TARTU ULIKOOL
LOODUS- JA TAPPISTEADUSTE VALDKOND

Keemia instituut

Markus Veinla

HPLC ja FT-ICR-MS tandeminstrumendi arendamine

keerukate looduslike materjalide analtiisimiseks

Magistritod materjaliteaduses (30 EAP)

Juhendajad: Anu Teearu-Ojakaéar, PhD

Dotsent Koit Herodes, PhD

Tartu 2019



Sisukord

Kasutatud TUNENAIT ..o s 4
L INTOIENT. o 5
2 SISSEJUNALUS ....eveeeieeiesieeie sttt ettt et e e e e s re e teene e s te e teeneenreenreeneenneeren 6
3 KirJanduse UIEVAAAE .........cccueiuieieiiecieee sttt ssaeste e e e e nneaneesneenneas 8
3.1  Looduslikku péritolu orgaanilised materjalid ning nende analttsimise eriparad....... 8
3.1.1  Looduslike vaikude analllismine............coerurirerieiinineiscneese e 8
3.1.2  Looduslike varvainete analuiSimine...........cccovreririineneineneese e 9

3.2  Keerukate looduslike proovide analllsimine .........c.cccevveveiieeiieeiesieese e 10
3.3 HPLC ja FT-ICR-MS instrumentide Uhendaming ..........ccccevveieniennninie e 11
3.3.1  HPLC to6opdhimote ja 0mMadUSEd ........ccoviririieeieniesieeie e 11
3.3.2  FT-ICR-MS t60pdhimote ja 0maduSed .........cccoeveerieeriiiiniieiesee e 12
3.3.3  Elektropihustus ionisatsioonialliKas............cccceoeiiiieniin i 14

4 EKSPEriMeNtaalNg 0S8 ........ccouiiiiiiiiiiiiieiieie ettt sttt st neenaeeae s 16
4.1  HPLC-nESI-FT-ICR-MS ststeemi osade Kirjeldus............cccoceiirvininninnciinneene 16
411 HPLC SBAUR ..ot 16
4.1.2  FT-ICR-MS ... e 19
4.1.3  HPLC ja FT-ICR-MS instrumentide Ghendaming...........ccccccovvveverivenesiesieennnns 19

4.2 Proovide ettevalmistamine ja analliusiparameetrid.............cccccevivevenieninenesieeseenenns 19
421  Proovide [ahUSEd.........ccocoiiiiiiiiiece e 19
4.2.2  Sisekalibrandid ja nende lisamine eluendivoolule...........c.ccccooveieiiieiieiiesiiennn 20

5  Tulemused JAa arULEIU ........oceeiieii e 22
5.1 HPLC-nESI-FT-ICR-MS siisteemi tldine Kirjeldus ..........ccccocevveveiieiicic e, 22
5.2 Nano-ESI allika modifitseerimine sisekalibrantide lisamiSeks...........c.ccocevvrvrnnnnne 24
5.3  FT-ICR massispektri registreerimise Kiirendamine ...........cccoocevverveninncniesieenennnn 26
5.3.1  Impulssjérjestuse Umber programmeeriming..........cccoovveiveerieiieeseesie e 28
5.3.2  Impulssjarjestuse [UNendaming ... 29



5.3.3  Optimaalsete andmetddtlusparameetrite valimine...........ccccceoeeveieeivcccseenenn 30

54  HPLC-nESI-FT-ICR-MS siisteemi rakendamine proovide analliisimiseks............. 31
54.1  Andmete tOOIEMISE IUSEA.........ccorveiiiriiieiie s 32
5.4.2  Vaiguliste materjalide analutisimine HPLC-nESI-FT-ICR-MS siisteemiga......33
5.4.3  Kermese analutsimine HPLC-nESI-FT-ICR-MS sisteemiga..........cccccevveenene. 34
5.4.4  Jéreldused proovide analtitisimise kohta HPLC-nESI-FT-ICR-MS-ga............. 35
KOKKUVBTE ...ttt bbbt 36
KasUtatud allTKad ............cooiiiiiiiie s 38
LISAT ettt bbbt bt 40



Kasutatud lithendid

ADC Analoog-digitaalmuundur (Analog-to-digital converter)
ESI Elektropihustusionisatsioon (Electrospray ionization)
FFT Kiire Fourier’ teisendus (Fast Fourier transform)

FT-ICR-MS Fourier’ teisendusega ioontsiiklotronresonants-massispektromeetria (Fourier

transform ion cyclotron resonance mass spectrometry)

GC Gaaskromatograafia (Gas chromatography)

HPLC Kdrgefektiivne vedelikkromatograafia (High-performance liquid
chromatography)

IR Infrapunaspektroskoopia (Infrared spectroscopy)

LC Vedelikkromatograafia (Liquid chromatography)

m/z Massi ja laengu suhe (mass to charge ratio)

MeOH Metanool

nESI nano-ESI (elektropihustusionisatsioon)

ppm miljondik osa (parts per million)

QQQ-MS Kolmekordse kvadrupooliga massispektromeeter (Triple quadrupole mass

spectrometer)
TD Transiendi digitaliseerija (tranisent digitizer)
UV-Vis Ultraviolettkiirgus ja nahtav valgus (Ultraviolet and visible radiation)



1 Infoleht

HPLC ja FT-ICR-MS tandeminstrumendi arendamine
keerukate looduslike materjalide analtdsimiseks

T66 eesmargiks oli vélja todtada HPLC ja nESI-FT-ICR-MS instrumente kombineeriv LC-
MS siisteem, mida rakendada keeruliste looduslike proovide analtitsimiseks. Sisteemi
koostamiseks lahendati kolm uUlesannet. Esiteks seati (les stisteem vedelikuvoolu
suunamiseks HPLC-st massispektromeetrisse (instrumentide fliusiline Uhendamine). Teiseks
modifitseeriti nESI allikat nii, et see oleks vdimeline ioniseerima korraga kahest eri pihustist
tulevat vedelikuvoolu eesmargiga lisada susteemi sisekalibrandid FT-ICR-MS
modtmistapsuse parandamise jaoks. Kolmandaks vadhendati FT-ICR-MS massispektri
registreerimise ajakulu, milleks loodi uudne optimeeritud mo&dteprogramm ning leiti
optimaalsed andmetddtlusparameetrid.
Ststeemi testimiseks kasutati looduslikke vaigulisi proove ja vérvaineid. Leiti, et
valjatootatud susteemiga on vBimalik edukalt analtitise labi viia.
Mérksonad: vedelikkromatograafia, nESI allikas, kdrglahutusega massispektromeetria, LC-
MS, keerukad looduslikud proovid. CERCS kood: P300 Analidtiline keemia

Development of an HPLC and FT-ICR-MS tandem-instrument
for the analysis of complex natural materials

The aim of this work was to develop a LC-MS system for the analysis of complex natural
materials by combining an HPLC and nESI-FT-ICR-MS. Three problems were solved for the
completion of such a system. Firstly, a liquid flow system was developed for directing the
flow from the HPLC to the FT-ICR-MS. Secondly, the nESI source was modified in a way
that components from two independent liquid flows could be ionized simultaneously so that
internal calibration standards could be added to the system for increasing the accuracy of FT-
ICR-MS measurements. Thirdly, the frequency of obtaining FT-ICR-MS spectra was
increased. For this a new optimized pulse sequence was created and optimal data processing
parameters determined.
Natural resinous materials and dyes were used for testing the system. It was concluded that
successful analysis could be carried out with the system.
Keywords: liquid chromatography, nano-ESI source, high-resolution mass spectrometry, LC-
MS, complex natural samples. CERCS code: P300 Analytical chemistry



2 Sissejuhatus

Labi ajaloo on inimesed kasutanud end Umbritsevas keskkonnas leiduvaid looduslikke
materjale (nagu vaike, dlisid, vahasid, rasvu, vérvaineid, proteiine, suhkruid, mineraale jne)
vaga erinevatel eesmarkidel, néiteks ehituses, tooriistade ja relvade valmistamisel,
meditsiinis, kunstis jne. SeetOttu esineb neid materjale tihti ajaloolistes objektides ja
arheoloogilistes leidudes.

Ajalooliste objektide valmistamiseks kasutatud materjalide uurimisel ja analtiisimisel on
voimalik koguda informatsiooni nende koostise kohta, mis omakorda v6ib anda vihjeid antud
objektide valmistamismeetodi ja -aja, péritolu, kasutamise jms kohta. Taiendavalt
ajaloolisele informatsioonile on teadmised materjali koostise kohta olulised ka
kultuurivaartuslike objektide konserveerimisel ja restaureerimisel. Omades infot koostise
kohta, on vOimalik valida autentsemaid materjale objektide
konserveerimiseks/restaureerimiseks. Tundes vananemise kaigus toimuvaid muutusi, on
voimalik paremini ennustada, kuidas neid protsesse aeglustada voi pidurdada. Kokkuvéttes,
tundes materjali on vBimalik seda paremini kaitsta ja taastada.

Enamjaolt on aga looduslike materjalide analliisimine keeruline, sest need kooshevad
tihtipeale paljudest erinevatest komponentidest. Eriti kompleksse koostisega on orgaanilised
uhendid, mida iseloomustab kbrge arv koostisosi, mis tihtipeale on véga sarnase ehituse
ja/vdi brutovalemiga. Lisaks sOltub looduslike materjalide koostis nende bioloogilisest
paritolust, todtlemisprotsessidest (kuumutamine, destilleerimine), vananemise tingimustest
(niiskus, temperatuuri kdikumised, valgus jms) ja kestusest. Seet6ttu pole jatkuvalt suudetud
I6plikult kirjeldada paljude looduslike materjalide koostist ja vananemisprotsesside kaigus
toimuvaid muutusi (nii keemilisi kui fudsilisi). Ajalooliste objektide puhul on tihti
probleemiks ka vdga véike proovi kogus. Looduslike materjalide anallsimiseks kasutatavad
instrumentaalmeetodid peavad seega olema tundlikud, et oleks vdimalik tdotada véikeste
proovikogustega ning korge lahutusvGime ja tdpsusega, et teha vahet véga sarnastel
komponentidel.

Tanapédeval on heks vOimekamaks analliltiliseks instrumendiks Fourier’ teisendusega
ioontsiiklotronresonants ~ massispektromeeter ~ (FT-ICR-MS)  ning  paindlikumaks
eraldusmeetodiks kdrgefektiivne vedelikkromatograafia (HPLC). FT-ICR-MS-i kdorge
resolutsiooni ja massitapsuse tottu on selle abil vdimalik vahendada potentsiaalsete ihele m/z

vadrtusele vastavate brutovalemite hulka ja seega lihtsustada komponentide tuvastamist.
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Lisaks on antud meetod ka védga tundlik. HPLC suureks eeliseks on vdimalus téotada
minimaalse proovi ettevalmistusega (piisab proovi lahustamisest ja filtreerimisest), pakkudes

siiski efektiivset kromatograafilist lahutust.

Kuigi FT-ICR-MS pakub head resolutsiooni, siis looduslike orgaaniliste materjalide
massispektrites on tihtipeale niivord palju piike, et need vdivad siiski hakata kattuma. Samuti
ei ole korgresolutsiooniga massispektromeetria abil vdimalik teha vahet sama brutovalemiga
uhenditel. See omakorda teeb massispektri interpreteerimise keeruliseks. FT-ICR-MS-i
uhendamine HPLC-ga muudab massispektrite interpreteerimise lihtsamaks ja suurendab

seelabi analliisimise kéigus koostise kohta saadava informatsiooni kvaliteeti.

Kéesoleva t60 eesmargiks on kombineerida TU Keemia instituudis olevad Agilent 1260
Infinity HPLC ja Varian 910 FT-ICR-MS instrumendid uhtseks sisteemiks, mille abil
analtdsida orgaanilisi looduslikke materjale. Kahest instrumendist Uhtse ststeemi loomiseks

oli vaja lahendada jargmised ulesanded:

1) instrumentide flusiline Ghendamine - vedelikuvoolu suunamine HPLC-st
massispektromeetrisse;

2) FT-ICR-MS-i m/z tdpsuse tOstmiseks kasutatavate sisekalibrantide lisamine ststeemi;

3) massispektri registreerimise kiiruse suurendamine, et registreerida massispektreid

kromatogrammi jaoks piisava sagedusega.

To6 kéigus oli vajalik vélja selgitada proovide analiitsiks sobivad kromatograafilised,
ioniseerimise ja massispektromeetrilsed parameetrid ning leida sobivad sisekalibrandid (ka

sobiva kontsentratsiooniga) FT-ICR-MS-i jaoks.

Slsteemi katsetamiseks ja parendamiseks kasutati kahte tulpi mudelproove: kampolvaiku ja
mannitdrva kui vees mittelahustuvate proovide esindajaid ning punaseid varvaineid (kermes)
kui vees lahustuvaid materjale. Vélja to6tatud slisteemi vdimekust ja praktilisust testiti ka

reaalse ajaloolise proovi peal - vaiguline proov 16. sajandist parit laevavrakilt Nargenl.



