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Sissejuhatus

Taimi on aegade jooksul kasutatud mitmete tervisehddade leevendamiseks. Tanapaeval on tehtud
kindlaks, et nende kasulikud omadused tulenevad sisalduvatest bioaktiivsetest Ghenditest ehk
fitokemikaalidest, millel on leitud antiokstidatiivseid, antimikroobseid, pdletikuvastaseid ja muid
kasulikke omadusi. Flitokemikaalidest eristatakse lenduvaid lihendeid, nagu naiteks terpeenid ja
fentilpropanoidid, ning mittelenduvaid, millest suurema hulga moodustavad poliifenoolid koos
flavonoididega.

Uhe levinud ravimtaimena tuntakse ahtalehist pddrakanepit (Epilobium angustifolium), mida on
traditsiooniliselt rakendatud haavade, palaviku, aga ka mitmete kéhuhddade leevendamiseks.
Tanapdeval kasutatakse seda mitmetes toidulisandites, aga ka naiteks kosmeetikatoostustes.
Pddrakanep on rikas flitokemikaalide poolest, ent taimes sisalduvate bioaktiivsete (ihendite kogus
ja koostis on séltuv nii taime geograafilisest kasvukohast kui ka kliimast ning varieerub taime
erinevate osade vahel. Lisaks sGltub ekstraheeritavate ihendite kogus ja kooslus suuresti proovi

ettevalmistusmetoodikast.

Pddrakanepit on eelnevalt uuritud enim poliifenoolide kvantifitseerimise ja eeterlike Olide
eraldamise seisukohalt, ent kdesolev t66 keskendub suures osas ka solvendivabal tahkefaasi
mikroekstraktsioonil ning taime erinevate osade ja proovi ettevalmistusmeetodite vordlemisel,

mille kohaseid tulemusi on autorile teadaolevalt nimetatud taime osas vahe.

Kdesoleva magistritod eesmargiks on iseloomustada Eestis kasvavat ahtalehist pddrakanepit,
vOrreldes omavahel nii taime erinevaid osasid kui ka kuivatusmeetodeid. Selleks anallilsitakse
tervet taime, taime varteta osa ehk lehti ja Gisi ning vorseid. Anallilise viiakse labi nii varske, dhu
kdes kuivatatud kui ka kilmkuivatatud proovidega. Nimetatud proovide korral vorreldakse
omavahel lenduvate Uhendite koostist, kasutades proovi ettevalmistamiseks tahkefaasi
mikroekstraktsiooni ja  hldrodestillatsiooni  ning  anallGlsimiseks  gaasikromatograaf-
massispektromeetrit. Mittelenduvate Uhendite jaoks viiakse labi taime etanooli ekstraktide
kolorimeetriline anallls spektrofotomeetriga ja kapillaarelektroforeetiline anallilis koos

ultravioletse detekteerimisega.

Too algab teoreetilise osaga, kus antakse tilevaade ahtalehisest pddrakanepist, flitokemikaalidest
ja nende antioksiidatiivsetest omadustest ning kasutatud proovi ettevalmistus- ja
anallilisimeetoditest. Seejdrel tuuakse vidlja t66 tdpsemad eesmargid, millele jargneb
eksperimentaalne osa, kus kirjeldatakse kasutatud aineid ja aparatuuri ning katsete labiviimise
tingimusi. Tulemuste ja arutelu osas kirjeldatakse t60 tulemusi ning vérreldakse eelnevalt
sooritatud sarnaste uuringutega kirjandusest. Kdesoleva t66 kaigus valmistatud ekstrakte

kasutatakse edasi Borrelia bakterite vastase aktiivsuse uurimiseks.



1. Kirjanduse Ulevaade

1.1 Ahtalehine pddrakanep

Paljud taimed on looduslikuks allikaks fitokemikaalidele ehk bioaktiivsetele komponentidele, mis
omavad positiivset mdju ka inimestele, mistdttu on neid kasutatud rahvameditsiinis mitmete
haiguste ennetamiseks ja raviks. Kui algusaegadel pdhines nende tarvitamine katse-eksitus
meetodil ning teadmised kasulike taimede kohta kujunesid vdlja ajaga, siis tanapaeval tehakse
aktiivsed komponendid aga kindlaks ning taimi kasvatatakse ja kasutatakse eesmargiga saamaks
kasulikke tihendeid naiteks ravimite voi toidulisandite valmistamiseks [1].

Ahtalehine pddrakanep (Epilobium angustifolium; edaspidi pédrakanep) on laialt levinud taim, mis
kasvab peamiselt PGhja-Ameerikas ja Euraasias. See on sagedane nditeks teede ja raudteetammide
dares, metsaservas, ojade kaldal, lagendikel ja maginiitudel. Tegu on mitmeaastase taimega, mis
kasvab kuni kahe meetri kdrguseks ning Sitseb juunist kuni septembrini [2]. Oitsvat taime on
kujutatud joonisel 1.

Joonis 1. Ahtalehine podrakanep [2].

Pddrakanepit tuntakse kui ravimtaime, mille traditsioonilised kasutusviisid on seotud haavade ja
nahahaiguste, palaviku, valu ja kdhuvaevustega seotud probleemidega [3]. Taime kasulikud
omadused tulenevad selles sisalduvatest sekundaarsetest metaboliitidest nagu polifenoolid,
tanniinid ja terpeenid [4]. Tanapadeval kasutatakse pddrakanepit nii toidu- kui ka
kosmeetikatoostustes, on levinud naiteks pddrakanepi komponente sisaldavad teed, tabletid,

kreemid ja Sampoonid [2].



1.2 Futokemikaalid

Fiitokemikaalid on taimedest parinevad bioaktiivsed tihendid, mida taimed toodavad eelkdige enda
kaitsmiseks bakterite, putukate ja muude kahjurite eest. Tanaseks on avastatud Ule kiimne tuhande
erineva futokemikaali, millest olulisemad on polifenoolid (sh flavonoidid) ja lenduvad orgaanilised
Ghendid, ning millel on leitud antioksiidatiivseid, antimikroobseid, poletikuvastaseid ja muid
tervisele kasulikke omadusi [5].

1.2.1 Lenduvad thendid

Lenduvad orgaanilised ihendid esinevad taimedes tlipiliselt madalmolekulaarsete lipofiilsete
molekulidena. Taimed toodavad neid kaitseks stressi vastu ning aitamaks kaasa mitmetele
fisioloogilistele  protsessidele nagu taimedevahelistele interaktsioonidele, suhtlemisele
simbioossete organismidega ning meelitamaks ligi tolmendavaid organisme. Mitmed taimede
poolt toodetavad lenduvad lhendid on kasutusel maitse- ja IGhnaainetena nii toidu- kui ka
kosmeetikatoostuses, lisaks on neil tuvastatud ka mitmeid kasulikke omadusi inimeste tervisele.

Lenduvate Ghendite eraldamisel destillatsiooni kdigus saadakse eeterlikud olid [6], [7].

Tanapdeval on teada Ule 1700 taimede poolt emiteeritava lenduva tihendi, mis olenevalt nende
bioslinteetilisest paritolust jaotatakse kolme suuremasse rilhma: terpeenid/terpenoidid,
fenililpropanoidid ja rasvhapete derivaadid [8]. Terpeenid on ihendid, mille struktuur sisaldab tht
vOi mitut isopreeni (2-metil-1,3-butadieeni) Uhikut, terpenoidid on modifitseeritud terpeenid,
sisaldades sagedasti hapnikuaatomeid. Feniililpropanoididele on iseloomulik feniilrihm koos
propeeni kdrvalahelaga. Lisaks on lenduvad ka nditeks mitmed alkoholid, aldehiildid, ketoonid ja
eetrid [9].

Pddrakanepist tuvastatud levinumad lenduvad Uhendid on naiteks terpeenid a-kariiofiilleen ja
B-karlofilleen, fentllpropanoid trans-anetool ning alkohol cis-3-hekseen-1-ool ja aldehiid

trans-2-heksenaal [10], [11], [12]. Nimetatud Ghendite struktuure on kujutatud joonisel 2.

X
/
\
™~
a-kartofilleen B-karliofilleen trans-anetool
o
L/\/O“ /\/\)J\H
cis-3-hekseen-1-ool trans-2-heksenaal

Joonis 2. PGdrakanepis levinud lenduvad tihendid.
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1.2.2 Pollufenoolid

Pollfenoolid on suurim riihm taime sekundaarseid metaboliite, mille hulka kuulub tle mitme
tuhande erineva aine. Nende struktuur varieerub lihtsatest fenoolidest kuni keerukate
polimeersete ihenditeni. SOltuvalt fenoolriihmade arvust ning tsiikleid koos hoidvate sidemete
tllpidest, jaotatakse need veel omaette bioloogiliselt erinevalt kaituvatesse rihmadesse.
Peamiselt eristatakse flavonoide, fenoolhappeid, lignaane ja stilbeene, mille sisinikskeletid on
toodud joonisel 3. Poliifenoole on potentsiaalselt voimalik kasutada mitmete haiguste, nagu naiteks
kardiovaskulaarsete ja neurodegeneratiivsete haiguste, poletiku, 2. tlilipi diabeedi ning rasvumise,

raviks [13], [14].

)
Q)‘\OH

. R /

w

| &

flavonoidid fenoolhapped lignaanid stilbeenid

Joonis 3. Peamiste poliifenooliriihmade sisinikskeletid.

Flavonoidid on Gthed tuntumad poliifenoolid, mis sisaldavad struktuuris enamasti kahte aromaatset
ringi, mis on omavahel seotud kolme, hapnikuga heterotsiikli moodustava, siisinikuaatomiga.
Lahtuvalt tdpsemast struktuurist, jaotatakse flavonoide veel omaette alamriilhmadesse, millest
tdhtsamad on flavonoolid, flavoonid, isoflavoonid, flavanoonid ja antotsiianiinid. Lisaks paljudele
tervisele kasulikele omadustele, on flavonoidid tahtsaimad pigmendiallikad, vastutades punase ja
sinise varvuse eest lehtedes, Gites ja viljades. Taimedes esinevad need peamiselt glikeeritud
derivaatidena [13], [15]. Moned levinud flavonoidid pddrakanepis on naiteks kaempferool,

kvertsetiin ja miritsetiin [14], [16], mille struktuurid on toodud joonisel 4.

kaempferool kvertsetiin miritsetiin

Joonis 4. Moned levinud flavonoidid podrakanepis.

Fenoolhapped jaotuvad kahte kategooriasse: bensoehappe derivaadid, nagu naiteks gallushape,
ning kaneelhappe derivaadid [13], mille hulka kuuluvad ka pd&drakanepis levinud kohv- ja

p-kumaarhape. Nimetatud tGhendite struktuurid on toodud joonisel 5.
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HO 0 0

OH Ho \\\ \\\

OH OH
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OH HO HO

gallushape kohvhape p-kumaarhape

Joonis 5. M&ned levinud fenoolhapped p&drakanepis.

Taime lignaanid on bifenoolsed iihendid, mis sisaldavad endas 2,3-dibensiiilbutaani struktuuri, mis
on moodustunud kahe kaneelhappe dimeriseerumisest. Lignaanidel on potentsiaal mdjutada raku
signaaliradu ja rakulisi protsesse naiteks kasvajate ennetamiseks ja raviks. Stilbeenid on
moodustunud kahest fendilriihmast, mida omavahel ihendab etiileensild [13].

1.2.3 Antiokstidatiivsus

Mitmete keemiliste reaktsioonide ja metaboolsete ainevahetusprotsesside tulemusena tekib
inimorganismi vabu radikaale ehk paardumata elektronidega osakesi, mis on vdimelised muutma
oluliste molekulide, nagu DNA, rasvad ja proteiinid, omadusi. Antioksiidantidel on vdime vabu
radikaale kehast eemaldada, neutraliseerida, vdi on nad vajalikud vGimaldamaks teistel molekulidel
sarnast funktsiooni taita. Olukorda, kus okslidatiivsete stressorite ning antiokstidantide tasakaal
kehas on paigast ara, nimetatakse okstdatiivseks stressiks, mille lGhiajaline ja kontrollitud vorm
kehas on normaalne ja vajalik. Kestev ja sligav okslidatiivne stress vOib pdhjustada aga mitmeid
tervisemuresid nagu vahk, kardiovaskulaarsed haigused, dementsus ja insult. Antiokslidantide
sisteem kehas on keeruline ning selliseid rolle tdidavad mitmed ained nagu vitamiinid C ja E,

karotenoidid, aga ka metallid ja mineraalid nagu tsink ja seleen [17].

