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Paperissa esiintyy satoja haihtuvia orgaanisia yhdisteitd (volatile organic compounds,
VOC). Osa néista yhdisteistd aiheuttaa paperiin hajua, joka voi rajoittaa paperin kaytet-
tavyytta tietyissa sovelluksissa. Yhdisteet ovat perdisin paperin valmistusprosessin eri
vaiheissa kaytettavistd lisdaineista sekd puusta itsestddn. Hajua aiheuttavia yhdisteita
ovat muun muassa erilaiset amiinit, aldehydit, ketonit ja alkoholit. Haju paperissa aihe-
uttaa ongelmia lahes kaikissa kayttotarkoituksissa, mutta erityisesti elintarviketeollisuu-
dessa.

Yhtend kemiallisena analyysimenetelména haihtuvien orgaanisten yhdisteiden tutkimi-
seen kaytetddn staattista headspace-naytteenkasittelytekniikkaa yhdistettynd kaasukro-
matografimassaspektrometriin. Staattisessa headspace-tekniikassa tutkittava ndyte sijoi-
tetaan suljettuun ndytepulloon, jossa sitd kuumennetaan. Kuumennettaessa ndytteen ja
sen ylapuolelle muodostuvan kaasufaasin (headspace) vélille muodostuu tasapaino, jol-
loin haihtuvat ndytekomponentit vapautuvat ndytematriisista kaasufaasiin. Kaasua in-
jektoidaan kaasukromatografille, joka erottelee yhdisteet. Massaspektrometri tuottaa
yhdisteistd massaspektrin, jonka perusteella se tunnistaa yhdisteet vertaamalla niita
kaupalliseen spektrikirjastoon.

Tyon tarkoituksena oli kehittdd haihtuvien yhdisteiden analysointia kvantitatiivisem-
maksi, jotta kyettéisiin vertaamaan paperin valmistus- ja jalostusprosessin eri vaiheiden
naytteissa esiintyvien haihtuvien yhdisteiden maaraa ja nain selvittamaan niiden alkupe-
réa. Pyrittiin 16ytdmaan erilaisten haihtuvien yhdisteiden analysointiin soveltuva stan-
dardi jolla pystyttéisiin samalla valvomaan analyysilaitteen toimintakuntoa pitkalla ai-
kavalilla ja erilaisissa mittausolosuhteissa. Tavoitteena oli helpottaa hajuvalitusnéyttei-
den analysointia UPM:n tutkimuskeskuksessa, nopeuttaa tulosten kasittelya ja kehittaa
laitteen toimintakunnon valvonta.

Standardien A ja B soveltuvuutta analyysimenetelman semikvantitointiin tutkittiin.
Standardi A todettiin soveltuvaksi standardiksi VOC-yhdisteiden kvantitointiin paperis-
ta. Standardi A:lle maaritettiin sopiva pitoisuustaso ndytteiden analyyttien pitoisuuksiin
nahden. Menetelmén toistettavuus todettiin useilla rinnakkaisméaérityksilla. Standardi A
antaa toistettavia ja luotettavia tuloksia naytteiden vaatimissa erilaisissa mittausolosuh-
teissa. Tyodlle asetetut tavoitteet saavutettiin ja toimiva menetelma saatiin kehitettya.
Menetelmén kehityksen onnistuttua tyd luokiteltiin salaiseksi.

Avainsanat: paperi, VOC-yhdisteet, headspace, kaasukromatografia
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There are hundreds of different volatile organic compounds (VOC) in paper. Some of
these compounds cause unpleasant odor, which makes the utilization of paper difficult.
Compounds are originated from additives of paper process or the wood itself. Amines,
aldehydes, ketones and alcohols are the main compounds causing the odor. Paper odor
causes problems especially in food industry.

One useful chemical analysis method for VOC-compounds is a static headspace sam-
pling technique connected to a gas chromatograph-mass spectrometer. The sample is
placed in a closed bottle, which is heated. During heating equilibrium is reached be-
tween the sample and the gas phase (headspace) above it. Thus sample particles are
transferred from sample matrix to the gas phase. The gas is injected to the gas chro-
matograph, which separates the compounds based on their retention time. Mass spec-
trometer produces a mass spectrum of compounds and identifies them by comparing
them with spectrum library.

The main purpose of this study was to develop a quantitative analysis method for VOC-
compounds typically present in paper. This gives the opportunity to compare the
amount of VOC-compounds in different samples from paper making process and helps
to determine the origin of odor. The second goal was to find a standard that also evalu-
ates the operation of GC/MS during time and in different measurement conditions. The
aim of the study was to make the analysis of odor complain samples easier in UPM Re-
search Center, speed up the resulting and develop the monitoring of devices’ working
order.

Suitability of standards A and B on semiquantitation of analysis method was tested.
Standard A was found suitable for quantitation of VOC compounds in paper. The cor-
rect concentration for standard A was determined depending on sample concentrations.
Method repeatability was established with several replicates. Standard A gives repeata-
ble and reliable results in samples in different measurement conditions. The goals set to
the thesis were achieved and an usable method was developed. Because suitable method
was developed, the thesis was classified confidential.

Key words: paper, VOC-compounds, headspace, gas chromatography
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1 JOHDANTO

Paperissa esiintyy jopa 200 erilaista 3-9-hiilista orgaanista haihtuvaa yhdistett4d. Osa on
perdisin puusta, osa valmistusprosessin muista vaiheista. Jotkut ndista aiheuttavat pape-
riin hajua. Haisevia yhdisteitd muodostuu paperiin bakteeritoiminnan ja homeiden aihe-
uttamana, painovarien reagoidessa paperin kanssa, uuteaineiden, hartsien, hiilihydraatti-
en sek& paperinvalmistusprosessissa kaytettyjen kemikaalien ja lisdaineiden hapettumis-
tuotteena. Haju paperissa aiheuttaa asiakasvalituksia ja on erityisen suuri ongelma esi-
merkiksi elintarviketeollisuudessa, jossa pakkausten pitdisi olla hajuttomia ja mauttomia

ja ennen kaikkea suojata tuotetta, ei muuttaa sen ominaisuuksia.

Haihtuvien yhdisteiden tutkimiseen kédytetdan kaasukromatografimassaspektrometria ja
staattista headspace-tekniikkaa. Staattisessa headspace-tekniikassa nestemdista tai Kiin-
tedd ndytettd kuumennetaan suljetussa, tiiviissa pullossa kunnes ndytteen ja sen ylapuo-
lella olevan kaasufaasin valilla vallitsee tasapaino. Kaasufaasiin siirtyneet naytepartik-
kelit injektoidaan kaasukromatografille, joka erottelee yhdisteet. Detektorina toimiva
massaspektrometri muodostaa yhdisteistd massaspektrit ja tunnistaa ne vertaamalla niité

kaupalliseen spektrikirjastoon.

Tyon tarkoituksena on kehittédd paperin haihtuvien yhdisteiden analyysimenetelméaa se-
mikvantitatiiviseksi. Tavoitteena on I6ytéa sisdinen tai ulkoinen standardi, jonka avulla
voidaan arvioida erilaisten haihtuvien yhdisteiden maaraa eri aikoina mitatuissa ja eri-
tyyppisissd papereissa. Myds massadetektorin vastetta voidaan tutkia muuttuvissa mit-

tausolosuhteissa ajamalla tasaisin véliajoin tunnettua maéraa standardia.

Opinnaytetyo6 toteutettiin syksyn 2012 aikana UPM:n Lappeenrannan tutkimuskeskuk-
sen mikroskopialaboratoriossa. Tydn ohjaajana toimi vanhempi tutkija Vesa Miikki
(UPM Tutkimuskeskus) ja opettajaochjaajana Outi Heinid (Tampereen ammattikorkea-

koulu).



2 HAIHTUVAT YHDISTEET PAPERISSA

2.1 Paperin valmistus

Kemiallista massaa valmistettaessa puun kuituja toisiinsa sitova ligniini erotetaan kuu-
mennuksen ja kemikaalien avulla puuaineksesta. Sulfaattisellua valmistettaessa kuorit-
tua ja haketettua puuta keitetddn valkolipeéliuoksessa, jolloin kuituja sitova ligniini liu-
kenee lipeddn korkean paineen ja lampotilan vaikutuksesta. Keiton jalkeen massasta
pestaédn pois keittoliemi eli mustaliped. Mustalipedn sisaltdma puuperéinen aines kayte-
tdan hyodyksi polttamalla se soodakattilassa energiaksi. Liuoksesta saadaan talteen
kemikaalit ja bioenergia, jotka kédytetddn prosessissa hyodyksi. Pesun jalkeen massa
valkaistaan aluksi hapen ja lipedn avulla. Valkaisun viimeinen vaihe tehdaan nykyisin
usein hapen, vetyperoksidin, otsonin ja entsyymien avulla, jolloin on kyse TCF-
valkaisusta, eli valkaisu tehdaan téysin ilman klooria. Valkaisu voidaan tehdd myos
klooridioksidilla ja happipohjaisilla kemikaaleilla, jolloin kyseessa on ECF-valkaisu.
Massa etenee valkaisun jalkeen paperin valmistusprosessiin. (Avain Suomen metsateol-
lisuuteen 2006, 88-89; Metso 2012.)

