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Alikriittiselld vedelld tarkoitetaan paineistettua vettd, joka on kriittisen ldmpdotilansa
(374 °C) alapuolella nesteméisessé tilassa. Veden tiheys pienenee ldmpdtilan kasvaessa
Veden liuotinominaisuuksia voidaan sééddelld 1dmpdtilan avulla. Veden pintajinnitys,
viskositeetti, tiheys ja polaarisuus pienenevét ldmpotilan kasvaessa, ja alikriittisen
veden aineominaisuudet muuttuvat 1dhemmaéksi orgaanista liuotinta. Alikriittisen veden
dielektrisyysvakion aleneminen johtuu pddasiassa lampotilan vaikutuksesta ja vain
véhin paineen vaikutuksesta. Alikriittistd vettd on kéytetty liuottimena uutossa, mutta
nyt myds alikriittinen kromatografia on kehittyméssi oleva erotusmenetelma.

Tyon kokeellisessa osassa kehitettiin kromatografinen laitteisto alikriittiselle vedelle,
jolla tutkittiin sokerialkoholien ja sokerien kromatografista erotusta alikriittisen veden
avulla. Liséksi tutkittiin sokerialkoholien, sokereiden ja stationddrifaasien termistd
kestdvyyttd. Tutkittavina komponentteina olivat sorbitoli, mannitoli, ksylitoli, arabi-
noosi, mannoosi, ksyloosi, maltoosi ja ramnoosi. Stationddrifaaseina kdytettiin makro-
huokoista funktionalisoimatonta polystyreenidivinyylibentseenikopolymeerid, seké vah-
voja ja heikkoja divinyylibentseenilld ristisilloitettuja kationinvaihtohartseja, jotka oli-
vat joko Na'- tai Ca**-ionimuodoissa.

Veden lampotilan nostaminen vaikuttaa sekd kromatografisen stationddrifaasin tilavuus-
muutoksiin ettd nédytekomponenttien ominaisuuksiin. Vahvoilla kationinvaihtimilla
havaittiin termisten tilavuusmuutosten riippuvan ionimuodosta: Na -muotoiset hartsit
turpoavat ja Ca’"-muotoiset kutistuvat lampotilan noustessa. Heikot kationinvaihtimet
kutistuvat molemmissa ionimuodoissa, mutta Ca*"-muoto kutistuu Na'-muotoa voi-
makkaammin. Niytekomponenteista sokerialkoholien havaittiin kestdvdn paremmin
korkeita 1ampétiloja kuin sokerien. Sokerialkoholeista kestdvimmaiksi havaittiin ksyli-
toli ja sokereista ramnoosi.

Tutkittavien komponenttien piikkien havaittiin kapenevan, hdntimisen vdhenevin, ja
piikkien eluoituvan aikaisemmin riippuen kéytettdvistd stationdirifaasista. Ca*"-muo-
toisen vahvan kationinvaihtimen kompleksinmuodostuskyky heikkeni ldmpdétilan kasva-
essa. Ndytekomponenttien erotus ei kuitenkaan parantunut ldmpdétilan noustessa tutki-
tuilla stationédérifaaseilla.
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Heated water under enough pressure to keep it in liquid state is called subcritical water.
The critical temperature of water is 374 °C. Several physical properties of water are
influenced by heating. Surface tension, viscosity, density and dielectric constant of
water decrease with increasing temperature. At elevated temperatures the solvent
properties of water become closer to those of organic solvents. This enables the use of
subritial water for the extracion of nonpolar compounds. Subcritical chromatography is
a new and developing separation method.

In the experimental part of the present work an apparatus was developed for
chromatographic separation of sugars and sugar alcohols. Also the thermal behavior of
the components and the stationary phases were investigated. The components were
sorbitol, mannitol, xylitol, arabinose, mannose, xylose, rhamnose and maltose. The
stationary phases were a non-functionalized macroporous polystyrene divinybentzene
copolymer, as well as both weak and strong cation exchange resins in sodium or
calsium form.

Raising of the water temperature had influence on both the volume changes of
stationary phases as well as the properties of the components. When the temperature
was elevated volume changes were found to depend on the ionic form of the resin. The
strong cation exchangers in Na'-form swelled when the temperature was raised but the
strong cation exchangers in Ca®"-form shrank when the temperature was raised. For
weak cation exchangers there was no such dependance, both Na'- and Ca*"-forms
shrank with increasing temperature. Sugar alcohols were found to be thermally more
stable than sugars. Among sugar alcohols the most thermally stable component was
xylitol and among sugars rhamnose. The peaks of the studied compounds became
narrower with elevated temperature compared to the peaks eluted at room temperature.
The complex formation capacity of the strong cation exchange resin in the Ca*"-form
decreased with increasing temperature. The separation of sugar alcohols and sugars
were not found to be improved.
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1 JOHDANTO

Yli- ja alikriittisten fluidien teollisia sovelluksia on tutkittu jo 1930—luvulta ldhtien /1/.
Oljynjalostusteollisuudessa on tutkittu mm. raskaiden hiilijakeiden erotusta alikriittisen
propaanin avulla. Ylikriittistd hiilidioksidia on tutkittu paljon elintarviketeollisuuden pro-
sessisovellutuksissa, koska silld on suhteellisen alhainen kriittinen l&dmpétila (31,1 °C). Al-
hainen 14mpdtila mahdollistaa termisesti labiilien komponenttien uuttamisen. Hiilidioksidi
on lisdksi myrkyton, ympéristolle vaaraton, suhteellisen halpa, eivitkd sen liuotinjadmat
ole terveydelle vaarallisia. Ylikriittistd hiilidioksidia kéytetdin teollisesti kofeiinin, huma-
lan, mausteiden ja luonnontuotteiden uutossa, lddketeollisuuden uuttoprosesseissa ja eri-
koiskemikaalien valmistuksessa /1/. Vaikka ylikriittistd hiilidioksidia kdytetddn yleisesti

uuttoliuottimena, silld on vain muutama sovellus kromatografisena ajoliuoksena.

Alikriittiselld vedelld tarkoitetaan vettd, joka on kriittisen lampdétilansa (374 °C) alapuo-
lella nestemadisessd tilassa. Yli- ja alikriittisen veden avulla tapahtuvaa orgaanisen jétteen
hapetusta on tutkittu paljon /1-6/. Ylikriittisen veden vaikutuksesta klooratut hiilivedyt ha-
pettuvat nopeasti hiilimonoksidiksi, vedeksi ja suolahapoksi. Ylikriittisen veden ongel-
mana on kuitenkin laitteiden voimakas korroosio. Liséksi ylikriittinen vesi ei poolittomana
linottimena liuota suoloja, jolloin ne kertyvit putkiin ja pumppuihin aiheuttaen tukoksia.
Alikriittiselld vedelld ei ole samoja haittavaikutuksia, ja siitd syystd sitd on alettu tutkia
vastaavissa uuttoprosesseissa. Alikriittisen veden avulla voidaan uuttaa mm. fenoleja ja
amiineja 50—100 °C:een ldmpdétilassa, PAH- ja PCB—yhdisteitd 200-250 °C:een lampoti-
lassa, kasvimyrkkyja 75 °C:en ja 90 °C:een lampétiloissa /1, 4/.

Alikriittisen veden kromatografian tutkimuksen uranuurtajia ovat Smith, Miller,
Hawthorne ja Yang. He ovat tutkineet orgaanisten ympéristomyrkkyjen ja PAH—yhdistei-
den kromatografista erotusta analyyttisessé mittakaavassa /4, 7-11/. My0s useiden muiden
yhdisteiden /12-16/ kromatografista erotusta alikriittisen veden avulla on tutkittu. Rasdnen

/15/ tutki sorbitolin ja mannitolin kromatografista erotusta alikriittisen veden avulla.

Tama diplomity on osa TEKES:in Elintarvikkeet ja Terveys ohjelmaan kuuluvaa tutki-
mushanketta: ~Alikriittisen veden kdyttd uutossa ja kromatografisessa erotuksessa”. Té-
mén tyon tarkoituksena on tutkia alikriittisen veden soveltuvuutta sokerien ja sokerialko-

holien kromatografiseen erotukseen, ja tutkia erotusilmiotd yli 100 °C:een ldmpdtilassa.



Tutkittavia sokereita ja sokerialkoholeja ovat arabinoosi, mannoosi, ksyloosi, ramnoosi,
maltoosi, sorbitoli, mannitoli ja ksylitoli. Tydssé kehitettiin myds alikriittistd kromatogra-
filaitteistoa. Kirjallisuusosassa késitelldén alikriittisen veden ominaisuuksia ja sen soveltu-
vuutta eri erotusprosesseihin. Liséksi tutkitaan niyteaineiden ja stationdérifaasien ominai-

suuksia ja niiden termisti kestdvyytta.

2 ALIKRIITTINEN VESI

Puhtaan veden kriittinen piste on ldmpdétilassa 374,2 °C ja paineessa 22,05 MPa. Néissd
olosuhteissa veden tiheys on 0,32 g cm™. Alikriittiselld vedelld tarkoitetaan vettd, joka on
kriittisen ldmpdtilansa (374 °C) alapuolella nestemiisessd tilassa. Nesteméinen tila on
saavutettu paineen avulla. Veden dielektrisyysvakio pienenee veden lampétilan noustessa
ilman ettd vedelld tapahtuu faasimuutosta (kuva 1). Esimerkiksi veden dielektrisyysvakio
on huoneenldmpdtilassa 80 ja 250 °C:en lampotilassa 24 paineen ollessa vahintdén 5 MPa.
Alikriittisen veden dielektrisyysvakion aleneminen johtuu paéasiassa lampdtilan vaikutuk-
sesta ja vain vdhdn paineesta /17/. Lampotilan kasvaessa 25 °C:een lampdtilasta 200

°C:eeseen veden tiheys pienenee noin 25 % alkuperdisestd (kuva 2) /18/.
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Kuva 1. Veden dielektrisyysvakio eri lampétiloissa. Piirretty kirjallisuusviitteen /16/ perusteella.
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Kuva 2. Veden faasidiagrammi /18/.

2.1 Veden liuotinominaisuudet

Vesimolekyylissd vetyatomit muodostavat happiatomin kanssa 104,5°:een sidoskulman.
Happi sitoo elektronegatiivisena atomina elektronit l&hemmaéksi itsedén ja saa heikosti
negatiivisen osittaisvarauksen. Vedyt jédvét heikosti positiivisiksi. Muodostunut sédhkdi-
nen dipoli mahdollistaa veden ominaispiirteet. Vetysidosten muodostumisen johdosta ve-
simolekyylit ovat vield nestemiisessd olomuodossakin assosioituneet useamman molekyy-
lin muodostamiksi ryhmiksi. Assosioitumisaste riippuu ldmpdtilasta /18/. Vetysidokset
riippuvat voimakkaasti ldmpotilasta ja molekyylien orientaatiosta. Vesi luokitellaan voi-
makkaasti vetysidoksia muodostavaksi liuottimeksi, ja korkean dielektrisyysvakion, &, di-
polimomentin, 4, ja liukoisuusparametrin, &, vuoksi vesi on huoneenldmpétilassa hyva liu-

otin polaarisille ja ionisille yhdisteille /19/.

Vesi ionisoituu hieman nesteméisessda olomuodossa, jolloin muodostuu oksonium- ja hyd-
roksidi-ioni (yhtdlo 1). Veden autoionisaatiolla on tirked merkitys veden liuotinominai-

suuksiin /19/.

H,O + H,0 ——= H30" + OH" (1)

2 27 —



Lampotilan kasvu tehostaa veden dissosioitumista. Siirryttdessd 25 °C:een ldmpdtilasta
250 °C:eeseen veden ionitulo K, kasvaa yli kolminkertaiseksi. Tastd syystd alikriittinen

vesi soveltuu hyvin kemiallisten reaktioiden katalysoimiseen /18/.

Kiinteiden aineiden liuetessa nesteeseen kidehila hajoaa. Entalpianmuutos on yhtd suuri
kuin hilaenergia AH;. Molekyylit tai ionit sekoittuvat liuottimen kanssa. Tétd ilmiota kut-
sutaan yleisesti solvataatioksi. Prosessiin liittyy entalpianmuutos, jota kutsutaan solvataa-
tioenergiaksi AH;. Solvataation voimakkuuteen vaikuttaa liuottimen vetysidokset, liuot-
timen ja liuotettavan aineen molekyylikoot, sekd liukoisuusparametrin, J, dipolimomentin
M, ja polaarisuuden, a,, suuruus. Kemiallisesti samanlaisten yhdisteiden liukoisuus vihe-
nee, kun liuotettavan aineen molekyylimassa kasvaa. Liuotettava aine on liukoinen liuotti-
meen jos komponenttien vetovoimat ovat saman suuruisia. Tdssd pitee myos perussdanto:
”samanlainen liuottaa samanlaista”. Jos liuotettavan aineen ja liuottimen vetovoimilla on
hyvin suuri ero, ne eivit liukene toisiinsa. Jos kuitenkin halutaan liuottaa yhdisteet toisiin-
sa, tdytyy liuokseen lisétd energiaa molekyylien sidosenergioiden suuruinen méérd. Veden
solvataatiota kutsutaan hydrataatioksi, ja veden toimiessa liuottimena sen muodostavat
molekyylisidokset voivat olla ioni-, dipoli-dipoli-, induktiivisia-, dispersio- ja vetysidoksia
/19, 20/.

Ioniset (Coulombin) voimat tulevat merkityksellisiksi, kun ioniyhdisteitd liuotetaan polaa-
riseen liuottimeen. Talloin ionien vetovoimat ovat kddntden verrannollisia liuottimen
(veden) dielektrisyysvakioon &, ja ionien vetovoimat védhenevét uusien ioni-dipoli —sidos-
ten muodostuessa. Dielektrisyysvakio on yksi oleellisimmista parametreista tutkittaessa
livotettavan aineen ja liuottimen vélisid vuorovaikutuksia. On kuitenkin muistettava, etti
dielektrisyysvakio on bulkkiominaisuus eikd yksittdisen molekyylin ominaisuus. Veden
korkea &:n arvo suosii ionisten ja polaaristen yhdisteiden liukoisuutta huoneenldmpdétilassa

/19/. Taulukossa I on verrattu useiden eri yhdisteiden ominaisuuksia veteen.



Taulukko I Puhtaan komponentin kriittinen ldmpétila (7,), kriittinen paine (p.), dielektrisyysvakio

(&), dipolimomentti (4), polaarisuus () ja liukoisuusparametri (5, 25 °C:ssa) /19/.

T. Pe & M a )

°C atm - D 10%* cm® (cal/em®)"?
NH; 132,5 112,5 16,9 (25 °C) 1,47 2,3 16,3
Ar -122,3 48,0 1,5 (-191 °C) 0 1,6 5,3
CO, 31,0 72,9 1,6 (20 °C) 0 2,9 6,0
CCl,F, 111,5 39,6 2,0 (25 °C) 0,51 7.8 5,5
CH,Cl, 237,0 60,0 9,1 (20 °C) 1,60 6,5 9,7
CeHe 32,2 48,2 1,4 (22 °C) 0 4,4 6,0
C,HsO 2432 63,0 24,3 (25 °C) 1,69 5,4 10,0
C,H, 9,9 50,5 1,5 (-3 °C) 0 43 6,1
CH,O 240,0 78,5 32,6 (25 °C) 1,70 3,3 14,5
CCIF; 28,9 38,2 2,5 (-100 °C) 0,50 56 6,6 * (-30 °C)
CH,F 44.6 58,0 8,2 (26 °C) 1,85 3,0 9.4 * (-60 °C)
CsHy, 196,6 33,3 1,8 (20 °C) 0 10,0 7,0
C;H; 96,8 42,0 1,3 (25 °C) 0,08 6,3 6,4
CF, -45,7 41,4 1,6 (-132 °C) 0 3,8 6,3* (-80 °C)
H,0 374,1 2183 78,5 (25 °C) 1,85 1,5 23,5% (20 °C)

* §on tdssd laskettu seuraavasta yhtélostd: o = {[ o(4AH,-RT)|/M }”2, jossa p on tiheys, AH, hoyrystymisener-
gia, R kaasuvakio, T ldmpétila ja M moolimassa.

Dipoli-dipoli —vetovoimat esiintyvét polaarisilla molekyyleilld, joilla on pysyvé dipolimo-
mentti. Toisin kuin ioniset vetovoimat, dipoli-dipoli —vetovoimat riippuvat suuresti lampo-
tilasta ja vihenevét voimakkaasti ldmpdétilan kasvaessa. Kun polaarittomia yhdisteité liuo-
tetaan polaariseen liuottimeen, ovat kyseessd induktiovoimat. Polaarisen liuottimen pysy-
vén dipolin elektronikentti voi indusoida dipolin viereiseen molekyyliin vdaristimalla mo-
lekyylin elektronikenttdd ja ytimen asentoa. Induktiovoimien suuruus riippuu pysyvasta
dipolista ja poolittomien molekyylien polarisaatiosta. Elektromagneettisessa kentissa
muodostuneiden dipolien viliset voimat ovat nimeltdén dispersiovoimia. Dispersiovoimat
ovat lasnd kaikissa atomeissa ja molekyyleissd. Sekd induktio- ettd dispersiovoimat ovat

vain vdhén ldmpdtilasta riippuvia /19/.

Veden lampotilan kasvaessa vesimolekyylien vetysidosten muodostuminen, ioniset ja di-
poli-dipoli —vuorovaikutukset vihenevét. Korkeat ldmpdtilat muuttavat huomattavasti ve-
den liuotinominaisuuksia, jolloin vesimolekyylien vetovoimat muuttuvat lahemmaéksi poo-
littomien aineiden ominaisuuksia. Tdma lisdd huomattavasti poolittomien yhdisteiden liu-
koisuutta veteen /21/. Veden liuotinominaisuudet riippuvat suuresti vesimolekyylien ky-
vystd muodostaa vetysidoksia keskenddn. Veden kriittisessé pisteessd (374,2 °C) on en-
nustettu vesimolekyylien vilisten vetysidosten vidhenevén. Silti ylikriittiselldkin vedelld on

havaittu vetysidoksia ldmpétilassa 450-500 °C /22/. Instrumenttien korroosio, yhdisteiden
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hajoaminen ja reaktioiden intensiteetti lisdéntyy lampoétilan kasvaessa yli veden kriittisen

pisteen /19/.

2.2 Alikriittisen veden kiyttosovellukset

Veden liuotinominaisuuksia voidaan sdadelld 1dmpdétilan avulla. Veden pintajénnitys, vis-
kositeetti ja polaarisuus pienenevit lampdtilan kasvaessa, ja alikriittisen veden aineomi-
naisuudet muuttuvat ldhemmaéksi orgaanista liuotinta (kuva 3). Jos tutkittavat komponentit
ovat termisesti stabiileja, voidaan ldmpoétilaa nostamalla hajottaa ndytteen labiilit yhdis-
teet. Joissain tapauksissa néytteet voivat reagoida selektiivisesti veden kanssa (hydrolyysi)
uuton aikana, ja lopputuote saadaan téll tavalla haluttuun muotoon. Lampoétilaa nostamal-
la voidaan my0s parantaa orgaanisten molekyylien liukoisuutta. T&ll4 tavalla voidaan erot-

taa hyvin selektiivisesti ndytteen eri komponentteja seké uuttamalla ettd kromatografisella

erotuksella /17, 23/.

% Methanol or Acetonitrife in Water % Methanol or Acetonitrile in Water
0 20 40 0 80 100 0 20 40 (4] 80 100
80 |} [ 1 ] 1 20 | | i 1
E == MethanolWater
€ s e N
£ ] / Acetonitrile/water \
n @ 104 e
5 =] [ s . ~
ot 2 '\_‘\ ~
9 5 N
& 05 Pure Water e ‘:
=
w
Y] . , y T
50 100 150 200 250
Pure Water Temperature, °C Pure Water Temperature, °C
Kuva 3. Veden, metanolin ja asetonitriilin pintajannityksen ja viskositeetin muutos lampétilan

vaikutuksesta. Paine on sdddetty 5,07 MPa:in. Liuotin-vesi —seokset on mitattu huo-
neenlédmpdtilassa /23/.

Paineella on vain pieni vaikutus nestemédisen veden dielektrisyysvakioon ja sen liuotin-
ominaisuuksiin. Kdytdnnossd paine asetetaan riittdvan suureksi, jotta vesi pysyy nestemaéi-
sessd olotilassaan. Esimerkiksi uutossa jotkut néytteet saattavat tarvita korkeamman pai-
neen, jotta vesi padsee tunkeutumaan tehokkaasti néytteen ldpi, eli liuottimen tulee voittaa

nédytteen aiheuttama vastapaine /19/.
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Taulukosta II ndhdéén kolmen hydrofobisen orgaanisen tojunta-aineen liukoisuus veteen
lampdatilavélilld 25-200 °C. Propatsiini eli 6-kloro-N,N'-bis(1-metyylietyyli)-1,3,5-tri-
atsiini-2,4-diamiini on rikkakasvihdvite, endosulfaani II eli 6,7,8,9,10,10-heksakloro-
1,5,5a,6,9,9a-heksahydro-6,9-metaani-2,4,3-bentsodioksoathiepiini 3-oksidi on hyonteis-
myrkky, ja klorotaloniili eli 1,3-disyano-2.4,5,6-tetraklorobentseeni on sienimyrkky /24/.

Taulukko IT Propatsiinin, endosulfaani II:n ja klorotaloniinin liukoisuus veteen eri ldmpétiloissa /24/.
Liukoisuus veteen, pug/L
T, °C Propatsiini Endosulfaani IT Klorotaloniili

25 6,3 0,27 0,18

50 13,7 1,1 0,80

100 106 30 28

150 2560 720 950

200 26800 4500 23400

Taulukosta II voidaan havaita, ettd veden lampdtilan noustessa 25 °C:sta 200 °C:seen liu-
kenee propatsiinia ja endosulfaani II:ta noin 10000-kertainen midrd verrattuna liukoi-
suuteen huoneenldmpdétilassa. Klorotaloniilin liukoisuus kasvaa samalla lampotilavalilla

yli 100000-kertaiseksi /24/.

2.2.1 Uutto alikriittiselld vedella

Uuttoa alikriittiselld vedelld on alettu tutkia vasta 1990-luvulla ja aihepiiristd on julkaisuja
vield rajoitetusti. Uuttoa alikriittiselld vedelld ovat tukineet mm. Hartonen, Riekkola,
Crescenzi, Di Cordia, Pawlowski, Hawthorne, Yang ja Miller. Menetelmi perustuu ana-

lyyttisen ylikriittisen uuton kehitykseen /19, 25/.

Orgaanisten ympéristomyrkkyjen, kuten PAH-, PCB-, fenoliyhdisteiden ja lannoitejaémi-
en uuttoa maaperdstd on tutkittu alikriittiselld vedelld /19, 23, 26/. Poolisia yhdisteitd uu-
tettaessa veden ldmpdtila tulee nostaa ldhes 300 °C:een. Selektiivisyyttd saadaan lisdttyd
kayttden kiintedn faasin mikroekstraktiota (SPE- ja SPME-menetelmid) /19, 23/. Maape-
ran lannoitejddmien uutossa havaittiin alikriittisen vesiuuton olevan tehokkaampi kuin pe-

rinteisen Soxhlet-uuton /26/.

Marjojen ja niiden jalosteiden uuttoa alikriittisen veden avulla on tutkittu vastikdén /27,

28/. Basiele et al. /28/ tutkivat ruusunmarjojen alikriittistd vesiuuttoa. He havaitsivat 1am-
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poétilan nostamisen parantavan uuttautumista ja liséksi kasvattavan reaktionopeutta. Esi-
merkiksi ldmpdotilan kasvaminen 125 °C:eesta 150 °C:eeseen kasvatti uuttonopeutta ldhes
kaksinkertaisesti. Inoue et al. /29/ tutkivat polyflavonoidien uuttoa ménnyn kaarnasta ali-
kriittisen veden avulla. He havaitsivat polyflavonoidien ja puun uuteaineiden saannon pie-
nenevin alikriittisella vedelld uutettaessa verrattuna vesihOyrylld tapahtuvaan uuttoon. Li-
sdksi he havaitsivat 1 %:sen NaOH—vesiliuoksen uuttavan polyflavonoideja ja puun uute-

aineita huomattavasti paremmin 140 °C:een ldmpotilassa ja 1 MPa:n paineessa.

2.2.2 Alikriittiset kromatografiasovellukset

Ylikriittisen CO:n kromatografiaan kohdistuneen mielenkiinnon hiipuessa useat tutkijat,
mm. Smith, Hawthorne, Yang ja Miller, havaitsivat alikriittisen veden mukanaan tuomat
mahdollisuudet /7, 21/. Ylikriittisten kromatografia- ja uuttomenetelmien ohella on kehi-
tetty menetelmid, joissa eluenttia tai liuotinta kédytetddn normaalien ja ylikriittisten olo-
suhteiden vilissd nk. alikriittisessé tilassa. Néissd olosuhteissa veden liuotinominaisuudet
ovat voimakkaammat kuin normaalitilassa. Alikriittinen kromatografia on vasta kehitty-
missd oleva erotusmenetelmé, jonka kaikkia mahdollisuuksia ja sovelluskohteita ei ole

vield 16ydetty /10, 12, 14, 23/. Toistaiseksi sovellukset ovat olleet analyyttisessa kemiassa.

Smith et al. /30/ tutkivat salisyyliamidin, salisyylihapon, asetyylisalisyylihapon, fenase-
tiinin, kofeiinin ja parasetamolin kromatografista erottusta alikriittisen veden avulla (kuva
4). HPLC-kolonnin (150 x 4,6 mm) stationdérifaasina kdytettiin sekd PS-DVB —hartsia
ettd ODS-silloitettua silikaa. Smith et al. /30/ havaitsivat PS-DVB —stationdérifaasin ole-
van termisesti stabiilimpi kuin ODS-silloitetun silikan. He havaitsivat liséksi 190 °C:en
lampétilassa parasetamolin (2,5 min), kofeiinin (5,77 min) ja fenasetiinin (14,04 min) erot-
tuvan hyvin toisistaan alikriittisessd vedessd. Asetyylisalisyylihapon havaittiin kuitenkin
hydrolysoituvan salisyylihapoksi alikriittisen 190 °C:isen veden vaikutuksesta. Kuvassa 4
on esitetty Smith et al. /30/ kehittdima alikriittisen raskaan veden (D,O) kromatografilait-
teisto, joka oli ldhtokohtana tdssd diplomitydssd kéytetylle alikriittisen veden kromato-

grafilaitteistolle.
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Kuva 4. Kromatografilaitteisto alikriittiselle raskaalle vedelle (D,0). 1) N,-siilid, 2) eluenttipullo,
3) lampdatilan sddtdja, 4) pumppu, 5) néytteensyottdsilmukka, 6) esilimmityskierrukka, 7)
lampomittari, 8) GC-uuni, 9) HPLC-kolonni (150x4,6 mm), 10) jadhdytysvaippa, 11)
UV/VIS-detektori, 12) UV-integraattori, 13) sdétdventtiili, 14 ja 15) paineensdétosilmuk-
ka, 16) kolmitieyhde, 17) NMR-analysaattori ja 18) massaspektrometri /30/.

Muuttamalla alikriittisen veden ldmpétilaa voidaan vaikuttaa veden pintajannitykseen ja
viskositeettiin. Veden viskositeetin pienentyessd saadaan parannettua aineensiirtoa ja kro-
matografista tehokkuutta. Limmittdmalld vettd 250 °C:een saadaan veden pintajannitys
laskemaan samalle tasolle kuin 100 %:sen metanolin ja asetonitriilin 1dmpdtilassa 21 °C
(kuva 3). Vastaavasti 250 °C:isen veden viskositeetti on 100 %:sen metanolin ja asetonit-
riilin viskositeettia pienempi. Yang et al. /31/ tutkivat fenolien, amiinien, n-alkaanien ja
PAH-yhdisteiden kromatografista erotusta alikriitisen veden avulla. Stationdérifaasina
kaytettiin lasihelmid ja aluminaa, sekd C;g silika- ja XAD-4 divinyylibentseenilld risti-
silloitettua polystyreenihartsia. Kéytettdessé lasihelmii ja aluminaa Yang et al. /31/ havait-
sivat orgaanisten yhdisteiden eluutioldmpdétilan riippuvan yhdisteen vesiliukoisuudesta
huoneenldmpétilassa. Mitd alhaisempi liukoisuus veteen yhdisteelld on huoneenldmpéti-
lassa sitd korkeamman lampdtilan se vaatii eluoituakseen tehokkaasti. PAH-yhdisteet vaa-
tivat 150-200 °C:een ldmpdétilan ja n-dekaani 200-250 °C:een ldmpdétilan eluoituakseen.

