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KOPSAVILKUMS

Koksnes pirolizes kondensatu preparativa sadaliSana un analize ar Skidruma
hromatografijas metodém. K. Meile, zinatniskie vaditaji Dr. chem. A. Viksna un Dr. sci. ing.
A. Zarins. Promocijas darbs, 117 lappuses, 56 attéli, 20 tabulas, 8 pielikumi, 206 literatiiras
avoti. LatvieSu valoda.

Darba veikta koksnes pirolizes kondensatu kimiska sastava izpete ar ultra augstefektivo
Skidruma hromatografiju apvienojuma ar dazadiem detektoriem, ka arT veikts p&tijums, lai no
pirolizes kondensatiem preparativi izdalitu galveno pirolizes produktu — anhidrosaharidu
levoglikozanu. Izmantojot ekskliizijas hromatografiju, noskaidrots, ka pirolizes kondensatos
domin& mazmolekulari savienojumi ar molmasu zem 500 g-mol . Kvalitativa analize ar augstas
iz8kirtsp&jas masspektrometriju lava identificet dazadu kimisko savienojumu klasu parstavjus —
galvenokart anhidrosaharidus, fenolu glikozidus un citus fenolu atvasinajumus. Darba
salidzinatas dazadas kvantitativas anhidrosaharidu, furanu un fenolu noteikSanas metodes, kas
svarigas pirolizes produktu kvalitates kontrolei, izstradajot koksnes parstrades tehnologiskos
procesus. Lai izvert€tu iespgju ar preparativo hromatografiju no pirolizes produktiem izdalit
levoglikozanu, tika salidzinati dazadi jonu apmainas sveki. Noskaidrots, ka ar stipri bazisku
anjonu apmainas sveku kolonnam iesp&jams viegli iegiit levoglikozana frakciju ar > 85 %
tirtbu, un §1 metode tiek piedavata ka piemérotaka levoglikozana izdaliSanai no pirolizes
produktiem riipnieciskos apmeéros. SekojoSa kristalizacija ar etanolu lava iegit 11dz 99 % tiru
levoglikozanu.

KOKSNES PIROLIZES PRODUKTI, LEVOGLIKOZANS, ANHIDROSAHARIDI,
PREPARATIVA HROMATOGRAFIJA, JONU APMAINAS SVEKI, ULTRA
AUGSTEFEKTIVA SKIDRUMA HROMATOGRAFIJA



ABSTRACT

Preparative separation and analysis of wood pyrolysis condensates with liquid
chromatography methods. Meile K., supervisors Dr. chem. Viksna A. and Dr. sci. ing.
Zurind A. Doctoral thesis, 117 pages, 56 figures, 20 tables, 8 appendices, 206 literature
references. In Latvian.

In this work the chemical composition of wood pyrolysis condensates was studied with
ultra-high performance liquid chromatography coupled with different detectors, and an
investigation about the preparative separation of the main product of pyrolysis — an
anhydrosugar levoglucosan — was carried out. Size exclusion chromatography showed that low
molecular weight compounds with molecular mass below 500 g-mol™® dominated in the
pyrolysis condensates. Qualitative analysis with high resolution mass spectrometry identified
compounds belonging to different chemical classes — mostly anhydrosaccharides, phenolic
glucosides and other phenol derivatives. Various quantitative methods for the analysis of
anhydrosaccharides, furans and phenols were compared, to enable quality control of pyrolysis
products for the development of the technological processes of wood conversion. Different ion
exchange resins were studied to evaluate the possibility of separating levoglucosan from
pyrolysis products with preparative chromatography. It was found that the use of strongly basic
anion exchange resin columns could easily give a levoglucosan fraction with > 85 % purity
using aqueous solutions, therefore it has been proposed as the most suitable method for
industrial scale separation of levoglucosan. Levoglucosan with up to 99 % purity could be
obtained by further crystallization with ethanol.

WOOD PYROLYSIS PRODUCTS, LEVOGLUCOSAN, ANHYDROSACCHARIDES,
PREPARATIVE CHROMATOGRAPHY, ION EXCHANGE RESIN, ULTRA-HIGH
PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY
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APZIMEJUMU SARAKSTS

ACN - acetonitrils

ADS — anhidrodisaharidi

AG — anhidroglikoze

AGF — 1,6-anhidro-p-D-glikofuranoze

API — atmosféras spiediena jonizacija (no anglu val. atmospheric pressure ionization)

APCI — atmosferas spiediena kimiska jonizacija (atmospheric pressure chemical ionization)
AS — anhidrosaharidi

AU — absorbcijas vieniba (absorption unit)

o — selektivitate

BPI — hromatogramma ar fona korekciju (base peak intensity)

CAD - uzladeta aerosola detektors (charged aerosol detector)

CAN — karboksilgrupu skabes skaitlis (carboxylic acid number)

DVB — divinilbenzols

ELSD - iztvaicésanas gaismas izkliedes detektors (evaporative light scattering detector)

ESI — elektroizsmidzinasanas jonizacija (electrospray ionization)

FPhen — fluorofenil-

GC — gazu hromatografija (gas chromatography)

GSE — galluskabes ekvivalents

HILIC — hidrofilas mijiedarbibas hromatografija (hydrophilic interaction liquid
chromatography)

HMF — 5-hidroksimetilfurfurols

HPLC — augstefektiva skidruma hromatografija (high performance liquid chromatography)
HPAEC — augstefektiva anjonu apmainas hromatografija (high performance anion exchange
chromatography)

HPTLC - augstefektiva plana slana hromatografija (high performance thin layer
chromatography)

IC — jonu hromatografija (ion chromatography)

ICUMSA — Starptautiska vienoto cukura analizu metozu komisija (International Commission
for Uniform Methods of Sugar Analysis)

k’ — izdalisanas koeficients

LG — levoglikozans

LOQ — kvantitativas noteikSanas robeza (limit of quantitation)



MALDI — matricas asistéta lazera desorbcijas jonizacija (matrix assisted laser desorption
ionization)

MS — masspektrometrija

Mw — molmasa

NMR - kodolmagnétiska rezonanse (nuclear magnetic resonanse)

PAD — impulsa amperometriskais detektors (pulse amperometric detector)

PDA — fotodiozu matricas detektors (photodiode array)

PGC — poraina grafitveida oglekla kolonna (porous graphitic carbon)

PhAN — fenolgrupu skabes skaitlis (phenolic acid number)

PhenH — fenilheksil-

TOF — nolidojuma laika masspektrometrs (time of flight)

R — iz8kirSana

RID - refrakcijas indeksa detektors

SEC — ekskluizijas hromatografija (Size exclusion chromatography)

SIR — atseviska jona detekté$ana (selected ion recording)

Sr — relativa standartnovirze

SRM - fragmentacijas monitoringa rezims tandéma masspektrometrija (selected reaction
monitoring)

TAN — kopgjais skabes skaitlis (total acid number)

UHPLC - ultra augstefektiva skidruma hromatografija (ultra-high performance liquid

chromatography)



IEVADS

Pasaules méroga ir izvirzits merkis 1stenot bioekonomikas principus un fosilos resursus
aizvietot ar atjaunojamajiem resursiem, tai skaita, biomasu. Koksne un cita biomasa ir ne tikai
energijas, bet arT materialu, degvielas un kimisku savienojumu avots. Koksnes pirolize ir
parstrades veids, kas tiek uzskatits par ekonomiski izdevigu, viegli mérogojamu riipnieciskiem
apmériem, ka arT ta var tikt ieklauta biorafinéSanas strat€gija, kura no viena izejmateriala tiek
iegits plass vertigu produktu klasts. Starp koksnes pirolizes produktiem jaizcel] levoglikozans —
anhidrosaharids ar augstu ekonomisko potencialu. Levoglikozana struktiira pazistama jau kops
19. gs. un ta ieghisana Nno cietes pirmoreiz aprakstita 1918. gada. Misdienas levoglikozans ir
atzits par kimiskaja un farmacijas rapnieciba pielietojamu savienojumu, jo tas ir pirmg&jais
pirolizes produkts, ko var viegli hidrolizét par glikozi vai izmantot par izejvielu dazadu hiralu
savienojumu sintézei. Tomér par spiti tam, ka noteiktos apstaklos koksnes pirolizes rezultata ir
iesp&jams ieglt augstu levoglikozana iznakumu, levoglikozana razoSanu joprojam kavé
gritibas to izdalit no pirolizes produktiem.

Levoglikozana izdaliSanu no pirolizes Skidrajiem produktiem apgriitina So kondensatu
sarezgitais sastavs. Pirolizes kondensatos atrodami vairaki simti individualu savienojumu,
turklat to saturu ietekmé gan izejmaterials, gan ta priekSapstrade un pirolizes apstakli, tapec
visaptverosu pirolizes produktu analizes metozu izstradei veltita licla uzmaniba. Pirolizes
produktu sastava noteikSana ir svariga, lai noskaidrotu pirolizes mehanismus un lai varétu
optimizet pirolizes apstaklus ve€lamo savienojumu iznakuma palielinasanai un nevélamo
blakusproduktu iznakuma samazinasanai. Pirolizes produktu sastava pilnigaka apzinasana lautu
ar1 izstradat atbilstoSas vadlinijas saistiba ar darba drosibu un to uzglabasanu vai transportésanu.
Pagaidam rupnieciskos apjomos koksnes pirolizi realizé tikai daZi uzp€mumi (pieméram,
,Valmet’” Somija un ,,ENSYN’’ Kanada), kuru meérkis ir ar bioellu aizstat no naftas iegiitu
degvielu, tapéc ari pirolizes produktu analizu metozu standarti vairak attiecas uz tadu fizikalu
1pasibu noteikSanu, ka viskozitate, blivums u. tml., bet ne uz specifiskam kimiskam analizém.
Tomeér nakotnes perspektiva ir paredzams, ka pirolizes procesa tiks raZoti atseviSki kimiskie
savienojumi ar augstu pievienoto vertibu (ka jau pieminétais levoglikozans), Iidz ar to tiks
paplaSinatas prasibas pirolizes produktu kvalitates kontrolei.

Latvijas Valsts koksnes kimijas institita 2013. gada tika realizéts Eiropas Regionalas
attistibas fonda projekts ,,Inovativa levoglikozana ieguves tehnologijas pilnveidoSana un
blakusproduktu izmantoSana’’, kura ietvaros tika izstradata bérza koksnes priekSapstrades un
pirolizes tehnologija levoglikozana ieglisanai. Minétaja projekta tika aizsakts $1 promocijas
darba pétijums par levoglikozana izdaliSanu no bérza koksnes pirolizes Skidrajiem produktiem

un levoglikozana attirisanu. Pétijums tika turpinats, kops 2014. gada sadarbojoties ar Nova
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Pangaea Technologies Ltd. (Lielbritanija) projekta ERA-net Plus BESTF ,,Demonstration by
WSPCEL of Nova Pangaea Technologies' Lignocellulosic Conversion Technology’’, lai jau
ripnieciski 1stenotu biomasas pirolizi un frakcionéSanu vertigu produktu iegtsanai. Lidz ar
Latvijas Valsts koksnes kimijas institiita Skidruma hromatografijas centra atklasanu 2016. gada
tika sakts darbs pie pirolizes kondensatu kvalitativa un kvantitativa sastava raksturoSanas

metozu izstrades, nosakot oglhidratus jeb cukurus, ka art furanus, fenolus un to atvasinajumus.

Darba merkis. Darbam tika izvirziti §adi merki:
I. Izstradat analizes metodes pirolizes produktu kvalitates kontrolei;

ii. Izstradat levoglikozana izdaliSanas un attiriSanas metodi ripnieciskam vajadzibam.

Darba uzdevumi. Mérku sasnieg$anai formuléti $adi uzdevumi:
I. Izstradat ultra augstefektivas skidruma hromatografijas metodes levoglikozana, furfurola,

5-hidroksimetilfurfurola, vanilina un citu savienojumu kvantitativai noteikSanai;

ii. Salidzinagjumam veikt pirolizes kondensatu analizi, izmantojot klasiskas analizes
metodes — titréSanu, spektrofotometriju, gravimetriju;

iii. Izmantojot eksklizijas hromatografiju un augstas izskirtsp&jas masspektrometriju,
raksturot pirolizes kondensatu kvalitativo sastavu;

iv. Salidzinat dazadu jonu apmainas sveku sp&ju sadalit pirolizes kondensatus un definét

ripnieciskai levoglikozana izdaliSanai piemeérotako preparativas hromatografijas metodi.

Rezultatu praktiska nozimiba. Izstradata metode levoglikozana izdaliSanai no pirolizes
kondensatiem, veicinot iesp&jas riipnieciskos apjomos no celulozi saturosas biomasas razot
levoglikozanu, ka ari izvertétas dazadas analitiskas metodes vienkarSai, bet informativai
pirolizes kondensatu sastava raksturoSanai. Saistiba ar pirolizes kondensatu preparativo
frakcionéSanu 20.08.2015. Latvijas Valsts koksnes kimijas instititam pieskirts Latvijas
Republikas patents: A. Zirins, B. Spince un K. Meile, Levoglikozana iegiianas panémiens.
LV15017,2015. Par sada veida pétijuma aktualitati liecina tas, ka tieSi pédéja gada laika
paradijusies jauna zinatniska literatiira par levoglikozana izdaliSanu no pirolizes produktiem,

izmantojot preparativo hromatografiju.

Iegiito rezultatu zinatniska novitate. Veikts dazadu jonu apmainas sveku salidzinajums
pirolizes kondensatu frakciongSanai, raksturojot iespgjas attirit levoglikozanu un izdalit citus
vertigus savienojumus vai to grupas, tai skaita, pirmoreiz aprakstita levoglikozana izoméra 1,6-
anhidro-B-D-glikofuranozes izdaliSanas stratégija. Aprakstits pirolizes kondensatu ar augstu

tdens saturu kvalitativais sastavs un stabilitate, lai salidzinatu ar literatiira plasi aprakstito
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bioellu ar zemu tdens saturu. Pirmoreiz veikts dazadu metozu salidzinajums, levoglikozana

kvantitativai noteikSanai pirolizes produktos.

Pétijumu rezultatu aprobacija. Darba izstrades laika ieglitie rezultati prezentéti 14

zinatniskas konferencés un aprakstiti 5 starptautiski cit§jamas publikacijas (atrodamas

SCOPUS u.c. datubazes).

Publikacijas:

1.

