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KOPSAVILKUMS

Analitiskas pieejas izveide biologiski aktivu polifenolu raksturo$anai lignocelulozes
biomasa. Lauberte L., zinatniskie vaditaji: Dr. chem., prof. A. Viksna; Dr.habil.chem.,
prof. G.Teliseva. Konsultante: Dr. med,. asoc. prof. J. Krasilnikova. Promocijas darbs, 119
lappuses, 45 attéli, 21 tabulas, 190 literattiras avoti, 4 pielikumi. LatvieSu valoda.
POLIFENOLA SAVIENOJUMI, DIARILHEPTANOIDI, TRICINA-LIGNINI,
IDENTIFIKACIJA, KVANTIFICESANA, ALKSNU MIZAS, KVIESU SALMI,
BIOLOGISKA AKTIVITATE.

Promocijas darba ir veikta analitiskas pieejas” izveide individualu polifenola savienojumu
kvalitativai un kvantitativai noteikSanai kvieSu salmos, baltalkSna un melnalkSna mizas.
Eksperimentali izstradata metodika alkSnos domingjosa diarilheptanoida — oregonina un
kvieSu salmos tikai nesen atklato vertigo tricina — lignina oligoméru kimiskai analizei.
Analitiska pieeja izveidota, izmantojot hromatografiskas un spektrofotometriskas analizes
metodes. Individualu savienojumu identifikacijai un kvantificESanai pielietota augsti
efektiva un ultraefektiva skidruma hromatografija ar dazadiem detektoriem (UV-FLD, UV-
ELS, UV-QDA, UV-ESI/QTOF) vai gazu hromatografija (Py-GC-MS/MS, GC-FID), ka
ari kopgjo polifenola savienojumu noteik3anai spektrofotometriska Folina - Cikolto
metode. Biologiskas aktivitates raksturo$anai veikta oregonina un tricina — lignina
oligoméru attiriSana, izmantojot preparativo hromatografiju un/vai cietfazes ekstrakciju,
ieglistot tos ar augstu hromatografisko tiribu ( > 90%, LC-MS). Pieradita to piemérotiba ka
laboratorijas standartiem hromatografiskai kvantificéSanai ka referenci izmantojot
atbilstosas komericali pieejamas standartvielas. Oregoninam veikta LC-UV kvantific€Sanas
metodes validacija alkSnu mizas ekstraktos, izveidota pusikvantitativa metodika kopg&jo
diarilheptanoidu satura noteikSanai. KvieSu salmu polifenolu savienojumu saturosos
maistjumos, kas iegiiti ka cukuru ieguves blakusprodukti, izveidota tricina kvalitativa un
kvantitativa analize, ka ar1 puskvantitativa tricina — lignina oligoméru savienojumu
noteikSana. Identificéti raksturigakie polifenola savienojumi alkSnu un kvieSu salmu
ekstraktos. KvieSu salmu ekstraktu biologiska aktivitate raksturota ar antioksidanto
aktivitati, oregoninam pirmo reizi pieradita labvéliga ietekme uz DNA metiléSanas

epigenétisko procesu un aunu spermas kvalitati to uzglabajot (iegtiti 2 LV patenti).

" Analitiska pieeja — kimisko metozu izvéle, defingjot izmantojamo tehniku un analitiskas metodes [190]
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ANOTATION

Development of an analytical approach for the characterization of biologically active
polyphenols in lignocellulosic biomass. Lauberte L., supervisors: Dr. chem., prof. A.
Viksna; Dr.habil.chem., prof. G.Telysheva. Consultant: Dr. med., asoc. prof. J.
Krasilnikova. PhD thesis, 119 pages, 44 figures, 21 tables, 190 literature references, 4
appendices. In Latvian.

POLYPHENOLS, DIARYLHEPTANOIDS, TRICIN-LIGNINS, IDENTIFICATION,
QUANTIFICATION, ALDER BARK, WHEAT STRAW, BIOLOGICAL ACTIVITY.
The PhD Thesis provides the elaboration of an analytical approach™ for the qualitative and
quantitative determination of individual polyphenols in wheat straw and in bark of grey and
black alders. An methodology for the chemical analysis of the dominant diarylheptanoid
oregonin in alder bark and recently discovered valuable tricin - lignin oligomers in wheat
straw was experimentally developed. The analytical approach was developed using
combination of chromatographic and spectrophotometric. Liquid chromatography with
various detectors (UV-FLD, UV-ELS, UV-QDA, UV-ESI/QTOF) or gas chromatography
(Py-GC-MS/MS, GC-FID) was used for identification and quantification of individual
compounds and the Folin-Ciacalteu’s method for the determination of total polyphenols. To
characterize the biological activity, oregonin and tricin-lignins were purified by preparative
chromatography and/or solid phase extraction, they were obtained with high
chromatographic purity (= 90 %, LC-MS). Their suitability as laboratory standards for
quantification was demonstrated using commercially available reference substances. For
oregonin, the LC-UV quantification method was validated in alder bark extracts, and a
semi-quantitative methodology for the determination of total diarylheptanoid content was
developed. Qualitative and quantitative analysis of tricin and semi-quantitative
determination of tricin-lignin oligomers were elaborated in the mixtures containing wheat
straw polyphenol compounds obtained as sugar by-products. The most characteristic
polyphenols in alder and wheat straw extracts were identified. The antioxidant activity
characterises the biological activity of wheat straw extracts. for the first time oregonin was
proofed to have a beneficial effect on the epigenetic process of DNA methylation and the

quality of rams' sperm during storage (2 LV patents were obtained).

T Analytical approach— purpose of a chemical analysis that defines technique and analytical method to be
applied [190]
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IEVADS

Viena no galvenajam Latvijas bagatibam ir mezi un tajos esoSie augu resursi. Tade] ir
nepiecieSams attistit ekonomiku, kas pamatojas uz racionalaku atjaunojamo viet€jo resursu
izmanto3anu. Seit nozimiga ir biorafinésana, ar to saprotot visu augu morfologisko dalu, arf
biomasas parstrades blakusproduktu vértigu izmantoSanu. IpaSu vietu no koksnes
mehaniskas parstrades atlikumiem ienem miza, ta sastada ievérojumu daudzumu no koka
biomasas (10-12 %) un ta ir zinama ka bagats ekstraktvielu avots, tomér paslaik to
sadedzina, neizmantojot tas pievienoto vertibu. Racionali netieck izmantoti arT
lauksaimniecibas industrijas blakusprodukti, pieméram,  salmi. Miusdienas vertigu
savienojumu, galvenokart biologiski aktivu vielu iegiSana arvien vairak attistas izmantojot
augu parstrades procesu atlikumus. Ta tiek ievérota ilgtsp&jiba, pieskirot biomasas
parstrades blakusproduktiem vértibu, tos izmantojot jaunu produktu ieguvei, glstot
vienlaicigu ekonomisku un ekologisku labumu. Lai paplasinatu augu parstrades atlikumu
izmantoSanu tritkst informacijas par to kimisko sastavu un ipasibam, ir nepiecieSama
plasaka un detalizétaka izp&te, tai skaita potencialo izmantoSanas iesp€ju apzinasana. Dabas
vielu izteikta strukturala un funkcionala dazadiba, daudzuma un kimiska sastava variacija
piesaista lielu interesi, jo tas var tikt izmantotas daudzas zinatnes nozar€s, pieméram,
lauksaimnieciba, farmacija, partikas un kosmétikas riipnieciba u.c. P&€d€jos gados arvien
aktualaki klast lignina p€tijjumi no augu parstrades blakusproduktiem, uzsvaru liekot tiesi
uz zemmolekulariem vai oligom@riem ligninu atvasindjumiem, pavisam nesen ir atklata
sekundaro metabolitu integracija graugzalu ligninos, ieglistot savienojumus ar augstu
biologisko aktivitati, pat potencialus pretvéza lidzeklus.

Lai gan pédéjo gadu laika publikaciju skaits par biomasas parstrades
blakusproduktiem pieaug, tomer to kimiskais sastavs ir nepietieckami izpétits. Interese par
dabigas izcelmes biologiski aktiviem savienojumiem turpina strauji augt, jo vél ievérojams
floru skaits nav pétits. Zinatniekiem ir nepiecieSamiba radit, izstradat, vai pielagot arvien
jaunas metodes un tehnologijas, kas biitu piemérotas lidz $im vl neidentificétu, neizdalitu
un neizpétitu savienojumu, tai skaita polifenolu un to atvasinajumu raksturosanai.

Augu polifenoli, pateicoties veselibu veicino$am sp€jam, piesaista lielu zinatnieku un

sabiedribas uzmanibu. Polifenolu p&tijumi galvenokart ir versti uz individualu savienojumu



struktiiras raksturoSanu dazadas augu matricas un jaunu ieguves avotu mekl&jumiem.
Nemot véra ekstraktu daudzos komponentus, to kimiskas kompozicijas variacija ir
noveérojama ne tikai viena produkta vairaku razotaju ietvaros, bet pat viena razotaja dazadas
produkta seérijas. Pat ja ekstrakts ir kimiski standartiz€ts attieciba uz domingjoSiem
savienojumiem, tik un ta saglabajas variacija pargjo savienojumu kompozicija. Tapéc ir
svarigi attistit dazadu augu ekstraktu kimisko analizi, lai spetu kontrolét ekstraktu sastavu
péc iesp&jas pilnvertigak, izveidojot kimiska sastava — biologiskas aktivitates sakaribas.

Promocijas darba veikta alkSpu mizas un kvieSu salmu lignocelulozes biomasas
polifenola savienojumu un to piemaisijumu kvalitativa analize, pamatojot analitisko metozu
izvéli un veicot domingjoso savienojumu kvantificéSanu, raksturojot So ekstraktu
biologisko aktivitati, papildus analitiskam procesam integréta ar ilgtsp&jigas izmantoSanas
koncepcija.

Promocijas darba meérkis ir novértét Latvija plasSi pieejamas neracionali
izmantojamas lignocelulozes izejvielas potencialu biorafinéSana ka biologiski aktivu
polifenolu avotam, izveidojot analitisko pieeju to kimiska sastava un komponentu
biologiskas aktivitates raksturosanai

ST mérka realizacija var palielinat Latvijas meZa un lauksaimniecibas industrijas

sektora produkcijas sortimentu ar pievienoto vértibu.

Darba uzdevumi. Darba mérka sasniegSanai izvirziti sekojosi darba uzdevumi:

1. Noteikt polifenola savienojumu kopg&jo saturu un raksturot to kimisko grupu piederibu
(flavonoidi, tanini u.c.), identificeét un kvantificét ekstraktos doming&joSos polifenola
savienojumus: alkS$nu mizas - diarilheptanoidus, un kvieSu salmu ekstraktos - tricina-
lignina oligomerus.

2. Pielagot hromatografiskos apstaklus (vispariga analize un mérktieciga specifisku
savienojumu grupu noteikSanai) katram ekstraktam atbilstoSi to kimiskajam sastavam un
parbaudit paraugu sagatavoSanas metodes ietekmi uz hromatografisko-masspektrometrisko
analizi.

3. Pielagot analizes parametrus individualu savienojumu identifikacijai un biologisko

aktivitati ietekméjoso savienojumu kvantificéSanai.
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4. Veikt biologisko aktivitati ietekm&joSo savienojumus izdaliSanu no ekstraktiem, to
talakai izmantoSanai savienojumu kvantificéSanai un/vai to  biologiskas aktivitates
noverteésanai.

5. lIzstradat eksperimentali pamatotu analitisko pieeju So ekstraktu fitokimiska sastava
raksturo$anai attieciba pret biologisko aktivitati ietekméjosiem savienojumiem.

6. Veikt izdalito individualo savienojumu un/vai specifisku polifenolu kimisko grupu

biologiskas aktivitates novertgjumu.

Rezultatu zinatniska nozimiba, inovacijas potencials

e Paradits, ka korektas informacijas ieguvei par individualiem polifenoliem un to grupu
saturu lignocelulozes biomasa un tas parstrades produktos ir nepiecieSams izmantot vairaku
metoZzu kombinaciju, savstarp€ji izvertejot rezultatus.

¢ Paradits, ka mizas polifenolu hromatografiskai rakturoSanai ir nepiecieSams izmantot
Skidruma hromatografijas detektoru kopumu. Pateicoties Sai pieejai ir identificeti
diarilheptanoidi, kuriem ir liels potencials ka «maza-apjoma, bet lielas-vertibas» biologiski
aktiviem produktiem.

e [zmantojot modelvielu pétijumus, Skidruma hromatografijas analize ir pielagota lignina
atvasinajumu analizei, un rezultata ir iegiita jauna informacija par sekundaro metabolitu-
lignina kompleksu klatbiitni un to struktiiram kvieSu salmu biomasas oglhidratu ieguves
procesa blakusproduktos.

e KvieSu salmu biomasas ligninu atvasinajumu valorizacijai pirmo reizi ir veikta ligninu
modelvielu, kas atSkiras pe&c sank€zu uzbiives,ar antioksidativo aktivitati saistito
termodinamisko parametru aprékini un novértéts dazadu lignina atvasinajumu ieguldijums
to maisTjumu antioksidativaja aktivitate.

e legiita jauna informacija par kviesu salmos nesen atklatiem sekundaro metabolitu-lignina
oligom@riem, pirmo reizi paradot tricina-lignina oligoméru ieguves iesp&ju no cukura
razoSanas lignina plismam, pieradits to potencials ka dabiskiem antioksidantiem.

Darba veiktie polifenolu savienojumu kimiska sastava petijumi ir ieklauti ka nozimiga dala
koku mizas biorafin€Sanas klasteru izveidé un/vai papildinasana un novertéti ar meza

nozares augstako atzinibu par nozimigiem sasniegumiem un ieguldijumu nozares attistiba

pieskirot “Zelta ciekura” gada balvu 2016. gada.
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Rezultatu praktiska nozZimiba

e FEksperimentali pamatotu principu izveide lignocelulozes biomasas  sekundaro
metabolitu polifenolu kimiska sastava raksturoSanai. Dazadu fizikali-kimisko metozu
kopuma izmantoSana nodroSina iegiito rezultatu ticamibu, papildinot esoSo zinasanu
krajumu par Eiropas lignocelulozes biomasas kimisko sastavu un rada teorétisko pamatu
talaku pétjumu attistibai (Eiropas un Latvijas projektu pieteikumiem) par polifenola
savienojumiem kimijas joma Latvija un potencialu jaunu produktu (diarilheptanoidu un
tricina-lignina oligoméru) talakai komercializacijai.

e Uz iegiito rezultatu pamata, jau tiek atlasiti diarilheptanoidu saturoSi ekstrakti to
izmantosanai kosmétisko krému un uztura bagatinataja razosana Latvija. Darba aprakstitas
un izmantotas metodes ir dala no komerciali pieejama Latvija razota produkta kvalitates
un nekaitiguma apliecibas alkSnu oregonina koncentratam.

e Ekstraktu iek$&jas kvalitates vienotu principu izveide ir devusi iesp€ju Sos ekstraktus
piedavat tirgii ka dazadu produktu sastavdalas, raksturojot So ekstraktu kimisko sastavu un
biologisko aktivitati, izmantojot eksperimentali pamatotu analitisko pieeju kimisko analizu
kompleksa veida.

e Promocijas darba praktiska nozimiba ir ieguldita dala alkSnpu mizu un kvieSu salmu
biorafinéSanas klastera izveidé un/vai papildinasana ar uzsvaru uz individualiem
savienojumiem un to biologisko aktivitati. Ir janem véra, ka ekstraktu talaku izmantoSanu
nodrosina ne tikai Saja darba noteiktie ekstraktu raksturlielumi, bet ar lignocelulozes

biomasas ka izejvielas izv€le, tas sagatavosSanas un ekstrakcijas metodika.

Pétijuma rezultatu aprobacija
Darba izstrades laika iegiitie rezultati prezentéti 11 starptautiskas zinatniskas
konferences un aprakstiti 8 starptautiski cit€jamas publikacijas (atrodamas SCOPUS u.c.

datubazes), iegiiti 2 Latvijas patenti.

Iegiitajiem rezultatiem ir svarigs ieguldijums $adu projektu realizacija:
1. ERAF Projekts 1.1.1.1/18/A/182. ,Inovativs zalas ekstrakcijas process, izveidojot jaunu
biorafin€Sanas klasteru, kas orientéts uz fitokimiskajam vielam un biomaterialu razoSanu no

nepietickami izmantotas koksnes biomasas” (2019. - 2021.g.) pétniece.
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2. H2020 Projekts US4 GREENCHEM “Combined ultrasonic and enzyme treatment of
lignocellulosic feedstock as substrate for sugar based biotechnological applications”, (2015.
- 2019. g.) pétniece.

3. Valsts pétjjumu programma ResProd projekta Nr. 3 “Meza un zemes dzilu resursu
izpéte, ilgtsp&jiga izmanto$ana — jauni produkti un tehnologijas” (2014. - 2018. g.)
pétniece.

4. LZP Fundamentalo un tematisko pétijumu projekts Nr. 564/2012 ,, Koksnes biomasas
frakcionéSana, izmantojot jonu Skidrumus un izdalot vértigus polifenolu un celulozes
produktus” (2013. - 2016. g.) petniece.

5. Valsts pétijumu programma NatRes Nr.2010.10-4/VPP projekta Nr.2.2.4. apakSprojekta
»Maztonnazas produkti ar augstu pievienoto vertibu no koksnes ar biorafinérijas
tehnologijam, materiali ar uzlabotam ilgizturibas ipasibam, sadala ,,Funkcionali produkti un
kimikalijas ar augstu pievienoto vértibu no koku mizam”, (2010. - 2013. g.). zinatniska

asistente.

Patenti

1.Latvijas Republikas patents LV15311B: J.Krasilnikova (LV), G. Teliseva (LV), E.
Kistanova (BG), D. Abadjieva (BG), E. Stoyanova (BG), M. Chervenkov(BG), L. Ivanova
(LV), U. Berkis (LV), T. Dizbite (LV), L. Lauberte (LV). Lidzeklis DNS
metiltransferazes aktivitates pazeminasanai ziditaju Stnas, 2018.

2.Latvijas Republikas patents LV15311B: J.Krasilnikova (LV), G. Teliseva (LV), L.
Lauberte (LV), E. Kistanova (BG), D. Abadjieva (BG), E. Stoyanova (BG), L.Emmanuel
(BG), J. Baptiste (BG), A. Monfoulet (BG). Lidzeklis monocttu adh&zijas pazeminasanai

pie endotélija Sinam, 2019.

Publicitate

Periodika ar apréekinatu citéjamibu (HirSa indekss 5):

1. Lauberte, L., Fabre, G., Ponomarenko, J., Dizhbite, T., Evtuguin, D.V., Telysheva, G.,
Trouillas, P. Lignin Modification Supported by DFT-Based Theoretical Study as a Way to
Produce Competitive Natural Antioxidants. Molecules, 2019, 9, 24, 1794.

https://doi.org/10.3390/molecules24091794 (Impact Factor: 3,060).
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2. Lauberte, L., Telysheva G., Cravotto, G., Andersone, A., Janceva, S., Dizhbite, T.,
Arshanitsa, A., Jurkjane, V., Vevere, L., Grillo, G., Calcio Gaudino, E.,. Tabasso, S. Lignin
- derived antioxidants as value-added products obtained under cavitational treatments of the
wheat straw processing for sugar production, Journal of Cleaner Production, 2020,

(Submitted 28.01.2020., status: under revision). (Impact Factor: 6.395).

3. Abadjieva, D.; Yotov, S.; Mladenova, V.; Lauberte, L.; Kalvanov, I.; Krasilnikova, J.;
Telesheva, G.; Kistanova, E. Positive effect of natural antioxidant oregonin from Alnus
incana bark on ram semen quality stored at 5 °C for 48 h. Res. Vet. Sci. 2020, 131, 153-158.
(Impact Factor: 1.940).

4. Krasilnikova, J., Lauberte, L., Stoyanova, E., Abadjieva, D., Chervenkov, M., Mori,
M., De Paolis, E., Mladenova, V., Telysheva, G., Botta, B., Kistanova, E. Oregonin from
Alnus incana bark affects DNA methyltransferases expression and mitochondrial DNA
copies in mouse embryonic fibroblasts. Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal
Chemistry, 33, 2018, 1055-1063. https://doi.org/10.1080/14756366.2018.1476504. (Impact
Factor: 4,027).

5. Lauberts, M., Lauberte, L., Arshanitsa, A., Dizhbite, T., Dobele, G., Bikovens, O.,
Telysheva, G. Structural transformations of wood and cereal biomass components induced
by microwave assisted torrefaction with emphasis on extractable value chemicals obtaining.
Journal of  Analytical and  Applied  Pyrolysis, 2018, 134, 1-11.
https://doi.org/10.1016/j.jaap.2018.03.025. (Impact Factor: 3,471).

6. Janceva, S., Lauberte, L., Akishin, J., Arshanitsa, A., Dizhbite, T., Telysheva, G.
Optimization of proanthocyanidins extraction from bark of local hardwood. Key
Engineering Materials, 2018, 163-168.
https://doi.org/10.4028/www.scientific.net/KEM.762.163. (ISSN: 1662-9795).

7. Lauberts, M., Telysheva, G., Venskutonis, P.R., Lauberte, L., Dizhbite, T.,

R.Kazernavicitte, R., Pukalskas, A. Diarylheptanoid-rich extract of grey and black alder
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barks: an effective dietary antioxidant in mayonnaise. Chemical Papers, 2017, 71, 1007 —

1012. doi:10.1007/s11696-016-0017-3. (Impact Factor: 1,246).

8. Janceva, S., Lauberte, L., Dizhbite, T., Krasilnikova, J., Telysheva, G., Dzenis, M.
Protective effects of proanthocyanidins extracts from the bark of deciduous trees in lipid
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Cita veida periodika:

1. L. Lauberte, G. Telysheva, T. Dizhbite, M. Lauberts, A. Andersone, G. Cravotto, E. C.
Gaudino, G. Grillo. Tricin-lignin complex as value added product obtained under
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4. Lauberts, M., Lauberte, L., Dizhbite, T., Volperts, A., Ponomarenko, J., Jurkjane, V.,
Telysheva, G. Ionic liquids as a tool for technical lignins valorisation. Proceedings of the
14" European Workshop on Lignocellulosics and Pulp (EWLP-2016), June 28 - July 1,
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PATEICIBAS

Promocijas darba autore izsaka paSu pateicibu zinatniska darba vaditajiem - LV
KKI Lignina kimijas laboratorijas vaditajai Dr. habil. chem. prof. Galinai TeliSevai un Dr.
chem., prof. Arturam Viksnam par nenovért€jamu atbalstu, konsultacijam, padomiem un
nenogurdinamu klatesamibu darba izstrades gaita.

Ipasi sirsnigi pateicos LV KKI Lignina kimijas laboratorijas vaditajai Dr.habil.
chem. prof. Galinai TeliSevai par sapratni, motivaciju un pétniecei Dr.chem. Jevgenijai
Ponomarenko par nesavtigu palidzibu publikaciju gatavos$ana un rezultatu interpretacija.

Liels paldies LV KKI Lignina kimijas laboratorijas kolektivam par atbalstu
promocijas darba izstradasanas laika, par noderigajiem padomiem un konsultacijam, 1pass
paldies, Dr.habil.chem. Tatjanai Dizbitei par palidzibu publikaciju veidosana, p&tniec€ém
Dr.sc.ing. Sarmitei Jancevai un MSc. Annai Andersonei par atbalstu pétijumu veikSanas
procesa.

Pateicos Aveiro Universitates Dr. chem., prof. Dmitrijam Evtuginam par praktisku
apmacibu biomasas paraugu sagatavosana un analiz€ ar NMR, ka ar1 par nenoveérté§jamam
konsultacijam par ligninu hromatografisku analizéSanu.

Paldies Turinas Universitates Dr.chem., prof. Giancarlo Crovotto par iesp&ju
pielietot izstradato analitisko pieeju uz kakao paraugiem, pieradot to piemérotibu dazadu
biomasu analizém (2 kopigas Scopus publikacijas, nav ieklautas promocijas darba).

Izsaku pateicibu RSU Cilvéku un fiziologijas katedras Dr. med. asoc. prof. Jelenai
Krasilnikovai un Bulgarijas reproduktivas biologijas un imunologijas institiita asocictajai
profesorei Elenai Kistanovai un Klermontas Overna-Rona-Alpu zinatniska centra Cilvéku
uztura katedras pétnieckam Laurentam-Emmanuelam Monfouletam par sadarbibu alksnu
mizas ekstraktu un oregonina biologiskas aktivitates pétijumos

Paldies Biorafin€Sanas laboratorijas p&tniecei Dr.chem. Kristinei Meilei par jauko
atmosferu KKI Skidruma hromatografijas centra.

Neizsakami liels paldies manam d€lam Olafam par to, ko nevar pateikt vardos, darbu

dalgji veltu savam papam |Uldim Rozem), kurs tic€ja, bet nesagaidija un mammai ar masu un

vecomati par neizsikstoso pacietibu, atbalstu un sapratni!
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1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Lignocelulozes biomasas biorafinéSanas potencials

Ir loti daudz iemeslu kadeél daudzas interesantas zinatnes idejas nekad nesasniedz
komercialo praksi, viena no izplatitakajam ir izstradata procesa neefektivitate, radot
ekonomisku neizdevigumu. Efektivs veids procesa ekonomiskas dzivotsp&jas panakSanai
ir multi-produktu portfolio, ko var panakt ar biorafiné$anu [1]. Biorafin€Sana ir ilgtsp&jiga
biomasas parstrade plasa spektra pardodamos produktos un energija [2]. Lignocelulozes
biomasa ir viens no visnozimigakajiem ilgtsp&jigas attistibas resursiem un biorafinéSanas
objektiem, jo ta ir plasi pieejama, atjaunojama, daudzveidiga un videi daudz draudzigaka
salidzinajuma ar fosilajiem resursiem [3,4]. Lignocelulozes biomasa ir visi augu izcelsmes
resursi, kas sastav no oglhidratu polimériem: celulozes, hemicelulozes un aromatiska

poliméra lignina [5]. Lignocelulozes struktiiras pamatkomponenti attéloti 1.1. attéla.

Augs

\ Hemicelulozes J

1.1. att. Lignocelulozes struktiiras pamatkomponenti [3]
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Lignocelulozes biomasa bez iepriek§ minétajiem pamatkomponentiem satur ari
minoros savienojumus ka ekstraktvielas un pelnus. Lignocelulozes biomasas kimiska
parstrade galvenokart ir versta uz oglhidratu savienojumiem [6]. Vispopularakie produkti
(biodegviela, celuloze / papirs, biomateriali un bio / kimiskas vielas) parasti tiek razoti no
koksnes Skiedram. Tomér miza un citas koku atlikumi, kas veido meza atkritumus,
joprojam ir nepietickami izmantots resurss, no kura varétu iegit ekstraktvielas un citas
fitokimiskas vielas talakai izmantoSanai biofarmacijas, partikas piedevu un baribas vielu,
biopesticidu, kosmétikas nozarés [7]. BiorafinéSanas koncepcija ir nozimiga stratégija
biomasas izmantoSanas attistibai un tas pamata ir produktivas biomasas plismas
koncepcija, kas Iidziga petrokimisko resursu plismai. Ta nodroSina inovativu celu jaunu
pievienotas vertibas produktu izstradei, kuriem ir potencials palielinat ienémumus,
efektivak izmantojot esoSo augu biomasu, ka arT veicina jaunu, netradicionalu biomasas
resursu stadfjumus [7,8]. Nemot véra, ka promocijas darbs ir vérsts uz polifenola
savienojumu izpéti lignocelulozes biomasa no iepriek§ minétajiem kimiska sastava

komponentiem detalizétak tiek apskatitas ekstraktvielas un lignins.

