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Opinnaytetyo tehtiin Kemfine Oy:n laadunvalvontalaboratoriossa Kokkolan toi-
mipisteessa. Opinnaytetyon tarkoituksena oli luoda spektrikirjasto nestekroma-
tografi-massaspektrometrille Kemfine Oy:n 14 nykytuotannossa olevasta tuot-
teesta seka laatia ohjeistus spektrikirjaston kaytosta laitteen tuleville kayttajille.
Tarkoituksena oli myds vertailla kahta eri ionisaatiotekniikkaa ja erilaisia eluent-
tikoostumuksia seké tutkia sitd miten erilaiset tekijat vaikuttavat tuotteiden ioni-
soitumiseen ja massaspektreihin.

Opinnaytetyon kokeellisessa osuudessa laadittiin menetelmét nestekromatogra-
fille ja massaspektrometrille ja analysoitiin tuotteet kayttden kahta eri ionisaatio-
tekniikkaa: sdhkdésumutusionisaatiota (Electrospray lonization, ESI) ja ilmanpai-
neista kemiallista ionisaatiota (Athmospheric Pressure Chemical lonization,
APCI). Liséksi tutkittiin fragmentorijannitteen vaikutusta tuotteiden ionisoitumi-
seen ja kokeiltiin eluentteina metanolia ja asetonitriilig.

Laaditut menetelmat sek& nestekromatografille ettd massaspektrometrille osoit-
tautuivat onnistuneiksi, koska kaikki tuotteet yhta lukuun ottamatta saatiin ioni-
soitumaan kaytetyilla parametreilla. Tuloksien perusteella paateltiin, ettd nailla
parametreilla kyseiset tuotteet ionisoituvat paremmin APCI-tekniikalla. Lisaksi
tuotteiden kayttaytymisesta erilaisissa ajo-olosuhteissa saatiin arvokasta infor-
maatiota yritykselle jatkotutkimuksia ja menetelméankehitysta varten.

Tulevaisuudessa olisi hyva jatkaa tutkimuksia viela menetelman kehityksen pa-
rissa ja kiinnittdd huomiota esimerkiksi ESI- ja APClI-tekniikan samanaikaiseen
kayttoon. Myos selvityksia metanolin kanssa olisi syyta jatkaa, koska opinnayte-
tyota tehdessa kavi ilmi, ettd metanoli toimii eluenttina talla laitteella paremmin
kuin asetonitriili.

Asiasanat: korkean erotuskyvyn nestekromatografia, massaspektrometria, ESI,
APCI, massaspektri, spektrikirjasto
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This Bachelor’'s thesis was made at the quality control laboratory of Kemfine
Kokkola. The purpose of this Bachelor’s thesis was to create a spectral library
for high performance liquid chromatograph-mass spectrometer (HPLC-MS) from
14 chemicals now in production and write instructions for the future operators of
the instrument. The aim of the thesis was also to compare different ionization
techniques and eluent formulas. In addition, the different parameters of the in-
strument’s run conditions were explored and how they affect ionization and
mass spectrums.

In the experimental part of this thesis, methods were created for HPLC and
mass spectrometer. After that, products were analyzed using two different ioni-
zation techniques: electrospray ionization, ESI, and athmospheric pressure
chemical ionization, APCI. The influence of fragmentor voltage was examined
and also methanol and acetonitril were tried as eluents

Methods that were developed for HPLC and mass spectrometer were success-
ful. All products except one ionized well with the parameters used. Based on the
results of this thesis, it was concluded that these products ionized better when
APCI-technique was used. Valuable information on the behavior of these prod-
ucts under different conditions was received for future method development.

In the future it would be important to continue studies with method development
and pay attention to using ESI- and APCI techniques together at the same time.
Researches with methanol should also continue to be carried out, because it
occurred that methanol would be better eluent than acetonitril for this instru-
ment.

Keywords: HPLC, mass spectrometer, ESI, APCI, mass spectrum, spectral li-
brary
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1 JOHDANTO

Opinnaytetyo tehtiin Kemfine Oy:n Kokkolan toimipisteen laadunvalvontalabora-
toriossa kevaan ja kesan 2010 aikana. Kemfine Oy on maatalouskemikaaleja ja
ladkeaineiden valituotteita tuottava kansainvélinen yritys. Kemfinella on pitka
historia kansainvalisessa hienokemikaaliteollisuudessa: orgaanisten hienokemi-
kaalien valmistus alkoi Kokkolassa jo vuonna 1984 silloisen Kemiran alaisena.
Kemfinen paamarkkina-alueet ovat Eurooppa ja Yhdysvallat. Kokkolan tehtaan
laadunvalvonnan laboratoriossa keskitytddn l&ahinnd orgaanisten hienokemikaa-
lien tuotantoprosessien raaka-aine-, reaktionseuranta-, ja lopputuoteanalytiik-

kaan.

Opinnaytetyon tavoitteena oli luoda spektrikirjasto nestekromatografi-
massaspektrometrille (Liquid Chromatography- Mass Spectrometer, LC-MS),
johon tallennettaisiin Kemfinen 14 nykytuotannossa olevaa tuotetta seka laatia
ohjeistus spektrikirjaston kaytosta laitteen tuleville kayttajille. Samalla vertailtiin
kahta eri ionisaatiotekniikkaa ja erilaisia eluenttikoostumuksia. Tarkoituksena oli
tutkia, miten erilaiset tekijat vaikuttavat tuotteiden ionisoitumiseen ja massa-
spektreihin, jotta tydntekijoiden olisi helpompi jatkaa tutkimuksia ja menetelman

kehitysta tulevaisuudessa.

Ennen tutkimusta LC-MS-laitteella ajettujen yhdisteiden tunnistus oli aikaa vie-
vaa ja tieto esimerkiksi ajoparametreista hajanaista. Tutkimus antaa pohjatietoa
yhdisteiden tunnistustydn nopeuttamiseksi ja helpottaa ajo-olosuhteiden laati-
mista. NIST-spektrikirjaston kayttdohje saa tydskentelyyn rutiininomaisuutta lait-
teen tuleville kayttajille.

Korkean erotuskyvyn nestekromatografia liitettynd massaspektrometriaan on
analyyttisen kemian uusinta tekniikkaa, joka yhdistd& nestekromatografian ero-
tuskyvyn ja massaspektrometrian valmiudet tunnistaa lukemattomia yhdisteita.
Kemfinelle Agilentin LC-MS-laite hankittiin tammikuussa 2009 ja sita kaytetaan
laboratoriossa l&hinn& tuntemattomien ep&puhtauksien tunnistamiseen seké

kvalitatiivisiin ja kvantitatiivisiin analyyseihin.



2 NESTEKROMATOGRAFIA

Kromatografia on tutkimusmenetelma, jossa nayte jaetaan analyysin aikana
komponenteikseen tunnistamista varten. Jakautuminen tapahtuu kolonnissa,
jossa kaksi toisiinsa liukenematonta faasia, station&arifaasi ja liikkuva faasi,
ovat vuorovaikutuksessa toistensa kanssa. Nestegromatografiassa liikkuvana
faasina on neste. Nestekromatografia voidaan jakaa esimerkiksi normaali- ja
kaanteisfaasikromatografiaan seka ionikromatografiaan, joista kaanteisfaasi-

kromatografia on nykydan kaytetyin muoto. (Meyer 2004, 7,14.)

Naytemolekyylit ovat dynaamisessa tasapainossa faasien valilla eli ne tarttuvat
toistuvasti stationdarifaasiin ja irtoavat siita likkuvaan faasiin. Yhdisteet kulkevat
eteenpain kolonnissa liikkuvan faasin mukana. Heikosti station&arifaasiin tarttu-
vat yhdisteet etenevat nopeasti, koska ne ovat suurimmaksi osaksi likkuvassa
faasissa. Voimakkaasti stationaarifaasiin sitoutuvat yhdisteet kulkeutuvat hi-
taammin liikkuvan faasin mukana. Eri yhdisteilla on erilainen tasapaino liikkuvan
ja stationaarifaasin valilla, joten yhdisteet on mahdollista erottaa toisistaan.
(Meyer 2004, 16-19.)

Korkean erotuskyvyn nestekromatografiassa liuotin pakotetaan korkean pai-
neen avulla tiukkaan pakatun kolonnin l&pi, joka mahdollistaa yhdisteiden erot-
tumisen korkealla resoluutiolla (Harris 2007, 556). Korkean erotuskyvyn neste-
kromatografiaa (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) kaytetaan
sekd epdaorgaanisten etta orgaanisten yhdisteiden analysoimiseen. Tekniikka
mahdollistaa muiden kromatografisten menetelmien tavoin monen yhdisteen
samanaikaisen analysoinnin. Liséksi nestekromatografian avulla voidaan analy-
soida suurikokoisia orgaanisia molekyyleja. Periaatteessa ainoa edellytys nes-
tekromatografian kayttamiselle on se, etta nayte saadaan liukenemaan johonkin
liuottimeen. Kaytdnndssa voi ilmetd muitakin ehtoja, kuten sopivan detektrorin
puute tai naytteen ja liuottimen valinen analysointia haittaava reaktio. (Jaarinen
& Niiranen 2005, 153.)



2.1 HPLC-laitteisto

LC-MS-yhdistelman nestekromatografiosa koostuu injektorista, liuotinpumpusta,
kolonnista ja detektorista seka néaita yhdistavista kapillaareista. Pieni maara
naytetta syotetaan injektorin kautta korkean paineen alaisena olevaan, kapeissa
kapillaareissa liikkuvaan nestefaasiin. Nayte siirtyy eluentin mukana kolonniin,
joka on pakattu tiukasti pienikokoisilla partikkeleilla, stationaérifaasilla. Eluentti
kulkee tasaisena virtana tiiviisti pakatun kolonnin lapi, joka mahdollistetaan syk-
keettbmasti pumppaavan pumpun avulla. Kulkiessaan kolonnin [&pi eluentin
mukana, nayte jakaantuu komponenteikseen, jotka tulevat vuorollaan ulos ko-
lonnista detektorille. Detektori mittaa yhdisteen antamaa signaalia ajan funktio-
na, jolloin saadaan kromatogrammi. (McMaster 2005, 9; Jaarinen & Niiranen
2005, 154.)

Pumppu =Q=I:|_‘
'[ Injektori l

HFLC-kaolonni

|||'|hr"7%

Eluerntit L Detektor I_njl

KUVIO 1. HPLC-laitteisto (Opetushallitus 2004)



2.1.1 Eluentit

Tavallisesti eluentti koostuu vahintddn kahdesta komponentista. Niiden valista
suhdetta muuttamalla etsitdén analyysiolosuhteet, joissa saadaan naytteen yh-
disteille paras erotuskyky. Kaytettaessa C-18-kolonnia eluenttien tulee olla poo-
lisia, koska kolonnin station&érifaasi on pooliton. Naissa olosuhteissa poolisim-
mat naytekomponentit eluoituvat ensin, joten eluentin poolisuuden lisaéaminen
kasvattaa neutraalien yhdisteiden retentioaikaa. (Jaarinen & Niiranen 2005,
161.) Tyypillisimpia eluentteja kaanteisfaasikromatografiassa ovat hapotettu ve-

si, metanoli ja asetonitriili.

Kaytettdessa poolisia eluentteja, monet naytekomponentit ionisoituvat. Kaan-
teisfaasikromatografiassa ionimuodossa oleva yhdiste kulkee poolisen eluentin
mukana liian nopeasti eikd erottumista tapahdu. Tdmé voidaan estaa puskuroi-
malla eluentin pH sellaiseksi (yleensa 2-8), etta yhdiste saadaan neutraaliin

muotoon. (Jaarinen & Niiranen 2005, 161.)

2.1.2 Pumppu

HPLC-laitteiston olennainen osa on pumppu, jonka on pystyttdva pumppaa-
maan eluenttia pulssittomasti, toistettavasti ja tasaisella virtausnopeudella lait-
teiston ja kolonnin tuottamaa vastapainetta (n. 200-350 laitteesta riippuen) vas-
taan. Materiaaliltaan pumput ovat mahdollisimman puhdasta terésta. Yleisimmin
kaytetaan resiprookkipumppua, jonka kammiosta edestakaisin liikkuva manta
tyontaa eluenttia yksitieventtiilin kautta kolonniin. Bindaripumpulla voidaan tuot-
taa hyvin tarkasti kahden liuottimen seoksia ja kvarterndaripumpulla jopa neljan
eluentin seoksia siten, etta liuosten tilavuussuhteita voidaan analysoinnin aika-
na portaattomasti muuttaa. (Meyer 2004, 52-55.) Téassa tydssa kaytetyssa

HPLC-laitteessa oli bindaripumppu.
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2.1.3 Injektori

Nykyaikaisessa nestekromatografialaitteistossa néayte syoétetaan suuripainei-
seen nestevirtaan automaattisen injektorin avulla. Injektorissa oleva ruisku in-
jektoi halutun maaran naytetta eluointiliuokseen, joka kuljettaa naytteen kolon-
niin. (Jaarinen & Niiranen 2005, 165.)

