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Flavonolit ~ ovat  kasvien  erikoistuneita  metaboliitteja,  joiden = on  esimerkiksi
antioksidanttiaktiivisuutensa ~ vuoksi  todettu olevan ihmisen terveydelle hyddyllinen
luonnonyhdisteiden ryhma. Analyysimenetelmisti erityisesti nestekromatografi-
massaspektrometriset (LC-MS) menetelmit ovat osoittautuneet tehokkaiksi vilineiksi nédiden
yhdisteiden tutkimisessa. On huomattu, ettd flavonolit tuottavat massaspektrometrin ionildhteessa
fragmentoiduttuaan aglykoni-ioneja sekd aglykoniradikaali-ioneja, kun kéytetdfin negatiivista
ionisaatiota. Glykosylaation kohdan ja tyypin on osoitettu vaikuttavan nédiden ionien
muodostumiseen, mika viittaa siihen, ettd aglykoni-ionien ja aglykoniradikaali-ionien vilistd suhdetta
voitaisiin kdyttdd tyokaluna yhdisteen rakenteen selvittimiseen. Ioniléhteen ja ioninohjaimen vilisten
asetusten, kuten kartiojénnitteen vaikutusta ndihin ionisuhteisiin ei kuitenkaan ole vield tdysin
tutkittu.

Tutkimuksessa  selvitettiin ~ yhdisteiden rakenteesta johtuvia syitd aglykoni-ionien ja
aglykoniradikaali-ionien = muodostumiseen.  Haluttiin  tutkia  kartiojdnnitteen  vaikutusta
flavonoliglykosidien ionisuhteisiin  kolmoiskvadrupolimassaspektrometrilla, sekd yhdisteen
rakenteen vaikutusta siihen, kuinka aglykoni-, aglykoniradikaali-ioni ja hapettunut aglykoni-ioni
fragmentoituvat. TyOssd pyrittiin  selvittdimdén, miten pitoisuus vaikuttaa aglykoni- ja
aglykoniradikaalien viliseen suhteeseen sekd tarkasteltiin laskennallisen mallin avulla sitd, kuinka
kasviuutteissa esiintyvien yhdisteiden vasteet vaikuttavat syntyviin ionisuhteisiin.

Tutkimus osoitti, ettd rakenteen lisdksi kartiojannite vaikuttaa merkittidvisti syntyneisiin
ionisuhteisiin. Tutkimus antoi lupaavia tuloksia ionisuhteiden hyddyntdmisestd kasviuutteiden
karakterisointiin yhdisteryhmaitasolla.  Tutkimustulosten avulla voidaan yhdisteryhmispesifistd
MRM-analytiikkaa hyodyntdd kasveissa esiintyvien yhdisteiden rakenteen tutkimiseen.

Asiasanat: flavonoli, massaspektrometri, ionilihde, MRM-menetelm4, ionisuhde, aglykoni-ioni,
aglykoniradikaali-ioni
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1 Johdanto

1.1 Flavonolit ja niiden rakenne
Flavonolit ovat luonnossa esiintyvid polyfenolisia yhdisteitd, jotka kuuluvat flavonoidien
padryhméén. Ne ovat kasvien erikoistuneita metaboliitteja, joilla on useita tehtdvid. Néihin tehtdviin
kuuluu muun muassa kasvin suojaaminen ultraviolettiséteilyltd ja oksidatiivisilta vaurioilta sekd
kasvien pigmentoinnin tukeminen.> Flavonolit ovat tieteelle kiinnostava luonnonyhdisteiden ryhméi
niiden antioksidanttisten ominaisuuksien ansiosta, joiden on todettu olevan myds ihmisen terveydelle
hyodyllisid.® Flavonoleille tunnusomaista on C6-C3-C6 hiilirunko, jossa kaksi bentseenirengasta (A
ja B) ovat yhdistetty toisiinsa heterosykliselld pyraanirenkaalla (C).** Flavonolien runko on 3-
hydroksiflavoni (kuva 1.), johon on kiinnittynyt useita hydroksyyliryhmid (-OH) renkaiden eri
kohtiin.® Hydroksyyliryhmien vaihteleva miéri ja liittymiskohta luo laajan joukon rakenteellisesti

erilaisia biologisesti aktiivisia yhdisteita. >°

Kuva 1. 3-hydroksiflavoni.

Flavonoleja  esiintyy kahdessa muodossa: aglykoneina ja  glykosideina. Yleisimpid

flavonoliaglykoneja ovat isoramnetiini, kversetiini, kemferoli ja myrisetiini (kuva 2.).



kemferoli myrisetiini

Kuva 2. Yleisimmit flavonoliaglykonit.®

Glykosideissa aglykoniin on liittynyt yksi tai useampi sokeri, joista yleisimpid ovat glukoosi,
galaktoosi ja ramnoosi.’ Glykosylaatio on voinut tapahtua hiilesti (C-glykosidit) tai
hydroksyyliryhmisti (O-gkykosidit).!® Yleisimmin flavonolit esiintyvit 3-O- tai 7-O-glykosideina,
jolloin glykosylaatio on tapahtunut C-7 tai C-3 asemassa olevasta hydroksyyliryhmésti.'%!!
Hydroksyyliryhmien ja erilaisten sokereiden lisdksi flavonolien rakenne voi siséltda
metyyliryhmid. Yksi tai useampi flavonolin hydroksyyliryhmd voi metyloitua muodostaen
metyylieettereiti.!> Metyloituneet rakenteet viihentivit flavonolien reaktiivisuutta ja vesiliukoisuutta

sekd vaikuttavat niiden biologiseen aktiivisuuteen.'*!> Esimerkiksi aiemmin mainittu yleisimpiin

flavonoliaglykoneihin kuuluva isoramnetiini on kversetiinin 3’-metyloitunut muoto.'

1.2 LC-MS-menetelmiit flavonolien analytiikassa
Flavonoliglykosidien rakenteellinen monipuolisuus luo omat haasteensa niiden analysoimiseen,
jonka vuoksi tutkimukseen tarvitaan edistyneiti menetelmid. Flavonoliglykosidien tutkimiseen
soveltuvia menetelmid on esimerkiksi HPLC-UV, perustuen yhdisteiden erotteluun niiden
rasvaliukoisuuden mukaan sekd havaitsemiseen aglykoniosien valon absorptio-ominaisuuksien
ansiosta.’> Tdmd menetelmd ei kuitenkaan anna tietoa yhdisteen tarkasta rakenteesta tai
substituenteista, silli esimerkiksi sokerit ovat huonoja kromoforeja.'> NMR-spektroskopian avulla

voidaan saada hyvinkin tarkkaa tietoa flavonoliglykosidien rakenteista, mutta menetelmai tarvitsee



suhteellisen paljon puhdasta ndytettd eikd sen herkkyys riitd pienten pitoisuuksien havaitsemiseen
monimutkaisista kasviuutteista.'®

Flavonoliglykosidien =~ rakenteiden  tutkimiseen  kédytetyistd  analyysimenetelmisté
nestekromatografia-massaspektrometriset (LC-MS) menetelmét ovat yleisid. Ne mahdollistavat
yhdisteiden erottelun ensin toisistaan nestekromatografilla perustuen niiden kokoon ja polariteettiin,
jonka jilkeen massaspektrometrilta saadun datan perusteella yhdisteet pystytdén tunnistamaan tai
niiden rakennetta tutkia tehokkaasti. LC-MS-menetelmit ovat erityisen hyodyllisid monimutkaisten
flavonoliseoksien analysoimisessa luonnonyhdisteistd, koska ne mahdollistavat erilaisia sokeri- ja
hydroksyyliryhmii siséltivien glykosidien erottamisen toisistaan.'”

Flavonolien ~LC-MS-analytiikassa  kéytetddn yleensd  kiinteisfaasikromatografiaa.'s
Kaéinteisfaasikromatografiassa kéytetéén tyypillisesti poolitonta kiintedd faasia ja poolista liikkuvaa
faasia.'®!? Kiinteisfaasikolonni sisiltdd usein silikapartikkeleja, joihin on liitetty kovalenttisesti eri
mittaisia hiilivetyketjuja.'® Flavonolit ovat kohtalaisen poolisia yhdisteitd. Aglykonit ovat vihemmén
poolisia, jolloin ne pidattyvét kolonnissa hyvin. Sokerit lisdévit flavonolien vesiliukoisuutta, jolloin
yhdisteet eluoituvat liukoisuusominaisuuksiensa mukaan.’’ Kiénteisfaasikromatografiassa
litkkkuvina faaseina kdytetddn vettd sekd vdhemmén poolista liuotinta kuten asetonitriilid. Naméa
liuottimet ovat myds hyvin yhteensopivia sdhkdsumutusionisaation (ESI) kanssa, jolloin
kaasufaasissa olevat ionit pddsee saumattomasti siirtymédin nestekromatografilta massa-
analyyseihin.?!

Flavonoliglykosidien massa-analyyseissa voidaan kéyttdd negatiivista tai positiivista
ionisaatiota. Negatiivisessa ionisaatiossa anionit syntyvét, kun yhdiste deprotonoituu luovuttaessaan
vetyionin. Tamé on toimiva ionisaatiotapa happamille yhdisteille, joissa on paljon hydroksyyli- tai
fenoliryhmis, kuten flavonoleissa.”? Nadmi funktionaaliset ryhmit deprotonoituvat helposti
muodostaen vahvoja ja vakaita [M-H] ioneja.?»** Massaspektrometri erottelee syntyneet ionit
toisistaan massa-varaussuhteiden (m/z) perusteella. Negatiivinen ionisaatio tuottaa usein
yksinkertaisemman fragmentoitumisen verrattuna positiiviseen ionisaatioon, jolloin spektrien
tulkitseminen ja yhdisteiden rakenteiden tunnistaminen on helpompaa, kun voidaan keskittyé
yhdisteen péifragmentteihin.?>**

Erityisesti tandemmassaspektrometriset (MS/MS) -menetelmét yhdistettyni
sahkosumutusionisaatioon (ESI) ovat osoittautuneet tehokkaiksi vélineiksi flavonoliglykosidien
tutkimisessa ja karakterisoinnissa.”> Tandemmassaspektrometrisissa menetelmissi kaksi perdkkaisti
massa-analyysia antavat tarkemman kuvan monimutkaisista yhdisteistd. Valittu ioni voidaan eristéa

ensimmadiselld massa-analysaattorilla ja pilkkoa tormédyskammiossa yhd pienemmiksi fragmenteiksi,



jotka analysoidaan toisella massa-analysaattorilla.?>® MS/MS-menetelmé on spesifinen ja herkki,

jolloin yhdisteiden karakterisointi helpottuu.?’

1.3 Sidhkosumutusionisaatio
Sdhkdsumutusionisaatiossa analyyttid sisdltdva livotin kuljetetaan suihkekapillaarin lépi, jonka
jénnite on noin 2-5 kV.*®*?° Ionilihteen voimakas sdhkokenttd aiheuttaa varautuneiden ionien
siirtymisen liuotinsumun pinnalle, jolloin pinnan ollessa varautunut sen virtausnopeus kasvaa
suuremmaksi kuin virtaus liuotinsumun sisdlld. Téstd seuraa liuotinsumun kapeneminen ja niin
kutsutun Taylor-kartion muodostuminen.*® Kun sumu kaventuu , sen sisiiset hylkimisvoimat
kasvavat, miké aiheuttaa liuotinsumun hajoamisen hyvin pieniksi pisaroiksi. Pisarat desolvatoituvat
kuivauskaasun vaikutuksesta, kun ne kulkevat ilmanpainealueen lépi kohti vastinelektrodia.>**' Kun
liuotin haihtuu varautuneen pisaran pinnalta sen varaustiheys kasvaa. Sdhkdstaattinen repulsio kasvaa
samalla, kun varaustiheys kasvaa. Pisara hajoaa yhd pienemméksi, kun séhkostaattinen repulsio

ylittdd konservatiiviset voimat.?

Prosessia toistetaan niin pitkdan, kunnes pisaran pinnalla oleva
varaustiheys on niin suuri, etti pisara alkaa emittoida kaasufaasi-ioneja.”® Ilmanpaineionilihteeltd
kaasufaasissa olevat ionit kerdtdfin massa-analysaattorille. Kerddmiseen kaytetddn kartiota ja
linsseji.>® Kartion ja linssien vilisti kulkee verhokaasu, joka on usein limmitettyi typpikaasua. Kun
kaasufaasissa olevat klusteri-ionit tormiédvit typpikaasuun, ainoastaan ioni fokusoidaan massa-
analysaattorille, koska heikoilla sdhkdostaattisilla voimilla kiinnitetyt liuotinmolekyylit usein
lohkeavat. Klusteri-ioneja - ndytteen itsensd kanssa muodostuneita - voi myds esiintyd, eivitkd ne

aina hajoa tiysin.>"3!

Varautunut dropletti
Vastinelektrodi

Kapillaarineula \
2-5kV . .
Y- Rayleighin” raja saavutettu Py
(OPNCES - Py . - -
05026 - - Coulombinen @
-
eclelelo \ -

Desolvaatio '_’ réij?a'hdys. o - Massa-analysaattorille
Taylorin kartio ~Analyyttimolekyyli

(O

Varautuneet
analyytti-ionit

+ Virtalihde -
2-5kV

Kuva 3. Sihkdsumutusionisaation toimintaperiaate.?®



Sdhkdsumutusionisaatio on niin kutsuttu pehmed ionisaatiotekniikka, joka tuottaa péadsosin
molekyyli-ioneja eiki juurikaan fragmentoi niitd.*? Ionisaatiotekniikan tapa tuottaa vihdinen madra
karakteristisia fragmentteja on tarkoituksenmukaista tilanteissa, joissa halutaan sidilyttda
analysoitavan molekyylin rakenne ehjdnd. Kuitenkin, koska tekniikka tuottaa vain véhén
karakteristisia fragmentteja tiytyy sen kiyttod tehostaa eri tavoin esimerkiksi rakenneanalyyseissa.’!
Esimerkiksi kolmoiskvadrupolimassaspektrometrilla séhkosumutus rajapinta-alueella voidaan siétia
kartiojannitettd (CV). Kartiojénnite on potentiaaliero niyte- ja uuttokartion vililld, jotka sijaitsevat
massaspektrometrin ionildhteessd (Kuva 4). Tamai jinnite sditelee ionien liikettd, kun ne siirtyvét

normaalipaineisesta ionisaatioalueesta massa-analysaattorin vakuumipaineeseen.’’

Kartiojdnnite
lisdd ionien sisdistd energiaa, joka edistdd ionin siirtymistd vakuumialueelle ja samalla saattaa edistda

fragmentaatiota jo ionilihteessi ennen massa-analysaattoria ja torméyskammiota.**

Ionisaatiokammio, normaali-ilmanpaineen alue Massaspektrometri,
korkean vakuumin alue

- N2 virtaus Analyyti
Analyym (kantajakaasu) kaasufaasissa
liuoksessa

—_— = g
N2 virtaus E
Kapillaarineula Uuttokartio E )
Nivtekarti ! Lammitetty
aytekartio i . .
Varautuneet yt i kaplllaarl.
sahkdsumu pisarat 100-300 C
(aerosoli)

Kuva 4. Analyytin kulkeutuminen ionisaatiokammiosta normaali-ilmanpaineen alueen lipi massaspektrometrin vakuumialueelle.*?

Yhdisteen fragmentoiminen ioniléhteessd (ISF) on hyddyllinen tapa, kun yhdisteestd halutaan saada
aikaan sille tunnusomaiset fragmentit, jotka voidaan ohjata eteenpdin ensimmdiselle massa-
analysaattorille. N&itd tunnusomaisia fragmentteja voidaan pilkkoa yhd pienemmiksi fragmentti-
ioneiksi tormdysindusoidulla dissosiaatiolla (CID) esimerkiksi
kolmoiskvadrupolimassaspektrometrin tormadyskammiossa. Kun ionit torméadvit kaasuhiukkasiin
tormiyskammiossa ne saavat lisdd energiaa ja hajoavat edelleen pienemmiksi ja tuottavat yhdisteelle
karakteristisia fragmentteja. Dissosiaation tasoa voidaan kontrolloida séatdmélld torméyskammiossa

olevaa tormiysenergiaa (CE).?%%



1.4 Flavonoliglykosidien fragmentoituminen massaspektrometrilla
Flavonolien fragmentoituminen massaspektrometrilla antaa arvokasta tietoa yhdisteen rakenteesta,
joka mahdollistaa flavonoliglykosidien tarkemman karakterisoinnin. Fragmentaation seurauksena
spektrissid havaittavat m/z-arvot antavat tarkkaa tietoa yhdisteen aglykonin rakenteesta ja siihen
liittyneiden substituenttien kuten sokerien tyypisté sekd liittymiskohdista.* %>

Flavonoliglykosidien O-glykosidisidokset katkeavat herkdsti, jolloin spektristd voidaan havaita
aglykoni-ioni seki pédtelld irronneen sokerin tyyppi molekyyli-ionin ja aglykoni-ionin m/z-arvojen
erotuksesta. C-glykosidisidokset ovat vakaampia ja tarvitsevat katketakseen enemmin energiaa.
Témin vuoksi C-glykosidien fragmentaatiossa aglykoniin kiinnittyneestd sokerista lohkeaa osa,
mutta loppuosa pysyy kiinni.>® Aglykonissa olevat metyyliryhmit irtoavat helposti, jolloin spektristé
havaitaan [M-H-CH3]" -ioni.>” Aglykonin fragmentoituessa siité lohkeaa osa, esimerkiksi CO tai H.O
tai se voi noudattaa Retro-Diels-Alder (RDA) -fragmentaatiota.*®

RDA on yleinen fragmentoitumistapa fenolisilla yhdisteilld, kuten flavonoleilla.
Fragmentoitumisen tuottamat selkeét yhdisteelle tyypilliset fragmentaatiokaavat tekevét yhdisteen
aglykonirakenteen tunnistamisesta helppoa. Fragmentaatio tapahtuu flavonoleilla C-renkaan hiili-
hiili kaksoissidoksesta, hajottaen rakenteen kahteen osaan muodostaen karakteriset fragmentit A- ja
B-renkaille.*

Esimerkiksi kversetiini-3-O-glukosidin fragmentoituessa (Kuva 5) ensimmdiisend O-
glykosidisidos katkeaa. Sidoksen katkeaminen tuottaa deprotonoituneen aglykoni-ionin m/z-arvolla
301 sekéd deprotonoituneen aglykoniradikaali-ionin m/z-arvolla 300. Aglykonin fragmentoituminen
voi tapahtua noudattaen RDA-fragmentaation periaatteita tai se voi fragmentoitua C-renkaan 3- tai 4-
asemassa olevan hiilen kohdalta. O-glykosidit tuottavat helposti tunnistettavia ja selkeitd

aglykonifragmentteja.*
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Kuva 5. Kversetiini-3-O-glukosidin fragmentaatiokaavio negatiivisella ionisaatiolla.*’

