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INFOLEHT
Virvitud kiudude uurimine fluorestsentsspektromeetria meetodil

Kéesolevas t00s uuriti mitmeid erinevate vérvainetega virvitud villakiudude proove
fluorestsentsspektromeetria meetodil, et koostada vordlusproovide kataloog. T6o teiseks
eesmirgiks oli erinevate vereva voodikuga (Cortinarius sanguineus) varvitud villakiudude
proovide analiiiisimine, mille korral oli kiudusid vérvides kasutatud erinevaid peitse, et aru
saada, kuidas erinevad peitsid voivad mojutada saadud ergastus- ja emissioonispektreid.
Saadud andmetest koostati ergastus- ja emissioonimaatriksid, millelt ndeb, kuidas spektri
karakteristlikus voib muutuda erinevate peitsidega. Kuigi voib nédha, kas peitsi kasutamine
muudab spektrit, ei saa ainult fluorestsentsspektromeetria abil kindlalt 6elda, millist peitsi on
kasutatud. Tahtis osa t66 jooksul oli ka kahelt parandvéartusega vaibalt saadud proovide
analliiisimine ja hiljem nende vordlemine vordlusproovidega, et ndha kas vordlusproovide abil

on viimalik teada saada, milliste varvainetega on uuritud vaipu varvitud.

Marksonad: fluorestsentsspektromeetria, varvaine, verev voodik, peits, EEM, LC-MS

Analysing dyes using fluorescence spectrometry

In the present study, several samples of wool fibers dyed with different dyes were analysed by
fluorescence spectrometry in order to compile a directory of reference samples. Another major
aim of the work was the analysis of dyed wool fibers which were dyed with blood-red webcap
(Cortinarius sanguineus), using different mordants, to see how the different mordants can affect
the overall appearance of the excitation and emission spectra. From the obtained data, excitation
and emission matrices were composed, which show how different mordants change the
characteristics of the spectra. It was found that fluorescence spectrometry alone cannot be used
to say for certain which mordant was used in dyeing. An important part of the work was
analysing different case study samples and later comparing them with the reference samples to

see if it is possible to find out which dyes the case study samples could have been dyed with.

Keywords: fluorescence spectrometry, dye, blood-red webcap, mordant, EEM, LC-MS
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1. SISSEJUHATUS

Virvimine on ldbi ajaloo olnud tdhtis tegevus paljudes erinevates kultuurides. Samasuguseid
tehnikaid virvainete ekstraheerimiseks ja varvimiseks voib leida erinevatest ajaperioodidest ja

geograafilistest asukohtadest.

Loodusest saadavaid varvaineid on kasutatud villa, siidi voi lina véarvimiseks juba tuhandeid
aastaid. Kui tahetakse looduslike virvainetega varvida tuleb alguses ekstraheerida virvaine
vélja taimedest, seentest vOi putukatest. Kuid tédnapdeval kasutatakse véarvimiseks pdhiliselt
stinteetilisi virvaineid, sest nendega on kiirem mitmeid asju korraga virvida ja teiseks on see
ka odavam. Ammustel aegadel oli kdige kergem ja kiirem moodus varvimiseks otse vérvaine

looduslikku allikat kasutada.

Kasutatud vérvainete identifitseerimine parandvédartusega objektidelt annab olulist
informatsiooni kuidas ja milliste virvainetega neid objekte vérvitud on, samas on vérvainete
teadmine oluline ka otsustamaks, kuidas objekte paremini siilitada ja vajadusel restaureerida.
Paraku on mitmeid erinevaid tegureid, mis segavad viarvainete tuvastamist sellistes objektides.
Uheks selliseks teguriks on virvaine madal kontsentratsioon proovis, teiseks teguriks on see, et
véga sageli kasutati varvimisel varvainete segusid — et saada soovitud tooni oli vaja vérvimisel
mitmeid vérvaineid kokku panna. Samuti voivad aastatepikkused kokkupuuted valguse,
niiskuse ja temperatuuriga muuta virvimolekulide struktuuri. Arvestades neid tegureid tuleb
parandvédrtusega objekte analiiiisides eelistada meetodeid, mis on piisavalt tundlikud ja

spetsiifilised.

Péarandvédrtusega objektides kasutatud virvainete kohta saaks kasulikku esmast informatsiooni

kasutades mitte-destruktiivseid meetodeid, nendeks on enamjaolt spektroskoopilised meetodid.

Kéesolevas toos uuriti fluorestsentsspektroskoopia rakendatavust looduslike vérvainete
uurimiseks. T66 eesmargid on jagatud kolmeks osaks. Uuriti, millised looduslikud vérvained
fluorestseerivad ja kui iseloomulikud on registreeritud ergastus- ja emissioonimaatriksid.
Selgitati vilja, milline on verevas voodikus leiduva vérvaine kasvukeskkonna, peitsi ja
varvimistehnika mdju spektrile. Viimaks rakendati varasemalt kogutud vdordlusproove, et

maédrata fluorestsentsspektromeetria meetodil parandvéaartusega proovides olevaid virvaineid.



2. KIRJANDUSE ULEVAADE

2.1. Virvained ja virvimine

Ajalooliselt on looduslikke orgaanilisi vérvaineid kasutatud tintide ja jarvepigmentide

valmistamiseks ning kangaste varvimiseks [1].

Looduslikke virvaineid périnevad taimedest, loomadest voi mineraalidest. Tanapédeval on
looduslike vérvainete kasutamine tekstiilide véarvimiseks vdhenenud, sest looduslikel
varvainetel on mitmeid piiranguid. Niiteks vOib vérv olla ebahomogeense koostisega,
puudulike vastupidavusomadustega voi seondub kiuga halvasti ja ndrgalt. Suur osa looduslikest
vérvainetest omab halba vastupidavust valgusele, sellepdrast ndevad ka ajaloolised tekstiilid
tihti erinevad vélja vorreldes originaalidega. Valguse mdjul I6hutakse vérvis olevaid keemilisi
sidemeid. Selle tottu on kasutusele hakatud votma peitse, sest need suudavad parandada vérvi

tihtlust ja vastupidavusomadusi [2, 3].

Looduslikke vérvaineid saab jagada klassidesse mitut erinevat moodi: keemilise struktuuri,
paritolu, vdrvi voi kasutusviisi jargi. Kasutusviisi jargi jagatakse neid peits-, kiilip- ja

otsevirvaineteks.
Peitsvirvained

Enamus looduslikke orgaanilisi vérvaineid kuulub peitsvérvainete hulka. Need vérvained
seonduvad tekstiilimaterjaliga, lisades peitsi, mille katioon moodustab kompleksi kiu kiilge (vt
allpool). Kui selliste virvainetega peitse ei kasutataks, siis ei seonduks virvaine tugevalt kiule
ja vérvaine ei oleks vastupidav pleekimisele vOi pesemisele. Peitsvirvaineteks on nditeks
kosenill, punavérvik ja vérvireseeda. Kdige rohkem kasutatud peitsideks on néiteks raua-, tina-
, alumiiniumi- ja vasesoolad. Suur osa sellistest virvainetest annavad erinevaid vérvitoone

olenevalt, millist peitsi kasutatakse [1, 3].
Kiiiipvérvained

Jargmiseks klassiks on kiilipvarvained, need on looduslikult lahustumatud vérviallikad, mis
muudetakse lahustuvateks peale vaatides kaaritamist. Kiilipvarvainete hulka kuulub kolm
levinut vidrvainet, nendeks on harilik sinerdigas, indigo ja tiiiirose lilla. Need vérvained on
lahustumatud enimkasutatud solventides, nagu vesi, metanool voi etanool. Redutseerimisel,
nditeks naatriumditioniidiga (Na2S204), saadakse neist virvainetest vees lahustuv vorm

(leukovidrv).  Redutseeritud  kujul on  kiilipvdrvained  suhteliselt  vastuvotlikud



tselluloosikiududele ning peale villakiusse imendumist reoksiideeritakse tagasi vees

lahustumatuks vormiks [1, 3, 4].
Otsevirvained

Viimaseks grupiks on vees lahustuvad otsevérvained. Neid saab kiule siduda ilma peitsimiseta.
Otsevirvained omavad suurt afiinsust kiule, erinevalt peitsvéirvainetest, ning Kinnituvad Kiu
kiilge tdnu vesiniksidemetele ja van der Waalsi joududele. Otsevarvaineid nimetatakse ka
anioonseteks vérvaineteks, mida kantakse kiule elektroliilite sisaldavas vesivannis, kasutades
néiteks naatriumkloriidi (NaCl) voi naatriumsulfaati (Na2SO4). Neid virvained saab kanda otse
kiule ilma, et see virv pesu kiigus vdi pleekides kergelt maha tuleks. Uhed sellistest

vérvainetest on vérvisafloor, safron ja henna [5-7].

2.1.1. Virvainete klassid keemilise struktuuri jirgi

Keemilise struktuuri jédrgi voib jagada vérvaineid indigoidideks, antrakinoonideks,

flavoonideks ja tanniinideks [1, 3].
Antrakinoonid

Antrakinoonid on looduses rohkelt esinevad virvained, mille viarvus voib varieeruda oranzist
tumepunaseni. Antrakinoonid on enamasti peitsivdarvained [3]. Need vérvained moodustavad
kahe aromaatse tsiikli fenoolsete hiidroksiiiilriithmade kaudu mitmete katioonidega komplekse,
niiteks vdib moodustada komplekse AIP* iooniga. Enim kasutatavad taimed millest
antrakinoone eraldatakse, et saada punast virvainet, on harilik punavérvik (Rubia tinctorium)
ja hobumadar (Galium verum). Peale selle saadakse suur hulk antrakinoidseid véirvaineid

Coccidea perekonda kuuluvatest taimeputukatest [1].

Antrakinoonide hulka kuuluvate vérvainete levinud komponendid on niiteks alisariin,

purpuriin, emodiin, karmiinhape ja kermesiinhape. Mdned neist on kujutatud Joonisel 1 [1, 8].

o] OH OH O OH
OH
O OO, -
OH HO
o] @]
Alisariin Emodiin Karmiinhape

Joonis 1. Alisariini, emodiini ja karmiinhappe struktuurid



Flavonoidid

Flavonoidid on enamasti kollakad paljudes taimedes esinevad virvained, mis baseeruvad
flavooni ja isoflavooni baasstruktuuridel. Neid vérvaineid kasutatakse enamasti peitsidega
koos, seega nad kuuluvad peitsvirvainete alla. Kdige tavalisemad kollase virvaine allikad on
nditeks vérvireseeda (Reseda luteola), varvi-leetpdodsas (Genista tinctoria) ja varvi-paskhein

(Serratula tinctoria) [1, 9].

Joonisel 2 on vilja toodud kolm flavonoidi keemilist struktuuri [1], peale nende on tuntud veel

fisetiin, moriin, makloriin, apigeniin ja genisteiin [8].

OH O OH O OH O
Luteoliin Kvertsetiin Kaempferool

Joonis 2. Luteoliini, kvertsetiini ja kaempferooli struktuurid
Indigoidid

Indigoidid on sinakat-lillakat tooni vdrvained, mida enamasti kasutatakse kiilipvarvainetena.
Tiitirose lilla ja indigo sinine on iihed tuntumad indigoidid, mida on juba ammusest ajast
kasutatud. Selle grupi ithendid koosnevad indigoidsete molekulide segudest. Indigoidide
virviandvateks komponentideks on niiteks indigotiin vdi indirubiin (Joonis 3). Uhed tuntumad
indigoidide allikad on harilik sinerdigas (Isatis tinctoria) ja varvi-indigopodsas (Indigofera
tinctoria) [1].

o o
o
NH G —( "
NH
O
Indigotiin Indirubiin

Joonis 3. Indigotiini ja indirubiini struktuurid



Tanniinid
Tanniinid on taimede hulgas levinud poliifenoolsed tihendid. Tanniine saab omakorda jagada
veel hiidroliiiisitavateks, mis lahustuvad vees, ning kondenseeritud tanniinideks, mis vees ei

lahustu. Rauasoola peitse kasutatakse koos vérvainetega, mis pShinevad tanniinidel, et saada

tumedamaid toone vdi lausa musti varvaineid [1].

