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KASUTATUD LUHENDID

APCI (Atmospheric Pressure Chemical lonisation) - atmosfaarirhuline keemiline ionisatsioon
DAD - Dioodrividetektor

DCM - Diklorometaan

ESI — Elektropihustusionisatsioon

EtOAc — Etliulatsetaat

FT-ICR-MS (Fourier transform ion cyclotron resonance mass spectrometry) — Fourier’
teisendusega ioontsuklotronresonants-massispektromeetria
GC-MS — Gaasikromatograafia-massispektromeetria

Hex — Heksaan

HPLC — Kdorgefektiivne vedelikkromatograafia

HR-MS — Kdrglahutusega massispektromeetria

IPA — Isopropanool

MeCN — Atsetonitriil

MeOH — Metanool

MS — massispektromeetria

NP (normal phase) — normaalfaas

RP (reversed phase) — pdordfaas

IR — Infrapunaspektroskoopia

m/z — massi-laengu suhe

ppm (parts per million) — miljondik osa

tr - retentsiooniaeg

Tol — Tolueen

UV-Vis — Ultraviolettkiirgus ja nédhtav valgus

oc — Ringliikumise sagedus



1 SISSEJUHATUS

Erinevaid looduslikke materjale (vaigud, tdrvad, vahad, &lid, rasvad jne) on labi ajaloo
kasutatud nii kunstis kui ka tarbekasutuses. Vaigulistest materjalidest on varasematel aegadel
Pbdhja-Euroopa aladel valdavalt kasutatud maéannivaigulisi materjale. Mannivaiguliste
materjalide alla liigituvad mannivaik, mannipuidust ja/vdi méannivaigust tootlemise teel saadud
kampol ning mannitorv.

Tapsem vaigulise materjali koostise kindlakstegemine vOimaldab saada véartuslikku
informatsiooni kultuurivéartuslike ja arheoloogiliste objektide valmistamismeetodite, paritolu,
vanuse ning kasutamise kohta. Lisaks v@imaldab materjali koostise teadmine sellist objekti
paremini konserveerida voi restaureerida.

Mannivaiguliste materjalide analtiisimine on kullaltki keeruline, sest need koosnevad paljudest
sarnase koostisega (nii struktuurilt kui brutovalemilt) orgaanilistest komponentidest. Selliste
Uhendite omavaheline eristamine on tihtipeale problemaatiline, kuid hédavajalik, saamaks
informatsiooni materjali kohta. Lisaks sellele s6ltub ménnivaigulise materjali koostis ka selle
tootlemisprotsessidest ja materjali vananemisest (s6ltub keskkonnast ning kui kaua on
vananemine aset leidnud). Viimaks on arheoloogiliste ja kultuurivéartuslike materjalide
analiusimisel tihtipeale probleemiks ka proovide vdike kogus. Nende probleemide ning
protsesside koosluse tdttu pole siiani tapselt teada paljude ménnivaiguliste materjalide kdik
koostiskomponendid.

Seet0Ottu peab keerukate materjalide analtiiisimiseks valima meetodid, mis vdimaldavad t66tada
vaikeste proovikogustega ning samas annavad korraga palju informatsiooni materjalide
koostise kohta. Uks vaga vdimekas instrument, mis vastab nendele ndudmistele, on Fourier’
teisendusega ioontsiiklotronresonants massispektromeeter (FT-ICR-MS). FT-ICR-MS on hea
tundlikkuse, korge lahutusvbime ning massitdpsusega. Need eelised lihtsustavad oluliselt
komponentide tuvastamist.

Ménnivaiguliste materjalide koostise analliisimisel vdib ainult FT-ICR-MS-ist siiski vaheks
jaada, sest sellega on voimalik eristada vaid erineva massi ja laengu (m/z) suhtega piike. See
vOib tekitada olukorra, kus sama brutovalemit omavad, kuid erineva struktuuriga thendid,
annavad Kkattuvaid piike (omavad sama ioonvalemit ehk m/z vaartust) ning the piigi jaoks voib
seega olla mitu vdimalikku vastet. Seeldbi seistakse taas silmitsi komponentide tuvastamise
probleemiga. Seet6ttu oleks mdistlik esmalt lahutada komponendid kromatograafilise meetodi
abil ning seejarel analliisida neid FT-ICR-MS-iga.



Tanapéeval on ks populaarsemaid meetodeid segude komponentideks eraldamiseks péordfaas
(reversed phase - RP)-kdrgefektiivne vedelikkromatograafia (HPLC). Mannivaiguliste
materjalide puhul on aga probleemiks nende véhene lahustuvus tiupilistes RP-HPLC
solventides (nditeks metanool ja vesi) ning nende komponentide tugevad interaktsioonid
poordfaaskolonniga. Kull aga on vdimalik selle probleemi lahendamiseks rakendada vahe
kasutatud normaalfaas-vedelikkromatograafiat (NP-HPLC). NP-HPLC vdimaldab kasutada
véhem polaarseid solvente, mis sobivad paremini mannivaiguliste proovide lahustamiseks. See
vOimaldab analliisida proovis sisalduvaid komponente, mis RP-HPLC puhul j&davad proovi
lahustumatusse osasse.
NP-HPLC ning FT-ICR-MS instrumentide Uhendamine vGimaldab lahutada komponente
ajaliselt ja vaadelda eraldi igale kromatograafilise piigile vastavat massispektrit. Selliste
massispektrite interperteerimine on oluliselt lihtsam, sest igas massispektris esineb vdhem
Uksteist segavaid piike (vOrreldes vaid FT-ICR-MS-iga m&ddetud spektriga), mis véimaldab
omakorda tdpsemat interperteerimist. Samuti on vdimalus, et paremini téuseb esile moni
oluline komponent, mis vaid FT-ICR-MS-iga mdddetud spektris jaab teiste komponentide
piikide varju.
Kéesoleva t66 eesmérgiks on kombineerida NP-HPLC ja ESI(+)-FT-ICR-MS sisteemiks, mis
vBimaldab analulsida keerulise koostisega ménnivaigulisi materjale. Eesmargi taitmiseks oli
vaja:
1) tootada vélja NP-HPLC maddtmismetoodikad erinevate mannivaiguliste materjalide
analutsimiseks;
2) tootada valja lahendus NP-HPLC (ihendamiseks ESI-FT-ICR-MS-iga;
3) testida Uhendatud NP-HPLC-ESI-FT-ICR-MS susteemi referentsproovidel (abietiinhape,
hele kampol, mannivaik, mannitdrv) ja leida neile sobivad parameetrite komplektid;
4) rakendada NP-HPLC-ESI-FT-ICR-MS susteemi arheoloogilise proovi analliisimiseks.



2 KIRJANDUSE ULEVAADE

2.1 Mannivaigulised materjalid

Arheoloogilised leiud tdendavad, et looduslikku mannivaiku ning -térva on kasutatud
aastatuhandeid nii igapéevaste tarbeesemete kui ka kunstiobjektide valmistamisel. Mannivaik
ja sellest toodetud kampol on leidnud kasutust nditeks liimide, varvide ning sideainete
koostisosana. Mannitdrva on aga labi aegade kasutatud materjalide veekindluse tagamiseks
ning samuti rahvameditsiinis antiseptikuna. [1]

Mannivaik on Olides ja orgaanilistes solventides lahustuv lenduvate ning mitte lenduvate
terpenoidide ja sekundaarsete fenoolsete (ihendite segu, mis eritub ménnipuu pinnal vai selle
sisemuses. Peamine viis mannivaigu saamiseks on l6igata dra osa puu tive korbast (surnud
taimerakkudest koosnev kattekude) ehk teisisdnu I8igata puu tuve pinnale sisseldige (karr) ning
koguda sellest vaiku. Sellist protsessi nimetatakse vaigutamiseks. Kampol on mannivaigust
valmistatud materjal, mida saadakse mannivaigu destilleerimise kdigus (eraldub térpentiin).
Ménnitdrv on mannipuidu vdi -vaigu kontrollitud temperatuuril ning vahese dhu ligipaasuga
pdletamise (pirolidsi) saadus.

Ménnivaik, kampol ning ménnitdrv on keemiliselt keerukad ning muutuvad aja jooksul
okslideerumis- ning polimerisatsiooni protsesside tdttu. Antud materjalide koostise uurimisel
on valjakutseks markimisvéarselt suur varieeruvus nende paritolus ning vanuses. [1-3]
Peamiselt leiduvad méannivaigu ja sellest valmistatud materjalide koostises diterpenoidid (va
tarpentin, mis koosneb peamiselt monoterpenoididest). Terpenoidid on keemiliste protsesside
kéigus muundunud terpeenid, mis omakorda on moodustunud isopreeni (CsHg) molekulidest.
Diterpenoidid koosnevad neljast isopreeni molekulist. Lisaks sisaldavad enamik varskeid vaike
sh méannivaik ka lenduvaid mono- ja/vGi seskviterpenoide (moodustunud vastavalt kahest ja
kolmest isopreeni (ihikust), mis aja jooksul voi to6tlemise kéigus vaigust eralduvad. [1,4]

Kui nudd veidi tdpsemalt kirjeldada, siis kirjanduse p&hjal ménnivaik koosneb keskmiselt 25%
ulatuses lenduvatest monoterpenoididest (niditeks a-pineen) ning 75% ulatuses
mittelenduvatest diterpenoidididest. Viimased omavad mannivaigus abietaani algstruktuuri
(Lisa 1, Joonis 1). Véarske ménnivaigu mittelenduvas osas leidub peamiselt konjugeeritud
kaksiksidemetega abietiinhape ja pimaarhape ning nende erinevad derivaadid (Lisa 1). [3-5]
Kampol koosneb peaaegu taielikult abietiinhappe struktuuriga henditest. [4, 6]

Ménnitdrv on omadustelt ning koostiselt Usnagi sarnane mannivaigule, kuid see on kleepuvam
ning uldiselt ka suurema tihedusega. Mannitorv sisaldab samuti diterpenoide, kuid lisaks ka

erinevaid parolisi produkte nagu nditeks aromaatseid susivesinikke, samuti fenoolseid



uhendeid. Tapsemalt tekivad kdrgel temperatuuril kuumutamise kéigus diterpenoididest
erinevad madalama molekulmassiga thendid, mis sisaldavad oluliselt rohkem aromaatseid
tsukleid, lisaks  toimuvad erinevad  dehidrogeenimise,  demetileerumise ja
dekarboksuleerumise protsessid (Lisa 1).

Ménnitdrva destilleerimisprotsessi stabiilseks produktiks on reteen ning vaheproduktidena
vOib leiduda ka norabietatrieeni. Plrolulsi kdigus moodustuva metanooliga reageerides tekib
torvas ka metulldehidroabietaat, mida peetakse theks peamiseks ménnitérva biomarkeriks
(looduslikult esinev ihend, mille pdhjal on véimalik tuvastada materjali). [1-2, 6-7]
Ménnivaiguliste materjalide vananemise kéigus on abietiinhape ning selle derivaadid altid
okslideeruma. Vananedes kasvab dehiidroabietiinhappe osakaal ménnivaigus ja kampolis, mis
aja moodudes okstideerub edasi (esmalt 7-oksodehUdroabietiinhappeks ning siis 15-hidrokstu-
7-oksodehtidroabietiinhappeks, vt Lisa 1). [8]

2.2 Mannivaiguliste materjalide analtiisimine

Ménnivaigulisi materjale on analllsitud mitmete erinevate spektroskoopiliste,
kromatograafiliste ja massispektromeetrilse meetoditega. Uldisemat informatsiooni neis
sisalduvate thendite klasside kohta on vdimalik saada infrapunaspektroskoopiaga (IR) ja
Raman spektroskoopia abil. IR ja Raman spektroskoopia vdimaldavad saada informatsiooni
funktsionaalrihmade ning kindlat tulpi sidemete vongete kohta. See vbimaldab eristada
erinevaid materjalide tlilipe, kuid nende tuvastamine, eriti segudes ja vananenud proovides, on
keeruline. IR ja Raman spektroskoopiat on kasutatud peamiselt esmase informatsiooni
saamiseks ning materjalide vanaemise jalgimiseks. [8-12]

Uks laialdaselt kasutust leidnud meetod on gaasikromatograafia koos massispektromeetriaga
(GC-MS). GC-MS-iga saab lahutada, identifitseerida ning kvantiseerida terpeenide ning
terpenoidide segusid, mis vBimaldab leida uuritavale proovile iseloomulikke Ghendeid ehk
biomarkereid. Seel&bi saab tuvastada millisest allikast uuritav torva sisaldav voi vaiguline
materjal périneb. GC-MS meetodil on eraldatud ning tuvastatud vaigulisi komponente
varviproovides, liimides ning veekindlates materjalides. [13-16] Kill aga esineb GC-MS-i
puhul teatavaid puuduseid. Vahesed looduslikud terpeenid/terpenoidid segud on
kommertsiaalselt kattesaadavad, mis t&hendab, et nende interpreteerimisel tuleb toetuda
peamiselt MS-ist saadud andmetele. Samuti on problemaatiline prooviettevalmistus, mis
hélmab tavaliselt ekstraheerimist ja ka proovi derivatiseerimist. Kultuurivaartuslikelt
objektidelt parinevad proovid on tihti ulatuslikult polimeriseerunud, tulenevalt millest on neid

keeruline viia gaasifaasi isegi derivatiseerimise abil. Seet6ttu on kultuurivéartuslike proovide



analtiisimisel kasutatud palju ka puirolliseriga GC-MS-i, kuid sellega kaasneb veelgi
ulatuslikum fragmenteerumine, mis muudab komponentide tuvastamise tlimalt keeruliseks.
[1,12]

Vaikude analtitisimiseks on kasutatud ka korgefektiivset vedelikkromatograafiat (HPLC) ja
massispektromeetrilisi tehnikaid (nagu korglahutusega massispektromeetriat (HR-MS)).

Alljargnevalt kirjeldatakse neid tehnikaid veidi pikemalt.

