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KOPSAVILKUMS

Polifenolu izdaliSana no dazadiem augu biomasas parstrades atlikumiem ar videi
draudzigam ekstrakcijas metodém un iegiito produktu vispusiga raksturo$ana. Lauberts
M., zinatniskie vaditaji: Dr. chem., prof. A. Viksna; Dr. habil. chem. T. Dizbite. Promocijas
darbs, 165 lappuses, 65 attéli, 29 tabulas, 209 literatiiras avoti, 7 pielikumi. Latviesu valoda.

POLIFENOLU SAVIENOJUMI, LAPKOKU MIZAS, LIGNOCELULOZE, SKUJKOKU
KOKSNES PARSTRADES ATLIKUMI, EKSTRAKCIAS, DIARILHEPTANOIDI,
STILBENOIDI, LIGNINS, FRAKCIONESANA, JONU SKIDRUMI, ANTIOKSIDANTI.

Darba ir izstradata metodologija augu polifenolu savienojumu ekstrakcijai no dazadiem augu
biomasas parstrades atlikumiem: mizas, koksnes atlikumiem un biomasas kimiskas parstrades
blakusproduktiem. Izmantojot dazadas ekstrakcijas metodes (Soksleta, ASE, CSE, FBE, ME,
maceracija) un to parametru optimizaciju (ekstrakcijas laiks, temperatiira, spiediens,
skidinatajs, ciklu skaits, tieSa vai seciga ekstrakcija) noteikti vispiem&rotakie polifenolu ieguves
apstakli no priedes koksnes un alk$Snu mizam. Izveidots vispusigs un detalizéts polifenolu
mérksavienojumu (galvenokart diarilheptanoidu, stilbénu, ligninu) raksturojums. legitais
raksturojums izmantots analitiska analizu kompleksa izstradei, kas talak tiek izmantots ka
polifenolu noveértésanas riks. Paradita So paraugu sagatavosanas parametru (izejmateriala
nemsanas vieta, homogenizacijas pakape, morfologisko dalu attieciba parauga) ietekme uz
polifenolu savienojumu kimisko kompoziciju, izmantojot Folina-Cikolto metodi, GC-FID-
MS/MS, LC-UV-MS/MS, FTIR metodes, ka arl antioksidantas aktivitates noteikSanu ar
DFPH®, ABTS®*" radikaliem, ORAC un OXIPRES metodém. Veikta diarilheptanoidu un
stilbenoidu iegiiSanas mérogoSana industrialiem apjomiem. Veikti augu biomasas kimiskas
parstrades blakusproduktu, kur galvenais komponents ir lignins (polifenola dabas), pétijumi,
izmantojot frakcion€Sanu, tai skaita apstradi ar jonu Skidrumiem, samazinot to heterogenitati
un padarot tos izmantojamus ka dabigos antioksidantus. Izvértéta jonu Skidrumu piemeérotiba
lignina frakcion€Sanai salidzinagjuma ar organiskajiem Skidinatajiem un noteiktas iegito
frakciju izmantoSanas iesp&jas ka antioksidantiem dazadas sisteémas. Darba ir paradita visa
veikta analitiska procesa kéde, no parauga nemsanas lidz pilnai analizei, uzsverot iegiiSanas
procesa ietekmes izverté&jumu uz polifenolu savienojumu ieguvi, kompoziciju un antioksidanto
aktivitati. Papildus analitiskaja procesa ir integréta ilgtsp€jiga attistiba, kur samazinata toksisko

un bistamo vielu lietoSana ieguves procesos, aizstajot tos ar videi draudzigakam.



ANOTATION

Isolation of polyphenols from different plant biomass processing residues applied
environmentally friendly extraction methods and comprehensive characterization of the
products obtained. Lauberts M., supervisors: Dr. chem., prof. A. Viksna; Dr. habil. chem. T.
Dizhbite. PhD thesis, 165 pages, 65 figures, 29 tables, 209 literature references, 7 appendices.

In Latvian.
POLYPHENOL COMPOUNDS, HARDWOOD BARK, LIGNOCELLULOSE,
CONIFEROUS WOQOD PROCESSING RESIDUES, EXTRACTIONS,

DIARYLHEPTANOIDS, STILBENOIDS, LIGNIN, FRACTIONATION, IONIC LIQUIDS,
ANTIOXIDANTS.

In the work the methodology for the extraction of plant polyphenol compounds from various
plant biomass residues: bark, wood residues and by-products of biomass chemical processing,
was developed. The optimal conditions for extracting polyphenols from pine wood and alder
bark were determined using different extraction methods (Soxhlet, ASE, SLE, FBE, ME
maceration) and optimization of their parameters (extraction time, temperature, pressure,
solvent, number of cycles, direct or sequential extraction). A comprehensive and detailed
description of the polyphenol target compounds (mainly diarylheptanoids, stilbenes, lignins)
has been developed. The obtained characterization is used for development of analytical
analysis complex, which is further used as a tool for evaluation of polyphenols. It is
demonstrated the effect of the sample preparation parameters (sampling point, degree of
homogenization, morphological proportion in the sample) on the chemical composition of
polyphenol compounds using the Folin-Chicoloto method, GC-FID-MS/MS, LC-UV-MS/MS,
FTIR methods, as well as antioxidant activity with DFPH®, ABTS** radicals, ORAC and
OXIPRES methods. Carred out the (polyphenol nature) investigations regarding to
characterization of the plant biomass processing by-products, where the main component is
lignin, using fractionation, including treatment with ionic liquids, reduce of their heterogenity
and making them usable as natural antioxidants. The suitability of ionic liquids for the
fractionation of lignin in comparison with organic solvents has been evaluated and the potential
of the obtained fractions has been determined as antioxidants in various systems. The work
shows the whole chain of analytical process performed, from sampling to full analysis,
emphasizing the evaluation of the effect of the extraction process on the target polyphenol
compounds, their composition and antioxidant activity. In addition, the analytical process
integrates sustainable development, which reduces the use of toxic and hazardous substances

in extraction processes, replacing them with more environmentally friendly ones.



SAISINAJUMI

ABTS - 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonskabes) diamonija sals

ASE — paatrinata $kidinataja ekstrakcija (accelerated solvent extraction)

BHA — butilhidroksianizols

BHT — butiléts hidroksitoluols

BL — Bjorkmana lignins

CsCs — fenilpropana vieniba

CSE - cietvielas-skidruma ekstrakcija

DAD - Diozu matricas detektors (diode-array detector)

DFPH — 2,2-difenil-1-pikrilhidrazils

DMSO - dimetilsulfoksids

DSK — diferenciali skengjosa kalorimetrija

FBE — pseido virstosa slana ekstrakcija (fluidized-bed extraction)

FID — Liesmas jonizacijas detektors (flame ionization detector)

FLD — Fluorescences detektors;

FPV — fenilpropana vieniba

FTIR — Furjé transformaciju infrasarkana spektroskopija (Fourier-transform infrared
spectroscopy)

GPC — gelfiltracijas hromatografija (gel permeation chromatography)

HPLC — augsti efektiva Skidruma hromatografija (high-performance liquid chromatography)
IKso — nepiecieSama antioksidanta koncentracija, lai uz pusi samazinatu brivo radikalu
daudzumu

IP — indukcijas periods (induction period)

JS — jonu 8kidrumi

KKI — Koksnes kimijas institiits

LC-MS/MS — skidruma hromatografija tandéma-masspektrometrija (liquid chromatography
tandem-mass spectrometry)

LLU — Latvijas Lauksaimniecibas Universitate

LVMI — Latvijas Valsts meZzinatnes institiits

MASL — no melnalksna koksnes izdalits sarma lignina saturos$s preparats

ME — ekstrakcija mikrovilnos

Mn — vidgja skaitliska molekulmasa

MS — masspektrometrija

Mw — masas vidéja molekulmasa

NET AUC — laukumu starpiba zem oksidéSanas kin&tiskajam Itkném



NMR - kodolmagnétiskas rezonances spektrometrija (nuclear magnetic resonance)
ORAC - skabekla radikalu absorbcijas kapacitate (oxygen radical absorbance capacity)
PBS — fosfata buferskidums (phosphate buffered saline)

PDI — polidispersitate

PEG — polietiléna glikols

PF — aizsardzibas faktors (protection factor)

PG — propilgalats

PS — pinosilvins

PSM — pinosilvina monometil&teris

Py-GC/MS — analitiska pirolize - gazes hromatografija - masspektrometrija

PU — poliuretani

SFE — superkritiska Skidruma ekstrakcija (supercritical fluid extraction)

SPE — cietfazes ekstrakcija (solid phase extraction)

TBHQ — tetrabutilhidrohinons

TE — troloksa ekvivalenti

TG — termogravimetrija

THF — tetrahidrofurans

UE — ekstrakcija ultraskana

UV/VIS — ultravioleta/redzama gaisma (ultraviolet — visible light)

W — relativais mitruma saturs, %



IEVADS

Kokaugi ir nozimigs, lidz Sim v€él nepilnveértigi izmantots resurss. Viena no
tautsaimniecibas jomam, kas strauji attistas pedéjo desmit gadu laika, ir biologiski aktivu vielu
ieguve no augu biomasas. Lielaka un pazistamaka So savienojumu grupa ir polifenolu
savienojumi. Tie, ka biologiski aktivas fitokimikalijas, ir ieguvusi ievérojamu nozimi, saistiba
ar to veselibu veicinoSiem efektiem. Tomer, polifenolu savienojumu dazado struktiiru dél, to
ieguves efektivitate ir atkariga no izejas augu materiala un ieguves metodém, ka ari to
parametriem. Tadgjadi, atkariba no v€lamam polifenolu savienojumu struktiram, [idz ar to art
produktu Tpasibam un izejas augu materiala, ir nepiecieSama individuala ieguves metodikas
izstrade un/vai pielagoSana. Arvien palielinoties raizém par apkartéjas vides stavokli un
piecaugot naftas cenam pasaules tirgl, tas izraisa vispargju ieinteresétibu par materialu un
kimikaliju razoSanas procesu attistibu no atjaunojamam izejvielam. Nemot vera, ka Latvija nav
bagata ar fosilajiem resursiem, un ari pasaulg to krajumi nav neizsmelami, tapéc, it ipasi Latvija,
ir nepiecieSams attistit bioekonomiku, jo tas spécigakas tautsaimniecibas nozares ir
meZsaimnieciba un lauksaimnieciba. Augu biomasai ir liels potencials ienemt nozimigu lomu
bioekonomikas attistiba. Paslaik tikai maza dala no visas pasaules sarazotas augu biomasas tiek
parstradata pievienotas vertibas produktos. Lai iegiitu So papildus vertibu augu biomasai,
razojot degvielu un dazadus vertigus kimiskus savienojumus, ir izveidota biorafinérijas
koncepcija, kas specializgjas augu biomasas “pilna cikla, nulles emisijas” frakcioné$ana,
iegiistot produktus ar augstu pievienoto vértibu. Promocijas darba t€ma ir saistita ar dabigu
polifenolu kopumu, kas ir vienigais aromatisko struktiiru fotosint€zes procesa atjaunojamais
avots, ar merki izstradat jaunus multifunkcionalus produktus daudzpusigiem pielietojumiem.

Polifenolu savienojumu ieguves metodes tiek attistitas, pilnveidotas ar mérki tas talak
izmantot dazadas nozarés, tadas ka kosmétika, partika, farmacija, u.c. Daudzi organiskas
izcelsmes materiali, partikas produkti, cilvéku veselibas apripes Iidzekli, kosmétika, u.c., ir
paklauti oksidativai degradacijai. Gandriz visiem oksideties sp€jigiem organiskiem substratiem
ir nepieciesams pievienot antioksidantus, lai aizsargatu to Tpasibas un pagarinatu izmanto$anas
laiku. P&dgja desmitgade loti lielu interesi ir izraisiju$i petijumi par inovativu antioksidantu
ieguvi no augu biomasas. Daudzas zinatnieku grupas ir orient&jusas uz biologiski aktivu
savienojumu ekstrakciju no augiem un agro-industrialiem blakusproduktiem, ka arT biomasas
mehaniskas un kimiskas parstrades atlikumiem, kas misdienas tiek neracionali izmantoti,
neatbilstosi to vertibai. Vidgji tikai ap 4 % no visas gada ieglitas augu biomasas tiek parstradatas
pievienotas vertibas produktos, ierindojot So t€mu ka nozimigako starp veicamajiem
petijumiem pasaul€. Vieni no perspektivakajiem augu izcelsmes antioksidantiem ir polifenolu
savienojumi, to globala tirgus vertiba 2015. gada tika novertéta apméram 757 miljonu dolaru
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vertiba, tiek prognozets, ka 2022. gada ta sasniegts pat 1,121 miljardus dolaru, ar kop€jo gada
pieauguma koeficientu 8,3 % gada no 2014. lidz 2022. gadam. Miisdienas arvien popularaka
klust ne tikai individualu, no augiem iegiitu un attiritu polifenolu savienojumu izmantoSana, bet
arT kompleksa augu ekstraktu, kuru pamata ir dabiskas izcelsmes polifenolu kompozicijas (ar
sinergisko biologisko aktivitati) iecklauSana dazadas sistémas ka funkcionalam sastavdalam.
Augu biomasas mehaniskas, kimiskas un biokimiskas parstrades blakusproduktu valorizacija,
ieklaujot polifenolu ieguvi un to izmantoSanu ka antioksidantus, paver iesp&ju panakt
maksimalu kopgjas izejvielas pievienotas vertibas sasniegSanu. Tade] darba ir veiktas dazadu
tipu augu biomasas polifenolu ekstrakcijas un iegito produktu antioksidantas aktivitates
petijumi.

Viens no nozimigakajiem etapiem koku mizas pievienotas vertibas rasana ir moderna un
racionala polifenolu ieguve. Par valsts ieinteres€tibu Saja virziena liecina Tstenota Valsts
pétijumu programma, kuras ietvaros, sadarbojoties vairakiem institiitiem (LVMI “Silava”,
LLU, LV KKI), 1stenots projekts “Jauni produkti un inovativas meza apsaimniekoSanas, meza
koksnes un nekoksnes produktu razo$anas tehnologijas, racionali izmantojot meZa resursus un
bitiski palielinot produkcijas pievienoto vertibu”.

Analitiska kimija, kas ietver paraugu sagatavoSanu un analizi, ir cel§ ka var ieviest
inovativas, videi draudzigas uz “zalas” kimijas pamatprincipiem balstitas vertigu savienojumu
ieguves metodes gan laboratorijas praks€, gan industrialos apjomos. Darba pé&tijumiem
fundamentala joma ir svariga nozime ari sarezgitu dabisku augu ekstraktu analizu talakai
attistibai. Kopuma, darba veiktie pétijumi parada visu analitiska procesa ciklu no parauga
nemsanas lidz analizes rezultatam/zinaSanam.

Saglabat un apsaimniekot atjaunojamos dabas resursus ir svarigs uzdevums, lai veicinatu
ilgtsp&jigu bioekonomikas attistibu 21. gadsimta.

Promocijas darba mérkis ir ekologiski drosa un efektiva polifenolu selektiva
ekstrakcija/frakcionéSana/attiriSana no augu biomasas blakusproduktiem, izmantojot
inovativus Skidinatajus un metodes, lai iegiitu produktus ar augstaku pievienoto vértibu, kurus
var piedavat ka biokimikalijas un dabas izcelsmes antioksidantus/stabilizatorus dazados
materialos.

ST mérka realizacija var palielinat Latvijas meZa industrijas sektora produkcijas
sortimentu ar palielinatu pievienoto vertibu.

Darba uzdevumi

1. P@&tamo augu biomasas paraugu izvéle, sagatavoSana, to raksturoSana un kondicioné$ana

frakcionéSanai.
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Jonu skidrumu atlase polifenolu selektivai ekstrakcijai no lignocelulozes. Lignocelulozes
biorafinéSanas produktu, kas ir bagati ar lielmolekulariem polifenoliem, frakcionéSana
izmantojot ekstrakciju ar izvéletiem jonu $kidrumiem (JS).

Augu biomasas mehaniskas un kimiskas parstrades blakusproduktu (alkSnu mizas,
priedes koksnes atlikumi, tehniskie lignini) paraugu ekstrakcija/frakcionéSana/attiriSana,
izmantojot dazadus Skidinatajus, taja skaita jonu skidrumus.

Lignocelulozes mijiedarbibas raksturojums ar JS, izmantojot pétijumiem ATR-FTIR un
kalorimetrijas metodes.

Frakcionésanas produktu un iegiito ekstraktvielu analize: sastava un struktiiras
raksturojums, izmantojot analitisko pirolizi (Py-GC/MS), FTIR un UV/VIS
spektrometriju, LC-MS/MS, GPC, funkcionalo grupu noteikSanu un antioksidantas
aktivitates noteikSana, izmantojot divus neatkarigus testus: stabilo 2,2’-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin)-6-sulfonskabes  katjonradikalu  (ABTS®") un  2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil radikalu (DFPH®) dezaktivésanas metodes, ka art ORAC un OXIPRES
metodes.

Dazadu ekstrakcijas panémienu efektivitates izvert€Sana, pamatojoties uz analizes
rezultatiem.

legtito perspektivako polifenolu frakciju koncentréSana, izmantojot efektivakos
lignocelulozes  biomasas un  mizas  frakcionéSanas/ekstrakcijas/attirisanas
metodes/reZimus, un eksperimentalo partiju izstrade to saturoS$u produktu ieguvei.
Biomasas parstrades atlikumos domingjoSo lielmolekularo un zemmolekularo polifenolu
(lignini, diarilheptanoidi, stilbenoidi) un to saturoso ekstraktu kimiskais raksturojums, to
izverte§jums ka tehniskiem antioksidantiem kompozitu PU materialos (izmantojot
termiskas analizes metodes) un antioksidanta potencials dazados substratos ka
kosmeétiskos lidzeklos, partikas sisteémas.
Rezultatu zinatniska nozimiba, inovacijas potencials

Veikti jauni sistematiski p&tijumi, kas saistiti ar lielmolekularo polifenolu (lignini) un
zemmolekularo polifenolu bagatu lignocelulozes biorafingSanas produktu frakcionéSanu,
salidzinot ar esoSajam tradicionalajam ekstrakcijas metodém. Ekstrakcijai ir izmantotas
miisdienigas ekstrakcijas metodes, taja skaita paatrinata skidinataja ekstrakcija (ASE) un
ekstrakcija ar jonu Skidrumiem (JS) izmantojot uz imidazola bazétu jonu $kidrumu
virkni, kas atSkiras ar polaritati un hidrofobitati.

Ir izstradatas jaunas veértigu produktu virknes (multiproduktu portfolio) ar paaugstinatu
pievienoto veértibu, to iegliSanu no augu izejmaterialu mehaniskas un kimiskas parstrades
blakusproduktiem. Meérksavienojumu un pievienotas vertibas produktu ieguvei
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laboratorijas apstaklos ir pieradita ASE efektivitate polifenolu savienojumu iegiiSanai,
izveidojot multiproduktu virkni ar perspektivu parnesi riipnieciba.

Ir izpétits un pieradits, ka lignocelulozes biomasas mijiedarbiba ar JS uz imidazolija
bazes ir eksotermisks process un paradits, ka JS anjonam ir vado3a loma gan celulozes,
gan lignina §kiSanai un ir noteikts, ka lignocelulozes apstrade ar JS, noved pie ligninam
“in situ” raksturigam alkil-ariléteru sai$u sarausanas un jaunu C-C saiSu veidoSanas.
Izveidotas jaunas metodes biomasas kimiskas/biokimiskas parstrades blakusproduktu -
tehnisko ligninu attiri§anai, izmantojot JS (“zali” $kidinataji), kas dod iesp&ju iegiitos
pievienotas vertibas produktus izmantot ka perspektivus poliméru antioksidantus.
Izstradatas efektivas metodes augstveértigu mazmolekularo polifenolu: diarilheptanoidu
un stilbénu iegiiSanai no augu biomasas mehaniskas parstrades atlikumiem ar pietiekamu
tiribas pakapi.

Ir izveidots vispusigs un detaliz€ts mérksavienojumu un domingjoSo polifenolu
savienojumu raksturojums ieglitajos jaunajos produktos, ieklaujot to sastava un
strukttiras (Py-GC/MS/FID, FTIR, LC-MS/MS, NMR), funkcionalo grupu (-OCHg, -
OHfen, -COOH) analizi un ir noteikts molekularas masas sadalfjums (GPC),
noraksturotas fizikali-ktmiskas 1pasibas (DSK, TGA), ka arT noteikta to sastava atkariba
no ieguves metodes un apstakliem.

Izmantojot testus ar dazadiem brivajiem radikaliem un kinétisko ORAC metodi, ka ar1
OXIPRES ir izpétitas jauno produktu antioksidantas ipasSibas. Antioksidantas 1pasibas
tika pieraditas, ievadot tos realas sisteémas: poliuretanu kompozitmateriala, dazados
tauku un ellu saturoSos substratos. Inovacijas potencials ir ar1 secigas ekstrakcijas
nozimibas pieradijums multiproduktu ieguve, tad€jadi attistot un ievérojami papildinot
lapkoku mizas un lignocelulozes biorafiné$anas klasterus, veicot augu biomasas
valorizaciju. Darba rezultati dod nozimigu ieguldijumu koku mizas (alk$nu), koksnes
(priedes) mérksavienojumu (diarilheptanoidu, stilbenoidu) sistematiska raksturojuma,
atkariba no izejvielas parametriem (izejmaterialu nemsanas laika, vietas, augstuma) un
ekstrakcijas apstakliem (ekstrakcijas metodes, laika, temperatiiras, skidinataju izvéles,

homogenizacijas pakapes, spiediena).

Izstradatie frakcion€Sanas procesi ir sekmigi izmantoti biomasas rafin€Sanai, ieglstot

pievienotas vértibas produktus. Darba veiktie polifenolu savienojumu ieguves procesi ir ieklauti

ka nozimiga dala koku mizas biorafinéSanas klasteru izveid€ un/vai papildinaSana un noverteti

ar meza nozares augstako atzinibu par nozimigiem sasniegumiem un ieguldijumu nozares

attistiba pieskirot “Zelta ¢iekura” gada balvu 2016. (1. pielikums)
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Rezultatu praktiska nozimiba

Ka izpétes objekti ir izmantoti Latvija un Ziemeleiropa plasi izplatitu lapkoku un
skujkoku mehaniskas un kimiskas parstrades blakusprodukti, kuri ir pieejami
ripnieciskos apjomos un kuru racionalai izmantoSanai ir nepiecie$ams veikt to
valorizaciju.

Izstradatie panémieni polifenolu savienojumu ekstrakcijai/frakciongSanai/attirisanai
sniedz ieguldijumu Eiropas Savienibas stratégisko uzdevumu risinagjuma: ekonomikas
radiSana, kas orient€ta uz maksimalu atjaunojamu izejvielu izmantoSanu (bio-bazeta
ekonomika).

Sekmigi norit sadarbiba ar ekstraktvielu ripnicu L.E.V. (Latvija, Gludas pag.) par
izstradato biologiski aktivo savienojumu (diarilheptanoidu un stilbenoidu) ieguves
metodes parnesanai no laboratorijas uz ripnieciskiem apjomiem.

LV KKI Lignina kimijas laboratorijai ir aktiva sadarbiba ar SIA “FIDE” pie jaunu
produktu izstrades. Ir izstradati un laisti Latvijas tirgl pieejami produkti ka partikas
piedeva Orvital un kosmétiskais kréms péc sauloSanas, ka ar1 izstradati divi pavisam jauni
saules aizsargkrémi, kuru pamata ir promocijas darba iegiito polifenolu ekstrakti (lignins
un zemmolekularie polifenoli) ka UV-A un UV-B starojuma absorb&josa aktiva
sastavdala.

Pamatojoties uz KKI instittita darbibas stratégiju (2015. - 2020. gadam), viena no vajam
pusém ir pilotiekartu trikums, tadé]l infrastruktiiras attistibai ir paredzéta angara
biivnieciba un iekartu iegade tuvako 2 gadu laika. Pamatojoties uz polifenolu ekstrakcijas
veikto pétijumu rezultatiem, ir izstradata specifikacija pilotiekartas paatrinata Skidinataja

ekstraktoram $aja angara.

Pétijuma rezultatu aprobacija

Iegiitajiem rezultatiem ir svarigs ieguldijums $adu projektu realizacija:

1.

H2020 Projekts US4 GREENCHEM “Combined ultrasonic and enzyme treatment of
lignocellulosic feedstock as substrate for sugar based biotechnological applications ”,
(2015. - 2019. g.) pétnieks.

2. Valsts pétijumu programma ResProd projekta Nr. 3 “Meza un zemes dzilu resursu izpéte,

ilgtsp&jiga izmantoSana — jauni produkti un tehnologijas” (2014. - 2018. g.) pEtnieks.
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3. LZP Fundamentalo un tematisko pétijumu projekts Nr. 564/2012 , Koksnes biomasas
frakcion&Sana, izmantojot jonu Skidrumus un izdalot vertigus polifenolu un celulozes

produktus” (2013. - 2016. g.) p&tnieks.

4. ,,PINOBIO” projekts ,,Pinosylvins as novel Bioactive Agents for Food Applications” (kas
apstiprinats ar projekta ERANET, projekta ,,WoodWisdom~ Net-2 Research Programme
(2011. - 2014. g.) petnieks.

5. ES 7. Programmas ietvaros sadarbibas projekts ,,BIOCORE” (,,Biocommodity refinery”).
Contract Nr.241566 (2010. - 2014. g.) zinatniskais asistents/p&tnieks.

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

asistents/pétnieks.
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1. LITERATURAS APSKATS
1.1. Augu biomasa, ka vertiga izejviela vértigu polifenolu ieguvei

Pazistamie atjaunojamie resursi misdienu sabiedribai visvairak asoci€jas ar saules un
v€ja energiju, nereti augu biomasu atstajot novarta. Augu biomasa ir vésturiski senakais
atjaunojamais energijas ieguves avots, ko izsenis izmantojusi cilvéce energijas ieguvei un
veselibas apripé - etnomedicina. Biomasa ir atjaunojams resurss, kas reprezenté atjaunojamas
izejvielas plasam spektram biomaterialu. Augu biomasa ir universals resurss ar potencialu
pielietojumu aizstat neatjaunojamos fosilos resursus biodegvielas (biokurinamo), biopoliméru
un biokimikaliju razo$ana [1]. Pat nemot véra, ka augu biomasas materiali, ka piemé&ram,
lignocelulozes materiali, ir plasi izplatiti, to izmantoSana ilgtsp&jiga veida vél joprojam ir
ierobezota. Biomasas - bazétiem produktiem tuvakaja nakotn€ biis liels tirgus potencials.
Pieméram, Amerikas Savienotajas Valstis nacionala vizija ir izmantot biomasu ka izejmaterialu
25 % kimikaliju razoSanai, kas tiks sarazotas lidz 2030. gadam [2]. Lai palielinatu biomasas
patsvaru kimikaliju razoSana, ir nepiecieSams attistit tas efektivu rafinéSanu. Augu biomasas
rafin€Sana, zinama ka biorafin€Sana, tiek klasificéta ka ilgtsp&jiga atjaunojama videi draudziga
alternativa naftas rafinéSanai [1, 3]. Pamatojoties uz nacionalo atjaunojamas energijas
laboratoriju [4], biorafing$ana ir definéta ka “sp&ja integrét biomasas konversijas procesus un
aprikojumu, lai raZzotu biomasas produktu klastu ka degvielu, energiju un kimikalijas”.

Augu biomasu veido strukturalie pamatkomponenti: celuloze, hemiceluloze, lignins un
nestrukturalie komponenti: blakus vielas, kuras neveido koksnes $tinu struktiiru, bet tikai
piepilda Stnu “tukSumus” ir ekstraktvielas, dazadas tideni un citos Skidinatajos SkistoSas
organiskas vielas ka ari neorganiskas vielas. Atkariba no augu biomasas veida strukturalie
pamatkomponenti veido nenoteiktu trisdimensionalu struktiiru ar dazadu pamatkomponentu
relativo sastavu, skatit 1.1. attela. Ekstraktvielas ir unikalas tada zina, ka katrai koku sugai tas
péc sava kimiska sastava ir atSkirigas un tas var noderét par sava veida “vizitkarti” katrai koku
sugai. Ekstraktvielu dazadais sastavs un saturs vari€ atkariba no koku sugas, augSanas vietas un

citiem apstakliem.
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Plazmas
membrana Otreja sienina Otrgja
Sienina (S3)

Otrgja
Sienina (S2)
Ekstraktvielas Otrgja

Sienina (S1)
. Lignins
Pirméja

— Celuloze sienina

— Hemiceluloze .
StarpSiinu

— Ekstraktvielas slanis

— Starp$tinu slanis

Pirmgja sienina

1.1.att. Koksnes shematiska struktiira [5]

Augu biomasas matrica ir trfs mijiedarbibu rezultats, ko veido lignina tdenraza saites,
lignocelulozes saites un lignina &tera un C-C saites [6]. Tadgjadi absoluti selektiva koksnes
materialu destrukcija nav iesp&jama, pieméram, kokaugu biomasai galvenokart raksturiga 1&€na
augsana, un tas sastavu veidojosas Skiedras ir stingri saistitas, veidojot loti blivu un stingru auga
pamatstruktiiru, turpreti zalaugu biomasu raksturo atraka augSana, un tas sastavu veidojosas
Skiedras ir brivak saistitas. Tas ir izskaidrojams ar lignina saturu $ajos augu biomasas
materialos. Jo vairak lignins ir saistits ar celulozi, jo stingraka auga struktiira. Relativais
celulozes un lignina saturs ir noteicosais faktors augu sugam, lai tas izmantotu ka energijas
kulttiru. Ka pieméru var minét etanola biokimisko ieguvi no biomasas, tradicionali izmanto
cukura/cietes saturoSu izejvielu, pieméram zalaugus. Celuloze tiek parvérsta glikozg,
izmantojot, piem&ram, skabes/enzimatisko hidrolizi, kam seko glikozes fermentacijas process,
iegiistot etanolu. Biomasai ar lielaku celulozes un mazaku lignina saturu ir vieglak konvertgt
Sos procesus [7, 8].

Viens no visvairak izplatitakajiem un daudzveidigakajiem dabas materialiem ir koksne, ta
iedalas divas plasas grupas: skuju kokos un lapu kokos. Abu koku veidi sastav no sekojosam
morfologiskajam dalam: celmu/saknu dalas, stumbra (sastav no koksnes un mizas), koku
vainaga (dziva/atmirusa zara), zalena (lapas/skujas), ziediem un augliem [9].

Augu biomasu galvenokart iedala ¢etros veidos [10 - 13]:

. Kokaugos;

. Zalaugos/graudzalgs;
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. Udensaugos;

. Augu biomasas parstrades blakusprodukti:

Lignocelulozes saturo$i materiali, pieméram zemas vertibas mezsaimniecibas un
lauksaimniecibas atlikumi, ir daudzsolosa izejviela pievienotas vértibas produktu ieguvei. Kaut
gan dazi produkti, galvenokart, biodegviela, tiek iegtita no lignocelulozes saturo$am izejvielam,
tom@r pastav vairakas iesp&jas izmantot tas potencialu pilnigak, iegustot plaSaku spektru ar
produktiem. Sada atkritumvielu parstrade dod iesp&ju uzlabot dazadu tautsaimniecibas nozaru
kompetenci, ka pieméram, integrét So pieeju tradicionalajas celulozes un papira razotnés [14,
15].

No augu biomasas iegiitie polifenolu savienojumi, galvenokart, atrodas ekstraktvielas. Liels
daudzums ekstraktvielu koncentr&jas miza, zaleni, saknés, savukart koksné ekstraktvielu saturs,
salidzinajuma ar citam augu morfologiskajam dalam, ir mazs, tomér atzarojumu vietas koksné
var koncentréties ievérojams daudzums ekstraktvielu, galvenokart fenola savienojumi, tapéc to
daudzums atzarojumu vietu koksné ir ievérojami lielaks neka citas koksnes morfologiskajas
dalas [16]. Ekstraktvielu daudzums dazadas koku sugu mizas var veidot pat vairak ka 40 % no
sausnas. Vidgji koku mizas polaras ekstraktvielas (tanini, polifenoli, glikozidi u.c.) ir divas lidz
piecas reizes vairak, neka nepolaras vielas (vaski, taukvielas, terpéni u.c.). Ekstraktvielu saturs
un sastavs Ir atkarigs no koku sugas, gadalaika, koka augSanas vietas, klimatiskajiem
apstakliem un citiem faktoriem.

Skatoties uz naftas produktu ieguvi un paterinu misdienas, ka arT nemot véra, ka tiek
apgltas jaunas naftas ieguves iesp&jas un vietas, ta tiks plasi izmantota ari tuvakaja nakotné
[17]. Fosilas izejvielas ir plasi izmantots energijas un kimikaliju ieguves avots visa pasaulé
[18]. lzvérojot So resursu plaso izmantosanu un nelabvéligo ietekmi uz apkartgjo vidi, Sis
faktors péd&jos gados aktualizé bioekonomikas jautajumu visa pasaulé par nefosilo (augu
biomasas) atjaunojamo izejvielu izmantoSanu, lai to parverstu pievienotas vertibas produktos,
ar energijas un kimikaliju ieguvei, izmantojot inovativus un efektivus panémienus [19].
Bioekonomika paredz augu biomasas noslégta cikla apriti. Nemot véra, ka Latvija nav fosilo
resursu ieguves, tad nozimigi ir attistit bioekonomiku Latvija, jo Latvijas tautsaimniecibas
specigakas nozares ir mezsaimnieciba un lauksaimnieciba. Tap&c augu biomasas izmantoSanas
pielagoSana pievienotas vertibas produktu ieguvei ir viena no galvenajam risinamajam
problémam 21. gadsimta [20].

Papildu ekonomiskai nepiecieSamibai p&c naftas izejvielu nomainas ar citiem resursiem,
ka alternativu izmantojot augu biomasu, kas ir atjaunojams resurss, iegiitu ar1 labvéligu ietekmi
uz vidi, visizteiktak tiktu samazinats gazu siltumnicas efekts pasaul€. Ja salidzina energijas

ieguvi no neatjaunojamiem resursiem, augu biomasa ir alternativa un svariga izejviela. Ta
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pieejama lielos apjomos, ir atjaunojama un nerada CO, ka ari citus kaitigus gazu izmesus,
salidzinot ar fosilo kurinamo, pie noteikuma, ja to efektivi parstrada. Eiropas komisija ir
izvirzijusi ilgtermina meérki attistit konkurétsp&jigu, resursu efektivu un zema oglekla emisijas
ekonomiku lidz 2050. gadam. ST ,,zala” ekonomikas koncepcija tiks ieklauta visa Eiropas
Savienibas politika. ,,Zalo” ekonomiku definé ka zemas oglekla emisijas, atjaunojamo resursu
efektivas parstrades un sociali integrétas sabiedribas shémas izveidi, lai uzlabotu cilvéka
labklajibu, vienlaikus samazinot apkartgjas vides riskus [21]. Butisks faktors ir biomasas
pieejamiba, tade] tas cena ir mazaka méra atkariga no politiskas nestabilitates pasaulé [22, 23].
Sobrid visplasak, lai iegiitu vértigus produktus, tiek izmantota augu biomasa, kas sevi ieklauj
koksni un no partikas augiem iegiitu biomasu [24, 25].

Augu biomasa kimiska aspekta ir loti daudzveidigs materials, salidzinot ar naftas
izejvielu, tas sastavs nav viendabigs, skatit 1.1. tabulu. Ta ka augu biomasas izejvielas ir
dazadas, tad arT to kimiskas kompozicijas ir dazadas, un sastav, galvenokart, no C, H, O dazadas
attiecibas, ka arino citiem savienojumiem, ka N un S saturoSiem savienojumiem. Augu biomasa
ir loti heterogéns maisijums, kas padara to par sarezgitu objektu ar priekSrocibam un
trikumiem, salidzinot ar fosilam izejvielam, piem&ram, no augu biomasas var iegit lielaku
produktu skaitu, salidzinot ar naftas izejvielu, bet tas prasa daudzveidigaku parstrades
tehnologiju, pie ka miisdienas aktivi strada liels skaits zinatnieku liela dala attistito valstu, lai

atrisinatu $1s problémas [26].

1.1. tabula
Augu biomasas un naftas kompozicijas salidzinajums [26]
Augu biomasa, % Nafta, %
Udens 15 -
Celuloze 32 -45 -
Hemiceluloze 22 -27 -
Lignins 17 -28 -
Ekstraktvielas 3-13 -
Pelni 0,3-10 -
C 44 - 50 83 - 87
H 5 10-14
@) 38 - 42 01-15
N Lidz 0,6 0,1-2
S Lidz 0,7 05-6

Komponentsastavs un to savstarp&ja attieciba var biit loti atSkiriga, atkariba no ta, kada
augu biomasa tiek izmantota, kura gadalaika ievakta, no kuras koka morfologiskas dalas iegiita
un pat vél vairak no kadas augSanas vietas ta ir ievakta [24, 27 - 29].

Lielaka dala no izstradatajam metodem, vertigu kimikaliju ieguvei no augu biomasas,
izmanto procediiras un Skidinatajus, kuri nekadi nav klasificgjami ka videi draudzigi. Lidz ar to

24



ir nepiecieSams izstradat izmaksu zina l&tu, videi draudzigu un energoefektivu veidu augu
biomasas parstradei, lai iegttu vertigas kimikalijas. Optimala polifenolu, kas ir promocijas
darba mérksavienojumi, ieguves metode buitu videi draudziga, ar mazu Skidinataju paterinu,
atra un selektiva, kas dotu lielu razibu 1sa laika. Tomeér $adas universalas metodes nav
pieejamas, tadg] ir nepiecieSams rast kompromisu metodi merksavienojumu/energijas ieguvei

no augu biomasas.

1.2. Augu izcelsmes polifenolu izmantoSana

Dzivnieku valsts organismi, atSkiriba no augiem, spgj parvietoties un primari sevi
aizsargat no potencialam briesmam, savukart augiem nav So sp&ju, tapec evoliicijas gaita tie
pasi ir izstradajusi aizsardzibas mehanismus, lai cinitos ar nevélamu iedarbibu uz tiem. So
aizsardzibas mehanismu nodro$ina augos sintez&tie sekundarie metaboliti, galvenokart fenola
tipa savienojumi. Fenola savienojumi ir vértigas vielas, kuras daba atjaunojas lidz ar augu
biomasu. P&dgja laika loti liela uzmaniba tiek pieversta tiesi biomasas atlikumiem, 1pasi augu
un lauksaimniecibas atlikumiem, ka polifenolu savienojumu izejvielai ar augstu antioksidanto
aktivitati. Siem savienojumiem ir augsts potencials tikt piedavatiem ka cilveku uztura
lietojamiem un veselibu veicinoSiem antioksidantiem [30]. Lauksaimniecibas ripnieciskie
notekiideni galvenokart vina daritavu un vinogu parstrades notekiideni [31], ka arT olivu
parstrades notektideni tiek uzskatiti par visizplatitakiem avotiem, kuri ir bagati ar vértigiem
fenolu savienojumiem [32].

Polifenolu savienojumi augos parasti vislielakajas koncentracijas ir zaleni, miza un
saknés, ka arT loti liela daudzuma koncentrgjas atzarojumu vietas koksné un mazaka daudzuma
koncentréti savienojumi atrodas art kodolkoksng [33, 34].

Primara augu biomasa polifenolu savienojumu funkcija ir nodroSinat auga aizsardzibu
pret apkartgjas vides kaitigo ietekmi: zalédajiem, kukainiem, mikroorganismiem, ieskaitot
bakterijas, sénites un virusus, aizsardziba pret citiem augiem, konkurgjot par baribas vielam un
gaismu, ka ari pret UV starojumu. Augu izcelsmes izejvielas ir dabas polifenolu ieguves avots,
kas ir domingjoSie aktivie komponenti, un Sos augus cilvéce izmanto jau no civilizacijas
aizsakumiem ka uzturu un tautas medicinas lidzeklus. Pasaules atSkirigos regionos dzivojosas
civilizacijas ir uzkrajusas pieredzi un zinasanas par dazadu dabas produktu biologisko aktivitati
un medicinisko potencialu. Vecakie mediciniska satura raksti nak no senas Mezopotamijas ap
2600. gadu pirms musu &ras. Tie apraksta ap 1000 augu un no augiem izdalitas vielas, pieméram
ellu no ciedras vai no magonu séklam iegiitu sulu. Hipokrats ir apkopojis aptuveni 400 dabas
izcelsmes augu un aprakstijis to pielietojumu medicina, ka piemeram, melones sulas

izmantoSana ka caurejas Iidzekli vai beladonnas iegiita ekstrakta izmantoSana ka anestézijas
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lidzekli [35, 36]. Daudzus no Siem augiem izmanto tiesi tapat arm miisdienas. Miisu senci, lai
mazinatu sapes, koslaja noteiktus augus, vai, lai uzlabotu dazadu bracu dzisanu, tas aptina ar
dazadu augu dalam. Miisdienas tik labi zinamas dabas medicinas izmantoS$ana arst€Sana un
veselibas uzlabosana, ka no Indijas nakusT arjurvéda un kinieSu tradicionala medicina, izmanto
vienigi un tikai dabas izcelsmes izejvielas. Neskatoties uz augu izejvielu plaSo izmantoSanu,
atkariba no vajadzibam, tika runats tikai par augu, jo nebija vl zinasanas par to kimisko sastavu
lidz 18. un 19. gadsimtam, kad strauji attistijas moderna kimija. Attistoties analitiskas un
strukturas kimijai, kas lava noteikt dabas izcelsmes savienojumu struktiiras, lava spriest par $o
savienojumu ietekmi uz cilvéka organismu. 1805. gada vacu farmaceits Fridrihs Vilhelms
Serturners (1783 - 1841) pirmais izdalija morfiju no opija un tas kluva par pirmo izdalito
medicinas preparatu no dabas vielam. Dabas produkti tikstoSiem gadu bija vienigie medicinas
un veselibu veicinoSie [idzekli. Attistoties kimiskai rlipniecibai 20. gadsimta, pasauli parnéma
sint€tiskie materiali, kas atstaja novarta dabiskos izejmaterialus [37, 38]. P&€dgjo gadu petijumi
ir paradijusi, ka no dabiskiem avotiem izdalitie savienojumi labveligak ietekmé& dzivos
organismus, neka to sintez&tie analogi. Tas skaidrojams ar daba eso$o savienojumu savstarp&jo
mijiedarbibu, biologiskas aktivitates pastiprinasanu, kur viens savienojums, pat nieciga
daudzuma, pastiprina cita savienojuma darbibu, un $is fenomens ir atjaunojis interesi izmantot

dabas izcelsmes izejvielas dazadu zalu izveide [39].