3 Kirjanduse iilevaade

3.1 Looduslikku paritolu orgaanilised materjalid ning nende analiiiisimise
eriparad
Looduslikud materjalid nagu vaigud, dlid, rasvad, vérvained jne on enamjaolt keerulise ja
mitmekesise koostisega (ihendid. Uldiselt on orgaaniliste ainete koostis, vananemise ja
lagunemise kaigus toimuvad muutused keerukamad kui anorgaaniliste ainete puhul, mist&ttu
on nende analldsimine ja uurimine suurem probleem. On tavaline, et looduslikud
orgaanilised thendid koosnevad paljudest sarnase koostisega komponentidest (tihtipeale
omavad sama brutovalemit), mis aja jooksul vdivad poliimeriseeruda, okstideeruda,
metileeruda, kombineeruda teiste omataoliste Uhenditega jne. K&esolevas t06s arendatava
HPLC-nESI-FT-ICR-MS  slsteemi  testimiseks looduslike orgaaniliste materjalide
analliisimiseks valiti kahte tiilpi mudelproovid. Vees mittelahustuvate proovide esindajatena
kasutati kampolvaiku ja mannitérva (vaigulised materjalid) ja vees lahustuvate proovide

esindajana punast vérvainet kermest (looduslikud varvained).

3.1.1 Looduslike vaikude analiitismine

Vaigud on korge viskoossusega vees mittelahustuvad kleepuvad vedelikud. Enamus
looduslikke vaike on puuvaigud, kuid leidub ka Uksikuid loomseid vaike (nt lakitdide
toodetud Sellakvaik). Puuvaikude koostis on keeruline ja need sisaldavad mitmeid erinevaid
tldpi Uhendeid. Enamjaolt koosnevad vaigud terpenoididest (keemilise modifikatsiooni
labinud terpeenidest). Terpeenid ja seega ka terpenoidid on looduses laialt levinud hendite
klass, kus 0hendid voib lugeda formaalselt koosnevaks isopreeni molekulidest (CsHg).
Terpenoide saab jaotada klassidesse vastavalt sellele, mitmest isopreeni molekulist terpenoid
koosneb. Naiteks on eeterlikud 6lid monoterpenoidsed (koosnevad kahest isopreeni tihikust),
vaigud on di- ja triterpenoidsed (vastavalt neli ja kuus isopreeni Uhikut), karoteenide ja
karotenoidide puhul on tegemist tetraterpeenide ja terpenoididega (aluseks kaheksa isopreeni
uhikut) jne. [1,2]

Looduslikke vaike on kasutatud pinnakatete ja liimainetena juba Kkiviajast saati.
Hudrofoobsete omaduste ja ldbipaistvuse tottu sobivad vaigud hésti ka kunstiobjektide
katmiseks ja kaitsmiseks. Seetbttu on vaike kasutatud palju lakkide koostises, nii maali-,
puidu- kui ka metallilakkide tootmisel. Labi ajaloo on (iks vaga oluline vaigusaadus olnud ka

torv, mida saadakse vaigulise puidu voi vaigu destruktiivsel destilleerimisel. Piroltisi k&igus
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tekivad véiksema molekulmassiga Uhendid, nditeks kaotavad vaigu algsed komponendid
metlul- ja karboksudlrihmi. Torva keetmisel toimub ka aromatiseerumine. Tdrva on
kasutatud (ja kasutatakse siiani) materjalide tihendamiseks, veekindluse tdstmiseks ja liimina.
[1.3]

Pdhja-Euroopas on enim levinud vaiguks kampolvaik, mida saadakse mannivaigu
kuumutamisel (eraldub lisaks ka tarpentin) [1]. Kampolvaik koosneb enamasti
diterpenoididest ning selle péhikomponent on abietiinhape, lisaks sisaldab see veel hulganisti
erinevaid vaikhappeid (pdhikomponendid ja nende struktuurid on toodud lisas 1). Kampoli
erinevad komponendid on omaduste ja struktuuri poolest sarnased, lisaks toimub juba lsna
luhikese aja jooksul komponentide isomeriseerumine, okslideerumine, polimeriseerumine
jne. Tagajarjena on komponentide Uksteisest eraldamine ja analtitisimine killaltki keerukas.
Vananemise ja erinevate tootlusprotsesside tagajarjel muutub kampoli koostis veelgi

keerulisemaks, mis esitab analtiisimeetodile kdrged ndudmised. [1-5]

Nagu eespool mainitud, on vaigulised materjalid hidrofoobsed, mistdttu sobivad nende
lahustamiseks dldiselt vaid orgaanilised solvendid. Samuti tuleb arvestada sellega, et
vaigulised materjalid sisaldavad tihtipeale polimeerset fraktsiooni ning olemasolev
proovikogus vOib olla vaga véike (m6ned kiimned nanogrammid). See seab piirangud ka

analliisimeetodi valikule — on vaja kdrge tundlikkuse ja hea resolutsiooniga instrumenti.

3.1.2 Looduslike virvainete analiiiisimine

Vérvained on orgaanilised thendid, mida kasutatakse esemetele (tekstiilidele, tintidele ja
kosmeetika saadustele) varvi andmiseks. Looduslikud varvained saadakse taimedest vOi
putukatest ekstraheerimise teel ning peamiselt on need punase, kollase, pruuni vdi sinise
varvusega. [1,6] Vérvained saavad oma vérvi tdnu nende koostissesse kuuluvatele
aromaatsetele komponentidele. Neile on iseloomulik, et intensiivse vérvuse saavutab juba
vaikese koguse varviandva komponendi puhul. Antud t66s kasutatakse mudelproovina punast

varvainet kermest, sest see on (ks olulisemaid vérvained. [7]

Looduslikud punased varvained (nii taime- kui putukapBhised) koosnhevad enamasti
kinoonidest, tdpsemalt antra- ja naftokinooni derivaatidest (p8histruktuurid on toodud lisas
2). Nagu ulalpool mainitud, siis antud t06s kasutatakse kermest. Kermest saadakse emastest
Kermes vermilio putukatest ning see oli enne Ameerika avastamist Euroopas enimlevinud

putukatest saadav vérvaine. [1]



Vérvainete anallisimise muudab keeruliseks nende materjalide suur komponentide arv,
kusjuures, nagu ulalpool mainitud, siis varviandva komponendi kontsentratsioon selles segus
vOib olla vadga madal. Lisaks mdojutavad varvainete uuringuid ka nendega toimuvad
lagunemisprotsessid. Ajalooliste ja kultuurivdartuslike proovide korral on taaskord

probleemiks ka vaga véaike proovi kogus. [8]

3.2 Keerukate looduslike proovide analiiiisimine

Looduslikke materjale, sealhulgas vaike ja varvaineid on analiusitud suure hulga erinevate
meetoditega. Nii nditeks on tuvastamiseks edukalt kasutatud infrapuna (IR) ja Raman
spektroskoopiat. Lisaks on IR spektroskoopia abil uuritud ka vaikude vananemist
(vananemisel toimuvaid muutusi) ja bioloogilist péritolu. [9,10] Mainitud spektroskoopiliste

meetodite abil pole aga voimalik madrata proovide keemilist koostist ega lagunemisprodukte.

Vaikude analliusimiseks on palju kasutatud ka gaasikromatograafiat (GC), suuresti
kombinatsioonis massispektromeetriaga, mis vdimaldab saada informatsiooni analllisitavate
materjalide koostise kohta. Kuna GC-ga analliisimiseks peab proovid viima gaasifaasi, nduab
see aga kullaltki keerulist proovi ettevalmistust (Gldjuhul eeldab derivatiseerimist), mis voib
olla aegandudev protsess ja suurendab oluliselt proovi kulu. Lisaks on paljud ajaloolistelt ja
kultuurivaartuslikelt objektidelt vdetud vaigulisi materjale sisaldavad proovid suurel maéral
polumeriseerunud, mille t6ttu pole véimalik enamust proovist GC-ga analliusida. [3,6,11,12]
HPLC-d on kasutatud nii vaikude kui ka varvainete analtisiks. Viimaste puhul on HPLC (ks
populaarsemaid analiiisimeetodeid. Kuna enamik looduslikke varvaineid on polaarsed, siis
kasutatakse poordfaaskromatograafiat. Detektoritest on kasutusel nii UV-Vis, fluorestsents
kui ka MS detektor. Kasutades vedelikkromatograafiat on suudetud identifitseerida mitmeid

erinevaid varvained (nt kermes, koSinell, indigo jms) tekstiilides, tintides jms. [6,8,12—-15]

Vaikude analtisiks on HPLC-d kasutatud véhem, kuna komponentide lahutamine kipub
olema keeruline — vaikude lahustamiseks sobivad solvendid ei Kipu kattuma antud meetodile
sobilike solventidega. Eelisteks on aga minimaalne proovi ettevalmistus vorreldes
gaasikromatograafiaga ning véimalus viia anallisi 1&bi toatemperatuuri juures, mis hoiab &ra
vaikhapete isomeriseerumise. PShiliselt on HPLC-d kasutatud vaikhapete identifitseerimiseks

erinevates proovitipides. [16,17]

Keerukate looduslike proovide analulsimiseks on kasutatud ka MS-i eraldiseisva

instrumendina (direct MS method). [3] Kuna komponentide arv sellistes materjalides on aga
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vaga suur ning need sisaldavad palju sama nominaalmassiga molekule, kipuvad piigid neis
massispektrites kattuma. Materjalide vananemise tottu vdib juhtuda, et méni komponent
laguneb ja selle molekulmass hakkab kattuma mdne teise komponendi molekulmassiga.
Sellises olukorras pole vdimalik ainult massispektri pdhjal nendel ainetel voi

koostiskomponentidel vahet teha.

3.3 HPLC ja FT-ICR-MS instrumentide ithendamine

Kombineerides kromatograafia, siinkohal HPLC ja kdrgresolutsiooniga massispektromeetria
on voimalik analliisimiseks registreerida massispektreid, mida toetavad antud materjali
kromatogrammid. Seega on voéimalik anallisida massispektreid, kus on korraga vdhem
informatsiooni ning tdnu kromatografeerimisele on vdimalus vahet teha sama brutovalemiga

komponentidel.

HPLC-FT-ICR-MS susteeme on kasutatud ka varasemalt. Selliste stisteemide keerukuse tottu
on need leidnud rakendust vaid eriti ndudlike anallutiliste probleemide korral. Kdige enam
on seda slsteemi kasutatud proteoomika vallas ja veel nditeks ka pestitsiide uurimisel.
Slsteemi on kasutatud ka nditeks p&rmi tripsiini-hidrolisaadi uurimiseks, kus tuvastati
umbes 110 000 erinevat komponenti. [18-23]

Kirjanduses on Kirjeldatud ka probleeme seoses HPLC ja FT-ICR-MS hendamisega
(sisekalibrantide lisamine, MS mddtmiste ajakulu véhendamine). Kill aga pole tihti
kirjeldatud, kuidas neid probleeme lahendada. Lisaks on valja to6tatud lahendusi enamasti
vOimatu otse Ule votta, kuna FT-ICR-MS instrumentide ehitus on védga varieeruv (tihtipeale

individuaalne). Seet6ttu tuleb lahendused kohapeal vélja tootada.

Jargnevalt on kirjeldatud antud stisteemi erinevaid osasid ja nende t66pdhimatteid.

3.3.1 HPLC téépohimote ja omadused
Kromatograafia on meetod komponentide eraldamiseks segudes. Eraldumine pdhineb
komponentide erineval jaotumisel mobiilse ja statsionaarse faasi vahel. Olemas on mitmeid

erinevaid kromatograafia liike, antud t66s vaadeldakse vedelikkromatograafiat.

Vedelikkromatograafia puhul on mobiilseks faasiks vedelik (eluent). Statsionaarse faasina
kasutatakse mdne-mikromeetrise diameetriga osakesi. [24] Need materjalid on pakitud
kolonni, millest pumbatakse kdrge rohu (kuni umbes 400 bar [25]) all 1abi mobiilset faasi.

Proovilahus sustitakse mobiilsesse faasi, mis kannab analliUsitavad ained labi kolonni.
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Kolonnist véaljudes liiguvad anallisitavad ained detektorisse. Mida enam on analsitavate
ainete jaotustasakaal nihutatud statsionaarse faasi poole, seda aeglasemalt need kolonni
labivad. Vastavalt jaotuskoefitsientidele liiguvad erinevad analttdid 1&bi kolonni erineva
kiirusega ja jduavad detektorisse erinevatel ajahetkedel.

