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KASUTATUD LUHENDID JA MOISTED

ACN - atsetonitriil

ATR - norgendatud tiielik sisepeegeldus

CHCA - o-tstiano-4-hiidrokstikaneelhape

DHB - 2,5 —dihiidroksiibensoehape

DMF - dimetiiiilformamiid

DMSO - dimetiitilsulfoksiid

EDS - nergiadispersiivne spektroskoopia

EDTA - etiileen-diamiin-tetraddadikhape

ERM - Eesti Rahva Muuseum

ESI - elektropihustus-ionisatsioon

ESI- - elektropihustus-ionisatsioon negatiiv

FORS - fiiber optiline peegeldus spektroskoopia

FT - Fourier’ teisendus

HCI - vesinikloriidhape

HPLC - kdrgefektiivne vedelikkromatograafia
HRMS - kdrglahutusega massispektromeetria

ICR - ioontsiiklotronresonants

IR - infrapunane

m/z - massi-laengu suhe

MALDESI - abimaatriksiga laser-desorptsioon elektropihustus ionisatsioon
MALDI - abimaatriksiga laserdesorptsioon-ionisatsioon
MS - massispektromeetria

ppm (part per million) - miljondik osa

Q - kvadrupool

QQQ - kolmekordse kvadrupooliga massianaliisaator
SEM - skaneeriv elektronmikroskoop

SERS - pinna poolt tugevdatud Raman hajumine
TOF-SIMS - lennuaja-sekundaarsete ioonide massispektromeetria
TFA - trifluorodddikhape

UV - ultraviolett

VIS - ndhtav

Am/z - massiviga



SISSEJUHATUS

Libi ajaloo on kasutatud erinevaid looduslikke vérvaineid riideesemete ja muude tekstiilide
(vaibad, kardinad, linad) vérvimiseks. Vérvained sisaldavad orgaanilisi iihendeid, mis
annavad juba védga viikestes kogustes tooni. Enamus virvaine molekule sisaldavad
aromaatsust ning vérvained jagatakse suurematesse gruppidesse nagu antrakinoonid,

flavonoidid, tanniinid jne.

Ajalooliste objektide korral on kasutatud looduslike virvainete kindlakstegemine oluline, et
saada selgemat lilevaadet virvainete kasutusest, kaubandusest ning véirvimistehnoloogiatest
erinevates maailmakohtades. Lisaks saab teavet inimeste eluviiside, harjumuste ja sotsiaalse
staatuse kohta. Ajalooliste tekstiilide vérvainete koostise teadmine on vajalik teave
konservaatoritele, voimaldades neil vajadusel teostada konserveerimist digete materjalide ja

meetoditega.

Tekstiilide vérvimiseks kasutatud looduslike virvainete tuvastamisel on aga mitmeid
probleeme, mis raskendavad sihile joudmist. Ajalooliselt oluliste objektide juures on
analiiisitavad proovikogused enamasti viga viikesed, virvainete kontsentratsioonid
proovides on madalad, vérvide koostised keerulised (vdivad koosneda samaaegselt tervest
reast erinevatest lihenditest) ja vidrvaine vdib olla ulatuslikult lagunenud. Kuigi erinevate
looduslike virvainete valik on véga suur, on nende kéttesaadavus kiillaltki piiratud. Eriti raske
on puhaste ainetena kétte saada vérvainete komponente (flavokermeshape, santaliin A jne)
ning seetdttu on proovide analiilisimiseks vaja vdga tundlikke, vdhe destruktiivseid ning
voimalikult palju informatsiooni andvaid meetodeid. Lisaks on erinevaid vérvainete allikaid
(taimede koostis voib varieeruda kasvu kohast ja tingimustest) ning virvimisretsepte (millist

peitsi ja lahustit kasutati, kaua ning milliseid kiude varviti) viga palju.

Kéesoleva magistritod lildeesmirgiks on uurida instrumentaalmeetodite (HPLC-QQQ-MS,
ESI-ja MALDI-FT-ICR-MS) abil erinevaid looduslikke punaseid vérvaineid ja nende
looduslikke allikaid (taimed, putukad), eesmirgiga saada neist vOimalikult kvaliteetsed
identifitseerimist voimaldavad massispektrid ja kromatogrammid, mille abil luua metoodika
tundmatute punaste virvainete tuvastamiseks tekstiilikiududest. Lisaks tuvastada erinevatest
vérvainetest voimalikult paljud erinevad virvaine komponendid. Metoodika arenduseks valiti
esialgu vaid tiks toon (punane), kuna erinevaid vérve ning neile vastavaid virvaineid on viga

palju.
Léhtuvalt iildeesmaérgist saab teostatud uurimustoo jaotada jargmisteks etappideks:
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1)

2)

3)

4)

Koguda erinevaid looduslike punaste vérvainete standardeid ning teostada nendega
varvimiskatsed. Saadud lahuste ja kiudude analiiiisi tulemustest luua massispektrite ja
kromatogrammide kogum, mida saab kasutada tundmatu virvaine tuvastamiseks.
Virvitud kiududest ekstraheerida védrvained, vorreldes ekstraheerimismeetodeid ja
nende efektiivsust.

Kasutades erinevaid instrumentaalanaliilisimeetodeid, uurida erinevates varvimis- ja
ekstraheerimisetappides  saadud  virvilahuseid. Lisaks vorrelda erinevate
analiilisimeetodite voimekust vérvainete analiiiisil tekstiilikiududest.

Analiiiisi teostamiseks kasutada meetodeid nagu HPLC-(QQQ)-MS (kdrgefektiivne
vedelikkromatograat kolmekordse kvadrupool massispektromeetriga), MALDI-FT-
ICR-MS (abimaatriksiga laser desorptsioon-ionisatsioon Fourier’ teisendusega
ioontsiiklotronresonants  massispektromeeter), ESI-FT-ICR-MS (elektropihustus

ionisatsiooniga Fourier’ teisendusega ioontsiiklotronresonants massispektromeeter).

Koikide eelnevate etappide teostamisel tahetakse luua iihtne metoodika tundmatutest

tekstiiliproovidest punase virvaine tuvastamiseks kasutades erinevaid

instrumentaalmeetodeid nagu HPLC-QQQ-MS ja FT-ICR-MS ESI ja MALDI

ionisatsiooniallikatega. Metoodikat on vdimalik hiljem laiendada kdikide teiste virvide

jaoks.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

Tekstiili vdrvained on orgaanilised loomse vOi taimse paritoluga vérvilised lihendid, mis

annavad vérvi juba véga viikestes kogustes. [1]

Loomsed ja taimsed kiud votavad vérvaineid erinevalt vastu ning seetdttu on virvimise juures
oluline siduda dige virvaine dige kiuga. Parema pesemis- ja kulumiskindluse ning virviaine
tugevamalt kiududega sidumise jaoks, kasutatakse virvimisel tihti peitse (maarjajaid,
tinasoola, uriini jne). Peits on virvimisel abiaine, mille abil luuakse keemiline voi fiiiisikaline

side vidrvaine ja kiu vahele. Lisaks on peitsi abil voimalik saada erinevaid véarvitoone. [1-4]

1.1.LOODUSLIKUD VARVAINED

Kiudude vérvimisel on taimne tooraine alati olnud kdige olulisem [1]. Peamised kromofoore
sisaldavad tihendid looduslikes virvainetes on flavonoidid, antrakinoidid, indigoidid ja
gallotanniinid. Lisaks esineb veel karotenoide, bensokinoone ja antotsilianidiine. [5, 6] Kuna
kdesoleva magistritéd0 raames uuritakse vaid punaseid looduslikke virvained, siis
kirjeldatakse jiargnevalt ainult taimseid ja loomseid punaste virvainete allikaid. Lisas 1 on
toodud koik antud t66s kasutatavad virvainete allikad ja neis sisalduvad olulisemad

véarvainete komponendid.

1.1.1. TAIMSE PARITOLUGA PUNASED VARVAINED

Punavirvik (Rubia tinctorum L) on koige populaarsem ldhteaine varvimiseks, mida on

kasutatud juba antiikajast [7]. Punavérviku juured sisaldavad muljetavaldavas koguses
erinevaid antrakinooni derivaate. Praeguseks on punavirviku juurtest eraldatud 36 erinevat
antrakinooni, millest 15 méngivad rolli virvuse andmisel. Tuntuim neist on alisariin. Lisaks
sisaldavad punavérviku juured jérgnevaid olulisemaid antrakinoone: pseudopurpuriin,
rubiadiin, munjistiin ja kristofiin. Punavérvikut kasutades on vdimalik saada viga palju
erinevaid punaseid toone, soOltuvalt taime vanusest, virvimistehnikast ja kasutatavatest

peitsidest. [4]

Virvisafloorist (Carthamus tinctorius L.) saadakse roosat, kirsipunast, roosakaspunast ja

mooni punast virvi. Tehnika roosa ja punase saamiseks erineb koikidest teistest vérvainete
saamise protsessidest ning varvimiseks kasutatakse vaid Oisi. Pohiline vidrviandev ithend

varvisaflooris on kartamiin, lisaks on taimest veel eraldatud anhiidrosafloori, isokartamiini
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ning isokartamiini ja kartamiini hiidroksiietiililestrit. Erinevalt prekartamiinist ei lahustu
kartamiin vees, kuid lahustub aluselises keskkonnas. Lisaks on dites palju vees lahustuvaid
kollaseid iihendeid ning tegelikult on oites ainult 0,3-0,6% punaseid virvaineid. Viarvained,
mis saadakse vérvisafloorist, seotakse kiududega otse ilma peitse kasutama. Virvaine
lahustatakse esiteks aluselises keskkonnas ning lisatakse kiududele pdrast seda, kui vann on

happeliseks muudetud. [4, 8]

Siiltsesalpiiniapuu (Caesalpinia echinata) on punase taimse virvaine allikas, mida tunti juba

enne Ldouna-Ameerika avastamist (15. sajandist). Vidrvimisel kasutatakse vaid liilipuitu ja
suuremaid oksi. Pohiline vérvaine siiltsesalpiiniapuus on brasileiin, mis tekib brasiliini

autookstidatsiooni teel. [2, 4, 9]

Sandlipuu (Pterocarpus santalinus L.) sisaldab endas erinevaid vees viahelahustuvaid

tihendeid. Neid on kiill raskem puidust katte saada, kuid samas on need hiljem riide peal
vastupidavamad pesemisele ja valgusele. Virvimiseks kasutataks lillipuitu. Sandlipuus on
17% tiihendeid nagu santaliin A ja B ning teisi flavonoide. Lisaks sisaldab puu endas palju

tanniine, mis varvimisel kdituvad peitsidena. [4, 10]

Verev voodik (Cortinarius sanguineus) on laialt levinud miirgine seen Euroopas ja Pohja-

Ameerikas. Verev voodik sisaldab endas erinevaid antrakinoonide rithma kuuluvaid

véarvaineid nagu emodiin, dermotsiibiin, dermorubiin jt. [4]

Virvialkanna (Alkanna tinctoria) korral kasutatakse vérvaine saamiseks juuri, mis sisaldavad

suures koguses naftokinoone. Vérvialkannaga virvimiseks tuleb kasutada erinevaid
metallipeitse ning vérvainete kittesaamiseks taimest tuleb kasutada alkoholilahust. Kuna
vérvaine oli vdga kallis ning samas valgustundlik, kadus see virvainete arenguga turult ning

selle kasutus jaab pigem 17. ja 18. sajandisse. [4, 11]

1.1.2. LOOMSE PARITOLUGA PUNASED VARVAINED

Punase virvi saamiseks saab kasutada ka antrakinoone sisaldavaid putukaid. Enamik
virvainete saamiseks kasutatavaid putukaid on parasiidid, kes on vdga viikesed ning on

iillatav, et neid nii ammu tihele pandi ja kasutama hakati. [4]

Kermes (Kermes vermilio) sisaldab pohiosas kermeshapet, mis kuulub antrakinoonide hulka.
Lisaks on kermeses ka teisi kollaseid toone andvaid antrakinoone. Kermestidist saadakse

sarlakpunast, mis on ajaloo liks kalleimaid virve. [4]



Ameerika avastamine (15. sajand) muutis oluliselt virvainete kaubandust ja turgu. Hispaania
vallutajad mérkasid Mehhikosse ja Peruusse saabudes kohalike kangaste ergast ja ilusat
punast virvi ning tiisna pea algas koSenilli import Ameerikast Euroopasse. KoSenill
(Dactylopius coccus) on parasiitputukas, keda leidub kindlatel taimedel ning tema kestast
saab laias toonide valikus kvaliteetset veekindlat punast virvainet. Ule maailma on olemas
erinevaid koSenille, mis segatult erinevate peitsidega annavad erinevaid punaseid toone.
KoSenilli pdhiline komponent on karmiinhape, mis erinevalt kermeshappest on kerge lillaka
varjundiga. Lisaks karmiinhappele on sellest putukast leitud veel kermeshapet ja

flavokermeshapet. [1, 4, 9]

1.1.3. EESTIS KASUTATUD PUNASED VARVAINED

Eesti rahvardivastel kasutatud punane virv voib olla saadud varvmadara (Galium boreale) voi
lepakoorega (Alnus incana) varvimisest. Véarvmadara juur sisaldab alisariini, mis annab
kangale telliskivipunase vérvi. Varvmadar voib anda toone roosast oranzini, olenevalt peitsist
ja véarvimistehnikast. Varvimiseks on kasutatud ka pehmet madarat (Galium mollugu) ja
hobumadarat (Galium verum). Lepakoorega vérvimisel tuleb punase védrvi saamiseks
koortekeedisele lisada maarjajddd. Lillakaspunaseid toone saadi mustsdstra, aroonia ja
kdokanniga virvides, erinevaid punaseid annavad ka dunapuukoored, kirsipuukoored, nésiniin
(Daphne mezereum), liht-naistepuna (Hypericum perforatum), harilik pune (Origanum
vulgare), peet ja harilik metsvits. Looduslikest vilismaistest punastest vérvainetest on Eestis
aegade jooksul kasutusel olnud krapp e. punavérvik; siiltselpiinipuu e. punapuu, koSenill ja

kermes. [12, 13]

Juba sajandeid on Eestis osatud kasutada ka erinevaid siinteetilisi ja loodusliku péritoluga
peitse. Kemikaalidest tunti maarjajddd (AIK(SO4),-12H,0), vaskvitrioli (CuSO4-5H,0),
raudvitrioli  (FeSO4-7H,0),  kaaliumdikromaati  (K,Cr,O7), viinhapet  (C4H¢Og),
kaltsiumkarbonaati (CaCOs), oblikhapet (C,H;04), potast (K,COs;), tanniini, tinakloriidi
(SnCly), viinakivi (K,C4H4Og) ja keedusoola (NaCl). Looduslike peitsidena kasutati
hapukapsa vedelikku, johvikamahla, kurgisoolavett, haput kalja jne. Peitsimine intensiivistab
ja muudab vérvitoone ning suurendab I0ngade valgus- ja pesukindlust. Ténu sellisele
tootlusele ongi paljud sajanditevanused varvindidised siiani sdilinud. Kuid on ka leitud, et

nditeks raudvitrioli liigne kasutamine kahjustab nii véarvainet kui tekstiilikiudu. [12]



1.2.VARVIMISTEHNIKAD JA POHIMOTTED

Teadmine, kuidas kiude vérvida, erineb teadmisest, kuidas ja millised keemilised protsessid
virvimisel toimuvad. Juba mitusada aastat tagasi hakkasid aga paljud keemikud sellest
huvituma, kuid esimest korda hakati sellest tdeliselt aru saama siinteetiliste varvide kasutusele
tulekuga. Praeguseks on iisna hésti teada, kuidas erinevad siinteetilised vérvained kiududega
seonduvad, kuid palju keerulisem on siiani aru saada, kuidas seonduvad looduslikud
vérvaineid kiududega. Seda kahel pdhjusel: 1) looduslikes vérvainetes on mitmeid erinevaid
komponente ning paljude nende koostist ei teata siiani; 2) paljude virvainete keemiline
afiinsus kiududega on vdga ndrk ning tekstiilide vérvimiseks tuleb kasutada lisandeid — peitse.