2.3 Poordfaas- ning normaalfaas-vedelikkromatograafia

Kromatograafia on meetod segudest komponentide eraldamiseks ja komponentide eraldamine
toimub nende jaotumisel mobiilse faasi ja statsionaarse faasi vahel. HPLC puhul on mobiilseks
faasiks vedelik (ehk eluent), mis liigub kdrge réhu all (kuni 400 bar) labi kolonni, mis on
tihedalt taidetud statsionaarse faasiga (spetsiaalne aine). Proov sustitakse mobiilsesse faasi, mis
kannab selle I&bi kolonni kuni detektorini. Proovis sisalduvad thendid seostuvad erineval
maéaral statsionaarse faasiga ning jouavad seega detektorini erinevatel aegadel. [17]

Soltuvalt statsionaarse faasi polaarsusest saab HPLC-s kasutatavad kolonnid jaotada p&ord-
ning normaalfaaskolonnideks. Tanapéeval on kasutusel ka eriotstarbelised kolonnid, naiteks
ioonkromatograafia ning suuruseralduskromatograafia kolonnid.
Poordfaas-vedelikkromatograafia (RP-HPLC) puhul on statsionaarne faas vahem polaarne kui
mobiilne faas. Tuupiliseks kolonni tditeks on nditeks Cg vOi Cig (vastavalt oktlulsilaan ja
oktadetstulsilaan) rihmadega kaetud silikaosakesed. Mobiilse faasina on RP-HPLC-s
kasutusel polaarsed solvendid, kdige tavalisemalt kombinatsioon veest ning metanoolist voi
atsetonitriilist. Harvemini on kasutusel ka teised orgaanilised solvendid nagu tetrahiidrofuraan.
Uldiselt sobib poérdfaaskromatograafia paremini polaarsete ning neutraalsete (ehk laenguta)
proovide kromatograafiliseks lahutamiseks. Tudpilisteks proovideks on nditeks peptiidid,
aminohapped ning vees lahustuvad vitamiinid. Uheks probleemiks RP-HPLC puhul vdib
osutuda véaga mitte-polaarsete ja/vdi mdddukalt hidrofoobsete thendite tugev seostumine
statsionaarse faasiga [12]. RP-HPLC on kasutatud ka vaiguliste materjalide analttsimisel,
millega on suudetud eristada omavahel erinevaid diterpenoidseid vaike (néiteks kampol ja
sandarakkvaik) ning nende oksudatsiooni produkte vananenud lakis, looduslikke vaike
sisaldavates kosmeetikatoodetes ning taruvaigu tinktuuris. [18-22] RP-HPLC kaustamisel
vaikude ning eriti tdrvade anallitisimiseks on peamiseks probleemiks nende vahene lahustuvus
thdpilistes RP-HPLC solventides (vesi, metanool). Samuti seostuvad vaigulistes materjalides

(eriti tdrvas) leiduvad mitte-polaarsed thendid tugevamini podrdfaaskolonnide statsionaarse



faasiga, mis tingib pika kromatograafilise jooksu. Selliste proovide puhul oleks hoopis
sobilikum kasutada normaalfaas vedelikkromatograafiat (NP-HPLC).

NP-HPLC puhul on statsionaarne faas polaarne ning mobiilne faas vdhem polaarne. Mobiilse
faasina on NP-HPLC-s kasutusel nditeks n-heksaan, n-heptaan, diklorometaan, dietlleeter,
metlulatsetaat, etlillatsetaat, atsetoon, isopropanool vdi metanool. Tudpiline normaalfaas-
kromatograafia statsionaarne faas on silikageel, kuid on valja to6tatud ka tstiano-, diool- ning
aminokolonnid. Viimane on kasutusel ka k&esolevas to6s. Aminokolonni puhul on silikageelile
seotud aminopropiiil  funktsionaalsed rihmad. Uldiselt on aminokolonni  puhul
retentsiooniajad arvestatavalt lihemad vorreldes populaarsemate silikageel-téidisega
kolonnidega. Lisaks on aminokolonni vdimalik kasutada ka mittevesikeskonnas pdordfaas-
kromatograafias (NARP-HPLC). Samuti kannatavad uuema aja aminokolonnid vahesel maaral
vett, mis laiendab veelgi sellise kolonni kasutusvdimalusi. [17]

NP-HPLC peamiseks rakendusalaks tanapéeval on vees lahustumatute proovide analiilisimine
(nditeks naftasaaduste jms eristamine). Lisaks sellele leiab NP-HPLC kasutust ka vaga mitte-
polaarsete komponentide ning mittekiraalsete isomeeride lahutamisel, milleks RP-HPLC ei ole
voimeline. NP-HPLC kasutamisel RP-HPLC asemel on voimalik valtida vdga mitte-polaarsete
Uhendite liialt tugevat seostumist statsionaarse faasiga. Seega vdimaldab NP-HPLC
kasutamine hoida selliste Ghendite analtsi kéigus kromatograafilise jooksu aja lihema (ning
kolonni puhtamana). [12,17]

NP-HPLC voiks olla ka sobiv mannitbrva ja -vaigu mitte-polaarsete komponentide
lahutamiseks vo@imaldades kasutada selliseid solvente (nt diklorometaan, heksaan,
etlllatsetaat, etlilileeter jne), mis sobivad paremini vaikude ning térvade lahustamiseks (eriti
vananenud materjalide jaoks). Huvitaval kombel looduslike vaikude ning tdrvade uurimiseks
on NP-HPLC leidnud véhe kasutust. On tksikuid uuringuid, kus NP-HPLC on rakendatud
naiteks méannikoores leiduvate fenoolsete Uhendite tuvastamiseks ja polutsukliliste aromaatsete
susivesinike (PAH) analtusimisel, mis sarnanevad struktuurilt ja omadustelt mannitdrvas
leiduvatele Ghenditele (Lisa 1). [23-24]

Et saada rohkem informatsiooni proovi koostise kohta, siis vedelikkromatograafiat on tihti
kasutad koos massispektromeetrilise meetoditega, néiteks kdrgefektiivne
vedelikkromatograafia tandem massispektromeetria (HPLC-MS/MS) meetodina. Sellega on
uuritud arheoloogilisi materjale, kus tanu eelnevale lahutusele HPLC-s suudeti tuvastada
proovides sisalduv vaik ja ka tdpne mannipuu liik. [25]



2.4 Korglahutusega massispektromeetria (HR-MS)

Kéesolevas t00s kasutataske sellist HR-MS seadet nagu Fourier’ teisendusega
ioontsiiklotronresonants massispektromeetrit (FT-ICR-MS) ning siin peattikis keskendutakse
ainult sellele tehnikale. FT-ICR-MS instrument on véga korge resolutsiooni (uldiselt 100 000)
ning massi-laengu (m/z) tapsususega (tavaliselt alla 2 ppm). Seetdttu on FT-ICR-MS-i
kasutades vdimalik eristada vaga sarnaste m/z vaartustega uhendeid. Samuti on FT-ICR-MS
véaga korge tundlikkusega, vBimaldades ideaaltingimustes analusida véaga lahjasi lahuseid
(mdned kiimned pg/mL). Nende omaduste tottu on FT-ICR-MS sobilik instrument vaiguliste
materjalide ning neid sisaldavet arheoloogiliste proovide uurimiseks.

FT-ICR-MS-is eraldatakse erineva massi ja laengu (m/z) suhtega ioonid (ksteises Ulitugevas
magnetviljas. Selleks kantakse tekitatud ioonid kérgvaakumi all (107° mbar) olevasse
ulijuhtmagnetis asuvasse mdodterakku. loonide detekteerimine ICR rakus pdhineb nende
ringorbiidilisel liikumisel magnetvéljas ning nende ringliitkumise sageduse oc mdotmisel. ICR
rakus on magnetvélja tugevus konstantne ning seega iooni ringliikumise sagedus on méaaratud
vaid tema m/z suhtega. Tsuklotroonivad ioonid médduvad perioodiliselt elektriliselt Ghendatud
mdo0teplaatidest, mojutades neil asuvaid vabu elektrone. Voolu muutumist ajas moddetakse
ning rakendades saadud ajadomeeni funktsioonile Fourier’i teisendust saadakse sagedusest
sOltuv intensiivsuse spekter. [26-27]

FT-ICR-MS sisteemis kasutatakse tihti valist ioonallikat (naiteks ESI vOi abimaatriksiga
laserdesorptsioon-ionisatsioon - MALDI), et uuritavas proovis sisalduvad thendid ioniseerida.
Antud t60s kasutati ESI allikat. Selle td6pdhimote seisneb lahuse surumises labi pinge all oleva
kapillaari (naiteks roostevabast terasest sistlandela). Kapillaarist lahkudes moodustab lahus
peene udu, mille tilgad on elektriliselt laetud. Solvent aurustub jark-jargult kuumas kuivatava
gaasi (tavaliselt N2) voolus kuni moodustuvad gaasifaasis ioonid. Suur pinge (0.5 — 5 kV)
kapillaaril kiirendab ioonid massianaliisaatori sisendi suunas.

Kapillaarile on vdimalik rakendada nii positiivset kui ka negatiivset pinget, et saada vastavalt
positiivseid v8i negatiivseid ioone. ESI allikas vbimaldab analtdsida nii suure molekulmassiga
biomolekule kui ka védikse molekulmassiga orgaanilisi Uhendeid olulise fragmenteerumiseta
ning seda kasutatakse tihti peptiidide, proteiinide, desoksuribonukleiinhappe (DNA), lipiidide,
susivesikute, ravimi komponentide, slnteetiliste polimeeride ning toornafta polaarsete
fraktsioonide analliisimisel. [26-28] Lisaks sellele on FT-ICR-MS-iga suudetud tuvastada
erinevaid triterpenoide ning nende di- ja trimeere dammarvaigus, diterpenoide mannivaigus

ning vaikhappeid guajuula vaigus. [29-31]
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2.5 HPLC ja FT-ICR-MS-i Uhendamine

HPLC ja FT-ICR-MS-i (ihendatud stisteem v6imaldab analiiiisida massispektreid, mis vastavad
kindlatele kromatograafilistele piikidele ning eristada tihendeid, millel on sama brutovalem,
kuid mis elueeruvad HPLC-s erinevatel aegadel. Kirjandust uurides selgub, et RP-HPLC on ka
varem Uhendatud FT-ICR-MS seadmega, kuid sellist susteemi on minimaalselt kasutatud
kultuurivaartuslike materjalide analtiiisimiseks. RP-HPLC-ESI-FT-ICR-MS susteemi on
néiteks kasutatud nukleosiidide, flavanoidide, fenoolhapete ning seskviterpeenide
tuvastamiseks Hiina meditsiini lahustes, kuldjuure (Rhodiola Crenulata) keemilise koostise
uurimiseks, bioloogiliste proovide attomolaarsete koguste analttisimiseks ning proteoomika
vallas keeruliste bioloogiliste maatriksite uurimiseks. [32-36]

NP-HPLC-d ja ESI-FT-ICR-MS-i on omavahel vdhem (hendatud. Peamiseks probleemiks
nende kahe instrumendi Ghendamisel on NP-HPLC-s tutpiliselt kasutatavad solvendid. Nende
solventidega on keeruline saavutada stabiilset ESI pihustust. Seetdttu on vajalik kas NP-HPLC
metoodika muutmine voi abistava solvendi lisamine eluendivoolule pérast kolonnist véljumist.
Selline siisteem voib osutuda mehhaaniliselt isna keeruliseks, kuid sarnaseid stisteeme on

varasemalt kasutatud toornafta ning lipiidide osonolusi produktide analtiiisimiseks. [37-38]
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3 EKSPERIMENTAALNE OSA

3.1 Metoodika arenduseks kasutatavad materjalid ja kemikaalid
HPLC-ESI-FT-ICR-MS metoodikate valja tootamiseks kasutati referentsproovidena
abietiinhapet (Acros Organics, 85%), heledat kampolit (Kremer Pigmente GmbH & Co. KG),
méannivaiku (Signe Vahur’i kogutud, Haage, Tartumaa, 2007) ning ménnitdrva (Eesti Rahva
muuseumi konservaatori erakollektsioonist).

HPLC-s kasutati solventidena etulatsetaati (EtOAc, Sigma-Aldrich, >99.8%), diklorometaani
(DCM, Riedel-de-Haén, >99.8%), n-heksaani (Hex, Riedel-de-Haén, >97.0%), metanooli
(MeOH, Riedel-de-Haén, >99.9%), isopropanooli (IPA, Sigma-Aldrich, >99.9%), tolueeni
(Tol, Riedel-de-Haén, >99.9%) ja atsetonitriili (MeCN, Riedel-de-Haén, >99.9%). Lisaks
kasutati Milli-Q vett (Milli-Q® Advantage A 10, Millipore) ja sipelghapet (HCOOH, Fluka,
98.0 — 100.0%).

3.2 HPLC anallis

T60s kasutati dioodrividetektoriga (DAD) vedelikkromatograafi HP 1100 Series. P6drdfaasis
kasutati kolonni ZORBAX Eclipse XDB-C18 (Agilent, 4.6 x 250 mm, taidisosakeste
diameeter: 5 pum) ning normaalfaasis kolonni ZORBAX NH2 (Agilent, 4.6 x 250 mm,
taidisosakeste diameeter: 5 um). Normaalfaaskromatograafias kasutati lisaks eelkolonni
ZORBAX Original NH2 (Agilent, 4.6 x 12.5 mm, tiidisosakeste diameeter: 5 um). Seadet

juhiti ning andmeid t66deldi programmiga Agilent Chemstation.

3.2.1 Analuisid RP-HPLC-ga

Kdigepealt valmistati igast referentsproovist (abietiinhappest, heledast kampolist,
maéannivaigust ja mannitdrvast) lahused. Selleks lahustati 20 mg proovi 5 mL metanoolis. Kdik
proovid filtreeriti sustlafiltriga (Whatman, 1abimd6t: 13 mm, poori diameeter: 0.45 um) ning 1
mL proovi kanti kromatograafia viaali (2 mL, Agilent). Tabelis 1 on toodud kdigi nelja
referentsproovi jaoks leitud kdige paremad RP-HPLC parameetrid. Metanooli ning vee
vahekord RP-HPLC katsete jaoks leiti prooviga tehtud vee taluvuse testidest, mille kaigus lisati
metanoolis lahustatud (filtreeritud) proovile 1 pL kaupa Milli-Q vett. Katse 18petati kui lahuses
tekkis visuaalne héagu.

Kdigi RP-HPLC katsete juures tO0tati isokraatilistes tingimustes. Katsetati ka kdrgemaid
voolukiiruseid (0.4 mL/min ning 0.6 mL/min), kuid parimad tulemused saavutati
voolukiirusega 0.2 mL/min. Lainepikkuste valimiseks viidi labi esmased katsed erinevate

lainepikkustega ning tehti valik nende pdhjal.
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Tabel 1. RP-HPLC ning NP-HPLC parameetrid referentsproovide analtitsimise jaoks. Tabelis

on toodud kdige sobilikumad eluentide protsendilised vahekorrad.