1.3. Zemmolekularie polifenolu savienojumi augu biomasa

Ipasi koku miza un kodolkoksne satur plasu skaitu aromatiskas dabas ekstraktvielu,
lielaka dala no tam ir fenolu savienojumi, un daudzi ir atvasinati no fenilpropanoidu struktiiras.
Vards “ekstraktvielas” ir kopigs apzim&jums loti plaSai augu biomasas kimisko savienojumu
grupai, vielam, kuras ir $kistosas neitralos $kidinatajos vai Gdeni. Polifenolu savienojumi ir
vieni no nozimigakajiem augu ekstraktvielu savienojumiem, jo tiem piemit daudzpusiga sp&ja
aizsargat augus [39, 40]. Vairaki tukstosi fenolu savienojumu ir identificéti un plasi izplatiti
augu polifenolu savienojumi, ka lignani, flavanoidi, stilbenoidi, diarilheptanoidi, ari tanini ir
zinami savienojumi ar veselibu veicinoSu ietekmi. Liela méra augu ekstraktu biologiska, t.sk.
antioksidanta aktivitate, tiek saistita ar polifenolu savienojumu esamibu augu biomasa. To spgja
dezaktiveét brivos radikalus samazina riskus saslimt ar slimibam, ko tie izraisa. Polifenolu
savienojumi piesaista uzmanibu, pateicoties to labvéligajai iedarbibai uz cilveku. Ir pieradits,
ka ieklaujot tos uztura, tie veicina veselibas uzlaboSanos, ka pieméram, palidz cina pret
dazadam slimibam, ka v&zi, insultu un daudzam citam. Tie ir visplasak lietotie antioksidanti
cilveku uztura. Tiek l&sts, ka cilveks diena patéré aptuveni vienu gramu dazadus polifenolu

savienojumus [30]. Polifenolu savienojumiem ir svariga nozime augu attistiba, augSana un
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aizsardzibas mehanismu nodro$inasana pret infekcijam un bojajumiem. Ir pieradits, ka daudzi
polifenolu savienojumi ir specigaki antioksidanti par C un E vitaminiem [41, 42]. Polifenoli
tiek iedaliti vairakas grupas, gan péc fenola gredzenu skaita, gan p&c struktiiras, kas saista Sos
gredzenus, un izcelsmes avota, utt. Galvenas augu fenolu klases ir: fenolskabes, stilbéni,
lignani, flavanoidi, tanini, diarilheptanoidi un to atvasinajumi, u.c. Talak apskatitas polifenolu
savienojumu grupas, kas ir pétitas promocijas darba, ir cie$i saistitas ar Latvija ieglistamu izejas

materialu pieejamibu, tos padarot par pievienotas vertibas produktiem:

1.3.1. Lignani

Termins lignans pirmo reizi ir min€ts 1948. gada ka dimérs fenilpropanoids, kur divas
Ce-Cs grupas ir saistijusas ar Cg oglekla atomiem. Lignani veidojas enzimu kontrol€ oksidativi
dimerizgjoties divam fenilpropana vienibam (skatit 1.2. attéla.), tas ir polifenolu dabas
ekstraktvielas, kuras izdala no augiem ar karstu tideni, polariem $kidinatajiem (etanolu), sarmu.
Lignani ir svariga augu biomasas sekundaro metabolitu klase. So klasu struktiiru un biologisko
aktivitaSu klasts ir plass. Aktivi tiek veikti So grupu biologiskie p&tijumi, tie uzrada spécigu
pretiekaisumu, pretvirusu, antioksidantu efektu un potencialu ka pretvézu lidzeklu radiSanai, jo
tie sp&j inhib&t noteiktus enzimus, kas atbild par konkrétu slimibu izraisiSanu [43, 44]. P&d&jos
gados ir paradits ka So grupu parstavji nav genotoksiski un tiem piemit neiro aizsargajoss efekts
[45]. Nosaukums jau norada uz $o vielu radniecibu ligninam, jo to abu struktiiras pamata ir
metoksilétas fenilpropana vienibas jeb monolignoli, noradot, ka So sekundaro metabolitu
biosintézes pirmie posmi ir vienadi [46]. 1.3. attéla redzams, ka no aromatiskam aminoskab&ém
L -fenilanalina (3) un L - tirozina (5), kas sintez&jusies no Sikimskabes, talak tiek iegtti
kanélskabes atvasinajumi. So kanglskabju atvasinajumu reducé$ana iesaistas koenzims A, tos

parversot tris spirtu formas p-kumarilspirta (14), koniferilspirta (15) un sinapilspirta (16).

.
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2

1.2. att. Lignana (1) un fenilpropana vienibu (FPV) veidojosa struktiira (2)
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1.3. att. Hidroksikanglskabju spirtu monoméru biosintéze, prekursori lignanu un ligninu
biosintezei

3- L - fenilalanins,4- kanglskabe, 5- L - tirozins, 6- p - kumarinskabe, 7- trans - kofetnskabe, 8- ferulskabe, 9- 5 -
hidroksiferulskabe, 10- sinapinskabe, 11- p - kumarilCoA, 12- ferulCoA, 13- sinapilCoA, 14- p-kumarilspirts, 15-

koniferilspirts, 16- sinapilspirts

Lignani ir fenilpropanu dimeri, bet lignina S§is vienibas ir saistitas lielmolekulara struktiira.
Lignanu aromatiskie atlikumi var but vienadi abam fenilpropana vienibam vai ar1 dazadi.
Raksturigaka saite starp fenilpropana vienibam lignanos ir 8-8’ (B-f°) saite propana sanu k&de
(skatit 1.2. attéla (1)). Saskana ar literattiru [47] lignani atrodas vairak ka 60 vaskularo augu
grupas un ir izdaliti no dazadam morfologiskam dalam. Lignanus var uzskatit par sava veida
lignina zemmolekularu atzaru. Oligolignani var saturét tris, Cetras, piecas vai vairak

fenilpropana vienibas [48].
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1.3.2. Stilbenoidi

Stilbenoidi arT ir augu biomasas sekundarie metaboliti, hidroksiléti stilbénu atvasinajumi
(skatit 1.4. attéla), kuru pamatstruktiiru veido 1,2-difeniletiléna vieniba (Ce-C2-Ce) un ir
raksturiga zema molekulmasa (200 - 300 g-mol™). Augos stilbenoidi veic aizsardzibas agentu
lomu pret virusiem un mikrobu infekcijam, parlieku lielu UV starojumu un dazadam augu
slimibam, tadé] So savienojumu biosintéze tiek 1paSi aktivizeta biotisko un abiotisko stresu
gadijumos. Tiem ir raksturiga augsta pretmikrobu un antibakteriala aktivitate, pateicoties tam
Sos savienojumus plasi izmanto veselibas veicinosu lidzeklu ieguvei, ka biologiski aktivas
sastavdalas. So savienojumu grupas pazistamakais parstavis ir resveratrols, kam ir pieradita
pretvéza, pretiekaisuma un augsta antioksidanta aktivitate [49].

Bagatigs dabas stilbenoidu avots ir priedes koksne, tas kodolkoksne var saturet lidz pat 2
% un atzarojumu vietas koksné lidz pat 5 % stilbenoidu [50, 51]. So savienojumu ieguvi no
priedes apgriitina lipofilie savienojumi, tadel ir ieteicams veikt secigu ekstrakciju, lai iegiitu

ekstraktus ar lielaku stilbenoidu koncentraciju.

OH OH OCHj
oH X l OH O X I OH
HO
17 18 19 20

1.4. att. Stilbéna (17), resveratrola (18), pinosilvina (19) un pinosilvina monometilétera (20)
struktiirformulas

Darba tuvak ir apskatiti priedés domingjosie stilbenoidi - pinosilvins (19) un pinosilvina
monometiléteris (20). P&c struktiiras tie ir lidzigi resveratrolam (18), p&tijumi liecina, ka tiem

piemit spécigaka biologiska, antibakteriala un pretsénisu aktivitate [52].

1.3.3. Diarilheptanoidi

Diarilheptanoidi ir savienojumu grupa, kas sastav no 1,7-difenil heptana skeleta.
Balstoties uz to kimisko struktiiru, diarilheptanoidus iedala piecas grupas: skatit 1.5. att€lu.
e ne-fenola linearie diarilheptanoidi (21);
e fenolu linearie diarilheptanoidi (22);
e makrocikliskie diarilheptanoidi (23);
e makrocikliskie diarilétera heptanoidi (24);

e diarilheptanoidi, kas ciklizeti C7 k&de (25).
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Linearos fenolu diarilheptanoidus vesturiski sauc par kurkuminoidiem, un zinamakais §1s
klases parstavis ir kurkumins (26), kas savu nosaukumu ieguvis 1815. gada, kad to pirmo reizi
izdalija no kurkuma (Curcuma longa) sakném. To plasi izmanto jau izsenis dazadas jomas, ka
piemé&ram, tas ir sen zinams lidzeklis Ajtrvédas medicina [53, 54], kosmétisko un medicinisko
preparatu sastava un ka partikas piedeva ar markéjumu E-100 [55]. Diarilheptanoidi p&tijumos
aizvien vairak pierada sevi ka daudzsolosu terapeitisko lidzeklu aktivo sastavdalu, jo iesaistas
daudzos fiziologiskos procesos, ka pieméram, pretickaisuma, pretaudz&ju, estrogénu, aknu
darbibas, nervu sist€mas u.c. darbibu uzlabosana [56, 57]. Promocijas darba tuvak tiek apskatits
diarilhepranoids - oregonins (27) (1.5. attéla), kas ir plasi pazistama savienojuma - kurkumina

(26) analogs.
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1.5. att. Diarilheptanoidu struktiarformulas

Diarilheptanoidi galvenokart ir sastopami bérzu (Betula) un alksnu (Alnus) dzimtas kokos,
galvenokart koncentr&joties to mizas. Dazadas alk$nu sugas, ka sarkanaja alksni (Alnus rubra),
Japanas alksni (Alnus japonica) u.c., ir izdaliti un identificéti dazadi diarilheptanoidi, gan ka
glikozidi, kur cukura atlikums pievienots pie alifatiskas ke&des piekta oglekla, gan ka

diarilheptanoidu glikozidi ar vairakiem cukura atlikumiem, gan ka diarilheptanoidi bez cukura
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atlikumiem [58 - 60]. Savukart masu platuma grados augoSos alk$nu sugas, ka baltalksnis
(Alnus incana) un melnalksnis (Alnus glutinosa) nav tik labi izpétitas ka citas alk$nu sugas
citviet pasaulg, tapéc darba ir pétiti tieSi miisu platuma grados augoSie alksni. Ir pieradits, ka
vairums $ie fenolu savienojumu augos veic dazadas aizsargfunkcijas. Bojatos augu audos tie

parveidojas par aktivam aizsargvielam.

1.4. Lielmolekularie augu polifenolu savienojumi

Tapat ka zemmolekularie biomasas savienojumi, art lielmolekularie biomasas polifenolu
savienojumi sastav no fenola atvasinajumiem, veidojot sarezgitakas strukttiras savienojumus ar
lielu molekularo masu. Darba ir izpétiti lignins un kondensgtie tanini, kaut gan paslaik lignini
netiek izmantoti adekvati to potencialai vertibai. Pieaugot sabiedribas satraukumam par
mazmolekularo sintétisko antioksidantu ietekmi uz cilvéku veselibu un toksicitati, pasaulé
aizvien vairak pieaug pieprasijums pec dabisko antioksidantu lietoSanas, un Seit lielu lomu sp&lé

tiesi lielmolekularie augu biomasas savienojumi, ka lignins.

1.4.1. Lignins

Lignins ir aromatisks polimérs ar neregularu struktiiru, ko veido monolignoli, nejausi
saistoties, t.sk. dazadam saitém saistot kopa metoksil aizvietotas fenilpropana vienibas.
Prekursori lignina biosintézei ir p-kumarilspirts (14), koniferilspirts (15) un sinapilspirts (16)
(1.3. attela) [61, 62]. Ligninu, galvenokart, var iedalit trTs grupas atkariba no izcelsmes avota:
skujkoksnes, lapkoksnes un graudzalu. p-kumarilspirts procentuali dod vismazako ieguldijumu
ka prekursors skujkoksnes un lapkoksnes lignina biosintézei. Koniferilspirts ir galvenais
prekursors skujkoksnes lignina biosintézei, savukart koniferilspirts un sinapilspirti ir galvenie
prekursori lapkoksnes sastava esosa lignina biosintézei, tapat atkariba no izcelsmes avota ir
atSkirigi citi parametri, ka funkcionalo grupu atSkiribas un galveno veidojoSo saiSu tipi, skatit

1.2. tabulu [63].

1.2. tabula
Lignina galveno veidojoSo monolignolu saturs (%) dazadas izcelsmes ligninos
p-kumarilspirts | koniferilspirts sinapilspirts -OCHs uz 100
Izcelsme

(14) (15) (16) CeCs3 vientbam

Skujukoksne 4 95 1 92-97

Lapukoksne =2 ~ 50 ~ 50 139 - 158
Viengadigie augi 5 70 25 ~ 100
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Sie monolignoli ir sava starpa saistiti ar dazada veida saitém, un veidotais polimérs ir ar lielu
molekularo masu.

Dabas lignins ir aromatisks polimérs, kas ir viens no augu biomasas pamatkomponentiem.
Augstakiem augiem lignins galvenokart atrodas lamella un sekundaraja Stinapvalka un spélé
galveno lomu augu konstrukcijas ipasibu veidosana, dod augiem mehanisko izturibu un
stingribu, ka arT izturibu pret apkartgjas vides nelabvéligajiem faktoriem, ka oksidativo stresu,
mikroorganismu uzbrukumiem u.c. [64]. Lignina saturs skujkokos vari€ robezas no 24 lidz 33
%, mérena zona augoSiem lapkokiem robeZzas no 19 lidz 28 %, savukart tropos augoSiem lapu
kokiem lignina saturs ir no 26 lidz 35 %. Viengadigiem augiem (kultiiraugiem) lignina saturs
ir zemaks, svarstas no 3 % kokvilnas, linu un kanepju liksnas Skiedras, no 11 lidz 15 % sisalai
un dzutai. Stiebrzal@s, ka piemeéram, graudu salmos, bambusos un cukurniedr€s lignina saturs
ir no 15 lidz 25 % [65, 66].

No kimiska aspekta lignins tiek uzskatits par sarezgitu polifenolu, jo, neskatoties uz
daudziem pétijjumiem, ta kimija un biosint€ze nav pilniba izprasta. V&l misdienas lignina
struktiira nav precizi definéta, kaut gan jauno fizikali - kimisko metozu attistiSana polimeru
strukturas pétiSanai (piemeéram, 2D un 3D NMR metodes) dod zinatniekiem iesp&ju precizét
dazadu ligninu uzbiivi, bet vél ne lidz galam [67]. Viena no jaunakam pamatstruktiiram, kura
labi demonstré saiSu un funkcionalo grupu dazadibu lignina makromolekula, ir paradita 1.6.

attela.
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1.6. att. Skujkoksnes lignina struktira péc Brunova modela
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Galvenas funkcionalas grupas lignina makromolekula ir alifatiskas un aromatiskas
hidroksilgrupas, metoksil- un karbonilgrupas. Galvenais saiSu tips (apméram divas tresdalas)
dabas lignina struktiira ir C-O-C &tera saites, kas saista fenilpropana vienibas sava starpa,
parsvara 3-O-4, savukart viena treSdala veido C-C saites starp $STm vienibam [64]. Ligninam “in
situ” vistuvakais no izdalitiem ligniniem ir Bjorkmana lignins (BL). Sis lignina preparats
butiski atSkiras no citiem ar to, ka ta izdaliSana notiek bez aktivu kimisku reagentu (skabes,
sarmi, oksidetaji u.tml.) iedarbibas. Fitomasas miltus ilgsto$i mal bumbu vibrodzirnavas inerta
vidg, parasti toluola suspensija, péc tam ekstrah€ ar dioksanu.

Ta ka Bjorkmana lignins p&c savas kimiskas struktiiras ir vistuvakais ligninam “in situ”,
tas visvairak tiek izmantots lignina kimiskas struktiiras petijumos. Vienigais iebildums ir tas,
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ka Bjorkmana lignins neprezenté visu koksnes ligninu, ta iznakums atkariba no koka sugas ir
30 - 50 % no lignina “in situ”. Art jaatzimé, ka Bjorkmana ligninu nevar uzskatit par absolati
neizmainitu protoligninu, jo ta iz§kidinasana izsauc saiSu mehanokimisko destrukciju.

Egles Bjorkmana ligninam ir raksturigas 15,6 % metoksilgrupu, 2,9 % fenola hidroksilgrupu,
9,3 % alifatisko hidroksilgrupu un 3,1 % karbonilgrupu, savukart no bérza koksnes izdalita
Bjorkmana lignina, ta metoksilgrupu saturs ir 21,4 %, kas ir skaidrojams ar 1.2. tabula esoSo

lignina veidojoSo monolignolu saturu dazadas izcelsmes kokos.

1.4.2. Tehniskie lignini

Koksne un citi lignocelulozes saturosi materiali galvenokart tiek izmantoti, lai no tiem
ieglitu celulozes Skiedras ka izejvielu, galvenokart, papira industrija. Pari palikusais lignins ir
kimiski modificéts $ajos celulozes iegiiSanas procesos un parsvara tiek izmantots energijas
iegiiSanai uz vietas $ajas celulozes parstrades riipnicas [68, 69]. Liela dala, Iidz pat 40 %, no
fotosintézes rezultatd sintez€tajiem oglekla savienojumiem augu biomasa tiek neefektivi
parstradati, un ka gala produkts atmosfera tiek emitets CO,. Attistoties biorafinéSanas
koncepcijai, attistas arT lignocelulozes biomasas kompleksa parstrade, lai iegiitu biodegvielas
un citus vélamos produktus, ka piemeram, “zalas” kimikalijas un biopolim&rus [70].

Ligninu nevar izdalit no augu audiem, neizmainot ta struktiru. Ligninu izoléSanas
rezultata pieaug to heterogenitate. Neizmainitu ligninu, kas atrodas koksnes Siinu sieninas, sauc
dazadi: “in situ”, protolignins, dabiskais lignins. Jau 1931. gada izcilais koksnes kimikis K.
Freudenbergs t€laini salidzinaja koksnes $tinu sieninas ar dzelzsbetonu, kura celulozes fibrillam
piemit armatiiras funkcija, bet ligninam un hemicelulozém - saistvielas (cementa) funkcija. So
priekSstatu talak zinatniski pamatoja un attistija Koksnes kimijas institiita Péteris Erins, kur§
att€loja koksnes Siinas sieninas virsmolekularo modeli ka kompozitmaterialu, kura celulozes
armatlira iebiivéta lignina - hemicelulozu matrica. Tadgjadi koksni var raksturot ka triju
komponentu savstarpgji cauraustu tiklveida struktiru, kuru saista tdenraza saites starp
komponentu  hidroksilgrupam. Kompozita mehaniskas 1paSibas papildus nosaka
makromolekulu segmentu “sakerSanas”. Koksnes kimiskaja parstradé nepiecieSams So
kompozitu struktiru noardit vairak vai mazak dzili. Ligninus lielos daudzumos iegiist ka
blakusproduktus dazados augu biomasas kimiskas parstrades tehnologiskajos procesos,
piemé&ram, celulozes variSana un bioetanola razoSana. Ligninus, kurus ieglist dazados augu
biomasas kimiskas parstrades procesos, sauc par tehniskajiem ligniniem. Sadi tehniskie lignini
bitiski atSkiras péc struktiiras, funkcionalitates, molekulariem izmériem un $kidibas no lignina
“in situ” un sava starpa, tie satur neorganisko savienojumu un oglhidratu piemaistjumus [71,
72].
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Visi izolétie lignini satur vairak vai mazak aizvietotus benzola gredzenus ar
metoksilgrupam, fenoliskajam hidroksilgrupam un alifatiskajam keédém, kas saistitas ar
funkcionalajam grupam: nepiesatinatam C=C dubultsaitém, &teriem, karbonil-, hidroksil- un
karboksilgrupam, kuru relativais daudzums varié atkariba no izdaliSanas metodes [65].

Lignina izdaliSanas procesa norit konkur€josas destrukcijas un kondensacijas reakcijas,
ka arT dazadi citi procesi, butiski izmainot lignina struktiiru. Piem&ram, kondensacijas reakciju
rezultatd, kas notiek lignina izdaliSanas gaita, palielinas C-C saiSu daudzums [73]. Eterisko
saiSu destrukcijas rezultata nove€rojama fenolisko hidroksilgrupu satura palielinasanas.
Eliming€Sanas reakcijas pazemina alifatisko hidroksilgrupu saturu. OksidéSanas reakciju
rezultatd var ieveérojami palielinaties karboksilgrupu saturs. Metoksilgrupu saturs var
samazinaties to atSkelSanas rezultata [63, 73].

Kraft process

Sulfat vai kraft lignini rodas rapnieciskaja celulozes ieguves, t.s. kraft (sulfatvarisanas)
procesa (ar $o celulozes varisanas metodi darbojas vairak neka 90 % no visas pasaules celulozes
varisanas razotném). Kraft ligninu iegist ka blakusproduktu celulozes ieguves riipnicas no
skuju un lapu koku koksnes, apstradajot tas ar NazS sarmaina - NaOH vidé. Kraft procesa
lignins dalgji tiek saSkelts un veidojas tiolu grupas propana kédes P pozicija monolignolu
struktiira, ka tas redzams 1.7. att€la (A), kas rezultata izsauc lignina SkiSanu. Turpreti
sulfitvariSanas procesa, kur pH kontrol&Sanai izmanto s€ra dioksidu un sérpaskabes salus, iegiist
citus lignina preparatus ar citam ipasibam, jo sulfonatgrupas atrodas monolignola propanu
keédes a pozicija (1.7. attéla (B)) un Sis lignins ir Gdent $kistoss un atskirigs no citiem lignina
preparatiem. Bet §1 parstrades tehnologija nav selektiva un efektiva, lai to komerciali izmantotu
celulozes Skiedru iegiiSanai ripnieciskos apjomos, tapéc jau no 20. gadsimta Cetrdesmitajiem

gadiem, par domingjoso kluva sulfatvarisanas (kraft) metode celulozes Skiedru ieguiSanai [74].

Lignin
A
HO
OH SOzM
HS /O
Lignin
X X
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1.7.att. Vienkarsota kraft lignina (A) un sulfitvariSanas procesa iegiita lignina (B) struktiiras
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Sasmalcinata koksne tiek varita liela spiediena bioreaktora, un tipiskai delignifikacijai
nepiecie$amas vairakas stundas 130 - 180 'C temperatiird. P&c §is variSanas lignina un
hemicelulozu kondensacijas produkti ir §kistosi sarma $kiduma (celuloze Sai skiduma neizSkist)
un pari palikuso skidumu sauc par “melno atsarmu” (nosaukums aizgiits Skiduma krasas del).
Tas satur ligninu, oglhidratus, hemicelulozes, Na2SO4, Na2COg3 un citus neorganiskos salus [27,
75]. Apstrades rezultata lignins pariet $kiduma. Procesa izmantotie kimiskie reagenti intensivi
saSkel makromolekulu a-O-4 un B-O-4 saisu vietas un notiek ievérojama saiSu destrukcija, kas
ir viens no galvenajiem kimisko reakciju nosacTjumiem. Etera saiSu $kelSanas ar nukleofilo
sulfidu HS™ jonu redzama 1.8. attela.

CH,OH
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1.8.att. Etera p-O-4 saiSu destrukcija un tiolu grupu veidosanas kraft procesa

Aromatisko un alifatisko konjug€to saiSu un hidroksilgrupu klatbiitne nodro$ina lignina
makromolekulas augsto reagét sp&ju un uz ta balstas lielaka dala stratégiju lignina ka
makromonomeéra izmantoSana [63, 69].

Ligninu izdala, paskabinot ripniecisko t.s. “melno atsarmu” ar sérskabi vai COx.
Izgulsnéts lignins satur organiski saistitu séru lidz 3 %. Kraft - ligniniem piemit hidrofobas
ipaSibas, tie Skist sarmu Skidumos un daZos organiskos S$kidinatajos, pieméram,
dimetilsulfoksida un dioksana [76, 77]. Lignina ieguve no “melna atsarma” kraft procesa

attelota 1.9. attéla.
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1.9. att. Lignina ieguve no melna atsarma kraft procesa

Ligninu saturosais “melnais atsarms” tiek karséts un tam tiek pievienots paskabinosais agents -
tas var biit oglekla dioksids vai sérskabe. Saja procesa tick pazeminats $kiduma pH, ka rezultata
veidojas nogulsnes, kas satur ligntnu. Nakamaja procesa, kad nogulsnes ir izveidojusas, tas tiek
nofiltrétas un mazgatas ar tideni, uz filtriem palikusais lignins tieck zavéts [69, 78].
LignoBoost tehnologija

LignoBoost koncepcija attistas saskana ar Nakotnes Resursu Pielagotas parstrades
(FRAMZ2) programmu. LignoBoost procesa, atskiriba no tradicionala kraft procesa, lignins tiek
izgulsnéts, paskabinot “melno atsarmu” tikai un vienigi ar CO». P&c filtréSanas tas tiek mazgats
péc tradicionalas shémas (nogulsSnu mazgasanas tanka ar paskabinatu ideni). P&c atmazgaSanas
filtrats atkartoti tiek paskabinats un §1 masa tiek atkartoti filtréta un mazgata.

Kad filtrats ir disperséts Skiduma, pH un temperatiira tiek kontroleéta. pH izmainam
nevajadzetu but lielam, jo tas var izsaukt jonu speka izmainas un samazinat lignina Skidibu -
tapéc mazgajamam tdenim ir pievienota s€rskabe, lai pH nebiitu stipri bazisks [79].

Viens no nosacijumiem ir lietot CO tira veida, ko viegli var ievadit melnaja atsarma.
legiitais lignins no melna atsarma péc mazgasanas tiek 7avéts. Zavesana ir labs veids, ka
samazinat transporta izmaksas un izpildit atbilsto$as prasibas produkcijas realizacija. Iegtto
sauso ligninu izmanto celulozes riipnicas lai iegitu energiju [80]. To ar kopa ar zaga skaidam
vai citiem materialiem, parstradatu biogranulas, var izmanto ka biokurinamo, aizstajot fosilo
kurinamo - izmantojot atjaunojamos resursus [79, 81]. Izdalitie lignini ir ar lielu molekularo
masu un ar dazadiem piemaisijumiem (polisaharidi, proteini un citas makromolekulas, atkariba

no lignina izcelsmes un izdaliSanas metodes). Sie piemaisijumi ietekmé lignina 1pasibas un lidz
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ar to izmantoSanas iesp€jas. Tapec ir nepiecieSama lignina heterogenitates samazinasana,
nevélamo piemaisijumu atdaliSana. Lai to panaktu, tiek veikta lignina frakciongSana. Viens no
veidiem, lai samazinatu heterogenitati un palielinatu lignina tiribu, ir veikt frakciong$anu ar
organiskajiem $kidinatajiem, lai iegltu savienojumus ar uzlabotam ipaSibam, Kkuras ir

nepieciesamas, lai veicinatu to izmanto$anu dazadas jomas, ka pieméram, antioksidantus u.c.

1.4.3. Kondensétie tanini

Tanini ir savienojumu grupa, kas zinama jau izsenis, un to lietoSana medicina dazadu
slimibu arstéSana un adas miec€sana, sliecas krietni pirms miisu &ras. Daba tanini ir sastopami
dazadu augu valsts augstakajos augos visa pasaulé, ka pieméram, ozolos, kastanos, priedés,
tropu augos, un citos. Augstas koncentracijas tanini atrodas dazadas augu morfologiskajas dalas
ka miza, auglos, sakn€s u.c. un atkariba no izcelsmes to kimiska struktuora ir atskiriga.
Molekulara masa svarstas no 300 Iidz 20000 g-mol™ [82, 83]. Paaugstinats taninu saturs augos
norada uz auga stresa limeni, jo tanini tiek sintezeti ka atbildes reakcija auga, liecinot par
apkartgjas vides nelabvéligo ietekmi uz to. Tanini ir dabiskie antioksidanti gan vina, gan sulas
un citos partikas produktos [84, 85]. Taninu kimiska uzbiive ir loti sarezgita un, neskatoties uz
lielo petijumu skaitu, joprojam pilniba nav izpétita [86]. Uz doto bridi pasaulé komerciali tiek
raZoti tanini no ozolu un Australijas akaciju mizam. Taninu saturs koksn€, miza, sakn@s, lapas
var bt augsts > 30 %, vid&js 12 - 30 % vai zems < 12 %. Miza ir visaugstakais taninu saturs
[87].

Kondensgtie tanini ir proantocianidinu oligoméri un poliméri, kas sastav no flavan-3-olu
vienibam (skat. 1.10. att.). Flavanoidi ir augu sekundarie metaboliti, kas augos sintezgjas no
L - fenilalanina (3) un acetilkoenzima un augos veic svarigas funkcijas, un ne mazak svarigu
lomu spélé dzivnieku un cilvéku dicta [88]. Strukturali tos var uzskatit par flavan-3-olu,
(+)-katehina (28), (-)-epikatehina (29), (+)-gallokatehina (31) un (-)-epigallokatehina (30)
kondensacijas produktiem [89, 90].
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1.10. att. Kondenséto taninu veidojo$as katehinu pamatvienibas

Kondenséto taninu veidojosas katehina pamatvienibas sava starpa ir saistitas ar C-4 saiti
pirmaja vieniba un C-8 saiti (nereti C-6) jau nakosa katehina vieniba, veidojot blokus ar

polimerizaciju no divam Iidz pat vairak ka 50 vienibam, ka redzams 1.11. attela.

1.11. att. Kondenséto taninu struktiirformula

Tira veida tanini atrodas cieta un parasti amorfa stavokli. Kondensétie tanini ir ident Skistosi
oligoméri ar polimerizacijas pakapi 2 Iidz 6, ka ar1 ar polimerizacijas pakapi no 7 un augstak

Skidiba tideni nedaudz samazinas. Tanini ar lielaku polimerizacijas pakapi labi §kist polaros
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organiskajos skidinatajos (etanola, acetona) [91]. Kondensé&tie tanini §kist polaros §kidinatajos
- Udeni, acetona un spirtos, mazskistosi tie ir etilacetata (tikai monoméri, dazi diméri) un tie ir

neskistosi nepolaros $kidinatajos, ka pieméram, heksana vai hloroforma.

1.5. “Zalas” kimijas pamatprincipi polifenolu savienojumu ieguveé no augu biomasas

Cilvéku negativas darbibas sekas, ka globala sasilSana, ozona noardiSanas augs€jos
atmosferas slanos, u.c., aizvien vairak aktualiz€ jautdjumu par vides aizsardzibu. Apkart&jas
vides piesarnojums ir iemesls $im globalajam problémam. “Zalas” kimijas koncepcija paredz
izmantot tadu kimiju, kas ir videi draudziga un “tira”. “Zalas” kimijas uzdevumi ir samazinat
atkritumus, izmantot mazak bistamas kimikalijas un metodes, lai ieglitu vélamos produktus no
atjaunojamiem resursiem, ieglstot pievienotas vértibas produktus T1sos un efektivos
sintézes/iegliSanas celos [92, 93]. “Zalas” kimijas modernas metodes ir izmantojamas, lai
sasniegtu mérkus, ka pieméram, superkritiska CO2 izmanto$ana tiek atzita ka “zala” metode, jo
CO> ir nedegoss, nav toksisks, ir pieejams ka blakusprodukts daudzos procesos un nedod
skidinataju atliekas, kas butu jautilizé. Citas perspektivas “zalas” metodes polifenolu
savienojumu ieguve no augu biomasas ir mikrovilnu un ultraskanas pielietoSana ekstrakcijas

procesos, ka ar1 ekstrakcijas ar jonu Skidrumiem, kas vairak ir aprakstitas talak darba [94, 95].

1.6. Biorafiné$ana

Augu biomasas biorafin€Sanas attistiba reprezenté atslégu uz integrétu produktu klastu
izveidi, lai iegttu virkni izejvielu un pievienotas vértibas produktu. Augu biomasa, tapat ka
naftas izejvielu krajumi, ir kimisks kokteilis, no kura iegtit produktus ir daudz grutak neka no
naftas, jo augu biomasas kompozicija nav viendabiga un augu biomasas izejvielas ir loti
atSkirigas, ka pieméram, dazadas dabiskas izcelsmes izejvielas (koksne, zalaugi u.c.) vai to
kadas parstrades procesa blakusprodukti tiek izmantoti. Ka izejvielas ir dabas
kompozitmateriali, kur eso$ie pamatkomponenti (1.1. tabula), kas veido dazadus savienojumus,
ir saistiti sava starpa ar dazadam kimiskajam saiteém [96]. Lai no $im izejvielam iegitu
materialus, degvielas, kurinamo un dazadus vértigus kimiskos savienojumus, tos ir
nepiecieSams apstradat [97]. Atsléga uz péc iespgjas efektivaku augu biomasas, kurai ir
neviendabigs sastavs, izmantoSanu ir atbilstoSas un ilgtsp&jigas biorafinéSanas koncepcijas
izstrade, lai sadalitu augu biomasu tas domingjoSos komponentos un iegiitu péc iesp&jas lielaku

pievienoto veértibu visam frakcijam. Terminu ,.biorafinéSana” var uzskatit ka procesu/us, kas

ietver konversijas procesus un iekartas, lai iegutu plasu produktu klastu (kurinamo, jaudu un

kimikalijas) no augu biomasas, pielietojot “zalas” kimijas pamatnostadnes [26, 28].
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Pamatojoties uz starptautiskas energijas agentturas (IEA) informaciju [98], biorafinéSana tiek
definéta ka ilgtsp&jiga augu biomasas parstrade, izmantojot plasas un efektivas tehnologijas, lai
iegitu dazada spektra tirgus produktus, ka energija, partika, bariba, kimikalijas un dazadi
materiali. Augu biomasa polifenola dabas pamatkomponents lignins un polifenolu savienojumu
ekstraktvielas parasti atrodas $tnu ickSiené (1.1. att€la), tadel, lai varStu izdalit Sos
savienojumus, ir nepiecieSams lictot dazadas metodes. BiorafinéSanas konteksta ir
nepiecieSams sadalit biomasu pamatkomponentos, lai iegiitu virkni pievienotas vertibas
produktus, un viens no vispiemé&rotakajiem panémieniem ir izmantojot “zalas” kimijas
pamatnostadnes un principus [99].

Polifenolu ieguvé visnozimigaka ir ekstrakcija, kuru var ieklaut esosajas biorafin€Sanas
shémas. Pirms ekstrakcijas ir nepiecieSams strukturali izmainit §tinu membranu, lai atvieglotu
talakos procesus. Parasti tas tiek veikts izmantojot kimisku vai mehanisku apstradi, $o
membranu izjaukSanu atvieglo spiediena vai temperatiiras izmantoSana. Atkariba no vélama
produkta un pielietotas metodes, var veikt tieSu augu biomasas ekstrakciju, neapstradajot to

ieprieks, vai veicot priekSapstradi [100]. Shematisks biorafinésanas cikls ir paradits 1.12. attéla.
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1.12. att. Biorafinésanas cikla shematisks attélojums [101]

1.7. Augu biomasas paraugu sagatavosana polifenolu savienojumu ieguvei

Veicot augu biomasas apstrades proceddras, lai iegltu dabas izcelsmes polifenolu
savienojumus nereti tiek atstats novarta tik svarigs solis, ka paraugu sagatavoSana. Ir svarigi
zinat un prast novertét, cik nozimigs solis ir paraugu sagatavoSana, ar KO jasaprot paraugu

ievakSana, paraugu prieksapstrade un ekstrakcija (skatit 1.13. att€lu). Tad€] Sie procesi ir
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apskatiti tuvak, méginot izskaidrot to nozimibu jeb ietekmi uz ieglitajiem rezultatiem. Ja kltidas

tiek ienestas pasa sakuma, tas tiks atspogulotas arT gala rezultata.

Paraugu
jevak$ana Ekstrakcija Detektg$ana Valida$ana

Plano$ana Priek3apstride Atdali¥ana Izvérté$ana Interpreticija

1.13. att. Augu biomasas paraugu analizes cikls

Augu biomasas paraugu ievakSanas process ir loti svarigs, jo ietekm@ rezultatus kopuma.
Nepareiza parauga nemsSana noved pie kliidainiem rezultatiem un netiek atspogulotas patiesas
vertibas, kas noved pie nepareizas rezultatu interpretacijas. Nozimigakie parametri, kas ietekme
ieguves rezultatus, ir reprezentativa parauga panemsanas un nemsanas metodes izvele. Tade] ir
svarigi pirms paraugu nemsanas skaidri definét nemsSanas metodi un analizes mérki. Svarigs
faktors ir mérksavienojumu izvietojums un sadalijums matrica, jo lielaka dala augu biomasas
paraugu ir heterogéni [17]. Augu biomasa sastav no vairakam augu morfologiskam dalam, kas
var apgritinat rezultatu interpretaciju, tapéc svarigi ir zinat péc iesp&jas vairak pieejamo
informaciju par augu biomasas sastavu. Konkrétu polifenolu savienojumu iegiiSanai no
kokaugiem biitu jasaprot, kur tie koncentrgjas, lai izvéletos kuru morfologisko dalu ievakt, lai
iegiitu selektivu rezultatu, pieméram, ekstraktvielas, kuras sakoncentrgjas miza, nebiitu efektivi
iegiit no koksnes, kur to nav, ka arT no koku sugas, kura attieciga savienojumu grupa netiek
sintezeti ka sekundarie metaboliti [102, 103].

Svarigs aspekts ir paraugu uzglabasana. Augu biomasas materialiem parasti ir liels idens saturs,
tad€] parasti pirms uzglabasanas tie tiek izzaveéti gaisa sausi. Paraugus péc ievaksanas ir
jauzglaba zema temperatira saldetava, lai nenotiktu nevélamas izmainas, ka aktivo
savienojumu oksidacijas procesi un mikroorganismu nevélama ietekme [17]. Paraugu
priekSapstrade ietver dazadas mehaniskas un kimiskas apstrades tehnikas, pieméram, malSanu
biomasas homogenitates pakapes samazinasanai vai parauga hidrolizes veikSana, lai
samazinatu parauga matricas efektus [104]. Neieverojot Sos sakumu paraugu sagatavosSanas un
uzglabaSanas solus, var iegiit nesalidzinamus rezultatus.

Ir zinams, ka augu biomasas dalinu izmérs augu biomasas ekstrakcijam, ar meérki iegit
biologiski aktivus savienojumus, ir butisks faktors, jo tas biutiski ietekm& ekstrakcijas
iznakumu. Ir pieradits, ka, samazinot dalinu izmeéru, butiski palielinas ekstrakcijas efektivitate

[105]. Ir noteikts, ka piem&ram, bérzu mizas ekstrakcijai, izmantojot paatrinata $kidinataja
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ekstrakciju (ASE), polifenolu savienojumu iznakums, atkariba no dalinu izméra, vislielakais ir
mizai, kas samalta 1idz pulverveida (< 0,2 mm) izm&ram [106]. Tas ir skaidrojams ar to, ka
mazu dalinu paraugam ir lielaks virsmas laukums neka lielaka izméra dalinu paraugiem, un tas
bitiski ietekmé saskares virsmu starp analitu un $kidinataju. Liela saskares virsma dod mazus
diftzijas attalumus, ka rezultata palielinas masas parneses atrums un tiek iegiita lielaka
ekstrakcijas efektivitate un atglistamiba. Bet janem veéra tas, ka parak liela sasmalcinaSanas
pakape sadardzina izmaksas un ekstrakcijas iznakums nepieaug tik loti dalinu izmé&ram
samazinoties.

Ar meérki uzlabot ekstrakcijas efektivitati un selektivitati gan analitiskiem, gan
preparativiem nolukiem, augu izcelsmes paraugiem tika veikta priekSapstrade, izmantojot
dazadas mehaniskas un kimiskas apstrades tehnikas, piem&ram, malSanu biomasas dalinu
izméra samazinaSanai vai parauga hidrolizes veikSana. Inovativs veids ekstrakcijas efektivitates
un selektivitates uzlabosanali ir augu biomasas apstrade, izmantojot mikrovilnus vai ultraskanu,
kas veicina kimisko struktiiru disociaciju [107, 108].

Promocijas darba specifika ir vérsta uz biologiski aktivu savienojumu - dabas polifenolu
savienojumu ieguvi un attiriSanu, izmantojot dazadas ekstrakcijas metodes, arl “zalo”
ekstrakciju. Ar vardiem “zala” ekstrakcija ir saprotams dabas polifenolu ieguves process, kas
pamatojas uz dazadiem pétijumiem un atklajumiem, samazinot energijas patérinu, izmantot
alternativu (alternativu - aizstat plasi lietotos organiskos $kidinatajus, kas ir toksiski, gaistosi,
videi kaitigi) skidinataju lietojumu un, izmantojot atjaunojamus dabigus materialus, ka arf,
nodro$inot droSu un kvalitativu ekstraktu iznakumu [95]. Dabas vielu “zala” ekstrakcija
pamatojas uz seSiem principiem:
v' inovativa atjaunojamo augu resursu un $kirnu izvéle;
v' alternativu $kidinataju izmantoSana;
v’ energijas patérina samazinaana, regener&jot energiju un izmantojot inovativas
tehnologijas;
v’ pievienotas vértibas produktu ieguve no procesu blakusproduktiem, ieklaujot bio- un
agrorafinéSanu;
v veicamo darbibu skaita samazinaSana, veicinot droSibu, robustumu un kontrol&tus
procesus.
Merkis ir dabigu produktu/ekstraktu ieguve bez piemaisijumiem ar vélamajam meérkipasibam
[95].
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1.8. Augu biomasas ekstrakcijas metodes polifenolu savienojumu ieguveli

Misdienas augu biomasas ekstrakcijai ir zinamas daudz un dazadas klasiskas un
modernas ieguves tehnikas, kas ieklauj no biomasas izdalito savienojumu ieguvi, ka art
savienojumu (ekstraktu) attirisanu. Zinatnieki no visas pasaules ir izstradajusi daudz un dazadas
polifenolu savienojumu ekstrakcijas metodes no augu biomasas, piem&ram, literatara [109] ir
apkopotas 33 dazadas ekstrakcijas procediiras, kuras ekstrakcijas laiks vari€ no 30 sekundém
lidz pat 96 stundam un $kidinataju tilpuma attieciba pret parauga masu vari€ no 2 lidz 200

reizém [110].