Mekaanista massaa valmistettaessa kuidut irrotetaan toisistaan mekaanisesti hiomalla tai
hiertamalla. Ligniini pehmenee mekaanisessa rasituksessa ja kuitusidokset aukeavat.
Kuidut paitsi irtoavat toisistaan myos lyhenevat mekaanisessa rasituksessa ja ligniini jaa
massaan. Mekaanista irrotusta voidaan nopeuttaa hoyrykasittelylla tai lisadmalla kemi-
kaaleja. Hiokkeen ja hierteen raaka-aineena kéytetaan usein kuorittuja kuusipolkkyja.
Hioke valmistetaan painamalla puuta pyorivaa hiomakived vasten ja hiertamisessa hake-
tettu puu jauhetaan pyorivien kiekkojen valissdé massaksi. Hiontaa voidaan tehostaa li-
saamalla painetta ja hiertamista lisédmalla lampoéd, hoyrya ja kemikaaleja. (Avain Suo-

men metsateollisuuteen 2006, 89-90.)

Mekaanista massaa kaytetdan paino- ja sanomalehtipapereissa. Mekaanisella paperilla
on hyvé painettavuus ja se on ohutta ja lapikuultavaa, mitk& ovat painopapereille hyvia
ominaisuuksia. Sisaltaménsa ligniinin ja lyhytkuituisuutensa vuoksi mekaanista paperia
ei kaytetd kopiopaperin valmistukseen. Ligniinia sisaltdva massa kellastuu ajan myoéta ja
lyhytkuituisella massalla on huonot lujuusominaisuudet. (Avain Suomen metsateolli-
suuteen 2006, 89-90.) Kemiallista havumassaa kéytetdan lujitemassana kohteissa, joissa

vaaditaan hyvia lujuusominaisuuksia ja ajettavuutta paperikoneella. Koivusellua kayte-



td&n parantamaan tuotteen lopullisia ominaisuuksia, se antaa paperille hyvat painatus-,
kopiointi- ja tulostusominaisuudet. (Nieminen, Kallio & Lankia: Paperin kemiaa 2005.)

Paperin valmistuksessa voidaan kayttda joko kemiallista tai mekaanista massaa, mutta
usein yhdistetddn molempia ja lisatdan kierratyskuitua. Paperimassan koostumuksen
valinta riippuu sen kayttokohteesta. (Metso 2012.) Ennen paperikoneelle syottamista
paperimassaan sekoitetaan mm. tdyteaineita, jotka parantavat paperin painatusominai-
suuksia. Paperikoneen markapaan perélaatikosta laimennettu kuituseos levitetdan liik-
kuvalle viiralle, jossa rainan kuiva-ainepitoisuus alkaa kasvaa. Loput vedesta poistetaan
imun, puristuksen ja kuumennuksen avulla. Paperin kayttotarkoituksesta riippuvia laa-
tuominaisuuksia séédetéan kalanteroinnilla eli kiillotuksella ja paallystykselld. Né&iden
vaiheiden jalkeen konerulla leikataan pituusleikkurilla asiakasrulliksi ja toimitetaan asi-
akkaalle. Kartongin valmistusprosessi on paapiirteittdin samanlainen, kartonki muodos-
tuu useista kuitukerroksista kun paperissa kuitua on vain yksi kerros. (Avain Suomen

metsateollisuuteen 2006, 91.)

2.2 Haihtuvat yhdisteet ja syitd niiden muodostumiseen

Paperi sisdltdé haihtuvia orgaanisia 3-9-hiilisia yhdisteitd, jotka aiheuttavat siihen hajua.
Massan ja paperin kaasufaaseja tutkittaessa on l6ydetty yli 200 haihtuvaa, haisevaa yh-
distettd. Naistd suurin osa on perdisin muualta kuin puusta. (Donetzhuber 1981, 136—
138, Résdsen 2004, 4 mukaan.) Paperissa esiintyvia hajua aiheuttavia yhdisteita ovat
mm. heksanaali, pentanaali, bentsaldehydi ja muut aldehydit, hiilivedyt, asetoni, dime-
tyyliamiini (DMA) ja trimetyyliamiini (TMA) (Helle & Wiik 1998, 3). Paperi ei kos-
kaan ole taysin hajutonta, vaan siséltdd aina haisevia yhdisteita (Dyer 1996, Helle &
Wiikin 1998, 1, mukaan). Toisinaan tiettyja haisevia yhdisteitd muodostuu niin paljon,

ettd ihmisnend erottaa ne epamiellyttdvana hajuna.

Useat eri komponentit voivat aiheuttaa haisevien yhdisteiden muodostumista paperiin.
Paperin siséltdmassa kuitumateriaalissa on uuteaineita, ligniinin hapettumistuotteita ja
hiilinydraatteja. Paperin valmistuksessa kaytetyt kemikaalit, sideaineet, biosidit, vaah-
donestoaineet seké paperin leikkaaminen pituusleikkurilla voivat katalysoida haihtuvien
yhdisteiden muodostumista. Painatuskemikaalit sisaltdvat sidosaineita, pigmenttia, liuo-
tinta ja lisdaineita, jotka kaikki vaikuttavat paperiin muodostuvien yhdisteiden syntymi-

seen. MyoOs paperin valmistuksen ja — painatuksen mikrobiologiset reaktiot lisd&vat



VOC-yhdisteiden muodostumista. (Ristolainen 2004, 6.) Haihtuvia yhdisteitd muodos-
tuu paperiin muun muassa bakteeritoiminnan ja homeiden seurauksena sek& painovarien
reagoidessa paperin kanssa. My6s uuteaineiden, hartsien, hiilinydraattien ja paperin
valmistusprosessissa kaytettyjen lisdaineiden hapettuminen lisdd haihtuvien yhdisteiden
muodostumista. (Donetzhuber 1981, 136-138, Ré&sasen 2004, 4 mukaan.)

Paperitehtaiden suljettu vesikierto ja kierratyskuidun kaytto lisaavét paperin mikrobi-
toimintaa ja sitd kautta haisevien yhdisteiden muodostumista. Paperikoneella eri vai-
heissa muodostuvan hylkymassa ja -paperi kierratetdan takaisin peralaatikolle, jossa se
palaa takaisin hyotykayttéon prosessiin. Hylkyd muodostuu prosessin eri vaiheissa, ja se
voi siséltad paallystysaineita, tayteaineita, kemikaaleja ja lateksia, jotka saattavat aiheut-
taa ongelmia paperikoneen marénpaan kemiallisten ominaisuuksien séételyssa. (Dyer
1996, Helle & Wiikin 1998, 1, mukaan.)

Erityisesti ongelmia paperin haisevat yhdisteet aiheuttavat elintarviketeollisuudessa,
jossa pakkausmateriaalina kéytetadn paperia ja kartonkia. Haisevat yhdisteet voivat kul-
keutua elintarvikkeeseen ja aiheuttaa siihen sivumakua. (Helle & Wiik 1998, 1.) Haise-
vien yhdisteiden tutkiminen on haastavaa, silla usein voimakkaankin hajun aiheuttavaa
yhdistettd on paperissa vain hyvin pieni maéra. Yhdisteet myds hévidvat nopeasti ava-
tuista pakkauksista haihtuvuutensa vuoksi. Usein haisevat yhdisteet myds muodostuvat
paperiin vasta pitempiaikaisen varastoinnin jalkeen. (Helle & Wiik 1998, 1.) Siksi on-

gelmat havaitaan usein vasta tuotteen kuljettua paperitehtaalta jatkokayttajille.

Vaikka osa haisevia yhdisteita aiheuttavista tekijoista on tiedossa, niitd on hyvin vaikea
poistaa. Esimerkiksi paperiin hajua aiheuttavalle kemikaalille, joka muuten ominaisuuk-
siltaan on hyva, on vaikea l0ytdd korvaavaa vaihtoehtoa. Myodskéén paperissa tapahtu-
vaa puun uuteaineiden hapettumista ei voida estdd. Prosessin aikana kaytettavien kemi-
kaalien ja lisdaineiden valinnalla ja prosessin hallinnalla voidaan vahentadd paperiin
muodostuvaa hajua. (Helle & Wiik 1998, 8.) Haasteita hajun véhentamiseen aiheuttaa
myo0s se, ettd haju on aina syntynyt useiden yhdisteiden yhteisvaikutuksesta, ei yhdesta
tai kahdesta yhdisteestd. Hajun aiheuttajat voivat siis olla peraisin useasta eri lahteesta,
ja haju muodostuu paperiin, kun niiden pitoisuudet ja keskindiset suhteet ovat oikeat.
Hajun voimakkuus riippuu pitoisuuden liséksi lampdtilasta, ilmanpaineesta ja kosteu-

desta, ja kayttajat voivat kokea hajun eri tavalla muun muassa sukupuolesta, idsté ja



mielialasta riippuen. (Ristolainen 2004, 4-5.) Seuraavassa on kerrottu paperin yleisim-
misté haihtuvista yhdisteisté ja niiden alkuperé&sta.