On huomattu, ettd flavonoliglykosidien kyky tuottaa fragmentoiduttuaan aglykoni-ionia ja
aglykoniradikaali-ionia on liitdnndinen yhdisteen rakenteeseen.*! B-renkaan
hydroksyylisubstituutioiden maédrén, sokerin tyypin ja liittymiskohdan tiedetddn vaikuttavan
merkittivisti sithen, kumpaa aglykoni-ionia yhdiste tuottaa enemmén.*"* *> Aglykoniradikaali-ionia
havaitaan O-glykosideilla, kun glykosidisidos katkeaa. On todettu, etti 3-O-glykosidit tuottavat
herkemmin aglykoniradikaali-ionia, kun taas 7-O-glykosidit aglykoni-ionia. Vertailemalla
syntyneiden aglykoni-ionien suhteita on ajateltu saatavan selvyyttd yhdisteen rakenteesta ja sokerien

liittymiskohdasta.*’

1.5 Yhdisteryhmispesifiset MRM-menetelmiit
Yhdisteryhmaspesifinen MRM-menetelma on tehokas tydkalu tunnistamaan haluttuja yhdisteryhmia
niiden tunnusomaisten fragmenttien avulla.** Kolmoiskvadrupolimassaspektrometrilla MRM-
menetelmd hyodyntdd kartiojinnitetti ja tormiysenergiaa sopivien ionien akkumuloimiseksi.*
Sadtdmalla kartiojdnnitettd tuotetaan yhdisteryhméspesifistd ionia ennen ensimmdistd kvadrupolia,
joka kuljettaa ainoastaan valitun ionin tormdyskammioon. TOrmdysenergiaa sddtamélld
akkumuloidaan yhdisteryhmispesifisestd ionista syntyvdd spesifid fragmenttia, joka kulkee toisen
kvadrupolin ldpi detektorille muiden ionien suodattuessa pois. Talld tavalla kartiojdnnitettd ja
tormdysenergiaa optimoimalla saadaan luotua selektiivinen ja herkkd menetelmd tietylle

yhdisteryhmalle.*>*°



Yhdisteryhméspesifisen MRM-menetelmén avulla voidaan nopeasti tunnistaa monimutkaisista
kasvindytteistda esimerkiksi niiden siséltdmét kemferoli-, kversetiini- ja myrisetiinijohdannaiset.
Koska menetelmit seuraavat aglykoni- ja aglykoniradikaali-ionien fragmentoitumista, voidaan pitda
mahdollisena MRM-menetelmien antavan tietoa my0s yhdisteen rakenteesta ja esimerkiksi sokerien
liittymiskohdista, kun verrataan syntyneiden ionien suhdetta toisiinsa.****” Jos menetelméi halutaan
hy6dyntda yhdisteen rakenteellisten ominaisuuksien selvittdmiseen, tdytyy ottaa huomioon, ettd se on
kehitetty yleispéteviksi yhdisteryhmadlle eikd yksittéisille yhdisteille. Menetelmd on kehitetty
valitsemalla yhdisteryhmélle sopivimmat parametrit aglykoni- ja aglykoniradikaali-ionien
muodostamiseksi. Vield ei kuitenkaan ole selvéd, kuinka merkittivisti kartiojdnnite vaikuttaa ndiden
ionien suhteeseen yksittdisilld yhdisteilld ja voiko menetelmén antamia ionisuhteita pitdé luotettavana

tyokaluna yhdisteen rakenteen arvioimiseen.

1.6 Tyon tarkoitus
Flavonoliglykosidit ovat kasveissa esiintyvid bioaktiivisia yhdisteitd, joita tutkitaan yleisesti LC-MS-
menetelmilld. Negatiivista ionisaatiota kidytettdessd yhdisteet tuottavat aglykoni-ionia ja
aglykoniradikaali-ionia, kun ne fragmentoituvat. Aiemmat tutkimukset ovat osoittaneet, ettd sokerin
tyyppi sekd kiinnittymiskohta vaikuttavat kyseisten ionien muodostumiseen, mikéd tekee ionien
vélisestd suhteesta mahdollisesti hyddyllisen tydkalun yhdisteen rakenteen karakterisoinnin kannalta.
Engstrom et al. on kehittinyt yhdisteryhmaspesifisia MRM-menetelmié, joiden toiminta perustuu
tunnusomaisten fragmenttien seuraamiseen flavonolijohdannaisissa.** Nim# yhdisteryhméspesifiset
menetelmat seuraavat selektiivisesti aglykoni- ja aglykoniradikaali-ioneista syntyneitd fragmentteja.
Vanhakyld ja Salminen ovat hyddyntdneet tutkimuksissaan tdtd yhdisteryhméspesifisti MRM-

46,47

analytiikkaa mallintaessaan kasvien polyfenolikoostumuksia. Saman kasvisuvun lajien

huomattiin tuottavan flavonoliglykosideilla eri suhteessa aglykoni- ja aglykoniradikaali-ionia.*®*’
Vaikka menetelmit ovat tehokkaita tunnistamaan haluttuja yhdisteryhmié, ne perustuvat tiettyihin
kartiojinnitteisiin ionien muodostumisen optimoimiseksi.

Tédmin Pro gradu -tutkielman tavoitteena oli tutkia systemaattisesti, miten flavonoliglykosidin
rakenne — erityisesti glykosylaation tyyppi ja sijainti — vaikuttaa aglykoni- ja aglykoniradikaali-ionien
viéliseen suhteeseen. Tutkimuksessa haluttiin lisdksi selvittdd kolmoiskvadrupolimassaspektrometrin
ionildhteen ja ioninohjaimen vilisten asetusten vaikutusta ndiden ionien muodostumiseen
kartiojdnnitteiden optimoimisen avulla. Lisdksi selvitettiin yhdisteiden rakenteen vaikutusta

aglykoni-, aglykoniradikaali-ionin ja hapettuneen aglykoni-ionin fragmentaatioon MS/MS-

analytiikan avulla. Tutkimuksen avulla haluttiin saada tietoa, voiko syntyneiden aglykoni-ionien ja



aglykoniradikaali-ionien vilisid ionisuhteita kdyttimilld saada luotettavan tydkalun kasviuutteissa
esiintyvien flavonoliglykosidiseosten nopeaan karakterisointiin yhdisteryhmétasolla. Luomalla selva
yhteys ionisuhteiden ja flavonoliglykosidirakenteiden viélille voidaan nykyisten MRM-menetelmien
kayttod soveltaa ja tehostaa yhdisteryhmétason tunnistamiseen seki yksinkertaistaa monimutkaisten

kasviuutteiden analysointia.

2 Materiaalit ja menetelmét

2.1 Kiytetyt reagenssit ja liuottimet
Analyyseihin kaytettiin LC-MS laatuista asetonitriilid, jonka oli valmistanut Honeywell (Michigan,
USA). LC-MS-laatuisen muurahaishapon, jota kéytettiin 0,1 % muurahaishappo-vesiseokseen oli
valmistanut VWR (Helsinki, Suomi). Kaupallisten puhdasaineiden liuottamiseen kaytetyn
dimetyylisulfoksidin (DMSO) oli valmistanut Thermo scientific (Heysham, UK) ja puhdasaineiden
sekd kasviuutteiden laimentamiseen kéytetyn metanolin Sigma-Alrdich (Steinheim, Saksa). Tydssa
kéytettiin ainoastaan ultrapuhdasta vettd, jonka puhdistamiseen kéytettiin Millipore Synergy -laitetta

(Merck KGaA, Saksa).

2.2 Naiytteet ja niytteenkiisittely
TyOssd kiytettiin ndytteind kaupallisia puhdasaineita (Taulukko 1, kuva 6) sekd valmiina olevia
kasviuutteita. Puhdasaineista isoramnetiini-7-O-glukosidin ja isoramnetiini-3,7-di-O-glukosidin sekd
myrisetiini-tri-metyylieetterin ja myrisetiini-penta-metyylieetterin oli valmistanut Biosynth (USA).
Kaikki loput puhdasaineet oli valmistanut Extrasynthese (Ranska). Kaupallisista puhdasaineista
valmistettiin 0,5 mg/ml kantaliuokset punnitsemalla 1 mg puhdasainetta 2 ml eppendorfputkeen ja

liuottamalla 2 ml:aan DMSO:ta.
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Taulukko 1. Tutkimuksessa kéytettyjen kaupallisten puhdasaineiden numero, yhdisteen nimi, massa ja molekyylikaava.

Puhdasaineet

Molekyylimassa

nro. Yhdiste (g/mol) Molekyylikaava
1 Rutiini 610 C27H30016
2 Kversetiini-3,4'-di-O-glukosidi 626 C27H3007
3 Kversetiini-3-O-glukopyranosidi 464 C21H20012
4 Kversetiini-7-O-glukosidi 464 C21H20012
5 Hyperosidi (kversetiini-3-O-galaktopyranosidi) 464 C21H20012
6 Kversetiini 302 Ci5H1007
7 Kversetagetiini (6-hydroksikversetiini) 318 Ci5H100s
8 Kversetagetiini-7-O-glukosidi 479 C21H20013
9 Kversetiini-4'-metyylieetteri 316 Ci6H1207
10 Kversetiini-3,7-dimetyylieetteri 330 C17H1307
11 Kversetiini-3-O-metyylieetteri 316 C16H1207
12 Kversetiini-3-0O-(6"-asetyyli)glukosidi 506 C23H2013
13 Kversetiini-3-O-glukuronidi 478 C21Hi15013
14 Kversetiini-3,4'-di-metyylieetteri 330 C17H1407
15 I[soramnetiini 316 Ci6H1207
16 Isoramnetiini-3-O-glukosidi 478 C2H210n
17 Isoramnetiini-3-O-galaktosidi 478 C22H2 012
18 Isoramnetiini-3-O-ramnosidi 462 C2:H:0n
19 Isoramnetiini-3-O-rutinosidi 624 C2sH3:016
20 Isoramnetiini-7-O-glukosidi 478 C2:H20mn
21 Isoramnetiini-3,7-di-O-glukosidi 640 C2sH3,017
22 Kemferoli 286 Ci15H100s
23 Kemferoli-7-0-glukosidi 448 C21H001
24 Kemferoli-7-O-neohesperidosidi 594 C27H30015
25 Kemferoli-3-O-rutinosidi 594 C27H30015
26 Kemferoli-3-O-ramnosidi 432 C21H20010
27 Ramnositriini (7-metyylikemferoli) 300 C16H1206
28 Resokemferoli (5-deoksikemferoli) 270 Ci5H100s
29 Robiniini 740 C33H4009
30 Kemferoli-tri-metyylieetteri 328 CisH160s
31 Myrisetiini 318 Ci5sH100s
32 Myrisetiini-3-O-ramnosidi 464 C21H19012
33 Myrisetiini-penta-metyylieetteri 374 C19oHi150s
34 Myrisetiini-tri-metyylieetteri 360 CisHi60s
35 Myrisetiini-3-O-glukosidi 430 C21H20013
36 Myrisetiini-3-O-galaktosidi 480 C21H20013
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OH © ~OH

Kuva 6. Tutkimuksessa kdytettyjen flavonoliaglykoni- ja flavonoliglykosidipuhdasaineiden rakenteet.
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Kasviuutteet (taulukko 2) olivat valmiina pakastimessa. Uutteet laitettiin ravisteluun 3 h ajaksi, jonka
jélkeen niistd tehtiin viisinkertainen laimennos pipetoimalla 40 pl uutetta eppendorfputkeen ja
lisadmalla livotinta 160 pl. Liuottimena kaytettiin 30 % metanolin vesiliuosta. Laimentamisen jélkeen

putket laitettiin ravisteluun kahden tunnin ajaksi.
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Taulukko 2. Tutkimuksessa kdytetyt kasviuutteista tunnisteut flavonolijohdannaiset ja niiden retentioaika, UV-spektrissd havaitut maksimit, molekyylipaino, arivoitu molekyylikaava,
deprotonoituneen molekyyli-ionin havaittu m/z-arvo, spektrissa havaittujen muiden tirkeimpien fragmenttien m/z-arvot, laskettu massa, mitattu massa, virhe ja kaksoissidosekvivalentti (DBE).

Uutteet m/z Tarkka massa, Tarkka massa, Virhe
yhdiste nro.  RT UV-max M Molekyylikaava [M-HJ" Muita m/z-arvoja laskettu mitattu (ppm) DBE
1 2,93 254-352 640 Ca7H25018 639,1213 461 (100), 295, 191 640,1266 640,1261 1,632 14
593 (40), 447 (55),
2 3,17 265-346 624 Ca7H25017 623,1261 285,175 624,1317 624,1312 1,694 14
609, 461, 447 (80),
3 439  265-342 786 C36H34020 785,1576 285 (200) 786,1632 786,1627 0,705 20
4 3,67 354 480 C21H20013 479,0835 317 (80), 191 (10) 480,0897 480,0892 0,89 12
5 4,06  255-353 478 C21Hi5013 477,0676 301 (100), 271 478,0741 478,0736 0,328 13
6 429  255-354 506 Ca3H2O13 505,0995 341, 300 (50) 506,1053 506,1048 1,438 13
7 439  265-347 462 C21Hi5012 461,0731 447, 285 (100) 462,0792 462,0787 L,L1s1 13
8 3,19  265-344 610 C27H30016 609,1471 447, 285, 145 610,1524 610,1519 1,596 13
9 3,21 265-347 756 C33H40020 755,205 579, 447, 285, 175 756,21 756,2095 1,329 14
10 438  265-347 448 C21H20011 447,0936 284 (50) 448,0999 448,0994 0,638 12
11 3,4 255-358 788 C33H4002 787,1944 788,1998 788,1993 0,666 14
12 3,6 255-354 756 C33H40020 755,2043 625 756,2100 756,2095 0,375 14
13 3,68  267-350 772 C33H40021 771,1993 285 772,2049 772,2044 0,413 14
14 3,597  255-353 626 C27H30017 625,1419 463, 300 626,1473 626,1468 1,404 13
15 4,07  255-354 478 C21Hi5013 477,0675 301 (100) 478,0741 478,0736 0,034 13
16 448  254-353 478 Ca2H2On2 477,1042 314, 151 478,1104 478,1099 0,651 12
17 4,66  268-348 490 Ca3H2On 489,1041 285 (60) 490,1104 490,1099 0,472 13
18 3,58  255-354 626 C27H30017 625,1420 300, 133 626,1473 626,1468 1,516 13
19 3,742 255-354 596 Ca6H25016 595,1314 300 596,1368 596,1363 1,516 13
20 3,898  255-354 610 C27H30016 609,1469 300 610,1524 610,1519 1,448 13
21 3,93 254-354 770 C34H42020 769,2206 770,2256 770,2251 1,148 14
22 4,026  255-353 464 C21H20012 463,0888 300 (90) 464,0948 464,0943 1,189 12
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23
24
25
26
27

28

29
30
32
32

33
34
35
36
37
38
39
40

41
42

43
44

45
46

4,29
3,59
3,81
3,94
4,13

2,83

2,96
3,33
3,884
2,954

3,544
3,791
3,176
4,024
4,247
3,935
4,063
4,324

4,29
2,863

3,301
3,421

3,932
4,431

254-354
255-354
265-347
254-354
265-348

354-255

266-348
255-354
254-353
266-348

255-353
265-347
254-351
255-353
247-265
255-354
255-353
255-354

288-354
266-347

265-347
265-347

267-350
254-353

624
756
740
770
594

934

918
772
624
918

610
594
610
464
594
610
464
506

608
756

798
798

746
478

CasH32016
C53H10020
C53H0019
C54H42020
CasH30015

C39Hs50026

C59Hs50025
C53H1002
CasH32016
C59Hs50025

C27H30016
C27H30015
C27H30016
C21H20012
C27H30015
C27H30016
C21H20012
C23H22013

C27H27016
C33H10020

C3sHs302
C3sHs302

C34H34019
C2H2:012

623,1624
755,2048
739,2099
769,2202
593,1521

933,2527

917,2583
771,1999
623,1623
917,2587

609,1471
593,1523
609,1470
463,0888
593,1523
609,1472
463,0889
505,0995

607,1312
755,2055

797,2163
798,2163

745,1632
477,1046

447, 315

689, 284
609

284
785, 600, 438, 299,
137 (10)

771 (20), 625, 438,
217

623, 313, 226
461, 284, 159

771 (15), 625, 159
446, 323 (40), 214,
177 (45), 159 (60)

431 (15), 353, 159
489 (10)

300 (80), 183
447, 285, 191
301
300 (50)

341, 300 (40), 191
505 (70), 463 (20),
300 (15)

593 (30), 446

635, 446, 255, 175

635, 446, 255, 175
599, 431 (40), 313
(60)

447,314

624,1680
756,2100
740,2151
770,2256
594,1575

934,2574

918,2625
772,2049
624,1680
918,2625

610,1524
594,1575
610,1524
464,0948
594,1575
610,1524
464,0948
506,1053

608,1368
756,2100

798,2205
798,2205

746,1683
478,1104

624,1675
756,2095
740,2146
770,2251
594,1570

934,2569

918,2620
772,2044
624,1675
918,2620

610,1519
594,1570
610,1519
464,0943
594,1570
610,1519
464,0943
506,1048

608,1363
756,2095

798,2200
798,2200

746,1678
478,1099

1,095
1,051
1,053
0,667
1,495

1,056

1,614
1,269
0,918
2,017

1,597
1,883
1,481
1,384
1,832
1,711
1,513
1,418

1,239
1,925

2,206
2,206

1,42
1,532

13
14
14
14
13

15

15
14
13
15

13
13
13
12
13
13
12
13

14
14

15
15

18
12
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47
48

49
50

51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61

62

63
64
65
66
67
68
69
70

3,249
3,615

3,209
2,79

2,814
3,283
3,742
3,855
4,335
4,383
4,487
4,293
3,853
4,314
3,771

4,249

3,302
4,249
4,521
4,326
4,445
4,524
3,625
3,689

266-347
255-354

265-347
254-352

265-343
252-351
255-353
265-352
254-354
265-348
254-354
254-353
261-353
255-354
265-348

254-353

254-353
265-347
254-353
255-353
255-348
266-355
254-354
267-350

886
756

756
788

934
640
596
616
624
448
478
506
616
434
886

770

786
594
492
434
448
586
626
772

C39Hs50023
C33H10020

C33H10020
C33H1002

C59Hs50026
CasH32017
Ca6H25016
CasH24016
CasH32016
Ca1H200n
C22H22012
C23H22013
C23H24016
Ca0Hi1s0n
C59Hs50023

C34H12099

C54H1202
C27H30015
C22H20013
Ca0Hi1s0n
Ca1H200n
C27H22015
C27H30017
C53H1002

885,2686
755,2045

755,2049
787,1952

933,2531
639,1578
595,1316
615,1000
623,1626
447,0939
477,1044
505,0996
615,1000
433,0778
885, 2689

769,2207

785,2161
593,1521
491,0837
433,0777
447,0937
585,0894
625,1418
771,1995

739, 595

625 (40), 563
609 (20), 579 (20),
446, 285

593, 415, 285
487 (20), 415 (60),
285

595, 477 (20)
463, 300 (15)
463, 341
315 (10)
284 (40), 151
314 (20)
341, 300 (40)
463 (10), 300
300 (80)

593 (10), 447 (10),
285

623 (40), 401 (10),
161

285
315 (100)
300 (100)
300 (70)
301 (100)
463, 301

639, 479, 285

886,2727
756,2100

756,2100
788,1998

934,2574
640,1629
596,1368
616,1056
624,1680
448,0999
478,1104
490,1104
616,1056
434,0843
886,2727

