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Esipuhe

Aikuisopiskelu ja yli kahden vuosikymmenen tyduran vaihtaminen uuteen ja epavar-
maan on aina hyppy tuntemattomaan. Minulle tdman loikan ovat tuellaan ja kannustuk-
sellaan mahdollistaneet rakas vaimoni Nina Viksten, sekd vanhempani Tuula ja Tero

Viksten. Kiitos kaikesta. Olen velkaa ja omistan tdman insinddrin opinnaytetyon teille.

Opinnaytetydn ohjaajalleni lehtori Miika Kuivikolle myds Iammin kiitos, on ollut ilo seu-
rata innostavaa ja asiantuntevaa opetustasi Onnentielld. Haluan kiittdd myds lehtori
Mia Ruismakea validoinnin ohjaamisesta, seka yliopettaja Jukka Niirasta kannustuk-
sesta opinnaytetyoni kanssa. Lehtori Mikko Halsakselle ja koko Leiritien henkildkunnal-
le Iammin kiitos mielenkiintoisista bio- ja elintarviketekniikan vuosista. Opiskelukaverini

Jussi Jamsén, Veera Lintola, Kristiina Liuska - Kiitos yhteisistd kokemuksista.

Sitten asiaan. Nautintoaineita ja niiden valmistamista tai myytavana pitoa koskevaa
lainsdadantéa valmistellaan Suomessa joskus objektiivisen arvioinnin, jarjen ja arvioi-
van riskinhallinnan sijaan tunteella ja julkisuudessa osittain jopa kuvitteellisten riskien
shokkiarvolla. Sahkdsavukkeet sisallytetddn Suomessa uuteen tupakkalakiin kesalla
2016. Sahkdsavukelaitteiden seka varsinkin makutiivisteiden saatavuutta kaytannéssa
hankaloittavaa lakiesitysta ovat varittaneet tunnepitoiset argumentit sahkdésavukenes-
teiden tuntemattomista vaaroista. Huoli on varmasti aiheellista, mutta on perustunut

myo6s suurelta osin tieteen sijasta tunteisiin ja tietdmattdmyyteen.

Tutkimustiedon puuttumiseen vetoaminen ei voi enda toimia perusteluna sahkdsavuk-
keiden kieltolaille maassa, jossa tupakoinnin lopettamisen apukeinoksi tarjotaan niko-
tiinikorvaushoitoa tai jopa mielialalaakitysta. Toimikoon tdma insinddrin opinnaytetyd
toivottavasti alkusysayksena kohti kattavaa, puolueetonta ja lapinakyvaa sahkosavuke-

tutkimusta.

Lééke korvaa puuttuvan sielun,
laéke korvaa puuttuvan sielun,
Ja outo maa, pitdé hauskaa.

Outo maa. 1982. Terveet Kadet. Aéretdn joulu 7” EP. Poko Records.
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tekniikoilla. Maaritettavat yhdisteet olivat 2,3-butaanidioni eli diasetyyli, 2,3-pentaanidioni
eli asetyylipropionyyli seka 3-hydroksi-2-butanoni eli asetoiini.

Tutkimuksen kohteeksi valitut kaksi diketonia ja asetoiini ovat elintarvikekaytt6on hyvaksyt-
tyja lisaaineita, joilla tavoitellaan tuotteissa yleensa voin, kerman tai paahteisen karamelli-
maisuuden makua. Elintarviketeollisuudessa naille aromiaineille on maaritelty tydoskente-
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kutiivisteista 19 % (7/36 kpl) sisalsi diasetyylia. Maaritetyt pitoisuudet olivat 6,5-177 pg/ml
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2,3-pentaanidionia sisalsi 39 % makutiivisteista (14/36 kpl). 2,3-pentaanidionin pitoisuudet
vaihtelivat diasetyylia enemman. Kymmenessa makutiivisteessd maaritetty pitoisuus oli
alle 100 pg/ml ja muissa neljassa reilusti korkeampia. Suurin maaritetty pitoisuus 2,3-
pentaanidionia sahkdsavukkeen kayttoliuoksessa oli 1186 ug/ml.

Asetoiinia menetelmallda maaritettiin suurimmasta osasta eli 72 % makutiivisteista (26/36
kpl). Maaritetyn asetoiinin pitoisuudet vaihtelivat matalista pitoisuuksista jopa 4000 ug/ml
pitoisuuteen saakka. Nelja naytetta sisalsi asetoiinia yli 1000 pg/ml kayttoliuoksen pitoisuu-
tena ilmoitettuna.

Tutkimuksen makutiivisteista ei maarityksissa havaittu asetaldehydia eika formaldehydia.
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Diacetyl, 2,3-pentanedione and acetoin have been linked to respiratory symptoms and
disorders among food industry workers. These flavour chemicals are commonly used and
impart a rich, buttery flavour. These organic compounds are also likely to be present in
sweet flavours and liquids used in electronic cigarettes. These diketones or flavour chemi-
cals have been certified as safe for general use and ingestion. Nevertheless, they may not
be safe to use in electronic cigarettes. Their presence in electronic cigarette liquids and
flavours represents an avoidable risk.

The objective of this thesis was to evaluate sweet-flavored electronic cigarette flavours for
the presence of these compounds and to develop an analytical method for qualitative and
quantitative analysis of these agents. Gas chromatography (GC) with mass spectrometry
(MS) and flame ionization detectors (FID) was used to define the contents of the chosen
36 flavour samples. All of these flavours were developed and distributed in Finland. Sweet,
buttery and creamy flavour profiles were emphasized in the selection of these samples.

The client for this thesis was the Finnish vaping association, Vapers Finland ry. The study
was conducted in Helsinki Metropolia University of Applied Sciences.

Diacetyl or 2,3-butanedione was found in 19 % of the samples in concentrations ranging
from 6,5 pug/ml to 177 pug/ml. Acetyl propionyl or 2,3-pentanedione was found in 39 % of
the flavour samples in similar concentrations. Most of the samples contained acetoin as it
was analysed in 72 % of the samples in concentrations up to 4000 ug/ml.

The presence of carcinogenic aldehydes was also a point of interest in this thesis, but nei-
ther acetaldehyde nor formaldehyde was detected among the flavour samples.

Keywords E-cigarette, e-liquid, diacetyl, diketone, vaping
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Lyhenteet ja maaritelmat

AC

AP

DA

ENDS

FDA

GC-FID

GC-MS

GRAS

PG

REL

RT

STEL

TWA

VG

Asetoiini eli 3-hydroksi-2-butanoni.

2,3-pentaanidioni eli asetyylipropionyyli.

Diasetyyli eli 2,3-butaanidioni.

Electronic Nicotine Delivery System. Sahkésavuke.

Food and Drug Administration. Yhdysvaltojen elintarvike- ja ladkevirasto.

Gas Chromatography - Flame lonization Detector. Kaasukromatografi,

johon on yhdistetty liekki-ionisaatiodetektori.

Gas Chromatography - Mass Spectrometry. Kaasukromatografi, johon on

yhdistetty detektoriksi massaspektrometri.

Generally Recognised As Safe. Yleisesti turvalliseksi luokiteltu.

Propyleeniglykoli

Recommended exposure limit. Suositeltu altistumisraja.

Retention time. Retentioaika.

Short term exposure limit. Lyhytaikainen altistumisraja.

Time weighted average. Keskimaarainen altistumisraja.

Kasvisglyseroli, glyseriini.



1 Johdanto

Sahkdsavukkeet kehitettiin Kiinassa vuonna 2003. Sahkdsavukkeet ovat viime vuosina
yleistyneet ja osoittautuneet myds tutkitusti toimivaksi tavaksi vahentaa tupakointia tai
paasta tupakoinnista kokonaan eroon [1, s. 103]. Sahkdsavukkeen fyysinen kayttoko-
kemus vastaa laheisesti savukkeen polttamista ja tarjoaa tapariippuvaiselle tupakoitsi-
jalle vahemman haitallisen nikotiinin nauttimistavan ja vaihtoehdon pyrkia savukkeista
ja nikotiiniriippuvuudesta eroon [2]. Sahkdsavuke ei sisalla tupakkaa, ja sen tuottamas-
ta hengitettavasta hoyrysta puuttuu oikein kaytettyna tavallisen savukkeen palamisre-
aktioon liittyvat haitalliset ainesosat, kuten esimerkiksi formaldehydi, haka, terva, nit-

rosoamiinit, asetoni, asetyleeni, DDT, lyijy, arsenikki ja kadmium [2, s. 7].

Sahkésavukkeen tuottama “savu” on siis hoyrya, pohjanesteen eli yleensa propyleeni-
glykolin ja glyserolin sekd makuaineiden muodostama aerosoli. Sdhkésavukkeissa ei
tapahdu palamisreaktiota. Sahkosavukkeiden mahdolliset terveysriskit liittyvat niko-
tiininesteiden sisaltdon tai nesteiden kontaminantteihin seka hdyrynmuodostuksen

edellyttdman vastuksen kuumentamisen aiheuttamiin sivutuotteisiin.

Kesalla 2016 Suomessa voimaan tulevassa uudessa tupakkalaissa sdhkosavuke rin-
nastetaan savukkeisiin ja muihin tupakkatuotteisiin ja siihen sovelletaan samoja rajoi-
tuksia. Sahkdsavukkeissa ja niissa kaytettavissa sahkdsavukenesteissa saatetaan to-
denndkoisesti voimaan tupakan tavoin rajoituksia koskien niissa kaytettavia makuainei-
ta eli esimerkiksi mentholia sekéd karamelli- ja hedelm@makuja. Makuainekieltoa on
perusteltu lakiesitysvaiheessa sahkosavukkeiden houkuttelevuuden vahentamisella
nuorten keskuudessa, mutta myds makuaineiden tuntemattomien vaikutusten perus-
teella. Makuaineita on kansainvalisissa tutkimuksissa analysoitu, mutta tulokset ovat

olleet osittain ristiriitaisia ja tutkimusten vertaisarviointi vahaista.

Sahkésavukenesteiden makuaineet ovat eurobarometrin mukaan tarkein kayttajako-
kemukseen vaikuttavista ominaisuuksista [1, s. 89]. Perinteisen poltettavan tupakan
maku ja kayttékokemus on aina lisatyistd makuaineista huolimatta samankaltainen eli
pohjimmiltaan palamistuotteiden hengittamista. Sahkdsavukkeen kaytossa eli hoyrytte-

lyssad vastaavaa tunnusomaista makua ei varsinaisesti ole, silld hdyryd muodostavat



pohjanesteet ovat lahes mauttomia. Sahkésavukkeiden nesteitd ei sido savukkeiden
makumaailma, ja niitd maustetaan hyvin monipuolisesti. Erilaisia makuja ja sekoituksia
on myynnissa tuhansia. Kolmasosa kayttajista valitsee paivittain tupakan kaltaisen tai
tupakan makua jaljittelevan maun, mutta suurin osa kayttajista hoyryttelee paivittain

hedelma-, marja- ja jalkiruokamakuja tai naiden sekoituksia [3, s. 6].

Varsinkin hedelma- ja marjamakuina kaytetdan sahkdsavukenesteissa usein elintarvi-
kemauista sovellettuja makutiivisteitd tai leivontaan tarkoitettuja propyleeniglykoliin
uutettuja elintarvikemakuja sellaisenaan. Sahkdsavukenesteissa kaytettavat makutiivis-
teet ovat yleensa elintarvikekayttéon hyvaksyttyja sisdisesti nautittuna, mutta tutkimus-
tietoa nesteiden vaikutuksista tai sisallosta hengitettyna on viela niukasti. Sahkdsavu-
kenesteet ovat viela toistaiseksi tiukan viranomaisvalvonnan ulkopuolella ja luotettavan

tiedon I6ytaminen vaikeaa ja kuluttajan omalla vastuulla.

Sahkodsavukkeissa kaytettavistd makuaineista diasetyylin on epailty liittyvan vakaviin
hengityselinsairauksiin elintarviketeollisuudessa sille altistuvien tyontekijoiden keskuu-
dessa. Tulokset diasetyylin yhteydestd esimerkiksi vakavaan keuhkorakkulatulehduk-
seen (bronchiolitis obliterans, niin sanottu "popcorn-keuhko") ovat ristiriitaisia, mutta
asettavat joka tapauksessa diasetyylin turvallisuuden ja tarpeellisuuden sahkdsavu-

kenesteiden makuaineena kyseenalaiseksi. [4.]

Diasetyyli on yleisesti kaytetty makuaine elintarviketeollisuudessa ja silla pyritaan tuot-
teessa voin, kerman tai karamellimaisuuden makuun. Diasetyylia esiintyy my6s oluen
ja viinin valmistuksessa seka meijerituotteissa kaymisprosessin sivutuotteena. Diase-
tyyli on voin ja hapanmaitotuotetuotteiden keskeinen aistittava aromiaine. Asetoiinia ja
2,3-pentaanidionia eli asetyyli propionyylia kaytetdan aromiaineena diasetyylin tavoin ja
ne muistuttavat kemiallisilta ominaisuuksiltaan I&heisesti diasetyylia. Sdhkdsavukenes-
teissa edelld mainittuja makuaineita kaytetdadn yleensa makeissa, kermaisissa tai ka-
ramellimaisissa sdhkdsavukkeiden makunesteissa. Paahteisen tai runsaan kermaisen
maun aikaansaaminen ilman jotain naista kolmesta yhdisteesta on sahkdsavukenes-
teissd haastavaa. Tavallinen poltettava tupakka sisdltdd myds diasetyylia ja 2,3-
pentaanidionia. Maarat savukkeissa ovat kuitenkin monikymmenkertaiset sdhkdsavu-

kenesteisiin verrattuna [4].

Opinnaytetydn tarkoituksena oli analysoida sdhkdsavukenesteiden ja erityisesti Suo-

messa valmistettavien ja myytavien sahkdsavukenesteissa kaytettdvien makutiivistei-



den sisaltéa. Opinnaytetydn tarkoituksena oli tuottaa tilaajalle tietoa, jonka perusteella
tilaaja yhteistydssa nestevalmistajien kanssa kartoittaisi mahdollisuuksia vahentaa tai
poistaa haitallisina pidettynd yhdisteitd Suomessa valmistetuista ja myytavistd ma-
kutiivistenesteistd. Sahkosavukenesteitd ja niiden sisaltdmia haitallisia haihtuvia
yhdisteitd on jonkin verran jo tutkittu kansainvalisissa tutkimuksissa. [12; 13.] Ko-
timaisia sahkosavukkeiden valmisnesteitd ja varsinkaan makutiivisteitd analysoivia

tutkimuksia ei ole toistaiseksi julkaistu.

Opinnaytetydn tutkimuksessa paatettin keskittya kotimaisten makutiivistenesteiden
kvalitatiiviseen seka kvantitatiiviseen analyysiin kohdentaen huomio haitallisina pidet-
tyihin diasetyyliin, 2,3-pentaanidioniin ja asetoiiniin. Tavoitteena oli myds tutkimuksen
edetessa kiinnittda huomio muihin analyyseissa mahdollisesti esiintyviin haitallisina tai

vaarallisina pidettyihin yhdisteisiin, kuten esimerkiksi karsinogeenisiin aldehydeihin.

Opinnaytetyon tutkimus tehtiin Metropolian Onnentien toimipisteessa. Metropolian la-
boratoriolla ei ole akkreditointia, eikd laboratoriolla ollut valmiita validoituja menetelmia
valittujen yhdisteiden tutkimiseen. Opinnaytetydn tarkoituksena oli kehittdd yksinker-
tainen kaasukromatografinen maaritysmenetelma diketonien, kuten diasetyylin ja 2,3-

pentaanidionin, seka asetoiinin maarittdmiseksi sahkdsavukenesteista.

Opinnaytetydn tilaaja oli Vapers Finland ry. Yhdistys sopi hyvin opinnaytetyon
tilaajaksi, silla sen tavoitteena on vahentaa tupakoinnista aiheutuvia haittoja tupakointia
vahentamalla ja lisata tietdmystd sahkdsavukkeista. Vapers Finland ry julkaisee ja
kaantda tutkimustietoa, seka pyrkii tiedottamaan ja vaikuttamaan sahkdsavukkeita

koskevaan lainsdadantdéon. Yhdistys on kaupallisesti riippumaton. [11.]

Opinnaytetyon tutkimukseen valittiin yhteensa 36 eri makutiivistettd. Opinnaytetyon
analyysien tulokset julkaistiin makutiivisteitd nimeamatta. Analyysien tulokset toimitet-

tiin tilaajalle ja makutiivisteiden toimittajille.