Cig silika- ja XAD-4 PS-DVB -hartseilla orgaaniset yhdisteet vaativat vield korkeamman
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lampdtilan eluoituakseen. PAH-yhdisteet vaativat eluoituakseen 200-250 °C:een lampdti-

lan, ja n-dekaani vaatii vesihoyryltd 250 °C:een lampdtilan.

Miller ja Hawthorne /10/ tutkivat alikriittisen veden avulla alkoholien kromatografista
erottumista (kuva 5). Tutkittavina alkoholeina oli metanoli, etanoli, n-propanoli, isopro-
panoli, n-butanoli, 2-butanoli ja isobutanoli, sekd alkoholijuomista 50,5 til-%:nen viski, 40
til-%:nen rommi, 13 til-%:nen punaviini ja 5,6 til-%:nen kanadalainen olut. Analyyttisen
HPLC-kolonnin (PRP-1, 150 x 2 mm) stationdérifaasina oli PS-DVB —hartsi. FI-detektorin
lampétila oli 400 °C. Miller ja Hawthorne havaitsivat lampd6tilan noston lyhentivén alko-
holien retentioaikoja ja kaventavan alkoholipiikkejd. Lampdtilassa 140 °C eluoituivat
kaikki seitsemén alkoholia alle kymmenessd minuutissa. HPLC-FID —menetelmaélld mitat-
tiin myos em. alkoholijuomien alkoholipitoisuus, ja verrattiin saatua tulosta valmistajan il-
moittamaan alkoholipitoisuuteen. Tuloksista havaittiin Millerin ja Hawthornen /10/ kehit-
tamédn HPLC-FID —menetelmén soveltuvan hyvin myds alkoholipitoisuuksien kvantita-

titviseen madrittimiseen.

FID Jet

Sample In Waste e

. FID .~ +
Injector e 3cm
Water In d _L
— GC Oven ]
~
N
’ SS Capillary N §
Restrictor \ AN
~

HPLC Column

Kuva 5. Alikriittisen veden kromatografilaitteisto analyyttisessé mittakaavassa /10/.
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3 SOKERIT JA SOKERIALKOHOLIT

Téssa diplomityossi keskitytdédn tutkimaan sokereista ksyloosia, mannoosia ja arabinoosia,
sekd sokerialkoholeista ksylitolia, sorbitolia ja mannitolia. Kokeellisessa osassa on lisdksi
tarkasteltu ramnoosia ja maltoosia. Taulukossa III on esitetty sokerien ja sokerialkoholien

fysikaalisia ja kemiallisia ominaisuuksia.

Taulukko III Sokerien ja sokerialkoholien fysikaalisia ja kemiallisia ominaisuuksia. Taulukossa merkit-
tyjen symbolien selitys: sulamispiste (7},), vesiliukoisuus (VL) 25 °C:ssa, liukoisuusenergia
(Q.), moolimassa (M), ominaisrotaatio (OR) 20 °C:ssa, suhteellinen makeus (SM) ja tiheys
(p)-
Nimi Rakenne T, VL, O, M¢ OR*, SM ¢, ol
kaava °C g/100mL  cal/g  g/mol ° - kg/ m’
DL-arabinoosi CsH,,Os 164-165 150 - 1,58
D-riboosi CsHoOs 87 150 -23,1
a-D-ksyloosi CsH;00s 145 150 +18,8°
o-D-glukoosi CeH1204 146 180 +52,7 0,6-0,7
o-D-mannoosi CeH 1,04 133 180 -14,1° 1,54
L-sorboosi CeH 1,04 159-161 180 -43,1
o-L-ramnoosi CeH 1205 93-95 164
D-maltoosi C12H22011 110 342
L-arabinitoli CsH;,05 101-102 152 -32
Ribitoli CsH;,05 102 152 -
D-glusitoli CeH 1404 112 235 -26,5 182 -1,8 0,5-0,6
(sorbitoli)
Ksylitoli CsH 5,05 95-97° 200 -36,6 152 0,9-1,0
D-mannitoli CeH 1404 166 22 -5,5 182 -0,21 0,6-0,7

kirjallisuusviite * /32/, ° /33/, € /34/, © 135/, ¢ 136/, T /37/.

3.1 Sokerien ominaisuuksia

Sokereilla, kuten glukoosilla, fruktoosilla, maltoosilla, sakkaroosilla ja laktoosilla on kai-

killa samantyyppisid ominaisuuksia. Niitd kaikkia kdytetddn makeutusaineena, ne ovat ve-

siliukoisia ja muodostavat siirappeja. Niiden vesiliuosta haihdutettaessa ne kaikki muodos-

tavat kiteitd. Mikro-organismit kdyttavit niitd ravinnokseen, suurina pitoisuuksina ne eh-

kiisevat mikro-organismien kasvun, ja ldmmitettdessd ne karamellisoituvat. Sokerien on

tiedetty myds kasvattavan veden pintajannitysta /38/.

Kokeellisessa osassa tutkittujen sokereiden, mannoosin, ksyloosin, arabinoosin, ramnoosin

ja maltoosin rakenne on esitetty kuvassa 6.
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O .OH
HO™ N “cH
CH
D-(+)-Mannoosi o-D-Ksyloosi Arabinoosi
[3458-28-4] [31178-70-8] [147-81-9]
OH
HO” Y OH : 0K
OH OH
o-L-Ramnoosi D-(+)-Maltoosi
[3615-41-6] [69-79-4]
Kuva 6. Sokerien rakenne ja CA-numero /34/.

Mannoosia voidaan valmistaa mm. Slodki /39/ et al. kehittelemédn hiivafermentaation
avulla. Hansenula capsulata NRRL Y-1842 hiivan kidymisliemi sisdltdd 5 p-% glukoosia,
0,15 p-% maissin liotusvettd ja 0,10 p-% tryptonia laimessa vesiliuoksessa aerobisessa fer-
mentaattorissa 25 °C:een ldmpotilassa. Fermentaation padtyttyd mannoosipitoinen tuote
erotetaan sentrifugoimalla kasvusolustosta ja uutettaan metanolilla. Saatu sakka uutettaan
uudelleen vesimetanoliliuoksella ja dialysoidaan 8 tunnin ajan 25 °C:een ldmpotilassa.
Saatu liuos sentrifugoidaan, selkeytetddn ja pakastekuivataan. Tdmaén jélkeen tuote hydro-
lysoidaan 2 N HCl-liuoksella tunnin ajan. Paperikromatografian avulla analysoitu tuote si-

salsi vain D-mannoosia.

Ksyloosia voidaan erottaa mm. Melajan ja Hamaél&isen /40/ kehittdmén menetelmén avulla
paperin valmistuksessa saatujen koivun uuteaineiden joukosta. Pentosaanien hydrolyysi-
tuoteena saatu 25 p-%:nen pentoosiliuos puhdistetaan kromatografisesti vahvan PS-DVB
(3,5 p-% DVB) Sr*'- tai Ca’"-muotoisen kationinvaihtohartsin avulla, jolloin saadaan 89
%:sti puhdasta ksyloosia. Néin saatu ksyloosiliuos voidaan vield edelleen puhdistaa kiteyt-

tamalla.

Arabinoosi esiintyy arabinoksylaanina useiden kasvien osissa. Esimerkiksi maissitdhkén

kuoret siséltavét 23 p-%, sokerijuurikkaan kuidut 21 p-% ja omenamehun haihdutussakka-
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jaannos 55 p-% arabinoosia. Susumu /41/ et al. ovat kehittineet L-arabinoosin valmistus-
menetelmén happohydrolyysin avulla. Raaka-aineena voidaan kayttdd mitd tahansa kasvia,
joka siséltaa yli 10 p-% arabinoosia, ja vastaavasti happona voidaan kéytetdan vahvaa epi-
orgaanista tai orgaanista happoa konsentraatiovililld 0,1-0,5 N. Hydrolyysi tapahtuu sulje-
tussa astiassa kiehuvassa vesihauteessa 80-150 °C:n ldmpétilassa tunnin ajan. Témén jél-
keen liuos neutralisoidaan Ba(OH);:1la ja jaddhdytetdédn jadkaapissa. Jadhtynyt liuos suoda-
tetaan Ba(OH),:n poistamiseksi ja suodos puhdistetaan dialyysin, geelisuodatuksen tai
kromatografisen erotuksen avulla. Tuotteen puhtaus riippuu kiytetystd erotusmenetel-

masti.

Ramnoosi on kuusihiilinen monosakkaridi, joka esiintyy luonnossa osana glykosidisakka-
rideja sekéd D- ettd L-muodossa. Rutiini sisdltdd 26,8 p-%, hesperidiini 29,5 p-% ja kverse-
tiini 40 p-% ramnoosia. My0s myrisetiini, nariginiini ja babulakaasiasta saatava arabikumi
sisdltdvdat ramnoosia. Hatanaka /42/ et al. kehittivdt ramnoosin valmistusmenetelmén,
jossa arabikumia hydrolysoidaan 0,2-0,4 N rikkihapolla, neutraloidaan Ca(OH);:1la ja kon-
densoidaan. Téamén jdlkeen vesiliuokseen lisétédén orgaanista liuotinta, kuten asetonia, eta-
nolia, isopropyylialkoholia tai asetonitriilid, joka saostaa tuotteen. Saatu tuote sentrifugoi-
daan ja tislataan orgaanisen liuottimen poistamiseksi. Tdmén jdlkeen ramnoosi erotetaan
arabinoosista ja galaktoosista vahvan kationinvaihtohartsin (kuva 7) ja aktiivihiilen avulla.

Saatu ramnoosi on puhtaudeltaan yli 99 %.

(ppm)
45.000- L-f?hamr:ose
X
L-Arabinose
30.000r f |
| =
15000+ \ x
\/’\ D-Galact
.\ v %’ close
[ ert 4 - S ‘
0 IQO 300 500 700  800(mL)
Kuva 7. Ramnoosin erotus Rohm & Haas:in AMBERLITE® CS-120 H (Na")-muotoisella katio-

ninvaihtohartsilla. Kolonnin pituus on 600 mm ja halkaisija 25 mm. Eluenttina on (75:25
til-%:nen) asetonitriilivesiliuos 10 mL/min virtausnopeudella 20 °C:en lampotilassa /42/.
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Maltoosi on kahdesta kuusihiilisestd monosakkaridista koostunut disakkaridi. Maltoosia
saadaan térkkelyksen ja hapon vesiliuoksen hydrolyysilla tai tarkkelyksen ja etanolin kdy-
misreaktiolla diastaasi-entsyymilld. Maltoosi pelkistdd Tollens’in ja Fehling’in reagens-
seja, jolloin se on pelkistidvéd sokeri. Bromipitoinen vesi hapettaa sen monokarboksyyli-
hapoksi, maltobioonihapoksi. Maltoosi esiintyy sekd o- (OR = +168°) ettd 3—muodossa
(OR = +112°), ja ndiden muotojen seos mutarotatoituu (OR = +136°). Maltoosia hydroly-
soitaessa saadaan kaksi D-(+)-glukoosiyksikkod /43/.

3.2 Sokerialkoholien ominaisuuksia

Sokerialkoholeja, kuten sorbitolia, mannitolia ja ksylitolia, kéytetddn yleisesti puruku-
meissa ja sekamehuissa seki lddketeollisuuden ettd leipomateollisuuden tuotteissa /44/. Ne
ovat noin 50-75 % vdhemmain makeita kuin sakkaroosi, riippuen sokerialkoholista /38/.
Sokerialkoholien kdytté on kasvanut viimeaikoina suuresti johtuen yhé lisdéntyvien laih-
dutustuotteiden ja sokerin korvikkeiden kdytostd. Sokerialkoholeilla on laksatiivinen vai-
kutus jos niitd nautitaan yliméérin /44/. Sokerialkoholien on havaittu kasvattavan veden

pintajannitystd huoneenldmpdtilassa /45/.

HO_ JOH  HO_ . OH

HO HO
OH OH
HO" Yoy HOT TOH
D-sorbitoli D-mannitoli Ksylitoli
[50-70-4] [87-78-5] [87-99-0]
Kuva 6. Sokerialkoholien rakenne ja CA-numero /34/.

Sorbitoli (D-glusitoli) on sokerialkoholi, joka saadaan hydraamalla glukoosimolekyylin
aldehydiryhmé. Sorbitolia saadaan myds mannitolin valmistuksen sivutuotteena sokeri-
teollisuudessa. Se eristettiin ensimmadisen kerran vuoristosaarnin (Sorbus aucuparia) mar-

joista. Sorbitolia kdytetddn useissa makeutusaineissa /46/.
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Mannitolia saadaan mannoosin tai fruktoosin katalyyttisen hydrauksen avulla. Mannitoli
eristettiin ensimmdisen kerran mannasta, josta johtuu myds sen nimitys. Sitd saadaan
my0s mannasaarnista (Fraxinus ornus) halkaisemalla puun oksat ja kerddmaéllé oksista tih-
kuva neste. Mannitolia on 10ydetty my0s useista maataloustuotteista, kuten idédnplantaanin
lehdistd, oliiveista, merilevéstd, persiljasta, sienistd, sipuleista, mansikoista, vesimeloo-
neista ja heinisté /47/. Mannitolia kdytetddn makeutusaineena, ja se on yleinen mm. Puru-
kumeissa. Mannitoli liukenee veteen ainoastaan rajoitetusti ja sdilyy jauhemaisena tai ra-

keisena pitkdnkin varastoinnin ajan /46/.

Kaikilla mannitolin valmistusmenetelmilld on haittapuolensa. Sekd mannoosin ettid fruk-
toosin pelkistyksessd saadaan sivutuotteena sorbitolia, jota ei saada poistettua normaalin
tislauksen avulla. Fruktoosin hydrauksessa tarvitaan kallista metallikatalyyttid tai pelkis-
tintd, kuten natriumborohydraattia ja korkeita lampdotiloja. Ndmé olosuhteet tekevét pro-
sessissa lisdksi kalliin. Mannan uuttoprosessissa kdytetddn uuttoreagenssina normaalisti
heksaania, joka aiheuttaa ympéristd- ja turvallisuusongelmia. Mannitolin puhdistukseen
tarvitaan vakuumitislausta, ja siitd huolimatta lopputuotteen puhtaus ei saavuta 100 %.
Koska mannitolia kédytetddn paljon myos ladketeollisuudessa, on tuotteen puhtaus erittdin
tarkedd. Liuvottimena kédytetyn heksaanin myrkylliset ja palavat ominaisuudet tekevét siitd
vihemmain miellyttdvdan uuttokemikaalin. Téstd syystd on tarvetta turvallisempaan ja
tehokkampaan menetelméiin tuottaa mannitolia. Ghoresihi ja Sharifi /47/ tutkivat manni-

tolin uuttoa ylikriittisen hiilidioksidin avulla iddnplantaanin lehdista.

Melaja ja Hamaildinen /40/ ovat patentoineet ksylitolin valmistusprosessin, jossa muita so-
kerialkoholeja saadaan ksylitolin kromatografisen erotuksen sivutuotteena. Puun uuteai-
neista puhdistettu pentoosiliuos hydrataan Raney-Ni —katalyytin avulla 135 °C:een 14mp6-
tilassa 2,5 tunnin ajan 40,5 bar:n paineessa, jolloin ksyloosi pelkistyy ksylitoliksi. Tuot-
teena saadaan sokerialkoholien seos. Melaja ja Hidmaildinen /40/ tutkivat sokerialkoholien
erottumista neljalld vahvalla kationinvaihtohartsilla, joka olivat Ca®"-, Sr*"-, Fe’*- ja AI*'-
ionimuodoissa. Eluenttina kéytettiin ionivaihdettua vettd huoneenlampdtilassa. Tutkimuk-
sessa havaittiin Ca®'- ja Sr*"-muotoisen hartsin olevan muita parempi vertailtaessa ksylito-
lin, mannitolin ja sorbitolin erottumista. Ca*"-muotoisella hartsilla saatiin ksylitolin piikki
kaikkein terdvimmaéksi, jolloin sen erottuminen oli tehokkainta. Mannitolin ja sorbitolin

erotuksessa Sr° -muotoinen hartsi osoittautui kaikkein tehokkaimmaksi.
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Kaushik ja Bhat /45/ tutkivat polyolivesiliuosten vaikutusta proteiinien termiseen stabiili-
suuteen. He tutkivat mannitolin, sorbitolin, ksylitolin, adonitolin ja inositolin vaikusta ve-
den pintajannityksen alenemiseen ja titen proteiinien termisen stabiilisuuden kasvamiseen.
He havaitsivat, ettd polyolien hydroksyyliryhmien kasvaessa proteiinien stabiloituminen
myo0s kasvoi. Téten parhaiten proteiineja stabiloi inositoli, tdmén jdlkeen mannitoli ja
sorbitoli, ja viimeiseksi ksylitoli ja adonitoli. Kaushik ja Bhat /45/ havaitsivat myds liuok-
sen pH:n vaikuttavan proteiinien stabiilisuuteen. Polyolit stabiloivat proteiineja parhaiten

pH:ssa 2,5.

Taulukossa IV on esitetty polyolivesiliuosten pisaramenetelmélld mitattu pintajannitys.
Tuloksista voidaan havaita polyolien lisddvin veden pintajannitystd polyolien kasvavan
hydroksyyliryhmien lukumééran perusteella (inositoli > mannitoli = sorbitoli > ksylitoli =

ribitoli) /45/.

Taulukko IV Polyolivesilivosten pisaramenetelmilld mitattu moolitilavuus (V,,), lampdkapasiteetti

(C}, ) ja pintajannitys (o) lampdtilassa 25 °C /45/.

: 3 1
Polyoli V.., cm”/mol C; . kJ/mol o, kKN-m
Ksylitoli 102,14 326 110,8 £ 0,30
Ribitoli 103,11 354 110,7 £ 0,32
Mannitoli 119,71 461 133,1£0,13
Sorbitoli 119,16 424 133,1£0,35
Inositoli 369 133,6 £ 0,47

Polyolivesiliuoksen suuren limpdkapasiteetin (taulukko I'V) on arveltu johtuvan polyolien
ja sokereiden hydroksyyliryhmien seké vesimolekyylien vélisistd vetysidoksista. TAma on
havaittu kokeellisesti spektroskopisten ja termodynaamisten menetelmien avulla. Kompo-
nenttien moolitilavuuden kasvaminen viittaa vesimolekyylien uudelleen jérjestdytymiseen

polyolien vaikutuksesta (erikoishydrataatio) /45/.

33 Sokerien ja sokerialkoholien kompleksinmuodostus

Tutkittaessa hiilihydraattien erotusta kationinvaihtohartsin avulla erotus saadaan aikaan
usean mekanismin avulla. H -muotoisella hartsilla hiilihydraattien erotusmekanismi perus-
tuu ioni- ja kokoekskluusioon sekéd hydrofobiseen adsorptioon. Talldin suurimolekyyliset
hiilihydraatit eluoituvat ennen pienimolekyylisid, happamat hiilihydraatit ennen neutraa-

leja ja polaariset sokerit ennen poolittomia. Na -muotoisella hartsilla hiilihydraattien ero-
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tus perustuu ioni- ja kokoekskluusion vaikutuksesta tapahtuvaan hiilihydraattien jakautu-
miseen hartsi- tai liuosfaasiin. Ca®"-, Pb>"- ja Ag"-muotoiset hartsit erottavat hiilihydraat-
teja samaan tapaan kuin H'-muotoinenkin, mutta silld erolla etti niilli tapahtuu myos

kompleksinmuodostusta hiilihydraattien ja hartsifaasin vélilla /48/.

Sokerien kompleksinmuodostuksen selvittimiseen on kdytetty useita fysikaalisia metode-
ja. Néistd tavanomaisimpia ovat liukoisuuden, optisen rotaation ja hdyrynpaineen maarit-
tdminen, sekd elektroforeesi ja NMR—analyysi. NMR:n avulla péistidén tutkimaan muo-
dostuneen kompleksin rakennetta ja konformaatiota, ja siitd syystd se onkin tavallisin so-

kerikompleksien mééritysmenetelma /49/.

Orgaanisten komponenttien kompleksinmuodostuskykyi kéytetdin hyvéksi ligandinvaih-
tokromatografiassa (LEC). Ligandinvaihdolla on erotettu esimerkiksi monosakkarideja ja
niitd vastaavia sokerialkoholeja. Kaikkein tunnetuin ligandinvaihto teollisessa mittakaa-
vassa on glukoosin ja fruktoosin erotus Ca’"-muotoisella sulfonoidulla PS-DVB —hartsilla
/49/. Glukoosi ei muodosta kompleksia, mutta fruktoosi muodostaa Ca*-kompleksin hart-

sissa.

Liuottimen vaikutusta kompleksin muodostukseen on tutkittu paljon. Angyal et al. /50/
ovat havainneet orgaanisen liuottimen solvatoivan ionia vihemmin verrattuna veden ky-
kyyn stabiloida sokereita ja polyolikomplekseja. Kompleksin voimakkuus riippuu kationin
ja hiilihydraatin ominaisuuksista. Univalettiset kationit muodostavat yleensé hyvin heik-
koja komplekseja ja niitd pidetdén ei-kompleksoivina kationeina. Di- ja tri-valenttiset ka-
tionit muodostavat komplekseja ja yleensd kolmivalenttinen kationi kompleksoi voimak-
kaammin kuin divalenttinen kationi. Angyal et al. /51/ ovat havainneet my0s ionin séteen

olevan térked tekija kompleksin stabiilisuutta selvitettidessa.

Kationi-hiilihydraatti —kompleksin stabiilisuuteen vaikuttaa voimakkaasti OH-ryhmien lu-
kuméiird ja jérjestys. Angyal et. al. /50/ havaitsivat stabiilisuuden noudattavan seuraavaa
jérjestystd (voimakkaammasta heikompaan, jossa ax=pystysuora, eq=vaakasuora): 1,3,5-
ax-ax-ax —trioli (harvinainen) > ax-eq-ax —trioli kuusiatomisessa renkaassa > cis-cis —trioli
viisiatomisessa renkaassa > asyklinen threo-threo —trioli > asyklinen threo-pari primééri-
sen OH-ryhmén vieressé > asyklinen erythro-threo —trioli > asyklinen erythro-pari priméa-

risen OH-ryhmén vieressd > asyklinen erytho-erytho —trioli > cis-dioli viisiatomisessa ren-
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kaassa > cis-dioli kuusiatomisessa renkaassa > trans-dioli kuusiatomisessa renkaassa.

Yleensd kompleksi muodostuu vierekkdisten hydroksyyliryhmien vélille.

Kompleksin muodostumista voidaan kuvata yhtdlon (2) mukaisesti.
M +R - MR )

Goulding /52/ ovat muodostaneet yhtélon (yht. (3)), jonka avulla voidaan laskea komplek-

sin stabiilisuus kromatografia-ajoista.

C
) (M“R) K
Kb = c(R)c(_MX+) ™) 3)

missd ¢ moolinen konsentraatio.
K4 tilavuusjakautumisvakio kompleksin R méarai kohti
Ksab  pysyvyysvakio
M, R kationi, jolla on varaus x, viiva symbolin péélld kuvaa hartsifaasia.

K, méiiritelladn yhtilon (4) mukaisesti.

Ky =t )

missd Vyas  €i-komleksoivan komponentin retentiotilavuus
Vr hiilihydraatin retentiotilavuus
Vs stationddrifaasin tilavuus.

Metalli-ionien molaarinen konsentraatio hartsifaasissa on méaritelty yhtélossé (5).

)

missi n(M X ) metalli-ionien maari hartsifaasissa.

Yhdistaimaélld yhtdlot (2) ja (3) saadaan yhtdld (6), josta voidaan laskea kompleksin sta-

biilisuus.
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v, _Vart
Kstab :R—; (6)
(M)

Ei-spesifistd jakautumista voidaan minimoida kéyttimalla ei-kompleksoivan komponentin
retentiotilavuutta (esim. glukoosi) kuvaamaan ei-kompleksista sorptiota ja laskemalla hiili-

hydraattien jakautumisvakio kompleksoitumisen jélkeen (yhtilo 6) /53/.

Cerda ja Wesdemiotis /54/ tutkivat pentoosien, heksoosien ja heksoosirunkoisten disakka-
ridien kompleksinmuodostusta Na'-ionien kanssa. Analyysimenetelmini kiytettiin tan-
dem-massaspektrometriaa. Tutkittavia pentooseja olivat arabinoosi, ksyloosi ja riboosi,
heksooseja olivat glukoosi, galaktoosi ja mannoosi, sekéd disakkarideja melibioosi, gentio-
bioosi ja laktoosi. Vesiliuoksessa monosakkaridit esiintyvét stabiileimmillaan rengasmuo-
dossa. Mono- ja disakkaridien kompleksimuodon [Sac + B;]Na" saavuttamiseksi kiytettiin
nukleotiiniemaiksistd adenosiinid, sytosiinid ja guaniinia, tai vastaavasti dipeptideisti gly-
siiliglysiinid, glysiilialaniinia ja alanyylialaniinia. Cerda ja Wesdemiotis /54/ havaitsivat
Na'-ioniaffiniteetin kasvavan seuraavassa jirjestyksessi: arabinoosi < ksyloosi < glukoosi
< riboosi < galaktoosi < mannoosi << melibioosi < gentiobioosi < laktoosi. Na -ionin
affiniteetti, AH Na, ONn monosakkaridi-isomereilla 170-179 kJ/mol, ja disakkaridiisomee-
reilla 198-204 kJ/mol. Ndmé arvot ovat huomattavasti suurempia verrattaessa tavallisiin
mono- ja dihampaisiin O-ligandeihin, kuten metanoliin (111 kJ/mol), dimetyylieetteriin
(93 kJ/mol), tai dimetoksietaaniin (161 kJ/mol). Tdma paljastaa sakkaridien koordinoi-
tuvan Na'-ionin kanssa monihampaisessa (>2) muodossa. Lisiksi Na'-ionin affiniteetin
havaittiin olevan riipumaton kiytetystd emiksestd. Jokainen sakkaridi solvatoi Na -ionin
eri tavalla riippuen kéytettévissa olevasta donoripaikasta. Verrattaessa pentooseja heksoo-
seihin, voidaan havaita heksoosien muodostavan voimakkaamman Sac-Na-sidoksen, joh-
tuen heksoosien hydroksimetyyliryhmien suuremmasta rakenteellisesta joustavuudesta ja
suuremmasta induktiivisesta efektistid Na'-ioniin. Na -ionin affiniteetin on havaittu olevan
herkki sakkaridien stereokemian muutoksille. Na'-ionin affiniteettiero on kuitenkin melko
pienti. Teoreettisten laskujen avulla on pystytty osoittamaan sakkaridi-Na" -sidoksen voi-
makkuuden riippuvan ensi sijassa muodostuneen kompleksin pysyvyydestd. Kullekin ste-
reoisomeerille ominaista Na' -ionin affinitettia voidaan kayttd eri isomeerien tunnistami-

seen /54/.
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4 LAMPOTILASTABIILISUUS

4.1 Sokerien ja sokerialkoholien terminen kestivyys

Sokerien terminen hydrolyysi tapahtuu yli 150 °C:en ldmpétiloissa ilman vahvojen hap-
pojen lisdystd. Néisséd olosuhteissa sokereilla tapahtuu my6s hajoamista. Polysakkarideilla
ketjun lopussa oleva monosakkaridiyksikkd hajoaa herkemmin kuin muualla mole-
kyylissé olevat yksikot. Vesiliuoksessa olevat monosakkaridiyksikdt esiintyvit aldehydi-
ja hemiasetaalimuodon seoksena. Monosakkaridien rengasmuoto on stabiilimpi kuin avo-
ketjuinen muoto, ja huoneenldmpétilassa rengasmuoto on vallitseva. Sokerien hajoamis-
aste riippuu suuresti liuoksessa olevien avoketjuisten monosakkariden mairéstd. Poly-
sakkaridien monosakkaridiyksikoilld rengasmuoto on vallitseva ja ainoastaan ketjun
pddssd olevilla monosakkaridiyksik6illd voi tapahtua ketjun aukeamista. Polysakkaridi-
molekyylin pelkistdvéksi osaksi kutsutaankin ketjun pédssé sijaitsevaa monosakkaridiyk-

sikk6d helppopddsyisten aldehydiryhmien vuoksi /55/.