770,2256

786,2205
594,1575
492,0897
434,0843
448,0999
586,0951
626,1473
772,2049

886,2722
756,2095

756,2095
788,1993

934,2569
640,1624
596,1363
616,1051
624,1675
448,0994
478,1099
490,1099
616,1051
434,0838
886,2722

770,2251

786,2200
594,1570
492,0892
434,0838
448,0994
586,0946
626,1468
772,2044

1,739
0,667

1,223
1,708

1,452
1,811
1,953
1,337
1,271
1,354
1,154
1,576
1,402
0,313
1,897

1,33

1,985
1,461
1,255
0,22
0,996
1,413
1,228
0,751

14

14
13
13
12

17
13
14
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71
72
73
74
75
76
77
78
79
80

81
82
&3
&4
&5
86

3,768
3,501
3,85
3,399
3,849
4,119
4,698
4,889
3,97
4,42

3,667
4,038
4,18
4,58
4,85
3,68

253-357
265-354
265-348
255-358
255-349
262-342
264-344
264-344
257-349
257-357

257-356

259-349

270-359
348
344
354

802
758
740
788
594
578
722
606
464
448

480
464
602
506
506
480

C34H42022
C52H35302
C53H0019
C53H10022
C27H30015
C27H30014
Cs3H35018
CasH30015
C21H20012
Ca1H200n

C21H20013
C21H20012
C27H22016
C23H22013
C23H22013
C21H20013

801,2107
757,1839
739,2101
787,1948
593,1523
577,1573
721,1995
605,1523
463,0882
447,0935

479,0836
464,0890
601,0845
505,0995
505,0995
479,0833

741, 595, 493
301
609, 399, 285
475
447 (10)

431 (20), 285
619 (10), 431, 285
431 (100), 285 (10)

316 (40)

300 (50)
316 (45), 301 (20),
225 (20)

316 (40), 300 (20)
483 (10), 317 (100)
417, 316 (60), 284
461, 316 (80), 181
316 (45), 225

802,2154
758,1893
740,2151
788,1998
594,1575
578,1626
722,2046
606,1575
464,0948
448,0999

480,0897
464,0948
602,0900
506,1053
506,1053
480,0897

802,2149
758,1888
740,2146
788,1993
594,1570
578,1621
722,2041
606,1570
464,0943
448,0994

480,0892
464,0943
602,0895
506,1048
506,1048
480,0892

1,553
0,804
1,323
1,225
1,933
1,544
1,363
1,779
0,045
0,392

0,911
1,665
1,701
1,438
1,378
0,41

12
12
17
13
13
12
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2.3 Kiytetyt menetelmiit
2.3.1 UPLC-MS/MS

Kasviuutteet ja puhdasaineet analysoitiin Xevo kolmoiskvadrupolimassaspektrometriin (TQ, Waters
Corp., Milford, MA, USA) yhdistetylld ultrakorkean erotuskyvyn nestekromatografialaitteistolla
(UPLC, Waters Corp., Milford, 22 MA, USA). Kaytetty kolonni oli Acquity UPLC BEH Phenyl
1,7 um, 100 mm x 2,1 mm (Waters Corp., Wexford, Ireland). Injektiotilavuus oli 5 pm ja
virtausnopeus 0,5 ml/min. Eluentteina kaytettiin asetonitriilid (A) ja 0,1 % muurahaishappo-
vesiliuosta (B). Kaytettiin lineaarista gradienttieluutiota, jossa mukana oli isokraattisia vaiheita.

Eluutio on kuvattu taulukossa 3.

Taulukko 3 Tutkimuksessa kéytetty eluutio ja sen vaiheet.

aika (min)  asetonitriili (A, %) muurahaishappo-vesiliuos (B, %)

0-0,5 0,1 99,9
5 30,0 70,0

6 35,0 65,0
6,1 90,0 10,0
8,1 90,0 10,0
8,2 0,1 99,9
9,5 0,1 99,9

MS-laitteistossa kéytettiin sdhkdsumutusionisaatioldhdettd (ESI), jonka kapillaarijdnnite oli 1,8 kV
ja ionildhteen ldmpotila 150 °C. Haihdutus- ja suojakaasuna kéytettiin typped ja tormiyskaasuna
argonia. Haihdutuskaasun lampétila oli 650 °C ja virtausnopeus 1000 I/h. Suojakaasun virtausnopeus
oli 100 I/h.

Massaspektrometrilta dataa kerdttiin seitsemén minuutin ajan. Menetelmind kéytettiin
tdysskannaus (full scan) -menetelmii, jossa keskityttiin flavonoliglykosidien aglykoniosien
fragmentaatioon massa-alueella m/z 100-365. Mittaus tehtiin kdyttdimalld negatiivista ionisaatiota ja
13:a  kartiojénnitettd ~ vélilla 30-150. Lisdksi kéaytettiin  Engstrom et al. kehittdimia
yhdisteryhmispesifisii MRM-menetelmii kemferolille, kversetiinille ja myrisetiinille. MRM-
menetelmissé oli kidytdssd omat menetelmét kullekin yhdisteryhmaélle pinenemmille yhdisteille (S),

kuten monoglykosideille ja suuremmille yhdisteille (N), joissa sokereita on useampia (taulukko 4).
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Taulukko 4 Yhdisteryhméspesifisissa MRM-menetelmissé kéytetyt prekursori-ionit, kartiojénnitteet ja tdrméysenergiat kemferoli-,
kversetiini-, ja myrisetiinijohdannaisille.

Yhdisteryhmd | prekursori-ioni  Kartiojénnite (S)  kartiojdnnite (N) Torméysenergia
Kemferoli 285 50 70 25
284 50 70 25
Kversetiini 301 60 85 20
300 60 85 25
Myrisetiini 317 50 80 20
316 50 80 20

Kaikki naytteet analysoitiin myds korkean resoluution QExactive Orbitrap UPLC-MS/MS-
laitteistolla. Laitteisto koostui Acquityn erittdin korkean paineen nestekromatografista (Waters Corp.,
Milford, USA) ja kvadrupoli-orbitrap-massaspektrometrista (Thermo Fischer Scientific, Bermen,
Saksa). Nestekromatografissa oli Acquity UPLC, BEH Phenyl -kolonni, jonka mitat olivat 2,1 x 100
mm ja  partikkelikoko 1,7 um.  Orbitrap-MS-laitteistolla  kdytettiin ~ l&dmmitettyd
sahkdsumutusionisaatioldhdettd (HESI). Negatiivisessa ionisaatiossa sumutusionisaatio oli -3,0 kV
ja kapillaarin ldmpétila 380 °C.

Néytteet analysoitiin kdyttamélld negatiivista ionisaatiota. Valitut ionit mitattiin m/z-arvoilla valilla
100-1000. Virtausnopeus oli 0,5 ml/min ja ajoliuoksina kiytettiin asetonitriilid (A) ja 0,1 %
muurahaishappo-vesilivosta (B). Kéytettiin lineaarista gradienttieluutiota, jossa mukana oli
isokraattisia vaiheita. Eluutio on kuvattu taulukossa 3.Injektiotilavuus oli 5 pl ja dataa kerittiin
seitsemédn minuutin ajalta. Suoja- ja apukaasuna oli typpi, jonka virtausnopeus oli suojakaasulla 60
ja apukaasulla 20. UV-dataa mitattiin 9,5 minuutin ajan valilld 190-500 nm.

Ensimmiinen menetelmi oli tiysskannaus/datasta riippuvaista MS? (Full MS/dd MS? (TOPN))
-menetelmé. Menetelmissa kdytettiin normalisoituna ionildhde-energiana 35 eV:a. Tdysskannauksen
resoluutio oli 70 000 ja AGC-arvo 3x10°. dd MS? (TopN) -mittauksessa resoluutio oli 17 500, AGC-
arvo 1x10° ja TopN arvo oli 5. TopN mittauksessa viisi intensiivisinti ionia valittiin tdysskannauksen
jdlkeen tormdyskammioon, jossa kéytettiin torméysenergiana 30 eV:a. Menetelmédd kéytettiin
kasviuutteissa esiintyvien flavonoliyhdisteiden karakterisointiin.

Toisena menetelménd kaytettiin rinnakkaisten reaktioiden seuranta (parallel reaction
monitoring, PRM) -menetelmdd. Menetelmissi seurattiin aglykoni-ionien, aglykoniradikaali-ionien
ja hapettuneiden aglykoni-ionien fragmentaatiota. Fragmentaatioiden seuraamista varten luotiin
inkluusiolista (taulukko 6), johon kirjattiin fragmentoitavien ionien tarkat massat. Normalisoituna
ionildhde-energiana kaytettiin 60 eV:a ja tormiysenergiana 40 eV:a. Resoluutio oli 17 500 ja AGC-

arvo 1x10°.
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Taulukko 6. Inkluusiolistassa kéytetyt tarkat massat kemferolin, kversetiinin, isoramnetiinin ja myrisetiinin aglykoni-,
aglykoniradikaali ja hapettuneelle aglukoni-ionille.

Kemferoli | Kversetiini | Isoramnetiini | Myrisetiini
Aglykoni-ioni 285,0401 | 301,035 315,0506 | 317,0299
Aglykoniradikaali-ioni | 284,0323 | 300,0272 314,0428 316,0221
Hapettunut aglykoni | 283,0245 | 299,0194 | 313,0350 | 315,0143

2.3.2 UPLC-DAD
Yhdisteiden liukoisuuden selvittimiseen kéytettiin ultrakorkean erotuskyvyn nestekromatografia.
Nestekromatografi oli Acquityn UPLC-laitteisto (Waters corporation, Milford, USA), joka koostui
automaattisesta ndytteensyottdjdstd, pumpusta, diodirividetektorista (DAD), kolonniuunista ja
kolonnista (Acquity UPLC, BEH Phenyl), jonka mitat olivat 2,1 x 100 mm ja virtausnopeus oli
0,5 ml/min. Ajoliuoksina kaytettiin asetonitriilii (A) ja 0,1 % muurahaishappo-vesiliuosta (B).
Kaytettiin lineaarista gradienttieluutiota, jossa mukana oli isokraattisia vaiheita. Eluutio on kuvattu

taulukossa 3. UV-dataa kerittiin seitsemin minuutin ajan vélilld 190-500 nm.

2.4 Ionisuhteiden mittaaminen

Téysskannausanalyyseja varten kantaliuoksesta valmistettiin 50 pg/ml oleva laimennos pipetoimalla
150 pl kantaliuosta ja 1350 pl metanolia 2 ml eppendorf-putkeen. MRM-analyyseja varten 5 pg/ml
laimennos valmistettiin vastaavasti pipetoimalla 15 pl kantaliuvosta ja 1485 ul metanolia 2 ml
eppendorfputkeen. Laimennokset jétettiin ravisteluun noin 2 tunnin ajaksi, jonka jidlkeen ne
suodatettiin 0,2 pm PTFE-suodattimella uusiin eppendorf-putkiin, siirrettiin vialehin ja analysoitiin
samana paivana.

Saadusta tdysskannaus datasta integroitiin aglykoni-ionien ja aglykoniradikaali-ionien pinta-alat
jokaisella 13:lla kartiojannitteelld kayttdmailld TargetLynx-ohjelmaa. Hapettunut aglykoni-ioni
otettiin huomioon ja integroitiin niille néytteille, joilla sitd nédytti syntyvén kaikilla kartiojannitteilla.

Tehtiin kuvaajat, joissa esitetddn pinta-ala kartiojdnnitteen funktiona (Kuva 1.).
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Kuva 1. Rutiinin aglykoni- ja aglykoniradikaali-ionipiikkien pinta-alojen avulla piirretty kuvaaja.

Tehtiin myds toinen kuvaaja ionisuhteista laskemalla aglykoni- ja aglykoniradikaali-ionien

prosentuaalinen suhde toisiinsa ndhden (kuva 2).
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Kuva 2. Rutiinin aglykoni- ja aglykoniradikaali-ionipiikkien ionisuhdekuvaaja.

MRM-menetelmilld mitatusta datasta integroitiin vastaavalla tavalla aglykoni-ionien ja
aglykoniradikaali-ionien =~ pinta-alat, mutta  integrointi tehtiin ~ MassLynx-ohjelman

kokonaisionikromatogrammi-ikkunassa. Integrointi tehtiin erikseen kayttdmalld pienille yhdisteille
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luotuja MRM-menetelmid sekd suuremmille yhdisteille luotuja menetelmid. Liséksi laskettiin yhteen

pienille ja suurille yhdisteille luotujen menetelmien ionisuhteet.

2.5 Liukoisuustestit

Aiemmin valmistetuista 500 pg/ml DMSO:ssa olevista kantaliuoksista tehtiin 10-kertainen laimennos
metanoli-vesiseoksiin. Metanolipitoisuudet olivat 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 50 % ja 100
% ja liuokset oli valmiiksi valmistettu toisen opiskelijan toimesta. Laimennos valmistettiin
pipetoimalla eppendorf-putkeen 50 pul kantaliuosta ja 450 ul metanoli-vesiseosta, jonka jdlkeen néyte
jatettiin ravisteluun kahden tunnin ajaksi. Néytteet suodatettiin 20pm PTFE-suodattimella uuteen
eppendorf-putkeen, jonka jélkeen ndyte pipetoitiin vialeihin. Naytteet analysoitiin heti tuoreina,
vuorokauden pédstd ensimmdisestd analyysista samasta vialista sekd vuorokauden pakastamisen
jélkeen. Pakastettu ndyte laitettiin sulamaan ravistelijaan kolme tuntia ennen analyysia ja suodatettiin
uudelleen 20 pm PTFE-suodattimella.

Liukoisuutta tarkasteltiin kversetiini-3-O-glukuronidista, rutiinista, kversetiini-3,4’-di-O-
glukosidista, kemferoli-7-O-neohesperidosidesta, kemferoli-3-O-ramnosidista, kemferoli-7-O-
glukosidista sekd myrisetiini-3-O-galaktosidista. Yhdisteet valittiin siten, ettd jokaisesta

aglykoniryhmastd valittiin mahdollisuuden mukaan erilaisia ionisuhteita tuottavat yhdisteet.

2.6 Pitoisuuden vaikutus ionisuhteisiin
Pitoisuuden vaikutusta syntyviin ionisuhteisiin tarkasteltiin valmistamalla laimennossarjat. Tehtiin

20:n pisteen laimennossarja, jonka suurin pitoisuus oli 25 pg/ml ja pienin pitoisuus 11 pg/ml

(taulukko 8).
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Taulukko 8. Laimennossarjan pisteiden pitoisuudet.

Laimennoksen Pitoisuus

numero (ng/ml)
1 25
2 16,667
3 11,111
4 7,407
5 4,938
6 3,292
7 2,195
8 1,463
9 0,975
10 0,650
11 0,434
12 0,289
13 0,193
14 0,128
15 0,086
16 0,057
17 0,038
18 0,025
19 0,017
20 0,011

Laimennossarjat tehtiin seuraaville yhdisteille: rutiini, kversetiini-3,4’-di-O-glukosidi, kemferoli-7-
O-glukosidi, kemferoli-7-O-neohesperidosidi, kemferoli-3-O-ramnosidi, robiniini, myrisetiini-3-O-
ramnosidi ja kversetiini-7-O-glukosidi. Yhdisteistd rutiini, kversetiini-3,4’-di-O-glukosidi,
kemferoli-7-O-glukosidi ja kemferoli-7-O-neohesperidosidi ~ yhdistettiin  samaan seokseen
pipetoimalla kunkin yhdisteen kantalivosta 50 ul samaan eppendorf-putkeen. Kemferoli-3-O-
ramnosidi, robiniini, myrisetiini-3-O-ramnosidi ja kversetiini-7-O-glukosidi yhdistettiin vastaavalla
tavalla ~samaan seokseen. Molemmista seoksista valmistettiin  laimennossarjat 1,5
laimennoskertoimella ja liuottimena kéytettiin 40 % metanoli-vesiseosta. Ensimméinen pitoisuus
valmistettiin eppendorf-putkiin pipetoimalla yhdisteseosksesta muodostunutta kantaliuosta 300 pl ja
liuotinta 1200 pl. Téstd liukosesta siirrettiin 1000 pl seuraavaan eppendorf-putkeen ja laimennettiin
500 pl:lla livotinta. Loput liuokset valmistettiin samalla tavalla siirtdmélld 1000 pl edellistd liuosta
eppendorf-putkeen ja laimentamalla 500 pl:lla liuotinta, kunnes saavutettiin pienin haluttu pitoisuus.
Laimennossarjoista tehtiin kalibrointikuvaajat tiysskannaus mittausten tuloksista integroimalla

yhdisteiden aglykoni-ionien ja aglykoniradikaali-ionien pinta-alat TargetLynx ohjelmistolla. MRM-
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mittauksista saaduista tuloksista kuvaajat tehtiin kdyttdmailld aglykoni-ionin ja aglykoniradikaali-

ionin intensiteetteja.

3 Tulokset ja niiden Kisittely

3.1 Ionisuhteet

Ionisuhteita tarkasteltiin yhdisteryhméspesifisten MRM-menetelmien ja tiysskannausmittauksista
saadun datan avulla. lonisuhdekuvaajien lisdksi laskettiin ionisuhteet MRM-menetelmilld saaduista
tuloksista pienikokoisille ja suurempikokoisille yhdisteille. MRM-menetelmén tuloksista laskettiin
lisdksi pienten ja suurempien yhdisteiden ionisuhteista yhteistulos. Tédysskannausmittauksista
ionisuhde laskettiin kdyttimalla kartiojannitettd, jossa ionisuhde néytti alkavan tasaantumaan alun
suurienkin muutosten jidlkeen. MRM-menetelmilld saatuja ionisuhteita verrattiin tiysskannaus
mittauksista saatuihin ionisuhteisiin ja tarkasteltiin, onko MRM-menetelmissd kaytetyt
kartiojdnnitteet sopivia. Liséksi verrattiin, oliko saadut tulokset saman suuntaisia
taysskannausmittauksista saatujen ionisuhteiden kanssa.

Koska MRM-menetelméd ei ollut kdytossd isoramnetiinijohdannaisille, ei ndistd saatu luotettavia
tuloksia. Vaikka isoramnetiini on kversetiinin metyloitunut muoto, ei kversetiinin
yhdisteryhméspesifinen MRM-menetelmd toiminut isoramnetiinin havaitsemiseen kunnolla. Osa
isoramnetiinijohdannaisista integroitiin kayttdmilld kversetiinin MRM-menetelmid, mutta kun
tuloksia verrataan tdyskannausmenetelmilld integroituihin isoramnetiinin aglykoni-ionin 315 ja
aglykoniradikaali-ionin 314 antamiin tuloksiin, ovat ionisuhteet ndilld selvésti toisistaan poikkeavat.
Sama koski kaikkien flavonoliryhmien metyloituneita muotoja, joiden fragmentoituminen poikkesi
niin paljon yhdisteen tavallisen aglykonin fragmentoitumisesta, ettei MRM-menetelmilld saatu
luotettavia tuloksia. Myds muutamilla yhdisteilld, kuten resokemferolilla ja kversetagetiini-7-O-
glukosidilla substituutiot vaikuttivat yhdisteiden fragmentaatioon, eikd ndiltd saatu MRM-
menetelmilld tuloksia.

