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Opinnaytetydn tavoitteena oli kehittdd analyysimenetelma Triton X-100:n havaitsemiseen
jatevedestd ja selvittdd sopiva naytteiden kasittelymenetelma. Analyysimenetelman
tarkoituksena on osoittaa, ettei tuotannossa kaytettya pinta-aktiivista kemikaalia paase jateveden
mukana ymparistoon, koska sen hajoamistuotteet ovat ymparistélle haitallisia ja hormonitoimintaa
hairitsevia.

Tybssa perehdyttiin aluksi kirjallisuuskatsauksena Triton X-100:n analyyttisiin menetelmiin,
fysikaaliskemiallisiin  ominaisuuksiin, teollisiin  kayttotarkoituksiin  sekd lainsaadantdon.
Analyysimenetelma kehitettiin korkean erotuskyvyn nestekromatografilla ja tydssa tutkittiin
kahden erilaisen kromatografisen erotusmenetelman sopivuutta.

Tyon lopputuloksena kehitetyllda analyysimenetelmalla voidaan mitata jateliuoksista ja

tuotantoprosesseista oktyylifenolien maarat toistettavasti, mutta toimeksiantajan tavoitetarkkuutta
ei saavutettu menetelmalla.
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TRITON X-100 SAMPLE PREPARATION AND
ANALYTICAL METHODS FOR DETECTION IN
WASTE WATER

The objective of this bachelor’s thesis was to develop an analysis method for the detection of
Triton X-100 in wastewater, and to find out an appropriate method for sample preparation. The
analytical method would be used for ensuring zero emissions of the surfactant chemical from the
production processes, as the degradation products of the chemical are hazardous for the
environment and disruptive to hormonal activity.

Research articles were used for studying suitable Triton X-100 analytical methods, its
physiochemical properties, as well as its industrial uses and legal status. An analytical method
was developed with high-performance liquid chromatography and two different chromatographic
separation methods were studied.

The result of the thesis can be used as an analytical method for quantifying octylphenols from
chemical waste or manufacturing processes. However, the detection limit of the method did not
reach the client’s goal.
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1 JOHDANTO

Opinnaytetydn toimeksiantaja PerkinElmer Wallac Oy on in vitro-diagnostiikan reagens-
seja, laitteita seka ohjelmistoja tuottava yritys Turussa ja se kuuluu kansainvaliseen Per-
kinElmer terveysteknologiakonserniin. Wallac Oy kayttda reagensseissaan raaka-ai-
neena Triton X-100:aa joka on kauppanimi on opinnaytetydssa tutkittavalle ionittomalle
pinta-aktiiviselle aineelle. Kayttokohteita Triton X-100:lla on teollisuudessa ja tutkimuk-

sissa, seka erityisesti laboratoriokemikaalina.

Oktyylifenolietoksylaatit, kuten Triton X-100 ja nonyylifenolietoksylaatit luokiteltiin eri-
tyista huolta aiheuttaviksi aineiksi (SVHC) REACH-asetuksen liitteessa XIV. Kyseisten
yhdisteiden hajoamistuotteet ovat ymparistolle haitallisia, silla niilla on hormonitoimintaa
hairitsevia ominaisuuksia. Laake- ja muussa teollisuudessa kaytetty Triton X-100 muuttui
luvanvaraiseksi 04.01.2021 jalkeen. Yrityksilla on mahdollisuus hakea kayttdlupa Euroo-

pan kemikaaliviraston (ECHA) valityksella.

Opinnaytetydn tavoitteena oli kehittdd Wallac Oy:n sisaiseen kayttdon analyysimene-
telma, jolla pystytaan mittaamaan Triton X-100:n pitoisuudet jatevesiliuoksista. Opinnay-
tetydssa perehdyttiin kirjallisuuskatsauksena Triton X-100:n fysikaaliskemiallisiin ominai-
suuksiin, teollisiin kayttotarkoituksiin, lainsaadantédn seka potentiaalisiin analyysimene-
telmiin. Analyysimenetelmalle asetettiin tavoitteeksi < 10 yg/L pitoisuuksien mittaami-

nen.

Tydn kokeellinen osuus suoritettiin Wallac Oy:n Orgaaniset synteesit ja analyysit -osas-
ton laboratoriossa. Analyysimenetelma kehitettin HPLC-laitteistolla ja tydssa tutkittiin
seka optimoitiin kahteen erilaiseen erotustapaan perustuvia HPLC-menetelmia. Analyy-
simenetelman kehityksessa selvitettiin optimaaliset laiteparametrit seka naytematriisit.

Opinnaytety6ssa tarkastellaan myds analyysimenetelman ja tulosten luotettavuutta.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Aleksi Olkkola



2 TRITON X-100

4-(1,1,3,3,-tetrametyylibutyyli)fenoli-polyetyleeniglykoli, jota myydaan kauppanimella
Triton X-100 on ioniton, pinta-aktiivinen aine. Se koostuu aromaattisesta hiilivetyryh-
masta, joka on hydrofobinen ja lipofiilinen, seka siihen kiinnittyneesta hydrofiilisesta po-
lyetyleenioksidiketjusta, jonka ketjunpituus on keskimaarin 9,5 yksikk6a. Kuvassa 1 ha-
vainnoillistetaan Triton X-100:n rakennekaava, jossa n-kirjaimella ilmaistaan ketjuun kiin-

nittyneiden etyleenioksidiyksikkdjen lukumaaraa. (MPBio 2021).

OVO%H
H5C n
HsC

HsC HsC CHs

Kuva 1. Triton X-100:n rakennekaava (MPBio 2021).

Euroopan kemikaaliviraston maaritelman mukaisesti polymeeri koostuu vahintdan kol-
men monomeeriyksikon pituisesta jaksosta, joka on kiinnittynyt kovalenttisella sidoksella
Iahtdaineeseen. Triton X-100 on oligomeeri, eli polymeeri jossa yksikkdja on kiinnittynyt
jonoon pieni maara (ECHA 2017). Hydrofofiilisten etyleeniyksikkdjen maara vaikuttaa
yhdisteen pinta-aktiivisiin ominaisuuksiin, ja tdman vuoksi oktyylifenolietoksylaatteja tuo-

tetaan seka kaupallistetaan eri etyleeniyksikk6jen maarilla (Farsang 2019, 7).
2.1 Triton X-100:n fysikaaliset ja kemialliset ominaisuudet

Pinta-aktiiviset aineet ryhmitelldan niiden hydrofiilisen paan varauksen mukaisesti. Ani-
oniset detergentit ovat yleisimmin kaytettyja, esimerkiksi yleispuhdistusaineina, pesuai-
neina ja saippuoina. Muita pinta-aktiivisia aineryhmia ovat ionittomat, kationiset ja amfo-
teeriset detergentit. lonittomilla detergenteilla ei ole sahkoista varausta kayttoliuoksissa,

jolloin niité voidaan kayttaa laajalla pH-alueella (Dharaiya 2017, 7).

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Aleksi Olkkola
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2.1.1 Misellit

Pinta-aktiivisten aineiden ominaisuudet ovat peraisin niiden kyvysta muodostaa miselleja
eli amfofiilisia kolloidisia rakenteita, jotka ovat 5 nm ja 200 nm valilta partikkelikooltaan.
Pinta-aktiiviset aineet ovat yleensa vesiliuoksissa monomeereina tai miselleina. (Patel
2015.)

Vesiliuoksissa detergentin hydrofiilinen paa on misellien rakenteessa ulkona ja lipofiili-
nen hanta sisapuolella. Talldin yhdiste hakeutuu 6ljypartikkelin ymparille lipofiilisen han-
nan vetovoimien takia. Ulkopuolella oleva hydrofiilinen puoli pitda misellin ja sen sisalta-
man Oljyn liuenneena vesiliuokseen, samalla mahdollistaen sitoutumisen poolisiin mole-
kyyleihin. Miselleilld voidaan esimerkiksi kuljettaa lipofiilisia Iadkemolekyyleja vesiliuok-

sissa seka hallita nanopartikkelien itserakentumista.

Hydrofiilinen ryhma <

Hydrofobinen ryhma -

il
R

Kuva 2. Misellien rakenne. Alkuperaisen kuvan teksti on kdannetty suomeksi (Rusnano
2021).

lonittomilla detergenteilld lampdtila vaikuttaa kriittiseen misellienmuodostumiskonsent-
raatioon (CMC). Lampdtilalla on myos vaikutusta misellien muotoon ja kokoon. Korke-
ammassa lampétilassa Triton X-100:n ellipsin muotoiset misellit muuttuvat pidemmiksi
seka kasvavat kooltaan kohtalaisesti. Lisaaineilla, kuten polymeerilla tai suolalla, voi-

daan hallita muodostuvien misellien kokoa ja muotoa huomattavasti. (Patel 2015, 6).

Lisdaineet vaikuttavat ionittomien detergenttien miselleihin hydrofobisten ja hydrofiilisten
vuorovaikutusten kautta. Suolat kuten natriumkloridi ja natriumjodidi vaikuttavat misellien
kokoon. NaCl:n lasnaolo muodostaa suurempia ja Nal:n pienempia miselleja (Dharaiya
2015, 6). Triton X-100:n CMC on 0,22 mM, mutta lisdaineilla tai lampétilaa muuttamalla
CMC voi olla 0,17—-0,3 mM (Thomas, A. & Dirk, L. 2007, 429).

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Aleksi Olkkola
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2.1.2 Sameutumispiste

Sameutumispisteella tarkoitetaan lampétilaa, jossa pinta-aktiivisten aineiden hydrofiili-
sen paan liukoisuus vahenee niin paljon liuoksessa, etta yhdiste saostuu ja on havaitta-

vissa silmin liuoksen sameutumisena.

Lyhyemmat polyetyleenioksidiketjut laskevat sameuteumispistetta, koska niiden liukoi-
suus vahenee vedessa. Sameutumispiste on myds riippuvainen surfaktantin pitoisuu-
desta (Dharaiya 2015, 3). 1 m-% pitoisuudessa Triton X-100:n sameutumispiste vesiliu-
oksessa on 66°C. (Halide 2010, 675).

