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Artemisiini on kesdmarunasta (Artemisia annua) alun perin eristetty seskviterpeenilaktoni. Erityisen
kemiallisen rakenteensa vuoksi artemisiini on merkittdva ja tehokas ld4dkeaine malarian hoidossa. Sen lisdksi,
ettd artemisiinilla on antimalaarinen vaikutus, on silld havaittu olevan potentiaalia virus- ja syopéladkkeena.
Artemisiinin pitoisuus kasvissa voi olla usein alhainen ja vaihteleva. Nédiden syiden vuoksi on tirked pystya
médrittdiméin, missd marunalajissa tai kasvinosissa artemisiinipitoisuus on korkeimmillaan, jotta artemisiinia
voitaisiin hyddyntdd tehokkaasti.

Kasveissa esiintyvin alhaisen artemisiinipitoisuuden vuoksi ndytteiden esikésittely- ja analyysivaiheet pitda
suunnitella huolellisesti. Esikésittelyvaiheet pitdvit usein sisdllddn uuton ja uutteen puhdistamisen, joiden
avulla voidaan erottaa ja puhdistaa artemisiini muista komponenteista. Analyysivaiheessa artemisiinille
suosittu menetelmékokonaisuus on ollut nestekromatografia (LC) yhdistettynd tandemmassaspektrometriaan
(MS/MS). LC-menetelmistd erittdin korkean erotuskyvyn nestekromatografia (UHPLC) on osoittautunut
varteenotettavaksi vaihtoehdoksi perinteisimmille menetelmille. Massaspektrometriassa kolmoiskvadrupoli-
massaspektrometria (QqQ-MS) ja usean reaktion seuraaminen (Multiple Reaction Monitoring, MRM) on
mahdollistanut artemisiinin selektiivisen kvantitoinnin.

Luotettavan kvantitatiivisen tuloksen saamiseksi kdytetddn isotooppileimattua sisdistd standardia (IS) ja sen
avulla muodostettua kalibraatiokdyrdd. IS:n avulla voidaan korjata ndytteenvalmistuksessa mahdollisesti
syntyneet hdviot, ja kalibraatiokdyrdltd voidaan madrittdd artemisiinin pitoisuus, joka on suoraan
verrannollinen artemisiinin ja IS:n vasteiden suhteeseen.

Avainsanat: artemisiini, kromatografia, luonnonyhdisteet, massaspektrometria, ndytteen esikésittely
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mikroaaltoavusteinen uutto (engl. microwave-assisted extraction)
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kiintedfaasiuutto (engl. solid-phase extraction)

valitun reaktion seuraaminen (engl. selected reaction monitoring)

erittdin korkean erotuskyvyn nestekromatografia (engl. ultrahigh performance liquid

chromatography)



1 Johdanto

Artemisiini on malarian hoitoon kiytettdvd liddkeaine, joka on alun perin eristetty kesdmarunasta
(Artemisia annua). Sen pitoisuuden on osoitettu olevan melko alhainen ja vaihteleva Artemisia -
lajeissa (Dahnum et al, 2012; Numonov et al, 2019). Kemiallisesti artemisiini on
seskviterpeenilaktoni, joka on terpenoideihin kuuluva erikoistunut (sekundééri) metaboliitti (Chang,
2016). Kolmen isopreeniyksikon liséksi artemisiinin rakenteessa on laktoni- ja trioksaanirengas.
Trioksaanirenkaassa sijaitsee peroksidisilta, joka on vastuussa molekyylin antimalaarisesta
vaikutuksesta (de Vries & Dien, 1996).

Alhaisen artemisiinipitoisuuden takia ndytteen esikésittelyvaiheiden suorittaminen ja
huolellinen suunnittelu on kannattavaa. Néytteen esikésittelyvaiheet pitdvat sisdllddn uuton sekd
ndytteen puhdistuksen, joiden tarkoituksena on erottaa artemisiini muista nidytteessd olevista
komponenteista (Babacan et al., 2022; Liu et al., 2011). Etenkin niytteen puhdistus on kannattavaa
tehd4, kun kohdeyhdisteen pitoisuus on alhainen tutkittavassa naytteessd (Camel, 2003).

Artemisiini voidaan analysoida kvantitatiivisesti kdyttamélld nestekromatografia-tandem-
massaspektrometriaa (engl. liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry, LC-
MS/MS). Artemisiinin erottaminen nestekromatografisesti tapahtuu péddasiassa
kédnteisfaasikromatografialla kdyttden kolonnimateriaalina C18 (Jessing et al., 2011; Protti et al.,
2019; Singh et al., 2021). HPLC eli korkean erotuskyvyn nestekromatografia (engl. high performance
liquid chromatography) on perinteinen menetelmé artemisiinin erottamiseen muista néytteessa
olevista komponenteista (Li et al, 2008). UHPLC eli erittdin korkean erotuskyvyn
nestekromatografia (engl. ultrahigh performance liquid chromatography) on kuitenkin noussut
varteenotettavaksi vaihtoehdoksi artemisiinin analysoimiseen nopeutensa ja tehokkuutensa takia (Li
et al., 2008; Swetha Sri et al., 2020). Massaspektrometria kéytetddn usein detektorina artemisiinin
kvantitoinnissa, silld se mahdollistaa yhdisteen analysoinnin monimutkaisista matriiseista (Jessing et
al., 2011). Usean reaktion seuraaminen (engl. multiple reaction monitoring, MRM)
kolmoiskvadrupolia kdyttden on puolestaan mahdollistanut artemisiinin kvantitoinnin eri Artemisia -
lajeista (Singh et al., 2021). Menetelmé perustuu tiettyjen prekursori/tuoteioni -parien analysointiin.
Lopullisen artemisiinipitoisuuden maédrittimiseen kaytetddn sisdistd standardia (engl. internal
standard, IS) ja sen avulla muodostettua kalibraatiokayrdd (Pitt, 2009).

Tutkielman tarkoituksena on késitelld artemisiinia sisdltivén néytteen esikdsittelyvaiheita,
analysointia ja pitoisuuden méadrittdmistd LC-MS/MS:114. Eri vaiheiden tehokkuutta ja luotettavuutta
on arvioitu validoinnissa kdytettdvien parametrien ja sisdisen standardin avulla. Artemisiinin alhaisen
ja vaihtelevan pitoisuuden takia on toivottavaa, ettd esikésittely- ja analyysivaiheet ovat tehokkaita,

toistettavia ja antavat luotettavia tuloksia. Vaihtelevan pitoisuuden takia on tdrked myos pyrkid



mairittdimadn, missd marunalajeissa ja kasvin osissa artemisiinipitoisuus on korkein, jotta yhdistetta

voidaan kéyttda tehokkaasti lddkeaineena malarian ja muiden tautien hoidossa.

2 Artemisiini

Artemisiini on seskviterpeenilaktoni, joka on terpenoideihin kuuluva sekundiérimetaboliitti (Christen
& Veuthey, 2001). Sekundairimetaboliitit, toiselta nimeltdan erikoistuneet metaboliitit, ovat kasvien
tuottamia yhdisteitd, joiden tehtdvd on edistdd esimerkiksi kasvin selviytymismahdollisuuksia.
Terpenoidit rakentuvat terpeenien tapaan isopreeniyksikdisté, jotka muodostuvat viiden hiiliatomin
ketjusta. Néiden lisdksi terpenoideissa esiintyy muita funktionaalisia ryhmié, jotka voivat sisdltda
esimerkiksi happea. Artemisiini rakentuu kolmesta isopreeniyksikdstd ja happea sisdltdvastad
laktonirenkaasta (Chang, 2016). Lisdksi rakenteessa on trioksaanirengas, jossa on molekyylin
aktiivinen osa eli peroksidisilta (kuva 1) (de Vries & Dien, 1996). Artemisiinin molekyylikaava on

Ci5H220s ja tétd vastaava molekyylipaino on 282 Da.

Peroksidisilta

Trioksaanirengas

Laktonirengas

Kuva 1. Artemisiinin rakennekaava.

Artemisiini on alun perin l0ydetty kesdmarunasta (Artemisia annua), jossa se esiintyy
padasiassa kasvin maanpaéllisissd osissa. Kasvi kuulu asterikasvien (Asteraceae) heimoon ja se on
1ahtdisin Aasiasta, jossa silld on pitkd kdyttShistoria kiinalaisessa lddketieteessa (Christen & Veuthey,
2001). Artemisia annuassa artemisiinipitoisuuden on havaittu olevan 0,01-1,4 % kuivien lehtien
painosta (Dahnum et al., 2012). Muissa Artemisia -lajeissa artemisiinipitoisuus on ollut 0,0005-1,38
% (Numonov et al., 2019).

Erityisen kemiallisen rakenteensa takia artemisiini on merkittivd ja tehokas lddkeaine
malarian hoidossa (Dahnum et al., 2012). Malaria on kuolemia aiheuttava loistauti, jonka aiheuttaa
Plasmodium-sukuun kuuluva yksisoluinen alkueldinparasiitti, joka levidd hyttysen kautta (Chang,
2016). Artemisiinin on havaittu olevan tehokas Plasmodium falciparum ja P. vivax kantoja vastaan
(Christen & Veuthey, 2001). Tdmén lisdksi artemisiinilla on havaittu olevan potentiaalia muidenkin

tautien hoidossa (Protti et al., 2019).