2.1.2. Varvainete ekstraheerimine

Looduslikke virvained ei saa ilma ekstraheerimiseta kiudude vérvimiseks kasutada, sest
selliselt varvides tulevad viarvid tuhmid. Kui tahetakse tugevamaid toone ja erksamaid virve,
tuleb alguses taimedest, seentest voi lilledest ekstraheerides virvaine kitte saada.
Ekstraheerimisel kasutatavaid meetodeid on mitmeid, kuid moned kasutatumad on veepShised
meetodid, kuid on olemas ka ultraheli ja ilekriitilise vedeliku ekstraheerimist ning

keerulisemaid lahustisiisteeme [3].
Traditsioonilised veepohised meetodid

Veepohised meetodid on tihed lihtsamad ja vanimad meetodid viarvainete ekstraheerimiseks.
Selle meetodi korral algmaterjal esmalt kuivatatakse, et eemaldada suurem osa vett. Peale seda
16igatakse materjal peenikesteks tiikkideks (vahel ka jahvatatakse pulbriks). Seejdrel pannakse
tiikkid vette, mida hakatakse keetma. Peale keetmist lahus filtreeritakse, et eemaldada tahked
osad ja vérviekstrakt ongi virvimiseks valmis. Ekstraheerides saab muuta erinevaid tingimusi,

nagu temperatuur, vee pH, ekstraheerimisaeg ning algmaterjali ja vee vahekord [3].
Taiustatud ekstraheerimismeetodid

Esimene meetod on ultraheli abil ekstraheerimine, mille puhul arvatakse, et ultraheli
kasutamine kiirendab  reaktsioone madalamatel temperatuuridel, mis védhendab
ekstraheerimisaega ja voib parandada ekstraheerimise 15pptulemust [3]. Teine tdiustatud
ekstraheerimismeetod on ekstraktsioon tilekriitilise vedelikuga, mis on véarvaine eraldusmeetod,
mis pdhineb ainete suuremal lahustumisvoimel, Kui nende temperatuuri ja rohu kombinatsioon
iiletab Kriitilise punkti. Meetod kasutab enamasti puhast, odavat ja ohutut lahustit
stisinikdioksiidi [3]. Kolmandaks vdimaluseks on ekstraheerimine orgaaniliste lahustitega.
Selle meetodi korral kuivatatakse algmaterjal dra ja purustatakse vdikesteks tiikkideks. Peale
seda materjal ekstraheeritakse lahustiga vai lahustite seguga. Lahustiks voivad olla niiteks

atsetoon, kloroform, etiiiileeter, alkohol jm [3].
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2.1.3. Verev voodik (Cortinarius sanguineus)

Verev voodik on iileni tumepunane viike seen (1abimodt tavaliselt kuni 2 cm). Verev voodik
kasvab Pohja-Ameerika ja Euroopa okasmetsades juuli keskpaigast oktoobrini [10, 11].
Pohilised varvi andvad ja fluorestseeruvad komponendid verevas voodikus on emodiin,
dermotsiibiin ja dermorubiin (Joonis 5) [12, 13]. Need virvained kuuluvad peitsvirvainete
hulka [14]. Seenepohiseid vérvained on ajalooliselt harvemini véirvimisel kasutatud kui

taimseid vérvaineid. Verevat voodikut on kasutatud antrakinoonvérvainete allikana [15].

Ermcdiin Dermarutdn Dermotsibdn

Joonis 5. Emodiini, dermorubiini ja dermotsiibiini struktuurid

2.2. Levinumad meetodid virvainete analiiiisimiseks

Virvainete ja pigmentide analiiiisimine ning identifitseerimine kultuurivdartuslikel objektidel
on oluline, et saada informatsiooni objekti paritolu, valmistamismeetodite ja ajaloolise tihtsuse
kohta. Virvainete uurimise jaoks rakendatakse mitmeid erinevaid analiiiitilisi meetodeid ning
kogutakse ja valmistatakse vordlusmaterjale, mis koondatakse andmebaasidesse [16].
Ajalooliste objektide virvaine analiiisimine on keeruline, kuna tihti on varvimiseks kasutatud
mitut erinevat virvainet ja varvimismeetodit. Ajahambast puretud proovide korral on analiiiis
veelgi keerulisem, arvesse tuleb votta voimalikke laguprodukte vérvainete ja teiste proovi
komponentide lagunemisest ning itimbritsevast keskkonnast proovile sattunud iihendeid
(niiteks puhastusvahendid) [1]. Lisaks sellele on veel iiks tdhtis kiisimus ajaloolistel objektidel

varvaine analiilisimisel, kuidas analiiiisida objekti ilma seda rikkumata. On mitmeid
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analliisimeetodeid vérvainete uurimiseks ja identifitseerimiseks, suurem o0sa neist on
destruktiivsed, mis eeldavad proovi eeltdotlust voi kahjustavad proovi analiiiisi kdigus. Kuid on
ka selliseid meetodeid, mis ei riku uuritavat objekti. Mitte-destruktiivsed meetodid
voimaldavad saada objektilt informatsiooni ilma seda kahjustamata, voimaldavad kaardistada
sarnaste  spektriomadustega alasid, jdlgida lagunemise, pleekimise ja spektraalse

karakteristlikkuse muutusi vananemise ajal [1].

Kasutatavateks analiilisimeetoditeks on niditeks HPLC, Raman, FORS, FT-IR, NMR, X-ray

difraktsioon ja fluorestsentsspektromeetria [17].

2.2.1. HPLC (Korgefektiivne vedelikkromatograafia)

HPLC kasutamiseks vérvainete analiitisimiseks tuleb esimese asjana vérvained kiududest
eraldada. Virvainete eraldamine ekstraheerimise teel on destruktiivne ja mitme etapiline
protsess (erinevad lahustid, lahuse soojendamine jne), muutes proovi ettevalmistuse
aegandudvaks [18] ja kahjustades analiiiisitavat objekti. Peale ekstraktsiooni on ka teistsuguseid
probleeme HPLC meetodiga proovi analiiiisides, néditeks proovi kogus. Tahtsa ajaloolise objekti
korral ei saa suuri koguseid proove analiiiisiks votta voi on igasugune proovivotmine ja objekti
potentsiaalne kahjustamine vilistatud. Looduslike virvainete korral v3ib probleemiks osutuda

ka referentsainete kdttesaadavus, mitmeid puhtaid tihendeid ei ole voimalik kommertsiaalselt

saada [19].

Kirjanduse kohaselt on HPLC meetodiga analiiiisides koige sobilikum kasutada ESI
(elektropihustusionisatsioon) ionisatsiooniallikat polaarsete iihendite jaoks, nagu niiteks
antrakinoonid, flavonoidid ja tanniinid, kuid indigoidide jaoks ei ole see kdige parem
ionisatsiooniallikas, sest indigoidid on madala polaarsusega [1] ja ioniseeruvad
elektropihustusega halvasti. Mitmete indigoidilaadsete {ihendite jaoks on HPLC meetodis
kasutatud atmosfadrirdhu fotoioniseerimist [20]. MS (massispektromeetria) pohineb iooni
tekkel gaasifaasis ja nende ioonide jagamisel massi/laengu jdrgi erinevatesse riihmadesse. MS
on ise viga hea meetod, sest on tundlik, selektiivne ja kiire, kuid nagu kodigi heade asjade korral
ei puudu ka sellel negatiivsed omadused, selleks on masina maksumus ning meie jaoks kdige
tdhtsam omadus villakiudude analiiiisimisel, MS on oma olemuselt destruktiivne, mootmine on

voimalik ainult eelneva ekstraheerimisega [8].

2.2.2. Fiiberoptiline peegeldusspektroskoopia (FORS)

Fiiberoptilist peegeldusspektroskoopia meetodit saab kasutada, et analiilisida virvaineid ning
pigmente Kiiresti ja mitte-destruktiivselt. FORS meetodi oluliseks puuduseks on, et meetod ei
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ole rakendatav proovidele, millel on virvaine kontsentratsioon liiga korge vai liiga madal, sest
siis saadakse spektrid, millelt ei ole voimalik karakteristlikke piike vaadelda. Sellegipoolest on
FORS sageli kasulik meetod, sest pole vaja teha proovi eeltdotlust ning proove saab analiilisida
Kiiresti. Seega saab analiilisida palju proove lithikese aja jooksul, mis vdivad hiljem aidata

médrata erinevaid varvaineid [21].

FORS meetodit kasutatakse enamasti kunstiteostest anorgaaniliste pigmentide tuvastamiseks.
Varvitud tekstiilikiudude tuvastamiseks on seda meetodid vihe kasutatud. On leitud, et FORS
meetodi abil on vodimalik eristada mitmeid punaseid véirvainete iiksteisest, kuid kollaseid

vérvaineid on selle meetodiga keerulisem eristada [21, 22].

2.3. Fluorestsentsspektromeetria

Fluorestsentsspektromeetria on spektromeetriline meetod, millega saab uurida erinevate
ithendite fluorestsentsi intensiivsust, mis voib sdltuda nii ergastava kui ka emiteeritava kiirguse
lainepikkusest. Kuid et fluorestsents tekkida saaks tuleb molekuli esmalt ergastada, seda
tehakse tavaliselt kas UV vai ndhtava kiirgusega. Kindlatel tingimustel v3ib ergastatud molekul

kiirguslikult relakseeruda, tekitades fluorestsentsi.

Fluorestsentsspektromeetrias, et oleks iildse voimalus fluorestsentsi tekkeks peab molekul
esmalt neelama footoni, mis ergastab molekuli. Neeldumist ja emissiooni ndidatakse tavaliselt
Jablonski diagrammi abil, kus alaindeksitega on maérgitud, mitmenda ergastusnivooga on
tegemist ning iilaindeksid nditavad, millise vonkealamnivooga on tegemist mingil kindlal
ergastusnivool. Vaatleme juhtu, kus molekul ergastub olekusse S,. Peale ergastamist peab
molekul tagasi algolekusse So naasma, kuid et see toimuda saaks peab toimuma kiirguseta
iileminek olekusse Si1. See vdib toimuda kahe erineva protsessi kaudu. Uheks protsessiks on
vonkerelaksatsioon, see toimub kui ergastatud molekul on samal ergastusnivool ehk Si-le, kuid
kdrgemal vOnkenivool. Naiteks kui molekul asub ergastud oleku Si kdrgeimal vdnkenivool,
toimuvad vonkerelaksatsioonid kuni molekul jouab oleku S: madalaimale vonkenivoole.
Teiseks protsessiks on sisekonversiooni iileminek, mis toimub kui molekul on ergastud
korgemale ergastusnivoole. Naiteks molekul on ergastusnivool Sz, toimub sisekonversiooni
tileminek olekusse S1[23, 24].

