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Tybssd kehitettin - maaritysmenetelma  kuitusuolen  pinnoitteen  kvantitatiiviseksi
maarittamiseksi Oy Viskoteepak Ab:n Hangon tehtaalla. Kuitusuoli on tuote, joka on
valmistettu makkaranvalmistuksen tarpeisiin, ja kuitusuoli toimii makkaranvalmistuksessa
makkarankuorena. Kuitusuolen pinnoitteena kaytetaan pinta-aktiivisia aineita, jotka
muodostavat kuitusuolen sisapinnalle hydrofobisen pinnan.

Tassa tyossa tutkittavana oli kuitusuolen pinnoitteena toimiva alkyyliketeeni dimeeri, eli
AKD. AKD muodostaa kuitusuolen sisapintaan hydrofobisen kerroksen, joka helpottaa
makkaranvalmistuksessa makkaran irtoamista kuitusuolesta.

AKD:n  maarittamiseksi  kuitusuolesta oli olemassa kvalitatiivinen menetelma.
Asiakasvaatimusten kasvamisen myota tuli tarve kehittd& myos kvantitatiivinen menetelma
AKD:n pitoisuudelle kuitusuolessa.

Tybssd  kehitettin ~ nadytteenkasittelymenetelma ja  maéritysmenetelma  AKD:n
kvantitatiiviseksi maarittamiseksi kuitusuolesta. Maaritysmenetelménd toimi GC-MS-
menetelma ja naytteenkasittelyyn kehitettiin menetelma, jolla AKD saadaan méaaritettavaan
muotoon kuitusuolesta. Menetelméan kvantitointiin kaytettiin sisdisen standardin menetelméaa
ja SIM-tekniikkaa.

Ty6 onnistui hyvin, koska tydssa saatiin kehitettyd kvantitatiivinen menetelmé& AKD:n
maarittamiseksi kuitusuolesta. Jatkossa menetelmaa taytyy kehittda edelleen. Menetelman
mittausaluetta taytyy laajentaa ja maarittaa mittauksen tarkkuus. Tyon vaativin ja aikaavievin
osuus oli naytteenkasittelytekniikan kehittdminen, koska kuitusuolelle ei ole aikaisemmin
kehitetty GC-MS-menetelmaa pinnoitteen maaran mittaamiseksi.

Avainsanat AKD, kuitusuoli
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In this thesis, the goal was to develop a quantitative analysis method for coating in fibrous
casing at Oy Viskoteepak Ab factory in Hanko Finland. Fibrous casing is a product, which is
used in sausage manufacturing. Fibrous casing works in sausage manufacturing as a sau-
sage casing. As coating material in fibrous casing, surfactants are used. They make the
inner side of fibrous casing hydrophobic.

The coating analyzed in this thesis is alkyl ketene dimer, also called AKD. The AKD forms
hydrophobic layer that eases peeling in sausage manufacturing.

For determination of AKD content in fibrous casing, there exists already a qualitative method.
Because of the increased customer demands there was also a need for quantitative method
for AKD content.

In this study, a method for sample preparation and analysis method for quantitative deter-
mination for AKD quantity in fibrous casing were developed. The sample preparation method
was developed to get AKD from fibrous casing in a form that is possible to analyze. As
analyzing method, GC-MS was used. In quantitation, the internal standard method was
used. Also SIM-measurement was used in quantitation.

The goal for this study was achieved. The method for quantitative analysis for AKD in fibrous
casing was developed. However, the method must be refined in the future. The measure-
ment range must be expanded and accuracy for the method must be measured. The most
difficult part of the study was to develop the sample preparation for evaluation because this
is the first time when fibrous casing is used in GC-MS-method development.

Keywords AKD, fibrous casing
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Lyhenteet

AKD Alkyyliketeenidimeeri. Pinta-aktiivinen aine, jota kaytetddn pinnan
saamiseksi hydrofobiseksi.

GC Kaasukromatografi

GC-MS Kaasukromatografi, jonka detektorina on massaspektrometri.
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1 Johdanto

Tydssé kehitettiin - analysointimenetelmé& kuitusuolen pinnoitteille. Tyo tehtiin Oy
Viskoteepak Ab:n Hangon tehtaan laboratoriossa.

Oy Viskoteepak Ab on kuitusuolivalmistaja, joka valmistaa kuitusuolta
makkaravalmistajien tarpeisiin. Kuitusuoli on tuote, joka on valmistettu viskoosilla
pinnoitetusta paperista. Kuitusuolen pohjana oleva paperi on apaca-puusta valmistettua

paperia, joka antaa kuitusuolelle esimerkiksi erinomaisen kestavyyden.

