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ALKULAUSE

Tama opinnaytetyd toteutettin Suomen ymparistokeskuksen Tutkimus- ja innovaatioyksi-
kon Hakuninmaan laboratoriossa Helsingissa. Tyon aihe oli minulle jo heti alusta l&ahtien
kiinnostava ja mieleinen — seké maaritettavien yhdisteiden etta analyysitekniikan kannalta.
Uuden menetelman kehitysprosessi aloitettiin tadssa opinnaytetydssa aivan alusta, mika
teki tehtavasta haastavan mutta samalla myds hyvin opettavaisen.

Mahdollisuudesta toteuttaa tama menetelmankehitys esitén lampimat kiitokseni yksikon-
paallikkd Pirjo Sainiolle, jota haluan kiittaa myds koko tyoprosessin aikana saamastani
tuesta ja kannustuksesta. Osoitan suuret kiitokseni myos tutkija Noora Perkolalle ja ke-
misti Sami Huhtalalle, jotka Tutkimus- ja innovaatiolaboratoriossa ohjasivat opinnaytetyoni
kaytannon toteutusta seka kirjallisen osuuden laatimista. Heidan asiantuntemuksensa,
tarkkanakoiset parannusehdotuksensa ja omistautumisensa yhteisten tavoitteiden saavut-
tamiseksi mahdollistivat taman tutkimuksen onnistumisen. Liséksi kiitdn Tutkimus- ja in-
novaatiolaboratorion tydyhteis6d mukavasta tydilmapiirista. Olen iloinen siitd, kuinka pal-
jon kannustusta ja laboratoriotydskentelya helpottavia neuvoja sain koko henkilékunnalta.

Esitan kiitokseni ammattitaitoisesta ja innostavasta ohjauksesta myds Metropolia Ammat-
tikorkeakoulun laboratorioalan koulutusohjelman lehtori Mia Ruismaelle, jonka kommen-
teista oli paljon apua opinnaytteen lopullisen version tydstamisessa.

Lopuksi haluan kiittda Maa- ja vesitekniikan tuki ry:ta, joka myonsi apurahan taman opin-
naytetyon toteutukseen.

Helsingissa 20.11.2010

Riitta Makela
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Keinotekoisten makeutusaineiden kaytto elintarvikkeissa on viime vuosien aikana tullut
yha tavallisemmaksi. Ihmisen elimist6 ei juurikaan pysty metaboloimaan naita synteettisia
molekyyleja, eivatkd ne tutkimusten mukaan pidaty vedenpuhdistusprosessiin vaan suu-
rin osa kulkeutuu puhdistetun jateveden mukana vesistoihin. Nama yhdisteet ovat luon-
teeltaan hyvin stabiileja ja vesiliukoisia — ne sailyvat siten vesistoissa varsin pitkaan. Ta-
ma saattaa johtaa makeutusainepitoisuuksiin, joilla voi olla haitallisia vaikutuksia vesieko-
systeemissa. Talla hetkella ei vield ole saatavilla riittdvasti tutkimustietoa siita, millaista
stressia eldin- ja kasvikunta kokee normaalia makeammassa ymparistossa.

Opinnaytetydssa kehitettiin Suomen ymparistokeskuksen Tutkimus- ja innovaatiolabora-
toriossa analyysimenetelma, jolla voidaan mitata pinta- ja jatevesimatriisista neljan keino-
tekoisen makeutusaineen (asesulfaami-K, sakariini, syklamaatti ja sukraloosi) jadmata-
son pitoisuuksia. Esikasittelymenetelméksi valittiin kiinteéfaasiuutto (SPE) kééanteisfaasi-
adsorbentilla. Naytteet tulee suodattaa ennen uuttoa ja pH saataa muurahaishapolla valil-
le 2,4-2,6. Uuttotilavuudeksi optimoitiin 50 ml, eluointitilavuudeksi 6 ml (MeOH) ja uut-
teen lopputilavuudeksi 0,2 ml (H,O). Naytteen liuotintausta vaihdettiin metanolista veteen
sentrifugaalihaihdutuksen avulla.

Menetelman laitetekniset mittaukset suoritettin UPLC-MS/MS-yhdistelmatekniikalla. LC-
erotuksen ajoliuoksina kaytettiin vettd (A) ja metanolia (B), joihin molempiin oli lisatty
2 mM ammoniumasetaattia, joka paransi ionimuotoisten analyyttien retentiota. Gradient-
tina oli 99,9 % A (2,0 min) — 0,1 % A (0,4 min) — 99,9 % A (0,6 min). LC- ja MS/MS-
laitteistojen valinen liitdnta toteutettiin negatiivisella sdhkésumutusionisaatiolla (ESI). De-
tektointimenetelmana oli Multiple Reaction Monitoring (MRM), jolla kustakin analyytista
seurattiin kahta spesifia hajoamisreaktiota.

Asesulfaami-K:n, syklamaatin ja sukraloosin osalta saavutettiin saannot, jotka vaihtelivat
valilla 75-95 %. Sakariinin kohdalla menetelman suorituskykya ei kuitenkaan onnistuttu
saamaan yhta korkealle tasolle: saanto jai 27 %:iin. Haasteellisin osio saannon kannalta
oli SPE-uutto. Sakariinin adsorptiota patruunaan yritettiin parantaa testaamalla muun
muassa eri pH-olosuhteita, uuttotilavuuksia ja ionivahvuuksia. Ainoastaan uuttotilavuudel-
la voitiin todeta olevan jonkinlaista vaikutusta sakariinin saantoon.

Kalibrointi osoitettiin riittdvan lineaariseksi (R* 0,990-1,000). Mittausalue ylsi tarpeeksi
matalalle tasolle ymparistonaytteiden todellisten makeutusainepitoisuuksien kannalta.
Maaritysrajoiksi (LOQ) arvioitiin asesulfaami-K:lle 1 ng/l, sakariinille 5 ng/l, syklamaatille
2 ng/l ja sukraloosille 7 ng/l. Menetelm&én sovellettin myos isotooppilaimennusmassa-
spektrometriaa (IDMS), mik&a paransi menetelméan luotettavuutta.

Avainsanat: keinotekoiset makeutusaineet, kiinteafaasiuutto, UPLC-MS/MS, IDMS
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The use of artificial sweeteners has become more common in food and beverages in
recent years. The human body practically can't metabolize these synthetic molecules and
studies have shown that water treatment facilities can't eliminate them from waste water.
Therefore, they finally end up to aquatic environment. Sweeteners are very stable and
highly soluble in water so they will remain in the aquatic environment for quite some time.
This could lead to concentrations which may have significant effects on the aquatic
ecosystem. Currently we lack research data that would clarify how animals and plants are
experiencing the environment that is much sweeter than normally.

This thesis was carried out at the Finnish Environment Institute's Research and
Innovation Laboratory. The aim of the study was to develop a method for the
quantification of artificial sweeteners acesulfame potassium, saccharin, cyclamate and
sucralose. The method was designed for measurements from surface water and
municipal waste water at concentrations of residue level. Solid phase extraction (SPE)
with reversed phase adsorbent was used for sample preparation. Before the extraction,
the samples should be filtered and pH adjusted with formic acid to 2.4-2.6. The
extraction volume was optimized to 50 mL, the elution volume to 6 mL (MeOH) and the
final volume of the extract to 0.2 mL (H,O). The solvent background was exchanged by
centrifugal evaporation.

The measurements were performed by UPLC-MS/MS. The LC-eluents were water (A)
and methanol (B) both of which contained 2 mM ammonium acetate. An eluent additive
was used because it improved retention for ionic compounds. The gradient was 99.9 % A
(2.0 min) - 0.1 % A (0.4 min) — 99.9 % A (0.6 min). The interface between LC and
MS/MS was carried out by electrospray ionization in negative ion mode (ESI). The
detection method was Multiple Reaction Monitoring (MRM) and for each analyte two
specific transitions were monitored.

The recoveries for acesulfame potassium, cyclamate and sucralose varied between
75-95 %. In the case of saccharin the method was not as efficient: the recovery was only
27 %. The greatest challenge considering saccharin was the recovery of SPE. Many
options to improve saccharin's adsorption were tested. For example, different pH
conditions, extraction volumes and ionic strengths were tried out. The conclusion was
that only the extraction volume had some impact on the recovery of saccharin.

The linearity of calibration was proved to be sufficient (R?> 0,990-1,000). The measuring
range reached a level that is low enough for samples of natural environments. Limits of
quantification (LOQ) were 1 ng/L for acesulfame potassium, 5 ng/L for saccharin, 2 ng/L
for cyclamate and 7 ng/L for sucralose. Isotopic Dilution Mass Spectrometry (IDMS) was
also applied, which significantly improved the reliability of the method.

Keywords: artificial sweeteners, solid phase extraction, UPLC-MS/MS, IDMS
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JOHDANTO

Tama opinnaytety0 toteutettin Suomen ympaéristokeskuksen (SYKE) Tutki-
mus- ja innovaatioyksikon Hakuninmaan laboratoriossa Helsingissa kevaan
ja kesan 2010 aikana. SYKE:n Tutkimus- ja innovaatiolaboratorion yksi kes-
keisimmisté erityisosaamisen alueista on orgaanisten yhdisteiden ymparis-
tbanalytiikka, jota myfos tdssa opinnaytetydssa raportoitava menetelménke-
hitys edustaa. Laboratorio on erikoistunut hyvin pienten pitoisuuksien mit-
taamiseen: rutiinikaytdéssa olevien analyysimenetelmien maaritysrajat ovat

yleisesti ppb- eli jadmatason pitoisuuksia.

Tarve kehittaa ymparistonaytteille sopiva keinotekoisten makeutusaineiden
maadritysmenetelma on seurausta siita, ettd naiden elintarvikkeissa yleisten
synteettisten molekyylien on epadilty haittaavan varsinkin vesiekosysteemin
luonnonmukaista toimintaa. Arvioita makeutusaineiden potentiaalisista ym-
paristbhaitoista on viime vuosina esitetty useissa alan tieteellisissa julkai-

suissa.

Ymparistonaytteille soveltuvia keinotekoisten makeutusaineiden analyysi-
menetelmia on maailmalla tAhan mennessa raportoitu muutamia Euroopasta
ja yksi Yhdysvalloista. Pohjoismaisista ymparistotutkimuslaitoksista makeu-
tusainetutkimusta on tehty Ruotsissa seka Norjassa ja tdman opinnaytetyon
my6ta nyt myds Suomessa. Useimmiten huomion kohteena on kuitenkin ol-
lut vain yksi makeutusaine — sukraloosi. Tassd opinnaytetyéssa menetel-
maan sisallytettiin kaikkiaan neljd keinotekoista makeutusainetta: asesul-

faami-K, sakariini, syklamaatti ja sukraloosi.
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KEINOTEKOISET MAKEUTUSAINEET JA YMPARISTO

Kehitettavaan menetelmaan sisallytettavista keinotekoisista makeutusaineis-
ta asesulfaami-K, sakariini ja sukraloosi ovat laillistettuja elintarvikkeiden li-
séaineita EU:ssa, USA:ssa ja ylipdataan laajalti ympari maailman. Analyy-
teista syklamaatti puolestaan on sallittu EU:ssa, mutta USA:ssa sen kayttd
elintarvikkeissa on talla hetkella kielletty.

Keinotekoisten makeutusaineiden kaytdn lisdantyessa myo6s niiden mahdol-
lisista haitoista on huolestuttu. Viime vuosikymmenina on kayty vilkasta tie-
teellista seka populaaria keskustelua elintarvikkeissa yleisesti kaytettyjen li-
saaineiden riskeista ja mahdollisista terveyshaitoista. Erityisesti on epailty
makeutusaineiden ja erityyppisten sydpasairauksien valistd yhteyttd, jota ei

kuitenkaan kiistattomasti ole pystytty osoittamaan.

Paahuomio eurooppalaisessa ja varsinkin pohjoismaisessa makeutusaine-
keskustelussa on siirtynyt terveysvaikutuksista ndiden synteettisten mole-
kyylien ekologisiin vaikutuksiin. Ymparistoselvityksia ei USA:ssa eikd EU:ssa
laillistuksen yhteydessa pidetty tarpeellisina, koska muut tutkimukset olivat jo
riittavalla varmuudella osoittaneet, ettd keinotekoiset makeutusaineet eivat
ole luonteeltaan toksisia tai biokertyvid — ainakaan elintarvikekaytossa ole-
vissa pitoisuuksissa. EU:ssa kuitenkin harkitaan, tulisiko uusien markkinoille

pyrkivien makeutusaineiden ympaéristotestausvaatimuksia tiukentaa. [1.]

2.1 Pysyvyys ja paatyminen ymparistdéon

Kewvyttuotteissa keinotekoisia makeutusaineita kaytetddn lisdaineina sen
vuoksi, ettéa ruokaan tai juomaan saataisiin sokerin kaltainen makea maku.
Elimist66n niistd ei kuitenkaan kerry energiaa toisin kuin hiilihydraateista.
Koska ihminen ei juurikaan pysty metaboloimaan néita molekyyleja, ne kul-
keutuvat elimiston lapi pilkkoutumatta ja paatyvat lopulta jatevesiin alkupe-

raisen rakenteensa mukaisessa muodossa.

Jatevedenpuhdistamojen influenttien (laitokseen tuleva, puhdistamaton jate-
vesi) ja effluenttien (laitoksesta vesistdihin poistuva, puhdistettu jatevesi) va-
lilla tehdyt vertailututkimukset ovat luotettavasti osoittaneet, ettd suurin osa
kuluttajilta jatevesiin paatyvistd keinotekoisista makeutusaineista kulkeutuu
sellaisenaan puhdistusprosessin lapi vesistoihin [2; 3; 4]. TA&m&n seuraukse-

na kansainvalisessa tieteellisessa keskustelussa on monelta taholta tuotu



julki huoli vesiympéristoon kertyvien makeutusaineiden biologisista vaikutuk-

sista.

Ydinongelmana makeutusaineiden paatymisessa ymparistoon on niiden hy-
va sailyvyys. Useimmat yhdisteistéa ovat kemiallisesti varsin stabiileja monen-
tyyppisissa vesiymparistoissd. Koska kyse on synteettisesti valmistetuista
molekyyleistd, mahdollista on, ettd ympéaristbéssa ei luontaisesti esiinny elioi-
td, jotka pystyisivat hajottamaan keinotekoisia makeutusaineita. Sukraloosin
kohdalla tosin joitakin teorioita ainakin osittaisesta biohajoavuudesta on esi-
tetty [17]. Kuitenkaan taytta yksimielisyytta asiassa ei viela ole saavutettu [3,
s. 81].

Pintavesikartoituksissa lI6ydetyt makeutusainepitoisuudet osoittavat, ettd ha-
joaminen ymparistdssa ei tapahdu kovin nopeasti. Esimerkiksi sukraloosin
sdailyvyydeksi vesistbissa on arvioitu 5-10 vuotta [3, s. 19]. Pitka sailyvyys
tekee makeutusaineiden jatkuvasta vesistihin kertymisesta huolestuttavaa.
Jos pitoisuudet vuosi vuodelta kasvavat eksponentiaalisesti, voi myds poh-
tia, onko tulevaisuudessa endd mahdollista toimittaa kuluttajille sellaista
juomavettd, joka ei jo valmiiksi sisaltaisi keinotekoisia makeutusaineita [9, s.
29].

Elintarvikekulutuksen nykyisten trendien nojalla voidaan olettaa, etté keino-
makeutusaineita sisdltavien kevyttuotteiden kayttd ei ole tulevaisuudessa ai-
nakaan vdhenemaén pain vaan pikemminkin painvastoin. Ymparistokertymi-
seen liittyvd ongelma piilee varsinkin tihedsti asuttujen alueiden laheisissa
vesistdissa, joihin suuret jatevedenpuhdistamot laskevat puhdistusprosessin

l&pi kdyneen aineksen.

2.2 Vaikutukset ekosysteemissa ja ymparistosta [6ydetyt pitoisuudet

Keinotekoisten makeutusaineiden ymparistdvaikutuksista ei ole viela saata-
villa riittdvasti tutkimustietoa. Talla hetkella ei pystytd varmuudella arvioi-
maan, onko makeutuvasta vesiekosysteemista kehittymassa merkittava ym-
paristoriski. Epailtyihin ymparistdhaittoihin liittyvia tutkimusprojekteja on kui-
tenkin suunnitteilla. Haastavaa asiassa on muun muassa se, etté ei ole ole-
massa valmiita testimenetelmid, jotka sellaisenaan olisivat sovellettavissa
makeutusaineiden ekosysteemissd aiheuttamien vaikutusten havainnointiin
[1]. Pelk&n toksisuuden tai biokertyvyyden sijaan makeutusaineiden biovai-

kutusten tutkimuksessa huomion kohteena tulisi olla vesiekosysteemin toi-



minta kokonaisuudessaan. TallGin tarkasteltaisiin muun muassa elainten ja
elididen kayttaytymista, vuorovaikutussuhteita seka niihin kohdistuvaa stres-
sia. Kokonaisvaltaiseen ekologiseen tarkasteluun tulisi sisallyttéa elainten li-
séksi my0s kasvit ja niiden joukossa erityisesti vesiympariston levat.

Ruotsissa kriittistd keskustelua on heréttanyt varsinkin se, etta markkinoille
on hyvaksytty sukraloosin kaltainen makeutusaine, joka perusrakenteeltaan
on kloorattu hiilivety, kuten esimerkiksi pahamaineiset DDT ja PCB [8, s. 2,
7-8; 9, s. 28-31]. Ruotsalaisessa mediassa kaytyyn sukraloosikeskusteluun
ovat osallistuneet aktiivisesti seka tutkijat ettad tavalliset kansalaiset [esim.
10; 11; 12]. Kannanotoissa on muun muassa pohdittu, tulisiko sukraloosi vi-
rallisesti luokitella ymparistdossa erityisen pitkddn sailyvaksi orgaaniseksi

haitta-aineeksi eli POP-yhdisteeksi (Persistent Organic Pollutant).

Vesistdihin kertyvat keinotekoiset makeutusaineet saattavat muuttaa vesi-
ekosysteemin toimintaa. Esimerkiksi vesieldinten tietyt makuaistimuksin oh-
jatut toiminnot, kuten kalojen ravinnon etsiminen, suunnistus ja pariutumi-
nen, voivat hairiintyd. Makeutusaineista erityisesti sukraloosin on epailty ve-
sielaimiston lisdksi olevan haitallista my6s kasveille ja tietyille symbioottisille
suhteille, joissa kasvit ovat osallisena. Erdassa tutkimuksessa osoitettiin, et-
té sukraloosin lasnaolo haittaa sakkaroosin kuljetusta sokeriruo'ossa. T&man
perusteella on arveltu, etta se saattaisi hairitd sokerin kuljetusta lehdisté juu-
riin my0s muissa kasveissa. Esiin on tuotu myds mahdollisuus, ettd sukra-
loosi hairitsisi jopa fotosynteesid, miké& todeksi osoittautuessaan tarkoittaisi
muun muassa sitd, etta vesistdjen levét eivat suurissa sukraloosipitoisuuk-
sissa enda niin tehokkaasti pystyisi sitomaan hiilidioksidia ja vapauttamaan
happea. [1; 5; 6; 7; 8, s. 5—6; 16.]

