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Téssa opinnaytetydssa otettiin kayttdon Turun Abo Akademissa kehitetty
analyysimenetelm4, jolla analysoitiin polymeerisia uuteaineita. Kayttéonotossa
oli tarkoitus siirtdd menetelmd UPM Lappeenrannan tutkimuskeskuksen
kayttoon. Menetelmaé oli kehitetty Abo Akademissa, jossa oli kaytetty saman
tehtaan naytteita, joita tdssa tydssa kaytettiin. Puussa on yleisesti uuteaineita,
jotka valtaosin poistuvat sellusta, mitd pidemmalle prosessia viedaan sellun
valmistuksessa. Joskus uuteaineet saattavat olla haitallisia sellun laadulle ja ne
saattavat haitata myds prosessilinjaston toimintaa.

Menetelméassé naytteina oli lehtipuuselluja seka yksi havupuusellu vertailun
vuoksi. Naytteiden kasittelyssa kuivat selluarkit piti ensin saada uuttamista
varten sopivaan muotoon IKAn valmistamalla analyyttisella myllylla. Naytteet
uutettiin asetoni-vesi-etikkahapposeoksella ASE-uuttolaitteella. Uutetut naytteet
kuivattiin ja liuotettiin uudestaan THF:lla (tetrahydrofuraani). Taman jalkeen
naytteet mitattiin HPLC-ELS-analyysilaitteella. ELS on lyhennys sanoista
evaporative light scattering.

Abo Akademin menetelmassa tulokset oli mitattu ELS-detektorilla. ELS-
detektoria ei ollut aiemmin kaytetty tutkimuskeskuksen laboratoriossa, mutta se
oli hankittu laboratorioon aiemmin. Tydssa perehdyttiin samalla myods ELS-
detektorin toimintaan ja sen vaatimiin olosuhteisiin. ELS-detektorilla mitattiin
molekyylijakaumaa valonsironnan avulla.

Menetelman siirto onnistui hyvin, ja kun varsinaiset sellunaytteet oli mitattu,
koetettiin menetelmén toimivuutta toisenlaisilla naytteilla menestyksekkaasti.
Ohjelmistossa onnistuttiin myds ratkaisemaan tulosten integrointia vaivaava
ongelma. Sellunaytteet antoivat oletuksen mukaisia tuloksia. Kaikki tulokset
olivat kvalitatiivisia.

Menetelma auttaa kehittdmaan ja yllapitamaan kestavaa selluntuotantoa
tulevaisuudessa, kun sen avulla voidaan tarkkailla uuteaineita selluntuotantoa
osalta.

Asiasanat:
polymeerinen uuteaine, sellu, HPLC, SEC, GPC, ELSD, THF, ASE, asetoni
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1 JOHDANTO

Opinnaytetyon tarkoituksena oli ottaa kayttdon Turun Abo Akademissa kehitetty
nestekromatografinen menetelma, jolla voidaan analysoida polymeerisia uute-
aineita esimerkiksi sellunaytteistd. Aiemmin naytteitd on analysoitu kaasukro-
matografilla (GC) seka gravimetrisesti. GC ei pysty havaitsemaan kaikkia mole-
kyyleja, koska sen rajat tulevat vastaan, kun kyseessa on isot polymeeriset mo-
lekyylit. Gravimetrisessa analyysissa uuteaineiden méaarat ovat huomattavasti
isompia kuin GC-analyysisséa olleilla samoilla naytteilla. Uudella menetelmalla

pyrittiin analysoimaan polymeeriset uuteaineet, joita ei voida havaita GC:lla.

Menetelmalla oli tarkoitus havaita sellunéytteissa olevia uuteaineita, jotka ylei-
sesti heikentavat sellun laatua. Naytteina oli sellunaytteita samalta tehtaalta,
kuin Abo Akademin menetelmén kehityksessa. Tama mahdollisti vertailun me-
netelméan toimivuudesta tutkimuskeskuksen ja Abo Akademin valilla. Naytteita
oli my6s muilta tehtailta. Tulokset olivat kvalitatiivisia, jotenka tuloksista ei tehty
tilastollisia laskelmia. Tyo tehtiin UPM:lle Lappeenrannan Kaukaan tutkimus-
keskuksessa kevattalvella 2013 ja menetelmaa oli tarkoitus hyddyntaa myo-

hemmissa tutkimuksissa seka analyyseissa.

Naytteina kaytettiin kuivia selluarkkeja. Naytteet uutettiin ASE (accelerated sol-
vent extraction) -uuttolaitteella, asetoni-vesi-etikkahapposeoksella ennen ana-
lyyseja. Nestekromatografissa kaytettiin ELS detektoria (evaporative light scat-
tering), joka pystyi havaitsemaan yhdisteet, jotka eivat anna tai antavat heikon
vasteen PDA (photo diode array)- ja Rl (refractive index) -detektorilla. ELS pys-
tyy myds havaitsemaan isot molekyylit, jotka eivat ionisoidu kunnolla massa-
spektrometridetektorissa. Kaytetty analyysilaitteisto oli HPLC-ELSD eli korkean
erotuskyvyn nestekromatografi valonsirontadetektorilla. Molekyylien erottelu
perustui kokoekskluusiokromatografiaan eli SEC:iin (size exclusion chromato-
graphy). GPC-kolonneilla pystytd&n erottelemaan tutkittavan naytteen sisalta-

mat erikokoiset molekyylit.



2 PUUN UUTEAINEET

Puu sisédltaa uuteaineita vain pienia maaria, mutta niiden vaikutus on moninai-
nen sellun valmistuksen eri vaiheissa. Yleisesti ne ovat haitallisia paperin val-
mistuksessa. Uuteaineista osa liukenee orgaanisiin liuottimiin, osa on vesi-
liukoisia ja osa saippuoituvia. Polymeeriset uuteaineet ovat suurimolekyylisia

orgaanisia yhdisteitd, jotka saattavat koostua monesta eri molekyylista.

Puun uuteaineilla tarkoitetaan yhdisteita, jotka liukenevat puusta orgaanisiin
liuottimiin esimerkiksi dietyylieetteriin, metanoliin, veteen ja asetoniin. Uuteai-
neet muodostavat normaalisti korkeintaan viisi prosenttia puusta, mutta niilla on
usein merkittava vaikutus puun ominaisuuksiin, esimerkiksi kestavyyteen, variin

ja puun kayttokelpoisuuteen selluloosan raaka-aineena. (Pensar 1977, 186.)

Uuteaineet kuuluvat hyvin erilaisiin yhdistetyyppeihin, kuten lipidit, terpenoidit,
fenolit, glykosidit, pienimolekyyliset hiilihydraatit, pektiini, tarkkelys ja prote-
iiniyhdisteet. Kun on uutettu poolisilla liuottimilla kuten asetoni, on ilmennyt, etté
myds soluseindman rakenneosat, toisin sanoen polysakkaridit ja ligniini, voivat

tietyssd maarin hajota ja liueta. (Pensar 1977, 186.)