Oy Viskoteepak Ab on kansainvalinen yritys, jonka paakonttori sijaitsee
Maarianhaminassa Ahvenanmaalla. Konsernin tehtaat sijaitsevat Hangossa,
Lommelissa Belgiassa ja Nuevo Laredossa Meksikossa. Jalkikasittelylaitokset sijaitsevat
Kenoshassa USA:ssa, Delfziljissa Alankomaissa ja Brnossa Tsekissa. Liséksi
myyntikonttoreita on Hampurissa, Moskovassa, Shanghaissa, Tokiossa, Meksiko
Citysséa ja Zurichissa.

Kuitusuolen valmistuksessa suoleen lisdtdéan erilaisia pinnoitteita, jotka parantavat
makkaranvalmistusprosessia. Tassa tyodssa tutkittavat pinnoitteet ovat pinta-aktiivisia
aineita, jotka vaikuttavat makkaramassan Kiinnittymiseen kuitusuoleen. Tassa tydssa
tutkittava yhdiste vaikuttaa makkaran irtoamiseen kuitusuolesta ja nain ollen helpottaa
kuitusuolen kuorittavuutta makkaranvalmistusprosessissa. Kuitusuolen valmistuksessa
kaytetaan tutkittavan yhdisteen lisdksi muitakin pinnoitteita, jotka vastaavat asiakkaiden

eri tarpeisiin makkaranvalmistuksessa.

Oy Viskoteepak Ab:n Hangon tehtaan laboratoriossa on ollut tahan saakka kvalitatiivinen
menetelm& n&iden pinnoitteiden toteamiseen. Tama menetelm& perustuu kuitusuolen
sisdpinnan hydrofobisuuteen. Kuitusuolen laaduntarkkailuun haluttiin lisda tarkkuutta ja
siksi haluttiin kehittdd menetelmd, jolla kuitusuolen pinnoitteet saadaan analysoitua

kvantitatiivisesti.
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2 Kuitusuolen pinnoitteena toimiva alkyyliketeeni dimeeri
2.1 Rakenne

AKD eli alkyyliketeeni dimeeri on paaasiassa paperinvalmistuksessa kaytettava apuaine.
Paperinvalmistuksessa tata ainetta kaytetddn, jotta paperin pinta saadaan
hydrofobiseksi ja ndin esim. paperin painatus onnistuu paremmin ja painomuste pysyy
hyvin paperin pinnassa.

Kuvassa 1 on AKD, joka on synteettinen reaktivinen aine, jota kaytetaan
paperinvalmistuksessa joko neutraalissa tai alkalisessa prosessissa. Talloin
aikaansaadaan tietty hydrofobisuus paperin tai kartongin pintaan. (1, s.1.) AKD on

kuvattuna kolmiulotteisesti kuvassa 2.

RI—CH=—C—0

RZ—(C—(C=—0

H

Kuva 1. AKD:n rakenne

Kuva 2.  AKD kuvattuna kolmiulotteisessa muodossa (2, s. 14)

|
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2.2 Ominaisuudet

AKD on vahamainen, veteen liukenematon materiaali, ja sen sulamispiste on noin 50 C.
Sulamispiste riippuu hiiliketjujen pituudesta sek& AKD:n kemiallisesta muodosta.
Kaupallisesti myytava AKD on usein valmistettu luonnollisista rasvahapoista, joissa
hiiliketjut sisaltavat 14--20 hiiltd. Teollisesti valmistettu AKD voi sisaltdd usean mittaisia
hiiliketjuja. (1, s. 2.)

AKD on hyvin yleisesti kaytdssa oleva paperinvalmistuksen apuaine, jota kaytetdan
korkealuokkaisissa tulostuspapereissa. AKD valmistetaan rasvahappokloridien
seoksesta, joka sisdltdd pé&dasiassa palmitiinihappoa ja steariinihappoa. Naista
syntyvassa vastaavassa alkyyliketeenidimeerissd on laktaattirengas, joka osallistuu
helposti kemiallisiin reaktioihin. (3, s. 115.)

Paperinvalmistuksessa AKD:t4 kaytetaan dispersiomuodossa ja koska AKD on
luontaisesti vaha, se vaatii esikasittelya, jotta se saadaan dispersiomuotoon. AKD
hajotetaan korkeassa paineessa homogenisaattorissa stabilisaattoreiden lasna ollessa.
Usein stabilisaattorina on kaytdssa kationinen tarkkelys. Joskus stabilisaattorina on
myds anioninen tarkkelys. Nain syntyvan dispersion partikkelikoko on valilla 0,2--2 pm.
(1,s.2)

Paperinvalmistuksessa AKD:n kiinnittyminen paperikuituun tapahtuu paperin
kuivausvaiheessa. Tama Kiinnittyminen on hyvin riippuvainen tapahtuman eri
parametreista kuten pH-arvosta, kuitususpensiosta, kuivausajasta ja lampétilasta. (3, s.
116.)