Kui molekul on peale kiirguseta {ileminekut joudnud olekusse S1, tuleb edasise relaksatsiooni
abil saada molekul tagasi algolekusse So. Esimene voimalus selleks on kiirguseta
sisekonversiooni iileminek, nagu varem sai mainitud, toimub sisekonversiooni lileminek kui

molekul on kdrgemal ergastusnivool. See iileminek on efektiivne juhul kui kahe erineva
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ergastusnivoo energiatasemed on liksteisele nii ldhedal, et nende vonkenivoode energiatasemed
kattuvad tiksteisega. Teine voimalus algolekusse joudmiseks on kiirguseta véliskonversiooni
iileminek. Viliskonversiooni korral toimub relaksatsioon peale seda, kui ergastatud molekul
annab oma energia dra porgates vastu solvendi voi muude molekulidega. Nii sisekonversiooni
kui ka viliskonversiooni iilemineku karakteristlikud ajad on samal vahemikus, 10® — 102 s,
Kolmandaks voimaluseks on kiirguslik iileminek ehk fluorestsents, mille karakteristlik aeg on
sama, mis eelmise kahe korral. Selle iilemineku ainus erinevus on, et relaksatsiooni kdigus
kiiratakse footoni. Neljandaks ja viimaseks relaksatsiooni voimaluseks on fosforestsentsi teke.
Alguses peab tekkima intersiisteemne iileminek, kus ergastatud osake 1dheb singletsest olekust
(Sy) tile tripletsesse olekusse (T1). Et seda iileminekut saaks iildse toimuda peab tripletne olek
selle molekuli jaoks eksisteerima ja nagu sisekonversiooni korral, peavad ka siin nende kahe
oleku vonkenivoode energiatasemed olema ldhestikku. Peale seda kui osake on joudnud
tripletsesse olekusse on vdimalik algolekusse relaksatsiooniks kaks voimalust. Uks neist on
kiirguseta iileminek ja teine on fosforestsents, mille karakteristlik aeg on 102 — 10° s [23, 24].

Jablonski diagramm on toodud Joonisel 6.

vonkerelaksatsioon

sisekonvesioon

e intersiisteemne leminek

s, Yy Y

2 Y A -

5 Xy
Y
Y
T  —
ergastumine flyorestsents fosforestsents
- A — Y
By Y "
Y Y

Joonis 6. Jablonski diagramm

Fluorestsentsi teke esineb tavaliselt aromaatsetes molekulides, kuid mitte igasugustes
aromaatsetes tihendites. Lihtsate heterotsiiklite korral fluorestsentsi néha ei ole, nagu piirrool
voOi plridiin, kuid kui lisada neile juurde benseeniring, suureneb selliste molekulide molaarne
neeldumine. Selle tottu on selliste molekulide ergastatud oleku eluiga lithem ning on vdimalik
vaadata lihendite nagu kinoliini voi indooli fluorestsentsi. Kui benseeniringi lisamine voib

fluorestsentsi intensiivsust tOsta, siis moned korvalahelad vdivad seda vahendada, nagu niiteks
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halogeenid, nende korral toimub pigem intersiisteemne iileminek tripletsesse olekusse.
Fluorestsentsi tekke tdendosust mojutab ka molekuli jaikus ehk kui palju on molekuli sidemed

voimelised liikuma, mida jdigem on molekul seda suurema toendosusega ta fluorestseerub [24].

Fluorestsentsspektromeetria suurimaks eeliseks teiste meetodite ees on vdimalus analiilisida
proove ilma eelneva proovitdotluseta ja proovi kahjustamata. Meetodi mittedestruktiivsus on
tahtis just analiiisides ajalooliselt tdhtsaid objekte, olgu nendeks raamatud, maalid voi
maalingud seintel. Peale mittedestruktiivsuse on fluorestsentsspektromeetria instrumenti
miniaturiseeritav ja kaasaskantav. Kuid nagu kdigi meetodite korral on ka sellel meetodil omad
puudused, iiheks neist on piiratud rakendusala, sest paljud ithendid ei ole jdigad ja aromaatsed

ning ei fluorestseeri.

Varasemalt on fluorestsentsi ja kolmemodotmelist fluorestsentsi kasutatud orgaaniliste

pigmentide, varvitud tekstiilide ja pindade mittedestruktiivseks analiitisiks [1].

2.3.1. Mitte-labiv geomeetria (front-face geometry)

Mitte-labiva geomeetria korral kasutatakse optilisi fiibreid fluorestsentsi intensiivsuse
mootmiseks. Fiibrite abil saab analiilise 1dbi viia kiirgusallikast ja detektorist kaugemal. Selle
geomeetria korral ergastatakse proovi laserkiirgus abil, mis liigub modda iihte optilist fiibrit
analliiisitava proovini. Peale proovi ergastamist, liigub tekkiv emiteeruv kiirgus tagasi
detektorisse modda teist optilist fiibrit. Suurim erinevus kdige rohkem kasutatava klassikalise
90-kraadise geomeetriaga on, et siin ei ldbi kiirgus proovi, vaid ergastatakse ainult proovi pinnal
olevaid molekule. Seda geomeetriat kasutatakse koige rohkem tahkete proovide ja korge

neelduvusega lahuste korral [24].

2.3.2. Ergastus- ja emissioonimaaatriks (EEM)

Ergastus- ja emissioonimaatriksite korral moddetakse emissioonispektreid erinevatel
ergastuslainepikkustel astmeliste intervallidega, olgu nendeks kas 5 nm voi 10 nm. Neid
spektreid ~ saab  hiljem  vaadata  kolmemootmelise  graafikuna, mis  nditab
emissioonimaksimumide asukohti mdgedena voi kahemddtmelise kontuurkaardina. Tahketest
proovidest tehtud EEM spektrid sisaldavad intensiivseid hajuvuspiike, Rayleigh esimest ja teist
jarku hajumine, mis vdivad segada meie proovide emissioonimaksimumide interpreteerimisi.
Esimest jarku hajumine tekib kui ergastus- ja emissioonilainepikkused on vordsed ning teist
jarku hajumine tekib kui emissioonilainepikkused on kaks korda suuremad Kkui

ergastuslainepikkused [25].
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2.4. Erinevad tekstiilikiu tiiiibid

Tekstiilikiude saab liigitada looduses leiduvateks ja tehiskiududeks. Looduslikud kiud
jagunevad omakorda loomset ja taimset paritolu kiududeks. Inimese loodud kiud jagunevad

stinteetilisteks ja timbertoddeldud kiududeks.

Ténapédeval tuntakse kahte pohilist loomse péritoluga Kiu esindajat, nendeks on vill ja siid,
molemad on valgulised materjalid. Villa on véimalik saada paljudelt loomadelt, nagu néiteks
janeselt, alpakalt, kitselt, kuid koige rohkem kasutatakse tekstiilitoostuses lambavilla. Vill
koosneb enamjaolt keratiinist, tipsemalt a-keratiinist, milles esineb alaniini, leutsiini, tsiisteiini
ja arginiini aminohappejaake [26]. Vorreldes mone teise tekstiilikiuga on vill peitside suhtes
iisna vastuvotlik, aidates varvil paremini villakiu kiilge kinnituda.. Vill on amfoteernne, tdnu
sellele imab vill happeid ja aluseid vordselt ning efektiivselt. Kui kasutada metallisoolasid
peitsidena, hiidroliiiisitakse metallisool happeliseks ja aluseliseks komponendiks. Happelisest
saab lahti villa pestes, kuid aluseline komponent imendub karboksiiiilrithma juures [3]. Teine
laialdaselt kasutatav loomne kiud on siid. Siid on véga hinnatud kiud tdnu enda tugevusele
(nditeks tdombamine), elastsusele, vastupidavusele (nditeks pesemisele, lahustele) ja vdimele
siduda keemilisi véarvaineid. Nagu vill, suudab ka siid imada molemaid nii happeid kui ka
aluseid. Tekstiilikiu valmistamiseks kasutatakse siidiliblika vastse Bombyx mori kookonit, mis
koosneb fibroiinist ja seritsiinist. Fibroiin, nagu ka keratiin, koosneb mitmetest

aminohappejadkidest, kuid on keemilise struktuuri mottes lihtsam [27, 28].

Koige tuntumad taimsed kiud on puuvill, lina ja kanep. Taimsed kiud koosnevad peamiselt
tselluloosist, kus leidub natukene ka hemitselluloosi. Tselluloos on taimerakkudes esinev

poliisahhariid, mis koosneb jadamisi ithendatud gliikoosimolekulidest [27, 28].

Nagu varem sai mainitud on {liheks alariihmaks siin siinteetilised kiud. Siinteetilised kiud on
keemilise siinteesi kaudu toodetud kiud, erinevalt looduslikest, mis on saadud
elusorganismidelt. Alates 1950-ndatest on tekstiilidena pohiliselt kasutusel poliamiidid,
nailon-6 ja nailon 6,6, poliiestrid, poliictiileen tereftalaat (PET), poliipropiileen (PP) [27].
Stinteetilisi kiudude tootmiseks ja kasutamiseks on mitmeid pShjuseid. Neist iihed tdhtsamad
on, et siinteetiliste kiudude tootmiseks ldheb vaja vihem energiat ja vett. Poliiestrid on {ihed
kasutatavamad siinteetilised kiud, kuna neid on kerge hooldada ja need ei ldhe kiiresti kortsu.
Teiseks voib vilja tuua poliiamiidist kiud, mis on hea vastupidavusega, odavad ja neil on head
varvimisomadused. Kui esmakordselt {iritati poliiestrist materjale virvida, see ei donnestunud,

kuna poliiester on hiidrofoobne ja virvained ei kinnitunud neile. Selle tdttu loodi uued
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varvimismeetodid, mis kiirendasid varvimist, vidhendasid veevajadust ning kasutatud energia ja

kemikaalide koguseid, seega olid kokkuvdttes keskkonnasdbralikumad [29].
2.5. Peitsid

Peitsid sisaldavad tihendeid, mis seonduvad kiuga peitsimise teel, et suurendada loodusliku
véarvaine kinnitumist kiule, moodustades kompleksi. Metalliaatom moodustab kovalentse
sideme vérvaine hiidroksiitilriihma (voi karboksiiiilriihma) hapnikuga ja koordinaatsideme
hapniku {iiksiku elektronpaariga kaksiksidemel. Peitsid vdivad iihendada mitu erinevat
viarvimolekuli kokku, et luua suuremaid komplekse ning side varvi ja kiu vahel. Enamus
peitsidest on metallide soolad, nagu niiteks kroomi, tina, raua, vase ja alumiiniumi soolad.
Kunagi olid vase ja kroomi soolad rohkem kasutusel, kuid tdnapdeval neid eriti enam ei
kasutata, sest need on toksilised. Praegusel ajal kasutatakse peitsina kdige rohkem alumiiniumi

soolasid, sest need on ohutumad [30].

Peitsides on kolm erinevat meetodit: eelpeitsimine, virvimisega samal ajal peitsimine ja
jarelpeitsimine. Eelpeitsimise korral toddeldakse kiudu alguses peitsiga ja peale seda vérvitakse
kiud vérvainega. Jérelpeitsimine on vastupidine tegevus, alguses vérvitakse kiud ja siis
toodeldakse virvitud kiudu peitsiga. Viimaseks meetodiks on vérvimisega samal ajal
peitsimine, nagu meetod {itleb, pannakse kiud, peits ja vérvaine kdik korraga kokku [3, 30].
Enamjaolt saab parimad I0pptulemused eelpeitsimisega, mone peitsiga tehakse ka
jarelpeitsimist, kui tundub, et vérvitooni ei ole selline nagu vdiks. Vérvimise ajal peitsimist ei
tehta tihti, sest see on lihtsalt védrvaine ja peitsi raiskamine, kuna mingi osa vérvainest kinnitub

peale villa ka peitsile [11].

