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OLIGOMEERISEN ELLAGITANNIININ
PUHDISTAMINEN JA RAKENTEEN TUTKIMINEN
MASSASPEKTROMETRIALLA

Taméa opinnaytetyod kasittelee oligomeerisia ellagitanniineja, jotka ovat kasvin sekund&arisen
metabolian tuotteita. Tanniinit ovat monimutkaisin polyfenolisten yhdisteiden luokka ja niilla on
esimerkiksi kyky liittyd proteiiniin. Tutkittu oligomeerinen ellagitanniini oli oenoteiini B, joka on
dimeerinen makrosyklinen yhdiste.

Opinnaytetytn tavoitteena oli puhdistaa kasvinaytteesta uutettua oenoteiini B:té seka tutkia sen
rakennetta. Puhdistamiseen kéaytettiin korkean erotuskyvyn nestekromatografiaa. Preparatiivista
kromatografiaa kaytettiin ensin karkeaan puhdistamiseen, jonka jalkeen semipreparatiivista
kromatografiaa tarkempaan puhdistamiseen. Puhdistamisen jédlkeen naytteet analysoitiin erittain
korkean erotuskyvyn nestekromatografian avulla yhdistettynd diodirividetektoriin (UPLC-DAD),
jolla saatiin naytteille kromatogrammit. Kromatogrammeista maaritettiin naytteiden puhtaus seka
laskettiin  puhtausprosentti. Puhtaan oenoteiini B -naytteen rakenne analysoitiin
massaspektrometrilla. Kaytetty massaspektrometri oli tandemmassaspektrometri, jossa oli
kvadrupoli ja orbiloukku yhdistettynd. Chemdraw- ohjelman fragmentointitydkalun ja
massaspektrien avulla muodostettiin fragmenteille rakenteita.

Opinnaytetyon tulosten perusteella saadut oenoteiini B naytteet olivat hyvin puhtaita. Puhdasta
oenoteiini B:ta eristettiin yhteensa 1 g.
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PURIFICATION OF OLIGOMERIC ELLAGITANNIN
AND MASS SPECTROMETRIC STUDY OF ITS
STRUCTURE

In this thesis, oligomeric ellagitannins were used, which are secondary metabolites of plants.
Tannins are the most complicated class of polyphenolic compounds and have, for example, an
ability to bind with proteins. The Studied oligomeric ellagitannin was oenothein B, which is a
dimeric macrocyclic compound.

The objective of this thesis was to purify oenothein B from an extracted plant sample and to study
its structure. High-performance liquid chromatography was used for purification. First, coarse
purification was conducted with preparative chromatography, followed by semipreparative
chromatography for more precise purification. After that, the samples were analysed with an ultra-
high-performance liquid chromatograph coupled with a diode-array detector (UPLC-DAD) to
obtain chromatograms for the samples. From the chromatograms, the purity of the samples and
the purity percentage could be calculated. The structure of the pure oenothein B sample was
analysed with a mass spectrometer. The mass spectrometer was a tandem mass spectrometer
which had a quadrupole coupled with an Orbitrap. With the Chemdraw fragmentation tool and the
mass spectra measured, structures for the fragments could be formed.

Based on the results of the thesis, the obtained oenothein B samples were very pure. A total
amount of 1 g of pure oenothein B was obtained.

KEYWORDS:

chromatography, ellagitannin, hydrolysable tannin, mass spectrometry, structural chemistry,
tannin
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1 JOHDANTO

Opinnaytetydn suorituspaikkana toimi Turun yliopiston luonnonyhdistekemian tutkimus-
ryhma. Opinnaytetydn kaytannon toteutus tehtiin Turun yliopiston luonnonyhdistekemian
laboratoriossa. Luonnonyhdistekemian tutkimusryhmassa paapaino on analyyttisissa
menetelmissa keskittyen moderneihin kromatografisiin, massaspektrometrisiin ja kuop-
palevyteknisiin sovelluksiin. Suurin osa tutkimuskohteista kasittelee luontoa ja luonnon-

tieteellisia imidita. (Salminen, 2020)

Opinnaytetyon tarkoituksena oli puhdistaa kasvinaytteesta uutettua oenoteiini B:td ja ta-
man jalkeen maarittdd sen tarkka rakenne seka tutkia, miten yhdiste pilkkoutuu massa-
spektrometrissa. Muodostuneille fragmenteille maaritettiin rakenne ja mahdollinen pilk-
koutumismekanismi oenoteiini B:std. Puhdasta oenoteiini B:ta kaytetaan jatkotutkimuk-
sissa, silla yleisesti tanniineja ja niiden vaikutuksista kasveihin ja esimerkiksi kasvien
puolustusmekanismiin vaatii lisda tutkimusta. Tutkittaessa fragmentteja, pyrittiin tutki-
maan, olisiko massaspektrissa mahdollisesti jotain sellaisia fragmentteja, joita ei ole en-

nen havaittu.

Opinnaytetydn paaasiallinen tavoite oli saada mahdollisimman paljon mahdollisimman
puhdasta oenoteiini B:td. Toisena tavoitteena voidaan pitdd kokemuksen ja taidon ke-
raaminen analyyttisesta tutkimuksesta seka analyyttisten menetelmien toteuttamisesta.
Opinnaytetydssa kasitelladn ensin tanniinien teoriaa, taman jalkeen kasitellaan kaytetty-
jen laitteiden ja menetelmien teoriaa, jonka jalkeen siirrytaéan varsinaiseen tydn suoritus-

osiaan. Lopuksi kasitellaan tuloksia ja esitetdan pohdintoja.

Kiitokset menevat koko luonnonyhdistekemian tutkimusryhmalle, joka loi positiivisen ja
mukavan tydympariston. Tutkimusryhman kanssa kaytyjen hedelmaéllisten keskustelujen
ja avun ansiosta tama opinnaytety6 eteni moitteettomasti. Erityiset kiitokset menevét Tu-
run yliopiston puolelta ohjaajalleni dosentti Maarit Karoselle seka laitteiden ja menetel-

mien kayton aikana paljon auttaneelle tohtorikoulutettava Valtteri Virtaselle.
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2 TANNIINIT

2.1 Tanniinit

Tanniinit ovat kasvien sekundaarisid aineenvaihduntatuotteita seka samalla monimutkai-
sin polyfenolisten yhdisteiden luokka. Monet kasvit sisaltavéat tanniineja, jonka takia
my0s tanniineilla on monia erilaisia kemiallisia rakenteita. Tanniinit suojaavat kasvia esi-
merkiksi patogeeneja ja kasvinsygjia vastaan. (Salminen & Karonen, 2011) Tanniineilla
on kyky liittya proteiineihin. Tanniinien rakenne vaikuttaa niiden kykyyn liittya proteiinei-
hin, miké& osaltaan selittda tanniinien ominaisuutta suojata kasvia. (Engstrém, 2016) Tan-
niinit voidaan jakaa kolmeen paaryhmaan: hydrolysoituvat tanniinit, proantosyanidiinit ja
florotanniinit. Hydrolysoituvat tanniinit voidaan viela jakaa yksinkertaisiin gallushappo-
johdannaisiin, gallotanniineihin (GT) ja ellagitannineihin (ET). Hydrolysoituvat tanniinit
ovat estereitd, jotka rakentuvat gallushapoista (Kuva 1.) seka polyoleista eli useamman
hydroksyyliryhméan omaavista alkoholeista. (Moilanen, 2015) (Wolf;L.
Yeap;Norbert;Christa;& Kurt, 2001) Yleensé polyolina toimii glukoosi. Pentagalloyyliglu-
koosi (Kuva 2.) on esimerkiksi galloyyliglukoosi, joka rakentuu glukoosi polyolista ja sii-
hen liittyneista viidesta gallushaposta.

OH
O

HO OH
OH

Kuva 1. Gallushappo
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Kuva 2. Pentagalloyyliglukoosi

2.2 Ellagitanniinit

Ellagitanniinit ovat rakenteeltaan monimutkaisia yhdisteitd. ET rakentuu heksahydroksi-
difenoyyli (HHDP) -ryhmistéa (Kuva 3.) sek& galloyyli-ryhmistd. HHDP-ryhma syntyy, kun
kaksi galloyylia liittyvat toisiinsa hiili-hiilisidoksilla. (Salminen & Karonen, 2011)

OH
l OH
OH
) ‘ OH
) OH
OH

Kuva 3. Heksahydroksidifenoyyliryhméa

Oligomeeriset ellagitanniinit ovat yhdisteitd, joissa on yhteen liittyneena kaksi tai use-
ampi monomeerinen ellagitanniini. Monomeerit muodostavat hiili-happi- tai hiili-hiilisidok-
sia keskenaan, jolloin monomeerit muodostavat uuden yhdisteen. Hiili-happiparin muo-
dostumistapoja on kolmenlaisia: GOG-tyyppi, DOG-tyyppi ja GOD-tyyppi. GOG-tyypin
yhdistymisessa kaksi galloyyliryhmaa liittyvat toisiinsa hiili-happisidoksella. DOG-tyypin
yhdistymisessa hapen luovuttavana ryhméana toimii HHDP-ryhma ja hapen vastaanotta-
vana ryhmana toimii galloyyliryhm&. GOD-tyypin liittymisessa puolestaan galloyyli luo-

vuttaa hapen ja HHDP-ryhma ottaa sen vastaan. (Baert, 2017) Esimerkiksi oenoteiini B
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(Kuva 4.) on oligomeerinen ellagitanniini. Tarkemmin esitettyna se on dimeeri, joka koos-
tuu kahdesta tellimagrandiini | -monomeeristd, jotka ovat kahden DOG-tyypin yhdistymi-

sen kautta muodostaneet makrosyklisen rakenteen. (Baert, 2017)

OH
HO
O i
HO o 0
HO &AM
HO
0 @]
0o OH
OH OH
HO Ok O
HO 0 OH
O O OH
HO OH
HO
OH HO

Kuva 4. Oenoteiini B
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3 NESTEKROMATOGRAFIA