Meile, K.; Zhurinsh, A.; Briede, L.; Viksna, A. Investigation of the Sugar Content in
Wood Hydrolysates with lodometric Titration and UPLC-ELSD. Agronomy Research,
16(1), 2018, 167-176

Meile, K.; Zhurinsh, A.; Viksna, A. Comparison of Photodiode Array, Evaporative Light
Scattering, and Single Quadrupole Mass Spectrometric Detection Methods for the UPLC
Analysis of Pyrolysis Liquids. Journal of Liquid Chromatography & Related
Technologies, 8, 2017, 369-375

Meile, K.; Zhurinsh, A. Preparative Solid Phase Extraction for the Purification of
Levoglucosan Obtained from Lignocellulose. Key Engineering Materials, 721, 2017, 82-
86

Meile, K.; Zhurinsh, A.; Dobele, G. Characterization of the Anhydrosugar Content in
Pyrolysis Liquids with Column Chromatography and lodometric Titration. Energetika,
60(3), 2014, 149-164

Meile, K.; Zhurinsh, A.; Spince, B.; Dobele, G. Application of lon Exchange Resins in
the Separation of Valuable Compounds from Wood Pyrolysis Liquids. Key Engineering
Materials, 604, 2014, 232-235

Konferences:

1.

Meile, K.; Zhurinsh, A.; lljina, N. A comprehensive approach to the analysis of
anhydrosaccharides in wood pyrolysis products, 3™ International EPNOE Junior
Scientists Meeting - Advances in Fundamental and Applied Polysaccharide Research,
Maribor, 2018 (stenda referats, tézes)

Godina, D.; Meile, K.; Zhurinsh, A. Analysis of the Sugar Composition in Birch Wood
Hydrolysates with lodometric Titration and UPLC-ELSD, Biosystems Engineering
conference, Tartu, 2018 (stenda referats, tézes)

Meile, K.; Godina, D.; Zhurinsh, A.; Viksna, A. Determination of the Purity of Biomass-
Based Levoglucosan, Latvijas Universitates 76. konference, Riga, 2018 (mutisks referats,

tézes)
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Meile, K.; Zhurinsh, A. Investigation of the Pyrolytic Products of Lignocellulose by
UPLC/TOF-MS, FP1306 COST Action Second Workshop & Third MC Meeting,
Dubrovnik, 2016 (stenda referats, tézes)

Meile, K.; Zﬁrirgé, A.; Viksna, A. leskats preparativas cietfazes ekstrakcijas metodes,
Latvijas Universitates 74. konference, Riga, 2016 (mutisks referats, t€zes)
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B-D-glucofuranose — Wood Origin Chemicals with High Added Value, 19th International
Scientific Conference “EcoBalt 2014, Riga, 2014 (mutisks referats, tézes)

Meile, K.; Zhurinsh, A.; Spince, B. Application of lon Exchange Resins in the Separation
of Valuable Compounds from Wood Pyrolysis Liquids, 22nd International Baltic
Conference of Engineering Materials and Tribology “BALTMATTRIB 2013, Riga,
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atbalstu darba rakstiSanas procesa.

Autore pateicas arT Latvijas Valsts koksnes kimijas institiita Biorafin€Sanas laboratorijas
un Lignina laboratorijas kolektivam, Ipasi Ligai Laubertei par labo kompaniju Skidruma
hromatografijas centra, Marim Laubertam par palidzibu ar SEC-RI metodi, Galinai Dobelei un
Vilhelminei Jurkjanei par iesp&ju salidzinat darba iegiitos rezultatus ar GC-MS rezultatiem,
Marim Pukem par palidzibu ar HPLC-RI metodi, ka arT Nadezdai Iljinai un Danielai Godinai

par akttvu iesaistisanos eksperimentalaja darba.
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1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Biomasas loma ilgtspejiga attistiba

Ilgtsp&jigas attistibas jédziens ietver drosu saimniecisko darbibu, kas neapdraud nakamo
paaudzu vajadzibu apmierinasanu [1]. Zinams, ka viens no galvenajiem apdraudéjuma avotiem
ir izsiksto$o fosilo resursu izmantos$ana, tapéc gan Eiropas, gan pasaules m&roga ir izvirzits
mérkis fosilos resursus — naftu, akmenogles, dabasgazi — aizvietot ar atjaunojamajiem resursiem
un pakapeniski pariet uz bioekonomiku [2], kas efektivi izmanto biologiskos zemes un jiiras
resursus, tai skaita, atkritumus. Biomasa, pieméram, koksne ir atjaunojamo resursu veids, ko
var izmantot ne tikai energijas, bet arT oglekli saturoSu kimisko savienojumu un materialu
iegiisanai. Ir zinami dazadi pan€mieni, ka no koksnes ieglt energiju: tieSi sadedzinot,
gazificgjot vai atras pirolizes procesa iegustot Skidru pirolizes kondensatu, ko var pielietot ne
tikai energijas razoSanai, bet arT dazadu kimisko savienojumu iegti$anai [3]. Tomér energijas
razoSanai Var izmantot ari citus atjaunojamos resursus — v&ja [4] vai saules energiju [5], tapéc
ir mérktiecigi biomasas izmanto$ana lielako uzsvaru likt uz kimisko savienojumu un materialu
razoSanu. Turklat biomasa vien nespétu nodrosinat sabiedribas energétiskas vajadzibas, bet ta
sp€j aizvietot neatjaunojamos resursus kimikaliju un materialu raZoSana.

Salidzinot ar plasi izplatito, labi attistito naftas produktu rapniecibu, biomasas
pielietoSana kimisko savienojumu un materialu razoSana saskaras ar ekonomiskiem SkérSliem,
tap€c ir svarigi attistit biorafin€Sanas jeb biomasas kompleksas parstrades principus. Péc plasi
pienemtas definicijas biorafinéSana ir ilgtsp€jiga biomasas parvérSana dazados pieprasitos
produktos un energija [6]. levérojot biorafinéSanas principus, pieméram, biodizela cena var tikt
samazinata par 30% [7]. 1.1. att€la paradita biorafinéSanas principa ilustracija, kas uzsver no

biomasas iegiistamo produktu daudzveidibu.

SILTUMS

s ENERGUA
BIOMASA DEGVIELA

‘ KIMIKALIJAS
PARTIKA
DZIVNIEKU BARIBA
BIORAFINESANA MATERIALI

1.1. att. Biorafiné$anas principa shematisks attélojums [6]

Koksne ir viens no tipiskakajiem biomasas veidiem, ko visbiezak izmanto energijas vai
biivmaterialu raZoSanai. Par spiti tam, ka pieaug v&ja un saules energijas izmantosana, tick
prognozéts, ka lidz 2030. gadam lielaka dala siltuma un ievérojama dala elektribas tiks
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nodroSinata, izmantojot biomasu — pamata koksni un lauksaimniecibas atkritumus [6], tom&r
koksnei ir potencials tikt izmantotai dazadu materialu un kimisko savienojumu razosanai
biorafinérijas. Sobrid ka veiksmigus koksnes biorafing$anas piemérus var mingt celulozes
raZotnes, bet literatira aprakstiti dazadi biorafinéSanas modeli ar koksni ka galveno
izejmaterialu. Dazadas pasaules vietas parstradei tiek izvélétas regionam atbilstosas koku
sugas, pieméram, palma (Elaeis guineensis) Malaizija [8] vai eikalipts (Eucalyptus grandis)
Brazilija [9]. Savukart §T darba pétijuma objekti ir no bérza koksnes iegiiti pirolizes produkti,

jo bérzs (Betula pendula) ir Latvija un Eiropa viena no izplatitakajam koku sugam [10].

finieris gazes
koksne
% koksnes atlikumi lignoceluloze - ogles

hemicelulozu pirolize
hidrolize, dehidratacija bioella, fenoli,

miza

Betuia pendula furfurols I likoza
ekstraktvielas L evoglikozans
ekstrakcei S - > etikskabe,
betulins, suberins K
C5 cukuri

1.2. att. Bérza koksnes kompleksas parstrades (biorafinéSanas) shéma

Beérzs izcelas ar to, ka ta mizu — it seviski tasi — var izmantot vértigu ekstraktvielu
iegtisanai [11]. P&c tam, kad tass ir atdalita no iek$€jas mizas, no tas var ekstrah&t betulinu, kam
ir ipasa nozime farmacijas un kosmétikas industrija [12]. No atliku$as mizas var ekstrah&t
suberinu, kKo izmanto ka izejvielu Itmju u.c. produktu razosanai [13]. Tom&r ka pamatproduktu
no bérza kokmaterialiem var minét finieri, bet no serdeniem un citiem finiera razosanas laika
raditajiem koksnes atlikumiem var ieglit dazadus kimiskus savienojumus. Pirmkart, koksni
paklaujot katalitiskai priekSapstradei, var savstarp€ji atdalit Gdens ekstraktu, kura ir tadi
hemiceluloZu hidrolizes un dehidratacijas produkti ka kimiskaja riipnieciba plasSi izmantojamais
furfurols un etikskabe, kam ir pieprasijums partikas nozaré [14], un cieto koksnes frakciju —
lignocelulozi. Praktisks, kops seniem laikiem pazistams lignocelulozes parstrades veids ir
pirolize. Ja izejmaterials priekSapstrades laika ir apstradats ar sérskabi, atras pirolizes laika var
iegiit augstu kondens€jamo produktu jeb bioellas iznakumu ar ievérojamu levoglikozana
koncentraciju (lidz pat 60 % no bioellas sausnes) [15]. Pirolizes blakusprodukti ir gazes un
ogles, ko var izmantot procesa energétiskajam vajadzibam. No bioellas izdalot levoglikozanu,
pari paliek galvenokart fenolus saturosa frakcija, ko var izmantot, pieméram, ka krasvielu vilnai
vai sintétiskam Skiedram, atkariba no apstrades ilguma un Skiduma koncentracijas iegiistot
dzeltenu Iidz tumsi brinu nokrasu [16]. Ta ka pirolizes kondensatu sastava ir liels skaits dazadu
savienojumu, no tiem var iegiit dazadus produktus — partikas piedevas, specifiskus kimiskos
savienojumus, svekus, agro-kimikalijas, m&slojumu u.c. Bioellu ir iespgjams modificét, lai to
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izmantotu ka transporta degvielu. Kimisko savienojumu razo$ana no pirolizes $kidrumiem ir
seviski pievilciga, jo tiem, salidzinot ar degvielas un energijas produktiem, ir augstaka

pievienota vertiba [3].

1.2. Atra pirolize — perspektiva koksnes parstrades metode

Koksnes pirolizes jeb termolizes procesa koksne tiek karséta bez gaisa skabekla
klatbiitnes, izvadot un kondensgjot gaistosos produktus. Pirolize ir salidzinosi nedargs process,
ko iesp&jams mérogot industrialiem apjomiem [17], un, ka miné&ts 1.1. apaks$nodala, pirolizi var
ieklaut koksnes kompleksas parstrades (biorafinéSanas) stratégija, biomasu pirolitiski
parstradajot kondens€jamos produktos jeb bioella. Bioellu talak iesp&jams frakcionét, katru
frakciju uzlabojot un pielagojot specifisku produktu iegtisanai [7].

Péc pirolizes tehnologijas izskir vairakus pirolizes veidus. Atrajai pirolizei raksturigs tas,
ka process notiek paris sekunzu laika. Tas ir nelidzsvara process, kura norisi ietekmé ne tikai
kimisko reakciju kingtika, bet arT siltuma un masas parneses un fazu parejas procesi. Atras
pirolizes rezultata tiek iegtti Iidz 75 % (no sausa izejmateriala) Skidrie produkti jeb bioella, ka
arl neliels daudzums blakusproduktu — ogles un gazes, kas tiek izmantoti pasa procesa
energétisko vajadzibu nodrosinasanai, lai nerastos nevajadzigas blakus produktu pliismas,
iznemot dimgazes un pelnus [3].

Visparigi tiek uzskatits, ka atra pirolize sastav no $adiem procesiem: izejmateriala
Zavesana, lai samazinatu mitrumu vismaz l1dz 10 %, jo parasti vélams iegtt bioellu, kuras tidens
saturs neparsniedz 15 % (mitrums paaugstinas, jo reakcija izdalas tidens); izejmateriala
malSana, smalcinaSana < 2 mm sikas dalinas, lai nodroSinatu reakcijas atru norisi; pati pirolizes
reakcija reaktora; cieto dalinu (oglu) atdaliSana; dzeséSana un kondenséSana, lai iegiitu bioellu;
un nekondensgjamo gazu aizvadiSana. Procesa gaita svarigi nodroSinat pietickosi augstu
reagétspejigo biomasas dalinu temperatiiru, lai samazinatu oglu veidoSanos. To panak,
izmantojot sikas biomasas dalinas, lai tas atrak uzsiltu, vai arT loti atri pievada siltumu tikai
dalinu virsmai. Zemas termiskas vaditsp&jas dél izejmateriala iekSiené temperatiira butiski
nepalielinas, bet virskarta izveidojuSos produktus atri aizvac, paklaujot temperatiiras ietekmei
nakamo slani. V&l tehniski svariga ir oglu dalinu atdaliSana, jo ogle darbojas ka katalizators.
Cieto dalinu atdaliSanai parasti izmanto ciklonus vai dazadus filtréSanas panémienus. Janem
vera, ka filtréSanu apgriitina oglu dalinu un pirolitiska lignina mijiedarbiba, kas veido g€lveida
fazi, kas nobloke filtrus. Pirolizes Skidro produktu paSibas ietekmé gazu izejas temperatiira no
iekartas. Pazeminoties Sai temperatiirai, kondens€jas vairak gaistoSo organisko savienojumu un
tidens, papildinot bioellas sastavu. Sie gaistosie organiskie savienojumi pazemina bioellas

viskozitati un samazina tas tieksmi noslanoties. Ja gazu izejas temperatira ir augstaka,
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samazinas udens kondenséSanas, tiek ieglita bioella ar mazaku iznakumu, bet lielaku

viskozitati, kas bioellu padara nestabilaku [3].

1.3. att. Levoglikozana iegiiSanas iekarta Latvijas Valsts koksnes kimijas institita [18]:
1. tvaika generators, 2. Gidens sagatavo$anas mezgls, 3. vadibas panelis, 4. galvenais tvaika parkarsétajs,
5. paligparkarsétajs, 6. baroSanas bunkurs ar maisitaju, 7. termoreaktors, kura notiek pirolize, 8. ciklons

oglu atdaliSanai, 9. kondensators Skidro produktu savakSanai

Latvijas Valsts koksnes kimijas instittita (LVKKI), balstoties uz pétijumiem, kas aizsakti
jau 1964. gada, 2008. gada uzbuvéta originala eksperimentala iekarta levoglikozana iegtiSanai
ar jaudu lidz 0,4 kg koksnes stunda. Saja iekarta atskiriba no klasiskas atras pirolizes
izejmateriala termiska sadaliSanas notiek Gidens tvaika vide, tapec iegiitaja pirolizes kondensata
ir augsts tidens saturs, domin€ mazmolekularie savienojumi un tik pat ka nav tident neskistoSo
darvas produktu, jo nenotiek lignina saskel$anas. legiitaja pirolizes kondensata starp
neskaitamajiem individualajiem savienojumiem izcelas levoglikozans ar augstu iznakumu — pat
60 % no celulozes masas [18]. 1.3. attéla redzama LVKKI pirolizes iekarta. Kops 2014. gada
LVKKI sadarbiba ar Nova Pangaea Technologies Ltd. (Lielbritanija) strada pie pirolizes
pilotiekartas ar jaudu lidz 15 kg lignocelulozes stunda, ka ari tiek pilnveidotas pirolizes
kondensatu analizes metodes un levoglikozana ka veértiga produkta izdaliSana un attiriSana.

