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KASUTATUD LUHENDID

El (electron ionization) — elektronionisatsioon

ESI-MS (electrospray ionization mass spectrometry) — elektropihustus-ionisatsiooni
massispektromeetria

FID (flame ionisation detector) — leek-ionisatsioon-detektor

GALDI-MS (graphene-assisted laser desorption/ionization mass spectrometry) — grafeen-
abistatud laserdesorptsioon-ionisatsiooni massispektromeetria

GC (gas chromatography) — gaasikromatograafia

HMDS (hexamethyldisilazane) — heksametudldisilasaan

MS (mass spectrometry) — massispektromeetria

PPK — purolutseri proovikapillaar

Py (pyrolyszer) — purolutser

TMAH (tetramethylammonium hydroxide) — tetrametiiilammoniumhudroksiid

tr — retentsiooniaeg



1 SISSEJUHATUS

Inimesed on l&bi ajaloo kasutanud vahasid véga erinevateks otstarveteks: mumifitseerimisel
palsameerimisvahendina, varvides sideainena, lakkides matistava lisandina. VVahad on populaarne
materjal ka kldnalde valmistamises, meditsiinis ja konserveerimises. Neil on palju kasulikke
omadusi, néiteks hudrofoobsus, plastilisus, antibakteriaalsus jne, mis teeb need véartuslikeks
materjalideks farmaatsia- ja toiduainetoostuses. Kdikides nendes valdkondades on vaja teada tépset
vahade koostist, et mdista, kuidas vahad teiste ainetega kokku sobivad.

Vahad on keerulise koostisega pikkade sisinikahelatega alkaanide, alkoholide ja hapete segud.
Kirjanduses on tihti vahade komponendid varieeruvad ning silamaani ei teata tapselt looduslike
vahade keemilist koostist. Vahade keemilise koostise uurimine on probleemne nende keerulise
koostise ning, olenevalt analliisimeetodist, mahuka prooviettevalmistuse tdttu. Lisaks on
kultuurivaartuslikke objekte uurides proovide kogused vadga vaikesed, mistottu ei saa koiki
analutisimeetodeid neile rakendada.

Ké&esoleva bakalaureusetod eesmargiks oli valja todtada modtmismetoodika puroliser-
gaasikromatograaf-massispektromeetrile (Py-GC-MS) vahade koostiskomponentide kindlaks-
tegemiseks. Py-GC-MS valiti, sest tegemist on hea tundlikkusega meetodiga, millega on véimalik
analliusida véga vdikeseid ja keeruka koostisega proove (nagu kultuurivaartuslikelt objektidelt
saadud proovid). T60 kaigus uuriti Py-GC-MS-iga erinevaid vahasid (mesilasvaha, karnaubavaha,
kandelillavaha, parafiin) ning isevalmistatud pitserivaha segusid (vahade segud vaigu ja
pigmendiga). Mesilasvaha, karnaubavaha, kandelillavaha ja parafiin valiti seetdttu, et need on nii
tdnapdeval kui ka ajalooliselt enim kasutatud vahad. Lisaks vahade analiiisimise metoodika
valjatootamisele koostati t60 kaigus referentsmaterjalide (puhtad vahad ja neid sisaldavad segud)
plrogrammide kogumik, mis on abiks kultuurivédértuslikes proovides sisalduvate vahade
tuvastamisel.

T60s valjatootatud Py-GC-MS-i metoodikat rakendati kolmelt kultuurivéaartuslikult objektilt (kaks
13. sajandist parit pitserit ja 19. sajandi 18pus Amandus Heinrich Adamsoni poolt tehtud skulptuur

“Kalevipoeg ja vanasarvik™) périt proovide analliisimiseks.



2 KIRJANDUSE ULEVAADE

2.1 Vahad

Inimesed on vahasid kasutanud juba aastatuhandeid [1]. Vahasid on kasutatud alates Vana-
Egiptuses mumifitseerimisest kuni materjalide veekindlaks tegemiseni [1,2]. Tanapéeval on vahad
kasutusel paljudes erinevates valdkondades. Pohiliselt kasutatakse vahasid kosmeetikatoodetes,
varvide ja lakkide koostises, kiunlades, puidutdostuses ja ravimitoostuses [1-5].

Vahad koosnevad pika susinikahelaga alkaanidest, hapetest, alkoholidest, estritest vGi nende
segudest [2]. Vahad jagunevad kaheks suureks riihmaks, looduslikud vahad ja silinteetilised
vahad [1]. Selles t66s uuritakse looduslikke vahasid. Looduslikud vahad jagunevad kolmeks
suuremaks grupiks: mineraalvahad, loomsed vahad ja taimsed vahad [1]. Mineraalvahadest on
tuntuim parafiin, mida on juba sajandeid kasutatud néiteks kitnalde tegemiseks [1,2]. Loomsetest
vahadest on levinuim mesilasvaha [1]. Taimsetest vahadest on tuntumad karnaubavaha ja
kandelillavaha. [1] Selles bakalaureusetdos uuritakse mesilasvaha, karnaubavaha, kandelillavaha,
parafiini ja nendega tehtud segusid.

2.1.1 Mesilasvaha

Mesilasvaha on kasutatud tuhandeid aastaid [6]. Juba 40 000 aastat tagasi kasutas San’i rahvas
Aafrikas nooleotste kinnituseks mesilasvaha, millele lisati juurde taimekiudusid [7]. See on ka
esimene teadaolev kasutusala mesilasvaha jaoks [7]. Mesilasvaha on kaua kasutusel olnud ka
meditsiinis, eriti thtsal kohal on see olnud Hiina meditsiinis, kus seda kasutatakse pd&hiliselt
kreemides [6]. Lisaks relvade valmistamisele ja meditsiinile on mesilasvaha juba tuhandeid aastaid
kasutatud kutnalde valmistamiseks [6].

Mesilasvaha on kasutatud ka kunstis. Naiteks batikas, mis on Indoneesiast parit kanga
varvimistehnika (umbes 2000 aastat vana), kus tekstiilile joonistatakse vahaga muster ja seejarel
varvitakse kogu kangas ning parast seda vaha eemaldatakse kuuma veega, et paljastada vahaalune
joonistus [6]. Veel (ks olulisi tehnikaid, kus mesilasvaha kasutatakse, on enkaustika ehk vahamaal,
mida on kasutatud juba 5. sajandist eKr [6]. Enkaustika on tehnika, kus maali tegemiseks
kasutatakse Puunia vaha, mis koosneb mereveega toddeldud sulatatud mesilasvahast ja
pigmendist [8,9]. Mesilasvaha on tahtsal kohal olnud ka pitserite koostises [10].

Mesilasvaha siinteesivad 12- kuni 18-pdevased mesilased oma vahan&armetes, et ehitada sellest
mesilaskarg [3]. Selleks, et mesilaskarjest vaha katte saada, eemaldatakse nérutades kdigepealt

mesi [1]. Seejérel sulatatakse alles jadnud mesilaskérg kuumas vees voi dhukese kihina péikese



kaes, millest pdrast sulatamist jd&b alles mesilasvaha [1]. Algselt on mesilasvaha valge, kuid
muutub kollaseks tanu meele, Gietolmule ja taruvaigule [3]. Mesilasvaha vdib muutuda metallide
tottu ka pruunikaks vo6i roheliseks, kui vaha sulatamisel on kasutatud rauast voi tsingist
anumaid [3,11]. Mesilasvaha sulamistemperatuuri vahemik on 61 °C kuni 65 °C ja tihedus 15 °C
juures on 0,958 g/cm?® kuni 0,970 g/cm?[5,11]. Mesilasvaha lahustub kuumutades enamustes
orgaanilistes solventides, néiteks atsetoonis, tolueenis ja benseenis, ilma kuumutuseta on
lahustuvus ainult osaline [12]. Pdhiliselt koosneb mesilasvaha pika susinikahelaga alkaanidest,
hapetest ja alkoholidest [1]. Mesilasvahas on 13-16% pika susinikahelaga stsivesinikke (C19-
C35), 30—35% paarisarvulise susinikahelaga rasvhappeid (C16-C36) ja 30-35% paarisarvulise
pika susinikahelaga alkohole (C22—-C34) [1,13,14]. Mesilasvaha (iheks peamiseks koostisosaks on
maritstilpalmitaat (C1sH3:COOCs0Hs1) [15], lisaks on selle pdhikomponentideks veel
heptakosaan (C27Hse), hentriakontaan (Cs1Hes), pentakosaan (C2sHs2) ja nonakosaan (Cz9Heo) [13].
2.1.2 Karnaubavaha

Karnaubavaha on Brasiilias kasvava karnauba palmi (Copernicia cerifera) lehtedest saadav
vaha [1]. Euroopasse joudis karnaubavaha 17. sajandil [1]. Esimene karnaubavaha to0stus alustas
1856. aastal Brasiilias [1]. Tanapéeval kasutatakse karnaubavaha pdhiliselt farmaatsiatoostuses
tablettide katetes [1]. Karnaubavaha kasutatakse ka kosmeetikas ja toiduainetoostuses [1].
Karnaubavaha saamiseks purustatakse palmi lehed ja keedetakse vees, mille kdigus eraldub
lehtedelt vaha [1]. Karnaubavaha varvus sdltub sellest, millistest lehtedest on vaha tehtud [1,16].
Noortest lehtedest saadud vaha on helekollane, samas vanematest lehtedest tehtud vaha on pruun
vOi hall [1,16]. Karnaubavaha sulamistemperatuur on vahemikus 82 °C kuni 86 °C [16].
Karnaubavaha on véimalik lahustada eetris ja kloroformis [16]. Karnaubavaha koosneb pohiliselt
paarisarvulise slsinikahelaga estritest (C48-C62), paarisarvulistest pika susinikeahelaga
alkoholidest (C22-C34), paarisarvulise sisinikahelaga kullastunud rasvhahapetest (C16-C28) ja
triterpeenidest [1,2,13,14]. Uheks pohikomponendiks karnaubavaha puhul on miiritsiiiiltserotaat
(C2sH5:CO0C30He1) [15], karakteristlikud komponendid on ka naiteks beheenhape (C22Ha402) ja
4-hudroksikaneelhape (CoHgO3) [13,17].

2.1.3 Kandelillavaha

Kandelillavaha on Mehhikost périt taimne vaha [1]. Traditsiooniliselt on kasutatud kandelillavaha
kiunalde ja narimiskummi valmistamiseks ning tikkude ja naha todtlemiseks [18]. Esimeses

maailmas6jas kasutati kandelillavaha selle hiidrofoobsete omaduste t6ttu ka telkide veekindlaks



tegemisel [18]. Tanapéeval kasutatakse kandelillavaha pohiliselt kosmeetikatoodetes, kuid véhesel
madral ka toiduaine- ja ravimitoostuses [19].

Kandelillavaha saadakse Mehhikos kasvava kandelilla (Euphorbia antisyphilitica) taime lehtedest
ja varrest [5]. Taime keedetakse 0,2% véavelhappe vesilahuses, et vaha taimelt eralduks [1].
Kandelillavaha varvus s6ltub sellest, millises keskkonnas taim on kasvanud [1]. Véarv varieerub
pruunist helekollaseni [1]. Kandelillavaha on vorreldes teiste t06s uuritud vahadega tunduvalt
kdvem ja rabedam [1]. Selle sulamistemperatuur on 68,5 °C kuni 72,5 °C [1,5]. Kandelillavaha on
lahustatav orgaanilistes solventides (atsetoonis, eetris, kloroformis jne) [5,20]. Kandelillavaha
koosneb suures osas paaritu susinike arvuga sisivesinikest (ligikaudu 50%, C22—-C33) [13,14].
Veel on vaha koostises pika susinikahelaga estrid (28-29%), alkoholid (ligikaudu 5%) ja
rasvhapped (7-9%) ning triterpenoidide  estrid  (12-14%) [5,14]. Kandelillavaha
tunnuskomponentideks on mdritsutlalkohol (CH3(CH2)2sCH20H), metiiuldotriakontanoaat
(C33He602) ja triakontaan (CaoHe2) [13,14].

2.1.4 Parafiin

Parafiin on mineraalvaha, mida kasutatakse alates 19. sajandist kiiiinalde valmistamiseks. See on
ka tanapdeval parafiini pohiline kasutusala. Samuti kasutatakse parafiini nditeks termoliimides
viskoossuse parandamiseks ja paberi tootmises (aitab véltida vahu tekkimist tootmisprotsessi
kaigus). [1]

Parafiini saadakse nafta destillatsiooni jadkidest 6li eemaldamise kaigus [2]. Puhastatud parafiin
on valge ning kristallilise struktuuriga [1,2]. Parafiinvaha sulamistemperatuur on 52 °C kuni
57 °C [2]. Parafiini lahustamiseks on vdimalik kasutada tolueeni, ketoone, lakibensiini, benseeni
jne, kuid mida suurem on vaha molaarmass, seda keerulisem on lahustamine [1].

Parafiin koosneb pdhiliselt erineva pikkusega alkaanidest, mille susinikahelate pikkus s6ltub suurel
maaral destillatsiooni temperatuurist, kdrgemal temperatuuril destilleerides on susinikahela pikkus
pikem [1]. Erinevates allikates on tihti kirjas erinev siisinikahela pikkus, kuid selles t66s on aluseks
voetud allikas [1] toodud andmed, mille kohaselt on parafiinides sisinikahelate pikkus 22
stisinikust kuni 60 stisinikuni. Parafiini pohikomponendid on heptakosaan (C27 Hse), dotriakontaan
(Cs2Hes) ja hentriakontaan (Cs1Hes) [13].

2.2 Vahade analtisimine

Vahasid ja nende koostist on uuritud erinevate meetoditega. Enne ténapdevaste meetodite

kasutusele votmist kasutati vahade tuvastamiseks nende sulamistemperatuuri ja lahustuvust



erinevates solventides. VVahade erinevad sulamistemperatuurid ja lahustuvused aitasid kindlaks
teha, milline vaha vdis proovis olla. Sellised uurimisviisid on destruktiivsed ja ei anna infot vahade
koostise kohta . [2]

Tanapédeval kasutatakse vahade koostise uurimiseks néiteks infrapunaspektroskoopiat,
gaasikromatograafia-massispektromeetriat (GC-MS), elektropihustus-ionisatsiooni massispektro-
meetriat (ESI-MS), grafeen-abistatud laserdesorptsioon-ionisatsiooni massispektromeetriat
(GALDI-MS) vdi puroliuser-gaasikromatograafia-massispektromeetriat  (Py-GC-MS) [2,14].
Vahade tuvastamiseks kasutatakse praegusel ajal pohiliselt GC-MS-i [2]. Tegu on v@imeka
meetodiga keeruka koostisega materjalide uurimiseks, kuid see eeldab ulatuslikku proovi
ettevalmistus (sh proovi lahustamist ja tihti ka derivatiseerimist). [2]

Kéesolevas t006s uuritakse erinevaid vahasid ja nendega tehtud segusid purolulser-
gaasikromatograafia-massispektromeetriaga. Nimetatud meetodi eelisteks on lihtne proovi
ettevalmistus ja vOimalus analiitisida tahket proovi [21]. Py-GC-MS-i kasutatakse ka laialdaselt
keeruliste kultuurivéartuslike proovide analtiisimiseks [21,22].

2.2.1 Py-GC-MS

Puroliuser-gaasikromatograaf-massispektromeeter (Py-GC-MS) on kolmest seadmest koosnev

stisteem, mis Uhendab purolulseri gaasikromatograaf-massispektromeetriga. Py-GC-MS-i ehitus

loon- Massi- Detektor
Hadgniit Ulekandeliin allikas analiisaator .
Kuumutus-
kamber

Piiroliiiiser Gaasikromatograaf Massispektromeeter

on toodud Joonisel 1.

Kolonniahi

Arvuti
Joonis 1. Py-GC-MS ehitus [23].

