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Opinnaytety0 tehtiin Tullilaboratorion Yleinen kemia 1 -osastolla Espoossa. Tyon
tarkoituksena oli kehittda eteenpain uutta LC-MS/MS-menetelmaa vériaineiden analy-
soimiseksi elintarvikkeista. Tydssa validoitiin menetelmaa virvoitusjuomamatriisille seka
kehitettiin naytteenkasittelya erityisesti vesiliukoisille varianalyyteille maustematriisista.
Analyytteja menetelmassa oli yhteensa 37, joista osa oli elintarvikevareja ja osa elintar-
vikekaytdssa kiellettyja variaineita.

Virvoitusjuomamatriisin naytteenkasittelyyn kaytettin SPE-uuttoa ja maustematriisille
kaytettiin seka asetonitriili- ettd vesiuuttoa. Vesiuutossa oli DNA:n puhdistamisessa
kaytettavia mikrosentrifugisuodattimia, jotta mausteaines saataisiin poistettua liuoksesta.
Analysointiin kaytettiin Watersin UPLC-MS/MS-laitetta. Kolonnina oli Watersin UPLC
C-18-kolonnia. Massaspektrometrilla kaytettin sahkdsumutusionisaatiota (ESI+/ESI-)
sekd usean reaktion seurantaa (MRM).

“Heikkoja” eli pienen vasteen antavia analyytteja olivat lahinna vesiliukoiset yhdisteet.
“Vahvoja” eli suuren vasteen antavia analyytteja olivat rasvaliukoiset. “Heikkojen” ana-
lyyttien mittausalue oli suurimmalle osalle 0,05 - 2 mg/kg ja “vahvojen” analyyttien 0,01 -
0,2 mg/kg. Virvoitusjuomamatriisin todettiin vaikuttavan joidenkin analyyttien lineaarisuu-
teen heikentavasti. Virvoitusjuomamatriisissa maaritysrajaksi saatiin analyytista riippuen
0,05 - 1 mg/kg. Saannot maaritysrajatesteissa olivat valiltd 20 - 116 %. Tarkkuustesteilla
suhteellinen keskihajonta naytteiden valilla oli 1 - 89 % ja saannot olivat valilla 8 - 166 %.
Analyysin onnistuminen vaihteli paljon eri analyyteilla.

Menetelma saatiin toimimaan lahes kaikkien analyyttien osalta, mutta vaatii viela kehitta-
mista. Maustematriisin uutteiden yhdistelmalla saatiin analysoitua kaikki analyytit lukuun
ottamatta kahta elintarvikevaria. Virvoitusjuomamatriisilla saatiin paasaantdisesti kaikki
vesiliukoiset variaineet analysoitua.

Avainsanat LC-MS/MS, synteettiset variaineet, elintarvikevarit, validointi
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This thesis was made in the Department of Common Chemistry 1 in the Finnish Cus-
toms Laboratory in Espoo. The purpose of this thesis was to develop a new LC-MS/MS
method for determining colorants from foodstuffs. The method was validated for a soft
drink matrix, and the sample preparation of the spice matrix was developed especially
for water-soluble colorants. There were 37 different colorants included in the method;
some of them were food colorants, while others were colorants which are illegal to use in
foodstuffs.

Soft drink samples were prepared with SPE, and spice samples were prepared with
acetonitrile and water extraction. Microcentrifuge filters, which are normally used for DNA
purification, were used to filter spice samples to remove spice matter from the solution.
For analyzing the samples a Waters UPLC-MS/MS and a Waters UPLC C-18 column
were used. Mass spectrometry was used with electrospray ionization (ESI+/ESI-) and
multiple reaction monitoring (MRM).

“Weak” colorants, i.e. analytes with a low response, were primarily water-soluble
compounds. “Strong” colorants, i.e. analytes with a high response, were fat-soluble
compounds. For the majority of weak colorants, the measuring range was 0.05 - 2 mg/kg,
while that of strong colorants was 0.01 - 0.2 mg/kg. The soft drink matrix affected linearity
negatively. For soft drink matrix, the limit of quantification was between 0.05 mg/kg and
1 mg/kg. Yields for LOQ tests were between 20 - 116 %. Relative standard deviation for
accuracy was between 1 - 89 %, and yields were between 8 - 166 %. Success of the
analysis varied according to different analytes.

The method was successfully functional with almost all of the analytes, but still needs
further development. All of the analytes could be analyzed by combining the extracts of
the spice matrix, except for two food colorants. Primarily, all the water-soluble colorants
could be analyzed from soft drink matrix.

Keywords LC-MS/MS, synthetic colorants, food colorants, validation
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ACN Asetonitriili
ADI Acceptable Daily Intake, paivittdinen saanti
API Atmospheric pressure ionization, ilimanpaineinen ionisointi

EFSA European Food Safety Authority, Euroopan elintarviketurvallisuusviras-
to

ESI Electrospray ionization, sahkdsumutusionisaatio
FDA Food and Drug Administration
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1 Johdanto

Tullilaboratoriolla on rutiinikdytdssd menetelma elintarvikevarien maarittamiseksi kvalita-
tiivisesti ohutlevykromatografialla sekd toinen menetelma synteettisten elintarvikevarien
maarittamiseksi kvantitatiivisesti nestekromatografilla. Kvantitatiivinen menetelma sovel-
tuu vain muutamalle elintarvikevarille. Taman opinnaytetyon tavoitteena oli kehittéa nai-
den menetelmien rinnalle LC-MS/MS-menetelma, jolla saataisiin yhtaaikaisesti maaritet-
tya useita eri variaineita. Elintarvikevarien lisdksi tutkittiin myds elintarvikkeissa kiellettyja
variaineita. Menetelmassa on mukana yhteensa 37 variainetta. Tavoitteena on validoida
menetelma virvoitusjuomamatriisille. Menetelman pohjatyd ja maustematriisin validointi
on jo tehty Eeva Hietalan ja Suvi Ojanperan toimesta. Maustematriisin osalta tavoitteena

kehittaa ja validoida analytiikkaa erityisesti vesiliukoisille variaineille.

2 Variaineet

Teollisuusmaissa perati 75 % ruoasta prosessoidaan ennen kuin se tavoittaa kuluttajan.
Ruoan prosessoinnissa saatetaan menettaa elintarvikkeen alkuperainen vari, joten teol-
lisuudessa voidaan korvata havinnyt vari synteettisilla tai luonnollisilla variaineilla. Variai-
neita voidaan myds kayttaa voimistamaan elintarvikkeen luonnollista varia, kuten esimer-
kiksi virvoitusjuomissa. Taman lisaksi variaineita voidaan kayttaa varjadmaan varittomia

elintarvikkeita, jotta ne olisivat houkuttelevampia kuluttajalle. [1, s. 225 - 226.]

2.1 Variaineita koskeva lainsaadanto

Atsovarien kaytto elintarvikkeissa kiellettiin Suomessa jo 80-luvulla, mutta EU:hun liitty-
misen jalkeen ne ovat jalleen sallittuja. Euroopan elintarviketurvallisuusviranomainen EF-

SA aloitti vuonna 2008 projektin, jonka tarkoituksena on arvioida kaikki EU:ssa kaytossa



olevat lisdaineet uudelleen. Projekti lahti liikkeelle elintarvikevareista, ja niiden ADI-arvot
tullaan arvioimaan uudelleen. Tahan mennessa kinoliinikeltaisen, paraoranssin, uuskok-
kiinin, tartratsiinin, karmosiinin seka alluranpunaisen ADI-arvoja on laskettu alaspain [2].
Paraoranssille annettiin vuonna 2009 valiaikainen ADI-arvo 1 mg/kg/vrk, joka nostettiin
arvoon 4 mg/kg/vrk heindkuussa 2014 [3]. Vuodesta 2008 lahtien on elintarvikkeen pak-
kausmerkintdihin lisattava “voi vaikuttaa haitallisesti lasten aktiivisuustasoon ja heikentaa
tarkkaavaisuutta”, jos elintarvikkeessa on kaytetty paraoranssia, kinoliinikeltaista, karmo-
siinia, alluranpunaista, tartratsiinia tai uuskokkiinia [4]. Red 2g -elintarvikevari poistettiin
sallittujen varien joukosta vuonna 2007, koska se metaboloituu nopeasti karsinogeeni-

seksi aniliiniksi [5].

Yhdysvalloissa ei ollut ennen 1900-lukua minkaanlaisia sdaddksia varien kayttéoén elintar-
vikkeissa. Useat tuolloin kaytetyistad aineista olivat myrkyllisia ja johtivat ruokamyrkytyk-
seen. 1900-luvun kuluessa variaineita tutkittiin tarkemmin ja erindisia saadoksia niiden
rajoittamiseen tai kieltdmiseen syntyi. [1, s. 226 - 228.] Yhdysvalloissa sallittuja synteetti-
sia elintarvikevareja on talla hetkella vain seitseman [g]. Sallittuja ovat myds luonnolliset
variaineet, joista tdssa menetelmassa ovat mukana karmiinihappo ja kurkumiini [[7]. Ama-
rantti, joka on sallittu EU:ssa, on kielletty Yhdysvalloissa elintarvikekaytdssa ja sallittu ai-
noastaan ulkoisesti ladke- ja meikkiteollisuudessa [8]. Toisin kuin EU:ssa fast green fcf
on sallittu elintarvikekaytossa Yhdysvalloissa. FDA:n lausunto suositeltavasta synteetti-

sen elintarvikevarin maarasta on seuraavanlainen:

...may be safely used for coloring foods (including dietary supplements) generally
in amounts consistent with good manufacturing practice...[6]

FDA ei siis varsinaisesti anna ylarajaa elintarvikevarien kaytélle.



2.2  Tutkitut variaineet

Tutkituista 37:sta variaineesta 16 on elintarvikekayttoon sallittuja EU:ssa ja 21 kiellettyja.

Kielletyt variaineet sisaltdvat muussa teollisuudessa kaytettyja variaineita.

2.2.1 Elintarvikevarit

Taulukossa (1] on listattuna tydssa tutkitut elintarvikevarit ja niiden E-koodi, vari-indeksi-

numero (Colour Index), Yhdysvaltojen FDA:n nimitys ja ADI-arvo. Suluissa oleva FDA:n

nimitys on kaytosta poistettu variaine ja sen kieltovuosi. ADI-arvolla tarkoitetaan lisdaine-

maaraa, jonka ihminen voi sydda paivassa ilman terveydellistd haittavaikutusta elaman

aikana. ADI-arvo ilmoitetaan milligrammoina painokiloa kohti per vuorokausi [9].

Taulukko 1: Sallitut elintarvikevarit [1, 6, 10, 11, 12]

ADl-arvo
Vari  Nimi E-koodi CI FDA (mg/kg/vrk)
B Alluranpunainen E129 16035 FD&C Red No. 40 7
Bl Amarantti E123 16185 (FD&C Red No. 2, 1976) 0,15
Bl Briljanttimusta E151 28440 - 5
B Briljanttisininen E133 42090 FD&C Blue No. 1 6
B Erytrosiini E127 45430 FD&C Red No. 3 0,1
Bl Indigokarmiini E132 73015 FD&C Blue No. 2 5
B Karmiinihappo E120 75470 Carmine 5
Bl Karmosiini E122 14720 - 4
[ 1 Kinoliinikeltainen E104 47005 - 0,5
[ ]  Kurkumiini E100 75300 Turmeric 3
[ Paraoranssi E110 15985 FD&C Yellow No. 6 4
B Patenttisininen E131 42051 - 15
Bl Ruskea HT E155 20285 - 1,5
[ 1] Tartratsiini E102 19140 FD&C Yellow No. 5 7,5
B Uuskokkiini E124 16255 - 0,7
B Vihrea S E142 44090 - 5




Atsovareja naista ovat alluranpunainen, amarantti, briljanttimusta, karmosiini, paraorans-
si, ruskea ht, tartratsiini seka uuskokkiini. Atsovarit saavat nimensa atsoryhmasta (kuva
f)), joka myés aiheuttaa atsovérien haitallisuuden. Atsovérien haitallisuus vaihtelee atso-
varin rakenteen mukaan. Atsovarit voivat hajota elimistdssa atsoryhman kohdalta muo-

dostaen ihmiselle haitallisia aromaattisia amiineja. [13, s. 75.]

Kuva 1: Atsoryhma

2.2.2 Kielletyt variaineet

Taulukossa B on listattuna tydssé tutkitut variaineet, joiden kayttd on kielletty elintarvik-
keissa EU:ssa. Suluissa oleva FDA:n nimitys on kaytdsta poistettu variaine ja sen kiel-
tovuosi. 2000-luvun alkupuolella Isossa-Britanniassa 16ydettiin jaamia kielletysta sudan |
-variaineesta. Taman johdosta EU:n ulkopuolelta tulevilta chili-tuotteilta alettiin vaatia ana-
lyysitodistuksia, etteivat ne sisalla kyseista variainetta. Vuonna 2005 satunnaisia sudan /
testeja tehtiin myos palmudljya ja kurkumaa sisaltaville elintarvikkeille. Ennen kyseisten
elintarvikkeiden tuontia EU:n alueelle, taytyi nama todeta turvallisiksi variaineiden sudan
I, 11, 11l ja IV kohdalta. Naihin aikoihin alettiin Idytamaan myds muita kiellettyja variaineita,

kuten para red, rhodamine b ja orange Il. [14, s. 220 - 225.]