2 Sahkosavuke

2.1 Periaate ja laitteet

Sahkodsavukkeet, jotka tunnetaan myds hoyryttimind, hdyrykkeina tai e-savukkeina,
ovat vaihtoehto tavalliselle tupakoinnille. Arkikaytossa harvemmin esiintyva tekninen
maaritelma Electronic Nicotine Delivery System (ENDS) on kuvaava, silla kyseessa on
pohjimmiltaan sahkoinen laite, jolla nautitaan makuaineilla maustettua nikotiinia.
Sahkodsavukkeet ovat siis akkukayttdisia laitteita, jotka kehittdvat savun sijaan
hengitettdvaa hoyrya. Sahkdsavukkeen ladattava akku lammittdd vastusta, jota
kutsutaan atomisaattoriksi (kuva 1) tai hoyrystimeksi. Vastukselle johdetaan neste-

sailiosta passiivisesti nestettad esimerkiksi pumpulista koostuvan valiaineen avulla.
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Kuva 1. Freemax Starre atomisaattori [5].

Metallista tai keraamista vastusta kuumennetaan sahkésavuketta kayttaessa ja hoyrya
tuotettaessa noin 200 - 250 asteen lampdétilaan. Hoyrystyva neste eli e-neste sisaltaa

propyleeniglykolia (PG), kasvisglyserolia (VG), makuaineita seka usein myds nikaotiinia.

2.2 Sahkosavukenesteet

Sahkosavukenesteiden kulutuksen ja mahdollisten haitallisten haihtuvien yhdisteiden
saannon kannalta on tarpeellista ymmartaa nesteiden sisallon ja kulutuksen moni-
muotoisuus. Nesteen kulutukseen vaikuttaa suurelta osin kaytettavat laitteet, kuluttajan
hoyryttelytyyli sekd osin myo6s nikotiinipitoisuus. Kaytettavista laitteista ja kayttétottu-

muksista riippuen sahkdésavukkeen kayttajan eli hoyryttelijan paivittainen nestekulutus



voi vaihdella esimerkiksi valilla 1-20 ml. Hoyryttelijan paivittdinen nesteen kulutus on
hyvin yksildllista, ja se tulisi ottaa huomioon nesteiden riskeja arvioitaessa. Nesteiden
makuainepitoisuus on myds makutiivisteistd valmistetuissa nesteissa kayttajan itse
maariteltdvissa, joten lineaarinen riskien arviointi pelkkdan nesteen sisaltdédn perustuen

voi olla harhaanjohtavaa.

2.2.1 Valmisnesteet

Sahkdsavukkeissa kaytettavat valmisnesteet ovat sellaisenaan hoyryttelyyn sopivia ja
ne sisaltavat yleensa myos nikotiinia. Valmisnesteitd on saatavilla tuhansia eri makuja,
ja niitd on myynnissa eri nikotiinivahvuuksilla. Yleisimmat makuprofiilit ovat hedelma- ja
tupakkamaut seka erilaiset makeat sekoitukset. Valmiiden sdhkdsavukenesteiden eli e-
nesteiden tuoteselosteissa mainitaan ainesosista yleensa pohjanesteen PG/VG-

pitoisuus ja nikotiinivahvuus, mutta harvoin mitdan muuta.

Osa nestevalmistajista ja jalleenmyyijistd ilmoittaa tuotteiden mahdollisesti sisaltamat
haitallisena pidetyt ainesosat, kuten diketonit, variaineet tai allergeenit kuten pahkinan.
Valmisnesteista on saatavilla jonkin verran tarkempaa tuotetietoa esimerkiksi diasetyy-
lin, 2,3-pentaanidionin ja asetoiinin osalta, silld osa nestevalmistajista ja jalleenmyyjista

on julkaissut tuotteiden kaasukromatografisten analyysien tuloksia.

2.2.2 Makutiivisteet

Makutiivisteitd kaytetdan sahkdsavukenesteitd itse valmistettaessa tai sekoitettaessa.
Makutiivisteet myydaan yleensa propyleeniglykoliin uutettuna. Kayttaja sekoittaa itse
haluamansa vahvuisen kayttdliuoksen makutiivisteesta ja erikseen hankkimastaan pro-
pyleeniglykolista ja/tai glyserolista sekd halutessaan nikotiinista. Makutiivisteiden etuna
on yleensa lopullisen hoyryttelyvalmiin nesteen edullisempi hinta kuluttajalle ja kayt-
tajan omien makumieltymysten mukainen tai yksilollinen lopputuote makutiivisteita

yhdistelemalla.

Makutiivisteiden laimennossuhde pohjanesteeseen on yleensa 1-20 %, riippuen ma-
kutiivisteen vahvuudesta ja mausta. Pohjanesteind kaytettavat PG ja VG ovat suurina
myyntipakkauksina hankintahinnaltaan huokeita ja pienten esimerkiksi 10 ml ma-

kutiivistepakkausten ostaminen erikseen etdmyynnistd on kuluttajalle helpompaa kuin



nikotiinipitoisten valmisnesteiden ostaminen ulkomailta, joten makutiivisteiden kayttoé on
suosittua etenkin edistyneempien kayttajien keskuudessa. Sahkdsavukkeiden kayt-
tajien keskuudessa makuaineiden ja nestesekoitusten valmistaminen ja vertailu on
myos iso osa kokemusta tai jopa harrastusta ja siihen liittyy vahva yhteisollisyys ja

kokemusten jakaminen toisten kayttajien kanssa.
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Kuva 2. Yhdysvaltalainen Capella Harvest Berry makutiiviste [6].

Makutiivisteitd (kuva 2) kuluttajat voivat ostaa koti- ja ulkomaisista hdyryttelykaupoista.
Makutiivistenesteiden tuoteselosteissa harvoin kerrotaan laimennossuhdesuosituksen

ja oletetun makuprofiilin lisdksi mitddn muuta tietoa tuotteesta.

2.2.3 Pohjanesteet

Sahkdsavukenesteissa hodyrya tuottavana pohjanesteenad kaytettava propyleeniglykoli
eli propaani-1,2-dioli (kuva 3) on synteettinen hygroskooppinen, eli vetta sitova, hajuton
ja variton olomuodoltaan siirappimainen neste. Propyleeniglykolia kaytetaan
sahkdsavukkeiden lisdksi kosteuden sitojana ladkevalmisteissa, kosmetiikassa ja
elintarvikkeissa seka esimerkiksi sikarihumidoreissa. [7.] Propyleeniglykolipohjaisia
nesteita kaytetdan myos jaanpoistossa ja lammdntalteenottojarjestelmissa lammaonsiir-
tonesteena. Propyleeniglykolia kaytetdan kosteuttajana myds nuuskan ja poltettavan

tupakan lisdaineena.
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Kuva 3. Propyleeniglykolin rakenne [28].

Propyleeniglykolia kaytetaan elintarvikkeiden lisdaineena aromien ja lisdaineiden liuot-
timena seka kantajana ja sen kaytdsta ilmoitetaan Suomessa elintarvikelisdainekoodilla
E1520 [8]. Markkinoilla olevista makutiivistenesteista suurin osa on PG-pohjaisia, silla
makuaineet ja aromit liukenevat hyvin propyleeniglykoliin ja liuos kestda hyvin

sailytysta.

Propyleeniglykolin tavoin sahkdsavukenesteissa hoyrya tuottavana pohjanesteena
kaytettava glyseroli eli 1,2,3-propaanitrioli on myos varitontd hygroskooppista nestetta
ja ominaismaultaan hieman makeaa. Glyseroli lukeutuu elintarvikekaytossa lisdaineena
emulgointi-, stabilointi- ja sakeuttamisaineisiin ja sen elintarvikelisdainekoodi Suomes-
sa on E422 [9]. Glyserolia kaytetaan yleisesti liuottimena ja kosteuttajana kosmetiikas-

sa ja elintarviketeollisuudessa [10].

Kasvisglyseroli eli VG (kuva 4) on huoneenlammdssa paksua viskoottista nestetta, ja
siitd valmistettavan kayttévalmiin sahkésavukenesteen kasiteltdvyyden helpottamiseksi

siihen lisataan yleensa propyleeniglykolia tai joskus tislattua vetta.

OH

HO._A\_OH

Kuva 4. Kasvisglyserolin rakenne [29].

Valmisnesteiden ja makutiivisteiden myyntipakkauksissa on merkittynd yleensa tuot-
teen PG/VG-pitoisuus. ltse valmistettavan nesteen PG/VG-suhde on kayttajan omien

mieltymysten mukaan vapaasti valittavissa pohjanesteiden suhdetta muuttamalla.



3 Kotimaiset sahkosavukkeiden makutiivisteet

3.1 Kaasukromatografiasta yleisesti

Kromatografiassa tutkittava nayte jaetaan komponenteikseen tunnistamista ja pitoi-
suuksien maarittamista varten. Komponenteiksi erottuminen tapahtuu kolonnissa, jossa
on kaksi faasia, paikallaan pysyva stationdarifaasi ja liikkuva faasi. Yhdisteiden erottu-
minen perustuu niiden kiinnittymiseen ja pidattymiseen stationdarifaasissa. Erilaiset
yhdisteet kulkeutuvat liikkuvan faasin eli kaasukromatografiassa kantajakaasun muka-

na eri nopeudella stationaarifaasin lapi. [14, s. 140.]

Kaasukromatografiassa stationaarifaasi on yleisesti ohueen kapillaariputkeen ohueksi
kerrokseksi sidottu nestefaasi. Mitéd helpommin yhdisteet hdyrystyvat, sitd nopeammin
ne kulkevat kolonnin lapi. Eri nopeudella ja eri aikaan kolonnin lapi eluoituvat yhdisteet
voidaan siten tunnistaa. Stationaarifaasin ominaisuudet, kuten esimerkiksi sen pooli-
suus, voivat vaikuttaa yhdisteiden eluoitumisjarjestykseen. Kaasukromatografia sopii

héyrystyvien yhdisteiden analytiikkaan. [14, s. 183.]
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Kuva 5. Agilent 7890A -kaasukromatografi [15].

3.1.1 Massaspektrometria

Kaasukromatografin (GC, gas chromatography) erottelemat yhdisteet johdetaan kolon-

nissa viettdmansa ajan, retentioajan, mukaisessa jarjestyksessa massaspektrometrin



(MS, mass spectrometry) ionisaattoriin, jossa ne ionisoidaan. Kaasuvirran ionit ero-
tellaan ja tunnistetaan niiden massan ja varauksen suhteen. lonisaatio tapahtuu vaku-
umipumpun Yyllapitdmassa tyhjidssd. Muodostuvasta massaspektristda ndhdaan ionien

moolimassa ja yhdisteet voidaan sen perusteella tunnistaa tarkasti. [14, s. 207 ]

3.1.2 Liekki-ionisaatiodetektio

Liekki-ionisaatiodetektiossa (FID, flame ionization detector) kolonnista lapi kulkeva
kaasuvirta poltetaan vety-ilmaliekissd. Useimpien orgaanisten yhdisteiden palaessa
syntyy ionisoituneita palamistuotteita. Keraajaelektrodin ja polttimen valille muodoste-
tun sahkokentdn muutokset mitataan ja muodostuva signaali tulkitaan. Yhdisteiden
tunnistamiseen tarvitaan vertailutietoa, silla riittdvan suuri pitoisuus jotain muuta

yhdistetta voi antaa saman signaalin eli detektorivasteen. [16, s. 115; 17, s. 163.]

3.2 Menetelmat

Diasetyylia esiintyy esimerkiksi oluen, viinin ja meijerituotteiden valmistuksessa kay-
mistuotteena, joten diasetyylin maaritykseen oli myds valmiita spektrofotometrisia
menetelmia [18]. Sahkdsavukenesteiden monimutkainen ja epahomogeeninen
naytematriisi ei kuitenkaan sovellu jarjestelmallisiin spektrofotometrisiin maarityksiin,
joten tutkimusmenetelma kehitettiin kaasukromatografisia laitteistoja varten. Metropoli-
an laboratoriossa oli valmiudet analysoida sdhkésavukenesteitd usealla eri kaasukro-
matografisella laitteistolla ja niissa erilaisilla detektiotavoilla. Tutkimukseen valittiin
kaasukromatografi massaspektrometrilla (GC-MS) ja kaasukromatografi liekki-
ionisaatiodetektorilla (GC-FID).

Farsalinoksen ym. [12] tutkimuksen mukaan sahkdsavukenesteiden sisaltamat aines-
osat ja yhdisteet esiintyvat vastaavasti myos sahkdsavukkeen tuottamassa hdyryssa.
Opinnaytetydn tutkimus paatettiin tehda makutiivisteistd kaasukromatografisesti suo-
raan nesteistd, eikd tehda hoyryn eli aerosolimuodon analyyseja koejarjestelyn
haastavuuden takia. Automatisoidun hoyryttelytilanteen koejarjestely olisi ollut mah-
dollinen, mutta sahkdsavukkeen kayttdjan puuttuminen saattaisi johtaa virheellisiin
tuloksiin. [19.]
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Tutkimuksen tavoitteena oli analysoida makutiivisteet ensin kvalitatiivisesti GC-MS-
laitteistolla  ja  kehittdd sen jalkeen valituille yhdisteille kvantitatiivinen
maaritysmenetelma GC-FID-laitteistolle. Massaspektrometrin etuna kvalitatiivisessa
vaiheessa oli tarkka erotuskyky ja yhdisteiden tunnistus kirjastotietokannasta. GC-FID-
laitteiston etuna kvantitatiivisessa vaiheessa oli menetelman yksinkertaisuus ja kvanti-
toinnin selkeys, mikali tutkittavat yhdisteet saataisiin erottumaan selkeasti toisistaan ja

naytematriisista.

3.3 Tutkimuksen makutiivisteet

Opinnaytetyon tutkimukseen valittiin yhdessa tilaajan ja nestevalmistajien kanssa yht-
eensd 36 eri makutiivistetta. Makutiivisteita tutkimukseen toimitti kahdeksan eri
tuottajaa, kahdeltatoista eri kotimaiselta valmistajalta. Makutiivisteiden valinnassa
keskityttiin padosin makeisiin ja kermaisiin makuihin, jotka oletettavasti voisivat sisaltaa
naitd aromeja tuottavia diasetyylia, 2,3-pentaanidionia ja asetoiinia. Tutkimuksen tar-
koituksena oli mybds maarittdd mahdolliset muut haitalliset yhdisteet, joita ma-
kutiivisteista I0ytyisi. Tilaajan ja nestevalmistajien pyynnosta opinnaytetyon tutkimus
suoritettiin osittain salaisena. Tutkimuksen tulokset julkaistiin analysoituja nesteita ja
valmistajia nimeamatta. Makutiivisteiden taydelliset tulokset toimitettiin opinnaytetytn

tilaajalle seka kunkin makutiivisteen toimittajalle.

Kaikki tutkimukseen valitut makutiivisteet olivat nikotiinittomia, kuten kaikki Suomessa
myytavat sahkésavukkeiden valmisnesteet ja makutiivisteet. Tutkimukseen valituista
makutiivisteista ei ollut saatavilla suositellun laimennossuhteen ja makuprofiilin lisaksi

muuta tietoa, eik& esimerkiksi luetteloa niiden sisaltamista ainesosista.
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4 Haihtuvat yhdisteet sahkosavukkeiden makutiivisteissa

Massaspektrometriin yhdistetty kaasukromatografinen laitteisto (GC-MS) mahdollisti
makutiivisteiden yksityiskohtaisen ja tarkan sisallon maarittdmisen. Tarkasti tunnistettu-
ja ainesosia makutiivisteissa oli analyyseissa kymmenia. Kunkin makutiivisteen lopul-
lisen maku- ja tuoksuprofiilin maarittelevia aromiaineita, eteerisia dljyja ja estereita tun-

nistettiin jokaisesta nesteesta useita. Maarat olivat yleensa pienia.

Kaasukromatografisessa analyysissa havaittiin tutkimukseen valittujen makutiivisteiden

koostuvan suurimmaksi osaksi

e kantoaineesta eli pohjanesteesta, yleensa propyleeniglykolista
e makeutusaineista, kuten maltolista ja etyylimaltolista
e vanilliinista ja etyylivanilliinista.

Pohjanesteen osuus makutiivisteesta oli yleensa noin 80 % ja maltolien seka vanillii-
nien osuus usein noin 10 %. Makutiivisteista havaittiin analyyseissa usein myds pienia
maarid alkoholeja, 1ahinna etanolia sekd heikkoja orgaanisia happoja, kuten etikkahap-
poa ja bentsoehappoa. Liuottimena kaytettavaa etikkahapon etyyliesteria eli etyy-
liasetaattia havaittiin myds useimmista tutkituista naytteista. Orgaanisista aromiaineista

nesteista tunnistettiin esimerkiksi eukalyptolia, limoneenia ja eugenolia.