1.2. Augu biomasas ekstraktvielas

Ekstraktvielas ir organiski savienojumi, kurus iegiist biomasas apstradé ar
Skidinatajiem (ekstrakciju), dazam no tam ir loti liela komerciala vértiba [9]. Ekstrakvielas
sastav no plaSa klasta individualu hidrofobu un hidrofilu savienojumu, sakot no
terpenoidiem un steroidiem, taukiem un vaskiem lidz fenola savienojumiem, ieskaitot
stilbénus, tantnus un flavonoidus. Ekstraktvielu saturs fitomasa parasti ir mazaks par 10 %,
bet tas var svarstities no dazam procentdalam lidz pat 40 % no biomasas [10,11].
Ekstrakvielu daudzums un sastavs varié dazadas augu sugas un pat vienas sugas ietvaros
atkariba no augSanas vietas, gadalaika, vecuma un 1pa$i starp audu veidiem [12,13].
Ekstraktvielas pieSkir fitomasai krasu, smarzu vai garSu, veido rezerves baribas vielas,
darbojas ka augu hormoni vai, saistoties ar metaliem, darbojas ka biosintézes katalizatori,
bet, galvenokart, tie aizsarga augu pret baktérijam, séniteém un kaitigiem kukainiem gan
fiziski, gan kimiski. Dazi komponenti ir viskozi, dazi veido tdens atgriidoSus
aizsargslanus, bet citi ir toksiski vai hormonali kavé kukainu pavairoSanos [14].
Ekstraktvielu daudzfaktoru kimiskas un biologiskas aktivitates padara tas perspektivas

izmantoSanai dazadas jomas: materialu razoSana, lauksaimnieciba, partikas ripnieciba,
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veselibas apriipé, kosmétika un farmakologija. Ekstrakcijas ir ne tikai noderigas un
svarigas, lai izprastu koku taksonomiju un biokimiju, bet ari apsverot tehnologiskos
aspektus augu biomasas izmantoSanai riipnieciba, pieméram, celulozes un papira razosana
[15]. Nemot véra arT inovativu biologiski aktivu molekulu sintezéSanas griitibas un augstas
ekonomiskas izmaksas, $ada veida savienojumu ekstrah&Sana no dabigiem avotiem ir
vispiemérotakais to ieguves veids [16]. Dabigi produkti no augu valsts resursiem, gan tiru
savienojumu, gan standartizétu ekstraktu veida, pamatojoties uz to dazado neatkartojamo
kimisko dazadibu, sniedzot neierobezotas iesp&jas veselibu veicinoSu preparatu vai pat
jaunu zalu ieguvé [17]. Ka liecina Pasaules veselibas organizacijas (WHO) dati, vairak ka
80 % pasaules iedzivotaju primaraja veselibas apriipé palaujas uz tradicionalo medicinu
[18]. Terapeitisku lidzeklu arT daudzu miisdienas lietotu farmaceitisku preparatu pamata ir
dabiski augu biomasas izcelsmes savienojumi un to atvasindjumi [19]. Piemé&ram,
salicilskabe, kura ir asperina acetiléta forma sakotngji tika iegtita no Salix Alba mizas [20],
pretvéza paklitaksels tika atklats Taxus baccata L. miza, pretmalarijas hinins Cinchona
officinalis L. miza [21]. Liela nozime biologiski aktivu savienojumu ieguvei no augu
izcelmes izejvielam ir izejvielas pieejamibai un apstrades izmaksam, tadel arvien pieaug
interese par rupniecisko blakusproduktu re-valorizaciju ka biologiski aktivo molekulu
avotam [19]. Ilgtsp€jiga bioekonomika atlikumiem un riipnieciskajam plismam ir vél
nozimigaka loma ka izejvielam [22,23]. Paslaik tikai 25 % no visiem nocirstajiem kokiem
tiek parversti kokmaterialos, atlikust dala ir bagatigs dazadu veidu kimisku savienojumu
avots, kur§ vel joprojam netiek pilnvertigi izmantots, bet potenicali varétu dod lielus
papildus ienakumus jau pastavoSajam tradicionalajam tirgum [24]. Pasaules pieredze
pierada pelnas iesp&jas augu ekstraktu nozar€, ieskaitot to iegliSanu no meza atlikumu
biomasas. Pieméram, Eiropas Iideris dabisko sastavdalu razoSana SIA NATUREX
(apgrozijums 2016. gada 404 miljoni eiro) kopS 2017. gada sortimenta ir ieklavis
ekstraktus, kas iegiiti no koku mizas, klasificgjot tos ka vienu no ilgtsp&jigas un pelnu

nesosas nozares virzieniem [25,26].

1.3. Polifenoli ka nozimiga augu biologiski aktivo savienojumu grupa
Fenoli ir lielaka, visizplatitaka un vissvarigaka (to unikalo kimisko un biologisko
1paSibu deél) bioaktivo ekstraktvielu klase, kas atrodama visa veida augos. Polifenola

savienojumi ir augu sekundarie metaboliti, kas atrodas augu Stnas [27]. Tie raksturojas ar
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vairak ka vienu fenola (seSloceklu aromatisko ogliidenrazu gredzens, kas ir tiesi saistits ar
hidroksilgrupu) vienibu molekula, nereti tiek lietots arT vienkarSots apzimé&jums fenola
savienojumi un ar vardu ,,poli” saprotot lielu skaitu dazadu kimisko aizvietotaju fenola
molekulas aromatiskaja gredzena. Briva forma polifenola savienojumi augos ir atrodami
reti, visbiezak tie ir esteru vai glikozidu veida [28]. Polifenola savienojumu

pamatklasifikacija ir paradita 1.2. attéla.
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1.2.att. Fenolisko savienojumu kimisko grupu pamatklasifikacija

Polifenoli augos veic dazadas svarigas funkcijas, galvenokart tas ir saistitas ar auga

aizsardzibu, taja skaitad brivo radikalu dezaktivéSanu, metala jonu helatéSanu, biocidas
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funkcijas u.c. Lielaka dala augu nepartraukti sintezé fenola savienojumus, tacu to
uzkrasanas var tikt inducta ar biotiskajiem un abiotiskajiem stresiem, tadiem ka UV
starojums, zemas temperatiiras, baribas vielu nepietickamiba, v&ji, patogénu uzbrukums
[29]. Vairuma gadijumu augi satur sarezgitus polifenolu savienojumu maisijumus.
Vislielaka ietekme uz So savienojumu saturu augos ir apkart€jai videi, pieméram augsnes
tipam, saules iedarbibai, temperatiirai un mitrumu limenim, gadalaikam [30]. Pateicoties
misdienu analitiskas kimijas iespéjam dazados augos ir identificéti vairak ka 10000
polifenola savienojumu [31]. Augu polifenoli reprezenté vispieprasitakas fitokimikalijas un
tadgjadi tiem ir potencials tikt izmantotiem polifenolu tirgti. Musdienas arvien popularaka
klast ne tikai individualu, no augiem iegiitu un attiritu polifenolu savienojumu izmantosana,
bet ar1 kompleksa augu ekstraktu, kuru pamata ir dabiskas izcelsmes polifenolu
kompozicijas (ar sinergisko biologisko aktivitati) ieklausana dazadas sistémas ka
funkcionalam sastavdalam. Visbiezak fenolisko vai polifenola savienojumu izdali$anai no
lidzas to ekstrakcijai ir nepiecieSama ar1 iegiito talak izmantojamo komponentu
valorizacija. Vislielakais izaicinajums ir parvarét lignocelulozes neviendabigumu, to var
izdarit izstradajot efektivus biomasas destrukcijas procesus, kas parvér§ biomasu
domingjosos komponentos [33]. Nemot véra, ka promocijas darba ekstraktvielas ir izdalitas
no lapkoku mizas, detalizétak apskatitas ir lapkoku mizu polifenolu izcelsmes

ekstraktvielas.

1.4. Lapkoku mizu polifenolu izcelsmes ekstraktvielas

Pamatojoties uz augstu polifenolu savienojumu saturu un daudzveidibu, ka ari to
pieejamibu un salidzino$i zemam izmaksam no lignocelulozes izejvielam perspektivakais
polifenolu avots ir mizas [34]. Miza kimiski atSkiras no koksnes ar lielaku pelnu un
ekstraktvielu saturu [35-37]. Mizu kimiskais sastavs ir atSkirigs katrai koku sugai.
Pateicoties tam, ka polifenolu savienojumi koncentr&jas tiesi miza, dazadu augu miza no
seniem laikiem tiek izmantota etnomedicina ka homeopatiskas zales [38]. Papildus plasi
zinamam vielam, veicot jaunus pétfjumus, paslaik tiek atklati arvien jauni bioaktivi
produkti dazadas koku mizas [37,39-41]. Tas pierada, ka mizai, kas ir nozimigs

mezsaimniecibas nozares blakusprodukts, var but otra dzive ka biologiski aktiviem
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produktiem, kas iegtti ar dazada veida ekstrakcijas metodém. Starp koksnes audiem miza
ienem otro vietu péc nozimiguma aiz pasas koksnes — mizas saturs koka vari€ no 5 % lidz
pat 28 % [42,43]. Dziva koka miza vada baribas vielas, kas izstradatas lapas, uzkraj savos
audos baribas vielu rezerves un aizsarga stumbru no nelabvéligas argjas vides ietekmes
[44]. Atkariba no anatomiskas uzbtives un fiziologiskas aktivitates visvienkarsakais mizas
sadalfjums ir divos pamatslanos: iek$€ja miza (liksna jeb flo€ma) un argja miza (korkaudi,
korka karta jeb ritoderma). Koka stumbra griezums un mizas anatomiskas uzbiives

shematisks att€lojums redzams 1.3. attéla.

1ek3gyd nuza
aréja nuza

a)

kambijs
aplievas koksne
aréja 1ekséa koksne

miza miga AN felloderma fellogéns
Y 2 (korka parenhima) (korka kambys)

slanis

(ar€jais korka slanis)
b) <)

1.3.att. Koka stumbra attelojums: a) $kérsgriezums; b) mizas uzbuives shematisks

attélojums un c¢) mizas palielinajums mikroskopa [44]

Tiek Iests, ka mizas produkcija gada ir no 300 Iidz 400 miljoniem m> [38]. Tomér
joprojam mizu izmanto loti ierobezoti, galvenokart ka degmaterialu vai ka substratu
darzkopiba [19,45]. Eiropas Savienibas valstis ir daudz neizmantotu (mazvertigu) atlikumu

plismu no koksnes biomasas razo$anas un parstrades - 169 Mm?® gada [46]. Latvija paslaik
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darbojas vairak neka 2500 kokzagétavas, kuros mizas apjoms sastada apméram 20 % no
kokzagesanas blakusproduktiem [47]. Kokapstrades nozare razoS$anas un eksporta apjoma
zina ir viena no lielakajam parstrades riipniecibas nozarém Latvijas tautsaimnieciba, un tas
pievienotas vertibas 1patsvars parstrades riipnieciba 2013. gada bija 23,1 % [48]. Tomér
meza nozaru ieguldijums valsts ekonomika atbilstosi Nacionala attistibas plana 2020 (NAP
2020, 20.12.2012.) uzdevumiem, var ieve@rojami palielinat So ieguldijumu, izstradajot
produktus ar augstu pievienoto vértibu, inovativus materialus un daudzveidigus niSas
produktus. Sadu attistibu var paatrinat, palielinot lapu koku biomasas izmanto$anu, nemot
vera pieejamibu Eiropas un Latvijas mezos [49]. Lapkoku resursi Eiropa, ieskaitot Baltijas
juras regiona valstis, tiek nepietiekami izmantoti [50]. Latvija ir izveidojies liels baltalksnu
un apsu audzu uzkrajums, kas tiek Iésts 40 — 60 milj.m® [51]. Pieaug bérza un citu lapu
koku sugu mezaudzu ipatsvars, jo lauksaimniecibas zemes turpina strauji aizaugt ar
lapkokiem, tapat arT ar lapkoku pioniersugdm nereti atjaunojas privato mezu izcirtumi,

kuros ieprieks valdosa koku suga ir bijusi priede vai egle [52].

1.4.1. Latvijas alkSnu mizu raksturigie biologiski aktivie polifenoli - diarilheptanoidi

AlksSniem, ka piemérotai sugai biomasas atrai razoSanai, ir vairakas prieksrocibas:
augsta produktivitate, kas sasniedzama saméra 1sa laika perioda, augsta rezistence pret
nelabveligiem klimata apstakliem, slimibam wun kaitekliem, ka arT vienkarSa
apsaimniekoSana un nepiecieSami ieverojami mazaki lidzeklu ieguldijumi So audzu
atjaunoSanai un aizsardzibai [53]. Ir izstradata alksnu biorafinéSanas koncepcija, kuras
pamata ir alk$nu koku stadijumi uz degenerétas augsnes, koncepcija ietver ekonomiskos
raditajus, mazina baZzas par fosila kurinama pieejamibu un nodroSina ilgtermina ilgtsp&jibu.
Alksnis tiek vertéts ka biorafinésanas izejviela, jo tas ir vienigais Ziemeleiropas regiona
dabiski atri augoSais lielapjoma koks ar slapekli fiks€josam un stipram fosfora simbiozes
ipasibam, tapéc tas ir ierosinats ka Iidzeklis noplicinatu aug$nu regeneracijai $ajas
teritorijas [54]. Simbiozes cela ar bakt€rijam un sénitém alk$nu koki pozitivi ietekme
augsnes kvalitati.

Alksni no biologiska aspekta ir bérzu gints vasarzali, atraudzigi koki un krtimi, kas
sastav no vairak neka 40 sugam, kuras galvenokart izplatitas Azija, Afrika, Eiropa un
Ziemelamérika [55]. Ziemelu puslodes mérenaja josla Saja ginti ir 30 sugas. Latvija

sastopamas divas — baltalksnis un melnalksnis.
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Baltalksnis Latvija ir otra visvairak izplatitaka lapkoku suga — atbilstosi Valsts meza
dienesta datiem baltalk$na mezaudzes péc platibas aiznem 7 % no kopgjas mezu platibas.
Baltalk$na audzu ipatsvars Latvijas mezos ir strauji palielinajies tieSi pedé€ja gadsimta laika.
Ja 1925. gada baltalk$na audzes aiznéma 3,9 tikst. ha, tad 2003. gada tas parsedza 189
tikst. ha [56,57]. Baltalksnim ka tipiskam tfrumu apmezotajam iezim&jas picaugosa loma,
jo 1pasi, realizéjot 21. gadsimta pamatnostadni: saudz€sim mezu — audz&sim kokus!

BaltalkSna (Alnus incana) koksni paSreiz izmanto galvenokart malkai, ka ar1
Skeldas, taras klucu un kokoglu razoSanai. Citur pasaulé baltalksni izmanto serkocinu,
finiera, celulozes, plastificétas koksnes un mébelu razosana. Baltalk§na savdabiga koksne
aizvien vairak rod pielietojumu pat koksnes elitaros izstradajumos.

Melnalksnis (Alnus glutinosa) savkart ir pieprasits mébelu riipnieciba gan finieru,
gan apdares materialu un mebelu razoSana. Senak melnalksni ta densizturibas dél
izmantoja aku grodiem, paliem un notekam. Pirms 100 gadiem laukos katra virtuvé lidzas
mala blodam bija arT koka blodas. Melnalk$na koksne saskaré ar produktiem neradija 1pasu
piegarSu, tapéc no tas gatavoja piena spainiSus un sviesta bundulus, greba ikdiena
lietojamus traukus.

Lidz $im Alnus ginti zinots par apméram 300 dazadiem kimiskiem savienojumiem -
sekundariem metabolitiem, galvenokart ietverot diarilheptanoidus, flavonoidus un
kondensétos taninus, terpenoidus un steroidus [55,58,59]. AlkSna mizas galvenie polifenoli,
kas tiek ieklauti alkSna biorafinéSanas produktu saraksta, ir diarilheptanoidi [54].
Diarilheptanoidu klatbiitne ir raksturiga $is gints pazime [55].

Diarilheptanoidi parstav dabisku produktu klasi, kas veidota no 1,7-difenilheptana
(1) pamatstruktiiras (skat 1.4. att€lu), ko veido divi aromatiskie gredzeni, kas sava starpa
saistiti ar alifatisko k&di, kas sastav no septiniem oglekla atomiem, tie var biit lineara un
cikliska forma [60,61].

Linearos diarilheptanoidus var iedalit divas apakSgrupas: nefenola diarilheptanoidi

un linearie fenolu diarilheptanoidi jeb kurkuminoidi [62,63].
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1.4.att. Linearo diarilheptanoidu 1,7-diarilheptana pamatstruktiira, kura iespéjamas

aizvietotaju pozicijas ir apzimétas ar R1-11 [66]

Janem véra, ka aizvietotaju mainigums dazadas diarilheptanoidu alkilkédes un
aromatisko gredzenu pozicijas noved pie daudziem iesp&jamiem struktiiras variantiem,
kurus var saistit ar dazadiem biologiskiem efektiem [64,65]. Augos diarilheptanoidi ir
atrodami ar dazadam oksidacijas pakapém, piesatinajumu (aizvietotajiem), metiléSanos vai
aciléSanos un tie galvenokart tiek izdaliti glikozidu veida. Biezak sastopami linearie
diarilheptanoidi, bet oksidéSanas procesos var veidoties cikliskie diarilheptanoidi ar bifenil-
vai difenilétera veida struktiiru. Diarilheptanoidu savienojumi ir raksturigi bérzu
(Betulaceae) dzimtas gintim, pasi Alnus sugam [67,68]. AlkSnu mizu sastava ir zinots par
99 dazadiem diarilheptanoidu savienojumiem [55]. Visvairak datu ir par diarilheptanoidu
izdalidanu no Azija un Ziemelamerikd augo$o alk$nu mizam [62,63]. Sarkanaja alksni
(Alnus rubra), Japanas alksni (Alnus japonica), ka ar1 Alnus firma, Alnus hirsuta un Alnus
nepalensis. Petijumi par diarilheptanoidu identificéSanu un izdaliSanu no Eiropas alk$niem
ir ierobezoti. Alnus glutinosa ir identificéti 25 diarilheptanoidi (19 no tiem - miza)
[55,67,69,70]. Alnus incana miza - tikai 7 diarilheptanoidi [67,71,72].

Alk$nu mizas ir atklati un izpetiti dazadas struktiiras diarilheptanoidu savienojumi:

e fenola diarilheptanoidu glikozidi

Ir pieradits, ka vairums fenolu glikozidi augos veicina aizsargfunkciju. Bojatos augu
audos tie parveidojas par aktivam aizsargvielam. Sarkanaja alksni ir atklati $adi
diarilheptanoidu glikozidi [73,74]: 1-(4"- hidroksifenil)-7-(4""-hidroksifenil)-5-O-B- D-
glikopiranozilheptan-3-ons. (2); 1-(37,4 -dihidroksifenil)-7-(4""-hidroksifenil)-5-O-3-D-
glikopiranozilheptan-3-ons 3); 1,7-bis(3,4-dihidroksifenil)-heptan-3-ons-5-O-B-D-
glikopiranozids (4); 1,7-bis (3,4-dihidroksifenil)-heptan-3-ons-5-O-D-ksilopiranozids (5);
1-(4"-hidroksifenil)-7-(4""-hidroksifenil)-5-O- B-D-ksilopiranozilheptan-3-ons (6); 1-(3",4 -
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dihidroksifenil)-7-(4""-hidroksifenil)-5-O-  B-D-ksilopiranozilheptan-3-ons (7). So

savienojumu struktirformulas dotas 1.5. attéla.

1.5.att. Vienu cukura atlikumu saturo$u diarilheptanoidu glikozidu struktiirformulas

Iepriek§ mingtie diarilheptanoidu glikozidi bija karbonilgrupu saturo$i ar cukura
atlikumu pie 5 alifatiskas kédes oglekla atoma, bet alkSni satur ar1 glikozidus ar cukura
grupu pie 3 oglekla atoma, pieméram, sarkanaja alksni ir 1,7-bis(3,4-dihidroksifenil)-
heptan-3-O-B-D-ksilopiranozids  (8), 1,7-bis(3,4-dihidroksifenil)-heptan-3-O-  B-D-
glikopiranozids (9) (skat.1.6.att€lu) [75].

Xyl

HO OH HO OH

HO O ; O OH HO O ’ O OH
1.6.att. Diarilheptanidi ar cukura grupas atlikumu pie 3 oglekla atoma

Alnus rubra ir pieraditi ari sarezgitakas strukttras diarilheptanoidu glikozidi, kas
satur vairakus cukura atlikumus, ka, pieméram, 1,7-bis(3,4-dihidroksifenil)-heptan-3-O-(j3-
D-apiofuranozids-(1—6)-B-D-glikopiranozids (10); 1,7-bis(3,4-dihidroksifenil)-heptan-3-
O-(B-D-glikopiranozids-(1—3)-B-D-ksilopiranozids (11) (skat. 1.7 att€lu) [76,77].
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1.7.att. Divu cukura atlikumu saturosi diarilheptanoidi

o Karbonilgrupu saturosi fenola diarilheptanoidu aglikoni
Karbonilgrupu saturosi diarilheptanoidi: hirsutenons (12), hannokinins (13) un ta
dehidratacijas produkts enons (14) (skat. 1.8. att.) ir pieraditi dazadas alkSpu sugas
A.japonica, A.hirsuta, A.firma [78,79].

=
HO OH

1.8.att. Alk§niem raksturigako karbonilgrupu saturoso diarlheptanoidu struktiarformulas

Alnus rubra jeb sarkanais alksnis satur ari karbonilgrupu saturoSus
diarilheptanoidus: 1-(4"-hidroksifenil)-7-(4""-hidroksifenil)-4-heptén-3-ons (15), 1-(3",4"-
dihidroksifenil)-7-(4""-hidroksifenil)-4-heptén-3-ons  (16), 1,7-bis(3,4-dihidroksifenil)-5-
hidroksiheptan-3-ons (17) (skat. 1.9. attelu) [75,76].

16 O OH

O 17 O
HO OH

1.9.art. Karbonilgrupu saturosi fenola diarilheptanoidi sarkanaja alksni (Alnus rubra)
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o Metiletie fenola diarilheptanoidi

Alnus hisruta ir identific€ti $adi metoksilgrupu saturosi linearie diarilheptanoidi: 1-(4-
hidroksifenil)-7-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-4-heptén-3-ons (18), rhoiptelols (19) (skat.
1.10. attelu) [80,81].

1.10.att. Metoksil fenola diarilheptanoidi Alnus hirsuta biomasa

o Cikliskie diarilheptanoidi
No Alnus rubra ir izdalits cikliskais diarilheptanoids acerogenins A (acerogenin A)
(20), kas ir meta-para difenilétera veida cikliskais diarilheptanoids. Tada pasa tipa
struktiras diarilheptanoidi ir identificéti ari Alnus hirsuta: ?2-oksatricikloeikozan-
3,5,7(20),15,17,18-heksen-10-16-diols (21) un 2-oksatriciklo-eikozan-3,5,7(20),15,17,18-
heksén-10-ons (22) (skat. 1.11 attelu) [82].

H._ _OH

O T O v

20 21 yed  OH 22 Me0  OH

1.11.art. Bifenila tipa cikliskie diarilheptanoidi Alnus rubra un Alnus hirsuta biomasa

AlkS$nos ir identificéti arT meta—meta bifenila tipa cikliskie diarilheptanoidi.
Piem&ram, Alnus rubra, A.japonica un A.hirsuta mizas sastava ir alnusonols (23)
[62,83,84]. A.japonica un A.hirsuta ir ar1l alnusdiols (24) un alnusoksids (25), ka ar1
alnusons (26) (skat. 1.12. att€lu) [55].
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1.12.att. Alk§nos identificéto meta- bifenila diarilheptanoidu struktirformulas

P&tijumi par jauniem dabigiem diarilheptanoidu avotiem miisdienas joprojam rada
lielu interesi, jo §is molekulas tiek uzskatitas par potencialiem terapeitiskiem lidzekliem
dazadu labvéligo fiziologisko efektu dél [85,86].

Attieciba uz diarilheptanoidu biologisko aktivitati, nav Saubu, ka daudzsolosakas un
izpétitas Sada veida molekulas ir kurkumins un ta analogi [87].

Latvija augoSo alk$nu raksturigais savienojums - oregonins [88] arT ir klasificets ka
daba sastopams kurkumina analogs [89], tadejadi kurkumins reprezenté gandriz visus
efektus, kas tiek saistiti ar diarilheptanoidu savienojumiem.

Ir pieradits, ka kurkuminam piemit plass farmakologisko aktivitasu spektrs,
ieskaitot pretiekaisuma, pretvéza, antioksidanto, bricu dziSanas un pretmikrobu iedarbibu,

nozimigakas kurkumina biologiskas aktivitates shematiski att€lotas 1.13. att€la [90,91].

Veicina bricu e 1 . -
Pretiekaisuma iedarbiba

dzisanu
\ / Antioksidanta aktivitate

Imunomodulators /
b
Curcuma longa/kurkumins —> Antimutagén aiedarbiba
Novers 4
neiroprotekcijas
Antimetastiska iedarbiba

Pretvirusa / \

Antifunglicida

Antibakteriala Antiangiogéna aktivitate

iedarbiba

1.13. att. Kurkuma / kurkumina galvenas biologiskas aktivitates [90]
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1.5. Alksnu polifenola savienojumu biologiskas aktivitates

Gandriz visas Alnus gintT ietilpsto$as sugas tradicionali tiek izmantotas Ajurveda,
Unani un kiniesu tautas medicina; tradicionala korejiesu medicina tos izmantoja asinojosam
vai apdegumu traumam, drudzim, caurejai un alkoholismam. Misdienu viet&jie dziednieki
ar1 plaSi izmanto Alnus sugu mizas dazadu arstniecisko t&ju pagatavosanai. Alnus sugam ir
pieradita vera npemama pretvéza aktivitate, kas ir visievérojamaka un svarigaka
farmakologiska aktivitate [92,93]. Papildus tam alk$piem piemit arl antioksidanta,
pretiekaisuma, pretmikrobiala, pretvirusu un starojumu aizsardzibas aktivitates [94-98].
Diarilheptanoidi ir galvenie nozimigie komponenti Alnus gints kokos, kas nodro$ina §is
ievérojamas biologiskas aktivitates. Citi fenola savienojumi, tai skaita flavonoidi, kas Alnus
augos ir plasi atrodami ka sekundarie metaboliti, ir zinoti ka svarigi to sp&jai darboties ka
antioksidantiem [82].
e Pretveza aktivitate

Daudzi pétijumi ir pieejami par hirsutenona, kas izdalits no A. japonica, A. hirsuta
and A. pendula biomasas farmakologisko iedarbibu. Tam ir lidziga kimiska struktiira un
pretvéza ipasibas ka kurkuminam, kuru ASV Nacionalais véza institiits klasificé ka tresas
paaudzes kimikaliju audzg€ju novérsanai [55]. Diarilheptanoidiem no A. glutinosa mizas ir
pieradita spéciga pretvéza aktivitate salidzinot ar citiem tas paSas sugas diarilheptanoidiem
un ta tika noteikta ka ievérojami augstaka neka kurkuminam, kas tika izmantots ka pozitiva
kontrole. Struktiiras -aktivitates analize ir atklajusi lielu citotoksiskas iedarbibas atkaribu
no karbonilgrupas klatbiutnes pie C-3, heptana ke&des aizvietotajiem pie C-5 un
hidroksilgrupu skaita aromatiskajos gredzenos. Turklat ir konstatéts, ka ketoenola grupa un
hidroksilgrupas aromatiskaja gredzena, dod visspécigako citotoksisko aktivitati [55]. A.
incana un A. viridis lapu, mizu un Ciekurinu ekstraktiem ir zinots sp&cigs citotoksiskas
iedarbibas kavejoss efekts uz HeLa $tinam ar ICso vértibam no 26,0 Iidz 68,5 pg mL™"'.
e Antioksidanta aktivitate

Brivo radikalu kait€jums ir saistits ar daudzu degenerativu slimibu, tai skaita véza
rasanos, sirds un asinsvadu slimibam, kataraktu un novecosanos. Antioksidanti var mazinat
So kaitigo iedarbibu, tadel tie ir izraisa lielu interesi ne tikai veselibas apriipes un
kosmétikas jomas, bet ar1 partikas ripnieciba. Polifenoli ir dabiski antioksidanti [99]. A.
incana ekstrakti un A. viridis lapas, miza un Ciekuri ir atziti par spécigiem DPPH brivo

radikalu inhibitoriem ar I1Csy vértibam no 3,3 Iidz 18,9 pg mL™!. Tomer tas korelacija ar
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kopgjo fenola un tanina saturu netika noverota. Rezultati paradija, ka antioksidanta
iedarbibu var saistit , pieméram, diarilheptanoidu un triterpenoidu saturu [98]. Ir pieradits,
ka brivi radikalu inhib&Sanas sp€ja ir cieSi saistita ar diarilheptanoidu fenoliskajam
hidroksilgrupam, to saturoSiem diarilheptanoidiem ir biutiska augstaka antioksidativa
aktivitate [100]. Nesen veiktie apvienotie teorétiskie un eksperimentalie p&tijumi, pieradija,
ka katehola dala ka H-atoma donors ir loti svariga brivo radikalu inhib&Sanai [94].
e Pretiekaisuma aktivitate

No A. japonica, A. hirsuta, A. firma, A. formosana, A. nitida, A. nepalensis un A.
acuminata ieguti diaryheptanoidi un to glikozidi, ir paradijusi iev€rojamu pretieckaisuma
iedarbibu [55]. Struktiras un aktivitates attiecibas analize liecinaja par keto-enola grupas
klatbutni heptana dala vai kofenilgrupas grupu aromatiskaja gredzena ka  svarigu
pretiekaisuma aktivitates faktoru [55,101].
e Antimikrobiala un pretvirusu aktivitate

Ir zinots, ka A. pendula mizas ekstraktiem ir ieverojama antibakteriala aktivitate
pret meticilinrezistento Staphylococcus aureus, ir pat pieradits, ka aktivtate ir salidzinama
ar antibiotiku pielietoSanu. Oregonins un hirsutenons inhib&ja MRSA celmus ar minimalo
inhib&joso koncentraciju (MIC) no 31,3 lidz 250 ug mL™! [55]. A. incana un A. viridis
¢iekuru, lapu un mizas ekstrakti ir uzradijus$i pretmikrobu iedarbibu pret 15
mikroorganismiem ar MIC vértibam no 0,12 Iidz 0,29 mg mL"! [98].
e Hepatoprotektiva aktivitate

A. firmas mizas ekstraktiem ir zinota iev€rojama antifibrotiska aktivitate, proti,
spéciga inhib&josa iedarbiba uz asinsrades cilmes Sinam (HSC). Autori noteica, ka C-3 un
C-5 alifatiskaja k&de varétu biit atbildigs par diarilheptanoidu kav&joso darbibu HSC
proliferacija [102]. Koreja A. japonica tiek izmantots hepatita arstéSana, péc struktiiras
1pasibam autori uzskata, ka efekts ir ciesi saistits ar katehola dalu molekula, citi petijumi art
apstiprina, ka hepatoprotektiva iedarbiba ir ciesi saistita ar antioksidanto aktivitati [55].
o Aizsardziba pret DNS bojajumiem

Daudzi no A. glutinosa un A. viridis izdalitiem diarilheptanoidiem uzrada izteiktu
cilvéka limfocitu DNS bojajumu samazinasanas efektu un Sis efekts ir pat spécigaka par

zinamo sintétisko proteinu amifostinu [69]. AlkSnu mizas diarilheptanoidi ir paradijusi
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pret kimijterapiju aizsargajoSu efektu iekSstinu Iimeni, un tadejadi tos varétu uzskatit par
aizsardzibas lidzekliem ne-véza Stinam kimijterapijas laika [55].
e Insekticida aktivitate
Ir zinots, ka A. japonica mizas ekstrakts uzrada kavejoSu ietekme uz Trypanosoma
brucei augSanu. No ta izdalitie diarilheptanoidi oregonins un hirsutenons paradija
actmredzamu inhib&josu efektu pret 7. brucei augSanu asinsrité ar ICso vertibam 1,14 un
1,78 uM. To struktiiras un aktivitates attiecibu analize atklaja, ka 3-okso funkcija heptana

kede diarilheptanoidu molekula ir nozimiga §1 efekta nodroSinasana [103].