Antioksiidatiivseid omadusi on leitud ka taimedes sisalduvatel polifenoolidel, mis vdivad
neutraliseerida vabu radikaale loovutades elektroni v&i vesinikuaatomi. Olulisel kohal nende
antiokslidantses aktiivsuses on tugevalt konjugeeritud siisteem ning teatud hiidrokstilimismustrid
nagu 3-hidrokstirihm flavonoolides. Sageli toimivad nad lipiidide peroksiidatsiooni
ahelreaktsioonide katkestajatena, neutraliseerides tekkivad radikaalid ja muutudes ise
stabiilseteks, vahem reaktiivseteks radikaalideks [18]. Samuti tuntakse poliifenoole ka metallide
kelaatijatena, vdhendades siirdemetallide aktiivsust okstdatsiooniprotsessides, ning nad véivad
toimida ka kaasantiokslidantidena ja osaleda oluliste vitamiinide regenereerimises [19]. Kuigi
enamik téendeid poliifenoolide antioksiidantse toime kohta pdhinevad in vitro uuringutel, naitavad

tulemused Gtha enam, et need vdivad toimida ka antiokslidantsetes funktsioonides in vivo [20].

1.3 Proovi ettevalmistus

Taime bioloogiline aktiivsus on soltuv nii tema geograafilisest kasvukohast, taime vanusest kui ka

taime erinevatest osadest. Lisaks soltub ekstraheeritud fiitokemikaalide kogus ja kooslus suuresti
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proovi ettevalmistusmetoodikast [11]. Lenduvate {hendite anallilisi ettevalmistamiseks
kasutatakse antud t60s tahkefaasi mikroekstraktsiooni ja hidrodestillatsiooni, mittelenduvaid
Uhendeid anallilisitakse ultraheli ekstraktsioonil saadavatest ekstraktidest. Anallilise viiakse labi nii
varske, 0hu kaes kuivatatud kui ka kiilmkuivatatud proovidega.

1.3.1 Tahkefaasi mikroekstraktsioon

Ekstraktsioon on protsess, kus proovimaatriksist eraldatakse ks v6i mitu huvipakkuvat tihendit ehk
analliti segavate ainete kérvaldamiseks, huvipakkuvate ainete kontsentreerimiseks voi maatriksi
lihntsustamiseks. Olenevalt proovi- ning ekstraktsioonifaasist, on olemas erinevaid
ekstraktsioonimeetodeid, millest kéige enam leiavad kasutust vedelik-vedelik, vedelik-tahke
(Soxhleti ekstraktsioon) ja tahkefaasi ekstraktsioon. Kui vedelik-vedelik ekstraktsioonis on nii proov
kui ka solvent vedelas olekus, siis tahkefaasi ekstraktsiooni korral on ekstraktsioonisolvent
asendatud tahke sorbendiga [21], [22].

Tahkefaasi mikroekstraktsioon (SPME) on miniatuurne tahkefaasi ekstraktsiooni meetod, mis loodi
1990. aastate algul Kanadas J. Pawliszyni poolt kiirendamaks proovi ettevalmistust. SPME korral
viiakse proovianumasse vdikse diameetriga fiiber, mis on kaetud statsionaarse faasiga, kuhu
sorbeeruvad proovis sisalduvad anallilidid. Parast anumast eemaldamist on vdimalik fiiber
anallilsiks otse gaasikromatograafi sisestada [23], [24]. SPME korral on kasutusel kolm peamist
ekstraktsiooni tlitipi: fiiber viiakse kas vastavalt otse proovifaasi, gaasifaasi proovi kohal
(headspace, HS), mille korral on vdimalik analliisida vaid lenduvaid tihendeid, voi kus kaetud fiiber
on omakorda kaitstud membraaniga, mis filtreerib vilja segavad komponendid [24]. HS-SPME-d on

kujutatud joonisel 6.

Ekstraktsioonifaas

o0
Gaasifaas

1114
Proov

Joonis 6. Tahkefaasi mikroekstraktsioon gaasifaasist proovi kohal [25].

Lisaks lihtsusele, kiirusele ja kérgele tundlikkusele [24], on SPME ka rohelise keemia seisukohalt
tervitatav meetod, kuna see on solvendivaba ning anallilsitava proovi kogused on vaga vaikesed

[26]. Rohelise keemia printsiipide kohaselt peetakse proovi ettevalmistust kdige saastavamaks
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etapiks analidtilises protseduuris, kuna see nduab tihtipeale palju solventi ja energiat [27].
Seetdttu raagitakse eraldi ka rohelisest proovi ettevalmistusest, mille pohimotted on jargmised:
in situ proovi ettevalmistamise eelistamine, keskkonnale ja inimestele ohutute solventide
kasutamine, korduvkasutavate ja sddstvate materjalide kasutamine, jadtmete minimeerimine,
proovi koguse, kemikaalide ja materjalide koguste minimeerimine, proovi labilaskevéime
maksimeerimine, sammude integreerimine ja  automatiseerimine, energiatarbimise
minimeerimine, analtisimiseks keskkonnasdbraliku proovijargse ettevalmistuse konfiguratsiooni

valimine, tootajale ohutute protseduuride tagamine [28].

SPME-ga on vdimalik ekstraheerida vaga erinevaid analililite, lenduvaid ja mittelenduvaid,
polaarseid ja mittepolaarseid, mis on saavutatav tdnu erinevat tllpi ekstraktsioonifaasidele.
Kommertsiaalselt on kasutusel néiteks mittepolaarne poliidimetidlsiloksaan (PDMS) ning
polaarsed poliiakriilaat (PA) ja poliietileengliikool (PEG). Lisaks on olemas ka mitmed bipolaarsed
faasid nagu PDMS-diviniilbenseen (PDMS-DVB), karbokseen-PDMS (CAR-PDMS) ja DVB-CAR-
PDMS [29].

Taimedes leiduvate lenduvate komponentide analiiisil on SPME laialt levinud [30], [31] ning leidub
vaheseid artikleid ka pddrakanepi kohta [11], kus Uhendeid analllsiti HS-SPME-ga kasutades
PDMS-DVB fiibrit.

1.3.2 Ultraheli ekstraktsioon

Ultraheli ekstraktsioon kasutab analliltide eraldamiseks maatriksist ultrahelilaineid (sagedus on
suurem kui 20 kHz). Ekstraktsiooni peamine toimemehhanism on akustiline kavitatsioon (joonis 7)
ehk lainete proovist labimine pd&hjustab molekulide nihkumist, vahelduvat kokkusurumist ja
eemaldumist, mis toob endaga kaasa kavitatsioonimullide tekke. Mullid kasvavad Uhinedes
suuremaks, kuni nad I6puks kokku varisevad, pdhjustades darmuslikke temperatuure ja réhke ning
turbulentside teket vedelikus. Kokkuvarisevad kavitatsioonimullid kiirendavad lokaalselt osakeste
liilkumist ning biokeemilisi reaktsioone, tekitades rakumembraanidesse mikropragusid,
fragmentatsioone, mis viib rakust bioaktiivsete (ihendite vabanemiseni, tdanu millele kokkupuude
ekstraktsioonisolvendiga suureneb. Laboritingimustes kasutatakse ultraheli ekstraktsiooniks
peamiselt ultraheli vanne, kus proov ekstraktsioonisolvendiga asetatakse suurde anumasse, vOi

sonde, mis sukeldatakse otse proovi [32], [33].

))»o@@%@@

Ultrahelilained Kavitatsioonimullide Mullide kokkuvarisemine
teke ja kasvamine ja rakuseina havimine

Joonis 7. Ultraheli ekstraktsiooni peamine toimemehhanism.
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Ekstraktsioonisolvendi valik taimedest analiiitide eraldamiseks sOltub suuresti huvipakkuvate
bioaktiivsete (ihendite iseloomust. Polaarsete lhendite ekstraktsiooniks kasutatakse polaarseid
solvente nagu vesi, metanool ja etanool, mittepolaarsetele lhenditele sobivad mittepolaarsed
solvendid nagu heksaan ja diklorometaan [34]. Polifenoole on ekstraheeritud solventidega nagu
metanool, etanool ja atsetoon [12], [30] nii varsketest, kilmutatud kui ka kuivatatud
taimeproovidest, mida eelnevalt jahvatatakse ja homogeniseeritakse. Lisaks solvendivalikule sdltub
ekstraheeritud poliifenoolide kogus ka proovi kuivatusmeetodist [35].

1.3.3 Hudrodestillatsioon

Hldrodestillatsioon (HD) on liks standardmeetoditest taimedest eeterlike 6lide ekstraheerimiseks.
HD korral asetatakse proov koos veega samasse anumasse, mille kuumutamisel kannab veeaur
lenduvate Uhendite aurud jahutisse, kus need seejarel kondenseeruvad. Hiljem on vdimalik
omavahel mittesegunevad vedelikud kergesti eraldada. HD sobib vees mittelahustuvate korgete
keemistemperatuuridega Uhendite ekstraheerimiseks, kui algmaterjali ei ole véimalik soovitud
temperatuurini kuumutada naiteks tihendite lagunemise tottu [36], [37]. HD aparatuuri skeem on

toodud joonisel 8.

%

U

-

[ g

Joonis 8. Hidrodestillatsiooni aparatuur [38].

1.4 Analtisimeetodid

Parast huvipakkuvate Uhendite ekstraheerimist proovimaatriksist, on véimalik neid mitmete
meetoditega anallilisida. Antud t66s kasutatakse gaasikromatograafia-massispektromeetriat
lenduvate Uhendite analiiisil nii parast SPME-d kui HD-d ning kolorimeetrilist anallilisi koos
spektrofotomeetriga  pollfenoolide  sisalduse  kvantifitseerimiseks.  Lisaks  kasutakse

kapillaarelektroforeesi peamiste aktiivsete (ihendite kindlaks maaramisel.
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1.4.1 Gaasikromatograafia-massispektromeetria

Kromatograafia on flilsikaline lahutusmeetod, kus komponentide lahutumine kolonnis pdhineb
nende erineval jaotumisel statsionaarse ja mobiilse faasi vahel [39]. Lahtuvalt liikuva faasi olekust,
eristatakse vedelik- ja gaasikromatograafiat (GC). GC alamkategoriseerimine toimub liikumatu faasi
pohjal: kui statsionaarne faas on tahke, on tegu gaasi-adsorptsiooni-kromatograafiaga, kui aga
vedelik, on tegu gaasi-vedelik-kromatograafiaga [40].

Gaasikromatograaf on (ks maailmas levinumaid analldtilisi instrumente, mis on peamiselt
kasutusel lenduvate Ghendite lahutamiseks ja analiitsimiseks. Analiilisida on v&imalik nii gaase,
vedelaid kui ka tahkeid aineid, mis enne anallilisi aurustatakse tavaliselt lahustatuna lenduvates
vedelikes. Voimalik on anallilisida proovidest analiilite, mille molekulmass on vahemikus
2-1000 amu [40]. Tilpiline gaasikromatograaf (joonis 9) koosneb inertse kandegaasi balloonist (nt
heelium), proovi sisestusseadmest, kolonnist, mis on paigutatud termostaati, ja detektorist, mis
teisendab informatsiooni kolonnist véljuvate ainete kohta elektriliseks signaaliks. Liikumatu faasina
kasutatakse kas adsorbente voi vedelikku, mis on kantud kas inertse kandja osakestele voi kapillaari

sisepinnale [41].

Proovi sisestus

Detektor

Kolonn

|

Kandegaas Kromatogramm

Joonis 9. Gaasikromatograafi plokkskeem.

