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KASUTATUD LUHENDID

A/P aselahappe ja palmithappe piikide pindalade suhe
A/Su aselahappe ja suberhappe piikide pindalade suhe
ATR ndrgendatud téielik sisepeegeldus

BSTFA N,O-bis(trimetiitilsiliiil )trifluoroatseetamiid
DCM diklorometaan

DLaTGS deutereeritud L-alaniiniga to6deldud trigliitsiinsulfaat
ET ettitil-

FAEES etiileeritud rasvhapete segu (fatty acid ethyl esters)
FAME metiileeritud rasvhapete segu (fatty acid methyl esters)
FID leek-ionisatsioon-detektor

FT Fourier’ teisendus

GC gaasikromatograafia

HAPE happekataliiiitiline metiileerimine

HPLC korgefektiivne vedelikkromatograafia

IR infrapunane

m/z massi-laengu suhe

MS massispektromeetriline detektor

NaOEt naatriumetanolaat

NMR tuumamagnetresonants-spektroskoopia (nuclear magnetic resonance)
P/S palmithappe ja steariinhappe piikide pindalade suhe
TMAH tetrametlitilammooniumhiidroksiid

TMS trimettiiilsiliitil-

TMTFTH m-(trifluorometiiiil)fentiiiltrimetiiiilammooniumhiidroksiid (Meth-Prep 1)

tr retentsiooniaeg



1. SISSEJUHATUS

Enamus ajaloolisi kultuurivédartuseid (nditeks maalid, polilkroomsed objektid, ehitised, jt)
sisaldavad erinevaid materjale, mille kindlakstegemine voib kunstiajaloolastele ja
konservaatoritele anda vajaliku informatsiooni objekti iilesehituse, paritolu, vanuse, aga ka

kunstniku kéekirja ning materjalikasutuse kohta.

Kéesolevas t00s uuritakse varvide oOlisideaineid (peamiselt linaseemnedli), mille iilesandeks
on siduda omavahel vidrvi erinevad komponendid (pigmendid, tiitained). Analiiiisi
labiviimiseks kasutati  gaasikromatograafia (GC) meetodit koos eelneva proovi
derivatiseerimisega, mis on iiks levinumaid analiilisimeetodeid olide uurimiseks nii
konserveerimisteaduses kui ka arheoloogias. Olide derivatiseerimiseks on kasutatud erinevaid
derivatiseerimismetoodikaid, kuid ei ole leitud, milline on kdige sobilikum dlisideaine
kvalitatiivse ja kvantitatiivse analiiiisi 1abiviimiseks. Siiani ei ole uuritud, kui efektiivne ehk
taielik on derivatiseerimisprotsess. Selline 1&henemine nduab aga kvantitatiivset sideaine
analtiiisi. Kirjanduse andmetel on eelnevalt tehtud peamiselt ainult kvalitatiivset analiilisi voi
kasutatud poolkvantitatiivset meetodit, kus P/S ehk kahe rasvhappe (palmit- ja steariinhappe)
signaalide pindalade suhte pohjal tehakse jareldus, mis oliga voib olla tegemist. P/S suhte
leidmisel ei ole aga arvestatud, et erinevate rasvhapete sisalduse samavéédrne suurenemine
voib nende pindalasid suurendada erineval médral. Seetdttu on vaja kvantitatiivset meetodit,
millega oleks vdimalik tdpsemalt médrata 6li peamiste komponentide sisaldused ning leida
selle kaudu kvantitatiivne P/S suhe. Kvantitatiivne meetod nduab aga proovis oleva dli

taielikku lahustumist, mis on iiks suurimaid probleeme kuivanud 6li analiiiisis.

Kokkuvatlikult olid magistritool jargmised eesmargid:

e Tootada  vidlja  derivatiseerimismetoodikad  (TMTFTH,  happekataliiiitiline
metiileerimine, NaOEt ja BSTFA derivatiseerimine) olemasolevale GC seadmele.

e Kolmekuuse linaseemnedli vanandamisseerias hinnata GC-MS-iga
derivatiseerimismetoodikate sobilikust kuivanud d6li komponentide médaramiseks.

e Luua kvantitatiivne mudel nii vérske kui ka kuivanud 6li peamiste komponentide
madramiseks GC-MS/FID seadmega ja leida meetodite derivatiseerimisefektiivsused.

e Vorrelda kasutatud derivatiseerimismetoodikaid ning leida sobivaim edaspidisteks
analiitisideks.

e Rakendada viljatootatud metoodikat reaalsete proovide sideaine analiiiisis.



2. KIRJANDUSE ULEVAADE

2.1. Olivirvid

Viarvid on mitmesuguste komponentide segud, mis kantakse pinnale, et anda objektile
vérvitooni voi seda kaitsta. Viarvi pohilisteks koostisosadeks on pigmendid, (anorgaanilised
vOi orgaanilised vérvilised pulbrid), tditeained (inertsed valged ained) ning sideained, mida
kasutatakse pulbriliste ainete sidumiseks omavahel ja pinnaga. Sideainetena on kasutatud
nditeks Olisid (linaseemne-, péevalilledli), valgulisi aineid (muna, kaseiin), siisivesikuid
(kummiaraabik) ja vahasid (mesilasvaha). Alates 15. sajandist kuni tidnapdevani on
sideainetena kasutusel erinevad taimedlid (linaseemne-, mooni-, pahklidli). Kéesolevas t60s
keskendutaksegi oli sisaldavatele vérvidele ehk Slivarvidele. Kuigi neid on palju uuritud, on
silamaani kiisimusi Oli koostise, ajas muutumise ja sdilivuse kohta. Orgaaniliste {ihendite
muundumine ja nende kindlakstegemine materjalides on konservaatoreid ja materjaliteadlasi
huvitanud aastakiimneid, kuna selle informatsiooni abil oleks voimalik eristada erinevaid
maalimistehnikaid, leida lahendusi vérvi lagunemisprotsesside aeglustamiseks, kontrollida

teose originaalsust voi leida parim viis kunstivéartuse séilitamiseks. [1-3]

Olivirv muutub aja jooksul dhu, valguse, temperatuuri ja teiste keskkonna mdjutuste tdttu
kollakamaks, hakkab pragunema voi kobrutama. Sellised muutused 6livdrvis on pohjustatud
keemiliste reaktsioonide poolt. Virvis olevad orgaanilised {ihendid reageerivad pigmentidega
ja kokkupuutudes hapnikuga oksiideeruvad ning poliimeriseeruvad. Seetdttu tekkivad

laguproduktid, mis teevad algse mitmekomponentse segu veelgi keerukamaks. [2,3]

Kuni 20. sajandi alguseni kasutasid kunstnikud enamasti enda valmistatud Olivérve.
Pigmendid segati koos oOliga iihtlaseks massiks ja vajadusel monikord ka kuumutati, et
véarvimass tuleks voimalikult homogeenne ja pinnale kergesti kantav. 19. sajandil hoiustati
saadud vérvi nditeks nahast tehtud kotis, loomapdies vOi haruldasemal juhul metallist
tuubides. [4] Koostiselt olid need Slivérvid lihtsamad vdorreldes kaasaegsete Olivérvidega,
mida hakati valmistama 19. sajandi 16pus. Suurtdostuste ja teaduse arenguga hoogustus
moodsate dlivarvide tootmine 20. sajandi alguses. Traditsioonilisi dlivirve modifitseeriti, et
neid oleks voimalik toota odavamalt ja suuremas koguses. Sideainena hakati kasutama teisi
olisid (pdevalille-, kastrool-, puuvillaseemnedli), millele lisati dispergente, kuivatajaid,
tugevdajaid jt iihendeid, et parandada oOli omadusi. Muudatused Olivarvide koostises
pOhjustasid uusi probleeme — nditeks on moodsad dlivirvid ebastabiilsemad, tundlikumad vee

suhtes ja halvemini kuivavad kui traditsioonilised olivarvid. Seetdttu ei saa moodsatele



oliviarvidele enamasti rakendada samu uurimismetoodikaid, mis traditsioonilistele
olivarvidele, mistdttu neid kdesolevas to0s ei vaadeldud. [5-7] Jargnevalt kirjeldatakse Oli

koostist ldhemalt.
2.1.1. Oli koostis

Olid koosnevad trigliitseriididest, kus gliitseroolester on seotud kolme rasvhappe jidgiga
(Joonis 1) [6, 8]. Lisaks trigliitseriididele sisaldavad olid ka vdga vidhesel maaral vitamiine,

steroole ja teisi tihendeid, kuid need ei sega kdesolevas toos 0li komponentide médramist [2].

Joonis 1. Ulevalt alates palmit-, oleiin- ja steariinhappe jidkidest koosnev trigliitseriid

Linaseemne-, mooni- ja pahklidli koosnevad samadest rasvhappe jaédkidest, kuid kuna nende
rasvhapete protsendiline osakaal on erinev, on ka dlide fiiiisikalised ja keemilised omadused
erinevad. Protsentide vairtused varieeruvad lisaks ka sama liiki 8li korral, sest need sdltuvad
oli péritolust, eelnevast tootlemisest ja isegi tooraaine korjamise aastaajast. [9] Rasvhappe
jadkide erineva sisalduse abil on vdimalik méddrata Oli tiilip teades selles olevate rasvhappe
jadkide massiprotsente. Mainitud dlisid on vdimalik kasutada varvimisel, sest need sisaldavad
véhemalt 66% poliikiillastamata rasvhappe jadke, mis dhuhapniku toimel poliimeriseeruvad ja

moodustavad tahke kile. Seetottu nimetatakse neid ka kuivavateks olideks. [6, 8]

Tabel 1. Peamiste rasvhapete sisaldus (% koikidest rasvhapetest) trigliitseriidide koostises
erinevate vedelate kuivavate dlide korral [1].

Rasvhappe jadk IUPACI nimetus Linaseemnedli | Moonidli | Pahklidli
Palmithape
C16:0 heksadekaanhape 4-10 9-11 3-8
Steariinhape
C18:0 oktadekaanhape 2-8 1-2 0,5-3
Oleunhap_e (Z+E) 9-oktadetseenhape 10-24 11-18 9-30
C18:1
L'rgf;h;pe 97,127-oktadekadieenhape 12-19 69-77 | 57-76
L'”‘gigr_'gape 97,127,15Z-oktadekatrieenhape 48-60 3-5 2-16




Edaspidi kasutatakse kéesolevas magistritoos tabelis toodud viie rasvhappe ja nende
derivaatide lithemaks nimetamiseks vormi C(siisinike arv ahelas):(kaksiksidemete arv ahelas).

Kui mainitakse teist samade parameetritega rasvhapet, siis on lithendile lisatud selgitus.

On leitud, et kuivavad 0lid ei koosne lihtsatest trigliitseriididest nagu tripalmitiin voi
tristeariin, vaid iga kindel rasvhappe jadk on vdimalikult paljudes trigliitseriidides esindatud.
Samuti on gliitserooli jddgi teise siisiniku juures eelistatult kiillastumata rasvhappe jadk ning
iilejadnud rasvhapped on jagunenud suvaliselt gliitserooli primaarsete siisinike vahel. Kdikide
erinevate kompositsioonide tottu voibki nditeks linaseemnedli koosneda 55 erinevast

trigliitseriidist, mis teeks 0li madramise tervete trigliitseriidide pohjal vagagi keerukaks. [9]

Kbdige populaarsem Oolivarvide sideaine on linaseemnedli. Seetdttu keskendutakse ka
kdesolevas magistritoos selle 0li analiiisimisele. Linaseemnedli toodetakse linataime (Linum
usitatissimum) seemnetest, mis sisaldavad massi jargi umbes 34% 0li. Linaseemnedlile on
iseloomulik kdrge linoleenhappe sisaldus (ligikaudu 50% kogu &li massist), mistdttu on see
mainitud olidest kdige kiiremini kuivav. Linaseemneid on kasutatud Egiptuses alates 8000
eKr linase riide valmistamiseks. Alates 15. sajandist kuni tdnapédevani on linaseemnedli tiks
koige levinuimad sideaineid Olimaalides, kuigi sellel on omadus muutuda kuivamisel
kollakaks. [10]

2.2. Olide vananemine

Oli koostise muutumist kuivamisel nimetatakse dli vananemiseks. Maalimisel kasutatakse
kuivavaid 0lisid, sest nende koostises olevad trigliitseriidid sisaldavad palju kaksiksidemetega
rasvhappe jddke. Kiillastumata rasvhapped reageerivad ohuhapnikuga, oksilideeruvad ja
moodustavad poliimeerse struktuuri. Eriti kiiresti kuivab linaseemnedli, sest selles on rohkem
kolme kaksiksidet sisaldavat linoleenhapet (C18:3), kui teistes dlides. Kuivamisprotsessi on
jaotatud kahte suurde rithma: 1) oksiideerumine ning 2) poliimeriseerumine. Esimeste
reaktsioonide korral tekivad olis peamiselt valguse voi kuumuse tottu vabad radikaalid (Joonis
13 Lisas 1). Need reageerivad hapnikuga ja moodustub hiidroperoksiidriihm, mis on
ebastabiilne ja laguneb. Seetottu voib Ohuga kokkupuutunud linaseemnedlist leida
okstideerumisproduktidena nii epoksiide, alkohole, keto-iihendeid, dikarboksiiiilhappeid kui
ka aldehiiiide. Konkureerivates reaktsioonides pdhjustavad vabad radikaalid ka rasvhapete
vahelisi pdiksidestumisi (tekivad uued C-C voi C-O-C sidemed) ning moodustub poliimeerne
struktuur, mis vdhendab oli lahustuvust. Kuigi linaseemnedli moodustab tahke kihi mone

pdevaga, jatkub Oli okslideerumine ja poliimeriseerumine veel aastaid. [11, 12]



Koige rohkem tekib 6li kuivamisel kiillastumata rasvhapetest (oleiinhape C18:1, linoolhape
C18:2 ja linoleenhape C18:3) a,w-dikarboksiiiilhappeid (enim esindatud suberhape 2C8:0,
sebatshape 2C10:0 ja aselahape 2C9:0). a,w-dikarbokstiiilhapetes ehk lithidalt dihapetes on
esimese ja viimase siisiniku kiiljes karboksiiiilriihm. Dihapete tahistamiseks kasutatakse viisi,
kus 2-nditab, et ithend on dikarboksiiiilhape-C8(siisinike arv ahelas):0(kaksiksidemete arv).
Enamasti mida vanem on 4li, seda rohkem on selles dihappeid, mistottu kasutatakse néiteks
aselahappe (2C9:0 dikarboksiiiilhape) ja palmithappe suhet (A/P) otsustamisel, kas sideainena
on kasutatud kuivavat 0li voi muna (temperavérv). A/P véartus kuivava oli korral on >1, kuid
muna korral <0,3. [2] Vananemisel tekkivad dikarboksiiiilhapped annavad veel
informatsiooni: nditeks iseloomustab aselahappe ja suberhappe suhe kas kuivavat 0li on
kuumutatud (A/Su suhe 2,8-4,5) voi mitte (A/Su suhe 6-7) [13]. Kirjanduses kdige levinum
suhe on palmithappe ja steariinhappe (P/S) suhte véartus, mille abil ennustatakse sideainena
kasutatud oOli tiilip. Véidetavalt proovi vananemine ega pigmendid ei mojuta nende

kiillastunud rasvhapete suhet. [14]

Hiljutisemate andmete jargi on P/S suhe enamasti usaldusvddrne linaseemnedli korral aga
mitte rakendatav kaasaegsetele dlimaalidele. Olidele on saadud mitmeid erinevaid P/S suhte
vadrtuseid (nditeks leidub linaseemnedlile kirjanduses P/S vaértusi 1,4 kuni 2,4) olenevalt dli
kvaliteedist, eeltootlusest ja hoiustamisest, mistdttu ei piisa poolkvantitatiivselt leitud P/S
suhte védrtusest sideaine identifitseerimiseks. P/S véirtuste leidmisel on kasutatud erinevaid
meetodeid, mis pohjendab vairtuste laia vahemikku veelgi. [3, 6] Tabelis 2 on toodud iihe
allika P/S véirtused. Enamasti kehtib iihe allika sees kuivavate olide P/S vadrtuse seos:
linaseemnedli < pdhklidli < moonidli, kuid vorreldes erinevate allikate P/S véértusi, on
nditeks iihes allikas pdhklioli P/S = 2,8 aga teises allikas moonidli P/S = 2,13 ehk viiksem
[15]. Mdne oli koostises on aga karakteristlikud rasvhapped (nditeks rapsioli korral 11Z-
eikoseenhape ja eruuk- ehk 13Z-dokoseenhape), mis koos P/S suhtega voimaldavad tuvastada
oli tiutbi. [3, 6] P/S wvéadrtuse pdhjal jarelduste tegemise teeks usaldusvddrsemaks

poolkvantitatiivse analiilisi asemel kvantitatiivse kasutamine.

Tabel 2. Koige laialdasemalt kasutatavate traditsiooniliste kuivavate 6lide P/S suhte
voimalikud véirtused iihe allika pdhjal [6].