Kun sokeria lammitéén riittdvasti, se hajoaa ts. karamellisoituu. Sokerin viri muuttuu en-
sin keltaiseksi ja sitten ruskeaksi. Karamellisoituneella sokerilla on hyvin tunnusomainen
viéri ja aromi. Keitettdessd sokeria ja proteiineja vesiliuoksessa, ne reagoivat muodostaen

ruskeaa varid. Tama reaktio on nimeltddn Maillard-reaktio /56/.

Kabyemela et al. /57, 58/ ovat tutkineet glukoosin ja fruktoosin hajoamismekanismia ali-
ja ylikriittisessé vedessd. He havaitsivat glukoosin hajoavan fruktoosiksi, erytroosiksi, gly-
koaldehydiksi, dihydroksiasetoniksi, glyseraldehydiksi, 1,6-anhyrdoglukoosiksi ja ase-
tyyliformaldehydiksi (kuva 9). Fruktoosin havaittiin hajoavan ldhinnd glyseraldehydiksi,
dihydroksiasetoniksi ja erytroosiksi veden lampdtilassa 300-400 °C ja paineessa 25-40
MPa, kontaktiajan ollessa 0,02-2 s /57/. He tutkivat glukoosin hajoamista HPLC-analyysin
avulla (kuva 8) /58/. Reaktio-olosuhteet vaikuttavat suuresti hajoamistuotteisiin. Lampo-
tilassa 600 °C kontaktiajan ollessa 6 s, glukoosin on havaittu hajoavan ldhinna vedyksi,
hiilidioksidiksi, hiilimonoksidiksi, metaaniksi, etikkahapoksi, asetaldehydiksi ja 5-
HMF:ksi /59/.
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Kuva 9. Glukoosin ja fruktoosin hajoamistuotteet /57/.
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Kuva 10. HPLC-analyysi glukoosin hajoamisesta. Tutkitun reaktion lampétila oli 400 °C, paine

30 MPa ja kontaktiaika 0,12 s. Glukoosiliuoksen pitoisuus alussa oli 0,12 p-% /59/.

Kabyemela et al. /59/ ehdottivat glukoosin hajoavan kuvassa 11 esitetyn mekanismin mu-
kaisesti. Auenneesta glukoosirenkaasta muodostuu kaddnteisen aldolikondensaation avulla

joko erythroosia ja glykolialdehydia, tai sitten glyseraldehydii ja dihydroksiasetonia.
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Kuva 11. Glukoosin hajoamismekanismi. Tutkitun reaktion lampétila oli 400 °C, paine 30 MPa

ja kontaktiaika 0,12 s. Glukoosiliuoksen alkupitoisuus oli 0,12 p-% /59/.

Kabyemela et al. /60/ tutkivat lisdksi sellobioosin hajoamista yli- ja alikriittisen veden vai-
kutuksesta. He havaitsivat sellobioosin hydrolyysi- ja pyrolyysituotteina syntyvén glukoo-
sia, erythroosia, glykolialdehydia, glykosyylierythroosia ja glykosyyliglykoaldehydia.

Hollnager ja Kroh /61/ tutkivat oligosakkaridien karamellisoitumista ja Maillard-reaktiota
O-fenyleenidiamiinilisdyksen avulla koeputkikokeilla 100 °C:en lampoétilassa kahdeksan
tunnin ajan. He havaitsivat sokerien hajoavan a-dikarbonyyleiksi, isomerisaatiotuotteiksi
ja lyhytketjuisiksi hiilihydraateiksi (kuvat 12 ja 13). Monosakkaridien hajoaminen oli pal-
jon nopeampaa kuin di- ja trisakkaridien. Maillard-reaktion ensimmadisen vaiheen hajoa-
mistuotteet vaikuttavat tuotteen viriin, aromiin ja antioksidatiivisiin ominaisuuksiin. O-fe-
nyleenidiamiinilisdyksen tiedettiin inhiboivan Maillard-reaktion browning-ilmiotd. Isome-

risoituminen on karamellisoitumisen tirkein vélivaihe.
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Kuva 12. Glukoosin ei-entsymaattinen browning-ilmié Maillard-reaktiomekanismilla /63/.
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Kuva 13. Malto-oligosakkaridien karamellisoituminen ja Maillard-reaktio 100 °C:n lampétilas-

sa. Kuvassa kdytetyt lyhenteet: 1-DH tarkoittaa 1-deoksiheksosuloosia, 3-DH 3-deok-
siheksosuloosia ja 1,4-DDH 1,4-dideoksiheksosuloosia /61/.
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4.2 Stationiirifaasin terminen kestivyys

Téssd osassa keskitytdéin tarkastelemaan ioninvaihtohartsien ja zeoliittien termistd kesté-
vyyttd. loninvaihtohartsien termisen kestédvyyden tiedetddn olevan alhaisempi kuin zeoliit-
tien termisen kestdvyyden. Lisdksi kuvataan lyhyesti myds ndiden materiaalien yleisid

ominaisuuksia.

4.2.1 Ioninvaihtohartsit

Ioninvaihtohartseja kéytetddn nykyisin mm. veden puhdistuksessa, ruoka- ja alkoholijuo-
mateollisuudessa, lddketeollisuudessa ja biologisten fluidien puhdistuksessa. Nama kaytto-
kohteet vaativat hartseilta erityisid tuvallisuustakeita, ts. hartseista ei saa uuttautua mitéén
kompo-nentteja, jotka saattaisivat pilata hartsin avulla valmistettavan tuotteen. Téstd
syystéd hartsien fysikaalisten ja kemiallisten ominaisuuksien tunteminen myds dériolosuh-

teissa on tarkeda /63/.

Ioninvaihtohartsi koostuu polymeerimatriisista ja funktionaalisista ryhmistd, jotka ovat
vuorovaikutuksessa ionien kanssa. Hartsit voidaan luokitella polymeerimatriisiin kiinnitty-
neiden funktionaalisten ryhmien, matriisipolymeerin, sekd polymeerimatriisin huokoisuu-
den mukaan. Funktionaalisuus voidaan jakaa neljdén paityyppiin: vahva happo, heikko
happo, vahva emés ja heikko emis. Polymeerimatriisin huokoisuus voidaan jakaa mikro-
ja makrohuokoisuuteen. Mikrohuokoiset hartsit eivét ole huokoisia kuivana, vaan huokoi-
suus muodostuu hartsin turvotessa vedessd. Tastd syystd mikrohuokoisia hartseja kutsu-

taan geelihartseiksi /64/.

Ioninvaihtohartsit ovat turvonneena elastisia ja ristisilloitusasteen nostaminen vidhentdd
hartsin elastisuutta. Korkeammin ristisilloitetut hartsit kestdvét paremmin hapettavia olo-
suhteita, jotka hajottavat hartsin ristisilloitusta. Korkeat divinyylibentseenin pitoisuudet
titvistdvit polymeerimatriisia ja siten pienentévit ionien ja muiden liukoisten aineiden tun-

keutumiskyky4 hartsin sisélle /64/.

Makrohuokoiset hartsit kestivit geelimiisid paremmin fysikaalista ja osmoottista rasitusta.
Siksi niitd kdytetddankin systeemeissd, joissa mekaaninen ja osmoottinen rasitus kuluttaisi

geelihartsin nopeasti /64/.
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Dow Chemicals Company /65/ ilmoittaa Dowex-hartsiensa maksimikayttdlampoétiloiksi
suolamuotoiselle kationinvaihtohartsille 120-150 °C ja hydroksidimuotoiselle anioninvaih-
timelle 30-60 °C. Valmistaja tdsmentdd nimé arvot kuitenkin vain ohjearvoiksi. Liséksi
tulee ottaa huomioon, ettd terminen hajoaminen on verrannollinen seké kiytettyyn lampo-
tilaan ettd kiyttdaikaan. Ohjeelliset maksimikdyttolampoétilat voidaan ylittdd lyhyiksi
ajoiksi ilman, ettd hartsin suorituskyky huononee. Jos prosessin kdyttokustannukset salli-
vat hartsin vaihdon lyhyiden kéyttokertojen jilkeen, voidaan ldmpdétilamaksimi ylittaa il-
man katastrofaalista vaikutusta. Taulukossa V on esitetty valmistajan suosittelevat maksi-

mikayttolampatilat Dowexin ioninvaihtohartseille /65/.

Taulukko V Esimerkkejd Dowexin ioninvaihtohartsien termisesté kestavyydesté /65/.
Tuotekoodi Tyyppi® Maksimilémpdtila, °C
XZ 87480,00 X 85
CCR-2 (E) hhKG 120
HCR-S (E) vhKG 120
C-10 vhKG 130
HBR-W2 (E) vhKG 150
CM-12 vhKM 130
88 vhKM 150
WGR heAG 60
MWA-1 heAM 60 vapaana eméksend,
100 HCI1
SBR-P veAG 60 OH,
(tyyppi ) 100 Cl1
SAR veAG 35 0OH
(tyyppi II) 70 Cl
CCR-3 UG hhKE 120
C-9S UG vhKE 120
CM-15 UG vhKE 150
MWA-1 UG heAE 60 vapaana eméksend,
100 HCI1
SBR-P UG veAE 60 OH,
100 Cl1
IF-56 UG I 100

* A = anioninvaihtohartsi, K = kationinvaihtohartsi, X = kelatoiva hartsi, M = makrohuokoinen, G =
geelimiinen, E = elintarvikestandardit tiyttdva hartsi, I = inertti hartsi, hh = heikko happo, vh = vahva
happo, he = heikko emis, ve = vahva emis.

Pertuzzelli et al. /63/ ovat tutkineet hartsien ldmpoétilankestdvyyttd hapettomassa tilassa ja
ovat analysoineet hartseista vapautuvat yhdisteet GC-MS:1la (taulukko VI). Funktionaalis-
ten ryhmien termisen kestdvyyden tiedetédn olevan paljon heikompi kuin polymeerimatrii-
sin termisen kestidvyyden, joten yleensd juuri funktionaliset ryhmét irtoavat ensimmaéisek-
si. Pertuzzelli et al /63/ havaitsivat tutkimuksessaan, ettd hartseista vapautuvat komponen-

tit ovat usein juuri samoja, joista polymeerimatriisi on alunperin muodostunut.
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Taulukko VI Hartsien ldmpdétilakestdvyyden maédrittdminen. Pyrolyysikokeissa madritetyt yhdisteet
analysoitiin GC-MS:1la. Hartsit olivat H'-muodossa /63/.

Hartsi 130 °C* 200 °C* 250 °C* 300 °C* 350 °C*

PS-DVB 10 % i SO, SO, SO,, CsHg SO,, C¢Hs, C7Hs,

(-SO3_), geelim. Cngo’CgHg

PS-DVB 20 % - SO, SO, SO,, C¢Hg, C;Hg,  SO,, CsHs, C7Hs,

(-SO3_), makroh. Cng()’ CgHg Cng()’ CgHg

Polyakryyli CO, CO, CO,, HCl  CO,, HCL, C;Hy, i tehty

(-COO0O), geelim. CsgHyy

Polyakryyh 12 % C02 C02 COZ COQ, C7Hg COz, C7Hg

(-COQO), makroh.

Polyakryyh 20 % COz COz COz, COQ, C3H402, COz, C10H12

(-CO0"), makroh. C;H,40, CioHio

Polymetakryyli COz COz C02 COQ, C4H602, COz, C4H602, C10H12,

(-COO"), makroh. CioH, CioHio

? bruttokaavaa vastaavat yhdisteet: C¢Hg bentseeni, C;Hg tolueeni, CgH;, etyylibentseeni, CgHg stryreeni,
C;H40, akryylihappo, C;HO, B-metyyliakryylihappo, CioHi, etyyli-vinyylibentseeni, C,oH;o divinyylibent-
seeni.

Pertuzelli /63/ et al. havaitsivat, ettd hajoamistuotteiden syntyessd hartsissa tapahtuu
massahdviotd ja polymeerin funktionaalisten ryhmien pilkkoutumista johtaen hartsin ka-
pasiteetin alenemiseen. Vahvojen kationinvaihtajien defunktionalisoituessa vapautuu
SO;:a ja heikoilla kationinvaihtajilla CO,:a. Vastaavasti anioninvaihtajien defunktionali-

soituessa vapautuu amiinijohdannaisia.

Vahvat sulfonoidut kationinvaihtimet kestidvit 250 °C:een ldmpdtilan ennen polymeeri-
matriisin hajoamista. Taulukossa VI esitetyistd tuloksista voidaan havaita myos heikkojen
akrylaattirunkoisten kationinvaihtajien funktionaalisen ryhmén lohkeamisen jélkeen (250
°C:een lampotilassa) polymeerimatriisin hajoavan. Heikon kationinvaihtimen terminen ha-

joaminen on vihdisempad kuin vahvan kationinvaihtimen /63/.

Tutkittaessa funktionaalisten ryhmien pilkkoutumista, anioninvaihtimien havaittiin olevan
termisesti vihemman kestdvid kuin kationinvaihtimien. Anioninvaihtohartseista vapautu-
neet komponentit ovat yksiselitteisesti perdisin hartsin defuktionalisoitumisesta. Heikkojen
anioninvaihtimien havaittiin liséksi hajoavan helpommin kuin vahvojen anioninvaihti-

mien /63/.
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Vertailtaessa anionin- ja kationinvaihtohartsien polymeerimatriisin termistd kestivyyttd
voidaan havaita polystyreenihartsien olevan selvdsti termisesti heikompia kuin poly-
akryylihartsien riippumatta niitten kationisesta tai anionisesta luonteesta. Polyakryylirun-
koisten hartsien havaittiin puolestaan olevan termisesti kestavampid sekéd defunktionalisoi-

tumisen ettd depolymerisoitumisen kannalta /63/.

Kationinvaihtohartsien havaittiin defunktionalisoituvan yli 100 °C:een l&dmpdtilassa ja de-
polymerisoituvan noin 300 °C:eessa, kun taas anioninvaihtohartsit hajosivat jo alle 100

°C:eessa /63/. Saman ilmion havaitsivat my6s Marinov ja Mitov /66/.

Fisher /67/ on kehittdnyt menetelmin, jolla neutraloitumisnopeuden avulla voidaan karak-
terisoida polymeerien ldmpdtilakdyttdytymistd. Menetelméssd punnittiin koeputkeen 10
meqv kutakin polymeeria (taulukko VII), liséttiin 50 mL 2 M:sta NaCl:a ja annettiin seok-
sen tasapainottua koeldmpétilassa 1 h ajan. Tdmén jilkeen nidytteeseen lisdttiin 50 mL
0,100 N NaOH:a ja seurattiin pH:n neutralisoitumiseen (pH=7) kuluvaa aikaa. Fisher /67/
havaitsi kaikkien tutkittujen polymeerien osoittivan huomattavaa eroa neutraloitumisno-

peudessa ldmpdtilan eri arvoilla (kuva 14).

Taulukko VII Fisherin /67/ tutkimien hartsien neutraloitumisajat.
Polymeeri Mono- Polymeerin H,0 % retentio Puolineutralisoitumisaika, min
meeri* tyyppi” H'-muoto Na’-muoto 5°C 27°C  60°C
A AA G 80,92 93,75 53 20 7
B AA G 67,84 85,30 75 13 5
C AA M 56,33 66,93 75 20 7,5
D AA G 50,47 61,81 60 14 5
E MAA M 47,85 64,22 150 38 11
F AA G 44,67 59,26 35 45 2
G AA M 44,13 53,97 275 40 14
H AA G 32,68 48,61 1040 105 8

* AA = ristisilloitettu akryylihappo, MAA = ristisilloitettu metakryylihappo

bG= geelimiinen hartsi, M = makrohuokoinen hartsi, valmistajan ilmoittama.

Kuvasta 14 voidaan havaita, ettd sekd geeliméisen hartsin ettd makrohuokoisen hartsin
neutraloitumisnopeus on samankaltainen kussakin ldmpdtilasta. Lisdksi voidaan havaita,

ettd kummatkin polymeerit toimivat paremmin 60 °C:eessa kuin huoneenlampétilassa /67/.
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Kuva 14. Polymeerien F ja G puolineutralisoitumisnopeudet kolmessa eri ldmpétilassa 1 mol/L
NaCl:ssa /67/.

Fisher /67/ havaitsi makrohuokoisen polymeerin kdyttdytyvin 60 °C:een lampdtilassa hy-
vin erikoisesti (kuva 15). Makrohuokoisen polymeerin loppu-pH on huomattavasti suu-
rempi kuin geelimdisen polymeerin pH. Koska aikaisempien tutkimusten perusteella on
havaittu karboksyylipolymeerin happamuuden alenevan ristisilloitusasteen kasvaessa, on
todennikoisti, ettd tdmé johtuu polymeerin suuresta DVB:n miérastd. Alhaisempi loppu-
pH mahdollistaa geelipolymeerin soveltuvan makrohuokoisia polymeereja paremmin kor-

keita ldmpotiloja vaativiin kdyttdolosuhteisiin.

—%— 1 M NaCl
—0— Dl water
oo : ] :
=9 .
| . M;
1
‘ L] i T L) T
0 § 10 15 20 28§
Minutes
Kuva 15. Makrohuokoisen polymeerin neutraloitumisnopeus ionivaihdetussa vedessd ja NaCl-

linoksessa lampétilassa 60 °C /67/.
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Dubois et al. /68/ ovat tutkineet ioninvaihtohartsin hajoamistuotteita ylikriittisen veden
(380 °C ja 25,5 MPa) vaikutuksesta. Tutkittavina hartseina olivat Rohm & Haas:n PS-
DVB —runkoiset Duolite C20 (Na')-kationinvaihdin ja Duolite A 101 (OH")-anioninvaih-
din. He havaitsivat hartsien depolymerisoituvan ensin hydrolyysilld ja sitten hapettumalla
(kuva 16). Vahvan kationinvaihtimen sulfoniryhmistd havaittiin muodostuvan sulfaatteja

ja vastaavasti anioninvaihtimen ammoniumryhmaésté trimetyyliamiinia.

oxidation
/
Ciu.
7 / N
recombination
oxidation N\ o
heating P depolymerization /
P— > + —— > A +B,
(A, +B) oxidation \
recombination /Giw
oxidation .
D~

recombination

Kuva 16. Polystyreenidivinyylibentseenihartsien depolymerisoituminen ja hajoaminen ylikriitti-
sen veden (380 °C ja 25,5 MPa) vaikutuksesta /68/.

4.2.2 Zeoliitit

Zeoliitit ovat huokoisia kiteisid alumiinisilikaatteja. Ne koostuvat pii- tai alumiiniatomin
ympdérille sitoutuneista neljéstd happiatomista, jolloin muodostuu SiO4- ja AlOs-tetra-
edrejd. Nama tetraedrit sitoutuvat vuorotellen toisiinsa happisillan vélitykselld. Zeoliitti-
molekyylin kullakin happiatomilla on —2:n arvoinen varaus, ja vastaavasti piilld +4:n sekd
alumiinilla —1:n arvoinen varaus. Tistd syystd [(AlO4)x(Si04)y],-molekyyli tarvitsee +1:n
suuruisen varauksen jokaista alumiiniatomia kohden. Zeoliittimolekyyliin sitoutunut katio-

ni on useimmiten natriumioni /69/.

Zeoliitin ominaisuudet muuttuvat systemaattisiesti alumiinipitoisuuden mya6td. Suuren alu-
miinipitoisuuden omaavat zeoliitit adsorboivat hyvin voimakkaasti vettd ja muita polaa-

risia molekyylejd. Vastaavasti suuren piipitoisuuden omaavat zeoliitit ovat hydrofobisia, ja
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ne adsorboivat esimerkiksi n-parafiinia paremmin kuin vettd. Muutos hydrofiilisestd hyd-

rofobiseen tapahtuu yeensd Si/Al-suhteen ollessa 8-10 /69, 70/.

Zeoliitin lampostabiilisuuteen vaikuttaa suuresti sen avaruusrakenne. Mitd tihedmpi raken-
ne sité stabiilimpi zeoliitti on korkeissa ldmpotiloissa. Poikkeuksena voidaan esittdé fauja-
siitti, jolla on suuret huokoset ja avoin rakenne. Si/Al-suhteen on havaittu vaikuttavan zeo-
liittien termiseen stabiilisuuteen. Mitd suurempi piipitoisuus sitd stabiilimpi yhdiste. Ter-
misesti stabiileja zeoliitteja ovat esimerkiksi mordeniitti, klinoptiloliitti ja erioniitti /71/.
Lampdotila vaikuttaa my0s zeoliittien happamuuteen ja siten ioninvaihto- ja adsorptio-
ominaisuuksiin. Teollisuudessa zeoliiteja on jo pitkddn kdytetty katalyytteind ja kaasuad-
sorbentteina lampotiloissa, jotka ovat yli 300 °C. Téstid syystd zeoliitit soveltuvat myds ali-

kriittisen kromatografian stationdérifaaseiksi.

5 KROMATOGRAFISEEN EROTUKSEEN VAIKUTTAVAT TEKIJAT

5.1 Seoseluenttien vaikutus

Nestekromatografiaa on kdytetty pitkddn sokerien erottamiseen. Ajoliuoksena eli eluent-
tina on kiytetty yleensé vettd tai vesipitoisia eluentteja. Jos erotettava komponentti on ve-

teen niukkaliukoinen, joudutaan kdyttdméaan muita eluentteja.

Veden lampotilaa nostettaessa sen dielektrisyysvakio alenee, ja vesi alkaa muistuttaa po-
laarisia orgaanisia liuottimia. Téstd syysté tarkastellaan seuraavaksi orgaanisten vesiliuos-

ten vaikutusta kromatografiseen erotukseen.

Orgaanisten vesiliuosten kiyttd parantaa vihemmén poolisten yhdisteiden kromatografista
erottumista. Tdma johtuu komponenttien erilaisesta liukoisuudesta hartsifaasin ja liuos-
faasin vililla. Jos tutkittava komponentti on poolinen, sen affiniteetti pooliseen liuottimeen
on suurempi kuin hartsifaasiin. Jos tutkittava komponentti on pooliton, sen affiniteetti

hartsifaasiin on vuorostaan suurempi /72/.

Kromatografisesta ndkokulmasta voidaan todeta, ettd etanolin lisdys vesieluenttiin paran-
taa sokerien erotusta, koska se kasvattaa sokerien vilisiéd sorptioeroja. Tdmén johtuu soke-

rien erilaisesta liukoisuudesta etanoliin ja veteen /73/. Liséttidessd vesieluenttin joukkoon
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etanolia hartsin turpoaminen vdhenee. Lisdksi hartsi on vesi-etanoliliuoksissa selektiivi-
nen vedelle, mikd lisdd hydrofiilisten sokereiden ja sokerialkoholien sorptiota hartsiin.
Turpoamisasteen muuttumiseen vaikuttavat voimakkaasti vastaionin luonne ja jonkin ver-

ran myds hartsin ristisilloitusaste /72/.

Jandera ja Churacek /72/ tutkivat etanolipitoisuuden vaikutusta formaldehydin, glyko-
aldehydin, glyseraldehydin ja dihydroksiasetonin erotukseen vahvalla Dowex 50-X8 —ka-
tioninvaihtohartsilla, seké ksylitolin, mannitolin, sorbitolin, arabinoosin, maltoosin ja sak-
karoosin erotusta vahvalla Dowex 50W-X8 -kationinvaihtohartsilla (kuva 17). He havait-
sivat kaikkien komponenttien piikkien terdvoityvian 75°C:en lampotilassa. Formaldehydin
erotus oli parempi Na'-muotoisella hartsilla kuin Li"-muotoisella hartsilla. Erotettaessa
polyolien ja sokerien seoksia, Li -muotoinen hartsi on parempi johtuen sen kyvysti muo-
dostaa komplekseja polyolien ja sokerien kanssa. Polyolien sorptio vesiliuoksissa piene-
nee molekyylin hydroksyyliryhmien lukuméarén kasvaessa, ts. glykoli > glyseroli > sorbi-

toli.

Hartsin ionimuoto vaikuttaa merkittavasti komponenttien eluutiojirjestykseen. Vesieluen-
tilla 60 °C:een lampotilassa erotettiin sorbitolin, ksylitolin, erythritolin, glyserolin, ety-
leeniglykolin ja 1,2-propaanidiolin seosta vahvalla Dowex 50-X-12 —kationinvaihtimella
useissa eri ionimuodoissa. H' -muotoisella hartsilla saatiin keskimaérin paras resoluutio.
Ca*"-muotoisella hartsilla komponenttien eluutiojirjestys muuttui. Ksylitoli sorboitui voi-
makkaasti Ca®"-muotoiseen hartsiin, ja eluoitui viimeisend. Polyolien desorptio tutkitussa

Ca®"-muo-toisessa hartsissa vesieluentissa on hidasta ja erottuminen tehotonta /72/.

Tiithonen et al. /53/ havaitsivat vastaionin ja eluentin koostumuksen vaikuttavan huomat-
tavasti sokerien kromatogrammeihin. He tutkivat etanolin ja asetonitriilin lisdyksen vaiku-
tusta vesieluenttiin pintasulfonoidulla PS-DVB —hartsilla. He havaitsivat kaikkien piikkien
levidvén ja korkeuden pienenevin liséttdessé toista ajoeluenttia. Liséttédvéd orgaaninen aine
kutistaa hartsia ja hidastaa hiilihydraattien diffuusionopeutta hartsifaasiin. Lisdksi havait-
tiin, ettd retentiotilavuuserot ei-kompleksoivien komponenttien ja retentoitumattoman
komponentin vililld kasvavat eluentin orgaanisen osuuden kasvaessa. Talloin ei-komp-

leksoiva jakautumisefekti kasvaa orgaanisen komponentin osuuden eluentissa kasvaessa.
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Kuva 17. Vahvojen kationinvaihtimien Dowex 50-X8- ja Dowex 50W-X8 —hartsien tilavuusja-

kautumiskerroin eri etanoli-vesipitoisuuksilla 75°C ldmpdétilassa. Hartsin partikkeli-
koko on 14-75 um. ® Formaldehydi, O glykolaldehydi, B glyseraldehydi, OO0 dihyd-

roksiasetoni, A ksylitoli, A mannitoli, 4 sorbitoli, ¥ arabinoosi, V maltoosi ja ¢
sak-karoosi. Piirretty kirjallisuusviitteen /72/ aineistosta.

Riickert ja Samuelson /74/ ovat tutkineet sokereiden sorptiota Dow:n Dowex 2 anionin-
vaihtimeen ja Dowex 50 kationinvaihtimeen vesi-etanoliseoksissa. Tutkittavaina sokereina
heilld oli glukoosi ja sakkaroosi. He havaitsivat sokerien sorption kasvavan etanolipitoi-
suuden kasvaessa. Sokerien sorptioon vaikuttaa suuresti hartsin ionimuoto. Glukoosin
sorptio Dowex 2 (SO42')-anioninvaihtajaan on 20-kertaa suurempi kuin vastaavaan (CNS
-anioninvaihtajaan. Samansuuruinen ero havaitaan myés H'- ja Na'-muotoisella Dowex

50-kationinvaihtimella, kuten taulukosta X voidaan havaita.



37

Taulukko X Glukoosin jakaantumiskerroin 88 p-%:sessa etanoli-vesiliuoksessa Dowex kationin- ja
anioninvaihtohartsilla /75/.
Dowex 50 Dowex 2

Ionimuoto K Tonimuoto K

H 0,21 ClOy 0,10

Li" 1,37 CNS 0,51

NH," 3,10 Cr 1,88

Na' 4,50 Fe(CN)s" 3,30

K 8,00 o 10,9
Rb" 9,00
Cs’ 9,10
Mg** 0,81
Ca™* 2,60
N 5,00
Ba”' 5,10

Polaarisen molekyylin adsorptio liuottimessa kasvaa liuottimen muuttuessa poolittomam-
maksi. Néin tapahtuu etanolin osuuden kasvaessa vesi-etanoliseoksessa. Polaarisessa ad-
sorptiossa attraktiovoimat kasvavat aineen polaaristen ryhmien lukuméérian kasvaessa. So-
kereilla ndmai polaariset ryhmét ovat hydroksyyliryhmid. Esimerkkiné polaaristen ryhmien
vaikutuksesta on sakkaroosin glukoosia suurempi sorptio Dowex (SO4>)-anioninvaihti-

meen /74/.