Taulukko 2: Kielletyt variaineet [, 8, 10, 15]

Vari  Nimi E-koodi CI FDA

[ ] Acidyellow 36 - 13065 -

[ ] Auramine - 41000B -

I Chrysoidine G - 11270 -

[ ] FastgarnetGBC - 11160B -

P Fastgreen FCF E143 42053 FD&C Green No. 3
[ Oil orange SS - 12100  (FD&C Orange No. 2, 1956)
[ Orangell - 15510 -

B Parared - 12070 -

Bl Red2G E128 18050 -

B Rhodamine B - 45170 -

] Sudanl - 12055 - (1918)

B Sudanll - 12140 (FD&C Red No. 32, 1956)
Bl Sudanlil - 26100 -

Bl SudanlVv - 26105 -

[ Sudanorange G - 11920 -

B Sudanred 7B - 26050 -

B SudanredB - 26110 -

B Sudanred G - 12150 -

[ ] Sudan yellow - 11020 -

B Toluidine red - 12120 -

[ ] Yelow2G - 18965 -

3 Analyysitekniikat

Tassa osiossa kaydaan lapi tydssa kaytetyt analyysitekniikat.

3.1 LC-MS/MS-tekniikka

UHPLC-laitteisto parantaa erotuskykya seka herkkyytta verrattuna HPLC-laitteistoon. Ta-
man takia UHPLC:ta kaytetaan yleensa massaspektrometrin kanssa ja talldin usean kvadru-
polin kera. UHPLC myds lyhentaa menetelmien ajoaikoja huomattavasti. UHPLC rajoittaa
kuitenkin kaytettavissa olevia eluentteja, koska UHPLC:n erittdin korkea paine voi vaikut-

taa niiden kayttaytymiseen liikkuvana faasina. [16, s. 737.]



Sahkdsumutusionisaatio (electrospray ionization, ESI) on yksi nestekromatografin kans-
sa kaytettavista ilmanpaineessa tapahtuvista ionisaatiokeinoista (atmospheric pressure
ionization, APIl). Sdhkdsumutusionisaatiossa paastaan eroon nestekromatografilta tule-
vasta liuoksesta kuljettamalla se lyhyen terdksisen kapillaarin lapi, jonka paassa on kor-
kea posiitivinen tai negatiivinen jannite. Voimakas sahkokentta kapillaarin paassa aiheut-
taa melkein valittdéman haihtumisen kapillaarin Iapi tulevalle liuokselle. Liuoksesta muo-
dostuu aerosoli, jonka pisarat pienenevat pienenemistaan, kunnes jaljelle jaa varautunei-
ta ioneja ja neutraaleja molekyyleja. Varautuneet ionit kulkeutuvat varauksellisen kartion
(skimmer) lapi massaspektrometrille. Watersin kayttdmassa Z-spray-tekniikassa ionisuh-
ku muodostaa “Z-muotoisen” kulkureitin, koska normaalista poiketen skimmer-kartio ei
ole kapillaarin kanssa samansuuntainen, vaan 90 asteen kulmassa kapillaariin nahden.
Kuvassa [ on esitettynd Z-spray-ionisaatio. Z-spray véhentaa neutraalien molekyylien
joutumista massaspektrometriin. Sdhkésumutusionisaatio tuottaa usein monivarautunei-

ta ioneja, jotka mahdollistavat isojen molekyylien mittaamisen tarkasti. [17, s. 55 - 66.]

Neutral solvent evaporating
(cone-shaped region from initial spray)

Solution inlet to
electrospray source —_— =

Extraction cone

Skimmer orifice To analyzer
of mass
'Z-shaped’ spectrometer
ion beam

Kuva 2: Z-spray-ionisaatio [17, s. 66]

Usean reaktion seuranta (Multiple reaction monitoring, MRM) on yksi kolmoiskvadrupo-
litekniikoista (QqQ). MRM:&a kéytetaan kvantitointiin sek& varmistamiseen. Kuvassa [3
nahddan MRM-tekniikan toimintatapa. Ensimmainen kvadrupoli (MS1) paastaa valitun
molekyyli-ionin 1api tdrmaytyskammioon (Collision cell). Térmaytyskammiossa molekyyli-
ionista saadaan térmayttdmalla apukaasun kanssa fragmentoitua tuote-ioneja. Saadut
tuote-ionit jatkavat matkaa kolmannelle kvadrupolille (MS2), jolla valitaan tuote-ioneista
merkittdvimmat. Lopulta valitut tuote-ionit paattdvat matkansa detektorille. Suurimman
vasteen antavaa tuote-ioni kaytetdan yhdisteen kvantitointiin ja muita saatuja tuote-ioneja

varmistamiseen. [18, s. 206 - 207.]
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Kuva 3: Usean reaktion seuranta eli MRM

Menetelman kokonaiskromatogrammi |6ytyy liitteesta fil. Kromatogrammi ei ole skaalassa
eli heikon vasteen antavia analyytteja on vahvistettu, jotta ne nakyisivat kromatogrammis-
sa. Vesiliukoiset analyytit eluoituvat nopeimmin kaytetylla menetelmalla, koska gradientti
alkaa vesipitoisena. Rasvaliukoiset analyytit eluoituvat ajon loppuvaiheilla, kuten kroma-

togrammista nahdaan.

3.2 Kiinteafaasiuutto

Kiinteafaasiuutto (solid phase extraction, SPE) on naytteenkasittelymenetelma, jolla saa-
daan nayte puhdistettua ei-halutuista aineista, analyysia haittaavista aineista tai matrii-
siperaisistd epapuhtauksista. Tama tapahtuu esimerkiksi uuttopatruunoilla, joiden sor-
benttimateriaali pidattaa halutut yhdisteet tai paastaa ne suoraan lapi patruunasta. [19,
s. 99.] Tassa menetelmassa kaytettiin Watersin Oasis WAX -uuttopatruunoita, jotka ovat
kaanteisfaasi/heikko anioninvaihto -patruunoita. Kyseiset patruunat soveltuvat vahvojen
happojen pidattamiseen. Uuttomenetelma perustuu artikkeliin [20], jota kaytettiin virvoi-
tusjuomamenetelman pohjana. Artikkelin uuttomenetelma on suoraan Watersin kyseisille
uuttopatruunoille ohjeistama “Oasis 2x4” -menetelma [21]. Uuttomenetelmaa kuitenkin

muutettiin Watersin kaavion mukaisesti, koska osa analyyteista eluoitui liilan aikaisin.



4 Materiaalit ja menetelmat

Tassa osiossa esitetdan kaytetyt reagenssit, materiaalit seka laitteet.

4.1 Reagenssit

Menetelmassa kaytetyt reagenssit:

Asetonitriili, VWR Hipersolv 20048.320, lot 13A002845, HPLC-laatu
Metanoli, Sigma-Aldrich Chromasolv >99,9%, lot SZBD011MV, HPLC-laatu
25 % Ammoniakki, Merck 1054321000, lot K41851032

98-100 % Muurahaishappo, Merck, lot K25132664

* Ammoniumasetaatti, Sigma-Aldrich, 14267-25G

« Vériaineanalyytit (liite P

4.2 Materiaalit

Menetelmassa kaytetyt materiaalit:

» Kaanteisfaasi SPE-uuttopatruunoita, Waters Oasis WAX 3 cc Cartridge 60 mg 30
pum, Part 186002490, Lot 014533155A, Sorbent batch 0145

 Sentrifugisuodatinputkia, Millipore Centrifugal Filter Units, Amicon Ultra 0,5 ml, Ult-
racel — 30K membrane, Lot R1EA80161

4.3 Laitteet

Menetelmassa kaytetyt laitteet:

« Waters ACQUITY UPLC®, nestekromatografi



— Kolonni: Waters ACQUITY UPLC® HSS T3 1,8 um, C-18, (2,1 x 100 mm), part
186003539, lot 0144330081
— Esikolonni: Waters ACQUITY UPLC® HSS T3 1,8 um, VanGuard Pre-Column
(2,1 x 5 mm), part 186003976, lot 0146331692
Waters XEVO TQ MS, massadetektori

Ultraganihaude

» Supelco Visiprep DL, SPE-kammio
» Pierce Reacti-Vap, typpihaihdutin
Eppendorf 5810R, sentrifugi

Eppendorf 5417C, mikrosentrifugi

4.4 Naytteenkasittely

Naytteenkasittelyosiossa kasitellaan seka virvoitusjuomamatriisin ettd maustematriisin nayt-
teenkasittely. Virvoitusjuomamatriisi esikasiteltiin SPE-uutolla ja maustematriisi vesi- ja

ACN-uutoilla. Asetonitriiliuutto on kehitetty ja validoitu Eeva Hietalan toimesta.

441 Virvoitusjuoma

Virvoitusjuomanaytteista poistettiin hiilihappo ultradanihauteella. SPE-patruunat kunnos-
tettiin 2 ml:lla metanolia sekd 2 ml:lla vettd. Taman jalkeen patruunaan lisattiin 2 ml nay-
tettad. Naytteen lisdyksen jalkeen patruuna huuhdeltiin 2 ml:lla 2 % muurahaishappoa. Lo-
pulta nayte eluoitiin patruunasta 2 ml:lla metanolia seka 2 ml:lla 5 % ammoniakkia meta-
nolissa. Virtaus oli koko kiinteafaasiuuton ajan alle 1 ml/min. Eluoinnin jalkeen suoritettiin
liuottimenvaihto kuivaamalla nayte ensin typpihaihduttimella ja sen jalkeen liuottamalla
kuivattu ndyte 2 ml:aan 50 % metanoli-vesiseokseen. Kuvassa § on esitetty virvoitusjuo-

man SPE-kasittely.
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Kunnostaminen Lataus Huuhtelu Eluointi
2 ml MeOH

2 ml MeOH H 2 ml ndyte }_}‘ 2ml2 % }_} 2 ml 5 %

0
M0 FA+ 1,0 NHj + MeOH

Kuivaus N,
Liuotetaan 2 ml 50 % MeOH + H,O

’

Kuva 4: Kaytetty SPE-menetelma virvoitusjuomamatriisille

442 Mauste

Maustenaytteelle kaytettiin asetonitriili- ja vesiuuttoa, jotta saataisiin seka vesiliukoiset
ettd rasvaliukoiset variaineet uutettua naytteesta. Asetonitriiliuutossa maustetta punnit-
tiin 1 g polypropyleeniputkeen ja putkeen lisattiin 2,5 ml ultrapuhdasta vetta. Mausteen
annettiin imeytya 15 min. Imeytymisen jalkeen lisattiin 10 ml asetonitriilia ja putkea ra-
vistettiin kdsin 30 s. Ravistelun jalkeen putkea sonikoitiin 30 min, jotta mahdollisimman
paljon variainetta liukenisi maustematriisista. Sonikoinnin jalkeen putkea sentrifugoitiin 5
min nopeudella 4000 rpm. Vesiuutossa punnittin myds 1 g naytetta polypropyleeniput-
keen ja lisattiin 10 ml ultrapuhdasta vettd ja annettiin imeytya 15 - 30 min. Imeytymisen
jalkeen naytetta pipetoitiin sentrifugisuodatinputkeen 300 ul ja putkea sentrifugoitiin mik-
rosentrifugilla 10 min nopeudella 10 000 rpm. Lopulta naytteet yhdistettiin pipetoimalla
100 pl uutteita suoraan sisaputkelliseen UHPLC-vialiin. Naytetta laimennettiin, jos nay-
te oli variltdan todella vahva. Kuvassa B on kuvattu seka asetonitriiliuutto ettéd vesiuutto

maustenaytteille.
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ACN-uutto H,O-uutto

Anna imeytya 15 min

Ravistele 30 s
Anna imeytya
15-30 min

Ravistele kasin 30 s

[
h

Kuva 5: Asetonitriili- seka vesiuutto maustematriisille

4.5 LC-MS/MS-parametrit

Menetelmassa kaytetyt massaparametrit:

+ Sisdanmenokartion (Cone) ja térmayskammion (Collision) jannite analyytin mukaan
(liite @, punaisella merkitty kvantitointi-ioni)

* lonilahteen lampétila 150°C

» Desolvaatio lampdtila 500°C

* Desolvaatiokaasun virtaus 1000 I/h (N,)

+ Sisddnmenokartion kaasun virtaus 30 I/h (N,)

» Tormayskaasun virtaus 0,15 ml/min (Argon)

+ Kolonniuunin [ampédtila 45°C

» Naytteensyottdja huoneenlampdétilassa
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Eluentteina kaytettin 5 mM ammoniumasetaattipuskurin seka asetonitriilin sekoituksia.
Ammoniumasetaattipuskuri sisalsi my6s 0,1 % muurahaishappoa. A-eluentti koostui 10
% ACN ja 90 % puskurista ja B-eluentti koostui 90 % ACN ja 10 % puskurista. Eluentteja
sailytettiin jaakaapissa ja uusittiin kahden viikon vélein tai tarvittaessa. Taulukossa [ on

listattu kaytetty gradientti ajon aikana.