Sameutumispistettd hyddynnetaan solukalvojen proteiinien eristdmisessa ja puhdistami-
sessa, erottamalla detergentin misellien kantamat proteiinit eri faasiin. Triton X-100:lla
on kohtalaisen korkea sameutumispiste proteiinien faasierotukseen sellaisenaan, mutta
lisddmalla 9-23 % ammoniumsulfaattia tai 16—25 % natriumkloridia, sameutumispiste
laskee huoneenlampddn. Korkeissa konsentraatioissa ionittomien detergenttien sameu-
tumispiste nousee voimakkaasti ja matalissa lampdtiloissa tapahtuu faasimuutos neste-
kristalliksi. Tyypillisissa kayttoliuoksissa olevat konsentraatiot ovat niin matalia, ettei nes-
tekristallien muodostumista tai sameutumispisteen nousua tarvitse huomioida (Thomas
& Dirk, 2007, 2).

Kuvassa 3 havaittavat ionittaman detergentin faasimuutokset ja ominaisuudet vaikuttivat
sopivan analyysimenetelman valintaan sekd naytteiden kasittelyyn. lonittomien deter-
genttien liukenevuus vahenee vedessa, kunnes lampdtila saavuttaa sameutumispisteen

ja yhdiste saostuu vesifaasista silminhavaittavana sameutena.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Aleksi Olkkola
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Faasierotus

Korkea

Monomeerinen detergentti

Miselliliuos

Nestekristalli

Matala Lampdtila

Matala Konsentraatio Korkea

Kuva 3. lonittomien detergenttien faasidiagrammi, jossa esitetdan lampétilan ja pitoisuu-
den vaikutus. Alkuperaisen kuvan teksti on kdannetty suomeksi. (Thomas & Dirk, 2007).

Triton X-100 muodostaa matalassa pitoisuudessa miselleja, joiden muotoon ja kokoon
vaikuttavat lampadtila seka mahdolliset vesiliuoksessa olevat lisaaineet, esimerkiksi suo-
lat. Kyseiset ominaisuudet ovat hyddyllisia Triton X-100:n teollisuus- ja tutkimuskaytto-
tarkoituksissa, joissa yhdisteen kayttaytymista hallitaan, mutta analyysimenetelmassa se

on kehitysparametri tai jopa rajoite.

2.1.3 Triton X-100:n hajoamistuotteet ja -mekanismit

Triton X-100:n hajoamistuotteena syntyvat oktyylifenolit ovat endokriinisesti hairitsevia,
silla ne toimivat estrogeenianalogeina vesielidille ja elaimille. Oktyylifenolietoksylaatit ei-
vat hajoa merkittavasti abioottisissa vesiolosuhteissa, vaan niiden paaasialliseksi ha-
joamismekanismiksi on havaittu mikrobien metabolia. Oktyylifenolin ja etoksylaatin vali-
nen sidos on vahva, jolloin hydrolyyttistd hajoamismekanismia pidetdan epatodennakai-
sena. Fotolyysin kautta tapahtuvaa hajoamista esiintyy vesiymparistdssa vain parin en-
simmaisen senttimetrin syvyydelle, ja ilmassa fotolyysia voisi tapahtua vain lyhytketjui-
sille, matalan héyrynpaineen omaaville oktyylifenolietoksylaateille. (REACH 2011, 21,
10-13.)

Pseudomonas sp. TX1 voi kayttda ainoana hiilen lahteena oktyylifenolietoksylaatteja,
lyhentden etyleenioksidiketjujen pituutta ja tuottaen metaboliittina oktyylifenoleja seka

oktyylifenolin karboksylaatteja. Etyleenioksidiketjun pilkkomiseen on oksidatiivinen ja ei-

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Aleksi Olkkola
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oksidatiivinen biohajoamismekanismi. Oksidatiivisessa biohajoamisessa yhdisteen
paassa olevat etoksylaatit hapettuvat ja muuttuvat karboksylaateiksi, jotka pilkkoutumi-
sen ohessa tuottavat glyoksyylinappoa. Ei-oksidatiivisessa biohajoavuudessa yhdisteen
paan hydroksyyliryhma siirtyy viimeiseksi hiileksi, johtaen epavakaaseen kemialliseen
rakenteeseen. Etoksylaattien lyhenemisen ohella kyseisessd mekanismissa vapautuu
asetaldehydia. Kyseisten mikrobien on havaittu hyddyntavan myds oktyylifenolia hiililah-
teena. (Yi-Wen 2010, 1.)

4-tert-oktyylifenoli on itsessaan vakaana pysyva yhdiste, joka imeytyy voimakkaasti
maaperaan, lietteeseen ja sedimenttiin. Lietteessa ja anaerobisessa olosuhteessa yh-
disteelld on hidas hajoamisprosessi, puoliintumisajan ollessa 49-285 paivaa. Maape-
rassd paaasiallinen hajoaminen on viela hitaampaa kuin lietteessa. Oktyyli-
fenolietoksylaatit aiheuttavat maaperassa tai lietteessa jatkuvan ja mahdollisesti pitkaai-
kaisen lahteen 4-tert-oktyylifenolille ymparistoon (REACH 2011, 22).

2.2 Lainsaadanto

Kemikaalien aiheuttamia ymparistéhaittoja ennaltaehkaistaan jatelainsaadanndlla ja ke-
mikaalilainsdadannolla, josta merkittdva osa on EU:n yhteisdtason asetuksia. Suomessa
kansallinen lainsdadantd taydentaa ja toteuttaa EU:n sdaddksia. (Ymparistoministerid
2021).

ECHA eli Euroopan kemikaalivirasto toimeenpanee ja valvoo EU:n kemikaaliasetuksia,
joiden tavoitteena on suojella ihmisten terveytta ja luontoa, sekad edistaa innovaatiota ja
kilpailukykya. ECHA auttaa yrityksia toimimaan EU:n kemikaaliasetusten mukaisesti, tar-
joaa tietoa kemikaaleista ja kayttoturvallisuudesta, kannustaa innovaatiota kemianteolli-
suudessa huolestuttavien aineiden korvaamisessa seka toimii yndessa EU:n komission
ja hallintoelimien kanssa huolestuttavien kemikaalien tunnistamisessa ja tarpeellisissa

jatkotoimissa.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Aleksi Olkkola
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REACH

REACH eli kemikaalien rekisterdinti, arviointi, lupamenettely ja rajoitukset on EU:n ase-
tus, joka vaikuttaa kaikkiin Euroopassa kaytettaviin tai valmistettaviin kemikaaleihin.
REACH asettaa vaatimustenmukaisuuden tayttymisen todistustaakan yrityksille, jolloin
yritysten taytyy tunnistaa ja hallita kemikaalin tuotannossa seka kaytossa olevia riskeja
(ECHA 2021).

Oktyylifenolietoksylaatit, kuten Triton X-100 ja nonyylifenolietoksylaatit luokiteltiin
REACH-asetuksen liitteessa XIV erityista huolta aiheuttaviksi aineiksi (Substance of
Very High Concern). Ladke- ja muussa teollisuudessa kaytetty Triton X-100 on velvoi-
tettu korvattavaksi siirtymaaikaan 04.01.2021 mennessa, mutta yrityksilla oli mahdolli-
suus hakea kayttéon lisdaikaa ECHA:n lupamenettelyn valityksella tietyin ehdoin. Kayt-
téluvan myontamista varten on osoitettava tarpeellinen riskienhallinta aineen kaytdssa
tai on osoitettava, etta sosioekonomiset hyodyt ylittavat aineen kaytdsta johtuvan riskin.

Vaatimuksena on myds, ettei aineelle 16ydy soveltavaa vaihtoehtoa. (ECHA 2021.)

2.3 Teolliset kayttotarkoitukset

Triton X-100 on yleisesti kaytetty detergentti laboratorioissa seka Iadketeollisuudessa.
Kemikaalin tavaramerkin nykyinen omistaja on The Dow Chemical Company, joka esit-
taa kayttdalueiksi myods maali-, pinnoite-, paperi-, agrokemikaali-, muovi- ja kuituteolli-
suuden. Se soveltuu erityisesti steriiliin jaadytysten ja sulatusten stabilointiin seka dis-
persioimaan pigmentteja ja hiiltd (Dow Inc 2021). Triton X-100 kykenee sitoutumaan pro-
teiineihin ilman niiden denaturoimista, jonka takia sitd on kaytetty erottelemaan tai pois-
tamaan biomolekyyleja, kuten aminohappoja, proteiineja ja nukleiinihappoja. (Dharaiya
2015, 2). Nanoteknologiassa pinta-aktiivisia aineita kaytetdan materiaalien hallitsemi-
sessa nanometrien mittakaavassa. Triton X-100:n on tutkittu kiinnittyvan hiilinanoputken
hydrofobiseen pintaan erityisen hyvin, nostaen samalla kolloidista dispersiota vesiluok-

sessa. (Keinanen 2018.)

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Aleksi Olkkola
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3 ANALYYSIMENETELMAT

Sopivia analyysimenetelmia Triton X-100:n mittaamiseen kartoitettiin tieteellisista artik-
keleista seka laboratoriolaitevalmistajien julkaisuista. Kromatografiset analyysimenetel-
mat olivat soveltuvimmat mitattavien pitoisuuksien ja naytteenkasittelyn puolesta. Mas-
saspektrometri olisi tarpeellinen pienempiin mittauspitoisuuksiin ja oligomeerien tunnis-

tamiseen.

3.1 Kromatografiset analyysimenetelmat

Kromatografiassa erotetaan naytteen sisaltamat komponentit kahden eri faasin, liikku-
van- ja stationaarifaasin valilla. Liikkuvan faasin komponenteilla on erilainen vuorovaiku-
tus stationaarifaasin kanssa, jolloin liikkuvassa faasissa olevat nayteaineet voidaan erot-
taa etenemisnopeuden perusteella niiden kulkeutuessa stationaarifaasin lapi. Liikkuva
faasi on neste tai kaasu. Stationaarifaasi on viskoosinen neste tai kiinted aine, joka on
pakattu kapillaariputkeen tai pylvadaseen eli kolonniin. Kolonniin sisdan kulkeutuvaa liik-
kuvaa faasia kutsutaan eluentiksi, ja kolonnista poistuvaa eluaatiksi. Koko prosessia kut-
sutaan eluutioksi (Harris 2009, 542).