Opinnaytetyon tutkimuksen makutiivisteiden kaasukromatografisessa analyysissa huo-
mio kiinnitettiin kuitenkin haitallisimpina pidettyihin diketoneihin eli diasetyyliin ja 2,3-
pentaanidioniin sekd niitd muistuttavaan asetoiiniin. Yhta tai useampaa naista
yhdisteista 16ytyikin alustavissa kvalitatiivisissa analyyseissa yli puolesta tutkittavista

makutiivisteista.

4.1 Diasetyyli ja 2,3-pentaanidioni

Diasetyyli ja 2,3-pentaanidioni ovat kemialliselta rakenteeltaan visinaalisia diketoneja
eli hiiliketjuja, joissa on kaksi ketoryhmaa (C=0) vierekkaisissa hiiliatomeissa. Ne ovat
pienimolekyylisia ja herkasti haihtuvia yhdisteitd. Herkkd& haihtuvuus tarkoittaa

kaytannéssa myos sitd, ettd ne ovat tuotteesta tai elintarvikkeesta helposti aistittavissa.
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Vesiliuoksesta tai esimerkiksi oluesta diasetyylin aistittavuuden tai maistamisen
kynnysraja on noin 50 ppb (50 ug/l) ja 2,3-pentaanidionin noin kymmenkertainen di-
asetyyliin nahden, eli noin 500 ppb (500 pg/l). [18.] Elintarvikkeissa ja my6s esimerkiksi
sahkosavukkeiden makutiivisteissa pitoisuuden aistimisraja voi vaihdella naytematriisin

muiden komponenttien vuorovaikutusten myota.

Kummallakin diketonilla on samankaltainen tunnusomainen maku. Ne aikaansaavat
voin, kerman tai paahteisen karamellimaisuuden maun, josta sdhkdsavukenesteissa
kaytetdan yleisnimitysta "custard note", eli kermaisuus tai vanukasmaisuus (custard =
maitokiisseli, vanukas). Makutiivisteet, joita kuvaillaan kermaisina, jaatelomaisina tai
pirteldmaisind makeina jalkiruokamakuina, sisaltavat usein naitd diketoneja tai ase-

toiinia.

FDA (US Food and Drug Administration, Yhdysvaltojen elintarvikeviranomainen) on
luokitellut ndma diketonit haitattomiksi (GRAS, generally recognised as safe, yleisesti
luokiteltu turvalliseksi) elintarvikkeissa, mutta se ei ole toistaiseksi tehnyt naille luoki-

tusta hengitettyna.

Diasetyylin ja 2,3-pentaanidionin hengittdmisen on epailty liittyvan vakaviin hengi-
tyselinsairauksiin elintarviketyontekijoilla, jotka altistuvat tyéssadan kyseisille aromi-
yhdisteille esimerkiksi popcornin valmistuksessa tai kahvipaahtimoissa. Popcornin dia-
setyylia sisaltdvan voinmakuisen aromiaineen mukaan vakavaa keuhkosairautta bron-
chiolitis obliteransia kutsutaankin siihen sairastuneiden tyéntekijdiden mukaan pop-
corn-keuhkoksi. Diketoneille altistumisen on epailty littyvdn my6s muihin hengi-
tyselinsairauksiin, kuten keuhkojen tilavuuden ja hengitysvirtauksen muutoksiin. [20;
21.] Aromiaineiden tutkimuksissa ja rottakokeissa 300 ppm altistuksen diasetyylia
sisaltaville aromiaineille havaittiin johtavan keuhkojen ja hengitysteiden epiteelikudok-

sen muutoksiin. [22; 23.]

Yhdysvaltojen tyéturvallisuusviranomainen NIOSH (The National Institute for Occupa-
tional Safety and Health) on maaritellyt diasetyylille ja 2,3-pentaanidionille tydperaisen

altistuksen turvarajat.
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HaC CHs;

O

Kuva 6. Diasetyylin eli 2,3-butaanidionin rakenne [30].

Diasetyylille (kuva 6) suositeltu altistusraja (REL, recommended exposure limit) on 5
ppb (18 pg/m®) kahdeksan tunnin tydpaivan ja 40 tunnin tydviikon keskiarvolle (TWA,
time weighted average). Lisaksi hetkittaisen altistumisen kontrolloimiseksi NIOSH on
maaritellyt diasetyylille lyhytaikaisen altistumisen (STEL, short-term exposure limit)
rajaksi 25 ppb (88 pg/m®) keskiarvoksi viidentoista minuutin ajanjaksolle, jota ei saisi

missaan vaiheessa tyopaivaa ylittaa. [24.]

O

H3C CHs
O

Kuva 7. Asetyylipropionyylin eli 2,3-pentaanidionin rakenne [31].

2,3-pentaanidionille (kuva 7) suurin suositeltu suurin altistuminen (TWA) on 9,3 ppb (38
ug/m®) 40 tunnin tydviikolle ja lisaksi lyhytaikainen altistuminen (STEL) 31 ppb (127
ug/m®) viidelletoista minuutille. 2,3-pentaanidionin suurempi pitoisuus altistusrajalla
johtuu analyysimenetelman ja yhdisteen maarittdmisen rajoituksista eika tarkoita, etta

se olisi diasetyylia vaarattomampaa. [24.]

Kahdeksan tunnin altistumisajalle keskiarvotettuja turvarajoja (TWA) kaytettiin
opinnaytetyon tutkimuksen tulosten tulkitsemisessa ja potentiaalisesti hyvaksyttyjen
raja-arvojen maarittamisessa. Ihmisen keskimaaraiseksi hengitystiheydeksi oletettiin 15

kertaa minuutissa ja keskimaaraiseksi hengitystilavuudeksi 0,5 litraa. Laskennallisesti 8
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tunnin tydpaivaa vastaava hengitysmaara on siis 3,6 m® ([0,5 | x 15 kertaa minuutissa x
8 h x 60 min/h] / 1000 I/m*). Paivittaiset kynnysarvot olisivat siis diasetyylille 65 pg (18
ug/m°x 3,6 m®) ja 2,3-pentaanidionille 137 pg (38 pg/m°x 3,6 m®). [12.]

Toisaalta tavallinen poltettava yksi savuke tuottaa diasetyylid noin 285 pg ja 2,3-
pentaanidionia noin 430 pg. Paivittdisestd tupakoinnista saatavat diketonimaarat
ylittaisivat jo siis reilusti tyoperaisen altistuksen turvarajat, joten diketoneille altistum-
isen ja keuhkosairauksien yhteys on osin epaselva. Tupakoinnin seurauksena ei ole
suoranaisesti  diagnosoitu  aromiaineiden  diketoneihin  yhdistettya vakavaa
keuhkosairautta, bronchiolitis obliteransia. Sdhkdsavukenesteiden sisaltaman diasetyy-
lin takia myos sahkodsavukkeita on pidetty mahdollisena sairauden aiheuttajana, mutta
yhtaan tapausta ei ole virallisesti diagnosoitu. Diasetyyli, 2,3-pentaanidioni ja asetoiini
ovat sahkosavukenesteisiin tarkoituksellisesti lisattyja aromiaineita, ja naita aineita
sisdltavia nesteitd voi kuluttaja niin halutessaan valttda. Siten ne olivat tdmankin

tutkimuksen mielenkiinnon kohteena ristiriitaisista tuloksista huolimatta. [20.]

4.2 Asetoiini eli 3-hydroksi-2-butanoni

Asetoiini (kuva 8) muistuttaa kemialliselta rakenteeltaan diasetyylia, mutta toisen keto-
ryhman (C=0) tilalla on hydroksyyliryhma (OH). Asetoiinille on myds ominaista voin tai

kermaisuuden maku, ja sita esiintyykin esimerkiksi hapanmaitotuotteissa.

O

H
aC CHs

OH

Kuva 8. Asetoiinin eli 3-hydroksi-2-butanonin rakenne [32].

Asetoiinin aistimisen kynnysraja vedesta on suurempi kuin esimerkiksi diasetyylin, noin
800 ug/l [18]. Makutiivisteisiin sovellettuna voidaan siten olettaa, ettd mikali nesteessa
on tavoiteltu kermaista makua diketonien eli diasetyylin tai 2,3-pentaanidionin sijasta

asetoiinilla, on asetoiinin pitoisuus todenndkdisesti suurempi kuin pelkkia diketoneja
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sisaltavissd nesteissa. Asetoiinin haitallisuudesta diasetyyliin tai 2,3-pentaanidioniin
verrattuna ei ole varmuutta. Edelld mainituista kolmesta yhdisteestd diasetyylia

pidetaan tutkimustiedon perusteella haitallisimpana [25].

Asetoiinille ei ole maaritelty tyOperaisen altistuksen turvarajoja, silla tutkimustietoa
asetoiinin vaikutuksista on vield niukasti. Asetoiinia tavataan usein muun muassa di-
asetyylin ja 2,3-pentaanidionin yhteydessa aromiaineissa, joten asetoiinin pitoisuus ol
mielenkiinnon kohteena analyyseissa. Diketonien ja asetoiinin valilla on myds suora
yhteys, silld asetoiini voi myds suotuisissa olosuhteissa esimerkiksi valon tai korkean

lampdtilan vaikutuksesta pelkistya hitaasti diasetyyliksi. [26.]

4.3 Aldehydit

Sahkodsavukkeiden turvallisuudesta ovat herattaneet epailyksid myods niistad joissain
tutkimuksissa havaitut karsinogeeniset aldehydit, kuten asetaldehydi, formaldehydi ja
akroleiini. Farsalinoksen ym. [19, s. 276] tutkimustulokset osoittivat kuitenkin, etta
asetaldehydin ja formaldehydin kehittyminen sahkdsavukkeissa vaatii tutki-
musmenetelmalle ja testitapahtumalle epatavalliset tai perati epaonnistuneet olosuh-
teet. Kyseessa oli sdhkdsavukkeen vastuksen kuivana palaminen eli niin sanottu "dry
puff', jossa vastukselle nestetta kuljettava valiaine ei pysy nesteestd markana, vaan se
karahtaa ja osin palaa vastusta kuumennettaessa. Palamistapahtuma on sahkdsavuk-
keen kayttajalle eli palokaasuja hengittavalle kivulias ja epamukava, eika kayttéa pysty
jatkamaan. Tutkimustilanteessa automatisoidun sahkdsavukkeen kayttdminen Kui-
vapolttotilanteessa monen sekunnin ajan vaaristi koetilanteen todellisuuden

vastaiseksi, eivatka tulokset olleet vertailukelpoisia.

Edelld mainittujen karsinogeenisten aldehydien lisaksi hengitettyna mahdollisesti arsyt-
tavaa kanelialdehydia kaytetddn makuaineena makeisissa ja virvoitusjuomissa. Kaneli-
aldehydia tutkimuksen kohteena olevista makutiivisteista 16ytyi GC-MS-analyysissa
kahdesta nesteesta. Pienen alustavan 16ydosmaaran vuoksi kanelialdehydi ja karsino-
geeniset aldehydit rajattiin tutkimuksen ulkopuolelle. Aldehydien kvalitatiivisessa ja
kvantitatiivisessa maarityksessa analyysit tulisi tehdd sahkdésavukenesteiden aerosoli-
muodosta ja tuottaa analysoitava hoyry varsinaisella sahkdsavukelaitteistolla. Koejar-

jestelyn haastavuuden vuoksi tasta luovuttiin tdman opinnaytetydn tutkimuksessa.
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5 Kuvalitatiivinen analyysi GC-MS-laitteistolla

Opinnaytetyon tutkimuksessa makutiivisteet analysoitiin laimentamattomana ensin GC-
MS-laitteistolla. Tavoitteena oli ensin hankkia tietoa makutiivisteiden sisallosta ja tes-
tata tutkimusmenetelman toimivuutta eri yhdisteiden erottamisessa. Kvalitatiivisten eli
laadullisten analyysien pohjalta tutkimusmenetelmaa muokattiin ja paatettiin jatko-

toimenpiteista kvantitatiivista eli maarallista analyysia varten GC-FID-laitteistolle.

5.1 Laitteisto

Tutkimukseen kaytetty GC-MS-laitteisto koostui Agilent Technologies 7890A -
kaasukromatografista (kuva 5), jossa detektorina oli Agilent Technologies MS 5975C -
massaspektrometri. Naytteensyéttaja oli Agilent Technologies 7693B Series -injektori.
Laitteiston ohjaamiseen kaytetty ohjelmisto oli MSD ChemStationionin versio
E.02.00.493.

Kolonnina kaasukromatografissa oli matalapolaarinen Agilent Technologies HP-5ms
(pituus 30 m x sisdhalkaisija 0,250 mm x faasin paksuus 0,25 um) ja kantokaasuna

helium.

5.2 Kayttddnotto

Hoyrystyskammion kayttékunto tarkastettiin ja injektoripadhan vaihdettiin uusi tiiviste eli
septumi. Ensimmaisen viikon analyysien jalkeen tuloksissa ilmeni ongelmia ja
epajohdonmukaisuuksia ja niiden syyksi paljastui osittain injektoripaasta irronnut ka-
pillaarikolonni. Kolonni irrotettiin, lyhennettiin kummastakin paasta noin 4 cm ja kiin-
nitettiin uudelleen ja uusi kolonnin pituus maaritettiin laitteiston asetuksiin. Laitteistolle
tehtiin sisainen kalibrointi. Laitteiston erotuskyvysta seka toimintavarmuudesta olivat

osoituksena tasaiset ja hyvin erottuvat kromatogrammit.

5.3 Menetelma

Menetelmassa (liite 1) oli kolonniuunin lampdtilan alkuasetuksena 40 °C ja sitd nostet-

tiin 0,5 minuutin alkuvaiheen jalkeen 25 °C/min loppuarvoon 300 °C, jossa lampétila
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pidettiin viela 5 min. HOyrystyskammion lampdtila oli 300 °C ja analyysit tehtiin split-
suhteella 100:1. Septumihuuhtelun virtaus oli 2,0 ml/min ja kantokaasuna kaytetyn he-

liumin virtaus kolonnissa oli 1,4 ml/min. Analyysin injektiomaara oli 0,2 pl.

Pesuliuoksena injektioiden valilla kaytettiin tassa vaiheessa metanolia.

5.4 Alustavat tulokset

Kvalitatiivisen analyysin tarkoituksena oli erottaa ja tunnistaa makutiivisteissa esiintyvat
yleisimmat yhdisteet. Analyysit onnistuivat aluksi hyvin, ja samankaltaisia tuloksia an-
taneet rinnakkaiset analyysit vahvistivat osaltaan menetelman toimivuuden. Kolonnin
erotuskyky ja naytteiden tunnistaminen kirjastotietokannasta (Agilent NIST05a) nayt-

tivat riittavilta.

Makutiivisteiden siséltdama pohjaneste propyleeniglykoli nakyi kromatogrammeissa
suurena vaihtelevana pylvaana 2,4—2,9 minuutin retentioajan valilla. Herkasti haihtuvat
alkoholit, diketonit ja asetoiini nakyivat selkeasti retentioajan suhteen kuitenkin ennen
propyleeniglykolia, ja ne erottuivat hyvin omiksi piikeiksi. Tuloksissa oli jonkun verran
vaihtelua ja perakkaisten rinnakkaisten analyysien valilla varsinkin pienind maarina
esiintyvat yhdisteet tunnistettiin vaihtelevasti. Myéhemmin GC-FID-laitteistolla tdman
havaittiin johtuvan propyleeniglykolipohjaisten makutiivisteiden viskoottisuudesta ja
nayteinjektion ilmakuplittumisesta suurilla injektionopeuksilla. Analyyseissa oli havaitta-
vissa ajoittain my6s pesuliuoksena kaytetyn metanolin jaanteita, ja pesuliuoksen ris-

tikontaminaatio otettiin huomioon tuloksia tulkittaessa.

5.4.1 Glyserolin liuotinefekti

Analyyseissd havaittin muutaman makutiivisteen sisaltdvadn pohjanesteenad pro-
pyleeniglykolin lisdksi myos kasvisglyserolia ja triasetiinia. Glyseroli vaikutti aiheuttavan
kolonniin liuotinefektin eli muodostavan kolonnin erottelevan faasin paalle oman
nestekalvonsa, silld glyserolia sisaltavien makutiivisteiden perakkaisissa analyyseissa
glyserolin maara kasvoi ja levittaytyi kromatogrammiin laajemmalle alueelle retentio-
ajan suhteen. Puhdasta glyserolia kokeeksi analysoitaessa havaittiin, ettei kaytossa
ollut menetelma ja kolonni sopinut taysin glyserolipohjaisten naytteiden analysointiin.