1.6. Biologiski aktivi lignina atvasinajumi

Lignins ir makromolekula, kas sastav no fenilpropanoidu vienibam, tas ir otrs
izplatitakais dabas polimérs biosféra, un ir viens no pamatkomponentiem, kas tiek iegtits
biomasas kimiskaja parstrade. Ekstraktvielas savukart ir zemmolekulari savienojumi,
kurus iegtst biomasas ekstrakcija ar dazada veida $kidinatajiem, dazam no tam ir loti liela
komerciala vertiba [104]. Inovativs atklajums miisdienas ir So abu vértigo dabas polifenolu
savienojumu multisinergiskas biologiskas aktivitates konstat&jot to kimisko mijiedarbibu,
dabiskos dabasvielu kompleksos.

Lignina, kas ir viena no galvenajam augu biomasas sastavdalam, valorizéSana ka
bioktmisko vielu avots ir arkartigi svariga ilgtsp€jigu resursu izmantosana [4]. Skujkoksne
satur no 24 lidz 33 % lignina, bet lapkoksne - no 19 lidz 28 %. Lignins ietilpst ari
viengadigo augu sastava, lauksaimniecibas kultiiru sastava. Bambusniedru, cukurniedru un
labibas augu stiebros ta saturs svarstas no 15 lidz 25 % [105,106]. Lignins ir tris
dimensionals polimérs, kas sastav no metoksilétam fenilpropana (Cs-C3) vienibam,
saistitam ar dazada tipa &teriskam un C-C saiteém. Dabiskos apstaklos tas eksisté
interpoliméraja kompleksa ar ogliidenraziem, pirma kartam hemicelulozém [107]. Ligninu
parasti raksturo ka sastavoSu no p-hidroksifenil- (H), gvajacil- (G) un siringil- (S)
vienibam, kuras rodas attiecigi hidroksicinnamilspirtu, p-kumarilgrupas, koniferilgrupas
un sinapilspirta polimerizacijas rezultata. Tomer ligninu iegiist arm1 no dazadiem citiem
aromatiskiem monomeériem. Lidz §im metaboliti no vairak neka 10 dazadam kimiskam
klasem ir identificéti ka lignina veidojoSie bloki, kopa 35 dazadi monomeri. Neskatoties
uz So lignina struktiitras elastigumu, pastav ierobeZojumi lignina sastava izmainam.

Lignina biosint€zes cels tiek reguléts vairakos Iimenos. Sintezes starpprodukti uzkrajas un
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tiek parveidoti par plasu atvasinajumu klastu. Starpprodukti un to atvasinajumi ir vai nu
iestradati lignina poliméra, vai ari paliek S$kisto$i, potenciali ietekméjot fiziologiskos

procesus [108] (skatit 1.14. attelu).
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1.14. att. Lignina biosintéze un ta integracija metabolisma [108]

Nemot véra, ka promocijas darba ir veikta kviesu salmu lignina saturosu polifenola
savienojumu analize, detalizétak apskatits tiek kvieSu salmu lignins.
Kviesu salmi satur 3545 % celulozes, 20-30 % hemicelulozes un aptuveni 15 % lignina,
kas to padara par pievilcigu izejvielu etanola ieguvei un citiem pievienotas vértibas
produktiem [109]. Lignocelulozes biomasas parvérSana bioetanola ietver oglhidratu
saharifikaciju Iidz reduc€tiem cukuriem hidrolizes cela un sekojosu brivo cukuru
fermentaciju etanola. Tomeér lignina klatbiitne, sp€lé galveno strukturalo lomu augu
biomasa ierobezojot fermentu piekluvi celulozei, tadejadi samazinot hidrolizes efektivitati.
Lai uzlabotu oglhidratu hidrolizi ir nepieciesams veikt efektivitatu pirmsapstrades metozu
izstradi lignina modific€Sanai un/vai izdalisanai [109].

Lignins ir heterogéns fenola polimérs, kas stiebrzal€s sastav no p-hidroksifenil- (H),
gvajacil- (G) un syringil- (S) subvienibam, kuras sava starpa ir saistitas ar dazadam oglekla-
oglekla un arilétera saitém, visbiezak ar B-O-4 &tersaiti ka visizplatitako (~ 80 %) [110].
Graudalu tipa lignina strukturalo sarezgitibu vél vairak palielina p-kumarinskabes,
ferulskabes un tricina inkorporacija makromolekula. Kviesu salmu lignina shematiska

struktiira ir paradita 1.15. attela.
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1.15. att. KvieSu salmu lignina modelis, paradot visizplatitakas apakSstruktiiras: H: p-
hidroksifenilvieniba; G: gvajacilvieniba; S: siringilvieniba; A: -O-4'alkil-aril eteris; A ': f-
O-4'alkil-ariléteris y-aciléts; Aox: B-O-4'alkil-ariléteris, Ca-oksidéts; B: fenilkumarans; C:
resinols; D: dibenzodioksocins; E: a, P-ariléteris; F: spirodienons; I: cinamilspirts (vai

aldehids); T: tricins; pCA: p-kumarats; FA: ferulskabe (R = H vai arabinoze)

Vairaki jauni monoméri un dazadu ieksS€jo saiSu specifiskas detalas lignina
poliméros ir atklatas pavisam nesen [111,112]. Pieméram, flavons tricins (5,7-dihidroksi-
2-(4-hidroksi-3,5-dimetoksifenil)-4H-hromen-4-ons), kas iegiits no Sikimata un acetata /
malonata atvasindjumu kombinacijas [113,114]. Tikai nesen tika atklats, ka tas ir
sastopams kvieSu salmu lignina polim@ra molekula [115]. Saskana ar jaunakajiem

pétijumiem tricinam ir raksturigas svarigas biologiskas ipasibas, ieskaitot antioksidanto,
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anti-novecoSanas, pretvéza un kardioprotektivo darbibu, un tas ir vertigs savienojums
cilvéku veselibai un daudzfunkcionals baribas Iidzeklis . Mazs tricina saturs augu audos un
efektivas, Ietas ta ieguves metodes trilkums kavé ta praktisku izmantosanu. Pédéjo divu
gadu laika ir iev€rojami palielindjies to publikaciju skaits, kuras aprakstits tricina
potencials. Ir paradits, ka augu audos integréta lignina tricina saturs visos gadijumos ir
daudz lielaks par ekstrah&amo tricina Iimeni. Tika ierosinats, ka ligninu saturoSas plismas

no biomasas parstrades varétu kalpot ka alternativs §1 veértiga flavona ieguves avots.

1.7. KvieSu salmu tricina — lignina savienojumi un to biologiska aktivitate

Tricins tika atklats 2012. gada kvieSu salmu (7Triticum aestivum) lignina struktiira,
p€c tam ar citos graudaugu ligntnos. Tricins ir pirmais monomérs, kas atrodas arpus lidz
$im zinama monolignola biosintézes cela, bet ir iesaistits lignina veidoSana. Tricinu un ta
atvasindjumus var ekstrahét no graudaugu bimasas, pieméram, kvieSiem (Triticum
aestivum), auzu klijam (Avena sativa), bambusa (Leleba oldhami), cukurniedrém
(Saccharum officinarum) un kukuriizas (Zea mays). Ekstrahétie savienojumi var biit pats
tricins (27) neizmainita veida, tricina-5-O-glikopiranozes (28), tricina-4-O-
guijacilglicerilétera (29), tricina-7-O-(6’’-metoksikan€lskabes)-glikozida (30), tricina vai
flavonolignana forma, kura tricins ir 4'-O-&terificéts ar koniferilspirtu (31), iepriek$ minétas
visbiezak sastopamas struktiiras ir paraditas 1.16. attela [116,117].

Biomimetisko radikalu reakcijas apstiprindja trictna struktiras esamibu
polimerialaja lignina un to ka iesp&jamu nukleacijas vietu ligifikacijai [118]. To apstiprina
ar1 tas, ka graudaugu lignina gandriz pilniba nav siringilrezinola vienibu ( dimérs, kas
parasti sak lignina kédi S-G ligninos), ir pieradits, ka tajos lignina kédes sakas vai nu ar
tricinu, vai ar aciléto monolignolu dimerizaciju [116].

No biologiskas aktivitates viedokla ir zinots, ka tricina savienojumi aizsarga augus
no patogéniem kaut ar tricina fiziologiska funkcija augos joprojam ir slikti izprotama.
Tricina biologiskas aktivitates, par kuram nesen zinots, ietver to antioksidanto, anti-

novecos$anas , pretvéza un kardioprotektivo potencialu [117].
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OCH,

OCH

1.16. att. Visbiezak graudaugos sastopamas tricina savienojumu struktiiras [117]

Tricina molekulu izplatiba kvieSu salmu lignina norada, ka tricina vienibam ir
svariga loma lignina poliméra veidoSana Sakotn&jie tricina koncentracijas novertgjumi,
paradija, kas tas veido apméram 15 % no salmu lignina [119]. Briva tricina saturs kviesu,
kukuriizas, auzu salmos ir zinots 376, 91, 601 un 64 mg kg "!. Tomér ar ligninu saistita
tricina saturs bija attiecigi 4841, 1304, 5250 un 980 mg kg™ kviesu, kukuriizas, auzu un risu
salmos, kas ir ievérojami vairak neka brivs tricins [113] .

Ta ka tricins lignina poliméra pievienojas tikai caur tricina-4-0-B-8terveida,
vairakas lignina raksturojuma metodes (acidolize, tioacidolize un DFRC), kas paredz B-f
etera saites SkelSanu ir izmantojamas tricina atbrivoSanai no lignina matricas ta talakai
kvantitativai noteik§anai. Tricinu savienojumu noteikSanas petfjumi, izmantojot GC-MS, ir
bijusi neveiksmigi. Lai gan savienojuma gaistamibu var uzlabot ar trimetilsililéSanu,
trimetilsililtricins (ar TMS 5, 7 un 4 poziciju hidroksilgrupas) nebija stabils GC apstaklos
un dalgji sadaljjas di- un mono-TMS tricina. Tapéc tricina kvantitativai noteikSanai,
izmantojot MRM rezimu, tiek piedavata LC sistéma, kas aprikota ar masspektrometru. Sai
pieejai ir piem@rota selektivitate un juttba un nav nepiecieSama nekada molekulu
modificeéSana [117,120,121].
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1.8. Augu polifenolu un to saturoso ekstraktu analizes metodes

Lielu dalu augu fenolu analizes apgriitina So savienojumu daudzveidiga kimiska
struktiira un tikpat kompleksa biologiska matrica. Polifenolu kvantitativa noteikSana ir
atkariga no dazadiem parametriem, pieméram, savienojumu kimiska rakstura, izmantotas
ekstrakcijas metodes, dalinu lieluma, standarta izv€les un traucgjoSajam vielam un
piemaisjjumiem. V&l viens izaicinajums un vienlaikus probléma ir piemérotu ar augstu
tiribas pakapi standartu pieejamiba. Tap&c polifenolu analizei izmanto dazadas metodes
atkariba no meérksavienojumiem un biomasas matricas, analizes metozu shéma [122] ir

paradita 1.17. attéla.

Fenolu savienojumu analizes

metodes
T
B : | \ | |
- Gazu Planslanu Skidruma Kapilara Furjé
Spektrofot t > 4
pexrotoTometria hromatografija hromatografija hromatografija elektroforéze infrasarkana
| spektroskopija

| Detektoril . ‘| Ultravioletais detektors |
| Detektori I

Diozu matricas detektors |

Liesmas jonizacijas

detektors
] Fluorescences
detektors
Masspektometrs |
Masspektometrs |

1.17. att. Fenolu savienojumu analizes metoZu shéma [122]

1.8.1. Augu polifenolu savienojumu spektrofotometriska raksturoSana

Visplasak tiek izmantotas UV/VIS molekularas absorbcijas spektrometriskas
metodes, kuru pamata ir krasu reakcijas, jo tas ir viegli veicamas, atras, tam ir zemas
izmaksas un Iidz ar to piemérotas laboratorija ikdienas lietoSana. Lielakais So metozu
trakums ir reducéSanas reakcijas nespecifiskums, jo var reagét ne tikai fenolsikas
hidroksilgrupas, bet ar1 parauga esoSie nefenoliskie reducgjoSie savienojumi, tadejadi
iegiistot paaugtstinatu rezultatu [123]. Visbiezakas blakusvielas, kas paaugstina rezultatu ir
aromatiskie amini, askrobinskabe un endiols. Cukuri sarmaina vide sadalas veidojot endiolu
(molekulu ar dubultladinu un divam blakusstavosam hidroksilgrupam), kas viegli oksid€jas

[124].
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e Folina — Cikolto metode

Vairuma gadijumu kopgjo polifenolu noteiksanai izmanto Folina — Cikolto metodi,
jo ta ir salidzinama ar citam metodém [125]. Folina—Cikolto metode ir UV/VIS
spektofotometriska metode, kura tiek mérita krasas maina, kas notiek molibdéna- tungstada
reagenta reduc€Sanas procesa, ko izraisa paraugd esoSie polifenola savienojumi [126].
Reakcija (skatit 1.18. att€lu) veidojas zila hromofora, kuras maksimala absorbcija ir

atkariga no Skiduma sarmainibas un fenolisko savienojumu koncentracijas .

Na,WO, | Na,MO,dzeltens = (Fenols — MOW,,0,,) " zils
Mo*®(dzeltens)+e™ = Mo* (zils)

Mo™ +e™' = Mo™ (zils)

OOH = 00" +H" +e”'

00" = 600" +e!

1.18. att. Folina-Cikolto reagenta reakcija ar polifenoliem [127]

Ir janém veéra, ka $is reagents sarmainos Skidumos atri sadalas, tas rada
nepiecieSamibu to izmantot liela parakuma, lai panaktu pilnigu reakciju, tomér parlieku
liels parakums rezult€jas nogulsnés un dulkainiba, §is dulkainibas noveérSanai izmanto litija
salus. Arl Saja metodeé visbiezak ka trauc€joSas vielas ticamu rezultatu ieguvei ir
aromatiksie amini, augsts cukuru saturs vai askrobinskabes klatbiitne, art sulfiti un séra
dioksids reagé ar Folina — Cikolto reagentu, ta ir probléma vinu ripnieciba [128]. Zila
krasa, kas radusies istabas temperatiira tiek izteikta ka molara absorbcija, kas ir attiecinama
uz reag€josSiem savienojumiem, tabula ir paradits molaro absorbciju salidzinajums tipiskiem
polifenola savienojumiem un to noteikSanas trauc€josSiem savienojumiem ka aminiem un
cukuriem [129] (skatit 1.1.tabulu).

Metodé svariga ir references vielas izvéle, jo §1 metode nosaka kopé&jo fenolisko
hidroksilgrupu koncentraciju augu ekstrakta. Visbiezak ka standartvielas izmanto
galusskabi, katehinu vai taninskabi. Viplasak tiek izmantota tieSi galusskabe ka
standartviela un rezultati tiek izteikti gallusskabes ekvivalentos (GSE), tomér standartvielas
izvéle ir neierobezoti plasa un references standartu var izv€leties atkariba no parauga

kimiska sastava vai mérksavienojumiem.
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1.1. tabula

Molara absorbcija visbiezak izplatitakajiem fenola savienojumiem un to traucéjosiem
komponentiem Folina — Cikolto metodé [129]

Savienojums Molara Brivas fenola Grupas Molara
absorbcija hidroksilgrupas | molekula, kas absorbcija uz
(:1000) molekula piedalas reakcija | reakcijas
grupam
Fenols 12,7 1 1 12,7
p- kumarinskabe 15,6 1 1 15,6
Tirozins 15,7 1 1 15,7
Katehols 22,5 2 2 11,2
Hlorogenskabe 28,9 2 2 14,4
DOPA 24,6 2 2 12,3
Ferulskabe 19,2 1 1 19,2
Vanilins 14,9 1 1 14,9
Pirogallols 24,8 3 2 12,4
Gallusskabe 25,0 3 2 12,5
Sinapinskabe 33,3 1 2 16,6
Floroglucinols 13,3 3 1 13,3
p - hidrohinons 12,8 2 1 12,8
Rezorcinols 19,8 2 1 19,8
(+)- katehins 34,3 4 3 11,5
Kampferols 29,6 3 2 14,8
Kvercetins 48,3 4 3 16,1
Kvercitrins 44,8 4 3 14,9
4-metilskuletins 31,1 2 2 15,6
o-aminofenols 21,8 1 2 10,9
p-aminofenols 12,5 1 1 12,5
p- metilanilins 11,6 0 1 11,6
o- diaminobenzéns | 21,4 0 2 10,7
Flavons 0,1 0 0 0,1
Flavanons 1,9 0 0 1,9
3-hidroksiflavons 3,5 0 0 3,5
4-hidroksikumarins | 0,1 0 0 0,1
Acetilsalicilskabe 0,2 0 0 0,2
D-fruktoze 0,0 0 0 0
Askorbinskabe 17,5 0 1 17,5
Dzelzs sulfats 34 0 1 34

Tomer jaatceras, ka metode nosaka potenciali oksidéjamas fenoliskas grupas un tas

var ieverojami atskirties gan fenolisko savienojumu grupas ietvaros gan starp grupam. S1

metode dod loti noderigu informaciju par fenolisko vielu saturu parauga, tacu ne vienmér

korelg ar patieso fenolu daudzumu, tomér loti daudzi pétijumi ir pieradijusi, ka noteiktais

kopéjais fenolu savienojumu daudzums korele ar antioksidanto aktivitati [130,131].

Galvenas metodes prieksrocibas ir metodes vienkarsSiba, laba atkartojamiba, pati metode jau
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ir diezgan standartiz€ta un gala produkta absorbcija tieck mérita pie liela vilna garuma, kas

samazina iesp&ju parauga matricas ietekmei [132].

1.8.2. Augu polifenolu gazes hromatografijas analize

Daudzi gaistoSie savienojumi ir bez iepriek$€jas sagatavoSanas analiz€jami ar gazu
hromatografiju, kas ir neparsp&jama analizes metode individualu savienojumu atdaliSanai,
identifikacijai un kvantific€sanai. Jo 1pasi, ja to apvieno ar masas spektrometriju ta piedava
augstu jutibu un selektivitati. Tomér ir janem véra, ka kaut vai viena OH grupa fenola
savienojumos, ta var veidot idenraza saites, kas palielina savienojumu kuSanas
temperatiru. Lidz ar to tas rada nopietnas bazas par So panémienu piemérotibu fenola
savienojumu analizei to sliktas gaistamibas d€l. Neskatoties uz to gazu hromatografija ir
biitiska analizes metode augu izcelmes paraugu analiz€, 1pasi tadiem fenola savienojumiem
ka fenolskabes, flavonoidi un kondensétie tanini [32,133]. Polifenola savienojumi gazes
hromatografijas analiz€m parasti metil&jot tiek parveidoti par gaistosakiem atvasinajumiem
vai parversti par trimetilsililatvasinajumiem [134]. Gazu hromatografija piedava labakas
savienojumu identificéSanas iesp€jas neka citas hromatografiskas metodes, tomer,
analiz€jot fenola savienojumus, joprojam ir daudz izaicinajumu, jo savienojumiem ir zema
gaistamiba, to analizei ir nepiecieSama parveide gaistoSos atvasinajumos, tomer ekstrakti ir
sarezgitu daudzkomponentu maisijumu, kur katrs savienojums var reagét atskirigi [135].

Augstmolekulara polifenola lignina analizei pirms gazu hromatografijas analizes
veic makromolekulu degradaciju, izmantojot pirolizi. Pirolizes un gazes hromatografijas
tandéemu sauc par analitisko pirolizi. Analitiskas pirolizes metode ir atra, jo nav
nepiecieSama sarezgita kimiska apstrade, parauga sagatavoSanas procediira sastav no
parauga zavéSanas un sasmalcinaSanas. Lignocelulozes materialu analitiskas pirolizes
procesa polisaharidu un lignina degradacijas produktus sadala ar gazes hromatografiju un
identificé ar masspektrometriju. Pirolizé molekula ar siltumu tiek saSkelta specifiskas
vietas ar zemam saiSu energijam. Analitiskas pirolizes apstaklos notiek &teru un
oglekla-oglekla saiSu parrauSana un rezultata lignins sadalas 1idz monoméru un diméru
savienojumiem. Identificétie monomérie destrukcijas produkti, to absoliitie vai relativie
daudzumi sniedz informaciju par poliméras molekulas struktiiru kopuma. Piemérotos
apstaklos lignina pirolizes procesa veidojas monomeri fenoli, kuros propana k&de ir

pilnigi atdalita vai saisinata lidz vienam vai diviem oglekla atomiem. Savienojumu ar
42



saisinatu kédi esamiba pirolizes produktos liecina par [-aril-Stera saiSu destrukciju.
Pirolitiskas dehidrogenacijas rezultata propana kédés veidojas jaunas dubultsaites.
Metode ir noderiga dazadu izcelsmju ligninu atrai salidzinasanai un tiek plasi lietota lignina
struktiiras pétisanai. Uz pirolizes produktu gvajacil- un siringilatvasinajumu relativa satura
pamata iesp&jams paraugus klasificét ka gvajacil-tipa vai gvajacil/siringila tipa ligninus

[136-138].

1.8.3. Skidruma hromatografija ka augu polifenolu analizes metode

Skidruma hromatografija  ir visizplatitaka metode polifenolu savienojumu
atdaliSanai un kvalitativai, kvantitativai noteikSanai [139]. Dazi faktori, kas bitiski ietekmée
polifenolu LC analizi ir , piem@&ram, paraugu $kidiba, kolonnu tips, detektoru izvéle, mobila
faze un analiz€jamo savienojumu ipasibas. Parsvara polifenolu noteik$anai izmanto UV
absorbciju [32]. Acetonitrils un metanols vai to fidens formas ir domin€josas mobilas fazes,
ko izmanto fenolu kvantitativai noteikSanai. Dazos gadijumos tiek izmantots ar etanols,
tetrahidrofurans un propanols. Mobilas fazes pH limeni, ieteicams uzturét diapazona no pH
24, lai identifikacijas laika izvairitos no fenolu jonizacijas. Tap€c izmanto parsvara tidens
paskabinatas mobilas fazes, visbiezak ar etikskabi vai skudrskabi, dazreiz art fosforskabi.
Ja individualu polifenolu kvantificéSanai visbiezak izmanto ultravioleto vai fluorescences
detektorus, tad dazadu fenola klasu struktiras raksturoSanai un apstiprinaSanai parsvara
pielieto masspektometriju [32]. P&d€jos gados masspektometrija parasti tiek izmantota
polifenolu analizé tas augstas jutibas un selektivitates dél, turklat ta sniedz strukturalu
informaciju par nezinamiem savienojumiem [122]. Sis analizes panémiens var 8kist
selektivs un vienkarss, bet patiesiba tas ir loti sarezgits. Mérlielums ir izvéletu molekulu
fragmentu summa, un kamér nerodas dazadi trauc€jumi, analize ir atra. Pamata So metodi
izmanto savienojumu identifikacijai citu savienojumu klatbiitné jeb citiem vardiem
sarezgita matrica. Kimiskaja analiz€ matrica reage savadak neka analits, ja ta nav tad tai var
bit liela ietekme uz rezultatu kvalitati un patiesumu. Matricas efektu LC-MS analizé var
definét ka izmainas signala, ko izraisa lidzelu€tie matricas savienojumi, salidzinajuma ar
tiru standartu. Matricas ietekmi parbaude pievienojot mazu daudzumu nosakama
savienojuma standartS8kidumu un tad analizé ve€lreiz, analita koncentracijai un attiecigi

signala intensitatei biitu japieaug. Visbiezaka matricas ietekme ir lidzeluéto savienojumu
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sp&ja samazinat vai palielinat interes€josa analita jonizaciju, kas biitiski izmaina metodes
parametrus ka detektéSanas robezu (LOD), kvantificESanas robezu (LOQ), linearitati,
pareizibu un precizitati, nereti tieck novérots ari liels fons. Vienozimigi, ka matricas
ietekmes noteikSanai ir jabiit neatnemamai sastavdalai LC-MS metodes izveidé un
validacija. Matricas efekti ir loti mainigi, tie ir griti prognoz&jami un kontrol&jami, turklat
tie ir specifiski katram analitam. Matricas ietekmi var mazinat, palielinot troksna/signala
attiecibu, ko panak izmantojot izv€léta jona (SIR) vai multireakciju (MRM) monitoringu
vai uzlabojot hromatografisko atdalisanu. Ir pieradits, ka elektrosmidzinasanas jonizacija ir

lielaka matrcicas ietekme neka kimiska jonizacija atmosferas spiediena [140].

1.9. Augu ekstraktu kvalitates kontrole un standartizacija

Augu ekstraktu saturoSu preparatu nekaitigums un efektivitate, tapat ka kvalitates
kontrole, ir kluvusi par nozimigiem tematiem gan veselibas specialistiem, gan patérétajiem
[141,142]. Augiem, kuru kimiskais sastavs ir absoliitu neskaidrs, vieniga kontrole ir
ekstraktu ieguvei atlasits augu materials, ar relativi lidzigam pazim€m un nemainigs
ieguves process, citadi pat ekstraktu krasa un smarza var biit mainiga, nemaz nerunajot par
to kimisko kvalitates kontroli. Augu izcelsmes produktu/preparatu standartizacija ir krietni
sarezgitaka par sintétisko, jo augu ekstrakti satur virkni sarezgitas kimiskas struktiiras
savienojumu turklat to kimiska kompozicija nav konstanta katra izdaliSanas reizé [143].
Lielu dalu gadijumos to biologiska aktivitate nav atkariga tikai no domingjosajiem
savienojumiem, bet gan sinergiska efekta, ko dod visi ekstrakta kimiskas sastavdalas. Ir
pieradits, ka pat daudzi biologiski inerti savienojumi ietekmé aktivo sastavdalu
farmakinétiku un stabilitati [144]. Lai nodroSinatu terapeitisko efektivitati un
preparatu/ekstrakta nekaitigumu, ka ar1 ta atziSanu internacionalos tirgos, augu ekstraktu
vai ta produktu kvalitates kontrolei ir jabut specifiskai, izmantojot starptautiski atzitus
standartus, 1pasi kvantitativajas analizes, bet arT kvalitativajas jabut raksturotam
specifiskumam, janosaka pesticidu, smago metalu, antimikrobialam vielam maksimala
satura robezas [17]. PVO uzsver kvalitativo un kvantitativo metozu nozimi paraugu
raksturo$ana, biologisko markieru vai kimisko markieru un “pirkstu nospiedumu” profila
noteik$ana [145]. Ja ir zinams aktivais komponents, vislogiskak ir o daudzumu kvantitativi
noteikt. Ja ir zinamas aktivas sastavdalas, kas veicina terapeitisko efektivitati,

botaniskajiem preparatiem jabiit standartiz€tiem attieciba pret Siem savienojumiem; ja
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aktivas sastavdalas v€l nav zinamas, analitiskiem nolukiem izveélas markiervielu [146].
Fitokimiskais novertéjums augu maisijumu standartizacijai ietver:

1. Dazadu kimisko grupu klatbiitnes skrinings

2. Kimisku specifisku grupu kvantitativa noteikSana

(pieméram, kopg€jie alkaloidi, kopgjie fenoli, kopgjas triterpénskabes, kopgjie tanini).
"pirkstu nospiedumu" profilu veidosana

3. Vairaki markieru savienojumiem raksturojumi, iegiiti ar dazadam metodém

4. Nozimigu, biologiski aktivo kimisko vielu kvantitativa noteikSanu [147].

Shematisks augu izcelmes produktu standartizacijas un kvalitates novertésanas att€lojums

dots 1.19. attela.