Taulukko 3: LC-MS/MS-laitteen gradientti

Aika  Virtaus
(min)  (ml/min) A (%) B (%)
0 0,3 95 5
2 0,3 95 5
10 0,3 50 50
18 0,3 0 100
26 0,3 0 100
28 0,3 90 10
33 0,3 90 10

5 Tulokset

Tulokset-osiossa lasketaan ja kootaan yhteen saadut mittaustulokset. Virvoitusjuomamat-
riisin kohdalla kaytéssa ei ollut naytteita, joten kaikki mittaukset tehtiin itsetehdyillad “spii-

katuilla” kontrollinaytteilla.

5.1 Mittausalue ja lineaarisuus

Mittausaluetta tutkittiin tekemalla variainestandardit, joista piirrettiin standardisuorat. Stan-
dardisuorat |&ytyvat liitteesta [ Virvoitusjuomamatriisin kohdalla mitattiin my®s matriisiin
tehdyt standardit, joiden avulla tutkittin matriisin vaikutusta lineaarisuuteen. Analyyttien
mittausaluetta testattiin valilla 0,005-2 mg/kg. “Heikkoja” eli pienen vasteen antavia ana-
lyytteja olivat Iahinna vesiliukoiset yhdisteet. “Vahvoja” eli suuren vasteen antavia analyyt-
teja olivat rasvaliukoiset. “Heikkojen” analyyttien mittausalue oli 0,05 - 2 mg/kg ja “vahvoil-
le” analyyteille mittausalue oli 0,01 - 0,2 mg/kg. Osalle “heikoista” analyyteista mittausalue

oli 1 - 2 mg/kg maaritysrajasta johtuen.
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5.2 Matriisin vaikutus

Matriisin vaikutusta virvoitusjuomamatriisilla tutkittiin tekemalla standardisuorat virvoitus-
juomaan ja saatuja standardisuoria verrattiin liuotinsuoriin suorien kulmakertoimia ver-
taamalla. Suorien kuuluisi olla yhdensuuntaisia, jotta voitaisiin todeta, ettei matriisi vaiku-
ta mittaustuloksiin. Standardisuorat analyyteille metanolissa, matriisissa ja suodatettuna
matriisissa 18ytyvat liitteesta M. Laskettiin metanolisuoran ja matriisisuorien kulmakertoi-
mien eroavaisuus, jotka ovat esitettyina taulukossa . Kaikkia vériaineita ei 16ydy taulu-

kosta, koska niille ei saatu tehtya virvoitusjuomassa standardisuoraa.

Taulukko 4: Virvoitusjuomamatriisin ja metanoliin tehtyjen standardisuorien kulmakertoimien pro-
sentuaalinen ero

Kulmakertoimien ero (%)

Analyytti Matriisi Matriisi, suodatettu
Acid Yellow 36 19 3
Alluranpunainen 8 1
Briljanttisininen 4 5
Erytrosiini 41 36
Kurkumiini 96 95
Orange Il 10 4
Paraoranssi 28 18
Patenttisininen 8 1
Red 2 G 7 2
Tartratsiini 50 25

Mitattiin my0Os useita rinnakkaisia nollanaytteitd ja tutkittiin, antaako pelkka matriisi min-
kaanlaista vastetta millekdan analyytille. Nollanaytteind kaytettiin 7UP-virvoitusjuomaa,
joka kasiteltiin SPE-uutolla samalla tavoin kuin muutkin naytteet. Nollanaytteet eivat an-

taneet merkittdvaa vastetta yhdenkaan analyytin kohdalla.

5.3 Ma@Aaritysraja

Maaritysraja maaritettiin mittaamalla viisi rinnakkaista lisdysnaytetta, kunnes saatiin suh-
teellinen keskihajonta (%RSD) pienemmaksi kuin 30 %. Suhteellinen keskihajonta las-

kettiin kaavalla ([l]), jossa s on naytteiden pinta-alojen keskihajonta ja z on naytteiden
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pinta-alojen keskiarvo. Saantoprosentti laskettiin vertaamalla rinnakkaisnaytteen pinta-
alaa standardiliuoksen pinta-alaan kaavan (g) mukaisesti. Mukana mittauksissa olivat
vain vesiliukoiset variaineet, koska rasvaliukoiset variaineet eivat liuenneet virvoitusjuo-
mamatriisiin. Taulukossa B ovat listattuna lasketut %RSD:t sekd saannot. Saantoprosentti

on merkitty viiden rinnakkaisnaytteen keskiarvona.

%RSD = % -100% (1)
o Anéyte o
Saanto-% = -100% (2)
Astd

Taulukko 5: Vesiliukoisten variaineiden lisdysnaytteiden %RSD seka Saanto-%

Pitoisuus
Analyytti (mg/kg) %RSD Saanto-%
Acid Yellow 36 0,05 26,0 108,2
Alluranpunainen, ESI+ 0,05 10,5 74,6
Amarantti, ESI+ 0,5 18,4 84,9
Briljanttisininen 0,05 6,8 99,9
Erytrosiini 0,05 13,2 41,1
Fast garnet GBC 0,05 7,6 81,6
Fast green FCF 1 39,2 105,1
Indigokarmiini 0,5 16,6 89,1
Karmiinihappo 0,5 17,9 115,8
Karmosiini, ESI- 1 38,3 48,2
Kinoliinikeltainen, ESI+ 1 54,5 -
Kurkumiini 0,05 16,7 2134
Orange Il 0,05 49 95,3
Paraoranssi, ESI- 0,5 20,7 541
Patenttisininen, ESI+ 0,05 1,1 91,8
Red 2G, ESI+ 0,05 6,8 90,0
Rhodamine B 0,05 1,4 96,0
Sudan orange G 0,5 18,8 20,1
Tartratsiini, ESI+ 0,05 11,2 79,3
Uuskokkiini, ESI+ 0,5 16,7 53,4
Vihrea S 1 28,0 82,0

Yellow 2 G 1 72,6 42,8
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5.4 Standardien sailyvyys

Standardien sailyvyytta tutkittiin mittaamalla jokaisella mittauskerralla sama standardiliu-
os ja mittauksen tuloksia taulukoitiin ja laskettiin eri muuttujille suhteellinen keskihajonta
Mittauksia on ajalta 28.08.2013 - 23.10.2013 ja mittauksia on yhteensa 14 kpl. Taulukko

tuloksista 16ytyy liitteesta B. Samalla tutkittiin eri analyyttien retentioaikojen vaihtelua.

5.5 Tarkkuus

Tarkkuus jakautuu oikeellisuuteen ja tdsmallisyyteen. Oikeellisuutta kuvaa, kuinka lahella
mittaustulokset ovat oikeaa pitoisuutta ja tdsmallisyys kuvaa, kuinka paljon hajontaa on
mittaustulosten valilla. Tarkkuutta tutkittiin mittaamalla itse tehtyja kontrollinaytteita kol-
mella eri pitoisuustasolla. Varmennettuja vertailumateriaaleja ei ollut kaytettavissa. Kont-
rollindytteet tehtiin naytematriisiin ja toistoja tehtiin nelja jokaisella pitoisuudella. Lasket-
tiin toistojen valinen keskihajonta seka keskiarvo, joiden avulla maaritettiin suhteellinen
keskihajonta. Analyytit jaettiin kolmeen eri rynmaan, koska osalle analyyteista tarvittiin
suurempi pitoisuus kuin toiselle. Ryhmat olivat “matala” (0,05 - 0,2 mg/kg), “keski” (0,5 -
1 mg/kg) ja “korkea” (1 - 2 mg/kg). Taulukossa [§ on havainnollistettu eri pitoisuusryhmét
ja varsinaiset tulokset ovat taulukoituina liitteessa [f. Taulukossa [f| on tarkkuutta kuvaavat

saantoprosentit.

Taulukko 6: Pitoisuustasot seka analyyttiryhmat

Pitoisuus (mg/kg)

Taso “Matala” “Keski” “Korkea”
1 0,05 0,5 1

2 0,1 0,75 1,5
3 0,2 1 2
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Taulukko 7: Tarkkuutta kuvaavat saantoprosentit

Saanto-%
Analyytti Taso1 Taso2 Taso3
Acid yellow 36 76,8 73,2 80,4
Alluranpunainen , ESI+ 62,7 77,8 104,4
Alluranpunainen, ESI- 96,2 1718 76,8
Amarantti, ESI+ 77,9 71,0 91,3
Amarantti, ESI- 358,8 136,9 168,8
Auramine 107,0 98,8 104,4
Briljanttisininen FCF 57,2 65,2 87,8
Chrysoidine G 11,0 8,0 16,6
Erytrosiini 32,0 33,6 51,8
Fast garnet GBC 50,4 63,3 84,6
Fast green FCF 84,9 78,1 85,1
Indigokarmiini 43,1 36,1 45,6
Karmiinihappo 86,0 81,3 38,3
Karmosiini, ESI+ 2169,6 902,17 1100,5
Karmosiini, ESI- 38,6 65,0 68,7
Kinoliinikeltainen, ESI+ 66,2 26,8 8,0
Kurkumiini 102,2 65,6 57,1
Orange Il 101,6 82,3 87,4
Paraoranssi, ESI- 96,3 86,1 94,6
Patenttisininen, ESI+ 92,3 82,3 90,0
Patenttisininen, ESI- 82,0 93,7 91,0
Red 2G, ESI+ 91,3 80,8 94,8
Red 2G, ESI- 72,9 68,1 85,7
Rhodamine B 92,6 84,8 94,0
Sudan orange G 8,1 9,7 11,5
Tartratsiini, ESI+ 68,7 62,2 84,1
Tartratsiini, ESI- 821,0 1650,0 6082,7
Uuskokkiini, ESI+ 82,0 894 102,5
Vihrea S 85,6 73,7 75,1
Yellow 2G 68,1 165,7 1547

5.6 Mitattuja maustenaytteita

Maustemenetelmaa jatkokehitettiin vesiliukoisten variaineiden osalta. Useasta mauste-
naytteesta 16ydettiin variaineita, jotka 16ytyivat myds jo olemassa olevilla menetelmilla.
Tehtiin myds spiikattu maustenayte valvontanaytteestd, josta ei ollut havaittu yhtaan va-
riainetta. Spiikatun maustenaytteen avulla saatiin todettua toimiiko uusi vesiuuttomenetel-
ma maustenéytteille. Kuvassa [ on esitettyna kaikki mausteuutoilla tunnistetut variaineet.
Ulkopuolisessa vihreassa ympyrassa ovat variaineet, joille ei ole luotettavasti toimivia MS-

parametreja eli niiden uuttumisesta ei ole varmuutta.
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ACN-uutto H>O-uutto

Briljanttimusta
Ruskea HT

Acid yellow 36

Karmosiini Alluranpunainen
Kurkumiini Auramine
Oil orange SS Briljanttisininen
Para red Chrysoidine G Amarantti
Sudan | Erytrosiini Indigokarmiini
Sudan Il Fast garnet GBC Kinoliinikeltainen
Sudan Ill Fast green FCF Paraoranssi
Sudan IV Karmiinihappo Tartratsiini
Sudan red B Red 2G
Sudanred G

Rhodamine B
Sudan orange G
Vihrea S
Yellow 2G

Sudan yellow
Toluidine red

Kuva 6: Variaineiden uuttuminen maustematriisissa

6 Pohdinta

Menetelmalle saatu mittausalue on suurimmalle osalle analyyteista sopiva. Muutamalle
analyytille tarvittaisiin huomattavasti vahvempia standardeja. Lineaarinen regressio so-
pii suorien perusteella analyyteille. Fast green fcf:n kohdalla suoran kulmakerroin vaihte-
lee huomattavasti riippuen paivasta. Kinoliinikeltaisen suorat ovat todella huonoja johtuen
analyytin useasta eri muodosta ja tasta johtuvasta haastavasta integroinnista. Kinoliini-
keltaisen pitoisuuden olisi pitanyt olla huomattavasti suurempi. Kurkumiinilla on erikoisesti
ensimmainen standardisuora lineaarisen sijaan polynominen. Taman voi olettaa johtuvan
kurkumiinin hajoamisesta, koska tdman jalkeen valmistettiin uudet standardiliuokset. Su-
dan Ill:n viimeiset suorat ovat huonoja, koska kyseinen analyytti havisi tydn loppumetreil-
& kokonaan omalta retentioajaltaan eika talle keksitty minkaanlaista syyta. Yellow 2g:n
suorat eivat ole kovinkaan yhdensuuntaisia johtuen analyytin pinta-alan suuresta vaihte-

levuudesta mittausten valilla.