Kromatografia on noin sata vuotta vanha menetelma. Sen kehitti venaldinen Mikhalil
Tswett 1900- luvun alussa. Han erotti kasvien lehtien variaineseoksesta eri komponent-
teja liuottamalla liuottimella variaineseosta adsorbenssipylvaan lapi. (Gurdeep R. &
Madhu, 2005) (Opetushallitus, 2020). Kromatografia voidaan maaritella menetelmaksi,
jolla erotetaan komponenttisekoituksesta yksittaiset komponentit. Kromatografiaa kayte-
taan yhdisteiden erottamiseen, puhdistamiseen seka analysointiin. Kromatografiassa
ominaista on, etta kasiteltdva nayte jakaantuu joko paikallaan pysyvan stationaarifaasin
tai liikkuvan faasin vélille. Liikkuvana faasina voidaan kayttdd kaasua tai nestettd, mutta
likkuva faasi taytyy valita sen mukaan, ettei stationaarifaasi liukene siihen. Stationaari-
faasi voi olla joko nestemdisessa tai kiintedssd muodossa. (Opetushallitus, 2020)

3.1 Korkean erotuskyvyn nestekromatografia HPLC (High-Performance Liquid
Chromatography)

HPLC-kolonni

—

e———— tietokone

< > nayte

pumppu detektori
eluentti

jate tai
fraktion kerdys

Kuva 5. Kaaviokuva HPLC-laitteistosta.

HPLC-laitteisto (Kuva 5.) koostuu yleensa eluenteista ja niiden toimitusyksikosta, pum-
pusta, injektorista, kolonnista, detektorista seka ohjaus- ja tiedonkeraysjarjestelmasta.
HPLC:n ideana on se, etta eluentti eli ajoliuos pakotetaan korkealla paineella kulkemaan
hyvin hienojakoisilla materiaaleilla pakatun pylvaskolonnin Iapi. Materiaalien partikkeli-
koko on tavallisesti 5-10 um. (Opetushallitus, 2020) (Waters, 2020) Korkean paineen
ansiosta yhdisteet erottuvat nopeammin ja resoluutio on parempi. Pumppu pumppaa

eluenttia kolonnin 1&api, jonka jalkeen nayte menee detektorin kautta joko kerdysastiaan
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tai jatteeseen. Systeemissa ei saa olla ilmaa, minka takia liuottimiin yleensa ohjataan
heliumia, joka poistaa ilman. llma voi aiheuttaa paine-eroja kolonnissa ja pumpun toi-
minta hairiintyy. Lisaksi happi absorboi UV-valoa. (Gurdeep R. & Madhu, 2005) (Harris,
2010)

3.1.1 Stationaarifaasit

Nestekromatografia voidaan jakaa normaalifaasinestekromatografiaan (NP-HPLC, nor-
mal phase), kaanteisfaasinestekromatografiaan (RP-HPLC, reversed phase), ioninvaih-
tokromatografiaan (IEX, ion exchange), hydrofiiliseen vuorovaikutuskromatografiaan
(HILIC, hydrophilic interaction chromatography), kokoekskluusiokromatografiaan (SEC,
size esclusion chromatography) seka affiniteettikromatografiaan. Yleisesti kaytetyin on
kadanteisfaasinestekromatografia, joka sopii orgaanisille yhdisteille. Stationaarifaasin ja
likkuvan faasin poolisuudet maarittavat, onko kyseessd NP-HPLC vai RP-HPLC. Jos
stationaarifaasi on poolisempi kuin eluentti, on kyseessa NP-HPLC ja jos liikkuva faasi
on poolisempi, on kyseessda RP-HPLC. Poolisuus ilmenee sidoselektronien jakautumi-
sena atomien muodostamassa molekyylissa. Sidoselektronit eivat jakaudu tasaisesti
kaikkien atomien kanssa, vaan ne pyrkivat molekyylin elektronegatiivisinta atomia kohti.
(Antila;Karppinen;Leskela;Mdélsa;& Pohjakallio, 2014) Mita poolisempi molekyyli on, sita

kovemmin se vetaa puoleensa toisia poolisia yhdisteita.

RP-HPLC:ssa kolonni materiaalina on yleensa kaytetty joko Cis - tai Cs-ketjua, joka on
liittyneena silikaan. (Gurdeep R. & Madhu, 2005) Naille kolonneille optimaalinen pH-alue
on kahden ja kahdeksan vdlilla. (Opetushallitus, 2020) Kun pooliton hiiliyhdiste on stati-
onaarifaasina ja likkuvana faasina kaytetaan poolisia veden ja asetonitriilin tai veden ja
metanolin sekoituksia, ei-halutut poolittomat yhdisteet eluoituvat hitaammin ja liikkuvan
faasin mukana eluoituvat nopeammin halutut pooliset yhdisteet. Puskureina RP-
HPLC:ssa kaytetaan heikkoja happoja tai emaksia, jotka kontrolloivat naytteen ionisoitu-

mista.

3.1.2 Preparatiivinen ja semipreparatiivinen kromatografia

Preparatiivinen kromatografia tarkoittaa kromatografialla tehtavaa tietyn yhdisteen puh-
distusta ja eristysta naytteesta jatkoprosesseja varten. (Waters, 2020) Laitteisto on muu-

ten samanlainen kuin tavallisessa HPLC:ssd, mutta laitteistoon on liitetty
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naytteenkeraysyksikk6. Kolonnit preparatiivisessa kromatografiassa ovat isompia kuin
analyyttisessa HPLC:ssa, mikd mahdollistaa isompien nayte-erien kasittelyn. (Vitha,
2016) Kuten myds analyyttisessd HPLC:ssa, myos preparatiivisessa HPLC:ssa kaan-
teisfaasikromatografia on kaytetyin menetelma. (Wellings, 2006) Preparatiivisen kroma-
tografian onnistuminen voidaan paatella saannon ja puhtauden perusteella. Tarkedaa
preparatiivisessa HPLC:ssa on, ettda puhdistettava nayte liukenee nesteeseen, jolloin

siitd saadaan eristettya haluttuja yhdisteita.

Semipreparatiivinen kromatografia on kdytannéssa sama menetelma, kuin preparatiivi-
nen kromatografia, mutta naytemaarat ja kaytettava kolonni ovat pienemmat. Preparatii-
visessa kromatografiassa kolonnin halkaisija on noin 25 mm ja partikkelikoko on 15-100
um, kun taas semipreparatiivisessa kromatografiassa se on noin 10 mm ja partikkelikoko
on 5-15 um. (Waters, 2020) Naytemaarat preparatiivisessa kromatografiassa ovat mak-
simissaan noin 5 g kun taas semipreparatiivisessa se on noin 100 mg. Semipreparatiivi-

sella HPLC:lla saadaan valmiiksi puhdistetusta naytteesta viela entisté puhtaampi.

3.1.3 Detektorit

Yleisimmat detektorit, joita kaytetaan HPLC:ssa ovat UV-, UV/VIS-, fluoresenssi-, sah-
kokemialliset ja taitekerroindetektorit. (Harris, 2010) Nykyaan myds massaspektrometria
kaytetdan paljon detektorina. Yleisin naistd on UV-detektori, koska monet naytteet ab-
sorboivat UV-valoa. Yksinkertaisimmissa UV-detektoreissa kaytetddn elohopealamp-
puja, jolloin mittausaallonpituus on 254 nm. Monipuolisemmissa laitteissa aallonpituus-
alue voidaan valita analysoitavan naytteen perusteella ja ndissa kaytetaan esimerkiksi
deuterium-, xenon- tai volframilamppuja. Liséksi ndissa laitteissa on monokromaattori,

joka jakaa valon halutuille aallonpituuksille. (Harris, 2010)

PDA-detektorit (diodirividetektorit, photodiode array detector) tallentavat spektrin jokai-
sesta naytteesta, kun se on eluoitunut. PDA-detektorissa diodeja on useampi rivissa,
joka mahdollistaa spektrofotometriset mittaukset eri aallonpituuksilla samanaikaisesti,
koko naytteen spektrin ajamisen sek& korkean signaalin suhteessa taustakohinaan.
(Harris, 2010)
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3.2 UPLC (Ultra-Performance Liquid Chromatography)

Toimintaperiaate on UPLC:ssé& sama kuin HPLC:ss&, mutta UPLC on nopeampi, her-
kempi ja resoluutio on parempi mita tavallisessa HPLC:ssa. UPLC:ta kaytetaan tavalli-
sesti naytteiden analysointiin. Menetelma tuottaa vdhemman jatetta, silla tarvittavien

naytteiden ja liuottimien maara on pienempi. (Vitha, 2016)

Menetelméasta nopeamman tekee kolonnimateriaalin pienempi partikkelikoko, kovempi
kayttopaine seka lyhyen kolonnin kayttd. Talloin analyytillda kuluu vahemman aikaa ko-
lonnissa liikkumiseen. Kolonnimateriaalin partikkelien pienella koolla on suurin vaikutus
nopeuteen seka resoluution. Partikkelikoko on 1,7 um luokkaa ja pienemman partikkeli-

koon takia naytteelld on lyhyempi matka kolonnin lapi. (Waters, 2020)
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4 MASSASPEKTROMETRIA

Massaspektrometria (MS) on keskeinen orgaanisten materiaalien tutkimusmenetelma.
(Antila;Karppinen;Leskela;Molsa;& Pohjakallio, 2014) MS:lla saadaan selville naytteen
siséltavien ionien moolimassa seka tietokoneen avulla saadaan massaspektri. Korkean
erotuskyvyn massaspektrometreilla voidaan liséksi ennustaa ionille molekyylikaavaa.
Massaspektri ilmoittaa ionien massat m/z-arvoina eli massan suhde varaukseen. Jos
varausaste on esimerkiksi 1, on talléin m/z-arvo sama, kuin alkuperdinen massa. Jos

varausaste onkin 2, talldin m/z-arvo on puolet alkuperaisestd massasta. (Harris, 2010)

4.1 Toimintaperiaate

Perusideana massaspektrometrissa on, etta ionit eroavat toisistaan m/z-arvon mukaan.
Massaspektrometri rakentuu kolmesta osasta: ionilahteesta, massa-analysaattorista
seka detektorista. Aluksi ndyte muutetaan nestemaisesta muodosta kaasumaiseen muo-
toon ja naytteen sisaltamat molekyylit ionisoidaan ionildhteessa, jossa naytteen mole-
kyyleista irtoaa yksi tai useampi varautunut hiukkanen, muodostaen néin molekyyli-io-
neita. Osa molekyyleista saattaa hajota pienempiin osiin. (Opetushallitus, 2020) Sahko-
kentdssd muodostuneet ionit kootaan yhteen ja kiihdytetaan kohti sédhko- tai magneetti-
kenttdd, jossa ionit jakautuvat massansa mukaan. lonit analysoidaan detektorilla ja ta-
man perusteella saadaan maaritettyd m/z-arvot ioneille. Detektori siis rekisteréi ionien

lukumaaran seka massan.