Mattisson ja Samuelson /75/ ovat tutkineet sokerialkoholien sorptiota Dow:n Dowex 50
PS-DVB (8 p-% DVB) —kationinvaihtohartsilla useissa eri ionimuodoissa vesi-etanoli-
seoksissa. He havaitsivat sokerialkoholien sorption kasvavan 12,5 p-%:sessa vesi-etanoli-
seoksessa seuraavasti: glykoli > glyseroli > mannitoli > sorbitoli kaikilla tutkituilla ioni-
muodoilla. Kuten jo edelld on mainittu, hydroksyyliryhmien lukuméérilld on oleellinen
merkitys sorboituneiden molekyylien jakautumiskertoimeen. Myds sokerialkoholien
hydroksyyliryhmien jirjestys vaikuttaa sorptioon. Esimerkkind tédstd sorbitoli ja mannitoli,
joilla on sama molekyylimassa, mutta hieman eri rakenne. Tutkittaessa sorbitolin ja
mannitolin sorptiota Dowex 50 (K')-hartsilla 12,5 p-%:sessa vesi-etanoliseoksessa havai-
taan sorbitolin sorboituvan mannitolia voimakkaamin. Tutkittaessa liuottimen ja hartsifaa-
sin vuorovaikutusta havaittiin vesipitoisuuden olevan suurempi hartsifaasissa kuin sen
ulkopuolisessa liuoksessa ja téstd syysta polaaristen sokerialkoholien attraktio hartsin sisé-
puoliseen liuosfaasiin on suurempi kuin hartsin ulkopuoliseen liuottimeen. Liuottimen
alkoholipitoisuuden kasvattaminen kasvattaa sokerialkoholien ja hartsin vilistd erotusteki-
jOitd ja parantaa kromatografista erotusta. Tastd syystd on mielekéstd kéyttdd korkeita
alkoholipitoisuuksia polaaristen ei-elektrolyyttisten yhdisteiden kromatografisessa erotuk-

s€ssa.



38

Armstrong ja Jin /76/ tutkivat useiden hiilihydraattien erotusta orgaanisen eluentin ja ve-
den seoksista analyyttisessd HPLC-kolonnissa. Taulukossa IX on esitetty useiden hiilihyd-
raattien retentioaika sekd jakautumiskerroin tutkittaessa erotusta asetonitriili-vesi- ja ase-
toni-vesieluenteilla a- ja B-syklodekstriinistationdérifaasilla. He havaitsivat pienimolekyy-
listen sakkaridien eluoituvan ennen suurimolekyylisid sakkarideja. He havaitsivat lisdksi
hydroksiryhmien lukumééréin vaikuttavan retentioaikaan. Téstd syystd deoxy-sokerit reten-
toituvat vihemmain kuin suoraketjuiset sokerit, ja niitd vastaavat sokerialkoholit retentoi-

tuvat eniten.

Taulukko IX Sakkaridien ja sokerialkoholien retentioaika sekéd jakaantumiskerroin eri eluenteilla - ja
a-syklodekstriinirunkoisella (5 wm) HPLC-kolonnilla (250x4,6 mm) lampdétilassa 22 °C.
Suluissa olevat luvut kertovat asetonitriili-vesi- (C,H;N-H,0) tai asetoni-vesicluenttien
(C3HgO—H,0) suhteen tilavuusosuuksina. /76/.

-syklodekstriini a-syklodekstriini
Hiilihydraatti C,H;N-H,0 (85:15) C;H4O-H,O C,H;N-H,0 C3;H4O-H,0
(90:10) (80:20) (85:15)

t, min k, - t,, min k, - t, min k, - t, min k, -
Ramnoosi 3,63 0,73 - - - - 4,81 0,32
Ksyloosi 4,12 0,96 4,97 0,66 7,32 1,20 5,33 0,46
Arabinoosi 4,30 1,05 5,15 0,72 7,87 1,35 5,73 0,57
Fruktoosi 4,73 1,25 5,43 0,81 8,32 1,50 5,84 0,60
Sorboosi 4,81 1,29 5,44 0,81 8,38 1,52 5,62 0,53
Mannoosi 491 1,34 - - 8,47 1,54 5,79 0,59
Glukoosi 5,36 1,55 5,87 0,96 9,04 1,74 6,20 0,70

Galaktoosi 5,57 1,65 6,17 1,06 9,75 1,83 - -
Ksylitoli 4,88 1,33 - - 8,48 1,54 6,01 0,65
Sorbitoli 5,77 1,75 - - 9,56 1,86 6,43 0,77

Mannitoli 5,80 1,76 - - 9,62 1,88 - -
Sakkaroosi 7,79 2,71 6,99 1,33 11,31 2,40 6,63 0,82
Sellobioosi 9,02 3,30 8,23 1,60 12,27 2,64 7,85 1,16
Maltoosi 9,09 3,33 7,87 1,62 12,33 2,70 7,30 1,01
Laktoosi 10,16 3,84 8,85 1,95 13,23 2,97 8,22 1,26
Raffinoosi 17,20 7,19 12,29 2,88 17,58 4,26 9,25 1,54

5.2 Limpdtilan vaikutus

Hiilihydraatteja erotettaecssa vahvan kationinvaihtimen avulla hartsikolonnia tulisi ajaa
korotetussa lampotilassa. Huoneenldmpdtilassa hiilihydraattien jakautumista liikkuvan- ja
stationdérifaasin vililla rajoittaa diffuusio. Nostamalla kolonnin I&mpdtilaa hiilihydraattien
jakautuminen nopeutuu ja teoreettisen pohjan korkeus pienenee. Huoneenldmpdtilassa
useimpien pelkistdvien sokerien mutarotaatio on hidasta, ja nostamalla lampdtilaa 85

°C:eeseen sokerien mutarotaatio kasvaa, ja sokerit eluoituvat yhtend terdvina piikkina.
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Hicks /48/ suosittelee Ca*"-, Pb*'-, ja Ag-muotoisia kolonneja ajettavaksi 75 — 85 °C:een

lampdtiloissa kolonnin parhaan hyotysuhteen ja resoluution saavuttamiseksi.

Paavilainen /77/ tutki vesi-etanolieluenttien vaikutusta maltolin kromatografiseen erotuk-
seen lampotiloissa 25 ja 60 °C. Stationédérifaasina kdytettiin Finexin vahvoja kationinvaih-
tohartseja CS11G ja CS16G. Lampdtilan nostaminen paransi maltolin erotusta kaventa-
malla piikkejd ja pienentdmélld retentiotilavuutta. Laimpdtilan nosto kasvatti myds mal-

tolin vesiliukoisuutta.

Kuumaan paineistettuun veteen kohdistuva mielenkiinto kromatografisena eluenttina joh-
tuu sen liuotinominaisuuksien muuttumisesta lampdétilan vaikutuksesta. Veden dielektri-
syysvakion pienentyessd sen liuotinominaisuudet muuttuvat ldhemméksi orgaanista liuo-
tinta, jolloin huoneenldmpdtilassa niukkaliukoisten aineiden liukoisuus veteen paranee.
Alikriitinen vesi on hyvé kromatografinen eluentti, koska se on helposti saatavilla, halpaa,

myrkytontd ja ympéristoystavéllistd /4, 7-16/.

6 KOKEELLISEN TYON TARKOITUS

Tyon taustalla oli useissa kromatografisissa tutkimuksissa /74-77/ havaittu orgaanisten
vesiliuosten, erityisesti vesi-etanoliliuosten, avulla saavutettu parempi sokerien kroma-
tografinen erotuskyky, seka erityisesti vesiliuosten lampdétilan noston avulla saavutettu pa-
rempi kromatografinen erottuminen sokerialkoholeilla /15, 16/ ja sokereilla verrattuna

huoneenlampétilassa tapahtuvaan erotukseen.

Tyon kokeellisessa osassa kehitettiin koelaitteistoa seké tutkittiin sokerialkoholien ja soke-
rien kromatografista erotusta paineistetun kuuman veden, eli alikriittisen veden, avulla.
Kromatografisten kokeiden ohessa tutkittiin sokerialkoholien, sokereiden ja stationdérifaa-

sien termisti kestivyytta.
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7 KOEJARJESTELYT

Kaikki kromatografia-ajot suoritettiin LTKK:ssa teknillisen kemian laboratorioon raken-
netulla alikriittiselld laitteistolla. My0s uusi laitteisto suunniteltiin ja rakennettiin teknil-

lisen kemian laboratoriossa.

7.1 Materiaalit

Alikriittisen laitteiston kromatografia-ajoissa kéytettiin stationdérifaaseina makrohuokoista
polymeerié, heikkoja kationinvaihtohartseja eri ristisilloitusasteilla ja eri ionimuodoissa,
sekd vahvoja kationinvaihtimia eri ionimuodoissa (taulukko XI). Vahvat hartsit olivat
polystyreeni-divinyylibentseeni (PS-DVB) runkoisia ja heikot hartsit DVB:114 ristisilloi-
tettuja akryylihartseja. Kaikki hartsit olivat Finex Oy:n valmistamia.

Taulukko XI Kromatografia-ajoissa kéytetyt hartsit (Finex Oy).
Erd Tuote* Koodi Ristisilloitusaste, Ionimuoto
% DVB
21.01.2000 P PS-DVB 24M 12% -
03.01.2000 WAC CA12GC 6 % Na"
06.04.2001 WAC CA16GC 8% Na”
06.04.2001 WAC CA16GC 8% Ca™*
21.06.1995 SAC CS16GC 8% Na*
21.06.1995 SAC CS16GC 8 % Ca™"

* P = polymeeri, WAC = heikko kationinvaihdin, SAC = vahva kationinvaihdin, M= makrohuokoinen hartsi
ja G = geeliméinen hartsi.

Taulukossa XII on esitetty kromatografia-ajoissa ja ndytekomponenttien termisen kesté-
vyyden mittauksissa kiytetyt kemikaalit. Kaikissa mittauksissa kdytettiin Millipore® -vettd
(johtokyky < 0,1 pS/cm), josta ilma oli poistettu voimakkaan vesi-imun ja myShemmin

Jour:in VacCapTM ja MultiVacTM—kaasunpoistolaitteiston avulla.

Taulukko XII Tyossa kdytetyt kemikaalit.

Kemikaali Puhtaus Valmistaja

Blue Dextran 2000 >99,0 % Pharmacia Biotech
Polyetyleeniglykoli sp. 60-66 °C J.T. Baker
D(-)-Arabinoosi 99,0 % (HPLC) Fluka BioChemica
D(+)-Mannoosi mixed anomers SIGMA®
D(-)-Mannitoli 99,0 % Riedel-deHaén
Ksylitoli > 98,0 % (HPLC) Fluka BioChemika
D(+)-Ksyloosi 99,0 % SIGMA®
L-Ramnoosi sp. 91,5 °C * Kaden Biochemicals GMBH
D-Sorbitoli SIGMA®

* mitattu /78/.
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Stationddrifaasin termistd kayttdytymistd tutkittiin pitdmaélld hartseja vesiliuoksessa sulje-

tuissa koeputkissa. Taulukossa XIII on esitetty ndissd mittauksissa kdytetyt hartsit.

Taulukko XIIT Stationddrifaasin termisen kiyttdytymisen tutkimisessa kdytetyt hartsit (Finex Oy).
Erd Tuote* Koodi Ristisilloitusaste, Ionimuoto
% DVB
04.01.1994 P PS-DVB 10G 55% -
21.01.2000 P PS-DVB 32M 16 % -
21.01.200 P PS-DVB 36M 18 % -
21.01.2000 SAC CS24M 12 % H"
03.01.2000 WAC CA06GC 3% Na®
03.01.2000 WAC CA06GC 3% Ca™*
16.03.1999 WAC WACHI1 Tuntematon H
16.03.1999 WAC WACHI1 Tuntematon Na*
16.03.1999 WAC WACH] Tuntematon Ca™"
s. 1597 SAC CS11G 5,5% Na'
s. 1597 SAC CS11G 5,5% Ca*
s. 2310 SAC CS19G 9,5 % H
s. 2310 SAC CS19G 9,5 % Na®
s. 2310 SAC CS19G 9,5 % Ca*

* P = polymeeri, WAC = heikko kationinvaihdin, SAC = vahva kationinvaihdin, M = makrohuokoinen
hartsi ja G = geeliméinen hartsi.

7.2 Kromatografiset koelaitteistot

Taulukossa XIV ja kuvassa 19 on esitetty tyosséd kdytetyn kromatografilaitteiston kompo-
nentit ja niiden dimensiot. Liséksi taulukossa XV ja kuvassa 19 on esitetty tyon loppupuo-

lella rakennettuun uuteen kromatografialaitteistoon lisdtyt komponentit ja niiden dimen-

siot.

Taulukko XIV Kokeessa kéytetyn alikriittisen kromatografialaitteiston komponentit.
Nimi Valmistaja Dimensiot
HPLC —pumppu Waters 515 -

Putkisto Swagelok 1/16”
Ruiskusuodatin Spartan 30/0,45 RC 0,45 pm
Naytteensyottoventiili VICI Valco Instruments 2C6UW -
Syo6ttosilmukka VICI Valco Instruments SmL 1/16”
Lampdkaappi Memmert ULP 500 -

Kolonni VICI Jour SS Preparative Column 2x30cm

Vastapaineen sdatoventtiili VICI Jour Backpressure Regulator -
Detektori Schanbeck SFD GmbH RI2000F -
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Taulukko XV Uuteen alikriittiseen kromatografialaitteistoon lisétyt komponentit.
Nimi Valmistaja Dimensiot
Kaasunpoistaja Jour Research VacCap ja MultiVac -
Ruiskusuodatin Spartan 30/0,45 RC 0,45 um
Suodatin VICI Jour SS In-Line Solvent & Precolumn Inlet 2 um
Filter
Suodatin VICI Jour PEEK Inlet Filter 68250 5 um
Kuusitieventtiili Varian Valco 4C6WE -
Kolonni Valmistettiin itse 2,2x30cm
Painemittari Beamex PI-P -
pH—mittari Scott Gerdte CG822 -
pH-anturi Sensorex Corboration Flow Cell FC49K Combined 50 uL
Schott Geréte pH Electrode
Paineanturi Kyowa PVL-50 KD -
Termoelementti K-tyyppi -
A B
9.5 cm 12 cm
[ [E—
30 CIm 30 cm
| I— | I—

sl [ ][] e

Kuva 19. Kolonnin mittasuhteet. A) Kokeissa kéytetty kolonni (2,0x30 cm). Alamutterissa oli Tef-

lon-tiiviste, yldruuvissa Viton-tiiviste. Sintterien huokoskoko oli 5 um. Lineaarivirtaus-
nopeus tyhjdd kolonnia kohden on 0,64 cm/min. B) Uusi kolonni (2,2x30 cm). Alamut-
terissa Teflon-tiiviste, ylaruuvissa Viton-tiiviste. Sintterien huokoskoko oli 10 pm.

7.2.1 Kokeissa kiytetty kromatografialaitteisto

Alikriittisissd kromatografiajoissa kéytetty koelaitteisto on esitetty kuvassa 20. Laitteistoa

kéaytettiin seuraavasti. Vettd pumpattiin niytteensydttoventtiilin lépi kolonniin ja hartsipe-

din ldpi detektorille. Néyte syotettiin 0,45 pwm:n ruiskusuodattimen lépi néytteensyotto-

venttiilin 5 mL:n ndytesilmukkaan, josta ndyte kulkeutui esilimmityskierukan lapi lampo-

kaapissa olevaan kolonniin (kuva 19A). Kolonnista ndyte virtasi jddhdytyskierukan ja vas-

tapaineen sddtoventtiilin ldpi taitekerroindetektorille, josta mittausarvo tallennettiin tieto-

koneelle. Laitteiston paine oli asetettu 10 bar:in kokeiden ajaksi.
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Kuva 20. Kokeissa kaytetty laitteisto. Kolonnin korkeus oli 30 cm ja sisdhalkaisija 2,0 cm.
Koko systeemin paineen mittaus tapahtui pumpun painemittarin avulla. Paine oli
sdddetty 10 bar:ksi vastapaineen sddtdventtiilin avulla.

7.2.2 Uusi kromatografialaitteisto

Kolonnin ohituslinjasto toteutettiin uuteen koelaitteistoon kuusitieventtiilin avulla. Lait-
teistoon lisdttiin kaksi suodatinta, kaksi paineanturia ja kaksi termoelementtid kuvan 21
mukaisesti. Kolmas paineanturi lisdttiin linjaan vastapaineen sditdventtiilin ja detektorin
viéliin, pH-mittari detektorin jélkeen. Vakumointijarjestelma liséttiin eluenttipullon yhtey-

teen, jolloin eluentin jatkuvatoiminen kaasunpoisto oli mahdollista.

- o

@
@

RI
Y QR)
() % ar
pH
Kuva 21. Uusi laitteisto. Kolonnin korkeus on 30 cm ja sisdhalkaisija 2,2 cm. Kuusitieventtiilin

avulla toteutettiin ohivirtauslinjasto. Paineen ja ldmpdtilan mittaus on sekd ennen ko-
lonnia ettd sen jélkeen.
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7.3  Kromatografiset kokeet

Eluenttina kéytettiin paineistettua kuumaa vettd, josta ilma oli poistettu vesi-imun avulla.
Veden virtausnopeus oli kaikissa kokeissa 2 mL/min. Tutkittavat lampotilat olivat 25, 50,
75, 100, 125, 150 ja 175 °C. Kolonnin paine sdddettiin 10 bar:iin ja se oli vakio koko mit-
taussarjan ajan. Stationédérifaaseina kdytettiin taulukossa XI esitettyjd hartseja. Petikorkeus
riippui suuresti kdytetystd hartsista ja sen kdyttdytymisestd eri ldmpdétiloissa. Kolonnissa
oleva hartsipeti tasapainotettiin kyseiseen ldmpdtilaan pumppaamalla siitd vettd 1api 0,2

mL/min virtausnopeudella yon yli.

Mittauksissa kéytetyt ndytteet valmistettiin kaikki Millipore®-veteen. PS-DVB 24-poly-
meerin mittauksissa sokerialkoholien pitoisuus oli 10 p-%. RI-detektoria kalibroidessa ha-
vaittiin 10 p-%:sen liuoksen vasteen olevan detektorin lineaarialueen ulkopuolella. Tastad
syystdi CA12GC (Na")-hartsin mittauksissa sokerialkoholien pitoisuus laskettiin 5 p%:iin,
mutta RI-detektorilta saatu vaste oli edelleen lineaarialueen ulkopuolella. CS16GC- ja
CA16GC-hartsien mittauksissa tutkittiin sokerialkoholeja 3 p-%:sen ja sokereita 2 p-
%:sen vesiliuoksen avulla. Retentoitumattomana komponenttina kiytettiin Blue Dextrania
(M = 2000000 g/mol), sekd CA12GC (Na")-hartsin tapauksessa polyetyleeniglykolia (M =
6000—-7500 g/mol). Taulukoissa XVI ja XVII on esitetty hartsipetien korkeudet ja petihuo-

koisuudet eri lampotiloissa.

Taulukko XVI Kromatografikokeissa tutkittujen hartsien petikorkeudet (cm) eri lampétiloissa.
25°C 50°C 75°C 100°C 125°C 150°C 175°C

CS16GC (Na") 26,8 26,8 27,8 27,8 27,8 27,8 -

(muutos) (0,0 (0,0) (+1,0) (+1,0) (+1,0) (+1,0)

CS16GC (Ca™) 27,1 27,1 27,1 26,4 26,4 25,1 25,1

(muutos) (0,0 (0,0 ) (-0,7) (-0,7) (-2,0) (-2,0)

CA16GC (Na") 26,8 - 26,8 26,1 254 - -

(muutos) (0,0 (0,0) (-0,7) (-1,4)

CA16GC (Ca™) 20,8 - 16,8 - 14,7 - -

(muutos) (0,0 (-4,0) (-6,1)

CA12GC (Na") 26,7 26,7 26,7 26,7 23,2 23,2 232

(muutos) (0,0 (0,0 (0,0 (0,0 (-3,5) (-3,5) (-3,5)

CS16GC (Na"), - - 28,7 28,7 28,7 - -

toistokoe (muutos) (+1,0) (+1,0) (+1,0)

PS-DVB 24M 26,7 26,7 26,7 26,7 26,7 26,7 26,7

(muutos) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0
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Taulukko XVII Kromatografikokeissa tutkittujen hartsien petihuokoisuus eri limpétiloissa.
25°C 50°C 75°C 100°C 125°C 150°C 175°C

CS16GC (Na") 0,40 0,39 0,48 0,38 0,42 0,38 -
CS16GC (Ca™) 0,42 0,42 0,43 0,41 0,43 0,42 0,63
CA16GC (Nah) 0,43 - 0,43 0,39 0,41 - -
CA16GC (Ca™) 0,76 - 0,76 - 0,91 - -
CA12GC (Na") 0,70 0,70 0,70 0,70 0,44 0,44 0,44
CS16GC (Na"), toistokoe - - 0,40 0,40 0,40 - -
PS-DVB 24-polymeeri 0,53 0,53 0,53 0,53 0,53 0,53 0,53

7.4 Kromatografisen mittaustiedon kisittely

Kromatografisen datan késittely aloitettiin kalibroimalla saadut piikit Excel:issd ohjel-
moidun Visual Basic-kielisen ohjelman (Liite IV) avulla konsentraatioasteikolle seuraa-
vasti. Koska PS-DVB 24M-polymeerin ja CA12GC (Na')-hartsin kromatografiajoissa
saadut piikit menivit lineaarialueen ulkopuolelle, piikkejéd ei voitu laskea suoraan mo-
menttimenetelmilli. PS-DVB 24M-polymeerin ja CAI2GC (Na')-hartsin kroma-
tografista dataa kisiteltiin ensin Jandel Scientific Peak Fit v4-ohjelmalla, jonka avulla ta-
sattiin kdyrien pohjaviiva ja médéritettiin 25 °C:een ldmpotilassa ajettujen piikkien pinta-
ala. Témén jdlkeen data vietiin Excel:iin ja simuloitiin Ricefit—ohjelman (Liite IV) avulla.
Tdmd ohjelma painottaa piikkien kantaa ja pinta-alaa, sekd sovittaa alkuarvausten
perusteella Simplex—optimointirutiinin avulla piikeille uuden muodon kiyttden Rice—
menetelmdd (Liite IV). Néin saatuja piikkeja késiteltiin seuraavaksi momenttimenetelmén

avulla.

Kromatografisten parametrien laskemiseen kaytettiin SigmaPlot:iin ohjelmoitua moment-
timenetelméd (Liite IV). Momenttimenetelmé perustuu saadun informaation tilastolliseen
kisittelyyn. Se soveltuu symmetrisille piikeille. Ensimmédinen momentti (yhtild 7) kuvaa
ndytekomponentin retentiotilavuutta, V... Sen avulla voidaan laskea ulkoinen huokoisuus

& ja tasapainovakio K /79/.

[vear
Vi =—— (7)
[eav
0
jossa ¢ detektorin vaste

V eluointitilavuus.
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Toinen momentti, o°, kuvaa dispersiovuorovaikutuksia kolonnissa (yhtild 8). Sen avulla
voidaan arvioida aksiaalisen dispersiokertoimen, Dy, ja nestefilmin aineensiirtokertoimen,

ky, suuruutta /79/.

[ =¥, yewyar
ol =t— (3
[erar

0

Symmetristen piikkien leveydelle w;, ja toisen momentin vilille on olemassa yhtéldssé (9)

esitetty riippuvuus /79/.
w, = 4o €))

Pakatun kolonnin partikkelien vélinen huokoisuus ¢, lasketaan yhtédlon (10) mukaisesti

/79/.

v,
&g, = 7? (10)
jossa kolonnin partikkelien vélinen tilavuus
V. kolonnin tilavuus.

Kolonnin suorituskykyi kuvataan pohjaluvulla N /80/.

N:16(@j (11)

W,

Teoreettinen pohjan korkeusekvivalentti (HETP eli Height Equivalent of Theoretical
Plate) ottaa huomioon myds kolonnin pituuden L, jolloin erilaisia kolonneja voidaan ver-
tailla (yhtélo (12)). Korkean erotuskyvyn kolonneilla teoreettisen pohjan korkeusekviva-

lentti on yleensa vililld 0,3-1,0 mm /80/.

HETP=——1L (12)
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Retentiotekiji k ilmaisee kuinka kauan stationéérifaasi pidéttdd ndytekomponenttia verrat-
tuna viivetilavuuteen Vj, (yhtdlo (13)). Kun retentiotekijidn arvo on pieni, komponenttien
retentoituminen on vihdistd, ja ne eluoituvat ldhelld retentoitumatonta komponenttia.
Suuret retentiotekijidn arvot ilmentdvat tehokasta erotusta, mutta eluutioajat ovat yleensi

pitkid /80/.

fo= T (13)

Jakaantumisvakio K on ndytekomponentin stationédérifaasissa olevan konsentraation suhde
ndytekomponentin konsentraatioon liikkuvassa faasissa (yhtdlo (14)). Jakaantumisvakio
on riippuvainen ldmpotilasta seké eluentin ja stationddrifaasin ominaisuuksista. Kun ja-
kaantumisvakion arvo on suuri, on tutkittavan komponentin affiniteetti stationiérifaasin
voimakasta ja komponentti retentoituu tehokkaasti. Gibbs-Donnan teorian mukaan jakaan-
tumiskertoimen arvo pienenee, kun komponentin partiaalinen moolitilavuus kasvaa, ja kun

stationdirifaasin turpoamispaine lisdéntyy /80/.

(14)
jossa Vg kolonnissa olevan stationdédrifaasin tilavuus.

Tehollinen diffuusiokerroin D,y kuvaa diffuusiota stationdérifaasin ja eluentin valilld
(yhtdlo (15)). Se riippuu partikkelin huokoisuudesta, huokosten tortuisiteesista eli mutkit-
televuudesta, partikkelikoosta ja diffundoituvien aineiden luonteesta. Vesiliuoksilla partik-

kelin sisdinen diffuusio méérda adsorptioreaktion /81/.

Zﬂ'deRp (1 —g)

D, =1,33-10" (15)

126° -V,
jossa d kolonnin halkaisija
R, partikkelin side
z petikorkeus

Vieop  ndytteensyottdsilmukan tilavuus.
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Resoluution, R,, avulla tutkitaan kahden komponentin erottumista (yhtdlo (16)). Kompo-
nenttien katsotaan erottuvan toisistaan tdydellisesti jos resoluutio on suurempi tai

yhtdsuuri kuin 1,5 /82/.

RS — 2(Vret2 _I/retl) (16)

Wyy + Wy,

jossa V.  vihemmin retentoituvan komponentin retentioaika
Viez enemmin retentoituvan komponentin retentioaika
Whi vihemman retentoituvan komponentin piikin leveys
Whp2 enemman retentoituvan komponentin piikin leveys.

Kolonnin tehokkuutta voidaan kuvata myds erotustekijilld o Madritelman mukaan erotus-

tekijd on aina suurempi kuin yksi /82/.

:I/ret2_VM :E (17)
I/retl - VM kl
jossa  k; vihemmain retentoituvan komponentin retentiotekija
k> enemmain retentoituvan komponentin retentiotekijé.

7.5 Hartsien terminen kéyttiytyminen

Ionivaihdetussa vedessd olevaa hartsia pakattiin 20 mL lasisiin asteikolla varustettuihin
koeputkiin, jonka jilkeen koeputket taytettiin vedelld ja suljettiin tiiviisti. Jokaista hartsi-
tai polymeerindytettd tutkittiin vdhintddn kahden rinnakkaisndyteen avulla. Hartsia pi-
dettiin kussakin koeldmpdtilassa 12 tunnin ja erdilld hartseilla 2 tunnin ajan. Hartsin tur-
poamista tai kutistumista arvioitaessa referenssitilana kéytettiin hartsien tilavuutta 25
°C:een lampdtilassa. Kokeissa ei huomioitu lasin 1dmpdlaajenemista, koska sen havaittiin

olevan hyvin pieni, (¢ = 3,3-10° K.
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7.6  Hartsien palloskoon ja kapasiteetin méiritys

Digitaalikameran ja mikroskoopin avulla tutkittiin kromatografia-ajoissa kdytettyjen ja
kayttaméattomien hartsipallojen kokoa vedesséd ilmakuivana seki tdysin kuivana. Hartsien
palloskoot maédritettiin teknillisen kemian laboratoriolle teetetyn (Tuomas Karjalainen ja
Kalle Ronkkd) CirCa ver.1,0 —ohjelman avulla. Taulukossa XVIII on esitetty palloskoko-

mittauksissa kdytetyn laitteiston komponentit.