Naytteen syottaminen kolonniin on yksi tarkeimmista asioista HPLC-laitteissa.
Jopa parhaimmallakin kolonnilla saadaan aikaan huono erotuskyky, jos naytetta
ei syotetad oikealla tavalla kolonniin: pieni mééard nayteliuosta injektoidaan varo-
en sammalla, ettei ilmaa paase kolonniin. Nykyaikaisessa laitteistossa naytteen
injektoinnista huolehtii automaattinen injektiosysteemi eli autosampleri. (Meyer
2004, 67.)

2.1.4 Kolonni

HPLC-kolonnin tehtdva on erotella naytteessa olevat yhdisteet toisistaan.
HPLC-kolonnien ulkopinta on valmistettu ruostumattomasta teréksesta ja ne
ovat tavallisesti 3—30 cm pitkid. Kolonnin sisdhalkaisija on yleensa 2-8 mm ja
pakkausmateriaalin partikkelikoko on yleensa 3-10 ym. Mita pienempia partik-
kelit ovat, sita tehokkaampaa on yhdisteiden erottuminen kolonnissa, koska tal-
I6in kolonnin aktiivinen pinta-ala on suuri. (Jaarinen & Niiranen 2005, 154.) Ku-
viossa 2 on esitetty kolonnin molemmissa péissa olevat huokoiset levyt, fritit,
jotka pitavat kolonnin sisalla olevan pakkausmateriaalin paikallaan, seka kar-
tiotiivisteet, joiden avulla kolonni saadaan tiiviisti litettyd kapillaariin. (McMaster
2005, 21))

Friti Kartiofiiviste Kartiotiviste  Frit
_ ,1'»—|_ . %’ /—/—,|
‘-J— ”] _'__Pék}qausmateriaali - _ [-l H H ”_[:-
P =T - =

KUVIO 2. HPLC-kolonni (McMaster 2005, 22)
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Tassa tyossa kaytettiin kaanteisfaasikromatografiaa, jossa stationdarifaasi on
pooliton ja eluentit poolisia. Kadanteisfaasikromatografiassa kolonni on taytetty
kemiallisesti sidotulla silikapohjaisella faasilla, jossa suurin osa silikan hydrok-
syyliryhmistéa on korvattu suoraketjuisilla hiilivedyilla tai hiilivetyketjuilla, joissa
on poolisia substituutioryhmia. Tyypillisin sidottu ryhm& on oktadekyyliryhma,
jolloin vastaava faasi on oktadekyylisilaani, ODS. Oktadekyylisilaania kutsutaan

usein C-18-materiaaliksi. (Jaarinen & Niiranen 2005, 156.)

2.1.5 Detektori

Nestekromatografiassa yleisesti kaytettyja detektoreja ovat UV- (ultraviolet-
tisateily), UV/VIS- (nakyva valo), fluoresenssi-, sdhkdokemialliset ja taitekerroin-
detektorit (Refraction Index, RI). UV/VIS-detektori on paras vaihtoehto silloin,
kun tutkittava yhdiste absorboi UV- tai nakyvan valon aallonpituusalueella, mut-
ta sitd ei voida kayttaa, jos yhdiste ei absorboi UV- tai ndkyvéaa valoa lainkaan.
Yleensa laitteissa on kaytdssa diodirivividetektori, jolloin voidaan mitata useita
aallonpituuksia samanaikaisesti. (Snyder, Kirkland & Glajch 1997, 59-60.) Tai-
tekerroindetektoria voidaan pitdd nestekromatografian yleisdetektorina, mutta
se on paljon epéherkempi kuin esimerkiksi UV/VIS-detektori ja reagoi herkem-
min kromatografisen ajon aikana mm. [Ampdtilan vaihteluille. Massaspektromet-
ria on myo6s yksi detektorimuoto nestekromatografiassa ja sen kayttd on koko
aja yleistymassa. Taulukossa 1 on vertailtu erilaisten detektorien ominaisuuksia.
Tassa tyossa kaytetyssa Agilentin HPLC-laitteessa on UV/VIS-diodirividetektori
seka laitteesen yhdistettyna massaspektrometri. (Opetushallitus 2004.)
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TAULUKKO 1. Nestekromatografialaitteistossa yleisimmin kaytettyjen detektori-

en ominaisuuksia (Opetushallitus 2004)

Detektori Sovellusalue | Lineaarinen alue | Gradienttiajo
Taitekerroindetektori Hyvin laaja | 10* Ei sovellu
Johtokykydetektorit Suppea 10° Huono
UVIVIS Laaja 10° Hyva
Fluoresenssi Rajattu 10* Hyva
Amperometriset detektorit | Rajattu 10° Huono
Kulometriset detektorit Rajattu 10° Huono
Johtokykydetektorit Rajattu 10° Huono
Massaspektrometri Laaja Hyvin suuri Hyva

2.2 HPLC-menetelman kehitys

HPLC-menetelméan kehityksella on tarkea rooli analysoitaessa erilaisia yhdistei-
td. Huolimatta merkittavasta edistymisesta kromatografisten menetelmien kehi-
tyksessa ja automatiikassa viime vuosikymmenillda, spesifisen HPLC-
menetelman luomiseen tarvitaan viela paljon tietoa analyysin tekijaltd. Mene-
telmda luotaessa tutkijan taytyy ottaa huomioon monia analyysiin vaikuttavia
tekijoita (parametreja), kuten esimerkiksi naytteen ja liuottimen valiset interakti-
ot, lampdtila, kolonnin ominaisuudet, eluentin virtaus, pH ja paine. (I ym. 2002,
28.)

2.2.1 pH

Kaanteisfaasikromatografiassa eluentin pH taytyy usein puskuroida sopivaksi,
jotta tutkittava yhdiste saadaan neutraaliin muotoon. Muutoin ionina oleva yh-
diste kulkee poolisen eluentin mukana lilan nopeasti kolonnin |api eika tarvitta-
vaa erottumista tapahdu. Kaytanndssa pH:n muutos saadaan aikaiseksi lisaa-
malla eluenttiin happoa. (Jaarinen & Niiranen 2005, 157.) LC-MS-analyysissa
puskurina kaytetdaan orgaanista happoa, esimerkiksi muurahaishappoa, koska

epéaorgaaniset hapot, kuten muutoin yleisesti kaytetty fosforihappo, likaavat ioni-
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lahteen ja siten huonontavat herkkyytta ja lopulta havittavat signaalin kokonaan

(McMaster 2005, 43).

2.2.2 Isokraattinen ja gradienttiajo

Isokraattinen ajo tarkoittaa analyysid, jossa eluointiliuoksen koostumusta ei
muuteta ajon aikana. Usein isokraattisella ajolla ei saada naytekomponentteja
eluoitumaan ulos kolonnista tarpeeksi nopeasti tai komponenttien retentioajat
menevat paallekkain. Talloin voidaan kayttaa gradienttiajoa, jossa eluentin
koostumusta muutetaan ajon aikana. Kuviosta 3 ndhdaan, ettd kaytettdessa
isokraattista ajoa, jossa eluentti koostuu asetonitriilista ja happovedesta (50:50),
piikit retentoituvat osittain paallekkain. Jos taas kaytettaisiin vetta ja asetonitriilia
suhteessa 70:30, analyysiin meneva aika pidentyisi huomattavasti. (Harris
2007, 565.)

2,3

80% B

|
5 14 15 20 25
Time {min) —

Absarbance at 220 nm —=

KUVIO 3. Esimerkki isokraattisen ajon kromatogrammista (Harris 2007, 564.)

Kuviossa 4 on kaytetty gradienttiajoa, eli eluentin koostumusta on muutettu vai-
heittain kromatografisen ajon aikana. Analyysi on aloitettu ajamalla 8 minuutin
ajan asetonitriilia ja happovetta suhteessa 30:70, jolloin piikit 1, 2 ja 3 erottuivat.
Sitten eluenttien suhdetta on muutettu tasaisesti 5 minuutin ajan siten, etta ase-
tonitriilid ja happovetté on ollut suhteessa 45:55, jota on ajettu 15 minuuttia piik-
kien 4 ja 5 tullessa ulos. Lopuksi eluenttisuhdetta on muutettu suhteeseen

80:20, kunnes viimeisetkin piikit ovat tulleet ulos. Tassa tapauksessa gradient-
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tiajolla on saatu nopeampi analyysi kuin isokraattisella ajolla. (Harris 2007,
565.)
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KUVIO 4. Esimerkki gradienttiajon kromatogrammista (Harris 2007, 565.)

2.2.3 Lampotila

Ei ole mahdollista tehda yleispatevia ohjeita siitd, miten lampdétila vaikuttaa
HPLC-analyysiin. Voidaan kuitenkin sanoa, ettéd kolonnin lampétila voi vaikuttaa
erilaisten yhdisteiden retentoitumiseen ja lampdtilan nostaminen saattaakin no-
peuttaa analyysia. Kuitenkin pH:lla ja eluentin koostumuksella on suurempi vai-
kutus menetelman kehityksessa, joten usein lampdtila saadetaan vakiomuuttu-
jaksi. Lampotilan ollessa vakio, saadaan toistettavampia tuloksia, kun talla ta-
voin eliminoidaan esimerkiksi huoneenlampdétilan vaihtelut. (Dolan ym. 1998, 1-
31.)

Jos on mahdollista, ihanteellisen erotusmenetelman saamiseksi kannattaa aina
kuitenkin tarkistaa lampatilan vaikutus analyysiin. Joskus menetelmé& voi toimia
paremmin korkeammissa tai matalammissa lampotiloissa. Esimerkiksi, jos ana-
lyysoidaan korkean molekyylimassan omaavia yhdisteitd, kuten proteiineja,

kiinnostuksen kohteena on n. 80°C lampdtilat. (Meyer 2004, 45.)
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2.2.4 Virtaus ja paine

Eluentin virtausnopeus on yleensa saadettavissa 0,1 ml/min valein 15 ml/min
nopeuteen saakka. Tyypillinen eluentin virtausnopeus on kuitenkin 1 ml/min.
Laitteiston paineeseen vaikuttavia tekijoita ovat mm. virtausnopeus, eluentin
viskositeetti, kolonnin pituus ja taytemateriaali seka lampdotila. (Jaarinen & Nii-
ranen 2005, 162-163.)
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3 MASSASPEKTROMETRIA

Massaspektrometri (Massspectrometer, MS) on herkkyytensa ansiosta tehok-
kain detektori kromtografialaitteisiin ja sita kaytetaan seka kvalitatiivisissa etta
kvantitatiivisissa tutkimuksissa. Massaspektrometrian avulla voidaan tunnistaa
eri yhdisteita, vaikka niilla olisi sama retentioaika. (Harris 2007, 474.) Massa-
spektrometri onkin tyypillisesti kytketty kromatografiin, jolloin yhdisteiden erotte-
lu ja kromatografinen analyysi tukevat massa-analyysia (Jaarinen & Niiranen
2005, 122).

Massaspektrometria on tutkimusmenetelma, jolla tutkitaan massaspektrista yh-
disteiden massoja (Harris 2007, 474). Massaspektri antaa kuvan molekyylin ra-
kenteesta ja spektrin pohjalta yhdiste on mahdollista tunnistaa (Jaarinen & Nii-
ranen 2005, 122). Massaspektrin saamiseksi yhdisteet ionisoidaan ja fragmen-
toidaan, jonka jalkeen saadut ionit kilhdytetdan sahkoiseen kenttdén ja erotel-

laan niiden massa-varaussuhteen (m/z) mukaan (Harris 2007, 474).

Kaytannodsséa yhdisteiden tunnistus tapahtuu vertaamalla mitattua massaspekt-
ria Kirjastospektriin, jolloin tuntemattoman naytteen analysointi tapahtuu auto-
maattisesti (Jaarinen & Niiranen 2005, 122). LC-MS:lle valmista spektrikirjastoa

Kemfinen tuotteista ei ole olemassa, joten sellainen taytyy luoda itse.

3.1 MS-laitteisto

Kun naytteen siséltamat yhdisteet on ensin eroteltu nestekromatografilla, ne
siirretaan massaspektrometrille analysoitavaksi. Massaspektrometrille siirtyvat
analysoitavien komponenttien lisdksi eluentti sek& muutkin haihtuvat reagenssit.
Liuotin ja muut analyysissa kaytetyt reagenssit taytyy poistaa systeemista tassa
vaiheessa, jotta vain naytekomponentit siirtyvat analysoitavaksi. (McMaster
2005, 51.)
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Massaspektrometria perustuu vakuumin lapi kulkevien ionien erittelyyn ja tar-
kasteluun. Erittelyn tuloksena saadaan massaspektri, joka antaa tietoa yhdis-
teen molekyylimassasta, rakenteesta, maarasta ja puhtaudesta. Massaspekt-
rometri soveltuu sekd kvantitatiivisiin etta kvalitatiivisiin analyyseihin. (Agilent
Technologies 2007, 10.)