4.2 Sahkdsumutusionisaatio ESI (Electrospray lonization)

ESI on ionisaatiotekniikka, jota usein kaytetaan nestemaisille ja biologisille naytteille.
(Stroobant & de Hoffmann, 2007) Nayte ohjataan kapillaariin ja kapillaari on varattu tar-
peeksi suurella jannitteelld, jolloin kapillaarin pd&dh&n muodostuu pintajannityksen avulla
Taylorin kartio. Taylorin kartio taas mahdollistaa pisaroiden muodostumisen nesteesta
normaalissa ilmanpaineessa korkean jannitteen ja sumutuskaasun avulla. Jannite-ero
on 3-6 kV:a kapillaarin ja vastaelektrodin valilla. (Stroobant & de Hoffmann, 2007) Pisa-
roiksi muodostuneesta ndaytteestd halutaan poistaa liuotin, jotta jaljelle jaisi vain

kaasufaasissa olevat ionit. Haihdutus tapahtuu ohjaamalla lammitettya inerttia kaasua,
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yleensa typped, pisaroihin tai pisarat ohjataan lammitetyn kapillaarin lapi. (Stroobant &
de Hoffmann, 2007) Haihdutuksessa varautuneesta pisarasta poistuu liuotinta ja suh-
teellinen varaus kasvaa. Kun sédhkoinen vetovoima voittaa pisaran pintajannityksen, pi-
sara hajoaa pienemmaksi ja pisaran suhteellinen varaus kasvaa. Lopulta liuotin on haih-
dutettu pois ja varautuneet kaasufaasi-ionit voidaan kerata massa-analysaattorille.
(Vitha, 2016) lonit ohjataan alhaisen paineen avulla kapillaariin, josta ne kulkeutuvat sit-

ten massa-analysaattoreille.

4.3 Kvadrupoli

detektorille
/

kvadrupolisauvat

ulostulorako

- (detektorille)
ionit

ioni, jolla on stabiili
lentorata (detektorille)

joni, jolla on epéstabiili lentorata

(ei padse detektorille)
lahderako

Kuva 6. Kvadrupoli ja sen toimintaperiaate.

Kvadrupoli (Kuva 6.) on analysaattorilaite, jonka toiminta perustuu ionien stabiiliin liike-
rataan oskilloivassa séhkokentdssa. lonit erottuvat niiden m/z-arvon perusteella.
(Stroobant & de Hoffmann, 2007). Ennen kvadrupoliin kulkeutumista, ionit kulkeutuvat
sahkdisesti varautuneiden linssien lapi, jotka kerdavat ionit tiiviiksi suihkuksi. Kvadrupoli
rakentuu neljasta sauvasta, jotka ovat taydellisesti vastakkain. Vastakkaiset sauvat ovat
yhteydessa sahkoisesti toisiinsa. Vastakkaisissa sauvoissa kulkee tasavirta samaan
suuntaan ja ei vastakkaisissa erisuuntaan. Tasavirran liséaksi sauvojen valilla on radio-
taajuus. Virran suuntaa saadaan akisti vaihdettua tietylla radiotaajuudella. Radiotaajuu-
den vaihtamisen avulla ionit saavat spiraalimaisen liikkeen tankojen valilla ja halutut ionit
paasevat detektorille asti ja ei-halutut osuvat tankoihin. (Stroobant & de Hoffmann, 2007)
Linssien jannitettd, tankojen virran voimakkuutta tai muutostaajuutta sdatamalla saa-

daan suodatettua halutut ionit suihkusta.
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4.3.1 Kolmoiskvadrupoli

ar o Q2 Q3
_O [ — .
o0 °
ese ot L [Detektorile -
_. e

Kuva 7. Kolmoiskvadrupolin toimintaperiaate.

Kolmoiskvadrupolin (Kuva 7.) idea on se, etta kolme kvadrupolia on laitettu sarjaan. En-
simmaisessa kvadrupolissa (Q1) valitaan halutut ionit ja muut ionit suodatetaan pois tai
voidaan myds skannata, jolloin valitaan kaikki ionit. Toisessa kvadrupolissa (Q2) valittu
ionit hajotetaan tuoteioneiksi. Toinen kvadrupoli on siis térmayskammio. lonit tormaavat
typpi, argon tai helium kaasuun matalassa paineessa. Kolmannessa kvadrupolissa (Q3),
halutut tai valitut tuoteionit analysoidaan ja ohjataan detektorille. Kolmoiskvadrupolin etu
yhteen kvadrupoliin on se, etté se on hyvin selektiivinen halutulle analyytille. (Stroobant
& de Hoffmann, 2007) (Antila;Karppinen;Leskeld;Mdlsé;& Pohjakallio, 2014)

4.4 Orbiloukku (Orbitrap)

ulkoinen elektrodi

e

sisdinen elektrodi
ionien liikerata

Kuva 8. Orbiloukku.

Orbiloukku (Kuva 8.) on korkean erotuskyvyn massa-analysaattori. Orbiloukussa on si-

sainen elektrodi ja ulkoinen elektrodi, jotka sieppaavat ionit niiden valiin. lonit oskilloivat
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massa-varausasteensa mukaisesti tietylla taajuudella orbiloukun akselin mukaisesti.
Tama aiheuttaa séahkovirran muutoksen ulkoiselle elektrodille. Sahkdvirta muunnetaan
massaspektriksi Fourierin muunnoksen avulla taajuussignaaleista. (Vitha, 2016) Sisai-
seen elektrodiin johdetaan muutaman kilovoltin suuruinen vaihtovirta ja ulkoisen elektro-
din virta on lahellda nollaa. Orbiloukussa ei siis kaytetd magneettikenttda tai radiotaa-
juutta. loneilla pitda injektoinnin jéalkeen olla muutaman kiloelektronivoltin kineettinen
energia, jotta ne alkavat oskilloida sisdisen elektrodin ymparilla. (Stroobant & de
Hoffmann, 2007) (Harris, 2010)

lonit pitéa injektoida orbiloukkuun pienina paketteina. Tata varten ennen orbiloukkua io-
nit ohjataan C-loukulle. C-loukku tekee esivalinnan orbiloukulle ja ohjaa ioneja tdrmays-
kammioon ja orbiloukulle. C-loukulla ionit puristetaan sdhkddynaamisesti pieneen paket-
tiin, joka voidaan taman jalkeen ohjata orbiloukulle. (Harris, 2010) (Stroobant & de
Hoffmann, 2007) Orbiloukuissa voidaan liséksi kayttaa lineaarista ioniloukkua (LIT, linear
ion trap). LIT on kvadrupoli, joka kayttaa radiotaajuutta ionin saamiseksi loukkuun ja sen
paissa on jannitteelliset linssit, joilla ionit saadaan meneman edestakaisin LIT:ssa.
LIT:ssa ionit kerataan yhteen, minka jalkeen ionit kuljetetaan yhtena erana orbiloukkuun
(Harris, 2010) (Stroobant & de Hoffmann, 2007)

4.5 Tandemmassaspektrometria MS/MS

Tandemmassaspektrometriassa ionilahteen ja detektorin valilla on kaksi massa-analy-
saattoria. Esimerkiksi edella esitelty kolmoiskvadrupoli on MS/MS menetelma. Yleisin
tapa kayttaa tatd menetelmaa on se, etta ensimmaisessa analysaattorissa eristetdan
tietty ioni, joka hajotetaan tuoteioneiksi ja neutraaleiksi fragmenteiksi. Toisen analysaat-
torin tehtavana on analysoida tuoteionit. Tandemmassaspektrometrialla on monta kayt-
tokohdetta ja sita voidaan kayttaa esimerkiksi fragmentointimekanismin tutkimiseen seka

rakenteiden havainnollistamiseen. (Stroobant & de Hoffmann, 2007)

4.6 LC-MS

LC-MS tarkoittaa sité, ettd nestekromatografi on kytketty massadetektoriin. Tata tekniik-
kaa kaytetddn monimutkaisten yhdisteseosten analysointiin. Nestekromatografialla saa-
daan naytteen sisaltamistd monista yhdisteisté eroteltua haluttu yhdiste ja massaspekt-

rometrialla saadaan analysoitua yhdisteen rakenne ja massa. (Stroobant & de Hoffmann,
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2007) Menetelman avulla naytteelle saadaan seké kromatogrammi etta yksittaisille yh-

disteille massaspektri.
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5 KAYTANNON OSUUS

Kaytannon osuus alkoi silla, ettd punnittiin maitohorsmasta valmistettuja ja valmiiksi kui-
vattuja fraktioita. Naytteet piti punnita ja jakaa preparatiivista kromatografiaa varten noin
0,5 g:n osiin, jotta naytteen konsentraatio ja naytetilavuus pysyisivat tarpeeksi pienena
kromatografiavaiheessa. Naytteita tuli preparatiivista kromatografiaa varten yhteensa 8

kappaletta eli noin 4 g.