Massispektromeetria (MS) on meetod aatomite, molekulide voi molekuli fragmentide uurimiseks.
MS on Uks olulisemaid kromatograafia detektoreid, tagades nii kvalitatiivset kui kvantitatiivset
informatsiooni ning pakkudes korget tundlikkust. Massispektromeetri plokkskeem on toodud
joonisel 10. Sisestatud proov liigub esmalt iooniallikasse, kus proovi molekulid ioniseeruvad ja kus
tekkinud ioonid lagunevad fragmentideks, mis on antud molekulile spetsiifilised. Tekkinud
fragmendid sorteeritakse massianallsaatoris vastavalt fragmendi massi/laengu (m/z) suhtele ja

detekteeritakse detektoris. Detektori signaali esitatakse graafiku ehk massispektri kujul [41], [42].
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Proovi
sisestus

Iooniallikas |— M?ss'_ —>| Detektor |—> Andnj_e_{te
anallsaator anallis

|
“HI

Massispekter

Joonis 10. Massispektromeetri plokkskeem.

Neutraalsete molekulide ioniseerimiseks iooniallikas kasutatakse peamiselt ioniseerimist
elektronide vooga vo&i keemilist ionisatsiooni. Elektroonse ionisatsiooni korral satuvad proovi
molekulid iooniallikas elektronidevoo alla, mis on suunatud risti molekulide liikumise suunaga.
Elektrone tekitatakse katoodi soojendamisega, mis liikudes anoodi poole, pérkuvad kokku proovi
molekulidega ning ioniseerivad need. Tekkinud positiivseid ioone kiirendatakse ning suunatakse
massianalilisaatori poole. Elektroonne ionisatsioon on tugev ionisatsioonimeetod, mis tdhendab, et
molekulaarne ioon laguneb enamasti taielikult titarioonideks ning molekulaarse iooni enda piiki
massispektris avastada on raske. Keemilise ionisatsiooni kdigus on protsesside tulemuseks vahem
fragmenteerumist ning molekulaarse iooni osakaal on suurem. looniallikas on sel juhul tdidetud
gaasiga, nagu naiteks metaan, isobutaan, ammoniaak, mis muudetakse energeetiliste elektronide
puhul reaktiivseteks osadeks, prootonite doonoriks, mis omakorda reageerivad analiitidiga, andes

protoneeritud molekule [41], [42].

Massianaliisaatoris toimub molekuli ioniseeritud fragmentide sorteerimine massi ja laengu jargi.
Tulemus esitatakse massispektrina, kus on ndha tekkinud fragmentide arvu séltuvus fragmendi m/z
suhtest. Magnetanallisaatoris eraldatakse ioonid ldhtuvalt nende liikumisest homogeenses
magnetvaljas. Kvadrupoolanaliisaatoris, mis koosneb neljast ré6pvardast, rakendatakse vastastikku
asetsevatele vardapaaridele alalis- ning vaheduvpinget, mis mG&jutab ioonide liikumise trajektoore
ning lubab detektorini jéuda vaid kindla m/z suhtega ioonidel, teised porkuvad varrastega ning

neutraliseeruvad [41], [42].

1.4.2 Kolorimeetriline analtits

Spektroskoopia uurib ainete vastastikmdju elektromagnetkiirgusega, mida aatomid ja molekulid
vOivad neelata, hajutatada ja kiirata [43]. Ultravioletne-ndhtav (UV-Vis) absorptsiooni
spektroskoopias neelavad ained valgust ultravioletses ja nadhtavas piirkonnas (180-1100 nm).

Uhendi kontsentratsiooni maaramiseks lahuses rakendatakse Lambert-Beeri seadust (valem 1).
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I
A= 10g7° = &IC, (1)

kus A on absorptsioon, I, ja I on kiirguse intensiivsused enne ja parast proovi ldabimist, C on
molaarne kontsentratsioon, €, on molaarne absorptsioonitegur (L mol™ cm™) lainepikkusel A ning [

optiline teepikkus (cm) [44].

UV-Vis spektrofotomeeter, mille plokkskeemi on kujutatud joonisel 11, koosneb tiipiliselt
kiirguseallikast, monokromaatorist véi filtrist, mis valib vajaliku lainepikkuse, ning detektorist, mis
konverteerib valguse intensiivsuse mingiks lihtsasti méddetavaks, enamasti elektriliseks signaaliks,
mida toéddeldakse edasi ja esitatakse arvutis numbrilise vaartusena [44].

Lainepikkuse
valija

Kiirguseallikas |[— —> | Proov [— Detektor —~ | Arvuti

Joonis 11. Spektrofotomeetri plokkskeem.

Kolorimeetrilises analiilisis kasutatakse spektrofotomeetrit maaramaks varviliste keemiliste
Uhendite kontsentratsiooni lahuses, m&&tes ihendile iseloomulikul lainepikkusel absorptsiooni. Kui
Uhend neeldumisspekrit ise ei oma, on vdimalik spetsiifilistel reaktsioonidel aineid modifitseerida

ning tekkiva varvuse intensiivsus on séltuv (ihendi kogusest [44].

Folin-Ciocalteu meetod (F-C) on samanimeliste teadlaste poolt 1927. aastal vélja tootatud meetod
polifenoolide kvantifitseerimiseks. F-C reagent on segu fosfovolfram- (H3PW1,04) ja
fosfomollibdeenhappest (H3:PMo01204), mis aluselistes tingimustes reageerides taandavate
Uhenditega moodustavad lahustuva sinise kompleksi, mida on vdimalik spektrofotomeetriliselt
moota ning mille intensiivsus on proportsionaalne polifenoolide sisaldusega. Meetod leiab
ulatuslikku kasutamist taimeekstraktide uurimisel ning polifenoolide maaramisel ka toidus ja
joogis. Traditsiooniliselt kasutatakse meetodis vordlemiseks gallushappe standardeid ning tulemusi

antakse gallushappe ekvivalentidena [45].

Uks levinuim flavonoidide maidramise meetodeid ekstraktidest on AICls meetod, mida esimest
korda kirjeldati 1960. aastal [46]. See meetod pd&hineb kollaste Al(lll)-flavonoid kelaatide
moodustumisel, mille tagab flavonoidide kdrge afiinsus metalliioonide suhtes. Flavonoidide kogus

kvantifitseeritakse standardaine, millest tiks levinumaid on naiteks kvertsetiin, ekvivalendina [47].

1.4.3 Kapillaarelektroforees

Kapillaarelektroforees (CE) on analiitiline lahutusmeetod, mille korral toimub ainete
elektroforeetiline lahutamine kapillaarkolonnis. CE-d teostatakse kvarts-, klaas- v6i teflontorus, mis
tididetakse sobiva taustelektroliiidiga (BGE). Kui ioone sisaldavale lahusele rakendada
elektripotentsiaali, hakkavad ioonid liikuma: katioonid liiguvad negatiivse elektroodi ehk katoodi
suunas ning anioonid positiivse elektroodi ehk anoodi suunas. Liikuvus séltub iooni raadiusest ja
laengust, mistdttu erinevad ioonid liiguvad erineva kiirusega ning algne tsoon jaguneb ribadeks.

Lisaks ioonidele liigub kolonnis ka BGE, mille liikkumist nimetatakse elektroendosmoosiks (EOF), ning
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mis on enamasti kiirem kui ioonide liikumine ja avaldab seetdttu moju kdikidele lahutatavatele
osakestele. Kuna normaaltingimustes on EOF suunatud anoodilt katoodile, liiguvad katoodi suunas
ka neutraalsed tihendid ja anioonid ning (ihe ja sama anallilsi valtel on vdoimalik lahutada seega nii

anioone, neutraalseid osakesi kui ka katioone [41], [48].

Kapillaarelektroforeesi aparatuuri (joonis 12) peamised komponendid on kdrgepingeallikas,
kapillaar ja detektor. Kdige laiemalt kasutatatkse UV-detektorit, kus kapillaar asetatakse labi
detektori raku nii, et poliamiidist puhastatud osa satuks UV-kiirguse ja fotoelemendi vahele [41].

—

Elektroferogramm

Kapillaar
Detektor
Anood + - Katood
Taust- Taust-
elektrolit ~ . elektrollit
Korgepinge-
allikas

Joonis 12. Kapillaarelektroforeesi plokkskeem.

Vorreldes kromatograafiliste meetoditega on CE Usna uus lahutusmeetod, mis on just viimastel
aastakiimnetel palju populaarsust kogunud, pakkudes paremat lahutusvéimet. Meetod on levinud

toidu- ja keskkonnaproovide, aga ka naiteks taimeproovidest poliifenoolide analtisimisel [49].

Analtusitulemuste kvaliteedi tagamiseks on oluline iseloomustada metoodikat kindlate
parameetritega, mis maaravad analiiiitilise protseduuri kasutamise v6imalused ja piirid anallitide
maaramisel. Sellised parameetrid on naiteks tundlikkus, spetsiifilisus, selektiivsus, robustsus ning
avastamis- ja maaramispiirid. Kdesolevas t66s maarati neist viimased ning uuriti lisaks proovi

maatriksi moju anallltide madramisel.

Avastamis- ehk detekteerimispiir (LoD) kirjeldab vahimat analttdi sisaldust, mida on proovis antud
metoodikaga usaldusvaarselt véimalik detekteerida. Maaramis- ehk kvantifitseerimispiir (LoQ)
iseloomustab madalaimat anallGldi sisaldust proovis, mida antud metoodika vdimaldab
usaldusvéarselt kvantifitseerida. Uheks vdimaluseks on nimetatud piiride arvutamisel ldhtuda
signaal/mira (S/N) suhtest, mis LoD korral on tuupiliselt 3/1 ja LoQ korral 10/1. Lisaks arvutatakse
neid ka kalibreerimisgraafiku pdhjal, kasutades graafiku sirge tGusu ja jadkliikmete standardhalvet
(valemid 2-3) [50].
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kus s, on kalibreerimisgraafiku residuaalide standardhalve ning b;kalibreerimisgraafiku sirge tus.
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2. T66 eesmargid

Kdesoleva magistrito6 eesmargiks on iseloomustada Eestis kasvava ahtalehise pddrakanepi
flitokeemilist koostist:

e valmistada taimeproovidest etanooli ekstraktid;
e vOrrelda omavahel taime erinevaid osasid: tervet taime, lehti ja Gisi, vorseid;
e vOrrelda omavahel vdrsket, 8hu kdes kuivatatud ja kiilmkuivatatud taimeproove;

e lenduvate (ihendite iseloomustamiseks kasutada tahkefaasi mikroekstraktsiooni ja

hidrodestillatsiooni, Ghendeid tuvastada gaasikromatograafia-massispektromeetriaga;

e mittelenduvaid Uhendeid analiiisida etanooli ekstraktidest kasutades kolorimeetrilist

anallilsi ja spektrofotomeetrit ning kapillaarelektroforeesi koos UV-detekteerimisega.
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3. Eksperimentaalne osa

3.1 Kasutatud ained ja materjalid

Analtisitud pddrakanepid parinesid Harjumaalt Kose alevikust. Taime erinevate osade
fliitokeemilise koostise vordlemiseks kasutatud vorsed korjati juunis 2022 ning terve taime ja
varteta taime proovid OGitsemise ajal juulis 2022. Erinevate kuivatusmeetodite vordlemiseks
kasutatud pddrakanepi taimed korjati ditsemise ajal juulis 2023.

Proovide ja lahuste valmistamiseks kasutati Glipuhast vett (218 MQcm), mis saadi laborisiseselt
Milli-Q veepuhastussiisteemiga (Millipore, USA). Ekstraktide tegemiseks kasutati solvendina 96,7%
etanooli (Sigma-Aldrich). Kolorimeetriliseks anallilisiks 2M Folin-Ciocalteu reaktsioonisegu
(Sigma-Aldrich), veevaba naatriumkarbonaati (Sigma-Aldrich), 299% puhtusega alumiiniumkloriidi
(Fluka), metanooli (299.9%, Honeywell) ning standardainetena gallushappe monohidraati
(Sigma-Aldrich) ja kvertsetiini dihlidraati (297%, Alfa-Aesar).