2.3 Reaktiot paperinvalmistuksessa

Paperinvalmistusprosessissa AKD reagoi selluloosassa olevien hydroksyyliryhmien
kanssa. Tall6in muodostuu B-ketoesteri AKD:n ja selluloosassa olevien vapaiden OH-
ryhmien vélille. Laktaattirengas AKD:ssa rikkoutuu ja AKD:n ja OH-ryhman valille syntyy

asyylihapposidos. (3, s. 116.) AKD:n reaktiot on kuvattuna kuvassa 3.
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Anchoring of AKD " B-keto

- acid

AKD + H,0

ﬂ R\/\/\L O OH

R )
R R
— O
o o Ketone
+ cellulose (non-sizing)
" A
: Oligomers
o Ester (sizing)
Celuoss” % © (best sizing) M. Hubbe

Kuva 3.  AKD:n reaktiot (4, s. 1.)

AKD ei reagoi kuitenkaan kokonaan kemiallisesti OH-ryhmien kanssa. Osa siitd
hydrolysoituu veden vaikutuksesta ja muodostaa epastabiilin (3-ketohapon, joka

dekarboksyloituu vastaavaksi ketoniksi.(3, s. 116.) Tama reaktio on kuvattuna kuvassa

Kuva 4.  AKD:n reaktiot (2, s. 16)

Kemiallisesti OH-ryhmien kanssa reagoiva AKD:n o0sa absorboituu Kkuituihin
alkuperaisessad muodossaan. Nykytiedon mukaan tima kemiallisesti sitoutunut AKD saa
padasiassa aikaan paperiin toivotut ominaisuudet. Sitoutumattoman AKD:n eli ketonien
ja dimeerien rooli toivotussa lopputuloksessa on edelleen epéaselva. Yleisesti kuitenkin
ajatellaan, ettéd nama sitoutumattomat muodot heikentavat AKD:n sitoutumistehokkuutta.
(3, s.116)
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2.4 Pinnoite kuitusuoliprosessissa

Kuitusuolen valmistuksessa AKD:ta kaytetddn kuitusuolen sisdpinnan pinnoitteena, jotta
sisdpinnalle saadaan muodostumaan hydrofobinen pinta. Hydrofobinen pinta
kuitusuolen sisdpinnassa aiheuttaa sen, ettd makkaramassa ei paase Kiinnittymaan
kuitusuoleen tiukasti. Tama ominaisuus helpottaa makkaranvalmistusprosessissa

kuitusuolen kuorintaa valmiin makkaran pinnalta. (5)

Kuitusuolen valmistuksessa AKD lisataan kuitusuoleen sisdpinnalle. AKD on talléin
dispersiomuodossa ja tdméan dispersion stabilisaattorina toimii kationinen tarkkelys. AKD
saapuu tehtaalle dispersiona, josta laimennetaan vedella erilaisia pitoisuuksia
kayttdliuoksiksi. Kuitusuolen valmistuksessa on kaytdssa useita erilaisia kayttdliuoksia,
joiden uskotaan antavan kuitusuolelle eri pitoisuuksia sitoutumatonta ja sitoutunutta
AKD:ta. Eri pitoisuuksia AKD:ta on kaytossé, koska asiakkailla on erilaisia vaatimuksia
makkaranvalmistuksessa. (5)

Kuitusuolenvalmistusprosessissa kuitusuoli kuivataan AKD:n lisayksen jalkeen.
Kuivaukseen kaytetddn kuumaa ilmaa, jolloin lampdtila nousee myds kuitusuolen
sisdpinnalla. Talldin AKD kiinnittyy Kkuitusuolen sisédpintaan. AKD:n pitoisuutta
kuitusuolessa on maaritetty ulkopuolisessa laboratoriossa joitakin kertoja, mutta
saanndllisia ja toistettuja tuloksia AKD:n pitoisuuksista ei ole. Kirjallisuuden perusteella
nimenomaan sitoutunut AKD:n muoto aiheuttaa hydrofobisuuden, joten taman

kvantitatiivinen maara on hyvin kiinnostava parametri. (5)

Jatkuvassa laadunvarmistuksessa AKD:lla ka&sitellyt kuitusuolet tarkastetaan
tiputtamalla vettd niiden sisapinnalle. Veden kayttaytymisen perusteella arvioidaan
sisdpinnan hydrofobisuutta. Jos sisapinnalle ei ole lisatty AKD:ta, vesi imeytyy
kuitusuolen sisapintaan. Mikali sisapinnalla on AKD:ta, vesi ja& pisaraksi kuitusuolen

pinnalle. Nain voidaan todeta kvalitatiivisesti AKD-reaktion onnistuminen. (5)
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Kuva 5. Vesipisara AKD:lla kasitellyn ja kasitteleméattoman kuitusuolen pinnalla.

