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Erikoistyon aiheena oli desinfektiotuotteen aktiiviaineiden kvantitatiivisen
analyysimenetelmén kehitys. Tutkimus tehtiin suomalaisen yrityksen,
KiiltoClean Oy, erdélle desinfektiotuotteelle. Kokeellisessa tydssi verrattiin
eri  menetelmien  soveltuvuuksia  aktiiviaineiden  kvantitatiivissa
analyyseisséd. Vertailussa kokeillut menetelmit olivat valittu kirjallisuudesta
etsittyjen tutkimusten pohjalta. Ndméd menetelmit olivat titraus, NMR,
HPLC-MS, TLC sekd fluoresenssi. Tutkielmassa keskitytddn
aktiiviaineiden, triamiini ja kvaternddrinen ammoniumkloridi, sekad
menetelmien teorioihin. Lopussa on kerrottu erikoistydon suorituksesta,
keskeisimmisti tuloksista ja tyon johtopéételmista.

Naytteiden  valmistukset  ja  titraukset  suoritettiin  yrityksen
laadunvalvontalaboratoriossa. Muiden menetelmien suorituspaikkana toimi
Turun yliopiston kemian laitoksen laboratoriotilat. Tuotteen aktiiviaineiden
analyysitulokset olivat hyvin ldhelld teoreettisia arvoja kaikilla
analyysimenetelmilld. Muiden valmistettujen néytteiden kohdalla oli
toisinaan suurehkoja poikkeamia, mikd saattoi johtua siitd, ettd ndiden
ndytteiden osalla aktiiviainepitoisuudet olivat lineaarisen mittausalueen
ulkopuolella. Néytteen 1 osalta voidaan sanoa, ettd useampi mahdollisesti
soveltuva analyysimenetelmd onnistuttiin 10ytdméaan. Néistd lupaavimmat
olivat HPLC-MS- ja fluoresenssimenetelmidt. Menetelmét vaativat
kuitenkin vield jatkokehitystd, silld niiden toistettavuudet ja tarkkuudet seka
lineaariset alueet olisi mééritettava.
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KAYTETYT LYHENTEET TAI SANASTO

ACN
atm
D>O
DDAC

DMSO
eV

FID

FT
HCOOH
HPLC

IR
LED
PTFE
m/z
MS
NMR

SDS
TA

TLC
TMS
UPLC

Vis

Acetonitrile, asetonitriili
Atmospheric pressure, ilmakehdn paine
Deuterium oxide, deuteriumoksidi

N,N-didecyl-N.N-dimethyl ammonium chloride, N, N-
didekyyli-N, N-dimetyyli ammoniumkloridi

Dimethyl sulfoxide, dimetyylisulfoksidi

Electronvolt, elektronivoltti

Free Induction Decay, vapaan induktion heikentyminen
Fourier Transform, Fourierin muunnos

Formic acid, muurahaishappo

High Performance Liquid Chromatography, korkean
erotuskyvyn nestekromatografia

Infrared, infrapuna

Light-Emitting Diode, valoa emittoiva diodi
Polytetrafluoroethylene, polytetrafluorietyleeni
mass-to-charge ratio, massa-varaussuhde

Mass Spectrometry, massaspektrometria

Nuclear Magnetic Resonance, ydinmagneettinen
resonanssispektroskopia

Sodium dodecyl sulphate, natriumdodekyylisulfaatti

N-(3-aminopropyl)-N-dodecyl-1,3-propanediamine, N-(3-
aminopropyyli)-N-dodekyyli-1,3-propaanidiamiini

Thin-Layer Chromatography, ohutkerros kromatografia
Tetramethylsilane, tetrametyylisilaani

Ultra Performance Liquid Chromatography, ultrakorkean
erotuskyvyn nestekromatografia

Visible light, ndkyvé valo



1 JOHDANTO

Erikoistyd tehtiin suomalaiselle hygienia- ja puhtausratkaisuja toimittavalle yritykselle,
KiiltoClean Oylle. Erikoistyon tavoitteena oli kehittdd yrityksen erdille
desinfektiotuotteelle laadunvalvontaan uusi kvantitatiivinen analyysimenetelma. Télla
menetelmilld pitdisi pystyd analysoimaan kvantitatiivisesti kahden eri aktiiviaineen
pitoisuudet, jotka olivat tertiddrinen triamiini N-(3-aminopropyyli)-N-dodekyyli-1,3-
propaanidiamiini, TA sekd kvaternddrinen ammoniumkloridi N, N-didekyyli-N,N-
dimetyyliammoniumkloridi, DDAC. Toimivalla menetelmilld oli tarkoitus korvata
nykyinen kaksivaiheinen manuaalinen titrausmenetelmi, jossa yhtend liuottimena oli
kloroformi. Ennen tyon alkua, kirjoitettiin salassapitosopimus, jolla yritys halusi pitda
salaisena desinfektiotuotteen nimen, reseptin, raaka-aineiden nimet, niiden punnitukset ja
pitoisuudet. Nidin ollen tulokset ovat esitetty poikkeamaprosentteina, joissa
analyysituloksia verrattiin teoreettisiin aktiiviainepitoisuuksiin.

Kéaytossd olevassa aktiiviaineiden analyysimenetelméssd happamissa oloissa
titrautui TA ja eméksisissd oloissa DDAC. Happamassa titrauksessa titrauksen
padtepisteend oli kloroformifaasin muuttuminen punaisesta siniseksi ja emiksisessd
titrauksessa pddtepiste oli sinisessd vesifaasissa havaittava ensimméinen violetin
hdivihdys. Molempien pédtepisteiden havaitseminen visuaalisesti oli erittdin haastavaa.
Yrityksen toivomuksena oli, ettd uusi analyysimenetelmi olisi luotettavampi sekid
analyysintekijélle turvallisempi, silld kloroformi on haitallinen yhdiste. Yritys oli
harkinnut, ettd toimiva analyysimenetelmé voisi mahdollisesti olla ostopalveluna Turun
yliopistolta. Yritys toivoi myds, ettd he saisivat valmiin analyysimenetelmén
tyoohjeineen erikoistyon paitteeksi.

Kromoforin puuttumisen vuoksi molemmista aktiiviaineista, UV-detektointia ei
voitu kiyttdd. Menetelmét, joista haettiin tietoa kirjalliseen osaan ja joita erikoistyOssd
kokeiltiin, olivat ydinmagneettiresonanssispektroskopia (NMR), korkean erotuskyvyn
kromatografiamassaspektrometria (HPLC-MS), fluoresenssi ja ohutkerroskromatografia
(TLC). Kirjallisuushaussa etsittiin  tietoa laitteiden toimintaperiaatteista sekd
mahdollisista aktiiviaineiden analyysimenetelmistd ja tutkimuksista. Ndiden ldahteiden
avulla laitteiden toimintaan perehdyttiin itsendisesti, jonka jilkeen ohjaajat antoivat
opastusta laitteiden kdytossd. Y1ld mainituista menetelmisti NMR ja fluoresenssi
perustuvat séhkdmagneettiseen siteilyyn. Lisdksi kirjallisessa osuudessa kerrotaan UV -
valon ja infrapunaséteilyn vaikutuksista menetelmissd. Seuraavalla sivulla on esitetty

kuva (Kuva 1) sdhkOmagneettisen sdteilyn eri osa-alueista ja niiden eri



aallonpituusalueista. Tutkielma alkaa kirjallisella osalla, jossa ensin tutustutaan
aktiiviaineisiin ja tdmdn jilkeen eri menetelmiin. Erikoistydosuudessa on kerrottu
menetelmien kvantitatiivisista analyyseistd, analyysien tuloksista ja niiden perusteella

tehdyistéd johtopadtoksista.

korkea frekvenssi (v) matala
korkea E matala
y-SATEET | RONTGEN | ULTRAVIOLETT INFRAPUNA “i'ﬁ% RADIOFREKVENSSI
. - T Varahtely- Ydinmagneettinen
Ultravioletti Nékyva infrapuna resonanssi
| 25pm<—>15um 1 m < - 5m
200 nm 400 nm 800 nm
SININEN PUNAINEN
lyhyt Aallonpituus (L) pitka

Kuva 1. Sdhkomagneettisen séteilyn osa-alueet [1].



2 AKTIIVIAINEET

Kvantitatiivista analyysimenetelméé kehitettiin desinfektioaineelle, joka sisdlsi kahta
erilaista aktiiviainetta. Toinen ndisté oli triamiini eli N-(3-aminopropyyli)-N-dodekyyli-
1,3-propaanidiamiini (Kuva 2) ja toinen puolestaan kvaterniddrinen ammoniumkloridi eli
N,N-didekyyli-N, N-dimetyyli ammoniumkloridi (Kuva 3). Triamiinin ja kvaterndirisen
ammoniumkloridin desinfektioaineseoksia kéytetddn muun muassa leikkaussalien
pintojen puhdistukseen sekd desinfiointiin, koska ne omaavat bakteereja ja viruksia

tappavia ominaisuuksia [2].

12 10 8 6 4 2 2
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Kuva 2. Triamiini.
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Kuva 3. Kvaterndarinen ammoniumkloridi.

2.1 Triamiini

Aktiiviaineena oleva triamiini on amfoteerinen pinta-aktiiviaine [2]. Tdm4 triamiini on
hyvin vakiintunut ja tehokas biosidi, jota kiytetddn useissa eri kaupallisissa desinfiointi-
japuhdistusaineissa [3]. Biosidi on tuote, jolla pyritddn tuhoamaan haitallisia organismeja
kemiallisella tai biologisella tavalla. Niilld on laajat kdyttokohteet desinfektioaineissa,
sdilontdaineina sekd puhdistusaineissa [4]. Triamiini omaa laajan aktiivisuuden kirjon
sekd gram-positiivisille ettd gram-negatiivisille bakteereille. Se kykenee ylldpitdméaédn
korkean puhdistustehokkuuden raskaille orgaanisille lioille, kuten verelle ja proteiineille.
Lisdksi se on aktiivinen vaipallisia viruksia, kuten hepatiitti-B, vastaan. Triamiinilla on
hyvét pinta-aktiiviaineen ominaisuudet, jotka ovat yhteensopivia valittujen anionisten

pinta-aktiiviaineiden kanssa, joilla on alhainen viskositeetti [3]. Triamiini on myrkyllistd



nieltynd. Liséksi se voi aiheuttaa vakavia ihon palovammoja ja silmévaurioita seké
vaurioittaa elimid pitkdaikaisessa tai toistuvassa altistuksessa [5].

Puhtaan standardin puute on suurin triamiinin kvantitatiivisen analyysin ongelma.
Tama johtuu siité, etti triamiiniraaka-aineen mukana on epipuhtautena diamiinia (DA)
ja monoamiinia (MA). Puhtaan standardin puuttuminen estdd yleensd analyyttisten
menetelmien kdyton alkyyli-polyamiinien kvantitoimiseksi. Suora detektointi ja
analyytin derivatisointimenetelmét vaativat aktiiviaineen standardiliuokset. Triamiinin ja
sen epdpuhtauksien maédrittimiselle on kehitetty NMR, HPLC-MS sekid

titrausmenetelmat [3].

2.2 Kvaternairinen ammoniumkloridi

Kvaternddrisiin ammoniumyhdisteisiin perustuvat biosidit valmistetaan pddasiassa
rasvahapoista, jotka muutetaan rasva-amiineiksi. Lopuksi nimé amiinit kvaternarisoidaan
bentsyylikloridilla, metyylikloridilla tai dimetyylisulfaatilla. Positiivisen varauksen
vuoksi kationisilla pinta-aktiiviaineilla on suuri affiniteetti negatiivisesti varattuihin
pinta-aktiiviaineisiin. Tatd vuorovaikutusta kdytetdén hyviksi niiden kayttokohteissa [4].

Kvaternddriset ammoniumyhdisteet eli kvatit ovat pinta-aktiiviaineita, jotka
sisdltavit kvaternddrisen typpikationin. Niiden rakenne ja ominaisuudet vaihtelevat
riippuen typpiatomiin liittyneistd radikaaleista [6]. Kemiallisesti ndméa yhdisteet ovat
substituoituja ammoniumsuoloja, joissa typpiatomiin on liittynyt neljd alkyyli- tai
aryyliryhméa kovalenttisella sidoksella [ 7]. Molekyylissd on vihintdédn yksi hydrofobinen
hiilivetyketju linkitettynd positiivisesti varattuun typpiatomiin. Loput alkyyli- tai
aryyliryhmédt ovat pédosin lyhytketjuisia substituentteja kuten metyyli- tai
bentsyyliryhmid. Alkyyliketjun pituus maérittdd kvaterndéristen ammoniumyhdisteiden
fysikaaliskemiallisia ominaisuuksia, kuten vesiliukoisuuden [4]. Nidin tuloksena on
typpiyhdiste, jolla on positiivinen varaus pH-arvosta riippumatta. Kvaterndiriseen
ammoniumyhdisteeseen liittynyt negatiivisesti varautunut eli anioninen komponentti on
usein bromidi, kloridi tai metyylisulfaatti. Kaupalliset kvaterniiriset ammoniumyhdisteet
ovat usein liuotettu veteen, isopropanoliin tai propyleeniglykoliin [7].

Kvaternddriset ammoniumyhdisteet ovat mikrobiologisesti ja antimikrobisesti
aktiivisia [2, 6]. Lukuisat aineet sisdltdvdt kvaterndérisid ammoniumyhdisteitd ja niitd
kaytetddn pddasiassa pinta-aktiiviaineina sekd antimikrobeina. Kvaternéarisilla

ammoniumyhdisteilli on hyvin laaja sovelluksien kirjo, silld niitd kéytetdén
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desinfektioaineiden lisdksi muun muassa kosmetiikka- ja kotitaloustuotteissa estimééin
tai hidastamaan mikrobien kasvua varastoinnin ja kéyton aikana [4, 6, 7].
Vastustuskykyisten bakteerikantojen tai sensitiivisten kantojen resistenttiyttd ollaan
pelatty, koska kvaternéérisia ammoniumyhdisteiti kiytetddan myos
elintarviketeollisuudessa [8]. Kvaternddrinen ammoniumkloridi aiheuttaa vakavia ihon

palovammoja ja silmdvaurioita, on haitallista nieltynd ja se on nesteend ja hOyrynid

syttyvad [5].
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3 TITRAUS

Titraus on menetelma, jossa tunnettua reagenssia eli titranttia lisdtdan analyyttiin, kunnes
titrantti on kuluttanut analyytin loppuun. Yleisesti titraukset perustuvat happo-emaés-,
hapetus-pelkistys-, kompleksin muodostus- tai saostumisreaktioihin. Néitd reaktioita
havaitaan usein joko indikaattorin varimuutoksen, jinnitteen tai virran muutoksen avulla.
Reaktion ekvivalenttipiste saavutetaan, kun lisdtyn titrantin tilavuus on juuri
stoikiometrisen reaktion vaativa mééra. Reaktion stoikiometrian ja titrantin kulutuksen
perusteella voidaan laskea analyytin tuntemattoman aineen pitoisuus. Reaktion
ekvivalenttipiste on ihanteellinen tulos, jota titrauksessa etsitdén. Reaktion pédtepisteessi
muun muassa liuoksen fyysiset ominaisuudet muuttuvat [9].

Happo-emistitrauksissa tuntemattoman analyytin happo- tai emdispitoisuus
méadritetddn neutraloimalla se tunnetun pitoisuuden hapolla tai emékselld eli titrantilla.
Neutralointireaktiossa happo ja emids reagoivat muodostaen neutraalin liuoksen.
Volumetrisissd titrauksissa tilavuudella on keskeinen rooli, jonka vuoksi analyytin
tilavuuden tulee olla tarkasti tiedossa. Titrantin tunnetun pitoisuuden ja titrauskulutuksen
avulla lasketaan tuntemattoman analyytin pitoisuus [ 10]. Kaksifaasititraus on klassinen
titrausmenetelma ionisten pinta-aktiivisten aineiden madrittdmiseksi [11]. Happamalla
titrauksella analysoidaan triamiini, emdiksiselld titrauksella puolestaan kationinen
kvaternddrinen ammoniumkloridi. Molemmissa titrauksissa pédtepiste havaitaan
viarinmuutoksena indikaattoriliuosten ldsnd ollessa. Kummassakin titrauksessa

analysoitavan aktiiviaineen suhteellinen moolimassa tulee olla tunnettu [12, 13].

3.1 Hapan titraus

Anionisten pinta-aktiivisten aineiden mdiérityksiin kdytetty menetelmd on usein
kaksifaasititraus happaman sekaindikaattoriliuoksen ldsnd ollessa. Indikaattoriliuos on
kationisen vériaineen (dimidiumbromidi) (Kuva 4) ja anionisen viriaineen (disulfiinin
sininen) (Kuva 5) seos [10,12]. Sekaindikaattoriliuos siséltda variaineiden lisdksi noin 0,1
mol dm™ rikkihappoa [9]. Erlenmeyerpullossa olevaan analyytin vesiliuokseen lisitiin
sekaindikaattoriliuosta ja kloroformia. Voimakkaan ravistelun aikana anioninen pinta-
aktiiviaine muodostaa suolan kationisen vériaineen kanssa, joka liukenee kloroformiin
muodostaen punertavan pinkin virin. Titranttina kdytettdvé kationinen pinta-aktiiviaine

bentsetoniumkloridi (hyamiini 1622) (Kuva 6) korvaa suolasta dimidiumbromidin, jolloin
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pinkki  véri katoaa kloroformifaasista ja viriaine siirtyy vesiliuosfaasiin.
Bentsetoniumkloridin ylimdird muodostaa suolan anionisen vériaineen kanssa, joka
liukenee kloroformiin muodostaen sinisen vérin. Alafaasin varimuutos siniseksi on timén

kaksivaiheisen titrauksen péétepiste [11, 12].

NH . HC_~ CHy

e Kuva 6. Hyamiini 1622.
Kuva 4. Kuva 5. Disulfiinin
Dimidiumbromidi. sininen VN 150.