Kapillaarelektroforeesil oli standardaineteks lisaks gallushappele ja kvertsetiinile veel ka rutiin-
trihlidraat (297%, Alfa Aesar), klorogeenhape (295%, Aldrich), feruulhape (=99%, Aldrich),
kaempferool (296%, Fluka), luteoliin (298%, Sigma), p-kumaarhape (298%, Fluka), mdiritsetiin
(296%, Sigma) ja kohvhape (297%, Aldrich). BGE-ks kasutati naatriumtetraboraat-dekahiidraati
(299,5%, Sigma-Aldrich) ning kapillaari aktiveerimiseks naatriumhiidroksiidi (298%, Sigma-Aldrich).

3.2 Kasutatud aparatuur

Proovide peenestamiseks kasutati Bomann KSW 445 CB (Hiina) kohviveskit ning kiilmkuivatamiseks
Labogene Scanvac CoolSafe 110-4 (Taani) seadet. KGik kaalumised sooritati Mettler Toledo AB204-S
(Sveits) analiiiitilisel ja Precisa 390HF 125SM-FR (Sveits) semi-mikro analiiitilisel kaalul.
Niiskusesisaldust moodeti OHAUS MB90 (USA) niiskusemd0dtjaga.

Ekstraktide valmistamiseks segati proove OrbitalShaker DOS-20M (Lati) loksutil. Ultraheli
ekstraktsioon viidi ldbi Sonorex™ Digital 10P (Bandelin, Saksamaa) ultrahelivannis ning

tsentrifuugimiseks kasutati Eppendorf tsentrifuugi 5804 R (Saksamaa).

SPME-ks kasutati manuaalset fiibrihoidjat (57330-U, Supelco, Bellefonte, PA, USA) ning sama firma
PDMS-DVB (tahke faasi paksus 65 um), DVB-CAR-PDMS (50/30 um) ja CAR-PDMS (75 um) kattega
fiibreid.

Kromatograafiline lahutumine toimus Agilent Technologies 7890A gaasikromatograafia siisteemis

jaotuseta (splitless) laineriga (Agilent Technologies, tiip 5190-2293), mis oli varustatud Agilent
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5975C massispektromeetriga, mis omakorda koosnes elektroonse ionisatsiooni allikast ja
kvadrupoolanaliisaatorist.

Hidrodestillatsiooni  aparatuur koosnes Electrothermal EMAO0250/CEB  kuumutuspesast,

Uimarkolvist, termomeetrist, jahutist ja vastuvotukolvist.

Kolorimeetrilise anallilisi proove mdddeti Varian Cary 50 Bio UV-Vis spektrofotomeetriga (Agilent
Technologies, USA) kasutades 1,5 mL semi-mikro kivette (Nerbe Plus GmbH & Co. KG, Saksamaa).

Kapillaarelektroforeesiks kasutati Agilent Technologies G7100A (Saksamaa) instrumenti koos UV-
detektoriga.

Lahuste ja proovide tegemiseks kasutati 1000, 200 ja 20 plL automaatpipette, Eppendorf katsuteid

ja 15 mL proovianumaid.

3.3 Taimematerjali ettevalmistus

Erinevate taimeosade koostise vordlemiseks korjatud pddrakanepi taimed kuivatati esmalt
pimedas dhu kdes konstantse massini, misjarel eraldati ja jahvatati peeneks kolm erinevat proovi:

terve taim (sh vars, lehed, Gied), varteta proov (lehed ja Gied) ning vorsed.

Erinevate kuivatusmeetodite vordlemiseks jaotati ilma varteta jahvatatud uued taimed kolmeks:
ks osa anallilsiti varskena, teine kuivatati pimedas 6hu kaes ning kolmandat kiilmkuivatati 24 h

lUofilisaatoris -110°C juures vaakumis.

Jahvatatud proovide niiskussisaldust moddeti 105°C juures kolmes paralleelis konstantse massini.

3.4 Lenduvate (ihendite anallils

3.4.1 Tahkefaasi mikroekstraktsioon koos gaasikromatograafia-massispektromeetriaga

Lenduvate Uhendite anallilisimiseks HS-SPME-GC-MS-iga kasutati eelnevalt samas laboris vilja
tootatud metoodikat [30]. Selleks kaaluti 1,5 mL viaali 50 mg purustatud taimeproovi, viaal sulgeti,
anumasse viidi ekstraktsioonifiiber ning proovi kuumutati 50°C juures 15 min. Seejarel sisestati
fiiber otse GC-MS-i, kus analiidid kuumuse mdojul desorptseerusid. Kandegaasiks kasutati
heeliumit (AGA, Eesti), mille voolukiirus hoiti konstantsena 1,2 mL/min ning Ghendid lahutati ZB-5
plus kapillaarkolonnis (30 m x 0,25 mm x 0,25 um, Agilent Technologies, USA). Aurusti temperatuur
hoiti 275°C juures, proovi sisestati jaotuseta reziimil 2 min. Termostaadi algne temperatuur oli 35°C,
mis seejarel kuumutati 200°C-ni kiirusega 5°C/min ning 280°C-ni kiirusega 20°C/min,
IGpptemperatuuri hoiti 2 min. Kogu anallisi aeg oli seega kokku 39 min. Anallitdi ionisatsioon
toimus kasutades elektronide energiat 70 eV, proovi sisestuse, iooniallika ja massianallisaatori
temperatuurid olid vastavalt 280, 250 ja 150°C. loonide skannimiseks kasutati m/z vahemikku

20-500. Analiiis viidi 1dbi kolmes paralleelis ning tihendid tuvastati kasutades National Institute of
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Standards and Technology 17 (NIST17) raamatukogu ning andmete anallilisiks kasutati Agilent
MassHunter Qualitative, Quantitative and Unknowns Analysis programmi.

3.4.2 Hudrodestillatsioon

Hiidrodestillatsiooni aluseks voeti teadustdo [51], mida vastavalt eesmargile modifitseeriti. Selleks
kaaluti 200 mL Umarkolbi 10 g purustatud taime ning lisati 100 mL Glipuhast vett. Proovi kuumutati
keemiseni ning destillaati koguti seejarel 2 tunni valtel umbes 20 mL (maht fikseeriti). Saadud
destillaadile lisati 2 mL (10% destillaadi mahust) heksaani, segati loksutil 15 min, misjarel heksaan
eraldati jaotuslehtriga ning analllsiti GS-MS-ga samadel tingimustel kui SPME proove.
Destillatsioon viidi labi varteta 2022 prooviga kolmes korduses.

3.5 Mittelenduvate Uhendite anallls

3.5.1 Taimeekstraktide valmistamine

Taimeekstraktide valmistamiseks kasutati solvendina 50% etanooli, kuna kirjandusest [30] on
teada, et sellises solvendis lahustuvad hasti nii pollfenoolid kui flavonoidid ning
ekstraktsioonisolventi antud t66s seetdttu ei optimeeritud. Ekstraktide valmistamiseks kaaluti
15 mL proovianumasse 0,5 g taimeproovi, millele lisati 10 mL 50% EtOH-d. Saadud segu segati
loksutil 30 min (250 rpm), misjarel ekstraheeriti ultrahelivannis 30 min (35°C) ning tsentrifuugiti
10 min (4500 rpm, 20°C). Tsentrifugaat eraldati sademelt pipetiga. Kdigist kuuest erinevast proovist

valmistati ekstraktid kahes korduses.

3.5.2 Kolorimeetriline analtts

Kolorimeetriliste testidega kvantifitseeriti peamised bioaktiivsete Gihendite grupid: polifenoolid ja
flavonoidid. Selleks kasutati F-C ja AICl; meetodeid [52], mis kohandati vastavalt antud t66

tingimustele ja eesmarkidele.

Poliifenoolide mootmiseks valmistati esmalt 5 mg/mL gallushappe ldhtelahus metanoolis, millest
tehti kalibratsiooniks lahjendatuna tlipuhtas vees standardlahused kontsentratsioonidega 10, 20,
50, 75 ja 100 pg/mL. Kalibratsioonilahused tehti igal modtmisel uued samaaegselt proovidega.
Reaktsioonisegu koosnes 1 mL 10% Folin—Ciocalteu reagendist vees, millele lisati 200 pL
proovi/kalibratsiooni, lasti seista 8 min ning lisati 800 puL 10% Na,COs; lahust vees, misjarel segati
hoolega ning lasti reaktsioonil toimuda 1 h. Proove moddeti kiivettides spektrofotomeetriga
765 nm juures. Koikidest proovidest tehti neli paralleeli ning tulemused anti mg gallushappe

ekvivalendina g taime kuivmassi kohta (mg GAE/g DW).

Flavonoidide mddtmiseks valmistati kvertsetiini 2 mg/mL ldhtelahus metanoolis, millest omakorda
kalibratsiooniks lahjendused 50% MeOH-s kontsentratsioonidega 2, 5, 10, 20 ja 30 pg/mL.
Kalibratsioonilahused tehti igal m&otmisel uued samaaegselt proovidega. Reaktsiooniks segati

kokku 600 uL proovi/kalibratsiooni ning 600 uL 2% AlCls metanoolis. Proovidel lasti seista 0,5 h ning
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absorptsiooni mdddeti spektrofotomeetriga 415 nm juures. Kdikidest proovidest tehti neli
paralleeli ning tulemused anti mg kvertsetiini ekvivalendina g taime kuivmassi kohta (mg QE/g DW).

3.5.3 Kapillaarelektroforees

Kapillaarelektroforeesiga analiilsiti proovidest kirjanduse alusel p&drakanepis enim sisalduvaid
polifenoole: rutiin, klorogeenhape, feruulhape, kaempferool, kvertsetiin, miritsetiin, luteoliin,
p-kumaarhape, kohvhape ja gallushape. Selleks kasutati eelnevalt samas laboris vialja té6tatud
metoodikat, mida kohandati ja kontrolliti vastavalt eesmargile. Omavahel vorreldi proovi ja
teadaoleva kontsentratsiooniga standardlahuste signaale. Igast ainest valmistati esmalt 1 g/mL
standardlahused, millest kalibratsiooniks tehti lahused kontsentratsioonidega 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5
ja 10 pg/mL. LoD ja LoQ vaartused arvutati kalibreerimisgraafiku tdusu ja jadkliikkmete
standardhalve pé&hjal, ldhtudes peatiikis 1.4.3 toodud valemitest 2 ja 3 ning kasutades S/N suhet,
mis LoD korral oli 3/1 ning LoQ korral 10/1. Maatriksefekti arvutatades ldhtuti analtidi piigi
pindalast rikastatud proovis ja sama anallilidi pindalast standardlahuses. K&iki m&dtmisi sooritati

kolmes paralleelis.

CE-ks kasutati kvartskapillaari efektiivse pikkusega 61,5 cm ning sisediameetriga 50 um. Kapillaarile
rakendati pinget 25 kV, voolutugevus oli 300 HA ning proov sistiti rakendades réhku 50 mbar
10 sekundi jooksul. Kapillaari aktiveerimiseks ehk pinna deprotoneerimiseks enne esmast
kasutamist ning pesemiseks katsete vahel kasutati 1 M NaOH-d ja Ulipuhast vett. Puhvrina kasutati

33 mM boraati, Ghendeid detekteeriti igale nimetatud poliifenoolile iseloomulikul lainepikkusel.
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4. Tulemused ja arutelu

4.1 Taimematerjali iseloomustus

Joonisel 13 on toodud analiilisitud pddrakanepiproovid jahvatatul kujul, kust on ndha, et proovide
varvused olid erinevates rohelistes toonides. Vorreldes naiteks sama aasta 6hk- ja kiilmkuivatatud
proove, oli esimene nimetatutest tunduvalt tumedamat varvi.

Joonis 13. Anallilsitud pddrakanepiproovid jahvatatult, vasakult: varske 2023, terve taim 2022, varteta
2022, vorsed 2022, dhkkuivatatud 2023, kilmkuivatatud 2023.