18

Matriisi vaikuttaa huomattavasti suurinpaan osaan analyyteista virvoitusjuomamatriisis-
sa. Kulmakertoimien prosentuaaliseksi eroksi haluttiin alle 5 %, jotta voitaisiin todeta et-
ta matriisi ei vaikuta mittauksiin. Suodattamattomista analyyteistad ainoastaan briljanttisi-
ninen saavutti tdman. Suodatettuna tdman saavuttivat acid yellow 36, alluranpunainen,
briljanttisininen, orange Il, patenttisininen ja red 2g. Suodattamisen huonona puolena on
kuitenkin joidenkin analyyttien jaaminen suodattimeen. Tulokset ovat vain yhdelta pai-
valta ja naiden mittauksien jalkeen menetelmdssa muutettiin useaa parametria ja jopa

naytteenkasittelya.

Suurimmalla osalla analyyteista saatiin suhteellinen keskihajonta (%RSD) alle 30 % ja
tama pitoisuus otettiin maaritysrajaksi. Parhaimmillaan %RSD oli 1,1 % patenttisinisella.
Maaritysrajaa ei saatu maaritettya fast green fcf:lle, karmosiinille, kinoliinikeltaiselle eika
yellow 2g:lle. Kyseisille analyyteille tarvittaisiin todennakdisesti viela suurempaa pitoisuut-
ta. Saannot maaritysrajatesteissa olivat valiltéd 20,1 - 115,8 %. Saantokokeiden vertailus-
sa kaytettiin metanoliin tehtyja standardeja, joka voi selittdd hunoimmat saannot. Parem-
pia saanto-% varten standardiliuokset pitaisi tehda virvoitusjuomamatriisiin. Kurkumiinin
saantoprosentti oli yli 200 %, joka johtuu kaytetysta vanhasta standardivalilaimennokses-

ta, koska kurkumiinin on todettu hajoavan ajan kuluessa.

Standardien sailyvyystulosten perusteella suurimmat vaihtelut analyyttien vasteessa oli-
vat muutenkin ongelmallisilla analyyteilla tai negatiivisella (ESI-) puolella, joita kaytettiin
Iahinna analyyttien tunnistamiseen, muutamaa poikkeusta lukuunottamatta. Retentioai-
kojen vaihtelu analyyteilld oli yllattadvan pientd, suurimmillaan 7,3 % ja sekin amarantilla
(ESI-). Suurta vaihtelua pinta-aloissa oli fast green fcf:lla, vihrea s:lla ja Yellow 2g:1l4, jotka
viimeisimmissa mittauksissa saivat huomattavasti suurempia vasteita kuin ensimmaisis-
sa. Tunnetusti hajoava yhdiste indigokarmiini ei tulosten perusteella ehtinyt talla aikavalilla
huomattavasti hajoamaan vaikka vasteen vaihtelu olikin suurehkoa. Indigokarmiinille jou-
duttiin tydn aikana kuitenkin tekemaan uusi kantaliuos. Kinoliinikeltaisen osalta vaihtelu
oli merkittdvaa, eika jokaiselle paivalle saatu edes tulosta. Kurkumiinin on epailty hajoa-
van ajan myo6ta ja tulokset tukevat tata paatelmaa. Kurkumiinin pinta-ala on pudonnut n.

100 000:sta n. 30 000:een ja korkeus suunnilleen saman verran.
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Tarkkuusmaaritykset saatiin tehtya vain yhtena paivana ajanpuutteen vuoksi, joten voi-
daan vertailla vain samana paivana (intra-day) mitattujen rinnakkaisten naytteiden tulok-
sia. Suhteellinen keskihajonta naytteiden valilla oli 1,2 - 88,8 %. Suhteellinen keskihajonta
oli huomattavasti suurempi pienilla pitoisuuksilla kuin suurilla. Keskimaarin suhteellinen
keskihajonta oli n. 20 %. Saannot naille testeille olivat valilla 8,0 - 165,7 %. Saannot olivat
kuitenkin keskimaarin n. 70 %. Saantojen vaihtelu johtuu todennakoéisimmin kaytetyista
standardiliuoksista, koska niita ei oltu tehty matriisiin. Matriisilla on todettu olevan vas-
teeseen vahentava vaikutus. Erityisesti matriisiefekti vaikuttaa chrysoidine g- ja sudan

orange g -variaineisiin.

Taulukosta B nahdaan tiivistelma saaduista tuloksista. Liitteesté [7] 16ytyy tyon aikana 16y-

dettyja havaintoja analyyttien kayttaytymisesta.



Taulukko 8: Tiivistelma virvoitusjuomamatriisin tuloksista

Analyytti

Lineaarisuus,

Lineaarisuus,
liuotin matriisi

Maaritys-
raja

Tarkkuus

Acid Yellow 36
Alluranpunainen
Amarantti
Auramine
Briljanttimusta
Briljanttisininen
Chrysoidine G
Erytrosiini

Fast garnet GBC
Fast green FCF
Indigokarmiini
Karmiinihappo
Karmosiini
Kinoliinikeltainen
Kurkumiini

Oil orange SS
Orange I
Paraoranssi
Para Red
Patenttisininen
Red 2G
Rhodamine B
Ruskea HT
Sudan |

Sudan Il
Sudan lll
Sudan IV
Sudan orange G
Sudan red 7B
Sudan red B
Sudanred G
Sudan yellow
Tartratsiini
Toluidine red
Uuskokkiini
Vihrea S

Yellow 2 G
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7 Paatelmat

Tassa opinnaytetydssa oli tarkoitus kehittaa uutta analyysimenetelmaa variaineiden tun-
nistamiseen elintarvikkeista. Tavoitteena oli validoida menetelma virvoitusjuomamatriisille
seka kehittda analyytiikkaa vesiliukoisille variaineille maustematriisista. Virvoitusjuoma-
matriisin validointi jai hieman vajaaksi ajanpuutteen vuoksi, mutta huomattavaa edistysta
menetelman parissa tehtiin. Maustematriisin osalta ehdittiin kehittaa luotettavalta vaikut-

tava esikasittelymenetelma vesiliukoisille variaineille.

Virvoitusjuomien osalta menetelmalla saatiin maaritettya vesiliukoisia variaineita luotet-
tavasti. Matriisi vaikuttaa suunnattoman paljon eri analyytteihin, joten kvantitatiivisia tu-
loksia varten menetelmassa on pakko kayttaa standardiliuoksia, jotka on tehty matriisiin.
Haittapuolena tassa on naytteenkasittelyn ajankulutus. Naytteenkasittelyyn jouduttiin va-
raamaan yllattavan paljon aikaa. SPE-uutto itsessaan on nopea suorittaa, varsinkin kun
naytteille ei tarvinnut kayttaa alipainetta virtauksen saamiseksi. Hidasteeksi osoittautui uu-
ton jalkeinen liuottimen vaihtaminen typpikuivauksella. Kuivaukseen kului vahintdan kaksi
tuntia aikaa ja vield kauemmin, jos naytteita oli enemman kuin kuivauslaitteen kapasiteet-
ti. Virvoitusjuoman matriisiefektia tulisi tutkia viela tarkemmin, koska tassa tyossa ehdit-
tiin tehda matriisipohjaiset standardit analyyteille vain tyén alkuvaiheilla ja tdman jalkeen

menetelmaa muutettiin.

Virvoitusjuomamatriisin tulokset eroavat huomattavasti menetelman pohjana kaytetyn ar-
tikkelin tuloksista. Artikkelissa analyyteille saatiin pienemmat maaritysrajat. Tama kuiten-
kin selittyy artikkelin menetelmassa kaytetysta Orbitrap-massaspektrometrista, joka on
kolmoiskvadrupolia herkempi. Artikkelissa oli mukana vain 11 vesiliukoista variainetta,
joista tdssd menetelmassa olivat mukana yellow 2g, karmosiini, orange Il ja acid yellow

36. [20]
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Maustematriisille saatiin kehitettyad erittdin helppo ja nopea uutto vesiliuokoisille analyy-
teille, mika taydentaa asetonitriiliuuttoa. Jatkoa varten pitaisi viela pohtia, miten saadaan
yhdistelmauute kvantitoitua ja kuinka hyvin kyseiset uutot toimivat keskenaan, vai joudu-

taanko ne kuitenkin ajamaan erikseen.

Menetelman suurimmat ongelmat analyyttien kohdalla on vesiliukoisimpien ja rasvaliukoi-
simpien kanssa, kuten liitteesté [l nahdaan. Uuskokkiinia ja amaranttia ei pystytty erotta-
maan toisistaan, johtuen analyyttien samankaltaisesta rakenteesta. Sudan /V- ja sudan
red b -variaineiden kohdalla ongelmaksi ilmeni kaksoispiikki ajon loppupaassa, mista ei
tiedeta kumpi piikeistd on kumpi variaine. Ongelman pystyisi todennakoisesti ratkaise-
maan ajamalla kummallekin variaineelle oma standardi ja tutkimaan naiden retentioajat.
Ongelmaksi jaisi silti kaksoispiikin kvantitoiminen luotettavasti. Briljanttimustan ja ruskea
ht:n ongelmiksi jai puuttuvat toimivat massaparametrit, mutta tyon loppumetreilla ruskea

ht:lle saatiin 16ydettya jonkinlaiset uudet parametrit, jotka tarvitsevat lisaa tutkimista.
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1 Kromatogrammi kaikista analyyteista
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2 Variaineanalyytit

Liite 2
1(4)

Puhtaus
CAS Nimi Kaava Valmistaja Era# (%)
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CAS Nimi Kaava Valmistaja Erd## (%)
QNa
@\ 0=5=0
N”N
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81-88-9 Rhodamine B O O Dr. Ehrenstorfer GmbH 10221 99
HC/\ \N/\

4553-89-3 Ruskea HT } 7:? * Dr. Ehrenstorfer GmbH 91120 100
842-07-9  Sudan | QN:N O Dr. Ehrenstorfer GmbH 90827 91
HO
=)

3118-97-6 Sudan Il HSCQN’ Dr. Ehrenstorfer GmbH 10615 87

CHjz
HO
85-86-9  Sudan Il QNN @NN Dr. Ehrenstorfer GmbH 00421 96
CHs HO
CHs
85-83-6 Sudan IV @N‘N@N’N Dr. Ehrenstorfer GmbH 91102 87
OH
2051-85-6 Sudan orange G N°N/©/ Dr. Ehrenstorfer GmbH 20124 98,6
G
Hsch
6368-72-5 Sudan red 7B QN‘N@N’N Dr. Ehrenstorfer GmbH 00118 89
W
HQ
H3C N O
3176-79-2 Sudanred B N N‘ Dr. Ehrenstorfer GmbH 00208 90
asnsale




Liite 2

4(4)
Puhtaus
CAS Nimi Kaava Valmistaja Era# (%)
©\OCH3
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60-11-7 Sudan yellow @N=NON\CH Dr. Ehrenstorfer GmbH 00629 98,5
3
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° OH S-ONa
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O
o:cé)gg N‘N:Sr_ONa
2611-82-7 Uuskokkiini OH o Dr. Ehrenstorfer GmbH 91120 70
NaO—(:\;:) OO
(0]
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3 Analyyttien MS-parametrit

Nimi Molekyyli-  Tuote- Cone Toérmaytys-  loni- tr

ioni (m/z) ioni(m/z) (V) energia (eV) saatio (min)

Acid yellow 36 353,80 109,00 42 28 ESI+ 9,21
156,91 24 ESI+
168,81 28 ESI+

Alluranpunainen 453,16 217,09 28 28 ESI+ 3,88
451,2 207,1 50 33 ESI-
371,1 25 ESI-

Amarantti/ 539,03 223,07 34 24 ESI+ 1,15
Uuskokkiini 348,04 36 ESI+
(537,2) (317,00) 50 28 ESI-
(457,10) 27 ESI-

Auramine 268,16 122,04 48 26 ESI+ 8,67
131,09 46 ESI+
147,06 28 ESI+
Briljanttimusta 410,70 156,00 34 30 ESI-
185,00 40 ESI-

Briljanttisininen 749,22 171,00 74 54 ESI+ 6,17
284,23 74 ESI+

Chrysoidine G 212,9 77,0 27 19 ESI+ 6,70
121,0 21 ESI+

Erytrosiini 836,67 200,88 66 70 ESI+ 11,60
329,11 58 ESI+
582,96 50 ESI+

Fast garnet GBC 226,10 91,01 34 22 ESI+ 141
91,33 38 ESI+
106,98 20 ESI+

Fast green FCF 764,71 169,71 64 70 ESI+ 5,92
170,89 70 58 ESI+
287,84 70 56 ESI-

Indigokarmiini 422,90 205,02 54 56 ESI+ 1,12
249,04 40 ESI+
341,98 30 ESI+

Karmiinihappo 490,78 298,25 36 38 ESI- 3,08
326,71 26 ESI-
356,69 24 ESI-

Karmosiini 459,22 133,06 38 20 ESI+ 5,57
457,1 171,00 30 47 ESI-

377,20 21 ESI-
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Nimi Molekyyli-  Tuote- Cone Toérmaytys- loni- tr

ioni (m/z) ioni(m/z) (V) energia (eV) saatio (min)