Peitsid reageerivad vérvainetega ja kiudude viisil, millest siiani tdielikult aru ei saada. [4]

Enamus vajalikke védrvained, mida kasutatakse tekstiilikiudude vérvimisel, saadakse
taimedest, samblikest, seentest ja putukatest. Varvid tuleb eraldada nende algupirasest
allikast, eemaldades vahad ja vaigud nii, et sdiliks virvaine. Seda tehakse 1dbi keeruliste
protsesside, mis hdlmavad endas vesilahustes leotamist, keetmist ja fermentatsiooni ehk

anaeroobset gliikoliitisi. [1]

Pohilisi  varvimistehnikaid on kolm: otsene vérvimine, kiilipvdrvainetega varvimine ja

peitsidega virvimine. [4]

Otsene varvimine sisaldab endas kindlate taimede leotamist voi keetmist vees, kus kasutatav
temperatuur sOltub kiust ja vérvainest. Antud meetodit kasutatakse pigem erandlikes
olukordades, kus virvaine komponendid taimedes omavad polaarseid funktsionaalriihmi, mis

moodustavad sidemeid virvitava kiuga. [4]

Kiitipvirvide meetodit kasutatakse indigoga ja molluskitest saadava lillaga vérvimiseks.
Virvitud olekus on need virvained lahustumatud, seega tuleb virvimise hetkel need
lahustuvaks muuta ning kiududega siduda. Meetod pohineb reduktsiooni protsessil leeliselises
keskkonnas. Kiud imab endasse virvained, kuid need on lahustuvad redutseeritud vormis, mis
on viga norga varvusega. Kui kiud virvimisvaadist vélja votta ning need hapnikuga kokku
puutuvad, sadestuvad indigo ja lilla kiule ning vdtavad vastavalt sinise voi lilla vérvuse.

Téapne sidemete olemus varvainete ja kiudude vahel on siiani vaid oletus. [4, 6]

Suur osa virvainete molekulidest, mida inimkond on Sppinud ekstraheerima taimedest ja
loomadest, ei seostu tugevalt tekstiilikiududega. Samas saab mitmeid neid vérvaineid siduda
erinevate metallisooladega, mille abil vérvained kiududega paremini seonduvad. Neid aineid

hakati 18.sajanil kutsuma peitsideks. Tdpne toomehhanism pole siiani selge. Enamasti
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leotatakse tekstiile esiteks peitsis ning seejirel virvitakse virvainega. Peitsidena on katsetatud
nii mineraalseid aineid, nagu soolad, metallioksiidi, muda, kui ka orgaanilisi materjale nagu

uriin, véljaheited, veri, rasvad. [4]

Milliseid meetodeid, milliste looduslikke vérvainete jaoks kasutati, on oluline teadmine, et

valida digeid meetodeid vérvainete lahustamiseks kiududest [6].

1.3. PROBLEEMID VARVAINETE TUVASTAMISEL
TEKSTIILIDEST

Virvainete tuvastamise juures tekstiilidest esineb neli pdhilist probleemi: (1) proovi kogused
on enamasti viga viikesed; (2) materjalides on virvainete kontsentratsioonid vidga madalad;
(3) materjalis on palju muid iihendeid, sh lagunemise produkte ning (4) enamasti puudub
informatsioon vérvimistehnika (st. retsepti) kohta. Lisaks v0ib kangas olla vérvitud mitme
erineva virvaine seguga. Kuna vérvainete kogused proovides on viga vidikesed, on vaja
analiilisimeetodeid, mis suudavad todtada vidga viikeste proovi kogustega. Kuna proovid on
sageli ajaloolise vairtusega, on eelistatud voimalikult vihedestruktiivsed meetodid. [3, 6, 14,

15]

Lisaks eelnevalt kirjeldatud probleemidele on raskendatud ka vérvainete standardite
kasutamine, kuna neid on viga palju ning tihti ei ole neid kommertsiaalselt saada. Puhtaid
virvaine komponente (nt brasiliin, emodiin) on vdhe miitigil vdi on nende hinnad viga
korged. Samuti ei ole lihtne leida erinevaid vérvaine standardeid. Selle probleemi
lahendamisel on suur roll just massispektromeetria (MS) meetoditel, mis sageli vdimaldavad
tihendeid identifitseerida ka ilma standardaineteta, kasutades kirjandusest saadud

informatsiooni iihendite kohta, mis peaks olema virvainete allikates. [15]

1.4. KIUDUDEST VARVAINETE EKSTRAHEERIMINE

Paljude analiilisimeetodite korral on selektiivsuse ja tundlikkuse seisukohalt viga oluline dige
proovi eeltdotlus. Ekstraktsioon, voi pigem vérvaine kangast vilja leotamine, on virvainete
uurimisel enamasti esimene samm, kuna enamus virvainete uurimismeetoditest vajavad
analiitite lahustunud kujul (nt vedelikkromatograafia, massispektromeetria). Ekstrakti
keemiline koostis ajaloolise materjali puhul so6ltub loodusliku allika péritolust,

varvimistehnikast, objekti vanusest, hoiustamisest, vananemisprotsessidest ja ekstraktsiooni
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tingimustest. Ekstraktsioonimeetodi valik soltub méiiratavate komponentide omadustest ja
maatriksist. [2, 5, 16, 17] Otsese vérvimisprotsessiga virvid ekstraheeritakse vee voi
alkoholide abil [5]. Kiilipvarvid on vees lahustumatud ning nende lahustamiseks kasutatakse
lahusteid nagu piiridiin [2, 5, 16], dimetiiilformamiid (DMF) ja dimetiiiilsulfoksiid (DMSO)
[2, 5].

Peitsvirvidega varvitud kiudude korral tuleb kasutada aga agressiivseid kemikaale, enamasti
tugevate hapete lahuseid [2, 5, 16, 17]. Erinevaid lahusteid ja metoodikaid vérvainete
véljaekstraheerimiseks kiududest on vdga palju. Kdige tavalisem lahusti peitsvérvide
ekstraheerimisel on metanool-vesi-37%  vesinikkloriidhape (HCIl) lahus. Pirast
ekstraheerimist aurustatakse lahus pealt ning jarelejddnud vérvaine lahustatakse metanool-vesi
(1:1, v/v) segus. Samas ei ole see metoodika efektiivne nditeks indigovirvide korral ning sel
juhul kasutatakse lahustina DMF. [2, 9, 15, 16, 18, 19] Kuna selle metoodika korral
kasutatakse tugevat hapet, v3ib see lisaks virvainete ekstraheerimisele neid osaliselt ka
lagundada ning kahjustada riidekiude. Seetdttu on jérjest enam hakatud uurima ornemaid
ekstraheerimismeetodeid. Néiteks kasutatakse HCl asemel metaanhapet voi hoopis EDTA
(etiileendiamiintetradddikhape) lahust. [2, 17] Lisaks on tehtud katsetusi sidrunhappega,
oblikhappega, TFA-ga (triflorodédikhape) ning metaanhappe ja EDTA seguga. [19] Ka vesi-
metanool lahuse asendamine DMSO, DMF vo4i nende metanooli segudega voib parandada

tulemusi. [20]

1.5. ERINEVAD MEETODID LOODUSLIKE VARVAINETE
TUVASTAMISEKS

Kuna tekstiilivdrvid koosnevad paljudest komponentidest, pdhinevad peamised
uurimismeetodid nende iihendite eraldamisel maatriksist ja seejdrel identifitseerimisel.
Erinevaid tihendeid segus on uuritud nii kvalitatiivselt kui kvantitatiivselt. Kvantitatiivne
analiiiis on olnud kasutusel eeskétt selleks, et vorrelda erinevate komponentide suhtelisi
koguseid erinevates taimedes. Eraldusmeetoditena on kasutusel kromatograafia ja

elektroforees. [6]

Levinumaks detektoriks on UV-Vis (ultraviolett-ndhtav) spektromeetriline detektor, s.h.
dioodrivi detektor [7, 16, 17]. Viimasel ajal on aga iliha populaarsemaks muutunud
massispektromeetria [7, 15, 20]. Kasutatud on ka fluorestsents-detektorid, kuid selle

puuduseks on see, et kdik virvained ei fluorestseeru [6].
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Lisaks on katsetatud ka meetodeid nagu niiteks FORS (fiiber optiline peegeldus
spektroskoopia) [6], Raman hajumine [6], SERS (pinna poolt tugevdatud Raman hajumine)
[6, 21, 22], IR-MALDI-ESI-FT-ICR-MS (infrapunane abimaatriksiga laser-desorptsioon
elektropihustus ionisatsioon massispektromeetria) [23], TOF-SIMS (lennuaja-sekundaarsete

ioonide massispektromeetria) [14].

Jargnevalt on pikemalt kirjeldatud neid analiilisimeetodeid, mida antud uurimistd6 praktilises

osas kasutatakse.

1.6. VEDELIKKROMATOGRAAFIA LOODUSLIKE VARV-
AINETE ERALDAMISEKS

Looduslikud vérvained koosnevad sageli paljude erinevate iihendite segust ning seetdttu on
mdistlik analiiidid enne detekteerimist iiksteisest eraldada. Vedelikkromatograafia korral
toimub ainete eraldamine nende jaotumisel mobiilse ja statsionaarse faasi vahel. [24]
Kromatograafilisel eraldusel kasutatakse podrdfaaskromatograafiat, kuna enamik looduslikke
véirvaineid on polaarsed, veeslahustuvad iihendid. Pdordfaaskromatograafia korral on
statsionaarne faas védhepolaarne ja mobiilne faas polaarsem. Koige levinuimaks
statsionaarseks faasiks on C18, kuid erinevad katsetused on ndidanud positiivseid tulemusi ka
C4, C8 ja NH; kolonniga. Mobiilseks faasiks kasutatakse enamasti metanooli v4i atsetonitriili
(ACN) segu puhverlahusega gradientelueerimisel. Korgema polaarsuse, odavama hinna ja
madalama toksilisuse tdttu soovitatakse kasutada metanooli. Kasutatakse gradientelueerimist
happelise eluendiga, kuna enamikud virvainete komponendid sisaldavaid happelisi riihmi ja
happeline eluent tdorjub nende molekulide dissotsiatsiooni tagasi. Analiilitide eraldamine on
analiiisil vdga tdhtis samm, kuna vérvaine vOib degradatsiooni, pesemise, kanga vale
hoiustamise ja vidrvainete korge virvusintensiivsuse tottu olla vdga véikestes

kontsentratsioonides. Lisaks sellele on erinevaid vérvaineid vdga palju ning need on

tiksteisele sarnased. [3, 6, 7, 16, 17, 20]

1.7. MASSISPEKTROMEETRIA (MS) UHENDITE
IDENTIFITSEERIMISEKS JA KARAKTERISEERIMISEKS

Et saada usaldusviirset informatsiooni ajaloolise eseme kohta on vaja tuvastada koiki

erinevaid virvaine komponente, mida uuritav materjal endas sisaldab. Et seda saavutada on
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vaja korge selektiivsusega, spetsiifilist ja tundlikku meetodit. MS on iiks vdimsamaid
meetodeid, et tuvastada, karakteriseerida struktuurselt ning kvantifitseerida laias valikus

tihendeid. [6, 20]

Massispektromeetria korral on esimeseks sammuks komponentide viimine gaasifaasilisse
ioonsesse vormi. Tekivad nii positiivse kui negatiivse laenguga molekulaarioonid, mis voivad
edasi omakorda veel fragmenteeruda. Koiki neid ioone saab detekteerida ning massispektris

esinevad need koik vastavalt nende kvantitatiivsetele sisaldustele. [25]

Parast ainete ioniseerumist, suunatakse tekkinud ioonid massianaliisaatorisse, kus ioonid
eraldatakse vastavalt nende massi ja laengu suhte alusel elektri- ja/vdi magnetviljas. Lopuks
registreeritakse tekkivate ioonide massi-laengu suhted (M/z) ning tulemuseks saadakse

massispekter. Detekteerimiseks kasutatakse massispektromeetrias n-6 ioonide lugemist. [25]

Kéesoleva t60 praktilises osas kasutatud ioonallikatest, massianaliisaatoritest ja detektoritest

on pikemalt kirjutatud jargnevates peatiikkides 1.7.1 — 1.7.4.

1.7.1. MALDI ANALUUTIDE IONISEERIMISEKS

MALDI e. abimaatriksiga laserdesorptsioon-ionisatsioon on makromolekulide uurimisel palju
kasutuses, kuid sellel meetodil on mitmeid eeliseid ka viikeste molekulide uurimiseks. Proovi
eeltootlus on lihtne, massispektri registreerimine kiire, meetod tundlik ning lisaks ei sega
erinevad lisandid analiiiisi. MALDI korral on tegemist pehme ionisatsiooniga ehk esineb vdhe

fragmenteerumist. [26]

MALDI on ionisatsioonimeetod, kus ioonid tekitatakse vahetult tahkest olekust. MALDI
korral segatakse proovilahus maatriksaine lahusega, mis sisaldab viikseid orgaanilisi
molekule, mis neelavad laserikiirgust. Segu kuivatatakse lahustist ning alles jddvad
kokristalliseerunud analiitidi ja maatriksi molekulid. Segu kiiritatakse liihiajaliselt laseriga
vaakumkeskkonnas ning kiirguse neeldumise tulemusel maatriksis, toimub proovi viimine
gaasifaasi. Maatriksaine aurustub koos analiilidiga ning tekivad analiiiidi ioonid (pohiliselt
annab iihelaengulisi ioone). Ionisatsiooni reaktsioonid voivad toimuda vaakumkeskkonnas
erinevatel etappidel. Lisaks keemilisele ja fiilisikalisele ionisatsioonile voib toimuda
gaasifaasi fotoionisatsioon, ergastatud olekus prootoni ililekanne, ioon-molekul reaktsioon jne.
[25] MALDI-s sobiva maatriksaine valimine on votmetdhtsusega, kuna see peab neelama
kasutatava laseri lainepikkusel (analiiit ei tohi sellel sagedusel kiirgust neelata),

kristalliseerudes peab see siduma analiiiidi molekulid ja aitama kaasa analiiiidi molekulide
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ioniseerumisele ning peab olema vaakumis stabiilne. Levinumad maatriksained on néiteks 2,5

—dihiidroksiibensoehape (DHB), a-tstiano-4-hiidroksiikaneelhape (CHCA) jne. [27]

1.7.2. ESI ANALUUTIDE IONISEERIMISEKS

Uuringud on nididanud, et ESI e. elektropihustus-ionisatsioon negatiivses reziimis sobib
paremini happelisi riihmi sisaldavate iihendite jaoks nagu antrakinoonidel, flavonoididel ja

tanniinidel pdhinevad vérvained [5, 15, 20].