Nayiemolekylien Sahkdkensd
jonisoiuminer
(+)
| Massa-
|_| _,L_ | 7 | analys3ason

/ l(—} |

Maytesumy Vakuumi

Detekior — =

KUVIO 5. Kaaviokuva massaspektrometrista (Opetushallitus 2004)

Kuviossa 5 on néaytetty pelkistetty kaaviokuva massaspektrometrista. Nayte
johdetaan HPLC-laitteesta ionisaatiokammioon, jossa tapahtuu naytteen ioni-
saatio normaalissa ilmanpaineessa. Syntyneet ionit kulkevat kapillaarin ja usei-
den eri ionioptisten osien, kuten skimmerin ja oktopolin, lapi massa-
analysaattoriin, joka erottelee ionit. Analysaattorista ionit kulkevat detektorille,
joka rekisterdi kunkin ionin lukumaaran ja massan. Kun ionit siirtyvat lentoradal-
la ionisaatiokammiosta detektorille, laitteen sisdinen paine pienenee vaiheittain
ilmanpaineesta (760 torr) vakuumipaineeseen 10° torr. (Agilent Technologies
2007, 10-12.)

3.1.1 Naytteen ionisaatio
Yleisimmat HPLC:n litantasysteemit massaspektrometriin ja ionisaatiomene-

telmat LC-MS:lla ovat sahkésumutusionisaatio (Electrospray lonization, ESI) ja

iimanpaineinen kemiallinen ionisaatio (Atmospheric Pressure Chemical lonizati-
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on, APCI). Uusimpana tekniikkana on ilmanpaineessa tehtava fotoionisaatio
(Athmospheric Pressure Photo lonization, APPI). APPI:n kayttd on toistaiseksi
hyvin vahaistd, mutta se saattaa yleistya tulevaisuudessa. APCI- ja ESI-
ionisaatiota kutsutaan pehmeiksi ionisointitekniikoiksi, koska niiden avulla on
mahdollista analysoida kokonaisia yhdisteita vahaisen fragmentoitumisen takia.
(Hamalainen & Turpeinen 2006, 25; Harris 2007, 488.) Tydssa kaytetyssa Agi-
lentin 6120 Quadrupole MS-yksikdssa on molemmat, ESI- ja APCI-tekniikka,

joten niiden teoriaa on kasitelty lahemmin seuraavaksi.

Sahkodsumutusionisaatiossa nestekromatografialiuos johdetaan yhdessa kuiva-
uskaasun (N2) kanssa ruostumattomasta terdksesta valmistetun sumutusneulan
kautta ionisaatiokammioon, jossa on vahva sahkokenttd. Kuivauskaasun ja
sahkokentan vaikutuksesta neulasta sumutetusta nesteestd muodostuu hieno-
jakoinen aerosoli, joka koostuu varautuneista pisaroista. (Niessen 2003, 415.)
Varautuneet pisarat pienenevat liuottimen haihtuessa ja pisaroiden varaustiheys
kasvaa niin suureksi, ettd sahkoéinen poistovoima voittaa pisaroiden pintajanni-
tyksen ja ne hajoavat viela pienemmiksi korkeasti varautuneiksi aerosolihiukka-
siksi (kuvio 6) (Jaarinen & Niiranen 2005, 211).

Kapillaarin
sizddnmenoaukka
Koteazt
Surmutuzneula waraulunut pisara
4
Livottirnen -I- Pizaroiden
>+
haikibdrminet hajuammen
. ) .ﬂ.nalyry'ﬂl-
Maytemolelyyli Kotkeast inheja

varautunut pizara

KUVIO 6. ESI-tekniikka (Gates 2004)

Kun liuotin on haihtunut, analysoitavan yhdisteen ionit vapautuvat siind muo-
dossa, missa ne ovat olleet eluointiliuoksessa. Liuoksessa on voinut muodostua
esimerkiksi protonoitunut molekyyli, MH* (massa M + 1), tai molekyyliaddukti,
johon on liittynyt esimerkiksi natriumioni, MNa™ (massa M + 23), jotka nakyvat

massaspektrissa. ESl-tekniikalla voidaan luoda seka positiivisia ett negatiivisia
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ioneja lahinnd sen mukaan, ovatko molekyylit protonin luovuttajia vai vastaanot-
tajia. (Jaarinen & Niiranen 2005, 211.)

Muodostuneet nayteionit kulkeutuvat kapillaarin kautta eteenpain massa-
analysaattorille ja haihtunut liuotin ajautuu pumpun avulla ulos systeemista (Agi-
lent Technologies 2007, 24). Sahkdsumutusionisaatio (ESI) soveltuu parhaiten
yhdisteille, jotka ovat liuoksessa ioneina. Silla voidaan kuitenkin ionisoida my6s
neutraaleja yhdisteitd, jos eluenttiin lisdtdan puskuria. ESI:lla voidaan analysoi-
da yhta hyvin positiivisia kuin negatiivisiakin ioneja. (Hamalainen & Turpeinen
2006, 25.) Sahkdsumutusionisaatio on kaytannollinen analysoitaessa erityisesti
suuria yhdisteita, kuten proteiineja, mutta sitd voidaan kayttdd myos pienemmil-

le yhdisteille, esimerkiksi pestisideille ja ladkeaineille.

Yhdisteet, jotka eivat ionisoidu tehokkaasti ESI:lla, saadaan usein ionisoitu-
maan APCIL:IIa. Se soveltuu parhaiten melko pienille ja stabiileille sek& neutraa-
leille molekyyleille. (Hamalainen & Turpeinen 2006, 25.) limanpaineinen kemi-
allinen ionisaatio, APCI, tapahtuu kaasufaasissa, jossa muodostuu uusia ioneja
apukaasun (N;) ja hoyrystyneen eluentin reagoidessa naytemolekyylien kanssa.
APCl:ssa, nestekromatografialiuos ajetaan lammitetyn (350-500°C) sumutus-
neulan lapi ionisaatiokammiossa sijaitsevalle korkeajannitteiselle koronaneulal-
le. (Niessen 2003, 416.) Koronaneulan ymparille muodostuu varautuneita par-
tikkeleita sisaltdva reunus. Tasséa reunuksessa syntyy elektroneja, jotka tormai-
levat sumutusneulasta tulevaan naytesumuun ionisoiden naytemolekyyleja (ku-

vio 7). Esimerkiksi protonoitu analyytti MH* voi muodostua seuraavalla tavalla:

N, +e” —> N, +2e”
N,"+2N, > N, +N,

N;* +H,0 - H,0" +2N,
H,0" +H,0 - H,0"+'0OH
H,0" +nH,0 - H,0"(H,0),

H,0"(H,0),+M ->MH" +(n+1)H,O
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Analyytti M voi muodostaa myds negatiivisen ionin elektronisieppauksella (Har-
ris 2007, 490-491.):
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KUVIO 7. APCI-tekniikka (Gates 2004)

Myds APCI-tekniikalla voidaan luoda seka positiivisia etta negatiivisia ioneja la-
hinnd sen mukaan, ovatko molekyylit protonin luovuttajia vai vastaanottajia.
APCl-tekniikalla saadaan luotua yhdenarvoisia ioneja, joten se soveltuu hyvin

lukuisille molekyyleille lukuun ottamatta proteiineja. (Harris 2007, 490—-491.)

Agilentin 6120 Quadrupole MS-yksikosséa ESI- ja APCI-tekniikkaa on mahdollis-
ta kayttdd myos samanaikaisesti yhdistetylla ionisaatiolla (Multimode lonization,
MMI). MMI-tekniikka on kaytannoéllinen tutkittaessa tuntemattomia yhdisteita,
joista ei voida varmuudella tietdd, ionisoituvatko yhdisteet ESI- vai APCI-
tekniikalla. Taménkaltaisissa tapauksissa MMI-tekniikka on paras vaihtoehto,
koska talléin naytteita ei tarvitse analysoida kahteen kertaan. Haittapuolena
MMiI-tekniikalla analysoitaessa on se, ettd laitteen herkkyys karsii. (Agilent
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Technologies 2007, 29.) Tassa tyossa naytteet analysoitiin erikseen seka ESI-
ettd APCl-tekniikalla, koska yksi opinnaytetyon kohde oli tutkia nimenomaan

sita, etta mik& ionisaatiotekniikka on paras kullekin yhdisteelle.

Kuviossa 8 on esitetty Agilentin 6120 Quadrupole MS-yksikbn MMI-
toimintaperiaate. Ensimmaiseksi tapahtuu sdhkésumutusionisaatio varautuneen
elektrodin avustuksella. ESI-tekniikalla muodostuneet ionit sek& ionisoitumatto-
mat nayte- ja liuotinmolekyylit kulkeutuvat kuivauskaasun mukana vastaanotta-
valle elektrodille, joka luo uuden APCI:lle sopivan sdhkokentan. Seuraavaksi jo
ionisoituneet molekyylit erotetaan ionisoitumattomista nayte- ja liuotinmolekyy-
leista. lonisoitumattomat molekyylit kulkeutuvat koronaneulalle ja ionisoituvat
APCl-tekniikalla. Lopuksi seka ESI- etta APCI-tekniikalla ionisoituneet molekyy-
lit kulkeutuvat kapillaarin lapi eteenpain analysoitavaksi. (Agilent Technologies,
2010.)

HPLC-inlet I" Sumutusneula

o EZl-alue
APCl-alue /r‘-'—'_"'-
= |l
| ' ]_r"'""“ ----- — Kapillaari
K.oronaneula I |_“ ——
L
Kuivauskaasu

KUVIO 8. Yhdistetty ionisaatio (Agilent Technologies 2010)
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3.1.2 lonioptiikka

lonisaatiokammiossa muodostuneet ionit kuljetetaan elektrostaattisesti kuivaus-
kaasun ja kapillaarin lapi ensimméaiseen vakuumiosioon, jossa on noin 2 torr
paine (kuvio 9). Pehmeilla ionisaatiotekniikoilla saadaan yleensa luotua ioneja,
jotka pysyvéat kokonaisina ja antavat tietoa yhdisteen molekyylimassasta. Usein
tarvitaan kuitenkin yksityiskohtaisempaa tietoa yhdisteen rakenteesta. Talloin
ioneja voidaan fragmentoida ensimmaisessa vakuumiosiossa. (Agilent Techno-
logies 2007, 13.) Fragmentointi tapahtuu siten, etté ioneihin johdetaan ylimaa-
raista energiaa lisdamalla kapillaarin ja skimmerin jannite-eroa, jolloin ne |ahte-
vat torméailemaan systeemissa oleviin neutraaleihin molekyyleihin ja saavat ai-
kaan ionien fragmentoitumista. Mitd suurempi jannite-ero on kapillaarin ja
skimmerin valilla, sitd enemman ionit fragmentoituvat. Prosessi on fysikaalinen
iImio, jota kutsutaan tormays-indusoiduksi dissosiaatioksi (collision-induced dis-
sociation, CID). (Niessen 2003, 418.)

Wakuumiosio: ’1 ‘2 3 ‘ 4
HPLC-inIet—| E I
Surmutisheula 1 Oktopoli
b | ‘

ol

Fragmentori !J o
(CID)
Linssit Kvadrupoli

KUVIO 9. Massayksikon vakuumitilat (Agilent Technologies 2007, 12.)

Lahell& kapillaarin ulostulopdatd on metalliset levyt, skimmerit, joissa on pieni

reikd. lonit, jotka kulkevat suuremmalla nopeudella ja ovat painavampia, siirty-
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vat reian lapi eteenpéin. Suurin osa kevyemmista ioneista, kuten kuivauskaa-
susta ionisoituneista molekyyleista, kulkevat skimmerien ohitse ja poistuvat sys-
teemista pumpun avulla. Skimmerien jalkeen paineen vahentyessa ionit ohjau-
tuvat oktopolin lapi ja lapaisevét sen jalkeen kaksi fokusoivaa linssia, josta ne
siirtyvat neljanteen vakuumiosioon. Oktopolin tehtava on johdattaa tietyn mas-
sasuhteen omaavat ionit eteenpain ja se koostuu varautuneista sauvoista kuten
varsinainen massa-analysaattori, joka sijaitsee neljdnnesséd vakuumiosiossa

6x10°® torr paineessa. (Agilent Technologies 2007, 13-14.)

3.1.3 Massa-analysaattori

Massa-analysaattorin tehtava on erotella ionit niiden massa-varaussuhteen
(m/z) perusteella, jonka jalkeen ne siirtyvat detektrorile. Massa-
analysaattoreista yleisin on kvadrupolianalysaattori, mutta myds mm. ionilouk-
kua (lon Trap) ja lentoaika-analysaattoria (Time Of Flight, TOF) kaytetaan, jos-

kin vAhemmassa maarin niiden kallimman hinnan takia. (Harris 2007, 484.)

Kvadrupolianalysaattori koostuu neljastd yhdensuuntaisesta sauvasta, joiden
tuottama varahteleva sahkokentta ohjailee ionien kulkua. Sopivilla vaihto- ja ta-
sajannitteilla tietyn massa-varaussuhteen omaavat ionit lentavat sauvaston lapi
ja fokusoituvat detektorille. Muut ionit tormaavat sauvoihin, eivatka paase detek-
torille. (Jaarinen & Niiranen 2005, 125-126.)