Malarian torjumisessa on ollut haasteita, koska kiytettyjd malarialddkkeitd kohtaan on
syntynyt resistenssejd loiskantoja. Esimerkiksi kiniinid kaytettiin 1920-luvulle ja sen johdannaista
klorokiinia 1960-luvulle asti tehokkaina malarialddkkeind, kunnes niitd vastaan alkoi ilmestyé
resistenttejd kantoja (Chang, 2016). Kliinisissd tutkimuksissa havaittiin kuitenkin Artemisia annua
uutteiden alentavan malariapotilaiden oireita tehokkaammin sekd loisten mdirdd veressd kuin
klorokiniini. Artemisia annua uutteiden teho perustui sen aktiivisena komponenttina toimivaan
artemisiiniin (Tu, 2011).

Artemisiinin antimalaarinen vaikutus perustuu sen rakenteessa olevaan peroksidiryhmaéén,
jonka takia se on haluttu séilyttad my0s artemisiinin johdannaisten rakenteessa (Chang, 2016). Nama
johdannaiset ovat dihydroartemisiini, artemeetteri, artesunaatti ja arteetteri (kuva 2) (de Vries & Dien,
1996). Artemisiinin huono vesiliukoisuus ja lyhyt eliminaation puoliintumisaika ovat syitd, jotka ovat
johtaneet artemisiinin johdannaisten tutkimiseen ja kdyttimiseen malarian hoidossa (de Vries & Dien,
1996). Artemisiinin johdannaisten liséksi malarianhoidossa on kiytetty artemisiiniyhdistelméhoitoa
(engl. artemisinin-combination therapy, ACT), jossa yhdistetdén malarialddkkeitd, joilla on lyhyt ja

pitkd puoliintumisaika (Chang, 2016).

(1)

Kuva 2. Artemisiinin johdannaisten rakennekaavat (1) dihydroartemisiini, (2) artemeetteri, (3) artesunaatti ja

(4) arteetteri.

3 Menetelmien validointi ja sisidinen standardi
Yhdisteiden pitoisuuden maédrittiminen perustuu kvantitatiiviseen analytiikkaan. Artemisiinin
tapauksessa pitoisuuden madrittdminen antaa tirkedd tietoa, esimerkiksi siitd, missd kasvin osissa,
kasvupaikassa ja Artemisia -lajeissa artemisiinipitoisuus on korkein (Qiu et al., 2018; Singh et al.,
2021; Wang et al., 2011). Nama tiedot edistavit artemisiinin tehokasta kdyttdmisté ladkeaineena.
Jotta voidaan varmistua siitd, ettd artemisiinipitoisuuden médrittdmiseen kéytettdvat
analyysilaitteet antavat luotettavia tuloksia, tulee analyysimenetelmén antaa kvantitatiivinen tulos
hyviksytylld epdvarmuustasolla. Mittaustuloksien epdvarmuutta ja menetelmien luotettavuutta

voidaan arvioida validoinnin avulla. Monivaiheisille prosesseille voidaan suorittaa my0s



modulaarista validointia, joka mahdollistaa analyysiprosessin eri vaiheiden erillisen validoinnin ja
varmistaa koko analyysiprosessin olevan luotettava (Taverniers et al., 2004).

Validoinnissa tutkittavia mittausmenetelméan suorituskykyé ilmaisevia parametrejd on useita
(Taverniers et al., 2004). Lineaarisuus, tarkkuus, toistettavuus, saanto, toteamis- ja maaritysraja ovat
parametrejd, jotka otetaan usein huomioon artemisiinille kéytettdvien menetelmien validoinnissa
(Protti et al., 2019; Singh et al., 2021; Xing et al., 2006). Saanto viittaa sithen, kuinka hyvin
analyysimenetelmd havaitsee tutkittavan kohdeyhdisteen kokonaisméirén néytteestd (Ehder, 2005).
Toistettavuus kuvaa sitd, kuinka ldhelld yksittdiset mittaukset ovat toisiaan ja sitd voidaan kuvata
RSD-arvolla (engl. relative standard deviation) (Ehder, 2005; Taverniers et al., 2004). Tarkkuus
kertoo, kuinka ldhelld mitatut arvot ovat todellisia arvoja. Lineaarisuus kuvaa analyysimenetelmén
kykya antaa tuloksia, jotka ovat suhteessa kohdeyhdisteen pitoisuuteen. Toteamisraja, eli LOD (engl.
limit of detection), on kohdeyhdisteen pienin pitoisuus, joka voidaan havaita luotettavasti.
Mairitysraja, eli LOQ (engl. limit of quantification), on kohdeyhdisteen pienin pitoisuus, joka
voidaan mitata luotettavasti (Ehder, 2005). Ndma parametrit on otettu huomioon myds tdssd
tutkielmassa artemisiinin kvantitatiivisen tuloksen saamiseksi.

Tulosten luotettavuus voidaan varmistaa kayttdmaélld sisdistd standardia (engl. internal
standard, IS). IS on yhdiste, jota lisdtdén ndytteisiin tietty méérd ja se voi olla mukana analyysiin
kaikissa vaiheissa, ndytteenvalmistuksesta itse analyysiin (Wieling, 2002). Artemisiinilla IS on ollut
mukana ndytteenvalmistuksesta lopulliseen analyysiin asti sekd joissakin tilanteissa se on lisdtty juuri
ennen analyysia (Jessing et al., 2011; Protti et al., 2019). Sen liséksi, ettd IS auttaa parantamaan
tulosten luotettavuutta, silld voidaan korjata ndytteenvalmistusprosesseissa syntyneet kohdeyhdisteen
héviot. Tdmd on mahdollista, silld kohdeyhdisteen ja IS:n vélinen suhde pysyy aina samana (Pitt,
2009). Jotta voidaan kompensoida kohdeyhdisteen havioitd, tulee IS:n olla mahdollisimman
samankaltainen kuin kohdeyhdiste, mutta erota kemiallisesti merkityksettomilld muutoksilla. Nain
voidaan varmistaa, ettd IS ja kohdeyhdiste kdyttdytyvit samankaltaisesti ndytteenvalmistuksessa ja
analyysissd (Wieling, 2002). IS:n kdyttdminen helpottaa validointiprosessia ja mahdollistaa tarkan
kvantitatiivisen analyysin.

Ideaalinen IS on stabiili isotooppisesti leimattu yhdiste, joka eroaa kohdeyhdisteestd vihintddn
kolmen massayksikon verran (Wieling, 2002; Zhou et al., 2017). Atomit korvataan vakailla
isotoopeilla, kuten *H (D), '3C, N tai 70/'80, jolloin yhdiste eroaa kohdeyhdisteesté
isotooppikoostumukseltaan (Zhou et al., 2017). Esimerkiksi artemisiinille on kdytetty artemisiini-D3
vetyisotooppia, jonka molekyylipaino on 285,35 Da (Protti et al., 2019). Koska stabiileja isotooppeja
el ole aina kuitenkaan saatavilla, kiytetddn IS:nd my0Gs rakenteellisia analogeja, eli yhdisteitd, joilla
on samanlainen rakenne, mutta pieni ero funktionaalisissa ryhmissd (Wieling, 2002). Artemisiinille

on kéytetty usein sen johdannaisia (kuva 2) IS:né (Jessing et al., 2011; Li et al., 2008).



4 Erilaiset uuttomenetelmat

Artemisiinin uuttaminen kasvista on ensimméinen merkittdva vaihe ndytteenkasittelyprosessia. Uutto
on erotusmenetelmd, jolla voidaan erottaa haluttu yhdiste ndytteestd, kuten kasvimateriaalista,
liukoisuusominaisuuksien perusteella. Kasvissa olevan alhaisen artemisiinipitoisuuden takia on
tirked suorittaa tehokas uuttovaihe, koska silld voidaan lisdtd sekd artemisiinin saantoa ettd puhtautta

(Babacan et al., 2022).

4.1 Artemisiinin uuttaminen kasvista perinteisellii tavalla

Artemisiinille kéytettdvét uuttoliottimet ovat usein hiilivetypohjaisia johtuen artemisiinin heikosta
vesiliukoisuudesta. Yleisin kéytetty uuttoliuotin artemisiinille on n-heksaani, mutta esimerkiksi
petrolieetterid, etanolia ja tolueenia on myos kéytetty (Nahar et al., 2020). Artemisiinin liukoisuutta
on vertailtu laajemmin erilaisiin uuttoliuottimiin, joiden erot perustuvat polaarisuuteen. Babacan et
al. (2022) osoittivat artemisiinin liukoisuuden olevan ldhes sama etanoliin, dikloorimetaanin, n-
propanoliin, 2-propanoliin, asetonitriiliin, n-heksaaniin ja sykloheksaaniin. Artemisiinin liukoisuus
veteen oli kuitenkin heikko johtuen veden polaarisuudesta. Artemisiini liukenee paremmin
livottimiin, jotka ovat vihemman polaarisia tai polaarittomia, kuten n-heksaani. Ndiden artemisiinille
usein kdytettyjen uuttoliuottimien huono puoli on kuitenkin se, ettd ne eivét ole ympéristdystavallisid
janiilld on alhainen selektiivisyys (Babacan et al., 2022).

Perinteinen tapa erottaa artemisiini Artemisia annuasta on livottaa tai sekoittaa
kasvimateriaalia uuttoliuottimessa (Nahar et al., 2020). Tarkemmin sanottuna menetelmi, jota
kasville kdytetdén artemisiinin erottamiseksi on kiinted-nesteuutto (engl. solid-liquid extraction),
josta yksi esimerkki on Soxhlet-uutto (Christen & Veuthey, 2001). Alhaisen artemisiinipitoisuuden
vuoksi uuttosaannon lisddmiseksi on kéytetty kohonnutta lampdétilaa ja refluksointia 10—48 tunnin
ajan (Nahar et al., 2020). Yksi ongelma artemisiinin perinteisessd uuttamisessa Artemisia annuasta
on kuitenkin pitkdt uuttamisajat (Christen & Veuthey, 2001; Nahar et al., 2020). Tehokkaamman
uuttamisen ja vdhemmén myrkyllisten liuottimen kéyttdmiseksi artemisiinille on kehitetty
kayttokelpoisempia ja ympéristoystaviallisempid uuttomenetelmid, joita kdyddén ldpi seuraavassa

luvussa.