Kromatografia voidaan jaotella erotusmekanismien perusteella. Erityyppisia kromatogra-
fisia erotusmenetelmia ovat adsorptio-, partitio-, ioninvaihto-, kokoekskluusio- ja affini-
teettikromatografia. (Harris 2009, 543).

Kolonnista eluoituneet komponentit havaitaan detektorin avulla. Detektorin antamasta
signaalista piirretdan graafi, eli kromatogrammi, jossa toisena funktiona on eluutioaika.
Retentioaika ilmaisee naytteen injektoimisen ja detektorin havaitseman naytekomponen-
tin signaalin valista aikaa. Naytekomponentilla, jolla on pidempi retentioaika, on voimak-
kaampi retentio eli vuorovaikutus stationaarifaasin kanssa kolonnissa (Harris 2009, 9,
544).
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3.1.1 HPLC

Korkean erotuskyvyn nestekromatografiassa liikkkuva nestefaasi pakotetaan kolonnin
lapi. Kuvassa 4 havainnollistetaan HPLC laitteistoa, joka koostuu tyypillisesti pumppuyk-
sikOsta, naytteensyottajasta, kolonniuunista, kolonnista, detektorista ja tietokoneesta,
jolla ohjataan laitteistoa seka kasitellaan tuloksia. HPLC nestefaasi eli ajoliuos, koostuu
liuottimien sekoituksista ja lisdaineista, kuten puskureista, hapoista tai ioniparireagens-

seista.

Tietokone

Pumppu Injektor Kolonniuuni

F CDj) { -

Detektori

,-J |__\ Kolanni ’_j L

Jateneste

Kuva 4. Nestekromatografin rakenne.

Pumput tuottavat tasaisen virtauksen ajoliuokselle jopa 400 bariin asti ja jopa 10 mL/min
virtausnopeuksille. Riippuen laitteesta, ajoliuoksia voi olla nelja samanaikaisesti gra-
dienttiajoja varten ja ne sekoitetaan 4-suuntaisen venttiilin kautta tyypillisesti matalassa
paineessa, ennen paatymista korkeapainepumpuille. (Harris 2009, 611). Yleensa HPLC-
analyysissa paineet ovat 40-300 barin valilla ja virtausnopeudet 0,5-5 mL/min. (Harris
2009, 598).

Nayte injektoidaan naytesilmukkaan ilmanpaineessa. Venttiilit ohjaavat korkean paineen
ajoliuoksen silmukkaan ja nayte kulkeutuu ulostuloventtiilista kolonniin. [Harris s.611]
Tyypillisesti injektoitavat nayteliuoksen tilavuudet ovat 2—10 pL valilla, mutta suurempia
tilavuuksia on mahdollista injektoida. Injektiotilavuuksia rajoittava tekija on yleisesti ko-

lonnin kapasiteetti seka laitteen kapillaariputkien tilavuudet.

HPLC kolonnit ovat tyypillisesti metalliputkia, jotka on pakattu tyypillisesti hienojakoisella
silikalla ja ne voivat sisaltaa erilaisia funktionaalisia ryhmia. Kolonnin tilavuudesta silika-
partikkelit tayttavat noin 40 % ja liuotin 60 %. HPLC kolonnit ovat tyypillisesti pituudeltaan

5-30 cm ja sisahalkaisijaltaan 1-5 mm. Kolonnien suorituskykyyn kuten resoluutioon ja
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eluutioaikaan vaikuttaa muunmuuassa stationaarifaasiin pakatun partikkelien halkaisija,
joka on tyypillisesti 3 um ja 5 ym valilla. Pieni partikkelikoko nostaa kolonnin pohjalukua
koska stationaarifaasin pinta-ala kasvaa. Pienella partikkelikoolla tulee tasaisempi vir-
taus kolonnin Iapi ja se pienentaa etaisyytta, jota liuenneet nayteaineet kulkevat neste-
faasin ja stationaarifaasin valisessa diffuusiossa. Nopea nayteaineen vuorovaikutus
faasien valilla tuottaa kapeamman naytepiikin ja nostaa havaitsemisrajaa. Pieni partik-
kelikoko aiheuttaa vastusta liikkuvan faasin virtaukselle ja vaatii korkeamman paineen
kulkeutuakseen kolonnin Iapi. (Harris 2009, 596-598).

Kolonnin edessa on yleensa suojana esikolonni, joka sisaltdd saman stationaarifaasin
kuin paakolonni. Pienet partikkelit seka voimakkaasti absorboituneet liuenneet aineet

jaavat kiinni esikolonniin. (Harris 2009, 598).

Yleisimpia detektoreita HPLC-laitteissa ovat spektrofotometriset  detektorit, kuten
UV/vis-detektori, diodirividetektori ja fluoresenssidetektori. Muita detektoreja ovat esi-
merkiksi massaspektrometri, refraktiivinen indeksidetektori, elektrokemiallinen detektori

seka varauksellinen aerosolidetektori. (Harris 2009, 612-617).

3.1.2 Spektofotometriset detektorit

Spektrofotometriassa kaytetaan valoa mittaamaan kemikaalien pitoisuuksia liuoksissa.
Aineita pystytaan tunnistamaan niille ominaisten aallonpituuksien mukaan, joissa tapah-
tuu absorbanssia. Absorbanssi on tietylla pitoisuusalueella lineaarinen, jolloin kvantita-
tiivinen analyysi on mahdollinen spektrofotometrillda (Harris 2009, 394-397). Spektrofo-

tometri voi olla detektorina toisessa analyysilaitteessa tai taysin itsenainen laite.

UV/vis detektorilla voidaan mitata naytteita ultravioletin ja nakyvan valon aallonpituus-
alueella. Se on yleisin nestekromatografissa kaytetty detektori, koska silla voidaan mitata
monipuolisesti erilaisia naytekomponentteja seka se kykenee kohtuulliseen tarkkuuteen.
Diodirividetektorilla voidaan mitata laajoja absorbanssispektreja, joita voidaan hyodyntaa

kromatografisesti eroteltujen naytekomponenttien tunnistamisessa.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Aleksi Olkkola



18

Triton X-100 esiintyy vesiliuoksessa kirkkaana nesteena, joka absorboi UV-aallonpituuk-
sia. Kuvassa 5 on esitettyna Triton X-100:n spektri suhteutettuna eri pitoisuuksiin. Yh-

disteella on selkeita absorbanssihuippuja 200, 225 ja 275 nm aallonpituuksissa.

c/mM=

0.017-0.17

absorption / concentration (a.u.)

3.4-348

200 220 240 260 280 300
wavelength / nm

Kuva 5. Triton X-100:n absorbanssispektri (Joshua L 2011).

Spektrofotometrisessa analyysissa naytematriisi voi sisaltaa hairitsevia komponentteja,
jotka vaaristavat kvantitatiivisia analyyseja. Hairidtekijat voidaan poistaa naytteenkasit-

telymenetelmilla tai erottelemalla ndytekomponentit kromatografisesti.

Kaanteisfaasikromatografia

Kaanteisfaasikromatografia (Reversed phase chromatography) on erotusmenetelma,
jossa stationaarifaasi on pooliton tai heikosti poolinen ja likkuva faasi poolinen. Vahem-
man poolisella liuottimella on suurempi eluutiovoima. Kaanteisfaasissa ei tapahdu piik-
kien hantimistad neutraaleilla yhdisteilld, silla stationaarifaasissa on vahemman alueita
joihin yhdisteet voi kiinnittya voimakkaasti. Normaalifaasikromatografia on herkka pie-
nelle maaralle vetta liikkuvassa faasissa, jolloin kdanteisfaasikromatografia on soveltu-
vampi vetta sisaltavien Triton X-100 naytteiden takia. (Harris 2009, 602-603.)

Ajoliuoksen veden osuutta orgaanisista liuottimista voi saataa kaanteisfaasimenetel-
massa hyvin laajalla alueella, jolloin pinta-aktiivisen aineen kayttaytyminen olisi ennus-

tettavissa.
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Hydrofiilinen vuorovaikutuskromatografia

Hydrofiilinen vuorovaikutuskromatografia (Hydrophilic interaction chromatography, HI-
LIC) perustuu voimakkaasti pooliseen stationaarifaasiin ja pooliseen liikkuvaan faasiin,
joka on tyypillisesti 25-97 V-% asetonitriilida tai muuta liuotinta sekoitettuna vesipohjai-
seen puskuriliuokseen. Liuenneet yhdisteet tasapainottuvat liikkuvan faasin ja stationaa-
rifaasin pinnalla olevan vesifaasin valilla. HILIC:ssa eluutiovoima kasvaa mita enemman
likkuva faasi sisaltda vetta. Gradienttieluutio toteutetaan nostamalla veden osuutta liik-

kuvassa faasissa. (Harris 2009, 606).
3.1.3 Kaasukromatografia

Kaasukromatografiassa naytteet seka liikkuva faasi kulkeutuvat kolonnin lapi kaasuna.
Liikkuvaa faasia kutsutaan kantajakaasuksi ja se on tyypillisesti heliumia, typpea tai ve-
tya. Stationaarifaasina kaasukromatografiassa on joko haihtumaton neste sidottuna ko-
lonnin sisdpintaan, jolloin naytekomponenttien erottuminen perustuu komponenttien ja-
kautumiseen, tai kiinteitd parikkeleita, jolloin vuorovaikutus perustuu absorptioon. Ku-
vassa 6 havainnollistetaan kaasukromatografia, joka koostuu injektorista, kolonniuu-

nista, kolonnista, detektorista seka ohjauslaitteesta.