Vedelikkromatograafia jaguneb normaalfaas- ja poordfaaskromatograafiaks.
Normaalfaaskromatograafias on  statsionaarne faas polaarne (tdnu silikageelist
kolonnitéidisele vo6i selle pinnale kinnitatud amino-, tstiano- voi dioolriihmadele) ning
mobiilne faas mittepolaarne (orgaanilised solvendid nditeks heksaan, kloroform, benseen).
Poordfaaskromatograafias on vastupidi — polaarne mobiilne faas koosneb veest ja mdnest
orgaanilisest solvendist (peamiselt metanool voi atsetonitriil) ning statsionaarne faas on
mittepolaarne tanu erineva pikkusega slsivesinikahelatega t06deldud téidisele (enamjaolt
C18 ahelad). Seega so6ltub see, millist liiki vedelikkromatograafiat kasutada anallilsitavate
ainete polaarsusest: normaalfaaskromatograafia sobib ennekdike mittepolaarsete ainete ja
poordfaaskromatograafia peamiselt polaarsete ainete analliisimiseks. Kuna paljud
looduslikud materjalid on polaarsed, siis kasutatakse enamjaolt podrdfaaskromatograafiat.
[24]

HPLC (ks suurimaid eeliseid on selektiivsus. Kuna analtisi kéigus segu komponendid
eraldatakse (ksteisest, on véimalik analtiusitavaid aineid detekteerida tikshaaval. HPLC-s on
kasutusel mitmeid erinevaid detektoreid ning sellest tulenevalt voivad HPLC instrumentide
omadused tugevalt varieeruda. Detektorist oleneb suurel méaaral kogu meetodi tundlikkus,
tdpsus ning voOimekus analiilite identifitseerida. Enimlevinud detektoriks HPLC puhul on
analtiudi  UV-Vis spektriala neelduvuse mdo6tmisel pdhinev detektor. Kuna paljud
orgaanilised molekulid neelavad UV-Vis alas, on see detektor killaltki vaheselektiivne. Juhul
kui on tegemist dioodrivi tlipi detektoriga, on vdimalik modta analudtide spektreid, mis
suurendab meetodi selektiivsust. Suurema selektiivsusega on ka fluorestsentsdetektor ja
massispektromeeter,  kusjuures viimane vdimaldab kompenseerida ka kattuvaid

kromatograafilisi piike. [21-23]

3.3.2 FT-ICR-MS t6opbhiméte ja omadused

Fourier’ teisendusega ioon-tsiiklotron-resonants massispektromeetris (FT-ICR-MS, vt skeemi
joonisel 1) viiakse ioonid esmalt ICR mddterakku, kuhu on tekitatud kérgvaakum (1070
mbar). Mddterakk asub dlijuhtmagneti poolt tekitatud magnetvaljas. Sisenedes magnetvélja

hakkavad ioonid liikuma ringorbiidil. Rakus olevaid ioone ergastatakse elektromagnetvélja
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impulsiga, mille sagedus vastab ioonide tsiiklotronsagedusele. Ergastamise tagajérjel
suureneb ioonide tsuklotronliikumise orbiidi raadius. Juhul kui mddteraksus asuks vaid ks
ioon, oleneks tsiklotronliikumise sagedus vaid iooni m/z vdadrtusest ning
magnetinduktsioonist. Modtes tsuklotronliikumise sagedust on seega vdimalik méérata iooni
m/z véartus. Reaalsuses mdddetakse korraga signaali suurelt hulgalt ioonidelt. Mdoteraku
kilgedel asuvad vastakuti kaks omavahel elektriliselt Uhendatud mdd&teplaati, millest ioonid
ringorbiidil liikudes perioodiliselt modduvad. Mdo6teplaadist moéddudes mojutab ioonide
elektrivali modteplaadi vabu elektrone. Olenevalt ioonide laengu margist ioonid kas
tdmbavad vabu elektrone l&hemale vo6i tdukavad eemale. Elektronide liikumine tekitab
mdodteplaate Uhendavas juhtmes elektrivoolu. Registreerides voolu muutuse ajas ning
rakendades saadud andmetele Fourier’ teisendust, saadakse ioonide ringliikumise
sagedusspekter, mis omakorda on teisendatav massispektriks.

® Vaakumkamber

I
D V—s }/E ﬂj |
t

) Voltmeeter
Vooluallikas

Joonis 1: FT-ICR-MS p6himotteskeem. Rohelisega on kujutatud detektorplaadid, punasega
ergastusplaadid.

Teoreetiliselt oleneks iooni tsuklotronsagedus ainult iooni m/z vé&artusest ning
magnetinduktsioonist. Reaalsuses mdjutavad tsuklotronsagedust veel ioonide endi elektrivali,
ioone rakku ldksustava pinge elektrivéli, magnetvélja ebahomogeensus jms. Nende efektide
arvestamiseks kasutatakse ~modtmiste m/z  tdpsuse  tdstmiseks  sisekalibreerimist.
Proovilahusele lisatakse sisekalibrandid: hasti ioniseeruvad thendid, mille molekulmass on
tapselt teada. Vorreldes omavahel sisekalibrantide mdddetud m/z véértust tegeliku m/z
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vadrtusega, on vdimalik votta arvesse eelnimetatud efektide poolt tekitatud ebatdpsusi ning

saada tapsemaid m/z tulemusi.

FT-ICR-MS on védga vOimas anallidsiinstrument. Rutiinsetel tingimustel on tulpiliseks
resolutsiooniks 100 000 ja m/z tapsus alla 2 ppm-i. Ideaaljuhul vdib resolutsioon ulatuda kuni
mitmetesse sadadesse tuhandetesse ning m/z tapsus jadada suurusjarku 1 ppm. FT-ICR-MS on
ulimalt kdrge tundlikkusega instrument, millega on vdimalik ideaalsetes tingimustes
registreerida vaid umbes kiimne iooni signaali [27]. Seega, analliusitava aine kogus voib olla
vaga vdike. Nende omaduste tottu voib eeldada, et FT-ICR-MS on sobiv instrument antud

t06s uuritavate looduslike materjalide uurimiseks.

Nagu eelpool selgitatud, on selliste materjalide koostis keeruline — komponentide arv on suur
ja tihtipeale on need lisaks ka véga sarnase struktuuriga. Seega véiksema lahutusvdimekuse
vOi m/z tapsusega instrumentide puhul ei ole vdimalik usaldusvdérselt madrata selliste
materjalide komponentide elementset koostist: erinevate komponentide nominaalsed m/z
vadrtused hakkaksid massispektrites kattuma. Samuti on t&htis antud instrumendi suur
tundlikkus, kuna valjatootatava meetodi Uheks rakenduseks on ajalooliste ja
kultuurivaartuslike proovide analliisimine, mis tdhendab, et k&ttesaadavad proovikogused on

tihti vaga vaikesed (kuni méned kiimned nanogrammid).

3.3.3 Elektropihustus ionisatsiooniallikas

Selleks, et thendada HPLC ja FT-ICR-MS (vdi mdni muu MS instrument) on vajalik
vedelikkromatograafist valjuvad ning endiselt vedelikus asuvad analiiisitavad ained viia
gaasifaasi ja ioonsesse vormi. Selleks kasutatakse ionisatsiooniallikaid.

Ké&esolevas t60s kasutati ionisatsiooniallikana elektropihustust (edaspidi ESI — electrospray
ionization), tdpsemalt nano-ESI (nESI) allikat. ESI allikas liigub proovilahus ldbi mdnesaja
mikromeetrise labimddduga metallkapillaari, mille otsa ja massianallisaatorisse viiva ava ees
asuva metallplaadi vahele rakendatakse mdne kilovoldine pinge. Seetdttu tekib kapillaari
ning metallplaadi vahel tugev elektrivali (10 V/m), mille tulemusel pihustub proovilahus
(vedelikkormatograafist tulev eluent) kapillaari otsast avause poole. Mdnikord kasutatakse
parema pihustuse saamiseks ka pihustusgaasi, mis voolab eluendiga koaksiaalselt ning aitab
tekitada pisemaid tilkasid. Pihusti ja ava vahekaugus on moni millimeeter kuni moni
sentimeeter sOltuvalt sellest kui kiiresti solvent aurustub. Pihustamisel tekivad laetud tilgad,
mis liiguvad l&bi kuuma (100...300 °C) inertgaasi (tutpiliselt lammastik) voolu. Gaasivoolus

solvent aurustub ning tilga suurus vaheneb kuni elektrivali selle pinnal muutub liiga suureks.
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Tilk laguneb nn kulonilise 16henemise tagajérjel Gha vaiksemateks tilkadeks kuni tilgast
jadvad alles vaid gaasifaasis ioonid. Viimased liiguvad elektrivalja toimel labi avause

massianalusaatorisse. [28,29] ESI allika tldine skeem ja to0pdhimdte on toodud joonisel 2.

Kl|p \LN
2

Pihusti i
Taylori koonus

Proov \ l\ / Massianallisaatorisse

—

Joonis 2: nESI ionisatsioonallika skeem. Kollasega kujutatud vedeliku tilgad, sinisega
gaasifaasis ioonid.

ESI allikas, sh ka nESI allikas sobib t66pdhimotte poolest hédsti HPLC-ga hendamiseks ja
vOimaldab tootada termiliselt ebastabiilsete thenditega. ESI allikas ja HPLC sobivad hésti
kokku, sest mdlemad tdotavad pidevalt voolava vedelikujoaga ning voolukiirused mdlemas

seadmes on sarnased (nESI allika puhul mdningate modifikatsioonidega) [28].

nESI allikas tootab ESI allikaga sarnaselt, kuid tollel on mitmeid omadusi, mis muudavad
selle antud t60 jaoks sobilikuks. nESI allika kapillaari diameeter on vorreldes tavalise ESI-ga
vaiksem, tlupiliselt moni mikromeeter. VVaiksemast kapillaarist pihustades tekivad véiksemad
tilgad ning aurustatava solvendi hulk on samuti seelébi vdiksem. Solvendi aurustamine saab
seetdttu toimuda kiiremini. Nii saab kapillaari otsa asetada massispektromeetri avausele
lahemale, mislabi vaheneb avausest modda lendavate ioonide hulk ning seetdttu on nESI
allikas veelgi tundlikum kui tavaline ESI. VVaiksemate voolukiiruste tottu ei vaja nESI allikas
ka pihustusgaasi. [29] Kuna antud t66 tiheks eesmargiks on rakendada valjatootavat stisteemi
ajalooliste proovide anallisiks, mille puhul tuleb arvestada véga véikeste proovi kogustega,
siis annab nESI allikas siinkohal eelise, sest see sobib paremini tootamiseks just selliste
proovi kogustega. nESI-ga on vdimalik tootada lahustega, milles analliidi kontsentratsioon
jadb vahemikku 107%..107 M. Seega vdimaldab nESI allikas analiiiisida proove, kus

analliisitava materjali sisaldus on tlimalt madal.
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4 Eksperimentaalne osa

4.1 HPLC-nESI-FT-ICR-MS siisteemi osade Kirjeldus

Ststeem koosneb HPLC ja FT-ICR-MS (kombineeritud QQQ MS-iga) instrumendist, mille
uhendamiseks koostati t66 raames voolususteem. Voolusisteem koosneb kahest
voolujagajast, mille eesmérk on védhendada HPLC-st massispektromeetrisse sisestatava
lahuse hulka. Slsteemi on Uhendatud ka pump sisekalibrantide lahuse lisamiseks

massispektromeetrisse.

Kokku pandud susteemi testimiseks kasutati mitut tliiipi looduslikke proove: vaigulisi proove
(ennekdike kampolvaiku) kui vees mittelahustuvate materjalide esindajaid ning varvaineid
kui vees lahustuvate materjalide nditeid. Enamus Kkatsetusi viidi l&bi kampolvaiguga,
varvaineid analulsiti pogusalt veendumaks, et koostatud siisteem sobib ka nende
analtiisimiseks. TO6 kaigus ei analulsitud slvitsi kasutatud materjalide koostist, nende
peamine eesmark oli ndidata, et kokku pandud slsteem to6tab ja sobib selliste materjalide

analUdsimiseks.

4.1.1 HPLC seade
T60s kasutati ultraviolett-néhtava kiirguse (UV-Vis) detektoriga vedelikkromatograafi
Agilent 1260 Infinity.

HPLC meetodi arendust alustati kolonni valikust. Vaiguliste materjalide analtitisimiseks
prooviti kolme kolonni: Agilent Eclipse XDB-C18, Phenomenex Synergi 4 um Hydro-RP 80A
ja Agilent Zorbax SB-C18. Testitud kolonnide parameetrid on toodud tabelis 1.

Tabel 1. Katsetatud HPLC kolonnide parameetrid

Kolonn Zorbax SB-C18 Synergi 4pum Hydro-RP 80A Eclipse XDB-C18
Parameeter
Kolonni taidis C18 C18 polaarsete | C18
deaktiveerivate  rilhmadega
(polar endcapping)*
Ma6tmed (1abimdot x pikkus) | 2,1 x 50 mm 4,6 x 250 4,6 x 250 mm
Taidisosakeste suurus 1,8 um 4 um 5 um

* Kolonni taidise todtlemisel vahetatakse silanoolrihmad vélja C18 ahelatega. Antud kolonni puhul on jarele
jaénud silanoolriihmad asendatud polaarsete funktsionaalrihmadega.
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Nagu eelpool mainitud, siis Gldjuhul sisaldavad looduslikud orgaanilised materjalid véga
palju komponente, mis tihtipeale on sarnaste omadustega. Seetdttu oli ootuspérane, et
kromatogrammil esinevad erinevate komponentide piigid v@ivad paikneda l&hestikku,
mistottu voivad need kattuda. Nagu ndha jooniselt 3 oli samadel elueerimise tingimustel
(Tabel 2, kampolvaik) kdige paremini vdimalik kampolvaigu koostisosi lahutada Eclipse
XDB-C18 kolonniga, mistdttu t60d jatkati selle kolonniga. Seega valiti edasisteks
katsetusteks just Eclipse XDB-C18 kolonn. Sama kolonniga tehti edasisi katseid ka

varvaineid sisaldavate proovidega.

