintarvikekdyton ulkopuolella on myds huomattava, silla etenkin
kosmetiikkateollisuus hyodyntaa sitd. (Velling 2008c; Svanberg ja muut 2012; Niemi
2015.) Koivunmabhlalla on jo aiemmin uskottu olevan lddkinnallisid vaikutuksia. Sen on
uskottu auttavan niin sappi- kuin munuaisvaivoihin, dhkyyn ja muihin vaivoihin, kuten
esimerkiksi keripukkiin, luuvaloon, kihtiin, sekd my6s toimivan matoldadkkeena.

(Zyryanova ja muut 2010; Svanberg ja muut 2012; Niemi 2015.)

Koivunmahlan sdilyvyys on verrattain heikko (Velling 2008c). Aiemmin koivunmahlaa
on pyritty sdilomaan varastoimalla kerdatty mahla maakellareissa tai kaatamalla
pulloissa olevan mahlan paélle pieni maara oljya, jotta ilma ei padsisi pilaamaan
koivunmahlaa (Niemi 2015.). Tavallisesti koivunmahla sdilyy jddkaapissa noin
vuorokauden ja normaalikdytossa olevassa pakastimessakin vain vuoden. Taman
johdosta koivunmahlan taloudellinen hyddyntdaminen onkin jaanyt verrattain
vahdiseksi.  Sdilyvyytta voidaan pyrkia parantamaan lisdamalla  mahlaan

hedelmahappoja, kuten sitruunahappoa tai omenahappoa, tai pastéroimalla mahlaa.
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Pastorointi tosin vaikuttaa koivunmahlan makuun ja myo6s tuhoaa arvokkaita ainesosia.
(Velling 2008c.) Uudemmilla menetelmilld koivunmahlan sdilyvyyttd on pystytty
parantamaan huomattavasti, mikd on mahdollistanut koivunmahlan ymparivuotisen

saatavuuden (Maaranen ja Maaranen 2003).

Koivunmahlassa on hyvin vahan varsinaisia arominaineita. N&ain ollen puhdas
koivunmahla ei kaytanndssa poikkea tuoksultaan vedesta. Mahlaa kasiteltdessa alkaa
siihen kehittya aromiyhdisteitd, joita ei ollut alkuperdisessd mahlassa. Etenkin mahlaa
keitettdessa sen sokereiden ja vapaiden aminohappojen reaktioissa muodostuu niin
vari- kuin aromiyhdisteitd. Koska puhdas mahla ei tuoksu, voidaan mahlan

pilaantuminen havaita hyvinkin herkasti virhehajuista. (Kallio ja Kallio 1987.)

2.1.1 Koivunmahlan keruu

Koivunmahlaa voidaan valuttaa puista kevaisin ennen puiden lehtien puhkeamista.
Rauduskoivua pidetddan hieskoivua parempana ldhteenda koivunmahlalle silla
rauduskoivusta saatavassa mahlassa kiintoaineen osuus on suurempi kuin hieskoivusta
kerattavassa mahlassa siitd huolimatta, ettd hieskoivut voivat tuottaa enemman
mahlaa kuin rauduskoivut. Mahlan keruu tapahtuu noin 3-5viikon kuluessa
tyypillisesti huhtikuussa ja toukokuussa. Mahlaa voidaan valuttaa siihen saakka,
kunnes koivun silmut puhkeavat hiirenkorville. Suurikokoisesta koivusta voidaan
valuttaa jopa kymmenia litroja paivassa ja siten satoja litroja keruukaudessa. Mahlan
virtaukseen tosin vaikuttavat hyvin monet tekijat joten mahlan saanti vaihtelee
voimakkaasti vuosittain. (Kallio ja Kallio 1987; Velling 2008c.) Yleisesti ottaen kosteiden
kasvupaikkojen koivuilla mahlan valumisnopeus on suurempi kuin kuivemmissa
olosuhteissa kasvavilla koivuilla. Kerattavan mahlan maara on suhteessa puun rungon
halkaisijaan sekd puunlatvuksen kokoon. Hyvakuntoiset ja elinvoimaiset koivut

tuottavat noin 50-300 litran mahlasadon. (Kallio ja Kallio 1987.)

Koivunmahlaa on keratty wuseilla eri tavoilla, kuten alaoksia katkomalla tai
itdeurooppalaisella tavalla katkaisemalla koko puu. Juoksutus koivun runkoon lievasti

yldviistoon poratusta reidstda on luultavasti kayttokelpoisin menetelmd. Mahlan
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keruuta varten koivun rungon halkaisijan likimain rinnankorkeudelta tulisi olla
vahintddn 20 cm. Runkoon porataan noin 30-100 cm korkeudelle halkaisijaltaan noin
1 cm ja syvyydeltdan noin 3—4 cm syva reika (Kuva 7). Porattuun reikdan asetetaan
valutusholkki. Holkkiin liitetty elintarvikekdyttéon soveltuva, mahdollisimman lyhyt,
letku puolestaan johtaa mahlan keruuastiaan. Koska mahla on hyvin herkkaa
pilaantumaan, on hygienian oltava korkealla tasolla. Keruuastian pitaminen kylmana
esimerkiksi lumella estda mahlan laatua heikkenemasta liian nopeasti. Mahlankeruuta
voidaan myds automatisoida liittden keruuholkeista tulevat letkut letkulinjastoihin
yvhtendisissd rinnemetsissd. Tassa tapauksessa saantoa voidaan tietyssé maarin

parantaa linjastoon asennetuilla vakuumipumpuilla. (Kallio ja Kallio 1987.)

Tuohi

Puun runko

Muoviletku

Tiivis lapivienti
~keruuastiaan

Holkki & ¥

kiristin _

Kuva 7. Kaaviokuva mahlan keruusta poratun reién avulla

Mahlan keruussa koivun runkoon porattavat reidt altistavat koivun erindisille
mikrobeille, jotka voivat heikentdad puun elinvoimaisuutta, sekd sen laatua etenkin
mikali puuta pyritddn kdyttamaan teollisuuden raaka-aineena. Ongelma korostuu
etenkin, mikdli samaan koivun runkoon tehddan samana vuonna useita keruureikia.
Mahlan keruu voi heikentdaa puun kdyttdéarvoa teollisuudessa, koska se tyypillisesti
aiheuttaa puunrunkoon varivirheitd keruureikien |3heisyyteen. Taman johdosta
mahlan keruu olisi syytd kohdistaa puihin jotka ovat elinvoimaisia, mutta esimerkiksi
vanerin tai tukkipuun tuotantoon laadultaan heikkoja. (Velling 2008c.) Mahlankeruu ei

kuitenkaan vdahenna valutetun puun arvoa energiapuuna eikd mahlankeruu ole vain
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kertaluontoista, vaan samasta puusta voidaan kerdtd mahlaa useana perdkkaisena
vuotena. Mahlaan voi kertyd raskasmetalleita, joten mahlapuita ei tule valita
maanteiden varsilta, kaatopaikkojen ldheisyydesta tai tehtaiden |dhimaastosta. (Kallio

ja Kallio 1987; Harju ja Huldén 1990.)

2.1.2 Koivunmahlan koostumus

Mahla koostuu padosin, noin 99-prosenttisesti, vedesta. Sokereita mahlassa on yleensa
parhaimmillaan noin 10g litraa kohden (Taulukko 1). Tosin huomattavasti
suurempiakin pitoisuuksia on havaittu. (Kallio ja Kallio 1987.) Koivunmahlan
tarkeimmaéat sokerit ovat fruktoosi ja glukoosi. Sokereiden lisdksi mahlassa on
hedelmahappoja, pdadosin omenahappoa. (Kallio ja muut 1985b.) Lisdksi mahlassa on
pienida maaria kaliumia, kalsiumia, magnesiumia, mangaania, aminohappoja,
proteiineja, seka C-vitamiinia (Velling 2008c; Kiika ja muut 2013). On huomattava, etta
koivunmahlan mineraalikoostumukseen vaikuttaa voimakkaasti koivun kasvuymparisto
(Huldén ja Harju 1986; Harju ja Huldén 1990). Koivunmahlan pH voi olla keruukauden
alussa lahelld neutraalia, mutta mahlan happamuus lisdantyy kevaan kuluessa, kunnes
se silmujen puhkeamisen aikaan taas vahenee (Kallio ja Kallio 1987). Kuten muutkin
mahlan ominaisuudet, vaihtelee kerdtyn mahlan pH vuosittain. Mahlan happamuuden
on havaittu saavuttavan keruukauden kuluessa pH arvon noin 5,5-6,0. (Kallio ja

Ahtonen 1987a.)
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Taulukko 1. Yhteenveto koivunmahlan koostumuksesta ja tdrkeimmisté

komponenteista pitoisuuksien ollessa suurimmillaan

Vesi n. 99 %
Kuiva-aine n.1% (Kallio ja Kallio 1987)
Sokerit n. 10 g/l (Kallio ja Ahtonen 1987b)
Glukoosi n. 4,7 g/ (Kallio ja muut 1985b)
Fruktoosi n. 4,5 g/l (Kallio ja muut 1985b)
Sakkaroosi n.0,7 g/ (Kallio ja muut 1985b)
Muut sokerit
Orgaaniset hapot n.1g/l (Kallio ja Kallio 1987)
Omenahappo n.0,7 g/l (Kallio ja Ahtonen 1987a)
Muut hapot
Muut
Vapaat aminohapot n.0,5 g/l (Kallio ja Kallio 1987)
Proteiinit <1g/l (Kallio ja Kallio 1987)
Kivennaisaineet n.0,5 g/l (Kallio ja Kallio 1987)
C-vitamiini 3,2 mg/l (Kbka ja muut 2013)

Koivunmahlan tarkeimpia sokereita ovat glukoosi ja fruktoosi, vahdisemmissd maarissa
myds sakkaroosi, galaktoosi ja sokerialkoholi myo-inositoli (Kallio ja muut 1985b; Kallio
ja Ahtonen 1987b). Koivunmahlan sokeripitoisuus kasvaa hitaasti keruukauden aikana
ja pysyy melko vakaana lukuun ottamatta selkedd sokeripitoisuuden laskua
keruukauden loppuessa (Kallio ja Kallio 1987). Koivunmahlan sokeripitoisuuden on
uskottu vaihtelevan joidenkin tutkimusten mukaan vuorokaudenaikojen mukaisesti,
mutta vastaavaa korrelaatiota ei puolestaan uudemmissa tutkimuksissa ole aina
havaittu (Kallio ja Ahtonen 1987b). Koivunmahlan tdrkeimpien sokereiden, glukoosin ja
fruktoosin, maarien on havaittu omaavan lineaarisen korrelaation pitoisuuden
suhteen, joten niiden muodostumisen ja kulutuksen taytyy olla koordinoitua. Vaikka
voisi tietyssda mielessa ajatella, ettd glukoosin ja fruktoosin pitoisuuksilla seka
sakkaroosin pitoisuudella olisi jonkin tapainen korrelaatio, ei tata ole havaittu. (Kallio ja

Ahtonen 1987b.)

Orgaanisista hapoista tarkeimpana koivunmahlassa on omenahappo, mutta myos
muita happoja on runsaasti. Naihin lukeutuvat fosforihappo, meripihkahappo,
sitruunahappo, fumariinihappo ja glykolihappo. (Kallio ja muut 1985b.) Happojen
yhteenlaskettu osuus koivunmahlassa on tyypillisesti korkeimmillaan noin 1 g/l (Kallio
ja Kallio 1987). Mahlan orgaanisten happojen maédrien ei ole havaittu olevan

vuorokauden ajasta riippuvaisia, vaikka niiden pitoisuuksissa tapahtuukin runsaasti
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vaihtelua. Omenahapon pitoisuus kasvaa huomattavasti nopeammin kuin
koivunmahlan sisdltamien sokereiden maara, mutta myds laskee nopeasti
keruukauden lopussa. Koivunmahlan happojen kokonaispitoisuuden muutokset
seuraavat pitkadlti omenahapon pitoisuuden muutoksia, koska omenahapon osuus

koivunmahlan hapoista on suuri. (Kallio ja Ahtonen 1987a.)

Koivunmahlassa esiintyy myds huomattavan lukuisa maara muita sokereita ja happoja
tosin vahadisemmissd pitoisuuksissa. Koivunmahlan sokereiden ja happojen maarat
vaihtelevat suuresti vuodenajan, vuorokauden ajan, lajin, keruukorkeuden seka
kasvupaikan lisaksi myoOs puittain. (Kallio ja muut 1985b.) Keruukauden alku- ja
loppuvaiheilla koivunmahlan sokereiden suhde koivunmahlan hedelmdhappoihin on
suurempi kuin muulloin, minkd takia ndina ajankohtina keratty koivunmahla onkin
makeampaa kuin keruukauden keskivaiheilla kerdtty koivunmahla (Kallio ja Kallio

1987).

Koivunmahlan vapaat aminohapot ovat kdytdnndssa puun sisdiseen typen siirtoon
tarkoitettuja yhdisteitd, minkd takia useat koivunmahlan tarkeimmistd vapaista
aminohapoista omaavat useamman kuin yhden aminoryhman. Tamankaltaisia ovat
koivunmahlassa esiintyvat glutamiini, asparagiini ja sitrulliini. Ndiden aminohappojen
korkea osuus myos selittdaa koivunmahlan herkkyytta ruskettumaan Maillardin reaktion
kautta mahlaa kuumennettaessa sen sisdltdessa runsaasti vapaita pelkistavia sokereita.
Mahlan aminohappojen keskindiset osuudet muuttuvat ja niiden kokonaispitoisuus
nousee selkedsti keruukauden edetessa, mutta usein niiden osuus ei ylitd noin 0,5g
mahlalitraa kohden. (Kallio ja Kallio 1987.) On kuitenkin huomattava, etta
korkeampiakin mahlan aminohappojen kokonaispitoisuuksia on havaittu. Tarkeimmat
koivunmahlan vapaat aminohapot ovat glutamiini, sitrulliini ja glutamiinihappo. Naiden
lisdksi mahlassa on jonkin verran isoleusiinia, valiinia ja asparagiinia. Ndiden kuuden
aminohapon yhteenlaskettu osuus kaikista koivunmahlan vapaista aminohapoista on

havaittu olevan yli 90 %. (Ahtonen ja Kallio 1989.)

Koivunmahlassa on myds hyvin pienia maaria proteiinia. Naiden kokonaisosuus on alle
1 g mahlalitraa kohden. Mahlassa esiintyvien proteiinien uskotaan olevan paaosin

entsyymeitd, jotka tuottavat mahlan varsinaisia ainesosia. Raudus- ja hieskoivun
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proteiinit ovat toisistaan riittdvissa maarin poikkeavat, jotta koivulajien tunnistus
ndiden avulla on mahdollista. Kivennadisaineiden kokonaispitoisuus mahlassa on
tyypillisesti noin 0,5 g/l. Merkittavimmat mahlan kivennaisaineet ovat kalium, kalsium
ja magnesium, joiden jalkeen merkittdvin on mangaani. Mahlassa on vain vahan
natriumia, ja sen raudan ja seleenin maarat ovat alhaiset. Raskasmetalleita (kuten
elohopea, kadmium ja lyijy) voi I6ytya mahlasta, mikdli mahlapuu on kasvanut alueella,

jossa maaperan raskasmetallikuormitus on ollut merkittava. (Kallio ja Kallio 1987.)

2.1.3 Koivusiirappi

Koivunmahlasta voidaan myos valmistaa koivusiirappia samankaltaisella menetelmalla
milld esimerkiksi sokerivaahterasta (Acer saccharum) tuotetaan vaahterasiirappia. On
tosin huomattava etta tyypillisesti vaahterasiirapin tuottoon kaytettdvdn mahlan
sokeripitoisuus on jopa 3 % kun se koivunmahlassa on parhaimmillaankin vain hieman
yli yhden prosentin. Taman takia koivusiirapin tuottamiseen tarvitaan huomattavasti
enemmadn mahlaa kuin mitd vastaava maara vaahterasiirappia vaatisi. Lisaksi pitka
keittoaika ja helposti virhemakuja aiheuttava koivunmahlan sokereiden ja
aminohappojen reaktio vaikeuttaa koivusiirapin tuotantoa, etenkin kaupallisessa

mittakaavassa. (Kallio ja Kallio 1987; Velling 2008c.)