Makroskopiski Mikroskopiski
* Krasa D — >
*  Smarza ,\
e GarSa +— —
+  Tekstira Botaniski
* Fakra Organoleptiski

*  Mitruma saturs
A - *  Ekstrakcijas iznakumi
UGU IZCELSMES PREPARATI «  Pelnu saturs
Mikrobiolo giskais

piesarnojums

Biologiski

Farmakologiskas

aktivitates .
Kimiski

Toksikologija

¢ Kovalitativais sastavs
*  Kvantitativais sastavs
*  Radioaktivais piesarnojums

1.19. att. Shematisks augu izcelmes produktu standartizacijas un kvalitates noveértéSanas

attelojums [147]
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2. EKSPERIMENTALA DALA

BiorafinéSanas galvenais uzdevums ir razoSana bez atlikumiem, prasibas 100%
izejvielu izmantoSanai. Tapéc, izmantojot visas tehnologiskas iesp€jas produktu ieglisanai
no augu biomasas, galvenais uzdevums ir noteikt piemaisijumu sastavu attieciba pret
meérksavienojumiem vai mérkproduktiem, biomasas un iegiito frakciju kopg€ja kimiska
sastava kvalitativas un kvantitativas 1IpaSibas, vienlaikus orient€joties uz specifisku
savienojumu izdaliSanu. Promocijas darba pamata ir analitiskas pieejas izveide, kas ir
jasaprot ka analitisko metozu kopuma izmantoSanu, nosakot p&c iesp&jas vispusigak
biomasas kimisko sastavu, analiz€jot to pa sastavdalam, péc tam veicot eksperimentali
pamatotu piemérotako metozu atlasi, pamatojot to ar mérkproduktu izvéli un talaku
izmantoSanas jomu. Paslaik kimiska sastava noteikSanas talit€js risinajums, ieskaitot
razoSanas kontroli, kliist iesp&jams, pateicoties analitiskas kimijas, jo 1pasi hromatografijas
petjumu metozu izstradei, kas lauj iegiit loti precizu analiz€jama parauga pat
nanodaudzumos esoSo molekulu raksturojumu. Darba izmantotas analitiskas analizes
metodes ietver kop&jo polifenolu savienojumu un to specifisku kimisko grupu
(diarilheptanoidu un lignina oligoméru) noteikSanu ar spektrofotometriskajam metodém un
individualu savienojumu identifikaciju un kvantitativo raksturoSanu ar atskirigdm
hromatografiskam sisttmam un metodeém (kvantitativam un puskvantitativam). Nemot veéra,
ka analiz€jamie objekti ir sarezgiti vielu maisTjumi, kuri satur vairakus simtus dazadus
savienojumus, eksperimentali pamatota analitiskas pieejas izveide bija primari

nepiecieSama.

2.1. Pétamie objekti

Promocijas darba ka izpetes objekti izmantoti no dazadas augu biomasas ar
polariem un vid&ji polariem Skidinatajiem iegiiti polifenolu savienojumus saturosi
maistjumi. Ka izejvielas So maisijumu ieguvei izvéletas lignocelulozes biomasas
parstrades atlikumi — kvie$u salmi, baltalk§na un melnalk$na mizas. Sis lignocelulozes
biomasas vieno nepiecieSamiba paaugstinat to izmantoSanas potencialu ka veértigu,
biologiski aktivu savienojumu avotam. 2.1. tabula paradits pétamo objektu apraksts,

ieklaujot biomasas izcelsmi, sagatavoSanu un ieguves procesus. Zinams, ka tidens saturs
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biomasa no 6 lidz 14% netraucé kimiskam analizém [148]. Analiz€to biomasu mitrums

bija Iidz 10% un tas ieklaujas min&taja intervala.

2.1. tabula
Petamo objektu apraksts

Paraugu apziméjumi Biomasa Ieguves apraksts

BA miza EtOAc BaltalkSna (Alnus incana) mizas | ASE, 90°C, 3x5 min, ekstrakts
(< 2 mm) ievaktas no 30-40 | iegiits péc  ekstrakcijas ar
gadus veciem kokiem, Ogres | heksanu. Liofilizéts.
novada, Mazozolu pagasta.

MA miza EtOAc Melnalksna (Alnus glutinosa) | ASE, 90°C, 3x5 min, ekstrakts
mizas (<2 mm) ievaktas no 60 - | ieglits p&c  ekstrakcijas ar
70 gadus veciem kokiem, Ogres | heksanu. Liofilizets.
novada, Mazozolu pagasta.

WS KvieSu salmi sasmalcinati 1idz | ASE, 90°C, 3x5 min, ekstrakts
0,2 mm, salmi iegiiti no Latvijas | ieglits p&c  ekstrakcijas ar
laukiem. heksanu.

WUSP KvieSu salmu pulveris (<0,2 | Frakcijas iegltas izmantojot
mm) ieglts no Environmental | hidrodinamisko kavitaciju un/vai
System firmas (Vacija) apstadi  ultraskana ~ dazados

rezimos ar NaOH tidens §kidumu.

Melnalksna koksnes | Ar sarmu izdalits laboratorijas | legits ~ saskana ar  TAPPI

sarma lignins lignins standartu T280 pm-9.

Promocijas darba analiz&to kvieSu salmu paraugu ieguves rezimi paraditi 2.2. tabula.
2.2.tabula

KvieSu salmu paraugu ieguves apraksts un iegiito frakciju apzimejumi

Par_a usu Apraksts

apzZiméjums

Kviesu salmi — .y .

<

(WUSP un WS) Neapstradats kviesu salmu pulveris (<0,2 mm)

HC Hidrodinamiska kavitacija, cietvielas: Skidruma attieciba = 1:50, 50°C,
30 min, NaOHgq. pievienots 10% no sausas kvieSu salmu masas

US 1 US (25 kHz), cietvielas: skidruma attieciba = 1:20, 26°C, 30 min, H,O
US (25+80 kHz), cietvielas: skidruma attieciba = 1:20, 34 °C, 60 min,

us2 0.0

2

US 3 US (25 kHz), cietvielas: skidruma attieciba = 1:20, 25°C, 30 min,
NaOHg. Pievienots 10% no sausas kviesu salmu masas

US 4 US (25480 kHz), cietvielas: Skidruma attieciba = 1:20, 32°C, 60 min,
NaOHg. pievienots 10% no sausas kvieSu salmu masas

UsS 5 US (25+80+25 kHz), cietvielas: skidruma attieciba = 1:20, 29°C, 90

min, NaOH g4. pievienots 10% no sausas kviesu salmu masas

US 6 US (25+80+25+80 kHz), cietvielas: Skidruma attieciba = 1:20, 35°C,

120 min, NaOHjgq. pievienots 10% no sausas kvieSu salmu masas
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Promocijas darba veikto eksperimentalo p&tijumu strukturalo shému skatit 2.1. attéla.

Lignocelulozes biomasa: Kimiska
Alk$nu mizas un kvieSu salmi apstrade

[
\—‘ | Ekstrakti, frakcijas
[

Kimiskais pamatsastavs (pelni, oglhidrati, lignins, polifenoli)
GC-FID, GC-MS, Py-GC-MS-FID, gravimetrija, slapjas kimijas metodes, Folina-Cikolto metode

Individualu savienojumu Individualu savienojumu kvantificeSana
identifikacija/struktiiras raksturojums H HPLC-UV; UHPLC-UV-ELS; UHPLC-UV-TOF/MS,
UHPLC-UV-TOF/MS; Py-GC-MS-FID UHPLC-UV-Qda; GC-FID, GC-MS; Py-GC-MS-FID

Biologiski aktivo savienojumu preparativa izdaliSana
Preparativa hromatografija, cietfazes ekstrakcija, Skidruma- skidruma ekstrakcija
I

/ Biologiskas aktivitates noteik§ana*
Tetekmes uz

Antioksidantas Ietekmes uz aizkunga Ietekmes uz DNA metiléSanas reproduktivo
aktivitates testi dziedzera lipazes funkciju epigenétisko procesu testéSana sistému
ORAC, DPPH noteikSana noteikSana

2.1.att. Promocijas darba veikto eksperimentalo pétijumu shema

2.2. Aparatiira

e Analitiskie svari - KERN ALJ 220 - 4, (m-max = 220 £ 0,0001 g);

e Mikroplasu lasitajs BioTek, Germany;

e (Gazes hromatografs masspektrometrs - Shimadzu GC-MS-QP2010, pirolizes sistéma
Frontier Lab (Py-2020 iD) ar automatisko paraugu ievadiSanas ierici (AS-1020 E);

e (Gazes hromatografs PerkinElmer Clarus 500 ar liesmas jonizacijas (FID) detektoru un
kapilaro kolonnu J&W HP- 1/SIMDIST (5 m x 0,53 mm; 0,15 pum);
e Paatrinata Skidinataja ekstrakcijas iekarta ASE 350 Dionex coorp. (pmax = 110 £ 1 atm,
tmax = 200 = 2 °C);
o Skidruma hromatografs masspektrometrs (UPLC/Synapt Q-TOF MS, Waters,) ar
elektronizsmidzinasanas (ESI) jonizacijas avotu;
¢ Liofilizacijas aparats Heto PowerDry PL3000 (tmin = -54 °C, pmin = lidz 1 mbar);
e 7Zavésanas skapis FN 400 (£ 1°C);
e Sterilas vienreizlietojamas Slirces ar adatu Medilink (2 mL)

e Neilona membranas filtri Kinesis (25 mm; 0,2 pm)
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e Rotacijas ietvaicétajs Heidolph Instruments (1000 - O mbar, + 1°C);

e Ultra skanas vanna Cole Parmer 8891, (100 W, 42 KHz + 6 %);

e UV/VIS spektrometrs PerkinElmer Lambda 25 (+ 0,0001A);

e Preparativais hromatografs Biotage (= 1CV);

o Augstefektivais Skidruma hromatografs Agilent 1100 ar diodes matricas un
fluorescences detektoriem (£ 0,0001 Rel.v.) ar kolonnu Zorbax Eclipse XDB-C18, (5 pm,
4,6 x 150 mm);

e Filtrs Agilent 100 EXO301-1( poru izmérs 0,45um, diametrs 47mm);

e Ultra augsti efektiva Skidruma hromatografijas sisteéma Acquity Waters, ar UV/VIS un
gaismas izkliedes detektoru (ELS) ar UHPLC kolonnu Waters Acquity BEH CI18
(2,1x50mm, 1,7 pm);

e Paraugu pudelites hromatografijai ar skrivéjamu vacinu Agilent Technologies (2 mL);

e Masspektometrs Waters Acquity kvadrupols (masas ass precizitate 0,2 Da).

2.3.Reagenti
e Heksans (C¢His4) Sigma Aldrich 99,9 % ;
o FEtilacetats (C4HsO2) Sigma Aldrich 99,5 % ;
e Etilspirts (CoHsOH) Sigma Aldrich 99,9 % ;
e Metilspirts Sigma Aldrich 99,5 %, ;
o Ledus etikskabe Sigma Aldrich 99,5 %, ;
e Metilspirts (HPLC gradient grade) 99,9 %, ;
e Acetonitrils, LC-MS LiChrosolv (EMD MILLIPORE);
¢ Dejonizéts tidens, Ultrapure (Type 1);
e Skudrskabe, Sigma Aldrich > 99,0 % (LC-MS grade);
e Folina — Cikolto reagents Sigma Aldrich, CAS No:26-45-36/37/39;
e Oregonins, >95 % (LC/MS-ELSD) Sigma Aldrich;
e Tricins, >95 % (HPLC) Biosynth Carbosynth;
e Troloks (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilhroman-2-karboksiskabe) CisHisOs > 98%
(HPLC); Fluka, CAS: 53188-07-1;
e Natrija hidroksids, Sigma Aldrich, > 98,0 %;

e Leicina enkafalina standarts MS masas korekcijai (Waters, cat. No. 186006013).
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2.4. Kopéjo polifenolu savienojumu satura noteikSana ekstraktos

Kopgjo fenola savienojumu noteikSanas pamata bija kalorimetrijas metode, kura
veikta Folina-Cikolto reagenta kimiska reducgsana. Metodika ietvéra Folina—Cikolto
reagenta pievienoSanu un atstasanu tumsa vieta divu stundu garuma. Fenola savienojumi
reducgja Folina—Cikolto reagentu saturo$os metalu oksidus, kas absorbé gaismu pie 765
nm. legiitaja spektra gaismas absorbcija bija tieSi proporciondla fenolu savienojumu
koncentracijai. Katrai fenolu savienojumu noteikSanas reizei tika izstradata sava
kalibrésanas taisne, kuru ieguva uz vienas ass atliekot fenolu standarta koncentraciju (darba
izmantota galusskabe), bet uz otras ass attiecigo absorbcijas intensitati. Kop&ja fenolu
savienojumu koncentracija paraugad aprékinata gallusskabes ekvivalentos (GSE).
Galusskabe izmantota ka references savienojums, jo ta ir augstas tiribas, komerciali
pieejama, I€ta un biezi nelielos daudzumos atrodama augu izejvielas. Turklat galusskabe ir
kimiski stabila, ir pieradits, ka tas standarSkidums divi nedélu laika zaudé tikai apméram
5% kapacitates.
iz8kidinaja 1 L @idens un no tas pagatavoja standartS8kidumus 0,0075; 0,015; 0,030; 0,060;
0,090 mg mL". 1 mL gallusskabes standartskiduma un 1 mL ekstrakta pievienoja 5 ml 10
% Folina-Cikolto §kiduma un 4 mL 7,5 % natrija karbonata $kiduma. Salidzinasanas
Skiduma pagatavosanai galluskabes vieta néma dejoniz€tu Gideni. Absorbciju mérija péc 30
min pie A=765 nm.

Aprékins:
C=a';/~K 2.1
m
Kur: C- kopégjais fenola savienojumu saturs ekstraktos, GSE g Zekqrakia > a — ekstrakta atSkaidijums,
reizes, ¥ — kopéja fenola savienojumu masas koncentracija péc kalibrésanas grafika, mg mL™, V-
etanola tilpums, mL, m- ekstrakta masa, g.
Katrai analizei veica 3 paral€lus mérjjumus, paraugiem izmantotas metodes nozimigakie parametri

doti 2.3. tabula.
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2.3.tabula

Galusskabes kalibrésanas taisnes vienadojumu statistiskie dati

Biomasas paraugu ekstrakti Regresijas analize
Regresijas vienadojums Regresijas koeficients (R%)
Baltalk$na mizas
Melnalkéna mizas Y=9,0961+0,082 0,995
KviesSu salmi un ta frakcijas Y=10,36x+0,0041 0,993

Lignina oligomeri

2.5.KvieSu salmu frakciju Skidruma hromatografijas-masas spektrometrijas analize

Analize bija orentéta uz lignina oligoméru, flavonoidu, flavonoidu-ligninu
idens $kiduma (3 mg mL™"'). Péc tam filtréja (neilona filtrs, poru izmérs 0,45 um) un
izmantoja talakam hromatografijas analizém ar LC-UV- TOF/MS sistému. Atdalisanu veica
ar UHPLC kolonnu (2,1 mm x 50 mm , 1,7 um, BEH C18), plismas atrumu 0,35 ml min™.
Eluenti bija 0,1% skudrskabe Gideni (A) un acetonitrils (B). Izmantoja gradienta skidinataju
sistema: 0—7 minttes, 5-95 % (B); 7-8 miniites, 95 %-95 % (B); 8-9 miniites, 95 %-5 %
(B), injekcijas tilpums bija 3uL. Q-TOF MS darbibas parametri bija: kapilarais spriegumes,
2,2 kV (-); konusa spriegums, 40 V; konusa gazes plisma, 100 L h'!; kolizijas energija, 6
eV; avota temperatiira, 120 °C; desolvatacijas temperatiira, 450 °C; kolizijas gaze - argons;
desolvatacijas gaze - slapeklis; pliismas atrums, 800 L h''; datu iegiiSanas diapazons: m/z
50-1200 Da; jonizacijas rezims, negativs. legiito hromatogrammu piemérs paradits
2.2.attela, savienojumu grupu relativa klasifikacija veikta péc savienojumiem raksturigakas

masspektometriskas fragmentacijas un UV absorbciju maksimumiem.
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2.2.att. Kvie$u salmu US1 parauga kopéjais masspektrs (A) un hromatogramma 280 nm (B)

2.6. Tricina un tricina - ligninu kvalitativa un kvantitativa analize kvieSu salmu
paraugos

Pagatavoja tricina standartSkidumu izskidinot 6,1 mg tricina 10 ml 50 %
acetonitrila Gidens Skiduma. Pagatavoja dazadas koncentracijas trictna standartSkidumus:
48; 35; 24; 12; 6; 3 mg-L!. Tricinu kvantificgja MRM rezima (m/z 329, 314, 299),
vienlaicigi monitoréjot pie 280 nm (polifenolu savienojumiem raksturiga absorbcija) un
351 nm (tricina absorbcijas maksimums). legiitas tricina hromatogrammas un masspektri

paraditi 2.3. attela.
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2.3. att. Tricina masspektri un hromatogrammas pie dazadiem vilna garumiem

2.7. KvieSu salmu analitiska pirolize

Uz analitiskiem svariem nosvéra ~ 2,0 mg ieprieks izzavéta parauga un to parnesa
teérauda tigell un ievietoja pirolizes sist€émas automatiskaja paraugu ievadiSanas iericé. Péc
pirolizes, caur gazes hromatografa injektoru, gazveida sadaliSanas produkti nonaca kapilara
tipa kolonna. Iekarta ir modificéta ar nes€jgazes plusmas dalitaju Silica Outlet Splitter
VSOS (SGE, Ringwood, Victoria, Australia), lai vienlaicigi darbotos ar FID un MS
detektoriem. Produktu identifikacijai izmantoja MS detektoru, to relativa satura noteikSanai
izmantoja liesmas jonizacijas detektoru FID. Gazes hromatografa ka nes€jgazi izmantoja
héliju. Inzektora temperatira bija 250,0 £ 0,5 °C,) avota 250,0 = 0,5 °C. SildiSanas
programma bija: 1 miniite izotermiska sildisana 60,0 °C +0,5 °C temperatiira, péc tam -
dinamiska sildi$ana ar atrumu 6,0 °C + 0,5 °C min™! Iidz 270,0 °C + 0,5 °C, kuru uzturgja
10 mintites. Masas spektru uznemsSanai izmantoja elektrona trieciena jonizaciju (70 eV) un
kvadrapola masas analizatoru ar sken€Sanas apgabalu no 15,00 lidz 350,00 m/z.
Savienojumu identifikacijai izmantoja Shimadzu Corporation Lab Solution datu bazi (GC-

MSsolution Version 2.40). Viena parauga analizi atkartoja 3 - 5 reizes.
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2.8. Augstefektiva Skidruma hromatografija ar UV detektoru alkSnu mizas ekstraktiem

Kompozicijas un individualu savienojuma saturu noteikSanai izmantoja Agilent
1100 series hromatografu ar UV diodes matricas detektoru. Oregonina noteik$anai uznéma
kalibréSanas grafiku izmantojot ar&jo standartu metodi. Pagatavoja standartskidumu 2,5 mg
oregonina iz8kidinot 25 mL 40 % metanola. leguva Skidumu ar standarta koncentracija 100
mg L. No ta at¥kaidot pagatavoja pargjos standartSkidumus ar koncentracijam 80 mg L™,
60 mg L, 40 mg/L un 20 mg L. Eluenti bija 0,1% skudrskabe iident (A) un metanols (B).
Tika izmantota izokratiska proramma oregonina kalibréSanai ar talaku gradienta Skidinataju
sist€ému pargjo savienojumu atdaliSanai: 0—20 minttes, 75-75 % (B); 21-25 minttes, 75 %
—100 % (B); 26-28 miniites, 100 % —100 % (B), injekcijas tilpums bija 20 pL. Katram
Skidumam uznéma 3 paralélos paraugus.

Oregonina un kopgjo diarilheptanoida satura noteikSanai izmnatoja iek$€ja standarta
metode un iepriek$ minéto aprikojumu, ka standartu izmantojot kurkuminu. AtdaliSana tika
veikta ar Zorbax Eclipse XDB-C18 HPLC kolonnu (4,6 mm x 250 mm id, 5,0 pum,
(Agilent), pliismas atrumu 1,0 mL min™', temperatiira 40 °C. Eluenti bija 0,1% skudrskabe
tdent (A) un metanolS (B). Izmantoja gradienta $kidinataju sisteému: 0—5,0 mindtes, 10 %
(B); 5,0-10 minttes, 10 % —35 % (B); 1012 minites, 35 % - 40 % (B), 12—15 min, 40 % -
70 % (B), 15-26 min, 70 % - 100 % (B), 2627 min, 100 % - 100 % (B), 27 —28 mindtes,
100 % —10 % (B), 28-30 miniites, 10 % (B) un injekcijas tilpums bija 20 pL. Detektésana
pie 280 nm un 425 nm. KalibréSanas standartskidumus pagatavoja, izmantojot oregoninu,
koncentracijas 260, 350, 700, 140, 2800 pg mL™. Visiem analiz&tajiem paraugiem tika
pievienots kurkumins (C- 0,5 mg mL™"'). Kurkuminam ir ievérojami augstaka absorbcija pie
425 nm, salidzinot ar 280 nm, tap&c tas tika noverots abos vilnu garumos.

legiitas hromatogrammas melnalkSna mizas ekstraktam (A), melnalkSna mizas
ekstraktam kopa ar kurkuminu (C) un oregonina standartSkidumam ar pievienotu

kurkuminu (B) dotas 2.4. attéla.
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2.4. att.Melnalk§na mizas ekstrakta (A) oregonina ar kurkuminu (B) un melalk§na mizas

ekstrakta ar kurkuminu HPLC hromatogrammas, 280 nm

2.9. AlkS$nu mizas ekstraktu ultra efektivas augstspiediena Skidruma hromatografijas
analize ar UV un gaismas izkliedes detektoru

Alksnu mizas ekstraktus analizgja, izmantojot Acquity UPLC BEH C18 (1,7 pum,
2,1 x 50mm, Waters) kolonnu. Eluents A: skudruskabe tdeni (0,1%, v/v), eluents B:
acetonitrils. Ekstraktu pétijjumiem, izmantoja dazadus gradientus un plismas atrumus, ka
optimalaka tika noteikta pliisma 0,350 mL min’!, kolonnas temperatiira 30 °C, injekcijas
tilpums 2 pL, dazadu komponentu identifikacijai, izmantotas divas dazadas ekstraktu
koncentracijas 2,5 mg mL™" un 0,1 mg mL"', izskidinati 50 % (v/v) acetonitrila fidens
maisijuma. Acquity UPLC BEH C18 kolonnas gradients: 0 -7,0 min 95:5 — 5:95 (A:B),
7,0-10,0 min 5:95 — 95:5 (A:B). Kvantificésana veica ar ELS detektoru un pie 280 nm,
uzn@ma ar1 kop€jos UV spektrus 200 — 600 nm apgabala. ELS detektora parametri bija:
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pastiprinajuma koeficients 100, slapekla spiediens 30 psi (2,0 atm), iztvaice€Sanas temperatiira

40 °C, izsmidzinaSana dzes€Sanas rezima. legiitas baltalkSna mizas ELS hromatogrammas un

UV hromatogramma pie 280 nm paraditas 2.5. att€la.
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2.5. att. Baltalk$pa mizas ekstrakta ELS (A) un pie 280 nm (B) uznemtas UHPLC

hromatogrammas

2.10. AlkSnu mizas UHPLC-ESI-TOF/MS kvalitativa anahze

Hromatografiskai sadaliSanai izmantoja iepriek§ aprakstita Acquity UHPLC BEH

C18 kolonnu, tados pasos apstaklos (skat. nodalu AlkSnu mizas ekstraktu UHPLC analize).

Masspektometrijas apstakli: jonizacijas reZims: negativs vai pozitivs, temperatiira: 650 °C,
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izsmidzinataja gazes spiediens: 65 psi (N2), gazes pliisma: 9 L min' (N2), konusa
spriegums: 40 V, kapilara spriegums: 2,2 kV, sken€Sanas diapazons: m/z 50—2000 daltoni
ar skeng$anas atrumu 0,1 scan s™', kolizijas energija tika mainita robezas 8-45 eV, atkariba

no molekulu struktiiras. Identificéto diarilheptanoidu (skatit 3.7. tabulu) masspektri doti

2.6. attela.
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2.6. att. Baltalk$na mizas identificéto diarilheptanoidu hromatografisko smailu (1-12, skat.

3.7. tabulu) negativas jonizacijas masspektri

2.11. Preparativa hromatografija alkSna mizas etilacetata ekstraktam

Pagatavoja 2-2,5 % etilacetata ekstrakta Skidumu, ka skidinataju izmantoja 40 %
etanola Skidumu. Pagatavotajam alkSna mizas etilacetata ekstrakta Skidumam veica
preparativo hromatografiju, izmantojot gradientu 0-25 % B. Absorbciju mérija pie 280 un
315 nm. Ka eluentu A preparativajai hromatografijai izmantoja 20 % EtOH + 1 %
CH3COOH skidumu, eluents B bija 96 % EtOH. Izmantojot preparativo hromatografiju
etilacetata ekstraktu sadalija frakcijas. 2.7. att€la dotas melnalkSna etilacetata ekstrakta

preparativas hromatografijas hromatogrammas ar sadalijumu frakcijas.
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2.7.att. Melnalk§na mizas etilacetata ekstrakta preperativas hromatogrammas un sadalijums
frakcijas

2.12. Oregonina kvantitativa noteikSana ar ultraefektivo augstspiediena Skidruma
hromatografu alkSnu mizas ekstraktos

Oregonina saturu noteica alk$nu mizas visos hidrofilajos ekstraktos. KalibréSanas
grafika iegiSanai ka standartvielu izmantoja oregoninu, ko iepriek$ (2.11. nodala) izdalija
no melnalkSna mizas, oregonina pieradiSsana un kimiskais raksturojums aprakstits
promocijas darba autores bakalaura darba [75]. KalibréSanas grafika uznemsanai izmantoja

UHPLC-PDA-QDA un UHPLC-PDA-ESI-TOF/MS aprikojumu. Nosvéra ~ 2,5 mg

koncentracijas oregonina standartskidumus no 0,2 mg mL' Iidz 0,02 mg mL".
Standartskidumiem néma 3 paral€los paraugus un analiz€ja ar UHPLC un MS sistému,
injekcijas tilpums visas analizés bija 2 pL, kolonnas temperatiira 30 °C. Analizes veica

gradienta rezima apstaklos, kuri paraditi 2.4. tabula.
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2.4. tabula
Oregonina kvantitativas noteik§anas apstakli ar UHPLC-PDA-ESI-TOF/MS un
UHPLC-PDA-QDA

Laiks, min | Pliismas atrums, mL min™ Eluents A, % | Eluents B, %
UHPLC-PDA-ESI-TOF/MS
0 0,350 95 5
7,0 0,350 5 95
UHPLC-PDA-QDA
0 0,250 90 10
5 0,250 65 35

Oregonina noteikSana ar UV/VIS detektoru veikta pie 280 nm, bet masspektometriksa
kvantificéSana pie [M-H] m/z 477 ar kvadarapola (QDA) veida masspektometru SIR un
MRM reZimos.

MRM apstakli: 0-7 min, negativa jonizacija, sken€Sanas laiks 0,1 s, kapilarais
spriegums 2,2 kV, konusa spriegums 40 V, jonu avota temperattira 100 °C, desolvatacijas
temperatiira 250 °C, desolvatacijas gazes pliisma 650 L h'. SIR apstakli: 15 V, m/z 477,
kapilarais spriegums 0,8 kV, kalibréSanas grafiks dati paraditi 2.5. tabula.