1.8.1. Ekstrakcijas metodes polifenolu savienojumu ieguvei no augu biomasas

Ekstrakcijas metodes izvéle ir atkariga no augu biomasas materiala dabas un vélamajiem
mérksavienojumiem. Tradicionali no augu biomasas, lai iegiitu polifenolu savienojumus,
izmanto dazadas ekstrakcijas metodes, kuras ietilpst: Soksleta ekstrakcija, ekstrakcija ar atteces
dzesinataju (CSE), tvaiku destilacija. Lai gan §is klasiskas metodes tiek plasi lietotas, tam ir
vairaki butiski trikumi: tas ir laikietilpigas un tam ir nepiecieSams saméra liels skidinataju
daudzums, ka ari tam ir licla temperatiiras ietekme, kas var novest pie termiski nestabilu
sekundaro metabolitu degradacijas [111, 112]. Fakts, ka viens augs var saturét vairakus
tikstoSus sekundaro metabolitu, rada nepiecieSamibu péc augstas veiktsp&jas un atram
ekstrakcijas metodeém. Attistoties tehnologiskajiem risinagjumiem musdienas, ir izstradatas un
joprojam tiek uzlabotas modernas ekstrakcijas metodes, ka pieméram, superkritiska CO-
ekstrakcija, ekstrakcija mikrovilnos (ME), paaugstinata spiediena Skidruma ekstrakcijas
metodes un citas [113]. Tas ir atras un efektivas ekstrakcijas metodes, lai no cietvielas matricam
ieglitu ekstraktus. Svarigi pieminét ari ekstrakcijas ar jonu Skidrumiem, kas liela méra atbilst
“zalas” kimijas principiem un biomasas polifenolu savienojumu ekstrakcijas konteksta nav

daudz pétitas [114, 115].

1.8.2. Ekstrakcijas metodes polifenolu savienojumu attiriSanai

Visvienkarsaka ekstrakcijas tehnika ir skidruma - skidruma ekstrakcija izmantojot divus
dazadus skidinatajus, no kuriem viens parasti ir tidens, bet otrs ir organiskas dabas skidinatajs,
kas nejaucas ar tideni, pieméram, tidens - heksans, tidens - dihlormetans u.c. Lielakie trilkumi
ir, ka ta ir videi nedraudziga un izmaksu zina darga, toksiska un ugunsbistama [17, 116].

Cietfazes ekstrakciju (SPE) var izmantot, lai izdalitu analitus, kuri ir iz8kidinati Skidruma
maisijuma, tadejadi tos var izdalit no plasa klasta matricam, atbilstosi to fizikalam un kimiskam

ipasibam. Nemot véra augu ekstraktvielu sastava lielo daudzveidibu, atsevisku komponentu
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izol€Sana ir apgriitinata. Lai So procesu atvieglotu, var izmantot secigu ekstrakciju ar dazadiem
Skidinatajiem ar pieaugoSu polaritati, ekstraktvielas sadalot frakcijas, ka paradits 1.14. attéla
(ekstrakti A,B,C,D). Pilniba atdalit ekstraktvielas, kas iegiitas no augu biomasas, vienu no otras
nav iesp&jams (1.14. att€la B) bez talakam vielu attiriSanas procediiram, ka piemeram,
preparativa hromatografija, cietfazes ekstrakcija, skidruma - Skidruma vai citam paraugu

attirisanas metodém.
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1.14. att. Augu biomasas ekstraktvielu frakcionésana

Pieaugot pieprasijumam un interesei par augu izcelsmes veselibu veicinoSiem un arstnieciskiem
lidzekliem, kas satur dabiskus augu izcelsmes polifenolu savienojumus. Globalais polifenolu
tirgus 2015. gada sasniedza 757 miljonus eiro un ir paredzéts, ka tas sasniegs 1,12 miljardus
2022. gada ar ikgadgjo tirgus pieaugumu aptuveni 8 % gada [117]. Paslaik komercializéta
polifenolu savienojumu ieguve tiek veikta, izmantojot tradicionalas ieguves metodes, ieskaitot
Soksleta ekstrakcijas, cietviela-skidruma (CSE) ekstrakciju, ka arf maceraciju. Sis metodes ir
saistitas ar vairakiem lieliem minusiem: lielu $kidinataju patérinu, ilgu ieguves laiku un
paaugstinatu risku termiski nestabilu savienojumu degradacijai. Soksleta ekstrakcija ir
visbiezak izmantota klasiskas ekstrakcijas metode, pat neskatoties uz to, ka ta ir laikietilpiga
(Iidz 24 stundam un ilgak) un ar lielu energijas patérinu [118].

Polifenolu savienojumus no augu biomasas var ekstrah&t ar dazadiem skidinatajiem,
iznakums ir atkarigs no ekstrakcijas metodes, Skidinataja polaritates, ekstrakcijas laika un
temperattras. Biezi izmanto ekstrakciju ar tdeni, bet ir pieradits, ka lielaku iznakumu dod
etanola Gidens ekstrakcija, tacu, neskatoties uz lielo iznakumu, nereti ir zema selektivitate, tadel
biezi izmanto arT etilacetatu vai acetonu polifenolu savienojumu ieguvei no augu biomasas [50].

Analitiskaja kimija ideala gadijuma ekstrakcijai vajadzetu bit:
e selektivai attieciba uz ieglistamiem savienojumiem;
e atrai;
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e vienkarsai,

o [etai;

e paredzgetai ikdienas lietoSanai;

e iespgjam to automatizet.
Paslaik pasaulé aug pieprasijums péc jauniem alternativiem ekstrakcijas risinagjumiem (lai no
augu biomasas izdalitu pievienotas veértibas produktus), lai samazinatu ekstrakcijas laiku,
Skidinataju pat€rinu un samazinatu izmaksas, palielinot raZibu un alternativu videi draudzigu
skidinataju izmantosanu. Dala no $Tm misdienigajam ekstrakcijas metodém (izmantotas ari
promocijas darba izstrades gaita) ir superkritiska CO2 ekstrakcija, paatrinata Skidinataju
ekstrakcija (ASE), ekstrakcija ultraskana (UE), ekstrakcija mikrovilnos (ME), ka ari pseido
virstosa slana ekstrakcija (FBE) [119]. Apkopojot var secinat, ka ekstrakcija ir viens no
svarigakajiem soliem, lai no augu biomasas izdalitu polifenolu savienojumus.

Misdienas plasi ir attistfjusas dazadas 1.10. nodala minétas ekstrakcijas metodes, kuras

Sobrid aktivi tiek izmantotas un uzlabotas. Tiek pé&titas to izmanto$anas iesp&jas biologiski

aktivu savienojumu izdaliSanai no augu biomasas [114, 115, 120].

1.9. Ekstrakcijas parametru ietekme uz iegiistamo ekstraktuvielu sastavu
1.9.1. Augu biomasas ekstraktvielu §kidiba dazados Skidinatajos

Labam skidinatajam, lai no dazadas augu biomasas ekstrakcijas cela iegititu biologiski
aktivus savienojumus, jabiit ar zemu toksicitati (videi draudzigam), viegli neuzliesmojoSam,
viegli iztvaic§jamam zema temperatiira, biologiski aktivu vielu selektivam, ar konservéjosam
ipasibam, ekstrakta parmainas neveicinoSam, ar parauga sastavdalam nereaggjosam, ka ari
Iétam. Parasti vislielakie polifenolu ekstrakcijas rezultati no augu biomasas tiek iegiti ar
etanolu vai metanolu un $o spirtu maisijumiem ar tideni, lai gan plasi tiek izmantoti arT citi
skidinataji, ka etilacetats, acetons u.c.. Etanols, maisijuma ar Gdeni, ir visplasak lietots
polifenolu ekstrakcijai to pazeminatas toksicitates un liela ekstrakcijas iznakuma del, papildus
ieguvums ir to polaritates modulésana, izmantojot etanolu/adeni dazadas attiecibas, tapat ari ta
uzglabasanai nav japiever§ pastiprinata uzmaniba. Lielakie trikumi ekstrakcijai ar dideni ir
salidzino$i mazpolaru polifenolu mazais iznakums, tapat tidens veicina hidrolizi un ir lieliska
vide mikroorganismu augSanai. 1.3. tabula ir paradita no augu biomasas ar dazadiem
Skidinatajiem dazadu ekstraktvielu Skidiba, var labi redzet, ka atSkiras Skidinataju izvéle

atkariba no mérksavienojumiem.
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1.3. tabula

Udens Etanols Metanols Hloroforms Eteris Acetons
Terpenoidi Terpenoidi Terpenoidi Terpenoidi Terpenoidi Fenoli
Tantni Tanmni Tanmi | plavancidi | Alkaloidi | Flavanoli
Antociani Polifenoli Polifenoli Kumarini polifenoli
Cietes Poliacetiléni Antociani Taukskabes
Saponini Flavanoli Saponini
Polipeptidi Steroli Flavoni
Lektini Alkaloidi Kvazinoidi
Propolis Fenoni

1.9.2. Temperatiiras ietekme

Visparzinams fakts ir, ka augsta temperatiira palielina ekstrakcijas efektivitati, atrumu un
atgiistamibu [126]. Liela ekstrakcijas temperatira izmaina izskiduSo vielu un matricas
mijiedarbibu un ietekmé $kidinataja ipasSibas. Paaugstinata temperatiira parasti tieck ievérojami
uzlabota organisko vielu $kidiba, jo tiek palielinata kingtiska energija, kas atvieglo iek$&jo un
iekSmolekularo mijiedarbibu parrausanu, ka Van der Valsa speki, un vieglak tiek parrautas
tdenraza saites un dipolu saistibas, kas pastav starp izSkiduSo vielu un matricu. Augsta
temperatiira izmaina Skidinataja fizikalas 1paSibas, pieméram, samazina viskozitati un virsmas
spraigumu, veidojot labaku $kidinataja iekliSanu matrica. Sis Ipasibas uzlabo difiizijas
koeficientu un, tadgjadi uzlabo ekstrakcijas efektivitati. Tomér, paaugstinatai temperatirai ir
ari trikumi - palielinas vielas modifikacijas un sadali$anas risks un tiek ietekmeétas ari matricas

fizikalas 1pasibas, pieméram, var tikt inducetas neparedzetas reakcijas [127].

1.9.3. Ekstrakcijas laiks

Pamata ekstrakcijas process ir sarezgits, laba atglistamiba ir sasniedzama tikai ilgaka
laika. Tadel, biezi ekstrakcijas laiku definé ka otru svarigako parametru aiz temperatiiras.
Ekstrakciju var veikt divos veidos - statiski vai dinamiski - un ekstrakcijas iznakums, ka
funkcija no laika, izskatas citadi abos veidos. Statiska veida veiktai ekstrakcijai atglistamiba
pieaug lineari ar laiku lidz ta sasniedz plato, kas norada, ka ir sasniegts lidzsvars starp
1z8kiduSam vielam un $kidinataju. Dinamiska veida veiktai ekstrakcijai jeb pliismas metodei
lidzsvars nekad netiek sasniegts, jo visu laiku ir nepartraukta Skidinataja plisma, tad izSkiduSo

vielu atglistamiba palielinas lineari no ekstrakcijas sakuma laika [106, 128]. Kad kimiski
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nestabilakas izSkidusas vielas ir pargajusas $kidinataja, tas var sakt degradéties, jo vairs nav
matricas ietekmes, kas aizsargatu. Tade] 1saks ekstrakcijas laiks ir piem&rotaks, lai nenotiktu
savienojumu destrukcija. Nestabilu savienojumu ieguvé izmanto tieSo dzes€Sanu, bet tas
samazina atgustamibu. Ekstrakcijas metodes izvéle ir atkariga no izejas materiala dabas un
vElamajiem meérksavienojumiem, nakamas nodalas ir apskatitas biezak lietotas ekstrakcijas

metodes.

1.10. Ekstrakcijas metodes
1.10.1. Soksleta ekstrakcija

Ekstrakcija ir vismazak attistijies posms analitiskajas procediiras un paraugu iegiiSana no
augu biomasas kops 1879. gada, kad Soksleta ekstrakcija pirmo reizi tika aprakstita. Soksleta
ekstrakcija ir cietvielas-skidruma ekstrakcija un visvairak lietota ekstrakcijas metode organisko
savienojumu ieguvé no augu biomasas [129].

Galvenas Soksleta ekstrakcijas priekSrocibas ir:
e masas parneses lidzsvara nobide uz vielas $kidibas palielinaSanu, jo tiek veikta
izvilkSana vairakkartigi ar tiru Skidinataju, sakoncentr&jot izskidusas vielas;
e relativi augstas ekstrakcijas temperatiiras uzturé$ana procesa gaita, karsgjot
savacgjkolbu;
e nav nepieciesams veikt parauga filtréSanu;

e visa pasaulg, lai iegiitu biologiski aktivas vielas no augu biomasas ar organiskiem
skidinatajiem, vél joprojam daudz izmanto Soksleta ekstrakcijas principu [130].
Lielakie trikumi Soksleta ekstrakcijai ir iespgjama mérksavienojuma termiska sadaliSanas, jo
ekstrakcija notiek skidinataja virSanas temperatiira, un process ir laikietilpigs. Dzes€Sanai
nepiecieSams patérét lielu daudzumu tdens, ja nav alternativa dzes€Sana, un nepartraukts

energijas patérins, kas sadardzina izmaksas.

1.10.2. Superkritiska Skidruma ekstrakcija

Pamata superkritiska Skidruma ekstrakcija (SFE) ir cietvielas-skidruma ekstrakcijas
paveids, kur skidrums aizstats ar superkritisko $kidrumu. Problémas, ko sagadaja organisko
skidinataju paterins, toksicitate un laika paterins, risina SFE metode, kas ir izstradata kops 1980.
-tajiem gadiem ar mérki noverst Sos klasisko ekstrakcijas metozu trikumus. Superkritiska
Skidinataja ekstrakcija ir viena no relativi jaunam ekstrakcijas metodeém, kuras lielakais
ieguvums, salidzinot ar klasiskajam metodém, ir organisko $kidinataju patérina samazinajums
un parauga caurlaidibas palielinagjums [131]. Kad skidrums tiek saspiests temperatiira un
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spiediena virs to kritiska punkta (skatit 1.4. tabulu), tas kliist par superkritisko $kidrumu. Sados

apstaklos superkritiskais Skidrums iegtst Skidruma un gazes agregatstavokla ipaSibas, ka

piemé&ram, blivums §im superkritiskajam Skidrumam ir Iidzigs Skidrumam, bet viskozitate ir

lidziga gazes fazei [115]. Superkritiskie skidrumi parada unikalas Tpasibas, kas lauj tos izmantot

ka skidinatajus. So skidrumu blivums ir salidzino$i augsts, [idz ar to ir liela §kidinaSanas spg€ja,

turklat to ir viegli mainit, vari€jot ar temperatiiru un spiedienu kritiska punkta robezu apgabala.

1.4. tabula
Dazu $kidrumu fizikalie parametri, lai sasniegtu superkritisko stavokli [115]

Skidinatajs Temperatiira (°C) Spiediens (atm) Blivums (g'-mL™)

Eténs 10,1 50,5 0,200
Udens 101,1 217,5 0,322
Metanols -34,4 79,9 0,272
Oglekla dioksids 31,2 72,9 0,470
Etans 32,4 48,2 0,200
Slapekla oksids 36,7 71,7 0,460
Sera heksafluorids 45,8 37,7 0,730
n-Buténs -139,9 36,0 0,221

n-Pentans -76,5 33,3 0,237

Galvenie parametri, kuri ir ietverti $aja metodg ir:

1) temperatiira - to palielinot var panakt analita diftizijas atviegloSanu (tidens difuizija

25 °C temperatiira ir apméram desmit reizes mazaka ka 200 °C temperatiira),

veicinat masas parneses procesus, graujot iekSmolekularos spékus, samazinat

viskozitati (nodrosina labaku $kidinataju iekliSanu matrica) un samazinat virsmas

spraigumu (lauj Gidenim labak samitrinat matricu) [114].

2) spiediens Iidz 400 atm;

3) parauga tilpums;

4) paraugu savaksana,

5) modificétaju (paligdkidinataju) pievienosana;

6) plasmas un spiediena kontrole.

SFE shéma att€lota 1.15. att€la. Visbiezak $aja metodé izmanto CO», lai iegiitu biologiski

aktivus komponentus no augu biomasas. Jaunakajos petijumos CO2 vieta izmanto ar argonu,

propanu, butanu, dietiléteri u.c., kas ar1 ir salidzinosi 1&ti, un dal&ji atbilst “zalas™ analitiskas

kimijas pamatprincipiem, ka CO; [132, 133]. CO; lietosanas prieksrocibas ir:

o viegli sasniegt superkritisko stavokli (31,2 °C un 72,9 atm);

o [&ts, netoksisks, nedegoss Skidinatajs;
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e droSs, lai pec ekstrakcijas Sos ekstraktus tiesi varétu izmantot partikas industrija un pat

medicina [134].

Pretspiediena
varsts

slna

stknis

Dzesinatajs

suknis
Parauga
savakiana

G2
1]

Ekstrakcijas
sana

CO,
cilindrs

1.15.att. Superkritiska $kidruma ekstrakcijas sistéma

Skidinataja polaritate ir svarigs faktors, ekstrahgjot polarus savienojumus, tadél CO2 polaritates
robezu paplasinasanai tam pievieno organiskus skidinatajus Iidz 15 % ka etanolu, metanolu un
acetonu, lai ieguitu polifenolu saturoSus savienojumus [135, 136]. Lielakas Sis metodes
prieksrocibas ir:

e cekstrakcija notieck zema temperatiira, kas samazina ekstrah&amo savienojumu

destrukciju;

e nav skidinataja atlikumu;

e videi draudziga ekstrakcijas metode.
Lielakie $is metodes trikumi ir mazas vari€Sanas iesp&jas ar $kidinataju polaritatém, 1idz ar to

nav parak plass klasts ar iegistamiem polifenolu savienojumiem no augu biomasas.

1.10.3. Paatrinata Skidinataja ekstrakcija

Paatrinata skidinataja ekstrakcija (ASE) ir cietviela-skidruma ekstrakcijas process, kas
tiek veikts paaugstinata temperatiira, visbiezak no apkart€jas vides lidz 200 °C, spiediena no 10
lidz 15 MPa un inerta atmosfera. Paaugstinata temperatira atvieglo iekSmolekularo speku
parrausanu. Paaugstinoties temperatiirai, Gdenraza saites pavajinas, paatrinot ekstrakcijas
kinétiku - $kisto$as vielas atSkelSanu no matricas. Termala energija samazina aktivacijas
energiju desorbcijas procesam (ekstrakta izvilk§ana no §Gnu sieninam), kas nodro$ina iz8kisto$o

komponentu §kiSanu un parnesi $kidinataja no matricas. Paaugstinoties temperatiirai, samazinas
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Skidinataja viskozitate, nodroSinot labaku skidinataja ieklisanu matrica, kas sekmé ekstrakcijas
procesus. Paaugstinatais spiediens, ja tas ir pietiekams, saglaba skidinataju skidra
agregatstavoklIl un lauj to lietot virs $kidinataja virSanas temperatiiras [137, 138]. Spiediens
palidz tam iespiesties matrica, tadéjadi tieck panakta dro$a un atra ekstrakcija [130]. ASE

sist€éma paradita 1.16. attéla.
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1.16. att. Paatrinata Skidinataja ekstrakcijas sistéma

lerasti ASE metodé izmanto dazadus $kidinatajus, bet var lietot ari §kidinataju maisijumus,
tadgjadi plasa diapazona vari¢jot ar Skidinataju ipasibam. [113]. Lielakas $is metodes
prieksrocibas ir:

e iespgjas lietot Skidinataju maisijumus;

e mazs Skidinataju un laika paterins.

1.10.4. FrakcionéSana/ekstrakcija ar jonu Skidrumiem

P&dgjos trisdesmit gados arvien vairak gaistoSos organiskos $kidinatajus mégina aizstat
ar videi draudzigakiem $kidinatajiem, ka pieméram, jonu $kidrumiem (JS). Uz JS pamatota
savienojumu ieguves tehnologija no augu biomasas ir viena no daudzsolosakajam pedgja laika
biorafinéSanas tehnologijam, kas ir attistijusies, pateicoties videi draudzigai un homogénai
procesu metodologijai [139]. Biomasas izejvielas efektiva parstrade, lai ieglitu materialus un
kimikalijas, prasa padzilinatu izpratni par augu Siinas sieninu dabisko strukttiru/konstrukciju un
sastavdalam, kas var virzit biomasas vieglas prieksapstrades tehnologisku un robustas katalizes
attistibu, lai sadalitu biomasu komponentos talakam parstradém, tapec efektivai biorafinéSanas
sasniegSanai ir vajadzigas inovativas tehnologijas. Lai ari tradicionalais lignina atdaliSanas un
analizes process no lignocelulozes materiala ir Klasona process, taja izmanto agresivus
reagentus, kas iznicina strukturalo informaciju p&c hidrolizes un nedod pilnu skaidrojumu par
dabisko lignocelulozes materiala struktiiru, kas ir lielakais izaicindjums koksnes kimija. Ir

pieradita lignocelulozes materiala Skidiba jonu Skidrumos, un selektivu komponentu

------
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lignina struktiiru. Ir pieradits, ka anjonam ir primara ietekme uz jonu skidruma 1pasibam un péc
tam seko katjona ietekme. Specifiski kombingjot anjonu un katjonu, ir iesp&jams iegut
parametrus ar atSkirigiem termodinamiskiem un fizikali kimiskiem parametriem, kurus var
izmantot selektiviem mérkiem, pieméram, biomasas selektivai komponentu $kidinasanai. JS
biezi tiek izcelti ar daudzam labam ipasibam ka niecigu tvaika spiedienu, augstu termisko
stabilitati, neuzliesmojamibu, zemu toksicitati u.c. JS tiek uzskatiti ka “zalie $kidinataji”. JS ir
kimiskas sist€mas, kas sastav no vismaz diviem komponentiem, $aja darba tuvak tiks apskatiti
tikai divu komponentu JS, jo tie tiek visbiezak izmantoti augu biomasas apstradei. IS kimiskajai
strukturai ir ievérojama ietekme uz to fizikali kimiskajam ipasibam, kas nozimigi ietekmé
mérksavienojumu iznakumu [140]. JS piemit sp&ja iz8kidinat augu biomasu saudzigi, ipasi to
neizmainot [141, 142]. Dabas vielu ekstrakcijai izmantoto dazadus JS ar atskirigam Tpasibam,

to pieméri ir doti 1.5. tabula.

1.5. tabula
BieZi izmantotu JS fizikalas ipasibas, kas ir nozimigas biomasas ekstrakcijai

: . S K“§ana_s Blivums | Molmasa

Katjons Anjons Apziméjums tem;zoegtura (gmL") (g'mol™)
/N\/W\/ CI [C2C1im]ClI (32) 77-79 1,11 146,62
[\ cr [C4C1im]CI (33) 70 - 73 1,08 174,67

AN , ,

/N\/NJ'\/\/ Br [C4C1im] Br (34) 65 - 75 1,30 219,12
/N\/NJ'\/\/ DMP- [C4C1im]DMP (35) -21 1,16 264,26
/N\/N*\/\/ OAC [C4C1im]OAC (36) <-20 1,055 198,26
/N\/g\ﬁ\/\/ OTs [C4C1im]OTs (37) 70 1,17 310,41
/N\/NJr\/\/ BF4 [C4C1im]BF4 (38) -82 1,26 226,02
/N\/;\f\/\/ HSOs | [C4C1im]HSO4(39) 38 1,277 236,29
/N\/[\f\/ PFe [C2C1im]PFs (40) 58 - 62 1,38 256,13

32- 1-etil-3-metilimidazolija hlorids, 33- 1-butil-3-metilimidazolija hlorids, 34- 1-butil-3-metilimidazolija
bromids, 35- 1-butil-3-metilimidazolija dimetilfosfats, 36- 1-butil-3-metilimidazolija acetats, 37- 1-butil-3-
metilimidazolija tozilats, 38- 1-butil-3-metilimidazolija tetrafluorborats, 39- 1-butil-3-metilimidazolija

hidrogénsulfats, 40- 1-etil-3-metilimidazolija heksaflorborats
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Darba uzmaniba, galvenokart, ir koncentréta uz biopoliméru, pamata lignina, izoléSanu
no augu biomasas ar JS. Biomasas $kidinasana jonu $kidrumos tik akfivi pétita, lai selektivi
varétu sadalit augu biomasas pamatkomponentus [143]. Ir pieradits, ka celulozes skidibu butiski
ietekmé JS anjons, svarigs faktors ir JS sp&ja bt idenraza sai$u akceptoram un apslapét o
saiSu donorus, jo galvenais nosacijums celulozes §kiSana ir sasvstarp€jo un iekSmolekularo
tidenraza saiSu destrukcija. Lignina SkiSanai tik nozimiga nav So saiSu destrukcija, tomér liela
nozime ir pieradita anjona ietekmei, pieméram, liclu nekoordinétu anjonu saturosie JS
neSkidina ligninu, anjona - katjona asociacija nozimigi ietekmé lignina Skidibas atrumu,

tadejadi batiska ietekme ir gan katjonam, gan anjonam [144].

1.10.5. Ekstrakcija mikrovilnos

Ekstrakcija mikrovilnos (ME) ir salidzinosi jauna metode biomasas ekstrakcijai, lai
iegiitu polifenolu savienojumus no plasa klasta materialiem [145]. Mikrovilni ir nejonizgjosi
elektromagnétiski vilni ar frekvenci no 300 MHz lidz 300 GHz un atrodas starp radio un
infrasarkana starojuma regioniem elektromagnétisko starojumu spektra [111, 146]. Jonu
vaditsp&jas un dipolu rotacijas rezultata, mikrovilni iedarbojas uz polaram molekulam, tas
sasildot. Vielas dielektriska konstante nosaka materiala sp€ju uzsildities mikrovilnu apstrades
rezultata [147]. Mikrovilnu karséSanas efektivitate ir atkariga no materiala energijas izkliedes
faktora, kas méra parauga sp&ju absorbét mikrovilnu energiju un izkliedét radusos siltumu
apkartesosajas molekulas konvekcijas veida [111, 146].

Optimizets mikrovilnu ekstrakcijas process ir tieSi saistits ar procediru apstakliem, kuriem
japievers 1pasa uzmaniba, salidzinot ar citam ekstrakcijas metodém, ka piemeéram:

o Skidinataja sastavs - $kidinataja Tpasibas ka $kidinataja iekli$ana un mijiedarbiba ar
parauga matricu, ka ar1 $kidinataja dielektriska konstante korel€ ar §kistoSo savienojumu
skidibu ME laika. Skidinatajam vajadz&tu bit ar augstu selektivitati pret iz§kiduo vielu,
neselektivam pret nev€lamiem paraugu matricas komponentiem un ar labu spgju
absorbét mikrovilnu starojumu. Ir svarigi izvéléties pieme&rotu §kidinataju, pamatojoties
uz to virSanas temperatiiru, energijas izkliedes un dielektriskam ipasibam. Visbiezak
lietotie un rekomend€jamie augu biomasas ekstrakcijai ar ME ir organiskie $kidinataji
ka, pieméram, etanols, metanols arT acetons, un bieZi tos lieto kombinacija ar tideni,
tadgjadi varigjot ar to IpasSibam. Etanols ir visbiezak lietotais un piemérotakais
skidinatajs ar labu mikrovilnu absorbcijas sp&ju un piemérots daudzu biologiski aktivu
vielu iegtisanai no augu biomasas [148, 149].

o Skidinataja - cietas matricas attieciba - cietas fazes attieciba pret $kidinataju ir svarigs

parametrs. Skidinataja tilpumam jabat tadam, lai nodro$inatu visa parauga
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iegremdésanu skidinataja ME laika, it 1pasi izmantojot cieto matricu, ka augu biomasa,
kurai ir tendence uzbriest, mijiedarbojoties ar $kidinatajiem. Protams, janem v&ra, jo
lielaka biis $kidinataja attieciba pret cieto fazi, jo vairak ta absorbés mikrovilnu energiju,
lai sasniegtu optimalos ME apstaklus un, 11dz ar to ar1 laiku [146].

e Mikrovilnu jauda - augu biomasas ekstrakcijai, izmantojot ME ar augstu mikrovilnu
jaudu, var izraisit zemu produkta iznakumu, jo liela mikrovilnpu jauda degrade termiski
jutigus savienojumus. Mikrovilnu jauda ir tieSi saistita ar parauga daudzumu un
apstrades laiku. Ta nodros$ina lokaliz&tu parauga kars€Sanu, kas ir pamats augu biomasas
matricas grauSanai un $kistoSo savienojumu atbrivoSanai no matricas, tadel, palielinot
mikrovilnu jaudu, palielinas ekstrakcijas iznakums, un ir iesp&ja samazinat ekstrakcijas
laiku, bet ar nosacTjumu, 1idz robezai, kad sakas nevélami procesi ME laika [150].

e MaisiSana - nodroSina vienmérigu Skidinataja lidzsvara iestaSanos starp tvaika un
Skidruma faz€m, palidz nodroSinat masas apmainas procesus, izkliedgjot tilpuma
iz8kidusas vielas koncentrétos apgabalus [151].

o Cieta materiala virsmas laukums - zinams ir fakts, ka ekstrakcijas efektivitate palielinas,
palielinoties virsmas laukumam, kas nodrosina efektivakus masas apmainas procesus
ekstrakcijas laika, tadel biomasas cietas matricas paraugi ir jasasmalcina. Parasti dalinu
izméri ekstrakcijam svarstas no 0,1 mm lidz 2 mm [152].

e Augu biomasas Tpasibas - viens no svarigakajiem faktoriem, ieklaujot Gidens saturu.

Lai ieghtu biologiski aktivus savienojumus no augu biomasas, ir jaoptimizé ME
parametri, lai iegiitu vislabakos rezultatus. Salidzinajuma ar klasiskajam ekstrakcijas metodém,
ir pieradits, ka ME ir daudzkart efektivaka, pieméram, zalas t&jas kopgjais polifenolu saturs,
izmantojot ME palielinas par 7 %, samazinoties ekstrakcijas laikam un nepiecieSamajai
energijai, bet polifenolu saturs no ozolu mizas palielinajas divas reizes, vienlaikus tris reizes,
palielinoties ekstrakcijas efektivitatei. salidzinajuma ar klasiskajam metodem [153, 154]. Ir
izstradatas dazada dizaina iekartas mikrovilnu ekstrakcijai - gan slégta tipa, gan atvértas. Slégta
tipa reaktoros ir iesp&jams stradat paaugstinata spiediena un temperatiira, ko rada sisteéma,
uzkarstot mikrovilnu ietekmes rezultata, ka art iesp&ja stradat inerta atmosfera, lai izvairitos no
dazadiem nevélamiem blakusprocesiem, ka pieméram, paraugu oksidéSanas u.c. Atverta tipa

ME strada péc klasiskam ekstrakcijas metodem atmosferas apstaklos skatit 1.17. attela.
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1.17.att. Atveérta (a) un slégta (b) tipa ME iekartu tipi [155]

1.10.6. Torefikacija

Torefikacija ir termals biomasas apstrades process, kura biomasa tiek apstradata 200 - 300
°C temperatiira inerta atmosfera. Ja torefikaciju apskata no biomasas energétiska viedokla, tad
torefikacija tiek veikta, lai uzlabotu biomasas ka degvielas 1paSibas, ka piemeram, tiek iegtts
materials ar labu sasmalcinasanas pakapi, zemu mitruma saturu, lielaku C/O attiecibu biomasa,
lidz ar to lielaku augstako sadegSanas siltuma vértibu, palielinato energétisko blivumu. Parasti
torefikacijas rezultata apméram 70 % no masas tiek saglabati ka cietais atlikums, savukart,
apméram 30 % no masas tiek zaudéta un parveérsta kondensetos (idens, viegli gaistosi organiski
savienojumi, lipidi) un nekondens&tos (CO2, CO, CHa) produktos [156]. Torefikacijas laika
hemicelulozes degradgjas, ka rezultata forméjas viegli gaistosi produkti. Notiek lignina un
celulozes dalgja depolimerizacija [157]. Literatura torefikacija ka biomasas priekSapstrade
pirms ekstrakcijas ir maz pétita, tomér pétjjumi ir paradijusi tas efektivitati ekstrakcijas
procesos. Mazais pétijumu skaits aktualizé detalizétaku torefikacijas ka ekstrakcijas
priekSapstrades izpéti, jo lielakoties ir pétita biomasas pamatkomponentu raksturoSana un
talaka to izmantoSana, kas vérsta uz biomasas ka energijas ieguves nes¢ja aspektu. Ir pieradits,
ka pieméram, bérza koksnes torifikacija, ievérojami palielina izekstrah&to zemmolekularo
savienojumu apjomu, bet vienlaikus parak augstu temperatiiru izmanto$ana sekmé biologiski
aktivu savienojumu, ka polifenolu savienojumu degradaciju [158]. Saja darba torefikacija tiek
apskatita ka biomasas termiska apstrade pirms ekstrakcijas, lai noveértétu tas ietekmi uz

ekstrakcijas procesiem.
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1.11. No augu biomasas iegiito polifenolu savienojumu saturoSu ekstraktu un lignina
pétiSanas metodes

Samazinats $kidinataja patrins, alternativs drosaks $kidinatajs, un sapratigs energijas
patérin§ ir jalidzsvaro ar tradicionalam analitiskas kimijas nostadném ka, pieméram,
ekstrakcijas iznakumu un selektivitati [ 159]. Analitiska kimija, kas ietver paraugu sagatavosanu
un analizi, ir cel$, ka pamatot un ieviest jaunas videi draudzigas tehnologijas vértigu
savienojumu ieguvei gan laboratorija, gan riipnieciskos apjomos. Kimiskas analizes sistéma
pamatojas uz 1.18. attela paradito sh&ému, analizes posmi nemainas, mainas tikai pieeja to

izpildei.

Paraugu

. AtdaliSana
sagatavosana

KvantificéSana ﬁ IdentificeéSana

1.18. att. Analitiskas sistémas pamatshéma [160]

Analitiska kimija ir ciesi saistita ar “zalas” kimijas pamatprincipiem, no kuriem svarigakie ir :
v Atkritumu veido$anas novérsana;
v' Atjaunojamu izejvielu izmantoSana;
v" Drosaku $kidinataju un paligieri¢u izmantoSana;
v" Energoefektivs process;
v" Drosa kimija, kas samazina potencialus kimisko avariju riskus.
Analitiskas sistémas progress musdienas lauj detektét atseviSkus savienojumus pat loti nieciga
daudzuma. Kvalitativa un kvantitativa analize noslédz garu procediiru virkni, kas sakas ar
paraugu ieguvi un sagatavosSanu.

No biomasas ekstrakcijas rezultata izdalito polifenolu saturoSu savienojumu sastava
raksturosana ir sarezgita, jo to veido biogénie organiskie savienojumi, kas rodas dabisko un
antropogéno apstaklu rezultata. Tie sava starpa ir saistiti un sastav no dazadiem komponentiem,
tapec svarigi ir noskaidrot ekstraktu un individualu savienojumu sastavu, struktiiras Ipatnibas,
funkcionalas grupas, jo Sie parametri ietekmeé vielas raksturlielumus, un tos iesp&jams noteikt
ar dazadam metodém. Visbiezak no dabasvielam iegiito savienojumu analizi sak ar kopgjo
polifenolu savienojuma satura noteikSanu ekstrakta, un biezak izmantota analizes metode ir

Folina-Cikolto fotometrijas metode. Metode balstas uz oksidé$anas - reducé$anas reakcijas
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pamatu, kur Folina reagents oksidg polifenolus taja pasa laika pats reducgjoties un mainot krasu.
Par standartvielu visbiezak tiek izmantota galluskabe [161].

Nepolaru un vidgji polaru savienojumu analizei tradicionali izmanto gazu hromatografiju
(GC). ST analizes metode ietver derivatizaciju (metiléSanu, acetiléSanu vai sililé§anu) un gazu
hromatografijas - masspektrometrijas vai gazu hromatografijas - liesmas jonizacijas detektora
(FID) analizi [162]. Augstefektiva Skidruma hromatografija (HPLC), ko p&d&jos gados
intensivi aizstaj ultra efektiva Skidruma hromotografija (UPLC), ir visplasak lietotas
zemmolekularu hidrofilo ekstraktvielu analizes metodes. Lielako dalu polifenolu analizei
izmanto gradienta sist€ému, lai varétu sadalit polifenolu kompleksus maisijumus, pamatojoties
uz savienojumu atSkirigo polaritati. Apgrieztas fazes Skidruma hromatografija, visbiezak ka
kustiga faze, tiek izmantots acetonitrils vai metanols, kas paskabinats ar skabi, lai noverstu
fenolu savienojumu protonéSanu. Visbiezak izmanto UV-detektoru, diozu matricas detektoru
(DAD), ka arf fluorescences detektoru (FLD). Miisdienas polifenolu p&tiSanai HPLC un UPLC
apvieno ar masspektrometriju un NMR [163, 164].

Ligninu saturoSo blakusproduktu izoléSanas metozu attistiba paplasina iepriekSminéto
ligninu struktiras komponentu dazadibu un padzilina jaunu fitomasas kimiskas (un
termokimiskas) parstrades tehnologiju attistibu. Paslaik nav analitisko metozu, kas lautu pilnigi
raksturot ligninu struktiiru. Loti biezi rodas nepiecieSamiba raksturot noteiktas lignina
struktiiras Tpasibas, atkariba no jomas, kura to v€las izmantot. Lai ieglitu p&c iesp€jas vairak
informacijas par to, ir nepiecieSams apvienot dazadas metodes. Ligninu analitiskos p&tijumus
var sadalit vairakas grupas: funkcionalo grupu noteikSana, elementanalize,
spektrometriskas metodes, degradacijas eksperimenti un termiska analize. Lignina
struktiiras p&tiSanai izmanto kimiskas un instrumentalas metodes.

Metoksilgrupu noteik$anai visplasak izmanto Ceizela-Fibeka-Svapaha metodi, kas
ietver So grupu kvantitativu parrausanu ar jodiidenrazskabi, veidojot metiljodidu. Kopgjo
hidroksilgrupu noteik$anai izmanto kodolmagné&tisko rezonansi, acetiléSanas,
metiléSanas, u.c. reakcijas. Fenola hidroksilgrupas nosaka, izmantojot potenciometrisko
un konduktometrisko titréSanu, hemosorbcijas un metiléSanas metodes, diferencialo UV-
spektrometriju, u.c. Alifatiskas hidroksilgrupas nosaka ka starpibu starp kop&jo un fenola
hidroksilgrupu saturu, ka ari ar NMR. Aldehid- un ketogrupu noteikSanai visplasak
izmanto reakciju ar hidroksilamina hidrohloridu. Karboksilgrupas nosaka, izmantojot
galvenokart potenciometrisko un konduktometrisko titrésanu [165 - 167].

Elementanalize, kopa ar metoksilgrupu noteiksanu, dod informaciju par Cg vienibu
vid€jo saturu lignina. Biezak izmantojamas spektrometriskas metodes ir UV un FTIR

spektroskopija, kodolmagn@tiskas rezonanses spektroskopija (PMR un ¥C-NMR),
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masspektrometrija kombinacija ar gazes hromatografiju un elektrona spina rezonanses
spektroskopija (EPR) [165, 166].

Paslaik ir zinams, ka jebkuras sugas koksnei un visiem no koksnes izdalitajiem
preparatiem piemit paramagné&tiskas pasibas - to struktiira ir brivie radikali. Pirmoreiz
paramagnétisko centru klatbiitne lignina tika atklata 1960. gada. Ligninam ir tipiska EPR Iikne
- singlets. EPR metodi izmanto lignina paramagnétisko centru noteikSanai, lignina strukttras
polikonjugacijas noteikSanai, ligninu transformacijas raksturosanai kimiskajos, biologiskajos
un termiskajos procesos, ligninu kompleksu veidoSanas ar parejas metaliem, termisko
parvertibu un savietojamibas ar cietiem polimériem pétisanai [166].

Degradacijas metodes ietver kimiskas degradacijas apstrades panémienus: etanolizi,
acidolizi, hidrogenolizi, maigo hidrolizi, tioacetolizi, oksidéSanu (ar permanganatu,
nitrobenzolu, vara(Il) oksidu), ozong$anu, ka arl termiskas degradacijas metodi. So
metozu pamata ir lignina molekulas saSkelSana zemmolekularos produktos, kuru
identificéSana lauj iegiit informaciju par makromolekulas uzbtivi un sai$u veidiem taja.

Analitiska pirolize pieder pie perspektivakajam destruktivajam metodém koksnes kimija,
to tradicionali izmanto ligninu struktiiras pétiSana. Galvenie kimiski destruktivo metozu
trikumi ir to sarezgitiba oksidéjoSo agentu izmantoSanas un analizes laikietilpibas dél.
Analitiskas pirolizes metode ir atra, jo nav nepiecie$ama sarezgita kimiska apstrade, parauga
sagatavosanas procediira sastdv 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
etera un oglekla-oglekla saiSu parrauSana un, rezultata lignins sadalas 11dz monomeéru un
diméru savienojumiem. Identificétie monomeérie destrukcijas produkti, to absolitie vai relativie
daudzumi sniedz informaciju par poliméra struktiiru kopuma. Piemérotos apstaklos lignina
pirolizes procesa veidojas monomeéri fenoli, kuros propana kéde ir pilnigi atdalita vai
saisinata Iidz vienam vai diviem oglekla atomiem. Savienojumu ar saisinatu k&di esamiba
pirolizes produktos liecina par f-aril-étera saiSu destrukciju. Pirolitiskas dehidrogen&Sanas
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 siringil atvasinajumu relativa satura pamata iesp&jams paraugus klasificét
ka gvajacil-tipa vai gvajacil-/siringil- tipa ligninus [166 - 170].

Lignina molekulmasas noteikSanai visplasak izmanto gelfiltracijas hromatografiju, kuru apzimé
ar1 SEC (size exclusion chromatography) vai GPC (gel permeation chromatography). Saskana

ar §1s metodes pamatprincipu, ar mazakiem eluenta tilpumiem izdalas lielmolekularas frakcijas,
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ar lielakiem tilpumiem - zemmolekularas frakcijas. Kalibrésanai parasti izmanto polistirolu
standartus [168, 171].

legiitas polifenolu kompozicijas ir sarezgitas péc sastava, dabigo savienojumu un to
modifikacijas iegiitas augu biomasas apstrades gaita. Sakara ar to, ir nepiecieSamiba veikt
daudzpusigu analizu ciklu, lai raksturotu pilniba iegiitos savienojumus no visiem aspektiem un

dotu pilnigu ieglito savienojumu raksturojumu.