Zorbax SB-C18
2500
=)
< 2000 \
1500
§ 1 \I\ A
3 1000 Y \./\
% 500 \
2 o
2 ; 7 ; ; ‘
0 5 10 15 20 25
Retentsiooniaeg (min)
Synergi 4um Hydro-RP 80A
3000
2 2500
< 5000
S 1500
5
5 1000
2 s |
§ 0 A ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 5 10 15 20 25
Retentsiooniaeg (min)
Eclipse XDB-C18
__ 300
2 250
<0
S 150 1
3 |
5 100
) A Al
g 0 A SN
2 o0 : : : :
0 5 10 15 20
Retentsiooniaeg (min)

Joonis 3. Testitud kolme kolonni kromatogrammid, mis on saadud kampolvaigu
kromatografeerimisel

Toos kasutatud erinevat tldpi materjalide analtisimise jaoks kasutati individuaalseid
kromatografeerimise programme (vt tabel 2). HPLC programme optimeeriti senikaua kuni
saavutatud lahutust loeti piisavaks, et testida LC-MS susteemi.

Erinevate looduslike proovide analiiisimiseks HPLC-nESI-FT-ICR-MS-ga kasutati nii

gradientelueerimist kui ka isokraatilist elueerimist. Mobiilne faas oli kahekomponentne:
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e komponent A: 0,1% (v/v) sipelghappe (Sigma-Aldrich) lahus deioniseeritud vees
ning
e komponent B: metanool (MeOH, Sigma-Aldrich).
Alguses katsetati metanooli asemel ka atsetonitriili (Sigma-Aldrich), kuid pihustuse stabiilsus

nESI allikas oli metanooliga maérkimisvéarselt parem, mistottu jatkati edasisi katseid

metanooliga.

Tabel 2. Erinevat tlupi proovide elueerimiseks kasutatud programmide Ulevaade

Proov Kampolvaik Vaigulised proovid Véarvained
Aeg Koostis Aeg Koostis Aeg Koostis
. 0-5 min 70% B
- - 0,
Gradient 5.15min | 70-100%B | 0-15min 85/90/100% B ?mlr? %0 1300/0
15-25 min 100% B
Voolukiirus 0,8 ml/min
Susti ruumala 5ul 1...5ul 10 ul
Detekteeritavad 210 nm; 230 nm; 250 nm; 210 nm; 230 nm; 250 nm; 254 nm; 430 nmi 450 nmi
o ] 500 nm; 550 nm;
lainepikkused 254 nm; 280 nm 280 nm 600 nm:

Nagu néha tabelist 2, siis kampolvaigu puhul kasutati gradientelueerimist. Mobiilse faasi
alguse koostiseks valiti 70% MeOH, et tagada vOéimalikult hea kromatograafiline lahutus ja
piisavalt pikad retentsiooniajad komponentidele. Madalama MeOH sisalduse puhul ei oleks
kampolvaik enam mobiilses faasis téielikult lahustunud. Reaalsete vaiguliste proovide puhul
oli vdimalik kasutada veel vaiksema vee sisaldusega eluenti, kuna antud proovides toimus
sadenemine juba proovilahusele vaikse veekoguse lisamisel (tilk). Sellest tulenevalt kasutati
reaalsete vaiguliste proovide puhul eluenti vee sisaldusega 0...15% olenevalt proovi vees

lahustuvusest.
Vérvainete kromatografeerimiseks kasutati tabelis 2 ndidatud kromatograafilist programmi.

HPLC meetodite seadistamise ajal kasutati voolukiirust 1,0 ml/min, kuid Ghendades stisteemi
nESI allikasse oli vaja ule minna voolukiirusele 0,8 ml/min, kuna suurema voolukiiruse puhul

ei olnud véimalik saavutada stabiilset pihustust nESI allikas.

Sasti ruumala oli kampoli puhul 5 pl. Vérvainete ja reaalsete proovide puhul varieerus susti
ruumala 0Ohest kuni kahekimne mikroliitrini olenevalt saadud ekstrakti (umbkaudsest)

kontsentratsioonist.
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4.1.2 FT-ICR-MS

Massidetektorina kasutati Varian 910 FT-ICR massispektromeetrit kombineerituna Varian
J320-MS kolmekordse kvadrupooliga massispektromeetriga (QQQ) koos Variani nESI
allikaga. Tabel 3 annab ilevaate antud t60s kasutatud nESI allika parameetritest. Allika
parameetrid valiti vastavalt eluendi koostisele: suurema pindpinevusega vedelikud vajavad
stabiilse pihustuse jaoks suuremat pinget pihusti ja kilbi vahel. Samuti varieeriti

kuivatusgaasi temperatuuri olenevalt kui kergesti eluent aurustus.

Tabel 3. Nano-ESI allika parameetrid

Parameeter Vaartus
Pinge pihustil 1900...2400 V
Pinge kilbil 25...100 V
Kuivatusgaasi réhk 1 bar
Kuivatusgaasi temp 200...300 °C
Pihusti ndelte valisdiameeter 0,2 mm

Kasutatud FT-ICR-MS parameetrid on toodud tabelis 4.

Tabel 4. FT-ICR-MS parameetrid

Parameeter Vaartus
Magnetinduktsioon 7T
Ergastava impulsi amplituud (b-p) 100 V
loonjuhi raadiosagedusliku pinge amplituud (b-p) | 180 V
Registreeritav m/z vahemik 108...1000
Jahutussiisteem Vedela heeliumi ja ldammastiku p&hine
MadtereZiim Positiivne

4.1.3 HPLCja FT-ICR-MS instrumentide iihendamine

HPLC ja FT-ICR-MS Uhendamiseks kasutati polleeter-eeter ketoonist (PEEK) kapillaare
sisediameetriga 120 pm. Vedeliku voolu jagamiseks kasutati voolujagajat QuickSplit™
Adjustable Flow Splitter.

4.2 Proovide ettevalmistamine ja analiiiisiparameetrid

4.2.1 Proovide lahused

Slsteemi testimiseks kasutati erinevat tlupi proove: kampolvaiku ja ménnitdrva kui vett

sisaldavas solvendis halvasti lahustuvate analiilitide esindajaid ja vérvaineid kui (kdrge)
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veesisaldusega solventides lahustuvate analtltide esindajaid. Valjatootatud sisteemi
rakendati ka reaalse vaigulise proovi analliisimiseks — 16. sajandist parit laeva vraki lastist

(Nargen 1) leitud vaiguline materjal.

Kampoli lahused valmistati metanoolis, ligikaudse kontsentratsiooniga 1 mg/ml. Mannit6rva
lahus valmistati metanoolis kontsentratsiooniga 8,5 mg/ml. Nargen 1 proov lahustati

metanoolis, lahuse kontsentratsioon oli 30 mg/ml.

Varvainete kromatograafilise programmi vélja tootamiseks valmistati lahus puhaste
stnteesitud komponentidega: alisariin (Reakhim) (4 pg/ml), karmiinhape (Reakhim) (4,2
ug/ml) ja purpuriin (Sigma-Aldrich) (4,5 pug/ml). Lahustina kasutati metanooli ja vee segu

suhtega 2:1.

Kermese proovi valmistamiseks leotati varvi ldhteainet (putukad) vees pea 00pédev ning

kuumutati méned tunnid 80 °C juures. Saadud ekstrakt filtreeriti.

Enne proovide sustimist vedelikkromatograafi filtreeriti kdik lahused l&bi Whatman®

Puradisc 13 PVDF-ist membraanfiltri (poori suurus 0,45 um).

4.2.2 Sisekalibrandid ja nende lisamine eluendivoolule

Et tagada vdimalikult kdrge m/z tépsus lisati kdigile analliusitavate proovide jooksudele ka
sisekalibrante, mis vdimaldavad massispektrite m/z telgesid individuaalselt kalibreerida.
Massispektrite m/z telgede Kkalibreerimiseks kasutati erinevaid fosfaseenide soolasid.

Fosfaseenid on joonisel 4 kujutatud fragmenti sisaldavad thendid.

R

N:‘*R

Joonis 4: Fosfaseeni struktuuriihik

Fosfaseenid on hed tugevamad orgaanilised alused. Kuna fosfaseenid ioniseerivad kergesti
on neid hdlbus kasutada FT-ICR-MS-is sisekalibrantidena positiivses reziimis. [30] Tabelis 5
on toodud m/z telgede Kkalibreerimiseks kasutatud fosfaseeniumioonide arvutatud m/z
vadrtused ja vastavate katioonide kontsentratsioon eluendivoolule lisatavas kalibrantide
lahuses. Lahused on valmistatud metanoolis. (Lisas 3 on toodud kasutatud

fosfaseeniumioonide struktuurid).
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Tabel 5. Registreeritud HPLC-nESI-FT-ICR-MS massispektrite m/z telje kalibreerimiseks
kasutatud fosfaseeniumkatioonide ioonvalemid, tépsed (arvutatud) m/z vééartused ja
kontsentratsioonid eluendivoolule lisatavas lahuses

Brutovalem looni tapne m/z Kontsentratsioon lahuses
(protoneeritud) (mmol/l)
CoHasNsP* 206.17806 1,36
CaaHaoN7P,* 368.28149 0,06
CosHasN7CIPy* 552.28947 0,03
CosHsaN13P4* 682.43526 0,02
CaaHgaN13P4* 916.57611 0,07

Sisekalibrantide lisamiseks eluendivoolule kasutati ststlapumpa GEMINI 88 Plus Dual Rate
Syringe Pump. Sisekalibrantide infuseerimiskiirus oli 2 kuni 10 ul/min. Infuseerimiskiirust
muudeti vastavalt analultide signaali intensiivsusele: kui analttide signaal oli liiga nork ja
kalibrantide oma oli sellest tugevalt lile, vahendati infuseerimiskiirust ja vastupidi, tosteti kui
kalibrantide signaal oli liiga nork.
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5 Tulemused ja arutelu

5.1 HPLC-nESI-FT-ICR-MS siisteemi iildine Kirjeldus
Antud t60 kéigus valja tootatud anallitsisusteem koosneb neljast osast: vedelikkromatograaf,
kolmekordse kvadrupooliga massispektromeeter (QQQ-MS), FT-ICR-MS ja instrumente

thendav voolususteem. Joonis 5 annab kokku pandud anallidsiststeemist tlevaate.

Sistlapump
kalibrantide
lahusega

‘|nano-ESI

allikas | @QQQ-MS |FT-ICR-MS

Proov
sisse

(UV-Vis
det.)

Joonis 5. HPLC-nESI-FT-ICR-MS susteemi diagramm, noole paksus ja tumedus illustreerib
voolukiirust vastavas kapillaaris

Nagu jooniselt 5 néha, siis ststitakse proovilahus stisteemi vedelikkromatograafi kaudu, kus
see liigub 1abi HPLC kolonni ja UV-Vis detektori. Pérast kromatografeerimist labib
proovilahus koos eluendiga voolususteemi ja siseneb nESI allikasse. Viimases vabanetakse
solvendist ja tekitatakse gaasifaasis ioonid, mis liigutatakse l&bi QQQ-MS-i FT-ICR-MS
osasse. Slsteemis on ka lisaharu, mis algab sisekalibrantide lahuse sisestamiseks md&eldud

ststlapumbast ning jookseb prooviga paralleelselt nESI allikasse.

Selleks et muuta HPLC-st tulev eluendivool sobilikuks nESI allika jaoks on vooluslisteemis
kaks voolu jagavat punkti. Esimene neist on fikseeritud jaotusega (vahekorras 32:1) ja teine
on reguleeritava jaotusega. Voolujagamispunktide eesmédrk on suunata enamus
vedelikkromatograafist tulevast vedelikust jadkidesse, kuna nESI allikas ei ole vdimeline
tootama nii suure voolukiiruse juures kui vedelikkromatograaf. Kromatograafilise jooksu

kéigus muutub siisteemis nii rohk kui ka eluendi koostis. Seet6ttu muutub ka nESI pihustuse
22



stabiilsus. Erineva pindpinevusega ained vajavad ESI allikas stabiilse pihustuse jaoks erineva
tugevusega pingeid pihusti ja kilbi vahel. V6rrand 1 nditab, kuidas sdltub minimaalne pinge,

mille juures tekib stabiilne pihustus, ionisatsiooniallika parameetritest.

2Trccos0y1™

0,5
Vo = Ay [ ] In(4h/r¢) [31]

0

Vorrand 1: Stabiilse pihustuse jaoks vajaliku minimaalse pinge (lavendpinge) s6ltuvus
ionisatsiooniallika parameetritest, Vo-ldvendpinge, Ai-empiiriline konstant , T-pindpinevus,
rc-kapillaari raadius, Bo-pool Taylori koonuse tipunurgast, eo-elektriline konstant, h-kapillaari
ja kilbi vaheline kaugus

Samuti vajavad erineva lenduvusega ained erinevaid kuivatusgaasi temperatuure. Kuna
kromatograafilse jooksu ajal on keeruline muuta ESI allikas pihusti ja kilbi vahelist pinget
ning kuivatusgaasi temperatuuri jooksvalt, siis reguleeritav voolujaotuspunkt ongi vajalik
selleks, et neid muutusi kompenseerida. Kui eluendi koostis muutub naiteks nii, et stabiilse
pihustuse jaoks oleks vaja suuremaid pingeid voi kdrgemat kuivatusgaasi temperatuuri, on
vOimalik hoopis véhendada voolukiirust nESI allikas.