3.2 Emaéksinen titraus

Eméksisessd  titrauksessa  kationisen  pinta-aktiiviaineen analyysin titrantti,
natriumdodekyylisulfaatti (Kuva 7), ja indikaattoriliuos, bromifenolisininen (Kuva 8),
ovat varauksiltaan anionisia. Analyytin vesipitoiseen niyteliuokseen lisétdén kloroformia
ja emiksistd pH-puskuriliuosta, joiden jélkeen lisdtdan indikaattoriliuosta. Vapaa vériaine
ei liukene kloroformiin, vaan se jad vesifaasiin. Voimakkaan sekoittamisen jilkeen
kationinen analyytti ja anioninen vériaine muodostavat keskendén ioniyhdisteen, jonka
pooliset ryhmit estetdén vérisuolamuodostuksella. Vesifaasi vérjdytyy voimakkaan
siniseksi ja kloroformifaasi on vériton. Anioninen titrantti syrjdyttad viriaineen olemassa
olevasta seoksesta. Vapautunut vériaine on jélleen vesiliukoinen. Vesifaasin viarinmuutos
violetiksi osoittaa titrauksen péétepisteen [11, 12]. Happo-emésindikaattorien hapan- ja
emismuotojen vérit poikkeavat toisistaan [9]. Bromifenolisiniselld liuoksen pH-arvon
ollessa alle 4,2 viri on keltainen. Emaéksisissd liuoksissa virinmuutos on sininen tai

violetti [14].

Kuva 7. Natriumdodekyylisulfaatti.

Kuva 8. Bromifenolisininen.
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4 NMR

Ydinmagneettisella resonanssispektrometrialla voidaan tutkia atomiytimid, joista vedyn
ja hiilen atomiytimet ovat tutkituimmat. Kun tutkittava niyte asetetaan voimakkaaseen
ulkoiseen magneettikenttéidn, tietty atomiydin vérdhtelee sille luontaisella taajuudella
sahkOmagneettisen spektrin radiotaajuusalueella [15]. Pienten taajuusmuutosten avulla
saadaan informaatiota ndytteen molekyylirakenteesta. Tekniikalla saatu informaatio
perustuu magneettisesti erilaisiin atomiytimiin. Kun tutkitaan vety-ydintd eli protonia,
voidaan méérittdd kunkin erillisen vety-ydintyypin lukumiird sekd saada tietoa kunkin

tyypin ympariston luonteesta [15, 16].

4.1 Ytimien spintilat

Monilla atomiytimilld on ominaisuus nimeltdin spin, jolloin atomiytimet kéyttdytyvit
kuin ne pyorisiviat. Useat atomiytimet, joilla on pariton massa tai atomiluku tai
molemmat, omaavat kvantittuneen pydrimiskulmamomentin ja magneettisen momentin.
NMR-spektroskopian  kannalta merkittdvid spinin omaavia atomiytimid ovat
1H,%2H,%3C, 4N, 70 ja '3F. Hiilen ja hapen tavallisimmat isotoopit 12C ja 150 eivit
kuulu spinin omaaviin isotooppeihin. Kullakin spinin omaavalla atomiytimella sallittujen
spintilojen lukumaéiré voidaan kvantitoida ja se médéritellddn ytimen spinkvanttilukuna, /.
Jokaiselle atomiytimelle lukuarvo 7 on vakio. Spintiloja voi olla 2/+1 integraalivililld +/—
(-). Esimerkiksi protonin spinkvanttiluku 7 =’ ja silld on kaksi spintilaa [2(}2)+1=2] sen
ytimille: -2 ja +'4 [15].

Spintilat eivét ole energioiltaan ekvivalentteja ulkoisessa magneettikentéssa, koska
atomiydin on varattu hiukkanen ja jokainen liikkkuva varaus luo oman magneettikentin.
Siispé jokaisella atomiytimelld on sen varauksen ja spinin luoma magneettinen momentti
(w). Protonilla voi olla joko myo6tipdivaan (+)%) tai vastapdivddn (-2) oleva spin ja
ydinmagneettiset =~ momentit  osoittavat  vastakkaisiin  suuntiin.  Ulkoisessa
magneettikentdssd jokaisella protonilla on magneettinen momentti joko kentidn
suuntaisesti tai sitd vastaan. Kentdn suuntaisesti olevalla protonilla on matalampi energia

verrattuna sitd vastaan olevalla protonilla [15].
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4.2 Absorption mekanismi (resonanssi)

Protonit absorboivat energiaa, koska ne alkavat prekessoida eli niiden pyorimisakselit
kiertyvdat ulkoisessa magneettikentdssd. Atomiydin alkaa pyorid akselinsa ympéri
kulmataajuudella (®). Prekession miirdd kuvaa termi vy, jota kutsutaan myds Larmor-
taajuudeksi. Taajuus, jolla protoni prekessoi, on verrannollinen ulkoisen magneettikentdan
voimakkuuteen: mitd voimakkaampi ulkoinen magneettikentti on, sitd suurempi on myds
kulmataajuus. Atomiytimen varauksen vuoksi, prekessointi synnyttdd saman taajuisen
vérdhtelevin sdhkokentén. Jos radiotaajuus aallot toimitetaan prekessoivalle protonille,
energia voidaan absorboida.  Kun tulevan sidteilyn vérdhtelevdn sdhkokentdn
komponenttien taajuus vastaa prekessoivan atomiytimen tuottaman sdhkokentin
taajuutta, ndma kaksi kenttdd yhdistyvdt ja energiaa siirtyy tulevasta siteilystd
atomiytimelle, mikd aiheuttaa spinin muuttumisen. Tétd tilannetta kutsutaan
resonanssiksi  ja  atomiytimelld  sanotaan  olevan  resonanssi  ldhestyvin
sdhkomagneettiaallon kanssa [15].

Ydinmagneettinen resonanssi-ilmio tapahtuu, kun ulkoisen magneettikentén kanssa
samansuuntainen atomiydin saadaan absorboimaan energiaa, jolloin sen pyOrimissuunta
muuttuu ulkoiseen kenttddn nidhden. Energian absorbointi on kvantittunut prosessi ja
absorboidun energian tulee olla yhtd suuri kuin kahden tilan vélinen ero [15].
Energiatasojen erotusten suuruus riippuu kaytetystd atomiytimestd. Jokaisella
atomiytimelld on eri magneettisen momentin ja litkemdirdmomentin suhde, silld
jokaisella on eri massa ja varaus. Tétd suhdetta kutsutaan magnetogyriseksi suhteeksi (y)
ja se on vakio jokaiselle atomiytimelle. Silldi ilmaistaan magneettikentdn
energiariippuvuutta. Prekession médard on verrannollinen ulkoisen magneettikentdn ja
atomiytimen magneettiseen voimakkuuteen. Herkkyyttd kasvatetaan magneettikentdn

voimakkuuden ja energiatilojen vélisen energiaerojen suhteella [15, 16].

4.3 NMR-kokeen suoritustapa

Néyte liuotetaan deuteroituun liuottimeen, joka ei sisilld héiritsevid protoneja. Laitteiston
kalibrointi voidaan suorittaa sisdiselld tai ulkoisella standardilla tai liuottimella.
Nayteliuos laitetaan pieneen, sylinterinmuotoiseen lasiputkeen, joka asetetaan magneetin

napojen viliin. Magneettien viliin on myos kiinnitetty radiotaajuusgeneraattori kdamilla.
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Tamid kddmi toimittaa protonien spin  orientaatiomuutokseen tarvittavan
elektromagneettisen energian [15].

NMR-mittauksen suoritustapana on nykyisin kéytdssd pulssiherdtteinen Fourier-
muunnosmenetelmi (F7) [1]. Tekniikka perustuu voimakkaan, mutta lyhyen
energiapurkauksen eli pulssin kdyttoon. Talld pulssilla viritetddn kaikki molekyylin
magneettiset atomiytimet samanaikaisesti. 2,1 Teslan magneettikentdssd kaytetddn
lyhyttd (1-10 ps) 90 MHz energiasykdysti, joka laitetaan péille ja pois erittdin nopeasti,
jolloin saadaan luotua pulssi. Vaikka tdimén pulssin tuottava oskillaattori on asetettu 90
MHz taajuuteen, pulssin kesto voi olla hyvin lyhyt. Pulssin taajuussisiltd on epdvakaa,
koska oskillaattori ei ole ollut tarpeeksi kauan pddlld vakaan perustaajuuden
muodostamiseksi. Siksi pulssi siséltdd joukon keskitettyjd taajuuksia. Tama taajuusalue
on tarpeeksi suuri, jotta se virittdd kaikki molekyylissd olevat erilliset vedyt kerrallaan
yhdelld energiasykiykselld. Kun pulssi ei ole jatkuva, viritetty atomiydin alkaa menettda
viritysenergiaansa ja palaa alkuperdiselle spintilalle eli tapahtuu relaksaatio. Jokaisen
viritetyn atomiytimen relaksaatio emittoi elektromagneettista siteilyd. Koska molekyyli
sisdltdd useita erilaisia atomiytimid, emittoitutu my0s useaa eri taajuista
elektromagneettista sdteilyd samanaikaisesti. Tétd kutsutaan vapaan induktion
heikentymissignaaliksi (FID) [15].

FID on kaikkien emittoituvien taajuuksien pédllekkdinen kombinaatio. Fourierin
muunnos hajottaa  FID-signaalin sisdltdmidt taajuudet yksittdisiksi sini- tai
kosiniaaltokomponenteiksi. F'7-menetelmé on herkka ja silld voidaan mitata heikkojakin
signaaleja. F7T-menetelmd on nopea ja mittauksen voi suorittaa muutamissa sekunneissa.
Tietokoneella ja nopealla mittauksella on mahdollista toistaa FID-signaalin mittaus, mika
on etu pienissd ndytemdadrissd. Téalloin FID-signaalin intensiteetti on heikko ja sithen on
liittynyt paljon taustakohinaa. Taustakohina on satunnaista elektronien signaalia, joka
havaitaan usein pohjaviivan signaalin vaihteluna. Kun mittausta toistetaan useita kertoja,

pienenee kohinan osuus sen satunnaisuudesta johtuen [15].

4.4 Kemiallinen siirtyma

Molekyylin protonit ovat ympérdity elektroneilla ja niiden elektroniset (magneettiset)
ympéristot vaihtelevat protonien vililli. Myos valenssikuoren elektronitiheys vaihtelee
protoneilla ja ne ovat varjostettu ymparoivilla elektroneilla. Ulkoisen magneettikentin

vuoksi protonin valenssielektronit alkavat pyorid, mitd kutsutaan paikalliseksi



16

diamagneettiseksi  virraksi. Tamd luo  vastamagneettikentin, joka  on
vastakkaissuuntainen ulkoiseen magneettikenttddn ndhden. Tétd efektid puolestaan
kutsutaan diamagneettiseksi varjostukseksi tai anisotropiaksi. Diamagneettisen
anisotropian seurauksena jokainen molekyylin protoni on varjostettu ulkoiselta
magneettikentédltd. Sen ulottuvuus riippuu ympérdivastd elektronitiheydestd. Mitd
suurempi atomiytimen elektronitiheys on, sitd suurempi ulkoisen magneettikentdn
vastakkainen kenttd on. Tidstd johtuen atomiydin prekessoi matalammilla taajuuksilla
[15].

On vaikeaa mitata tietyn prekession taajuutta, jonka vuoksi referenssiyhdiste
lisitddn analysoitavaan yhdisteeseen. Ndin mitataan néytteessd jokaisen protonin
resonanssitaajuudet vertaamalla referenssiyhdisteen protonien resonanssitaajuuksiin.
Yleisimmin kéytetty referenssiyhdiste on tetrametyylisilaani (TMS), silld sen
metyyliryhmien protonit ovat muihin tunnettuihin yhdisteisiin verrattuna enemmaén
varjostettuja. Kun mitataan jotakin yhdistettd, ilmoitetaan hertseind (Hz) miten kauaksi
protonien resonanssit ovat siirtyneet referenssiin verrattuna. Kemiallinen siirtymi (3)
kertoo, kuinka kauaksi resonanssiprotoni on siirtynyt miljoonasosa yksikdssa (ppm) seka
minkélainen protonin kemiallinen ympéristd on. Protonit, jotka 10ytyvit kemiallisesti
samanlaisista ymparistoistd molekyylissd, ovat kemiallisesti samanlaisia ja ne nikyvit
usein samalla kemiallisella siirtymilld. Kemiallisesti samanlaiset protonit ovat usein
myOs magneettisesti samanlaiset. Voimakkaasti varjostetut protonit havaitaan NMR-
spektrissd oikealla eli yldkentilld, kun taas vihemmin varjostetut havaitaan vasemmalla
eli alakentdlld [15]. Piikkien kemialliset siirtymét lasketaan taajuuseroina TMS-
referenssiin ndhden, minkd vuoksi tdmén tyyppisid spektrejd kutsutaan taajuusluokan
spektreiksi [12].

Erityyppisten  funktionaalisten ~ryhmien kemiallisia ~siirtymii 'H-NMR
spektroskopiassa on seuraavalla sivulla (Kuva 9). Lisdksi on mdidritelty, ettd TMS-
resonanssiprotonit ovat siirtymaélld 0 ppm. Siirtymé voidaan laskea kaavalla [15]:

siirtyma (Hz)

5= = 1
spektrometrin taajuus (MHz) ppm (1)
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Kuva 9. '"H-NMR kemiallisia siirtymi () [1].

4.5 Intensiteetit

'"H-NMR-spektri erottelee molekyylin erityyppisii protoneja ja osoittaa sen, kuinka
monta erilaista protonityyppid molekyyli sisdltdd. Piikkien pinta-ala on verrannollinen
piikin muodostamien protonien lukuméédrdaan. NMR-spektrometrilld on kyky integroida
sahkoisesti piikkien pinta-alat, mikd tapahtuu piirtdmélld jokaisen piikin yldpuolelle
vertikaalisesti nouseva viiva, jota kutsutaan integraaliksi. Intensiteettisuhteet eli
integraalit nousevat korkeudessa suhteessa piikkien pinta-alaan. Integraalien korkeudet
eivit kerro protonien absoluuttista lukumdirdd, vaan tuloksena saadaan erilaisten
protonien suhteelliset lukumairédt. Tuntemalla analysoitavan yhdisteen molekyylikaava,

saadaan laskettua erilaisten protonien todelliset lukuméaérat [15].

4.6 Spin-spin-kytkeytyminen

Spin-spin-kytkeytyminen eli J-kytkentdilmio voidaan selittdd n+/-sddnnolld. Kukin
protonityyppi "tunnistaa" ekvivalenttien protonien lukuméérdn (n) vieressd olevilta
hiiliatomeilta, joiden protonien resonanssipiikit jaetaan n+/ komponentteihin. J-
kytkeytyminen paljastaa kuinka monta protonia on vierekkdin jokaisen protonityypin
kanssa, jotka antavat absorptiopiikin tai ndissd tapauksissa absorptiomultipletin. Kun
protonilla on n naapuriprotonia, joiden J-kytkenndt ovat yhtd suuria, protonin
absorptiopiikki jakautuu n+/ viivaksi. Ndiden viivojen intensiteetit eivdt kuitenkaan ole
samoja. Viivojen intensiteetit ja niiden mallit saadaan Pascalin kolmiosta (7aulukko 1)

[15].
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Taulukko 1. Pascalin kolmio [15].

Malli Intensiteetti Naapuri protoneja
Singletti 1 0
Dupletti 1 1 1
Tripletti 1 2 1 2
Kvartetti 1 3 3 1 3
Kvintetti 1 4 6 4 1 4
Sekstetti 1 5 10 10 5 1 5
Septetti 1 6 15 20 15 6 1 6

4.7 Kvantitatitvinen NMR

NMR-analyyseissd kiytetdin deuteroituja liuottimia, joissa vetyatomien ’H-isotoopit
ovat korvattu “H-isotoopeilla. TAmi auttaa erityisesti /H-analyyseissi, jolloin ei havaita
livottimista johtuvia hiiritsevid /H-piikkeji [17]. NMR-niytteen suositeltu tilavuus on
noin 750 pl, joka vastaa 6 cm ndyteputkessa. Pidemmaét detektorikd&dmit uudemmissa
laitteissa mahdollistavat parempien spektrien saamisen suuremmilla néytetilavuuksilla.
Néytteen syvyys spinnerissd on normaalisti 20 mm. Laitteen ldmpdtila tulee tarkistaa
ennen mittauksen suorittamista. Standardina laitteen 1dmpdtila on 298 K eli 25 °C [18].

Kvantitatiivisen NMR-spektroskopian kvantitatiivisen epatarkkuuden on kerrottu
olevan alle 2,0 %, jonka on sovittu olevan tarkan ja tdsmdillisen kvantifikaation
hyvéksyttivi raja-arvo. Validointiparametrit kuten tarkkuus, tdsmillisyys, lineaarisuus,
uusittavuus, selektiivisyys ja spesifisyys, on osoittanut, ettd NMR-spektroskopia on hyvi
analyyttinen tekniikka kvantitatiiviseen arviointiin. Muista tekniikoista poiketen,
kvantitatiivisella NMR-spektroskopialla on tietyt saanto- ja prosessointiparametrit seka
vertailutekniikka, jotka vaativat huolellista harkitsemista, jotta saavutetaan korkeat
tarkkuudet ja tdsmallisyydet. Néytteen valmistusmetodit ja kokeelliset metodit voivat
lisitd huomattavaa virhettd kvantitatiiviseen NMR-analyysiin, mikd voi johtaa
tarkkuuden ja tdsméllisyyden vihenemiseen [17].