Naiiteid erinevatest peitsidest, mida kasutati vereva voodikuga véarvimiseks, on toodud Tabelis
1. Nendest peitsidest koige laialdasemalt on kasutusel maarjajda, seda kasutatakse, et saada
pehmeid toone. Raud- ja vasksulfaat muudavad vérvitoone tumedamaks, kui neid tileliia lisada
voib kiud mustaks viarvuda. Olenevalt, millist peitsi kasutada ja millise WoF vaértusega, saab

iihest ja samast taimest/seenest palju erinevaid varvitoone [11].
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Tabel 1. Niiteid erinevatest peitsitiitipidest

Keemiline valem | Nimetus WoF, % | Informatsioon
Alum ehk maarjajaa, Carl Roth, puhtus

AIK(S04)2-12H20) o i ) 15
alumiiniumkaaliummaarjas >98%

White alum ehk valge maarjajéa, ]
Al(S04)3-18H20 L 15 Reahim
alumiiniumsulfaat

Cream of tartar ehk wine stone, )
KC4Hs06 . . 5 Reahim
kaaliumvesiniktartar

Sigma-Aldrich, puhtus

FeSO4-nH20 Raudsulfaat 15
86-89%
CuS04-5H20 Vasksulfaat 15 Reahim, puhtus 99%
C2H204-2H20 Oblikhape 15 Lach-Ner
. Honeywell, puhtus
C2H40: Addikhape 15 yWerh P
99-100%

2.6. Programm R

Programm R on kergesti Opitav populaarne programmeerimiskeel, mis on koigile tasuta
kéttesaadav ja kasutab avatud ldhtekoodi, mis pohineb programmeerimiskeelel S. R on véga
mitmekiilgne keskkond, mida saab kasutada erinevat tiilipi statistiliste analiiiiside jaoks. Selle
programmi iiks parimaid omadusi on vdimalus luua graafilisi funktsioone, mis on téielikult
muudetavad. Kuid sellegi poolest ei ole voimalik ainult R programmiga luua interaktiivseid
graafikuid ja sellepdrast on arendajad otsinud voimalusi, kuidas integreerida teisi
programmeerimiskeeli selleks otstarbeks. Viimastel aastatel on selleks keeleks olnud
JavaScript. Muidugi on olemas ka teisi tuntuid programmeerimiskeeli, nagu Matlab voi
Pynthon, millega saab funktsioone graafiliselt esitada tiiesti iiksinda, kuid R programmil on
nende ees mitu eelist. Uheks kdige tihtsamaks eeliseks on, et R on tasuta kiittesaadav ja sinna
saab pakette juurde lisada. Teiseks eeliseks on, et internetis on mitmeid kohti, kust saab abi
programmi kasutamise kohta, nagu niditeks Rnews voi Wiki. Kolmandaks eeliseks on peale
programmi kasutamist saab enda koodi arhiveerida, et seda hiljem kasutada voi muuta. Ning
viimaseks eeliseks on, et R programmi on vdimalik iga operatsioonisiisteemi peal kasutada [31—
33].
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3. EKSPERIMENTAALNE OSA

T6o kaigus registreeriti ergastus- ja emissioonimaatriksid erinevate véirvainetega véarvitud
vordlusproovidest, mille puhul oli vérvaine kantud villakiule. Vordlusproovide analiiiisimisel
kogutud teavet rakendati parandvairtusega proovide vérvimiseks kasutatud vérvaine
midramiseks. Kuna looduslike vérvainete korral on tegemist keerukate heterogeensete
proovidega, uuriti t06 kéigus védrvaine kasvukoha, sdilitamisviisi, kasutatud peitsi ja
varvimistehnika moju ergastus- ja emissioonimaatriksile. Varvaineks kasutati verevat voodikut,

millega varviti erinevate meetodite abil villakiusid.

3.1. Kasutatud aparatuur

Virvitud villakiudude spektrid registreeriti Horiba Fluoromax-4 spektrofluoromeetriga.
Spektrofluoromeetris on kasutusel ksenoonlamp, millega saab ergastada proove lainepikkuste
vahemikus 240-850 nm. Spektrite registreerimisel olid ergastus- ja emissioonikiirguse
monokromaatori pilude laiused 2 ja 5 nm olenevalt fluorestsentsi intensiivsusest, mida
intensiivsem seda viiksemad pilude laiused. EEM spektrid koguti front-face geomeetriaga
(180° nurga all) sondi abil kasutades Horiba F4-3000 fiiberoptilist adaptrit ja kiudoptikat
mudelit 1950. Fiibrisond ja proov paiknesid iseehitatud mootmiskambris (25x25x29 cm), et
viltida segavat kiirgust iimbritsevast keskkonnast. Sondi otsa diameeter oli 4 mm, ergastus- ja
emissioonikiud paiknesid fiibris labisegi, mis lihtsustas proovi asetamist sondi alla ja vdimaldas

analiilisida véikeseid proovi koguseid.

EEM spektrite registreerimiseks kasutati ergastuslainepikkusi vahemikus 250-600 nm ja

emissioonilainepikkusi vahemikus 260-700.

Parandvairtusega proovide jaoks kasutati  kinnitava ~meetodina  ultraefektiivset
vedelikkromatograafiat koos mass-selektiivse detektoriga (UHPLC-MS).
Vedelikkromatograafilise analiiiisi viis 1abi Kaasprofessor Koit Herodes. Proovid valmistas ette
kéesoleva t60 autor. Kasutati Agilent UHPLC siisteemi 1290 Infinity II, mis oli ithendatud 6460
Agilent Triple Quad mass-spektromeetriga. Kolonniks Agilent Zorbax RRHD SB-C16, kus
eluendiks B oli metanool ja eluendiks A oli 0,1% sipelghape MilliQ vees. loniseerimiseks

kasutati elektropihustusioonallikat, mis to6tas negatiivses reziimis.

3.1.1. EEM spektrite tootlemine ja esitamine

EEM graafikud koostati programmiga R, millega on vdimalik toodelda ja esitada graafiliselt

spektrofluoromeetriga saadud spektriandmeid. Graafikul esitati ergastuslainepikkused
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vahemikus 300-600 nm ja emissioonilainepikkused vahemikus 310-700 nm. Emissiooni

intensiivsus oli viljendatud spektrofluoromeetri tarkvaras kui madratlemata tihik.

R programmiga eemaldati spektritelt Rayleigh esimest ja teist jarku hajumispiigid. Rayleigh
esimest jirku hajumise korral jouab ergastuskiirgus detektorisse ja intensiivne hajuskiirguse
piik asub kasutatud ergastuslainepikkusel. Rayleigh teist jarku hajumise korral tekib
hajuskiirguse piik kasutatud ergastuslainepikkusest kaks korda pikematel lainepikkustel.
Hajuskiirguse piigid on iildiselt intensiivsed ja segavad, mistottu tuleb need eemaldada.
Segavate hajuskiirguse piikide eemaldamisel tulevad EEM spektris selgemini esile uuritava

proovi emissioonimaksimumid.

3.2. Vordlusproovide ja virvaine péritolu

Erinevate vérvainete ja virvimismeetoditega véarvitud kiud (27 erineva virviga vérvitud
vordlusproovi, mis andis kokku circa 75 vordlusproovi) on périt Krista Wright’1t (Kalevalaisten
Naisten Liitto), kus ta on lisaks looduslikele peitsidele (fermenteerimine, puukoor, samblik)
varvimisel peitsina kasutanud ka maarjajdad ja cream of tartar-i. Osa vereva voodikuga
varvituid kiudusid (6 proovi) saadi ERMist, mis olid varvitud 2015. aastal ja kasutades
erinevaid peitse. Peitsi ja kasvukeskkonna mojude hindamiseks EEM spektritele valmistati
erinevate verevate vOodikutega ja peitsidega véarvitud kiud vastavalt Kirjandusest leitud
juhistele ise. Erineva paritoluga verev voodiku eksemplarid koguti kontakteerudes
miikoloogide, seenendituste korraldajatega ja seenchuvilistega sotsiaalmeedia gruppides.
Virsket verevat voodikut onnestus t66 autoril 2022. aasta oktoobris Tartu ldhedalt ise korjata.
Liigigrupp Cortinarius sanguineus méairati mikroskoopilise vaatluse ja anatoomiliste tunnuste
pohjal Tartu Ulikooli miikoloogia dppetoolis prof. Urmas Koljala ja teaduri Irja Saare poolt.
Kiilmutatud verevat voodikut saadi Kaie Kulperilt, seened olid korjatud 2020. aastal
Raplamaalt. Ulejiinud seened saadi Merili Rosenbergi (korjatud 2022. aastal Jogevamaalt,
sdilitatud kuivatatult), Liia Taaleri (korjatud 2022. aastal Vorumaalt, siilitatud
sligavkiilmutatult) ja Uve Ramsti (korjatud 2022. aastal Pdhja-Eestist, sdilitatud kuivatatult)
kéest. EEM spektrite registreerimiseks referentsainest ja kiudude varvimiseks kasutati emodiini
(Sigma-Aldrich, Frangula koorest, puhtus >90%). Emodiin on iiks peamine fluorestseeruv
ithend, mida verevas voddikus leidub, ja ainuke fluorestseeruv pohikomponent, mis oli
kommertsiaalselt kéttesaadav. Parandvaartuse proovid (11) saadi Eesti konserveerimis- ja

digiteerimiskeskusest Kanut Signe Vahuri eestvedamisel.
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3.3. Kiudude viarvimine vereva voodikuga ja erinevate peitsidega

Villakiudude varvimiseks kasutati mitmeid erinevaid peitse (toodud Tabelis 1) — maarjajaa,

valge alum, cream of tartar, raudsulfaat, vasksulfaat, oblikhape ja dddikhape. Lithendid MD ja

M+D tdhistavad kasutatud varvimistehnikat. MD korral vérviti eelnevalt peitsitud 1onga, M+D

korral lisati peits varvilahusesse ning peitsimine ja varvimine toimus samaaegselt (Tabel 2).

Tabel 2. Kiudude virvimiseks kasutatud virvaine (verev voddik) péritolu ja virvimismeetod

Koodi Piritolu (asukoht, aeg, Virvaine Foto
Virvimismeetod o
nr sdilitusmeetod) korjaja
KK1la/ o Raplamaa, 2020, )
Peitsita Kaie Kulper
KK1b kiilmutatud
KK2a/ Raplamaa, 2020, )
Maarjajaa, MD Kaie Kulper
KK2b kiilmutatud
KK3a/ Raplamaa, 2020, )
Maarjajaa, M+D Kaie Kulper
KK3b kiilmutatud
KK4a/ Maarjajaa + Raplamaa, 2020, )
Kaie Kulper
KK4b tartar, MD kiilmutatud
KK5a/ | Valge maarjajia, Raplamaa, 2020, )
Kaie Kulper
KK5b MD kiilmutatud
KK6a/ Raplamaa, 2020, )
Raudsulfaat, MD Kaie Kulper
KK6b kiilmutatud
KK7a/ Raplamaa, 2020, )
Vasksulfaat, MD Kaie Kulper
KK7b kiilmutatud
KK8a/ . Raplamaa, 2020, )
Aédikhape, M+D Kaie Kulper
KK8b kiilmutatud
KK9a/ _ Raplamaa, 2020, )
Oblikhape, M+D Kaie Kulper
KK9b kiilmutatud
KK10a/ = Fermentatsioon, Raplamaa, 2020, )
Kaie Kulper
KK10b M+D kiilmutatud
o Jogevamaa, 2022, Merilin
MR1a Peitsita )
kuivatatud Rosenberg
Jogevamaa, 2022, Merilin
MR2a Maarjajaa, MD )
kuivatatud Rosenberg
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Tartumaa, 2022,
EVla Peitsita Elsa Vanker
kiilmutatud
Tartumaa, 2022,
EV2a Maarjajada, MD Elsa VVanker
kiilmutatud
o Vorumaa, 2022, B
LT1la Peitsita Liia Taaler
kiilmutatud
Vorumaa, 2022, .
LT2a Maarjajaa, MD Liia Taaler
kiilmutatud
o Pohja-Eesti, 2022,
URla Peitsita ) Uve Ramst
kuivatatud
Pohja-Eesti, 2022,
URZ2a Maarjajada, MD ] Uve Ramst
kuivatatud
o Emaodiini pulber,
EMla Peitsita ) . -
Sigma-Aldrich
Emodiini pulber,
EM2a Maarjajada, MD ] ] -
Sigma-Aldrich

Kasutatud tdhistused: a- peale véarvimist kiud loputati deioniseeritud veega; b- kiud jéeti peale
véarvimist veega loputamata; MD- eelpeitsitud ldngade vérvimine, M+D- peitsimine ja

virvimine samaaegselt.