2.2.1 Dimetyyli- ja trimetyyliamiini

Amiinit ovat yhdisteitd, joissa typpiatomiin on kiinnittynyt orgaanisia ryhmié. Orgaanis-
ten ryhmien méaarén perusteella amiinit on luokiteltu primaarisiin (metyyliamiini), se-
kund&arisiin (dimetyyliamiini) ja tertigérisiin (trimetyyliamiini). Amiinit ovat poolisia
yhdisteita ja haihtuvilla amiineilla on hyvin yksil6llinen ja voimakas haju. Pienimole-
kyylisid amiineja kéytetddn kumien, muovien, polymeerien, vériaineiden ja ruosteenes-
toaineiden valmistuksessa. Amiineja muodostuu mikro-organismien, kasvien ja eldin-
ten metabolisissa reaktioissa. (Onal 2006; Claeson, Ostin & Sunesson 2004, Karvisen
2007, 3, mukaan.)

Dimetyyliamiinissa (kuva 1) on typpiatomi, johon on liittynyt yksi vetyatomi ja kaksi
metyyliryhmdd. Dimetyyliamiini on pistavd, kalan- ja ammoniakin hajuinen vériton,
helposti syttyva kaasu. Sita esiintyy mm. ihmisen virtsassa. Kemikaalina DMA:a kayte-
tddn mm. maataloudessa torjunta-aineena. (Genome Alberta: Human Metabolome Data-
base 2005-2012.) Trimetyyliamiinissa (kuva 1) typpiatomiin on liittynyt kolme metyy-
liryhmé&é, myos se esiintyy huoneenldmmossa kaasuna. TMA on vériton, hygroskooppi-
nen ja helposti syttyva. Pienissa pitoisuuksissa TMA haisee kalalta, suuremmissa pitoi-
suuksissa silla on ammoniakin kaltainen haju. (Nevalainen: Amiinit 2010; Genome Al-
berta: Human Metabolome Database 2005-2012.)

H 3[:\ H 3(:1
JN —-CH 3 :N “C H 3
H H4C
Dimetyyliamiini Trimetyyhamiini

(sekundazrinen amiini) (tertiddrinen amiini)

KUVA 1. Dimetyyli- ja trimetyyliamiinien rakenne. (Nevalainen: Amiinit 2010, muo-
kattu)

Paperiin muodostuneet amiinit ja muut typpiyhdisteet ovat usein perdisin prosessin sul-

jetusta vesikierrosta, Kierratyskuidusta. Myos neutraalit ja eméksiset prosessiolosuhteet
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paperinvalmistusprosessissa lisdavét typpiyhdisteiden muodostumista. Usein haisevia
yhdisteitd muodostuu paperiin my6s mikrobiologisen toiminnan ja raaka-aineiden modi-
fioinnin seurauksena, esimerkiksi kationisen tarkkelyksen kationisointikemikaalin j&&-

mistd voi muodostua amiineja paperiin. (Ristolainen 2004, 19.)
2.2.2 Heksanaali, pentanaali, muut aldehydit, ketonit ja alkoholit

Paperissa esiintyvistd haihtuvista yhdisteistd yleisimmin ja eniten esiintyy heksanaalia
ja pentanaalia, mutta usein havaitaan my6s butanaalia, heptanaalia, oktanaalia ja pen-
tanolia. Tyypillisimmat haihtuvat yhdisteet ja niiden maara sulfiittipaperissa on esitetty
kuviossa 1. (Helle & Wiik 1998, 3.) Heksanaalia muodostuu paperin ja painovarien tyy-
dyttymattomien rasvahappojen hapettuessa ja puun sisédltdmén rasvahapon, linolihapon
hapettumisreaktion lopputuotteena (Ristolainen 2004, 19). Reaktiossa (kuva 2) tyydyt-
tymaton rasvahappo tuottaa vapaan radikaalin, joka hapen kanssa tuottaa peroksiradi-
kaalin. Lopuksi rasvahappovetyperoksidi hajoaa heksanaaliksi. (Ekman, Hamal&inen,
Jékéra ja Lassila 2005).

Volatiles in paper headspace, 1 month old sulphite hardwood pulp
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KUVIO 1. Tyypillisimmét haihtuvat yhdisteet sulfiittipaperissa. (Helle & Wiik 1998, 3)
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KUVA 2. Heksanaalin muodostuminen linolihapon hapettumisreaktiossa. (Belitz,
Grosch & Schieberle 2009, 206, muokattu)

Heksanaalin syntymiseen voi vaikuttaa massan valkaisu, jossa kéytettavat hapettavat
kemikaalit voivat kdynnistéa paperissa linolihapon hapettumisen. Paperin heksanaalipi-
toisuus kasvaa varastointiajan myota, mikali sitd varastoidaan valolta suojattuna, kasvua
ei tapahdu. Heksanaalin muodostumisen kiihtymista voidaan ehkéista mm. késittelemal-
14 paperimassa pelkistavalla yhdisteelld, esim. SO;:lla valkaisun jalkeen. (Ekman, Ha-
maldinen, Jakéra ja Lassila 2005.) Myds painovérien on todettu lisddvan heksanaalin
muodostumista. Linolihapon hapettumisreaktio kaynnistyy yli 20 °C:n lampétiloissa ja
heksanaalin maara on korkeimmillaan 40-50 °C:n alueella. Korkeammissa lampétilois-
sa heksanaali alkaa hajota tai hapettumisreaktioita heksanaalin muodostumiseksi ei ta-
pahdu. L&hes kaikki paperissa hajua aiheuttavat haihtuvat yhdisteet, aldehydit, ketonit ja
alkoholit muodostuvat erilaisten rasvahappojen hapettuessa. (Donetzhuber, Johansson,
Lovgren & Sarin 1999, 48-60, Rasdsen 2004, 11-12 mukaan.)

2.3 Paperin haihtuvien yhdisteiden ominaishajut

Dimetyyli- ja trimetyyliamiinin ominaishajuiksi on ilmoitettu pistava, kalan tai ammo-
niakin kaltainen haju (Amoore & Hautala 1981, 272-290, Karvisen 2007, 50 mukaan).
Alkoholien haju on luokiteltu makeaksi ja liuotinmaiseksi. Pentanaali ja muut aldehydit
aiheuttavat paperiin makeaa, tunkkaista, ruohoista, terdvaa ja sienimaista hajua. Ketoni-
en haju paperissa on terévé ja tunkkainen. Hiilihydraatit aiheuttavat paperissa liuottimen
ja lakan kaltaista hajua. (Ristolainen 2004, 22.) Standardien testauksessa kaytettiin
UPM:n Yes Silver multifunction-kopiointipaperia, jonka neliémassa on 80 g/m? (UPM

Kymmene 2012). Paperista tutkittaessa havaitut haju olivat liima, liuotin, maali, kalan
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haju ja méadantynyt. Haju oli melko voimakas ja erottui paperista selvasti viela viikkoja

riisin avaamisen jalkeen.
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3 ANALYYSIMENETELMAT HAIHTUVIEN YHDISTEIDEN
TUNNISTAMISEEN

3.1 Kaasukromatografimassaspektrometri

3.1.1 Toimintaperiaate

Kaasukromatografian ja massaspektrometrian analyyttiset ominaisuudet on yhdistetty
kaasukromatografi-massaspektrometrissa (GC/MS). Kaasukromatografiassa yhdisteet
erottuvat kiintedn faasin ja liikkkuvan faasin vuorovaikutuksessa. Kiinteana faasina toi-
mii kolonnin sisdll4 oleva stationdérifaasikerros ja litkkuvana faasina toimii kolonnin
lapi virtaava kantajakaasu. Menetelmdd kaytetddn sellaisten orgaanisten yhdisteiden
analysointiin, jotka ovat hoyrystyvid mutta eivéat hajoa hoyrystyessdén. Naytteen mole-
kyylit tarttuvat kolonnin sisépinnalla olevaan stationddrifaasiin ja irtoavat siita adsorp-
tiokykynsa mukaisessa jarjestyksessa. Molekyylin adsorptiokyky maaréytyy sen hoy-
rynpaineen ja liukoisuuden perusteella. Yhdisteet erottuvat usein kiehumispisteidensa
mukaisessa jarjestyksessd, mutta myos stationdarifaasin ominaisuudet, esim. poolisuus

voi vaikuttaa jérjestykseen. (Jaarinen & Niiranen 2008, 183.)

3.1.2 Injektointi

Néyte syotetaan injektoriin, jonka lampdétila on séadetty erotettavien yhdisteiden hdy-
rystymislampétilan mukaisesti. Injektorissa nayte hoyrystyy ja kulkeutuu kantajakaasun
mukana kaasukromatografin uunissa sijaitsevaan kolonniin. Kolonnin lampétila saade-
td&n uunin lampotilaa muuttamalla. Yhdisteiden hoyrystyminen ja niiden adsorboitumi-
nen stationdarifaasiin riippuu kolonnin lampdtilasta ja stationdérifaasin materiaalista.
(Jaarinen & Niiranen 2008, 183.)