Preparatiivisessa kromatografiassa kaytettiin 1 %:sta muurahaishappoa ja semiprepara-
tiivisessa 0,1 %:sta muurahaishappoa eluenttina. Nama valmistettiin itse 99-100 %:sesta
muurahaishaposta. Liséksi preparatiivisessa puhdistuksessa kaytettiin valmista HPLC-
laatuista metanolia sekd semipreparatiivisessa HPLC-laatuista asetonitriilia. Kuva 9 on
esitelty koko opinnaytetyon kulku. Alussa oli naytteiden kasittelyt ja puhdistukset, jonka

jalkeen tehtiin analyysit ja kasiteltiin tulokset.

Kylméakuivattujen
naytteiden punnitus ja
Naytteiden valmistus Kylmakuivaus valmistelu
massaspektrometriaa
varten

Haihdutus ja
Preparatiivinen fraktioiden Naytteiden analysointi
kromatografia yhdistaminen massaspektrometrilla
puhtauden mukaan

Haihdutus ja
fraktioiden Semipreparatiivinen
yhdistaminen kromatografia
puhtauden mukaan

Tulosten késittely

Saatujen
kylméakuivattujen
naytteiden
punnitseminen

Kylméakuivaus

Kuva 9. Kaytannon ty6 vaiheet.
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5.1 Naytteiden esikasittely

Kasvit oli keratty ja esikasitelty valmiiksi ennen opinnaytetytt. Kasvit oli liuotettu aseto-
nissa 48 tuntia 4 °C:een lampdtilassa. Taman jalkeen nestefaasi oli poistettu ja tilalle oli
vaihdettu saman verran asetoni-vesi liuosta suhteessa 4:1 (v/v). Naytteet pidettiin ndin
8 viikkoa 4 °C:ssa, jonka jalkeen saatu uute suodatettiin suodatinpaperin lapi ja asetoni
haihdutettiin alipaineessa. Saatu vesifaasi jaadytettiin ja kylmakuivattiin. Seuraavaksi
kasviuute sekoitettiin Sephadex LH-20-materiaaliin vedessa, jolloin muodostui liete.
Liete suodatettiin Buichner-suppilossa ja jaljelle jaanyt Sephadex LH-20-materiaali sus-
pensioitiin veteen, veden ja metanolin liuokseen seka veden ja asetonin liuokseen. Aina
uuden liuottimen lisdyksen jalkeen liuosta sekoitettiin ja annettiin taman jalkeen vuoro-
vaikuttaa. TAman jalkeen materiaali suodatettiin ja k&ytettiin uutta liuotinta. Fraktioita ke-
rattiin joka naytteen liuotuksesta, joten nain saatiin eri fraktioita, kun eri liuottimia oli kay-
tetty. Naista analysoitin UPLC-DAD-ESI-MS/MS-menetelmalla ellagitanniinit ja niiden
maara seka valittiin ellagitanniinirikkaat fraktiot jatkokasittelya varten. Fraktioista haihdu-
tettiin asetoni pois, jaddytettiin ja kylmakuivattiin. TAman jalkeen naytteet ladattiin lasiko-
lonniin, jossa oli Sephadex LH-20-materiaali. Naytteet laimennettiin ultrapuhtaalla ve-
della ja eluoitiin kolonnista. Taman jalkeen viela toistettiin analysointi UPLC-DAD-ESI-
MS/MS-menetelmélla sekd kylmakuivattiin naytteet edelliseen tapaan. Tama oli tehty
ennen opinnaytetydn aloittamista ja seuraavat menetelmaét ja toimenpiteet on tehty téassa

opinnaytetytssa. (Baert, 2017)

5.2 Preparatiivinen kromatografia

5.2.1 Naytteiden valmistelu

Ennen fraktiointia naytteet piti laimentaa ja suodattaa. Naytteet liuotettiin 2,5 ml:aan ult-
rapuhdasta vettd. Naytteitd kaytettiin ravistelijassa ennen suodatusta. Talla pyrittiin saa-
maan liuoksesta mahdollisimman homogeeninen. Maksimi naytetilavuus oli 5 ml, silla
naytesilmukan tilavuus oli 5 ml. Suodatukseen kaytettiin 0,2 um:n huokoskoon kertakayt-

toistd PTFE-suodatinta ja yhden millilitran kertakayttoista ruiskua.
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5.2.2 Preparatiivinen puhdistus

Preparatiivisia puhdistuksia tehtiin yhteensé kahdeksan. Puhdistukset tehtiin joka kerta
samalla ohjelmalla ja menetelma toistettiin samalla tavalla joka kerta. Laitteistona kay-
tettiin Waters 2535 Quaternary Gradient Module -nestekromatografia yhdistettyna Wa-
ters 2998 diodirividetektoriin. Naytteet kerattiin Waters Fraction Collector Il -automaatti-
keradjalla. Ennen naytteen injektointia laitteeseen laitteistosta poistettiin ilma, linjastot
huuhdeltiin ja kolonni tasapainotettiin. Tasapainotettaessa huolehdittiin siitd, etta paine
nostetaan tasaisesti virtausta nostamalla asteittain haluttuun virtausnopeuteen 8 ml/min.
Kolonnin pituus oli 30 cm ja halkaisija 2,5 cm. Kolonni oli pakattu RP-18-materiaalilla,
jonka partikkelikoko oli 40-63 pm.

Nayte injektoitiin 10 millilitran ruiskulla naytesilmukkaan. Ennen injektointia naytesil-
mukka huuhdeltiin metanolilla ja ultrapuhtaalla vedell&, jolloin valtettiin mahdolliset lait-
teistoon jaaneet kontaminantit. Nayte injektoitiin naytesilmukkaan silmukan ollessa la-
tausasennossa. Latausasennossa pumppu pumppaa liikkuvan faasin suoraan kolonniin.
Kun nayte oli ladattu naytesiimukkaan, kédannettiin naytesilmukka injektioasentoon, jol-
loin liikkuva faasi kulkeutuu naytesilmukan lapi ja tydntéaa naytteen kolonniin. Ajossa kay-
tettiin lineaarista gradienttia naytteiden eluoimiseen. (Taulukko 1.) Eluentteina kaytettiin
metanolia (A) ja 1 %:sta muurahaishappoa (B).

Taulukko 1. Preparatiivisen puhdistuksen gradientti, jossa A tarkoittaa metanolia.

aika (min) A-eluentin osuus (%)
0-5 0

5-180 0-40

180-220 40-60

220-240 60-80

Taman jalkeen kolonni huuhdeltiin ja tasapainotettiin tunnin ajan. Yhteensa puhdistus
kesti 5 tuntia. PDA-detektori toimi 190-500 nm:n aallonpituusalueella ja naytteet detek-
toitiin 280 nm:n aallonpituudella, silla ellagitanniinit absorboivat talla aallonpituudella UV-
valoa ja erottuvat ndin parhaiten UV-spektrista. Naytteen kerddmisen aloittamiseen kay-
tettiin threshold-arvoa, eli kun naytteen absorbanssi ylitti asetetun raja-arvon, laite alkoi

automaattisesti keraamaéan 8 ml:n fraktioita 10 ml:n koeputkiin. Koeputket laitettiin yoksi
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kylmiton sen jalkeen, kun valituista koeputkista oli otettu naytteet UPLC-DAD-MS-ana-
lyysia varten. Naytteen eluoitumista seurattiin kromatogrammista (Kuva 10.), jossa y-

akselilla on absorbanssi ja x-askelilla on retentioaika.

Diode Array

280

™~ Range: 3.024
2.8
26
2.4
2.2
2.0
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Kuva 10. Preparatiivisen HPLC:n kromatogrammi aallonpituudella 280 nm.

5.2.3 UPLC-DAD-MS-analyysit

Preparatiivisella kromatografialla puhdistettujen naytteiden karakterisointiin ja puhtau-
den analysointiin kaytettiin UPLC-DAD-MS-menetelmaa. Laitteena kaytettiin Waters Ac-
quity UPLC-laitteistoa, joka oli yhdistetty Waters Xevo TQ -kolmoiskvadrupoli-massa-
spektrometriin. Laitteessa kaytettiin Waters Acquity UPLC BEH Phenyl 100 mm x 2,1
mm -kolonnia, jossa partikkelikoko oli 1,7 um. Naytteista tarkasteltiin kromatogrammeja
aallonpituudella 280 nm (Kuva 11.) ja piikkien perusteella naytteet jaettiin eriin. Laite
analysoi yhdisteille myds massaspektrit, mutta tata ominaisuutta ei kaytetty fraktioiden
yhdistdmiseen. Samanlaisen profiilin omaavat fraktiot yhdistettiin samaan er&éan, jolloin
saatiin rajattua puhtaat naytteet, epapuhtaammat ja kaikkein epapuhtaimmat naytteet.
Ensimmaisen analyysin jalkeen seuraavat analysoitavat naytteet valittiin edellisten ana-

lyysien ja preparatiivisesta puhdistuksesta saadun kromatogrammin perusteella.