Puroluuser

Pdrolttser (Py) on seade, milles toimub purollus. Puroliis on protsess, kus 6huvabas keskkonnas
korgel temperatuuril kuumutamisel (tavaliselt 400 °C—800 °C, vdimalik kuni 1400 °C) lagunevad
makromolekulid vaiksemateks purollusiproduktideks (sidemete, peamiselt susinik-susinik

sidemete, katkemise tottu). Selleks, et purolids oleks korratav ja komponendid laguneksid iga kord



samamoodi, peavad temperatuur, kuumutamiskiirus ja kuumutamisaeg olema iga kord
samasugused. TO0s kasutati paroludsi proovi ettevalmistusmeetodina. [21-25]

Puroliuserid jagatakse nende kuumutamisviisi jargi kolmeks: mikroahjuga (microfurnace), Curie
punkti ja h6dgniidiga purolulserid [25]. Kédesolevas t60s kasutatakse hédgniidiga puroludserit.
HOogniidiga purolulseris pannakse proov kvartsist puroliuseri proovikapillaari (PPK) ja
sisestatakse ~ see  puroliusiks  kuumutuskambrisse,  mis  vakumeeritakse [22,25,26].
Kuumutuskambri tmber on hddgniit, mida kuumutatakse hddgniidist voolu labi lastes, soovitud
temperatuuri saavutamiseks mdojutatakse voolutugevust [22,25]. HB6gniidiga purolulseris voib
saavutada ligikaudu 1400 °C temperatuuri millisekunditega [25]. Pérast puroliusi liiguvad
purolulsiproduktid edasi gaasikromatograaf-massispektromeetrisse [25]. On olemas kahe erineva
lahendusega prolidserid, thed, mis on Uhendatud otse GC kiilge, ja teised, millel on piroltdser
uhendatud GC-ga Ulekandeliiniga (kasutati kdesolevas t60s, Joonis 1) [27,28].
Gaasikromatograaf-massispektromeeter

Kromatograafia on meetod, mis véimaldab segud komponentideks eraldada. Kromatograafias on
mobiilne ja statsionaarne faas, kus iga komponent interakteerub faasidega erineva aja. Tanu sellele
on vdimalik segudest komponendid erinevatel aegadel detekteerida. [29]

Gaasikromatograafia (GC) eraldab komponente nende lenduvuse ja faaside interakteerumise jargi.
GC-s on mobiilseks faasiks kandegaas, nditeks heelium. Kandegaas liigub proovi sisestussiisteemi,
kust votab kaasa segu komponendid, mis on lenduval kujul. Tagamaks, et proov oleks lenduv, on
sisestussusteemis kdrge temperatuur (selles t66s 300 °C). Edasi viib kandegaas komponendid GC
kolonni. GC-s on kahte tlupi kolonne: téidiskolonnid ja kapillaarkolonnid. Ténapdeval on
gaasikromatograafias levinumad kapillaarkolonnid, kus statsionaarne faas on tavaliselt kérge
molekulaarmassiga vedelik (nt (5%-fentil)mettdlpoli-siloksaan), mis on kantud dhukese kihina
kolonni sisepinnale. Kolonnis interakteeruvad proovi eri komponendid statsionaarse faasiga
erineva aja valtel ja seetdttu jduavad komponendid detektorisse eri aegadel. GC detektoriks vdib
olla néiteks massispektromeeter (selles t66s kasutusel) vdi leek-ionisatsioon-detektor
(FID). [25,29]

Massispektromeetria (MS) on selektiivne meetod, millega on v8imalik tuvastada komponente
nende massi ja laengu suhte jargi (m/z). GC-MS-i puhul liigub proov parast GC kolonnist valjumist
MS-i ioonallikasse, kus proovi komponendid saavad laengu. GC-MS-is kasutatakse tavaliselt

ioonide tekitamiseks elektronionisatsiooni (EI). El-is pdrkuvad proovi komponentide molekulid



elektronidega (tekitatakse katoodi kuumutamisel). Selle tagajarjel lttakse molekulist elektron
vélja ja tekib positiivse laenguga ioon. ElI on fragmenteeriv meetod, mistdttu on saadud
massispektrid keerukad ja uuritavate Uhendite tuvastamiseks kasutatakse andmebaase. Edasi
liiguvad ioonid massianaliisaatorisse, milleks selles t66s on kvadrupool. Kvadrupool koosneb
neljast vardast, millele rakendatakse samaaegselt vahelduvvoolu ja alalisvoolu. Kui neil on kindel
vahekord, siis saavad ainult kindla m/z suhtega ioonid liikuda kvadrupoolist Ilabi
detektorisse. [14,29-31]

Py-GC-MS-i puhul on véaga oluline, et pirolttseri ja GC vaheline tlekanne oleks hea, et piigid
oleks analttsitavad. Selleks peab purolltser kuumutama proovi voimalikult Kiiresti, et proov
jouaks kiiresti GC-sse. Kindlasti peab olema proovi kogus vaike, et kuumutamine toimuks
uhtlaselt. Erinevalt GC-MS-ist vbivad Py-GC-MS-is olla proovid ka tahkel kujul, kui hendid
muutuvad kuumutades lenduvaks. Vajadusel saab kasutada derviatiseerimisreagente, mis aitavad
komponente lenduvaks muuta. [21,22,32]

Derivatiseerimisreagendid

Derivatiseerimisreagent on aine, mis aitab uuritavatel ainetel paremini sobituda kasutatava
analliusimeetodiga. Gaasikromatograafias kasutatakse kahte erinevat derivatiseerimise viisi -
metuleerimist voi siludlimist. GC puhul parandab derivatiseerimisreagent komponendi lenduvust
ja aitab piike Uksteisest paremini lahutada. [32,33]

Paljud vaha koostises olevad komponendid ei ole ilma derivatsieerimisreagendita lenduvad, nditeks
rasvhapped ja alkoholid [34,35]. Ka kaesolevas t00s kasutati vahade uurimiseks
derivatiseerimisreagente — metlleerivat tetrametiilammooniumhidroksiidi  (TMAH) ja
siliileerivat heksametuuldisilasaani (HMDS).

Py-GC-MS-i proovide jaoks on (ks enimkasutatavatest metiileerivatest derivatiseerimis-
reagentidest tetramettilammooniumhidroksiid (TMAH) (vt Joonis 2) [22,36]. Esmalt muudab
TMAH metileeritava aine happeliseks [37]. Edasi metileerides deprotoneeritakse happelised
funktsionaalrihmad ja tekivad tetrametutilammoonium-soolad [17,37]. Tekkinud soolad
muutuvad kuumusega vastavateks metiilestriteks [17,37]. Tavaliselt on metlleeritavaks rihmaks
néiteks alkoholid (-OH), karbokstulhapped (-COOH), amiinid (-NH) v6i amiidid (-CONH) [35].
TMAH vajab védhemalt 360 °C kuumutust, mida GC-MS-is proovi sisestusel ei ole vdimalik
saavutada, aga saab saavutada purolttsimisel [38]. TMAH-iga on uuritud néiteks rasvhappeid

(vahade ks koostisosa) ja ka vahasid kultuurivaartuslikes objektides [36,39].
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Joonis 2. TMAH-iga metileerimine estri funktsionaalrihma néitel (R ja R: tahistavad erinevaid
pikki slsinikahelaid) [37,40].

Teiseks derivatiseerimisreagendiks kasutatakse selles t66s heksametidldisilasaani (HMDS). Tanu
HMDS-ile toimub silGdlimine [32]. Siltulimise kéigus vahetatakse naiteks alkoholi (-OH),
karboksutlhappe (-COOH) vai amiini (-NH) riihma vesinik silutlrihmaga (vt Joonis 3) [35].
Erinevalt TMAH-iga derivatiseeritud proovi analliusil saadud tulemustest on siltulitud
komponente keerulisem tuvastada, sest GC-MS ja ka Py-GC-MS andmete tuvastamiseks
kasutatavates andmebaasides leidub vahem vasteid silutlitud Ghendite kohta [35]. HMDS-i on
kasutatud arheoloogilistel uurimistel ja mesilasvaha uurimisel derivatiseerimisreagendina [41,42].

0o o H,N
[ > )k /“\ \ d 2 p -
HN + —_— /SI + Si
OH R o7\

\ - R
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Joonis 3. HMDS-iga siltiilimine karboksuulhappe naitel [33].
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3 EKSPERIMENTAALNE OSA

3.1 Puhtad vahad

T60s uuriti nelja puhast vaha (vt Lisa 1, Joonis 4): mesilasvaha (Bienewachs natur, 62200, Kremer
Pigmente GmbH & Co. KG), karnaubavaha (Carnaubawachs gebleicht, 62300, Kremer Pigmente
GmbH & Co. KG), kandelillavaha (Candelillawachs, 62350, Kremer Pigmente GmbH & Co. KG)

ja parafiini (TU analuitilise keemia Gppetooli laost).

Kandelillavaha
Karnaubavaha

Mesilasvaha ' " Parafiin

Joonis 4. T66s uuritud neli puhast vaha.

Kaiki nelja vaha uuriti varskelt. Selleks, et ndha kuidas vaha koostis ajaga muutub, analtidsiti neid
ka vanandatult. VVanandamine viidi labi 50 °C juures kuivatuskapis. Temperatuur valiti koigi
vanandatud vahade sulamistemperatuuridest natuke madalam, et valtida vahade sulamist ja
komponentide lendumist. Mesilasvaha ja karnaubavaha pandi vananema 2019. aasta suvel. Van’t
Hoffi vorrandi jargi on nende proovide hinnanguline vanus ligikaudu 95 aastat (juhul kui need
oleks vananenud 20 °C juures). Kandelillavaha ja parafiin pandi vananema 2023. aasta algul, mis
Van’t Hoffi vorrandi jargi teeb nende vanuseks analliisimise hetkel ligikaudu 2 aastat.

Kéargedest eraldatud vaha

T60 kaigus uuriti lisaks kolme erinevat Eestist parit mesilaskérjest eraldatud vaha, et vorrelda neid
kommertsiaalse mesilasvahaga. Mesilaskérjed saadi professor Ivo Leitolt (Mesilaskérg 1) ja Martin
Leissoolt (Mesilaskérg 2 ja 3) (vt Lisa 1, Joonis 1).

Enne Py-GC-MS uuringuid tuli kérgedest vaha vélja sulatada. Mesilaskarg 3, millel valisel
vaatlusel ei olnud muid mesilassaadusi, murti kdigepealt vdiksemateks tiikkideks. Seejarel kaaluti
1,70 g purustatud karjetiikke ja lisati need 200 ml keeduklaasis olevasse Milli-Q® vette. Milli-Q®
vett oli alguses 150 ml ja seda lisati kuumutamise kaigus juurde vastavalt vajadusele, et veetase
oleks tle 100 ml. Segu kuumutati ligikaudu 100 °C juures paar tundi. Vaha on véiksema tihedusega

kui vesi ja jaadb vee pinnale. Kuna oli néha, et vee pinnal olevas vahakihis oli ka muid
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mesilassaadusi (dietolm, taruvaik jne), otsustati segu filtreerida. Filtreerimiseks katsetati
filterpaberit, sdela ja marlit. Filtreerimine toimis, kui vaha koos muude mesilassaadustega pandi
marli sisse ja marli pandi varasemalt kasutatud keeduklaasi, kus oli Milli-Q® vesi. Keeduklaasis
olevat vett kuumutati kuni vaha rohkem marlist labi ei eraldunud. Seejarel tdsteti keeduklaas
jahtuma. Kui vesi oli jahtunud, eemaldati tahke vaha vee pinnalt. Mesilaskérg 2-le l&heneti teisiti,
kuna oli ndha, et esimene meetod oli aegandudev. Lisaks oli sellel karjel valisel vaatlusel néha
rohkem mesilassaaduste jadke, mida pidi vahast eraldama. Koigepealt Kkinnitati pingutatud
marlitiikk teibi abil 250 ml keeduklaasi avale. Keeduklaasis oli 150 ml Milli-Q® vett. Marlile lisati
eelnevalt kaalutud (2,11 g) mesilaskérje tikid (vt Lisa 1, Joonis 2 A ja B) ja keeduklaasi hakati
kuumutama. Aurustunud vesi sulatas karjetiikkides oleva vaha, mis tilkus l1&bi marli vette. Aeg-
ajalt segati marli peal olevat massi klaaspulgaga. Kui tundus, et rohkem vaha ei eraldu, tdsteti
keeduklaas jahtuma (vt Lisa 1, Joonis 2 C). Parast vee jahtumist eraldati tahke vaha veest. Viimati
kirjeldatud meetodit kasutati ka mesilaskarg 1 (8,12 g) jaoks, mis vélisel vaatlusel oli lisanditest
puhas.

3.2 Vahade segu

Lisaks puhastele vahadele uuriti ka (hte vahade segu - mesilasvaha ja karnaubavaha (1:1).
Mdlemad vahad on parit Kremer Pigmente GmbH & Co. KG-st. Segu valmistati 2019. aastal
kultuurivaartuste analutisimise t6ogrupis. Segu valmistamiseks kaaluti vordne kogus mesilasvaha
ja karnaubavaha. Vahasid kuumutati kuni need sulasid. Vedel vahasegu segati klaaspulgaga
uhtlaseks. Seejarel valati segu Petri tassile ja jaeti kuivatuskappi 50 °C juures vananema (Van’t
Hoffi vorrandi jérgi oli segu analttsimise hetkeks ligikaudu 95 aastat vana).

3.3 Isetehtud pitserivaha segud

Vahasid on tihti kasutatud pitserite koostises [10]. Selleks, et saada referentsmaterjale pitserite
uurimiseks, valmistati Vatikani arhiivi materjalide jargi kolm vahapitseri segu (Lisa 2, Joonis 3):

1. segu 1: mesilasvaha (95%) ja kinaveri (5%) segu;

2. segu 2: mesilasvaha (79%), kinaveri (4%) ja kampoli (17%) segu;

3. segu 3: mesilasvaha (71%), kinaveri (5%), kampoli (18%) ja karnaubavaha (6%) segu.
Segude retseptid saadi tdnu Eesti Rahvusarhiivile, kus toimus 2007. aastal Vatikani arhivaari
Enrico Flaiani pitserikoolitus. Segudes kasutati pigmendina Kremer Pigmente GmbH & Co. KG-i
kinaveri (Zinnober, 4200). Osadele segudele lisati ka kampolvaiku (Kolophonium hellst
balsamharz, 60300, Kremer Pigmente GmbH & Co. KG).
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Segu 1 jaoks kaaluti kdigepealt 50 ml keeduklaasi mesilasvaha ja 1,5 ml Eppendorfi katsutisse
kinaveri. Seejarel tosteti keeduklaas pliidile ja vaha kuumutati. Kui vaha oli sulanud, lisati sellele
kinaver ja segati klaaspulgaga. Viimaks tdsteti keeduklaas jahtuma. Segu 1 saadi kokku 1,04 g.
Segu 2 puhul kaaluti 50 ml keeduklaasi mesilasvaha ja Eppendorfi katsutisse kinaveri. Lisaks
valmistati kampolvaigu lahus etanoolis. Selleks kaaluti 16 ml viaali kampolvaik ja lisati sellele
etanooli. Valmistatud lahuse kontsentratsioon oli 0,072 g/ml. Segu 2 valmistamiseks kuumutati
keeduklaasis olev mesilasvaha sulamiseni ja lisati sellele 2,5 ml kampolvaigu lahust. Segu segati
klaaspulgaga ja seejérel lisati keeduklaasi kinaver ning jatkati segamist. Kui segu oli Uihtlane, tGsteti
see jahtuma. Segu 2 I6ppmassiks saadi 1,27 g.