1.12. Antioksidantas aktivitates petiSanas metodes

Augos esosie biologiski aktivie savienojumi ir dabigi antioksidanti, kas veidojusies
evoliicijas gaita. Sie savienojumi augus pasarga no lielakas dalas nelabvéligo faktoru, un
evollcijas gaita cilvéce ir iemacijusies tos izmantot sava laba. Zinams, ka augu biomasa
satur dazadus augu fenolus, benzoskabju atvasindjumus, fenilpropanoidus un citus
savienojumus, kas palidz samazinat un cinities ar dazadam saslimSanam. Papildus brivo
radikalu neitralizéSanai, dabas fenolu savienojumi darbojas daudzpusigi, ka pieméram,
tiem piemit anti - alergiska, pretvirusu, anti - bakteriala, imunsistému stimulgjosa, pret
véza u.c. iedarbibas [172 - 174]. Aizvietotaji fenil- gredzena un konjugéto ogleklu skelets
spelé svarigu lomu antioksidanto Tpasibu raksturoSana no augu biomasas izdalitiem fenola
savienojumiem, tapéc dazadi oksidanti un antioksidanti stipri atSkiras fizikalo un kimisko
1paSibu zina, tapéc nav vienas universalas metodes, lai novertétu visas antioksidantas
ipaSibas vienlaicigi [175]. Janem veéra fakts, ka atseviSki savienojumi ar dazadam
biologiskam aktivitatéem kopa spé€lé lielaku lomu, veidojot sinergisko efektu, neka
atseviski savienojumi. Partikas produktu bojasanas rezultata samazinas to kvalitate
(uzturvertiba, garSa, smarza, krasa), ko izraisa oksidéSanas procesos raduSies produkti,
kas potenciali var biit pat toksiski. Tapec, plasi tiek lietoti sint€tiskie antioksidanti, lai
saglabatu krasu, smarZu un izvairitos no vitaminu destrukcijas. Riipnieciba plasi lietoti
sintétiskie antioksidanti ir propilgalats (PG) (41), tert-butilhidrohinons (TBHQ) (42),
butiléts hidroksianizols (BHA) (43), butiléts hidroksitoluols (BHT) (44), un citi (skatit
1.19. att€lu). Petijumi liecina, ka dala no partika lietotajiem sint&tiskiem antioksidantiem
ir toksiski. Tapéc, paslaik tiek veikti intensivi kliniskie p&tijjumi visa pasaul€, ar uzsvaru
uz sintétisko antioksidantu izmantoSanu. Visu pétijjumu rezultata pasaules tirgi tiek
pieprasits aizvien vairak So sintétisko antioksidantu aizstajéju - dabisko antioksidantu. To

pielietojums ir dazadas tautsaimniecibas nozarés.
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1.19. att. Plasak lietotie sintétiskie antioksidanti

Svarigi ir veikt no augu biomasas izdalito biologiski aktivo savienojumu pé&tijumus $aja
virziena, ka perspektivus un tirgii piedavajamus antioksidantus [176 - 178]. No dabas
vielam izdalito biologiski aktivo ekstraktu pétisanas metodes pamatojas uz dazadiem analizes
principiem, pieméram, fotometriskas, hemiluminiscentas, fluorescentas, elektrokimiskas,
EPR, u.c. metodes [175, 179]. Lai iegutu vispusigu informaciju par savienojuma
antioksidantam ipaSibam, ir jaizmanto vairaku metozu kombinacijas, skatit 1.6. tabulu.
Izveloties kadu no metodém, ir janem véra vairaki faktori. Starp svarigakajiem ir oksidanta -
antioksidanta mijiedarbibas reakcijas mehanisms, antioksidanta efekta noteikSanas droSums,
metodes vienkar§iba, aparatiiras pieejamiba, laba reproducgjamiba, metodes pielietosanas
iesp&ja hidrofiliem un lipofiliem antioksidantiem dazadas vides, iesp€jas lietojot dazadus

antioksidantas aktivitates noteikSanas testus [181].

1.6. tabula
Antioksidantas aktivitates noteik§anas metodes un to princips [180]
NoteikSanas Metodes brincios Gala produkta
metode P P detektésana
Spektrometriskas detektéSanas metodes
DFPH Antioksidanta reakcija ar organisku radikali Fotometrija, A =520 nm
ABTS Antioksidanta reakcija ar organisku katjona radikali | Fotometrija, A = 743 nm
FRAP Antioksidanta reakcija ar Fe(l11) kompleksu Fotometrija, A = 700 nm
PERAP Kalija ferricianida reducéSana ar antioksidantu un Fotometrija, & = 700 nm

sekojosa kalija ferrocianida reakcija ar Fe®*
CUPRAC Antioksidanta izraisita Cu(ll) reducésana par Cu(l) | Fotometrija, A =450 nm
Fluorescences zudums:

Antioksidanta reakcija ar peroksilradikali

ORAC - e ierosinasana A = 485 nm,
fluoresceina klatieng o
emisija A = 525 nm
. . L B Fluorescences zudums:
HORAC Antioksidanta reakcija ar OH radikaliem fluoresceina ierosinagana A = 480 nm,

klatiené

emisija A = 530 nm
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Ka ieprieks noskaidrots, no augu biomasas izdalitiem dabas antioksidantiem darbibas pamata
ir svariga nozime aizkavet un noverst brivo radikalu veidosanos dzivajos organismos [182].
Fenola antioksidanti dezaktivé brivos radikalus, pateicoties H-atoma parnesei no antioksidanta
(ArO-H) aktivas -OH grupas (grupam) uz brivo radikali (Re) [180, 183], tapéc, vienas no
svarigakam un plasak lietotam antioksidantas aktivitates noteikSanas metodém izmanto
radikalu deaktivésanas principu, ka 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilradikalu (DFPH®) deaktivésanas
metode un 2,2’-azinobis (3-etilbenztiazolin-6-sulfonskabes) katjonradikalu (ABTS®")
deaktivésanas metode, kuras reducéta indikatora krasas izmainas (gaismas absorbcijas
palielinaSanas vai samazinaSanas pie noteikta vilpa garuma) korelé ar antioksidanta
koncentraciju parauga. Skabekla radikalu absorbcijas kapacitates (ORAC) metode ir
visplasak izmantojama konkurences metode. Antioksidants un substrats - fluorescgjosais
savienojums - kinétiski konkuré par skabekla aktivajam formam - peroksilradikaliem, kuri
tiek genereti, termiski sadalot azosavienojumus, pieméram, AAPH (2,2’-azobis-2-metil-
propanimidamida dihidrohlorids). Saja metodé antioksidanto aktivitati novérts, mérot
fluorescences intensitati un tas izmainas atkariba no reakcijas laika. Tapat tiek izmantotas
arT lipidu saturoSu sist€ému termooksidéSanas metode (OXIPRES) un antioksidantu ievadiSana
kompozitmaterialos. Ir paradits, ka ievadot polifenolu savienojumu saturosus ekstraktus lipidu
saturo$as sisteémas, tas tiek stabilizétas, attieciba pret sistému, kurai nav pievienots
antioksidants. Lai novértétu antioksidanta aktivitati, ka references materialu parasti
izmanto troloksu (45), kas ir vitamina E (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilhroman-2-

karbonskabes) tideni $kistosais analogs (1.20. attgls).

CH,
HO 0
C—OH
H,C 0~ "CH,
CH,

45
1.20.att. Troloksa struktiirformula

1.13. Literatiras apskata kopsavilkums

Pamatojoties uz literatliras izp€ti ir secinats, ka biorafinéSanas koncepcija dabigas
izcelsmes antioksidantu izmantosanai partikas, farmacijas u.c. nozargs ir daudzsolosa, tomér lai
palielinatu So antioksidantu komercialo pievilcibu, ir nepiecieSams izstradat un attistit So
savienojumu jaunas, efektivas ekstrakcijas metodes. Tadél darba specifika ir vérsta uz
savienojumu ieguves procesu optimizaciju. Teor&tiskie petijumi parada, ka augu biomasa ir

kimisks kokteilis, kuru ir nepiecieSams frakcionét, un lielakaja dala gadijumu arT modificet, lai
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no tas iegitu augstveértigaku kurinamo un dazadus vertigus kimiskos savienojumus, tapec
promocijas darba mérka sasniegSanas pamata ir "biorafin€Sana", ko var definét ka objektu, kas
ietver konversijas procesus un iekartas, lai iegiitu kurinamo, jaudu un kimikalijas no biomasas.
Literatiiras apskats ar1 parada, ka biomasas neviendabiguma un atskiriga kimiska sastava del ir
nepiecieSams tas apstradei izstradat dazadas metodes atkariba no izejvielas veida, tas
ievakSanas vietas un veida, uzglabasanas apstakliem un mérksavienojumiem. Atsléga uz péc
iespgjas efektivaku augu biomasas izmantoSanu ir atbilstoSas un ilgtsp&jigas biorafinéSanas
koncepcijas izstrade, lai sadalitu biomasu tas doming&josos komponentos un iegiitu péc iesp&jas
lielaku pievienoto vértibu visam frakcijam. Ir secinats, ka ekstrakcijas metodes izvéle ir atkariga
no biomasas materiala dabas un v€lamajiem mérksavienojumiem. Kopuma liela méra augu
ekstraktu antioksidanta aktivitate tiek saistita ar polifenolu savienojumu esamibu augu audos
un tie visbiezak atrodas $tinu iekSieng, tadel, lai var€tu izdalit Sos savienojumus, ir nepiecieSams
pirms ekstrakcijas izjaukt Sinu membranu. Parasti tas tiek izdarits, veicot kimisku vai
mehanisku apstradi, membranu izjaukSanu atvieglo spiediena vai temperatiiras izmantosana.
Nemot véra eckstraktvielu sastava lielo daudzveidibu, atsevisko komponentu izol€Sana ir
apgritinata. Pe€dejo gadu literatiira parada, ka paslaik pasaul€ ir pieprasijums péc jaunam
alternativam ekstrakcijas metodém, lai samazinatu ekstrakcijas laiku, Skidinataju patérinu,
palielinatu paraugu caurlaidibu un uzlabotu analitu atgistamibu un samazinatu izmaksas,
palielinot razibu un izmantojot videi draudzigas metodes. Dazas no §Tm misdienigajam ieguves
metodém, kas ir izmantotas ari darba izstrades gaita, ir superkritiska skidruma ekstrakcija
(SFE), paatrinata skidinataju ekstrakcija (ASE), ekstrakcija izmantojot ultraskanu (UE) un

mikrovilnus (ME), ka arT pseido virstosa slana ekstrakcija (FBE).
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2. EKSPERIMENTALA DALA

Promocijas darba mérka sasniegSanai, polifenolu savienojumu ieguves metodikas
izveidei no augu biomasas parstrades atlikumiem, ka ari zinatniski - tehniskai procesu un
kimisko savienojumu analizei, tika izvEéleti un sistematiz&ti teorétiskie un eksperimentalie
pétijumu Vvirzieni, uz kuru pamata ir izveidotas metodologiskas pieejas un pétijumu norises
gaita.

Promocijas darba veikto p&tijumu strukturala shéma (skatit 2.1. attélu), balstas pamatojoties uz
sistematisku metodologisko pieeju vairakos etapos.

Pirmais promocijas darba etaps (zinatniskas literatiras izp&te/analize) patentu un zinatnisko
rakstu skrinings, tad€jadi tika izvel€ts un noteikts petijumu virziens un to realizacijas veidi.
Otrais etaps (eksperimentalais darbs) koncentréjas uz polifenolu savienojumu ieguvi no
dazadam izejvielam vai atSkirigam ieguves metodém, kimisko kompoziciju izpéti (kvalitativo
un kvantitativo sastavu) un antioksidantas aktivitates p&tjjumiem, izvert€jot to izmainas,
atkariba no ekstrakcijas veida un parametriem, tai skaita, izejvielas raksturlielumiem
(morfologisko dalu attiecibas parauga). Detalizétaki eksperimentalie p&tijumi, piemé&ram,
papildus attiriSanas soli, veikti perspektivakajiem paraugiem.

Tresais darba etaps (rezultatu aprobacija) parada, ka promocijas darba veikto eksperimentalo
darbu rezultata ir izveidota polifenolu savienojumu ieguves metodologija, atkariba no augu
biomasas veida un TpaSibam, ka ar1 vélamajiem mérkproduktiem.

Izvertgjot promocijas darba iegiitos rezultatus, ir paradits, ka, izmantojot misdienigu, modernu
instrumentalo aparatiiru un kompleksu analitisko pieeju, ir iesp&jams paaugstinat Latvijas dabas
resursu izmantoSanas efektivitati un palielinat vértigu, biologiski aktivu savienojumu ieguves
apjomus.

Rezultatu izvertéSanas procesa ir integréta ari izveidoto ieguves metodiku iesp&jama parnese
uz industrialiem apjomiem, tomeér, ir janem véra, ka So procesu meérogoSana uz lieliem
apjomiem tomér vél ir izstrades stadija, tiek aktivi stradats pie procesu automatizacijas,

izmantojot pilotiekartas.
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Literatiiras un patentu avotu analitiskais apskats, interneta skrinings

Polifenolu savienojumu Polifenolu savienojumu Polifenolu savienojumu
skrinings, dazadas augu Klasifikacija, kimiska ekstrakcijas un
biomasas parstrades uzbiive un ipasibu izpéete frakcionéSanas metodes

Uzdevumu sastadiSana meérka realizacijai

Eksperimentalie pétijumi

Ekstraktu ieguve un to kimiska raksturojuma izveide

Dazadu augu biomasas Ekstrakcijas procesu izpéete
parstrades atlikumu duzy biom.asas .pﬁrstrﬁdes Ekstraktu biokimisko fiziologisko ipasSibu izpéte
Kimiska izpéte atlikumiem

Antioksidanta aktivitate realas sistémas

Ekstrakcijas parametru
optimizacija/pielagosSana

Peétljumu rezultatu aprobacija

Polifenolu savienojumu Tehniski — ekonomisko Izmantoto tehnologisko Iegiito polifenolu saturosu
ieguves tehnologiska raditaju aprekins procesu mérogosana ekstraktu potenciala
shema novertéjums realizacijai tirga

un to komercializéSana

2.1. att. Promocijas darba veikto pétljumu shéma
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2.1. Petamie objekti

I. Augu biomasas mehaniskas parstrades blakusprodukti:
Latvija augoSu lapkoku mizas:

1. Baltalksna (Alnus incana) mizas ievaktas dazados gadalaikos (vasara, rudens,
ziema, pavasaris): 2010. gada ievakta Daugavpils mezos 5 - 6 augusta, 2013.
gada ievakta Erglu novada, Erglu meZos 13 - 14 aprill un Ogres novada,
Mazozolu pagasts 3. novembri (Ogre 1), 2015. gada ievaca Ogres novada,
Mazozolu pagasts 8. novembr (Ogre 2). Visas ievaksanas reizés koku vecums
bija ap 30 - 40 gadu, augusi mitra augsné.

2. Melnalksna (Alnus glutinosa) mizas ievaktas tajas pasas ievakSanas vietas un
laikos ka baltalkSna mizas, dazados gadalaikos (vasara, rudens, ziema,
pavasaris) augusi mitra augsné, koku vecums ap 60 - 70 gadu.

Analizgja gan kopgjas mizas, neatdalot iek$gjo, aréjo mizu un koksnes atlickas, gan ieksgja
un argja miza atseviski.
Latvija augoSu priezu (Pinus sylvestris) dazadas morfologiskas dalas:

1. Kodolkoksnes un aplievas koksnes paraugi iegiiti no priedém, kas augusas:

e Mitrajos mezos Amatas novada, Zaubes pagastd damaksni, (ievakti
novembra beigas, ~ 60 gadus veci koki) un ari no Engures arena meza susinata
augsné augusam priedém (ievakti aprila beigas, ~ 90 gadus veci koki).

e Sausajos mezos Smiltenes novada, Varinu pagasta (ievakti decembra
sakuma ~ 60 gadus veci koki).

Kodolkoksne un aplievas koksnes paraugi ievakti un analiz&ti atseviski katram priedes
kokam un atkariba no ievakSanas augstuma 0,5 m, 2,5 m un 4,0 m. Kopuma 60 dazadi
paraugi.

2. Priedes fragments, kas sastav no priedes stumbra ar mizu, zariem ar mizu un
zalena, ievakts Kalsnavas stadijumos, meza pétiSanas stacijas ,,Kalsnava” 224.
kvartala, augusi sausa métraja, ~ 40 gadus veci koki. Paraugs tika sadalits
morfologiskajas dalas: kambija, iek§gja un argja miza, zaru koksné un miza,
kodolkoksng, aplievas koksné un skujas.

3. Atzarojumu vietu koksne ievakta Amatas meza, Zaubes pagasta mitrajos mezos,
novembra beigas no ~ 60 gadus veciem kokiem un Smiltenes novada Varinu
pagasta sausajos mezos augoSiem priedes kokiem decembra sakuma.

4. Kodolkoksne ar atzarojumu vietu koksni (blakusprodukts p&c logu ramju

razoSanas) iegiits mehaniski ka dazada izmeéra klucisi, kuri parsvara sastav no
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kodolkoksnes un atzarojumu vietu koksnes, aptuvena attieciba 20 : 1 Iidz 15: 1
(2. pielikums).

5. Priezu koksnes gadskartu urbumi. Paraugi tika ievakti no trisdesmit 50 - 60
gadus vecam priedém Lubanas mitrajos mezos 0,5 m augstuma. Paraugi tika

ievakti 2013. gada 6. - 7. aprili.

Pétijumiem néma divus paraugus. Vienu paraugu sadalija kodolkoksné un aplieva, bet otru

samala bez daliSanas. Paraugus néma no 30 dazadiem kokiem, piecu metru attaluma citam

no cita augoSiem kokiem, kopuma izanalizéti 90 dazadi paraugi.

1. Augu biomasas kimiskas parstrades blakusprodukti:

1. Skujkoku un lapkoku koksnes izdaliti kraft lignini, kas tika iegliti no melna atsarma
péc celulozes variSanas Inventia AB, izmantojot LignoBoost procesu. Sanemti no
Inventijas AB (Zviedrija) (10. 2009. un 09. 2010)

2. Degvielas etanola razosanas blakusprodukts. Iegiits pilotiekarta (Ornskoldsvik,
Zviedrija) pec skujkoksnes fermentativas hidrolizes, sanemts (03. 2009.)

3. No melnalksna (Alnus glutinosa) un osa (Fraxinus excelsior) ar sarmu izdaliti

laboratorijas lignini (2012. g.) iegiiti LV KKI.

2.2. Izmantota aparatiira un reagenti

Aparatiira:

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

Automatiska titréSanas iekarta - ABU 901 ar biretes tilpumu 20 £ 0,1 mL;
Autoklavs, (tmax = 350 + 2 °C);

Ceizela iekarta (laboratorija konstruéta stikla iekarta);

DFPH On-line testa hromatografiska iekarta Agilent 1100 UV-DAD;

Mikroplasu lasitajs BioTek, Germany;

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

Gazes hromatografs PerkinEImer XL ar liesmas jonizacijas (FID) detektoru un kapilaro
kolonnu J&W HP- 1/SIMDIST (25 m x 0,53 mm, 0,15 um) un ar fazi RTX-1701 (60 m
x 0,25 mm x 0,25 pm);

Paatrinata skidinataja ekstrakcijas iekarta ASE 350 Dionex coorp. (pmax = 110 + 1 atm,
tmax = 200 + 2 °C);
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Pseido virstosa slana ekstraktors 1KA Werke, (tmax = 350 + 2 °C, 0 - 1500 apg-min™);
Skidruma hromatografs masspektrometrs (UPLC/Synapt Q-TOF MS, Waters,) ar
elektronizsmidzinasanas (ESI) jonizacijas avotu;

Mitruma analizators KERN DBS, (Mmax = 60 + 0,001 g);

Rotacijas ietvaicétajs Heidolph Instruments (pmin = Iidz 10 £ 1 mbar);
Vakuumzavskapis — Vaciotempt - t, (pmin = 11dz 5 £ 1 mbar, tmax =100 £ 1 °C);
Liofilizacijas aparats Heto PowerDry PL3000 (tmin = -54 °C, pmin = Iidz 1 mbar);
Preparativais hromatografs Biotage SP1;

Nazu tipa smalcinatajs Retch SM 100 ar neriis€josa térauda asmeniem;

Lozu dzirnavas Retch MM 200 (0 - 30 Hz/s) ar nertis§josa térauda loditém;

Centrifiiga MPW-251 (Iidz 14000 apg-min™);

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

Infrasarkanais spektrometrs -PerkinElmer ATR-FT-IR, (4000 - 515 cm™,d = 1 cm™);
Presforma PerkinElmer, (diametrs 13 mm pmax= 15 t-cm™?);

UV/VIS spektrometrs (PerkinEImer Lambda 620 UV/VIS (A =190 - 900 £ 0,0001 nm);
Iekarta antioksidantas aktivitates noteikSanai ellu un tauku sisttmas ML OXIPRES
(Mikrolab Aarhus) aparats ar se§am mériSanas $unam, (tmax = 180 °C, pmax O2 =15 atm);
Termogravimetrijas iekarta Metter ToledoTGA/DTA 851, (tmax = 1000 £ 1 °C);
Skidruma hromatografs (HPLC) Agilent 1100 ar UV-DAD un RI un FLD detektoriem
ar kolonnu Zorbax Eclipse XDB-C18, dalinu izmérs (5 pum, 4,6 x 150 mm);
Kalorimetrs Setaram C80, (tmax = 300 £ 0,1°C)

Reagenti:

1-Butil-3-metilimidazolija dimetilfosfats [C4C1im]DMP , sintezgts;
1-Butil-3-metilimidazolija p-toluénsulfanats [C4C1im]OTSs, sintezéts;
1-Oktil-3-metilimidazolija p-toluénsulfanats [CgC1im]OTSs, sintezéts;
1-Dodecil-3-metilimidazolija p-toluénsulfanats [C12C1im]OTSs, sintezets;
1-Butil-3-metilimidazolija acetats [C4C1im]OAc, sintezgts;
1-Butil-3-metilimidazolija hlorids [C4C1im]Cl, > 98,0 %, CAS No: 79917-90-1;
1-Butil-3-metilimidazolija bromids [C4C1im]Br, > 98,0 %, CAS No: 85100-77-2;
1-Metilimidazols Sigma Aldrich, > 99,0 %, CAS No: 616-47-7,
Acetonitrils Sigma Aldrich, > 99,8 % (LC-MS grade), CAS No: 75-05-8;
1-Butilimidazols Sigma Aldrich, > 98,0 %,CAS No: 4316-42-1,
Heksans Sigma Aldrich, > 97,0 %, CAS No: 2493-44-9;
Etilacetats Sigma Aldrich, > 99,0 %, CAS No: 141-78-6;
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Etanols, > 96,0 %, CAS No0:64-17-5;

Metanols, Sigma Aldrich, > 99,5 %, CAS No: 67-56-1;

Natrija hidroksids, Sigma Aldrich, > 98,0 %, CAS No: 1310-73-2;

Sérskabe, Sigma Aldrich >95 - 97 %, CAS No: 7664-93-9;

Salsskabe, Sigma Aldrich,>37 % CAS No: 7647-01-0;

Dihlormetans, Lach-Ner, > 99,5 %, CAS No:75-09-2;

n-Propanols, Sigma Aldrich, > 99,5 %, CAS No: 71-23-8;

Fosfora pentoksids, Lach-Ner >98,0 %, CAS No0:1314-56-3;

Kalija bromids, Sigma Aldrich >99,9 % (FT-IR grade), CAS No: 7758-02-3;
Etikskabes anhidrids, Lach-Ner > 99,5 %, CAS No: 108-24-7,;

Kalija jodids, Sigma Aldrich > 99,0 %, CAS No: 7681-11-0;

Acetons, Lach-Ner > 99,5 %, CAS No: 8006-64-2;

Slapeklis, Airok 99,99 %, CAS No: 7727-37-9;

Skudrskabe, Sigma Aldrich >99,0 % (LC-MS grade), CAS No: 64-18-6;

Piridins, Sigma Aldrich >99,8 %, CAS No: 110-86-1;

Dimetilsulfoksids, Sigma Aldrich > 99,8 %, CAS No: 67-68-5;

ABTS 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonskabes diamonija sals, Sigma
Aldrich > 98,0 %, CAS No: 30931-67-0;

Kalija persulfats, Sigma Aldrich > 99,0%, CAS No: 7727-21-1,

DFPH 2,2-difenil-1-pikrilhidrazils, Sigma Aldrich > 95 %, CAS No: 1898-66-4;
Fluoresceins, Sigma Aldrich (prieks fluoriscences pétijumiem), CAS No: 2321-07;
2,2’-azobis(2-amidino-propan) dihidrohlorids, Sigma Aldrich > 97 %, CAS No: 2997-
92-4

Troloks (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilhroman-2-karboksiskabe), Fluka > 97 %, CAS
No: 53188-07-1;

TBHQ (tert-butilhidrohinons), Sigma Aldrich > 97 %, CAS No: 1948-33-0;
PEG-400 (polietilenglikols ar Mw = 400 g-mol™), CAS No: 25322-68-3;
Tetrahidrofurans, Acors organic > 99,5 %, CAS No: 109-99-9;

Folina-Cikolto reagents, Sigma Aldrich, CAS No:26-45-36/37/39;

Proantocianidins B2, EXTRASYNTHESE > 90 %, CAS No: 29106-49-8;

Substrati lipidu oksidéSanai:

Rapsu ella (nerafinéta, bez antioksidantu piedevas);

Majonéze ar un bez partikas konservantiem (Kedaine un KOK);

68


http://www.commonchemistry.org/ChemicalDetail.aspx?ref=53188-07-1

2.3. Paraugu pirms sagatavos$ana

P&ttjumos izmantoja Latvija iegtitos lignocelulozes saturo$us augu mehaniskas parstrades
blakusproduktus (baltalksna (Alnus incana), melnalksna (Alnus glutinosa) mizas un priezu
(Pinus sylvestris) dazadas morfologiskas dalas, ka ari blakusproduktus péc logu ramju
razoSanas), Kurus péc sanemsanas zavéja istabas temperattira lidz gaiss sausam materialam.
Priedes koksnes sadaliSanu aplievas un kodolkoksné veica manuali ar cirvi un Kaltu, tapat
koksnes paraugu attiriSanu no icaugusajiem zariem atdalija manuali. Paraugus samala ar nazu
tipa smalcinataju un sijaja caur sietiem ar izmériem 0,5 lidz 2 mm. P&c sasmalcinasanas
paraugus ievietoja saldétava -25 °C temperatiira talakai uzglabasanai, vid&jais paraugu mitrums
~8 % + 1%.

2.3.1. Sarma lignina izdaliSana no melnalkSna un oSa koksnes

Melnalks$na un oSa koksnes skaidas ekstrah@ja ar acetonu, lai izdalitu ekstraktvielas no
koksnes skaidam saskana ar TAPPI standartu T280 pm-99. 100 g koksnes skaidas kopa ar 5 %
NaOH skiduma attieciba (paraugs : 5% NaOH Skidums = 1 : 7) varija autoklava 160 °C
temperatiira 3 stundas. Iegtito masu nofiltréja un filtratu paskabinaja ar koncentrétu s€rskabi
lidz pH=2, izkrita lignina saturo$s preparats, to nofiltrja un mazgaja ar karstu tdeni lidz
neitralai videi. Iegito ligninu saturo$o preparatu zavéja vakuumzavskapi 40 °C temperatiira

P»Os klatiené.

2.4. Jonu $kidrumu sinteze

Jonu Skidrumu sint€zes atbilstoSi darba vajadzibam sintezétas sadarbiba ar LU Kimijas
fakultates Organiskas kimijas katedru. Darba izmantotie uz imidazola pamata bazéti jonu

Skidrumi paraditi 2.1. tabula.

2.1. tabula

Darba izmantotie jonu Skidrumi

Nr. | JS nosaukums Apziméjums

1. | 1-Butil-3-metilimidazolija hlorids [C4C1im]ClI

2. | 1-Butil-3-metilimidazolija dimetilfosfats | [C4C1im]DMP

3. | 1-Oktil-3-metilimidazolija dimetilfosfats | [CgC1im]DMP

4. | 1-Butil-3-metilimidazolija tozilats [C4C1im]OTs

5. | 1-Oktil-3-metilimidazolija tozilats [CsC1im]OTs

6. | 1-Dodecil-3-metilimidazolija tozilats [C12C1mim]OTs

7. | 1-Butil-3-metilimidazolija acetats [C4C1im]OAC

8. | 1-Oktil-3-metilimidazolija tozilats [CsC1im]OAC
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2.5. Polifenolu savienojumu izdaliSana no biomasas parstrades blakusproduktiem

Lai izdalitu zemmolekularos polifenolus (diarilheptanoidi, stilbéni u.c.) un
lielmolekularos polifenolu savienojumus (proantocianidini, lignini), un veiktu lignocelulozes
saturo$u paraugu frakcioné$anu, izmantoja un sava starpa salidzinaja klasiskas ekstrakcijas
metodes (Soksleta ekstrakcija, CSE, maceracija) un modernas ekstrakcijas metodes (ASE,

superkritiska-CO., ekstrakcija ar jonu $kidrumiem, ME u.c.)

2.5.1. Polifenolu savienojumu izdaliSana no biomasas ar Soksleta ekstrakciju

Izmantoja Soksleta ekstrakciju ar dazadiem $kidinatajiem to polaritates picaugSanas
kartiba (Heksans (CsH14) - etilacetats (CsHgO2) - 96 % etanols (CoHsOH)) péc 2.2. attéla
redzamas shémas ieguva diarilheptanoidu un proantocianidinu saturoSus ekstraktus no
baltalks$na (Alnus incana) un melnalksna (Alnus glutinosa) mizam, stilbenoidus un lignanus no

priezu koksnes (Pinus sylvestris) dazadam morfologiskam dalam.

Izejviela pirms

ekstrakcijas
+CH Atlikums péc
H—L‘A—> CgHy, ekstr. < CgHy, ekstrakts
+CHO; _, Atlikums pec
C,HgO; ekstr. < C4HgO, ekstrakts
+ C,H;OH

Atlikums péc
C,H;OH ekstrakt
C,HsOH ekstr. * [CROf ekstrakts

2.2. att. Polifenolu izdali$ana no augu biomasas izmantojot secigu Soksleta ekstrakciju ar dazadas
polaritates Skidinatajiem

Paraugus iznéma no saldetavas un lava sasilt Iidz apkartgjas vides temperatiirai (pirms
sveérSanas noteica relativo mitruma Wy, lai varétu parrékinat uz absoliiti sausa parauga masu),
nosvéra ~ 20 g ar precizitati [idz 0,1 mg ekstrah&jama materiala un parnesa celulozes patrona,
kuru ievietoja Soksleta iekarta. Kolba ielgja 150 mL attieciga $kidinataja un savietoja ar
Soksleta iekartu, pievienoja atteces dzesinataju un karsgja (karséSanas temperatura atkariga no
izmantota Skidinataja (heksans tyis= 69 °C, etilacetats tviz.= 77,1 °C, etanols t.ix= 78,4 °C).
Katram skidinatajam veica no 1 lidz 8 stundu ilgas ekstrakcijas piemerotaka ekstraktvielu
leguves rezima noteiksanai.

Attieciga organiska Skidinataja ekstraktu atdestilgja rotacijas ietvaicétaja. Heksana ekstraktu

atdestilgja un zavégja lidz konstantai masai un ta saturu noteica gravimetriski. BaltalkSna un
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melnalksna mizas etilacetata ekstraktus atdestil&ja pilniba un pievienoja 80 mL 40 % etanola
tdens maistjumu, lai iegiitu diarilheptanoidu saturosu ekstraktu. Neskistoso dalu p&c apstrades
ar 40 % etanola tdens maisijumu nofiltréja, izmantojot celulozes filtru. No filtrata atdestilgja
etanolu un atlikuSo eckstraktu tdeni liofiliz€ja sausa ekstrakta iegtsanai. Liofilizacijas
saldésanas iekarta ieregul&ja sekojoSus parametrus: vannas temperatiira -35 °C, liofiliz€Sanas
kameras temperatira  -54 °C un vakuums 1 - 2 mbar. 96 % etanola ekstraktam pievienojot
dejonizetu tdeni, nodestil§ja etanolu un liofiliz€ja sausa proantocianidinu saturoSu ekstraktu
iegiisanai. Katru ekstrakciju veica tris reizes un iegiitos rezultatus apstradaja ar datu apstrades

programmu SPSS 17.

2.5.2. Polifenolu savienojumu izdaliSana no biomasas ar cietvielas-Skidruma ekstrakciju

Izmantoja cietvielas-Skidruma ekstrakciju péc 2.2. att¢la attlotas shémas, papildus
vari€jot ar etanola : tidens maisijumiem dazadas attiecibas polaro ekstraktvielu ieguvei, izdalija
diarilheptanoidu un proantocianidinu saturosus ekstraktus no baltalk$na un melnalk$na mizam,
stilbenoidus un lignanus no priezu koksnes dazadam morfologiskam dalam dazados augstumos
no augsnes virskartas. Noteica mitruma saturu p€tamajiem paraugam talakiem aprékiniem.
Augu biomasas paraugu nosvéra uz analitiskiem svariem ~ 20 g iebéra apalkolba un pievienoja
120 mL attieciga skidinataja. Kolbu ievietoja glicerina vanna, lai efektivak notiktu sildiSana un
sildija dazadas temperatiiras (atkarigs no s$kidinataja virSanas temperatiiras) dazadus laika
intervalus (piemérotaka rezima noteikSanai). P&c sildiSanas kolbu nedaudz atdzesgja un filtrgja
caur stikla filtru ar poru izméru 16 - 40 um, lai izvairitos no mazu ekstrah&jamo biomasas dalinu
nonaksanu filtrata. P&c filtréSanas atkartoti pievienoja jaunu $kidinataja porciju, bet jau mazaku
tilpumu 80 mL (tas izskaidrojams ar to, ka pirmaja apstrades reiz€ augu biomasa uzsiica sevi
Skidinataju (uzbrieda) un katra nakamaja apstrades reizé vairs nebija nepieciesams tik liels
Skidinataja daudzums). Péc treSas ekstrakcijas, kad S$kidinatajs vairs neuzradija intensivu
krasojumu ekstrahgja vel ceturto reizi pilnigai ekstraktvielu izdalisanai, p&c tam iegtito Skidumu
destil&ja un liofiliz§ja sausa parauga iegiisanai. Katru ekstrakciju veica tris reizes un iegiitos

rezultatus apstradaja ar datu apstrades programmu SPSS 17.

2.5.3. Polifenolu savienojumu izdaliSana no biomasas ar virstosa slana ekstrakciju

Virstosa slana ekstrakciju var ari dévét par automatizeétu un uzlabotu Soksleta ekstrakciju,
kur 8kidinatajs saskaras ar ekstrah&jamo materialu $kidinataja virSanas temperatiira ka paradits
2.3. attela. Salidzinot ar Soksleta ekstrakcijas principu, kur skidinatajs saskaras ar ekstrah&amo

materialu jau zem $kidinataja virSanas temperatiiras.
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I S
2.3. att. Virstosa slana ekstrakcijas pamatprincipiala shéema

Pétamos paraugus ckstrahgja pec 2.2. att€la esosas shémas. Nosvéra ~ 5 g parauga uz
analitiskiem svariem un uznesa uz ekstraktora filtra ar poru izméru 10 - 20 pum. Ekstrakciju
veica automatiska rezima péc ieprieks sastaditas programmas sastaditiem parametriem, nemot
veéra Skidinataja virSanas temperatiru. Cikla izturéSana laiks vari€ja no 5 lidz 25 minateém.
Ekstrakciju veica 4 - 8 ciklu rezima katram $kidinatajam. legtitos ekstraktus liofilizgja, sausa
ekstrakta iegfiSanai. Katru ekstrakciju veica tris reizes un ieglitos rezultatus apstradaja ar datu

apstrades programmu SPSS 17.

2.5.4. Polifenolu savienojumu izdaliSana no biomasas ar paatrinata Skidinataja
ekstrakciju

Paatrinata skidinataja ekstrakcijas $tina (1.16. attéla) ievietoja celulozes filtru (ja izmanto
organiskos Skidinatajus), vai stikla filtru - ja kada no ekstrakcijas stadijam ka skidinatajs tika
izmantots tidens vai ta saturoSs maisijums. Uz analitiskiem svariem nosveéra tuksu ekstrakcijas
Stinu, piefiks€jot rezultatu, un to piepildija to ar ekstrah&amo materialu, nosverot atkartoti
precizas masas aprekinasanai. Stinas vitnes riipigi Notirija, lai tas aizverot biitu pilnigi atbrivotas
no analita materiala. Stinu ievietoja paatrinata $kidinataja ekstrakcijas autosamplera un, péc
ieprieks sastaditas programmas, veica ekstrakciju péc 2.2. att€la redzamas shémas ar
organiskajiem Skidinatajiem un, vari€jot ar etanola : iidens maisijumu attiecibam. Ekstrakciju
veica 105 atm spiediena N2 atmosfera, mainot ekstrakcijas temperattiru par 10 °C diapazona no
80 I1idz 140 °C. Ekstrakcijas statiskos ciklus veica katram $kidinatajam no 1 Iidz 5 ar dazadiem
ekstrakcijas laikiem (5; 10 un 15 minttes). Apstradajot ekstraktus péc 2.5.1. apaksnodala
aprakstitas apstrades metodes, ieguva ekstraktus sausa veida. Katru ekstrakciju veica tris reizes

un iegltos optimizacijas rezultatus apstradaja ar datu apstrades programmu SPSS 17.
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2.5.5. Polifenolu savienojumu izdalisana no biomasas ar superkritisko CO:2 ekstrakciju

Atbilstosi izvirzitajiem uzdevumiem, baltalk§na un melnalkSna mizas ekstraktvielu
izdaliSanu veica ar superkritisko CO> ekstrakciju. Uz analitiskiem Svariem nosvéra ~ 20 g mizas
ta, lai ekstrakcijas $tina biitu praktiski pilna. Stinu ievietoja krasni un veica ekstrakciju 30 min.
Spiediens $tna bija 300 atm, temperatiira 60 °C ar CO; pliismu 48 g-min™. Péc ekstrakcijas 5
mintsu laika pievienoja 25 mL CzHsOH un ekstrah€ja 30 mintites. Rezultata ieguva tris
frakcijas: nepolara, salidzinosi polara, kura iegiita modificgjot CO> ar etanolu, ka arT atlieku
frakcija, kuru ieguva, veicot sistémas skaloSanu ar CO2 péc secigas ekstrakcijas. No baltalk$na
mizas ieguva lielaku ekstraktvielu iznakumu, Salidzinajuma ar melnalksna mizu. Ekstrakcijas

veica tris reizes un iegiitos rezultatus apstradaja ar datu apstrades programmu SPSS 17.

2.5.6. Polifenolu savienojumu izdaliSana no biomasas ar maceraciju

Ieprieks sagatavotu, 10 g biomasas parauga nosvéra uz analitiskiem svariem un iebéra
koniskaja kolba. Pievienoja 100 mL s$kidinataja un atstaja istabas temperatiira 24 stundas, pec
tam nofiltr&ja caur stikla filtru ar poru izméru 16 - 40 um. Biomasas paraugu atkal apl&ja ar
jaunu 8kidinataja porciju un atstdja vél uz 24 stundam. Procediiru atkartoja tris reizes. legiitos
ekstraktus nodestil&ja un liofiliz€ja sausa ekstrakta iegtiSanai. Katru ekstrakciju veica tris reizes

un iegttos rezultatus apstradaja ar datu apstrades programmu SPSS 17.

2.6. Augu biomasas Kkimiskas parstrades blakusproduktu seciga ekstrakcija ar
organiskajiem Skidinatajiem, izmantojot ekstrakciju ultraskana

No melnalk$na un oSa koksnes ar sarmu izdalitos laboratorijas ligninus, skujkoku un
lapkoku koksnes izdalitos kraft ligninus, kas tika iegliti no melna atsarma péc celulozes
varisanas Inventia AB, izmantojot LignoBoost procesu frakciongja péc 2.4. attéla redzamas
shémas ar organiskajiem Skidinatajiem polaritates pieaugSanas seciba, lai samazinatu parauga
heterogenitati, atdalitu skistosas frakcijas no neskistosajam attiecigajos skidinatajos.

Lignina paraugus frakciongja istabas temperatira ultraskanas vanna, lai paatrinatu

Skidinataja piekluvi lignina dalindm un paatrinatu Skistosas dalas Skidibu.
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2.4. att. Ligninu secigas frakcionéSanas shéma ar organiskajiem $kidinatajiem, izmantojot

ekstrakciju ultraskana

Uz analitiskiem svariem nosvéra 10 gramus lignina, parrékinot uz a.s. (absoliiti sausu) masu
ievietoja 250 mL varglaze un pievienoja 40 mL dihlormetana (CH2Cl2). Ligninam lava uzbriest
(apméram 1 stundu), tad maisTjumu 15 minttes ievietoja ultraskanas vanna. Paraugu filtréja
caur stikla filtru (kas ieprieks tika izzavets un nosverts) ar poru izméru 16 - 40 pm un ekstraktu
savaca apalkolba. Nogulsnes atkartoti apstradaja ar 40 mL dihlormetana, nofiltréja un
ekstraktus péc katras apstrades ar jaunu $kidinataja porciju apvienoja. Procediiru atkartoja 4
1idz 5 reizes, lidz ieguva praktiski bezkrasainu ekstraktu, tad uzskatija, ka visa dotaja skidinataja
Skistosas frakcijas dala tika atdalita. leglitas nogulsnes zav&ja vakuumzavskapi parafina
(sorbents organisku $kidinatajiem) un aktivétas ogles klatiené lidz konstantai masai. Pec
ekstrakcijas ar CH2Cl: turpinaja ekstrakciju ar nakoso $kidinataju - propanolu tiesi tapat, ka tas
ir aprakstits ar dihlormetanu. P&c otras ekstrakcijas palikusas nogulsnes ekstrah&ja ar metanolu
tapat ka aprakstits ieprieks ar dihlormetanu [186].

P&c katras ekstrakcijas ieglitos apvienotus ekstraktus iztvaicgja, izmantojot rotacijas
ietvaic@taju, tad zaveja vakuumzavskapi [1dz konstantai masai. Tada veida ieguva tris dazadas
lignina kimiskas frakcijas: KF-1 (CH2Cl> frakcija), KF-2 (C3H7OH frakcija), KF-3 (CH3OH
frakcija), KF-4 (atlikumu frakcija). Katram paraugam tika veikti 3 paral€li frakcionésanas

eksperimenti, dati apstradati statistikas apstrades programma SPSS 17.