4.2 SFE ja MAE - potentiaaliset uuttomenetelmit artemisiinille

Uuttotekniikat, jotka kéyttdvat vdhemmin orgaanisia liuottimia, ovat nousseet perinteisten
menetelmien rinnalle hyvien uuttosaantojen ja nopeampien uuttoaikojen takia (Christen & Veuthey,
2001). Ylikriittinen uutto (engl. supercritical fluid extraction, SFE) on yksi esimerkki téllaisesta
uuttomenetelmasti artemisiinille (Kohler et al., 1997a, 1997b; Rodrigues et al., 2019). Menetelma

perustuu sithen, ettd liuottimen painetta ja ldmpotilaa sdddetdén niin, ettd ne ylittdvét kriittisen



paineen ja lampdtilan eli kriittisen pisteen. Fluidi kulkee ndytematriisin ldpi liuottaen uutettavan
materiaalin, jonka jilkeen fluidi laajenee ja saadaan liuotinvapaa uute (Rodrigues et al., 2019).
Artemisiinille ylikriittisend fluidina on kéytetty pddasiassa hiilidioksidia (COz), jonka etuna on
myrkyttomyys, saatavuus, alhaiset kustannukset ja sdddettdvét liuotinominaisuudet (Ciftci et al.,
2018; Kohler et al., 1997b). Liséksi hiilidioksidilla on kohtalainen kriittinen lampétila (31,1 °C) ja
paine (7,4 MPa) (Ciftci et al., 2018). SFE:11d voidaan tehostaa artemisiinin saantoa Artemisia
annuasta muuttamalla painetta, ldmpdotilaa ja apulivottimien méiirdd (Rodrigues et al., 2019).
Apuliuvottimia, kuten metanolia ja etanolia, voidaan lisétd pienid mairid varsinaiseen liuottimeen
tarkoituksena lisdtd huonosti liukenevan yhdisteen liukoisuutta (Nahar et al., 2020).

Mikroaaltoavusteinen uutto (engl. microwave-assisted extraction, MAE) on uuttomenetelma,
jota on myods kéytetty artemisiinin uuttamiseen Artemisia annuasta. Menetelméssd yhdistyy
perinteinen liuotinuutto ja mikroaallot (Hao et al., 2002). Mikroaaltoavusteisen uuton yksi
tunnusomainen piirre on sen lyhyt uuttoaika, joka johtuu siitd, ettd liuottimen kiehumispiste
saavutetaan nopeasti. Tehokas ldmmitys ja tdten nopea kichumispisteen saavuttaminen johtuvat siita,
ettd mikroaaltoséteily kohdistuu suoraan nidytteeseen. Toistettavuus ja homogeenisyys lisdéntyvit
myos tehokkaan ldmmityksen seurauksena. Menetelmidn selektiivisyyttd voidaan parantaa
kaytettdvalld liuottimella. Artemisiinin kohdalla on havaittu, ettd n-heksaani uuttaa kyseistd yhdistetta
selektiivisemmin kuin etanoli ja tolueenia (Christen & Veuthey, 2001).

Hao et al. (2002) vertailivat artemisiinin uuttamista Artemisia annuasta perinteiselld Soxhlet-
uutolla, SC-COz:lla ja MAE:lla. Tulokset osoittavat, etti nopein ja tehokkain uuttomenetelméi
Artemisia annuan uuttamiseen on MAE, jolla artemisiinin saanto oli 92,1 % 12 minuutissa. Soxhlet-
uutolla saanto oli 75,2 % 12 tunnissa, kun taas 6 tunnissa saanto oli 60,4 %. SC-CO2:1la saatiin heikoin
saanto, joka oli 30,8 % 2,5 tunnissa ja 33,2 % kahdessa tunnissa (Hao et al., 2002).

Kun SFE- ja kiinted-nesteuutto-menetelmén toistettavuutta on vertailtu artemisiinin
uuttamiseksi, on SFE:lld saatu RSD-arvo 7,1 %, kun taas kiinted-nesteuutolla 7,5 %. SFE:ssd
livottimena kéyttiin ylikriittistd COaz:sta ja 3 % metanolia, ja kiinted-nesteuutossa tolueenia.
Pienemmin RSD-arvon lisdksi SFE:n on havaittu uuttavan artemisiinia selektiivisemmin ja estivin
paremmin artemisiinin hajoamisen riskin kuin perinteinen kiinted-nesteuutto (Kohler et al., 1997a).

Kun SFE:ssd on kadytetty ylikriittistd COz:sta ja apuliuottimena 3 % etanolia, on artemisiinin
saannoksi saatu kolmessa eri erdssid 0,88, 0,99 ja 1,49 %. Kun taas kiinted—nesteuutolla vastaavat
arvot ovat 0,82, 0,92 ja 1,14 % (Kohler et al., 1997b). Téssd tapauksessa saanto on laskettu jakamalla
artemisiinin saanto koko raaka-aineen maiirélld (Hao et al., 2002). Kun vertaillaan menetelmien
toistettavuutta, havaitaan kiinted-nesteuutolla olevan hieman pienemmat RSD-arvot jokaisessa erdssa

kuin SFE:114 (Kohler et al., 1997b).



Esitettyjen tuloksien perusteella voidaan paitelld, ettdi MAE vaikuttaa nopeimmalta ja
tehokkaimmalta uuttomenetelméltd artemisiinin uuttamiseen Artemisia annuasta. Perinteisen
Soxhlet-uuton ongelmana on pitkédt uuttoajat ja hiilivetyliuottimien suuri kulutus. Menetelmén etuna
on kuitenkin hyvét uuttosaannot sekd edullisuus. SFE on potentiaalinen vaihtoehto artemisiinin
uuttamiseen, mutta silli ei saavuteta yhti hyvié saantoja kuin MAE:1la. SFE uuttoaika on kuitenkin
lyhyempi kuin Soxhlet-uutossa ja se kdyttdd vain vidhdisid madrid apuliottimia menetelmén

tehostamiseen.

5 Naytteen puhdistus
Kasvildadkevalmisteiden, kuten artemisiinin, ndytteenvalmistuksessa seuraava vaihe uuton jdlkeen on
ndytteen puhdistus, jolla voidaan erottaa ndytteessé olevat epdpuhtaudet kohdeyhdisteestd (Liu et al.,
2011). Naytteen puhdistusta ja esikonsentrointia vaaditaan usein tilanteissa, joissa kohdeyhdisteen
pitoisuus on alhainen tutkittavassa ndytteessi, kuten artemisiinin tapauksessa (Camel, 2003). Lisdksi
Artemisia annua -Kasvia uuttaessa useat kemialliset yhdisteet uuttuvat samanaikaisesti artemisiinin
kanssa. Niilld kemiallisilla yhdisteilld tarkoitetaan usein klorofyllid, eteerisid 6ljyjd ja vahoja, jotka
ovat uutteissa olevia epdpuhtauksia. Néistd epdpuhtauksista klorofyllid esiintyy suurimpia maéria
uutteissa, koska se liukenee hyvin kéytettyihin uuttoliuottimiin (Babacan et al., 2022).
Naytteenpuhdistamisella voidaan vdhentdd matriisivaikutusta, joka on héiritsevd tekijé
kvantitatiivisessa LC-MS-analyysissé johtuen negatiivisesta vaikutuksesta menetelmén herkkyyteen,
toistettavuuteen sekd tarkkuuteen (Zhou et al.,, 2017). Matriisivaikutuksessa on kyse siitd, ettd
analysoitavassa ndytteessi on muita komponentteja, jotka eluoituvat kohdeyhdisteen kanssa
samanaikaisesti, ja ndin hiiritsevdt kohdeyhdisteen havaitsemista (Dams et al., 2003). Tdma voi
johtaa  ionisuppressioon  monimutkaisissa  matriiseissa, mikd on yleinen ongelma
sahkdsumutusionisaatio-massaspektrometriassa (Moein et al., 2015). Puhdistamalla niytettd voidaan
kuitenkin erottaa ndytteestd kohdeyhdisteen kanssa samanaikaisesti eluoituvat yhdisteet ja néin

helpottaa kohdeyhdisteen havaitsemista (Zhou et al., 2017).

5.1 Neste-nesteuutto (LLE)

Neste-nesteuutto eli LLE (engl. liquid-liquid extraction) on ndytteen esikésittelymenetelma, jossa on
kaksi toisiinsa sekoittumatonta nestefaasia, joiden vilille ndytteessd olevat yhdisteet jakautuvat.
Menetelmd perustuu nidytteessd olevien yhdisteiden liukoisuus- ja polaarisuuseroihin kahden
nestefaasin vililld (Camel, 2003). Tutkittavaa néytettd kisitellddn perdkkaisilla tilavuuksilla valittua
livotinta tai liuottimia, joiden polariteetti kasvaa vaiheittain. Tdmén seurauksena kohdeyhdiste
saadaan eri uutefraktioon kuin muut komponentit (Filippou et al., 2017). Esimerkiksi Dahnum et al.

(2012) kayttiviat heksaania, etyyliasetaattia ja metanolia artemisiinin erottamiseen Artemisia



annuasta. Heksaani muodostaa ei-polaarisen fraktion, etyyliasetaatti puolipolaarisen ja metanoli
polaarisen. Uuttotesteissd havaittiin, ettd artemisiinia esiintyy pédédasiassa ei-polaarisissa
heksaaniuutteissa, kun taas polaarisissa uutteissa sitd ei juurikaan havaittu (Dahnum et al., 2012).