Vaikka puhdistettujen jatevesien mukana luontoon paatyvien makeutusai-
neiden vaikutuksia ei viela riittavasti ole tutkittu, on muutamissa ruotsalais-
tutkimuksissa jonkin verran kiinnitetty huomiota biologiseen nakokulmaan.
Vuonna 2008 selvitettiin, onko Tukholman ja Link6pingin vesialueilta pyydys-
tettyjen kalojen ja simpukoiden kudoksiin kertynyt sukraloosia. Toteamisra-
jan ylittdvia pitoisuuksia ei tutkituista lihas- ja maksakudoksista [0ydetty [13,
s. 14]. Nama eldinkudoksesta saadut tulokset olivat odotetun mukaisia, silla
jo aiemmin on osoitettu, ettd keinotekoiset makeutusaineet eivéat ole bioker-

tyvid, mik& suurimmilta osin lienee niiden vesiliukoisuuden ansiota.



Pelkka eldinkudosten tai muiden ympéristosta perdisin olevien erityyppisten
naytteiden pitoisuuksiin kohdistuva tutkimus ei anna riittdvasti informaatiota
ekosysteemiin kohdistuvista riskeista. Kokeellisilla vaikutustesteilla tulisi sel-
vittdd, millainen stressitekija vuosi vuodelta makeammaksi muuttuva ympa-
ristd on vesistojen eléin- ja kasvilajistolle. Tahan tarpeeseen viimeisimpana
on pyrkinyt vastaamaan vuonna 2009 julkaistu Tukholman yliopiston tutki-
mus, jossa kahdelle ayridislajille toteutettiin altistuskokeita eri sukraloosipi-

toisuuksissa. Namakin tulokset osoittivat, ettei sukraloosi kerry elidihin. [15.]

Eri sukraloosipitoisuuksille altistuneiden ayriaisyksildiden valilla kuitenkin
havaittiin eroja. Tutkijoiden mukaan yksi trendeista oli elididen RNA-sisallén
lisddntyminen ympaéristdn sukraloosipitoisuuden kasvaessa, mika saattaa vii-
tata stressiperaisten reaktioiden kaynnistymiseen. Lisaksi erityisesti nuorilla
levakatkoilla havaittiin lisdantynytta kuolleisuutta sukraloosipitoisuuden ko-
hotessa. Esitetyt tulokset olivat kuitenkin vasta alustavia. Aineistosta tulkitut
trendit olivat viela monin tavoin kyseenalaistettavissa. Tutkimuksen tekijoilla
oli suunnitteilla lisdkokeita, joista raportoitaisiin vuoden 2010 loppupuolella.
Jatkotutkimusten tavoitteeksi ilmoitettiin my6s perehtyminen siihen, vaikut-
taako sukraloosi jollain tavoin elididen signaalijarjestelmiin. [15; 16.]

Ruotsin ja Norjan ymparistolaitokset toteuttivat vuonna 2007 yhteistydssa
kartoitukset, joiden tulokset osoittivat, ettd kummankin maan jate-, pintavesi-
ja lietenaytteista oli 16ydettavissa vaihtelevat pitoisuudet sukraloosia. Norja-
laisessa tutkimuksessa sukraloosin ohella kartoituksen kohteena oli my6s

fosforoituja palonestoaineita seké polyfluorattuja yhdisteita. [2; 3.]

Ruotsalaisten vedenpuhdistamojen prosessoimien effluenttien keskimaarai-
seksi sukraloosipitoisuudeksi mitattiin 4-5 pg/l. Norjassa paadyttiin kutakuin-
kin samaan tulokseen. Pitoisuuksien on arvioitu toistaiseksi olevan viela niin
matalat, etta valittémia toksisia ymparistdvaikutuksia ei nykyisella tasolla ole
odotettavissa. Jos vaestdn tuottama makeutusainekuormitus tulevaisuudes-
sa sdilyy vahintddn samalla tasolla, arvioitiin sukraaloosia stabiiliutensa an-
siosta kertyvan vesistoihin vuosien kuluessa pitoisuus, joka pitkalla tah-
tédimellda saattaa muodostua merkittdvaksi ymparistoriskiksi. [2, s. 19; 3, s.
80; 13, s. 15; 14, s. 10.]

Norjassa toteutettiin vuonna 2009 kartoitus, jossa sukraloosi edelleen oli

mukana uusien orgaanisten haitta-aineiden joukossa. Talla kertaa huomion



kohteena oli suurien asutuskeskusten sijaan arktinen alue, jossa vaestomaa-
ra seka siten myos ympariston jatevesikuormitus on hyvin alhainen. Sukra-
loosia etsittiin Huippuvuorten rannikolta otetuista merivesinaytteista. Nayt-
teistd ei l0ydetty detektiorajan ylittéavid pitoisuuksia. Aiemman kartoituksen
merivesinaytteet oli otettu Etela-Norjasta vesialueilta, jotka ovat lahella suu-
ria asutuskeskuksia ja joille jatevedenpuhdistamot laskevat effluenttinsa.
Merivedestd mitatut sukraloosipitoisuudet olivat ndissd naytteissa korkeim-
millaan luokkaa 30 ng/l. [3, s. 81-82; 14, s. 23.]

Vaikka sukraloosista USA:ssakin Euroopan tavoin kdydaan ajoittain kriittista
keskustelua, mahdollisten ymparistévaikutusten tutkimus ei siella ole herat-
téanyt suurta kiinnostusta sen jalkeen, kun kemikaalialalla ympari maailman
korkealle arvostettu auktoriteetti FDA (U. S. Food and Drug Administration)
antoi sukraloosista hyvaksyvan lausunnon. FDA:n paatoksessa ymparisto-
vaikutusten tutkimatta jattaminen perusteltiin kokonaisuudessaan seuraa-

vasti:

The agency has carefully considered the potential environmental effects of
this action. FDA has concluded that the action will not have a significant
impact on the human environment, and that an environmental impact
statement is not required”. [26, s. 4.]

Ymparistovaikutustutkimusten sivuuttamisesta huolimatta USA:ssa on toteu-
tettu vuonna 2009 jate- ja meriveteen kohdistunut sukraloosin pitoisuuskar-
toitus. Effluenteista tuolloin 16ydetty korkein pitoisuus oli noin 120 ug/l. Eu-
rooppalaisista effluenteista tdhan mennessa raportoidut korkeimmat sukra-
loosipitoisuudet ovat olleet luokkaa 10 ug/l. Myds pintavesimatriisista saatiin
USA:ssa selvasti korkeampia pitoisuuksia kuin Euroopassa: merivesinayte
Keski-Floridan alueelta sisalsi sukraloosia lahes 2 pg/l. Merivesinaytteita
otettiin myds kauempaa rannikosta Golf-virran vaikutusalueelta ja myos niis-
ta loydettiin maaritysrajan ylittavia pitoisuuksia. Avomerinaytteistd saadut tu-
lokset osoittivat, ettd USA:n itdrannikolta mereen paatyvat, vesiymparistossa
pitkaan sailyvat synteettiset yhdisteet mita todennakoéisimmin leviavat Golf-
virran mukana L&nsi- ja Pohjois-Euroopan rannikkovesiin ja viime k&desséa

globaalisti kaikkiin meriymparistoihin. [2; 18; 33.]

Amerikkalaisia ja eurooppalaisia tuloksia vertailtaessa on kuitenkin otettava
huomioon muun muassa se, ettd ne on mitattu eri tekniikoilla: USA:n tutki-

muksessa on laitetekniikkana ollut GC-MS, kun taas useimmissa eurooppa-

! Sitaattia ei ole suomennettu, jotta sanomaa ei muutettaisi liikaa alkuperaiseen versioon nahden.



laisissa tutkimuksissa se on ollut LC-MS/MS, jota spesifisyytensa nojalla pi-
detdan talla hetkellda yhtena ymparistonaytteiden makeutusaineanalytiikkaan

parhaiten soveltuvista menetelmista.

Vuonna 2009 raportoitu koko EU-alueen laajuinen sukraloosin ymparistokar-
toitus osoitti, ettéd suurin sukraloosikuormitus EU:n alueella on talla hetkella
keskittynyt Lansi-Euroopan ja eteldisen Skandinavian pintavesiin. Kaikkein
korkein sukraloosipitoisuus, lahes 1 pg/l, mitattiin Ison-Britannian Severn-
joesta. Tdma on kuitenkin vain puolet edella mainitusta USA:ssa raportoi-
dusta korkeimmasta pitoisuudesta. Pintavedesté l6ydettyina naita pitoisuuk-
sia voidaan pitdd huomattavan korkeina, koska Ruotsissa ja Norjassa vain

effluenteista mitatut pitoisuudet ylsivat samalle tasolle. [2; 3; 31.]

2.3 Makeutusaineiden hytdyntadminen vesistotutkimuksissa

Sveitsilaisen pitoisuuskartoituksen yhteydessé vuonna 2009 oivallettiin, etta
keinotekoisten makeutusaineiden vesiymparistéon levidmisessa on nahta-
vissa myos vesistokontaminaatioiden arviointiin liittyva sovelluskohde. Saa-
tujen tutkimustulosten perusteella ehdotettiin, ettd keinotekoisista makeutus-
aineista erityisesti asesulfaami olisi ideaali kemiallinen molekyylimarkkeri,
jonka avulla voitaisiin seurata, missa maarin pinta- ja pohjavedet ovat paas-

seet kosketuksiin jateveden kanssa. [18.]

Koska asesulfaami valmistetaan synteettisesti, luonnosta l6ydettavat pitoi-
suudet ovat lahtdisin kotitalouksien jatevesista. Keinotekoisilla makeutusai-
neilla ei tiettavasti ole kayttbd maanviljelyksessa eika muulla teollisuuden
alalla kuin elintarviketeollisuudessa. Sveitsildisessé tutkimuksessa havaittiin,
etta asesulfaami molekyylin& on riittavan stabiili ja hydrofiilinen, jotta sen on
helppo pintavesien kautta kulkeutua pohjavesiin. Asesulfaamin kohdalla
my06s maaritysraja oli helppoa saada pinta- ja pohjavesien kannalta riittavan

matalaksi ilman, etté esikasittelysta tulee liian monivaiheinen. [18, s. 4384.]

Yhdysvaltalaisen merivesitutkimuksen yhteydessa on esitetty samansuun-
tainen ajatus makeutusaineiden toimimisesta eraénlaisina kemiallisina jaljit-
timind ihmisen tuottamalle ymparistokuormitukselle. Tassa yhteydessa suk-
raloosia ehdotettiin markkeriksi, jonka avulla voitaisiin saada tietoa synteet-
tisten yhdisteiden leviamisen ja merivirtojen liikkeiden vélisista yhteyksista

jopa globaalilla tasolla. [33, s. 17.]
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KATSAUS KEINOTEKOISTEN MAKEUTUSAINEIDEN ANALYTIKKAAN

Eri tekniikoihin perustuvia keinotekoisten makeutusaineiden elintarvikeanaly-
tiikkaan soveltuvia menetelmia on laboratorioissa ympari maailman ollut kay-
tossa jo vuosikymmenien ajan. Ruoille ja juomille kehitetyista makeutusai-
neiden analyysimenetelmista voi saada hyvia vinkkejd myods ympéaristéana-
lyyttisen menetelman kehitykseen. Kuitenkaan niita ei sellaisinaan voi sovel-
taa ymparistonaytteisiin, koska ymparistosta loydettavissa olevat pitoisuudet
ovat vahintaan tuhat ja useimmiten jopa miljoona kertaa pienempia kuin elin-
tarvikkeissa. Tavanomainen elintarvikkeen makeutusainepitoisuus on tasoa
mg/kg, kun ymparisténaytteiden kohdalla maaritettavat pitoisuudet paasaan-

toisesti edustavat tasoa pg/kg—ng/kg.

Aiemmat tutkimukset ovat osoittaneet, ettd suurten asutuskeskusten ef-
fluenttien (puhdistettu jatevesi) makeutusainepitoisuudet ovat tyypillisesti ta-
solla pg/l. Pintavesien kohdalla maaritysrajoissa tulisi paasta viela alemmak-
si, tasolle ng/l. Keskeisimpina tekijdina jaamatason saavuttamiseen ymparis-
tbanalyyttisissd menetelmissd ovat naytteen konsentrointi seka riittdvan

herkka ja spesifinen laitetekniikka.

Elintarvikkeiden makeutusainemaarityksissa on viime vuosikymmenina kay-
tetty laitetekniikoina esimerkiksi ionikromatografiaa (IC), kapillaarielektrofo-
reesia (CE) ja erilaisia elektrokemiallisia menetelmia. Tyypillinen tekniikka on
ollut myds UV/VIS-spektrofotometria sekd sellaisenaan ettd yhdistettyna
korkean erotuskyvyn nestekromatografiaan (HPLC). Kaasukromatografisia-
kin (GC) sovelluksia on kehitetty, mutta ne eivat missaan vaiheessa ole saa-
neet kovin suurta suosiota. Makeutusaineiden heikon haihtuvuuden vuoksi
GC-analyysia varten analyytit on derivatisoitava helpommin haihtuvaan muo-
toon, mika usein mielletaan tyolaaksi, aikaa vievéksi ja lopputulokseen lukui-
sia epavarmuustekijoitd tuottavaksi tydvaiheeksi. Kromatografisista teknii-
koista on hyddynnetty myds ohutkerroskromatografiaa (TLC). Lisdksi kay-

tossa on ollut entsymaattisiin reaktioihin perustuvia menetelmia. [32.]

Massaspektrometristen (MS) tekniikoiden kehittyminen ja laitteistojen saata-
vuuden parantuminen viimeksi kuluneella vuosikymmenellda on vaikuttanut
siihen, ettd monessa laboratoriossa nestekromatografi-massaspektrometri-
menetelméat ovat syrjayttdneet perinteiset nestekromatografiset menetelmat,

joissa detektio tyypillisimmillaan on perustunut UV/VIS-valoabsorptioon.



Tandemmassaspektrometrian (MS/MS) yleistyminen on kasvattanut massa-
spektrometristen tekniikoiden suosiota orgaanisessa ymparistdanalytiikassa,
jossa tutkittava matriisi yleensa sisaltdd monia hairidtekijoita ja mitattavat pi-
toisuudet ovat hyvin pienia. Talléin detektiotekniikan tulee olla mahdollisim-
man herkké ja spesifinen. Naiden vaatimusten kannalta MS/MS:n suoritus-
kykya pidetaan varsin hyvana.

Kun laitetekniikan valinnassa otetaan huomioon, ettd keinotekoisia makeu-
tusaineita ei ilman derivatisointia ole kovinkaan helppoa saada haihtumaan,
on tyypillisin laitteistovalinta tdhan mennessa kehitettyihin ymparistdanalyyt-
tisiin menetelmiin ollut HPLC-MS/MS [4; 18; 31]. Ruotsin ja Norjan ympaéris-
tolaitokset ovat tehneet yhteisty6td menetelmiensa kehityksessd, ja kum-
mankin maan kartoitukset on toteutettu kaikkia yksityiskohtia myéten samal-
la menetelmalla [2; 3; 13; 14]. Kyseessa on tiettavasti ensimmainen makeu-
tusaineanalytiikan sovellus, jossa hyddynnetddn myos korkean erotuskyvyn

lentoaikamassaspektrometriaa (TOF, Time Of Flight).

Ensimmaisessa yhdysvaltalaisessa makeutusaineiden ymparistokartoituk-
sessa mitattiin sukraloosia menetelmalld, joka on ainoa raportoitu makeu-
tusaineiden ymparistdanalyyttinen GC-MS-sovellus [33]. Yhdysvalloissa on
vuonna 2008 kehitetty makeutusainemenetelma samalla laitetekniikalla kuin
tédssd opinnaytteessa [34]. Tuota UPLC-MS/MS-menetelmaa ei kuitenkaan
voitu kayttédd esikuvana kehitystyolle, koska analyyttina oli vain syklamaatti

ja naytematriisina elintarvikkeet.

Tassa opinnaytteessa kehitetylle menetelmalle tarkeimpéna lahtokohtana
toimi vuonna 2009 raportoitu saksalainen jate- ja pintavesikartoitus, jossa
analyysitekniikkana oli HPLC-MS/MS ja maarityksen kohteena seitseman
keinotekoista makeusainetta mukaan lukien kaikki taméan tyon analyytit [4].
Toisen hyo6dyllisen vertailukohdan tarjosi vuoden 2009 sveitsildinen ymparis-
tonaytteiden HPLC-MS/MS-tutkimus, jossa kohdeyhdisteet olivat samat kuin
SYKE:een kehitetyssd menetelmassa [18]. NAma kaksi menetelmada ovat ai-
noat tdhan mennesséa raportoidut makeutusaineiden ymparistdanalyyttiset
sovellukset, joissa analyytteja on enemman kuin yksi. Ymparistoanalyyttisia
sukraloosimenetelmid on maailmalla kehitetty useita, ja niiden kesken on to-

teutettu myos kansainvalinen patevyyskoe [19].
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4 MAARITETTAVAT ANALYYTIT

Asesulfaami-K (ACS), sakariini (SAC) ja syklamaatti (CYC) ovat kemiallisen
rakenteensa kannalta melko samantyyppisia. Ne kaikki ovat olleet kaytossa
pitkd&n, joten ne voidaan luokitella vanhan polven keinotekoisiksi makeutus-
aineiksi. Sukraloosi (SCL) puolestaan on seka rakenteensa etta syntetisoi-

misajankohtansa perusteella uuden polven keinotekoinen makeutusaine.

Kohdeyhdisteiden valintakriteerina oli, etta niiden tulee olla rakenteeltaan
stabiileja ja niita tulee esiintyd Suomessa myytavissa elintarvikkeissa. Suo-
malaisissa kevyttuotteissa yleistd aspartaamia ei otettu mukaan menetel-
maan, koska se hajoaa helposti lammon vaikutuksesta ja nesteisiin joutues-
saan [4, s. 1586]. Toisin kuin useimmat keinotekoiset makeutusaineet aspar-
taami hajoaa ihmiselimistdssa ja kulkeutuu jatevesiin asparagiinihappo- ja

fenyylialaniinimetaboliitteina.