2.5. tabula
Oregonina kalibreSanas grafika dati
Biomasas paraugi Regresijas analize
Regresijas vienadojums Regresijas koeficients (R”)
PDA detektors, 280nm Y=5000000x+11762 0,996
MRM, m/z 477—327 Y=874703x+32042 0,988
SIR, nv/z 477 Y=7000000x+196035 0,985

Oregonina satura noteikSanai alkSna paraugos: ~ 2,5 mg ekstrakta iz§kidinaja 25 mL
50 % acetonitrila Gidens $kiduma un nofiltréja. Pagatavotajiem alkSna mizas ekstraktiem
veica analizi tados paSos apstaklos ka tika uznemts oregonina kalibréSanas grafiks. AlksSna

ekstraktu vidgjie joslu laukumi un oregonina saturs paradits 2.6. tabula.
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2.6. tabula

AlkS$nu ekstraktu joslu laukumi un oregonina saturs

Vidgjais joslas augstums, Rel.v. Oregonina saturs ekstraktos, %
Ekstrakts MRM | 280nm | SIR MRM | 280nm | SIR
Etilacetata ekstrakts
BA 74665 7466502 531389 46 43 46
MA 83267 83267 625923 60 64 63
Etilspirta tidens ekstrakts
BA 68716 1909 381112 21 20 18
MA 77815 2325 455773 29 31 30

2.13.TricIna — ligninu attiriSana no kvieSu salmu ekstraktiem

[zzavetus kvieSu salmus (mitrums- 3,3 %) vispirms attirTja no lipofilajam vielam tos
ekstrahgjot paatrinata Skidinataja ekstraktora (ASE) ar heksanu (Cetri cikli) 90 °C
temperatiira. Tad kvieSu salmus ekstrah§ja ASE ar 80 % metanolu (Cetri cikli) 90 °C
temperatiira. P&c tam metanolu atdestiléja vakuuma, lai sakoncentrétu ekstraktu. Udens
ekstraktu sadalija, tris reizes ekstrah&jot to ar Skidrumu - Skidruma ekstrakciju izmantojot
10 mL heksana. Udens slanis tika centrifugéts, lai iegiitu gais$i dzeltenigas nogulsnes, kuras
péc tam mazgaja ar udeni un zav€ja gaissausi. Heksanu atdestiléja vakuuma. legiito
atlikumu sadalija ar Skidruma - Skidruma ekstrakciju izmantojot Gideni un etilacetatu.
Etilacetata slani atdestilgéja vakuuma. Tricinamolekulu saturoS$u savienojumu attiriSana péc
iepriek§ dota apraksat veikta ar1 ekstraktiem, kas iegiiti ar ultrakskanu apstradajot kviesu

salmus.

2.14. Iegiito savienojumu antioksidantas aktivitates noteik§ana ar (ORAC) metodi

Skabekla aktivas formas ieguva, termiski sadalot AAPH (2,-2’-azobis(2-amidino-
propan) dihidrohloridu), tas samazinaja fluoresceina fluorescenci. Kad Saja sist€ma
pievienoja antioksidantus, kas sp&jigi atdot protonu, tad to pievienoSana stabiliz€ja
fluoresceina signalu. Fluoresceina Skidumu pagatavoja sekojosi: uz analitiskiem svariem
Skidumu ieguva 800 pL, iepriek§ pagatavota Skiduma, atSkaidot ar 50 mL PBS. 240 mM
AAPH skidumu pagatavoja, izSkidinot 1,6272 g AAPH 25 mL PBS. Skabekla radikalu
absorbcijas kapacitates (ORAC) mérijjumus veica ar mikroplasu lasitaju, izmantojot 96
Stunu plati. Plates Stnas uzpildija ar 25 pL p&tama parauga vai troloksa Skiduma, vai PBS

Skidumu tukSajam merjjumam, péc tam katras Siinas saturam pievienoja 150 pL
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fluoresceina Skiduma, izmantojot automatisko paraugu ievadiSanas sistému. Mikroplati
ievietoja mikroplasu lasitaja un 15 minites izturgja 37 °C temperatiird. Izmantojot
automatiskas uzpildes sistému, katras Stinas saturam atri pievienoja 25 uL. AAPH skiduma

un veica fluorescences mérijumus ik péc 60 sekundém un ieguva kinétiskas liknes.

2.15.0regonina biologiskas aktivitates pétijumi

Promocijas darba attirita oregonina biologiskas aktivitates pétijumus veica RSU
Cilveka fiziologijas un biokimijas katedra, Bulgarijas reproduktivas biologijas un
imunologijas instittita, ka arT Francijas valsts agronomijas institita (INRA) Klermontas
Overna-Rona-Alpu zinatniska centra Cilvéku uztura katedra.

Oregonina_ietekmi_uz aizkunga dziedzera lipazes funkciju pétija RSU Cilveka

fiziologijas un biokimijas katedra. Lipazes funkcijas modificéSana lauj kontrolét uztura
tauku parstradi organismos. Parbaudi veica in vitro testos péc iesp&jas tuvak enzimu
funkciongjosajai videi. Galveno uzmanibu pievérsa lipazes funkcijai, kuru testgja analizg&jot
fermentativo reakciju produktus un to ietekmi uz pH.

Oregonina _ietekmes pétijumus uz DNA metilésanas _epigenétiska _procesa

galvenajiem dalibniekiem, proti DNMT transkriptoriem un mtDNA veica Bulgarijas
reproduktivas biologijas un imunologijas institita un Francijas INRA Cilvéku uztura
katedra. Dzivnieki, kurus izmantoja pelu embriju Stnu iegiiSanai, audz€ja un apstradaja
IBIR-BAS vivarija saskana ar Bulgarijas veterinaro likumu (25/01/2011) par dzives
apstakliem un eksperimentiem izmantoto dzivnieku labturibu, likums adoptéts no Eiropas
Savienibas regulas 86/609 un Direktivas 2010/63/ES. Eksperimentalos protokolus
apstiprinaja Nacionala dzivnieku &tikas komisija ("Atlauja izmantot dzivniekus
eksperimentos 7, N84 / 04.10.2013., deriguma termin$ 04.10.2018.). Par dzivnieku
labturibu atbildigd persona, kas prakstiski darbojas ar dzivniekiem, kurus izmantoja
pétijuma, Bulgarijas veterinarie dienesti ir licenc€jusi eksperimentu veikSanai ar
dzivniekiem. Dzivnieki tika anesteti. Tika darits viss iesp&jamais, lai mazinatu cieSanas.
MEFs tika iegiiti no 13 lidz 14 dienu veciem pelu embrijiem. P&c sarkano organu
sadaliSanas audus samala un apstradaja ar 0,25 % tripsina / EDTA (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, MA, ASV). Izdalitas Siinas audz€ja viena slani 37 °C temperatiira mitrinata
atmosfera ar 5 % CO; un 95 % gaisa, izmantojot Dulbecco's Modificétu barotni (DMEM)
ar 1,0 g/ 1 glikozes (PANBiotech, Aidenbach, Vacija) Skidumu. DMEM bija papildinats ar
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10 % liellopu serumu (Sigma-Aldrich, SaintLui, MA, ASV) un penicilina, streptomicina,
amfotericina B maisijumu (PAN-Biotech, Aidenbaha, Vacija). Peles embrija fibroblastu
Stnu lmija NIH / 3T3 tika iegiita no Amerikas tipa kultiiras Kolekcijas (Manassas, VA,
ASV). Siinas kultivéja apstaklos, ko izmanto MEF. Siinu dzivotspgja tika novértéta ar 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5- difeniltetrazolija bromidu testu (Sigma-Aldrich, Saint Luisa,
MA, ASV), kuras pamata ir tetrazolija sals SkelSanas reakcija ar mitohondriju
dehidrogenazém dzivotspéjigas Stunas. NIH / 3T3 Stnas un MEF tika ieséti sterilas 96
iedobés plaksnés pie blivuma aptuveni 2 x 10* $iinas viena iedobé. P&c tam Siinas tika
paklautas 50 °C temperatiirai un barotné 24 un 48 stundu laika tika ievadits 100 pL
oregonina Skidums. Neapstradatas Stinas un tuksas iedobes (bez Stunam) sanéma 100 pL
barotni. P&c inkubacijas ar oregoninu, kultiiru barotni nonema un pievienoja 100 uL MTT
koncentracija 500 pg mL™. Sinas tika inkub&tas mitrinata CO» inkubatora vél 3 stundas.
Péc tam MTT $kidumu izné€ma un pievienoja 100 pL dimetilsulfoksida (DMSO, Merck,
attiecibu pret kontrolpopulaciju mérija absorbciju pie 544 nm ar plasu lasttaju (FLUOstar
Optima, BMG Labtech, Offenburg, Vacija). Datus izteica ka videjas vértibas + SD, kas
iegiitas no trim dazadiem eksperimentiem ar katru $iinu tipu. Ekstrahéto RNS izmantoja
pirmas cDNS sintézei, izmantojot cDNS sintézes komplektu (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, CA, ASV).

Ekstrahétas DNS tiriba un koncentracija tika noteikta, izmantojot Nano Drop 1000
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA ASV). Atseviska mitohondrija ITmenu
ratiometriskai parbaudei géna citohromam B (Cytb) pret vienas kopijas kodolgénu (b-
aktins) izmantoja, lai novértétu mtDNA /uz vienu §inu. ST tehnika lava aprekinat vidgjo
mtDNA kopiju numuru §tina bez nepiecieSamibas noteikt $iinu skaitu. Izmantota tehnika,
metodikas un rezultati apkopoti kop€ja publikacija [88].

Oregonina_ietekmes pétijumi uz aunu spermas _kvalitati. Auna spermatozoidu

augstas vitalitates un kustiguma uzturéSanai, tos uzglabaja zema temperatiira, jo tam ir
iz8kiro$a loma veiksmiga apauglo$ana. Sis pétfjums novértéja dabiska antioksidanta
oregonina ietekmi uz aunu spermas kvalitati, to uzglabajot 48 stundas 5 °© C temperatiira.
Kopa izmantoja astonpadsmit ejakulatus (tris atkartojumi 6 ejakulatiem) no tris veseligiem
Bulgarijas Skirnu auniem, kas savakti ar maksligds maksts metodi. Donori bija 4—6 gadus

veci, kermenis svars 60-70 kg. Visi ejakulati tika nogadati laboratorija, ievietoti tidens
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vanna 37 °C temperatiira un sakotng&ji noveértéti to makroskopiskie parametri - spermas
koncentracija un masas kustigums. Ejakulatus atSkaidija ar tam speciali paredz&tu skidumu
(TGGY, Sigma Aldrich). P&c tam tos sadalija divas vienadas dalas - A dala (bez oregonina;
kontrole) un B dala (papildinata ar 100uM oregonina; eksperimentala). Katru ejakulata
paraugu atskaidija ar kontroli vai eksperimentalo pagarinataju, lidz spermas koncentraciju
noregulgja Iidz 200 x 106 sunam/mL. levietoja vienadas kontroles un eksperimentalo
paraugu alikvotas glazé ar tdeni 37 °C temperatiira un ledusskapt 5 °C temperatiira
uzglabasanai 48 stundas. Spermas kvalitates noverteéjumu veica péc  galveniem
kinematiskiem un morfologiskiem parametriem, spermatozoidu mitohondriju stavokla
noteikSanas un in vivo auglibas parbaudes. Izmantoto eksperimentu parametri un rezultati

apkopoti kopiga publikacija [148].
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3. REZULTATI UN TO IZVERTEJUMS

Promocijas darbs ieklauj samera jaunu, desmitgadeé atklatu pétiSanas virzienu par
flavonoidu integracija graudaugu lignina. Ir zinamas visbiezak sastopama lignina integréta
flavona tricina nozimigakas biologiskas aktivitates (labvéliga ietekme uz augu augSanu,
antioksidants, anti-novecoSanas, pretvéza un kardioprotektivais potencials). To
izmantoSanai nepiecieSama ieguves avotu apzinaSana un analizes metozu pilnveidoSana. To
kimisks raksturojums kvieSu salmu biomasa ka oglhidratu ieguves procesa blakusproduktos
nav atrodams, tie ir raksturoti parsvara speicifiski §Sim mérkim tos sintez&jot vai izdalot
ligninu p&c iespejas neizmainot ta struktiiru. Darbs ietver lignina-flavona tricina kompleksa
raksturo$anu ka blakusproduktam oglhidratu razoana. ST promocijas darba dala ir veltita
tricina-lignina kompleksu saturoSu frakciju analitiskai izp&tei, tai skaitd individualu
savienojumu identifikacijai un to kvantitativai noteikSanai maisjjumos, kas iegiti,
apstradajot kvieSu salmus ar ultraskanu un/vai hidrodinamisko kavitaciju mérkétu uz
lignocelulozes matricas sadaliSanu. P&tjjuma merkis ir daudzpusiga kimiska profila
raksturoSana un biologiskas aktivitates noteik$ana, pielietojot dazadas analizes metodes, lai

iegtitu informaciju par lignina saturoSo frakciju izmantoSanas potencialu.

3.1. Analitiskas pieejas izveide kvieSu salmu lignina saturoso frakciju kimiskam
raksturojumam

Analitisko pieeju promocijas darba konteksta ir jasaprot ka dazadu analizu metozu
kopumu, nosakot maisTjumu kimisko sastavu to sakotngji analiz€jot pa sastavdalam, ja
nepiecieSams ieklaujot individualu savienojumu vai kimisko grupu izdaliSanu, péc tam
veicot iegiito rezultatu apkopojumu un izvert§jot izmantoto metozu piemerotibu
konkrétajam pe@tijjuma objektam. Nemot vera, ka péc literatiras datiem celuloze,
hemiceluloze un lignins veido apméram 60 % - 90 % no sausas kvieSu salmu biomasas,
atlikust dala satur ekstraktvielas, proteinus un pektinus [149] un analiz€jamas frakcijas ir
cukuru ieguves blakusprodukts,tadél analizes metodes izv€letas galvenokart orent€joties uz
lignina un ekstraktvielu savienojumu grupam. 3.1. attéla redzama paSizveidota shéma
kvieSu salmu promocijas darba pétamo Skidro frakciju analizém, kas nodroSina
pamatraksturojumu un norada talaku virzibu uz specifisku (konkrétu savienojumu vai

savienojumu grupu) analizu nepiecieSamibu.
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Skidras frakcijas iegitas ar US un HC daZados reZimos orentgjoties uz lignina atdaliSanu pirms oglhidratu ieguves

‘ Lignins ‘ ‘ Oglhidrati ‘ Kopgjo polifenolu Individualu savienojumu | | Lignina struktiira, Molekulmasas
saturs noteikSana kimiska kompozcija noteikSana
o
\‘ -Py-GC/MS/FID | [~ Folina-Cikolto metode | | - LC-UV-TOF/MS - Py-GC/MS/FID
- Pirolizes lignina - GC-FID @ - LC-UV-TOF/MS @
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iespéju
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3.1.att. PaSizveidota analitiskas pieejas shéma kvieSu salmu kimiskam pamatraksturojumam

3.2.KvieSu salmu lignina saturoSo frakciju kimiskais pamatraksturojums

Pamatraksturojums veikts, izmantojot 3.1. att€la redzamo analitiskas pieejas shemu.
Petljuma izmantotas lignina saturosas frakcijas tika iegiitas apstradajot kvieSu salmus ar
ultraskanu varigjot ar sadiem parametriem: iedarbibas laiku (30, 60, 90 vai 120 min) un
temperatiiru (25°C-35 °C), izmantota gan viena frekvence (25 un 80 kHz), gan dazadu
frekvencu kompozicijas (25 + 80), (25 + 80 + 25) and (25 + 80 + 25 + 80) kHz. Ka
Skidinatajs tika izmantots tidens (paraugi US1 un US2) vai natrija hidroksida tidens
Skidums (pievienots 10 % no sausas kvieSu salmu biomasas, paraugi US3-US6). Pirmam
kartam tika veiktas neapstradatas un apstradatas kviesu salmu biomasas kimiskas
pamatkompozicijas analizes, nosakot pelnu, oglhidratu, Klasona lignina un ekstraktvielu
saturu.

legttie dati (3.1. tabula) pierada, ka kvieSu salmu priekSapstrade NaOH klatbutne
gan ar HC (HC paraugs), gan apstradajot ar ultraskanu (US 3 - US 6 paraugi) ieve€rojami
samazina lignina saturu (Klason lignina izteiksm€) atlikuSaja kvieSu salmu biomasa.
Lignina saturs kvieSu salmu biomasa pec apstrades ar ultraskanu (paraugi US 3 - US 6) un
HC sarmaina vidé (HC paraugs) bija attiecigi par 3040 % un 25 % zemaki, salidzinot ar

neapstradatu kviesu salmu biomasu (3.1. tabula).
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3.1.tabula
KvieSu salmu biomasas kimiska kompozicija pirms un péc apstrades US vai ar HC, masas %

uz sausu biomasu

1 Oglhidrati’ Klasona .4
Paraugs | Pelni Pentozes | Heksozes | Kopa lignins’ Ekstraktvielas
iﬁgf“ 75403 | 24,040,3 | 49,4+0,5 | 73,4407 | 21,2402 5,040,3
HC 3.040.1 | 282403 | 59.340.6 | 87.5+0.6 | 16,1402 0.740.1
US 1 62403 | 29,5+0,5 | 41,30,5 | 70,8+0,5 | 22,4402 2.540,3
US 2 6.140.1 | 27.620.3 | 40.4+0.5 | 68,020,6 | 23,5+03 2.240.2
US 3 354005 | 31,405 | 47,1406 | 78,5+0,5 | 14,620,1 1.120.1
US 4 274005 | 29.1+0,4 | 453+0.5 | 74.3+0.6 | 14,0+0.5 1,0+0.1
US 5 33+0,05 | 31,0£0,5 | 47,7406 | 78,8+0,7 | 13,620,1 1,0+0.1
US6 2.6£0.05 | 30,6205 | 45.6£0.4 | 76,4+0.8 | 12,7+0.1 0.940.1

'Rezultati doti uz sausu kviesu salmu biomasu

Rezultati izteikti uz sausu bezpelnu kviesu salmu biomasu monoméru cukuru saturu veida
Rezultati korigeti attieciba uz proteinu un pelnu saturu, izteikti uz sausu bezpelnu kviesu salmu
biomasu

*Rezultati izteikti uz sausu bezpelnu kviesu salmu biomasu

°10 masas % no sausas kvie$u salmu biomasas

Pamatojoties uz iegiitajiem rezultatiem (3.1. tabula) US priekSapstrade, ir efektivaks
kviesu salmu delignifikacijas lidzeklis neka HC. Palielinoties US frekvencei rinda US 3
—->US 6, un it pasi palielinoties procesa laikam samazinas lignina saturs atlikuSaja kviesu
salmu cietaja biomasa atbilstoSi tam, ka sonifikacijas laikam ir nozimiga ietekme uz
biomasas delignifikaciju [150,151].

Lignina satura noteikSana ar ierasti izmantoto Klasona slapjas kimijas procediiru var
dod palielinatas vértibas iepriek$ apstradata biomasa ta saukta pseido-lignina veidoSanas
del, jo var notikt lignina saistisanas / kondensacijas reakcijas ar lignina sadaliSanas
produktiem un tas var biit ar saistits ar citu poliméru savienojumu klatbtitni biomasa [152].
Pseido-lignina veidoSanas iesp&ja US biomasas pirmapstrades laika var rasties, izmantojot
sonikacijas kimisko ietekmi, kas rodas no kavitacijas; mikro burbulu netiesa sabrukSana
rada aktivos brivos radikalus, kas sak degradét lignocelulozes biomasas poliméru
komponentus [153,154].

Py-GC/MS/FID metode, ko plasi izmanto lignocelulozes materialu kimiska sastava
raksturoSanai [155—-157], tika izmantota, lai iegiitu informaciju par kvieSu salmu kimiska
sastava izmainam, apstradajot tos ar HC un US, So metozu ietekmes izveértésanai. Pirolizes

hromatogrammas smailu laukumi, kas iegiiti no Py-GC/MS/FID datiem un reprezente
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gaistosas vielas, kas veidojas no lignina, oglhidratiem, olbaltumvielam un ekstraktiem, tika
normaliz&ti [idz 100 % un izmantoti lignina satura noteiksanai (Py-lignins), aprékinot to ka
smailu laukumu summas attiecibu, dalot lignina atvasinajumu savienojumu summu ar visu
detekteto smailu laukumu summu, kas reizinata ar 100 %. Aprekinos netika izmantots CO»
apgabals, kas parklajas ar oglhidratu, lignina un maznozimigu produktu smailu
maksimumiem.

Lignina satura salidzinajums, izmantojot Py-GC/MS/FID un Klasona metodi (3.2.
att.), paradija, ka ar $STm divam metodém iegiitie dati labi korel€, ja tos izmanto, lignina
satura novertéSanai neapstradatos kvieSu salmos un US sarmaina vidé apstradatu kviesu
salmu frakcijas (paraugi US 3, US 4, US 5, US 6).

Iegttie lignina satura rezultati, liecina, ka pseido-lignins ir izveidojies tikai kviesu
salmu cietajam atlikumam, kas iegiits ar kvieSu salmu apstradi US ka Skidinataju

izmantojot tdeni (US 1 un US 2) un péc HC (HC).

25 r
520 (2191 227 2o
=15 16 = 18 e —, —

=1 13 1514 1414 1413 127,

Kviesu HC US1 US2 US3 US4 USS5 USo
salmi
OXKlasona lignina saturs masas % B Py-Lignina saturs masas %

a saturs, %

I

Lign
)1

o

3.2.att. Lignina saturs kvieSu salmu cietaja atlikuma péc HC un apstrades US

Lignina struktlira Sajos maisijumos tika kvantitativi raksturota ar Py-GC/MS/FID
metodi, sagrup€jot individualu fenolu smailu laukumus (aprékinati ka relativie procenti no
visu lignina izcelsmes pirolizes produktu smailu laukumiem, kuri normalizéti Iidz 100 %)
pec specifiskam struktiiras pazimém, siringil- (S), gvajacil- (G) un p-hidroksifenil- (H)
atvasinajumi, kas atbilst atSkirigi metoksilétam monomeéram vienibam lignina

makromolekula (3.2. tabula).
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3.2.tabula
Py-GC/MS/FID rezultatu apkopojums. p-hidroksifenola (H), gvajakola (G) un siringola (S)

atvasinajumu relativais saturs (%) ar ligninu saistitajos gaistoSajos produktos kvieSu salmos

Dazadu savienojumu relativais saturs (%) ar standartnovirzéem lignina
atvasinajumos

Paraugs . G- . S/G (S+G) atvasinajumi ar
atvasinajumi | atvasinajumi | atvasinajumi garam propanoida sanu

attieciba | kédém

KvieSu 14,10,2 55,020,6 31,040,3 0,56 15,1+0,2

salmi

HC 10,3+0,1 57,6+0,6 32,1+0,6 0,56 20,3+0,3

US'1 6,0+0,1 54,7+0,5 39,3+0,5 0,65 26,8+0,5

Us 2 6,7+0,1 56,4+0,6 36,9+0,4 0,65 26,240,4

US 3 10,3+0,1 49,7+0,5 40,0+0,4 0,75 24,3+0,3

UsS 4 9,7+0,1 50,3+0,5 40,0+0,4 0,77 24,940,3

US 5 10,1+0,1 49,8+0,5 40,1+0,5 0,77 24,1+0,2

UsS 6 10,740,1 48,3+0,5 41,0+0,4 0,80 24,940,3

Kviesu salmu cieto atlikumu lignini, kas iegiiti ar dazadiem apstrades veidiem,
attieciba uz gvajacila (G), siringil (S) un p-hidroksifenpropana (H) vienibu daudzumiem,
joprojam atbilst GSH-ligninu klasifikacijai (3.2. tabula), pie kuriem ar1 pieder visi
neapstradatu kviesu salmu lignini [158].

Ta ka liela dala gvajakola vinila atvasinajumu, kas veidojas analitiskaja piroliz€,
neveidojas no lignina makromolekulam, bet no p-hidroksicinnamatiem, kas plasi izplatiti
kviesu salmu biomasa [109], lai novértetu lignina S/G attiecibu kvieSu salmos un to cietajos
atlikumos pé€c apstrades, 4- vinila gvajakola un 4-vinilsiringols saturs netika izmantots
[159].

Neapstradatu kvieSu salmu ligninam konstatéta S/G veértiba 0,56 (3.2. tabula) ir tuvu
vertibam, kas noraditas literattira [109]. legiitie Py-GC/MS/FID dati (3.2. tabula) parada, ka
HC apstrade neizraisija izmainas aromatiska lignina struktiira (3.2. tabula, HC paraugs).
Turprett US apstrade mainija lignina S/G attiecibu atlikusja kvieSu salmu cietaja atlikuma.
St vertiba palielinas, salidzinot gan ar neapstradatiem kviesu salmiem, gan atlikumiem péc
HC apstrades, kas norada, ka gvajacil-lignina vienibu saturs ir samazinajies lignina
makromolekula. Turklat siringilfenilpropanoida vienibu dalas palielinasanas kvieSu salmu
cieta atlikuma lignina, kas iegiits sarmaina vidg, ta ir ieverojami lielaka neka atlikumos péc
ieprieksejas apstrades US ar tideni (paraugi US 3, US4 , US 5, US 6 un US 1, US 2,

attiecigi).
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Visos kviesu salmu apstradatajos paraugos tika noverots siringil- un gvajacilgrupas
atvasinajumu ar garam propanoidu sanu kédém palielinajums, salidzinot ar neapstradatiem
kviesu salmiem (3.2. tabula). Tas norada, ka lignina sadaliSanas produkti, kas rodas
apstrades laika, nonak Skidrajas frakcijas un palielina kvieSu salmu cieta atliekuma esoSo
lignina makromolekulu [156].

Nemot véra, ka promocijas darba mérki ietilpst biologiskas aktivitates raksturoSana,
kur antioskdianta aktivitate ir nozimigs parametrs un So aktivitati veicina parauga esosas
hidroskilgrupas, tad kopgjais polifenolu sastavs ir loti laba skrininga metode, lai sagrup&tu
paraugus péc paredzamas antioksidantas aktivitates. Visi pétitie ekstrakti raksturojas ar
polifenola savienojumu saturu no 52-219 mg GSE uz gramu sausa, bezpelnu paraugu
(skatit 3.3.att€lu). Literattira ir atrodami dati, ka, piem@ram, no risu salmiem iegitais lignins
satur polifenola savienojums no 25 Ilidz 29 mg GSE g' lignina parauga [160], bet
kukuriizas salmiem 246.13 mg GSE g [161], noradot, ka darba analizéto kviesu salmu

ligninu paraugos polifenola saturs ir vidé€js, liecinot par potencialu So paraugu antioksidanto

aktivitati.
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3.3.att. Polifenolu savienojumu saturs kvieSu salmu paraugos
Polifenola savienojumu saturs, norada uz lignina makromolekulas depolimerizaciju

delignifikacijas laika, veidojoties jaunam fenoliskam hidroksilgrupam, tas norada uz zemas

molekularas masas savienojumu klatbiitni, kuras iesp€jams analizét ar Skidruma
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hromatografiju — masspektometriju bez modific€Sanas, kas ir nozimiga alternativa vai
papildinajums Iidz §im lignina saturoSu paraugu analizei lietotajai gazu hromatografiju.
Tomér, $ada analizes metode ir izaicinoSa, jo lignina struktiira ir loti sarezgita un
atSkiras atkariba no biomasas un izdaliSanas metodes, turklat lignina maisijumi satur daudz
lidzigas kimiskas struktiiras polifenola savienojumus. Tadg] ir nepieciesams veidot lignina
modelvielu datu bazi, kas paveértu iesp&ju praktiski izmantot Skidruma hromatografiju —
masspektometriju ka lignina paraugu analizes metodi — bez ieprieks€jas ligninu
modificéSanas, orentgjoties uz lignina oligom@ru savienojumu identificéSanu un

kvantitativu noteikSanu.