DETEKTORILLE

Faadrupolisauvasto

IONIT

Oikean
miz-suhteen
Muut ionit omaavat ionit

KUVIO 10. Kvadrupolianalysaattori (Gates 2009)
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3.1.4 Detektori

Detektorina massaspektrometrissa toimii elektronimonistin, joka muuttaa ionien
energian sahkopulssiksi. Elektronimonistimen sisapintaan térmaavat ionit irrot-
tavat elektroneja, jotka lentavat monistimen toiselle seinustalle ja tormaavat uu-
delleen seinamaan. Tormayksessa purkautuu lisaa elektroneja, jolloin elektroni-
en tuottama signaali vahvistetaan ja johdetaan tietokoneelle. Signaali on ver-
rannollinen analysaattorin lapi tulevien ionien maaraan. (Jaarinen & Niiranen
2005, 128.)

3.2 Menetelman kehitys massaspektrometrille

Massaspektrometrissa on monia ionisoitumiseen vaikuttavia tekijoita, jotka vaa-
tivat erilaisia saatoja riippuen siitd, mita ionisaatiotekniikkaa kaytetaan. Sen si-
jaan esimerkiksi massa-analysaattoriin ja fragmentoriin liittyvat parametrit toimi-
vat samoilla saadailla riippumatta ionisaatiotekniikasta. (Fischer & Duncan
2007, 5.)

3.2.1 Fragmentorijannite

Laadittaessa menetelmé&éd massaspektrometrille, tarkea tekija on fragmentori-
jannite. Korkeilla fragmentorijannitteilla téormays indusoitu dissosiaatio, CID, li-
saantyy, jolloin myds yhdisteen fragmentoituminen kasvaa. (Choi & Song 2008,
1847.) Yhtena tutkimuksen kohteena tassa tydssa oli fragmentorijannitteen vai-
kutus yhdisteiden massaspektreihein. Fragmentorijannite on parametri, joka ei
vaikuta yhdisteen ionisoitumiseen.

Ihanteellinen fragmentorijdnnite, jolloin massaspektriin saadaan nakyviin seka
molekyyli-ioni ettd fragmentoitumista, riippuu tutkittavan yhdisteen rakenteesta.
Tasta syysta oikean fragmentorijannitteen ldytamiseksi tarvitsee tehda testiana-

lyyseja. (Agilent Technologies 2007, 18.)
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3.2.2 Polaarisuus

ESI- ja APCl-tekniikoilla voidaan muodostaa seka positiivisia etta negatiivisia
ioneja. Hallitseva ionien polaarisuus eli napaisuus riippuu tutkittavan yhdisteen
kemiallisesta rakenteesta ja liuoksen pH:sta. Koska seka positiivisia ettd nega-
tilvisia ioneja voi muodostua, ionien kuljetusjarjestelman ja ionioptiikan, erityi-
sesti kapillaarin polaarisuus maaraa, kumpaa ionityyppia detektoidaan. Tydssa
kaytetylla massaspektrometrilla on mahdollista detektoida seka positiivisia etté
negatiivisia signaaleja samanaikaisesti. Tama tapahtuu siten, etta systeemi
saadetddn vaihtelemaan polaarisuutta todella nopeasti analyysin aikana. Sig-
naalien samanaikaisesta detektoinnista on hyotyd tuntemattomien yhdisteiden
analysoimisessa, koska tieto saadaan yhdella analyysilla, mutta toiminto vahen-
taa laitteen herkkyytta. (Agilent Technologies 2007, 18-19.)

3.2.3 Kapillaarin jannite

Kapillaarin jannite on parametri, jota kaytetddn vain ionien ohjaamiseen eika
silla ole merkitysta ionien muodostumisprosessissa. Yleensa kapillaarin jannit-
teeksi saadetadn 2000 V seka ESI- etta APCl-analyyseissa. (Fischer & Duncan
2007, 5.)

3.2.4 Kuivauskaasun virtaus ja lampétila

Kuivauskaasuna kaytettiin typpea (N2) ja sen virtaus 5 I/min ja lampdtila 300-
350°C toimivat yleensa kummallakin ionisointitekniikalla, mutta molempia para-
metreja voidaan saataa tarvittaessa. ESl-tekniikalle voidaan saataa korkeampi
virtaus, koska kuivauskaasun on tarkoitus haihtua kokonaan. Sen sijaan APCI-
tekniikalla kuivauskaasu toimii yhtené tekijana ionisoitumisessa, joten korkeam-
pi virtaus vahentaa ionisaatiota ja voi hairita signaalin stabiiliutta. (Fischer &
Duncan 2007, 5.)
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3.2.5 Sumuttimen paine

Sumuttimen paine on riippuvainen nestekromatografin eluentin virtausnopeu-
desta. ESl-tekniikalla toimii parhaiten 60 psi:n (Pounds per Square Inch) paine,
jolloin eluenttivirtauksen olisi hyva olla yhta suuri tai suurempi kuin 800 pl/min.
APCl-tekniikalla hyva lahtbéarvo on 30 psi 400 pl/min eluenttivirtauksella. (Fi-
scher & Duncan 2007, 5.)

3.2.6 Haihduttajan lampétila

Agilentin 6120 Quadrupole MS-yksikdn yhdistetyssa ionisaatiokammiossa on
infrapunasateilijoitd, jotka aiheuttavat HPLC:sta tulleen liuottimen haihtumisen.
Infrapunasateilijoiden aluetta kutsutaan haihduttajaksi. Systeemi seuraa haih-
duttajan lAmpdétilaa ja se pysyy aina samana riippumatta liuottimen maarasta
analyysin aikana. ESI-tekniikalla haihduttajan lampdtila saadetddn yleensa
150°C:een, koska suhteellisen matala lampétila auttaa suojelemaan termisesti
heikkoja molekyyleja. APClI-tekniikka vaatii korkeamman lampdtilan, joka on ta-
vallisesti 250°C. (Fischer & Duncan 2007, 6.)

3.2.7 Koronaneulan virta

Koronaneula on kaytossa vain APCI-tekniikalla. Hyva lahtéarvo koronaneulan
virraksi on 4-5 A, joka toimii hyvin monille yhdisteille. Koronaneulan virtaa voi-
daan kuitenkin saataa tarvittaessa. ESlI-tekniikalla analysoitaessa koronaneula
kytkeytyy automaattisesti pois paalta. MMi-tekniikalla analysoitaessa ko-
ronaneulan virraksi sdadetddn yleensa 2 pA. (Fischer & Duncan 2007, 5.)
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4 NESTEKROMATOGRAFIN JA MASSASPEKTROMETRIN YHDISTELMA

Nestekromatografin ja massaspektrometrin yhdistelmaa on kehitetty jo 1970-
luvulta lahtien. Paahuomio keskittyi aluksi ns. "interface”-ongelmaan eli miten
saataisiin nestekromatografista tuleva nesteméinen eluentti ja sen mukana tule-
vat analysoitavat yhdisteet kaasumaisiksi ioneiksi, jotta ne voitaisiin analysoida
massaspektrometrilla. Taman asian ratkaiseminen vei yhteensa parikymmenta
vuotta ja nyt ionilahteeseen liittyvat tekniset ongelmat on suurelta osin selvitetty.
Uusien ionisaatiotekniikkojen avulla nestekromatografin ja massaspektrometrin
yhdistelm&a (LC-MS) on levinnyt useille analyysialueille, kuten ympéaristoanaly-
tiikkaan, laakekehitykseen, elainladketieteeseen ja yleensa biomolekyylien ka-
rakterisointiin. LC-MS-yhdistelméssa kaytetyin kromatografinen erotusmenetel-
ma on kaanteisfaasikromatografia ja eluentteina vesi, metanoli ja/tai asetonitriili.
(Hamalainen & Turpeinen 2006, 25.)

LC-MS-yhdistelman avulla voidaan erottaa toisistaan melkein mita tahansa yh-
disteitd, jotka liukenevat johonkin liuottimeen. Massaspektrometrilla voidaan
tunnistaa HPLC:n jo erottamat piikit kayttamalla avuksi jokaiselle molekyylille

luonteenomaista fragmentoitumismallia. (McMaster 2005, 1.)

LC-MS-yhdistelmalla voidaan analysoida enemman erityyppisia yhdisteita ver-
rattuna esimerkiksi perinteisempééan kaasukromatografi-massatekniikkaan, kos-
ka kaasugromatografilla voidaan tutkia vain haihtuvia ja korkeita lampdétiloja
kestavia yhdisteitda. LC-MS-tekniikalla voidaan tutkia mm. poolisia, ionimuotoi-
sia, termisesti stabiileja tai hyvin suuria yhdisteita, kuten biomolekyyleja, torjun-
ta-aineita, rgjahteita ja rikosteknillisesti tarkeité yhdisteita. (Schreiber, A., Efer,
J. & Engewald 2000, 411.) Muita yhdistelmatekniikkoja ovat esimerkiksi induk-
tiivisesti kytketty plasma-massaspektrometri (ICP-MS) ja MS-MS-tekniikat.
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5 SPEKTRIKIRJASTO

Tuntemattomien epdapuhtauksien tunnistaminen nayteyhdisteistda helpottuu
huomattavasti ja on kayttajaystavallisempad, kun tunnistuksen apuna kaytetaan
spektrikirjastoja. Kuitenkin jo olemassa olevia GC-MS-spektrikirjastoja on mah-
dotonta kayttdd hyvaksi LC-MS:lla, koska nailla laitteilla on taysin erilaiset ioni-
saatio- ja fragmentointitekniikat. Nain ollen on luotava uusi spektrikirjasto LC-
MS:lle. (Schreiber, Efer & Engewald 2000, 411.) Tassa opinnaytetydssa kirjas-
ton luomiseen kaytettiin National Institute of Standards and Technologyn (NIST)
valmistamaa tietokantaa NIST Standard Reference Database 1A.

Vuonna 1901 perustettu National Institute of Standards and Technology (NIST)
on yhdysvaltalainen kauppaministerion alainen virasto, jonka tehtavana on ke-
hittda ja edistdd mittaustekniikoita, standardeja ja tekniikkaa. NIST:n paamaja
sijaitsee Gaithersburgissa, Marylandissa. (National Institute of Standards and
Technology 2010.)

Monet tekijat voivat vaikuttaa massaspektrin rakenteeseen. Merkitysta on esi-
merkiksi silla, muodostaako tutkittava yhdiste positiivisen vai negatiivisen mole-
kyyli-ionin. Massaspektrin rakenteeseen vaikuttavat myos ionisaatiotekniikka,
fragmentorijannite ja eluenttikoosumus. Taméan vuoksi on hyddyllista tallentaa
spektrikirjastoon useita spektreja kustakin yhdisteesta erilaisissa olosuhteissa.
(Schreiber, Efer & Engewald 2000, 411.)
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6 TYON SUORITUS

Tybssa kaytettiin Agilentin 1200 sarjan binaaripumpulla varustettua HPLC-
laitetta yhdistettyna sarjan 6120 Single Quadrupole MS-yksikké6n. Opinnayte-
tyon kokeellisessa osuudessa liuosmuotoon kasitellyt naytteet analysoitiin usei-
ta kertoja LC-MS-laitteella erilaisissa ajo-olosuhteissa. Massaspektrit tallennet-
tiin spektrikirjastoon ja laadittiin kayttdohje NIST-spektrikirjaston tuleville kaytta-

jille.

6.1 Esivalmistelut

6.1.1 Kolonnin valinta

Tyohon valittiin Agilentin ZORBAX Eclipse XDB-C18 Rapid Resolution HT
4,6mm x 50mm x 1,8um kolonni. Kemfinen laboratoriossa kaytetaan tavallisesti
25, 15 ja 5 cm kolonneja. Kolonni valittiin siksi, etta se on hyva yleiskolonni mo-
nien erilaisten yhdisteiden analysoimiseen ja lyhyella kolonnilla mahdollistettiin
nopeammat analyysit. Lisdksi HPLC-menetelman kehitykseen ei tarvinnut kayt-
taa juurikaan aikaa, koska tutkimus oli kvalitatiivinen ja nayteliuoksissa oli vain
yhté tutkittavaa ainetta kerrallaan. Kolonnia oli aikaisemmin kaytetty reaktion-

seurannassa.

Eclipse XDB-C18 RRHT taytetty kolonni on suunniteltu laitteisiin, joissa on kor-
kea paine. Kolonni on pakattu korkean erotuskyvyn C-18 mikropartikkeleilla
kaanteisfaasinestekromatografiaa varten. Kolonnissa on kaytetty teknologiaa,
jossa oktadekyylisilaanipartikkelit ovat hyvin tiheasti sitoutuneet (eXtra-Dense
Bonding, XDB). Oktadekyylipartikkelien koko vaihtelee 1,8 mikrometristd 7,0
mikrometriin. (Agilent EclipseXDB-C18 RRHT Threaded Column Datasheet.
2006.)

Eclipse XDB-C18 RRHT taytetty kolonni on kaytannoéllinen erityisesti happami-

en, emaksisten ja muiden korkeasti polaaristen yhdisteiden erotukseen. Kolon-
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nin stationaarifaasi on pooliton, joten eluenteiksi sopivat erinomaisesti esimer-
kiksi metanoli-vesi- seka asetonitriili-vesi-seokset. (Agilent EclipseXDB-C18
RRHT Threaded Column Datasheet. 2006.)