Oli | Linaseemnedli | Piisivoli | Moonidli | Péevalilledli | Puuvillaseemnedli | Rapsidli

P/S 1,6 +/-0,3 1,3+/-0,4| 39+/-1 | 3,3+/-0,2 9,5 +/-0,5 3,7+/-0,3




Piisiv 0li (inglise keeles stand oil) saadakse linaseemnedli kuumutamisel ile 270 °C
hapnikuvabas  keskkonnas. = Korgemal  temperatuuril  kiillastumata  rasvhapped
poliimeriseeruvad ja trigliitseriidid liituvad kokku. Saadud o6li on viskoosem kui algne
linaseemnedli ning kuivab kiiremini, mistottu eelistatakse seda monikord maalimises. Tabelist
2 on ndha, et piisiva linaseemnedli P/S keskmine véartus on viiksem, kui kuumutamata
linaseemnedlil, millest saab jireldada, et erineval maaral kuumutatud 6lil vaib olla erinev P/S

véartus. [16]

2.3. Analiiiisimeetodid olisideainete uurimiseks

Ajalooliste objektide analiiiisimiseks on enamasti vaja meetodeid, mis vdimaldavad analiitidi
tuvastamist keeruka koostisega ja vananenud proovidest [9]. Lisaks eelistatakse
mittedestruktiivseid meetodeid voi analiilise, mis vajavad viga viikest proovi kogust, et
voimalikult vihe kahjustada védrtuslikku objekti. Tanu analiiiitiliste meetodite arengule on
tanapdeval voimalik uurida isegi keerulise koostisega viiksekoguselisi  proove.
[8]Analiiisimiseks kasutatakse peamiselt kas spektromeetrilisi, Kkromatograafilisi (ehk
eraldusmeetodeid) voi massispektromeetrilisi meetodeid. Infrapunaspektroskoopia ja Raman
spektroskoopia on mittedestruktiivsed analiilisimeetodid, mis vdimaldavad eristada erinevaid
sideaine tiitipe (nditeks Oli proteiinist), kuid mitte sarnase ehitusega rasvhappe jadke. [13]
Tuumamagnetresonants-spektroskoopiaga (NMR) oleks voimalik kindlaks méédrata rasvhappe
tapne valem, kuid selle jaoks oleks vaja eraldada segust puhas rasvhape [13].

Kuna olivarvi proovid on erinevate ihendite segud, siis eelistatakse enamasti
kromatograafilisi meetodeid, et eraldada ning seejérel vajadusel tuvastada {ihendid [9]. Sama
ainerihma molekule on vodimalik eristada isegi keerukatest segudest korgefektiivse
vedelikkromatograafia (HPLC) voi gaasikromatograafia-massispektromeetria (GC-MS) abil.
Meetodid on destruktiivsed, kuid GC-MS analiiiisiks on vajalik vdike proovi kogus (1 pg kuni

1 mg) ning meetod on korge selektiivsuse ja tundlikusega. [13, 17]

2.3.1. Gaasikromatograafia (GC)

Gaasikromatograafia on efektiivne eraldusmeetod, mida kasutatakse nii gaaside, vedelike kui
ka tahkete ainete (lahustatakse mones lenduvad solvendis) analiiisimiseks. Proov aurustatakse
ja kantakse kandegaasi (mobiilne faas) abil 14bi kolonni (statsionaarne faas). Proovis olevad
komponendid eralduvad lenduvuse ja faasidevahelise jaotumise jdrgi. Niisiis on
retentsiooniaeg seda vaiksem, mida lenduvama ja statsionaarse faasiga halvemini seostuv on
tthend. [18]



Umbes 10-20% orgaanilistest iihenditest sobivad gaasikromatograafiliseks analiiiisiks,
tilejadnud ei ole kas termiliselt stabiilsed voi kiillalt lenduvad. Seetdttu on tihti vajalik
analiiiidi derivatiseerimine. [13] Kuigi GC uuringud on enamasti pika proovi ettevalmistuse ja
analiiiisi ajaga, on see hea viis orgaaniliste ihendite eraldamiseks ja médramiseks keerukates
segudes. Lisaks on vdimalik kvalitatiivse analiilisi jédrel 1dbi viia ka poolkvantitatiivset voi
kvantitatiivset analiiiisi. [2] Nii vérsked kui ka vananenud 0lid on segud mitmetest
orgaanilistest {ihenditest. Seetdttu on sobiv GC-MS seade, mille abil on vdimalik
komponendid eraldada ning secjdrel massispektri interpreteerimisel tuvastada. [3] 1960.
aastatest alates on Olisideaine madramiseks kasutatud meetodeid, kus algul viiakse prooviga

1abi keemiline eeltotlus ning seejarel tehakse gaasikromatograafiline analiiiis [19].

GC detektoritena kasutatakse enamasti FID ehk leek-ionisatsioon- voi MS ehk
massispektromeetrilist detektorit. MS detektori korral pommitatakse ionisatsioonikambris
kolonnist viljunud gaaside segu elektronide vooga, mistdttu analiilit kaotab elektrone ja
muutub positiivse laenguga iooniks. Enamasti on selline molekulaarioon ebastabiiline ning
laguneb iihendile iseloomulikeks fragmentideks. Koik positiivsed ioonid juhitakse kambrist
vélja ning eraldatakse massianaliisaatoris massi jargi. Detekteeritakse iithendile iseloomulik

massispekter, kus on fragmendid massi/laengu suhte ning intensiivsuse jérgi. [9]

FID-i korral seguneb kolonnist véljuv gaaside segu vesinikuga, see siiiidatakse Ohu
keskkonnas ning seejarel moddetakse pinget elektroodide vahel, mis on teine teisel pool leeki.
Puhta vesiniku leegi juhtivus on védga madal, kuid orgaaniliste iihendite sattumisel kolonnist
leeki tekivad ioonid, mis suurendavad leegi juhtivust ehk voolutugevus suureneb. Niisiis on
FID-ga saadud kromatogrammil piigi pindala proportsioonis leegis olnud orgaanilise tihendi
kogusega, mistottu eelistatakse seda detektorit tihti kvantitatiivses analiiiisis. GC-FID korral
vOib aga olla problemaatiline kromatogrammide interpreteerimine, kui ei tea tipselt tihendite
retentsiooniaegasid. Seepirast on leitud, et tasub iihendada GC-MS ja GC-FID analiiiis

rasvhapete digesti tuvastamiseks ja kvatiseerimiseks tundmatute proovide korral. [9, 20]

Kvantitatiivselt on voimalik leida komponentide sisaldused proovis sisestandardi meetodiga.
Siiani on Olisideaine rasvhapete sisalduste leidmiseks kasutatud enamasti nd
poolkvantitatiivseid meetodeid, kus niiteks uuritakse P/S suhet [6]. Kvantitatiivsemat
analiilisi on tehtud kasutades sisestandardit, kus teatakse selle kontsentratsiooni analiilisitavas
proovis ning seejdrel leitakse selle abil rasvhappe kontsentratsioon [6, 21]. Vaja oleks aga
kasutada sisestandardi meetodit koos kalibreerimisgraafikuga (peatiikk 3.3.2.), sest kuigi

sisestandardina kasutatakse analiiiitidele sarnaseid iihendeid, ei pdhjusta sisestandardi ja
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analiiiidi vOordne sisalduse suurenemine proovis alati samavédrset signaali suurenemist. On
kasutatud ka meetodit, kus valmistatakse analiiiitidest ja sisestandardist kindla
kontsentratsiooniga standardlahused, viiakse 1dbi derivatiseerimised ja mdotmistulemustest
arvutatakse vilja tundlikkusfaktorid. Teades sisestandardi kontsentratsiooni tundmatu
protsendilise koostisega proovis, saab leida tundlikkusfaktorit kasutades koikide vastavate
rasvhapete sisaldused, millele on standardlahusega modtmised tehtud. Selle meetodi korral
peab aga igal analiiiisipdeval derivatiseerima ja mootma ka standardlahused. Metoodikas
kasutati vabu rasvhappeid standardlahustes, kuid tegelikus Olis on rasvhapped seotud
trigliitseriidi  koostisesse. [6] Samuti ei ole vdimalik leida erinevate meetodite
derivatiseerimisefektiivsust, sest tundlikkusfaktori sisse arvastatakse see, kui palju analiiiiti jdi

derivatiseerimata. Lisaks kehtivad leitud tundlikkusfaktorid ka ainult konkreetsele meetodile.
2.3.1.1. Levinuimad derivatiseerimisreagendid

Kirjandusest on leida mitmeid erinevaid reagente ja metoodikaid Slide derivatiseerimiseks, et
komponendid oleksid gaasikromatograafiga analiiiisitavad. Derivatiseerimismetoodikate valik
on suures plaanis olnud juhuslik ning omavahel vorreldud on neid vdhe. Enamasti on tehtud
kvalitatiivset vdi poolkvantitatiivset analiiiisi (P/S suhe), mistdttu ei ole keskendutud
derivatiseerimisprotsessi  tdielikkuse uurimisele. Eelnevates derivatiseerimisreagentide
vordlustes on rasvhapete sisalduste ja nditeks P/S suhte leidmiseks kasutatud
kromatogrammilt saadud piike ehk on tehtud lihtsustus, et palmithappe ja steariinhappe
samavédrne sisalduse muutus mdjutab kromatogrammi piiki sama palju. Lisaks ei ole leitud,
kas reagendid derivatiseerivad kogu 0li ehk kui efektiivsed on derivatiseerimisreagendid.
Samuti ei ole aja moodudes analiilisitud erinevate derivatiseerimisreagentidega Olis olevate
komponentide sisalduste muutust. [21, 22] Kéesoleva t66 eesmirgiks oli vorrelda kolme

derivatiseerimisreagenti nendest aspektidest.

GC analiilisile eelnev derivatiseerimine on vajalik muutmaks makromolekulaarsed
trigliitseriidid lenduvaks viikese molekulmassiga iihenditeks. Uheks meetodiks on piiroliiiis
GC-MS, kus hapnikuvaeses keskkonnas lagundadakse kuumuse toimel makromolekulid
viiksemateks fragmentideks, mida seejédrel analiilisitakse. Kuna polaarsed iihendid ei ole
sellise meetodi korral detekteeritavad, teostatakse trigliitseriidide korral ka derivatiseerimine.
Seetottu on sideainete méadramise korral digem Gelda termokemoliitis GC-MS. [13] Teiseks on
marg derivatiseerimine, kus esimeses etapis toimub rasvhapete eraldamine hiidroliiiisi teel
trigliitseriidist. Teises etapis muudetakse karboksiiiilhappele voi alkoholile vastavad

fragmendid vdhem polaarseteks ja lenduvamateks estriteks voi eetriteks. [3, 17]
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Trigliitseriidide derivatiseerimine koosneb suures plaanis jargmistest etappidest — esimesena
hiidroliiisitakse vOi seebistatakse trigliitseriidid, tekkinud vabad rasvhapped enamasti
metiileeritakse  vOi  etiileeritakse  ning  seejdrel ekstraheeritakse vidlja. Vanemad
derivatiseerimismeetodid on aegandudvad ja mitmeetapilised (erinevate reagentide lisamised,
mitmed ekstraheerimised, lahuste iilekandmised ja aurustamised). [23] Kvantitatiivses
analliiisis vOi vdikeste proovi koguste korral on eriti vajalik leida derivatiseerimismeetod, kus

oleks voimalikult vdhe etappe ning proovi iilekandmisi.

Kéesolevas to6s vaadeldakse kolme derivatiseerimismeetodit, mida alljargnevalt kirjeldatakse

veidi pikemalt.

Naatriumetanolaat ja BSTFA reagentidega derivatiseerimine

Uheks variandiks oli naatriumetanolaadi ja N,O-bis-(trimetiiiilsiliiiil trifluoroatseetamiidiga
(BSTFA, struktuurivalem Lisas 1) kahe-etapiline derivatiseerimine, mis on oOlisideainete
uurimises laialt levinud. Esimeses etapis toimub esterriihma transetiileerimine
naatriumetanolaadiga, mille tulemusena saadakse etiileeritud rasvhapped. Teiseks etapiks on
alkoholide ja vabade rasvhapete trimetiiilsiliitilimine. Uurides toimuvaid reaktsioone (Lisa 1)
on ndha, et selle derivatiseerimisega on vdimalik eraldiseisvana maéérata nii trigliitseriidi
seotud rasvhapped kui ka vabad rasvhapped, sest seotud rasvhapped saavad etiileeritud ning
vabad rasvhapped trimetiiilsiliitilitud. Vabu rasvhappeid leidub 0dlis vihe, enamasti 0,3-4 %
koikidest rasvhapetest ja on leitud, et nende protsendiline koostis on sarnane seotud

rasvhapete koostisega. [6, 19]

TMTFETH reagendiga derivatiseerimismeetod

Uha enam eelistatakse dlimaalide sideainetes olevate trigliitseriidide derivatiseerimiseks
kasutada kvaternaarseid N-metiitillammoonuimsoolasid, millest kdesolevas t60s uuriti m-
(trifluorometiiiil) feniitiltrimetiitilammooniumhiidroksiidi (TMTFTH, toote nimega Meth-Prep
Il, struktuurivalem Lisas 1). See uudne reagent olivdrvide analiilisis suudab efektiivselt
metiileerida trigliitseriidideks seotud rasvhappe jadke ning derivatiseerimine ei vaja keerukat

proovi eeltodtlust ega ekstraheerimise etappe. [24]

Lisaks on Olisideainete uurimisel laialt leivinud reagentiks ka TMAH ehk
tetrametiitilammooniumhiidroksiid, mis on samuti N-metiitilammooniumsool.
Metiileerimisreaktsioon TMAH reagendiga on toodud Joonisel 14 Lisas 1. Kui
derivatiseerimisel TMTFTH reagendiga saab kasutada mdddukaid temperatuure (220-300 °C),

siis TMAH korral on vaja proovi kuumutada vdhemalt 360 °C juures voi korgematel
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temperatuuridel, mistottu kasutatakse tihti piiroliiiisi. Meetod on Kiire ja vajab minimaalset
proovi kogust. Derivatiseerimisel TMAH reagendiga on aga leitud, et peamiselt korge
temperatuuri tottu toimuvad ka soovimatud korvalreaktsioonid nagu poliikiillastumata
rasvhapete isomerisatsioon ja liigne metiileerimine, mida TMTFTH reagendiga on vidhem
maérgatud. [25, 24]

Reaktsioon TMTFTH reagendiga toimub metiileerimine madalamatel temperatuuridel ning ei
vaja piroliiiis-gaasikromatograafia siisteemi [14]. Reaktsiooniskeem on toodud Joonisel 2.
Esimeses etapis toimub trigliitseriidi reaktsioon derivatiseerimisreagendiga ning moodustub
ammooniumi sool, mis teises etapis laguneb GC sisendi kdrge temperatuuri tottu vastava

rasvhappe metiiiilestriks ja m-(trifluorometiiiil)-N,N-dimetiilaniliiniks. [6]

(0] R (0] N t° 0] N
S R S
R* OR, R™ 0
CF, CF CF

Joonis 2. Seotud rasvhappe reaktsioon TMTFTH (Meth-Prep I1) reagendiga [6].

Happekataliititiline metiileerimine

Lisaks viimastel aastatel keemikute ja konservaatorite seas laialt levinud meetoditele otsustati
kasutada rasvhapete derivatiseerimiseks ka happekataliiiitilist metiileerimist, mis on levinud
olide derivatiseerimisviis arheoloogias. Meetod otsustati votta kasutusele dlivdrvide sideaine
analliisimiseks, sest nagu arheoloogias on ka kédesoleva t60 eesmirgiks kasutatada
derivatiseerimist sellistel objektidel, mille analiilisiks vdetavad proovid on viiksed ning
vananenud. Happekataliiiitiline metiileerimine on uurimisalla voetud derivatiseerimistest
koige pikem ning keerukam, kus proovile lisatakse metanool ja kontsentreeritud véavelhape
ning kuumutatakse 4h 70 °C juures. Toimuva reaktsiooni skeem on toodud Joonisel 3.
Seejarel ekstraheeritakse derivatiseeritud rasvhapped heksaaniga, vajadusel kontsentreeritakse
proovi aurustamise teel ning analiiisitakse GC-MS-iga. [26] Happekataliiiitiline

metiileerimine ei ole siiani levinud derivatiseerimismeetod olisideaine analiiiisis.

(\)\ H' o' CH,OH R+OR1 o - o)
R NoR< BN '

Joonis 3. Seotud rasvhappe happekataliiiitline metiileerimine [27].
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3. EKSPERIMENTAALNE OSA

3.1. Analiiiisitud materjalid

Virske 0li analiiiisiks kasutati selitatud linaseemnedli (Lefranc & Bourgeois). Selitatud
linaseemnedli tootmisel hoitakse linaseemnetest vilja pressitud oli péikse kdes ehk selitatakse.
Toodet kasutatakse maalimisel enamasti tumedamate vérvide koostises, sest ajajooksul
linaseemnedli kolletub. [28] Vananenud 6li analiitisimetoodika véljatootamiseks kasutati sama
tootja selitatud linaseemnedli, mis oli Petri tassil kuivanud peaaegu 16 kuud. Petri tassi oli
hoitud toatemperatuuril ja pimedas. Ajaga oli peaaegu virvitu ning vedel linaseemnedli

moodustanud kollase tahke kile.
Kvantitatiivse mudeli véljatdotamisel kasutati Olivia rapsioli.