Proov
Parameeter Abietiinhape Hele kampol Mannivaik Mannitdrv
RP NP RP NP RP NP RP NP
Solvent A 30% H,0 0 30% H,0 0 30% H,0 0 5% H,0 0
(0.1% ?—|5ef (0.1% ?—|5ef (0.1% EIB—ISeQ (0.1% ?—ISef
HCOOH) HCOOH) HCOOH) HCOOH)
Solvent B 70% 15% 70% 15% 70% 15% 95% 15%
MeOH EtOAC MeOH EtOAcC MeOH EtOAC MeOH EtOAC
Voolukiirus 0.2 0.4 0.2 0.4 0.2 0.4 0.2 0.4
(ml/min)
Aeg (min) 180 25 240 25 240 25 240 25
Proovi konts.
(mg/mL) 4 8 4 8 4 8 4 1
Sisti ruumala 5 20 5 20 5 20 5 5
(pL)
Detekteeritavad 200 270 200 270 200 270 200 270
lainepikkused 220 290 220 290 220 290 220 290
(nm) 254 300 254 300 254 300 254 300
270 420 270 420 270 420 270 420
300 460 300 460 300 460 300 460

Parast iga referentsproovi analiiisimist RP-HPLC-s oli jargnevates kromatogrammides naha
eelmise proovi jadkide piike. Seet6ttu oli vaja kolonni puhastada. Puhastusmeetod koostati
juhtprogrammis ning see koosnes kaheksast 30 min pikkusest kromatograafilisest jooksust,
mille kaigus voolutati siisteemi isopropanooliga. Kokku vottis RP-HPLC puhastusmeetod aega

4 tundi, kuid ka selle aja jooksul ei olnud alati vBimalik eemaldada kdiki eelneva proovi jadke.

3.2.2 NP-HPLC metoodika arendus

Metoodika arendust alustati sobivate solventide leidmisest: nii referentsproovide
lahustamiseks, kui NP-HPLC Kkatsete labi viimiseks. Esmalt katsetati proovide lahustumist
erinevates solventides (Tabel 2).

Lahustumiskatsete alusel otsustati kdik proovid NP-HPLC-ga analliisimise jaoks lahustada
etullatsetaadis. Kuigi isopropanool oli sama efektiivne lahusti kui etullatsetaat, siis oli see
lilalt tugevate omadustega eluent normaalfaasis ning ei andnud NP-HPLC katsetel haid

tulemusi.
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Tabel 2. Vaiguliste materjalide ja térvade lahustuvus erinevates solventides. Legend: (+)

lahustub, (/) lahustub osaliselt, (-) ei lahustu Gldse.

Solvent Abietiinhape | Hele kampol Mannivaik Mannitdrv

Diklorometaan / + / +
Etltlatsetaat + + / +
Heksaan - - - -
Tolueen - - - ¥
Atsetonitriil + + / /
Metanool + + / /
Isopropanool + + / +

Referentsproovide lahuste kontsentratsioonid valiti vastavalt UV-Vis neelduvuse tugevusele
NP-HPLC katsetes (kdige intensiivsema piigi neelduvus vahemikus 50 — 400 mAU).
Abietiinhappe, heleda kampoli ning ménnivaigu referentsproovide lahuste kontsentratsiooniks
oli 8 mg/mL. Mannitdrva referentsproovi puhul valiti kontsentratsiooniks 1 mg/mL. Koik
proovilahused viidi 10 minutiks soojenduseta ultrahelivanni (Grant). Ldpuks filtreeriti 1 mL
proovi labi sistlafiltri kromatograafia viaali.

Jargmiseks otsustati, milliste solvendisiisteemidega jatkata t66d NP-HPLC meetodite
arenamisel. lga referentsproovi jaoks todtati vélja optimaalne NP-HPLC metood. Kasutati
kahest komponendist koosnevat eluenti ning katsed viidi labi isokraatiliselt. Katsetati
solvendististeeme DCM/EtOAc (protsendilised vahekorrad 60/40 kuni 30/70), EtOAc/Hex
(protsendilised vahekorrad 60/40 kuni 5/95) ja DCM/Hex (protsendilised vahekorrad 60/40
kuni 25/75). Solvendisusteemide vahekordi muudeti sdltuvalt solvendisusteemist 15, 10 vdi 5
protsendiliste sammudega. Ko6ik katsetatud vahekorrad iga referentsproovi jaoks on toodud
Lisas 2. Koigi proovide jaoks salvestati kogu neelduvusspekter, mida v&imaldas
dioodrividetektor (150-750 nm). Nendest andmetest valiti 5 detekteeritavat lainepikkust (vt
Tabel 1, peatikk 3.2.1), mis ei kattunud solventide neelduvusega ning mille puhul oli n&ha
erinevaid piike.Valitud optimaalsed eluendi koostised ning muud NP-HPLC parameetrid
erinevate referentsproovide jaoks on toodud Tabelis 1.

Arheoloogilise proovi ettevalmistusel ja analiisimisel 1ahtuti ménnitdrva referentsproovi jaoks
vélja tootatud metoodikast.

Pdrast iga proovi modtmist oli ka NP-HPLC-s néha jargnevates kromatogrammides eelmise
proovi jaékide piike. Kolonni puhastamiseks koostati puhastusmeetod, mille pikkus oli 2.5
tundi ning mis koosnes neljast etapist. Esimeseks etapiks oli 30 min pikkune 100% EtOAc
jooks, mis oli vajalik tileminekuks tugevama solvendi - metanooli peale kuna heksaan ei segune

metanooliga. Teises etapis oli kaks 30 min pikkust 100% MeOH kromatograafilist jooksu,
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mille kdigus toimus pdhiline kolonni pesu. Kolmandas etapis voolutati kolonni uuesti 30 min
100% etlidlatsetaadiga, mis oli parast metanooliga jooksutamist vajalik Uleminekuks
EtOAc/Hex solvendisiisteemile. Viimases etapis jooksutati stisteemi 30 min antud hetkel
kasutatud vahekorras EtOAc/Hex seguga, mille eesmérk oli kolonni konditsioneerida jargmise
proovi sustiks. Kogu pesuprogrammi jooksul soojendati kolonni 35°C juures. Vorreldes RP-
HPLC kolonni puhastamisega referentsproovide jaékidest oli NP-HPLC korral puhastamine
kiirem. Samuti oli puhastamine tdhusam ehk esines oluliselt vahem olukordi, kus peale

pesuprogrammi oli jargmise proovi kromatogramm saastatud eelneva proovi piikidega.

3.3 Analiusid FT-ICR-MS-iga

FT-ICR-MS analulsideks kasutati Varian 910 FT-ICR massispektromeetrit kombineerituna
Varian ESI allikaga. Proovi lahuste viimiseks ESI allikasse kasutati klaassistlaid (Hamilton, 1
mL) ning sistlapumpa GEMINI 88 Plus Dual Rate Syringe Pump. ESI allika juhtimiseks
kasutati programmi Varian MS Workstation ning FT-ICR massispektromeetri juhtimiseks ning
andmete tootlemiseks kasutati programmi Varian OMEGA. FT-ICR-MS-i ulijuhtmagneti
tugevus oli 7 T ning magnetit jahutati vedela ldammastiku ja heeliumiga.

3.3.1 ESI-FT-ICR-MS mddtmismetoodika valjatoétamine

ESI-FT-ICR-MS analliiside 1abi viimiseks oli vaja valmistada md&tmislahused, mis sisaldasid
lisaks proovile ka sisekalibrante ja sipelghapet (lisati proovi hapustamiseks, et aidata kaasa
ioonide tekkele). Esmalt valmistati massispektrite massitelje kalibreerimiseks kalibrantide
lahus metanoolis. Sisekalibrantidena kasutati 5 erineva fosfaseeni ning 1-buttdl-3-
metlulimidasooliumi (BMIM) katioone, mis katavad m/z vaartuste vahemiku 139.12297 -
916.57611 (Lisa 3). Fosfaseenide kontsentratsioon kalibrantide lahuses oli 0.125 mM ning
BMIMi kontsentratsioon oli 0.604 mM.

Kdigepealt valmistati igast referentsproovist emalahus. Selleks kaaluti viaalidesse
abietiinhapet, heledat kampoli ja mannivaiku 20 mg ning lahustati need 2.5 mL etilatsetaadis.
Ménnitdrva puhul kaaluti seda 10 mg ning lahustati 10 mL etidlatsetaadis. Seejarel ESI-FT-
ICR-MS mddtmiste jaoks lahjendati igat proovi 1.5 mL Eppendorfi tuubidesse jargmiselt: a)
abietiinhappe korral pipeteeriti 5 ul proovi emalahust, 2 pl kalibrantide lahust, 20 uL. HCOOH
ja 973 uL MeOH; b) heleda kampoli korral voeti 5 pl emalahust, 1 pl kalibrantide lahust, 20
uL HCOOH ja 974 pL. MeOH; ¢) ménnivaigu korral voeti 10 ul emalahust, 1 pl kalibrantide
lahust, 20 uL. HCOOH ja 969 puLL MeOH; d) mannitdrva puhul véeti 50 pl emalahust, 1 pl
kalibrantide lahust, 20 uLL. HCOOH ja 929 puL. MeOH. Arheoloogilise proovi emalahuse

tegemiseks kaaluti viaali 5 mg proovi ning lahustati see 2.5 mL etlulatsetaadis. Seejérel
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pipeteeriti Eppendorfi tuubi 50 uL proovi emalahust, 1 uL kalibrantide lahust, 20 uL HCOOH
ja 929 pL metanooli.

ESI-FT-ICR-MS modtmiste teostamiseks voeti klaassustlasse Eppendorfi tuubist 900 pL
mddtmislahust, mis Uhendati kapillaariga ESI ndela kiilge. Klaassustal kinnitati stistlapumpale
ning programmeeriti sustlapump voolukiirusele 50 mL/min.

To0s kasutatud ESI allika parameetrid massispektrite mddtmiseks on toodud Tabelis 3.

Tabel 3. ESI allika parameetrid massispektrite registreerimiseks.

Vahemik
ESI allika parameeter ET-ICR-MS analiiiis Uhendatud siisteemiga
analtus
Pihustusndela pinge (V) 2000 — 2500 4000 — 4500
Kilbi pinge (V) 250 — 300 150 — 200
Kuivatusgaasi (N2) rohk (psi) 10-15 10-15
Kuivatusgaasi temperatuur (°C) 250 — 300 150 — 200
Pihustusndela diameeter (um) 120 120

FT-ICR-MS puhul varieeriti ergastava impulsi amplituudi vahemikus 80 — 120 V ning ioonjuhi
raadiosagedusliku pinge amplituud oli 180 V. Mdotmised teostati positiivses reziimis ja
mdotevahemikuks oli m/z 115 — 1000.

3.4 NP-HPLC ning ESI-FT-ICR-MS instrumentide hendamine

HPLC ja ESI-FT-ICR-MS instrumentide ihendamist on varem meie t66grupis labi viidud.
Ké&esolev t66 on Markus Veinla poolt alustatud t60 edasiarendus. Oma t66s Uhendas Markus
Veinla RP-HPLC ja nanoESI-FT-ICR-MS-i eesmargiga arendada hlbriidsusteemi keerukate
looduslike proovide uurimiseks. Ta todtas valja hendamise meetodi, kus proov labis esmalt
HPLC kolonni ja dioodirividetektori ning seejarel viidi jarjestiku labi 1/32 voolujagaja,
manuaalselt reguleeritava voolujagaja ning Uhe ndela nanoESi allikasse. Kasutades
ststlapumpa juhiti teise ndela kaudu nanoESI allikasse sisekalibrantide lahus. Lisaks susteemi
uhendamisele oli tema t66 oluliseks osaks FT-ICR massispektrite registreerimise Kiirendamine.
To6s suudeti véhendada registreerimise aega 16 sekundilt 4 sekundini sdilitades spektrite
kvaliteet. [39]
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HPLC ESI-FT-ICR-MS

Kolonn —~— JO?/";%aJa Tlili ——+ ESI — FTICR-MS
DADTT~ Jadgianum
Stistlapump

Joonis 1. NP-HPLC-ESI-FT-ICR-MS susteemi (ihendamise skeem.

Kéesolevas to0s modifitseeriti varem véljatootatud thendamise metoodikat (vt Joonis 1). RP-
HPLC asemel kasutati NP-HPLC ja nanoESI allika asemel ESI allikat. NP-HPLC ja ESI-FT-
ICR-MS (ihendamiseks kasutati roostevabast terasest kapillaare (Agilent, sisediameeter 0.17
mm) ja polileeter-eeter ketooniga kaetud silika kapillaare (PEEKsil™, TRAJAN, sisediameeter
0.1 mm). Tavaline ESI allikas vdimaldas kasutada suuremaid voolukiiruseid, seega polnud
vajalik enam, et T-luli (VALCO) toimiks kui manuaalselt reguleeritav voolujagaja. Mobiilse
faasi voolu jagamiseks kasutati reguleeritavat voolujagajat QuickSplit™ (1/20, maksimaalne
jaotus 1/32), kus 1 osa kolonnist valjunud voolust suunati dioodrividetektorisse ja 20 osa ESI
allikasse. ESI allikas oli tGhe nGelaga, mistdttu lisati hapustatud sisekalibrantide lahus
(valmistatud punktis 3.3.1. kirjeldatud kalibrantide lahuse lahjendamisel hapustatud metanooli,
nii et kokku segati 1 pul kalibeerimislahust, 20 ul HCOOH ja 979 ul MeOH) otse eluendivoolule
labi T-luli sustlapumba abil. Sisekalibrantide lahuse voolukiiruseks seati sistlapumba
programmis 50 pL/min ja lahuse vool Kaivitati 7. minutil (enne seda ei esinenud
kromatogrammil proovile vastavaid piike). Metanoolis lahjendatud sisekalibrantide lahuse
lisamisel oli ka teine oluline eesmark. NP-HPLC-s kasutatud EtOAc/Hex (protsendiline
vahekord 15/85) solvendisiisteemiga ei olnud v@imalik saavutada stabiilset pihustust ESI
allikas. Kuigi metanool ning heksaan ei segune omavahel, siis metanooli lisamine
eluendivoolule lahendas probleemi lahuse pihustamisega. [37-38]

Uhendatud stisteemiga m6tmiseks tehti proovi ettevalmistus samamoodi nagu on Kirjeldatud
peatiikis 3.2.2. Uhendatud siisteemiga maatmisel kasutatud ESI allika parameetrid on toodud
Tabelis 3 (peatikk 3.3.1). Vahem polaarsete solventide kasutamise téttu oli vajalik suurendada
pingete erinevust kilbi ja ESI ndela vahel, et saavutada stabiilne pihustus. Samuti oli oluline
madalam kuivatusgaasi temperatuur solventide kdrgema lenduvuse tottu vdrreldes

metanooliga.
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4 TULEMUSED JA ARUTELU

Kéesoleva t60 eesmérgiks on tihendada NP-HPLC ja ESI(+)-FT-ICR-MS seadmed Uhtseks
modtesusteemiks, mis vdimaldaks efektiivsemalt analliisida keerulise koostisega
méannivaigulisi materjale. Jargnevates alapeatikkides on samm-sammult vélja toodud kogu

arendustegevus ning saadud tulemused.