41 Asesulfaami-K

Menetelmaan valittujen neljan analyytin joukossa asesulfaami-K on kaikkein
yleisin lisdaine suomalaisissa kevytelintarvikkeissa. Se on ollut kaytossa pit-
k&déan ja on makeutusaineista turvallisimmaksi mielletty. Tyypillisimmillaan se
esiintyy yhdessa aspartaamin kanssa, koska yhdistelmédn makeaa makua
pidetaén erityisen laadukkaana [20]. Taméa yhdistelma on kaytdssad monessa
suomalaisten kuluttajien suosikkituotteessa (esimerkiksi Pepsi Max® ja Co-

ca-Cola Zero® seka lukuisat kevytjugurtit).

Useimmat keinotekoisista makeutusaineista on keksitty muun syntetiikan
ohessa ilman, ettd niitd on paamaaratietoisesti lahdetty kehittdmaéan. N&ain
tapahtui myods vuonna 1967, kun asesulfaami-K:n makeus sattumalta huo-
mattiin. Molekyyli on hyvin stabiili ja varsinkin termisesti erityisen kestava.
Maultaan asesulfaami-K on noin 130-200 kertaa makeampaa kuin tavallinen

poytasokeri eli sakkaroosi. [20.]

4.2 Sakariini

Sakariini keksittiin vuonna 1879, se on tunnetuista keinotekoisista makeu-
tusaineista vanhin. Sen kayttod yleistyi massiivisesti erityisesti maailmansoti-
en aikana, kun sakkaroosia oli niukasti saatavilla. Sakariinilla on pitka histo-

ria myds suomalaisissa elintarvikkeissa. Nykyisin sitéd kaytetddn enaa har-
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voissa tuotteissa. Suomessa tunnetuin ja edelleen yleisesti kaytetty sakarii-
nia siséltava tuoteryhma on Hermesetas-nimella myytavat makeutusjauheet
ja -tabletit. [20; 21.]

Maultaan sakariini on noin 300-500 kertaa makeampaa kuin sakkaroosi.
Suomessa terveysviranomaiset eivéat suosittele sakariinin kayttta raskauden
aikana, vaikka kohtuukayton haittoja ei olekaan patevasti pystytty osoitta-

maan. [22.]

4.3 Syklamaatti

Syklamaatti syntetisoitiin ensimmaisen kerran vuonna 1937. Se on talla het-
kelld kayttokiellossa USA:ssa. Syklamaatti on sukraloosin jalkeen uusin kei-
notekoinen makeutusaine Suomen markkinoilla: se tuli lailliseksi vasta EU-
jasenyyden myo6tad vuonna 1995. Syklamaatti on 30—40 kertaa sakkaroosia
makeampaa. Sakariinin ohella se on toinen makeutusaine, jota viranomaiset

suosittelevat valttamaan raskauden aikana. [20; 22.]

Kotimaiset valmistajat eivat edelleenkddn suosi syklamaattia tuotteissaan.
Se on loytanyt tiensd Suomeen ulkomailta tuotujen elintarvikkeiden lisaai-
neena. Syklamaatti on yleinen ainesosa ulkomaisissa virvoitusjuomissa ja
mehuissa (esimerkiksi saksalaisen Lidlin Freeway Cola Light). Vuonna 2009
raportoidun jate- ja pintavesikartoituksen tulokset viittasivat siihen, etta syk-
lamaatin kayttd on varsin yleista Saksassa, vaikka monissa muissa Euroo-

pan maissa sita ei juurikaan enda kayteta [4, s. 1591-1592].

4.4 Sukraloosi

Vuonna 1976 keksitty sukraloosi on SYKE:n menetelmaén sisallytettavista
yhdisteista kaikkein uusin. Se on monilta ominaisuuksiltaan taysin erilainen
kuin aiemmat makeutusaineet. Kemialliselta rakenteeltaan sukraloosi on
kloorattu hiilivety, kun taas muissa menetelmaan sisallytettavissa hiilivedyis-
sé heteroatomeina esiintyy typped, happea ja rikkid. Makuominaisuuksiltaan
sukraloosi on hyvin intensiivinen, perati 600 kertaa sakkaroosia makeampi,
eika se jata jalkeensa perinteisille makeutusaineille ominaista metallista jal-
kimakua [23, s. 1].
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Sukraloosi valmistetaan sakkaroosista viisivaiheisella selektiivisella substi-
tuutiolla, jossa lahtbainemolekyylin kolme hydroksyyliryhmaa korvataan kloo-
riatomeilla. Tuloksena saadaan yhdiste, joka on hyvin stabiili eri [ampétilois-
sa ja laagjalla pH-alueella. Kloorauksesta huolimatta sukraloosi on enemman
hydrofiilinen kuin lipofiilinen molekyyli viiden hydroksyyliryhmansa ansiosta.
[23,s. 1-2]

Sukraloosi on jo sen historian alusta lahtien ollut elintarvikkeissa kiistanalai-
nen lisdaine, koska monet klooratut yhdisteet ovat tunnettuja ymparisto-
myrkkyja. Stabiiliutensa ja vesiliukoisuutensa vuoksi silla ei ole samanlaisia
vaikutuksia kuin toksisilla klooriyhdisteilla, jotka yleensa ovat rasvaliukoisia

ja hyvin reaktiivisia. [8; 23, s. 1.]

Ensimmaisena sukraloosi hyvaksyttiin elintarvikekayttéon Kanadassa vuon-
na 1991. USA:ssa se lalillistettiin vuonna 1998 ja EU:ssa seka siten myos
Suomessa vasta vuonna 2004. Stabiiliutensa ja makuominaisuuksiensa
vuoksi sita ryhdyttiin kayttamaan kalorittomana makeutusaineena hyvin mo-
nissa erityyppisissa elintarvikkeissa, muun muassa juomissa, leivonnaisissa,
makeisissa ja maitotuotteissa. Lisaksi sitd on monissa maissa saatavilla sel-
laisenaan tuotenimelld Splenda®. Pohjois-Amerikassa sukraloosin kayttd on
2000-luvun aikana kasvanut rgjahdysmaisesti. Valmistajan mukaan USA:ssa
on saatavilla talla hetkell& 1 700 erilaista sukraloosia sisaltavaa elintarviket-
ta. Suosiossa se on syrjayttdnyt monen perinteisen makeutusaineen ase-
man. [24; 25.]

Koska sukraloosi hyvaksyttiin Euroopassa vasta vuonna 2004, se ei taalla
ole vield yht& yleisessa kaytdssa kuin Pohjois-Amerikassa. Viime vuosina se
kuitenkin on alkanut yleistya erityisesti Lansi- ja Pohjois-Euroopan markki-
noilla. Ruotsissa sukraloosi on jo paljon tunnetumpi kuin Suomessa. Toden-

nakoisesti sen kayttd myds Suomessa l&hivuosina lisdantyy.
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MATERIAALIT JA LAITTEISTOT

5.1 Standardireagenssit

13

Taulukkoon 1 on koottu menetelmankehityksessa kaytetyt keinotekoisten

makeutusaineiden natiivimuotoiset standardit tunnistetietoineen ja keskei-

simpine ominaisuuksineen. Tiedot on koostettu useammasta lahteesta, paa-

osin reagenssien mukana toimitetuista analyysitodistuksista [35—43].

Taulukko 1. Natiivimuotoiset makeutusainestandardit

Suomen-

Syklaami-

P I Asesulfaami-K Sakariini 2 Sukraloosi
kielinen nimi happo
E.ng.lannln.- . Acesulfame Saccharin Cyclamic Acid Sucralose
kielinen nimi Potassium
Lyhenne ACS SAC CcyYcC SCL
CAS-numero 55589-62-3 81-07-2 100-88-9 56038-13-2
E-koodi® E950 E954 E952 E955
Valmistaja TRC* Ehrenstorfer® TRC TRC
Eranumero 3-YFD-18-1 70105 21-SSR-4-1 TRC-20040727
Puhtaus 98 % 99 % 98 % 98 %
OH

00 (0] H (@]

A%/} 0

S N. HO cl
Rakenne O NK s’NH O’ SOzH HO o EH

N Fy

Me 0] 0O Ho Cl

Moolimassa 201,24 g/mol 183,19 g/mol 179,24 g/mol 397,64 g/mol
Sulamispiste > 250 °C 224-227 °C 204-206 °C 130-132 °C
pKa-arvo ~2,0 ~1,6 ~19 -
H>0O- .
liukoisuus 270 g/l 3,59/ liukenee 283 g/l
MeOH- . .
liukoisuus 10 g/l ~324l/ liukenee liukenee
ADI°-arvo 9 ma/kg/vrk 3,8 mg/kg/vrk 7 mg/kg/vrk 15 mg/kg/vrk

CYC:sta yleensa kaytetdan suolamuodon mukaista nimitysta syklamaatti, standardina tassa

menetelmassa kuitenkin kaytettiin saman yhdisteen happomuotoa eli syklaamihappoa.

lee aina olla merkittyna joko E-koodi tai lisdaineen koko nimi.

E-koodi = EU:n alueella hyvaksytyn elintarvikelisdaineen tunnusnumero. Tuotepakkauksissa tu-

TRC = Toronto Research Chemicals Inc. (North York, Ontario, Kanada).
Ehrenstorfer = Dr. Ehrenstorfer-Schéafers (Augsburg, Saksa).
ADI = Acceptable Daily Intake, paivittdinen saanti, jota ei suositella ylitettavan; ilmoitetut lukuar-

vot edustavat télla hetkell& voimassa olevia EU-suosituksia [27; 28; 29; 30].
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Taulukkoon 2 on koottu tunnistetiedot menetelménkehityksessa hytdynne-

tyistd massaleimatuista standardeista.

Taulukko 2. Massaleimatut makeutusainestandardit

Suomen- Asesulfaami- .13 Syklaami- .
Kielinen nimi di-K Sakariini-—"Ceg happo-dis Sukraloosi-ds
Englannin- Acesulfame-d, 13 Cyclamic
kielinen nimi Potassium Saccharin-~Ce Acid-dy; Sucralose-ds
Lyhenne d-ACS Bc.sac d-cYc d-SCL
Valmistaja TRC TRC TRC TRC
Eranumero 9-JHY-34-1 3-JLI-4-1 19-MJC-16-1 22-ANR-12-1
Puhtaus 98 % 98 % 98 % 96 %
O\\Sf/o 13GH_ /( DD H CID oy 5
0"> NK agy’ Yig D N\SoaH D 0 p Cl oy

Rakenne | NH | D D "o o- a

Dac/jﬁ/&o wCH\m )/GC\S/ DD DD HO (@]

D CH g\\o DD HO D

Moolimassa 205,27 189,14 g/mol 190,31 g/mol 403,67 g/mol
Sulamispiste 265-267 °C 219-221°C 167-169 °C 75-79 °C

Isotooppileimatuista yhdisteistd ominaisuuksiltaan tarkimmin natiivimuotoa

vastaa hiilileimattu standardi, jollainen oli saatavilla vain sakariinista. Muista

analyyteistd saatavilla olivat deuteroidut versiot. Taulukon 2 rakennekaavois-

sa esitetaan, kuinka massaleimatut elementit ovat sijoittuneet molekyyleihin.

Kaikki standardireagenssit tilattiin valmistajilta kiinteassa olomuodossa. La-

boratoriossa ne liuotettiin LC-MS-laatuiseen metanoliin siten, ettd kaikkien

analyyttien pitoisuuksiksi natiivikantaliuoksissa tuli 1 g/l ja massaleimatuissa

kantaliuoksissa 0,01 g/l. Valmiit kantaliuokset jaettiin eriin. Menetelmankehi-

tyksessa tarvittu standardimaara sailytettiin kylmidssa ja loput pakastimessa.

Natiivimuotoisista standardeista laimennettiin metanoliin seos, jossa ACS:n,

SAC:n ja CYC:n pitoisuus oli 10 000 ng/ml ja SCL:n pitoisuus 50 000 ng/ml.

Ppb-tason analytiikassa maaritettavat pitoisuudet ovat niin pienia, etta kalib-

rointiin kaytettavat liuokset tulee valmistaa gravimetrisesti. Talldin standar-

diaineksen lisdksi myo6s liuotin punnitaan. Liuosten lopulliset pitoisuudet

massakonsentraatioina (ng/ml) maaritetddn punnitustuloksista laskennalli-

sesti liuotintiheyksien avulla vahintdéan kolmen desimaalin tarkkuudella.




15

5.2 Laitteistot

Tassa opinnaytetydssa toteutetussa menetelmankehityksessa kaytettiin seu-
raavia teknisia laitteita. Keskeisimmista laitteistoista on koottu kuvat liittee-

seen 1.

UPLC-laitteisto

Acquity UPLC®™: Acquity Binary Solvent Manager; Sample Manager;
In-Line Degasser 0Naters®, Milford, MA, USA).

Esikolonni: VanGuard™ BEH C18;
partikkelikoko 1,7 um (Waters®, Milford, MA, USA).

Analyyttinen kolonni: Acquity UPLC BEH C18, mitat 2,1 x 50,0 mm,
partikkelikoko 1,7 pm (Waters®, Milford, MA, USA).

MS/MS-laitteisto
Xevo" TQ MS (Waters®, Milford, MA, USA).

UPLC-MS/MS-laitteiston ohjaus- ja datankasittelyohjelmisto
MassLynx 4.1 (Waters®, Milford, MA, USA).

Sentrifugaalihaihdutin

Personal Evaporator EZ-Envi (GeneVac®, Ipswich, UK).

Typpihaihdutin
Sample Concentrator Dri Block® DB-3 (Techne, Staffordshire, UK).

pH-mittari
Sentron 2001 pH (RL Instruments, Manchaug, MA, USA).

Sentrifugi

Biofuge Pico (Heraeus, Hanau, Saksa).

5.3 Muut materiaalit

Menetelmankehityksessa tarvittin myos seuraavia materiaaleja.

SPE-patruunat
Bakerbond SDB 1; 200 mg/6 ml (J.T. Baker, Phillipsburg, NJ, USA).

Oasis® HLB; 200 mg/6 ml (Waters®, Milford, MA, USA).
Oasis® WAX; 150 mg/6 ml (Waters®, Milford, MA, USA).

Patruunoiden kanssa kéytettiin vakuumipumppua seké Watersin®
lasista uuttokammiota.
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Lasikuitusuodattimet

Glass Microfibre Filters GF/A; halkaisija 9,0 cm; huokoskoko 1,6 pm
(Whatman, Maidstone, UK).

Suodatinten kanssa kaytettiin vesisuihkupumppua seka Milliporenm
imusuodatuslaitteistoa.

Ruiskusuodattimet

Phenex-RC; halkaisija 15,0 mm; huokoskoko 0,2 um
(Phenomenex®, Torrance, California, USA).

Metanoli

Methanol LC-MS Chromasolv®, puhtaus = 99,9 %
(Fluka Analytical-Sigma-Aldrich™, St. Louis, MO, USA).

Muurahaishappo
Formic Acid; puhtaus 98—100 % (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA).

Ammoniumasetaatti

Ammonium Acetate; puhtaus > 99,0 %
(Fluka AnalyticaI—Sigma—AIdrich®, St. Louis, MO, USA).

Ammoniumformaatti

Ammonium Formate Eluent Additive for LC-MS; puriss. p.a.
(Fluka AnalyticaI—Sigma-AIdrich®, St. Louis, MO, USA).

Ammoniakki
Ammonia Solution; puhtaus 25 % (Merck, Whitehouse Station, NJ, USA).

Natriumkloridi

Sodium Chloride for Analysis EMSURE®; puhtaus = 99,5 %
(Merck, Whitehouse Station, NJ, USA).

Heksaani
n-Hexane; puhtaus > 95 % (Fluka AnalyticaI—Sigma-AIdrich®, St. Louis, MO, USA).

Laboratoriovesi
Milli-Q® A10; Millipak® 40 Sterile 0,22 pm (Millipore™, Billerica, MA, USA).

Typpikaasu

MS/MS-laitteiston typpi: Maxigas-typpigeneraattori; puhtaus > 98 %
(Parker Domnick Hunter, Gateshead, UK).

Typpihaihduttimen typpi: SR 5.0; puhtaus > 99,995 % (AGA, Espoo, Suomi).
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6 KEHITETTYYN MENETELMAAN SISALTYVAT TEKNIIKAT

6.1 Kiinte&faasiuutto (SPE)

SPE (Solid Phase Extraction) eli kiinteafaasiuutto on orgaanisessa analytii-
kassa viime vuosikymmenen aikana yleistynyt esikasittelytekniikka. SPE:ssa
kaytettdva uuttopatruuna valitaan ominaisuuksiltaan sellaiseksi, etta ana-
lysoitavat yhdisteet erottuvat naytetaustastaan tarttumalla kiinni kiintean ad-
sorbenttifaasin pintaan. Tavoitteena on erottaa maaritettavat yhdisteet nay-
tematriisista spesifisesti omaksi fraktiokseen niin, ettd mukana tulisi mahdol-
lisimman vahan analyysid hairitsevia ylim&araisid taustakomponentteja.
SPE-patruunan faasilla on siten samanlainen funktio kuin kromatografiako-
lonnin stationdérifaasilla. [44, s. 658-659.]

Sorbenttifaasiin adsorboituneet analyytit eluoidaan patruunasta liuottimella,
jonka polaarisuus on valittu siten, etté yhdisteet irtoavat faasista ja uuttuvat
liuottimen mukana ulos patruunasta. Tyypillisimmilladan SPE:ssa hyédynne-
taan kaanteisfaasikromatografiaa. Talldin sorbenttifaasina on melko pooliton
materiaali, johon analyytit tarttuvat heikoilla, hydrofobiseen vuorovaikutuk-
seen perustuvilla sidoksilla (van der Waalsin voimat). Toinen suosittu SPE:n
faasityyppi on ioninvaihtosorbentti, jonka pinnalla tapahtuva adsorptio perus-

tuu ionikromatografiaan.