Prosessiperdinen uuteaine sisdltda uuteainekomponentteja, jotka muuttuvat eri
prosessivaiheissa hydrolysoitumalla, hapettumalla, kloorautumalla ja muilla vas-
taavilla tavoilla. Uuteaineet saattavat sisaltdéa myos puulle vieraita, prosessiin
kaytettyjen prosessikemikaalien mukana tulleita ainesosia. (Pensar 1977, 186.)

Sellun valmistuksessa on monia eri pesu- ja kuivatusvaiheita. Valtaosa uuteai-
neista poistuu tietyissé prosessin vaiheissa, mutta joskus prosessissa on jokin
heikko lenkki ja uuteaineet paasevat hairitsemaan lopullisen sellun laatua. Ta-
ma uuteaineiden hydrofobinen osa aiheuttaa usein vaikeuksia erityisesti lehti-
puusellun valmistuksessa. Uuteaine saattaa kerrostua prosessilaitteisiin ja lop-
putuotteeseen. Uuteaineiden koostumus ja ominaisuudet ovat taten erittain tar-
kea tekija sellun, erityisesti hienopaperin ja viskoosin valmistuksessa. (Pensar
1977, 186.)



3 TYOSSA KAYTETYT LAITTEET

Tassa luvussa kerrotaan menetelmassa kaytetyista laitteista. Laitteet ovat ASE-
200-uuttolaite, HPLC ja sen ELS-detektori.

3.1 ASE-200-uuttolaite

Naytteet kasiteltin menetelmassa uuttamalla naytteista uuteaineet asetoni-vesi-
etikkahapposeoksella. Uuttaminen suoritettiin Dionexin valmistamalla ASE-200-
uuttolaitteella, jonka suorittama uutto on hyvin verrattavissa perinteisempaan

Soxhlet-uuttomenetelmdén. ASE on lyhennys sanoista accelerated solvent ext-

ractor. Toimintaperiaatteen voi nahda kuvasta 1.

ASE® Schematic

KUVA 1 ASEn toimintaperiaate

ASElla voi kayttaa samoja liuottimia ja menetelmia kuin esimerkiksi Soxhlet-
uutossa, mutta ASEnN suurin etu on sen nopeus. Kun Soxhlet-uutossa kuluu
noin nelja tuntia, voidaan sama nayte uuttaa samoilla liuottimilla ASE:lla noin 15
minuutissa. Samalla kun aikaa saastyy, myos liuottimen kulutus on huomatta-

vasti pienempaa.



Laitteen yhteydessa oli myds automaattinen liuottimien annostelija. Siihen mah-
tuu normaalisti nelja kahden litran séilépulloa, ja se sijaitsee uuttolaitteen va-

semmalla puolella.

ASE-laitteisto (kuva 2) tarvitsee toimiakseen myos paineilmaa seka puhdasta
typped. Paineilmalla laite saatelee mekaanisia osia, ja typpea tarvitaan paineen

tuottamiseen naytekapselin sisélle.
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KUVA 2 Dionex ASE-200
3.2 HPLC-ELS

HPLC-ELS-analyysilaitteisto (mallinumero oli 2695) oli Watersin valmistama
(kuva 3). Laitteistoon kuului degaseri, automaattinen 120-paikkainen naytteen-
syottaja ja iso kolonniuuni. Erottelussa kaytettiin 50 mm:n esikolonnia seka kah-
ta 300 mm:n GPC-kolonnia. Tulokset mitattiin ELS-detektorilla (mallinumero
2424). Kolonnit olivat Jordin valmistamat DVB-kolonnit (divinyylibentseeni).
Geelin huokosten koko oli 500 A kaikissa kolonneissa. Laitteistoa ohjattiin tieto-

koneella Empower3-ohjelmistolla.

Detektoria varten tarvittiin myds typped, koska naytteet sumutettiin, kun ne tuli-
vat kolonnista detektorille. Typpi toimi myods detektorin kantajakaasuna. Tydsséa

kaytettiin puhdasta typpea pullosta.

Eluenttina kaytettiin tetrahydrofuraania (THF), johon oli lisatty yhden tilavuus-
prosentin verran vakevaa (96-100 %) etikkahappoa. Etikkahapon tehtavana oli

estaa THF:ssa tapahtuvan sailéntaaineen hajoaminen. Sailontdaine alkaa hajo-
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ta tetrahydrofuraanissa, kun pullo on ollut avattuna jonkin aikaa. Abo Akade-
missa oli testattu etikkahapon pitoisuuden riittoisuus THF:ssa. THF on orgaani-

nen liuotin ja sita kasiteltdessa kaytettiin barrier- tai butyylikumihansikkaita.

Niyttd ja nappaimisto Se8
— DDSD
900005 o, -

% Kolonniuuni

Ruiskun huoltoluukku

Niytteensyottiajian
luukku

Linjaston huoltoluukku

KUVA 3 Waters HPLC 2695

Kolonnit olivat Jordi Gel DVB 500A - 300 x 7,8 mm ja Jordi Gel DVB 500A
Guard - 50 x 7,8 mm. Analyyttisid kolonneja oli kaksi perakk&in. Ne oli tehtaalla
sailotty THF:iin.

3.3 ELSD - Evaporative light scattering detector

Valonsirontadetektori soveltuu kaytettavaksi parhaiten suurten molekyylien de-
tektointiin (MW>10000 g/mol). Tulosten tarkkuus karsii selvasti, kun analyyttien
moolimassa on alle 500 g/mol. Detektorin toiminnan kannalta on tarkeaa, etta
sarjaan kytkettyjen detektorien valinen tyhja tilavuus on minimoitu ja tarkasti
tiedossa, koska pieninkin epatarkkuus aiheuttaa poikkeamia moolimassan ja
konsentraation valiseen korrelaatioon. (Hyotyldainen—Riekkola 2002, 161.)

ELSD on haihduttava valonsirontadetektori (kuva 4). ELS:n detektointi tapahtuu,

kun mobiilifaasi, jossa on analyytti, ensin sumutetaan ja sumutuksesta jaljelle
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jaavat pisarat kulkeutuvat kaasuvirtaan, minka jalkeen mobiilifaasin liuotin haih-
dutetaan pisaroista. Jaljelle jaanyt analyytti jad kaasuvirtaukseen. Analyytti paa-
see kulkemaan valonsirontadetektorille, jolloin sen valonsironta mitataan.(2424

Evaporative Light Scattering Detector Operator's Guide 2009, 1-2.)

52.1¢cm
(20.5 inches)

MWatere s
|| Waters 242, 7
|1£L§_geleclur4

—

20.3 cm
(8.0 inches)

28.5cm
(11.2 inches)

KUVA 4 Waters ELS-detektori, mallinumero 2424

ELS-detektori pystyy havaitsemaan kaikki yhdisteet, jotka ovat liuenneina liikku-
vaan faasiin ja ovat haihtumattomia mittausolosuhteissa. Silla pysytaan havait-
semaan yhdisteitd, jotka eivat anna tai antavat heikon UV/Vis -vasteen seka
huonosti massaspektrometrissé ionisoituvia yhdisteitéd. ELSi& on mahdollista
kayttaa yhdessa absorbanssidetektorin kanssa. Se toimii myds hyvin isokraatti-
sessa- etta gradienttiajossa monilla eri liikkuvilla faaseilla ja lisdaineilla. (2424

Evaporative Light Scattering Detector Operator's Guide 2009, 1-2.)