Viljatootatud metoodikaid rakendati reaalsetelt objektidelt voetud vérviproovidele.

Analiitisitavad proovid olid jargmised:

e Tundmatu kunstniku maalilit (20. saj) voetud tumeroheline vérviproov.

e Karja Katariina kiriku krutsifiksilt (15. saj) voetud valge varviproov (lilemaaling).

3.2. Kasutatud kemikaalid ja seadmed

Alljargnevates tabelites on toodud analiiiisis kasutatud kemikaalid. FAME ja FAEES on
ainete segud — Tabelis 3 on toodud iihendite puhtuste vahemikud nendes segudes (lahemalt

alapeatiikis 3.3.2.). Lisaks kasutati happekataliiiitilises metiileerimises ka Supelco klaasvilla.

Tabel 3. Analiiiisis kasutatud kemikaalid

Reagent Firma Sisaldus Reagent Firma Sisaldus
BSTFA Sigma-Aldrich >99,8% NaOEt | Sigma-Aldrich | 21% metanoolis
TMTFTH Alfa Aesar 5% metanoolis | H,SO, | VWR Chemicals 98%
Tripalmitiin | Sigma-Aldrich >99%% Trioleiin | Sigma-Aldrich >99%%
Heksadekaan | Sigma-Aldrich >99% NH,CI Reakhim 99,5%
FAME Supelco 99,8-99,9% FAEES Supelco 99,0-99,9%
K,CO, Reakhim 99,5%

Tabel 4. Kasutatud solvendid ja nende parameetrid

Solvent Firma Puhtus | Keemistemperatuur (°C) [29] | Tihedus (g/cm?) [29]
DCM | Sigma-Aldrich | >99,8% 39,6 1,3266
Etanool Premium 96,7% 78,2 0,7893
Tolueen Reakhim 99,5% 110,6 0,8669
Metanool | Sigma-Aldrich | >99,9% 64,96 0,7914
Heksaan | Sigma-Aldrich | >99% 68,7 0,6548
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Prooviettevalmistuse jaoks kasutati viiekohalist analiiitilist kaalu (GENIUS Sartorius),
termostateeritud kokkuaurutit (Pierce, USA), kus gaasiks oli lammastik, ja kuivatusahju

(Memmert).

Proovi kromatograafiliseks ja massispektromeetriliseks analiilisiks oli kasutusel Agilent
Technologies 7890A gaasikromatograaf ja detektoriks Agilent Technologies kvadrupool
massispektormeeter 5975C. Sobivaks kolonniks leiti Agilent DB-225MS kapillaarkolonn, mis
on tootja ehk Agilent Technologies sdonul moeldud lahutamaks cis- ja trans-rasvhapete
metiitilestreid [30]. DB-225MS on 30 m pikkune ja 0,25 mm diameetriga keskmise
polaarsusega kolonn, mille statsionaarse kihi paksuseks on 0,25 pum ja mis on kditumiselt
sarnane (50% - tslianopropiiiilfentiiil) — metiiilpoliisiloksaaniga. Kolonni sobilikuks
temperatuurivahemikuks on 40-240 °C. Selle kolonniga on voimalik eraldada huviall olevad
kiillastumata rasvhapped (C18:1, C18:2, C18:3), kuid mitte C18:1 rasvhappe cis- ja trans-
vorme. Nende isomeeride eraldamist oleks vdimalik teha polaarsema voi pikema kolonniga.
Kéiesolevas t66s aga ei olnud vaja neid vorme teineteisest eralda, sest kirjandusest leiti, et 6li
oleiinhappe (C18:1) sisaldus antakse kahe vormi summeeritud védrtusena [1, 6, 12]. Seetottu
jatkati analiiiise olemasoleva Agilent DB-225MS kolonniga. Algselt testiti ka Agilent DB-
5MS Ul kolonni (30 m pikk, 0,25 mm diameetriga, statsionaarse kihi paksus 0,25 um, sobilik
temperatuurivahemik  -60 kuni 350 °C, kditumiselt sarnane (5% - difeniiil) -
dimetiiiilpoliisiloksaaniga), mis oli liiga vahepolaarne ning ei eraldanud C18:1, C18:2 ja

C18:3 derivatiseeritud rasvhappeid.

Testimiste tulemusena osutus sobivaimaks jargmine temperatuuriprogramm: 2 minutit 80 °C
juures, 10 °C/min tdus 200 °C-ni, kus hoiab temperatuuri 4 minutit ja seejarel 5 °C/min tous
220 °C-ni, kus hoiab seda temperatuuri 5 minutit ning 10 °C/min tous 230 °C-ni. Sisendi
temperatuur oli 300 °C ning mddtmisajaks 28 minutit. Kandegaasiks oli heelium 6.0, kolonni
gaasivoolukiiruseks 3 ml/min ja siistitav ruumala 1 pl. FID analiiiisil kasutati vesiniku
generaatorit (Linde Gas). Saadud kromatogramme analiilisiti programmis Agilent MSD
ChemStation ja massispektreid andmebaasis NIST MS Search 2.0. Kvantitatiivse analiiiisi
jaoks kasutati GC detektorina nii MS kui ka FID detektorit. Kvalitatiivses analiiiisis tehti

mootmised GC-MS seadmega.

ATR-FT-IR  spektroskoopilised  analiiiisid ~ viidi  1dabi  teemantkristalliga ~ ATR-
mikroanaliisaatoril (Smart Orbit), mis on paigaldatud Thermo Scientific Nicolet 6700 FT-IR
spektromeetile (optiliseks materjaliks Csl, Vectra Aluminum interferomeeter, DLaTGS

detektor). ATR-FT-IR spektrid registreeriti ldbilaskvuse skaalas, modtepiirkonnaks valiti
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4000-225 cm™, lahutusvdimega 4 cm™ ja skanneeringute arv oli 64. FT-IR spektromeetrit

juhiti ja spektreid toddeldi Thermo Electron’s OMNIC 9 programmis.
3.3. Kvantitatiivne analiiiis

Sideaine kvantitatiivse analiilisi mudel sooviti luua linaseemnedlile, sest see on maalikunstis
koige levinum olisideaine. Kuna Kirjanduses on leida rasvhapete sisaldused virskele olile, siis
otsustati alguses luua meetod sellele ning hiljem modifitseerida kuivanud 6li analiiiisimiseks.

Jargnevalt on kirjeldatud véljatdotatud derivatiseerimismetoodikaid.
3.3.1. Ol derivatiseerimismetoodikate viilljatootamine

Kirjanduse pohjal leiti, et BSTFA koos naatriumetanolaadiga (edaspidi lithendatult BSTFA)
on iks levinuim kasutuses olev reagent Olisideaine analiilisis, kuid samas Kkiidetakse
viimasetel aastatel populaarset TMTFTH ehk Meth-Prep II reagenti. Kdesolevas magistritoos
otsustati neid derivatiseerimisreagente omavahel vorrelda, et saada teada nende eelised ja
puudused. Lisaks otsustati kaasata vordlusesse happekataliiiitiline metiileerimine (edaspidi
liihendatult HAPE), sest see on arheoloogide seas véga levinud ja vorreldes teiste meetoditega
odav rasvhapete derivatiseerimisviis. Samuti ei ole kirjanduse pohjal seda derivatiseerimist
eelnevalt kasutatud Olivdrvi sideaine analiilisimiseks. Meetodite esialgsed eeskirjad voeti
kirjandusest [14, 19, 31] ning modifitseeriti. Eeskirjades viidi tahke proov otse
derivatiseerimisse, aga tipsuse parandamiseks otsustati kdesolevas t60s lahustada analiiiisitav
proov tolueenis ehk teha no emalahus (ldhtelahus) kontsentratsiooniga 1,6 g/l, millest voeti
osa analiiiisiks. Teised muudatused olid spetsiifilisemad ning on toodud jargnevate

derivatiseerimiseeskirjade all.

a) TMTFTH ehk Meth-Prep Il. Derivatiseerimismeetodi loomisel tugineti Manzano et al [14]

eeskirjale. Viaali voeti 0,45 ml emalahust ja lisati 0,05 ml TMTFTH 5% lahust metanoolis.
Reaktsioonisegu hoiti 30 minutit ultraheli vannis. Parast ultraheliga to6tlemist hoiti
reaktsioonisegu 24 h toatemperatuuril [24], sest kasutades algset eeskirja [14] ei olnud
derivatiseerimine tdielik. Viimaks lisati reaktsioonisegule 1,5 ml solventi, viidi iile

kromatograafia viaali ning analiitisiti GC-MS voi GC-FID seadmega.

b) Happekataliiiitiline metiileerimine (HAPE). Derivatiseerimismeetodi loomisel tugineti

Graig et al [31] eeskirjale. 0,25 ml 6li emalahust aurutati termostateeritud kokkuauriti abil
solvendist vabaks, lisati 1 ml metanooli ja to6deldi ultraheliga 15 minutit. Seecjérel lisati

ettevaatlikult 0,2 ml kontsentreeritud vadvelhapet ning kuumutati 4 tundi 70 °C juures. Pérast
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proovide jahtumist lisati 0,2 ml heksaani ning lahust segati vibratsioonsegistil (vortex), et
ekstraheerida valja metiileeritud rasvhapped. Klaaspipetiga eraldati ettevaatlikult heksaani
kiht, mis seejdrel juhtiti 14dbi klaasvilla ja kaaliumkarbonaadiga tdidetud klaaspipeti, et
neutraliseerida vddvelhappe jadgid. Ekstraheerimist korrati veel kaks korda. Ekstraktid koguti,
aurutati kokku ning lahustati uuesti 1 ml heksaanis ning viidi kromatograafia viaali

analiitisimiseks.

c) BSTFA ja naatriumetanolaat (BSTFA). Derivatiseerimismeetodi loomisel tugineti van den

Berg et al [19] eeskirjale. Kahe-etapilise prooviettevalmistuse esimeses etapis lisati 0,06 ml
naatriumetanolaadi lahust (kontsentratsioon 0,01 M) kromatograafi viaalis olevale 0,45 ml
emalahusele. Viaalist juhiti 1dbi lammastik, sulgeti tugevalt metallkorgiga ning pandi
kuivatusahju 70 °C juurde 1,5 tunniks. Seejérel lisati jahtunud proovidele 0,06 ml kiillastunud
NH,4CI lahust etanoolis. 20 minuti parast aurustati lahustid termostateeritud kokkuaurutiga dra
ning jaak lahustati uuesti 0,2 ml heksaanis. Teises etapis lisati lahusele 0,015 ml BSTFA-d,
viaal sulgeti metallkorgiga ja pandi kuivatusahju 70 °C juurde 30 minutiks. Péarast proovi
jahtumist kanti lahus iile suuremasse viaali, kuhu lahjenduste tegemiseks mahuks vahemalt 2
ml lahustit. Proovi lilekandmisel loputati kromatograafia viaali kolm korda 0,5 ml heksaani
kogustega, et proovi kadu oleks minimaalne. Viimaks lahustid aurustati ning produktid

lahustati uuesti 2 ml DCM-s. Proov viidi iile kromatograafia viaali analiilisimiseks.
3.3.2. Olidele kvantitatiivse mudeli loomine

Olisideaine  kvantitatiivse ~ analiiiisi  libiviimiseks kasutati sisestandardi meetodit.
Sisestandardiks valitakse analiitidile sarnane iihend, mida ei leidu uuritavas proovis.
Sisestandardit lisatakse analiiiisitavatesse proovidesse ja kalibreerimislahustesse nii, et selle
kontsentratsioon 10pplahuses oleks teada. Saadud analiitidi signaali vorreldakse sisestandardi
signaaliga ning leitakse analiiidi sisaldus proovis. Sisestandardi meetodi abil vdhenevad
maatriksefektid ning masina stabiilsusest ja lahuste valmistamisest tulenevad

mdodtemddramatused. [33]

Alljargnevalt on vilja toodud kvantitatiivse analiiiisi etapid. Tapsema tulemuse saamiseks
kaaluti analiiiitilisel kaalul kdik proovi- ja kalibreerimislahuste komponendid ning masside

kaudu arvutati vélja lahuste kontsentratsioonid.

1. Kalibreerimislahused. TMTFTH ja HAPE meetodite kalibreerimislahuste valmistamiseks

kasutati viie metiileeritud rasvhappe (palmit-, steariin-, oleiin-, linool- ja linoleenhappe)

teadaoleva sisaldusega FAME segu. BSTFA derivatiseerimise korral saadakse aga etiileeritud
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vOi trimetiiiilsiliiilitud rasvhapped. Seetottu tuli kasutada teisi kalibreerimislahuseid, mis
koosnevad metiileeritud rasvhapete asemel etiileeritud rasvhapetest - FAEES segu. Selles
segus on virske linaseemnedli viiest rasvhappest sees kaks (etiileeritud palmit- ja
steariinhape). Leiti, et kahe rasvhappe sisalduse analiiiisist piisas BSTFA derivatiseerimise
iseloomustamiseks. Nii FAME kui ka FAEES segudest valmistati 7 erineva
kontsentratsiooniga lahust. Katsete viltel valmistati koiki kalibreerimislahuseid kolm korda
(iihe lahuse ruumala 2 ml), et etappi ei oleks vaja korrata iga analiilisipdev. Saadud lahuseid
hoiustati siigavkiilmas. Kalibreerimislahuste analiilisimiseks GC-MS-iga vdi GC-FID-iga
sisestati lahused kromatograafia viaalis olevasse 150 pl koonusviaalidesse, et vdhendada

kalibreerimislahuste kulu.

2. Lisaproovid. Derivatiseerimisefektiivsuse leidmiseks ja GC siisteemi puhtuse ning

korrasolu kontrollimiseks valmistati tripalmitiinist ja trioleiinist (struktuurivalemid Lisas 1)
tapse kontsentratsiooniga kontrollproov tolueenis (edaspidi nn tridlide segu). Nende
trigliitseriidide valimisel arvestati, et oleks esindatud nii kiillastunud (palmithape C16:0), kui
ka kiillastumata (oleiinhape C18:1) rasvhape. Lisaks kontrollproovile kasutati ka puhast
solventi kontrollimiseks, et analiilisitavaid iihendeid ei tule prooviettevalmistuse kéigus
kasutatavatest vahenditest juurde. Olenevalt derivatiseerimismeetodist oli puhtaks solvendiks
kas heksaan (HAPE) voi DCM ja tolueeni segu (TMTFTH, BSTFA). Kontrollproovi ja puhta
solvendiga viidi igal analiiisipdeval 1abi samad derivatiseerimised ja analiiiisid, mis

oliproovidega.

3. GC-MS/FID analiiiis. Enne analiiiisi ldbiviimist lisati puhtale solvendile ja kalibreerimis-,

kontroll- ning proovilahustele sisestandardi  (heksadekaani) emalahust tolueenis
(kontsentratsiooniga 0,5 g/l). Sisestandardi emalahuse kontsentratsioon leiti katsetamiste teel
— eesmargiks oli saada lahus, mille korral heksadekaani signaal jddb samasse suurusjirku, kui

kdige suurema ja kdige madalama kontsentratsiooniga kalibreerimislahuse signaalid.

Saadud lahused kanti iile kromatograafia viaalidesse ning modtmised tehti jarjestikuse
(sequence) meetodiga. Nii GC-MS kui ka GC-FID meetodiga viidi lahuste analiiiis 14bi
juhuslikus jérjekorras (néiteks kalibreerimislahus 3, dliproov 2, kalibreerimislahus 6, puhas

solvent, jne). Mootes juhuslikus jarjekorras on voimalik vihendada siistemaatilist viga.

4. Tulemuste interpreteerimine. Parast lahuste GC-MS voi GC-FID analutsi saadi

kromatogrammilt sisestandardi (Sss) ja derivatiseeritud analiitidi (Sap) signaalide pindalad.

Kalibreerimisgraafiku koostamiseks kasutati x-teljel sisestandardi ja derivatiseeritud analiitidi

kontsentratsioonide suhet Cap/Css ja y-teljel signaalide pindalade suhet Sap/Sss (Joonis 4).
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Seejarel oli voimalik leida proovis oleva derivatiseeritud analiitidi kontsentratsioon, sest
signaalide pindalad saab kromatogrammi andmetest ja lisatud sisestandardi kontsentratsiooni
saab arvutada. Igale rasvhappele saadakse oma kalibreerimisgraafik, mille abil on voimalik
leida vastava derivatiseeritud rasvhappe tdpne kontsentratsioon proovis. Teades
derivatiseeritud vormi sisaldust saab vilja arvutada derivatisecerimata rasvhappe sisalduse

moolides voi massi jargi koikide leitud rasvhapete summeeritud sisalduse suhtes.