Vaikka koivusiirapin selkeimpana etuna on sen sdilyvyys, on huomattava etta etenkin
huoneenlammodssa sailytetty siirappi jatkaa varireaktioitaan ja tummuu ajan kuluessa
rajoittaen sen kayttoikda (Kallio ja Kallio 1987). Vaikka Suomessa koivusiirappia ei ole
valmistettu kaupallisesti, on silld ollut alueittain suurikin paikallinen merkitys sokerin
korvaajana alueilla ja aikakausina, jolloin muuta sokeria ei ole ollut saatavilla.
Koivusiirappia tuotetaan nykyadan kaupallisesti Pohjois-Amerikassa. Koivunmahla
suodatetaan epdpuhtauksien poistamiseksi ja sen jalkeen joko pastéroidaan tai
kasitelladn ultraviolettivalolla mikro-organismien tuhoamiseksi. (Pellikka 2003.)
Kasitelty mahla pyritdaan taméan jalkeen konsentroimaan kdidnteisosmoosilaitteistolla
sokeripitoisuuden nostamiseksi ennen varsinaista haihdutusta (eli keittoa). Koska
koivunmahlan proteiinit ja tietyt muut komponentit saostuvat valmistettaessa

koivusiirappia koivunmahlasta, siirappi on suodatettava haihdutuksen jdlkeen. On
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huomattava, ettd koivunmahlassa ja siten myos koivusiirapissa glukoosin ja fruktoosin
osuudet ovat korkeita, joten koivusiirapin kiteytyminen eroaa normaalin sokerin
kiteytymisesta mahdollistaen hyvin korkeiden sokeripitoisuuksien saavuttamisen.

(Kallio ja Kallio 1987.)

Koska koivusiirappi valmistetaan koivunmahlasta, muistuttavat sen kuiva-aineiden
osuudet koivunmahlan kuiva-aineiden osuuksia. Noin 90 % koivunmahlan ja
koivusiirapin kuiva-aineista ovat sokereita, p&aosin fruktoosia ja glukoosia,
omenahapon ja tuhkan osuuden ollessa kummallakin noin 3 %. Koivunmahlan
kuumentamisella ei ole suurta vaikutusta tarkeimpien komponenttien pitoisuuksiin,
vaikka pieni maara pelkistdvista sokereista kuluukin Maillardin reaktiossa. (Kallio ja
muut 1989.) Poikkeuksen tadsta vastaavuudesta muodostavat aminohapot ja proteiinit,
joiden osuus koivusiirapissa on huomattavasti alhaisempi kuin mitd koivunmahlan
perusteella voisi olettaa. Koivunmahlan proteiinit saostuvat pois liuoksesta sen
vakevoityessa. (Kallio ja Kallio 1987; Ahtonen ja Kallio 1989.) Koivusiirapin pH laskee
kuumennuksen jatkuessa. Koivusiirapit ovat pseudoplastisia nesteitda ja niiden
viskositeetti laskee siirappia kuumennettaessa, vaikka varsinainen siirapin
[ampokasittely ei viskositeettiin vaikutakaan. Koivusiirapit ovat my6s jossain maarin
tiksotrooppisia, eli niiden viskositeetti laskee rasituksen (eli sekoituksen) voimistuessa.

(Kallio ja muut 1989.)

Pohjois-Amerikassa koivusiirapille on kehitetty kaksi erilaista maaritelmaa. Naista
toinen on puhtaasta koivunmahlasta valmistettu koivusiirappi (pure birch syrup) ja
toisessa (birch syrup) koivunmahlaan on lisdtty fruktoosia, mutta koivunmahlasta
perdisin olevien sokereiden osuuden on oltava vahintadn 51 % sokereiden
kokonaismaarasta. Talla on huomattava merkitys koivusiirapin valmistuksen
kustannuksiin, silla litraa koivusiirappia kohden tarvitaan 100-150 litraa koivunmahlaa,
kun taas lisatyn fruktoosin avulla tuotettuun koivusiirappilitraan tarvitaan vain noin 50
litraa koivumahlaa. Puhtaasta koivunmahlasta tuotettu koivusiirappi lieneekin liian
kallis tuote normaaliin kayttoéon. (Pellikka 2003.) Koivusiirapin tuottaminen on ollut
kustannuksiltaan viisi kertaa kallimpaa kuin vastaavan vaahterasiirappimaaran

tuottaminen (Helfferich 2003).
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Koivunmahlan keitto koivusiirapiksi ei sindnsd ole vaikeaa, mutta koivunmahlan
pelkistavien sokereiden ja vapaiden aminohappojen herkkyys Maillardin reaktiolle
tekee prosessista vaikean hallita. Koivusiirappia valmistettaessa ei nesteen lampatila
keitettdessa saisi nousta kovin korkeaksi tai muutoin koivunmahlan pelkistavat sokerit
voivat alkaa reagoida voimakkaasti Maillardin reaktiossa. Limp6étilan noustessa alkaa
myos sokereiden karamellisoituminen vaikuttaa, mutta sen merkitys on vahaisempi
verrattuna Maillardin reaktioon. Taman takia koivusiirapin valmistuksessa kdytetaan
usein alipaineista tilaa, jolloin veden kiehumispistettd saadaan alennettua. (Kallio ja
Kallio 1987.) Vaikka on mahdollista tuottaa koivusiirappia kdyttden hyvin mietoja
olosuhteita, on kuitenkin tarkedd varmistaa tarpeellisten aromi- ja variyhdisteiden
muodostuminen pelkistavien sokereiden ja aminohappojen aminoryhmien valisella
Maillardin reaktiolla (Kuva 8) siirappia kuumentamalla (Kallio ja muut 1989).
Koivunmahlan aminohappojen kokonaismaaran kasvu keruukauden kuluessa vaikuttaa
keruukauden loppua kohden kerdtystda koivunmahlasta valmistettavan koivusiirapin

herkkyyteen alkaa muodostaa aromi- ja variyhdisteitd (Ahtonen ja Kallio 1989).

CH,OH CHO o) o
——0 H—F——OH HMOH Glutamiinihappo
HO—F—H HO——H NHz
o} 0]
H———O0H H——OH .
HZN)L/\‘/LOH Glutamiini
H—t—O0H H——OH NH,
X I
CH,OH CH,OH
: : HNT N oH  Sitrulliini
Fruktoosi Glukoosi NHo
v v
Pelkistavia sokereita Aminohappoja
(Kuumennus)
l—b Maillardin reaktio <J
Aromiyhdisteita Variyhdisteita
Koivusiirapin aromi Koivusiirapin vari

Kuva 8. Koivusiirapin aromien ja vdrin muodostuminen
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Valmis koivusiirappi omaa pehmean karamellimaisen tai toffeemaisen maun (Kallio ja
muut 1989). Seka siirapin maku ettd sen vari muodostuvat koivunmahlan sokereiden ja
aminohappojen vélisten reaktioiden kautta (Maillardin reaktio, eli ei-entsymaattinen
ruskettuminen). Liiallisella kuumennuksella siirappi menettdd makunsa muuttuen
kitkerdksi. (Kallio ja muut 1987; Kallio 1989.) Verrattuna vaahterasiirappiin
koivusiirappi on maultaan happamampaa ja suolaisempaa (Kallio ja Kallio 1987).
Useimmat kaupalliset koivusiirapit ovat variltddn meripihkan varisida, mutta
parhaimmillaan koivusiirappi on kullankeltaista ja kirkasta (Kallio ja Kallio 1987;

Maaranen ja Maaranen 2003).

2.2 Koivun kuori

On joitain mainintoja koivun nilan (sisemman kuoren) kdytosta pettuleipda tehdessa,
mutta sen kadytto oli huomattavasti mannyn nilan kayttdéa vahdisempaa (Niemi 2015).
Koivun kuoren koivukamferinakin tunnetulla betuliinilla ja betuliinihapolla (Kuva 9) on
havaittu olevan terveysvaikutuksia etenkin ihosyopaa vastaan (Pisha ja muut 1995;
Selzer ja muut 2000). Koivuntuohesta valmistettu terva onkin aiemmin ollut kaytossa
rohtona ihovaivojen hoidossa (Rautavaara 1980; Maaranen ja Maaranen 2003).
Jauhetusta koivuntuohesta valmistetulla teelld ja muilla juomilla on myo6s ollut oma
roolinsa kansanladketieteessa vatsa- ja suolistovaivojen hoidossa (Yogeeswari ja Sriram

2005).

Betuliini

Kuva 9. Betuliini ja betuliinihappo
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Betuliinihapon uskotaan omaavan monia terveyteen ja hyvinvointiin vaikuttavia
ominaisuuksia. Myo6s betuliinilla uskotaan olevan nditd ominaisuuksia, mutta
varmuutta ei ole siitd ovatko ne betuliinin ominaisuuksia vai ainoastaan osoitus
betuliinin toiminnasta betuliinihapon esiasteena. Betuliinihapon ja sen johdannaisten
on esitetty omaavan, niin HIV-vastaisia, syovan vastaisia, tulehduksen vastaisia, kuin
myos anti-mikrobiaalisia ominaisuuksia. (Fujioka ja muut 1994; Udeani ja muut 1999;
Yogeeswari ja Sriram 2005; Mullauer ja muut 2010.) Ehkd merkittdvin betuliinihapon
ominaisuuksista on sen kyky toimia syopéasoluja vastaan olematta kuitenkaan toksinen
normaalille solukolle in vitro -tutkimuksissa. Tdman uskotaan liittyvan betuliinihapon
ominaisuuteen vaikuttaa mitokondrioiden toimintaan. On kuitenkin tarked huomata,
ettd havaitut vaikutukset on todettu vain in vitro ja prekliinisissa in vivo -tutkimuksissa.
Lisdksi yhdisteiden heikko liukenevuus vaatii niiden biosaatavuuden parantamista
esimerkiksi syklodekstriineja kdyttamalla. Osoitusta betuliinin tai betuliinihapon

kaytannon vaikutuksesta elintarvikkeessa sellaisenaan ei ole. (Mullauer ja muut 2010.)

2.3 Koivun lehdet

Koivun lehtid on kaytetty historiallisesti ja niita kaytetdan vield nykypaivanakin juomien
ja ruokien valmistuksessa. Etenkin kevdisida lehtia on kaytetty niin salaatteihin,
keittoihin, kun myos yrttijuomana ja maustesuolaseosten ainesosana. Kuivattujen
lehtien tai silmujen kaytto silmuviinan valmistuksessa on ollut myds erds koivun lehtien
kayttotarkoituksista. Koivunlehtien tunnettiin toimivan diureettina ja sisdltavan
runsaasti niin C-vitamiinia kuin myo0s tiettyja B-vitamiineja. Koivun lehtid (ja etenkin
silmuja) kaytetdadan myo6s luontaistuotteissa ja yrttiladkinndssa, jossa etenkin silmujen
uskotaan omaavan piristavan ja desinfioivan vaikutuksen. Koivun lehdistd ja silmuista
valmistettuja luontaistuotteita on kaytetty virtsateiden, maksa- ja sappivaivojen
hoitoon. (Rautavaara 1980; Zyryanova ja muut 2010; Svanberg ja muut 2012; Niemi
2015.) C-vitamiinia koivunlehdissa on aiemmin havaittu olevan keskimaarin noin
425 mg /100 g lehtia (Rautavaara 1980). Koivun lehtia kuvaillaan yrttind tuoksultaan

miedon aromikkaaksi, mutta maultaan jokseenkin karvaaksi (Raal 2010).
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Koivunlehtien terveysvaikutuksia on liitetty niiden sisaltamiin yhdisteisiin. Diureettinen
vaikutus on liitetty lehtien sisdltamiin flavonoideihin ja tulehduksia ehkaiseva
puolestaan lehtien sisdltamiin metyylisalisylaatteihin (Maaranen ja Maaranen 2003;
Raal 2010). Tarkasteltaessa koivunlehtien fenolisia yhdisteitda on syytd huomata, etta
raudus- ja hieskoivut poikkeavat toisistaan lehtien sisdltamien fenolisten yhdisteiden
osalta. Rauduskoivun lehdet sisdltdavat 1-3% flavonoidien glykosideja, joista
suurimman osan on todettu olevan hyperosidia (Kuva 10, kversetiinin 3-O-galaktosidi)
ja muita kversetiinida sisdltavia flavonoidien glykosideja, erindisten myrisetiinin
glykosidien ja klorogeenihapon ollessa pitoisuudeltaan seuraavaksi tarkeimmat
yhdisteet. (Keindnen ja Julkunen-Tiitto 1998.) Fenolisten yhdisteiden pitoisuuksien on
todettu vaihtelevan kasvukauden kuluessa (Ossipov ja muut 1996; Raal 2010). Koivun
lehtien eteerisen 6ljyn sisaltdmien yhdisteiden profiilia on myds tutkittu pitkalti koivun
perinneldadketiellisen kayton ja hyodyllisyyden selvittamiseksi seka pyrkimyksena
pystyda erottamaan eri koivulajit toisistaan eteerisen 0Oljyn perusteella. Lehtien
eteerisen Oljyn koostumus muuttuu kasvukauden aikana, kuten havainnot
rauduskoivun silmujen ja lehtien eteerisen 6ljyn toisistaan poikkeavasta pitoisuudesta
osoittavat. (Orav ja muut 2011.) Koivunlehdet sisdltdvat runsaasti myos seka
hydrolysoituvia ettd kondensoituneita tanniineita (proantosyanidiineja), joita on
tutkittu runsaasti niiden hyonteisia karkottavien ominaisuuksien takia (Kause ja muut

1999; Ossipov ja muut 2003).

Kuva 10. Hyperosidi
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Koivun lehdista suojakaasun alaisena vesiuutolla eristetylld uutteella on osoitettu in
vitro olevan kayttdmahdollisuuksia immuunijarjestelman  hairididen, kuten
nivelreuman hoidossa joskaan vastaavaa hyotya ei elintarvikekaytossa uskota olevan,
koska flavonoidien glykosidit hajoavat nopeasti in vivo (Griindemann ja muut 2011).
Koivunlehtien sisdltamien fenolisten yhdisteiden, kuten hyperosidin, mahdollisuuksia
tyrosinaasin inhibiittoreina, kuten myds fenolisten yhdisteiden tehokkuutta
antioksidantteina ja metalli-ioneita kelatoivina yhdisteind, on myds tutkittu. Nailla
yhdisteilla voisi olla sovellutuksia niin ihon pigmenttiongelmien hoidossa kuin myds
hedelmien ja vihannesten ruskettumisen hidastamisessa. (Germano ja muut 2012.)
Koivunlehtiuutteella on eldinkokeissa myds havaittu olevan vaikutusta silman
sarveiskalvon tulehduksen oireiden lievittdmisesséd (Wacker ja muut 2012).
Rauduskoivun lehtien asetoniuutteella on todettu olevan joitain antimikrobiaalisia
vaikutuksia, mutta ndiden on kuitenkin havaittu olevan liian heikkoja, jotta
jalostamattomalla koivunlehtiuutteella olisi kdytdnnon arvoa elintarvikkeiden

sdilontdaineena (Rauha ja muut 2000).

2.4 Koivun runko

Vaikka koivun runko ei sindnsa ole elintarvikkeeksi kelpaavaa, voidaan siita valmistaa
elintarviketuotannon raaka-aineita. Naista koivun suhteen paras esimerkki on ksylitoli,
eli koivusokeri (CsH;(OH)s, d-ksylitoli), jota voidaan valmistaa usean eri puulajin (mm.
koivut) hemiselluloosasta. Lisdksi koivun selluteollisuuden sivutuotteena tuotetaan jo

nyt sitosterolia ja karboksimetyyliselluloosaa. (Niemist6 ja muut 2008; Niemi 2015.)