UPLC-DAD-MS-laitteessa kaytettiin eluentin virtausnopeutena 0,5 ml/min ja eluentti
koostui asetonitriilista (A) ja 0,1 % muurahaishaposta (B). Ennen analysointia kolonnin
paineen annettiin tasaantua, kunnes paineen vaihtelun delta-arvo oli 1. Aloitettaessa A:n
osuus oli 0,1 % ja B:n 99,9 %. Ajossa kaytettiin lineaarista gradienttia Taulukko 2 mukai-

sesti.
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Taulukko 2. UPLC-DAD-MS-analyysin gradientti, jossa A tarkoittaa asetonitriilia.

aika (min) A-eluentin osuus (%)
0-0,5 0,1

0,5-5 0,1-30

5-6 30-35

Kuuden minuutin jalkeen oli kolonnin pesu ja tasapainotus. Laite analysoi UV- ja massa-
spektrit naytteista ja dataa keréattiin aikavalilla 0-6 minuuttia. Massa-analyyseissa kaytet-
tiin negatiivista ionisaatiota. Sdhkdsumutusionisaatiossa kaytettiin kapillaarijannitetta 3,4
kV, pois lukien viimeisessa analyysissa, jolloin kapillaarijannite taytyi laskea 1,8 kilovolt-
tiin. Desolvaatiolampétila oli 650 °C, ionilahteen lampétila 150 °C seka kartio- ja desol-
vaatiokaasuina kaytettiin typped, jonka virtausnopeudet olivat 100 ja 1000 I/h, tassa jar-
jestyksessa. Naytteet analysoitiin massa-alueella m/z 150 - 2000 ja UV-analyyseissa
kaytettiin aallonpituusalueena 190 - 500 nm, josta ellagitanniinit detektoitiin aallonpituu-
della 280 nm. Yhden naytteen analyysi kesti 9,5 minuuttia. Seuraavissa kuvissa (Kuva
11. jaKuva 12.) on UPLC-DAD-MS-analyyseista saadut puhdas nayte (Kuva 11.) ja epa-
puhtauksia sisaltava nayte (Kuva 12.)

9: Diode Array
2.90 280
Range: 9.261e-1

8.0e-1
7.0e-1
6.0e-1
5.0e-1
4.0e-1
3.0e-1

2.0e-1

1.0e-1

0-0\““““\“““"\‘“‘A\““\““\““\““““\““““\““““\
-0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00

Kuva 11. UPLC-DAD-MS-menetelmalla preparatiivisesta puhdistuksesta analysoitu puh-
das nayte aallonpituudella 280 nm.
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Kuva 12. UPLC-DAD-MS-menetelmalla preparatiivisesta puhdistuksesta analysoitu
nayte, jossa on huomattavasti epapuhtautta mukana aallonpituudella 280 nm.

Ennen naytteiden analysointia UPLC-DAD-MS-menetelmalld, naytteita laimennettiin.
Preparatiivisen kromatogrammin (Kuva 10.) avulla valittiin analysoitavat naytteet. Kro-
matogrammista pyrittiin paattelemaan, missa kohtaa olisi muutoskohta, eli naytteessa
lisdantyisi epapuhtaus huomattavasti. Kromatogrammissa yksi pylvas vastaa yhta frak-
tiota. Kromatogrammin huippukohdan néytteet laimennettiin ultrapuhtaalla vedella 1/40
(v/v) -laimennoksella ja muut 1/20 (v/v). Sellaisenaan naytteet olisivat olleet liilan vakevia
ja yli mittausalueen. Laimennokset 1/40 valmistettiin siten, ettd ensin pipetoitiin 2 ml:n
eppendorf-putkeen 780 pl ultrapuhdasta vettd ja 20 ul naytettda, minka jalkeen naytteet
laitettiin ravistelijaan noin 5 minuutiksi, jotta ndyte olisi mahdollisimman homogeenista.
Laimennokset 1/20 valmistettiin siten, ettd ensin pipetoitiin 2 ml:n eppendorf-putkeen
475 pl ultrapuhdasta vetta ja taman jalkeen naytetta 25 pl. Naytteet pidettiin ravistelijassa

5 minuuttia.

Laimennettuja naytteita pipetoitiin 100 pl lasiputkeen, josta laite otti tarvittavat naytteet
UPLC-DAD-MS-analyysia varten. Naytteet tehtiin aina samana paivana preparatiivisen
puhdistuksen kanssa, jolloin séastettiin suodattamiseen kuluva aika, koska naytteet oli

jO suodatettu preparatiivista puhdistusta varten.
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5.2.4 Fraktioiden haihdutus ja kylmakuivaus

Preparatiivista kromatografiaa seuraavana paivana fraktiot otettiin pois kylmiosta ja aloi-
tettiin metanolin haihduttaminen pois naytteista. Metanoli estaa naytetta jaatymasta pa-

kastimessa, mika puolestaan estaa naytteiden kylmakuivauksen.

Yo6n yli analysoidut UPLC-DAD-tulokset tulkittiin ja ndiden perusteella fraktiot yhdistettiin
seka jaettiin haihdutuseriin ja haihdutettiin pydréhaihduttimessa. Koeputkista kaadettiin
naytteet haihdutuspulloon ja koeputket huuhdeltiin ultrapuhtaalla vedella siten, etta en-
simmaiseen koeputkeen laitettiin ultrapuhdasta vetta ja siita kaadettiin seuraavaan koe-
putkeen ja erdn viimeisesta koeputkesta kaadettiin haihdutuspulloon. Nain pyrittiin var-
mistamaan, ettéd mahdollisimman vahan naytetta menisi hukkaan. Lammitys saadettiin
40 °C:een pydrohaihduttimessa. Haihdutus kesti noin tunnin, mutta paaasia oli, etta

kaikki metanoli oli haihtunut.

Haihdutuksen jalkeen naytteet laitettiin 100 ml:n dekanttereihin. Haihdutuspullot huuh-
deltiin joka eran valilla, jotta valtettiin seuraavien erien kontaminoituminen. Naytteet pei-

tettiin foliolla, joihin tehtiin reiat ja sen jalkeen naytteet laitettiin pakastimeen.

Kun naytteet olivat jaatyneet, siirrettiin ne kylmékuivaajaan. Kylmakuivaus kesti paivasta
kolmeen paivaan. Naytteet pyrittiin laittamaan kylméakuivaukseen viikonlopuksi, mutta
valilla osa naytteista ei ollut taysin kuivunut, minka takia naytteita kuivattiin viela lisaa.

Kylmakuivaajan kammiossa oli — 92 °C ja paine oli noin 0,25 mbar.

Kylméakuivauksen jalkeen naytteet jaettiin noin 80 mg:n eriin 10 ml:n lasipulloihin se-
mipreparatiivista kromatografiaa varten. Koska kaikkea naytteesta ei saatu kaavittua de-
kantterista, dekantterit huuhdeltiin 2 ml:lla ultrapuhdasta vetta, joka pipetoitiin tdman jal-
keen 2 ml:n eppendorf-putkiin. Nama eppendorf-putket laitettiin pakastimeen jaatymaan,
minka jalkeen ne kylmékuivattiin. Kylmakuivatut naytteet punnittiin ja yhdistettiin samaa
naytetta sisaltaviin 10 ml:n lasipulloihin. Talla varmistettiin, ettd naytetta menisi mahdol-

lisimman v&h&n hukkaan. Naytteet sailytettiin pakastimessa ennen seuraavaa kasittelya.

5.3 Semipreparatiivinen kromatografia

Semipreparatiivisen kromatografian osuus oli hyvin samanlainen, kuin preparatiivinen

kromatografia. Semipreparatiiviset fraktioinnit tehtiin sen takia, ettd saatiin
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mahdollisimman puhdasta naytettd. Yhteensa semipreparatiivisia puhdistuksia tehtiin
28. Koska semipreparatiivinen fraktiointi kesti huomattavasti vahemman aikaa, kuin pre-
paratiivinen fraktiointi, tehtiin niitd perakkain kaksi tai kolme ja pyrittiin siihen, etta puh-
distettavat fraktiot olisivat samasta preparatiivisesta puhdistuksesta, jolloin ne olisivat
rinnakkaiset ja UPLC-DAD-MS-analysointiin tehtavia naytteita ei tarvitsisi tehda jokai-

sesta naytteesta.

5.3.1 Naytteiden valmistelu

Ennen puhdistusta naytteet otettiin pakastamisesta pois ja liuotettiin 2,5 ml:aan ultra-
puhdasta vettd, sekoitettiin ravistelijassa ja suodatettiin 0,2 um:n huokoskoon kertakayt-
toisen PTFE-suodattimen Iapi. Taman jalkeen naytteet olivat valmiit puhdistusta varten.

5.3.2 Kaytetyt olosuhteet ja gradientti

Valmistelut tehtiin samalla tavalla kuin preparatiivisessa kromatografiassa ja samaa lait-
teistoa kayttaen. Virtausnopeus oli myods 8 ml/min. Erona preparatiiviseen kromatografi-
aan oli se, ettd naytteitd injektoitiin useampi saman kerran aikana, silla kaytetty kolonni
oli pienempi ja naytettd injektoitiin vahemman. Gradientti oli semipreparatiivisessa kro-
matografiassa nopeampi. Kolonnina kaytettiin Phenomenexin Gemini C18, jonka pituus

oli 150 mm ja halkaisija 21,2 mm. Partikkelikoko oli 10 pm.

Kun edellinen nayte oli fraktioitu, naytesilmukka kaannettiin taas latausasentoon ja seu-
raava nayte injektoitiin seka aloitettiin uusi fraktiointi. Naytesilmukkaa ei huuhdeltu sa-
man paivan eri ajojen valilla, mutta paivan paatteeksi tehtiin tarvittavat naytesilmukan
huuhtelut. Threshold-raja-arvoa kaytettiin taas naytteiden keraamisen aloittamiseen ja
fraktiot kerattiin automaattisesti 2 ml:n eppendorf-putkiin.

Poiketen preparatiivisesta analyysistd, semipreparatiivisessa analyysissa kaytettiin
eluentteina asetonitriilia (A) seka 0,1 %:sta muurahaishappoa (B). Analyyseisséa kaytet-

tiin Taulukko 3 mukaista lineaarista gradienttia fraktioiden eluoimiseen.
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Taulukko 3. Semipreparatiivisen puhdistuksen gradientti, jossa A tarkoittaa asetonitriilia.

aika (min) A-eluentin osuus (%)
0-5 10

5-51 10-40

51-55 40-70

Taman jalkeen oli kolonnin huuhtelu ja tasapainotus, joka kesti tunnin. Yhteensa yksi
semipreparatiivinen fraktiointi kesti kaksi tuntia. PDA-detektori toimi 190-500 nm:n aal-

lonpituusalueella ja naytteet detektoitiin 280 nm:n aallonpituudella.
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Kuva 13. Semipreparatiivisen HPLC:n kromatogrammi aallonpituudella 280 nm.