Kinoliinikeltainen 433,67 351,77 46 20 ESI+ 2,73
431,73 287,71 58 30 ESI-
431,73 351,66 58 35 ESI-

Kurkumiini 368,84 117,00 22 42 ESI+ 11,99
144,90 32 ESI+
176,94 20 ESI+

Oil orange SS 262,90 107,00 22 18 ESI+ 17,31
127,97 24 ESI+
155,90 18 ESI+

Orange I 329,10 127,98 28 32 ESI+ 7,95
156,02 20 ESI+
173,03 20 ESI+

Paraoranssi (409,22) (89,06) 34 16 ESI+ 2,04
(171,09) 16 ESI+
(228,05) 16 ESI+
407,03 206,92 40 25 ESI-
327,0 26 ESI-

Para red 294,16 128,00 24 34 ESI+ 1549
143,00 26 ESI+
156,04 16 ESI+

Patenttisininen 561,14 164,06 60 40 ESI+ 8,33
479,27 36 ESI+
559,2 435,3 56 44 ESI-
479,5 45 ESI-

Red2 G 466,10 92,36 24 32 ESI+ 4,31
424 11 16 ESI+
464,10 359,04 42 24 ESI-

Rhodamine B 443,29 341,20 68 64 ESI+ 12,36
355,20 60 ESI+
399,26 42 ESI+

Ruskea HT 222,00 158 45 21 ESI- 1,11
79,8 45 28 ESI-

Sudan | 249,10 93,04 22 22 ESI+ 16,31
128,06 28 ESI+
156,03 16 ESI+

Sudan Il 277,16 106,01 22 42 ESI+ 18,48
120,95 20 ESI+
156,02 16 ESI+

Sudan IlI 353,22 76,99 34 32 ESI+ 19,67
156,02 22 ESI+
196,95 18 ESI+

Sudan IV/ 381,22 91,01 36 26 ESI+ 22,38
Sudan red B 128,05 48 ESI+

224,43 20 ESI+
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Nimi Molekyyli-  Tuote- Cone Toérmaytys- loni- tr

ioni (m/z) ioni (m/z) (V) energia (eV) saatio (min)

Sudan orange G 215,03 92,38 26 24 ESI+ 12,05
93,09 18 ESI+
121,97 16 ESI+

Sudanred 7 B 379,84 114,99 24 46 ESI+ 22,06
168,95 26 ESI+
183,00 14 ESI+

Sudan red B/ 380,84 91,00 32 26 ESI+ 22,36
Sudan IV 106,08 34 ESI+
224,85 18 ESI+

Sudan Red G 278,84 107,98 22 34 ESI+ 16,09
122,94 18 ESI+
155,90 16 ESI+

Sudan yellow 225,90 77,03 32 22 ESI+ 1548
120,92 20 ESI+
133,07 30 ESI+

Tartratsiini 469,16 199,92 28 28 ESI+ 1,13
(467,2) (198,1) 50 43 ESI-
(423,1) 22 ESI-

Toluidine red 307,84 128,01 26 32 ESI+ 16,39
151,93 22 ESI+
155,90 18 ESI+

Uuskokkiini/ 539,03 130,07 30 58 ESI+ 1,14
Amarantti 158,03 36 ESI+
222,81 24 ESI+
(537,2) (302,0) 80 34 ESI-
(429,2) 28 ESI-

Vihrea S 554,71 376,82 62 44 ESI+ 5,93
391,90 38 ESI+
472,89 30 ESI+

Yellow 2 G 506,61 108,04 52 44 ESI+ 4,15
172,85 36 ESI+

265,95 30 ESI+
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Standardisuorat
Acid yellow 36
0 o 7.10.2013
i o 28.10.2013
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< v 6.11.2013
o
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o
+
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<
S y =53802.06 X —442.79, r?=0.9975
A —— y=56924.83 x - 2556.63, r>=0.9301
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y = 64810.78 X —4688.01, r>=0.9778
] —— y=63584.67 x —4289.78, r’ = 0.9953
o
© T T T T T
0.0 05 1.0 15 2.0
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Acid yellow 36
o
8 o Metanoli
Q O Matriisi
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o
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n
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o
o
o
o
—
5 o
o
B
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o 7.10.2013
0 28.10.2013
< 29.10.2013

30.10.2013
v 6.11.2013

y =13057.48 x +64.22, r*>=0.987
—— y=11674.09 x -24.22, r>=0.9586
— y=12957.98 x —6.30, r?=0.9969

y = 14673.75 x - 85.46, r* =0.9904
—— y=15573.40 x -313.12, r*=0.9952
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Amarantti

o 7.10.2013
0 28.10.2013
< 29.10.2013

30.10.2013
v 6.11.2013

y =2265.88 x —342.25, r’=0.9556
—— y=2065.85x -223.28, r°=0.9245
—— y=1760.36 x -67.53, r2=0.9974
y = 2475.52 x —407.04, r*=0.9741
—— y=2282.50x -255.61, r’=0.9884

0.0 1.0 15 2.0
Pitoisuus (mg/kg)
Auramine
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O 28.10.2013
¢ 29.10.2013
30.10.2013
v 6.11.2013

—— y=72134.46 x +2095.23, r®=0.9035
—— y =80072.07 x -1902.00, r?=0.9981

y =91102.26 x —3998.92, r?=0.9802
—— y=91098.12 x -4452.61, r’>=0.9967
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0 28.10.2013
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v 6.11.2013

y =84349.49 X —601.63, r?=0.9864

— y =80072.07 x —1902.00, r?=0.998

—— y=72134.46 x +2095.23, r*>=0.9035

y =91102.26 x —3998.92, r?=0.9802
—— y=91098.12 x -4452.61, r*=0.9967
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o Metanoli
O Matriisi

< Matriisi (suodatettu)
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—— y=52938.93x +196.67, r’=0.999
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Chrysoidine G
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—— y=45305.79 X - 2483.86, r’=0.9964
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Erytrosiini
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< Matriisi (suodatettu)
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—— y =19420.86 x —533.31, r? =0.9982
— y=20913.19 x -373.70, r?=0.9974

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Pitoisuus (mg/kg)
Fast garnet GBC
o 7.10.2013
O 28.10.2013
¢ 29.10.2013
30.10.2013
- | v 6.11.2013

y = 2e+06 x +30627.49, r?=0.9914
—— y=2e+06 x —7298.96, r’=0.9424
—— y=2e+06 x +132369.29, r?=0.9976
y =2142531.35 x +12462.17, r?=0.9905
—— y=2124902.96 X —67230.94, r°=0.9973

0.0 0.5

I I I
1.0 15 2.0

Pitoisuus (mg/kg)
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1000 2000 3000 4000 5000

0

1000 2000 3000 4000 5000 6000
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Fast green FCF

Liite 4
7(23)

o 7.10.2013
0 28.10.2013
< 29.10.2013

30.10.2013
v 6.11.2013

—— y=2987.37x -319.23, r=0.8762
—— y=9116.44 x —857.96, r’>=0.8865
—— y=7222.40x-738.61, 1>=0.967

y =11502.09 x -1765.88, r*=0.8617
—— y=11788.07 x -1328.84, r>=0.9608

0.0 0.5 1.0 15
Pitoisuus (mg/kg)
Indigokarmiini
o 7.10.2013
o 28.10.2013
© 29.10.2013
30.10.2013 =
v 6.11.2013
o
\Y
¢ o
—— y=3385.68x —163.66, r’=0.9607
—— y=3302.43 x —437.57, r*=0.8407
8] — y=3185.50x -180.10, r?=0.9078
y =4048.33 x —334.82, r*=0.9603
—— y=4203.66 x -431.83, r?=0.9811
(]
| I I I
0.0 05 1.0 15

Pitoisuus (mg/kg)
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Karmiinihappo

Liite 4
8(23)

o 7.10.2013
0 28.10.2013
< 29.10.2013

30.10.2013
v 6.11.2013

y =3947.37 x +113.07, r?=0.8471
y =4475.77 x -61.55, r°=0.6766
y =4345.86 x +289.01, r®=0.8987
y =5767.41 x —525.64, r*=0.9665
y =5178.47 x —31.37, r*=0.9939

0.0 0.5 1.0 15 2.0
Pitoisuus (mg/kg)
Kinoliininkeltainen
o
o 7.10.2013
0 28.10.2013
¢ 29.10.2013 o
30.10.2013
v 6.11.2013

y =117.05x +0.52, r=0.1183

y =260.13 x -52.74, r?=0.9309

y =0.90 x +5.36, r?=-0.3269

y = 774.87 x -309.45, r?=0.8847

y =636.11 x - 24.63, r>=0.7687
2

Pitoisuus (mg/kg)

I I
15 2.0
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Liite 4

9(23)
Karmosiini
o
o 7.10.2013
0 28.10.2013
¢ 29.10.2013
30.10.2013
v 6.11.2013
[u]
o y =1908.82 x -693.99, r*=0.879
—— y=1239.97 x -505.82, r>=0.771
0| — y=1882.45x-514.06, r>=0.7868
y =1750.65 x — 283.95, r° =0.9492
N —— y=1767.19x -312.15, r*=0.9741
a =1
[ [ [ [ [
0.0 0.5 1.0 15 2.0
Pitoisuus (mg/kg)
Kurkumiini
o 7.10.2013 %
0 28.10.2013
¢ 29.10.2013
30.10.2013
v 6.11.2013

y =169332.01 x - 7715.94, r?=0.9716
y =168953.61 x —10959.47, r?=0.9868

I I I
0.6 0.8 1.0

Pitoisuus (mg/kg)
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Kurkumiini

o Metanoli
O Matriisi
< Matriisi (suodatettu)

—— Yy =26986.39 x —313.60, r?=0.9924

—— y=1310.44 x +51.33, r*=0.99

I I I
0.6 0.8 1.0

Pitoisuus (mg/kg)

Oil orange SS

0 28.10.2013
¢ 29.10.2013

30.10.2013
v 6.11.2013

Z

—— y=1116008.44 x - 8652.06, r’=0.9306

—— y=1175404.68 x —416.18, r*=0.9969
y =1224653.65 X — 12698.70, *>=0.974

—— y=740169.58 x —10412.81, r>=0.9878

0.00 0.05

I I I
0.10 0.15 0.20

Pitoisuus (mg/kg)
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0

Liite 4

11(23)

Orange Il

o 7.10.2013
0 28.10.2013
< 29.10.2013

30.10.2013
v 6.11.2013

y =86761.44 x - 2316.06, r’=0.9857
—— y=78751.15 x -6143.57, r?=0.9248
—— y=83936.84 x -5362.18, r°=0.9924
y =91824.32 x - 6763.43, r*=0.9752
—— y=94741.28 x -8026.60, r*=0.9935
I I I I
0.0 05 1.0 15 2.0
Pitoisuus (mg/kg)
Orange Il
o Metanoli
O Matriisi
< Matriisi (suodatettu)
—— y=72747.89 x —370.42, r®=0.9998
—— y=65747.26 x -381.67, r*=0.9995
— y=69962.89 x -507.12, r?=0.9997
I I I I I I
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Pitoisuus (mg/kg)
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Para Red

Liite 4
12(23)

0 28.10.2013
¢ 29.10.2013

30.10.2013
v 6.11.2013

o

Pitoisuus (mg/kg)

—— y=359174.32 x -3339.21, r*=0.9343
—— y=374639.56 X - 1830.25, r?=0.9983
y =371185.14 x -3726.42, r*>=0.9826
—— y =360654.36 X —4409.42, r?=0.9929
I I I I I
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20
Pitoisuus (mg/kg)
Paraoranssi
o 7.10.2013 /,/
0 28.10.2013 5 )
¢ 29.10.2013 Y
30.10.2013
v 6.11.2013 °
XZ
o
o
o
— y=900.32x+13.27, r*=0.996
—— y=854.70 x +86.81, r’=0.9041
—— y=836.21x +21.45, r*>=0.9665
y =877.22 x —46.27, r*=0.9443
A v —— y=794.98 x +27.85, r?=0.9727
I I I I
0.0 0.5 1.0 15
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Paraoranssi

o Metanoli
- O Matriisi

< Matriisi (suodatettu)

y =520.91 x -12.97, r?=0.9974
y =376.19 x +10.10, r*=0.9541
y =612.52 x -19.40, r*=0.9926