Vaikka ksylitoli yhdisteend onkin ollut tunnettu jo 1800-lopulta ldhtien, ei siihen
elintarvikekaytdssa kiinnitetty huomiota ennen havaintoa 1900-luvun puolivalissa sen
toimimisesta osana normaalia hiilihydraattimetaboliaa. Taman jilkeen kiinnostus
ksylitolia kohtaan kasvoi runsaasti niin diabeetikoille soveltuvana makeutusaineena
kuin myoOs sen kariesta ehkdisevan vaikutuksen takia. (Hyvonen ja muut 1982.)

Varsinaisesti jo pienen ksylitolimaaran hyddyllinen vaikutus kariesta ehkdisevana osana
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ruokavaliota todettiin pitkdkestoisissa Turun sokeritutkimuksissa 1970-luvulla (Scheinin

ja muut 1975; Scheinin ja Makinen 1976).

Kemiallisesti ksylitoli ei ole sokeri, vaan sokerialkoholi. Luonnossa ksylitolia esiintyy
vain hyvin vahdisissd maarissa eikd sen eristaminen ole yleisesti ottaen kaupallisesti
kannattavaa. Ksylitolia voidaan kuitenkin valmistaa verrattain helposti pelkistamalla
ksyloosia, jota puolestaan saadaan kasvien hemiselluloosan ksylaanista (Kuva 11). On
tosin tarkeaa tiedostaa, ettei koivu enaa ole tarkein hemiselluloosan eika siten myos

ksylitolinkaan raaka-aineista. (Velling 2008a; Niemi 2015.)

CHO CH,OH
H T OH H OH
Hemiselluloosa hydrolyysi -~ ‘ L pelkisys ’ !
(ksylaani)
H OH H OH
CH,OH CH,OH
Ksyloosi Ksylitoli

Kuva 11. Ksylitolin valmistuksen periaate

Nykypaiviin saakka jatkuneet tutkimukset tukevat aiempia paatelmia ksylitolin kariesta
ehkaisevasta vaikutuksesta, seka myos ksylitolin turvallisuudesta. Ksylitolin jatkuvalla
kaytolla on havaittu olevan selked kariesta ehkaiseva vaikutus, vaikka sen varsinaista
vaikutustapaa ei vield voida varmuudella esittddakaan. On kuitenkin huomattava, etta
pddosa tutkimuksista on keskittynyt ksylitolin karieksen vastaisen vaikutuksen
madrittamiseen jolloin ksylitolin muiden vaikutusten arviointi on ollut hyvin rajallista.
(Fontana ja Gonzalez-Cabezas 2012.) On my0s alustavia tuloksia ksylitolia sisdltdvien
fluorihammastahnojen vaikutuksista, mutta kyseisten kliinisten tutkimusten sinansa
lupaavat tulokset eivat viela mahdollista paatelmien tekemista tutkimusten rajoitusten

takia (Fontana 2016).

Teollisesti kasvisteroleita, kuten koivusta saatavaa sitosterolia (Kuva 12), on tuotettu

puuteollisuuden sivutuotteenaan tuottamasta muuhun kdyttoon soveltumattomasta
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puumassasta. Aiemmin tdstd massasta saatujen yhdisteiden padasiallisina kuluttajina
olivat kosmetiikka- ja laaketeollisuus. (Lehenkari 2000.) Kasveista saatavia
kasvisteroleita on lisatty korkeasta kolesterolitasosta karsivien potilaitten ruokavalioon
1950-luvulta lahtien. On havaittu, ettd kasvisterolit vdhentavat kolesterolin
imeytymistd, joskin niiden vaikutus seerumin kolesterolitasoon on ollut vadhainen.
(Farquhar ja muut 1956; Lees ja muut 1977.) Sitostanolin (Kuva 12), sitosterolista
katalyyttisesti  pelkistamalla valmistetun johdannaisen, on havaittu olevan
huomattavasti  kasvisteroleita tehokkaampi seerumin kolesterolipitoisuuden
alentamisessa jo huomattavan pienissd pitoisuuksissa (Miettinen ja muut 1990).
Taman takia sitostanolia, tai pikemminkin sitostanolin rasvahappoestereitd, sisdltava
margariini voi tehokkaasti alentaa korkean kolesterolin aiheuttamia ongelmia koko

vaeston osalta (Miettinen ja muut 1995).

Sitosteroli Sitostanoli

Kuva 12. Sitosteroli ja sitostanoli

Selluloosateollisuuden puumassa, jota tuotetaan myos koivuista, koostuu padosin
selluloosasta. Selluloosasta tuotettavia yhdisteita on huomattavan lukuisa joukko,
joihin lukeutuu my0Os useita elintarvikkeiden lisdaineiksi hyvaksyttyja yhdisteita.
Vesiliukoisista elintarvikkeiden lisdaineeksi hyvaksytyista selluloosajohdannaisista
merkittavin on karboksimetyyliselluloosa (carboxymethyl cellulose, eli CMC). Silla on
useita  kdyttotarkoituksia aina  elintarvikkeiden lisdaineesta  pesuaineisiin,

kosmetiikkaan ja ladketeollisuuteen. (Olaru ja muut 1998.)
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3 Paatelmit

Tarkasteltaessa koivun merkitysta elintarvikkeena ei koivunmahlan ja siita
valmistettavien elintarvikkeiden roolia voi vahatelld. On kuitenkin huomattava, etta
koivunmahlan tuotanto on varsin vahdista verrattuna esimerkiksi vaahterasta
kerattavan mahlan tuotantoon. Vaikka koivunmahlalla on huomattavan suuri rooli
koivun asemassa elintarvikkeena tai elintarvikkeiden raaka-aineena, ei muita koivun
osia sovi mydskadan unohtaa. Koivun lehdet ovat kayttokelpoisia niin ruokien kuin
juomienkin valmistuksessa ja jopa koivun nilasta valmistettujen jauhojen
kayttokelpoisuutta on  selvitelty. Pohdittaessa  koivun  kayttokelpoisuutta
elintarvikkeena on tarkeda huomata, ettd eri komponenttien koostumuksen vuotuinen
vaihtelu on hyvin suurta, samoin kuin my6s vaihtelu kasvupaikkojen valilla. Tama on
usein suurempaa kuin vaihtelu eri koivulajien (riippakoivu, hieskoivu) saatikka eri
lajikkeiden (B. pendula, B. pendula var. carelica) valilla. Taman takia on hyvin vaikeaa
paatelld mahdollisen uuden elintarvikekayttoon tarkoitetun koivikon

kayttokelpoisuutta etukateen.

Koivuista saatavien tai siita tuotettavien elintarvikkeiden tuotannossa on kuitenkin
ongelmansa. Ehka selkeimpdna ongelmana on elintarviketuotantoon kaytettyjen
koivujen mahdollisen muun jalostusarvon lasku. Vaikka tdama ei sindnsad vaikuta
elintarviketuotantoon, se vaikuttaa suuresti metsanomistajien innokkuuteen alkaa tai
edes sallia elintarvikkeiden tuottaminen omistuksessaan olevista koivuista. Aiemmin
suurena ongelmana koivunmahlan teollisessa kdytdssa on ollut sen huono sailyvyys,
mutta nykyaikaisilla menetelmilld tata ongelmaa on kyetty paremmin hallitsemaan.
Vaikka parempien tuotantomenetelmien takia koivunmahlaa on nykyaan saatavilla
ympadri vuoden, ne eivat kuitenkaan pidenna koivunmahlan varsinaista tuotantokautta,
joka tyypillisesti kestda vain noin kuukauden. Koska koivunmahla on hyvin herkkaa
pilaantumaan, on koivunmahlan ja siihen liittyvien elintarvikkeiden tuotanto hyvin
kausittaista, mikd vdhentda innostusta tuottaa elintarvikkeita koivusta. Koivusiirappi
puolestaan olisi varsin mallikelpoinen elintarvike, mutta sen tuotantokustannukset
johtuen koivunmahlan alhaisesta sokeripitoisuudesta tekevat helposti koivusiirapin

tuotannosta kannattamatonta.
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On myo6s huomattava koivun sisaltdmien bioaktiivisten yhdisteiden mahdollisuudet niin
elintarvikkeiden, funktionaalisten elintarvikkeiden, kuin myds luontaistuotteiden
osalta. Huolimatta siitd, ettd tiettyjen yhdisteiden hyoddyntaminen suoraan
elintarvikkeesta ei valttamatta ole viela nykydan mahdollista, kuten koivun kuoren
betuliinin ja betuliinihapon, ei nadiden yhdisteiden mahdollisia kayttotarkoituksia voi
unohtaa. Koivunlehdet ja niistd uutettavat erindiset bioaktiiviset yhdisteet omaavat

runsaasti mahdollisuuksia niin ladketieteen kuin elintarviketeollisuudenkin kayttdéon.
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11 KOKEELLINEN OSA - Koivunsilmujen hiilidioksidiuutteen
kemiallinen karakterisointi kromatografisesti ja

massaspektrometrisesti

4 Tyon tarkoitus

Tyon tarkoituksena oli tutkia ja tarkastella ylikriittisella hiilidioksidilla uutetusta
koivunsilmusta eristettyja yhdisteitd. Koska tiedettiin kasvien varastoivan osan
tarvitsemastaan energiasta lipideind (Kozlowski ja Pallardy 1997), oletettiin uutteen
koostuvan merkittavissa maarin niistd. Taman takia nadytteen esikasittely- ja myos
analyysimenetelmat valittiin lipidianalyysien mukaisesti. My&s varsinaiset menetelmat
valittiin erityisesti niin haihtuvia yhdisteitd kuin lipideja ja niiden fraktiointia ja
analysointia ajatellen. Uutto vylikriittisellda hiilidioksidilla oli mielekds valinta, silla
ylikriittinen hiilidioksidi uuttaa jo alhaisissa paineissa ja lampétiloissa haihtuvien
yhdisteiden lisdksi my6s poolittomia yhdisteitd (mm. poolittomat lipidit) varsin
tehokkaasti ja se on pehmeda menetelma verrattaessa yleisesti haihtuvilla yhdisteilla

kaytettyyn hoyry- tai vesihoyrytislaukseen. (lllés ja muut 2000.)
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5 Materiaalit ja menetelmat

5.1 Laitteet ja reagenssit

Tyossa kaytetyt liuottimet (Taulukko 2), SPE- ja TLC-laitteistot (Taulukko 3), haihtuvien
yhdisteiden analysointiin kaytetty GC-FID-laitteisto (Taulukko 4), rasvahappojen
metyyliestereiden GC-FID-analysointiin kaytetty laitteisto (Taulukko 5), haihtuvien
yhdisteiden GC-MS-analyyseissa kaytetty laitteisto (Taulukko 6), HPLC- ja MS-laitteistot

(Taulukko 7), seka tyossa kaytetyt standardit (Taulukko 8) on taulukoittain eriteltyina

Taulukko 2. Liuottimet

Heksaani: Mallinckrodt HPLC Grade, M9006, lot. 0417510019
Metanoli: J. T. Baker HPLC Analyzed, 8402, lot. 0503240012

VWR for HPLC Gradient Grade, 20864.320, batch 0424069
Isopropanoli: J. T. Baker, Baker HPCL Analyzed, lot. 0324510018

Dietyylieetteri:

Anhydrous, Bakar Analyzed, 8254, lot. 0435620001

2,7-diklorofluoreskeiini:

Merck, 9676, nro. 731L225576, kdytettiin varastosta saatua

Etikkahappo:

J. T. Baker, 6052, lot. 0327910010

Kloroformi:

Mallinckrodt, M9003, lot. 0326510015

Natriummetoksidi:

Valmistettu liséamalla ja liuottamalla natrium lastuja HPLC metanoliin

Metyyliasetaatti:

Sigma-Aldrich, for HPLC, lot. 419831/1

Taulukko 3. SPE- ja TLC-laitteisto

SPE-kolonnit:

Waters, Sep-Pak Silica Classic (690 mg), Lot. 046535082B

TLC-ajokammio:

Camag Horizontal Development Chamber

TLC-applikointi ohjuri:

Camag Nanomat Il

TLC-kapillaarit: Camag, 0,5 pl
Camag, 1,0 pl
UV-kammio: Camag UV cabinet (254/366 nm)
TLC-lukija: Camag TLC Scanner 3
Kamera: Canon Digital Ixus V2
TLC-levyt: Merck 1.05721, 20 x 20 cm silica gel 60

HPTLC-levyt:

Merck 1.05628, 10 x 10 cm silica gel 60 & Fs,, lot. 0B049247




Taulukko 4. GC-FID (haihtuvat yhdisteet)

GC-ruisku: Hamilton 10 pl
GC: Varian 3300 GC-FID
GC-kolonni: Hewlett Packard HP-5, 30 m, id. 0,25 mm, d; 0,25 um
Taulukko 5. GC-FID (rasvahappojen metyyliesterit)
GC: Perkin-Elmer Autosystem GC
GC-kolonni: DB-23, 60 m, id 0,25 mm, d; 0,25 um.
Sentrifuugi Labofuge 200, Heraeus, Sepatech
Taulukko 6. GC-MS
GC-ruisku: Hamilton 10 pl
GC: Shimadzu GC-17A
MS: Shimadzu GCMS-QP5000
GC-kolonni: Hewlett Packard HP-5, 30 m, id. 0,25 mm, d; 0,25 um

Taulukko 7. HPLC ja MS

HPLC-pumppu:

Hitachi L-6200A

HPLC-kolonni:

Supelco Discovery HS C18, 25 cm x 4,6 mm, 5 um RP-HPLC

HPLC-injektiosilmukka:

20 ul

MS: Finnigan MAT TSQ 700

ELSD: S.E.D.E.R.E. Sedex 75, ELSD
Taulukko 8. Kdytetyt standardit

ASTM-P-0050 AccuStandard Inc, Stock Sim Dis Paraffin Solution
Koostumus: Suoraketjuiset hiilivedyt hiililuvultaan 5-12, 14-18 ja 20. N-dodekaanin
pitoisuus oli kaksinkertainen muihin hiilivetyihin verrattuna.

DRH-008S-R2 AccuStandard Inc, Hydrocarbon Window Defining Standard
Koostumus: Suoraketjuiset hiilivedyt hiililuvultaan 8-40, sekd pristaania ja fytaania.
Kaikkien komponenttien pitoisuus oli sama.

18-4A Nu-Check-Prep, TLC Reference Standard
Koostumus: Yhtd suuret pitoisuudet kolesterolia (C), kolesteryylioleaattia (CE),
trioleiinia (TAG), 6ljyhappoa (FFA) ja metyylioleaattia (FAME).

19:0 TAG Larodan AB, 33-1900-12

GLC-68D Nu-Check-Prep, GLC Reference Standard

Koostumus: Rasvahappojen 14:0, 14:1(n-5), 16:0, 16:1(n-7), 18:0, 18:1(n-9),
18:1(n-7), 18:2(n-6), 18:3(n-3), 20:0, 20:1(n-9), 20:2(n-6), 20:4(n-6), 20:3(n-3),
20:5(n-3), 22:0, 22:1(n-9), 22:6(n-3), 24:0 ja 24:1(n-9) metyyliesterit

35
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5.2 Koivunsilmu-uute ja uutto ylikriittisella hiilidioksidilla

Ylikriittisessa tilassa oleva hiilidioksidi on pooliton fluidi, jolla on seka nesteen etta
kaasun ominaisuuksia. Se omaa kaasun diffuusio-ominaisuudet sekda nesteen
liuotinominaisuudet. Nama ominaisuudet tekevat siitd hyvdn vaihtoehdon tai
korvaajan tavanomaisesti kaytetyille orgaanisille liuottimille. Ylikriittinen hiilidioksidi
on huomattavasti orgaanisia liuottimia helpompi poistaa uutteesta eika se ole toksinen
toisin kuin useimmat orgaanisista liuottimista. (Fornari ja muut 2012.) Lisaksi
ylikriittisen hiilidioksidin liuotinominaisuuksia voidaan muokata saatamalla sen
lampotilaa ja painetta, jolloin silla voidaan uuttaa selektiivisesti eri fraktioita
naytteesta. Ylikriittisessa tilassa olevaan hiilidioksidiin voidaan myds lisata
modifikaattoreita kuten esimerkiksi pienia maaria orgaanista liuotinta, joilla edelleen

voidaan muokata fluidin liuotinominaisuuksia. (Pourmortazavi ja Hajimirsadeghi 2007.)