Néyte voidaan injektoida kolonniin kolmella eri tavalla. Jakoinjektiossa (split injection,
kuva 3) vain osa injektoidusta naytteesta menee kolonniin, loppu kulkeutuu kantajakaa-
sun mukana ohivirtauksena jakoventtiilin kautta pois. Injektointitapa soveltuu hyvin
lampoa kestaville ja naytteille, joilla on suuri pitoisuus. Nayte injektoidaan neulalla sep-
tumin I&pi injektorin lasiseen sisdputkeen. Injektorin lampdtila sdédetaan niin korkeaksi,
ettd koko ndyteméara hoyrystyy. Septumi estdd kantajakaasun vuotamisen kimmoisan

pintansa avulla. Septumin alapintaa huuhdellaan kantajakaasulla, jotta septumi puhdis-
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tuu ja valtytddn kontaminaatioilta. Injektorin sisaputkesta ndyte virtaa kantajakaasun
mukana jakoventtiilille. Jakoventtiilin kautta suurin osa kaasusta virtaa jatteena kaasun-
suodattimelle. Jakoinjektiosuhteen mukaan sdédetty naytemaara menee kolonniin. In-
jektorille syotetystd kokonaiskaasuvirtauksesta osa huuhtelee septumia, loppuosaan se-
koittuu hoyrystynyt nédyte ja tasta vield suurin osa kulkeutuu jakoventtiilin kautta pois.
(Jaarinen & Niiranen 2008, 187-189; SGE Analytical Science Pty Ltd 2012.)

Suorainjektiossa injektorin rakenne on samanlainen kuin jakoinjektorin. Jakoventtiili
pidetddn suorainjektiossa suljettuna injektoinnin ajan ja sen jalkeen niin kauan kunnes
ldhes kaikki nadyte on mennyt kolonniin, jolloin se avataan. Osa kantajakaasusta huuhte-
lee septumin alapintaa, loppu kuljettaa naytetta kolonniin niin kauan kunnes jakoventtii-
li avataan. HOyrystynyt nayte tiivistyy kolonnin alkuosaan jossa se konsentroituu kanta-
jakaasun kuljettaessa liuotinta eteenpdin. Liuottimen haihduttua jakoventtiili avataan ja
konsentroitunutta naytettd aletaan erotella kolonnin lampdétilaohjelman edetessé. Suo-
rainjektio soveltuu pienille nayteméarille. (Jaarinen & Niiranen 2008, 187-189; SGE
Analytical Science Pty Ltd 2012.)

Kolonniin injektiossa néyte injektoidaan hoyrystamatta kokonaisuudessaan suoraan
kolonniin. Tdma injektointitapa soveltuu néytteille, jotka eivat kesté korkeita lampdotilo-
ja vaativaa hoyrystamistd. (Jaarinen & Niiranen 2008, 189; SGE Analytical Science Pty
Ltd 2012.)

Jako-/suorainjektorin rakenne

Septurmi
= Septumin huuhteln

=
% L ——# Ohivirtaus

Kmmennettu metalirunko —

KUVA 3. Injektorin rakenne (Sheffield Hallam University 2012, muokattu)

Kantajakaasu He ——» ————

Imjektorin sisdputld
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3.1.3 Yhdisteiden erottelu ja detektointi

Kaasukromatografimassaspektrometrissd (GC/MS) detektorina on massaspektrometri.
Kaasukromatografi erottaa yhdisteet toisistaan ja massaspektrometri tunnistaan spekt-
reihin. Kvantitointi tapahtuu yleensa sisdisen standardin tai kalibraatiosuoran perusteel-
la. Kolonnilta tulevat yhdisteet ionisoidaan useimmiten elektronipommituksella ioni-
saattorissa, myds kemiallista ionisointia voidaan k&yttad. (Jaarinen & Niiranen 2008,
124.)

lonisaattorin hehkulangasta eli filamentista irtoaa korkeissa lampdtiloissa elektroneja.
Elektronien liikevauhtia kiihdytetdan jannitteelld sahkokentassa. Kiihdytettdessa elekt-
ronit saavat liike-energiaa ja niilla pommitetaan naytemolekyyleja. Molekyyli menett&a
elektronin jolloin syntyy positiivinen radikaali, joka ohjautuu positiivisesti varautuneen
repellerin ansiosta kohti massa-analysaattoria. Radikaaliin jaanyt energiaylimadra mah-
dollistaa positiivisen molekyylin sidosten katkeamisen ja ioni hajoaa massafragmenteik-
si. Mikali elektronien kiihdytykseen on kéytetty suurta jannitettd, esim. 70 V, yliméaa-
réisté energiaa jaa niin paljon, ettd massafragmentit voivat hajota edelleen pienemmiksi
osiksi. Itse massaspektri syntyy tastd tapahtumasta, spektrissd nakyy ensin isommat
massafragmentit. Edettédessé spektrissd pienemmille massaluvuille havaitaan isompien
massafragmenttien hajoaminen pienemmiksi osiksi uusina piikkeina (kuva 6). (Suomela
2006, 8; Jaarinen & Niiranen 2008, 122-129.)

Massa-analysaattoreista yleisin on kvadrupolianalysaattori, jossa nelja yhdensuuntaista,
sahkdisesti toisiinsa kytkettya sauvaa ohjaavat ionien kulkua. Sauvojen jannitettd vaih-
dellaan ja tietyn massaluvun omaavat ionit paasevat lentamaén kvadrupolisauvaston
lapi. Jannitetta vaihtelemalla kaikki ionit saadaan lentdmaan sauvaston lapi detektorille.
Mitd kauemmin ionit pysyvéat analysaattorissa, sitd tarkemmin ne saadaan eroteltua.
Sauvaston jalkeen ionit lentdvat detektorin elektronimonistimelle, jossa ne irrottavat
elektroneja. Elektronit lentdvat eteenpdin elektronimonistimessa ja tormatessaan seina-
miin monistuvat. Elektronimonistimen paasta ulostuleva signaali vahvistetaan ja se on
verrannollinen analysaattorin l&pi tulevien ionien maaraéan. Detektorilla voidaan tunnis-
taa ainoastaan positiivisesti varautuneita molekyyleja. Taman vuoksi ennen detektoria

sijoitetaan poikkeutuslevy, joka ohjaa neutraalit ja negatiivisesti varautuneet ionit detek-
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torista poispéin. Detektorille p&&tyessadn ne aiheuttaisivat kohinaa ja detektorin likaan-
tumista. (Jaarinen & Niiranen 2008, 122-129.)

3.2 Headspace-tekniikka

Headspace on kaasukromatografiassa kéytetty tekniikka, jolla voidaan tutkia haihtuvia
yhdisteitd kiinteistd, nestemaisista tai kaasumaisista naytteistd. Sanalla headspace tar-
koitetaan naytepullon (kuva 4) yldosassa olevaa kaasufaasia, joka syntyy kuumennetta-
essa haihtuvaa yhdistetta siséltdvad naytettd suljetussa pullossa. Tekniikalla tutkitaan
erityisesti kevyitd ja suhteellisen matalassa lampdtilassa hoyrystyvia yhdisteitd, jotka
erottuvat helposti erilliseksi kaasufaasiksi nestemaéisistd, kiinteistd tai kaasumaisista
naytematriiseista. Korkeassa lampotilassa haihtuvia tai osittain haihtuvia yhdisteita ei
voida tutkia niiden vaikean erottumisen vuoksi. (SMI-LabHut 2012.)

Vaikeat ndytteet, jotka ennen analysointia muuten vaatisivat uuttamista tai muuta esika-
sittelyd, on helppo tutkia headspace-menetelmalld, silld ndytteet voidaan analysoida
sellaisenaan tai hyvin vahaisellda esikésittelylla (SMI-LabHut 2012). Headspace-
tekniikan etuna on myds, ettd silla kyetdan tutkimaan hyvin pienid maaria analyyttia
suuresta naytematriisista. Menetelma suojaa GC/MS:a epépuhtauksilta, kun koko nay-
tematriisia ei tarvitse injektoida kolonniin. Headspace-tekniikkaa voidaan kayttdd mo-
nissa sovelluksissa, yleisimmin kaytetddn kuitenkin kaasukromatografiassa, silla kaasu-

kromatografit soveltuvat parhaiten kaasujen analysointiin. (Kolb & Ettre 1997, 3.)

T

—t Kaasufaasi
(headspace)

— Niyte

W

KUVA 4. Headspace-pullo (SMI-LabHut 2012, muokattu)

Headspace-tekniikassa nayte esikésitellaan tai laitetaan sellaisenaan suljettuun naytepul-

loon. Naytepulloa lammitetd&n halutussa lampdtilassa tietyn ajan, kunnes muodostuu
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tasapainotila pullon pohjalla olevan naytteen ja sen ylapuolella olevan kaasutilan valille.
Talloin nédytteen sisaltdmat haihtuvat yhdisteet vapautuvat pullon yldosassa olevaan
kaasutilaan. Yhdisteiden konsentraatio kaasufaasissa riippuu niiden osapaineista, joihin
voidaan vaikuttaa mm. l&mpotilalla. Kaasu erotetaan ndytepullosta ja se kulkeutuu
GC/MS:n injektorille ja kolonniin. Naytteen siirtdminen voidaan suorittaa joko manuaa-
lisesti kaasutiiviilla ruiskulla tai automaattisesti, jolloin ndytepullon painetta tasataan ja
nayte siirretdan siirtolinjaa pitkin GC:lle. (Kolb & Ettre 1997, 2-7; Suomela 2006, 8.)