ELS kasittaa kolme erillista padaluetta: sumutus, mobiilifaasin poisto ja naytteen
havaitseminen. Kaikissa ELS-detektoreissa ndma alueet on sijoitettu niin, etta

kromatografista tuleva liuos ensin sumuttuu ja sitten mobiilifaasi haihdutetaan
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pois, minka jalkeen kaasuvirtaan jaa pelkka analyytti, josta mitataan valonsiron-
ta. (2424 Evaporative Light Scattering Detector Operator's Guide 2009, 1-2.)

Nayte sumutetaan yleensa typelld, jonka jalkeen se kulkeutuu ajelehtimisput-
keen, jossa siitd haihdutetaan liikkuva faasi eli eluentti (kuva 5). Voimakas kaa-
suvirta tuottaa pienia pisaroita, joiden haihdutukseen kuluu vdhemman aikaa.
Matalalla kaasuvirtauksella syntyy vastavuoroisesti suuria pisaroita, jotka taas
vaativat enemman lampd4, jotta liuotin/eluentti saadaan haihdutettua pois.
(2424 Evaporative Light Scattering Detector Operator's Guide 2009, 1-3.)

Drift tube eli ajelehtimisputki

Sumutusalue

/ O O\ . .
a\ Oo o) OO/. *a’s $*e,% o0

Kapillaari kolonnilta

KUVA 5 Detektorin sumutusalue

Kun aerosolipisarat poistuvat sumuttimesta ajelehtimisputkeen, niiden koko pie-
nenee mita pidemmalle putkessa ne kulkeutuvat. Kuljettajakaasu kuljettaa ana-
lyytin detektointialueelle ajelehtimisputken jalkeen. Haihtuminen tapahtuu ajan,
lampdotilan ja kaasunpaineen funktiona. TAman vuoksi on tarkeaa kayttaa mobii-
lifaasina sellaista eluenttia, joka haihtuu ja hajoaa nopeasti. (2424 Evaporative
Light Scattering Detector Operator's Guide 2009, 1-4.)

Yleisesti parhaimmat mobiilifaasit ovat eluentteja, joilla on suhteellisen matala
kiehumispiste ja alhainen viskositeetti. Naihin lukeutuu yleisi& HPLC:ssa kaytet-
tyja eluentteja kuten vesi, asetonitrilli, metanoli, etanoli ja THF. Eluentit, joilla on

korkea kiehumispiste ja korkea viskositeetti saattavat jadda kiinni tutkittavaan
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analyyttiin, jolloin tuloksiin tulee taustakohinaa ja analyytin signaali heikkenee,
mika taas johtaa matalaan herkkyyteen ja korkeaan toteamisrajaan (LOD).
Haihtunut eluentti kondensoituu liuotinloukkuun, ja sielta se paasee haihtumaan
iimanpoistoon. (2424 Evaporative Light Scattering Detector Operator's Guide
2009, 1-4.)

Detektointi tapahtuu, kun valosade tormaa nayteanalyytin partikkeleihin ja tasta
hajoava valo kulkeutuu valomonistimelle. Valomonistimessa mitataan intensi-
teetti tAméan jalkeen. Analyytin partikkeleiden halkaisijan koko maarittaa, miten
valo siroaa. Detektori mittaa intensiteetin sironneesta valosta 60 asteen kul-
massa suhteessa virityssateeseen, jotta voidaan minimoida polarisaation vaiku-
tukset ja hajavaloa. Eri kokoisilla partikkeleilla on erilaisia jakautumiskulmia si-
ronneelle valolle, ja partikkeleilla, joiden koot ja muodot vaihtelevat, voi olla eri-
laisia valonsirontaristeymia. Yleisesti isommista kappaleista siroaa enemman
valoa, jonka myota signaalin intensiteetti ja piikin vaste ovat korkeammat. (2424
Evaporative Light Scattering Detector Operator's Guide 2009, 1-4.)

Valomonistin muuttaa sironneen valon signaalin jannitteeksi, joka pystytaan
tallentamaan ja analysoimaan. Sironnut valo antaa kromatogrammissa karkean
mitan naytteen massan maarasta. Massan arvio voi olla taysin yhdisteesta riip-
pumaton, mutta siihen voi toisaalta vaikuttaa myds naytteen tiheys. Esimerkiksi
jos sama nayte on tiukassa kimpussa, kuten nyrkki, sen pinta-ala on pieni, mut-
ta jos sama nayte on auenneena, kuten avoin kAmmen, on sen pinta-ala suu-
rempi, jolloin sen on mahdollista hajauttaa valoa enemmé&n. ELS-detektorin an-
tamalla tuloksella ei ole suoraa yhteytta naytteen molekyylipainon kanssa.
(2424 Evaporative Light Scattering Detector Operator's Guide 2009, 1-4.)
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Sirontatyyppeja on kolme: Rayleigh-, Mie- ja taittumis-heijastussironta (kuva 6).
Pienimmat partikkelit tuottavat eniten Rayleigh-sirontaa, kun taas suurimmat
partikkelit tuottavat taittumis-heijastussirontaa. Kaikista partikkeleista lahtee jo-
kaista sirontatyyppié koosta riippumatta. (2424 Evaporative Light Scattering
Detector Operator's Guide 2009, 1-6.)

Rayleigh-sironta Mie-sironta Taittumis-heijastus sironta

s = —

Valon kulkusuunta —p»

KUVA 6 ELS-detektorissa tapahtuvia valon sironnan eri muotoja

ELS-detektorin heikkouksiksi luetellaan seuraavaa:

¢ Lineaarisuuden heikkous laajalla konsentraatioalueella, voi vaatia laajaa
kokeilua, jotta saadaan riittavan lineaarinen tulos.

e Nayte tuhoutuu, kun se haihdutetaan.

o Kaikki partikkelit voivat haitata detektorin naytesignaalia. Tasta voi aiheu-
tua haitallista taustakohinaa.

e Detektorin herkkyys hiukkasiin nostaa kohinaa ja sita myéten signaali-
kohinavaihtelua. Tahan voi vaikuttaa liikkuvanfaasin laatu. Myés sta-
tionaarifaasin osasia voi huuhtoutua kolonnista ja kasautua liikkuvanfaa-
sin hiukkaskuormaan. Mahdollisia ylimaaraisia hiukkasia voidaan estaa
suodattamalla eluentti, kuljettajakaasu ja naytteet.

e Detektori ei pysty havaitsemaan analyyttimolekyyleja, joiden haihtuvuus
on lahella liikkkuvanfaasin haihtuvuutta. Molemmat vain haihtuvat pois, ei-
k& pisaroihin jaa analyyttia.

e Pohjaviivan rydémintdan voi vaikuttaa nestekromatografissa tehtava gra-
dienttiajo, jolloin esimerkiksi eluenttisuhteita muutetaan. (2424 Evapora-
tive Light Scattering Detector Operator's Guide 2009, 1-7.)
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4 ASE-UUTTO JA NAYTTEIDEN KASITTELY

Menetelm4, jota kaytettiin tassa tydssa, oli kehitetty jo aikaisemmin Abo Aka-
demissa sellundytteiden analysointiin, kun haluttiin tutkia uuteainepitoisuuksia
sellussa. Menetelmassa oli myds perehdytty naytteen kasittelyyn ennen uuttoa
ja sen jalkeen, joten sen kayttdonotto oli suhteellisen sujuvaa myds toisessa

laboratoriossa.