6.1.2 Eluentit ja HPLC-laitteen puhdistus

Laitteen HPLC-osan letkut puhdistettiin ensin ajamalla milliQ-vetta systeemissa
ilman kolonnia, koska HPLC:lla oli aikaisemmin ajettu fosforihappo-vesi-seosta
eikd sitd saanut joutua massaspektrometrille (kts. luku 2.2.1). Taman jalkeen
asennettiin kolonni. Kolonnin lapi ajettiin puhdasta asetonitriilia, jotta aiemmas-
sa kaytdossa mahdollisesti jaaneet epapuhtaudet saatiin ulos kolonnista. Samal-
la tarkistettiin, ettei kolonni vuoda. Tyossa kaytettiin eluentteina asetonitriilia,
metanolia ja milliQ-vettd, johon oli liséatty 0,01 % massaspektrometriaa varten
puhdistettua muurahaishappoa.

Tybssa kaytetyt reagenssit olivat
e Asetonitriili (Merck KGaA, HPLC grade)
e Metanoli (Merck KGaA, HPLC grade)

e Muurahaishappo (Fluka Formic acid puriss.p.a. for mass spectroscopy)

6.1.3 Naytteiden kasittely

Nayteliuoksiin kaytettiin kunkin tuotteen valmistajan antamaa puhdasta stan-
dardimateriaalia. Jokaista standardia punnittiin 50 ml:n mittapulloon noin 25 mg
ja livotettiin milliQ-asetonitriiliseokseen (1:1). Nain saatiin nayteliuokset, joiden
pitoisuudet olivat noin 0,5 mg/ml. Sama konsentraatio kaikilla naytteilla takaa
sen, ettd tulokset ovat verrattavissa toisiinsa. Taulukossa 2 on nakyvissa tuot-

teiden ominaisuuksia.



TAULUKKO 2. Tyossa analysoitavat tuotteet
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Molekyyli- | Monoiso-
Tuote Yy tooppinen . Sulamis- Kiehumis- | Tiheys
massa Molekyyli-kaava | . o ) o 3
nro massa piste (°C) piste (°C) |(kg/dm>)
(g/mol)
(Da)
P46 285.29 285.10 Ci6H1sNO, 141-142 >263 1.31
P591 248.68 247.99 CoHoCIO,S 229 403 1.59
P59 346.71 345.99 C11H10CIF305S 155 - 1.77
P561 166.17 166.06 CoH1003 145 - -
P56 409.27 408.06 C19H21BI‘05 100 - -
P38 195.28 195.07 C1oH13NOS 87 >280 1.07
pP382 228.38 228.06 C10H160,SSi 137 250-255 0.5
P381 170.23 170.04 CgH100,S -18.5 225 1.14
pP281 236.21 236.01 CoH;F30,S 192 314 1.62
Hajoaa
pP282 302.31 302.06 Ci14H13F30,S 57-63 ennen 1.36
kiehumista

P28 359.32 359.04 CisH12FsNO4S 135-136 - 1.42
P52 288.78 288.11 C15H17CIN, 55-65 202-208 1
P67 233.65 233.02 C12HgCINO, 67 174 -
P06 213.66 213.06 C10H1.CINO, 36-49 256-258 1.29

6.2 HPLC-menetelméa

HPLC-menetelmén tavoitteena oli saada luotua vain yksi toimiva yleismenetel-

ma, jolla kaikki tuotteet saataisiin nopeasti ulos kolonnista ja analyysiajat lyhy-

eksi. Tuotteiden paallekkaisilla retentioajoilla yms. seikoilla ei ollut tAssa tyéssa

merkitystd, koska nayteliuoksissa oli vain yhta tutkittavaa ainetta ja tassa tyossa

keskityttin enemméan massaspektreihin kuin ihanteellisen HPLC-menetelmén

kehitykseen.

6.2.1 Asetonitriili eluenttina

Tuotteet ajettiin ensin vain HPLC-yksikon lapi, koska haluttiin testata menetel-

man toimivuutta HPLC:Ila rasittamatta massayksikkda turhaan. Ensimmaisessa

testianalyysissa kokeiltiin isokraattista ajoa: muurahaishapolla hapotettua vetta
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ja asetonitriilia pumpattiin systeemiin samassa suhteessa (50:50) koko analyy-
sin ajan virtauksella 1 ml/min. Laite s&&dettiin mittaamaan absorbanssia kahdel-
la aallonpituudella 230 ja 260 nm, koska tuotteilla voi olla erilaiset UV-spektrit ja
nakyvyysalueet. Injektointitilavuudeksi saadettiin 2 pl kaikille naytteille, jolloin
myo6hemmin massaspektrometrille saapuva naytteen maara olisi vakio eli n. 1
ug. Systeemin lampatilaksi laitettiin 30°C, jolloin lampétila oli kontrolloitu kaikilla
naytteilla. Nailla parametreilla ajoajaksi tuli 10 minuuttia (taulukko 3).

TAULUKKO 3. Testiajon parametrit

Isokraattinen ajo |50% Hz0O", 50% ACN
Detektio UV 260 ja 230 nm
Injektio 2 ul

Virtaus 1 ml/min

Lampatila 30°C

Ajoaika 10 min

Testiajon jalkeen menetelmaa muokattin muuttamalla isokraattinen ajo gra-
dienttiajoksi, jossa eluenttien suhteellinen maara vaihtelee ajon aikana (tauluk-
ko 4). Gradienttiajoon paadyttiin, koska osa tuotteista ei ehtinyt tulla kolonnista
ulos ja osa retentoitui lilan aikaisin. Muita parametreja ei muutettu. Ana-
lyysiajaksi gradienttiajolla saatiin 8 minuuttia. Kromatogrammien tarkastelun jal-

keen gradienttiajolla tehty analyysi todettiin toimivaksi.

TAULUKKO 4. ACN-gradienttiajo

Aika (min) |H,0 (%) |ACN (%)
0 70 30

5 0 100

6 0 100

6.01 70 30

Tasaantumisaika 2 min
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6.2.2 Metanoli eluenttina

Metanolia pumpattiin kolonnin lapi n. 1 tunti, jotta HPLC-yksikkd puhdistui ase-
tonitriilista. Isokraattinen ajo jatettiin metanolilla testaamatta, koska oli todenna-
koistd, ettei se toimisi metanolillakaan. Tuotteet ajettin HPLC:n lapi muutoin
samoilla ajo-olosuhteilla, mutta virtaukseksi vaihdettiin 0,8 ml/min, koska meta-
noli loi laitteeseen suuremman paineen. Analyysin gradienttia muutettiin siten,

ettd alkugradientti oli 40% metanolia ja 60% happovetta (taulukko 5).

TAULUKKO 5. MeOH-gradienttiajo

Aika (min) |H20 (%) |[MeOH (%)
0 60 40

5 0 100

6 0 100

6.01 60 40

Tasaantumisaika 2 min

6.3 MS-menetelma

HPLC-menetelmien testauksen jalkeen HPLC kytkettiin massayksikkdon ja luo-
tiin menetelmé& massayksikdlle. Kaikki tuotteet analysoitiin erikseen seka ESl:lla
ettd APCl:lla ja vertailtiin tuotteiden ionisoitumista kummallakin ionisointiteknii-
kalla. Massaparametrit maaritettin valmistajan antamien tyypillisten ajo-
olosuhteiden avulla (taulukko 6). Fragmentorijannitteen vaikutusta massaspekt-
reihin tutkittiin ajamalla tuotteet fragmentorijannitteella 70, 120 ja 170 V. Polaa-
risuus saadettiin mittaamaan seka positiivista etté negatiivista signaalia saman-

aikaisesti.



TAULUKKO 6. Massayksikon parametrit

Parametri ESI APCI
Kuivauskaasun virtaus 13,0 I/min 5,0 I/min
Kuivauskaasun lampdtila |350°C 350°C
Sumuttimen paine 60 psi 20 psi
Haihduttajan lampétila 150°C 250°C
Kapillaarin jannite 2000 V 2000 V
Koronaneulan virta 0 HA 5,0 HA
Fragmentorin jannite 70/120/170 V |70/120/170 V

34
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7 TULOKSET

Tuotteet analysoitiin LC-MS-laitteella erilaisissa ajo-olosuhteissa. Kaikista ioni-
soituneista tuotteista saatiin useita spektrejd, joista parhaimmat tallennettiin
NIST-spektrikirjastoon (spektrien tallennus on kuvattu liitteessa 1). Tuotteet
poikkesivat kemialliselta rakenteeltaan toisistaan ja kayttaytyivat erilailla eri olo-
suhteissa. Tasta syysta tuloksista oli vaikea vetaa yleista linjaa. Massaspektreja
saatiin tuotteista yhteensa yli 200 kappaletta, joten kaikkia spektreja ei esitella

tassa tyossa yksitellen tyon liiallisen laajenemisen takia.

7.1 Massaspektrien kvalitatiivinen tulkinta

Tuotteen ionisoitumisesta LC-MS-laitteella kertoo kokonaisionikromatogrammi
(Total lon Chromatogram, TIC), jossa nakyy kaikki ionildhteessa ionisoituneet
ionit joko positiivisella tai negatiivisella polarisuudella tietylla ajan hetkella (Ku-
vio 11). (Agilent Technologies 2007, 80.) Mitd suurempi piikki TIC-
kromatogrammissa esiintyy, sitd paremmin tutkittava yhdiste on ionisoitunut.
Piikin suuruudesta kertoo sen pinta-ala, jonka laite laskee automaattisesti. TIC-

kromatogrammissa nakyvasta piikista saadaan otettua yhdisteen massaspekiri.

B00000
500000
400000 3
300000 3
200000 3
100000

T T T T T T T
1 2 3 4 5 g min

KUVIO 11. Tuotteen P46 TIC-kromatogrammi

Nopein tapa tulkita massaspektreja on verrata niita tietokoneen avulla kirjasto-
spektreihin. Tasséa tapauksessa kirjastoa oltiin vasta luomassa, joten spektreja
tarkasteltiin manuaalisesti. Spektristd haettiin molekyyli-ionia vastaava piikki.

Molekyyli-ioni tarkoittaa yhdisteesta kokonaisena ionisoitunutta yksittaista mole-
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kyylia. Molekyyli-ionin massa on positiivisella polaarisuudella otetussa massa-
spektrisséd molekyylin monoisotooppinen massa + 1. Negatiivisella polaarisuu-
della molekyyli-ionia vastaava piikki on molekyylin monoisotooppinen massa -
1. Lisaksi tarkasteltiin molekyyli-ionista lohjenneita ioneja eli fragmentteja seké
molekyyliaddukteja, joita molekyyli-ioni on mahdollisesti muodostanut esimer-
kiksi natriumionin kanssa (M + 23). Fragmentoitumisella on merkitysta etenkin,
jos tutkitaan tuntemattomia yhdisteitd, koska fragmenteista voi paatella esimer-

kiksi, mita funktionaalisia ryhmia yhdiste sisaltaa.

Esimerkiksi onnistuneesta negatiivisesta ionisoitumisesta seka informatiivisesta
massaspektristd voidaan ottaa tuote P46. TIC-kromatogrammista kuviossa 11
voidaan todeta, etta piikki on muodoltaan hyva ja sen pinta-ala on riittavan suu-
ri. Massaspektrissa (kuvio 12) on nakyvissa fragmentoitumista sekd molekyyli-

ioni.

a0

1-1580 1

0

T T — *
100 200 300 400 500 miz]

KUVIO 12. Tuotteen P46 massaspekiri

Vertailun  vuoksi tarkastellaan tuotteen P381 ionisoitumista. TIC-
kromatogrammissa (Kuvio 13) ei ole nahtavissa selkeaa piikkia. Piikin puuttumi-
sesta ja rosoisesta pohjaviivasta voidaan paatella, etta tuote P381 ei ole ionisoi-
tunut eika tuotteesta nain ollen saatu massaspektria kaytetyilla parametreilla.

3000
000
4000
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— T T T T T T T T T T T T T T T T T — T
1 2 3 4 3 min

KUVIO 13. Tuotteen P381 TIC-kromatogrammi
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7.2 Asetonitriilianalyysien tulokset

Tassé osiossa esitellddn tulokset, jotka saatiin, kun eluenttina kaytettiin ase-
tonitriilia (ACN) ja happovettd seka fragmentorijannitetta 70 V. Erisuuruisten
fragmentorijannitteiden vaikutuksia massaspektreihin kasitellaan myoéhemmin.
Tarkastelun kohteena tassa osiossa on ionisaatiotekniikoiden vaikutus tuottei-
den ionisoitumiseen ja fragmentoitumiseen, kun eluenttina kaytettiin asetonitrii-
lin ja happoveden seosta. Liséksi kiinnitetddn huomiota polaarisuuteen, eli onko

hallitseva ionityyppi positiivinen vai negatiivinen.

7.2.1 ESl-tekniikka asetonitriilianalyyseissa

Taulukoissa 7 ja 8 on esitetty tutkittavien tuotteiden TIC-kromatogrammien piik-
kien pinta-alat, kun kaytettiin ESI-tekniikkaa. Pinta-alat kertovat kunkin tuotteen
ionisoitumisesta vallitsevissa ajo-olosuhteissa. Liséksi taulukoissa 7 ja 8 on in-
formaatiota tuotteiden fragmentoitumisesta ja adduktien muodostumisesta seka
molekyyli-ionin esiintyvyydesté. Yleisesti ottaen voidaan sanoa, etta ajo on on-
nistunut, jos TIC-kromatogrammin piikin pinta-ala on suuri, massaspektrista 16y-

tyy molekyyli-ioni ja fragmentoitumista on havaittavissa.