ESI saadakse tugeva elektrivdlja rakendamisel peenest diilisist viljuvale vedelikujoale
atmosfadrirdhul. Elektrivdlja tagajarjel tekib laengute kogunemine vedeliku pinnale kapillaari
otsas ning moodustuvad laetud tilgad (ESI- reziimis on tilgad negatiivse laenguga). Tilgad
juhitakse 1dbi kuuma inertgaasi voolu, et eemaldada solvent. Mida enam tilgad kaotavad
solvendi molekule, seda suuremaks muutub elektrivili tilga pinnal. Kui elektrivili tilga pinnal
saab piisavalt suureks, siis tilk puruneb viiksemateks tilkadeks. Kui tilk muutub piisavalt
viikeseks, siis toimub elektrivilja mdjul ioonide eraldumine tilga pinnalt. ESI- reziimil ainete
detekteerimise eelduseks on anioonide moodustumise voime. Kuna ioonide eraldumine
toimub tilga pinnalt, on meetodi tundlikkus korgem nende iihendite suhtes, mille ioonide
kontsentratsioon pinnal on suurem e. lipofiilsemaid ioone andvate ithendite suhtes. ESI korral

voivad suuremad molekulid rohkemate iooniseerumikohtade tdttu omada mitut laengut. [25]

1.7.3. KVADRUPOOL (Q) JA KOLMEKORDNE KVADRUPOOL (QQQ)
MASSIANALUSAATORITENA

Kvadrupool-massianaliisaator on seade, mis kasutab ioonide liikumistrajektooride stabiilsust
ostsilleeruvas elektrivéljas, et eraldada ioone nende massi-laengu suhte jargi. Kvadrupool-
analiisaator koosneb neljast paralleelselt asetsevast vardast, millele rakendatakse samaaegselt
alalispotentsiaal ja vahelduvpotentsiaal. Vastavalt nende kahe potentsiaali kombinatsioonile,

padsevad ldbi varraste kindla massi-laengu suhtega ioonid. [25, 28]

Tandemkvadrupool-massianaliisaatori korral on mitu kvadrupooli {iksteise jdrel reas.
Kolmekordse kvadrupooli korral kasutatakse esimest ja kolmandat kvadrupooli
massianaliisaatoritena ning keskmist kvadrupooli ioonide fragmenteerimiseks. Esimeses

kvadrupoolis valitakse vilja eellasioonid, mis lastakse teise kvadrupooli. Teises kvadrupoolis
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toimub nende fragmenteerimine ning kolmandas kvadrupoolis eraldatakse liksteisest saadud

fragmendid ning suunatakse detektorisse. [25]

1.7.4. FOURIER’ TEISENDUSEGA-IOONTSUKLOTRONRESONANTS-
MASSISPEKTROMEETER (FT-ICR-MS) MASSIANALUSAATORINA

FT-ICR-MS vdimaldab analiiiisida aineid korgeima vodimaliku massilahutuse (korge
lahutusvéime R > 100 000) ja massi modtmise tdpsusega (< 1 ppm) ning on kasutatav
erinevate ionisatsioonimeetoditega. See voimaldab detekteerida ja identifitseerida laia valikut

analiiiite viga erinevates maatriksites. [27, 28]

FT-ICR-MS korral viiakse tekitatud ioonid nn ICR rakku, mis asub kdrges vaakumis (rohk
n-10"° mbar) ja ilitugevas magnetviljas. Toonid liiguvad ringikujulisel trajektooril iimber
magnetvilja telje. Tsiiklotroonimise sagedus on vordelises soltuvuses magnetvilja tugevusega

ja poordvordelises sdltuvuses iooni massi-laengu suhtega. [29]

Mojutades tsiiklotroonivaid ioone pulseeriva elektromagnetviljaga, mille sagedus on vordne
tsiiklotrooniva iooni sagedusega, liheb ioon vilise viljaga resonantsi ja neelab energiat.
Neeldunud energia muundub iooni kineetiliseks energiaks, mis pdhjustab trajektoori raadiuse
suurenemise. Sellist mdjutust nimetatakse ergastamiseks. Ergastusimpulsi 1dpetamisel muutub
iooni raadius taas konstantseks, aga on niiiid suurem. Selleks, et ioone detekteerida, peavad
nad ringlema viikestes pakettides, st olema faasis, oma kindlal orbiidil. Sama m/z suhtega
ioonid, mis on ergastatud sama energiaga, asuvad iihel orbiidil ning ringlevad sama
sagedusega. loonid tuleb ergastada véga lithikese aja jooksul, et nad ergastuksid ja ldheksid

faasi — grupeeruksid iihte tihedasse kimpu. [25]

Ergastatud ioone detekteeritakse mootes nende poolt tekitatud elektromagnetvélja vonkumist
ICR raku kiilgplaatide vahel. Saadava signaali kuju iihe ja sama massi-laengu suhte korral on
lihtne sinusoid, mille sagedus on sama, mis tsiliklotroonimise sagedus ja amplituud on
vordelises sdltuvuses ioonide arvuga. Fourier’ teisendusega massispektromeetri korral
kogutakse koikide massi-laengu suhetega ioonide sagedusi sisaldav pingeimpulss.
Rakendades kogutud impulsile Fourier’ teisendust, saadakse sagedusspekter, millest

teisenduste abil soovitud massispekter. [25]
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1.8. SEM-EDS

Skaneeriva elektronnmikroskoobi (SEM) abil saab registreerida pildi proovi pinnast,

kasutades fokuseeritud elektronkiirt. Vdimalik on saada kuni 10°-kordseid suurendusi. [30]

Energiadispersiivne spektroskoopia (EDS) on rontgenkiirgusel podhinev elementanaliiiis.
Proovi kiiritamisel rontgenkiirgusega tekitatakse ergastatud ioonid ning sisekihist liiiiakse
elektrone vilja. Kdrgemate kihtide elektronid tdidavad véljaloodud elektronide poolt tekitatud
elektrontithimikud, mille kdigus tekib aatomile karakteristlik sekundaarne rontgenkiirgus.

EDS meetodiga on vdimalik detekteerida siisinikku ja sellest raskemaid elemente. [31]
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1.ANALUUSITAVAD STANDARDMATERJALID JA REAALSED
PROOVID

Antud uurimist6os kasutati kiudude véarvimiseks ja virvainete koostise uurimiseks Kremer
Pigmente GmbH & Co. KG-st ja Eesti Rahva muuseumist (ERM) saadud taimi, putukaid ja
ekstrakte. Kremer Pigmente’st pidrinevad punavérvik, vérvisafloor, vérvialkanna,
siiltsesalpiiniapuu ekstrakt, sandlipuu, koSenill ja kermes. ERM-ist on saadud punavéirviku
juur ning vereva voodiku seen. Kdik antud t66s kasutatavad vérvained ja neile iseloomulikud

véarvaine komponendid on toodud Lisas 1.

Virvitavaks kiuks kasutati puhast todtlemata ja védrvimata lambavilla 1dnga

(erakollektsioonist, Hiiumaalt).

Standardainetena kasutati ka alisariini (Reakhim), purpuriini (Sigma-Aldrich) ja karmiinhapet
(Reakhim).

Reaalsete proovidena kasutati ERM-st saadud kiutiikke ning erakogust saadud rahvariide
seelikute kiude. ERM proovid olid peamiselt erinevad vanaaegsed vaibad ja konservaatori

enda poolt vereva voodikuga vérvitud lambavilla kiud.

Koik saadud reaalsed proovid kaaluti, mdddeti nende ATR-FT-IR (ndrgendatud téieliku
sisepeegeldusega Fourier’ teisendusega infrapunase) spektrid, et kinnitada kiu tiilip ning
vaadeldi neid optilise mikroskoobi abil. Kiu proovide kaalud olid vahemikus 0,001-0,0406 g.
Koik kiud olid villakiud.

2.2.KASUTATAVAD REAGENDID JA LAHUSED

1) Viérviandvate ainete véljaleostamiseks taimedest ja putukatest kasutati MilliQ vett
(puhastatud Millipore Advantage A10 MILLIPORE GmbH Molsheim, Prantsusmaa) ja
etanooli (Keemiakaubandus AS). Virvisafloori korral pH muutmiseks Na,CO; (Reakhim) ja
addikhapet (Sigma-Aldich).

2) Virvainete ekstraheerimisel kiududest kasutati metanooli (Chromasolv, Sigma-Aldrich),
DMSO (Sigma-Aldrich), MilliQ vett, H,EDTA lahust (Sigma-Aldrich) ja HCIl (Sigma-
Aldrich) lahust.
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3) MALDI-FT-ICR-MS analiiiisil maatriksainena DHB lahus - 150 mg DHB-le (Sigma-
Aldrich) lisati 0.5 ml ACN (J.T. Baker) ja 0.5 ml 0.1% TFA (Sigma-Aldrich) MilliQ vees.

Lahust hoiustati siigavkiilmas.

4) Viliseks kalibreerimiseks CALMIX — ProteoMass kalibrandid (Sigma-Aldrich) lahustati
20% ACN (J.T. Baker) vesilahuses (MilliQ). Kalibrantide segule lisati DHB lahust. Vdlimine

kalibreerimine on vajalik massitelje umbkaudseks kalibreerimiseks.

5) ESI-FT-ICR-MS korral kasutati pH reguleerimiseks ammoniaagilahust (Keemiakaubandus
AS) ja lahjendamiseks metanooli (Chromasolv, Sigma-Aldrich) ja MilliQ vett.

6) Sisekalibrante kasutati massitelje tdpseks kalibreerimiseks ESI ja MALDI-FT-ICR-MS
korral. ESI- ja MALDI-FT-ICR-MS korral kasutati negatiivses reziimis superhappeid (CH- ja
NH-happed) (Tabel 1) ja MALDI-FT-ICR-MS korral positiivses reZiimis fosfaseene, DHB
piike [32] ja amiini (Tabel 1).

Tabel 1. T60s kasutatavate sisekalibrantide ioonvalemid ja tdpsed m/z vaartused

loonvalem (negatiivsed | looni tdpne m/z loonvalem (positiivsed | looni tdpne m/z
kalibrandid kalibrandid)
C4FoNO,S 296.95115 C/HsO5" " 137.02332
C4F906S3™ 410.87188 CieHagN™ 242.28423
C12F10NO4Sy 475.91145 Ci3HoOs' 245.04445
CsF;NSO,H 497.94620 C1oHyN4P" 257.18896
CsF1sNO4S,H 579.89868 C12Ha7NsP* 272.19986
C12F26NOLSy 779.88591 C1aHoOg 273.03936
C19H2N4PF;" 401.20765
CoHi300 409.05541
Cy1H14010Na’ 449.04792
CaH4sN,P,Cl" 552.28947
CosH15013Na’ 585.06396
C3sHp»ONa'™ 721.08001
CuHgoN 3P4 916.57611
* DHB
**amiin

7) HPLC-ESI-QQQ-MS analiiiisil eluendiks ACN (Chromasolv, Sigma-Aldrich), metanool
(Chromasolv, Sigma-Aldrich) ja puhverlahus pH=5.75 (ammooniumatsetaat - Fluka;
sipelghape - Fluka) MilliQ vees.

8) Palmitiinhappe (Sigma-Aldrich) ja steariinhappe (Sigma-Aldrich) HPLC-QQQ-MS
analiilisil. Neid kasutati, et kinnitada nende piikide retensiooniaegu, kuna need esinesid

paljudes looduslike lahuste kromatogrammides.
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2.3. KASUTATAVAD SEADMED JA NENDE PARAMEETRID

1) Analiiiitiline kaal vérvainete ja kiudude kaalumiseks (Sartorious LA230S, Saksamaa).
2) Termostateeritud kokkuauruti viarvainete ekstraheerimiseks kiududest (PIERCE, USA).

3) ATR-FT-IR spektromeeter kiudude analiitisiks (Thermo Scientific Nicolet 6700 FT-IR
spektromeeter ATR mikroanaliisaatori, CSI kiireldhesti ja DLaTGS detektoriga). ATR-FT-IR
spektrite analiilisiks kasutati meetodit minu bakalaureusetdost ,,Tekstiilikiudude analiilis ja
klassifitseerimine ATR-FT-IR spektroskoopia meetodil [33], mille osa tulemusi on avaldatud
ajakirjas Anal Bioanal Chem [34] ning k&ikide tulemuste pdhjal kirjutatud artikkel on esitatud

avaldamiseks ajakirja Spectrochimica Acta Part A [35].

4) SEM-EDS - Analiiiisid teostati Zeiss EVO MA15 skanneeriva elektronmikroskoobiga
(SEM), mis on ithendatud Oxford X-MAX energiadispersiivse spektromeetriga (EDS). Proove
analiilisiti madalvaakumis, mistottu puudus vajadus neid eelnevalt juhtiva materjaliga katta.
Mootmiseks pandi  koik uuritavad vérvitud  tekstiiliproovid kahepoolsele teibile.

Modotmispinge oli 20 keV ning spektreid toodeldi programmiga Aztec.

5) HPLC-ESI-QQQ-MS — Kasutati kromatograafi Agilent Infinity 1290, kolonniga Zorbax
RRHD SB-C18, mille mddtmed olid 2.1 x 50 mm ning osakeste suurus 1.8 um. Kolonni
temperatuur oli 25 °C. Kasutati gradienti vahemikega: 0-7 min 95% puhver - 5% puhver, 7-8
min 5% puhver, 8-9 min 5% puhver — 95% puhver. Voolukiiruseks oli 0,3 ml/min ning
stistitavaks koguseks 1 pl. Detekteerimiseks kasutati massispektromeetrit Agilent
Tehcnologies 6495 Triple Quad LC/MS (pihustusgaas: 20 psi; kuivatusgaas: 14 L/min 250 °C;
kardingaas: 11 L/min, 350 °C; kapillaaripinge 3500V; MS/MS analiitisil kogumisaeg 200
millisekundit ja pdrkeenergia 20V).

6) MALDI-FT-ICR-MS - Varian 930 FT-ICR-MS, 7 Tesla tilijuhtmagentiga, laser New Wave
Orion 50083 Nd:YAG (355 nm, 4-mJ energia, sagedus 5 Hz). Enamus m30tmisi teostati m/z
vahemikus 100-800. Kasutati ka m/z piirkonda 100-1200. Laiemat uurimispiirkonda kasutati
vérvisafloor lahuste analiilisiks. MALDI ionisatsiooni korral uuriti véirvaineid pdhiliselt

positiivses reziimis. Esialgsed katsetused tehti ka negatiivses reziimis.

7) ESI-FT-ICR-MS hiibriidinstrument Varian J320 kombineeritud 910 ICR-MS
instrumendiga. Infuseerimiskiirus 10 pL/min. Noelapinge -4000V. Shield -600V.
Pihustusgaasi rohk 40 psi. Kuivatusgaasi rdhk 10 psi ja temperatuur 300 °C. Enamasti m/z

vahemik 100-800. Kasutati kapillaari vaikepinget uuritud massivahemiku jaoks. Detektoriks
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Varian 910 FT-ICR-MS, 7 Tesla iilijuhtmagentiga. ESI ionisatsiooni korral uuriti vérvaineid

negatiivses reziimis.

2.4. LOODUSLIKEST ALLIKATEST VARVAINETE
EKSTRAHEERIMINE JA KIUDUDE VARVIMINE

Virvainete standardlahuste valmistamiseks ei ole iihtset retsepti ning iga virvaineallikas
nduab erinevat tootlust. Kuna erinevaid retsepte on vidga palju, kombineeriti ajakirjas
Renovatum 1991 Eve Jdrvoja poolt avaldatud artiklis ,,Taimedega vérvimine* [12] ja
internetist leitud erinevad retseptid [36, 37] ning kohendati neid koguste ja keetmisacgade
osas. Lahustina kasutati enamasti MilliQ vett, vilja arvatud sandlipuu ja vérvialkanna puhul,
kus kasutati 40% etanooli lahust ning vérvisaflooril muudeti erinevates virvimisetappides
lahuse pH, kasutades Na,COj ja dddikhapet.

Kiudude vérvimisetapp on oluline, et uurida, millised véirvainelahuses olevad komponendid
kiududega iildse seonduvad. Lisaks kasutati isevarvitud kiude ka nn testproovidena, mille peal

katsetati varvide kiududest viljackstraheerimise metoodikaid.

Virvainete standardlahuste valmistamine ja {ildine varvimisprotseduur oli jirgmine:

1) 1 g taime voi putuka massi kaaluti, lisati sellele 30 ml MilliQ vett (vdi etanooli lahust) ning
jéeti 60seks ligunema (16 h).

2) Lisati 60 otsa seisnud lahusele veel 20 ml MilliQ vett (v4i etanooli lahust) ning kuumutati
lahust. Kuumutamisaeg oli erinevate virvainete korral erinev, varieerudes 10 minutist 4
tunnini.

3) Taime- ja putukatiikid filtreeriti lahusest vélja, lisati eelnevalt pestud ja vees leotatud
lambavillakiud ning kuumutati lahust 2 tundi. Vérvisafloori lahusesse lisati ka liks marlitiikk
(puuvill), kuna selle virvaine abil varvus villakiud ainult kollaseks, puuvill aga erkroosaks (vt
Lisa 2).

Virvitud kiud kuivatati filterpaberil Shu kées (pimedas) umbes 2 pdeva ning edasi hoiustati
suletud kotis ja pimedas.

Virvainete véljalahustuvuse uurimiseks tehti hiljem ka katse, kus taimi/putukaid leotati iile 66
(16 h) MilliQ vees (etanoolilahuses sandlipuu ja virvialkanna korral), seejirel kuumutati 30
minutit ja edasi veel 60 minutit.

Erinevatel etappidel voeti koikidest lahustest proove analiiiisiks. Lisas 2 on toodud illustreeriv

informatsioon uuritavatest lahustest ja varvitud kiududest.
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2.5. VARVAINETE EKSTRAHEERIMINE KIUDUDEST

Virviained ekstraheeriti eelnevalt enda virvitud kiududest ning ERM-ist ja erakogust saadud
reaalsetest proovidest. Ekstraheerimismetoodika katsetused teostati ERM-ist saadud erinevate

peitsidega virvitud vereva voodiku kiududega.