Ionisuhteita tarkastellessa huomattiin aglykoni- ja aglykoniradikaali-ionin lisdksi kolmas, kaksi
massayksikkod kevyempi hapettunut aglykoni-ioni. Tdmé ioni otettiin ionisuhdekuvaajassa
huomioon niilld yhdisteilld, joilla sitd ndytti syntyvén systemaattisesti useammalla kartiojannitteelld.
Hapettunutta aglykoni-ionia havaittiin 3-O-glykosideilla, mutta 7-O-glykosidit ja vield runsaammin
di-O-glykosidit, joissa sokeri oli liittyneend useampaan eri kohtaan, nidyttivdt suosivan tdmén

muodostumista (kuvaajat 3—6).
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Kuvaaja 3. Kemferoli-7-O-glukosidin, kversetiini-7-O-glukosidin ja isoramnetiini-7-O-glukosidin aglykoni-ionien normalisoidut
pinta-alat kartiojénnitteen funktiona tdysskannausmenetelmalla.
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Kuvaaja 4. Kemferoli-3-O-rutinosidin, kversetiini-3-O-glukopyranosidin, isoramnetiini-3-O-glukosidin ja myrisetiini-3
galaktosidin aglykoni-ionien normalisoidut pinta-alat kartiojdnnitteen funktiona tdysskannausmenetelmalla.
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Kuvaaja 5. Robiniinin, kversetiini-3,4’-di-O-glukosidin ja isoramnetiini-3,7-di-O-glukosidin aglykoni-ionien normalisoidut pinta-alat
kartiojénnitteen funktiona tdysskannausmenetelmalla.
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Kuvaaja 6. Kemferolin, kversetiinin, isoramnetiinin ja myrisetiinin aglykoni-ionien normalisoidut pinta-alat kartiojannitteen funktiona

taysskannausmenetelmalla.
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Aiempien tutkimusten tuloksia tukien, 3-O-glykosidit suosivat selvésti aglykoniradikaali-ionin
muodostumista. Kversetiini-, isoramnetiini- ja myrisetiinijohdannaisilla ionisuhteiden vilinen ero oli
ndissd selkedmpi ja kemferolijohdannaisilla ionisuhteet olivat tasaisemmat, kun kéytettiin
taysskannausmenetelméd. Lisdksi ndhtiin, ettd isoramnetiini-3-O-rutinosidilla ja kemferoli-3-O-
rutinosidilla ionisuhde oli muita 3-O-glykosideja tasaisempi ja vaadittu kartiojdnnite hieman
suurempi (kuvaajat 4 ja 7). 7-O-glykosidit puolestaan suosivat aglykoni-ionin muodostumista ja
ionisuhteet olivat my0s tdssd kemferolijohdannaisilla hieman tasaisemmat (kuvaaja 3). Di-O-
glykosidit vaativat selvisti korkeampaa kartiojinnitettd sokeriosien irtoamiseen. Néilld yhdisteilld
kartiojdnnitteen kasvaessa my0s hapettunutta aglykoni-ionia alkoi muodostua merkittdvésti (kuvaaja
5). Flavonoliaglykonit tuottivat enemmin aglykoni-ionia ja radikaali-ionin osuus jii hyvin matalalle.
Myrisetiinilld ja kversetiinilld havaittiin hapettunutta aglykonia huomattavasti isoramnetiinia ja

kemferolia enemmaén, kun tarkasteltiin aglykoneja (kuvaaja 6).
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Kuvaaja 7. Isoramnetiini-3-O-rutinosidin aglykoni- ja aglykoniradikaali-ionien integroidut pinta-alat kartiojénnitteen funktiona
tadysskannausmenetelmalld.

Kemferolijohdannaisista ~ ndhtiin,  ettd  yhdisteryhmidspesifinen = MRM-menetelmid  ja
taysskannausmenetelméd antoivat jokseenkin toisistaan poikkeavia tuloksia. Kemferoli-7-O-
neohesperidosidin - MRM-menetelmilld saatu ionisuhteiden summa oli 41:59, kun taas
tdysskannausmenetelmélld laskettu ionisuhde oli 98:2 (taulukko 9). Puolestaan kemferoli-3-O-
ramnosidilla MRM-menetelmilld laskettu ionisuhteiden summa oli 7:93 ja tdysskannausmenetelmalla

saatu ionisuhde oli 39:61.
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Kasviuutteista lasketuissa ionisuhteissa oli vield suurempia eroja kemferolijohdannaisten
kohdalla ja esimerkiksi MRM-menetelmilld selvésti aglykoniradikaali-ionivoittoinen ionisuhde
saattoi olla pdinvastainen tdysskannausmenetelmailld (taulukko 10). Saatiin selville, ettd yhdisteill4,
jotka tuottivat helpommin hapettunutta aglykoni-ionia, oli myds enemmén eroa MRM-menetelmillé
ja tdysskannausmenetelmilld lasketuissa ionisuhteissa. Esimerkiksi robiniini antoi MRM-
menetelmilld yhteenlasketuksi ionisuhteeksi 1:99, mutta tdysskannausmenetelmailld aglykoni-ionin ja
aglykoniradikaali-ionin suhde oli ldhes 50:50. Robiniini tuotti aglykoni-ionia ja aglykoniradikaali-
ionia enemmin hapettunutta aglykoni-ionia kartiojdnnitteen kasvaessa. Téssd kuitenkin tulee
huomata se, etti kemferolin yhdisteryhmaspesifisissi MRM-menetelmisséd kartiojannitteet oli
pienemmille yhdisteille aglykoni-ionille ja aglykoniradikaali-ionille molemmille 50 V ja suuremmilla
yhdisteilld aglykoni-ionilla 70 V ja aglykoniradikaali-ionilla 95 V. Télloin esimerkiksi robiniinille
optimoidun 100 V kartiojinnitteen sijaan aglykoni-ionia oli akkumuloitu 70 V kartiojannitteelld, joka
aliarvioi ionin muodostumista ja antaa aglykoniradikaali-ionille huomattavasti enemmaén painoarvoa.
Kversetiinijohdannaisilla ionisuhteet olivat MRM-menetelmilld ja tdysskannausmenetelmalla
laskettuna  péddasiassa  samansuuntaisia.  Kversetiini-7-O-glukosidilla =~ MRM-menetelmien
yhteenlaskettu ionisuhde oli selvisti aglykoni-ionivoittoinen 91:9, kun tiysskannausmenetelmén
antama ionisuhde oli tasaisempi 67:33. Optimoitu kartiojdnnite yhdisteen aglykoni-ionin ja
aglykoniradikaali-ionin akkumuloimiseksi olisi 80 V, kun MRM menetelmissd pienemmille
yhdisteille on kidytetty 70 V ja 60 V ja suuremmille yhdisteille 50 V ja 80 V. Kversetiini-3-O-
glukuronidin kohdalla aglykoni-ionin ja aglykoni-radikaali-ionin suhde ndytti 3-O-glykosideille
poikkeavasti aglykoni-ioni voittoiselta. Mutta kun hapettunut aglykoni-ioni otettiin huomioon, siti
oli muodostunut huomattavasti eniten. Yhdiste oli todenndkdisesti hapettunut liuottimessa ennen
analyysia, jonka takia tulosta ei pidetd luotettavana.

Myrisetiinijohdannaisilla  ionisuhteet olivat hyvin  samansuuntaiset ~MRM- ja
taysskannausmenetelmilld. Tédysskannaus hieman nosti aglykoni-ionin suhdetta, esimerkiksi
myrisetiini-3-O-glukosidilla ~MRM-menetelmien  yhteissuhde oli  luokkaa  5:95, kun

taysskannausmenetelmaélléd ionisuhteeksi saatiin 19:81.
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Taulukko 3. Puhdasaineille lasketut ionisuheet MRM-menetelmilld pienille ja suuremmille yhdisteille sekd ndiden yhteistulos,
taysskannausmenetelmailld optimoitu kartiojannite seké téta kartiojdnnitettd kayttamalld laskettu ionisuhde.

. . e Ionisuhde
Yhdiste Iomssuhde Iomls\? hde YHT kil)rpitigjr;gllltiltle op.tig‘loi(.lulla )
kartiojénnitteelld
Rutiini 15:85 18:82 17:83 80 22:78
Kversetiini-3,4'-di-O-glukosidi 10:90 50:50 46:54 100 50:20
Kversetiini-3-O-glukopyranosidi 16:84 20:80 17:83 80 22:78
Kversetiini-7-O-glukosidi 91:9 92:8 91:9 80 67:33
Hyperosidi 15:85 30:70 20:80 70 25:75
Kversetiini 99:1 89:11 98:2 40 97:3
Kversetagetiini 100:0 100:0 100:0 40 90:10
Kversetagetiini-7-O-glukosidi 70 70:30
Kversetiini-4'-metyylieetteri 32:67 65:35 37:63 40 99:1
Kversetiini-3,7-dimetyylieetteri 40 92:8
Kversetiini-3-O-metyylieetteri 0:100 2:98 0:100 40 99:1
Kversetiini-3-0-(6"-asetyyliglukosidi) 12:88 17:83 14:86 80 23:77
Kversetiini-3-O-glukuronidi 937 937 937 80 81:19
kversetiini-3,4'-di-metyylieetteri 63:37 40:60 54:46 40 99:1
Isoramnetiini 26:74 74:26 33:66 40 90:10
Isoramnetin-3-O-glukosidi 9:91 13:87 12:88 60 20:80
Isoramnetiini-3-O-galaktosidi 6:94 5:95 6:94 60 19:81
Isoramnetiini-3-O-ramnosidi 2:98 7:93 5:95 60 28:72
Isoramnetiini-3-O-rutinosidi 13:87 1:99 2:98 80 53:47
Isoramnetiini-7-O-glukosidi 17:83 34:66 32:68 60 61:39
Isoramnetiini-3,7-di-O-glukosidi 100 59:41
Kemferoli 61:39 37:62 52:47 40 95:5
Kemferoli-7-O-glukosidi 69:31 65:35 67:33 80 52:48
Kemferoli-7-O-neohesperidoside 63:37 38:62 41:59 50 98:2
Kemferoli-3-O-rutinosidi 25:75 5:95 6:94 90 42:58
Kemferoli-3-O-ramnosidi 6:94 11:89 7:93 70 39:61
Ramnositriini 3:97 68:32 6:94 30 91:9
Resokemferoli 40 95:5
Robiniini 30:70 1:99 1:99 100 50:50
Kemferoli-tri-metyylieetteri 0:100 0:100 0:100 30 91:9
Myrisetiini 77:23 31:69 65:34 30 91:9
Myrisetiini-3-O-ramnosidi 7:93 4:95 5:95 60 20:80
Myrisetiini-penta-metyylieetteri 18:82 36:64 22:78 40 92:8
Myrisetiini-tri-metyylieetteri 18:82 36:64 22:78 40 92:8
Myrisetiini-3-0-glukosidi 6:94 4:96 5:95 60 19:81

Myrisetiini-3-O-galaktosidi 5:95 4:96 4:96 60 19:81
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Taulukko 4. Kasviuutteista valituille yhdisteille lasketut ionisuhteet MRM-menetelmilld pienille ja suuremmille yhdisteille sekd
ndiden yhteistulos, tdysskannausmenetelmalld optimoitu kartiojannite seké tétd kartiojénnitettd kéyttamalld laskettu ionisuhde.

Ionisuhde Ionisuhde YHT Op%ti'rnoit.u Ionisuh.de. opt.irnoidulla
Kasviuutteet yhdiste nro. S N kartiojénnite kartiojénnitteelld
1 21:79 20:80  20:80 100 64:36
2 95:5 11:89  14:86 40 99:1
3 17:83 30:70  22:78 80 90:10
4 8:92 5:95 6:94 60 70:30
5 38:62 42:58  40:60 60 51:49
6 2:98 2:98 2:98 60 24:76
7 15:85 31:69  20:80 60 79:21
8 76:24 5:95 5:95 80 82:18
9 70 91:9
10 2:98 4:96 3:97 60 40:60
11 7:93 5:95 5:95 120 26:74
12 1:99 1:99 1:99 70 23:77
13 81:19 10:90  10:90 100 80:20
14 0:100 1:99 1:99 70 20:80
15 6:94 9:91 7:93 60 43:57
16 9:91 5:95 7:93 60 30:70
17 9:91 6:94 8:92 80 50:50
18 2:98 2:98 2:98 100 25:74
19 1:99 1:99 1:99 80 23:76
20 2:98 2:98 2:98 80 25:75
21 80 29:71
22 3:97 2:98 3:97 80 23:77
23 80 29:71
24 0:100 1:99 1:99 80 22:78
25 0:100 1:99 1:99 80 46:54
26 80 30:70
27 1:99 2:98 2:98 80 47:53
28 1:99 0:100  0:100 110 29:70
29 3:97 0:100  0:100 110 56:46
30 2:98 3:97 3:97 100 39:61
31 100 36:64
32 3:97 1:99 1:99 120 63:37
33 1:99 4:96 3:97 110 38:62
34 21:79 15:85  15:85 90 63:37
35 2:98 6:94 6:94 90 34:66
36 16:84 16:84  16:84 60 26:74
37 13:87 4:96 5:95 90 51:49
38 14:86 18:82  17:83 80 29:71
39 18:82 20:80  19:81 70 21:79
40 9:91 11:89  10:90 60 26:74
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41
42
44
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
69
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86

15:85
1:99
2:98
2:98

20:80

17:80

16:84

15:85

30:70
9:91

31:69

5:95
6:94

3:97

12:88
8:92
8:92
5:95

23:77

1:99
15:85
99:1
18:82
98:2

34:66
13:87
40:60
31:69
39:61
20:80
100:0
7:93
19:81
5:95
6:94
100:0
6:94
4:96
4:96

16:84
1:99
0:100
0:100
39:61
28:72
0:100
17:83
2:98
25:75
12:88

8:92
28:72

5:95

16:84

16:84

12:88
1:99

5:95

19:81
25:75
98:2
16:84
7:93

20:80
0:100
31:70
36:64
15:85
32:68
18:82
6:94
23:77
4:96
7:93
100:0
3:97
5:95
4:96

16:84
1:99
0:100
0:100
34:66
21:79
0:100
16:84
2:98
25:75
15:85

7:93
24:76

4:96

14:86

15:85

10:90
1:99

6:94

3:97
19:81
99:1
17:83
8:92

20:80
0:100
31:70
36:64
16:84
25:75
19:82
6:94
21:79
5:95
7:93
100:0
4:96
5:95
4:96

80
80
80
60
90
80
100
80
90
120
120
110
60
80
80
70
80
70
90
50
70
100
120
80
90
80
60
60
80
100
110
90
90
110
90
100
120

28:72
46:54
38:62
4:96
38:62
40:60
47:53
20:80
66:34
39:61
82:18
41:60
18:82
28:72
41:59
32:68
25:75
25:75
18:82
23:77
41:59
46:54
42:58
55:45
94:6
13:87
19:81
100:0
28:72
80:20
64:36
37:64
21:79
32:68
51:49
65:35
66:34
97:3
23:77
30:70
22:78
18:82
94:6
21:79
14:86
4:96
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Kun MRM- ja tdysskannausmenetelmid verrataan toisiinsa, tdytyy ottaa huomioon, ettd ne mittaavat
eri asioita. Tdysskannauksessa haluttujen ionien, tissd tapauksessa aglykoni- ja aglykoniradikaali-
ionien, skannaus tapahtuu toisella kvadrupolilla ja spektristd ndhdddn halutut ionit. MRM-
menetelmédssd puolestaan toinen kvadrupoli lukitsee halutut ionit, tdssd tapauksessa aglykoni- ja
aglykoniradikaali-ionin, ja menetelmi seuraa ndistd ioneista syntyvien valittujen fragmenttien
muodostumista. Yhdessd hapettuneen aglykoni-ionin seka liian pienen kartiojénnitteen kanssa nima

selittdvit eroja tdysskannaus- ja MRM-menetelmillé saatuihin tuloksiin.

3.2 Aglykoni-ionien fragmentoituminen
Yhdisteiden aglykoniosien fragmentoitumista tarkasteltiin PRM-menetelmilld saadun MS?-datan
avulla. Pystyttiin selvittimién aglykoni-, aglykoniradikaali-ionin ja hapettuneen aglykoni-ionin
fragmentaatiota tarkastelemalla syntyneitd pddfragmentteja ja tutkimalla niiden yhteyttd yhdisteen
rakenteeseen ja esimerkiksi sokerin liittymiskohtaan.
Yhdisteet tuottivat yhdisteryhméstd riippumatta pddasiassa fragmentteja, joiden m/z-arvot

olivat samoja (taulukko 11), joten fragmentit numeroitiin taulukointia varten.
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Taulukko 5. PRM-menetelmailléd havaittujen padfragmenttien numero, m/z-arvo, ehdotettu molekyylikaava, laskettu massa, mitattu
massa ja kaksoissidosekvivalentti aglykoni-, aglykoniradikaali-ionille ja hapettuneelle aglykoni-ionille.

Tarkka Tarkka
Fragmentti m/z-arvo  molekyylikaava massa, massa, DBE
laskettu mitattu
1 317,02722 Ci15H100s 318,0372 318,0367 11
2 316,02245 Ci15HoOs 317,0294 317,0289 11,5
3 315,01451 Ci15HgOs 316,0216 316,0211 12
4 315,05076 Ci6H1207 316,0579 316,0574 11
5 314,04344 CisH1107 315,0501 315,0496 11,5
6 313,03505 Ci6H1007 314,0423 314,0418 12
7 301,034 Ci5sH1007 302,0423 302,0418 11
8 300,027 Ci15HoOy 301,0345 301,0340 11,5
9 299,02 Ci15HzOy 300,0267 300,0262 12
10 285,04019 Ci15H1006 286,0474 286,0469 11
11 284,03294 Ci15HoOp 285,0396 285,0391 11,5
12 283,02553 C15HsOg 284,0318 284,0313 12
13 288,02309 C14HoOy 289,0345 289,0340 10,5
14 287,02008 C14HzOy 288,0267 288,0262 11
15 273,03617 C14H1006 274,0474 274,0469 10
16 272,02857 C14HoO¢ 273,0396 273,0391 10,5
17 271,02472 C14HsOg¢ 272,0318 272,0313 11
18 270,01704 C14H70¢ 271,024 271,0235 11,5
19 260,02834 C14HOp 261,0396 261,0391 11
20 259,02455 Ci13HsOgp 260,0318 260,0313 10
21 256,03363 C14HoOs 257,0447 257,0442 10,5
22 255,02997 C14HsOs 256,0369 256,0364 11
23 244,03378 C13HoOs 245,0447 245,0442 9,5
24 243,02973 C13HsOs 244,0369 244,0364 10
25 242,0222 Ci3H70s 243,0291 243,0286 10,5
26 229,05086 Ci3H1004 230,0576 230,0571 9
27 227,03552 C13HsO4 228,042 228,0415 10
28 203,03571 C11HsOq4 204,042 204,0415 8
29 183,04608 C12HzO; 184,0522 184,0517 9
30 178,9948 CsH40s 180,0057 180,0052 7
31 151,0043 C7H404 152,0108 152,0105 6
32 137,0254 C7HsO3 138,0315 138,0310 5
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Puhdasaineiden (taulukko 12) kversetiini-3-O-glykosidien aglykoni-ionit tuottivat padfragmentit n/z-
arvoilla 301,272, 256 ja 151. Aglykoniradikaali-ionin padfragmentit puolestaan nékyivit m/z-arvoilla
300, 271, 255 ja 243. Kversetiini-7-O-glukosidin aglykoni-ionilla havaittiin vain kaksi
padfragmenttia m/z-arvoilla 301 ja 151. Yhdisteen aglykoniradikaali-ioni tuotti paéfragmentit mi/z-
arvoilla 300, 271 ja 151. Kversetiini-3,4’-di-O-glukosidin aglykoni-ioni ja aglykoniradikaali-ioni
tuottivat samat péddfragmentit samoilla suhteellislla intensiteeteilld kuin 3-O-glykosidit.
Kversetiinijohdannaisten hapettunut aglykoni-ioni tuotti pdéfragmentit m/z-arvoilla 299, 271 ja 243
riippumatta siitd, mihin asemaan sokerit olivat liitttyneet.