Staattinen headspace-analyysi on verrattavissa nesteuuttoon, uuttavana komponenttina
on nesteen sijasta kaasu, silla haihtuvat yhdisteet uuttuvat parhaiten kaasuun. Staattisel-
la headspace-analyysilla tarkoitetaan menetelmad, jossa ndyte kuumennetaan pullossa
ensin lampdtilaan, jossa faasien vélille muodostuu tasapaino ja lopuksi injektoidaan
kaasufaasi GC-ajoon. Dynaamisessa headspace-analyysissé kaasua kerdtédén jatkuvasti
kuumennuksen aikana ja tasapainoa ei misséan vaiheessa saavuteta. (Kolb & Ettre 1997,

3-4.) Tassa tyossa viitattaessa headspaceen tarkoitetaan staattista headspace-analyysia.
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4 TYON TAVOITTEET

Tavoitteena oli 10yt4a yhdiste, joka rakenteensa ja ominaisuuksiensa perusteella kéayt-
taytyy néytteessa haisevien yhdisteiden tavoin. Rakenteen tulee kuitenkin olla riittdvan
erilainen, jotta se erottuu kromatogrammissa erilleen tutkittavista yhdisteistd. Kyseisen
menetelman kehitys oli UPM:n tutkimuskeskuksessa aloitettu aiemmin. Aiemmin testa-
tut yhdisteet eivét kuitenkaan soveltuneet standardeiksi huonon erottumisensa tai epaso-

pivan retentioajan vuoksi.

Tarkoituksena oli etsia yhdiste, joka korreloisi riittdvan luotettavasti paperissa esiintyvi-
en haihtuvien yhdisteiden méaraé. Samalla standardilla oli my6s tarkoitus arvioida lait-
teen toimintakuntoa. Kyseisestd standardista oli tarkoitus ajaa tunnettuja pitoisuuksia
tasaisin valiajoin, ja piikin pinta-alan muutosta seuraamalla tutkia detektorin vasteen

muutosta.
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4 MENETELMAN KEHITYS JA TULOKSET

4.1 Kaytetyt ajo-olosuhteet

Opinnaytetyon kokeellinen osuus suoritettiin Agilentin 7890A-kaasukromatografilla,
jossa oli detektorina 5975C-massaspektrometri ja ndytteensyottdjanad G1888-headspace-
naytteensyottdja (kuva 5). Laitteistoa ohjataan Agilent Headspace Control Software
B.01.03 for MSD Chemstation-ohjelmistolla. Kolonnina GC/MS:ssa on HP-5MS-
kolonni, jonka pituus on 30 metrig, halkaisija 0,25 mm ja station&arifaasin paksuus 0,25
pm. Kolonnissa on stationdarifaasina pooliton (5 % -fenyyli)metyylipolysiloksaani.
(Agilent Technologies 2000-2012). GC/MS:n tunnistamia massaspektreja verrattiin

kaupalliseen NIST ’08-massaspektritietokantaan.

KUVA 5. Vasemmalta oikealle Agilentin G1888-headspacendytteensyéttaja, 5975C-
massaspektrometri  ja 7890A-kaasukromatografi. Kaasunsiirtolinja menee HS-

naytteensyottajalta kaasukromatografille. (Kuva: Emilia Viitikko 2012)

Testattavien standardien erilaisten kiehumispisteiden vuoksi jouduttiin standardeja ajet-
taessa kayttamaan kummallakin eri lampdtiloja headspace-uunissa. Standardi A:ta ajet-
taessa headspaceuunin lampotila sdadettiin 80 °C:een ja standardi B:td ajettaessa 100
°C:een. Kaasukromatografimassaspektrometrin injektorin jakosuhteeksi saadettiin 20:1,
jolloin 1/20 injektoidusta ndytteestd menee kolonniin, loppu kulkeutuu kantajakaasun
ohivirtauksen mukana jakoventtiilin kautta pois. Kaikki ajoparametrit on esitetty taulu-

kossa 1.
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TAULUKKO 1. Ajoparametrit headspace-naytteensyottajélle ja GC:lle

Headspace-naytteensyottaja

Naytteen tasapainotuslampatila 120°C /100°C /80 °C

Tasapainotusaika 60 min

GC-syklin kesto 65 min

Kaasunsiirtolinjan lampétila 175°C

Paineistusaika 30s

Luupin tayttéaika 0,2 min

Luupin tasapainotusaika 0,2 min

Luupin lampétila 150 °C

Injektointiaika 1,0 min

Luupin tilavuus 3ml

GC

Injektion jakosuhde 1:20

Injektorin lampétila 250°C

GC-uunin lampétilaohjelma 40 °C 4 min
5 °C/min 150 °C:een
15 °C/min 300 °C:een
300 °C 15 min

Kantajakaasu Helium

Néaytteen tasapainotuslampdtilalla tarkoitetaan sité lampétilaa, jossa naytettd kuumenne-
taan HS-uunissa. Tasapainotusaika kuvaa kuumennuksen kestoa. GC-syklin kestoaika
on ohjelman itse laskema aika, jonka perusteella ohjelma laskee, milloin seuraava nayte
otetaan kuumennettavaksi uuniin, jottei GC/MSD:n tarvitse odotella naytteitd. HS-
uuniin voidaan siis ottaa useita ndytteita ja naytteet kuumennetaan niin, etta ne siirtyvat
GC/MSD:lle ajon heti kuumennuksen jalkeen. Siirtolinjan, jota pitkin ndyte siirtyy HS-
naytteensyottajalta GC/MSD:lle, lampatila sdadettiin 175 °C:een. Naytteen kuumennuk-
sen jalkeen, ennen injektointia, ndytepulloa paineistetaan 30 sekunnin ajan. Luuppi téyt-
tyy 0,2 minuutissa, jonka jalkeen sité tasapainotetaan 0,2 minuuttia ennen naytteen siir-
toa GC/MSD:lle. Luupin lampdtila on saadetty 150 °C:een ja sen tilavuus on 3 ml. Luu-
pin tayton ja tasapainotuksen jalkeen naytettd injektoidaan GC/MSD:lle 1 minuutin

ajan.

GC/MSD:lla injektion jakosuhteena kéytetdan 1:20 ja injektorin lampétila on saadetty
250 °C:een naytteen hoyrystamiseksi. Naytteita ajettaessa lampotilaohjelmana kéaytetaan
taulukossa lueteltua ohjelmaa. Koska standardeja testattaessa ainoastaan standardipiikKi
oli merkittava, lampdtilaohjelmaa lyhennettiin. Molemmat standardit erottuivat lamp0oti-
laohjelman ensimmadisessa vaiheessa eli 4 minuutin aikana, joten ohjelman loppuosaa

lyhennettiin nopeuttamalla lampatilan nousua 300 °C:een.
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4.2 Paperissa esiintyvien haihtuvien yhdisteiden kvalitatiivinen tunnistaminen

Paperista erottuvia yhdisteitd ja niiden haihtumista tutkittiin ajamalla UPM Yes Silver
multifunction-kopiopaperia suoraan riisista ottamisen jalkeen ja kuumennuksen jalkeen.
Paperin pinta-ala mitattiin ja se punnittiin ja laitettiin valittomasti headspacen naytepul-
loon. Tutkittiin yhdisteiden haihtumista kuumennuksessa kuumentamalla paperia 150
°C:ssa lampokaapissa kolmen tunnin ajan. Taman jalkeen paperin pinta-ala mitattiin ja
se punnittiin. Paperindytteet ajettiin samalla menetelmélld kuin standardit. Kaikki kro-
matogrammit on listattu liitteisiin 6-8. Kuumentamattoman ja kuumennetun paperin

kromatogrammit ovat liitteissé 6 ja 7.

4.3 Standardien testauksen alkuvaiheet

Oikean pitoisuustason selvittamiseksi standardeja ajettiin aluksi laimentamattomina
pienid maarid HS-GC/MSD:1I4, jotta néhtiin, milla retentioajalla yhdiste erottuu. Lai-
mentamattomasta yhdisteestd erottuneen piikin koon perusteella arvioitiin sopiva lai-
mennuskerroin, jotta standardista erottuvan piikin pinta-alassa ja korkeudessa paastaan
samalle alueelle paperista erottuvien yhdisteiden kanssa (liite 8). Naytteitd analysoidaan
erilaisilla menetelmilld, joissa HS-uunin lampétila on 80 °C, 100 °C tai 120 °C. Lampo-
tilan muuttuminen vaikuttaa huomattavasti naytteista erottuvien piikkien kokoihin. La-
boratoriossa aiemmin ajetuista ndytteista ei ollut tiedossa kéytettya HS-uunin l&mpoti-
laa. Tdma vaikeutti oikean pitoisuustason madrittamista. Arvioitiin, ettd naytteiden piik-
Kien pinta-alat ovat p&aasiassa muutaman miljoonan luokkaa, joten pyrittiin laimenta-
maan standardit niin, ettd niist& erottuvat piikit ovat samaa suuruusluokkaa. Ensimmai-
send testattu standardi A laimennettiin ottamalla standardia 0,5 ml ja laimentamalla me-
tanolilla 50 ml:ksi (100x-laimennus). Tata laimennusta otettiin ajoon 1, 5 ja 10 ul. Kai-
kissa opinnaytetyon HS-GC/MSD-ajoissa jokaisesta ndytteesta tehtiin aina vahintaan
kolme rinnakkaismadaritysta. Annostelu headspacen naytepulloihin suoritettiin 5 pl:n

kapillaariruiskulla.