Reguleeritav voolujaotur koosneb T-kujulise kanaliga Ghendustikist (Joonis 6), kus on Uks
sisendharu ning kaks valjundharu. Uks viljundharudest jookseb nESI allikasse ning teine on
suletud keeratava korgiga. Reguleerides kuivdrd tihedalt kork kinni on keeratud, on vdimalik
muuta nESI allikasse mineva vedeliku hulka ja seega ka pihustuse stabiilsust. Kui kork on
taielikult kinni keeratud liigub kogu vedeliku vool nESI allikasse, kui kork on téiest lahti,
liilgub peaaegu kogu vool allikast médda. Reguleerides korki nende kahe asendi vahel on

vOimalik valida, kui suur proportsioon vedelikujoast nESI allikasse suunatakse.

Sisse - nESI

Joonis 6: T-kujuline voolujaotur
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5.2 Nano-ESI allika modifitseerimine sisekalibrantide lisamiseks

FT-ICR-MS instrumendi kaasamisel proovide analtiisimisse on tavaliselt vajalik lisada
proovilahustele sisekalibrante, et saavutada suurem m/z tapsus. Antud analldsiststeemi puhul
on aga oluline, et kalibrandid saaks susteemi lisatud péarast vedelikromatograafia osa, et

tagada nende pidev olemasolu massispektrites.

Joonisel 7 on ndha k&esolevas t66s kasutatud nESI allika skeem. Esmalt prooviti lisada
kapillaarile nr 1 (Joonis 7, sinise kirjaga) lisaharu, mille kaudu oleks massispektromeetrisse

liikuvale vedelikule juurde pumbatud sisekalibrantide lahust (vt skeemi lisas 4).

L

X Platvorm

Pihustid
Kilp

Kapillaar nr. 2 e

kalibrantidega

/ T |
Kapillaar nr. 1
prooviga

®

® ® @

©_©® Massianaliisaatorisse

RN
~

Joonis 7. Diagramm nESI allikast pealt vaates

Algselt proovitud lahendus (lisas 4 toodud skeemile vastav) osutus aga probleemseks.
Kromatograafilise joosku kaigus muutub pidevalt stisteemi rohk, seetdttu oleks vaja pidevalt
reguleerida ka sisekalibrantide lahuse pumpamise kiirust, et kompenseerida réhu muutusi.
Vastasel juhul muutuks ajathikus slsteemi voolava sisekalibrantide lahuse hulk
kontrollimatult. Néaiteks tekkis antud lahenduse puhul olukordi, kus ststeemi réhk muutus
piisavalt suureks ja proovilahus hakkas seetdttu voolama mitte massispektromeetrisse, vaid
sisekalibrantide lahusega sistlasse. Sellises susteemis on aga sustlapump koos sustlaga ndrk
lli, kuna see ei pruugi vastu pidada susteemis esinevatele kdrgetele rdhkudele.

Sisekalibrantide infuseerimisega seotud probleemide lahendamiseks tdiustati olemasolevat

nESI allikat. Allikale lisati tavaparase Uhe ndela kdrvale veel teine pihustusndel (Joonis 7,
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punase Kirjaga). Selline kahe néelaga allikas v6imaldab massispektromeetrisse infuseerida
paralleelselt mitut erinevat lahust selliselt, et Gihes harus voolava vedeliku Kiirus (ja seeldbi ka
rohk) ei mdjuta teises harus voolavat vedelikku. Nii on voimalik Uhest ndelast sisestada
proovilahust ning teisest infuseerida sisekalibrantide lahust ja hoida need kaks lahust
eraldatuna seni, kuni need segunevad nESI allikasse pihustades. Antud t66 kéigus

modifitseeritud nESI allika kahe ndela stisteem on néha joonisel 7 toodud fotodel.

Platvorm Kilp

Pihustid

Joonis 8: Vasakpoolne foto on tehtud allika seest suunaga massianalisaatori poole,
parempoolne foto on tehtud pealt vaates, massianallisaator j&ab fotol Gles suunas. Punase
ovaali sees on ndha avaust, mis viib massianaltsaatorisse, kahte pihustit ja nende otstest
tulevat kahte pihustatud juga

Seoses sisekalibrantide slisteemi infuseerimisega on vaja ka silmas pidada, et kuna anallittide
signaal kromatograafilise lahutuse tottu pidevalt kasvab ja kahaneb ning kuna sisekalibrantide
signaal vorreldes analtiitide signaaliga voiks olla ligikaudu 40%, siis vOiks analtisi kéigus
muutuda ka sisekalibrantide signaali intensiivsus. Platvorm, millele pihustid on nESI allikas
kinnitatud, on liigutatav y-telje sihis (Joonis 7 ja joonis 8 vasakpoolne foto). Platvormi y-telje
sihis liigutades on v6imalik reguleerida pihustite otste kaugust massispektromeetrisse viivast
avausest ja seega ka pihustist massispektromeetrisse joudvate ioonida hulka. Uhte pihustit
lahemale liigutades liigub teine pihusti kaugemale ning seeldbi on vdimalik reguleerida

proovi ja kalibrantide omavahelist suhtelist intensiivsust massispektris.

Modifitseeritud nESI allika t66le saamiseks oli vaja optimeerida pihustite asendit allikas.
Jooniselt 7 on n&ha, et pihustid on painutatud. Pihustite painutamine oli vajalik, et mélema

pihusti pihustused oleks suunatud massispektromeetrisse. Sirgete pihustite puhul paikneksid
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nende otsad Uksteisele liialt lahedal. Sellisel juhul tekib efekt, kus pihustused justkui
tdukaksid Uksteist eemale: pihustused ei ole enam suunatud massianallisaatori poole vaid
sellest mooda, lahuseid pihustataks vaid vastu kilpi ja tekkinud ioonid ei labiks avaust, mis
viib massianalisaatorisse. Seega, et tekkinud ioonid massianallisaatorisse jouaks, oli vaja viia
pihustite otsad Uksteisest kaugemale. Leiti, et pihustused ei kaldu algselt suunalt kdrvale
juhul kui pihustite otste vahekaugus on enam kui 3 mm. Ainult siis jduavad ioonid mdlemast

pihustist massianalusaatorisse.

Pihustite kaugus kilbist oleneb ka solvendist. K&rgema pindpinevusega solvendid vajavad
stabiilse pihustuse jaoks suuremaid elektrivalja tugevusi ja peaks seega olema kilbile I&hemal.
Too kaigus leiti, et juhul kui solvendid erinevates pihustites on markimisvaarselt erineva
pindpinevusega (korge veesisaldusega HPLC-st tulev vool vs metanoolis lahustatud
kalibrantide vool) ja vajavad stabiilse pihustuse jaoks erineva tugevusega elektrivélju, on
vOimalik paigutada pihustid kilbist erinevale kaugusele ja seelébi saavutada stabiilne pihustus

mdlemast pihustist korraga.

5.3 FT-ICR massispektri registreerimise Kiirendamine

Uheks oluliseks etapiks antud anallitsisiisteemi kokku panemisel oli FT-ICR-MS
parameetrite modifitseerimine selliselt, et massispektrite salvestusaeg oleks piisavalt lihike
kromatografeerimise jaoks. Uhe FT-ICR massispektri mddtmine (ioonide registreerimine ja
massispektri kuvamine) votab aega umbes 16 sekundit, sellest umbes 7 sekundit kulub
massispektri registreerimiseks (mo&dteprogramm) ja Ulejdédnud aeg kulub andmettotluseks
(Joonis 9, tlemine osa). HPLC thendamisel FT-ICR-MS-ga on see aeg liialt pikk, kuna vdib
juhtuda, et monest Kkitsamast kromatograafilisest piigist jaab seetbttu massispekter
registreerimata. Lisaks pole nESl/tavalist ESI ioonallikat kasutades pihustus téielikult
stabiilne - aeg-ajalt Taylori koonus I6hkeb (vt joonis 2), mistottu pihustus hetkeks kaob. Kui
sellisel hetkel kogutakse massispektri registreerimiseks ioone, siis registreeritakse nn ,,tihi
spekter®, sest sellisel juhul jduab massispektromeetrisse vaid tuhisel hulgal ioone. Arvestades
massispektri registreerimisele kuluvat aega ning aeg-ajalt esinevaid tihje spektreid, on
vajalik suurendada ajatihikus registreeritavate spektrite arvu.
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Varian 910-MS Experiment Setup Ioonid ICR maaterakus Diate:

Setup File: MV20190219_0020_ESI.trans. A ™
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lon Guide RF
Arb. Waveform B
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Shutter Pulse

Valve 2-Analz

Valve 1-Source |

Inner Rings
Trapping-Fil.
Trapping-Quad
Hex Entrance
Hex DC Offset
Hex EXIT
Shutter DC
TD_switch
HexRFInt ‘
HexRFAmMp#1

T T T T T
0 600 1200 1800
milliseconds

- a) ICR modteraku tiihjendamine - d) loonide liikumise aeglustumine

- b) loonide kogumine heksapooli - &) loonide ergastamine ja spektri registreerimine
- ¢) loonide Ulekanne heksapoolist ICR médterakku

T 1
2400 3000

Joonis 9. Tudpilise (tleval) ja HPLC-ga thendamise tarbeks modifitseeritud (all) ESI-FT-
ICR-MS mdoteprogrammi vordlus; x-teljel on aeg (ms), iga horisontaalne joon kujutab the
masina elemendi pinget - joone tbusmisele vastab pinge suurenemine

Massispektri kogumisele kuluva aja luhendamiseks on kolm vdimalust. Esiteks on vBimalik
panna moned spektri kogumise etapid toimuma paralleelselt (impulssjérjestuse muutmine)
ning teiseks on v@imalik vahendada aega, mille jooksul ioonid enne ergastamist ICR

mdoterakus viibivad (impulssjarjestuse lihendamine). Kolmandaks peab valima optimaalsed
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andmetdotlusparameetrid. Jargnevalt on toodud (levaade, kuidas neile kolmele aspektile

laheneti.

5.3.1 Impulssjdrjestuse iimber programmeerimine

Uhe FT-ICR massispektri registreerimine (vaata joonis 10) koosneb viiest etapist:

a) ICR modteraku tuhjendamine ioonidest;

b) ioonide kogumine heksapooli 2;

c) ioonide ulekanne heksapoolist 2 ICR mddterakku ioonjuhi kaudu;
d) ioonide litkumise aeglustamine;

e) ioonide ergastamine ja spektri registreerimine.

QQQ-MS QQQ-MS ja ICR
osa A osasid (ihendav
{ katik
Kvadrupool Magnet
' 7
—_— \1'_ —_— ICR
loonallikas modterakk
\ ! T
Heksapool 1~ Heksapool 2 ioonide loonjuht Magnet
kogumiseks

Joonis 10: loonide liikumise (lihtsustatud) teekond labi QQQ massianaliisaatori ja ioonoptika
ICR mo0dterakku. Joonis on esitatud labildikena

Enne ICR modterakku tlekandmist kogutakse portsjon ioone masina QQQ-MS osas asuvasse
heksapooli 2. Kogutud ioonid saab ICR moddterakku Ule kanda the korraga. See véimaldab
mdooterakku enamiku ajast Ulejadnud slsteemist eraldatuna hoida ning seel&bi rakus
madalama rohu saavutada. Selleks et véhendada analulsiaega on voimalik he spektri
registreerimise ajal alustada juba jargmiste ioonide kogumist heksapooli 2. Sellisel juhul

oleks Uihe massispektromeetrilise médtmise ajaline kulg jargnev:

a) ioonide litkumise aeglustamine;
b) ioonide ergastamine ja spektri registreerimine ICR rakus, samaaegne uue portsjoni
ioonide kogumine heksapooli 2;

c) ICR mddteraku tihjendamine;
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d) ioonide ulekanne heksapoolist 2 ICR mddterakku.

Loodigi modifitseeritud mdoteprogramm, mille ajaline kulg vastaks eelkirjeldatule.
Modifitseeritud modteprogrammi keskseks stindmuseks valiti hetk, kus ioonid 16ksustatakse
mdoOterakku. Enamiku teiste sundmuste toimumishetked on defineeritud teiste selle
sindmusega seotud sundmuste suhtes (valjavotted mdoteprogrammidest on toodud lisas 5).
Nii on vdimalik mdbteprogrammi vajadusel modifitseerida minimaalse vaevaga. Erinevate
proovide puhul v@ib vaja minna erinevaid instrumendi seadeid: l6ksustuspinged, ioonide
kogumisajad, FT-ICR-MS signaali kogumisaeg jne. Kirjeldatud programmi ulesehituse puhul
enamasti piisab vaid (he siundmuse toimumishetke muutmisest: teised sellega seotud

sindmused liiguvad automaatselt kaasa.