Kvantitatiivisessa NMR-spektroskopiassa keskeisin suhde on se, ettdi NMR-
spektrin signaalin voimakkuus on suoraan verrannollinen ydinten lukuméérdén tietylld
resonanssilla. Tdméa voidaan esittdd yhtdlond: I,aN,, josta I, = K X N, jossa K on
spektrometrin vakio, joka pysyy samana NMR-spektrissd samana kaikilla resonansseilla.
Tahéan vakioon vaikuttavia tekijoitd ovat pulssin kiihdytys, toistoaika seké laajan alueen
irrotus, joka puolestaan aiheuttaa luontaista védristymistd voimakkuudessa.
Kvantitatiivinen NMR-analyysi vaatii vertailu- eli referenssiyhdisteen analyytin
konsentraation laskemiseksi. lhanteellinen sisdinen standardi on puhdas, edullinen,

kemiallisesti inertti, pysyvd sekd liukeneva useimpiin kéytettyihin NMR-liuottimiin.
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Referenssisignaalin pitdisi myds olla helposti erotettavissa sekd mielellddn singletti.
Referenssiyhdisteen relaksaatioaika tulisi olla ldhelld tutkittavan yhdisteen aikaa, jotta
viltettdisiin mittauksen tarpeetonta ajankasvua. Tunnettu konsentraatio tai punnittu
maérd referenssiyhdistettd liuotetaan tunnettuun tilavuuteen analyyttid kvantitatiivista
analyysid varten. Sisdisen standardin tdrkeimmait edellytykset ovat liukoisuus ja
kemiallinen vuorovaikutus analyytin kanssa. On tdrkedd tietdd analyytin luonteesta

valittaessa referenssiyhdistettd kvantitatiivisessa NMR -spektroskopiassa [17].
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S KROMATOGRAFIA

Kromatografia on yksi analyyttisen kemian tehokkaimmista tydkaluista komponenttien
erotukselle ja analysoinnille monimutkaisista seoksista. Massaspektrometridetektoinnilla
pystytddn erotetut komponentit tunnistamaan. Kromatografia on prosessi, jossa eri
yhdisteitd pystytddn erottamaan toisistaan. Kolonnikromatografiassa tutkittava analyytti
kuljetetaan kolonnin lépi, jossa analyytin yhdisteet pidattyvit eri pituiset ajat litkkuvan
faasin eli eluentin kulkiessa kolonnin ldpi. Stationddrifaasi eli aine, joka pysyy
kiinnitettynd kolonnissa, on joko kiintedd ainetta tai nestetti. Neste on tdlloin usein
kovalenttisesti sitoutunut kiinteisiin partikkeleihin tai se on onton kapillaarin sisdpinnalla.
Prosessia, jossa neste tai kaasu kulkee kromatografikolonnin 14pi, kutsutaan eluutioksi
[8]. Liikkuva faasi voi olla olomuodoltaan neste tai kaasu. Nestekromatografiassa
liikkkuvana faasina on neste, kun taas kaasukromatografiassa liikkkuvana faasina on kaasu.
Nestekromatografinen erotus voidaan suorittaa kolonnin liséksi tasolla, sekd
paineenalaisena tai ilman. Analyyttisessd kromatografiassa tunnistetaan tai kvantitoidaan
erotettava aine. Preparatiivisessa kromatografiassa puolestaan erotettava aine otetaan

talteen jatko kéyttoa varten [19].

5.1 Erotusmekanismi

Kromatografia voidaan luokitella eluentin ja stationdérifaasin vuorovaikutuksen
perusteella adsorptio-, jakautumis-, ioninvaihto-, ekskluusio- tai
affiniteettikromatografiaan. Adsorptiokromatografiassa stationddrifaasi on kiinted ja
litkkkuva faasi on nestemdinen tai kaasumainen. Tdssd neste tai kaasu adsorboidaan
kiinteiden partikkeleiden pinnalle, joiden erotus perustuu eri yhdisteiden erilaiseen
kiinnittymiseen stationddrifaasiin. Jakautumis- eli partitiokromatografiassa ohut
nestekerros on kiintedn kantajan pinnalla stationddrifaasissa. Liikkuva faasi on neste tai
kaasu. Analyytti tasapainoilee nestemdiisen stationddrifaasin ja liikkuvan faasin vaililla,
jolloin erotus perustuu komponenttien liukoisuuseroihin. Ioninvaihtokromatografiassa
ioniset ryhmit, kuten -SO5™ tai -N(CH3)3", ovat kovalenttisesti kiinnitettyind kiintedan
stationddrifaasiin, joka on usein hartsia. Analyytin ionit houkutellaan sdhkdisilla
vuorovaikutuksilla stationddrifaasille. Komponentit tarttuvat stationddrifaasiin sitd

tiukemmin, mitd suurempi varausero on. Liikkuva faasi on neste [9].
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Ekskluusiokromatografia erottaa molekyylit niiden koon mukaisesti, jossa
suurimmat  molekyylit eluoituvat nopeammin. Analyytin molekyyleilld ja
stationddrifaasilla ei tdssd tapauksessa ole puoleensa vetdvid vuorovaikutuksia.
Stationddrifaasissa on tarpeeksi pienid huokosia, joihin pienet molekyylit mahtuvat, mutta
suuret eivit, jolloin suuret molekyylit virtaavat nopeasti ohitse ja pienemmaét molekyylit
menevét huokosiin ja pidéttyvit kolonnissa. Suuremman tilavuuden pitéé virrata kolonnin
lapi, jolloin pienemmilld molekyyleilld kestdd kauemmin kulkeutua ulos kolonnista.
Affiniteettikromatografia on valikoivin, jossa tapahtuu spesifinen vuorovaikutus yhden
analyytin molekyylin ja stationdirifaasiin kovalenttisesti kiinnittyneen molekyylin
vililld. Tdméan kaltainen vuorovaikutus tapahtuu esimerkiksi vasta-aineen ja proteiinin
vililld. Tuhansien eri proteiinien seos virtaa kolonnin lépi, jolloin tietty haluttu proteiini
kiinnittyy vasta-aineeseen. Kun muut proteiinit huuhtoutuvat kolonnista ulos, haluttu

proteiini irrotetaan stationddrifaasista muuttamalla pH-arvoa tai ionivahvuutta [9].

5.2 Ohutkerroskromatografia

Tasokromatografisia ~ menetelmid ovat ohutkerros- ja  paperikromatografia.
Stationddrifaasi on ndissd menetelmissa tasossa. Ohutkerroskromatografiassa esimerkiksi
lasilevyn pintaan on kiinnitetty kiinted stationddrifaasi, kun taas paperikromatografiassa
huokoinen paperi toimii kiintednd stationddrifaasina [19]. Ohutkerroskromatografia
(TLC) on seosten erotusmenetelmd, jossa yhdisteet erottuvat eluoimalla ne
tasokromatografisen kerroksen ldpi. Erotettujen komponenttien detektointi tapahtuu
visuaalisesti usein fluoresoivan TLC-levyn avulla. Erottuneet komponentit on myds
mahdollista védrjdtd tai hiiltdd. Tasomainen ohutkerroskromatografia voi olla

parhaimmillaan erinomainen kvalitatiivinen ja kvantitatiivinen analyysimenetelma [20].

5.2.1 Teoria ja periaate

TLC-levyn resoluutiota ohjaavat tdrkeimmét ominaisuudet ovat pistekoko ja levyn
fyysinen koko. Pisteiden halkaisijakoolla 0,5 cm ja tyypillisesti 10 cm levyn pituudella
pystytddn  optimaalisesti  erottamaan jopa 20  komponenttia. TLC- ja
paperikromatografiassa saadut tulokset kuvataan hidastustekijélld eli Rearvolla, joka
viittaa komponentin keskipisteen kulkeman matkan siirtymisen suhteessa liuotinrintaman

nousuun [20].
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Komponentin kulkema matka (cm)

(2)

I~ Liuotinrintaman kulkema matka (em)

Vaikka R¢-arvo ei ole komponentin absoluuttinen fyysinen arvo, kun olosuhteita
valvotaan tarkasti, voi arvo auttaa tunnistamisessa. Re-arvoon vaikuttavia muuttujia on
useita, esimerkiksi liuotinkoostumuksen vihdinen ero, lampdtila, kehitysastian koko ja
adsorbenttikerros. Viittaamalla huolellisesti valittuun standardiin samalla levyll4 ajetulla
R-arvolla, néditd muuttujia vdhennetdén. Rg-arvojen yhtdsuuruus ei kuitenkaan ole yksin
luotettava  todiste, jolloin komponentti on eluoitava adsorbenttikerroksesta
jatkotutkimukseen, kuten ydinmagneettiresonanssi (**C ja 'H) tai massaspektroskopia,

jossa suoritetaan tunnistaminen [20].

Komponentin kulkema matka (cm)
st =

(3)

Standardin kulkema matka (cm)

Ohutkerroskromatografiassa haihtuvassa liuottimessa oleva ndyte levitetddn
lasikapillaariputken avulla noin 1-2 cm etdisyydelle levyn alareunasta. Adsorbenttikerros
on yhtendinen ja inertti, kuten silikageeli tai alumiinioksidi, joka on tasaisesti
levypinnassa. Kun tépld on kuivunut, levy asetetaan pystysuoraan sopivaan
kehitysastiaan, joka on kylldstetty valitulla litkkuvalla faasilla. Liuotinrintama nousee
kapillaarivaikutuksesta, ja ndin saadaan aikaan kromatografinen erotus, jolloin niyteseos
erottuu erillisiksi pisteiksi. Mahdolliset vuorovaikutukset, jotka johtavat molekyylien
adsorboitumiseen levylld, ovat van der Waalsin voimat, dipoli-dipoli-vuorovaikutukset,
molekyylien viliset vetysidokset tai kemisorptio. Ajon lopussa liuottimen annetaan
haihtua levyltd ja erotetut pisteet merkitdén ja tunnistetaan joko fysikaalisilla tai
kemiallisilla menetelmilld. Erottamisen jdlkeen yksittdinen piste on helppo ottaa talteen

kaapimalla adsorboitunut piste pois. Aine voidaan sitten uuttaa sopivalla liuottimella [20].

5.2.2 Adsorbentit

Ohutkerroskromatografian  adsorbenttien yleisten ominaisuuksien tulisi  olla
samankaltaisia kuin kolonneissa kéytetyille adsorbenteille. Adsorbentin kaksi tirkeinta
ominaisuutta ovat sen hiukkaskoko ja homogeenisuus, koska vetovoima levyyn riippuu
suuresti niistd. Silikageeli on TLC-tutkimuksissa yleisimmin kéytetty adsorbentti. Sitd
valmistetaan natriumsilikaatin  hydrolyysireaktiolla  piihapoksi, joka edelleen
kondensaatioreaktion ja polymeroinnin tuloksena tuottaa silikageelimateriaalia.

Kaupallisesti on saatavilla fluoresoivilla indikaattoreilla esipinnoitettuja levyjd, jotka
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emittoivat vihredd fluoresenssia, kun niité séteilytetddn UV-valolla (Hg-lamppu) 254 nm
aallonpituudella. Absorboivat aineet nikyvédt tummina tiplind vihredd fluoresoivaa
taustaa vasten. Silikageelid voidaan kéyttdd neutraalien, eméksisten ja happamien
hydrofiilisten aineiden erottamiseen sopivilla eluenteilla. Tdstd kéytetdén nimitystd
normaalifaasikromatografia. Kaidnteisfaasikromatografiasta on kyse, kun pooliton
stationddrifaasi eluoidaan poolisemmalla eluentilla ja analyyttien eluointijirjestys
kaintyy. Kuten nestekromatografiassa, suosituin alkyyliketjun pituus on C;s [20].
Alumiinioksidia voidaan valmistaa yhtd puhtaaksi ja spesifioiduksi kuin
silikageelid kayttdmalld useita epdyhtendisid dehydraatioprosesseja, joissa on erilaisia
alumiinihydroksidin kiteisid modifikaatioita. Reaktio-olosuhteet voidaan sditidd
tuottamaan alumiinioksidia, jossa on joko hapan, eméksinen tai neutraali pinta. Neutraalia
alumiinioksidia kiytetddn pddasiassa orgaanisten eluenttien kanssa ja se soveltuu
kiytettdviksi joko labiilien tai vahvoihin alkaleihin sitoutuneisiin yhdisteisiin. Hapanta
alumiinioksidia kiytetddn neutraalien tai happamien materiaalien erottamiseen, jotka

eivit ole happolabiileja [20].

5.2.3 Naytteiden applikointi

Naytteet on applikoitava TLC-levyihin varovasti rikkomatta adsorbenttikerrosta.
Normaalisti néytteet applikoidaan manuaalisesti kapillaariputkella tai mikropipetilld
siten, ettd pisara koskettaa levyn pintaa kirjen ollessa juuri sen yldpuolella.
Adsorbenttikerroksen reikd estdd yhtendisen liuotinvirtauksen, mikd aiheuttaa
komponenttien vairistymistd ja erotuskyvyn heikentymisti. Pisteiden etdisyys toisistaan
pitdisi olla vdhintddn 1 cm, niiden halkaisijan tulisi olla 2—5 mm, eik4 niiden pitdisi olla
1,5 cm ldhempéni levyn reunaa. Puoliautomatisoidut ja tdysin automatisoidut laitteet ovat
parantaneet tekniikan toistettavuutta, koska ne voivat tuottaa levylle tidsmaéllisid
tilavuuksia tdsmaéllisesti médriteltyihin paikkoihin, jolloin poistetaan kvantitatiivisesta

analyysistd suurin virheldhde [20].

5.2.4 Kehitys

Kun néytteet ovat applikoitu levylle, se asetetaan sopivaan kehitysastiaan, jossa levyn
alareuna upotetaan eluenttiin 0,5—1,0 cm syvyyteen. Sopivan eluentin tulisi antaa R-arvot

0,3-0,7 wvélilla. Kehitysastian ilmakehdn annetaan kyllastyd ja homogenisoitua
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liuotinhdyryilld, mikd minimoi eluentin haihtumisen TLC-levyltd kehityksen aikana.
Kylldstymistd voidaan helpottaa vuoraamalla astian seindt suodatinpaperilla, joka on
kastettu eluenttiin. Sdilion koko ja kéytetyn eluentin tilavuus vaikuttavat Rsarvoihin,
koska néiden kahden tekijén vélill& ohjataan sdiliossd olevan hoyryn koostumusta. Astian
tulisi olla mahdollisimman pieni suljetun ilmakehén tilavuuden minimoimiseksi. Ajoaika,
lahtoviivan etdisyys eluenttipinnasta ja nédytepisteiden sijainnit tulisivat pitdd vakioina
[20].

Komponenttien erotuksia ohjataan jakautumissuhteilla tietyilld adsorbentin ja
eluentin jarjestelmilld. Erotusprofiili voidaan muokata muuttamalla jakautumissuhteita,
jotka saavutetaan helposti muuttamalla liuotinkoostumuksen vahvuutta ja poolisuutta.
Liuotin valitaan analyyttien poolisuuksien perusteella. Y1i kahden komponentin seoksia
tulisi valttdd, silla monimutkaiset seokset kokevat helposti faasimuutoksia lampdtilan
muuttuessa. Liuottimien puhtausvaatimukset ovat vdhdisemmidt kuin muissa
kromatografian lajeissa, mutta liuottimien tulisi olla edullisia, silld niitd kéytetddn usein
suuria tilavuuksia. Ne eivit saisi olla runsaasti haihtuvia, koska kehitysastiaan halutaan
saada tarkka tasapainotila. Haihtuvuus kuitenkin parantaa liuottimen poistettavuutta

levysté ajon jilkeen [20].

5.2.5 Erotettujen komponenttien havaitseminen

Kemiallisissa detektointimenetelmissd levy kasitellddn jollakin reagenssilla, jota
kutsutaan paikannus- eli kromogeeniseksi reagenssiksi. Pienet levyt voidaan késitelld
upottamalla levy nopeasti reagenssiin, mutta suuremmat levyt késitellddn
sumutusmenetelmalld, jossa levy sumutetaan reagenssilla. Upotuksessa on mahdollista
saada reagenssi tasaisemmin levylle, mutta néytteitd voi havitd levyltd ja pisteiden
leviamistd voi tapahtua, mikd voi johtaa erotuskyvyn ja herkkyyden heikentymiseen.
Naissd menetelmissé levyissd muodostuu vérilliset johdannaiset. Reagenssit luokitellaan
epaspesifisiksi, jos ne tuottavat virillisia tdplid useilla eri yhdisteilld. Spesifiset reagenssit
reagoivat vain sellaisten yhdisteiden kanssa, jotka sisdltdvit tietyn funktionaalisen
ryhman.  Spesifisid kromogeenisia reagensseja voidaan soveltaa pisteiden
havaitsemisessa ja komponenttien tunnistamisessa. Levyéd on usein tarpeen kuumentaa
upotuksen tai sumutuksen jidlkeen komponenttien vélisen kemiallisen reaktion
nopeuttamiseksi. Tadmid edellyttdd erikoistuneita ldmmityskammioita, jotta saadaan

aikaiseksi tasaiset olosuhteet pisteiden kehitykselle [20].
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Yleisimmin kaytetyssa ultraviolettipaikannusmenetelmassi kaytetddn
adsorptiokerrosta, joka siséltdd fluoresoivan indikaattorin, joka absorboi valoa 254 nm
aallonpituudella. Kun levya sdteilytetddn télld aallonpituudella, havaitaan emittoiva valo
vihrednd virind. Komponentin piste sammuttaa fluoresenssin, jolloin komponentti niakyy
tummana pisteend vihredd taustaa vasten. Tunnistusmenetelmé ei ole spesifinen, mutta
etuna on se, ettd indikaattori ei liukene tavallisiin livottimiin. Havaitun fluoresenssin
intensiteetti on verrattavissa konsentraatioon. Elohopea- tai ksenonlamppuja kiytetdan
niiden korkeiden intensiteettien ja spektrialueiden vuoksi, joissa monokromaattorilla
sdddetddn sopiva aallonpituus. Kvantitatiivisissa analyyseissd on hyvd kayttdd

kalibrointigraafeja [20].

5.3 Korkean erotuskyvyn nestekromatografia

Korkean erotuskyvyn nestekromatografiassa (HPLC) niyte syotetddn kapeissa
kapillaareissa korkeassa paineessa kulkevaan eluenttivirtaan umpinaisen kolonnin ldpi
[19]. Kolonni on pakattu mikrometrikokoluokan partikkeleista koostuvalla
stationddrifaasilla, joka tarjoaa erinomaisen erotuksen. Eluenttivirtaa kuljetetaan yhdella
tai useammalla pumpulla sykkeettomésti koko laitteiston ldpi. Nédyte syotetddn injektorin
kautta eluenttivirtaan. Analyytin komponenttien erottuminen ja jakaantuminen tapahtuvat

kolonnissa. Detektorilla havaitaan komponenttien erottuminen [9].

5.3.1 Kolonni

Normaalifaasikromatografiassa kéytetddn poolista stationddrifaasia ja poolittomia
livottimia néytteen pidittdmiseksi kolonnissa. Eluentin vahvuutta kasvatetaan lisdamélla
poolisen liuottimen osuutta. Eluentin vahvuuden lisdéintyessd néyte viettdd vihemmén
aikaa stationdérifaasissa ja siirtyy nopeammin eteenpdin kolonnissa eluenttivirran
mukana. Kééinteisfaasikromatografiassa stationddrifaasi on pooliton tai heikosti poolinen
ja liuotin poolinen ennen eluutiota. Eluentin vahvuutta kasvatetaan lisddmailla poolitonta
liuotinta, jolloin pooliton nédyte eluoituu nopeammin kolonnista. Neste-
nestekromatografiassa yleisimmin silikan pintaan on kovalenttisilla sidoksilla
kiinnitettyjd silanoliryhmid. Oktadekyyli (Cig) on kéytetyin stationddrifaasi. Silikan
pintaan kiinnitetyt Si-O-Si -ryhmait ovat stabiileja pH-alueella 2—8. Vahvasti happamilla

tai emiksisilld eluenteilla silikaa ei voida tavallisesti kdyttdd, mutta poikkeuksia 16ytyy.
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Eri stationdérifaasit vuorovaikuttavat erilaisesti saman eluentin kanssa. Kun vaihdetaan
poolittomasta Cis-kolonnista poolittomaan pentafluorofenyyli kolonniin, retentioajat ja
eri yhdisteiden eluutiot voivat vaihdella [9].