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Pitoisuus (mg/kg)
Patenttisininen
o 7.10.2013
0 28.10.2013
¢ 29.10.2013 o
- 30.10.2013
Vv 6.11.2013

y =257103.80 x —3784.92, r*=0.9891

y =230307.63 x —12041.01, r?=0.9333
y = 226615.62 x —10592.79, r’=0.9976
y =243509.04 x - 16782.61, r*=0.9784
y = 244034.99 x - 17588.00, r’=0.9948

NN

0.0

I I I I
0.5 1.0 15 2.0

Pitoisuus (mg/kg)



Pinta—ala

Pinta—ala

100000 150000

50000

10000 20000 30000 40000 50000 60000

0

Liite 4
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Patenttisininen

o Metanoli
O Matriisi

. < Matriisi (suodatettu)

—— y=175987.61x-229.09, r’=1
—— y=161765.25 x - 256.84, r?=0.9998
—— y=177482.35x +15.75, r*=0.9994

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Pitoisuus (mg/kg)
Red 2 G

o 7.10.2013

— O 28.10.2013
¢ 29.10.2013
30.10.2013

| | v 6.11.2013

y =37128.04 x —447.65, r*=0.9875
—— y=31933.47 x -1095.61, r*>=0.9436
—— y=34337.62 x -599.82, r?=0.9993
y =38533.91 x - 1599.96, r’=0.9851
—— y=40423.60 x -1901.93, r>=0.9977

0.0

I I I
0.5 1.0 1.5

Pitoisuus (mg/kg)
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Liite 4
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o Metanoli
O Matriisi

< Matriisi (suodatettu)

—— y=20331.41x-19.52, r’=1
—— y=27373.47 x-101.19, r*=0.9991
—— y=28872.86x -117.31, r*=0.9984

0.0 0.2 0.4 0.6 1.0
Pitoisuus (mg/kg)
Rhodamine B
O 28.10.2013
¢ 29.10.2013
30.10.2013
v 6.11.2013

y =7e+06 x —45058.65, r?=0.932

—— y =6829098.26 x —38732.90, r*=0.997
y = 7471387.77 X — 47240.47, r*>=0.983

—— y=7677374.27 X -62548.40, r°=0.9963

0.00

0.05

I
0.10

Pitoisuus (mg/kg)

I
0.15

I
0.20
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Sudan |

o

28.10.2013

¢ 29.10.2013

30.10.2013

v 6.11.2013

o

—— y=942255.70 x - 7358.84, r°=0.9312

—— y =1074848.08 x - 1053.37, r® =0.9991
y = 1195435.94 x —9003.09, r?=0.9839

—— y=949188.04 x —9224.25, r*=0.9952

0.05

I I
0.10 0.15

Pitoisuus (mg/kg)

Sudan Il

o

28.10.2013

¢ 29.10.2013

30.10.2013

v 6.11.2013

y =2e+06 x —19148.21, r?=0.9204

—— y=2351066.36 x —4105.92, r>=0.9996
y = 3363043.31 X —32592.22, r°=0.9787

—— y=3169491.72 x - 35230.57, r°=0.9932

0.05

I I
0.10 0.15

Pitoisuus (mg/kg)
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Liite 4
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Sudan Il

0 28.10.2013
¢ 29.10.2013

30.10.2013
v 6.11.2013

0

—— y =421496.62 x - 6949.54, r>=0.9206

—— y=474255.95 x -6023.11, r?=0.9912
y =146.55 x - 2.79, r*=0.9065

—— y=76.77x-1.45, r*=0.7401

o3

7 o a2 F—
T T T T T

0.00 0.05 0.10 0.15 0.20
Pitoisuus (mg/kg)
Sudan IV

O 28.10.2013
¢ 29.10.2013

30.10.2013
v 6.11.2013

y =1231077.17 x - 23722.81, r?=0.9142
y =1310338.24 x - 22844.90, r>=0.9751
y =1340677.98 x — 25774.84, r*=0.9508
y = 1287064.58 x —28611.92, r?=0.9288

I I I
0.05 0.10 0.15

Pitoisuus (mg/kg)
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Liite 4
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Sudan orange G

o 7.10.2013
0 28.10.2013
< 29.10.2013

30.10.2013
v 6.11.2013

y = 264316.26 x —2109.84, r?=0.9921
—— y=290628.70 X —12695.32, r’>=0.9345
—— y=343961.97 x +56757.55, r>=0.9925
y =370730.17 x - 16774.46, r>=0.9828
—— y=352124.57 x —23982.78, r?=0.9949

0.0 0.5 1.0 15 2.0
Pitoisuus (mg/kg)
Sudan red 7B
o
o 28.10.2013 <
© 29.10.2013
30.10.2013
v 6.11.2013
— y=1117078.64 x - 25725.19, r?=0.8875
—= y=1110647.78 x — 20870.67, r’=0.97
y =1280530.80 x - 29155.40, r?=0.9211
— y=1e+06 x-21292.91, r?=0.963
A4
I I I I
0.00 0.05 0.10 0.15

Pitoisuus (mg/kg)
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Sudan red B
0 28.10.2013 °
¢ 29.10.2013
30.10.2013
v 6.11.2013

<
Y

—5— y =621696.44 x - 13500.07, r*=0.9025
—— y=611141.29 x -11978.30, r*=0.972
y =612486.27 x —13031.45, r*=0.9428
—— y=627736.35 X - 15140.75, r*=0.9366
©
I I I I I
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20
Pitoisuus (mg/kg)
Sudanred G
o 28.10.2013
¢ 29.10.2013

30.10.2013
v 6.11.2013

y =1815367.17 x - 13043.11, r?=0.9265
—— y=1893827.30 x —827.74, r°=0.9993

y = 2e+06 X - 16500.66, r°=0.9801
—— y=1927696.49 X - 20324.06, r°=0.9921

0.00

I I I
0.05 0.10 0.15

Pitoisuus (mg/kg)
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Sudan yellow

Liite 4
20 (23)

o 28.10.2013
¢ 29.10.2013
30.10.2013
v 6.11.2013 o
(S
o
—— y=9e+06 X —67423.99, r°=0.9322
—— y =9e+06 x —-50185.27, r®=0.9979
- y =9852035.81 x - 80284.41, r?=0.9807
g —— y=1e+07 x —95249.62, r?=0.996
I I I I I
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20
Pitoisuus (mg/kg)
Tartratsiini
o 7.10.2013
o 28.10.2013
¢ 29.10.2013 °
30.10.2013
v 6.11.2013

o y =2278.99 x - 76.19, r*=0.9801
—— y=1913.20 x - 78.60, r*=0.8684
—— y=2004.78 x -120.55, r?=0.9981
y =1956.64 x —70.53, r*=0.9843
—— y=2284.56x-110.33, r?=0.9947

I I I
0.5 1.0 15

Pitoisuus (mg/kg)
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Tartratsiini

o Metanoli
O Matriisi
< Matriisi (suodatettu)

—— y=1935.27 x-59.73, r?=0.9991
—— y=968.28x +2.03, r’=0.9904
—— y=1459.24 x -42.15, r*=0.9993

] I I I I I
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Pitoisuus (mg/kg)

Toluidine red

0 28.10.2013
¢ 29.10.2013

30.10.2013
v 6.11.2013

y =2583219.34 x - 15301.24, r?=0.9194
—— y =2518370.99 x -4380.69, r=0.9991

y =2879161.75 x - 17831.78, r?=0.9821
—— y=3e+06 X —23441.55, r°=0.9946

I I I I I I I I
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 0.14

Pitoisuus (mg/kg)
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Liite 4
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o 7.10.2013
0 28.10.2013
< 29.10.2013

30.10.2013
v 6.11.2013

y =2214.31 x -150.90, r*=0.
Pl —— y=1946.16 x -219.08, r>=0.9284
—— y=2101.79 x -234.01, r>=0.988
y =2804.62 x —465.25, r>=0.9812
—— y=2844.66 x -310.75, r=0.9884
I I I I I I I
0.0 0.2 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4
Pitoisuus (mg/kg)
Vihrea S
o
o 7.10.2013
o 28.10.2013 °
© 29.10.2013
30.10.2013 5
6.11.2013
°
— y=11956.52 x -132.72, r*=0.9294
—— y=43097.18 x —-3256.94, r*>=0.8734
—— y=33021.81 x -3970.89, r°=0.9895
y =53180.74 x - 8688.58, r’=0.8873
—— y=52992.48 x -5074.67, r*=0.9735
I I I
1.0 15 2.0

Pitoisuus (mg/kg)



Pinta—ala

400 600 800 1000 1200

200

Yellow 2G

Liite 4
23(23)

v 6.11.2013

o 7.10.2013
0 28.10.2013
< 29.10.2013

30.10.2013

y =468.28 X +73.46, r*=0.2016
y =476.67 x +209.30, r’=0.1368
y =703.99 x -124.66, r>=0.8676
y =1142.08 x —257.36, r*=0.7845
y =945.21 x +17.09, r*=0.798

0.0

1.0

Pitoisuus (mg/kg)

I I
15 2.0



5 Standardien sailyvyyslaskelmat

Liite 5
1(1)

%RSD
Kvantitointi-ioni Q1 Q2

Analyytti trp Pinta-ala Korkeus tr Pinta-ala Korkeus tp Pinta-ala Korkeus
Acid yellow 36 0,1 46,3 46,2 0,1 45,4 450 0.1 54,4 53,6
Alluranpunainen, ESI+ 0,6 11,7 12,4

Alluranpunainen, ESI- 0,6 28,0 26,4 0,6 37,7 37,5

Amarantti, ESI+ 4,5 14,2 29,8 4,1 16,6 34,8

Amarantti, ESI- 7,3 77,1 87,1 6,3 68,3 68,6

Auramine 0,1 4.4 4,7 0,1 3,9 44 0,1 5,0 4,3
Briljanttisininen FCF 0,2 24,3 23,5 0,2 25,8 25,0

Chrysoidine G 0,9 16,9 17,8 0,9 14,8 15,7

Erytrosiini 0,7 26,4 274 0,7 22,4 229 0,7 26,2 27,4
Fast garnet GBC 0,1 9,5 98 0,1 7.4 71 0,1 6,6 6,3
Fast green FCF 2,0 220,7 220,4 2,1 226,2 226,2 1,1 37,2 37,7
Indigokarmiini 04 17,9 19,8 04 15,6 14,3 0,5 27,2 33,1
Karmiinihappo 3,6 40,1 42,0 34 120,1 121,3 3,5 92,1 98,7
Karmosiini, ESI+ 0,5 46,7 34,7

Karmosiini, ESI- 0,2 37,2 396 0,3 25,8 26,1

Kinoliinikeltainen, ESI+ 1,7 136,4 135,8

Kinoliinikeltainen, ESI- 2,0 97,7 89,2 14 132,7 103,9

Kurkumiini 0,1 46,1 45,8 0,1 41,5 41,0 0.1 36,4 36,4
Oil orange SS 0,1 16,5 16,6 0,1 14,8 15,1 0,1 16,9 17,5
Orange I 0,1 10,1 10,0 0,1 11,3 1,1 01 11,4 11,3
Para Red 0,1 6,3 6,6 0,1 6,9 6,9 0,1 9,5 9,5
Paraoranssi, ESI- 0,9 18,6 16,8 1,0 20,9 19,8

Patenttisininen, ESI+ 0,1 17,7 17,0 0,1 23,8 23,0

Patenttisininen, ESI- 0,1 22,4 22,0 0,2 29,7 29,8

Red 2G, ESI+ 0,4 14,3 14,5 04 7,5 8,1

Red 2G, ESI- 0,4 15,5 15,8

Rhodamine B 0,1 12,4 13,5 0,1 12,7 13,6 0,1 13,3 14,7
Sudan | 0,1 8,0 8,1 0,1 8,0 8,2 0,1 7.4 7,8
Sudan Il 0,1 11,3 11,5 01 12,4 12,0 0,1 13,4 13,3
Sudan llI 0,1 24,9 246 0,1 241 249 0,1 25,3 24,8
Sudan IV 0,2 36,5 43,3 0,1 40,0 36,0 0,1 31,5 29,4
Sudan orange G 0,1 15,8 15,8 0,1 12,3 12,6 0,1 111 11,5
Sudanred 7 B 0,1 97,8 98,9 0,1 75,0 72,9 0,1 90,8 90,1
Sudanred B 04 85,9 86,7 04 113,5 105,0 0,2 81,7 75,3
Sudanred G 0,1 16,9 17,7 0,1 18,4 19,5 0,1 19,2 20,8
Sudan yellow 0,1 12,7 13,2 0,1 14,0 14,8 0,1 12,9 14,3
Tartratsiini, ESI+ 0,3 16,6 17,2

Tartratsiini, ESI- 1,4 121,3 122,5

Toluidine red 0,1 22,1 225 0,1 21,0 21,7 0,1 20,4 20,5
Uuskokkiini, ESI+ 4,0 19,1 36,8 4,1 19,5 299 5.2 18,6 36,2
Uuskokkiini, ESI- 1,0 68,0 68,5

Vihrea S 0,3 2443 2444 1.4 246,5 2466 0,4 2477 2477
Yellow 2G 0,5 102,1 995 05 131,9 132,2 0,8 116,1 115,0