Kalibreerimisgraafik. C18:2 GC-FID

A

5 y=0,635x+0,092
4 R2=0,999

Sap/Sss

CAD/CSS

Joonis 4. Kalibreerimisgraafiku ndide. FAME kalibreerimislahustes méaratud linoolhappe
C18:2 sisaldus GC-FID meetodiga.

3.4. Kvalitatiivne analiiiis

Kvalitatiivse analiilisi eesmérgiks oli uurida, kuidas muutuvad linaseemnedlis rasvhapete
sisaldused selle vananedes. Lisaks sooviti GC-MS-iga analiitisida, mis muutused toimuvad
Oliga vananemisel (laguproduktide tekkimine, struktuurilised muutused, poliimeriseerumine
jne). Leiti, et parim viis sellise analiiiisi 1dbiviimiseks oleks seeria, kus aja moddudes voetakse
kuivama pandud linaseemnedlist proov, mida derivatiseeritakse ja analiiiisitakse. Samuti
kasutati taaskord erinevaid derivatiseerimismeetodeid (TMTFTH, HAPE ja BSTFA), et

hinnata, milline on kdige sobilikum 6li komponentide identifitseerimiseks.
3.4.1. Linaseemnedli vanandamine

Seeria (edaspidi vanandamisseeria) jaoks pandi linaseemnedli vdrdses koguses ja
kihipaksuses kahele Petri tassile kuivama, iihte hoiti toatemperatuuril eemal otsese valguse
kdest ning teist kuivatusahjus 70 °C juures. Analiiisitavaid proove oli kokku neli:
toatemperatuuril ja kuivatusahjus seisnud linaseemnedli, puhas solvent ehk tiithiproov ning
tridlide kontrollproov. Lopuks saadi kolme derivatiseerimisreagendiga iga mdotmispédev 12
lahust, mille komponente analiiiisiti GC-MS seadmega.Vanandamisseeria derivatiseerimisi ja

mootmisi teostati 18 korda kolme kuu jooksul. Teades, et suurimad muudatused &li koostises
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toimuvad esimestel nddalatel, tehti vanandamisseeria alguses rohkem katsepdevi, mida hiljem
vdhendati. Vanadamisseerias otsustati teha ainult GC-MS-iga mootmised (mitte GC-FID-iga),
sest oluline ei olnud teada saada rasvhapete tdpsed kontsentratsioonid, vaid nende sisalduste
muutused proovis. Samuti on MS detektori eeliseks FID-i ees see, et on vdimalik
identifitseerida proovis olevad iihendid. See on eriti oluline vananeva 0li puhul, kuhu tekivad

oli kuivamise kdigus juurde laguproduktid.

3.5. Reaalse proovi analiiiis

Viljatootatud derivatiseerimismetoodikatest sobivaimaid (TMTFTH ja happekataliiiitiline
metiileerimine) rakendati kahe erineva objekti sideaine analiitisimiseks. Alustuseks analiiiisiti
véarvide proove ATR-FT-IR spektroskoopilisel meetodil, et méirata kindlaks sideaine tiiiip
(0li, siisivesik, proteiin) proovis. Kui selgus, et tegemist vois olla estri-tiiipi ainega
(oletatavasti oOlivarviga), jétkati analiitisi loodud GC-MS ja GC-FID meetoditega.
Prooviettevalmistus viidi 1dbi kvantitatiivse analiiiisi derivatiseerimismetoodikatega, mis olid
vilja tootatud peaaegu 16 kuud Petri tassil kuivanud linaseemnedlile. Teades, et reaalses
proovis on lisaks sideainele ka pigmendid ja tditeained, vdhendati solvendi v&i solventide
segu koguseid derivatiseerimisjargsete lahjenduste tegemisel. Tulemuste interpreteerimine
viidi 10puni, kui analiilidi ja sisestandardi piigi signaalide suhe jdi vastava derivatiseeritud

rasvhappe kalibreerimisgraafiku alasse.
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4. TULEMUSED JA ARUTELU

Kéesoleva magistritod pohieesmirgiks oli teostada pohjalik OSlisideainete kvalitatiivne ja
kvantitatiivne analiitis GC-MS ja/vdi GC-FID meetodile ning leida kdige sobivam metoodika
(seal hulgas ka derivatiseerimisreagent) analiilisi teostamiseks. Kuna kultuurivdértused on
vanad objektid, siis on ajajooksul nende keemilise koostisega toimunud erinevaid muutuseid.
Seega antud t66 raames uuriti nii virsket 0li, selle muutumist aja jooksul kui ka vananenud
oli. Antud juhul oli peamiseks analiiiisitavaks Gliks linaseemnedli, sest see on Kunstis tiks

enimkasutatavaid dlisideaineid.

Alljargnevalt on koondatud analiiiisides saadud tulemused. Magistrito6 koosnes jargmistest
etappidest:  derivatiseerimismetoodikate véljatootamine ja Vvastavalt proovile nende
modifitseerimine, seejérel derivatiseeritud proovide analiiisimine GC-MS voi GC-FID
meetoditega, saadud kromatogrammide ning massispektrite interpreteerimine ja arvutuste
tegemine. Alustuseks tootati vilja dlisideaine koostiskomponentide tuvastamise kvantitatiivne
mudel.  Jargmisena teostati pdhjalik  vanandamisseeria, kus hinnati  erinevate
derivatiseerimismeetodite sobilikkust ning linaseemnedli komponentide sisalduste muutumist
ajas. Viimasena rakendati koige sobilikumat derivatiseerimismetoodikat vananenud

objektidelt voetud varviproovidele.
4.1. Kvantitatiivne analiiiis

Analiitisi  eesmiérgiks  oli  luua  kvantitatiivne  mudel  kdige  efektiivsema
derivatiseerimismetoodikaga, et oleks vdimalik méérata peamiste rasvhapete sisaldused nii
vérskes kui ka vananenud linaseemnedlis. Jargnevalt kirjeldatakse kvantitatiivse analiitisi

mudeli véljatootamist ja saadud tulemusi.
4.1.1. Olide kvantitatiivse mudeli viljatootamine

Enne Sli kvantitatiivse mudeli loomist alustati eksperimente FAME ja FAEES kalibreerimis-,
kontroll- ja sisestandardilahuste kontsentratsioonide leidmisest. Eesmirgiks oli saada sellised
kontsentratsioonid, et analiiiidi signaal eristuks taustamiirast, kuid samas ei kiillastaks MS
detektorit iile (,,ldoigatud piigid”). Lisas 3 on niitena toodud kaks interpreteeritud
kromatogrammi, mis on saadud FAME ja FAEES kalibreerimislahuste modtmisel. Joonisel 5
on toodud TMTFTH  derivatiseeritud  kontrollproovi  kromatogramm  (teiste
derivatiseerimismeetoditega saadud kromatogrammid on Lisas 4). K&ikide meetoditega saadi

kromatogrammid, mille rasvhapete piigid vastasid metiileeritud, etiileeritud voi
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trimetiidlsiliitilitud vormidele. Kui mainitud lahuste kromatogrammidel olid piigid sobivate
intensiivsustega, siis mindi edasi &liproovide analiiiisimise juurde. Olide uurimist alustati

vedela 011 kvantitatiivsest analiiiisist.
Intensiivsus 14,899

C16:0

17.787
9,287 Ci18:1
CisHas cis-9

Vs /

to (min)
Joonis 5. TMTFTH derivatiseeritud tridlide ning sisestandardi (CigHss) lahuse

kromatogramm. Retentsiooniacgadele vastavad lilhendid on toodud derivatiseerimata vormi
kohta.

4.1.2. Rapsioli kvantitatiivne analiiiis

Olisideaine kvantitatiivse mudeli viljatdotamist alustati linaseemnedli asemel rapsidlist.
Rapsidli rasvhappeline koostis ei ole nii varieeruv kui linaseemnedlil ja on olemas
vorreldavaid kirjandusandmeid 6li kvantitatiivse koostise kohta. Seetdttu valiti rapsioli mudeli
loomiseks, kuigi seda ei kasutata olivdrvide valmistamisel. Rapsidoli GC-MS/FID
kvantitatiivne analiiiis (kvantitatiivse analiiiisi Kirjeldus alapeatiikis 3.3.2.) viidi ldbi
TMTFTH, HAPE ja BSTFA derivatiseerimismeetoditega. Joonisel 6 on toodud TMTFTH
derivatiseeritud rapsioli kromatogramm. Teiste derivatiseerimistega saadi sarnased

kromatogrammid, mis on toodud Lisas 4.

Intensiivsus 17,995

Heksadekaan - CigH34
Palmithape - C16:0
Steariinhape - C18:0
Oleiinhape - C18:1 cis-9
C18:1 trans-9
Linoolhape - C18:2
Linoleenhape - C18:3

44444

33333

QmMmOO|m| >

|||||

T T T T
.00 =.00 10.00 12.00 14.00 15.00 12.00 =20.00 =22.00 =24.00 25.00

tr (min)
Joonis 6. TMTFTH derivatiseeritud rapsioli kromatogramm ja retentsiooniaegadele vastavate
ithendid. C18:1 trans-9 on oleiinhappe isomeer 9E-oktadetseenhape.
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Sisestandardi meetodil leiti viie derivatiseeritud rasvhappe (palmit-, steariin-, oleiin-, linool-
ja linoleenhappe) sisaldused proovi lahuses. Rapsidli analiiiisi korrati viis korda, Kkuni
analliiitide véartused jdid kalibreerimisgraafikute alasse. Tabelis 5 on toodud valjaté6tatud
rapsiOli kvantitatiivse analiilisi viimased tulemused erinevate derivatiseerimisreagentide ja
detektoritega. Rasvhapete sisaldused arvutati ringi millimoolidesse, et
derivatiseerimisreagente oleks voimalik omavahel vorrelda. BSTFA analiiiisil identifitseeriti
rapsioli proovis ka derivatiseeritud kiillastumata rasvhapped, kuid kvantitatiivselt nende
sisaldust ei leitud, sest FAEES Kkalibreerimislahustes olid ainult etiileeritud palmit- ja
steariinhape. Tabelist 5 on ndha, et kiillastunud rasvhapete (C16:0 ja C18:0) méidramises on
meetodid olnud ligikaudu vordviairsed. Erinevus tuleb sisse derivatiseeritud kiillastumata
(C18:1, C18:2 ja C18:3) rasvhapete méadramisel, kus TMTFTH korral saadi suuremad

sisaldused kui HAPE derivatiseerimisel.

Tabel 5. Rapsioli kvantitatiivne analiiiis. Rasvhappe sisaldus mmol/100 g rapsioli kohta.

Proov | Rasvhape BSTFA BSTFA HAPE HAPE TMTFTH | TMTFTH
GC-MS | GC-FID GC-MS GC-FID GC-MS GC-FID
C16:0 11 11 7 10 11 15
C18:0 2 4 2 3 4 5
Rapsidli| C18:1 - - 113 102 165 185
C18:2 - - 39 32 64 72
C18:3 - - 16 18 40 38

Et tulemusi oleks voimalik vorrelda ka kirjanduses antud rapsioli rasvhappelise koostisega,
leiti rasvhappe osakaal massi jargi kdigi méadratud viie rasvhappe summast (Tabel 6). Kuna
BSTFA puhul oli voimalik méérata viiest rasvhappest kaks, siis ei ole selle meetodiga saadud
tulemused vorreldavad kirjandusandmetega. Selline viljendusviis on kirjanduses tavaline,
kuid ei anna informatsiooni, kui efektiivne on olnud derivatiseerimisprotsess.

Tabel 6. Rapsioli kvantitatiivne analiilis. Rasvhappe sisaldus g/100 g koikide kvantitatiivselt
médratud rasvhapete suhtes.

proov | Rasvhape | TAPE [ HAPE ['TMTFTH [T TMTFTH | Kirjandus
GC-MS | GC-FID | GC-MS | GC-FID [34]
C16:0 38 55 35 43 45
C18:0 0,9 1,9 15 16 2,2
Rapsidli | C18:1 64,4 62,3 58,1 59,0 64,1
C18:2 22,1 19,4 22,4 22,6 19,8
C18:3 8,8 10,9 14,5 12,5 9,5

Tabelist 6 on ndha, et nii HAPE kui ka TMTFTH derivatiseerimiste tulemused on vorreldavad
kirjanduse viirtustega. Analiilisides MS ja FID detektoriga saadud tulemusi, on saadud
ldhemad viértused enamasti FID-iga. Kuid et kindlalt véita, et FID on parem detektor dli
analiiiisis, oli vaja teha veel kordusanaliitise. Rapsioli analiilis nditas, et loodud kvantitatiivne

arvutusmudel sobib 0li analiilisiks, mistottu otsustati edasi minna linaseemnedli koostise ja
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derivatiseerimisefektiivsuste leidmisega, et kindlaks teha, milline derivatiseerimismeetod on

sobivaim olivirvi sideaine kvantitatiivses analiitisis.

4.1.3. Virske linaseemneoli kvantitatiivne analiiiis

Jargmisena analiitisiti vérsket selitatud linaseemnedli. Proovide ettevalmistused ja analiiiis
viidi 14bi rapsidliga viljatootatud kvantitatiivse mudeliga. Joonisel 7 on toodud TMTFTH
meetodiga saadud  derivatiseeritud  vérske linaseemnedli kromatogramm  (teised
kromatogrammid Lisas 4). Viljatootatud derivatiseerimismetoodikatega tehti linaseemnedli
rasvhappelise koostise maaramisel iga suuruse leidmiseks kolm korduskatset (keskmistatud

tulemused Tabelis 7 ja 8). Lisas 5 on toodud kdikide korduskatsete tulemused.

H
Intensiivsus 19,532
1.22+08 A Heksadekaan - C1gH34
1.2e+08 B Palmithape - C16:0
R 1sFm C Steariinhape - C18:0
o=ror - D Oleiinhape - C18:1 cis-9
8=1+07 A 17,962 K
. _ B E C18:1 trans-9
7=+07 9,361 -
ec+o7 14,981 . F Linoolhape - C18:2
b 15,050 G _ C18:3 isomeer
2evo7 17,637 G H Linoleenhape - C18:3
2=+o7 c 19,246
1 E+D; LI L L L L lI AL DL L DL DL I ILIAijI LI DL DL DL
tr (Min)

Joonis 7. TMTFTH derivatiseeritud védrske linaseemnedli  kromatogramm  ja
retentsiooniaegadele vastavad rasvhapped. Piik mirkega C18:3 isomeer on linoleenhappe
isomeer.

Virskele linaseemnedlile leiti sarnaselt rapsioli kvantitatiivse analiiiisiga (alapeatiikk 4.1.2.)
rasvhapete keskmistatud sisaldused mmol/100 g 6li kohta (Tabel 7) kui ka vastava rasvhappe
kogus 100 g kdikide maaratud rasvhapete suhtes (Tabel 8). Tabel 7 niitab, et linaseemnedlis
saadi koige suuremad rasvhapete sisaldused TMTFTH derivatiseerimisega. BSTFA ja HAPE
meetodid olid GC-MS analiilisi korral samavéirsed. Meetoditele arvutati ka kvantitatiivsed
P/S ehk palmit- ja steariinhappe suhted. Kirjandusest leiti, et linaseemneoli korral on
poolkvantitatiivselt leitud P/S suhted jaanud vahemikku 1,6 +/- 0,3 [6]. Ka kédesolevas t66S
jaid koigi meetodite korral P/S suhe virske linaseemnedli analiiiisis mainitud vahemikku
(tdpsemalt 1,57 kuni 1,81). Vorreldes detektorite tulemusi on ndha, et BSTFA ja TMTFTH

puhul saadi suuremad tulemused GC-FID meetodil.

24



Tabel 7. Virske linaseemneoli kvantitatiivsed tulemused. Rasvhappe sisaldus mmol/100 g &li
kohta ja P/S véirtused (ithikuta)

proov | Rasvhape| BSTFA | BSTFA HAPE HAPE TMTFTH TMTFTH
GC-MS | GC-FID GC-MS | GC-FID GC-MS GC-FID
C16:0 15,1 15,3 15,4 14,4 18,3 18,2
i C18:0 9,0 95 8,5 8,6 10,1 10,9
Li Varske c18:1 - - 52,0 51,6 56,2 57,8
'”asaeﬁm”e' C18:2 3 ; 46,9 46,1 55,4 55,9
C18:3 - - 190,3 189,9 229 260,6
P/S 1,67 1,62 181 1,69 1,81 1,66

Linaseemnedli korral on tulemuste vordlemine kirjanduslikega komplitseeritum. Olenevalt
linaseemnedli péritolust ja todtlemisest varieeruvad linaseemnedlis rasvhapete sisaldused
rohkem kui rapsidlis, mistdttu saame kvantitatiivse analiilisi tulemusi vorrelda rasvhapete
sisalduste vahemikega ja kinnitada korduskatsetega.Vordlus kirjanduse andmetega on toodud
Tabelis 8. Saadud rasvhapete sisalduste vaértused jaid HAPE ja TMTFTH derivatiseerimiste
korral kirjanduslike andmete vahemikku, vélja arvatud linoleenhappe ehk C18:3 vidhene
erinevus. Nagu eelnevalt mainitud, siis ei pruugi kdrvalekalle olla pdhjustatud metoodika
ebasobilikkusest, vaid voib olla pohjustatud kasutatud linaseemnedli sordist. Lisaks ei ole
kirjanduses toodud rasvhappe sisaldused leitud kvantitatiivsel meetodil ja kasutades iihte
kindlat derivatiseerimismetoodikat, mis v3ib pdhjustada taaskord rasvhapete protsendilise
sisalduse varieeruvuse.