2.7. Augu biomasas parstrades blakusproduktu ekstrakcija ar jonu Skidrumiem

Atbilstosi promocijas darba planam, veica perspektiva atjaunojama resursa -
lignocelulozes biomasas (meZzu apsaimniekoSanas biomasas atlikumi Latvija augoSo lapukoku
mizas, hidrolizes lignini, ka ar1 skuju un lapu koksnes tehniskie lignini) frakcionéSanu ar dazada
veida jonu §kidrumiem (JS) péc 2.5. attéla redzamas shémas. Ligninu bagatu lignocelulozes
biorafinéanas blakusproduktu $kisanas procesus dazados JS raksturoja, mainot biorafinésanas

blakusproduktu un JS masas attiecibas, temperatiiru un ekstrakcijas laiku. Frakciongjot ieguva
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dazadas JS $kisto§as un neskistosas frakcijas. Izvélétos jonu skidrumus un biomasas parstrades
blakusproduktus pirms ekstrakcijas zavgja vakuumzavskapi P,Os klatieng, lai maksimali
atbrivotos no H20 tajos. Izv€leto biomasas parstrades blakusproduktu nosvéra uz analitiskiem
svariem ~ 1 g ievietoja 50 mL kolbina un pievienoja jonu $kidrumu dazadas attiecibas un
ekstrah&ja no 1 1idz 24 stundam dazadas temperatiiras, skatit 2.2. tabulu. Ekstrakcijas veica N2

atmosfera.

Meérkprodukts 1

o + Antisolvents 1
Paraugs : JS  poc g Filtrats i
1:X :> + Antisolvents 2

+

Nogulsnes

Merkprodukts 2

2.5. att. Augu biomasas parstrades blakusproduktu ekstrakcijas shéma ar jonu $kidrumiem

2.2. tabula
Mainamie parametri augu biomasas parstrades blakusproduktu ekstrakcijas ar jonu $kidrumiem
Jonu Skidrums Attieciba (Paraugs : JS) Laiks, h Temperatiira, °C
[C4C1im]CI; [C4C1im]OTs; 2;4;6;8; | 80;90;100; 110;
) ) 1:5;1:10;1:15;
[C4C1im]DMP; [C4C1im]OAcC; 1520 10; 12; 14; 120; 130; 140;
[CsC1im]DMP; [C4C1im]OTs ' 24 150; 160

Péc ekstrakcijas neskistoso dalu attiecigaja JS filtrgja caur stikla filtru ar poru izmériem 16 - 40
um paaugstinata temperatiira. Pec filtréSanas nogulsnes mazgaja ar karstu tideni izmantojot
ultraskanu, lai efektivak atbrivotos no jonu Skidruma atlikumiem, kas apgriitinatu talako datu
interpretaciju. legito filtratu apstradaja ar “antisolventu” 1 (acetons : fidens attieciba 1 : 1) ka
rezultata izkrita sikdispersas nogulsnes, kuras talak centrifuggja ar atrumu 5500 apg-min 20
mindtes. legltas nogulsnes mazgaja un centrifuggja 5 reizes, katru reizi pievienoja 15 mL
attieciga “antisolventa”. IzkrituSo nogul$nu mazgasanai izmantoja ultraskanu, savukart
centrifugatu ietvaicgja ar rotacijas ietvaicétaju, atbrivojoties no “antisolventa” 1 un regenergjot
acetonu no ta. Pari palikuo JS ar iz&kiduSo biomasu apstradaja ar “antisolventu” 2 (HO;
pH = 2,5), ka rezultata izkritusas nogulsnes apstradaja pec tas pasSas shémas ka apstrades pec
“antisolventa” 1. Katram paraugam tika veikti 3 paraléli frakcioné$anas eksperimenti, dati

apstradati statistikas apstrades programma SPSS 17.
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2.8. Iegiito polifenolu savienojumu sastava un struktiiras petijumi

Iegiito polifenolu savienojumu sastava (noteiksanai) identific€Sanai un kvantific€Sanai
izmantoja dazadas instrumentalas un klasiskas analizes metodes, lai raksturotu Sastavu un
struktiiru (Folina-Cikolto metodi, Py-GC/MS/FID, FTIR, LC-MS/MS, NMR), funkcionalas
grupas (-OCHs, -OHpen, -COOH), molekularo masas sadalijumu (GPC), fizikali-kimiskas
ipasibas (DSK, TGA), ka ari raksturota sastava/struktiiras atkariba no ieguves metodes un
apstakliem. Papildus imersijas kalorimetriju lietoja biomasas siltumefektu pé&tijumiem
mijiedarbiba ar JS.

Visus pétamos paraugus pirms analizém homogenizgja un zav€ja vakuuma 40 °C
temperatira P2Os klatieng, 1idz mitruma saturs parauga bija < 1 %. Paraugiem noteica pelnu

saturu un visus analizu rezultatu aprékinasanai izmantoja paraugu masu bez mineralvielam.

2.8.1. Furje transformacijas infrasarkana spektroskopija

FTIR spektrus, ar izskirSanu 4 cm™, ieguva izmantojot FTIR iekartu ATR rezima
(dimanta kadmija selenida prizma). Katra parauga uznemsanai izmantoja trisdesmit divas
skeng&sanas reizes apgabala no 515 cm™ - 4000 cm™ ar fona korekciju.

Spektru uznemsanai caurejosas gaismas rezima, KBr tehnika, uz analitiskiem svariem nosvéra
1-1,5 mg sausa analiz&jama parauga, parnesa piesta, pievienoja 200 mg KBr (ieprieks izzavéts)
un homogenizgjot maisija. Kad ieguva viendabigu KBr un parauga maisijumu to ievietoja
presforma un presgja ar hidraulisko presi lidz spiediens sasniedza 10 t-cm2. Gadijumos, kad
nevargja izmantot KBr metodi (lignina kin€tiskiem pétijjumiem atkariba no laika, lignina
SkiSanas procesa monitoringam), izmantoja pavajinatas pilnas ieks$€jas atstaroSanas (ATR -
FTIR) infrasarkana spektroskopijas metodi. Spektru ieguvei un apstradei tika izmantota

datorprogramma Spectrum v5.0.1 iegiito spektru piemers dots 2.6. attéla.
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2.6. att. Lapkoksnes kraft LignoBoost procesa iegiita lignina un péc apstrades ar organiskiem
skidinatajiem FTIR spektri

2.8.2. Analitiska pirolize

Uz analitiskiem svariem nosvéra ~ 2,5 mg ieprieks izzaveta parauga un to parnesa térauda
tigelt un ievietoja pirolizes sistémas automatiskaja paraugu ievadiSanas ieric€. Pirolizes procesu
veica 500 °C temperatiira 15 sekundes. P&c pirolizes, caur gazes hromatografa injektoru,
gazveida sadaliSanas produkti nonaca kapilara tipa kolonna. lekarta ir modific€ta ar nes€jgazes
plismas 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. legiito pirogrammu piemérs redzams 2.7. attgla
(kur paradits lignina degradacijas produktu saturs iegiits summeéjot visu lignina degradacijas
produktu smailu laukumus un, attiecinot ieglito summu pret visu pirogramma eso$o smailu
laukumu summu) pirolizes produktos. Lignina pirolizes produktu relativais saturs ir tiesi
proporcionals lignina saturam. Masas spektru uznem$anai izmantoja elektrona trieciena
jonizaciju (70 eV) un kvadrapola masas analizatoru ar sken€Sanas apgabalu no 15,00 Iidz
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, un datu

apstradei tika izmantota statistikas programma SPSS 17.
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2.7. att. Skujkoksnes kraft LignoBoost izejas lignins nefrakcionéta parauga analitiskas pirolizes
hromatogramma

2.8.3. Metoksilgrupu satura noteikS§ana

Analizei izmantoja Ceizela-Fibeka-Svappaha metodi, kas ir modificgta KKI Lignina
kimijas laboratorija [187]. Metodes biitiba: apstradajot organisko savienojumu, kas satur
metoksilgrupas, notiek kvantitativa reakcija péc vienadojuma 2.1.

R-OCHs + HJ — R-OH + CH3J (2.1.)

IzveidojuSos metiljodidu ka viegli gaistoSu savienojumu kvantitativi pardestilég,
uztverot natrija acetata un ledus etikskabes maisijuma, kur§ satur bromu. Broms
kvantitativi reagé ar metiljodidu péc vienadojuma 2.2.

CH3sJ + Br2 — CH3Br + JBr (2.2.)

Vienlaicigi broma parakums oksidé joda bromidu p&c vienadojuma 2.3.

JBr + 2Brz2 + 3H2,0 — HJO3 + 5HBr (2.3.)
Sim §kidumam pievienojot kalija jodida un sérskabes parakumu, izdalas brivs jods,
saskana ar vienadojumu 2.4.
HJO3 + 5HJ — 3J, + 3H20 (2.4.)
Izdalijusais joda daudzums ir ekvivalents metoksilgrupu saturam nemtaja iesvara,
un to nosaka, titréjot ar natrija tiosulfatu péc vienadojuma 2.5.
3J2 + 6Na2S203 — 6NaJ + 3Na2S406 (2.5.)

Analizi veica 2.8. attéla redzamaja iekarta.
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1 - reakcijas kolba

2 — atteces dzesinatajs

3 — skaloSanas trauks

4 —uzmava skaloSanas trauka
Uzpildisanai

5 — barboteris

L) 6 - uztvergjmégene

2.8. att. Iekarta metoksilgrupu noteik$anai

Uz analitiskiem svariem nosvéra ~ 40 mg analiz€jama parauga un parnesa reakcijas
kolbina un pievienoja ~ 0,5 g fenola, 6 pilienus etikskabes anhidrida un 3 mL 57 %
jodudenrazskabes skiduma. Skalotni 11dz pusei piepildija ar sarkana fosfora suspensiju
tdent. Uztvergjmegené caur piltuviti ielgja 15 mL broma $kiduma, ievietoja barbotieri un
pievienoja aparatam. Uztveéréjmégeni caur novadu savienoja ar skalotni, kura bija 10 %
HCOOH skidums. Reakcijas kolbinu savienoja ar N2 balonu un izturgja 30 minites
termoregul&jama vanna 140 °C temperatiira, vienlaicigi sekojot vienmérigai N plusmai.

Uztveréjskidumu kvantitativi ieskaloja 250 mL Erlenmeijera kolba ar pieslipetu
aizbazni, kura iepriek§ bija ielieti 25 mL 20 % CHsCOONa. Energiski saskalojot,
sarkanbriinajam Skidumam no biretes pievienoja 4 % HCOOH, uzreiz 4 mL, péc tam pa
pilienam, 1idz §kidums atkrasojas. P&c tam piepilinaja 2 pilienus metilsarkana skiduma un
noveéroja krasa izmainu. Kad viss broma parakums bija sadalits, kolba pievienoja 20 mL
10 % H2SO4 un 5 mL 10 % KI, kolbu noslédza ar aizbazni un atstaja stavét 5 miniites.
Izdalito jodu titr&ja ar 0,05 M Na2S20s3 l1dz gaisi oranzai nokrasai, tad pielika 2 mL cietes
Skiduma un, intensivi skalojot, pabeidza titréSanu.

Metoksilgrupu saturu aprékinaja péc 2.6. vienadojuma. Katru analizi atkartoja 3 reizes un

ieglitos datus apstradaja statistikas programma SPSS 17.

v X fx05172
W(OCH;) = W X 100%
Gw(1 — =74
( 100) ; kur (2.6.)

W(OCHs) - metoksilgrupu saturs, %;

V - titré$ana patérétais 0,05 M Na,S,03 tilpums, mL;

f - 0,05 M Na»S,0; koncentracijas korekcijas faktors;
0,5172 - OCH3; masa, kas atbilst 1 mL 0,05 M Na,S;03, mg;
Guw - sauss analiz&jamais iesvars (mitrums < 1%), mg;

W; - parauga relativais mitrums, %.
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2.8.4. Hidroksilgrupu noteikSana

-OHfen. Un -OHcoon noteikSanai izmantoja konduktometrisko titréSanu. Lignina esoSo
funkcionalo grupu (skabo -OHcoon un fenola -OHren.) kvantitativai analizei biezi izmanto
“skabes - bazes” konduktometriskas titréSanas metodi. Ievadot titr§jama vidé sarmu (tiesa
titrésana), skabo grupu jonizacijas pakape pieaug, un lidz ar to sisttma pieaug summara
elektrovaditspgja. Sadu sistému, titrgjot ar skabi, notiek pretSjais (apgriezta titré$ana), un,
atbilstoSi skabumam, titrjas vispirms vajakas skabas -OHfn, péc tam skabakas -OHcoon
grupas. 50 mg lignina preparata iesvéra pudelité (10 mL), kura bija iepildits slapeklis, un apleja
ar 5 mL 0,1 M natrija hidroksida $kiduma. Péc 24 stundam pudelites saturu kvantitativi ar
destiletu tideni ieskaloja titrgjama glazite, ievietoja taja konduktometrisko $tinu (elektrodus) un
titr§ja ar 0,1 M HCI skidumu Iidz ~ 6 mL tilpumam. Titré€Sanu vadija un fiks€ja datorizeta

reZima. Aprékina péc (2.7.) un (2.8.) formulam.

OH ax17 x 100 %
== 0
cooH 2.7)
bx1,7
OH{p, =———— % 100 %
m ; kur (2.8.)

OHcoon - karboksigrupu saturs parauga, %o;
OHpen, - fenola hidroksilgrupu saturs parauga, %;
a,b - patérétais titranta tilpums, mL;

m - sausa iesvara masa (mitrums < 1%), mg;

1,7 - hidroksilgrupu masa, kas atbilst 1 mL 0,1 M salsskabes HCI skidumam, mg.

Katru analizi atkartoja 3 reizes un iegiitos datus apstradaja statistikas programma SPSS 17.

2.8.5. Molekulmasas noteik§ana

Nemot veéra paraugu heterogenitati un atSkirigo Skidibu dazados Skidinatajos
molekulmasas noteikSanai izmantoja divas gelfiltracijas hromatografijas metodes. Gelfiltracijas
hromotografijas gadijuma, kur ka eluentu izmantoja DMSO, paraugus gatavoja, izskidinot tos
DMSO ar koncentraciju Img-mL™ un kratija iekarta 24 stundas. P&c tam paraugus filtrgja caur
0,2 um poru izméra filtriem. legito filtratu ievietoja Skidruma hromatografa autosamplera.
Hromatografiju veica 60 ‘C temperatiird, eluents - DMSO un detekt&ja pie diviem vilnu
garumiem: A = 254 un 280 nm. Molekulmasas kalibrésanu veica, izmantojot polistirola
standartus ar zinamam molekulmasam no 480 Iidz 176000 Da. Molekulmasas novértéSanai par
pamatu izmantoja izdaliSanas laikus - pirmie no kolonnas izdalas lielmolekularie savienojumi,

pedgjie - frakcijas ar mazu molekulmasu. Iegiito hromatogrammu piemeérs ir att€lots 2.9. attéla.
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2.9. att. Skujkoksnes kraft LignoBoost lignina KF-2 gelfiltracijas hromatogramma, 2=280 nm

Gelfiltracijas hromatografijas gadijuma, kur ka eluents tika izmantots THF paraugus, kuri $kida
THF izskidinaja tiesi THF ar koncentraciju Img-mL™, savukart paraugiem, kas neskida THF,
veica acetobromingSanu. Acetobrominé$anu veica tieSi pirms analizes. Nosvéra 5 mg parauga,
to apstradaja ar 900 pL etikskabes un 100 pL acetilbromida un atstdja 2 h maisities Uz
magnétiska maisitaja ar atrumu 150 apg-min'. Tad $kidinataju atdestilgja ar rotacijas
ietvaic€taju lidz sausam atlikumam un zavéja izpaSot 5 min ar N2 plasmu. Sausam atlikumam
pievienoja 1 mL THF un Skidumu filtr§ja caur 0,2 pm filtru un veica gelfiltracijas analizi.
Skidruma hromatografijas sistémas apstakli bija sekojosi: detektésana pie A = 254 un 280 nm
ar eluenta (THF) pliismas atrumu 0,3 mL-min 35 °C temperatiira. Kalibré$anai izmantoti tika
polistirola standarti no 480 Iidz 176 000 Da. Datu apstradei izmantoja Waters Empower 3 built
3471 programmu. legiitie rezultati doti 3.13. un 3.19. tabulas.

Vidgjas skaitliskas (Mn) (2.9. vienadojums) un vid€jas masas (Mw) (2.10. vienadojums)

molekulmasas, ka arT polidispersitates pakapi, kas ir vienada ar Mw/Mh noteica sekojosi:

_ZNiMi

M ==
2N, 2.9)

M, = ZNiMi
ZNiM‘ ; kur (2.10))

M; — noteiktas poliméra molekulas molekulmasa

N;— molekulu skaits ar molekulmasu M;
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2.8.6. Kopéjo fenolu satura noteikSana ekstraktos

Izmantojot Folina-Cikolto metodi paraugiem noteica kop&jo polifenolu savienojumu
saturu, izsakot galluskabes ekvivalentos (GSE g/Qekstrakta). Uz analitiskiem svariem nosvéra 20
dejonizeta fidens un pagatavoja standartSkidumus ar koncentracijam 0,0075; 0,015; 0,03; 0,06;
0,09 mg:-mL™. 1 mL galluskabes standartskiduma pievienoja 1 mL parauga un 5 mL 10 %
Folina-Cikolto $kiduma un 4 mL 7,5 % natrija karbonata $kiduma. Salidzina$anas $kiduma
pagatavosanai galluskabes vieta lietoja dejonizétu tideni. Absorbciju mérija péc 30 min pie A =
765 nm. legtto rezultatu aprékina péc 2.11. vienadojuma:

C=a><y><%;kur (2.11)
C = kopgjais fenolu savienojumu saturs ekstraktos (GSE, g/gekstrakta)
a = ekstrakta atSkaidijums
v =kopgja fenola savienojuma masas koncentracija péc kalibré$anas grafika, mg-mL™*

V= etanola tilp, mL
m = ekstrakta masa, g

Katrai analizei nemti 3 paraléli me&rfjumi un iegitie dati apstradati ar statistikas programmu
SPSS 17 un apkopoti 3. nodala.

2.8.7. Proantocianidinu noteikS§ana

Kondenséto taninu jeb proantocianidinu noteikSanai izmantoja fotometrisko analizes
metodi (butanola metode). Pagatavoja standartskidumu sériju 96 % etanola no proantocianidina
B2 standarta ar koncentracijam 1,25; 0,62; 0,42; 0,31; 0,21 mg-mL™? pievienoja 6 mL (butanols
: HCI) (95 : 5) un 0,2 mL dzelzs amonija sulfata (FeNH4(SO4)2) skiduma. Iegttos maisijumus
karsgja 50 minates 95 °C temperatiira lidz novéroja maisijjuma krasas mainu un péc
atdzes€Sanas veica absorbcijas mérijumus pie 550 nm. Paraugu (20 mg) sagatavoja tapat ka
standartskidumus. Veica tris paralélas analizes un iegiitos datus apstradaja statistikas

programma SPSS 17.

2.8.8. Augsti efektiva Skidruma hromatografija

Ekstraktvielu kvalitativai un kvantitativai Savienojumu noteikSanai izmantoja
hromatografu ar UV diodes matricas detektoru. Vispirms uznéma kalibréSanas grafiku,

izmantojot argjo standartu metodi. Uz analitiskiem svariem nosvéra 2,5 mg standartvielas un

......
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mg-L™. No t3, atSkaidot, pagatavoja pargjos standartskidumus ar masas koncentracijam 80; 60;
40 un 20 mg-L*. Veica hromatogrammu uznemsanu ar 2.3. tabula dotajiem apstakliem, eluents
A - 0,1 % skudrskabe 5 % metanola Gdens $kiduma , eluents B - 0,1 % skudrskabe metanola.

Veica tris paralélos mérijjumus.

2.3. tabula

HPLC apstakli kvantitativai oregonina satura noteikSanai no baltalk$na mizas izdalita
diarilheptanoidu saturosa ekstrakta

Laiks, min Pliismas atrums, mL-min* Eluents A, % Eluents B, %
0 1 25 75
20 1 25 75
25 1 100 0
28 1 100 0
30 1 25 75

......

25 mL 40 % metanola $kiduma, nofiltréja caur membranu filtru ar poru izm&ru 0,22 um un
uznéma hromatogrammas, veicot tris paral€los merjjumus.

—-_ - v

2.8.9. Ultra efektiva skidruma hromatografija - masspektrometrija

......

maisTjuma, ieguva koncentraciju 3 mg-mL™, filtr§ja caur membranu filtru (poru izmérs 0,22
um) un analizgja ar UPLC-ESI-MS/MS ar ieprieks sastaditiem iekartas parametriem: plismas
atrums 0,3 mL-mint. Eluents A - 0,1 % skudrskabe fiden eluents B - acetonitrils. lzmantoja
gradienta apstaklus: 0 - 7 min, 5% - 95 % (B); 7 - 8 min, 95 % - 95 % (B); 8- 9 min, 95-5 %
(B). Injekcijas tilpums 1 pL.

Q-TOF-MS iekartas parametri: kapilara spriegums - 2,5 kV, konusa spriegums 40 V,
konusa gazes plisma 100 L-h*, kolizijas energija 4 eV, jonu avota temperatiira 120 °C,
desolvatacijas temperatiira 250 °C, kolizijas gaze - argons, desolvatacijas gaze - slapeklis,

pliismas atrums 600 L-h™, datu savaksanas diapazons 50 - 1200 Da, negativa jonizacija.

2.9. Termiska analize

Ar termogravimetra palidzibu noteica paraugu masas zudumus, atkariba no karséSanas
temperatiiras. Sakotn&jo parauga iesvaru 8 mg nosvéra uz analitiskiem svariem un parnesa
termogravimetrijas iekarta un iereguléja nepiecieSsamo iekartas karsésanas atrumu 10 °C-min.
Materialu termooksidéjosas destrukcijas pétiSanai izmantoja gaisa atmosferu, tad karséSanu
veica lidz 1000 °C pieméru skatit 2.10. attela.
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2.10. att. No baltalksna (A. incana) mizas izdalita oregonina saturo$a ekstrakta
termogravimetrijas liknes

2.10. Iegiito savienojumu antioksidantas aktivitates noteikSana
2.10.1. Antioksidantas aktivitates noteikSana ar (ABTS*") radikalu inhibéSanas metodi

Fosfata buferS§kidumu (PBS) ar pH = 7,4 pagatavoja no komerciali pieejama fiksanala.
2 mM ABTS skidumu pagatavoja izskidinot 0,055 g 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-
6-sulfonskabes (ABTS) 50 mL PBS. ABTS®" stabilo radikalu izejas $kidumu ieguva
sekojosi: 50,0 mL 2 mM ABTS s$kidumam pievienoja 200 pL 70 mM K>S;0s tidens
Skidumu, izturot to tumsa 21 + 1°C temperatiira 16 stundas. Iegito ABTS®" §kidumu
atSkaidija ar PBS Iidz absorbcijas vértibai 0,800 + 0,030 (A = 734 nm). legito ABTS*"
darba $kidumu izmantoja paraugu antioksidantas aktivitates noteikSanai. Antioksidantas
aktivitates noteikSanai pagatavoja noteiktas koncentracijas analiz€amo paraugu, kuru
iz8§kidinaja DMSO un pievienoja pie 1 cm kiveté jau ieprieks ielieta 3,0 mL ABTS*" darba
Skiduma. MaisTjumu sakratija un 10 min izturgja tumsa 21 + 1°C temperatiira. P&c tam
meérija absorbciju (Aa) pie A = 734 nm. Ka salidzinasanas $kidumu izmantoja PBS. Katram
paraugam pagatavoja un analiz€ja 5 dazadas koncentracijas Skidumus, un katram
Skidumam mérijumus atkartoja 3 reizes. Lai novértétu antioksidanta ietekmi uz briva
radikala inhibésanu, precizi noteica darba ABTS®" §kiduma absorbciju eksperimenta
apstaklos: 3,0 mL ABTS®" darba Skidumam 1 cm kiveté pievienoja 30 pL $kidinataja
DMSO (bez parauga). Absorbciju (As) nomérija péc 10 minitém. M&rjjumus atkartoja

vairakas reizes (3-5) darba gaita.

84



ABTS*" inhib&$anu (absorbcijas samazinasanos; A = 734 nm) aprékinaja péc 2.12.
formulas.

_ (AB _AA)

| x100% ; Kur (2.12)

B
| - inhib&Sana, %;
Ag . darba skiduma absorbcija bez antioksidanta;

Anx . darba skiduma absorbcija ar antioksidantu péc 10 min.

Ka references materialu izmantoja troloksu, ta spgju inhibét radikalus atkariba no

koncentracijas. legtitos rezultatus apstradaja ar datu apstrades programmu SPSS 17.

2.10.2. Antioksidantas aktivitates noteik§ana ar (DFPH®) radikalu inhibéSanas metodi

Ka darba $kidumu antioksidantas aktivitates noteik$anai izmantoja 1.10* mol-.L?
DFPH*® skiduma metanola. Antioksidantas aktivitates noteik$anai pagatavoja noteiktas
koncentracijas analiz&jamo paraugu kuru iz§kidinaja DMSO un pievienoja pie 1 cm kiveté
jau ieprieks ielieta 3,0 mL DFPH® darba $kiduma, to labi sakratija un 15 min izturgja
tumsa 21 + 1°C temperatiira un mérija maisijuma absorbciju (Aa) pie A = 515 nm. Ka
salidzinaSanas §kidumu izmantoja metanolu. Katram paraugam pagatavoja un analiz&ja 5
dazadas koncentracijas Skidumus ar 3 atkartojumiem.

Lai novertétu antioksidanta ietekmi uz briva radikala inhib&Sanu, noteica darba
DFPH® skiduma absorbciju eksperimenta apstaklos: 3,0 mL DFPH® darba Skidumam
1 cm kvarca kiveté pievienoja 30 pL Skidinataja DMSO (bez parauga). Absorbciju (Ag)
mérija péc 15 miniitém A = 515 nm. Ka salidzinasanas $kidumu izmantoja metanolu. Sos
merTjjumus atkartoja vairakas reizes darba gaita.

DFPH® inhib&Sanu (absorbcijas samazinaSanos A = 515 nm) aprékinaja pec 2.13.
formulas;
| = wxm% ; kur (2.13)

B
| - DFPH® inhib&sana, %;
Ag- DFPH®* darba skiduma absorbcija bez antioksidanta;

An - DFPH® darba skiduma absorbcija ar antioksidantu p&c 15 min.

Ka references materialu izmantoja troloksu. legiitos rezultatus apstradaja ar datu apstrades

programmu SPSS 17.
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2.10.3. DFPH on-line tests

DFPH on-line metode ir atra antioksidantu noteikSanas metode. Divas
hromatogrammas tika uznemtas vienlaicigi, no kuram viena detekt&ja savienojumus pie A
= 280 nm pirms reakcijas ar DFPH®, otra ir ka (saistita hromatogramma), kKo ieguva péc
reakcijas ar DFPH® $kidumu (50 mg-L! metanola) pie A = 515 nm. Hromatografiskie
parametri savienojumu detekt&$anai bija gradienta rezima, pliismas atrums 0,8 mL-min™
izmantojot metanolu (B) un 20 % metanola skidumu tGdent (A) gradienta programma: 0 -

18 min 25 % B, 18 - 25 min 70 % B, 25 - 28 min 100 % B. Ekstraktus nosvéra uz

......

2.10.4. Antioksidantas aktivitates noteik§ana ar (ORAC) metodi

Skabekla aktivas formas tika iegtitas, termiski sadaloties AAPH (2,-2’-azobis(2-amidino-
propan) dihidrohloridam), kas samazinaja fluoresceina fluorescenci. Kad Saja sistema
pievienoja antioksidantus, kas sp&jigi atdot protonu, tad ta pievienoSana stabiliz&ja fluoresceina
signalu.
fluoresceina Skidumu pagatavoja sekojoSi: uz analitiskiem svariem nosveéra 0,0225 g
iepriek$ pagatavota Skiduma, atSkaidot ar 50 mL PBS. 240 mM AAPH S8kidumu pagatavoja,
izskidinot 1,6272 g AAPH 25 mL PBS. Skabekla radikalu absorbcijas kapacitates (ORAC)
mérijumus veica ar mikroplasu lasitaju, izmantojot 96 siinu plati. Plates Stinas uzpildija ar 25
pL pétama parauga vai troloksa Skiduma, vai PBS Skidumu tukSajam meérijjumam, péc tam
katras Stinas saturam pievienoja 150 pL fluoresceina $kiduma, izmantojot automatisko paraugu
ievadiSanas sistému. Mikroplati ievietoja mikroplaSu lasitaja un 15 mindtes izturgja 37 °C
temperatiira. [zmantojot automatiskas uzpildes sistému, katras Stinas saturam atri pievienoja 25
puL AAPH skiduma un veica fluorescences mérijumus ik péc 60 sekundeém un iegtitas kin&tiskas

Iiknes attélotas 2.11. attéla.
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2.11. att. Fluoresceina oksidéSanas kinétiska Iikne ar un bez antioksidanta troloksa, inhibé$anas
atkariba no antioksidanta troloksa koncentracijas

Katra parauga antioksidanto kapacitati izteica ka troloksa ekvivalentu umoli (TE) uz 1 gramu
ekstrakta/parauga vai troloksam ekvivalenta antioksidanta koncentraciju. KalibréSanai

izmantoja zinamu troloksa koncentraciju PBS Skidumus.

2.10.5. Antioksidantas aktivitates noteikS§ana tauku un ellu saturosas sistémas

Metodes princips balstas uz modificétu slégtu sistému spiediena apstaklos, lai noteiktu
antioksidanto efektivitati heterogénos produktos, kas satur taukus un ellu. Rapsu ellu, majonézi
un galu izmantoja ka substratu, lai novertétu petamo paraugu sp€ju inhibet lipidu oksideSanos
ar skabekli paaugstinata temperatiira. Atkariba no tauku vai ellas satura substratda mainas
nepiecieSamais parauga masas daudzums analizém. Optimalu rezultatu sasnieg$anai, metodei
nepieciesams 5 grami ellas. Uz analitiskiem svariem nosvéra paraugu (no 0,01 lidz 0,5 % no
kopgja daudzuma) un parnesa reakcijas traucina un pievienoja apméram 5 ¢ ellas (vai cita
substrata). Salidzinasanai izmantoja 5 g tas pasas ellas (vai cita substrata) bez antioksidanta
piedevas. Reakcijas sistemu uzpildija ar skabekli Iidz 5 atm spiedienam. Reakcijas trauku
ievietoja termostata un saka registrét skabekla spiediena izmainas atkariba no laika 130 °C
temperatira. Katru analizi atkartoja 3 reizes. Indukcijas periodu aprékinaja ka laiku, kura strauji
sak krist spiediens (2.12. atté€la). Ellas aizsardzibas faktora (AF) un parauga antioksidantas

aktivitates (AA) vertibas aprékinaja péc 2.14. un 2.15. vienadojumiem.
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PF = IPx/IPk (2.14.)
AA = (IPx - IPk)/(IPtBHo- IPK); kur (2.15.)
IPx - indukcijas periods ellai ar pétama antioksidanta piedevu, h;
IPk - indukcijas periods ellai bez antioksidanta piedevas, h;

IPreHo- indukcijas periods ellai ar sintétiska antioksidanta TBHQ piedevu, h
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Ella bez MASL Skujkoksnes Baltalk§na Troloks TBHQ
antioksidanta KF-1 lignobost mizas
KF-1 etilacetata
ekstr.

2.12. att. Rap3u ellas oksidéSana ar skabekli, indukcijas perioda pieaugs§ana antioksidantu
ietekmé

2.10.6. Polifenolu saturoSu ekstraktvielu ievadiSana modelkompozitmateriala un
antioksidanta efekta noteikSana

PU kompozitmateriala kopg&ja masa bija 9,5 g, un no §is masas rékinaja antioksidanta
masu, lai ta biitu 2,5 % no kopgjas PU kompozitmateriala masas. Lai iegiitu kompozitmaterialu,
pirmaja kolba ligntnu izskidinaja THF, otra PMDI un tresa PEG. Visas tris kolbas esoSos
maisijumus maisija ar magnétiskajiem maisitajiem, péc 5 min treSaja kolba, kura atradas PEG,
pievienoja katalizatoru un maisija vél 5 min. Tad apvienoja PEG skidumu ar PMDI skidumu
un maisija 2 - 3 min. P& tam pievienoja lignina $kidumu un maisija vél 10 min, maisTjumu
ievietoja ultraskanas vanna uz 5 min. leglito maisjjumu izI€ja apala forma (22 cm diametra),
pari parlika stiklu, p&c 1 stundas to nonéma. P&c dienas iegiito kompozitmaterialu nonéma no
formas un ievietoja eksikatora uz 1 ned€lu. P&c nedélas zavéja 8 stundas, 95 °C temperatiira.
legiitajiem PU kompozitmaterialiem veica termogravimetrijas analizi un pétija notieko$as

izmainas, salidzinot ar kontroles kompozitmaterialu bez pievienota antioksidanta.
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3. REZULTATI UN TO IZVERTEJUMS

Polifenolu savienojumu ekstrakcijas metodes izvéle un optimalako apstaklu noteikSana
promocijas darba ir orientéta uz dazada veida specifisku polifenolu savienojumu ieguvi
atkariba no lignocelulozes biomasas veida. Atlase veikta pamatojoties uz kimiska sastava
rezultatiem - kopgja polifenolu savienojumu satura un ekstraktu antioksidantas aktivitates
vertibam, ka arT ekstrakcijas iznakumiem, razoSanas potenciala un to realizacijas perspektivam
tirgli. P&d&jos gados strauji picaugosa interese par augu izcelsmes biologiski aktiviem
savienojumiem, tai skaitd to izmantosana ka aktivai sastavdalai veselibas veicinosu lidzeklu,
kosmétikas un partikas produktos, rada nepiecieSamibu no lidz Sim efektivi neapgutiem

biomasas resursiem iegiit §is biologiski aktivas vielas un attistit to ieguvi industriala méroga.

3.1. Polifenolu savienojumu ekstrakcija no alk§nu mizam

P&tijuma galvenas mainigas sastavdalas polifenolu savienojumu ekstrakcija no Latvija
augos$o alk$nu mizam bija: - a) ekstrakcijas metode (Soksleta, maceracija, cietfazes - skidruma
ekstrakcija (CSE), paatrinata $kidinataja (ASE), pseido virstosa slana (FBE), ekstrakcija
mikrovilnos (ME) un superkritiska CO: ekstrakcija), b) skidinatajs (etilacetats, acetons,
etanols), c¢) skidinataja masas dala (0; 20; 40; 60; 80 un 96 % etanola tidens skidums), d)
biomasas $kidinataja attieciba, e) ekstrakcijas laiks (15; 30; 60; 90 min), f) ekstrakcijas
temperatira (N0 istabas temperatiras lidz 140 °C), g) vienpakapes vai seciga ekstrakcija
(lipofilo vai citu ekstraktvielu atdaliSana pirms mérksavienojumu ieguves). lepriek§ minétie
parametri tika izverteti, lai pielagotu ekstrakcijas efektivitati. Sie mainamie lielumi ir
ekstrakcijas procesa atsléga, jo tie ietekm& gan polifenolu savienojumu ieguves kinétiku no
cietds matricas, gan ekstraktu antioksidanto aktivitati. Petijums tika veikts vairakas dalas.
Pirmaja dala tika atlasita piemérotaka ekstrakcijas metode un $kidinatajs, pamatojoties uz
polifenolu savienojumu daudzumu alk$nu mizu ekstraktos. Otraja dala tika pielagoti
vispiemerotakas ekstrakcijas metodes mainigie parametri un $kidinataji specifisku polifenolu
savienojumu (diarilheptanoidu) ieguvei, vienlaikus novertgjot ar citu polifenolu savienojumu

kompozicijas un daudzumus.

Lai iegiitu maksimalu baltalkSna un melnalkSna mizas polifenolu savienojumu iznakumu,
tika izmantotas dazadas ekstrakcijas metodes. Kopuma izmantotas septinas dazadas
ekstrakcijas metodes, no kuram, trijam (Soksleta, cietviela-skidruma un paatrinata skidinataja
ekstrakcijam) veikta parametru optimizacija, izmantojot tradicionali analitiskas kimijas
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ietekmes noveértésanas monitoringu - novertgjot viena mainiga faktora ietekmi laika, nemainot
pargjos [188]. Ekstrakcijas skidinataju izvéle veikta, pamatojoties uz literatiiras izp&ti: heksans
klasiski tiek lietots lipofilu komponentu atdaliSanai, lai netraucétu talaku polaraku savienojumu
ieguvi un analizi [51]. Etilacetats ir piemé&rotaks vid€ji polaru savienojumu ieguvei, Kuru
iznakumi ir salidzinami ar plasi lietoto Skidinataju acetonu un etilacetats ar1 ir atlauts lietot
partikas produktu izejvielu ieguves procesos [189]. Etanols tiek lietots ka polars skidinatajs,
kura galvenokart izskist fenola savienojumu poliglikozidi un tanini. Lai metodes var&tu
savstarpgji salidzinat izmantoti tiri $kidinataji, jo klasiskaja Soksleta un pseido virstosa slana
ekstrakcija nevar izmantot $kidinataju maisijumus. legitie ekstrakciju rezultati atkariba no

izmantotas ekstrakcijas metodes un $kidinatajiem attéloti 3.1. attéla.
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3.1.att. Baltalk$na (A. incana) un melnalksna (A. glutinosa) mizas ekstraktvielu iznakums (%6) uz
a.s. mizu atkariba no ekstrakcijas metodes un Skidinataja: A - ekstrakcija ar heksanu, B -
ekstrakcija ar etilacetatu, C - ekstrakcija ar 96 % etanolu

legiitie ekstrakcijas rezultati paradija, ka izmantojot tirus Skidinatajus vislielako ekstrakcijas
daudzumu polifenolu saturosu ekstraktu ieguvei ieglist, izmantojot paatrinata Skidinataja
ekstrakciju, kas biitu skaidrojams ar spiediena rezima izmantoSanu $aja ekstrakcijas metode
salidzinot ar paréjam lietotam ekstrakcijas metodém. Savukart, Samazinats lipofilo
ekstraktvielu iznakums ir skaidrojams ar paaugstinatu temperatiiru, ka rezultata ir noticis viegli
gaistoso lipofilo savienojumu zudums parauga savaksanas laika. Soksleta ekstrakcijas iznakumi

atkariba no ekstrakcijas laika ir apkopoti 3.2. attéla (A) un (B) un no alk$nu mizas dalinu izméra
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- 3.2. attéla (C) un (D). Soksleta ekstrakcijas paradija, ka palielinot ekstrakcijas laiku virs 6 h,
ekstrakcijas efektivitate butiski nemainas. No literatliras avotiem ir zinams, ka ekstrakcija
atkariba no augu biomasas un izmantota $kidinataja nav viennozimigi vért€jama, ka pieaugot
ekstrakcijas laikam pieaug ekstrakcijas iznakums. Ir paradits, ka materes lakstu secigas
ekstrakcijas gaita [190], izmantojot Soksleta ekstrakciju, iznakumi metanola ekstraktam piecaug
lidz ar ekstrakcijas laiku, savukart heksana ekstraktam nav nov€rojama S§1 tendence, jo
ekstrakcijas augstakais iznakums heksana tika novérots péc 6 stundam, savukart zemakais péc
9 stundam. To iesp&jams skaidrot, ka pieaugot ekstrakcijas laikam notiek ekstraktu termiska
degradacija. Alk$Snu mizas dalinu izméra ietekme uz ekstrakcijas rezultatu tika noteikta,

izmantojot mizu ar dalinu izm&ru < 0,4 mm un <2 mm.
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3.2. att. Baltalksna (A. incana) (A) un melnalks$na (A. glutinosa) (B) mizas Soskleta ekstrakcijas
ekstraktvielu iznakums (%) uz a.s. mizu atkariba no ekstrakcijas laika un baltalksna (C),
melnalk$na (D) mizas dalinu izméra ietekme uz Soksleta ekstrakcijas iznakumu (%) uz a.s. mizu

Lielaku ekstrakcijas iznakumu ieguva izmantojot mizu ar dalinu izméru < 0,4 mm. Plasi lietota
ekstrakcijas metode ir ekstrah&jamo paraugu apstrade kopa ar Skidinataju kolba ar atteces
dzesinataju. Veicot alkSnu mizu ekstrakcijas péc 2.1. atteéla redzamas shémas tika mainits
ekstrakcijas ciklu laiks un skaits. Rezultati 3.3. att€la (A) parada, ka baltalk$na un melnalkSna
mizas CSE ar etilacetatu optimalais pirma cikla ekstrakcijas laiks ir 40 miniites un p&c tam var

veikt atkartoto ekstrakciju.
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3.3. att. Baltalksna (A. incana) un melnalk$na (A. glutinosa) mizas CSE kolba etilacetita
ekstraktvielu iznakums (%) uz a.s. mizu atkariba no ekstrakcijas cikla laika (A) un ciklu skaita
(B), dalinu izmeérs < 0,4 mm

Baltalk§na un melnalk$na mizas CSE ekstrakcijas iznakumi ir nedaudz lielaki, salidzinot ar
Soksleta ekstrakcijas rezultatiem. 3.3 attéla redzams, ka visoptimalakais ekstrakcijas reZims ir
4 ciklu ekstrakcija ar ekstrakcijas laiku 40 mindites salidzinot ar 3 ciklu rezimu. Etilacetata CSE
ekstraktu iznakumi ir lidzigi iznakumiem, kas iegiiti ar Soksleta ekstrakciju. CSE metodg $os
ekstrakcijas iznakumus iegiist vid&ji 3 stundu laika, salidzinot ar 6 stundam, lietojot Soksleta
ekstrakciju. Papildus CSE metod@ ekstrakcijai tika izmantota ari ekstrakcija ar tiru etanolu un
etanola Gdens maisijumiem, lai novértétu etanola satura ietekmi uz polaru ekstraktvielu
iznakumu (skatit 3.4. attlu (A)).