Nayteinjekton
Virtauksen v A,
saadin ~—|

M
>< — Jite
Kantajakaasu /KI—\\ 4\ '
olonnl Detekton
Kaolonniuuni

Kuva 6. Kaasukromatografin rakenne. Alkuperaisen kuvan teksti on kdannetty suomeksi
(Wikipedia Commons 2021).

Kaasukromatografissa haihtuva neste- tai kaasunayte injektoidaan septumin lapi [ammi-

tettyyn injektiopesaan, jossa nayte haihtuu nopeasti. Virtaava kantajakaasu kuljettaa

hoyrystyneen naytteen kolonnin 1api ja erottuneet komponentit tunnistetaan detektorin
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antamalla signaalilla. Kolonnia lammitetaan, jotta eluoituminen tapahtuu kaytannolli-
sessa ajassa (Harris 2009, 565-566).

Kaasukromatografi soveltuu helposti haihtuville yhdisteille. Triton X-100 hajoamistuot-
teena tulevaa 4-tert-oktyylifenolia voidaan analysoida kaasukromatografilla, yhdisteen

matalan molekyylimassan takia.

3.2 Massaspektrometria

Massaspektrometri mittaa atomien, molekyylien tai molekyylien osien massaa ja sen toi-
minta perustuu varauksellisten partikkelien kayttaytymiseen sdhkomagneettisessa ken-
tassa. Kuvassa 7 havainnollistetaan massaspektrometria, joka koostuu ionildhteest3,

massa-analysaattorista ja detektorista.

lonisaattori Kiihdytin
\ / Sahkémagneett
3 N I Vakuumi-
r Il pumppu
Vaporisoitu nayte Wa

Kaareutunut ionivirta

Detektori A
Elekroninmonistin

Tietokone

Kuva 7. Massaspektrometrin rakenne. Alkuperaisen kuvan teksti on kdannetty suomeksi.
(Chemguide 2021).

Massaspektrometrissa ionisoitu nayte kiihdytetdan sahkdkentan avulla, jonka jalkeen jo-
kainen ionisoitunut komponentti erottuu niiden massan ja varaussuhteen mukaisesti kul-
keutuessaan magneettikentan Iapi detektorille. Saman massan ja varauksen omaavat
ionit kulkevat samaan pisteeseen, kun kevyemmat tai raskaammat ionit kaareutuvat ja
osuvat eri kohtiin detektorissa. Kunkin ionin lukumaara ja massa mitataan detektorin

elektroninmonistajassa, jonka antamasta signaalista luodaan massaspekiri.
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Massaspektrista ilmenee naytteen muodostaneiden ionien massa x-akselilla ja niiden

suhteellinen maara y-akselilla. (Opintohallitus 2021.)

Harris esittda massaspektrometrin olevan tehokkain detektori kromatografiassa, koska
silld voidaan saavuttaa erittdin matala havainnointiraja ja se soveltuu seka kvalitatiivi-
seen ettd kvantitatiiviseen analyysiin seka kykenee erottamaan saman retentioajan
omaavat yhdisteet. Massaspektrometri voi olla selektiivinen tutkittavan naytteen suh-
teen, helpottaa naytteen kasittelya tai kromatografista erottamista. Nestekromatografi-
assa yleisia puskureja tai muita ajoliuoksen haihtumattomia lisdaineita pitaa valttaa, kun

havainnointimenetelmana kaytetdan massaspektrometria. (Harris 2009, 502.)

3.3 Analyysimenetelman valinta

Triton X-100:lle sopivia nestekromatografisia analyysimenetelmia oli kirjallisuudessa
kaanteisfaasi- ja HILIC-kolonneille. Nailla pystytaan erottelemaan kromatografisesti oli-
gomeerit. Farsangin analyysimenetelma (Farsang 2019) hyédynsi massaspektrometria
nestekromatografia laitteiston detektorina. Sen avulla pystyttiin tunnistamaan eri oligo-

meerien ketjunpituus mitattujen massojen perusteella.

Kuvassa 8 Phenomenexin (Phenomenex 2021) kehittdmassa kaanteisfaasimenetel-

massa Triton X-100 erottuu ominaislaatuisena piikkiryppaana.

0

0 10 20 30 min

Kuva 8. Kromatogrammi Phenomenexin RP-menetelmalla analysoidusta Triton X-
100:sta. (Phenomenex 2021).

Menetelmassé oli Phenomenex Synergi 4 ym Max-RP 80A 4,6 mm - 150 mm kolonni,

ajoliuoksena asetonitriili-vesiseos suhteessa 55:45, isokraattinen eluointi, virtausno-

peutena 1 mL/min seka UV/vis-detektorin aallonpituutena 254 nm. Kyseinen
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kaanteisfaasiin perustuva HPLC-menetelma valittiin opinnaytetytssa testattavaksi ana-
lyysimenetelmaksi. Menetelmalle ei ollut esitettyna suorituskykyparametreja tai kroma-

togrammille naytepitoisuuksia.

Kuvassa 9 on kromatogrammi HILIC-menetelmalla analysoidusta Triton X-100:sta. Piikit
erottuvat toisistaan paremmin kuin kaanteisfaasimenetelmalla ja olisivat erikseen kvan-

titoitavissa.

400 o a)

mAU]
w
o
o
1

200 1

Absorbance [!

100

LWL
T T T T T T T
1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0

Time [min]

Kuva 9. Kromatogrammi HILIC-menetelmalla analysoidusta Triton X-100:sta (Farsang
2019).

Farsangin analyysimenetelmassa kaytettiin ajoliuoksina asetonitriilia ja vetta, gradient-
tieluutiota, virtausnopeutena 1 mL/min, kolonnin lampétilana 20°C, injektiotilavuutena 2
ML ja diodirividetektorin mittausaallonpituutena 200, 223 ja 275 nm. Triton X-100 naytteet
laimennettiin asetonitriiliin 1:100 suhteessa. Tutkimuksessa havaittiin optimaaliseksi gra-
dientin ajaksi nelja minuuttia Triton X-100 yhdisteiden erottamisessa. Isokraattinen eluu-
tio ei ollut sopiva kaikkien oligomeerien tunnistamiseen jarkevassa ajassa ja resoluuti-

ossa.

Massaspektrometria varten eluentteihin oli lisatty muurahaishappoa 100 pL/L pitoisuu-
teen, parantamaan kromatografisesti erottuvien piikkien muotoa. Kvadrupolianalysaatto-
rissa naytteet ionisoitiin sahkosumutusionisaatiolla, joka oli positiivisella varauksella ja
+20 V sumuttimen jannitteelld. Farsangin HILIC erotuksella ja massaspektrometrilla tun-
nistettiin Triton X-100:n 28 eri oligomeeria. HILIC valittiin vaihtoehtoiseksi testattavaksi

analyysimenetelmaksi opinndytetydhon.
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Opinnaytetydn kokeellinen osuus suoritettiin Orgaaniset synteesit ja analyysit-osastolla,

joka palvelee tuotannon, loppulaadunvalvonnan ja tuotekehityksen tukena Wallac

Oy:ssa.

4.1 Tyéturvallisuus ja kaytetyt reagenssit

Opinnaytetydssa kaytettaviin kemikaaleihin ja tydssa syntyvan jatteen kasittelyyn pereh-

dyttiin ennen laboratoriotyon aloittamista. Tyossa kaytetyt reagenssit ja niihin liittyvat tie-

dot ovat koottu Taulukkoon 1.

Taulukko 1. Tyossa kaytetyt kemikaalit.

reagenssi

Kemikaali Luokitus Valmistaja Tyoturvallisuus

Asetonitriili 299,9 % HPLC Supelco Helposti syttyva, haital-
linen

Etanoli 96,5 % Altia Helposti syttyva

Metanoli 299,9 % HPLC Merck Helposti syttyva, valiton
myrkyllisyys, krooninen
terveyshaitta

Muura- 98 % Fluka Analytical | Syévyttava

haishappo 295 % Honeywell

Octoxynol 9 97,8 m-% sertifioitu | United  States | Sydvyttava, haitallinen,

referenssistandardi | Pharmacopea vesiymparistolle vaaral-

linen

4-tert-Oktyylife- | 99,2 m-% sertifioitu | Sigma-Aldrich Syovyttava, vesiympa-

noli referenssistandardi ristlle vaarallinen

Triton X-100 100 % laboratorio- | Sigma-Aldrich Sydvyttava, haitallinen,

vesiymparistolle vaaral-

linen

Ymparistolle vaarallisia kemikaaleja kuten Triton X-100:aa ja 4-tert-oktyylifenolia kasitel-

tiin erityisella huolella. Suurin ymparistévaikutus kyseisilla yhdisteilla on paastessaan
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viemaristéon. Vetokaappiin sijoitettiin erillinen muoviastia, johon Triton X-100:aa sisalta-
vat liuokset eristettiin. Menettelyn tavoite oli vahentaa riskia yhdisteiden paatymisesta

viemariin, esimerkiksi liuosastian kaatuessa.
Jatteiden kasittely

Tybssa syntyi liuotinjatettd sekd ymparistolle vaarallista liuosjatettd. HPLC-laitteiston
tuottama liuotinjate kerattiin jateliuoskanistereihin, jotka olivat merkittyja syntyvalle jate-
tyypille. Triton X-100:aa sisaltava liuosjate otettiin talteen ymparistolle vaarallisena jat-

teend ja sen kasittelyprosessissa noudatettiin kuvan 10 toimintaperiaatteita.

Puhdas liuotinjate havitettiin niille tarkoitettuun jateastiaan seka kaytetyista lasiastioista
haihdutettiin ylimaarainen liuotin pois ennen pesua tai siirtoa roskiin. Triton X-100:n ja 4-
tert-oktyylifenolin kasittelyssa kaytetyt lasiastiat puhdistettiin. Astioiden puhtaus varmis-

tettiin viela erillisella toimintaperiaatteella, joka on esitetty kuvassa 10.

Valinehuolto >

uhtelun
istamin

Q

Liuosjate { . \

Huuhtelu
vedella

ISaANBIYNNH

Triton X-100:aa
sisaltavat
jateliuokset

Livosjatteet
jatkokasiteltavaksi

-

Kuva 10. Kaavio oktyylifenolijatteiden kasittelyyn.