Tabel 8. Virske linaseemneoli kvantitatiivsed tulemused. Rasvhappe sisaldus g/100 g koikide
madratud rasvhapete suhtes.

GC-MS | GC-FID | GC-MS | GC-FID | Kirjandus

Proov Rasvhapped | "\ ApE" | HAPE | TMTETH | TMTETH 6]
C16:0 45 4.4 4.6 42 4-10

Virske C18:0 2,8 2,8 2,8 2,8 2-8
linaseemne- Ci18:1 16,9 17,0 15,5 14,6 10-24
5li C18:2 151 | 149 15,1 14,0 12-19
C18:3 60,7 | 60,9 62,1 64,6 48-60

Virske linaseemnedli analiilisis saadi  suurimad rasvhappe sisaldused TMTFTH
derivatiseerimismeetodiga (Tabel 7). Et vilja selgitada, kas saadud tulemus on tdene voi
mingil pohjusel kdorgendatud, otsustati leida kasutatud derivatiseerimismetoodikate
efektiivsused. Selleks viidi 14bi tridlide derivatiseerimine, et ndha, mitu protsenti proovis
olnud seotud rasvhapetest sai mdédratud vastava metoodikaga. Derivatiseerimisefektiivsused
on toodud Tabelis 9. Tulemustest on ndha, et HAPE ja BSTFA derivatiseerimistega oli
derivatiseerimisefektiivsus madalam kui TMTFTH Kkorral. BSTFA derivatiseerimise korral on
iiheks tdendoliseks pohjuseks see, et lisaks etiileeritud vormile tekivad vabade rasvhapete

derivatiseerimisel ka C16:0 ja C18:0 rasvhapetele vastavad trimetiiilsiliiiilitud derivaadid
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(Joonis 12 Lisas 1). Kvalitatiivselt vaadeldes oli niha, et neid oli vaga vahesel méaral proovis,

ning nende sisaldust ei olnud voimalik méérata, sest neid ei leidu FAEES segus.

Tabel 9. Derivatiseerimisefektiivsused (tridlide proov). Derivatiseerimisel saadud rasvhappe

sisaldus proovis olnud tegelikust rasvhappe sisaldusest (%).

Proov | Rasvhapped GC-MS GC-FID GC-MS GC-FID GC-MS GC-FID
BSTFA BSTFA HAPE HAPE TMTFTH | TMTFTH
Tridlide C16:0 69,8 71,3 82,2 83,8 99,4 99,7
segu C18:1 - - 60,2 60,5 82,2 87,1

Happekataliiiitilise metiileerimise madalam efektiivsus voib olla pdhjustatud sellest, et osa
analliiiti ldaheb pikas ja mitme-etapilises prooviettevalmistusest kaduma. Lisaks leiti
kirjandusest, et arvatavasti ei ole metiileerimine t66s kasutatud madala temperatuuri (70 °C)
juures tdielik. Kdrgemate temperatuuride korral on aga soodustatud linoolhappe cis- vormist
trans-i tekkimine, mis mojutaks linoolhappe sisaldust proovis. [27] Koige suurem
TMTFTH kuid ka
derivatiseerimisefektiivsus — C16:0 ehk palmithappe korral on efektiivsus peaaegu 100%,

derivatiseerimisefektiivsus oli reagendil, selle korral erineb
kuid C18:1 ehk oleiinhappe korral madalam. Véorreldes MS ja FID detektoreid on korgemad
efektiivsused saadud GC-FID analiitisidel, mistdttu vdiks véarske Oli kvantitatiivse analiitisi

labiviimisel eelistada FID detektoriga saadud signaale.
4.1.4. Kuivanud linaseemnedli kvantitatiivne analiiiis

Jargmiseks uuriti Petri tassil peaaegu 16 kuud vananenud linaseemnedli. Kuivanud
linaseemnedli kvantitatiivset analiiiisi sooviti 1dbi viia samamoodi, nagu seda tehti virske
linaseemnedliga (vt peatiikk 4.1.3.), kuid vananenud 4lil ilmnesid lahustuvuse probleemid.
Virske vedel linaseemnedli lahustub mitmetes solventides (tolueen, DCM, atsetoon), kuid

leiti, et kuivanud 0li ei lahustu nii hasti tolueenis, millega tehti vérske 6li emalahused.

Seetottu testiti esmalt erinevaid lahusteid (DCM, benseen, metanool, tolueen, etanool,
kloroform, lakibensiin ehk white spirit, tirpentin, isopropanool, etiiiilatsetaat ja atsetoon) ning
nende segusid. Kdige rohkem lahustus kuivanud linaseemnedli DCM ja tolueeni (1:1
vahekorras) segus. Et vilja selgitada, millises olekus kuivanud prooviga on voimalik teha
kvantitatiivset analiilisi, derivatiseerida nii osaliselt lahustunud kui ka tahke 0li. Analiiiisides
HAPE-ga tulemusi saadi, et derivatiseerides osaliselt lahustunud kuiva 6li lahust saadi C16:0
sisalduseks 0,4 g 100 g rasvhapete kohta, kuid tahke proovi korral 1,9 g 100 g rasvhapete
kohta. Kuna analiilisitav proov oli peaaegu aasta ja viis kuud vana, siis saab jireldada, et
poliimeriseerumine on olnud nii ulatuslik, et suur osa proovi ei lahustu. Seetottu otsustati

edaspidi kasutada kuivanud linaseemne6li kvantitatiivses analiiiisis otse tahket proovi.
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Kvantitatiivses analiiiisis tahke proovi kasutamine nduab koigepealt selle kaalumist.
Viiekohalisel kaalul on soovitatav minimaalne kaalutav kogus 10 mg. Seetottu modifitseeriti
derivatiseerimiste eeskirju, sest eelnevalt lahuse kujul oli derivatiseeritava oli kogus
vahemikus 0,3-0,8 mg. Suurendati kasutatud reagentide ja solvendide koguseid ning muudeti
kontsentratsioone. Seetdttu oli viimases etapis vaja teha ka lisalahjendusi. BSTFA
derivatiseerimises tehti veel iiks lisa muudatus: pérast kuivanud 0li kaalumist ja lahustite
lisamist pandi reaktsioonisegu ultraheli vanni 30 minutiks, nagu TMTFTH ja HAPE
derivatiseerimistes. Kogu vananenud proov saadi ,lahustatud” koigi kolme
derivatiseerimismetoodikaga - kuivanud linaseemnedli solventides ei lahustunud aga
lahustusid selle derivatiseerimisproduktid. Seetottu oli oluline, et reagente oleks piisavalt, et
kogu proov saaks derivatiseeritud. Lisaks leiti, et BSTFA ja TMTFTH korral oli vajalik
tolueeni ja DCM segu lisamine, mis soodustas produktide lahustumist. Joonisel 8 on toodud
vananenud linaseemnedli kromatogramm, mille korral derivatiseerimismeetodiks oli HAPE

(teiste meetoditega saadud kromatogrammid olid sarnased, mistottu toodud Lisas 4).

Intensiivsus D
S 13.282 | A Heksadekaan - CigHs4
=serer 14883 B 8-oksooktaanhape
7 mevor C Suberhape — 2C8.0
ot 17782 D 9-oksononaanhape
o E Sebatshape — 2C10:0
Pt A G F Palmithape - C16:0
_a=ver 9.264 17478 G Steariinhape - C18:0
e 12C684 H|  Oleiinhape - C18:1 cis-9
zenor B T E | I 6E,9E-oktadekadieenhape
e 12’3}3 14,686 20,570

tr (min)
Joonis 8. Happekataliiiitiliselt metiileeritud (HAPE) peaaegu 16 kuud kuivanud linaseemnedli
kromatogramm ja retentsiooniaegadele vastavad rasvhapped (tabelis derivatiseerimata vorm).

Vorreldes vananenud linaseemnedli (Joonis 8) kromatogrammi varske linaseemnedli omaga
(Joonis 7) on niha, et proovis on komponente juurde tulnud, kui ka kadunud. Kirjandusest on
teada, et Oli kuivamine toimub kiillastumata rasvhappe jddkide poliimeriseerumisel ja
okstideerumisel, mistottu on pohjendatud, miks kromatogrammil ei ole enam C18:2 ehk
linoolhappe ja C18:3 ehk linoleenhappe piike. Lisaks on juurde tulnud laguproduktid, milleks
on peamiselt dikarboksiitilhapped (suberhape 2C8:0, aselahape 2C9:0, sebatshape 2C10:0) ja
aldehiitidid. Lisas 2 on toodud koikide identifitseeritud iihendite massispektrid ja
derivatiseeritud variandi struktuurivalemid. Laguprodukte analiiiisiti tipsemalt kvalitatiivses

vanandamisseerias (peatiikk 4.2.).
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Tabelis 10 on toodud kuivanud linaseemnedli kvantitatiivse analiiisi kolme korduskatse
keskmistatud tulemused. Korduskatsetes kasutatud peaaegu 16 kuud kuivanud linaseemneoli
pandi enne kvantitatiivse analiilisi tegemist lammastiku keskkonda ja siigavkiilma, et takistada
0li edasist vananemist. Kirjanduse vordlusandmeid ei ole toodud, sest kdesolevas t66s tehtud
taiskvantitatiivne sideaine analiilis on uudne meie t66grupis viljatootatud metoodika ja
puuduvad vordlevad andmed. Samuti ei ole analiiiisitud samades tingimustes ja sama kaua
kuivanud linaseemnedli. Proovidest C18:2 ja C18:3 rasvhappeid ei leitud, millest saab
jareldada, et Oli ei ole virske. Kuna oleiinhappe ehk C18:1 sisaldus on iipris suur, siis saab
véita, et tegemist ei ole vdga vana prooviga (vOrreldes reaalsete proovidega, mille
kvantitatiivne analiilis on toodud peatiikis 4.4.). Kvantitatiivne P/S suhte vaartus on taaskord
vahemikus 1,6 +/- 0,3 [6] ning véartuse varieeruvus on viike.

Tabel 10. Kuivanud linaseemnedli kvantitatiivsed analiitisi tulemused. Rasvhappe sisaldus

mmol/100 g proovi kohta ja P/S véartus (ithikuta). Number ,,0” tdhendab, et kvalitatiivselt ei
olnud piik kromatogrammil médratav.

proov | Rasvhape| BSTFA | BSTFA HAPE HAPE | TMTFTH TMTFTH
GC-MS | GC-FID | GC-MS | GC-FID GC-MS GC-FID

C16:0 10,3 11 16,3 15,9 15,7 15,1

. C18:0 56 59 8,5 87 8.4 83
I.K“"’a””d ci8:1 - - 14,4 14,1 17,4 17,4
'“asgfim”e' C18:2 0 0 0 0 0 0
C18:3 0 0 0 0 0 0

P/S 1,82 1,87 101 1,82 1,89 181

Suurimad rasvhapete sisaldused saadi TMTFTH derivatiseerimisega. Kuna selle meetodi
derivatiseerimisefektiivsus on kdige parem, siis on see eelistatuim meetod Olis rasvhapete
médramiseks. Kuigi HAPE ja BSTFA olid samavéérsed rapsidli ja virske linaseemnedli
analiiiisis, on kuivanud 0li korral méirgata erinevust — BSTFA-ga saadi madalamad sisaldused
kui  HAPE  derivatiseerimisel.  ToOenédoliseimaks  pdhjenduseks lisaks  madalale
derivatiseerimisefektiivsusele voib olla lahustuvuse vdhenemine Oli kuivamisel. BSTFA
prooviettevalmistuses vois osa Oli jddda lahustumata, kuigi pérast derivatiseerimisreaktsiooni
toimumist tundus proovilahust vaadeldes, et derivatiseerimisproduktid on lahustunud.
Vorreldes MS ja FID detektori tulemusi leiti, et vananenud olisideaine analiilisis ei ole
mirgata iihe eelist teise ees. Uleiildiseks kvantitatiivse analiiiisi puudujdigiks on proovi
suurus (vahemalt 10 mg), mis on vajalik, et analiilisi mddramatus ei oleks liialt suur. Seetottu
on aga suur reagendi ning proovi kulu, mis on eriti probleemiks kultuurivédartuste korral.

Kvantitatiivse analiiiisi tulemusena oli ndha, et virske ja kuivanud linaseemnedli erinevad
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lisaks fiiiisikalistele omadustele suuresti ka rasvhappelise koostise osas. Seetdttu otsustati 1dbi

viia ka kvalitatiivne analiiiis, et uurida tdpsemalt dlisideaine koostise muutumist ajas.
4.2. Linaseemneoli vananemise uurimine

Linaseemnedli kvalitatiivses analiilisis sooviti uurida, kui kiiresti vdhenevad rasvhapete
sisaldused proovis ja millised produktid tekivad nende lagunemisel. Lisaks analiiiisiti, millist
moju avaldab kuumutamine Odlile ja kas GC-MS-iga on vdimalik tuvastada erinevaid
laguprodukte. Neile kiisimustele vastuse saamiseks viidi 14bi linaseemnedli vanandamisseeria.
Uuringus kasutati kolme derivatiseerimisreagenti, et vorrelda nende sobilikkust kvalitatiivse

analuusi teostamisel.
4.2.1. Linaseemne6li vanandamisseeria tulemused

Kirjanduse pdhjal on teada, et 0li keemilise koostisega toimuvad kdige suuremad muutused
kuivamise esimese néddala jooksul. Linaseemnedli proove visuaalselt vaadeldes oli néha, et
paari pdeva moodudes hakkas 70 °C juures kuumutatud Sli moodustama kuivanud kihi ja
teisel eksperimendi néddalal oli mairgata selle kolletumist. Toatemperatuuril seisnud
linaseemnedli moodustas kuivanud kihi viiendal eksperimendi néddalal ja kolletumine esines
alles kahe kuu moodudes. Muutust oli ndha ka oli kromatogrammidelt, mille piikidele
vastavad ithendid identifitseeriti massispektrite abil (massispektrid toodud Lisas 2). lga
pdevaga vihenesid Olis kaksiksidemeid sisaldavate rasvhapete (oleiin-, linool- ja
linoleenhappe) sisaldused ning suurenes laguproduktide (peamiselt asela-, sebats-, suber- ja 9-
oksononaanhappe) hulk.

Vanandamisseeria mootmiste tulemusi on parim kujutatada graafikul, et oleks vaimalik
analliiisida algses proovis olnud rasvhapete ja laguproduktide sisalduste muutusi.
Linaseemnedli vananendes selle lahustuvus aga vihenes, mistottu muutus analiilisitava lahuse
kontsentratsioon katseseeria viltel. Seetottu leiti graafiku koostamisel, kui suure osa
moodustab rasvhape pindala (Sa) koikide identifitseeritud piikide summaarsest pindalast
(Ssum). Kuna linaseemnedli kuivab kiiresti seetottu, et selles leidub palju kiillastumata
rasvhappe jadke, siis vaadeldi esmalt nende rasvhapete (oleiin-, linool- ja linoleenhappe)
sisalduste muutusi ajas (Joonis 9). K&igi kolme derivatiseerimisreagendiga saadi kiillastumata

rasvhapete analiiiisimisel sarnased tulemused, mistottu on teised graafikud toodud Lisas 7.
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Joonis 9. A - Oleiinhappe C18:1 sisalduse muutus (TMTFTH) B — Linoleenhappe C18:3
sisalduse muutus (BSTFA). Sinine (¢) kujutab toatemperatuuril olnud ja punane (o) 70 °C
juures kuumutatud proovi tulemusi.

Joonisel 9 toodud graafikutel ja Lisas 6 toodud tabelis on niha, et kiillastumata rasvhapete
sisaldused vdhenevad kiiremini kuivatusahjus olevas proovis. Linoolhappe (C18:2) korral on
graafik (Lisa 7) sarnane linoleenhappe (C18:3) sisalduse muutusega (Joonis 9B), kuid
rasvhappe sisalduse vidhenemine ei ole nii Kiire. Analiiiisides aga oleiinhappe graafikut
(Joonis 9A) on nidha, et alguses suureneb oleiinhappe sisaldus. See efekt on tdendoliselt
ndiline ning pdhjustatud teiste kiillastumata rasvhapete ileiildise summaarse hulga
vihenemisest. ~ Kuna  kiillastumata  rasvhapete = graafikud on  kodigi  kolme
derivatiseerimismeetodi korral sarnased, siis saab jareldada, et C18:1, C18:2 ja C18:3
rasvhapete sisalduste muutumiste analiiisimisel on koik kolm derivatiseerimisreagenti

samavord sobivad.