Celeghini et al. (2006) puhdistivat artemisiinia Artemisia annuasta LLE-menetelmélla
kayttden 10 %:sta lyijyasetaattia. Kolmessa eri konsentraatiossa saadut RSD-arvot olivat 3,98 % (600
ug/ml), 2,35 % (1000 pg/ml) ja 5,89 % (1400 pg/ml) (Celeghini et al., 2006). Tulokset viittaavat
sithen, ettd konsentraation ollessa 1000 pg/ml saavutetaan pienin RSD-arvo.

Artemisiinin puhdistamista ithmisen seerumista on tutkittu myos kdyttdmaélld liuottimena n-
heksaania. Artemisiinin saannoksi saatiin 94,2 % ja lisdksi menetelmd mahdollisti artemisiinin herkén
ja selektiivisen maddrityksen seerumista (Amponsaa-Karikari et al., 2006). Puolestaan, kun
artemisiinia on erotettu tuoreverestd kayttimallda heksaania liuottimena, saatiin keskiarvoksi
saannosta 81,6 % ja RSD:std 10,3 % (Mount et al., 1995). Saadut tulokset viittaavat siithen, ettd
kayttimalld heksaania liuottimena saadaan hyvid saantoja artemisiinille, koska se liukenee hyvin
polaarittomiin hiilivetypohjaisiin liuottimiin. Toisaalta lyijyasetaatilla saavutetaan pienempi RSD-
arvo, joka on suotavaa menetelmén toistettavuuden kannalta.

Vaikka neste-nesteuutto soveltuu hyvin epdpuhtauksien poistoon artemisiinista, kdytetdin siind
suuria méérid orgaanisia liuottimia (Liu et al., 2011). Menetelméssd on myds mahdollisuus niytteen
kontaminaatioon sekd kohdeyhdisteen hdvidmiseen, jonka takia se voi vaikeuttaa artemisiinin tarkkaa

analysointia ja heikentdd menetelmén kvantitatiivisuutta (Filippou et al., 2017).

5.2 Kiinteidfaasiuutto (SPE)

Kiintedfaasiuutto eli SPE (engl. solid-phase extraction) on yleinen ja tehokas esikésittelymenetelméa
ndytteen valmisteluun ja esikonsentrointiin. Menetelmd perustuu kohdeyhdisteen siirtymiseen
nestefaasista kiintedfaasin aktiivisiin kohtiin (Bilici, 2020). Nestefaasi eli ndytematriisi, siséltda
kohdeyhdisteen toimien liikkkuvana faasina, ja kiintedfaasi eli sorbentti sitoutuu kohdeyhdisteeseen
toimien stationddrifaasina (Camel, 2003). Sitoutuminen perustuu siihen, ettd kohdeyhdisteelld on
korkeampi affiniteetti sorbenttia kohtaan kuin muilla néytteessd olevilla yhdisteilld. Menetelmalla
voidaan poistaa suuri osa ndytematriisia, minkd seurauksena analyysin suorittaminen helpottuu
(Badawy et al., 2022).

SPE-menetelmi suoritetaan kuvassa 3 esitetylld tavalla. Ensimmaéisessd vaiheessa sorbentti
aktivoidaan ja tasapainotetaan sopivilla liuottimilla (Camel, 2003). Artemisiinin tapauksessa
aktivoinnissa voidaan kdyttdd esimerkiksi metanolia ja tasapainotuksessa vettd (Jessing et al., 2011).
Seuraavassa vaiheessa ndyte ladataan patruunaan sopivalla virtausnopeudella. Kolmas vaihe on pesu,
jonka tarkoituksena on huuhdella latausvaiheessa sorbenttimateriaaliin tarttumatta jiéneet

epdpuhtaudet. Viimeisessd vaiheessa kohdeyhdisteet eluoidaan patruunasta sopivalla liuottimella.



Eluutiossa kaytettdavélla liuottimella tulisi olla vahvempi affiniteetti kohdeyhdisteeseen, jotta sen
vuorovaikutus katkeaa sorbentin kanssa (Camel, 2003). Artemisiinin kohdalla eluenttina on kéytetty
esimerkiksi asetonitriilid (Jessing et al., 2011). Kohdeyhdisteen kvantitatiiviseen saantoon voidaan
myos vaikuttaa sdatdmalld eluenttien tilavuutta niin, ettd viltetddn nédytteen laimentumista (Camel,

2003).
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Kuva 3. Kiinteiifaasiuuton (SPE) vaiheet. Mukailtu ldhteesti (Camel, 2003).

Sorbenttimateriaalilla voidaan vaikuttaa kohdeyhdisteen pysyvyyteen patruunassa. Jessing et
al. (2011) ovat testanneet artemisiinin pysyvyyttd neljdlld Oasis-patruunalla, jotka sisdltdvét eri
sorbenttimateriaalia. Testatut patruunat olivat WCX, MAX, WAX ja MCX, joista parhaimmaksi
osoittautui MCX. Samassa tutkimuksessa artemisiinin pysyvyyttd ndytteen applikointivaiheessa
tehostettiin kokeilemalla seitsemédé eri etanolipitoisuutta, 96, 80, 60, 40, 20, 10 ja 5 vol %. Testi
osoitti, ettd pienempi etanolipitoisuus lisdsi artemisiinin pidédttymistd. Lisdksi menetelméssa
optimoitiin kéytettdvi eluentti artemisiinin vapauttamiseksi. Havaittiin, etti etanolilla saavutettiin 85
%:m, etyyliasetaatilla 8 %:n ja asetonitriililld 93 %:n saanto. Artemisiinin lopulliseksi saannoksi
saatiin kyseiselld SPE-menetelmailld 94 % (Jessing et al., 2011).

Piioksidi ja Florisil (MgOsSi, magnesiumsilikaatti) ovat sorbentteja, joita on kokeiltu
artemisiinin puhdistamiseen Artemisia annuasta. Samassa tutkimuksessa verrattiin aiemmin
mainittua LLE-menetelméé 10 % lyijyasetaatilla artemisiinin puhdistamiseksi Artemisia annuasta.
Piioksidin kohdalla havaittiin, ettd artemisiinia ei saatu erotettua klorofyllistd tehokkaasti pienilld
liuotinmaiérilld, jonka takia menetelmaé pidettiin epékdytanndllisend. Puolestaan Florisilin kohdalla
saadut puhdistustulokset olivat lupaavia ja silld pystyttiin puhdistamaan artemisiinia tehokkaammin
kuin piioksidilla. Kolmessa eri konsentraatiossa saadut RSD-arvot Florisililla olivat 1,21 % (600
pug/ml), 1,68 % (1000 pg/ml) ja 1,57 % (1400 pg/ml), joten tuloksista ndhddén, ettd menetelmin
toistettavuus on parempi SPE:114 kuin LLE:114 (Celeghini et al., 2006).
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SPE:lld on useita etuja, kuten laaja valikoima erilaisia sorbentteja, véhdinen orgaanisten
livottimien kaytto, helppokiyttdisyys ja nopeus (Camel, 2003). Menetelmén selektiivisyyttd ja
spesifisyyttd artemisiinia kohtaan voidaan lisitd uudenlaisilla sorbenttimateriaaleilla (Augusto et al.,
2013). Lisdksi SPE:ssi tarvittavat suuret ndytemadrdt, jotka ovat ongelma biologisten naytteiden
kuten kasvien kohdalla, voidaan korjata mikrouuttotekniikoilla (Filippou et al., 2017). Tulevissa
luvuissa tarkastellaan kahta SPE:hen perustuvaa menetelmaé, joissa toisessa artemisiinia sisdltdvan
ndytteen puhdistamiseen kéytetddn selektiivistd sorbenttia ja toisessa ndytteen puhdistus voidaan

suorittaa pienelld ndytemé&aralla.

5.3 MIPit sorbenteina SPE:ssi

SPE:ssd voidaan kéyttda erilaisia sorbentteja, mutta niiden valinnassa tulee kuitenkin ottaa huomioon
mahdolliset epéspesifiset vuorovaikutukset. Ei ole toivottavaa, ettd sorbentti sitoo useampia eri
yhdisteitd ja siten heikentdd menetelmin selektiivisyyttd sekd tarkkuutta kohdeyhdistettd kohtaan.
Molekyylimuottipolymeerit eli MIPit (engl. molecular imprinted polymers) ovat uusia selektiivisia
sorbentteja SPE:ssd (Bilici, 2020). Ne ovat stabiileja ja kestdvdt orgaanisia liuottimia,
kuumentamista, vahvoja eméksid sekd happoja (Zwir-Ferenc & Biziuk, 2006). MIPien valmistus on
esitetty kuvassa 4. Ensin valmistetaan esipolymerointikompleksi sekoittamalla funktionaalinen
monomeeri ja templaattimolekyyli liuottimessa, jonka jilkeen suoritetaan polymerisaatio
verkkosidoksen (engl. cross-linker) 14snéd ollessa. Saatu polymeeri jauhetaan ja seulotaan, jonka
jélkeen templaattimolekyyli poistetaan. Templaatin poiston my&td polymeerirakenteeseen jaa kuopat,
jotka ovat rakenteeltaan ja kooltaan samanlaiset kuin poistettu templaatti. Ontelot pystyvét sitomaan
kohdeyhdisteen (templaatin) selektiivisesti monimutkaisesta seoksesta vetysidoksin, ionisin seka
hydrofobisin vuorovaikutuksin (Zwir-Ferenc & Biziuk, 2006). MIPien selektiivisyyttd ja
adsorptiokapasiteettia templaattimolekyylid kohtaan vertaillaan usein NIPien (engl. non-imprinted
polymers) avulla, jotka on valmistettu ilman templaatin ldsnéoloa (Bilici, 2020).