Segu 3 jaoks kaaluti 50 ml keeduklaasi karnaubavaha, kaaluklaasi mesilasvaha ja Eppendorfi
katsutisse kinaver. Algul kuumutati keeduklaasis olevat karnaubavaha sulamiseni (karnaubavaha
sulab mesilasvahast kdrgemal temperatuuril). Seejarel lisati keeduklaasi mesilasvaha ja segati
klaaspulgaga kuni mesilasvaha oli sulanud. Siis lisati vahade segule 2,5 ml eelnevalt valmistatud
kampolvaigu lahust. Segu 3 segamist jatkati ja keeduklaasi lisati kinaver. Segu segati kuni see
muutus Uhtlaseks. Seejarel tosteti segu jahtuma. Segu 3 saadi 0,96 g.

Kdik pitserivaha segud jaeti vananema kuivatuskappi 50 °C juurde. Valmistatud pitserivaha
seqgusid analtdsiti varskelt ja parast seda 1. nadalal parast valmistamist (Van’t Hoffi vorrandi jargi
ligikaudu 4 kuud vanad) ning 6. nadalal parast valmistamist (Van’t Hoffi vorrandi jéargi ligikaudu
2 aastat vanad).

3.4 Ajaloolistelt objektidelt saadud proovid

T60 theks eesmargiks oli teada saada, kas valja tootatud Py-GC-MS metoodika sobib ka reaalsetelt
kultuurivaartuslikelt objektidelt parit proovide analliisimiseks. Antud t66s uuriti kahte pitseri ja
uhte skulptuuri proovi.

Esimeseks vahapitseri prooviks oli 1270. aastast parit Rootsi tulevase kuninga Magnus Ladulas’i
pitserist saadud proov. Teiseks vahapitseri prooviks oli Taani kuninga Erik Klipping’i pitserist
saadud proov, mis parines 1282. aastast. Mdleamad pitseri proovid saadi konservaatorilt Marek
Pressilt. Pitseri proovide puhul sooviti teada, millist vaha kasutati pitserite valmistamiseks.
Kolmandaks uurimisobjektiks oli Amandus Heinrich Adamsoni skulptuur “Kalevipoeg ja
vanasarvik” (Eesti Kunstimuuseum KUMU), mis pdrineb aastast 1896. T60s analutsitud proov oli
vOetud skulptuuri sisemuses olevast plastiliinist. Selle proovi kohta sooviti teada saada, kas proov

sisaldab vaha ja mis vahaga on tegemist.
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Kdikide proovide puhul vaadeldi proovitikke kdigepealt Leica optilise stereomikroskoobiga
(M165 FC) ja tehti neist ka pildid. Seejérel analttsiti proove Py-GC-MS-iga ning mdotmisteks
kasutati kdesolevas bakalaureusetdos valja to6tatud metoodikat.

3.5 Uuringud Py-GC-MS-iga

T60s kasutati CDS Pyroprobe 6200 (CDS 6000 Pyroprobe juhtprogramm) purolidserit, mis oli
uhendatud kuumutatud Ulekandeliiniga Agilent 6890n gaasikromotograafi ja Agilent 5973
massispektromeetrilise  detektoriga (MSD  Productivity = ChemStation  juhtprogramm).
Analudsimisel kasutati Agilent HP-5ms 30 m kolonni. Kapillaarkolonni statsionaarseks faasiks oli
(5%-fentiul)mettulpolisiloksaan sisediameetriga 0,25 mm ja statsionaarse faasi kihi paksuseks oli
0,25 um. Kandegaasiks oli heelium (He, puhtus 6.0 ehk 99,9999%). Derivatiseerimiseks kasutati
TMAH-i (Sigma-Aldrich 25 wt% lahus metanoolis) ja HMDS-i (Sigma-Aldrich, puhtus > 99,0%).
Puroliuseri ja GC-MS-i vahelise tlekandeliini temperatuur oli kbikide proovide analttsimisel 320
°C ja GC-MS-i sisendi (inlet) temperatuuriks oli 300 °C. T60s kasutati MS-i skaneerivat reziimi.
Koigil metoodikatel oli MS-i skaneerimise vahemik m/z 28 — 600. Proovi TMAH-iga
derivatiseerides oli solvendi viivitus (solvent delay) 2,6 minutit ja HMDS-iga derivatiseerimise
korral 3,6 minutit.

Iga modtmisseeriat Py-GC-MS-iga alustati instrumendi puhastusest. Koigepealt puhastati
majapidamispaberi ja etanooliga purolulseri automaatsisestaja (autosampler) augud. Seejérel
puhastati Py-GC-MS sisteemi. Selleks lisati kvartsist purolutseri proovikapillaari (PPK, CDS
Analytical) 5 ul tolueeni ja heksaani segu (1:1), asetati see automaatsisestajasse ja anallisiti
spetsiaalselt puhastamiseks koostatud Py-GC-MS programmiga. Puhastusprogrammi parolids
toimus 400 °C juures 10 sekundit, GC-MS-i kolonni kuumutamine toimus 50 °C kuni 300 °C
(temperatuuri tosteti 20 °C/min). Kui peale puhastust ei olnud plrogrammis piike naha, siis alustati
proovide analliusimist. Kui puhastuse purogrammis olid piigid, korrati puhastusprotseduuri.
Proovi anallusimiseks Py-GC-MS-iga pandi véike tikk tahket proovi (ligikaudu 0,01-0,1 mg)
PPK-sse. Seejarel lisati sellele 5 pl derivatiseerimisreagenti (TMAH-i voi HMDS-i) ja asetati PPK
puroliitiseri automaatsisestajasse. Proove analliusiti eelnevalt seadistatud pirolttsimise ja GC-
MS-i médtmismetoodikate alusel (vt peatlikki 4.1). Pérast igat proovi mdodeti samadel tingimustel
tihiproov (blank), kus PPK-s oli ainult derivatiseerimisreagent, et jalgida stisteemi puhtust ning
néha, millised piigid on périt proovist ja millised derivatiseerimisreagendist. Kui tihiproovi

purogrammis olid piigid, mis ei kuulunud derivatseerimisreagendile, siis korrati tolueeni ja
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heksaani seguga puhastust. Iga médtmisseeria 16pus tehti uuesti tolueeni ja heksaaniga puhastus.
Vajadusel korrati puhastust kuni saadud plirogrammis piike enam ei esinenud.

Analidsi tulemusel saadi ptirogramm, kus igale piigile vastab kindel komponent. Komponent tehti
kindlaks massispektri abil. Pirogramme analiiisiti MSD ChemStation Data Analysis Application
programmiga,. T00s kasutati kdigepealt NIST-i (National Institute of Standards and Technology,
2014. aasta andmebaasi versioon) andmebaasi ja seejarel AMDIS-e (Automated Mass-Spectral
Deconvolution & Identification System, versioon 2.72) andmebaasi. Andmebaaside antud vasteid
vorreldi kirjandusest leitud andmetega ja nende abil tehti kindlaks proovi komponendid. Mdlemad
andmebaasid leiavad massispektrite jargi purogrammi piigile vastava kdige tdendolisema
komponendi. Piikide puhul jalgiti retensiooniaega, andmebaasi pakutud komponenti ja NIST-i
puhul ka massispektri kattuvust andmebaasis oleva infoga. Kattuvus NIST-i andmebaasiga pidi
olema suurem kui 60%. AMDIS-e puhul andis andmebaas kohe tulemused, millel oli plirogrammi
piigile vastava massispektri kattuvus andmebaasis oleva massispektriga suurem kui 60%.

3.5.1 Probleemid Py-GC-MS-iga

Uuringud Py-GC-MS-iga olid raskendatud sellega esinenud probleemide téttu. Jargnevalt on
koondatud probleemid, millega peab mddtmiste tegemisel arvestama.

Py-GC-MS-i puhtus

Uks esimesi probleeme esines juba parast paari mootmist, kui pirogrammides hakkasid vilja
tulema piigid, mis vahale ei kuulunud. Seet6ttu lisati Py-GC-MS-i mddtmisseeria algusesse ning
I6ppu tolueeni ja heksaani segu m6dtmine, mis aitas puhastada puroliuseri kuumutuskambrit ja
GC kolonni. Lisaks lisati igale purolutsimise programmile automaatne kuumutuskambri puhastus
parast iga proovi (ka tihiproovi) analiitisimist. Automaatse kuumutuskambri puhastuse kaigus
kuumutati seda parast PPK eemaldamist 15 sekundit 1000 °C juues, et kuumutuskambrisse jaanud
jaagid eemalduksid.

Samuti vBeti vajadusel kasutusele GC kolonni puhastus, mille kdigus kuumutati seda 300 °C juures
umbes 30 minutit enne modtmistega alustamist.

Probleeme oli ka puirolitseri automaatsisestajaga, kuhu PPK-d aeg-ajalt kinni jaid ja seetdttu
esines ka nende purunemist ja médtmisseeriate katkemist. T00 kaigus téheldati, et see oli tingitud
purolliuseri automaatsisestaja avade maardumisest (nt TMAH-iga ettevalmistatud vaha proovid
olid automaatsisestajas seistes PPK véliskiiljele kondenseerunud), mille tdttu need olid kleepuvaks

muutunud. Probleemi lahenduseks viidi modtmisseeriasse sisse purolulseri automaatsisestaja
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aukude puhastus etanooliga. Samuti jalgiti enne iga PPK asetamist automaatsisestaja avasse, et
selle valimine kulg ei oleks proovi ettevalmistusel maardunud. Vajadusel puhastati PPK enne
automaatsisestajasse asetamist atsetooniga.

Samuti puhastati piroliiseri automaatsisestajat ja selle auke regulaarselt tolmust ja klaasikildudest
(purunenud PPK-dest) surudhu abil.

PPK-de puhastus ja taaskasutamine analttsiks

Probleemiks osutus ka PPK-de taaskasutus ja nende puhastamine. Algselt kasutati PPK-sid Uhe
korra, kuid kuna tihe PPK hind on 5 eurot ja péevas vois neid kuluda kuni 20 tikki, siis hakati
tegema PPK-de puhastust, et neid jargmistes analliisides taaskasutada. Kdigepealt puhastati
paroludserist valjunud PPK vati ja atsetooniga. Seejarel lisati PPK-sse tolueeni ja heksaani segu
(1:1) ning kuumutati seda puroltdseris 20 sekundit 1000 °C juures. Selleks kasutati spetsiaalset
PPK puhastusprogrammi (purolttseri juhtprogrammi lisafunktsioon). Enamus sellise puhastuse
labinud PPK-d olid uuesti kasutatavad. Korduvast TMAH-i kasutamisest ja PPK kuumutamisest
korgetel temperatuuridel tekkisid nendesse mikromdrad ja pérast mitmekordset kasutamist
purunesid need kergesti. Seet6ttu jalgiti, et puhastatud PPK-d ei oleks nahtavate méradega voi
muude defektidega ning tuhmid. Taheldati, et thte PPK-d oli vBimalik kasutada 3 — 5 korda.
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4 TULEMUSED JA ARUTELU

Bakalaureuseto0  eesmargiks  oli  luua  Py-GC-MS-i  mddtmismetoodika  vahade
koostiskomponentide kindlakstegemiseks, mida oleks vdimalik kasutada vaha sisaldavate
materjalide uurimiseks. T60 kaigus testiti erinevaid pdrolidseri ja GC-MS parameetreid ning
vorreldi kaht derivatiseerimisreagenti (TMAH-i ja HMDS-i). Valjatootatud metoodikatega
anallusiti nii varskeid kui vananenud vahasid, mesilasvaha ja karnaubavaha segu, mesilaskarjest
eraldatud vahasid ja kolme isevalmistatud pitserivaha segu. Valjatootatud Py-GC-MS
mdotmismetoodikat rakendati kolme kultuurivaartuslikelt objektidelt parit proovide koostise
uurimiseks. Jargnevalt on esitatud bakalaureusetdt koondatud tulemused.

4.1 Py-GC-MS-i metoodika arendus vahade uurimiseks

Py-GC-MS-i metoodika arendust alustati mesilasvahaga ja derivatiseerimisreagendiks kasutati
TMAH-i. Seejarel katsetati véljatootatud metoodikat karnaubavaha, kandelillavaha ja parafiini
analutisimiseks, kuna sooviti leida Uhte universaalset metoodikat kdikidele vahadele, mis
lihtsustaks kultuurivéartuslikelt objektidelt saadud proovide analtsimist. Viimaks katsetati teist
derivatiseerimisreagenti (HMDS) mesilasvaha, karnaubavaha, kandelillavaha ja parafiini
analliusimiseks, et selgitada valja kumb derivatiseerimisreagent toimib vahade puhul paremini.
411 Py-GC-MS metoodika arendus TMAH-iga derivatiseerides

Mesilasvaha

Py-GC-MS metoodika arendust alustati mesilavaha analliisimisega. Kdigepealt oli vaja leida sobiv
purolutsimise temperatuur. Kirjanduse andmetel on kasutatud vahade derivatiseerimisel TMAH-
iga erinevaid plroliusi temperatuure vahemikus 350 °C—600 °C [17]. Seetdttu otsustati katsetada
purolulsi 400 °C ja 600 °C juures. Lisaks valiti purolitsimise temperatuuriks veel 200 °C, et
kontrollida kirjanduse andmeid ja veenduda, et alla 360 °C ei toimu TMAH-i lisamisel proovi
komponentide metileerimist. Kdikidel katsetatud temperatuuridel viidi puroliius 1abi 10 sekundi
valtel.

Erinevatel temperatuuridel mesilasvahast registreeritud plirogrammid on toodud Joonisel 5. Nagu
Joonisel 5 dlemiselt pirogrammilt on néha, siis 200 °C juures purolulsides ei tulnud piisavalt
mesilasvaha piike valja ja seega leidis kinnitust, et TMAH vajab proovi derivatiseerimiseks
kdrgemat temperatuuri. Purollusides 600 °C juures 10 sekundit tulid ptrogrammil vélja
mesilasvahale iseloomulikud piigid, kuid on ndha, et kbik need pole piisavalt lahutunud ja need on

madala intensiivsusega (Joonis 5 alumine). Lisaks teostati piroluis veel 400 °C juures (Joonis 5
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keskmine), mille kdigus tulid pirogrammidel vélja mesilasvahale omased piigid, mis olid piisavalt
lahutunud ja fragmenteerumist esines minimaalselt (erinevalt 600 °C juures saadud tulemusest).

SeetOttu otsustati edasistes katsetes jatkata ptroltusimist 400 °C juures.
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Joonis 5. Mesilasvaha purogrammid, mis on saadud erinevatel pirolutseri temperatuuridel (proovi
derivatseerimiseks on kasutatud TMAH-i).

Py-GC-MS-i puhul katsetati ka mitut erinevat GC-MS-i kolonni temperatuuriprogrammi (vt
Joonist 6). Joonisel 7 on toodud vélja algse (Test 1) ja Idpliku (Vahad TMAH) GC-MS
temperatuuri programmiga saadud purogrammid, mis Kkirjeldavad kdige paremini tehtud
muudatusi. Kolonni temperatuuriprogrammi arendust alustati varem tédrihmas loodud lipiidide
analliusimetoodikast, millele hakati vahadest lahtuvalt muudatusi tegema (Test 1). Esimese kolme
katsetatud GC-MS metoodikaga (Test 1, Test 2, Test 3) saadud purogrammidel olid piigid kas liiga
koos (Test 1 (Joonis 7 Glemine) ja Test 2) vdi oli md6tmiseks kuluv aeg liiga pikk (Test 3). Muutes
GC-MS-i kolonni algtemperatuuri kdrgemaks (40 °C asemel 50 °C), vorreldes Test 2-ga ja Test 3-
ga (Joonis 6), oli vdimalik mo&dtmisaeg luhendada. GC-MS-i kolonni kuumutamiskiirust
varieerides dnnestus piike Uksteisest paremini lahutada (Joonis 7). Neid muudatusi tehes saadi
mesilasvahale sobiv metoodika (Vahad_TMAMH, Joonis 7 alumine). Selle metoodikaga on vdimalik
proovi analulsi teostada 47,5 minutiga, mis vorreldes algse 59 minutiga on oluline ajavoit. Samuti
olid selle GC-MS temperatuuriprogrammiga piigid Uksteisest lahutatud ja plrogrammis esinesid
mesilasvahale karakteristlikud piigid (vt peatikki 4.2).
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Joonis 6. Testitud GC-MS temperatuuriprogrammide vordlus.
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Joonis 7. Mesilasvaha plirogrammid, mis on saadud algse (Test 1) ja I6pliku (Vaha_TMAH) Py-
GC-MS-i metoodikaga (puroltds viidi 1abi 400 °C juures).