3.3.1. Varvimismeetodid

Laigati ~15 cm villase 1onga tiikid, mis kaaluti. 15 cm 10nga kaalus ~0,1 g. Arvutati varvitava

16nga summaarne mass ja selle kaudu arvutati vajaminev vérvaine kogus (~300% WoF [34]).
Virvaine ekstraktsioon

Virvilahuse jaoks voeti moni gramm kiilmutatud voi kuivatatud verevat voodikut (tiikeldatud),
millele lisati kakssada milliliitrit MilliQ vett. Varvilahust kuumutati ~95 °C juures 2-3 tundi
magnetsegajaga pidevalt segades. Saadud virvilahus valati mootesilindrisse ja jagati vordseteks

osadeks, mida kasutati erinevalt tdddeldud 1ongajuppide véirvimiseks.
Villakiudude peitsimine ja virvimine

Kasutati kahte levinud peitsimise tehnikat — eelpeitsimist (MD) ja peitsimist varvimisega

samaaegselt (M+D). Paralleelselt varvilahuse valmistamisega eelpeitsiti osa 1onga. Arvutati
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vajaminevad peitsi kogused (15% WoF ja 5% WoF [34]). Peitsid kaaluti (paarkiimmend
milligrammi) seisukolbidesse ja lisati 30 ml MilliQ vett. Lahustesse lisati eelnevalt pesemata
villakiu tiikid ja kuumutati keemistemperatuuri lahedal umbes 45 minutit. Villakiud tosteti
peitsilahusest vélja, norutati, pandi virvilahusesse (40 ml) ja kuumutati keemistemperatuuri

ldhedal umbes 45 minutit.

Peitsimise ja viarvimise samaaegseks (M+D) teostamiseks lisati vastav kogus peitsi ja Iong otse

varvilahusesse ning kuumutati keemistemperatuuri l1dhedal umbes 45 minutit.

Osa longa vérviti ilma peitsita, selleks lisati 10ng otse vérvilahusesse ja kuumutati eelnevalt
kirjeldatud tingimustel. Niinimetatud kontrollproov vdrvimata villast valmistati kuumutades
16nga MilliQ vees samadel tingimustel. Peale virvimist vastava meetodiga loputati iiks 15 cm
16nga tiikk deioniseeritud veega ja asetati kuivama (koodis tdhiseks b), teine tiikkk norutati ja

asetati kuivama, veega ei loputatud (koodis tihiseks a).

Lisaks eelnevalt mainitud varvimistehnikatele vérviti 1onga véarvaine kédritamise teel. Kolbi
tiikeldati umbes grammi jagu kiilmutatud verevat voodikut ja lisati 50 ml vett. Peale vee lisamist
pandi kolbi kaalutud 16ngatiikid. Kolvile asetati mullilugeja ja jéeti umbes pooleteiseks kuuks
toatemperatuuril seisma. Peale kdéritamist pandi osad 10ngajupid otse kuivama ja teised

16ngajupid loputati MilliQ veega enne dra [35, 36].

3.4. Villakiududele kantud virvainete analiiiis fluorestsentsspektromeetria

meetodil

T66 esimese osana registreeriti mitmete erinevate looduslike vérvainetega varvitud
villakiudude EEM spektrid, et hinnata meetodi vdimekust vérvainete eristamisel. To0 teise
osana valmistati seeria kindla vérvainega vérvitud proove. Vérvaineks valiti Eesti metsades
kasvav verev voodik. Kasutati erinevatest kasvukohtadest korjatud ja erinevalt siilitatud

verevat voodikut (Tabel 2), et hinnata kuivord EEM spekter sdltub vérvaine kasvukeskkonnast.

Erineva vérvimistehnika ja kasutatud peitsi mdju hindamiseks valmistati seeria proove, mis

vérviti sama paritolu virvainega, kuid erinevate varvimistehnikatega (Tabel 2).
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4. TULEMUSED JAARUTELU

T66 tulemused on jagatud kolmeks osaks. Koigepealt uuriti EEM spektrite karakteristlikkust
erinevate virvainete uurimisel — kas iildse ja kui palju vdimaldab mittedestruktiivne
fluorestsentsspektromeetria meetod erinevaid virvaineid eristada. TG0 teises osas keskenduti
varvimistehnika ja véirvaine péaritolu moju hindamisele EEM spektritele, kasutades verevat
voodikut kui vérvaine allikat. To6 kolmandas osas rakendati kogutud teadmisi

parandvédrtuslikes proovides virvaine madramiseks.

Kokku uuriti 27 erineva loodusliku vérvainega varvitud villakiudu, kiudude vérvimiseks
kasutati erinevaid virvimistehnikaid. Kokku registreeriti 107 virvitud kiu EEM spektrid ja 11
parandvéartusega proovide EEM spektrid, lisaks kordusmdotmised kiudude erinevatest
piirkondadest. Erinevate virvainetega véarvitud kiudude péritolu, vérvimistehnika,
fluorestsentsi parameetrid ja fotod on toodud Lisas 1, tulemuste arutelu on esitatud alapeatiikis
4.1. Parandvédrtusega proovide péritolu ja fotod on samuti esitatud Lisas 1, parandvédrtusega
proovide tulemused on esitatud peatiikis 4.3. T66 autori poolt vereva voodikuga vérvitud

proovide informatsioon on toodud Tabelis 2 ja tulemused alapeatiikkides 4.2.

Uuritud villakiud on erineva kuju ja suurusega. Viiksemate proovide korral vdib osa
ergastavast kiirgusest jouda taustamaterjalile, millele proov on asetatud. Seetdttu tuleb taustaks
valida materjal, mis ei fluorestseeri kasutatud ergastuslainepikkustel ja mille pinnalt ei toimu
ergastava kiirguse peegeldumist detektorisse, et viltida segavate piikide tekkimist emissiooni
spektris. Kéesolevas t66 valiti taustamaterjaliks must paber, mis neelab suurema osa kiirgusest

ning mis ei fluorestseeri. Tausta EEM on esitatud Joonisel 7.

Analiiiisitud villakiudude spektrid voivad soltuda ka villa enda fluorestsentsomadustest. Villa
ergastus- ja emissioonimaksimumid on vastavalt 370 ja 430 nm juures [17]. Kasutades mitte-
labivat geomeetriat tahketelt proovidelt analiitisimiseks, registreeritakse fluorestsentsi proovi
pinnalt. Kui analiitisitakse vérvitud kiudusid, millel varvaine kontsentratsioon pinnal on madal
voi on pind ebaiihtlaselt kaetud, voib toimuda villa ergastamine ja selletdttu ilmneb spektril
villa emissioonimaksimum (Joonis 7), hoolimata selles, et villa enda fluorestsents on iisna nork.
Kuna aga villa emissiooni ilmnemine ja intensiivsus voib iga vérvitud 16nga proovi korral olla
olenevalt virvaine vérvi intensiivsusest erinev, ei lahutatud to6tlemata varvitud proovide EEM
spektritest villa EEM spektrit. Seetottu tuleks hoiduda spektrite pohjal jarelduste tegemisest,
kui signaalid asuvad villa emissioonimaksimumi timbruses (370/430 nm). Kéesolevas t60S

kasutatud virvainetel selles piirkonnas enamasti fluorestsentsi ei esine.
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Joonis 7. Vordlusproovide EEM spektrid. Parema visualiseerimise jaoks korrutati mone EEM

spektrite intensiivsuses sulgudes margitud faktoriga. Spektritelt eemaldati ergastuskiirguse ja

Rayleigh’i hajuskiirguse piigid.

4.1.

EEM spektrite karakteristlikkus looduslike virvainete analiiiisimisel

Fluorestsentsi emissioonimaksimumid on {ildiselt laiad ja véhekarakteristlikud. Kogudes

ergastus- ja emisioonimaatrikseid (EEM) on saadav informatsioon karakteristlikum, eelkdige

mitme-komponentsete segude korral. EEM spektrite karakteristlikkuse uurimiseks registreeriti

spektrid erinevate vérvainetega vérvitud villakiududelt. On selge, et koiki vérvaineid
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fluorestsentsspektromeetria meetodil eristada ei saa. Naiteks indigoga varvitud sinised kiud ei
fluorestseeri, kuid ka fluorestsentsi puudumine on omamoodi véartuslik informatsioon

vérvainete tuvastamisel (Lisa 2).

Hariliku sinerdika, soopihla ja alkaanetiga varvitud kiuproovide emisioonimaksimumid asuvad
emissioonilainepikkuste  vahemikus 400-500 nm (Lisa 2), mis kattub villa
emissioonimaksimumi asukohaga ja seetdttu uuritav meetod mainitud véarvainetega vérvitud

kiudude analiiiisiks pigem ei sobi.

Suurem osa uuritud looduslikke virvaineid andsid iseloomulikke ja tiksteisest eristatavaid EEM
spektreid (Joonis 7) vérvaine liigi voi perekondade kaupa. Osa villakiude oli varvitud sama
vérvainega, kuid erinevate meetodite vOi peitsidega ning véarvimistehnika moju uuriti

tdiendavalt edasi.

Osa mittedestruktiivse kolmemdotmelise (EEM) fluorestsentsmeetodi  potentsiaalsest
kasulikkusest oleks sarnast tooni vérvainete eristamine ning kodige keerukam oleks piitida
eristada sarnase keemilise koostisega virvaineid. Uurides registreeritud EEM spektrite hulgast
punakas-oranze Villakiude, saab hinnata meetodi rakendatavust punakas-oranzi vérvi andvate
vérvainete eristamiseks. Taimeliigid nagu hobumadar, varvmadar ja punavérvik kuuluvad koik
samasse sugukonda — Rubiaceae, ning sisaldavad sarnaseid fluorestseeruvaid iihendeid —
alisariin, purpuriin ja rubiadiin. Mainitud taimedega vérvitud kiududelt registreeritud EEM
spektrid on sarnased (Joonis 7). Virvainete sarnase keemilise koostise tottu ei saa neid

vérvained liksteisest eristada kasutades ainult fluorestsentsspektromeetriat.

Kui vaadata teiste punakate kiudude EEM spektreid, on ndha mérkimisvairseid erinevusi
emissioonimaksimumide asukohtades. Seega, fluorestsentsspektromeetria abil on vodimalik
eristada madaraid koSenillist ja teistest punakatest vérvainetest nagu siiltsesalpiinia ja
sandlipuu. Erinevate madaratega vérvitud kiudude EEM spektrid on iseloomulikud, kuna neil
on kaks emissioonimaksimumi 600 nm juures (Joonis 7). Teiste analiiiisitud punakate
villakiudude spektrites ei ole sellist fluorestsentsmustrit. Punavédrviku ja koSenilli
emissioonispektrite maksimumid on monevdrra punanihkes vorreldes varv- ja hobumadara
spektritega, nende emissioonimaksimumid asuvad lainepikkusel iile 625 nm. KosSenilliga
varvitud villakiu EEM spektrit iseloomustab lai piik piki ergastusala, 400-600 nm.
Registreeritud EEM spektrite pohjal voib viita, et mittedestruktiivne mitme-modtmeline
fluorestsentsspektromeetria sobib varvaine perekondade eristamiseks, kuid silmas tuleb pidada,

et see meetod {iksi ei vOimalda eristada sarnase piritolu, perekonna voi keemilise koostisega
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vérvaineid ja vajab kinnitavat analiiiisi. Samas, isegi nende piirangutega on see meetod kasulik
suhteliselt kiire kolmedimensionaalsete andmete kogumise, kontaktivaba ja mittedestruktiivse
voimekusega analiiiisi tottu ja sobib seega histi esmase info saamiseks, mille alusel kavandada

edasist pohjalikumat analiiisi.