Tabelis 1 on méddetud proovide niiskusesisaldused, mida on hiljem arvesse voetud poliifenoolide
ja flavonoidide sisalduste arvutamisel. Tulemustest paistab, et kdige vaiksema niisukussisaldusega

proov saadi kiilmkuivatades.

Tabel 1. Proovide niiskussisaldused.

Ohkkuivatatud Varteta
Terve taim Varteta Vérsed Varske Ohkkuivatatud | Kilmkuivatatud
2022 2022 2022 2023 2023 2023
N'(';()”S 53+0,1 5,7+0,1 52+0,1 70,4+ 0,3 8,9+0,3 4,6+0,1

4.2 Lenduvate Uhendite analtls

Lenduvaid Ghendeid analiiisiti GC-MS-iga kasutades proovi ettevalmistuseks HS-SPME-d ja HD-d.
Proovide varteta 2022, varske 2023, 6hkkuivatatud 2023 ja kilmkuivatatud 2023 korral viidi katsed
labi kolme erineva polaarsuse sorbendiga, PDMS-DVB, DVB-CAR-PDMS ja CAR-PDMS, ning terve
taim 2022 ja vorsed 2022 proovide korral kasutati vaid PDMS-DVB kattega fiibrit, mis andis antud
t60s kasutatud metoodikaga parimaid tulemusi. Hldrodestillatsioon viidi vordluseks labi vaid
varteta 2022 prooviga. Lenduvatest Gihenditest on valja toodud vaid ained, mille suhteline sisaldus
vastavas proovis oli >1% kogu kromatogrammi piikide pindalast, seejuures ei arvestatud ihendite

piike, mis sisaldusid tiihiproovis.
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4.2.1 Tahkefaasi mikroekstraktsiooni tulemused

4.2.1.1 Ekstraktsioonisorbentide vordlus

Uurides erinevaid sorbente, varieerusid tuvastatud Ghendid nii erinevate proovide kui fiibrite vahel
ning kokku tuvastati proovidest iile 70 erineva aine. Ainete tdpsed loetelud on toodud lisades 1-3.
Kuigi arvuliselt Ghendite hulk erinevate sorbentide korral suuresti ei erinenud, saadi siiski enim, 44
erinevat ainet, kasutades PDMS-DVB kattega fiibrit. PDMS-DVB sorbendiga oli suurim ka erinevatest
proovidest leitud keskmine Ghendite kogus (joonis 14).

Erinevate lenduvate Ghendite kogus

L I
I I
I | I

PDMS-DVB DVB-CAR-PDMS CAR-PDMS

N
[€,]

N
o

[y
[€,]

=
o

[6,]

Uhendid, mille suhteline sisaldus >1%, tk
o

H Varteta 2022 W Varske 2023 Ohkkuivatatud 2023 Kulmkuivatatud 2023

Joonis 14. Erinevate lenduvate tihendite kogus kasutades erinevaid sorbente.

Teiste sorbentidega tuvastati aga nditeks kilmkuivatatud 2023 proovist margatavalt vahem
Uhendeid, mille Gheks p&hjuseks vdib olla parem afiinsus mitmete polaarsete Ghendite, naiteks
alkoholi trans-3-hekseen-1-ool, suhtes, mille osakaal PDMS-DVB-ga anallisitud proovis oli 42,8%,
DVB-CAR-PDMS-i ja CAR-PDMS-iga aga vastavalt 48,6% ning 66,1%. Vaadeldes aga p&drakanepis
levinud Ghendit mittepolaarset B-kartofilleeni, tuvastati seda kéige enam kasutades PDMS-DVB
sorbenti. Tulemustest |dhtuvalt sobib PDMS-DVB sorbent ilmselt neist kolmest kdige paremini

erinevat tiilipi Ghendite analisimiseks.

Ka kirjanduses on eelnevalt sarnaseid uuringuid |abi viidud, uurides erinevate fiibrikatete moju
lenduvate Uhendite tuvastamisele. On leitud, et DVB-CAR-PDMS sorbent annab optimeeritud
tingimustes parima sorptsioonivéime ning sellega on véimalik tuvastada laiem hulk erinevaid
Uhendeid vorreldes naiteks PDMS-DVB ja CAR-PDMS sorbentidega [53]. Analliisides aga
monoterpeene, leiti, et vorreldes nimetatud kolme sorbenti, annab parima tulemuse
enantiomeeride lahutatavuse ja konkureeriva sorptsiooni moju vdhendamise seisukohalt
PDMS-DVB sorbent. CAR-PDMS ja DVB-CAR-PDMS kipuvad nimelt hea afiinsuse t6ttu mitmetest
analuitidest killastuma, mis takistab teiste ihendite sorptsiooni ning raskendab nimetatud Ghendi

enantiomeeride lahutumist [54].
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Lahtuvalt eelpool toodust ning tulemustest kirjanduses, sooritati tilejadanud analiilsid terve taime
2022 ja vorsete 2022 prooviga kasutades vaid PDMS-DVB kattega fiibrit

4.2.1.2 Ekstraktsioon poladimetudilsiloksaan-diviniilbenseen sorbendiga

Koikide proovide keskmised analiitsitulemused PDMS-DVB sorbendiga on toodud tabelis 2, kus
ainete suhtelised standardhalbed ei liletanud 7%. Kaks viimast tulpa tabelis vordlevad antud t60s
saadud aineid tulemustega kirjandusest.

Analiisides tulemusi, leidub tuvastatud thendite hulgas erinevatesse aineklassidesse kuuluvaid
aineid: alkohole, aldehiilide, estreid, terpeene, kui ka killastumata ja killastunud sisivesinikke.
Erinevate taimeosade lenduvate Ghendite vordluses suuri varieeruvusi ei olnud, kill aga avaldas
mdju kuivatamine. Kuivatusmeetodite vordlus erinevatesse aineklassidesse kuuluvate ihendite
suhteliste kontsentratsioonidega on toodud joonisel 15. Graafikult on ndha, et varske proovi
lenduvatest iihenditest moodustasid enamuse terpeenid ja alkoholid. Ohu kdes kuivatades
suurenes terpeenide sisaldus, kiilmkuivatades aga langes oluliselt. Estreid sisaldasid vaid varske ja

>1% sisaldusega ei tuvastatud.

Erinevate aineklasside kogusisaldus

kiilmkuivatatud proov. Ohkkuivatades tekkisid proovi mitmed rasvhapped, mida vérskest proovist
100%
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- —
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0%

Varske 2023 Ohkkuivatatud 2023 Kilmkuivatatud 2023

H Terpeen M Fenillpropanoid M Alkohol = Ester W Aldehliid B Rasvhape B Ketoon B Susivesinik

Joonis 15. Erinevate aineklasside kogusisaldus kuivatusmeetodite vordluses.
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Tabel 2. Proovidest tuvastatud lenduvad tihendid PDMS-DVB sorbendiga kasutades HS-SPME-GC-MS-i.

Terve N ) Ohk- Kilm- ) Ohk-
Uhend taim Varteta | Vorsed | Varske kuivatatud | kuivatatud Varske kuivatatud

2022 2022 2022 2023 2023 2023 2015 [11] 2015 [11]
a-amino-y-butilrolaktoon - - - - - 13,6 - -
alloaromandreen <1,0 - 1,0 - - - - -
anetool 1,9 1,3 1,7 - 1,1 - - 3,4-46,2
aromandreen - 1,3 <1,0 - <1,0 - - -
bensaldehtitd <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 1,9 - -
cis-o-bergamoteen 1,1 1,2 1,0 - - - - -
trans-a-bergamoteen 3,5 3,8 3,6 - 3,4 - - -
B-bisaboleen 3,7 3,8 3,8 - 2,9 - - 0,5-2,4
B-bourbeen - - - 1,9 <1,0 1,7 0,4-4,8 0,8-7,8
2,2-dimetlilundekaan - - - 9,1 - - - -
ettullauraat - - - - - 1,3 - -
eugenool - - - 1,1 <1,0 <1,0 0,3-3,2 -
cis-B-farneseen 2,6 2,3 3,0 - 2,2 - - -
feniililetiitilalkohol - <1,0 - <1,0 1,7 <1,0 0,7-4,6 0,7-4,7
heksaanhape <1,0 - <1,0 <10 2,7 1,1 - -
n-heksadekaanhape <1,0 <1,0 <1,0 - 3,7 - - -
heksanaal <1,0 <1,0 <1,0 1,2 - 4,6 - -
trans-3-hekseen-1-ool - - - 32,1 - 42,8 17,5-68,6 -
cis-3-heksenuul-1-atsetaat - - - - - 1,0 - -
cis-3-heksenuulbutiiraat - - - - - 1,7 2,9-10,8 -
trans-3-heksentilbutlraat - <1,0 - 4,6 - - - -
| - | o | [ | - | a0 [s2m0] s
(E,E)-2,4-heptadienaal <1,0 <1,0 <1,0 - <1,0 1,1 - -
humuleen - - <10 - 8,9 3,8 1,0-15,5 | 3,2-21,8
B-jonoon 1,1 1,1 1,1 - - - - -
6-kadineen 1,3 1,4 1,5 1,2 1,1 <10 - 0,5-2,4
(R)-karvon 1,1 1,3 1,1 - 1,1 - - -
B-kartiofiilleen 34,6 32,5 34,2 15,6 34,8 5,2 1,5-21,3 | 7,7-30,5
kartofulleenoksiid 2,0 2,1 2,2 <1,0 1,4 - - -
a-kopeen <1,0 1,2 1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
B-kopeen 1,6 1,9 2,0 3,8 <1,0 <1,0 - -
linalool 2,3 4,3 2,2 - 1,5 - - -
6-metiill-5-hepteen-2-oon <1,0 <1,0 <1,0 - - 1,1 - -
y-muuroleen - <1,0 - 1,4 - <1,0 - -
(E,E)-3,5-oktadieen-2-oon <1,0 <1,0 <1,0 - <1,0 1,1 - -
palmitoleiinhape - - - - 1,7 - - -
panaginseen 1,0 1,0 1,1 - - - - -
cis-2-penteen-1-ool - - - <1,0 - 1,0 - -
a-selineen 2,8 2,6 2,9 - 2,5 <1,0 - -
B-selineen 4,4 4,2 4,3 - 4,1 - - -
tetradekaanhape - - - - 1,0 - - -
1,1,4,8-tetrametlil-
cis,cis,4,7,10- 9,3 8,3 9.4 12,3 - - - -
tsukloundekatrieen
ft:izrfethuultsukloheksanoon i i i <10 i 12 i i
cis-vaktseenhape - - - - 1,0 - - -
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Vaadeldes tdpsemalt aineid, oli mitmeid ({hendeid, nagu anetool, trans-a-bergamoteen,
B-bisaboleen, cis-B-farneseen, (R)-karvon, linalool ja B-selineen, mida tuvastati kdikidest 6hu kées
kuivatatud proovidest (tabelis 2 sinisel taustal), aga mitte varskest ega kiilmkuivatatust. Vaid tht
ainet, 2,2-dimetiitlundekaan (tabelis 2 roosal taustal), tuvastati ainult varskest proovist ning
kiilmkuivatatud proovist leiti antud t66s ainult a-amino-y-butirolaktooni, cis-3-hekseniiil-1-
atsetaati ning cis-3-heksentitil-butiiraati (tabelis 2 rohelisel taustal). Trans-3-hekseen-1-ooli (tabelis
2 kollasel taustal), mida oli varskes proovis kdige suurem kogus, leidus lisaks vaid kiilmkuivatatud
proovis. K&ikides proovides tuvastati lile >1% sisaldusega vaid B-karlofilleen (tabelis 2 hallil
taustal), mille sisaldus varieerus 5,2% kilmkuivatatud proovis kuni 34,8% sisalduseni 6hkkuivatatud

proovis.