Ymparistolle vaaralliset pinta-aktiiviset aineet ohjattiin kyseisille jatteille tarkoitettuun ja-
teastiaan ja kosketuksissa olleiden astioiden puhtaus tarkastettiin. Astiaan lisattiin vetta
ja sekoitettiin heiluttamalla tai ultradanihauteessa. Mikali vesi vaahtosi, ei lasiastia ollut
puhdas ja se otettiin tallGin talteen. Astian huuhtelu toistettiin, kunnes vedessa ei havaittu
vaahtoamista. Lasitavarat siirretdan sen jalkeen valinehuoltoon perusteellisempaa puh-

distamista varten.
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Kiintea jate lajiteltiin asianmukaisiin jateastioihin, kuten lasijatteet, metallijatteet seka
muut poltettavat jatteet. Koska sekajatteet menevat poltettavaksi, Triton X-100:n ja 4-

tert-oktyylifenolin kanssa kaytettyja tarvikkeita ei lajiteltu erikseen.

4.2 Valineet ja laitteet

Taulukossa 2 on esitetty tydssa kaytetyt laitteet ja tarvikkeet seka niihin liittyvia oleellisia

tietoja. HPLC-laitteistossa kaytettiin vain puhtaita, HPLC-laatuisia liuottimia ja reagens-

seja.

Taulukko 2. Kaytetyt laboratoriolaitteet ja -tarvikkeet.

Laite tai tarvike

Valmistaja ja malli

Analyysivaaka

Mettler Toledo AT261 + 0,02 mg

Automaattipipetti

10-100 pL Gibson Microman
100-1000 pL Gibson Microman
1-5 mL Finnpipette

Ruiskusuodatin

Millex GV PVDF 0,22 uyM

pH-mittari Radiometer PHM240 Meter Lab
HPLC Shimadzu HPLC
Pumppu LC10AT
Matalan paineen gradienttiventtiili FCV-10AL
Vakuumikaasunpoisto DGU-14A
CBM-20A
Fraktionkeraaja FRC-10A
Automaatti-injektori SIL-20AC
Kolonniuuni CTO-20AC
Diodirividetektori SPD-M10A
UV/Vis-detektori SPD-20A
Tietokone Windows PC

Labsense ohjelmisto

Ajoliuoksiin tulevien liuosten tilavuudet mitattiin mittalasilla, kanta- ja nayteliuokset val-

mistettiin aina mittapulloihin.  Asetonitriilia ja vetta sekoitettaessa huomioitiin
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endoterminen reaktio, jonka takia ajoliuoksia tai nayteliuoksia valmistettaessa niiden an-

nettiin lAmmeta huoneenladmpdoiseksi.

Epapuhtaudet voivat aiheuttaa HPLC-laitteistossa esimerkiksi tukoksia esikolonnissa tai
varsinaisessa kolonnissa. Tdman vuoksi tydssa kaytettiin ajoliuoksien valmistuksessa
tuoretta MilliQ-vetta ja erityisen puhtaita, HPLC-kayttéon tarkoitettuja liuottimia. Analyy-
sitasoa epapuhtaammat reagenssit ja nayteliuokset suodatettiin 0,22 ym ruiskusuodatti-

men lapi.

4.3 Menetelmien testaus

Opinnaytetyossa testattiin kahden eri HPLC-menetelman sopivuutta Triton X-100:n ana-
lysoimiseksi. Ne olivat kdanteisfaasikromatografia ja hydrofiilinen vuorovaikutus kroma-

tografia.

Kaanteisfaasi

Triton X-100 analyysimenetelman kehitys aloitettin Phenomenexin menetelmalla, josta
kerrottiin kappaleessa 3.3. Taulukossa 3 ilmaistaan oleelliset tiedot menetelman kehityk-

sen lahtokohdasta.

Taulukko 3. Kaanteisfaasimenetelman aloitusparametrit.

Kolonni Phenomenex Synergi Max-RP 80A 4 ym (4,6 - 150 mm)
Kolonniuunin lampétila | 25 °C

Ajoliuos Asetonitriili-vesi 1:1

Eluointi Isokraattinen

Virtausnopeus 1 mL/min

Ajoaika 50 min

Injektiotilavuus 20 yL

Autosampler [ampétila | 25 °C
Detektori UV 254 nm

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Aleksi Olkkola



27

Testit aloitettiin 1000 ug/mL Triton X-100 pitoisuuden omaavista naytteista ja ne tuottivat
tunnusomaisen piikkiryppaan kromatogrammille (Kuva 8. Kromatogrammi Phenome-

nexin RP-menetelmalld analysoidusta Triton X-100:sta).

Menetelmalla ei saatu kuitenkaan toistettavia tuloksia pienilla pitoisuuksilla. Ongelmia
selvitettiin kartoittamalla eri laiteparametreja seka naytteenkasittelytapoja. Taulukossa 4
on koottu testiparametrit ja niiden vaikutus, kun lahtékohtana on ollut taulukon 3 para-

metrit. Testattujen detektoriparametrien vaikutus on esitetty kuvassa 11.

Taulukko 4. Testatut parametrit ja havainnot kdanteisfaasimenetelmassa.

Parametri Testattu parametri Havainnot mittauksesta

UV-detektorin mit- | 275 nm Suurempi vaste detektorilla.

tausaallonpituus | 280 nm

223 nm Huomattavasti suurempi vaste detekto-

rilla, piikit kiinni toisissaan.

200 nm Suurin havaittu vaste detektorilla, piikkien

signaali paallekkaista.

Autosampler, 15°C Lyhyempi retentioaika.
lampadtila

20°C Hieman lyhyempi retentioaika.
Nayte Suodattamaton Ei vaikutusta.

Liuotettu 100 % ase- | Huonompi oligomeerien erottuminen, nay-

tonitriili. tepiikit kapeampia.

Huonoa toistettavuutta pohdittin myds naytteenkasittelyn osalta. Triton X-100:n saily-
vyys, reaktiot lasin kanssa, ruiskusuodattimien soveltuvuus seka lampédtilan vaikutus
nousivat tarkeiksi kysymyksiksi. Suodatetulla ja suodattamattomalla naytteelld ei ha-
vaittu olevan eroa, joten kaytetty ruiskusuodatin oli soveltuva naytteenkasittelyyn. Uusia
kantaliuoksia ja laimennoksia valmistettiin sdannodllisesti epavarmuustekijan poista-

miseksi, silla Triton X-100:n sailyvyydesta ei ollut tarkkaa tietoa.
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Kuvassa 11 on eri mittausaallonpituuksien tuottama vaste, kun detektorin signaalit ovat

suhteutettuna toisiinsa. Naytteiden pitoisuus oli kaikissa 500 ug/mL.
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Kuva 11. Triton X-100:n vaste UV-detektorilla eri aallonpituuksilla.

Triton X-100:lla on voimakas absorbanssi matalilla UV-aallonpituuksilla, mutta kyseisilla

aallonpituuksilla hairidtekijoitda on myés enemman (Kuva11).
HILIC

Opinnaytety6ta varten oli kaytettavissa Phenomenex Kinetex 2,6 ym HILIC 100A (4,6 -
100 mm) kolonni ja menetelmaa lahdettiin kehittdmaan Phenomenexin kolonnin HILIC-
ohjeistuksen (Kuva 12.) sekd Farsangin UHPLC-MS menetelmaan pohjautuen (Farsang
2019). Eluointi suoritettiin menetelmassa gradientin avulla. HILIC menetelmalla tavoitel-
tiin erikseen kvantitoitavissa olevia Triton X-100 oligomeereja, kun kaanteisfaasimene-
telmalla oli havaittavissa piikkien sulautumista yhteen. Taulukossa 5 kerrottaan mene-

telman aloitusparametrit ja Liitteessa 2 on kasattuna testatut parametrit ja havainnot.
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Taulukko 5. HILIC menetelman aloitusparametrit.

Kolonni Phenomenex Kinetex 2,6 um HILIC 100A (4,6 mm - 150 mm)
Kolonniuunin lampétila | 30 °C
Ajoliuos A. Asetonitriili/H20 98:2
B. HO
Eluointi Gradientti
Virtausnopeus 1 mL/min
Ajoaika 25 min
Injektiotilavuus 20 uL
Autosampler lampétila | 15 °C
Detektori UV 254 nm
DAD 220-350 nm

Ajoliuoksena oli HPLC-laitteiston A-linjassa asetonitriili ja B-linjassa vesi-asetonitriililiuos
98:2 tilavuussuhteella. HILIC-kolonni toimii kuin normaalifaasikolonni ja veden osuus
ajoliuoksessa vaikuttaa voimakkaasti analyytin retentioon. Kuvassa 12 esitetaan mene-

telmassa aloituspisteena kaytettyd Phenomenexin suosittelemaa gradienttiprofiilia.

100 -

70 -

% Acetonitrile

60 -
50 - q."mmmoun

40 -
0 2 4 6 8 10 12 min

Kuva 12. Menetelman kehityksen alussa kaytetty gradienttiprofiili.
Ensimmaisten nayteajojen jalkeen havaittiin, etteivat Triton X-100 oligomeerit erottuneet

tunnistettavasti, jolloin kokeiltiin puskurin lisdamista ajoliuokseen. Ammoniumformiaatin

pitoisuus oli 5 mM uusissa ajoliuoksissa. Puskurin lisdyksestd saavutettiin parempi

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Aleksi Olkkola



30

erottuminen, mutta uutena ongelmana havaittiin ajon alussa tulevan piikin peittavan

mahdollisesti Triton X-100:n oligomeereja.

Ajoliuosta valmistettaessa havaittiin, etta kaytéssa oleva 0,5 M ammoniumformiaattiliuos
saostuu puhtaaseen asetonitriilin. Taman havainnon my6ta paatettiin vaihtaa ajoliuok-
sen lisaainetta. Muurahaishapon lisaamisella ajoliuokseen oli positiivisia vaikutuksia,

silla aiemmin havaittu signaali oli nyt tunnistettavissa selkeammin Triton X-100:ksi.