5.3.3 UPLC-DAD-MS-analyysit

Naytteiden keraamisen jalkeen ne valmisteltin saman tien UPLC-DAD-MS-analyysia
varten, jotta puhtaat fraktiot saataisiin yhdistettya yhdeksi naytteeksi, epapuhtaammat
yhdeksi ja kaikkein epdpuhtaimmat yhdeksi naytteeksi. UPLC-DAD-MS-analyysissa kay-
tettiin samaa kolonnia ja samaa ohjelmaa kuin preparatiivisille naytteille. Myds laite oli
sama. Analysoitavat naytteet valittiin taas sen mukaan, kun arveltiin kromatogrammissa
(Kuva 13.) olevan muutoskohta puhtaudessa. Ensimmaisesta semipreparatiivisesta
naytteesta analysoitiin joka toinen fraktio. Seuraaviin analyyseihin valittiin analysoitavat
naytteet semipreparatiivisesta analyysistd saadun kromatogrammin seka edellisten ana-
lyysien kromatogrammien sek& UPLC-DAD-MS-analyysien perusteella. Kuva 14 on puh-

taan naytteen kromatogrammi ja Kuva 15 on epapuhtaan naytteen kromatogrammi.
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Kuva 14. UPLC-DAD-MS-menetelmélla analysoitu semipreparatiivisen puhdistuksen
puhdas nayte aallonpituudella 280 nm.
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Kuva 15. UPLC-DAD-MS-menetelmélla analysoitu semipreparatiivisen puhdistuksen
nayte aallonpituudella 280 nm, jossa on ep&puhtautta mukana.

Analysoitavat naytteet valmistettiin siten, etta piikin huipun ajankohtana erottuneet nayt-

teet laimennettiin ultrapuhtaalla vedella 1/20-laimennokseen ja muut ndytteet analysoitiin
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laimentamattomina. Laimennos tehtiin samalla tavalla kuin preparatiivisen HPLC:n nayt-
teille. Kun analyysinaytteet oli tehty, laitettiin keratyt fraktiot yoksi kylmioon. Analyyseissa

kaytettiin 100 ul laimennettuja naytteita ja 50 uyl laimentamattomia naytteita.

5.3.4 Fraktioiden haihdutus ja kylmakuivaus

Seuraavana paivana fraktiota haihdutettiin eppendorf-kondensaattorilla 2 tuntia ilman
lAammitysta vakuumissa. Taman jalkeen fraktiot yhdistettiin UPLC-DAD-MS-analyysien
perusteella ja laitettiin rijppuen lopullisesta tilavuudesta joko 100 ml:n tai 50 ml:n dekant-
tereihin. Dekantterit peitettiin foliolla, johon tehtiin reikia ja ne laitettiin pakastimeen jaa-
tymaan. Jaatymisen jalkeen naytteet kylmakuivattiin samalla tavalla kuin preparatiivisen
puhdistuksen néytteet.

Kylmakuivatut naytteet punnittiin ja laitettiin uusiin 10 ml:n lasipulloihin jatkotutkimuksia
varten. Dekanttereihin jaanyt nayte, jota ei saatu kaavittua pois, huuhdeltiin 2 ml:lla ult-
rapuhtaalla vedella ja pipetoitiin 2 ml:n eppendorf-putkiin, minka jalkeen ne pakastettiin
ja kylmakuivattiin. Ennen kuin naytteet punnittiin lasipulloissa olevien naytteiden jouk-
koon, naistd eppendorf-putkissa olevista naytteista otettiin hyvin vahan naytetta, joka
liuotettiin yhteen millilitraan ultrapuhdasta vetta. Taman jalkeen naytteet ravisteltiin ra-
vistelijalla, suodatettiin 0,2 um:n PTFE-suodattimen lapi ja analysoitiin UPLC-DAD-MS-
menetelmalla naytteiden puhtaus. Loput eppendorf-putkiin jAdneet naytteet punnittiin ja

yhdistettiin naytetta vastaavaan 10 ml:n lasipulloon.

5.4 Massaspektrometria

Massaspektrometriset mittaukset tehtiin orbiloukku-laitteella. Analysoitaviksi naytteiksi
valittiin yksi puhdas nayte. Analysointi tehtiin suorasyotolla. Parametreja muutettiin ana-
lysoinnin aikana kokeilumielessé, kun haettiin sopivia parametrejd mahdollisimman tar-
kan tuloksen saamiseksi. Naytteet piti laimentaa ensin 1 mg/ml, minké& jalkeen naytteita
laimennettiin laimennossuhteessa 1/10 (v/v), kunnes saavutettiin pitoisuus 1 pg/ml. En-
sin punnittiin noin 1 mg naytetta eppendorf-putkeen, jolloin se laimennettiin yhteen milli-
litraan ultrapuhdasta vettd. Taman jalkeen naytetta ravisteltiin ravistelijassa, minka jal-
keen naytettd pipetoitiin 100 pl 900 pl:aan ultrapuhdasta vettd. Taméan jalkeen naytetta
ravisteltiin ja tehtiin uusi laimennos. Laimennoksia tehtiin varmuuden vuoksi 5 kappa-

letta, jotta saataisiin sopivan vahvuinen nayte analysoitavaksi.
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Laimentamisen jalkeen nayte suodatettiin ja laitettiin ruiskuun, josta se sitten injektoitiin
massaspektrometriin ruiskupumpulla. Analyysin aikana vaihdeltin parametreja, jotta

saatiin mahdollisimman hyvin ionit nakyviin.

Orbiloukulle asetettiin tietokoneella seuraavat ionisaatio-olosuhteet. Skannaustyyppiné
kaytettiin tdysskannausta (Full MS) ja alueeksi valittiin ionit m/z-arvoilla 150 — 2000. Re-
soluutio oli 35 000 ja polaarisuus oli negatiivinen, eli skannattiin negatiivisia ioneja. AGC
(automatic gain control) oli asetettu 1 x 10° ja mikroskannauksia oli 3. Sahkosumutusioni-
saatiossa kaytettiin 3 kilovoltin kapillaarijannitetta ja kapillaarin lampdtila oli 380 °C. S-

linssien RF-taso oli 60. Verhokaasun (sheath gas) virtaus oli 60 ja apukaasun 20.

MS/MS-analyyseissa kaytettiin AIF (all ion fragmentation). AlF asetettiin sen mukaan,
ettd ei annettu valikoida kaikkia ioneja, vaan valittiin haluttu ioni tarpeeksi pienella alu-
eella. Kvadrupoli hoitaa valinnan ja taman jalkeen laitteisto valitsi itse [&htéionin mukaan
kerattavan m/z-alueen. lonilahteessa tapahtuvaan pilkkoutumiseen kaytettiin energioita
(SID) 25 eV ja 50 eV. Térmayskammiossa kaytettiin 10-14 eV.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Ville-Pekka Manninen



26

6 TULOKSET

6.1 Puhtauden analysointi

Naytteiden puhtaus analysoitiin TargetLynx- ohjelmalla. Ohjelma integroi UPLC-DAD-
analyysista saadut piikit ja antaa télle pinta-alan. Integroitujen piikkien pinta-alojen avulla
lasketaan naytteen puhtausprosentti Kaava 1 mukaan. Kaavassa paéapiikki on oenoteiini
B:n isomeeri, jota esiintyy noin 95 %, jalkimmainen piikki on toinen isomeeri, jota esiintyy
noin 5 %. Ensimmainen piikKki viittaa pieneen piikkiin, jota esiintyy puhtaan oenoteiini B:n
kromatogrammissa ennen oenoteiini B:n paapiikkid. (Karonen;Parker;Agrawal;& Salmi-
nen, 2010)

Apaapiikki T Ajatkimmainen piikki T Aensimmainen piikki

P—-—%= -100 %

Akako alueen pinta—ala

Kaava 1. Puhtausprosentin laskeminen.

Seuraaviin kromatogrammeihin (Kuva 16.-Kuva 23.) on merkitty piikkien perusteella las-
kettu puhtausprosentti seka lisatty lopullinen punnittu saanto kyseiselle naytteelle. Puh-
distetun oenoteiini B:n puhtaus vaihtelee laskujen mukaan 93 %:n ja 95 %:n valilla. Kro-
matogrammeja tulkittaessa ei havaita epapuhtauksien piikkeja, joten voidaan todeta kro-
matogrammien perusteella, etta oenoteiini B on hyvin puhdasta. Kromatogrammeja tar-
kennettaessa pohjaviivaan huomataan, ettéd pohjaviiva nousee ja havaitaan kohinaa.
Tama luultavasti aiheuttaa virhetté integroinnissa, jolloin laskettaessa piikkien pinta-aloja
ja niiden suhdetta kokonaispinta-alaan virhe kasvaa ja aiheuttaa puhtausprosentin las-

kun.
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Kuva 16. Semipreparatiivisten HPLC-fraktiointien 1 ja 2 puhtain oenoteiini B.
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| Range: 1.75
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Kuva 17. Semipreparatiivisten HPLC-fraktiointien 3 ja 4 puhtain oenoteiini B.
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Kuva 18. Semipreparatiivisten HPLC-fraktiointien 5 ja 6 puhtain oenoteiini B.

9: Diode Array
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Kuva 19. Semipreparatiivisten HPLC-fraktiointien 7 ja 8 puhtain oenoteiini B.
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Kuva 20. Kevaan semipreparatiivisten HPLC-fraktiointien 1, 2 ja 3 puhtain oenoteiini B.