Taulukko XVIII Palloskokomittauksissa kéytetty laitteisto.
Nimi Valmistaja

Mikroskooppi Olympus B201

Digitaalikamera Olympus Camedia C-3030ZO0OM
Teleputki Olympus C3030-ADU

Kromatografia-ajoissa kéytettyjen ja kdyttdméattomien hartsien (taulukko XI) kapasiteetteja
tutkittiin, jotta voitaisiin saada selville tapahtuuko hartseissa selvdd defunk-
tionalisoitumista korkeissa ldmpdétiloissa. Kationinvaihtohartsien kapasiteetit mitattiin
Ainismaan /78/ diplomitydssi esitetylli tavalla. Vahvojen hartsien kapasiteetit méritettiin

H'-muodossa ja heikkojen hartsien Na -muodossa.

7.7  Naiyteaineiden termisen kestivyyden méiritys

Sokerialkoholien ja sokerien vesiliuosten termistd kestdvyyttd tutkittiin panoskokein koe-
putkissa. Lisdksi tutkittiin néytepitoisuuden vaikutusta néytteiden termiseen kestévyyteen.
Tutkittavia aineet olivat sorbitoli, mannitoli, ksylitoli, arabinoosi, mannoosi, ksyloosi,
ramnoosi ja maltoosi. Taulukossa XIX on esitetty ndyteaineiden termisen kestdvyyden tut-

kimisessa kdytetty HPLC —laitteiston komponentit.

Taulukko XIX HPLC-ajoissa kiytetty laitteisto

Nimi Valmistaja

HPLC-laitteisto HP Series 1100

Kolonni Chrompack Carbohydrates (Pb*"), 300x7,8 mm

Kolonni BIO-RAD Carbohydrate Analysis Column Aminex HPX-87N, 300x7,8 mm
Detektori G1362A RID

Koeputkia sdilytettiin uunissa 25, 50, 75, 100, 125, 150 ja 175 °C:een lampdtilassa 12 tun-
nin ajan. Tamén jilkeen koeputkista otettiin ndytteet, jotka laimennettiin noin 2 p-%:iin, ja

analysoitiin HPLC —laitteistolla.. Ramnoosi ja maltoosi analysoitiin BIO-RAD:n kolon-



50

nilla ja muut ndytekomponentit Chrompack:n Pb**-kolonnilla. Néytteiden analysointi ta-

pahtui RI-detektorilla 80°C:en lampdtilassa virtausnopeudella 0,4 mL/min.

8 TULOKSET JA TULOSTEN TARKASTELU

Tyon kokeellisen osan tarkoituksena oli tutkia sokerialkoholien ja sokerien kromatogra-
fista erotusta paineistetun kuuman veden, eli alikriittisen veden, avulla. Kromatografisten
kokeiden ohessa tutkittiin stationdérifaasien kdyttdytymisté eri lampotiloissa, sekd tutkit-
tiin stationdérifaasien, sokerialkoholien ja sokereiden termistd kestivyyttd. Tutkittavia
stationdirifaaseja olivat Finexin funktionalisoimattomat PS-DVB 11G ja 24M—polymeerit
seki funktionalisoidut CA12GC-, CA16GC-, ja CS16GC-hartsit Na'- ja Ca*"-muodoissa
ja CS24M Na'-muodossa. Sokerialkoholeista tutkittiin sorbitolia, mannitolia ja ksylitolia,

ja sokereista arabinoosia, mannoosia, ksyloosia, ramnoosia ja maltoosia.

8.1 Liampétilan vaikutus stationdirifaasien ominaisuuksiin

Hartsien termistd kayttdytymisté tutkittiin makrohuokoisten polymeerien, makrohuokoisen
vahvan kationinvaihtimen, heikkojen geelimiisten kationinvaihtimien, sekd vahvojen
geeliméisten kationinvaihtimien avulla. Taulukoissa XX ja XXI on esitetty koeputkikokei-
den avulla tutkitut polymeerien ja hartsien tilavuusmuutokset eri 1ampétiloissa. Koeputki-
kokeissa havaittu harsien turpoaminen tai kutistuminen otettiin huomioon kaikkien mui-

den hartsien paitsi PS-DVB 24M-polymeerin kromotografia-ajoissa.

Taulukko XX Hartsien ja polymeerien tilavuusmuutokset eri lampétiloissa. Tulokset on esitetty
prosentteina. Mittausten vélinen aika oli 12 h.

25°C_ 50°C  75°C 100°C 125°C 150°C 175°C

PS-DVB 24M 0 00 32 32 3.2 3.2 32

CS 24M (Na") 0 0,5 1,0 0,5 0,5 1,0 23
CA06GC (Na") 0 2,0 1,7 1,5 1,5 5,2 9,2
CA06GC (Ca>) 0 150 -155  -155 -15,5 15,5 15,5
CA12GC (Na") 0 00 00 0,0 3,0 3,0 3,0
CA16GC (Na") 0 00 00 25 -5,0 -5,0 9,0
CA16GC (Ca*) 0 96 220 295 -30,9 32,1 38,2
CS11G (Na") 0 1,5 45 5,5 5,5 5,5 5,5

CS11G (Ca*) 0 00 08 1,5 3,1 5.4 7,7
CS16GC (Na") 0 10 38 5,0 5,0 5,0 5,0

CS16GC (Ca®") 0 00 00 25 2,5 7,6 7,6
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Taulukko XXI Hartsien ja polymeerien tilavuusmuutokset eri ldmpdtiloissa. Tulokset ovat esitetty
prosentteina. Mittausten vélinen aika oli 2 h.

25°C 50°C 75°C 100°C 125°C 150°C 175°C

PS-DVB 11G 0 0 0 0,5 2,5 2,5 -
CS19G (Na") 0 2,5 3,5 45 5,0 53 -
CS19G (Ca™) 0 0 -1,0 22,5 4,5 -5,0 -
WAC HI (HY) 0 4,0 6,5 9,0 10,0 14,0 -
WAC H1 (Na") 0 0 0 22,5 -4,0 -5,0 -
WAC H1 (Ca*") 0 -19,0  -30,0 35,0 37,5 -38,5 -

Ristisilloitetun polymeerin ja hartsien tilavuusmuutoksia tarkasteltaessa on tunnettava tur-
poamiseen vaikuttavat parametrit. Turpoaminen on kullekin hartsille ominainen piirre,
joka riippuu hartsin polymeerirungosta ja ristisilloitusasteesta, ioninvaihtokapasiteetista,
ionisten ryhmien luonteesta, sekd liuottimen koostumuksesta ja ldampoétilasta. Hartsin poly-
valenttiset ioninryhmét lisdédvit hartsin sisdistd ristisilloitusta ja téstd syystd polyvalent-
tisen ioninryhmédn omaava hartsi turpoaa véhemmén kuin monovalenttisen ioninryhmén
omaava hartsi, ts. turpoamisjérjestys eri ionimuodoilla AP’" < Ca*" < Na'. Veden aikaan-
saama hartsimatriisin turpoaminen johtuu sekd vesimolekyylien aiheuttamasta hartsin io-
nisten ryhmien hydrataatiosta ettd ei-hydratoitunesta, ns. vapaasta vedesté /83/. Liuottimen
polaarisuuden vihentyessd hartsin turpoaminen pienenee elektrostaattisen solvataation
vihentyessd. Hartsimatriisin hiilivetyrungolla on kuitenkin affiniteettia vihemmén poo-
lisiin yhdisteisiin. Esimerkiksi H' -muotoinen heikko kationinvaihdin turpoaa enemmin
alkoholissa kuin vedessd. Télloin heikkojen ioniryhmien elektrostaattisella solvataatiolla
on vihemmain merkitystd ja hartsin turpoamisen méérdiva tekija on karboksyyliryhmien ja

alkoholin vilinen affiniteetti /49/.

Taulukoiden XX ja XXI tuloksista voidaan havaita neutraalien PS-DVB —polymeerien tur-
poavan hieman yli 50 °C:een ldmpdétiloissa. Hartsimatriisin turpoamisen arvellaan johtu-
van veden aineominaisuuksien muuttumisesta l1ihemmaéksi orgaanista liuotinta, seki veden
ja polymeerimatriisin vdlisen hydrofobisen vuorovaikutuksen pienentymisestd. Vahvoilla
kationinvaihtajilla havaitaan termisen kéyttiytymisen riippuvan ionimuodosta. Na'-muo-
toiset hartsit turpoavat ja Ca> -muotoiset hartsit kutistuvat limpotilaa nostettaessa 25
°C:eesta 175 °C:een limpotilaan. Heikoilla kationinvaihtimilla havaitaan hartsin kutis-
tumista molemmissa ionimuodoissa, mutta Ca>*-muotoisen hartsin kutistuminen on paljon
suurempaa kuin Na'-muotoisen. Hartsien ristisilloitusasteen kasvattaminen vihentda tur-
poamista hartsimatriisin jaykistyessd /49/. Taulukoiden XVIII ja XVIX tuloksista havai-

taan kuitenkin hartsin ristisilloitusasteella olevan vihén vaikutusta hartsien turpoamis-
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kayttdytymiseen tutkituissa lampotiloissa. lonimuodolla vaikuttaa olevan ratkaiseva mer-

kitys hartsien termisessd kayttdytymisessa.

Taulukossa XXII on esitetty huoneenldmpdétilassa tehtyjen palloskokomittausten tulokset
kayttaméattomille ja lampdokasitellyille hartseille. Lampdokasittelylld tarkoitetaan téssa kro-
matografia-ajoja alikriittisen veden avulla. Mikroskoopilla mééritettyjen hartsi- ja poly-
meeripallojen halkaisijoiden avulla laskettiin mérkien ja kuivien hartsi- ja polymeeri-
pallojen tilavuuden muutos. Taulukossa XXIII on esitetty hartsipallojen rikkoutumisasteet
ja liitteessé III hartsipallojen mikroskooppikuvat kéyttdmattomille ja kdytetyille hartseille.
Kaéyttoajalla tarkoitetaan kromatografiakokeiden kestoa. Taulukossa XXIV on esitetty

kaytettyjen ja kdyttdméattomien hartsien kapasiteettimittaukset.

Taulukko XXII Polymeeri- ja hartsipallojen tilavuusmuutoksen keskiarvo (%).

Kayttdméaton hartsi Lampokasitelty hartsi
j;’l Kayt\]t;)kalka’ 4 mar;;a Vkulva ’% 4 mar;;a Vkulva ’%
mdrkd mdrkd
PS-DVB 24 748 24 26.2
CAI12GC (Na") 275 32 65.4 82.1
CS16GC (Na*) 342 14 62.3 53.5
CS16GC(Ca®) 292 27 48.8 45.4
CA16GC (Na") 487 20 74.4 65.6
CA16GC (Ca™") 264 12 53.0 38.8

Taulukko XXIII ~ Mikroskooppimittauksista lasketut epdmuodostuneiden ja rikkoutuneiden hartsipal-
lojen suhteellinen méérd (%) ennen kromatografisia kokeita ja niiden jalkeen.

Epdmuodostuneet Rikkoutuneet Ehjdt
Hartsi kéayttamaton, kéytetty,  kiyttdmaton,  kéytetty,  kédyttdmdton,  kiytetty,

% % % % % %
PS-DVB 24 71 73 0 0 29 27
CS16GC (Na") 0 0,5 0 0,5 100 99
CS16GC (Ca™) 0 0 0 3 100 97
CA12GC (Na") 0 0 0 3 100 97
CA16GC (Na") 0 1 1 0 99 99
CA16GC (Ca®") 1 0,3 1 2 98 97,6

Taulukko XXIV  Kapasiteettimittaukset. Kapasiteetit ilmoitettu Na" -muodossa.

Hartsi Q, mekv/L Q, mekv/g
kayttimaton kaytetty kédyttimaton kaytetty
CS16GC (Na") 1,7 1,6 5,0 5,0
CS16GC (Ca™) 1,7 1,4 5,0 -
CAI12GC (Na") 2,1% - 9,3% -
CA16GC (Na") 2,6 2,7 9,3 9,5
CA16GC (Ca™) 2,4 2,7 9,0 9,5

* kirjallisuudesta /79/
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Tutkittaessa taulukoiden XXII, XXIII ja XXIV tuloksia néyttiisi hartsipallojen tilavuus
pienentyvin lampokésittelyssd. Hartsien tilavuuskapasiteetti pieneni kuitenkin vain hie-
man. Ndiden tulosten perusteella voidaan arvioida hartsipallojen todellisen pienenemisen
olevan hyvin vidhdistd ja johtuvan l&hinnd ionimuodon vaihtumisesta korkeissa yli 120
°C:een ldmpotiloissa. Kéyttdajalla ei mydskddn havaittu olevan vaikutusta ioninvaihtoka-
pasiteettiin. Mikroskooppimittausten tuloksista (taulukko XXIII ja liite III) voidaan havai-
ta PS-DVB 24-polymeerin hartsipallojen olevan hyvin epadméiérdisen muotoisia. Koska
makrohuokoisen polymeerin pallot olivat harvoin tdysin pallomaisia, on tdstd saattanut ai-
heutua jonkin verran virhettd tuloksiin. Limpokaésittelyn vaikutuksen pallosten muotoon ja

pallojen sirkymiseen havaitaan olevan hyvin pieni.

8.3 Niyteaineiden terminen kestivyys

Sokerialkoholien ja sokerien termistd kestdvyyttd ja ndytepitoisuuden vaikutusta kompo-
nenttien termiseen kestdvyyteen tutkittiin koeputkikokein 12 tunnin ajan kussakin mittaus-
lampdtilassa, jonka jdlkeen ndytteet laimennettiin noin 2 p-%:in ja analysoitiin HPLC:lla
(kuva 22 ja liite II). Tutkittavia sokerialkoholeja olivat sorbitoli, mannitoli ja ksylitoli.
Sokereista tutkittiin arabinoosia, mannoosia, ksyloosia, ramnoosia ja maltoosia. Kompo-
nenttien hajoamisaste laskettiin alkuperdisen komponentin ja hajomistuotteiden piikkien

pinta-alaosuuksina.

Kuvan 22 tuloksista havaitaan sokerialkoholien kestdvdn paremmin korkeita ldmpétiloja
kuin sokerien. Komponenttien pitoisuuden kasvaessa hajoamistuotteiden osuus kasvaa l4-
hes poikkeuksetta. Sokeri- ja sokerialkoholivesiliuosten havaittiin kestdvdn hajoamatta
100 °C:een lampotilaan saakka. Ksylitoli oli sokerialkoholeista kaikkein kestévin. Sorbito-
lilla ja mannitolilla havaittiin tapahtuvan hajoamista vasta 150 °C:een ldmpétilan jilkeen.
Sokereilla havaittiin hajoamistuotteita 125 °C:een ldmpétilan jilkeen. Arabinoosi ja mal-
toosi hajosivat ldhes tdysin 175 °C:een ldmpoétilassa. Mannoosin ja ksyloosin terminen
kestdvyys oli hyvin samankaltainen, ja ne kestivit korkeita lampétiloja paremmin kuin

arabinoosi ja maltoosi. Ramnoosi oli tutkituista sokereista kaikkein kestévin.
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Vesiliuoksessa olevat monosakkaridiyksikot esiintyvit aldehydi- ja hemiasetaalimuotojen
seoksena. Monosakkaridien rengasmuoto on stabiilimpi kuin avoketjuinen muoto, ja huo-
neenldmpdotilassa rengasmuoto on vallitseva. Sokerien hajoamisaste riippuu suuresti liuok-
sessa olevien avoketjuisten monosakkaridien mairéstd /56/. Limpdtilan noustessa sokerien
ja sokerialkoholien terminen hydrolyysi voimistuu ja komponenttien rakenne alkaa hajota.
Sokerialkoholien avoketjuinen rakenne on termisesti stabiilimpi kuin sokerien rengas-
muoto. Sokerialkoholeista ksylitolin, ja sokereista ramnoosin havaittiin olevan termisesti
kaikkein kestdvimpid kuten ylli on jo mainittiin. Vertailtaessa ramnoosia muihin
sokereihin havaitaan ramnoosilla olevan vdhiten OH-ryhmié suhteutettuna rakennehiilien
madrddn (kuva 6). Arabinoosin suurempi hajoaminen verrattaessa toiseen tutkittuun pen-
toosin, ksyloosiin, voitaneen selittdd arabinoosin avoketjuisella rakenteella, joka on epé-
stabiilimpi ja herkempi hajoamiselle kuin ksyloosin rengasrakenne. Maltoosi oli ainut tut-
kittu disakkaridi, ja se hajoaakin ensin monosakkarideiksi ja sen jéilkeen glukoosin hyd-
rolyysin hajoamistuotteiksi (kuva 10). Mannoosia ja ksyloosia vertailtaessa voidaan
havaita niiden rengashiili-hydroksyyliryhmien suhteen olevan samaa suuruusluokkaa. Té-
mi selittdnee niiden hajoamistuotteiden samansuuruisen madrdn. Vastaavaa johtopditel-
mid rakennehiilien ja hydroksyyliryhmien lukuméérin suhteesta ei voida tehdé sokerialko-
holien kohdalla, koska kaikilla polyoleilla rakennehiilien ja hydroksyyliryhmien suhde on
sama (kuva 8). Ksylitoli oli ainut tutkittu pentoli. Vertailtaessa sorbitolin ja mannitolin ha-
joamistuotteiden méérdd, voidaan havaita sorbitolin hajoamistuotteiden méérin olevan
hieman suurempi kuin mannitolin. Mannitolin ja sorbitolin ainut rakenteellinen ero on yh-

den hydroksyyliryhmin stereokemia.

Tehdyissd kromatografiajoissa havaittiin Na'-muotoisella heikoilla kationinvaihtohartsilla
odottamaton kemiallinen ilmi6. Lampétilassa 125 °C havaittiin Na -muotoisen heikon
kationinvaihtimen hajottavan sokereita ja muodostavan ruskeaa, palavalta sokerilta haise-
vaa liuosta. Heikon kationinvaihtimen tiedetdin olevan selektiivinen H'-ioneille liuoksen
pH:sta riippuen. Ioninvaihdon tapahtuessa Na'-muotoisella heikoilla kationinvaihtohart-
silla, vapautuu eluenttiin Na'-ioneja, jotka muodostavat veden vapaiden OH-ryhmien
kanssa NaOH:a. [lmi6td tutkittiin edelleen koeputkikokein. Sama ilmi6 havaittiin tapahtu-
van uudelleen koeputkikokeessa hartsin ja 3 p-%:sen sokeriliuoksen vililld yhdessd tun-
nissa 125 °C:een ldmpotilassa. Sama ilmid havaittiin samoissa olosuhteissa myds 3 p-
%:sen sokeriliuoksen ja 1 mM NaOH:n, 3 M CH3COONa:n ja 2 M Na,COj3:n panosko-

keissa. Na -muotoisen hartsin péiteltiin katalysoivan sokerien browining-ilmioti. Cerda ja
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Wesdemiotis /54/ tutkivat Na -ionien ja sokerien kompleksinmuodostusta kiyttien emék-
send dipeptidid tai nukleoniiniemédstd. He raportoivat heksoosien muodostavan voimak-
kaamman kompleksin kuin pentoosien. Heikon kationinvaihtimen tdytyy téssd tapauksessa
kayttdytyd kuten Maillard-reaktion dipeptidi ja hajottaa sokereita a-dikarbonyyleiksi ja
isomerisaatiotuotteiksi (kuva 10 ja 11). Muodostuvat Amadori-reaktiotuotteet voivat olla

syy havaitun tuotteen ruskeaan vériin ja palaneen sokerin hajuun.
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Kuva 22. Sokerien ja sokerialkoholien terminen hajoaminen HPLC-analyysin perusteella.
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8.3 Kromatografia-ajojen tulokset

Sokerien ja sokerialkoholien kromatografista erotusta tutkittiin lampdtilavélilld 25-175 °C.
Kromatografia-ajot aloitettiin makrohuokoisella PS-DVB 24M—polymeerilla. Funktionali-
soimattomalta polymeerilta odotettiin hyvai termistd kestdvyyttd. Polymeerin termisesti
kayttdytymisestd ei ollut kuitenkaan mittaustuloksia ennen kokeita. Hartsipedin eldmisté ei
osattu ottaa oikein huomioon ensimmaéisissd kromatografisissa kokeissa. Téstd johtuen PS-
DVB 24M-polymeerilla 150 ja 175 °C:een lampétiloissa tehdyt kokeet epdonnistuivat ja

mittaustuloksia ei téstd syystd otettu mukaan tulosten kisittelyyn.

Vahvaa kationinvaihdinta, CS16GC, tutkittiin heikkojen kationinvaihtimien rinnalla. Vah-
van kationinvaihtimien soveltuvuutta sokerien kromatografiseen erotukseen eri seoseluen-
teilla 25-70 °C:een lampdtilassa on tutkittu paljon /16, 74-77/. Heikkoja kationinvaihtimia,
CAI12GC ja CA16GC, paitettiin tutkia Adnismaan /78/ diplomitydssi saatujen lupaavien
tulosten perusteella. Heikkojen kationinvaihtimien on havaittu /75/ kestdvéan hyvin korkei-
ta lampétiloja. CA12GC (Na')-hartsilla tehdyissd mittauksissa oli ongelmia kolonnin tuk-
keutumisen takia. Kolonnin alasintterin tukkeutuminen havaittiin systeemin paineiden
nousuna ja putkiston liitososien pettdmisend. Tukkiutumisen syynd oli esikésitteleméatto-
misti hartsimatriisista irronnut suurimolekyylinen orgaaninen aines. CA12GC (Na')-hart-
silla tehdyt mittaukset poikkeavat téstd syystd suuresti muista mittauksista, joten on syyta

epéilld mittaustulosten luotettavuutta.

Kuvassa 23 on esitetty esimerkki lampotilan vaikutuksesta mannitolin ja mannoosin eluoi-
tumiseen kiytettiessi stationddrifaasina vahvaa kationinvaihdinta CS16GC Na'— ja Ca’™-
ionimuodoissa. Vastaava kromatografinen data muille hartseille ja ndytekomponenteille on
esitetty liitteessd 1. Kuvassa 24 on esitetty esimerkki sokerien ja sokerialkoholien erot-
tumisesta eri lampotiloissa. Hartsina kuvassa 24 on CS16GC Na'-muodossa. Kuvissa 25-
31 on esitetty tutkituilla hartseilla tehdyistd kromatografisista kokeista lasketut kromato-
grafiset parametrit. Tuloksia tulkitessa on syytd ottaa huomioon useita asioita. Tarkeimpé-
né se, ettd kaytetyn laitteiston niytteensyottosilmukan tilavuus (5 mL) oli suuri verrattuna
kolonnin petitilavuuteen (n. 88 mL). Tama teki pienten retentiotilavuuden muutosten ha-

vaitsemisen vaikeaksi. Lisdksi kuvien 25-31 kromatografisia parametrejd tulkittaessa on
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huomioitava laskentamenetelmén soveltuvuus vain symmetrisille piikeille. Se aiheuttaa

virhettd laskettaessa parametreja hintiville piikeille, joita esiintyi erityisesti alhaisissa ldm-

potiloissa. Lampdtilan nostaminen kuitenkin kaventaa piikkejd ja palauttaa niiden sym-

metrisen muodon, joten momenttimenetelmé soveltuu hyvin niiden kohdalla. Alikriittisen

veden avulla saavutettavasta kromatografisen erotuksen hyvyydesté tai huonoudesta ei té-

mén tyon mittausaineiston perusteella voida vield tehdd kattavia johtopddtoksid. Taulu-

kossa XXV on havainnollistettu ajojen toistettavuutta tilastollisen keskihajonnan (yhtilo

18) avulla /84/. Taulukon XXV tuloksista havaitaan CA12GC-hartsin keskihajonnan ole-

van suuri ja tulosten olevan téstd syystd vihemmaén luotettavia.

5= \/Z (I/ret,i - I7;'(:t,i )2

/-1
jossa [/ toistokokeiden lukumaéara
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V.. komponentin i retentiotilavuuden keskiarvo

(18)

Taulukko XXV Kromatografiajojen toistettavuus eri lampétiloissa tilastollisen keskihajonnan avulla
laskettuna.
25°C 50°C 75°C 100°C 125°C 150°C 175°C
CS16GC (Na") 1,49 1,01 1,32 1,18 0,81 1,63
CS16GC (Ca™) 2,30 1,58 0,90 0,93 0,56 0,62 0,63
CA16GC (Na") 2,00 1,52 140,4
CA16GC (Ca™) 1,91 1,27 1,34
CA12GC (Na") 1,25 4,79 3,10 2,90 0,83 0,67 0,67
CS16GC (Na"), 1,08 1,27 0,35
toistokoe
PS-DVB 24M 0,47 0,59 0,52 0,46 0,58
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Kuva 23.

Lampdtilan vaikutus mannitolin ja mannoosin eluoitumiseen samalla vahvalla katio-
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ninvaihtimella eri ionimuodoissa. Petikorkeudet vaihtelivat vélilld 25,1-27,8 cm ja peti-
huokoisuudet vililld 0,38-0,63. Kolonnin halkaisija oli 2,0 cm ja virtausnopeus oli 2
mL/min. Néyteaineiden pitoisuudet olivat 50 ja 20 g/L. Néytetilavuus oli 5 mL.
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Kuva 24. Tutkittujen sokereiden ja sokerialkoholien erottuminen CS16GC Na'-hartsilla eri lim-

potiloissa. Kromatografiakokeissa tutkitut komponentit olivat: @ sorbitoli, m mannitoli,
A ksylitoli,  arabinoosi, ¢ mannoosi ja ® ksyloosi. Petikorkeudet vaihtelivat valilld
26,8-27,8 cm ja petihuokoisuudet vililld 0,38-0,40. Kolonnin halkaisija oli 2,0 cm ja
virtausnopeus oli 2 mL/min. Néyteaineiden pitoisuudet olivat 50 ja 20 g/L. Naytetila-
vuus oli 5 mL.

8.3.1 Limpdtilan vaikutus retentiotilavuuteen

Kromatografiakokeissa havaittiin retentiotilavuuden muuttuvan ndytekomponentista ja sta-

tionddrifaasista riippuen (kuva 25). Ainoastaan CS16GC (Ca*")-hartsin ja PS-DVB 24M-
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polymeerin kohdalla havaittiin selvé retentiotilavuuden pieneneminen kaikilla komponen-
teilla limpotilan noustessa. CS16GC (Na')-hartsin kohdalla retentiotilavuuden kasvu lim-
potilan noustessa vaikutti olevan yleinen suuntaus, vaikka poikkeuksiakin oli. CA16GC
(Na')-hartsilla niytekomponenttien retentiotilavuus kasvoi 100 °C:een limpotilaan saak-
ka, mutta 125 °C:een lampotilassa komponenttien retentiotilavuus pieneni. CA16GC
(Ca®")-hartsilla havaittiin retentiotilavuuden pienenevin, kunnes 125°C:een limpétilassa
se jilleen kasvoi. CA12GC (Na')-hartsin retentiotilavuuden kasvamisesta tai pienenemi-
sestd ei voida tehdéd johtopéddtoksid mittaustulosten suuren hajonnan johdosta. Poikkea-
vuudet odotetusta kayttdytymisestd johtuivat kolonnin tukkeutumisesta kromatografisten

mittausten kuluessa.

Verrattaessa retentiotilavuuden muutoksia (kuva 25) ja hartsipedin kiyttdytymistd (tau-
lukko XX) lampétilan noustessa, voidaan havaita CS16GC (Ca2+) ja CA16GC (Ca2+)-hart-
seilla komponenttien retentotilavuuden pienenevén ja hartsipedin kutistuvan. Lampdétilan
noustessa CS16GC (Na')- ja CA16GC (Na)-hartsit turposivat ja komponenttien retentio-
tilavuus kasvoi. PS-DVB 24M-polymeerilld havaitaan komponenttien retentiotilavuuden
pienenevin pedin turvotessa. CA12GC (Na')-hartsilla voidaan olettaa komponenttien re-
tentiotilavuuden pienenevén ja hartsin kutistuvan 1ampétilan noustessa. Heikoilla kationin-
vaihtajilla havaitaan yli 100 °C:een ldmpdétiloissa retentiotilavuuden poikkeavan alle 100
°C:ssa havaittavasta kéyttdytymistrendistd. Y1li 100 °C:een ladmpoétilassa havaitaan
CA16GC (Caz+)-hartsilla retentiotilavuuden kasvavan ja CA16GC (Na")-hartsilla retentio-

tilavuuden pienenevan.