Ta ka biomasa ir sarezgits dabas polimers, tas pirolize ir sarezgits process, kas sastav no
atsevisko biomasas komponentu — celulozes, hemiceluloZu un lignina — pirolizes mehanismiem.
Pirolizes produktu daudzveidibu ietekme ar1 ekstraktvielas. Ta ka koksnes pirolizes procesa
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iesaistits simtiem vielu, kuru raSanos ietekmé& neskaitami faktori, nav viena ideala pirolizes
mehanisma modela [2], tom&r visbiezak biomasas pirolizes pamatposmus raksturo péc
celulozes pirolizes mehanisma [3].

Celuloze ir daba visizplatitakais polimérs, kura struktiiru veido ar (1—4) glikozidiskajam
saittm savienotas glikozes vienibas ar polimerizacijas pakapi 1000-20000 (koksn& 1000-
2000) [19]. Atkariba no celulozes mikrofibrillu sakartotibas izskir kristalisko un amorfo
celulozi [20]. Celulozes pirolizi visplasak pienemts raksturot ar Broido-Shafizadeh king&tisko
modeli, saskana ar kuru celuloze termiski sadalas divos solos: vispirms notiek celulozes
depolimerizacija, veidojot aktivo celulozi ar polimerizacijas pakapi 200-250 monoméru
vienibas, kam seko konkurgjosas reakcijas, kuras veidojas ogles vai gaistosie savienojumi. Tiek
piedavatas arm $T modela modifikacijas, kuras notiek sekundaras gaistoSo savienojumu
reakcijas [21, 22].

Kopuma pie celulozes pirolizes produktiem pieder hidroksiacetaldehids, dazadi
anhidrosaharidi, furfurols, hidroksimetilfurfurols, furana atvasinajumi, metanols, skudrskabe,
acetons [23], bet par galveno pirm&jo celulozes pirolizes produktu tiek uzskatits levoglikozans
jeb 1,6-anhidro-p-D-glikopiranoze, kas rodas, depolimeriz&joties celulozei — tiek sarautas
(1—4) glikozidiskas saites, kam seko iekSmolekulara parkartoSanas monoméru struktiira.
1.4. att€la redzams levoglikozana veidoSanas brivo radikalu mehanisms, kura glikozidisko saiti
Skel acetala reakcija starp C-1 un C-6 atomiem, ka rezultata no C-6 atoma rodas
hidroksilradikalis, kas pievienojas sagrautajai glikozidiskajai saitei un veido levoglikozanu.
Lidzigi rodas arT citi anhidrosaharidi, pieméram, anhidro-D-mannoze vai 1,6-anhidro-f-D-
glikofuranoze, tomér levoglikozana rasanas ir energétiski izdevigaka. Levoglikozans, skeloties
ta (1—06) saitei, iesaistas ar1 pirolizes sekundarajas reakcijas, ka rezultata rodas tadi savienojumi
ka hidroksiacetaldehids, formaldehids u.c. [24], tomé&r netiek noliegts, ka glikozidisko celulozes
vienibu ciklu atvérSanas rezultata hidroksiacetaldehids rodas ar ka viens no primarajiem
pirolizes produktiem, nevis ka sekundarais péc levoglikozana degradacijas [24, 25].

Bez jau pieminéta brivo radikalu mehanisma levoglikozana rasanas pirolizes procesa
aprakstita ar1 ar glikozes starpsavienojuma mehanismu un levoglikozana kédes gala
mehanismu. Saskana ar glikozes starpsavienojuma mehanismu Vvispirms notiek celulozes
hidrolize un rodas glikoze, no kuras dehidratacijas procesa rodas levoglikozans. Levoglikozana
keédes gala mehanisms levoglikozana rasanos skaidro ar diviem transglikozileSanas soliem —
vispirms veidojas starpsavienojums ar levoglikozanu celulozes k&des gala, péc tam
levoglikozans atdalas no §1 starpsavienojuma. Jebkura gadijuma levoglikozana veidosanas no
celulozes ir endotermisks process; energétiski visneizdevigakais ir brivo radikalu mehanisms,

bet visizdevigakais — levoglikozana k&des gala mehanisms [26].
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1.4. att. Levoglikozana veidoSsanas mehanismi: a — p&c brivo radikalu mehanisma, b — pec

glikozes starpsavienojuma mehanisma, ¢ — péc kédes gala mehanisma [26]

Levoglikozanu iesp&jams ieglit ne tikai no celulozes, bet arl citiem cukuriem jeb
oglhidratiem, un ir noskaidrots, ka levoglikozana rasanos veicina (1—4) glikozidiskas saites
esamiba izejvielas struktiira, jo pirolizes procesa iegiita levoglikozana iznakums pieaug atkariba
no izejvielas $adi: polisaharidi > oligosaharidi > disaharidi > monosaharidi. Pieméram, ja
levoglikozana iznakums no celulozes ir 59 %, tad no glikozes — tikai 10 % [27]. Japiebilst, ka
levoglikozana iznakumu ietekmé ne tikai izejvielas — oglhidrata veids, bet art tadi faktori, ka
pelnu saturs izejmateriala, jo neorganisko salu — it ipasi sarmu metalus saturosu — klatbiitne
veicina celulozes C-C saisu SkelSanos, tapéc rodas vairak dzilas degradacijas, tas ir, gazveida
produktu [16, 25]. Lai izejmaterialu atbrivotu no pelniem, tident $kisto§am ekstraktvielam, ka
arm1 hemicelulozém un lai novirzitu pirolizes procesu augstaka levoglikozana iznakuma
iegliSanai, javeic koksnes priekSapstrade ar atSkaiditam skabém, pieméram, sérskabi [15].

Hemicelulozes ir heterogénu, sazarotu polisaharidu grupa ar polimerizacijas pakapi 100-
200, tas sastav no mannozes, glikozes, galaktozes, ksilozes un arabinozes
elementarvienibam [19]. Tipiski hemicelulozu pirolizes produkti ir etikskabe, furfurols, furans,
furanons, metanols, formaldehids, acetons, anhidrosaharidi, humusvielas [23]. Salidzinot ar
celulozi, hemicelulozes ir termiski nestabilakas, jo to strukttra nav kristaliska. Glikomannanu
(skujkokos) pirolizes produkti ir Iidzigi celulozes pirolizes produktiem, bet ksilanu pirolizes
produktiem raksturigs augstaks oglu iznakums, bet mazak tipisko depolimerizacijas produktu

ka levoglikozana [25].
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Lignins aiz celulozes ir daba otrs izplatitakais polimérs, tomer ta struktiira nav skaidri
zinama, jo no dabas objektiem nav iesp&jams izdalit kimiski neizmainitu ligninu. Lignina
makromolekulas struktiras pamata ir ar dazadam funkcionalajam grupam atvasinatas
fenilpropanvienibas. Visbiezak sastopama funkcionala grupa ir metoksigrupa —OCHzs, kuras
saturs lignina ir atkarigs no biomasas veida [19]. Galvenie mazmolekularie fenola pirolizes
produkti ir 2-metoksifenoli, 2,6-dimetoksifenoli, kateholi, metanols, dazadi aromatiski
savienojumi, furfurols, etikskabe, acetons [23], bet rodas ari lieli oligoméri jeb pirolitiskais
lignins ar molmasu 650-1300 g-mol™ [25]. Lignina pirolize sakas ar ta termisko miksttapsanu
zema temperatiira jau zem 200 °C, bet lignina termiska destrukcija notiek augstaka temperatiira,
neka nepiecieSams celulozei. Lignina pirolizes procesa rodas vairak oglu neka no holocelulozes

(celuloze + hemicelulozes) [25].

1.3. Pirolizes kondensatu raksturojums

Koksnes pirolizes kondens€jamajiem produktiem atkariba no iegiiSanas procesa,
pielietojuma un fizikalajam 1pasibam medz lietot dazadus apzim&jumus, piemeram, pirolizes
Skidrumi, koksnes skidrumi, pirolizes ella, bioella, koksnes ella, Skidrie diimi, pirolitiska darva,
Skidra koksne u.c. Neapstradati koksnes pirolizes kondens€jamie produkti veido tumsas krasas
(visbiezak tumsi branu) viskozu $kidrumu ar raksturigu skabu, dimiem lidzigu aromatu [25].
Atkariba no sakotngja izejmateriala un pirolizes reZima pirolizes Skidrumu krasa var vari€t no
gandriz pilnigi melnas lidz sarkanbriinai vai tumsi zalai, ko ietekmé mikroskopisku oglu dalinu
klatbiitne un kimiskais saturs, pieméram, augsts slapekla saturs var radit tumsi zalu nokrasu.
Kondensati, ko iegiist atras pirolizes gaita, butiski atSkiras no 1€nas pirolizes Skidrajiem
produktiem, kas vairak atgadina darvu — ellainu, tumsu Skidrumu ar asu smaku. Pirolizes
Skidrumus var uzskatit par mikroemulsiju, kura par dispersijas vidi kalpo holocelulozes
sadaliSanas produktu tidens skidums, kas, piem&ram, caur idenraza saitém, stabilizé dispersijas
fazi, kura sastav no pirolitiska lignina makromolekulam. Tiek uzskatits, ka pirolizes kondensatu
novecoSanas vai nestabilitate ir §1s emulsijas sadaliSanas rezultats. Pirolizes kondensatus ar
zemu tdens saturu parasti sauc par bioellu, kas ir GidenT neskistosa, bet ta jaucas ar polariem
skidinatajiem ka metanolu, acetonu, bet nejaucas ar naftas izcelsmes produktiem [3].

Pirolizes kondensatu elementarais sastavs ir 11dzigs izejmateriala biomasas sastavam —
25-45 % ogleklis, 1-6 % tdenradis, > 1 % slapeklis un 45-70 % skabeklis [28-30]. Pirolizes
kondensatu sarezgito sastavu nosaka katra koksnes vai citas biomasas komponenta — lignina,
celulozes, hemicelulozu un ekstraktvielu — pirolizes produkti, tapéc kondensatos ir plass fenolu,
cukuru atvasinajumu un citu savienojumu klasts. Iespgjama arT no pelniem radusos cieto oglu

dalinu un sarmu metalu klatbiitne [3].
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Pirolizes produktu sastavu ietekm€ par izejmaterialu izmantotas biomasas suga, siltuma
parneses atrums un oglu temperatiira pirolizes laika, oglu atdaliSanas panémiena efektivitate,
Skidro produktu kondenséSanas aprikojuma efektivitate, kondensata filtréSana, idens klatbtitne
procesa, ka arT uzglabasanas apstakli [31]. Starp koksnes pirolizes produktiem atrodami daudzi
vertigi savienojumi, tomér to koncentracija parasti ir tik zema, ka nav ekonomiski izdevigi
planot individualu savienojumu iegiSanu pirolizes cela. Pirolizes produkti pieder dazadam
kimisko savienojumu klasem - organiskas skabes, aldehidi, ketoni, spirti, esteri,
anhidrosaharidi, furani, fenoli, gvajakola un siringola atvasinajumi, slapekli saturosi
savienojumi, ka arT lielmolekulari oligoméri (anhidro-oligosaharidi un lignina

atvasinajumi) [25].
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1.5. att. Pirolizes kondensatos biezak sastopami savienojumi

1.5. attéla redzamas bioella visbiezak sastopamo individualo savienojumu
strukttirformulas, t.sk., fenolu atvasinajumi — gvajakols, pirokatehins, rezorcins, siringols,
eigenols, vanilins un siringilaldehids [32], ka arT anhidrosaharidi — levoglikozans, celobiozans
un 1,6-anhidro-p-D-glikofuranoze. V&l sastopami tadi savienojumi ka skudrskabe, etikskabe,
metanols, formaldehids, hidroksiacetaldehids, glioksals, furans, furfurols un mazaka
koncentracija ar1 taukskabes (no ekstraktvielam) [3]. Lai gan levoglikozans viennozimigi ir
galvenais celulozes pirolizes produkts, ir pieradita ar1 citu anhidrosaharidu klatbiitne pirolizes
kondensatos, tai skaita, anhidrodisaharidi (324 Da), anhidrotrisaharidi (486 Da) un zimju

IimenT arT anhidrotetraméri (648 Da) un pentaméri (810 Da) [21].
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1.4. Levoglikozana iegiSanas aktualitate

Levoglikozans jeb 1,6-anhidro-B-D-glikopiranoze ir no celulozes ieglistams
anhidrosaharids — balta, kristaliska, Gideni $kistoSa viela ar ierobezotu $kidibu organiskos
skidinatajos [33]. Levoglikozanu iesp&jams hidrolizét un iegit glikozi vai fermentét, lai razotu
bioetanolu [34, 35], tomér, pateicoties ta specifiskajai struktiirai ar vairakiem hiraliem oglekla
atomiem, levoglikozanam ir potencials tikt izmantotam par izejvielu dazadu ,,zalo kimikaliju’’
ar augstu pievienoto vertibu razoSana. Turklat anhidrogrupas dél levoglikozana molekula ir
stabilaka, neka glikozes molekula, tapec tas ir seviski piemérots specifisku kimisko produktu

sintézém [36], piem&ram, makrolidu antibiotikas [37].
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1.6 att. No levoglikozana iegiistami vertigi savienojumi

Visbiezak levoglikozanu iesaista polimerizacijas reakcijas, lai iegiitu dekstranus vai
dekstrinus partikas piedevam vai kopolim€rus materialu kimija (pieméram, poliolos un
poliuretanos), bet levoglikozans var tikt paklauts dazadam kimiskajam parveértibam — cikla
atveérSanai, skabes vai bazes kataliz&tai polimerizacijai, fermentacijai, hidrolizei, reakcijam ar
augstakajiem spirtiem vai hiralai sintézei [23]. Pédgjos gados aprakstiti procesi, kuros no
levoglikozana iegiist saldinataju sorbitolu [38], kosmétika pielietojamo poliglikozidu [39],
glikozidazes inhibitorus 2. tipa diab&ta arstésanai [40], levoglikozana deoksiatvasinajumu, kas
izmantojams ka izejviela antibiotiku sintézei [41], Dbioatjaunojamu stirolu [42] un
glikonskabi [43].

Pagaidam komerciali pieejamo levoglikozanu saméra nelielos apjomos iegiist, veicot
cietes pirolizi, tomér $ai metodei ir tehnologiski trikumi — ciete kiist un reaktora atstaj grati
atdalamas oglu nogulsnes, 1idz ar to arT levoglikozana — it seviski augstas tiribas — cena ir augsta

(Sigma-Aldrich kataloga 1 g levoglikozana ar tiribu 99 % maksa 85,80 eur). Ievérojami
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palielinot levoglikozana razoSanas apjomu, samazinatos ta cena un levoglikozans veiksmigi
iesaistitos tirgus konkurencg ar citiem cukuriem un to atvasinajumiem [44]. Levoglikozans ir
starp ,,top 30°’ biomasas izcelsmes savienojumiem ar augstu pievienoto vértibu [45], tapéc

augstas tiribas levoglikozana razoSana Sobrid ir loti aktuala [46].