Abo Akademissa menetelmén tuloksista oli laskettu pitoisuuksia, mutta koska
tarkat pitoisuudet eivét olleet kiinnostuksen kohteena tdman tyon tuloksista, ei
matemaattisia pitoisuuksia laskettu. Muutenkin pitoisuuksien laskeminen mole-
kyylikromatografiassa on vain suuntaa antava, koska tulokset ovat suhdelukuja
erikokoisten molekyylien suhteesta, eika talloin voida sanoa varmuudella, etta
jotain tiettya molekyylia on jokin tietty maara. Tuloksista naki suhteen oliko esi-
merkiksi jotain pienikokoista molekyylia enemman naytteessa X kuin naytteessa
Y.

Varsinainen tyo aloitettiin asentamalla ASE-uuttolaite paikoilleen. Laitetta kay-
tettiin uuttolaitteessa olevalla hallintanappaimistolla. Laite sijoitettiin vetokaap-
piin ja laitteella kaytettiin paineilmaa seka typpikaasua. Typpea tarvittiin paineen
muodostamiseen uuton yhteydessa. Uuttolaite vaati 15 baarin paineen. Lait-
teistoon kuuluivat uuttokapselit, naytepullot, uuttoliuospullot ja muut tarpeelliset

valineet.
4.1 Naytteen esikasittely

Menetelmassa oli kaytetty naytteen maarana 7—9 grammaa kuivaa sellua. Kos-
ka mitattavaksi tarkoitetut naytteet olivat kuivia selluarkkeja, jouduttiin perehty-
maan, kuinka ne saadaan parhaiten mahtumaan uuttokapseliin. Kuivaa sellu-
arkkia ei voitu taitella vaadittua 7-9 grammaa suoraan uuttokapseliin, jonka hal-
kaisija oli noin 15 mm. Sellun sai pumpulin kaltaiseksi pehmeaksi ja pieneksi
vanuksi pienella IKAn valmistamalla analyyttisella myllylla (kuva 7). Kun sellu oli

pumpulina, se oli helppo asetella uuttokapseliin.
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KUVA 7 IKAn valmistama analyyttinen mylly
4.2 Naytteiden uuttaminen

Kun tutkittava sellunayte oli kapselissa, voitiin tehda itse uuttoliuos. Menetel-
massa uuttoliuos oli seuraavanlainen, 95 osaa asetonia, viisi osaa vetta ja yksi
osa vakevaa etikkahappoa, eli ynteensa 101 osaa. Liuos tehtiin ottamalla ensin
950 ml asetonia, johon sitten lisattiin 50 ml vetta ja lopuksi viela 10 ml vakevaa
etikkahappoa (96—100 %). Tama liuos tehtiin erikseen, vaikkakin uuttolaitteen
yhteydessa oli uuttoliuosten annostelija, jolla olisi voitu annostella halutut osuu-
det.

Uutto-ohjelma oli tehty jo testiajon yhteydessa. Sykleja oli kolme ja niiden staat-
tinen pitoaika oli 10 minuulttia, eli uuton kesto oli noin 30 minuuttia. Paineeksi
asetettiin 2000 psi ja lampdtila oli 100 °C. Naytteista saatiin uutettua uuttoliuos-

ta eri maaria 45-60 ml
4.3 Naytteiden jatkokasittely

Seuraavaksi uutetut naytteet siirrettiin 50 ml:n mittapulloihin. Jos naytetta ol
tullut enemman kuin 50 ml, sité piti haihduttaa hetki typpivirtauksessa, jotta se
saatiin mahtumaan 50 ml:n mittapulloon. Kun néaytteet olivat 50 ml:n mittapul-
loissa, taytettiin mittapullot merkkiin asti asetonilla. TAma tehtiin sen vuoksi, etta
tiedettiin naytteiden pitoisuus. Jos naytetta oli esimerkiksi punnittu 7 grammaa

uuttoon, 50 ml:n tilavuudessa sen konsentraatio oli 140 mg/ml.
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Mittapulloista otettiin naytettd 10 ml koeputkiin ja koeputket asetettiin sen jal-

keen typpivirtaukseen (kuva 8), jossa ne kuivatettiin. Koska uuttoeluentissa oli
vetta, kuivatus kesti noin kolme tuntia. Kun koeputkissa ollut liuos oli kuivunut,
ne voitiin liuottaa uudestaan 1 ml:aan tetrahydrofuraania. Taman jalkeen nayt-

teet olivat valmiita mittausta varten.

‘-

L TS

KUVA 8 Naytteet typpikuivauksessa
4.4 Tehdasnaytteet

Varsinaisia analysoitavia sellutehdasnaytteité oli kuusi kappaletta. Niihin viita-
taan nimilla N1, N2, N3, N4, N5 ja N6. Naytteiden punnitukset voi nadhda taulu-
kosta 1.

TAULUKKO 1 Tehdasnaytteiden punnitukset

Punnittu (gramma)
N1 7,109
N2 7,027
N3 7,124
N4 8,040
N5 7,901
N6 7,999
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Nayte N6 oli havusellua ja muut naytteet olivat lehtipuusellua. Kun naytteet oli
punnittu, ne asetettiin myllyyn. Pumpuliksi jauhettu sellunayte laitettiin s&ilo-

purkkiin odottamaan ASE-uuttoa.

Kun naytteet oli saatu kuivatettua ja uudelleen liuotettua THF:lla, ne piti suodat-
taa ruiskusuodattimella. Ruiskusuodatin oli Millipore IC Millex-LH Hydrophilic
PTFE 0,45 pm. THF kestavéassa ruiskussa ei saanut olla ruiskumannassa ku-
mia. Jos ruiskumannassa oli kumia, se liukeni THF:iin ja aiheutti ylimaaraisen

suuren piikin HPLC-ELS-mittauksissa.
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5 HPLC-ELS

Laitteen saatamiseen ja kayttdon saattamiseen kaytettiin tuntimaaraisesti suurin
osa opinnaytetydssa kuluneesta tydajasta. Tama aika sisalsi myds ohjelmistolla
tapahtuvan integroinnin sdatamiset ja muut ohjelmistoon liittyneet ongelmien

ratkomiset. Ongelmien ratkaisussa saatiin myos ratkaistua jo aiemmin ongelmi-

na olleita ongelmakohtia.