Liite 6

1(3)
6 Tarkkuus- ja tasmallisyyslaskelmat
Taulukko 1: Tason 1 tulokset
Pitoisuus
Analyytti (ug/kg) Keskiarvo Keskihajonta %RSD Abs.virhe
Acid yellow 36 38,4 10,0 26,0 -11,6
Alluranpunainen, ESI+ 314 6,3 20,1 -18,6
Alluranpunainen, ESI- 48,1 0,0 0,0 -1,9
Amarantti, ESI+ 389,5 57,3 14,7 -110,5
Amarantti, ESI- 500 1793,8 27514 153,4 1293,8
Auramine 53,5 41 7.7 -3,5
Briljanttisininen FCF 28,6 8,1 28,3 21,4
Chrysoidine G 55 1,3 22,9 445
Erytrosiini 16,0 4,6 28,5 -34,0
Fast garnet GBC 25,2 4,2 16,8 -24.8
Fast green FCF 848.,9 181,2 21,3 -151,1
Indigokarmiini 215,4 15,6 7,3 -284,6
Karmiinihappo 500 430,1 82,9 19,3 -69,9
Karmosiini, ESI+ 21696,4 7550,3 34,8 20696,4
Karmosiini, ESI- 386,0 202,1 52,4 -614,0
Kinoliinikeltainen, ESI+ 662,0 292,0 44 1 -338,0
Kurkumiini 51,1 5,0 9,8 1.1
Orange Il - 50,8 4.8 9,5 0,8
Paraoranssi, ESI- 481,5 108,9 22,6 -18,5
Patenttisininen, ESI+ 46,2 3,1 6,7 -3,8
Patenttisininen, ESI- 41,0 6,8 16,5 -9,0
Red 2G, ESI+ 45,6 2,6 57 -4.4
Red 2G, ESI- 36,4 8,2 22,5 -13,6
Rhodamine B 46,3 5,1 11,1 3,7
Sudan orange G 40,4 17,0 42,1 -459,6
Tartratsiini, ESI+ 686,6 138,8 20,2 -313,4
Tartratsiini, ESI- - 8210,1 8122,8 98,9 7210,1
Uuskokkiini, ESI+ 410,0 101,1 247 -90,0
Vihrea S 856,2 106,6 12,4 -143,8
Yellow 2G - 680,8 598,5 87,9 -319,2
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Taulukko 2: Tason 2 tulokset
Pitoisuus
Analyytti (ug/kg) Keskiarvo Keskihajonta %RSD Abs.virhe
Acid yellow 36 73,2 13,6 18,5 -26,8
Alluranpunainen, ESI+ 77,8 16,6 21,4 -22,2
Alluranpunainen, ESI- 171,8 0,0 0,0 71,8
Amarantti, ESI+ 532,3 57,2 10,7 -217,7
Amarantti, ESI- 750 1026,8 2,4 0,2 276,8
Auramine 98,8 16,1 16,3 1,2
Briljanttisininen FCF 65,2 21,0 32,2 -34,8
Chrysoidine G 8,0 0,5 6,5 92,0
Erytrosiini 33,6 52 15,4 -66,4
Fast garnet GBC 63,3 12,6 20,0 -36,7
Fast green FCF 1171,7 533,6 45,5 -328,3
Indigokarmiini 2711 95,1 35,1 -478,9
Karmiinihappo 750 610,1 273,2 448 -139,9
Karmosiini, ESI+ 13531,0 2350,2 17,4 12031,0
Karmosiini, ESI- 975,4 226,2 23,2 -524,6
Kinoliinikeltainen, ESI+ 401,4 124,3 31,0 -1098,6
Kurkumiini 65,6 7,0 10,7 -34.4
Orange Il 82,3 13,3 16,2 -17,7
Paraoranssi, ESI- 646,0 234,5 36,3 -104,0
Patenttisininen, ESI+ 82,3 12,6 15,3 -17,7
Patenttisininen, ESI- 93,7 16,9 18,1 -6,3
Red 2G, ESI+ 80,8 14,9 18,4 -19,2
Red 2G, ESI- 68,1 16,9 24,8 -31,9
Rhodamine B 84,8 14,4 17,0 15,2
Sudan orange G 750 72,4 22,5 31,1 -677,6
Tartratsiini, ESI+ 933,7 181,3 19,4 -566,3
Tartratsiini, ESI- 24750,0 20927,6 84,6 23250,0
Uuskokkiini, ESI+ 750 670,9 51,0 7,6 -79,1
Vihrea S 1105,7 461,9 41,8 -394,3
Yellow 2G - 24854 884,6 35,6 985,4
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Taulukko 3: Tason 3 tulokset
Pitoisuus
Analyytti (ug/kg) Keskiarvo Keskihajonta %RSD Abs.virhe
Acid yellow 36 160,8 14,9 9,3 -39,2
Alluranpunainen, ESI+ 208.,9 6,3 3,0 8,9
Alluranpunainen, ESI- 153,7 112,0 72,9 -46,3
Amarantti, ESI+ 1000 913,0 447 49 -87,0
Amarantti, ESI- 1000 1688,2 1385,7 82,1 688,2
Auramine 208,8 5,7 2,7 -8.,8
Briljanttisininen FCF 175,6 2,1 1,2 24 .4
Chrysoidine G 33,2 9,8 29,7 166,8
Erytrosiini 103,6 11,9 11,5 -96,4
Fast garnet GBC 169,2 2,0 1,2 -30,8
Fast green FCF 1701,8 134,9 7,9 -298,2
Indigokarmiini 456,2 76,1 16,7 -543,8
Karmiinihappo 1000 383,1 340,2 88,8 -616,9
Karmosiini, ESI+ 22010,1 10659,8 484  20010,1
Karmosiini, ESI- 1375,0 3421 24,9 -625,0
Kinoliinikeltainen, ESI+ 159,5 0,0 0,0 -1840,5
Kurkumiini 114,3 17,2 15,0 -85,7
Orange Il 174,8 3,8 2,2 -25,2
Paraoranssi, ESI- 945,5 134,5 14,2 -54,5
Patenttisininen, ESI+ 180,0 2,9 1,6 -20,0
Patenttisininen, ESI- 181,9 31,0 17,1 -18,1
Red 2G, ESI+ 189,5 4,3 2,3 -10,5
Red 2G, ESI- 171,4 10,6 6,2 -28,6
Rhodamine B 188,0 5,0 2,6 12,0
Sudan orange G 1000 115,1 34,7 30,2 -884,9
Tartratsiini, ESI+ 1681,2 151,2 9,0 -318,8
Tartratsiini, ESI- 121654,0 84457.,6 69,4 119654,0
Uuskokkiini, ESI+ 1000 1025,5 114,2 11,1 25,5
Vihrea S 1502,3 308,6 20,5 -497.,7
Yellow 2G 3093,9 737,8 23,8 1093,9
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7 Havaintoja analyyttien kayttaytymisesta

7.1 Alluranpunainen

ESI- puolella alluranpunaisen Q1 (451,2 > 371,1) viereen ilmestyy ajan myd6ta toinen piik-
ki retentiolla 4,40. Alluranpunaisen hajoamistuote tama ei voi olla, koska alkuperainen
piikki (tz 3,83) sijoittuu kalibrointisuoralle mainiosti. Kyseessa on luultavasti jonkin toisen

analyytin hajoamistuote.

blank301013_24 Smooth(Mn,1x2) F39:MRM of 2 channels ,ES-
Std 6 451.2 > 2071
_Alluranpunainen (E129) - 4.524e+004
100+
] 3.82
2860.83
45229
%_
. . O
Uusi standardi
2 mg/kg blank301013_24 Smooth(Mn,1x2) F39:MRM of 2 channels ES-
Std 6 451.2 >371.1
_Alluranpunainen (E129) - 2.283e+004
100+
] 3.83
1133.92
22812
%_
O =TT T e min
3.40 3.60 3.80 4.00 4.20 4.40 4.60 4.80
blank301013_26 Smooth(Mn,1x2) F39:MRM of 2 channels ,ES-
Mix 4ug/ml 451.2 > 2071
_Alluranpunainen (E129) - 1.703e+005
100+
] 3.82
9938.14
170329
%_
) (e —————————— T T T T T T T T T T min
Vanha standardi
4 mg/kg blank301013_26 Smooth(Mn,1x2) 440  F39:MRMof 2 channels ES-
Mix 4ug/ml 13083.65 451.2>37141
2.040e+005
100- 203957
Alluranpunainen (E129) -
] 3.83
% 3886.61
4 72141
O~ s
3.40 3.60 3.80 4.00 4.20 4.40 4.60 4.80
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7.2 Amarantti ja UuskokKiini

Identtinen retentioaika seka pilkkoutuminen eli naita kahta variainetta ei pystyta erotta-
maan talld menetelmalla. Esimerkkina nayte, josta I6ydettiin TLC-menetelmalla vain uus-

kokkiini.

sample231013_71 Smooth(Mn,1x2) F29:MRM of 2 channels , ES+
ACN+vesi seos 539.03 > 223.07
_Amarantti (E123) + 4.210e+005
100
] 1.50
144381.00
419505
Maustenayte
Amarantti
sample231013_71 Smooth(Mn,1x2) F29:MRM of 2 channels,ES+
ACN-+vesi seos 539.03 > 348.04
_ Amarantti (E123) + 1.554e+004
100
] 153
477277
15499
%_. émarantti (E123) +;1.53;4772.77;15499
ﬁmaranﬂi (E123) +;1.53;4772.77;15499
min
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00
sample231013_71 Smooth(Mn,1x2) F28:MRM of 3 channels,ES+
ACN+vesi seos . 539.032 > 222.809
Buskokknm (E124) +;1.51;115231.64;363790 3.662e+005
100
%
0 min
sample231013_71 Smooth(Mn,1x2) F28:MRM of 3 channels,ES+
ACN+vesi seos e 539.032 > 158.03
100 9uskokkl|n| (E124) +;1.50;151854.20;490546 4.935e+005
Maustenayte
Uuskokkiini o
0 min
sample231013_71 Smooth(Mn,1x2) F28:MRM of 3 channels ,ES+
ACN+vesi seos e 539.032 > 130.07
yus kokkiini (E124) +;1.50;108963.55;358222 3.606e+005
100
%
443
0 min
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00
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7.3 Briljanttimusta

Briljanttimustan alkuperaiset MS-parametrit eivat olleet toimivat. Briljanttimustalle yritet-
tiin etsid manuaalisesti sy6ttdmalla puhdasta standardia suoraan massaspektrometrille.
Briljanttimustalle 16ydettiin uudet parametrit negatiiviselta (ESI-) puolelta, joita kokeiltiin
ajamalla puhdas standardi. Kuvassa on kyseisen ajon kromatogrammi, josta ndhdaan et-

teivat I6ydetyt parametrit ole kovin optimaaliset.

std061113_08 Smooth{Mn,1x2) 545 F36:MRM of 3 channels ES-
std BM B27.72 3997 =156

1.532e+003
100 1402

545 5.45:627 72,1492
: 7
62772 545;527.72;1492 1209 14.03
5% 1402 802 5075 28.07
340'8225 1287 1228 45 29 468 534 1507
529 39 529 gog g3t 6975 et
~ 408 458 15,66
0 T T T T T T T T T T T min
std061113_08 Smooth{Mn,1x2) 5.06 F36:MRM of 3 channels, ES-
std BM 958,76 3097 =185
2.051e+003
100 2011
_ 506 508
958.76 958.76 734
5% 2011 2011 3353 734
671 3358
/571 1334 15.38
i 10,35 1235 1930 4390 01 Jisge
0 T A T P R T I e e Min

T T T T
1.0 20 30 4.0 50 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 120 130 14.0 15.0
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Fast green fcf:n Q2:1la (764,71 > 169,71) on eri retentioaika verrattuna targettiin ja Q1:een.