1.5. Pirolizes kondensatu frakcionésana

Lai veiktu kimisko savienojumu razoSanu no biomasas, ir jaatrisina savienojumu
izdaliSanas probléma, pirmkart, identific€jot produktus un blakusproduktus un, otrkart,
noskaidrojot, ka Sos savienojumus savstarp&ji atdalit. Biomasas parstrades procesa rodas plass
savienojumu klasts, tomér pirolizes produktus var nosaciti iedalit divas galvenajas dalas [32]:

* oglhidrati un to atvasinajumi (cukuri);
* fenola atvasinajumi (fenoli).

So savienojumu grupu atdali$ana ir biitiska pirolizes produktu talakai izmanto3anai, jo
cukuri pirolizes kondensatu (bioellu) padara lipigu, izraisa parogloSanos un citas problémas,
savukart fenola atvasinajumi trauc€ cukuru frakcijas fermenté$anu bioetanola iegtiSanai, jo tie
ir toksiski mikroorganismiem [32]. Japiemin, ka ne vienmér nepiecie$ams atdalit individualu
savienojumu, piemé&ram, no lignina ieglitos monofenola atvasinajumus var izmantot, lai dal&ji
aizstatu fenolu fenola-formaldehida sveku razosana [25].

Ta ka So divu savienojumu grupu $kidiba tident un organiskajos $kidinatajos ieveérojami
atSkiras, var veikt pirolizes produktu sadalisanu, pamatojoties uz to Skidibu [47]. Tipiski bioella
tdens saturs ir 15-50 %, kas nodro$ina stabilu vienfazes sistému, bet, pievienojot noteiktu
tidens daudzumu, notiek fazu atdaliSanas [3]. Pirolizes produktu tideni neskistosaja frakcija
ietilpst lielmolekularie savienojumi, kas ir galvenokart lignina atvasinajumi jeb pirolitiskais
lignins. Udent $kistosa dala sastav no mazmolekulariem savienojumiem — karbonilskabem,
spirtiem, aldehidiem, ketoniem, cukuriem un fenolu tipa savienojumiem [48]. Udeni
neskistosos lielmolekularos savienojumus var atdalit skalojot [49]. LVKKI pirolizes produkti
ieglti, kondensgjot parkarséta idens tvaika pliismu, tapéc kondensatos ir augsts tidens saturs
un tikpat ka nav lielmolekularo savienojumu.

Cukuru frakcijas attiriSanai no mazmolekularajiem piemaisijumiem ir izmantotas dazadas
klasiskas  metodes ka  izgulsnéSana, Skiduma-Skiduma  ekstrakcija,  kolonnas
hromatografija [49], bet, piem&ram, destilacija bioellas termiskas nestabilitates dél nav
piemé&rota metode [32]. Lai gan ekstrakcija tidens un hloroforma skidumos ir klasiska metode,
kas lauj attirit cukuru frakciju [50], organiska reagenta kaitiguma dél ta nav vélama.
Miisdienigaka ekstrakcijas metode ir superkritiska CO2 Skidruma ekstrakcija, kas ir piemérota

termiski nestabilu savienojumu atdaliSanai, turklat CO: ir salidzinoSi netoksisks,
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neuzliesmojoss, nekorozivs, I€ts un plasi pieejams reagents [51]. Ekstrakcija ar superkritisko
CO: lauj no pirolizes produktiem atdalit furana, pirana un fenola atvasinajumus [52].

Saja darba likts uzsvars uz levoglikozana izdaliSanu no pirolizes kondensatiem un
attiriSanu. Levoglikozana razoSanu kavé gritibas no pirolizes produktiem izdalit kristalisku
levoglikozanu. Turklat ir gruti attirit ne tikai no koksnes iegiitu levoglikozanu, bet arT no tiras
celulozes iegiitu levoglikozanu [44]. Ir aprakstita levoglikozana attiriSana ar vairakkart&ju
kristalizaciju, izmantojot dazadus $kidinatajus (n-butanols, etanols, acetons), attirisana ar
jonitiem vai aktivo ogli [16]. Lai levoglikozanu izmantotu fermentativai cukuru iegtisanai
(bioetanola razoSanai), var izmantot salidzinoS$i zemas tiribas levoglikozanu, bet specialu
kimisku savienojumu razoS$anai nepiecieSama kristaliska izejviela ar augstu tiribu [44]. Ta ka
partikas nozaré cukura attiriSanai ir labi zindma jonu apmainas sveku metode, $aja darba

anhidrocukurs levoglikozans no pirolizes kondensatiem izdalits ar dazadam jonu apmainas

sveku kolonnam.

1.6. Cukuru atdaliSana ar jonu apmainas svekiem

Jonu apmainas sveki pieder cieto, sintétisko, organisko jonu apmainas sorbentu grupai.
Jonu apmainas sorbenti jeb joniti ir praktiski neSkistosas vielas, kas var ar elektrolitu Skidumiem
apmainit jonus. Jonu apmaina starp jonitu un Skidumu notiek ekvivalentos daudzumos un ir
apgriezeniska [53]. Par jonu apmainas sorbentiem var izmantot dazadus materialus: modificétu
organisko poliméru svekus; modificétus silikagelus; neorganiskus salus, pieméram,
polifosfatus; stiklus; ceolitus; metalu oksidus, pieméram, Al2O3; celulozes atvasinajumus [54];
ka arT aktivo ogli [53]. Jonu apmainas sorbentu iedalijums péc izcelsmes un uzbtives paradits

1.1. tabula.

1.1. tabula
Jonitu iedalfjums péc izcelsmes un uzbaives [53]
Dabiskie joniti Sintétiskie joniti
= kausgtie ceoliti
= ceoliti = ceoliti ar regularu kristalisku strukttru (molekularie
Neorganiskie | = malu minerali sieti)

jonTtti = golaukontti = oglveida ceoliti

® apatiti = aktiva ogle

= dzelzs, aluminija vai cirkonija hidroksidi vai oksidi
= aktivetas organiskas vielas: vilna, kokvilna, papirs,

- = akmenogles koksne
Organiskie « celuloze . jonu apmz}ir,las sveki
jontti = ciete = jonu apmainas membranas
= elektronu apmainita;ji
= Skidrie joniti

Jonu apmainas svekus izmanto analitiskaja kimija mazu vielu daudzumu noteikSanai ar

Skidruma hromatografijas metodém, ka ari vielu attiriSanai riipnieciskos apméros [55]. Jonu
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apmainas sveku priekSrocibas ir augsta kimiska izturiba, mehaniska stipriba un selektivitate uz
atseviskiem joniem. Jonu apmainas svekus sintezg, radot tident un citos $kidinatajos neskistosu
trisdimensiju lielmolekularo karkasu (matricu) ar aktivajam grupam. To panak, ar dazadu
tiltinus veidojoSu vielu starpniecibu sasujot linearus lielmolekularos savienojumus telpiska
rezgi. Visbiezak lielmolekulara karkasa iegiiSanai izmanto stirola kopolimérus ar divinilbenzola
(DVB) vai citu divinilgrupu saturosu savienojumu tiltiniem [53]. Otra tipiska matricas veida
pamata ir akrila polim@ri. Galvena atskiriba starp stirola un akrila polimériem ir to polaritate:
polistirola-DVB poliméri ir pilnigi nepolari, bet akrila poliméri ir salidzinosi polari [54].

Jonu apmainas sveku raZoSana, polimeriz€joties stirolam (vai, pieméram, akrilskabei),
rodas garas poliméru molekulas. Sis linearas molekulu k&des nav fizikali izturigas, tapec, lai
polimé&riem pieskirtu stabilu trisdimensionalu strukttiru, polistirola k&€des polimerizacijas gaita
tiek saSutas ar DVB tiltiniem. Polimerizacija iesaistot vairak DVB molekulu, tiek iegiiti
izturigaki poliméri [56]. DVB sveku struktiira tiek izvietots regulari, tapéc starp polistirola
kédem veidojas tukSumi jeb poras, kuru izmérs ir dazi A. Svekiem piemit pseidokristaliska
struktiira — l1dziga ka stiklam —, tap&c gatavas jonu apmainas sveku lodites ir caurspidigas. Ta
ka lielaka DVB koncentracija poliméra struktiira poras var samazinat lidz tadam izméram, ka
joniem tajas nav vietas, tad trisdimensionalaja struktiira tiek radita maksliga porainiba
(makroporas). Makroporainiem svekiem piemit divgjada porainiba, un to lodites ir

necaurspidigas [56]. 1.7. attéla shematiski paradita makroporaino jonu apmainas sveku uzbtve.

Mikropora

Makropora

1.7. att. Shematiska jonu apmainas sveku uzbuive. Zilas Iinijas parada polistirola kedes, bet

sarkanas att€lo divinilbenzola tiltinus [56]

Makroporaino sveku porainiba ir pastaviga, bet mikroporainos jeb gé€lveida svekus par
porainiem uzskata tikai tad, kad tie ir uzbriedusi [55]. Jo vajak saistitas poliméru kédes, jo labak
sveki uznem tdeni un uzbriest. Uzbriestot aktivas grupas disoci€ kustigajos apmainamajos
jonos (pretjonos) un nekustigajos ar matricu saistitajos jonos. P&c pretjonu tipa izskir H*, Ca?*,
Na*, CI, OH" formas u. c. jonu apmainas svekus. UzbrieSanas pakapi ietekmé hidrofilo grupu
klatiene un vienadi ladeéto jonu savstarpgja atgriiSanas, uzbrieSanu ierobeZo SkérssaiSu

daudzums polimé&ra matricas trisdimensiju rezgi. Mikroporainiem jonitiem uzbriestot, to poru
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efektivais lielums atkariba no S$kérssaiSu daudzuma izmainas no 0,6 nm lidz 3 nm, bet
makroporainiem jonu apmainas svekiem §is lielums sasniedz 64,5 nm un vairak. Lielaks poru
izmérs veicina lielu organisko molekulu piekl@isanu sorbenta aktivajam grupam. Makroporainie
jonu apmainas sveki sorbcijas procesa gandriz neizmaina savu tilpumu, jo $kiduma esoSie joni
brivi ieklist matrica, neradot véra nemamu karkasa izstiepSanos [53].

Lai poliméra matricu izmantotu ka jonu apmainas svekus, ta jaaktivizg, pievienojot
noteiktas funkcionalas grupas. Lai vielu difuzija poras neklitu par limit§josu faktoru,
funkcionalas grupas novieto tuvu sveku dalinu (lodisu) virsmai [57]. Atkariba no pievienotajam
funkcionalajam grupam svekus iedala Cetras grupas — stipri skabi katjoniti, vaji skabi katjoniti,
stipri baziski anjoniti un vaji baziski anjoniti. Katjonitiem ir negativi ladétas funkcionalas
grupas ar skabes 1paSibam, bet anjonitiem — pozitivi lad€tas funkcionalas grupas ar bazes
ipasibam [55]. 1.8. att¢la redzamas tipiskakas jonu apmainas sveku funkcionalas grupas: stipri
skabiem katjonitiem sulfogrupas, vaji skabiem katjonitiem karboksilgrupas, stipri baziskiem

anjonitiem Cetraizvietotas amonija grupas, vaji baziskiem anjonitiem aminogrupas.

G
- i -+ +
SO COOH N—CH, NH;
oC
1 2 3 4

1.8. att. Jonu apmainas sveku funkcionalas grupas. 1 — stipri skabi katjonu apmainas sveki,
2 — vaji skabi katjonu apmainas sveki, 3 — stipri baziski katjonu apmainas sveki, 4 — vaji baziski katjonu

apmainas sveki

AttiriSana ar jonu apmainas svekiem tiek plasi izmantota liela apjoma cukurniedru cukura
(partikas cukura, saharozes) riipnieciba [58-60]. Cukura rafiné$anai var izmantot ari aktivo ogli,
bet, ta ka aktivas ogles regenerésanai (karsgjot) ir nepiecieSams liels siltumenergijas daudzums,
prieksroka tiek dota jonu apmainas svekiem, ko var regenerét ar salu $kidumiem [49,61].
Termins ,,krasa’’ cukura konteksta ir visparigs apzimejums krasainiem piemaisijumiem, kas
ietver dazadas kimisko savienojumu Klases. Visparigi cukura krasu raksturo péc ICUMSA
(International Commission for Uniform Methods of Sugar Analysis) metodes, mérot gaismas
absorbciju pie vilna garuma 420 nm [62].

Lielaka dala krasaino partikas cukura piemaisijumu ir polari, hidrofobi savienojumi. Var
minét Cetras galvenas piemaisijumu grupas — augu pigmenti, melanoidini, Saharozes
degradacijas produkti (karamelizacija) un fruktozes degradacijas produkti [63]. Augu pigmenti
pieder polifenolu un flavonoidu klasém ar salidzinos$i zemam molmasam (Mw < 1000).

Melanoidini ir Majara reakcijas produkti, kas rodas razoSanas procesa, tiem ir augstaka
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molmasa (Mw > 2500 g-mol ™). Piemaisfjumu atdaliSanai parasti izmanto stipri baziskos anjonu
apmainas svekus ar Cetraizvietoto aminu funkcionalajam grupam CI” forma [64, 65]. Matrica ir
veidota no polistirola-DVB vai akrilskabes atvasinajumu poliméra. Polistirola sveki parasti ir
selektivaki aromatisko grupu saturo$u savienojumu atdaliSanai, bet tos ir griitak regenerét.
Akrilskabes atvasinajumu polim&ru saturoSie sveki ir polaraki, tiem raksturiga sliktaka
selektivitate, bet tos var vieglak regenerét [59, 64]. Nav vienpratibas par piemaisijumu
atdaliSsanas mehanismiem. P&c jonu apmainas principa hloridjoni tiek apmainiti ar
piemaisijumu anjonu tipa funkcionalajam grupam [65] vai arT hloridjoni vispirms tick apmainiti
ar maisijuma esoSajiem neorganiskajiem joniem vai maza izméra joniz€tam organiskajam
vielam, ko tikai p&c tam aizvieto lielas organiskas molekulas [66]. Tiek uzskatits, ka par jonu
apmainas mehanismu svarigaka ir adsorbcija uz sveku matricas poliméra (hidrofoba
mijiedarbiba un van der Valsa speki) un ekskliizija atkariba no molekulu izméra [58], bet
funkcionalo grupu uzdevums ir padarit svekus hidrofilakus, lai tie mijiedarbotos ar tidens
Skidumiem [64].