3.3.Lignina modelvielu Skidruma hromatografijas — tandéma masspektometrijas datu
bazes veidoSana

Nav publisku pieejamas lignina oligoméru masspektometriskas datu bazes, viens no
iemesliem ir lignina modelvielu trukums un plasa kimisko struktiiru daudzveidiba, otrkart
lidz $im kad izplatitakas bija lignina lielmolekularas frakcijas, So savienojumu analize ar
Skidruma hromatografiju nebija aktuala. Musdienas straujo attistoties lignina ieguves
metodeém, piemeram, ar fermentiem, tiek speciali iegiitas ligniTna monoméru un oligoméru
frakcijas, ar augstu biologisko aktivitati un plaSu prakstiskas izmanto$anas potencialu.
Problematika slépjas, ka nav pielagotas un attistitas metodes So savienojumu analizei
atseviski nevis ka lignocelulozes kompleksa sastavdalai. Lai var€tu attisit So lignina
zemmolekularo un oligoméro kompleksu analizi, kur hromatografiska analize bitu
ievérojami piemérotaka kvalitates kontrolei neka zinatniskajos pétjjumos izmantota NMR
analize, gan izmaksu, gan pieejamibas dél.  Saja darba ir uzsakta lignina modelvielu
Skidruma hromatografijas-masspektometriskas datu bazes veidoSana analiz&jot 20 dazadas
ligntha modelvielas atSkirigos reZzimos, atlasiti piemérotakie apstakli. Izveletie 20
savienojumi modelé lignina struktiiras pamatvienibas eigenolu (32), izoeigenolu (33),
vanilinu (34), acetovanilonu (35), propiovanilonu (36), homovanilinskabi (37),
vanilinmandelskabi (38), vanilinglikolskabi (39), ferulskabi (40), dihidroferulinskabi (41),
divanilinu (42), dipropiovanilonu (43), gvajakolu (44), metilgvajakolu (45), etilgvajakolu

(46), propilgvajakolu (47) (savienojumu kimiskas struktirformulas paraditas 3.4. attgla).
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Lai saprastu So modelvielu fragmentacijas mehanismus, tika salidzinati pieejamie
literatiras dati ar iegiitajiem eksperimentalajiem rezultatiem. Modelsavienojumam (32)
molekularais jons ir m/z 163, kam ka raksturigaka fragmentacija ir zinota metilgrupas
atSkelSana spektra josla ar m/z 148 [M-H-CH3][162], papildus Siem joniem eksperimentali
redzama tendence molekularajam jonam veidot diméru pie m/z 325. Lai novertétu
modelvielu strukttiras ipatnibu ietekmi uz to fragmentaciju masspektometrijas analizg, ka
otra modelviela tika izvelets izoeiganols (33), tas atSkiras no eiganola ar dubultsaites
atraSanas vietu molekula, tas var veidoties arl no eiganola paaugstinata temperatiira.
Molekularais jons izoeiganolam ir vienads ar eiganolu m/z 163, ir novérojama arT tipiska
iepriekS aprakstita fragmentacija tapat ka eiganolam tomér ir acimredzami papildus
fragmentacijas joni ka m/z 136 un m/z 343. Jons m/z 136 vartu biit skaidrojams ar
molekulara jona etilen grupas atSkelSanu, bet m/z 343 [2M+H,O] ar @idens molekulas
piesaisti jonizacijas procesa izveidotajam diméram. Vanilina (34) masspektra novérojama
pilniga sakritiba ar literatiira atrodamiem fragmentacijas joniem m/z 151(molekularais
jons), m/z 136 (-15 Da metilgrupas (-CH3) zaud@Sana), m/z 108 (turpmaka viena oglekla un
skabekla atskelSana no jona m/z 136), m/z 92 (sekojosa skabekla atSkelSana no jona m/z
108) [163]. Acetovanilons (35) parada molekularo jonu m/z 165 un diméra veidoSanos pie
m/z 329, jons m/z 150 tiek asoc€ts ar metilgrupas (-15Da ) zaud€jumu, bet m/z 122 ar tam
sekojosu oglekla un skabekla atSkelSanu. Propiovanilonam (36) molekularais jons ir
redzams pie m/z 179, kas fragment€joties atSkel metilgrupu tapat ka vanilins veidojot m/z
164. Homovanilinskabes (37) molekularais jons ir pie m/z 181 un fragments m/z 137

(karbosilgrupas atskelSana).
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3.4.att. Lignina modelvielu, kas izmantotas LC-UV-TOF/MS datu bazes veidoS$anai,

struktirformulas

Vanilinmandelskabes (38) molekularais jons ir pie m/z 197 un raksturigais
fragmentjons m/z 137, kas atspogulo CHO3 grupas zudumu no karboksilata dalas un
papildu skabekla zaudeSanu [164]. Vanilinglikolskabe (39) ar molekularo jonu m/z 195,
paradija fragmentaciju par 72 Da, kas atbilst karbosilgrupas un vél viena skabekla
zudumam. Ferulskabe (40) ar molekularo jonu m/z 193, deva tipisku literatira atrodamu
fragmentaciju m/z 134 un m/z 178 [165]. Dihidroferulinskabes (41) masspektrs
raksturojas ar molekularo jonu m/z 195 un fragmentu m/z 136, kas atbilst literatiiras datiem

[166]. Lignina modelvielu molekularie jonu un raksturigajie fragmenti ir doti 3.3. tabula.
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3.3.tabula

Lignina modelvielu molekulmasas, molekularie joni un raksturiga fragmentacija

Savienojums ESI (-) (m/z)

(Molekulmasa, g-mol'l) [M-H] | [2M-H] | Fragmentacija

32 (164,200) 163,075 | 325,145 | 148, 052 [M—H-CH3s]

33 (164,204) 163,075 | 325,144 | 148,052 [M-H-CHs] ; 136,015 [M-H-C,H3] 7
343,154[2M+H,0]

34 (152,149) 151,040 | 301,072 | 136,017 [M-H-CH3] ; 108,021 [M-H-CO]
92,026 [M-H-COO]

35 (166,170) 165,055 | 329,103 | 150,032 [M—H-CHj3] ;122,037 [M-H-CO]"

36 (180,201) 179,164 | - 164,055[M-H—CH3] ; 112,985

37 (182,173) 181,050 | - 137,024 [M-H-COO]; 122,037

38 (198,173) 197,807 | - 137,023[M-H-CHOs3];112,872; 92,927

39 (196,160) 195,029 | - 123,044[M-H-C,0s];

40 (194,180) 193,052 | - 178,027 [M-H-CH3];134,067 [M-H-CO»—
CHs]-

41 (196,074) 195,068 | - 136,052;

42 (302,279) 301,073 | - 286,047, 215,034

43 (358,385) 357,139 | - 164,047, 179,071, 233,091; 317,103

44 (124,140) 123,044 109,039

3.4.Indivudalu savienojumu identifikacija un kvantifikacija kvieSu salmu lignina
paraugos ar UHPLC-TOF/MS

Skidruma hromatografija apvienojuma ar augstas izskirtspéjas masas spektrometriju
apvienojuma ar iepriek$ izveidotu datu bazi tika izmantota, lai ekstraktos provizoriski
identificétu atseviSskus polaros monoméros, oligoméros savienojumus un raksturotu
polim@ros bez to ieprieks€jas modifikacijas.

Savienojumu identifikacija ar masspektometriju dota 3.4. tabula. Pirmo
hromatogrammas smaili $ajos paraugos var saistit ar oglhidratu atvasinajumiem, pieméram,
hromatografiskai smaile 1 nav absorbcijas UV diapazona, un abos jonizacijas reZimos
regulari tiek zaudéti 114 Da, ierasti 114 Da zudumi tiek novéroti ESI-MS oglhidratu
atvasinajumu spektros, kas rodas, zaud€jot pentozei tidens molekulu( Pent-H>O), tapat ir
zinots, ka joni m/z 131 un m/z 115, arT m/z 159, ir tipiski heksozu un pentozu
monosaharidu atvasinajumu fragmentjoni, tas pats attiecas arT uz smaili 2 un smaili 10
[167-169]. Talaka savienojumu identifikacija p€c masspektriem liecina par flavonoidu
atvasinajumu klatbiitni, smaile 5 tiek identificéta ka apingenina-6-C-heksozida-C-pentozids
(m/z 563 [M-H]; m/z 473,m/z 443,m/z 383,m/z 353), péc literatiiras datiem tas jau ir

identificéts kvieSu salmu ekstraktos [170,171], tiri teorétiski tas varétu biit arT luteolina-C-
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heksozids-O-deoksiheksozids, kas arT ir identificéts kvieSu salmos. Tomer iegiitajos
masspektros fragmenta jona m/z 473 signals ir ar zemu intensitati un salidzinot péc
relativam intensitattm m/z 383 jona signala intensitate ir lielaka neka m/z 473 jonam
liecinot par apengenina aglikonu [172]. Tapat pamatjona m/z 473 [(M-H)-90] un fragments
m/z 53 [(M-H)-60] liecina par 6-C petozil vienibas klatbiitni, arl fragmentjoni m/z 353
(aglikons+83) un m/z 383 (aglikons+113) liecina par apingenina (My-270 g mol™)
aglikonu. Organisko skabju (savienojumi 6, 11 un 12) klatbiitne ir kontatéta pamatojoties
uz ChemSpider masspektometrisko datu bazi un literatiras datiem. Pieméram, organisko
skabju spektros ir redzams jons m/z 187, kas fragment€jas par m/z 125, §1 fragmentacija
liecina par tdens un CO> molekulas atskelSanu, kas atbilst tipiskai karboskilskabju
struktiiras fragmentacijai. Savienojumi no 4,5 min lidz 5,5 min tiek asociéti ar tricina
atvasindgjumiem. Sie savienojumi ir salidzinoi nesen tikai atklati un ir pieradita to
iesaistiSanas lignina struktiira.

Tricins tika identificéts gan péc literatiiras datiem, gan izmantojot komerciali
pieejamu standartvielu (m/z 329, m/z 299, m/z 314, m/z 271). Tricina atvasinajumi
identificéti pieradot tajos tricina klatbiitni un izmantojot fragmentaciju raksturota
iespejama kimiska struktiira tadejadi klasificgjot savienojumus ka flavonoidu atvasinajumus
un tricina — ligninus. Tricina ligninu savienojumi kvieSu salmos parsvara tika raksturoti
identific€jot tipiskus zinamus salmu ligninu oligoméru fragmentjonus ka, pieméram, m/z
329 [CisH170¢], m/z 507 [C28H2709] un m/z 311 joni, tie ir raksturigi lielakai dalai no
saiSu veidiem starp fenilpropanoidu vienibam [173,174].

Detektéts ar1 jons m/z 183 [CoH1104] , kas raksturo homolitisku lignina C-8-C-9
kovalentas saites SkelSanos. Visu kvieSu salmu lignina saturoSo paraugu masspektros ir
aizdomas, ka ir polifenola lignina saturosi savienojumi, kuri visticamak ir ar lielaku masu
par 1200 Da, jo salidzinot pirmé&jo fragmentaciju ar otr&jo ir redzams, ka otréja masspektra
rodas papildus fragmentu ar lielaku masas ladina attiecibu un tie neatbilst esoSu fragmentu
summam, kas varétu raskties savienojoties fragmnetjoniem jonizeta stavokli.

Galvenas kimisko savienojumu klases, kas tika identificétas visos paraugos, bija
lignina atvasinajumi, proti, oligoméri un mazmolekulari polifenoli (<1200 Da), fenolskabes
(p-kumarinskabe, ferulskabe), flavonoidi (apigenin-6-C-heksozids- C-pentosids un tricins)
un polarie lipidi (taukskabes). Sie kimiskie savienojumi papildus polarajiem lipidiem péc

literatiiras datiem ir klasific€jami ka antioksidanti.
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Lai labak raksturotu paraugos esoSo lignina savienojumu struktiiru, tika veikta
lignina izdaliSana pie pH 2.

legttie lignini tika izzaveti un analiz&ti tados pasos hromatografiskos apstaklos ka
iepriekS aprakstitie paraugi. Nemot véra, ka §1 pétjjuma uzmanibas centra bija ar ligninu
bagatu frakciju valorizacijas stratégiju raksturo$ana un novért€jums, lignina oligoméru
saturoSam frakcijam papildus tika veikta masspektometriska analize. Savienojumu
struktiiras interpretacija veikta, izmantojot ieprieks izveidoto ligina modelvielu datu bazi,
ChemsSpider masspektometrisko datu bazi un pieejamos literattiras datus.

Nemot veéra, ka lignina molekulu pétijumi ar Skidruma hromatografiju —
masspektometriju péc literatiiras datiem ir sakti no 2003. gada un pieradita ka efektiva
lignina oligoméru raksturoSanas metode [175], tomér d&l lignina lielas heterogenitates un
strukturalas dazadibas ta vEljoprojam ir atzita ka loti sarezgita un izaicinajums
zinatniekiem[176].

Promocijas darba lignina oligoméru un polifenola sekundaro metbolitu
identifikacija ir veikta ar masspektometriju bez NMR analizém, visu identific€tio lignina
oligomeru struktiiras ir pamatotas ar masspektometrijas datiem no literatiiras, p&c iesp&jas
izvairoties no nepareizas iegtito eksperimentalo datu interpretacijas.

Pétijuma identificéto lignina savienojumu struktiiras ticamiba ir eksperimentali
pamatota ar analitiskas pirolizes datiem, tadejadi iegustot kvieSu salmu lignina

raksturojumu gan bez lignina modific€Sanas, gan degrad€jot to lidz monomériem.
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Individualu polifenolu savienojumu raksturojums kvieSu salmu frakcijas, izmantojot LC-ESI-TOF/MS

3.4. tabula

Smailes Izdal. [M-H] | Fragmenta joni (m/z) Provizoriska Savienojumu Kimiska Esamiba frakcijas
Nr. laiks, (m/z) identifikacija grupa
(min) agig e lalc
@ @ 7
NSRRI e
1 0,54 Regulars 114 Da zaudgums abos Heksozes, pentozes Oglhidrati, oligosaharidi | + | + | + | + | + | +
jonizacijas  rezimos, nav  absorbcijas
ultravioleta diapazona, tas norada uz
oglhidratu atvasinajumiem; m/z 131 un m/z
115, arim/z 159
2 0,59 515, 238, 200, 156, 97 asociéti ar oglhidratu + |+ |+ |+ |+ |+
atvasinajumiem
3 4,74 525 391, 331,329,315,215 Gvajacilgliceril tricins Flavonoidu atvasinajums | + | + | + | + | + | +
4,84 495 314,329,507 Hidroksifenilgliceril Flavonoidu atvasinajums | + | + | + | + | + | +
tricins
4 4,85 507 329,315, 257,215 Tricina glikoronids Flavonoidu atvasinajums | + | + | + | + | + | +
5 4,65 563 473,443,383,353 Apingenina-6-C- Flavonoidu atvasinajums | - | + | + | + | + | +
heksozids-C-pentozids
6 4,68 187 125 Hidroksikarboksilskabe Organisko skabju SR S B A S
atvasinajums
7 5,32 377,329,315,193, 179,164, Tricina - lignins Flavonoidu /lignina -+ - - -] -
8 5,41 1051 809,525,329,315 atvasinajums S+ - -] -] -
9 6,53 621 31,299,183,179 Lignina oligomers Lignina atvasinajums S+ - - -]
10 0,48 1085 955,825,695,565,435,305,175 Heksozes, pentozes Oglhidrati, oligosaharidi | - | - |+ | - | - | +
11 4,67 163 119 Kumarinskabe Organiskas skabes RN
12 5,01 163,193 178,149,134,117,119 Kumarinskabes un Organiskas skabes S 0 S A

ferulskabes atvasinajums
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Kopuma, izmantojot Skidruma hromatografiju — masspektometriju, kvieSu salmu

ligninu saturosajas frakcijas identificeti 19 dazadi lignina oligomeri (3.5.tabula).

3.5. tabula
Lignina oligomeéru identifikacija kvieSu salmu lignina ar UHPLC-TOF/MS analzi

Smaile | [M-H], m/z | Fragmentacija Identifikacija

1 585 389; 193; 178; 134 G(8-0-—4)G(8—0O-4)FA (45)

2 349 319; 301; 271; 331; 259; 195 | Gvajacilglicerol-

siringil&teris (46)
3 563 473,443, 383,353 Apigenina-6-C-heksozids-C-pentozids
47)

4 999 957, 867, 825, 735, 693, | Polisaharids, veidots no pientozes
561, 429 (polisaharida dala | vienibam savienotam ar izo-citronskabi
regulars pentozes zaud&ums
(132 Da)), 191, 173, 155,

129, 111, 85, 73 (izo-
citronskabe)
5 533 357, 327,163,119 Kumarinskabes atvasinajums
6 1067 959, 841, 763, 567, 385, | Lignina oligomeri (48) un (49)
341, 282, 267, 193, 134
7 525 507, 329, 314, 299 Gvajacilgliceril tricina  atvasinajums
(50)
8 1023, 525, 507, 329, 314, 299 Gvajacilgliceril tricina atvasinajums
9 1193,999,867,703,525,507,341,329,314,299, | Tricina — lignina atvasinajums
193

10 683 683, 637, 507, 339, 193 Lignina oligomérs (51)

11 507 471, 341 Lignina oligomers (52)

12 311 182 Lignina oligomers (53)

13 313 201, 171 9,10-dihidroksi-12-oleinskabe (54)

14 628,325,311, 297, 267,183 Lignina oligomérs

15 1136, 834, 441, 325, 297, 293, 183, 134 Lignina oligomérs

16 833, 746, 485, 325, 297, 183 Lignina oligomérs

17 477 179, 161, 155, 137, 135,93 | Digallil-Sikiminskabes (55)

atvasinajums

18 281 281, 263 Oleinskabe C18:1 (56)

19 381 381, 335, 117 7-Oksotetra kozanskabes atvasinajums

(87)

Pamatojoties uz literatiras datiem un masspektometrijas datu bazi ir izveidotas

iespgjamas lignina oligomeru kimiskas struktiiras, kuras attélotas 3.5. attéla.
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3.5.att. Ligninu oligoméru piedavatas struktirformulas un citu raksturigu identificéto

savienojumu (skatit 3.5. tabulu) struktiarformulas

Izdalita lignina un kvieSu salmu neapstradatas frakcijas kop€jie masspektri ar
identificétajiem savienojumiem ir paraditi 3.6. attela. Hromatogrammas parada, ka lignini ir
ciesi saistiti ar sekundarajiem metabolitiem - flavonoidu savienojumiem, to izdaliSanas

seciba un masspektri to apstiprina. P&c izdaliSanas laika un raksturigakajiem
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fragmentjoniem ir iesp&jams veikt relativu savienojumu grupu klasifikaciju pirmie iznak
oglhidratu atvasinajumi neatdaloties uz C18 kolonnas, tad fenolisko skabju un flavonoidu

atvasinajumi un p&c tam lignina oligome@rus saturosie savienojumi.
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3.6.att. KvieSu salmu neapstradatas lignina saturoSas frakcijas (US 5) un izdalita lignina

(US 5-Lignins) kop€jie masspektri

Ir konstatéta polisharidu saistiba ar lignina molekulam, identific€jot tipiskos lignina
oligoméru fragmentus kopa ar oglhidratu fragmentiem (3.7. att.). Fragmentjoni ar m/z 169
un m/z 127 tiek asocieti ar heksozes molekulu fragmentaciju. Jons m/z 277 ir saistits ar
heksozes klasteriem. Jons m/z 325 saskana ar literattru tiek identificets ka trisaharids, kas
sastav no heksozeém. Var secinat, ka jons m/z 899 ir polisaharids, kura iesp&jama formula ir

heksoze-O-heksoze-O-heksoze-O-lignina fragments.
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3.7.att. Tipisks kvieSu salmu lignocelulozes kompleksa identificéts lignina un oglhidratu

atvasinajumu mass spektrs

Tricina atvasinajumu raksturojums paradija, ka lielaka dala tricina ir savienota ar
monolignoliem un oglhidratu fragmentiem. Starp provizoriski identificétajiem tricina
atvasinajumiem var minét gvajacilgliceriltricinu (29) un tricin-4-O gvajacilcilgliceriléteri

7-O-glikopiranozi (31) (3.8. att.).

OCH; o HO
OH

O oCH; OCH;
O 0 OCH;
27

HO

OH O

3.8.art. KvieSu salmu ekstraktos identificéta savienojumu tricina (27) un ta raksturigo

atvasinajumu kimiskas struktirformulas

Brivs tricins ievérojama daudzuma tika identificéts tikai references parauga (ASE,
etanola udens ekstrakts). Citos ekstraktos tas galvenokart bija savienots ar lignina
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fragmentiem, proti, domingjosais bija tricin-4-O-gvajacil-gliceriléteris (varié lidz 20 % no
ekstrakta) un tricin-4-O-gvajacilgliceriléteris 7-O-glikopiranoze (varie Iidz 12 % no
ekstrakta).

Saskana ar puskvantitativas analizes rezultatiem (LC, 280 nm), izmantojot tricinu ka
references savienojumu, tricina atvasinajumu koncentracija ekstraktos ir aptuveni 30 — 35
% no sausa bez pelnu parauga masas. Tricina saturs ta atvasinajumos ir tikai 1-2 % no
sausiem bez pelnu paraugiem (LC-MS, MRM skenéSanas rezims). Brivs tricins etanola
tdens ekstrakta, kas iegiits ar ASE, bija 0,6 % no sausa bezpelnu ekstrakta (3.6. tabula).
Tricins, kas galvenokart ir zales un labibas augu sugas, ar 3-O-4 saitém tiek saistits lignina
makromolekulas [109]. Ta rezultata ekstrah€jamais tricins un ta atvasinajumi tika
kvantitativi novertéti bez modific€Sanas, ir paredzams, ka kopgjais tricina daudzums bis
ieverojami lielaks, jo iespjams visas tricinu saturos$as lignina makromolekulas netiek
saSkeltas Iidz brivam trictnam. Literatora tiek zinots, ka kvieSu salmos ir gandriz desmit
reizes vairak ar ligninu integréts tricins neka brivais tricins attiecigi 4841 un 376 mg kg!

[177].

3.6. tabula
Tricina saturs kvie$u salmu $kidrajas frakcijas (mg kg™)
Paraugs Kopgjais tricina saturs ar masu < 1200 Da, mg
tricina - kg ' parauga
Kviesu salmi, 60% EtOH ekstrakts® 7793
US 1 2503
Us 2 2201
US 3 9739
US 4 4922
US 5 9850
UsS 6 9970

# Ekstrakts iegiits ar ASE

Vairak neka 50 savienojumi ekstraktos tika asoci€ti ar mazmolekulariem lignina
fragmentiem, kas nesatur tricinus, un tika provizoriski identificéti, izmantojot ka
instrumentu ar augstas izskirtspéjas masas spektrometriju balstitu fragmentaciju
(sekvenc€sanu) un pasizveidotu datu bazi, kas sastav no 20 savienojumiem, kas modelé
lignina struktiiras vienibas (gvajakola), metilgvajakols, etilgvaijakols, propilgvaijakols,

izoegenols, eugenols, vanilins, acetovanilons, propiovanilons, homovanilskabe,
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vanililmanmanlskabe, vanilglikolskabe, ferulinskabe, dihidroferulinskabe, divanilins,
dipropiovanilons). Ir pieradits, ka no lignina atvasinatiem savienojumiem ar zemu
molekulmasu ir augsta antioksidanta aktivitate un tie ir perspektivi dabiski antioksidanti,
1pasi lipidu sistemas [178]. Tada pasa nolika iesp&jams varétu izmantot ar §1s kviesu salmu

ligninu saturosas frakcijas.

3.5. KvieSu salmu ligninu saturosas frakcijas ka dabiskie antioksidanti

No neapstradatiem kvieSu salmu ekstraktiem izgulsnétais lignins paradija tipisku
salmu tehniskajiem ligniniem raksturigu antioksidanto aktivitati (3-4 Troloksa ekvivalenti,
mmol g' sausa bezpelnu parauga), kas ir tuvs specigam antioksidantam par referenci
izmantatam- deni SkistoSajam E vitamina analogam - Troloksam (3,9 Troloksa
ekvivalenti, mmol g uz sausa bezpelnu paraugu). Kviesu salmu lignina saturoso frakciju
aktivitate bija robezas no 1,5 Iidz 2,3 troloksa ekvivalentu mmol - g'1 uz sausiem pelnus
nesaturoSiem paraugiem (3.9. att.). Noverota visparzinama korelacija starp polifenola

savienojumiem un antioksidanto aktivitati, liecinot, ka Sie savienojumi ir tas pamata.
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3.9. att. Antioksidanta aktivitate kvieSu salmu lignina frakcijam un ekstraktam

Neapstradato ekstraktu un to frakciju augsta antioksidanta aktivitate norada, ka
visiem ekstraktos esoSiem savienojumiem, ieskaitot polifenolus, ir pozitiva ietekme uz Sis
aktivitates uzlaboSanos. Zemas molekulmasas lignina un tricina un ta atvasinajumu

apvienojums, kas atrodas viena un taja pasa ekstrakta, padara tos par perspektivajiem
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stipriem dabigiem antioksidantiem, visvairak piem&rotiem lipidu sist€mas, jo tricins slikti
Skist iidens Skidumos.

Nemot vera, ka lignina struktiirai ir tieSa saistiba ar antioksidanto aktivitati. Paraléli
iegtto kvieSu salmu frakciju antioksidantas aktivitates noteikSanai un biologiski aktivo
savienojumu struktiiras noskaidrosSanai, tika ieglita kvantitativa informaciju par lignina un
radniecigo fenolu struktiiras-antioksidativas aktivitates sakaribam (QSAR). Paslaik trikst
informacijas, 1pasi kvantitativas, par lignina fenilpropana vienibu sankezu uzbiives un saiSu
tipu starp vienibam ietekmi uz lignina produktu fenola OH grupu reag€tsp&ju ar
antioksidativo aktivitati saistitajas reakcijas. Lai novertétu katra struktiiras deskriptora tieSo
ieguldijumu lignina produktu antioksidativaja aktivitate, ir aprékinatas lignina modelvielu
fenola O-H grupu BDE starpibas (ABDE), kas ir saistitas ar noteiktas grupas vai saites
klatbiitni (3.10. att.). Pozitiva BDE starpiba nozimé negativu ietekmi, negativa ABDE

nozimé pozitivo ietekmi.
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3.10. att. Lignina struktiiras deskriptoru ieguldijums ta antioksidantaja aktivitate

a-karbonilgrupu klatbiitné gandriz pilnigi dezaktivé lignina fenola hidroksilgrupas

ar antioksidativo aktivitati saistitajas reakcijas, ari citu skabekli saturosas grupas

fenilpropana

vienibu

sankedes

negativi
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Konkurétspéjigo antioksidantu uz lignina bazes iegtiSanai ir nepiecieSams veikt lignina
produktu meérktiecigu modifikaciju un palielinat fenilpropana vienibu ar piesatinatajam

sankédeém saturu.

3.6. Tricina un tricina-ligninu kompleksu attiriSana

Pamatojoties uz ieglitajiem rezultatiem, ir iesp&jams apspriest trictna un ta
atvasinajumiem bagatos ekstraktus, kas Sobrid ir blakusprodukti kviesu parstradeé cukuru
ieguvei, ka produktus ar pievienoto vertibu - dabiskos antioksidantus. Nemot vé&ra
visparzinamo flavonoidu, tai skaita tricina un ta atvasinajumu biologisko aktivitati kopa ar
lignina oligomériem ka spécigiem antioksidantiem, So kompleksu ieguve koncentréta veida
varétu bit ieguvums $o savienojumu izmantoSanas jomu paplaSinasana, tai skaita ari
lauksaimiecibas vajadzibam, jo paslaik tie ir komerciali nepieejami un iegiistami mazos
apjomos. Tricina un ta lignina atvasinajumu izdaliSanas shéma ir paradita 3.11. attéla.

Izmantojot So sheému iegiitas divas ar tricina molekulam bagatas frakcijas.

0,
Kviesu salmu i"jtgﬂ 75% . CH,OH 75 % CH,OH
tricina-lignina SOH (vv) 754, CH;O0H (v:v) letvaicesana | gyist. savienojumu

saturosa frakcija . _V:V Skistosa frakcija . H,O frakcija
FiltreSana 2

Skidruma — kidruma ekstrakcija
(CeHia 1 H0)

H,0 frakcija

Skidruma - kidruma

(C4Hg0, : H,0) ekstrakcija
(C4HgO, : Hy0O)

Q@D \ C,H;0; frakcija (3) (———“———" H,O frakcija
H,O frakcija (2) l H Paskabina

B — H,O frakcija (6) Nogulsnes (4) ar H,S0,
Tricins: 0,03 mg - mg' m

+ centrifugé

Nogulsnes (5)

Tricins: 0,13 mg - mg’

CgHy,4 frakcija

‘ C,H;0, frakcija (1) ‘ Skidruma — kidruma ekstrakcija

3.11. att. Tricina un ta lignina atvasinajumu attiriSanas shéma
Tricins un ta atvasinagjumi koncentréjas 2. un 5. frakcija. Tricina saturoSie

savienojumu ir identificéti ar LC-MS/MS, un ir noteikts saistito tricina molekulu

daudzums. Tas ir apméram 0,03 mg - mL™"' 2 frakcija un 0,13 mg - mL™! 5 frakcija.
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3.7. Analitiskas pieejas izmantosana kvieSu salmu raksturosanai ka biologiski aktivo
savienojumu avotam

Tricins un tricina-lignini ir zinami to biologiskas aktivitates dél, 1pasi to labveligai
ietekmei uz augu augSanu un to potencialai farmaceitiskai nozimibai (antioksidants, anti-
novecos$anas, pretvéza un kardioprotektivais potencials). Nemot véra, ka rezultati paradija,
ka gandriz viss tricins ir integréts lignina, tad tira tricina attiriSana nav iesp€&jama, tadel
piedavats tiek trictna un tricina lignina savienojumu maisijums. Ir zinots, ka tricina
atvasinajumi ir aktivi maza koncentracija, no ta var secinat, ka Sos paraugus var uzskatit par
fitokimikaliju ar pievienoto vertibu - tricina-ligninu avotu, bet attiriSana ir ka riks So
savienojumu aktivitates pieradiSanai.

Piedavatais cels, ka novertét kvieSu salmu apstrades atlikumus ka dabiskos
antioksidantus, proti, ka trictnu un ta atvasinajumu avotu, paradits 3.12. att€la redzamaja

shema.

KvieSu
salmi

PriekSapstrade: Oglhidratu enizmvélt[skér)idrosze Cietais atlikums
- Ultraskana un hidrodinamiska kavitacija (cukuru razo$anai)

Pievienotas vértibas
produkti : dabiskie
antioksidanti

Skidra (adens) frakcija

Tricins un tricina-lignini
Analitiska pieeja

Lignina oligomeéri

Individuali polifencla savienojumi || UHPLC-UV-ES-MSMS | Adorsana
] izmar]tojot Meérkantioksidanti
. N " = cietfazes -
[ Kopsjais polifenolu saturs | Folina-Gikolto metode Pravsiriey Femolickas skabas

‘ Antioksidanta aktivitate }—‘ ORAC tests ‘ L Citi flavonoidi

3.12. att. Triciniem bagato ekstraktu piedavata integracija kvieSu salmu parstrades shéma,

kas virzita uz cukuru raZo$anu

3.8. BaltalkSna un melnalkSna mizas kimiskas kompozicijas analize

Otrs nozimigs promocijas darba virziens bija jau bakalura darba aizsaktie alk$nu
mizas sekundaro metabolitu pé€tjjumi. Bakalaura darba tika izdalits diarilheptanoids
oregonins analitiskos daudzumos, veikta ka identifikacija ar NMR un masspektometriju, bet
magistra darba kvalitativi un kvantitativi izpétitas alk$nu mizas lipofilas ekstraktvielas.