4.1 Analiusid RP-HPLC-ga

Lahtudes to0grupis varasemalt Markus Veinla poolt tehtud arendustdost viidi k&esoleva t66
kéigus esmalt 1abi katsed RP-HPLC-ga. RP-HPLC analiiisi juures kasutati referentsproovidena
abietiinhapet, heledat kampolit, mannivaiku ning ménnitdrva. Parimatel RP-HPLC tingimustel
registreeritud kromatogrammid iga referentsproovi jaoks on toodud Lisas 4.
Kromatogrammidelt on nédha, et RP-HPLC v@imaldas saavutada kromatograafilist lahutust,
kuid mitte piisavas ulatuses. Eriti tugevalt oli seda probleemi naha heleda kampoli ning
méannivaigu referentsproovide puhul. Lisaks sellele oli nende m&dtmiste kdigus naha ka
baasijoone ebastabiilsust. Peamiseks probleemiks aga antud materjalide analttsimisel oli liialt
pikk kromatograafilise jooksu aeg, mis valmistas hulgaliselt probleeme HPLC ning ESI-FT-
ICR-MS instrumentide thendamisel. Nonda pika kromatograafilise jooksu puhul oli probleeme
ESI pihustuse stabiilsuse, n6ela ummistumise ning ka suure andmemahuga (3-tunnise katse
andmed olid umbes 14 Gb). Samuti oli RP-HPLC analiilsi juures tulikas ajamahukas kolonni
puhastamine. Pdras igat proovilahuse susti oli vaja kolonni vahemalt 4 tundi isopropanooliga
puhastada, et véltida jargneva proovi saastumist eelnevaga. Kolonni puhastamise puhul
valmistas kBige suuremaid probleeme mannitrva referentsproov, mille komponendid jéid
statsionaarse faasi killge véaga tugevalt kinni.

Lisaks ei lahustanud MeOH ega H>O proove kuigi edukalt. Vesi oli kdige problemaatilisem
mannitdrva referentsproovi puhul, sest mobiilses faasis ei olnud vdimalik tdsta vee osakaalu
kdrgemale kui 5%. Vastasel juhul oli oht, et proov sadeneb kolonnis. Arvestades kdiki neid
probleeme otsustati Gle minna NP-HPLC meetodi arendamise peale. NP-HPLC-s tidpiliselt
kasutusel olevad solvendid on vdhem polaarsed ning sobivad paremini mannivaiguliste

materjalide lahustamiseks.

4.2 NP-HPLC metoodika arendus
NP-HPLC on meetod, mida tanapieval kasutatakse harva ning eriotstarbel. Uks peamistest
pbhjustest, miks kasutatada RP-HPLC asemel NP-HPLC-d, on v@imalus analalulsida

materjale, mis on vees lahustumatud. NP-HPLC-d on varasemalt véhe kasutatud keerulise
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koostisega looduslike materjalide analltsimiseks ning praktiliselt ei ole kasutatud
méannivaiguliste materjalide uurimiseks. Kaesolevas t66s kasutatud aminokolonni ei ole
kirjanduse andmetele samuti varem kasutatud sarnaste proovide analttsimiseks ning seetdttu
oli vaja kéesoleva t06 raames labi viia susteemne metoodika arendus.

Esmalt viid 18bi lahustuvuskatsed (vt Tabelit 2, peatikk 3.2.2), mille alusel valiti vélja
referentsproovide jaoks sobiv solvent ja solvendid, millega NP-HPLC-s edasi td6tada.
Solventide valikul oli tahtis nende elueerimistugevus (NP-HPLC-s on polaarsemad solvendid
tugevamad) ning tugeva ja ndrga solvendi kombineerimine. Tugeva elueerimisvimega
solventideks valiti DCM ja EtOAc, millest EtOAc lahustas ka proove kdige edukamalt.
Norgaks eluendi komponendiks valiti NP-HPLC-s tidpiliselt kasutatav heksaan.

NP-HPLC metoodika arendamisel katsetati solvendisiisteeme DCM/EtOAc, EtOAc/Hex ja
DCM/Hex (katsetatud vahekorrad on kirjeldatud peattkis 3.2.2. ja tdpsem tabel on toodud
Lisas 2). lga solvendisiisteemiga metoodika arendamiseks valiti algpunktiks selline kahe
solvendi protsendiline vahekord, milles proov lahustus sama hasti kui puhtas solvendis. Need
vahekorrad olid iga referentsproovi ja solvendististeemi jaoks erinevad (nende tdpsem Kirjeldus
on toodud Lisas 2). Seejarel vahendati tugeva solvendi osakaalu iga solvendislisteemi ja
referentsproovi puhul 15, 10 v&i 5 protsendiste sammudega.

Katsetuste kaigus ilmnes, et solvendisiisteem DCM/EtOAC ei anna héid tulemusi Uhegi
referentsproovi jaoks (madal neelduvus, puudus kromatograafiline lahutus, vt Lisas 5 Jooniseid
4 - 8). Solvendisiisteemiga DCM/Hex saavutati kromatograafiline lahutus vaid ménnitdrva
referentsproovi jaoks (vt Lisas 5 toodud Jooniseid 9 — 13). Abietiinhappe, heleda kampoli ja
méannivaigu referentsproovide puhul peeti algselt probleemiks proovilahuse madalat
kontsentratsiooni, kuid tulemused ei paranenud ka kontsentratsiooni  tostes.
Solvendisiisteemiga EtOAc/Hex saavutati hea kromatograafiline lahutus vaid kahe
referentsproovi, ménnivaigu ning -tdrva, puhul.

Abietiinhappe ning heleda kampoli proovi puhul ei saavutatud seega rahuldavat
kromatograafilist lahutust tihegi katsetatud solvendisiisteemiga. Selle pdhjenduseks on ilmselt
see, et molemad sisaldavad vorreldes méannivaigu ja -térvaga rohkem polaarseid komponente,
mille analliusimiseks sobivad paremini podrdfaaskromatograafia tingimused. Nende
materjalide komponendid suure tGendosusega seostusid tugevamalt aminokolonniga ning
valjusid sellest alles pesuprogrammi kaigus. Kuna abietiinhappe ning heleda kampoli
referentsproovide tulemused osutusid katsetatud solvendisusteemidega kehvaks jaeti need

referentsproovid edasise arutluse alt vélja.
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Edasi testiti rohkem erinevaid EtOAc/Hex solvendististeemi vahekordi mannivaigu ja -térva
referentsproovide jaoks, et leida kummagi proovi jaoks parim meetod (vt Lisas 2 toodud tabelit
ja Lisas 5 Jooniseid 14 — 18). Selle tulemusel leiti, et parima lahutuse mannivaigu puhul annab
EtOAc/Hex vahekorraga 15/85 ja tdrva jaoks on sobivaim EtOAc/Hex vahekord 5/95.
Ménnitdrvaga saavutati hea lahutus ka EtOAc/Hex vahekorras 15/85, mis andis hea voimaluse
neid kahte proovi omavahel vorrelda. Joonisel 2 on toodud antud solvendististeemi EtOAc/Hex
protsendilise vahekorraga 15/85 saadud maénnitérva ning maénnivaigu referentsproovide
kromatogrammid. Esitamiseks on valitud lainepikkusel 290 nm registreeritud kromatogramm.
Selline valik tehti lahtuvalt piikide neelduvusest; teistel UV lainepikkustel oli neeldumine
madalam ning ei detekteeritud kdiki piike, mis esinesid 290 nm juures. Kuigi neelduvust

mdddeti ka ndhtava valguse lainepikkustel leiti, et tikski proov neil ei neelanud.
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Joonis 2. Maénnivaigu ja mannitérva referentsproovide NP-HPLC kromatogrammid

solvendisusteemis EtOAc/Hex vahekorras 15/85 ja lainepikkusel 290 nm.

Nagu Jooniselt 2 naha, siis mannitdrva ning mannivaigu referentsproovide puhul ei saanud
ajaliselt kattuvaks lugeda (htegi kromatograafilist piiki. Mannivaigul esineb neli
kromatograafiliselt lahutatud piiki retentsiooniaegadel 8.461 min, 9.988 min, 13.668 min ja
17.003 min. Ménnitérva referentsproovi puhul on nédha, et 10 minuti ldheduses on lahestikku
koos mitu piiki, mis ei ole taielikult kromatograafiliselt lahutatud. Selline kromatograafiline
lahutus loeti siiski rahuldavaks, kuna see vGimaldas eristada omavahel ménnivaigu ja
mannitorva referentsproove.Vorreldes RP-HPLC-ga oli NP-HPLC sobilikum ménnivaigu ning
mannitdrva referentsproovide analliisimiseks. See on pGhjendatav vaadates ménnivaigu ning
mannitdrva koostist. Méannitérv (ning vahemal maaral ka méannivaik) sisaldab arvestatavalt
rohkem mitte-polaarseid ihendeid kui abietiinhappe referentsproov ja hele kampol. RP-HPLC
puhul jadvad vaga mitte-polaarsed tihendid kolonni kinni samas kui NP-HPLC on sobilik just
selliste Uhendite kromatograafiliseks lahutamiseks. Lisaks mitte-polaarsete Uhendite
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kromatograafilisele lahutamisel osutus NP-HPLC puhul oluliseks eeliseks ka kromatograafilise
jooksu pikkus, mis vorreldes pédrdfaasiga oli umbes 3-6 korda liihem. Lisaks sellele osutus
NP-HPLC puhul ka kolonni puhastamine parast proovide sistimist vahem tilikaks tanu
efektiivsele mitmeetapilisele puhastusele.

4.3 Referentsproovide analttsimine ESI(+)-FT-ICR-MS-iga

Jargmise sammuna registreeriti kdigi referentsproovide massispektrid ESI-FT-ICR-MS-iga
positiivses reziimis. Nende mdotmiste pdhjal oli hiljem vdimalik vorrelda ESI(+)-FT-ICR-MS-
iga detekteeritud ning hendatud ststeemiga mdddetud tulemusi. Kuigi allpool Kirjeldatud
NP-HPLC-ESI-FT-ICR-MS uhendatud siisteemiga ei analulsitud abietiinhappe ning heleda
kampoli referentsproove, siis registreeriti nende massispektrid antud etapis. Selle eesmérgiks
oli kasutada neid kui vordlusspektreid, mis aitavad kaasa mannivaigu, mannitdrva ning hiljem
arheoloogilise proovi massispektrite interperteerimisel.

Abietiinhappe massispektris leidus 347 (vt Joonist 3), heleda kampoli massispektris 155 (vt
Joonist 3), mannivaigu massispektris 216 (vt Joonist 4) ning mannitdrva massispektris vaid 52
piiki (vt Joonist 4). Iga proovi puhul valiti interpreteerimiseks valja kdige intensiivsemad piigid
(relatiivne intensiivsus Ule 10%). Kuna heleda kampoli, mannivaigu ja mannitérva proovide
puhul on tegemist mannivaiguliste materjalidega (abietiinhape on (ks pohilistest
komponentidest kdigis neis), siis paljud piigid nende massispektrites kattusid. Uhtekokku
interperteeriti referentsproovide massispektrites 86 piiki ning nende interperteerimiste

tulemused on toodud Lisas 6 Tabelis 3.
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Joonis 3. Abietiinhappe (vasakul) ja heleda kampoli (paremal) referentsproovide ESI(+)-FT-
ICR-MS spektrid.
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Abietiinhappe referentsproovi massispektris (Joonis 3) kuulub kdige intensiivsem piik m/z
vaartusel 317.21105 protoneeritud 15-hiidroksiidehiidroabietiinhappele [C20H2s03+H]" , mis
on abietiinhappe vananemisprodukt. Teistest intensiivsetest piikidest esimeses klastris on
olulised abietiinhappe olemasolu ning vananemist kinnitavad piigid, mis vastavad
dehidroabietiinhappele  ([C2oH2802+H]*,  m/z=301.21622) ning  15-hiidroksu-7-
oksodehtidrokstabietiinhappele ([C20H2604+H]*, m/z=331.19035). Madalama intensiivsusega
on esimes klastris ndha oksudeerunud abietiinhappele vastavat piiki ([C20H3002+O+H]",
m/z=319.22674). Teises klastris on peamiselt tegemist erinevate kombinatsioonidega esimeses
klastris esinevatest komponentidest ja nende derivaatidest, nditeks piigile m/z vaartusega
655.39742 vastab (hend ioonvalemiga [2C20H2802+O+Na]*, mis on tdendoliselt
dehudroabietiinhappe dimeeri derivaat.

Abietiinhappe massispektris on samuti ndha saastet. Nt piigid m/z véartustel 338.34173 ning
675.67662 kuuluvad vastavalt erukamiidile (ioonvalemiga [C22H3sNO+H]™) ning selle
dimeerile ([2C22H43NO+H]"). Samuti kuuluvad saastele piigid m/z vaartustel 471.79574, mis
vastab  katioonile (HCO.)s(H20)FesO*, ning 489.80643, mis vastab katioonile
(HCO2)6(H20)2Fes0*. Need kompleksid on ilmselt tekkinud proovi lahuste hapustamiseks
kasutatud HCOOH roostevaba terase soovitamisel. Erukamiidi saaste vOis massispektritesse
tulla proovi ettevalmistuse kaigus proovilahuse filtreerimiseks kasutatava sistla ebapiisava
puhtuse tottu voi vOis olla tegemist ESI allikasisese saatega. Erukamiidi ioonidele vastavad
saaste piigid esinevad ka kdigis teistes proovide massispektrites ning seetottu voib eeldada, et
ei ole tegemist abietiinhappe proovist tulenevate tihenditega.

Heleda kampoli massispekter (Joonis 3) on sarnane abietiinhappe referentsproovi MS spektrile.
Samas on heleda kampoli massispektris néha rohkem okslideerunud abietiinhappe
derivaatidele iseloomulikke piike. Kdige intensiivsem piik heleda kampoli ESI-FT-ICR-MS
spektris  kuulub  protoneeritud  15-hiidrokstidehiidroabietiinhappele  ([C20H2s03+H]",
m/z=317.21117). Intensiivsed piigid annavad ka protoneerunud didehudroabietiinhape
([C20H2602+H]*, m/z=299.20059) ning 7-oksodehiidroabietiinhappe  naatriumadukt
([C20H2803+Na]", m/z=339.19311). Ka siin on teises klastris ndha peamiselt abietiinhappe ning
selle derivaatide dimeere ja kombinatsioone, néiteks piigile m/z véartusega 671.39238 vastab
Uhend ioonvalemiga [2C20H2802+30+Na]®, mis on suure tdendosusega kahe

dehudroabietiinhappe dimeeri okstideerunud derivaat.
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Joonis 4. Ménnivaigu (vasakul) ja mannitGrva (paremal) referentsproovide ESI(+)-FT-ICR-

MS massispektrid.