Katsetati kahte ekstraheerimismetoodikat [17]: HCl ekstraheerimine ja pehmem meetod
EDTA-ga. Kuna HCl-ga kiu to6tlemine voib osadele virvainetele olla kahjulik, teostati
ekstraheerimine kolmes etapis. Kaaluti umbes 3 mg kiudu ning esiteks lisati sellele 200 pL
vesi-metanool (1:2, v/v) lahust ning soojendati 10 minutit lahust vahepeal loksutades. Saadud
ekstrakt eraldati puhtasse Eppendofi tuubi ning kiule lisati 200 pL DMSO, kuumutati 10
minutit ning saadud ekstrakt lisati eelnevalt saadud vesi-metanool ekstraktile. Seejarel lisati
samale kiule 200 puL HCl-metanool segu (3M HCI vesilahus + metanool, (1:1, v/v)),
kuumutati 100 °C juures 10 minutit ning lahus eraldati uude Eppendorfi tuubi. Saadud
lahustelt aurustati ndrga ldmmastikvooga lahustid. Mdlemale jérelejaéinud tahkele osale lisati

50 pL vesi-metanool (1:1, v/v) lahust ning pérast loksutamist segati lahused kokku.

EDTA meetodi korral kaaluti 3 mg kiudu, lisati 400 pul 0,001 M
H,EDTA/atsetonitriil/metanool (2:10:88, v/v/v) lahust ning kuumutati 60 minutit. Seejérel
aurustati lahusti ldmmastikvoo abil ning jdrelejdinud tahkele osale lisati 100 puL vesi-

metanool (1:1, v/v) lahust.

Kuna koik isevérvitud kiud olid peitsideta, kasutati nendest kiududest vérvi ekstraheerimiseks
vaid vesi-metanool ja DMSO etappe ning varieeriti lahuste koguseid, kuna lahusti aurutamine

oli aegandudev.

Reaalse proovina kasutatava rahvariideseeliku korral kasutati nii EDTA kui HCl meetodit,
kuid reaalsetele ERM-i proovidele rakendati vaid HCl meetodit ning proovi kogused olid 1
mg. HCI meetodit rakendati reaalsetele proovidele, kuna katsetuste kdigus andsid HCI
meetodid vorreldes EDTA-ga sama voi parema tulemuse. Lisaks on HCI meetod kirjanduse
andmetel paremini vélja tootatud ning teised pehmemad ekstraheerimismeetodid vajavad
lisakatseid ja uurimist. Samuti varieeriti proovide korral lahustite koguseid ja kuumutamise
aecga. ERMi proovide korral, kus kiudu voeti vihem, lisati igas etapis vaid 100 pl lahustit.
Virvaine lahustamiseks viimases etapis lisati 50 pl asemele 30 ul vesi-metanool (1:1, v/v)

lahust.

Saadud lahuseid hoiustati siigavkiilmas.
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3. TULEMUSED JA ARUTELU

Erinevatel ekstraheerimisetappidel saadud taime- ja putukalahuseid ning isevirvitud
kiududest ja reaalsetest proovidest vélja ekstraheeritud lahuseid analiiiisiti HPLC-QQQ-MS,
ESI-FT-ICR-MS ja MALDI-FT-ICR-MS meetoditega, et uurida nende virvainelist koostist
ning koostada vérvainete standardite massispektrite ja kromatogrammide kogum, mille abil

oleks voimalik hiljem tuvastada kiududest tundmatuid vérvaineid ja nende komponente.

Iseviarvitud kiududest ja reaalsetest proovidest ekstraheeritud virvide kontsentratsioonid olid
kill palju madalamad vdrreldes taimedest ja putukatest saadud virvidega, aga kasutatud
meetodid on piisavalt tundlikud ning nendega oli vdimalik edukalt analiilisida ka véga
madalate sisaldustega proove. Edasises arutelus vaadeldakse taimedest ja putukatest saadud
varvilahuste ning isevarvitud kiududest vilja ekstraheeritud vérvilahuste uuringutulemusi

koos, kuna need olid tiksteist tdiendavad.

Virvainete standarditena kasutati taimedest punavérvikut, verevat voodikut, sandlipuud,
siiltsesalpiiniapuu ekstrakti, vérvisafloori, véirvialkannat ning putukatest koSenilli ja kermest.
Standardainetest analiilisiti alisariini, purpuriini ja karmiinhapet. Teadaoleva peitsiga ERMi
kiude ning erinevaid tundmatuid reaalseid kiuproove analiiiisiti SEM-EDS meetodil, et teada

saada kasutatud peitside keemilist koostist.

HPLC-QQQ-MS analiiiisi korral jalgiti kromatogrammides ainult kirjandusest leitud
voimalike {ihendite ioonide m/z védrtustele vastavaid signaale (Lisa 1). Koikidest
kromatogrammidest eraldati m/z [M-H] jérgi levinuimate vérvainete komponentide piigid
ning vorreldi omavahel piikide retentsiooniaegu ja intensiivsusi, et omistada dige piik digele
védrvaine komponendile. Igale virvainele saadi selekteeritud ioonide kromatogramm, kus olid
vaid nende nominaalmassi ja laengu suhte jargi leitud piigid, mis vastavad erinevatele
uuritavatele virvaine komponentidele (Lisas 1 on toodud iihendite molekulmassid ja ioonidele
vastavad m/z védrtused). Lisaks uuriti mitmete ithendite MS/MS iileminekuid, mida kasutati
lisainformatsioonina, et korgema usaldusvéérsusega kinnitada, et antud retentsiooniajaga piik
vastab just uuritavale tihendile. Niiteks antrakinoonide korral on leitud iseloomulik MS/MS
iileminek, mille tulemusena tekib fragment [M-H-CO], karboksiiiilhappele on aga

iseloomulik [M-H-CO;] iooni teke [38].

lahustest. Koikide védrvainete massispektritest otsiti Lisas 1 toodud iihendite m/z suhetele

vastavaid piike. Negatiivses reziimis (ESI-ga ja MALDI-ga) otsiti [M-H] ioone ning
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positiivses (MALDI-ga) [M+H]" ja [M+Na]~ ioone. MALDI korral otsiti lisaks
kvaasimolekulaarioonidele ka Na-aduktioone, kuna on leitud, et need on ldmmastikku mitte
sisaldavate ainete ioniseerumisel MALDI allikas vdga levinud. Lisaks uuriti tdpsemalt iga
vérvaine allika lahuse parimaid massispektreid, et leida iseloomulikke piike, mis voiksid

kuuluda néiteks varvaine komponentide fragmentidele.

3.1. PUNASTE VARVAINETE ANALUUS ERINEVATE
MEETODITEGA

Koikide vérvainete erinevatel etappidel saadud lahustest (nii taimedest ja putukatest leotatud
vérvilahustest, kui ka isevérvitud kiududest ekstraheeritud lahustest) otsiti kdiki Lisas 1
toodud m/z vairtuseid. See on vajalik, et olla kindel, et kromatogrammil leitud piik voi
massispektris tuvastatud joon kuulub kindlasti uuritavale ainele ning vastavad molekulid on
olemas vaid Oigetes lahustes. Selleks, et omistada kromatogrammil dige piik digele tihendile,
jélgiti kdigepealt erinevatel etappidel saadud uuritavates lahuses (nditeks vereva vooddiku
lahustes) konkreetse virvaine komponendi m/z véartusele vastavat signaali (nt emodiini puhul
m/z véartust 269 juures) ning saadi selekteeritud iooni kromatogramm (ingl. k. selected ion
chromatogram). Kui ithe m/z véartuse jalgimisel saadi kromatogrammil mitu piiki, tuvastati
esiteks need piigid, mis olid olemas kdikidel tootlusetappidel saadud lahuste
kromatogrammidel. Seejédrel kontrolliti, millised piigid puuduvad kdikide teiste vérvaine
lahuste (nt santaniil, kermes) selekteeritud ioonide kromaotgrammidel. Tuvastatavale
tihendile omistati piik, mis oli olemas uuritavate lahuste kromatogrammidel ning puudus
teiste virvainete lahuste kromatogrammidel. Kuna on teada, et erinevad vérvained sisaldavad
erinevaid komponente, siis sama piigi esinemine eri virvainete kromatogrammidel viitab
sellele, et tegemist pole mitte vdrvaine komponendiga vaid muu péritoluga ainega. Osade
tthendite korral kasutati tdiendava informatsiooni saamiseks lisaks MS/MS analiiiisi.
Identifitseerimise viimases etapis kinnitati leitud ithendite olemasolu vérvainete lahustes
HRMS (korglahutusega massispektromeetrilise) meetodiga — MALDI- ja/vdi ESI-FT-ICR-
MS).

3.1.1. UURINGUD HPLC-QQQ-MS MEETODIL

HPLC-QQQ-MS korral mdodeti kdik vérvainete lahused negatiivses reziimis (on teada, et

happelisi rithmi sisaldavad molekulid ioniseeruvad negatiivses reziimis paremini), seega
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kdesolevas peatiikis, kui rddgitakse iooni m/z viartusest, viidatakse vérvaine molekuli

anioonile [M-H]J".

HPLC-QQQ-MS korral eraldati lahusest erinevad iihendid kromatograafiliselt ning
detekteeriti QQQ-massispektromeetriga. Tanu sellele saadi mass-kromatogramm, kus lisaks
piikide retentsiooniajale on iihendeid vdimalik tuvastada piigile vastavas massispektris
erinevate joonte m/z viartuste jargi. QQQ-MS ei ole korglahutus-meetod ja vdimaldab

eristada m/z vaartuseid ainult molekuli nominaalmassi jargi.

Koikidele erinevatel etappidel saadud vérvainete lahustele registreeriti selekteeritud ioonide
kromatogrammid, mis voiksid kuuluda ainetele, mis teoreetiliselt peaksid lahustes olema.
Saadud kromatogrammide abil saadi igale vérvaine allikale iseloomulik kombineeritud
kromatogramm, mille abil sai vérvaineid iiksteisest eristada. Kdikide vérvainete selekteeritud
ioonide kombineeritud kromatogrammid on toodud Lisas 3. Koikidele vérvainetele leitud

iseloomulike piikide retentsiooniajad ja MS/MS iileminekud on toodud Lisas 4.

Jargnevalt on lihidalt kirjeldatud HPLC-QQQ-MS-iga saadud iga vérvainelahuse

analtuusitulemusi.

Punavarviku lahuste analiiiisimisel saadud kromatogrammidel jélgiti iooni m/z véartust 283
juures. Sellise iooni peaks andma munjistiin. Selle iooni jélgimisel saadi kromatogrammidel
kaks piiki: retentsiooniajaga (tg) 4.9 minutit ja 7.9 minutit. 7.9 minuti juures olev piik oli
olemas peaaegu koikides lahustes ning lisauuringute abil leiti, et tegemist oli steariinhappe
piigiga. Steariinhape on iiks levinuimatest rasvhapetest looduses ning kuna antud t60s uuriti
looduslikke taimi ja putukaid, ei olnud ootamatu, et lahused sisaldasid erinevaid rasvhappeid.
Mairgatavalt suures koguses erinevaid rasvahappeid sisaldasid just virvilahused, mis olid
lambavillakiududest vilja ekstraheeritud. Kuna lambavill sisaldab endas suures koguses
lanoliini, olid palmitiinhappele ja steariinhappele vastavate anioonide piigid védga intensiivsed
[39]. Suur piik tg=4.9 min juures koikides teistes standardlahustes puudus, seega on
toendoline, et antud piik kuulub just munjistiinile. Kinnitust andis sellele ka MS/MS analiiiis,
kus esines nii [M—H-CO,] kui [M-H-H,O] iileminek. m/z 239 jilgimisel saadi piigid tr=5.9
ja 6.3 min juures, mis vodivad kuuluda alisariinile ja ksantopurpuriinile. Pikemalt kuumutatud
punavérviku lahuse kromatogrammil oli m/z 269 jérgi eraldatud piik 5.9 minuti juures, mis
koigi eelduste kohaselt kuulub lutsidiinile. m/z 253 jélgimisel saadi kolm piiki, millest iiks
kuulub eeldatavasti rubiadiinile. Piik tg=7.5 min juures oli olemas kdikide standardlahuste
korral, seega on tegemist tdendoliselt mone segava piigiga. Rubiadiinile voiks seega kuuluda
piik 7.0 voi 5.3 minuti juures. Rubiadiin erineb lutsidiinist vaid tithe OH rithma puudumise
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poolest, olles seega hiidrofoobsem aine. See vdimaldab omistada rubiadiinile piigi tg=7.0 min
juures. m/z 299 jargi eraldatud piik 4.9 minuti juures voiks kuuluda pseudopurpuriinile, kuna

antud piik andis MS/MS iileminekul ilusa piigi [M-H-CO,]".

Sandlipuu lahuste kromatogrammidel oli kodige iseloomulikum m/z 299 jilgimisel saadud
santaali piik retentsiooniajaga 5.7 minutit. Olemas oli ka santaliin A piik, tg=6.1 min juures
(m/z 581). m/z 255 jargi eraldatud piik voib kuuluda nii likviritigeniinile kui
isolikviritigeniinile. Leiti liks piik, tg=6.4 min juures, mis on olemas kdikidel erinevatel
etappidel saadud sandlipuu lahustel, aga puudub teiste vérvainete lahuste korral. Seega voiks
just see piik kuuluda likviritigeniinile vdi isolikviritigeniinile. Uhendeid, millele vastab m/z
283 [M-H], on sandlipuu korral kaks — maakiaiin ja homopteokarpiin. Vastava m/z jargi
eraldatud piike, mis on olemas ainult sandlipuu lahuses, on kolm: 5.1, 5.4 ja 6.2 minutitel.
tr=5.4 min juures olev piik annab MS/MS iilemineku [M-H-CO;]". m/z 297 jélgimisel leitud
piik kromatograafil 5.3 minutil vdiks kuuluda pteokarpiinile.

Kosenilli lahuse kromatogrammil tuvastati m/z 491 jilgimisel véga intensiivne ja iseloomulik
piik 2.5 minutil, mis tdendoliselt kuulub karmiinhappele. Lisaks saadi viiksemad piigid m/z
329 ja m/z 313 jilgimisel vastavalt retentsiooniaegadega 3.9 ja 4.1 minutit, mis kuuluvad
suure tdendosusega kermeshappele ja flavokermeshappele. Nende eellasioonide MS/MS

analiitisil leiti kdikidel juhtudel [M-H-CO;] fragmendid.

Kermese lahuse korral on intensiivsed kermeshappe (tg=3.9 min, m/z=329) ja

flavokermeshappe (tg=4.1 min, m/z=313) piigid sarnaselt kosenilli lahusele.

Vereva voodiku lahuse korral leiti iseloomulikud piigid dermorubiinile, dermoluteiinile,
emodiinile, fiistsioonile ja dermoglausiinile. Piik tg=6.9 minutil (m/z=269) kuulub tdendoliselt
emodiinile. Seda kinnitab ka MS/MS iileminekul saadud [M-H-CO] ja [M-H-H,O] ioonid.
m/z 283 jargi eraldatud piik tg=6.3 minutil vdiks kuuluda fiistsioonile. Sama retentsiooniajaga
piik on ka sandlipuu lahuse kromatogrammidel, kuid sandlipuu lahuste korral on piigid viga
viikesed. m/z=299 jdlgimisel saadud piik 6.7 minutil voiks kuuluda dermoglausiinile.
Seevastu m/z 343 jalgimine annab intensiivsemad piigid 2.2 ja 3.7 minutitel. Piike pole teiste
lahuste kromatogrammidel ning 3.7 minutil olev piik on suure intensiivsusega ning annab

MS/MS iileminekul [M-H-CO;]’, seega vdiks just see piik kuuluda dermorubiinile.

Varvisafloori korral kasutati virvimisel teisi votteid (pH reguleerimine) ning punaseks
(roosaks) vérvus vaid puuvilla kiud. Antud virvaine nii taimest kui ka kiust

véljaekstraheeritud vérvilahuste uurimisel ei andnud HPLC-QQQ-MS meetod piisavalt
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tulemusi, et usaldusviairselt tuvastada erinevaid punaste vdrvainete komponente. Leiti piik
tr=4.6 minutil ja m/z=593 juures, mis voiks kuuluda safloorkollane A-le. 2.8 minutil olev piik

nominaalmassiga 449 voiks kuuluda isokartamiinile. Antud vérvaine vajab lisauuringuid.