Karnaubavaha, kandelillavaha ja parafiin

Mesilasvahale valjatootatud Py-GC-MS-i metoodikat katsetati ka karnaubavaha, kandelillavaha ja
parafiini analutsimiseks. Purollis teostati 200 °C, 400 °C ja 600 °C (koigil temperatuuridel
kuumutati 10 sekundit) juures. Erinevatel temperatuuridel purollusitud karnaubavaha
purogrammid on toodud Lisas 3 Joonisel 4, kandelillavaha purogrammid on leitavad Lisas 3
Joonisel 5 ja parafiini purogrammid Lisas 3 Joonisel 6.

Karnaubavaha pirogrammil 200 °C juures puroltusides (Lisa 3, Joonis 4 ilemine) vahale omaseid

piike ei esine, 400 °C juures (Lisa 3, Joonis 4 keskmine) on vahale kuuluvad piigid piisavalt
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lahutunud ja korge intensiivsusega. 600 °C juures puroluusides fragmenteeruvad vaha
komponendid ulatuslikult ja selle t6ttu piigid kattuvad (Lisa 3, Joonis 4 alumine).

Kandelillavahal 200 °C juures purolulsides (Lisa 3, Joonis 5 Glemine) purogrammil piike ei ole.
400 °C juures on purogrammil (Lisa 3, Joonis 5 keskmine) mérgatavalt vahem piike, kui teistel
vahadel samal temperatuuril esines. Ka kirjanduses on mainitud, et kandelillavaha ei metileeru
hasti [34]. 600 °C juures (Lisa 3, Joonis 5 alumine) on purogrammil néha oluliselt rohkem piike,
kui 400 °C juures. Sel temperatuuril esineb ulatuslik vaha komponentide fragmeteerumine, mistottu
esineb ka piikide kattumist. Kuna 400 °C juures tulid kandelillavahale omased tunnuspiigid vélja,
siis otsustati purolulsimist jatkata sarnaselt eelmistele vahadele selle temperatuuri juures.
Parafiini koostises on pohiliselt alkaanid, mida TMAH ei derivatiseeri. T60 kdigus sooviti parafiini
analliusida siiski ka koos derivatiseerimisreagendiga, et ndha kas on vdimalik saada
derivatiseerides parafiinile iseloomulikke piike pirogrammis. Parafiinil on 200 °C juures
purolulsides saadud purogrammil (Lisa 3, Joonis 6 tlemine) ndha véga vaikese intensiivsusega
alkaanidele vastavaid piike (véike intensiivsus voib olla tingitud véiksest proovi kogusest).
Parafiini pdroliusimisel 400 °C juures (Lisa 3, Joonis 6 keskmine) tulevad purogrammis esile
intensiivsed uhtlaste vahedega piigid, mis tekitavad justkui kiinka. 600 °C juures purolutsides (Lisa
3, Joonis 6 alumine) on parafiini pirogrammilt ndha sarnaselt 400 °C juures saadud tulemusele
uhtlaste vahedega piike, kuid 600 °C juures on piike rohkem. Samas esines 400 °C juures
plrolulsides vahem fragmenteerumisest tulevaid lisa piike, seetdttu otsustati ka parafiini puhul
jatkata 400 °C juures puroliisimisega.

Kokkuvotteks

Tehti kindlaks, et TMAH on kéikidele anallilsitavatele vahadele sobiv derivatiseerimisreagent. Py-
GC-MS metoodika arenduse kaigus leiti, et nii mesilasvahale, karnaubavahale, kandelillavahale
kui parafiinile sobib puroliusimise temperatuuriks 400 °C (10 sekundi jooksul). To6tati valja ka
kdikidele t60s uuritud vahadele sobiv GC-MS-i temperatuuriprogramm, kus kuumutamine toimus
jargmiselt: kolonni hoiti alguses 50 °C juures 2 minutit, seejarel kuumutati seda Kiirusega
20 °C/min kuni 200 °C -ni. Jargmiseks 200 °C hoiti 6 minutit ja edasi kuumutati kiirusega 5 °C/min
kuni 285 °C -ni, kus hoiti temperatuuri 3 minutit. Seejarel jatkati 5 °C/min kuumutamist 300 °C-ni.

Viimaks 300 °C hoiti 11 minutit.
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Kokkuvotteks saab 6elda, et suudeti valja tootada kdikidele analliisitavatele vahadele universaalne
Py-GC-MS modtmismetoodika, mis vOimaldab analliusida véikeseid proove ilma mahuka
prooviettevalmistuseta ja saadud plrogrammides on piigid héasti lahutunud, need on
informatsioonirikkad v@imaldades teha vahet erinevadel vahadel ja tuvastada nende pohilised
komponendid (vt peatiikk 4.2). Selline universaalne metoodika on kultuurivaartuslike materjalide
analliusimise seisukohalt kasulik, kuna tihti on nende proovikogused vaga vaikesed, mistottu ei saa
kasutada mitmeid erinevaid analtitisimeetodeid.

4.1.2 Py-GC-MS-i metoodika arendus HMDS-iga derivatiseerides

Lipiidide, sh vahade derivatiseerimiseks HMDS-iga on kirjanduses toodud véga erinevaid
plroluisimise temperatuure, mis jadvad vahemikku 480-600 °C [41-43]. SeetOttu valiti
kaesolevas t60s testimiseks purollsimise temperatuuriks 500 °C (20 sekundi valtel). GC-MS-i
puhul katsetati TMAH-iga derivatiseerimiseks vélja to6tatud metoodikat. Selles muudeti ainult
solvendi viivitust 2,6 minutilt 3,6 minutile, sest muidu segas derivatiseerimisreagendist tulenev
piik purogrammide interpreteerimist. Kasutatud GC-MS-i temperatuuriprogramm on toodud
Joonisel 6 (Vahad_HMDS).

HMDS-iga mesilasvaha derivatiseerimisel saadud pirogrammil (Lisa 4, Joonis 7 alumine) on néha,
et piigid on lahus. Kui vorrelda HMDS-iga derivatiseeritud mesilasvaha pirogrammi TMAH-i
omaga (Lisa 4, Joonis 7 Ulemine), siis viimasel on nédha rohkem mesilasvahale omaseid piike.
HMDS-iga derivatiseeritud mesilasvaha pirogrammides tulevad esile ainult alkaanid, aga mitte
mesilasvahale iseloomulikud pika susinikahelaga happed ja alkoholid.

HMDS-iga derivatiseeritud karnaubavaha ptrogrammil (Lisa 4, Joonis 8 alumine) on ndha palju
madala intensiivsusega piike, mis on ka mdnes kohas uksteisega kattunud, see on ilmselt tulnud
vaha komponentide fragmenteerumisest. HMDS-iga derivatiseeritud karnaubavaha plirogrammiga
vorreldes on TMAH-iga derivatiseeritud vaha pirogrammil (Lisa 4, Joonis 8 Ullemine) néha
oluliselt rohkem korge intensiivsusega, Uksteisest lahutunud vahale omaseid piike.

HMDS-iga derivatiseeritud kandelillavaha purogrammil (Lisa 4, Joonis 9 alumine) on vahe piike
sarnaselt TMAH-iga derivatiseeritud vaha pirogrammile (Lisa 4, Joonis 9). Siiski on mdlemas
purogrammis olemas kandelillavahale omased piigid.

HMDS-i juuresolekul analtsitud parafiini purogrammilt (Lisa 4, Joonis 10 alumine) on ndha

uhtlaste vahedega piike nagu ka TMAH-iga koos uuritud parafiini ptirogrammil (Lisa 4, Joonis 10
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ulemine). Pirogrammide vordlusest on ndha, et ka HMDS ei mdjuta parafiini analttsimist Py-GC-
MS-ga.

HMDS-iga derivatiseeritud vahade purogrammidest oli ndha, et antud reagent sobib kill vahade
silileerimiseks, aga paremate tulemuste saamiseks on vaja labi viia pdhjalikum Py-GC-MS
metoodika arendus  (testida erinevaid purolllsimise  temperatuure ja  GC-MS-i
temperatuuriprogramme). Kuna esialgsed uuringud néitasid, et ka TMAH on vdimekas
derivatiseerimisreagent vahade metileerimiseks ning tulemuseks on purogrammid, mille pdhjal on
vOimalik vahade koostist analtilisida, siis otsustati t66d jatkata TMAH-iga. Oluliseks pohjuseks
TMAH-iga derivatiseerimise jatkamiseks on veel ka asjaolu, et metileeritud komponentide jaoks
leiduv andmebaasides rohkem informatsiooni kui siltleeritud komponentidele.

4.2 Puhaste vahade purogrammide interpreteerimine

Reaalsete proovide analutsimisel on suureks abiks referentsmaterjalide md&tmisandmed.
Ké&esoleva t60 kaigus analtdsiti nii vérskete kui vanandatud vahade proove. Kdikide vahade jaoks
kasutati derivatiseerimisreagendina TMAH-i ja loodud Py-GC-MS-i md&tmismetoodikat (vt
peatiikki 4.1). Jargnevalt on toodud saadud pirogrammide interpreteerimise tulemused.
Mesilasvaha

Vérske ja vandandatud mesilasvaha pirogrammid on toodud Joonisel 8. Lisas 5 Tabelis 1 on

esitatud vérske ja vanandatud mesilasvaha plirogrammide interpreteeringud.
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Joonis 8. Vrske ja vanandatud mesilasvaha ptrogrammide vordlus.
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Varske mesilasvaha purogrammis (Joonis 8 tlemine) on naha mitmeid vahale omaseid piike.
Naiteks intensiivne piik 11,42 minutil, mis kuulub palmitiinhappe metudlesterile ja 14,97 minutil
olev piik, mis kuulub 15-metoksupalmitiinhappe metulestrile. Viimast on ka kirjanduses valja
toodud tunnuspiigina mesilasvaha tuvastamiseks [14,34]. Lisaks vdib mesilasvaha pirogrammilt
néha mustrit, mille moodustavad alkaanid ja pika susinikahelaga alkoholid ja happed. Joonisel 8
toodud Ulemisel purogrammil hakkab 24,74 minutist korduma muster, millel on jargnev
komponentide jarjestus: alkohol, alkaan, hape, alkaan jne. Selline muster kordub praktiliselt
plrogrammi 18puni. Tuvastatud alkaanide slsinikahela pikkus on 15 susinikust kuni 32 stsinikuni.
Alkoholide puhul on see C25-st kuni C33-ni ja hapetel C25-st kuni C29-ni. Sellist mustrit on
varasemalt kirjeldatud ka kirjanduses [13].

Vananenud ja varskel mesilasvahal koostises mérgatavaid muutuseid ei taheldatud (Joonis 8
alumine). Vanandatud mesilasvahal on olemas nii mesilasvaha tunnuspiik 14,97 minuti juures kui
ka alkaani, alkoholi ja happe vahelduv muster. Komponentide tabelis (Lisa 5, Tabel 1) esinevad
erinevused tulenesid enamjaolt sellest, et analttsitud proovi kogused on vaiksed (0,01-0,1 mg) ja
proovi ei ole vBimalik alati samas koguses PPK-sse lisada. SeetGttu on piikide intensiivsused
plrogrammidel erinevad ja mdned madala intensiivsusega piigid ei tule md6tmisega valja.

Lisaks kommertsiaalselt saadud mesilasvahale uuriti k&esolevas t66s ka mesilaskargedest eraldatud
mesilasvaha. Kargedest saadud piirogrammid on esitatud Lisas 5 Joonisel 11, nende interpreteering
on toodud Lisas 5 Tabelis 2. Erinevatest kargedest eraldatud mesilasvahade pirogrammid olid
omavahel sarnased. Erinevus kargede koostises, mis ei ole pohjustatud intentsiivsuste erinevusest,
on ainult plrogrammi alguses olevate piikide juures. Nimelt on karjes 17,44 minutil pentadekaan,
mida kargedes 2 ja 3 ei ole. Kargedest saadud vahade pirogrammides olid olemas mesilasvahale
iseloomulik 15-metokstpalmitiinhappe metddlestri piik (14,95 min) ja eelnevalt mainitud mustri
elemente. Erinevalt kommertsiaalsest mesilasvahast oli kdrgedest eraldatud mesilasvahas vahem
alkaane, kuid mesilasvahale omast mustrit on siiski osaliselt ndha.

Kdikides mdodetud (varske, vanandatud ja kargedest saadud mesilasvaha) plrogrammides on
olemas mesilasvaha tunnuskomponendi - 15-metokstpalmitiinhappe mettdlestri piik. Lisaks tuli
plrogrammidest vélja alkaanide, alkoholide ja rasvhapete muster, mis on vdga karakteristlik ja

voimaldab reaalsetes proovides kindlamalt tuvastada mesilasvaha.
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Karnaubavaha
T60s analliusitud varske ja vanandatud karnaubavaha pirogrammid on valja toodud Joonisel 9 ja

komponentide tabel Lisas 6 Tabelis 3.
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Joonis 9. Virske ja vanandatud karnaubavaha purogrammide vordlus.

Vérske karnaubavaha plirogrammis (Joonis 9 lemine) esineb madala intensiivsusega piik 10,84
minutil, mis kuulub 3,4-dimetoksiikaneelhappe metudlesterile. See piik on valja toodud ka
Kirjanduses kui karnaubavaha tunnuspiik [17] ning seda tdds analliisitud teiste vahade
plrogrammidel ei tuvastatud. Eelmainitud tunnuspiik on leitav Uhest varskest ja kahest vanandatud
karnaubavaha piirogrammist. VVarske proovi ptirogrammis, millelt antud komponendi piik puudus
vOis olla selle intensiivsus nii madal, et seda ei olnud vOimalik tuvastada. Karnaubavahale on ka
omane 36,91 minutil intensiivne dotriakontitlmetudleetri piik. Varskest karnaubavahast tuvastati
veel pika sisinikahelaga (C11-C32) happeid ja alkohole (C25-C35). Lisaks varskele
karnaubavahale analusiti ka vanandatud karnaubavaha (Joonis 9 alumine). Plirogrammil n&htavad
piikide erinevused tulevad intentsiivsustest, mis on tingitud ilmselt proovi kogusest. Plirogramme
lahemalt vaadates komponentides ja piikides erinevusi ei leitud.

Nii varskest kui ka vanandatud proovi pirogrammist on véimalik tuvastada karnaubavahale omane
3,4-dimetoksiikaneelhappe metillestri piik ja pika stsinikahelga happeid ja alkohole. Ténu neile

on vdimalik kultuurivéartuslikest proovidest tuvastada karnaubavaha.
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Kandelillavaha

Kandelillavaha pirogrammid on ndha Joonisel 10 ja purogrammidelt tuvastatud vaha koostise
komponendid leiab Lisast 7 Tabelist 4.
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Joonis 10. Vérske ja vanandatud kandelillavaha pirogrammide vordlus.

Erinevalt mesilasvahast, karnaubavahast ja parafiinist on kandelillavahal purogrammis vahem
piike. See tuleneb ilmselt sellest, et selle vaha koostises on komponente, mis ei metileeru
hasti [34]. Vérske (Joonis 10 ulemine) ja vanandatud (Joonis 10 alumine) kandelillavaha
plrogrammid on véga sarnased. Mdlemal on omane intensiivne piik 31,45 minutil, mis kuulub
tetratriakontaanile. Samuti on purogrammidest ndha 36,24 minuti juures olev lupeol, mida Gheski
teises vahas ei tuvastatud. Kirjanduses on kandelillavaha tunnuspiigiks valja toodud ka
dotriakontaanhappe metitlester [13], mida on ndha mdddetud purogrammidel 38,57 minutil.
Vanandatud vaha pirogrammilt on ndha 32. minutist kuni 37. minutini rohkem piike vorreldes
varske vaha purogrammiga. Suure tGendosusega on see tingitud suuremast proovi kogusest (mitte
vananemisel toimunud keemilistest muutustest), sest ka enne 31. minutit on vanandatud vaha
purogrammis piikide intensiivsused suuremad.