Samaaegselt kiillastumata tihendite vdhenemisega tekkisid proovi laguproduktid. Enamasti
olid nendeks tihenditeks dikarboksiiiilhapped (aselahape 2C9:0, sebatshape 2C10:0, suberhape
2C8:0 ja 9-oksononaanhape), mis tuvastati niit TMTFTH kui ka HAPE derivatiseerimistega.
BSTFA derivatiseerimisega tuvastati nendest neljast ainult 9-oksononaanhape ja aselahape.
Suberhape identifitseeriti alles kuivatusahju 75. pédevaproovis. Koik proovides
identifitseeritud thendid on toodud Lisas 6. Peamiseks linaseemnedli vananemise
laguproduktiks koikide meetodite korral oli aselahape, mille sisalduse muutuse graafikud
TMTFTH ja HAPE puhul olid sarnased (Joonis 10A, HAPE graafik Lisas 7), kuid BSTFA
puhul erinev (Joonis 10B). Kirjanduse [6] andmetel on teada, et mainitud laguproduktid
tekivad linaseemnedli vananemisel ning et aselahape tekib juba esimestel pdevadel. Seetottu
ei sobi BSTFA laguproduktide analiiiisiks, sest nagu on ndha Jooniselt 10B, oli aselahape
identifitseeritav alles 40. pdeva ldheduses. Lisas 6 on ndha teised laguproduktid, mida

BSTFA-ga ei madratud voi méadrati hiljem vorreldes teiste derivatiseerimismeetoditega.

30



0,35 ‘ 045 ‘
0,4
0,3
A | | =B
0.5 / 0,3
s 0 2
2 v 0,25
W /‘:'/ o 4 o <
~ a1 L— < 02
A0 =< g — . o Ve
E:/ﬂ/ [ 0,15
0,1 =
/@}P o ‘/‘% . 01
0,05 —d ®
o 0 le > 0,05 *
o o] g 8
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Analiiiisi pdev Analiiiisi pidev

Joonis 10. Aselahappe 2C9:0 sisalduse muutus. A - TMTFH. B —-BSTFA. Sinine (¢) kujutab
toatemperatuuril olnud ja punane (o) 70 °C juures kuumutatud proovi tulemusi.

Oli kuivades tdusis oodatust kiiremini esile lahustuvuse probleem. Vanandamisseeria 57.
paeval olid kromatogrammidel 6li komponetide piigid madalad, milles kahtlustati vananenud
oli halvenenud lahustuvust DCM ja tolueeni segus. Seetdttu otsustati muuta véljatddtatud
metoodikat ja edasiste derivatiseerimiste kdigus kasutada tahket proovi, et 6li komponentide
suhted oleksid méératavad. Kvalitatiivses analiilisi eesmargiks oli uurida analiiiitide sisalduste
muutusi, mistottu sobis analiitisiks ligi 2 mg kaaluv proov. Vanandamisseerias
poolkvantitatiivselt leitud P/S suhted on toodud Joonisel 11. HAPE ja TMTFTH
derivatiseerimistel saadi sarnased graafikud (Joonis 11A, TMTFTH graafik Lisas 7), kus P/S
suhe on {ipris stabiilne. BSTFA korral (Joonis 11B) aga kasvas P/S véirtus aja moodudes
isegi iile 2, mistottu ei ole vanandamisseeria pohjal BSTFA derivatiseerimine sobilik Oli tiiiibi
méadramiseks poolkvantitatiivse P/S suhte jargi. P/S vairtuse kdrvalekalle BSTFA meetodi

korral voib olla pdhjustatud meetodi madalast derivatiseerimisefektiivsusest.
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Joonis 11. P/S vaartuse muutus. A — HAPE. B — BSTFA. Sinine (¢) kujutab toatemperatuuril
olnud ja punane (o) 70 °C juures kuumutatud proovi tulemusi.

Vanandamisseeria tulemustest saab jareldada, et kvalitatiivseks analiiiisiks sobivad TMTFTH
ja HAPE derivatiseerimised, sest nendega identifitseeriti koik peamised laguproduktid ning
poolkvantitatiivne P/S véirtus oli ajas stabiilne. Kuigi aselahape oli proovis juba esimestel
péevadel, tuvastati BSTFA-ga see iihend alles kuu aega hiljem, mistottu ei ole BSTFA sobilik
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derivatiseerimismeetod selle dihappe madramiseks esimestel nddalatel. Lisaks el
identifitseeritud BSTFA-ga monda laguprodukti ildse (nditeks sebatshapet), mistottu ei ole
see meetod sobilik dli kvalitatiivseks analiiiisiks. Lisaks raskendab BSTFA kromatogrammide

interpreteerimist rasvhapete kahe vormi (etiileeritud ja trimetiiiilsiliitilitud) esinemine.

Analiitisides tabelit Lisas 6 on ndha, et kdige usaldusvéddrsemate derivatiseerimismeetoditega
(TMTFTH ja HAPE)

linaseemnedli proovis nii kiillastunud rasvhapped, kui ka laguprodukte (peamiselt aselahape

identifitseeriti esimesel vanandamisseeria néddalal molemas

ja 9-oksononaanhape). Teisest nddalast kuni seeria 16puni identifitseeriti ka teistsugused

laguproduktid (nditeks 8-oksooktaanhape, pimeliinhape jt). Peamistest linaseemnedli

rasvhapetest jdid proovidesse steariin-, palmit- ja oleiinhape. Esimese analiiiisikuu 16pus ei

olnud kuumutatud proovist enam identifitseeritavad linool- ega linoleenhape.

4.3.

Tabel 11. Derivatiseerimismetoodikate vordlus.

Derivatiseerimismeetodite kokkuvotlik vordlus

TMTFTH ehk Meth-

Aspekt Prep II Happekataliiiitiline NaOEt + BSTFA
KaSUtLjS" o.hv.a rvide - Uudne - Kasutatud minimaalselt | - Laialdane
analiiiisimiseks
- Kiillastumata rasvhapete hulga
- Kiillastumata - Kiillastumata iseloomustamiseks

Kvalitatiivne analiiiis

rasvhapete hulga
iseloomustamiseks

rasvhapete hulga
iseloomustamiseks

- Voimalik iseloomustada
seotud ja vabade rasvhapete
hulka

Kvantitatiivne
analiiiis

- Laguproduktide - Laguproduktide .
2T o - Kromatogrammide
kvalitatiivseks kvalitatiivseks . -
e e interpreteerimist raskendavad

maéadramiseks méadramiseks . .
rasvhappe esinemine kahes
derivatiseeritud vormis

- Kdige suurema

derivatiseerimis- - Keskmise

efektiivsusega
- Liialt suur proovi
kogus (vdhemalt 10

derivatiseerimis-
efektiivsusega
- Liialt suur proovi kogus

- Madala derivatiseerimis-
efektiivsusega

- Liialt suur proovi kogus
(véahemalt 10 mg)

Prooviettevalmistus

mg) . (véhemalt !O mg) - Probleemiks vananenud 0li
- Probleemiks - Probleemiks vananenud halb lahustuvus
vananenud 0li halb oli halb lahustuvus
lahustuvus
. - déjrlil\fateitszjleryrlilrr:](eine - Kahe-etapiline
- Uhe-etapiline derivatiseerimine

derivatiseerimine

- Ekstraheerimine
- Proovi iilekandmine

- Proovi iilekandmine
- Lahustite kokku aurutamine

- Aurutamine
Keskmine katse 1h “7h 4h
ajakulu
Reagendi hind - Kallis - Odav - Keskmine

Eelistatuim kasutus

- Kvalitatiivne analiiiis
- Kvantitatiivne analiiiis

- Kvalitatiivne analiiiis
- Poolkvantitatiivne (P/S)
analiiiis

- Seotud ja vabade rasvhapete
analiiiis
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Tabelis 11 on toodud kasutatud derivatiseerimismetoodikate eelised ja puudused. Magistrit6o
tulemusena leiti, et kdige paremini Sobib nii kvantitatiivseks kui ka kvalitatiivseks analiilisiks
TMTFTH derivatiseerimismeetod. Meetodi puuduseks on aga kvantitatiivses analiiiisis suur
reagendi kulu, kus proovi kogus peab olema vidhemalt 10 mg. Kuigi TMTFTH reagent on
kallis vorreldes teiste derivatiseerimisreagentidega, on sellega prooviettevalmistus lihtsam,
kiirem ja analiilisi labiviimiseks on vaja vahem teisi tdovahendeid (viaalid, solvendid jne).
Samuti on TMTFTH derivatiseerimisefektiivsus korgem kui teistel meetoditel, mistottu
(I&htudes uuringu tulemustest) on see kdige sobilikum meetod dSlisideaine analiiiisimiseks.
Happekataliiiitiline metiileerimine on reagendi hinna jargi odav meetod ja sobilik
kvalitatiivseks analiiiisiks, sest kromatogrammidel olid identifitseeritavad samad iithendid, mis
TMTFTH metiileerimises. Samuti on see sobilik meetod poolkvantitatiivseks (P/S)
analiiisiks. Samas kui vorrelda TMTFTH meetodiga, siis on happekataliiiitiline
metiileerimine palju aegandudvam ja tdomahukam. Uuringute kdigus tuli vélja, et kolmest
derivatiseerimismeetodist BSTFA langeks valikus koige viimaseks, sest selle abil ei olnud

voimalik identifitseerida koiki vananenud linaseemnedlis olnud laguprodukte.

GC-MS ja GC-FID tulemuste vordluses osutus vérske linaseemnedli korral paremaks analiiiis
GC-FID meetodiga. Vananenud Oli korral oli tulemused MS ja FID detektorite signaale
kasutades samavédrsed. Kuna dlivirvide sideainete analiilisi mudel on modeldud vananenud
olile, siis on sobivaks analiilisimeetodiks GC-MS, sest selle seadmega on voimalik 14bi viia ka

uhendite identifitseerimine.

Magistritoo kaigus tuli esile mitmeid probleeme, mis raskendavad Slivarvide GC analiiiisi.
Alustuseks tuli leida ja optimeerida sarnaste derivatiseeritud rasvhapete -efektiivseks
eraldamiseks sobiv kolonn (olukorda raskendas see, et sooviti analiiiisida nii virsket vedelat
kui ka kuivanud ja raskesti lahustuvat 8li). Oli kvantitatiivse analiiiisi korral on vaja kasutada
kalibreerimislahuseid, kus on sees analiiiisitavad tiihendid. BSTFA korral oli
kalibreerimislahustes ainult kaks anatiisitavat ithendit, mistottu ei olnud vdimalik leida teiste
rasvhapete sisaldusi. Kalibreerimislahuste kasutamine nouab aga teatavat eelnevat
informatsiooni proovi koostise kohta, samuti mitmete erinevate komponentide segude puhul
voib tekkida probleeme (nditeks 0li ja proteiini sideainete segu ehk oli-tempera varv). Seetdttu
on vajalik eelnev sideaine liigi tuvastamine, mida on vo0imalik nditeks 14bi viia
spektroskoopiliste analiitisidega (ATR-FT-IR, RAMAN jt). Kromatogrammide analiiiisil

identifitseeriti laguproduktid massispektrite pohjal, millele pakkus programm tdenédoliseima
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struktuuri. Analiiiisitavates vérviproovides voib leiduda aga keerukamaid iihendeid, mida

programm ei pruugi digesti tuvastada voi millele vastav massispekter andmebaasist puudub.

Kéesoleva t66 kéigus tootati vilja voimalikult palju probleeme arvesse vottes sobivad
meetodid Olisideaine analiitisiks. Kirjanduse andmetel on siiani kasutatud oli tiitibi
madramiseks P/S suhet, mis on poolkvantitatiivne véadrtus. Selle jaoks leitakse
kromatogrammilt kahe rasvhappe (palmit- ja steariinhappe) piikide pindalade jagatis.
Poolkvantitatiivne analiilis on ka pdhjuseks, miks kirjanduses P/S suhte véirtus sama oli
korral on vdga varieeruv — véddrtuse leidmiseks on kasutatud erinevaid
derivatiseerimisreagente ning ei ole arvestatud, et rasvhapped mdjutavad kromatogrammil
piikide pindalasid erineval mdiral. Seetdttu on kdesolevas t60s kvantitatiivse mudeli kaudu
leitud P/S suhted tdpsemad ning on paremini kasutatavad oli tliiibi midramisel. Tridlide segu
derivatiseerimisel aga leiti (Tabel 9), et C16:0 ja C18:1 rasvhapete korral olid TMTFTH ja
HAPE derivatiseerimisefektiivsused erinevad. Seetottu on edasiseks plaaniks loodud
kvantitatiivset mudelit veelgi tiiustada, sest kaasates uuringutesse ka teised 0lid (moonidli ja
pahklidli) tuleks derivatiseerimisefektiivsusi eriti jédlgida ja neid arvutustes arvesse vdotta.
Kédesolevas t60s saadud kvantitatiivse P/S suhte abil on vdimalik sama
derivatiseerimismetoodika korral teha Kkindlaks reaalses proovis kasutatud sideaine.
Labiviidud kvalitatiivse ja kvantitatiivse analiiiisi tulemustest jireldati, et reaalse proovi
analiiisimiseks sobivad kodige paremini TMTFTH ja happekataliiiitiline metiileerimine, mille

tulemused on jargmises alapeatiikis.
4.4. Reaalsete proovide analiiiis

Reaalseteks proovideks olid tumeroheline varv tundmatu kunstniku maalilt ja valge vérv
Karja krutsifiksilt (Lisas 8 on toodud objektide fotod kuhu on maérgitud proovivétukohad).
Koigepealt teostati analiiiisid ATR-FT-IR spektroskoopilise meetodiga. Saadud spektrite (Lisa
9 ja Lisa 10) interpreteerimise tulemusena saab ainult 6elda, et molemas varviproovis leidus
estri-tiitipi ainet (nende spektrite pohjal ei saa tépselt tuvastada Gli sideainet). Sideaine tiiiibi

tapsemaks identifitseerimiseks kasutati véljatéotatud GC-MS ja GC-FID meetodeid.

Tumerohelise vidrvi analiilisiks kasutati TMTFTH ja HAPE derivatiseerimismetoodikaid.
Valge vérviproovi kogus ei olnud piisav kahe kvantitatiivse analiilisi tegemiseks, mistottu
viidi derivatiseerimine ldbi ainult TMTFTH metoodikaga (eelnevad uuringud on ndidanud
selle sobilikust). Kvalitatiivse analiitisi GC-MS tulemusi interpreteerides (kromatogrammid

Lisas 11) selgus, et mdlemad proovid sisaldasid peamiselt jargmisi laguprodukte:
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pimeliinhape, suberhape, aselahape, sebatshape, palmithape, steariinhape ja oleiinhape. Lisaks
oli valge vérvi proovis 9-oksononaanhape. Nagu selgus linaseemnedli vanandamisseerias, Siis
on identifitseeritud {ihendid vananenud 6li komponendid. SeetSttu saab jareldada, et molemas
proovis oli sideaineks kasutatud &li. Proovidest poliikiillastumata rasvhappeid (linool- ja

linoleenhapet) ei identifitseeritud, millest saab jareldada, et tegemist oli vananenud oliga.

Kvantitatiivses analiiiisis leiti palmit-, steariin- ja oleiinhappe sisaldused mmol/100 g proovi
kohta. Saadud tulemused on toodud Tabelis 12. Krutsifiksi valge vérvi kvantitatiivse P/S
suhte véartuseks leiti GC-MS meetodil 1,35 ja GC-FID meetodil 1,3. Peale linaseemnedli on
kirjanduse andmetel madal P/S suhte (poolkvantitatiivne) véiirtus veel kastoordlil (P/S
vaartuseks on 1 +/- 0,1). Kastoorolis on aga ligikaudu 90% 9Z-hiidroksiioktadetseenhapet [6],
kuid seda iihendit proovist ei leitud, mistdttu voib jireldada, et krutsifiksi vérviproovis oli
Olisideaineks linaseemnedli. Maali tumerohelise varvi P/S suhe oli suurem kui 2, millest saab
jareldada, et tegemist ei olnud puhta linaseemnedliga, vaid tdenéoliselt on proovis olide segu.
TMTFTH derivatiseerimismeetodiga leiti, et maali proovis oli oleiinhappe (C18:1) sisaldus
suurem kui krutsifiksi proovis. Vanandamisseeria tulemustest saab jareldada, et aja moddudes
oleiinhappe osakaal Olis vidheneb. Teades, et maal périneb 20. sajandist saab jdreldada, et
tilemaaling krutsifiksil on vanem ning tehtud enne 20. sajandit voi selle alguse poole.
Reaalsete véarviproovide analiilis nditas, et nii TMTFTH kui ka happekataliiiitiline
metiileerimine  olid sobivad  derivatiseerimismetoodikad  sideaine = komponentide
analliisimiseks. Kuna TMTFTH derivatiseerimisefektiivsus on kdrgem, siis on see metoodika
kvantitatiivses analiiiisis usaldusvédarsem.