P&c ilgstosas lietoSanas sveki klust piesatinati ar krasainajiem piemaisijumiem un tie
jaregeneré ar NaOH vai NaCl skidumu vai bazisku saharozes $kidumu [67]. Nav novérots, ka
lietosanas un regenerésanas laika sveku loditém rastos bitiski fizikali bojajumi [58]. Galvena
probléma, kas rodas, izmantojot anjonu apmainas svekus, ir lielais regeneré$anas eluata, kura
kopa ar piemaisijumiem ir regeneréSanas reagents, apjoms. Ir pieejamas modificétas
membranas, ar kuram no regeneréSanas eluata var atdalit NaCl [49], lai sali atkartoti izmantotu
regeneré$anai un meklétu praktisku pielietojumu no cukura atdalitajiem piemaisijumiem, tai
skaita dabiskajiem antioksidantiem [68].

Saistiba ar koksnes izcelsmes cukuru un citu savienojumu atdaliSanu aprakstita gan
anjonu, gan katjonu apmainas sveku izmantoSana [69-71], pieméram, koksnes biomasas
hidrolizes produktu gadijuma, ar anjonu apmainas svekiem atdalot cukurus no
furaniem [72] vai glikozi no etikskabes un ar katjonu apmainas svekiem atdalot fenolus no
etikskabes [70] vai savstarpgji atdalot dazadus monosaharidus [73].

Koksnes izcelsmes cukuru atdaliSana ar jonu apmainas svekiem balstas dazados
procesos — ekskluzija, ligandu apmaina, hidrofoba-hidrofila mijiedarbiba, elektrostatiska
pievilkSanas un atgriiSanas u.c. Katjonu apmainas sveku gadijuma lielaka nozime ir ligandu
apmainas mehanismam. Ligandu apmaina notiek, metaliem (pretjoniem) veidojot kompleksus
ar cukuriem. Cukuru savstarpgja atdaliSana notiek, pateicoties dazadajam metalu-ligandu
Monosaharidu maistjumu sadali$anai var izmantot stipri skabus katjonu apmainas svekus Ca?*,

Sr?*, Ba®*, Pb?*, Y3, La®*, Na*, K* formas. Turklat kompleksu veidosanos ietekmé —OH grupu

27



novietojums [75]. 1.9. attéla ilustréta metala un cukura kompleksa veidoS$anas, ja atSkiras

aksiali un ekvatoriali novietoto hidroksilgrupu skaits.

OH

S HO(Aks.)
LT+ L ST
Met ™ Met
S04 SO

1.9. att. Metala un cukura kompleksa veido$sanas atkariba no —OH grupu novietojuma

(Aks. — aksialais novietojums, EKv. — ekvatorialais novietojums) [75]

Lietojot katjonu apmainas svekus H* forma, notiek jonu ekskliizijas procesi, kam ir
nozime, atdalot neitralos cukurus no jonize€tajiem komponentiem — skab&m un saliem. Arl
polim@ra matricas struktiirai ir biitiska ietekme uz cukuru atdaliSanu. Ir iesp&ams izveleties
tadu poliméru sastavu, kuros poru izmérs nelauj sorbéties oligosaharidiem, bet aiztur
monosaharidus. Oligoméri izdalas molekularmasas samazinasanas seciba [73, 76].

Udenraza saitém un lidz ar to vides pH nav noteiktas lomas cukuru sorbcijas procesos, it
seviski stipri skabo katjonu apmainas sveku gadijuma, jo tie parasti veidoti uz polistirola bazes.
Savukart, vaji skabie katjonu apmainas sveki biezak ir veidoti no akrilskabes atvasinajumu
poliméra, kas ir daudz hidrofilaka neka polistirola struktiira, tapéc cukuru atdaliSanu ar vaji
skabajiem katjonu apmainas svekiem var ietekmé&t ari hidrofoba-hidrofila mijiedarbiba.
Piem@ram, aldozes un ketozes ir par vienu hidroksilgrupu vairak neka deoksicukuros, 11dz ar to
aldozes un ketozes ir hidrofilakas. Hidrofobakie cukuri, piem&ram, deoksi- vai metilsaharidi
netiek aizturéti tik ilgi ka hidrofilaki cukuri [73]. Pavisam nesen paradijusies jauna zinatniska
literatira par levoglikozana atdaliSanu no bioellas frakcijas, izmantojot adsorbcijas
hromatografiju, t.i., nefunkcionalizétus svekus, kam pamata ir fenolu spéciga mijiedarbiba ar

sveku DVB matricu [77].

1.7. Pirolizes kondensatu analizes metodes

Pirolizes kondensatu sastava noteikSana ir biitiska gan gala paterétajiem, lai prognozetu
to atbilstibu noteiktam pielietojumam, pieméram, ka degvielai dzingjos vai boileros [78], gan

lai izdaritu secinajumus par pirolizes mehanismiem [79] un kontrolét pirolizes produktu
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kvalitati, izstradajot jaunas termokimiskas koksnes parstrades tehnologijas. Ta ka pirolizes
kondensatu sastava ir vairaki simti dazadu savienojumu, to noteikSanai nav vienotas vispusigas
analizes metodes, bet gan katrai savienojumu klasei piemérotas atSkirigas metodes. Gazu
hromatografiju visbiezak izmanto individualu savienojumu noteikSanai, bet ar augstefektivo
Skidruma hromatografiju analiz€ atseviSkas savienojumu grupas. Pirolizes kondensatus var
analizét ari, izmantojot planslana hromatografiju, cietfazes ekstrakciju, ka art C-13
kodolmagnétisko rezonansi (**C-NMR) vai klasiskas fizikali kimiskds metodes dazadu
funkcionalo grupu noteikSanai, bet molmasu sadalijumu nosaka ar g€lfiltracijas hromatografiju.
Analizu pareizibu visvairak var ietekmé&t paraugu homogenitate, ka ari tas, ka pirolizes
produktiem, kas iegiiti no dazadiem izejmaterialiem var butiski atSkirties Skidiba [78].
Karbonilgrupu noteikSanai var izmantot kimisko metodi, kuras pamata ir 1.10. attela
redzama karbonilgrupu reakcija ar hidroksilamina hidrohloridu (aprékinos izsaka ka furfurolu).
ST reakcija ir specifiska, un to neietekmé citi pirolizes S$kidrumu sastava esoie
savienojumi [78]. Pirolizes kondensatiem mé&dz noteikt skabes skaitli (TAN), ko izsaka ka
titréSanai patéréto kalija hidroksidu [mg] uz vienu gramu parauga. Skabes skaitlis tiesi nekorel
ar organisko skabju saturu parauga, jo ari fenola atvasinajumi tiek neitralizeti ar kalija
hidroksidu. Titré$anai izmantojot tetrabutil amonija hidroksidu (TBAOH), titréSanas liknés var
noverot divus l€cienu, no kuriem pirmais atbilst kopgjam karboksilgrupu skaitlim (CAN)
(fenoli un skabes), bet otrais — TAN. Saja gadijuma fenolu saturu (PhAN) rékina ka starpibu
starp otro un pirmo l&cienu un ari izsaka mg KOH-g™ [80]. P&dgja laika par ieteicamo pirolizes
produktu titré€Sanas metodi ir izvirzita titréSana ar TBAOH, tomé&r ir novérots, ka
starplaboratoriju testos pienemami sakrita tikai CAN rezultati, bet ne TAN [81], turklat metodes

pareizibu bitiski ietekmgé atbilstoSa parauga iesvara izvéle [82].

o . _ _ N/OH
|| +NHg OHCl + OH — Jl\
R R R R

1.10. att. Karbonilgrupu reakcija ar hidroksilamina hidrohloridu

Udens saturu pirolizes produktos var noteikt gravimetriski (iztvaicgjot) vai ar Karla-Fisera
metodi. Udens noteik3anai ar Karla-FiSera metodi iesp&jami dazadi kltdu c€loni, pieméram,
nepilniga parauga homogenizacija vai slikta parauga skidiba [48]. Ta ka LVKKI paraugos ir
liels Gidens saturs, tika izmantota gravimetriska sausnes noteikSana, jo var€ja nemt lielakus un
reprezentativakus paraugus.

Kopégjai fenolu noteikSanai izmanto spektrofotometriskas metodes, pieméram, ar Folina-
Cikalto (Folin-Ciocalteu) reagentu, kas satur molibdéna un volframa oksidus [32]. Baziska vide

fenoli reducé Folina-Cikalto reagentu (reakciju mehanisms nav skaidri zinams), ka rezultata
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Skidums iegtst zilu krasu un tiek mérita absorbcija pie 765 nm vilpa garuma. Metodes trukums
ir iespgja, ka rezultatu ietekm@s citi paraugad esoSi savienojumi, pieméram, reducgjosie
cukuri [83]. Savukart, cukuru kopg&jo saturu var noteikt p&c partikas kimija lietotas ,,Brix’’
metodes, izmantojot hidrometru, tacu pirolizes kondensatu gadijuma iegtt pareizus rezultatus
trauc€ hidroksilaldehidu un hidroksilketonu klatbiitne [84].

Visplasakas pirolizes kondensatu analizes iesp€jas sniedz dazadas hromatografijas
metodes, tom@r ari tas nav nevainojamas, pieméram, aldehidus, ketonus un spirtus var noteikt
gan ar gazu, gan Skidruma hromatografiju, bet neviena metode nesniedz neapstridamus
rezultatus, respektivi, ir zinots, ka starplaboratoriju prasmes parbaudes testos ieguti atSkirigi
rezultati [48].

Gazu hromatografija (GC) ir visplasak izmantota metode gaistoSo pirolizes produktu
analizei. Izmantojot gazu hromatografijas metodes, janem véra, ka pirolizes Skidrumu
nestabilitate var izmainit rezultatu, ja injektora temperatiira ir augstaka par istabas
temperatiiru [78]. Ar GC pirolizes produktus var analiz&t uzreiz vai vispirms sadalit paraugu
kimisko savienojumu grupas, piemeram, fenolos, aldehidos vai skabés, ko panak, izmantojot
Skiduma-$kiduma ekstrakciju vai cietfazes ekstrakciju. Augsta GC izskirtsp&ja lauj noteikt lidz
pat 200 savienojumu. Iz8kirSanu bitiski ietekmé kolonnas stacionaras fazes polaritate. Ta ka
pirolizes Skidrumos ir savienojumi ar atSkirigam polaritateém, GC kolonnai vajadz&tu but vidgji
polarai [85]. Lai ar GC noteiktu skabes, tas vélams vispirms derivatiz&t par benzilesteriem, lai
tas, ievadot hromatografa, butu labak gaistoSas, iznemot etikskabi, kuru var pareizi noteikt ar1
bez derivatizacijas [48]. Derivatizacija lauj ar GC noteikt arT tadus negaistosus savienojumus
ka monosaharidus [86], tomér atvasinajumu iegi$ana butiski paildzina un sarezgl metodi.
GC/MS instrumenti médz but apvienoti ar analitiskas pirolizes iekartam, lai noteiktu pirolizes
gaistosos produktus [87,88].

Augstefektiva Skidruma hromatografija (HPLC) ir vispiemérotaka polaru un
augstmolekularu savienojumu noteikSanai [78], bet ta spg noteikt mazak atsevisku
savienojumu neka GC, to starpa celobiozanu, levoglikozanu, glioksalu, hidroksiacetaldehidu,
formaldehidu, skudrskabi, etikskabi, hidroksipropanonu [85]. No skidruma hromatografijas
veidiem atseviski var pieminét gélfiltracijas jeb ekskliizijas hromatografiju, ar kuru raksturo
pirolizes kondensatos esoSo lielmolekularo savienojumu molmasu sadalfjumu. Ar $o metodi
raksturo paraugu novecoSanas procesus, jo tiek uzskatits, ka ar laiku vai paaugstinatas
temperatiiras iedarbiba pirolizes kondensatos notieck mazmolekularo savienojumu
rekondensacijas reakcijas ar pirolitisko ligninu, palielinot lielmolekularo savienojumu

daudzumu [85].
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Lai vispusigi raksturotu pirolizes kondensatu sastavu, nepiecieSams izmantot vairakas
analitiskas metodes, pieméram, sarkana ozola koksnes pirolizes produkti raksturoti ar gazu
hromatografiju, augstefektivo Skidruma hromatografiju, jonu hromatografiju, ekskliizijas
hromatografiju un Karla-FiSera titréSanu, péc masas noskaidrojot 92 % parauga sastava, tai
skaita 52 individualos savienojumus [89].

Saja darba veltita uzmaniba atsevisku individualo savienojumu noteik3anai, jo atseviski
savienojumi ir ar augstaku pievienoto vertibu neka vienas klases savienojumu maisijumi.
Turklat tiks izvertéta likumsakariba starp individualajiem savienojumiem (ar UHPLC) un
savienojumu grupam (ar kimiskajam metodém), lai noskaidrotu, vai atsevisku savienojumu
noteikSanas rezultatus var izmantot ka netieSu raksturojumu visas savienojumu klases saturam
paraugos. Ta ka $aja gadijuma levoglikozans ir galvenais vertigais pirolizes produkts, talak

aprakstitas levoglikozana, ka art citu cukuru atvasinajumu noteikSanas metodes.

1.8. Cukuru un to atvasinajumu noteikSana

Ta ka cukuri ir viena no perspektivakajam savienojumu klasém pirolizes kondensatos,
Saja darba uzsvars likts galvenokart uz oglhidratu atvasinajumu noteik$anu. Var teikt, ka cukuru
analizes metodes, piem&ram, polarimetrija, aldehidgrupu un ketogrupu oksidacija,
fermentativas metodes un fotometrija, visplasak izstradatas partikas produktu konteksta [90].
Pedgjos gados aprakstitas tddas metodes ka spektrofotometriska kop€jo reduc€joso cukuru
noteik§ana péc Cu?* savienojumu [91] vai heksacianoferata [92] reducésanas, gazu
hromatografija apvienojuma ar liesmas jonizacijas detektoru pec alditolu acetatu derivatu
iegtiSanas [93], augstas izskirtsp&jas planslana hromatografija [94], kapilara elektroforéze
apvienojuma ar netieSu UV spektrometriju [95] vai elektrokimiskiem detektoriem [96] un,
protams, augstefektiva skidruma hromatografija [97-99]. Tiek uzskatits, ka partikas produktiem
piemérotas metodes var parnest cukuru noteik$anai biomasas pirolizes paraugos [32], tom&r
jauzsver, ka partika parasti tiek analiz€ti neatvasinati oglhidrati, lielakoties mono- vai
disaharidi, kameér pirolizes kondensatos biezak sastopami cukuru atvasinagjumi —
anhidrosaharidi un oligosaharidi [29, 100-103].