Varskelt ja vanandatud kandelillavaha purogrammilt olid leitavad nii kirjanduses mainitud
tunnuspiigid, kui ka lupeol. Nende piikide abil on vdimalik kandelillavaha teistest selles t00s
uuritud vahadest eristada ja reaalsetes proovides kandelilla vaha tuvastada.

Parafiin

Parafiini pirogrammid on Joonisel 11 ja komponentide loetelu on leitav Lisast 8 Tabelist 5.
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Joonis 11. Varske ja vanandatud parafiini pirogrammide vordlus.

Joonisel 11 toodud purogrammidelt on n&ha parafiinile iseloomulikku piikide paigutust, kus pika
stisinikahelaga alkaanid (C19—-C44) asuvad iiksteisest vordsel kaugusel. Neist kdige intensiivsema
piigi annab pentakosaan (22,73 min) ja kdige pikema susinikahelaga alkaan (tetratetrakontaan)
asub 34,70 minutil. Pirogrammide alguses on ndha ka vahesel maéral pika susinikahelga happeid
(C15-C19). Nende tuvastamine on vdimalik vaid tanu sellele, et parafiini analttsimiseks lisati
sellele ka TMAH-i. Véarske (Joonis 11 (lemine) ja vananenud (Joonis 11 alumine) parafiini
plrogrammides on néha, et piikidest kiinkas on vananenud proovi pirogrammis 10. minutist kuni
16. minutini esile tulnud intensiivsed piigid, mis vérskel proovil olid madala intensiivsusega. Kuna
vanandatud parafiini pirogrammis piikide intensiivsused on Ule terve pirogrammi kérgemad kui
varskest vahast registreeritud purgrammis, siis vdib oletada, et see erinevus tuleneb erinevast
proovi kogusest ja vanandamise jooksul parafiiniga keemilisi muutusi pole toimunud.

Analidsi kéigus leiti, et parafiini iseloomustavad pikad alkaanid on pirogrammidel ndha, kuid
eraldi tunnuspiigiks sobivat alkaani ei ilmnenud. Kill aga t&heldati parafiini plrogrammidel
Uksteisest sarnasel kaugusel asetsevaid alkaanide piike. Kuna parafiin on ainuke uuritud
proovidest, mis  koosneb  pOhiliselt alkaanidest, siis on vOimalik reaalsetes
proovidesvélistamismeetodiga kindlaks teha, kas proovis vdib leiduda parafiini.

Analuliusitud vahade koostiste vordlus

Nelja vaha purogrammide pdhjal tuvastatud koostiste vordlus on toodud Tabelis 1.
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K®digil uuritud vahadel leidusid Uhesugused komponendid, mis on mérgitud Tabelis 1 roheliselt.
Mesilasvahale, karnaubavahale ja kandelillavahale thised komponendid on Tabelis 1 toodud
helerohelisega. Nende kolme vaha uhised piigid on vélja toodud, sest erinevalt parafiinist on need
ldbinud véhem todtlemist ja nende koostis on keerulisem. Vardlusest on naha, et vahasid eristavad
uksteisest moned Uksikud piigid (Tabelis 1 on mesilasvaha téhistatud kollasega, karnaubavaha
oranziga, kandelilla sinisega ja parafiin halliga). Seet6ttu on vaga oluline reaalsetes proovides leida
vahale omased tunnuspiigid. Kui tundmatus proovis ei ole voimalik tuvastada erinevatele vahadele
viitavaid tunnuspiike, aga on olemas nditeks taimsetele ja loomsetele vahadele omased piigid
(arahiimhappe metulester, beheenhappe metudlester jne), siis vdib véita, et proovis on vaha.

Kokkuvotvalt voib vélja tuua, et mesilasvahas peavad leiduma pika slsinikahelaga alkaanid,
alkoholid ja happed. Karnaubavaha puhul peavad ilmenema pika susinikahelaga alkoholid ja
happed. Kandelillavahas on esindatud pdhiliselt pika siisinikahelaga happed ja véhesel madral

alkaanid. Parafiinis on pika stisinikahelaga alkaanid ja vahesel mééral rasvhappeid.

Tabel 1. Nelja vaha koostise vordlus.

Kollasega on tahistatud mesilasvahale, oranziga karnaubavahale, sinisega kandelillavahale ja
halliga parafiinile omased piigid. Kdikidele vahadele omased piigid on margitud roheliselt ning
helerohelisega on esile toodud taimsete ja loomsete vahade piigid. Piikide retentsiooniaeg kdikus

plrogrammide vahel komakohades, seetdttu on tabelis esitatud retentsiooniajad kahe komakohaga.

tr/min | Nimi Brutovalem | Mesilasvaha | Karnaubavaha | Kandelillavaha | Parafiin

7,60 | lauriinhappe mettilester Ci3H2602 X X

7,75 | dikarboksuilhappe metudlester Ci11H2004 X X

8,74 | p-metoksilkaneelhappe metuulester C11H1,03 X

9,04 | miristiinhappe metudlester Ci5H3002 X X X
10,05 | pentadekaanhappe metiilester Ci6H 320, X X X X
10,84 | 3,4-dimetoksiikaneelhappe C12H1404 X

metuilester
11,42 | palmitiinhappe metudlester Ci7H 340, X X X X
14,80 | heneikosaan CarHas X
14,96 metiloleaat Ci19H3602 X
14,97 | 15-metoksipalmitiinhappe C1gH3603 X
metiilester

15,41 | metlilstearaat C19H3502 X X X
16,93 | dokosaan CaoHas X X
18,96 | heneikosaan Co1Haa X X
19,47 | arahiinhappe metulester C21H,07 X X X
20,85 | tetrakosaan CasHso X X
21,96 | 2-metiultetrakosaan CasHs» X
22,62 | pentakosaan CasHs» X X
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Tabel 1 jatkub

tr/min | Nimi Brutovalem | Mesilasvaha | Karnaubavaha | Kandelillavaha | Parafiin

23,11 | beheenhappe metiiilester Ca3H1602 X X X

24,26 | heksakosaan CasHs4 X X
24,74 | metiiul tetrakostiiileeter Cy5Hs,0 X X

25,40 | 3-metiililheksakosaan CaorHse X
25,83 | oktakosaan CagHsg X X
26,29 | lignotseriinhappe metiiiilester Cas5Hs002 X X X

26,75 | 2-metiiiilheptakosaan CagHss X X
26,90 | 3-metiiiilheptakosaan CagHss X
27,30 | oktakosaan CagHsg X X
28,34 | 3-metiililoktakosaan CaoHeo X X
28,71 | oktakosaan CagHsg X
28,74 | nonakosaan CagHeo X X X
29,17 | heksakosaanhappe metiiilester Co7H540, X X X

29,55 | 2-metiitilnonakosaan CaoHs2 X X
30,06 | oktakosaan CagHsg X X
31,42 | heksatriakontaan CasH7a X X
31,45 | tetratriakontaan CasH7o X

31,94 | oktakosaanhappe metiilester CaoHs50, X X X

33,56 | metiitltriakontilleeter Cs31Hs1O X X X

34,70 | tetratetrakontaan CasHoo X
34,70 | heksatriakontaan CseH74 X X

35,30 | melissiinhappe metullester Cz1He202 X X X

36,24 | lupeol CsoHs00 X

36,81 | dotriakontiil metillester Cs3HgsO X X X

38,57 | dotriakontaanhape metiililester Cs3Hgs02 X

4.3 Mesilasvaha ja karnaubavaha segu ptirogrammi interpreteering

T60 kaigus uuriti ka mesilasvaha ja karnaubavaha segu eemargiga naha, kas erinevatele vahadele

omaseid piike on voimalik tuvastada ka segudes. T66s uuritud mesilasvaha ja karnaubavaha segu

oli vanandatud 50 °C juures alates 2019. aasta suvest. Mesilasvaha ja karnaubavaha segu

plrogramm on toodud Joonisel 13. Segus tuvastatud komponendid on Lisas 9 Tabelis 6.

Intensiivsus/ %

3.4-dimetoksiikaneel-

happe metiiiilester
15-metoksiipalmitiinhappe
metiiiilester

- alkohol
- alkaan
- hape

n

24

Aeg/ min

Joonis 13. Mesilasvaha ja karnaubavaha segu pirogramm.

Vanandatud mesilasvaha ja karnaubavaha segu analtitisimisel leiti plirogrammilt nii mesilasvahale

kui ka karnaubavahale karakteristlikke piike. Mesilasvaha on véimalik tuvastada 15,02 minutil
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oleva 15-metoksupalmitiinhappe metudlestri piigi jargi. Ka mesilasvahale omast piikide mustrit on
vahesel mééaral pirogrammis néha, kuid selle 16pus esineb alkaane vahem kui varskel voi
vanandatud mesilasvahal. See v6ib olla tingitud sellest, et alkaanide intensiivsused olid segus
madalad (vahese proovi koguse tdttu) ja ei tulnud pirogrammis esile. Karnaubavahale iseloomulik
3,4-dimetoksiikaneelhappe metidlestri piik on ndha 10,90 minutil. Samuti on ndha ka
karnaubavahale omast metitltetratriakonttuleetrit (40,56 min).

Tulemus andis kinnitust, et vahade segust on v@imalik eristada erinevaid vahasid, kui on olemas
sobiv analutsimetoodika ja teada vahade tunnuspiigid.

4.4 Pitserivaha segude purogrammide interpreteering

Isetehtud pitserivahasid valmistati antud t06 kaigus selleks, et né&ha, kas plrogrammides on
vahadele iseloomulikke piike segudes pigmendi (kinaver) ja vaiguga (kampol) ndha. Lisaks on
ajaloolilise pitserivaha retsepti jargi valmistatud proovi pirogrammi véimalik kasutada
referentsina reaalsetes pitseri proovides vahade tuvastamiseks.

Segu 1l

Segu 1 koosnes mesilasvahast (95%) ja kinaverist (5%). Antud segust registreeritud plrogramm
on Joonisel 14 ja interpreteerimine on toodud Lisas 10 Tabelis 7 ja vérske ja vanandatud proovide

parogrammid on Lisas 10 Joonisel 12.
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Joonis 14. Vérske segu 1 plirogramm.

Segu 1 plrogramm on sarnane puhta mesilasvaha piurogrammiga, kinaverile (HgS) viitavaid piike
plrogrammis ei tuvastatud. See on ka ootuspérane, sest kinaver on anorgaaniline pigment, mida
Py-GC-MS-iga ei ole voimalik analliisida. Segu 1 purogrammil on olemas mesilasvahale omane
15-metoksupalmitiinhappe metudlestri tunnuspiik (14,99 min). Lisaks tunnuspiigile on olemas
teised piigid, mis moodustavad mesilasvahale omase mustri. Sarnaselt vérskele ja vandandatud
mesilasvahale, eri nddalatel Segust 1 m6ddetud pirogrammides erinevusi ei esinenud (Lisa 10,

Joonis 12). Segu 1 analliiisimine andis seega kinnituse, et anorgaaniline pigment mesilasvaha
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piikide esinemist pirogrammis ei mojuta ja vaha on vdimalik vélja tootatud metoodikaga
tuvastada.

Segu 2

Segu 2 koostises oli mesilasvaha (79%), kinaver (4%) ja kampol (17%). Proovis olevat kampolit
analulsti ka eraldi vahade jaoks vélja tootatud Py-GC-MS-i metoodikaga. Saadud kampoli
plrogramm on toodud Lisas 11 Joonisel 13 ja tuvastatud koostise tabel on Lisas 11 Tabelis 8.

Segu 2 plrogramm on joonisel 15 ja interpreteering on toodud Lisas 11 olevas Tabelis 9.
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Joonis 15. Varske segu 2 plrogramm.

Erinevalt segu 1-st koosneb segu 2 kolmest komponendist, seetbttu on ka pirogrammidel piike
uksteisest raskem eristada. Varske ja vanandatud proovi purogrammid olid sarnased (Lisa 11,
Joonis 14). Vérskest segust mdddetud purogrammil (Joonis 15) on méned piigid, mida 1. ja 6.
nadalal parast valmistamist analttsitud proovi plirogrammides naha ei ole (Lisa 11, Joonis 14
keskmine ja alumine). Need piigid tulenevad ilmselt sellest, et varske proovi puhul analliisiti
suuremat proovi kogust, mis tostab madalamate piikide intensiivsust.

Segu 2 purogrammidelt on leitavad nii mesilasvaha kui ka kampoli piike. Mesilasvahast on néha
nii tunnuspiik (15-metokstpalmitiinhappe metddlester, 15,03 min) kui ka ptrogrammi I16pus olevat
mustrit. Kampoli tunnuspiigiks on metutlabietaat (20,78 min) [2]. Segu 2 analliisimise tulemusel
on naha, et t66s arendatud Py-GC-MS metoodikaga on vdimalik tuvastada lisaks vahale ka
kampolvaiku. Mdlemale materjalile omased piigid on pirogrammidel néha ja need ei ole omavahel
kattunud.

Segu 3

Segu 3 on tehtud mesilasvahast (71%), kinaverist (5%), kampolist (18%) ja karnaubavahast (6%).
Joonisel 16 on varske segu 3 pirogramm ja Lisas 12 Tabelis 10 on toodud pirgrammil tuvastatud
komponendid.
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Joonis 16. Vérske segu 3 plirogramm.

Vérske ja vanandatud segu 3 pirogrammidelt (vanandatud segu 3 plrogrammid on Lisas 12
Joonisel 15) on hasti leitavad nii mesilasvaha tunnuspiik (15-metokstpalmitiinhappe metulester,
15,01 min) kui ka iseloomulik muster. Samuti on véimalik pirogrammidel tuvastada kampoli piike,
naiteks selle tunnuspiik metlulabietaat 20,78 minutil. Karnaubavaha tunnuspiik (3,4-
dimetokslikaneelhappe metulester) tuleb valja ainult varskest proovist mdddetud pirogrammil.
See voib olla tingitud nii vaiksemast proovi kogusest kahe vanandatud proovi mdétmisel. Sarnaselt
varske ja vanandatud karnaubavaha proovidega esines ka selles segus kdikidel modtmistel p-
metoksukaneelhappe metdlesteri piik (8,76 min), mis kirjanduse jargi on karnaubavahale
omane [2]. Purogrammilt (Joonis 16) oli ndha, et vGrreldes teise kahe seguga olid piigid rohkem
lahestikku, sest segu koosneb rohkematest materjalidest. Kolmel eri ajal mdddetud proovide
purogrammides on erinevusi vahe ja muutused on tingitud ilmselt proovi koguse muutusest (Lisa
12, Joonis 15).

Segu 3 tulemustest on nadha, et sellest on véimalik tuvastada nii mesilasvaha kui ka kampolit ja
karnaubavaha. Lisaks on pirogrammidelt ndha, et mida keerulisema koostisega on segu, seda
rohkem on piigid Uksteisega koos ja piikide eristamine on keerulisem.

4.5 Reaalsete proovide analttsimine

Too kéigus rakendati valjatootatud Py-GC-MS-i metoodikat kultuurivéartuslikelt objektidelt
saadud proovide analtitisimiseks. Reaalsete proovide analtitisimise eesmérgiks oli teada saada, kas
arendatud Py-GC-MS-i metoodika sobib kultuurivadrtuslike objektide uurimiseks ning neis
sisalduvate vahade tuvastamiseks. Reaalseteks proovideks olid kaks 13. sajandist périt vahapitserit
ja uks skulptuuri proov.