UV-detektorin aallonpituudella havaittiin olevan merkittava vaikutus Triton X-100:n tun-
nistamiseen gradienttiajossa, sillda 275 nm oli huomattavasti parempi havaitsemaan Tri-
ton X-100:aa. Kuvassa 13 on kromatogrammista havaittavissa HILIC-menetelmalla erot-
tuneet oligomeerit 10 pg/mL naytteesta. Alussa 3,67 minuutin kohdalla tuleva piikki ei

ollut tunnistettavissa absorbanssispektrin perusteella Triton X-100:ksi.

mv

UV 275nm

0.0 25 5.0 75 10.0 12,5
min

Kuva 13. Kromatogrammi 10 ug/mL naytteesta.

Alussa tulevan piikin mahdollisesti peittamat Triton X-100:n oligomeerit oli merkittavin
epavarmuustekija menetelmassa, eika gradientin mydhempi aloittaminen muuttanut kuin
3,7 minuutin jalkeen retentoituvia piikkeja myohemmaksi. Myos gradientin aiheuttama

pohjasignaalin muutos vaikeutti analyysia.

HILIC-menetelmalld saavutettiin parempi toistettavuus 10 pg/mL pitoisuuksilla kuin
kaanteisfaasilla, mutta yhdisteen retentio-ongelmat vaativat selvityksen ennen kuin me-

netelmaa jatkettaisiin.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Aleksi Olkkola



31

4.4 Menetelman optimointi

Kaanteisfaasimenetelmaa lahdettiin optimoimaan aiemmin toimiviksi havaittujen para-
metrien pohjalta sekd lisdamalla HILIC menetelmassa tarkeaksi havaittu muura-
haishappo ajoliuokseen. Menetelmassa testattiin ensiksi ajoliuosta, joka sisalsi vetta ja
asetonitriilida 1:1 suhteessa seka muurahaishappoa 100 yL/L. Naytteena oli 10 yg/mL
Triton X-100, joka oli valmistettu 1:1 vesi-asetonitriililiuokseen. Triton X-100:ksi tunnis-

tettavat oligomeerit erottuivat 25—-35 minuutin valilla aiempaa selkedmmin.

Lampdtila

Lampdtilavaikutukset havaittiin + 5 °C kylmidsta otetulla ndytepullolla. Triton X-100:lla ei
ollut havaittavissa yksittaisia oligomeereja, vaan yhdiste tuli yhtenaisend, isona piikkina
kromatogrammille. Retentioaika vaheni 12,8 minuuttiin. Tdman havainnon jalkeen nay-
tepulloa lAmmitettiin hanaveden alla ja kyseinen nayte analysoitiin uusiksi. Nyt oligomee-
rit erottuivat selkeasti 25 ja 39 minuutin valilla. Tasta voitiin paatella, ettad Triton X-100:n

kromatografiseen erottumiseen vaikuttaa lampétila.

Naytteen lAmpdtilan vaikutuksen takia Triton X-100:n retentioon, testattiin myds korkeaa
kolonniuunin lampétilaa. Nostamalla kolonniuunin lampdtila 25°C:ta 50°C:een, havaittiin
Iahinna voimakasta pohjasignaalin heittelya analyyseissa. Hyotya korkeasta kolonniuu-
nin lampdtilasta ei ollut. Kolonniuunin lampétilaa laskettiin 40 °C, naytepiikki erottui isona
yhtendisena piikkind 26—32 minuutin kohdalla. Ja lisdksi oli havaittavissa viela yksittai-

nen terava piikki 31,7 minuutin kohdalla.

Lampdtilatestien jalkeen asetettiin Iampdotiloiksi kolonniuuniin 25 °C ja automaattiseen
naytteensyo6ttajaan 15 °C. Automaattisen naytteensyoéttgjan ja taten naytteiden mata-
lampi lampdtila nopeutti yhdisteen retentiota hieman, eika vaikuttanut piikkien erottami-

seen toisistaan.
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Ajoliuos

Ajoliuoksen orgaanisen liuottimen osuus vaikutti voimakkaasti retentioaikaan. Nosta-
malla asetonitriilin maara 80 V-%:iin, erottuivat Triton X-100:n oligomeerit 3,6—4,75 mi-

nuutin valilla.

Eri ajoliuoskonsentraatioiden testaamisen tavoitteena oli saada oligomeereille tarpeeksi
teravat piikit, jotka erottuvat tarpeeksi toisistaan kvantifiointia varten. Asetonitriilipitoisuus
nostettiin 50 %:sta 60 %:iin, koska se nopeutti retentioaikaa seka tuotti riittavan erotus-
kyvyn. Muurahaishappoa lisattiin ajoliuokseen 50 uL/L pitoisuuteen. My6s naytematriisi
muutettiin vastaamaan ajoliuosta, eli naytteet valmistettiin 60:40 suhteessa asetonitriili-

vesiseokseen.

Optimoidun kaanteisfaasimenetelman parametrit, jolla saavutettiin toistettavia ja hyvin

erottuvia piikkeja 10 ug/mL naytepitoisuudella on koottu taulukkoon 6.

Taulukko 6. Optimoidun menetelman ajoparametrit.

Kolonni Phenomenex Synergi 2,6 um Max-RP 80A (4,6 - 150 mm)
Kolonniuunin lampétila | 25 °C

Ajoliuos Asetonitriili/H20 60:40 + muurahaishappo 50 pl/L, pH =4,2
Eluointi Isokraattinen

Virtausnopeus 1 mL/min

Ajoaika 25 min

Injektiotilavuus 20 pL

Autosampler lampétila | 15 °C
Detektori UV 275 nm
DAD 200-350 nm

Triton X-100:n oligomeerien retentioaika on 8—13 minuuttia (Kuva 14). Kromatogram-
missa 1,5-5 minuutin valilla tulevat tuntemattomat piikit eivat vastaa absorbanssispekt-
riltdan Triton X-100:aa. Kyseisten piikkien koko pysyi samana, vaikka analysoidun nayt-

teen pitoisuus muuttui.
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Kuva 14. Kromatogrammi 1 yg/mL Triton X-100 naytteesta.

Menetelmaa testattiin sertifioiduilla naytteilla. Triton X-100 referenssinaytteesta valmis-
tettiin standardit 5 pg/mL — 125 pg/mL pitoisuusvalille. Menetelmalla testattiin myds Tri-
ton X-100:n hajoamistuotteen, 4-tert-oktyylifenolin erottuminen. Kuvassa 15 hajoamis-
tuote oli havaittavissa 16,5 minuutin kohdalla ja Triton X-100:n oligomeerit 7—14 minuutin

valilla.

00—

0.75]

Kuva 15. Kromatogrammi naytteesta, joka sisalsi 12,5 pg/mL Triton X-100 ja 1,25 pg/mL
4-teOp.

Koska 4-teOp on homogeeninen, sita voitiin analysoida huomattavasti pienempia pitoi-
suuksia kuin Triton X-100:aa. 4-teOp standardit valmistettiin 0,25 pyg/mL — 5 pug/mL pi-

toisuusvalille.
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4.4 .1 Triton X-100:n tunnistaminen

Diodirividetektorilla varmistettiin, ettd havaitut piikit olivat Triton X-100:n oligomeereja.
Spektrit tallennettiin 200—300 nm aallonpituuden alueelta ja yksittaisen oligomeerin piik-
kia tarkasteltin Labsense-ohjelmiston kautta seka verrattiin kirjallisuudesta 16ytyviin
spektreihin. Yksittaisen Triton X-100:n oligomeerin absorbanssissa on havaittavissa ab-

sorptiomaksimeja 225 nm ja 276 nm aallonpituuden alueilla (Kuva 16.)

Kuva 16. Triton X-100:sta mitattu absorbanssispektri.

Mitatun spektrin muoto on vastaava kuin kirjallisuudessa esitetylla spektrilla (Kuva 5).
Optimoidussa menetelmassa havaitut ylimaaraiset piikit tarkistettiin diodirividetektorin

kerdamasta datasta, eivatka ne vastanneet Triton X-100:n absorbanssispektria.

4.5 Naytteenkasittely

Naytteiden sopivuus analyysilaitteelle on tarked menetelméan toimivuuden kannalta.
HPLC-laitteistossa naytteen on oltava nestemaisessa olomuodossa seka pysyttava sta-

biilina analyysissa.

Menetelman kehityksessa vastaan tulleita ongelmia, kuten huonoa toistettavuutta ja yli-
maaraisia piikkeja, selvitettiin myos naytteenkasittelyn puolelta. Tyon loppupuolta lukuun
ottamatta Triton X-100 naytteena kaytettiin Sigma-Aldrichin tuotantoreagenssia, joka oli

nestemaistd ja viskoosista. Saildtyissd naytteissd ei havaittu muutosta
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uudelleenanalysoitaessa, jolloin voitiin todeta, etteivat naytteet hajonneet tai muuttuneet

1-2 kuukauden aikavalilla.

Puhdas Triton X-100 laimennettiin asetonitriilin, silla sen havaittiin veteen laimennetta-
essa muuttuvan nestekristalliksi (Kuva 17.) Kantaliuoksista laimennettiin taman jalkeen
kayttoliuokset, joilla menetelman suorituskykya ja kehitysta tutkittiin. Liitteessa 2 on lis-
tattu kaikki HILIC-menetelmassa testatut naytematriisit, joiden perusteella havaittiin ajo-

liuosta vastaavien naytematriisien olevan parhaimmat.

Kuva 17. Triton X-100 nestekristallina vesirajapinnassa.

Triton X-100:aa sisaltavat jateliuosnaytteet eivat sisaltaneet analyysia hairitsevia kom-
ponentteja, joten kyseiset naytteet kasiteltiin ruiskusuodattamalla ja laimentamalla stan-
dardinaytteiden pitoisuusrajojen sisalle. Taulukkoon 7 on listattu naytteet, jotka mitattiin
menetelmalla. Naytteet 1-3 olivat peraisin Wallac Oy:n loppulaadunvalvonnasta, nayte
4 reagenssituotannon prosessista, ndyte 5 tuotantoprosessin mittalaitteesta seka nayte

6 tuotantoreagenssista, jonka Triton X-100 pitoisuus on tiedossa.
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Taulukko 7. Analysoidut naytteet.