Taman opinndytteen menetelmankehityksessa kokeiltin kahta kaanteis-
faasipatruunaa ja yhta ioninvaihtopatruunaa. Kaanteisfaasipatruunat olivat
J.T. Bakerin Bakerbond SDB 1 (Styrene Divinyl Benzene) ja Watersin Oa-
sis® HLB (Hydrophilic-Lipophilic-Balanced). Kumpikaan testatuista k&&nteis-
faaseista ei ole luonteeltaan yhtd pooliton kuin pelkka C18-faasi. Menetel-
malla maaritettavissé yhdisteissa on sen verran polaarisuutta, ettéa testatta-
viksi kaanteisfaasisorbenteiksi oli perusteltua valita sellaiset, joissa on mu-
kana jonkin verran polaarisia elementtejd. Testattavana ioninvaihtopatruuna-
na oli Watersin Oasis® WAX (Weak Anion-eXchange), jonka heikko anionin-

vaihtofaasi soveltuu hyvin varsinkin helposti ionisoituvien happojen uuttoon.
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6.2 Nestekromatografia-tandemmassaspektrometria (UPLC-MS/MS)

Kehitetyssa menetelmassa mittaukset tehtiin nestekromatografi-massaspek-
trometrilla. Yhdisteiden kromatografiseen erotukseen kaytettiin Watersin
Acquity UPLC® -laitteistoa (Ultra Performance Liquid Chromatography; ks.
lite 1, kuva D:n vasen laita), jonka suorituskyky on korkean erotuskyvyn
nestekromatografiaa (HPLC) parempi. Keskeisimmé&t UPLC:n tarjoamat edut
ovat lyhyt analyysiaika, hyva erotustehokkuus ja parempi herkkyys, mika li-
saa analytiikan kustannustehokkuutta.

Keskeisin uusi tekninen ratkaisu UPLC-laitteistossa on se, etta station&ari-
faasipartikkelit ovat halkaisijaltaan pienempié kuin HPLC-kolonneissa (tyypil-
lisesti 1,7 um vs. 5,0 um). Pienempien partikkelien ansiosta faasin adsorp-
tiopinta-alasta tulee suurempi ja erottuvien piikkien pohjaluvuiksi saadaan
samoissa olosuhteissa suuremmat arvot, koska tasapainoprosesseja kiinte-
an ja liikkuvan faasin valilla ehtii tapahtua enemman kuin suuripartikkelises-
sa kolonnissa. Téalloin piikeista tulee muodoltaan kapeampia ja erotuksessa

paastaan HPLC:t4 parempaan resoluutioon sekd mittausherkkyyteen. [45.]

Analyysiaika lyhenee, koska pienten faasipartikkelien my6ta virtausnopeutta
voidaan kasvattaa ja/tai kolonnia voidaan lyhentaa. Virtausnopeuden kasvat-
taminen lisaa vastapainetta kolonnissa ja kapillaareissa, joten UPLC-laitteet
on suunniteltu kestdmaan hyvin suuria paineita, jopa 15 000 psi (1034 bar)
asti. Mahdollisimman lyhyen kolonnin sek& mahdollisimman suuren virtaus-
nopeuden kayttaminen vahentaa naytevydhykkeen leviamista, koska pro-
sessin nopeutuessa piikkeja levittdvaa diffuusiota ei ehdi merkittavasti ta-

pahtua.

Kromatografisen erotuksen jalkeen yhdisteet tunnistettiin ja niiden maaralli-
set osuudet mitattiin Watersin Xevo™ TQ MS -massa-analysaattorilla (ks. lii-
te 1, kuva D:n oikea laita). Prosessin aluksi maaritettavéat yhdisteet tulee
saada erotetuksi LC-kolonnista saapuvan liuotinvirtauksen joukosta. Kehite-
tyssd menetelmassa tahan kaytettiin sahkdsumutusionisaatiota (ESI, Elec-
trospray lonization). LC-MS-yhdistelméatekniikassa laitteistojen valinen liitan-

ta on teknisesti haastavampaa toteuttaa kuin GC-MS:lla [44, s. 488].

Kuvassa 1 esitetdan Xevo™ TQ MS -analysaattorin toimintaperiaate kaavio-
kuvana, joka on perdisin laitteiston MassLynx-ohjelmistosta. ESI-tekniikalla

toteutettu laitteistojen valinen liitanta sijoittuu kuvan vasempaan laitaan.



19

APl Gas . Collision Gas
797 L/hr 0 L/Hr
ES- Analyser Trip Pirani
7.8BE-05 mB. 2.06E-03 mBar
. T Detector (PMT)
Desolvation g g
550 °C 23 L/hr ey 1 s }
Capill
Probe D_Espé ;3! T
Phosphor
Trrs Extractor Entrance Exit [ == ]
51V 21V 1v 143V ‘
B}
%o ! Dynode
Lree Hexapole Quadrupole  Scan\wave Collision Cell  Quadrupole
150 °C (MS2)

Collizion Energy 17 eV

2 / ¥

Kuva 1. Watersin Xevo  TQ MS -laitteiston toimintakaavio

LC:lta saapuva eluenttivirtaus sumutetaan ohuen kapillaarin (capillary) lapi
sumutuskammioon. Sisdanmenokartion (cone) ja kapillaarin valisen potenti-
aalieron seurauksena eluointiliuoksesta muodostuu sahkdisesti varautuneita
pisaroita, joiden varaustiheys kasvaa liuotinmolekyylien haihtuessa kuuman
typpikaasun vaikutuksesta (desolvation). Lopulta sdhkoisen poistovoiman
voittaessa pintajannityksen pisarat hajoavat pieniksi aerosolihiukkasiksi, jot-
ka voidaan ohjata laitteistossa eteenpain. Liuottimen haihduttua jaljelle jaa-
vat tutkittavien yhdisteiden molekyyli-ionit. Analyyteista hapot, joiden pK, on
selvasti alhaisempi kuin ajoliuoksen pH, jaavat liuottimen poiston jalkeen

deprotonoituneeseen muotoonsa. [44, s. 488—-490; 46, s. 211-212.]

ESl-tekniikasta on olemassa sekd positiivinen ettda negatiivinen sovellus.
Kapillaarin ja sisadnmenokartion jannite-ero voidaan valita siten, etté ionisoi-
tavasta liuoksesta joko poistuu elektroneja tai siihen saapuu niitd lisda su-
mutuskammion ionil&hteesta (source). Makeutusaineille kehitetyssd mene-
telmassa kohdeyhdisteet ionisoitiin negatiivisella ESI:ll&, jonka tuottamien
molekyyli-ionien varaus on aina negatiivinen. ESI:n negatiivista muotoa kay-
tettiin, koska analyytit ovat luonteeltaan helposti deprotonoituvia. Negatiivi-
sessa ESl:ssa molekyyli-ioni on yleensé alkuperdisen molekyylin deprotonoi-
tunut muoto [M—H]~, mutta molekyylista rippuen myds useamman vedyn ir-
toaminen tai erityyppiset adduktit ajoliuoksen komponenttien kanssa ovat

mabhdollisia.

Addukti-ionit ovat analyyttimolekyylien ja ajoliuoksen sisaltdmien yhdisteiden
muodostamia molekyylien yhteenliittymid. Asetaattia sisdltavan ajoliuoksen
tapauksessa mahdollista negatiivisessa ESI:ss& on muun muassa se, etta

osa analyyteistd muodostaa adduktin, joka on muotoa [M+CH3;COOQO]". Jos
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mittauksissa seurattavaksi molekyyli-ioniksi on valittu vain [M-H]", jdavat

asetaattiadduktin muodostaneet molekyylit mittauksen ulkopuolelle.

Kuvassa 1 vasemman laidan sumutuskammion ionisuihkun muoto edustaa
tekniikkaa, joka vahentaa ionisoitumisvaiheeseen liittyvid hairidita ja erottaa
Xevon™ muiden valmistajien massa-analysaattoreista. Kyseessa on Water-
sin patentoima Z-spray ", joka ei puhalla ionivirtausta suoraan kohti kvadru-
poleille johtavia kartioita. Analysoitavat molekyyli-ionit ohjataan kartioiden
sahkokentan avulla kohti kvadrupoleja Z-kirjaimen kulmia muistuttavassa lin-
jassa, jossa liuotinmolekyyleja kuivaava typpikaasu virtaa ulospain kartioista.
Tallgin liuotinmolekyylit saadaan tehokkaammin erilleen analysoitavista mo-
lekyyli-ioneista ja ei-toivottujen addukti-ionien muodostuminen vahenee

merkittavasti.

Sumutuskammiosta molekyyli-ionit johdetaan ohjauskartioiden kautta eteen-
pain kohti massa-analysaattorin heksa- ja kvadrupolisauvastoa (hexapole,
guadrupole), joka erottelee vield jaljelld olevan taustan joukosta hajotuspro-
sessiin pdasevan molekyyli-ionin (tai molekyyli-ionit) [44, s. 492]. Heksa- ja
kvadrupolisauvaston kyky erotella ioneja niiden massa-varaussuhteen (m/z)
mukaan perustuu tasa- ja vaihtojannitteiden sopivaan muunteluun siten, etta
vain tiettyd m/z-arvoa vastaavat ionit padsevat kulkeutumaan sauvaston lapi
[46, s. 125-126]. Kuten kuvaan 1 merkityisté painelukemista (mbar) néh-
daan, tassa osassa laitteistoa vallitsee suuri vakuumi, jota yllapidetéaan tur-

bopumpuilla.

Tormaytyskammiossa (collision cell) spesifisti valikoidulle molekyyli-ionille to-
teutetaan argonkaasuun tormayttamalla hajoamisreaktio, jossa molekyyli ha-
joaa itselleen ominaisiksi fragmenteiksi. Hajoamistuotteet johdetaan tor-
maytyskammiosta seuraavalle kvadrupolisauvastolle, joka saatelee sita, etta
detektorille (detector) p&adsevat vain tietyn m/z-suhteen omaavat fragmentti-
ionit. [44, s. 492.]

Tandemmassatekniikalla (MS/MS) kohdeyhdisteiden kvalifiointi ja kvantitointi
toteutuu naytetaustan joukosta hyvin selektiivisesti. Taman mahdollistaa
muun muassa se, ettd fragmentoitavat molekyyli-ionit pystytddn useamman
eri kvadrupolin avulla tarkasti erottamaan muun aineksen joukosta ja etta
laitteistolla pystydaan samanaikaisesti mittaamaan useampaa eri hajoamisre-

aktiota (MRM, Multiple Reaction Monitoring). Prosessin monivaiheisuus ja
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useamman yksittaiselle yhdisteelle spesifin fragmentoitumisen havainnointi
tuo mittaustekniikkaan sellaista herkkyytta ja selektiivisyyttd, joka erityisesti
orgaanisessa ymparistdanalytiikassa on tarpeen.

6.3 Isotooppilaimennusmassaspektrometria (IDMS)

Isotooppilaimennusmassaspektrometrialla (IDMS, Isotopic Dilution Mass
Spectrometry) pyritdédn lisaamaan analyysituloksen luotettavuutta siséisten
isotooppileimattujen standardien avulla. IDMS:n hyddyntdminen on suosittua
varsinkin orgaanisessa analytiikassa, jossa esikasittelyyn ja laitetekniikkaan
usein liittyy hairidtekijoita. IDMS-standardeina kaytetaan analyyttien massa-
leimattuja vastineita. Analyysimenetelmissé naitd standardeja voidaan hyo-
dyntda joko 1) naytteisiin esikasittelyprosessin alussa lisattavind, menetel-
man saannosta tiedon antavina surrogaatteina’ tai 2) ennen injektiota lisat-
tavind, mittalaitteisto- ja matriisiperaisia hairioitd korjaavina instrumenttistan-
dardeina. [47, s. 1-4.]

Surrogaatin tulee olla mahdollisimman pitkéalti maaritettavan yhdisteen tai
yhdisteiden kaltainen. Molekyylimassan on oltava eri kuin menetelman koh-
deyhdisteilld, jotta mittaussignaalit pystytadn MS-Ilaitteistolla erottamaan toi-
sistaan. Saatavilla olevat orgaaniseen IDMS-analytiikkaan tarkoitetut iso-
tooppistandardit ovat joko **C-hiili- tai deuteriumleimattuja. Molekyylit ovat
muutoin identtisid vastaaviin natiiviyhdisteisiin nahden, mutta osa hiilista tai

vedyista on korvattu normaalia raskaammilla isotoopeilla.

Deuteriumleimatut yhdisteet sisaltavat raskasta vetya, jonka molekyylimassa
on kaksinkertainen natiivivetyyn ndhden eli 2 amu. Hiilleimana kaytetdan
tyypillisimmillaan isotooppia, jonka massa on 13 amu, kun natiivihiilella se on
12 amu. Taman opinnaytteen menetelman neljasta kohdeanalyytista kolmel-
le oli saatavilla deuteroitu vastine ja yhdelle hiilileimattu versio. Isotooppien
saatavuus asetti siten rajoituksia sille, milla tavoin IDMS:&a oli mahdollista
hyodyntaa. Valikoima oli kuitenkin melko runsas siihen nahden, mita aiem-
min on ollut saatavilla: tAhdn mennessa raportoiduissa vastaavissa mene-
telmissd massaleimatuista standardeista on ollut kaytdssa vain deuteroitu

sukraloosi [4; 18].

" Englanninkielinen alkuperéistermi on surrogate, jonka merkitys suomeksi on ‘korvike' — kemialli-

sen analytiikan kontekstissa suomenkieliseksi spesifiksi termiksi kuitenkin on vakiintunut muoto
surrogaatti. Julkaisuissa IDMS-standardien nimityskaytanteissa ilmenee jonkin verran vaihtelua.
Tassa opinnaytteessa kaytettaviksi termeiksi valittiin surrogaatti ja instrumenttistandardi.
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Naytteeseen esikasittelyn alussa lisattava surrogaatti antaa tiedon koko ana-
lyysiprosessin saannosta. Orgaanisen analytiikan tavallinen ongelmakohta
on analyyttien erottaminen taustamatriisistaan. Tassa opinnaytteessa kehite-
tyn menetelméan esikasittelyvaiheista SPE-uutto on kaikkein riskialttein aihe-
uttamaan havikkid saantoon. Uuton vaikutus lopputulokseen pystytaan kor-
jaamaan lahtopitoisuudeltaan tunnetulle surrogaatille tai surrogaateille nay-
tekohtaisesti méaadritettyjen saantoprosenttien avulla. Tama kuitenkin edellyt-
taa sita, etta surrogaattimolekyylin taytyy olla riittavan samankaltainen kuin
kaikki ne analyytit, joiden saanto sen avulla korjataan. Luotettava saantokor-
jaaminen edellyttda lisaksi sitd, etta surrogaatin prosentuaalinen saanto yl-

taa riittavan korkealle tasolle — suosituksena on, etta se olisi vahintadan 70 %.

Massaleimattujen surrogaattien avulla paastaan tarkempiin lopputuloksiin
kuin monia epavarmuustekijoita sisaltavilla tavanomaisilla standardinlisays-
kokeilla, joissa naytteita spiikataan tutkittavilla natiiviyhdisteilla [47, s. 2]. Na-
tiiviyhdisteilla toteutettavissa saantokokeissa suurimpana heikkoutena on
oletus siita, ettd kaikki ndytesarjan naytteet ovat kayttaytyneet analyysipro-
sessissa samalla tavoin. Erilaisten vesimatriisien sisaltamat tuntemattomat
komponentit vaikuttavat kukin ominaisella tavallaan muun muassa analyytti-
en pidattaytymiseen SPE-patruunaan. Erillisten saantokokeiden toteuttami-
nen jokaiselle naytematriisille on myés tyolastd. IDMS-menettely lisda siten
lopputuloksen luotettavuutta ja sdéstaa tydaikaa, koska alkuperédisen ana-
lyyttipitoisuuden mittaus sekd saantokoe pystytaan toteuttamaan samanai-
kaisesti yhdesta naytteesta.

Molekyylien ulkopinnan rakenteella on keskeinen merkitys SPE-faasin ad-
sorption kannalta. Ulkopinta on hiilileimatun isotoopin ja natiiviversion valilla
samanlainen. Deuterointi puolestaan muuttaa molekyylin pinnan fysikaalis-
kemiallisia ominaisuuksia, joten adsorptiokayttaytyminen ei ole taysin ident-
tistd natiiviin nahden. Hiilileimattujen isotooppien kayttd surrogaatteina onkin
suositeltavinta, koska natiiviyhdisteen ja sen hiilileimatun vastineen pidattay-
tyminen SPE-patruunaan tapahtuu joka analyysikerralla samalla tavoin ja

saannot siten ovat luotettavasti rinnastettavissa toisiinsa.

Ennen injektiota lisattdvan standardin tehtdv&nd on korjata injektion toistet-
tavuutta ja muita laitteistoperaisia hairidita seka matriisiefektia. Tahan tarkoi-
tukseen deuteroidut standardit ovat riittavan samankaltaisia natiiviyhdistei-

siin nahden. Koska maaritettavista keinotekoisista makeutusaineista saata-



23

villa oli hiilileimattu versio vain sakariinille, se valittin menetelman surrogaa-

tiksi. Instrumenttistandardeina puolestaan kaytettiin deuteroituja isotooppeja.

IDMS:n avulla kaikkein tarkimpiin tuloksiin paastaisiin, jos jokaiselle tutkitta-
valle yhdisteelle olisi kaytdssa omat yksilolliset surrogaattinsa ja instrument-
tistandardinsa. Kaytannossa tama ei kuitenkaan aina ole mahdollista. Talloin
menetelm&n optimoinnin yhteydessa tulee testata, kuinka monelle tutkittavis-

ta yhdisteista voi kayttdd samaa surrogaattia ja/tai instrumenttistandardia.

Kvantitointi IDMS:n sisadltavassa analyysimenetelmdassa toteutetaan useim-
miten ulkoisella kalibrointisuoralla, jonka liuotintausta on sama kuin naytteis-
sa. Kalibrointiliuoksiin lisdtddn ennen mittauksia tunnettu pitoisuus massa-
leimattuja standardeja. Kalibrointiliuoksiin ja naytteisiin lisataan kutakin stan-
dardia samat pitoisuudet. Yksittdisen analyytin kvantitointi toteutetaan sille
optimia instrumenttistandardia vasten. Tall6in kalibrointikuvaaja piirretéaén si-
ten, ettd vaaka-akselilla esitetdan pitoisuus ja pystyakselilla analyytista mi-
tattu vaste jaettuna samassa injektiossa instrumenttistandardista saadulla
vasteella. MyOs naytteistd maaritetaén vasteiden suhde samalla periaatteel-
la ja tata signaalia vastaava pitoisuus luetaan kalibrointisuoralta. Lopuksi tu-

los korjataan surrogaatin osoittaman saannon mukaiseksi.
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7 MENETELMAN KEHITTAMISPROSESSI

Menetelman kehittamisprosessin kuvauksessa edetdan siina jarjestyksessa,
missa uuden LC-MS/MS-menetelméan optimointi tulee toteuttaa maaritetta-
vistd analyyteista rippumatta. Instrumenttianalyyttisista parametreista aloit-
taminen on tarkoituksenmukaisinta, koska toistettava ja riittdvan herkka mit-
taussignaali on edellytys sille, ettd menetelman muita yksityiskohtia, kuten
esimerkiksi esikasittelyn eri vaihtoehtoja, voidaan alkaa testata. Kehitystyon
kaikissa vaiheissa tulee johdonmukaisesti pitaa kiinni siita, etta jokaisessa

testisarjassa on kerrallaan vain yksi muuttuja.