Selliselt modifitseeritud mdbteprogrammiga on vdimalik the massispektri kohta aega kokku
hoida umbes 0,5...1 sekundit ehk umbes 10% tidpilisest mdoteprogrammi ajast.

Modifitseeritud md&dteprogrammi eeliseks on ka mdodteprogrammi pikkuse sdltumatus
ioonide kogumisajast. Kui signaal on ndrk, siis on vdimalik seda tugevdada kogudes ioone
kauem heksapooli 2 ning saades seeldbi modtmiseks rohkem ioone. Modifitseeritud
mddteprogrammi abil on vOimalik kogumisaega pikendada ilma mdodteprogrammi kogu

kestust pikendamata.

5.3.2 Impulssjdrjestuse liihendamine

Teine koht, kus on vdimalik massispektri registreerimiseks kuluvat aega kokku hoida on
luhendada ajavahemikku ioonide mdoterakku sisenemise ja tstklotronliikumise ergastamise
vahel. loonid sisestatakse mddterakku magnetvélja sihiliselt ning nende litkumist selles sihis
piiratakse elektrivaljadega: ioonid jadvad z-telje (vt joonis 1) sihis vonkuma. Z-telje-sihiline
vonkumine mdjutab ioonide tstklotronsagedust ning seetbttu lastakse modterakku véike
kogus gaasi, et ioonide vonkumist pidurdada [32]. Mida aeglasem on ioonide liikumine z-
telje sihis, seda vaiksemat I6ksutuspinget on voimalik kasutada. loonide magnetronsagedus
oleneb vordeliselt I6ksustuspingest. Mida véaiksem on magnetronsagedus seda vaiksem on
erinevus mdddetava sageduse ja iooni tsiiklotronsageduse vahel [29]. loonide jahutamine on
vajalik ka selleks, et ioonparv asuks vdimalikult mddteraku keskel, sest ainult seal on iooni
tsuklotronsagedus sbltumatu iooni asukohast m6dterakus [33]. Seega, vahendades aega, mille
jooksul ioone ICR-rakus jahutatakse, peaks vahesel mé&éral vahenema instrumendi
lahutusvbime ning massitdpsus. Samas, massispektri interpreteerimine aga seetfttu

keerulisemaks ei muutu, kuna kasutades massispektromeetrit koos HPLC-ga esineb (hes
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spektris kordades véhem komponente kui analliisitavaid lahuseid otse massispektromeetrisse
infuseerides ning mdnevdrra madalam resolutsioon komponentide identifitseerimist ei sega,
sest oht, et piigid hakkavad kattuma alaneb. Samas aga vaheneb markimisvaarselt méotmiste
ajakulu, kuna tudpilisest ICR massispektri registreerimisest pikima osa moodustab just
ioonide litkumise pidurdamine (jahutamine) mddterakus (joonis 9, tilemine osa). Rakendades
antud lahendust on vdimalik aega kokku hoida kuni umbes 5 sekundit ehk kuni 70%
tlupilisest mooteprogrammi ajast. Seejuures ei tdheldatud margatavat langust massitapsuses
ega ka resolutsioonis. Seega, FT-ICR-MS parameetrite modifitseerimise tulemusel saavutati
méarkimisvaarne ajavoit (5 sek) ja seeldbi suurendati oluliselt HPLC-nESI-FT-ICR-MS

analliusi kéigus registreeritavate massispektrite arvu.

5.3.3 Optimaalsete andmetdéotlusparameetrite valimine

Thupilise FT-ICR massispektri registreerimisel kulub andmetdotlusele umbes 9 sekundit ehk
ule poole Ghe massispektri registreerimise jaoks kuluvast ajast. Valides andmet66tluse jaoks
Oiged parameetrid on voimalik seda aega umbes poole vorra lihendada, seega, andmete
tootlemisel on optimaalsete parameetrite valimine kriitilise tahtsusega. Jargnevalt on
kirjeldatud kolme aspekti, mille modifitseerimisel on véimalik andmetd6tlusel aega kokku
hoida.

Enne kui kogutud andmeid arvutis to6tlema hakatakse, konverteeritakse registreeritud signaal
digitaalsele kujule. See protsess toimub transiendi digitaliseerijas (Transient digitizer, TD).
TD-s on kahetuumaline protsessor. Seadme tarkvaras on voimalik valida, kas kasutatakse
esimest vOi teist tuuma vdi mdlemaid paralleelselt. Vaikimisi on valitud vaid Ghe tuuma
kasutamine. Aja kokkuhoidmiseks tuleb valida variant, kus mdlemat tuuma kasutatakse
paralleelselt. Aja kokkuhoid sellise valiku tegemisel oleneb spektri registreerimise
parameetritest, kuid tlupiliste andmete kogumise aja ja diskreetimissageduse (ADC) puhul
vOib nii séasta umbes 3 sekundit.

Andmetodtlusele kuluv aeg on otseselt seotud andmepunktide hulgaga: mida rohkem on
andmepunkte seda rohkem aega kulub nende tdotlemiseks. Seetdttu peaks massispektri
registreerimisel piudma registreerida madalaima véimaliku arvu andmepunkte, mis veel ei
sega andmete interpreteerimist. Uks v@imalus selleks on lilhendada signaali registreerimise
aega. Kill aga tuleb silmas pidada, et FT-ICR-MS puhul oleneb resolutsioon otseselt signaali
registreerimise ajast, mistottu tuleb arvestada, et kui lihendada aega vaheneb ka resolutsioon.

Korge resolutsioon on aga FT-ICR-MS juures ks suurimaid eeliseid. Seega, peab leidma
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optimaalsed tingimused ning valima registreerimise aja madalaima resolutsiooni jargi,

millega on veel vdimalik to6tada.

Veel Uks vdimalus ajakulu véhendada on valida madalam diskreetimissagedus (ADC rate)
ehk sagedus, millega kogutakse andmepunkte signaali digitaliseerimisel. Kui valida madalam
diskreetimissagedus ei ole enam vdimalik registreerida nii suure sagedusega signaale kui
kdrgema diskreetimissagedusega. Seelébi pole kérgemate sagedusega signaalide puhul enam
taidetud Nyquist-Shannoni teoreem: signaali taiuslik rekonstrueerimine on vdimalik vaid siis,
kui diskreetimissagedus on vahemalt kaks korda suurem mdddetava signaali sagedusest. [26]
See téhendab, et ioonidel on olemas mingi maksimaalne sagedus, millest kérgemat
registreerida ei saa. Kuna iooni tsuklotronsagedus ja selle m/z vaértus on poordvordeliselt
seotud, jareldub, et on mingi minimaalne m/z vaartus, millest madalamatelt vé&rtustelt
signaali ei saada. Langetades diskreetimissagedust tdstetakse seega seda alumist m/z piiri.
Diskreetimissageduse valimisel tuleks seega jéalgida, milline on madalaim m/z vééartus, mida

tahetakse registreerida ning lahtuda sellest antud sageduse valimisel.

Koiki eelnevalt kirjeldatud meetmeid rakendades suudeti Ghe massispektri registreerimise
ajakulu vahendada 16 sekundi pealt 4 sekundi peale, séilitades siiski spektrite kvaliteedi. Uue
mddteprogrammi  abil saavutati umbes sekundiline ajavbit. Optimaalset ioonide
jahutamisaega  kasutades  sdasteti umbes 5 sekundit. Valides optimaalsed
andmet6otlusparameetrid saasteti umbes 6 sekundit.

Antud tulemus kehtib ké&esolevas t60s kasutatud proovide puhul. Konkreetne ajakulu oleneb
spetsiifilisest analtlsitavast materjalist ja seega vOib varieeruda. Erinevate proovide puhul
vOib olla vajalik kasutata erinevaid heksapooli 2 kogumisaegu, diskreetimissagedusi, FT-
ICR-MS signaali kogumisaegu jms, mistdttu erineb ka ajakulu.

5.4 HPLC-nESI-FT-ICR-MS siisteemi rakendamine proovide
analiiiisimiseks

Vélja tootatud HPLC-nESI-FT-ICR-MS slsteemi testimiseks kasutati peamiselt vaiguliste

materjalide proove. Analulsiti kampolvaiku, ménnitdrva, 16. sajandi laevavrakilt leitud

vaigulise materjali proovi. Lisaks testiti susteemi pdgusalt ka looduslike vérvainete

analttsimiseks.
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Jargnevalt on esitatud pdhilised tdhelepanekud andmete té6tlemise kohta ning lisatud on nii
vaiguliste materjalide kui varvainete analltisimisel HPLC-nESI-FT-ICR-MS-iga saadud
uldised tulemused. Pdhjalik massispektri piikide omistamine kindlatele thenditele ei olnud
ké&esoleva t60 eesmaérgiks, kuid esmased interpreteerimisandmed on toodud lisades. Lisaks on
t06 kaigus analldsitud materjalide HPLC-nESI-FT-ICR-MS andmed kattesaadavad

veebilehel: https://analytical.chem.ut.ee/databases/hrmsl/.

5.4.1 Andmete téétlemise alused

Iga kromatograafilise jooksu kéigus salvestati mitusada massispektrit, nditeks 20 minuti
pikkuse kromatograafilise jooksu kohta 313 massispektrit. Koigi the jooksu kéigus
salvestatud massispektrite interpreteerimine on seega véga ajamahukas t06. Aja séastmiseks
on seetdttu otstarbekas vahendada interpreteeritavate spektrite hulka. Selleks maistlik viis on
otsida igale UV-Vis-kromatogrammis olevale piigile vastav massispekter, mis sobib kdige

paremini interpreteerimiseks.

Massispektri sobivust interpreteerimiseks saab hinnata a) spektri summaarse (lldise)
intensiivsuse, b) kalibrantide massispektris olemasolu ja c) kalibrantide ning analtdtide
omavahelise suhtelise intensiivsuse jargi. Kuna pihustus ei olnud kasutatud nESI
ionisatsioonallika korral péris stabiilne vdib erinevatest pihustitest tulevate ainete signaal
kdikuda ja aeg-ajalt isegi kaduda. Seetdttu tuleb esmalt leida massispekter, kus on olemas nii
analliisitavale proovile kui ka kalibrantidele vastavad piigid. Seejarel tuleb arvesse votta
spektri signaali summaarset intensiivsust, mis voiks jdéda vahemikku 30..70 (lihikuta suurus).
Liiga madala intensiivsuse korral jaab signaal ndrgaks ja liiga suure intensiivsuse korral on
ICR mddterakus korraga nii palju ioone, et nende poolt tekitatud elektrivali (ruumlaeng)

hakkab moéjutama maaratud m/z tapsust.

Kalibrantide signaali tugevus voiks ideaaljuhul moodustada analliitide omast umbes 40%.
Kuna kromatograafilise jooksu kéigus analtiiisitav proov lahjeneb ja kalibrantide intensiivsus
uletab seetdttu analliitide oma, tdhendab see praktikas, et enamasti tuleb otsida vdimalikult

intensiivse analliitide signaaliga spektrit, milles on olemas ka sisekalibrantide piigid.

Antud t60 kaigus modifitseeritud ionisatsioonallika abil oli véimalik reguleerida kalibrantide
signaal optimaalsele tasemele. Kui sisekalibrantide signaal on liiga nork ei pruugi selle
intensiivsuse kdikumise korral kalibrantidelt signaali saada. Liialt tugeva signaali korral

hakkab modtmise tapsust tugevalt mdjutama ruumlaengu efekt.
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5.4.2 Vaiguliste materjalide analiitisimine HPLC-nESI-FT-ICR-MS stisteemiga

Kampolvaigu analiiisimisel HPLC-nESI-FT-ICR-MS-ga saadi tulemuseks UV-Vis-
kromatogramm, millel oli vdimalik eristada 39 piiki. Kokku registreeriti selle jooksu ajal 139
massispektrit. Leiti, et spektrite arv jai vaheseks ning kbikidele kromatograafilistele piikidele
polnud vdimalik leida vastatavat massispektrit. SeetOttu otsustatigi valja to6tada meetmed
FT-ICR-MS md@dtmiste ja andmetddtluse Kiirendamiseks. Jargnevate anallitiside kaigus on

rakendatud kdiki eelnevates osades kirjeldatud aja kokkuhoidmise meetmeid.

Peale Uksikute erandite olid koikides kampoli analtitisimisel HPLC-nESI-FT-ICR-MS-ga
saadud massispektrites olemas kalibrantidele vastavad piigid ja seet6ttu olid kdik need
spektrid kalibreeritavad. Uldjuhul jaid koikide massispektrite intensiivsused vahemikku
10...60. Igas massispektris oli ~30-40 piiki, vordluseks, ilma kromatograafilise lahutuseta oli

FT-ICR massispektromeetriga registreeritud kampoli massispektris piike tle 600.