TAULUKKO 7. ACN-ajot ESI-tekniikalla, positiivinen ionisoituminen

Tuote Monoisotooppinen QOCSN Elﬁl Fragmentteja il\élgilekyyll- Addukteja
massa (Da) ta-ala (kpl) (massa) (kpl)
P46 285,1 653044 2 286 3
P591 247,99 0 - - -
P59 345,99 24146 15 - 4
P561 166,06 208864 3 167 4
P56 408,06 1224834 |1 409 -
P38 195,07 3611634 | - 196 3
P382 228,06 29655 10 - 8
P381 170,04 0 - - -
p281 236,01 15494 8 - 5
P282 302,06 73271 4 303 3
P28 359,04 25395 7 360 -
P52 288,11 1898339 | - 289 -
P67 233,02 690439 2 - -
P06 213,06 210430 |4 - 1

TAULUKKO 8. ACN-ajot ESI-tekniikalla, negatiivinen ionisoituminen

Monoisotooppinen ACN ESI Fragmentteja | Molekyyli- | Addukteja
Tuote massa (Da) N_eg. (kpl) ioni (kpl)
pinta-ala

P46 285,1 193457 |1 - -
P591 247,99 708322 |1 247 1
P59 345,99 905877 | 4 345 -
P561 166,06 12477 1 165 3
P56 408,06 51580 14 - 2
P38 195,07 39396 7 - 11
P382 228,06 1011957 | - 227 -
P381 170,04 0 - - -
P281 236,01 1117679 |1 235 -
P282 302,06 517755 - 301 -
P28 359,04 306827 | - 358 -
P52 288,11 56025 8 - 11
P67 233,02 24781 7 - 15
P06 213,06 26107 9 212 23

38
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Kuviossa 14, joka on tehty taulukoiden 7 ja 8 pohjalta, on selkeéasti ndhtévissa,
etta tuotteiden P46, P561, P56, P38, P52, P67 ja P06 hallitseva ionityyppi on
positiivinen, kun taas tuotteet P591, P59, P382, P281, P282 ja P28 ionisoituvat

paremmin negatiivisiksi ioneiksi. Tuote P381 ei ole ionisoitunut lainkaan.

M6i|J'- B ACN ESI Pos. pinta-ala
O ACN ESI Neg. pinta-ala

O_Lﬂﬂm e .

P46 P591 P59 P561 P56 P38 P382 P381 P281 P282 P28 P52 P67 P06

KUVIO 14. Tuotteiden ionisoituminen ESI-tekniikalla, ACN eluenttina

7.2.2 APCI-tekniikka asetonitriilianalyyseissa

Taulukoissa 9 ja 10 on kuvattu tutkittavien tuotteiden TIC-kromatogrammien
piikkien pinta-aloja, kun kaytettiin APCI-tekniikkaa. Taulukoista 9 ja 10 seka ku-
viosta 15 voidaan todeta, etta tuotteet P591 ja P59 eivat ole muodostaneet lain-
kaan positiivisia ioneja, mutta negatiivista ionisoitumista on tapahtunut. Tuote
P381 ei ole ionisoitunut ollenkaan. Tuote P67 muodostanut runsaasti positiivisia
fragmentteja, mutta positiivista molekyyli-ionia ei ole. Negatiivinen ionisoitumi-
nen on ollut parempaa ja molekyyli-ioni on muodostunut, mutta fragmentoitu-

mista ei ollut havaittavissa. P06 on muodostanut positiivisia ioneja heikosti.



TAULUKKO 9. ACN-ajot APCI-tekniikalla, positiivinen ionisoituminen

ACN Molekyyli-
Monoisotooppinen | APCI Fragmentteja | . . Addukteja
Tuote ioni
massa (Da) Pos. (kpl) (massa) (kpl)
pinta-ala
P46 285,1 3001600 |2 286 2
P591 | 247,99 0 - - -
P59 345,99 0 - - -
P561 | 166,06 648121 2 167 -
P56 408,06 4626296 | 2 409 -
P38 195,07 4913346 | - 196 2
P382 | 228,06 82664 6 - 1
P381 | 170,04 0 - - -
P281 | 236,01 0 - - -
pP282 | 302,06 507729 2 303 -
P28 359,04 122822 9 360 1
P52 288,11 4026886 | - 289 -
P67 233,02 115946 12 - 1
P06 213,06 147552 3 - -

TAULUKKO 10. ACN-ajot APClI-tekniikalla, negatiivinen ionisoituminen

ACN

Tuote Monoisotooppinen | APCI _ Fragmentteja :\élr?ilekyyll- Addukteja
massa (Da) Neg. pin- | (kpl) (massa) (kpl)
ta-ala
P46 285,1 230650 |3 - -
P591 | 247,99 2802016 | 2 247 2
P59 345,99 3115755 | 3 345 1
P561 | 166,06 283144 |1 165 -
P56 408,06 0 - - -
P38 195,07 0 - - -
P382 | 228,06 807166 | - 227 -
P381 | 170,04 29062 - - -
P281 | 236,01 2985436 | 2 235 -
P282 | 302,06 4353721 |1 302 -
P28 | 359,04 3571739 |1 358 -
P52 288,11 94218 1 - 3
P67 233,02 1205007 | - 233 -
P06 213,06 0 - - -

40
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Milj.

B ACNAPCIPos. pinta-ala
O ACN APCINeg. pinta-ala

P46 P591 P59 P561 P56

Ij‘ | A .

P38 P382 P381 P281 P282 P28 P52 P67 P06

KUVIO 15. Tuotteiden ionisoituminen APCI-tekniikalla, ACN eluenttina

7.2.3 ESI- ja APCI- tekniikan vertailu asetonitriilianalyyseissa

Kun verrataan APCI- ajojen tuloksia (kuviot 16 ja 17) ESl-tekniikalla ajettuihin

ajoihin asetonitriilin ollessa eluenttina, voidaan TIC-kromatogrammien piikkien

pinta-aloista havaita, etté tuotteiden ionisoituminen on onnistunut huomattavasti

paremmin APCI-tekniikalla kuin ESI-tekniikalla. Voidaan tehdd my6s huomio,

etta kaikki tuotteet, jotka ovat ionisoituneet ESlI-tekniikalla positiivisesti tai nega-

tiivisesti, ovat ionisoituneet samalla tavoin myds APCI-tekniikalla, mutta pinta-

alat ovat suuremmat.



Milj.
6 7 O ACN ESIPos. pinta-ala
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. 4 B 1

P46 P591 P59 P561 P56 P38 P382 P381 P281 P282 P28 P52 P67 PO6

KUVIO 16. Positiivisesti ionisoituneet tuotteet: ESI- ja APCl-tekniikan vertailu

Milj.
6 - O ACN ESI Neg. pinta-ala
B ACN APCI Neg. pinta-ala

o Ol | I -
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KUVIO 17. Negatiivisesti ionisoituneet tuotteet: ESI- ja APCI-tekniikan vertailu
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Ainoa poikkeus on tuote P67, joka on ionisoitunut ESI-tekniikalla positiivisesti,
mutta APCI-tekniikalla negatiivisesti. Tosin vain APCI-tekniikalla saadussa
massaspektrissa on saatu nékyviin molekyyli-ioni (kuviot 18 ja 19). Tama voi-
daan todeta siitd, ettd negatiivisesti ionisoituneen tuotteen P67 massaspektrissa

on piikki kohdassa 233, kun tuotteen monoisotooppinen massa on 233.
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KUVIO 18. Positiivisesti ionisoituneen tuotteen P67 massaspektri ESI-tekniikalla
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KUVIO 19. Negatiivisesti ionisoituneen tuotteen P67 massaspektri APCI teknii-

kalla

7.3 Metanolianalyysien tulokset

Tassé osiossa kasitellaan tuloksia, jotka saatiin, kun eluenttina kaytettiin me-
tanolia (MeOH) ja happovetta sekd fragmentorijannitetta 70 V. Myds me-
tanoliajot tehtiin sekéa ESI- ettd APCI-tekniikalla. Erisuuruisten fragmentorijannit-
teiden vaikutuksia massaspektreihin kasitelladn myéhemmin. Tarkastelun koh-
teena tassakin osiossa on ionisaatiotekniikoiden vaikutus tuotteiden ionisoitumi-

seen ja fragmentoitumiseen sek& positiivinen ja negatiivinen ionisoituminen
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7.3.1 ESl-tekniikka metanolianalyyseissa

Taulukoissa 11 ja 12 sek&d kuviossa 20 on esitetty tutkittavien tuotteiden TIC-
kromatogrammien piikkien pinta-alat, kun kaytettiin ESI-tekniikkaa. Taulukosta
11 on nahtavissa, etta tuotteet P591, P381 ja P281 eivat ole ionisoituneet posi-
tilvisesti lainkaan. Molekyyli-ioni on muodostunut vain tuotteilla P46, P561, P56,
P282, P28 ja P52. TIC-kromatogrammien piikkien pinta-alat ovat vallitsevissa

olosuhteissa jaddneet varsin pieniksi.

TAULUKKO 11. MeOH-ajot ESI-tekniikalla, positiivinen ionisoituminen

MeOH Molekyyli-
T Monoisotooppinen | ESI Fragmentteja | .” . yy Addukteja
uote ioni
massa (Da) Pos. (kpl) (massa) (kpl)
pinta-ala
P46 285,1 1422356 | 1 286 1
P591 247,99 0 - - -
P59 345,99 112676 |2 - 2
P561 166,06 612443 |1 167 2
P56 408,06 1071671 | 1 409 1
P38 195,07 2636269 | - - 3
P382 228,06 33983 3 - 7
P381 170,04 0 - - -
pP281 236,01 0 - - -
P282 302,06 46436 2 303 2
P28 359,04 95396 1 360 1
P52 288,11 1123788 | - 289 -
P67 233,02 312972 |1 - 1
P06 213,06 39949 2 - 4

Taulukosta 12 ja kuviosta 20 voidaan havaita, ettd MeOH-ajoissa ESl-tekniikalla
tuotteet P591, P59, P561, P38, P382, P281, P282 ja P28 ionisoituvat paremmin
ja muodostavat molekyyli-ionin negatiivisesti. TIC-kromatogrammien piikkien

pinta-alat ovat kuiteinkin jokseenkin pienet.



TAULUKKO 12. MeOH-ajot ESI-tekniikalla, negatiivinen ionisoituminen
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MeOH Molekyyli-
T Monoisotooppinen | ESI Fragmentteja | . . Yy Addukteja
uote ioni
massa (Da) Neg. (kpl) (massa) (kpl)
pinta-ala
P46 285,1 161023 |1 - -
P591 247,99 687284 |2 247 1
P59 345,99 1486667 | 4 345 1
P561 166,06 72288 1 165 2
P56 408,06 56374 - - -
P38 195,07 106846 | 3 195 22
P382 228,06 786149 | - 227 1
P381 170,04 0 - - -
P281 236,01 1142695 | 1 235 1
P282 302,06 451682 | - 301 -
P28 359,04 257620 | - 358 -
P52 288,11 98779 6 - 12
P67 233,02 62712 4 - 12
P06 213,06 0 - - -
Milj.

B MeOHESI Pos. pinta-alal
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KUVIO 20. Tuotteiden ionisoituminen ESI-tekniikalla, MeOH eluenttina
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7.3.2 APCI-tekniikka metanolianalyyseissa

Taulukoissa 14 ja 15 on kuvattu tutkittavien tuotteiden TIC-kromatogrammien
piikkien pinta-aloja, kun kaytettiin APCI-tekniikkaa. Taulukosta 14 voidaan huo-
mata, ettd positiivisen molekyyli-ionin ovat muodostaneet tuotteet P46, P561,
P56, P38, P282, P28 ja P52. Tuotteella P28 on havaittavissa huomattavaa

fragmentoitumista verrattuna muihin tuotteisiin.

TAULUKKO 14. MeOH-ajot APClI-tekniikalla, positiivinen ionisoituminen

MeOH Molekyyli-
T Monoisotooppinen | APCI Fragmentteja | . . yy Addukteja
uote ioni
massa (Da) Pos. (kpl) (kpl)
: (massa)
pinta-ala
P46 | 285,1 4568886 | 3 286 -
P591 | 247,99 0 - - -
P59 | 345,99 0 - - -
P561 | 166,06 3824707 |1 167 1
P56 | 408,06 4478758 | 3 409 -
P38 195,07 5369599 |1 196 3
P382 | 228,06 152596 |1 - 2
P381 | 170,04 0 - - -
P281 | 236,01 0 - - -
P282 | 302,06 527954 | - 303 1
P28 | 359,04 392939 |6 360 1
P52 288,11 4128242 | - 289 -
P67 233,02 398144 |2 - -
P06 | 213,06 407003 |3 214 -

Taulukosta 15 on nahtavissa, ettd negatiivisen molekyyli-ionin ovat muodosta-
neet tuotteet P591, P59, P561, P382, P281, P282, P28, P67 ja P06. Tuotteiden
fragmentoituminen on kohtalaista. Tuote PO6 on muodostanut runsaasti mole-

kyyliaddukteja.