7.1 Instrumenttianalyyttiset parametrit

LC-erotuksen ja MS/MS-asetusten optimointi kytkeytyi pitkélti toinen toisiin-
sa, koska kyse on yhdistelmétekniikasta. Instrumenttitekniikoiden optimoin-
nin keskeisimmat elementit on kuitenkin selkeyden vuoksi pyritty erottamaan

omiksi kokonaisuuksikseen.

7.1.1 Kolonni

LC-olosuhteiden testaus alkaa kolonnin valinnalla. Kolonnin ominaisuuksien
tulee olla sopivat seka kaytdossa olevan laitteiston ettd mdadritettdvien ana-
lyyttien polaarisuuden kannalta. Koska menetelm&a ryhdyttiin toteuttamaan
Watersin UPLC-laitteistolla, kaytettavissé olevien kolonnien maara rajautui

laitevalmistajan kyseiseen laitteistoon tarjoamiin vaihtoehtoihin.

Jos optimointia lahdettaisiin toteuttamaan laajimmalla mahdollisella tavalla,
tulisi jarjestelmallisesti testata useita eri kolonnityyppeja. Nain laajaan ko-
keelliseen testaukseen ei kuitenkaan tassd menetelmasséa ollut tarkoituk-
senmukaista ryhtya. Valinnan perusteeksi riittivat julkaisuista l16ydetyt tiedot
sekd SYKE:n laboratoriossa rutiinikdytdéssa olevista UPLC-menetelmista
saatu kokemus. Kolonniksi valikoitui orgaanisessa analytiikassa monipuoli-
seen yleiskayttbon soveltuva ja laajalla pH-alueella toimintakykyinen Acquity
UPLC BEH (Bridged Ethyl Hybrid) C18 [48]. Analyyttistd kolonnia suojaa-
vaksi komponentiksi laitteistoon liitettin saman valmistajan VanGuard™
BEH C18 -esikolonni.

Ennen lopullista valintaa analyyttisesta kolonnista testattiin kahta pituusvaih-
toehtoa: 5 cm ja 10 cm. Muutaman testiajon jalkeen oli selvaa, etta 5 cm:n

pituus riittdd kaikkien neljan analyytin erottumiselle ja talléin yhdisteet myos
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saatiin erottumaan kapeampina vyohykkeina kuin 10 cm:n kolonnilla. Mit&
lyhyempaa kolonnia pystytdan kayttamaan, sitd paremmin toteutuu UPLC-
tekniikan mukanaan tuoma keskeisin hyoty: analyysiaika saadaan mahdolli-
simman lyhyeksi ilman, ettd erotustehokkuudesta joudutaan tinkimaan.

7.1.2 Ajoliuos

Ajoliuoksen liuotinkomponenteiksi valittiin vesi ja metanoli, koska maéaritetta-
villa yhdisteilla on hyva liukoisuus niihin molempiin. Kaikki menetelman ana-
lyytit liukenevat my6s asetonitriiliin, joka alhaisen viskositeettinsa ja korkean
erotustehokkuutensa vuoksi on tyypillinen LC-menetelmien orgaaninen liuo-
tin. Kun huomioidaan myos taloudelliset seikat, metanoli kuitenkin on kus-

tannustehokkaampi liuotinvalinta kuin asetonitriili.

Eri julkaisuissa raportoiduissa makeutusainemenetelmissa MeOH/H,O-yh-
distelmé& on tyypillinen. Aiemman tiedon nojalla todennékéista oli, etté opti-
maalisia LC-olosuhteita ei tdssa menetelmassa voida saavuttaa puhtailla
liuottimilla, vaan seka metanoliin etta veteen tulee lisata retention kasvatta-

miseksi jokin tai joitakin lisdaineita.

Sukraloosille tai syklamaatille kehitettyjen yksianalyyttisten menetelmien
MeOH/H,0O-ajoliuoksissa tavanomaisena lisdaineena on ollut 0,10-0,15 %
etikkahappoa [31; 34]. Useiden keinotekoisten makeutusaineiden samanai-
kaiseen maaritykseen soveltuvissa ymparistbéanalyyttisissa LC-MS/MS-me-
netelmissa MeOH/H,O-eluenttiparin lisdaineena puolestaan on ollut ammo-
niumasetaatti (CH;COONH,) pitoisuudella 20 mM tai 1 mM [4; 18]. Taman
perusteella hyvin todennékdiseltd vaikutti, ettd myds tassd menetelmassa
CH3COONH4,:n lisddminen eluenttiin osoittautuu tarpeelliseksi. Eri ammoni-
umasetaattipitoisuuksien lisaksi myds muita vaihtoehtoja testattiin — mukaan
lukien puhtaat liuottimet, koska mittauslaitteiston puhtaana sailymisen kan-
nalta suositeltavimpia ovat puskuroimattomat eluentit. Lisdaineina kokeiltiin
muurahaishappoa, ammoniumformaattia, ammoniumasetaattia seka viimek-
si mainitun ja muurahaishapon seosta. Edella mainituista vaihtoehdoista
kaikki muut paitsi pelkkd ammoniumasetaatti rajautuivat jo hyvin aikaisessa
vaiheessa pois, koska niilla ei ollut yhtd suotuisaa vaikutusta yhdisteiden
kiinnittymiseen kolonnin k&énteisfaasin pintaan. CH;COONH,:n suhteen tar-

kempi optimointi toteutettiin pitoisuusalueella 0—10 mM.
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Sopivimmaksi CH3;COONH,-pitoisuudeksi osoittautui 2 mM. Valinnan perus-
teet ovat nahtavissa liitteessé 2. Liitteessa esitetd&n rinnakkain kromato-
grammit, joissa muuttujana on ammoniumasetaattipitoisuus valilla 0—4 mM.
Testindytteen pitoisuus oli kaikkien analyyttien suhteen 50 ng/ml, mink&
vuoksi SCL:a kromatogrammeissa ei nay lainkaan. Sen osalta pitoisuuden
olisi pitéanyt olla vahintdén viisinkertainen muihin nahden, jotta signaali olisi

erottunut taustakohinasta.

Liitteen 2 kromatogrammissa A eluenttina oli puhdas vesi ja metanoli. Yh-
denk&aan yhdisteen retentio ei ollut riittdvad, vaan suurin osa analyyttimole-
kyyleistad kulkeutui yhtena rintamana suoraan kolonnin lapi ilman, etta erot-
tumista juurikaan tapahtui. Kromatogrammissa B eluentin CH;COONH;,-pitoi-
suus oli 1 mM ja erottumista oli tapahtunut jo selvasti enemman kuin puhtail-
la liuoksilla toteutetussa mittauksessa. ACS:n pidattaytyminen ei kuitenkaan

ollut viela riittavaa, koska piikki levisi lahes kahteen osaan.

Ammoniumasetaattipitoisuuksilla 2 mM ja 4 mM (litteen 2 kromatogrammit C
ja D) kaikkien yhdisteiden retentio kolonnissa oli riittavaa ja piikit erottuivat
kapeina vyohykkeina. Pitoisuudella 2 mM saatiin kaikista kolmesta kromato-
grammissa nakyvasta yhdisteestd merkittavasti suurempi vaste kuin 4 mM:n
pitoisuudella. Valintana 2 mM CH3;COONH, oli sopiva myds siind mielessa,
ettd kyseinen suolapitoisuus on niin pieni, ettd se ei aiheuta laitteistossa
suurta likaantumisen riskia. Vasteen pieneneminen korkeammilla ammoni-
umasetaattipitoisuuksilla (4—10 mM) todennédkdisesti aiheutuu ESI-ionisaa-

tiota heikentéavasta ionisuppressiosta.

ACS, SAC ja CYC ovat happoja, joiden pK,-arvot arvot ovat < 2. Jotta ha-
poista riittavan suuri osa olisi protonoituneessa muodossa poolittomaan sta-
tionaarifaasiin tarttuakseen, tulisi ajoliuoksen pH:n olla vahintdan yhden yk-
sikbn verran alle pK,:n. Jos kohdeyhdisteiden pK,-arvot ovat kovin matalat,
kuten tdman menetelman tapauksessa on, ei ajoliuosta voida saataa niin
happamaksi, ettd suurin osa happomolelyyleista olisi neutraalissa muodos-
sa. Talléin on turvauduttava ioniparikromatografiaan (IPC), jota myds tdman
menetelmé&n LC-erotuksessa paadyttiin soveltamaan, koska ammoniumase-

taatti osoittautui sopivaksi ajoliuoksen lisdaineeksi.

Eluenttiin lisattynd CH3;COONH,:n kaltainen kvaterndaarinen ammoniumyh-

diste toimii ioniparireagenssina, joka parantaa naytteen ionimuotoisten hap-
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pojen retentiota. Vaikutus perustuu siihen, ettda maarityksen kohteena olevat
anioniset yhdisteet muodostavat ajoliuokseen lisdtyn kationisen elementin
kanssa ulkoisesti neutraalin ioniparin, joka pystyy heikoilla sidoksilla hydro-
fobisesti adsorboitumaan poolittoman kaanteisfaasin pintaan. llman NH,"-
vastaionia anionimuotoiset ACS, SAC ja CYC eivat juuri lainkaan pysty kiin-
nittymaan kolonnin kaanteisfaasiin, kuten liitteen 2 kromatogrammit selkeasti
osoittivat. Eri pH-olosuhteissa neutraalina pysyvan SCL:n retentioon ionipari-

reagenssilla ei ole mitdan vaikutusta.

7.1.3 Naytteen liuotintausta

Ajoliuoksen liséksi yhdisteiden pidattaytymiseen kolonnissa vaikuttaa laitteis-
toon injektoitavan naytteen liuotintausta. Naytteelle sopivin liuotintausta tes-
tattiin kokeellisesti standardiseoksilla, joissa taustamatriisin MeOH/H,O-suh-
de vaihteli. Testeissa havaittiin, etté varsinkin ensimmaisena eluoituva ACS
reagoi herkasti naytetaustan muutoksiin. Tuloksena oli, etté injektoitava nay-
te saa sisaltda metanolia enintddn 30 %, jotta ACS juuri ja juuri pidattyy yh-
tend rintamana stationaarifaasiin, eikd osa molekyyleista kulkeudu suoraan
kolonnin lapi. Retention kannalta sopivimmaksi metanolin osuudeksi 0soit-
tautui 0—-10 %. Menetelmalla analysoitavat naytteet saavat siten sisaltaa me-
tanolia enintaan 10 % ja loppuosan tulee olla vetta, jotta kaikki yhdisteet elu-

oituvat kolonnista riittavan kapeina vydhykkeina.

7.1.4 Gradientti

Naytteen sisaltamien liuotinsuhteiden ja ajoliuoksen koostumuksen liséksi
varsinkin LC-erotuksen gradientin alun koostumuksella osoittautui olevan
ratkaiseva vaikutus yhdisteistd nopeimmin eluoituvan ACS:n erotustehok-
kuuteen. Jos aloituksessa on lasna liikaa metanolia, alkaa ACS:n piikki levi-
ta. Eri vaihtoehtojen kokeilemisen jalkeen paadyttiin siihen, etta gradientti tu-
lee aloittaa mahdollisimman suurella® vesipitoisuudella. Eluentin virtausno-
peus 0,4 ml/min osoittautui sopivimmaksi menetelm&&n valitun 5 cm pituisen
kolonnin kannalta. UPLC-tekniikan tarjpama nopeus hyddynnettiin menetel-

massa tehokkaasti, koska LC-ajon kokonaiskestoksi tuli vain 3 minuuttia.

8 100 %:n sijaan kuitenkin kaytettiin osuutta 99,9 %, koska laitteiston binaaripumppujen teknisen

toimivuuden kannalta parasta oli pitdd molemmat pumput toiminnassa koko LC-metodin ajan.
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Taulukkoon 3 on koostettu tiedot optimoidusta gradientista seka kaikista

muista tekijoista, jotka liittyvéat LC-laitteiston toimintaan.

Taulukko 3. Gradientti ja LC-erotuksen muut yksityiskohdat

Aika (min) LC- Virtaus A: B:
metodin alusta (ml/min) 2 mM CH3COONH4/H;0 (%) [ 2 mM CH3;COONH./MeOH (%)
Aloitus 0,400 99,9 0,1
0,10 0,400 99,9 0,1
2,00 0,400 0,1 99,9
2,30 0,400 0,1 99,9
2,40 0,400 99,9 0,1
3,00 0,400 99,9 0,1
Naytesilmukan tilavuus 10,0 pl
Injektiotilavuus 7,5 u
Injektiotekniikka "Partial Loop With Needle Overfill"
Laimea pesuliuos 100 % Milli-Q-H.O
Vahva pesuliuos 10 % Milli-Q-H.0 + 90 % MeOH
Tiivisteiden pesuliuos 90 % Milli-Q-H,O + 10 % MeOH
Néaytetilan lampétila 7°C
Kolonnin lampdétila 40 °C

Taulukon 3 mukaisella gradientilla kohdeyhdisteet eluoituivat kolonnista ai-
kavalilla 0,9-1,5 minuuttia. Gradientin kokonaiskestoksi kuitenkin maariteltiin
yhteensd 3 minuuttia, jotta kolonni ehtii puhdistua ja tasapainottua kunnolla
ennen seuraavaa naytetta. Liitteessa 3 annetaan esimerkit kaikkien mene-

telmalla kvantitoitavien yhdisteiden kromatografisesta erottumisesta.

Huomiota nadissa kromatogrammeissa saattaa kiinnittaa erityisesti se, kuinka
lahella toisiaan ACS ja SAC eluoituvat. Molemmat yhdisteet olivat polaari-
suudeltaan siind maarin samantyyppisia, etta niiden valista resoluutiota ei
saatu gradienttia saatelemalla suuremmaksi. Jos detektio toteutettaisiin va-
hemman spesifisella tekniikalla kuin MS/MS, olisi ACS:n ja SAC:n vélinen

etaisyys lilan pieni luotettavan kvantitoinnin kannalta.

Piikkien l&heisyys voidaan kuitenkin LC-MS/MS-menetelman tapauksessa
hyvaksya. Yhdisteiden paallekkaisyys ei MRM-mittauksessa heikenna selek-
tiivisyyttd, koska kustakin yhdisteesta seurataan samanaikaisesti kahta eri-
laista, m/z-arvoiltaan yksilollista molekyyli-ionin fragmentoitumisreaktiota.
Molemmat detektiossa seurattavat siirtymat ovat maaritettavalle yhdisteelle
ominaiset, ja mitattu signaali kuvaa spesifisti vain yhden analyytin antamaa

vastetta, vaikka ne LC-erotuksessa sijoittuisivatkin paallekkain.
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7.1.5 lonisaatio-olosuhteet

Massaspektrometrin parametrien optimointi toteutettiin kaymalla jarjestelmal-
lisesti lapi taulukon 4 mukainen testimatriisi, josta jokaisella testikierroksella
muutettiin yhta ominaisuutta kerrallaan. Mittaukset toteutettiin taulukossa 4
kuvatussa jarjestyksessa. Aina kun yksittaisen parametrin testisarja valmis-
tui, valittiin optimaalisin arvo, joka pidettiin vakiona siité eteenp&in prosessin
loppuun saakka. Testindytteena kaytettin veteen laimennettua standar-
diseosta (ACS, SAC, CYC 50 ng/ml ja SCL 250 ng/ml°). Néyte johdettiin
MS/MS-laitteistoon LC-erotuksen kautta. Ajoliuoksista ja gradientista oli tas-
sé vaiheessa kokeellisesti |[0ydetty toimivat, lopulliset versiot.

Taulukko 4. MS/MS-laitteiston parametrien optimoinnin tulokset

Parametri ja yksikko Testialue Optimoitu arvo
Kapillaarin jannite (kV) 0,1-2,5 0,5

Kartion jannite (V) 10-70 ACS 25; SAC 35; CYC 45; SCL 30
Kuivauskaasun lampétila (°C) 200-650 550
Kuivauskaasun virtaus (I/h) 600-1200 800

Naytekartion kaasuvirtaus (I/h) 5-60 23
Tormayskaasun virtaus (ml/min) 0,05-0,5 0,07
Tormaysenergia (V) 10-50 ACS 15; SAC 20; CYC 23; SCL 15

Paatokset taulukossa 4 esitetyistd optimoiduista arvoista tehtiin siten, etta
valikoiduksi kunkin ominaisuuden kohdalla tuli aina se yksittdinen arvo, joka
tuottaa mahdollisimman suuren vasteen kaikista neljasta analyytista. Komp-
romisseilta ei tdssa vaiheessa voitu valttyd, koska suurimman osan arvoista
tuli olla samat kaikille yhdisteille; ainoastaan kartion jannite ja tormaysener-

gia oli mahdollista valita samaan menetelmaan yhdistekohtaisesti.

Menetelman massaleimatuille yhdisteille ei optimoitu yksildllisia kartion jan-
nitteita ja térmaysenergioita. Niille kaytettiin samoja arvoja kuin vastaaville
natiiviyhdisteille. Isotoopit voisi toki ottaa mukaan optimointiprosessiin. Se ei
kuitenkaan ole valttdAmatontd, koska IDMS-standardeja kaytetddn mittauk-
sissa aina niin suurina pitoisuuksina, ettd signaali voidaan luotettavasti de-

tektoida natiiviyhdisteille optimoiduilla asetuksilla.

®  sCL:lle valittiin muihin nahden viisinkertainen pitoisuus, koska siitd mitattavissa olevan signaalin

oli havaittu samalla pitoisuustasolla jadvan huomattavasti muita pienemmaksi. Optimoinnin ai-
kana selvaksi tuli, ettd SCL-pitoisuus olisi kannattanut valita vielakin suuremmaksi esimerkiksi
kymmenenkertaiseksi muihin yhdisteisiin ndhden — talldin SCL:n vaste olisi saatu mitattua tois-
tettavuudeltaan luotettavammalla tasolla kaikissa optimointiolosuhteissa.
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7.1.6 Detektoitavat ionit

Jotta analyyttien kvalifiointi ja kvantitointi voidaan toteuttaa MS/MS-laitteistol-
la, tulee kohdeyhdisteista tuntea ESI-tekniikalla ionisoitavien molekyyli-ioni-
en (englanniksi precursor ion tai parent ion) m/z-arvot. Lisaksi tiedossa on
oltava vahintdén kaksi télle molekyyli-ionille spesifia hajoamistuotetta (pro-
duct ion tai daughter ion) tai toinen lahtdioni ja yksi sen spesifi hajoamis-
tuote. Laitteiston tormaytyskammiossa tapahtuvaa lahtdionin hajoamisreak-
tiota tietyksi fragmentti-ioniksi nimitetaan siirtymaksi (transition).