Kromatografiassa padédmidrand on vidhentdd tekijdt, jotka aiheuttavat piikkien
leventymisti. Niytevyohykkeiden leventymistd tapahtuu niiden virratessa kapillaareissa
sekd kolonnissa. Tdmén vuoksi kapillaareista tehddin mahdollisimman lyhyita ja kapeita
[21]. Niaytevyohykkeen leventyminen kolonnissa johtuu pitkittidisdiffuusiosta,
eripituisista kulkureiteistd ja massansiirrosta pintaan. Analyytille muodostuu hitaasti
tasapaino eluentin seki stationddrifaasin vilille. Adrettdmin kapea analyytin vydhyke
kolonnin sisélld alkaa hiljalleen leventyd, silli molekyylit diffuntoituvat vyohykkeen
keskeltd molempiin suuntiin. Tatd vdistamétontd prosessia kutsutaan longitudinaaliseksi
eli pitkittdiseksi diffuusioksi ja se alkaa vilittomaisti injektoinnin jilkeen. Mitd
kauemmaksi vyohyke on matkannut, sitd pidempi aika silld on ollut diffuntoitua ja siti
levedammaiksi vyohyke kasvaa. Leventyminen longitudinaalisella diffuusiolla on kddntiden
verrannollinen virtausnopeuteen: leventyminen & %, jossa u on virtausnopeus ja sitd
mitataan yksikdssd ml min™! [9].

Kun kolonni on ylikuormitettu liialla analyytilld yhdessd vyohykkeessd, havaittu
piikki nousee ensin normaalisti, mutta putoaa yhtékkid. Syy tdhén on se, ettd yhdiste on
pddosin liuennut itseensd. Héntiminen on asymmetrinen piikin muoto, jossa seuraava
vyohyke on pidentynyt. Héntimistd voidaan vdhentdd erilaisilla kolonneilla, joissa
pooliset ryhmit ovat korvattu kemiallisella kisittelylld poolittomilla. Kolonni tulee
vaihtaa uuteen, mikali piikkien hidntiminen lisdédntyy. [9].

Korkean erotuskyvyn nestekromatografian kolonnit ovat melko kalliita ja ne
heikkenevit helposti néytteiden ja liuottimien epédpuhtauksien irreversiibelistd
adsorptiosta [8]. Tdmén vuoksi usein kédytetddn lyhyitd ja kertakédyttoisid esikolonneja,
jotka ovat stationdirifaaseiltaan kolonnien kaltaisia [9, 21]. Télloin irreversiibelisti
kiinnittyvét epapuhtaudet jaavit esikolonniin ja ne heitetdén aika ajoin pois. Kolonnien
tdytemateriaali pysyy kolonnin sisédlld sen molemmissa pdissé olevien huokoisten levyjen
avulla [21]. Sisddn menevé levy toimii partikkeleiden suodattimena ja jakaa liuoksen
tasaisesti koko kolonnin halkaisijan matkalla. Eluentit ja valmistetut ndytteet tulee
suodattaa 0,2-2 pum suodattimilla kolonnin kontaminoitumisen, kapillaarien
tukkeutumisen ja pumpun vahingoittumisen estdmiseksi. Piikkien ~muodon
huonontuminen voi olla merkki siitd, ettd huokoiset levyt ovat tukossa, jolloin levyt

voidaan huuhtoa liuottimella tai vaihtaa uusiin [9].
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5.3.2 Eluentit

Eluutiota yhdelld eluentilla tai samalla eluenttiseoksella kutsutaan isokraattiseksi
eluutioksi. Gradienttieluutiossa kahden tai useamman eluentin pitoisuuksia vaihdellaan
jatkuvasti puskuriliuoksen ja orgaanisen eluentin pitoisuuksia muuttamalla. Usein
kaanteisfaasikromatografiassa kiytettdvéd orgaaninen eluentti on asetonitriili tai metanoli,
jotka ovat vettd poolittomampia. Puskuriliuokset ovat ultrapuhtaaseen veteen
laimennettuja pH-puskureita [9]. Eluentteihin liuennut ilma aiheuttaa ongelmia
pumpussa, kolonnissa ja detektorissa, minkd vuoksi kaikista valmistetuista eluenteista on
ilma poistettu ultraddnihauteella tai laitteen omalla ilmanpoistojirjestelmélld. Mikrobit
voivat alkaa kasvaa veden ja puskuriliuosten seoksissa, minkd vuoksi kéytettivien
puskuriliuosten pitiisi olla tuoreita kolonnin ja kapillaarien tukkeutumisen vilttdmiseksi

[21].

5.3.3 Detektorit

UV/Vis-detektori mittaa eluution absorbanssia joko yhdelld aallonpituudella tai
aallonpituusalueella. Analyytin pitdd absorboida UV-siteilyé tai ndkyvaa valoa, jotta se
voidaan havaita [9]. Tekijat, kuten signaali, piikin korkeus ja pinta-ala kdyttaytyvit
UV/Vis-mittauksessa Lambert-Beerin lain mukaisesti. UV/Vis-laitteistot voidaan jakaa
riippuen niiden aallonpituusvalintatavasta, jotka ovat suodatin, monokromaattori ja
diodirividetektori [21]. Suodattimella rajataan tietty emissioviiva, kuten esimerkiksi
elohopealampusta suodatetaan intensiivinen 254 nm aallonpituus. Monokromaattorin
avulla voidaan valita mittausaallonpituus portaattomasti, esimerkiksi deuteriumlampulla
valitaan analyytille optimaalisin aallonpituus 190-600 nm vililtd. Diodirividetektorilla
voidaan tallentaa jokaisen analyytin komponentin eluoituminen UV/Vis-
absorptiospektrille erikseen [9, 21].

Sdhkokemiallista detektoria voidaan kéyttié analyyteille, jotka voidaan hapettaa tai
pelkistdd elektrodilla [9, 21]. Eluenttiin johdettu jénnite aiheuttaa analyyttiliuoksessa
sahkokemiallisen muutoksen, joka mitataan sihkovirtana [21]. Mitattava sdhkovirta on
verrannollinen analyytin konsentraatioon [9]. Fluoresenssidetektorit ovat hyvin herkkia,
mutta niitd voidaan kdyttda vain analyyteille, jotka fluoresoivat tai jotka voidaan tehdd
fluoresoiviksi. Fluoresenssidetektorin toiminta perustuu siihen, ettd néyte siteilytetdin

pienemmélld  aallonpituudella ja  emissiota tarkkaillaan tdtd  suuremmalla
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aallonpituudella. Emission intensiteetti on verrannollinen analyytin konsentraatioon.
Hoyrystéavélld valon sirontadetektorilla analyytti hdyrystetdén aerosoliksi. Helposti

haihtuvat liuottimet haihtuvat ja jiljelle jdavét hienot partikkelit havaitaan valon sirontana

[9].

5.3.4 Kvalitatiivinen ja kvantitatiivinen analyysi

Yksinkertaisin  kvalitatiivinen =~ kromatogrammin  piikkien tunnistamistapa on
retentioaikojen vertailu. Luotettavin tapa kvalitatiiviselle kromatografialle on lisiti
tunnettua yhdistettd tuntemattomaan ndytteeseen. Jos lisdtty yhdiste on identtinen
tutkittavan yhdisteen kanssa, niin timén piikin relatiivinen koko kasvaa. On mahdollista,
ettd kahdella yhdisteelld on sama retentioaika tiettyd kolonnia kayttidessd. On kuitenkin
epatodennékoistd, ettd kahdella yhdisteelld on sama retentioaika eri stationddrifaasilla.
Kvalitatiivisessa analyysissd jokainen kromatografin piikki siirtyy massaspektrometrille,
josta saadaan kolonnissa eluoitujen yhdisteiden massaspektri. Yhdisteet on mahdollista
identifioida laitteen omalla kirjastolla [9].

Kvantitatiivisessa analyysissd tutkittavan yhdisteen piikin pinta-alaa verrataan
samasta yhdisteestd sovitettuun standardisuoraan. Usein kromatografiassa kéytetdin
sisdistd standardia, silld injektiotilavuus ja tdsmélliset kromatografiset olosuhteet voivat
jossain médrin vaihdella ajojen vililld. Olosuhteiden vaihtelut vaikuttavat samalla tavoin
sisdiselle standardille ja analyytille. Tulokseksi saadaan analyytin konsentraatiota
vertailemalla  analyytin  piikin  pinta-alaa  sisdisen  standardin  vastaavaan.
Massaspektrometrilld  erotetut komponentit pyritddn mahdollisuuksien mukaan

detektoimaan kvantitatiivisesti [9].
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6 MASSASPEKTROMETRIA

Massaspektrometria mittaa kaasufaasissa olevien ionien massoja ja varauksia.
Massaspektrometri on kromatografialle tehokkain detektointimenetelmd, silli se on
herkka pienille konsentraatioille ja silld saadaan seké kvalitatiivisia ettd kvantitatiivisia
tuloksia. Liséksi silld pystytddn erottamaan samalla retentioajalla eluoituvia yhdisteita
[9]. Nestekromatografian haasteena on poistaa liuotin analyytistd, jotta se ei tdytd
massaspektrometrin vakuumia. Laitteistossa onkin tdmdn vuoksi liitososa, jota pitkin
livottimet poistuvat [9, 15].

Massaspektrometri koostuu viidestd komponentista, jotka ovat ndytteensyotin,
ionisaattori, massa-analysaattori, detektori seki tietokone. Néytteensyottimelld viedddn
ndyte laboratorio-olosuhteesta (1 atm paineesta) massaspektrometrille korkeaan
vakuumiin. Massaspektrometrin sisélld paine vaihtelee ionisaattorin muutamasta
elohopeamillimetrista massa-analysaattorin ja detektorin muutamaan
elohopeamikrometriin. Niytteensyottimeltd nédyte viedddn ionisaattorille, jossa
ndytemolekyylit muutetaan kaasuioneiksi. loneja kiihdytetddn sihkomagneettikentélld
massa-analysaattorille, joka erottelee ionit niiden massa-varaussuhteen mukaan. Erotellut
ionit havaitaan detektorilla ja signaalit tallennetaan ja prosessoidaan tietokoneella [15].
Neutraali- tai radikaalimolekyylejd massaspektrometrillé ei voida havaita [9, 20].

Molekyylin ~ massaspektri ~ tarjoaa  informaatiota sen  rakenteesta.
Fragmentaatiokuvioiden  perusteella  pystytddn havainnollistamaan proteiinien
aminohapposekvenssejd sekd monimutkaisten hiilihydraattien rakenteita. Spektrin
intensiivisintd eli korkeinta piikkid massaspektrissd kutsutaan peruspiikiksi. Se saa
suhteellisen arvon 100, johon muiden piikkien intensiteettejd verrataan prosentteina [9,
15]. Massaspektrometrilld pystytddn méérittimadn muun muassa tutkittavan yhdisteen
molekyylimassa ja molekyylikaava. Saatuja massaspektrejd voidaan analysoida

vertaamalla laiteen valmiisiin standardispektrien kirjastoihin [15].

6.1 Naytteensyotto

Massaspektrometrilld analysoitava néyte voi olla olomuodoltaan kaasu, neste tai kiinted.
Nayte pitdd ensin muuntaa kaasumaiseen olomuotoon kuljettamalla molekyylivirtaus
ionisaatiokammioon. Néaytemolekyylit ohjataan alipaineiseen ionisaatiokammioon

pienen huokosreidn ldpi, mitd kutsutaan molekulaariseksi vuoksi. Nédin varmistetaan
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molekyylien vakaa virtaus. Ndyte voidaan syottdd massaspektrometrille suorasyotolla
suoraan ionisaatiokammioon tai liitetyn nestekromatografilaitteiston avulla, jolloin
pystytddn  analysoimaan  monimutkaisia  ndytteitd. @ Korkean  erotuskyvyn
nestekromatografi-massaspektrometrissi (HPLC -MS) kolonnissa erotetut aineet

havaitaan massaspektrometrilld [15].

6.2 Ionisaatiotekniikat

Néytteensyottomenetelméstd riippumatta, ndytemolekyylit tulee muuttaa varatuiksi
partikkeleiksi ionisaattorin avulla ennen kuin niitd voidaan analysoida ja detektoida [15].
Kaasufaasissa oleva ndyte voidaan ainoastaan ionisoida [8]. Elektroni-ionisaatio on
yksinkertainen ionisointitekniikka [15]. Tekniikassa kuumalta hehkulangalta irtoaa
elektroneja korkeassa lampotilassa. Namé elektronit kithdytetdin 70 V jénnitteessd,
kunnes ne kohtaavat ldhestyvit molekyylit [9, 21]. Osa analyytin molekyyleistd (M)
absorboi tarpeeksi energiaa, jolloin ne menettdvét elektronin ja ndin ollen ionisoituvat. M
“-kationia kutsutaan molekyyli-ioniksi [21]. Positiivisen sdhkdpotentiaalin omaava
repellerilevy ohjaa luodun ionivirran kiihdytinlevyille. Suuri 1-10 kV potentiaaliero
kohdistuu kithdytinlevyille, mika tuottaa nopeasti litkkuvan ionien sdteen. Yhdelld tai
useammalla fokusointiraolla ohjataan ionit yhtendiseksi sdteeksi. Jotkut molekyylit
muuttuvat negatiivisiksi ioneiksi elektronien absorptiolla ja repellerilevy absorboi ndma
anionit [15].

Elektroni-ionisaatiolla pystytdin muodostamaan ainoastaan positiivisia ioneja,
minkd vuoksi joillekin yhdisteryhmille kyseinen tekniikka ei sovellu. Ionisaatiossa
muodostuneet radikaalikationit aiheuttavat spektrien tulkintaa haastavaa toisintumista.
Analysoitavan ndytteen tulee my0s olla haihtuvaa. Haihtumisen vuoksi hoyrystyvit
molekyylit vaikuttavat spektriin, joten tekniikka ei ole selektiivinen. Spektrikirjasto
mahdollistaa tekniikan toistettavuuden [22]. Kemiallisessa ionisaatiossa nidytemolekyylit
yhdistyvit ionisoituun reagenssikaasuvirtaan, jota on hyvin suuri ylimdérd verrattuna
ndytteen madriddn. Kun ndytemolekyylit torméiéivét esi-ionisoituun reagenssikaasuun, osa
molekyyleistd ionisoituu protonin tai elektronin siirrolla tai adduktin muodostuksella.
Kaasua tai helposti hoyrystyvéa nestettd voidaan kédyttdd reagenssikaasuna [15].

Sdhkosumutusionisaatiolla luodaan hieno sumu, josta liuotin haihtuu, ja jdljelle
jaavat kaasufaasiin ionisoidut analyyttimolekyylit [9]. Usein kéytetyin kaasu

sumuttimessa ja kuivauksessa on typpikaasu (Nz) [9, 21]. Haihtumattomia puskureita,
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kuten fosfaatteja, ei voida kayttdd massaspektrometrisissd detektoinneissa, silld ne
tukkivat sisddntulon massaspektrometrille. Ammoniumformiaatti ja -asetaattipuskureita
voidaan kayttaa haluttaessa pH-arvoiltaan happamia puskureita.
Ammoniumbikarbonaatti on herkdsti haihtuva puskuri eméksisille puskureille [9].
Naytemolekyylejd siséltdvéd liuos suihkutetaan kapillaarilla kammioon, joka on ldhes
ilmakehén paineessa. Kapillaarin pinnassa on suuri potentiaalijannite, jonka
vaikutuksesta pienet ja varatut pisarat ajetaan ionisointikammioon. Varatut pisarat
altistetaan kuuman kuivauskaasun vastavirralle (usein N:), joka haihduttaa liuotin
molekyylit pisaroista. Kunkin pisaran varaustiheys kasvaa, kunnes sdhkostaattiset voimat
ylittdvét pisaran pintajannityksen, jolloin pisarat hajoavat yhd pienemmiksi pisaroiksi.

Tama prosessi jatkuu siihen asti, kunnes liuotinvapaita néyteioneja on kaasufaasissa [15].

6.3 Massa-analysaattori

Néytteen ionisaation jdlkeen ionivirta kithdytetdin sahkokentilld massa-analysaattorille.
Téssé vaiheessa ionit erotellaan massa-varaussuhteiden mukaan. Magneettisektori massa-
analysaattorilla ionit kuljetetaan magneetin napojen vilistd. Magneettikentdssd varatut
hiukkaset saavat kaarevan lentoradan. Mitd suurempi massa-varaussuhde on, sitd
suurempi hiukkasen kaarevan lentoradan sdde on. Laitteen analysaattoriputki on
rakennettu siten, ettd silld on kiinted kaarevuussidde. Vain oikean massa-varaussuhteen
omaavat partikkelit pddsevit analysaattoriputkea pitkin detektorille ja muut partikkelit
tormadvat seindmiin. Tdmidn vuoksi magneettikentdn suuruutta voidaan muuttaa
jatkuvasti, jotta kaikki ionisoidut partikkelit pystytdan havaitsemaan detektorilla [15].
Kvadrupoli massa-analysaattorissa neljd kiintedd sauvaa on jirjestetty ionivirran
mukaisesti. Sauvojen tulee olla poikkileikkaukseltaan hyperbolin tai lierion muotoisia
[15]. Tasa- ja vaihtovirtajénnite liitetdédn tankoihin, jolloin sauvojen viliin jaddviin
alueeseen muodostuu vérdhtelevd sdhkostaattinen kenttd [15, 21]. lonit alkavat vardhdella
sdhkostaattisessa  kentéissd, riippuen vaihtovirranjdnnitteen voimakkuuden ja
tasavirranjdnnitteen suhteesta [15]. Kevyet ionit pystyvit lentiméén analysaattorin 1api
pienilld jannitteilld, mutta raskaat ionit vaativat suurempia jannitteitd [21]. Vérdhtelyn
voimakkuus jatkaa kasvamista, kunnes partikkeli osuu yhteen sauvoista. Oikean massa-
varaussuhteen omaavat ionit kokevat vakaan vérdhtelyn vakiovoimakkuudella ja
matkaavat kvadrupoliakselia alas korkkiruuvityyppiselld lentoradalla. Nama ionit eivét

osu sauvoihin, vaan ne jatkavat analysaattorilta matkaa detektorille [15].
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Kvadrupolianalysaattorit ovat helppokéyttdisid, pienikokoisia, edullisia, luotettavia sekd
monipuolisia, kun ne liitetdén esimerkiksi nestekromatografiin [22].
Lentoaika-analysaattori perustuu kahden erimassaisen ionin nopeuseroon.
Vakiojénnitteessd ionit saavat saman suuruiset kineettiset energiat [ 15, 21]. Kevyemmalld
ionilla on suurempi nopeus, minké vuoksi se saapuu detektorille ennen raskaampaa ionia.
Lentoaika-analysaattorilaitteella pystytddn analysoimaan jokainen muodostettu ioni.
Pidentdmalla lentomatkaa, saadaan resoluutiota paremmaksi. Resoluutiota voidaan myds
kasvattaa ionireflektorilla. Reflektori on sdhkdkenttd, joka kayttdytyy spektrometrissé
ionipelind. Reflektorilla pystytddn uudelleen fokusoimaan ionit, joilla on hieman
erisuuruiset kineettiset energiat. loneja voidaan ohjata putkessa takaisin tulosuuntaan,

jolloin niiden lentomatka saadaan kaksinkertaistettua [15].