Baltalksna mizas ekstrakcija ar dazada koncentracijas etanola tidens maisijumiem paradija, ka
lietojot 60 % etanola tidens maisTjumu ir iesp&ja iegiit par Cetriem procentiem lielaku iznakumu
no izejas materiala, salidzinot ar 96 % etanolu. Savukart, lietojot 30 % etanola tidens maisijumu
ieglta ekstrakta iznakums biitiski samazinas un ir ar zemu mérksavienojumu saturu. Lietojot
Skidinataju maistjumus ar iideni kop@jas ekstrakcijas izmaksas, rékinot uz produktu, samazinas,
jo tidens ir 1&taks izmaksu zina un “zal§” skidinatajs salidzinot ar tiru etanolu. Savukart Soksleta
ekstrakcijas metode nav piemérota skidinataju maisijumiem un temperatiiram, kas ir zemakas
par $kidinataju virSanas temperatiram. CSE metodé $kidinatajs ir tie§a kontakta ar
ekstrah&jamo materialu un ir iesp&ja variét ar ekstrakcijas temperatiram. 3.4. attéla (B) ir
paraditi CSE iznakumi dazadas temperatiras. Lietojot $kidinataju maisijumus svarigi ir
izveleties temperatiiru, kas krasi neparsniedz virsanas temperatiiru skidinatajam ar zemako
virSanas temperattiru, lai nenotiktu strauja variSanas, ka rezultata tiek izjaukts skidinataju
uzdotais maistjums un ekstrakcijas apstakli kltist nekontrolgjami. Pétjjuma rezultati parada (3.4.

attels (B)), ka optimalaka ekstrakcijas temperatiira 60 % etanola idens maistjumam ir 80 °C.
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3.4. att. Baltalk$na (A. incana) mizas CSE ekstraktvielu iznakums (%) uz a.s. mizu (A) - atkariba
no etanola iidens daudzumu, (B) — 60 % etanola iidens ekstraktvielu iznakums (%) atkariba no
ekstrakcijas temperatiiras, dalinu izmers < 0,4 mm

Pedgja laika, ka viena no modernakajam un labakajam laboratorijas apstaklos (nu jau ari
pilotm&roga) lietotam ekstrakcijas metodém ir paatrinata $kidinataja ekstrakcija (ASE), kura
pateicoties paaugstinatai temperatirai, spiedienam un inertai atmosférai tiek ieguti lielaki
polifenolu savienojumu ekstraktvielu daudzumi no dazadiem biomasas materialiem [191].
Izmantojot ASE vidg;ji tika iegiiti 2 - 5 % lielaki ekstraktu iznakumi vidgji polariem un polariem
ekstraktiem salidzinajuma ar paréjam darba izmantotam ekstrakcijas metodém.

Ir zinams, ka ekstraktvielu iznakums ir atkarigs no temperatiras [192], tapéc promocijas darba
alk$nu mizas ekstrakcijas ar ASE veiktas 80; 90; 100; 110; 120; 130; 140 °C temperaturas, lai

novertetu tas ietekmi uz ekstraktvielu iznakumu un sastavu (skatit 3.5. att€lu (A)).
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3.5. att. Baltalksna (A. incana) mizas ASE ekstraktvielu iznakums (%) uz a.s. mizu (A) - atkariba
no ekstrakcijas temperatiras, (B) - ekstrakcijas ciklu skaita, dalinu izmérs < 0,4 mm

3.5. attela (A) iegitie ekstrakcijas rezultati parada, ka Iidz ar temperatiiru picaug ari ekstrakcijas

iznakums, tomér temperatiras, kas ir augstakas par 90 °C temperatiras ieguldijums ir
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salidzinosi neliels, bet palielinas ieglistamo savienojumu degradacijas risks temperattras virs
100 °C. Par to liecina fakts, ka ekstrakcijas temperattras, kas augstakas par 110 °C pieaug
etilacetata (vidgji polari parsvara zemmolekularie savienojumi) ekstrakta iznakums, bet sak
samazinaties etanola tidens (domin€ oligoméri savienojumi) ekstrakta iznakums, kas liecina par

oligoméro savienojumu destrukciju.

Pasaulé plasi izmantota, tradicionala biologiski aktivu dabasvielu ieguves metode ir
maceracija”. Lai gan vienkar$ibas d&] maceracija tiek plasi lietota, Tpasi homeopatisko Iidzeklu
ieguve, tai ir savi trikumi, tadi ka liels skidinataja patérins, selektivitate un ilgs ekstrakcijas
laiks. Maceracija tika veikta izmantojot etilacetatu, acetonu un etanolu, ka arT 60 % etanola

tdens maistjumu. Rezultati paraditi 3.6. attela.

m60% EtOH =96 % EtOH Etilacetats ~ ® Acetons
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3.6. att. Melnalksna (A. glutinosa) mizas tris dienu maceracijas ekstraktvielu iznakums (%) uz

______

Izmantojot maceraciju, melnalkSna mizas 9 % ekstraktvielu iznakums tika iegtts ar 60 %
etanola Gidens maisijumu un ekstrakta iznakums ir salidzinams ar literattiras datiem (8 - 12 %
etanola vai metanola izvilkums) [193]. Vislielakais iznakums tika iegiits ar acetona izvilkumu,

bet ar zemu selektivitati (skatit 3.2.1. nodala par ekstraktvielu kimisko raksturojumu).

Talakos pétijumos baltalk$na mizas ekstrah&tas, izmantojot superkritisko CO2 ekstrakciju.
Seciga ekstrakcija vispirms tika pétita ar tiru CO2 $kidrumu un p&c tam to modificgjot ar
etanolu (~ 5 %). Rezultata tika iegttas divas frakcijas, nepolara un salidzinosi polara, kura

iegtita modificgjot COz ar etanolu. BaltalkSna mizas ekstrakcijas rezultati apkopoti 3.1. tabula.

* Augu materidla apstrade ar $kidinataju istabas temperatiir, iegiistot izvilkumu izturot to $kidinataja ne mazak

ka 24 stundas.
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3.1. tabula

BaltalkSna mizas superkritiska CQO; secigas ekstrakcijas iznakumi (%) ar standartnovirzém uz
a.s. mizu (p=300 atm, T=60 °C)

BaltalkSna mizas ekstrakts Ekstraktvielas iznakums, %
CO; ekstrakts 5,42 + 0,17
CO; + C,HsOH ekstrakts 2,75+0,12

Izvertgjot iegiitos ekstrakcijas rezultatus, var secinat, ka izmantota metode iegutas frakciju
masas iznakumi ir salidzino$i mazi, bet ir pieradita Sis ekstrakcijas alternativa dazu polifenolu
savienojumu ieguvei. [zvertgjot literatiru, ir maz informacijas par alkSnu mizas polifenolu
ieguvi ar superkritisko CO> ekstrakciju. Literatira [194] ir min&ti p&tijumi par melnalksna
mizas ekstrakciju ar superkritisko CO2 un iegitie rezultati ir lidzigi. Baltalksna mizas CO>
ekstrakta daudzums ir lielaks, tas saskan ar zinamo informaciju, ka baltalk§na miza satur vairak
lipofilos savienojumus miza, salidzinot ar melnalk$na mizu, bet kopuma iegitie ekstrakcijas
iznakumi izmantojot superkritisko CO; ekstrakciju ir salidzinosi mazi. Perspektiva $o metodi
var lietot, lai iegttu lipofilos savienojumus no augu biomasas, aizstajot gaistoSos organiskos
Skidinatajus, ka pieméram, heksanu, petroléteri u.c.

Lai izvértétu ultraskanas ietekmi, tika veikta melnalk$na mizas CSE 80 °C temperatiira
ultraskana un bez tas. Rezultati (skatit 3.7. attéla) paradija, ka ultraskanas izmantoSana alk$na
mizas ekstrakcijai salidzinama ar ekstrakcijas efektivitati paaugstinata temperatiira bez

ultraskanas.

m CSE (izmantojot ultraskanu) W CSE (bez ultraskanas)

(BN
»

[
N
I

Ekstraktvielu iznakums, %
IN 1)

Heksana ekstr. Etilacetata ekstr. 96 % etanola ekstr.

3.7. att. Melnalks$na (A. glutinosa) mizas CSE ekstraktvielu iznakumi (%) uz a.s. mizu izmantojot
ultraskanu un bez ultraskanas 80 °C temperatiira, dalinu izmers < 0,4 mm

Apkopojot ekstrakcijas pielietosanas iesp&jas polifenolu saturo$u ekstraktu ieguve,
viennozimigi var teikt, ka moderno ekstrakcijas metozu (ASE) lietoSana ir efektiva gan laika,
gan Skidinataju patérina zina, lai iegtitu lielaku daudzumu ekstraktvielu ar labaku selektivitati,

salidzinajuma ar tradicionalajam ekstrakcijas metodém.
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3.1.2. AlkSnu mizas sagatavoSanas, ievakSanas laika, augSanas vietas ietekme uz
ekstrakcijas iznakumu

Alks$nu mizas ievakSanas/augSanas vietas un laika ietekme uz ekstraktvielu iznakumu tika
noteikta, ievacot alkSnu mizas no dazadam Latvijas vietam, dazadas sezonas péc nejausibas
principa. Vidgjie lipofilo, vid€ji polaro un polaro ekstraktvielu dazadu ekstrakcijas metozu
rezultati paradija, ka ievaksanas laika un augSanas vietas ietekme ir véra nemama. Polifenolu
savienojumu saturoso ekstraktu iznakums vari€ etilacetata ekstraktam no 10 - 19 %, bet etanola
no 11 - 20 % uz a.s. mizu (skatit 3.8. att€lu). legiitie rezultati parada, ka standartiz&jot ekstraktu

ieguvi, ir jaievero alkSnu mizas ievakSanas laiks un vieta.
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3.8. att. Baltalk$na mizas ekstraktu vidéjie ekstraktvielu iznakumi (%) uz a.s. mizu atkariba no
ievakSanas laika un augSanas vietas, dalinu izmérs < 0,4 mm

Izejvielas augSanas vietas un ievakSanas laika ietekmes noveértgjums parada, ka atkariba no
izmantotas alk$nu mizas ekstraktvielu iznakums ir mainigs. Atskiras arT nepiecieSamais mizas
daudzums vienada ekstrakta daudzuma ieguvei, kas ir butisks faktors riipnieciskai raZzoSanai.
Nozimigs parametrs ekstraktu ieguvé ir paraugu sagatavoSana. AlkSnu mizas dalinu izméra
ietekme jau tika apskatita pie ekstrakcijas metozu ietekmes, papildus §im parametram ir
novertéta nedalitas mizas, ka ar1 atseviSskas argjas un ieksgjas alkSnu mizas izmantoSana
polifenolu savienojumu ieguvei. Rezultati paradija (skatit 3.9. attéla (A)), ka baltalk$na mizas
vidgji polaro un polaro ekstraktu iznakumi iek§€jai un argjai mizai neuzrada bitiskas atSkiribas
ekstraktvielu iznakuma (16 - 18 % uz a.s. mizu), izp€mums ir ar heksanu iegttas lipofilas
ekstraktvielas aréja miza ( ~ 8 % uz a.s. mizu) un tas ir gandriz 2 reizes vairak neka ieksgja
miza (~ 4 % uz a.s. mizu). Savukart melnalksna (skatit 3.9. attéla (B)) ieks€jas un argjas mizas

ekstrakcija uzrada citas sakaribas. lek$€ja miza satur vairak hidrofilas ekstraktvielas neka argja
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miza, bet argja miza savukart gandriz divas reizes vairak lipofilas ekstraktvielas (2 % uz a.s.

mizu).
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& - . o
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3.9. att. Baltalksna (A. incana) (A) un melnalk3na (A. glutinosa) (B) iek$€jas, aréjas un nedalitas
mizas paatrinata $kidinataja ekstrakcijas ekstraktvielu iznakumi (%6) uz a.s. mizu salidzinajums,
dalinu izmeérs < 0,4 mm

Literatura ir paradits, ka vid&ji alkSniem un beérziem, kas augusi Somija ar&ja miza ir vairak
heksana un acetona SkistoSas ekstraktvielas, bet iek$€ja miza etanola un tideni, iznémums ir
melnalk$na miza, kur aréja miza satur mazak acetona ekstraktvielas, salidzinot ar iek$&jo mizu
[195]. Nemot véra, ka vidgji baltalk$na mizu veido 88 % ieks$gja miza un tikai 12 % argja miza
un ka redzams 3.9. att€la ekstraktvielu iznakuma variacija hidrofilajam ekstraktvielam nav
izteikta, mizas sadaliSana nav efektiva. Ir pieradits, ka ekstraktvielu saturs alkSnu mizas pieaug
no stumbra lejas uz aug$u, apméram par 2 % [195], tomér mérkis ir izmantot mizas ka
mehaniskas parstrades atlikumus, kuru sadaliSana péc mizas ievakSanas augstumiem biitu
apgriitinata un neefektiva. Melnalksna mizas gadijuma tas sadaliSana butiski ietekmé ekstraktu
iznakumu, bet iek$gjas un ar€jas mizas atdaliSanas nepiecieSsamiba tuvak tiks apskatita

pamatojoties uz ekstraktu kimisko sastavu.

3.2. AlkSnu mizas un to polifenolu saturoSu ekstraktvielu kimiskais raksturojums

Visiem alk$nu mizas paraugiem pelnu saturs bija robezas no 2 lidz 5 % uz a.s. mizu, bet
mitruma saturs bija Iidz 10 %, kas biitiski neietekméja ekstrakcijas iznakumus. Nemot véra, ka
darbs ir orientéts tieSi uz ekstraktvielu ieguvi un to talaku izmantoSanu, tika noteikts metalisko
elementu saturs alk§nu mizas un salidzinats mizas sastavs pirms un péc ekstrakcijas. Saja sadala
mizas sastava izmainas pirms un pec ekstrakcijas ir apskatitas baltalk§na mizam. BaltalkSna
mizas pelnu saturs pirms secigas ekstrakcija sastadija 4,5 %, ekstrakcijas rezultata pelnu saturs
palielinajas 1idz 6,2 %, ko var izskaidrot ar neorganiskas dalas koncentréSanos péc secigas
ekstrakcijas ar organiskajiem Skidinatajiem. Miza péc ekstrakcijas kadmija, cinka, mangana un
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kalija saturs ir palielinajies salidzinajuma ar mizu pirms ekstrakcijas, bet svina un dzelzs saturs
- samazinajies. To vartu izskaidrot ar neorganiskas dalas koncentréSanos miza péc
ekstrakcijas, bet dzelzs un svina satura samazinajumu parejot ekstraktos organisko savienojumu
veida. Hroma un arséna saturs visos paraugos ir mikrodaudzumu Iimeni. Svina un kadmija
saturs mizas paraugos ari ir neliels attiecigi 0,5 - 1,0 pg-g? un 0,05 - 0,07 pg-g? Iimeni.
Baltalk$na mizas elementsastavs (N = 1,4 %; C = 53,2 %; H=5,5 %; O = 39,9 %) ir tuvs
citu alkSnu sugu mizu elementsastaviem, kas publicéti literattra. AlkSna sugas ir pieskaitamas
pie slapekli saistosam koku sugam, jo alkSna mizas slapekla saturs ir divas reizes lielaks,
salidzinot ar videjo N saturu citu kokaugu sugas (0,8 %). BaltalkSna mizas elementanalizes
rezultatu salidzinajums pirms un p&c ekstrakcijas parada, ka ekstrakcijas rezultata oglekla saturs
samazinas no 53,2 % uz 49,5 %, tidenraza saturs nedaudz samazinas no 5,5 % Iidz 5,3 %, bet
skabekla un slapekla saturs pieaug. Sis izmainas saistitas ar alifatiskas un aromatiskas dabas
vielas (lipofilas ekstraktvielas un polifenoli) ekstrah&sanu.

Alks$nu mizas ekstraktu kimiskais sastavs darba ir raksturots ar kop&jo polifenolu savienojumu
saturu (Folina-Cikolto metode), individualu polifenolu savienojumu identifikaciju un
domingjoso savienojumu kvantificé$anu (Skidruma hromatografija - masspektrometrija) un
antioksidanto aktivitati (ORAC, ABTS®**, DFPH®, ka ari aizsardzibu pret lipidu oksidaciju
OXIPRES metode).
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3.2.1. AlkSnu mizas polifenolu saturoSu ekstraktvielu raksturojums

Kopgjais polifenolu savienojumu saturs atkariba no ekstrakcijas metodes un izmantota
skidinataja ir paradits 3.10. attela.
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3.10. att. Polifenolu savienojumu saturs alk§nu mizas A — etilacetata, B — 96 % etanola, C- 60 %
etanola iidens ekstraktos GSE g-g? sausa ekstrakta atkariba no izmantotas ekstrakcijas metodes

Vidgji polifenolu savienojumu saturs Latvija augoSo alk$nu mizas ir robezas no 0,50 - 0,65
GSE g-g! atkariba no izmantotas ekstrakcijas metodes un $kidinataja. Vislabakos polifenolu
daudzumus izdevas iegiit ar paatrinata Skidinataja ekstrakcijas iekartu. Salidzinot vid€jo
polifenolu savienojumu saturu Latvija augusu alkSnu mizas ar, pieméram, Horvatija (0,15 -
0,55 GSE g-g!) augosiem alksniem [193], tas ir lielaks un nodrosina lielaku polifenolu
savienojumu ieguvi, izmantojot mazak izejvielas un tadejadi nodroSinot konkurétsp&ju tirgi.

Kopgjo polifenolu rezultati maceracija (skatit 3.11. att€lu) ieghtajos ekstraktos paradija, ka
maceracijas laiks biitiski neietekmé polifenolu saturu ekstraktos (0,45 - 0,61 GSE g-g* ) un tas
ir tuvs ekstraktiem, kas iegiiti ar tiem paSiem $kidinatajiem, izmantojot klasiskas ekstrakcijas

metodes, bet neuzradija labakus rezultatus par ASE metod¢ iegitiem.
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3.11. att. Polifenolu savienojumu saturs GSE, g-g* sausa ekstrakta, melnalksna (A. glutinosa)
mizas maceracija iegiitajos ekstraktos

Vislielakie hidrofilo ekstraktu iznakumi tika iegtiti ar ASE metodi, tadél detalizetaks polifenolu
savienojumu saturs ir apskatits ar So metodi iegiitajos polifenolu saturosajos ekstraktos, atkariba
no izmantotajiem parametriem (ciklu skaita, temperatiras un laika (skatit 3.12. attélu)).
Rezultati paradija, ka polifenolu savienojumu saturs etilacetata ekstraktos pieaug lidz ar
temperattru, savukart 60 % etanola Gdens ekstraktos polifenolu saturs aug lidz 120 °C
temperatiirai un tad sak samazinaties, tas varétu liecinat, ka dala no savienojumiem Iidz ar
temperatiiras paaugstinasanos pariet etilacetata ekstrakta, ko var€tu skaidrot ar savienojumu
degradaciju. To apstiprina literatiiras dati, ka ekstrakcijas temperatara lielaka par 100 °C turpina
palielinaties ekstrakcijas iznakums un polifenolu saturs ekstraktos, bet samazinas polifenolu
daudzveidiba ekstraktos un palielinas polifenolu degradacijas risks, visbiezak nevélama
polifenolu oksidacija vai sadaliSanas [196, 197]. Ta rezultata ekstrakcijas temperatiiras Virs
120 °C etilacetata ekstraktu daudzums palielinas, nepieaugot mérksavienojumu daudzumam.
Nemot véra, ka alkSnu mizas pétijumu specifika veérsta tieSi uz diarilheptanoidu saturoSu
ekstraktu ieguvi, tad citu savienojumu klatbiitne tiek uzskatita ka piemaisijumi, kas ietekmée

mérksavienojumu Tpasibas.
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3.12. att. Polifenolu savienojumu saturs GSE g-g* sausa ekstrakta baltalk$na (A. incana) mizas
ASE iegiitos polifenolu saturo$os ekstraktos atkariba no temperatiiras

Polifenolu savienojumu saturs baltalk$na (3.13. attéla (A)) un melnalksna (3.13. attéla (B))
mizas ir novertets atkariba no mizas anatomiska sadalfjuma ieksgja un argja miza. Zinams, ka
bérzu dzimtas, 1pasi berzu sugas kokiem ir noteikts ekstraktvielu sadalfjums ieksgja un argja
miza, un dazadu individualu mérksavienojumu iegiiSanas dél ir vérts atdalit iek§€jo un argjo
mizu. No bérzu argjas mizas industrialos apjomos iegist triterpénus (betulinu, lupeolu,
betulinskabi, betulonu u.c.), taukskabes (oleinskabi, oleinskabes 3-O-acetatu), bet no ieksgjas
mizas var iegiit dazadus flavonoidus (katehins un ta atvasinajumi u.c) un diarilheptanoidus
(platofilozidu, akerozidus u.c) [198]. AlkSnu mizam polifenolu savienojumu sadalijums starp
iek$&jo un argjo mizu etilacetata ekstrakta ir robezas no 0,53 - 0,63 GSE g-g™* sausa ekstrakta,

bet etanola fidens ekstrakta ir tas ir robezas no 0,60 - 0,68 GSE g-g™* sausa ekstrakta.
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3.13. att. Polifenolu savienojumu saturs GSE g-g* sausa ekstrakta (A) — baltalksna (A. incana),
(B) — melnalksna (A. glutinosa) mizas anatomiskajas dalas
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Izmantojot hromatografijas un masspektrometrijas metodes identificéti individuali polifenolu
savienojumi ekstraktos, kas iegiiti no nedalitas alkSnu mizas p&c secigas ekstrakcijas saskana
ar 2.1. attela redzamo shému. Rezultati paradija, ka alk§nu mizas polifenolu savienojumus,
atkariba no izmantota §kidinataja, galvenokart veido diarilheptanoidi un kondensétie tanini,
skatit 3.2. tabulu.

Kopuma no alk$nu mizu iegiitiem polariem un vidgji polariem ekstraktiem, tajos ir identificeti
18 dazadi individuali savienojumi. Sie savienojumi ir zinami pasaulg, bet pirmo reizi ir veikta
to identifikacija Latvija augoSo alkSnu mizas. Visi identificgtie savienojumi, iznemot cukurus
ir pieraditi ka biologiski aktivi savienojumi. So savienojumu identifikacija ekstraktos dod
iesp&ju tos izmantot atbilstoSi to paSibam, vienlaikus kontrol&jot domingjoSo savienojumu
sastavu iegltajos ekstraktos. Ka redzams 3.2. tabula, salidzinot alkSnu mizas vid&ji polaros un
polaros ekstraktus, etilacetata ekstraktos ir konstatéta domin&joSaka diarilheptanoidus
savienojumu daudzveidiba, bet etanola vai etanola tidens ekstraktos dominé kondenséto taninu
jeb proantocianidinu savienojumi. Etilacetata ekstraktos ir identificti gan diarilheptanoidi ar
vienu cukura atlikumu (oregonins, hidroksioregonins u.c.), gan ari ar vairakiem cukura
atlikumiem (akerozids u.c.). Sos savienojumus pasaulé, pateicoties to veselibu veicino§ajam
ipasibam, izmanto gan dazadu uztura bagatinataju, pat homeopatisko zalu sastava, gan ka
kosmétikas produktu sastavdalas. Tiem ir pieradita, cilvéku adas veseliguma uzlaboSanas
efekts. Savukart etanola tGdens ekstraktos ir identificéti proantocianidini ar polimerizacija
pakapi no 2 lidz pat 6 un Sos savienojumus, péc literatiiras datiem, var izmantot gan ka

antioksidantus, gan ka kompozitmaterialus [199 - 201].
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3.2. tabula

Individualu polifenolu savienojumu raksturojums alk$nu mizas vid€ji polaros un polaros ekstraktos, izmantojot LC-ESI-MS/MS

Nr. Izdal. [M-H]" | Fragmenta Provizoriska identifikacija Savienojumu kimiska | Esamiba ekstraktos Atsauce
laiks, (miz) | Joni(m/z) grupa o
(min) = £ |58 |8
2191588
1 0,31 683 503; 342; Heksozes Oglhidrati, - |+ + + | Llorent-Martinez et al
341; 179 oligosaharidi 2015
2 2,70 577 451; 425; Proantocianidina dimeérs Kondensétie tanini + | + + + | Muilenburg et al 2011
407; 289
3 2,33 337 191; 163; Kumarilcikloheksantetrahidroksi- Organiskas skabes + ] - |- - | Muilenburg et al 2011
119 karbonskabe
4 2,74 289 245, 205 Katehina atvasinajums Flavonoidi + | + + + | Muilenburg et al 2011
5 2,57 865 695; 577; Proantocianidina trimeérs Kondensétie tanini - |+ + + | Muilenburg et al 2011
451; 425;
407; 289
6 2,64 1153 865; 577, Proantocianidina tetramérs Kondensétie tantni - |+ + + | Oszmiafiski et al 2015
289
7 2.75 1441 1153; 720; Proantocianidina pentamérs Kondensétie tanini -+ + + Hammerstone et al
289 1999
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3.2. tabulas turpindjums

8 3,09 729 577; 559; (epi)katehin-(epi)katehina-O-gallats Kondensétie tanini + Hammerstone et al
289; 287 1999

9 3,73 441 289; 245 (epi)katehina gallata atvasinajums Kondensétie tanini + Hammerstone et al

1999

10 4,10 507 327; 1015 Hirsutenona heksozids Diarilheptanoids + | Riethmdller et al 2013

11 4,31 479 959 Hidroksioregonins Diarilheptanoids + | Telyshevaetal 2011

12 4,40 477 329; 955 Oregonins Diarilheptanoids + | Telyshevaetal 2011

13 4,98 345 311; 179 Hirsutanolols Diarilheptanoids + | Riethmaller et al 2013

14 5,74 461 311; 923 Akreozids Diarilheptanoids + | Riethmuller et al 2013

15 5,88 461 311, 923 +

16 6,15 475 951; 295 Platifilozids Diarilheptanoids + | Mammela et al 2001

17 6,23 625 477; 493; Diarilheptanoids + | Riethmdller et al 2013

1251 Diarilheptanoids

18 6,32 493 295; 987 Rubranozids A Diarilheptanoids + | Mé&mmeld et al 2001

19 6,44 463 331; 927 Rubranola ksilozids Diarilheptanoids + | Mé&mmeld et al 2001

20 6,63 327 245 Hirsutenons Diarilheptanoids + | Mammeld et al 2001
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Alksnu mizas raksturoto individualo polifenolu savienojumu struktirformulas dotas 3.14.

att€la un atsifréjumi doti 3.2. tabula.
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3.14. att. DominéjoSo savienojumu struktiirformulas alk§nu mizas vidgji polaros un polaros
ekstraktos

Izmantojot LC-ESI-MS/MS iegiitas kop&jo jonu hromatogrammas baltalksna un melnalk$na
mizas ekstraktiem, tika izveleti savienojumi p&c kuriem veikt alk§nu mizas ekstraktu kimiska
sastava kontroli. Ka redzams 3.15. att€la (A) baltalkSna mizas etilacetata ekstrakta sastava
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doming diarilheptanoidi, bet 60 % etanola tdens (3.15. att€la (B)) ekstrakta identificStajos

savienojumos noverojama ari izteikta kondenséto tantnu klatbutne, ne tikai diarilheptanoidu.

9
12 A
4
4
9
2 3
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14 16
10" 13 ;1541
0 2 4 6 8
| B
4 12
30 5
2 3 4 19
1 11 17
10
1
144
AA
0 2 4 6 8

IzdaliSanas laiks, min

3.15. att. Baltalksna (A. incana) mizas (A) - etilacetata un (B) - 60 % etanola uidens ekstrakta
kopéja jonu hromatogrammas (smailu identifikaciju skatit 3.2. tabula un 3.14. attéla)

Salidzinot baltalkSna un melnalk$na mizas polifenolu kimiskas kompozicijas, var redzet, ka
atSkirigs ir kvantitativais savienojumu sastavs nevis kvalitativais. Nelielas izmainas
kvalitativaja sastava ir novérojamas tikai piemaisijuma lIimeni, melnalks$na mizas 60 % etanola
tdens ekstrakts (3.16. attéla (B)) nesatur kumarilhininskabi. Oregonins (12 smaile) ir abu
alkSnu sugu mizas hidrofilajos ekstraktos, bet atskiras relativo saturu attiecibas oregoninam un

citiem diarilheptanoidiem.
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3.16. att. Melnalksna (A. glutinosa) mizas (A) - etilacetata un (B) - 60 % etanola tidens ekstrakta
kopéja jonu hromatogrammas (smailu identifikaciju skatit 3.2. tabula un 3.14. attela)

Ekstraktos tika noteikts oregonina kvantitativais saturs (3.3. tabula) un $is lielums ieklauts ari
ka viens no parametriem ekstraktu kvalitates novertéjuma. Ir pieradita, ka no Latvija augoSiem
alk$niem izdalita ar oregoninu bagatiem ekstraktiem ir izteikta biologiska aktivitate un paslaik
tiek veikti petijumi, kas pierada ekstraktu biologiskas aktivitates atkaribu no oregonina satura
tajos. Oregonina saturs ekstraktos, kas iegliti no vienam un tam paSam baltalk§na mizam,
atkariba no izmantota Skidinataja un ekstrakcijas metodes varie no 19 % etanola tdens
ekstrakta 1idz pat 75 % etilacetata ekstrakta, bet melnalkSna mizas no 16 % etanola tidens

ekstraktos 1idz 70 % etilacetata ekstrakta. Maceracija iegiitajos ekstraktos oregonina saturs ir
ja 1eguta) g

andriz 10 % mazaks neka ar citam izmantotajam ekstrakcijas metodém.
g i ]
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3.3. tabula

Oregonina saturs (%) ar standartnovirzém baltalk§na un melnalkSna mizas vidéji polaros un
] ! )

______

Oregonina saturs ekstraktos, %0
Ekstrakts Soksleta | gC§E | ASE | Macericija
Baltalk$na miza
Etilacetata ekstrakts 63,3+0,9 719+1,1 75,1+15 552+1,7
96 % etanola ekstrakts 20,6 £ 0,4 19,1+£0,3 23,0+0,4 15,1+£0,3
60 % ctanola udens s 223+04 | 234+04 16,2+0,3
ekstrakts
Melnalks$na miza
Etilacetata ekstrakts 61,9+0,8 62,7+0,9 69,5+0,8 60,1+1,6
96 % etanola ekstrakts 18,8+ 0,4 15,4+0,2 20,7+0,3 16,2+0,3
60 % ctanola idens sk 156+03 | 191+05 | 139+04
ekstrakts

***Izmantotaja ekstrakcijas metodé nav iesp&jams stradat ar $kidinataju maisfjumiem

Attistot alkSnu mizas, ka izejvielas vertigu produktu ieguvei, izmantoSanas iespgjas, veikta
kimisko elementu, kuru saturu kontrole ir obligata prasiba dazadas tautsaimniecibas nozargs.
Vajadzigas vielas no alkSnu mizas tika izdalitas ekstrakcijas procesa, veicot trispakapju
ekstrakciju. Tomer ekstrakcijas process lidzas merksavienojumu ieguvei neizslédz arT koku

miza esoso piesarnojoso vielu noklusanu dabas vielu ekstraktos.

3.2.2. AlkSnu mizas polifenolu saturoSu ekstraktu antioksidanta aktivitate

Pirmo reizi veikti pétijumi par alkSnu mizas diarilheptanoidu ietekmi uz majonézes
stabilitati pret oksidésanos. Ievadot no baltalksna mizas izdalitu diarilheptanoidus saturosu
ekstraktu ar 75 % oregonina saturu majonézes sistéma, kura sastav no 65 % rapsu ellas, pat
tikai 0,05 % koncentracija, majonézes stabilitate palielinas gandriz divas reizes salidzinajuma
ar majonézi bez piedevam (skatit 3.4. tabulu). Iegtitie rezultati parada, ka no baltalk$na mizas
iegiits diarilheptanoidus saturoSs ekstrakts uzrada labakas stabiliz€josas 1paSibas par
majonézém, kuram ir pievienots konservants E202 (kalija sorbats) un E385 (kalcija dinatrija
etilendiamintetraacetats).

3.4. tabula

No baltalks§na mizas izdalita diarilheptanoidu saturoSa ekstrakta ka antioksidanta ievadiSana
dazadas majonezes sistemas

Piedevas Piedevu saturs, % | Indukcijas periods, h | Aizsardzibas faktors
Bez piedevas 0 1,2 1
TBHQ 0,1 1,8 15
Baltalk$na mizas
etilacetata ekstrakts Ut == 2R
E202 0,2 3,1 1,6
E202/E385 0,2/0,01 3,3 1,7
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Salidzinajuma ar sintetisko antioksidantu TBHQ izmantojamas majonézes parada, ka
diarilheptanoidiem ir labaka stabilizéSanas sp&ja par TBHQ, E202 un E202/E385. Baltalk$na
mizas etilacetata ekstrakta ka piedevas majonézé, TBHQ ka piedevas majonéz€ un majonézes

bez piedevam oksidésanas liknes paraditas 3.17. attela.

8,5
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<
5
5 6,5 : o
.05-’_ ——Majonéze bez antioksidanta
n

55 | —Majonéze + 0,1% baltalkSna etilacetata ekstr.

—Majonéze + 0,1% TBHQ
4,5
0 6 8

4
Laiks, h

3.17. att. Baltalksna (A. incana) mizas etilacetata ekstrakta un sintétiska antioksidanta TBHQ ka
piedevas majonézes sistéma oksideéSanas liknes 120 °C temperatiira

Petijumu rezultati parada ka no baltalkSna mizas iegtitu ekstraktu ievadiSana partikas sistémas
ka majonézes vai citas lidzigas partikas sistémas palielina to uzglabasanas ilgumu un aizstaj
sintétiskas piedevas ar dabiskas izcelsmes piedevam. Vienlaikus ekstrakti uzrada augstu
antioksidanto aktivitati testos ar stabiliem radikaliem ka, ABTS®" un DFPH® un iegutas 1Kso
vertibas (3.5. tabula) parada, ka tie uzrada tuvu un pat labaku antioksidanto aktivitati
salidzinajuma ar sint€tiskajiem antioksidantiem un plasi zinamo veselibu veicinoSo Iidzekli

kurkuminu.

3.5. tabula

AlkSnu mizas etilacetatu ekstraktu, sintétisko antioksidantu wun attirita ekstrakta,
antioksidantas aktivitates (1Kso) novértéjums ar standartnovirzém, izmantojot ABTS®" un
DFPH?* testus

1Ks50, M L1
Paraugs ABTS™ : DFPH®
Oregonins 293+0,12 47 +0,2
Baltalksna mizas etilacetata ekstr. 3,14 + 0,13 5,52 +0,16
Melnalks$na mizas etilacetata ekstr. 3,32 +0,14 6,16 + 0,15
Kurkumins 251+0,12 12,7+0,2
Troloks 4,01+0,12 472 +0,12
TBHQ 2,75+0,12 3,12+0,13
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Alksnu ekstraktus saturo$i dazadi veselibu veicinosi produkti ir specifiski niSas produkti, kas
tiek ieguti pec pieprasijuma. Latvijas tirgl alk$nu saturo$i preparati, pieme&ram, melnalkSna
pumpuru ekstrakts uztura bagatinataja veida lictoSanai arterialo un periféro asins cirkulacijas
trauc€jumu gadijumos tiek importets no Rumanijas. PaSlaik Latvija augoSo alkSnu mizas
ekstrakti, izdaliti laboratorijas me&rogd LV KKI, tiek izmantoti uztura bagatinataja un
kosmetisko krému ieguvé, tie ir pieejami Latvijas tirgli tikai nesen, tadejadi So produktu
ieguves pamata ir promocijas darba izstradata un pielagota, efektiva metodika So savienojumu

ieguvei.

3.2.3. AlkSnu mizas ekstraktu procesu meérogosana

Pamatojoties uz pétijumu rezultatiem, saistitu ar ekstrakcijas metozu un parametru
ietekmi uz polifenolu savienojumu izdalisanu no alk$nu mizam, tika izstradata diarilheptanoidu
saturoSa alk$nu mizas ekstrakta iegtiSanas metodika/protokols (3. pielikums)

Ta ka alk$nu mizam tiek veikta seciga ekstrakcija, ir izstradata ekstrakcijas shéma (3.18. attgls).
Darbs ir orientéts uz polifenolu savienojumu ieguvi, ar uzsvaru uz diarilheptanoidiem, tadel
nepolara heksana ekstrakta kimiskais sastavs netiek tuvak apskatits, bet ar Sis ekstrakts satur
biologiski aktivas vielas, galvenokart triterpénus [202], kurus plasi izmanto, piemé&ram,

kosmétikas industrija.

AlkSnu miza

.

Ekstrakcija ar heksanu
(4x40 min) 65— 70 °C

|

Ekstrakcija ar etilacetatu = jetvaice Skidina Filtre Filtratu ietvaicg
(4x40 min) 75-80°C 7 40 % etanola 7 un liofilize

ﬂ Diarilheptanoidi
Ekstrakcija ar 60 % etanolu __letvaice un liofilizz, | Kondensétie
(4x40 min) 75 —80 °C tanini

3.18. att. Ekstrakcijas shéma diarilheptanoidu un kondenséto taninu iegiisanai

Izmantojot izstradato ekstrakcijas metodiku (ekstrakcijas reZimi, izmantojamo Skidinataju
tilpumi un izejvielas proporcijas utt.) mérksavienojumu iegiisanai veikta procesu mérogoSanu
L.E.V. rupnica. Mérogotas visas ieguves stadijas un risinati problémjautajumi, ka skidinataju

izvéle to izmantoSanas droSibai liclos apjomos. Tika veikta ekstrakcijas metodikas pielagosana
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ripnieciskiem apjomiem ekstrakcijas uznémuma L.E.V., samazinot S$kidinataju patérinu

(attieciba miza : §kidinatajs = 1 : 5 tika samazinata uz 1 : 3).

3.3. Polifenolu savienojumu ekstrakcija no priedes koksnes

Pedgjos gados pasaulg ir aktualiz&jusies pinosilvinu savienojumu pétijumi. Ir pieradits,
ka tie ir biologiski vertigi savienojumi, kurus var izmantot, pieméram, ka antibakterialus,
oksidativa stresa samazinosSus Iidzeklus un cilvéka v&za Stinu augSanu inhibgjosus, asinsvadu,
zarnu trakta, aknu slimibu arst&joSus lidzeklus [50, 203]. Pinosilvini ir zemmolekulari augu
polifenoli, kas koncentréjas Priezu dzimtas koku kodolkoksné un atzarojumu vietu koksné
[191], p&c kimiskas struktiras tie pieder stilbénu savienojumu grupai. To saturs augu izejvielas
ir atkarigs no dazadiem faktoriem ka, pieméram, gené&tikas, pesticidu vai mineralméslojuma
izmatoSanas, klimata un augSanas apstakliem u.c [203]. Tapéc ir svarigi noteikt perspektivakas
ar pinosilvinu savienojumiem bagatakas priedes koku izplatibas arsenalus un morfologiskas
dalas, kurus varétu izmantot ka izejas materialu pinosilvinu iegiiSanai. Pinosilvinu iegi§anai no
Latvijas priezu resursiem ir nozimiga perspektiva, jo priedes ienem vado$o vietu Latvijas
ekonomika un ir plasi izplatiti koki Latvijas teritorija (29 % no meza kopplatibas). Tas bus
pieejams resurss un nemot vera razoSanas klastera iesp&jamo izveidosanu par priedes koksnes
parstradi, kura piedalisies arT mazie razotaji, kas izmanto nekondicijas stumbra koksni un
atliekas, ka art vidgjie uznémumi (piem., koka logu un durvju razotaji, kuriem ieaugusie zari ir
razoSanas atliekas) raZojot izstradajumus ar lielu pievienoto veértibu, to razoSanas atliekas vares
sekmigi izmantot ka izejvielu pinosilvinu raZoSanai. P&tijumi dos ekonomisku un socialu
efektu: jaunas darbavietas un produkciju, kas veicinas iedzivotaju atveseloSanu un apkartgjas
vides stavokla uzlaboSanu.

Pinosilvins un pinosilvina monometil&teris, kuri ir domingjosie stilbénu savienojumi priedes
koksng, tiem ir pieradita veselibu veicinosa iedarbiba. Tie ir resveratrola, zinama medicinas
preparata (sirds slimibam, Alcheimera slimibas u.c. slimibu arsteéSanai) analogi, kuriem piemit
pretmikrobu un antibakteriala aktivitate, antimetastatiska un pretiekaisuma, ka ar1 antioksidanta

aktivitate.

3.3.1. Ekstrakcijas metodes un Skidinataja ietekme uz pinosilvinu savienojumu saturu
priedes koksnes izdalitos ekstraktos

Priedes kodolkoksnes paraugiem tika izmantotas tris dazadas ekstrakcijas metodes:
klasiska Soksleta ekstrakcija, CSE un paatrinata $kidinataja ekstrakcija (ASE). 3.19. attéla ir

paradits, ka ASE metode salidzinajuma ar pargjam divam pétijuma izmantotajam metodém ir
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visefektivaka, iegtstot lielaku pinosilvina (PS) un pinosilvina monometilétera (PSM)

iznakumu.
A B
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Etilacetats PS PSM Etanola ekstrakts PS PSM

ekstrakts

3.19. att. Soksleta, ASE un CSE no priedes kodolkoksnes iznakumu salidzinajums (%) polaram
ekstraktvielam, kas iegiitas ar (A) - etilacetatu, (B) — 96 % etanolu un pinosilvinu (PS un PSM)
saturs tajas, dalinu izmers < 0,4 mm

Sakuma tika veikta paraugu ekstrakcija ar heksanu lipofilo savienojumu atdalisanai. ASE
palielina hidrofilo ekstraktvielu iznakumus par ceturto dalu salidzinajuma ar Soksleta
ekstrakciju un CSE metodi. Meklgjot optimalos apstaklus, maksimalai pinosilvina (PS), un
pinosilvina monometilétera (PSM) iegtSanai tika optimizéta So savienojumu izdaliSanas
metode, mainot etanola tidens saturu (96; 80; 60; 50; 40 %). P&c iegiitajiem rezultatiem tika
konstatéts (skatit 3.20. attelu), ka vispieme&rotakie apstakli PS un PSM iegtisanai ir ekstrakcijai
ar 60 % etanola Gidens Skidumu 90 °C temperatiira.

5 -
m Ekstrakts mPS " PSM

Iznakums, % uz a.s. koksni

96 80 60 50 40
Etanolasaturs, % (v/v)

3.20. att. Polaro ekstraktvielu, PS un PSM iznakums (%) kodolkoksnes paraugos atkariba no
izmantotas etanola idens daudzuma, dalinu izmeérs < 0,4 mm
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Pinosilvina un ta atvasinajumu izdaliSana tika veikta péc divam ekstrakcijas shemam: 1) seciga
ekstrakcija: heksans — 60 % etanola Gidens Skidums un 2) vienpakapes ekstrakcija ar 60 %
etanola tdens $kidumu. Turpmakai pinosilvinu iegiiSanai no priedes kodolkoksnes tika
izmantota paatrinata Skidinataja ekstrakcija, ka optimalaka ekstrakcijas metode un seciga
ekstrakcija: heksans — 60 % etanola tdens Skidums. Paraléli ekstrakcijas apstaklu
optimizacijai laboratorijas apstaklos, tika veikta ar1 pinosilvina un ta atvasinajumu ekstrakcijas
mérogosana L.E.V. uznémuma, par kritériju izmantojot mérksavienojumu saturu ekstraktos.

Lai samazinatu pinosilvinu iegiiSanas laiku un $kidinataju patérinu tika veikts vienpakapes un
divpakapju ekstrakciju efektivitates salidzinajums (skatit 3.6. tabulu). Priedes kodolkoksnes
paraugs (dalinu izmérs < 0,4 mm, nemts 0,5 m augstuma no augsnes virskartas, mitrajos mezos)
tika sadalits 2 dalas un ekstrah&ts péc abam shémam: vienpakapes ar 60 % etanola Gdens
§kidumu (90 °C, 15 min) un divpakapju ekstrakciju heksans (90 °C, 15 min) — 60 % etanola
tdens (90 °C, 15 min). Izmantojot vienpakapes ekstrakciju ar 60 % etanola fidens skidumu
iegst lielaku ekstrakta daudzumu, bet ar divreiz mazaku pinosilvinu un pinosilvina

monometil€tera saturu tajos.