Naytteet | Naytteen kuvaus Nayte otettu | Huomioita

1. Triton X-100 jatekanisteri 06.11.2020

2. Delfia-laitteiston jateliuos 06.11.2020 Tuore nayte laitteesta.

3. Autodelfia-laitteiston jateliuos 06.11.2020

4.a Delfia Inducer pullotusprosessi, | 11.12.2020 Huuhtomisen alusta ja

4.b annosteluletkujen huuhtominen lopusta.

5. GSP-laitteiston jateliuos 11.12.2020 Nayte ei ole edustava.

6. Enchancment Solution-reagenssi | 08.12.2020 Sisaltada 0,1 % Triton X-
100

GSP-jateliuoksesta otettu nayte ei ollut edustava, silla naytettd saatiin otettua talteen
vain pinnalta. Jateliuosastian pohjalla oli havaittavissa myds saostumaa, joka olisi mah-

dollisesti vaikuttanut analyysitulokseen.

Inducer pullotusprosessissa annosteluletkut huuhdellaan aina tyén paatteeksi. Nayt-

teeksi otettiin 500 mL vettd huuhtelun alusta (Nayte 4.a) seka lopusta (Nayte 4.b).

4.5.1 Standardinaytteet

Analyysilaitteen kalibrointia varten valmistettiin referenssinaytteistd kantaliuos ja nayte-
laimennokset. USP Octoxynol 9 referenssista laimennettiin 1000 pyg/mL Triton X-100
kantaliuos. Kantaliuos valmistettiin 100 mL:n mittapulloon, johon lisattiin noin 20 mL ase-
tonitriilia ja siihen pipetoitiin 102,73 mg Octoxynol 9 referenssinaytetta. Pipetoitu massa
punnittiin analyysivaa’alla. Reagenssin mukana toimitetussa sertifikaatissa ilmoitetaan 1
mg:n sisaltavan 0,978 mg Octoxynol 9:4a. Kvantitatiivista analyysia varten standardia

punnittiin todellisuudessa 100,47 mg.
102,73 mg - 0,978 = 100,47 mg

Mittapullo taytettiin 100 mL:n kokonaistilavuuteen asetonitriililld. 1000 pg/mL kantaliuok-
sesta laimennettiin kalibrointistandardit taulukon 8 mukaisesti. Standardeja varten mitta-

pulloihin lisattiin taulukossa osoitetut tilavuudet MilliQ-vetta, jotka mitattiin 250 mL:n tai
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50 mL:n mittalaseilla. 1000 ug/mL kantaliuosta pipetoitiin 2,5 mL:aa jokaiseen mittapul-

loon mahdollisimman tarkasti.

Referenssitason 4-tert-oktyylifenolista valmistettiin 500 pg/mL kantaliuos. Kiinteda rea-
genssia siirrettiin spaattelilla lasiseen punnituslaivaan 50,14 mg. Reagenssin sahkoisyys
teki punnitsemisesta ja kasittelysta haastavaa, silla sita siirtyi spaattelista punnitusalus-
tan pintaan lahietaisyydella. Osa reagenssista jai punnitustilanteessa alustan ulkopuo-
lelle, ja tama pyrittiin siirtmaan sisapuolelle spaattelilla. Punnituslaivaa huuhdottiin ase-
tonitriilila 100 mL:n mittapulloon, jonka jalkeen upotettiin asetonitriililla taytettyyn 50
mL:n dekantterilasiin. Dekantterilasin sisaltd siirrettiin mittapulloon, tavoitteena saada
kaikki punnittu 4-tert-oktyylifenoli kvantitatiivisesti siirretyksi. Mittapullo taytettiin 100

mL:n kokonaistilavuuteen asetonitriililla.

Standardeja varten mittapulloihin lisattiin taulukkossa 8 kerrotut tilavuusmaarat MilliQ-
vetta seka 500 mg/mL kantaliuosta pipetoitiin 250 plL:aa jokaiseen mittapulloon mahdol-

lisimman tarkasti.

Taulukko 8. 4-tert-oktyylifenoli ja Triton X-100 standardien laimennokset.

Standardi Pitoisuus V (kantaliuos) | V (H.O) mL V (kokonaistilavuus)
4-teOp Hg/mL mL mL
1. 0,25 0,25 200 500
2. 0,5 0,25 100 250
3. 1,25 0,25 40 100
4. 25 0,25 20 50
5. 5 0,25 10 25
Standardi Pitoisuus V (kantaliuos) | V (H2.0) mL V (kokonaistilavuus)
Triton X-100 | pg/mL mL mL
1. 5 2,5 200 500
2. 10 2,5 100 250
3. 25 2,5 40 100
4. 50 2,5 20 50
5. 100 2,5 10 25
6. 125 2,5 8 20
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4.5.2 Naytteet

Mitatut naytteet ja niiden laimennossuhteet ovat taulukossa 9. Mittaus-alueen pitoisuu-

den ylittavat naytteet oli laimennettu mittausalueelle sopiviksi.

Taulukko 9. Mitatut naytteet ja niiden laimennokset.

Nayte Laimmennossuhde
1. Triton X-100 jatekanisteri 1:10

2. Delfia-laitteiston jateliuos 1:1

3. Autodelfia-laitteiston jateliuos 1:1

4.a Pullotusprosessi, huuhtomisen aloitus 1:10

4.b Pullotusprosessi, huuhtomisen lopetus 1:1

5. GSP-laitteiston jateliuos 1:10

6. Enchancement Solution-reagenssi 1:10

Naytettd pipetoitiin 25 mL:n mittapulloon. 1:1 laimennetuissa naytteissa kaytettiin vain
asetonitriilid laimentamisessa. 1:10 laimennoksia varten mittapulloon pipetoitiin 9 mL:aa
MilliQ-vettd, ennen kuin ne taytettiin tilavuuteen asetonitriililla. Naytteet 1-3 ja 4-6 olivat

analysoitu eri kertoina.
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5 TULOKSET

5.1 Kromatogrammien integrointi

Triton X-100:n piikkien pinta-alat integroitiin manuaalisesti, silla automaattinen integrointi
LabSense ohjelmistossa ei osannut maarittda signaalin pohjaa toistettavasti. Kuvassa
18 naytetaan punaisella yliviivauksella piikkien integrointi. Oligomeereille asetettiin poh-
javiiva, joka vastaisi detektorin signaalia ilman yhdistetta. Piikit erotettiin toisistaan sig-
naalin kuopan matalimmasta kohdasta, vaikka yhdisteen piikeilla oli paallekkaisyytta.
Koska paallekkaiset signaalit olivat samasta yhdisteesta, voitiin integroituja pinta-aloja

kayttaa yksittaisten oligomeerien kvantitoinnissa.
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Kuva 18. Triton X-100:n piikkien manuaalinen integrointi.

Triton X-100:n oligomeerien ketjunpituus paateltiin suurimpien piikkien perusteella seka
havaitulla eluutiojarjestyksella. 4-tert-oktyylifenolilla oli pidempi retentioaika kuin Triton
X-100:n oligomeereilld, jolloin paateltin pidempiketjuisten oligomeerien eluoituvan

kaanteisfaasissa ensiksi. Oligomeerin pystyisi tunnistamaan varmasti
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massaspektrometrilla, jolla mitattaisiin kunkin kromatografisesti erotetun oligomeerin

atomimassa.

5.2 Tulosten laskeminen

Referenssinaytteista tehtiin Microsoft Excel taulukkolaskentaohjelmistolla standar-
disuora, jossa akselien arvoina olivat pitoisuudet ja mitatut piikkien pinta-alat. Suoralle
tehtiin pienimman neliGsumman menetelmalla lineaarinen sovitus. Triton X-100:lla suurin
oligomeerin piikki oli OPEO 9 ja tdaman vuoksi sitd kaytettiin standardisuoran laskemi-

seen aluksi (Taulukko 10.)

Taulukko 10. Triton X-100:n OPEO 9 standardisuora, suoran yhtalo seka korrelaatioker-
roin.

OPEO 9 Standardisuoray =339.31x - 77,383
R? =0,9998
45000

40000
35000

“» 30000

Z 25000

"o 20000

(0]

£ 15000
10000

5000

0 50 100 150
Pitoisuus (ug/mL)

Standardisuoran yhtalén avulla voitiin laskea naytteiden pitoisuudet.

y—>b
a

y=ax+b-ox=

y = Piikin pinta — ala (mV - s)
x = Pitoisuus (ng/mlL)
a = Suoran kulmakerroin

b = Suoran leikkauspiste
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Esimerkiksi naytteen OPEO 9 piikin pinta-alaksi mitattin 34081 mV:s. Arvo sijoitettiin

standardisuoran yhtaléon seka ratkaistiin.

_ 34081477383
=7 33931

Laimennetuissa naytteissa oli huomioitava loppupitoisuutta laskiessa niiden laimennos-

kerroin, joka esimerkin naytteessa oli 1:10.
100,67 - 10 = 1006,7 pg/mL

Mitatun naytteen Triton X-100 pitoisuudeksi saatiin 1006,7 ug/mL. Standardisuoran pi-
toisuuden ja pinta-alan yksikot olivat samat kuin lasketun tuloksen, jolloin yksikon muun-

noksia ei tarvinnut tehda.

Taulukko 11. Naytteiden Triton X-100 pitoisuudet OPEO 9:11a laskettuna.

Nayte OPEO 9 retentioaika (min) | OPEO 9 pinta-ala (mV-s) | Pitoisuus (ug/mL)
1. 10,078 8269 2418
2. 10,076 3433 18,7
3. 10,087 2725 14,3
4.a 10,350 8712 259,0
5. 10,346 1706 10,5
6. 10,328 34081 1006,7

Referenssinaytteista saatiin laskettua 13 yksittaisen eri oligomeerin standardisuora. Oli-
gomeerien etyleeniyksikkdjen maara oli 3:n ja 16:sta valilla. OPEO 1-18 tarkoittaa koko

piikkialueen pinta-alaa (Taulukko 12).
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Taulukko 12. Triton X-100:n eri oligomeerien retentioaikojen keskiarvot ja sovitusten kor-

relaatiokertoimet.