Promocijas darbi pétijumi versti uz alkSnu diarilheptanoidu savienojumu kimisko
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raksturoSanu, Ipasi uz piemérotako analiZu metozu izvéli un biologiskas aktivitates
petijumiem. Promocijas darba ir izmantotas dazadas modernas hromatografijas metodes,
veicot analizes parametru pielagoSanu un iegiits pamatojums piemérotakas metodikas
izvelei, izveidots iegiitajos ekstraktos domingjoso individualo savienojumu kvalitativas un
kvantitativas noteikSanas protokols. AlkSnu mizas ekstraktiem izstradati vienoti principi
domingjosa savienojuma diarilheptanoida oregonina noteikSanai (metodes validacija
izmantojot UV detektoru, 280 nm). Oregonina noteikSana ar validétu metodi, ir svariga,
novertéjot alkSnu mizas ekstraktu aktivo savienojumu kimisko sastavu, raksturojot
ekstrakta biologisko efektivitati un nekaitigumu. Doming&josa alk$nu mizas diarilheptanoida
savienojuma oregonina attirisanas metodikas pielagosana lielakiem apjomiem un iegita
oregonina hromatografiskas tiribas raksturoSana veikta ar mérki izpétit ta biologiskas

aktivitates.

3.9.Alk$nu mizas hidrofilo ekstraktu kvalitativa un kvantitativa analize ar UHPLC-
TOF/MS

Videji alks$nu ekstrakti atkariba no izdaliSanas veida un ievakSanas gada satur 0,4
lidz 0,6 GSE g/g polifenola savienojumus (3.13.att.), salidzinot ar literatiiras, tas atbilst
vidgji Eiropa augoSu alkS$nu hidrofilajos ekstraktos noteiktam polifenolu savienojumu
saturam, janem gan véra, ka to saturs ir atkarigs no Folina — Cikolto metodé izmantota
standarta.

0,70
0,60
: 0,50 0,63 0,60 0.58

0,51
0,40

0,30
0,20
0,10
0,00

Polifenolu saturs
GSE g/g ekstr.

BaltalkSnamiza MelnalkSnamiza BaltalkSnamiza Melnalk$na miza
EtOAc ekstr. EtOAc ekstr. EtOH ekstr. EtOH ekstr.

3.13. att. Alk§nu mizas kopgjais polifenola savienojumu saturs ekstraktos
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Piem&ram Bosnijas un hercogovinas teritorija augosos alksnos kopgjais polifenolu
saturs ir apméram 0,3 lidz and 0,8 g CAT g atkariba no alk$nu sugas un morfologiskas
dalas[179].

Izmantojot augstas izskirtsp&jas masspektometriju, tas datu bazi un literatiiras datus
kopuma alk$nu mizas un Skelda identificéti 24 dazadi individuali savienojumi, tai skaita 19
pirmo reizi Latvija augoSos alk$nos, noteikta arl Iidz Sim neidentific€to savienojumu
kimisko savienojumu grupu piederiba, ka oglhidrati, flavonoidu un organisko skabju
atvasinajumi. Neparprotamu savienojumu identifikaciju, alkSnu gadijuma ar uzsvaru uz
tiem raksturigiem savienojumiem - diarilheptanoidiem, var iegiit interpret€jot augstas
iz8kirtsp€jas tandéma vai multi pakapju MS analiz€s iegutos spektrus [180]. Ir literatiiras
dati par alkSnu mizas sekundaro metabolitu kvalitativo un kvantitativo noteikSanu citviet
pasaulg, ieskaitot petijumus, kas veikti, izmantojot hromatografiju - masas spektrometriju.
Tomér mérena klimatiskaja zona augoso alksnu bioaktivo savienojumu detalizéts apraksts,
ieklaujot to identifikaciju un kvantifikaciju v€l nav publicéts. P&tijumi ir nepieciesami, lai
nodroSinatu augu materiala autentiskumu un to saturoso produktu kimiska sastava kontroli,
kurus var iegilit no $aja regiona augo$am koku mizam. Savienojumu masspektometriskai
analizei promocijas darba izmantots negativas jonizacijas rezims, jo priekSizpétes
eksperimenti $aja rezima paradija augstaku signala intensitati un labaku smailu iz8kirtsp€ju.
Ir zinams, ka alkSniem ir raksturigi diarilheptanoidu savienojumi [72], tadel Sai
savienojumu grupai identifikacijas procesa tika pieversta 1pasa veriba. Ekstraktos
identific€ti pavisam divpadsmit dazadi diarilheptanoidi. Savienojums 32 ir identificéts ka
hirsutenona heksozids. Ieprieks alkSnos nav identificéts, bet ta aglikons hirsutenons ir
zinams ka sastavdala dazadiem Alnus sugas augiem [55]. Deprotonétais molekularais jons
[M-H] tika detektéts pie m/z 507,1870 un tas deva intensivus produktu jonus pie m/z 327
(neitrals zaudéjums 180 amu attiecas uz heksozes cukura vienibu) [181] un raksturigus
fragmentjonus pie m/z 205 un 121 noradot uz hirsutenonu [72]. Savienojumi 33 un 34
tika identificeti ka 1,7-bis-(3,4-dihidroksifenil)-3-hidroksiheptans-5-O-f-D-ksilopiranozids
vai hidroksioregonins un oregonins. Oregonina hromatografiskas un spektralas ipasibas bija
identiskas ar ta komerciali pieejama analitiska standarta spektru Ipasibam,
hidroksioregonins tika identific€ts, izmantojot laboratorija iegiito ta standartvielu, kuras

identitate ir pieradita ar NMR un mass spektometriju [182]. Savienojuma 35 deprotonétais
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molekularais jons [M-H] tika konstatéts pie m/z 345,1362, paradot raksturigus fragment
jonus pie m/z 165 un 691 (divu hirsutanonola molekulu klasteris)[67], identific€ts ka
hirsutanonols. Savienojums 36 parada molekularo jonu ar m/z: 463,1978 [M-H]. MS dati
paradija fragmentu signalus pie m/z: 331 ([Aglikons-H] jons, 132 Da (pentozes dalas
zaudgjums)) un 313 ([Aglikons-H>0-H] jons). Pamatojoties uz to, ka rubranola ksilozids ir
sastopams starp Betulaceae augiem[183], savienojums 37 tika identificéts ka 1,7-bis (3,4-
dihidroksifenil) -3-heptanil-ksilopiranozids (rubranola ksilozids). Savienojums 38 tika
identificéts ka akerozids VII, uzradot raksturigo molekularo jonu [M-H] pie m/z 461,1813
un fragmentus pie m/z 311 un m/z 189. Savienojums 39 ar molekulmasu 462 ([M-H] pie
m/z 461,1777) un deva fragmentjonus pie m/z 311 un m/z 205, un saskana ar literatiiru par
alksnos identificétiem diarilheptanoidiem tas tika identificéts ka 1- ( 4-hidroksifenil) -7-
(3,4-dihidroksifenil) heptan-3-ons-5-O-pentozids. Savienojums 40 tika identificéts ka
platofilozids ([M-H] - pie m/z 475,1947), izmantojot laboratorijas standartvielu, kas
ieprieks izdalita no Betula pendula mizas un struktiira apstiprinata ar NMR. Savienojums
41 tika identificéts ka rubranols C ar deprotonétu molekularo jonu [M-H] - pie m/z
625,2496 un raksturigiem fragmentjoniem pie m/z 493 un m/z 373, kas atbilst pentozes un
heksozes zaud€jumam un rubranola aglikona joniem pie m/z 331 un m/z 313 [aglikons-H]
un [aglikons-H20-H]™ attiecigi. Savienojums 42 tika identificéts ka rubranozids A, paradot
[M-H] pie m/z 493,2060 un tipiskus fragmentjonus pie m/z 331 m/z 313 un m/z 987 (divu
molekulu klasteris). Molekularais jons pie m/z 593,2615 un fragmentjoni pie m/z 299
([aglikons-H] 7), m/z 461 (pentozes zudums 132 Da) un m/z 1187 savienojuma 43 tika
saistiti ar akeozidu VIII. Savienojums 44 ar molekularo jonu ([M-H] pie m/z 327,1165)
tika identific€ts ka hirsutenons, paradot ta tipiskos fragmentjonus pie m/z 205 (hirsutenona

aglikons) un m/z 121.
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Individualu savienojumu raksturojums alk§nu mizas ekstraktos, izmantojot LC-ESI-TOF/MS

3.5. tabula

Smaile | Izdal. [M-H] | Fragmentjoni (m/z) | Provizoriska identifikacija Savienojumu Esamiba
laiks, (m/z) Kimiska grupa ekstraktos
min
(min) = |2 E E
22| = |2
SIR|3 ]
2l %z
2| |8
1 3,83 507,1870 | 327; 205; 121; 1015 Hirsutenona heksozids (32) Diarilheptanoidi X | X | X | X
2 4,01 479,1939 | 347;193; 959 Hidroksioregonins (33) X | x| x |-
3 4,30 477,1773 | 327; 205; 955 Oregonins (34) X X | X | X
4 4,87 345,1362 165; 691 Hirsutanonols (35) X | -] x | x
5 5,16 463,1933 | 331; 313 Rubranola ksilozids (36) X |-1-1-
6 5,43 461,1783 311;189 Akerozids VII (37) X | x| x |-
7 5,57 461,1777 | 311; 205 1- ( 4-hidroksifenil) -7- (3,4-dihidroksifenil) X | x| x |-
heptan-3-ons-5-O-pentozids (38)
8 5,86 475,1947 | 295; 950 Platofilozids (39) X [ x| x |-
9 6,03 625,2496 | 493; 373; 331; 313 Rubranols C (40) X [ x| x |x
10 6,36 4932060 | 331;313; 987 Rubranozids A (41) X [ x| x | x
11 6,61 593,2615 | 461;299; 1187 Akerozids VIII (42) X [ x| x |-
12 6,85 327,1165 | 205; 121 Hirsutenons (43) X | x| x | X
14 1,70 577,1370 | 245; 289; 407; 451 Procianidina B —tipa dimérs (44) Proantocianidini X | x| x | X
15 1,91 865,1983 | 577; 407; 287, 245 Procianidina B —tipa trimérs (45) - x| x| x
16 1,97 1153,2623 | 865, 863, 577, 243 Procianidina B —tipa tetramérs (46) - x| - |x
17 3,09 729,1499 577; 559; 289; 287 Epikatehina- epikatehina — O — gallats (47) - x| - |x
18 3,73 441,1756 | 289; 245 Epikatehina- gallats (48) - x| - |x
19 3,11 289,0715 245; 205; 179; 137 Epikatehins (49) Flavonoidi X | -] x |-
20 1,42 337,0940 163; 191; 675 Kumarilhininskabe (50) Organiskas skabes | X | X | - | -
21 0,17 341,1093 683; 1025 3-glikopiranosiloksi-1-(4-hidroksifenil)- Fenilbutanoni - x| - |x
butanons (51)
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Kopa ar diarilheptanoidiem alk$nu mizas ka otra no domingjosam savienojumu
grupam ir noteikti proantocianidini [184], promocijas darba ir identific€ti procianidini: B-
tipa dimérs ar molekularo jonu pie m/z 577 un tam péc literatiiras [185] raksturigiem
fragmentjoniem m/z 245, m/z 289 (3.7. tabula), procianidina B —tipa trimérs [M-H] 865
ar fragmentjoniem pie m/z 577, m/z 287, 245, procianidina B—tipa tetramérs ar molekularo
jonu pie m/z 1153 ar fragmentjoniem m/z 865, m/z 863, m/z 577, m/z 243, ekstraktos tika
identificéts epikatehins, apstiprinats izmantojot komerciali pieejamo standartu. Identificeti
pec literatiira [186] zinotiem masspektru joniem ar1 gallokatehina saturosi taninu
savienojumi ka epikatehina- epikatehina — O — gallats ([M-H] 729 ) un epikatehina gallats
([M-HJ 441). Citi identific€tie savienojumi ir kumarilhininskabe ([M-H]" m/z 337) [185]
un 3-glikopiranosiloksi-1-(4-hidroksifenil)-butanons ([M-H]  m/z 341) [185].

Individualu polifenola savienojumu raksturojums veikts interpret&jot savienojumu
hromatogrammas pie 280 nm un to attiecigos masspektrus, absorbcija pie 280 nm lielako

dalu ir dé] polifenola savienojumos esoSiem benzola cikliem.

3.10. Oregonina noteikSana alkSnu mizas hidrofilajos ekstraktos

Diarilheptanoidi ka vieni no raksturigakiem savienojumiem Latvija augoso alksnu
mizu ekstraktos tika konstatéti jau 2005-2009. gada KKI veiktajos pétijumos [187]. Tadel
mani pétfjumi tika versti tieSi uz So savienojumu klasi — individualu diarilheptanoidu
identifikaciju un to kimisko raksturojumu, analizu metozu pielagoSanu tiesi Sai klasei.
DomingjoSais diarilheptanoids visos ekstraktos tika noteikts oregonins. Tadel tiesi
oregoninam tika izv€letas, testtas un pielagotas dazadas analizes metodikas. Sakuma lidz
2015. gadam oregonins tika galvenokart kvantificéts izmantojot augsti efektivo skidruma
hromatografiju pie vilna garuma 280 nm, pieradot oregoninu ka vienu no domingjoSiem
savienojumiem ekstraktos (3.14. att.), metodika tika pielagota mana bakalaura darba
ietvaros un izmantota promocijas darba izstradei lidz 2015. gadam. Attistoties metozu
pieejamibai un savienojumu noteikSanas jutibai promocijas darba tika pielagota metodika

oregonina noteikSanai ar ultraefektivo Skidruma hromatografiju ar dazadiem detekoriem.
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3.14. att. Oregonina saturs alk§nu mizas hidrofilajos ekstraktos

Oregonina noteikSanas metodei ar UHPLC hromatografisko sistému veikta
validacija saskana ar ASV Partikas un zalu parvaldes (FDA) vadlmijam. Metode talak
izmantota oregonina un citu diarilheptanoidu saturosu alkSnu mizas ekstraktu individualu
savienojumu raksturoSanai. Izveidota metode tika validéta uz sekojoSiem parametriem -
selektivitate, linearitate, atglistamiba un precizitate, ka arT noteikta detekt€Sanas un
kvantificeSanas robeza. Validacijas merkis bija novértét analizes metodes piemérotibu
oregonina noteik$anai alk$nu mizas ekstraktos. Oregonina 100 pg mL! §kiduma absorbcija
tika uznemta ar UV spektrofotometru apgabala 200-800 nm. Acetonitrils vai metanols tika
izmantoti ka tuksie references paraugi. Ka maksimalais oregonina absorbcijas vilna garums
tika apstiprinats 280 nm.

Izmantota metode ir linedara oregonina koncentracijas diapazona 10-100 pg mL™" ar
korelacijas koeficientu veértibu 0,99. Sistémas stabilitates tests paradija, ka relativa
standartnovirzes (RSD) vertibas izteiktas procentos (%), iegiitas no oregonina izdaliSanas
laika un joslas laukuma, ir mazakas par 2 %, kas norada uz nelielu izmérito veértibu
variaciju un augstu prezizitati [188]. Sis p&tfjums ir pirmais, kas piedava validetu apgrieztas
fazes UPLC metodi oregonina kvantificéSanai alk$nu mizas ekstraktos. KalibréSanas taisne
paradija linearu attiecibu starp smailes laukumu un koncentraciju apgabala 10-100 pg mL"!
ar korelacijas koeficientu (R?) vertibu 0,99. Ari izdaliSanas laiku un joslu laukumu signalu

relativas standartnovirzes ir mazakas par 2 %, paradot metodes piemérotibu (3.8.tabula).
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3.8.tabula

Sistemas piemérotiba oregonina noteikS$anai, (n=6)

Injekcijas Nr. | Izdah§anas laiks, min | Signals
1 3,70 3267
2 3,71 3184
3 3,68 3150
4 3,69 3226
5 3,70 3133
6 3,68 3201
Vidgji 3,69 3194
% RSD 0.34 1,55

Tris dazadu oregonina koncentraciju pievienoSana paradija, ka atgiistamibas

vertibas ir ap 101 %, kas ir loti tuvu teor&tiskai vertibai un liecina par pienemamu metodes

precizitati (3.9. tabula).

3.9.tabula
Oregonina atgiistamibas noteik§ana
Pievienota Kopgja Eksperimentali Atguistamiba Videja
oregonina oregonina noteikta oregonina | (%) atgiistamiba
koncentracija koncentracija koncentracija (%)
ekstraktam ekstrakta, ekstrakta,
(ngmL™) (ng mL™) (ngmL™)
0 45,26 44,99 99,4 100,6
10 55,26 55,01 99,6
40 85,26 87,04 102,1
80 125,26 126,96 101, 4

Nozimigas parametru izmainas netika noverotas arl precizitates mérjjumos vienas

dienas un dazadas dienas uznemtiem un pagatavotiem oregonina skidumiem (3.10. tabula).

3.10. tabula

Vienas dienas un cita diena analizétu oregonina paraugu precizitate (n=3)

Dienas laika Cita diena

IzdaliSanas laiks, | Signals, Rel.v. IzdaliSanas laiks, | Signals, Rel.v.

min min
Oregonina | Vidéja | %RSD | Vidgjais | % Vidéja | %RSD | Vidgjais | %
konc., vértiba laukums | RSD vértiba laukums | RSD
(pg mL™)
18,4 3.67 0,35 1177,57 | 1,49 3,68 0,41 1185,39 | 1,45
36,8 3.69 0,49 2187,29 | 1,32 3,69 0,49 2152,21 | 1,56
73,6 3.68 0,56 4418,97 | 1,01 3,69 0,53 4199,57 | 0,96
92,0 3.68 0,41 5715,13 | 0,97 3,67 0,46 5603,63 | 1,12
Ekstrakts 3,69 0,55 2907,54 | 1,14 3,69 0,39 3066,59 | 1,03
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Aprekinatas LOD (0,51 pg g ') un LOQ (1,29 ug g ') vertibas bija zemakas par
mazako analizéto koncentracijas Itmeni (0,7 pg g ). Tika iegiita lineara korelacija (R*>
0,998) starp smailes laukumu un oregonina standartSkidumu koncentraciju diapazona no
260 Iidz 2800 pg mL™'. Vid&ja oregonina atgiistamiba bija 100 = 11 %.

Oregonina saturs noteikts arl izmantojot citas hromatografiskas detektéSanas
sisttmas — masspektometrsikas (MRM, SIR rezimi) un gaismas izkliedes detektoru (3.11.
tabula). Neskatoties uz So metozu dazadiem detekt€Sanas principiem oregonina noteiktais

saturs ekstraktos ir savstarpgji salidzinajums izmantojot visas §1s metodes.

3.11. tabula
Alk$nu mizas diarilheptanoidu saturoSo ekstraktu hromatografisko joslu laukumi un

oregonina saturs tajos (% uz a.s. ekstraktu), noteikSana ar dazadiem detektoriem

Vidgjais joslas augstums, Rel.v. Oregonina saturs ekstraktos, %
Ekstrakts MRM | 280nm | SIR MRM [ 280nm | SIR
Etilacetata ekstrakts
BA 74665 7466502 531389 46 43 46
MA 83267 83267 625923 60 64 63
Etilspirta tidens ekstrakts
BA 68716 1909 381112 21 20 18
MA 77815 2325 455773 29 31 30

3.11.0regonina attiriSana no melnalk$na mizas

Oregonina attiriSanas procediras izveide tika aizsakta magistra darba izstrades
laika, pieradot, ka melnalk$na mizas ekstrakts, lai gan ar nedaudz mazaku oregonina saturu
neka baltalk$na mizas ekstrakts, tomér ir piem&rotaks oregonina ieguvei attirita veida,
ieglistot domingjoso alk$nu mizas diarilheptanoida savienojumu — oregoninu ar mazaku
attiri$anas ciklu skaitu un hromatografisko tiribu. Saja promocijas darba ir veikta oregonina
attiriSanas procediras meérogosana no FLASH kolonnas uz SNAP. Ir iegiits oregonins ar
augstaku hromatografiskas tiribas pakapi neka tas bija izmantojot FLASH kolonnu un
iegiits pietickams daudzums biologiskiem pétijumiem. Oregonina attiriSanai ir izveidota

blokshéma, kura parada visus attiriSanas procesa etapus (3.15. att€ls).
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Melnalksna Destilacia | 40 % C,HsOH Filtraciia | 90 % C,H50H (v:v)
mizas C,HgO, Liofilizacija (v:v) ._é_l,(istoéé Liofilizacija Skistosa frakcija
ekstrakts frakcija ﬂ e
Filtracija
\ KP-C18-HS sorbents ‘

§ ]

Destilacija g Liofilizacija
K>
" 50 % C,H;OH (v:v) $kistosa frakcija |
L Filtracija
KP-C18-HS sorbents ‘

leguts oregonins ar augstu
hromatografiskas tiribas pakapi
vairak ka 94 %.

3.15. att. Alk§nu mizas diarilheptanoida oregonina attiri§anas shéma

Diarilheptanoida oregonina saturs ar preparativo hromatografiju iegttajas frakcijas
ir paradits 3.12. tabula. Iegutas frakcijas pirms oregonina noteikSanas tika liofiliz€tas un
uzglabatas saldétava, jo ka zinams oregonina savienojums augstas kimiskas aktivitates dél

nav stabils briva veida un pastav risks ta kimiskai degradacijai.

3.12. tabula
Oregonina saturs alk§nu mizas etilacetata ekstrakta

un no ta ieguitajas frakcijas

Frakcija Oregonina saturs, %
MA EtOAc ekstrakts 0,72+0,05
A 0,86+0,05
Atlikumi 0,15+0,03
Ao 0,94+0,04
Atlikumi 0,11+0,03

Ar preparativo hromatografiju iegiits oregonins ar augstu hromatografiskas tiribas
pakapi vairak ka 94 %. Biologsikas aktivitates pétjjumos izmantots attirits oregonins ar
tiribas pakapi virs 90% (LC-UV-MS), un piemaisijumsiem 5 % 1,7-bis- (3,4-
dihidroksifenil)-3-hidroksiheptana-5-O-p-D-ksilopiranozida un 4 % hirsutanolola.
Oregonina identifikaciju un tiribas pakapi noteica, izmantojot UPLC-PDA-MS/MS un
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NMR metodes. Attirita oregonina kvalitate novertéta, salidzinot to ar komerciali pieejamo
oregonina analitisko standartu (> 95 % (LC/MS-ELSD)).

legtitais diarilheptanoids oregonins tiek izmantots ka LC standarts §1 savienojuma
kvantitativai noteik$anai, ka arT to Ipasibu pétiSanai, ipasi lai novertétu biologisko aktivitati

gan tam esot ekstraktos, gan ar1 attirita veida.

3.12. Oregonina - Latvija augoSo alkSnu dominéjosa diarilheptanoida biologiska
aktivitate

Promocijas darba izstrades gaita attiritd oregonina un ta saturoSo ekstraktu
biologiskas aktivitates pétijumi veikti sadarbiba ar RSU Cilvéka fiziologijas un biokimijas
katedru, Bulgarijas reproduktivas biologijas un imunologijas instititu, ka ari Francijas
valsts agronomijas institiita (INRA) Klermontas Overna-Rona-Alpu zinatniska centra
Cilvéku uztura katedru.

Lidz §im oregoninam no Latvija augoSiem alkSniem ir pieraditas ieverojamas
antioksidantas un pretiekaisuma TpaSibas, tas kavé adipogenézi un to var izmantot
aptaukoSanas un ar to saistito metabolisma traucgéjumu profilaksei [88,189] . Papildus S$tm
ipasibam promocijas darba ieglitam oregoninam ir veikts ietekmes noveért&ums
epigenétiskam reguljumam S§inas, ka ari ta sp&ja modulét DNS metilgjoso enzimu
ekspresiju un mitohondriju DNS (mtDNS) kopijas.

Pelu embrionalie fibrolasti (MEFs) tika apstradati ar oregoninu 48 h un salidzinot
tos ar neapstradatiem tika nov@rotas apoptotiskas morfologijas $tinu izmainas. Attéla ir
paradits oregonina potencials samazinat Siinu dzivostp&ju fibroplastos, péc 24 h apstrades ar
100mM oregonina Skidumu $tinu dzivostp€ja tika samazinata par aptuveni 18%, p&c 48h ta

samazinajas vél par 16%, oregonins inhib&ja NIH/3T3 Stnu augsanu (3.16. att.).
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3.16. att. Oregonina (50 mM un 100 mM $kiduma) ietekme uz MEFs an NIH/3T3 Sanu

dzivotspeju

Ar oregoninu apstradatajas MEF un NIH/3T3 Stunas tika konstatéts ieverojams
mtDNA kopiju skaita pieaugums. Vislielakais efekts tika noveérots MEFs inkubacija ar 100
mM oregonina skidumu (pieaugums 3,37 reizes). 50 mM un 100mM oregonina skidums
palielindja mtDNA kopiju skaitu NIH/3T3 §iinas attiecigi 0,17 un 0,39 reizes. P&tijums ir
publicéts [88] un pieradija oregonina sp&ju izmainit epgenctiskas iezimes, kas saistitas ar
DNA metiléSanu.

Otrs nozimigs biologiskas aktivitates pétijjums ir oregonina ietekme uz dzivnieku
spermas kvalitati. Mérkis bija noteikt dazadu dozu ietekmi uz aunu spermas kvalitati.

Spermas koncentracija tika pielagota lidz 20 x 106 $tnam uz mililitru atSkaidot to ar
komerciali pieejamo $im nolikam paredzéto Triladyl lidzekli, Sis paraugs tika izmantots ka
kontroles paraugs un dalai So spermas paraugu tika pievienots oregonina $kidums dazadas
koncentracijas (100 uM, 200 pM, 500 pM un 5 mM). Uzglabajot no 0 lidz 6 stundam ar
oregoninu apstradatajos paraugos salidzinajuma ar kontroli spermotizidu kustigums
palielinajas par 4% (100 pM) un 6% (500 uM un 5 mM). Péc 2 h uzglabaSanas
spermotozidu parvietoSanas atrums (VCL) palielinajas attiecigi par 9,1% (100 uM) un
6,7% (500 uM un 5 mM) un par 4,3% (100 pM) un 2,7% (500 uM un 5 mM), izmainas
paraditas 3.17. attéla.
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3.17. att. Kopéjo spermatozoidu VCL 24. un 48.
uzglabasanas stunda 5 °C temperatiira ar 100 pM
oregonina Skidumu, * - p <0,05

Plazmas membranas integritate eksperimentalajos paraugos bija vidéji par 17%
augstaka, salidzinot ar kontroles paraugiem péc 6 stundam (p <0,05). Dabigais
antioksidants oregonins mikromolu devas uzlaboja auna spermatozoidu kinematiskas
pasibas, negativi neietekméjot to morfologiju. In vivo auglibas tests paradija, ka paraugiem
ir saglabajusies spermatozoidu apauglosanas sp&ja. 20. Diena péc maksligas apseklosanas
griitniecibas iestasanas atrums kontroles un eksperimentalas grupas bija attiecigi 80% un
60%.

Ievérojams kustigo spermatozoidu procentualais samazinajums no 0 Iidz 48
stundam tika registréts kontroles paraugos, bet ar oregoninu apstradatajos paraugos $is
parametrs bija tuvu sakotn€ji noteiktajam. Rezultati izversta veida ir publicéti [148].
Kopuma $is pétijums ir devis inovativus datus par oregonina labveligo ietekmi uz spermas
kvalitati, vienlaicigi uzlabojot ar1 apauglosanas spg&ju.

MelnalkSna un baltalkSna oregoninu saturoSie ekstrakti konsekventi visos lipazes
fukcijas in vitro tests paradija, ka tie ir spécigi aizkunga dziedzera lipazes aktivatori. Lai ar1
abu ekstraktu reakcijas bija ievérojamas, melnalkSna ekstrakts paradija vid&ju aktivitati
(12% + 1%) salidzinajuma ar baltalkspa pH izmainam (15 % + 1 %) un vairak

fermentativos produktus, salidzinot ar kontroles grupu. Abu alk$nu ekstraktu ievérojama

97



ieteckme uz aizkunga dziedzera lipazes aktivitati var but noderiga aizkunga dziedzera
lipazes aktiviz€Sanai pacientiem ar hronisku pankreatitu, malabsorbcijas sindromu un
jebkadiem aizkunga dziedzera darbibas traucgjumiem.

Par oregonina jaunu biologisko aktivitaSsu noteikSanu un pieradiSanu promocijas
darba izstrades laika ir iegiiti divi patenti un publicétas divas publikacijas, kuros esmu ka

lidzautore.