Varvialkannaga eespool kirjeldatud varvimismetoodikaga virvides, peitsi kasutamata, saadi
ainult sinakas-rohelist tooni lahus. Erinevatel etappidel saadud lahuste virv ja
kromatogrammid olid erinevad ning iseloomulikke piike polnud vdéi olid need véga vidikese
intensiivsusega. Leiti mdned piigid, mis voiksid antud virvaine koostises olevatele iihenditele
kuuluda. m/z 287 jargimisel tg=6.9 min; m/z 329 jilgimisel tg=7.3 min ja m/z 369 jilgimisel

tr=7.4 min vOiksid kuuluda vastavalt alkanniinile, atsetiililalkanniinile ja angeliiiilalkanniinile.

Siiltsesalpiinia puu ekstrakti lahused peaks teoreetiliselt sisaldama pohiliselt brasileiini ning
brasiliini vastavalt m/z 283 ja 285 juures. Brasiliini m/z véartustele vastavaid piike ei leitud
tiheski siiltsesalpiiniapuu  ekstrakti lahuses. m/z 283 jéargi eraldatud piike on
retentsiooniaegadega 0.5, 2.6 ja 4.3 min. tg=4.3 min juures on paljudel kromatogrammidel
véiga lai piik ning koige tdendolisem brasileiinile kuuluv piik oleks 2.6 minutil. See piik on
aga enamuste lahuste korral {iisna pisike. Siiltsesalpiiniapuu ekstrakti korral oli
kromatogrammil ka véga intensiivne piik retentsiooniajaga 5.6 minutit, millele massispektris
vastav m/z vaartus asus 313.5 juures. Nii m/z véddrtus kui ka isotoopjoonte asukohad
massispektris viitavad sellele, et see piik vastab kahelaengulisele ioonile. Seda iooni ei ole

praegu veel identifitseerida dnnestunud.

HPLC-QQQ-MS on viéga tundlik meetod ning sellega sai palju véértuslikku informatsiooni
erinevate virvainete koostiskomponentide kohta. Oluliseks niiansiks oli see, et meetodiga oli
voimalik edukalt analiiiisida ka isevarvitud kiududest ekstraheeritud vdga madala virvaine
sisaldusega lahuseid. Vorreldi analiiiisil ka erinevatel etappidel saadud vérvilahuste
komponentide olemasolu ja sisaldusi. Lisas 3 on toodud korvuti putuka-voi taime lahuse ja
kiududest ekstraheeritud vérvaine lahuse kombineeritud kromatogrammid. Kiudude
viarvimine ja vérvaine ekstraheerimine kiududest oli oluline etapp, et uurida millised varvaine
kiule kinnituvad ja vilja ekstraheeruvad. On niha, et piikide intensiivsuste suhted erinesid
taimeleotise ja kiududest ekstraheeritud lahuse korral — nt punavérviku taime lahuses oli
munjistiini piik lutsidiini ja rubiadiini piigist vdiksem, kuid kiududest ekstraheeritud lahuse
kromaotogrammil oli munjistiinile vastav piik kdige intensiivsem. Leiti, et kuigi kiududest
ekstraheeritud lahuste virvaine kontsentratsioonid olid tdenéoliselt vaiksemad, oli seal vihem

ka erinevaid taime/putuka leotisest pirit lisandeid. Probleemiks osutus aga see, et vérvitud
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lambavilla kiust eraldus ekstraheerimise kéigus suuremates kogustes erinevaid rasvasid, mis

oma suure ioniseerimisvoime ja kontsentratsiooni tottu domineerisid kromatogrammidel.

Erinevate uuritud virvilahuste (saadud nii taimedes ja putukatest viljaleotamisel, kui ka
isevérvitud kiududest ekstraheerimisel) kromatogrammide ja nendest péarineva informatsiooni
abil on vdimalik tundmatu proovi korral teada saada, milliseid vérvainete komponente see

sisaldab ning selle jargi, millist vérvaineallikat on kasutatud.

Antud uurimustdd kontekstis on puuduseks see, et QQQ-MS suudab miirata iihendeid vaid
nominaalse massi ja laengu suhtega. Kuna enamiku vérvainete korral puuduvad
standardained, ei saa tdiesti kindel olla, et leitud piigid kindlasti vastavad meie uuritavatele
virvainete komponentidele. Tdiendava kindluse saamiseks uuriti varvilahuseid lisaks FT-ICR-

MS meetodil, mis annab viga tapseid m/z vairtuseid, maksimaalse veaga 1-2 ppm.

3.1.2. UURINGUD MALDI- ja ESI-FT-ICR-MS MEETODITEGA

MALDI ja ESI ionisatsiooniallikatega FT-ICR-MS abil registreeriti samuti massispektreid
erinevatest virvainete standardite lahustest erinevatel tootlusetappidel (nii taimedest/
putukatest, kui ka isevirvitud kiududest ekstraheeritud lahustest). Kui HPLC-MS meetodit on
varem vérvainete analiiiisiks rohkem kasutatud ning kolonni, eluendi ja muude parameetrite
paika hiélestamine oli tdnu kirjandusele lihtsam, siis FT-ICR-MS-i pole antud ainete jaoks
praktiliselt kasutatud (Cochran et al. on analiilisinud {ksikuid vérvaineid lihtsamates
maatriksites sarnase meetodiga [23]) ning lisaks sdltuvad optimaalsed parameetrid tugevalt
kasutatavast MALDI/ESI-FT-ICR-MS instrumendist. To6 kdigus uuriti, kas ja kuidas on
voimalik analiilisida vérvaineid MALDI ja ESI ionisatsiooniallikatega kasutades FT-ICR-MS
massianaliisaatorit. ESI korral uuriti lahuseid negatiivses reziimis ning otsiti m/z véirtuseid,
mis vastavad prootoni kaole — [M-H]. MALDI korral mdddeti pdhiliselt positiivses reziimis
ning otsiti prooton- ja Na-adukte, vastavalt [M+H]" ja [M+Na]". Tehti esialgsed katsetused ka
MALDI negatiivse reziimiga. Negatiivset reziimi kasutati, kuna antrakinoon vérvid
ioniseeruvad eelistatult paremini just negatiivses reziimis (palju on happelisi rithmi). MALDI
korral kasutati ka positiivset reziimi, kuna MALDI t66tab eelistatult paremini just selles
reziimis ning huvitaval kombel on virvaineid MALDI-FT-ICR-MS-ga positiivses reziimis

vihe uuritud.

Sisekalibrandid, nende kogus ja kdik masina parameetrid erinesid proovide puhul, olenevalt

uuritavate ainete ioniseerimisvOimest, analiilitide kontsentratsioonist lahuses ning samuti
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kasutatavast lahustist. Lisaks kasutati ESI korral kalibreerimiseks rasvhapete (palmitiinhappe
ja steariinhappe) m/z vairtuseid (255.23295 ja 283.26425), kuna nende piigid esinesid koikide
looduslike lahuste korral ning madalamate m/z véartuste juures oli negatiivseid sisekalibrante
puudu. Palmitiinhape ja steariinhape on looduses kdige levinumad rasvhapped [40]. Kuna
koik uuritavad vérvained on saadud looduslikest taimedest ja putukatest ning uuritavad
villakiud on virvitud just nende looduslike virvidega, vOib arvata, et rasvhapped tulevad
proovidest. Eriti suurtes kogustes oli neid rasvhappeid just kiududest ekstraheeritud
proovides, mis on oodatav, kuna lambavill sisaldab alati vdheses koguses lanoliini —
erinevatest rasvadest ja vahadest koosnevat voiet [39]. Lisaks kasutatakse rasvhappe soolasid
seepide valmistamisel, mida kasutatakse tekstiilikiudude pesemiseks [41]. Sarnaselt HPLC-
QQQ-MS tulemuste analiiiisile, uuriti kdikide lahuste ESI- ja MALDI-FT-ICR-MS spektreid
koikide Lisas 1 toodud m/z vaartuste suhtes. MALDI- ja ESI-FT-ICR-MS tulemused annavad
16pliku kinnituse vidrvainete erinevate komponentide olemasolu kohta lahustes, kuna nende
meetodite iilikorge massitdpsuse tottu on nendega voimalik tuvastada analiilite viga korge
usaldusvéarsusega. Iga virvaine allika jaoks iseloomulike joonte m/z véirtused koos massi-
laecngu suhte veaga (Am/z) on toodud Lisas 4. Lisas 5 on toodud koikide vérvainete jaoks ESI-
FT-ICR-MS ja MALDI-FT-ICR-MS spektrid koos interpretatsioonidega. Kuna massispektrid
olid viga keerulised, sisaldades paljude komponentide piike, osutus nende interpreteerimine
isna keerukaks. Lisas 5 on tabelites toodud vérvainetele koige iseloomulikumate

komponentide piikide m/z vaértuste interpreteeringud.

Jargnevalt on kirjeldatud erinevate vérvainete lahuste ESI- ja MALDI-FT-ICR-MS tulemusi.

Kirjeldatud on kdikides vérvimis- ja ekstraheerimisetappides saadud lahuste koondtulemusi.

Punavarviku erinevate lahuste korral oli nii ESI-FT-ICR-MS negatiivse reziimi kui MALDI-
FT-ICR-MS positiivse reziimi  massispektrites  vOimalik tuvastada punavérviku
komponentidele iseloomulikke m/z véirtuseid. Happelisi rithmi sisaldavad antrakinoonid
ioniseeruvad paremini ESI negatiivses reziimis. See tuli vélja ka kdesoleva t00 tulemusest
ning massispektrites leiti vastavad m/z véartused alisariinile/ksantopurpuriinile, rubiadiinile,
purpuriinile, lutsidiinile, munjistiinile ja pseudopurpuriinile. Valesid jooni, ehk siis neid, mille
m/z vastavad mdne muu vérvaine koostisosale, oli vihe — vdikesed jooned, mis vdivad vastata
karmiinhappele ja safloorkollane A-le. MALDI-FT-ICR-MS positiivse reziimi massispektrites
olid olemas m/z védrtused, mis vastavad alisariinile/ksantopurpuriinile, rubiadiinile ja

ruberiitithappele. Kiudude ekstraktist leiti ka lutsidiniile vastav piik m/z vaartusel 271.06041.
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Virvaine komponentidele vastavad m/z véartused ja massivead on toodud Lisas 4 ja spektrid

koos interpreteeringutega Lisas 5.

Sandlipuu lahuste massispektrid sisaldasid ESI- ionisatsiooni korral vaga palju uuritavaid m/z
vaadrtuseid — nii selliseid, mis vastavad virvaine komponentidele, kui ka muid. Esinesid
peaaegu koik Lisas 1 toodud sandlipuule iseloomulikud m/z viartused (puudusid vaid
kalkooni, flavonooni piigid). Vdga intensiivsed olid santaali ning santaliin A ja santaliin B
jooned, mis vastavad [M-H] ioonidele (tipsed m/z ja Am/z toodud Lisades 4 ja 5). Nendest
ithenditest, mida antud lahuses me pigem leida ei tahaks, olid esindatud koik punavérvikule
iseloomulikud m/z véartused; enamus vereva voodiku, kermese, kosenilli ja siiltsesalpiinia
puu iseloomulikest m/z viartustest ning osad virvialkanna ja virvisafloori m/z véirtustest.
MALDI-FT-ICR-MS korral andsid aga santaliin A ja B viga intensiivsed piigid, mida on
viga hea kasutada sandlipuu virvi tuvastamiseks. Olemas olid nii [M+H]  kui [M+Na]"
katioonidele vastavad jooned (tdpsed m/z ja Am/z toodud Lisades 4 ja 5). Lisaks andsid
positiivses MALDI reziimis [M+H]" katioonid ka maakiaiin (m/z = 285.07560), pteokarpiin
(m/z = 299.09140) ja santaal (m/z = 301.07084). Virvainete komponentidele mitte vastavaid
jooni oli MALDI-FT-ICR-MS spektrites vdhem ning nende intensiivsused vdrreldes
uuritavate ithendite joontega olid viga madalad. Seega sobib sandlipuu tuvastamiseks just

MALDI positiivne reziim.

Kosenilli lahuste korral oli negatiivses ESI reziimis hiiglaslik karmiinhappe [M-H] aniooni
joon m/z 491.08332 juures ning mitmel massispektril oli viiksema intensiivsusega
kermeshappe ja flavokermeshappe [M-H] ioonid vastavalt m/z 329.03002 ja 313.03558
juures. MALDI posititvses reziimis olid tuvastatavad karmiinhappe Na-adukt

[C2H20013+Na]” m/z 515.07956 juures.

Kermese lahuste MALDI-FT-ICR-MS massispektritel ei olnud vdimalik vérvaine
komponente tuvastada. Negatiivses reziimis ESI-FT-ICR-MS meetodil mdddetud
massispektrites olid aga koikide uuritavate lahuste korral olemas kermeshappele ja
flavokermeshappele vastavate anioonide jooned (m/z ja Am/z toodud Lisades 4 ja 5).
Kermesele mitte kuuluvatest joontest oli viga vdike karmiinhappele kuuluva [M-H] aniooni
pitk m/z vaartusega 491.08300. Kermeshappe ja flavokermeshappe [M-H] anioonide m/z
véadrtuste koosleidumine massispektris viitab putukast saadud punasele vérvile ning
karmiinhappele kuuluva [M-H] aniooni joone puudumine m/z 491.08311 juures viitab just

kermese kasutamisele.
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Vereva voodiku lahuste MALDI-FT-ICR-MS massipektritel ei olnud vdimalik vérvaine
komponente tuvastada. Negatiivse ESI-FT-ICR-MS reziimi korral olid massispektrites [M-H]
anioonidele iseloomulikud jooned, mis kuuluvad emodiinile (m/z = 269.04565), fiistsioonile
(m/z = 283.06145), dermoglausiinile (m/z = 299.05637), endokrosiinile (m/z = 313.03505),
dermotsiibiinile (M/z = 315.05139), dermoluteiinile (m/z = 327.05110), dermorubiinile (m/z =
343.04620) ning ihe spektri korral ka 7-kloroemodiinile (m/z = 303.00655). Uksikutes
spektrites oli ndha jooni, mis m/z védrtuse jargi voiksid kuuluda kermeshappele ja
isolikviritigeniinile. Sama aniooni element koostis (C;sH;20s), nagu on fiistsioonil, on
tegelikult ka maakiaiinil ja brasileiinil, mistottu nende m/z vaartused on identsed ja ei ole FT-
ICR-MS abil eristatavad. Seega ainult massispektri pohjal ei saa oelda, et kas antud joone

korral on kindlasti tegu ikkagi fiistsiooniga.

Varvisafloori lahuste analiiiisil saadi tulemusi vaid MALDI positiivses reziimis. Leiti madala
intensiivsusega jooned, mille m/z véirtused vastavad korge tdendosusega isokartamiini (m/z
473.10499), safloorkollane A (m/z 617.14764), kartamiini (m/z 933.20517) ja
anhiidrosafloorkollane B (m/z 1067.26212) [M+Na]" katioonidele.

Vérvialkannaga virvides ei saadud punast tooni ning punaka tooniga oli vaid vérvimisetapi
esimene lahus (enne keetmist). Selle lahuse ESI-FT-ICR-MS massispektrites leiti [M-H]
aniooni m/z véartused, mis korge tdendosusega kuuluvad alkanniniile (m/z = 287.09235),
atsettitilalkanniinile (m/z = 329.10344), angeliiiilalkanniinile (M/z = 269.13426) ja

isovaleriitilalkanniinile (m/z = 371.14976).

Siiltsesalpiiniapuu ekstraktist saadud standardlahuste analiiiis andis sarnaseid tulemusi
HPLC-QQQ-MS meetodiga. Massispektrites puudusid brasileiini ja brasiliini m/z véartused,
kuid negatiivse ionisatsiooni reziimi korral ilmnes korge intensiivsusega kahelaenguline ioon
m/z vaartusega 313.56238, millele vastav piik oli olemas ka kromatograafilisel analiiiisil (vt
ptk 3.1.1). Kodige tdendolisemalt vastab see piik {iihele jdrgmistest mitmelaengulistest
ioonidest: CagHoN ;9O ja CaoH sN1,06 ja C30HyNsO ;7 (vastavate neutraalide
molekulvalemid on CysH;1N19O, Co9H7N1206, C30H23N501;). Massispektrites olid olemas ka
vastavad iihelaengulised anioonid. Kirjanduse abil ei dnnestunud neile valemitele iihendeid

omistada.