Ménnivaigu referentsproovi massispekter (Joonis 4) sarnaneb mdningal maaral nii
abietiinhappe kui ka heleda kampoli massispektritele. Erinevalt abietiinhappest ning heledast
kampolist on ménnivaigu massispektris teine klaster oluliselt madalama intensiivsusega.
Vorreldes heleda kampoliga on mannivaigu massispektris esimese klastris intensiivseid piike
vahem. Kdige intensiivsem piik ménnivaigu massispektris on m/z vaartusel 315.19552 ja see
kuulub protoneeritud 7-oksodehiidroabietiinhappele ([C20H2603+H]*). See viitab mannivaigu
ulatuslikumale vananemisele v@rreldes heleda kampoliga. Olulised piigid esimeses klastris
viitavad veel didehiidroabietiinhappele ([C20H2602+H]", m/z=299.20057) ning norabietatrieeni
struktuuriga Uhendile ioonvalemiga [CigH2e-2H+H]" (m/z=255.21081). Norabietatrieeni
struktuuriga Uhendite puhul on tegemist Usna stabiilsete vahelhenditega abietiinhappe
oksldeerumisel reteeniks. Peamiselt peetakse neid kill méannitdrva biomarkeriteks, kuid neid
vOib ka leiduda vananenud ménnivaigus. Vaadates l&hemalt teist klastrit on néha, et ka selle
proovi puhul on peamiselt tegemist erinevate kombinatsioonidega abietiinhappest ja selle
derivaatidest. Siin leidub samuti nditeks piik m/z vaartusega 655.39676, millele vastab sama
ioonvalemiga [2C20H2802+O+Na]* hend nagu ka abietiinhappe referentsproovis, mis on
tdendoliselt dehudroabietiinhappe dimeeri derivaat.

Lisaks protoneeritud thenditele ning Na-aduktidele leidus ménnivaigu massispektris ka K-

adukte. Néiteks piigile m/z vaartusel 355.16710 vastab okslideeritud dehlidroabietiinhappe K-
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adukt ([C20H2802+0+K]"), m/z 357.18301 vastab okslideeritud abietiinhappe K-adukt
([C20H3002+0+K]*) ning teises klastris tuvastati m/z vaartuse 671.37028 puhul, et tegu on
ilmselt  dehiidroabietiinhappe dimeeri okstideerunud derivaadi K-aduktiga
([2C20H2802+20+K]"). Kaalium ilmselt parineb looduslikku paritolu referentsproovidest.
Ménnitdrva referentsproovi massispektris (Joonis 4) on nédha oluliselt suuremaid erinevusi
vorreldes eelnevate proovidega. Selles massispektris on kdige intensiivsem piik m/z vaartusel
315.23191, mis vastab protoneerunud metilldehidroabietaadile  ([C21H3002+H]Y).
Metulldehidroabietaati  loetakse maéannitdrva Uheks peamiseks biomarkeriks. [7]
Metluldehidroabietiinhappe derivaate leidub antud spektris veelgi, nditeks piigile m/z
vaartusega 329.21146 vastab protoneerunud metiiil-7-oksodehiidroabietaat ([C21H2s03+H]").
Lisaks nendele biomarkeriihenditele leidub ménnitérvas ka norabietatrieeni struktuuriga
uhendeid. Néiteks protoneeritud dehlidrogeenitud norabietatrieenile ([C19H2s-2H+H]") vastav
piik on leitav m/z vaartusel 255.21080. Norabietatrieeni struktuuriga thendid tekivad
abietiinhappest térva valmistamise kéigus, kuid véivad ka loomulikult tekkida mannivaigulise
materjali vananemise kaigus.

Ménnitdrva massispektris praktiliselt puudub teine Klaster. Sellele p&hjuseks vdib olla
méannitdrva halvem lahustuvus etlulatsetaadis (suurema molekulmassiga Uhendid ei
lahustunud). Samuti on mannitdrvas suurem hulk véhem polaarseid tihendeid, mis ei pruugi
ioniseeruda ESI positiivses reziimis. Keskendudes peamiselt metiildehiudroabietaadile ning
selle derivaatidele on ESI-FT-ICR-MS-iga vOimalik eristada mannitdrva teistest ménnivaigu-
laadsetest referentsproovidest.

Kokkuvottes néidati, et kbigi referentsproovide médtmiste teostamine ESI(+)-FT-ICR-MS
instrumendiga oli edukas. Kuid nende massispektrite interperteerimine ning referentsproovides
sisalduvate kindlate komponentide tuvastamine oli keeruline ning aegandudev. Peamisteks
pdhjusteks oli komponentide omavaheline sarnasus ning massipiikide killaltki suur hulk igas
massispektris. Mitmed massipiigid jaid tuvastamata ning komponendid, mis suudeti tuvastada,
identifitseeriti kirjanduse pdhjal. Lisaks sellele puudus ka interperteeringute kinnitamise
vOimalus. Neid probleeme vdiks aidata lahendada ESI(+)-FT-ICR-MS-i Uhendamine NP-
HPLC-ga, mis voimaldaks keerulise koostisega segudes komponente eraldada. Seelébi saaks
neid tuvastada kromatograafilistele piikidele vastavate massispektrite alusel, milles oleks

vahem massipiike ja seelébi oleks nende interperteerimine lihtsam.
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4.4 Referentsproovide analitsimine NP-HPLC-ESI-FT-ICR-MS-ga

NP-HPLC ning ESI(+)-FT-ICR-MS instrumendid (hendati vastavalt skeemile, mida on
kirjeldatud peatiikis 3.4 (vt Joonis 1). Uhendatud siisteemi katsetati kdigi referentsproovidega,
kuid Kkorralikke tulemusi andsid vaid maé&nnivaigu ning mannitérva referentsproovid.
Abietiinhappe ning heleda kampoli referentsproovides ei detekteeritud NP-HPLC-ESI-FT-
ICR-MS meetodiga Uhtegi piiki. Seega ei olnud vdimalik nende referentsproovide jaoks
tuvastada kromatograafilistele piikidele vastavaid ioone massispektrites. Seetottu keskenduti

edaspidi vaid mannivaigu ja méannitorva referentsproovidele.

Joonisel 5 on néitena toodud mannitérvast NP-HPLC-ESI-FT-ICR-MS mdadtesiisteemiga

saadud andmed ja nagu n&ha on véimalik Ghe mddtmisega saada proovist paris palju infot.
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Joonis 5. Méannitdrva referentsproovist NP-HPLC ja ESI-FT-ICR-MS (ihendatud siisteemiga
registreeritud toorandmete nédide. A) masskromatogramm, B) ajahetkele 10.55 min vastav
massispekter ja C) m/z véartuse 285.22133 ekstraheeritud ioonkromatogramm.

5A on ehk

masskromatogramm. Masskromatogramm koosneb iga 4 sekundi tagant registreeritud

Joonisel toodud maénnivaigu summaarne ioonvoolu kromatogramm

massispektritest (25 minuti pikkuse NP-HPLC katse jooksul registreeriti umbes 400

massispektrit). Alates 7. minutist lisati ESI allikasse suunduvale eluendile ka sisekalibrantide
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ja metanooli lahus, mist6ttu sisaldas iga masskromatogrammis olev massispekter sellest
hetkest alates sisekalibrantidele vastavaid piike (masskromatogrammi baasijoon téusis
mérgatavalt). NP-HPLC dioodrividetektoriga (DAD-ga) registreeritud kromatograafiliste
piikide retentsiooniaegade jargi otsiti masskromatogrammist Gles ajaliselt l&hedasi
massispektreid. Uks selline massispekter on toodud niitena joonisel 5B, kus on leitud
masskromatogrammis esinevale piigile retentsiooniajaga 10.55 min vastav massispekter. Selles
massispektris on néha 36 erinevat piiki, mis on arvestatavalt vahem, kui vaid ESI(+)-FT-ICR-
MS-iga moddetud spektrites (vordlus on toodud Lisas 7). Selleks, et mdista milline massipiik
neist vastab DAD-i kromatograafilisele piigile leiti iga massispektris oleva iooni (m/z vaartuse)
jaoks selle ekstraheeritud ioonkromatogramm. Sellise otsinguga valistati ioonid, mis esinesid
kogu masskromatogrammi jooksul (néiteks kalibrandid ning saaste). Joonisel 5C on toodud
m/z vaartusel 285.22133 ekstraheeritud ioonkromatogramm, mis esines masskromatogrammis
peamiselt ajahetkel 10.55 min, kuid vahesel maaral ka ajahetkel 15.23 min. Sellisel andmete
vaatlemisel leiti suhteliselt vdahese vaevaga kromatograafilistele piikedele vastavad ioonid

masskromatogrammi moodustavatest massispektritest.
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Joonis 6. NP-HPLC-ESI-FT-ICR-MS (hendatud ststeemiga md&ddetud ménnivaigu
referentsproovi dioodrividetektoriga registreeritud kromatogramm (tleval) ning FT-ICR-MS

abil salvestatud (kalibreerimata) ekstraheeritud ioonkromatogramm (all).
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NP-HPLC-ESI(+)-FT-ICR-MS-iga analtlsides registreeriti samaaegselt nii kromatogramm
kui ka masskromatogramm. Joonisel 6 on vdrdlevalt toodud mannivaigu NP-HPLC-ESI(+)-
FT-ICR-MS Uhendatud stisteemis DAD-ga registreeritud kromatogramm ning andmetetootluse
kéigus kromatograafilistele piikidele vastavate ioonide ekstraheeritud ioonkromatogrammid.
On ndha, et DAD-ga registreeritud kromatograafiliste piikide retentsiooniajad ning
ekstraheeritud ioonkromatogrammide retentsiooniajad ei Uhti. Instrumentide Uhendamise
mooduse tottu (Joonis 1, peatiikk 3.4) joudis eluendi vool parast kolonnist valjumist DAD-i
varem Kkui massispektromeetrisse. ESI-FT-ICR-MS-i joudmiseks pidi eluendi vool l&abima
pikema teekonna, mis koosnes 90 cm metallkapillaarist, T-ltlist ning ESI ndelaga thendatud
PEEKSIl kapillaarist. See ajaline nihe tuvastati katsete kéigus kdikide proovide korral ning
hinnati olevat vahemikus 0.2 kuni 0.9 minutit.

Kdikidele mannivaigu DAD-i kromatogrammis esinenud piikidele suudeti tuvastada vastavad
Uhendid. Retentsiooniajale 8.605 min vastas (hend ioonvalemiga [C21H3202+H]*
(m/z=317.24751), mis kuulub metullabietaadile. Retentsiooniajale 10.276 min omistati
ioonvalem [C2oH280+H]" (m/z=285.22133), mis vastab dehiidroabietaalile. Retentsiooniajal
13.943 min esinevale piigile vastas Gihend ioonvalemiga [C21H3003+H]" (m/z=331.22702), mis
interpreteeriti mettll-7-oksodehudroabietaadina. Kromatogrammis olevale viimasele piigile
(retentsiooniajal 17.092 min) vastas ihend ioonvalemiga [C2oH2s02+Na]" (m/z=323.19830),
mis kuulub téen&oliselt dehldroabietiinhappele.

Kdigi mannivaigu referentsproovi ekstraheeritud ioonkromatogrammide puhul on néha, et
antud ioonid ei esine vaid retentsiooniaegadel, mis on vastavusse seatud UV-Vis
kromatograafiliste piikidega. See on pohjendatav sellega, et samale m/z véartusele vastavad
sama katioonvalemiga, kuid erineva struktuuriga thendid. Selline tulemus demonstreerib
stisteemi vBimekust lahutada erineva struktuuriga tihendeid, mis ei oleks véimalik analtitisides
proovi vaid ESI(+)-FT-ICR-MS-iga.

Joonisel 7 on toodud ménnitérva NP-HPLC-ESI(+)-FT-ICR-MS Uhendatud susteemis DAD-
ga registreeritud kromatogramm ning kromatograafilistele piikidele vastavate ioonide

ekstraheeritud ioonkromatogrammide vordlus.
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Joonis 7. NP-HPLC-ESI-FT-ICR-MS Uhendatud slsteemiga mod6detud mannitdrva
referentsproovi DAD-ga registreeritud kromatogramm lainepikkusel 290 nm (lileval) ning FT-

ICR-MS abil salvestatud (kalibreerimata) ekstraheeritud ioonkromatogramm (all).

Mannitérva DAD-ga registreeritud kromatogrammi piikidele suudeti tuvastada kolm thendt.
Retentsiooniajale 9.240 min vastab Uhend ioonvalemiga [C21H3002+H]* (m/z=315.23194), mis
kuulub maénnitérva biomarkerile metulldehidroabietaadile. Retentsiooniajale 10.900 min
vastab tihend ioonvalemiga [C1gH2s+0O-2H+H]" (m/z=271.20576), mis kuulub norabietatrieeni
struktruuiga thendile. Retentsiooniajale 11.668 min vastav thend ioonvalemiga [C2oH2602-
2H+Na]* (m/z=319.16677), mis interpreteeriti dehudrogeenitud didehiidroabietiinhappena.
Kromatograafilisele piigile tr = 17.310 min ei leitud massispektromeetri abil vastet.
Tdendoliselt on selle pdhjuseks see, et ihend, mis elueerub sellel retentsiooniajal ei ioniseeru
piisavalt hasti positiivses reziimis.

Vorreldes mannivaigu ning maéannitdrva DAD kromatogramme on néha, et (htegi
kromatograafilist piiki ei saa lugeda ajaliselt kattuvaks. Mannitdrva analtitsil leitud biomarkeri
mettuldehtdroabietaadi pdhjal saab aga oluliselt lihema andmetdotlusega kinnitada, et
tegemist on just térva mitte mannivaiguga. Vorreldes ménnivaigu ja —tdrva ekstraheeritud
ioonkromatogramme on né&ha, et mannitérva referentsproovi puhul vastab Uhele
katioonvalemile vaid ks Uhend samas kui ménnivaigu puhul omab sama m/z vaartust mitu

erinevat Uhendit. To6tlemata mannivaigus on tasakaal erinevate C2oH3z0O2 brutovalemiga
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isomeeride vahel (abietiinhape, pimaarhape jne), kuid mannivaigu toétlemisel mannitdrvaks
nihkub see tasakaal praktiliselt tdielikult abietiinhappe suunas. Selle pdhjal vdib jareldada, et
tdendoliselt on ménnivaigu referentsproovi puhul tegemst to6tlemata ménnivaiguga samas, kui

méannitdrva referentsiproov on t66deldud.