1270. aastast parineva Magnus Ladulds’i pitseri proovi analtitis

Magnus Ladulas’i pitseri uurimisega sooviti teada, millisest vahast uuritud proov tehtud on. Pitserit
uuriti kdigepealt mikroskoobiga, mille pilt on toodud Lisas 13 Joonisel 16, plirogramm Joonisel
17 ja koostise tabel Lisas 13 Tabelis 11.
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Joonis 17. Magnus Ladulas’i pitseri proovi purogramm.

Lisas 13 Joonisel 16 toodud mikroskoobi pildilt on néha, et proov tundub Uhtlane ja kollane. Py-
GC-MS-i kordusmddtmise jaoks 18igati skalpelliga pildil olev proovitiikk kaheks. Proov mdddeti
valjatootatud Py-GC-MS-i metoodikaga, kasutades derivatiseerimiseks TMAH-i (5 ul). T66s on
valja toodud kahest paralleelmd6tmisest kvaliteetsem purogramm. Plrogrammilt (Joonis 17) ja
komponentide tabelist (Lisa 13, Tabel 11) on ndha mesilasvahale omast 15-metokslpalmitiinhappe
metudlestri tunnuspiiki (14,95 min). Lisaks tunnuspiigile on proovi purogrammil néha
mesilasvahale omast mustrit pirogrammi 18pus. Kahe mesilasvahale omase tunnuse jargi voib
Oelda, et vahapitser sisaldab mesilasvaha.

1282. aastast parineva Taani kuninga Erik Klipping’ pitseri proovi analtits

Erik Klipping’i vahapitseri uurimisega sooviti, sarnaselt Magnus Ladulds’i pitserile, teada,
millisest vahast on see tehtud. Lisas 14 Joonisel 17 on toodud uuritud proovi mikroskoobipilt,
purogramm on esitatud Joonisel 18 ja tuvastatud koostise komponendid on Lisas 14 olevas Tabelis
12.
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Joonis 18. Erik Klipping’i pitseri proovi piirogramm.

Analidsitav vahapitseri proov oli mikroskoobi all (suurendus 32x) vaadeldes hallikas. Proovis oli
naha ka kiude, mis proovist vélja ulatusid, mis vdivad périneda n6orist, millega oli pitser

dokumendi kilge lisatud. Pildil olev proovitiikk I8igati skalpelliga Py-GC-MS-i m6dtmise jaoks
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kaheks. Paralleelmd6tmistest toodi selles t06s valja parim pirogramm. Proov pandi PPK-sse ja
lisati juurde 5 ul TMAH-i. Proov mdddeti vahade jaoks véljatootatud Py-GC-MS-i metoodikaga.

Saadud plrogrammilt (Joonis 18) vdib leida mesilasvaha tunnuspiigi 15-metoksupalmitiinhappe
metldlestri (14,88 min). Proovi purogrammis ei tulnud hésti valja mesilasvahale iseloomulik
muster 24-38 min vahel. Mustrist on védhem esile tulnud alkaane, sarnaselt k&rgedest eraldatud
vahadele. See vdib viidata, et Erik Klipping’i vahapitseri vaha oli vorreldes kommertsiaalse
mesilasvahaga teisiti tdodeldud.

Proovis olevat vaha on tdnu mesilasvahale omasele tunnuskomponendile v8imalik siiski liigitada
mesilasvahaks. Selleks, et kindlaks teha kas vaha on vdhem t6ddeldud voi sisaldab mingeid
lisandeid, tuleks teostada tédiendavaid uuringuid nii  Py-GC-MS-i v0i mo0ne teise
analliisimeetodiga.

Amandus Heinrich Adamsoni skulptuuri “Kalevipoeg ja vanasarvik” proovi analliis

1896. aastast parinevat Amandus Heinrich Adamsoni skulptuuri proovi analliisides sooviti teada,
kas skulptuuris oleva plastiliini koostises on vaha ja kas seda on vdimalik tuvastada. Proovist tehtud
mikroskoobi pilt on Lisas 15 Joonisel 18, purogramm Joonisel 19 ja plrogrammi interpreteering
Lisas 15 Tabelis 13.
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Joonis 19. Amandus Heinrich Adamsoni skulptuurilt “Kalevipoeg ja vanasarvik” saadud proovi

plrogramm. Roheliste tappidega on mérgitud vahadele omased piigid.

Skulptuuri proovi vaadeldi esmalt mikroskoobiga (14,6x suurendus). Lisas 15 Joonisel 18 toodud
pildilt on ndha, et uuritav proov on kollakaspruun ja ebalihtlane. Proov pandi parast mikroskoobiga
vaatlust PPK-sse ja sinna lisati 5 ul TMAH-i. Py-GC-MS-iga modtmiseks kasutati vahade jaoks
tehtud metoodikat. Saadud piirogrammist ja Lisas 15 toodud Tabelist 13 on n&ha loomsetele ja
taimsetele vahadele kuuluvaid piike, néiteks on vahadele omased piigid 9,97 minutil
pentadekaanhappe metdlester, 22,97 minutil beheenhappe metulester jne (Joonisel 19 tahistatud

rohelisega). Ainult kandelilla-, karnauba- ja mesilasvahale omaseid tunnuspiike piirogrammil ei
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ole. Proovis on lisaks vahadele omastele piikidele ka teistele materjalidele vastavaid piike, kuid

teisi materjale selles t06s pohjalikumalt ei interpreteeritud. Lisades olevas tabelis on &ra margitud

vaid vahadele omased piigid.

Taimsetele ja loomsetele vahadele omaste piikide jargi vdib 6elda, et proovis voib leiduda vaha,

kuid kindla vaha mé&&ramiseks tunnuspiike plrogrammis ei leitud.
4.6 Jareldused

Ké&esolevas to0s ndidati, et Py-GC-MS on v6imekas meetod vahade analtisimiseks, millega saab

edukalt kultuurivéartuslikke proove uurida. Jargnevalt on vélja toodud Py-GC-MS-ga vahade

analliusimise eelised ja puudused.
Eelised:

Erinevaid vahasid on v@imalik uurida universaalse Py-GC-MS-i metoodikaga.

Erinevatel vahadel on purogrammides neile iseloomulikud komponentide piigid ning neid
on vdimalik segudes eristada.

Anallusiks vajalik proovikogus on vaike (0,01- 0,1 mg).

Proovi on lihtne ettevalmistada.

Maodtmiste tulemustest saab palju kasulikku informatsiooni vahade koostise kohta.

Puudused:

Vahade analiitisiks on vaja pdhjalikku Py-GC-MS-i puhastust.

Purogrammid on keerulised ja nende interpreteerimiseks on vaja spetsiaalseid andmebaase,
milles olev info vdib olla puudulik.

Keerulisemates proovides, kus on palju erinevaid komponente, vOib vaha tuibi
maaramisega tekkida probleeme (purogrammis v@ib esineda piikide kattumisi v6i on vahale

iseloomulikud piigid liiga madala intensiivsusega).
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5 KOKKUVOTE

Ké&esoleva bakalaureusetod eesmérgiks oli valja tédtada Py-GC-MS-i metoodika vahade
koostiskomponentide tuvastamiseks eesmargiga seda rakendada kultuurivaartuslikelt objektidelt
parit proovide anallitisimiseks.

Py-GC-MS metoodika arendust teostati nelja vérske vahaga: mesilasvaha, karnaubavaha,
kandelillavaha ja parafiin. Arendust06 kdigus katsetati erinevaid puroltuseri temperatuure (200 °C,
400 °C, 600 °C, millest sobivamaks osutus 400 °C) ja GC-MS parameetreid (testiti 4 erinevat
temperatuuriprogrammi) ja leiti vahadele analliisimiseks sobiv Uhtne universaalne
mdodtmismetoodika. Samuti katsetati kahte erinevat derivatiseerimisreagenti (TMAH-i ja HMDS-
i), millest parimaks osutus TMAH (purogrammidel olid vahade piigid lahus ja kBik vahadele
iseloomulikud komponentide piigid esindatud).

Valja tootatud Py-GC-MS metoodikat kasutati erinevate vahade ja vaha sisaldavate materjalide
analutsimiseks. Too6s analtusiti  pohjalikult nii  vérskete kui vananenud mesilasvaha,
karnaubavaha, kandelillavaha ja parafiini koostist ning tuvastati nende tunnuskomponendid. Lisaks
mdddeti kolmest mesilaskarjest saadud vaha ja valmistati Vatikani arhiivist périt retseptide pohjal
kolm erinevat pitserivaha segu. T60 kéigus registreeriti nende proovide plirogrammid ja tuvastati
segudes edukalt vahale iseloomulikud komponendid. Kdiki neid purogramme saab vordlusena
kasutada reaalsete proovide anallitsimisel.

T60 kdigus valjatootatud Py-GC-MS metoodikat rakendati edukalt kolme kultuurivaartuslikult
objektilt (kahe 13. sajandist périt pitseri ja Uhe 19. sajandi 16pust périt skulptuuri) péarit proovide
uuringuteks.

Bakalaureusetooga saadi koik eesmargid taidetud ning nliudsest on olemas sobiv Py-GC-MS

metoodika erinevate vahade koostise analtitisimiseks.
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6 SUMMARY

DEVELOPMENT OF PYROLYSER-GAS CHROMATOGRAPHY-MASS
SPECTROMETRY METHODOLOGY FOR THE ANALYSIS OF WAXES FROM
CULTURAL HERITAGE SAMPLES

Lola S6ukand

The objective of this bachelor's thesis was to develop a Py-GC-MS (Pyrolysis-Gas
Chromatography-Mass Spectrometry) methodology for identifying the components of waxes, with
the intention of applying it to the analysis of samples derived from objects of cultural value.

The development of the Py-GC-MS methodology was conducted with four fresh waxes: beeswax,
carnauba wax, candelilla wax, and paraffin. In the course of the development, various pyrolyzer
temperatures (200 °C, 400 °C, 600 °C, with 400 °C proving to be the most suitable) and GC-MS
parameters (four different temperature programs were tested) were trialed to find a universally
applicable measurement methodology suitable for wax analysis. In addition, two different
derivatization reagents were tested (TMAH and HMDS), with TMAH proving to be the superior
option (pyrograms showed separated wax peaks and all characteristic wax component peaks were
represented).

The developed Py-GC-MS methodology was utilized for the analysis of various waxes and wax-
containing materials. This study extensively analyzed the composition of both fresh and aged
beeswax, carnauba wax, candelilla wax, and paraffin, and identified their characteristic
components. Additionally, wax derived from three beehives was measured, and three different
sealing wax mixtures were prepared based on recipes sourced from the Vatican archives. The
pyrograms of these samples were recorded and the characteristic components of the waxes in the
mixtures were successfully identified. All these pyrograms can be used as references for analyzing
real samples.

The developed Py-GC-MS methodology was successfully applied to the study of samples taken
from three culturally significant objects (two seals from the 13th century and a sculpture from the
late 19th century).

All objectives of the bachelor's thesis were achieved, and a suitable Py-GC-MS methodology for

analyzing the composition of different waxes is now available.
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Joonis 2. Karg 2 enne kuumutamist (A), kuumutamise ajal (B) ja kuumutamise 16pus (C).
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Joonis 3. Segud pérast valmistamist (vasakul) ja nddala aega 50 °C juures vanandatult (paremal).
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Joonis 4. Karnaubavaha piirogrammid, mis on saadud erinevatel ptrolusimise temperatuuridel
(derivatiseerimisreagent TMAH).
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Joonis 5. Kandelillavaha pirogrammid, mis on saadud erinevate puroltisimise temperatuuridel

(derivatiseerimisreagent TMAH).
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Joonis 6. Parafiini purogrammid, mis on saadud erinevate purolulsimise temperatuuridel

(derivatiseerimisreagent TMAH).
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Joonis 7. Mesilasvaha pirogrammid, mis on saadud vastavalt TMAH-i ja HMDS-iga
derivatiseerides.
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Joonis 9. Kandelillavaha pirogrammid, mis on saadud vastavalt HMDS-i ja TMAH-iga
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Lisa 5

Tabel 1. Mesilasvaha piirogrammide interpreteering.

Alkaanid on margitud kollasega, happed sinisega ja alkoholid rohelisega. Nii vérske kui

vanandatud proovi (vérske 1 ja vana 1) puhul tehti kordusmd6tmised (tabelis tahistatud vastavalt

vérske 2 ja vana 2). Tabelis olevad retentsiooniajad on voetud varske 2 proovi plrogrammi jargi,

kdikide teiste ptirogrammide retentsiooniajad erinesid ainult kolmandas komakohas.

tr /min Komponendi nimi Brutovalem | Molaarmass | Vérske | Varske | Vana | Vana
1 2 1 2
0-7 | TMAH/HMDS X X X X
7,44 | pentadekaan CisHz2 212 X X
7,60 | lauriinhappe metilester Ci3H2602 214 | X X X X
7,75 | dikarboksuilhappe metuulester C11H2004 216 X X X
9,04 | miristiinhappe metuulester Ci5H3002 242 | X X X X
10,05 | pentadekaanhappe metiiilester Ci16H3,02 256 X X X
11,28 | metlilpalmitoleaat Ci7H30, 268 X
11,42 | palmitiinhappe metlulester C17H340, 270 | x X X X
12,64 | eikosaan CaoHa2 283 X
14,73 | 14-metoksiipalmitiinhappe metidlester CisH3603 300 | x X X
14,96 | oleiinhappe metiilester Ci9H360- 296 | x X X X
14,97 | 15-metoksiipalmitiinhappe metidlester CisH3603 300 | x X X X
15,41 | metlilstearaat Ci19H3302 299 | x X X X
19,51 | arahiinhappe metidlester C21H420; 327 X X X
20,85 | tetrakosaan CasHso 339 X X X
22,62 | pentakosaan CasHss 367 | X X X X
23,11 | beheenhappe metuulester Ca3H1602 355 X X X
24,74 | metiil tetrakosuileeter CasHs,0 369 | x X X X
25,87 | heptakosaan CorHss 381 | x X X X
26,33 | lignotseriinhappe metilester CasHs002 383 | x X X X
27,31 | oktakosaan CagHss 395 X X X
27,75 | heksakosutlmetileeter Ca7Hs60 397 X X
28,74 | nonakosaan CagHeso 400 | x X X X
29,17 | heksakosaanhappe metiiulester Co7Hs402 411 | x X X X
30,07 | trikontaan CaoHs2 423 X X X
30,48 | oktakosanool CagHss0 411 | x X X
31,44 | hentriakontaan CaiHsa 437 | X X X X
31,94 | oktakosaanhappe metiiulester CagHs502 439 X X X
32,98 | dotriakontaan CaoHes 451 X X X
33,56 | metiultriakontlileeter Cs1HsO 453 | X X X
35,30 | melissiinhappe metuilester Ca1Hs202 467 | X X X X
36,81 | dotriakontlilmetiileeter Cs3HesO 481 | x X X
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Tabel 2. Mesilaskérgedest eraldatud vahade purogrammide interprteering.