3.6. tabula

Priedes kodolkoksnes vienpakapes un divpakapju ekstrakcijas iznakumi (%) ar
standartnovirzém

N Pinosilvina
Ekstrakcijas monometiléteris (PSM)
iznakums Ekstrakta Parauga | Ekstrakta | Parauga

Pinosilvins (PS)
Ekstrakcija

1. pakapju ekstrakcija
(60 % etanols tidens)
2. pakapju ekstrakcija
(heksans - 60 % etanols | 3,21+0,13 | 24,7+0,4 | 0,79 0,02 | 25,9 +0,4 | 0,83 £0,02
tdens)

7,8+0,2 10,1+0,2 | 0,78 0,02 | 12,5 +0,2 | 0,96 +0,02

Izmantojot divpakapju ekstrakciju, no sakuma atdalot lipofilas ekstraktvielas ar heksanu,
pinosilvinu saturoSa ekstrakta daudzums samazinas gandriz divas reizes, bet proporcionali
divas reizes palielinas pinosilvinu saturs ekstrakta. Neizmantojot ekstrakciju ar heksanu
mazpolarie savienojumi, kas seciga ekstrakcija atdalitos ka lipofila frakcija pariet 60 % etanola
tdens ekstrakta, palielinot ekstrakcijas iznakumu, bet samazinot pinosilvinu tiribu. Secigas
ekstrakcijas izmantoSana ir ieteicama, lai ieglitu tirakus pinosilvinu saturosus ekstraktus un
nebiitu nepiecieSama papildus attiriSana no savienojumiem, kas apgriitina talaku pinosilvinu
analizes un izmantoSanas iesp€jas. Izmantojot tieSu ekstrakciju ar 60 % etanola tidens Skidumu
ir apgriitinata ekstrakta iegiiSana sausa veida, taja esoSie piemaisijumi padara to par svekiem
lidzigu cietvielu. Ekstrakcijas rezultati parada, ka veicot secigu ekstrakciju, pietiekosi liels
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ekstraktvielu iznakums tiek iegiits ar etilacetatu, bet ka ir paradits talak darba merksavienojumu
stilbenoidu ieguvei tas nav piemé&rotakais s§kidinatajs, to apstiprina ar citu zinatnieku pétijjumi

[50, 203].

3.3.2. Pinosilvinu saturo$a ekstrakta, PS un PSM saturs atkariba no priedes
morfologiskas dalas, paraugu sagatavoSanas un augSanas vietas

Pinosilvina un pinosilvina monometilétera saturs ir atskirigs dazadas priedes koksnes
morfologiskajas dalas. Tadgl svariga ir pareiza priedes koksnes parauga sagatavosana, jO
ekstrakcijas iznakums no koksnes mainas vairak ka uz pusi un attiecigi ar1 pinosilvinu saturs
ekstraktos, 1idz ar to batiski ietekmg&jot ekstraktu talaku izmantoSanu. Péc parauga sadalisanas
pa sastavdalam (skatit 3.21. att.) var secinat, ka lielako dalu pinosilvinu ir zaru koksng, kas ir
ieauguso zaru koksne, bet paral€li pinosilvinu daudzuma pieaugumam, palielinas ar1 kopgjais
ekstraktvielu daudzums. Hidrofilo (60 % etanola Gdens) ekstraktvielu iznakums dazadas

priedes koksnes dalas vari€ no 1,8 % aplieva lidz pat 10,4 % ieauguSo zaru koksné.

o 12 A

5 ;

= 10 A 60 % etanola ekstrakts

=<

4 8 PS

: PSM

= 6

¢\° 4 _ T

g 4

s 27 _ -

=< R - - -

Ig O =

= Stumbra Stumbra Stumbra Zara Zara +
aplieva kodolkoksne  aplieva + kodolkoksne  stumbra

kodolkoksne kodolkoksne

3.21. att. Ekstraktvielu, PS un PSM saturs dazadas priedes koksnes dalas, dalinu izmérs < 0,4

mm

Lai gan zaros ir visvairak pinosilvinu, tie satur ari vairak piemaisijumu, tai skaita ari citus
polifenolu savienojumus (skatit 3.7. tabulu). Vislielakais relativais pinosilvina savienojumu
daudzums priedes dazadu morfologisko dalu polarajos ekstraktos, kas izdaliti seciga ekstrakcija
(heksans — 60 % etanola tidens $kidums) ir priedes kodolkoksné (~ 50 %, uz a.s. ekstraktu),
ka arf otrais lielakais polifenolu savienojumu saturs (3.7. tabula), kas dod papildus biologisko
aktivitati. Turpmak lielaka uzmaniba tiks pieversta tiesi hidrofilajiem ekstraktiem, jo stilb&nus

(pinosilvinu, pinosilvina monometiléteri) satur galvenokart 60 % etanola tidens ekstrakts.
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3.7. tabula

Kopgjais polifenolu savienojumu saturs (GSE) priedes koksnes dazadas morfologiskajas dalas ar
standartnovirzem

Paraugs Kopgjie polifenoli (GSE, g-100 g ekstrakta)
Stumbra aplieva 12,1+0,2
Stumbra kodolkoksne 43,1+0,6
Stumbra aplieva + kodolkoksne 30,9+0,5
Zara kodolkoksne 55,7+1,1
Zara + stumbra kodolkoksne 40,0+ 0,5

Izanaliz&jot 60 dazadu priedes morfologisko dalu koksnes paraugus, kuri nemti dazados
augstumos no mitra meza (skat. 3.22. att. (A)) un sausa (skat. 3.22. att. (B)) meza augosam
priedém redzam, ka mitrajos mezos augusas priedes kodolkoksne (~ 60. gadus veci koki) satur
vairak pinosilvina un ta atvasinajumus salidzinot ar sausos apstaklos augo$am priedém. Ta pat
arT atkariba no augstuma mainas polaro ekstraktvielu daudzums, kas iegiits secigas ekstrakcijas

rezultata, tas samazinas pieaugot augstumam no augsnes virskartas (skatit 4. pielikumu).

1 - 0,4 -
A B
s S
= 0,8 A 203
z HpPS mPSM <
E = B PS mPSM
0,6 - 0,2
N &
g g
204 - 201
13 ]
s s
) nl -
02 - 0
0,5 2,5 4 0,5 2,5 4
Augstums no augsnes virskartas, m Augstums no augsnes virskartas, m

3.22. att. Pinosilvinu saturs priedes kodolkoksné atkariba no koksnes parauga ievaksanas
augstuma un vietas, A - mitrie meZi, B - sausie meZi, dalinu izmeérs < 0,4 mm

Pinosilvinu daudzums priedes kodolkoksng, kuras augusas mitrajos mezos un ir 90 gadus vecas
ir mazaks salidzinot ar kodolkoksni, kura iegiita no 60 gadus vecam priedeém mitrajos mezos
(3.8. tabula). Paraugi tika nemti dazados koka augstumos (0,5; 2,5 un 4 m): lielakais pinosilvinu
savienojumu saturs, ka jau ieprieks$ noskaidrots, ir 1idz 0,5 m augstuma no augsnes virskartas.

Detalizétakiem pétijumiem, ka analiz&jamie paraugi, tika izvéleti Latvija, mitrajos meZos
augosas parastas priedes (P.Sylvestris) kodolkoksne 0,5 metru augstuma no augsnes virskartas.
Parauga izvéle pamatojas uz rezultatiem, ka mitrajos mezos augusas priedes kodolkoksne satur
vairak pinosilvina un ta atvasinajumus. Kodolkoksnes paraugi tika izmantoti no divam dazada
vecuma priedém (90 un 60 gadus vecas), kuras augusas Amatas un Engures novada mitrajos

mezos. Lai saglabatu biologiski aktivu savienojumu ipasibas visi paraugi péc sasmalcinasanas
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turéti saldétava (-20 °C). PS un PSM attiriSanai tika izmantota preparativa hromatografija, bet
kvantitativai noteikSanai augsti efektiva skidruma hromatografija (HPLC-FLD-DAD).
Pinosilvinu daudzums kodolkoksn€ no priedém, kuras augusas mitrajos mezos un ir 90 gadus

vecas ir mazaks neka kodolkoksng, kura iegtita no 60 gadus vecam priedém mitrajos mezos

(3.8. tabula).

3.8. tabula

Pinosilvina un pinosilvina monometilétera daudzums (%) ar standartnovirzem parastas (P.
sylvestris) priedes kodolkoksné

Kodolkoksne PS, % PSM, %
Priede 90 gadi 0,48 +£ 0,02 0,38 £ 0,02
Priede 60 gadi 0,79+ 0,03 0,83+ 0,03

Pinosilvinu daudzumu atSkiribu abos kodolkoksnes paraugos varétu skaidrot ar augSanas vietas
un koka vecumu starpibu, vai arT ar atSkirigiem koku stresa Itmeniem. Ir pieradits, ka,
pieméram, stress, kas izraisits koku apstradajot ar ozonu, vai dazadu mizas mehanisko bojajumu
vai sénisu infekcijas gadijuma, tiek sintezeti priedé pinosilvini, ka ar1 stresa stavokli enzims
pinosilvina 3-O-metiltransferaze kokos esoSo pinosilvinu parvérS par pinosilvina
monometiléteri [204].

Pinosilvina un pinosilvina monometilétera saturs kodolkoksng, kas iegilita no Latvija augoSam
priedém tika salidzinats ar So savienojumu daudzumu Slovénija augusu prieZu kodolkoksné.
No Sloveénijas iegiitu identisku paraugu analizu rezultati paradija, ka Latvija augusas priedes
kodokolkoksné ir gandriz tris reizes vairak pinosilvina un ta monometil&tera (0,79 % un 0,86
% no sausas koksnes) neka Slovénijas parastas priedes kodolkoksné (0,28 % un 0,30 % no
sausas koksnes).

Darba novertéta pinosilvina savienojumu satura variacija starp kokiem, veicot skriningu 30
mitrajos mezos auguSiem priedes kokiem (~ 60 gadus veciem). Pinosilvinu saturs secigas
ekstrakcijas gaita no priedes kodolkoksnes iegiitos polaros ekstraktos varié no koka uz koku.
Priedes kodolkoksnes 60 % etanola fidens ekstraktos pinosilvins varigja no 14 % Iidz 25 % un

pinosilvina monometiléteris no 16 lidz 30 %.

3.4. Priedes koksnes ekstraktvielu kimiskais raksturojums

No priedes kodolkoksnes un atzarojumu vietu koksnes izdalitiem ekstraktiem, sadarbiba
ar Abo Akadémiju Somija (PinoBio projekta sadarbibas partneris), analizéts kimiskais sastavs.

Izmantojot savienojumu grupu analizi noteikts no priedes koksnes izdalita ekstrakta
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pamatsastavs (skatit 3.9. tabulu), tai skaita pinosilvina (PS) un pinosilvina monometil&tera

(PSM) saturs.

3.9. tabula

Priedes kodolkoksnes un atzarojumu vietu koksnes hidrofilo ekstraktvielu sastavs (%) ar
standartnovirzém ekstrakta

Savienojumu grupa Kodolkoksne Atzarojumu vietu koksne
60 % etanola ekstrakta 60 % etanola ekstrakta
Cukuri 6,72+ 0,13 1,64 £0,12
Taukskabes 1,20 £ 0,02 0,40+ 0,01
PSM 259+0,5 12,1+0,3
Svekskabes 6,7+0,2 8,8+0,2
PS 24,7+04 534 +0,14
Lignani 2,00+£0,11 13,0+0,2
Steroli 0,70+ 0,02 1,27 +0,13
Sterilesteri 1,30 £ 0,03 2,03+0,12
Trigliceridi zem detekté$anas robezas 1,56 £0,12

Priedes kodolkoksnes hidrofilo ekstraktu veido 50,6 % pinosilvins un ta monometil&teris,
savukart priedes atzarojumu vietu koksni tikai 17,4 %, bet nemot vera ekstraktu iznakumu var
redz&t, ka no kodolkoksnes iegiist mazaku ekstrakta daudzumu (kodolkoksne 3,2 %, atzarojumu
vietu koksne 10,7 %), bet ar lielaku pinosilvina savienojumu saturu salidzinajuma ar
atzarojumu vietu koksni. Atzarojumu vietu koksnes ekstrakti satur vairak piemaisijumus ka
svekskabes, sterolus, sterilesterus un trigliceridus, péd&jos kodolkoksne nesatur. Atzarojumu
vietu koksnes ekstraktos lielu dalu ienem lignani 13 %, kodolkoksne turpreti tikai 2 %.
Lignani kopa ar pinosilvina savienojumiem hidrofilajam ekstraktam dod pievienoto vertibu, jo
ir stipri antioksidanti, tadejadi iegttie kodolkoksnes ekstrakti izrada gan antibakterialo, gan
antioksidanto aktivitati. Iznemot stilbenoidus priedes kodolkoksnes ekstrakti satur art cukurus,
taukskabes un citas skabes.

Antioksidantas aktivitates novértéSanai tika izmantota ABTS®" radikala inhibéSanas metode.
Izvertgjot rezultatus no priedes dazadam morfologiskam dalam iegiitiem polariem ekstraktiem
var secinat, ka antioksidanta aktivitate visiem analiz&tajiem priedes koksnes paraugiem bija
tuva vai lielaka neka sintétiskajam antioksidantam troloksam. Pinosilvina un pinosilvina
monometilétera daudzums koreléja ar antioksidanto aktivitati. Vislielako antioksidanto
aktivitati (3,21 mg-L™) uzradija priedes kodolkoksnes 60 % etanola iidens ekstrakts un tas
korelg€ja ar pinosilvina un ta monometilétera saturu ekstrakta. Pinosilvins un ta atvasinajumi ir
specigi antioksidanti, bet izvertjot ekstraktu antioksidantas Ipasibas p&c visiem veiktajiem

testa rezultatiem var secinat, ka aktivitati palielina arf citi ekstrakta esoSie savienojumi.
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3.5. Priedes koksnes ripnieciskie atlikumi ka pinosilvinu ieguves avots

Ievérojot biorafinésanas koncepciju, kur viena procesa blakusprodukts ir izejviela citam
procesam, ir novertéta priedes koksne, kura iegiita priedes koksnes mehaniskas apstrades
procesa razojot koka logu ramjus. Paraugi tika iegtiti no divam dazadam razotném (skatit 3.10.

tabulu).

3.10. tabula

Pinosilvinu un kopéjo polifenolu savienojumu saturs (%) ar standartnovirzém priedes koksnes
riipnieciskajos paraugos

Nr. | PSM uz a.s. koksni PS uz a.s. koksni Kopgjie polifenoli (GSE, g/100g ekstrakta)

1 0,91+0,02 0,51+0,02 38,6 +£0,8

2 1,11 + 0,02 0,94 £ 0,02 51,4+0,9

Ir paredzéts, ka priedes koksnes materiali, kuri tiek izmantoti koka logu ramju raZzoSana, tiks
izmantoti ka izejviela pinosilvina ieguvei. Papildus arguments $adai izmantoSanai ir Latvijas
komercialo raZzotaju izmantotas koksnes raksturojums. Ipa§i izmantotas koksnes kvalitates
atbilstiba A kategorijai un koksnei atbilstosais FSC sertifikats. Sis pedéjais raksturojums
pamatojas uz starptautiskiem meza apsaimniekoSanas kritérijiem un principiem [207]. Prasibas
koksnei, kura ir paredz&éta logu ramju razoSanai atbilst Latvijas Pinus Sylvestris koksnes
raksturojumam, kas tika noteikts pétijuma ka vispiemérotaka koksne pinosilvinu ieguvei ar labu
iznakumu. Ka perspektivakais izejas materials pinosilvina un ta atvasinajumu iegtSanai ir
ripnieciskas parstrades blakusprodukti no priedes koka loga ramju razoSanas tos uzreiz
samalot, jo tada veida tiek ieglits ekstrakts ar vislielako pinosilvinu saturu (52 %) un
ekstrakcijas iznakumu lielaku par 4 %. Paraléli tam tiek ietaupits laiks un izmaksas, jo nav
nepiecieSama izejas materiala priekSapstrade. Svarigi, ka izejviela (péc logu ramju raZoSanas)
ir pieejama cauru gadu un ir sertificéta, ar nepiecieSsamam ipasibam.

Prasibas koksnei, kura ir paredzéta logu ramju razosanai, atbilst raksturojumam, kas tika
noteikts pétfjuma ka vispiemérotaka koksne pinosilvinu ieguvei ar lielu iznakumu. Sis
raksturojums ietver koka vecumu: 60 - 90 gadus veci koki, paraugu ieguves vietu: attalums no
koka lejas un ieteicamo kodolkoksnes un atzarojumu vietu koksnes izmantoSanu.
Salidzinasanai, spriezot péc logu ramju raZoSanai izmantojamo priedes koku raksturojuma
apraksta, vispiemeérotakie ir 60 - 80 gadus veci koki, ieteicama koka dala ir stumbrs no koka
lejas lidz koka stumbra 6 m augstumam, izmantotie priedes balki pirms talakas apstrades
nedrikst saturét aplievu un atzarojumu vietu koksni.

Priedes riipnieciskas parstrades (logu ramju razosanas) blakusprodukti tiek iegtisti mehaniski

ka dazada izmera klucisi, kuri parsvara sastav no kodolkoksnes un atzarojumu vietu koksnes,
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aptuvena attieciba vari€ 20 : 1 lidz 20 : 3 (skatit 2. pielikumu). Pinosilvina un ta atvasinajumu
ekstrakciju ir iesp&jams veikt pec divam ekstrakcijas shemam: secigas un tiesas ekstrakcijas.
Secigas ekstrakcijas izmantoSana pamatojas uz datiem, ka lipofilas ekstraktvielas samazina
mazpolaru vai polaru savienojumu tiribu, tadél lai ieglitu pinosilvinu un ta atvasinajumus ar
mazaku piemaisTjumus daudzumu ir ieteicams veikt priedes ripniecisko blakusproduktu, péc

logu ramju razoSanas, secigu ekstrakciju.

3.5.1. Priedes rapniecisko blakusproduktu seciga ekstrakcija

Vispirms izejvielu ekstrah€ ar nepolaru Skidinataju heksanu vai petroléteri, lai atdalitu
salidzinos$i nepolarus savienojumus, tad tiek veikta ekstrakcija ar 60 % etanola tidens §kidumu.
Priedes rapnieciskie blakusprodukti tika samalti bez daliSanas morfologiskajas dalas.
Pinosilvinu un ta atvasinajumus no priedes riipnieciskajiem (logu ramju raZoSanas)
blakusproduktiem var iegit ari tos sadalot morfologiskajas sastavdalas: kodolkoksné un
atzarojumu vietu koksng, bet tad tiek iegits mazaks to saturs ekstraktos salidzinajuma ar
nedalitu paraugu (skatit 3.23. att€lu). Nedalito paraugu gadijuma tiek ictaupits ari veicama
darba laiks un izmaksas. Ekstraktos no pinosilvina tipa stilbéniem doming pinosilvins (PS) un
ta monometiléteris (PSM). Pinosilvina un ta monometil€tera saturs paraugos noteikts ar augsti
efektivo skidruma hromatografiju (HPLC-DAD), izmantojot argja standarta metodi. Visi

ekstrakcijas iznakumi noteikti gravimetriski un izteikti procentos uz absoliiti sausu paraugu.
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Priedes mehaniskas parstrades
blakusprodukti
(Kodolkoksne/atzarojumu vietu
koksne)

Ekstr. ar heksanu

l

W,= 8,0 %
W= 0,9 %
WPSM= 1,1 %

!

Wekstr.: 12,3 %
Wps= detektejams

Whpsm= detekt&jams

(Kodolkoksne/atzarojumu vietu
koksne)
Atlikums péc ekstrakcijas ar
heksanu

Ekstr. ar 60 %
etanols tidens

!

Wekstr.: 413 %
Whs= 22,0 %
WPSM: 25,8 %

(Kodolkoksne/atzarojumu vietu
koksne)
Atlikums pe€c ekstrakcijas ar
60 % etanols tidens

Priedes mehaniskas parstrades
blakusprodukti
(Atdalita kodolkoksne)

Ekstr. ar heksanu

(Atdalita kodolkoksne)
Atlikums péc ekstrakcijas ar
heksanu

Ekstr. ar 60 %
etanols tdens

(Atdalita kodolkoksne)
Atlikums péc ekstrakcijas ar
60 % etanols tidens

|

W,= 8,0 %
Wps= 0,8 %
Wpsy= 0,7 %

!

Wekstr.: 316 %
Whps= detektEjams

Whpsm= detekt&jams

!

Wekstr.: 315 %
Wos= 18,6 %
WPSM: 21,1 %

Priedes mehaniskas parstrades
blakusprodukti
(Atdalita atzarojumu vietu
koksne)

Ekstr. ar heksanu

(Atdalita atzarojumu vietu
koksne)
Atlikums péc ekstrakcijas ar

Ekstr. ar 60 %
etanols tidens

(Atdalita atzarojumu vietu
koksne)
Atlikums péc ekstrakcijas ar

|

W,= 7,0 %
WPS: 1,1 %
Wogyi= 1,4 %

!

Wekstr.= 3014 %
Wps= detektejams

Whpsm= detekt&jams

heksanu

l

Vvekstr.: 10,7 %
Wps= 10,1 %
Wopspy= 13,3 %

60 % etanols tidens

3.23. att. Priedes riipniecisko (logu ramju razo$anas) blakusproduktu secigas ekstrakcijas shéma pinosilvinu iegiiSanai

EPESYD SUIPN BIOUE)D %, 09 SINJES NS UN Sd
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Priedes ripniecisko blakusproduktu tiesa ekstrakcija

Veicot priedes riipniecisko blakusproduktu, p&c logu ramju razoSanas, tieso ekstrakciju
(skatit 3.24. att€lu) tiek ietaupits laiks un izmaksas, jo parauga apstrade notiek viena stadija.
Atskiriba no secigas ekstrakcijas pinosilvins un ta monometil&teris tiek iegiits ar mazaku tiribu

ekstraktos, bet ar liclaku ekstraktvielas iznakumu no izejvielas.

Priedes mehaniskas parstrades Ekstr. ar 60% | (Kodolkoksne/atzarojumu vietu
blakusprodukti etanols tidens koksne)
(Kodolkoksne/atzarojumu vietu Atlikums péc ekstrakcijas ar
koksne) 60 % etanols tidens
Wekstr.: 8,5 %
Wos= 10,5 %
W= 8% Whpsy= 13,1 %
Wps= 0,9 %
Wosp= 1,1 %

3.24. att. Priedes riipniecisko (logu ramju razoS$anas) blakusproduktu tieSas ekstrakcijas shema

Tiesa ekstrakcija no priedes koka blakusproduktiem ar 60 % etanola tidens maisijumu samazina
PS un PSM ieguves laiku un izmaksas salidzinajuma ar secigu ekstrakciju, kura tiek atdaliti
nepolaraki savienojumi, ka ari palielina izekstrah&to pinosilvinu saturu. Tie$a ekstrakcija ir

piemérota tikai, ja PS un PSM ir nepiecieSami ar tiribu ekstraktos [idz 24 %.

3.5.2. Priedes rupniecisko blakusproduktu ekstraktu analize

Péc UV spektriem, raksturigakie 60 % etanola tidens ekstrakta absorbcijas maksimumi

gan secigas, gan tieSas ekstrakcijas gadjjuma ir A = 300 nm un 280 nm. Tadel HPLC
hromatogrammas tiek uzpemtas 60 % etanola Gdens ekstraktiem pie abiem Siem vilna
garumiem. legiitas hromatogrammas pinosilvinu savienojumiem pie 300 nm prezentgtas 3.25.
attela.
Hromatogrammas 60 % etanola tidens ekstraktiem gan péc secigas, gan tie$as ekstrakcijas ir
uznemtas vienados hromatografiskajos apstaklos un vienadas koncentracijas skidumiem.
Savienojumu koncentracija ir proporcionala hromatrografisko joslu laukumam, no S§im
hromatogrammam varam secinat, ka, izmantojot tieSu ekstrakciju, (3.25. attéla (A)) iegiistam,
papildus PS un PSM, lielaku daudzumu neidentificéta savienojuma 1, kas secigas ekstrakcijas
gadijuma (3.25. attéla (B)) var€tu but pargajis heksana ekstrakta, jo vielas izdalas polaritates
samazinasanas seciba. Savienojums 1 péc struktiiras varétu but Iidzigs pinosilvina
savienojumiem (jo absorbé pie 300 nm) un ir nepolarakas dabas neka PS vai PSM.
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maksimums atrodas pie 280 nm.

3.25. att. 60 % etanola uidens (A) — tieSas ekstrakcijas (B) — secigas ekstrakcijas ekstraktu HPLC-
FLD hromatogrammas, A = 300 nm

60 % etanola tdens ekstraktiem tika uznemtas hromatogrammas ari pie A = 280 nm, iegitas
hromatogrammas dotas 5. pielikuma. Var novérot, ka papildus PS un PSM (absorbg ar pie 280
nm), tieSas ekstrakcijas gadijuma tiek noteikts neidentificEéta hromatografiska josla
savienojumam, kas ir nepolarakas dabas salidzinot ar PS un PSM un kura struktiira nav saites,
kas varétu absorbét pie 300 nm un nevar tikt detektéts ar fluorescences detektoru (FLD). P&c
literattiras datiem atzarojumu vietu koksne, kas arT ietilpst ripniecisko blakusproduktu péc logu

ramju razo$anas, satur véra nemamus daudzumus lignanu, kuriem raksturigais absorbcijas
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3.5.3. Priedes rupniecisko blakusproduktu 60 % etanola idens ekstraktu antioksidanta
aktivitate

Priedes rtipniecisko (péc logu ramju razosanas) blakusproduktu 60 % etanola tGdens
ekstraktu antioksidanta aktivitate ir dota 3.11. tabula. TieSa ckstrakcija ieguta ekstrakta
antioksidanta aktivitate ir mazaka neka seciga ekstrakcija, to var skaidrot, ka $is ekstrakts satur

vairak citu savienojumu bez pinosilvina atvasinajumiem, salidzinot ar secigo ekstrakciju.

3.11. tabula

Priedes ripniecisko (péc logu ramju raZosanas) blakusproduktu 60 % etanola tidens ekstraktu
antioksidanta aktivitate ar standartnovirzi ABTS®" testa

60 % etanola iidens ekstrakts Antioksidanta aktivitate ABTS®**, 1Kso, mg-L™*
Tiesa ekstrakcija 10,9+0,2
Seciga ekstrakcija 3,70+£0,12

3.6. Pinosilvinu saturoSu ekstraktu ieguves mérogosana L.E.V. ekstraktvielu riipnica

Tika veikta ekstrakcijas metodes piclagosana ripnieciskiem apjomiem ekstrakcijas
uzpnémuma L.E.V., samazinot §kidinataju patérinu (attieciba kodolkoksne : 60 % etanola Gidens
Skidums = 1 : 5 un mazak, ka ari izvertéta iesp&ja ekstraktu zavesanai, izmantojot pieejamo
zavesanas iekartu. Nemot vera riipnieciskos apstaklus tiek gatavotas rekomendacijas koksnes
ekstraktu sagatavosanai gan sausa, gan Skidra veida, kurus var€s izmantot realizéSanai tirg. Uz
pinosilvina bazes iegiti divi saules aizsargkrémi, kas satur dabigu augu izcelsmes ultravioléta
starojumu sorb&taju: lignina un pinosilvinu kompoziciju. Augu lielmolekulariem un
zemmolekulariem polifenoliem ka lignins un pinosilvini, pateicoties to struktiirai, ir ievérojama
UV absorbcija un tos var uzskatit par adas aizsarglidzekliem plasa UV diapazona (210 - 450

nm).

3.7. Augu biomasas kimiskas parstrades blakusproduktu seciga ekstrakcija ar dazadas
polaritates Skidinatajiem, izmantojot ultraskanas aktivaciju

Darba izpétiti augu biomasas kimiskas (skujkoksnes un lapkoksnes kraft LignoBoost
lignini) parstrades blakusprodukti un no melnalkSna koksnes izdalitais lignina preparats
(MASL). Pateicoties augstam polifenolu savienojumu saturam $ajos paraugos tie ir
izmantot piemérotas poliméro polifenolu izdaliSanas un attiriSanas metodes. Izmantojot
frakcion&Sanu ar organiskajiem $kidinatajiem to polaritates pieaugSanas seciba péc aprakstitas
shémas (2.4. att€la), no skujkoksnes un lapkoksnes kraft LignoBoost tehniskajiem ligniniem un

MASL (3.26. attela), ieguva Cetras kimiskas frakcijas.
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3.26. att. Skujkoksnes un lapkoksnes kraft LignoBoost ligninu un MASL frakcion&$anas iznakumi
(%) KF-1 (dihlormetana skistosa frakcija); KF-2 (propanola $kistosa frakcija); KF-3 (metanola

______

Redzams, ka skujkoksnes kraft LignoBoost gadijuma KF-1 (dihlormetana $kistosa frakcija) un
KF-2 (propanola $kistosa frakcija) iznakumi ir 2 - 5 reizes mazaki, salidzinajuma ar lapkoksnes
kraft LignoBoost un MASL attiecigajam kimiskajam frakcijam, bet KF-4 (izvéletajos
skidinatajos neskistosa frakcija) iznakums ir ievérojami lielaks un sastada 66,3 % no izejas
parauga masas. Tas var€tu liecinat par augstaku polaro piemaisijumu - oglhidratu saturu $aja
parauga. Savukart lapkoksnes KF-2 (propanola skistoSa frakcija) ir domin&josa un sastada 48,3

% no izejas parauga masas.

3.7.1. Augu biomasas kimiskas parstrades blakusproduktu secigas ekstrakcijas rezultata
iegtito kimisko frakciju raksturojums

Iegiito kimisko frakciju analitiskas pirolizes dati parada (3.12. tabula), ka frakcionésana
ar organiskajiem $kidinatajiem ievérojami samazina MASL nefrakcion&ta parauga oglhidratu
piemaisijuma saturu no 29,9 % Iidz daziem procentiem un ievérojami palielina lignina
atvasinajumu saturu paraugos. Savukart skujkoksnes un lapkoksnes kraft LignoBoost
nefrakcionéti lignini ir ar lignina atvasinajumu dalu virs 97 % un nav ar tik lielu oglhidratu

atvasinajuma daudzumu ka MASL izejas ligntnam un ta neskistoSajai frakcijai.
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3.12. tabula

Nefrakcionétu ligninu un no tiem iegiitam kimiskam frakcijam Kopgjais lignina un oglhidratu
atvasinajumu pirolizes produktu relativais daudzums (%) ar standartnovirzém, izmantojot Py-
GC/MS/FID

Paraugs | Oglhidritu atvasinajumi (%) | Lignina atvasinajumi (%)
MASL
Nefrakcionéts 29,9+0,3 70,1+0,5
KF-1 0,53+ 0,05 99,5+0,2
KF-2 572+0,12 94,3+0,5
KF-3 3,55+0,12 96,5+0,3
KF-4 66,4 +0,4 33,6 +0,3
Skujkoksnes kraft LignoBoost lignins
Nefrakcionéts 1,80 £ 0,05 97,0+0,9
KF-1 2,20 + 0,08 92,3+0,8
KF-2 2,40 £ 0,09 955+0,7
KF-3 1,61 + 0,09 97,3+0,8
KF-4 1,80 + 0,03 97,5+0,6
Lapkoksnes kraft LignoBoost lignins
Nefrakcionéts 2,52 +0,04 974+0,5
KF-1 0,72 £0,02 979+0,8
KF-2 0,73 +0,03 98,6 + 0,5
KF-3 2,21+ 0,03 97,4+0,8
KF-4 8,50 + 0,09 91,5+0,2

Salidzinot MASL iegiitas frakcijas ar organiskajiem skidinatajiem un frakcijas, kas iegttas ar
izmantojot “antisolventus” iegit oglhidratu un ligninu saturoSas frakcijas, savukart
organiskajos $kidinatajos tas $kist dal&ji tad€] izmantojot organiskos skidinatajus secigi CH2Cl>
— C3H7OH — CH3OH iegiist atSkirigas kimiskas frakcijas un izmantotajos organiskajos
Skidinatajos neskistoSo frakciju. legtitas frakcijas ar Siem organiskajiem $kidinatajiem sava
starpa atSkiras ar molekularo masu sadalijumu (Mw), polidispersitates (PDI) un funkcionalo

grupu saturu (3.13. tabula), ka ari struktiiras atskirtbam (skatit 3.14. tabulu).

3.13. tabula

Funkcionalo grupu saturs (%), molekularas masas sadalijums (Da) un PDI sadalijums ar
standartnovirzém kraft LignoBoost un MASL ligninos un to kimiskajas frakcijas

Paraugs | -OHgenoiasaturs, % | -OCHs saturs, % | My, | PDI
Skujkoksnes kraft LignoBoost lignins

Nefrakcionéts 3,72+ 0,04 13,40 +£ 0,02 12138 13,5

KF-1 5,84+ 0,09 12,52 + 0,06 698 5,1

KF-2 453+ 0,02 16,77 + 0,09 2087 4,0

KF-3 4,30 + 0,09 14,10 + 0,07 4465 3,7

KF-4 3,82+ 0,05 13,53+ 0,12 18636 4,2
Lapkoksnes kraft LignoBoost lignins

Nefrakciongts |  4,12+005 | 1887+011 | 4786 | 114
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3.13. tabulas turpinajums

Paraugs -OHpenola Saturs, % | -OCHg; saturs, % My PDI
KF-1 4,91 + 0,03 18,40+ 0,11 799 4,3
KF-2 4,13 +0,02 19,76 £ 0,13 1996 5,1
KF-3 3,85+ 0,05 19,94 + 0,11 4488 2,1
KF-4 3,01+0,04 16,29 + 0,08 18396 3,7

MASL
Nefrakcionéts 3,36 £ 0,03 11,19 +£ 0,08 52467 25,1
KF-1 5,05 + 0,05 22,81+0,13 738 5,9
KF-2 3,84 £ 0,04 20,37 £ 0,17 1997 4,5
KF-3 3,47 +0,03 19,81 + 0,16 4360 4,0
KF-4 3,02 £ 0,04 16,32 £ 0,09 38739 12,5
legitas frakcijas sava starpa raksturojas ar polidispersitates (PDI) samazinajumu

frakcioné$anas rezultata

salidzinot ar nefrakcionétiem paraugiem un molekularas masas

pieaugumu pieaugot Skidinataja polaritatei CH>Cl, — C3H7OH — CH3OH. Izmantojot secigu
ekstrakciju ar organiskajiem $kidinatajiem ir iesp&jams panakt izejas parauga homogenizeSanu.
Polidispersitates veértibas frakcijam ir daudz zemakas par izejas parauga polidispersitates
vertibu. Metanola Skistosa frakcija ir homogenaka salidzinot ar citam kimiskam frakcijam péc
molmasas sadaltfjuma. Lignina homogeniz&Sana p&c molekularas masas sadalfjuma var veicinat
to veiksmigu izmantoSanu dazadiem mérkiem. Funkcionalo grupu: augstam fenola
hidroksilgrupu saturam un metoksilgrupu saturam ir liela nozime lignina antioksidanta
aktivitate.

3.14. tabula
DazZadu savienojumu relativais saturs (%) ar standartnovirzém Kkraft LignoBoost un MASL

ligninos un to kimiskajas frakcijas Py-GC/MS/FID termiskas degradacijas produktos

Paraugs Gvajacil +S_iringi| Bez aizvietotajiem | Skabekli saturo$as
fenoli sankéde grupas sankedé
Skujkoksnes kraft LignoBoost lignins
Nefrakcionéts 88,2+0,7 36,9+0,9 13,7+0,5
KF-1 93,7+0,6 28,5+0,7 22,4 +0,7
KF-2 88,0+11 419+0,8 9,6+04
KF-3 87,8+ 0,5 38,1+04 10,4+0,4
KF-4 87,8+0,8 37,3+0/4 119+04
Lapkoksnes kraft LignoBoost lignins
Nefrakcionéts 959+04 37,3+0,7 8,3+0,3
KF-1 96,9+0,4 33,6 0,5 142 +0,6
KF-2 95,7+0,3 38,2+0,8 7,3+0,2
KF-3 94,9 +0,6 38004 8,0+0,3
KF-4 94,8+0,8 34,0+0,8 8,8+0,2
MASL
Nefrakcionéts 96,1+0,1 31,3+0,9 22,1+0,3
KF-1 98,2+0,2 175+0,6 453+0,8
KF-2 95,3+ 0,6 31,9+0,6 16,6 £ 0,3
KF-3 95,4+ 0,6 31,8+0/4 12,0+ 0,3
KF-4 92,2+0,8 30,1+0,3 14,8 +0,6
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3.14. tabula ir paraditi ligninu un to kimisko frakciju struktiiras pasibas, kuram ir vadosa loma
parauga antioksidantas aktivitates ietekméSanai. Gvajacil- un siringilprodukti raksturo
0-metoksilgrupas saturosu fenilpropana vienibu (FPV) daudzumu. Skabekli saturosas grupas
sankéde (parsvara karbonilgrupas) saturs ir palielinats visiem paraugiem dihlormetana
frakcijas. Karbonilgrupas ir mazak polaras, salidzinot ar hidroksilgrupam, tap&c nefrakcionéta
lignina dala, kas satur §1s grupas, salidzinosi labak izskist salidzinosi nepolaraja dihlormetana.
Paaugstinatais skabekli saturoSu grupu saturs fenilpropana sanu k&dé dod negativu ietekmi uz

antioksidanto aktivitati.

3.7.2. Augu biomasas kimiskas parstrades blakusproduktu secigas ekstrakcijas rezultata
iegiito kimisko frakciju antioksidantas aktivitates noverteSana

Antioksidantas aktivitates raksturoSanai ir izmantoti testi ar dazadiem radikaliem
(ABTS*" un DPPH® un ORAC). Lai salidzinatu paraugus sava starpa, ka ari ar plasi
izmantojamo sint&tisko antioksidantu troloksu, ir aprékinatas paraugu I1Kso vértibas, kas parada,
kada antioksidanta koncentracija ir nepiecieSama, lai uz pusi samazinatu sakotngjo briva
radikala koncentraciju. Jo lielaka ir antioksidanta aktivitate, jo zemaka ir [Ksp vertiba.

P&c iegiitajam IKso redzam, ka frakciongjot izejas paraugus gan ar organiskajiem (3.15. tabula),
gan ar jonu skidrumiem (3.20. tabula) ir iespgjams ietekmét to antioksidanto aktivitati.

Skujkoksnes kraft LignoBoost lignina gadijuma KF-1 uzrada lielakas IKsg vertibas salidzinosi
pret izejas paraugu, savukart KF-2 ir zemakas IKso vértibas, kas norada uz augstako
antioksidanto aktivitati. Lapkoksnes kraft LignoBoost lignina un MASL gadijuma tapat
skujkoksnes kraft LignoBoost lignina gadijuma zemu IKsg vértibu uzrada KF-2, savukart KF-3
parada Iidzigus rezultatus ka izejas tehniskais lignins. Vissliktaka inhib&Sanas sp€ja ir KF-4,

kas ir ar viszemako lignina, fenola un metoksilgrupu saturu.

3.15. tabula

Skujkoksnes, lapkoksnes kraft LignoBoost un MASL ligninu un to Kimisko frakciju
antioksidantas aktivitates ar standartnovirzém testos ar dazadiem radikaliem

Paraugs |  ABTS* IKso, gL | DFPH* IKso,mg-L™ | ORAC mmol TE-g’
Skujkoksnes kraft LignoBoost lignins
Nefrakcionéts 3,82+0,13 17,4+0,2 58%0,2
KF-1 4,15+0,12 21,0+04 8,6 +0,3
KF-2 3,1+0,2 11,0+0,3 51+0,2
KF-3 3,87 £0,15 13,0+0,4 35+0,2
KF-4 4,71+£0,12 21,1+0,4 1,72 +0,12
Lapkoksnes kraft LignoBoost lignins
Nefrakcionéts 48+0,2 15,0+ 0,6 56+04
KF-1 4,16 £0,12 176 +0,4 8,1+0,6
KF-2 3,7 £0,2 11,3+0,3 57+04
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3.15. tabulas turpinajums
Paraugs ABTS** IKsp, mg-L? DFPH® IKs, mg-L? | ORAC mmol TE-g?
KF-3 4,29 +0,12 12,0+ 0,3 48+0,3
KF-4 6,4 +£0,2 17,4 +£0,7 24+0,2
MASL
Nefrakcionéts 5,86 +0,14 33,3+0,4 2,53+0,11
KF-1 2,83+0,13 15,4+0,3 6,3+0,2
KF-2 4,64 £0,15 17,8 +0,2 51+0,2
KF-3 547 +0,16 16,2 +0,2 3,9+0,3
KF-4 21,2+0,3 72,3+0,8 2,31+ 0,12
Troloks* 4,01+0,12 4,72 +0,12 3,92 +0,13

*References antioksidants

Ka redzams 3.15. tabula, darba izmantotie skujkoksnes un lapkoksnes kraft LignoBoost lignini
ka art MASL un to kimiskas frakcijas, kas izdalitas ar organiskajiem $kidinatajiem visos
radikalu inhib&Sanas testos uzrada diezgan augstu antioksidanto aktivitati salidzinot ar troloksu
ka references antioksidantu, tie ir vai nu labaki vai tuvi references antioksidanta veértibai.
Neskatoties uz labo antioksidanto aktivitati radikalu dezaktivéSanas testos tie uzradija diezgan
ella un oksidgjot to ar skabekli paaugstinata temperatiira. Bet tas ir skaidrojams ar paraugu un
substrata (rapSu ella) savietojamibu, jo ellas sist€éma ir nepolara attieciba pret izejas ligninu un
to frakcijam, tap&c tos nebija iesp&jams izskidinat, iznémums ir ar dihlormetanu izdalita frakcija

(KF-1), kura ir lipofilakas dabas un to ir iesp&jams ievadit ellu saturo$as sistémas un veikt

testus, skatit 3.27. attéla.

8 - —MASL KF-1 Skujkoksnes kraft KF-1
—Troloks ——Ella bez antioksidanta
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3.27. att. Skujkoksnes kraft LignoBoost lignina KF-1, MASL KF-1, rapSu ellas bez pievienotas
piedevas un sintétiska antioksidanta troloksa antioksidanta aktivitate rapsu ellas oksidéSanas
testa
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Rezultati parada, ka rapSu ellai bez pievienota antioksidanta oksidéSanas Iikne sak kristies atrak
par visam pargjam litkném, kas norada ka izveletie Saja sist€ma ievaditie paraugi aizkave ellas

oksidésanos ar skabekli paaugstinata temperatiira.