Vorreldes antud t66s saadud Gthendeid kirjanduses sarnase uuringuga, kus pddrakanepist analtisiti
lenduvaid Ghendeid samuti SPME-ga PDMS-DVB fiibrit kasutades [11], langesid kokku vaid pea
pooled Uhendid, kuid nende hulgas suurima sisaldusega PB-kariofiilleen ja 3-hekseen-1-ool.
Kokkulangenud Gihendid on toodud tabelis 2 paksus kirjas. Antud t60s tuvastati ka rohkem erinevaid
Uhendeid. Varieeruvused naitavad, et erinevast kohast erineval ajal korjatud taimed on varieeruva
lenduvate Ghendite sisaldusega ning olulised on ka proovi ettevalmistusmetoodikad ning tapsemad

anallisitingimused.

Vaadeldes kuivatusmeetodeid, on uuringuid, kus &hu kdes kuivatamine vahendas taimes
sialduvatest lenduvate Uhendite osakaalu [11], kuid on ka tulemusi, kus kuivatusprotsess
markimisvaarset efekti Ghendite kogusisaldusele ei avaldanud [55]. Kiill aga on m&lemas artiklis
taheldatud, et kuivatamine muudab lenduvate Uhendite kooslust, naiteks alkoholide sisaldus on
varskes proovis korgem, kuna ohu kdes kuivatamine vdib pdhjustada alkoholide okslideerumist
aldehtitidideks [11]. Ka antud t60s langes alkoholide sisaldus, ent aldehiitidide sisalduse tGusu ei
taheldatud. Kuivatades vahenes ka lenduvate (ihendite kogusisaldus, aga seejuures suurenes
erinevate ihendite arv ning mdndade Uhendite sisaldus langes alla LoD vaartuse. Uute Ghendite
teke, nditeks anetool, v6i Ghendite sisalduse suurenemine, naiteks B-kariiofiilleen, mida taheldati
nii antud t66s kui ka tulemustest kirjanduses [11], vOib aga vaatamata lenduvate Uhendite
kogusisalduse vahenemisele taime kvaliteeti tGsta, kuna nimetatud (hendeid on efektiivsed

mitmete bakterite ja seente liinide vastu [56], [57].

Kilmkuivatamise ehk liofiliseerimise korral eemaldatakse proovist solvent sublimatsiooni teel,
jattes vahele vedelfaasi. Kilmkuivatamist peetakse vorreldes 6hu kdes kuivatamisega paremaks
meetodiks, kuna Ohu puudumine kuivatusprotsessis takistab toote okslideerumist ning
kuivatamine madalatel temperatuuridel takistab materjali strutuuri havinemist ning
lagunemisreaktsioone, sdilitades paremini ka toodete maitset ja aroomi [58], [59]. Ka antud t60s
leiti, et kiilmkuivatatud proovi lenduvate Ghendite koostis sarnases rohkem vérskele proovile kui
Ohu kaes kuivatatu oma. Samas on aga varasemalt ka vastupidiselt leitud, et mitmete taimede
lenduvate Uhendite kooslus sdilub paremini hoopis 6hu kdes kuivatatud proovides [60], [61].
Sarnaselt antud t66le on tdheldatud [61], et kiilmkuivatamise kdigus leiab aset terpeenide sisalduse

langus, kuid samas on ka vastupidiseid tulemusi, kus terpeenide sisaldus seevastu tGusis [62].
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4.2.2 Hudrodestillatsiooni tulemused

Hiidrodestillatsiooni sooritati SPME vordluseks vaid varteta 2022 pddrakanepi proovist, kuna seda
oli kdige rohkem ning aja- ja materjalikulu t&ttu ei olnud maistlik kdiki proove selliselt eeltéodelda
ja anallilsida. Tabelis 3 on toodud tulemused vordluses SPME meetodiga ning sarnase uuringuga
kirjandusest. On ndha, et HD proovist tuvastati >1% suhtelise sisaldusega 26 erinevat Ghendit, mis
on rohkem kui vastava proovi SPME meetodil. Samu tGhendeid (tabelis 3 toodud sinisel taustal) oli
vaid seitse: B-bisaboleen, B-jonoon, B-kartofiilleen, kartofilleenoksiid, linalool, a- ja B-selineen,
kuid peamised tUhendid olid mdlemas proovis siiski esindatud. Kui SPME-ga saadud tulemustest
moodustas proovis suurima sisalduse B-kariiofiilleen, mida oli 32,5%, siis HD proovis oli seda aga
vaid 4,9% ning seal oli enim karofiilleeni tema oksiidses derivaadis (11,5%).

Tabel 3. HD tulemused vordluses SPME tulemustega antud t66st ja HD tulemustega kirjandusest.

SPME HD HD SPME HD HD
Uhend Varteta | Varteta | 2021 | Uhend Varteta | Varteta | 2021
2022 2022 [10] 2022 2022 [10]
anetool 1,3 - 1,9 palustrool - 2,6 -
aromandreen 1,3 - - panaginseen 1,0 - -
cis-a-bergamoteen 1,2 - - perhiidrofarnestulatsetoon <1,0 10,9 -
trans-a-bergamoteen 3,8 <1,0 - 8-kadineen 1,4 - 0,6
4-(7,7-dimetutl-4-
B-bisaboleen 3,8 2,7 - bitstklo[4.1.0]hept-3- - 3,5 -
enlil)butaan-2-oon
B-damastsenoon - 1,6 - (R)-karvon 1,3 <1,0 4,0
dehidro-B-jonoon - 2,7 - B-kariiofiilleen 32,5 4,9 6,8
10,10-dimetul-2,6- -
dimetileenbitsuklo[7.2.0] <1,0 1,5 karuofiilleenoksiid 2,1 11,5 8,6
undekaan-5-ool
eugenool - 1,1 - a-kopeen 1,2 - -
farnesiitilatsetoon - 1,2 - B-kopeen 1,9 - -
ftaalhape - 2,7 - linalool 4,3 1,5 4,5
cis-B-farneseen 2,3 <1,0 - a-selineen 2,6 1,7 -
heneikosaan <1,0 3,8 - B-selineen 4,2 2,5 -
humuleen - 2,8 2,5 a-terpintitlpropionaat - 1,2 -
B-jonoon 1,1 3,0 - tetrakosaan - 1,9 -
5,6,7,7a-tetrahldro-4,4,7a- -
trans-longipinokarveool - 1,3 - trimetlulbensfuraan-2(4H)- <1,0 1,8
oon
8a-metlitilheksahtidro- i 25 - 3,7,11,15-tetrametiil-1- i 19 -
1,8(2H,5H)-naftaleendioon ’ heksadekiitin-3-ool !
- 1,1,4,8-tetrametuil-
2-naftaleenmetanool <1,0 1,0 cis,cis,4,7,10- 8,3 - -
tslikloundekatrieen
neoftitadieen - 1,5 -

Eelnevas sarnases uuringus [10], kus anallilsiti samuti hlidrodestillatsiooniga p&drakanepist
eraldatud eeterlikku 6li, tuvastati sealt vGrreldes antud t66ga samas suurusjargus, tdpsemalt 24
erinevat ihendit. Kiill aga olid enamik aineid vérreldes antud t66s saadutega erinevad. Uhendid,
mis kokku langesid, on toodud tabelis 3 paksus kirjas ning nendeks olid humuleen, B-kariofilleen,

kartofilleenoksiid ja linalool.
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Vorreldes HD-d ja SPME-d lenduvate ihendite anallisil, on ka kirjanduses leitud, et tulemuseks on
erinevad Uhendid varieeruvates kogustes, ent pdhigrupid on jaanud siiski samaks. HD ei sobi
termolabiilsetele Uhenditele, ent sellega on vdimalik saada suuremas koguses kdrgema
keemistemperatuuriga ihendeid. SPME on aga seevastu kiirem ning voimaldab tuvastada paremini
madala keemistemperatuuriga Ghendeid [63], [64].

Vaadeldes HD-d ja SPME-d proovi ettevalmistusena, on rohelise keemia printsiipide seisukohast
neil kahel olulised erinevused. SPME ei vaja solventi, proovi kogused on vaga vaikesed, votab vahem
aega tarbides seega ka vdhem energiat ning jadatmeid on minimaalselt. HD korral on aga solvendi ja
proovi kogused suured, protseduur votab kauem aega tarbides rohkem energiat ning ka jaatmeid
tekib seejuures rohkem.

4.3 Mittelenduvate Uhendite analtUs

Mittelenduvate (hendite anallilisimiseks valmistati esmalt taimeproovide ekstraktid 50%
etanooliga. Eesmargiks oli taimeekstrakte vérrelda nii omavahel kui ka kirjandusega ning kasutada
neid edasi mikrobioloogilistesteks eksperimentideks. Ekstrakte lahjendati sobivas maaras, et
kolorimeetriliselt spektrofotomeetriga kvantifitseerida poliifeenolid ja flavonoidid ning CE-ga

tuvastada neist levinumad tihendid.

4.3.1 Kolorimeetrilise analtiisi tulemused

Véarvusreaktsioonide tulemused on toodud joonisel 16. Poliifenoolide sisaldused oli uuritud
proovides vahemikus 75,2-167,1 mg GAE/g DW ning flavonoidide omad 4,3-12,4 mg QE/g DW.
Vorreldes pddrakanepi erinevate taimeosade proove, oli kdrgeima polifenoolide ja flavonoidide
sisaldusega varteta 2022 proov ehk taime lehed ja Gied. Kuna terve taime proovi vastavate ainete
sisaldused olid méargatavalt vaiksemad, voib jareldada, et taime jamedad varred flitokemikaalide
poolest rikkad ei ole. Lisaks oli poliifenoolide sisaldus kdrge ka vorsete proovis, ent flavonoidide
sisaldus oli seejuures vorreldes varteta prooviga pea kaks korda vdiksem. Saadud tulemustest
lahtuvalt kasutati erinevate kuivatusmeetodite vérdlemiseks edasi ilma varteta pédrakanepi taimi,

mis korjati aastal 2023.

Vorreldes erinevaid taimeosasid, on eelnevalt leitud, et fiitokemikaalide poolest on k&ige rikkamad
taime Oied ning juured [30], [65]. Vaadeldes kirjandusest pddrakanepi uuringut [66], tuvastati
suurim polifenoolide sisaldus taime juurtest ja vartest, millele jargnesid Gied ja lehed. Flavonoide
tuvastati siiski samas uuringus enim lehtedest ja Gitest, mille tulemused langevad kokku antud t66

tulemustega.

Vaadeldes jooniselt 16 eri meetoditel kuivatatud proove, oli suurim polifenoolide sisaldus
kGlmkuivatatud pddrakanepis, millele jargnes varske proov. Flavonoide oli varskes proovis aga
rohkem. Ohu kies kuivatamine pdhjustas vdrreldes virske prooviga nimetatud fiitokemikaalide

sisalduste langust.
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Polifenoolide ja flavonoidide sisaldused

% 200,0 16,0
- =
1, 180,0 140 B
i —
W 160,0 I o
[G] 120 w
g
2 140,0 %
5 120,0 100 -
il >
© =)
2 100,0 I 80 3
- I | K
= 800 L
g ! 6,0 5
S 60,0 I o
[

5 I 40 ©
g 40,0 E
20,0 2,0
0,0 0,0
Terve taim Varteta Vorsed Vérske Ohkkuivatatud  Kiilmkuivatatud
Podrakanep (2022) Podrakanep (2023)

ohkkuivatatud varteta
W Poliifenoolide sisaldus Flavonoidide sisaldus

Joonis 16. Poliifenoolide ja flavonoidide sisaldused proovides.

Mitmed uuringud naitavad, et kuivatamine mangib olulist rolli polifenoolide sisalduse langusele.
Eelnevalt on teadustoddest leitud, et dhu kdes kuivatamine pohjustas polifenoolide sisalduse
margatavat muutust, vahenedes 1,5-3,5 korda. Kuivatamise mdju flavonoidide sisaldusele
tendentsi ei avaldanud [11]. Antud t60s seevastu vahenes madrgatavalt kuivatamise kaigus just
flavonoidide sisaldus. Vorreldes &hu kdes kuivatamisega, mis vGib pd&hjustada (hendite
okslideerumist, on leitud, et paremat alternatiivi pakub kilmkuivatamine, mille kaigus
polifenoolide sisaldus langeb vahem [67], [68]. Antud t60s suurenes kiilmkuivatamisprotsessis
polifenoolide sisaldus vorreldes varske prooviga. Samas on kiilmkuivatamise puhul tegu aga

aegandudva ning spetsiaalset aparatuuri vajava protsessiga.