funktionaaliset monomeerit

. ‘ m 0
/ \ ./\ - -\\ pclvmerlsuinti // \ JeppRatiri poksto
f —
v e | [ @ &
\ ) }« "'\ /f' uudelleen sitoutuminen
> ‘ | :
_/ verkkosidos Y // \\ 4;
\\ |
\ /
A _/

Kuva 4. Molekyylimuottipolymeerin (MIP) valmistus. Mukailtu lihteesti (Badawy et al., 2022).
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MIPejd on kéytetty SPE:ssd artemisiinin erottamiseen virtsandytteistd. Artemisiinille
suunnitellun MIPin valmistuksessa kaytettiin metakryylihappoa funktionaalisena monomeerina,
etyleeniglykolidimetakrylaattia (EGDMA) verkkosidoksena ja atsobisisobutyronitriilid (AIBN)
initiaattorina, joka auttaa kdynnistiméén polymerisaation. Liuottimena esipolymerointikompleksin
muodostamisessa kaytettiin asetonitriilid. Menetelmd osoittautui tehokkaaksi ja toistettavaksi
artemisiinille, silld saannot kolmella eri pitoisuudella olivat >95,6 % ja RSD-arvot <4,18 %.
Artemisiinin saantoon voitiin vaikuttaa sorbenttin méarélld sekd lataus-, pesu- ja eluointiliuottimen
tyypilld. Polaarisella eluentilla saatiin rikottua artemisiinin ja polymeeriverkoston véliset
vetysidokset ja lisdttyd artemisiinin saantoa (Bilici, 2020).

Xie et al. (2013) ovat puolestaan kiyttineet MIPeja artemisiinin erottamiseen Artemisia
annuasta kayttdmalld funktionaalisena monomeerind styreenid. Artemisiinin saannot olivat >80,0 %
jaRSD-arvot <4,15 % kolmella eri pitoisuudella, kun sorbenttina oli MIP. Puolestaan, kun sorbenttina
kéytettiin NIPejd saannot olivat >13,1 % ja RSD-arvot <15,9 % (Xie et al.,, 2013). Tulosten
perusteella voidaan todeta, ettd MIPit sitovat NIPejd selektiivisemmin artemisiinia johtuen MIPeissi
olevista spesifistd sitoutumiskohdista artemisiinille.

MIPin selektiivisyyttd artemisiinia kohtaan on tutkittu artemisiinin johdannaisilla
artemeetterilld ja artesunaatilla (kuva 2), ja verrattu sitd NIPiin. Kuvasta 5 ndhdéin, ettd MIPin
adsorptiokapasiteetti on suurempi artemisiinia kohtaan kuin artemeetterid ja artesunaattia, kun taas
NIPin adsorptiokapasiteetti on sama kaikkiin tutkittaviin molekyyleihin (Bilici, 2020). Témai osoittaa
sen, ettd MIP sitoo huomattavasti selektiivisemmin artemisiinia kuin NIP, joka ei sisélld templaattia

vastaavia onteloita.
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Kuva 5. MIPin ja NIPin adsorptiokapasiteetti artemisiinia, artemeetterié ja artesunaattia kohtaan. Mukailtu ldhteestid
(Bilici, 2020).
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5.4 MEPS - Pienennetty versio perinteisesti Kiintedfaasiuutosta

Mikrouutto pakatulla sorbentilla, eli MEPS (engl. microextraction by packed sorbent), on ndytteen
esikisittelymenetelma4, jota varteenotettava vaihtoehtona perinteisimmille menetelmille (Moein et al.,
2015). Se voi esiintyd kahdessa eri muodossa, joissa toisessa sorbentti on pakattu ruiskuun ja toisessa
BINiin (barrel insert and needle) (Kuva 6) (Filippou et al., 2017). BINin etuna on se, etti sitd voidaan

kayttdd useita kertoja verrattuna perinteisessd SPE:ssd kéytettdvadn patruunaan (Protti et al., 2019).

sorbentti ruisku sorbentti BIN
muodossa muodossa
[ mmm— [ m—

+—— to barrel

+—— sorbentti

sorbentti ——

+—— needle

]

Kuva 6. MEPS sorbentti ruisku ja BIN muodossa. Mukailtu lihteestd (Filippou et al., 2017).

MEPS on pienennetty versio perinteisestd SPE-menetelméstd. Vaikka MEPS erottaa ja
puhdistaa néytteen komponentteja SPE:en tavoin, on menetelméssi jotain eroavaisuuksia (Moein et
al., 2015). Yksi ero on se, ettd MEPS menetelmissi liuoksen virtaus on kaksisuuntainen. Tadma
mahdollistaa jokaisen vaiheen toistamisen, jonka seurauksena nidytteen ja sorbentin vuorovaikutus
lisdéntyy ja menetelmén tehokkuus paranee (Filippou et al., 2017). Lisdksi MEPS kayttd4 perinteisté
SPE:td verrattuna huomattavasti vihemmén sorbenttia. MEPS:issd tarvittava sorbentti maird on
vililld 1-4 mg, kun taas SPE:ssé tarvittava sorbentti mééra vélilld 30—1000 mg. MEPS kéyttid myos
pienempid madrid ndytettd ja liuottimia kuin SPE (Protti et al., 2019).

Protti et al. (2019) ovat kdyttineet MEPS-menetelmia artemisiinin puhdistamiseen Artemisia
annuasta. Menetelmd optimoitiin artemisiinille sorbenttimateriaalin, liuottimien sekd ruiskun
tayttdmisen ja tyhjentdmisen méérien ja nopeuksien mukaan. Neljdsti kéytetystd sorbentista, C2, C8,
C18 ja M1, havaittiin, ettd riittdva uuttosaanto ja toivotut tulokset puhdistuksen kannalta saavutettiin
C8-sorbentilla. Tayttdmailld ja tyhjentimalld ruisku ndyteliuoksella kymmenen kertaa nopeudella 2
ul/s saavutettiin artemisiinin riittivd absorptio sorbenttiin. Niyteliuos sisélsi uutetta, ultrapuhdasta
vettd ja sisdisen standardin (artemisiini-D3). Sorbentti pestiin 100 pl:lla ultrapuhdasta vettd ja 100
ul:1la vesi/metanoli 95:5 seosta nopeudella 10 pl/s. Artemisiinin eluutio maksimointiin tdyttdmélla ja

tyhjentdmalla ruisku viisi kertaa 100 pl metanolia nopeudella 2 pl/s. Artemisiinin saannoksi saatiin
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yli 85 % ja suhteelliset saannot olivat vililld 88-93 %. Menetelmén toistettavuudesta kertoo RSD-

arvo, joka oli alle 3,5 % (Protti et al., 2019).

6 Analysointi LC-MS/MS:11a

Suosittu tapa artemisiinin kvantitatiivisen analyysiin suorittamiseen on kayttdd nestekromatografiaa
yhdistettynd tandemmassaspektrometriaan (engl. liquid chromatography coupled with tandem mass
spectrometry, LC-MS/MS) (Dogan et al., 2022; Jessing et al., 2011; Protti et al., 2019; Singh et al.,
2021). Artemisiinin kvantitoinnissa detektorina kéytetddn usein massaspektrometrid, koska se
mahdollistaa yhdisteiden analysoinnin ja kvantitoinnin UV-detektoria paremmin monimutkaisista
matriiseista (Jessing et al., 2011). Artemisiinilta puuttuu fluoresoiva sekd UV-valoa absorboiva
kromofori (de Vries & Dien, 1996), jonka takia UV-detektori ei sovellu riittdvén hyvin artemisiinin
kvantitointiin. Massaspektrometri on detektorina herkempi sekd selektiivisempi, koska se
mahdollistaa pienien pitoisuuksien havaitsemisen monimutkaisista ndytteistd. Kokonaisuudessaan
nestekromatografia ja massaspektrometria muodostavat toimivan kokonaisuuden, jolla voidaan

parantaa menetelméan suorituskykya (Jessing et al., 2011).

6.1 UHPLC - artemisiinin erottaminen nestekromatografisesti

Nestekromatografia (engl. liquid chromatography, LC) perustuu yhdisteiden erottamiseen litkkuvan
faasin ja stationaarifaasin avulla ennen niiden detektointia massaspektrometrialla. Liikkuvan faasin
tehtdvani on kuljettaa niytteestd erottuneet yhdisteet kolonnin 14pi massaspektrometrissd olevalle
ionisaatioldhteelle  (Parasuraman et al., 2014). LC voidaan jakaa normaali- ja
kadnteisfaasikromatografiaan kdytetyn kolonnimateriaalin polaarisuuden perusteella. Artemisiinin
analysoinnissa suositaan kéénteisfaasikromatografiaa, jossa litkkuva faasi on poolisempi kuin
stationaarifaasi (Parasuraman et al., 2014). Talldin pooliset yhdisteet eluoituvat ensin ja véhiten
pooliset viimeisend (Pitt, 2009). Kéénteisfaasikromatografiassa kéytettdva stationaarifaasin
kolonnimateriaali on artemisiinilla usein Cis, koska silld on havaittu olevan parempi suorituskyky
kuin esimerkiksi Cs-kolonnimateriaalilla (Jessing et al., 2011; Li et al., 2008; Protti et al., 2019;
Singh et al., 2021).

LC:ssé kaytetty eluutio voi olla isokraattinen eluutio tai gradientieluutio riippuen litkkuvan
faasin koostumuksesta (Zhou et al., 2017). Kun eluentin koostumusta muutetaan ajonaikana, on
kyseessd gradienttieluutio. Puolestaan, kun eluentin koostumus pidetddn samana analyysin ajan,
puhutaan isokraattisesta eluutiosta. Artemisiinin tapauksessa on kéytetty seké gradienttieluutiota ettd
isokraattista eluutiota (Ciftci et al., 2018; Ruan et al., 2019).