4.5 Arheoloogilise proovi analtiisimine NP-HPLC-ESI-FT-ICR-MS meetodiga
Uhendatud  stisteemi  vOimekuse testimiseks Kkasutati seda arheoloogilise proovi
analliusimiseks. Proov pdrineb 16. sajandi laevavrakist (tdonimega Nargen 1), mis leiti aastal
2015 a. Naissaare lahistel. Vrakist leiti hulk tdendoliselt meditsiinilise otstarbega savi- ja
klaasndusid. Analtitsitav arheoloogiline proov parineb uhe sellise vaikese savindu sisemusest
(Lisa 8, Joonis 21). Tegemist on kleepuva ning tugeva, toddeldud puidu I8hnaga tumedat
kollakaspruuni vérvi seguga. Lisas 8 (Joonis 22) toodud mikroskoobipildil on naha, et tegemist
on Usna klaasja materjaliga. Lisaks proovi Uldisele kollakaspruunile varvile on proovi
sisemuses naha ka punaseid ja musti tikikesi.

Vordluseks mdddeti esmalt eraldi arheoloogilise proovi NP-HPLC kromatogramm (vt Joonist
8) ja ESI(+)-FT-ICR-MS spekter (vt Joonist 9).
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Joonis 8. Arheoloogilise proovi NP-HPLC kromatogramm. Solvendiststeem EtOAc/Hex

protsendilises vahekorras 15/85, voolukiirusel 0.4 mL/min, lainepikkusel 290 nm.

Arheoloogilise proovi NP-HPLC kromatogrammil (Joonis 8) on ndha, et valitud
solvendislisteem tagas adekvaatse lahutuse. Oli vGimalik eristada nelja piiki. Piik ajamomendil
8.663 min tundub kattuvat mannivaigu referentsproovi piigiga (Joonis 2, peatiikk 4.2) ning piik
ajamomendil 10.189 min tundub kattuvat ménnitdrva referentsprooviga (Joonis 2, peatikk
4.2). Kull aga on raske teha jéreldust, kas arheoloogiline proov on ménnivaigu v6i mannitdrva

sarnane ilma taiendava informatsioonita, mida pakub NP-HPLC-ESI(+)-FT-ICR-MS sisteem.
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Arheoloogilise proovi ESI-FT-ICR-MS spektris (Joonis 9) oli 82 piiki, millest intensiivsemad

(suhteline intensiivsus ule 10%) valiti interperteerimiseks (toodud Lisas 9 Tabelis 4).
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Joonis 9. Arheoloogilise proovi ESI(+)-FT-ICR-MS massispekter.

Kdige intensiivsem piik massispektris (Joonis 9) kuulus reteeni-pdhisele uhendile
([C18H200+H]", m/z=253.15872). Reteen on liks peamistest komponentidest mannitdrvas ning
seetdttu oli alust arvata, et reaalne proov sisaldab mannitérva. Seda kinnitavad ka teised
intensiivsed piigid, mis tulenevad tGendoliselt reteeni algstruktuuri omavatest tihenditest, nagu
nditeks [C1gH2002+H]" (m/z=269.15366) ja [C1sH2002+Na]* (m/z=291.13560).

Erinevalt ménnitdrva ESI-FT-ICR-MS spektrist on Joonisel 9 nédha mdningaid piike m/z
vahemikus 440-680. Mitmed neist piikidest vdivad kuuluda seskviterpenoidse struktuuriga
(C15H24) Uhenditele, néiteks m/z vaartusel 561.29777 tuvastati ioon [2CisH24+50+3CHs-
10H+K]", m/z 513.35742 juures ioon [2Ci5H24+50+2CH3-6H+H]" ning m/z véartusele
441.37252 vastab ioon [2C15H24+20+H]". Tdendoliselt on tegemist seskviterpenoidide hulka
kuuluva kartofulleeni derivaatidega. CisH24 struktuuriga thendeid leidub palju eeterlikes
Olides. Kartoftlleen on ks sellistest seskviterpenoididest. Uks tiipiline taim, mille
koostisosade hulka kartiofulleen kuulub on nditeks naistepuna. Seega on ESI-FT-ICR-MS
spektri pdhjal alust arvata, et uuritav segu sisaldab valdavalt mannitdrva, millele on lisatud
aineid, mis sisaldavad eeterlikke 6lisid.

Viimaks analudsiti ka arheoloogiline proov (hendatud NP-HPLC-ESI-FT-ICR-MS
stisteemiga. Joonisel 10 on vordlevalt toodud arheoloogilise NP-HPLC-ESI(+)-FT-ICR-MS
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Uhendatud slsteemis DAD-ga registreeritud kromatogramm ning kromatograafilistele
piikidele vastavate ioonide ekstraheeritud ioonkromatogrammid. Nagu Joonisel 10 on néha,

siis peaaegu igale DAD-ga detekteeritud piigile leiti vaste FT-ICR-MS-iga salvestatud
kromatogrammis.
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Joonis 10. NP-HPLC-ESI-FT-ICR-MS ihendatud stisteemiga m6ddetud arheoloogilise proovi
DAD-ga registreeritud kromatogramm lainepikkusel 290 nm (lleval) ning FT-ICR-MS abil
salvestatud (kalibreerimata) ekstraheeritud ioonkromatogrammid (all).

Vorreldes arheoloogilise proovi tihendatud susteemiga registreeritud retentsiooniaegu DAD-
ga saadud kromatogrammidel méannivaigu ning méannitdrva referentsproovidega (vastavalt
Joonised 6 ja 7, peatikk 4.4) on néha, et arheoloogilisel proovil on ks ajaline kattuvus
méannitdrva referentsprooviga retentsiooniaja 10.900 min juures. Sellele vastab norabietatrieeni
struktuuriga Uhend, millele omistati massispektris ioonvalem [CigH2s+O-2H+H]*
(m/z=271.20576). Kuna norabietatrieeni struktuuriga Uhendid on peamised stabiilsemad
vahetihendid enne abietiinhappe reteeniks oksudeerumist on mdistlik jareldada, et
arheoloogilises proovis sisaldub ménnitdrva. Retentsiooniajale 14.506 min vastab thend
katioonvalemiga CsgH3sOsNa*® ning ioonvalemiga [C2oH3002+Ci9H2s+0-12H+Na]* (m/z
575.25562), mis on suure tdendosusega tekkinud abietiinhappe (C20H3002) ning
norabietatrieeni (Ci9H2g) kombineerumisel. Kromatograafilisele piigile retentsiooniajaga
9.221 min vastab Ghend ioonvalemiga [CasHs2O4+H]* (m/z 537.39482), mis kuulub ilmselt

naistepunas leiduvale tunnuskomponendile hiperforiinile. Piigid retentsiooniaegadel 14.506
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min ja 9.221 min tuvastati NP-HPLC-ESI(+)-FT-ICR-MS (ihendatud ststeemiga, mdotes vaid
ESI(+)-FT-ICR-MS-iga oli nende piikide intensiivsus liialt madal ning need jéeti
interperteerimisest valja. Huperforiini leid kinnitab ESI-FT-ICR-MS-iga saadud tulemusi, kus
leiti eeterliku 6li komponente (peamiselt kartiofulleeni ja selle derivaate), mis leiduvad samuti
naistepunas. Seega saab ka NP-HPLC-ESI-FT-ICR-MS andmete pdhjal jareldada, et lisaks

maéannitdrvale on Uks osa proovist parit naistepunast.

4.6 Jareldused NP-HPLC-ESI-FT-ICR-MS susteemi voimekuse kohta
mannivaiguliste materjalide analttsimisel

NP-HPLC-ESI-FT-ICR-MS (hendatud sisteemiga keeruliste ménnivaiguliste proovide
analtiisimsel on eeliseid mdlema instrumendi eraldi kasutamise ees. Kromatograafilise
lahutuse tottu oli igas masskromatogrammi massispektris véhem massipiike, mis lihtustas
oluliselt massispektreid (vordlus Lisas 7) ja nende interprteerimist. Uhendatud siisteem
demonstreeris ka vBimekust eraldada sama katioonvalemi, kuid erineva struktuuriga thendeid,
mis on v@imatu kasutades vaid ESI-FT-ICR-MS instrumenti. Isomeeride lahutamine on omane
NP-HPLC-le ning see vdimaldab erinevate isomeeride struktuuride uurimisel t&psemini
tuvastada komponente méannivaigulistes (ja ka muud thdpi) materjalides. Suureks eeliseks on
ka see, et Uhendatud sisteemi puhul on v@imalik kromatograafiliste piikide
retentsiooniaegadele vastavate biomarkerite tuvastamine materjalide véhem polaarses osas.
Seda demonstreerib mannitdrva referentsproovis leitud metiildehtidroabietaat ning reaalses
arheoloogilises proovis leitud huperforiin. Viimaks vdimaldab selline Ghendatud susteem
teostada analliise lihtsamini, kui varasemalt todgrupis arendatud RP-HPLC-ESI-FT-ICR-MS
ststeem. Ideaalis ei ole operaatoril vaja pérast analtlsi kéivitamist enam madtmisprotsessi
sekkuda (RP-HPLC-ESI-FT-ICR-MS-i kasutamisel oli vajalik pidev ESI-sse suunduva voolu
manuaalne sattimine, et tagada pihustuse stabiilsus). Ainsa potentsiaalselt problemaatilise
uhenduskohana on voolujagaja, mille puhul tuleb paika sattida dige voolujaotus ning mis vdib
olla pdhiliseks lekke allikaks. Ulejaanud siisteem ei vaja peenhaalestust analiiiisi teostamise
kaigus.

Samas on NP-HPLC-ESI-FT-ICR-MS (ihendatud stisteemil ka mdned puudused. Peamiseks
puuduseks on, et NP-HPLC ei sobi polaarsemaid Uhendeid sisaldavate proovide (siin t60s
abietiinhappe ja heleda kampoli referentsproovid) kromatograafiliseks lahutamiseks. Kuigi
polaarseid Uhendeid leidus ka ménnivaigu ning mannitdrva referentsproovides oli nende
proovide puhul tunnusthendid pigem mittepolaarsed. Teema edasi uurimisel oleks mdistlik

keskenduda kromatograafilise lahutuse saavutamisele ka polaarsemate proovide puhul. Uhe
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vOimalusena vOiks veel testida erinevaid NP-HPLC solvente, mittevesikeskkonnas
poordfaaskromatograafiat, mille jaoks t60s rakendatud aminokolonn on sobilik. Samuti oleks
moistlik jatkata veelgi paremate kromatograafiliste tingimuste otsimist méannivaigu ja -torvale
sarnastes proovides.

Mainitud probleemidest hoolimata v@ib jareldada, et NP-HPLC-ESI-FT-ICR-MS Uhendatud
stisteem annab tapsustavat informatsiooni keeruliste vaiguliste proovide kohta. Siisteem osutus
sobivaimaks mannitdrva, mannivaigu ning mannitdrva sisaldava reaalse proovi

analUdsimiseks.
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5 KOKKUVOTE

Kéesoleva t66 eesmérgiks oli ihendada omavahel NP-HPLC ja ESI(+)-FT-ICR-MS seadmed,
mis vdimaldaks uurida mitmekomponendilisi vaiguliste materjalide segusid. Arendustéo oli
mitmeetapiline.

Kdigepealt tootati valja uudne NP-HPLC meetod (selleks kasutati aminokolonni)
maéannivaiguliste materjalide analtitisimiseks. T60 kadigus katsetati erinevaid solvendisiisteeme
ning solventide vahekordi, leidmaks optimaalsed tingimused, mis vdimaldas proovide
kromatograafilisi jookse omavahel ka vorrelda. Valja tootatud normaalfaaskromatograafiliste
meetodite baasil arendati t66tav NP-HPLC-ESI(+)-FT-ICR-MS md@dtesiusteem ning
optimeeriti metoodika keeruliste mannivaiguliste proovide analliiisimiseks.

Arendust06 kaigus lahendati mitmeid probleeme ja modifitseeriti olemasolevaid lahendusi.
Nagu nditeks, instrumendid Uhendati uudsel viisil, Ghendusetapis lisati abisolvent (MeOH)
NP-HPLC solventidele, selleks, et saavutada stabiilne ESI pihustus ja 16puks todtati vélja
mddtmismetoodikad erinevate mannivaiguliste materjalide jaoks. Vélja to6tatud NP-HPLC ja
ESI(+)-FT-ICR-MS-i (hendamise viis vdimaldas vahendada potentsiaalsete lekete ning
korratavuse probleeme, muutes tGihendatud slisteemiga analliisimise stabiilsemaks ning vahem
tilikaks.

NP-HPLC-ESI-FT-ICR-MS  sisteemi katsetused teostati erinevate mannivaiguliste
referentsproovide (abietiinhape, hele kampol, ménnivaik ja mannitdrv) peal. Leiti, et NP-
HPLC ja seega ka Uhendatud ststeem on sobilik mannitbrva ning mannivaigu
referentsproovide analiiiisimiseks ning omavaheliseks eristamiseks. Uhendatud siisteemiga
analliisi teostamine vahendas oluliselt massispektrites esinevate piikide hulka, mis lihtsustas
massispektrite interperteerimist. Samuti vdimaldas NP-HPLC-ESI(+)-FT-ICR-MS lahutada
omavahel sama katioonvalemi, kuid erineva struktuuriga komponente.

Viimaks testiti NP-HPLC-ESI(+)-FT-ICR-MS sisteemi sobilikkust arheoloogilise proovi
analtiisimiseks.  NP-HPLC  kromatogrammi  piikidele  vastavate  ekstraheeritud
ioonkromatogrammide alusel tuvastati, et tegemist on ménnitrva ja moningal mééral ka
naistepunast parit eeterlikke 6lisid sisaldava seguga.

T66 tulemusena leiti, et vélja téotatud NP-HPLC-ESI(+)-FT-ICR-MS modtmismetoodika on

sobilik keerulise koostisega méannivaiguliste materjalide analitsimiseks.
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6 SUMMARY
Assessment of the suitability of normal phase liquid chromatography and mass-
spectrometry hybrid system for analysis of materials related to pine resin
Peep Podder
The aim of this work was to connect the NP-HPLC and ESI(+)-FT-ICR-MS instruments into a
hybrid system that would allow for the analysis of materials related to pine resin. The
development work was done in several steps.
Firstly, a novel NP-HPLC method (using an amino column) was developed for the analysis of
materials related to pine resin. Several different solvent systems and proportions were tested in
order to find optimal conditions which enabled comparison of chromatograms. Based on those
normal phase chromatography methods a working NP-HPLC-ESI(+)-FT-ICR-MS measurment
system was developed and optimized for the analysis of pine resin related materials.
During the development work several problems were solved and existing solutions were
modified. For example, the instruments were connected in a novel way, during the connection
aiding solvent (MeOH) was added to the NP-HPLC solvents to achieve stable ESI spray.
Finally, measurment methods were developed for different pine resin related materials. The
developed system of connecting NP-HPLC and ESI(+)-FT-ICR-MS made it possible to reduce
potential leaks and problems with repeatability. This made analysis with the hybrid system
more stable and less troublesome.
The NP-HPLC-ESI(+)-FT-ICR-MS system was tested on several different reference samples
related to pine resin (abietic acid, colophony, pine resin and pine tar). It was found that NP-
HPLC and thus the hybrid system are suitable for analyzing and distinguishing pine resin and
pine tar. Conducting analysis with the hybrid system reduced the number of peaks present in
mass-spectra, which simplified their interpertation. In addition to that the NP-HPLC-ESI(+)-
FT-ICR-MS was able to seperate components that had the same cation formula, but different
structures.
Finally, the NP-HPLC-ESI(+)-FT-ICR-MS hybrid system was tested on an archeological
sample. Based on the extracted ion chromatograms that corresponded to NP-HPLC
chromatogram peaks it was concluded that the sample is a mixture of pine tar and essential oils
originating from St. John’s wort.
In conclusion, it was found that the developed NP-HPLC-ESI(+)-FT-ICR-MS measurment

method is suitable for the analysis of pine resin related materials with complex compositions.
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= CH,
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Joonis 1. Abietaani, abietiinhappe, pimaarhappe, reteeni,  norabietatrieeni,
metulldehldroabietaadi, dehudroabietiinhappe, 7-oksodehldroabietiinhappe ja 15-hudroksu-
7-oksodehiidroabietiinhappe struktuurid.