Kéargede (karg 1.1, kérg 2.1, kéarg 3.1) puhul tehti kordusmdotmised (tabelis tahistatud vastavalt

karg 1.2, karg 2.2 ja kérg 3.2). Tabelis olevad retentsiooniajad on voetud Karg 3.2 proovi

plrogrammide jargi, koikide teiste plrogrammide retentsiooniajad erinesid ainult kolmandas

komakohas.

tr/min

Komponendi nimi

Kéarg
1.1

Kérg 1.2

Kéarg
2.1

Karg
2.2

Kéarg
3.1

Kéarg

0-7

TMAH

X

X

X

744

pentadekaan

7,60

lauriinhappe metiilester

9,04

miristiinhappe metilester

10,05

pentadekaanhappe metidilester

XX [X | X | X

11,28

metliulpalmitoleaat

11,42

palmitiinhappe metilester

14,73

14-metoksipalmitiinhappe metiulester

14,96

oleiinhappe metiidlester

14,97

15-metoksiipalmitiinhappe metidlester

x

15,41

metliilstearaat

x

19,51

arahiinhappe metidlester

22,62

pentakosaan

23,11

beheenhappe metullester

24,74

metldltetrakosuileeter

25,87

heptakosaan

26,33

lignotseriinhape metullester

XX XXX XXX XX XXX [X[|X|X[X

XX [ XX | X

XX XXX XX XXX XXX [X|X

27,31

oktakosaan

27,75

heksakostitilmetiitileeter

28,74

nonakosaan

29,17

heksakosaanhappe metiitlester

30,48

oktakosanool

31,44

hentriakontaan

31,94

oktakosaanhappe metilester

33,56

metliltriakontiitleeter

35,30

melissiinhappe metiulester

36,81

dotriakontlulmetiileeter

XX XX [X X [X [X|X

XXX XXX [ X [X|X

XXX XXX [ X [X|X

XXX XXX XX XXX XXX XXX XX XXX [ XXX [X

XXX XXX XX XXX XXX XXX XX XXX XXX [X

XXX XXX XX XXX XXX XXX XX XXX XXX [X
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Tabel 3. Karnaubavaha purogrammide interpreteering.

Vérske ja vanandatud proovi (varske 1 ja vana 1) puhul tehti kordusmddtmised (tabelis téhistatud
vastavalt varske 2 ja vana 2). Tabelis olevad retentsiooniajad on vdetud vérske 1 proovi

parogrammi jargi, kdikide teiste purogrammide retentsiooniajad erinesid ainult kolmandas

komakohas.
tr/min Komponendi nimi Brutovalem | Molaarmass | Varske | Varske | Vana | Vana
1 2 1 2
0-7 | TMAH X X X X
8,74 | p-metoksikaneelhappe metilester C11H1,03 192 | x X X X
9,02 | 12-metiultridekaanhappe metiilester Ci15H3002 242 | X X
10,02 | pentadekaanhappe metiiilester Ci16H3202 256 X X
10,84 | 3,4-dimetoksiikaneelhappe metlilester C12H1404 222 X X X
11,33 | palmitiinhappe metiiilester Ci7H3402 270 | X X X X
15,35 | metliilstearaat Ci19H3302 299 | x X X X
19,47 | arahiinhappe metidlester C21H420; 327 | X X X X
20,00 | 18-metoksiioktadekaanhappe metiiilester Ca0H4003 329 | x X X
23,08 | beheenhape metiiilester Ca3H1602 355 | X X X X
24,69 | metiil tetrakosuileeter CasHs,0 369 X
26,29 | lignotseriinhappe metlilester CasHs002 383 | X X X X
26,70 | eruukahappe metiulester Ca3H1402 353 | X X X
27,70 | heksakosiillmetiileeter Ca7Hs60 397 X
29,13 | heksakosaanhappe metiilester Cy7Hs402 411 | X X X X
29,55 | 15-tetrakoseenhape metiiilester, (Z)- CasHa50, 381 | x X X
30,43 | metiiuloktakosuileeter CagHe0O 425 X X
31,90 | oktakosaanhappe metiiulester CagHss02 439 | x X X X
33,51 | metiiltriakontlileeter Ca1Hs4O 453 | X X X X
35,24 | melissiinhappe metullester Cz1He202 467 | X X X X
35,78 | triakontaandihappe dimetiillester Ca2Hs204 511 | X X X
36,91 | dotriakontiulmetiilleeter CasHesO 481 | X X X X
40,39 | metulltetratriakontiiileeter CssH7,0 509 | x X

52




Lisa 7

Tabel 4. Kandelillavaha piurogrammide interpreteering.

Vérske ja vanandatud proovi (varske 1 ja vana 1) puhul tehti kordusmddtmised (tabelis téhistatud

vastavalt védrske 2 ja vana 2). Tabelis olevad retentsiooniajad on v@etud varske 1 proovi

parogrammi jargi, kdikide teiste purogrammide retentsiooniajad erinesid ainult kolmandas

komakohas.
tr/min Komponendi nimi Brutovalem | Molaarmass | Varske | Varske | Vanal | Vana?2
1 2

0-7 | TMAH X X X X
7,62 | lauriinhappe metilester Ci13H2602 214 | x X X X
7,75 | dikarboksiiulhappe metillester C11H2004 216 | X X X X
9,05 | miristiinhappe metudlester Ci5H3002 242 X X X
10,04 | pentadekaanhappe metiilester Ci16H3,02 256 | X X X X
11,37 | palmitiinhappe metillester C17H340, 270 | x X X X
15,40 | metiillstearaat Ci19H3302 299 | x X X X
19,51 | arahiinhappe metilester Cx1H,0; 327 | X X X X
23,11 | beheenhappe metilester Ca3H1602 355 | x X X X
26,29 | lignotseriinhappe metiilester CasHs002 383 | X X X X
28,71 | nonakosaan CagHso 409 | x X X X
29,25 | heksakosaanhappe metidlester Co7Hs402 411 | X X X X
30,06 | oktakosaan CasHss 395 | X X X X
31,45 | tetratriakontaan CasH7o 479 | X X X X
32,05 | oktakosaanhappe metudlester Ca9Hs502 439 | X X X X
33,67 | metiiltriakontlileeter Cs1Hs2O 453 | X X X
34,70 | heksatriakontaan CasHza 507 | X X X X
35,30 | melissiinhappe metiilester Cs1He202 467 | X X X X
36,24 | lupeol CsoHs00 427 | X X X X
38,57 | dotriakontaanhappe metiilester Ca3HesO2 495 | X X X X

53




Lisa 8

Tabel 5. Parafiini plirogrammide interpreteering.

Vérske ja vanandatud proovi (varske 1 ja vana 1) puhul tehti kordusmddtmised (tabelis téhistatud

vastavalt varske 2 ja vana 2). Tabelis olevad retentsiooniajad on vdetud vana 2 proovi pirogrammi

jargi, koikide teiste pirogrammide retentsiooniajad erinesid ainult kolmandas komakohas.

tr Komponendi nimi Brutovalem | Molaarmass | Varske | Véarske | Vana | Vana

/min 1 2 1 2
0-7 | TMAH X X X X
9,04 | miristiinhappe metuulester Ci5H3002 242 | X X X X
10,05 | pentadekaanhappe metiilester | Ci6H320, 256 X X X
11,03 | nonadekaan CigHao 269 | X X
11,37 | palmitiinhappe metudlester C17H340, 270 | x X X X
12,72 | eikosaan CaoHa2 283 | X X X
14,80 | heneikosaan CoiHu 297 | x X X X
15,40 | metiilstearaat Ci19H380, 299 | X X X X
16,94 | eikosaan CaoHa2 283 | x X X X
18,96 | heneikosaan CoiHaa 297 | X X X X
20,85 | tetrakosaan Ca4Hso 339 | x X X X
21,96 | 2-metiililtetrakosaan CosHs: 353 | X X X X
22,73 | pentakosaan CasHs» 353 | X X X X
24,26 | heksakosaan CoeHs4 367 | X X X X
25,40 | 3-metililheksakosaan Co7Hs6 381 | x X X X
25,83 | oktakosaan CagHsg 395 | X X X X
26,75 | 2-metiiiilheptakosaan CogHsg 395 | x X X X
26,90 | 3-metiulheptakosaan CasHss 395 | X X X X
27,30 | oktakosaan CogHsg 395 | x X X X
28,34 | 3-metiiiloktakosaan CagHeo 409 | x X X X
28,71 | oktakosaan CogHsg 395 | X X X X
29,55 | 2-metiililnonakosaan CsoHe2 423 | x X X X
30,06 | oktakosaan CogHss 395 | X X X X
31,42 | heksatriakontaan CssHra 507 | X X X X
34,70 | tetratetrakontaan CuaHgo 619 | x X X X
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Tabel 6. Mesilasvaha ja karnaubavaha segu pirogrammide interprteering.

Segu (proov 1) puhul tehti kordusmdo6tmine (tabelis tahistatud proov 2). Tabelis olevad

retentsiooniajad on voetud proov 1 plrogrammi jargi, proov 2 pirogrammi retentsiooniajad

erinesid ainult kolmandas komakohas.

tr Komponendi nimi Brutovalem | Molaarmass | Proov | Proov | MV-mesilasvaha
/min 1 2 KU-karnauba

0-7 | TMAH X X

7,13 | oktaandihappe dimetiiulester Ci1oH1504 202 | x X

7,46 | pentadekaan CisHsp 212 | x X MV

7,61 | lauriinhappe metiilester Ci3H260- 214 | X X MV

7,76 | dikarbokstilhappe metillester C11H2004 216 | X X MV

8,78 | p-metoksikaneelhappe metiiulester C11H1203 192 | X X KU

9,07 | metiulmiristaat Ci5H3002 242 | X X MV
10,07 | pentadekaanhappe metidilester Ci16H320, 256 | X X MV, KU
10,90 | 3,4-dimetoksiikaneelhappe metiiilester C12H1404 222 | X KU
11,08 | 7-heksadekeenhappe metiillester, (Z)- C17H320, 268 | X X MV
11,43 | palmitiinhappe metidlester C17H340, 270 | X X MV, KU
14,79 | 14-metokslpalmitiinhappe metullester CisH3603 300 | x MV
14,92 | oleiinhappe metiiilester Ci9H3602 296 | X X MV
15,02 | 15-metokslpalmitiinhappe metllester CisH3603 300 | x X MV
15,46 | metiiulstearaat Ci19H380, 299 | X X MV, KU
19,57 | arahiinhappe metiilester C21H420; 327 | X X MV, KU
21,42 | heneikosaanhappe metiilester C2H140, 341 | x MV
22,65 | pentakosaan CasHs» 353 | x X MV
23,17 | beheenhappe metudlester Ca3H1602 355 | x X MV, KU
24,79 | trikosaanhappe metudlester Ca4H1502 369 | x X
25,87 | heptakosaan CorHss 381 | x X MV
26,36 | lignotseriinhappe mettilester CasHs002 383 | x X MV, KU
27,34 | oktakosaan CagHss 395 | x X MV
27,80 | metuilheksakosiiuleeter Ca7Hs60 397 | x X MV, KU
28,76 | nonakosaan CagHeso 409 | x X MV
29,22 | heksakosaanhappe metiilester Co7Hs402 411 | X X MV, KU
31,99 | oktakosaanhappe metiiulester CagHss02 439 | x X MV, KU
33,61 | metidltriakontlileeter Cs1HssO 453 | X X MV, KU
35,36 | melissiinhappe metiilester Ca1Hs202 467 | X X MV, KU
36,87 | metudldotriakontlileeter Ca3HesO 481 | x X MV, KU
40,56 | metiiltetratriakontiileeter CasH7,0 509 | x X KU
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Tabel 7. Isetehtud pitserivaha segu 1 plrogrammide interprteering.

Tabelis olevad retentsiooniajad on vOetud vérske proovi purogrammi jargi, teiste proovide

plrogrammide retentsiooniajad erinesid ainult kolmandas komakohas.

R Komponendi nimi Brutovalem | Varske 1 nédal 6 nadalt MV-
/min vanandatud | vandandatud | mesilasvaha

0-7 | TMAH X X X

7,60 | lauriinhappe metiiilester Ci3H2602 X X X MV

9,05 | metltlmiristaat CisH3002 X X X MV
11,40 | palmitiinhappe metiilester Ci7H340; X X X MV
12,66 | 3-metliilundekaan, Ci2Hz X X X MV
14,75 | 14-metokstpalmitiinhappe C1sH3603 X X X MV

metlulester
14,88 | oleiinhappe metiilester C19H360- X X X MV
14,99 | 15-metokstpalmitiinhappe C1sH3603 X X X MV
metulester

15,43 | metlilstearaat CigH3502 X X X MV
16,96 | dokosaan CaoHas X X X MV
18,97 | trikosaan CasHas X X X MV
19,54 | arahiinhappe metilester C21H42,0; X X X MV
20,85 | tetrakosaan Ca4Hso X X X MV
22,62 | pentakosaan CasHs X X X MV
23,13 | beheenhappe metidilester Ca3H4602 X X X MV
24,76 | metliltetrakosiiileeter CasHs,0 X X X MV
25,84 | heptakosaan CorHss X X X MV
26,31 | lignotseriinhappe metiillester CasHs5002 X X X MV
27,31 | oktakosaan CagHss X X X MV
27,77 | metiiilheksakosiilleeter CorHs60 X X X MV
28,73 | nonakosaan CaoHso X X X MV
29,19 | heksakosaanhappe metiilester | Cy7Hs402 X X X MV
30,07 | hentriakontaan CsiHsa X X X MV
30,50 | metiuloktakosiileeter Ca9He0O X X X MV
31,43 | oktakosaan CagHss X X X MV
31,96 | oktakosaanhappe metilester CagHs502 X X X MV
33,59 | metidltriakontlileeter Cs1HsO X X X MV
35,32 | melissiinhappe metiilester Cs1Hs202 X X X MV
36,84 | metiildotrikontlileeter Ca3HssO X X X MV
37,92 | tetratetrakontaan CasHgo X X X MV

56




"L Virske

L.

L li TR ..LLM

7 1. nadal

A I l. l.l l L* ll. l‘,.*, .\lin

I

1

(=]

== 1

T oos

2 ;

@n

= 06

A

‘A

g o

2

g o2
ot

(=]

&

T oos

2 ;

w

= 05

A

=

% 04

2

g 0
0

(=]

&

@ oos

7 ;

w

= 06

A

=

% 041

E 02
oL

“°?) 6. nadal

I N ||\. — | | ._.ll____ll,_'____-l . L.

18

20 22 24 26 28 30 32 34

Aeg/ min

36

3 40 42 43

4

Joonis 12. Segu 1 pirogrammid, mis on registreeritud vérskest ning ks ja kuus nédalat vanandatud

proovist.

57



Lisa 11

Tabel 8. Kampoli pirogrammide interprteerimine.

Kampoli (vérske 1) puhul tehti ka kordusmddtmine (tabelis téhistatud varske 2). Tabelis olevad

retentsiooniajad on voetud varske 1 proovi plrogrammi jérgi, varske 2 proovi purogrammi

retentsiooniajad erinesid ainult kolmandas komakohas.

tr/min Komponendi nimi Brutovalem | Molaarmass | Vérske1l | Varske 2
0-7 | TMAH X X
7,08 | longifoleen CisHaa 204 | x X
7,14 | Kkarlofilleen CisHaa 204 | x
7,35 humuleen CisHo4 204 | x
7,74 | kadineen CisHoa 204 | x

18,36 | metull sandarokopimaraat Cx1H320, 316 | x X
19,17 | metullisopimaraat Cx1H320, 316 | x X
19,85 | metiiil-6-dehidrodehidroabietaat Ca1H2502 312 | x X
19,99 | metiildehiidroabietaat C21H3002 314 | x X
20,87 | metudlabietaat C1H3:07 316 | x X
21,82 | neoabietaat C1H3:07 316 | x X
22,00 | 7-metoksitetradehidroabietiinhappe metlilester Ca2H3003 342 | x
22,60 | dehidroabietiinhappe metiilester CaoH3204 344 | x
22,90 | 15-metoksudehiidroabietiinhappe metiilester Ca2H3204 344 | x X
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Tabel 9. Isetehtud pitserivaha segu 2 plrogrammide interprteering.