Standardi A:n piikkien todettiin olevan liian suuria paperista erottuvien yhdisteiden
piikkeihin verrattuna, joten laimennuskerroin vaihdettiin suuremmaksi. A erottui kro-
matogrammissa toivottua lyhyemmalla retentioajalla. Epédsopivan retentioajan vuoksi
alettiin etsi& uutta standardia, A:n testausta kuitenkin jatkettiin. Huonosti erottuvia piik-

keja saadaan kromatogrammista paremmin esiin ns. ionien erottelutoiminnolla (SIM,
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selective ion monitoring), jossa kromatogrammista voidaan hakea kaikki tietyn mooli-
massan omaavat yhdisteet ja havittdd muut, jolloin huonosti erottuvat ja pienet piikit
erottuvat selvasti suurempien, erimassaisten piikkien havitessd. Normaalisti piikit integ-
roidaan kokonaisionikromatogrammista (TIC, total ion chromatogram), jossa nékyy
kaikki ndytteestd erottuneet, erimassaiset yhdisteet. SIM-toiminnolla voidaan erottaa
erimassaiset molekyylit toisistaan, vaikka niiden piikit osuisivat TIC-kromatogrammiin

padllekkain.

4.4 Standardisuorat

Standardi A:sta tehtiin toinen laimennus, johon otettiin 0,5 ml standardia ja laimennet-
tiin metanolilla 50 ml:ksi. T&td vélilaimennusta otettiin 1 ml ja laimennettiin metanolilla
250 ml:ksi (25000x-laimennus). Téasta liuoksesta otettiin ajoon, 5, 10, 15, 20 ja 25 ul
standardisuoraa varten. Annostelu tehtiin 5 pl:n ja 10 pl:n kapillaariruiskuilla.

Standardisuorien teossa ja tulosten laskennassa standardin massa néytepullossa on las-

kettu seuraavilla kaavoilla:

0 * Vi 41000 =, | (1)

2
jossa

d =standardin tiheys,g/cm*

V, =standardia otettu laimennokseen, mi

V, =tilavuus, johon standari on laimennettu, mi
¢, = laimennuksen pitoisuus, /!

C, * V,
v,
jossa
V, = viélilaime nnusta pipetoitu,ml
V, =tilavuus, johon standardi on laimennettu, ml
¢, = laimennuksen pitoisuus, g/l

=c, ,

)

C, * Vg =m, (3)
jossa

V. =tilavuus, joka standardin laimennusta

on annosteltu ndytepulloon, |

m = standardin massa ndytepullssa, g
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Standardisuorasta ei tullut lineaarinen, tulokset eivét kasvaneet lineaarisesti ja rinnak-
kaismadrityksissa oli hajontaa. Arveltiin virheen johtuvan kapillaariruiskun kaytosta ja
etenkin suurimmilla standardeilla kéytetystd toistuvasta annostelusta yhden naytteen
kohdalla. Koska yhdiste on helposti haihtuvaa, osa pulloon jo annostellusta standardista
ehtii annostelun aikana haihtua ennen korkin sulkemista. Suora uusittiin ja pyrittiin no-
peuttamaan standardin kasittelyd annostelun yhteydessa. Otettiin kdytt6on automaattipi-

petti, jolla saatiin suurimmat tilavuudet mitattua kerralla.

Uusitusta suorasta ei tullut lineaarinen, rinnakkaismaaritysten vélilla ja tulosten lineaa-
risuudessa oli eniten hajontaa suurimpien tilavuuksien kohdalla. Otettiin suuremmille
tilavuuksille soveltuva kapillaariruisku kéayttéon. Standardisuoran onnistuminen
25000x-laimennoksella oli epdtodenndkdistd, joten tehtiin vakevampia laimennoksia, ja
tutkittiin, mik& on A:n standardisuoran alin pitoisuus josta alkava standardisuora olisi
lineaarinen. My®0s toisen tutkittavan yhdisteen, standardi B:n kohdalla oli sama tilanne,
suurten laimennosten ja annosteluongelmien kautta paadyttiin kokeilemaan vakevampaa

laimennosta. My6s standardi B laimennettiin metanolilla.

Standardi A:sta tehtiin laimennus ottamalla 0,5 ml standardia ja laimentamalla se 50
ml:ksi. Tata valilaimennosta otettiin 5 ml ja laimennettiin metanolilla 50 ml:ksi (1000x-
laimennus). 1000x-metanolilaimennusta otettiin ajoon 2, 5, 10 ja 20 pl. Annostelu suori-
tettiin talla kertaa 5 pl:n ja 10-100 pl:n kapillaariruiskuilla. Standardisuoran korrelaa-
tiokertoimeksi saatiin 0,9986. Rinnakkaismaarityksista piirretyssa suorassa piikin pinta-
ala on standardin massan funktiona. Korrelaatiokertoimella (Pearsonin korrelaatioker-
roin) R, kuvataan kahden muuttujan vélista riippuvuutta. Luvun ollessa lahelld -1 tai +1,
muuttujien valilla on suuri riippuvuus. Korrelaatiokerrointa kdytetaan yhtena kriteerina
standardisuoran lineaarisuuden arvioinnissa. Arvioitaessa nousevaa standardisuoraa

korrelaatiokertoimen tulisi olla vahintaan 0,99.

B:n kohdalla standardisuora tehtiin laimentamalla ensin 0,5 ml standardia 50 ml:ksi
metanolilla. Tata valilaimennusta otettiin 2 ml ja laimennettiin metanolilla 50 ml:ksi
(2500x-laimennus). Téta laimennusta otettiin ajoon 5, 10, 15, 20 ja 30 pl. Standar-
disuoran korrelaatiokertoimeksi saatiin 0,9981 otettaessa suoralle nelja pistettd, 10-30
il (liite 1).
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4.5 Standardisuorat paperin kanssa

Koska standardia on tarkoitus ajaa paperindytteiden kanssa, A- ja B-standardien stan-
dardisuorat toistettiin paperin kanssa. Headspace-naytepulloon punnittiin noin 2 g kuu-
mentamatonta kopiopaperia, jonka pinta-ala oli mitattu ja lisattiin edelld mainitut tila-
vuudet standardia. Standardi A:n 1000x-standardisuoran korrelaatiokertoimeksi saatiin
0,9982 (liite 2). Varsinaisissa naytteissa tutkittavien yhdisteiden piikkien pinta-alat ovat
muutaman miljoonan luokkaa, joten 1000x-metanolilaimennus A:sta on liian vakeva.
Standardi B ei erottunut paperista kunnolla, vaan piikit olivat pienid ja tulokset eivat
kasvaneet lineaarisesti (liite 3). Tdman vuoksi B:n testaus lopetettiin.

4.6 Standardi A:n oikean pitoisuustason selvittdminen

Standardi A:n 25000x-laimennuksen standardisuora uusittiin nopeuttamalla kasittelyn
eri vaiheita. Liséksi mahdollisimman matalan madritysrajan saavuttamiseksi tehtiin
standardisuora my6s 50000x-laimennuksesta. 25000x-laimennus laimennettiin vield
ottamalla 5 ml laimennusta ja laimentamalla se 10 ml:ksi metanolilla. Molemmat suorat
tehtiin paperin kanssa, 50000x-laimennusta otettiin ajoon 5 pl, 10 pl, 15 ul, 20 ul ja 25
ul ja 25000%-laimennusta 10 pl, 15 pl, 20 ul, 25 pl, 30 pl, 35 pl, 40 pl ja 60 pl. Tarkoi-

tuksena oli myds arvioida laimentamisen ja annostelun aiheuttaman virheen eroja.

50000x-laimennuksesta ei saatu lineaarista suoraa, mutta annostelun nopeuttaminen
paransi standardi A:n tulosten lineaarisuutta niin, ettd 25000x-laimennuksen TIC-
kromatogrammeista saatiin muodostettua standardisuora pisteilla 10 pl, 15 pl, 25 pl, 35
ul ja 40 pl. Suoran korrelaatiokertoimeksi saatiin 0,9952. SIM-kromatogrammeista teh-
dylle suoralle saatiin korrelaatiokerroin 0,9958 kaikilla ajossa olleilla pisteilld. Suora
uusittiin viela pienilla tilavuuksilla. Ajoon otettiin 1, 2, 3, 4 ja 5 pl. Tulokset eivat kas-
vaneet lineaarisesti, luotettavaa standardisuoraa ei saatu muodostettua. Lopulliseksi
standardisuoraksi jai 25000x-laimennuksen suora, josta otettiin ajoon 10 pl, 15 ul, 25
ul, 35 pl ja 40 ul (liite 4).

Néaytteista ei ole tarkoitus laskea tuloksia vertaamalla piikkeja standardisuoraan, vaan
lisadmalla ndytteeseen ennen ajoa tunnettu maaré standardi A:ta ja vertaamalla sen pii-
Kin pinta-alaa ndytteen piikkeihin. Verrattaessa TIC- ja SIM-kromatogrammin pinta-

aloja havaitaan, ettd A:n kanssa samalla retentioajalla erottuu muitakin yhdisteita. SIM-
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kromatogrammista saadaan A:n todellinen pinta-ala. Standardisuoria arvioidessa keski-

tyttiin kuitenkin TIC-kromatogrammien pinta-aloihin, sill4 todellisia ndytteitd ajettaessa

tulosten késittelyssa kaytetdén TIC-toimintoa. Todettiin, ettd 25000x-laimennus on suu-

ruusluokaltaan naytteisiin nghden sopiva ja tuottavan lineaarisia tuloksia. Siirryttiin an-

nostelutilavuuden ja erottumisen toistettavuuden maarittdmiseen.