Tabel 12. Reaalsete proovide kvantitatiivse analiiiisi tulemused. Arvutatud rasvhappe sisaldus
mmol/100 g proovi kohta ja P/S vaartused (iihikuta).

Tundmatu kunstniku maal Krutsifiks
Rasvhape GC-MS GC-FID GC-MS GC-FID GC-MS GC-FID
TMTFTH TMTFTH HAPE HAPE TMTFTH TMTFTH
C16:0 2,8 2,3 2,6 2,5 2,1 1,9
C18:0 1,2 0,9 1,1 1,1 15 15
C18:1 0,7 0,4 0,3 0,3 0,04 0,06
P/S 2,34 2,53 2,29 2,22 1,35 1,30
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5. KOKKUVOTE

Kéesoleva magistritod pohieesmédrgiks oli todtada vilja metoodikad oOlisideainete

kvalitatiivseks ja kvantitatiivseks analiitisiks GC-MS meetodiga.

Magistritod eksperimentaalses osas todtati vélja derivatiseerimismetoodikad nii virskele kui
ka kuivanud dlile. Derivatiseerimiseks valiti kolm meetodit — uudne TMTFTH ehk Meth-Prep
Il reagendiga metiileerimine, laialt leivinud NaOEt koos BSTFA derivatiseerimisega ning
arheoloogide seas levinud happekataliiiitiline metiileerimine. Derivatiseeritud proove
analiilisiti GC-MS vo6i GC-FID meetodiga.

Kwvalitatiivses analiilisis identifitseeriti linaseemnedli komponendid ja laguproduktid, mis
tekivad 0li vananedes. Samuti viidi 14bi 6li kolmekuune vanandamisseeria, mille tulemusena
saadi informatsiooni, kuidas muutuvad komponentide sisaldused oli kuivades. Jélgiti nii
toatemperatuuril kui ka kuivatusahjus hoitud proovi koostise muutust. Vanandamisseeria
tulemustest jareldati, et kvalitatiivseks olisideaine analiilisiks on sobivaimad TMTFTH ja

happekataliiiitiline metiileerimine.

Kvantitatiivses analiilisis leiti véljatootatud sisestandardi meetodiga virskes ja vananenud
linaseemnedlis peamiste rasvhapete sisaldused. Saadud tulemustest arvutati kvantitatiivsed
P/S (palmit- ja steariinhappe) suhte védirtused, mida rakendati reaalse proovi analiiiisis.
Kéesoleva tooga leiti, et TMTFTH ja happekataliiiitiline metiileerimised sobivad 0li tiiiibi
tuvastamiseks iihekomponentsete olivarvide korral. Koigile kolmele metoodikale arvutati
derivatiseerimisefektiivsused, mille vaartus nditab, kui suur osa analiiidist vastava meetodiga
on voimalik maéadrata. Kvantitatiivse analiilisi sooritamiseks on sobivaim TMTFTH
derivatiseerimine, sest selle metoodika derivatiseerimisefektiivsus oli suurim. Arvestades
reagendi derivatiseerimisefektiivsuseid erinevate rasvhapete médramisel oleks vdimalik Oli

sisalduse kvantiseerimine viia veelgi tdpsemaks kui seda siiani on tehtud.

Tuginedes kvalitatiivse ja kvantitatiivse analiiiisi tulemustele, on vdimalik jireldada, et
sobivaimateks meetoditeks on TMTFTH voi happekataliiiitiline metiileerimine. Seetottu
kasutati neid meetodeid reaalsete vérviproovide analiiiisis, kus saadi informatsiooni dlivarvi

sideaine kohta.

Leiti, et efektiivseim meetod Olivirvide sideaine analiitisiks on TMTFTH derivatiseerimine
koos GC-MS-iga. Sel viisil on voimalik identifitseerida proovis olevad ithendid ning méérata

kvantitatiivselt peamiste sisaldused.
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6. SUMMARY

Eliise Tammekivi
Determination of binder in oil paints using GC-MS method

The aim of this thesis was to develop methodologies for the qualitative and quantitative

analyses of oil binder using GC-MS method.

The practical part of this thesis involved the development of derivatization methods for fresh
and aged linseed oil. Three methods were chosen — novel TMTFTH aka Meth-Prep Il
derivatization, widely used NaOEt combined with BSTFA derivatization and acid-catalyzed
methylation, which is used by archaeologists. The derivated samples were analysed by GC-
MS or GC-FID methods.

The components and degradation products of linseed oil were identified in qualitative
analysis. Also, experimental agening sequence of linseed oil was conducted to determine how
the content of these compounds changes over time. The oil samples were used - one was held
at room temperature and the other in an oven. Results showed, that the best derivatization
methods for qualitative analysis are TMTFTH and acid-catalyzed methylations.

The contents of main fatty acid in fresh and aged linseed oil were determined with
quantitative method together with internal standard. From these results the quantitative P/S
(palmitic and stearic acid) ratios were calculated. The quantitative analysis showed that
TMTFTH and acid-catalyzed methylations are suitable for determination of the oil and the
contents of fatty acids in it. Also, the efficiency of the derivatization was calculated for all of
the used derivatization methods. This value gives information about how much of the analyte
is quatifiable with the corresponding method. The best derivatization method for quantitative

analysis is TMTFTH, because it has the highest derivatization efficiency.

The three derivatization methods were compared based on the qualitative and quantitative
analyzes. TMTFTH and acid-catalyzed methylations are the most suitable methods for oil
binder analysis, depending on the resources and preferences. Therefore both developed

routine methods were applied for the analysis of real paint samples.

The results of this thesis showed, that the most effective method for the analysis of oil binders
in paints is GC-MS method with TMTFTH derivatization. This approach makes the
identification of degradation products and the quantification of the main fatty acids possible.
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LISA 1 — Reaktsiooniskeemid ja struktuurivalemid

NaOEt | Transetileerimine

i
OH o
%?;\\()FI Etc)/Jl\\v//A\\\///\\\///K\\v//,j::\\\v///\\\///\\\,//A\\\///

OH EtO I — _

0o OH

oA L

OH
BSTFA lTrimetUUlsilUUlimine

O
EtO
(0]
EtO -

OTMS
EtO — _ _

0o OTMS

TMSO
OTMS

Joonis 12. Trigliitseriidi ja vabade rasvhapete derivatiseerimine reaktsioonil
naatriumetanolaadi ja BSTFA-ga [19].

Aktivatsioon :
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Joonis 13. Oli oksiideerumine. Kiillastumata rasvhappe jasgi ahelreaktsioon [12]

42



A R1 *+ (N)H — o + lc\l)\Rl
i + \rlf/ — i - 0.
R™ “OH O R o R H
[ Iy |
R~ o r oot

Joonis 14. Seotud rasvhappe metiileerimine TMAH derivatiseerimisreagendiga [6]
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LISA 2 -Olides vai kalibreerimislahustes tuvastatud iihendite massispektrid ja
struktuurivalemid siisinikuahela pikenemise jirjekorras

Jooniste alla on toodud iihendite derivatiseerimata vormi nimetus ja kasutatud lithend.
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LISA 3 - FAME ja FAEES kalibreerimissegude interpreteeritud GC-MS
kromatogrammid

Kromatogrammil tabelis on toodud rasvhapete lithendid ja nimetused, mis vastavad

identifitseeritud tthendite derivatiseerimata vormile.

Intensiivsus

1.6e4+03
1.524+03
1.4e+05
1.3e+05]
1.2e4+05
1. 1e+05

le+0s]

De+0T]

Se+07 A
9,361

FTe+07]

Ge+07]

Se4+07]

Ae4+07]

Ze+07]

Ze4+07

12407

.00 &5.00 10.00

13,074

1z.00

C

15,012

14.00 165.00

Heksadekaan - CigH3q4
Miiristiinhape - C14:0

E G Palmithape - C16:0
13,053 jg 33 Steariinhape - C18:0

Oleiinhape - C18:1 Z+E
C18:2 isomeer
Linoolhape - C18:2
Linoleenhape - C18:3
Eikosaanhape - C20:0
Dokosaanhape - C22:0

ol —=|T|O|mmo|O|w| >

1S.00 =20.00 2z.00 24 00 =26.00

tr (Min)

Joonis 15. Kdige suurema kontsentratsiooniga FAME kalibreerimislahuse kromatogramm ja
retentsiooniaegadele vastavad metiileeritud rasvhapped. C18:2 isomeer on O9E,12E-

oktadekadieenhape.

Intensiivsus D

1.2e+032
1.1=+08

9.513
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H=+07

Se+07
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Se+D7
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L
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Miiristiinhape - C14:0
Palmithape - C16:0
Steariinhape - C18:0
Eikosaanhape - C20:0
Dokosaanhape - C22:0

—|IT|OmMmgo|m|>

857
18,579 22,011 |

26,029

o

T f T T T T T T T T T
a.00 2.00 10.00 12,00 1400 16.00 1200 =20.00 =22.00 24.00 2600

tgr (min)

Joonis 16. Koige suurema kontsentratsiooniga FAEES segu kromatogramm ja
retentsiooniaegadele vastavad etiileeritud rasvhapped.
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LISA 4 — Derivatiseeritud ja GC-MS meetodiga analiiiisitud 6lide kromatogrammid

Kromatogrammide tabelites on toodud piikidele vastavate derivatiseerimata {ihendite
nimetused. BSTFA korral on margitud sulgudesse, kas identifitseeriti etiileeritud (ET) voi
trimetiitilsiliitilitud (TMS) derivaat.

Intensiivsus 15,464

Tris(trimetiiiilsiliiil)- Etiileeritud
C16:0

gliitserool /
18,672

9286 oy
’ Etiileeritud
CieHas / C18:0
6,698
o e I, L
250 250 4oloo 1Eloo Taoo ne oo hsoo Zoloo BEco zalco =eoo tw (min)

Joonis 17. Derivatiseeritud kontrollproov (tridlide segu). BSTFA derivatiseerimine.

Infensiivss , 8E95 A Gliitserool (tris-TMS)

s ' B Heksadekaan - CigH34
1e+0m C Palmithape - C16:0 (ET)
serer D Steariinhape - C18:0 (ET)
- E | Oleiinhape - C18:1 cis-9 (ET)
6er07 B G F C18:1 trans-9 (ET)
Se-07 9,349 19,517 G Linoolhape - C18:2 (ET)
e C F H | H Linoleenhape - C18:3 (ET)
o A 555 18990 | 150545 27 | Tetrakosaanhape — C24:0
1e+07 6,764 n D 13,5% ﬂ (ET)

e e T eee el Tale reloe eeo Zeles seoo saloe Zelce’  ta (Min)

Joonis 18. Derivatiseeritud rapsioli. BSTFA derivatiseerimine.

D
Intensiivsus 17,997

..... A Heksadekaan - CigH3a
R B Palmithape - C16:0
e C Steariinhape - C18:0
T A D Oleiinhape - C18:1 (Z+E)
Tl 9,364 E Linoolhape - C18:2
R c F Linoleenhape - C18:3
s B 18.632

33333 14,982
=eeeT 9,174 F 21620
- A 15,423 C 19,477

''''' 17,652
ooooo i _JJ_J-

f T T T T T T T T T R
= _ 00 =00 1000 12 00 1a_ o0 16 . 00 12 00 =0 00 =2= 00 =a oo =2e_ 00 t (mln)

Joonis 19. Derivatiseeritud rapsiéli. Happekataliiiitiline metiileerimine.
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Intensiiveus H A Gliitserool (tris-TMS)
o 20225 1 B Heksadekaan - C1gHs4
e C | Palmithape - C16:0 (TMS)
Seror G D Palmithape - C16:0 (ET)
roer F 19332 E Steariinhape - C18:0 (ET)

coror B 15676 F | Oleiinhape - C18:1 Z+E (ET)
9
oo " G| Linoolhape - C18:2 (ET)
seor H Linoleenhape - C18:3 (ET)
1e+07 6,696
B Y NP s i o il sy i ey s 8 (1)
Intensiivsus 10358 F
e 2 A Heksadekaan - CigHa4
5 E B Palmithape - C16:0
o I C Steariinhape - C18:0
o g > D| Oleiinhape - C18:1 Z+E
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Ze+DT 1",4<i
N o UL et == tr (Min)

L N B o e T Y
s.00 .00 10.00 12,00 14.00 16.00 12.00 2Z20.00 2Z22.00 24.00 26.00

Joonis 20. Derivatiseeritud virske linaseemne6li. 1 — BSTFA derivatiseerimine. 2 — HAPE

derivatiseerimine. Glitserool ((ris-TMS)
Gliitserool (tris-TMS)
Heksadekaan - CigH34
Pimeliinhape — 2C7:0 (TMS)
Suberhape — 2C8:0 (TMS)
Aselahape — 2C9:0 (TMS)
Aselahape — 2C9:0 (TMS)
Palmithape - C16:0 (TMS)
Palmithape - C16:0 (ET)
Steariinhape - C18:0 (TMS)
Oleiinhape - C18:1 Z+E (TMS)
Steariinhape - C18:0 (ET)
Oleiinhape - C18:1 Z+E (ET)

- A
Intensiivsus 5802 F G
B 14,226 1
14,472

6,691

Zir|xXle—IZ|Io|mmoo|w >

Heksadekaan - CigH34

8-oksooktaanhape

Suberhape — 2C8:0

9-nonaanhape

Aselahape — 2C9:0

55555 0,288 13285 H

Sebatshape — 2C10:0

44444

33333

Palmithape - C16:0

=zemor C =

B 12.34 14,684 J

Steariinhape - C18:0

''''' 12,210 24\,628

Oleiinhape - C18:1 Z+E

emeemel L du, e A

B 7y o Sy
to (min)

ol—|T|Ommolo|m| >

9,10 - epokstioktadekaanhape

Joonis 21.Derivatiseeritud 16 kuud kuivanud linaseemneoéli. 1 — BSTFA derivatiseerimine.
2 — TMTFTH derivatiseerimine. TMTFTH dervatiseerimise korral identifitseeriti ka
pimeliinhappe piik, kuid see oli nii madal, et ei ole ndha kromatogrammi pildi failina.
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LISA 5 -Virske ja 16 kuud kuivanud linaseemne6li kvantitatiivse analiiiisi tulemused
BSTFA, TMTFTH ja HAPE derivatiseerimistega

Tabel 13. Derivatiseerimisefektiivsused tripalmitiini ja trioleiini derivatiseerimistel (%). Arv
GC-MS voi GC-FID meetodi kohal nditab mitmenda korduskatsega oli tegemist.

Deriv. 1 2 3 4 1 2 3 4
meetod Rasvhape | GC- GC- GC- GC- GC- GC- GC- GC-
MS MS MS MS FID FID FID FID
BSTFA C16:0 67,2 72,7 69,6 68,5 68,4 74,6 73,4 68,9
C16:0 931 98,8 105,1 100,6 96,0 102,4 105,0 95,4
TMTFTH C18:1 77,2 80,2 91,7 79,6 82,5 84,0 85,8 96,0
HAPE C16:0 79,3 79,6 84,9 88,1 80,5 81,2 85,3 88,1
C18:1 71,3 56,2 56,0 57,4 74,5 51,0 59,0 57,4

Tabel 14. Varske ja kuivanud linaseemnedli BSTFA derivatiseerimine tulemused. Arvutatud
rasvhappe sisaldus mmol/100 g proovi kohta ja P/S véirtused (iihikuta).

Proov Rasvhape ! 2 3 L 2 3
GC-MS | GC-MS | GC-MS | GC-FID | GC-FID | GC-FID

C16:0 15,3 15,2 14,8 15,3 15,5 15,2

Viirske oli C18:0 8,9 9,1 9,1 9,5 9,5 9,4
P/S 1,71 1,66 1,64 1,61 1,63 1,62

C16:0 9,7 9,9 11,2 10,7 10,5 11,8

Kuiv dli C18:0 5,3 5,4 6,1 5,7 5,7 6,3
P/S 1,82 1,82 1,83 1,88 1,86 1,87

Tabel 15. Virske ja kuivanud linaseemnedli TMTFTH derivatiseerimise tulemused.
Arvutatud rasvhappe sisaldus mmol/100 g proovi kohta ja P/S véartused (iihikuta). Number
,0” tdhendab, et kvalitatiivselt ei olnud piik kromatogrammil méératav.