Tabelis olevad retentsiooniajad on vOetud varske proovi pirogrammi jargi,

plrogrammide retentsiooniajad erinesid ainult kolmandas komakohas.

teiste proovide

tr Komponendi nimi Brutovalem | Varske 1 nadal 6 nadalat MV-
/min vanandatud | vanandatud | mesilasvaha,
K-kampol
0-7 | TMAH X X X
7,06 | longifoleen CisHas X K
7,12 | kariofiilleen CisHo24 X K
7,60 | lauriinhappe metuilester Ci3H2602 X X X MV
9,05 | metlulmiristaat Ci5H3002 X X X MV,
11,10 | metlilpalmitoleaat C17H3:02 X X MV
11,46 | palmitiinhappe metudlester C17H3405 X X X MV,
12,66 | eikosaan CaoHaz X X MV
14,77 | 14-metoksupalmitiinhappe metiilester CisH3603 X X X MV
14,92 | oleiinhappe metiilester Ci19H3602 X X X MV
15,03 | 15-metoksipalmitiinhappe metullester CisH3603 X X X MV
15,43 | metlilstearaat Ci19H3302 X X X MV
16,96 | dokosaan Ca2Has X X X MV
17,98 | metlilpimaraat C21H30, X X X K
18,31 | metiiul sandarokopimaraat Cx1H3,0; X X X K
18,99 | trikosaan CasHag X X X MV
19,11 | metlilisopimaraat C21H30, X X X K
19,54 | arahiinhappe metilester Cx1H,0; X X X MV
19,78 | metiiul-6-dehidrodehiidroabietaat Co1H2602 X X X K
19,92 | metlildehidroabietaat Co1H300, X X X K
20,76 | metiilabietaat C21H3:0, X X X K
20,87 | tetrakosaan Ca4Hso X X X MV
21,75 | metiiilneoabietaat C21H3:0, X X X K
21,95 | 7-metoksutetradehiidroabietiinhappe C2:H3003 X X K
metuilester
22,65 | pentakosaan CasHsp X X X MV
22,82 | 15-metoksiidehlidroabietiinhappe C2:H3203 X X X K
metudlester
23,14 | beheenhappe metudlester Ca3H1602 X X X MV
23,20 | 15-hidrokstidehldroabietiinhappe C21H3003 X K
metulester
24,29 | heksakosaan CagHsa X X X MV
24,79 | metiiltetrakosuileeter CasHs,0 X X X MV
25,88 | heptakosaan CorHss X X X MV
26,35 | lignotseriinhappe metiilester CasHs002 X X X MV
27,34 | oktakosaan CosHss X X X MV
27,78 | metullheksakosuiileeter Cx7Hs60 X X X MV
28,76 | nonakosaan CaoHeo X X X MV
29,20 | heksakosaanhappe metiilester Co7Hs402 X X X MV
30,09 | trikontaan CsoHe2 X X X MV
30,52 | metulloktakosiiileeter Ca9He0O X X X MV
31,46 | hentriakontaan Csz1Hes X X X MV
31,97 | oktakosaanhappe metiiulester CagHss02 X X X MV
33,01 | dotriakontaan Cs2Hes X X X MV
33,63 | metulltriakontiuleeter Cz1HesO X X X MV




Tabel 9 jatkub

tr Komponendi nimi Brutovalem | Vérske 1 n&dal 6 nédalat MV-
/min vanandatud | vanandatud | mesilasvaha,
K-kampol

34,73 | tritriakontaan CssHes X X MV

35,33 | melissiinhappe metuilester Cs1Hs202 X X X MV

36,32 | tetratriakontaan CssH7o X X X MV

36,85 | metulldotriakontiuleeter Cs3HesO X X X MV

40,51 | metlultetratriakontilleeter C35H7,0 X X MV
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Tabel 10. Isetehtud pitserivaha segu 3 purogrammide interprteering.

Tabelis olevad retentsiooniajad on v@etud vérske proovi pirogrammi jargi, teiste proovide
pirogrammide retentsiooniajad erinesid ainult kolmandas komakohas.

tr Komponendi nimi Brutovalem | Varske 1 nadal 6 nadalat | MV-mesilasvaha,

/min vanandatud | vanandatud | K-kampol, KU-
karnaubavaha

0-7 | TMAH X X X

7,06 | longifoleen CisHa2a X X K

7,12 | kariofilleen CisHa4 X X K

7,34 humuleen CisHos X K

7,60 | lauriinhappe metlulester Ci13H260- X X X MV

7,72 | kadineen CisHoa X K

8,76 | p-metoksikaneelhappe metlilester C11H1204 X X X KU

9,05 | metlulmiristaat C15H3002 X X X MV
10,07 | pentadekaanhape metiilester C16H320, X X X MV, KU
10,90 | 3,4-dimetoksiikaneelhappe metiilester C12H1404 X KU
11,43 | palmitiinhappe metiiulester C17H340, X X X MV, KU
12,67 | pentadekaan CisHs2 X X MV
13,26 | 1-oktadekanoolmetiiileeter Ci19H400 X X MV
14,77 | 14-metoksiipalmitiinhappe metidlester Ci1sH3603 X X X MV
14,90 | oleiinhappe metiilester C19H360- X X X MV
15,01 | 15-metoksiipalmitiinhappe metidlester Ci1sH3603 X X X MV
15,43 | metlilstearaat C19H380, X X X MV, KU
17,98 | metiilpimaraat Cx1H320, X X X K
18,31 | metiiul sandarokopimaraat C21H3:0; X X X K
18,99 | trikosaan CasHas X X X MV
19,11 | metiiulisopimaraat C21H3:07 X X X K
19,55 | arahiinhappe metiilester C21H420; X X X MV, KU
19,92 | metiiuldehiidroabietaat C21H3002 X X X K
20,78 | metiilabietaat C21H3,0, X X X K
20,87 | tetrakosaan Ca4Hso X X X MV
21,76 | metiilneoabietaat C21H3,0, X X X K
21,95 | 7-metoksutetradehiidroabietiinhappe C2:H3003 X X K

metulester
22,64 | pentakosaan CasHsy X X X MV
22,84 | 15-metokstdehiidroabietiinhape metiiilester | Cy2Hs3,03 X X X K
23,14 | beheenhape metiillester C23H4602 X X X MV, KU
23,20 | 15-hudroksiidehiidroabietiinhape C21H3003 X K
metiilester

24,78 | metliltetrakosiilileeter CasHs20 X X X MV, KU
25,86 | heptakosaan CarHss X X X MV
26,35 | lignotseriinhappe metiililester CasHs5002 X X X MV, KU
27,32 | oktakosaan CagHss X X X MV
27,78 | metiiilheksakostilileeter CorHs60 X X X MV, KU
28,75 | nonakosaan Ca9Hso X X X MV
29,20 | heksakosaanhappe metiilester CarHs402 X X X MV, KU
30,09 | trikontaan CsoHs2 X X X MV
30,52 | metulloktakostileeter Ca9He0O X X X MV, KU
31,45 | hentriakontaan CsiHsa X X X MV




Tabel 10 jatkub

tr Komponendi nimi Brutovalem | Vérske 1 nadal 6 nddalat | MV-mesilasvaha,
/min vanandatud | vanandatud | K-kampol, KU-
karnaubavaha
31,97 | oktakosaanhappe metulester CagHs502 X X X MV, KU
33,02 | dotriakontaan CazoHes X X X MV
33,62 | metulltriakontiiileeter Cs1He:O X X X MV, KU
35,34 | melissiinhappe metiiulester Cs1Hs202 X X X MV, KU
36,85 | metulldotriakontiiileeter CasHesO X X X MV, KU
40,54 | metulltetratriakontiiileeter CssH72,0 X X X KU
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Joonis 15. Segu 3 piirogrammid, mis on registreeritud vérskest ning iks ja kuus nédalat vanandatud

proovist.
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Joonis 16. Magnus Ladulés’i pitseri proovitiiki mikroskoobi pilt (20x suurendus).

Tabel 11. Magnus Ladulas’i pitseri proovi plirogrammide interpreteering.
Proovile 1 tehti ka paralleelmd6tmine (tabelis tahistatud proov 2). Tabelis olevad retentsiooniajad
on voetud proov 1 plrogrammi jérgi, proov 2 pirogrammi retentsiooniajad erinesid ainult

kolmandas komakohas.

tr Komponendi nimi Brutovalem | Proov 1 Proov 2 MV-

/min mesilasvaha
0-7 | TMAH X X

7,09 | suberiinhappe dimetillester C10H1804 X X

7,22 | dimetiulftalaat C10H1004 X X

7,57 | lauriinhappe metiilester Ci13H2602 X X MV

7,72 | dikarboksuitlhappe metiilester C11H2004 X X MV

9,00 | miristiinhappe metudlester Ci5H3002 X X MV

9,99 | pentadekaanhape metiilester Ci16H3,02 X X MV
10,98 | metlulpalmitoleaat C17H3:02 X X MV
11,43 | palmitiinhappe metiiilester Ci17H3407 X X MV
13,66 | tetradekaandihappe dimetiilester Ci16H3004 X X
14,64 | 14-metoksipalmitiinhappe mettilester Ci1gH3603 X X MV
14,77 | oleiinhappe metudlester Ci19H3602 X X MV
14,95 | 15-metoksipalmitiinhappe metiilester Ci1gH3603 X X MV
15,32 | metiiulstearaat Ci19H3502 X X MV
19,40 | arahiinhappe mettilester C21H4,07 X X MV
21,26 | heneikosaanhape metilester C22H1407 X X MV
22,50 | pentakosaan CasHs» X X MV
23,01 | beheenhappe metulester Ca3H1602 X X MV
24,71 | metudltetrakostileeter CasHs,0 X X MV
25,75 | heptakosaan CorHss X X MV
26,25 | lignotseriinhappe metuilester CasHs002 X X MV
27,20 | oktakosaan CagHss X X MV
27,69 | metuilheksakosiileeter Ca7Hs60 X X MV
28,63 | nonakosaan CagHeso X X MV
29,09 | heksakosaanhappe metiilester Co7Hs402 X X MV
30,46 | metiiloktakosiiuleeter CagHe0O X X MV
31,33 | hentriakontaan CsiHsa X X MV
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Tabel 11 jatkub

31,85 | oktakosaanhappe metudlester CaHss0, | X X MV
33,62 | metilltriakontiiileeter C31HesO X X MV
35,19 | melissiinhappe metiiilester CsiHe202 | X X MV
36,42 | oktakosanaal CasHs60 X X MV
36,81 | metilldotriakontiilleeter Cs3HesO X X MV
40,30 | metliltetratriakontlileeter CssH720 X X MV
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Joonis 17. Erik Klipping’i pitseri proovitiiki mikroskoobi pilt (32x suurendus).

Tabel 12. Erik Klipping’i pitseri proovi plirogrammide interprteering.
Proovile 1 tehti ka paralleelmd6tmine (tabelis tahistatud proov 2). Tabelis olevad retentsiooniajad
on voetud proov 1 plrogrammi jérgi, proov 2 plrogrammi retentsiooniajad erinesid ainult

kolmandas komakohas.

tr Komponendi nimi Brutovalem | Proov 1 Proov 2 MV-
/min mesilasvaha
0-7 | TMAH X X
7,57 | lauriinhappe metlilester Ci13H2602 X X MV
8,24 | 1-tetradekanool metilleeter CisH3,0 X X
8,63 | 1-dodekanool Ci2H260 X
9,00 | miristiinhappe metudlester Ci5H3002 X X MV
10,01 | pentadekaanhappe metiilester Ci16H3202 X X MV
11,36 | palmitiinhappe metillester C17H3402 X X MV
14,62 | 14-metoksipalmitiinhappe metiillester | CigH3s03 X X MV
14,75 | oleiinhappe metudlester Ci9H3602 X X MV
14,88 | 15-metoksipalmitiinhappe metiillester | CigH3s03 X X MV
15,30 | metiiilstearaat Ci9H3502 X X MV
19,40 | arahiinhappe metilester Cx1H107 X X MV
19,73 | 11-heksadekeenhappe metillester Ci7H3,0; X X
23,01 | beheenhappe metulilester Ca3H1602 X X MV
24,65 | metilltetrakosiileeter CasHs,0 X X MV
26,22 | lignotseriinhappe metiilester CasHs002 X X MV
27,66 | metiilheksakoslileeter Co7Hs60 X X MV
29,08 | heksakosaanhappe metiilester Co7Hs402 X X MV
30,41 | metiiloktakosiileeter CagHe0O X X MV
31,31 | hentriakontaan CaiHea X X MV
31,82 | oktakosaanhappe metiilester CagHss02 X X MV
33,50 | metadltriakontlleeter Cs1HsO X X MV
35,18 | melissiinhappe metiiulester Cs1He202 X X MV
36,73 | metiildotriakontlileeter Ca3sHesO X X MV
40,28 | metiilltetratriakontiileeter CssH7,0 X X MV
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Joonis 18. Amandus Heinrich Adamsoni skulptuuri “Kalevipoeg ja vanasarvik” proovitiiki

mikroskoobi pilt (14,6x suurendus).

Tabel 13. Amandus Adamsoni skulptuuri “Kalevipoeg ja vanasarvik” proovi piirogrammi

interprteering.

tr Komponendi nimi Brutovalem MV-mesilasavaha,
/min KU-karnaubavaha,
KL-kandelillavaha
0-7 | TMAH
7,08 | suberiinhappe dimetiulester C10H15804
7,57 | lauriinhappe metlulester Ci3H260- MV, KL
7,71 | dikarboksuilhappe metutlester C11H2004 MV, KL
8,22 | tridekaanhappe metiilester C14H250, MV
8,39 | sebatshappe dimetiulester Ci12H2:04
9,00 | metlilmuristaat CisH3002 MV, KL
9,21 | undekaandihappe dimetilester Ci13H2404
9,97 | pentadekaanhappe metiiulester Ci16H3202 MV, KU, KL
10,26 | dodekaandihappe dimetudlester Ci14H2604
11,04 | metiulpalmitoleaat Ci7H3:07 MV
11,34 | palmitiinhappe metudlester Ci7H3407 MV, KU, KL
11,68 | tridekaandihappe dimetudlester CisH2804
13,05 | heptadekaanhappe metidlester Ci1gH3602
14,96 | oleiinhappe metiilester CigH3602 MV
15,29 | metiiilstearaat C19H3302 MV, KU, KL
16,56 | linoolhappe metiilester Ci1gH3407 MV
16,89 lariksool CooH340;
18,25 lariksool CooH340;
18,44 | trans-3-oktiiloksiraanoktaanhape metuulester Ci19H3603
19,36 | arahiinhappe metilester C21H4207 MV, KU, KL
22,55 | 13-dokoseenhappe metilester C23H407
22,97 | beheenhappe metudlester Ca3Has02 MV, KU, KL
24,61 | trikosaanhappe metiilester C24H4507
25,07 | eikosaandihappe dimetiilester C22H4204
26,16 | lignotseriinhappe metiilester CasHs5002 MV, KU
28,07 | dokosaandihappe metuilester C24H4604
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INFOLEHT
Purolldser-gaasikromatograafia-massispektromeetria metoodika arendus
vahade tuvastamiseks kultuurivaartuslikest proovidest

Kéesolevas bakalaureusetoos arendati vélja Py-GC-MS-i metoodika vahade keemilise koostise
uurimiseks. To0 kaigus moddeti mesilasvaha, karnaubavaha, kandelillavaha, parafiini ja vaha
sisaldavaid segusid. Lisaks uuriti kultuurivaartuslike objektidelt saadud proove. TO6 tulemuseks
oli kasutatav Py-GC-MS-i metoodika vahade tuvastamiseks ja sellega mdGdetud vahade
referentsplirogrammid.

Marksonad: Py-GC-MS, vahad, TMAH, HMDS, kultuurivéartused

Development of pyrolyser-gas chromatography-mass spectrometry methodology for the

analysis of waxes from cultural heritage samples

In this bachelor's thesis, Py-GC-MS methodology was developed for the study of the chemical
composition of waxes. During the thesis work, beeswax, carnauba wax, candelilla wax, paraffin
and diferent mixtures containing waxes were analysed. In addition, samples obtained from cultural
heritage objects were examined. As a result of this work a suitable Py-GC-MS methodology for
analysis of wax samples was developed. In addition, the collection of wax reference material
pyrograms was collected during this work.
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