ESI- ja MALDI-FT-ICR-MS meetodi abil leiti iga védrvaineallika lahuste massispektrites
vastavale varvainele iseloomulike m/z véirtustega ioonid, mida saab edaspidi kasutada
tundmatu virvaine tuvastamiseks. Mitme proovi korra leiti lisaks konkreetsele vérvainele
kuuluvatele ioonidele ka selliseid, mis ei périne sellest vérvainest. Seega ei piisa vérvaine
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tuvastamisel vaid iihest leitud Oigest piigist. Erinevate virvaine komponentide samaaegne

leidumine uuritavates massispektrites aga voimaldab tuvastada digeid varvaine allikaid.

3.2. KASUTATUD MEETODITE VORDLUS JA JARELDUSED

Magistritods kasutati kolme erinevat meetodit virvainete komponentide uurimiseks. Tabelis 2

on toodud kasutatavate meetodite vordlus antud t66 kontekstis.

Tabel 2. Antud tdos kasutatud meetodite vordlus

MALDI-FT-ICR-MS | ESI-FT-ICR-MS HPLC-QQQ-MS

Eelised *Ei ole vaja | *Standardeid pole vaja, | *Saadakse ithendi
analiiiitide  téielikku | saadakse tdpne mass. koostiskomponentide
lahustamist. lahutuvus.

*Saab tootada ilma *Voimalik  tuvastada
puhaste ainete keeruka koostisega
standarditega ja lahustest madalate
identifitseerida ained kontsentratsioonidega
tdpsete masside abil. komponente.

*Saab analiilisida ka

suure molekulmassiga

ja poliimeerseid

ithendeid.

Puudused *Sobiva maatriksaine | *Aine  peab olema | *Aine peab olema
vajadus. taielikult lahustunud ja | tdielikult lahustunud ja
*Maatriksaine lahus | lahus filtreeritud. lahus filtreeritud.
peab sobima proovi | * Madalas kontsent- | *Vaja standardeid, kuna
lahusega ja  peab | ratsioonis esinevaid | saadakse vaid
toimuma  kokristalli- | aineid ei saa tuvastada. | nominaalmass.
seerumine.

*Spektritel on
arvukalt muid piike.
*Madalas  kontsent-
ratsioonis  esinevaid
aineid el saa
tuvastada.

HPLC-QQQ-MS eeliseks on see, et ainete eraldamise abil on vdimalik niha ka madalamate
sisaldustega aineid, mis virvainete korral on véga oluline. Miinuseks aga see, et QQQ-MS
voimaldab eristada aineid vaid ioonide nominaalse massi ja laengu suhte jdrgi ning

looduslikes lahustes voib erinevaid aineid sama massiga olla mitmed. Mingil mééral on seda

31



probleemi voimalik lahendada kasutades MS/MS iileminekuid ning iseloomustada nende abil

uhendite struktuuri.

FT-ICR-MS MALDI ja ESI ionisatsiooniga annab viga tdpse m/z véirtuse ning seega on
voimalik tuvastada aineid ilma standardeid kasutamata. Samas on probleemiks viga madalate
sisalduste mddramine. Vastavad piigid vdivad suuremate piikide vahele kaduda. Samuti pole

voimalik eristada sama massiga aga nditeks erinevate korvalrithmade asetusega tihendeid.

HPLC-QQQ-MS ja MALDI- ja ESI-FT-ICR-MS koos kasutamisel on voimalik uurida
erinevate vérvainete koostisi ning saada maksimaalset informatsiooni kangast vilja
ekstraheeruvate iihendite kohta. Kui mingi eeldatav {ihend annab HPLC kromatogammil piigi,
ning FT-ICR-MS-s tépse massi, saab kdrge tdendosusega Oelda, et uuritud vérvaineallikas
toesti sisaldab seda vidrvaine komponenti. Lisas 4 on toodud igale vérvaine allikale need
tihendid, mis antud uurimistdo jérelduste pdhjal voiks kuuluda otsitavatele ainetele. ESI- ja
MALDI-FT-ICR-MS tulemuste korral on tabelis toodud mdddetud tdpne m/z ja Am/z ning
HPLC-QQQ-MS korral piigi retentsiooniaeg, mis analiilisi pohjal kdige tdendolisemalt

uhendile kuulub.

Kéesoleva t60 tulemuste pohjal leiti, et tulevikus tasub katsetada kahte vOimalust nende
meetodite tdiendavaks sidumiseks: 1) iihendada vedelikromatograaf ESI-FT-ICR-MS
seadmega, mis tagaks piikide lahutuse ning detekteerimisel tipse massi. Kuna nende seadmete
ithendamine on keeruline, on 2) teiseks vOimaluseks ainete eraldamine kromatograafiliselt,
fraktsioonide kogumine ning seejarel nende fraktsioonide uurimine kasutades FT-ICR-MS
seadet nii MALDI, ESI kui APCI ionisatsiooniallikatega. Sellise meetodi abil on vdimalik
HPLC kromatogrammil omistada igale standardainele vastava piigi retentsiooniaeg, ilma
paljusid kalleid ja raskesti kittesaadavaid standardaineid kasutama. HPLC kombineerimine
FT-ICR-MS-ga on vajalik, kuna ainuiiksi FT-ICR-MS meetodiga on raske nii madalaid
kiududest ekstraheeritud vérviaine kontsentratsioone tuvastada. Kuna ESI/MALDI-FT-ICR-
MS spektritel on koik lahuses olevad molekulid korraga, ei piisa enamasti ka
kontsentratsiooni tdstmisest, kuna kiududest ekstraheeritud lahuses on palju teisi molekule,
mille kontsentratsioon vO1 ionisatsioonivoime vOib olla vérvaine molekulide omadest
kordades suurem ning seega on nende lisandite piigid nii suured, et vdrvaine molekule ei ole
voimalik tuvastada. Eraldades aga eelnevalt vedelikkromatograafia abil erineva polaarsusega

ithendid tiksteisest, on voimalik paremini saadud lahuseid uurida.
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3.3.SEM-EDS ANALUUS KIUDUDES PEITSIDE TUVASTAMISEKS

Teadavaoleva peitsiga toddeldud ning vereva voddikuga virvitud kiude (tinasoolaga peitsitud,
maarjajiiga peitsitud ja peitsita) ja ERM-ist saadud proovi analiitisiti SEM-EDS abil, et néha,
kas virvitud kiud sisaldavad erinevaid metalle. Mairgatavas koguses metalliioonide
sisaldumine riidekius viitab anorgaaniliste peitside kasutamisele. Erinevad kasutatavad peitsid
voivad anda lisainformatsiooni kasutatavate virvainete kohta (osade vérvainete korral on
teada, et peitse ei kasutatud; teised vérvained vdivad anda vastavalt kasutatavale peitsile
erinevaid toone). Lisas 6 on toodud mdnede uuritavate kiudude SEM-EDS spektrid ja neis

sisalduvate elementide protsentuaalsed sisaldused.

SEM-EDS spektrite tulemuste jargi voib esialgu Oelda, et tdoenédoliselt on enamiku reaalsete
proovikiudude vérvimisel kasutatud metallipeitse ning kiududest vérvi kittesaamine voib olla
raskendatud. Virvainete ekstraheerimisel kiududest on tarvis kasutada EDTA ja/vo1r HCI

meetodeid.

3.4. REAALSETE PROOVIDE ANALUUS KOOSTATUD MEETODI
ABIL

Reaalseteks uuritavateks proovideks olid erakogust ja ERMist saadud kiutiikid. Kiuproovidest
ekstraheeriti varvaineid ning uuriti lahuseid HPLC-QQQ-MS ja ESI- ja MALDI-FT-ICR-MS

meetoditega.

Eelnevalt oli kiududele tehtud ka SEM-EDS analiiiis ning leiti, et kuna tdendoliselt oli
kiudude virvimisel kasutatud metallipeitse, teostati HCI etapiga ekstraheerimine. Jargnevalt
on kirjeldatud reaalset proovi ,,ERM A395:6 proov 2%, mille korral dnnestus méérata kius

sisalduv vérvaine. Informatsioon ja illustratiivsed materjalid proovi kohta on toodud Lisas 7.

Kasutades ATR-FT-IR spektroskoopilist meetodit, kinnitati, et uuritav punane kiud on
lambavill. SEM-EDS analiilisi tulemusel leiti, e¢ ERM A395:6 proov 2 sisaldas koikides
spektrites kloori, kaaliumit ja tina. Tina ja kloori sisaldused olid piisavalt korged, et jareldada,
et kasutati metallisoola peitsi nagu nditeks SnCl, [12]. Lisaks oli védiksemates kogustes
kaaliumit, naatriumit, alumiiniumit ja kaltsiumit. Metallipeitside sisalduse tottu kasutati HCI1

ekstraheerimismeetodit. SEM-EDS spekter on toodud Lisas 6 Joonisel 31.
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Saadud ekstraktist registreeriti kromatogramm HPLC-QQQ-MS meetodil ja korglahutusega
massispekter ESI-FT-ICR-MS meetodil. Kombineeritud selekteeritud iooni kromatogramm ja
ESI-FT-ICR-MS massispekter koos interpreteerimisega on toodud Lisas 7.

Saadud tulemuste pdhjal voib Gelda, et ERM A395:6 proov 2 kromatogrammil on tdenéoliselt
karmiinhappe (tg=2.5) ja flavokermeshappe (tg=4.1) piigid, mis viitavad koSenilli

kasutamisele virvainena.

ESI-FT-ICR-MS massispektril leiti pitkk m/z=491.08292, mis veaga -0.40 ppm kuulub
toendoliselt karmiinhappele ja piik m/z 313.03562 juures, mis veaga 0.78 ppm kuulub

toendoliselt flavokermeshappele.

ESI-FT-ICR-MS spektril olid m/z 255.23296 ja 283.26424 jooned ja HPLC-QQQ-MS korral
m/z 255 ja 283 jargi eraldatud piigid, mis ESI-FT-ICR-MS spektrites tépsete massidega
toestati dra kui palmitiinhape ja steariinhape. Lisaks modddeti nende puhaste rasvhapete
kromatogrammid ning retentsiooniaegade pdhjal vdib delda, et tegu on tdesti just nende
ainetega. Kuna rasvhapped on lipofiilsed ja seetdttu ioniseeruvad ESI negatiivses reziimis
viaga hédsti, on nende piigid suured ning voivad segada analiiiisi. Kiududest ekstraheeritud
kromatogrammidel olid piigid vdga suured ka seetottu, et rasvhapped tulevad vilja gradienti
16pus, kus orgaanilise solvendi sisaldus on suur, mis omakorda tdstab
ionisatsiooniefektiivsust. Lisaks olid ESI-FT-ICR-MS spektrites suured segavad piigid m/z
vadrtustel 297.15309, 325.18411, 339.19980, mis suure tdendosusega kuuluvad pesuainetele.
Kodige intensiivsem piik m/z 325.18411 vdiks kuuluda dodetsiililbenseensulfonaadile
[CisH2003S], mis on Na-soolana pdhikomponent riidepesuvahendites [42, 43]. Erinevad
rasvhappe anioonid vodivad olla périt lambavillakiududest [39] voi seepidest [41]. Kuna
kiududes on palju erinevaid hea ioniseeruva voimega lisandeid, on edaspidi virvainete

uurimiseks siiski vajalik nende ithendite eraldamine kromatograafiliselt.
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4. KOKKUVOTE

Kéesoleva magistritdd teoreetilises osas anti iilevaade erinevatest punastest vérvainetest,
nende keemilisest koostisest ning kasutamisest, virvainete uurimise vajalikkusest ning selle

juures esinevatest probleemidest, samuti ekstraheerimis- ja analiilisimeetoditest.

Magistritdo praktilises osas koguti erinevaid punaste vérvainete allikaid (punavirvik, koSenill
jne), teostati nendega vérvimiskatseid ning hiljem vérvitud riidekiududest vérvainete
komponentide ekstraheerimist ja analiilisimist. Varvimiskatsete kdigus kohandati erinevatele
véarvaineallikatele moeldud vérvimisretsepte ning todtati vdlja oma vérvimismetoodika.
Peitsitud kiududest vérvi vélja ekstraheerimiseks katsetati kahte meetodit — EDTA ja HCI
meetod — ning uuritavate reaalsete proovide tdOtlemiseks kohaldati neile sobiv

ekstraheerimismetoodika.

Erinevatel virvaine standardite vérvimisetappidel saadud lahuseid ja kiududest vélja
ekstraheeritud vérvilahuseid analiiiisiti kasutades HPLC-QQQ-MS ning ESI- ja MALDI-FT-
ICR-MS meetodeid. Igale virvaine standardile todtati vilja oma modtmismetoodika. Kodikide
instrumentaalmeetoditega leiti igale vérvaineallikale iseloomulikud piigid, mida on vdimalik
kasutada tundmatute virvainete tuvastamiseks. Viljatootatud mootmismetoodikaid kasutati

Eesti Rahva Muuseumist ja erakogust saadud reaalsete véarvitud kiuproovide analiiiisimiseks.

Lisauuringuna analiilisiti teadaoleva peitsiga virvitud kiude ning tundmatuid reaalseid proove

SEM-EDS-ga, et tuvastada kiududest erinevate metallipeitside jalgi.

Koikide eelmainitud instrumentaalmeetodite koos kasutamisel loodi tihtne metoodika
tundmatutest tekstiiliproovidest punase virvaine tuvastamiseks. Leiti, et edaspidi tuleks
metoodika arendamiseks kasutada kombineeritult erinevaid instrumentaalmeetodeid ning
koguda rohkem erinevaid virvaine standardeid. Kasutades vedelikromatograafi ainete
eraldamiseks ning ESI- ja MALDI-FT-ICR-MS analiitisimeetodeid iihendite detekteerimiseks,

oleks vOoimalik erinevaid varvained identifitseerida ilma standardaineteta.

Antud t66s viljatootatud metoodikat on hiljem vodimalik laiendada kdikide erinevate
toonidega virvainete analliisimiseks. Kasutades lisaks veel ATR-FT-IR spektroskoopiat
kiudude tuvastamiseks ja SEM-EDS peitside tuvastamiseks, on voimalik moodustada tdielik

analiilisimeetodite komplekt tundmatute tekstiiliproovide analiiiisiks.
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5. SUMMARY

Pilleriin Peets
Method development for textile dye analysis on the example of red dyes

In the theoretical part of this Master’s thesis, an overview of different red dyes, their chemical
composition, usage, importance of their identification and extraction as well as possible

analytical methods for their analysis is given.

In the practical part of the thesis, different red dyes were collected (madder, cochineal etc)
and dyeing of wool and extraction of the dyes from dyed wool was carried out. During
dyeing, different recipes were adjusted and suitable dyeing procedure was developed. For
mordanted dyed fibres, two methods were used (HCl and EDTA) and suitable extraction

method for real samples were customized.

Different dye standard solutions and fibre extracts were analysed, using HPLC-QQQ-MS,
ESI- and MALDI-FT-ICR-MS methods and suitable methodology was developed for every
dye. With all these methods, characteristic peaks for every dye standard were found, which
can be used to identify unknown dyes. The developed methodology was applied to real

samples from Estonian National Museum and private collections.

Additionally, different mordants were analysed from known mordanted samples and unknown

real samples using SEM-EDS.

On the basis of all instrumental methods used in this work, a unified methodology was
composed for identifying unknown red dyes from textile fibres. It was found that in the future
it is necessary to bind different methods and collect more dye standards. Using HPLC for
separation of compounds and ESI- and MALDI-FT-ICR-MS for detection, it is possible to

identify different dye components without standard substances.