Metylaatiot aglykonin eri kohdissa vaikuttivat yhdisteen ja sen aglykoni-ionin ja aglykoniradikaali-
ionin fragmentoitumiseen. Hapettuneen aglykoni-ionin pédédfragmentit olivat ndillékin yhdisteilld
kuitenkin l&hes samat.

Isoramnetiini-3-O-glykosidien puhdasaineissa sokerin tyyppi vaikutti aglykoni-ionien
fragmentoitumiseen. 3-O-glukosidin ja -galaktosidin aglykoni-ionit tuottivat paéfragmentit m/z-
arvoilla 300, 272 ja 244. 3-O-ramnosidilla ja -rutinosidilla fragmentit havaittiin m/z arvoilla 300 ja
271 seki kolmas intensiivinen fragmentti 3-O-ramnosidilla m/z-arvolla 244 ja 3-O-rutinosidilla 243.
Aglykoniradikaali-ionit tuottivat padfragmentit m/z-arvoilla 299, 285, 271 ja 243. 3-O-rutinosidilla
ei ndkynyt fragmenttia m/z arvolla 285. Isoramnetiini-7-O-glukosidin aglykoni-ionin padifragmentit
havaittiin m/z-arvoilla 300, 272 ja 151. Aglykoniradikaali-ioni tuotti pdéfragmentit m/z-arvoilla 313,
299 ja 151. Isoramnetiini-3,7-di-O-glukosidin aglykoni-ionin pdifragmentit havaittiin m/z-arvoilla
300 ja 151. Aglykoniradikaali-ioni tuotti pddfragmentit m/z-arvoilla 271 ja 243. Hapettunut
isoramnetiinin aglykoni-ioni tuotti pdéfragmentit m/z-arvoilla 313, 285, 270 ja 242 riippumatta siité,
mihin kohtaan sokerit olivat liittyneet.

Kemferoli-3-O-rutinosidi ja -ramnosidi puhdasaineiden aglykoni-ionin padfragmentit havaittiin
m/z-arvoilla 285, 256 ja 229. Aglykoniradikaali-ionin péédfragmentit olivat menettdneet yhdet
vetyatomit ja olivat muuten samat m/z-arvoilla 284, 255 ja 228. Kemferoli-7-O-glukosidin aglykoni-
ioni tuotti padfragmentit m/z-arvoilla 285 ja 151. 7-O-neohesperidosidin aglykoni-ioni tuotti yhden
intensiivisen fragmentin m/z-arvolla 285. Aglykoniradikaali-ionin péddfragmentit havaittiin m/z-
arvolla 284, 255 ja 151 kummallekin yhdisteille. Kemferoli-7-O-neohesperidosidi tuotti myds
intensiivisen fragmentin m/z-arvolla 227. Robiniinin aglykoni-ionin paéfragmentit olivat m/z-arvoilla
285, 256 ja 229. Aglykoniradikaali-ioni puolestaan tuotti pdédfragmentit m/z-arvoilla 284, 255 ja 228.
Kemferolijohdannaisten hapettuneet aglykoni-ionit tuottivat padfragmentit m/z-arvoilla 283, 255 ja
183. Myoskéddan kemferolijohdannaisilla hapettuneen aglykoni-ionin fragmentoitumisessa ei ollut

vaikutusta sokerin tyypistd, tai liittymiskohdasta.
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Myrisetiini-3-O-glykosidipuhdasaineiden aglykoni-ionien péaéfragmentit havaittiin m/z-
arvoilla 317, 288, 272 ja 151. Aglykoniradikaali-ionin padfragmentit olivat m/z-arvoilla 316, 287 ja
271. Hapettuneiden aglykoni-ionien pdédfragmentit havaittiin m/z-arvoilla 315, 287 ja 259.

Kaikilla flavonoliryhmilld metyloituminen vaikutti aglykoni-ionien fragmentoitumiseen, ja aglykoni-
ionit, aglykoniradikaali-ionit ja hapettuneet aglykoni-ionit tuottivat yhdisteryhmén siséllékin erilaisia
padfragmentteja riippuen metyyliryhmien lukumaiérastd. Joillakin yhdisteilld, kuten kversetiini-3,7-
di-metyylieetterilld metyyliryhmaét vaikuttivat yhdisteen fragmentoitumiseen, eikd aglykoni-ioneja
havaittu lainkaan. Vastaavasti kdvi kversetagetiinilla, joka vastaa kversetiinid, jossa on OH-ryhma 6-

as€massa.
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Taulukko 6. Puhdasaineiden tuottamat PRM-frafmentit ja suhteelliset intesiteetit aglykoni-, aglykoniradikaali-, ja hapettuneelle aglykoni-ionille. Numeroa vastaavat fragmentit ja niiden m/z-

Yhdiste

Aglykoni-ionin fragmentit
7 (30), 16 (100), 21 (40), 31 (100)
7 (20), 16 (20), 30 (30), 31 (100)
7 (45), 16 (100), 21 (44), 31 (100)
7 (45), 31 (40)
7 (30), 17 (100), 21 (40), 31 (65)
7 (90), 30 (30), 31 (100)
7(70), 31 (100)
7 (100), 16 (30), 31 (70)
7 (20), 16 (100), 21 (40), 23 (30)
7 (30), 16 (100), 21 (40), 31 (50)
7 (100), 15 (100)
4 (20), 7(100), 31 (20)
4 (15), 8 (100), 16 (65), 23 (65), 31 (20)
4 (15), 8 (100), 16 (65), 23 (65), 31 (15)
4 (15), 8 (100), 17 (90), 24 (40), 31 (20)
4 (10), 8 (100), 17 (90), 22 (50), 24 (25)
4 (20), 8 (70), 16 (20), 31 (100)
4 (20), 8 (100), 31 (20)
10 (100)
10 (60), 21 (10), 31 (100)
10 (100), 31 (10)
10 (60), 21 (90), 26 (80)
10 (100), 21 (90), 26 (100)
10 (100), 257 (20), 31 (15)
10 (100), 21 (40), 26 (50)
1 (20), 30 (55), 31 (100), 32 (60)
1 (30), 13 (70), 16 (100), 31 (80)
1 (20), 302 (80), 274 (100), 20 (60)

arvot 10ytyvét taulukosta 11.

Aglykoniradikaali-ionin fragmentit

8 (20), 17 (100), 22 (45), 24 (20)

8 (15), 17 (100), 22 (40), 24 (40)

8 (15), 17 (100), 22 (40), 24 (30)

8 (100), 17 (30), 31 (100)
8 (20), 17 (100), 22 (45), 24 (30)
8(30), 17 (100)
8 (50), 17 (100), 22 (45), 24 (30)
8(90), 17 (30), 31 (100)
8 (20), 17 (100), 22 (50), 24 (20)
8 (20), 17 (100), 22 (40)
8 (20), 16 (100)

5(10), 8 (70), 17 (100), 24 (50)
5(2), 9 (20), 10 (25), 17 (90), 24 (100)
5(5), 9 (25), 10 (30), 17 (90), 24 (100)
5(2), 9 (40), 10 (30), 17 (90), 24 (100)

5(5), 9 (25), 17 (90), 24 (100)
6 (60), 9 (60), 17 (100)

5(20), 9 (20), 10 (20), 17 (100), 24 (80)
11 (45), 22 (100), 27 (70), 31 (35)
11 (70), 22(20), 31 (100)

11 (90), 22 (40), 27 (45), 31 (100)
11 (20), 22 (100), 27 (70)

11 (20), 22 (100), 27 (70)

11 (100), 21 (75), 27 (25), 31 (90)
11 (20), 22 (100), 27 (60)

2 (30), 13 (100), 19 (20)

2 (30), 14 (70), 17 (100)

2 (20), 7 (75), 15 (100), 258 (65)

Hapettuneen aglykoni-ionin fragmentit
9 (20), 17 (100), 24 (25)
9 (20), 17 (100), 24 (15)
9 (30), 17 (100), 24(20)
9 (20), 17 (100), 24 (15)
9 (20), 17 (100), 24 (20)
9 (20), 17 (100), 24 (10)
9 (20), 17 (100), 24 (20)
9 (20), 17 (100)
9 (100), 17 (30)
9 (25), 17 (100), 24 (20)
9 (20), 17 (100)
6 (60), 10 (20), 18 (100), 25 (70)
6 (60), 10 (60), 18 (100), 25 (70)
6 (100), 10 (30), 18 (100), 25 (70)
6 (70), 10 (30), 18 (100), 25 (60)
6 (60), 10 (30), 18 (100), 25 (70), 31 (60)
6 (100), 10 (30), 18 (80), 25 (60)
6 (30), 10 (20), 18 (100), 25 (75)
12 (25), 22 (100), 29 (10)
12 (30), 22 (100), 29 (20)
12 (25), 22 (100), 29 (15)
12 (30), 22 (100), 29 (20)
12 (70), 22 (100), 29 (20)
12 (70), 22 (100), 29 (30)
12 (25), 22 (100), 29 (15)
3 (20), 14 (100), 20 (20)
3 (40), 14 (100), 20 (80)
3 (15), 8 (70), 16 (100), 257
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34
35
36

1 (70), 302 (100)
1 (30), 13 (70), 16 (100), 31 (50)
1 (35), 13 (70), 16 (100), 31 (60)

2 (70), 7 (100), 15 (40)
2 (20), 14 (70), 16 (100)
2 (25), 14 (65), 16 (100)

3 (65), 8 (100), 16 (30)
3 (40), 14 (100), 20 (60)
3 (40), 14 (100), 20 (60)
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Kasviuutendytteistd tarkasteltiin aglykoni-ionien, aglykoniradikaali-ionien ja hapettuneiden
aglykoni-ionien fragmentaatiota vastaavalla tavalla. Pddfragmentit olivat hyvin samankaltaisia kuin
puhdasaineilla (taulukko 13).

Kversetiiniglykosidien aglykoni-ionit tuottivat padsddntdisesti fragmentit m/z-arvoilla 301,
272, 256 ja 151. Néistd vahvin signaali oli useimmilla m/z-arvolla 272. Aglykoniradikaali-ionit
fragmentoituivat tuottaen fragmentit m/z-arvoilla 301, 271 ja 255, joista voimakkain signaali oli ldhes
kaikilla m/z-arvolla 271. Hapettunut aglykoni-ioni fragmentoitui puhdasaineiden kanssa vastaavalla
tavalla tuottaen fragmentit m/z-arvoilla 299, 271 ja 243. Fragmentti 243 nékyi vain osalla yhdisteisté.
Joillain yhdisteistd aglykoni-ionin vahvin signaali m/z-arvolla 272 puuttui, mutta aglykoniradikaali-
ioni fragmentoitui kuitenkin samalla tavalla. Tdméa voidaan selittdé sokerien liittymiselld useampaan
kohtaan, jonka huomattiin puhdasaineissa pienentdvén fragmentin 272 signaalia, mutta aiheuttavan
kuitenkin aglykoniradikaali-ionin fragmentoitumisen 3-O-glykosideja vastaavalla tavalla.

Kemferoliglykosidien aglykoni-ionit tuottivat péddasiassa fragmentoiduttuaan ioneja m/z-
arvoilla 285, 256 ja 226. Osalla yhdisteistd fragmentti 229 néytti puuttuvan ja signaalien vahvuudet
vaihtelivat merkittdvasti yhdisteen mukaan. Aglykoniradikaali-ionit tuottivat fragmentteja m/z-
arvoilla 284, 255 ja 228 lidhes kaikille yhdisteille, joista vahvin signaali oli m/z-arvolla 255.
Hapettunut aglykoni-ioni fragmentoitui tuottaen fragmentit m/z-arvoilla 283, 255 ja 183. Aglykoni-
ionin fragmentin 229 puuttuminen voidaan selittdd sokerin liittymiselld useampaan kohtaan.

Isoramnetiiniglykosidien aglykoni-ionit fragmentoituivat tuottaen ionit m/z-arvoilla 300, 272,
271, 244 ja 243. Aglykoniradikaali-ionit tuottivat pddfragmentit m/z-arvoilla 299, 271 ja 243.
Hapettuneen isoramnetiinin aglykoni-ioni tuotti paéfragmentit m/z-arvoilla 313, 270 ja 242.
Isoramnetiiniglykosidien kohdalla puhdasaineita vastaavalla tavalla sokerin tyypilld oli vaikutusta
ionien tuottamiin fragmentteihin. Fragmenttien intensiteetit poikkesivat puhdasaineiden vastaavista
intensiteeteistd, ja esimerkiksi fragmentti 299 aglykoniradikaali-ionilla oli osalla yhdisteilld
signaaliltaan vahvin.

Myrisetiiniglykosidien aglykoni-ionien pdifragmentit havaittiin m/z-arvoilla 317, 288, 272 ja
151. Aglykoniradikaali-ionin pédédfragmentit olivat m/z-arvoilla 316, 287 ja 271. Hapettuneiden
aglykoni-ionien padfragmentit havaittiin m/z-arvoilla 315, 287 ja 259. Puhdasaineista poiketen

aglykoniradikaali-ionin voimakkain signaali nékyi m/z-arvolla 271 eikd 272.
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Taulukko 7 Kasviuutteiden tuottamat PRM-frafmentit ja suhteelliset intesiteetit aglykoni-, aglykoniradikaali-, ja hapettuneelle aglykoni-ionille. Numeroa vastaavat fragmentit ja niiden m/z-arvot

Nro

Aglykoni-ionin MS/MS fragmentit

16ytyvit taulukosta 11.

Aglykoniradikaali-ionin MS/MS fragmentit

Hapettuneen aglykoni-ionin MS/MS fragmentit

—_—
TS 00 A W~

\S N\ EN SRS S R S I S S e o e e e e s
N N L AW R O 003NN R W N

7 (100), 22 (10), 31 (30)
10 (100)
7 (100), 257 (30), 26 (40)

1 (30), 16 (30), 30 (50), 31 (100), 32 (60)
7 (40), 22 (20), 30 (40), 31 (100)

7 (40), 16 (100), 21 (55), 31 (70)
10 (100), 257 (30), 26 (60)
10 (100)
10 (100)
10 (100), 21 (95), 228 (90)
7 (20), 30 (30), 31 (100)

7 (30), 16 (100), 21 (50), 31 (75)
10 (100), 257 (50), 26 (100), 31 (30)
7 (30), 16 (100), 21 (45), 31 (60)
7 (40), 16 (35), 31 (100)

4 (20), 8 (100), 16 (70), 23 (70)
10 (70), 21 (100), 26 (25)

7 (35), 16 (100), 21 (50), 30 (35), 31 (100)
7 (30), 16 (100), 21 (40), 31 (50)
7 (30), 16 (100), 21 (45), 31 (80)
4 (10), 8 (100), 17 (55), 22 (30)

7 (30), 16 (100), 21 (50), 21 (60)
4 (10), 8 (100), 21 (70), 22 (40)

7 (30), 16 (100), 21 (45), 31 (75)
10 (60), 21 (100), 26 (50)

4 (10), 8 (100), 17 (50), 22 (30)
10 (80), 21 (100), 26 (80)

8 (60), 16 (100), 31 (40)
11 (30), 22 (95), 27 (100), 31 (20)

11 (15), 22 (100), 27 (95)

2 (30), 14 (70), 17 (100)

8 (25), 17 (100), 22 (50), 24 (30)
8 (20), 17 (100), 22 (50), 24 (30)
11 (10), 22 (100), 27 (100)

11 (35), 21 (100), 27 (85)

11 (35), 21 (100), 27 (85)

11 (10), 22 (100), 27 (95)

8 (25), 17 (100), 22 (55), 24 (30)
8 (20), 17 (100), 22 (50), 24 (30)
11 (20), 22 (100), 27 (60)

8 (25), 17 (100), 22 (45), 24 (30)
8 (20), 17 (100), 22 (45), 24 (30)
5(2), 9(25), 10 (40), 17 (90), 24 (100)
11 (20), 22 (100), 27 (65)

8 (25), 17 (100), 22 (45), 24 (25)
8 (25), 17 (100), 22 (50), 24 (30)
8 (30), 17 (100), 22 (45), 24 (25)
5 (1), 9 (100), 17 (70), 24 (60)
8 (20), 17 (100), 22 (45), 24 (25)
5(5), 9 (100), 17 (80), 24 (70)
8 (20), 17 (100), 22 (50), 24 (20)
11 (20), 22 (100), 27 (60)
5(2), 9 (100), 17 (80), 24 (65)
11 (20), 22 (100), 27 (60)

9 (25), 17 (100)
12 (30), 22 (10), 29 (20)
12 (40), 22 (100), 29 (20)
3 (20), 14 (100), 20 (70)
9 (25), 17 (100), 24 (30)
9 (40), 17 (100), 24 (50), 31 (30)
12 (30), 22 (100), 29 (20)
12 (30), 22 (100), 29 (20)
12 (30), 22 (100), 29 (20)
12 (40), 22 (100), 29 (20)
9 (20), 17 (100), 24 (45), 31 (25)
9 (20), 17 (100)
12 (20), 22 (100), 29 (20)
9 (20), 17 (100)
9 (30), 17 (100)

6 (45), 18 (100), 25 (30)
12 (40), 22 (100), 29 (20)
9 (20), 17 (100)

9 (20), 17 (100)

9 (20), 17 (100)

6 (20), 18 (100), 25 (95)
9 (30), 17 (100)

6 (35), 18 (100), 25 (70)
9 (20), 17 (100)

12 (25), 22 (100), 29 (20)
6 (20), 18 (100), 25 (30)
12 (30), 22 (100)
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28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58

7 (85), 31 (100)
7 (100), 31 (20)
7 (80), 30 (40), 31 (100)
4 (20), 8 (100)
10 (100), 21 (35), 26 (50), 31 (40)
7 (100), 22 (40), 31 (30)
10 (100)
7 (100), 31 (30)
7 (30), 16 (100), 21 (50), 31 (65)
10 (70), 21 (60), 26 (100)
7 (40), 16 (100), 21 (50), 31 (100)
7 (30), 16 (100), 21 (50), 31 (70)
7 (30), 16 (100), 21 (50), 31 (50)
7 (40), 16 (100), 21 (50), 31 (90)
10 (100), 21 (40)
10 (100), 21 (40)
10 (100), 21 (45)
4 (100), 171(60)
4 (10), 8 (100), 16 (50), 23 (60)
10 (100), 21 (60), 26 (50)
7 (30), 16 (100), 21 (50), 31 (70)
10 (100), 26 (20)
7 (100), 30 (30), 31 (95)
10 (100)
4 (20), 8 (100)
7 (30), 16 (100), 21 (50), 31 (45)
7 (90), 16 (85), 21 (40), 31 (100)
4 (10), 8 (100), 17 (80), 22 (50)
10 (100), 21 (90), 228 (80)
4 (20), 8 (100), 16 (70), 23 (70)
7 (30), 16 (100), 21 (45), 31 (60)