Tama mahdollisesti johtuu standardin sisaltdmasta useasta eri analyytistd. Puhdasainee-

na Q2:n retentioaika olisi todennakodisesti sama.

blank301013_24 Smooth(Mn,1x2)
Std 6

100

%

F33:MRM of 3 channels ES+
764.71 >170.89

Fast green FCF (E143);5.90;24494.90;525574 5.260e+005

e e o ABAnas

blank301013_24 Smooth(Mn,1x2)

F33:MRM of 3 channels ES+

Std 6 764.71 > 287.84
o 100 Fastgreen FCF (E143)_ 2.543e+005
Standardimix 5.90
Fast Green FCF % 11463.47
254248
O =TT T T T T min

™ min

blank301013_24 Smooth(Mn,1x2)

F33:MRM of 3 channels ,ES+

764.71 > 169.71

Fast green FCF (E143);6.15;15.73;352  3.640e+002
6.55
0.96

Std 6
100
5.80
% 0é638
5.48 567574 / 590597
[ e e e

T
5.60 5.80 6.00

min




7.5 Karmosiini

Liite 7
5(12)

Karmosiinin Q1:11a eri retentioaika negatiivisella puolella standardimixissa kuin puhtaana

aineena tai Q1:n vaste on todella pieni.

sample230813_04 Smooth(Mn,1x2) F40:MRM of 2 channels,ES-
karmosiini 457 1>377.2
100+ _Karmosiini (E122) - 9.812e+005
] 5.52
78853.27
981234
O/D_
. Ot — e Min
Karmosiini standardi
Sama retentio sample230813_04 Smooth(Mn,1x2) F40:MRM of 2 channels ,ES-
karmosiini 457.1>171
1004 _Karmosiini (E122) - 5.602e+003
] 552
444.34
5602
0/0_
0 BEEEEmES L o e e e O Y1
5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00
blank301013_26 Smooth(Mn,1x2) F40:MRM of 2 channels,ES-
Mix 4ug/ml 4571 >377.2
1004 _Karmosiini (E122) - 2.300e+005
] 5.53
10334.00
229671
O/D_
O —=rrrrrrr L e e ol YT
Standardimix
Eri retentio blank301013_26 Smooth(Mn,1x2) F40:MRM of 2 channels,ES-
Mix 4ug/ml 4571 >171
792 _ 2.254e+004
1007 1454.98
22493
%-| Karmosiini (E122) -
1 5.53
67.39
] 2116
L0 o e e e e min
5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00




7.6  Kurkumiini
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Kurkumiini hajoaa ajan my6ta. Uusi piikki on mahdollisesti kurkumiinin isomeeri.

Uusi standardi

blank301013_24 Smooth(Mn,1x2)
Std6

100

11.97
9.00 173431.52
% 14874.88 2507162
265642
0 ||,L"'|||,||,,||', min

F15:MRM of 3 channels ,ES+
368.84 > 176.94

Kurkumiini (E100) 2-507e+006

blank301013_24 Smooth(Mn,1x2)
Std 6
100

9.00
% 8832.44

blank301013_24 Smooth(Mn,1x2)

Std 6 368.84 > 117
100 Kurkumiini (E100)_1-567e+006
11.97
. 8.99 106029.26
Yo 4924.10 1567386
84798
0 lemd ' min

F15:MRM of 3 channels ,ES+
368.84 > 144.90
Kurkumiini (E100)2-318e+006
11.97
157897.31
2317619

F15:MRM of 3 channels ES+

HLARRAN AN AL LA RN LARAL
8.50 9.00 9.50

AU RSN RN R RS LR ML L
10.00 1050 1100 1150  12.00

Vanha standardi

blank301013_26 Smooth(Mn,1x2)
Mix 4ug/ml

890 _
100 13790.05
o 244927

F15:MRM of 3 channels ,ES+
368.84 > 176.94
2.460e+005

Kurkumiini (E100);11.98;6803.81 ;8795%

O ....,...y,y...,....|....|...,|,...,....|....|...y|....,.'.AFFFH min

blank301013_26 Smooth(Mn,1x2)
Mix 4ug/ml

890 _
100 12229.86
224009
%

F15:MRM of 3 channels ,ES+
368.84 > 144.90
2.251e+005

Kurkumiini (E100);11.97;5616.74;8513&

0 —ererm——— ,,,||,,||,,‘Ah-!-r min

blank301013_26 Smooth(Mn,1x2)
Mix 4ug/ml

890 _
100 797133
148937
%

F15:MRM of 3 channels ,ES+
368.84 >117
1.498e+005

Kurkumiini (E100);11,97;3683.02;51658

O e ....,....,n..,....,....|....,|...,....,.y..|....,|...,.'.‘.#‘*rr min

8.60 9.00 9.50

10.00 1050 11.00 11.50 12.00




7.7 Paraoranssi
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Tarkemmalla tutkinnalla paraoranssi standardi sisaltaa kiellettya orange Il variainetta. Ta-

ma todettiin yksittaisella paraoranssistandardilla, jonka pitoisuus oli 1 mg/kg.

std071013_41 Smooth(Mn,1x2)
E110 MeOH

100+

Paraoranssi (E110)

F37:MRM of 2 channels ,ES-
407.032 > 206.917
5.996e+003

2.08
716.87
5950 Paraoranssi (E110) -
2.08
o) |
% 716.87
5950
(O N ey a e e e e min
Paraoranssi
std071013_41 Smooth(Mn,1x2) F37:MRM of 2 channels ,ES-
E110 MeOH 407.032 > 327
Paraoranssi (E110) -_ 2.831e+003
100+
2.10
295.34
2795
%_
0 - T e T T e T min
1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 2.20 2.40 2.60 2.80 3.00
std071013_41 Smooth(Mn,1x2) F12:MRM of 3 channels ,ES+
E110 MeOH 329.096 > 156.017
100 Orange 11;7.96;144.67;1947 1.956e+003
%
f . 8.41 .

0 L L DL L L UL L L LR B L L min
5td071013_41 Smooth(Mn,1x2) F12:MRM of 3 channels ,ES+
E110 MeCOH 329.096 > 127.984
100 Orange I1;7.96;200.86;2655 2.672e+003

Orange Il
%
[ e L L T e min

5td071013_41 Smooth(Mn,1x2)

F12:MRMof 3 channels ES+

E110 MeQH 329.096 > 173.025
100 Orange 11;,7.96;50.94;812 8.510e+002
%
7.63
0 T T min
7.600 7.800 8.000 8.200 8.400
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7.8 Ruskea HT

Ruskea ht:n kohdalla tehtiin samoin kuin briljanttimustalle. Ruskea ht:lle saatiin uudet lu-
paavat MS-parametrit, joiden avulla saatiin tehtyad standardisuora. Tata kokeilua pidem-

malle ei ehditty paasta.

std061113_04 Smooth{Mn, 1x2) F25:MRM of 2 channels ES-  ©OMPoUnd name: Ruskea HI (E103)
std RHT 227 =795 Comelation coefficient r=0.994362, m2 = 0988756
G.748e+004 Calibration curve: 507.129 *x +-150.6
100+ RUSKSE;'__:: (E155)_ Response type: External Std, Area
5‘199 04 Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/, Axis trans: Mone
67408
X
Y. 5.0 *
ER |
= 3
@
-5.04
(A L .,....,....,....minrx E
-10.04
std061113_04 Smooth(Mn, 1x2) F35:MRM of 2 channels ES- malk
atd RHT 997> 153 T T mavkg
Ruskea HT (E155) _ 7T.474e+004
100+
110
5465.49 5 5
74605 . 4000
0] Ruskea HT (E155) g E
110 § 2000 =
5465.49 &
74695 E
0 '|""|""|I 'I-'-I"I""I""I""min _D_""I""I""I""I""I""I""I""I""I""Img-'lkg
0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 175 2.00 -0.0 20 4.0 6.0 8.0 10.0



7.9 Sudan IV ja Sudanred B
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Analyyttien erottuminen huono, lahes sama retentioaika. llImenee tuplapiikkina standardi-

mixissa. Puhdasaineina saattaisi erottua toisistaan.

blank301013_24 Smooth(Mn,1x2)
Std 6

100

O/O

e L L

blank301013_24 Smooth(Mn,1x2)
Std 6

Standardimix 100
Sudan IV/Sudan red B %

R B B

blank301013_24 Smooth(Mn,1x2)

F18:MRM of 3 channels,ES+
381.224 > 91.009

Sudan IV/Sudan red B;22.38;246492.95;1380365  1.390e+006

F18:MRM of 3 channels,ES+
381.224 > 224.43

Sudan IV/Sudan red B:22.50/67249.27:360094 3.64864+005

F18:MRM of 3 channels,ES+

min

min

blank301013_24 Smooth(Mn,1x2)

blank301013_24 Smooth(Mn,1x2)
Std 6

100

O/Q

0 b
22.000 22.200 22.400

S 6 I . 381.224 > 128.046
100 Sudan IV/Sudan red B,22.50,47669.26,30240§ 3.0626+005
Sudan IV/Sudan red B;22.50;47669.26 ;30240%
0/0
O e —p————r——r——r———r—_—t min
22.000 22.200 22.400

blank301013_24 Smooth(Mn,1x2) F17:MRM of 3 channels,ES+
Std 6 380.84 > 91.00
100 Sudan red B/Sudan IV;22.37;118801.45;654502 6.578e+005

%o

o Tt T TTerfarapsep 7))

F17:MRM of 3 channels,ES+
380.84 > 224 .85
1.916e+005

Std 6
Sudan red B/Sudan I1V;22.38;36536.92;188136
A 100
Standardimix
Sudan red B/Sudan IV %
22.07
U s S R B

F17:MRM of 3 channels ES+
380.84 > 106.08

Sudan red B/Sudan IV;22.49;56414.97,279012  2.864e+005

min
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sample231013_71 Smooth(Mn,1x2) F18:MRM of 3 channels,ES+
ACN+vesi seos 381.224 > 91.009
100 Sudan IV;22.44;15669.91;143393 1.441e+005
%o
O e min
sample231013_71 Smooth(Mn,1x2) F18:MRM of 3 channels, ES+
ACN+vesi seos 381.224 > 224 .43
Sudan IV;22.44,5987.65;51163 5.123e+004
- 100
Maustendyte
Sudan IV TAl Sudan red B %
0 rrrrrrrrrrrrrrrrr min
sample231013_71 Smooth(Mn,1x2) F18:MRM of 3 channels,ES+
ACN+vesi seos 381.224 > 128.05
100 Sudan IV;22.44:4835.61:42898 4.314e+004
%o
O e min
22.00 22.20 22.40 22.60 22.80
sample231013_71 Smooth(Mn,1x2) F17:MRM of 3 channels ,ES+
ACN+vesi seos 380.84 >91.00
100 Sudan red B;22.44,6771.51,70341 7.095e+004
%
O o L e ST, Min
sample231013_71 Smooth(Mn,1x2) F17:MRM of 3 channels,ES+
ACN+vesi seos 380.84 >224.85
100 Sudan red B;22.44;2199.17;24548 2.458e+004
Maustendyte Sudan red B;22.44;2199.17;24548
Sudan red B TAl Sudan IV o {
0 T T, Min
sample231013_71 Smooth(Mn,1x2) F17:MRM of 3 channels ES+
ACN+vesi seos 380.84 > 106.08
100 Sudan red B;22.45;3359.70;38721 3.873e+004
%o
0I"'I""I""I""IIII
22.00 22.20 22.40 22.60 22.80
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7.10 Todella suuren vasteen analyytit
Suuren vasteen antava analyytti saattaa nakya toisen analyytin kromatogrammissa yli-
maaraisena piikkina. Esimerkkina kurkumiini (tg 11,96) nakyy suuressa pitoisuudessa

seka erytrosiinin (tg 11,58) sekd rhodamine b:n (tr 12,34) kromatogrammeissa suurena

piikkina.

Taulukko 1: Hairitsevia analyytteja ja niiden tp

Analyytti Retentioaika (min)
Patenttisininen 8,31
Kurkumiini 11,96
Rhodamine B 12,34
Fast Garnet GBC 14,07
blank301013_26 Smooth(Mn,1x2) F34:MRM of 3 channels,ES+
Mix 4ug/m| 836.67 > 582.963
100 Enytrosiini (E127);11.58;181780.05;3203194 3.205e+006
%
R e RO ——— e min
blank301013_26 Smooth(Mn,1x2) F34:MRM of 3 channels,ES+
Mix 4ug/m| 836.67 > 329.11
Erytrosiini (E127);11.58;81363.93;1422795 1.423e+006
. 100
Standardimix
Erytrosiini %
e e Ry ———————— min
blank301013_26 Smooth(Mn,1x2) F34:MRM of 3 channels, ES+
Mix 4ug/ml 836.67 > 200.88
100 Erytrosiini (E127);11.58;29016.09;504053 5.042e+005
%
0 = ————————— min
11.200 11.400 11.800 12.000
blank301013_40 Smooth(Mn,1x2) F34:MRM of 3 channels,ES+
836.67 > 582.963
6.083e+003
100+
11.61
%o 17.66
253
1 ] 1 | R
——rrrr T min
blank301013_40 Smooth(Mn,1x2) F34:MRM of 3 channels,ES+
836.67 > 329.11
. 7.270e+003
Curry ndyte 100
Ei erytrosiini vaan kurkumiini 11.83
(11,9) % 21.76
11.10
L/ ! 322 -+ i
= e min
blank301013_40 Smooth(Mn,1x2) F34:MRM of 3 channels,ES+
836.67 >200.88
9.094e+003
100
11.83
% 112 121.18
W . 667 '
0 T rrrrr min
11.200 11.400 11.600 11.800 12.000
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blank301013_26 Smooth(Mn,1x2) F22:MRM of 3 channels,ES+
Mix 4ug/ml 443.29 > 399.263
100 Rhodamine B;12.34;778536.31;12761355 1.277e+007
%
0 L B e e e ....|....|....|.I... min
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