AKD on ollut kaytdssa kuitusuolen valmistuksessa pitkaan. Visko, myéhemmin Oy
Viskoteepak Ab, aloitti AKD:n kayttamisen noin 25 vuotta sitten, jolloin AKD:lla
pinnoitetulle kuitusuolelle tehtiin pitkat migraatiotestit, joissa selvitettiin AKD:lla kasitellyn
kuitusuolen elintarvikepakkauskelpoisuus. Migraatiotestit hyvaksyttiin ja ndin AKD:lla
pinnoitetusta  kuitusuolesta tuli  elintarvikepakkauskelpoinen.  Ajan  kuluessa
asiakasvaatimukset ovat nousseet ja sen vuoksi vaatimukset myos analysointitekniikoille
ovat nousseet. Yha useammin asiakkaille tarjotaan raataldityja tuotteita, jolloin tarkka
kvantitatiivinen maadritys pinnoitteista on tarpeellinen. Taméan vuoksi syntyi tarve kehittaa

kvantitatiivinen menetelma AKD:n pitoisuuden méaarittdamiseksi. (5)

2.5 Analysointitekniikoita paperista

AKD:n eri muotoja ei pystyta maarittamaan paperista  yksinkertaisilla
laboratoriomittauksilla. Erilaisia analysointitekniikoita AKD:n maarittamiselle on kuitenkin
tutkittu ja kehitetty. Julkaistuja AKD:n analyysitekniikoita on esimerkiksi GC-FID, GC-MS,
NMR ja FTIR-spektroskopia. (3, s. 117.)

Tassa tyodssa kiinnitettiin erityisesti huomiota GC-FID- tai GC-MS —julkaisuihin, joita

tutkittiin tarkemmin ja joita kaytettiin pohjana menetelmakehityksessa.
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Zule ja Dolenc ovat artikkelissaan (3) Determination of AKD sizing agents in
papermaking systems by gas chromatography kuvanneet analyysiketjua, jossa
sitoutumaton ja sitoutunut AKD on méaritetty kvantitatiivisesti sekd paperinaytteista etta
paperinvalmistusprosessin vesinaytteista. Tassa artikkelissa analyysiketju kuvattiin

kuvan 6 mukaisesti.

, PAPERMAKING SYSTEM J

: 1

SIZED PAPER PROCESS
- BOUND AKD WATER

- UNBOUND AKD

- KETONES :QEQONES

EXTRACTION - UNBOUND AKD
HYDROLYSIS -KETONES 3
I
3|z
SIZED PAPER 5|8
- BOUND AKD 2|2
5 | =
2\
e &
o
HYDROLYSIS t
EXTRACTION =BOUNDAKD
) ¢
PAPER FREE OF
AKD - TOTAL AKD

Kuva 6.  AKD:n analyysiketju paperivalmistusprosessissa (4, s. 118.)

Kaikki AKD hydrolysoitiin  ketonimuotoon GC-analysointia varten. Tama AKD:n
maaritysmenetelma perustuu hydrolyysin ja uuton yhdistelmaan. Sitoutumaton AKD
paperista maaritetd&n punnitsemalla pieneksi leikattua paperia 10 grammaa. Naytetta
uutettiin heksaanilla Soxhlet-uuttolaitteella kahdeksan tuntia. Uutos haihdutettiin kuiviin.
Tatad jaannostd refluksoitin 6 M:n suolahappoliuoksessa yhden tunnin ajan.
Hydrolysoinnin jalkeen tata uutettiin kolmesti neljalla millilitralla lammintd heksaania.
Uutokset kerdttiin ja liuosta konsentroitiin niin, etta lopputilavuus oli noin yksi millilitra.
Ketonien mé&ara analysoitiin GC-laitteistolla, jonka detektorina oli FID. (3, s. 118-119.)

Analyysiketjua jatketaan madrittdmalla samasta paperindytteesta sitoutunut AKD.
Heksaanilla uutettu paperinayte kuivattiin ja siihen lisattin 150 millilitraa 6 M:n
suolahappoa ja 50 millilitraa iso-oktaania. Tata seosta refluksoitiin kahden tunnin ajan.
Refluksoinnin jlkeen seos suodatettiin lasisuodattimen lapi. Suodatetut kuidut pestiin
kolmesti 25 millilitralla lammintd heksaania. Orgaaninen faasi ja vesifaasi erotettiin
toisistaan erotussuppilossa ja orgaanista faasia haihdutettiin niin, etta lopputilavuus oli
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yksi millilitra. Taman naytteen Kketonipitoisuus analysoitiin  GC-laitteistolla, jonka
detektorina oli FID. (3, s. 119.)