9: Diode Array
2.89 280
E Range: 2.156

1.6 Puhtaus 93,4 %
1.4 Saanto 150,6 mg

T T T T T T T T 1 Time
7.00

Kuva 21. Kevaan semipreparatiivisten HPLC-fraktiointien 4, 5 ja 6 puhtain oenoteiini B.
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9: Diode Array
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Kuva 22. Kevaan semipreparatiivisten HPLC-fraktiointien 7, 8 ja 9 puhtain oenoteiini B.

9: Diode Array
2.89 280
E Range: 1.747

E Puhtaus 93,0 %
E Saanto 214,8 mg
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8.0e-14

6.0e-11
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0.0 ‘ R M , Time
- 7.00

Kuva 23. Kevaan semipreparatiivisten HPLC-fraktiointien 10, 11, 12 ja 13 puhtain oe-
noteiini B.

6.2 Oenoteiini B:n tarkan massan laskeminen

Massaspektrometrilla analysoitiin oenoteiini B:std syntyvien ionien m/z-arvoja. m/z-ar-
vosta saadaan laskettua oenoteiini B:lle mitattu tarkka massa ja tatd massaa voidaan

verrata molekyylikaavan perusteella laskettuun arvoon, jolloin saadaan laskettua virhe
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mitatun ja lasketun arvon valille. Seuraavassa kuvaajassa (Kuva 24.) on massaspektri,

jossa on oenoteiini B:std muodostuneet molekyyli-ionit.

oenotheinB #1-227 RT: 0.01-1.59 AV: 227 NL: 1.46E6
T: FTMS - p ESI Full ms [150.0000-2000.0000]

110

105

100 783.07011

20 799.06439

15 1567.14333

10 815.05954

5 831.05113 1583.12052

o b 880.04800 92536617 1004.09805 1044.76006 1090.37940 119220267 125256468 130347861 1359.40815 1416.29915 1491.80381 1535.27636 J 1705
B e e B R e e e RS A T T T T T T T T T T T

T T T T T T
750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400 1450 1500 1550 1600
m/z

Kuva 24. Oenoteiini B:n massaspektri.

Kuvaajasta nahdaan, ettd oenoteiini B:lle muodostuu kaksi molekyyli-ionia, joiden m/z-
arvot ovat 783,07011 ja 1567,14333. Massaspektrid tarkennettaessa saadaan selville,
ettd m/z-arvo 783,07011 on kahdesti varautunut, silla m/z-arvojen ero isotooppien valilla
on 0,5 ja 1567,14333 on yhdesti varautunut, silla m/z-arvojen ero isotooppien vélilla on
1.

Kahdesti varautuneen ionin tarkka massa lasketaan kaavalla
[M —2H]2=M/,.24+2-H

Kaava 2. Tarkan massan laskeminen kahdesti varautuneelle ionille.

m/z on kuvaajasta saatu m/z-arvo ja H on protonin tarkka massa, joka on 1,0072765 Da
(Seppanen;Kervinen;Parkkila;Karkela;& Merildinen, 2011). Kuvaajasta saadulla m/z-ar-
volla 783,07011 laskettaessa saadaan, etta molekyylin tarkka massa on 1568,15477 Da.
Lasketaan kahdesti varautuneelle ionille tarkka massa:

[M — 2H]~2 = 780,07011-2 + 2+ 1,0072765 Da = 1568,154773 Da

Yhdesti varautuneen ionin tarkka massa lasketaan Kaava 3 mukaan.
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[M—H]"=™/,-1+1-H

Kaava 3. Tarkan massan laskeminen yhdesti varautuneelle ionille.

Kuvaajasta saadulla m/z-arvolla 1567,14333 laskettaessa saadaan, ettd molekyylin
tarkka massa on 1568,15061 Da.

Oenoteiini B:n molekyylikaava on CesHsOu44 ja sen laskettu massa on 1568,15184 Da.
Molekyylikaava ja tarkka massa saatiin ChemDraw- ohjelmalla piirrettdesséa oenoteiini
B. Virhe mitatun ja lasketun arvojen vélilla saadaan laskettua Kaava 4 mukaan.

. 6
(Mmitattu — Miaskettu) * 10

A —
mppm) Miaskettu

Kaava 4. Virheen laskeminen.

Lasketaan kahdesti varautuneesta ionista saadun tarkan massan virhe:

(1568,15477 Da — 1568,15184 Da) - 10°
1568,15184 Da

Am(ppm) = = 1,86844 ... ppm =~ 1,7 ppm

eli mitattu arvo on laskettua arvoa 1,7 ppm suurempi. Lasketaan myos samalla tavalla
virhe yhdesti varautuneen ionin tarkalle massalle, jolloin saadaan, etta virhe on -0,78

ppm, eli mitattu arvo on pienempi kuin laskettu arvo.

6.3 Rakenne analyysit

Rakenneanalyysia tehtiin tandemmassaspektrometrilla ja apuna kaytettin Chemdraw-
ohjelmaa seka orbiloukulta saatua massaspektria. Rakenneanalyysia varten tandem-
massaspektrometrilla mitattiin useita massaspektreja kayttaen erilaisia tormaysenergi-
oita. Nain saatiin muodostettua erilaisia tuoteioneja. Seuraavissa kuvissa (Kuva 25.-

Kuva 31.) on esitetty mahdollisia fragmentoitumisia ja fragmentteja.
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HO
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0 OH m/z783,07
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OH HO OH

Kuva 25. oenoteiini B:n pilkkoutuminen kahdeksi yhdesti varautuneeksi molekyyliksi-io-
niksi.

Oenoteiini B:std muodostunut molekyyli-ioni voi pilkkoutua Kuva 25 tapaan DOG-tyypin
sidosten katketessa. Tasta voi muodostua aiemmin havaitut yhdesti varautunut frag-
mentti-ioni m/z-arvolla 783,07 tai kahdesti varautunut molekyyli-ioni m/z-arvolla 783,07.
Kuva 24 nahdaan kahdesti varautuneen molekyyli-ionin piikki. Yhdesti varautuneesta
fragmentti-ionista m/z-arvolla 783,07 voi lohjeta yksi vesimolekyyli (Baert;Karonen;&
Salminen, 2015), jolloin muodostuu ioni m/z-arvolla 765,06. (Kuva 26.) Koska ei ole var-

muutta, mista kohtaa vesi irtoaa, rakennekaavaa ole esitetty.

i [C34H230,,] O

' 'm/z 783,07 O OH

i HO O OH

! O O OH

EHO OH [C34H31054]
A i g S -H0 R m/z 765,06
' HO

: OH HO

Kuva 26. veden lohkeaminen ionista.
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Oenoteiini B voi pilkkoutua myods Kuva 27 esitetylla tavalla muodostaen fragmentti-ionit
m/z-arvoilla 935,08 ja 633,07. Tasta pilkkoutumisesta syntyneestda yhdesti varautu-
neesta ionista m/z-arvolla 633,07 voi myods lohjeta vesimolekyyli (Baert;Karonen;&
Salminen, 2015). Yksi vesimolekyyli on noin 18 Da. Lohkeamisen jalkeen muodostuu

ioni m/z-arvolla 615,06, josta voi vield lohjeta vesimolekyyli. (Kuva 28.)

HO [Co7H;1046]

O o m/z 633,07
J @

[Ca1H27006]

Kuva 27. Oenoteiini B:n hajoaminen kahdeksi yhdesti varautuneeksi ioniksi.
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OH H,0
HO [CosHy1O4g] ---------------- > [CyrH19047])
O 0 m/z 633,07 m/z 615,06
i
i
O | -H,0
!
1
i
i
v
[Cy7H17046]
m/z 597,05

Kuva 28. Veden lohkeaminen fragmentti-ionista m/z 633,07.

[C,H,0q)] *------- N
m/z 247,02

[C;Hs0s]
m/z 169,01

Kuva 29. Muita mahdollisia lohkeamisia molekyyli-ionista.
Massaspektrista havaittiin Kuva 29 mukaan muodostuvien fragmentti-ionien piikkeja. En-

nestdan havaittu m/z 169,01 on gallushappo, joka voi lohjeta molekyyli-ionista. (Poay
Tan;Ling;& Chuah, 2011) Naiden Lisaksi havaittiin uusi piikki m/z 247,02, joka on yhdesti

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Ville-Pekka Manninen



36

varautunut. Esitetty fragmentaatiomekanismi on vain alustava ehdotus, silla muut eivat
ole havainneet sita aikaisemmin. Fragmentti-ionin mahdollinen muodostuminen voisi
ehka tapahtua esimerkiksi ellagihaposta, jonka m/z-arvo on 301. Jos ellagihappo menet-
taa kolme vesimolekyylia kuten edellisissd havainnoissa esitelty, jaljelle jddvan frag-

mentti-ionin m/z-arvo talléin 247.

Fragmentti-ioni m/z 935,08 (Kuva 27.) voi pilkkoutua edelleen. (Poay Tan;Ling;& Chuah,
2011) Fragmentti-ionista m/z 935,08 voi irrota gallushappoja kolme kappaletta, kunnes
muodostuu HHDP-glukoosi. Glukoosin irtoamisen jalkeen HHDP-ryhma voi kahden
spontaanin laktonisaation kautta muodostaa ellagihapon, jonka m/z-arvo on 301. HHDP
ryhman osittainen laktonisaatio ja sitéd seuraava dekarboksylaatio muodostavat frag-
mentti-ionin m/z 275,02. (Poay Tan;Ling;& Chuah, 2011) Kuva 30 on esitelty fragmentti-
ionin m/z 935,08 pilkkoutumista pienemmiksi fragmenteiksi. Ympyran sisalla on HHDP-
ryhma ja nuolilla on esitetty, etta kahden laktonisaation kautta syntyy ellagihappo ja lak-

tonisaation ja dekarboksylaation kautta syntyy fragmentti-ioni m/z 275,02.

dekarboksylaatio

[C14HsOg]
m/z 301,00
@]
HO o]
laltonisaatio ___, ro—{ ) )-on
| 1
| ! —
I
v ! 4 O O
[Ca1Ho705] |
m/z 935,08 HO :
I
I
v

HO o [Ci3H,05]
HO Q O op M/2 275,02
O OH

o}

Kuva 30. Fragmentti-ioni m/z 935,08 pilkkoutuminen sek& HHDP-ryhman laktonisaation
seurauksena muodostuvat fragmentti-ionit m/z 301,00 ja 275,02.