Verrattaessa vahvoja kationinvaihtimia CS16GC Na'- ja Ca*"-muodossa voidaan havaita
Ca*"-muotoisen hartsin retentiotilavuuden olevan suurempi kuin Na'-muotoisen hartsin re-
tentiotilavuuden erityisesti alhaisissa limpétiloissa. Ca® -muotoisen hartsin tiedetééin muo-
dostavan komplekseja sokerien ja sokerialkoholien kanssa /48/. Kompleksinmuodostus pa-
rantaa komponenttien erotusta, mutta se myos pidentéd retentioaikaa ja kasvattaa piikin le-
veyttd, jolloin kromatografinen erotus ei valttimattd ole kovin tehokasta. Sokerien ja so-
kerialkoholien piikkien leveys pienenee lampoétilan noustessa. Tama johtuu veden aine-
ominaisuuksien muuttumisesta lampdtilan noustessa, erityisesti veden dielektrisyysvakion
pienenemisestd. Sama ilmid havaitaan myos heikoilla CA12GC- ja CA16GC —kationin-

vaihtimilla. Taulukossa XXVI on esitetty sokerien ja sokerialkoholien retentiojirjestys eri
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lampotiloissa. Mixoosilla tarkoitetaan téssé tydssd arabinoosin, mannnoosin ja ksyloosin 2

p-%:sta liuosta, ja mixolilla sorbitolin, mannitolin ja ksylitolin 5 tai 3 p-%:sta liuosta.
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Lampdatilan vaikutus retentiotilavuuteen. Petikorkeudet vaihtelivat vililld 14,7-28,7 cm
ja petihuokoisuudet valilld 0,38-0,91. Kolonnin halkaisija oli 2,0 cm ja virtausnopeus
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oli 2 mL/min. Sokerialkoholien pitoisuudet olivat 50 g/L. CS16GC (Na')-, CA12GC
(Na")-hartsilla ja PS-DVB 24M-polymeerilla, sekd 30 g/L CS16GC (Ca”")-, CA16GC
(Na")-, CA16GC (Ca”*")-hartsilla. Sokerien pitoisuudet olivat 20 g/L kaikilla tutkituilla
staionddrifaaseilla. Naytetilavuus oli 5 mL.

Taulukko XXVI Sokerien ja sokerialkoholien eluutiojirjestys eri stationdérifaaseilla.
CS16GC (Na")
25°C Mixoli > ksylitoli > ksyloosi ~ arabinoosi > mannoosi > sorbitoli # mixoosi > mannitoli
50 °C Mixoli > arabinoosi ~ ksylitoli > sorbitoli > mannoosi > mannitoli
75 °C Mixoosi > mixoli > sorbitoli > arabinoosi > ksylitoli * mannoosi > ksyloosi > mannitoli
100 °C Mixoosi > arabinoosi > ksyloosi > ksylitoli > mannitoli > mannoosi > mixoli > sorbitoli
125°C Arabinoosi > sorbitoli > mixoli > mixoosi > mannitoli > ksyloosi > ksylitoli # mannoosi
150 °C Arabinoosi > mixoli > ksylitoli > mannoosi > mannitoli > ksyloosi > sorbitoli > mixoosi
CS16GC (Ca™)
25°C Mannitoli > ksylitoli > sorbitoli > mixoli
50 °C Sorbitoli > ksylitoli > mixoli > mannitoli
75 °C Sorbitoli > ksylitoli > mixoli > mannitoli
100 °C Ksylitoli ~ sorbitoli > mixoli > mannitoli
125 °C Sorbitoli > ksylitoli > mixoli > mannitoli
150 °C Mixoli > sorbitoli > ksylitoli > mannitoli
175 °C Sorbitoli > ksylitoli > mixoli > mannitoli
CA16GC (NaH)
25°C Mixoosi > arabinoosi > mannoosi ~ ksyloosi ~ mixoosi > mannitoli ~ sorbitoli > ksylitoli >
ramnoosi
75 °C Mannoosi >> arabinoosi > mixoosi > ksylitoli > sorbitoli > ksyloosi > mixoli > mannitoli >
ramnoosi
100 °C Ksyloosi > ksylitoli # mixoosi > arabinoosi > mannoosi > sorbitoli > ramnoosi ~ mixoosi >
mannitoli
125 °C Sorbitoli ~ mixoli > mannoosi > ksylitoli > mannitoli > arabinoosi > ramnoosi > ksyloosi
CA16GC (Ca™
25°C Ksylitoli # mixoosi > ksyloosi > mannoosi ~ arabinoosi > mannitoli > mixoli > sorbitoli >
ramnoosi
75 °C Mannitoli > mixoli ~ sorbitoli > mixoosi ~ ksyloosi > ramnoosi > arabinoosi > ksyloosi >
mannoosi
125°C Mannitoli > ramnoosi > mixoli > ksyloosi > mixoosi > arabinoosi > mannoosi > sorbitoli >
ksylitoli
CA12GC (NaH)
25°C Mannitoli > sorbitoli > ksylitoli
50 °C Ksylitoli >> sorbitoli >> mannitoli
75 °C Mannitoli >> sorbitoli >> ksylitoli

100 °C Mannitoli >> ksylitoli >> sorbitoli
125 °C Sorbitoli > ksylitoli > mannitoli

150 °C Mixoli ~ ksylitoli ~ sorbitoli ~ mannitoli
175 °C Ksylitoli > mixoli > sorbitoli > mannitoli
CS16GC (Na"), toistokoe
75 °C Arabinoosi > ksyloosi > mixo00si > mannoosi > ramnoosi
100 °C Arabinoosi » ramnoosi > mixo00si > ksyloosi # mannoosi
125 °C Mixoosi > ksyloosi > arabinoosi * mannoosi > ramnoosi
PS-DVB 24M
25°C Mannitoli ~ ksylitoli > sorbitoli
50 °C Ksylitoli > mannitoli > sorbitoli
75 °C Ksylitoli ~ mannitoli > sorbitoli
100 °C Sorbitoli > ksylitoli > mannitoli
125 °C Ksylitoli ~ mannitoli > sorbitoli

Tarkasteltaessa eluutiojdrjestystd eri lampdétiloissa (taulukko XXVI ja liite I) havaittiin

sokerien ja sokerialkoholien retentiojarjestyksen muuttuvan ldmpdtilan noustessa.
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Varsinkin 100 °C:een lampdtilassa useimmilla hartseilla tapahtuu muutos eluutiojérjes-
tyksessd. Sokerien eluutiojirjestystd tutkittiin CS16GC (Na')-hartsilla kahdesti 75, 100 ja
125 °C:een lampotiloissa. Toistokokeessa 75 °C:een lampdétilassa eluutiojérjestys oli sama
kuin ensimméiselldkin kerralla, ja ramnoosi sijoittui viimeiseksi. 100 °C:een lampdétilassa
sokerien eluutiojdrjestys oli myoskin sama kuin ensimmaiselldkin kerralla, ja ramnoosi
eluoitui heti ksyloosin jidlkeen. 125 °C:een ldmpétilassa eluutiojérjestys oli poikkeuk-
sellisen: ksyloosi eluoitui ennen arabinoosia, mannoosia ja ramnoosia. Sokerien ja sokeri-
alkoholien seoksen, mixoosin ja mixolin, tulisi eluoitua siitd muodostuneiden komponent-
tien eluutiojdrjestyksen keskivaiheille. Ndin ei kuitenkaan tapahtunut, vaan mixoli ja
mixoosi eluoituivat usein ennen sokeri- ja sokerialkoholikomponentteja. Sen voi selittdd
ndytteensyottdsilmukan suurella néytetilavuudella verrattuna kolonnin petitilavuuteen (n.
6%). My0s komponenttien mittausten toistettavuudesta (taulukko XXV) oli toivomisen

varaa.

Mussalo ja Tiihonen (LTKK, Teknillisen kemian laboratorio) mittasivat ramnoosin,
ksyloosin ja ksylitolin kromatografista erotusta uuden koelaitteiston (kuva 19B ja kuva 21)
avulla tdmén diplomityon kokeiden pédtyttyd. He havaitsivat piikkien kapenevan lampo-
tilan noustessa, mutta komponenttien retentiojirjestyksen sdilyvidn ennallaan l&dmpdtila-

vililld 25-150 °C.

8.3.2 Limpdtilan vaikutus retentiotekijiin

Kuvassa 26 on esitetty retentiotekijdn muutokset eri stationddrifaaseilla lampdtilan nous-
tessa. Ca’ -muotoisen vahvan kationinvaihtimen kompleksinmuodostuskyvyn havaittiin
heikkenevin. Tami nikyy retentiotekijén pienenemiseni limpdtilan noustessa. Ca* -muo-
toisella hartsilla sokerialkoholien retentiotekijan pieneni 25 °C:een ldmpotilasta 150
°C:een limpétilaan jopa noin 1,4 yksikkod. Vastaavasti Na'-muotoisella vahvalla katio-
ninvaihtajalla retentiotekijdn havaittiin keskimédrin hieman kasvavan ldmpdétilan nous-
tessa, noin 0,2 yksikkod. 75 °C:een lampoétilassa havaittiin Na'-muotoisella vahvalla katio-
ninvaihtajalla olevan retentiotekijén paikallinen minimi, jossa komponenttien eluutiojar-
jestys muuttui. Toistokokeessa minimi havaittiin 100 °C:n lampétilassa. Verrattaessa re-
tentiotilavuuden hajontaan (taulukko XXV) voidaan péételld paikallisen minimin johtuvan

mittaustulosten hajonnasta.
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Heikolla Ca”"-muotoisella kationinvaihtimella havaittiin sokerialkoholien retentiotekijan
pienentyvin noin 0,2 yksikkod lampdtilan noustessa 25 °C:eesta 125 °C:een lampdtilaan.
Mannitoli oli poikkeus, sen retentiotekijd kasvoi kyseiselld lampotilavélilld. Vastaavasti
Na'-muotoisella hartsilla havaittiin sorbitolin ja ksylitolin retentiotekijin pienenevin ja
mannitolin retentiotekijédn kasvavan. Tdménkin kéiyttdytymisen voidaan olettaa johtuvan

mittaushajonnasta.

PS-DVB 24M-polymeerilla havaittiin sokerialkoholien retentiotekijén pienenevin 1ampo-
tilan noustessa. Verrattaessa muihin hartseihin havaittiin PS-DVB 24M-polymeerin so-
kerialkoholien retentiotekijdn olevan hyvin pieni. Sokerialkoholit eluoituvat tdlléin hyvin

lahelle retentoitumatonta komponenttia, ja niiden erotus on tehotonta.

Suuret retentiotekijén arvot ilmentévét tehokasta retentoitumista. Retentiotekijdn optimin
katsotaan olevan vililld 1,5-4 /64/. Sekid vahvoilla ettd heikoilla kationinvaihtajilla reten-

tiotekijan arvo jéa alle optimin.

8.3.3 Limpédtilan vaikutus teoreettisen pohjan korkeusekvivalenttiin

Teoreettinen pohjan korkeusekvivalentti (HETP) mahdollistaa erilaisten kromatografisten
kolonnien vertailun (yhtdlo 12). Teoreettinen pohjaluku, kolonnin pituus jaettuna
HETP:lla, kuvaa sellaisen kolonnin pituutta, jossa hartsin ulkopuolisessa liuoksessa oleva
komponentti on tasapainossa hartsin sisdpuolisessa liuoksessa olevan komponentin kanssa
/49/. Kuvasta 27 havaittiin HETP:n pienenevén lampotilan noustessa kaikilla kationinvaih-
tohartseilla. Vertailtaessa eri ionimuotoja havaittiin Ca*"-muotoisten kationinvaihtohart-
sien HETP:n olevan paljon suurempi kuin vastaavien Na'-muotoisten kationinvaihtohart-
sien. Tdmi johtui Ca**-muotoisen kationinvaihtohartsin kompleksinmuodostuksesta soke-
rien ja sokerialkoholien kanssa, jolloin ndytekomponenttien eluutioajat kasvoivat. Talloin
lampdtilan nostaminen paransi sokerien ja sokerialkoholien erotustehokkuutta kationin-
vaihtohartseilla. Vahvojen kationinvaihtohartsien HETP:n havaittiin olevan heikkojen
kationinvaihtohartsien HETP:td suurempi. PS-DVB 24M-polymeerin teoreettisen pohjan

korkeusekvivalentin havaittiin kasvavan ldmp0étilan noustessa.
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Lampdétilan vaikutus retentiotekijin arvoon. Petikorkeudet vaihtelivat vililld 14,7-28,7
cm ja petihuokoisuudet vililld 0,38-0,91. Kolonnin halkaisija oli 2,0 cm ja virtausno-
peus oli 2 mL/min. Sokerialkoholien pitoisuudet olivat 50 g/ CS16GC (Na')-,
CAI12GC (Na")-hartsilla ja PS-DVB 24M-polymeerilla, seki 30 g/L CS16GC (Ca*")-,
CA16GC (Na')-, CA16GC (Ca2+)-hartsilla. Sokerien pitoisuudet olivat 20 g/L kaikilla
tutkituilla staionédrifaaseilla. Néytetilavuus oli 5 mL.
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Léampdtilan vaikutus teoreettisen pohjan korkeusekvivalenttiin (HETP). Petikorkeudet
vaihtelivat vililld 14,7-28,7 cm ja petihuokoisuudet vélilld 0,38-0,91. Kolonnin halkai-
sija oli 2,0 cm ja virtausnopeus oli 2 mL/min. Sokerialkoholien pitoisuudet olivat 50 g/L
CS16GC (Na)-, CA12GC (Na')-hartsilla ja PS-DVB 24M-polymeerilla, sekd 30 g/L
CS16GC (Ca*")-, CA16GC (Na')-, CA16GC (Ca”*")-hartsilla. Sokerien pitoisuudet olivat

20 g/L kaikilla tutkituilla staiondérifaaseilla. Ndytetilavuus oli 5 mL.
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8.3.4 Limpédtilan vaikutus jakaantumisvakioon

Jakaantumisvakio kuvaa komponentin jakautumista stationdérifaasiin ja liikkuvaan faasiin
(yhtdlo (14)). Se on riippuvainen ldmpotilasta, sekd eluentin ja stationdérifaasin ominai-
suuksista /80/. Kuvasta 28 havaittiin ndytekomponenttien jakaantumisvakioiden kasvavan
laimpétilan noustessa CS16GC (Na')- ja CA16GC (Na')-hartseilla. Kuvan 28 tuloksista
havaittiin sokerialkoholien ja sokerien jakaantumisvakion kasvavan yhtd paljon lampétilan
noustessa CS16GC (Na')- ja CA16GC (Na')-hartseilla. CA16GC (Na')-hartsilla havaittiin
jakautumisvakion pienenevin 100 °C:en jélkeen. Tarkasteltaessa CS16GC (Ca®)- ja
CA16GC (Ca*")-hartsia havaittiin sokerialkoholien jakautumisvakion pienenevin lampo-
tilan noustessa. Tdma voidaan padosin selittdd kompleksoituvien komponenttien komplek-
sin muodostuksen heikkenemiseni lampdétilan noustessa. Taulukosta XX havaittiin Ca*'-
muotoisten kationinvaihtimien kutistuvan ldmpétilan noustessa. Téalldin myds hartsin huo-
kostilavuus pienenee, ja ndytekomponenttien konsentraatio huokosissa pienenee. CA16GC
(Ca®")-hartsia tarkasteltaessa havaittiin lisiksi osalla niyteaineista jakaantumisvakion kas-
vavan voimakkaasti 125 °C:en lampoétilassa. Tdméa on hieman ylléttidvai, ja syynd saat-
taakin olla pedin eldminen. Tarkasteltaessa PS-DVB 24M-polymeerid havaittiin soke-

rialkoholien jakautumisvakion pienenevin ldmpdtilan noustessa.
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Lampdtilan vaikutus jakaantumisvakioon. Petikorkeudet vaihtelivat vililla 14,7-28,7
cm ja petihuokoisuudet vililld 0,38-0,91. Kolonnin halkaisija oli 2,0 cm ja virtausno-
peus oli 2 mL/min. Sokerialkoholien pitoisuudet olivat 50 g/L. CS16GC (Na')-,
CAI12GC (Na")-hartsilla ja PS-DVB 24M-polymeerilla, sekd 30 g/L CS16GC (Ca™)-,
CA16GC (Na")-, CA16GC (Ca®")-hartsilla. Sokerien pitoisuudet olivat 20 g/L kaikilla
tutkituilla staionédrifaaseilla. Naytetilavuus oli 5 mL.
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8.3.5 Limpdtilan vaikutus diffuusiokertoimeen

Diffuusioprosessien tunteminen on térkedd ioninvaihtoilmioité tutkittaessa. Ioninvaihtono-
peutta madritettdessd on tunnettava diffuusiomekanismi: joko partikkelin sisdinen diffuu-
sio (geelidiffuusio) tai filmidiffuusio (kuva 29). Hartsin ulkopuolisen liuoksen konsen-
traation ollessa alhainen, noin 0,001 N, liuoksen komponentit diffundoituvat partikkelin
pintafilmiin eli kyseessd on filmidiffuusio. Hartsin ulkopuolisen liuoksen konsentraation
ollessa korkea, noin 0,3 N, ionit diffundoituvat hartsipartikkelin huokosiin ja kyseessd on
partikkelin sisdinen diffuusio. Ioninvaihdossa liuoksessa olevien ionien diffuuusiosta ai-
heutuu sdhkdinen potentiaali, diffuusiopotentiaali, joka toimii diffuusion ajavana voimana
/49/. Diffuusioon vaikuttaa diffundoituvien komponenttien konsentraation lisdksi partik-
kelin huokoisuus, huokosten tortuisiteetti, partikkelikoko, seké diffundoituvien aineiden
luonne ja koko /81/. Kvasihomogeeninen tehollisen diffuusiokertoimen malli ottaa huo-

mioon edelld mainitut diffuusioparametrit (yhtalo 15).
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Kuva 29. Diffuusiomekanismit: filmidiffuusio ja partikkelin sisdinen diffuusio /49/.

Kuvassa 30 on esitetty lampoétilan noston vaikutus diffuusiokertoimen kéyttiytymiseen.
Diffuusiokertoimen havaittiin kasvavan kaikilla funktionalisoiduilla kationinvaihtohart-
seilla lampdotilan vaikutuksesta. Hartsin turvotessa hartsin sisdinen vesimiérd kasvaa ja
komponenttien diffuusio hartsin huokosiin tehostuu. Hartsimatriisin turpoaminen johtuu
veden aineominaisuuksien muuttumisesta ldhemmaiksi orgaanista liuotinta, sekd veden ja
polymeerimatriisin vélisen hydrofobisen vuorovaikutuksen pienentymisestd. Vahvoilla ka-
tioninvaihtajilla havaittiin termisen kayttdytymisen riippuvan ionimuodosta (taulukko
XX): Na'-muotoiset hartsit turpoavat ja Ca> -muotoiset hartsit kutistuvat limpétilaa nos-
tettaessa 25 °C:sta 175 °C:en ldmpdétilaan. Hartsin ristisilloitusasteen kasvattaminen vi-
hentdd turpoamista hartsimatriisin jaykistyessd. Téalloin myds tehollinen diffuusiokerroin
pienenee. Vertailtaessa CS16GC- ja CA16GC-hartsia Na'- ja Ca’"-ionimuodoissa havait-

tiin diffuusiokertoimen olevan suurempi Na'-ionimuodossa. Mys Dorfner /87/ on havain-
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nut saman ilmién Dowexin kationinvaihtimilla: vastaionin valenssin kasvaessa tehollisen
diffuusiokertoimen arvo pienenee. Diffuusiokertoimen havaitaan kuitenkin pienenevén
korkeissa limpétiloissa: CS16GC (Na')-hartsilla 150 °C:een limpétilassa, CS16GC
(Ca2+)-hartsilla 175 °C:een lampétilassa ja CA16GC (Na')-hartsilla 125 °C:een lampoti-
lassa. Tami diffuusiokertoimen pieneneminen johtunee vahvan kationinvaihtohartsin de-
funktionalisoitumista tai vastaionin vaihtumisesta korkeissa lampotiloissa. Heikolla katio-
ninvaihtimella diffuusiokertoimen pienenemisen syyni saattaa olla kemiallinen reaktio:
hartsi katalysoi sokerien browning-ilmidtd. Myds hartsin partikkelikoko vaikuttaa dif-

fuusionopeuteen.
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Kuva 30. Lampotilan vaikutus diffuusiokertoimeen. Petikorkeudet vaihtelivat vilillda 14,7-28,7

cm ja petihuokoisuudet vililld 0,38-0,91. Kolonnin halkaisija oli 2,0 cm ja virtaus-
nopeus oli 2 mL/min. Sokerialkoholien pitoisuudet olivat 50 g/L CS16GC (Na')-,
CAI12GC (Na")-hartsilla ja PS-DVB 24M-polymeerilla, sekd 30 g/L CS16GC (Ca*)-,
CA16GC (Na")-, CA16GC (Ca**)-hartsilla. Sokerien pitoisuudet olivat 20 g/L kaikilla
tutkituilla staiondérifaaseilla. Naiytetilavuus oli 5 mL.Naytetilavuus oli 5 mL.
Keskiméi-raiseksi partikkelikooksi mitattiin CS16GC (Na")-hartsille 342 pm, CS16GC
(Ca™)-hartsille 292 pm, CA16GC (Na")-hartsille 487 um, CA16GC (Ca*")-hartsille
264 pm, CA16GC (Na")-hartsille 275 um ja PS-DVB 24M-polymeerille 748 pm.
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8.3.6 Limpdotilan vaikutus erotustekijiin

Erotustekija on kahden eri komponentin retentiotekijoiden suhde (yhtdlo 17). Erotusteki-
jén suuruuteen vaikuttaa erotettavien komponenttien luonne, kiytetty stationdérifaasi ja
eluentin ominaisuudet. Kun a4 > 1 ioninvaihdin on selektiivisempi komponentille 4 kuin
komponentille B, jolloin komponentti B poistuu kolonnista ennen komponenttia 4. Erotus-

tekija on tarked tekijd vertailtaessa eri hartseilla tapahtuvaa komponenttien erotusta /49/.

Kuvassa 31 on esitetty sokerien ja sokerialkoholien erotustekijén kiyttdytyminen l&mpo-
tilan noustessa. Nopealla yleissilmiykselld havaittiin erotustekijin pienenevén ldmpdtilan
noustessa kaikilla tutkituilla stationdérifaaseilla. Vahvoilla kationinvaihtimilla erotusteki-
ja on laskettu ksylitolin suhteen. CS16GC (Na')-hartsia tarkasteltaessa havaittiin eri kom-
ponenttien retentiotekijéiden huojuvan satunnaisesti ylos ja alas ksylitolin ympérill4, mut-
ta kokonaisuudessaan pysyvin lihes muuttumattomana. Mannitolin havaittiin erottuvan
hyvin 25 ja 50 °C:een ldmpdétiloissa, mutta lampotilan noustessa mannitolin erotustekija
pienenee. Toistokokeesta havaittiin komponenttien erottumisen heikkenevén ldmpdtilan
noustessa. CS16GC (Ca2+)-hartsia tarkasteltaessa havaittiin eri komponenttien erotusteki-
joiden kasvavan vain hieman verrattuna ksylitoliin, ja Idmpdtilan noston ei havaittu paran-
tavan komponenttien erotusta. CS16GC (Ca®")-hartsin erotustekijaa 175 °C:een ja
CS16GC (Na')-hartsin erotustekijia 150 °C:een limpétiloissa ei huomioida, koska erotus-
tekijan kasvun arvellaan johtuvan hartsin ioniryhmén vaihtumisesta tai defunktionalisoitu-
misesta. Heikon CA16GC (Na') —kationinvaihtimen erotustekiji on laskettu arabinoosin
suhteen. Tarkasteltaessa sokerialkoholien erottumista toisistaan havaittiin sen olevan ldhes
mitdtontd. Lampotilan nostaminen ei paranna sokerialkoholien erotusta. Sokereista ram-
noosin havaittiin erotuvan hyvin arabinoosista huoneenldmpdétilassa, mutta l&dmpétilan
noustessa ramnoosin ja arabinoosin erotustekijan arvo pienenee. Lampotilan nostolla ei ole
erotusta parantavaa vaikutusta muidenkaan sokerien kohdalla. CA16GC (Ca2+)—hartsin
erotustekiji on laskettu ksylitolin suhteen. Vastaavalla tavalla kuin Na'-muotoisellakin
heikolla vaihtimella sokerialkoholien ja sokerien erottuminen toisistaan on heikkoa. Huo-
neenldmpdtilassa ramnoosin erottuminen ksyloosista on hyvd mutta lampdtilan noustessa
erotustekijan arvo pienenni. Ristisilloitetun PS-DVB 24M-polymeerin erotustekija on las-
kettu mannitolin suhteen. Kuten hartseilla, myos polymeerilla komponenttien erotustekijé

pieneni ldmpdotilan noustessa.
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Lampdtilan vaikutus erotustekijddn. Petikorkeudet vaihtelivat vélilld 14,7-28,7 cm ja
petihuokoisuudet vililld 0,38-0,91. Kolonnin halkaisija oli 2,0 cm ja virtausnopeus oli
2 mL/min. Sokerialkoholien pitoisuudet olivat 50 g/ CS16GC (Na*)-, CA12GC (Na")-
hartsilla ja PS-DVB 24M-polymeerilla, seki 30 g/L CS16GC (Ca*")-, CA16GC (Na*)-,
CA16GC (Ca2+)-hartsilla. Sokerien pitoisuudet olivat 20 g/L kaikilla tutkituilla sta-
tionddrifaaseilla. Naytetilavuus oli 5 mL.. CS16GC-hartsilla erotustekiji on laskettu
ksylitolin suhteen, CA16GC (Na")—, CS16GC (Na")-hartsin toistokokeella arabinoosin
suhteen, CA16GC (Ca®")-hartsilla ksylitolin suhteen, CA12GC (Na)- ja PS-DVB
24M-hartsilla mannitolin suhteen.
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9 YHTEENVETO

Tyon kirjallisessa osassa kisiteltiin 1dmpdtilan noston vaikutusta veden aineominai-
suuksiin sekd tarkasteltiin ndytekomponenttien ja stationdérifaasien ominaisuuksia. Tyon
kokeellisessa osassa suunniteltiin kromatografinen laitteisto sekd tutkittiin sokerialko-
holien ja sokerien kromatografista erotusta alikriittisen veden avulla ldmpotiloissa 25-175
°C. Lisiksi tutkittiin sokerialkoholien, sokereiden ja stationéérifaasien termistd kestivyyt-
td. Tutkittavina komponentteina olivat sorbitoli, mannitoli, ksylitoli, arabinoosi, mannoosi,
ksyloosi ja ramnoosi. Stationddrifaaseina kdytettiin sekd makrohuokoista funktionalisoi-
matonta PS-DVB —polymeerié ettd vahvaa ja heikkoa DVB:1la ristisilloitettua kationin-

vaihtohartsia sekii Na'- ettid Ca? -muodoissa.

Veden lampdétilan nostaminen vaikutti sekd kromatografisen stationdérifaasin ettd niyte-
komponenttien ominaisuuksiin. Limpdtilan nostaminen muutti veden aineominaisuuksia,
jolloin poolittomien ndytekomponenttien vesiliukoisuus parani. Veden ldmpdtilan nosta-
minen vaikutti myds stationddrifaasien kayttdytymiseen. Vahvoilla kationinvaihtimilla ha-
vaittiin termisten tilavuusmuutosten riippuvan ionimuodosta. Na'-muotoiset hartsit turpo-
sivat ja Ca’"-muotoiset hartsit kutistuivat lampotilan noustessa. Heikoilla kationinvaihti-
milla havaittiin hartsin kutistumista molemmissa ionimuodoissa, mutta Ca*"-muotoisen
hartsin kutistuminen on paljon suurempaa kuin Na'-muotoisen. Hartsin ristisilloitusas-
teella havaittiin olevan vain vihén vaikutusta hartsien tilavuusmuutoksiin l&dmpétilan
noston vaikutuksesta, mutta ionimuodolla vaikutti olevan ratkaiseva merkitys. Myos ainut
tutkittu H' -muotoinen heikko kationinvaihtohartsi kutistui limpétilan vaikutuksesta. Lam-
pokésittelyn vaikutuksen pallosten muotoon ja pallojen sdrkymiseen havaittiin olevan

hyvin pieni.