Kromatogrammit olivat epaselvia, ja glyseroli vaikutti pidattyvan kolonnissa. Myos nayt-
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teen injektiossa vaikutti olevan ongelmia glyserolin suuresta viskoottisuudesta johtuen.
Taysin glyserolipohjaisia nesteitd toimittaneelta nestevalmistajalta pyydettiin
tutkimukseen tilalle propyleeniglykolipohjaiset makutiivisteet, joilla glyserolin ongelmia

ei enaa ilmennyt.

5.4.2 Triasetiini

Triasetiinipohjaisissa makutiivisteissa, joita tunnistettiin kaksi kappaletta, oli havaitta-
vissa silmamaaraisestikin selvaad kerrostumista, eli makutiivisteen osat erottuivat
itsestdan eri faaseihin. Kerroksiin erottuvan makutiivisteen luotettava analyysi tulisi
olemaan haastavaa, silla tasalaatuisen injektion varmistamiseksi naytteet tulisi sekoit-
taa voimakkaasti juuri ennen injektiota tai injektoida manuaalisesti. Triasetiinipohjaisia
makutiivisteita kasiteltiin taman johdosta tasta lahtien aina erikseen, eika niita liitetty

pitkien analyysisekvenssien eli automatisoitujen ajojarjestelyjen osaksi.

O O

H3C/U\O/\(\O)J\CH3
O. _CHs

il

O

Kuva 9. Triasetiinin rakenne [33].

Triasetiinia (kuva 9) kaytetdan elintarvikelisdaineena esimerkiksi aromiaineiden liuotti-
mena, purukumin pehmittimend ja kosteuttajana ja sen kaytdsta ilmoitetaan
elintarvikkeissa lisdainekoodilla E1518. Triasetiinia valmistetaan glyserolista ja etik-
kahaposta. [27.] Yhdysvaltojen elintarvikeviranomainen FDA (Food and Drug Admin-
istration) on luokitellut triasetiinin propyleeniglykolin ja glyserolin tavoin yleisesti turval-

liseksi elintarvikekayttéon (GRAS, generally recognised as safe) [26].
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Tunnistettujen diasetyylin (DA), 2,3-pentaanidionin (AP) ja asetoiinin (AC) osalta kro-

matogrammien pinta-alat kerattiin alustavaksi vertailukohteeksi (taulukko 1).

Taulukko 1. Kromatogrammien suhteelliset pinta-alat

DA %

AP %

AC%

Makutiiviste 01
Makutiiviste 02
Makutiiviste 03
Makutiiviste 04
Makutiiviste 05
Makutiiviste 06
Makutiiviste 07
Makutiiviste 08
Makutiiviste 09
Makutiiviste 10
Makutiiviste 11
Makutiiviste 12
Makutiiviste 13
Makutiiviste 14
Makutiiviste 15
Makutiiviste 16
Makutiiviste 17
Makutiiviste 18
Makutiiviste 19
Makutiiviste 20
Makutiiviste 21
Makutiiviste 22
Makutiiviste 23
Makutiiviste 24
Makutiiviste 25
Makutiiviste 26
Makutiiviste 27
Makutiiviste 28
Makutiiviste 30
Makutiiviste 32
Makutiiviste 33
Makutiiviste 34
Makutiiviste 35
Makutiiviste 36

0,01 %

0,09 %

0,76 %

0,02 %
0,02 %
0,01 %

0,24 %
0,33 %

0,14 %

0,18 %
0,01 %

0,10 %
0,12 %
0,15 %
0,03 %
0,14 %
0,48 %

1,12 %

0,08 %
0,48 %
0,44 %

0,22 %
0,04 %
0,02 %
0,26 %
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Taulukosta jatettiin injektio-ongelmien ja tulosten tulkinnanvaraisuuden vuoksi pois
toistaiseksi kaksi triasetiinipohjaista makutiivistetta (makutiivisteet 29 ja 31). Suhteel-
lisista pinta-aloista ei voitu paatellda makutiivisteiden mahdollisesti sisaltdmien diasetyy-
lin (DA), 2,3-pentaanidionin (AP) tai asetoiinin (AC) pitoisuuksia luotettavasti, mutta
tunnistettuja yhdisteitd voitiin kayttdd pohjana kvantitatiivisen menetelman kehittami-
sessa. Myohemmin suhteellisten pinta-alojen sijaan kromatogrammeista integroituja

pinta-aloja kaytettiin GC-FID-kvantitoinnin varmistamisessa hyddyksi.



21

6 Kuvalitatiivinen ja kvantitatiivinen analyysi GC-FID-laitteistolla

GC-MS-laitteistolla suoritettujen kvalitatiivisten eli laadullisten analyysien pohjalta ke-
hitettiin menetelma diasetyylin, 2,3-pentaanidionin ja asetoiinin kvalitatiiviseen maari-
tykseen GC-FID-laitteistolle eli kaasukromatografille, johon oli yhdistettu liekki-
ionisaatiodetektori. Menetelman etuna olisi sen yksinkertaisuus ja toistettavuus, mikali

tutkittavat yhdisteet saataisiin tunnistettua ja erottumaan riittavan selkeasti.

6.1 Laitteisto ja laitteiston kayttéonotto

Tutkimukseen ensimmaiseksi kaytetty GC-FID-laitteisto koostui Agilent Technologies
6890N -kaasukromatografista, jossa detektorina oli sisainen liekki-ionisaatiodetektori
(FID, flame ionization detector). Naytteensyo6ttaja oli Agilent Technologies 7693 Series
-injektori. Laitteiston ohjaamiseen kaytetty ohjelmisto oli Openlab CDS ChemStation-

ionin versio C.01.02.

Kolonnina kaasukromatografissa oli keskipolaarinen Agilent J&W Scientific DB-1701
(pituus 30 m x sisdhalkaisija 0,250 mm x faasin paksuus 0,25 um) ja kantokaasuna

helium.

Jo ensimmaisissa analyyseissa havaittiin, ettei kolonnin (DB-1701) erotuskyky ja po-
laarisuus sopinut tutkituille naytteille. Metanoliin liuotetut standardiaineet ja puhdasai-
neena metanoliliuoksessa testattu vanilliini kylla erottuivat selkeind piikkeind kromato-
grammissa, mutta varsinaisista makutiivistenaytteista tarvittavan selkeaa erottelua

yhdisteiden valille ei enda tapahtunut ja yhdisteiden tunnistamisessa oli ongelmia.



22

FID1 A, (2801 _JV_ENESTEWC CALIB03 20160128

20000 1

15000 4

100004

5000 1

T
0 25 5 15 0 125 15 1£] A Tt

Kuva 10. Propyleeniglykolin heikko erottuminen kromatogrammissa, josta osoituksena selkei-
den yksildllisten piikkien puuttuminen seka korkea vaihteleva pohjasignaali.

Propyleeniglykoli naytti pidattyvdn kolonnissa ja vaikeuttavan muiden yhdisteiden
maarittamista. Menetelmaa paatettiin kokeilla toisella GC-FID-laitteistolla, johon voitiin
asentaa poolittomampi kolonni, jossa oli myds hieman suurempi kapillaariputken

sisahalkaisija ja paksumpi stationaarifaasi.

Tutkimukseen lopulta padosin kaytetty GC-FID-laitteisto koostui Agilent Technologies
6890A -kaasukromatografista, jossa detektorina oli sisdinen liekki-ionisaatiodetektori
(FID, flame ionization detector). Naytteensyo6ttaja oli Agilent Technologies 7693 Series

-injektori. Laitteiston ohjaamiseen kaytetty ohjelmisto oli ChemStationin versio A.09.03.

Kaasukromatografi oli juuri hankittu Metropolian laboratorioon kaytettyna. Laite asen-
nettiin ensin kytkemalla kaasuliitannat (He, H, ja paineilma) ja tarkastamalla ne mah-

dollisten vuotojen varalta (kuva 11).
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Kuva 11. Heliumin, vedyn ja paineilman liitannat Agilent 6890A —kaasukromatografissa.

Kolonniksi kaasukromatografiin asennettiin Sigma Aldrichin Supelco SLB-5ms (pituus
30 m x sisahalkaisija 0,32 mm x faasin paksuus 1,0 um), joka soveltui matalan polaari-
suutensa ja kolonnin ominaisuuksien mukaan hyvin liuottimien, alkoholien ja ketonien

erottelemiseen.

Kolonnia (kuva 12) lyhennettiin huolto-ohjeiden mukaisesti noin 4 cm kummastakin
paasta lasilevylla leikaten. Kiinnityksen varmistavat ferrulit vaihdettiin kolonnia kiin-
nitettdessa uusiin ja injektoriin vaihdettiin uusi hdyrystyskammio (Agilent Focus Liner
SG092005) seka siihen uusi septumi (Agilent 5181-3383-100).

Kuva 12. Supelco SLB-5ms kapillaarikolonni ennen asennusta.
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Laitteiston kalibrointi suoritettiin Agilent FID MDL test sample -kalibrointiliuoksella (Ag-
ilent 5188-5372). Kalibrointiliuoksen yhdisteet erottuivat hyvin ja kromatogrammin piikit
olivat selkeat seka kalibrointiliuoksen mukana toimitettuihin kirja-arvoihin verrattuna

tasmalliset.
Laitteistoa testattin ennen menetelman kehitysta vield analysoimalla tutkimuksen
standardiaineet ja vanillini metanoliliuoksina sekd muutama makutiivistenayte.

Tulokset osoittivat laitteiston ja kolonnin sopivan hyvin tutkittavien yhdisteiden erot-

telemiseen ja tunnistamiseen.

6.2 Standardit ja liuottimet

Opinnaytetyon tutkimuksessa kaytetyt standardit ja puhdasaineet olivat

diasetyyli, puhtaus 99,2 %, Sigma Aldrich (era BCBP6055V)

e 2,3-pentaanidioni, puhtaus 97 %, Sigma Aldrich (er& MKBB7504V)

e asetoiini, puhtaus 99,4 %, Sigma Aldrich (erd LC12545V)

e 2,3-heksaanidioni, puhtaus 98,0 %, Sigma Aldrich (era MKBN5869V)
e asetoni, GC-laatu, puhtaus = 99 %, Sigma Aldrich (era STBF2122V)

¢ metanoli, HPLC-laatu, puhtaus = 99,9%, Sigma Aldrich (era STBF5832V).

Analyyseissa pesuliuoksina ja kalibrointiliuoksia valmistettaessa kaytettavat liuottimet
olivat valmiina Metropolian laboratoriossa, ja analyysitason puhdasaineet diasetyylista,
2,3-pentaanidionista, asetoiinista ja 2,3-heksaanidionista tilattiin Sigma Aldrichilta tata
tutkimusta varten. Puhdasaineita sailytettiin kylmiossa valolta suojattuna, samoin kuin
niistd valmistettuja kalibrointiliuoksiakin. Puhdasaineiden punnitsemiseen kaytettiin
laboratorion vaakaa (Mettler AT200) ja kalibrointiliuosten pipetoimiseen 1, 2 ja 5 ml:n

mittapipetteja.
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6.3 Menetelman kehittdminen

Menetelman oleellisten parametrien muutokset on esitetty taulukossa 2. Lopulliseen
menetelmaan sisaltyneet parametrien muutokset on esitetty lihavoituina. Taulukossa
on esitetty tarkeimmat muutokset ja varsinaisessa menetelman kehityksessa ajopara-

metreistd muutettiin aina vain yhta kerrallaan erojen ja vaikutusten selvittamiseksi.

Taulukko 2.  Menetelman kehittyminen ja parametrien muutokset.

Hoéyrystyskammio

Lampotila (°C) 300 300 230 250 250 250
Paine (kPa) 46,6 46,6 46,6 46,6 46,6 46,6
Split-suhde 100:1 30:1 10:1 20:1 25:1 25:1
Kolonni

Virtaus (ml/min) 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4
Paine (kPa) 46,6 46,6 46,6 46,6 46,6 46,6
Uuni

Alkulampaétila (°C) 35 35 35 35 35 35
Isotermisen vaiheen kesto (min) 5 5 5 3 3 3
Lampotilan muutos (°C/min) 30 10 10 10 10 10
Keskilampotila (°C) 100 120 120 120 120
Lampotilan muutos (°C/min) 30 30 30 30 30
Loppulampétila (°C) 300 300 300 300 300 300
Kokonaisajoaika (min) 13,9 21,5 19,5 17,5 17,5 17,5
Detektori

Lampotila (°C) 300 300 250 250 230 250
Injektori

Injektiotilavuus (ul) 0,2 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Ruiskun taytténopeus (ml/min) 6000 6000 6000 500 200 200
Injektionopeus (ml/min) 6000 6000 6000 500 200 200

Menetelman kehittdmistd vaikeutti tutkimuksen kohteena olevien makutiivisteiden
monipuolinen ja vaihteleva naytematriisi. Menetelmaa rakennettiin aluksi paaosin nel-
jan varsinaisen tutkimuksen ulkopuolisen makutiivisteen analyysien avulla. Nama
ulkomaiset makutiivisteet sisalsivat valmistajien ilmoituksen mukaan yhta tai useampaa
tutkimuksen kohteena olevaa yhdistetta, joten ne sopivat hyvin menetelman kehit-

tamiseen ja laitteiston erottelukyvyn tarkkailemiseen.
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6.3.1 Kolonniuunin ldmpdtilaochjelma

Tarkoitukseen sopivan kapillaarikolonnin valinnan lisdksi kolonniuunin lampétilalla oli
oletettavasti suuri merkitys tutkittavien yhdisteiden erottumiseen ja tunnistamiseen.
GC-MS-menetelméassa hyvat tulokset tuottanut lampdétilan nopea ja tasaisen nosta-
minen ei toiminut samoin GC-FID-laitteistolla. Tutkittavat herkasti haihtuvat orgaaniset
yhdisteet eivat erottuneet toisistaan tarpeeksi hyvin, jotta ne olisi voitu tunnistaa
varmuudella. Lampdtilaohjelman jakaminen kahteen vaiheeseen ratkaisi haasteet
tutkittavien yhdisteiden osalta. Maltillisesti nousevalla (10 °C/min) lampdtilaohjelmalla
saatiin mielenkiintoisimmat yhdisteet erottumaan selkeasti omille retentioajoilleen
selkeind piikkeind ennen propyleeniglykolin ja vanilliinien tuottamia tulkinnanvaraisia

kromatogrammin piikkeja.

Huomionarvoista on silti, etta todella hitaillakaan lampdtilaohjelmilla ei kaytetylla kolon-
nilla saatu retentioajan suhteen myéhaan propyleeniglykolin jalkeen erottuvia vanillii-
neja ja maltoleja erottumaan johdonmukaisesti kaikista muista yhdisteista, mikali naista
olisi oltu erikseen kiinnostuneita. Naiden yhdisteiden kvantitointiin soveltuva menetelma

tulisi todennakoisesti kehittaa GC-MS-laitteiston tai nestekromatografian puolelle.

6.3.2 HOyrystyskammio ja detektori

Hoyrystyskammion ja detektorin lampdtilat olivat aluksi varsin korkeat eli kummallakin
300 °C. Varsinkin asetoiinin vaihtelevien tulosten perusteella oli syyta epailla 1ampoti-
lojen vaikuttavan herkasti haihtuvien diasetyylin ja asetoiinin tuloksiin ja mahdolliseen
muuttumiseen toisiksi yhdisteiksi. HOyrystyskammion ja detektorin lampétilan las-
kemisella ei ollut tuloksiin kuitenkaan merkittdvaa vaikutusta, ja ne vakiintuivat lopulta
250 °C:seen. Tama lampdtila on myds lahempana varsinaisen sahkdsavukkeen
vastukseen kaytdossa muodostuvaa lampdtilaa ja siten tutkimusmenetelman kannalta

realistinen.

6.3.3 Nayteinjektio

Haastavimmaksi ja tarkeimmaksi menetelman ajoparametriksi osoittautui lopulta injek-
tion asetukset. Split-suhdetta muuttamalla haettiin  ensin 0,2 pl:n injektiolla

tasapainoinen erotuskyky naytteiden eri yhdisteiden valille (kuva 13).
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Kuva 13. Yhdisteiden erottuminen eri split-suhteilla. Ylemmissa kromatogrammeissa piikkien
paallekkaisyyksia split-suhteilla 10:1 seka 20:1. Alimpana split-suhteella 25:1 selkeasti
naytematriisista erottuvat ja tunnistettavat yhdisteet.