Kaikista naytteista saatiin samansuuntainen tulos. Kromatogrammiin saatiin kolme
erillistd piikkia, jotka ovat ketonit CisCOCi6, C16COC13, C18COCis. TAma tulos oli
odotettu, koska tutkittava AKD oli syntetisoitu palmitiini- ja steariinihappoklorideista.
AKD:ta ei pystyta maarittamaan GC-laitteistolla, koska sen haihtuvuus on hyvin matala.
Tasta syysta kaikki AKD on ensin hydrolysoitava ketonimuotoon. Standardit valmistettiin
puhtaasta AKD-vahasta, joka hydrolysoitiin ketonimuotoon samalla tavalla kuin naytteet.
(3,s.119)

Peter J. Dart ja Davis V. McCalley ovat Analyst-lehdessa tammikuussa 1990 julkaistussa
artikkelissaan Determination of Alkylketene Dimer Sizing Agent Products in Paper by
Capillary Gas Chromatography kehittdneet menetelman AKD:n analysointiin. Taman
menetelma perustuu hydrolyyttiseen uuttoon ja pitkdketjuisten ketonien maaritykseen.
Méaaritys tapahtuu GC-MS-laitteistolla. (6, s. 13.)

Méaarityksessa 2,5 grammaa paperia leikattiin palasiksi ja naytetta refluksoitiin kahden
tunnin ajan 0,1 M:n natriumkarbonaattiliuoksessa. Taman jalkeen naytetta keitettiin niin,
ettd tilavuus oli 2--3 millilitraa. Nayte siirrettiin Soxhlet-laitteeseen ja sitd uutettiin
asetonilla neljan tunnin ajan. Nayte kuivattiin ja sitd uutettiin kiehuvalla heksaanilla kolme
kertaa 5 millilitralla. Heksaani kerattiin 25 millilitran mittapulloon, jonne ennen merkkiin

tayttamista lisattiin sisaiseksi standardiksi oktakosaani-liuosta. (6, s. 115.)

Kalibrointiliuokset valmistettiin kiinteastd AKD:sta. Liuokset analysoitin GC-MS-
laitteistolla. Tuloksina saatiin muutamia tyypillisia massaioneita, jotka syntyvat AKD:n

hydrolyysituotteista eli ketoneista.
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Compound miz Possible identity

C|5H3]COC[3H,;| .. 450 M=+
254 [c..,}]‘“c:cH2 -+
|
OH
239 Cy5H;C=0+
85.71,57.43 Alkyl-chain
fragments
CisH;COC;Hss .. 478 M-+
282 C|7H35 T‘:CHQ o+
OH
267 C7H35C=O+
254 CsH3,C=CH, |+
OH
239 CsH5 CsO+
85.71.57,43 Alkyl-chain
fragments
CsH3sCOC;Hys .. 506 M+
282 Ci7Has (|:=CH3 "
OH
267 Ci7H;C=0"
85.17.57,43 Alkyl-chain
fragments

Kuva 7.  Muutamia AKD:n hydrolyysituotteille eli ketoneille tyypillisia massaioneita. (6, s.
15)

3 Menetelmakehityksessa kaytetyt laitteet

3.1 Uuttolaite Soxtec

Analyysimenetelman naytteenkasittelyssa on kaytdssa laitteisto, Soxtec 8000 Extraction
unit.
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Kuva 8. Uuttolaite Soxtec 8000

Uuttolaitteella voidaan maarittaa liuotettavissa olevat materiaalit, kuten esimerkiksi
raakarasva, esimerkiksi elintarvike- ja rehunaytteista. Laite koostuu uuttoyksiksta seka
ohjausyksikdstd, jolla ohjataan uuttoyksikon toimintaa. (7, s. 2:2)

Uuttolaitteessa on mahdollista uuttaa samanaikaisesti kuutta naytettd. Uuttolaitteessa
naytteet punnitaan uuttohylsyihin, jotka asetetaan uuttolaitteessa oleviin kiinnikkeisiin.
Uuttoliuotin laitetaan uuttokuppeihin, jotka laitetaan uuton ajaksi lampdlevyjen paalle.
Laite lammittaa lampdlevyt, jolloin liuotin alkaa kiehua. Laitteessa on jaahdytin jokaiselle
uuttopaikalle ja jaahdyttimen avulla estetaan liuottimen haihtuminen uuton aikana. Uuton

lopuksi liuotin haihdutetaan ja kerataan talteen. (7, s. 2:2)

Uuttolaite suorittaa uuton neljassa eri vaiheessa. Itse uutto tapahtuu kahdessa
ensimmaisessa vaiheessa, keitto- ja huuhteluvaiheessa. Ensimmaisessa vaiheessa
uuttohylsyyn punnittu néyte upotetaan kiehuvaan liuottimeen, jossa suurin osa
uutettavissa olevista aineista uutetaan. Toisessa vaiheessa naytteet nostetaan
liuottimen pinnan yl&dpuolelle ja huuhdellaan tiivistyneella liuottimella, joka johdetaan

takaisin hylsyssa olevan naytteen lapi. (7, s. 2:3)