8 (10), 17 (100), 22 (35)
8 (20), 17 (100)
8 (20), 17 (100), 22 (50), 24 (30)
5 (20), 17 (100), 24 (80)
11 (20), 22 (100), 27 (70)
8 (25), 16 (16), 24 (20)
11 (40), 21 (100), 27 (70)
8 (30), 16 (100), 31 (20)
8 (25), 17 (100), 22 (50)
11 (20), 22 (100), 27 (70)
8 (20), 17 (100), 22 (50), 24 (30)
8 (20), 17 (100), 22 (50)
8 (20), 17 (100), 22 (50)
8 (30), 17 (100), 22 (10)
11 (20), 22 (100), 27 (75)
11 (20), 22 (100), 27 (80)
11 (25), 22 (100), 27 (70)
5 (100), 170 (70)
5(2), 9(20), 10 (35), 17 (90), 24 (100)
11 (20), 22 (100), 27 (70)
8 (20), 17 (100), 22 (50), 24 (30)
11 (25), 22 (100), 27 (80)
8 (20), 17 (100), 22 (50)
11 (60), 22 (100)
5 (10), 9 (30), 17 (100), 24 (80)
8 (20), 17 (100), 21 (50), 24 (30)
8 (20), 17 (100), 21 (45), 24 (25)
5 (1), 9 (100), 17 (70), 24 (70)
11 (10), 22 (100), 27 (95)
5(2), 9(20), 10 (40), 17 (95), 24 (100)
8 (20), 17 (100), 22 (40), 24 (30)

9 (5), 17 (100)
9 (25), 17 (100)
9 (20), 17 (100)
6 (20), 18 (100), 25 (80)
12 (40), 22 (100)
9 (20), 17 (100)
12 (30), 22 (100)
9 (20), 17 (100)
9 (30), 17 (100)
12 (40), 22 (100), 29 (30)
9 (20), 17 (100)
9 (40), 17 (100)
9 (40), 17 (100)
9 (30), 17 (100), 24 (60)
12 (30), 22 (100)
12 (30), 22 (100)
12 (25), 22 (100)
6 (80), 169 (100)
6 (55), 18 (100)
12 (15), 22 (100)
9 (20), 17 (100)
12 (30), 22 (100)
9 (20), 17 (100)
12 (30), 22 (100)
6 (20), 18 (100), 25 (70)
9 (20), 17 (100)
9 (20), 17 (100)
6 (40), 18 (100), 25 (80)
12 (30), 22 (100)
6 (30), 18 (100), 25 (30)
9 (30), 22 (100), 24 (50)
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59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
&3
&4
&5
86

7 (40), 16 (80), 21 (40), 31 (100)
7 (30), 16 (100), 21 (40), 31 (40)
10 (65), 21 (100), 26 (50), 31 (30)
4 (10), 8 (100), 17 (990), 22 (50), 24 (25)
4 (20), 8 (100), 17 (40)
10 (70), 21 (70), 26 (100)
4 (15), 8 (100), 17 (80), 22 (40), 24 (20)
7 (80), 16 (100), 21 (50), 31 (40)
7 (50), 16 (100), 21 (20), 31 (100)
7 (20), 30 (30), 31 (100)
7 (30), 16 (80), 21 (40), 31 (100)
10 (100), 257 (50), 26 (100)
4 (20), 8 (100), 22 (40), 24 (20)
7 (25), 31 (100)
10 (55), 21 (100), 228 (50)
7 (20), 30 (30), 31 (100)
7 (100), 22 (40), 31 (30)
10 (100)
10 (100)
10 (100)
1 (35), 13 (70), 16 (100), 31 (75), 32 (50)
7 (30), 16 (90), 21 (40), 31 (100)

1 (30), 13 (70), 16 (100) 31 (50), 32 (40)
1 (30), 13 (80), 16 (100), 31 (80), 32 (55)
1 (20), 30 (50), 31 (100), 32 (65)

1 (30), 13 (70), 16 (100), 31 (30)

1 (30), 13(75), 16 (100)

1 (35), 13 (70), 16 (100), 31 (60)

8 (20), 17 (200), 22 (50), 24 (25)
8 (20), 17 (100), 22 (40), 24 (20)
11 (20), 22 (100), 27 (65)
5(2), 9 (100), 17 (80), 24 (65)
5(2), 9 (100), 17 (90), 24 )85)
11 (20), 22 (100), 27 (60)
5(2), 9 (90), 17 (100), 24 (80)
11 (20), 17 (100), 22 (50), 24 (25)
8 (20), 17 (100), 22 (50), 24 (25)
8 (20), 17 (100), 22 (50), 24 (30)
8 (20), 17 (100), 22 (50), 24 (30)
11 (20), 22 (100), 27 (65)
5(2), 9 (100), 17 (75), 24 (60)
8 (20), 17 (100), 22 (45), 24 (30)
11 (20), 22 (100), 27 (60)

8 (20), 17 (100), 22 (50), 24 (25)
8 (20), 16 (100), 24 (30)

11 (35), 21 (100), 27 (60)

11 (25), 22 (100), 27 (65)

11 (10), 22 (85), 27 (100)

2 (30), 14 (70), 17 )100)

8 (20), 17 (100), 22 (40), 24 (30)
2 (20), 14 (70), 17 (100)

2 (30), 14 (80), 17 (100)

2 (20), 14 (75), 17 (100)

2 (20), 14 (75), 17 (100)

2 (20), 14 (70), 17 (100)

2 (30), 14 (70), 17 (100)

9 (15), 17 (100)
9 (55), 17 (100)

12 (25), 22 (100), 29 (20)
6 (40), 18 (100), 25 (80)
6 (10), 10 (30), 18 (100), 25 (80)
12 (30), 22 (100)

6 (20), 18 (100), 25 (50)
9 (60), 17 (100)

9 (50), 17 (100)

9 (20), 17 (100), 24 (60)
9 (20), 17 (100)

12 (50), 22 (100)

6 (40), 18 (100), 25 (70)
9 (20), 17 (100), 24 (50)
12 (30), 22 (100)

9 (20), 17 (100), 24 (50), 31 (30)
9 (20), 17 (100)

12 (25), 22 (100)

12 (30), 22 (100)

12 (30), 22 (100)

3 (95), 14 (100), 20 (75)
9 (80), 17 (100)

3 (30), 14 (100), 20 (50)
3 (40), 14 (100), 20 (75)

3 (20), 14 (100), 20 (80), 27 (60)
3 (35), 14 (100), 20 (80), 28 (50)
3 (20), 14 (100), 20 (40)

3 (50), 14 (100), 20 (70), 28 (40)
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Aglykoni-ionien fragmentoitumisen perusteella voidaan saada selvéa sokereiden liittymiskohdasta tai
sokerin tyypistd (Kuva 7 ja 8). Kversetiinijohdannaisilla sokerin tyypilld ei ollut niin isoa vaikutusta
syntyneisiin fragmentteihin tai niiden intensiteetteihin kuin kemferoli- ja isoramnetiinijohdannaisten
kohdalla. Puhdasaineiden ja kasviuutteiden aglykoni-ionien fragmentoituminen noudatti pidasiassa
samaa kaavaa, mutta pienid eroja oli havaittavissa. Hapettunut aglykoni-ioni fragmentoitui kaikilla
yhdisteryhmilld substituutioista huolimatta samalla kaavalla.

Puhdasaineista huomattiin, ettd 7-O-glykosidien aglykoniradikaali-ioni noudatti RDA-
fragmentaatiota ja spektristd havaittiin fragmentaatiolle tunnusomainen flavonolifragmentti m/z-
arvolla 151. Kyseiselld m/z-arvolla ei havaittu intensiivistd signaalia 3-O-glykosideilla tai edes
robiniinilla, jossa on sokeri liittynyt myos 7-asemaan.

Kasviuutteiden aglykoni-ionien fragmentoitumista tarkastellessa néhtiin, ettd suurimman osan
yhdisteiden ionien fragmentoituminen noudatti vastaavien yhdisteryhmien 3-O-glykosidien
fragmentoitumista pddasiassa. Naihin havaintoihin perustuen 7-O-glykosideja vastaavaa

fragmentaatiota ei havaittu kasviuutteissa.

OH OH
m/z 283

|
-0

OH ©OH
m/z 255

OH ©

m/z 255

Kuva 7. Kemferoli-7-O-glukosidin aglykoni-, aglykoniradikaali-ionin, ja hapettuneen aglykoni-ionin tuottamat paéafragmentit.



42

OH O
m/z 285

0. 0 H
I~
oH O
m/z 256

OH
m/z 255

OH O
m/z 284

HO o) H |
HO o H OH O
O — 0 m/z229 OH
~—— -
m/z 255 ~ —
pees

OH O
m/z 228

Kuva 8. Kemferoli-3-O-glukosidin aglykoni-, aglykoniradikaali-ionin, ja hapettuneen aglykoni-ionin tuottamat paéafragmentit.
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3.3 Liukoisuus
Liukoisuutta tarkasteltiin  kversetiini-3-O-glukuronidista, rutiinista, kversetiini-3,4’-di-O-
glukosidista, kemferoli-7-O-neohesperidosidesta, kemferoli-3-O-ramnosidista, kemferoli-7-O-

glukosidista sekd myrisetiini-3-O-galaktosidista (kuva 8—14).

120000
100000
80000

60000
40000
20000
15 20 25 30 35 40 50 100

Metanolipitoisuus (%)

Pinta-ala

(=}

m0h ®m24h m24 hpakastettu

Kuva 9. Rutiinin liukoisuus eri metanolipitoisuuksissa analysoituna heti, vuorokauden kuluttua samasta vialista sekd vuorokauden
kuluttua, kun néyte on pakastettu.

80000
70000
60000
50000

40000
< 30000
20000
10000

15 20 25 30 35 40 50 100

Metanolipitoisuus (%)

ta-ala

Pin

(=}

m0h m24h @24 hpakastettu

Kuva 10. Kversetiini-3-O-glukuronidin liukoisuus eri metanolipitoisuuksissa analysoituna heti, vuorokauden kuluttua samasta vialista
sekd vuorokauden kuluttua, kun ndyte on pakastettu.
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80000
70000

60000
50000
40000
& 30000
20000 ‘
10000 i
15 20 25 30 35 40 50 100

Metanolipitoisuus (%)

Pinta-ala

(=}

m0h m24h w24 hpakastettu

Kuva 11. Kversetiini-3,4’-di-O-glukosidin liukoisuus eri metanolipitoisuuksissa analysoituna heti, vuorokauden kuluttua samasta
vialista sekd vuorokauden kuluttua, kun nidyte on pakastettu.

80000

70000
60000
50000
40000
& 30000
20000
10000 I
15 20 25 30 35 40 50 100

Metanolipitoisuus (%)

Pinta-ala

(=}

m0h m24h w24 hpakastettu

Kuva 12. Kemferoli-7-O-neohesperidosidin liukoisuus eri metanolipitoisuuksissa analysoituna heti, vuorokauden kuluttua samasta
vialista sekd vuorokauden kuluttua, kun nidyte on pakastettu.

90000
80000
70000
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50000
2 40000
30000
20000
10000
0

15 20 25 30 35 40 50 100

Metanolipitoisuus (%)
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m0h m24h w24 hpakastettu

Kuva 13. Kemferoli-3-O-ramnosidin liukoisuus eri metanolipitoisuuksissa analysoituna heti, vuorokauden kuluttua samasta vialista
sekd vuorokauden kuluttua, kun ndyte on pakastettu.
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100000
80000

60000
40000
20000
0

15 20 25 30 35 40 50 100

Metanolipitoisuus

Pinta-ala

m0h m24h w24 hpakastettu

Kuva 14. Kemferoli-7-O-glukosidin liukoisuus eri metanolipitoisuuksissa analysoituna heti, vuorokauden kuluttua samasta vialista
sekd vuorokauden kuluttua, kun ndyte on pakastettu.

80000

60000
40000
20000
0

15 20 25 30 35 40 50 100

Metanolipitoisuus (%)

Pinta-ala

m0h m24h m24 hpakastettu

Kuva 15. Myrisetiini-3-O-galaktosidin liukoisuus eri metanolipitoisuuksissa analysoituna heti, vuorokauden kuluttua samasta vialista
sekd vuorokauden kuluttua, kun néyte on pakastettu.

Saatiin selville, ettd kversetiinijohdannaisilla liukoisuus pysyi melko tasaisena mittausajankohdasta
ja metanolipitoisuudesta riippumatta. Kemferolijohdannaisilla havaittiin enemmén eroja
mittausajankohdan ja liuottimen vahvuuden vaikutuksesta. Kaikkien yhdisteiden kohdalla todettiin,
ettd 40 % ja 50 % livoksilla liukoisuus pysyi tasaisena mittausajankohdasta riippumatta. Nailla

pitoisuuksilla myos kromatografia pysyi hyvéna ja piikit havaittiin terdvina.

3.4 Pitoisuuden vaikutus ionisuhteisiin
Pitoisuuden vaikutusta syntyviin ionisuhteisiin tarkasteltiin laimennossarjoista lasketuista
ionisuhteista ja ionisuhdekuvaajista. Vaikutusta arvioitiin MRM- menetelmilld (kuvat 16-23) sekd

tdysskannausmenetelmaélld (kuvat 24-31) saadusta datasta.
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120,00
~ 100,00
X
~ 80,00 =
3 {
¥y
Z 4000 —— —0
) 9
= 20,00 >
0,00
0 5 10 15 20 25
Pitoisuus (ng/ml)
—0—m/z301 85V —8—m/z30085V
m/z 301 60 V m/z 300 60 V
Kuva 16. Kversetiini-3,4’-di-O-glukosidin aglykoni- ja glykoniradikaali-ionien suhteet
eri pitoisuuksissa, kun kéytettiin MRM-menetelmid pienemmille ja suuremmille yhdisteille.
120,00
. 100,00
S 8000 LR 0 ?
Q
=]
;:a 60,00
‘2 40,00
2
20,00 fhge /o o ~~o ——0— -
0,00
0 5 10 15 20 25

Pitoisuus (ng/ml)

—0—m/z301 85V —0—m/z30085V
m/z 301 60 V m/z 300 60 V

Kuva 17. Rutiinin aglykoni- ja glykoniradikaali-ionien suhteet eri pitoisuuksissa, kun kéytettiin MRM-menetelmid pienemmille ja
suuremmille yhdisteille.

120,00
100,00 |
80,00 T
60,00
40,00
20,00 -
o o

0,00 *
0 5 10 15 20 25

Pitoisuus (ng/ml)

Ionisuhde (%)

—0—m/z 28570 V—8—m/z 284 70 V
m/z28550V m/z 28450V

Kuva 18. Kemferoli-3-O-ramnosidin aglykoni- ja glykoniradikaali-ionien suhteet eri pitoisuuksissa, kun kiytettiin MRM-menetelmid
pienemmille ja suuremmille yhdisteille.
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120,00

100,00
80,00 ¢
60,00 I
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2000 LA ST *
0,00
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Kuva 19. Kemferoli-7-O-neohesperidosidin aglykoni- ja glykoniradikaali-ionien suhteet eri pitoisuuksissa, kun kaytettiin MRM-
menetelmid pienemmille ja suuremmille yhdisteille.

120,00
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Kuva 20. Robiniinin aglykoni- ja glykoniradikaali-ionien suhteet eri pitoisuuksissa, kun kdytettiin MRM-menetelmié pienemmille ja

suuremmille yhdisteille.
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100,00 &
S 80,00 ![m
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Kuva 21. Kemferoli-7-O-glukosidin aglykoni- ja glykoniradikaali-ionien suhteet eri pitoisuuksissa, kun kdytettiin MRM-menetelmid
pienemmille ja suuremmille yhdisteille.
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Kuva 22. Myrisetiini-3-O-ramnosidin aglykoni- ja glykoniradikaali-ionien suhteet eri pitoisuuksissa, kun kéytettiin MRM-menetelmid
pienemmille ja suuremmille yhdisteille.
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Kuva 23. Kversetiini-7-O-glukosidin aglykoni- ja glykoniradikaali-ionien suhteet eri pitoisuuksissa, kun kéytettiin MRM-menetelmid
pienemmille ja suuremmille yhdisteille.

MRM-menetelmilld kversetiini-3,4’-di-O-glukosidilla 85 V kartiojinnitteelld ionisuhteet tasaantuivat
2,19 pg/ml pitoisuudessa 30:70 tasolle. 60 V kartiojénnitteelld ionisuhteet tasaantuivat puolestaan 0,9
pg/ml pitoisuudessa lilan matalan kartiojénnitteen takia 70:30 tasolle. Rutiinin kohdalla 85 V
kartiojannitteelld 0,05 pg/ml luokkaa oleva pitoisuus riitti ionisuhteiden vakiintumiseen 30:70 tasolle
ja 60 V:lla 0,08 pg/ml pitoisuus tuotti vastaavan ionisuhteen. Kemferoli-3-O-ramnosidilla 0,08 pg/ml
riitti tasaamaan ionisuhteen 10:90 tasolle 70 V ja 50 V kartiojénnitteilld. Kemferoli-7-O-
neohesperidosi vaati noin 1 pg/ml pitoisuuden ionisuhteen tasaamiseksi 70 V kartiojdnnitteelld ja
suhde tasaantui noin 30:70 tasolle. 50 V kartiojénnite vaati noin 11 pg/ml pitoisuuden ja ionisuhde
tasaantui 70:30 tasolle. Robiniinilla 70 V kartiojdnnitteelld sopiva pitoisuus ionishteiden
tasaantumiseen oli noin 0,02 pg/ml ionisuhteen ollessa 0:100. 50 V kartiojannite puolestaan vaati

ionisuhteen vakiinnuttamiseksi noin 11 pg/ml pitoisuuden ja ionisuhde oli tdlloin 10:90. Kemferoli-
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7-0-glukosidilla molemmat 70 V ja 50 V kartiojénnite vaati noin 5 pg/ml pitoisuuden ionisuhteen
tasaamiseksi tasolle 70:30. Myrisetiini-3-O-ramnosidilla kartiojannitteelld 80 V pitoisuuden tuli olla
0,2 pg/ml tasolla, jotta ionisuhde tasaantui. 50 V. kartiojénnitteelld pienempi pitoisuus 0,025 pg/ml
riitti. Molemmissa ionisuhde tasaantui 0:100 tasolle. Kversetiini-7-O-glukosidilla kartiojannitteella

85 Vja 60 V molemmilla 0,2 pg/ml riitti ionisuhteen tasaantumiseen 90:10 tasolle.

Ionisuhde (%)
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0
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—0—m/z 301 80 V m/z 300 80 V
m/z 301 60 V m/z 300 60 V