Uutettaessa  vylikriittiselld  hiilidioksidilla ~ ndyte  asetetaan  paineistettuun
uuttolaitteistoon. Paadpiirteissadn laitteisto koostuu paineistetusta hiilidioksidin
varastosailiosts, pumpuista, [ammonvaihtimista, uuttokammiosta seka
paineenalennuskammioista (Kuva 13). Varastosailiossa tuleva nestemainen hiilidioksidi
pumpataan korkeassa paineessa ja johdetaan nestemaisena lammaodnvaihtimeen, jossa
se saatetaan ylikriittiseen tilaan kuumentamalla paineistettua hiilidioksidia kunnes

kriittinen piste saavutetaan (Kuva 14).

|—> Pumppu —>E_éimm6nvaihdin

Hiilidioksidi-
sdilio
Uuttokammio

Paineenalennus-
kammiot

Kompressori [«

Kuva 13. Kaaviokuva ylikriittistd hiilidioksidia kdyttdvdstd uuttolaitteistosta
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Hiilidioksidilla kriittinen piste saavutetaan paineen ollessa 7,38 MPa ja lampétilan
304,1 K. Tuotettu ylikriittinen fluidi johdetaan uuttokammioon, jossa se uuttaa
ndytteestd lahinna poolittomia ja haihtuvia yhdisteita. Koska naytteen rakenne saattaa
joko estaa ylikriittista hiilidioksidia tunkeutumasta ndytteen lapi tai aiheuttaa naytteen
kulkeutumisen ylikriittisen fluidin mukana, on ndytteen myllytykselld sekd muulla
esikasittelylld suuri merkitys uuttosaantoihin. Saatu uute ja liuotin johdetaan
paineenalennuskammioon, jossa paineen laskiessa ylikriittinen hiilidioksidi muuttuu
taas kaasumaiseksi hiilidioksidiksi eika enaad kykene kuljettamaan uutetta mukanaan,
jolloin ylikriittisessa tilassa olleen hiilidioksidin mukana kulkeutuneet uutetut yhdisteet
jaavat paineenalennuskammioon. Alennettaessa laitteiston painetta vaiheittain
useiden erillisten paineenalennuskammioiden kautta voidaan uutettuja yhdisteita
fraktioida eri paineenalennuskammioihin. Jadhtynyt kaasumainen hiilidioksidi
johdetaan edelleen kompressorille, josta se paineen alla nesteytettyna kulkeutuu

takaisin hiilidioksidisailioon.

Kiintea Neste Ylikriittinen
fluidi

K, Kaasu

Kuva 14. Faasidiagrammi, pystyakselilla paine, vaaka-akselilla Iimpétila. C, on
kriittinen piste jota vastaava limpétila on T. ja paine P.. K, on kolmoispiste, jossa

aineen kaasumainen, nestemdinen ja kiinted olomuoto ovat tasapainossa

Tyossa tutkittu koivunsilmujen (Betula pendula) hiilidioksidiuute eristettiin Aromtech

Oy:n tiloissa Torniossa. Ennen uuttoa koivunsilmut jauhettiin myllyillda uuton saannon
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parantamiseksi. Taman jalkeen jauhetut koivunsilmut ladattiin pilottimittakaavan
ylikriittiseen uuttolaitteeseen ja uutettiin ylikriittisella hiilidioksidilla (90 bar, 35 °C,
150-180 min). Uuton ja sitd seuranneen selkeytyksen jalkeen uute keréttiin talteen ja

sitd sailytettiin kylmassa (-20 °C).

5.3 SPEjaTLC

Kiinteafaasiuutto (Solid Phase Extraction, SPE) perustuu ndytteen eluoitumiseen
kiintedlld faasilla taytetyn kolonnin I|dpi samalla tavoin kuin kolonni- tai
nestekromatografiassa. Yhdisteiden retentioon kolonnissa voidaan vaikuttaa
valitsemalla tutkittavien naytteiden erotukseen soveltuva kiintedn faasin ja
kaytettavien liuottimien yhdistelma, jolloin kolonnista voidaan selektiivisesti eluoida
haluttuja ndytekomponentteja. Kiintedfaasiuuton kaytté naytteen fraktioinnissa
perustui muokattuun lipidiluokkien fraktiointimenetelmaan (Hamilton 1984; Hamilton
1988). Erotuksessa kaytettiin silikakolonneja (Sep-Pak, Waters). Kolonneja sailytettiin
10 kolonnin sinetoidyissa pakkauksissa, kunnes ne avattiin, jonka jalkeen avattuja
pakkauksia sailytettiin eksikaattorissa. Ennen fraktiointia SPE-silikakolonni puhdistettiin
ajamalla sen lapi ensin 4 ml heksaanin ja dietyylieetterin seosta (96:4) ja sen jalkeen
6 ml heksaania. Kaikki naytteet applikoitiin kolonniin heksaanissa. Nadytteita jouduttiin
myos laimentamaan ennen analyysid heksaanilla ja kolonniin applikoitiin vain pieni
maara ndytettd. Menetelmaa pyrittiin optimoimaan kokeilemalla erilaisia liuotinmaaria
ja liuotinvahvuuksia, silla ndiden tiedetdan vaikuttavan naytteen fraktiointiin ja

yhdisteiden eluoitumiseen kaytetystd SPE-kolonnista.

Tavoitteena SPE-fraktioinnissa oli jakaa fraktioitavat yhdisteet mahdollisimman
puhtaisiin fraktioihin analyyseja varten. Etenkin puhtaan triasyliglyserolifraktion
erottamisen  katsottiin olevan tdrkedd ndytteen koostumuksesta tehtyjen
olettamuksien perusteella. SPE-erotuksen lopuksi fraktioiden liuottimet haihdutettiin
kuiviin typpivirrassa ilman lammitystd normaalissa huoneldmpdtilassa (20-25 °C) ja
nayte siirrettiin uudessa liuottimessa (heksaani, metanoli tai kloroformi) naytepulloon

ja sijoitettiin pakkaseen (-20 °C).
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Kiinteafaasiuutolla suoritetun fraktioinnin onnistumista seurattiin
ohutkerroskromatografian avulla. Ohutkerroskromatografiaa (Thin Layer
Chromatography, TLC) kaytettiin SPE-fraktioiden puhtauden tarkistukseen, sekd myos
yhdisteryhmien tunnistamiseen. Ohutkerroskromatografiassa tutkittava nayte
applikoidaan kiintedn faasin paille, joka puolestaan on usein kiinnitetty tukevampaan
taustamateriaaliin  kuten lasilevyyn. Tama kiinted ja huokoinen faasi imee
kapillaarivoimalla levyn eluoitiin kdytettya liuotinta tai liuotinseosta levyn pintaa
myoden, jolloin kaytetty liuotin alkaa liikuttaa ndytekomponentteja kiintean faasin lapi.
Kaytetyilla faaseilla ja liuottimilla voidaan vaikuttaa ndaytekomponenttien retentioon

levyn pinnalla, jolloin ndytekomponentit saadaan erottumaan toisistaan.

5.3.1 TLC-analyysit

Alustavassa tyOvaiheessa kaytettiin tavanomaisia silikapohjaisia TLC-levyja (Merck,
20 x 20 cm). Varsinaisissa analyyseissa kdytettiin silikapohjaisia korkean erotuskyvyn
ohutkerroskromatografia (High Performance Thin Layer Chromatography) -levyja
(Merck, 10 x 10 cm), joiden kapasiteetti oli rajallinen, mutta joiden erotuskyky oli
parempi  kuin tavallisten TLC-levyjen. Naytteen applikoinnissa kaytettiin
applikointikapillaari-ohjuria (Camag Nanomat) ja naytteet applikoitiin lasikapillaarien
avulla. Kaytetty TLC-menetelma perustui osittain aiemmin kirjallisuudessa julkaistuihin
TLC-menetelmiin  (Christie  2003). Menetelmada kuitenkin  optimoitiin  ja

yksinkertaistettiin tutkimuksen tarkoituksiin paremmin soveltuvaksi.

Ennen analyysia TLC-levyja aktivoitiin noin 2 h lampokaapissa lampoétilan ollessa
hieman yli 100 °C (100-110 °C). Aktivoitujen levyjen annettiin jadhtyd, jonka jalkeen
ndyte ja standardi sekd ajettavat SPE-fraktioinneilla valmistetut naytefraktiot
applikoitiin levylle. Naytteet applikoitiin vdhintddan 10 mm padhan levyn reunoista,
jonka jalkeen niiden annettiin kuivua ennen ajoa. HPTLC-levyt ajettiin horisontaalisella
ajokammiolla, jonka sisdlle oli ennen ajoa lisatty analyysissd kaytettdvaa ajoliuosta,
kunnes liuotinrintama alkoi [ahestya levyn reunaa, jolloin ajo pysaytettiin ja HPTLC-levy
poistettiin ajokammiosta. Ajon pysaytyksen jalkeen levya kuivattiin vetokaapissa.

Suuremmilla TLC-levyilla tehtyyn erotukseen kadytettiin levyt pystyasennossa pitavaa



40

TLC-kammiota, mutta muutoin menetelma pidettiin samana. Kuivauksen jilkeen levy
varjattiin  2,3-diklorofluoreskeiniin  2-prosenttisella metanoliliuoksella ja annettiin
uudelleen kuivua. Levy asetettiin UV-kammioon ja siita otettiin valokuvia digitaalisella
kameralla. Levyn tarkkailua jatkettiin muutamia paivia, silla variaineen vahetessa

ndytekomponenttien havaitseminen helpottui selkeasti.

Ohutkerroskromatografia-analyyseissa kaytetyn ajoliuoksen koostumusta muokattiin
saatujen alustavien tulosten mukaisesti. Alkuperdisen menetelman heksaanin,
dietyylieetterin ja etikkahapon seoksen (40 : 10 : 1) havaittiin olevan analysoitavien
yhdisteiden kannalta liian polaarinen. Naytteessa ei sen uuttotavan takia pitanyt olla
polaarisia yhdisteitd, joiden erottumisen takia alkuperdisessa seoksessa oli ollut
etikkahappoa. Lisdksi ei saatu tayttd varmuutta siitd, saataisiinko taman ajoliuoksen
kanssa kaksi ensimmadisind eluoituvaa ndytteen komponenttia erotettua toisistaan
riittavan selkedsti. Tata pyrittiin kokeilemaan analysoimalla tavanomaisella TLC-levylla
sarja standardi- ja ndytelaimennoksia. Standardeiksi valittiin tunnettu stanoliesterien,
triasyliglyserolien ja fosfolipidien seos, kaupallinen 18-4A standardi (kolesterolin,
kolesteryylioleaatin, trioleiinin, oleiininhapon ja metyylioleaatin seos) ja lisdksi nayte.
Ndytelaimennos valmistettiin punnitsemalla 157,5 mg alkuperdista nadytettd, joka
liuotettiin 2 ml:aan heksaania, jolloin sen pitoisuudeksi saatiin 78,75 mg/ml. Saatujen
tulosten takia menetelmdaa muokattiin seka havaintojen ettd aiemmin julkaistujen
tulosten mukaisesti (Christie 2003). Kokeiltaessa erilaisia liuotinseoksia ja vertailtaessa
niiden koostumusta kaytettyyn SPE-fraktiointimenetelmaan, jossa myds kaytettiin
silikapohjaista erotusmenetelmaa, havaittiin heksaanin ja dietyylieetterin seoksen (3:1)

toimivan tutkimuksen kannalta riittavan hyvin.

Menetelman toimivuuden varmentamiseksi valmistettiin laimennossarja TLC-analyysia
varten kadyttden nadytteind sekad koivunsilmu-uutteen ettda TLC-standardin (18-4A)
laimennoksia, jotka applikoitiin TLC-levyn alareunaan vasemmalta alkaen. Viimeista
40 pl:n tilavuutta lukuun ottamatta analysoitavat laimennokset applikoitiin kayttden
0,5 pl:n kapillaareja. Ndiden sijasta 40 pl tilavuuden applikointiin kaytettiin Finn-
pipettida (Taulukko 9). TLC-levystd, jolla erotettiin standardi- ja ndytelaimennoksia

otettiin kuva varjayksen jalkeen UV-valossa (Taulukko 9). Analysoitavaksi valittiin
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naytelaimennoksista vahiten edenneet komponentit, joista tiedettiin vertailtavien

naytelaimennosten suhteelliset pitoisuudet (Taulukko 9).

Taulukko 9. TLC-analyysin laimennossarjat (Heksaani : Et,0, 3 : 1). Kuvassa levyn

ajosuunta on yléspdin.

Paikka Analyytti Tilavuus Analyytin maara

1 Nayte 2,5 ul 13,8 ug
2 Nayte 5,0 ul 27,6 ug
3 Nayte 0ul 55,2 ug
4 Nayte 20 ul 110 pg
5 STD (18-4A) 2,5l 2,5 ug
6 STD (18-4A) 5,0 ul 5,0 ug
7 STD (18-4A) 10 pl 10 pg

8 STD (18-4A) 20 pl 20 ug

9 STD (18-4A) 40 pl 40 ug

Pyrittdessa tulkitsemaan saatuja varjattyja TLC-levyja havaittiin tarve tarkemmalle
levyn tulkintatavalle. TLC-levyja pyrittiin kuvaamaan erillisella TLC-levyn lukijalla
(Camag TLC Scanner 3), mutta nopeasti havaittiin tavanomaisella digitaalisella
kameralla otettujen kuvien olevan riittdvan tarkkoja tietokoneella tehtavaa
jatkokasittelya sekd kuvan ja tulosten tulkintaa ajatellen. Digitaalisella kameralla
(Canon Digital Camera, Ixus V2) otetut kuvat ladattiin tietokoneeseen jossa niita
kasiteltiin muuttamalla kuva harmaasavykuvaksi ja korjaamalla kuvaustavan takia
muodostunut perspektiivivirhe kuvankasittelyohjelmalla (Kuva 15). Kasitellyt kuvat
analysoitiin ImagelJ-nimiselld ohjelmalla, jotta havaittujen nayteldikkien kirkkaus ja
siten myo6s vastaavasti pitoisuus saatiin maaritettyda (Abramoff ja muut 2004).
Yhdisteiden tunnistamisessa kaytettiin lipidianalyyseihin tarkoitettua TLC-standardia
18-4A (Nu-Chek-Prep), joka koostui massaltaan yhta suurista osuuksista kolesterolia,
kolesteryylioleaattia, trioleiinia, 6ljyhappoa ja metyylioleaattia. Kaytetty lipidistandardi
valittiin ennen nadytteen analysointia, koska naytteen yha oletettiin koostuvan

merkittavissa maarin lipideista.
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THC=kammio ’“°"“' Slirto tietokoneelle
TLC - levy
Kuva ennen perspektiivi- Kuva perspektiivikorjauksen
korjausta jalkeen

[ \—

Korjatun kuvan siséltimé&n Lopullinen TLF analyysin

datan kéisittely graafinen esitys
|

ImageJ

Kuva 15. Kaavio perspektiivikorjauksesta ja datan kdsittelystd

5.3.2 SPE-fraktioinnin optimointi

Fraktioinnin tavoitteena oli tuottaa myohaisempia analyyseja varten riittavan puhtaita
mielenkiinnon kohteina olleita rasvahappoja sisdltavida jakeita. Naiksi oli valittu
rasvahappojen metyyliesterit ja triasyyliglyserolit. Fraktiointeja suunniteltiin
aikaisempaan fraktiointiin perustuneella menetelmalla, jota oli muokattu vaihtamalla
yhtend eluointiliuosten komponenttina olleen metyyli-tert-butyylieetteri
dietyylieetteriin (Christie 1992). Pieni maard heksaaniin liuotettua naytettd lisattiin
suoraan SPE-kolonnin paalle fraktioinnin alkaessa. Fraktiointimenetelmad muokattiin
fraktioinnin jatkuessa soveltumaan paremmin kaytetylle nadytemateriaalille ja

erotustavoitteille (Taulukko 10).
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Taulukko 10. Fraktioinnin optimointi