Kuva 31 on esitetty mahdollinen uusi havainto. Massaspektrissa esiintyy m/z-arvo

753,06, jota ei ole aikaisemmin havaittu. Mahdollinen vesimolekyylin lohkeaminen
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fragmentti-ioni m/z 771 voi johtaa fragmentti-ioniin 753,06. Tasta ei tosin ole taytta var-
muutta, silla massaspektria tarkennettaessa huomattiin pieni piikki m/z-arvolle 771,
mutta ei voida varmasti sanoa, onko kyseessa piikki vai taustakohinaa. Veden lohkeami-

nen voi myos vaikuttaa siihen, ettd m/z 771 ei havaita massa spektrissa.

[C34H35050]
m/z 753,06

O
N _
HO [C34H27021]
OH HO OH m/z 771,06

Kuva 31. Veden lohkeaminen pilkkoutuneesta molekyylista.

Seuraavissa massaspektreisséd (Kuva 32.-Kuva 35.) on fragmentaatiokuvia vastaavat
piikit nakyvilla. Massaspektrissd (Kuva 34.) huomataan voimakas piikki m/z-arvolla
212,07452. Tama piikki ei kuitenkaan tule oenoteiini B:std, vaan piikin aiheuttaa laitteis-

tossa oleva kontaminantti n-butyylibentseenisulfonamidi.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Ville-Pekka Manninen



38

oenotheidi29-738RT:4.40-5.16AV:110 NL:1.8
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Kuva 32. Massaspektri, jossa ohjearvo lahtbioni valitsemiseen on m/z 783 ja tor-
maysenergia 25 eV.

oenothei#Bi53 RT:8.08 AV:1 NL4.37E4
T:FTMS - p ESI Full ms2 1567.0000@hcd20.00 [150.0000-2000.0000]
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[
o
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300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000
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TR T | | |
200

Kuva 33. Massaspektri, ohjearvo lahtdioni valitsemiseen on m/z 1567 ja tbrmaysenergia
20 eV.
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Kuva 34. Massaspektri, ohjearvo lahtdioni valitsemiseen on m/z 1075, SID on 25 eV ja
tormaysenergia 25 eV.

oenothelnl1933 1989 RT:13.57-13.96 AV:57 NL:5.04E
TMS - p ESI sid=25.00 Full ms2 1075.0000@hcd25. 00 [150.0000-2000.0000]
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Kuva 35. Massaspektri, jossa nakyy m/z 753. Ohjearvo laht6ioni valitsemiseen on m/z
1075, SID on 25 eV ja térmaysenergia 25 eV.

6.4 Tulosten arviointi

Tavoitteena oli saada mahdollisimman puhdasta oenoteiini B:ta puhdistettua maitohors-
masta. Puhtausprosenttien mukaan olisi viela ollut mahdollista saada puhtaampaa tuo-

tetta, mutta kromatogrammeja arvioidessa ja ottaen huomioon pohjaviivan vaikutuksen
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integrointiin, tuotteen voidaan todeta olevan erittdin puhdasta. (95 %) Verrattaessa kau-
pallisesti saavaan oenoteiini B:hen, puhdistuksessa onnistuttiin hyvin, silla kaupalliselle

oenoteiini B:lle luvataan 80 %:n puhtaus. (Merck, 2020)

Keskiarvo naytteiden puhtaudelle voidaan laskea aritmeettisen keskiarvon (Kaava 5.)

mukaan.

n
_ x1+ +x, 1
P 1V,
n

i=1

Kaava 5. Aritmeettinen keskiarvo.

Kaavalla laskettaessa saadaan, etta puhtausprosentin keskiarvo oli 94,1 %. Lasketaan

viela keskihajonta tuotteiden puhtausprosenteille.

Z?=1(xi - f)z

$= n—1

Kaava 6. Keskihajonta.

Puhtausprosenttien keskihajonnaksi saadaan 1,2 %. Keskihajonta on ihan hyva, silla
puhdistuksia oli useampi ja prosentin heitto ei ole niin iso. Tyon teki sama henkil sa-
malla menetelmalla, samoilla laitteilla ja samaan tapaan joka kerta seka lahtdmateriaa-
leissa on voinut olla pienia eroja, silla lahtomateriaali ei ollut laboratoriosta valmiiksi os-
tettua tuotetta, vaan itse luonnosta keréttya ja puhdistettua kasvinaytetta. Jokainen era

on siis ollut vahan erilainen.

Massaspektreja tutkittaessa I6ydettiin jo aikaisemmin havaitut ja oletetut ionit ja niiden
piikit. Tavoitteena oli viela tehda NMR-spektroskopiset mittaukset, mutta poikkeustilan
ja ajan loppumisen takia nama analyysit jaivat tekeméttd, jolloin rakennetta ei saatu ha-
lutulla tavalla selville. Mahdollisia fragmentteja ja lohkeamisia pystyttiin paattelemaan
massaspekirien perusteella seka Chemdraw- ohjelmaa kayttden. Uusia fragmenttejakin
[0ydettiin, tosin vaatii lisdéa tutkimusta, jotta saadaan varmistettua kyseisille fragmen-
teille fragmentaatiomekanismit. Lasketut ja mitatut ionien m/z-arvot eivét poikenneet
toisistaan kovin paljoa, mika viittaa siihen, ettd ionit ovat muodostuneet oletetusti ja

laite on suorittanut mittaukset tarkasti. Tulos kertoo myos siitd, etta laite toimii

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Ville-Pekka Manninen



41

moitteettomasti, silla laite on korkean resoluution massaspektrometri, joka pitaakin olla

tarkka ja kalibrointi on suoritettu hyvin. Myds laitteen kasittely on suoritettu tarkasti.

Ottaen huomioon tulokset, oenoteiini B:ta saatiin hyvin puhdistettua. Alkuperaista nay-
tettd oli noin nelja grammaa, josta saatiin puhdasta tuotetta vahan paalle yksi gramma

eli noin neljannes alkuperaisesta massasta saatiin puhdistettua.
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7/ POHDINTA JA YHTEENVETO

Opinnaytetydn aikana perehdyttiin kasvien kemiaan seka laitteisiin, jotka olivat osittain
vieraita minulle. Laitteiden toimintaperiaatteet olivat osittain tuttuja, mutta alussa olisi
saanut tyosta enemman irti, jos olisi perehtynyt aiheeseen ennestddn enemman. Haas-
tavaa oli rakenteen analysointi, silla pohjaa ei ollut juuri ollenkaan rakenteen analysoin-
tiin. Tarvittavaa apua saatiin, jolloin analyysit onnistuivat. Paremmalla pohjatiedolla ja
tyon aikana paremmin perehtymalla olisin ymmartanyt paremmin, mita tapahtuu missa-
kin vaiheessa ja olisin pystynyt suunnittelemaan tytskentelydaan paremmin. Tulosten
analysointi olisi ollut helpompaa ja ehkd rohkeammin olisin pystynyt tekemaan paatelmia

ja etsiméan uusia nakoékulmia.

Ty6 oli luonteeltaan tutkimusty6ta ja samalla yhdisteiden puhdistamista muuta kaytt6a
varten. Puhdistettuja yhdisteita tullaan kayttamaan jatkossa. Opinnaytetydn suunnitelma
seka prosessi muuttui ja muokkaantui opinnaytetydn edetessa. Alkuperaisen suunnitel-
man mukaan tarkoitus oli analysoida oligomeerisia ellagitanniineja, mutta saaduissa
naytteissa ei pitanytkaan olla dimeerista oenoteiini B:t& isompia yhdisteitd, mutta tata ei
huomattu alussa. Jos alussa olisi katsottu UPLC-DAD-MS-analyysin tuloksista MS-ana-
lyyseja, olisi voitu todeta, ettd saadut naytteet eivat sisélla trimeerista oenoteiini A:ta, jota
oletettiin fraktion sisaltdavan. Taman havainnon avulla olisi voitu valttda turhaa tyota ja
aikaa olisi luultavasti jadnyt NMR-analyyseihin. Pidempia yhdisteita oli tarkoitus puhdis-
taa toisesta fraktiosta, mutta aika ei riittanyt tahan. Opinnaytety® muuttui siis aika paljon

sen edetesséa vaihe kerrallaan.

Parannuskohtana tédssa opinnaytetydssa olisi selvasti se, etta MS-analyyseja olisi heti
alusta asti katsottu, jolloin olisi aikaa saastynyt enemman analysointia varten. NMR-ana-
lyysien avulla olisi pystytty maarittdmaan tarkkaa rakennetta fragmenteille, jonka avulla
olisi voitu varmistua massaspektrometristd saaduista tuloksista. My6s mahdollisia pi-
dempia yhdisteita olisi keretty puhdistamaan seka tdman jalkeen analysoimaan niita

massaspektrometrilla ja etsimaan esimerkiksi uusia fragmentteja.

Opinnaytetytn tavoitteet tuli saavutettua. Opin kayttdmaan HPLC-laitteistoa, seka teke-
maéan preparatiivista seké semipreparatiivista puhdistusta. TAman lisksi fragmentoitu-
misia pystyttiin maarittamaén ja mahdollisia uusia fragmentti-ioneja Idydettiin. Sain myds

uutta tietoa  analyyttisestd  kemiasta sekd  tutustuin  itselleni  uuteen
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massaspektrometriaan. Tutkimusryhman kannalta opinnaytety® oli hyddyllinen, silla tut-
kimusryhma sai kayttéonsa puhdasta oenoteiini B:t&, mika oli yksi toimeksiannon tavoit-

teista.
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