LISA 2

Tabel 1. Kdik NP-HPLC jaoks katsetatud solvendisusteemide isokraatilised %-lised
vahekorrad. Rohelisega on téhistatud need solventide %-lised vahekorrad, millega saavutati

hea kromatograafiline lahutus ja kollasega need millega teostati edasised katsetused NP-
HPLC-ESI(+)-FT-ICR-MS-iga.

Solvendisusteemid

Protsendilised vahekorrad

Abietiinhape

Hele kampol

Mannivaik

Mannitorv

DCM/EtOAC

60/40, 50/50,
40/60, 30/70

60/40, 50/50,
40/60, 30/70

60/40, 50/50,
40/60, 30/70

60/40, 50/50, 40/60,
30/70

EtOAc/Hex

60/40, 50/50,
40/60, 30/70,
15/85

60/40 50/50,
40/60, 30/70,
15/85

40/60, 30/70,
20/80, 10/90,
15/85, 5/95

45/55, 35/65, 30/70,
25/75, 20/80, 15/85,
10/90, 5/95

DCM/Hex

55/45, 45/55,
35/65, 25/75

55/45, 45/55,
35/65, 25/75

60/40, 45/55,
40/60, 30/70

60/40, 45/55, 40/60,
30/70

Abietiinhappe jaoks valiti algpunktideks jargmised protsendilised vahekorrad: DCM/EtOAc
50/50, EtOACc/Hex 50/50 ning DCM/Hex 55/45.

Heleda kampoli jaoks valiti algpunktideks jargnevad protsendilised vahekorrad: DCM/EtOAcC
50/50, EtOAc/Hex 50/50 ja DCM/Hex 55/45.
Ménnivaigu jaoks valiti algpunktideks DCM/EtOAc 40/60, EtOAc/Hex 30/70 ja DCM/Hex
45/55 protsendilised vahekorrad ja méannitérva jaoks DCM/EtOAc 50/50, EtOAc/Hex 25/75

ja DCM/Hex 45/55.
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LISA3

Tabel 2. ESI-FT-ICR-MS analiiusil kasutatud sisekalibrandid ning kalibrantide lahuses nende

kontsentratsioonid.

Brutovalem (protoneeritud) looni tédpne m/z Kontsenf;ﬁtusslg:?nfﬁ/:;brantlde
CgHisN2* 139.12297 0.604
C12H26N4P* 257.18896 0.125
C1aHoN7P2* 368.28149 0.125
CigH29N4BrP* 411.13077 0.125
Cao6HasN7CIP,* 552.28947 0.125
Ca6HsaN13P4* 682.43526 0.125
CaaHszN13P4* 916.57611 0.125
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LISA4
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Joonis 2. Abietiinhappe ja heleda kampoli referentsproovide RP-HPLC kromatogrammid lainepikkusel 254 nm.
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Joonis 3. Ménnivaigu ja mannitdrva referentsproovide RP-HPLC kromatogrammid lainepikkusel 254 nm.



LISAS5

Siin ja edaspidi (kdik lisas 5 toodud kromatogrammid) margib langus 7. minuti laheduses
negatiivsesse surnud aega. Baasijoone triivimine v8ib tuleneda mitmest pdhjusest, kuid kdige
tdendolisemalt on see poOhjustatud solventide oma neeldumisest muude neeldumiste
puudumisel. Kromatogrammidel, mille baasijoon jai alla poole nulli on esinenud probleem

masinasisel nullimisel.

DCM/EtOAc 270 nm
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Joonis 4. Referentsproovide NP-HPLC kromatogrammid lainepikkusel 270 nm, registreeritud

erineva vahekorraga DCM/EtOAcC solvendislisteemiga.
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DCM/EtOAc 290 nm
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Joonis 5. Referentsproovide NP-HPLC kromatogrammid lainepikkusel 290 nm, registreeritud
erineva vahekorraga DCM/EtOAC solvendisiisteemiga.
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DCM/EtOAc 300 nm
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Joonis 6. Referentsproovide NP-HPLC kromatogrammid lainepikkusel 300 nm, registreeritud
erineva vahekorraga DCM/EtOAC solvendisiisteemiga.
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DCM/EtOAc 420 nm
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Joonis 7. Referentsproovide NP-HPLC kromatogrammid lainepikkusel 420 nm, registreeritud
erineva vahekorraga DCM/EtOAcC solvendislisteemiga.
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DCM/EtOAc 460 nm
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Joonis 8. Referentsproovide NP-HPLC kromatogrammid lainepikkusel 460 nm, registreeritud
erineva vahekorraga DCM/EtOAcC solvendislisteemiga.
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Abietiinhape DCM/Hex 270 nm
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Joonis 9. Referentsproovide NP-HPLC kromatogrammid lainepikkusel 270 nm, registreeritud
erineva vahekorraga DCM/Hex solvendislisteemiga.
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Abietiinhape DCM/Hex 290 nm
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Joonis 10. Referentsproovide NP-HPLC kromatogrammid lainepikkusel 290 nm,
registreeritud erineva vahekorraga DCM/Hex solvendisusteemiga.
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Abietiinhape DCM/Hex 300 nm
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Joonis 11. Referentsproovide NP-HPLC kromatogrammid lainepikkusel 300 nm,
registreeritud erineva vahekorraga DCM/Hex solvendisusteemiga.
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Joonis 12. Referentsproovide NP-HPLC kromatogrammid lainepikkusel 420 nm,

reg

istreeritud erineva vahekorraga DCM/Hex solvendisisteemiga.
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Abietiinhape DCM/Hex 460 nm
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Joonis 13. Referentsproovide NP-HPLC kromatogrammid lainepikkusel 460 nm,
registreeritud erineva vahekorraga DCM/Hex solvendisusteemiga.
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Abietiinhape EtOAc/Hex 270 nm
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Joonis 14. Referentsproovide NP-HPLC kromatogrammid lainepikkusel 270 nm,
registreeritud erineva vahekorraga EtOAc/Hex solvendislisteemiga.
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Abietiinhape EtOAc/Hex 290 nm
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Joonis 15. Referentsproovide NP-HPLC kromatogrammid lainepikkusel 290 nm,

registreeritud erineva vahekorraga EtOAc/Hex solvendislisteemiga.
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Abietiinhape EtAc/Hex 300 nm
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Joonis 16. Referentsproovide NP-HPLC kromatogrammid lainepikkusel 300 nm,
registreeritud erineva vahekorraga EtOAc/Hex solvendislisteemiga.
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Abietiinhape EtOAc/Hex 420 nm
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Joonis 17. Referentsproovide NP-HPLC kromatogrammid lainepikkusel 420 nm,

registreeritud erineva vahekorraga EtOAc/Hex solvendislisteemiga.
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Abietiinhape EtOAc/Hex 460 nm
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Joonis 18. Referentsproovide NP-HPLC kromatogrammid lainepikkusel 460 nm,

registreeritud erineva vahekorraga EtOAc/Hex solvendisusteemiga.
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LISA6
Tabel 3. ESI(+)-FT-ICR-MS-iga registreeritud referentsproovide interperteerimise tulemused. [1-8, 40]

Abietiinhape Hele kampol Mannivaik Mannitdrv
M6(r3nd/§tud A m/z (ppm) M(“J(r”)nd/(:tud A m/z (ppm) MG(;)nd/gtud A m/z (ppm) M(“)(;)ndlgtud A m/z (ppm) Katioonvalem loonvalem Arvatav algne komponent
139.12296 -0.04 139.12297 0.01 139.12296 -0.08 139.12297 0.00 CsHisN2* Kalibrant
173.13248 -0.03 173.13251 0.18 173.13257 0.53 173.13247 -0.08 CizHir* [CisHis+H]* 1,4-dihiidro-2,5,8-trimetiililnaftaleen
253.19506 -0.09 253.19511 0.10 253.19518 0.40 253.19514 0.24 CigHas* [CigH2a+H]* Simonelliit
255.21063 -0.40 255.21068 -0.20 255.21081 0.31 255.21080 0.28 CigHar* [C1oH28-2H+HT* Dehiidrogeenitud norabietatrieen
257.22647 0.35 257.22641 0.12 257.22633 -0.18 257.22633 -0.21 Ci9H29* [CioH2s+H]* Norabietatrieen
267.17421 -0.49 267.17412 -0.82 267.17438 0.14 C19H230* [C19H28+0O-6H+H]* Norabietatrieen
269.19003 0.14 269.19018 0.70 269.19015 0.61 269.19014 0.56 CigH250* [C19H28+0-4H+H]* Norabietatrieen
271.20560 -0.15 271.20566 0.06 271.20565 0.02 271.20561 -0.10 CioH270* [Ci19H28+0-2H+H]* Norabietatrieen
277.17981 -0.03 277.17990 0.27 277.17984 0.07 Ci7H2503* [C20H3002-3CH3+0+3H+H]* 3x demetiileerunud abietiinhape
297.18496 0.15 297.18492 0.04 297.18496 0.16 Ca0H2502* [Ca0H2603-H20+H]* 7-oksodehiidroabietiinhape
299.20052 -0.13 299.20059 0.11 299.20057 0.05 299.20083 0.91 C20H2702* [C20H2602+H]* didehiidroabietiinhape
301.21618 -0.09 301.21628 0.22 301.21630 0.30 301.21626 0.18 C20H2902* [C20H2502+H]* Dehiidroabietiinhape
303.23183 -0.09 303.23196 0.32 303.23195 0.31 C2oH3102* [C20H3002+H]* Abietiinhape
309.18268 0.58 C19H2602Na* [C20H2802-CH3+H+Na]* Demetilleerunud dehiidroabietiinhape
. N 15-hidroksti-7-
313.17988 0.19 313.17975 -0.21 313.17987 0.16 C20H2503 [C20H2604-OH+H] oksodehiidroabietiinhappe
313.21631 0.33 313.21570 -1.63 CatHzs02" [Ca1H3002-2H+H]* meﬁﬂggrﬁ%?ggg:gaat
315.19542 -0.17 315.19549 0.05 315.19552 0.16 315.19561 0.44 C20H2703* [C20H2603+H]* 7-oksodehudroabietiinhape
315.23172 -0.58 315.23191 0.02 C21H3102* [C21H3002+H]* Metiildehlidroabietaat
317.21098 -0.43 317.21117 0.15 317.21120 0.26 317.21097 -0.41 C20H2003* [C20H2803+H]* 15-hiidroksiidehiidroabietiinhape
319.22674 -0.09 319.22696 0.60 319.22664 -0.40 C20Hz103* [C20H3002+0+H]* Abietiinhappe
321.18233 -0.54 321.18235 -0.48 321.18253 0.10 321.18245 -0.15 Ca0H2602Na* [Ca0H3002-4H+Na]* Didehiidroabietiinhape
322.81106 322.81186 Struktuur teadmata
323.19814 -0.04 323.19829 0.45 323.19826 0.33 C20H2802Na* [C20H2802+Na]* Dehiidroabietiinhape
325.21361 -0.60 325.21391 0.34 325.21368 -0.37 325.21372 -0.24 CaoH3002Na* [C20H3002+Na]* Abietiinhape
329.17476 0.05 329.17466 -0.24 329.17493 0.58 C20H2504* [Ca0H3002+20-6H+H]* 3x dehiudrogeenitud abietiinhappe
329.21130 0.54 329.21146 1.02 C21H2903* [Ca1H2803+H]* Metiilil-7-oksodehiidroabietaat
331.19035 -0.11 331.19052 0.40 331.19047 0.20 Ca0H2704* [Ca0H2604+H]* 15-hlidroksu-7-oksodehudroabietiinhape
333.20601 -0.09 333.20610 0.18 333.20611 0.21 Ca0H2004* [Ca0H2804+HT* 7,15-dihidroksiidehiidroabietiinhape
335.22179 0.30 335.22180 0.34 335.22179 0.31 C20H3104* [C20H3002+20+H]* Abietiinhape
337.17741 -0.03 337.17744 0.06 337.17752 0.29 337.17709 -0.99 Ca0H2603Na* [C20H2603+Na]* 7-oksodehidroabietiinhape
337.21378 -0.06 C21H3002Na* [C21H3002+Na]* Metuldehudroabietiinhape
338.34167 -0.22 338.34179 0.14 338.34177 0.08 338.34185 0.14 Ca2HuNO* [C22H43sNO+H]* Saaste: Erukamiid
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339.19310 0.10 339.19311 0.12 339.19319 0.35 339.19299 -0.24 C20H2803Na* [C20H2803+Na]* Hiidroksiidehldroabietiinhape
341.20862 -0.29 341.20874 0.05 341.20883 0.33 341.20897 0.73 C20H3003Na* [C20H3002+0+Na]* Abietiinhappe
347.18542 0.35 347.18555 0.72 347.18576 1.33 C20H2705* [C20H2604+0+H]* 15-hidroksi-7-oksodehiidroabietiinhape
349.20097 0.07 349.20110 0.44 349.20105 0.29 C20H2905* [C20H2802+30+H]* Dehiidroabietiinhape
351.193129 0.17 C21H2803Na* [Ca1H3002+0-2H+Na]* Metuldehudroabietiinhape
351.21687 0.78 351.21663 0.07 351.21649 -0.32 C20H3105* [C20H3002+30+H]* Abietiinhape
353.17226 -0.21 353.17232 -0.03 353.17199 -0.97 C20H2604Na* [C20H2604+Na]* 15-hidroksi-7-oksodehiidroabietiinhape
353.20879 0.21 C21H3003Na* [C21H3002+0+Na]* Metiildehidroabietiinhape
355.16707 0.19 355.16708 0.22 355.16710 0.27 355.16712 0.34 C20H2803K* [C20H2803+K]* Hidroksidehudroabietiinhape
355.18803 0.15 355.18795 -0.09 355.18801 0.10 C20H2804Na* [C20H2804+Na]* 7,15-dihidroksudehiidroabietiinhape
357.18289 0.66 357.18301 1.01 C20H3003K* [C20H3002+0+K]* Abietiinhape
357.20363 -0.01 357.20368 0.13 357.20385 0.63 C20H3004Na* [C20H3002+20+Na]* Abietiinhappe
365.19593 0.18 365.19602 0.40 C20H2906* [C20H2804+20+H]* 7,15-dihiidrokstidehiidroabietiinhape
371.16193 0.02 371.16195 0.08 371.16201 0.25 CaoH2804K™* [C20H2804+K]* 7,15-dihiidrokstidehiidroabietiinhape
371.18279 -0.31 371.18285 -0.13 371.18298 0.21 C20H280sNa* [Ca0H2804+O+Na]* 7,15-dihidroksidehiidroabietiinhape
373.17757 -0.01 373.17752 -0.13 373.17774 0.44 CaoH3004K™* [C20H3002+20+K]* Abietiinhape
373.19842 -0.35 373.19859 0.09 373.19842 -0.49 C20H300sNa* [C20H3002+30+Na]* Abietiinhape
375.21403 -0.46 375.21429 0.23 375.21399 -0.56 C20H3205Na* [C20H3202+30+Na]* Dihudroabietiinhape
387.15666 -0.44 387.15683 0.01 387.15710 0.70 Ca20H2805K* [C20H2804+0+K]* 7,15-dihidroksidehiidroabietiinhape
387.17778 -0.09 387.17832 1.30 C20H2806Na* [Ca0H2804+20+Na]* 7,15-dihidroksidehiidroabietiinhape
389.17252 0.09 389.17247 -0.02 389.17255 0.17 C20H3005K* [C20H3002+30+K]* Abietiinhape
389.19359 0.33 389.19349 0.07 389.19387 1.05 C20H3006Na* [C20H3002+40+Na]+ Abietiinhape
391.18828 0.39 391.18816 0.07 391.18815 0.04 Ca0H3205K* [C20H3202+30+K]* Dihudroabietiinhape
391.20922 0.27 391.20872 -0.99 391.20908 -0.07 C20H3206Na* [C20H3202+40+Na]* Dihidroabietiinhape
403.15167 -0.21 403.15175 0.00 403.15197 0.55 Ca20H2806K* [C20H2504+0+K]* 7,15-dihidroksiidehiidroabietiinhape
405.16758 0.43 405.16771 0.76 405.16721 -0.48 C20H3006K* [C20H3002+40+K]* Abietiinhape
411.36191 -0.46 C29H470* [CagHa6O+H]* 24-etiililkolesta-4,6-dieen-3-oon
471.79566 -0.04 471.79566 -0.05 471.79559 -0.19 471.79581 0.27 CesHsO14Fes* (HCO2)s(H20)FesO* Slsteemist tulev saastus
489.80635 0.21 489.80656 0.63 489.80655 0.60 489.80641 0.32 CsH10015Fes* (HCO2)s(H20)2FesO* Susteemist tulev saastus
515.41334 0.92 CaoHse04S* [CaoHss04S+H]* D'd°det3““('£ Ezr;e';’g'pmp'onaat
552.28946 -0.01 552.28939 -0.14 552.28937 -0.19 552.28920 -0.82 Ca6HasN7CIP2* Kalibrant
613.38982 1.76 613.38984 178 613.38904 0.47 CaoHs30s" [2C20H2602+0+H]* Kahe d&gﬂ]‘gﬁlr;ts’;gg:]”happe
Kombinatsioon 7-
615.40375 -1.06 615.40425 -0.25 615.40432 -0.14 CaoHs505* [C20H2603+ Ca0H2802+H]* oksodehiidroabietiinhappest +
dehidroabietiinhappest
Kombinatsioon 7-
631.39956 0.37 631.39867 -1.03 631.39928 -0.06 CaoHs506" [C20H2603+C20H2803+H]* oksodehtidroabietiinhappest +