TAULUKKO 15. MeOH-ajot APClI-tekniikalla, negatiivinen ionisoituminen
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. . MeOH | Molekyyli- .
Monoisotooppinen APCI Fragmentteja | . " Addukteja
Tuote | " assa (Da) | Neg. pin- (kpl) loni (kpl)
taala (massa)

P46 | 285,1 0 - - -

P591 | 247,99 2425470 | 2 247 3

P59 | 345,99 4297636 | 3 345 2

P561 | 166,06 177093 |1 165 -

P56 | 408,06 0 - - -

P38 | 195,07 0 - - -

P382 | 228,06 145446 |1 227 3

P381 | 170,04 0 - - -

P281 | 236,01 1643155 |1 235 -

P282 | 302,06 991093 1 301 -

P28 359,04 2470707 |1 358 -

P52 288,11 177320 3 - 3

P67 | 233,02 946780 |2 233 -

P06 213,06 4657 4 212 13

Kuviosta 21 voidaan havaita, etta kaytetyilla parametreilla paremmin positiivi-

sesti ionisoituvilla tuotteilla on huomattavasti suuremmat TIC-kromatogrammien

pinta-alat.

Milj.
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KUVIO 21. Tuotteiden ionisoituminen APCI-tekniikalla, MeOH eluenttina



7.3.3 ESI- ja APCI- tekniikan vertailu metanolianalyyseissa

Kuvioissa 22 ja 23 on havainnollistettu ESI- ja APCI-tekniikan toimivuutta seké
positiivisesti ettd negatiivisesti ionisoituneilla tuotteilla, kun eluenttina kaytettiin
metanolia ja happovetta. Kun verrataan ESI- ajojen tuloksia (kuviot 22 ja 23)
APCl-tekniikalla ajettuihin ajoihin metanolin ollessa eluenttina, voidaan TIC-
kromatogrammien piikkien pinta-aloista havaita, ettad tuotteiden ionisoituminen
on onnistunut huomattavasti paremmin APCI-tekniikalla kuin ESI-tekniikalla se-
k& positiivisesti etta negatiivisesti ionisoituvilla tuotteilla. Kuvioista 22 ja 23 on
myds nahtavissa, etta tuotetta P381 ei ole edelleenk&&n saatu ionisoitumaan
testatuilla menetelmilla. Mydskaan tuotteet P67 ja P06 eivéat ole ionisoituneet

kovin hyvin.
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KUVIO 22. Positiivisesti ionisoituneet tuotteet: ESI- ja APCI-tekniikan vertailu
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Milj.
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KUVIO 23. Negatiivisesti ionisoituneet tuotteet: ESI- ja APClI-tekniikan vertailu

7.4 Eluenttikoostumuksen vaikutus tuotteiden ionisoitumiseen

Kuvioissa 24, 25, 26 ja 27 on havainnollistettu eluenttikoostumuksen vaikutusta

tuotteiden ionisoitumiseen.
vaita, etta tuotteet P591, P56, P38, P382, P281, P282, P28, P52, P67 ja P06

ovat ionisoituneet paremmin, kun ajoissa kaytettiin eluenttina asetonitriilia. Ai-

Kun tarkastellaan kuvioita tarkemmin, voidaan ha-

noastaan tuotteet P46, P59 ja P561 ionisoituivat paremmin, kun eluenttina kay-

tettiin metanolia. Tuotetta P381 ei saatu ionisoitumaan kaytetyilla parametreilla

lainkaan. Todennakoisesti kyseessa on todella helposti hajoava tuote, joka on

hajonnut jo ennen analysoimista.
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KUVIO 24. Positiivisesti ionisoituneet tuotteet: ACN- ja MeOH-ajojen vertailu

ESlI-tekniikalla
Milj. -
6 - O ACN ESI Neg. pinta-ala
B MeOH ESI Neg. pinta-ala
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KUVIO 25. Negatiivisesti ionisoituneet tuotteet: ACN- ja MeOH-ajojen vertailu

ESlI-tekniikalla
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Milj.
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KUVIO 26. Positiivisesti ionisoituneet tuotteet: ACN- ja MeOH-ajojen vertailu
APCl-tekniikalla
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KUVIO 27. Negatiivisesti ionisoituneet tuotteet: ACN- ja MeOH-ajojen vertailu
APCl-tekniikalla
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7.5 Fragmentorijannitteen vaikutus tuotteiden fragmentoitumiseen

Kaikki tuotteet ajettiin fragmentorijannitteilla 70 V, 120 V ja 170 V, koska halut-
tiin tutkia, miten fragmentorijannitteen muuttaminen vaikuttaa tutkittavien tuot-
teiden fragmentoitumiseen. Fragmentorijannitteen nostaminen lisasi selkeasti
fragmentoitumista kaikilla ionisoituvilla tuotteilla. Etenkin fragmentorijannitteella
170 V ja usein myos jannitteella 120 V molekyyli-ioni hajosi kokonaan eika na-
kynyt spektrissa lainkaan. Fragmentorijannitteen suuruuden vaikutuksesta hyva
esimerkki on tuote P56. Massaspektreissa (kuviot 28, 29 ja 30) on nahtavissa

selkeaa fragmentoitumista jannitetta nostettaessa.
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KUVIO 28. Tuotteen P56 massaspektri fragmentorijannitteella 70 vV
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KUVIO 29. Tuotteen P56 massaspektri fragmentorijannitteella 120 V
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KUVIO 30. Tuotteen P56 massaspektri fragmentorijannitteella 170 V



7.6 Tulosten yhteenveto

Taulukossa 16 on esitetty yhteenveto saaduista tuloksista. Saatujen tulosten
perusteella voidaan todeta, ettd jatkossa naita tuotteita tai samankaltaisia yhdis-
teitd analysoitaessa LC-MS-laitteella olisi hyva kayttaa ionisaatiotekniikkana
APCl-tekniikkaa tai kokeilla MMI-tekniikkaa. Tuloksien perusteella voidaan sa-
noa, etta positiivinen ja negatiivinen ionisoituminen oli yhdisteestéa riippuvainen
ja nain ollen jatkossakin olisi hyva kayttaa positiivista ja negatiivista detektointia
samanaikaisesti. Tassa tydssa asetonitriili osoittautui selkeasti paremmaksi
eluentiksi, mutta tutkimuksia metanolin kanssa olisi syyta jatkaa, koska ainakin
Fischerin ja Duncanin (2007, 3) mukaan asetonitriililla ei saataisi optimaalisia

tuloksia.

TAULUKKO 16. Yhteenveto saaduista tuloksista

Tuote ionizgist.lﬁx?r?én lonisaatiotekniikka MeOH/ACN
P46 POS APCI MeOH
P591 NEG APCI ACN
P59 NEG APCI MeOH
P561 POS APCI MeOH
P56 POS APCI ACN
P38 POS APCI ACN
P382 NEG APCI ACN
P381 Ei ionisoitunut Ei ionisoitunut Ei ionisoitunut
P281 NEG APCI ACN
P282 NEG APCI ACN
P28 NEG APCI ACN
P52 POS APCI ACN
P67 NEG APCI ACN
P06 POS APCI ACN
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8 PAATANTA

Opinnaytetyon tavoitteena oli luoda LC-MS-spektrikirjasto 14 Kemfinen tuotan-
nossa olevasta tuotteesta NIST-tietokantaan seka laatia ohjeistus spektrikirjas-
ton tuleville kayttajille. Tavoite toteutui ja lisdksi tuotteiden ionisoitumisesta eri-

laisissa olosuhteissa saatiin runsaasti informaatiota jatkotutkimuksia varten

Tutkittavasta 14 tuotteesta kaikki muut saatiin ionisoitumaan paitsi tuotteet
P381 ja PO6. Lopuista tuotteista saatiin useita kelvollisia massaspektreja, jotka
tallennettiin - NIST-spektrikirjastoon tulevia tutkimuksia varten. NIST-
spektrikirjaston kayttoohje testattiin kokeneella laborantilla, joka hyvaksyi ohjeis-
tuksen muutaman muutosehdotuksen jalkeen. Kayttdohje on nykyaan saatavilla

tyontekijoille, jotka laitetta tulevaisuudessa kayttavat.

Opinnaytetyosta saatiin arvokasta informaatiota menetelman kehitykseen LC-
MS:lle. Tassa tydssa menetelman laatimiseen kaytettiin laitteen valmistajan an-
tamia yleisia parametreja, mutta jatkossa olisi viela hyva tehda tutkimuksia lai-
teparametrien parissa. HPLC-menetelmaa tarvitsee viela kehittda sellaiseksi,
ettd se toimii nayteliuoksille, jotka sisaltavat useita tutkittavia yhdisteita. Talléin
yhdisteiden piikit eivat saa retentoitua paallekkain, kuten talla menetelmalla olisi
kaynyt esimerkiksi tuotteille P591 ja P59.

Koska tytssa kaytetylla massaspektrometrilla on mahdollista detektoida seka
positiivisia etta negatiivisia signaaleja samanaikaisesti, olisi suositeltavaa kayt-
taa kyseistd asetusta jatkossakin, etenkin, jos nayte sisaltéa enemman kuin yh-
t& analyyttia. Tamé& sen takia, koska positiivinen ja negatiivinen ionisoituminen
jakautuu suhteellisen tasaisesti tuotteiden kesken. MMiI-tekniikkaa ei ehditty
tassa tyossd kokeilla ja olisikin mielenkiintoista tietdad, miten paljon laitteen

herkkyys karsii, kun ESI- ja APCI-tekniikkaa kaytetddn samanaikaisesti.

LC-MS-spektrikirjastoa pyritaan jatkossa kartuttamaan uusilla tuotteilla seka
tuotteista l0ytyneilla epapuhtauksilla. Spektrikirjastoon voidaan tulevaisuudessa

lisdta myds mm. tuotteiden raaka-aineita ja valivaiheiden yhdisteita.
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1. Nist-kirjaston avaamiseksi taytyy ensin valita ms-spektrista piikki klik-

kaamalla ensin tyokalurivista éﬂ piikin alusta ja sitten J%ﬂ piikin lopusta

ja lopuksi valita piikki klikkaamalla ’E

{_i.fiSerge {offline): Data Analysis

Ele Method Sequence Graphics Integration Calibration Report

JS\gnaIs G Ly ‘ Methods 75 by 3 ) LG MS_KIRI_MEDH_ESIM

Spectra  Baktch  Wiew Abort  Help

[E=2

~=lolx]

=Haa CHCHEM32 1 data
a Single Runs
=3
=3
=3
e
+a
+a
“a3
=
=
=
=
o1
o1
=
=
=
=
wca
i
wca

Data | Methods |

al+h | Ll W b

PEEEE ST

Date Time Operator Yial Data File Sample Name Method Name

» ] 52712010 10:08: 10 &M 5L Vial 2 SLO000S0,C P46 LC_MS_KIRJASTO_APC... -
L] ial
1l -

4

E Integration é;b Calibration M Signal LHH[ Furify: Q} Spectum

& il il e k|

MlEsdl@Eed M

[ 3 mspz TIc, M., 10isL000138.) j’g| (N N @Qﬂ Uk L) (Al el Yol [oap, Manual Refererce ~ |

MSDZ TIC, M5 File (CACHEMSZMVADATAMIAT _Z0100SL000139.00  MM-ES, Neg, Scan, Frag: 120, "ES| NEG"

||

140000 -
120000 -
100000 -
0000 -
60000 -
40000 -
20000 -
0

@

T
min

[+

% Method and Run Control

ﬁ Report Layout

[
Ei‘ Data Analysis

MS Spectrum

Reference Mass Spectr:

=0l x|

| MSD2 SPC, time=5.962 of CACHEMIZVIADAT

=10l x|

TMEDZ SPC time=1.541 of CACHEMZ2ZVIDATAWLAY _2010MSL000120.0 MM-ES, NMeg, Scan, Frag: 120, "ESI NEG"

% ¥erification (D0/PY)

@ Diagnosis

G% MSD Tune

¥

104
102
100
027

a6 |

195.1

T
1025

T
194

T
104.5

T
105

T T
1055 198

T
106.5

miz

LrEL o s =3,

2. Seuraavaksi ladataan valittu piikki Nist-kirjastoon klikkaamalla m—#_ll ja

NIST

avataan Nist-kirjasto painamalla =
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3. Haussa kaytettavan kirjaston voi valita |:| nappaimella.

— Avautuu ikkuna, jossa voi muuttaa kirjastoasetuksia:

Library Search Options il

Search | Libraliesl Automationl Limits I Constlaintsl

— Spectium Search Type
o Gl Erecursarnii
INorma 'I ’]7 fef il eiahit I
— Spectrum Search Optionz Other Options
[” Reverse Search v Autamation
™ Penalize rare compounds v Auto Beport
Fresgarch———————— [~ Zpply Limits

|;=' Default © OfF € Mw |'| [~ Use Conshraints

¥ Match Mumber of Rings

" Stiucture Similarity Search Options

(] I Cancel Help

Ikkunasta painetaan Libraries ja valitaan haluttu kirjasto. Kirjastoja voi

valita my6s useampia. Kirjasto valitaan, painetaan Add ja OK.