Fraktioinnin Naytefraktion tunnus
numero Eluointiliuoksen koostumus ja komponenttien suhteet
(ndytemaara) Kaytetty eluointiliuoksen maara
0101 0102 0103 0104 0105 0106 0107
1. Hex  |Hex 250[Hex 24 |Hex 24 Ete;(() igo E,O  500| o
Et,0 1 |E,0 1 (B0 1 | S0 7 JACOH 1
(48 mg) 4 ml 4 ml 4 ml 4 ml 4 ml 4 ml 4 ml
0201 0202 0203 0204 0205 0206 0207
2. Hex 200 [Hex 24 |1 290 6 500
Hex 1o 1 o 1 EEZSH io AcOH 1 MeOH )
(9,5 mg) 2ml 4 ml 6 ml 3ml 6 ml 6 ml -
0301 0302 0303 0304 0305 0306
3. Hex 199 [Hex 99 |Hex 49 |[Hex 97 |Et,0 500 MeOH
Et,0 1 Et,0 1 Et,0 1 Et,0 3 AcOH 1
(16 mg) 4 ml 3ml 4 ml 9ml 6 ml 9ml
0401 0402 0403 0404 0405 0406 0407 0408
4. Hex 199 [Hex 99 |Hex 49 |Hex 97 |[Hex 24 |Hex 24 |[Hex 3 Hex 1
Et,0 1 |E,0 1 |E,0 1 |[E,0 3 |Et,0 1 |E,0 1 [E,0 1 |Et,0 1
(11 mg) 4 ml 4 ml 2 ml 2 ml 2 ml 2 ml 4 ml 6 ml
0501 0502 0503 0504 0505 0506 0507 0508
Hex 199 [Hex 199 [Hex 199 |Hex 199 [Hex 199 |Hex 97 |[Hex 97 |Hex 24
Et,0 1 |[Et,0 1 |[E,0 1 |E,0 1 [E,0 1 |[E,0 3 |Et,0 3  |Et,0 1
5. 4 ml 3ml 3ml 3ml 3ml 4 ml 4 ml 6 ml
0509 0510 0511 0512 0513 0514 0515 0516
Hex 24 |Hex 9 Hex 4 Hex 4 Hex 7 Hex 3 Hex 1 Et,0
Et,0 1 |E,0 1 |E,0 1 |[E,0 1 |Et,0 3 |E,0 2 [Et,0 1
(5,5 mg) 6 ml 2 ml 2 ml 2 ml 2 ml 2 ml 2 ml 6 ml
0601 0602 0603 0604 0605 0606 0607 0608
6. |Hex 199 [Hex 199 |[Hex 199 |Hex 97 |Hex 24 |Hex 3 Hex 1 Et,0
Et,0 1 |[Et,0 1 |E,0 1 |Et,0 3 [Et,0 1 [E,0 1 |Et,0 1
(11 mg) I 4 ml 6 ml 6 ml 6 ml 6 ml 4 ml 4 ml 6 ml

Tarkasteltaessa ensimmaisen fraktioinnin tuloksia kavi ilmi, etta kaytetty naytemaara
oli lilan suuri ja taman takia ndytemadraa vahennettiin. Samalla tuli selvdksi ettei
toivottua erottumista lipidiluokiksi otaksuttujen komponenttien valilld ollut
tapahtunut. Toisessa fraktioinnissa havaittiin (Liite 1) eluointiliuksiin tehtyjen
muutosten olleen riittamadttomia ja  lisdksi huomattiin  pienen madran
kolonnimateriaalia vuotaneen viimeisen fraktion joukkoon. Tama sakka liuotettiin
metanoliin ja kerattiin omaksi fraktiokseen. Menetelman muokkaukset, joita tehtiin
kolmanteen ja neljanteen fraktiointiin, eivat osoittautuneet riittaviksi, minka takia
viidennessa fraktioinnissa fraktioita kerdttiin huomattavasti enemman. Viidennen
fraktioinnin tulosten perusteella fraktiointimenetelmaa muokattiin, jotta kuudennessa
fraktioinnissa (Kuva 16) saataisiin kerattya halutut fraktiot riittdavan puhtaina

yksinkertaisemmalla menettelylla.
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Kuva 16. Kuudennen fraktioinnin TLC-analyysi. Levyn ajosuunta on yléspdin

On huomattava, ettd TLC-levyistd ei varsinaisia luokkatunnistuksia voi tehdad vaan
ainoastaan todeta havaittujen yhdisteiden eluoituneen tiettyjen standardiseoksen
yhdisteiden tavoin, jolloin havaitut yhdisteet voivat olla joko standardiseoksen
yhdisteita vastaavia yhdisteita tai vain ainoastaan standardiseoksen yhdisteiden tavoin
kaytetylld menetelmallda erottuvia yhdisteitd. Menetelmdi luotaessa naytteiden
oletettiin koostuvan pdaosin lipideistd, joten standardi valittiin lipidiluokka-analyyseja

ajatellen.

5.4 Haihtuvat yhdisteet

5.4.1 GC-FID

Haihtuvia yhdisteitd analysoitiin kaasukromatografin ja liekki-ionisaatiodetektorin
avulla (GC-FID-laitteisto) (Varian 3300 GC) kadyttdaen HP-5 kolonnia (Hewlett Packard
HP-5, 30 m, sisahalkaisija 0,25 mm, nestefaasin paksuus 0,25 pm) ja heliumia
kantokaasuna. Tavoitteena oli optimoida menetelmad, jotta voitaisiin saavuttaa
riittdva resoluutio kvantitatiivisia maarityksia seka GC-MS-laitteistolla tehtavia

kvalitatiivisia maarityksia varten. Laitteistolla analysoitiin sekd SPE-menetelmalla
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tuotettuja fraktioita ettd raakanaytettd. Naytteet injektoitiin laitteistoon
mahdollisimman vadhdisten kasittelyjen jdlkeen. Raakandytteen yhteydessa tama
tarkoitti ainoastaan naytteen laimentamista ennen injektointia ja fraktioilla puolestaan
se tarkoitti sekda injektoitavan naytteen siirtoa heksaaniin, mikali ndayte oli liuotettu
muuhun liuottimeen, ettd ndytteen laimentamista. Ajoa hairitsevien heikommin
haihtuvien yhdisteiden padsy kolonniin pyrittiin estdamaan alentamalla injektorin
[ampotilaa. Kaytetty kaasukromatografiamenetelma pohjautui aiemmin julkaistuihin

menetelmiin (Adams 2007).

Alustavana GC-laitteiston ajo-ohjelmana kéaytettiin ohjelmaa, jossa split-virtauksen
suhteeksi kolonnivirtaukseen oli sdadadetty noin 20:1. Kaasukromatografin injektorin
lampotilaksi  oli  saadetty 150°C ja detektorin (FID) |ampotilaksi 290 °C.
Kaasukromatografin kolonniuuni [ampdtilaohjelmoitiin aloittamaan ajo 50 °C:sta, jonka
jalkeen lampotilaa nostettiin 3 °C/min kunnes se saavutti 250 °C lampdtilan, jossa sitd
pidettiin 15 minuuttia. Naytteen analysoinnin helpottamiseksi ja ndytekomponenttien
tunnistamiseksi kaytettiin kahta eri hiilivetystandardia, ASTM-P-0050 ja DRH-008S-R2
(molemmat Accustandard, Inc.). Ajo-olosuhteiden havaittiin valittomasti olleen liian
miedot kdytettyja standardeja ja ndytteita ajatellen, silla suuri osa komponenteista jdi
eluoitumatta. Ohjelmaan lisattiin aluksi ylimadrdinen 25 minuutin odotus
maksimilampdotilassa, mutta tamakin todettiin riittamattomaksi ja kolonniuunin
lampotilaohjelma  kirjoitettiin - osittain  uudelleen.  Naytteitd analysoitaessa
kaasukromatografin injektori sdadettiin 150 °C ldampdétilaan ja detektori 300 °C
[ampotilaan. Split-virtauksen suhteeksi asetettiin 8:1. Kolonniuunin lampétilaohjelma
aloitettiin 50 °C lampdtilasta. Sita nostettiin 5 °C/min 225 °C lampatilaan saakka, jonka
jalkeen lampotilan nousuksi asetettiin 3 °C/min. Lampotilan nostoa jatkettiin kunnes

kolonniuuni saavutti 285 °C lampétilan, jota yllapidettiin 45 minuutin ajan.

Raakanaytteestd tehtiin noin 1 mg/ml:n laimennos heksaaniin. Raakanaytteen SPE-
fraktiointeja varten tehtya naytteen pitoisuudeltaan 55 mg/ml ollutta kloroformiliuosta
laimennettiin kymmenesosaan alkuperdisesta pitoisuudestaan, jolloin pitoisuudeksi
saatiin noin 5,5 mg/ml. Varsinainen analysoitava nayte tehtiin haihduttamalla kuiviin
0,1 ml pitoisuudeltaan 5,5 mg/ml ollutta raakanaytteen kloroformiliuosta ja lisdéamalla

haihdutuksen jalkeen 0,5 ml heksaania. Analyyseja varten keratyt kuudennen SPE-
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fraktioinnin (Taulukko 10) fraktiot laimennettiin samalla tavalla ajatellen koko
fraktioitavan naytteen siirtyneen kuhunkin fraktioon. Talléin kerattyjen kuudennen
fraktioinnin fraktioiden pitoisuuden ajateltiin olevan nimellisesti pitoisuudeltaan 55
mg/ml silld kukin fraktio kerattiin 0,2 ml:aan kloroformia naytteen kokonaismassan
ollessa 11 mg. Na&ista laimennettiin ensin 1:10 suhteessa nimellisesti 5,5 mg/ml
laimennos. Varsinaiset analysoitavat fraktiot tehtiin haihduttamalla kuiviin 0,1 ml
nimellisesti pitoisuudeltaan 5,5 mg/ml ollutta kloroformiliuosta ja lisdamalla siihen
haihdutuksen jalkeen 0,5 ml heksaania. Injektiotilavuutena kasiruiskulla injektoitaessa
pidettiin 2,0 pl. Raakandytteen ja fraktioiden lisdksi ajettiin hiilivetystandardeja
kdyttden samaa lampotilaohjelmaa retentioindeksien maaritysta varten. Ndytesarjojen
analysoinnin valilla kolonnin detektoripaa kiinnitettiin kaasukromatografin injektoriin
ja kolonnia pyrittiin puhdistamaan paahtamalla (alkulampétila 50 °C, kuumennus 5

°C/min, loppulampatila 300 °C, 120 min).

Havaituille yhdisteille laskettiin Kovatsin retentioindeksit (Kaava 1) seka aritmeettiset
retentioindeksit (Kaava 2), joita voitiin vertailla saatavilla olevia retentioindeksi
kirjastoja vastaan (Adams 2007). Myos aritmeettiset retentioindeksit laskettiin, silld ne
voivat olla logaritmisia indeksointeja tarkempia kdytettdessa lampétilaohjelmointia

kaasukromatografista analyysia suoritettaessa (Van den Dool ja Kratz 1963).

log(RTynais —v) — log(RT, — v)
yhdis x (n + log(RTy — v) — log(RT,, — v)

Kaava 1. Kovatsin retentioindeksi (Rl)

RTyhdis - RTn)

Al paisee = 100 x (n LRy

Kaava 2. Aritmeettinen retentioindeksi (Al)

RTy on ensimmaisend havaitun yhdisteen jdlkeen eluoituneen n-alkaanin retentioaika,
RT, on viimeisend havaittua yhdistettda ennen eluoituneen n-alkaanin retentioaika,
RT,hdiste ON yhdisteen retentioaika, v on aika joka kului kolonniin retentoitumattoman

yhdisteen eluoitumiseen ja n on havaittua yhdistettd ennen eluoituneen n-alkaanin
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hiililuku. Havaitut yhdisteet pyrittiin  alustavasti tunnistamaan molempien

retentioindeksien avulla.

5.4.2 GC-MS

Seka alkuperdisen naytteen kuin myos kuudennen fraktioinnin (Taulukko 10) jakeiden
haihtuvat komponentit analysoitiin kdyttden Shimadzu GC-17A ja GCMS-QP5000
laitteista koostuvaa GC-MS-El (elektroni ionisaatio, 70 eV) -laitteistoa. Kolonnina
kaytettiin Hewlett Packarding HP-5 kolonnia (pituus 30 m, sisdhalkaisija 0,25 mm,
faasin paksuus 0,25 um) ja kantokaasuna heliumia. Naytteet injektoitiin heksaaniin
liuotettuina (Hamiltonin 10 ul injektioruiskulla). Lémpotilaohjelmana kaytettiin GC-FID-
ajoista sovellettua ohjelmaa, jossa injektorin lampdtilaksi asetettiin 150 °C ja
detektoriin johtavan liitoskappaleen (interface) lampdtilaksi 300 °C. Kolonniuunin
lampotilaksi asetettiin alussa 50 °C, josta sitd nostettiin tasaisesti 5°C/min 225 °C
lampotilaan, jonka jalkeen lampotilan muutoksen nopeudeksi asetettiin 3 °C/min
kunnes lampdétila saavutti 285 °C lampdétilan. Tdssa lampdotilassa uunia pidettiin
45 minuuttia. Split-suhteeksi asetettiin 1:8. Kantokaasuna kaytettiin heliumia.
Massaspektrometrin filamentti sammutettiin 3 minuutiksi ajon aloituksesta ja samaksi
ajaksi laite asetettiin ns. ‘solvent cut’ tilaan, jotta liuottimena toimineen heksaanin
vaikutus saataisiin mahdollisimman vahaiseksi. Tiedon keruu aloitettiin aikaisintaan
4 minuuttia ajon aloittamisesta. Injektointitilavuus kasiruiskulla injektoitaessa oli
1,0 ul. Naytesarjojen analysointien valissa kolonnia pyrittiin puhdistamaan paahtamalla

sitd kdyttden GC-FID-analyyseissa kuvattua laitteistoa ja lampdétilaohjelmaa.

Laitteistolla analysoitiin kaikki aiempaa GC-FID-analyysia varten heksaaniin valmistetut
ndytteet. Kun pitoisuuksien havaittiin olevan melko alhaisia, valmistettiin myos sarja
konsentroidumpia naytteita kayttden sisapulloja. Nama valmistettiin siirtamalld 100 pl
alkuperadista kloroformiin liuotettua naytetta sisdapulloon, haihduttamalla ndyte kuiviin
hyvin varovaisesti ilman lammitysta heikossa typpivirrassa. Liuottimen haihdutuksen
jdlkeen nayte liuotettiin 100 pl:aan heksaania. Kaikki konsentroidut nadytteet

analysoitiin samoissa olosuhteissa kun aiemmat laimeammat naytteet.
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5.5 Rasvahappojen metyyliesterit

Valmistetuista fraktioista pyrittiin myds maarittdmaan rasvahappokoostumus kayttaen
laitoksella aiemmin kaytossa ollutta menetelmds, joka oli modifioitu kolonnin
valmistajan esittelemdsta rasvahappojen metyyliestereiden analyysimenetelmasta.
Kaytetty laitteisto koostui automaatti-injektorilla varustetusta kaasukromatografista,
johon oli liitetty liekki-ionisaatiodetektori (Perkin Elmer AutoSystem Gas
Chromatograph). Kantajakaasuna kaytettiin heliumia ja kolonnina metyloiduille
rasvahapponaytteille soveltuvaa DB-23 kolonnia (60 m, id 0,25 mm, df 0,25 um).
Metyloitaviksi naytteiksi valittiin viidennestd fraktioinnista (Taulukko 10) saatuja
fraktioita, joissa ohutkerroskromatografian perusteella lipidiluokiksi oletetut
ndytekomponentit olivat puhtaimmat. Valitut fraktiot metyloitiin kayttden
natriummetoksidin avulla tapahtuvaan vaihtoesterdintiin perustavaa menetelmaa
(Christie 1982). Valituista fraktioista osassa (0502, 0503, 0504) oletettiin olevan
rasvahappojen metyyliestereitd (FAME) ja lopuissa valituista fraktioista (0506, 0507,

0508) oletettiin olevan triasyliglyseroleja (TAG).