3.7.3. Kraft LignoBoost lignina ietekme uz PU kompozitmateriala termooksidésanas
destrukciju

Skujkoksnes un lapkoksnes kraft LignoBoost ligninu un no tiem ar organiskajiem
Skidinatajiem iegutas kimiskas frakcijas tika ievaditas PU kompozitmateriala ar saturu 2,5 %
no kop€jas masas. Iegttais kompozitmaterials ar ievaditiem perspektiviem antioksidantiem tika
sildits gaisa atmosfeéra un pétita to termo-oksidesanas destrukcija. Iegutie dati paradija p&tamo
paraugu antioksidanto efektu, kas izpauzas ka PU kompozitmateriala oksidéSanas sakuma
(Tsakuma) un maksimalas (Tmaks) temperatiiras nobide salidzinot ar PU kompozitmaterialu bez
pievienota antioksidanta (3.16. tabula). Augstako antioksidanto efektu uzradija propanola un
metanola ekstraktu saturosSie PU kompozitmateriali. Var redzet, ka paraugi ar pievienoto
ekstraktu kavé Tsakuma (kas rada pie kadas temperatiiras sakas masas zudumi paraugam) par
10 - 35 °C, ka ar1 uzlabojas tadi raditaji ka maksimalais degradacijas atrums, kas rada cik atri
viela tiek termooksidéta. Struktiras ipaSibas, kas labveligi ietekmé iegiito paraugu
antioksidanto aktivitati, ir alkilaizvietotaju klatbtitne (bez skabekli saturoSajiem aizvietotajiem

vai dubultsaitem).

3.16. tabula

Skujkoksnes un lapkoksnes kraft LignoBoost ligninu un to Kkimisko frakciju ietekme uz
poliuretana kompozitmateriala termooksideSanas destrukciju

o o Maksimalais degradacijas
Paraugs Tsakuma, °C Traks, °C Strums, mg%min'l 1]
Bez piedevas 270 300 0,96
Skuju koku koksnes kraft LignoBoost lignins
Nefrakcionéts 280 320 0,57
KF-1 290 320 0,64
KF-2 303 330 0,47
KF-3 295 325 0,50
Lapkoku koksnes kraft LignoBoost lignins
Nefrakcionéts 290 321 0,56
KF-1 290 320 0,59
KF-2 305 330 0,34
KF-3 301 325 0,40
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3.8. Augu biomasas blakusproduktu ekstrakcija/frakcionésana ar jonu Skidrumiem
vertigu polifenolu savienojumu ieguvei

Ir paradits promocijas darba izmantoto lignocelulozes biomasas mehaniskas un kimiskas
parstrades blakusproduktu augstais kompozicionalais neviendabigums péc lignina satura un
strukttiras: (45 - 97 %), oglhidratu satura (2 - 55 %), ekstraktvielu satura (0,1 - 35 %) un pelnu
satura (0,4 - 6 %), tade] pétijuma metodologija balstas uz pieeju, kas ir virzita uz “zalu” un
ilgtsp&jigu dabigo produktu ekstrakcijas/frakcionéSanas metozu izstradi. “Zala” ekstrakcija
pamatojas uz ekstrakcijas procesu atklajumiem un izstradi, kas samazina energijas patérinu,
pielayj alternativu §kidinataju un atjaunojamu dabigo produktu izmantoSanu, un nodroSina
drosu un augstas kvalitates ekstraktu/produktu iznakumu. Jonu skidrumi, pateicoties skidinataja
speka, augstas kimiskas un termalas stabilitates dél, salidzinot ar klasiskiem organiskiem
Skidinatajiem [206], ir labi piem&rojami dabigo produktu, biopolimé&ru “zalai” ekstrakcijai, kaut
gan aktivi petijumi biopoliméru apstradei ar jonu Skidrumiem tiek pétiti tikai pe€dgjos gadus un
galvenokart sakuma tika vérsti tikai uz celulozes izdaliSu no dazadiem augu materialiem
nepievérdot tik lielu uzmanibu polifenolu savienojumiem. Ar mérki noskaidrot JS mijiedarbibu
ar augu biomasas galvenajiem komponentiem svarigi bija izpétit dazada veida biomasas
frakcionésanu, izmantojot jonu $kidrumus ar uzsvaru iegit vertigus polifenolus biorafinésanas
konteksta. Promocijas darba gaita tika iegadati gan komerciali pieejami, gan sintezeti jonu
Skidrumi uz imidazolija katjona bazes. Tiem bija vai nu 1-butil-3-metilimidazolija ([C4C1im])
katjons, ar atSkirigiem anjoniem, ka dimetilfosfats (DMP), acetats (OAC), tozilats (OTS) un
hlorids (CI) vai arT imidazolija katjona sastava bija dazada k&des garuma alifatiski aizvietotaji
(1-etil-3-metilimdazolijs  ([C2Ciim]), 1-butil-3-metilimidazolijs ([C4Ciim]), 1-oktil-3-
metilimidazolijs ([CgCiim]) un 1-dodecil-3-metilimidazolijs ([C12C1im]), lai novértétu gan

katjona, gan anjona ietekmi lignocelulozes biomasas apstradé ar jonu Skidrumiem.

3.8.1. Ar ligninu bagatu lignocelulozes biorafinéSanas blakusproduktu $kiSanas procesa
pétijumi dazados jonu Skidrumos

Petijumu rezultati paradija dazadu ar ligninu bagatu lignocelulozes biorafinéSanas
blakusproduktu §ki$anas procesus dazados jonu $kidrumos, ka arT dazadas JS pret ligninu
bagatu lignocelulozes biorafinéSanas blakusproduktu attiecibas. Veicot laboratorija iegiita
sarma ligntna no melnalkSna koksnes (MASL) un no degvielas etanola razoSanas iegiita
blakusprodukta (lignina saturoSa blakusprodukta - Batch) apstradi ar dazadiem jonu

Skidrumiem tika veikti pétfjumi, lai noteiktu piemérotako JS pret paraugs attiecibu

------
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3.28. att. MASL (A) un Batch (B) $kidiba dazadu JS masu attiecibas

legutie lignocelulozes biomasas $kidibas rezultati ar jonu skidrumiem paradija, ka melnalk$na
sarma ligninu (MASL) ir iesp&jams pilniba izskidinat visos darba izmantotajos jonu skidrumos
gan ar atSkirigiem anjoniem, gan ar katjoniem. Visoptimalakos $kiSanas rezultatus MASL
apstradg ar jonu $kidrumiem izdevas sasniegt paraugs pret JS attieciba 1 : 20 (3.28. attela (A)).
Savukart, lignocelulozes atlikuma pe&c skujkoku fermentativas hidrolizes degvielas etanola
ieguves procesa (Batch) apstrades rezultati (3.28. attela (B)) paradija, ka to pilniba nevar
attieciba pret JS ir 1 : 20, tas saskan ar dazadu autoru darbiem par dazadu lignocelulozes
materialu §kisanu dazados JS [207]. Literatiira [208] ir atrodama informacija arf par lielakam
paraugu pret jonu Skidrums attiecibam, lai $kidinatu augu biomasu, tas ir skaidrojams ar augu
biomasas dazadibu, ka arT ar dazadu jonu Skidrumu dabu. P&tjjumu rezultati paradija, ka
vislabaka lignocelulozes skidinasanas sp&ja ir 1-butil-3-metilimidazolija dimetilfosfata
([C4C1im]DMP) un 1-butil-3-metilimidazolija acetata ([C4C1im]OAcC) jonu Skidrumiem
salidzinajuma ar paréjiem darba izmantotajiem JS. Izmantojot optimalo parauga jonu skidruma

attiecibu tika veikti p&tijumi $kiSanas procesa laika optimizeSanai (3.29. attéls).

100 - A g0 - —[CACLim]DMP [cactim]Cl
[C4C1im]OTs [C4C1im]OAc
NS 80 1 N 60 -
< & g & &
E £
2. 60 A [C4C1im]OAC = 40 1 o
=
7 [C4C1im]DMP e
= . . .
§ 40 [caciim]Cl 204§ 3 * .
[C4C1im]OTs ¥ B
20 0
2 . 4 6 2 4 6 8 10 20
Laiks, h Laiks, h

3.29. att. Lignocelulozes materiila (A)-MASL (B)-Batch $kidiba dazados JS atkariba no laika.
Dalinu izmérs < 0,4 mm, maisijuma temperatiira 100 °C, parauga JS masu attieciba 1 : 20

131

B



______

attiecigajos JS, savukart Batch gadijuma parauga 8kidiba ir sliktaka attiecigajos jonu
Skidrumos, pat péc 20 stundam, bet piemérotakais laiks ir 6 - 7 stundas, jo tad tiek sasniegts
maksimalais iznakums un laikam palielinoties $kidiba pieaug nenozimigi. Frakcion&Sanas
procesa aktivacijai tika lietota arT mikrovilnu energija (3.30. attéla (A)) 30 minites, 100 °C; 150
°C un 200 °C temperatiiras lignocelulozes materialu $kidibas pétjjumiem [C4C1im]DMP,

ieprieks lietotas attiecibas, lai noskaidrotu optimalakos rezimus frakcionés$anai.

B MASL ®Batch A 35 1 B
100 ~
30 - = MASL m Batch
80 - 25 |
e
2 s
} 60 - 520
=} 2 15 -
E. 40 7 )m“
» 10 -
20
5 -
0 - 0
100 150 200 100 150 200
Temperatiira, °C Temperatiira, °C

3.30. att. Lignocelulozes materiala $kidiba [C;C.:im|DMP jonu $kidruma (A) - izmantojot
mikrovilnu energiju 30 min. 100 °C, 150 °C, 200 °C temp. (B) - glicerina vanna 30 min. 100 °C;
150 °C; 200 °C temperatiira, dalinu izmérs < 0,4 mm, parauga JS masu attieciba 1 : 20

No MASL un Batch skidibas rezultatiem 1-butil-3-metilimidazolija dimetilfosfata, lietojot
mikrovilnu energiju dazadas temperatiiras, redzams, ka ieprieksgjos eksperimentos labi
SkistoSais MASL lignocelulozes materials izskist pilniba [C4C1im]DMP jau p&c 30 minttém
100 °C temperatira. Lietojot konvektivo sildiSanu glicerina vanna 30 minites 100 °C
temperatiira tas $kist tikai 15 %. Redzams, ka izmantojot mikrovilnu energiju, $kiSanas procesu
var paatrinat vismaz desmit reizes. Turpreti Batch parauga skidibas rezultati parada, ka
izmantojot mikrovilnu energiju 100 °C temperatiira péc 30 miniitém paraugs $kist aptuveni 10
% [C4C1im]DMP jonu $kidruma. Palielinot temperatiiru lidz 150 °C $kidiba palielinas gandriz
skaidrojams, ne tikai ar $kidibas ieguldijumu, bet ari ar lignocelulozes materialu degradaciju
augsta temperatiira, ko talakajos pétijumos apstiprina analitiskas pirolizes rezultati. Izmantojot
biomasas $kidibas pétijumus ar JS mikrovilnu tehnika, tika novérots, ka lietojot mikrovilnu
energiju tiek panakts efektivaks biomasas parauga $kiSanas process, bet $kidiba ir atkariga no
biomasas parauga dabas. Veicot frakcioné$anu, izmantojot “antisolventus”, paraugus $kidinot
mikrovilpu tehnika novérojami sakritosi rezultati salidzinajuma ar sildiSanu glicerina vanna.

Mikrovilnu ietekme uz frakcioné$anu samazina regeneréjamo dalu (mérkproduktus) no JS
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izSkidusas dalas izmantojot attiecigos “antisolventus™ (skatit 3.17. tabulu). Bet janem véra
fakts, ka pieméram, Batch un baltalk§na mizas gadijuma pats izejas paraugs $kist nepilnigi un
at8kirigi visos izmantotajos reZimos.

Nakamajos frakcionésanas pétijumos ar jonu Skidrumiem ka lignocelulozes materials tika
izmantots meZu apsaimnieko3anas atlikumi (alk$na miza). So eksperimentu gaita tika variéts ar
jonu Skidruma parauga attiecibam, temperattiru un frakcionéSanas laiku un izvértéta to ictekme
uz frakciongsanas procesiem. Mainot JS un parauga masu attiecibu tika ieprieks konstatéts, ka
piemérotaka attieciba ir 1 : 20. Frakciongjot ir iegiitas dazadas JS $kisto$as un neskisto3as

frakcijas dazados jonu skidrumos (skatit 3.31. attelu).

[C4C1im]DMP [C4C1im]OAc
80 - [C4Clim]CI [C4C1im]OTs
N
s 60 -
=
=
2 5 &
): 40 . _ P 3
=04 = :
0
2 4 6 8 10
Laiks, h

3.31. att. Baltalk$na (A. incana) mizas $kidiba dazados jonu $kidrumos, dalinu izmérs < 0,4 mm,
parauga JS masu attieciba 1 : 20

legiitie rezultati paradija tadu pasu tendenci ka iepriek$€jos eksperimentos, labakie jonu
Skidrumi baltalk$na mizas apstradei ir [C4C1im]DMP un [C4C1im]OAc un apstrades laiks 6 - 8
stundas. Taka [C4C1im]DMP jonu $kidrums paradija labakos $kidibas rezultatus visa p&tijjuma
gaita, tad pamatojoties uz to ar [C4C1im]DMP tika veikti detalizétaki p&tijumi biologiski aktivu

savienojumu ieguvei no darba izmantotajiem lignocelulozes biomasas paraugiem.

3.8.2. JS iz8kidusa lignocelulozes materiila frakciong$ana ar dazadiem “antisolventiem”
un iegiito frakciju raksturo$ana

Pamatojoties uz literatiiras datiem [206, 208], ka “antisolventi” ir testéti dazadi organiskie
Skidinataji (etanols, acetons, etilacetats), ka arl to maisijumi ar tdeni. P&tijumu rezultati
paradija, ka, lietojot izv€letos “antisolventus”, var atdalit oglhidratu frakciju no polifenolu
frakcijas ar diezgan lielu selektivitati lidz pat 98 % atkariba no biomasas parauga. Mainot
Skidinasanas procesa fizikalos parametrus, ir pieradita to ietekme uz izejas parauga SkiSanas

procesu, ka art talakas frakciong$anas ar “antisolventa” skidumiem un no tiem izdalitajiem
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polifenolu un oglhidratu daudzuma sadalfjumu JS 8kistosajas frakcijas. Oglhidratu saturosas
frakcijas ieglisanai tika izmantots “antisolvents” - acetons : tdens (1 : 1), bet polifenolu

saturo$as frakcijas iegtiSanai paskabinats tdens (pH = 2) (3.17. tabula).

3.17. tabula

No MASL, Batch un baltalk§na mizas JS 8kisto3as dalas apstrades rezultata ar “antisolventiem”
1 un 2 to iegito frakciju iznakumi (%) ar standartnovirzem

3% + frakcionsSanas apstakli 1. frakciju masa, % no izejas | 2. frakciju masa, % no izejas
clonesanas apstaict parauga masas parauga masas
MASL (skidiba 100 % visos JS)
[C4C1im]DMP, 6h/100 °C 21,3+ 0,6 46,6 £ 0,6
[C4C1im]ClI, 6h/100 °C 136 +0,4 14,0+0,3
[C4C1im]OTs, 6h/100 °C 1,04 + 0,06 38,4+£0,8
[C4C1im]OAC, 6h/100 °C 249+0,4 42,7+0,7
[CsC1im]OTs, 6h/100 °C 30,7+ 0,6 11,1+0,2
[C12mim]OTs, 6h/100 °C 19,0+0,2 21,4+ 0,5
[C4C1im]DMP, mikrovilnos
30min/100 °C 20,3+ 0,5 427+04
[C4C1im]DMP, mikrovilnos
30min/150 °C 155+0,2 29,6 £ 0,5
Batch (skidiba atskiriga dazados JS)
[C4C1im]DMP, 6h/100 °C 451+1,0 34+0,2
[C4C41im]CI, 6h/100 °C 34,0+£0,9 1,75+0,12
[C4C1im]OTs, 6h/100 °C 1,16 + 0,07 3,8+0,3
[C4C1im]OACc, 6h/100 °C 28,2+0,8 152+0,11
[CaCAMIDMP, otkrovijgos 1,33+0,11 39+0,2
[C4C1im]DMP, mikrovilnos
30min/150 °C 7,9+02 3302
[C4C1im]DMP, mikrovilnos
30min./200 °C 23,6 £0,7 146 +0,4
Baltalk$na miza (Skidiba atSkiriga dazados J S)
[C4C1im]DMP, 6h/100 °C 28,3+0,8 2,43+0,11
[C4C41im]CI, 6h/100 °C 8,8+0,3 0,8 +0,02
[C4C1im]OTs, 6h/100 °C 10,2 +0,3 0,9 £ 0,04
[C4C1im]OAC, 6h/100 °C 9,5+0,3 1,12 + 0,08
[C4C1im]DMP, mikrovilnos
30min/100 °C 146 +0,4 1,38 + 0,09
[C4C1im]DMP, mikrovilnos
30min/150 °C 10,2+0,3 0,9 £0,04

1. - Izgulsnéta ar “antisolventu” - acetons tidens $kidumu (1 : 1)
2. - Izgulsnéta ar “antisolventu” - Gidens (pH=2)

Izmantojot analitisko pirolizi (Py-GC/MS), ir raksturots kimiskais sastavs
nefrakcionétiem paraugiem un, ka lietojot dazadus “antisolventus” atdalamas dazadas
savienojumu grupas. Izveértgjot ieglito informaciju, ir iesp&jams piemérot “antisolventus”

vélamo mérka savienojumu ieguvei, ka ar noteikt nevélamu blakusproduktu, ka pieméram, JS

134



sadaliSanas produktu klatesamibu iegiitajas frakcijas. Tada veida tiek novertéta paraugu tiriba
un tiek noteikts vai ir nepiecieSama atkartota apstrade - atkartota paraugu mazgasana ar
izmantoto “antisolventa” skidumu. Saskana ar analitiskas pirolizes datiem iegutie ekstrakti
ieveérojami atskiras no izejas paraugiem un ari sava starpa (skatit 6. pielikumu). 3.18. tabula ir
paradits lignina degradacijas produktu saturs pirolizes produktos. Lignina pirolizes produktu
relativais saturs ir tieSi proporcionals lignina saturam analiz€jamaja parauga. Ka rezultata ir
izstradata metode efektivai JS sadaliSanas produktu atdalidanai no mérkprodukta, ietverot
karsto mazgaSanu ar sonifikaciju. Oglhidratu saturoSas frakcijas iegtisanai tika izmantots
“antisolvents” - acetons : tidens (1 : 1), bet polifenolu saturosas frakcijas ieglisanai paskabinats
tidens (pH = 2). Iegiito frakciju daudzumi, apstradajot JS $kistosajas frakcijas ar attiecigiem

“antisolventiem”, apkopoti 3.17. tabula.

3.18. tabula

MASL, Batch un baltalk$na mizas neapstradatu un apstradatu ar [C4C.:im]DMP dazZados reZimos
un péc apstrades ar “antisolventu” 2 sastava raksturojums izmantojot Py-GC/MS ar
standartnovirzém

= 1= Mikrovilnos Mikrovilnos
MASL Neapstradats 6 h/100 °C 30 min/100 °C 30 min/150 °C
Ligmma = 1261 405 | 984+08 95,3+0,7 96,7 0,5
atvasinajumi, %
Oglhidratu 1 599403 | 1642011 47402 332+ 0,12
atvasinajumi, %
= 1= Mikrovilnos Mikrovilnos
Batch Neapstradats 6 h/100 °C 30 mMin/100 °C 30 min/150 °C
Ligna 358+0,5 96,6 +0,9 99,7 +0,9 98,2+ 0,8
atvasinajumi, %
Oglhidratu | 645405 | 34+02 0,30 0,02 1,84+ 0,12
atvasinajumi, %
« . = 1= Mikrovilnos Mikrovilnos
BaltalkS$na miza | Neapstradats 6 h/100 °C 30 Min/100 °C 30 min/150 °C
Ligna 26,5+0,4 89,5+0,9 82,0+0,7 789+08
atvasinajumi, %
Oglhidratu | 755,06 | 105+03 18,0+ 0,2 21,105
atvasinajumi, %

Lignina degradacijas produktu saturs pirolizes produktos ieglits summeéjot visu lignina degradacijas produktu
smailu laukumus un attiecinot ieglito summu pret visu pirogramma esoso smailu laukumu summu.

Gandriz visiem paraugiem optimalas polifenolu savienojumu saturos$as frakcijas (2.
frakcija) izdevas sasniegt, izmantojot paraugu apstradi ar [C4C1im]DMP jonu skidrumu 6
stundas 100 °C temperatiira. Lignocelulozes materiala apstrade ar darba izmantotajiem jonu
Skidrumiem samazinaja to neviendabigumu péc lignina un oglhidratu savienojuma satura (3.18.
tabula).
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Lignina frakciju tiriba, atkariba no izmantota jonu Skidruma anjona sasniedz pat 99 %. 3.18.
tabula ir paradits, ka neapstradats MASL paraugs raksturojas ar diezgan lielu neviendabigumu,
izejas paraugs satur 29,9 % oglhidratu piemaisijumus, savukart apstrades rezultata ar JS
dazados rezimos tika iegiits homogeénaks ekstrakts ar lignina atvasinajumu saturu paraugos
lielaku par 98 %. Nemot véra attiecigas izmantotas frakcioné$anas metodes iegiitas frakcijas
daudzumus (3.17. tabula) redzam, ka vislielakais iznakums 46,6 % no MASL izejas masas (2.
frakcija) ir paraugam, kas iegits to kars¢jot glicerina vanna 6 stundas 100 °C temperatiira ar
[C4C1im]DMP jonu skidrumu, savukart zemaks iznakums ir mikrovilpos apstradatam 30
minttes 150 °C temperatiira attiecigi tikai 29,6 % no izejas masas. Batch un baltalk$na mizas
izejas paraugi raksturojas ar augstu oglhidratu atvasinajumu saturu attiecigi (64,2 % un 73,5
%). FrakcionéSanas rezultata ar [C4C1im]DMP ir iesp€jams iegtt frakcijas ar samazinatu
oglhidratu atvasinajumu daudzumu lidz pat 0,3 %. Mikrovilpu izmantoSana lignocelulozes
materialu apstradé ar jonu Skidrumiem ir efektiva, lai atrak izSkidinatu attiecigo lignocelulozes
materialu JS, bet ta ne vienmér dod labako iznakumu un parauga tiribu talakos apstrades
posmos, izmantojot “antisolventus”, lai iegiitu polifenolu bagatas frakcijas. Apstradajot
izskiduSo paraugu JS ar attiecigo “antisolventu” tika atdalita oglhidratu dala uzlabojot ar ligninu
bagatu lignocelulozes biorafing$anas blakusproduktu homogenitati un tadejadi mainot fizikali
kimiskos parametrus, ka polidispersitati to samazinot un izmainot molekulmasas sadaltjumu.
Gelfiltracijas hromatografijas rezultati paradija, ka ligniniem pé&c apstrades ar dazadiem jonu
Skidrumiem ir daudz zemaka molekulara masa (3.19. tabula) un 7 lidz 9 reizes zemaka
polidipsersitate PDI, salidzinot ar izejas paraugu.

3.19. tabula

Izejas un apstradatu MASL ar dazadiem JS un izdalito polifenolu saturo$am frakciju molekulara
masas (Da) un polidispersitates (PDI) rezultati

Paraugs Mw, Da PDI
MASL neapstradats 7617 25,1
MASL [C4Ci1im]DMP 3730 2,8
MASL [C4Ciim]CI 5751 3,6
MASL [C4C1im]OTs 2844 3,5
MASL [C4C1im]OAC 2533 3,3

Pamatojoties uz iegiitajiem rezultatiem, dazam ar JS iegiitajam frakcijam veikti biologiskas
aktivitates pétijumi. Izvertjot biologiski aktivo savienojumu aktivitati un iegato polifenolu
frakciju raksturlielumus ar JS, novértéta to izmantosanas iespgja ka antioksidantiem dazadas
sistémas noveéroja labu antioksidanto aktivitati (skat. 3.20. tabula) ka sp&ju dezaktivét stabilus

brivos radikalus. levadiSanu polifenolu saturo$as frakcijas PU kompozitmateriala ka
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antioksidantus tie palielindja (Tsakuma, °C) temperatiiru termooksidésanas destrukcijas apstaklos
salidzinot ar PU kompozitmaterialu bez pievienota antioksidanta.

3.20. tabula

Izejas un polifenolu saturosu MASL frakciju antioksidantas aktivitates novértéjums dazadas
sistemas (radikalu Skidumos un kompozitmateriala — PU), lietojot daZadus jonu §kidrumus

Paraugs DFPH?®, IKsp, mg'L? | ORAC, TE mmol-g” T sakuma, °C
MASL neapstradats 33,3+0,4 2,563 +0,15 338
MASL [C4C1im]DMP 23,04 +0,2 2,82+0,12 343
MASL [C4C1im]CI 31,1+0,3 2,65+ 0,13 340
MASL [C4C1im]OTs 20,2+0,2 35+0,2 348
MASL [C4C1im]OAC 241+0,2 2,81+0,14 345

PU kompozitmaterials bez antioksidanta (T saxuma, = 320 °C)

Visas, ar jonu Skidrumiem iegiitas polifenolu saturosas frakcijas, dazados testos uzradija labaku
antioksidanto aktivitati, salidzinot ar neapstradatu paraugu. legiita polifenolu saturosa frakcija
péc apstrades ar [C4C1im]OTs jonu Skidrumu uzrada vislabako aktivitati visos antioksidantas
aktivitates testos, ko var skaidrot ar tas zemo molekularo masu, augstu siringiltipa
fenilpropanoida substruktiiru saturu parauga. Salidzinajuma ar nefrakcionétu MASL paraugu
polifenolu saturo$am frakcijam, kas iegiitas péc apstrades ar [C4C1im]OTs un [C4C1im]DMP
fenilpropana k&des alfa pozicijas vieta palielinas CH2 grupu daudzums un samazinas skabekla
atomu skaits fenilpropana kédeé, kas dod pozitivu ietekmi uz antioksidanto aktivitati.
Metoksilgrupu saturs gvajacil- un siringiltipa fenilpropanoida substruktiira butiski ietekmé
antioksidanto  aktivitati. levadot paraugus ka antioksidantus poliuretana (PU)
kompozitmateriala 2,5 % no kop€jas masas, tie paaugstindja PU kompozitmateriala izturibu
pret termooksidésanos, salidzinot ar PU kompozitmaterialu bez pievienota antioksidanta.
Izmantojot kalorimetriju, noteikts, ka lignina Skidiba ir eksotermisks process, kura entalpijas

AH varié no -17 ([C4C1im]Cl) Iidz -35 ([C4C1im]OAC) kd/mol (3.32. attals).

25 -
= 20 -
B — [C4CLim]OAC (AH=-34,5 kJ/mol)
£ 15 1 — [CAC1im]DMP (AH=-26,7 kJ/mol)
=2 . — [CAC1im]CI (AH=-19,6 kJ/mol)

1 .
g —[C4C1im]OTs (AH=-17,9 kJ/mol)
=1
Z 5

0

0 5 10 15 20 25 30
Laiks, h

3.32. att. MASL parauga $kisanas JS procesa kalorimetrijas liknes un izdalitais siltuma

daudzums
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Ta ka ar darba izmantotajiem “antisolventiem” nav iesp&jams atgiit ViSu no jonu skidrumos
iz8kidusa lignocelulozes materiala, tad tika izstradata cietfazes ekstrakcijas metode (3.33.
attela), efektivakai individualu savienojumu un savienojumu grupu atdalidanai. Sis papildus
piclietosana deva iesp&ju papildus regenerét JS un iegit papildus produktus ar augstu
pievienoto veértibu. Pieméram, no alk$nu mizas un priedes skujam iegiiti dihidroflavonoidi,
dihidroflavonoli, prodelfinidini un proantocianidini u.c. (skatit 7. pielikumu). Frakciongjot
alkdnu mizu ar JS tika iegiti vértigi polifenolu savienojumi ar plagu praktiskas izmanto$anas
spektru, piemé&ram, ferulskabes atvasinajumi (esteri ar taukspirtiem). Ferulskabei un tas
atvasinajumiem piemit biologiska aktivitate, turklat ferulskabi plasi izmanto ka partikas
piedevu. Paralgli proantocianidiniem, iegtti arT prodelphidinini jeb gallokatehina veidoti taninu
savienojumi un ari oleuropeina atvasinajumi. Ar jonu Skidrumiem iegtitiem mazmolekulariem
polifenolu ka flavonidu, taninu un ferulskabes atvasinajumu savienojumiem, piemit plasas
praktiskas izmantoSanas iesp&jas. Tos var izmantot ka partikas piedevas, kosmétisko produktu
sastavdalas un pat ka potencialas aktivas vielas homeopatisko farmaceitisko preparatu sastava.
Daudzas valstis iepriekS min€to savienojumu izmantoSana $ajas jomas jau ir oficiali apstiprinata
un produkti atrodas briva tirgus aprité. Cietfazes ekstrakcija lauj efektivi palielinat savienojumu
atgiistamibu no JS iz§kidu$as dalas, ko nevar reekstrahdt ar “antisolventiem”, ka ari lauj

regenerét jonu Skidrumu, kas biomasas apstradé ar jonu Skidrumiem pasaulé ir

problémjautajums.
Frakcija 1
Paraugs : JS | +Antisolventi
T/°C—Filtre Frakcija 2
Neatguta dala

Cietfazes || ekstrakcija
Jonu $kidrumu regeneracija Vertigi polifenoli

3.33. att. Pilnas izmanto$anas shéma jonu §kidrumu regeneracijai un vértigu polifenolu iegtiSanai
no ar “antisolventiem” neatgiitas jonu Skidrumos iz§kidusa lignocelulozes dalas
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SECINAJUMI

Izmantojot astonas dazadas ekstrakcijas metodes (Soksleta, CSE, ASE, FBE,
superkritiska CO2, ekstrakcijas mikrovilnos un ultraskana, ka arT maceracija) ir
pieradits, ka perspektivaka ir ASE lai no alk§nu mizam, ar vislabako selektivitati, iegiitu
hidrofilas ekstraktvielas (oregonina saturs lidz pat 75 %).

Vertigu polifenolu savienojumu iegtiSanai, superkritiskas CO2 ekstrakcijas izmantoSana
ir neselektiva ar mazu iznakumu, bet ta ir perspektiva ka prieksapstrades metode, lai no
augu biomasas ekstrah&tu lipofilus savienojumus, aizstajot gaistoSos organiskos
Skidinatajus ar CO2 ka “zalu” Skidinataju.

Pirmo reizi veikti pétijumi par alk$nu mizas diarilheptanoidu saturo$u ekstraktu ietekmi
uz majonézes stabilitati pret oksidésanos. Ievadot t0os majonézes sistéma tikai 0,05 %
No majonézes Masas, stabilitate palielinas divas reizes salidzinajuma ar majonezi bez
piedevam. Salidzinot ar TBHQ ka sintétisko antioksidantu ir paradits, ka
diarilheptanoidu saturoSiem ekstraktiem, izdalitiem no alkSniem, ir labaka
stabilizéSanas sp€ja to perspektivai izmantosanai ka dabiskas izcelsmes antioksidantus
lipidu saturosSu partikas sistému stabilizacija.

Pirmo reizi veikts diarilheptanoidu saturo$u ekstraktu satura novertéjums baltalkSna un
melnalksna iek$gjas, aréjas un nedalitas mizas, paradot, ka baltalk§na mizas sadaliSana
iek$€ja un argja miza ir neefektiva, bet melnalkSna mizas sadaliSana atkariba no
meérksavienojumu klasta un to tiribas pakapes ekstraktos ir perspektiva.

Latvijas mitrajos mezos augusas priedes kodolkoksne (~ 60 g. veci koki) ir perspektiva
izejviela pinosilvinu iegiisanai. Pinosilvina un ta atvasinajumus saturs ir 8 reizes vairak
neka aplieva un 3 reizes vairak neka sausajos mezos augusu priezu kodolkoksng. Lidz
ar to priedes koksnes parstrades (péc logu ramju razoSanas) blakusprodukti ir
perspektiva izejviela pinosilvina un ta atvasinajumu ieguvei ar iznakumu vairak neka
2 % uz a.s. koksni.

Izmantojot vienpakapes ekstrakciju ar 60 % etanola tGdens Skidumu iegust lielaku
pinosilvinu saturoSa ekstrakta daudzumu, bet ar mazaku pinosilvinu saturu taja. Secigas
ekstrakcijas izmantoSana ir ieteicama, lai iegltu tirakus pinosilvinus, izslédzot
ekstrakta/produkta papildus attirisanu.

Ir paradita diarilheptanoidu un stilbenoidu saturosu ekstraktu ieguves metodes parnese
no laboratorijas apstakliem uz ripnieciskiem apjomiem sadarbiba ar ekstrakcijas
ripnicu L.E.V_, tadejadi izveidojot mérksavienojumu eksperimentalas partijas, kas talak

jau tiek izmantotas ,,HEMMOS” sérijas kosmétikas Iidzeklu (aizsargajosos, mitrinosos

139



10.

11.

un barojosos krémos, SIA”FIDE”), ka arT uztura bagatinataja “ORVITAL” ieguvé (tirgt
esosi produkti, SIA”FIDE”).

Skujkoksnes un lapkoksnes kraft Lignoboost tehniskie lignini un MASL ir heterogéni
péc sastava, kas apgriitina to izmantoSanu par izejvielam antioksidantu un citu produktu
razoSana. Ekstrakcija ar dazadiem S$kidinatajiem lauj iegit homogeénakus lignina
produktus ar augstu antioksidanto aktivitati dazadas testa sist€mas. Ir paradits, ka, to
ievadiSana poliuretana kompozitmateriala (2,5 % no kop€jas masas) ievérojami stabilizé
So materialu pret termooksidésanas destrukciju, ka arT ir izdalita frakcija, kurai piemit
laba savietojamiba ar nepolariem substratiem (rapsu ella), kas perspektiva varétu tikt
izmantota So sist€mu stabilizéSanai.

Izstradatas metodes izvéléto biomasas paraugu frakcionéSanai ar dazadiem JS,
optimizgjot masu attiecibas, temperatiru, ekstrakcijas laiku, ,,antisolventu” lietoSanu,
ka arT iegiito paraugu attiriSanu no piemaisijumiem iegustot vértigas polifenolu
saturosas frakcijas ar tiribu Iidz pat 99 %.

Mikrovilnu lietosana biomasas frakciongsana ar JS samazina $kiSanas laiku. Papildus
cietfazes izmanto3ana lauj no JS izskidusas neatdalitas dalas ar “antisolventiem” iegiit
vertigus polifenolus un regenerét JS.

Ir sasniegta efektivaka un ekologiski drosaka dazadu vértigu polifenolu, ar augstam
antioksidanta Tpasibam, ieguve no dazadiem Latvijas un ES atjaunojamiem resursiem,
kuri l1dz $im ir izmantoti neadekvati to potencialajai vértibai, ieskaitot meZsaimniecibas
biomasu un ar ligninu bagatus biorafinéSanas produktus, dodot butisku ieguldijumu
bioekonomikas attistiSana, kas ir aktuala Latvijas tautsaimniecibai un atbilst Eiropas

Savienibas stratégiskajiem uzdevumiem.
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2. PIELIKUMS

Kodolkoksné esoSo atzarojumu vietu daudzumu atSkiriba daZados riipnieciskas

parstrades (péc logu ramju razosanas) blakusproduktos
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3. PIELIKUMS
Diarilheptanoidu saturosa alkSnu mizas ekstrakta iegiiSanas metodika/protokols
1. Pielaujamais izejvielas (mizas) mitrums lidz 10 %.
2. Nosver 20 g parauga un parnes kolba, tad aplej ar 120 mL $kidinataja — heksana. Kolbas
saturu ekstrah& 40 miniites 65 - 70 °C temperatiira ar atteces dzesinataju. P&c pirmas
ekstrakcijas nedaudz atdzesg, saturu filtré un mizu mazga ar nelielu daudzumu 8kidinataja (tiru
heksanu). So ekstrakcijas ciklu (ekstrakcija, filtré$ana un mazgasana) atkarto Cetras reizes (4 x
40 min).
3. P&c ekstrakcijas ar heksanu mizu nosusina, velkmes skapi ik pa bridim apmaisot, lai
atbrivotos no heksana atlikuma.
4. Nosusinato mizu talak ekstrahé ar etilacetatu 75 - 80 °C temperattira. Ekstrakcijas
rezims (laiks, $kidinataju daudzums un ciklu skaits) ir tads pats ka ekstrakcijai ar heksanu (4 x
40 min, 4 x filtré un mazga ar tiru $kidinataju etilacetatu). Izekstrah&to mizu nofiltré un nosusina
velkmes skapi, lai atbrivotos no etilacetata, ik pa laikam apmaisot mizu.
5. legtito ekstraktu ietvaic€ (pazeminata spiediena, lai temperatiira neparsniegtu 50 °C)
l1dz tiek nodestiléts viss Skidinatajs.
6. Ietvaicéto ekstraktu skidina 40 % etanola tGdens Skiduma 1 : 5, izkrit zalas krasas
nogulsnes (lipofili savienojumi), tas atdala filtr&jot. Nogulsnes talak netiek izmantotas.
7. Nofiltréto ekstraktu ietvaicé lidz tiek nodestiléts etanols, lai Tidens ekstraktu biitu
iesp&jams liofilizet.
8. letvaicéto ekstraktu liofilizé sausu ekstraktvielu (bagatu ar diarilheptanoidiem)

legtSanai.
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4. PIELIKUMS

60 % etanola udens ekstrakta, PS un PSM, iznakums uz a.s. koksni atkariba no parauga

ievakSanas vietas, morfologiskas dalas un augstuma

Priedes 60% PS saturs | PSM saturs Priedes 60% PS PSM
koksnes EtOH (%) a.s. (%) a.s. koksnes EtOH saturs saturs
apziméju | iznakums | Kkoksné koksné apziméju | iznakums | (%)/a.s. | (%) ass.

ms , Wiw, % ms , Wiw, % koksné koksné
1SKZ 0,93 0,01 0,01 1SAZ 0,93 + +
1SKS 1,28 0,13 0,30 1SAS 1,71 0,08 0,15
1SKR 1,84 0,30 0,53 1SAR 2,28 0,08 0,15
2SKZ 1,49 0,16 0,47 2SAZ 1,29 0,12 0,24
2SKS 1,51 0,19 0,46 2SAS 1,30 0,02 +
2SKR 2,21 0,28 0,67 2SAR 2,12 0,07 0,15
3SKZ 1,48 0,10 0,22 3SAZ 1,02 0,01 +
3SKS 1,27 0,12 0,29 3SAS 1,20 0,08 0,14
3SKR 2,58 0,17 0,48 3SAR 1,63 0,08 0,14
1IMKZ 1,29 0,31 0,41 1IMAZ 1,31 + +
1MKS 2,31 0,42 0,43 1MAS 1,29 0,14 0,12
1IMKR 2,50 0,63 0,53 1MAR 1,69 + +
2MKZ 2,21 0,30 0,57 2MAZ 1,10 0,01 0,02
2MKS 2,90 0,66 0,80 2MAS 0,92 0,01 0,01
2MKR 3,23 0,80 0,91 2MAR 1,85 + +
3MKS 1,76 0,27 0,36 3SMAZ 1,82 + +
3MKZ 2,02 0,40 0,32 3MAS 2,12 0,07 0,07
3MKR 3,08 0,75 0,64 3MAR 2,10 0,24 0,18

S — sausais mezs; M — mitrais mezs; K — kodolkoksne, A- aplieva,
Z — 4 m augtums no koka apaksas; S—2,5m; R—0,5m
+ - zem detekteSanas robezas
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5. PIELIKUMS
Priedes riipniecisko (péc logu ramju raZoSanas) blakusproduktu 60 % etanola udens

tieSas ekstrakcijas (A) un secigas ekstrakcijas (B) ekstraktu hromatogrammas
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IzdahSanas laiks, min

60 % etanola udens ekstraktu HPLC-DAD hromatogrammas, 2=280nm, kolona Zorbax
Extend C18, 5pum, (4,6 x 250 mm), temperatiira: 30 °C, injekcijas tilpums: 20 pL, eluents
A: 5 % metanols + 0,1% skudrskabe, eluents B metanols + 0,1% skudrskabe. Gradienta
rezims 30 - 100 % eluents B
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6. PIELIKUMS
MASL un baltalk$na mizas frakcionéSanas rezultata ar dazadiem jonu $kidrumiem péc

apstrades ar “antisolventiem” iegiito produktu analitiskas pirolizes hromatogrammas

MASL izejas

wumﬂmw_

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
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N AN VT mek ,Lp JFORI
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Baltalk$na mizas
nesk. dala [Bmim]DMP
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7. PIELIKUMS

3000000 -

2500000 A
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500000 -

Izdal13anas laiks, min

Kopgja jonu hromatogramma baltalkSna mizas [C4C1im]Cl frakcijai péc attiriSanas ar C18

kolonnu, izmantojot etanolu ka eluentu

Individualu polifenolu savienojumu raksturojums alk§nu mizas vidéji polaros un polaros

ekstraktos, izmantojot LC-ESI-MS/MS

Rt | [M-H] | Fragmenta joni
Nr. Provizoriska identifikacija
(min) | (m/z) (m/z)
1 0,31 285 197: 125; 97 Flavonoidu atvasinajums
319; 301; 193;
2 | 1,69 385 Ferulskabes atvasinajums
178
319; 301, 193;
3 | 248 639 Ferulskabes atvasinajums
178
715; 413; 319;
4 | 2,68 827 Katehina/epikatehina atvasinajums
289; 245; 153
385; 317; 287;
5 | 3,24 687 Katehina/epikatehina atvasinajums
259; 245
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Promocijas darbs “Polifenolu izdaliSana no dazadiem augu biomasas parstrades

atlikumiem ar videi draudzigam ekstrakcijas metodém un iegiito produktu vispusiga

raksturoSana” izstradats Latvijas Valsts Koksnes Kimijas Institiita Lignina kimijas

laboratorija un Latvijas Universitates Kimijas fakultate.

Ar savu parakstu apliecinu, ka pétijums veikts patstavigi, izmantoti tikai taja noraditie

informacijas avoti un iesniegta darba elektroniska kopija atbilst izdrukai.

Autors: Maris Lauberts
Paraksts: /M. Lauberts/

Rekomendgjam darbu aizstavesanai:
Zinatniskie vaditaji:

Dr. chem., prof. Arturs Viksna /A. Viksna/
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Darbs iesniegts:
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