6.4 Detektori

Massaspektrometrin detektori koostuu laskurista, jonka tuottama virta on suoraan
verrannollinen sithen saapuvien ionien madrdin [15]. Elektronimonistimen avulla tata
virtaa pystytddn mittaamaan niin tarkasti, ettd jo yhden detektorille saapuvan ionin
atheuttama virta voidaan mitata. Yhden ionin tormétessd elektronimonistimen
sisdpintaan, kaksi elektronia vapautuu [15, 21]. Noin 2 kV potentiaaliero detektorin
sisddanmeno ja ulostulo aukon vélilld vetdd elektroneja pidemmalle monistimelle, jolloin
jokainen sisdpinnalle tormddvd elektroni aiheuttaa kahden wuuden elektronin
vapautumisen monistimen ohittamiseen asti. Tyypillisesti elektronimonistin vahvistaa
signaalia 10°-10°. Kaareva elektronimonistin lyhentii# ionien lentomatkaa ja tuloksena
on pienempi kohina [15].

Valomonistindetektori toimii kuten elektronimonistin, paitsi valomonistimella
ionien tormdiys tapahtuu fluoresoivaan ndyttoon, jonka vuoksi ionien torméyksien
lukuméédrd on suoraan verrannollinen fotonien emissioon. Valon intensiteetti
analysoidaan ja detektorin signaalit syotetdén piirturille, joka tuottaa massaspektrin [15].
Neutraalien partikkeleiden péddsy detektorille on estetty analysaattorin jilkeen liitetylla
poikkeutuslevylld, joka ohjaa positiivisella moodilla vain kationit ja negatiivisella
moodilla anionit detektorille. Ylimaérdiset molekyylit saattaisivat lisétd taustankohinaa

ja liata detektoria [15, 21].
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7 FLUORESENSSI

Luminesenssi on valon emissiota mistd tahansa aineesta ja sitd tapahtuu elektronisesti
virittyneilta tiloilta. Fluoresenssi on yksi luminesenssin alaluokka. Virittyneissi singletti-
tiloissa, viritetylld orbitaalilla oleva elektroni on paritettu vastakkaisen spinin omaavan
perustilaorbitaalilla olevan elektronin kanssa. Elektronin paluu takaisin perustilalle on
spin-sallittu ja tétd tapahtuu nopeasti fotonin emissiona. Fluoresenssin emissionopeudet

ovat tyypillisesti 10® s™!

siten, ettd tyypillinen fluoresenssin elinaika on ldhes 10 ns.
Fluoroforin eliniki (t) on keskiméérdinen aika sen virityksen ja perustilalle paluun vililla.
Koska fluoresenssi on ajallisesti lyhyt, aikaerotetun emission mittaaminen edellyttia
hienostunutta optiikkaa ja elektroniikkaa. Aikaerotteista fluoresenssia kdytetdin laajalti
ja tekniikan kehityksen myotd, nimé mittaukset ovat helpottuneet [23].

Jaksollisessa jérjestelmissd tiarkein ryhmé aikaerotteiselle fluoresenssille on
lantanoidiryhmi. Esimerkiksi europium- ja terbium-ionien fluoresenssi syntyy
elektronien siirtymisestd f~orbitaalien vélilld. Nama orbitaalit ovat suojattuja liuottimelta
korkeammilla tdytetyilld orbitaaleilla. Lantanoidit omaavat pitkit elinajat suojauksen ja
matalan emissionopeuden vuoksi. Fluoresenssispektritiedot esitetdén  yleisesti
emissiospektrind. Fluoresenssispektri on kuvaaja fluoresenssin intensiteetin suhteesta
aallonpituuteen (nm) tai aaltolukuun (cm™). Emissiospektrit vaihtelevat suuresti ja ovat
riippuvaisia fluoroforin ja liuottimen kemiallisista rakenteista. Fluoresenssin térkea piirre
on sen suuri havaitsemisherkkyys. Prosessit, jotka tapahtuvat valon absorption ja
emission vélilld, kuvataan Jablonskin-kaaviolla. Néitd kaavioita kéytetdén erilaisissa
muodoissa havainnollistamaan erilaisia molekyyliprosesseja, jotka voivat esiintyd

virittyneissé tiloissa. [23].

7.1 Spektrofluorometrit

Useimmilla spektrofluorometreilld on mahdollista dokumentoida sekéd viritys- ettd
emissiospektrit. Emissiospektri on aallonpituuden jakauma yhdella
vakioviritysaallonpituudella. ~ Viritysspektri  puolestaan on  emissiointensiteetin
riippuvuus, joka mitataan yhdelli emissioaallonpituudella viritysaallonpituuden
skannauksen jdlkeen. Energiasta syntyvdd valoa voidaan kuvata aallonpituutena (1),
taajuutena (v) tai aaltolukuna. Tavallisesti aallonpituus esitetidn nanometrinid (nm) ja

aaltoluku aallonpituuden kiinteislukuna yksikdssi cm!. Laitteiden tirkeimmit osat ovat
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valonldhde, monokromaattori ja detektori. IThanteellisessa tapauksessa detektoidut viritys-
ja emissiospektrit edustaisivat fotonien suhteellisia voimakkuuksia aallonpituuksittain.
Téllaisten "korjattujen" emissiospektrien saamiseksi yksittéisten osien ominaisuuksien on
oltava seuraavat: valonldhteen on saatava aikaan tasainen fotonien tuotto kaikilla
aallonpituuksilla, monokromaattorin on lapaistiva kaikkien aallonpituuksien fotonit yhta
tehokkaasti, monokromaattorin tehokkuuden on oltava riippumaton polarisaatiosta ja
detektorin (valomonistinputken) on havaittava kaikkien aallonpituuksien fotoneja yhti

suurella tehokkuudella [23].

7.2 Valonldhde

Monipuolisin valonldhde on korkeapaineinen ksenon valokaarilamppu. Nama valaisimet
antavat suhteellisen jatkuvan valo tehon 250-700 nm aallonpituuksilla. Ksenon-
valokaarilamput emittoivat jatkuvaa valoa elektronien ja ionisoitujen ksenonatomien
rekombinaation seurauksena. N&mé ionit syntyvdt ksenonatomien torméyksestd
valokaaren poikki kulkevien elektronien kanssa. Jatkuva emissio syntyy, kun elektronit
erotetaan tdydellisesti atomeista. Kompaktit fluorometrit ja levynlukijat kiyttavit usein
ksenon-vildhdyslamppuja, joiden pulssien huippuintensiteetit ovat yleensd suurempia
kuin jatkuvan valokaaren lampuilla. Véldhdyslamppujen tuotto on myds korkeampaa
UV-alueella. Ksenonlamput sisdltdvit tavallisesti niille suunnitellut kotelot, jotka
suojaavat kayttdjdd lampulta ja sen voimakkaalta optiselta tuotolta. Kotelo ohjaa ilmaa
lampun yli ja poistaa ylimédéradisen limmon. Kotelon toinen tirked rooli on kerétd lampun
tuotto, joka sitten kohdistetaan monokromaattorin sisdéntuloaukkoon [23].
Korkeapaineisilla elohopealampuilla on yleisesti suurempi intensiteetti kuin
ksenonlampuilla, mutta niiden intensiteetti on keskittynyt viivoihin. Yleensd on hyvéa
valita viritysaallonpituudet fluoroforiin sopiviksi. Ndmé lamput ovat hyodyllisid, jos
elohopeaviivat ovat viritykseen sopivia aallonpituuksia. Saatavilla on myos
korkeapaineisia elohopea-ksenonlamppuja, joilla on suurempi intensiteetti UV-sdteilyssd
kuin ksenonlampuilla ja ksenonin ldsndolo yleensd laajentaa spektrin tuottoa. Ndiden
lamppujen tuottoa hallitsevat elohopeaviivat. Aluksi elohopea-ksenonlampun tuotto on
pddosin riippuvainen ksenonista, kun lamppu saavuttaa kéyttolampotilansa, kaikki
elohopea hoyrystyy, jolloin elohopean tuotto lisdéntyy. Matalapaineiset elohopea- ja

elohopea-argonlamput tuottavat erittdin terdvid viivaspektrejd, jotka ovat hyodyllisia
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ensisijaisesti kalibrointitarkoituksiin. Elohopeaviivat ovat < 600 nm aallonpituudella ja
argonlinjat puolestaan > 600 nm aallonpituudella [23].

Kvartsi-volframihalogeenilamput tarjoavat jatkuvan tuoton ndkyvén valon ja IR-
alueen spektreilld. Aiemmin téllaiset lamput eivit olleet hyodyllisid fluoresenssille, koska
niilld on alhainen tuotto < 400 nm aallonpituuksilla. Téll6in ne eivit ole kayttokelpoisia
UV-alueella absorboivien fluoroforien viritykseen. Spektrofluorometreissi LED-
lamppuja on vasta hiljattain alettu kéyttdd valonldhteind. LED-lamput voidaan sijoittaa
lahelle néytteitd ja tarvittava viritysaallonpituus voidaan méérittdd paremmin
suodattimella. Toisin kuin ksenonlamppu, LED-lamput eivit tuota merkittdvéasti IR-
valoa, jolloin ei vaadita ldmpoOsuodatinta. LED-lamput ovat pitkid kayttoidltddn ja
virrankulutuksiltaan alhaisia. Vield vaihtoehtoinen valonldhde on laserdiodi. Toisin kuin
LED-lamput, laserdiodit emittoivat monokromaattista siteilyd. Laserdiodit ovat
kiytettdvissd aallonpituuksilla noin 405—1 500 nm vililld. Ne ovat kétevid, koska tuottoa

on helppo fokusoida ja kasitelld [23].

7.3 Monokromaattori

Monokromaattoreita kdytetdén polykromaattisen tai valkoisen valon hajaantumiseen eri
véreithin tai aallonpituuksiin. Hajonta voidaan suorittaa kayttdmélld prismoja tai
diffraktiohilaa. ~Monokromaattorin toimintaspesifikaatiothin ~ kuuluvat dispersio,
tehokkuus ja hajavalon tasot. Dispersio esitetifin yleensi yksikdssi nm mm™.
Fluoresenssispektroskopiassa monokromaattorilla tulee olla alhainen hajavalon taso, jotta
véltytddn hajavalon aiheuttamilta ongelmilta. Hajavalolla tarkoitetaan monokromaattorin
ldhettdmada valoa valitun aallonpituuden ulkopuolelta. Monokromaattorit valitaan myds
korkean hyotysuhteen saavuttamiseksi, jolloin maksimoidaan alhaisen valon tason
havainnoinnin kyky. Raon leveydet ovat yleensd muuttuvia ja tyypillisesti
monokromaattorissa on sekd sisddnmeno- ettd ulostulorako. Suurilla raon leveyksilld
saadaan suuremmat signaalitasot ja suurempi signaali-kohinasuhde. Pienilld raon
leveyksilld saavutetaan korkeampi resoluutio valon intensiteetin kustannuksella [23].
Monokromaattoreissa kiytetdin joko tasomaisia tai koveria hiloja. Tasomaiset hilat
valmistetaan usein mekaanisesti ja koverat hilat holografisilla ja fotoresistisilld
menetelmilld. Hilojen epétdydellisyydet ovat hajavalon ldhetyksen ldhde
monokromaattoreissa. Monokromaattorit, jotka perustuvat koveriin hiloihin, voivat

omata vihemmain heijastavia pintoja, matalamman hajavalon mééran ja ne voivat olla
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tehokkaampia. Kovera hila toimii sekd diffraktio- ettd tarkennuselementtind, jolloin
muodostuu yksi heijastava pinta kolmen sijaan. Niistd syistd holografiset hilat ovat
yleensd edullisempia fluoresenssispektroskopiaan. Yleensd viritysmonokromaattori
valitaan UV-alueen ja emissiomonokromaattori ndkyvin valon aallonpituuksilla.
Optisilla suodattimilla pystytddn kompensoimaan monokromaattorien vdhemmén
ihanteellista kdyttaytymistd. Kun fluoroforin spektriset ominaisuudet tunnetaan, saadaan
suurin herkkyys aikaan suodattimilla. Niilld voidaan eristdd haluttu aallonpituusalue
poistamalla ei toivotut aallonpituudet sekd hajavaloa. Suodattimia voidaan sijoittaa seka

viritys- ettd emissio valon polulle [23].

7.4 Valomonistinputki

Léhes kaikissa fluoresenssispektrometreissd detektorina toimii valomonistinputki, joiden
toiminta perustuu sdhkovirtaan, joka on verrannollinen valon intensiteettiin.
Valomonistinputken vakuumiputki koostuu fotokatodista ja dynodien sarjasta.
Fotokatodi on ohut metallikalvo, joka on ikkunan sisépuolella. Fotonit aiheuttavat
elektronien poistumisen tdstd pinnasta. Fotoelektronien tuotannon tehokkuus riippuu
aallonpituudesta. Fotokatodia pidetddn usein negatiivisella potentiaalilla, tyypillisesti -
1000—(-2000) V. Myos dynodit pidetdén negatiivisella potentiaalilla, mutta ndmi
potentiaalit lahestyvét kohti nollaa dynodiketjussa. Fotokatodin ja ensimméisen dynodin
vilinen potentiaaliero on yleensd vakio, arvoltaan -50—(-200) V wvililli. Tami
potentiaaliero aiheuttaa poistetun fotoelektronin kiihdyttimisen kohti ensimmaisti
dynodia. Toérmidyksessd ensimmadisen dynodin kanssa fotoelektroni aiheuttaa 5-20
elektronin poistumisen, riippuen jénnite-erosta tdhdn dynodiin. Tdmé prosessi jatkuu
dynodisarjaa eteenpdin, kunnes sdhkovirtapulssi saapuu anodille. Kvantitatiivista

mittausta varten anodivirran on oltava verrannollista valon instensiteettiin [23].

7.5 Fluorofori

Laitteen vaatimat aallonpituuden ja ajan resoluutio médritetddn fluoroforien spektristen
ja kokeista saadut tiedot méadritetdén koettimien ominaisuuksien perusteella. Fluoroforin
elinaikoihin on oltava verrattavissa kokeen aikaskaalaan. Lantanoidit ovat ainutlaatuisia
fluoresoivia metalleja, joiden vesiliuosten emissiot havaitaan 0,5-3 ms

heikentymisaikojen vélilli. Ndma emissiot ovat seurausta 4f-orbitaalin elektronien
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siirtymistd, joita  kutsutaan  kielletyiksi  siirtymiksi. Tdmén  seurauksena
absorptiokertoimet ovat hyvin pienis, vain alle 10 M™! cm™'. Niiden emissiiviset nopeudet
ovat hitaita, miké johtaa pitkiin elinaikoihin. Lantanoidien heikon absorptiokyvyn vuoksi
ne eivit yleensd virity suoraan, vaan kelatoitujen orgaanisten ligandien kautta. Niin ollen
muodostunut kompleksi heijastaa ligandin eiké lantanoidin absorptiospektrid [23].

Lantanoideille on 16ytynyt kéyttdd erittdin herkkiin havaitsemisiin, erityisesti
immunomadrityksiin. Kaikki biologiset ndytteet ldhettdvat automaattista fluoresenssia,
joka on yleensd rajoittava tekijd korkean herkkyyden havaitsemisessa. Autofluoresenssi
heikkenee tavallisesti nanosekunnissa, kuten useimmilla fluoroforeilla. Pitkdn elinajan
vuoksi lantanoidit jatkavat fluoresenssin emissioita autofluoresenssin havidmisen
jélkeen. Detektori kytketdadn paélle virityspulssin jdlkeen, jolloin lantanoidin intensiteetti
integroidaan. Nadmd ajalliset immunomaédritykset ovat tasapainotilan intensiteetin
mittauksia, joissa intensiteetti mitataan jonkin ajanjakson aikana virityspulssin jilkeen
[20]. Lantanoidikelaattien suurimmat edut ovat niiden suuret Stoken siirtymait, kapeat
emissiohuiput sekd optimaaliset emissio- ja viritysaallonpituudet. Lantanoidikelaattien
fluoresenssin heikentymisajat ovat noin 10—1 000 ps, kun taas luonnollisen fluoresenssin
heikentymisaika on tyypillisessd 1-20 ns luokkaa. Tidstd syystd lantanoidikelaatteja
kayttavat aikaerotteiset fluorometrit ovat jopa useita kertaluokkia herkempid kuin
tavanomaiset fluorometrit [25].