Rasvahappojen metyyliestereiden analysointiin kdytettyjen fraktioiden alkuperana
olleessa viidennessa fraktioinnissa (Taulukko 10) alkuperdistd naytettd applikoitiin
5,5 mg kiintedfaasiuuttoa varten. Kukin fraktio kerattiin talteen 1,5 ml:aan kloroformia,
josta 100 pl otettiin rasvahappojen metylointiin, jolloin laskennallisesti huomioimatta
fraktiointia naytteen maara oli 0,367 mg. Metylointia varten erilleen siirrettyihin
fraktioihin lisattiin sisdinen standardi (19:0 TAG standardi, Larodan). Fraktioihin 0502,
0503, 0504 ja 0508 lisattiin 5 pl ja fraktioihin 0506 ja 0507 puolestaan lisattiin 20 pl
sisdistd standardia, jonka konsentraatio oli 1 mg/ml. Standardin lisdyksen jalkeen
fraktiot haihdutettiin kuiviin. Kuivattuihin fraktioihin lisattiin 1 ml natriumlastuilla
kuivattua dietyylieetteria ja 25 pl metyyliasetaattia. Lisdysten jalkeen fraktioita
sekoitettiin voimakkaasti. Reaktio kaynnistettiin lisdamalla fraktioihin 25
natriummetoksidia ja ravistelemalla voimakkaasti. Reaktion annettiin jatkua viiden
minuutin ajan, jona aikana fraktioita ravisteltiin saanndllisesti, jonka jalkeen reaktio
pysaytettiin lisaamalld 6 pul vikevaa etikkahappoa. Reaktion pysdytys tuotti runsaasti

sakkaa fraktioihin, jonka takia fraktiot sentrifugoitiin (Labofuge 200, 970 G, 5 min)
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ennen supernatantin talteenottoa. Sentrifugoitujen naytteiden supernatantti otettiin
varovaisesti talteen ja siirrettiin pieniin autosampler-pulloihin. Liuotin haihdutettiin
pois hyvin varovaisesti heikossa typpivirrassa ilman [ammitysta ja kuiviin metyloityihin

fraktioihin lisattiin 1,0 ml heksaania.

Kaasukromatografin lampoétilat  sdadettiin - analyysille  soveltuviksi.  Injektorin
[ampotilaksi  asetettiin @ 270°C  ja detektorin  270°C. Kolonniuuniin tehtiin
lampdotilaohjelma, jossa uunin lampétilana ohjelman alkaessa oli 130 °C, jota
yllapidettiin yhden minuutin ajan. Taman jalkeen lampoétilaa nostettiin 6,5 °C / min
170 °C:seen saakka, ja edelleen 2,8 °C / min 215 °C:seen, jossa lampdtila pidettiin
vakaana 12 minuutin ajan. Lopuksi lampétila nostettiin 40 °C/min 280 °C:seen kolmeksi

minuutiksi. Laitteiston injektiotilavuudeksi sdadettiin 1,0 pl.

Nopeasti havaittiin osan metyloiduista fraktioista olleen havaitulta asyylilipidien
pitoisuudeltaan hyvin laimeita, jolloin ne paatettiin konsentroida. Metyloidut naytteet
fraktioista 0502, 0503, 0504 ja 0508 haihdutettiin varovaisesti kuiviin ja siirrettiin
sisdpulloihin, jolloin niiden konsentraatio saatiin nostetuksi kymmenkertaiseksi, silla
autosampler-pulloissa heksaania oli 1 ml ja sisapulloihin ndyte siirrettiin 0,1 ml:lla
heksaania. Metyloidut naytteet fraktioista 0506 ja 0507 puolestaan haihdutettiin myos
kuiviin ja niihin lisattin 0,5 ml heksaania, jolloin niiden pitoisuus saatiin

kaksinkertaistettua

5.6 MS

Naytteitd pyrittiin analysoimaan kayttamalla myods HPLC-MS-tekniikkaa. Naytteeksi
valittiin alkuperdisen naytteen lisdksi viidennessd fraktioinnissa (Taulukko 10)
tuotettuja jakeita. Alustavasti HPLC-ohjelmaksi valittiin rasva-analyyseille soveltuvaa
kadnteisfaasimenetelma. Laitteistona kadytettiin Hitachi L-6200A Intelligent Pump 20
HPLC-laitetta, johon oli liitetty 20 pl injektiosilmukka (kolonni: Supelco Discovery HS

C18, 25 cm x 4,6 mm, 5 um kaanteisfaasi kolonni). Laitteiston detektoreiksi oli liitetty
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sekd MS-laitteisto (Finnigan MAT TSQ 700) ettd valonsirontadetektori (ELSD,
S.E.D.E.R.E. Sedex 75).

Valonsirontadetektorin  lampdotilaksi  asetettin @ 75°C  ja  paineeksi 2,6 bar.
Nestekromatografin ajoliuoksiksi valittiin metanoli ja isopropanoli. Injektointihetkella
metanolin osuus oli 80 % ja iso-propanolin 20 %. Tatd muutettiin tasaisesti siten etta
20 minuutin jalkeen metanolin osuus oli 20 % ja iso-propanolin 80 % jota ylldpidettiin
10 minuutin ajan, jonka jdlkeen liuossuhteet palautettiin alkuperdisiksi viilden minuutin
kuluessa. Kolonnin annettiin tasapainottua 25 minuutin ajan ennen seuraavaa
injektointia.  Virtausnopeudeksi  sadddettiin 0,85 ml/min.  Kaytetylld  rasva-
analyysimenetelmalld ei kuitenkaan onnistuttu joko erottamaan ndaytekomponentteja
toisistaan tai eluoimaan ndytekomponentteja kolonnista. Tastd huolimatta nayte
paatettiin  analysoida kdytossa olleella MS-laitteistolla ja siihen liitetylla
valonsirontadetektorilla. Koska kayttéon valittu kolonni ei soveltunut toivotulla tavalla
ndytekomponenttien analysointiin, suoritettiin analyysi kdyttden HPLC-laitteistoa ilman
kolonnia kadyttdaen HPLC-laitteistoa syottdamdan ndyte suoraan injektiosilmukasta
detektoreille. Analysoitaessa nadytteitd ilman kolonnia laitteiston virtausnopeudeksi
saadettiin 0,85 ml/min ja olosuhteet asetettiin kolonniohjelman injektointihetkea
vastaaviksi, eli ajoliuoksen metanolin osuus asetettiin 80 % ja iso-propanolin osuus
puolestaan 20 %. Naytteet analysoitiin kayttdmalla sahkdsumutusionisaatiota (ESI)

seka negatiivisilla (ESI-NI) ettd positiivisilla (ESI-PI) ioneilla.
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6 Tulokset ja niiden tarkastelu

6.1 SPEjaTLC

Ohutkerroskromatografialevystd, jolle nayte- ja standardilaimennoksia oli applikoitu,
otettiin kuva. Kuva analysoitiin kdyttden Imagel-ohjelmistoa (Kuva 17).
Signaalivahvuudet luettiin Imagel-ohjelmistoon ladatusta kuvasta ja piirrettiin
kuvaajaksi (Taulukko 11; Kuva 18). Kirjallisuudesta tiedettiin vastaavilla
liuotinkoostumuksilla silikapohjaista TLC-levya kaytettdessa standardiseoksen (18-4A)
komponenttien eluoitumisjarjestys (Christie 2003). Vahiten retentoituneesta
vhdisteestd aloittaen komponentit ovat kolesteryylioleaatti, metyylioleaatti, trioleiini,

kolesteroli ja viimeisena oleiinihappo.

976

Kuva 17. 3D-representaatio TLC-levystd (Imagel), jolla oli erotettu ndytteen ja

standardi seoksen (18-4A) laimennossarjoja (Taulukko 8)
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Analyyseissd havaittiin kdytetyn SPE-menetelmdn soveltuvan hyvin naytemateriaalin
fraktiointiin ennen tarkempia analyysejd. Lisaksi voitiin havaita yksinkertaiseen
kameraan ja siitd saadun  digitaalisen  kuvan  kasittelyyn  perustuvan
analyysimenetelman olleen mahdollisesti riittdvan tarkka nadytteen kvantitatiivista

analysointia varten.

Taulukko 11. Néytteen kokonaismddrd ja sen TLC-levylld vdhiten edenneen

komponentin (Taulukko 9) signaalivaste

Naytteen maara Signaalivaste
13,8 ug 1550
27,6 ug 3000
55,2 ug 6370
110 pg 12400
14000
12000 &
o 10000
(7]
_'2" 8000
T“ /
% 6000
o— 2
% 2000 / R*=0,9995
2000 r=
0
0 20 40 60 80 100 120

Nadytteen maara, ug

Kuva 18. Kuvaaja korrelaatiosta néytteen kokonaismddrdn ja sen TLC-levylld vihiten

edenneen komponentin (Taulukko 9) signaalivasteen (Taulukko 11) viilillé
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6.2 Haihtuvat yhdisteet

6.2.1 GC-FID

Analysoitaessa naytteen haihtuvia yhdisteitd havaittiin ndytteessd huomattavan paljon
erilaisia haihtuvia yhdisteitda (Taulukko 12; Kuva 19). Tutkittaessa kuudennessa
fraktioinnissa kerattyja fraktioita (Taulukko 10) havaittiin kdytetyn SPE-menetelman
fraktioineen tehokkaasti myds haihtuvia yhdisteitd (Kuva 20). Koska kaytetty SPE-
menetelmd perustui yhdisteiden erottamiseen niiden poolisuuserojen perusteella,
voidaan GC-FID-analyyseissa havaittujen yhdisteiden rakenteista seka etenkin
yhdisteiden poolisuuksista tehda joitain paatelmia. Koska kadytossa ei ollut vastaavia
referenssiyhdisteitd, ei havaittujen yhdisteiden FID-vasteesta ollut tarkkaa tietoa ja
siten myos niiden kvantitatiivisuus (Taulukko 12) jaa arviointien varaan. Kuitenkin, kun
tiedetaan liekki-ionisaatiodetektorin toimivan hyvin laajalla lineaarisuusalueella ja
samalla tiedettiin yhdessa fraktiossa olleiden yhdisteiden olevan poolisuudeltaan
samankaltaisia, voidaan tietyissa rajoissa olettaa kustakin ndytefraktiosta havaittujen
yhdisteiden suhteellisten osuuksien vastaavan niiden suhteellisia liekki-
ionisaatiodetektorilla havaittuja osuuksia. On tosin mahdollista, ettda huolimatta
yhdisteiden samankaltaisesta poolisuudesta niiden muut kemialliset ominaisuudet ja
rakenne poikkeavat toisistaan siind maarin etta laitteiston detektorivaste ei ole sama

edes tietyn fraktion yhdisteille.
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Taulukko 12. Tdrkeimpien havaittujen yhdisteiden retentioindeksit ja niiden suhteelliset

FID-vasteet

Yhdiste RI Al % Fraktioissa Yhdiste RI Al % Fraktioissa
N1 1430 1429 0,87 1 N16 1771 1770 2,6 4
N2 1450 1448 9,59 2 N17 1783 1783 2,34 4&5
N3 1533 | 1532 0,26 6&7 N18 1801 1801 27,78 4&5
N4 1595 1595 3,05 5 N19 1806 1806 0,9 7&8
N5 1621 | 1620 2,37 7 N20 1813 1812 1,08 8
N6 1646 1645 0,81 6 N21 1822 1821 1,96 8
N7 1650 | 1648 13,67 6&7 N22 1828 1827 1,18 4
N8 1665 1664 0,5 4 N23 1939 1938 0,78 7&8
N9 1670 | 1669 0,29 6&7 N24 1942 1942 3,6 6&7

N10 1675 1674 2,43 7 N25 1997 1997 1,02 8
N11 1681 | 1680 2,58 6&7 N26 2102 2102 0,7 1
N12 1694 1693 0,81 4 N27 2302 2302 3,33 1
N13 1723 | 1723 0,5 4 N28 2503 2503 3,78 1
N14 1747 1746 0,92 7 N29 2703 2703 4,45 1
N15 1766 1765 5,82 4&5
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Kuva 20. Fraktioiden (Taulukko 10) GC-FID-kromatogrammit hiilivetystandardiin

verrattuina (hiilinumerot kuvan alla). Kunkin kromatogrammin vasemmassa

yldkulmassa on analysoidun nédytefraktion tunnus. Havaittujen yhdisteiden kohdalle on

merkitty niiden tunnukset (Taulukko 12). Normalisoitu detektorivaste y-akselilla,

retentioaika x-akselilla
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6.2.2 GC-MS

Analysoitaessa tuloksia todettiin, ettei aiemmin kirjallisuudessa tunnistettuja yhdisteita
voitu kdytdnnossa havaita (Demirci ja muut 2000a; Demirci ja muut 2000b; Demirci ja
Baser 2003; Demirci ja muut 2004; Isidorov ja muut 2004). Lisdksi kaytetty GC-MS-
kirjasto ei kyennyt tunnistamaan havaittuja yhdisteitd, eikda vastaavuuksia havaittu
vertailtaessa massaspektreja julkaistuihin kirjastoihin (Adams 2007; Horai ja muut
2010) tai yksittaisiin tunnettujen yhdisteiden massaspektreihin (Noge ja Becerra 2009).
Vertailtaessa signaaliltaan merkittavimpia yhdisteita kirjallisuudessa saatavilla olleisiin
tunnistettujen yhdisteiden massaspektreihin todettiin niiden muistuttavan, mutta ei
vastaavan kirjallisuudessa koivun silmuista uutettuja yhdisteitd. Tama viittaa
havaittujen yhdisteiden olevan rakenteeltaan melko samankaltaisia tunnistettujen
yhdisteiden kanssa ja ne kuuluvat oletettavasti samaan yhdisteryhmadan, joten on
mahdollista ettd ne ovat karyofylleenin johdannaisia, kuten koivunsilmudljyuutteen

padkomponenttien on kirjallisuudessa ilmoitettu olevan (Hiltunen ja muut 1983).