Split-suhteella 25:1 saatiin naytteen yhdisteet erottumaan toisistaan ja ne voitiin tunnis-
taa. Taman jalkeen injektiotilavuus kasvatettiin 1,0 mikrolitraan. Injektion oletusase-
tuksina laitteistossa oli nopea injektioruiskun taytto ja injektio nopeudella 6000 ml/min.
Tuloksia tarkemmin tarkasteltaessa huomattiin tutkittavien yhdisteiden retentioaikojen
olevan tasmallisid, mutta maaritettyjen pitoisuuksien silti vaihtelevan rinnak-
kaisanalyysien kesken. Injektiotapahtumaa lahemmin tarkasteltaessa huomattiin pro-
pyleeniglykolipohjaisten makutiivisteiden ilmakuplittuvan injektioruiskuun tayttévai-

heessa. Oletettavasti myds nayteinjektiota koskisi vastaavat ongelmat.

Propyleeniglykolin injektoitumista testattiin valmistamalla puhdasaineista testiliuos pro-
pyleeniglykoliin ja tekemalla liuoksesta laimennossarja. Liuottimena kaytettiin asetonia.
Mikali propyleeniglykoliliuoksia injektoituisi analyyseihin aina sama maara, oletettiin
yhdisteiden pitoisuuksien niissd kasvavan ldhes lineaarisesti niiden sisaltamien pi-

toisuuksien mukaisesti.
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Kuva 14. Naytteen PG-pitoisuuden vaikutus analyyttien pitoisuuksiin.

Neljan rinnakkaisen analyysisarjan tuloksista havaittiin, ettd keskiarvojen (kuva 14)
kasvu suuremmilla propyleeniglykollin pitoisuuksilla ei ollut lineaarista. Suuremmilla
propyleeniglykolin pitoisuuksilla yhdisteiden pitoisuudet olivat matalampia kuin liuosten
sisaltdmien pitoisuuksien mukaan oletettiin. Taman paateltin johtuvan injektion
ongelmista. Korkeilla propyleeniglykolipitoisuuksilla ja nopeilla injektoriasetuksilla

naytetta injektoitui vahemman kuin asetonilla laimennetuilla liuoksilla.

Kaasukromatografin oletusasetusvaihtoehdoista hidas injektoriasetus oli liian hidas ja
aiheutti yhdisteiden retentioaikoihin niiden tunnistamista vaikeuttavaa vaihtelua. In-
jektorin nopeutta muuttamalla 10ydettiin tasalaatuiset tulokset tuottavat asetukset
ruiskun tayttd- ja tyhjennysnopeudella 200 ml/min. Lopulta viskoottisen pro-
pyleeniglykolin injektio-ongelmat ratkaistiin suorittamalla analyysit asetoniin 1:1 suh-

teella laimennettuna.

6.3.4 Vanilliinien carry over

Vanilliinin ja etyylivanilliinin huomattiin aiheuttavan niin sanotun carry over —efektin
perakkaisten saman naytteen analyysien valille. Naytteet sisalsivat vanilliineja usein
jopa yli 10 % (pinta-alojen suhteellisesta) kokonaismaarasta, ja niiden huomattiin siir-
tyvan ja kasautuvan analyysista toiseen (kuva 15). Tahan paateltiin olevan syyna vanil-
linien pidattyminen kolonnissa. Vanillinien erottumista ja kolonnin puhdistumista
yritettiin parantaa kolonnin Iampdétilaohjelmaa muuttamalla ja ajoaikaa pidentamalla,

mutta vanilliinien siitymisesta naytteesta toiseen ei paasty kuitenkaan eroon.
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Vanilliinin retentioaika menetelmassa oli noin 12,590 minuuttia ja etyylivanilliinin noin
13,900 minuuttia. Koska vanilliinien retentioajat olivat kuitenkin jarjestelmallisesti samat
ja ne erosivat diasetyylin (5,339 min), 2,3-pentaanidionin (7,926 min) ja asetoiinin
(8,310 min) keskimaaraisista retentioajoista selkeasti, jatettiin vanilliinien siirtyminen
naytteesta ja analyysista toiseen huomioimatta. Tulosten kannalta menetelmakontami-
naatio eli mahdollinen muiden yhdisteiden siirtyminen naytteesta ja analyysista toiseen
otettiin kuitenkin vakavasti huomioon menetelman kehittdmisessa. Vanilliinien siirty-
mista naytteestd ja analyysista toiseen hallittiin ajamalla naytteiden valilla vuorotellen
puhdasta propyleeniglykolia samalla menetelmalla riittdvan monta kertaa ja tutkimalla
valianalyysien puhtaus aina ennen seuraavien naytteiden analyysia. Kerrannaisvai-
kutuksena tastd oli analyysisekvenssien kokonaiskeston pitkittyminen ja analyysien

maaran kasvaminen.
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Kuva 15. Vanilliinien carry over —efekti kolmessa perakkaisessa analyysissa 12—14 minuutin
retentioaikojen valilla. Ensimmaisessd analyysissa yhdisteitd ei ole havaittavissa, mutta
toisessa ja kolmannessa ne ovat tunnistettavissa.

Opinnaytetyon tutkimuksen keskeisten yhdisteiden osalta siirtymista naytteesta toiseen
ei havaittu, ja kontaminaatiota pyrittiin ehkdisemaan ajamalla naytteiden analyysisarjo-
jen valilla kontrollinaytteind propyleeniglykolia ja myéhemmin korkeammilla Iampdtila-

asetuksilla liuottimena puhdasta asetonia.
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6.4 Menetelma kvalitatiiviseen ja kvantitatiiviseen maaritykseen

Lopullisessa menetelmassa (liite 2) kolonniuunin Iampétilan alkuasetuksena oli 35 °C ja
sitd nostettiin 3,0 minuutin alkuvaiheen jalkeen hitaasti 10 °C/min arvoon 120 °C, josta
lampdotilaa nostettin nopeammin 30 °C/min loppuarvoon 300 °C. Héyrystyskammion
lampdtila oli 250 °C ja analyysit tehtiin split-suhteella 25:1. Kantokaasuna kaytetyn he-
liumin virtaus kolonnissa oli 1,4 ml/min ja virtausnopeus 24 cm/s. Analyysin injek-

tiomaara oli 1,0 pl. Liekki-ionisaatiodetektorin lampétila oli 250 °C.

Taulukko 3. GC-FID-menetelman ajoparametrit.

Hoéyrystyskammio

Lampatila (°C) 250
Paine (kPa) 46,6
Kokonaisvirtaus (ml/min) 39,7
Split-suhde 25:1
Split-virtaus (ml/min) 35
Kolonni

Virtaus (ml/min) 1,4
Paine (kPa) 46,6
Keskinopeus (cm/s) 24
Uuni

Alkulampétila (°C) 35
Isotermisen vaiheen kesto (min) 3
Lampotilan muutos (°C/min) 10
Keskilampatila (°C) 120
Isotermisen vaiheen kesto (min) 0
Lampotilan muutos (°C/min) 30
Loppulampétila (°C) 300
Isotermisen vaiheen kesto (min) 0
Kokonaisajoaika (min) 17,5
Detektori

Lampatila (°C) 250
Vetyvirtaus (ml/min) 40
lImavirtaus (ml/min) 450
Apukaasun (He) virtaus (ml/min) 30
Injektori

Injektiotilavuus (ul) 1,0
Ruiskun taytténopeus (ml/min) 200

Injektionopeus (ml/min) 200
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Injektion nopeudella oli propyleeniglykolipohjaisten naytteiden injektoinnissa tarkea
merkitys, joten tayttd- ja injektionopeudeksi valittiin lopulta hidas 200 ml/min. Pesu-

liuoksena injektioiden valilla kaytettiin lopulta metanolin sijasta asetonia.

Analyysin kokonaisajoajaksi muodostui lopulta 17,5 minuuttia ja kolonniuunin jaahty-
minen huomioon ottaen yhden naytteen analyysisykli kesti kerrallaan noin 30 minuuttia.
Analyyseja GC-FID-laitteistolla suoritettiin menetelman kehitysvaiheessa yli 600 kap-
paletta.
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7 Kvantitatiivinen maaritys GC-FID-laitteistolla

Kvantitatiivista maaritystd varten tutkittavista yhdisteistd valmistettin analyysitason
puhdasaineista standardiliuokset. Standardiliuokset valmistettin ensin HPLC-
laatuiseen metanoliin (Sigma Aldrich, tuotenumero 34860). Menetelman kehitysvai-
heessa havaittiin metanolin vaikuttavan diasetyylin ja asetoiinin pitoisuuksiin ja aiheut-
tavan niiden valille muutoksia. Asetoiinin on todettu voivan muuntua diasetyyliksi
metanolin ja valon vaikutuksesta [26]. Seisotuskokeissa eli samojen standardiliuosten
eri aikoina tehdyissa analyyseissa havait-tiinkin tdman oletuksen vahvistavia pi-

toisuuksien muutoksia.

Standardiliuosten valmistamiseen kaytettiin tdman jalkeen GC-laatuista asetonia (Sig-
ma Aldrich, tuotenumero 24201). Asetoniin valmistetuissa standardiliuoksissa ei havait-
tu metanolin kaltaisia muutoksia. Lampdatilan, valon ja muiden mahdollisesti tuloksiin
vaikuttavien olosuhteiden osuutta maarityksiin ehkaistiin myos analysoimalla standardi-
liuokset valittdmasti valmistamisen jalkeen. Standardiliuosten liuottimen vaihdon myéta
my6s GC-FID-laitteiston analyysien valinen pesuliuos vaihdettin metanolista

asetoniksi.

Standardiliuosten sisaiseksi standardiksi kokeiltiin 2,3-heksaanidionia (Sigma Aldrich),
joka on yleisesti kaytetty sisainen standardi esimerkiksi oluen diasetyylianalyyseissa.
2,3-heksaanidionin retentioaika oli noin 8,900 minuuttia, ja sen erottaminen kaikissa

naytteissa olevasta propyleeniglykolista (retentio alkaen 9,000 min) oli vaikeaa.

Sisdisena stardardina kokeiltiin liséksi etyylimetyyliketonia eli 2-butanonia, metyyli-
isobutyyliketonia eli isopropyleeniasetonia sekd 2-heptanonia. Mitdan kokeilluista
sisdisista standardeita ei onnistuttu erottelemaan tarpeeksi selvasti retentioajan suh-
teen propyleeniglykolista, vanilliineista tai maltoleista. Makutiivistenaytteiden moni-

mutkaisen naytematriisin takia sisaisen standardin kaytosta luovuttiin.

7.1 Standardiliuosten valmistaminen

Diasetyyli, 2,3-pentaanidioni ja asetoiini tunnistettiin ja kvantitoitin standardiliuosten
avulla. Valmistettujen standardiliuosten pitoisuudet on esitetty taulukossa 4. Standardi-

liuoksiin kaytetyt puhdasaineet punnittin 100 ml:n mittapulloihin ja taytettiin valittomasti
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asetonilla merkkiin saakka. Standardiaineiden pitoisuuksissa on otettu laskennallisesti
huomioon standardiaineiden puhtaus ensimmaisessa eli vahvimmassa pitoisuudessa.
Punnitut maarat olivat diasetyylille 1008 mg, 2,3-pentaanidionille 1052 mg ja asetoiinille
1052 mg. Ensimmaisesta standardiliuoksesta valmistettiin laimennossarja eli standardi-
liuokset 2—6 pipetoimalla mittapipetillda ensimmaistd standardiliuosta tarvittava maara

10 ml mittapulloihin ja laimentamalla asetonilla mittapullon merkkiin saakka.

Taulukko 4.  Standardiliuosten (1—-6) pitoisuudet (mg/l).

Standardiliuos 1 2 3 4 5 6

Diasetyyli 1000 500 400 300 200 100
2,3-pentaanidioni 1020 510 408 306 204 102
Asetoiini 1046 523 4184 313,8 209,2 104,6

Standardiliuokset analysoitiin  valittdmasti GC-FID-laitteistolla  sille  kehitetylla

menetelmalla, sekd myds GC-MS-laitteistolla lopullista vahvistusta varten.

7.2 Kalibrointisuorat

Standardiliuoksia ja niistd maarityksessa saatuja tuloksia (taulukko 5.) kaytettiin diase-
tyylin, 2,3-pentaanidionin ja asetoiinin kalibrointisuorin maarittamiseen ja GC-FID-
menetelman kalibrointiin. Kalibrointisuorat muodostettiin kuuden eri pitoisuuden stan-

dardiliuoksen avulla.

Yhdisteet erottuivat selkeasti retentioaikojen suhteen, eikd kromatogrammien piikkien
integrointeja ollut tarpeen muokata manuaalisesti. Kromatogrammit olivat selkeitd ja
yksiselitteisia. Yhdisteiden erottuminen pitoisuudeltaan vahvimmissa standardiliuoksis-

sa on esitetty litteessa 3.

Diasetyylin ja 2,3-pentaanidionin standardiliuosten tulokset oli valmistuskerrasta riip-
pumatta luotettavia ja johdonmukaisia. Asetoiinin tuloksissa oli liuottimesta ja valmis-
tuskerrasta riippumatta aina enemman vaihtelua ja epamaaraisyytta. Kiinteda aseto-
iinia oli myds haastavaa saada liukenemaan joihinkin liuottimiin. Asetoiinin
muutosherkkyyden ja epavakauden takia menetelmada ei enaa priorisoitu asetoiinin

tarkkaa kvantitatiivista maaritysta varten.
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Taulukko 5.  Standardiliuosten analyysien tulokset. Yhdisteiden retentioajat, standardiliuosten

pitoisuudet ja piikkien pinta-alat.

Retentio-
aika Pitoisuus
(min)  Taso (mg/l) Pinta-ala
Diasetyyli 5338 6 100 22,05862
5338 5 200 46,28919
5338 4 300 69,16901
5338 3 400 93,05404
5337 2 500 118,28648
5337 1 1000 231,15962
2,3-pentaanidioni 7,928 6 102 26,27294
7,926 5 204 53,38084
7,926 4 306 79,85207
7,926 3 408 107,44642
7,926 2 510 134,02560
7,927 1 1020 267,73444
Asetoiini 8315 6 104,6 11,53693
8,312 5 209,2 23,21523
8,310 4 313,8 39,57626
8,309 3 418,4 46,75734
8,309 2 523 56,39730
8,307 1 1046 148,13617

Diasetyylin, 2,3-pentaanidionin ja asetoiinin standardiliuosten analyysien tuloksista

lasketut standardisuorat yhtaldineen on esitelty seuraavalla sivulla (kuvat 16—18).

Standardisuorien kuvaajien selitysasteet (r?) osoittivat kalibroinnin lineaarisuudesta eli
diasetyylilla ja 2,3-pentaanidionilla ne olivat |ahella arvoa 1. Asetoiinin standardisuoran
kuvaajan selitysaste oli heikompi (0,991). Onnistuneita rinnakkaisia standardiliuosten
analyysisekvensseja ei laiteongelmien vuoksi onnistuttu suorittamaan valittémasti
standardiliuosten valmistumisen jalkeen niin tarkasti, ettd residuaalien neliGsumman

tarkastelu olisi tuottanut relevanttia informaatiota standardisuorien lineaarisuudesta.
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Kuva 16. Diasetyylin standardisuora ja piikin pinta-ala pitoisuuden funktiona.
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Kuva 17. 2,3-pentaanidionin standardisuora ja piikin pinta-ala pitoisuuden funktiona.
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Kuva 18. Asetoiinin standardisuora ja piikin pinta-ala pitoisuuden funktiona.
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Standardiliuosten tulosten pohjalta GC-FID-menetelma kalibroitiin  tunnistamaan
tutkimuksen kohteena olevat yhdisteet ja maarittamaan niiden pitoisuudet naytteista.
Makutiivisteiden tutkimuksessa menetelman osittaista validointia vaikeutti sertifioitujen
referenssimateriaalien puuttuminen, mutta validointimenettelyn tuloksia kaytettiin

menetelman luotettavuuden toteamiseen.

7.3 Menetelman toistettavuus ja selektiivisyys

Toistettavuudella tarkoitetaan samoissa olosuhteissa, samasta naytteesta ja samalla
menetelmalla saatujen tulosten keskihajontaa tai suhteellista keskihajontaa. Toistetta-
vuuskokeissa analysoitiin naytettd, joka sisalsi pienen pitoisuuden kaikkia kolmea

tutkimuksen keskeista analyyttia.

Taulukko 6.  Analyyttien eli diasetyylin, 2,3-pentaanidionin ja asetoiinin (DA, AP, AC)
maaritetyt pitoisuudet toistettavuuskokeessa sekd analyysisarjojen sisainen

keskiarvo ja keskihajonnat.