Tulemuste tapsemaks vaatlemiseks ja esmaseks interpreteerimiseks valiti 18 spektrit vastavalt
eelpool kirjeldatud kriteeriumitele. Lisas 6 on esitatud kampolvaigu nESI-FT-ICR-MS
spekter ja HPLC-nESI-FT-ICR-MS-ga analttsimise tulemuseks saadud kromatogramm,
mille juurde on valja toodud moned kromatogrammi piikidele vastavad massispektrid. Nagu
esitatud massispektritelt ndha, siis ka kromatograafeerimise korral pole saavutatud 16plikku
lahutust. Seda kinnitab ka esmane interpreteerimine, kus thele kormatograafilisele piigile
vastab massispekter, milles esineb mitmeid kampolvaigule omaseid komponente. See néitab
taaskord, kui keeruka materjaliga on tegemist. Siiski on antud massispektrites tunduvalt

vahem piike, mistdttu on vaigu koostise uurimine monevorra hdlpsam.

Lisas 6 on vélja toodud ka m/z 341,20872 vastav kromatogramm. Sellele m/z véartusele
vastab brutovalem CxoH3003Na*, mis omakorda viitab suure tGendosusega okstideerunud
abietiinhappele (kui vaigu péhikomponent), kuid naiteks on sama brutovalemiga ka kampoli
koostisesse kuuluvad oksudeerunud pimaarhape ja neoabietiinhape. Lisas 6 vélja toodud
kromatogrammil (vastab m/z 341,20872) on vdimalik eristada kolme piiki, millest vdib
jareldada, et kromatografeerimisega on suudetud lahutada kolm erineva struktuuriga, kuid
samale brutovalemile vastavat komponenti. Seega, on antud kromatogrammi abil on vdimalik
demonstreerida, et HPLC-nESI-FT-ICR-MS slsteem on vdimeline eristama sama
brutovalemiga Uhendeid.

Ménnitdrva UV-Vis-kromatogrammil on véimalik eristada 25 piiki. Kokku registreeriti 20

minutilise jooksu ajal 313 massispektrit, millest interpreteerimiseks valiti 33. Spektrites olid
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olemas kalibrantide piigid ja koikide jooksu ajal registreeritud spektrite intensiivsed jaid
vahemikku 5...75. Uldjuhul oli nendes massispektrites 100-150 piiki. Vordluseks, ainult MS-
ga moodetud maéannitdrva massispektrites on umbes 330 piiki. Seega vOib Oelda, et
mannitdrva analulsimiseks antud susteem sobib, kuid tulemuste tdpsustamise huvides oleks
vajalik parandada kromatografeerimise tingimusi. Lisas 7 on esitatud mannitérva nESI-FT-
ICR-MS spekter ja HPLC-nESI-FT-ICR-MS-ga analliisimise tulemuseks saadud
kromatogramm, mille juurde on vélja toodud mdned kromatogrammi piikidele vastavad

massispektrid.

Laevavrakilt périt vaigulise proovi UV-Vis-kromatogrammis on v8imalik eristada 18 piiki.
Kokku registreeriti 15 minutilise jooksu kéigus 240 massispektrit . Interpreteerimiseks valiti
nendest 20 spektrit. Spektrites olid olemas kalibrantide piigid ja kdikide jooksu ajal
registreeritud spektrite intensiivsed jaid vahemikku 5...55. Uldjuhul oli nendes
massispektrites 60-120 piiki. VVordluseks, ainult FT-ICR-MS-ga moddetud massispektrites on
umbes 400 piiki. Lisas 8 on esitatud antud proovi nESI-FT-ICR-MS spekter ja HPLC-nESI-
FT-ICR-MS-ga analiiusimise tulemuseks saadud kromatogramm, mille juurde on vélja
toodud mdned kromatogrammi piikidele vastavad massispektrid. Viimaste analliisimisel
tuvastati mannitdrvale (ménnivaigule) vastavaid komponente, mist6ttu vdib oletada, et antud

proov sisaldas mannivaigu tootlemisel saadud materjali, suurima téendosusega torva.

Lisaks taheldati mitmete analliside kdigus massispektrites piikide klastrit m/z vahemikus
785...875. Leiti, et klaster périneb sisekalibrantide ettevalmistusel kasutatud sustlafiltritest

tulenevast saastusest.

5.4.3 Kermese analiitisimine HPLC-nESI-FT-ICR-MS stisteemiga

Vérvainete puhul polnud véimalik punktis 5.4.1 kirjeldatud meetodit tulemuste
interpreteerimiseks rakendada kuna nende proovide puhul ei saavutatud piisavat
kromatograafilist lahutust (suurima tden&osusega oli kasutatud varvaine lahus vananenud).
Kromatograafiline programm varvainete lahutamiseks todtati vélja kasutades looduslikes
varvainetes leiduvate komponentide siinteesitud variante. Kromatografeerides aga samadel

tingimustel looduslikku paritolu proovi elueerusid kdik komponendid peaaegu samal ajal.

Vaatamata puudulikule kromatograafilisele lahutusele leiti, et kermese analliis HPLC-nESI-
FT-ICR-MS-ga on teostatav. Analliusi kaigus registreeriti kalibreeritavad ja sobiva

intensiivsusega massispektrid ning esmased tulemused on esitatud lisas 9.
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5.4.4 Jdreldused proovide analiitisimise kohta HPLC-nESI-FT-ICR-MS-ga
Jargnevalt on toodud pohilisemad jareldused, mis tehti HPLC-nESI-FT-ICR-MS susteemi

testimisel vaiguliste materjalide ja varvainete analutsimisel:

Kromatograafilise lahutuse olemasolu lihtsustas massispektreid margatavalt. Piikide
arv LC-MS siisteemiga registreeritud massispektrites oli mitmeid kordi vaiksem kui
otsese MS-ga registreeritud massispektrites.

Néidati, et antud stisteemiga on vdimalik lahutada sama brutovalmiga komponente.
Slsteemiga on vdimalik registreerida mitmeid massispektreid Uhe kromatograafilise
piigi kohta — see annab vOimaluse valida mitme massispektri vahel. Seega on FT-
ICR-MS-i vdimalik edukalt kasutada LC-MS siisteemi detektorina, ilma et info kaotsi
l&heks.

Koik HPLC-nESI-FT-ICR-MS siisteemiga registreeritud massispektrid sisaldasid
kalibrantide piike ja olid kalibreeritavad (m/z nihked jaid alla Uldiselt alla 1 ppm-i,
alati alla 2 ppm-i). Kalibrantide intensiivsus spektrites oli piisavalt kdrge ja stabiilne.
Samuti oli edukalt vdimalik jooksu kaigus reguleerida kalibrantide intensiivsust

massispektris parajale tasemele.

Seega voib oGelda, et koostatud HPLC-nESI-FT-ICR-MS silisteem vdimaldab keerukaid

looduslikke materjale analliisida ning annab t&psustavat informatsiooni selliste ainete

koostise kohta.

35



6 Kokkuvote

Ké&esoleva magistritdd pohieesmargiks oli vélja todtada HPLC ja nESI-FT-ICR-MS
instrumente kombineeriv LC-MS siisteem, mida rakendada keeruliste looduslike proovide

analttsimiseks.

Susteemi koostamiseks tuli lahendada kolm Ulesannet: HPLC ja FT-ICR-MS instrumentide
fudsiline 0hendamine, sisekalibrantide lisamine susteemi FT-ICR-MS mddtmistdpsuse

parandamise jaoks ja FT-ICR-MS md6tmiste ajakulu vahendamine.

Instrumentide Ghendamiseks seati Ules slsteem vedelikuvoolu suunamiseks HPLC-st
massispektromeetrisse. Vooluslsteemi lisati kaks voolujagamispunkti, millest esimese
eesmérk on vahendada HPLC-st tuleva vedeliku vooluhulka tasemele, millega nESI allikas
on vdimeline tddtama. Teise voolujaotuspunkti eesmark on pakkuda vdimalust voolukiirust

nESI allikas peenhéélestada, et tagada stabiilsem pihustus.

Teise tlesandena oli vaja vedelikuvoolule stisteemis lisada sisekalibrante massispektromeetri
m/z telje kalibreerimiseks. Sisekalibrante oli vaja stisteemi lisada peale HPLC-d aga enne
massispektromeetrit. Leiti, et selleks on kdige otstarbekam modifitseerida nESI allikat nii, et
see oleks vdimeline ioniseerima korraga kahest eri pihustist tulevat vedelikuvoolu. Lisaks on
voimalik modifitseeritud ioonallikaga reguleerida sisekalibrantide ja anallltide suhtelist

intensiivsust massispektrites.

Uks olulisemaid probleeme, mis antud siisteemi koostamisel oli vaja lahendada puudutab
aega, mis kulub tihe FT-ICR-MS massispektri salvestamiseks ja esitamiseks. Uldiselt votab
FT-ICR-MS spektri registreerimine nii kaua aega, et muuta kromatograafilise jooksu
tulemuste interpreteerimine keerukaks. Informatsioon vdib kaotsi minna kuna massispektri
salvestamiseks kulub liiga kaua aega. Mddtmiste kiirendamiseks leiti kolm viisi. Esiteks
valiti spektri registreerimisel optimaalsed andmetddtlusparameetrid, et hoida andmepunktide
arvu vOimalikult madalana ning viia andmetdotlus labi vdimalikult Kiiresti. Teiseks
optimeeriti  FT-ICR-MS  m0Odteprogrammi  etappide  ajalist  kestust. Kolmandaks
programmeeriti modteprogramm téiesti Umber selliselt, et mitmed spektri registreerimise
etapid saaksid toimuda paralleelselt, sadstes ndnda aega. Nende votetega vahendati Uhe
massispektri registreerimisele kuluvat aega 16 sekundi pealt 4 peale, mis on mérkimisvéaérne

ajavOit kromatografeerimise seisukohalt.
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Slsteemi testimiseks analttsiti koostatud HPLC-nESI-FT-ICR-MS susteemiga looduslikke
vaigulisi materjale ja vérvaineid. Leiti, et valja to6tatud LC-MS instrumendiga on vdimalik
registreerida kvaliteetseid massispektreid terve kromatograafilise jooksu kéigus. Saadud
massispektreid oli markimisvéarselt lihtsam interpreteerida kui otsese FT-ICR-MSiga saadud
spektreid ning tanu kromatograafilisele lahutusele oli vBimalik eristada sama brutovalemiga

komponente.
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LISA 1 - Kampolvaigu p&hikomponentide struktuurvalemid koos brutovalemitega. [1]

Ho
o]
Abietiinhape C2oHz00: Neoabietiinhape C2oH3002
M=302,22458 g/mol M=302,22458 g/mol

HOgii
@)

Pimaarhape C20H3002

M=302,22458 g/mol

HO %\: S\\
\\O HO%\\O

Dehiidroabietiinhape C20H280: 7-oksodehtidroabietiinhape C20H2603

M=300,20893 g/mol M=314,18819 g/mol
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LISA 2 — Kermese pShikomponentide struktuurvalmid koos brutovalemitega. [1]

OH @) OH
X
HO | OH
o

OH

Kermese pohikomponent Kermese komponent

kermeshape C16H100s flavokermeshape C16H1007

M=330,03757 g/mol M=314,04265 g/mol

Antrakinooni ja naftokinooni (kermeses sisalduvad kinoonid) struktuurvalemid koos

brutovalemitega. [1]

0 0

o) o)
Antrakinoon C14HsO> Naftokinoon C19HgO>
M=208,05243 g/mol M=158,03678 g/mol
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LISA 3 - T60s kasutatud fosfaseeniumioonide struktuurvalemid koos brutovalmitega
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N—P— Ho T, o/
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IS TN
CoHasN3P* C14HaoN7P2*
m/z=206,17806 m/z=368,28149

D@@
R

Ca26HasN7CIP2*

m/z=552,28947
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\ NﬁN

von

N H | + \
N— F\) N &N IT NpN\j
— N\ N N 7

\ ‘ / CN P— I\D

N— |
/ \ N

N

Co6HeaN13P4" Ca4Hg2N13P4*

m/z=682,43526 m/z=916,57611



LISA 4 — HPLC-nESI-FT-ICR-MS esialgne skeem

Proov
sisse

| HPLC

(UV-Vis
det.)

Sustlapump
kalibrantide
lahusega

Reguleeritav
voolujagaja
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LISA 5 - Viljavotted FT-ICR-MS modteprogrammist. Paremal veerus modifitseerimata
maodteprogramm, vasakul modifitseeritud mdoteprogramm.

Algne (modifitseerimata) FT-ICR-MS programm

Modifitseeritud FT-ICR-MS programm

Synthesizer Trigger
Event [00]: lon Guide RF Burst
The delay of this event is linked to the
beginning of the Hex EXIT [01] event.

Synthesizer Trigger
Event [00]: lon Guide RF Burst
The delay of this event is linked to the
beginning of the Hex DC Offset [01] event.

Delta Delay:  -100.000 ms Delta Delay: 0.000 ms
Absolute Delay: 1000.000 ms Absolute Delay: 2784.536 ms
Width: 125.000 ms Width: 125.000 ms
Frequency: 2900.000 kHz Frequency: 2900.000 kHz
Amplitude: 180.000 Volts (b-p) Amplitude: 180.000 Volts (b-p)
Arb Waveform Trigger Arb Waveform Trigger

Event [00]: Arbitrary Waveform Event [00]: Arbitrary Waveform
The delay of this event is linked to the Delay: 1500.000 ms
end of the Trapping-Quad [03] event. Width: 65.536 ms
Delta Delay: 80.000 ms Amplitude: 100.000 Volts (b-p)
Absolute Delay: 6180.000 ms DAC Rate: 8000000 Hz
Width: 65.536 ms Sample Points: 524288
Amplitude: 100.000 Volts (b-p) Filter Setting: 5
DAC Rate: 8000000 Hz Waveform Description...
Sample Points: 524288 Add Power m/z: 60.000 to 1100.000 @ 100%

Filter Setting: 5
Waveform Description...
Add Power m/z: 60.000 to 1100.000 @ 100%

Shutter Pulse
Event [00]: TTL Pulse
The delay of this event is linked to the
beginning of the Hex EXIT [01] event.