Kun uutto on paattynyt, liuotin johdetaan kerayspulloon ja ndin vain uutettu aine jaa

uuttokuppiin. Kerdysvaiheen loppuminuuteilla loput liuottimesta puhalletaan ilmalla pois

jaéhdytysjarjestelmasta. Keratty liuotin voidaan useissa tapauksissa kayttaa uudelleen.
-
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Haihdutusvaiheen jalkeen kupit nostetaan lampdlevylta ja taman jalkeen ne voi poistaa
laitteesta. (7, s. 2:3)

3.2 GC-MS

AKD:n analysoinnissa kaytettin Shimadzu GCMS-QP2010 Ultra -laitetta, johon on
Kiinnitetty naytteensyéttaja AOC-20S. Laitteisto koostuu kahdesta paalaitteistosta, GC-
laitteesta ja MS-laitteesta, joka toimii GC-laitteiston detektorina. Laitteisto on kuvattuna

kuvassa 9.

Kuva 9.  Analyysilaitteisto Shimadzu GC-MS

GC-laitteistossa nayte injisoidaan laitteeseen nestemuodossa ja injektion jalkeen nayte
hoyrystyy korkeassa lampdtilassa. HoOyrystynyt nayte kuljetetaan kolonniin inertin
kantajakaasun avulla. Kantajakaasuna toimii helium. Kolonnissa naytteen eri
komponentit erottuvat toisistaan. Naytteen eri komponentit kiinnittyvat kolonniin eri
voimakkuuksilla ja tulevat kolonnista ulos eri aikoina. (8)

MS-detektorissa kolonnista ulos tulevat fragmentit ionisoidaan ionisointikammiossa,
jolloin  yhdisteet hajoavat niille tyypillisesti. MS-detektori mittaa hajonneiden
massafragmenttien massa-varaus-suhdetta, jolloin tuloksena saadaan massaspekiri.
Massaspektrin avulla naytteen komponentit voidaan tunnistaa, koska massaspektri
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kuvaa molekyylin rakennetta. Massaspektria voidaan verrata Kkirjastosta I6ytyviin

massaspektreihin ja néin yhdiste voidaan tunnistaa. (8)

4 AKD:n maaritys

4.1 Kvalitatiivinen maarittaminen

Naytteenkasittely on kuvattuna liitteessa 1.

Menetelméakehitys tapahtui yhteistydssa laitemyyjan eli Ordiorin edustajien kanssa.
Ennen laitteen hankintaa pohdittin yhteistydssa mahdollista analyysiketjua, mista
kannattaisi lahteé liikkeelle.

Kirjallisuuden perusteella oletettiin, ettd AKD on hydrolysoitava ennen analysointia.
Oletuksena oli, ettd vasta ketonimuotoon saatettu AKD-molekyyli pystyttéisiin

analysoimaan GC-MS-laitteistolla.

GC-MS-laitteen ajo-olosuhteet, jolla analysointi tehtii on kuvattuna taulukossa 1.

|
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Taulukko 1. GC-MS-laitteen ajo-olosuhteet

Kolonni

Zebron ZB-5MSi

Injektorin lampdtila 300 °C
lampotila
Kolonnin lampbtila nousunopeus, | lampotila, | pysyva,
2C/min oC min
200 1
10 340 10
Split-suhde 20
lonisointikammion l[ampétila 200 °C
Véliosan lampdtila 280 °C
Solvent cut time 2,9 min

Kuvassa 10 on esitetty kromatogrammi, joka saatiin tuloksena kiinteasta AKD:sta.
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Kuva 10. AKD:n GC-MS kromatogrammi SCAN, piikki 1 C16-C16 AKD, piikki 2 C16-C18
AKD ja piikki 3 C18-C18 AKD

Kromatogrammissa nékyi kolme AKD-piikkid, jotka varmistettin GC-MS:lla AKD:n
hydrolysoituneiksi ketoneiksi C16COC16, C16COC1s, C18COC1g. Tiedettiin, ettd kaytetty

AKD-vaha on valmistettu rasvahapoista, joiden hiiliketjut vastaavat oletettuja ketoneita.
Kuitusuolen ndytteenkasittely on kuvattuna liitteessa 1. Tuloksena saatiin

kromatogrammi, josta l6ytyi kiintedstd AKD:sta saadun kromatogrammin Kkaltaiset

yhdisteet. Taméa kromatogrammi on kuvattuna kuvassa 11.
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Kuva 11. Ensimmainen kuoriuutoksesta saatu GC-MS-kromatogrammi, SCAN-ajo

Kromatogrammissa nakyy kolme piikkid, jotka tulevat samalla retentioajalla kuin
hydrolysoidusta kiinteasta AKD:sta saadut piikit. Nain ollen ne voitiin tunnistaa AKD:n
hydrolysoituneiksi ketoneiksi. Lisdksi massaspektrit vahvistivat taman tunnistuksen.
Massaspektreista 0ytyivat ionit, jotka Kirjallisuuden mukaan ovat tyypillisia AKD:n
ketoneille. Tyypillisia massafragmentteja ovat esimerkiksi ionit 239, 255, 267 ja 283.