DA (mg/l) AP (mg/l) AC (mg/l)
DAl 19,773 AP1 11,133 AC1 85,658
DA2 19,549 AP2 11,027 AC2 84,220
DA3 19,476 AP3 10,677 AC3 84,587
DA4 19,849 AP4 10,731 AC4 84,353
DAS 19,725 AP5 10,273 AC5 84,603
DAG6 19,966 AP6 10,727 AC6 84,608
DA7 19,781 AP7 10,617 AC7 84,115
DAS8 19,587 AP8 10,743 AC8 83,933
DA9 19,524 AP9 10,937 AC9 83,671
DA10 19,848  AP10 10,273  AC10 84,476
Keskiarvo (mg/l) 19,708 10,714 84,423
Keskihajonta (mg/I) 0,16 0,28 0,53
Suhteellinen
keskihajonta (%) 0,8% 2,6 % 0,6 %

Analyyttien tulosten pieni suhteellinen keskihajonta oli osoituksena menetelman hyvas-
ta toistettavuudesta. Menetelmd on selektiivinen, mikali ndytematriisista erotetaan
analyytin vaste muista vasteista. Toistettavuuskokeiden analyyseissa kaikki kolme

analyyttia erotettiin selkeasti naytetaustasta ja toisistaan.
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7.4 Saantokokeet

Takaisinsaantokokeet suoritettin menetelman oikeellisuuden arvioimiseksi. Saan-
tokokeissa lisattiin analysoituihin naytteisiin pieni maara standardiliuosta ja laskettiin
tulosten keskiarvoista takaisinsaanto prosentteina. Saantokokeet suoritettiin kahdella
eri standardiliuoksen pitoisuudella. Tulosten painoarvoa laskee referenssimateriaalien
sijaan itse valmistettujen standardiliuosten kayttdé saantokokeissa seka vaihtelevien

analyysitulosten keskiarvojen kayttdé saantoprosentteja laskettaessa.

Saantokokeiden (liite 3) tuloksista laskettiin saantoprosentit. Standardinlisdyksen
maara oli 40 pl ja naytteen maara 1000 ul. Maaritetyista pitoisuuksista laskettiin keski-
arvot ja teoreettinen pitoisuus standardinlisdyksen jalkeen. Teoreettisen ja mitatun pi-

toisuuden suhteesta laskettiin saantoprosentit.

Saantoprosentit olivat diasetyylille 80,9 % (standardin D4 lisdykselle) ja 97,3 % (stan-
dardin D5 lisaykselle). 2,3-pentaanidionille saantoprosentit vastaaville standardin-
lisdyksille olivat 87,1 % ja 65,2 % ja asetoiinille 100,0 % ja 99,0 %.

Saantoprosentit olivat pieni otanta huomioon ottaen menetelmalle kohtuulliset.
Tarpeeksi pitkia rinnakkaisia analyysisekvensseja ei pystytty kaikista naytteista aja-

maan. Analyysituloksissa oli myos jonkin verran vaihtelua.

7.5 Toteamis- ja maaritysraja

Tutkimuksessa ei lopulta maaritetty toteamisrajaa eikd maaritysrajaa. Nollanaytteen
tulosten keskiarvon perusteella arvioitava maaritysraja ei tuonut vertailukelpoista tietoa,
silla se oli hyvin pieni. Kaytanndéssa makutiivisteiden haastava naytematriisi maaritteli
lopulta maaritysrajan ja tuloksissa ilmoitettiin kaikki varmasti rinnakkaisten analyysien

avulla maaritetyt pitoisuudet.
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8 GC-FID-menetelman analyysit ja tulokset

8.1  Analyysit

Tutkimukseen osallistuneet 36 makutiivistetta analysoitiin kolmeen kertaan eri paivina.
Makutiivisteet laimennettiin suhteessa 1:1 puhtaaseen asetoniin injektiovarmuuden
parantamiseksi. Analyyseihin  sovellettiin  kalibrointiliuosten avulla  suoritettua
menetelman kalibrointia ja tulokset kerattiin taulukkoon. GC-FID-laitteiston ohjelmistolla

oli mahdollisuus tuottaa erilaisia analyyseja seka raportteja tuloksista (kuva 19).

Injection Date @ 371572016 12:47:30 AM Seq. Line : 30
&Aoo, Operator : Jesse Viksten Ind : 1
Inj ¥olume : 1 .l
Acog., Method : C:\HPCHEMY 1\METHODS\DIKETONI.M
Lazt changed T 371442016 10:0Z2:45 AM by Jesse Viksten
FID1 B
pis ] &
f A
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15000
10000+
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gd 7 8
8 g wy  ogRll EoLiw po @ Eesnw
D ci o vy rorTEg = dod s FR R
T T T T T T
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Signal l: FID1 E,

FetTime Twvpe Area AmtiArea Amount Grp Name
[min] [na*s] [mer/ 17
——————— |- | = |
5.334 BB 12.26414 4.33108 53.11710 Da
7.929 BV 1012, 562854 3.80579 3853.84690 AP
3.346 BB Z075.78369 7.14952 1.4340%0e4 AC

Kuva 19. Esimerkkitulos tutkimuksen ulkopuolisen makutiivisteen analyysista. Vaaka-akselilla
retentioajan mukaan erottuneet yhdisteet ja alhaalla standardiliuosten kalibroinnin avulla
tuotettu kvantitatiivinen maaritys tutkimuksen yhdisteille.
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Analyysien kromatogrammin piikkeja ei muutamaa poikkeusta lukuun ottamatta tar-
vinnut manuaalisesti erotella tai integroida. Kahta tutkimuksen triasetiinipohjaista ma-
kutiivistetta kasiteltiin muista naytteista erillaan. Ne sekoitettiin voimakkaasti ennen

analyysin injektiota tasalaatuisen tuloksen varmistamiseksi.

8.2 Tulokset

Tuloksissa (liitteet 4—6) on ensimmaisessa sarakkeessa ilmoitettu GC-FID-
menetelmallda maaritetty pitoisuus kullekin  yhdisteelle laskettuna teoreettisen
sahkosavukkeen kayttoliuoksen laimennoksen mukaan. Laimennoksena on kaytetty
sahkosavukenesteiden makutiivisteissa yleista 20-prosenttista laimennosta. Kayttoliuos
siis sisaltaisi taman pitoisuuden (ug/ml) kyseistad yhdistettd, mikali kayttdliuos olisi val-
mistettu yhdistdmalld 1 osa makutiivistettd ja 4 osaa pohjanestetta. Tulosten seuraa-
vassa sarakkeessa on esitetty laskennallinen pitoisuus pelkalle makutiivisteelle (100

%), jota ei ole laimennettu.

Tulostaulukoissa on my6s kolmen eri analyysisarjan tulokset ja tulosten keskiarvo.
Analyysisarjojen 1-3 analyysien tulokset ovat makutiivistenaytteista, jotka on laimen-
nettu suhteella 1:1 asetonin kanssa, eli naytteiden makutiivistepitoisuus on 50 %.
Analyysien tuloksista on laskettu myos pitoisuuden keskihajonta (ug/ml) ja suhteellinen
keskihajonta (%). Suhteellisten keskihajontojen avulla tulokset ja analyysisarjat tar-

kastettiin mahdollisten virheiden ja injektio-ongelmien varalta.

Liitteiden analyysisarjojen tuloksissa on tummemmalla (vihrealld) pohjavarilla eroteltu
tulokset, jotka vahvistettin mydhemmin kvantitativiisesti vielda mydés GC-MS-
menetelmalla. Pienia pitoisuuksia GC-FID-menetelman mukaan sisaltaneita naytteita ei

pystytty aina GC-MS-menetelmalla vahvistamaan.

Pitoisuuksien yksikkd tulostaulukossa on vaihdettu kaasukromatografin ohjelmiston
oletusasetuksesta (mg/l) paremmin sahkdsavukenesteiden kasittelymaaria vastaavaksi
(Mg/ml). Yksikot vastaavat toisiaan eli 1 mg/l on yhta kuin 1 pg/ml. Seuraavalla sivulla
tulokset on vield koottuna esitelty 20 % vahvuisen kayttdliuoksen pitoisuuksina (tauluk-
ko 7).



Taulukko 7.  Maaritetyt
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pitoisuudet makutiivisteistd valmistetussa kayttévalmiissa 20-

prosenttisessa kayttdliuoksessa.

(ug/ml)  (ug/ml)

(ng/ml)
AC

Makutiiviste 01
Makutiiviste 02
Makutiiviste 03
Makutiiviste 04
Makutiiviste 05
Makutiiviste 06
Makutiiviste 07
Makutiiviste 08
Makutiiviste 09
Makutiiviste 10
Makutiiviste 11
Makutiiviste 12
Makutiiviste 13
Makutiiviste 14
Makutiiviste 15
Makutiiviste 16
Makutiiviste 17
Makutiiviste 18
Makutiiviste 19
Makutiiviste 20
Makutiiviste 21
Makutiiviste 22
Makutiiviste 23
Makutiiviste 24
Makutiiviste 25
Makutiiviste 26
Makutiiviste 27
Makutiiviste 28
Makutiiviste 29
Makutiiviste 30
Makutiiviste 31
Makutiiviste 32
Makutiiviste 33
Makutiiviste 34
Makutiiviste 35
Makutiiviste 36

DA AP
8,9
1186,0
57,7
47,0
25,6
11,9
75 4211
65  407,6
141,0
9,0
36,5
70,8
14,4
23,3
177,3
157,9 11,6
14,1

8,8

62,3
252,9
48,2

34,2
261,9
661,3
540,1
119,7
541,3

2216,8

3733,9

45,4
365,6
1822,3
1177,0
28,1
187,8

31,6
260,8
463,1

327,2
825,9
443,8
162,5
101,9
957,1
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Kaasukromatografisen GC-FID-menetelman perusteella tutkimukseen osallistuneista
makutiivisteistd 7 kappaletta 36:sta (19 % makutiivisteistd) sisalsi diasetyylia.
Maaritetyt pitoisuudet olivat melko pienia eli 6,5-177,3 pg/ml 20-prosenttisen kaytto-

liuoksen pitoisuutena ilmoitettuna.

Toista diketonia eli 2,3-pentaanidionia sisalsi 14 makutiivistettd 36:sta (39 % ma-
kutiivisteista). 2,3-pentaanidionin pitoisuudet vaihtelivat diasetyylida enemman. Kymme-
nessa makutiivisteessd maaritetty pitoisuus oli alle 100 pg/ml. Neljdssa muussa
maaritetyssd makutiivisteessd maarat olivat suurempia ja suurin maaritetty pitoisuus
2,3-pentaanidionia 1:4 suhteella valmistetun kayttoliuoksen pitoisuutena ilmaistuna ol
1186 pg/mil.

Asetoiinia menetelmassad maaritettiin suurimmasta osasta eli 26:sta tutkimuksen ma-
kutiivisteestd (72 % makutiivisteistd). Maaritetyn asetoiinin pitoisuudet vaihtelivat
pienista pitoisuuksista aina lahes 4000 pg/ml pitoisuuteen saakka. Nelja naytetta sisalsi

asetoiinia yli 1000 pg/ml kayttéliuoksen pitoisuutena ilmoitettuna.

Kaikki menetelmassa maaritetyt diasetyylia sisaltaneet makutiivisteet sisalsivat myos
asetoiinia suurina pitoisuuksina. Diasetyylin esiintymiseen naissa naytteissa voi olla siis
syyna my0s asetoiinin taipumus pelkistya diasetyyliksi lammon, valon tai metanolin

vaikutuksesta.
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9 Kvantitatiivinen maaritys GC-MS-laitteistolla

GC-FID-menetelman tulosten vahvistamiseksi makutiivisteiden ja standardiliuosten
vastaavat analyysit suoritettin myts GC-MS-laitteistolla. Menetelman ajoparametrit
(lite 7) sovellettiin toimivaksi todetusta GC-FID-menetelmasta. Massaspektrometrin
herkkyydesta johtuen injektiotilavuus pidettiin silti edelleen 0,2 pul:ssa ja split-suhde oli

GC-FID-menetelmasta poiketen 100:1.

9.1 GC-MS-menetelman kalibrointi

Kvantitatiivista maaritysta varten GC-MS-laitteistolla suoritettiin samojen standardiliuos-
ten (taulukko 4.) analyysit kuin GC-FID-menetelmassakin. Standardiliuosten
analyyseissa yhdisteet erottuivat hyvin ja yhdisteiden piikkien pinta-alat kerattiin in-

tegroinnin jalkeen kromatogrammeista (taulukko 8).

Taulukko 8.  Yhdisteiden retentioajat, standardiliuosten pitoisuudet ja piikkien pinta-alat.

Retentio-
aika Pitoisuus
(min)  Taso (mg/l) Pinta-ala
Diasetyyli 1,599 6 100 19328
1,600 5 200 62768
1,599 4 300 105318
1,598 3 400 145580
1,600 2 500 181689
1,600 1 1000 356156
2,3-pentaanidioni 2,217 6 102 32781
2,212 5 204 63683
2,226 4 306 96025
2,218 3 408 141322
2,221 2 510 186753
2,214 1 1020 401295
Asetoiini 2,415 6 104,6 7659
2,391 5 209,2 18460
2,384 4 313,8 59065
2,382 3 418,4 91749
2,371 2 523 113801
2,357 1 1046 267798
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Tulosten perusteella laskettiin yhdisteiden standardisuorat (kuvat 20-22).

Diasetyyli

400000

300000

Pinta-ala
(pA*s) 200000

y = 370,75026x - 9 339,44262

R?=0,99729
100000 -

O T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200
Pitoisuus (mg/l)

Kuva 20. Diasetyylin standardisuora ja piikin pinta-ala pitoisuuden funktiona.

500000 - 2,3-pentaanidioni
400000 -
Pinta-ala 300000 -
(PAS) " 500000 - y = 408,70701x - 20 057,31148
100000 R2 = 0,99710
0 . : : . . .
0 200 400 600 800 1000 1200

Pitoisuus (mg/l)

Kuva 21. 2,3-pentaanidionin standardisuora ja piikin pinta-ala pitoisuuden funktiona..

400000 Asetoiini

250000

Pinta-ala 200000
(pA*s) 150000 -
100000 -

50000 -

0

y = 283,71094x - 30 562,01639
R?=0,99529

0 200 400 600 800 1000 1200
Pitoisuus (mg/l)

Kuva 22. Asetoiinin standardisuora ja piikin pinta-ala pitoisuuden funktiona..

Standardisuorien pohjalta GC-MS-menetelma kalibroitiin.  Makutiivistenesteiden

analyyseista integroitiin tunnistettujen yhdisteiden kromatogrammien piikit retentioaiko-
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jen mukaan ja niista johdettiin tulokset standardisuorien yhtaldiden avulla (liite 8). In-
tegroidut pinta-alat ja retentioajat ovat liitteessa 9. Tuloksia kaytettiin ainoastaan GC-
FID-menetelman tulosten vahvistamiseen, eikd GC-MS-menetelmélla haettu varsi-

naista kvantitatiivista tarkkuutta. Tulokset on silti vertailun vuoksi esitetty.

9.2 Kvantitatiivisen maarityksen tulokset GC-MS-menetelmalla

GC-MS-menetelmalla pystyttin @ vahvistamaan GC-FID-menetelmalla maaritetyt
yhdisteet karkeasti 1ahinna kvalitatiivisesti. Kvantitatiivisen maarityksen pitoisuudet ero-
sivat GC-FID-menetelman vastaavista, mutta olivat paapiirteittdin samaa luokkaa. GC-
FID-menetelmassa havaittuja pienia diasetyylin, 2,3-pentaanidionin ja asetoiinin pi-
toisuuksia ei GC-MS-menetelmalla ja nailla ajoparametreilld pystytty kuitenkaan vah-
vistamaan. Makutiivistenaytteissa ei tdssakaan vaiheessa tunnistettu myoskaan esi-

merkiksi asetaldehydia eika formaldehydia.

GC-MS-menetelmalld maaritettyna diasetyylia sisalsi kaksi makutiivistenestetta 36:sta
tutkitusta. 2,3-pentaanidionia vahvistettiin kahdeksasta ja asetoiinia kahdestakym-
menestayhdestd makutiivisteesta. Pitoisuudet olivat kautta linjan hieman alemmalla
tasolla kuin GC-FID-kvantitoinnissa, mutta menetelmaa kaytettiinkin 1ahinna aikaisem-

pien tulosten vahvistamiseen.
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10 Yhteenveto

Opinnaytety6n tutkimukseen kehitetylla kaasukromatografisella GC-FID-
analyysimenetelmallda maaritettiin tutkimuksen 36 kotimaisesta sahkdsavukenesteiden
valmistukseen kaytettavastd makutiivisteesta niiden sisaltdmat diasetyylin, 2,3-

pentaanidionin ja asetoiinin pitoisuudet.