SalidzinoSi retak aprakstitas cukuru noteikSanas metodes tieSi koksnes pirolizes
produktos. Klasiska spektrofotometriska fenola-sérskabes metode, kam pamata ir
dzeltenoranza krasojuma rasanas (A = 490 nm), apstradajot cukuru reduc€josas funkcionalas
grupas ar fenola un sérskabes $kidumu, ir vienkar$a, atra metode ar zemam izmaksam [104].
Ta lauj noteikt kop&jo reducg€joso cukuru daudzumu, bet ta nesniedz informaciju par individualu

savienojumu saturu, ka ar1 rezultatu pareizibu negativi ietekme furani. Nemot véra, ka pirolizes
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produktos vairak sastopami anhidrosaharidi (nereducgjosi), tad §1 metode nav piemérota
pirolizes kondensatu analizém.

Oglhidratu noteikSanai GC parasti ir pielietojama tikai, ja tiek veikta analitu atvasinasana.
A1 pirolizes kondensatu gadijuma aprakstita vairaku savienojumu kvantitativa noteikSana ar
GC-MS, izmantojot oksima-trimetilsililéSsanas metodi [105]. Ar So metodi pirolizes produktos
tika noteikts levoglikozans un levomannozans, ka ari furfurols, HMF, hidroksiacetons un
glikolaldehids. Tomér §is metodes trikums ir sarezgita paraugu sagatavoSana, kas ietver
ekstrakciju ar dimetilformamidu, karséSanu hidroksilamina hidrohlorida klatbiitn€ un
trimetilsililéSanas reagenta pievieno$anu un secigu karséSanu dazadas temperataras.

Celobiozes pirolizes produktu analize ar masspektrometriju [106] iesp&jama bez
ieprieks€jas parauga sadaliSanas hromatografijas vai elektroforézes sistémas, jo no celobiozes
rodas salidzino$i mazs produktu skaits. Pirolizes produktus ar atmosferas spiediena kimisko
jonizaciju var analiz€t gan pozitivaja, gan negativaja rezima, ja pievieno hloroformu vai
amonija hidroksidu. Negativaja rezima no hloroforma rodas hloridjoni, kas saistas ar
oglhidratiem un uzlabo to noteikSanu, bet pozitivaja rezZima veidojas cukuru un amonija adukti.

Ir aprakstita anhidrosaharidu levoglikozana un celobiozana kvantitativa noteikSana ar
augstefektivo planslana hromatografiju, izmantojot silikagéla HPTLC plates ar tdeni/ACN
20:80 ka kustigo fazi. Signala attistiSanai izmantotS anilina reagents un sken&Sana pie
520 nm [100]. Lai gan $1 metode ir samé&ra 1&ta un atra, salidzinosi reta pielietojuma dél HPTLC
aprikojums ir maz izplatits. Turklat levoglikozana noteik$anu trauce glikozes klatbiitne.

Tiek lests, ka ar Skidruma hromatografiju var noteikt aptuveni 20 % no pirolizes
kondensatos esoSajiem savienojumiem, tai skaitd, levoglikozanu un citus cukuru
atvasinajumus. Pieméram, augstefektiva Skidruma hromatografija pec cietfazes ekstrakcijas,
izmantojot jonu apmainas kolonnu H* forma ar 7,5 mM sérskabi kustigaja faze, pirolizes
produktos lavusi noteikt levoglikozanu, skudrskabi, etikskabi, glikolaldehidu, acetolu un
glioksalu (viena injekcija ar 50 min ilgu analizi) [107]. HPLC analiz€s par piemé&rotako atzits
refrakcijas indeksa detektors [107, 108]. Saja darba gan analitiskiem, gan preparativiem
mérkiem galvenokart izmantotas Skidruma hromatografijas metodes, tapec par Skidruma

hromatografiju izverstak rakstits 1.9. apaks$nodala.

1.9. Skidruma hromatogrifijas metodes cukuru analizém

Cukuru polaritates dél to noteikSanai ar Skidruma hromatografiju vajadzigas specialas
kolonnas. Atseviski médz minét augstefektivo anjonu apmainas hromatografiju — visbiezak
apvienojuma ar impulsa amperometrisko detektoru (HPAEC-PAD) [109]. HPAEC analizes

kustiga faze satur elektrolitus — salus vai bazes, tapéc HPAEC tehnologiski atskiras no citiem
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HPLC veidiem, pieméram, ar slap&josas membranas lietosanu [110], lai pastiprinatu analita
signalu elektrokimisko detektoru gadijuma, vai ar atsalotaja lietosanu, lai veiktu detekté$anu ar
masspektrometru [111]. Cukuru HPAEC analizés parasti kustigaja fazé lieto NaOH, bet ir
atrodama arT metode, kura eluents ir tikai Gdens [112], savukart vispopularakais detektors ir
impulsa amperometriskais detektors ar zelta indikatorelektrodu un Ag/AgCI references
elektrodu, kam piemit augsta jutiba [62, 113].

Tipiskas apgrieztas fazes kolonnas (ka C18) cukuru noteiksanai var izmantot tikai, veicot
cukuru atvasinasanu [114]. Apgrieztas fazes $kidruma hromatografija pamata var minét Cetrus
specialus sorbentu veidus, kas ir pieméroti cukuru analizém:

* organiskie polime@ri ar noteikta izméra poram jeb sveki, kas lauj cukurus atdalit p&c to
molmasam,

* jonu apmainas sveki, kas lauj atdalit ne tikai oligomeérus, bet ar1 izomerus, jo Sie sveki
funkcionalizéti ar skabju aktivajam grupam, kuru pretjoni (Na*, Ca®" vai Pb?") ar
cukuriem iesaistas dazadas stabilitates kompleksu veidoSana,

* hidrofilas mijiedarbibas jeb ta sauktas ,,apgrieztas apgrieztas fazes” hromatografijas
HILIC kolonnas, kuru sorbents atvasinats ar amino vai amidgrupam,

* poraina grafitveida oglekla kolonnas.

Ekskliizijas hromatografija ar hidrofila poliméra sorbentu lauj sadalit cukuru maisijumu
ar molmasam no daziem simtiem lidz vairakiem tikstoSiem Da. Par kustigo fazi parasti var
izmantot dideni [115], un, ta ka nav gradienta sist€émas, piemérots ir refrakcijas indeksa
detektors. Sorbenta pamata ir sulfonéta polistirola sveki, kuru H' pretjonu nomainot ar kadu
metala pretjonu, pieméram, Na*, Ca®* vai Pb?*, analitu atdalisana iesaistas ari ligandu apmainas
mehanisms [116], padarot kolonnas selektivakas. Ligandu apmainas kolonnu gadijuma cukuru
maisijuma sadaliSanai ka kustigo fazi izmanto atSkaiditu s€rskabes skidumu [116] vai
ideni [117]. Ligandu apmainas kolonnas iesp&jams izmantot, lai vienlaicigi analiz&tu ne tikai
cukurus, bet arT organiskas skabes un atseviskus neorganiskos salus [97], tom&r tam piemit
butisks trikums — §is sorbenta veids nav pieejams UHPLC kolonnas.

UHPLC galvena atskiriba no HPLC ir sorbenta dalinu izméra — UHPLC sorbenta dalinas
ir <2 um lielas, bet HPLC — < 5 um. Praktiski tas nozimé&, ka UHPLC sisteémas var darboties
augstaka spiediena apstaklos, nodrosinot Tsaku analizes laiku, mazaku Skidinataju patérinu un
labaku iz8kirSanu. 1.11. attéla paradits, ka, nomainot HPLC kolonnu ar 3,5 um lielam dalinam
pret UHPLC kolonnu ar 1,7 um lielam dalinam, samazinas vielu izdaliSanas laiki, bet praktiski

saglabajas ta pati izskirsana [118].
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1.11. att. Klozapina un ta piemaisijumu (joslas 1-4) hromatogrammas UHPLC (a) un
HPLC (b) sistemas [118]

Cukuru analizém ar apgrieztas fazes Skidruma hromatografiju jaizmanto hidrofilas
mijiedarbibas Skidruma hromatografijas kolonnas, kas lauj analizét polarus, hidrofilus
savienojumus. HILIC sorbcijas mehanisms ir komplekss process, bet pamata tiek uzskatits, ka
vielu atdaliSana notiek, tam mijiedarbojoties ar pie sorbenta akumulétu tidens slani (,,pseido-
stacionaro fazi’’) un organisko — visbiezak acetonitrila — kustigo fazi, tapéc reproducgjamus
HILIC rezultatus var iegiit tikai tad, ja kustigaja faze ir vismaz 2 % tdens. Savukart sorbenta
veids vielu atdaliSsanu ietekmé gan tapéc, ka atdalamajiem savienojumiem ir atskiriga
mijiedarbiba ar dazadajam iesp€jamajam sorbenta funkcionalajam grupam tadam ka
aminopropil-, amidu, cviterjonu, diolu, cianopropil- u.c. grupam, gan tapéc ka dazadi sorbenti
tdeni adsorbg atskiriga méra [119]. HILIC ir ar masspektrometriju labak savietojama metode
neka klasiska apgrieztas fazes Skidruma hromatografija, jo HILIC izmanto kustigo fazi, kura ir
mazaks tidens saturs, tapec ta ir gaistosaka, un tiek uzlabota MS jutiba [120].

UHPLC dimensijas pieejami ar amidu grupam funkcionalizéti HILIC sorbenti, ko iesaka
cukuru analizém [121]. Ar amidu grupam funkcionaliz&tas kolonnas ir izturigas pH diapazona
no 2 lidz 11 pat 90 °C augsta temperatiira [122], kas ir seviski svarigi cukuru analiz€m, jo zema
temperatiira mutarotacijas del var notikt reduc€joSo cukuru hromatografiskas joslas

SkelSanas [123], turklat atSkiriba no amino kolonnam starp sorbenta amidu grupam un
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analiz&jamajiem cukuriem neveidojas Sifa bazes [124], kuru d&l novéro asimetriskas

hromatografiskas joslas un samazinas kolonnu miizs.

NR

0
| +RNH, —» | +H0
R/\R R/\R

1.12. att. Sifa bazes veido$anas starp oglhidratu (karbonilgrupu) un aminogrupu

Literatura aprakstita ar amidu grupam funkcionaliz&tu §kidruma hromatografijas kolonnu
izmantoSana laktozes, saharozes, trehalozes, rafinozes, maltotriozes un atbilstoSo fosforileto
cukuru atdalisanai, novérojot, ka kustigas fazes baziskas piedevas (NH4OH, trietilamins vai
piperidins) un pH maina tikpat ka neietekmé&ja nemodificéto cukuru izskirsanu [125]. Citviet
aprakstita amidu kolonnas izmantoSana fruktozes, glikozes, saharozes, kestozes un nistozes
kvantitativai noteikSanai apvienojuma ar tandéma masspektrometriju [126]. Praktiski UHPLC
amidu tipa kolonnas tiek izmantotas ari oglhidratu atvasinajumu noteikSanai dazadas
biologiskas matricas, pieméram, piena sastopamo glikanu analizém [127].

Jaunakajas hidrofilas mijiedarbibas kolonnas cukuru noteikS$anai apvienotas dazadas
funkcionalas grupas: amidu, silanol-, amino- un hidroksilgrupas, kuru kombinacija nodroSina
augstaku selektivitati, ka art alifatiskas Skérssaites nekustigas fazes stabilitatei [128].

Poraina grafitveida oglekla (PGC) kolonnas pédgja laika ir salidzino$i maz aprakstitas
zinatniskajas publikacijas®, tomér ir atzits, ka tas ir izturigakas un kalpo ilgak neka HILIC
kolonnas [129]. PGC sorbents ir veidots no porainam loditém, kas sastav no plaknés izkartotam
heksagonalam oglekla struktiiram. PGC kolonnas ir izturigas plas$a pH diapazona no 1 1idz 14
un ir pielietojamas gan tiesas, gan apgrieztas fazes hromatografijas sistémas [130]. 10 min ilga
analiz€ iesp&jams atdalit mono-, di- un oligosaharidus, un cukuru spirtus, izmantojot kustigo
fazi, kas sastav no tidens un acetonitrila [131]. PGC kolonnas visbiezak tiek izmantotas
apvienojuma ar masspektrometriju strukttiras analizém un izoméru identifikacijai, jo tam piemit

laba selektivitate, tomér par trikumu var minét sliktu rezultatu atkartojamibu [132].

1.10. Detektori cukuru HPLC analizém

Cukuru noteikSanai svarigi piemeklét ne tikai atbilstoSu hromatografijas kolonnu, bet ar
detektoru. Ar UV detektoru cukurus tiesi analiz&t ir tikpat ka neiesp&jami. Lai gan ir aprakstita
cukuru noteikSana ar UV detektoru pie 195 nm vilna garuma [133], Sie mérijumi var tikt veikti

tikai tad, ja kustiga faze ir Gdens bez piedevam, turklat pie nespecifiska vilna garuma

! Scopus datubaze par periodu 2011.-2018. g. var atrast 19 rakstus par atslégas vardiem ,,carbohydrate analysis
porous graphitic carbon”, bet 118 dokumentus par atslégas vardiem ,,carbohydrate analysis HILIC”.
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mérijumiem ir zema jutiba. Alternativa ir iegiit cukuru atvasinajumus, kam piemit izteikta UV
gaismas absorbcija [134].

Refrakcijas indeksa detektors (RI) ir plasi pazistams cukuru noteikSanai, tas aprakstits
neskaitamas publikacijas, un pat tiek devéts par vienigo ,,universalo detektoru” skidruma
hromatografija [135]. Literataira ir aprakstita ta lieto$ana cukuru noteikSanai dazadas matricas —
auglos un citas augu dalas [99, 136, 137], piena [138, 139], asinis [140] u.c. RI detektora
darbiba balstas refrakcijas indeksa mériSana analitus saturoSaja kustigaja fazé pret kustigas
fazes Skidinataju salidzinaSanas S$tina. Ta trikumi ir zema jutiba, apkart€jas temperatiiras
traucgjosa ietekme uz rezultatu atkartojamibu un nesavietojamiba ar gradienta hromatografiju.

No minétajiem trikumiem var izvairities, lictojot iztvaicéSanas gaismas izkliedes
detektoru (ELSD). Ta darbiba pamatojas uz to, ka nosakamais analits ir mazak gaisto$s, neka
kustiga faze, tapec, izsmidzinot un iztvaicgjot kustigo fazi, pari paliek ,,sausas” analita dalinas,
kas izkliedeé gaismu un $o gaismas izkliedi detektors nolasa ka analitisko signalu. Janem véra,
ka ELSD nevar izmantot, ja hromatografiskajai sadaliSanai lietoti mazgaistosi buferskidumi,
turklat ELSD ir destruktivais detektors, tapec, ja to lieto reize ar citiem detektoriem, tas virkng
jaliek pedgjais [141]. Svarigi, ka ELSD me&rijumi attieciba pret analita koncentraciju nav lineari,
tapec kalibrésanai kvantitativajas analizes ir vai nu jalieto logaritmiski vienadojumi [142], vai
jaatrod Saurs linearais apgabals [143]. P&dgjas desmitgadés ELSD ticis atzits par cukuru
analizei piemérotaku detektoru neka RI detektors [144, 145].