Havaituista yhdisteistd (Kuva 21) vain tietyt suoraketjuiset hiilivedyt (yhdisteet N26,
N27, N28 ja N29; Taulukko 12; Liite 2) kyettiin luotettavasti identifioimaan voitaessa
kayttaa n-alkaani -standardia niiden referenssiyhdisteend. Useilla havaituilla yhdisteilla
(N7, N15, N18) ilmeni melko voimakkaita signaaleita massa/varaus (m/z) -luvuilla 91 ja
105 (Taulukko 13; Liite 2), mikad puolestaan voi viitata joko aromaattisen renkaan (m/z
91 tyypillisesti tropylium-ioni, C;H;") lasndoloon alkuperiisessd rakenteessa tai sita
vastaavan resonanssin  stabiloiman rakenteen muodostumiseen yhdisteen
fragmentoituessa. Koska naytekomponenteista ei kuitenkaan suoritettu ‘H-NMR-
analyysid, ei voida olla varmoja siitd, ettd aromaattinen rengas olisi ldsna
ndytekomponenteissa. On huomattava, ettd myods eradt muut koivunsukuisten
puulajien silmuista uutetut haihtuvat yhdisteet ilmentavat m/z-signaaleita 91 ja 105,

kuten esimerkiksi a-betulenoli ja B-betulenoli (Demirci ja muut 2000c).
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Kuva 21. Fraktioiden (Taulukko 10) GC-MS-kromatogrammit. Kunkin kromatogrammin
vasemmassa yldkulmassa on analysoidun ndytefraktion tunnus ja oikeassa ylikulmassa
kromatogrammin korkeimman piikin detektorivaste. Havaittujen yhdisteiden kohdalle
on merkitty niiden tunnukset (Taulukko 12). Detektorivaste y-akselilla, retentioaika

minuutteina x-akselilla



Taulukko 13. Viiden tdrkeimmdn yhdisteen massaspektrit.
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Yhdiste

m/z (suhteellinen intensiteetti) tai tunnistus

N2 (Kuva 22)

206 (2), 191 (4), 177 (4), 173 (5), 163 (8), 149 (7), 145 (7), 135 (13), 121 (21), 107
(36), 105 (16), 93 (38), 91 (29), 81 (22), 79 (34), 77 (22), 69 (39), 67 (22), 53 (18),
43 (41), 41 (100)

N7 (Kuva 23)

202 (5), 187 (8), 159 (13), 145 (14), 131 (37), 117 (19), 105 (32), 93 (25), 91 (55),
81 (28), 79 (38), 77 (28), 69 (38), 67 (20), 55 (26), 53 (21), 43 (25), 41 (100)

N15 (Kuva 24)

202 (7), 187 (12), 174 (2), 173 (3), 159 (18), 145 (22), 131 (57), 118 (25), 117 (27),
105 (42), 93 (26), 91 (71), 79 (37), 77 (32), 69 (26), 55 (24), 53 (21), 45 (31), 43
(89), 41 (100)

N18 (Kuva 25)

202 (11), 187 (14), 174 (7), 173 (7), 159 (22), 146 (14), 145 (16), 133 (22), 131
(31), 119 (24), 117 (36), 105 (40), 93 (24), 91 (75), 79 (43), 77 (28), 69 (32), 67
(23), 55 (26), 43 (91), 41 (100)

N28 (Kuva 26)

Pentakosaani (C,5Hs,)

41

69

79

93 -
. 107

L
191 o
,||,,“L,1, 206 519 235 248 275 288

il f
200 250

Kuva 22. Havaitun yhdisteen N2 massaspektri. Suhteellinen signaalivahvuus y-akselilla,

havaitun fragmentin m/z-arvo x-akselilla



60

41

.91

69 79 " | - 131

: |, 220 235 252 . 268 279 296
160 150 200 250

Kuva 23. Havaitun yhdisteen N7 massaspektri. Suhteellinen signaalivahvuus y-akselilla,

havaitun fragmentin m/z-arvo x-akselilla
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Kuva 24. Havaitun yhdisteen N15 massaspektri. Suhteellinen signaalivahvuus y-

akselilla, havaitun fragmentin m/z-arvo x-akselilla
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Kuva 25. Havaitun yhdisteen N18 massaspektri. Suhteellinen signaalivahvuus y-

akselilla, havaitun fragmentin m/z-arvo x-akselilla
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Kuva 26. Havaitun yhdisteen N28 massaspektri — pentakosaani. Suhteellinen

signaalivahvuus y-akselilla, havaitun fragmentin m/z-arvo x-akselilla
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6.3 Rasvahappojen metyyliesterit

Tarkasteltaessa tuloksia havaittiin valittémasti, ettd joko fraktioissa ei ollut
rasvahappoja tai sitten niiden pitoisuudet olivat hyvin alhaisia. Konsentroiduista
naytteista havaittiin kuitenkin vain hyvin pienida maaria kdytettya ulkoista standardia
(GLC-68D) vastaavia rasvahappoja, Kuva 27). Standardissa olleista rasvahapoista
ainoastaan palmitiinihappoa (16:0) havaittiin muutamassa naytteessa.
Palmitiinihappoa havaittiin fraktioissa joissa TLC-analyysin tulosten perusteella oli
kolesteryyliestereiden ja metyyliestereiden tapaisesti etenevia yhdisteita, eli fraktioissa

0502, 0503 ja 0504. Havaitut maarat olivat kuitenkin melko vahaisia (Kuva 27).

Rasvahappojen osuudet (Taulukko 14) laskettiin kayttamalld tunnettua sisdisen
standardin pitoisuutta ja edelleen laskemalla havaitun rasvahapon osuus tunnetusta
laskennallisesta ndytteen maadrastd. On kuitenkin tarked huomata ettd ndyte sisalsi
suuren maaran erilaisia yhdisteita, joista osa oli haihtuvia yhdisteitd ja osa puolestaan
hyvin luultavasti reaktiivisia metylointireaktiossa. Taman takia ei ole varmuutta etta

havaitut yhdisteet olisivat olleet rasvahappojen metyyliestereita.

Taulukko 14. Havaittujen rasvahappojen osuudet.

Rasvahappo Fraktio 0502 Fraktio 0503 Fraktio 0504 Yhteensa
14:0 0,24 ug/mg 0,38 ug/mg 0,14 pug/mg 0,77 ug/mg
16:0 3,0 ug/mg 4,4 ug/mg 1,4 pg/mg 8,7 ug/mg
18:0 0,65 pg/mg 0,72 ug/mg 0,19 pg/mg 1,6 ug/mg
20:0 0,57 ug/mg 1,2 ug/mg 0,80 ug/mg 2,5 ug/mg
22:0 0,36 ug/mg 1,1 ug/mg 0,81 pug/mg 2,2 ug/mg
18:1 0,37 ug/mg 0,21 ug/mg 0,17 ug/mg 0,75 pg/mg
18:2 0,10 pug/mg 0,77 ug/mg 0,80 ug/mg 1,68 ug/mg
18:3 0 pug/mg 0,30 ug/mg 0,45 pg/mg 0,75 pg/mg
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Kuva 27. Natriummetoksidi menetelmdlld metyloitujen fraktioiden GC-FID-
kromatogrammit GLC-68D-standardiin verrattuina. Havaittujen metyyliestereiden
standardin mukaiset tunnistukset merkitty kuvaan (Taulukko 14). Kunkin
kromatogrammin vasemmassa ylékulmassa on analysoidun néytefraktion tunnus.

Normalisoitu detektorivaste y-akselilla, retentioaika x-akselilla
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6.4 HPLCjaMS

Koska ndytekomponenttien erottuminen ei onnistunut analyysia varten ajatellulla
HPLC-kolonnilla, ei saaduista tuloksista voi paatelld kovinkaan paljoa. Analysoitaessa
uutetta ESI-PI-menetelmalld havaittiin runsaasti signaaleita, mutta kuten muillakaan
menetelmilld ei niita voitu analysoida havaittujen signaalien runsauden takia (Kuva 28).
Lisaksi ESI-tekniikalle tyypillisesti voidaan olettaa moninkertaisten varausten
aiheuttaneen entisestdan lisdd ylimaaraisia signaaleita. ESI-PI-menetelmalla
analysoitiin myo6s naytefraktioita (Liite 3). Analysoitaessa negatiivisia ioneita havaittiin
fraktioiden 0603 ja 0605 olleen kadytdnnossa signaalitasoltaan liian alhaisia jotta
tuloksia voitaisiin pitdda luotettavina. Melko mielenkiintoisia havaintoja tehtiin
analysoitaessa naytetta ESI-NI-menetelmalla (Kuva 29), jolloin havaittiin noin 136 m/z-
yksikon valein toistuva signaali. Koska m/z-arvo ei vaihdellut signaalien vililla, eli
signaali ei ollut useiden varauksien summa, johtui tama luultavasti ndytteen jonkin
komponentin rakenteessa olevista toistuvista, mahdollisesti polymeerimaisista,

rakenteista.
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Kuva 28. Uutteen ESI-PI-massaspektri. Suhteellinen signaalivahvuus y-akselilla,

havaitun fragmentin m/z-arvo x-akselilla
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Kuva 29. Uutteen ESI-NI-massaspektri. Suhteellinen signaalivahvuus y-akselilla,

havaitun fragmentin m/z-arvo x-akselilla
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7 Paatelmit

Vaikka naytetta analysoitaessa havaittiin suuri joukko selkedsti toisistaan poikkeavia
haihtuvia yhdisteitd, ei niiden analysointi ollut mahdollista. Yhdisteiden havaitut GC-
MS-spektrit poikkesivat selkedsti kirjallisuudessa aiemmin koivunsilmuista havaittujen
yvhdisteiden julkaistuista referenssispektreistd, kuten esimerkiksi a-betulenolista ja B-
betulenolista. Myoskaan spektrikirjastoista ei ollut apua yhdisteiden tunnistamisessa.
Mahdolliseksi analyysimenetelmaksi olisi jaanyt joko vertailuyhdisteiden hankinta tai
valmistus ja niiden vertailu havaittuja yhdisteitd vastaan. Tama ei kuitenkaan ollut
mahdollista tyon yhteydessa, silla mahdollisia vertailuyhdisteita ei ollut saatavilla eika

omien vertailuyhdisteiden syntetisoimiseen ollut mahdollisuutta.

Tunnistuksen ongelmiin voi olla useita syitd. Mahdollisina syind voisi pitda joko
fraktioinnin aikana silikakolonnin katalysoimia rakennemuutoksia tai uuttomenetelméan
vaikutuksesta muodostuneita artefakteja. Kuitenkin vertailtaessa havaittuja
fragmentti-ioneita seka fraktioiduista naytteesta etta fraktioimattomasta naytteesta,
todettiin, ettei tarkeimpien naytekomponenttien rakenne ollut muuttunut fraktioinnin
aikana. Tama puolestaan viittaisi yhdisteiden poikkeavan rakenteen aiheutuvan joko
ndytteen alkuperdisestd koostumuksesta tai mahdollisesti rakenteen muutoksista
ndytettd uutettaessa. Periaatteessa ylikriittisellad hiilidioksidilla tehdyn uuton tulisi olla
hoyrytislausta pehmedmpi ja siten aiheuttavan vdhdisempda artefaktien
muodostumista, mutta taman tutkimuksen puitteissa on mahdotonta arvioida ovatko
nyt havaitut yhdisteet artefakteja vai ovatko aikaisemmissa tutkimuksissa kaytetyilla
menetelmilla havaitut yhdisteet olleet artefakteja. On huomattava, etta uutettaessa
ylikriittiselld hiilidioksidilla naytettd, jossa on haihtuvia yhdisteitd voi nédiden
yhdisteiden moninaisten rakenteiden takia tapahtua nadytteen fraktioitumista jo
uuttovaiheessa (Sovova 2012), mikd osaltaan voisi selittdd havaittujen tulosten
poikkeamisen aiemmin julkaistuista tuloksista. Ilman referenssiyhdisteita tai edes
kirjastovastaavuuksia ei kaikkia havaittuja yhdisteitd voi tunnistaa luotettavasti tai

analysoida kvantitatiivisesti kaytetyilla menetelmilla.
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Tyon yhteydessd havaittiin mahdollisuus erottaa haihtuvien yhdisteiden fraktiot
toisistaan SPE-kolonnien avulla, jolloin lopullisessa GC-MS-analyysissa havaitut
yhdisteet oli huomattavasti helpompi erottaa toisistaan. Koska yhdisteiden
tunnistaminen ei lopulta ollut mahdollista, ei tasta havainnosta ollut merkitysta itse
tutkimuksen kannalta. Ongelmaksi SPE-fraktioinnissa muodostui naytteen koostumus,
silld ennen analyysien aloittamista oli tehty olettamus naytteen koostumuksesta ja
tama olettamus osoittautui vadraksi. Ndytteessa oletettiin olevan selkeadsti havaittavia
maaria rasvahappojen mono-, di- ja triasyliglyseroleita (MAG, DAG, TAG), sekd muita
lipideja, minka takia fraktiointia optimoitiin pyrkimyksena saada oletetut lipidifraktiot
eristettya. Kun menetelmaa oli kehitetty riittavasti ja saatu selkedsti erottuvat fraktiot,
siirryttiin muihin analyyseihin, joiden avulla todettiin varsin nopeasti, etta olettamus
ndytteen koostumuksesta oli osunut harhaan. Kuitenkin huolimatta siitd, ettei
ndytekomponenttien koostumuksesta ole tarkkaa tietoa tarkisteltaessa SPE-fraktiointia
muiden analyysien avulla voitiin havaita sen jakaneen uutteen selkeasti erillisiin

fraktioihin ndaytekomponenttien poolisuuden perusteella.

HPLC-MS-laitteiston kayttod kokeiltiin ndytteen analysoimiseksi, mutta ndytteen
analysointia ei saatu toimivaksi kdytettdvissa olleen kolonnin kanssa, jolloin paatettiin
kokeilla naytteen analysoimista ilman HPLC-kolonnia. Havaittujen yhdisteiden
lukumaarat osoittautuivat oletetusti lilan suuriksi, jotta niita olisi voitu analysoida.
Muista kuin fraktioista 0603 ja 0605 havaittiin runsaasti signaaleita, joista suuri osa oli
massa per varaus (m/z) arvoltaan melko suuria. Tama puolestaan on indikaattori sille,
ettd kukin fraktio koostui varsinaisten haihtuvien yhdisteiden lisaksi my®ds muista
massaltaan huomattavasti suuremmista yhdisteista, jotka eivat mahdollisesti olleet

haihtuvia komponentteja.

Tyota aloitettaessa oletettiin joihinkin fraktioihin kertyvan osittain rasvahapoista
koostuvia yhdisteitd, jolloin nadytefraktiot paatettiin analysoida myds rasvahappojen
analyysiin soveltuvalla menetelmalla. Kaytannon tuloksia ei fraktioita analysoitaessa
saatu havaittujen yhdisteiden konsentraation jaatya alhaiseksi ja havaittujen
yhdisteiden paaasiallisesti poiketessa standardissa kaytettyjen rasvahappojen
metyyliesteristandardien retentioajoista. Retentioaikojen perusteella nama voisivat

olla standardin rasvahappojen ulkopuolisia rasvahappoja. On kuitenkin huomattava
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ndytteen koostuneen hyvin moninaisista yhdisteistd joten on mahdollista ettd havaitut
yhdisteet eivdt ole rasvahappoja vaan joidenkin muiden naytekomponenttien
metyyliestereitd. Mikdli ndama yhdisteet olisivat olleet rasvahappoja, niiden
retentioajat  olisivat sopineet esimerkiksi  likimain  kertatyydyttymattomien
viidestatoista tai seitsemastatoista hiilesta koostuvien rasvahappojen
metyyliestereiden arvioiduille retentioajoille. On kuitenkin tidrked huomata, etta
havaitut yhdisteet ovat voineet olla muita ndytekomponentteja, silla samoja yhdisteita
ei analysoitu kahdella erilaisella kaasukromatografikolonnilla tai edes eri
[ampdotilaohjelmalla, joten ei ole varmuutta siitda olivatko havaitut yhdisteet
rasvahappojen metyyliestereitd vai eivat. Kuitenkin TLC-analyysissa kaytetyn 18-A
standardin perusteella ndama tuntemattomat vyhdisteet eteniviat (eluoituivat)
samankaltaisesti kuin standardiseoksen triasyliglyserolikomponentti. On myos
mahdollista, ettd rasvahappojen metyyliestereiksi tunnistetut yhdisteet eivat
kdaytannossa  olleet niitd, vaan joko muita ndytekomponentteja tai
ndytekomponenttien reaktiotuotteita natriummetoksidilla suoritetun metyloinnin

jalkeen.
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Liite 1 Fraktioinnin optimointi
Liite 1A Ensimmainen fraktiointi
Maara | Fraktio Liuottimet Osuudet
4 ml 0101 Heksaani
4 ml 0102 Heksaani : Et,0 250:1
4 ml 0103 Heksaani : Et,0 24:1
4 ml 0104 Heksaani : Et,0 24:1
4 ml 0105 Heksaani : Et,0 : AcOH 500:10:1
4 ml 0106 Et,0 : AcOH 500:1
4 ml 0107 MQ-H,0
Liite 1B Toinen fraktiointi
Maard | Fraktio Liuottimet Osuudet
2ml 0201 Heksaani
4 ml 0202 Heksaani : Et,0 200:1
6 ml 0203 Heksaani : Et,0 24:1
3ml 0204 Heksaani : Et,0 : AcOH 500:10:1
6 ml 0205 Et,0 : AcOH 500:1
6 ml 0206 MeOH
0207
Liite 1C Toisen fraktioinnin TLC-analyysi
Paikka Analyytti Maara
1 Nayte 5l
2 0201 5ul
3 0202 5 ul
4 0203 5ul
5 0204 5 ul
6 0205 5ul
7 0206 5l
8 0207 5ul
9 STD (18-4A) 12,5l

Levyn ajosuunta




2(4)