Kuvassa 14 on kuvattuna oletetun 16-16-AKD:n massaspekitri.
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Kuva 12. Oletetun 16-16-ketonin massaspektri
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Nain ollen voitiin todeta, ettd AKD oli pystytty tunnistamaan seké kiintedsta AKD:sta

valmistetusta standardista ettd kuoriuutoksesta.

4.2 Kvantitatiivisen menetelman kehitys

Menetelmdad haluttiin spesifimmaksi ja tarkemmaksi nimenomaan AKD:lle, joten
paatettiin siirtya SCAN-ajosta SIM-menetelmaan. Mittausmenetelmat eroavat toisistaan
siten, ettd SCAN-menetelmassa massaspektrometri mittaa kaikkia massa-arvoja tietylla
alueella ajon edetessa. SIM-menetelméssad valitaan vain tietyt ionit, joita
massaspektrometri mittaa, ja nain ollen saadaan tarkempi menetelma juuri néille ioneille.
Samalla paastddn eroon epédpuhtauspiikeistda kromatogrammissa, jos haissa
epapuhtauksissa ei esiinny juuri naitd mitattavia ioneita. Samalla menetetaan
tuntemattomien piikkien tunnistamismahdollisuus, kun piikeistd ei mitata taysia
massaspektreja vaan pelkastaan tietyt ionit. Todettiin kuitenkin, ettd kvantitatiivisesta
menetelmasta saadaan tarkempi kayttdmalla SIM-menetelm&a. SIM-tekniikalla
pystytdan analysoimaan pienempia pitoisuuksia ja nain myds maaritysrajaa saadaan

alemmaksi.

SIM-ioneiksi AKD:lle valittiin ionit 239, 255, 267 ja 283. Nama ionit valittiin siksi, ettd ne
ovat hyvin spesifit nimenomaan AKD-yhdisteelle. Nama ionit 16ytyivat kirjallisuudesta, ja
ne olivat l16ytyneet myos ajettujen naytteiden massaspektreistad. Sisdisen standardin
ioneiksi valittiin 57 ja 85. Mitattavat ionit ja niiden aikaikkunat GC-MS-menetelméssa ovat

kuvattuna taulukossa 2.
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Taulukko 2.  Mitattavat SIM-ionit ja niiden aikaikkunat
Analyytti Mitattava Mitattava ioni | Mitattava | Mitattava | Aikaikkuna,
ioni 1, m/z 2, m/z ioni 3, m/z | ioni4, m/z | min
ISTD 57 85 0-13.2
AKD 239 255 267 283 13.2-25.0

Sisdinen standardi pystyttiin tunnistamaan retentioajan perusteella. Aikaisemmin ajetun
SCAN-kromatogrammin perusteella tiedettiin, ettd samalla retentioajalla ei tule muita
yhdisteitd kuin sisdinen standardi. Kuvassa 13 on kuvattu kuitusuoliuutoksen

kromatogrammi AKD:n aikaikkunasta SIM-menetelmalla.
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Kuva 13. AKD-kuoriuutos, ajon loppupuoli, jossa SIM-ioneina 239, 255, 267 ja 283.
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SIM-ajon kromatogrammin loppupuolesta huomataan, ettd AKD-piikit ovat erottuneet

hyvin ja ne tunnistettiin hiiliketjujen pituuden perusteella kolmeksi eri yhdisteeksi.

4.3 Standardisuora ja tulokset

Standardit valmistettiin kiinteasta AKD:sta suoraan laimentamalla heksaaniin. Lisaksi
standardeihin lisattiin sisdistd standardia sama maara kuin naytteisiin. AKD:sta tulee
kromatogrammiin kolme eri piikkid, jotka syntyvat kolmesta eri kombinaatiosta
hiiliketjuja. Nama AKD:n muodot ovat AKD:sta hydrolysoituneet ketonit Ci16COCjs,
C16COCys ja C15COC15 Standardina kaytetty kiintea AKD sisaltaa kaikkia naitd muotoja
eika vain yhta muotoa AKD:ta sisaltdvaa vahaa ollut saatavilla. N&ain ollen kvantitointi on
tehtava naiden kolmen piikin summana, koska yksittdisid piikkeja ei pystyta
kvantitoimaan. Tama kvantitointitapa oli riittavéa, koska AKD:n kokonaispitoisuus on
riittava tulos.