Methodology developed in this thesis, can be extended to analysis of other colours and dyes.
Additionally using ATR-FT-IR spectroscopy for fibre identification and SEM-EDS for
mordants, complete set of analysis methods for identification of unknown fibres can be

developed.
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LISA 1 - Too6s kasutatavad varvained ja neis sisalduvad komponendid

Tabel 1. Anallusitavad punased varvained, neis sisalduvad komponendid ning nende

keemilised koostised koos molekulidele ja ioonidele vastavate massidega. [1, 2, 3]

Looduslik | Véarvaine Uhendi Molekul- | [M-H] [M+H]* [M+Na]*
allikas nimetus keemiline | mass (My)
koostis

Puna- Alisariin C14HgO4 240.04226 | 239.03498 | 241.04954 | 263.03148

varvik Ruberiiiithape CasHysO13 | 534.13734 | 533.13006 | 535.14462 | 557.12656
Pseudopurpuriin CsHgO4 300.02700 | 299.01973 | 301.03428 | 323.01622
Rubiadiin Ci5H 004 254.05791 | 253.05063 | 255.06519 | 277.04713
Munjistiin C15HgOs 284.03209 | 283.02481 | 285.03936 | 307.02131
Kristofiin C7H 1405 298.08412 | 297.07685 | 299.09140 | 321.07334
Purpuriin C14H3Os 256.03717 | 255.02990 | 257.04445 | 279.02639
Ksantopurpuriin | C;4HgO, 240.04226 | 239.03498 | 241.04954 | 263.03148
Lutsidiin CysH100s 270.05282 | 269.04555 | 271.06010 | 293.04204

Verev Emodiin CysHoOs 270.05282 | 269.04555 | 271.06010 | 293.04204

voodik Dermotsiibiin Ci6H 1207 316.05830 | 315.05103 | 317.06558 | 339.04752
Dermorubiin Ci7H,04 344.05322 | 343.04594 | 345.06049 | 367.04244
Fiistsioon C16H120s5 284.06847 | 283.06120 | 285.07575 | 307.05769
Endokrosiin Ci6H100 314.04265 | 313.03538 | 315.04993 | 337.03187
Dermoglausiin Ci6H 1,06 300.06339 | 299.05611 | 301.07066 | 323.05261
Dermoluteiin C7H1,04 328.05830 | 327.05103 | 329.06558 | 351.04752
7-kloroemodiin CsHoOsCl | 304.01385 | 303.00657 | 305.02113 | 327.00307
5,7-dikloro- CsHgOsCl, | 337.97488 | 336.96760 | 338.98216 | 360.96410
emodiin
5,7-dikloro- C¢HgO,Cl, | 381.96471 | 380.95743 | 382.97198 | 404.95393
endokrosiin

Kosenill Karmiinhape CooH2013 492.09039 | 491.08311 | 493.09767 | 515.07961
Kermeshape Ci6H100g 330.03757 | 329.03029 | 331.04484 | 353.02679
Flavokermeshape | C;6H00; 314.04265 | 313.03538 | 315.04993 | 337.03187

Kermes Kermeshape C16H100g 330.03757 | 329.03029 | 331.04484 | 353.02679
Flavokermeshape | C;sH;005 314.04265 | 313.03538 | 315.04993 | 337.03187

Sandlipuu | Santaliin A Cs3HpOp9 | 582.15260 | 581.14532 | 583.15987 | 605.14182
Santaliin B C34H2501 596.16825 | 595.16097 | 597.17552 | 619.15747
Deokstisantaliin Cy0H 1506 354.11034 | 353.10306 | 355.11761 377.09956
Santaliin (jic) CisH405 274.08412 | 273.07685 | 275.09140 | 297.07334
Santaal C16H1204 300.06339 | 299.05611 | 301.07066 | 323.05261
6-htidrokii- C1oH1504 358.10525 | 357.09798 | 359.11253 | 381.09447
7,2°,4°,5-
tetrametoksiiiso-
flavoon
Pterokarpiin Ci7H405 298.08412 | 297.07685 | 299.09140 | 321.07334
Homo- C17H1604 284.10486 | 283.09758 | 285.11214 | 307.09408
pterokarpiin
Maakiaiin Ci6H1205 284.06847 | 283.06120 | 285.07575 | 307.05769
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Flavanoon C5H,0, 224.08373 | 223.07645 | 225.09101 | 247.07295

Likviritigeniin C5H ;0,4 256.07356 | 255.06628 | 257.08084 | 279.06278

Kalkoon CsH ;0 208.08882 | 207.08154 | 209.09609 | 231.07804

Isolikviritigeniin | CysH;,04 256.07356 | 255.06628 | 257.08084 | 279.0678
Siiltsesal- | Brasiliin Ci6H 1405 286.08412 | 285.07685 | 287.09140 | 309.07334
piiniapuu | Brasileiin Ci6H 1205 284.06847 | 283.06120 | 285.07575 | 307.05769
Varvi- Naftasariin C10HgO4 190.02661 189.01933 | 191.03389 | 213.01583
alkanna Alkanniin Ci6H 1605 288.09977 | 287.09250 | 289.10705 | 311.08899

Atsetiiiil- CisH 306 330.11034 | 329.10306 | 331.11761 | 353.09956

alkanniin

Isobutiiriiiil- Cy0H2,06 358.14164 | 357.13436 | 359.14891 | 381.13086

alkanniin

Isovaleriitil- C,1H,406 372.15729 | 371.15001 | 373.16456 | 395.14651

alkanniin

Angeliiiil- C,1H,,06 370.14164 | 369.13436 | 371.14891 | 393.13086

alkanniin

Alkannaan Ci6H 304 274.12051 | 273.11323 | 275.12779 | 297.10973
Varvi- Kartamiin C43H4205 910.21677 | 909.20950 | 911.22405 | 933.20599
safloor Hiidrokstisafloor- | C,7;H3,04 612.16903 | 611.16176 | 613.17631 | 635.15826

kollane A

Prekartamiin C44H44044 056.22225 | 955.21498 | 957.22953 | 979.21147

(kollane)

Anhiidrosafloor- C4sH5,046 1044.2746 | 1043.26741 | 1045.28196 | 1067.2639

kollane B

Isokartamiin C,1H»,01; 450.11621 | 449.10894 | 451.12349 | 473.10543

Safloorkollane A | Cy7H30015 594.15847 | 593.15119 | 595.16575 | 617.14769

1. Cardon, D. Natural Dyes; Archetype Books: London, 2007.

2. Thomson, R. H. Naturally Occurring Quinones; Academic Press: London, 1971.

3. Gulrajani, M. L.; Bhaumik, S.; Oppermann, W.; Hardtmann, G. Dyeing of Red
Sandalwood on Wool and Nylon. Indian J. Fibre Text. Res. 2003, 28, 221-226.
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Erinevate varvainete keemilised struktuurid ja nimetused

/H Alisariin — R;=OH, R,=H, R;=H
0 o Pseudopurpuriin — Ri=COOH, R,=OH, R;=OH

Rubiadiin — RIZCH3, RZZOH, R3:H

R:
Munjistiin — Ri=COOH, R,=0OH, R;=H
Kristofiin — R1=CH,-O-CH,CHj3;, R,=OH, R;=H
R Purpuriin — R1:OH, R2:H, R3:OH
o

Lutsidiin — RIZCHon, RZZOH, R3:H
Rs Ksantopurpuriin - R;=H, R,=OH, R;=H

Rubertiiithape H H Emodiin - R;=H, R,=OH, R;=H
Dermotsiibiin - R;=0OH, R,=OCHj3;, R;=OH

_/H . ~—H .
L. ) " Fiistsioon - R;=H, R,=OCH, Ry=H
O‘O T - Dermoglausiin - R;=OH, R,=OCHj3, R;=H
i 7 v ® 7-kloroemodiin - R=Cl, R,=0OH, R;=H

R 5,7-kloroemodiin - R;=Cl, R,=OH, R;=Cl

Dermorubiin — R;=0OH, R,=OCHj;, R;=H, R,=H
Dermoluteiin - R=H, R,=OCH;, R;=H, R4=H
Endokrosiin - R;=H, R,=OH, R;=H, R,=H
5,7-dikloroendokrosiin - R;=H, R,=OH, R;=Cl, R4;=Cl

Kermeshape — R=H, R,=OH Karmiinhape — R,=OH,

Flavokermeshape — R;=H, R,=H o
RIZ \@:"&H
I\H
R Santaliin Santaal
M\O =]
H/D

Flavanoon

Santaliin A — R=H O

Santaliin B — R=CH;

6-hiidrokii-7,2°,4°,5’-
tetrametokstiiso-flavoon

Homopteokarpiin

“ D:> /OO

Pteokarpiin — R=CHj;
Maakiaiin — R=H

§/
\
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Kalkoon Likviritigeniin Isolikviritigeniin
o] b H\ o o
g ®
U A
l T
o]
l H
/wl'
j [}
Brasiliin N Brasileiin
Alkanniin Atsetitilalkanniin Isobutiiriitilalkanniin
H R= R= R= =
\O 0 Y\)\ M ﬁ/VJ\
J o O\A
> g n
o o
Isovalertiiilalkanniin ~ Angeliiiilalkanniin Alkannaan
R
R= R=
o o = =
H/

Naftasariin - R=H

Anhiidrosafloorkollane B

Prekartamiin
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Hiudroksusafloor-
kollane A

Kartamiin

Safloorkollane A

Glk = gliikoos
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LISA 2 — Vérvainete lahused ja varvitud kiud

1- ERMist saadud punavérviku ja vereva voodiku vesilahused, 2 - Kosenilli, sandlipuu,
siiltsesalpiiniapuu ja virvisafloori vesilahused, 3 — Kermese vesilahused, 4 — virvialkanna
etanoolilahused, 5 — virvisafloori lahused erinevatel pH-del, 6 — sandlipuu etanoolilahused, 7
— punavirviku lahused (Kremer Pigmente), 8 — ERMist saadu punavirviku ja vereva
voodikuga vérvitud villakiud, 9 — siiltsesalpiiniapuuga varvitud villakiud, 10 — koSenilliga
vérvitud villakiud, 11 — sandlipuuga vérvitud villakiud (vesilahus), 12 — sandlipuuga vérvitud
villakiud (etanoolilahus), 13 — virvialkanna etanoolilahusega ja punavirvikuga (Kremer
Pigmente) vérvitud villakiud, 14 — virvisaflooriga vérvitud villa- ja puuvillakiud, 15 —

kermesega virvitud villakiud 16 — erinevatel to6tlusetappidel saadud vérvilahused
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LISA 3. Varvaine standardite kombineeritud kromatogrammid — taime- v0i

putukaleotis ja kiududest ekstraheeritud varvainelahus.

Palmitiinhape

Rubiadiin i
Lutsidiin o Steariinhape
Munjistiin~~ |
\
iin/ - \‘
Ksanto- . Munjistiin .
Pseudo- purpuriin ' :::::;'f‘/ ‘
purpuriir} “purpuri'\n R ‘\
Lutsid“% n\ Rubiadiin
jk oo e : n W
Joonis 1. Punavarviku lahus (30 minut Joonis 2. Punavarvikuga vérvitud villakiududest
kuumutamist) saadud ekstrakt
. Likviritigeniin/ e ——— Likviritigeniin/
Isolikviritigeniin o Isolikviritigeniin
santaal |

Maakiain/ i
omoteokarpiin - Santaal | Maakiain/
homoteokarpiin

—= SantaliinA

= Pteokarpiin

Joonis 3. Sandlipuu lahus (30 minutit Joonis 4. Sandlipuuga varvitud villakiududest
kuumutamist) saadud ekstrakt
fEENEE Ka’rr‘niinhape K‘;;;niinhape
‘ | :E Steariinhape
i b Palmitiinhape
'l
1l ’
il % é I.
i ERSNNEERE , Aol L AR
Joonis 5. KoSenilli lahus (30 minutit Joonis 6. KoSenilliga varvitud villakiududest
kuumutamist) saadud ekstrakt

Palmitiinha
Flavokermeshape 1oihape
Steariinhape

Kermeshape

|

Flavokermeshape

. H
“
Palmitiinhape Steariinhape o Kermeshap}e ‘w‘
H 2 I
A i . o -1 s ﬁ (]
4 6

0.4, 1 2 4 6 7 8 88 02 1 N 3 q o
t

Joonis 7. Kermese lahus (60 minutit Joonis 8. Kermese kiudude ekstrakt
kuumutamist)
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Palmitiinhape

Emodiin o
Emodiin

Dermorubiin \“

/

Dermoluteiin : Dermorubiin
7—kl0r0emm\:liin / ot 7-kloroemodiin S‘teaf""have
Endokrosiin i Dermoluteiin Endokrosii ‘ .
o Aoe Ag™ 0 A bl
Joonis 9. Vereva voodiku lahus (4 tundi Joomis 10.  Vereva  voddikuga  varvitud
kuumutamist) villakiududest saadud ekstrakt
:L Palmitiinhape
:é o <u(: Steariinhape
et f Eant £ = <
A ‘/Lk & @ :’ﬂ; x
Joonis 12. Véarvisalfooriga varvitud puuvillakiust

Joonis 11. Varvisafloor lahus pH=6
saadud ekstrakt

Palmitiinhape

Alkanniin

Steariinhape

h

|

Atsetiil-
alkanniin

Joénis 13. Vérvialkanr?a lahus (16 tundi 40% Joonis 14. Varvialkannaga varvitud villakiududest
etanoolis seisnud) saadud ekstrakt

0.2 1 2 3.

Joonis I5. Siiltsesalpiiniapuu lahus (30 minutit Joonis 16. Siiltsesalpiinipuuga vérvitud villa-
kuumutamist) kiududest saadud ekstrakt

49



LISA 4 — Varvainete tulemuste koondtabel

Tabel 2. Varvaine standardite tulemuste koontabel, kus on toodud igale varvaine allikale

iseloomulike komponentide m/z vaartused ja massivead (Am/z) ESI-ja MALDI-FT-ICR-MS

korral ning retentsiooniaeg ja MS/MS analtsi fragmendi kadu HPLC-QQQ-MS analtisil

Varvaine | Véarvaine MALDI-FT-ICR ESI-FT-ICR HPLC-MS tg
allikas molekul m/z ja Am/z (ppm) | m/z (min),
* [M+H]" ja Am/z  (ppm) | (fragmendi
** [M+Na]" [M-H] kadu)
Puna- Alisariin m/z=241.04942* m/z=239.03499 5.9/6.3
vérvik Am/z=0.50 Am/z=0.05 (-H0)
Ksanto- 241.04942%* m/z=239.03499 5.9/6.3
purpuriin Am/z=0.50 Am/z=0.05 (-H20)
Rubiadiin 255.06517* m/z=253.05077 5.3/7
Am/z=0.07 Am/z=0.54 (-H,0 ja—CO)
Munjistiin - m/z=283.02489 4.9
Am/z=0.28 (-COy; —H,0)
Pseudo- - m/z=299.02014 4.9
purpuriin Am/z=1.38 (-COy)
Lutsidiin m/z=271.06041* m/z=269.04565 5.9
Am/z=1.13 Am/z=0.39 (-H20)
Sandlipuu | Santaliin A m/z=583.15948* m/z=581.14573 6.1
Am/z=-0.68 Am/z=0.70
m/z=605.14203**
Am/z=0.34
Santaliin B m/z=597.17512* m/z=595.16111 6.6
Am/z=-0.68 Am/z=0.22
m/z=619.15813**
Am/z=1.06
Maakiaiin m/z=285.07560* m/z=283.06107 5.1/5.4/6.2
Am/z=-0.51 0.47 (-CO, — 5.4)
Pterokarpiin | m/z=299.09140* m/z=297.07693 5.3
Am/z=0.01 AM/z=0.26 (-H20)
Santaal m/z=301.07084* m/z=299.05599 5.7
Am/z=0.58 Am/z=-0.42 (-CO; -COy)
Kosenill | Karmiinhape | m/z=515.07956** m/z=491.08332 2.5
Am/z=-0.11 Am/z=0.40 (-CO»)
Kermeshape | - m/z=329.03002 3.9
Am/z=-0.82 (-CO»)
Flavokermes- | - m/z=313.03558 4.1
hape Am/z=0.66 (-COy)
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Kermes Kermeshape | - m/z=329.03013 3.9
Am/z=-0.50 (-COy)
Flavokermes- | - m/z=313.03533 4.1
hape AM/z=-0.17 (-COy)
Verev Emodiin - m/z=269.04565 6.9
voodik Am/z=0.36 (-H20; -CO)
7-kloro- - m/z=303.00655 6.0
emodiin Am/z=-0.07 (-CO)
Endokrosiin | - m/z=313.03505 3.6
Am/z=-1.05 (-CO»)
Dermoluteiin | - m/z=327.05110 3.3
Am/z=0.23 (-COy)
Dermorubiin | - m/z=343.04620 2.2/3.7
Am/z=0.76 (-CO,-3.7)
Virvi- Isokartamiin | m/z=473.10499** - 2.8
safloor Am/z=-0.95
Safloor- m/z=617.14764** - 4.6
kollane A Am/z=-0.09
Anhiidro- m/z=1067.26212** | - 33
safloor- Am/z=-1.67
kollane B
Kartamiin m/z=933.20517** - 5.1
Am/z=-0.90
Virvi- Alkanniin - m/z=287.09235 6.9
alkanna Am/z=-0.51
Atsetiitil- - m/z=329.10344 7.3
alkanniin Am/z=1.14
Angeliiiil- - m/z=369.13426 7.4
alkanniin Am/z=-0.27
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LISA 5 - Varvainete ESI-ja MALDI-FT-ICR-MS massispektrid ja interpreteeringud
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Joonis 17. Punavérviku lahuse ESI-FT-ICR-MS massispekter
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Tabel 3. Punavarviku lahuse ESI-FT-ICR-MS massispektri interpreteering