Ensimmaiseksi vaihdettiin kolonnit. Aliemmin samaisella HPLC:lla oli mitattu
NaOH-liuoksessa olevia naytteita, eivatka kolonnit sen vuoksi sopineet uuteen
menetelmaan. Kun kolonnit oli vaihdettu, liitettiin kapillaari kulkemaan kolonnis-
ta suoraan ELS-detektorille. Seuraavana laitteeseen ajettiin THF (joka sisalsi 1—
prosentin verran vakevaa etikkahappoa (96—100 %)) ja testattiin, miten ELS
havaitsi pelkan THF-eluentin ja GC-standardin. Standardi sisalsi nelja eri mole-
kyylia: Tridecanoic acid, heneicosanoic acid, cholesteryl heptadecanoate ja 1,3-
dipalmityol-2-oleyl glycerol. Samalla yritettiin selvittaa, kuinka ELS-detektorin
sumuttimen lammitys toimii, koska menetelméasséa oli sumuttimeen asetettu
lampdtila 40 °C. Empower3-ohjelmistossa sumuttimen lampdtila ilmoitettiin te-
hoprosenttina, eika se suoraan antanut lukua, kuinka lampimaksi sumutin tulee

kyseisella teholla.
5.1 Sumuttimen lampdatila

Sumuttimen lampétilan saétoa selvittaessa koeajot suoritettin Abo Akademin
menetelm&a mukaillen. Abo Akademin menetelméssé sumuttimen lampétilaksi
oli sdadetty 40 °C, ja koska kayttssa olleessa laitteessa lampdétila saadettiin
oudosti tehoprosenttina, piti saato kokeilla eri tehoilla. Testimittausnaytteena
kaytettiin nelja standardia sisdltavaa GC-standardia, jotta koeajoissa nakyisi

muutakin kuin pohjaviiva.

Tehoprosentiksi laitettiin kevyesti 10 %, mutta lampétila jai noin 25 °C:n lampoti-
laan. Seuraavaksi laitettiin tehoksi 40 % ja lampétila oli noin 32 °C. Itse tulok-
sissa ei nakynyt juurikaan mitd&n eroa, koska sumuttimen lampdtilan korkeus
vaikuttaa siihen, miten paljon mahdollista naytteen massaa kulkeutuu ajelehti-

misputkeen. Koenaytteen kohdalla ei enaa tapahtunut muutoksia, vaikka sumu-
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tinta lAmmitettiin. Seuraava tehoprosentti oli 60 ja lampatila jai hiukan alle 40
asteen, noin 37 asteeseen. Lopulta ei enda tehty koeajoja, kun haluttiin selvittaa
lampdotilaa, koska sumuttimen tehon pystyi laittamaan suuremmalle ilman erillis-
ta ajon valmistelua ja koska naytteissa ei nakynyt mitaan eroja vaikka sumutti-
men lampotilaa nostettiin. Lahes 40 °C:n lampdtilaan paastiin, kun tehoksi ase-
tettiin 67 %.

Menetelman muut yleisimméat muutettavat asetukset nékyvat taulukosta 2. Nayt-

teenottotilavuus oli 50 pl. Naitd asetuksia ei muutettu enaa tyon aikana.

TAULUKKO 2 W2690/5 Instrument Setup

Stroke Volume 50uL (flow rates <= 1.23 mL/min)
Syringe Draw Rate Normal
Degas Mode On
Pump Mode Isocratic
Flow 0.800 (ml/min)
%A 100.0

%B 0.0

%C 0.0

%D 0.0

High Limit 4000.0 psi
Low Limit 0.0 psi
Sparge A 0.0
Sparge B 0.0
Sparge C 0.0
Sparge D 0.0
Column Temp Target 40.0 °C
Needle Wash Normal
Solvent A THF + 1% Acetic Acid
Solvent B

Solvent C

Solvent D

5.2 Standardit

Sumutinkoeajojen yhteydesséa kaytettiin GC-standardia, joka sisalsi nelja pienta
molekyylid, mutta sita ei kaytetty suoraan sellaisenaan, vaan sen eri molekyylit
mitattiin erikseen omina mittauksina. Tama siksi, etta oli mahdollista kayttaa

polystyreenistandardeja, joiden molekyylipainoalue oli 580-17000.
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Polystyreenistandardeille (kuva 9 ja tauluko 3) tehtiin liukenemiskoe, jotta saa-
tiin selville, liukenevatko ne THF:iin. Kaikki 10 polystyreenistandaria liukenivat
THF:iin erinomaisesti. Seuraavaksi tehtiin koeliuos yhdesta standardista, jotta
nahtiin, kuinka se sijoittuisi kromatogrammille ja kuinka vahva liuoksen kannat-

taisi olla.

PL POLYMER STANDARD CALIBRATION KIT

e q‘

FIES
£
H

KUVA 9 Polystyreenistandardit

TAULUKKO 3 Polystyreenistandardit

Mp | Mw/Mn
1| 580 1,14
2 | 1050 1,21
311240 1,08
411770 1,06
5| 2470 1,06
6 | 3770 1,04
7 | 5100 1,04
8 | 7600 1,04
9 [12500( 1,04
10(17000| 1,04

Koe suoritettiin standardilla, joka oli Mp 1240. Ensin sité punnittiin noin 50 mg

10 ml:n tilavuuteen. Tasta viela laimennettiin 1:10 (1 ml/10 ml), jolloin lopullinen

konsentraatio oli noin 0,5 mg/ml (taulukko 4). Koeajo naytti hyvalta, joten muut-
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kin standardit oli hyva liuottaa THF:iin. Kaikista standardeista tehtiin samanlai-

set laimennokset.

TAULUKKO 4 Standardien laimennos

1. laimennos 1. kosentraatio. 2.laimennos X
raatio

Lopullinen konsent-

Punnittu ~50 mg 10 ml:n
mittapulloon

1 ml 10 ml:n mittapul-

5 mg/ml loon

0,5 mg/ml

Kun kaikki standardit oli mitattu, niista tehtiin kalibrointisuora. Mukaan otettiin
my0s nelja yksittain mitattua GC-standardin siséltamaa ainetta. Kalibroin-
tisuorasta jatettiin pois Mp 580 -standardi, koska sen mittaustulokset olivat vaih-
televia. Standardisuoran tulokset voi néhda liitteesta 1. Suora oli ensimmaisen
asteen sovitus ja selitysaste oli 0,989, joka on erinomainen SEC-

standardisuoraksi.
5.3 Naytteiden mittaus

Kun standardisuora oli saatu ajettua sisaan ja integroitua mittausta varten, voi-
tiin siirtya naytteiden analysointiin. Naytteet suodatettiin ruiskusuodattimella
suoraan naytepulloihin (1,5 ml:n kokoisia) ja suljettiin pulloihin kuuluvilla korkeil-
la, joissa oli septumi, jonka lapi HPLC:n automaattinen nayteruisku oli mahdol-

lista menna.

Nayte N1:sté oli myos nayte eri valmistuserasta seka prosessin eri vaiheesta.
Naiden kahden naytteen kasittely ja mittaus oli sama kuin muissa sellunaytteis-

sa.

Sellunaytteet olivat taman tyon tarkein nayte. Naiden lisaksi menetelmaa kokeil-
tiin myos toisenlaisiin naytteisiin joihin viitataan nimilla P1, P2, P3 ja P4, sek&
kolmea niiden kaltaista naytetta joiden nimet ovat LMW, HMW ja PO. Nama
naytteet liuotettiin myds THF:iin. Niihin kaytettiin samaa standardisuoraa kuin

sellunaytteisiin.