Lidzigi ka ELSD gadijuma uzladéta aerosola detektors (CAD) balstas uz eluenta
izsmidzinasanu un iztvaicé$anu, tacu netiek veikta analita dalinu raditas gaismas izkliedes, bet
gan dalinu elektrisko 1adinu mériSana. Ir minéts, ka CAD ir plaSaks linearais apgabals, augstaka
jutiba un labaka atkartojamiba neka ELSD [142, 146]. Cukuru noteikSana ar CAD aprakstita
salidzinosi reti, galvenokart oligosaharidu analizés [147, 148], tomér ir atrodams ari
levoglikozana noteik$anas piemérs atmosféras aerosolos [149].

Lai gan dargaka, masspektrometrija (MS) ir plasi atzita metode apvienojuma ar §kidruma
hromatografiju. MS izcelas ar augstu jutibu un selektivitati, ka arT iesp&ju iegtt kvalitativo
informaciju — vai nu lai identific€tu savienojumus, vai parbauditu hromatografisko joslu tiribu.
Masspektrometra galvenas uzbiives dalas ir: atmosferas spiediena jonizacijas (API) avots,
masas analizators (kvadrupola, nolidojuma laika, jonu slazda vai magnétiska sektora
analizators), kas sadala jonus atkariba no to masas/ladina attiecibas m/z, un detektors, kas
registré no masas analizatora iznakusos jonus [150].

API ietver elektroizsmidzinasanas jonizaciju (ESI), kas notiek vél kustigaja fazé pirms
tas iztvaikoSanas, un atmosfeéras spiediena kimisko jonizaciju (APCI), kas notiek gazes

faze [150], ka arT matricas asistéto lazera desorbcijas jonizaciju (MALDI) [151]. Cukuru
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analizes visbiezak izmanto ESI, retak — oligosaharidu noteikSanai — arT maigako MALDI. Ta
ka neatvasinati cukuri ir griiti joniz&ami [151], to noteik§anu mé&dz veikt nevis péc
molekularajiem joniem, bet gan cukuru aduktiem ar Na* vai Li" pozitivaja jonizacijas reZima
vai ar Cl" negativaja jonizacijas rezima [152]. Vaji joniz&jamu savienojumu noteik$anu ar MS
gan ESI, gan APCI gadijumos var uzlabot peckolonnas $kidinataja, piem&ram, metanola vai
hloroforma, pievienosana [153, 154].

Cukuru MS analizém tiek piedavati dazadi masas analizatori, tai skaita kvadrupola, jonu
slazda un nolidojuma laika (TOF) masas analizatori [155-157], tomér visbiezak izmanto
tandéma masspektrometriju gan neitralo oglhidratu gadijuma [158,159], gan to atvasinajumu,
pieméram, glikozidu, noteikSanai [160-162]. Lai gan levoglikozans ir viens no vertigakajiem
cukuru atvasinajumiem pirolizes produktos, informaciju par ta noteikSanu ar MS metodeém var
atrast tikai vides analizu konteksta. Levoglikozanu mé&dz izmantot par atmosferas piesarnojuma
biomarkieri, jo tas rodas, piem&ram, kurinama sadegSanas rezultata majoklu apsildiSanai vai
mezu ugunsgrékos. Aprakstita levoglikozana noteikSana atmosféras aerosolu dalinas,
izmantojot Skidruma hromatografiju un augstas izSkirtsp&jas ESI-TOF masspektrometriju,
papildus analiz€jot ar1 levoglikozana izom@rus mannozanu un galaktozanu ar tadu pasu
deprotonéta jona m/z vértibu 161,0445 [163]. Lai atdalitu min&tos anhidrosaharidu izom&rus,
autori izmantoja divas virkn€ saslégtas ar amidgrupam atvasinatas UHPLC kolonnas, bet
kvantificéSanai lietoja iek$gjo standartu — deiterétu levoglikozanu. Lidzigi levoglikozans
noteikts sedimentos, negativaja ESI-MS/MS metodé monitorgjot fragmentu veidoSanos ar

sadam m/z vértibam: 71, 85, 101 un 113 [164].

1.11. Kopsavilkums par analizes metodém

Pirolizes produktu analitiska raksturoSana ir izaicinajumu pilna, jo: 1) pirolizes produktu
kvalitativais sastavs ir griiti prognozgjams, daudzveidigs un mainigs; 2) lielais skaits atsevisko
kimisko savienojumu mazas koncentracijas apgriitina katra savienojuma kvantitativo
noteikSanu. Lidz ar to pilnigai pirolizes produktu sastava noskaidroSanai lieto daudzu analitisko
metoZu kombinacijas, tai skaita, kimiskas metodes, spektrofotometriju, gazu hromatografiju un
Skidruma hromatografiju. Pasaulé tieck mekléta vienota metodologija pirolizes kondensgjamo
produktu jeb bioellas analizém, jo pirolizes kondensatu sastava noteiksana ir biitiska gan gala
patérétajiem, lai prognozetu to atbilstibu noteiktam pielietojumam, gan lai izdarTtu secinajumus
par pirolizes mehanismiem. Jauzsver, ka Latvijas Valsts koksnes kimijas institiita tiek izmantots
originali izstradats pirolizes reaktors, izmantojot parkarséta tvaika plismu, ka rezultata
kondensgjamie produkti tiek savakti loti atSkaidita idens Skiduma veida (Wadens > 90 %), [idz ar

to ST darba pétijuma objektu — parkarséta tvaika plisma ieglito pirolizes kondensatu fizikalas
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ipaSibas un kimiskais sastavs atSkiras no viskozas, darvai lidzigas bioellas, kas aprakstita
literatuira, tapec Siem paraugiem japielago vai jaizstrada jaunas analizes metodes.

Viena no bitiskakajam savienojumu klasém pirolizes kondens€jamos produktos ir
oglhidrati jeb cukuri un to atvasinajumi. Klasiski cukuru noteikSana ir pazistamas tadas
metodes ka titréSana un spektrofotometrija, bet visselektivaka pieeja ir Skidruma
hromatografija. Cukuru analiz€ém ar HPLC ir jaizv€las kads no ,,specialajiem” sorbentiem —
ekskliizijas, jonu apmainas, hidrofilas mijiedarbibas vai poraina grafitveida oglekla kolonnam.
Detektoru izvéle ir tikpat interesanta — sakot no vienkarSi lictojama refrakcijas indeksa
detektora kvantitativam analizém Iidz augstas izSkirtsp&jas tandéma masspektrometram
kvalitativajam analize€m, kas prasa ripigu metodes izstradi un sarezgitu datu interpretaciju.

No aprakstitajam cukuru analizes metodém $aja darba izmantota ultra augstefektiva
Skidruma hromatografija ar HILIC kolonnam apvienojuma ar tandéma masspektrometru
kvalitativam analizém, ka arT gaismas izkliedes detektoru un kvadrupola masspektrometru, lai
salidzinatu cukuru atvasinajumu kvantitativas noteikSanas iespgjas pirolizes kondensatos.
Levoglikozana noteikSana veikta ar1, izmantojot jodometrisko titréSanu, kas vienlaicigi lauj
noteikt anhidrosaharidu un neatvasinato oglhidratu (glikozes ekvivalentu) saturu parauga.
Turklat izmantotas gravimetriskas, spektrofotometriskas un potenciometriskas metodes, lai
vispusigi raksturotu pirolizes kondensatus un apstiprinatu UHPLC analizu rezultatus. Atseviski
furana un fenola atvasinajumi noteikti ar apgrieztas fazes UHPLC-UV metodi. Ar analitisko
ekskliizijas hromatografiju raksturota lielmolekularo savienojumu klatbiitne pirolizes

produktos.
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2. EKSPERIMENTALA DALA

2.1. Aparatiira un reagenti

Visparigie laboratorijas piederumi un aparatira.
e A klases Mora pipetes: 2 mL (+ 0,01 mL), 3 mL (+ 0,01 mL), 5 mL (x 0,015 mL)
e A klases 5 mL mérpipete (+ 0,05 mL)
e Bklases 100 mL mércilindrs (x 0,5 mL)
e A klases 500 mL mércilindrs (£ 2,5 mL)
e Automatiska 1-5 mL pipete Biohit Proline (+ 0,01 mL)
e Automatiska 0,1-1 mL pipete Biohit Proline (+ 0,001 mL)
e Taimeris Count Down Timer (1 s)
e Filtrpapirs Whatman 597, 90 mm
e Automatiska birete ABU 80 Radiometer 10 mL (+ 0,001 mL)
e Titrators TitraLab TIM 980 ar biretes tilpumu 10 mL (+ 0,0001 mL)
e UV-Vis spektrofotometrs PerkinElmer Lambda 25 190-900 nm (+ 0,2 nm)
e Analitiskie svari KERN ABS lidz 220 g (+ 0,00001 g)
e Termostatéjams zavésanas skapis Memmert U-100 lidz 220 °C (+ 0,5 °C)
e Kusanas temperatiiras noteikSanas iekarta METLER TOLEDO MP70 lidz 350 °C
e Polarimetrs POLAX-2L

Skidruma hromatografijas (UHPLC, SEC, HPLC) piederumi un aparatiira.

e Sterilas vienreizlietojamas §lirces ar adatu Medilink (2 mL)

e Neilona membranas filtri Kinesis (25 mm, 0,2 pum)

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

o Ultra augstefektivas skidruma hromatografijas sisttma Waters Acquity H-Class
(kvaternarais stiknis, autosampleris un kolonnas termostats)

e Ekskluzijas hromatografijas sistema Waters Advanced Polymer Chromatography
(kvaternarais stiknis, autosampleris un kolonnas termostats)

e Diozu matricas detektors Waters Acquity PDA

e Gaismas izkliedes detektors Waters Acquity ELS Detector

e Kvadrupola masspektrometrs Waters Acquity QDa Detector

o Refrakcijas indeksa detektors Waters Acquity Advanced Polymer Chromatography
RI Detector
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Augstas izskirtsp&jas tandéma (QTOF) masspektrometrs Waters Synapt G2-Si
Augstefektivas skidruma hromatografijas sisttma SHIMADZU HPLC 10A (kvaternarais
stiknis, autosampleris un kolonnas termostats)

Refrakcijas indeksa detektors SHIMADZU RID-10A

UHPLC kolonna Waters Acquity BEH C18 (2,1x50mm, 1,7 um)

UHPLC kolonna Waters Acquity HSS C18 (2,1x100 mm, 1,7 pm)

UHPLC kolonna Waters Acquity CSH C18 (2,1x100 mm, 1,7 pum)

UHPLC kolonna Waters Acquity CSH Phenylhexyl (2,1x100 mm, 1,7 pm)
UHPLC kolonna Waters Acquity CSH Fluorophenyl (2,1x100 mm, 1,7 pm)
UHPLC kolonna Waters Acquity BEH Amide (2,1x100 mm, 1,7 pum)

UHPLC kolonna Waters CORTECS HILIC (2,1x100 mm, 1,6 pm)

SEC kolonna Waters Acquity APC XT 45 (4,6x150 mm, 1,7 um)

SEC kolonna Waters Acquity APC XT 200 (4,6x150 mm, 2,5 pum)

SEC kolonna Waters Acquity APC XT 450 (4,6x150 mm, 2,5 pm)

SEC kolonna Waters Acquity APC AQ 45 (4,6x150 mm, 1,7 um)

SEC kolonna Waters Acquity APC AQ 200 (4,6%150 mm, 2,5 pm)

SEC kolonna Waters Acquity APC AQ 450 (4,6x150 mm, 2,5 pm)

HPLC kolonna SHODEX SP0810 (8x300 mm)

Preparativas hromatogrdfijas un kristalizéSanas piederumi un aparatira.
Stikla kolonna ar apaksa piekausétu kranu plismas kontrol&sanai (60x2 cm)
Stikla kolonna ar apaksa piekausétu kranu plismas kontrol&sanai (30x1 cm)
Automatizéta preparativas cietfazes ekstrakcijas ickarta Faneks Sorbomate
Nefunkcionalizgti sveki Amberlite XAD 2
Anjonu apmainas sveki Levatit VPOC 1074 CI" forma
Katjonu apmainas sveki Dowex 50WX8 H* forma
Katjonu apmainas sveki Finex CAI6GC Na* forma
Ietvaic@Sanas sisttma GeneVac Rocket (maksimalais rotacijas atrums 1760 rpm, vakuums
< 3 mbar, maksimalais parauga tilpums 4x400 mL)

Standartvielas.
1,6-Anhidro-B-D-glikoze (levoglikozans), 99 % (Sigma-Aldrich, cat. No. 316555)
D-(+)-ksiloze, > 99 % (Aldrich, cat. No. W360600)
L-(+)-arabinoze, > 99 % (Sigma, cat. No. A3256)
D-(-)-fruktoze, > 99 % (Sigma, cat. No. F0127)
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D-(+)-glikoze, > 99,5 % (Sigma, cat. No. G8270)

D-(+)-galaktoze, > 99 % (Sigma-Aldrich, cat. No. GO750)

D-(+)-mannoze, > 99 % (Sigma-Aldrich, cat. No. GO750)

D-(+)-saharoze, > 98 % (Sigma, cat. No. C7252)

D-(+)-rafinozes pentahidrats, > 99,0 % (Sigma-Aldrich, cat. No. 83400)

Furfurols, 99 % (Sigma-Aldrich, cat. No. 185914)

5-Hidroksimetilfurfurols, > 99 % (Aldrich, cat. No. W501808)

Vanilinskabe, 97 % (Aldrich, cat. No. H36001)

Vanilins, 99 % (Sigma-Aldrich, cat. No. V1104)

Gvajakols, oksidésanas indikators (Sigma, cat. No. G5502)

2,6-Dimetoksifenols (siringols), 99 % (Aldrich, cat. No. D135550)

Siringaldehids, 98 % (Aldrich, cat. No. S7602)

Siringilskabe, > 95 % (Sigma, cat. No. S6881)

3,5-Dimetoksi-4-hidroksiacetofenons (acetosiringons), 97 % (Aldrich, cat. No. D134406)

4-Metoksi-4-metilfenols (metilgvajakols), > 98 % (Aldrich, cat. No. W267104)

4-Metil-2,6-dimetoksifenols (metilsiringols), > 97 % (Aldrich, cat. No. W370401)

Izoeigenols, 98 %, cis un trans formu maisijums (Aldrich, cat. No. 117206)
Skidinataji un reagenti Skidruma hromatografijai.

Acetonitrils, LC-MS LiChrosolv (EMD MILLIPORE, cat. No. 1,00029)

Tetrahidrofurans, > 99,9 % (Sigma-Aldrich, cat. No. 401757)

Dejonizéts tidens, Ultrapure (Type 1)

Skudrskabe, LC-MS (Fisher Scientific, cat. No. A117)

Amonija hidroksida skidums tdent, 10 %, HPLC (Sigma-Aldrich, cat. No. 17837)

Leicina enkafalina standarts MS masas korekcijai (Waters, cat. No. 186006013)
Reagenti kimiskajam analizéem.