3.13. Analitiskas pieejas izveide oregonina un citu alk§nu mizam raksturigo
diarilheptanoidu analizei

Diarilheptanoidu farmakologiska aktivitate ir skaidri paradita gan in vivo gan in
vitro pétijumos, tomér neskatoties uz to  informacija un metodikas individualu
diarilheptanoidu hromatografiskai analizi ir limit€tas un nav pieejamas metodes, kas lautu
novértét kopgjo jeb vienlaicigu dazadu diarilheptanoidu savienojumu noteikSanu.
Aktualiz€joties diarilheptanoidu savienojumu ieguves metozu optimizacijai, lai paplasinatu
to izmantoSanas sféras un ieviestu jaunus to saturoSos produktus tirgl, arvien
nepiecieSamaka klist ne tikai viena domingjosa aktiva diarilheptanoida kvalitativa un
kvantitativa raksturoSana ar vienu metodi, bet arTl kop€jo diarilheptanoidu savienojumu
novertgjums un dazadu metozu salidzinajums.

Tadel paraleli Latvija augoSos alkSnos domingjosa diarilheptanoida oregonina
kvantificéSanai ar dazadam metodém promocijas darba tika izveidota puskvantitativa
identificéto diarilheptanoidu analize, izmantojot iekS€ja standarda metodi. Ka ieksEjais
standards tika izmantots kurkumins, kas ir oregonina un citu alkSnos identific€to
diarilheptanoidu strukturalais analogs, identificéto un p&c ieks€ja standarda kvantific€jamo
diarilheptanoidu kimiskas struktiirformulas ir paraditas 3.16. atté€la. Komerciali pieejamo
standartvielu trikuma un/vai to dargo izmaksu d€l citi provizoriski identificétie
diarilheptanoidi tika kvantific€ti, izmantojot oregonina kurkumina daudzumu attiecibu , kas

iegiita salidzinot to signalu attiecibu.
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3.13. tabula

Diarilheptanoidu saturs baltalkina un melnalkina mizas ekstraktos, mg mg™

Savienojums BA, EtOAc ekstrakts | MA, EtOAc ekstrakts
32 0.01+0.001 0.02+ 0.01
33 0.02% 0.01 0.0220.01
34 0.682 0.05 0.4:0.04
35 0.01+ 0.002 0.04+0.01
36 0.03£0.01 0.04+0.01
37.38 0.02£ 0.01 0.0620.01
39 0.04+0.01 0.05+0.01
40 0.02% 0.01 0.05+0.02
m 0.03% 0.01 0.07+0.03
42 0.06x 0.01 0.02+0.01
43 0.01£ 0.005 0.03£0.01
Kopa 0.94+ 0.04 0.80+0.02

Identific€tos diarilheptanoidu savienojumu un kurkumina (44) struktiiformulas dotas 3.18.

attéla.
H
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3.18. att. AlkSnu mizas identificéto un puskvantificéto diarilheptanoidu (32-43) un

kurkumina (44) struktiirformulas
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Puskvantitaivie dati paradija, ka domin€ viens diarilheptanoids — oregonins un
pargjie diarilheptanoidi ir salidzinoSi mazos daudzumos, tomér ir nepiecieSams tos
konttrolét, jo tiem visiem ir literatiira zinotas spécigas biologiskas aktivitates. Paraléli
ieks€ja standarta metodei visos paraugos oregonins tiek kvantific€ts izmantojot validétu
aréja standarta metodi, izmantojot kalibréSanas taisni, tadejadi kontrolgjot abu metozu
pareizibu, un maksimali izvairoties no klidam kvantificeSanas gaita. Rezultati iegiiti ar
abam metodém uzradija savstarpgji salidzinamu labu oregonina kvantitativo datu sakritibu,
tomér ir redzams, ka ieks€ja standarta metod€ ir ieve€rojami lielaka standarnovirze (3.14.

tabula).

3.14. tabula
Oregonina saturs alk§nu mizas ekstraktos izmantojot daZadas noteik§anas metodes
MA, EtOAc ekstrakts Aréja standarda metode | Iek$éja standarta metode
2015.g. ievaktas 0,71+0,03 0,68+0,05
2019. g. ievaktas 0,57+0,04 0,45+0,08

Izveidota puskvantitativa metode tiks izmantota diarilheptanoidu kvantitativam
noveértejumam, iegistot diarilheptanoidus no alkSnpu mizas ar paatrinata Skidruma
ekstrakciju un ekstrakciju mikrovilnos, izmantojot dazadus ekstrakcijas reZimus,
ekstrakcijas efektivitates raksturojumam. Pamatojoties uz iepriek§ promocijas darba
aprakstitajam un eksperimentali parbauditajam diarilheptanoidu analizes metodém ir
izveidota analitiska pieeja to kvalitativai un kvantitativai noteikSanai alkSnu mizas vidgji
polaros un polaros ekstraktos, skatit 3.19. attelu.

Promocijas darba izveidota analitiska pieeja diarilheptanoidu analizei alkSnu mizas
ekstraktos uzsver nepiecieSamibu lietot Skidruma hromatografijas metozu kopumu nevis
lidz Sim plasi piekopto vienas analizes veikSanu, tadejadi izvairoties no maldigiem
ktmiskiem raksturojumiem.

Promocijas darba ir pielagotas kvalitativas un kvantitativas analizes metodes
(hromatografiskas un spektrofotometriskas) analitiskas pieejas izveidei biologiski aktivu
vielu analizei dazados alkSnu ekstraktos, identificéti jauni lidz Sim neidentificeti

savienojumi tie$i Latvija augoSo alkSnu mizas, ka arT attistitas un ieviestas specifisku
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kimisko grupu (kopgjo diarilheptanoidu) kvantitativa sastava skrininga metodika un

individuala savienojuma — oregonina validéta kvantificeSanas analize.

AlkSnu mizas ekstrakti

Oregonina kvantifikacija un diarilheptanoidu puskvantitativa analize

) Individualu savienojumu identifikacija ar | | Daudzkomponentu ekstraktu kvalitativa
UHPLC-ESI-MS/MS Tanalize, dazadu ekstrakcijas panémienu,
reZimu ietekmes novértgjums

Puskvantitativa individualu polifenola

savienojumu analize UHPLC-UV-ELS |~ Polifenola savienojumu Kimisks raksturojums,

doming&joso individualo savienojumu noteikdana

OreqonTna k\_/glita!tT\{a un kvarjtitatTva leguves, priekSapstrades un sagatavo$anas
|_,| analize, kopgjo diarilheptanoidu | ,| metodes ietekmes izvért&jums diarilheptanoidu
puskvantitativa analize UHPLC-UV ka biologiski aktivo savienojumu sastavu

3.19. att. Analitiska pieeja alk$nu mizas diarilheptanoidu analizei
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SECINAJUMI

1. Izmantojot hromatografisko un spektrofotometrisko metozu kombinacijas ka
analitisko pieeju, ir izdevies identificét vertigus savienojumus alkS$nu mizas un
kvieSu salmos, ka ar1 attistit specifisku kimisko grupu kvantitativa sastava
skrininga metodikas lignocelulozes paraugos un oregonina validétu kvantific€Sanas
analizi alkSnu ekstraktos.

2.1zveidota kviesu salmos eso$o savienojumu tricina un trictna - lignina kompleksu
kvalitattva un kvantitativa sastava raksturoSanas metodika, kas ir vienlaicigi
izmantojama gan tricina - lignina, gan lignina oligom@ru sastava kontrolei ka
vienam no ekstraktu biologiskas aktivitates raksturojosiem raditajiem.

3.Kviesu salmus paraugu UPLC-MS / MS analizes rezultati parada, ka péc to apstrades
ar ultraskanu sarmaina vide, ne tikai hemicelulozes dalgji tiek parnestas skidras
frakcijas, bet art lignina atvasinajumi un lignina-oglhidratu kompleksi.

4. Pirmo reizi kvieSu salmu biomasas lignina frakcijas, kas rodas oglhidratu razosanas
procesa, tika identificeti vertigi biologiski aktivi flavonoidi - tricins, apigenins un to
atvasinjumi. Sis pétijums parada, ka lignina blakusproduktu pliismas, kas radusas
kvieSu salmu parstrad€, vartu uzskatit par pievienotas vértibas produktu avotu,
pieméram, dabisko antioksidantu tricina-lignina kompleksiem.

5. leglits oregonins ar augstu hromatografisko tiribu > 94% (LC-UV-ELS, LC-
MS/MS), un palielinati ta attiriSanas apjomi, pielagojot lielakas ietilpibas
preparativas kolonnas, iegiistot to pietickosa daudzuma biomedicinisko pétijumu
veikSanai.

6. Sadarbiba ar biologiskas aktivitates jomas specialistiem pirmo reizi pieradita
oregonina labvéliga ietekme uz aunu spermas uzglabaSanas laika pagarinasanu,
vienlaikus saglabajot labas apauglo$anas sp&ju un pozitiva ietekmi uz epgenétiskam
iezimeém, kas saistitas ar DNA metiléSanu.

7. Paraleli oregonina ka alk$nu mizas aktiva savienojuma analizes metodes validacijai
un ta analizes metozu salidzinajumam, izveidota puskvantitativa diarilheptanoidu
noteik§anas metodika, izmantojot Skidruma hromatografijas sistemu ar UV

detektoru un masspektometru.
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2.PIELIKUMS

PIROLIZES PRODUKTU ANALIZU REZULTATI

1. Tabula
Kviesu salmu analitiskas pirolizes (Py-GC-MS-FID) gaistosie produkti un to relativais
saturs, %
Savienojums My | Izcel Relativais saturs, %
sme
Izejas US1 |US2 | US3 US4 | US5|US6
biomasa
Etikskabe 60 C! 8,43 2,21 |641 1,72 | 1,97 | 2,07 | 1,86
Skudrskabes metilesteris | 60 C 0,27 0,28 10,24 10,34 |0,29 |0,26 |0,23
Skudrskabes 102 | C 0,17 0,18 10,25 0,10 | 0,12 | 0,17 | 0,14
1-metilpropil esteris
Propionskabe 74 C 1,13 0,33 10,35 {0,25 | 0,32 | 0,31 |0,28
2-Propénskabes 86 C 0,23 0,40 |0,30 0,39 |0,30 | 0,37 |0,33
metilesteris
Etikskabes metilesteris 74 C 1,77 1,81 | 1,73 | 1,52 | 1,55 | 1,70 | 1,70
Propanskabes 2-oksi- | 102 | C 2,17 3,53 (3,22 (3,08 [3,08 |3,30 |3,25
metilesteris
Krotonskabes vinilesteris | 112 | C 0,20 0,18 (0,14 | 0,19 | 0,21 |0,17 |0,15
Propanskabes 130 | C 0,12 0,20 | 0,17 | 0,21 | 0,20 |0,19 | 0,17
2-metilpropilesteris
Krotonskabe 86 C 0 0,18 | 0,14 (0,19 | 0,21 | 0,17 | 0,15
2-propénskabes etilesteris | 98 C 0 0,12 0,09 | 0,16 | 0,08 |0,11 | 0,09
Propionskabes etilesteris | 100 | C 0 0,20 | 0,17 | 0,21 | 0,20 | 0,19 | 0,17
2-propil-1-heptanols 158 | C 0,20 1,20 12,03 |3,80 2,93 |2,22 |2,84
Metilglioksals 72 C 2,75 3,63 [4,27 [5,63 |4,84 |536 |5,56
2,3-Butandions 86 C 2,29 1,70 | 1,54 [ 1,49 | 1,58 | 1,75 | 1,74
1-hidroksi - 2-propanons | 88 C 0,36 0,66 | 0,80 |0,86 |0,71 | 0,88 |0,85
Hidroksi acetaldehids 60 C 6,16 5,78 17,29 19,60 |9,41 | 10,1 | 10,1
0 8
2,3-Pentandions 100 | C 0,28 0,02 0,05 |0,06 |0,06 |0,06 |0,06
1-hidroksi 2-Propanons 74 C 13,31 11,2 19,27 9,13 | 10,4 | 10,9 | 10,8
7 1 2 9
1-hidroksi-2-Butanons, 88 C 2,78 1,63 | 1,29 (1,03 | 1,11 |1,31 | 1,30
izomers
Propanals un butandiols | 58/8 | C 4,04 249 12,40 |0 2,34 12,85 |2,75
6
5-metil-3-heptanons 128 | C 0,38 0 0 0 0 0 0
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1-(acetiloksi)- 2-1116 |C 1,43 1,94 | 1,89 | 1,67 | 1,44 | 1,59 | 1,50
propanons,
3-metil- 2-heptanons 128 | C 0,50 0,51 | 0,53 0,36 | 0,47 |0,52 |0,45
1-(acetiloksi)- 2-1130 |C 0,13 0,10 [ 0,06 | 0,09 |0,08 |0,06 |0,06
butanons

Pentanals un | 86/1 | C 5,05 1,60 | 1,62 | 1,50 | 1,78 | 2,24 |2,16
pentanediols 00
2-Butenals 70 C 0 0 0 0,14 0,13 | 0,11 | 0,14
5-metil-,(Z)-4-heptén-3- | 126 | C 0 0,15 | 0,25 | 0,00 |0,33 | 0,33 | 0,34
ons
2-ciklopentén-1-ons 82 C 0,80 0,64 |0,61 [0,54 | 0,58 |0,63 | 0,60
2-metil-2-ciklopentén-1- | 96 C 0,40 0,25 10,25 [0,22 | 0,24 | 0,27 |0,25
ons

4-  Ciklopentén -1,3-|96 C 0,15 0,13 | 0,13 {0,015 | 0,15 | 0,17 | 0,15
dions

1,2- Ciklopenteéndions 98 C 3,16 3,76 | 3,80 | 3,88 |4,20 | 4,70 | 445
3-metil-2-ciklopentén-1- | 96 C 0,53 0,41 |0,36 | 0,37 | 0,40 | 0,60 | 0,55
ons
2,3-dimetil- 2-1110 |C 0,46 0,18 (0,13 | 0,16 | 0,18 | 0,35 | 0,25
ciklopentén-1-ons
3-metil-1,2- 112 | C 2,67 247 (1,87 | 1,77 | 1,93 | 2,10 | 2,01
ciklopentandions
2-hidroksi-3-metil-2- 126 | C 0,00 0,12 | 0,16 | 0,19 | 0,21 | 0,22 | 0,24
ciklopentén-1-ons

2-hidroksi-3,4-dimetil- 126 | C 0,28 0,49 | 0,47 |0,31 |0,32 | 0,32 | 0,31
2- ciklopentén -1-ons
3-etil- 2- ciklopentén -1- | 110 | C 0,25 0 0 0 0 0 0
ons
3-etil-2-hidroksi-2- 126 |C 1,01 0 0 0 0 0 0
ciklopentén -1-ons
2-metil-furans 82 C 0,08 0,05 [ 0,05 | 0,04 |0,06 | 0,06 |0,06
2,3-dihidro-3-metil- 84 C 0,20 0,23 (0,35 | 0,21 |0,21 0,23 | 0,22
furans
3-metil- furans 82 C 0,05 0,12 | 0,13 | 0,12 | 0,12 | 0,19 | 0,16
2(3H)-furanons 84 C 0,36 0,43 (0,52 | 046 |0,57 |0,62 |0,58
3(2H)- furanons 84 C 0,46 0,64 | 0,64 |0,78 | 0,85 | 0,65 | 0,67
Furfurols 96 C 1,94 2,60 2,90 |2,41 |2,60 |2,78 |2,67
2-furanmetanols 98 C 0,46 0 0 0 0 0 0
Acetilfurans 110 |C 0,50 0,10 (0,19 | 0,18 |0,18 | 0,21 | 0,19
5-metil-2- 110 |C 0,28 0,20 0,24 0,24 | 0,24 0,29 | 0,25
furankarboksilaldehids
Dihidro- 2(3H)-furanons | 86 C 0,51 0,26 |0,19 |0,19 |0,21 |0,19 | 0,19
2(5H)- furanons 84 C 1,04 1,12 [ 1,32 | 1,20 | 1,38 | 1,56 | 1,50
3-metil- 2,5-furandions 112 | C 0,20 0,12 | 0,09 | 0,09 |0,12 | 0,09 | 0,11
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3-metil- 2(5H)-furanons | 98 C 0,10 0,03 | 0,05 {0,03 |0,03 |0,03 |0,03
4-hidroksi-2,5-dimetil- 128 | C 0 0 0 0,28 10,21 |0,14 |0,19
3(2H)-furanons

Metil 2-furoats 126 |0 0 0 0 0,31 | 0,32 0,32 |0,31
3-Hidroksidihidro- 102 | C 0,51 0,25 | 0,16 0,25 |0,30 | 0,34 | 0,39
2(3H)-furanons

4-metil-5SH-furan-2-ons | 98 C 0 0,40 10,35 [0,43 |0,47 |042 |0,46
5- 116 |C 0,15 0,16 {0,30 | 0,27 | 0,30 |0,28 | 0,25
(Hidroksimetil)dihidro-
2(3H)-furanons
5-acetildihidro- 2(3H)- | 128 | C 0,28 0,12 { 0,09 |0,18 | 0,20 | 0,17 | 0,19
furanons

3-metil-2,4(3H,5H)- 114 | C 0,33 0,33 | 1,04 | 1,81 | 1,77 | 1,70 | 1,81
furandions
2,3-dihidro- benzofurans | 120 | C 1,74 1,32 | 1,43 {0,99 |0,95 |0,77 |0,75
4-hidroksi-,5,6-dihidro- 114 | C 0,27 1,30 | 1,74 (2,92 |2,85 | 1,60 | 1,44
(2H)-piran-2-ons

1,4;3,6-dianhidro-.a-D- 144 | C 0,45 0,46 | 047 (0,35 |0,53 |0,65 |0,67
glikopiranoze
2-deoksi-D-eritro- 134 | C 0 0 0 0,68 |0,39 0,48 |0,67
pentoze

D-(+)-ribonic skabes | 148 | C 0 0,89 | 1,04 (2,94 | 1,41 | 142 |1,61
.gamma.-laktons

1,6-Anhidro-.beta.-D- 162 | C 0,30 11,0 19,63 | 15,0 | 13,2 | 11,1 | 123
glikopiranoze 4 0 0 0 0
Fenols 94 L? 0,60 0,38 10,39 (0,31 |0,27 | 0,28 |0,29
2-metilfenols 108 | L 0,51 0,28 (0,28 |0,28 |0,27 [0,27 |0,28
4-metil- un 3-metil- | 108 | L 0,56 0,21 |0,28 {0,31 |0,30 |0,37 |0,40
fenols
3,4-dimetilfenols 122 | L 0,56 0,08 |1 0,05 [0,15 |0,09 |0,09 |0,07
4-etilfenols 122 | L 0,08 0,16 | 0,14 (0,19 | 0,15 | 0,15 |0,12
Gvajakols 124 | L 2,09 1,50 | 1,30 0,78 0,79 | 0,74 | 0,65
p- metilgvajakols 138 | L 1,00 1,70 | 1,50 {0,99 |0,87 |0,79 |0,71
p- etilgvajakols 152 | L 0,80 0,70 0,75 0,37 | 0,33 | 0,27 | 0,28
p-vinilgvajakols 150 | L, 5,67 490 (4,67 |2,42 2,14 2,00 | 1,80

FA3

Eigenols un p- | 164/ |L 0,70 0,44 10,48 (0,28 |0,27 [0,26 |0,23
propilgvajakols 166
Cis-Izoeigenols 164 | L 0,10 0,36 |1 0,38 (0,10 | 0,14 | 0,14 | 0,12
Trans-1zoeigenols 164 | L 1,90 1,80 | 1,53 (1,78 | 1,95 1,82 | 1,62
Vanilins 152 | L 0,30 0,51 {045 |0,28 | 0,45 [0,35 | 0,27
Homovanilins 166 |L 0,20 0 0 0 0 0 0
Acetogvajakols 166 |L 0,30 0,78 10,64 0,10 | 0,14 | 0,12 | 0,11
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Gvajacilacetons 180 |L 0,25 0,75 10,32 | 0,07 |0,09 |0,06 |0,09
Koniferilspirts 180 | L 0,10 0 0 0 0 0 0
Koniferilaldehids 178 | L 0,20 0,10 | 0,10 (0,15 | 0,15 | 0,15 |0,12
Siringols 154 |L 1,74 1,37 | 1,21 | 1,29 | 1,15 | 1,10 | 1,16
4-metilsiringols 168 | L 0,27 0,79 10,71 0,51 0,62 |0,55 |0,51
4-etilsiringols 182 |L 0,15 0,23 | 0,16 0,16 | 0,23 | 0,16 | 0,15
4-Vinilsiringols 180 |L 2,30 2,10 | 1,48 [2,37 |2,10 | 1,70 | 1,50
4-Allilsiringols un 4- | 194/ |L 0,13 0,54 10,50 {040 |0,46 |041 |0,34
propilsiringols 196

4-Propenil-(cis)siringols | 194 | L 0,17 0,28 10,22 (0,13 |0,20 0,15 |0,13
4-propenil- 194 | L 1,08 1,30 | 1,05 0,74 0,82 |0,75 |0,70
(trans)siringols

Siringilaldehids 182 | L 0,13 0,31 10,25 (0,15 |0,18 | 0,18 |0,14
Acetosiringons 196 |L 0,40 0,36 0,30 | 0,16 | 0,18 0,17 | 0,12
Siringilacetons 210 |L 0,27 0,23 10,22 |0,15 | 0,15 | 0,15 | 0,12
Sinapilaldehids 208 | L 0 0,21 1022 |0 0 0 0
2,3-dihidro- 1,4-dioksans | 86 E* 0,86 0,68 10,82 (0,71 |0,67 |0,79 |0,71
D-Limonéns 136 | E 0,50 0,23 | 0,31 0,31 |0,36 | 0,35 |0,37
2,3,7,7-tetrahhdro-7- 164 | C 0,15 0 0,16 | 0,22 0,26 |0,29 |0,26
metil- 1H-indén-1,5(6H)-

dions

2-Pentadekanons 226 | E 0,12 0 0 0 0 0 0
2-Nonadekanons 282 | E 0,13 0 0 0 0 0 0

n- heksadekanskabe 256 0 0 0,11 | 0,13 (0,12 | 0,12 |0,15
6,10,14-trimetil-2- 268 | E 0 0,12 10,09 | 0,07 | 0,06 |0,08 |0,09
Pentadekanons

1,1,2-trimetil- 196 |E 0 0,10 | 0,11 | 0,07 | 0,08 | 0,06 | 0,08
cikloundekans

2-Heptadekanons 254 | E 0 0 0,09 |0,04 |0,08 |0,08 |0,09
Heneikozans 296 | E 0 0,36 | 0,41 (0,46 |0,35 | 0,31 |0,42

"No oglhidratiem iegiiti pirolizes produkti
2 No lignina iegiiti pirolizes produkti

? Feruléti savienojumi

* Izstradajumi, kas iegiiti no ekstraktiem
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3.PIELIKUMS

ALKSNU MIZAS HROMATOGRAMMAS
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1. Att. MelnalkSna mizas etilacetata ekstrakta HPLC hromatogramma pie 280 nm
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2. Att. Melnalk$na mizas etilacetata ekstrakta UHPLC hromatogramma pie 280 nm
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3. Att. Melnalk§na mizas etilacetata ekstrakta kop€jais masspektrs
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4. Art. Baltalk§na mizas etilacetata ekstrakta kopéjais masspektrs
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4.PIELIKUMS

LIGNINA MODELVIELU MASSPEKTRI

7 EUGENOL_NEG-220217_1 1863 (7.215) Cm (1858:1868) 1: TOF MS ES-
100+ ? 6.89¢7
325.1446
2
207.0654
163.0753
148.0520 191.0703 3201465
310.1202 |339.1226
147.0439 221.0808 266.9865 ‘ ‘ ‘
0 ‘H‘HH‘.HH‘H"“NJ“H‘Hll”“”\‘ni””‘MH‘H\HJ“H.‘\“JH“ \‘ Ll ‘\ H‘ Hu‘ulh‘\u HH\M\II\HJHHIHH ‘H‘\‘l‘l“l‘“ m/Z

120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340
1. att. Lignina modelvielas 1 (eigenola) TOF-MS (ESI-) spektrs

2ISOEUGENOL_NEG_010317_1 1722 (6.683) Cm (1718:1727) 1: TOF MS ES-
148.0522 7.56e7
100+
163.0759

%

325 1441343.1541

164.0787 271.0966 299.1281 344.1580
I

92,0255 136.0156
O \\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\\1i‘\ ( L ..‘ " A ““Im“\“l;‘\“h; ‘/ ' 3751451/
50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400

2.att. Lignina modelvielas 2 (izoeiganola) TOF-MS (ESI-) spektrs
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6 vanillin-neg_010317_1 1444 (5.595) Cm (1439:1449)
?

1: TOF MS ES-

. 3.61e7
100+ - ?
136.0177 2
151.0407 301.0732
°\°,
92.0261 302.0753
108.0207 152.0424 286.0478
] 183.0290 2430291 2800397 303.0764
660099 | | | | \ ‘ N TR ‘
O A R LAty ) L A AR LA L) L A A L A M L B A LA A R 1174
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320

3.att.Lignina modelvielas 3 (vanilina) TOF-MS (ESI-) spektrs

model_4_130317 1632 (6.321) Cm (1629:1635) 1: TOF MS ES-
329.1756 5.43¢6
100+
=
165.0910
330.1789
197.0810
151.0753 2031753
J 7 \ \ \ i 397.1623
o ‘ mh‘d i ool ‘\‘ " " \‘ - : : : : : : miz
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
4.att.Lignina modelvielas 4 (acetovanilona) TOF-MS (ESI-) spektrs
model_9_130317 1469 (5.696) Cm (1463:1482) 1: TOF MS ES-
. 164.0481 3.35¢7
100
179.0714
-
772.2196
180.0738 773.2226
136.0515 628.1166
N
630.1154 774.2256
484.0144 770.22
293.051o§57-1338\3‘81"1313 \ 593.1476 0 33(
0 T L * 114 f T 4 by Ty T T A REan T T T m/z
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

S.att.Lignina modelvielas 5 (propiovanilona) TOF-MS (ESI-) spektrs
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SMONCMER NEG 010317 _1 456 () 432) Cn (473:508) TOF MSES
I LTy 7
100- 181 D436 3
1220359
1370552
5
1210281
‘ 151008 1820524
930333 3255402
B oy T T T T T e e PRI v e oo T A PP 1 [P T T P A BT o T P P T e T e e T s Vet B2
60 ] 100 1M 12 160 160 200 220 40 20 %0 00 30
6.att.Lignina modelvielas 6 (homovanelinskabes) TOF-MS (ESI-) spektrs
model_11_130317 294 (1.153) Cm (270:315) 1: TOF MS ES-
197.0453 7.91e7
100
417.0799
137.0237
<
637.1151
1418.0836
198.0479
38.1179 857.1511
631.0976 858.1541
136.0153, 255,‘0031 419.0843‘/175.0381 W 695.0733 8514334% 1077i1859
Ot T et T e e T “\ T AR T T Pty T m/z
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
7.att.Lignina modelvielas 7 (vanelinmandelskabes) TOF-MS (ESI-) spektrs
model_12_130317 277 (1.089) Cm (270:301) 1: TOF MS ES-
u 413.0485 3.68e7
100
123.0440
G\G,
195.0287 631.0676
414.0519
320711 849.0888
625.0508 843.0710 [850.0917 1067.1080
1415.0536 - .
2529877 3558708 471.0067 689.0263 N
0 . ‘l”‘wh\ L\ ! I, | ( - il l \\ L L ) miz
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

8.att.Lignina modelvielas 8 (vanelinglikoskabes) TOF-MS (ESI-) spektrs
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FERULIC ACID_NEG_20217_1 1653 (6.405) Cm (1650:1660) 1: TOF MS ES-
100 ? 4.70e7
193.0568
? ?
134.0378 178.0281
2
” ?
) ] 149,605 194.0543
N ?
133.0290
135.0417 179.0295
137.0238 | 150.0634 195.0549
121.0283 132.0206 165.0182 180.0316
, | _196.0576
O e e e e e e e e e e MYZ
100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
9.att.Lignina modelvielas 9 (ferulskabes) TOF-MS (ESI-) spektrs
model_14_130317 1368 (5.300) Cm (1367:1373) 1: TOF MS ES-
100~ 195.0678 2.42e7
713.4739
723.5025
B! 136.0519
196.0692
413.1216 873.5706
724.5057
1 135.0439 874.5746
B 121.0283 263.0532 355.9072 435.1031 677.4965 | 1725.5070 75,5768
il ‘ H ( 631.1768 ‘ 626.5585 |/
Ot T L P b \"‘ T \1 bl i‘“ T l"\ l“'\ ek \ T T T m/z
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
10.att.Lignina modelvielas 10 (dihidroferulskabes) TOF-MS (ESI-) spektrs
model_17_130317 1472 (5.705) Cm (1470:1478) 1: TOF MS ES-
100~ 301.0729 2.24e7
302.0745
625.1326
215.0341 286.0470 303.0766 626.1358
I y\ Jj\ A u A .HW . (359028%4259361 b b 9491946 u
160 ‘ 260 ‘ 300 ‘ 460 ‘ 560 660 ‘ 760 8(50 960 ‘ 1d00 1 1b0 miz

11.att.Lignina modelvielas 11 (divanilina) TOF-MS (ESI-) spektrs
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