hiidroksudehUdroabietiinhappest
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Kahe hldroksudehudroabietiinhappe

633.41576 1.24 633.41446 -0.81 633.41386 -1.75 CaoHs706" [2C20H2803+H]* kombinatsioon
647.39448 0.39 647.39337 -1.33 647.39451 0.43 CsoHs507* [2C20H3002+30-6H+H]* Kahe abietiinhappe kombinatsioon
Kombinatsioon 7-
653.38026 -1.53 653.38093 -0.51 653.38206 1.23 CsoHs406Na* [C20H2603+C20H2803+Na]+ oksodehiidroabietiinhappest +
hiidroksudehudroabietiinhappest
655.39727 0.55 655.39661 -0.46 655.39676 -0.24 CaoHss06Na* [2C20H2503+Na]* Kahe hudrokstdehidroabietiinhappe
kombinatsioon
. . Kombinatsioon hiidrokstiabietiinhappest
657.41328 1.09 657.41279 0.35 657.41203 -0.80 CaoHss06Na [C20H3003+C20H2803+Na] + 7-oksodehiidroabietiinhappest
. . Kahe hiidroksiabietiinhappe
659.42840 0.28 CaoHeoOsNa [2C20H3003+Na] kombinatsioon
) ) + . Kahe hidroksiidehiidroabietiinhappe
671.36925 2.38 671.37028 0.84 CaoHs606K [2C20H2503+K] kombinatsioon
. . Kahe hiidroksiidehtidroabietiinhappe
671.39242 0.87 671.39238 0.83 671.39261 1.17 CaoHs607Na [2C20H2803+0+Na] kombinatsioon
N . | Kombinatsioon hiidrokstabietiinhappest
673.40820 1.06 673.40823 1.12 673.40807 0.87 CaoHssO7Na [C20H3003+C20H2803+0+Na] + 7-oksodehiidroabietiinhappest
) . . Kahe hidrokslidehiidroabietiinhappe
675.42267 0.68 675.42379 0.97 CaoHeoO7Na [2C20H3003+0+Na] kombinatsioon
675.67642 0.31 675.67616 -0.07 C14Hs7N202* [2C22H43sNO+H]* Saaste: erukamiidi dimeer
682.43514 -0.17 682.43471 -0.81 682.43589 0.92 C26HsaN13P4* Kalibrant
687.38714 0.59 687.38750 111 687.38776 1.49 CaoHss0sNa* [2C20H203+20+Na]* Kahe 7'°kkS°deh“dr‘?ab'et"”happe
ombinatsioon
. . | Kombinatsioon hiidroksuabietiinhappest
689.38051 -1.31 CaoHssO7K™ | [CaoHaoOs+ C20H2605+0+K] + hiidroksiidehiidroabietiinhappest
. + | Kombinatsioon hidrokstabietiinhappest
689.40365 1.83 689.40325 1.25 689.40352 1.64 CaoHssOsNa [C20H3003+ C20H2803+20+K] + hildroksiidehiidroabietiinhappest
. . Kahe hudroksUabietiinhappe
691.41907 1.55 691.41915 1.66 691.41819 0.27 CaoHe0oOsNa [2C20H3003+20+Na] kombinatsioon
916.57573 -0.41 916.57630 0.20 916.57533 -0.85 916.57569 -0.45 CaaHsaN13P4* Kalibrant
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Joonis 19. Méannivaigu ESI(+)-FT-ICR-MS spekter (vasakul) ning Ghendatud NP-HPLC-ESI-

FT-ICR-MS suste

Suhteline intensiivsus (%)

emi massispekter ajahetkel 14.3 min (paremal).
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Joonis 20. Mannitdrva ESI(+)-FT-ICR-MS spekter (vasakul) ning thendatud NP-HPLC-ESI-

FT-ICR-MS suste

emi massispekter ajahetkel 9.8 min (paremal).
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Joonis 21. Laevavrakilt leitud savindud (Foto: Vello Mé&ss, Meremuuseum).

| 500 pm

Joonis 22. Mikroskoobipilt arheoloogilisest proovist (50x suurendus).
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Tabel 4. ESI(+)-FT-ICR-MS-iga m0&ddetud arheoloogilise  proovi  massispektri
interperteerimine. [1-8, 40-41]
~x Am/z .
Mo6detud m/z (ppm) Katioonvalem loonvalem Arvatav algne komponent
139.12297 0.01 CsHisN,*
N N 1,4-dihiidro-2,5,8-
173.13250 0.09 CisHyr [CisHistH] trimetiiiilnaftaleen
211.11176 0.09 CisH150* [CisH13+O+H+H]* Metiilfenentreen
237.16380 0.06 CigHo* [C18H18+2H‘|'H]+ Reteen
239.14308 0.15 Ci7H10* [CigH1s-CH3+O+3H+H]* Reteen
244.19073 -1.18 Ci13H26NO3* Struktuur teadmata
251.14310 0.23 C1gH100" [C18H18+O‘|'H]+ Reteen
253.15872 0.11 CigH210* [CigH15+O+2H+H]* Reteeni pdhine thend
N . Dehiidrogeenitud
255.21084 0.46 CioHar [CaoHzs-2H+H] norabietatrieen
257.22632 -0.25 CioHao" [CioH2s+H]* Norabietatrieen
269.15366 0.19 C18H21C)2+ [CmHzoOz"’H]Jr Reteeni p6hine Uhend
. . Demetileerunud
269.18998 -0.04 C1H20 [CaoH2s02-CHa-OH+H] dehiidroabietiinhape
271.20572 0.31 CigH7O* [C19H2s+0O-2H+H]* Norabietatrieeni derivaat
285.14865 0.45 C1gH2105* [Clnggz()Oz"'O‘f‘H]+ Reteeni p6hine Uhend
291.13560 0.18 CisH200,Na* [C1sH200,+Na]* Reteeni pdhine thend
293.15117 -0.10 CisH220,Na* [C1sH200,+2H+Na]* Reteeni pdhine thend
299.20045 -0.36 C20H2702+ [ConzeOz"’H]Jr Didthdroabietiinhape
301.21620 -0.04 Conngz+ [Conngz"’H]Jr Dehijdroabietiinhape
303.23152 -1.12 C20H31C)2+ [Con:;;oOz"’H]Jr Abietiinhape
309.14621 0.27 CisH2203Na* [C1sH200,+0+2H+Na]* Reteeni pdhine thend
315.19529 -0.57 CaoH2703* [CaoH2603+H]* 7-oksodehiidroabietiinhape
+ + 15-
317.21082 -0.94 CaoHsOs [CaoHzsOatH] hiidrokstidehiidroabietiinhape
319.22671 -0.19 CooH3103* [ConsoOz"’O"‘HTr Abietiinhape
325.21319 -1.89 CaoH300,Na* [CaoH3002+Na]* Dehiidroabietiinhape
332.08310 Struktuur teadmata Saaste: Erukamiidi fragment
338.34179 0.14 C2HasNO* [C22HasNO+H]* Saaste: Erukamiid
N N Kahe kartofilleeni
441.37252 044 C30H490> [2C15H24+20+H] kombinatsioon
N . Kahe kartofilleeni
453.33601 -0.67 CsoH1503 [2C15H24+20-4H+H] Kombinatsioon
N N Kahe kartofulleeni
457.36763 0.03 C30H4903 [2C15H24+30+H] kombinatsioon
N . Kahe kartofilleeni
471.34677 0.26 C30H4704 [2C15H24+40-2H+H] kombinatsioon
471.79591 0.48 CeHsO14Fe5* (HCO,)s(H20)Fes0* Siisteemist tulev saastus
489.80578 -0.97 CesH10015Fes* (HCO,)s(H20)2Fes0* Siisteemist tulev saastus
) . [2C15H24+50+2CH3- Kahe kartuofilleeni
513.35742 0.07 C32H490s BH+H]" kombinatsioon
552.28902 -0.82 | CzHasN7CIP,* Kalibrant
. [2C15H24+50+3CH3- Kahe karuofilleeni
561.29777 0.15 CaaHasOsK 10H+K]* kombinatsioon
675.67544 -1.14 CasHerN202* Saaste: Erukamiidi dimeer
682.43589 0.93 C2(5H64N13szr Kalibrant
916.57629 0.20 C44H32N13P4Jr Kalibrant
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INFOLEHT

Normaalfaaskromatograafia ja massispektromeetria hibriidstisteemi kasutatavuse

hindamine mannivaiguliste materjalide analttsimiseks

Kéesoleva t66 raames tootati valja normaalfaas-korgefektiivset vedelikkromatograafiat (NP-
HPLC) ning elektropihustusionisatsioon-Fourier’ teisendusega ioontsiiklotronresonants
massispektromeetriat (ESI-FT-ICR-MS) kombineeriv. meetod keeruliste mannivaiguliste
materjalide analutsimiseks.

Esmalt tootati védlja NP-HPLC mddtmismetoodikad mannivaiguliste referentsproovide
(abietiinhappe, kampoli, ménnivaigu, mannitérva) jaoks. Seejarel hendati NP-HPLC ja
ESI-FT-ICR-MS kasutades selleks toogrupis eelnevalt loodud susteemi. Kokku pandud
ststeemi modifitseeriti vastavalt normaalfaaskromatograafia tingimustele ja to6tati valja
meetod referentsproovide analiiiisimiseks. Seejarel rakendati meetodit Uhe arheoloogilise
proovi koostise uurimiseks. Leiti, et NP-HPLC kombineeritult ESI-FT-ICR-MS-iga on
vOimekas meetod ménnivaiku ja -trva sisaldavate materjalide analtitisimiseks.

Mérksbnad:  normaalfaaskromatograafia, ESI, kdrglahutusega massispektromeetria,

mannivaik, mannitorv.

Assessment of the suitability of normal phase liquid chromatography and mass-

spectrometry hybrid system for analysis of materials related to pine resin

In this work, a method was developed for the analysis of materials related to pine resin by
combining normal phase high pressure liquid chromatography (NP-HPLC) with electrospray
ionisation-Fourier transformation ion cyclotron resonance mass spectrometry (ESI-FT-ICR-
MS).

First, NP-HPLC measurement methods were developed for abietic acid, colophony, pine resin
and pine tar. Then NP-HPLC and ESI-FT-ICR-MS were connected using a system previously
developed within the work group. The system was modified according to the NP-HPLC
conditions ,and a method was developed for the analysis of reference samples. Finally, the
system was used to analyze an archaeological sample. It was found that NP-HPLC combined
with ESI-FT-ICR-MS is a powerful tool for the analysis of materials containing pine resin and
pine tar.

Keywords: normal phase liquid chromatography, ESI, high-resolution mass spectrometry, pine
resin, pine tar.

CERCS: P300 Analtdtiline keemia / Analytical chemistry
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