Proov Rasvhape L 2 3 L 2 3
GC-MS | GC-MS | GC-MS | GC-FID | GC-FID | GC-FID

C16:0 19,0 19.2 16.6 18,6 18,9 171

C18:0 10,7 10,7 8,9 11,4 11,3 10,1

. |Tcisa 57,6 59,4 51,6 59,5 59,3 54,6
Virske oli ==7g.5 57,4 58,1 50,6 57,6 58,0 52,1
C18:3 | 2355 | 2384 | 2131 | 2719 | 2739 | 2360

PIS 1,77 1,79 1,86 1,64 1,66 1,68

C16:0 16,1 15.9 15.2 15,4 15.3 14.6

C18:0 8,6 8,4 8,1 8,5 8,5 8,0

Kuivsli |_CL8L 17.8 174 17,0 17,7 17,6 16,9
C18:2 0 0 0 0 0 0

C18:3 0 0 0 0 0 0

P/S 1,87 1,89 1,01 1,81 1,81 1,82
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Tabel 16. Virske ja kuivanud linaseemnedli HAPE derivatiseerimise tulemused. Arvutatud
rasvhappe sisaldus mmol/100 g proovi kohta ja P/S viirtused (iihikuta). Number ,,0”
tahendab, et kvalitatiivselt ei olnud piik kromatogrammil méiératav.

Proov Rasvhape 1 & 3 ) ) 3
GC-MS | GC-MS | GC-MS | GC-FID | GC-FID | GC-FID

C16:0 16,0 16.8 13.3 14,0 144 14.8

C18:0 9,5 8,6 75 8,7 75 9.5

. [Tcie1 51,8 55,1 49,1 46,7 51,6 56,6
Varske ali =755 50,8 411 48,8 43,7 39,1 55,6
C183 | 2065 | 1700 | 1944 | 1043 | 1631 | 2223

PIS 1,68 1,96 1,80 1.61 1,01 1,56

C16:0 16.2 16.1 16,5 15.9 15.7 16,0

C18:0 8,5 8,5 8,5 8,8 8,6 8,7

Kuivsli |_C181 141 13,6 15,6 13,6 13,0 15,6
C18:2 0 0 0 0 0 0

c18:3 0 0 0 0 0 0

P/S 1,90 1,01 1,03 1,81 1,82 1,83

Tabel 17. Virske linaseemnedli TMTFTH derivatiseerimise tulemused. Arvutatud rasvhappe
sisaldus g/100 g koikide kvantitatiivselt médratud rasvhapete suhtes.

1 2 3 1 2 3 —
Proov | Rasvhape | 5o s | ge-ms | ce-Ms | Ge-FID | Ge-FID | ae-Fip | Kirjandus [6]
C16:0 26 26 45 A1 a1 243 2-10
C18:0 2.9 2.8 2.7 2.8 2.8 2.8 28
. [cis1 154 156 154 144 143 15,0 10-24
Virske oli =755 15,2 15,2 15,0 13,9 13,9 14,2 12-19
cis:3 61,9 | 618 | 625 64,9 65,0 63,8 48-60
PIS 1.59 1.64 1.67 1,46 1,46 1.54

Tabel 18. Virske linaseemnedli HAPE derivatiseerimise tulemused. Arvutatud rasvhappe
sisaldus g/100 g koikide kvantitatiivselt médratud rasvhapete suhtes.

1 2 3 1 2 3 —

Proov. | Rasvhape | 5o s | ge-ms | ce-Ms | Ge-FID | Ge-FID | ae-Fip | Kirjandus [6]
C16:0 4.4 5.3 3.9 2.7 5.0 38 4-10
C18:0 2.9 3,0 2.4 2.9 2.9 2.7 28
[ cis1 15,7 19.2 15.9 154 197 16,0 20-14
Varske oli =755 15,3 14,2 15,7 14,3 14,8 15,6 12-19
Cis:3 61,7 583 | 62,1 63,1 57,6 61,9 48-60

PIS 152 1.77 1.63 1.45 1,93 141
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LISA 6 — Vanandamisseeria. Linaseemnedlis olevate ithendite identifitseerimine

Tabelis 19 on toodud kolme derivatiseerimismetoodikaga identifitseeritud tihendid. Arv(voi
arvude vahemik) niitab pédeva, millest alates (mille jooksul) ilihend proovis maéérati.
Tulemused on toodud nii toatemperatuuril hoitud kui ka 70 °C juures kuumutatud
linaseemnedlile.

Tabel 19. Linaseemnedli vanandamisseerias identifitseeritud tihendid.

) Derivatiseerimismeetod ja proov
Uhend TMTFTH | TMTFTH | HAPE | HAPE | BSTFA | BSTFA
20°C 70°C 20°C | 70°C 20°C 70°C
Adiphape i 71 ) i ) i
1,6-heksaandihape
Pimeliinhape
1,7-heptaandihape n 57 n 57 i i
8-oksooktaanhape 30 10 12 12 - -
Suberhape
1,8-oktaandihape 30 4 a4 3 i n
Miiristiinhape
tetradekaanhape 37 1 1 1 ) i
9-oksononaanhape 1 1 5 12 2-57 2-19
Aselahape
1,9-nonaandihape 1 1 1 1 19 10
9-oksodekaanhape 71 71 71 57 - -
10-oksodekaanhape 71 85 12 - - -
Sebatshape
1,10-dekaandihape 44 10 a4 3 ) i
14-metiiiilpentadekaanhape - - - - 71 57
Palmithape
heksadekaanhape ! ! ! ! ! !
1,11-undekaandihape - 71 71 57 - -
Steariinhape
oktadekaanhape . . . ! . !
Oleiinhape (Z+E)
9-oktadetseenhape 1 1 1 1 1 1
Linoolhape
97, 12Z-oktadekadieenhape 1 1-19 1-44 1 1-19 | 1-44 1-19
9,10-dihiidrokstioktadekaanhape - 71 - - - -
Linoleenhape
97, 127, 15Z-oktadekatrieenhape 1 1-19 1-44 1 119 | 1-44 1-19
6E,9E-oktadekadieenhape 71 10 71 10 - -
9,10-epoksiioktadekaanhape 37 8 - - - -
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LISA 7 - Vanandamisseeria tulemused. Rasvhapete sisalduste muutused erinevatel

pievadel derivatiseeritud ja analiiiisitudlinaseemnedlis

Joonis 22.0leiinhappe C18:1 sisalduse muutus &li vananemise kédigus. A— TMTFTH
derivatiseerimine. B — HAPE derivatiseerimine.C — BSTFA derivatiseerimine. Sinine (¢)

kujutab toatemperatuuril olnud ja punane (o) 70 °C juures kuumutatud proovi tulemusi.

05 06
045 -0 »
. - 05 g
0,4
X (ui} [m] ——
o * *
S ATEEEN o 2
‘\_‘ 04 &8 /El
203 » C
3 /‘ N | A s % o j\ \
QO,ZS ?v a 03 A
Fe A RN ~ e
0,15 w 0 B [a] e
! a
01 S~
0,1 [m]
0,05
0 0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Analiiiisi pdev Analiiiisi piev
06
05 )
S
08 @1 \\é\
4/ o \
s b4
S 03
2]
- o
P ( :
we 02 7 -
0,1
o ]
0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Analiiiisi pdev

Joonis 23.Linoolhappe C18:2 sisalduse muutus 6li vananemise kdigus. A— TMTFTH

derivatiseerimine. B — HAPE derivatiseerimine.C — BSTFA derivatiseerimine. Sinine (¢)

kujutab toatemperatuuril olnud ja punane ()70 °C juures kuumutatud proovi tulemusi.

54

02 02 ‘
0,18 \ 018 M\
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0,14 “ A 0,14 ( : B
S o012 “‘ S 012
xn":’ 01 $ v‘? o1 2
X008 E . X o008 F o« *
; + X
@ 0,06 A \’\. 3 e 0,06 '5& \
— | \’\
0,04 T;\ 0,04 L":'%\E,.%q —
0,02 d 8 ‘:‘\P . 0,02
0 888 =) 8 0 == =) =) @ #
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025
02
so15 B
2
Q‘h ?\%P
< N _o
7 0,1 o Py
0,05 Ir) o L 2
o Dﬁ\q T~
I
\ R
0 &m0 & @ &
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Analiiiisi piev




Joonis 24.Linoleenhappe C18:3 sisalduse muutus 0li vananemise kdigus. A— TMTFTH
derivatiseerimine. B — HAPE derivatiseerimine.C — BSTFA derivatiseerimine. Sinine (¢)

kujutab toatemperatuuril olnud ja punane (o) 70 °C juures kuumutatud proovi tulemusi.

0,7 0,7
0,6 0,6 &
L
05 Elde 05 e
* A d\‘ B
S04 + 204 *
2 =1
) )
Q 03 \ Q 0,3 \
> ,
) \-. R w \3 M\
02 - 02 *
* *
1 Lo “\0\\‘\ o1 |3 “\‘\
T m \ ~e__ | ! |
o L 000y gl g o @ & 0 %m\n\u g g -
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Analiiiisi pdev Analiiiisi piev
0,7
0,6
LA
0,5 C
{"
20,4 *
2 \
)
Q 03
3 *)
wv 02 \-\ * \
, e
o1 O ‘0\’
Moo T
0 =S - N R — g
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Analiiiisi pdev

Joonis 25.Aselahappe 2C9:0 sisalduse muutus 6li vananemise kéigus. A— TMTFTH

0,35 ‘ ‘ 0,4 ‘
03 - 0,35
/\ B o ]
0,25 B = 3
/ 20.25 O
§ 0,2 2 3
y /D/ u] 3 w02
NS o015 @ " S
i L& O | ¢ Y 0,15 0O &)
01 /@ﬁ]/ﬂ/ =" On
[s) 01 B
* a0
3 O
0,05 1 N w '/‘/ 0,05 g/ /‘/0 *
.
po &4
o e o @
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Analiiiisi piev Analiiisi piev
0,45 ‘ ‘
04 T T
0,35 C
03
> /
80,25
% O
w
0,15
0,1
0,05 A 4
g g
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Analiiiisi piev

derivatiseerimine. B — HAPE derivatiseerimine.C — BSTFA derivatiseerimine. Sinine (¢)
kujutab toatemperatuuril olnud ja punane (o) 70 °C juures kuumutatud proovi tulemusi.
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3
2,5 ]
, 1O
- Gl o * O
~ R
m ™ I ]
15
o g
o
1
0,5
0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Analiiiisi pdev
3
\
B
2
*
g 0 |
nis T 2e - |
~2 a-\'h‘
o
1
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Joonis 26.P/S suhte vadrtuse muutus 8li vananemise kdigus. A — TMTFTH derivatiseerimine.
B — HAPE derivatiseerimine.C — BSTFA derivatiseerimine. Sinine (¢) kujutab
toatemperatuuril olnud ja punane (o) 70 °C juures kuumutatud proovi tulemusi.
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LISA 8- Reaalsete proovide analiiiis. Fotod analiiiisitavatest objektidest

Nooltega on mérgitud proovivotukohad.

Tundmatu autori maal

Tumeroheline vérviproov

Valge virviproov




LISA 9 - Reaalsete proovide analiiiis. Maali tumerohelise virvi ATR-FT-IR spekter ja
interpreteeringu tulemused
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3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm-1)
Lainearvud (cm™) Voénkumiste assigneering
3329 O-H valetsvonkumine
2918, 2849 CH, fragmendi C-H asiimineetril.ine ja simmeetriline
valentsvonkumine
1737 C=0 valentsvonkumine (ester)
1589 karboksiilaadi asimmeetriline valentsvonkumine
1455, 1415, 1378 C-H deformatsioonvonkumised
1175, 1118, 1071, 983 Baariumsulfaadi SO,° iooni S-O valentsvonkumised
720 CH, rocking deformatsioonvonkumine
625 . . .. ) N .
608 Baariumsulfaadi SO4> iooni S-O deformatsioonvdnkumised
353 Koobalrohelisele iseloomulikud neeldumised

Spektri interpreteerimise tulemusena leiti, et tumerohelises véarviproovis oli tiiteaineks
BaSO,, pigmendiks koobalroheline CoO-nZnO (see on tehtud kindlaks varasemate
pigmendiuuringute kdigus) ja sideaineks estri-tiiiipi aine. Sinisega on maérgitud vonkumised,

mille pohjal oletati, et proovis voib olla dli.
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LISA 10. Reaalsete proovide analiiiis. Krutsifiksi valge viarvi ATR-FT-IR spekter
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Wavenumbers (cm-1)
Lainearvud (cm™) Vonkumiste assigneering
3508, 3397 Kipsi O-H valentsvonkumised
2024, 2853 CH, fragmendi C-H asum1~neetrll.me ja simmeetriline
valentsvonkumine
1737 C=0 valentsvonkumine (ester)
1712 C=0 valentsvonkumine (karboniiiilriihm)
1681, 1619 Kipsi O-H deformatsioonvonkumised
1550 karbokstilaadi astimmeetriline valentsvonkumine
1406 Kaltsiumkarbonaadi CO3* iooni C-O valentsvdnkumine
1367, 1320 C-H deformatsioonvonkumised
1200-1000 Kipsi SO, iooni S-O valentsvonkumised
872 Kriidi CO5” iooni C-O out-of-plane deformatsioonvonkumine
713 Kriidi COs* iooni C-O in-plane deformatsioonvonkumine
668, 601 Kipsi S0O,* iooni S-O deformatsioonvonkumised
384 Tsinkvalge Zn-O neeldumine
280 Arvatavasti kipsile kuuluv neeldumine

(interpreteeriti vorreldes referentspektriga)

Spektri interpreteerimise tulemusena leiti, et krutsifiksi valgesvérviproovis oli tditeaineks Kips
(CaS0,4-2H,0) ja kriit (CaCOs), pigmendiks tsinkvalge (ZnO) ja sideaineks estri-tiiiipi aine.

Sinisega on méargitud vonkumised, mille pShjal oletati, et proovis voib olla dli.
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LISA 11 - Reaalsete proovide analiiiis. Maali tumerohelise varvi ja krutsifiksi valge
virvi interpreteeritud kromatogrammid
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Joonis 27. Tundmatult maalilt voetud tumerohelise varviproovi kromatogramm (HAPE
derivatiseeritud).

" A
Intensiivsus 13,718
1. 4=4+02
1. 2=+03 B
1.2=4+02 C
. H D
- 14,891
D= 07 H E
Se+07 F
Te=a+0D7 E (3
S=+07
Ser 07 9,290 D 13,283 | H
4=+07 12,683\ G 17,472 |
Ze=4+07 1 GRS J
A 14,685 .
2=r07 8,958 u g,; ;, 753 J
1e+D7 ~ Pl
o LW\-— 4 nl JmJI_ W.LAJ L I

p-(trifluorometiiiil)benstitilamiin
(reagendi produkt)

Heksadekaan - C1gH34

Pimeliinhape - 2C7:0

Suberhape - 2C8:0

9-nonaanhape

Aselahape - 2C9:0

Sebatshape - 2C10:0

Palmithape - C16:0

Steariinhape - C18:0

Oleiinhape - C18:1 Z+E

S.00

T T
10.00 12.00

T
14.00

T T
16.00 1Z.00D

T T
20.0D 22Z2.00

te (Min)

T T
24 .00 2G.00

Joonis 28. Tundmatult maalilt vdetud tumerohelise varviproovi kromatogramm (TMTFTH
derivatiseeritud).
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Joonis 29. Karja krutsifiksi valge varviproovi kromatogramm (derivatiseeritud TMTFTH meetodil).




INFOLEHT
Olivirvides sideaine méiramine GC-MS meetodil

Kéesolevas magistritoos tootati vélja metoodikad olivarvi sideaine analiiiisimiseks GC-MS-
iga. Proovi derivatiseerimiseks kasutati kolme meetodit (TMTFTH, NaOEt koos BSTFA-ga,
happekataliiiitiline metiileerimine), millele leiti derivatiseerimisefektiivsused. Kvalitatiivses
analiiisis  viidi  ldbi  linaseemnedli  vanandamisseeria, kus leiti  sobivaim
derivatiseerimisreagent 0li komponentide identifitseerimiseks nii vérskes kui ka vananenud
olis. Tootati vilja kvantitatiivse analiiiisimetoodika oli peamiste rasvhapete sisalduste
midramiseks ning loodi rutiinmeetod dlivédrvide sideaine méddramiseks. Metoodikaid kasutati
reaalsete varviproovide analiilisis. Kéesolevas to0s vilja tootatud metoodikaid on tulevikus

vOimalik rakendada ka teiste traditsiooniliste olide analiiiisiks.

Mairksdnad: dlivarv, sideaine, GC-MS, TMTFTH, BSTFA, happekataliiiitiline metiileerimine

Determination of binder in oil paints using GC-MS method

In this Master’s thesis GC-MS methodology for the determination of binders in oil paints was
developed. Three derivatization methods (TMTFTH, NaOEt with BSTFA, acid-catalysed
methylation) were analysed andthe efficiency of the derivatization was calculated.
Experimental agening sequence of linseed oil was conducted for the qualitative analysis. The
best derivatization method for the identification of both fresh and aged oil components was
determined. In quantitative analysis, methodology for the quantitative determination of fatty
acids in oils was developed. From those results rutine method was evolved for the analysis of
binders in oil paint. The most efficient method was applied to real paint samples. The
developed method can be modified and applied to the determination of other traditional oil

binders.
Keywords: oil paint, binder, GC-MS, TMTFTH, BSTFA, acid-catalyzed methylation

CERCS: P300 Analiiiitiline keemia / Analytical chemistry
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