Yhdisteiden erottumiseen nestekromatografiassa voidaan vaikuttaa liikkuvan faasin

koostumuksella. Protti et al. (2019) vertailivat haihtuvia happamia liuottimia eri pitoisuuksina ja
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orgaanisia modifiointiaineita Artemisia annua néytteiden gradienttieluutioon. Paras kompromissi
retentioaikojen ja piikin muodon vililld artemisiinille ja IS:lle (artemisiini-D3) saavutettiin
asetonitriilin ja veden gradienttieluutiolla virtausnopeudella 0,2 ml/min. Paras ionisointikyky seka
suurimman piikin pinta-ala saavutettiin 0,25 % muurahaishapolla (Protti et al., 2019). Singh et al.
(2021) tutkivat artemisiinin erottumista erilaisista Artemisia -nédytteistd gradienttieluutiolla vertaillen
erilaisia litkkkuvan faasin koostumuksia. Paras erottuminen saavutettiin 0,1 % (v/v) muurahaishapon
vesiliuoksella (A) ja asetonitriililld (B) virtausnopeudella 0,4 ml/min (Singh et al., 2021). Liikkuvan
faasin koostumuksia on optimoitu myos artemisiinin isokraattisessa eluutiossa virtausnopeuden
ollessa 0,2 ml/min. Paras erottelutehokkuus saavutettiin 0,1 % muurahaishapon vesiliuoksella (A) ja
asetonitriililld (B) (A:B=40:60, v/v), kun vertailussa oli viisi erilaista liikkkuvaa faasia. 0,1 %
muurahaishapon lisddminen litkkuvaan faasiin sai aikaan korkean signaalivasteen ja terdvit piikit,
mikd johti menetelmin herkkyyden lisddntymiseen (Ruan et al., 2019).

Artemisiinin analysointiin kdytetddn usein korkean erotuskyvyn nestekromatografiaa (engl.
high-performance liquid chromatography, HPLC), mutta vaikka menetelmé on spesifinen, on sen
yhtend ongelmana liian pitkét analyysiajat (L1 et al., 2008). UHPLC, eli erittdin korkean erotuskyvyn
nestekromatografia (engl. ultrahigh-performance liquid chromatography), josta kéytetidn myds
nimed UPLC (Watersin rekisterdity tavaramerkki), on vaihtoehtoinen nestekromatografiamenetelma,
joka kayttdd pienempédd partikkelikokoa, vdhemmin aikaa ja korkeampia paineita analyysin
suorittamiseen kuin HPLC (Swetha Sri et al., 2020).

UHPLC-menetelmad eroaa perinteisestdi HPLC-menetelméstd nimenomaan kolonnin
partikkelikoon perusteella. UHPLC kayttéé alle 2 pm:n partikkelikokoa kolonnimateriaalina, kun taas
HPLC:n partikkelikoot ovat 3—5 um. On havaittu, ettd kolonnin partikkelikoon pienetessa erottelun
tehokkuus, nopeus ja erottelukyky kasvavat. Partikkelikoon liséksi erottelun tehokkuuteen ja
nopeuteen vaikuttavat kolonnimateriaali, kolonnin mitat ja virtausnopeus. Lyhyemmat kolonnit
johtavat nopeampaan analyysiin ja pienemmét virtausnopeudet tehokkuuden sekd herkkyyden
kasvamiseen (Pitt, 2009; Swetha Sri et al., 2020).

Jessing et al. (2011) tutkivat artemisiinin erottamista Artemisia annua ndytteistd 30 minuutin
kokonaisajoajalla kahdella erilaisella kolonnilla. Artemisiinin retentioajaksi saatiin 14,37 minuuttia
gradienttieluutiolla (kuva 7A). Virtausnopeus oli 0,25 ml/min ja kéytetyn kolonnin (Luna phenyl-
hexyl) mitat 150 mm X 4,6 mm ja partikkelikoko 5 um. Kun artemisiinin erottamiseen kaytettiin
samassa tutkimuksessa isokraattista eluutiota virtausnopeudella 0,1 ml/min ja kolonnia (Kinetix Cis
Ultrahigh-performance), jonka mitat olivat 150 mm x 2,1 mm ja partikkelikoko 2,6 um, saatiin

artemisiinin retentioajaksi 3,23 minuuttia (kuva 7B) (Jessing et al., 2011).
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Kuva 7. Artemisiinin LC-kromatogrammi kahdella eri kolonnilla. Artemisiinin retentioaika 14,37 minuuttia

gradienttieluutiolla, virtausnopeudella 0,25 ml/min ja kolonnilla, jonka mitat 150 mm X 4,6 mm, 5 um partikkelikoko
(A). Artemisiinin retentioaika 3,23 minuuttia isokraattisella eluutiolla, virtausnopeudella 0,1 ml/min ja kolonnilla, jonka
mitat 150 mm x 2,1 mm, 2,6 um partikkelikoko (B). Kuva lainattu American Chemical Society luvalla: “Reprinted with
permission from Jessing, K. K., Juhler, R. K., & Strobel, B. W. (2011). Monitoring of artemisinin, dihydroartemisinin,
and artemether in environmental matrices using high-performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry
(LC-MS/MS). Journal of Agricultural and Food Chemistry, 59(21), 11735—11743. https://doi.org/10.1021/j£2027632.
Copyright 2024 American Chemical Society.”

Li et al. (2008) kiyttivdt artemisiinin erottamiseen rotan seerumista UPLC-laitteistoa, jossa
virtausnopeus on ollut 0,3 ml/min ja kidytetyn kolonnin (Waters Acquity UPLC™ BETH C1s) mitat
50 mm x 2,1 mm ja partikkelikoko 1,7 um. Artemisiinin retentioajaksi saatiin 0,85 minuuttia, kun
kéaytossa oli isokraattinen eluutio ja kokonaisajoaika oli 3 minuuttia (kuva 8) (Li et al., 2008). Singh
et al. (2021) ovat puolestaan tutkineet artemisiinin erottamista eri Artemisia -lajeista UPLC-
laitteistolla, jossa virtausnopeus on ollut 0,4 ml/min ja kiytetyn kolonnin (Acquity BEH™ C1g) mitat
ovat 50 mm x 2,1 mm ja partikkelikoko 1,7 um. Tutkimuksessa kéytettiin gradienttieluutiota ja
kokonaisajoaika oli 6 minuuttia, jolloin artemisiinin retentioajaksi saatiin 4,18 minuuttia (kuva 9
numero 11) Singh et al. (2021).

100 0.85

0 - - - - Time
0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 180 1.80 2.00 220 2.40 2.60 2.80

Kuva 8. Artemisiinin UPLC-kromatogrammi. Artemisiinin retentioajaksi on saatu 0,85 minuuttia isokraattisessa

eluutiossa virtausnopeudella 0,3 min/ml. Kéytdssé olleen kolonnin mitat ovat 50 mm X 2,1 mm ja partikkelikoko 1,7 pm.
Kuvattu lainattu Elsevierin luvalla: “Reprinted from Li, L., Pabbisetty, D., Carvalho, P., Avery, M. A., Williamson, J. S.,
& Avery, B. A. (2008). Ultra-performance liquid chromatography-tandem mass spectrometric method for the
determination of Artemisinin in rat serum and its application in pharmacokinetics. Journal of Chromatography B:
Analytical Technologies in the Biomedical and Life Sciences, 867(1), 131-137.
https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2008.01.057, Copyright 2024, with permission from Elsevier (license number
5735941319651)."
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Kuva 9. Artemisiinin (numero 11) UPLC-kromatogrammi. Artemisiinin retentioajaksi on saatu 4,18 minuuttia
gradienttieluutiossa eluutiossa virtausnopeudella 0,4 min/ml. Kaytdssé olleen kolonnin mitat ovat 50 mm X 2,1 mm ja

partikkelikoko 1,7 um. Kuvattu lainattu Elsevierin luvalla: “Reprinted from Singh, P., Bajpai, V., Khandelwal, N.,
Varshney, S., Gaikwad, A. N., Srivastava, M., Singh, B., & Kumar, B. (2021). Determination of bioactive compounds of
Artemisia Spp. plant extracts by LC-MS/MS technique and their in-vitro anti-adipogenic activity screening. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 193, 113707. https://doi.org/10.1016/j.jpba.2020.113707, Copyright 2024,

with permission from Elsevier (license number 5758130359965)."

Pienemmin partikkelikoon seurauksena menetelmén herkkyys paranee. Herkkyyden
parantuminen johtuu UHPLC:n tuottamista terdvdmmistd piikeistd ja paremmasta erotuskyvysté
(Ruan et al., 2019). Kun artemisiini on erottu rotan seerumista UPLC-menetelmélld, on saatu alle
kahden sekunnin kromatografisia piikkejd kolmen minuutin ajoajalla, mitkd viittaavat menetelmén
hyvadn kromatografiseen herkkyyteen sekd tehokkuuteen (Li et al, 2008). Mikili
nestekromatografian selektiivisyyttd ja herkkyyttd halutaan parantaa entisestdén, voidaan laitteisto

liittdd tandem-kvadrupoli-massaspektrometriin (Li et al., 2008).