Yleisella tasolla on linjattu, etta yksittaisesta yhdisteesta detektoitavia siirty-
mi& on oltava vahintdan kaksi, jotta menetelmaa voidaan pitdd kvantitatiivi-
sesti luotettavana. Useamman eri siirtyman samanaikaiseen mittaamiseen
MS/MS-laitteistossa kaytetddn Multiple Reaction Monitoring -tekniikkaa
(MRM). Taulukkoon 5 on koottu menetelman keskeisimméat MRM-asetukset:
kunkin mitattavan yhdisteen kaksi spesifista siirtymaa ja niiden jako retentio-
aikojen perusteella eri aikaikkunoihin. Taulukossa osoitetaan myds, kumpi
hajoamisreaktioista on ensisijainen eli se, jonka maarallinen osuus aina on
suurin ja jonka pohjalta kvantitointi toteutetaan. Liitteen 3 kromatogrammit F
ja G osoittavat, etta jokaisesta kvantitoitavasta natiiviyhdisteesta saatiin me-

netelmalld mitattua vaaditut kaksi siirtymaa.

Taulukko 5. Menetelman MRM-asetukset

Akadana | Yhaisie | ReteTIoka | uantian | ot
ACS 0,95 162 > 82 162 > 78
1 d-ACS 0,94 166 > 86 -
0,0-1,2 min SAC 1,06 182 > 106 182 > 42
Bc.sac 1,06 188 > 106 -
2 cYc 1,26 178 > 80 178 > 96
11-16min | g.cvc 1,24 189 > 80 -
3 SCL 1,48 395 > 359 397 > 361
1,3-1,8 min d-ScL 1,47 401 > 365 -

Ikkunoiden alku- ja loppuajat on tarkoituksella sijoitettu hieman paallekkain,
koska osa yhdisteista eluoituu LC:It& niin [&helld toisiaan. Deuteroitujen yh-
disteiden natiiveja hieman lyhyempi retentio oli paasyyné siihen, miksi ai-
kaikkunat jouduttiin sijoittamaan osittain limittain. Talldin my@s natiiviyhdis-
teiden retentioajoissa tapahtuva muun muassa matriisista riippuvainen sa-
tunnaisvaihtelu tulee huomioiduksi. Liiaksi ikkunoissa ei kuitenkaan saa olla

paallekkaisyytta, jotta mittauksen herkkyys ei karsi.
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7.2 Kalibrointi

Menetelman kalibrointi perustuu analyyteista mitattavan vasteen ja pitoisuu-
den valilla vallitsevaan riippuvuuteen. Kokeellisesti selvitettiin, onko riippu-
vuus luonteeltaan lineaarista eli pysyyko pitoisuuden ja mittaussignaalin va-
linen suhde vakiona pitoisuuden muuttuessa. Kehitetyn menetelmén lineaa-
risuutta testattiin pitoisuusalueella, joka ACS:n, SAC:n ja CYC:n osalta oli
0,07-100 ng/ml ja SCL:n 0,30-460 ng/ml. Kalibrointiliuokset laimennettiin
gravimetrisesti ja suoria piirrettdessa kaytettiin kolmen desimaalin tarkkuu-
della punnitustuloksista liuottimen tiheyden avulla laskettuja pitoisuuksia.

Jo menetelménkehityksen alkuvaiheessa oli selvaa, ettd sukraloosin to-
teamis- ja maaritysrajat tulevat jAdmaan muita analyytteja korkeammalle.
Muissa vastaavissa menetelmissda SCL:n LOD ja LOQ ovat olleet 5 tai jopa
20 kertaa korkeampia kuin ACS:lla [4; 18]. LC-MS/MS-parametrien opti-
moinnin yhteydessa havaittiin, etta myos tassa menetelméssa samasta pi-
toisuudesta mitattuna ACS:n signaali oli voimakkain. SCL:n heikko mittaus-
herkkyys selittyy osin silla, ettd molekyyli on massaltaan kutakuinkin kaksin-
kertainen ACS:iin, SAC:iin ja CYC:iin nahden. Suuren molekyylimassan
vuoksi sen molaarinen konsentraatio on muita analyytteja selvasti pienempi

samassa massakonsentraationa ilmaistussa pitoisuudessa.

Kalibrointiliuokset laimennettiin Milli-Q-veteen, koska laitteella mitattavien
standardien ja naytteiden taustasta haluttiin saada mahdollisimman vesipi-
toinen. Tama edellytys ilmeni LC-olosuhteiden optimoinnin yhteydessa. Ka-
librointistandardien ja kvantitoitavien naytteiden liuotintaustan tulee olla
mahdollisimman identtinen. Kalibrointiliuokset sisélsivat pienen maaran kan-
taliuoksista perdisin olevaa metanolia. Enimmillaan kalibrointiliuosten me-
tanoliosuudeksi tuli noin 2 % (V/V). Instrumenttistandardien annostelun yh-
teydessa myoOs naytteisiin jouduttiin lisaamaan hieman metanolia. Liuotin-
taustan mahdolliset erot naytteiden ja kalibrointiliuosten valilla olivat téassa

tapauksessa niin pienid, ettei niilla ole vaikutusta tulosten laatuun.

Menetelmassa sovellettiin ulkoista kalibrointia, johon yhdistyy sisdisten mas-
saleimattujen standardien kaytt6. IDMS-standardeja hyddynnettiin kehitetys-
sé menetelmassa kahdessa eri funktiossa: esikasittelyn alussa naytteeseen
lisdttdvana surrogaattina ja juuri ennen injektiota lisdttavana instrumentti-
standardina. Kalibrointiliuoksia ei naytteiden tapaan esikasitelld, joten niihin

kaikki standardit lisdtdan ennen injektiota yhdella kertaa. Taman menetel-
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man kalibrointikuvaajissa natiivistandardeista mitatut vasteet suhteutettiin
analyytille optimin instrumenttistandardin signaaliin ja esitettiin pitoisuuden
funktiona. T&mé& kuitenkaan ei ole ainoa tapa massaleimastandardeja hy6-
dyntavan kalibroinnin toteutukseen, vaan myds muunlaisia kvantitointiperi-

aatteita on mahdollista kayttaa.

Koska *C-SAC oli ainoa saatavilla ollut hiilileimattu keinotekoinen makeu-
tusaine, sitd paatettiin kayttda menetelman surrogaattina. SAC:sta ei ollut
lainkaan saatavilla deuteroitua versiota. Talldin SAC:n instrumenttistandar-
diksi tuli valita jompikumpi lahella eluoituvista deuteroiduista yhdisteista eli d-
ACS tai d-CYC. Vaihtoehdoista sopivimmaksi osoittautui d-CYC.

Kalibroinnin lineaarisuutta tutkittaessa havaittiin, kuinka olennainen tekija
instrumenttistandardien kayttd on lopputuloksen oikeellisuuden kannalta.
Kun pelkilla natiiviyhdisteilla maéaaritettyjen suorien lineaarisuutta verrattiin
instrumenttistandardeja vasten kvantitoituihin suoriin, ero oli selkea: ACS:n,
SAC:n ja CYC:n lineaarisuus oli huomattavasti parempi deuteroitujen anta-
mia signaaleja vasten piirretylla suoralla. ACS:n kohdalla selitysaste (R?) pa-
rani kaikkein eniten — 0,898:sta 1,000:aan. Myds SAC:n ja CYC:n kohdalla
instrumenttistandardin kaytté paransi vasteen lineaarisuutta merkittavalla ta-
valla. SCL:n lineaarisuuteen instrumenttistandardilla ei ollut havaittavaa vai-
kutusta: sen selitysasteeksi saatiin molemmissa tapauksissa arvo, joka ylitti

orgaanisessa analytiikassa vakiintuneen suositusarvon R? = 0,995.

Liitteessa 4 esitetdén IDMS-standardien avulla samalla ajokerralla méaaritetyt
esimerkkisuorat, joiden selitysasteissa saavutettiin kaikkien yhdisteiden koh-
dalla varsin korkea-asteista lineaarisuutta kuvaava lukuarvo: 1,000 (ACS),
0,990 (SAC), 0,997 (CYC) ja 0,996 (SCL). Yhdisteista ainoastaan SAC:n se-

litysaste ei missaan vaiheessa ylittdnyt suositusarvoa 0,995.

Kalibroinnin lineaarisuuden mittana ei kuitenkaan voida pitdd yksinomaan
suoran selitysastetta, vaan myo6s residuaalien tarkastelu on tarpeen. TAma
on toteutettu liitteessa 4, jossa suorien lisksi esitetd&n niiden residuaaliku-
vaajat. Kaikki kuvaajat on laadittu Watersin MassLynxiin sisaltyvalla Target-
Lynx-datank&sittelyohjelmalla. Suorat olivat lineaarisia myds residuaalien

perusteella.

Liitteen 4 kahdella viimeisellad sivulla esitetaan mittaustulokset kalibrointiliu-

oksiin lisatyista massaleimatuista standardeista, joita jokaiseen liuokseen ol
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lisatty sama pitoisuus (d-SCL 125 ng/ml, muut 25 ng/ml). Kalibroinnin luotet-
tavuutta tukee se, ettd kaikkien IDMS-standardien vélinen toistettavuus ka-
librointisuoran eri pisteissa oli varsin hyva. %RSD:t olivat 17,8 (d-ACS), 13,2
(**C-SAC), 7,7 (d-CYC) ja 7,3 (d-SCL).

ACS:n osalta menetelma havaittiin lineaariseksi koko testatulla alueella
(0,07-100 ng/ml). Muiden analyyttien kohdalla mittausherkkyys ei riittényt
signaalin toistettavaan detektointiin alimmassa testatussa pitoisuudessa. Tu-
losten nojalla poissuljettua ei ollut, etteikd menetelma voisi olla lineaarinen
testattua laajemmallakin pitoisuusalueella. ACS:n kohdalla lineaarisuuden
rajaa ei kokeellisesti saavutettu asteikon kummassakaan paassa. ACS:n
alimmassa mittauspisteessa signaali-kohinasuhde (S/N) keskimaarin saavut-
ti jopa arvon 100. Niinpéa pitoisuutta pystyisi viela melko paljon alentamaan
ennen kuin S/N saavuttaisi detektiorajan maaritelman mukaisen minimiarvon
3. Menetelmdn muiden yhdisteiden detektoinnin alaraja puolestaan saavu-
tettiin testimittauksissa, mutta toisessa aaripaassa niidenkin lineaarinen alue

saattaa jatkua myos nyt testattua korkeampiin pitoisuuksiin.

7.3 Naytteen esikasittely

Esikasittelyn kehitystydn alkuvaiheessa testimatriisina kaytettiin natiivistan-
dardeilla spiikattua Milli-Q-vetta. Myohemmassa vaiheessa ryhdyttiin kayt-
tamaan mahdollisimman pitkalti aidon kohdematriisin kaltaisia naytteita: suu-
rimmaksi osaksi Paijanne-tunnelin pintavetta spiikattuna seka joissakin yksit-
taisissa kokeissa myods spiikkaamattomia pintavesinaytteita, jotka olivat pe-
raisin Eteld-Suomen alueelta. Opinnaytetyon toteutuksen aikana ehdittiin
empiirisesti keskittyd vain yhteen ympéristondytematriisiin, joksi valikoitui

pintavesi.

Keinotekoiset makeutusaineet ovat luonteeltaan siind maarin polaarisia, etta
ne liukenevat hyvin veteen. Vesiliukoisuus tuo esikasittelyyn monia mahdol-
lisuuksia mutta samalla myds haasteita. Vesiliukoisten yhdisteiden erottami-
nen vesinaytetaustasta voi toisinaan olla hyvinkin ongelmallista. Erotuspro-
sessin haasteellisuutta lisaa se, kuinka paljon eroja maaritettavien yhdistei-

den funktionaalisuuksissa on.
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7.3.1 Suodatus

Pintavesimatriisi sisaltda paljon kiinteita partikkeleita, minka vuoksi naytteet
oli tarpeen suodattaa ennen uuttoa. Suodattamaton nayte tukkii SPE-patruu-
nan hyvin helposti. Suodatus toteutettiin imusuodatuksena vesisuihkupum-

pun avulla ja suodatintyypiksi valittiin lasikuitusuodatin (ks. liite 1, kuva A).

Lasikuitusuodatusta testattiin spiikatulla Milli-Q-vedella ja tulos oli, ettd suo-
datus ei pidatad analysoitavia yhdisteitd eik& siten aiheuta havikkia lopputu-
loksiin. Témé&n varmistuttua lasikuitusuodatus voitiin hyvaksya osaksi esika-
sittelytoimenpiteita.

7.3.2 SPE-patruunan ja eluointitilavuuden valinta

Kaikissa raportoiduissa keinotekoisten makeutusaineiden ymparistdéana-
lyyseissa on esikasittelyyn sovellettu kiintedfaasiuuttoa. Suosituin sorbentti-
materiaali on ollut Watersin Oasis® HLB [2; 3; 13; 14; 31; 33]. T4ss4 mene-
telmankehityksessa paatettiin testata kolmea eri patruunatyyppid ja valita
niistd saatujen tulosten nojalla sopivin adsorbentti. Kokeiltavien patruunoi-
den valinnassa apuna kaytettiin julkaisuissa annettuja tietoja. Testattaviksi
kaanteisfaasipatruunoiksi valittin J. T. Bakerin Bakerbond SDB 1 ja Water-
sin Oasis® HLB. Lisaksi testattin Watersin Oasis® WAX -ioninvaihto-

patruuna. Kaytdssa ollut uuttolaitteisto esitellaan liitteen 1 kuvassa B.

Aiemmissa sukraloosimenetelmissa yleisin patruuna on ollut HLB, mutta sita
ei ole kaytetty yhdessakaan monianalyyttisessa sovelluksessa. Saksalaises-
sa seitseman kohdeyhdisteen menetelmassa patruunaksi oli testien jalkeen
valittu SDB [4]. WAX-ioninvaihtopatruunaa haluttiin kokeilla sen vuoksi, etta
analyyteistd kolme on happoja, joiden pK,-arvot ovat varsin alhaiset (1,6—
2,0). Helpon ionisoituvuutensa ansiosta ne saatettaisiin saada tehokkaimmin
keratyksi heikon anioninvaihtosorbentin pintaan. Kaanteisfaasiin tarttuminen
tapahtuu aina hydrofobisilla vuorovaikutuksilla, joten analyytin tulee olla
mahdollisimman taydellisesti neutraalissa muodossaan. Nayteliuoksen tulee
siten olla hyvin hapanta, jotta ACS, SAC ja CYC esiintyvat siella ulkoisesti

neutraalissa, protonoituneessa muodossaan.

Selvitettiin, millaisen uuttotilavuuden yhdisteiden eluointi kustakin patruunas-
ta vaatii. Patruunoihin lisattiin standardia suoraan adsorbentin paalle (ACS,
SAC ja CYC 90 ng, SCL 450 ng). SDB- ja HLB-patruunoista eluoitiin 3 ml:n

MeOH-fraktiot aina 12 ml:aan asti. WAX-ioninvaihtopatruuna pestiin ennen
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eluointia 2 % HCOOH (aq) -liuoksella. Patruunasta eluoitiin ensimmaisena
6 ml:n MeOH-fraktio, jonka mukana uuttuivat neutraalit yhdisteet. lonimuo-
toiset yhdisteet eluoitiin 1 % NH; (MeOH) -liuoksella neljassa 3 ml:n erassa.

Kaikki patruunoista keratyt fraktiot haihdutettiin kuiviin, mink& jalkeen liuotti-
meksi lisattin 1 ml vettd ja naytteet analysoitin UPLC-MS/MS-laitteistolla.
Tuloksena oli, ettd suurin osa yhdisteista eluoitui kaikista patruunoista frakti-
ossa 0-3 ml ja jonkin verran viela valilla 3—6 ml. Menetelmassa kaytettavaksi
uuttoliuottimen tilavuudeksi paatettiin 6 ml. Analyyteistda SCL on niin stabiili,
ettd se pysyy neutraalina eri pH-olosuhteissa. Se eluoitui WAX:sta MeOH-
fraktiossa, kun muut yhdisteet puolestaan uuttuivat NHs/MeOH-fraktioon.
Koska ensisijaisena tavoitteena oli kehittda menetelmd, jossa kaikki ana-
lysoitavat yhdisteet ovat samassa uuttofraktiossa, pdaatettin  WAX-

ioninvaihtopatruuna hylata potentiaalisten vaihtoehtojen joukosta.

Testausta jatkettiin SDB:n ja HLB:n valilla. Seuraavana vertailtiin yhdisteiden
pidattymista patruunoihin eri pH-olosuhteissa. Testinaytteena kaytettiin Milli-
Q-vetta, johon spiikattiin SCL:sta pitoisuus 0,75 ng/ml ja muista yhdisteista
0,15 ng/ml. Naytettd uutettiin jokaisen patruunan lapi 100 ml ja uutteen lop-
putilavuudeksi haihdutuksen jalkeen tuli 1 ml. Testatut pH:t olivat 2,0; 3,7 ja
6,0, joista viimeinen arvo on Milli-Q-veden pH ilman happamuuden saatoa.
Samassa testisarjassa oli mukana myds nayte, johon lisattiin 4 mM-pitoisuus
ajoliuoksissa optimaaliseksi todettua ammoniumasetaattia. Lisaksi analysoi-
tiin nollandyte, joka osoitti, ettd menetelman materiaalit eivat sisalla mitdan

kontaminaation léhteita. Koesarjassa saadut tulokset esitetdan kuvassa 2.