Viarvmadara korral uuriti kolme erinevat proovi. Kaks neist olid vérvitud juulis vérskelt
korjatud juurtest ning kolmas aprillis korjatud juurtest (Lisa 1). Koigi korral oli peitsina
kasutatud maarjajaad. Analiitisides kolme viarvmadaraga vérvitud villakiu EEM spektrit (Joonis
7) voib tiheldada mdningaid erinevusi maksimumide asukohas. Aprillis varvitud villakiu
emissioonimaksimumid on vahemikus 550-650 nm ergastuslainepikkuste vahemikus 350-425
ja 450-600 nm, mis kuuluvad alisariinile ja purpuriinile. Purpuriin ergastub tolueenis
lainepikkustel 400-550 nm ja alisariin madalamatel lainepikkustel vahemikus 350-450 nm [37—
39]. Seda kinnitavad ka tahketelt referentsainetelt (purpuriin ja alisariin) registreeritud EEM
spektrid (Lisa 3), kuigi tuleb mérkida, et tahkelt varvainelt voi vdrvaine lahusest registreeritud
EEM spektrid ei ole iiheselt vorreldavad kiule kinnitunud vérvaine EEM spektriga. Juulis
varvmadaraga vérvitud villakiu korral on spektril alisariinile vastav emissioonimaksimum
(ergastuslainepikkusega 350-425 nm) norgem, kui pikemale ergastuslainepikkuse vahemikule
vastav maksimum. Igal madara EEM spektril on néha norka emissioonimaksimumi 400-450
nm juures. Selles piirkonnas on virvimata villakiu enda emissioonimaksimum ning kdrge
toendosusega kuulub see maksimum villale, mitte varvainele. Fluorestseeruvate ihendite
sisalduse osakaal v3ib varieeruda olenevalt kasutatavast taimeliigist, nende kasvutingimustest,
viarvimiseks kasutatud taimeosast jne. Taimede korral on leitud, et fenoolsete iihendite
sisaldused muutuvad keskkonna mojul ning hooajaliselt [38, 39]. Sellepérast voivadki
erinevatel aastaaegadel korjatud samad taimeliigid sisaldada vérvaineid erinevates kogustes
ning erinevates vahekordades. Lisaks sellele voib ka védrvimistehnika mdjutada
varvikomponentide kinnitumist ja hulka kiul [37]. Niiteks alisariini lahustuvus maarjajaa
lahuses on madalam kui purpuriniil [37]. See voib selgitada erinevust EEM spektrites ja kiule
kinnitunud fluorofooride proportsioonides varvmadaraga vérvitud villakiudude korral. Kolmas
varvmadaraga varvitud proov (Joonis 7) varviti teise varvmadara proovi uuesti kuumutatud

varvilahusega. Nende kahe proovi EEM spektrid on teineteisega sarnased.

Kollakas-oranzide kiudude puhul andsid iseloomulikke spektreid verev voddik ja varvisafloor.
Vereva voodikuga varvitud kiudude EEM  spektrilt (Joonis 8) on ndha, et
emissioonimaksimumid asuvad madarate emissioonimaksimumidega sarnases

emissioonilainepikkuste vahemikus 575-650 nm, kuid erinevalt madaratest on vereva

27



vooddikuga varvitud proovidel liks emissioonimaksimum. Verev voodik sisaldab mitmeid
antrakinoonnseid iihendeid ning pohilisteks virvi andvateks iihenditeks verevas voddikus on
emodiin ja dermorubiin, mille emissioonimaksimumid on vastavalt 510 nm juures ja 560-590
nm juures [40]. Varvisafloori emissioon asub ergastuslainepikkuste vahemikus 300-570 nm ja
emissioonilainepikkuste vahemikus 450-625 nm (Joonis 7). Intensiivne emissioonimaksimum
on 570 nm juures ergastuslainepikkuste vahemikus 535-555 nm. Sarnaseid
fluorestsentsomadusi on tdheldatud sellistel iihenditel nagu hiidroksiisafloor kollane A,

safloorikollane A, anhiidrosafloori kollane B ja kartamiin [41].

4.2. Peitsi moju virvaine fluorestsentsile
4.2.1. Peitsi mdju virvaine fluorestsentsile

Peitsi m&ju uurimiseks vérvaine EEM spektritele, tehti fluorestsentsanaliitis 20-le vereva
voodikuga ja 2-le emodiiniga vérvitud villakiule, millede vérvimiseks kasutati 10 erinevat
varvimistehnikat ja 8 levinud peitsi (Tabel 2). Kasutatud varvaine oli parit samast kasvukohast.
Homogeense varvimislahuse saamiseks teostati esmalt tahke-vedelik ekstraktsioon ja seejérel
jaotati saadud varvimislahus alikvootideks, mida kasutati kiudude vérvimiseks erinevate
peitsidega. Peale virvimist jaotati kiud kaheks, iiks osa loputati varvimisejargselt veega, teine
asetati kohe kuivama. Loputamise ja mitteloputamise mdju avaldus ainult EEM spektrite
intensiivsuses. Kuna péarandvéirtusega proovide analiiiisi uurimisobjektideks on erinevad
kangad, mida suure tdendosusega on aja jooksul korduvalt pestud, keskendutakse ja esitatakse
selles t60s edasi vaid virvimise jargselt loputatud kiudude EEM spektreid (vastav téhitus koodis

on a).

Saadud EEM spektreid (Joonis 8) vdrreldes torkab esmalt silma emissiooni intensiivsuste
erinevus. Intensiivsuse pohjal saab mdningasel mééral hinnata peitsi ja varvimise efektiivsust,
kui hésti peits suutis vdrvainet kiule kinnitada. Samas soltub intensiivsus ka optilise sondi
kaugusest proovis ja proovi paiknemisest sondi all. Seega on EEM spektrite vordlemiseks
sisukam kasutada emissioonimaksimumide asukohta ja maksimumi kuju. Mitmed EEM
spektrid vereva voodikuga varvitud kiududest néitasid, et spektrite spektraalne kuju on sarnane
(véikesed nihked maksimumide lainepikkustes), kuid modnede peitside (happelised peitsid

nditeks) korral olid erinevused markimisvairsed.

Peitsimata proovi korral (EM1a) on EEM spektril ndha iimarat emissioonimaksimumi 570-690
nm juures, ergastuslainepikkuste vahemikus 350-490 nm. N#ha on ka villa enda

emissioonimaksimumi madalamatel ergastus- ja emissioonilainepikkuste véaartustel (370/430
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nm). Varasemalt on vilja toodud, et verevas voodikus on pdhilisteks fluorestseeruvateks
tihenditeks emodiin ja dermorubiin, millede emissioonimaksimumid vesi-metanool lahuses
asuvad emissioonilainepikkustel 510 nm ja 560-590 nm. Villakiududelt registreeritud spektritel
on maksimumid kdorgematel lainepikkustel. EEM spektritel, mille proovid on peitsitud
maarjajdd, maarjajdd ja tartari segu ning valge maarjajaiga on ndha pikka
emissioonimaksimumi piki ergastuslainepikkusi, vahemikus 590-690 nm, mis klapib
maksimumi asukoha poolest peitsimata villa ja emodiiniga vérvitud villa EEM spektritega.
Nende peitsidega varvitud spektrid on iiksteisest eristamatud oma sarnase EEM spektri kuju
tottu. Mainitud peitsid sisaldavad alumiiniumi katiooni, mis moodustab varvainega kompleksi
ja seeldbi soodustab virvaine kinnitumist kiule. Eelpeitsimise (MD) ja viarvimisega samaaegse
peitsimise (M+D) mdju emissioonile avaldub ainult emissiooni intensiivsuse erinevuses, hagu

voib ndha EEM spektritelt KK2a ja KK3a (Joonis 8).

Vasksulfaadiga peitsitud proovi (KK7a) emissioonimaksimum on oma kujult sarnane
peitsimata proovi emissioonimaksimumiga. Raudsulfaadiga peitsitud proovi (KK6a) spekter on
koikidest teistest tdiesti erinev, kuigi villakiud on intensiivse punase varvusega (Tabel 2, Joonis
8) ja virvaine on villakiule korralikult kinnitunud, on emissioon praktiliselt olematu.
Kirjanduses on vilja toodud, et raudsulfaati kasutatakse véikestes kogustes, et vérvitoone
tumedamaks voi pruunikamaks muuta [42]. Kirjanduses on ka viiteid sellele, et raudsulfaat
kustutab vai véimendab osade vérvainete emissiooni [43, 44]. SSltuvalt virvaine struktuurist
vdivad osad metalliioonid (nditeks Fe?*ja Cu*) pdhjustada kompleksi emissiooni kustumist liibi
orbitaalsete interaktsioonide, mille tdttu energianivoode vahe vdheneb ja suureneb tdendosus
mittekiirguslikuks relaksatsiooniks. Samas, komplekseerumine AI®* iooniga vdimendab
antrakinoonsete virvainete (alisariin, purpuriin, emodiin) emissiooni, mis on kooskdlas

registreeritud EEM spektritega (KK2a, KK3a, KK4a ja KK5a) [43].
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Joonis 8. EEM spektrid vereva voodiku (KK) ja emodiiniga (EM) varvitud villakiududelt peitsi
moju hindamiseks vérvaine emissioonile. Number koodis tihistab virvimistehnikat/peitsi: 1-
peitsimata, 2- maarjajad (MD), 3- maarjajad (M+D), 4- maarjajad+tartar (MD), 5- valge
maarjajad (MD), 6- raud(ll)sulfaat (MD), 7- vask(ll)sulfaat (MD), 8- dadikhape (M+D), 9-
oblikhape (M+D), 10- kédritamine (M+D); a- kiud loputati veega peale varvimist. MD viitab
esimesele varvimismeetodile ja M+D viitab teisele varvimismeetodile. Parema visualiseerimise
jaoks korrutati mone EEM spektrite intensiivsuses sulgudes margitud faktoriga. Spektritelt

eemaldati ergastuskiirguse ja Rayleigh’i hajuskiirguse piigid.

Happeliste peitsidega virvitud kiudude EEM spektrid on omavahel sarnased (KK8a, KK9a ja
KK10a). Emissioonimaksimumid asuvad vahemikus 580-685 nm ja ergastuslainepikkuste
vahemik on 350-550 nm Aidikhappega peitsitud proovi (KK8a) emissioonimaksimum on
mdnevorra laiem, kui oblikhappega peitsitud proovi spektril (KK9a). Kui vorrelda happeliste
peitsidega varvitud proove metallikomplekse sisaldavate proovidega, on niha kahte korvuti
olevat suuresti kokku sulanud emissioonimaksimumi. Oblikhappega peitsitud proovi korral on
niha, et lithemal lainepikkusel asuv maksimum on intensiivsem. Aidikhappega peitsitud proovi
korral on pikemal lainepikkusel asuv maksimum intensiivsem. Kahte emissioonimaksimumi on

eriti selgelt ndha proovil, mida kéaritati, kuid sellel proovil on ka villakiu enda emissioon
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intensiivsem. Kaaritatud proovi EEM spektris on kaks sarnase intensiivsusega maksimumi
emissioonilainepikkuse vahemikus 580-680 nm ja ergastuslainepikkuse vahemikus 410-530

nm, maksimumide intensiivsused on sarnased.