Triton X-100 OPEOn | Retentioaika (min) | Kalibrointipisteitd | Korrelaatiokerroin R?
OPEO 1-18 10,3 6 0,9996
OPEO 16 7,3 4 0,9961
OPEO 15 7,5 5 0,9974
OPEO 14 8,2 6 0,9981
OPEO 13 8,6 6 0,9990
OPEO 12 9,0 6 0,9991
OPEO 11 9,4 6 0,9992
OPEO 10 9,8 6 0,9999
OPEO 9 10,3 6 0,9998
OPEO 8 10,9 6 0,9998
OPEO 7 11,4 6 0,9998
OPEO 6 12,1 6 0,9998
OPEO 5 12,6 6 0,9989
OPEO 4 13,2 5 0,9996
OPEO 3 13,7 4 0,9942

Etyleeniyksikdt 3 ja 16 oli laskettu neljalla standardilla, silla kyseisten piikkien koko oli
liian pieni laimeimmissa standardeissa. Yksittain integroitujen oligomeerien korrelaatio-
kerroin on hyva, yli 0,999. Tata voidaan hyddyntad naytteiden pitoisuuksien laskemi-

sessa, kun naytteesta integroidaan ja lasketaan myds useampi oligomeeri.

Koko Triton X-100:n piikkialueen integroinnissa saatiin myds hyva korrelaatiokerroin,
silla R? oli 0,9996. Yksittain integroituna OPEO 10-6 piikit tuottivat paremman korrelaa-

tiokertoimen verrattuna koko piikkialueen integroimiseen.

Hajoamistuotteen eli 4-tert-oktyylifenolin standardinaytteiden pitoisuudet olivat 0,25-5
pg/mL valilla. Taulukossa 13 on ilmaistuna standardien pitoisuudet seka piikin rententio-

ajat ja pinta-alat.
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Taulukko 13. 4-teOp standardien retentioajat ja pinta-alat.

Nayte Pitoisuus (ug/mL) Retentioaika (min) | Pinta-ala (mV:-s)
1. 0,25 17,1 2334

2. 0,5 17,1 4679

3. 1,25 17,1 11308

4. 2,5 17,1 22266

5. 5 17,1 43263

Hajoamistuotetta ei havaittu analysoiduissa naytteissa. Korrelaatiokerroin 4-teOp stan-
dardeilla oli 0,9998 (Liite 1, 7).

5.3 Tulosten tarkastelu

Menetelman toistettavuutta tarkastettiin injektoimalla 5 kertaa perakkain standardia 3. ja
tulokset laskettiin OPEO 9 oligomeerista. Keskihajonta mittausten valilla oli 0,67 % (Tau-
lukko 14).

Taulukko 14. Toistettavuusmittaukset 25 ug/mL Triton X-100 standardilla.

Mittaus Pinta-ala (mV:-s)
7852
7939
7958
7868
7990
Keskihajonta 53,0
Keskihajonta % 0,67 %

u A WON

Menetelmalla pystyttiin maarittamaan Triton X-100:n pitoisuudet kaikista naytteista, lu-
kuun ottamatta pullotusprosessin huuhtomisen lopussa otettua naytetta. Tulokset lasket-

tiin kolmen suurimman piikin keskiarvosta (Taulukko 15.)
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Taulukko 15. Naytteiden pitoisuuksien keskiarvo ja -hajonta laskettuna OPEO 8, 9 ja 10

oligomeereilla.

Nayte Keskiarvo (ug/mL) | Keskihajonta (ug/mL)
1. Triton X-100 jatekanisteri 241.,8 1,45
2. Delfia-laitteiston jateliuos 18,4 0,91
3. Autodelfia-laitteiston jateliuos 13,8 1,17
4.a Pullotusprosessin huuhtomi- 261,7 20,65
nen, aloitus

5. GSP-laitteiston jateliuos 11,5 0,76
6. Enchancement Solution-rea- 1008 ,6 3,74
genssi

Naytteen 6 tiedettiin sisaltdvan Triton X-100:aa noin 0,1 m/V-%. Analyysimenetelmalla
mitattiin naytteen pitoisuudeksi 1006,7 pg/mL OPEO 9 oligomeerilla ja 1008,6 pug/mL
OPEO 8-10 oligomeereilla laskettuna.

UV 275n

Kuva 19. Kromatogrammi pullotusprosessin lopussa otetusta naytteesta.

Ympariston vaikutus detergentin kayttaytymisessa havaittiin muutoksena oligomeerien
piikkien pinta-alojen suhteessa. Pullotusprosessin huuhtomisen alussa otetussa nayt-
teessd OPEO 8-10 oligomeerien valinen keskihajonta oli 21 ug/mL, joka oli suurempi
kuin muissa naytteissa (Taulukko 15). Huuhtelun lopussa otetussa naytteessa havaittiin
vain muutama epailty Triton X-100:n oligomeeri (Kuva 19). Vertaamalla taulukon 12 re-
tentioaikoihin, naytteessa olisi mahdollisesti OPEO16, OPEO15, OPEOS5 ja OPEO4 oli-

gomeereja.
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6 LOPUKSI

Opinnaytetyon tavoitteena oli kehittaa analyysimenetelma Triton X-100:n tunnistamiseen
jatevedesta. Menetelman kehitys suoritettin HPLC-laitteistolla ja siind tutkittiin kahden
eri kromatografisen erotusmenetelman soveltuvuutta analyysiin. Analyysimenetelman

ohella tutkittiin naytteiden kasittelymenetelmia Triton X-100:lle.

Kehitetylla kdanteisfaasimenetelmalla pystyttiin tunnistamaan Triton X-100:n 13 eri oli-
gomeeria ja maarittdmaan toistettavasti yhdisteen kokonaispitoisuudet liuosnaytteista.
Analyysimenetelmalla voidaan myos mitata Triton X-100:n hajoamistuotetta, 4-tert-ok-
tyylifenolia. Lineaarinen mittausalue oli Triton X-100:lla 5-125 pg/mL ja 4-tert-oktyyli-
fenolilla 0,25-5 ug/mL. Toimeksiantajan tavoitteeksi asettamaa <10 ug/L maarityspitoi-
suutta ei saavutettu. Triton X-100:n koostumus tuotti haasteita piikkien integroinnissa ja
naytteiden pitoisuuksien laskemisessa. Yhdisteelle I0ydettiin integrointimenetelma, joka

tuottaisi luotettavia tuloksia.

Menetelmassa rajoittavana tekijana oli HPLC-laitteiston UV-detektori ja siina kaytetty
korkea mittausaallonpituus, joka ei ollut tarpeeksi herkka yhdisteelle. Toisaalta mata-
lampi mittausaallonpituus olisi herkempi detektiota hairitseville komponenteille. Massa-
spektrometri olisi jatkokehityksessa oleellinen, kun tavoitteena olisi matalampi maaritys-
pitoisuus yhdisteelle. Ajoliuos sisaltaa lisdaineena vain muurahaishappoa, jolloin se so-
veltuisi erityisen hyvin massaspektrometrille. Menetelmaa voisi hyddyntaa tuotantopro-

sesseissa syntyvan liuosjatteen Triton X-100 pitoisuuksien maarittamiseen.

Ympariston havaittiin vaikuttavan Triton X-100:n eri oligomeerien suhteeseen, johtuen
eripituisten ketjujen erilaisista pinta-aktiivisista ominaisuuksista. Tama tekisi yhdisteen
pitoisuuden maarittdmisen haastavaksi viemarivedesta tai valumavesista, mutta samalla

omalaatuinen piikkirypas olisi helppo tunnistaa laadullisesti.
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Testatut parametrit ja havainnot HILIC menetelmalla

Parametri

Testattu parametri

Havainnot

Ajoliuoksen lisaaineet

Ammoniumformiaatti 5 mM

Saavutettu kromatografinen erottuminen.

Muurahaishappo 100 uL/L

Parempi erottuminen kuin
ammoniumformiaatilla.

Gradientin aloitus 0 min Triton X-100:lla erottumista 10,5 minuutin
jalkeen, tunnistamaton piikki alussa.

2 min Triton X-100:lla erottumista 12,5 minuutin
jalkeen, oligomeerien piikkiryppaassa
parempi erottuminen.

3,5 min Erottumista 14 minuutin jalkeen,
piikkiryppaassa parempi erottuminen.

5 min Erottumista 15,5 minuutin jalkeen,
piikkiryppaassa parempi erottuminen.

Isokraattinen eluointi B0 % Heikkoa erottumista liuotinpiikin jalkeen

B50 % Havaittavissa vain tunnistamaton piikki
alussa.

Naytematriisi Asetonitriili Iso liuotinpiikki, Triton X-100:n erottuminen 9

minuutin kohdalla.

Asetonitriili + 100 yL/L muurahaishappo

Triton X-100:lla erottumista 8.8 minuutin
kohdalla.

Asetonitriili-vesiseos 1:1

Pieni piikki alussa. Heikkoa erottumista.

Asetonitriili-vesiseos 1:1 + 100 pL/L
muurahaishappo

Pieni piikki alussa. Triton X-100:lla
erottumista.

Metanoli

Triton X-100:lla heikkoa erottumista
havaittavissa. Ylimaarainen vaste
detektorissa 9,3 minuutin kohdalla.

Metanoli-vesiseos1:1

Ei havaittavissa erottumista. Ylimaarainen
vaste 9 minuutin kohdalla.

Metanoli-asetonitriili-vesiseos 1:1:2

Huono erottuminen.

Etanoli-vesiseos 2:1

Etanolista iso liuotinpiikki, huono piikkien
erottuminen.

Kolonni

Waters Atlantis HILIC Silica 5 ym (4,6
mm - 250 mm)

Oligomeereilla parempi erottuminen, mutta
venyneet piikit.
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