Library Search Options x|

Search Libraries |.t'-‘«utomation| Lirnits I Constlaintsl

Avalable Libs: IncludedLibs. X[ 4]+

medemo =
lc-ms-kijasto le-rns-kirjasto

w2 fdd >>|

90 Spectra it 2 Libraries 84 Spectrain 1 Libramy

(n] 4 I Cancel Help
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4. kuvan ikkunat on numeroitu ja selitetty alla:

"5 NIST MS Search 2.0 - [Ident, Presearch Default - InLib = 721, 23 spectra] - Ellil
—] Fle Search Wiew Tools Window Help = ﬁllﬂ

xa%aﬁ.@am«-?\

@lblb”l@l 1 MsozsPc,time:ﬁ.msc.\CHEM32\1\DAuj@| i;;l@l @l@l

# | S | Name | 163 Marng: MSD2 SPC, tirme=6.106 CUCHEMIZNDAT, =
100 Earmula:
1 A M3D2. 2 :
1 237 WA A CASE NIA MIST#: MiA D 4 DB: TextFil
Other DBs: Mone
50 Comment: P352 3
10 largest peaks:
- 183899 227681] 1 128 97| 185
Nomas A—SHEEET = ol L . ‘ B B531 T4 320 63| Do Ly 21131 163
lc-ms-kirjasto; 84 total spectra D 200 280 380 470 560 “n“o"rl"rg'e"'.'“ -
13810, . (Text File) M3D2 SPC, time=6.106 CACHEM3NDATA | 4] | 3
10 Plot/Test of Search Spectrum #_ Plot of Seanch Spectrum__J,_ Plot/Text of Spec st 7
183
1004 { 227 4
50
1 1L 1 ll 11 | gL 158 . 531
1000800 500 700 500 500 400 300 200100 0 11 183 [ i 581
50+
# | Lib | Match | RMatch | Prob. | Mara| | 100] 227
1 14 2580 qo7 qag T T T T T T T T T T T T
7 e s aaT 939 110 150 180 230 270 310 350 390 430 470 10 550 540
Tl 503 B61 7 ogs [ATMED2Z SPC, fime=6.106 CACHEM3 ZTIDAT AMAT_20[ ¥ THEG-F120-ACH
4 It 571 BER 959 Difference b Head to Tail Side by Gide Tubtraction S50 O07R O2.OF
5 ke 560 631 98.9 . 183 MName. -ESFNEG-F120-ACN =
6 It 384 408 98.9 6 Formula: ©qgHq 502850 7
ok aog 87 98.9 297 MY 228 CASE MIST# N D% 76 L
8 I 266 296 088 e DB None
I 264 264 0.33 50 Cormment; H20+FARGH, (LC_MS_KIRJ_ES_F12C
10 Ie 182 191 0.0g 10 largest peaks:

1 I 160 161 0.03 183999 | 227682| 184141| 228109| 185
12 I 150 151 0.03 5 . 581 229 65| 155 35| 153 28| 211 23| 581
L T T T T T
13 I 144 162 0.02 - 110 200 280 380 470 5RO Snomyms: -
| e {lo-ms-kirjasta)  -ESFMEG-F120-ACN Q| | 3

Names A, Structures J InLib = 721, Hit List Plot/Tast of Hit A Plot of Bt 7
Lib. Search | Other Search | Mames | Compare | Librarian |
For Help, press F1 [1dent [1dent [ 4

1. Speclist-ikkunassa nékyy ladatun spektrin datafile.

2. Ikkunassa on nakyvissa ladatun piikin spektri.

3. Ladatun spektrin tiedot.

4. Tassa ikkunassa voidaan valita, miten ladattua tuntematonta spektria ja
ohjelman ehdottamaa spektria tarkastellaan. Kuvassa on avoinna valilehti
Hesdte W& jossa ylhaalla nakyy ladattu spektri punaisella ja alhaalla ohjel-
man ehdottama spektri sinisella. " Bre=nee 3 y4ilehdella ohjelma nayttaé vain

spektrien eroavaisuudet. A SHEEV ST P y/50ilehdella ohjelma laittaa spektrit rin-
nakkain.

5. Ikkunassa on nakyvissa lista ohjelman ehdottamista yhdisteista todenna-
koisyysjarjestyksessa. Samalla yhdisteella voi olla useita spektreja, jotka on
saatu erilaisia parametreja kayttaen.

6. Ohjelman suurimmalla todennakdisyydella ehdottama spektri, nimi ja ra-
kennekaava.

7. Ohjelman suurimmalla todennakoisyydelld ehdottaman spektrin tiedot.
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5. PIKANAPPAIMET:

@ — kaynnistetaan kirjastohaku

s

21— haetaan tiettya rakennekaavaa

|1. MSD2 SPC. tirme=6.106 C:ACHEM 3241 '\D.-’-'-.T.-fj

@ — tyhjennetaan valikko

Igl — Kun nappain on pohjassa, esille tulee vain yksi samalla CAS-
numerolla varustettu spektri, kun n&ppain ei ole pohjassa, naky-
viin tulee kaikki samalla CAS-numerolla varustetut spektrit. Sa-
malla CAS-numerolla on tallennettu useita spektrejd, jotka voivat
olla hyvin samanlaisia.

Spektrit on luotu eri parametreja kayttaen (esim. APCI/ESI,
POS/NEG, fragmentorijannitteet 70, 120 ja 170 V)
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YHDISTEIDEN TALLENNUS KIRJASTOON

1. Yhdisteen spektri ladataan samalla lailla kuin kirjastohaussa. Sen jalkeen
valitaan librarian vélilehti. Nakyvissa on ohjelmaan ladattu tuntematon
spekiri.

"5 NIST MS Search 2.0 - [Librarian] _ |D|l|
" |Fle Search Wiew Tools Window Help o 5'|1||

%E@iﬁiﬁl%EM«‘?‘

&2 @] e (% [ee] (0]

I # |Src |Name ‘ 1004 183
1 A MSD2

227

531

168
S S o
110 180 180 230 7o 3o 350 390 430 470 810 550 a90
(Text File) MEDZ BPC, time=6.106 CACHEMIZVIDATAMAY_2010EL000139.0
Mame: M3D2 SPC, time=6.106 CACHEM3NIDATAMAY_201008L0001 38.0
Farmula:

MY MR CASE MNIAMIST#: MIA [D# 4 DB: Text File
Other DBs: Mone

Camment: P382

10largest peaks

1B3 985 | 23TEB1| 184152] 228 47| 185 96
531 74| 229 B3| 155 37| 211 31| 153 21|
Synanyms

no SYnonyms

0

Hames A Structures J Spec List FlotTexdt A_Plat F
Lib. Search | Other Search Names | Compare Librarian I
For Help, press F1 | | &

PIKANAPPAIMET:

|3 — Kkirjastoon tallennettujen spektrien haku
@ — voidaan muokata valittua spektria

E — valitun spektrin deletointi

— uuden kirjaston luominen

E — kirjaston deletoiminen



2. Yhdisteen lisaaminen kirjastoon:

LITE 1: 7 (11)

Klikataan EI nappainta, jolloin avautuu ikkuna:

Spectrum Information

I ame

IMSDE SPC. time=6.106 C:ACHEM32NMD

— Formula

Eramm structurel

— Other Mames [Synonyms]

=)
[

Commernts

kal. ‘Wweight

|P382

IEI ID Murber 4

CAS Murmber IEI Peaks 24

Library

Test File

Add ta Lihrar_l,ll Heplacel Add to List

— Peak infarmation

| |

Mz |.-'-‘-.I:|ur'|d. -
111 20

125 4

153 21

154 3

155 a7

156 2

157 3

167 3

169 2

183 939

184 152 -
a | v

10 183
227
; &)
D : 1 ia I. N : . L . L L : l
110 210 30 410 510
Attach Stuct | Llipboard Struu:tl
Shuchure Mo structure

Exit |

Help |

64
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3. Esimerkki kirjastoon lisaamisesta:

Spectrum Information El

Marmne I _________________ — Peak information
— Formula I I
C10HTE0 2550 Fram structurel iz | Abund. ~
110 20
— Other Mames [Syhonymz)] 1 113
125 93 b
""""""""" 127 24
""""""""" 1583 39
;I 1685 a7
168 20
Comments IH 20+FAMEOH, [LE_MS_MEOH_APCI_ 163 ]
183 999
Mol Wwieight 228 ID Mumber 85 184 131 _ILI
4 4
CAS Mumnber I Peaks a1 I |

Library lz-mz-kirjazto

Add to LiI:urar_l,ll Heplacel Add to List

183

10 227
5
U DU
110 200 290 280 470
Attach Stuct | Clipboard Struu:tl
Struchure

E =it | Help |

Name: Automaattisesti nimen kohdalla on datafile, joka voidaan poistaa. Da-
tafilen tilalle kirjoitetaan yhdisteen nimi, seka peraan lisattyna kaytetty io-
nisointimenetelma, positiivinen vai negatiivinen, fragmentorijannite, eluentti.
Olisi suositeltavaa kayttda aina samanlaista nimeamisjarjestelmaa aina kir-

jastoon liséattaesséa uutta tuotetta.

Formula: Yhdisteen molekyyli saadaan suoraan rakennekaavasta paina-

malla Ml (rakennekaavan lisaaminen myéhemmin)
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Other Names: Yhdisteen mahdolliset muut nimet seuraavassa jarjestykses-
sa:
1. Tuotenumero
2. Muu yleisesti kaytetty nimi
3. IUPAC-nimi

Comments: Tahan kirjoitetaan, milla menetelmalla yhdiste on ajettu ja mita
parametreja on kaytetty seuraavanlaisessa jarjestyksessa (max. 1000 merk-
kid):

1. Eluentti

2. Menetelma

3. Paaparametrit

Mol. Weight: saadaan myos painamalla Ml nappainta
CAS-number: Yhdisteen CAS-numero
Peak information: Téassa kohdassa voidaan jattaa spektrin piikkeja huomi-

oimatta valitsemalla kyseinen signaali ja painamalla delete, mutta se ei

yleensé ole suositeltavaa.
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Attach Struct: Tassa kohdassa voidaan lisata yhdisteen rakennekaava.

Klikkaamalla _4ttachStwet | ayautuu ikkuna:

Attach Structure to User Spectrunt

— Get Structure Fram —

Accept
Cancel

Help

di1N.

et

Substring Search

Valitsemalla <user file> ja klikkaamalla paastaan valitsemaan
mika tahansa kovalevylla oleva tiedosto. Jos rakennekaava on piirretty esim.
ChemScetch-ohjelmalla, se taytyy tallentaa .mol-muotoon, jotta Nist-ohjelma

pystyy avaamaan sen. (Rakennekaavat mol-muodossaan on tallennettu xxx-

kansioon) Tiedosto valitaan ja klikataan ﬂl, jolloin rakennekaava tal-
lentuu yhdisteen tietoihin.

Add to library: Kun halutut tiedot on kirjoitettu, painetaan M ja tal-
lennetaan yhdiste haluttuun kirjastoon.
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4. Jos halutaan muokata jo valmiiksi kirjastossa olemassa olevaa spektria, hae-

taan spektri klikkaamalla |3 alla olevasta ikkunasta, jolloin nakyviin tulee

valitun kirjaston kaikki spektrit.

Valitaan haluttu spektri ja klikataan EI jolloin avautuu ikkuna:

X

Namne I — Peak information
— Famula
C10H1E025Si Fram structurel | miz | Abund <]
110 20
— Other M ames [Synonyms) :11:1112 ::13
Faaz :I 125 98 -
""""""""" 127 24
""""""""" 153 39
LI 155 57
168 20
Comments |H2D +FAMEDH, [LC_MS_MEOH_APCI_ 169 8
183 939
Mol Weight  [228 ID Mumber 85 184 131 _|;|
4 I I »
CAS Numnber I Peaks kil
Library le-mz-kirjasta /

AddtoLibrary|  Fleplace | AddioList

183
10 227

5

[ L ..l L

110 2000 290 380 470

Altach Stuct I Llipboard Stouct

Structure

Edt | Heb |

Muokataan haluttu tieto ja painetaan Replace.

#3NIST MS Search 2.0 - [Librarian] o [=[ S|
“IFile Search Yew Tools Window Help ;lilﬂ|
RO LEMEE - P |
= |5 [@] D[] X[% %] x|al
I #* ‘ rc. | MName | 100 183

227
50 ?
431
155
A ons e
110 140 190 230 270 M0 380 2a0 430 470 10 550 490

(Text File) M5D2 SPC, time=6.106 CACHEMINTDATAMAY_201005L000139.0

Mame: MSD2 SPC, fime=6.106 CACHEMIZNDATAMAY_201M5L000139.D

Eormula:
D A CASEE MNIA MISTS MA D 4 DB Text File

Other DBs: None

Comment: 382

10 larmest neaks:

183999 227E81] 184152 228 97| 185 96|

531 74| 229 B3| 1595 37| 21 | 153 M|

Synonyms:

no synomyms

I\ Names A Stmictires 7 Spec List Plot/Text APt
Lib Seach | Other Search Names | Compare Librarian |
For Help, press F1 [ [ I I 4