4.7 Toistettavuuden maarittaminen

Standardi A:n 25000x-laimennuksesta ajettiin useita toistoja kahdesta eri tilavuudesta

toistettavuuden selvittdmiseksi. Tulokset on listattu taulukossa 2. Ajettaessa 4 pl:n vii-

meisté toistondytettd headspace-uunin hairion vuoksi ndyte kuumennettiin kaksi kertaa

ennen naytteen injektointia, jonka vuoksi ndma tulokset jouduttiin hylkaamaan.

TAULUKKO 2. Tulokset toistettavuuden testauksesta

Standardi A: 25000x-laimennus josta paperin kanssa ajoon 4 pl ja 25 pl

Standardin tilavuus, pl Standardia, pg Paperin maara, g Piikin pinta-ala
TIC SIM
4 0,13952 2,0666 1223218 28 407
2,0720 1109 212 38413
2,0312 1236 819 23984
2,0695 1233107 34601
2,0846 1307 187 23525
2,0786 1709 986 20392
2,0628 1627 608 31442
2,0610 1500 800 34750
2,0801 1628 186 29239
2,0714 * *
Keskiarvo 1397 347 29 417
Keskihajonta 220502 5990
Hajontaprosentti (keskihajonta/keskiarvo)*100 15,78 20,36
25 0,872 2,0946 3550 842 204 461
2,0667 3829839 203 335
2,0831 3707 983 232 858
2,0832 3760911 211889
2,0857 3564 238 206 196
2,0740 3828240 226 651
2,0793 3407 199 182 099
2,0820 3328057 204 752
2,0681 3586 654 189 508
2,0858 3644174 199 550
Keskiarvo 3620814 206 130
Keskihajonta 168 355 15 196
Hajontaprosentti (keskihajonta/keskiarvo)*100 4,65 7,37

Todettiin 25 pl tulosten olevan toistettavampia, virheprosentti on sekda TIC- ettd SIM-

kromatogrammissa alle 10, joten ndytteeseen lisattavaksi tilavuudeksi valittiin 25 pl.

26



4.8 Lampdtilan vaikutus

Koska todellisia ndytteita ajetaan naytemateriaalista riippuen joko 80 °C:ssa, 100 °C:ssa
tai 120 °C:ssa, myos standardi A:n erottumista tutkittiin naissa olosuhteissa. Standardis-
ta tehtiin samanlaiset toistomittaukset kuin edelld muuttamalla headspace-uunin lamp6-

tila. Tulokset on listattu taulukkoon 3.

TAULUKKO 3. Lampotilan vaikutus standardi A:n erottumiseen

Standardi A: 25000x-laimennus, josta ajoon 25 pl

80 °C 100 °C 120 °C
Piikin Piikin Paperin  Piikin Piikin Paperin Piikin
Standardin Paperin pinta-ala, pinta-ala, | maara, pinta-ala, pinta- maara, Piikin pinta- pinta-
massa, pg maara, g TIC SIM g TIC ala, SIM | g ala, TIC ala, SIM
0,872 2,0946 3550842 | 204461 2,0949 | 5238030 94307 | 2,0785 8782 431 35217

2,0667 3829839 | 203335 2,0860 | 5253075| 124365| 12,0412

2,0831 3707983 | 232858 2,0907 | 5515528 | 127605| 2,0922 10 401 229 30475

2,0832 3760911 | 211889 2,0390 | 5471782 122270| 2,0389 10 215 387 32818

2,0857 3564238 206196 2,1115| 5503175| 131403] 2,0521 10 604 979 32 853

2,0740 3828 240 226 651 2,0724 | 5029129 | 105494| 2,0874 10495414 42 481

2,0793 3407199 | 182099 2,0615| 5016540 | 107848| 2,0587 10248 079 41620

2,0820 3328057 | 204752 2,0331| 5021534 | 117918] 2,0663 10096 730 36 775

2,0681 3586654 | 189508 2,0537 | 4593451 | 108208| 2,0452 10 350 663 48 220

2,0858 3644174 199 550 2,0597 | 4922392 | 115552| 2,0479 10 436 537 43 644

Keskiarvo 3620814 | 206130 5156 464 | 115497 10181 272 38234
Keskihajonta 168355 15196 296333 11502 546578 6002
Hajontaprosentti (keskiha-

jonta/keskiarvo)*100 4,65 7,37 5,75 9,96 5,37 15,70

* Split-suhde vaihdettiin 1:1 erottumisen parantamiseksi, piikki ei erottunut, ei voitu integroida

Taulukosta 3 nahdaan, etta TIC-kromatogrammien osalta virheprosentti on kaikissa
lampotiloissa alle 10, joka on riittdvan pieni tulosten luotettavuuden toteamiseksi. 120
°C:n lampétilassa SIM-kromatogrammin virheprosentti on niin suuri, etta tulokset ovat
ainoastaan suuntaa antavia. 120 °C:een lampotiloja kaytetaan naytteiden ajossa kuiten-
kin harvoin, joten toistettavuustaso todettiin riittavan hyvaksi naytteiden ajoon, koska

haettiin semikvantitatiivista menetelmaa.




4.9 Standardiliuosten sailyvyys

Etsittdvan standardin tarkoituksena on toimia myos laitteen kuntoa indikoivana yhdis-

teend, jota ajetaan tasaisin véliajoin ja seurataan mahdollista piikin pinta-alan muutosta.

Taman vuoksi tutkittiin myos standardien metanolilaimennosten sdilymista 8 pdivaa

alemmin tehtya ja ajettua liuosta juuri tehdyn liuoksen kanssa ja vertaamalla niisté erot-

tuvien piikkien pinta-alaa. Laimennos oli séilytetty sdilopullossa, jadkaapissa ajojen

vélisen ajan. Tulokset on listattu taulukkoon 4.

TAULUKKO 4. Standardi A:n sailyvyys
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Standardi A: Standardin sailyvyyden testaus

25000x-laimennu s, josta ajoon 25 pl tuoreena ja 8 paivan sailytyksen jalkeen

1. rinnakkaismaaritys

2. rinnakkaismaaritys

3. rinnakkaismaaritys

Vanha liuos, piikin pinta-ala, TIC 2269723 2396 117 2031843
Tuoreena ajettu, piikin pinta-ala, TIC 3550 842 3829 839 3707 983
Keskiarvo 2910283 3112978 2869913
Keskihajonta 905888 1013795 1185210
Hajontaprosentti 31,13 32,57 41,30
Vanha liuos, piikin pinta-ala, SIM 179731 188 531 138 432
Tuoreena ajettu, piikin pinta-ala, SIM 204 461 203 335 232 858
Keskiarvo 192 096 195933 185 645
Keskihajonta 17487 10468 66769
Hajontaprosentti 9,10 5,34 35,97

Tuloksista ndhdaan, ettd 8 paivaa vanhan liuoksen piikit ovat pienempia kuin uusien

laimennosten piikit. Liuos ei siis séily jadkaapissa pidettyna.



6 POHDINTA

Ty0Ossé saavutettiin sille asetettu tavoite, eli l6ydettiin standardi, jonka avulla voidaan
seké kvantitoida paperissa esiintyvien haihtuvien yhdisteiden maaraa etté valvoa laitteen

toimintakuntoa ajamalla tasaisin valiajoin tunnettua maaréé standardia.

Soveltuvaksi standardiksi todettiin standardi A. Standardi A:lle maaritettiin lineaariset
standardisuorat paperin kanssa 25000x-laimennuskertoimella, TIC-kromatogrammeista
tehdyn suoran korrelaatiokertoimeksi saatiin 0,9952 ja SIM-kromatogrammien suoralle
0,9958. Menetelmén toistettavuutta tutkittiin ajamalla kahdesta eri tilavuudesta, 4 pl ja
25 pl useita rinnakkaisméarityksia. Toistettavammaksi annostelutilavuudeksi osoittautui
25 pl, jossa rinnakkaisméaritysten hajontaprosentti oli TIC-kromatogrammissa 4,65 ja
SIM-kromatogrammissa 7,37. Néaytteisiin lisattavaksi tilavuudeksi valittiin 25 pl ja tes-
tattiin lampotilan vaikutusta A:n erottumiseen. Néaytteitd ajetaan erilaisissa lampatiloissa
ja standardin on sovelluttava kéytettdvaksi erilaisissa mittausolosuhteissa. Lampétilan
noustessa 80 °C:sta 100 °C:een toistettavuus pysyy riittdvan hyvana, mutta siirryttaesséa
120 °C:een SIM-kromatogrammin hajontaprosentti nousee 15,70:een. Koska naytteita

harvoin ajetaan 120 °C:ssa, todettiin tulosten olevan riittavan luotettavia.