Lisaks saab antud t66 tulemustest |dhtuvalt vGrrelda ka erinevatel aastatel samast kohast korjatud
taimi. Nii on naiteks naha, et Ohkkuivatatud 2022. aastal juulis korjatud varteta taim oli
polifenoolide poolest veidi enam kui kaks korda rikkam kui 6hkkuivatatud 2023. aasta juuli varteta
taim. Varieeruvusi vGivad pdhjustada erinevate aastate vahelduvad ilmastikutingimused kui ka

vOimalikud erinevused kuivatustingimustes.

4.3.2 Kapillaarelektroforeesi tulemused

Kapillaarelektroforeesiga analliUsiti peatikis 3.5.3 toodud analtisitingimustel kvalitatiivselt ja
kvantitatiivselt kimmet kirjanduse alusel p&drakanepis leiduvat pollfenoolset Ghendit: rutiini,
klorogeenhapet, feruulhapet, kaempferooli, luteoliini, p-kumaarhapet, miritsetiini, kvertsetiini
kohvhapet ja gallushapet, varteta 2022, varskest 2023, dhkkuivatatud 2023 ja kiilmkuivatatud 2023

proovidest. Selleks koostati igale ainele kalibreerimisgraafik, arvutati LoD ja LoQ vaartused kahel
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meetodil, hinnati maatriksefekti ning polifenoolid tuvastati ja kvantifitseeriti vorreldes rikastamata

ja rikastatud proovide signaale ning vaadeldes ainete neeldumisspektreid.

Kimne polifenooli

standardainete

(50%

etanoolis)

elektroferogramm, mis detekteeriti

lainepikkusel 210 nm, on toodud joonisel 17. Lisas 4 on toodud ka igale ainele iseloomulikud

neeldumisspektrid ning lisas 5 ainete struktuurid.

T3 DADT A 5g+210.4 Refeoll (CICRENGZL STINWRISTINZ023-12-12 1207-822023-12-12006-10 PF 20 ug_mL. D

rutiin

klorogeenhape

feruulhape
p-kumaarhape

luteoliin
kvertsetiin

kaempferool
miritsetiin

kohvhape

gallushape

T
20

25 min

Joonis 17. Standardainete elektroferogramm.

Tabelis 4 on toodud antud CE metoodikale iseloomulikud LoD ja LoQ vaartused igale standardainele

iseloomulikul lainepikkusel, lisaks ka kalibreerimisgraafiku sirge vorrand ning korrelatsiooni

koefitsendi R? vaartus. Nimetatud parameetrite vaartused arvutati vastavalt peatiikis 3.5.3

selgitatud metoodikatele.

Tabel 4. Analtusitud poliifenoolide kalibreerimisgraafikute sirge vorrandid, korrelatsioonikordaja ruudud
(R?) ning LoD ja LoQ vairtused: leitud kalibratsioonikdvera jargi?, leitud kasutades S/N suhet®.

(nm) vérrand (R?) (ug/mL) | (ug/mL) | (ug/mL) | (ug/mL)

Rutiin 270 y=1,0141x-0,0921 0,9987 0,3 0,3 1,0 0,9

Klorogeenhape 345 vy=1,4344x-0,4394 0,9933 0,4 0,2 1,4 0,7
Luteoliin 265 y=1,5759x-0,2865 0,9965 0,5 0,3 1,7 1,1

p-kumaarhape 300 y=3,6931x-0,6843 0,9966 0,4 0,2 1,5 0,7
Kohvhape 330 y=4,0001x-0,9238 0,9960 0,5 0,2 1,6 0,6
Gallushape 270 y=2,6905x-1,1114 0,9930 0,5 0,3 1,7 0,9
Feruulhape 345 y=2,0592x-0,4334 0,9917 0,7 0,4 2,2 1,3
Kaempferool 330 y=1,5907x+0,2379 0,9978 0,2 0,3 0,7 0,9
Miritsetiin 265 y=0,8734x-0,8865 0,9917 0,8 0,7 2,7 5,0
Kvertsetiin 270 y=1,0485x-0,1798 0,9990 0,5 0,3 1,7 2,5

Maatriksefekt maarati |ahtudes anallldi piigi pindalast rikastatud proovis ja sama analtudi

pindalast standardlahuses, mddtes igat poliifenoolset (ihendit temale iseloomulikul lainepikkusel.

Hinnatud maatriksefekt jai alla 20%, valja arvatud kaempferooli, miritsetiini ja kvertsetiini korral.
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Tabelis 5 on toodud kvantifitseeritud polifenoolid: klorogeenhape, gallushape, rutiin ja
p-kumaarhape. Luteoliin, feruulhape, kaempferool, miritsetiin, kvertsetiin ja kohvhape puuduvad
tabelist, kuna nende sisaldus oli igas proovis vdiksem LoD vaartusest. Vaadates tulemusi, tuvastati
koikidest proovidest vaid klorogeen- ja gallushape, mida kdige enam oli varteta 2022 proovis. Kdige
rohkem erinevaid Uihendeid detekteeriti aga kiilmkuivatatud 2023 proovist.

Tabel 5. Kvantifitseeritud poliifenoolid.

Ohkkuivatatud Varteta
me/g DW Varteta Virske Ohkkuivatatud | Kiilmkuivatatud
2022 2023 2023 2023
Klorogeenhape 2,8 1,5 1,2 1,5
Gallushape 0,6 <LoQ 0,4 0,2
Rutiin <LoD <LoD 0,6 0,6
p-kumaarhape <LoD <LoD <LoD 0,3

Suhteline standardhalve ei Gletanud 10%.

Vaadeldes kiilmkuivatatud pddrakanepi nditel proovi elektroferogrammi (joonis 18), mis
detekteeriti lainepikkusel 210 nm, on naha, et ihendite tuvastamist segasid tundmatute ainete
piigid. Lisaks esinevad flavonoidid taimedes enamasti glikeeritud derivaatidena [16], mida antud

metoodikaga tuvastada ei olnud véimalilk.

3 DaDt
=

TIN20240208 12.55-12120;

80

60

40

20

. gallushape

— klorogeenhape

2 10 15 20 25 min

Joonis 18. Kiilmkuivatatud proovi elektroferogramm: sinisega proov, punasega rikastatud proov.

33



Kokkuvote

Kdesoleva magistrito6 eesmargiks oli iseloomustada Eestis kasvava ahtalehise pddrakanepi
flitokeemilist koostist. Selleks vorreldi nii erinevaid taimeosasid kui ka kuivatusmeetodeid,
kasutades lenduvate Uhendite proovi ettevalmistuseks tahkefaasi mikroekstraktsiooni ja
hidrodestillatsiooni ning mittelenduvate tGihendite jaoks ultraheli ekstraktsiooni. Proove analiisiti
gaasikromatograaf-massispektromeetri, UV-Vis spektrofotomeetri ning kapillaarelektroforeesiga
koos UV-detekteerimisega.

Proovidest tuvastati kokku Ule 70 erineva lenduva (hendi, mille hulgas olid nii terpeenid,
feniilpropanoidid, rasvhapete derivaadid, alkoholid, estrid, eetrid, ketoonid kui ka siisivesinikud.
Suurima sisaldusega olid B-karliofiilleen ja trans-3-hekseen-1-ool. Vorreldes omavahel tervet
taime, taime ilma varteta ning vorseid, lenduvate iihendite hulgas suuri erinevusi ei tdheldatud.
Vaadeldes aga varsket, Shu kdes kuivatatud ja kiilmkuivatatud proove, olid erinevused
markimisvaarsed. Kuigi varskes proovis tuvastati kogusisalduselt enim lenduvaid (ihendeid, oli
erinevaid aineid enim siiski kiilmkuivatatud proovis. Viimases proovis olid tihendid vorreldes dhu
kdes kuivatatud prooviga ka sarnasemad varskele taimele. Hiidrodestillatsiooniga tuvastati rohkem
erinevaid Uhendeid kui tahkefaasi mikroekstraktsiooniga, ent kuigi (hendite kokkulangevus oli
vaike, olid siiski peamised tihendid nagu B-karlofilleen ja kartofilleenoksiid esindatud mdlemas

proovis.

Mittelenduvate Uhendite analllsil kolorimeetriliselt varieerusid pollifenoolide ja flavonoidide
sisaldused samuti erinevates proovides. Poliifenoolide sisaldused olid vahemikus 75,2-167,1
mg GAE/g DW ning flavonoidide omad 4,3-12,4 mg QE/g DW. V&rreldes taime erinevaid osasid, oli
suurim poliifenoolide sisaldus ilma varteta proovis, vdikseim aga terves taimes. AnallUsides
kuivatusmeetodeid, oli enim polifenoole kilmkuivatatud proovis, ent flavonoide varskes.
Kapillaarelektroforeesiga enim pddakanepis levinud poliifenoolide kindlaks m&daramisel tuvastati
koikidest proovidest vaid klorogeenhape (1,2-2,8 mg/g DW) ning gallushape (kuni 0,6 mg/g DW)

ning enim, neli polifenooli kvantifitseeriti kiilmkuivatatud proovis.

Toos saadud tulemused ning vordlused kirjandusega kinnitasid, et taime flitokeemiline koostis on
soltuv tema geograafilisest kasvukohast, aga varieerub olenevalt kliimast ka naiteks erinevate
aastate |Gikes. Lisaks sGltub tuvastavate Ghendite kogus ja kooslus erinevatest taimeosadest ning
proovi ettevalmistusmetoodikast. Kdesoleva t66 kdigus valmistatud ekstrakte kasutatati edasi

Borrelia bakterite vastase aktiivsuse uurimiseks.
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Abstract

The aim of this master's thesis was to characterize the phytochemical composition of fireweed
(Epilobium angustifolium) growing in Estonia, comparing various plant parts and drying methods.
For sample preparation, solid-phase microextraction and hydrodistillation were used for volatile
organic compounds, and ultrasound extraction for polyphenols. Samples were analyzed using gas
chromatography-mass spectrometry, UV-Vis spectroscopy, and capillary electrophoresis with UV
detection. The work was part of the project ,,Evaluation of the antioxidant and antibacterial activity
of plant extracts”.

In total, over 70 different volatile organic compounds were identified in the samples, including
terpenes, phenylpropanoids, fatty acid derivatives, alcohols, esters, ethers, ketones, and
hydrocarbons. The volatiles with the highest contents detected were B-caryophyllene and
trans-3-Hexen-1-ol. Comparing whole plant, plant without stem, and shoots, significant differences
in volatile compounds were not observed. However, there were remarkable differences between
fresh, air-dried, and freeze-dried samples. Although the highest total amount of volatile compounds
was found in the fresh sample, the freeze-dried sample contained the highest variety of
compounds. The compounds in the freeze-dried sample were more similar to those in the fresh
plant compared to the air-dried sample. Hydrodistillation identified more different compounds
than solid-phase microextraction. Although there was not much overlap in the composition of
compounds between the two samples, the main compounds, such as B-caryophyllene and

caryophyllene oxide, were present in both.

In the analysis of non-volatile compounds, the concentrations of polyphenols and flavonoids varied
among different samples. The concentrations of polyphenols ranged from 75.2 to 167.1
mg GAE/g DW, and flavonoids ranged from 4.3 to 12.4 mg QE/g DW. The highest polyphenol
content was found in the sample without stems, while the lowest was in the whole plant. Analyzing
drying methods, more polyphenols were found in the freeze-dried sample, but more flavonoids in
the fresh sample. Capillary electrophoresis identified only chlorogenic acid (1.2-2.8 mg/g DW) and
gallic acid (up to 0.6 mg/g DW) in all samples, and the most polyphenols quantified in a single

sample were four, which were found in the freeze-dried sample.