Kuva 24. Kversetiini-3,4’-di-O-glykosidin aglykoni- ja glykoniradikaali-ionien suhteet eri pitoisuuksissa, kun kéytettiin
tdysskannausmenetelmid ja kartiojénnitteitd, jotka vastaavat MRM-menetelmien kartiojénnitteitd pienemmille ja suuremmille
yhdisteille.
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Kuva 25. Rutiinin aglykoni- ja glykoniradikaali-ionien suhteet eri pitoisuuksissa, kun kéytettiin tdysskannausmenetelméd ja
kartiojdnnitteitd, jotka vastaavat MRM-menetelmien kartiojannitteitd pienemmille ja suuremmille yhdisteille.
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Kuva 26. Kemferoli-3-O-ramnosidin  aglykoni- ja glykoniradikaali-ionien suhteet eri pitoisuuksissa, kun kéytettiin
tdysskannausmenetelmid ja kartiojénnitteitd, jotka vastaavat MRM-menetelmien kartiojénnitteitd pienemmille ja suuremmille
yhdisteille.
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Kuva 27. Kemferoli-7-O-neohesperidosidin aglykoni- ja glykoniradikaali-ionien suhteet eri pitoisuuksissa, kun kéytettiin
tdysskannausmenetelmid ja kartiojénnitteitd, jotka vastaavat MRM-menetelmien kartiojénnitteitd pienemmille ja suuremmille
yhdisteille.
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Kuva 28. Robiniinin aglykoni- ja glykoniradikaali-ionien suhteet eri pitoisuuksissa, kun kéytettiin tdysskannausmenetelmid ja
kartiojannitteitd, jotka vastaavat MRM-menetelmien kartiojannitteitd pienemmille ja suuremmille yhdisteille.
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Kuva 29. Kemferoli-7-O-glukosidin aglykoni- ja glykoniradikaali-ionien suhteet eri pitoisuuksissa, kun kéytettiin
tdysskannausmenetelmid ja kartiojénnitteitd, jotka vastaavat MRM-menetelmien kartiojénnitteitd pienemmille ja suuremmille

yhdisteille.
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Kuva 30. Myrisetiini-3-O-ramnosidin aglykoni- ja glykoniradikaali-ionien suhteet eri pitoisuuksissa, kun kéytettiin
tdysskannausmenetelmid ja kartiojénnitteitd, jotka vastaavat MRM-menetelmien kartiojénnitteitd pienemmille ja suuremmille

yhdisteille
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Kuva 31. Koversetiini-7-O-glukosidin aglykoni- ja glykoniradikaali-ionien suhteet eri pitoisuuksissa, kun kéytettiin
tdysskannausmenetelmid ja kartiojénnitteitd, jotka vastaavat MRM-menetelmien kartiojénnitteitd pienemmille ja suuremmille

yhdisteille.
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Téysskannausmenetelmilld  kversetiini-3,4’-di-O-glukosidi  tarvitsi 80 V  kartiojdnnitteelld
ionisuhteen vakiinnuttamiseksi 60:40 tasolle 0,43 pg/ml pitoisuuden. 60 V Kkartiojénnitteelld
pitoisuuden tuli olla 0,28 pg/ml ja ionisuhde vakiintui tasolle 10:90. Rutiinin kohdalla 80 V
kartiojannitteelld 0,43 pg/ml pitoisuus tasasi ionisuhteen 30:70 tasolle. 60 V kartiojénnite vaati 1, 46
pg/ml pitoisuuden ja ionisuhde tasaantui 65:35 tasolle. Kemferoli-3-O-ramnosidilla 70 V
kartiojénnitteelld luotettavan ionisuhteen saamiseksi tarvittiin 0,29 pg/ml pitoisuus, jolloin ionisuhde
oli 40:60 tasolla. 50 V kartiojénnite tarvitsi 0,97 pg/ml pitoisuuden ja ionisuhde tasaantui 60:40.
Kemferoli-7-O-neohesperidosidilla 70 V kartiojdnnitteelld ionisuhde tasaantui 100:0 tasolle, kun
pitoisuus ylitti 0,085 pg/ml. Vastaavalle tasolle ionisuhde tasaantui 50 V kartiojannitteelld, kun
pitoisuus oli 0,03 pg/ml. Robiniinin kohdalla tidysskannauksesta ei saatu integroitua piikkien pinta-
aloja 70 V ja 50 V Kkartiojannitteilld, koska signaalit olivat niin heikkoja. Kéytettiin 100 V
kartiojinnitettd, joka vaati noin 4,9 pg/ml pitoisuuden ionisuhteen vakiinnuttamiseksi tasolle 40:60.
80 V Kkartiojénnitteelld vaadittiin sama pitoisuus luotettavan ionisuhteen saamiseksi, mikd oli
50:50.Kemferoli-7-O-glukosidilla 70 V kartiojénnite tarvitsi noin 0,65 pg/ml pitoisuuden, ettd
ionisuhde tasaantui 60:40 tasolle. 50 V kartiojinnitteelld pienempi pitoisuus 0,19 pg/ml riitti vakaan
70:30 ionisuhteen luomiseksi. Myrisetiini-3-O-glukosidilla 80 V kartiojénnite tarvitsi pitoisuudeksi
véhintddn 0,43 pg/ml vakaan 20:80 ionisuhteen saamiseksi. Vastaava tasainen ionisuhde saatiin 50 V
kartiojinnitteelld samassa pitoisuudessa. Kversetiini-7-O-glukosidilla 1,46 pg/ml pitoisuus riitti
ionisuhteen tasaamiseen 60:40 tasolle. 60 V kartiojénnitteelle 0,97 pg/ml riitti ja ionisuhde tasaantui

80:20 tasolle.
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Taulukko 14. MRM-menetelmiltd havaittu pitoisuus, jossa aglykoni- ja galykoniradikaalionien suhde alkoi tasaantumaan, seki tdssa
pisteessd saavutettu ionisuhde, kun kédytettiin S ja N kokoisten yhdisteiden kartiojdnnitteita.

Yhdiste Kartiojinnite (V) Pitoisuus (ug/ml) ionisuhde
Kversetiini-3,4'-di-O-glukosidi 85 2,19 30:70
60 0,9 70:30
Rutiini 85 0,05 20:80
60 0,08 20:80
Kversetiini-7-O-glukosidi 85 0,2 90:10
60 0,2 90:10
Kemferoli-3-O-ramnosidi 70 0,08 10:90
50 0,08 10:90
Kemferoli-7-O-neohesperidosidi 70 1 30:70
50 1 70:30
Kemferoli-7-O-glukosidi 70 5 70:30
50 5 7:30
Robiniini 70 0,02 0:100
50 11 10:90
Myrisetiini-3-O-ramnosidi 80 0,2 0:100
50 0,03 0:100

Taulukko 8. Tdysskannausmenetelmalld havaittu pitoisuus, jossa aglykoni- ja galykoniradikaalionien suhde alkoi tasaantumaan, sekd
tdssd pisteessd saavutettu ionisuhde, kun kéytettiin MRM-menetelmien S ja N kokoisille yhdisteille vastaavia kartiojannitteita.

Yhdiste Kartiojinnite (V) Pitoisuus (ug/ml)  ionisuhde
Kversetiini-3,4'-di-O-glukosidi 80 0,43 60:40
60 0,28 10:90
Rutiini 80 0,43 30:70
60 1,46 65:35
Kversetiini-7-O-glukosidi 80 1,46 60:40
60 0,97 80:20
Kemferoli-3-O-ramnosidi 70 0,29 40:60
50 0,97 60:40
Kemferoli-7-O-neohesperidosidi 70 0,09 100:0
50 0,03 100:0
Kemferoli-7-O-glukosidi 70 0,65 60:40
50 0,19 70:30
Robiniini 100 4,9 40:60
80 4,9 50:50
Myrisetiini-3-O-ramnosidi 80 0,43 20:80

50 0,43 20:80
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Pitoisuudella oli vaikutusta siithen, kuinka luotettava ionisuhde on. Osalla yhdisteilld, esimerkiksi
MRM-menetelmélld kemferoli-7-O-glykosidilla ja robiniinilla, missd on myds 7 asemassa sokeri,
tarvittiin selvésti korkeampi pitoisuus siihen, ettd ionisuhde tasaantui (taulukko 14 ja 15).
Lahtokohtaisesti MRM-menetelmdlld riitti pienemmét pitoisuudet, pois lukien kemferoli-7-O-
neohesperidosidi, joka kiyttaytyi epdjohdonmukaisesti testissd. Pitoisuuden kasvaessa ionisuhteet
pysyivit padsdintoisesti tasaisina 25 pg/ml saakka. MRM-menetelmélld suhde pysyi pitoisuuden
kasvaessa vakaampana kaikilla yhdisteilld. Taysskannausmenetelmélld rutiinin kohdalla 60 V
kartiojénnitteelld ionisuhde ldhtee vield muuttumaan pitoisuuden 1dhestyessé 25 pg/ml, mutta muutos
tapahtuu ionisuhteiden osalta “odotettuun” suuntaan. Tuloksista voidaan todeta, ettd liian pieni

kartiojdnnite yhdessd matalan pitoisuuden kanssa antaa vairistyneen kuvan ionisuhteista.

3.5 Syntyvien ionisuhteiden laskennallinen mallinnus
Laskennallisella mallilla voidaan painottaa sitd, kuinka yhdisteiden antamat vasteet vaikuttavat
lopulliseen ionisuhteeseen. Yhdiste, jolla on korkea vaste voi vaikuttaa seoksesta havaittavaan
ionisuhteeseen, vaikka sen pitoisuus on muita yhdisteitd pienempi.
Puhdasaineista MRM-menetelmilld saatujen piikkien pinta-alat integroitiin ja vasteet
normalisoitiin niin, ettd aglykoni-ionien ja alglykoniradikaali-ionien vasteet saivat arvot vilille 0—

100 % (taulukko 16).

Taulukko 16. Normalisoidut vasteet aglykoni- ja aglykoniradikaali-ionille kversetiinipuhdasaineille.

Normalisoitu aglykoni-ioni Normalisoitu radikaali-ioni

Yhdiste (%) (%)

Rutiini 15,18 75,12

kversetiini-7-O-glukosidi 12,45 1,17
kversetiini-3,4'-di-O-glukosidi 35,64 42,12
kversetiini-3-O-glukopyranosidi 12,46 59,40
Kversetiini-3-O-asetyyli-glukosidi 15,41 100,00
Hyperosidi 11,31 59,34

Kversetiini 7,34 0,15

Kun saman yhdisteryhmédn yhdisteille annettiin hypoteettisia pitoisuuksia, saatiin laskettua
teoreettinen ionisuhde kertomalla pitoisuus normalisoidulla prosenttiosuudella jaettuna sadalla.
Pystyttiin tarkastelemaan millaisilla yhdisteseoksilla voi saada samanlaisen ionisuhteen aikaiseksi
(taulukko 17).

Kversetiinijihdannaisista nédhtiin, ettd aglykoni-ionia enemmaédn tuottavien yhdisteiden

normalisoidut osuudet pysyivdt suhteessa pienempind, kun verrattiin aglykoniradikaali-ionia



55

tuottaviin 3-O-glykosideihin. Taulukosta 17 huomataan, kun yhdisteille annettiin hypoteettisia
pitoisuuksia ja painotettiin enemmén aglykoni-ionia tuottavia yhdisteitd, oli ionisuhde silti

aglykoniradikaali-ioni voittoinen.

Taulukko 17. Yhdisteille annetut hypoteettiset pitoisuudet, joiden avulla laskettiin aglykoni- ja aglykonidarikaali-ionin suhteelliset
osuudet.

Pitoisuus Aglykoni-ionin  Aglykoniradikaali-ionin

Yhdiste (mg/g)  suhteellinen osuus suhteellinen osuus
Rutiini 5 0,76 3,76
kversetiini-7-O-glukosidi 50 6,23 0,58
kversetiini-3,4'-di-O-glukosidi 40 14,26 16,85
kversetiini-3-O-glukopyranosidi 15 1,87 8,91

Kversetiini-3-0-6"asetyyli-
glukosidi 10 1,54 10,00
Hyperosidi 20 2,26 11,87
Kversetiini 30 2,20 0,045
Ionisuhde: 36:64

My0s kemferolin kohdalla, josta tutkimuksessa oli mukana kaupallisia malliyhdisteitd, joissa sokerit
olivat liittyneet eri kohtiin, oli tilanne samankaltainen. Ionisuhde pysyi aglykoniradikaali-ionin
puolella ja 7-O- ja di-O-glykosidien vaikutus oli hyvin pieni, vaikka niille yhdisteille olisi antanut
suuremmat pitoisuudet.

Luonnossa esiintyvisti flavonolimonoglykosideista suurin osa esiintyy 3-O-glykosideina.*® Timi
tarkoittaa sitd, ettd kasviuutteissa esiintyvissd yhdisteissd 7-O-glykosidien vaikutus jad huomattavasti

pienemmaiksi ja ionisuhteet kdéntyvit helposti aglykoniradikaali-ionin puolelle.

4 Yhteenveto ja johtopaatokset
Kartiojdnnitteen todettiin vaikuttavan merkittdvasti syntyviin ionisuhteisiin. Kartiojénnitteen
kasvaessa varsinkin flavonoliaglykonien ja 3-O-glykosidien ionisuhde muuttui aluksi selvésti
dominoivasta aglykoni-ionista aglykoniradikaali-ionivoittoiseksi. Esimerkiksi kemferoli-3-O-
rutinosidilla aglykoni-ionin osuus laski 90 %:sta 40 %:iin kartiojdnnitteen muuttuessa 40 V:sta 100
V:iin. 7-O-glykosideissa ionisuhde pysyi aglykoni-ionivoittoisena kartiojénnitteestd riippumatta.

3,4’-diglykosideissa ionisuhteet vaihtelivat kartiojdnnitteen funktiona tavalla, joka muistutti 3-O- ja
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7-O-glykosidien yhdistelmdd. B-renkaan OH- ja OCHsz-ryhmien lukumédrdn huomattiin myds
vaikuttavan aglykoneista syntyneisiin ionisuhteisiin. Esimerkiksi kemferolijohdannaisilla, joilla B-
renkaassa on vain yksi OH-ryhmd, ionisuhde oli tasaisempi verrattuna kversetiinin ja myrisetiinin di-
ja trihydorksisubstituutioihin. Liséksi osassa malliyhdisteistd ndhtiin, ettd niiden rakenteiden
aglykoniosat paitsi deprotonoituivat, niin my0s hapettuivat, mikd havaittiin kaksi massayksikkod
kevyemmastd aglykoni-ionista. Hapettumista havaittiin varsinkin 7-O-glykosideilla sekd
monoglykosideilla, joissa on sokeri useammassa kohdassa. Hapettumisen ndhtiin vairistivin
aglykoni- ja aglykoniradikaali-ionin suhdetta. MRM-menetelmilld yhdisteet, jotka tuottivat runsaasti
hapettunutta aglykoni-ionia, saattoivat aglykoni-ionin ja aglykoniradikaali-ionin suhde erota
taysskannausmenetelmélld saatuun suhteeseen.

Huomattiin, ettd yhdisteiden aglykoni- ja aglykoniradikaali-ioni fragmentoituivat eri tavalla
riippuen siitéd, oliko kyseessd 3-O- vai 7-O-glykosidi. Di-O-glykosidien pédédfragmentit muistuttivat
enemmdn 3-O-glykosidin tuottamia fragmentteja. Hapettuneet aglykoni-ionit tuottivat
yhdisteryhmén sisélld samoja padfragmentteja, riippumatta sokerin laadusta tai sen liittymiskohdasta.
PRM-menetelmilld saaduista aglykoni-ionien fragmentoitumistuloksista huomattiin, ettd fragmentit
ja niiden suhteelliset intensiteetit saattoivat vaihdella yhdisteryhmén siséllé riippuen sokerin tyypisté
sekd liittymiskohdasta. Tdmé voi selittdd osakseen tutkimuksessa havaittuja eroja MRM- ja
taysskannausmenetelmélléd saatuihin ionisuhteisiin kartiojdnnitteen lisdksi. Esimerkiksi kemferoli-3-
O-rutinosidi ja isoramnetiini-3-O-rutinosidin ionisuhteet olivat muita 3-O-glykosideja tasaisemmat.
Kun tarkasteltiin ndiden yhdisteiden PRM-menetelmalld saatuja fragmentteja, poikkesivat ne hieman
muiden saman yhdisteryhmén 3-O-glykosidien fragmentoitumisesta.

Yhdisteen pitoisuudella oli vaikutusta syntyviin ionisuhteisiin. Liian pieni pitoisuus vééristi aglykoni-
ionin ja aglykoniradikaali-ionin vilistd suhdetta. Yhdessé liian pienen pitoisuuden ja kartiojannitteen
kanssa ionisuhteista ei saada luotettavaa kuvaa.

Puhdasaineiden antamaa tietoa voidaan hyddyntdd kasviuutteissa mahdollisesti esiintyvien
yhdisteiden ionisuhteiden tulkinnassa ja rakenteiden tunnistuksessa. Laskennallinen malli, jossa
painotetaan pitoisuuksia ja normalisoituja vasteita auttaa ymmaértdméén miten erilaiset yhdisteseokset
vaikuttavat ionisuhteisiin. Luonnossa esiintyvien flavonoliglykosidien fragmentoitumisen voidaan
olettaa olevan malliyhdisteitd vastaavia, joten malliaineiden avulla saatua tietoa voidaan hyodyntaa
kasviuutteisiin. Kasviuutteet ovat kuitenkin monimutkaisia ja yhdisteet voivat antaa pédllekkdisia
signaaleja sekd kasviuutteissa esiintyvdt muut yhdisteet voi aiheuttaa kilpailua ionisaatiosta ja
epatdydellistd fragmentaatiota. Namé kaikki vaikuttavat myos syntyviin ionisuhteisiin. Liséksi
luonnossa voi esiintyd uusia tai harvinaisia flavonolijohdannaisia, joiden kéayttdytymistad

massaspektrometrilla malliyhdisteet eivét vélttdmétté kata.
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Jos aglykoni- ja aglykoniradikaali-ionien viélistd suhdetta halutaan kayttdd yhdisteen rakenteen
tutkimisessa apuna, on otettava huomioon edelld mainitut asiat. Kun pitoisuus on sopiva ja
kartiojdnnite oikean suuruinen voidaan esimerkiksi MRM-menetelmilld saatuja ionisuhteita

hyodyntdé rakenteen ymmartdmisen tukena.
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1. Puhdasaineiden kuvaajat tiysskannausmenetelmélli
Kuvaajissa, joissa ionien pinta-alat ovat esitetty kartiojannitteen funktiona, on pisteet kolmen
rinnakkaisen mittauksen keskiarvoja. Lisdksi néille pisteille on laskettu ja merkattu virhe keskiarvon

keskivirheend. Ionisuhdekuvaajat on tehty edeltivien kuvaajien kolmen rinnakkaisen mittauksen

keskiarvojen mukaan.
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Kversetagetiini-7-O-glukosidi
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3. Kasviuutteista tunnistetut flavonoliglykosidiyhdisteet.

Liitetaulukko 1. Tutkimuksessa kéytetyistd kasviuutteista karakterisoidut yhdisteet, retentioaika, UV-spektrissd havaitut maksimit, molekyylipaino, arivoitu molekyylikaava, deprotonoituneen
molekyyli-ionin havaittu m/z-arvo, spektrissa havaittujen muiden térkeimpien fragmenttien m/z-arvot, laskettu massa, mitattu massa, virhe ja kaksoissidosekvivalentti (DBE).