6.2 QqQ-MS - artemisiinin analysointi massaspektrometrisesti

Massaspektrometri on usein kiytetty detektori artemisiinin kvantitointiin. Sen toiminta perustuu
sithen, ettd molekyylit ionisoidaan ja saadut ionit analysoidaan niiden massa-varaus-suhteen (m/z-
suhde) perusteella (Pitt, 2009). Artemisiinin ionisoitiin kdytetdin usein sdhkosumutusionisaatiota
(engl. electrospray ionization, ESI). ESI tuottaa neutraaleista molekyyleistd varautuneita ioneita,
jotka sitten siirtyvdt massa-analysaattorille analysoitavaksi. Se on pehmed ionisaatioldhde, joka
kayttdd melko vdhdn energiaa, jonka seurauksena molekyylin fragmentoituminen on véhaista.
Kyseinen ionildhde toimii hyvin osittain polaaristen molekyylien, kuten artemisiinin, kanssa ja siti

voidaan kayttidd seki positiivisten ja negatiivisten ionien tuottamiseen (Pitt, 2009). Artemisiinille on
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kiytetty padasiassa positiivista ionisaatiota (Dogan et al., 2022; Jessing et al., 2011; Li et al., 2008;
Protti et al., 2019), jolloin molekyyliin lisdtdan protoni ja ioni esitetddn muodossa [M+H]".

Massa-analysaattorille saapuneet ionit erotellaan niiden m/z -suhteen mukaan, jonka jélkeen
ne paityvit detektorille havaittavaksi. Detektorilla ionit muodostavat sdhkoisid signaaleja, joista
saadaan massaspektri (Parasuraman et al., 2014). Yleisin kidytetty massa-analysaattori on
kvadrupolianalysaattori. Se koostuu neljdstd samansuuntaisesta metallisauvasta, jonka ldpi
varautuneet ionit kulkeutuvat m/z-suhteen perusteella. Kvadrupolianalysaattorissa kéytettdvat
vakiojdnnite ja muuttuva radiotaajuinen jdnnite muodostavat sdhkokentdn, jonka vaikutuksesta vain
tietyt m/z-arvon omaavat ionit pddsevit sauvojen ldpi detektorille. Massaspektri saadaan aikaan
muuttamalla jénnitteitd systemaattisesti ajan myo6td, jonka seurauksena on mahdollista skannata eri
m/z-arvojen aluetta (Pitt, 2009).

Kun menetelmédssd suoritetaan véhintddn kaksi massa-analyysid, on Kkyseessd
tandemmassaspektrometria, joka on huomattavasti spesifisempi kuin yksivaiheinen massa-analyysi
(Pitt, 2009). Kolmoiskvadrupoli-massaspektrometriaa (QqQ-MS) kéaytetddn usein artemisiinin
analysoinnissa ja se on esimerkki tandemmassaspektrometristd (Li et al., 2008; Protti et al., 2019;
Wang et al., 2011; Xing et al., 2006). Kolmoiskvadrupolissa on kolme kvadrupolia perdkkiin, jotka
ovat Q1, Q2 ja Q3. Niistd Q1 ja Q3 ovat kvadrupolimassa-analysaattoreja, joiden vélissd on Q2, joka
toimii matalapaineista inerttid kaasua siséltavi torméyskammiona. Kolmannen kvadrupolin jélkeen
ionit siirtyvét detektorille (Pitt, 2009).

Valitun reaktion seuraaminen (engl. selected reaction monitoring, SRM) ja usean reaktion
seuraaminen (engl. multiple reaction monitoring, MRM) ovat massaspektrometrisid tekniikoita,
joiden avulla voidaan spesifisesti havaita kohdeyhdiste. SRM-tilassa analysoidaan yhté
prekursori/tuoteioni-paria, eli Q1 paistd l4pi vain valitun prekursori-ionin ja Q3 pééstd l4pi vain tietyn
prekursori-ionista fragmentoituneen tuoteionin (kuva 10). MRM-tilassa puolestaan analysoidaan
tiettyjd  prekursori/tuoteioni-pareja, eli voidaan analysoida useampia prekursori-ionista
muodostuneita tuoteioneja. Tamd mahdollistaa tarkan ja herkdn analyysin halutulle yhdisteelle

ndytteestd (Li et al., 2008; Pitt, 2009; Wang et al., 2011).

Q1 Q2 Q3

:-.|'—"5-'.'3.". I S

fragmentoituminen

Kuva 10. SRM-menetelmén toimintaperiaate.
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Artemisiinin analysoinnissa SRM- ja MRM-menetelmissa kéytetddn prekursori-ionina usein
artemisiinin protonoitunutta muotoa m/z 283 [M+H]" (Protti et al., 2019; Qiu et al., 2018; Singh et
al., 2021; Wang et al., 2011). Muita artemisiinille kdytettyjd prekursori-ioneita ovat, esimerkiksi m/z
305,4 [M+Na]* ja m/z 300,4 [M+NH4]* (Li et al., 2008; Xing et al., 2006). Puolestaan mahdollisia
tuoteioneja artemisiinille ovat, esimerkiksi m/z 151, 209, 247, 265, joista m/z 209 ja 247 on usein
kaytetty artemisiinin analysoinnissa (Li et al., 2008; Protti et al., 2019; Qiu et al., 2018; Singh et al.,
2021; Wang et al., 2011; Xing et al., 2006). Tuoteionin valintaan vaikuttaa sen runsaus verrattuna
muihin potentiaalisiin tuoteioneihin (Li et al., 2008).

Kuvassa 11 on esimerkki artemisiinin ja IS:n (artemisiini-D3) SRM-kromatogrammista.
Artemisiinilla prekursori-ionina on kdytetty m/z 283,24 ja tuoteionina m/z 209,45. 1S:11a prekursori-
ionina on kéytetty m/z 286,31 ja tuoteionina m/z 212,38. Saadusta SRM-kromatogrammista voidaan
madrittdd artemisiinin ja IS:n piikien pinta-alojen vilinen suhde, jota voidaan sitten hyodyntid

artemisiinin pitoisuuden maérittdmisessé (Protti et al., 2019).

3-15: 286.31 — 212.38

A= Aremisinin © 283 24+ 20945

Kuva 11. SRM-kromatogrammit artemisiinille (A) ja IS:lle (B). Artemisiinin prekursori-ionina on m/z 283,24 ja
tuoteionina m/z 209,45. IS:114 prekursori-ionina on m/z 286,31 ja tuoteionina m/z 212,38. Kuva lainattu Elsevierin luvalla:
”Reprinted from Protti, M., Mandrioli, R., Mandrone, M., Cappadone, C., Farruggia, G., Chiocchio, 1., Malucelli, E.,
Isani, G., Poli, F., & Mercolini, L. (2019). Analysis of Artemisia annua extracts and related products by high performance
liquid chromatography-tandem mass spectrometry coupled to sample treatment miniaturization. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 174, 81-88. https://doi.org/10.1016/j.jpba.2019.05.044, Copyright 2024, with
permission from Elsevier (license number 5736350722854).”

MRM-tekniikassa voidaan kéyttdd useampia tuoteioneja kohdeyhdisteen tarkempaan

tunnistamiseen ja kvantitointiin. Qiu et al. (2018) kdyttivit tuoteioneja m/z 247,1 ja 151,3 artemisiinin
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tunnistamiseen ja m/z 209,2 yhdisteen kvantitointiin. Wang et al. (2011) ovat kdyttineet hyddyksi
artemisiinin kvalitatiivisen tuloksen saamiseksi m/z 265,1 [M-H20]" ja 247,2 [M-2 H:0]" -
fragmentti-ionien runsaussuhdetta. Kvantitatiivisen tuloksen saamiseksi kiytettiin ndytteessd

runsaammin esiintyvdd tuoteionia m/z 265,1, joka voidaan havaita kuvan 12 artemisiinin

massaspektrista.
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Kuva 12. Artemisiinin massaspektri. Mukailtu ldhteestd (Wang et al., 2011).

Kaytetylld tormaysenergialla on vaikutus QqQ-MS:n havaitsemisherkkyyteen, koska silld on
vaikutus prekursori-ionin fragmentoitumiseen (Li et al., 2008; Wang et al., 2011). Térmdysenergian
suuruus tulee valita niin, ettd saavutetaan tuoteionien suurin esiintyvyys (Wang et al., 2011).
Artemisiinille on kéytetty tormédysenergioita 11, 22 ja 14 eV QqQ-MS:1la (Li et al., 2008; Qiu et al.,
2018; Singh et al., 2021).

6.3 Artemisiinin kvantitointi

Kvantitatiivisten tulosten saamiseksi on helpointa kéyttdd sisdistd standardia, joista vakaat isotoopit
ovat paras vaihtoehto. Vaikka ne ovat kohdeyhdisteen kanssa ldhes identtiset kemiallisilta
ominaisuuksiltaan, on ne kuitenkin helppo erottaa toisistaan MS-menetelmissd. Tarkkojen tuloksien
saavuttamiseksi IS tarvitsee kalibrointikdyran. Kalibrointikdyrd muodostetaan artemisiinin ja IS:n
vasteen suhteen artemisiinin pitoisuuden funktiona (kuva 13) (Pitt, 2009). Artemisiinin ja IS:n vélinen
suhde on suoraan verrannollinen artemisiinin pitoisuuteen tutkittavassa nidytteessd lineaarisella

alueella.
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Kuva 13. Kalibrointikiyri artemisiinin pitoisuuden méérittimiseen. Y-akselilla on esitetty artemisiinin ja IS:n piikien

pinta-alojen suhde ja X-akselilla on artemisiinin pitoisuus. Kalibrointi kdyrd on lineaarinen kuvassa esitetylld siniselld
valilla.