Néytekomponenttien termistd kestdvyyttd tarkasteltaessa havaittiin sokerialkoholien kes-
tavin paremmin korkeita lampétiloja kuin sokerien. Komponenttien pitoisuuden noustessa
hajoamistuotteiden osuus kasvoi ldhes poikkeuksetta. Lampoétilan noustessa sokerien ja
sokerialkoholien terminen hydrolyysi voimistui ja komponenttien rakenne alkoi hajota.
Sokerialkoholien avoketjuinen rakenne on termisesti stabiilimpi kuin sokerien rengasmuo-
to. Sokerialkoholeista ksylitolin, ja sokereista ramnoosin havaittiin olevan termisesti kaik-
kein kestévimpii. Kromatografiajoissa havaittiin Na -muotoisella heikoilla kationinvaihto-

hartsilla odottamaton kemiallinen ilmié. Lampotilassa 125 °C havaittiin Na'-muotoisen
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heikon kationinvaihtimen hajottavan sokereita ja muodostavan ruskeaa, palavalta sokerilta

haisevaa liuosta.

Kromatografiakokeissa havaittiin tutkittavien komponenttien piikkien kapenevan, hénti-
misen pienenevin, ja piikkien eluoituvan aikaisemmin ldmpoétilan noston vaikutuksesta
riippumatta tutkittavasta stationéddrifaasista. Erityisen selvisti tdmé ilmi6 oli havaittavissa
vahvalla CS16GC—kationinvaihtimella. Verrattaessa vahvoja kationinvaihtimia CS16GC
Na'- ja Ca*"-muodossa havaittiin Ca*"-muotoisen hartsin retentiotilavuuden olevan suu-
rempi kuin Na'-muotoisen hartsin retentiotilavuuden erityisesti alhaisissa lampétiloissa.
Ca’"-muotoisen hartsin tiedettiin muodostavan komplekseja sokerien ja sokerialkoholien
kanssa /49/. Kompleksinmuodostus parantaa komponenttien erotusta, mutta se myds pi-
dentdd retentioaikaa ja kasvattaa piikin leveyttd, jolloin kromatografinen erotus ei valtta-

madttd ole kovin tehokasta.

Tarkasteltaessa lahemmin ldmpdtilan noston vaikutusta kromatografisiin parametreihin
havaittiin HETP:n pienenevin kaikilla kationinvaihtohartseilla. Vertailtaessa eri ionimuo-
toja havaittiin Ca”*"-muotoisten kationinvaihtohartsien HETP:n olevan paljon suurempi
kuin vastaavien Na'-muotoisten kationinvaihtohartsien. Tdmi johtui Ca*"-muotoisen ka-
tioninvaihtohartsin edelld mainitusta kompleksinmuodostuksesta sokerien ja sokerialkoho-
lien kanssa. Ndytekomponenttien jakaantumisvakion havaittiin kasvavan lampétilan nous-
tessa CS16GC (Na')- ja CA16GC (Na')-hartseilla. Tarkasteltaessa CS16GC (Ca2+)- ja
CA16GC (Ca*")-hartseja havaittiin sokerialkoholien jakautumisvakion pienenevén lampd-
tilan noustessa. Mitattu diffuusiokerroin kasvoi kaikilla funktionalisoiduilla kationinvaih-
tohartseilla 1ampd6tilan noustessa. Erotustekijé pieneni lampotilan noustessa kaikilla tutki-
tuilla stationddrifaaseilla. Ainostaan ramnoosin erottuminen huoneenldmpdtilassa
CA16GC (Na")- ja CA16GC (Ca2+)—kationinvaihtimilla havaittiin olevan tehokasta, mutta

lampdtilan noustessa ramnoosin erottuminen muista komponenteista heikkeni.

Téassd tydssd oli erityisen tdrkedd havaita stationdérifaasin ja ndytekomponenttien ter-
misen kestdvyyden maddritys ennen kromatografisia kokeita. Erotuksen paranemisesta ei
voi tdmén tutkimuksen perusteella tehdé sitovia johtopéddtoksid, koska kromatografisten
ajojen toistettavuus oli huono. Téstd syystd tdmén diplomityon kromatografiset tulokset
kuvaavat vain ilmi6ta: lampdtilan noustessa aikaansaatua sokeri- ja sokerialkoholipiikkien

terdvoitymistd. Muista kromatografisista parametreista tehdyt johtopaitokset ovat 1dhinna
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suuntaa-antavia. Uudella alikriittisen veden laitteistolla tehdyt kromatografiset mittaukset
ovat paremmin toistettavia ja verrattaessa tdssd tydssd saatuihin mittaustuloksiin ne ovat
hyvin samansuuntaisia. Alikriittinen kromatografia on tdysin varteenotettava erotusmene-

telmé, kun komponenttien ja stationddrifaasien terminen kéyttdytyminen tunnetaan.
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Liite I: 1, (20)
NAYTEKOMPONENTTIEN KROMATOGRAMMIT

Tyon kokeellisessa osassa tutkittiin sokerialkoholien ja sokerien kromatografista erotusta alikriittisen veden
avulla lampétiloissa 25-175 °C. Kromatografia-ajoissa tutkittiin sokerialkoholeista sorbitolia, mannitolia ja
ksylitolia, sekd sokereista arabinoosia, mannoosia ja ksyloosia. Stationdérifaaseina kéytettiin vahvoja katio-
ninvaihtimia (CS16GC (Na") ja CS16GC (Ca’")), heikkoja kationinvaihtohartseja (CA12GC (Na"),
CA16GC (Na") ja CA16GC (Ca’")), seki makrohuokoista polymeerié (PS-DVB 24M). Vahvat hartsit olivat
polystyreeni-divinyylibentseeni runkoisia ja heikot hartsit DVB:114 ristisilloitettuja akryylihartseja. Petikor-
keudet vaihtelivat vililld 14,7-27,8 cm ja petihuokoisuudet vililld 0,38-0,70. Kolonnin halkaisija oli 2,0 cm
ja virtausnopeus oli 2 mL/min. Néyteaineiden pitoisuudet olivat 50, 30 ja 20 g/L. Naytteensyottosilmukan
tilavuus oli 5 mL. Kuvissa 1-7 on esittetty sokerialkoholien ja sokerien eluutiotilavuuksien muutokset 1am-
potilan noustessa eri stationddrifaaseilla. Kuvissa 8-14 on sokerialkoholien ja sokerien eluutiotilavuuden
muutokset ldmp6tilan noustessa eri komponenteilla. Taulukoissa I-VI on kromatogrammeista lasketut soke-
rien ja sokerialkoholien kromatografiset parametrit eri stationddrifaaseille.
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Kuva 1. Lampdatilan noston vaikutus sokerialkoholien ja sokerien eluutiotilavuuden muutok-

siin, kun stationddrifaasina oli CS16GC (Na")-hartsi. Kromatografiakokeissa tutkitut

komponentit olivat: @ sorbitoli, m mannitoli, A ksylitoli, arabinoosi, ¢ mannoosi ja
e ksyloosi. Petikorkeudet vaihtelivat vililld 26,8-27,8 cm ja petihuokoisuudet
vililld 0,38-0,40. Kolonnin halkaisija oli 2,0 cm ja virtausnopeus oli 2 mL/min.
Naytteen-syottosilmukan tilavuus oli 5 mL. Néyteaineiden pitoisuudet olivat 50 ja 20
g/L.
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Lampdtilan noston vaikutus sokerialkoholien eluutiotilavuuden muutoksiin, kun sta-
tionddrifaasina oli CS16GC (Ca")-hartsi. Kromatografiakokeissa tutkitut komponentit

olivat: @ sorbitoli, M mannitoli ja A ksylitoli. Petikorkeudet vaihtelivat valilla 25,1
27,1 cm ja petihuokoisuudet vililld 0,41-0,63. Kolonnin halkaisija oli 2,0 cm ja
virtausnopeus oli 2 mL/min. Néytteensyottésilmukan tilavuus oli 5 mL. Néyteaineiden

pitoisuudet olivat 50 ja 30 g/L.
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Kuva 4.
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Lampdatilan noston vaikutus sokerialkoholien ja sokerien eluutiotilavuuden muutok-
siin, kun stationéérifaasina oli CA16GC (Ca”")-hartsi. Kromatografiakokeissa tut-

kitut komponentit olivat: @ sorbitoli, ® mannitoli, A ksylitoli, ~arabinoosi, ¢ man-
noosi, ® ksyloosi, °ramnoosi. Petikorkeudet vaihtelivat vililld 14,7-20,8 cm ja peti-
huokoisuudet vililld 0,76-0,91. Kolonnin halkaisija oli 2,0 cm ja virtausnopeus oli 2

mL/min. Néytteensyottosilmukan tilavuus oli 5 mL Néyteaineiden pitoisuudet olivat
30ja20 g/L.
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Lampdtilan noston vaikutus sokerialkoholien eluutiotilavuuden muutoksiin, kun sta-
tionagrifaasina oli CA12GC (Na')-hartsi. Kromatografiakokeissa tutkitut kompo-

nentit olivat: @ sorbitoli, M mannitoli ja A ksylitoli. Petikorkeudet vaihtelivat vélilla
23,2-26,7 cm ja petihuokoisuudet vililld 0,44-0,70. Kolonnin halkaisija oli 2,0 cm ja
virtausnopeus oli 2 mL/min. Néytteensyottosilmukan tilavuus oli 5 mL Néyteainei-

den pitoisuudet olivat 50 g/L.
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uva 6. ampotilan noston vaikutus sokerien eluutiotilavuuden muutoksiin, kun stationdri-
Kuva 6 Lampotil it kut k luutiotil d toks kun stat

faasina oli CS16GC (Na')-hartsi (toistokoe). Kromatografiakokeissa tutkitut kompo-
nentit olivat:  arabinoosi, ¢ mannoosi, ® ksyloosi ja °®ramnoosi. Petikorkeus oli
28,7 cm, ja petihuokoisuus oli 0,40. Kolonnin halkaisija oli 2,0 cm ja virtausnopeus

oli 2 mL/min. Naytteensyottosilmukan tilavuus oli 5 mL. Niayteaineiden pitoisuudet
olivat 20 g/L.



Liite I: 7, (20)

%0 259¢c| ¥ 50 °C
25 jﬁ\;i 25
A £
e A
o - & 20 A &
3 Iz :
. 15 s en 15 H
° N A 5
10 = o s
] e °% 10 A -
L '3
5 = 5
i
0 ‘ ‘ 0
30 7500 | 307 100 °C
25 25
X .'N
20 20 :
o ] Nos
IRTE s Tﬁ 15 1 B
)
10 é‘ 10 = ks
o
- )
5 i 5 ;
0 ‘ ‘ . ‘ 0
%7 1250c| ] 150 °C
25 25
20 20
2 )
. 15 4 15
[§) .‘ ;A
10 ; 10
a & ":'.
5 0. 5 'iA -.l.‘ .
J ¢ “aigs
0 . ; ; ; ; 0 ‘.-.‘ . . . f“‘_ PP
% 0 20 40 60 80 100 120
o]
175°C V., mL
25
20
o
(o]
G 151
10 v,
L ]
5 :AAAAAA AAA...
L § s
..-" A%“*
0 ‘
0 20 40 60 80 100 120
V, mL
Kuva 7. Lampdatilan noston vaikutus sokerialkoholien eluutiotilavuuden muutoksiin, kun sta-

tionddrifaasina oli PS-DVB 24M-polymeeri. Kromatografia-kokeissa tutkitut

komponentit olivat: @ sorbitoli, M mannitoli ja A ksylitoli. Petikorkeus oli 26,7 cm,
ja petihuokoisuus oli 0,53. Kolonnin halkaisija oli 2,0 cm ja virtausnopeus oli 2
mL/min. Néytteensyottdsilmukan tilavuus oli 5 mL. Néyteaineiden pitoisuudet olivat
50 g/L.
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Sorbitoli. Sydttopitoisuus oli makrohuokoisen polymeerin kohdalla 100 g/L akryyli- ja
Ca’"-muotoisen hartsin kohdalla 50 g/L ja Na" -muotoisen hartsin kohdalla 30 g/L.
Petikorkeudet vaihtelivat vililld 14,7-27,8 cm ja petihuokoisuudet vélilld 0,38-0,70.
Kolonnin halkaisija oli 2,0 cm ja virtausnopeus oli 2 mL/min. Naytteensy6ttosilmukan
tilavuus oli 5 mL. Kuvia tulkitessa tulee huomioida hartsipedin eldminen ldmpétilan
vaikutuksesta. Kuvan virit vastaavat seuraavia lampétiloja: 25 °C musta, 50 °C
punainen, 75 °C vihred, 100 °C keltainen, 125°C tummansininen, 150 °C vaalean-

punainen ja 175°C vaaleansininen.
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Mannitoli. Sy6ttdpitoisuus oli makrohuokoisen polymeerin kohdalla 100 g/L, akryyli-
ja Ca**-muotoisen hartsin kohdalla 50 g/L ja Na" -muotoisen hartsin kohdalla 30 g/L.
Petikorkeudet vaihtelivat vililld 14,7-27,8 cm ja petihuokoisuudet vélilld 0,38-0,70.
Kolonnin halkaisija oli 2,0 cm ja virtausnopeus oli 2 mL/min. Néytteensy6ttosilmukan
tilavuus oli 5 mL. Kuvia tulkitessa tulee huomioida hartsipedin eldminen lampdétilan

vaikutuksesta. Kuvan virit vastaavat seuraavia lampdétiloja: 25 °C musta,

50 °C

punainen, 75 °C vihred, 100 °C keltainen, 125°C tummansininen, 150 °C vaalean-
punainen ja 175°C vaaleansininen.
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Ksylitoli. Sydttopitoisuus oli makrohuokoisen polymeerin kohdalla 100 g/L akryyli- ja
Ca”"-muotoisen hartsin kohdalla 50 g/L ja Na" -muotoisen hartsin kohdalla 30 g/L.
Petikorkeudet vaihtelivat vililld 14,7-27,8 cm ja petihuokoisuudet vélilld 0,38-0,70.
Kolonnin halkaisija oli 2,0 cm ja virtausnopeus oli 2 mL/min. Naytteensyottosilmukan
tilavuus oli 5 mL. Kuvia tulkitessa tulee huomioida hartsipedin eldminen ldmpétilan
vaikutuksesta. Kuvan virit vastaavat seuraavia lampdétiloja: 25 °C musta, 50 °C
punainen, 75 °C vihred, 100 °C keltainen, 125°C tummansininen, 150 °C vaalean-
punainen ja 175°C vaaleansininen.
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Kuva 11. Arabinoosi. Syottopitoisuus oli 20 g/L. Petikorkeudet vaihtelivat vililld 14,7-27,8 cm

ja petihuokoisuudet vililld 0,38-0,70. Kolonnin halkaisija oli 2,0 cm ja virtausnopeus
oli 2 mL/min. Néytteensyottdsilmukan tilavuus oli 5 mL. Kuvia tulkitessa tulee
huomioida hartsipedin eléminen ldmpétilan vaikutuksesta. Kuvan virit vastaavat
seuraavia lampétiloja: 25 °C musta, 50 °C punainen, 75 °C vihred, 100 °C keltainen,
125°C tummansininen, 150 °C vaaleanpunainen ja 175°C vaaleansininen.
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Kuva 12. Mannoosi. Sy6ttopitoisuus oli 20 g/L. Petikorkeudet vaihtelivat vélilld 14,7-27,8 cm ja

petihuokoisuudet vililld 0,38-0,70. Kolonnin halkaisija oli 2,0 cm ja virtausnopeus oli
2 mL/min. Néytteensyottosilmukan tilavuus oli 5 mL. Kuvia tulkitessa tulee huomioida
hartsipedin eldminen ldmpétilan vaikutuksesta.  Kuvan virit vastaavat seuraavia
lampétiloja: 25 °C musta, 50 °C punainen, 75 °C vihred, 100 °C keltainen, 125°C
tummansininen, 150 °C vaaleanpunainen ja 175°C vaaleansininen.
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Kuva 13. Ksyloosi. Sydttopitoisuus oli 20 g/L. Petikorkeudet vaihtelivat vililld 14,7-27,8 cm ja

petihuokoisuudet vililld 0,38-0,70. Kolonnin halkaisija oli 2,0 cm ja virtausnopeus oli
2 mL/min. Néytteensyottosilmukan tilavuus oli 5 mL. Kuvia tulkitessa tulee huomioida
hartsipedin eldminen ldmpétilan vaikutuksesta.  Kuvan virit vastaavat seuraavia
lampétiloja: 25 °C musta, 50 °C punainen, 75 °C vihred, 100 °C keltainen, 125°C
tummansininen, 150 °C vaaleanpunainen ja 175°C vaaleansininen.
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Kuva 14. Ramnoosi. Sydttdpitoisuus oli 20 g/L. Petikorkeudet vaihtelivat vélilld 14,7-27,8 cm ja

petihuokoisuudet vililld 0,38-0,70. Kolonnin halkaisija oli 2,0 cm ja virtausnopeus oli
2 mL/min. Néytteensyottosilmukan tilavuus oli 5 mL. Kuvia tulkitessa tulee huomioida
hartsipedin eldminen ldmpdtilan  vaikutuksesta. Kuvan virit vastaavat seuraavia
lampétiloja: 25 °C musta, 50 °C punainen, 75 °C vihred, 100 °C keltainen, 125°C
tummansininen, 150 °C vaaleanpunainen ja 175°C vaaleansininen.

Taulukoissa I-VI on kromatogrammeista lasketut sokerialkoholien ja sokerien kromatografiset parametrit eri
lampdtiloissa, kun stationdérifaaseina kdytettiin Finex:in CS16GC (Nat)-, CS16GC (Ca2+)-, CA16GC
(Na+)-, CA16GC (Ca2+)-, CA12GC (Na+)-kationinvaihtohartseja, sekd PS-DVB 24M-polymeerié.



Taulukko I

Sokerialkoholien ja sokerien kromatografiset parametrit eri limpétiloissa CS16GC (Na*)-hartsilla. Resoluutio

ja erotustekijd laskettiin ksylitolin suhteen.
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Retentiotilavuus (V,.), mL

T, °C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli Arabinoosi Mannoosi Ksyloosi
25 55,6 49,4 62,1 59,4 58,6 59,8
50 56,2 50,2 63,4 63,5 55,0
75 59,9 54,4 58,5 59,1 56,9 57,2
100 55,8 59,3 61,9 66,0 57,5 67,8
125 70,2 63,8 59,5 72,3 59,2 62,0
150 60,2 63,0 70,5 78,5 65,7 62,2
Retentiotekija (k), -
T, °C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli Arabinoosi Mannoosi Ksyloosi
25 0,58 0,40 0,76 0,69 0,66 0,70
50 0,59 0,42 0,79 0,79 0,55
75 0,35 0,23 0,32 0,34 0,29 0,29
100 0,57 0,67 0,74 0,85 0,62 0,90
125 0,79 0,62 0,51 0,84 0,51 0,58
150 0,69 0,77 0,98 1,20 0,85 0,75
Teoreettisen pohjan korkeusekvivalentti (HETP), mm
T, °C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli Arabinoosi Mannoosi Ksyloosi
25 0,52 0,57 0,43 1,06 0,87 0,60
50 0,53 0,56 0,42 0,26 0,35
75 0,16 0,16 0,17 0,21 0,20 0,18
100 0,16 0,13 0,12 0,23 0,27 0,18
125 0,06 0,07 0,11 0,08 0,12 0,09
150 0,10 0,09 0,08 0,10 0,13 0,17
Piikin kannan leveys (w;), mL
T, °C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli Arabinoosi Mannoosi Ksyloosi
25 31,0 28,8 31,3 46,8 42,1 35,6
50 31,6 29,0 31,7 24,8 25,2
75 18,3 16,7 18,5 20,3 19,3 18,6
100 16,7 16,1 16,0 24,0 22,8 21,8
125 13,5 13,2 14,8 15,2 15,4 14,4
150 14,4 14,1 14,9 18,9 18,0 19,7
Jakautumisvakio (K), -
T, °C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli Arabinoosi Mannoosi Ksyloosi
25 0,40 0,28 0,52 0,47 0,45 0,48
50 0,41 0,29 0,55 0,55 0,38
75 0,34 0,22 0,31 0,33 0,28 0,28
100 0,37 0,44 0,49 0,56 0,40 0,59
125 0,61 0,49 0,40 0,65 0,39 0,45
150 0,45 0,51 0,64 0,79 0,56 0,49
Diffusiokerroin (D), m’s™
T,°C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli Arabinoosi Mannoosi Ksyloosi
25 0,46-10" 37,110 59,2:10" 24,5-10"2 29,1-10"2 44,5.10"2
50 44,6-10" 37,9-10" 60-107"2 101-10"2 67,4-10"2
75 109-10"2 85,8-10"2 95,7-107" 81,4-10"2 77,8-107"2 86,6-1072
100 172-102 218-10™" 246-10™" 116-10™" 93,4-10"2 153-10™"2
125 434.107"2 362:10"2 225102 347.1012 2041012 273-10"2
150 297-10" 343-10" 387-10" 279-10™" 217-10" 156-10™"
Resoluutio (R), -
T, °C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli Arabinoosi Mannoosi Ksyloosi
25 0,21 0,42 0 0,07 0,09 0,07
50 0,23 0,44 0 -0,00 0,30
75 -0,08 0,23 0 -0,03 0,08 0,07
100 0,37 0,16 0 -0,20 0,23 -0,31
125 -0,75 -0,31 0 -0,85 0,02 -0,17
150 0,70 0,51 0 -0,48 0,29 0,48
Erotustekiji (), -
T, °C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli Arabinoosi Mannoosi Ksyloosi
25 1,31 1,89 1 1,11 1,15 1,09
50 1,35 1,90 1 1,00 1,43
75 0,91 1,40 1 0,96 1,12 1,10
100 1,30 1,11 1 0,87 1,20 0,82
125 0,65 0,82 1 0,61 1,02 0,89
150 1,41 1,27 1 0,81 1,16 1,31
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Taulukko II Sokerialkoholien ja sokerien retentiotilavuus eri limpotiloissa CS16GC (Ca>")-hartsilla. Resoluutio ja
erotustekija laskettiin ksylitolin suhteen.

Retentiotilavuus (V,,), mL

T, °C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli
25 110,1 131,0 114,2
50 100,3 84,8 97,3
75 89,6 76,0 87,3
100 80,2 70,4 80,4
125 76,2 67,5 74,8
150 70,4 65,9 68,8
175 75,2 63,0 72,3

Retentiotekija (k), -

T, °C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli
25 1,87 1,91 1,97
50 1,63 1,23 1,55
75 1,30 0,95 1,24
100 1,18 0,91 1,19
125 1,00 0,78 0,97
150 0,96 0,83 0,92
175 0,79 0,38 0,69

Teoreettisen pohjan korkeusekvivalentti (HETP), mm

T, °C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli
25 2,10 2,71 1,91
50 1,20 1,17 1,34
75 0,65 0,60 0,50
100 0,42 0,38 0,32
125 0,28 0,29 0,24
150 0,21 0,21 0,22
175 0,14 0,17 0,13

Piikin kannan leveys (w;), mL

T, °C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli
25 122 135 121
50 83,9 70,3 86,3
75 55,7 45,1 47,3
100 40,6 33,8 35,4
125 31,5 28,3 28,8
150 25,7 24,0 26,0
175 22,5 20,8 20,8

Jakautumisvakio (K), -

T, °C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli
25 1,46 1,49 1,54
50 1,26 0,94 1,19
75 1,04 0,76 0,99
100 0,89 0,69 0,90
125 0,80 0,62 0,78
150 0,76 0,66 0,72
175 0,79 0,38 0,69

Diffusiokerroin (D), m’s™

T,°C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli
25 8,02:1072 15,3-1012 7,84-107"2
50 14,2-10"2 14,4-10"2 12,2-10"
75 25,1-10"2 28,1-107"2 33,2-10"
100 40,7-10"2 46,0-10"2 54,1-102
125 60,2-10™" 58,2-10™ 70,2:107"2
150 83,7-107"2 84,5-107"2 77,7-10"2
175 74,0-102 42,3-10™" 77,0102

Resoluutio (R), -

T, °C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli
25 0,03 -0,13 0
50 -0,04 0,16 0
75 -0,05 0,24 0
100 0,01 0,29 0
125 -0,04 0,26 0
150 -0,06 0,12 0
175 -0,13 0,45 0

Erotustekija (o), -

T,°C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli
25 1,06 1,03 1
50 0,95 1,27 1
75 0,95 1,30 1
100 1,00 1,30 1
125 0,96 1,25 1
150 0,95 1,10 1
175 0,88 1,84 1
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Taulukko III Sokerialkoholien ja sokerien retentiotilavuus eri limpdtiloissa CA16GC (Na")-hartsilla. Resoluutio ja

erotustekija laskettiin arabinoosiin perustuen.

Retentiotilavuus (V,,), mL

T, °C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli Arabinoosi Mannoosi Ksyloosi Ramnoosi
25 55,4 55,8 54,7 60,9 59,0 58,9 47,2
75 58,6 56,1 62,2 66,1 83,4 57,9 55,9
100 61,8 60,0 66,3 65,0 62,5 68,5 61,2
125 60,9 55,0 56,4 50,1 57,7 46,5 47,1
Retentiotekija (k), -
T, °C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli Arabinoosi Mannoosi Ksyloosi Ramnoosi
25 0,58 0,60 0,56 0,74 0,68 0,68 0,35
75 0,62 0,55 0,72 0,82 0,97 0,60 0,54
100 0,81 0,77 0,94 0,90 0,83 1,00 0,79
125 0,74 0,57 0,61 0,43 0,65 0,33 0,34
Teoreettisen pohjan korkeusekvivalentti (HETP), mm
T, °C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli Arabinoosi Mannoosi Ksyloosi Ramnoosi
25 0,57 0,53 0,47 0,43 0,56 0,40 0,42
75 0,24 0,16 0,12 0,21 0,44 0,16 0,21
100 0,11 0,10 0,08 0,12 0,12 0,13 0,08
125 0,11 0,11 0,12 0,48 0,31 0,42 0,24
Piikin kannan leveys (w;), mL
T, °C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli Arabinoosi Mannoosi Ksyloosi Ramnoosi
25 32,2 31,3 29,0 30,8 34,1 28,8 23,5
75 22,2 17,1 16,5 23,4 36,4 17,9 19,8
100 15,7 14,7 14,7 17,6 17,3 19,2 13,3
125 15,7 14,7 15,2 27,3 25,5 24,0 18,4
Jakautumisvakio (K), -
T, °C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli Arabinoosi Mannoosi Ksyloosi Ramnoosi
25 0,39 0,40 0,38 0,50 0,46 0,46 0,24
75 0,44 0,39 0,52 0,59 0,70 0,43 0,39
100 0,55 0,53 0,64 0,61 0,56 0,68 0,54
125 0,55 0,42 0,45 0,32 0,48 0,24 0,26
Diffusiokerroin (D), m’s!
T, °C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli Arabinoosi Mannoosi Ksyloosi Ramnoosi
25 85,6-10"2 93,3-10"2 103-10"2 119-10" 89,6-107"2 127-10" 99,3-107"2
75 206-10"2 322-10™" 464-10" 246-10™"2 237-10" 319-10" 239-10™"2
100 546102 614-10"2 7381012 470-107" 454.107"2 429-107"? 7961072
125 515-10"2 459.10™" 45410 91,9-10" 155-10™"2 89,5102 168-10"2
Resoluutio (R), -
T, °C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli Arabinoosi Mannoosi Ksyloosi Ramnoosi
25 0,18 0,16 0,21 0 0,06 0,07 0,51
75 0,33 0,60 0,23 0 -0,66 0,47 0,56
100 0,19 0,27 -0,08 0 0,14 -0,19 0,25
125 -0,50 -0,23 -0,30 0 -0,29 0,14 0,13
Erotustekiji (), -
T, °C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli Arabinoosi Mannoosi Ksyloosi Ramnoosi
25 1,27 1,24 1,32 1 1,08 1,08 2,13
75 1,33 1,50 1,15 1 0,85 1,37 1,51
100 1,12 1,17 0,96 1 1,09 0,90 1,14
125 0,58 0,76 0,71 1 0,67 1,31 1,25
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Taulukko IV Sokerialkoholien ja sokerien retentiotilavuus eri limpotiloissa CA16GC (Ca*")-hartsilla. Resoluutio ja
erotustekija laskettiin ksylitolin suhteen.