Liite 1 Fraktioinnin optimointi
Liite 1D Kolmas fraktiointi
Maara Fraktio Liuottimet Osuudet
4 ml 0301 Heksaani : Et,0 199:1
3ml 0302 Heksaani : Et,0 99:1
3ml 0303 Heksaani : Et,0 49:1
9 ml 0304 Heksaani : Et,0 97:3
6 ml 0305 Et,0 : AcOH 500:1
9 ml 0306 MeOH
Liite 1E Kolmannen fraktioinnin TLC-analyysi
Paikka Analyytti Maara
1 Nayte 5 ul A
2 0301 Sl
3 0302 5ul ‘%
4 0303 5l §
5 0304 (heksaani) 5ul g
6 0304 (metanoli) 5ul %
7 0305 (heksaani) 5l -
8 0305 (metanoli) 5ul
9 0306 S5l
Liite 1F Neljas fraktiointi
Maara Fraktio Liuottimet Osuudet
4 ml 0401 Heksaani : Et,0 199:1
4 ml 0402 Heksaani : Et,0 99:1
2 ml 0403 Heksaani : Et,0 49:1
2ml 0404 Heksaani : Et,0 97:3
2 ml 0405 Heksaani : Et,0 24:1
2ml 0406 Heksaani : Et,0 24:1
4 ml 0407 Heksaani : Et,0 3:1
6 ml 0408 Heksaani : Et,0 1:1




Liite 1 Fraktioinnin optimointi
Liite 1G Neljannen fraktioinnin TLC-analyysi
Paikka Analyytti Maara
1 Nayte 2,5 ul A
2 0401 5ul =
3 0402 Sl 5
5
4 0403 5ul FAME 8
5 0404 5l g
6 0405 5ul 3
7 0406 Sl
8 0407 5ul
9 0408 Sl
Liite 1H Viides fraktiointi
Maara | Fraktio Liuottimet Osuudet | | Maara | Fraktio Liuottimet Osuudet
4ml | 0501 |Heksaani:Et,0| 199:1 6ml | 0509 | Heksaani:Et,0| 24:1
3ml | 0502 |Heksaani:Et,0| 199:1 2ml | 0510 | Heksaani: Et,0 9:1
3ml | 0503 |Heksaani:Et,0| 199:1 2ml | 0511 | Heksaani: Et,0 4:1
3ml | 0504 |Heksaani:Et,0| 199:1 2ml | 0512 | Heksaani: Et,0 4:1
3ml | 0505 |Heksaani:Et,0| 199:1 2ml | 0513 | Heksaani: Et,0 7:3
4ml | 0506 |Heksaani:Et,0| 97:3 2ml | 0514 | Heksaani: Et,0 3:2
4ml | 0507 |Heksaani:Et,0| 97:3 2ml | 0515 | Heksaani: Et,0 1:1
6ml | 0508 |Heksaani:Et,0| 24:1 6ml | 0516 Et,0
Liite 11 Viidennen fraktioinnin ensimmainen TLC-analyysi
Paikka Analyytti Maara
1 Nayte 2,5 ul A
2 0501 7,5ul
3 0502 7,5 ul ce |8
4 0503 7,5 ul FAME 2
5 0504 7,5l B ®
6 0505 7,5 ul s
7 0506 7,5 ul ma |T
8 0507 7,5 ul &
9 0508 7,5ul

3(4)



Liite 1 Fraktioinnin optimointi
Liite 1J Viidennen fraktioinnin toinen TLC-analyysi
Paikka Analyytti Maara
1 Nayte 2,5 ul A
2 0509 7,5u
3 0510 7,5 ul g
4 0511 7,5 ul 2
5 0512 7,5 ul g
6 0513 7,5 ul E
7 0514 7,5 ul
8 0515 7,5 ul : -
9 0516 7,5 ul 10 Wy 6N i g Ay
Liike 1K Kuudes fraktiointi
Maara Fraktio Liuottimet Osuudet
4 ml 0601 Heksaani : Et,0 199:1
6 ml 0602 Heksaani : Et,0 199:1
6 ml 0603 Heksaani : Et,0 199:1
6 ml 0604 Heksaani : Et,0 97:3
6 ml 0605 Heksaani : Et,0 24:1
4 ml 0606 Heksaani : Et,0 4:1
4ml 0607 Heksaani : Et,0 1:1
6 ml 0608 Et,0
Liite 1L Kuudennen fraktioinnin TLC-analyysi
Paikka | Analyytti | Maara
1 Nayte 2,5 ul A
2 0601 5 ul e
3 0602 5 pl FAME g
4 0603 T . - A Z’
5 0604 5 pl ©
6 0605 54l s
7 0606 5l . . FFA -
8 0607 5ul . L
9 0608 s | ! 4530000 BB

4(4)



Liite 2 Havaittujen yhdisteiden massaspektreja (GC-MS) 1(15)
Liite 2A Havaitun yhdisteen N1 -massaspektri
Beds#. i( 169-190 ) B.C.Scamf#: (. 128-237.) T
“Msms Poak #:221 Ret. Thme: (21.400-21492) .. .7
. BasoPosk :41.10 ( 73469) R
o |
[ ] s

n

. .

Tl ™ wowm  mm  m

’ 20 2% . )
Liite 2B Havaitun yhdisteen N2 -massaspektri
Sl :(231-251 ) B.O.Scan#:( 194-297 ) : : .. ‘
Mass Peak #: 227 Ret. Time : (21.917 - 22.083 ) . . '
Baso Peak :41.10 ( 372067) ' .
A
’I' - p< N ] 275




Liite 2 Havaittujen yhdisteiden massaspektreja (GC-MS)

2(15)

Liite 2C Havaitun yhdisteen N3 -massaspektri

Scan # :( 499-508 ) B.G.Scan#:( 491-562 )

Mass Peak # : 194 Ret. Time : (24.150 - 24.225)

Base Peak :41.10 ( 8466)

41

91
e 105
55 121 -
133 147 177
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180 7 o083 g 29 g9 292 m 8 L,
50 100 150 200 LERRL) ; 300
Liite 2D Havaitun yhdisteen N4 -massaspektri
Scan# :( W7-T13 ) BO.Scam#:( 6m-TO)
. Mass Poak #: 229. Ret. Thm : (25,883 - 25.983 )
Baso Posk :41.10 (  342193) *
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Liite 2 Havaittujen yhdisteiden massaspektreja (GC-MS) 3(15)
Liite 2E Havaitun yhdisteen N5 -massaspektri
Scn# :( 768-787 ) B.G.Scam#:( 753-796 )
Mass Peak #: 232 Ret. Time : ( 26.392 - 26.550 ) i it
Base Peak “: 41.10 ( 80921) b ]
‘@ 2
» ?
g . 108 118
e B
‘s
s 1 : _ .
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1 ;
I fl i || il I|| |'| 217 B g 268 w7 295
Liite 2F Havaitun yhdisteen N6 -massaspektri
‘Scm# :( M9-866 ) B.O.Scn#:( 832-888 ) .
Mass Posk # : 226 Ret. Time : ( 27.067 - 27.208 ) Ly
.MM :41:.!]( ' 99595) ’ '
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Liite 2 Havaittujen yhdisteiden massaspektreja (GC-MS) 4(15)
Liite 2G Havaitun yhdisteen N7 -massaspektri
Scnf :( 84-874 ) B.O.Scem#:( B41-87 ) - T e
Mass Peak #: 234 Ret. Time : (27.108-27.275) : :
Base Posk :41.10 ( 875951) - (
A
S _
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145
19 .
. _
1 . | m .
m‘.n' .|. .|., W w8 M - 28 M 26
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Liite 2H Havaitun yhdisteen N8 -massaspektri

Scan# :{ 908-915 ) B.G.Scan#:( 862-975 )
Mass Peak # : 220 Ret. Time : ( 27.558 - 27.617 )
Base Peak :41.10 ( 53100)
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Liite 2 Havaittujen yhdisteiden massaspektreja (GC-MS) 5(15)

Liite 21 Havaitun yhdisteen N9 -massaspektri

Scan# :( 917-924 ) B.G.Scan#:( 908-931 )
Mass Peak # : 208 Ret. Time : ( 27.633 - 27.692 )
Base Peak :41.10 ( 8952)
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222228 245 264 273 290296
50 100 150 200 ; 2% g 300
Liite 2J Havaitun yhdisteen N10 -massaspektri
Scan# i 935-945 ) B.G.Scam#:( 990-9% ) T ¢ e
Mass Peak #: 225 Ret. Time : (27.783 - 27.867) . T : i ¢
Baso Posk ': 41,10 ( 140841) . :
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Liite 2 Havaittujen yhdisteiden massaspektreja (GC-MS)

6(15)
Liite 2K Havaitun yhdisteen N11 -massaspektri
Som# . :( 954-962 ) B.G.Scm#:( 9%0-975 L
Mass Poak #: 220 Rot. Thme : (27.942 - 28.008) - .
Base Pesk : 41,10 ( m '
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Liite 2L

Scan #

Havaitun yhdisteen N12 -massaspektri

:( 988-998 ) B.G.Scan#:( 950-1003 )

Mass Peak # : 218 Ret. Time : ( 28.225 - 28.308 )

41

Base Peak :41.10 ( 18132)
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Liite 2 Havaittujen yhdisteiden massaspektreja (GC-MS) 7(15)

Liite 2M Havaitun yhdisteen N13 -massaspektri

Base Posk : 41.10
9
108 18
31
»
55
“s 1%
. - .
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| P Y U A I 1 s 2 294
20 2%
Liite2N Havaitun yhdisteen N14 -massaspektri
Scnf (11411153 J.mﬁ-'t:'('lm-axn";.
Mass Peak #: 235 Ret. Time : (29.500 - 29.600) |
Base Peak : 41.10 (  109736)
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Liite 2 Havaittujen yhdisteiden massaspektreja (GC-MS)

8(15)

Liite 20 Havaitun yhdisteen N15 -massaspektri

Seam# :( 1192-1201 ) B.G: Scea #:( 1181-1207 )

Mass Posk #: 233  Ret. Time : (29.925 - 30.000 ) .

.MM 41,10 ( mx)
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Liite 2P Havaitun yhdisteen N16a -massaspektri
Scan #

:( 1207 - 1220 ) B.G. Scan # : ( 1243 - 1271 )
Mass Peak # : 233 Ret. Time : ( 30.050 - 30.158 )

Basc Peak :41.10 (  107167)
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Liite 2 Havaittujen yhdisteiden massaspektreja (GC-MS)

9(15)
Liite 2Q Havaitun yhdisteen N16b -massaspektri
Scan # :( 1212-1217 ) B.G. Scan # : ( 1207 - 1222 )
Mass Peak # : 224 Ret. Time : ( 30.092 - 30.133)
Base Peak :43.05 (135035)
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Liite 2R Havaitun yhdisteen N17 -massaspektri
‘Somf - :(122-112 ) B.O.Som#:( I24-1364) | i Yo B
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Liite 2 Havaittujen yhdisteiden massaspektreja (GC-MS)

10(15)

Liite 2S Havaitun yhdisteen N18 -massaspektri

Scm#. :( 1209-1310 ) B.O. Scan #: ( 1267 lﬂ)

Mass Posk #: 241 Ret. Time : ( 30.733 - 30.908

‘Base Peak : 41,10 ( 292041)
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Liite 2T Havaitun yhdisteen N19 -massaspektri
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Liite 2 Havaittujen yhdisteiden massaspektreja (GC-MS) 11(15)

Liite 2U Havaitun yhdisteen N20 -massaspektri
som®  :( 1320-1336 ) B.G. Soan #: ( 132] - 1345 )
Mass Poak #: 226 Ret. Time : (31.042 - 31.125)
Base Poak :41.10 (  89800)
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Liite 2V Havaitun yhdisteen N21 -massaspektri
Stan# i i(1352-1362 ) B.G.Scan#:( 1944-1368)
Mass Poak #:233 Ret. Thme: (31.258-31.342) -
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Liite 2

Liite 2W

Scan # :( 1368 - 1373 ) B.G. Scan # : ( 1354 - 1454 )

Mass Peak # : 213 Ret. Time : (31.392 - 31.433)
Base Peak :43.05 ( 127608)

Havaittujen yhdisteiden massaspektreja (GC-MS)

12(15)

Havaitun yhdisteen N22 -massaspektri
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Liite 2X Havaitun yhdisteen N23 -massaspektri
Scan#  :( 1651-1663 ) B.G. Scan # : ( 1644 - 1701 )
Mass Peak # : 219 Ret. Time : ( 33.750 - 33.850 )
Base Peak :43.05 ( 30922)
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Liite 2

Havaittujen yhdisteiden massaspektreja (GC-MS) 13(15)
Liite 2Y Havaitun yhdisteen N24 -massaspektri
Scn#  :( 1659-1679 ) B.G. Scan#: ( 1643- 1682 )
Mass Poak #: 246 Ret. Time : ( 33.817 - 33.963)
Baso Posk :43.05 ( 142610) . .
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Liite 27 Havaitun yhdisteen N25 -massaspektri
Scn#  :( 1803-1816 ) B.C.Scan #: ( 1793 - 1836 )
Mass Poak #: 229 Ret. Time : ( 35.017 - 35.125)
Base Pesk :43.05 (- 61371) ’
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Liite 2 Havaittujen yhdisteiden massaspektreja (GC-MS) 14(15)

Liite2A Havaitun yhdisteen N26 -massaspektri

Scan#  :( 2061 -2073 ) B.G. Scan # : ( 2037 -2103 )
Mass Peak # : 226 Ret. Time : ( 37.167 - 37.267 )
Base Peak : 57.10 ( 239175)
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Liite 2A Havaitun yhdisteen N27 -massaspektri
Scan # 1 (2593 -2609 ) B.G. Scan # : ( 2489 - 2716 )
Mass Peak # : 232 Ret. Time : (41.600 - 41.733)
Base Peak : 57.10 ( 1265456)
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Liite 2 Havaittujen yhdisteiden massaspektreja (GC-MS) 15(15)

Liite 20 Havaitun yhdisteen N28 -massaspektri

Scan# :( 3147-3177 ) B.G. Scan# : ( 3056-3281 )
Mass Peak # ; 237 Ret. Time : (46.217 - 46.467) . - .
-Base Pesk : 57.10 (. 730993) .
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1(4)

Liite 3 Kuudennen fraktioinnin ESI-MS-massaspektrit
Liite 3A Fraktion 0601 ESI-MS-massaspektri
REGViQ @ 3.22 min (ESI +Q1MS LMR UP LR) }+124>13i ;'108>1;8 - 144>157)
{561 511.34
80 \ .
? 397114"
L |555.44
- 60 e
| 467,33
I
. 599,46 -
40-: . 355.10. &
| :ééc.ss .
’ 20 | IR . B
] ‘743,30 825,50
i 'o'. 5 .lL.lI. i JJ.I‘ Lol ||:1 i
. (PRI PR Pl (] [ R SEE IT L,  To
B 200 - L

| 999.f§ t

2.9E406

" '1000

Liite 3B Fraktion 0602 ESI-MS-massaspektri

REG #9 @ 0.11 min (ESI +QIMS IMR UP LR) (+4>15 - 2>3 - 23>53)
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Liite 3 Kuudennen fraktioinnin ESI-MS-massaspektrit 2(4)

Liite 3C Fraktion 0603 ESI-MS-massaspektri
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Liite 3D Fraktion 0604 ESI-MS-massaspektri

REG #9 @ 0.26 min (ESI +Q1MS IMR UP LR) (+13>20 - 5>12 - 30>43) . ’ . v © 1.4E407
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Liite 3

Liite 3E

Kuudennen fraktioinnin ESI-MS-massaspektrit

Fraktion 0605 ESI-MS-massaspektri

3(4)
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Liite 3F

Fraktion 0606 ESI-MS-massaspektri
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Liite 3 Kuudennen fraktioinnin ESI-MS-massaspektrit 4(4)
Liite 3G Fraktion 0607 ESI-MS-massaspektri
REG 49 @ 0.24 min (ESI +QIMS LMR UP LR) (+12>22 - 2>10 -'29>5§l) 4.0E+07
500 & | 3a3.12 ‘
00
wl
I , 301}06
A!D <.
20 ‘
T 257.09
o b
Liite 3H Fraktion 0608 ESI-MS-massaspektri
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