Lantanoideista erityisesti europium ja terbium ovat ainutlaatuisia fluoresoivia
koettimia. Europiumin emissioelinikd on millisekunnin luokkaa. Emissionopeus on
matala, koska siirtymit ovat muodollisesti kiellettyjd. Fluoresenssikoettimet ovat yleensi
herkkid ympéroiville ymparistolle. Lantanoidit voivat olla herkkid ympéristolle, mutta ne
eroavat tyypillisistd fluoroforeista. Koska lantanoidit omaavat matalan virityskertoimen,
niitd ei yleensd viritetd suoraan. Lantanoidi-ionit ovat ensin sidottu ligandeihin, jotka
muodostavat tdlloin luminoivan kelaatin. Ligandin sitova energia voidaan siirtdd
tehokkaasti lantanoidi-ionille. Viritetyn fluoroforin energian on tdmén vuoksi oltava
riittdva lantanoidin virittdmiseksi [23]. Seuraavalla sivulla on esitetty europiumkelaatin
viritys- ja emissiopektrit (Kuva 10). Spektrissd x-akselilla on aallonpituus (nm) ja y-
akselilla intensiteetti. Spektrien intensiteettihuippujen aallonpituuksia (340 ja 620 nm

europiumille) kiytetddn yleisesti fluoresenssimittauksissa.
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Kuva 10. Europiumkelaatin viritys- ja emissiospektrit [24]

Fluoreskamiini, 4-fenyylispiro[furaani-2(3H),1’-ftalaani]-3,3’-dioni, on kayttokelpoinen
reagenssi primédristen amiinien fluorometriseen madritykseen. Fluoreskamiinin ja
primddrisen amiinin vélisen reaktion laajuus sekd syntyvien fluoroforien fluoresenssin
intensiteetit riippuvat pH-arvosta, liuottimen koostumuksesta ja reagenssin
konsentraatiosta. Fluoreskamiini soveltuu myds primédéristen amiinien fluorometriseen
kvantitointiin. Tédmi ei-fluoresoiva yhdiste reagoi primédédristen amiinien kanssa
muodostaen pyrrolinoniyhdisteitd (Kuva 11), jotka virityksen jidlkeen 390 nm
aallonpituudella séteilevit voimakasta fluoresenssia 475—490 nm aallonpituuksilla (Kuva
12).  Muodostuneita  pyrrolinoniyhdisteitd — kutsutaan  fluoroforeiksi.  Reaktio
fluoreskamiinin ja priméérisen amiinin vililld etenee tehokkaasti huoneenldmpdétilassa
vesiliuoksissa ja mahdollistaa amiinien submikromolaaristen konsentraatioiden

madrityksen [26].

Fluorofori

+ R-NH, R
COOH

Kuva 11. Fluoreskamiinin reaktio primdarisen amiinin kanssa [26].
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Kuva 12. Fluoreskamiinin ja primdérisen amiinin reaktion viritys- ja emissiospektrit [26].
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7.6 Aikaerotteinen fluoresenssi

Fluoresenssispektroskopiassa kéytetddn aikaerotteisia mittauksia, erityisesti biologisten
makromolekyylien tutkimuksissa. Aikaerotteisissa fluoresenssimittauksissa on kaytossi
kaksi menetelmid, jotka ovat aika-alue ja taajuusaluemenetelmét. Aika-alue- tai
pulssifluorometriassa nédyte viritetddn valon pulssilla. Pulssin leveydestd tehddin
mahdollisimman lyhyt ja timéd on lyhyempi kuin nédytteen fluoresenssin elinaika (t).
Ajasta riippuvainen intensiteetti mitataan virityspulssin jilkeen. Elinaika lasketaan
kuvaajan  logl(f) ajanfunktion kulmakertoimen avulla. Taajuusalueen tai
vaihemodulointimenetelmén tapauksessa ndyte viritetddn moduloidun valon intensiteetin
kanssa, joka on tyypillisesti moduloitu siniaalto. Valon intensiteetti vaihtelee suurella
taajuudella, tyypillisesti 100 MHz, ja taajuuden kéanteisluku on verrattavissa elinajan
kaanteislukuun. Kun fluoresoiva nédyte viritetdén télld tavalla, niin emissio pakotetaan
vastaamaan samalla modulaatiotaajuudella. Fluoroforin elinaika aiheuttaa viivistymisen
emissiossa virityksen suhteen. Tdmé viive mitataan vaihesiirrolla (¢), jota voidaan
kayttdd elinajan laskemiseen. Spektrofluorometreilld tiedonkeruu ajat vaihtelevat
sekunnista minuutteihin. Viive aika (t) kertoo mittausten vélisen ajan erotuksen, miki on
tyypillisesti 10210 ms vililld [23].

Pysyvit luminesenssinanohiukkaset omaavat pitkékestoisen jalkihehkun. Ndma
hiukkaset voivat varastoida viritysenergian ja vapauttaa sen hitaasti fotonisella emissiolla.
Pysyvi luminesenssi voi kestdd useita tunteja viritysresurssin poistamisen jdlkeen, mika
tarjoaa monia soveltuvuuksia optisiin analyyseihin [27]. Kun fluoroforia sisdltdva néyte
viritetddn ddrettoman terdvilld (o-funktio) valonpulssilla, johtaa tdmé fluoroforin
alkuperdisen populaatioon virittyneeseen tilaan. Emissio on satunnainen tapahtuma, jossa
jokaisella viritetylld fluoroforilla on sama todennikdisyys emittoida tietyn ajan. Tama
johtaa  eksponentiaaliseen  virittyneen  tilan  heikentymiseen  populaatiossa
Fluoresenssikokeessa ei tarkkailla virittyneiden molekyylien lukumdird, vaan
fluoresenssin intensiteettid, joka on verrannollinen populaatioon ajan hetkelld.
Fluoresenssin elinaika voidaan mééritelld kuvaajan logl(t) ajanfunktion kulmakertoimen
avulla, mutta yleisemmin tiedot voidaan sovittaa oletetuksi heikentymismalliksi. Elinaika
on fluoroforin keskiméérdinen aika, jonka se pysyy virittyneessd tilassa. Tdmd on
tilastollinen keskiarvo ja fluoroforit emittoivat satunnaisesti koko heikentymisen ajan

[23].
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8 ERIKOISTYO

8.1 Tyd

Erikoistyd aloitettiin néytteiden valmistuksella yrityksen laadunvalvontalaboratoriossa
desinfektiotuotteen reseptin mukaan. Menetelmien soveltuvuuksien vertailuihin
valmistettiin viisi ndytettid ja aktiiviaineiden titrausstandardisuoria varten valmistettiin
vield neljd ndytettd. Desinfektiotuotteen lisdksi muissa valmistetuissa néytteissa
aktiiviainepitoisuuksia muutettiin. Néissd toinen aktiiviainepitoisuus pidettiin vakiona ja
toisen osuutta vdhennettiin tai lisdttiin. Kaikista nédytteistd mitattiin valmistuksen
yhteydessi tiheydet ja pH-arvot, silld nimé suureet analysoidaan timén tuotteen kohdalla
laadunvalvonnassa. Alla olevassa taulukossa (Taulukko 2) on esitetty niytteiden
kokonaismassat, tiheydet, lasketut tilavuudet ja pH-arvot. Liuosten valmistukset ovat

esitetty liitteessa 1.

Taulukko 2. Néytteiden 1-5 kokonaismassat, tiheydet, lasketut tilavuudet ja pH-arvot.
Nayte 1 2 3 4 5
m(g) 400,09 400,05 400,04 400,03 400,04
p(gdm?) 9956 10042 986,0 997.5 992.8
V(dm®) 0,402 0,398 0,406 0401 0,403
pH 11,28 10,99 11,28 11,04 11,28

8.1.1 Titraus

Naytteiden titraukset suoritettiin yrityksen laadunvalvontalaboratoriossa kéaytossa
olevalla analyysimenetelmédlld manuaalisella titraattorilla. Naytteiden késittelyt ja
titraukset suoritettiin vetokaapissa liuottimena olevan kloroformin vuoksi. Lisdksi
kloroformipitoiset titrausjétteet keréttiin jétepulloihin. Titraukset aloitettiin valmistetun
natriumdodekyylisulfaattilivoksen (SDS) tarkistamisella kahdella rinnakkaisella
mittauksella. Erlenmeyereihin pipetoitiin 20 ml tilavuudet 0,004 M SDS-liuosta, 20 ml
tilavuudet hapanta sekaindikaattoriliuosta ja 15 ml tilavuudet kloroformia. Muutaman
minuutin voimakkaan sekoituksen jélkeen, liuokset titrattiin kaupallisella 0,004 M
hyamiini 1622 liuoksella. Titrauskulutukset kirjattiin ja niiden keskiarvoa kaytettiin
laskuissa korjauskertoimena. Standardisuoriin kdytetyn SDS-liuoksen keskiarvoinen
titrauskulutus oli 19,757 ml ja ndytteiden 1-5 titrauksissa kdytetyn SDS-liuoksen kulutus
oli 19,677 ml.
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Seuraavaksi happamissa oloissa titrattiin TA-pitoisuudet. Naytteistd valmistettiin
1:1 000 laimennokset tayttaimélld 1 1 mittapullot ldhes tiyteen RO-vettd, pipetoimalla 1
ml tilavuudet néytteitd ja tdyttaméalld mittapullot merkkiin RO-vedelld. Naytteiden 1-5
kvantitatiivisille analyyseille tehtiin kolme rinnakkaista ja TA standardisuoralle kaksi
rinnakkaista mittausta. Erlenmeyereihin pipetoitiin 10 ml tilavuudet 1:1 000
ndytelaimennoksia, 15 ml tilavuudet kloroformia, 20 ml tilavuudet hapanta

sekaindikaattoriliuosta ja 20 ml tilavuudet 0,004 M SDS-liuosta. Néytteitd sekoitettiin

voimakkaasti noin minuutin ajan, jonka jilkeen suoritettiin titraukset 0,004 M hyamiini
1622 liuoksella (Kuva 13). Titrauskulutukset kirjattiin (Taulukko 3 ja Taulukko 5) ja
niiden avulla laskettiin niytteiden TA-poikkeama-% (Taulukko 4 ja Taulukko 6).

|

Kuva 13. Happaman titrauksen vaiheet: a) alku-, b) vili- ja c) pditepiste.

Taulukko 3. Standardien titrauskulutukset (ml), keskiarvot ja hajonnat.
Rin Néyte 8 Ndyte | Nayte 9
1 19,076 18,904 18,744
2 19,081 18,957 18,847
ka 19,079 18,931 18,796
s 0,002 0,027 0,052
CV% 0,013 0,140 0,274

Taulukko 4. Happaman titrauksen TA poikkeama-% standardeissa.
Néyte V (ml) poikkeama-%
8 19,079 0,36
1 18,931 0,064
9 18,796 0,26
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TA stdsuora
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Kuvaaja 1. TA standardisuora.

Taulukko 5. Néytteiden titrauskulutukset (ml), keskiarvot ja hajonnat.
Rin Néyte 1 Niyte2 Nayte 3 Néyte 4 Niyte 5
1 18,709 18,836 18,345 18,920 18,425
2 18,853 18,845 18,249 18,824 18,420
3 18,875 18,740 18,256 18,961 18,438
ka 18,812 18,807 18,283 18,902 18,428
s 0,074 0,048 0,044 0,057 0,008
CV% 0,391 0253 0,239 0,304 0,041

Taulukko 6. Néytteiden 1-5 happaman titrauksen TA poikkeama-%.
Néyte V (ml) poikkeama-%

1 18,812 6,46
2 18,807 7,20
3 18,283 81,6
4 18,902 176
5 18,428 3,59

Laskuesimerkit (Taulukko 4 ja
Taulukko 6) ndytteen 1 TA-titrauksille. Standardisuoran yhtélon avulla (Kuvaaja

1) laskettiin TA-pitoisuudet, -massat ja m-%. Poikkeama-% laskettiin kaavalla:

poikkeama — % = ("Ameeeral) 5 100 = 6,46 %.  Naytteiden  1-5  TA-

Mteor.TA

pitoisuuksien poikkeama-% tehtiin pylvdsdiagrammi (Kuvaaja 2).
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TA-pitoisuuksien poikkema-% néytteittiin,
hapan titraus

Poikkeama-%

180,0 %
150,0 %
120,0 %
90,0 %
30,0 %
00y Ay Ay 4
1 2 3 4 5

Niyte

Kuvaaja 2. Hapantitrausten TA-pitoisuuksien poikkeama-% néytteittdin.

Eméksisissé oloissa titrattiin DDAC-pitoisuudet. Néytteiden 1-5 kvantitatiivisille

analyyseille tehtiin kolme rinnakkaista ja DDAC standardisuoralle kaksi rinnakkaista

mittausta. Erlenmeyereihin pipetoitiin 20 ml tilavuudet 1:1 000 ndytelaimennoksia, 50 ml

tilavuudet pH 11 puskurilivosta, 20 ml tilavuudet kloroformia sekd 5 tippaa

bromifenolisinistd indikaattoriliuosta. Naytteitd sekoitettiin kevyesti noin minuutin ajan
ennen titrauksia 0,004 M SDS-liuoksella (Kuva 14). Titrauskulutukset kirjattiin
(Taulukko 7 ja Taulukko 9) ja niiden avulla laskettiin ndytteiden DDAC-poikkeama-%
(Taulukko 8 ja Taulukko 10).

Kuva 14. Eméksisen titrauksen vaiheet: a) alku- ja b) paétepiste.

Taulukko 7. Titrantin titrauskulutukset (ml), keskiarvot ja hajonnat standardeissa.

Rin Néyte 6 Nidyte | Nayte 7

1 1,012

2 1,098
ka 1,055

s 0,043
CV% 4,076

1,187
1,180
1,184
0,004
0,296

1,358
1,366
1,362
0,004
0,294
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Taulukko 8. Eméksisen titrauksen DDAC pitoisuudet standardeissa.
Néyte V (ml) poikkeama-%

6 1,055 0,68
1 1,1835 1,05
7 1,362 0,40

DDAC Stdsuora

y =13,074x + 4,4997

< |
......... . ................... .................... ................
1 ,
..........
{ ]

0,004 M SDS (ml)

Kuvaaja 3. DDAC standardisuora.

Taulukko 9. Titrantin kulutukset, keskiarvot ja hajonnat néytteittdin.
Rin Néyte 1 Nayte 2 Niyte 3 Néyte 4 Nayte 5
1 1,626* 0,610 1,938 1,135 1,224
2 1,303 0,638 1,949 1,208 1,281
3 1,196 0,625 1,948 1,200 1,256
ka 1,250 0,624 1,945 1,181 1,254
s 0,054 0,011 0,005 0,033 0,023
CV% 4,282 1,832 0,255 2,768 1,861
aTata kulutusta ei huomioitu, silld titraus meni huomattavasti yli paitepisteen.

Taulukko 10. Niytteiden 1-5 happaman titrauksen DDAC poikkeama-%.
Niyte V (ml) poikkeama-%

1 1,250 2,88
2 0,624 25,2
3 1,945 1,58
4 1,181 2,15
5 1,254 3,05

Laskuesimerkit (Taulukko 8 ja Taulukko 10) nidytteen 1 DDAC-titrauksille.

Standardisuoran yhtilon avulla (Kuvaaja 3) laskettiin DDAC-pitoisuudet, -massat ja m-

m -m
Imppac teor.DDACl) % 100 =

%. Poikkeama-% laskettiin kaavalla: poikkeama — % = ( -
teor.DDAC
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2,88 %. Naytteiden 1-5 DDAC-pitoisuuksien poikkeama-%  tehtiin pylvidsdiagrammi
(Kuvaaja 4).

DDAC-pitoisuuksien poikkeama-%
ndytteittdin, emistitraus

30,0 %

25,0 %
20,0 %
15,0 %
3 10,0 %
5,0 %
o D aay a8y &
1 2 3 4 5

Nayte

Poikkeama-%

Kuvaaja 4. Emaéstitrausten DDA C-pitoisuuksien poikkeama-% néytteittdin.

8.1.2 NMR

Aluksi testattiin eri sisiisid standardeja siltd varalta, etti 'H-NMR-spektrissi ei havaittaisi
ndytteiden komponenttien kanssa paillekkéisyyksid. Kokeillut standardit olivat
trimetyylisilyyli, maleiinihappo ja 1,3,5-trioksaani, joista viimeistd paadyttiin
kayttdmadn. Trioksaania punnittiin analyysivaa’alla 14,4 mg ja tdmai liuotettiin 15 ml
tilavuuteen D->O. Naéytteistd valmistettiin 2 rinnakkaista laimennosta pipetoimalla
ndytteitd 20 pl tilavuudet ja laimentamalla 750 pl tilavuuteen trioksaaniliuoksella, jolloin
trioksaanin ainemddrd ndyteputkissa oli 7,78 umol (Taulukko 11).

Taulukko 11. 1,3,5-trioksaanin aineméérd niyteputkissa.

Trioksaani Arvot
Mpunnitus 14,4 mg
M, 90,08 g mol!
Niok t 0,160 mmol
Vliuotus 15 ml
Ct 0,0107 mmol m1’!
Vi 0,73 ml
Ny 7,780 pmol

Trioksaanin ainemddralaskut (Taulukko 11) ovat laskettu seuraavasti. Koko

. e . Mpunnit 14,4 m,
ainemddrd  laskettiin = kaavalla:  nyop = o = 72— = 0,160 mmol.
Mg 90,08/, 01
. . . .. n 0,160 mmol
Trioksaanin ~ konsentraatio  laskettiin ~ kaavalla: Cp = —2kL = =

Viiuotus 15ml



46

0,0107 mmol/m - Lopuksi laskettiin néyteputkessa olevan trioksaanin ainemaaré: n, =

ccVy = 0,0107 ™MOL/ % 0,73 ml = 7,780 pmol.

Naytelaimennokset analysoitiin laitekeskuksen 500 MHz NMR-laitteella.
Kvantitatiivisessa NMR-analyysissé kdytetyt mittauskomennot ja parametrit ovat esitetty
liitteessd 2 (Taulukko 33 ja Taulukko 34). Jokaiselle niytteen 'H-NMR-spektrin
vesipiikille (4,7 ppm siirtymd) tehtiin manuaalinen faasinkorjaus, jonka jidlkeen 1,3,5-
trioksaanin, DDAC- ja TA-piikit integroitiin (Kuvaaja 5) ja integraalit taulukoitiin
(Taulukko 12, Taulukko 13 ja Taulukko 14). 1,3,5-trioksaanipiikin integraaliksi asetettiin
6 (Calibrate current integral), joka vastasi yhdisteen protonien lukuméaarida. Naytteiden
integraalien rinnakkaisista laskettiin keskiarvot ja -hajonnat (Taulukko 15, Taulukko 16

ja Taulukko 17).

Kuvaaja 5. Niytteen 1 'H-NMR-spektri. Vasemmalta oikealle integroidut piikit
lueteltuna: 1,3,5-trioksaani, DDAC ja kaksi TA piikkié.