Delta Delay: -80.000 ms
Absolute Delay: 1020.000 ms
Width: 85.000 ms

Shutter Pulse
Event [00]: TTL Pulse
The delay of this event is linked to the
beginning of the Hex EXIT [01] event.

Delta Delay: -80.000 ms
Absolute Delay: 2804.536 ms
Width: 85.000 ms

Valve 2 - Analyzer
Event [00]: TTL Pulse
The delay of this event is linked to the
beginning of the Hex EXIT [01] event.

Delta Delay: 0.000 ms
Absolute Delay: 1100.000 ms
Width: 80.000 ms

Valve 2 - Analyzer
Event [00]: TTL Pulse
The delay of this event is linked to the
beginning of the Hex EXIT [01] event.

Delta Delay: 0.000 ms
Absolute Delay: 2884.536 ms
Width: 80.000 ms

Valve 1 - Source
Event [00]: TTL Pulse

Valve 1 - Source
Event [00]: TTL Pulse

Delay: 0.000 ms Delay: 0.000 ms
Width: 5.000 ms Width: 5.000 ms
Inner Rings Inner Rings

Event [00]: DAC Init to 0.300 V

Event [01]: DAC Pulse to 8.000 V
Delay: -5.000 ms
Width: 5.000 ms

Event [00]: DAC Init to 0.300 V

Event [01]: DAC Pulse to 8.000 V
The delay of this event is linked to the
beginning of the Trapping-Quad [02] event.

Delta Delay: 0.000 ms
Absolute Delay: 2769.536 ms
Width: 5.000 ms
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LISA 5 jatkub

Algne (modifitseerimata) FT-ICR-MS programm

Modifitseeritud FT-ICR-MS programm

Trapping-Quadrupole

Event [00]: DAC Init to 10.000 V

Event [01]: DAC Pulse to -30.000 VV
Delay: -5.000 ms
Width: 10.000 ms

Event [02]: DAC Pulse to 0.000 V
The delay of this event is linked to the
beginning of the Hex EXIT [01] event.

Delta Delay: -2.000 ms
Absolute Delay: 1098.000 ms
Width: 3.500 ms

Event [03]: DAC Ramp to 1.500 V
The delay of this event is linked to the
beginning of the Hex EXIT [01] event.
Delta Delay:  4500.000 ms
Absolute Delay: 5600.000 ms
Width: 500.000 ms

Trapping-Quadrupole

Event [00]: DAC Init to 10.000 V

Event [01]: DAC Ramp to 1.500 V
The delay of this event is linked to the
beginning of the Arb. Waveform [00] event.
Delta Delay:  -580.000 ms
Absolute Delay:  920.000 ms
Width: 500.000 ms

Event [02]: DAC Step to -30.000 V
The delay of this event is linked to the
end of the TD_switch [01] event.
Delta Delay: 0.000 ms
Absolute Delay: 2769.536 ms

Event [03]: DAC Step to 10.000 V
The delay of this event is linked to the
beginning of the Trapping-Quad [02] event.
Delta Delay: 10.000 ms
Absolute Delay: 2779.536 ms

Event [04]: DAC Pulse to 0.000 V
The delay of this event is linked to the
beginning of the Hex EXIT [01] event.

Delta Delay: -2.000 ms
Absolute Delay: 2882.536 ms
Width: 3.500 ms

Hexapole Entrance

Event [00]: DAC Init to 30.000 V

Event [01]: DAC Step to -6.500 V
Delay: 100.000 ms

Event [02]: DAC Step to 10.000 V
The delay of this event is linked to the
beginning of the Hex DC Offset [01] event.
Delta Delay: 0.000 ms
Absolute Delay: 1000.000 ms

Hexapole Entrance

Event [00]: DAC Init to 10.000 V

Event [01]: DAC Step to -6.500 V
The delay of this event is linked to the
beginning of the Hex Entrance [02] event.
Delta Delay:  -1000.000 ms
Absolute Delay: 1784.536 ms

Event [02]: DAC Step to 10.000 V
The delay of this event is linked to the
beginning of the Hex DC Offset [01] event.
Delta Delay: 0.000 ms
Absolute Delay: 2784.536 ms

Hexapole DC Offset

Event [00]: DAC Init to -10.000 V

Event [01]: DAC Ramp to 5.000 V
The delay of this event is linked to the
beginning of the Hex EXIT [01] event.
Delta Delay:  -100.000 ms
Absolute Delay: 1000.000 ms
Width: 100.000 ms

Hexapole DC Offset

Event [00]: DAC Init to -10.000 V

Event [01]: DAC Ramp to 5.000 V
The delay of this event is linked to the
beginning of the Trapping-Quad [03] event.
Delta Delay: 5.000 ms
Absolute Delay: 2784.536 ms
Width: 100.000 ms

Hexapole EXIT
Event [00]: DAC Init to 30.000 V
Event [01]: DAC Step to -8.000 V

Hexapole EXIT
Event [00]: DAC Init to 30.000 V
Event [01]: DAC Step to -8.000 V

Delay: 1100.000 ms The delay of this event is linked to the
beginning of the Hex DC Offset [01] event.
Delta Delay: 100.000 ms
Absolute Delay: 2884.536 ms
Shutter DC Shutter DC

Event [00]: DAC Init to 30.000 V

Event [01]: DAC Step to -15.000 V
The delay of this event is linked to the
beginning of the Hex EXIT [01] event.
Delta Delay: 0.000 ms
Absolute Delay: 1100.000 ms

Event [00]: DAC Init to 30.000 V

Event [01]: DAC Step to -15.000 V
The delay of this event is linked to the
beginning of the Hex EXIT [01] event.
Delta Delay: 0.000 ms
Absolute Delay: 2884.536 ms

lon Guide Offset
Event [00]: DAC Init to -5.000 V

lon Guide Offset
Event [00]: DAC Init to -5.000 V
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LISA 5 jatkub

Algne (modifitseerimata) FT-ICR-MS programm

Modifitseeritud FT-ICR-MS programm

TD Switch

Event [00]: DAC Init to 0.000 V

Event [01]: DAC Pulse to 5.000 V
The delay of this event is linked to the
end of the Arb. Waveform [00] event.
Delta Delay: 4.000 ms
Absolute Delay: 6249.536 ms
Width: 1200.000 ms

TD Switch

Event [00]: DAC Init to 0.000 V

Event [01]: DAC Pulse to 5.000 V
The delay of this event is linked to the
end of the Arb. Waveform [00] event.
Delta Delay: 4.000 ms
Absolute Delay: 1569.536 ms
Width: 1200.000 ms

Pos/Neg 0=POS 5=NEG
Event [00]: DAC Init to 0.000 V

Pos/Neg 0=POS 5=NEG
Event [00]: DAC Init to 0.000 V

Inter-Hex lens
Event [00]: DAC Init to -5.000 V

Inter-Hex lens
Event [00]: DAC Init to -5.000 V

HexRFInt

Event [00]: DAC Init to 0.000 V

Event [01]: DAC Step to 5.000 V
Delay: 0.000 ms

Event [02]: DAC Step to 0.000 V
The delay of this event is linked to the
beginning of the Hex EXIT [01] event.
Delta Delay: 100.000 ms
Absolute Delay: 1200.000 ms

HexRFInt

Event [00]: DAC Init to 0.000 V

Event [01]: DAC Step to 5.000 V
The delay of this event is linked to the
beginning of the Hex Entrance [01] event.
Delta Delay:  -100.000 ms
Absolute Delay: 1684.536 ms

Event [02]: DAC Step to 0.000 V
The delay of this event is linked to the
beginning of the HexRFInt [01] event.
Delta Delay:  1300.000 ms
Absolute Delay: 2984.536 ms

Hex RF Amp #1

Event [00]: DAC Init to 0.000 V

Event [01]: DAC Step to 500.000 V
Delay: 0.000 ms

Event [02]: DAC Step to 0.000 V
The delay of this event is linked to the
beginning of the Hex EXIT [01] event.
Delta Delay: 100.000 ms
Absolute Delay: 1200.000 ms

Hex RF Amp #1

Event [00]: DAC Init to 0.000 V

Event [01]: DAC Step to 500.000 V
The delay of this event is linked to the
beginning of the HexRFInt [01] event.
Delta Delay: 0.000 ms
Absolute Delay: 1684.536 ms

Event [02]: DAC Step to 0.000 V
The delay of this event is linked to the
beginning of the HexRFInt [02] event.
Delta Delay: 0.000 ms
Absolute Delay: 2984.536 ms

Hex RF Amp #2
Event [00]: DAC Init to 0.000 V

Hex RF Amp #2
Event [00]: DAC Init to 0.000 V

Detection Event
Direct Mode (Broadband) Detection
Excitation Event: Arb. Waveform [00] (Arb

Waveform)
Detect: m/z 60.000 to 1000.000
Start Time: 6249.632 ms
Acquisition Time: 524.288 ms
ADC Rate: 4000000 Hz
Transient Points: 2097152
ADC Gain: 1

Detection Event
Direct Mode (Broadband) Detection
Excitation Event: Arb. Waveform [00] (Arb

Waveform)
Detect: m/z 108.000 to 1000.000
Start Time: 1569.632 ms
Acquisition Time: 1048.576 ms
ADC Rate: 2000000 Hz
Transient Points: 2097152
ADC Gain: 1
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LISA 6 — Kampolvaigu HPLC-nESI-FT-ICR-MS-ga analutsimise tulemused

Uleval on toodud kampoli massispekter, keskel kampoli kromatogramm, all kahele
kromatograafilisele piigile vastavad massispektrid. Spektrites on punase kastiga mérgitud
sisekalibrandid, rohelisega on esitatud mdned interpreteeringud [1].

100+ 552 28957
1 682 43495
90 339.19293 11
801 373.19844
3 916 57574
. 704
g 3
> 60— 389.17265 67139181
= E
FCJ 504 655.30733 || | 89.40257
£ R 705.40013
o 40
=] ]
g 3]
q 206.17804
2 30 40516783 721 40009
3 1
< 204
E 150.11545 3721137 41722482 739.41028
R 299.20084 749.42349
- 43321588
10 ] 271 20561 539.40565 T65.42210 989.61199
31 113.06576 = | l4B1.215m L 79943243
| A "
0- T L T UL L ]
100 200 300 400 600 700 000
Mass/Charge
1500
S /
e 1000
N—r
S |
=}
2 500
=}
5] 0 T T T P g
()
P [0 5 10 15 / 20
-500 " .
Retentsiooniaeg (min /
100 /
90
et [C,0H,50,-COOH]*
S 201282
704
> e
[CoH500,+H]* 2
qC) 604 7110838 623.40700
206 17807 — |
100+ n /50
b ©
90 e and
I 3
804 1
< 1 5 30_: 541301
S ] Hr2me Q 991 3860 67943017
<= 4 < 20 o5 21077 7% I3 AESEL 16 ST
é‘ ] 1 13127523 - 767 49733 M1
Q2 607 104 1T e 1518
GC) ] 1 eseamms | L 450 30618 l 1 |
E 504 U—:L p y L III T - ‘Inl_xh i dal ) Ll I
0] ! 100 200 300 400 500 600 700 800 00 1000
g 40 Mass/Charge
< ]
'8 30: n [ AN s e 8243515 s i
S ] 21528 .
) sl 2
204
< 1 Lok Le g
104 1127533
4 BSEITTE llraoaaé 288.3218 J
0 1 . e o L | i " L -
000 2000 300 400 500 600 700 BOO 80D 1000
Mass/Charge

48



LISA 6 jatkub
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LISA 7 — Mannitdrva HPLC-nESI-FT-ICR-MS-ga analtlsimise tulemused

Uleval on toodud mannitdrva massispekter, keskel mannitdrva kromatogramm, all kahele
kromatograafilisele piigile vastavad massispektrid. Spektrites on punase kastiga mérgitud
sisekalibrandid, rohelisega on vélja toodud mdéned interpreteeringud [34].
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LISA 8 — Nargenl proovi HPLC-nESI-FT-ICR-MS tulemused

Uleval on toodud Nargenl massispekter, keskel Nargenl kromatogramm, all kahele
kromatograafilisele piigile vastavad massispektrid. Spektrites on punase kastiga mérgitud
sisekalibrandid, rohelisega on toodud méned interpreteeringud [1,3,35].
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LISA 9 — Kermese HPLC-nESI-FT-ICR-MS tulemused

Uleval on toodud proovi massispekter, keskel proovi kromatogramm, all kahele
kromatograafilisele piigile vastavad massispektrid. Spektrites on punase kastiga mérgitud
sisekalibrandid.
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