Mbodetud loonvalem Am/z Anioon Eeldatav tihend
m/z (ppm)

211.04036 | C;3H,05 1.38 |[C14HgO4-CO-H] Alisariin/ksantopurpuriin

239.03499 | C4H;O4 0.05 |[C4HgO4-H] Alisariin/ksantopurpuriin

253.05077 C15H904_ 0.54 [C15H1004-H]_ Rubiadiin

255.03000 | C4H;0O5 0.41 |[C14HgOs-H] Purpuriin

255.23291 | Ci6H3,05° -0.16 |[C¢H3,0,-H] Palmitiinhape

265.01448 | C{sHsO5 0.87 |[C;5HgO6-H,O-H] Munjistiin

269.04565 | C;sHoO5 0.39 |[CisH100s-H] Lutsidiin

283.02489 | CsH7O¢ 0.28 |[C;sHgOe-H] Munjistiin

283.26431 | CgH350, 0.19 |[CgH360,-H] Steariinhape

299.02014 C15H707_ 1.38 [C15H307-H]_ Pseudopurpuriin
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Joonis 18. Punavéarviku lahuse MALDI-FT-ICR-MS massispekter

Tabel 4. Punavarviku lahuse MALDI-FT-ICR-MS massispektri interpreteering

Méadetud loonvalem Am/z Katioon Eeldatav tihend
m/z (ppm)

225.05434 | C14HoO3" -1.25 |[C;5H;005-H,0-CO+H]" Lutsidiin

229.04942 | C3HoO4" -0.49 |[C14HgOs-CO+H]" Purpuriin

237.05455| CsHoO3" -0.28 |[C;sH;004-HO+H]" Rubiadiin

241.04942 | C14HoO4" -0.5 [C14H804+H]Jr Alisariin/ksantopurpuriin
253.04944 | C;5sHoO4" -0.39 |[C;5H;005-H,0+H]" Lutsidiin

255.06517 | CisH; 104" -0.07 |[CisH;004+H]" Rubiadiin

271.06041 | C;sH;,05" 1.13 |[CsH;00s+H]" Lutsidiin
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Joonis 19. Sandlipuu lahuse ESI-FT-ICR-MS massispekter

Tabel 5. Sandlipuu lahuse ESI-FT-ICR-MS massispektri interpreteering

Méadetud loonvalem Am/z Anioon Eeldatav tihend
m/z (ppm)

255.02998 | C14H;05 0.3 [C14H3Os-H] Purpuriin
255.23279 C16H3102_ -0.63 [C16H3202-H] Palmitiinhape
269.04516 | CsHoOs -1.43  |[C;5sH005-H] Lutsidiin, emodiin
283.02506 | CsH;04 0.86 [C15HsO¢-H] Munjistiin
283.06107 Ci6H 1105 -0.47 [C16H1205-H] Maakiaiin
283.26447 | CisH350, 0.77 [C15H360,-H] Steariinhape
285.07687 | C1Hi305 0.06 [C16H1405-H] Brasiliin
287.09248 | Ci6H;505 -0.07 |[Ci6H605-H] Alkanniin
297.07693 | Cy7H;505 0.26 [C17H405-H] Pteokarpiin
299.05599 | Ci6H;104 -0.42  |[Ci¢H1206-H] Santaal
313.03540 |C;sHoO7 0.06 [C16H1007-H] Endokrosiin
315.05152 Ci6H1107 1.57 [C16H1207-H] Dermotsiibiin
491.08368 | CyoH19O13° 1.13 [C22H,0013-H] Karmiinhape
581.14573 | C33H25040° 0.7 [C33H26010-H] Santaliin A
595.16111 |C34H27040 0.22 [C34H28010-H] Santaliin B

54




597.17512
583.15948

100—

=
8

° 1 61119002
X ]
% ]
g ]
5]
720
< ]
o ]
=F
.g :
Q ]
+ ] |
'g ] 581.18161

| 242.28436
n 67 16587 605.14279

] .

] 510.10880

] 20850846

] paraorss ‘ ‘ 317.48500 396.85355 48510620 g5 14907 (52250743 5535119

o J ALl L T L . Ll L L . o Ll W ORI TR 1

e L e e e L L B e e B B By B
250 300 350 400 450 500 550 600

Joonis 20. Sandlipuu lahuse MALDI-FT-1CR-MS massispekter

Tabel 6. Sandlipuu lahuse MALDI-FT-ICR-MS massispektri interpreteering

Mdddetud loonvalem Am/z Katioon Ef:ldatav
m/z (ppm) Uhend
299.09140 | C;7H;505" 0.01 |[C;7;H140s+H]" | Pteokarpiin
583.15948 | C33H»7010" -0.68 |[C33Hz6010+H]™ | Santaliin A
597.17512 | C34H2010" -0.68 |[C34H23010+H]" | Santaliin B
605.14279 C33H26010Na+ 1.61 [C33H26010+Na]+ Santaliin A
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Joonis 21. Kosenilli lahuse ESI-FT-ICR-MS massispekter

Tabel 7. KoSenilli lahuse ESI-FT-ICR-MS massispektri interpreteering

Moadetud loonvalem Am/z Anioon Eeldatav thend
m/z (ppm)

283.26422 | C;sH350 -0.13 |[Ci1gH360,-H] Steariinhape

313.03558 C16H907_ 0.66 [C16H1007-H] Kermeshape

329.03002 | C1HoOg" -0.82 | [Ci6H100s-H] Flavokermeshape

491.08332 C22H19013_ 04 [C22H20013-H]_ Karmiinhape
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Joonis 22. Kosenilli lahuse MALDI-FT-ICR-MS massispekter

Tabel 8. KoSenilli lahuse MALDI-FT-ICR-MS massispektri interpreteering

Moodetud loonvalem Am/z Katioon Eeldatav tihend
m/z (ppm)

461.04808 |CxpH4010Na" 0.35 [C22H20013-3H20+Na]+ Karmiinhape

479.05820 |CpH 0 Na™  |-0.57 |[C2Hy00;3-2H,0+Na]” | Karmiinhape

497.06887 |CypH;30,Na" -0.36 [C22H20013-H20+Na]+ Karmiinhape

515.07956 |CyH01sNa™  [-0.11 | [CpH0013+Na]” Karmiinhape
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Joonis 23. Kermese lahuse ESI-FT-ICR-MS massispekter
Tabel 9. Kermes lahuse ESI-FT-ICR-MS massispektri interpreteering
Maodetud loonvalem Am/z Anioon Eeldatav Uhend
m/z ppm
255.23307 C16H3102- 0.46 [C1(,H3202—H]- Palmitiinhape
269.04573 Ci5HoO5 0.67 |[Ci6H1007-CO,-H] | Flavokermeshape
283.26406 C18H3502_ -0.69 [C18H3602-H]_ Steariihape
285.04040 C]ngO(,_ -0.22 [CmH]oOg-COz—H]- Kermeshape
313.03533 CisHoO7 -0.17 |[C16H1007-H] Flavokermeshape
329.03013 C16H908_ -0.50 [C16H1003-H]_ Kermeshape
491.08300 C»H 9043 -0.24 | [CyoH0013-HT Karmiinhape
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Joonis 24. Vereva voddiku lahuse ESI-FT-ICR-MS massispekter

Tabel 10. Vereva voodiku lahuse ESI-FT-ICR-MS massispektri interpreteering

Mobdetud loonvalem Am/z Anioon Eeldatav tihend
m/z (ppm)

225.05607 | C14HoO5” 1.56 |[Ci5H00s5 -CO,-HJ Emodiin
255.23295 C16H3102_ 0.00 [C16H3202-H]_ Palmitiinhape
269.04565 C15H905- 0.36 [C15H1005—H]- Emodiin
283.06145 C16H1105_ 0.9 [C16H1205-H]_ Fiistsioon
299.05637 C16H1 106- 0.85 [C16H1206-H]_ Dermoglausiin
300.02782 | C;sHzO7 0.88 |[Ci7H1203-CH3-CO-H] | Dermorubiin
303.00655 | CisHgOsCI -0.07 |[CisHoOsCl-H] 7-kloroemodiin
313.03577 C16H907- 1.24 [C1(,H1007—H]- Endokrosiin
315.05139 C16H1107- 1.14 [C1(,H1207—H]- Dermotsiibiin
327.05110 C17H1 107_ 0.23 [C17H1207-H]_ Dermoluteiin
343.04620 C17H1 108- 0.76 [C17H1208—H]- Dermorubiin
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Joonis 25. Varvisafloori lahuse MALDI-FT-ICR-MS massispekter

Tabel 11. Varvisafloori lahuse MALDI-FT-ICR-MS massispektri interpreteering

Mooo}etud loonvalem Am/z Katioon Eeldatav Uihend
m/z (ppm)

473.10488 | C;H2,0,Na" -1.17 |[CyH2011#Na]”  |Isokartamiin

617.14721 | Co7H300sNa” -0.78 |[Cy7H300;5+Na]” | Safloorkollane A
635.15753 | C,7H3,016Na” -1.15 |[Cy7H3,016+Na]" Hiidroksiisafloorkollane A
933.20517 | C43H420,,Na" -0.9 |[C43H405+Na]” | Kartamiin

1067.26212 | C45Hs5,026Na” -1.67 |[C4sHs52026+Na]" | Anhiidrosafloorkollane B
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Joonis 26. Varvialkanna lahuse ESI-FT-ICR-MS massispekter

Tabel 12. Varvialkanna lahuse ESI-FT-ICR-MS massispektri interpreteering

m/z loonvalem é[)nr/rf Anioon Eeldatav tihend
255.23282 | C1¢H3107 -0.54 | [C1¢H3,0,-H] Palmitiinhape
270.08970 | C16H 1404 -0.22 |[CgH1306-C,H30,-HT Atsetuiilalkanniin
270.08970 | C1¢H 1404 -0.22 | [C31H2,06-CsH7O,-H] Angeliitilalkanniin
270.08970 | Ci¢H 1404 -0.22 | [Cy1H2406-CsHoOo-H] Isovaleriilalkanniin
283.26445 C18H3502_ 0.71 [C18H3602-H]_ Steariinhape
285.07662 | CisH 305 -0.79 |[C1gH;306-CoH4,O-H] Atsetiiiilalkanniin
285.07662 | Ci¢H 305 -0.79 | [Cy1H2,06-CsHgO-H] Angeliitilalkanniin
285.07662 | Ci¢H 505 -0.79 | [C21H2406-CsH 0O-H] Isovaleritilalkanniin
287.09235 | C1H; 505 -0.51 | [C16H1605-H] Alkanniin
329.10344 | C13H1704 1.14 |[CigH306-H] Atsetiitilalkanniin
369.13426 | C51H,104 -0.27 | [Cy1H2»06-H] Angeliitilalkanniin
371.14976 C21H2306_ -0.69 [C21H2406-H]_ Isovaleruulalkanniin
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LISA 6 - SEM-EDS spektrid
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Joonis 29. SEM-EDS spekter vereva voodikuga varvitud peitsimata villakiust
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Joonis 31. SEM-EDS spekter ERM A395:6 proov 2 villakiust
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LISA 7 — Meetodi rakendus reaalsele proovile ,,ERM A395:6 proov 2*

Informatsioon proovi kohta Eesti Rahva Muuseumist: Villane ja linane vaip. Autor Mari
Schmidt. Vaiba mdotmed: 156x131. ERMi vastu voetud 1934/35 a. Koetud valge 16ime sisse,
kohati vérviliste joonte seest paistab valge linane 10im mustrina. Legend: Kuduja on 86
aastasena kudunud selle vaiba. Varvidena kasutatud putukapunast ja madarapunast, mille
juured on piirituses leotatud. Miunud 8 kr eest pr Mikk Vaike-Kaar 20-1, Tartu. Proovid 1 ja

2 on voetud sama vaiba erinevatest kohtades.

Pilt 1. ERM A395:6 proovi kiu tikid ja optilise mikroskoobi pildid kiududest

= Palmitiinhape

Steariinhape

TR
IR EEEEREEREFEEE RN N

Flavokermes-

: Karmiinhape hape
- te=2.5 tr=4.1
z=313

m/z=491 m/
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I

tr
Joonis 32. ERM A395:6 proovi 2 ekstraktist HPLC-QQQ-MS-ga saadud kombineeritud

kromatogramm

64



Suhteline intensiivsus %

325.18411

311.16855

283.26424

255.23296

297.15309

329.19980

410.87187

475.08774

491.08292

497.94622

- _.‘—' : L]. e I { h ’L J - g

Joonis 33. ERM A395-6 proov 2 ESI-FT-ICR-MS massispekter

-

ke

m/z

Tabel 13. ERM A395-6 proov 2 ESI-FT-ICR-MS massispektri interpreteering

Moodetud Anioonivalem Am/z Toimunud protsess | Arvatav algne komponent
m/z (ppm)
255.23296 Ci6H3105 0.02 [Ci6H32,0,-H] Palmitiinhape
265.14769 C12Hy5048 -0.82 [C12H2504S-Na] Naatrium laurttlsulfaat
269.04604 C5sHoOs5 1.82 | [Ci6H1007-COO-H]- Flavokermeshape
281.24855 CisH330, -0.19 [CisH340,-H] Oleiinhape
283.26424 C18H3502_ -0.05 [C13H3602-H]_ Steariinhape
Naatrium-4-
297.15309 C16H2s055 0.33 [C16H25055-Na] detstiiilbenseensulfonaat
297.24374 C18H3303_ 0.75 [C18H3303-H]_ Ritsinoolhape
313.03562 Ci6HyO7 0.78 [Ci6H1007-H] FLAVOKERMESHAPE
Naatrium-
32518411 C1sH25055 -0.54 [C1sH25055-Nal dodetsiitilbenseensulfonaat
339.19980 Ci19H3,05S -0.41 [Ci9H3103S-Na]” | Tridetsiitilbenseenesulfonaat
491.08292 CoH19013 -0.40 [C2oHy0043-H] KARMIINHAPE
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INFOLEHT
Metoodika arendus tekstiilivarvide uurimiseks looduslike punaste varvainete naitel

Kéesoleva t00s anti ililevaade erinevatest punastest varvainetest, nende keemilisest koostisest
ning kasutamisest, vérvainete uurimise vajalikkusest ning selle juures esinevatest
probleemidest, samuti ekstraheerimis- ja analiilisimeetoditest. Praktilise t60 kdigus koguti
erinevaid punaste vidrvainete allikaid (punavérvik, koSenill jne), teostati nendega
varvimiskatseid ja hiljem kiududest vérvaine komponentide ekstraheerimist. Erinevatel
virvaine standardite vérvimisetappidel saadud lahuseid ja kiududest vélja ekstraheeritud
vérvilahuseid analiilisiti, kasutades HPLC-QQQ-MS ning ESI-ja MALDI-FT-ICR-MS
meetodeid. Nende meetodite abil tootati vélja {ihtne metoodika tundmatutest
tekstiiliproovidest punase virvaine tuvastamiseks. Viljatootatud metoodikat rakendati Eesti
Rahva Muuseumist ja erakogust saadud proovidele. Antud t66s viljatootatud metoodikat on

hiljem vdimalik laiendada koikide erinevate toonidega vérvainete analiiiisimiseks.

Mairksonad: tekstiili viarvained, HPLC-MS, MALDI, ESI, FT-ICR-MS

Method development for textile dye analysis on the example of red dyes

In this Master’s thesis, an overview of different red dyes, their chemical composition, usage,
importance of their identification and extraction as well as possible analytical methods for
their analysis is given. In the practical part of the thesis, different red dyes were collected
(madder, cochineal etc) and dyeing of wool and extraction of the dyes from dyed wool was
carried out. Different dye standard solutions and fibre extracts were analysed, using HPLC-
QQQ-MS, ESI- and MALDI-FT-ICR-MS methods. On the basis of all instrumental methods
used in this work, a unified methodology was composed for identifying unknown red dyes
from textile fibres. The developed methodology was applied to real samples from Estonian
National Museum and private collections. Methodology developed in this thesis, can be

extended to analysis of other colours and dyes.
Keyword: textile dyes, HPLC-MS, MALDI, ESI, FT-ICR-MS
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