Tarkka
Yhdiste RT Muita m/z- massa, Tarkka massa, Virhe
nro. Yhdiste (min) UV-max M Molekyylikaava m/z [M-HJ arvoja laskettu mitattu (ppm) DBE Viitteet
Kversetiini-glukuronidi- 461 (100), 295,
1 glukosidi/galaktosidi 2,93 254-352 640 Ca7H25018 639,12133 191 640,1266 640,126052 1,632 14 [48]
Kemferoli-glukuronidi- 593 (40), 447
2 glukosidi/galaktosidi 3,17 265-346 624 Ca7H25017 623,12613  (55), 285,175 624,1317 624,131152 1,694 14 [49]
Kemferoli-glukuronidi-di- 609, 461, 447
3 glukosidi/galaktosidi 4,39  265-342 786 C36H34020 785,15762 (80), 285 (100) 786,1632 786,162652 0,705 20 [49]
Myrisetiini- 317 (80), 191
4 glukosidi/galaktosidi 3,67 354 480 C21H20013 479,08354 (10) 480,0897 480,089152 0,89 12 [50]
Kversetiini-glukuronidi 4,06  255-353 478 C21Hi5013 477,06762 301 (100), 271 478,0741 478,073552 0,328 13 [51]
Kversetiini-asetyyli-
6 glukosidi/galaktosidi 4,29  255-354 506 Ca3H2013 505,09949 341, 300 (50) 506,1053 506,104752 1,438 13 [52]
7 Kemferoli-glukuronidi 4,39  265-347 462 C21Hi5012 461,07308 447,285 (100)  462,0792 462,078652 1,151 13 [53]
Kemferoli-di-
8 glukosidi/galaktosidi 3,19 265-344 610 C27H30016 609,14708 447, 285, 145 610,1524 610,151852 1,596 13 [54]
Kemferoli-ramnosyyli-di-
9 glukosidi/galaktosidi 3,21 265-347 756 C53H10020 755,20502 447,285, 175 756,21 756,209452 1,329 14 [55]
Kemferoli-
10 glukosidi/galaktosidi 438  265-347 448 C21H20011 447,09357 284 (50) 448,0999 448,099352 0,638 12 [56]
Kversetiini-tri-
11 glukosidi/galaktosidi 3,4 255-358 788 C53H10022 787,19437 788,1998 788,199252 0,666 14 [54]
Kversetiini-di-ramnosyyli-
12 glukosidi/galaktosidi 3,6 255-354 756 C53H10020 755,2043 625 756,21 756,2095 0,375 14 [55]
Kemferoli-tri-
13 glukosidi/galaktosidi 3,68  267-350 772 C53H1002 771,1993 285 772,2049 772,2044 0,413 14 [54]
Kversetiini-di-
14 glukosidi/galaktosidi 3,597  255-353 626 C27H30017 625,1419 463, 300 626,1473 626,1468 1,404 13 [57]
15 Kversetiini-glukuronidi 4,07  255-354 478 C21Hi5013 477,0675 301 (100) 478,0741 478,0736 0,034 13 [58]
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Isoramnetiini-
glukosidi/galaktosidi 4,48
Kemferoli-asetyyli-
glukosidi/galaktosidi 4,66

Kversetiini-di-
glukosidi/galaktosidi 3,58

Kversetiini-arabinoosi-
glukosidi/galaktosidi 3,742
Kversetiini-ramnosyyli-
glukosidi/galaktosidi 3,898
Isoramnetiini-di-ramnosyyli-
glukosidi/galaktosidi 3,93
Kversetiini-
glukosidi/galaktosidi 4,026
Isoramnetiini-ramnosyyli-
glukosidi/galaktosidi 4,29
Kversetiini-ramnosyyli-
glukosidi/galaktosidi 3,59
Kemferoli-di-ramnosyyli-
glukosidi/galaktosidi 3,81
Isoramnetiini-di-ramnosyyli-
glukosidi/galaktosidi 3,94
Kemferoli-ramnosyyli-
glukosidi/galaktosidi 4,13
Kversetiini-ramnosyyli-tri-
glukosidi/galaktosidi 2,83
Kemferoli-ramnosyyli-tri-
glukosidi/galaktosidi 2,96
Kversetiini-ramnosyyli-di-
glukosidi/galaktosidi 3,33
Isoramnetiini-ramnosyyli-
glukosidi/galaktosidi 3,884
Kemferoli-ramnosyyli-tri-
glukosidi/galaktosidi 2,954

Kversetiini-ramnosyyli-
glukosidi/galaktosidi 3,544

254-353

268-348

255-354

255-354

255-354

254-354

255-353

254-354

255-354

265-347

254-354

265-348

354-255

266-348

255-354

254-353

266-348

255-353

478

490

626

596

610

770

464

624

756

740

770

594

934

918

772

624

918

610

C22H2,012
C23H2,012
C27H30017
Ca6H28016
C27H30016
C54H42020
C21H20012
CasH32016
C53H10020
C53Hi0019
C54H4200
C2sH30015
C39Hs50026
C39Hs500s
C53H1002
C2sH32016

C39Hs50025

C27H30016

477,1042
489,1041
625,142
595,1314
609,1469
769,2206
463,0888
623,1624
755,2048
739,2099
769,2202
593,1521
933,2527
917,2583
771,1999
623,1623

917,2587

609,1471

314, 151

285 (60)

300, 133
300

300

300 (90)

447, 315

689, 284
609

284
785, 600, 438,
299, 137 (10)
771 (20), 625,
438,217

623, 313, 226

461, 284, 159
771 (15), 625,
159
446, 323 (40),
214, 177 (45),
159 (60)

478,1104
490,1104
626,1473
596,1368
610,1524
770,2256
464,0948
624,168
756,21
740,2151
770,2256
594,1575
934,2574
918,2625
772,2049
624,168

918,2625

610,1524

478,1099
490,1099
626,1468
596,1363
610,1519
770,2251
464,0943
624,1675
756,2095
740,2146
770,2251

594,157
934,2569

918,262
772,2044
624,1675

918,262

610,1519

0,651
0,472
1,516
1,516
1,448
1,148
1,189
1,095
1,051
1,053
0,667
1,495
1,056
1,614
1,269
0,918

2,017

1,597

12

13

13

13

13

14

12

13

14

14

14

13

15

15

14

13

15

13

[59]
[60]
[61]
[62]
[63]
[55]
[64]
[55]
[55]
[55]
[55]
[65]
[66]
[67]
[67]
[68]

[67]

[68]
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Kemferoli-ramnosyyli- 431 (15), 353,
glukosidi/galaktosidi 3,791  265-347 594 C27H30015 593,1523 159 594,1575 594,157 1,883 13 [67]
Kversetiini-ramnosyyli-
glukosidi/galaktosidi 3,176 254-351 610 C27H30016 609,147 489 (10) 610,1524 610,1519 1,481 13 [68]
Kversetiini-
glukosidi/galaktosidi 4,024  255-353 464 C21H20012 463,0888 300 (80), 183 464,0948 464,0943 1,384 12 [64]
Kemferoli-ramnosyyli-
glukosidi/galaktosidi 4,247  247-265 594 C27H30015 593,1523 447, 285, 191 594,1575 594,157 1,832 13 [67]
Kversetiini-ramnosyyli-
glukosidi/galaktosidi 3,935 255-354 610 C27H30016 609,1472 301 610,1524 610,1519 1,711 13 [68]
Kversetiini-
glukosidi/galaktosidi 4,063  255-353 464 C21H20012 463,0889 300 (50) 464,0948 464,0943 1,513 12 [64]
Kversetiini-asetyyli- 341, 300 (40),
glukosidi/galaktosidi 4,324  255-354 506 C23H22013 505,0995 191 506,1053 506,1048 1,418 13 [69]
505 (70), 463
Kversetiiniglykosidi 4,29  288-354 608 C27H27016 607,1312  (20), 300 (15) 608,1368 608,1363 1,239 14 [70]
Kemferoli-ramnosyyli-di-
glukosidi/galaktosidi 2,863  266-347 756 C33H40020 755,2055 593 (30), 446 756,21 756,2095 1,925 14 [55]
Kemferoli-asetyyli-
ramnosyyli-di- 635, 446, 255,
glukosidi/galaktosidi 3,301  265-347 798 C55Hs5302 797,2163 175 798,2205 798,22 2,206 15 [71]
Kemferoli-asetyyli-
ramnosyyli-di- 635, 446, 255,
glukosidi/galaktosidi 3,421  265-347 798 C55Hs53022 798,2163 176 798,2205 798,22 2,206 15 [71]
Isoramnetiini-ramnosyyli- 599, 431 (40),
galloyyli-arabinosidi 3,932 267-350 746 C54H34019 745,1632 313 (60) 746,1683 746,1678 1,42 18 [72]
Isoramnetiini-
glukosidi/galaktosidi 4431 254-353 478 C22H22012 477,1046 447,314 478,1104 478,1099 1,532 12 [59]
Kemferoli-tri-ramnosyyli-
glukosidi/galaktosidi 3,249  266-347 886 C59Hs50023 885,2686 739, 595 886,2727 886,2722 1,739 15 [63]
Kversetiini-di-ramnosyyli-
glukosidi/galaktosidi 3,615 255-354 756 C33H40020 755,2045 625 (40), 563 756,21 756,2095 0,667 14 [55]
Kemferoli-ramnosyyli-di- 609 (20), 579
glukosidi/galaktosidi 3,209  265-347 756 C33H40020 755,2049  (20), 446, 285 756,21 756,2095 1,223 14 [73]

Kversetiini-tri-
glukosidi/galaktosidi 2,79 254-352 788 C33H40022 787,1952 593, 415, 285 788,1998 788,1993 1,708 14 [54]



51

52

53

54

55

56

57

58

59
60

61

62

63

64
65
66
67

68

69

99

Kemferoli-tetra-
glukosidi/galaktodifi
Isoramnetiini-di-
glukosidi/galaktosidi
Kversetiini-arabinoosi-
glukosidi/galaktosidi
Kversetiini-galloyyli-
glukosidi/galaktosidi
Isoramnetiini-ramnosyyli-
glukosidi/galaktosidi
Kemferoli-
glukosidi/galaktosidi
Isoramnetiini-
glukosidi/galaktosidi
Kversetiini-asetyyli-
glukosidi/galaktosidi
Kversetiini-galloyyli-
glukosidi/galaktosidi

Kversetiini-arabinosidi
Kemferoli-tri-ramnosyyli-
glukosidi/galaktosidi
Isoramnetiini-di-ramnosyyli-
glukosidi/galaktosidi
Isoramnetiini-ramnosyyli-di-
glukosidi/galaktosidi
Kemferoli-ramnosyyli-
glukosidi/galaktosidi

Isoramnetiini-glukuronidi
Kversetiini-arabinosidi

Kversetiini-ramnosidi
Kversetiini-galloyyli-
arabinosidi
Kversetiini-di-
glukosidi/galaktosidi

2,814
3,283
3,742
3,855
4,335
4,383
4,487
4,293

3,853
4,314

3,771
4,249
3,302

4,249
4,521
4326
4,445

4,524

3,625

265-343

252-351

255-353

265-352

254-354

265-348

254-354

254-353

261-353
255-354

265-348

254-353

254-353

265-347
254-353
255-353
255-348

266-355

254-354

934

640

596

616

624

448

478

506

616
434

886

770

786

594
492
434
448

586

626

C59Hs50026
CasH32017
Ca6H23016
CasH24016
CasH32016
C21H2001;
C22H22012
C23H22013

CasH24016
Ca0Hi5011

C39Hs50023

C34H42099

C34H1,02

C27H30015
C22H20013
Ca0Hi1s0n
Ca1H200n

C27H2,015

C27H30017

933,2531
639,1578
595,1316
615,1
623,1626
447,0939
477,1044
505,0996

615,1
433,0778

885, 26869
769,2207
785,2161

593,1521
491,0837
433,0777
447,0937

585,0894

625,1418

487 (20), 415
(60), 285

595, 477 (20)
463, 300 (15)
463, 341
315 (10)
284 (40), 151
314 (20)
341, 300 (40)

463 (10), 300
300 (80)

593 (10), 447
(10), 285
623 (40), 401
(10), 161
285
315 (100)
300 (100)
300 (70)

301 (100)

463, 301

934,2574
640,1629
596,1368
616,1056

624,168
448,0999
478,1104
490,1104

616,1056
434,0843

886,2727
770,2256
786,2205

594,1575
492,0897
434,0843
448,0999

586,0951

626,1473

934,2569
640,1624
596,1363
616,1051
624,1675
448,0994
478,1099
490,1099

616,1051
434,0838

886,2722
770,2251
786,22

594,157
492,0892
434,0838
448,0994

586,0946

626,1468

1,452
1,811
1,953
1,337
1,271
1,354
1,154
1,576

1,402
0,313

1,897
1,33
1,985

1,461
1,255
0,22
0,996

1,413

1,228

15

13

13

17

13

17
12

15

14

14

13
13
12

17

13

[54]
[74]
[74]
[62]
[55]
[56]
[59]
[68]

[62]
[75]

[63]
[55]
[67]

[67]
[76]
[75]
[62]

[62]

[57]



70

71

72

73

74
75
76

77

78
79
80

81

82

&3

&4

&5

86

100

Kemferoli-tri-
glukosidi/galaktosidi
Isoramnetiini-tri-
glukosidi/galaktosidi
Kversetiini-arabinosyyli-di-
glukosidi/galaktosidi
Kemferoli-di-ramnosyyli-
glukosidi/galaktosidi
Kversetiini-tri-
glukosidi/galaktosidi

Kversetiini-di-ramnosidi

Kemferoli-di-ramnosidi

Kemferoli-ramnosidi
Kemferoli-asetyyli-
arabinoosyyli-ramnosidi

Myrisetiini-ramnosidi

Kversetiini-ramnosidi
Myrisetiini-
glukosidi/galaktosidi

Myrisetiini-ramnosidi
Myrisetiini-galloyyli-
arabinosidi
Myrisetiini-asetyyli-
ramnosidi
Myrisetiini-asetyyli-
ramnosidi
Myrisetiini-
glukosidi/galaktosidi

3,689
3,768
3,501
3,85

3,399
3,849
4,119

4,698

4,889
3,97
4,42

3,667
4,038
4,18
4,58
4,85

3,68

267-350

253-357

265-354

265-348

255-358
255-349
262-342

264-344

264-344
257-349
257-357

257-356

259-349

270-359

348

344

354

772

802

758

740

788
594
578

722

606
464
448

480

464

602

506

506

480

C33H10021

C34H402

C32H33021

C33H10019

C33H1002
C27H30015
C27H30014

Cs3H33015

CasH30015
C21H20012
C21H20011

C21H20013
C21H20012
C27H2,016
C23H22013
C23H22013

C21H20013

771,1995
801,2107
757,1839
739,2101

787,1948
593,1523
577,1573

721,1995

605,1523
463,0882
447,0935

479,0836
464,089
601,0845
505,0995
505,0995

479,0833

639, 479, 285
741, 595, 493
301
609, 399, 285

475
447 (10)

431 (20), 285
619 (10), 431,
285
431 (100), 285
(10)

316 (40)

300 (50)
316 (45), 301
(20), 225 (20)
316 (40), 300

(20)

483 (10), 317
(100)
417, 316 (60),
284
461, 316 (80),
181

316 (45), 225

772,2049
802,2154
758,1893
740,2151

788,1998
594,1575
578,1626

722,2046

606,1575
464,0948
448,0999

480,0897
464,0948
602,09
506,1053
506,1053

480,0897

772,2044
802,2149
758,1888
740,2146

788,1993
594,157
578,1621

722,2041

606,157
464,0943
448,0994

480,0892
464,0943
602,0895
506,1048
506,1048

480,0892

0,751
1,553
0,804
1,323

1,225
1,933
1,544

1,363

1,779
0,045
0,392

0,911
1,665
1,701
1,438
1,378

0,41

14

14

12

12

17

13

13

12

[54]
[67]
[77]
[55]

[54]
[67]
[67]

[78]

[78]
[79]
[62]

[76]
[79]
[75]
[80]
[80]

[76]



4. Kasviuutteissa kiytetyt kasvilajit ja niiytteeseen kiytetty kasvin osa

Liitetaulukko 2. Kasviuutteiden niytenumero, niytteeseen kaytetty kasviilaji sekd kéytetty kasvin osa.
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Néyte nro. Kasvilaji Kasvin osa

1 Anemone nemorosa kukka

2 Anemone nemorosa kukka

3 Anemone nemorosa kukka

4 Betula pubescens lehti

5 Betula pubescens lehti

6 Betula pubescens lehti

7 Betula pubescens lehti

8 Ficaria verna kukka

9 Ficaria verna kukka

10 Ficaria verna kukka

11 Primula veris lehti

12 Primula veris lehti

13 Primula veris lehti

14 Quercus robur kukka

15 Quercus robur kukka

16 Quercus robur kukka

17 Quercus robur kukka

18 Quercus robur kukka

19 Lilium martagon lehti

20 Lilium martagon lehti

21 Convallaria majalis lehti

22 Convallaria majalis lehti

23 Convallaria majalis lehti

24 Convallaria majalis lehti

25 Convallaria majalis kukka + varsi
26 Convallaria majalis kukka + varsi
27 Convallaria majalis kukka + varsi
28 Convallaria majalis kukka + varsi
29 Barbarea vulgaris kukka

30 Barbarea vulgaris kukka

31 Barbarea vulgaris kukka

32 Barbarea vulgaris kukka

33 Barbarea vulgaris lehti

34 Barbarea vulgaris lehti

35 Barbarea vulgaris lehti

36 Thlaspi caerulescens lehti + varsi
37 Menyanthes trifoliata kukka
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38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80

Menyanthes trifoliata
Menyanthes trifoliata
Menyanthes trifoliata
Aegopodium podagraria
Glechoma hederacea
Allium ursinum
Allium ursinum
Allium ursinum
Acer platanoides
Lathyrus linifolius
Viola riviniana
Viola riviniana
Cardamine pratensis
Fritillaria meleagris
Fritillaria meleagris
Fritillaria meleagris
Prunus padus
Epilobium angustifolium
Chelidonium majus
Chelidonium majus

Chelidonium majus

Sorbus aucuparia ssp. Aucuparia

Geranium pratense
Geranium pratense
Lysimachia europaea
Lysimachia europaea
Maianthemum bifolium
Maianthemum bifolium
Alchemilla acutiloba
Rosa rugosa
Rosa rugosa
Rosa rugosa
Primula veris
Primula veris
Primula veris
Primula veris
Primula veris
Primula veris
Eryngium giganteum
Eryngium giganteum
Eryngium giganteum
Eryngium giganteum

Eucalyptus calcicola

kukka
lehti
lehti
lehti
kukka + lehti + varsi
kukka
kukka
lehti
lehti
kukka + lehti
kukka
kukka
kukka
kukka
kukka
kukka
kukka
lehti
kukka
kukka
kukka
lehti + varsi
lehti
lehti
lehti + kukka
lehti + kukka
lehti + kukka + varsi
lehti + kukka + varsi
lehti
lehti
lehti
lehti
kukka
kukka
kukka
lehti
lehti
lehti
lehti
lehti
lehti
lehti
ei tiedossa
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81
82
83
84
85
86

Eucalyptus calcicola
Corymbia citriodora
Corymbia citriodora
Eucalyptus magnificata
Corymbia peltata
Corymbia peltata

ei tiedossa
ei tiedossa
ei tiedossa
ei tiedossa
ei tiedossa
ei tiedossa