21



6 MITTAUSTULOKSET

Tulosten tulkinta on hyvin tuloksen tarkastelijan silmissa, koska mittaukset suo-
ritettiin kvalitatiivisesti. Eroja eri selluissa oli selvasti nahtavissa ja ne sellut, joi-
den tiedettiin jo etukateen olevan puhtaampia uuteaineista, antoivat oletuksen
mukaisia tuloksia mittauksissa. My6s likaisiksi oletetuista naytteista 16ytyi selvia
viitteitd uuteaineista. Tulosten kasittelyssa jouduttiin suorittamaan kasin integ-
rointia jonkin verran, jotta menetelmé&n integrointiparametrit saatiin kohdilleen.
Kun parametrit olivat kohdillaan, pystyttiin naytteiden tulokset integroimaan au-

tomaattisesti.

Liséksi mitatut P -naytteet antoivat oletuksen mukaisia tuloksia, mutta niiden
tulosten tarkempi tulkinta ei kuulu taman opinnaytetyon piiriin. Niiden tulokset
antoivat kuitenkin hyvan viitteen siita, ettd menetelman ajo-olosuhteet olivat hy-

vat myos niiden kaltaisille naytteille.
6.1 N-naytteet

N1 oli tassa tydssa mielenkiintoisin nayte. Sen tulokset antoivat viitteitd mahdol-
lisesta ongelmasta sellunvalmistuksessa. N1-naytteen tuloksia pystyttiin myos
vertaamaan Abo Akademissa tehtyjen mittausten tuloksiin, koska heilla oli siell&
samalta tehtaalta ja samasta valmistuksen vaiheesta otettuja naytteita. Muut N-
naytteet antoivat vertailukohtia N1-naytteelle ja todistivat my6s menetelman

toimivuutta.

Liitteesta 2 voi nahda naytteen N1 kromatogrammin. Sen korkein piikki ylitti
2000 LSU:n (light scattering unit) arvon, vaikka se oli laimennettu menetelman
mukaisesti. Tama yksistaan antoi ymmartaa, ettd nayte sisalsi tavallista korke-

amman pitoisuuden uuteaineita.

Naytteet N2 ja N3 olivat eri yritysten valmistamia selluja. Naytteet N1, N4, N5 ja
N6 ovat saman yrityksen valmistamia. Naytteen N2 tulokset ovat nakyvilla liit-
teessa 3. Kokonaisjakauman muoto on osittain sama kuin néytteessa N1 mutta
pitoisuudet ovat selvasti alhaisemmat ja pienien molekyylien osuus on mata-
lampi.
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Nayte N3:a on yleisesti pidetty puhtaana selluna. Kromatogrammi on liitteessa
4. Molekyylijakauman muoto on aivan erilainen kuin aiemmissa naytteissa. Se
naytti sisaltavan huomattavasti enemman isompia molekyyleja kuin naytteet N1
ja N2.

Naytteen N4 molekyylijakauman nékee kromatogrammista (lite 5). Se on osit-
tain saman muotoinen kuin N1:ss&, mutta pitoisuudet ovat selvasti alhaisem-
mat, eika pienien molekyylien osuus ole niin korkea. Nayte N5 on osittain sa-
manmuotoinen, mutta pienten molekyylien osuus on korkeampi suhteessa isoi-
hin, kuin nayte N4:ssa. N5:n kromatogrammi on liitteessé 6. Nayte N5 muistut-
taa enemman muodoltaan N1:t&4 mutta pitoisuudet ovat selvéasti alhaisemmat,

jopa alhaisemmat kuin N4:ssé.

Nayte N6 oli havupuusellua. Sen tulos on hyva vertailukohta menetelméan sovel-
tuvuudesta havaita uuteaineita sellusta. Havupuusellu puhdistuu l&hes kaikesta
ylimaaraisesta uuteaineesta prosessin edetessa, eivatkd sen uuteainepitoisuu-
det ole talloin korkeat. Kromatogrammista (lite 7) ndkee, ettd pitoisuudet ovat
matalat, eika jakauma ole jarin suuri, lahinna pienempia polymeerisia molekyy-

leja painoluokaltaan noin 300—1600 mw (molecular weight).

Kaikki N-naytteet ovat nahtavissa samassa kromatogrammissa liitteessa 8.
Naytteen N1 uuteainepitoisuuden korkeus on hyvin nahtavissa, kun kaikki kuusi
eri nytetta ovat samassa kuvaajassa. Vastaavasti nayte N6, joka oli havupuu-
sellua, on selvasti matalampi kuin yksikddn muu naytteistd. Myos molekyylija-
kaumat nakyvat selvasti. Saman yrityksen valmistamat lehtipuusellut N1, N4 ja
N5 nayttavat olevan hyvin samanmuotoisia molekyylijakaumaltaan. Pitoisuusero
naytteeseen N1 on huomattavan suuri. Nayte N1 uutettiin my6s uudestaan, ja
tulos oli sama. Uuteaineista hyvin pestyna pidetty sellu N3 antoi hyvin erimuo-
toisen molekyylijakauman, ja sen ndkee hyvin, kun verrataan kaikkia naytteita.

6.2 Nayte N1 eri vaiheista

Nayte N1:sta oli sellundytteita prosessin eri vaiheista. Liite 9:ssd on kuvattuna
kaikki kolme eri vaiheen ja eri prosessointipaivien naytteita. Lisaksi varsinaises-

ta N1 naytteesté oli summittainen laimennos tehty ja mitattu kromatografilla.
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Naiden mittausten merkitys oli, ettd nahtiin, ettd samalta tehtaalta tulevien sel-
lunéytteiden molekyylijakauma on samansuuntainen. Pitoisuuserot johtuvat sii-
ta, etta naytteet on otettu prosessin eri vaiheista. Uuteaineiden pitoisuus vahe-
nee, mita pidemmalle prosessia vieddan. Prosessissa on useita eri pesuvaihei-
ta, jotka poistavat uuteaineita. Molekyylijakauma nayttaa muuttuvan enemman
pienten molekyylien suuntaan, mitd pidemmalle prosessi etenee. Nayte N1-2 on
pisimmalle prosessoitu ja N1 on vahiten prosessoitu nayte. Laimennetusta N1-
naytteesta voi nahda viela saman muodon kuin alkuperaisesta N1 naytteesta.
Se myds antaa paremman nakyman siihen, missé suhteessa pienid molekyyleja

on suhteessa isoihin. Liitteessé 10 on naytteet erillisilla kromatogrammeilla.
6.3 P-naytteet

P-naytteet olivat hyvin toistensa kaltaisia. Niitd varten mitattiin myods kolme nii-
den kaltaista referenssiainetta, jotta tuloksista saatiin suuntaa antavia. Liitteesta
11 voidaan ndhdéa naytteet P1, P2, P3 ja P4 samassa kromatogrammissa, jossa
niiden molekyylijakauman vertailu paljastaa niiden olevan lahella toisiaan. Liite

12 nayttaa jokaisen P-naytteen erikseen.