GC-MS-laitteen  ohjelmistoon pystyttin  maarittAmaan kaikille kolmelle piikille
integrointiparametrit, mutta ohjelmisto ei pysty luomaan kalibrointisuoraa piikeille, joiden
pinta-alat pitaisi kasitellda summana. Ainoa tapa saada kalibrointi onnistumaan suoraan
GC-MS-laitteen ohjelmistolla olisi integroida koko retentioaika, jossa AKD-piikit tulevat
yhtena piikkina. Talla laskentamenetelmalla pohjaviivan nousu aiheutti integrointiin liikaa
epavarmuutta. Todettiin, ettd standardisuorasta tulee paljon tarkempi, mikali piikit
integroidaan erikseen. Taulukossa 3 on esitetty standardien pitoisuudet ja niitd vastaavat

pinta-alat.

Taulukko 3.  Standardien pinta-alat

Standardin

pitoisuus, ISTD C16-16 C16-18 C18-18 AKD-tot

ppm area area area area area AKD/ISTD
51,75 146732 | 225186 248116 92334 565636 3,8549
104 145915 |597484 687098 117211 1401793 9,6069
155 133095 |934662 1123666 514381 2572709 19,3299

Kuvassa 14 on esitetty standardisuora, joka on laskettu taulukon 1 standardien mukaan.
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Kuva 14. AKD:n standardisuora

Huomattiin, ettd standardisuoraa ei voi pakottaa kulkemaan origon kautta. Analysoitiin

sarja kuitusuolia ja laskettiin niille AKD-pitoisuus standardisuoraa vastaan. Nama saadut

AKD-tulokset on kuvattuna taulukossa 4.

Taulukko 4.  AKD-kuitusuoliuutteiden kvantitatiivisia tuloksia
Cl6-16 Cl6-18 |C18-18 AKD-tot
Nayte ISTD area | area area area area AKD/ISTD | AKD-pit
ndyte A 92566 | 445303| 509183 191345| 1145831 12,4 97,8
ndyte A 78203 | 256569| 293613 106033 656215 8,4 83,2
ndyte B 44663 | 717313| 861211 330116| 1908640 42,7| 295,44
ndyte B 22958 | 382689| 457561 177685| 1017935 44,3| 295,2
ndyte C 26845| 253889 300292 121963 676144 25,2 164,7
ndyte C 22187| 193553 217157 93633 504343 22,7| 1554
ndyte D 22926| 306447| 385242 153233 844922 36,9| 262,8
ndyte D 30518 | 277763| 360593 140052 778408 25,5| 1824

Kuitusuolindytteista saatiin kvantitatiivisia tuloksia. Kaikista naytteista analysoitiin kaksi

rinnakkaista ja naista rinnakkaisista huomattiin, ettd menetelma antaa samansuuntaisia
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tuloksia rinnakkaisille. Osa pitoisuuksista oli standardisuoran ulkopuolella, joten todettiin,
ettd jatkossa mittausaluetta taytyy laajentaa tai naytteita laimentaa. Menetelman todettiin

olevan toimiva kuitusuolen kokonais-AKD-pitoisuuden maarittamiseksi.

5 Loppupaatelmat

Tybn tavoitteena oli kehittdad kvantitativinen menetelma kuitusuolen pinnoitteen
maarittamiseksi kuitusuolesta. Tybssa onnistuttiin kehittamaan
naytteenkasittelymenetelmd, jolla pinnoite saatiin Kkuitusuolesta madaritettavaan
muotoon. Tydn haastavin ja aikaavievin osuus oli sopivan naytteenkasittelytekniikan
kehittaminen. Kuitusuolelle ei ole aikaisemmin kehitetty GC-MS--menetelmaa, ja
kuitusuoli matriisina aiheutti haasteita naytteenkasittelymenetelman kehittdmisessa.
Referenssina kaytetyissa menetelmissa matriisina oli paperi, ja tydn aikana huomattiin,
ettd kuitusuoli ei toimi maarityksessa paperin tavoin. Naytteenkasittelyn lisaksi saatiin
kehitettyd maaritysmenetelma, jolla pinnoitteelle saatiin kvantitatiivinen maara. Jotta
menetelmalla saadaan maaritettyd kuitusuolen pinnoitteen kvantitatiivinen maara
tarkasti, menetelma vaatii viela kehitysta. Esimerkiksi tydssa kehitettya standardisuoraa
taytyy viela muokata vastaamaan naytteiden pitoisuuksia. Mittausaluetta taytyy laajentaa
tai naytteitd laimentaa. Tassd tydssa menetelmdlle ei maaritetty maéaritysrajaa,
mittausepavarmuutta tai muita validointiparametreja. Jatkossa menetelméankehityksessa
namakin parametrit taytyy maarittdd, jotta kuitusuolen AKD-pitoisuus saadaan
maaritettya tarkasti.
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