Taulukko 12.DDAC piikin 3,15 ppm siirtymén integraalit.
Rin 1 2 3 4 5
1 2,704 1,3981 3,4566 2,431 2,5659
22,9594 1,5161 3,9524 2,6908 2,7923
ka 2,8317 1,4571 3,7045 2,5609 2,6791
s 0,1277 0,059 0,2479 0,1299 0,1132

CV% 451 405 6,69 5,07 423

Taulukko 13. TA piikin 2,55 ppm siirtymén integraalit.
Rin 1 2 3 4 5
1 0,8978 10,9609 0,7541 0,2669 1,4266
2 09575 0,9744 0,8747 0,2767 1,5399
ka 092765 0,96765 0,8144 0,2718 1,48325
s 0,02985 0,00675 0,0603 0,0049 0,05665
CV% 322 0,70 7,40 1,80 3,82
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Taulukko 14. TA piikin 2,35 ppm siirtymén integraalit.
Rin 1 2 3 4 5
1 1,2796 1,3902 1,082 0,3733 2,0394
2 1,4125 1,4645 11,2347 0,4079 2,1821
ka 1,34605 1,42735 1,15835 0,3906 2,11075
s 0,06645 0,03715 0,07635 0,0173 0,07135
CV% 494 2,60 6,59 4,43 3,38

Taulukko 15. DDAC-pitoisuudet ja poikkeama-% néytteittdin.
Néyte Int. poikkeama-%
12,8317 0,13

2 14571 1,84
33,7045 12,1
4 2,5609 9,87
5  2,6791 5,27

Taulukko 16.TA-pitoisuudet ja poikkeama-% niytteittiin (2,55 ppm).
Néyte Int.  poikkeama-%
1 092765 9,67

2 0,96765 6,60
3 0,8144 19,9
4 0,2718 22,3
5

1,48325 13,3

Taulukko 17.TA-pitoisuudet ja poikkeama-% niytteittdin (2,35 ppm).
Néyte  Int.  poikkeama-%
1 1,34605 12,6
1,42735 8,15
1,15835 24,1
0,3906 25,6
2,11075 17,7

N =W

Piikkien intensiteettien keskiarvoista laskettiin aktiiviaineiden pitoisuudet
ndytteittdin. DDAC-piikin (Taulukko 15) ja TA-piikin (2,55 ppm) (Taulukko 16)
protonien lukumadrd oli 4 ja TA-piikin (2,35 ppm) (Taulukko 17) protonien lukumaéra

I
oli 6. Aktiiviaineiden ainemairét (umol) laskettiin kaavalla: n, = % X ng, jossa Iy oli
N¢

aktiiviaineen integraalin intensiteetti, N, aktiiviaineen protonien lukuméérd, I, 1,3,5-
trioksaanin integraalin intensiteetti, N; 1,3,5-trioksaanin protonien lukumaiiri ja n, 1,3,5-
trioksaanin ainemddrd. Naytteiden laimennoskertoimet laskettiin jakamalla néytteen
kokonaistilavuudet ndytteen tilavuudella laimennoksessa. Laimennoskertoimet olivat
20093, 19919, 20286, 20 052 ja 20 147. Laskuesimerkit (Taulukko 15) ndytteen 1
DDAC-analyysille. Néytteessd olevan aktiiviaineen kokonaisaineméérd laskettiin

huomioimalla laimennoskerroin. Aktiiviaineen massa ja m-% sekd poikkeama-%
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laskettiin  lopuksi:  poikkeama — % = [Taktaine Mteoraktainel y 100 o5 = 0,13 %.

Mteor.akt.aine

Lasketuista aktiiviaineiden poikkeama-% tehtiin pylvisdiagrammi (Kuvaaja 6).

NMR-menetelman aktiiviaineiden
poikkema-% néytteittdin
=TA 2,35 ppm

25%
20%
15%
10%
- N
0%
1 2 3 4 5

Nayte
Kuvaaja 6. Aktiiviaineiden poikkeama-% naytteissd kvantitatiivisessa NMR-analyysissa.

uDDAC

= TA 2,55 ppm

poikkeama-%

8.1.3 HPLC-MS

Aktiiviaineiden samanaikaiselle analysoinnille luotiin gradienttiohjelma (Taulukko 18),
jolla TA erottui 3,01 min ja DDAC 3,94 min retentioajoilla (Kuvaaja 9). Eluentteina
kéytettiin asetonitriilid ja 0,2 % muurahaishappoliuosta. Liuosten valmistukset ovat
liitteessd 1.  Naiytteestd 1  valmistettiin  kvantitatiivisiin ~ analyyseihin
standardilaimennokset 10 ml mittapulloissa kdyttdmallda 10 % ACN/HCOOH-liuosta
laimentamiseen.  Lisdksi  ndytteistd  valmistettiin ~ 1:20 000  laimennokset
eppendorfputkissa aktiiviainepitoisuuksien analyyseihin. Kaikista laimennoksista
suodatettiin 1 ml tilavuudet 0,2 um PTFE-suodattimilla vialeihin. Standardi- (Kuva 15)
ja niytelaimennokset (Kuva 16) analysoitiin orgaanisen kemian kvadrupolilaitteella.
Mittausparametrit ovat esitetty liitteessd 2 (Taulukko 35)- Kaikista laimennoksista
suoritettiin  kolme rinnakkaista injektointia. Analysoiduista kromatogrammeista
poimittiin TA-piikit moolimassalla 300 ja DDAC-piikit 326 manuaalisesti. Automaattista
integrointia apuna kayttiden, piikkien pinta-alat kirjattiin. Standardilaimennosten piikkien
pinta-aloista (Taulukko 19 ja Taulukko 20) ja aktiiviainepitoisuuksista sovitettiin

standardisuorat (Kuvaaja 7 ja Kuvaaja 8), joiden yhtildiden avulla laskettiin niytteiden
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piikkien pinta-aloista (Taulukko 21 ja Taulukko 23) aktiiviainepitoisuudet (Taulukko 22
ja Taulukko 24)

Taulukko 18. Gradienttiohjelma molemmille aktiiviaineille.
Vaihe Aika (min) ACN (%) 0,2 % HCOOH (%)

1 0 10 90
2 2,0 100 0
3 4,5 10 90
4 8,0 10 90
Naytel & Nayte 1-5 &
1 Iml 100 ul l 1 ml
20 ul 10 u 1
50 ul 500 ul
400 ul 100 pl
< \M”L |
& 101 100 ul
200 pl

125000 & & 1:100 000 120 000

1:50 000 1:80 000
o Kuva 16. Naytelaimennosten
Kuva 15. Standardilaimennosten valmistaminen, 1,5 ml
valmistaminen néytteesta 1. eppendorfputkissa (vas.) ja 10 ml

mittapulloissa (oik.).
Taulukko 19. Standardilaimennosten DDAC piikkien pinta-alat.
Rin  1:100 000 1:80 000 1:50 000 1:25 000 1:10 000
1 94 399 289 771 852 275 2273575 4329796
2 89 485 272 335 816907 2270941 4172112
3 101 181 281 050 823436 2117824 3966 241
ka 95 022 281 052 830 873 2220780 4156 049

S 4795 7118 15367 72 809 148 854
CV% 5,046 2,533 1,849 3,279 3,582




DDAC stdsuora 1:100 000-1:10 000

W

y=161217x - 105744
R>=0,963

Miljoonat
I

Pinta-alojen ka:t
w

0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0
¢ (umol 1)

Kuvaaja 7. DDAC standardisuora 1:100 000—1:10 000 laimennoksilla.

Taulukko 20. Standardilaimennosten TA piikkien pinta-alat.

Rin 1:80 000 1:50 000 1:25000 1:10 000 1:5000
1 72056 101927 148 646 247 583 460 129
2 70276 101 720 162481 249362 464 721
3 73083 105713 165447 271835 503 450
ka 71805 103120 158858 256260 476100
S 1 160 1 836 7322 11037 19430

CV% 1,615 1,780 4,609 4,307 4,081

TA stdsuora 1:80 000-1:5 000

[V}

(=3
(=3
S
- S4 y =20815x + 58359
g = R2 = 0,9946
5 3
o
g
i 2
g
(a9
1
0
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0

¢ (pmol 1)

Kuvaaja 8. TA standardisuora 1:80 000—1:5 000 laimennoksilla.

50
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Taulukko 21. Néytelaimennosten DDAC piikkien pinta-alat.
Rin Niytel Niyte2 Niyte3 Niayte4  Néyte S
1 2328890 1115216 3518794 2291864 2801 800
2 2201087 1034618 3422605 2637600 2709 925
3 2232804 1001733 3604484 2385429 2661 237
ka 2254260 1050522 3515294 2438298 2724321
S 54 337 47 674 74293 146013 58280
CV% 2410 4,538 2,113 5,988 2,139

Taulukko 22. Nédytteiden DDAC-pitoisuudet ja poikkeama-%.
Néyte Pinta-alojen ka:t poikkeama-%

1 2254260 6,18
2 1050 522 3,09
3 3515294 9,66
4 2438 298 14,2
5 2724321 27,7

Esimerkkilaskut (Taulukko 22) ndytteen 1 DDAC-pitoisuudet. Standardisuoran
yhtdlon (Kuvaaja 7) avulla laskettiin aktiiviaineiden konsentraatiot ndytelaimennoksissa.
Aktiiviaineen kokonaiskonsentraatio laskettiin huomioimalla laimennuskerroin. Niiden

massat ja m-% sekd poikkeama-% laskettiin lopuksi kaavalla: poikkeama — % =

m 2 —m ;. | . .. . . . .
IMakt.aine Meeor.aktainel o 10 o) = 6,18 %. Lasketuista aktiiviaineiden poikkeama-%
Mteor.akt.aine

tehtiin pylvasdiagrammi (Kuvaaja 10).

Taulukko 23. Néytelaimennosten TA piikkien pinta-alat.
Rin Niyte 1 Néyte 2 Néyte 3 Niyte 4 Niyte 5
I 156756 185306 158368 87560 250880
2 160167 190808 173 720 82569 265702
3 159148 183077 175008 77364 243420
ka 158690 186397 169 032 82498 253334
S 1430 3249 7559 4163 926l
CV% 0,901 1,743 4472 5,046 3,655

Taulukko 24. Néytteiden TA-pitoisuudet ja poikkeama-%.
Niyte Pinta-alojen ka:t poikkeama-%

1 158 690 3,47
2 186 397 22,1
3 169 032 7,45
4 82 498 31,8
5 253 334 12,6
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[

Kuvaaja 9. TA-piikki (vas.) ja DDAC-piikki (oik.) 1:80 000 standardilaimennoksessa
kvantitatiivisessa analyysissa.

T

HPLC-MS-menetelmin aktiiviaineiden
poikkeama-% néytteittdin

[ ]
35% DDAC
30% ETA

X 25%
&
g 20%
S
2 15%
£ 10%

0%

1 2 3 4 5

Nayte

Kuvaaja 10. Néytteiden aktiiviaineiden poikkeama-% HPLC-MS-menetelmalla.

8.1.4 Fluoresenssi

Harméan tutkimusryhmissé tiedettiin, ettd fluoreskamiini reagoi primiérisen amiinin
kanssa. Nédin ollen kuoppalevynlukijalla ldhdettiin testaamaan tdmén toimintaa TA-
mittauksissa. Huomattiin, ettd fluoreskamiini toimi ja kdyttamalla liuottimena DMSO,
saatiin matalimmat CV %. Seuraavaksi testattiin europiumilla leimattua detektioliuosta
DDAC-mittauksiin. Huomattiin, ettd detektioliuos antoi vasteen DDAC-pitoisuuksille.
Kvantitatiiviseen analyysin punnittiin 1,8 mg fluoreskamiinia, joka liuotettiin 600 ul
tilavuuteen DMSO:a. Liuoksen pitoisuus oli tilldin 3,00 mg ml!. Niytteesti 1
valmistettiin standardilaimennokset 200 pl tilavuuksina 500 pl eppendorfputkissa
DMSO-livottimella (Kuva 17). Kaikista ndytteistd 1-5 valmistettiin laimennokset 1:200
ja 1:2 000 500 pl eppendorfputkissa DMSO-liuottimella (Kuva 18). 1:10 laimennoksen

kokonaistilavuus oli 100 pl ja muilla 200 pl. Detektioliuosta valmistettiin 15 ml tilavuus.
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96 kuoppalevylle pipetoitiin DMSO, standardilaimennoksia ja ndytelaimennoksia 22,5 pl
tilavuudet 3 rinnakkaista. Niihin pipetoitiin 7,5 ul tilavuudet 3,00 mg ml’
fluoreskamiiniliuosta. 10 minuutin ravistelun jalkeen suoritettiin fluoreskamiinimittaus.
Mittaustulokset taulukoitiin (Taulukko 25 ja Taulukko 26)ja standardilaimennoksista
sovitettiin TA standardisuora 1:8 000—1:800 laimennoksille (Kuvaaja 11). Naytteiden
TA-pitoisuudet ja poikkeama-% ovat laskettu taulukkoon (Taulukko 27). Seuraavaksi
kuoppiin pipetoitiin 170 pl tilavuudet detektiolivosta. 5 minuutin ravistelun jélkeen
suoritettiin  Eu-mittaus. Mittaustulokset taulukoitiin (7aulukko 28) ja DDAC
standardisuora sovitettiin ndytteiden 1-3 teoreettisten konsentraatioiden ja Eu-mittauksen
intensiteettien keskiarvojen perusteella (Kuvaaja 12). Naytteiden DDAC-pitoisuudet ja
poikkeama-% ovat laskettu taulukkoon (Taulukko 29). Mittausparametrit ovat liitteessé 2

(Taulukko 36 ja Taulukko 37).

Nayte % Naytteet 1-5 &
1 20 110 ul

40 ul & Ll 1:10

20 pul o 10l
1:50 1:2
gul 1 1:100 :
& 20,1 \ & : 1:200
E 1:1

1:200
& & & l 10 pl
1:800
1:500
00

1:10

1:250

1:1
Sul Nl
E Tau 25w % E 1:2 000
1110 Kuva 18. Néytelaimennosten
1:2500 valmistaminen.
1:5 1:8

Kuva 17. Standardilaimennosten
valmistaminen ndytteesta 1.

Taulukko 25. Standardilaimennosten intensiteetit fluoreskamiinimittauksessa.
Rin 1:83000 1:5000 1:2500 1:2000 1:1 000 1:800
1 330 507 847 907 1617 1933
2 348 507 903 897 1605 1945
3 336 504 861 886 1672 2002
ka 338 506 870 897 1631 1960
S 7,483 1,414 23,795 8,576 29,170 30,100
CV% 2,21 0,28 2,73 0,96 1,79 1,54




54

Taulukko 26. Niytteiden intensiteetit fluoreskamiinimittauksessa.
1:2000 1 2 3 4 5
1 944 929 874 401 1545
2 949 934 695 405 1555
3 933 953 880 407 1535
ka 942 939 877 404 1545
s 6,683 10,339 3,000 2,494 8,165
CV% 0,71 1,10 034 0,62 0,53
¥Tulosta ei huomioitu laskuissa.

TA stdsuora 1:8 000-1:800

+~ 2’0 .-‘
Q Lot
S 16 y = 14286x + 188,95 R
= B R>=0,9988 "
2 1.2
g o
2 0,8 .
L
0.4 '.‘.,.o.
0,0
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14
¢ (mmol 1)

Kuvaaja 11. TA standardisuora 1:8 000-1:800 laimennoksilla.

Taulukko 27. Néytteiden TA pitoisuudet ja poikkeama-%.
Néyte Intka poikkeama-%

1 942 5,56
2 939 4,18
3 877 2,67
4 404 11,4
5 1545 14,1

Esimerkkilaskut ndytteen 1 TA-pitoisuudet (7aulukko 27). Standardisuoran yhtdlon
(Kuvaaja 11) avulla laskettiin aktiiviaineiden konsentraatiot ndytelaimennoksissa.
Aktiiviaineen kokonaiskonsentraatio laskettiin huomioimalla laimennuskerroin. Niiden

massat m-% sekd poikkeama-% laskettiin lopuksi kaavalla: poikkeama — % =

m o o—-m ol . e .
[Makt.aineMecoraktainel o 10 of) = 5,56 %. Lasketuista aktiiviaineiden poikkeama-%
Mteor.akt.aine

tehtiin pylvasdiagrammi (Kuvaaja 13).



Taulukko 28. Néytteiden intensiteetit Eu-mittauksessa.
1:200 1 2 3 4 5
1 10214 5076 13651 11276 9 048
2 9936 5107 13556 11477 9278
3 9937 5325 13255 11209 9137
ka 10029 5169 13487 11321 9154
s 130,82 110,80 168,80 113,88 94,70
CvV% 130 2,14 1,25 1,01 1,03

DDAC stdsuora néytteista 1-3

—
N
(]

5
s 12
gz =10 y=6152,9x + 1106,5 s
3 g R2=0,9917
g 6
= @
- 4
2 .
0
0 0,5 1 1,5 2 25
¢ (mmol 1)

Kuvaaja 12. DDAC standardisuora ndytteistd 1-3.

Taulukko 29. Naytteiden DDAC pitoisuudet ja poikkeama-%

Néyte Intwa poikkeama-%
1 10029 5,19

2 5169 5,09
3 13 487 1,76
4 11 321 20,2
5 9154 4,88
Fluoresenssimenetelméan aktiiviaineiden
poikkeama-% néytteittdin
259 EDDAC
mTA

N3 20%

&

g 15%

3

= 10%

o

o0 Y
1 2 3 4 5

Niyte

Kuvaaja 13. Aktiiviaineiden poikkeama-% niytteittdin fluoresenssimenetelmill.
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8.1.5 TLC

Aktiiviaineiden erotukset TLC-menetelmélld suoritettiin  raaka-ainevalmistajan
kvalitatiivisilla ohjeilla. DDAC-testissd ndytteistd valmistettiin 1:40 laimennokset (Kuva
19) ja raaka-aineesta 1:400—1:133 laimennokset (Kuva 20) 2-propanoliin. Ajoliuos
koostui 65 ml tilavuudesta tolueenia, 26 ml tilavuudesta etikkahappoa, 7,5 ml tilavuudesta
asetonia, 3 ml tilavuudesta metanolia ja 2,5 ml tilavuudesta MilliQ-vettd, jolla
kehitysastia kylldstettiin. TLC silikageeli 60 F2s4 alumiinilevysté leikattiin sopiva levy,
johon laimennoksia applikoitiin 3 pl tilavuudet 1 cm etdisyyksiltd toisistaan seké levyn
reunoista. Levy asetettiin kehitysastiaan ja tilld vélin valmistettiin vérireagenssi. 40,3 mg
bromifenolisinistd punnittiin analyysivaa’alla ja liuotettiin 35 ml tilavuuteen MilliQ-
vettd. 12,5 g natriumkarbonaattia liuotettiin 50 ml tilavuuteen 0,1 M NaOH-liuokseen. 35
ml tilavuuteen bromifenolisinistd lisdttiin 15 ml tilavuus karbonaattilivosta. 25 min
kehittymisen jdlkeen levy otettiin pois astiasta ja liuotinrintama merkittiin lyijykynalla.
Seuraavaksi levyd kuivattiin keittolevylld noin 10 min ajan, jolloin etikkahapon tuoksua
ei endd havaittu. Jadhtynyt levy kastettiin nopeasti virireagenssiin suuressa petrimaljassa,
jonka jilkeen sitd kuivattiin uudelleen keittolevylld. Pisteiden kulkema matka ja
liuotinrintaman kulkema matka mitattiin (cm) ja taulukoitiin (Zaulukko 30).
Liuotinrintaman kulkema matka oli 8,6 cm. Jokaiselle laimennokselle laskettiin myds
hidastustekijédt eli Re-arvot. DDAC-pisteet erottuivat selvisti, mutta ndytteiden vélisid

vérin intensiteettieroja ei havaittu kvantitatiivisesti (Kuva 21).