Li et al. (2008) muodostivat kalibrointikdyrdn artemisiinin maérittimisestd rotan seerumista
artemisiinin ja IS:n (arteetteri) piikkien pinta-alojen suhteiden sekd artemisiinin teoreettisen
pitoisuuden avulla. UPLC-MS/MS-menetelmalld saatu kalibrointikéyré oli lineaarinen alueella 4—
10 000 ng/ml ja menetelmdn LOQ oli artemisiinille 4 ng/ml. Saatu korrelaatiokerroin oli 0,9981, joka
viittaa hyvddn korrelaatiokertoimeen (Li et al., 2008). Yleisesti artemisiinin LC-MS/MS-
analyysimenetelmilld on saavutettu hyvid korrelaatiokertoimia (r), jotka ovat r > 0,9986 (Dogan et
al., 2022; Protti et al., 2019; Qiu et al., 2018; Singh et al., 2021; Wang et al., 2011).

Singh et al. (2021) méaérittivét artemisiinipitoisuuden 10:sté eri Artemisia -lajista UPLC-ESI-
QqQuir-MS/MS-menetelmilld, missd Quir on lineaarinen kvadrupoli-ioniloukku. Artemisiinin
kalibrointikdyrad tehtiin pitoisuusalueella 10-2000 ng/ml kiyttden kuutta kalibrointistandardiliuosta
ja se osoitti lineaarisen suhteen piikin pinta-alan ja pitoisuuden vililld 50-1500 ng/ml. Suurin
artemisiinipitoisuus maédritettiin Artemisia absinthiumissa, jossa pitoisuus oli 2,32 mg/g. Toiseksi
suurin pitoisuus, 2,18 mg/g, médaritettiin Artemisia vulgariksesta. Alhaisin artemisiinipitoisuus, joka
pystyttiin - méaérittdimaan, oli 0,78 mg/g Artemisia annuassa. Osassa Artemisia -lajeista
artemisiinipitoisuus oli litan alhainen havaittavaksi, koska se oli alle LOD-arvon, joka on 6,55 ng/ml.
Puolestaan menetelmin LOQ-arvoksi mitattiin 19,86 ng/ml (Singh et al., 2021).

Qiu et al. (2018) tutkittavat artemisiinipitoisuutta 18:ssa Artemisia annua naytteessi LC-
MS/MS:114 (HPLC), jossa lineaarisuus alue on 5,00—-5000 ng/ml, LOD 1,50 ng/ml ja LOQ 5,00 ng/ml
artemisiinille. Suurin artemisiinipitoisuus maéritettiin ndytteestd 1, jossa pitoisuus oli 22,1 £+ 0,415
ng/g. Tuloksista ilmenee, etti artemisiinipitoisuus lehti- ja varsindytteissd (ndytteet 1-13) on

huomattavasti korkeampi kuin juurindytteissa (14—18). Naytteissd 1-13 artemisiinin pitoisuus on
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valilla 13,1-22,1 ng/g, kun taas ndytteissd 14—18 artemisiinin pitoisuus on 0,122-0,020 ng/g.
Tuloksista voidaan paitelld, ettd Artemisia annuan varsi- ja lehtiosat ovat parempia osia ladkkeiden
valmistukseen kuin kasvin juuriosat (Qiu et al., 2018).

Protti et al. (2019) médrittivét artemisiinin pitoisuuden neljisti Artemisia annua uutteesta (A—
D) LC-MS/MS:ll4 ja vertailivat niiden sytotoksista potentiaalia HL60-leukemiasoluihin. Seitseméassé
eri  konsentraatiossa olevat artemisiinin standardiliuokset sisdlsivdat IS:44 (artemisiini-D3)
vakiopitoisuuden. Analysoinnin jdlkeen saatiin artemisiinin ja IS:n piikkien pinta-alojen suhteet,
jotka asetettiin vastaaviin pitoisuuksiin (ng/ml). Pienimmin neliGsumman menetelmalla
muodostettiin lopulta kalibrointikéyrd, joka oli lineaarinen artemisiinille valillda 5 ng/ml-1 pg/ml.
Menetelmin LOQ oli 5 ng/ml ja LOD 1,5 ng/ml. Suurin artemisiinin pitoisuus oli uutteessa B, joka
oli 109,40 + 2,63 ng/ml. Uute C:n artemisiinipitoisuus oli 94,79 + 2,14 pg/ml, uute A:n 21,40 + 1,52
ug/ml ja uute D:n 5,90 + 0,84 pg/ml. Tulokset osoittivat, ettd artemisiinipitoisuuden méara vaikutti
HL60-solujen kasvuun. Mitd suurempi artemisiinipitoisuus uutteessa oli, sitd tehokkaammin se esti
niiden solujen kasvua (Protti et al., 2019).

Artemisiinin maéarittimiseen Artemisia annuasta on myos kaytetty herkkdd, nopeaa ja
selektiivisti RRLC-QQQ-menetelmdd (engl. rapid resolution, RR), jossa kaytettivd kolonnin
partikkelikoko 1,8 upum. Menetelméd viittaa siis aiemman esitettyyn UHPLC-menetelméén.
Kalibrointikéyra tehtiin lineaarisen regression avulla, jossa artemisiinin piikkien pinta-alat piirrettiin
suhteessa viiden eri kalibrointistandardien pitoisuuksiin. Kalibrointikdyrd antaa lineaarisen vasteen
artemisiinille vélilld 10400 ng/ml. LOD arvo artemisiinin médrittimiselle on 0,20 ng/ml ja LOQ
0,75 ng/ml. Menetelmilld mitattiin kolme Artemisia annua -ndytettd, jotka oli kerdtty Kiinan eri
maakunnista. Yunnanin maakunnasta kerétyssi kasvissa oli suurin artemisiinipitoisuus 8,83 + 0,21
mg/g. Toisiksi suurin pitoisuus havaittiin Sichuanin maakunnasta keratysta kasvista 7,95 + 0,18 mg/g,
kun taas Shandongin maakunnassa kerdtyssd kasvissa artemisiinipitoisuus oli huomattavasti

pienempi 3,37 = 0,14 mg/g (Wang et al., 2011).

7 Johtopaatokset

Artemisiinin erottaminen nestekromatografisesti ja analysointi massaspektrometrisesti ovat
mahdollistaneet luotettavan ja tehokkaan tavan artemisiinin selektiiviseen kvantitointiin. Kasveissa
esiintyvian alhaisen artemisiinipitoisuuden vuoksi ndytteen esikisittelyvaiheet ennen varsinaista
analyysia pitdd kuitenkin suunnitella huolellisesti.

MAE- ja SFE-uuttomenetelmédt ovat osoittautuneet varteenotettaviksi vaihtoehdoiksi
perinteiselle Soxhlet-uutolle nopeutensa, tehokkuuteensa ja vihemman livottimen kulutuksen takia.
MAE:lla saadut tulokset ovat osoittaneet sen olevan nopeampi ja tehokkaampi uuttomenetelma

artemisiinille kuin perinteinen Soxhlet-uutto. Artemisiinin puhdistaminen LLE:1ld kéyttden
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livottimena heksaania on osoittanut hyvid saantoja artemisiinille, mutta orgaanisten liuottimien suuri
kulutus on osoittautunut yhdeksi LLE:n ongelmaksi. SPE:ssd orgaanisen liuottimen kulutus on
vihdisempid ja lisdksi menetelmdsséd on mahdollista kdyttdd erilaisia sorbentteja, jotka voivat sitoa
artemisiinia selektiivisemmin ja spesifisemmin. MIPien kaytto sorbentteina on lisdnnyt menetelmén
selektiivisyyttd artemisiinia kohtaan johtuen MIPeissd olevista spesifisistd sitoutumiskohdista.
Puolestaan MEPS-menetelmén avulla on pystytty puhdistamaan pienempid ndytemairia ja lisidméén
artemisiinin ja sorbentin vilistd vuorovaikutusta kaksisuuntaisella liuosvirtauksella.

Artemisiinin erottaminen UHPLC:IIA on osoittanut varteenotettavaksi menetelméksi
perinteiselle HPLC:lle nopeutensa, herkkyytensd ja tehokkuutensa ansiosta. Muun muassa
pienemmén kolonnin partikkelikoon seurauksena ajoaika on huomattavasti lyhyempi UHPLC:ssa.
Menetelmilld on saatu artemisiinille teravdmpid piikkejd, mikd parantaa puolestaan menetelmén
herkkyyttd. Artemisiinin detektoinnissa ja analysoinnissa massaspektrometri on UV -detektoria
herkempi ja selektiivisempi. Se mahdollistaa yhdisteiden havaitsemisen pienind pitoisuuksina
monimutkaisista ndytteisti. Artemisiinin ionisointiin kdytetddn pddasiassa ESI:d positiivisellaa
ionisaatiollaa ja analysointiin QqQ-MS:44. SRM- ja MRM-menetelmien kidyttd on mahdollistanut
artemisiinin luotettavan kvantitoinnin, ja useampia tuoteioneja kiyttimalld artemisiini on voitu
tunnistaa ja kvantitoida entistd tarkemmin. MRM-kromatogrammista voidaan maérittd4 artemisiin ja
IS:n tuottamien piikkien pinta-alojen vélinen suhde, ja titd tietoa hyodyntdméalld méaarittaa
artemiisinipitoisuus tutkittavassa niytteessd. Artemisiinin pitoisuuden maarittimiseen kadytetdan IS:n
liséksi sen avulla muodostettavaa kalibrointikdyrdd. IS:n avulla pystytdén saamaan luotettavampia
kvantitatiivisia tuloksia korjaamalla ndytteenvalmistuksessa syntyneet mahdolliset hiviot.

Artemisiinipitoisuuden madrittiminen kasvista on antanut tirkeéa tietoa siitd, missd kasvin
osissa, kasvupaikoissa ja Artemisia -lajeissa pitoisuus on korkein. Hyodyntdmaélld niitd tietoja
pystytddn artemisiinia kdyttimédn entistd tehokkaammin lddkeaineena malarian ja muiden tautien

hoidossa.
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