Makutiivisteistda 19 % sisalsi maarityksen mukaan diasetyylia. Toista maaritettya
diketonia eli 2,3-pentaanidionia sisalsi 39 % makutiivisteista ja asetoiinia 72 % ma-
kutiivisteista. Makutiivisteista ei GC-MS-analyyseissa tunnistettu asetaldehydia eika

formaldehydia, eikd muitakaan yleisesti vaarallisena pidettyja yhdisteita.

10.1 Kvantitatiivisten tulosten epavarmuus

Menetelman tuottamat tulokset (liitteet 4-6) olivat saatavilla olevaan
sahkdsavukenesteiden kansainvaliseen vertailutietoon verrattuna realistisia. Tarkkoja
kvantitatiivisia tuloksia tarkedmpana voidaan silti pitda yhdisteiden kvalitatiivista eli
laadullista maarittamistd naytteistd. Tutkittavien yhdisteiden herkka haihtuvuus ja
muutosalttius huomioon ottaen olisi myds tarkoituksenmukaisempaa havainnollistaa

tulokset esimerkiksi suhteessa sahkdsavukenesteiden paivittaiseen kulutukseen.

Aiemmin luvussa 4 esitetyt teoreettiset paivittiset kynnysarvot olivat siis diasetyylille
65 ug ja 2,3-pentaanidionille 137 pg paivassa. Asetoiinille ei ole maaritetty paivittaista

enimmaissaantosuositusta, jonka perusteella kynnysarvon voisi laskea.

Paivittdisestd 5 ml:n sahkdsavukenestekulutuksesta teoreettinen esimerkkikayttaja ei
viela hengittaisi esimerkiksi diasetyylin osalta saantosuosituksia ylittavaa maaraa kuin
kahdesta suurimman pitoisuuden maarityksessa saaneesta makutiivisteesta. Laskel-
massa kayttoneste olisi valmistettu tutkimukseen osallistuneista makutiivistenesteista
yleisen  20-prosenttisen laimennossuhteen mukaan. Toisaalta nykyaikaisilla
sahkdsavukelaitteilla mahdollinen ja jopa tavallinen 20 ml:n paivittdinen nesteiden ku-

lutus ylittaisi sekd diasetyylin ettd 2,3-pentaanidionin osalta opinndytetydhdn valitut
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kynnysarvot reilusti. Toisaalta kynnysarvot itsessaan ovat teoreettisia ja tyosuojelua
varten kehitettyja. Lisdksi sahkdsavukkeiden hdyryn imeytymisessa, laitteissa seka
myos hoyryttelijdissa on kenties lilkaa muuttujia jarjestelmallisen riskinarvioinnin pe-

rustaksi.

10.2 Tutkimuksen merkitys kuluttajalle

Tutkimuksen makutiivisteita ei ole tarkoituksella nimetty, mutta lopputuloksena on, etta
osa kotimaisista makutiivistenesteista sisaltaa vaihtelevia pitoisuuksia diasetyylia, 2,3-
pentaanidionia tai asetoiinia. Tutkimukseen osallistuneiden makutiivistenesteiden
yleinen makuprofiili eli osittain kermaisiin ja karamellimaisiin makuihin keskittyminen
huomioon ottaen tulokset olivat odotetun kaltaisia. Yli puolet makutiivisteistd sisalsi
maarityksessa yhta tai useampaa tutkimuksen kohteena olevaa yhdistetta. Maaritettyja
pitoisuuksia tarkeampi seikka kuluttajalle on kuitenkin yhdisteen Iahtokohtainen tunnis-
taminen makutiivisteestd. Nautintoaineekseen kermaisen tai jalkiruokamaisen
sahkdsavukenesteen valitseva kuluttaja asettaa mahdollisesti itsensa alttiiksi naille

yhdisteille. Ei siis valttamatta, mutta tdma on mahdollista.

Diasetyylin, 2,3-pentaanidionin ja asetoiinin mahdollinen haitallisuus ja terveydelle
vaarallinen taso on edelleen epaselvaa. Sahkdsavukkeen kaytdn avulla tupakointia
vahentava tai tupakoinnin lopettava kuluttaja voisi kuitenkin halutessaan valttdaa myds
naitd yhdisteitd sisaltdvia sahkdsavukenesteitd ja makutiivisteitd, mikali tietoa

sahkodsavukenesteista olisi saatavilla.

Ennen kesalla 2016 voimaan tulevaa Suomen uutta tupakkalakia kuluttajat tekevat
viela toistaiseksi itse omat valintansa sahkdsavukenesteiden makutiivisteisiin ja niiden
sisaltamiin aromiaineisiin liittyen. Makuainekiellon myo6ta tuotetietoa ja tutkimusta
valitettavasti tuskin lisdtdan. Tietoa sahkdsavukkeiden valmisnesteistd ja ma-
kutiivisteistd on vield niukasti saatavilla, joten tietoisuuden lisdantyessa tilausta
tutkimukselle ja selvitykselle on, myods muita kuin tdhan tutkimukseen valittuja

yhdisteita ja ainesosia kohtaan.

Todennakoinen lakiin sisaltyvd sahkésavukkeiden makuaineita koskeva rajattu myyn-
tikielto tulee todennakoéisesti heikentdmaan kuluttajan asemaa, silla kiellettavien he-

delma-, karamelli- ja jalkiruokamakujen kayttda laki tuskin lopettaa. Makutiivisteita



47

tullaan todennakoisesti edelleen myymaan ja niita tullaan markkinoimaan esimerkiksi
muuhun kayttddn tarkoitettuina aromiaineina. Mikali kieltolakia sovelletaan nain, niin
leivontatarvikkeista tuskin tullaan nakemaan tutkimustuloksia niiden sisaltamien
yhdisteiden vaikutuksesta hengitettynda. Omat riskinsa tullee aiheuttamaan myo6s kulut-
tajien sovellettu sahkosavukenesteiden valmistus esimerkiksi alkoholipohjaisista tai

kiinteistd maku- ja aromiaineista, mikali laillisten makuaineiden saatavuutta rajoitetaan.

Osa tutkimuksen makutiivisteista sisalsi selkeasti myds luonnollisia tai keinotekoisia
variaineita. Variaineet jatettiin taman tutkimuksen riskikartoituksesta pois, silla nesteen
varin muutokseen vaadittava maara variainetta voi olla hyvin pieni ja maarittdminen
siten hankalaa. Toisaalta pelkastaan esteettiseen mielikuvaan tai tuotteen markkinoin-
tiin liittyvasta hengitettavastd sahkdsavukenesteen varjagamisesta voidaan olla monta

mielta.

Sahkdsavukkeiden kayttd eli hoyryttely on tuskin taysin vaaratonta, mutta varsinkin
tavallista tupakointia niiden avulla vahentava tai kokonaan lopettava kuluttaja voi tyytya
mielestddn vahemman haitalliseen vaihtoehtoon kyseenalaistamatta tuotteiden
sisaltéda. Vahemman haitalliseen tuotteeseen vaihtaminen ja terveysriskien pienenemi-
nen voi toimia hetken perusteluna tietdmattdmyydelle tai valinpitdmattdmyydelle, mutta
kuluttajan kannattaa sisaistda ainakin perustiedot myos sahkdsavukkeiden mah-
dollisista vaaroista ja riskeista. Mikali sdhkdsavukenesteiden sisaltamat haitalliset
ainesosat liittyvat pelkastdan tuotteen makuun tai variin, on kuluttajalla toisaalta va-
linnoillaan mahdollisuus vahentaa sahkdsavukkeiden kaytosta itselleen aiheutuvia

haittoja.

10.3 Menetelman kehitysehdotuksia

Opinnaytetyon tutkimuksen analyyseissa ilmeni monia odottamattomia haasteita. Ma-
kutiivisteiden monimutkainen naytematriisi ja varsinkin propyleeniglykolin viskoottisuus
vaikeuttivat menetelman kehitystd. Suurimmat ongelmat onnistuttiin kuitenkin rat-
kaisemaan ja 36 makutiivisteen analyyseista saatiin hyvaksyttavat tulokset.
Menetelmaa kehitettiin tietoisesti siten, ettd naytteena olevaa makutiivistetta ei olisi
tarvinnut kasitella tai laimentaa. Lopullisessa menetelmassa analyysit tehtiin suhteella

1:1 asetoniin laimennetuista makutiivisteista.
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Kansainvalisissa tutkimuksissa analyyseja oli tehty jopa 40-kertaisilla laimennoksilla.
Suuret laimennokset varmasti pienentavat vaikean naytematriisin vaikutusta, mutta

saattavat toisaalta asettaa maaritettyjen pitoisuuksien tarkkuuden kyseenalaiseksi.

Seuraavana loogisena askeleena menetelman kehitystydssa olisi menetelman
validointi. Validoinnin avulla voitaisiin maarittaa luotettavasti yhdisteiden tunnistamis- ja
maarityspitoisuudet. Validoinnin avulla voitaisiin karsia myds mahdolliset muut tuloksiin

vaikuttavat ongelmat, joita tdssa tutkimuksessa ei kenties edes ilmennyt tai havaittu.
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GC-MS-laitteiston menetelma kvalitatiivisessa maarityksessa

INSTRUMENT CONTROL PARAMETERS 5975
C\MSDCHEM\1\5975\ENESTEET.M

Thu Jan 14 13:14:22 2016

Control Information

Sample Inlet GC
Injection Source GC ALS
Mass Spectrometer Enabled
Oven

Equilibration Time 0,25 min
Oven Program On

40 °C for 0,5 min

then 25 °C/min to 300 °C for 5 min

Run Time 15,9 min

Front Injector



Syringe Size

Injection Volume

Injection Repetitions

Solvent A Washes (Prelnj)
Solvent A Washes (Postlnj)
Solvent A Volume

Solvent B Washes (Prelnj)
Solvent B Washes (PostInj)
Solvent B Volume

Sample Washes

Sample Wash Volume

Sample Pumps

Dwell Time (Prelnj)

Dwell Time (Postinj)

Solvent Wash Draw Speed
Solvent Wash Dispense Speed
Sample Wash Draw Speed
Sample Wash Dispense Speed
Injection Dispense Speed

Viscosity Delay

Liite 1
2 (5)
10 pL

0,2 uL

15

15

0 min

0 min

300 pL/min

6000 pL/min

300 pL/min

6000 pL/min

6000 pL/min

7 sec



Front SS Inlet He
Mode

Heater

Pressure

Total Flow

Septum Purge Flow
Gas Saver

Split Ratio

Split Flow

Thermal Aux 2 {MSD Transfer Line}

Heater

Temperature Program

Column #1

Column HP-5ms

Column #1

Split

On 300 °C

On 11,041 psi

On 143,4 mL/min

On 2 mL/min

On 15 mL/min After 2 min
100:1

140 mL/min

On

On

300 °C for 0 min

450 °C: 30 m x 250 ym x 0,25 pym

In: Front SS Inlet He

Out: Vacuum
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(Initial)

Pressure

Flow

Average Velocity
Holdup Time

Flow Program

MS ACQUISITION PARAMETERS
Tune File:

Acquistion Mode

MS Information
Solvent Delay
EMV Mode
Relative Voltage

Resulting EM Voltage

Scan Parameters

40 °C

11,041 psi

1,4 mL/min

42,934 cm/sec

1,1646 min

Off

1,4 mL/min for 0 min

Run Time15,9 min

atune.u

Scan

0.00 min

Relative

2247
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Low Mass

High Mass

Threshold

MSZones

MS Source

MS Quad

20.0

300.0

230 C, maximum 250 C

150 C, maximum 200 C

Liite 1
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GC-FID-menetelma kvalitatiivisessa ja kvantitatiivisessa maarityksessa

OVEN

Initial temp 35'C (On)

Maximum temp 325'C

Initial time 3.00 min

Equilibration time 0.50 min

Ramps:

# Rate Final temp Final time
1 10.00 120 0.00
2 30.00 300 0.00
3 0.0 (Off)

Post temp 35'C

Post time 0.00 min

Run time 17.50 min



FRONT INLET

Mode

Initial temp

Pressure

Split ratio

Split flow

Total flow

Gas saver

Saver flow

Saver time

Gas type

COLUMN 1

Model Number

Max temperature

Nominal length

Nominal diameter

Nominal film thickness

Mode

Pressure

Nominal initial flow

Split

250'C (On)
46.6 kPa (On)
25:1

35.0 mL/min
39.7 mL/min
On

15.0 mL/min
1.20 min

Helium

sigma SLB-5MS
325'C

30.0 m

320.00 um

1.00 um

constant pressure

46.6 kPa

1.4 mL/min

Liite 2
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Average velocity

Inlet

Outlet

Outlet pressure

BACK DETECTOR (FID)

Temperature
Hydrogen flow

Air flow

Mode

Combined flow
Makeup flow
Makeup Gas Type
Flame

Electrometer

GC Injector
Front Injector
Sample Washes
Sample Pumps

Injection Volume

24 cm/sec
Front Inlet
Back Detector

ambient

250 'C (On)

40.0 mL/min (On)

450.0 mL/min (On)

Constant column+makeup flow
50.0 mL/min

On

Helium

On

On

1.0 microliters

Liite 2
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Liite 2
4 (4)
Syringe Size 10.0 microliters

Postlnj Solvent A Washes 0

Postlnj Solvent B Washes 2

Viscosity Delay 0 seconds

Plunger Speed Variable

Injection Speed 200.00 microliters/minutes
Draw Speed 200.00 microliters/minutes
Dispense Speed 500.00 microliters/minutes
Prelnjection Dwell 0.00 minutes

Postlnjection Dwell 0.00 minutes



Liite 3

1(1)
Saantokokeiden tulokset
RT DA DA RT AP AP RT AC AC
D5 standardi
D5_1 227,363 66,479 246,847
D5 2 214,234 63,121 231,125
D5 3 236,114 68,874 254,397
D5 4 212,266 62,407 230,788
222,494 65,220 240,789
RT DA DA RT AP AP RT AC AC
D4 standardi
D4 1 323,171 95,582 352,349
D4 2 324,199 95,819 353,634
D4 3 369,520 108,907 403,111
D4 4 342,708 101,274 374,684
339,899 100,395 370,945
RT DA DA RT AP AP RT AC AC
SAMPLE_1 1355,453 52,554 2763,681
SAMPLE_2 1358,253 52,287 2767,997
SAMPLE_3 1348,355 52,526 2766,400
SAMPLE_4 1357,194 52,035 2603,123
1354,814 52,350 2725,300
RT DA DA RT AP AP RT AC AC
D4 _SAMPLE_1 272,180 77,471 421,519
D4_SAMPLE_2 332,775 92,004 487,195
D4_SAMPLE_3 284,024 80,924 446,433
D4 _SAMPLE_4 336,977 93,036 490,631
306,489 85,859 461,444
RT DA DA RT AP AP RT AC AC
D5_SAMPLE_1 223,977 60,242 359,325
D5_SAMPLE_2 200,862 55,090 348,365
D5_SAMPLE_3 195,345 53,538 333,692
D5_SAMPLE_4 196,392 54,144 339,576
204,144 55,753 345,240



Esimerkkeja standardiliuosten analyyseista

Diasetyylin standardiliuos 1

Data File C:\HPCHEM\1\DATA\0l04 JV\DAL.D

Liite 4
1(3)

Sample Name: Dil

Injection Date Jedq. Line : &
Gauple Name i Dal Location : ¥ial 63
Loo. Operator Jeszse Viksten Ind 1
Inj ¥Wolume : 1 nul
Acg. Method C:HPCHEM, 13\ METHOD S, DIFKETONI. M
Last chancged 3/31/2016 1:43:29 PM by Jesse Wiksten
{modified after loading)
Analvsis Method : C:\HPCHEM', 1\METHODS\DIEEACET.HM
Last changed 4/28/2016 10:47:23 AM by HIFH
(modified after loadindg)
FID1 B, (0104_IADAT.D)
pa] B
25000
20000
25000+
200004
15000+
10000+
S000
[ta]
0 £
T T T T T T
ta] 5 i) 0 128 15 mi
External 3tandard Report
Sorted By Gimmal
Calib. Data Modified 4/1/2016 9:12:31 AM
Multinlier H 1.0000
Dilution 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: FIDL B,
RetTime Tvroe Area Ant/hrea Amount Grp Nane
Tminl [na*s1 [mes 1
5.337 BE Z231.15962 4,30759 0995.51081 Da
7.928 - - = AP
§.315 - - - AC
Totals : 995.81081