Naytteet 1-5 & Raaka-aine

1 ,5}],1 0’5 Lll

¥ I\
e §$£&§

50 1 1:133
50 ul g 1:100 50ul
50 11
1:40 & &
& 1133 g 1400

Kuva 19. Naytelaimennosten valmistus. 1:160 o0 1267

Kuva 20. Raaka-ainelaimennosten

valmistus.
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Taulukko 30. Pisteiden kulkemat matkat
(cm) ja Re-arvot DDAC-analyysissi

Laimennos Matka (cm) Ry-arvot

NI 2,5 0,29

N2 2,3 0,27

N3 2,15 0,25

N4 2,1 0,24

N5 2,15 0,25

1:400 2,1 0,24

Kuva 21. DDAC TLC-levy. 1:267 2,1 0,24
1:200 2,1 0,24

1:160 2,15 0,25

1:133 2,3 0,27

TA-testissd ndytteistd valmistettiin 1:200 laimennokset (Kuva 22) ja raaka-aineesta
1:4 000-1:1 000 laimennokset (Kuva 23) MilliQ-veteen. Ajoliuos koostui 50 ml
tilavuudesta tert-butanolia, 30 ml tilavuudesta 1-butanolia, 20 ml tilavuudesta 2-
propanolia, 10 ml tilavuudesta MilliQ-vettd ja 10 ml tilavuudesta ammoniakkia, jolla
kehitysastia kyllastettiin. TLC-levystd leikattiin sopiva levy, johon laimennoksia
applikoitiin 3 pl tilavuudet 1 cm etdisyyksiltd toisistaan sekd levyn reunoista. Levy
asetettiin kehitysastiaan, tunnin kuluttua levy nostettiin pois ja merkittiin liuotinrintama
lyijykynalld. Levya kuivattiin keittolevylld noin 5 min ajan, jolloin ammoniakin tuoksua
el endd havaittu. Jadhtynyttd levyd sumutettiin valmiilla ninhydriinivériaineella, jonka
jélkeen levya kuivattiin noin 5 min ajan. Pisteiden kulkema matka ja liuotinrintaman
kulkema matka mitattiin (cm) ja taulukoitiin (7aulukko 31). Liuotinrintaman kulkema
matka oli 5,7 cm. Jokaiselle laimennokselle laskettiin myos hidastustekijdt eli Rs-arvot.
TA-pisteet erottuivat selvisti, mutta niytteiden vilisid vérin intensiteettieroja ei havaittu

kvantitatiivisesti (Kuva 24).



2 ul

Naytteet 1-5 %
Raaka-aine %
l 10 pl l
1:10

.
2%

mﬁ S 1o

l 1:670 1:1 000 1
Kuva 22. Nédytelaimennosten valmistus. % 1 50 ul 1 %

1:1 000 % % 1:4 000

1:1333 1:2.000

1:100

Kuva 23. Raaka-ainelaimennosten
valmistus.

Taulukko 31. Pisteiden kulkemat matkat
(cm) ja Re-arvot TA-analyysissd

Laimennos Matka (cm) Ry-arvot

N1 0,85 0,15

N2 0,85 0,15

N3 0,85 0,15

N4 0,85 0,15

N5 0,85 0,15

1:4 000 0,85 0,15

Kuva 24. TA TLC-levy. 1:2 000 0,85 0,15
1:1333 0,85 0,15

1:1 000 0,85 0,15

8.2 Tulokset
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Saadut tulokset esitettiin yrityksen toiveesta poikkeamaprosentteina, joissa verrattiin

analyysimenetelmien antamaa tulosta teoreettiseen tulokseen. Tuotteen eli ndytteen 1

aktiiviaineiden analyysitulokset olivat hyvin ldhelld teoreettisia arvoja kaikilla

analyysimenetelmilld (Kuvaaja 14), joten tuotteen analysointiin onnistuttiin [0ytdmaan

useampi mahdollisesti soveltuva menetelma jatkokehitystd varten. Néytteissd 2—5 suuret

poikkeama-% saattoivat johtua siitd, ettd ndytteiden aktiiviainepitoisuudet olivat

lineaarisen mittausalueen ulkopuolella. Aktiiviainepitoisuuden ollessa matala, voivat
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muut ndytteen komponentit muun muassa toisen aktiiviaineen suhteellinen korkeampi
pitoisuus, vaikuttaa analyysitulokseen, jolloin tulos poikkeaa huomattavasti teoreettisesta
pitoisuudesta. TyoOssd kehitetyt menetelmét vaativat vield lisdd kehitystyota.
Lupaavimmat menetelmit jatkokehitykseen olivat HPLC-MS- ja

fluoresenssimenetelmét, joiden toistettavuus ja tarkkuus sekd lineaariset alueet olisi

madaritettava.

Menetelmien aktiiviaineiden poikkeamien vertailu
naytteessd 1

10,0 % mDDAC
© 8,0 % uTA
S 6,0%
g
% 4,0 %
S 20%
0,0 %
Titraus HPLC-MS  Fluoresenssi
Menetelmé

Kuvaaja 14. Aktiiviaineiden poikkeama-% vertailu ndytteessd 1 menetelmittéin.
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9 LOPPUPAATELMAT

NMR-menetelméssé onnistuttiin 10ytdméén toimiva sisdinen standardi ja liuotin. DDAC-
pitoisuudet saatiin analysoitua hyvin ldhelle teoreettisia arvoja, mutta TA-pitoisuudet
jaivit huolellisesta integroinnista huolimatta jonkin verran matalammiksi. HPLC-MS-
menetelmissd havaittiin ongelma, kun aktiiviaineiden piikkien pinta-alat laskivat
standardilaimennosten jilkeen ndytelaimennoksilla. Standardilaimennokset valmistettiin
lasipulloissa ja néytteet muovisissa eppendorfputkissa. Tamin wvuoksi kokeiltiin
néytteelld 1 vaikuttiko lasi- tai muovimateriaali pinta-aloihin. Liséksi testattiin, etti
vaikuttiko MilliQ-vesi tat HCOOH-liuos pinta-aloihin. Testin perusteella huomattiin, etti
pinta-alat olivat suuremmat lasipulloissa valmistetuilla ndytteilld. Suuremmat pinta-alat
havaittiin myos, kun kéytettiin 50:50 ACN/HCOOH-liuosta liuottimena.

Fluoresenssimenetelmissd TA-pitoisuuksien analysointiin onnistuttiin kehittdméén
toimiva menetelméd fluoreskamiinilla. DDAC-pitoisuuksien analysointi Eu-leimatulla
detektioliuoksella oli epdspesifinen, jonka vuoksi ei voida olla vield tdysin varmoja, ettd
saadut intensiteetit kuvaavat juuri DDAC-pitoisuuksia. Tamai tarvitsee lisdd kehitysta,
mutta lyhyessd ajassa onnistuttiin tekemddn paljon ndilli menetelmilli. TLC-
menetelmilld ehdittiin  lyhyessd ajassa 10ytdmddn sopivat laimennokset, joilla
aktiiviaineiden kulkemat matkat (pisteet) olivat pienehkdjd ja sievid. Néistd oli helppo
mitata pisteiden keskikohdasta niiden kulkemat matkat. Molemmat ajoliuokset ja
vérireagenssit ndyttivat myds toimivan aktiiviaineiden erottumiselle ja vérjdytymiselle.
Toisaalta ndytteiden pitoisuuksissa ei havaittu juuri eroja, vaan pisteiden intensiteetit ja
Re-arvot ovat ldhes samanlaiset jokaisella néytteell.

Titrauksissa osa reagensseista oli hyvin vanhoja, varsinkin dimidiumbromidi,
disulfiinin sininen ja natriumdodekyylisulfaatti. Lisdksi dimidiumbromidi loppui kesken,
jota ohjeen mukaan tarvittaisiin 0,5 g. Sekaindikaattorin varastoliuosta valmistettiinkin
suhteessa pienempi tilavuus: 250 ml sijaan 191 ml. Reagenssien iké saattoi muun muassa
vaikuttaa titraustuloksiin. Seuraavalla sivulla on koottu kaikkien kvantitatiivisten

analyysimenetelmien yhteenveto (Taulukko 32).



Taulukko 32. Kvantitatiivisten analyysimenetelmien yhteenveto.
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Parametri Titraus NMR HPLC-MS Fluoresenssi
Rinnakkaiset® Kolme Kaksi . K olme . Kolme
injektointia
Laimennokset®  RO-vesi D>0 10 % DMSO
2 ACN/HCOOH
Aktiiviaineiden Stdsuoran Sisdinen std, Stdsuoran Stdsuoran
pitoisuudet® yhtélo aineméaara yhtilo yhtélo
Analyysi Eriaikaan. Eriaikaan.
samanaikaisesti/  Hapanja  Samanaikaisesti ~Samanaikaisesti Ensin TA,
eriaikaan! emistitraus sitten DDAC
Es1va1.m1s§elut lh 15 min 15 min 20 min
(aika)
Analyysiaika® 20 min 15 min 8 min muutamia
sekunteja
DDAC
poikkeama-% 2,88 0,13 6,18 5,19
TApolteama 6 46 9,67 3.47 5,56
0
@ Rinnakkaisndytteiden lukumiiri tydssi. ° Standardi- ja niytelaimennosten

valmistuksessa kaytetty liuotin. © Aktiiviainepitoisuuksien tulosten laskeminen.

d

Voitiinko aktiiviaineet analysoida samanaikaisesti vai eriaikaan. © Esivalmisteluihin
kulunut aika, ajat suuntaa antavia. Ajoissa huomioitu analyysiliuosten valmistukset.
Yhden néytteen analyysiin kuluva aika. & Rinnakkaistentulosten keskiarvo poikkeama-%

DDAC niyte 1. " Rinnakkaistentulosten keskiarvo poikkeama-% TA niyte 1.
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Liuosten valmistus

0,004 M SDS-liuos

Analyysivaa’alla punnittiin 1,1509 ja 1,1502 g kiintedd SDS-jauhetta ja liuotettiin 1 1
tilavuuteen  RO-vedelld.  Liukenemisen  helpottamiseksi  liuosta  sekoitettiin
magneettisekoittimella 1,5 h ja lammitettiin hieman noin 1 h ajan. Valmis liuos siirrettiin

ruskeaan sdilopulloon.

Puskuriliuos pH 11

Tarkkuusvaa’alla punnittiin 7,00 g Na>COs ja 100,01 g Na>xSO4. Reagenssit yhdistettiin
1 1 mittapullossa, joka oli taytetty puolilleen RO-vettd. Mittapullo taytettiin merkkiin RO-
vedelld. Liukenemisen helpottamiseksi liuosta sekoitettiin magneettisekoittimella 15 min

ajan. Valmis liuos siirrettiin ruskeaan siilopulloon.

10 til-% EtOH
50 ml tilavuus 99,5 % Etax Aa etanolia mitattiin mittalasilla 500 ml mittapulloon.

Mittapullo taytettiin RO-vedelld merkkiin ja sekoitettiin hyvin.

Hapan sekaindikaattorin varastolinos

Analyysivaa’alla punnittiin erikseen 50 ml dekantterilaseihin 0,382 g dimidiumbromidia
ja 0,1930 g disulfinin sinistd. 80 ml tilavuus 10 til-% EtOH-liuosta ldmmitettiin
keittolevylld. Lammintd EtOH-liuosta pipetoitiin kumpaankin dekantterilasiin 30 ml
tilavuudet. Reagenssit liuotettiin EtOH-liuokseen, jonka jidlkeen ne yhdistettiin 250 ml
mittapulloon. Molemmat dekantterilasit huuhdeltiin huolellisesti 10 til-% EtOH-
liuoksella siten, ettd loppu tilavuus oli 191 ml. Liuos sekoitettiin huolellisesti ja siirrettiin

ruskeaan sdilopulloon.

Hapan sekaindikaattoriliuos

200 ml tilavuus RO-vettd, 20 ml tilavuus hapan sekaindikaattorin varastoliuosta ja 3 ml
tilavuus vdkevdad rikkihappoa yhdistettiin 500 ml mittapullossa ja sekoitettiin
huolellisesti. Kun liuos oli jadhtynyt takaisin huoneenldmpdiseksi, tdytettiin mittapullo

RO-vedelld merkkiin. Sekoituksen jidlkeen liuos siirrettiin ruskeaan sdilopulloon.
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0,2 % HCOOH-liuos
MilliQ-vettd mitattiin mittalasilla 500 ml tilavuus 500 ml tilavuiseen sdilopulloon ja

pipetoitiin 1 ml tilavuus vikevdda HCOOH-livosta. Liuoksesta poistettiin kaasut

ultraddnihauteessa noin 5 min ajan.

0,1 % HCOOH-liuos
MilliQ-vettd mitattiin mittalasilla 1 I tilavuus 1 1 tilavuiseen séildpulloon ja pipetoitiin 1
ml tilavuus vikevdd HCOOH-liuosta. Liuoksesta poistettiin kaasut ultradénihauteessa

noin 5 min ajan.

10 % ACN/HCOOH-liuos
LC-MS-laatuista ACN mitattiin 50 ml tilavuus 500 ml tilavuiseen mittapulloon ja
taytettiin merkkiin 0,1 % HCOOH-liuoksella. Liuos siirrettiin siilépulloon.

50 % ACN/HCOOH-Iliuos
50 ml tilavuus LC-MS-laatuista ACN mitattiin mittalasilla 100 ml tilavuuden
mittapulloon ja tdytettiin merkkiin 0,1 % HCOOH-liuoksella. Liuoksesta poistettiin

kaasut ultradénihauteessa noin 5 min ajan.

50 % ACN/MilliQ-liuos
50 ml tilavuus LC-MS-laatuista ACN mitattiin mittalasilla 100 ml tilavuuden
mittapulloon ja tédytettiin merkkiin MilliQ-vedelld. Liuoksesta poistettiin kaasut

ultraddnihauteessa noin 5 min ajan.

Detektioliuos
5 til-% Na;HPOu/sitraattipuskuria (100 %), 5 til-% DMSO, 0,001 til-% Tritonia (5 %), 3
UM Quencher 22 (10 mM), 1 nM Eu 23 (1 uM) ja loput MilliQ-vetta
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Mittausten parametrit

NMR-mittauksen parametrit

Taulukko 33. Manuaalisessa NMR-mittauksessa kdytetyt komennot ja niiden selitykset.

Komennot Selitys

sx # Naytteen laittaminen sisille laitteeseen, numerolla ndytepaikka

new Uusi datatiedosto

lock Liuottimien lista, joista valitaan kdytossd oleva. Magneettikentin
lukitseminen

atma Automaattinen viritys ja sovitus

topshim tai Shimmauksen makro z tai z, y ja x-akselit

fullshim

pulsecal 90° pulssien kalibrointi

rga Automaattisen vastaanottimen hienosdddon edistdminen

zg Mittaus

ft "H-spektrin prosessointi

efp Fourier muunnos

apk Automaattinen faasin korjaus

abs n Automaattinen pohjaviivan korjaus

€] Naiyte ulos laitteesta

Taulukko 34. NMR-mittauksen parametrit.

Parametri ~ Arvo

Solvent DO
Experiment js-1Hquant

NS 16

DS 4

SWH 7183,908 Hz
FIDRES 0,109618 Hz
AQ 9,1226110 s
RG 23,4

DW 69,600 s

DE 6,50 s

TE 298,0 K

D1 20,0000000
TDO 1

SFO1 500,0827504 MHz
NUCI 1H

P1 10,21 ps

PLWI 21,50799942 W
SI 65536

SF 500,0800000 MHz
WDW EM

LB 0,30 Hz

PC 1,00




HPLC-MS-mittauksen parametrit

Taulukko 35. HPLC-MS-

mittauksen parametrit.

Parametri Arvo

Flow 0,45 ml min™!
Low pressure limit 0 bar

High pressure limit 600 bar
Stoptime 8.00 min
Solvent A 0,2 % HCOOH
Solvent B ACN
Injection volume 10,00 pl
Ionization mode API-ES
Polarity Positive

Gas temperature 350 °C
Dryinggas 10,0 1 min™!
Neb pressure 35 psig

Quad temperature 0°C

Vcap (pos) 5000V
Vcap (neg) 4500V
Time between intections 1,50 min
Injection loop flush time 0,20 min

Fluoresenssimenetelmin parametrit, fluoreskamiini

Taulukko 36. Fluoresenss

imenetelmén parametrit, fluoreskamiini.

Parametri Arvo

Plate 96 black

Lid filter No lid

Humidity Cassette No humidity cassette
Smooth mode Not selected
Excitation Monochromator
Excitation wavelength 390 nm

Excitation bandwidth 20 nm

Emission Monochromator
Emission wavelength 480 nm

Emission bandwidth 20 nm

Gain 50 Manual

Mirror Automatic (50 % Mirror)
Number of flashes 30

Integration time 40 us

Lag time 0 ps

Settle time 0 ms

Z-Position 20 000 pm
Z-Position mode Manual
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Fluoresenssimenetelmin parametrit, Eu-mittaus

Taulukko 37. Fluoresenssimenetelmén parametrit, Eu-mittaus.

Parametri Arvo

Plate 96 black

Lid filter No lid

Humidity Cassette No humidity cassette
Smooth mode Not selected
Excitation Filter

Excitation wavelength 340 nm

Excitation bandwidth 35 nm

Emission Filter

Emission wavelength 620 nm

Emission bandwidth 10 nm

Gain 110 Manual

Mirror Automatic (Dichroic 510)
Number of flashes 30

Integration time 400 ps

Lag time 600 ps

Settle time 100 ms

Z-Position 20 000 pm
Z-Position mode Manual
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