P-naytteita varten mitatut referenssiaineet voidaan n&hda liitteissd numero 13 ja
14. Muodot ja jakaumat ovat hyvin samankaltaisia kuin P-naytteissa. Tarkem-
mat analyysit naytteista teki toinen tutkija. Tulokset kuitenkin antoivat hyvan

vaikutelman menetelman toimivuudesta myos toisenlaisille naytteille.
6.4 Tulosten yhteenveto

N- ja P-naytteiden mittaus sujui HPLC:ll& mallikkaasti. Tulokset olivat odotus-
tenmukaisia ja naytteiden kasittely oli sujuvaa. Mielenkiintoisin nayte N1 oli
tasmalleen sellainen kuin sen pitikin olla, kun sité verrattiin Abo Akademin tu-

loksiin.
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7 POHDINTA

Opinnaytetydn tavoitteena oli tarkoitus ottaa kayttéon Turun Abo Akademissa
kehitetty menetelm4, jolla havaittiin polymeerisia uuteaineita sellunaytteista.
Menetelmassa kaytettiin HPLC-ELS-analyysilaitteistoa.

Opinnaytetyon ajatusprosessi lahti kayntiin jo kesalla 2012, kun tuli tieto mah-
dollisesta opinnaytetydsta UPM:n tutkimuskeskuksella. Olin tutkijaharjoittelijana
tutkimuskeskuksella kesan ja syksyn ajan, jolloin oli mahdollista suunnitella etu-
kateen opinnaytetytta ja samalla varata HPLC ty6ta varten. Samalla kun varat-
tiin HPLC, tilattiin tarvittavat kolonnit tydta varten. Itse ty6 oli tarkoitus aloittaa

tammikuussa 2013.

Tyo6 aloitettiin ASE-laitteen ylosajolla. ASEa ei ollut kaytetty useaan kuukauteen
ja se oli siirretty uudelle paikalle, joten se piti kytkea alusta alkaen uusiksi. Hoi-
din henkilokohtaisesti suurimman osan kytkenndista ja kytkentdjen jalkeen suo-
ritin koeajot. ASEn yl6sajo sujui hyvin ja koeajot sujuivat mallikkaasti. Mittaus-
tyon aloitus viivastyi, koska opinnaytetyota varten varattu HPLC oli viela varattu
toiseen tyohon, joka oli viivastynyt. Itse HPLC-mittauksiin paastiin helmikuun
alussa. Taman valiajan kaytin teoriapohjan kartuttamiseen uuteaineista. Harmil-
lisesti kunnollista, selvaa tietoa, ei ollut saatavilla. Suullista tietoa uuteaineista

oli paljon, mutta tata raporttia varten ei ollut helppoa l6ytaa kirjallista taustaa.

HPLC-laite itsesséan oli sujuva kayttaa, mutta ohjelmisto, jolla laitetta ohjattiin
tietokoneella, oli hiukan erikoinen. Aluksi ohjelmistossa kummastutti detektorin
sumuttimen lampétilansaatd. Sumuttimen lampdtila ilmoitettiin koko ajan celsi-
us-asteissa, mutta sen lampotila sdadettiin silti tehoprosenttina, mille ei |6ytynyt
selitysta. Kaikki muut asetukset olivat selkeitd syottaa, eivatka ne vaatineet eril-
listd perehtymista. Varsinaiset kromatografiset mittaukset sujuivat hyvin, eika

menetelma vaatinut erillista saatamista.

Tulosten integroinnissa oli aluksi ongelmia ohjelmiston erityislaatuisen logiikan
vuoksi. Tata integrointiongelmaa oli jo aiemmin yritetty ratkoa laitekouluttajien
avulla. He olivat yrittédneet selvittda ongelmaa ulkomaita mydten, tuloksetta.

Sain ratkaistua taman erikoisen toimintatavan integroinnissa ja paasimme on-
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nistuneesti eteenpdin. Tasta on hydtya myads tulevaisuudessa muissakin mitta-

uksissa kyseisella ohjelmistolla.

Tyon mittaustulokset olivat toivotun kaltaisia. Nayte N1 antoi korkeat pitoisuu-
det, jota sen oletettiin sisaltavan. Myos P-naytteet olivat oletuksen mukaisia,
vaikka menetelman soveltuvuudesta kyseisille naytteille ei ollut mitddn varmuut-
ta. Menetelmén toimivuus antoi mahdollisuuden kayttaa kyseistd menetelmaa
my0s tulevaisuudessa ja P-naytteiden toimivuus samalla menetelmalla mahdol-

listaa menetelman laajemman kayton.

Ajankaytto sujui erinomaisesti kokeellisessa osuudessa, vaikka mittausten aloi-
tus viivastyi. Mittausten sujuvuus paikkasi mydhastyneen aloituksen ja antoi
myo6s mahdollisuuden kokeilla menetelmaa toisiin naytteisiin. Mittausten suju-
vuus antoi myos todellisen onnistumisen tunteen, eika opinnaytetydn kokeelli-
nen osuus ollut turhaa. Opinnéytetyon kirjoittamista hidasti teoriatiedon |0ytami-

sen vaikeus. Tasté huolimatta ty0 onnistui kokonaisuutena hyvin.
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HPLC-ELS kalibrointikuvaaja Empower3 ohjelmistolla LITE 1
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3 600 16011 prw—s e Equation Log Mal Wt = s-2.35e-001 T
4 5100 16.894 5236 -2.591
5 3770 17.505 3762 0.204 RA2 () 988879
6 2470 18.337 2400 2937
T 1770 19.213 1495 18.433
a 1240 19.852 1058 17171
9 1050 20034 959 9450
10 833 20070 941 -11.442
11 639 20997 570 12.091
12 327 21325 477 -3AN
13 214 2291 203 h623



Nayte N1 kromatogrammi ja molekyylijakaumataulukko

LIITE 2

SAMPLE

INFORMATION

Sample Name:

N1

Sample Type: Broad Unknown
Vial: 1

Injection #: 1

Injection Volume: 50.00 ul

Run Time: 29.0 Minutes

Date Acquired:
Date Processed:

3/1/2013 1:06:54 PM EET
3/12/2013 9:55:03 AM EET

Acquired By:

u018hplc

Sample Set Name
Acq. Method Set:  Juho_ELS_uuteaineet
Processing Method Apexiso kalib uutteet

Channel Name:

ELSD Signal

Proc. Chnl. Descr.. ELSD Signal

LSU

Auto-Scaled Chromatogram
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0.00 200 400 6.00 8.00 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800
Minutes
GPC Results
DistName | Mn | Mw | MP | Mz | Mz+1 | Mv | Polydispersity | MW Marker 1 | MW Marker 2
1 7611| 8146 | 5682 | 8827 | 9635 1.070302
2 4796 | 4827 | 4277 | 4859 | 4890 1.006504
3 3588 3615 | 3173 | 3642 | 3670 1.007538
4 2546 | 2576 | 2173 | 2607 | 2638 1.011957
5 1619 1653 | 1324 [ 1689 | 1724 1.021125
6 933| 962| 943 982 | 1022 1.031670
7 587 | 593| 689 599 604 1.010312
8 300 317| 367 335 353 1057398
9
10
1"




Nayte N2 kromatogrammi ja molekyylijakaumataulukko

LIITE 3

SAMPLE

INFORMATION

Sample Name:

N2

Sample Type: Broad Unknown
Vial: 2

Injection #: 1

Injection Volume: 50.00 ul

Run Time: 29.0 Minutes

Date Acquired:
Date Processed:

3/4/2013 9:48:57 AM EET

Acquired By:
Sample Set Name
Acqg. Method Set:
Processing Method
Channel Name:
Proc. Chnl. Descr.:

3/12/2013 9:55:16 AM EET

u018hplc

Juho_ELS_uuteaineet
Apex iso kalib uutteet
ELSD Signal

ELSD Signal

Auto-Scaled Chromatogram
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000 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 28.00
Minutes
GPC Results
DistName | Mn | Mw | MP | Mz [Mz+1] Mv| Polydispersity | MW Marker 1 | MW Marker 2
1 7518 | 7930 | 5842 | 8455 [ o095 1054754
2 4663 | 4717 | 4004 [ 4772 | 4827 1011534
3 2071|3304 | 2085 | 3338 | 72 1.010082
4 2468 | 2480 | 2250 | 2492 | 2504 1004778
5 1865 | 1830 [ 1633 [ 1896 | 1911 1.008157
6 1018 | 1073 | 743| 113c| 118¢ 1053220
7 664 | 666| 667 | 867 | 669 1002212
8 334 363| 364 205 427 1086729
9
10
11




Nayte N3 kromatogrammi ja molekyylijakaumataulukko LIITE 4

SAMPLE INFORMATION

Sample Name: N3 Acquired By: u018hplc

Sample Type: Broad Unknown Sample Set Name

Vial: 2 Acq. Method Set:  Juho_ELS_uuteaineet
Injection #: 1 Processing Method Apex iso kalib uutteet
Injection Volume: 50.00 ul Channel Name: ELSD Signal

Run Time: 29.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.:  ELSD Signal

Date Acquired: 3/1/2013 1:42:38 PM EET
Date Processed: 3/12/2013 9:55:28 AM EET

Auto-Scaled Chromatogram

400001 < -
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0.00 200 4.00 6.00 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 28.00

Minutes
GPC Results
DistName | Mn Mw MP Mz | Mz+1 | Mv| Polydispersity | MW Marker 1 | MW Marker 2

1

2 15489 | 15524 | 15497 | 15559 | 15503 1.002233
3 12128 | 12226 | 10771 | 12326 | 12426 1.00811C
4 9352| 9391 8559 | 9430 ( 9469 1004142
5 5580 5835( 4301 6093 | 6349 1.043841
6 311E( 3189 | 3625| 3259 | 3328 1.022585
7 2129| 2140 2002| 2152 2163 1.005263
8 900| 1058| 119€( 1211 1340 1.176083
9 312 323| 376| 34| 345 1037765




Nayte N4 kromatogrammi ja molekyylijakaumataulukko

LIITES

SAMPLE INFORMATION
Sample Name: N4 Acquired By: u018hplc
Sample Type: Broad Unknown Sample Set Name
Vial: 4 Acq. Method Set:  Juho_ELS_uuteaineet
Injection #: 1 Processing Method Apex iso kalib uutteet
Injection Volume: 50.00 ul Channel Name: ELSD Signal
Run Time: 29.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.. ELSD Signal

Date Acquired:
Date Processed:

3/4/2013 10:48:46 AM EET
3/12/2013 9:55:49 AM EET

Auto-Scaled Chromatogram
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1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 28.00

Minutes

GPC Results

DistName | Mn | Mw | MP | Mz [ Mz+1

Mv | Polydispersity | MW Marker 1 | MW Marker 2

1

2 5212| 5750 | 3714 | 6534 [ 7591 1.103298
3 3380|3383 | 3171|3395 3402 1.002169
4 2818 | 2827 | 2589 | 2837 | 2847 1.003391
5 2292 ( 2301|2088 | 2310 | 2318 1.003758
6 859 | 1014 | 721 1192 | 1364 1.180360
7 296( 309| 295( 323| 337 1.045449
8




Nayte N5 kromatogrammi ja molekyylijakaumataulukko

LIITE 6

SAMPLE INFORMATION
Sample Name: NS§ Acquired By: u018hplc
Sample Type: Broad Unknown Sample Set Name
Vial: 5 Acq. Method Set:  Juho_ELS_uuteaineet
Injection #: 1 Processing Method Apexiso kalib uutteet
Injection Volume: 50.00 ul Channel Name: ELSD Signal
Run Time: 29.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: ELSD Signal
Date Acquired: 3/4/2013 11:18:41 AM EET
Date Processed:  3/12/2013 9:56:03 AM EET
Auto-Scaled Chromatogram
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GPC Results
DistName | Mn | Mw | MP | Mz | Mz+1 | Mv | Polydispersity | MW Marker 1 | MW Marker 2
1
2
3 2085 | 3549 | 1959 | 4520 | 6005 1.188647
4 843| 972 823 111¢| 1256 1.153201
5 303 317| 301| 332 346 1.046809




Nayte N6 kromatogrammi ja molekyylijakaumataulukko LITE 7

SAMPLE INFORMATION

Sample Name: N6 Acquired By: u018hplc

Sample Type: Broad Unknown Sample Set Name

Vial: 6 Acq. Method Set:  Juho_ELS_uuteaineet
Injection #: 1 Processing Method Apex iso kalib uutteet
Injection Volume: 50.00 ul Channel Name: ELSD Signal

Run Time: 29.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: ELSD Signal

Date Acquired: 3/4/2013 11:48:37 AM EET
Date Processed:  3/12/2013 9:56:23 AM EET

Auto-Scaled Chromatogram

P
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0.00 200 4.00 6.00 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 28.00
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GPC Results
DistName | Mn | Mw | MP | Mz | Mz+1 | Mv| Polydispersity | MW Marker 1 | MW Marker 2

1412 1553 | 1037 | 1762 | 2047 1.099563
832 842| 716( 852| 861 1.011346
358 | 304| 336 434 474 1.100760

Nl sl W|IN| -




Naytteet N1-N6 yhdessa kromatogrammissa LIITE 8

é i
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Minutes

— SampleName: N1 Channel: ELSD Signal;

— SampleName: N2 Channel: ELSD Signal;
SampleName: N3 Channel: ELSD Signal;
EET
SampleName: N4 Channel: ELSD Signal;
AM EET
SampleName: NS Channel: ELSD Signal,
AM EET
SampleName: N6 Channel: ELSD Signal,;

" EET



Naytteet N1, N1-2, N1-3 ja N1 laimennettuna, kromatogrammissa LITE9
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~— SampleName: N1 Channel: ELSD Signal;
— SampleName: N1-2 Channel: ELSD Signal,
= SampleName: N1-3 Channel: ELSD Signal,
— SampleName: N1 ~1:10(0 Channel: ELSD Signal;



Naytteet N1,N1-2,N1-3 ja N1 laimennettuna. erilliset kromatogrammit LIITE 10
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Naytteet P1-P4 samassa kromatogrammissa
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LIITE 11
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Naytteet P1-P4 erillisissa kromatogrammeissa LIITE 12
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LSU

Naytteet LMW, HMW ja PO samassa kromatogrammissa
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SampleName: A LMW
SampleName: B HMW
SampleName: C PO

LIITE 13



Naytteet LMW, HMW ja PO erillisissa kromatogrammeissa LIITE 14
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SampleName: A LMW
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