Rezsults chtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors

Warning : Calibrated compoundis) not found

*#% End of Report *%%

Instrument 1 4/25/2016 10:47:41 &AM HIPH

Fage 1 of 1



Liite 4

2,3-pentaanidionin standardiliuos 1
Data File C:\HPCHEM\1‘DATA401l04 JVZWAFPL.D Sawple Name: AFL
Injection Date : 373172016 4:53:42 PM Seq. Line @ 12
Sauple Name : AFl Location : Wial 69
Loo. Operator : Jesse Viksten Ing = 1
Injy ¥Wolume : 1 nul
Acg. Method : C:ZHPCHEMY 1W\METHODS\DIEETONI.H
Last chancged T 343172016 4:41:44 PM by Jesse Viksten

(modified after loading)
Analvsis Method @ C:\HPCHEMA, 1ZMETHOD3\DIFEACET.HM
Last chancged  4/25/2016 10:46:37 AM by HJPH
(modified after loadindg)
FID1 B, (0104_IAAP1.D)

—

pA] B

=2a000-

20000+

25000+

20000

16000

10000

G000+

F7azT

il il 75 q0 125 15 mi

Sorted By : Gimmal
Calib. Data Modified : 4/1/2016 59:12:31 AM
Multiplier H 1.0000
Dilution 3 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal l: FIDL E,

RetTime Tvyme Area Amt/hrea Amount Grp Nane
fminl [pd*a] [l
——————— lemsrmmliztoarnrsmmndlsrrsre il sl S lerssmarsrmrs e
5.338 - - - DA
7.927 BE Z67.73444 3.80796 1019.52281 AP
§.315 - - = AC
Totals : 1019. 52281

Besults obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors

Warning : Calibrated compound(s) not found

*#% End of Report *%%

Instrument 1 472572016 10:47:22 aM HJPH Page 1 of 1



Liite 4

Asetoiinin standardiliuos 1
Data File C:\HPCHEM\1“DATA\0104 JV\aCl.D Sawple Name: ACL
Injection Date : 373172016 7:51:24 PM Jeq. Line @ 18
Sauple Name T ACl Location : Wial 75
Loo. Operator : Jesse Viksten Ing = 1
Injy ¥Wolume : 1 nul
Acg. Method : C:ZHPCHEMY 1W\METHODS\DIEETONI.H
Last chancged T O3/31/2016 T7:39:26 PM by Jesse Viksten

(modified after loading)
Analvsis Method @ C:\HPCHEMM, 1IZNMETHOD3\DIFEACET.HM
Last chancged  4/25/2016 10:46:01 AM by HJPH
(modified after loadindg)
FID1 B, (0104_TAACT.D)

P B

=2a000—

20000+

25000+

20000+

16000+

A10000—

A000-

=Xeary

il il 75 q0 125 15 mi

Sorted By : Gimmal
Calib. Data Modified : 4/1/2016 59:12:31 AM
Multiplier H 1.0000
Dilution 3 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal l: FIDL E,

RetTime Tvyme Area Amt/hrea Amount Grp Nane
fminl [pd*a] [l
——————— lemsrmmliztoarnrsmmndlsrrsre il sl S lerssmarsrmrs e
5.338 - - - DA
7.928 - - - AP
§.307 BE 145, 13617 7.41241 1095.04625 AC
Totals : 1098. 04628

Besults obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors

Warning : Calibrated compound(s) not found

*#% End of Report *%%

Instrument 1 472572016 10:46:36 aM HJPH Page 1 of 1



Liite 5

1(1)
Tulokset diasetyylin kvantitatiivisesta maarityksesta
Diasetyyli
Pitoisuus Naytteet 1:1 asetonissa
(ug/ml) (pg/ml) Analyysisarja (ug/ml) (mg/l) Suht.
20% 100% 1 2 3 KA KH KH

Makutiiviste 01
Makutiiviste 02
Makutiiviste 03
Makutiiviste 04
Makutiiviste 05
Makutiiviste 06
Makutiiviste 07
Makutiiviste 08
Makutiiviste 09
Makutiiviste 10
Makutiiviste 11
Makutiiviste 12
Makutiiviste 13
Makutiiviste 14 11,9 59,3 29,6 29,2 30,2 29,7 05 1,8%
Makutiiviste 15
Makutiiviste 16
Makutiiviste 17
Makutiiviste 18
Makutiiviste 19
Makutiiviste 20 7,5 37,5 18,8 18,9 18,6 18,8 0,2 08%
Makutiiviste 21 6,5 32,7 16,7 16,5 15,8 16,4 05 29%
Makutiiviste 22
Makutiiviste 23
Makutiiviste 24
Makutiiviste 25
Makutiiviste 26
Makutiiviste 27
Makutiiviste 28
Makutiiviste 29 144 72,1 35,3 36,5 36,4 36,1 0,7 19%
Makutiiviste 30 23,3 116,7 55,7 60,7 58,6 58,3 2,5 43%
Makutiiviste 31 177,3 886,7 440,4 441,55 4482 4434 42 1,0%
Makutiiviste 32
Makutiiviste 33
Makutiiviste 34 157,9 789,4 395,8 397,2 391,2 394,7 3,2 08%
Makutiiviste 35
Makutiiviste 36




Liite 6

1(1)

Tulokset 2,3-pentaanidionin kvantitatiivisesta maarityksesta
2,3-pentaanidioni
Pitoisuus Naytteet 1:1 asetonissa
(ug/ml) (pg/ml) Analyysisarja (ug/ml) (mg/l) Suht.
20% 100 % 1 2 3 KA KH KH

Makutiiviste 01 8,9 44,5 23,0 22,6 21,3 22,3 09 39%
Makutiiviste 02 1186,0 5930,0 2960,2 2993,5 29414 2965,0 26,4 0,9%
Makutiiviste 03
Makutiiviste 04
Makutiiviste 05
Makutiiviste 06
Makutiiviste 07
Makutiiviste 08 57,7 288,3 148,9 146,4 137,2 144,2 6,2 43%
Makutiiviste 09 47,0 234,8 115,2 118,8 118,1 117,4 19 1,6%
Makutiiviste 10 25,6 128,2 63,2 64,1 64,9 64,1 09 13%
Makutiiviste 11
Makutiiviste 12
Makutiiviste 13
Makutiiviste 14
Makutiiviste 15
Makutiiviste 16
Makutiiviste 17
Makutiiviste 18
Makutiiviste 19
Makutiiviste 20 421,1 2105,4| | 1053,9 1066,8 1037,4| | 1052,7 14,7 1,4%
Makutiiviste 21 407,6 2037,9 1042,9 1003,0 1010,9 10189 21,1 21%
Makutiiviste 22
Makutiiviste 23 141,0 705,0 355,12 352,0 350,4 352,5 2,4 0,7%
Makutiiviste 24
Makutiiviste 25 9,0 45,0 23,2 22,6 21,8 22,5 0,7 3,1%
Makutiiviste 26 36,5 182,55 94,1 90,6 89,0 91,2 26 29%
Makutiiviste 27
Makutiiviste 28 70,8 354,0 176,8 177,5 176,8 177,0 04 02%
Makutiiviste 29
Makutiiviste 30
Makutiiviste 31
Makutiiviste 32
Makutiiviste 33
Makutiiviste 34 11,6 58,2 30,5 27,5 29,2 29,1 1,5 52%
Makutiiviste 35 14,1 70,6 36,2 35,1 34,6 35,3 08 2,4%
Makutiiviste 36 8,8 44,0 21,9 21,9 22,3 22,0 03 12%




Liite 7

1(1)
Tulokset asetoiinin kvantitatiivisesta maarityksesta
Asetoiini
Pitoisuus Naytteet 1:1 asetonissa
(ug/ml)  (pg/ml) Analyysisarja (ug/ml) (mg/l) Suht.
20% 100 % 1 2 3 KA KH KH
Makutiiviste 01 62,3 311,3 158,6  155,7 152,7 155,7 30 19%
Makutiiviste 02 252,9 1264,6 626,4 641,4 629,1 632,3 80 13%
Makutiiviste 03 48,2 241,2 123,7 119,7 118,4 120,6 2,8 2,3%
Makutiiviste 04
Makutiiviste 05
Makutiiviste 06 34,2 171,2 85,7 84,4 86,7 85,6 12 1,4%
Makutiiviste 07 261,9 1309,6 693,6 651,2 619,6 654,8 37,2 57%
Makutiiviste 08 661,3 3306,7 1716,1 1672,6 1571,3 1653,3 743 45%
Makutiiviste 09 540,1 2700,5 1334,0 1360,9 1355,9 1350,3 14,3 1,1%
Makutiiviste 10 119,7 598,6 297,6 298,3 301,9 299,3 2,3 0,8%
Makutiiviste 11 541,3 2706,4 1352,7 1339,6 1367,3 1353,2 139 1,0%
Makutiiviste 12 2216,8 11083,9 5490,0 5736,4 5399,4 5541,9 1744 3,1%
Makutiiviste 13
Makutiiviste 14 3733,9 18669,6 9388,9 9339,3 9276,2 9334,8 56,5 0,6%
Makutiiviste 15
Makutiiviste 16
Makutiiviste 17
Makutiiviste 18 45,4  227,0 114,6 112,0 113,9 1135 1,3 12%
Makutiiviste 19 365,6 1828,2 919,2 914,7 908,4 914,1 54 0,6%
Makutiiviste 20 | 1822,3 9111,4| | 4588,9 4615,7 4462,5| | 4555,7 81,8 18%
Makutiiviste 21 1177,0 5884,9 3012,3 2891,0 2924,0 29424 62,7 21%
Makutiiviste 22 28,1 1404 70,7 70,5 69,3 70,2 08 1,1%
Makutiiviste 23 187,8 938,9 474,3 466,7 467,4 469,4 4,2 09%
Makutiiviste 24
Makutiiviste 25 31,6 158,1 76,2 80,5 80,4 79,0 2,4 3,1%
Makutiiviste 26 260,8 1303,8 658,8 653,0 644,0 651,9 75 1,1%
Makutiiviste 27 463,1 2315,4 1179,2 1176,0 1117,9 1157,7 345 3,0%
Makutiiviste 28
Makutiiviste 29 327,2 1635,9 819,3 820,2 814,4 818,0 31 04%
Makutiiviste 30 825,9 4129,5 2013,6 2110,1 2070,6 2064,7 48,6 2,4%
Makutiiviste 31 443,8 2218,9 1095,2 1112,3 1120,8 1109,4 13,0 1,2%
Makutiiviste 32 162,5 812,6 406,6 407,1 405,2 406,3 1,0 02%
Makutiiviste 33 101,9 509,7 253,6 255,4 255,5 254,8 1,1 04%
Makutiiviste 34 957,1 4785,5 2377,0 2378,2 2423,0 2392,8 26,2 1,1%
Makutiiviste 35
Makutiiviste 36




GC-MS-menetelma kvantitatiivisessa maarityksessa

C:\MSDCHEM\1\5975\DIKETONI.M

Sample Inlet
Injection Source

Mass Spectrometer

Oven

Equilibration Time

Oven Program

Run Time

Front Injector

Syringe Size

Injection Volume

Injection Repetitions

Solvent A Washes (Prelnj)

GC

GC ALS

Enabled

0,5 min

On

50 °C for 3 min

then 10 °C/min to 100 °C for 0 min

then 30 °C/min to 300 °C for 0 min

14,667 min

10 L

0,2 uL

Liite 8
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Solvent A Washes (PostInj)
Solvent A Volume

Solvent B Washes (Prelnj)
Solvent B Washes (Postlnj)
Solvent B Volume

Sample Washes

Sample Wash Volume

Sample Pumps

Dwell Time (Prelnj)

Dwell Time (Postlnj)

Solvent Wash Draw Speed
Solvent Wash Dispense Speed
Sample Wash Draw Speed
Sample Wash Dispense Speed
Injection Dispense Speed
Viscosity Delay

Sample Depth Disabled

0 min

0 min

200 pL/min

500 pL/min

200 pL/min

200 pL/min

200 pL/min

2 sec

Liite 8
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Front SS Inlet He
Mode

Heater

Pressure

Total Flow

Septum Purge Flow
Gas Saver

Split Ratio

Split Flow

Thermal Aux 2 {MSD Transfer Line}
Heater

Run Time

Column #1
450 °C
In

Out

(Initial)

Pressure

Split

On 230 °C

On 11,729 psi

On 143,4 mL/min

On 2 mL/min

On 15 mL/min After 2 min
100 1

140 mL/min

On

14,667 min

30 m x 250 pm x 0,25 pym

Front SS Inlet He

Vacuum

50 °C

11,729 psi

Liite 8
3(9)



Flow

Average Velocity

Holdup Time

Flow Program

Run Time

MS ACQUISITION PARAMETERS

Tune File

Acquistion Mode

MS Information

Solvent Delay

EMV Mode

Relative Voltage

Resulting EM Voltage

[Scan Parameters]

Low Mass

High Mass

Threshold

Liite 8
4 (5)
1,4 mL/min
43,151 cm/sec
1,1587 min
On
1,4 mL/min for 0 min

14,667 min

atune.u

Scan

0.00 min

Relative

2247

20.0

300.0



Sample #

A/D Samples

Plot 2 low mass

Plot 2 high mass

[MSZones]

MS Source

MS Quad

271.8

2721

230 C

150 C

maximum 250 C

maximum 200 C

Liite 8
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Tulokset kvantitatiivisesta maarityksesta GC-MS-laitteistolla

Diasetyyli 2,3-pentaanidioni Asetoiini
Pitoisuus Pitoisuus Pitoisuus
(ng/ml)  (ug/ml)  (ug/ml) (ug/ml)  (pg/ml)  (ng/ml)

Tiiviste (%) 20 % 100 % 20% 100 % 20% 100 %
Makutiiviste 01

Makutiiviste 02 398,6 1993,0 73,0 364,8
Makutiiviste 03

Makutiiviste 04

Makutiiviste 05

Makutiiviste 06

Makutiiviste 07 278,8 1393,8
Makutiiviste 08 170,6 852,8
Makutiiviste 09 54,4 272,2 567,5 2837,4
Makutiiviste 10 49,8 248,9 144,8 723,8
Makutiiviste 11 456,2  2280,9
Makutiiviste 12 2109,8 10548,8
Makutiiviste 13

Makutiiviste 14 2704,1 13520,6
Makutiiviste 15

Makutiiviste 16

Makutiiviste 17

Makutiiviste 18

Makutiiviste 19 207,9 10394
Makutiiviste 20 265,4 1327,2 1095,2 5476,2
Makutiiviste 21 371,0 1855,1 1230,9 6154,7
Makutiiviste 22

Makutiiviste 23 209,4 1046,8 194,8 973,8
Makutiiviste 24

Makutiiviste 25 61,4 306,9 59,3 296,5
Makutiiviste 26 289,8 1449,2
Makutiiviste 27 414,6  2073,2
Makutiiviste 28

Makutiiviste 29 2449 12244
Makutiiviste 30 178,2 891,2
Makutiiviste 31 198,2 991,0 290,1  1450,3
Makutiiviste 32 115,4 576,8
Makutiiviste 33 116,5 582,6
Makutiiviste 34 131,2 656,0 74,3 371,6 777,0 38849

Makutiiviste 35
Makutiiviste 36

Liite
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GC-MS-analyysien pinta-alat ja retentioajat

Liite 10
1(1)

Diasetyyli 2,3-pentaanidioni Asetoiini
Pinta- (min) Pinta- (min) Pinta- (min)
ala RT ala RT ala RT

Makutiiviste 01
Makutiiviste 02 387221 2,217 21190 2,385
Makutiiviste 03
Makutiiviste 04
Makutiiviste 05
Makutiiviste 06
Makutiiviste 07 167160 2,378
Makutiiviste 08 90406 2,382
Makutiiviste 09 35577 2,217 371940 2,373
Makutiiviste 10 30797 2,217 72118 2,380
Makutiiviste 11 292998 2,353
Makutiiviste 12 1465846 2,362
Makutiiviste 13
Makutiiviste 14 1887405 2,348
Makutiiviste 15
Makutiiviste 16
Makutiiviste 17
Makutiiviste 18
Makutiiviste 19 116889 2,374
Makutiiviste 20 251170 2,205 746273 2,351
Makutiiviste 21 359049 2,231 842514 2,374
Makutiiviste 22
Makutiiviste 23 193862 2,214 107578 2,374
Makutiiviste 24
Makutiiviste 25 42659 2,137 11493 2,374
Makutiiviste 26 175020 2,374
Makutiiviste 27 263538 2,374
Makutiiviste 28
Makutiiviste 29 143127 2,372
Makutiiviste 30 95863 2,350
Makutiiviste 31 174365 1,618 175169 2,364
Makutiiviste 32 51255 2,379
Makutiiviste 33 52083 2,378
Makutiiviste 34 112260 1,620 55883 2,140 520537 2,358

Makutiiviste 35
Makutiiviste 36