4.2.2. Virvaine kasvukeskkonna ja siilitusviisi méju virvaine emissioonile

Hindamaks, kas ja kui palju mdjutab vérvaine péritolu ja séilitamisviis véarvitud villa EEM
spektreid, varviti villakiude erinevatest Eesti piirkondadest korjatud verevate voodikutega.
Lisaks varieeriti ka sédilitamisviise (Tabel 2). Osa seeni olid kiilmutatud, kuivatatud voi kasutati
varvimiseks vérskelt. Proovide varvimiseks kasutati ilma peitsita otsevarvimist ja eelpeitsiga
varvimist. Eelpeitsina kasutati maarjajaad. Koikide maarjajdadga peitsitud proovide korral olid
spektrid sarnased (Joonis 9). Ergastusmaksimumid olid vahemikus 350-550 nm, kuid monel
proovil vdis see olla natuke kitsam. Peitsimata proovide korral olid spektrid juba rohkem
eristatavad, nende kdigi korral olid emissioonimaksimumide kujud erinevad, kuid siin on kdigil
néha ka villakiu enda emissioonimaksimumi. Esimese spektri korral (Joonis 9, MR1a) on nidha
norka emissioonimaksimumi 600-680 nm juures, ergastuslainepikkusel 350-550 nm. Selle
proovi korral on ndha, et maksimum on tihedam ja {htlasem madalamatel
ergastuslainepikkustel. Teise spektri korral (Joonis 9, EV1a) on emissioonimaksimum iileni
iihtlane samades ergastus- ja emissioonilainepikkuste vahemikes nagu varem mainitud. Selle
spektri korral on maksimum intensiivsem kui eelmisel, ning tundub, et maksimumitipp on
korgemal ergastuslainepikkusel. Kolmanda spektri korral (Joonis 9, LTla) ei ole
emissioonimaksimumi peaaegu ndhagi. Ndha on ainult ndrgalt intensiivset maksimumi
ergastuslainepikkusel 350-450 nm, kuid samadel emissioonilainepikkustel nagu varemgi.
Viimase spektri (Joonis 9, UR1a) emissioonimaksimum on viga sarnane esimese
viarvimismeetodi KKla proovi spektriga, kus on ndha ilusat iimarat maksimumi

ergastusvahemikus 350-500 nm ja emissioonilainepikkustel 590-680 nm.
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Joonis 9. EEM spektrid erinevat péritolu vereva voodikuga vérvitud villakiududelt
kasvukeskkonna ja sdilitamisviisi moju hindamiseks vérvaine emissioonile. Number 1 koodis
tahistab ilma peitsita varvimist ja number 2 tdhistab maarjajda peitsi kasutamist. Tédhed koodis
tahistavad vérvainet: EM- emodiin, EV- verev voodik, Tartumaa, LT- verev voodik, Vérumaa,
MR- verev voodik, Jogevamaa, UR- Verev voodik, Pohja-Eesti. Parema visualiseerimise jaoks
korrutati mone EEM spektrite intensiivsuses sulgudes mérgitud faktoriga. Spektritelt eemaldati

ergastuskiirguse ja Rayleigh’i hajuskiirguse piigid.
4.3. Piarandviirtusega proovid
4.3.1. Pirandviirtusega proovide analiiiis fluorestsentsspektromeetria abil

Fluorestsentsspektromeetria kasulikkuse nditamiseks viidi 14dbi kahe parandvéirtusega proovi
fluorestsentsanaliiiis. Saadud EEM spektreid vorreldi vordlusproovide EEM spektritega.
Proovid saadi Eesti konserveerimis- ja digiteerimiskeskusest Kanut ja nendeks olid piltvaip
ning pdrandavaip. Uheks prooviks oli 1547. aastal valmistatud piltvaip, mis kuulub Tallinna
Linnamuuseumile. Teiseks prooviks oli 1930-ndatel tehtud porandavaip, mis on saadud
erakogust (fotot ja tapsemat kirjeldust ei dnnestunud saada). Neid proove ei analiilisitud otse
ndidistelt, vaid analiiisiti juba varasemalt analiiisideks vdetud kiuproove. Peale
fluorestsentsanaliiiisi teostati parandvaartusega proovidele ka kinnitav LC-MS analiiiis, mille

jaoks oli vaja viike kogus proovi ekstraheerida, et virvaine kétte saada.
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Joonis 10. Parandvaértuse proovide naidised. A — piltvaip ,,Saalomoni pruuti vastu votmas.
Saalomoni kohus®, B — vapp piltvaibalt (noolega on toodud vapilt saadud roosakas villakiud),

C — villakiud pdrandavaibalt.

Molemad proovid on virvuselt punakad. Joonisel 11 on esitatud parandvéirtuse proovide ja
neile kdige sarnasemate punaste vordlusproovide EEM spektrid. EEM spektritelt (Joonis 11)
on nidha, et pdrandavaiba korral on emissioonimaksimum vahemikus 575-650 nm ja kaks
ergastusmaksimumi on 390 ja 520 nm juures. Piltvaiba korral oli emissioonimaksimumi
lainepikkuse vahemikuks 550-625 nm ja ergastusmaksimumid 535 ja 400 nm juures. Mdlema
proovi korral on spektril ndha villa enda emissioonimaksimumi. Samuti varreldes pdrandavaiba
EEM spektrit piltvaiba omaga, on néha, et pdrandavaiba emissioonimaksimum on natukene

punanihkes.

Nende parandvéirtusega proovide EEM spektrid on koige sarnasemad punavirviku, hobu- ja
viarvmadaraga vérvitud villakiudude EEM spektritele. Madarate Rubiaceae sugukonda
kuuluvad taimed sisaldavad peamiste vérvainetena alisariini ja purpuriini. Mdned teised
varasemalt uuritud punased varvid, nagu siiltsesalpiinia ja sandlipuu, on vodimalik kohe
vilistada, sest neil on teistsugune EEM spekter (Joonis 7). Kivi-lapiksambliku saab samuti
vilistada, sest sellel on {isna laiad emissioonimaksimumid. Hobu- ja virvmadar tunduvad enim
sobivat piltvaibaproovi  vordlusproovideks. Porandavaiba EEM  spekter sarnaneb
punavarvikuga varvitud vordlusproovi spektrile, kuigi ka koSenilliga vérvitud kiudude EEM
spektritel on moningaid sarnasusi porandavaiba proovi EEM spektriga. Mistdttu on lisaks

madaratele kinnitava meetodiga analiiiisil lisatud proovide hulka kosenilliga varvitud proov ja
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koSenillile iseloomulik karmiinhape referentsina. Piltvaiba korral on tdenéoline, et See proov
on varvitud Rubiaceae sugukonda kuuluvate véarvainetega. Porandavaiba korral tundub samuti,

et materjal on virvitud Rubiaceae sugukonda kuuluvate varvainetega.
Hobumadar 2 Virvmadar 1 (x5) Virvmadar 3 (x2) Punavirvik (x20)
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Joonis 11. Pérandvédidrtusega proovide ja vordlusproovide EEM spektrid. Parema
visualiseerimise jaoks korrutati EEM spektrite intensiivsuses sulgudes mérgitud faktoriga.

Spektritelt eemaldati ergastuskiirguse ja Rayleigh’i hajuskiirguse piigid.

Sellegipoolest tuleb meelest pidada, et mitmete ajalooliste objektide korral voidi kasutada
mitmeid vérviallikaid koos, et saada soovitud toon. Seega, mida keerulisem on kromofooride
ja fluorofooride segu proovis, seda keerulisem on fluorestsentsspektromeetria abil nende
tuvastamine. Keerulisemaks teeb analiiisimise ka lisandite ja saasteainete olemasolu proovis.
Peale nende teevad ajalooliste objektide vordluse vordlusproovidega raskemaks ka voimalikud
spektrite nihked, mis on tingitud iihendite lagunemisest valguse, niiskuse vdi hapniku mdjul.
Uheks niiteks sellisest muutusest vdib tuua punavirvikuga vérvitud villakiu, mille korral on
taheldatud purpuriini kontsentratsiooni suuremat vihenemist vananemise tottu kui alisariini
oma [45].
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4.3.2. Piarandviairtusega proovide kinnitav analiiiis LC-MS meetodil

Kontrollimaks kas piltvaip ja pdrandavaip on vérvitud Rubiaceae sugukonda kuuluvate
taimedega, kasutati kinnitava meetodina vedelikkromatograafia-massispektromeetria (LC-MS)
meetodit. LC-MS analiitisitulemused (Tabel 3) kinnitasid, et mdlemas proovis on vérvainete
pohikomponendiks alisariin ja purpuriin. Peale nende tehti LC-MS analiiiis vordlusproovidele,
mida oli vérvitud vdrvmadara, hobumadara, punavérviku ja koSenilliga. Need tulemused
néitasid, et koigis Rubiaceae sugukonda kuuluvates vordlusproovides on samuti sees alisariin
ja purpuriin. See toetab jareldusi, et pdrandvéirtusega proovides kasutati varvimiseks
Rubiaceae sugukonda kuuluvaid taimi. Analiiiisides proove fluorestsentsspektromeetria abil,
oletati, et porandavaiba proovi virvides voidi, tdsi madalama tdendosusega, kasutada ka
kosenilli. LC-MS tulemuste pdhjal saab Oelda, et koSenilli ei kasutatud, sest proovides ei
tuvastatud karmiinhapet, mis on pohiline koSenillis sisalduv vérvaine. Seega, Kkuigi
fluorestsentsspektromeetria on kasulik mittedestruktiivse meetodina esmaseks analiitisimiseks,
tuleb meeles pidada piiranguid fluorofooride tuvastamisel, mis on spektraalselt sarnased. Siiski
oli kdesolevate proovide korral voimalik fluorestsentsanaliiiisiga saada tulemused, mis seejarel

leidsid kinnitust LC-MS analiiiisi kaudu.

Tabel 3. LC-MS analiiiisitulemused pérandvéirtusega- ja vordlusproovidest. Tabelis m/z

tahistab molekuli massi ja sellele vastava laengu suhet ning tr tdhistab retentsiooniaega.

Karmiinhape Alisariin Purpuriin

Proov (m/z 491; tr 21.2 min)  (M/z 239; tr 34.4 min)  (m/z 255; tr 38.6 min)
Hobumadar 1 - + +
Hobumadar 2 - + +
Virvmadar 1 - + +
Virvmadar 2 - + +
Virvmadar 3 - + +
Kosenill 1 + - -
Punavirvik - + +
Pérandavaip - + +
Piltvaip - + +
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5. KOKKUVOTE
Virvitud kiudude uurimine fluorestsentsspektromeetria meetodil
Elsa Vanker

Fluorestsentsspektromeetria, nagu mitmed teised spektroskoopilised meetodid sobib varvitud
villakiudude esmaseks analiiiisimeetodiks. Péris mitmete varvainete EEM spektrid on kiillaltki
karakteristlikud, et neid saaks kasutada reaalsetelt proovidelt varvainete esmaseks kiireks ja
mittedestruktiivseks tuvastamiseks. Tosi, péris iseseisvalt ei saa selle meetodiga kindlalt viita,
millise vérvainega mingi kindel kiud vérvitud on, nii et vaja ldheb ka kinnitavat analiiiisi.
Karakteristlikud EEM spektrid on niiteks koSenilli voi madaraliste (Rubiaceae) sugukonda
kuuluvate vérvainetega véarvitud villakiududel. Selliste vérvainete emissioonimaksimumid
asuvad korgematel emissioonilainepikkustel piki ergastuslainepikkusi (emissioonilainepikkuse
vahemik 550-650 nm), seega villakiu enda emissioon ei sega nende emissioonimaksimumide

tuvastamist.