The results obtained in this study, along with comparisons to the literature, confirmed that fireweed
is a valuable source of phytochemicals. However, the composition depends on its geographical
location and on climatic conditions and varies between different plant parts. In addition, the
amount and composition of the extracted phytochemicals are highly dependent on the sample
preparation procedure. The extracts prepared in this work were further used to study the activity

against Borrelia bacteria.
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Annotatsioon

Antud magistritoo eesmargiks oli iseloomustada tGhe levinud ravimtaime, Eestis kasvava ahtalehise
podrakanepi (Epilobium angustifolium), fitokeemilist koostist, vOrreldes omavahel nii taime
erinevaid osasid kui ka kuivatusmeetodeid. To6s analisiti eraldi lenduvaid orgaanilisi Ghendeid ja
mittelenduvaid pollfenoole.

Lenduvate ihendite eraldamiseks kasutati tahkefaasi mikroekstraktsiooni ja hiidrodestillatsiooni
ning proove analiiUsiti gaasikromatograaf-massispektromeetriga. Tulemusena tuvastati proovidest
Gle 70 erineva Uhendi, mis varieerusid suuresti erinevate proovide vahel. Kdige enam leiti erinevaid
aineid 8hu kides kuivatatud proovidest hiidrodestillatsiooni kdigus. Uhend, mida sisaldasid kdik

anallsitud proovid, oli B-kartofilleen.

Poliifenoolide (sh flavonoidide) kogused kvantifitseeriti kasutades kolorimeetrilist anallilisi, m6Gtes
varvusreaktsioone UV-Vis spektrofotomeetriga. Suurimad poliifenoolide sisaldused mdddeti taime
Oites ja lehtedes ning kilmkuivatatud proovis. Kapillaarelektroforeesiga tuvastati mdddetud

proovidest klorogeen- ja gallushape.

Too tulemused naitasid, et ahtalehine pddrakanep on flitokemikaalide poolest rikas, ent koostis
varieerub taime erinevate osade vahel ning tuvastatud Ghendite kooslus on suuresti séltuv ka

proovi ettevalmistusmetoodikast.
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LISAD

Lisa 1. Lenduvad Ghendid DVB-CAR-PDMS sorbendiga

. Ohk- Kalm-

Uhend CAS V;(r)tzezta Vzaor;I;e kuivatatud | kuivatatud
2023 2023

trans-a-bergamoteen 13474-59-4 2,3 - 3,2 1
B-bisaboleen 495-61-4 6,5 - 3,3 <1,0
B-bourbeen 5208-59-3 <1,0 1,1 <1,0 <1,0
10,10-dimetliiil-2,6-dimetuleenbitsiklo[7,2,0]Jundekaan 357414-37-0 1,2 - 1,4 <1,0
estragool 140-67-0 1,5 - - <1,0
fentilletuilalkohol 60-12-8 - 1,4 2,3 1,1
heksaanhape 142-62-1 - - 4,4 1,2
heksanaal 66-25-1 1,7 - <1,0 2,7
1-heksanool 111-27-3 - - - 9,7
trans-3-hekseen-1-ool 928-97-2 - 28,5 - 48,6
trans-3-hekseniilbutiraat 53398-84-8 - 3,7 - <1,0
cis-3-hekseniil-a-metiilbutiraat 53398-85-9 - 2,3 - <1,0
humuleen 6753-98-6 - - 9,4 2,8
isoaromandreenepoksiid 1000159-36-6 - - 1 -
isobornidlisobutiraat 85586-67-0 1,5 - - -
isokaruofilleen 118-65-0 1,6 - 2,2 <1,0
B-jonoon 14901-07-6 2,2 - 2,3 <1,0
6-kadineen 483-76-1 1,4 1,5 1,7 <1,0
(R)-karvon 6485-40-1 1,2 - 1,4 <1,0
B-kartofiilleen 87-44-5 23,9 8,2 30,5 8,8
kartofilleenoksiid 1139-30-6 <1,0 <1,0 1,7 <1,0
linalool 78-70-6 <1,0 - 1,1 <1,0
metliltimaileeter 1076-56-8 1,5 - <1,0 <1,0
3-metidl-1-pentanool 589-35-5 - 29,5 - -
B-mirtseen 123-35-3 6,9 - <1,0 -
nonanaal 124-19-6 1,4 - <1,0 <1,0
cis-B-osimeen 3338-55-4 1,1 - - -
cis-2-penteen-1-ool 1576-95-0 - <1,0 - 1,6
a-pineen 80-56-8 1,4 - - -
B-pineen 127-91-3 1,5 - - -
a-selineen 473-13-2 1,7 - 3,2 <1,0
B-selineen 17066-67-0 2,1 - 4,7 1,1
sorbaldehtiiid 142-83-6 - <1,0 - 1,8
y-terpineen 99-85-4 1,4 - - -
terpinoleen 586-62-9 8,4 - - -
1,1,4,8-tetrametul-cis, cis,4,7,10-tstkloundekatrieen 1000062-61-9 5,9 7,2 - -
4,11,11-trimetlll-8-metiileenbitsiiklo[7,2,0]Jundek-4-een | 13877-93-5 <1,0 <1,0 1 <1,0

Suhteline standardhélve ei Gletanud 7%.
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Lisa 2. Lenduvad tihendid CAR-PDMS sorbendiga

. Varteta | Varske Ohk- Klm-
Uhend CAS 2022 2023 kuivatatud | kuivatatud
2023 2023
alloosimeen 7216-56-0 1,1 - - -
trans-a-bergamoteen 13474-59-4 1,5 - 2,3 <1,0
a-bergamoteen 17699-05-7 - - 1,3 -
B-bisaboleen 495-61-4 3,3 - 2,3 <1,0
dekanaal 112-31-2 1,9 - <1,0 <1,0
dihtdroaktinidioliid 17092-92-1 1 - - <1,0
10,10-dimetliiil-2,6-dimetuleenbitsiklo[7,2,0]Jundekaan 357414-37-0 <1,0 <1,0 1,7 <1,0
fenuuletutlalkohol 60-12-8 - 1,1 2,8 <1,0
heksaanhape 142-62-1 - <1,0 5,8 1,2
1-heksanool 111-27-3 - 31,2 - -
trans-3-hekseen-1-ool 928-97-2 - 35,6 - 66,1
trans-4-hekseen-1-ool 928-92-7 - - 4,7 -
heksanaal 66-25-1 1,6 - - 2,6
trans-2-heksenaal 6728-26-3 <1,0 <1,0 1,1 <1,0
trans-3-heksentdlbutiiraat 53398-84-8 - 2,8 - -
cis-3-hekseniil-a-metiilbutiraat 53398-85-9 - 2,2 - <1,0
heksudlbutiraat 2639-63-6 - 1,3 <1,0 <1,0
humuleen 6753-98-6 - - 9,2 2,2
4-hidroksiibutaanhape 591-81-1 - - 2 -
isobornidlisobutiraat 85586-67-0 1,4 - - -
isokaruofilleen 118-65-0 - <1,0 2,1 <1,0
e Ll I D
cis-kalameen 72937-55-4 1,7 1,1 1,5 <1,0
(R)-karvon 6485-40-1 1,2 - 1,5 <1,0
B-kartofiillleen 87-44-5 19,2 5,6 31,4 7
linalool 78-70-6 2 - 1 <1,0
metliltimaileeter 1076-56-8 1,2 - <1,0 <1,0
2-metiil-4-pentenaal 5187-71-3 - 1 - -
B-mirtseen 123-35-3 17,2 - - -
nonanaal 124-19-6 1,2 - <1,0 <1,0
cis-B-osimeen 3338-55-4 1,9 - - -
cis-2-penteen-1-ool 1576-95-0 - 1,5 - 2,1
a-selineen 473-13-2 <1,0 - 2,6 <1,0
B-selineen 17066-67-0 1,2 - 4,4 <1,0
sorbaldehttitud 142-83-6 - 1,2 - 3,1
a-terpineen 99-86-5 1,5 - - -
y-terpineen 99-85-4 3,4 - - -
terpinoleen 586-62-9 12,9 - - -
1,1,4,8-tetrametul-cis,cis,4,7,10-tsikloundekatrieen 1000062-61-9 4,1 5,4 - -
4,11,11-trimetlll-8-metiileenbitsiiklo[7,2,0]undek-4-een | 13877-93-5 1,8 <1,0 1,7 <1,0

Suhteline standardhélve ei Uletanud 7%.

44




Lisa 3. Lenduvad tihendid PDMS-DVB sorbendiga

. Varteta | Varske Ohk- Klm-
Uhend CAS 2022 2023 kuivatatud | kuivatatud
2023 2023
alloaromandreen 25246-27-9 - - - -
a-amino-y-butirolaktoon 1192-20-7 - - - 13,6
anetool 104-46-1 1,3 - 1,1 -
aromandreen 489-39-4 1,3 - <1,0 -
bensaldehtitd 100-52-7 <1,0 <1,0 <1,0 1,9
cis-o-bergamoteen 18252-46-5 1,2 - - -
trans-a-bergamoteen 13474-59-4 3,8 - 3,4 -
B-bisaboleen 495-61-4 3,8 - 2,9 -
B-bourbeen 5208-59-3 - 1,9 <1,0 1,7
2,2-dimetlilundekaan 17312-64-0 - 9,1 - -
etldllauraat 106-33-2 - - - 1,3
eugenool 97-53-0 - 1,1 <1,0 <1,0
cis-B-farneseen 28973-97-9 2,3 - 2,2 -
fenuuletudlalkohol 60-12-8 <1,0 <1,0 1,7 <1,0
heksaanhape 142-62-1 - <1,0 2,7 1,1
n-heksadekaanhape 57-10-3 <1,0 - 3,7 -
heksanaal 66-25-1 <10 1,2 - 4,6
3-hekseen-1-o0l 928-97-2 - 32,1 - 42,8
cis-3-hekseniiil-1-atsetaat 3681-71-8 - - - 1
cis-3-hekseniil-a-metiilbutiraat 53398-85-9 - 1,8 - <1,0
cis-3-hekseniilbutiiraat 16491-36-4 - - - 1,7
trans-3-heksentilbutiraat 53398-84-8 <1,0 4,6 - -
(E,E)-2,4-heptadienaal 05.03.4313 <1,0 - <1,0 1,1
humuleen 6753-98-6 - - 8,9 3,8
B-jonoon 14901-07-6 1,1 - - -
6-kadineen 14901-07-6 1,4 1,2 1,1 <1,0
(R)-karvon 6485-40-1 1,3 - 1,1 -
B-kartofiilleen 87-44-5 32,5 15,6 34,8 5,2
kartofulleenoksiid 1139-30-6 2,1 <1,0 1,4 -
a-kopeen 3856-25-5 1,2 <1,0 <1,0 <1,0
B-kopeen 18252-44-3 1,9 3,8 <1,0 <1,0
linalool 78-70-6 4,3 - 1,5 -
6-metiill-5-hepteen-2-oon 110-93-0 <1,0 - - 1,1
y-muuroleen 30021-74-0 <1,0 1,4 - <1,0
(E,E)-3,5-oktadieen-2-oon 30086-02-3 <1,0 - <1,0 1,1
palmitoleiinhape 373-49-9 - - 1,7 -
panaginseen 871660-96-7 1 - - -
cis-2-penteen-1-ool 1576-95-0 - <1,0 - 1
B-selineen 17066-67-0 4,2 - 4,1 -
a-selineen 473-13-2 2,6 - 2,5 <1,0
tetradekaanhape 544-63-8 - - 1 -
1,1,4,8-tetrametul-cis, cis,4,7,10-tstikloundekatrieen 1000062-61-9 8,3 12,3 - -
2,2,6-trimethidltsikloheksanoon 2408-37-9 - <1,0 - 1,2
cis-vaktseenhape 506-17-2 - - 1 -

Suhteline standardhélve ei tletanud 7%.
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Lisa 4. Anallitsitud polifenoolsete Gihendite neeldumisspektrid
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Lisa 5. Analtitsitud polifenoolsete Gihendite struktuurid
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