Kehitetyssd menetelméssa naytettd punnitaan headspace-nédytepulloon tarkasti noin 2 g
ja paperindytteen ollessa kyseessa sen pinta-ala mitataan. Pulloon lisdtdan 25 pl A:n
25000x-metanolilaimennusta ja pullo suljetaan vélittomasti. Naytematriisista riippuen
naytettd ajettaessa HS-uunin lampoétila saadetdaan 80 °C:seen, 100 °C:seen tai 120
°C:seen. Standardi A:sta erottuvaa piikkia verrataan naytteesta erottuvien yhdisteiden
piikkeihin.

Haasteita tydssa aiheutti standardien nopea haihtuvuus seka annosteluvalineen valinta ja
sitd kautta toistettavien maaritysten suorittaminen. Tyon alkuvaiheessa havaittiin A:n
haihtuvan kéytettdessa toistuvaa annostelua kapillaariruiskulla. Mydskéén automaattipi-
petilla annostellessa ei saatu toistettavia tuloksia. Toistettavuus saavutettiin 10-100 pl:n
kapillaariruiskulla, jolla saatiin annosteltua tarvittava maara kerralla headspace-
naytepulloon. Kapillaariruisku soveltuu my6s automaattipipettia paremmin haihtuvien

yhdisteiden annosteluun.
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Pitkid mittaussarjoja valmisteltaessa kaikki naytepaperit mitattiin ja punnittiin headspa-
ce-naytepulloihin ja asetettiin korkki pullon péalle. Taman jalkeen standardi annosteltiin
pulloihin yksitellen ja suljettiin korkki valittdmasti standardin lisdyksen jalkeen. Tésté
johtuen sarjan loppupééan néytteet ehtivét olla ilman kanssa kosketuksissa pidempaan
kuin alkupdan naytteet. Kasittely suoritettiin kuitenkin joka kerta samalla tavalla, joka
parantaa toistettavuutta.

Tyon toistettavuuden parantamiseksi naytteet tulisi séilyttdad ilmalta ja valolta suojaa-
vassa, tiiviissd, suljettavassa pakkauksessa, josta naytteet otettaisiin yksitellen, punnit-
taisiin ja mitattaisiin ennen headspace-naytepulloon lisd&dmistd. Tamén jalkeen lisattéi-
siin standardi nédytteeseen heti ja suljettaisiin headspace-pullon korkki tiiviisti. T&méan
jalkeen siirryttéisiin seuraavan nadytteen késittelyyn. Jokainen néyte kasiteltdisiin siis
yksitellen, jolloin aika, jona nayte joutuu olemaan kosketuksissa ilman kanssa, olisi
mahdollisimman pieni. Tdma ei kuitenkaan vélttdméatta ole kaytanndssd mahdollista ja
hidastaa pitkien sarjojen tekoa huomattavasti. Helpoin tapa toistettavien tulosten saavut-
tamiseen on sailyttad naytteet suljetuissa pakkauksissa ja tehda néytteen késittely sar-
joissa, joka kerta samalla tavalla. On myds otettava huomioon, etté loppukéayttajilta tut-
Kittavaksi tulevissa ndytteissa suurin virhe syntyy ennen naytteen saapumista laboratori-
oon. Mikéli naytteet kasitelladn laboratoriossa joka kerta samalla tavalla, suurta lisévir-

hett& ei synny.

Opinnaytetydlle asetetut perimmaiset tavoitteet saavutettiin ja joillakin osa-alueilla
myos ylitettiin. Perimmaisend tavoitteena oli 16ytéé sisdinen standardi haihtuvien or-
gaanisten yhdisteiden kvantitointiin ja GC/MSD:n detektorin toimintakyvyn seuraami-
seen. Nama tavoitteet saavutettiin ja toimiva menetelma saatiin kehitettyd. Menetelméan
ja tulosten toistettavuus todettiin useiden rinnakkaismaéritysten perusteella. Standardin
toimivuutta testattiin erilaisissa mittausolosuhteissa. Myods valmiin standardiliuoksen

sailyvyys testattiin ajamalla tuoretta ja jadkaapissa sailottya liuosta.

Menetelmé nopeuttaa ja helpottaa tulosten kasittelijan tyotad néytteitd analysoitaessa.
Tulosten kasittelijan taytyi aiemmin integroida kromatogrammi, tunnistaa sen yhdisteet
ja silmédmaaraisesti arvioida, onko haihtuvia yhdisteitd naytteessa paljon vai vahén. Nyt
tulosten kasittelija integroi kromatogrammin, tunnistaa yhdisteet, syottaa piikkien pinta-
alat Excel-taulukkoon ja raportoi Excelin laskemat suhteelliset tulokset eteenpéin. Tois-

tettava ja tulosten kasittelijasta riippumaton tulosten analysointi menetelma myos paran-
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taa tulosten luotettavuutta. Kehitetty menetelmd otetaan heti k&yttdén UPM Tutkimus-
keskuksella hajuvalitusndytteiden analysoinnissa, se mahdollistaa uudentyyppisen ana-

lyysipalvelun tarjoamisen ndytteiden tutkimiseen.
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LIITTEET

Liite 1. Standardi B:n 2500x standardisuora ja piikkien pinta-alat

ST ANDARDI B: 2500X-laimennos

Standardin tilavuus

Piikkien pinta-alat

1. ndyte 2. nayte 3. nayte Keskiarvo
5l 3559889]ei piikkia 3149476 3354682,5
o 7527474 9595434 6122205 7748371
15 pl 23576281| 23857990| 26179676] 24537982
20 37301196] 41765010 35127715] 38064640
30 67596900] 67793185] 54917624| 63435903

35

Standardi B:n standardisuora, 2500x-metanolilaimennus, josta ajoon
Sul, 10 pl, 15 pl, 20 pl ja 30 pl

80000000

70000000

60000000

y

50000000

40000000

Piikin pinta-ala

30000000

20000000

10000000

4 5

Standardia, pg

M 1. rinnakkaismidritys, korrelaatiokerroin 0,9799
M 2. rinnakkaismaaritys, korrelaatiokerroin 0,9940
m 3. rinnakkaismadritys, korrelaatiokerroin 0,9718

mKeskiarvot, korrelaatiokerroin 0,9853
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Liite 2. Paperin kanssa ajettu standardi A:n 1000x standardisuora ja piikkien pinta-alat

STANDARDI A: 1000X-laimennos paperin kanssa
Standardin tilavuus Piikkien pinta-alat
1. nayte 2. nayte 3. nayte Keskiarvo

2u 27609527 27609527
5 ul 71040884 62519536 55134779 62898400
10 W 81796587 72713162 75325195 76611648
20 138674155 134524830] 134134107 135777697
50 Wl 298988513 292746113 291023217 294252614

Standardi A:n standardisuora
350000000

300000000

250000000

200000000

Piikin pinta-ala

150000000

100000000

50000000

0 5 10 15 20

25 30
Standardia, ng

35

A

40 45 50

paperin kanssa, 1000x-laimennus, josta ajoon 2 ul, 5 ul, 10 pl, 20 pl ja 50 pl

B |. rinnakkaisméiritys, korrelaatiokerroin 0,9962
B2, rinnakkaismidritys, korrelaatiokerroin 0,9961
B 3, rinnakkaismadritys, korrelaatiokerroin 0,9982

m Keskiarvot, korrelaatiokerroin 0,9955



Liite 3. Paperin kanssa ajetun 2500x standardi B:n piikkien pinta-alat

37

ST ANDARDI B: 25000X-laimennos paperin kanssa

Piikkien pinta-alat, TIC

Hajontaprosentti
Standardin tilavuus 1.nédyte  2.ndyte 3.ndyte Keskiarvo |Keskihajonta|(keskihajonta/keskiarvo)*100
o 4385730] 3870721]4118656 4125036 257564 6,24
54 3587777] 4163540]4688055 4146457 550338 13,27
20 6409512| 7733346 7071429 936092 13,24
30 6447500] 6978672|6718598 6714923 265605 3,96

Standardi B: 2500x-laimennuksesta paperin kanssa

Piikin pinta-ala

ajoon 10 pul, 15 pul, 20 pl ja 30 pl

9000000
8000000
7000000
6000000
5000000
4000000

-

3000000
2000000

1000000

0

4|_E

0

9

“~

4

6

Standardia, png

8 10

W 1. rinnakkaismaéritys
m 2. rinnakkaismé#ritys
B 3. rinnakkaismadritys

W Keskiarvot
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Liite 4. Paperin kanssa ajetun standardi A:n 25000x standardisuora ja piikkien pinta-alat

STANDARDI A: 25000X-laimennos paperin kanssa

Standardin tilavuus Piikkien pinta-alat, TIC Piikkien pinta-alat, SIM

10 pl 964675 44921
15 pl 1268666 69019
20 100327
254 1933315 124897
30 156419
35 2785018 184213
40 2992633 214366
60 303064

Piikin pinta-ala

Standardi A:n TIC- ja SIM-kromatogrammeista tehdyt
standardisuorat, laimennuskerroin 25000x

3500000

3000000

2500000

2000000

1500000

1000000

500000

korrelaatiokerroin 0,9952

B SIM-kromatogrammeista tehty
standardisuora, korrelaatiokerroin

0,9958

1 L5
Standardia, pg

TIC-kromatogrammeista tehty suora,
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Liite 5. Kuumentamattoman paperin kromatogrammi
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Liite 6. Kuumennetun paperin kromatogrammi
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Liite 7. Esimerkkin&ytteen kromatogrammi
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