Samuti saab vilja tuua, et kui analiiiisida {ihe ja sama vérvainega (t60s oli kasutusel verev
voodik) varvituid villakiude, millel on kasutatud erinevaid peitse, voivad kasutatud peitsid

1*3 ioonidel pdhinevaid peitse, on

muuta spektrite viljandgemist. Kui vdrvimisel on kasutatud A
niha nende EEM spektritel sarnast spektraalset karakteristlikkust. Kuid kui on kasutatud
niiteks Fe?" ioonidega peitse, on EEM spektril olev emissioonimaksimum suurel miral
kustutatud. Samuti tuleks mainida, et happelisi peitse kasutades saadakse veel omakorda
erinevad EEM  spektrid. Vereva voodikuga varvides, tuli vilja, et spektri

emissioonimaksimumis asub sel juhul kaks kdrvuti asetsevat emissioonitippu.

Pérandvéirtusega proove analiilisides sai nende EEM spektreid vorrelda vordlusproovide
spektritega ja leida spektraalseid sarnasusi. Piistitati hiipotees, et mdlemad reaalsed proovid on
arvatavasti varvitud Rubiaceae sugukonda kuuluvate varvainetega. Selle kinnitamiseks teostati
HPLC-MS analiiiis, mis kinnitas hiipoteesi: mdlemas proovis sisaldus alisariini ja purpuriini,

mis on tiilipilised Rubiaceae sugukonda kuuluvate varvainete komponendid.

Fluorestsentsspektromeetria on vérvitud villakiududelt vérvainete tuvastamiseks vorreldes
teiste analiilisimeetoditega monevdrra piiratud, ei ole nii spetsiifiline ega informatiivne, kuid
moeldes pédrandvédrtusega proovi analiilisimiseks, on see hea esmane meetod.

Fluorestsentsspektromeetria on kiire, seega saab palju rohkem proove analiilisida vdiksema aja
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jooksul. Ajalooliste objektide kontekstis on selle meetodi koige tdhtsam omadus vdimalus

uurida proove mittedestruktiivselt.
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6. SUMMARY
Analysing dyes using fluorescence spectrometry
Elsa Vanker

Fluorescence spectrometry, like several other spectroscopic methods, is suitable for preliminary
analysis method for dyed wool fibers. There are quite a few EEM spectra of dyes that are
sufficiently characteristic and can be used for fast and non-destructive preliminary
identification of dyes from real samples. However, using only this method, it is not possible to
say with certainty which dye a certain fiber is dyed with, so that a confirmatory analysis is
needed. Characteristic EEM spectra are, for example, those of cochineal or wool fibers dyed
with dyes from Rubiaceae family. The emission maxima of these dyes are located at higher
emission wavelengths along the excitation wavelengths (emission wavelength range at 550-650
nm), so the emission of the wool fiber itself does not interfere with the detection of these

emission maxima.

It can also be pointed out that if one analyses fibers that have been dyed with the same dye
(blood-red webcap was used in this work) but with different mordants, these mordants can
change the spectral appearance of the EEM. For example, if fibers are dyed using mordants that
are based on AI** ions, these EEM spectra are going to be spectrally similar. However, if fibers
are dyes using mordants with Fe?* ions, the emission maximum on the EEM is significantly
suppressed or even absent. It should also be noted that using acidic mordants for dyeing we can
obtain different EEM spectra. For fibers dyed with blood-red webcap the emission maximum

of the spectrum contains two adjacent emission peaks.

By analysing the culturally valuable samples, these EEM spectra could be compared with the
spectra of reference samples, and we could find spectral similarities. It was hypothesized that
the real samples used in this work were probably dyed with dyes belonging to the Rubiaceae
family, so HPLC-MS analysis was performed. The chosen validation method confirmed the

hypothesis, it was found that both real samples contained alizarin and purpurin.

Fluorescence spectrometry is somewhat limited for working with dyed wool fibers compared
to other analytical methods, as it is not as specific or informative. However, it is a good
preliminary method when analysing culturally important samples. Fluorescence spectrometry

is a fast method, a lot of samples can be analysed in short timeframe, and most importantly, this
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method allows for non-destructive analysis of samples, which is very important when working

with historical objects.
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Lisa 1

Tabel 4. Erinevad analiiiisitud proovid

Meetod/peitsid
Virviallikas )
/kommentaarid

Fluorestsentsi informatsioon:

Foto

ergastus/emissioonimaksimum

(nm) ja karakteristlikkus®

Siiltsesalpiinia 1 | Keedetud vees tund aega
(Caesalpinia

echinate)

330/385, 370/550
EEM on karakteristlik, aga norga

intensiivsusega

Siiltsesalpiinia 2 | Keedetud vees tund aega

340/395, 370/545

tinctorum) 2

(Caesalpinia EEM on karakteristlik, aga norga

echinata) ® intensiivsusega

Kosenill 1 Keedetud vees 40 minutit 485/650

(Dactylopius EEM on karakteristlik

coccus) ®

Kosenill 2 Keedetud vees 40 minutit 490/645

(Dactylopius EEM on karakteristlik

coccus) ®

Punavirvik Keedetud kadritatud 530/630 y &
(Rubia kolla vérvivannis EEM on karakteristlik, sarnaneb df »

madaratega, kuid omab ainult tihte

emissioonipiiki ja on punanihkes

Kivi- Keedetud ilma peitsita
lapiksamblik
(Parmelia

saxatilis) @

530/605
EEM on karakteristlik

Viérvmadar 1 Virsked juured, korjatud

(Galium Aprillis; keedetud

boreale) 2 maarjajad peitsiga

365/600, 515/610
EEM on karakteristlik, omab

teistsugust emissioonitippude

intensiivsuste suhet kui teised

madarad
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Viarvmadar 2

Virsked juured; korjatud

510/605, 545/610

(Galium Juulis; keedetud EEM on karakteristlik, sarnane
boreale) 2 maarjajad lahuses; hobumadarale
peitsilahuse esimene
kasutamine
Viarvmadar 3 Virsked juured; korjatud 510/600, 540/600
(Galium Juulis; keedetud EEM on karakteristlik, sarnane
boreale) 2 maarjajad lahuses; hobumadarale

peitsilahuse teine

kasutamine

Hobumadar 1

(Galium verum)

a

Virsked juured; keedetud
maarjajid lahuses;
peitsilahuse esimene

kasutamine

515/610, 545/605
EEM on karakteristlik, sarnane

varvmadarale

Hobumadar 2

(Galium verum)

Virsked juured; keedetud

maarjajii lahuses;

510/605, 545/605

EEM on karakteristlik, sarnane

a peitsilahuse teine varvmadarale
kasutamine

Sandlipuu 1 Keedetud 365/430, 480/570

(Pterocarpus EEM on karakteristlik

santalinus) ®

Sandlipuu 2 Leotatud etanoolis; 340/390, 480/580
(Pterocarpus keedetud etanoolis tund | Emissioonimaksimumi emissioon
santalinus) ® aega ndrgem kui vees keedetud proovil
Verev voodik Maarjajaa ja addikhappe 490/610
(Cortinarius peitsiga EEM on karakteristlik, sarnane
sanguineus) © verev voodikule peitsitud
maarjajaiga
Verev voodik Maarjajaa peitsiga 500/605

(Cortinarius

sanguineus) ©

EEM on karakteristlik
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Verev voodik
(Cortinarius

sanguineus) ©

Tina(ll)kloriid peits

500/605
EEM ei ole karakteristlik

Verev voodik
(Cortinarius

sanguineus) ©

Peitsita

345/400, 490/610
EEM on natuke karakteristlik,

-,’ “
’- o

.
Vi oD

uﬂim
maksimumi asukohas

esimene maksimum on villakiu

Verev voodik
(Cortinarius

sanguineus) ©

Oblikhappe peits

500/600 Ve Ny
. - A 7")
EEM ei ole karakteristlik

Verev voodik Aidikhappe peits 500/600 I }’ £ g

(Cortinarius EEM ei ole karakteristlik, sarnaneb % ' )‘:( 1

sanguineus) © oblikhappe ja tinakloriidiga IR / ‘
peitsitud verev voodikule .-

Kanarbik Varsked taimed; 440/530 ‘ ’

(Calluna keedetud maarjajads EEM ei ole karakteristlik, sarnaneb

vulgaris) 2 arukasele

Virvisafloor Leotatud 4 tundi 520/570 . i

(Carthamus véarvilahuses EEM on karakteristlik é r ‘i\ ;

tinctorius) ° o

Harilik Kadritatud 10 pieva, 360/445 P . )

ungrukold ilma peitsita EEM on pigem karakteristlik, kuid / .

(Huperzia natuke sarnane varvimata villakiule s

selago) @

Arukask (Betula | Virsked lehed; keedetud 470/550

pendula) maarjajads EEM ei ole karakteristlik

Hulgalehine Virsked lillad lilled; 375/430

lupiin (Lupinus
polyphyllus) 2

keedetud maarjajiis

EEM on karakteristlik, kuid

maksimum asub villa enda

emissioonimaksimumil

Kilpjalg
(Pteridium

aquilinum) @

Keedetud ilma peitsita

355/465, 430/655, 515/540
EEM on véga karakteristlik kolme

emissioonimaksimumiga
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Metsosi
(Equisetum

sylvaticum) 2

Virsked taimed;
keedetud ilma peitsita

340/435, 520/545
EEM on karakteristlik

Indigo (Tropical
indigo)

Naatriumditioniit, sooda

340/405

EEM sarnaneb varvimata villakiule

Harilik
sinerdigas 1

(Isatis tinctoria)

a

Virsked lehed;

uriinivann; puutuhavesi

375/425

EEM sarnaneb varvimata villakiule

Alkaanet 2 Leotatud etanoolis; 335/390

(Alkanna keedetud etanoolis 2 EEM ei ole karakteristlik, sarnaneb
tinctoria) tundi védrvimata villakiule
Alkaanet 1 Leotatud vees iiks néddal; 370/435

(Alkanna keedetud 2 tundi EEM ei ole karakteristlik, sarnaneb
tinctoria) védrvimata villakiule

Sinerodika lehed

Varsked lehed; keedetud

380/460

2 (Isatis maarjajads EEM ei ole karakteristlik ja ndrga
tinctoria) @ intensiivsusega
Pirandviirtusega proovid

Porandavaip

Valmistatud 1930ndatel;
saadud erakogust

Piltvaip ¢
“Saalomoni
pruuti ootamas.
Saalomoni
kohus* (TLM
8460)

Valmistatud 1547 aastal
Enghien-is;

proov voeti vapilt




Lisa 2

Arukask (x9) Indigo (x11) Harilik sinerdigas 1 Harilik sinerdigas 2 (x9)
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Joonis 12. Vordlusproovide EEM spektrid. Parema visualiseerimise jaoks korrutati mone
EEM spektrite intensiivsuses sulgudes margitud faktoriga. Spektritelt eemaldati

ergastuskiirguse ja Rayleigh’i ja hajuskiirguse piigid.

Kosenill 2 (x6) Sandlipuu 2 (x16) Alkaanet 2 (x32) Siiltsesalpiinia 2 (x57)
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Lisa 4

Joonis 14. Esimene varvimine verev voodikuga: esimesel pildil vérvilahuse ekstraktsioon,

teisel villakiud peitsilahustes, kolmandal vérvitud villaldngad ja neljandal 16pplahused.
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Lisa b

Tabel 5. Kasutatud peitside kogused

Peitsikogus (%

MilliQ veekogus

Virvilahuse kogus

Nr Peits

WoF) [ml] [mi]
1 | Maarjajaa 15 30 -
2 | Valge maarjajaa 15 30 -
3 | Maarjajai 15 - -
A Maarjajdd + cream 1545 20 ]

of tartar

5 | Raud(ll)sulfaat 15 30 -
6 | Vask(Il)sulfaat 15 30 -
7 | Peitsita - 30 -
8 | Addikhape 15 - 40
9 | Oblikhape 15 - 40
10 | Maarjajda 15 - 40
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