Analyyteille mitatut pinta-alateri pH-olosuhteissa: SDB vs. HLB
7000 -

6000 -
5000
4000 -
3000 -

2000 -

" SRR PR ¥ R T |

sDB SDB SDB SDB 4mM HLB HLB HLB HLB4 mM

pH2,0 pH3,7 pH6,0 CH3COONH4 pH2,0 pH3,7 pH6,0 CH3COONH4
®ACS 6679 4922 103 251 1476 5171 818 1442
mSAC 390 1175 84 229 2 397 457 875
cve 2152 1536 18 97 556 1523 155 409
mscL 225 240 234 247 269 254 283 256

Kuva 2. Analyyttien pidattaytymisen pH-riippuvuus SDB- ja HLB-patruunoissa
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Testitulokset osoittivat, ettd SCL:n kannalta kumpikin patruuna ja kaikki tes-
tatut pH-olosuhteet olivat mahdollisia. ACS:n ja CYC:n kannalta parhaalta
vaihtoehdolta vaikutti SDB-patruuna pH:ssa 2,0. Kuitenkin SAC:n pinta-ala
naisséa olosuhteissa jai selvasti pienemmaksi kuin saman patruunan pH:ssa
3,7. Tulokset osoittivat myo6s, etta uutettava nayte ei ainakaan voi olla pH-
saatamaton (pH 6,0) ja ettd CH3;COONH4,:lla ei kdanteisfaasillisessa SPE-
patruunassa ole yhta tehokasta adsorptiota parantavaa vaikutusta kuin LC-
laitteiston k&anteisfaasikolonnissa. HLB:n kohdalla CH;COONH, tosin jonkin
verran paransi tulosta pH-saatamattémaan naytteeseen nahden toisin kuin
SDB-patruunalla. Taman testikierroksen antamien tietojen perusteella paa-
dyttiin valitsemaan menetelmassa kaytettavaksi uuttopatruunaksi SDB, jon-

ka osalla olosuhteiden optimointia jatkettiin yksityiskohtaisemmalla tasolla.

7.3.3 Naytteen pH:n optimointi

Kuvan 2 vertailun perusteella ajateltiin, ettd kaikkien analyyttien saannon
kannalta sopivin naytteen pH olisi valilla 3—4, koska SAC:n pinta-ala jai niin
pieneksi pH:ssa 2,0. Taman vuoksi saantokokeita, joissa oli myos kalibrointi
mukana, toteutettiin SDB-patruunalle aluksi vain pH-alueella 3—4. Testimat-
riisina oli spiikattu Milli-Q, jossa natiivianalyyttien joukkoon lisattiin tassa vai-
heessa ensimmaisté kertaa surrogaatti **C-SAC. Tuloksena saatiin kuvan 3

mukaiset saannot.

Prosentuaaliset saannot spiikatusta Milli-Q-vedesta
250,0% -

ACS
200,0% -

150,0% - ==ACS
== SAC
SAC - cve
S - —— 3
100,0% - 13C.SAC 0 = SCL
s e————— e

50,0% -

0,0%

pH3,3 pH3,6 pH3,8 pH4,0 pH4,1

Kuva 3. Analyyttien saannot SDB-patruunalla Milli-Q-matriisista (IDMS ei kaytéssa)

Kuvassa 3 esitetyt tulokset olivat ensi ndkemalta varsin hyvia, koska useim-
pien analyyttien saannot lahentelivat 100 prosenttia. Tuloksia ei kuitenkaan
voitu pitda luotettavina, koska pH:ssa 3,3 ACS:lle ja CYC:lle saatiin epa-

realistisen suuret saannot: 150 % ja jopa yli 200 %. Tasta voitiin paatella, et-
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td ndmé mittaustulokset eivat voineet kuvata todellista tilannetta analyyttien
pidattaytymisesta SPE-patruunan adsorbenttifaasiin. Nollakokeen perusteel-
la tiedossa oli, ettd esikasittelyprosessi ei sisdltanyt mitddn kontaminaation-
l&hteita, ainoaksi virhel&hteeksi siten rajautui laiteanalyyttinen mittauspro-
sessi. Koska ACS:n saannoksi tuli jopa yli 200 %, selvaa oli, etta sille detek-

toitu mittaussignaali oli vahintaan kaksi kertaa liian suuri.

Kalibrointitestien yhteydessa havaittiin, ettd ACS:n, SAC:n ja CYC:n vaste
pitoisuuteen nahden ei kayttaytynyt riittavan lineaarisesti silloin, kun mittauk-
sessa ei ollut mukana instrumentaalisia ja matriisiperaisia hairiéita korjaavia
deuteroituja standardeja. Myo6s kaikki kuvan 3 tulokset oli mitattu ja kvantitoi-
tu nimenomaan ilman naitd standardeja. Ainoastaan SCL:n saanto saattoi
tdssa testisarjassa olla oikean suuntainen, koska kalibrointia testattaessa

sen signaali todettiin erittdin lineaariseksi myos ilman instrumenttistandardia.

Optimoinnin luotettavuuden kannalta valttdmatonta olisi ottaa deuteroidut
standardit mukaan menetelmankehitykseen jo mahdollisimman varhaisessa
vaiheessa. Testauksen luotettavuutta paatettiin lisata myoés siten, etta testi-
matriisina ryhdyttiin kayttamaan Paijanne-tunnelista peraisin olevaa pintavet-
td, joka taustamatriisiltaan on samankaltainen kuin menetelmalla tutkittavat

aidot pintavesinaytteet olisivat.

Kuvan 3 tulokset hylattiin epéaluotettavina. SDB-patruunan optimi-pH tuli sel-
vittda uudella koesarjalla. Aiempia tuloksia voitiin pitédé siind mielessa oikean
suuntaisina, ettd lahempana 4:44 olevat pH-arvot pystyttiin rajaamaan opti-
moinnin ulkopuolelle. Kuvassa 3 varsinkin ACS:n ja CYC:n vasteet nousevat
kohti alempia pH-arvoja, joten testattavaksi alueeksi valittin pH 2,0-3,5.
Testinaytteend kaytettiin Paijanne-pintavetta, joka nollakokeen mukaan ei
luonnostaan sisaltanyt lainkaan tutkittavia yhdisteita. Testinaytetta spiikattiin
SCL:lla pitoisuuteen 145 ng/ml ja muilla natiiviyhdisteilla seka **C-SAC-
surrogaatilla 30 ng/ml. Juuri ennen injektiota lisattavien standardien pitoi-
suudet olivat d-ACS:lla ja d-CYC:lI& 25 ng/ml ja d-SCL:lla 125 ng/ml. Jokai-
sessa testattavassa pH:ssa toteutettiin kaksi rinnakkaisnaytetta ja uuttotila-
vuus seka konsentrointikerroin oli sama kuin kahdessa edellisessé kokeessa

(100 ml — 1 ml). Tuloksena saatiin kuvan 4 mukaiset saannot.
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Prosentuaaliset saannot spiikatusta pintavedesta
100,0% -
90,0% -
80,0% scL
70,0% - ACS
60,0% | ove ——ACS
== SAC
50,0% -
CcYc
40,0% - =é=SCL
30,0% - SaC 13C-SAC
20,0% - 13C-SAC
10,0%
A/B = rinnakkaiset
0,0% T T T T T + madritykset
pH2,0A pH2,0B pH2,6 A pH2,6 B pH35A pH3,5B

Kuva 4. Analyyttien saannot SDB-patruunalla pintavesimatriisista (IDMS kaytdssd)

Saantojen suuruusluokka oli kaikkien analyyttien osalta realistinen, ja voitiin
todeta deuteroitujen standardien korjanneen mittalaite- ja matriisiperaisia
hairioita tehokkaasti. Instrumentaalisen standardin kaytté osoittautui valtta-

mattomaksi niin naytemittauksissa kuin kalibroinnissakin.

Kuvan 4 koesarjan tuloksista voitiin tehdad seuraavat paatelméat naytteen
pH:n ja SPE-uuton saannon valisesta riippuvuudesta: SAC:n ja SCL:n saan-
toon pH ei juurikaan vaikuta. ACS:n ja CYC:n saantoon pH:lla on olennainen
vaikutus — molempien kannalta optimaalisimmaksi uutto-pH:ksi arvioitiin saa-
tujen tulosten perusteella 2,5 + 0,1. Tassa pH:ssa analyyteista kolmen saan-
to ylitti 70 %, jota orgaanisessa jddmatason analytiikassa voidaan pitda hy-
vana saantoprosenttina. ACS:n ja SCL:n kohdalla paastiin keskimaarin jopa
90 % tasolle CYC:n jaadessa noin 75 %:iin. Koesarjassa maéaritettyjen rin-

nakkaisten naytteiden valilla vallitsi hyva toistettavuus.

SAC:n ja sen massaleimatun vastineen *C-SAC:n saannot olivat keskimaa-
rin 26 %. Hajonnat testindytteiden valilla olivat hyvin pienid pH-olosuhteiden
muuntelusta huolimatta. SAC on happo, jonka adsorptiossa pitdisi nakya
jonkinlainen muutos, kun ympariston pH:ta varioidaan pK,:n laheisyydessa.
ACS- ja CYC-hapoilla muutos oli ilmeinen. Ero voi kuitenkin selittya esimer-
kiksi silla, ettd SAC:n pK, on analysoitavista yhdisteista kaikkein alhaisin —
vain 1,6, kun ACS:lla ja CYC:lla se on noin 2.

Saantona SAC:n 26 % on niin matala, ettd massaleimatun vastineen saan-
nolla korjattuna tulokset ovat tarkkuudeltaan semikvantitatiivisia. *>*C-SAC:n
saanto vastaa hyvin tarkasti SAC-natiiviyhdistetta. Heikosta saannosta huo-

limatta **C-SAC-surrogaatin tunnetun saannon avulla SAC:sta on mahdollis-
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ta antaa melko oikeansuuntainen tulos. Ainoa kaytettavissa oleva hiilileimat-
tu surrogaatti ei vastannut muiden analyyttien saantotasoa, eika niita siten
voida saantokorjata lainkaan. IDMS-tekniikan tarjoama hyoty tulee menetel-
massa talldin vain osittain kayttéon. Tilannetta voisi yrittd&d parantaa siten,
etta jokin deuteroiduista instrumenttistandardeista siirrettaisiin surrogaatiksi
13C-SAC:n rinnalle.

7.3.4 Uuttotilavuus ja muut SPE:n saantoon vaikuttavat tekijat

Naytteen lisdamisen jalkeen SPE-patruuna yleensa pestdan sopivalla liuot-
timella tai liuotinseoksella, jotta mahdollisimman suuri osa taustakomponen-
teista saadaan poistetuksi patruunasta ennen analyyttien eluointia. Pesuliu-
oksina kokeiltin pH-sdatamatontd Milli-Q-H,O:ta, 2 % HCOOH:a (aq) ja
4 mM CH3;COONH a (aq). Kaikkien testattujen pesuliuosvaihtoehtojen to-
dettiin heikentavan varsinkin ACS:n saantoa merkittavalla tavalla. Kehitys-
tydn yhteydessa ei onnistuttu Ioytamaan pesuliuosta, joka ei olisi vaikuttanut

haitallisella tavalla menetelman saantoon.

Testattiin myds, kannattaako uuttopatruuna kunnostaa neutraalin veden si-
jaan 2 %:lla HCOOH:lla (aq), jonka pH on 2. Hapan kunnostus paransi
ACS:n saantoa jonkin verran, eika siitd muillekaan analyyteille haittaa ollut,
joten se péaatettiin sisallyttdd menetelman lopulliseen versioon. Lisaksi nayt-
teista yritettiin poistaa poolittomia hairidtekijoita vakevoidyn uutteen heksaa-

niuutolla, mutta silla ei havaittu olevan mitaan vaikutusta.

Analyyttien, varsinkin SAC:n, adsorptiota SDB-patruunaan yritettiin tehostaa
ulossuolauksella eli lisddmalla naytteeseen NaCl:a, jotta ndyteveden lisdan-
tynyt polaarisuus ajaisi méaaritettdvan orgaanisen aineksen tehokkaasti ad-
sorbenttifaasin pintaan. Suolakasittely ei kuitenkaan parantanut menetelman
saantoa, koska suolapitoisten naytteiden jalkeen patruuna oli pakko pesta
vedella, minka tiedettiin heikentdvan saantoa. Patruunan pesusta ja kuiva-
uksesta huolimatta vakevoityyn uutteeseen jai analyysilaitteeseen injektoin-
nin kannalta likaa NaCl-jaamia. Yhdesta suolapitoisesta uutteesta mittauk-

set silti toteutettiin, eik& tuloksena saatu aiempaa suurempia saantoja.

Uuttotilavuuden vaikutusta sakariinin saantoon tutkittiin toteuttamalla koesar-
ja, jossa uutettiin Etela-Suomen alueelta perdisin olevaa pintavetta tilavuu-
det 50 ml, 100 ml, 250 ml ja 400 ml. Testinaytteita spiikattin **C-SAC-

standardilla siten, ettéd vakevdityjen uutteiden pitoisuudeksi tuli 25 ng/ml
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100 %:n saantotasolla. Jokaisen uutteen lopputilavuutena haihdutuksen ja
veden lisdyksen jalkeen oli 500 pl. Tuloksena saadut **C-SAC:n prosentuaa-

liset saannot esitetdan kuvassa 5 uuttotilavuuden funktiona.

13C-SAC-saanto pintavedesta eri uuttotilavuuksilla

30,0%

27,5%

26,8%

25,0%

22,5%

20,0% 19,4%

17,5%

150%

12,5% 0% 13C-SAC

10,0%
7,5%

75%

50%

2,5%

0,0%

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Uuttotilavuus (ml)

Kuva 5. *C-SAC-saannon ja uuttotilavuuden valinen riippuvuus

Kuvaan 5 piirretty kéyra osoittaa **C-SAC:n saannon paranevan huomatta-
vasti, kun patruunan lapi virtaavaa vesimdaraa pienennetdan. Saantopro-
sentti laski uuttotilavuuden kasvaessa, koska mitd enemman patruunan lapi
uuton aikana virtaa vettd, sitd suurempi osa madritettavista molekyyleista
eluoituu veden mukana suoraan jatteisiin. Tilannetta voisi mahdollisesti pa-
rantaa kayttamalla sellaista SPE-patruunaa, jossa on suurempi adsorptiopin-
ta-ala eli enemman adsorbenttimateriaalia kuin kehitettyyn menetelmaan va-
litun SDB-patruunan 200 mg. Koesarjassa saatujen tulosten perusteella me-

netelman uuttotilavuudeksi valittiin 50 ml.

Prosentuaalinen saanto 50 ml:n uuttotilavuudella jai tdssd koesarjassa liki-
main samalle tasolle (26—27 %) kuin aiemmin pH-olosuhteiden optimoinnin
yhteydessa 100 ml:n uutolla (kuva 4, s. 38). Nyt saanto 100 ml:n uuttotila-
vuudella oli vain noin 20 %. Kyse voi olla satunnaisvaihtelusta, mutta toden-
nakoéisimmin ero selittyy silla, etta testisarjojen ndytematriisi ei ollut taysin
sama. Kummankin koesarjan nayte oli pintavettd, mutta erilaatuista sellaista:
pH-testauksessa naytteena oli Paijanne-tunnelin vesi, kun uuttotilavuustes-
tauksessa kaytettiin Etela-Suomen alueelta peréisin olevaa jokivesindytetta.
Tuloksessa siten mita todennakdisimmin nakyy se, ettd tiheasti asutun alu-
een jokivesi on saannon kannalta jonkin verran haastavampi matriisi kuin

koostumukseltaan melko puhdas Paijanne.
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7.3.5 Haihdutus ja sitd seuraavat toimenpiteet

Kun analyytit on eluoitu SPE-patruunasta 6 ml:lla metanolia, on seuraavana
tybvaiheena liuottimen vaihto vedeksi ja pienempéan tilavuuteen konsent-
rointi. Metanoli poistetaan haihduttamalla uute kuiviin. Orgaanisten yhdistei-
den maaritysmenetelmiin tyypillisesti kuuluva liuottimen haihdutus saattaa
aiheuttaa havikkid saantoon. Ennen lopullisen haihdutustekniikan valintaa
tehtiin vertailukokeita sentrifugaalihaihdutuksen ja normaalipaineessa toteu-
tettavan typpihaihdutuksen valilla. Saantoon vaikuttavia eroja haihdutustek-
niikoissa ei havaittu. Analyyttien korkeiden kiehumispisteiden vuoksi kon-
sentroinnin mahdollinen vaikutus saantoon ylipaataan on pieni verrattuna

SPE-uuton yhteydessa tapahtuvaan havikkiin.

Menetelmaan siséllytettavaksi haihdutustavaksi valittiin sentrifugaalihaihdu-
tus, koska se on typpihaihdutusta moninkertaisesti nopeampi tekniikka.
Sentrifugaalihaihduttimessa (ks. liite 1, kuva C) liuotin haihdutetaan l[Ammon
avulla alipaineessa siten, etta nayte pyorii suurella nopeudella roottorin ak-
selin ympari kuten sentrifugissa. Haihduttimen pydrimisnopeus oli 2500 rpm,

vakuumi alimmillaan 12 mbar ja maksimilampétila 35 °C.

Kuivaksi haihdutettuun koeputkeen lisattavaksi vesitilavuudeksi valittiin me-
netelmén lopullisessa versiossa 190 pl. Tahan tulee lisatd 10 pl metanoliin
laimennettua instrumenttistandardiseosta, joten naytteen lopputilavuudeksi
tuli 200 pl. Uuttotilavuudella 50 ml naytteen pitoisuudesta saadaan 250 ker-
taa alkuperaista vakevampi. Konsentrointikertoimesta haluttiin niin suuri kuin
50 ml uuttotilavuuden puitteissa oli mahdollista, jotta menetelméan toteamis-

ja maaritysrajat saataisiin riittdvan mataliksi.

Liuottimen vaihdon seurauksena uutteessa saattaa olla kiinteda ainesta, jo-
ka on liukoista metanoliin mutta ei veteen. Vakevdidyt uutteet tulee instru-
menttistandardin lisdyksen jalkeen sentrifugoida. Analyysilaitteeseen injek-
toitava nayte ei saa sisaltdd kiinteita partikkeleja. Sentrifugoinnin jalkeen

nayte on valmis UPLC-MS/MS-laitteistolla analysoitavaksi.

Massaleimatuista standardeista *C-SAC:lle, d-ACS:lle ja d-CYC:lle opti-
mointitesteissa kaytetty pitoisuus 25 ng/ml osoittautui sopivaksi. d-SCL.:lle
aluksi kaytdssa ollut testipitoisuus 125 ng/ml ei ollut riittdva, vaan sen tulee
olla vahintdan 225 ng/ml, jotta piikki saadaan erottumaan hyvéaksyttavalla

S/N-suhteella hankalistakin ndytematriiseista.
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7.4 Sisainen laadunohjaus

Jokaiseen rutiinikayttoon paatyvaan analyysimenetelmaan tulee menetel-
mankehityksen yhteydessd suunnitella sisdiset laadunohjaustoimenpiteet,
joilla voidaan taata tulosten pysyminen hyvaksyttavan mittausepavarmuuden
rajoissa pitkalla aikavalilla. Tassa opinnaytteessa kehitetyssd menetelmassa
keskeisimmat laadunohjaustoimet ovat saantoprosentin maarittdminen seka

rinnakkais-, kontrolli- ja nollandytteiden analysointi.