Retentiotilavuus (V,,), mL

T, °C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli Arabinoosi Mannoosi Ksyloosi Ramnoosi
25 69,1 71,3 77,7 72,9 72,9 76,2 62,7
75 57,6 60,3 54,4 48,0 44,4 45,1 51,2
125 48,2 63,8 46,5 50,5 48,5 54,6 60,0
Retentiotekija (k), -
T, °C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli Arabinoosi Mannoosi Ksyloosi Ramnoosi
25 0,329408 0,37022 0,494732 0,401311 0,40182 0,465402 0,206684
75 0,357668 0,423223 0,282873 0,131834 0,046948 0,063435 0,206469
125 0,081812 0,431463 0,042471 0,132486 0,088184 0,224947 0,345273
Teoreettisen pohjan korkeusekvivalentti (HETP), mm
T, °C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli Arabinoosi Mannoosi Ksyloosi Ramnoosi
25 1,118112 0,846401 0,724441 0,944624 0,418138 0,396859 0,590584
75 0,420418 0,288585 0,616198 0,385768 0,469096 0,439198 0,310467
125 0,315868 0,18869 0,373841 0,276942 0,312665 0,208919 0,169687
Piikin kannan leveys (w;), mL
T, °C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli Arabinoosi Mannoosi Ksyloosi Ramnoosi
25 64,0272 57,18624 58,00416 61,90697 41,1546 42,03165 41,91285
75 36,40583 31,56336 41,22216 29,08198 29,56016 29,04921 27,76864
125 28,23444 28,89925 29,59157 27,65044 28,07448 25,8354 25,75278
Jakautumisvakio (K), -
T, °C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli Arabinoosi Mannoosi Ksyloosi Ramnoosi
25 1,08104 1,214976 1,623593 1,317009 1,31868 1,527341 0,678288
75 1,17753 1,393353 0,931286 0,43403 0,154565 0,208844 0,679745
125 0,894003 4,714851 0,464102 1,447748 0,963634 2,458132 3,773003
Diffusiokerroin (D), m’s™
T, °C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli Arabinoosi Mannoosi Ksyloosi Ramnoosi
25 5,23-10" 7,69-102 9,58-107" 6,92-107" 16,2-107" 17,5-10"2 8,14-10"2
75 15,1102 24,1.10" 9,77-10" 8,72:10" 3,13-10"2 421.10" 15,3-1012
125 5,90-10"2 29,9-10"2 2,73-102 10,1-10"2 6,93-10"2 20,5-10"2 30,5-102
Resoluutio (R), -
T, °C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli Arabinoosi Mannoosi Ksyloosi Ramnoosi
25 0,14 0,11 0 0,08 0,10 0,03 0,30
75 -0,08 -0,16 0 0,18 0,28 0,26 0,09
125 -0,06 -0,59 0 -0,14 -0,07 -0,29 -0,49
Erotustekiji (a), -
T, °C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli Arabinoosi Mannoosi Ksyloosi Ramnoosi
25 1,50 1,34 1 1,23 1,23 1,06 2,39
75 0,79 0,67 1 2,15 6,03 4,46 1,37

125 0,52 0,10 1 0,32 0,48 0,19 0,12
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Taulukko V Sokerialkoholien ja sokerien retentiotilavuus eri limpétiloissa CA12GC (Na")-hartsilla. Resoluutio ja
erotustekija laskettiin mannitolin suhteen.

Retentiotilavuus (V,,), mL

T, °C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli
25 122 126 124
50 101 75,2 167
75 179 183 117
100 71,0 146 92,0
125 65,4 63,8 64,4
150 63,6 63,2 64,0
175 65,6 63,8 66,6

Retentiotekija (k), -

T, °C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli
25 0,61 0,67 0,63
50 0,68 0,25 1,78
75 1,26 1,31 0,48
100 0 0,48 0
125 1,01 0,96 0,98
150 0,00 0 0,10
175 0,69 0,63 0,72

Teoreettisen pohjan korkeusekvivalentti (HETP), mm

T, °C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli
25 0,19 0,20 0,19
50 0,42 0,16 0,10
75 0,11 0,18 0,09
100 0,07 0,10 0,11
125 0,08 0,06 0,06
150 0,05 0,05 0,05
175 0,05 0,05 0,05

Piikin kannan leveys (w;), mL

T, °C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli
25 41,1 43,7 41,7
50 48,7 23,5 41,1
75 46,0 48,2 26,7
100 14,7 34,1 19,9
125 15,4 13,5 13,5
150 11,9 11,9 11,9
175 12,2 11,9 12,3

Jakautumisvakio (K), -

T, °C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli
25 4,39 4,79 4,51
50 1,54 0,58 4,03
75 13,6 14,1 5,18
100 2,25 0 3,22
125 0,77 0,73 0,74
150 0,02 0 0,049
175 0,69 0,62 0,72

Diffusiokerroin (D), m’s™

T, °C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli
25 38,6-10-12 37,1-10-12 38,5-10-12
50 26,3-10-12 37,3-10-12 90,0-10-12
75 66,2-10-12 62,8-10-12 79,8-10-12
100 0 73,7-10-12 0
125 244.10-12 290-10-12 294-10-12
150 2,15-10-12 0 6,91-10-12
175 253-10-12 245-10-12 259-10-12

Resoluutio (R), -

T, °C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli
25 0,20 0 0,07
50 -0,71 0 -2,82
75 0,08 0 1,75
100 3,06 0 1,99
125 -0,11 0 -0,05
150 -0,04 0 -0,07
175 -0,15 0 -0,23

Erotustekiji (a), -

T,°C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli
25 1,09 1 1,06
50 0,37 1 0,14
75 1,04 1 2,72
100 -1,70 1 -1,19
125 0,95 1 0,98
150 -1,09 1 -0,37
175 0,91 1 0,87
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Taulukko VI Sokerialkoholien ja sokerien retentiotilavuus eri lampdétiloissa PS-DVB 24M-polymeerilla. Resoluutio ja
erotustekijé laskettiin mannitoliin perustuen.

Retentiotilavuus (V,,), mL

T, °C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli
25 47,6 50,3 50,1
50 47,7 49,2 49,8
75 46,5 47,1 47,2
100 45,8 44,1 45,4
125 443 44,9 45,1
150 58,9 56,2 54,3
175 51,5 51,3 50,0

Retentiotekija (k), -

T, °C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli
25 0,08 0,14 0,14
50 0,07 0,10 0,11
75 0,04 0,06 0,06
100 0,01 0,00 0,01
125 0,00 0,00 0,00
150 0,67 0,59 0,54
175 0,33 0,32 0,30

Teoreettisen pohjan korkeusekvivalentti (HETP), mm

T,°C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli
25 0,43 0,80 0,63
50 0,89 0,78 0,72
75 0,98 0,95 0,86
100 1,08 1,16 1,06
125 1,23 1,07 1,10
150 1,61 1,49 1,42
175 1,34 1,32 1,29

Piikin kannan leveys (w;), mL

T,°C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli
25 24,1 34,7 30,8
50 34,8 33,6 32,7
75 35,6 35,5 33,7
100 36,8 36,7 36,2
125 37,7 36,0 36,6
150 57,8 53,1 50,2
175 46,3 45,6 44,1

Jakautumisvakio (K), -

T, °C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli
25 0,08 0,15 0,14
50 0,07 0,11 0,12
75 0,05 0,06 0,06
100 0,01 0,00 0,01
125 0,00 0,00 0,00
150 0,46 0,41 0,37
175 0,33 0,32 0,30

Diffusiokerroin (D), m’s™

T, °C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli
25 58,1.10™ 52,4-10 65,3-10"2
50 24,7-10" 40,710 47,810
75 15,8-10" 20,6-10" 24,2:10"2
100 3,36-10"2 0 0,54-107"2
125 0 0 0
150 70,9-10™ 74,5-10™" 76,0-107"2
175 79,3-10" 80,6-10"2 79,6:107"2

Resoluutio (R), -

T, °C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli
25 0,09 0 0,01
50 0,04 0 -0,02
75 0,02 0 -0,01
100 -0,05 0 -0,04
125 0,02 0 -0,00
150 -0,05 0 0,04
175 -0,00 0 0,03

Erotustekija (o), -

T, °C Sorbitoli Mannitoli Ksylitoli
25 1,80 1 1,03
50 1,51 1 0,88
75 1,31 1 0,97
100 -2,89 1 -0,00
125 0,70 1 1,12
150 0,89 1 1,10
175 0,99 1 1,09
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NAYTEKOMPONENTTIEN TERMISEN KESTAVYYDEN MAARITYS HPLC-KOKEIN

Kuvissa 1-3 on sokerialkoholien, ja kuvissa 4-8, sokerien hajoaminen lampétilan vaikutuksesta.
Koeputkia pidettiin 12 tunnin ajan koeldmpétilassa, jonka jilkeen putkista otetut ndytteet laimennettiin
noin 6 p-%:iin analyysipitoisuuteen. Kuvien 1-6 komponentit analysoitiin Chrompack Carbohydrates
300x7,8 mm:n (Pb*")-kolonnilla. Kuvien 7-8 komponentit analysoitiin BIO-RAD Carbohydrate Analysis
Column Aminex HPX-87N 300x7,8 mm:n (Pb*")-kolonnilla. Veden virtausnopeus oli 0,4 mL/min, ja RI-
detektorin ldmpdtila oli 80 °C.
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Kuva 1. Sorbitolin panoskokeiden HPLC-analyysi. Sorbitolin pitoisuus koeputkessa oli noin

50 p-% ja analysointipitoisuus oli noin 6 p-%.
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Kuva 2. Mannitolin panoskokeiden HPLC-analyysi. Mannitolin pitoisuus koeputkessa oli noin

50 p-% ja analysointipitoisuus oli noin 6 p-%.
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Kuva 3. Ksylitolin panoskokeiden HPLC-analyysi. Ksylitolin pitoisuus koeputkessa oli noin

50 p-% ja analysointipitoisuus oli noin 6 p-%.
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Kuva 4. Arabinoosin panoskokeiden HPLC-analyysi. Arabinoosin pitoisuus koeputkessa oli

noin 50 p-% ja analysointipitoisuus oli noin 6 p-%.
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Kuva 5. Mannoosin panoskokeiden HPLC-analyysi. Mannoosin pitoisuus koeputkessa oli noin
50 p-% ja analysointipitoisuus oli noin 6 p-%.
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Kuva 6. Ksyloosin panoskokeiden HPLC-analyysi. Ksyloosin pitoisuus koeputkessa oli noin

50 p-% ja analysointipitoisuus oli noin 6 p-%.
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Kuva 7. Ramnoosin panoskokeiden HPLC-analyysi. Ramnoosin pitoisuus koeputkessa oli noin
2 p-% ja analysointipitoisuus oli noin 1 p-%.
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Kuva 8. Maltoosin panoskokeiden HPLC-analyysi. Maltoosin pitoisuus koeputkessa oli noin

2 p-% ja analysointipitoisuus oli noin 1 p-%.
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HARTSIEN MIKROSKOOPPIKUVAT

Olympus Camedia C-3030Z0OOM-digitaalikameran ja Olympus B201-mikroskoopin avulla kuvattiin kro-
matografia-ajoissa kéytettyjd hartsipalloja. Seuraavissa kuvissa on esitetty esimerkit huoneenlampdétilassa
mitattujen kdytettyjen ja kdyttdméttomien hartsipallojen muodosta ja koosta.

PS-DVB 24-polymeeri, kdyttdméton PS-DVB 24-polymeeri, kdytetty

CS16GC (Na"), kiyttimiton CS16GC (Na"), kiytetty

J

- —

.
CS16GC (Ca™), kiyttaméton CS16GC (Ca™), kiiytetty
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/
CA16GC (Na"), kiyttimiton CA16GC (Na"), kiytetty

CA16GC (Ca™), kiyttimiton CA16GC (Ca™), kiytetty
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LASKENNASSA KAYTETTYJEN TIETOKONEOHJELMIEN LISTAUS

Kromatografisen datan kisittelyssd kéytettiin apuna Excel:iin ohjelmoituja Visual Basic-kielisid ohjelmia,
sekd Sigmaplot:iin ohjelmoitua momenttimenetelmdd. Saatu kromatografinen RI-data siirrettiin Excel:iin
ja kalibroitiin konsentraatioasteikolle valmiiksi ohjelmoidun kalibrointiohjelman avulla. RI-detektorin
lineaarialueen ylittdvd kromatografinen data késiteltiin Excel:iin ohjelmoidulla Ricefit-ohjelmalla, joka
sovittaa alkuarvauksista Simplex-ohjelmointirutiinin avulla kromatografisille piikeille uuden muodon. Té-
mén jilkeen laskettiin kromatografiset parametrit kullekin ndytekomponentille Sigmaplot:iin ohjelmoidun

momenttimenetelmén avulla.

Kalibrointi konsentraatioasteikolle (Excel):
(Markkanen Ismo (LTKK))

Dim x(100), f(100), NDP%
Sub Macrol()

' Macrol Macro
' Macro recorded 10/19/00 by tkemguest

NDP% = Cells(6, 8).Value

ac = Cells(4, 8).Value

vnopeus = Cells(3, 8).Value

lampo = Cells(2, 8).Value

inj = Cells(8 + Cells(5, 8), 1)

Cells(5, 9) =inj

paine = 1.8593E-15 * lampo * 6 - 1.4264E-12
* lampo ~ 5 + 0.0000000018157 * lampo " 4 -
0.00000019657 * lampo ~ 3 + 0.000015377 *
lampo * 2 - 0.00027063 * lampo + 0.0017508

tiheys = -0.00000000013105 * lampo " 5 +
0.00000006768 * lampo 4 - 0.0000086067 *
lampo * 3 - 0.0028166 * lampo * 2 - 0.10828 *
lampo + 1000.9

Cells(7, 8) = paine * 10

Cells(8, 8) = tiheys / 1000

For k=1 To NDP%

Cells(9, 8).Value =k

sekunti = (1 /ac) * (k- 1) - inj / 1000

minuutti = sekunti / 60

tilavuus = (vnopeus * minuutti) / (tiheys /
998.3)

RImV = Cells(16 + k, 1).Value / 1000

Cells(16 + k, 6) = sekunti

Cells(16 + k, 7) = minuutti

Cells(16 + k, 8) = tilavuus

Cells(16 + k, 9) = RImV
' konsentraatio = 0.0000000030681 * RImV *
4 -0.0000012871 * RImV ~ 3 + 0.00016432 *
RImV ~ 2+ 0.04163 * RImV

If RImV >= 370 Then RImV =0

konsentraatio = 1.508E-13 * RImV " 6 -
0.00000000014698 * RImV " 5 +
0.000000054341 * RImV ~ 4 - 0.0000091564 *
RImV * 3 + 0.00072959 * RImV ~ 2 +
0.021917 * RImV

Cells(16 + k, 10) = konsentraatio
" Cells(16 + k, 11).GoalSeek Goal:=Cells(16 +
k, 9).Value, ChangingCell:=Cells(16 + k, 10)

naytevak = Cells(1, 8).Value
huippu = Cells(10, 8).Value
suhtkons = konsentraatio / ndytevik
Cells(16 + k, 11) = suhtkons

Next k

End Sub

Ricefit funktio (Excel):
(Laatikainen Markku (LTKK))

Dim km, collength, coldiam, porosity,
volumeflow, flow, a, NDP%, NPar%, SS#, tiny
Dim output(500), t(500), response(500),
weight(500)

Sub Fitter()

NPar% = Cells(4, 5).Value

' Sovitettavien parametrien lukumaara
NDP% = Cells(5, 5).Value

' Datapisteiden lukumaara

km = Cells(22, 5).Value

collength = Cells(17, 5).Value
coldiam = Cells(18, 5).Value * 0.001
porosity = Cells(19, 5).Value
volumeflow = Cells(21, 5).Value

flow = volumeflow * 0.000001 * 4 / coldiam "
2/3.14159/ 60 / porosity

a = Cells(20, 5).Value * 0.000001 /2

Mode = Cells(7, 5).Value
tiny = 1E-30

eps! =0.00001

crit! = 1E-20



xkkk SIMPLEX-RUTIINI ALKAA TASTA

Dim alfa#(10):

' Sovitusparametrit

Dim alfamin#(10):

' Sovitusparametrien minimiarvot

Dim alfamax#(10):

' Sovitusparametrien maksimiarvot

Dim dalfa#(10):

' Edellisten erotus

Dim Param!(10):

' Parametrien arvot alkusimpleksissa

Dim ns#(11)

' Neliosummat eri Simplex-pisteissa

Dim p#(11, 10):

' Parametriarvot eri Simplex-pisteissa

' Give initial simplex by means of minimum and

’ maximum value guess for para-

' meters to be fitted

For i% =1 To NPar%
alfamin#(1%) = Cells(i% + 12, 2).Value
alfamax#(1%) = Cells(i% + 12, 3).Value
dalfa#(i%) = (alfamax#(1%) - alfamin#(i%)) /

NPar%

Next 1%

FTOL# = 0.00000001

'Final tolerance of calculation

Select Case Mode
Case 1
Fori% =1 To NPar% + 1
For j% =1 To NPar%
p#(1%, j%) = alfamin#(j%) + (j% - 1) *
dalfa#(j%) + Rnd(2) * dalfa#(j%)
Param!(j%) = p#(1%, j%o)
Next j%
ns#(1%) = objfunc(Param!())
Next 1%
Call AMOEBA (p#(), ns#(), FTOL#, ITER%)
Case 2
For j% =1 To NPar%
Param!(j%) = Cells(12 + j%, 4).Value
Next j%
Cells(9, 14).Value = objfunc(Param!())
End Select
For 1% =1 To NDP%
Cells(i% + 6, 10).Value = output(i%)
Next 1%
End Sub

Sub AMOEBA (p#(), ns#(), FTOL#, ITER%)
' from W.H. Press, B.P. Flannery, S.A.
Teukolsky and W.T. Vetterling

'" NUMERICAL RECIPIES; The Art of
Scientific Computing"

' Cambridge University, 1986
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Dim pbar#(10), pr#(10), Param!(10), prr#(10),
Pmax#(10)

'Three parameters which define expansions and
’contractions

ALPHA# = 1#
beta#t = 0.5
gamma# = 2#

itmax% = 300
MPTS% = NPar% + 1
ITER% =0

StartSimplex:

DoEvents

ilo% =1

If (ns#(1) > ns#(2)) Then
ihi% =1
inhi% =2

Else
ihi% =2
inhi% = 1
End If
Fori% =1 To MPTS%
If (ns#(1%) < ns#(ilo%)) Then ilo% = 1%
If (ns#(1%) > ns#(ihi%)) Then
inhi% = ihi%
ihi% = 1%
Elself (ns#(i%) > ns#(inhi%)) Then
If (1% <> 1hi%) Then inhi% = 1%
End If
Next 1%
rtol# = 2# * Abs(ns#(1hi%) - ns#(ilo%)) /
(Abs(ns#(ihi%)) + Abs(ns#(i10%)))

'HUOM! Y (ilo%) ja Y(ihi%) voivat olla hyvin
’pienia, jolloin sovitus on onnistunut, mutta
’iterointi ei katkea!!!?

Cells(10, 14).Value = rtol#

If ITER% > 10) And (rtol# < FTOL#) Then
Exit Sub

If (ITER% = itmax%) Then Exit Sub

ITER% =ITER% + 1
Cells(8, 14).Value = ITER%
For k% =1 To NPar%
Cells(12 + k%, 4).Value = Param!(k%)
Next k%
For j% =1 To NPar%
pbar#(j%) = O#
Next j%

'Begin a new iteration.
For i% =1 To MPTS%

If (1% <> ihi%) Then
For j% =1 To NPar%



pbar#(j%) = pbar#(j%) + p#(1%, j%)
Next j%
End If
Next 1%

For j% =1 To NPar%

pbar#(j%) = pbar#(j%) / NPar%

pr#(j%) = (1# + ALPHA#) * pbar#(j%) -
ALPHA# * p#(ihi%, j%)

Param!(j%) = pr#(j%)
Next j%

'Evaluate the function at the reflected point.
ypr# = objfunc(Param!())
If (ypr# <= ns#(i10%)) Then
For j% =1 To NPar%
prr#(j%) = gamma# * pr#(j%) + (1# -
gamma#) * pbar#(j%)
Param!(j%) = prr#(j%)
Next j%

yprr# = objfunc(Param!())
If (yprr# < ns#(ilo%)) Then
For j% =1 To NPar%
p#(ihi%, j%) = prr#(j%)
Next j%
ns#(1hi%) = yprr#

Else
For j% =1 To NPar%
p#(ihi%, j%) = pr#(j%)
Next j%
ns#(ihi%) = ypr#
End If
Elself (ypr# >= ns#(inhi%)) Then
If (ypr# < ns#(ihi%)) Then
For j% =1 To NPar%
p#(ihi%, %) = pr#(1%)
Next j%
ns#(ihi%) = ypr#
End If
For j% =1 To NPar%
prr#(j%) = beta#t * p#(ihi%, j%) + (1# -
beta#) * pbar#(j%)
Param!(j%) = prr#(j%)
Next j%
yprr# = objfunc(Param!())

If (yprr# < ns#(ihi%)) Then
For j% =1 To NPar%
p#(ihi%, j%) = prr#(j%)
Next j%
ns#(ihi%) = yprr#
Else
For i% =1 To MPTS%
If (i% <> ilo%) Then
For j% =1 To NPar%
pr#(j%) = 0.5 * (p#(1%, j%) +
p#(ilo%, %))
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p#(1%, j%) = pr#(j%)
Param!(j%) = pr#(j%)
Next j%
ns#(1%) = objfunc(Param!())

End If
Next 1%
End If
Else
For j% =1 To NPar%
p#(ihi%, j%) = pr#(1%)
Next j%
ns#(ihi%) = ypr#
End If
GoTo StartSimplex

End Sub
Function objfunc(Param!())

For k% =1 To NDP%
weight(k%) = Cells(k% + 6, 7).Value
response(k%) = Cells(k% + 6, 9).Value +
tiny
t(k%) = Cells(k% + 6, 8).Value / volumeflow
* 60
exparea = Cells(24, 5).Value
weightarea = Cells(27, 5).Value
Next k%
Call Rice(Param!(), t, output, area)
SS# = 0: aad = 0: rmsd = 0: counter = 0
For k% =1 To NDP%
'Cells(k% + 4, 10).Value = output(k%)
If weight(k%) = 0 Then
apu = 0: counter = counter
Else
apu = Abs((response(k%) - output(k%)) /
response(k%))
counter = counter + 1
End If
aad = aad + apu: rmsd = rmsd + apu " 2
ssum = ssum + weight(k%) * apu * 2
Next k%
apu2 = (exparea - area) / exparea
SS# = ssum + weightarea * apu2 " 2
objfunc = SS#
Cells(9, 14).Value = SS#
Cells(13, 14).Value = aad / (counter + tiny) *
100
Cells(12, 14).Value = Sqr(rmsd) / (counter +
tiny) * 100
Cells(14, 14).Value = counter
Cells(25, 5).Value = area

End Function
Sub Rice(Param!(), t, output, area)
'Solution of the elution profile by the
approximate Rice method

eqconst = Param!(1)

diff = Param!(2)



cmax = Param!(3)
If eqconst < 0 Then eqconst = 1
If diff < 0 Then diff = tiny
eta = porosity / (1 - porosity)
xx = collength / eta / flow
khi=a * eqconst/3 /km+a~2/15/diff
s = eqconst * xx / khi
maxval =0
For j% =2 To NDP%
theta = t(j%) - collength / flow
If theta < 0 Then theta = 0.00001
apu = Exp(2 * Sqr(s * theta / khi) - s - theta
/ khi)
output(j%) =1/2/Sqr(3.14159) * (s / khi)
~0.25 / theta ~ 0.75 * apu
If output(j%) > maxval Then maxval =
output(j%)
Next j%
area = 0#
For j% =2 To NDP%
output(j%) = cmax * output(j%) / (maxval
+ tiny)
area = area + (output(j%) + output(j% - 1))
/2 * (t(j%) - t(j% - 1)) * volumeflow / 60
Next j%

End Sub

Momenttimenetelmi (Sigmaplo?):
(Tiihonen Jari (LTKK))

' Petihuokoisuus

'(0,25=0,5mL/2)

"loopV=loopin tilavuus, mL
"petiV=petitilavuus, mL

loopV=5

petiV=3.141592654*26.7
col(1,16,16)=(col(1,18,18)-loopV/2)/petiV
h="huokoisuus"

put h into col(1,15,15)

'moml; mom2; k; HETP; wb; K
'ja Deff=[m2/s]

'Sydtd V sarakkeen numero
x=8

XX=X

'Sydta tilavuusvirtausnopeus;

' mL/min

vn=2

'Sydtd kolonnin halkaisija; cm
d=2

'Sy6té retentoitumattoman
'komponentin (BD:n) 1, momentti
BD=col(1,18,18)

'Syota petikorkeus; cm
7z=26.7

'Sy6té petihuokoisuus
e=col(1,16,16)
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'Sydté loopin tilavuus; mL
Vloop=5

'Syo6td partikkelin sdde; mm
Rp=col(1,14,14)

"pii

pii=3.14159265359

' 1, Momentti
V=col(x)
RI=col(x+1)
col(x+2)=V*RI
VRI=col(x+2)
n=count(V)

Vdifl=diff(V)
Vdif=Vdifl[data(2,n)]

RIdif1=diff(RI)
RIdif=RIdif1[data(2,n)]
VRIdifl=diff(VRI)
VRIdif=VRIdif1[data(2,n)]

RI1=RI[data(1,n-1)]
VRI1=VRI[data(1,n-1)]

'integrointi
intgr=RI1*Vdif+0.5*RIdif*Vdif
intgr2=VRI1*Vdif+0.5*VRIdif*Vdif
A=total(intgr)

B=total(intgr2)

put A into col(xx+4,2,2)

put B into col(xx+4,1,1)
eka="intRI"

put eka into col(xx+3,2,2)
toka="intRI*V"

put toka into col(xx+3,1,1)
mom1=B/A

put moml into col(xx+4,3,3)
m="1 momentti"

put m into col(xx+3,3,3)

'2, Momentti
C=(V-mom1)"2*RI

Cdif1=diff(C)
Cdif=Cdif1[data(2,n)]
C1=Cl[data(1,n-1)]

' integrointi
intgr3=C1*Vdif+0.5*Cdif*Vdif
D= total(intgr3)

put D into col(xx+4,4,4)
neljas="intmom2"

put neljas into col(xx+3,4,4)
mom2=D/A

put mom?2 into col(xx+4,5,5)
m2="2 momentti"

put m2 into col(xx+3,5,5)



' Retentiotekijd; k
k=(mom1-BD)/BD

put k into col(xx+4,6,6)
rettek="k"

put rettek into col(xx+3,6,6)

"HETP
HETP=z*mom2/mom1"2
put HETP into col(xx+4,7,7)
HE="HETP"

put HE into col(xx+3,7,7)

'wb

wb=4*sqrt(mom?2)

put wb into col(xx+4,8,8)
W:"Wb"

put W into col(xx+3,8,8)

' Adstaspvakio K
Ko=(moml/vn-z*e/(vn/(pii*(d/2)**2))-
Vloop/(vn*2))*(vn/(pii*(d/2)**2))
Kn=z*(1-¢)

K=Ko/Kn

put K into col(xx+4,9,9)

AdV:UK“

put Adv into col(xx+3,9,9)

' Tehollinen diffuusiokerroin; Deff
Apul=2*0.01*z*pii*((d*0.01/2)**2)
Apu2=K*(Rp)**2*(1-¢)
Apu3=Apul*Apu2
Apud=15*(60*mom?2-5*Vloop**2)/vn
Deff=Apu3/Apu4

put Deff into col(xx+4,10,10)
Tehdif="Diffuusiokerroin"

put Tehdif into col(xx+3,10,10)
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