Menetelmankehityksen yhteydessa tehdyt nollakokeet osoittivat, ettd kay-
tésséd olevat materiaalit eivat tuota tuloksiin kontaminaatiota. Kaikki astiat ja
valineet tulee ennen kaytt6a huuhdella metanolilla. Analyysilaitteella eri nayt-
teiden valissa ajetaan yksi metanoli-injektio — tai erityisen vakevilla ja/tai li-
kaisilla naytteilla jopa useampia, jotta voidaan varmistua kolonnin puhtau-
desta. Suositeltavaa olisi ajaa puhdistusinjektio myds eluentin toisella liuo-
tinkomponentilla eli vedella. Korkeissa ACS-pitoisuuksissa ilmeni kolonnin
puhdistumisessa joitakin ongelmia, joten kolonnin puhtautta tulee valvoa

seuraamalla liuotininjektioista mitattua vastetta.

Yhdistekohtaisten saantoprosenttien maarityksen kannalta IDMS-tekniikasta
ei kehitetyssd menetelméassa viela pystytty saamaan niin suurta hyotya kuin
silla parhaimmillaan voisi olla. Ainoa kaytdssa ollut surrogaatti vastasi vain
yhden tutkittavan yhdisteen (SAC) saantotasoa, joka jai 27 %:iin. Analyytin
maaritysprosessissa kokema havikki pystytaan kvantitatiivisesti luotettavalla
tavalla huomioimaan lopputuloksissa, kun surrogaatin saantoprosentti on riit-
tavan korkea, mieluiten = 70 %. Menetelman toiseksi surrogaatiksi tulisi saa-
da yhdiste, jonka saanto olisi rinnastettavissa ACS:iin, CYC:iin ja SCL.:iin.
Saantoprosentit olivat melko I&hella toisiaan, joten ndille yhdisteille yhteisen
surrogaatin kaytto saattaisi olla mahdollista. Tulevaisuudessa olisikin syyta

tutkia, kuinka d-ACS, d-CYC tai d-SCL toimisi menetelmassa surrogaattina.

Menetelman suorituskykya tulee rutiinimaaritysten ohessa seurata seka esi-
kasittelyn etta laitteiston toistettavuuden kannalta. Paras keino tahan on
analysoida jokaisen naytesarjan mukana pitoisuudeltaan tunnettu kontrolli-
nayte, jonka matriisi on samantyyppinen kuin tutkittavilla naytteilla. Kontrolli-
tulokset kirjataan kontrollikorttiin, joka toteutetaan esimerkiksi keskiarvo- eli
x-korttina. Liséksi on suositeltavaa, ettd jokaisesta tutkittavasta naytteesta

toteutetaan ainakin kaksi rinnakkaista maaritysta.
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7.5 Yhteenveto menetelman toteutuksesta

Kuvassa 6 esitetaan kooste kehitetyn menetelman esikasittelyn ja mittausten
toteutuksesta. Tarkempi yhteenveto, johon sisaltyvat muun muassa kalib-
rointiliuoksissa kaytetyt pitoisuudet, tarkeimmaét vdaline- ja laitetekniset yksi-

tyiskohdat sek& ohjeita tulosten kasittelyyn, on loydettavissa liitteesta 5.

Suodatus

= vesindytteen imusuodatus 1,6 pm lasikuitusuodattimen lapi

pH:n s&ato
= vakevalla HCOOH:lla valille 2,4-2,6

Surrogaatin lisays

= naytetilavuus 50 ml
= lisatd&dn MeOH:iin laimennettua surrogaattia 5 ng

SPE-uutto

= patruuna Bakerbond SDB 1

= kunnostus: 20 ml MeOH + 10 ml 2 % HCOOH (aq)
= naytteen (50 ml) uutto, virtaus max. 1 tippa/s

= kevyt kuivaus

= eluointi 6 ml:lla MeOH:a

Haihdutus

= MeOH:n poisto sentrifugaalihaihdutuksella
= maksilampétila 35 °C

= vakuumi alimmillaan 12 mbar

= nayte haihdutetaan taysin kuivaksi

Naytteen viimeistely

= lisatdan 190 pl Milli-Q-H-0

= lisdtaan 10 pl MeOH:iin laimennettua instrumenttistandardiseosta

= 200 pl:n lopputilavuudessa d-ACS/d-CYC 25 ng/ml, d-SCL 225 ng/ml
= vorteksointi

= sentrifugointi 10 000 rpm 10 min

= siirto insertilliseen néytepulloon ilman kiinteda ainesta

UPLC-MS/MS-analyysi

= injektiotilavuus 7,5 pl

= gjoliuokset 2 MM CH3COONH./H20 (A) ja 2 mM CH3COONH4/MeOH (B)
2,0 mi 0,4 mi

» gradientti 99,9 % A ~— 0,1 % A — 99,9 % A (3 min saakka)

= jonisaatiotekniikka negatiivinen ESI (ks. taulukko 4, s. 29)

= detektointimenetelma MRM (ks. taulukko 5, s. 30)

Kuva 6. Makeutusaineille kehitetyn analyysimenetelméan keskeisimmat tydvaiheet
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7.6 Arvio menetelmé&n maaritysrajoista

Kalibrointiliuoksista tehtyjen mittausten perusteella arvioitiin, millaisia pitoi-
suuksia menetelmalla voidaan kvantitoida laitteiston suorituskyvyn puitteis-
sa. Yhdistekohtaiset maaritysrajat (LOQ) arvioitiin sen perusteella, mika ka-
librointisuorilla mitatuista pisteisté edustaa alinta pitoisuutta, jonka signaali-
kohinasuhde (S/N) on véhintd&dn 10. Minimipitoisuustasojen valinnassa on
huomioitu my6s se, etta niiden tulee olla sellaisia, joilla kriteeri S/N 2 10 to-
teutui toistettavasti eri mittauspaivind. Talla periaatteella valikoidut rajapitoi-
suudet seké niité vastaavat keskimaaraiset S/N:t on koottu taulukkoon 6.

Taulukko 6. Menetelmaélle laitteiston suorituskyvyn puitteissa arvioidut méaaritysrajat

Matalin kalibrointiliuospitoi-

imAaarai 10 0 11
suus (ng/ml), jossa S/N 2 10 Keskimaarainen S/N Saanto (%) LOQ (ng/l)

ACS 0,07 113 90 1
SAC 0,28 61 27 5
CycC 0,30 45 75 2
SCL 1,39 25 90 7

Taulukon oikean laidan LOQ-sarakkeessa maaritysraja esitetaan pitoisuute-
na, joka kvantitoitavassa vesinaytteessa alun perin tulee olla, jos analyytti-
kohtaiset saannot ovat taulukossa ilmoitetun mukaiset ja esikasittely toteute-

taan siten, etta konsentrointikerroin on 250.

Jos LOQ:n kriteeriksi asetetaan S/N=10, ovat menetelmé&n maaritysrajat to-
dellisuudessa taulukossa 6 ilmoitettuja pitoisuuksia alhaisemmat. Varsinkin
ACS:lla mittauksen herkkyys riittaisi viela huomattavasti matalampien pitoi-
suuksien kvantitointiin. Teoreettisia minimiarvoja maaritysraja LOQ:lle
(S/N=10) ja toteamisraja LOD:lle (S/N=3) ei tassa yhteydessa koettu tarkoi-
tuksenmukaisiksi esittaa, koska menetelméan lineaarisuutta ei kokeellisissa

mittauksissa osoitettu taulukossa mainittujen pitoisuuksien alapuolelta.

On my6s huomioitava, etta menetelmén suorituskyvyn rajat ovat aina mat-
riisikohtaisia. Jos menetelmé otetaan rutiinikayttoon, tulee kullekin analysoi-
tavalle naytematriisille maarittdd omat yhdistekohtaiset raja-arvonsa. Matrii-
silla on olennainen vaikutus muun muassa esikasittelyn saantoprosenttiin
sekd mittauksen taustakohinan ja ionisuppression voimakkuuteen. Rajat tu-

levat sitd korkeammiksi, mita haastavampi ndytematriisi on kyseessa.

10 Mittauspisteen keskimaarainen s/n kahden eri paivan mittauksissa, joissa kolme rinnakkaisin-
jektiota paivaa kohden.

1 vrt. esim. saksalaismenetelméan LOQ:t (ng/l; s/n=6): ACS 2, SAC 2, CYC 5, SCL 10 [4, s. 1591].
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8 LOPUKSI

Kehittamisprosessista haasteellisen ja laajan teki erityisesti se, ettd mene-
telmén pystytys aloitettiin taman opinnaytetyoprojektin yhteydessa aivan al-
kutekijoista. Tehtavan laajuuteen ja kaytettavissa olleeseen aikaan nahden
saavutettua lopputulosta voidaan pitaé hyvin onnistuneena. Kehitystyon tu-
loksena saatiin analyysimenetelmd, jolla asesulfaami-K:lle, syklamaatille ja
sukraloosille pintavesinaytteista maaritettavat pitoisuudet edustavat vahin-
tdan 75 %:n osuutta naytteen todellisesta pitoisuudesta. Tata voidaan or-

gaanisessa analytiikassa pitaa varsin kiitettavana saantona.

Kohdeanalyyteista vain yhden, sakariinin, saanto jai tasolle 27 %. Saanto-
prosenttia yritettiin kasvattaa lukuisin keinoin, ja ainoastaan uuttotilavuuden
pienentamisella oli tilannetta parantava vaikutus. Tulevaisuudessa kannat-
taisi kokeilla, kuinka SPE-adsorbentin pinta-alan kasvattaminen vaikuttaisi
esikasittelyprosessin saantoon. Jatkossa suositeltavaa olisi testata viela tar-
kemmin myds muita adsorbenttimateriaaleja kuin hydrofobista kaanteis-

faasia.

Menetelméan lopullisen version suorituskyky todettiin tarkoitukseensa hyvin
soveltuvaksi. Kalibrointi oli lineaarinen, rinnakkaismaaritykset toistettavia ja
maadritysrajoissa paastiin niin alas kuin ymparistomatriisin todellisten pitoi-
suuksien kannalta on tarpeellista. Sakariinin matala saantokaan ei ole ylit-
sepaasematon ongelma: tulos pystytddn suuntaa antavasti korjaamaan ta-
solle 100 % hiilileimatun sakariinin saannolla, jonka osoitettiin olevan matrii-
sista riippumatta sama kuin natiiviyhdisteellda. Koska surrogaatiksi valitun
yhdisteen saanto pystyttiin rinnastamaan vain sakariiniin, jatkossa tulisi tut-

kia my0s deuteroitujen standardien kayttda surrogaatteina.
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NAYTE KALIBROINTISUORISTA RESIDUAALEINEEN LIITE 4
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Calibration: 27 Jul 2010 12:28:14

Compound name: Asesulfaami-K
Correlation coefiicient: r= 0999787, r'2 = 0998574
Calibration curve: 0.618042 * x + 0.000282372
Response type: Internal Std ( Ref 6 ), Area * (15 Conc. /1S Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 16 Axis trans: None
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Calibration: 27 Jul 2010 12:28:14

Compound name: Sakariini
Correlation coeficient: r= 0995127, r2 = 0990278
Calibration curve: 0.541619 * x + 0136513
Response type: Internal Std ( Ref 7 ), Area * (15 Conc. /1S Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 16 Axis trans: None
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Calibration: 27 Jul 2010 12:28:14

Compound name: Syklamaatti
Correlation coeficient: r= 0.998326, r2 = 0996655
Calibration curve: 0.862034 * x + 0.128843
Response type: Internal Std ( Ref 7 ), Area * (15 Conc. /1S Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 16 Axis trans: None
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Calibration: 27 Jul 2010 12:28:14

Compound name: Sukraloosi
Correlation coeficient: r= 0998022, r2 = 0996048
Calibration curve: 1.14983 *x +-0.557341
Response type: Internal Std ( Ref 8 ), Area * (15 Conc. /1S Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 16 Axis trans: None
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Calibration: 27 Jul 2010 12:28:14

Compound name: Asesulfaami-K-D4
Response Factor: 699401
RRF 3D: 124.479, % Relative SD: 17.798
Response type: External 5td, Area
Curve type: RF
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Calibration: 27 Jul 2010 12:28:14

Compound name: Sakariini-C13
Response Factor: 0.893318
RRF SD: 0.118231, % Relative 80: 13.2351

Response type: Internal Std ( Ref 7 ), Area * (15 Conc. /1S Area )
Curve type: RF
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Calibration: 27 Jul 2010 12:28:14

Compound name: Syklamaatti-D11
Response Factor: 138.272
RRF 3D: 10.5974, % Relative SD: 7.66418
Response type: External 5td, Area
Curve type: RF
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Calibration: 27 Jul 2010 12:28:14

Compound name: Sukraloosi-D6
Response Factor: 3.48804
RRF SD: 0.254943, % Relative 8D: 7.30905
Response type: External 5td, Area

Curve type: RF
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Kalibrointiliuokset

kalibrointiliuokset laimennetaan veteen metanolipohjaisesta natiivikantaliuosse-
oksesta gravimetrisesti siten, ettd tavoitepitoisuudet ovat ACS:lla, SAC:lla ja
CYC:lla 0,05 ng/ml, 0,1 ng/ml, 0,5 ng/ml, 1 ng/ml, 5 ng/ml, 10 ng/ml, 50 ng/ml ja
100 ng/ml; SCL:n pitoisuuden puolestaan tulee olla jokaisessa kalibrointipis-
teessa viisinkertainen edell& mainittuihin nahden

kuhunkin kalibrointiliuokseen lisataan tarkasti Hamilton-ruiskulla **C-SAC-stan-
dardia sek& deuteroituja d-ACS ja d-CYC siten, ettd niiden pitoisuudeksi tulee
25 ng/ml; d-SCL-standardia lisataén siten, ettd pitoisuudeksi tulee 225 ng/ml;
kalibrointiliuosten taustassa MeOH:n osuus saa olla enintdan 5 %

Naytteen esikasittely

koska sailyvyystesteja ei ole tehty, naytteet tulee sailyttdd kylmidssa ja uuttaa
kahden péaivan sisalla naytteenotosta, muussa tapauksessa ne on pakastettava

kaikki tyossa kaytettavat astiat huuhdellaan metanolilla mahdollisten kontami-
naatioiden valttamiseksi

nayte imusuodatetaan lasikuitusuodattimella
pH sdadetdan vakevalla HCOOH:lla arvoon 2,5 £ 0,1

pH-sdadettya naytettad punnitaan kahden desimaalin tarkkuudella mé&ara, joka ti-
lavuutena vastaa noin 50 ml:aa

naytteeseen annostellaan metanoliin laimennettua surrogaattia tarkasti Hamil-
ton-ruiskulla siten, ettd kvantitoitavassa, vakevoidyssa uutteessa sen pitoisuu-
deksi saantotasolla 100 % tulee 25 ng/ml

Bakerbond SDB 1 -SPE-patruuna kunnostetaan ensin 20 ml:lla MeOH:a ja sit-
ten 10 mllla 2 % HCOOH:a (aq); kunnostuksen jalkeen patruuna ei saa kuivua
ennen kuin koko nayte on uutettu

nayte uutetaan patruunan lapi nopeudella 1 tippa/s

patruunaa kuivataan kevyesti vakuumipumpun avulla

analyytit eluoidaan patruunasta koeputkeen 6 ml:lla MeOH:a; eluentin virtaus-
nopeus enintaan 1 tippa/s

patruuna kuivataan lopuksi taysin kuivaksi vakuumipumpulla

nayte haihdutetaan taysin kuiviin GeneVacin® Personal Evaporator EZ-Envi-
sentrifugaalihaihduttimen ohjelmalla Low BP; maksimilampdétilaksi asetetaan
35 °C ja Final Stagen pituudeksi 20 min ndytemaaralla < 5 kpl ja 25 min nayte-
maaralla > 5 kpl; haihdutusprosessin aikana vakuumi on alimmillaan 12 mbar
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haihdutusputkeen lisatdan automaattipipetilla 190 ul Milli-Q-vetta ja Hamilton-
ruiskulla 10 pl deuteroitua metanolipohjaista standardiseosta; 200 pl:n lopputi-
lavuudessa myos muita liuotinsuhteita voidaan soveltaa, kunhan MeOH:n osuus
ei ylita 5 % (V/IV)

deuteroidun standardiseoksen pitoisuus tulee etukateen laimentaa sellaiseksi,
ettd 200 pl:n kokonaistilavuudessa vallitsee kaikkien deuteroitujen yhdisteiden
suhteen sama pitoisuus kuin kalibrointisuoralla (d-ACS, d-CYC 25 ng/ml, d-SCL
225 ng/ml)

koeputki vorteksoidaan ja sen sisdltamasta 200 pl:n nestetilavuudesta mahdol-
lisimman suuri osa siirretdan pieneen Eppendorf-putkeen; siirto tehdaan valit-
tomasti veden ja standardien lisddmisen jalkeen, jotta merkittavaa haihtumista
ei ehdi tapahtua

Eppendorf-putki sentrifugoidaan mikrofugilla 10 000 rpm 10 minuutin ajan

putkesta naytettd annostellaan insertilliseen naytepulloon niin suuri tilavuus kuin
mahdollista ilman, ettd mukaan tulee pohjasakkaa

Instrumenttianalyysi ja tulosten kasittely

kalibrointiliuokset ja naytteet analysoidaan Watersin® UPLC-MS/MS-laitteistolla
ajoliuokset 2 mM CH;COONH./H,O (A) ja 2 mM CH;COONH,/MeOH (B)
LC-erotuksen gradientti 99,9 % A 225 0,1 % A 2™ 99,9 % A (3 min saakka)
injektiotilavuus 7,5 pl (ks. kaikki LC-asetukset taulukosta 3, s. 28)

kontaminaatioiden valttamiseksi ndytteiden valissa ajetaan yksi tai useampi
liuotininjektio

ks. yhteenveto optimoiduista ionisaatio-olosuhteista taulukosta 4, s. 29
ks. MRM-detektion ionit ja niiden aikaikkunat taulukosta 5, s. 30

tulokset kasitellaan Watersin® MassLynx-ohjelmistoon sisaltyvalla TargetLynx-
sovelluksella, johon on oltava luotuna tulosten kasittelyyn soveltuva metodi

ACS kvantitoidaan d-ACS vasten
SAC kvantitoidaan d-CYC vasten
3C-SAC kvantitoidaan d-CYC vasten
CYC kvantitoidaan d-CYC vasten
SCL kvantitoidaan d-SCL vasten

SAC:lle maéritetyt pitoisuudet korjataan **C-SAC:n saantoprosentilla; muille yh-
disteille saantokorjaamista surrogaatin nojalla ei voida tehda

naytteiden alkuperdaiset, konsentroimattomat pitoisuudet ilmoitetaan lopputulok-
sissa yksikossa ng/l tai pg/l