Kalija hidroksids, > 85 % (Sigma-Aldrich, cat. No. 30603)

Tetrabutilamonija hidroksida §kidums tdent, 40 % IC (Sigma-Aldrich, cat. No. 86854)

Kalija hidrogénftalats, > 99,5 % (Sigma-Aldrich, cat. No. 60360)

Hidroksilamonija hlorids, ACS, Reag. Ph Eur (Merck, cat. No. 1.04616)

Sérskabe, > 97,5 % (Sigma-Aldrich, cat. No. 84727)

Natrija (meta)perjodats, > 99 % (Aldrich, cat. No. 769517)

Amonija molibdata tetrahidrats, 100,2 % (VVR Chemicals, cat. No. 21275.262)

Etikskabe, 99,8-100,5 % (EMD MILLIPORE, cat. No. 27225-M)
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e Kalija jodids, > 99,0 % (Sigma-Aldrich, cat. No. P2963)

e Natrija tiosulfats, fiksanals 1 L pagatavoSanai 0,1 M (Sigma-Aldrich, cat. No. 38200)
o Skistosa ciete, ACS (Sigma-Aldrich, cat. No. S9765)

e Salicilskabe, > 99,0 % (Sigma-Aldrich, cat. No. 247588)

e Kalija dihromats, fiksanals 1 L pagatavoSanai 1/60 M (Sigma-Aldrich, cat. No. 38100)
e Natrija karbonats, BioXtra > 99,0 % (Sigma-Aldrich, cat. No. S7795)

e Folina-Cikalto (Folin-Ciocalteu) reagents, 2 N (Sigma-Aldrich, cat. No. F9252)

Reagenti levoglikozana attirisanai.
e Acetons, > 99,5 % (Sigma-Aldrich, cat. No. 32201)
e Metanols, > 99,9 % (EMD Millipore, cat. No. 35885)
e Etanols, 95 % (SIA ,,Jaunpagasts plus’’)
e Aktiva ogle, Norit (Fluka, cat. No. 95681)

2.2. Pétijuma objekti

P&tijuma frakcion&ti un analiz&ti koksnes atras pirolizes kondens€jamie produkti, kas no
pirolizes reaktora iegiiti ka at3kaidits Gidens §kidums (< 6 % sausnes). Sie §kidumi pieder K
grupas paraugiem. Otra paraugu grupa P ieklava pirolizes produktus ar samazinatu tidens saturu
(aptuveni 90 % sausnes). Tie bija gan kondensati, kas ietvaic&ti rotacijas ietvaicétaja jeb
pirolizes pastas, gan atsalni, kas iegiiti péc levoglikozana kristaliz€Sanas ar acetonu vai etanolu,
ka ari frakcijas, kas ieglitas, izmantojot anjonu apmainas sveku kolonnu. C grupas paraugi bija
attirita, kristaliska levoglikozana paraugi. 2.1. tabula apkopota informacija par konkrétiem

paraugiem, kas tika analiz&ti ar visam analitiskajam metodem, lai tas savstarpgji salidzinatu.

2.1. tabula
Analizeto paraugu apziméjumi un paskaidrojumi

K1 sérija K1-0 atras pirolizes kondensats, kas iegiits ar parkarséta tvaika metodi. K1-0 kondensatu
izmantoja, lai pa porcijam skalotu hidrotermiski apstradatu lignocelulozi, iegtistot K1-1, K1-
2 un K1-3 paraugus, kuros secigi palielinajas levoglikozana koncentracija, bet samazinajas
no hemicelulozes radusos monosaharidu koncentracija.

K2 sérija Kondensatu s@rija, kas iegiita no atras pirolizes pilotiekartas, noteiktos laika intervalos (10,
20, 30 un 50 min) savacot kondens€jamos produktus.

P1un P2 letvaicéti (I1dz aptuveni 10 % tdens) atras pirolizes kondensgjamie produkti.

P3 Atsalnis, kas iegiits péc levoglikozana izgulsnéSanas ar acetonu no pirolizes produktu
pastas P2.

P4 Atsalnis, kas iegiits péc pirolizes produktu frakcijas, kas ieglita ar anjonu apmainas sveku
kolonnu, parkristalizésanas ar etanolu.

P5 P3 atsalnis, attirits ar anjonu apmainas sveku kolonnu.

P6 Pirolizes produktu pasta, attirita ar anjonu apmainas sveku kolonnu.

C1 No pirolizes produktu pastas ar acetonu izgulsnéts kristalisks levoglikozans.

Cc2 Kristalisks levoglikozans, kas atdalits no pirolizes kondensata, izmantojot anjonu apmainas
sveku kolonnu, un parkristalizéts ar etanolu.

C3 Atkartoti parkristalizéts C2 levoglikozans, izmantojot etanolu un aktivéto ogli.
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2.3. Pirolizes produktu vispariga raksturoSana

Pirolizes kondensatu visparigai raksturoSanai noteikts sausnes, kop&jo skabju, aldehidu
un fenolu, ka arT levoglikozana un cukuru saturs. Visos gadijumos veikti trTs paralélie merijumi,

rezultatu precizitate raksturota ar standartnovirzi, ko aprékinaja péc formulas:

S, = /Z("%d) kur 2.1)

Snh — standartnovirze, X — mérijuma vértiba, n — mérjjumu skaits.

Turpmak aprakstitas metodes izmantotas ne tikai pirolizes kondensatu raksturoSanai,

bet ar1 dazadu pirolizes produktu frakciju analizém.

Gravimetriska sausnes satura noteiksana.

Sausnes jeb negaistoso vielu saturu pirolizes kondensatos noteica gravimetriski. leprieks
nosverta 25 mL sverglazite ielgja aptuveni 10 mL parauga, nosvéra uz analitiskajiem svariem
un ievietoja termostat€jama zaveéSanas skapi 103 °C temperatiira un zaveja lidz konstantai
masai. Sausnes saturu aprékindja ka negaisto$a atlikuma masas dalu procentos w% Skidraja

parauga.

Titrimetriska skabes skaitla noteiksana.

Kopgja skabju satura noteiksanu pirolizes kondensatos veica, potenciometriski titr&jot ar
kalijja hidroksidu. 50 mL varglaze ielgja un uz analitiskajiem svariem nosvéra aptuveni 3 mL
parauga un pievienoja 20 mL dejonizeta tidens. Titr&ja ar standartizétu 0,1 M kalija hidroksida
§kidumu, izmantojot titratoru TitraLab TIM 980. Stehiometrisko punktu noteica programma

TitraMaster. Kopgjo skabes skaitli TAN aprekinaja:

TAN = Ctitrants'vtirir:lrants'MKOH’ kur (22)

TAN — kopgjais skabes skaitlis [mg KOH-g], ¢ — KOH vai TBAOH preciza koncentracija [mol-L%],
V — KOH vai TBAOH tilpums [L], M — KOH molmasa 56,11 g-mol?, m — parauga masa [g].

Tada pasa veida titréja ar TBAOH, titréSanas Iiknés atrodot divus stehiometriskos
punktus, kas lava aprékinat ne tikai TAN, bet arT fenolu saturu PhAN, 2.2. formula ievietojot

tilpumu starpibu starp pirmo un otro stehiometrisko punktu.

Titrimetriska kopéja aldehidu satura noteiksana.

Kopgja aldehidu satura noteikSanu pirolizes kondensatos veica, paraugiem pievienojot
hidroksilamina hidrohloridu un ar kalija hidroksidu potenciometriski titréjot radusos salsskabi.
50 mL sverglazité iel€ja un uz analitiskajiem svariem nosvéra aptuveni 2 mL kondensata,

pievienoja 5 mL 0,5 M hidroksilamina hidrohlorida $kidumu un uzlika vacinu. P&c 90 min
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pievienoja 20 mL propanola-2 un titréja ar standartizétu 0,1 M kalija hlorida $kidumu,
izmantojot titratoru TitraLab TIM 980. Stehiometrisko punktu noteica programma TitraMaster.
Kopgjo aldehidu saturu aprékinaja furfurola ekvivalentos un izteica ka furfurola masas dalu
procentos w Skidraja parauga:

Waldehidi = 100% - SKOHTKOH (2.3)

W — masas dala [%], ¢ — kalija hidroksida preciza koncentracija [mol-L?], V — kalija hidroksida

tilpums [L], M — furfurola molmasa 96,08 g-mol™?, m — parauga masa [g].

Titrimetriska levoglikozana un citu cukuru satura noteiksana.

Levoglikozana saturu pirolizes produktos noteica, paraugu oksid&jot ar natrija perjodatu,
radugos jodatu reducgjot ar kalija jodidu un radusos jodu titr&jot ar natrija tiosulfatu. ST metode
lauj vienlaicigi noteikt levoglikozana (anhidrosaharidu) un kopgjo citu cukuru (monosaharidu)
saturu [165]. 25 mL mérkolba uz analitiskajiem svariem iesvéra aptuveni 5 mL kondensata un
atSkaidija ar dejoniz€tu tideni. Divas citas 25 mL mérkolbas ar Mora pipeti parnesa 5 mL iegtita
Skiduma. Vienu no kolbam uzreiz ar dejonizeétu tideni uzpildija [idz atzimei, bet otra kolba pirms
atSkaidiSanas pievienoja 5 mL 15 % sérskabes Skiduma un 90 min hidrolizgja 120 °C
temperatiira. No katras kolbas ar Mora pipeti 25 mL sverglazités parnesa 2 mL Skidumu,
pievienoja 0,2 mL 15 % s€rskabes skiduma, 1 mL 0,2 M natrija perjodata Skiduma un ievietoja
termostat€jama zaveésanas skapi 40 °C temperattira. Pec 4 h sverglazites iznéma no ZaveSanas
skapja un pievienoja 5 mL 10 % amonija molibdata $kiduma. P& 15 min pievienoja 1 mL
etikskabes un 1 mL 10 % kalija jodida Skiduma, sverglazitem uzlika vacinus. Péc 15 min
Skidumu titr&ja ar restandartizétu 0,1 M natrija tiosulfata Skidumu. Levoglikozana masas dalu
procentos w aprékinaja peéc 2.4. formulas, bet kop€jo cukuru masas dalu aprékinaja glikozes

ekvivalentos péc 2.5. formulas.

Ctiosulf." (V2 tiosulf.— V1 tiosulf.)'M (2.4

0= 0/ -

Wievoglikozans = 100% (5-3-2/—2:3-21)'m
Ctiosulf.-(V e (V 1.~V 1£)'M

tiosulf.-\Vtiosulf. "5 35, -5.3.5, \ V2, tiosulf. ™ V1 tiosulf.)’ ki

ur (2.5.

5:3:2/'m ' (2.5)

Weykuri = 100% -

W — masas dala [%], ¢ — natrija tiosulfata preciza koncentracija [mol-L?], V1 — natrija tiosulfata
koncentracija nehidrolizétajam paraugam [L], V> — natrija tiosulfata koncentracija hidroliz&tajam
paraugam [L], M — molmasa levoglikozanam 162,14 g-mol™* vai glikozei 181,16 g-mol?, m — parauga

masa [g], 5, 2, 3 un 2’ — stehiometriskie koeficienti no reakciju vienadojumiem:

levoglikozana oksidésana: CeH100s + 2 NalO4 — CsHeO4 + HCOOH + H20 + 2 NalO3
heksozes oksidésana: CeH1206 + 5 NalOs — 5 HCOOH + CH20 + 5 NalOs

jodata reducésana: NalOs + 5 Kl + 6 CH;COOH — 3 I, + 3 H,0O + CH3COONa + 5 CH;COOK
joda titrésana: 12 + 2° NaS203 — 2 Nal + Na2S40¢
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Spektrofotometriska piemaisijumu noteiksana.

Pirolizes kondensatu sastava ir liels skaits savienojumu ar absorbciju UV-Vis diapazona,
tapec nav iesp€jams spektrofotometriski analiz&t individualus savienojumus. 2.1. attéla
redzams atikaidita pirolizes kondensata UV-Vis absorbcijas spektrs. Saja darba fenolu tipa
savienojumu relativa satura raksturo$anai izmantoti mérijumi pie vilna garuma 275 nm, kas
atbilst pirolizes kondensatu kopg€jas absorbcijas maksimumam. Ta ka paraugos bija daudzu
fenolu tipa savienojumu maisijums, netika veikta kalibréSana péc kada konkréta savienojuma,
bet rezultati uzraditi ka relativa absorbcija AU-mg™.

Apmeéram 0,1 g parauga uz analitiskajiem svariem iesvéra 25 mL mérkolba un atSkaidija
ar dejonizétu udeni. Absorbciju mérija 1 cm kvarca kivete, par salidzinasanas Skidumu
izmantojot dejoniz&tu tideni.

3 -

O T T T T T 1
200 250 300 350 400 450 500

A, nm

2.1. att. Pirolizes kondensata UV spektrs (4,1 mg-mL™?)

Attirito levoglikozana frakciju raksturoSanai izmantoja ICUMSA metodi, mérot
absorbciju pie 420 nm vilna garuma, ka ierasts partikas cukuru nozaré [166]. ICUMSA , krasu’’

aprékinaja p&c 2.6. formulas.

1000-A
by

krasa = , kur (2.6.)

A — absorbcija, b — kivetes garums [¢m], y — koncentracija [g-mL™].

Fenolu noteik$anai tika izmantota ari spektrofotometriska metode ar Folina-Cikalto
reagentu. 0,5 g kondensata iesvéra 25 mL mérkolba, atskaidija ar dejoniz&tu Gdeni. 0,5 mL
$kiduma parnesa cita 25 mL mérkolba, pievienoja 10 mL @idens un 0,5 mL Folina-Cikalto
reagenta un novietoja tumsa. P& 8 min pievienoja 1,5 mL 20 % natrija karbonata skidumu un
atstaja tumsa uz 2 stundam. Uzpildija kolbu ar dejoniz€tu tideni un mérija absorbciju pie vilna
garuma 675 nm. Tada pasa veida sagatavoja tukSo paraugu un galluskabes standartSkidumu
sériju ar koncentracijam 0,05-0,5 mg-mL™. Rezultatu aprekinaja péc kalibrésanas taisnes

vienadojuma un izteica ka galluskabes ekvivalentus GSE mg-g™.
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2.4. Cukuru kvantitativa noteik§ana ar UHPLC-MS/ELSD

Cukuru noteikSanas metodikas izstradei izmantoja dazadu cukuru standartvielas —
levoglikozanu, ksilozi, arabinozi, mannozi, glikozi, galaktozi, fruktozi, saharozi, celobiozi,
rafinozi un noskaidroja to izdaliSanas laikus un savstarp&jo atdaliSsanu ar Amidu vai HILIC
kolonnam. UHPLC analizém gatavoja cukuru $kidumus ar koncentraciju 0,1-3 mg-mL™.
Levoglikozana kvantitativajai noteikSanai pirolizes produktos, paraugus atskaidija sadi: 25 mL
mérkolba iesvéra aptuveni 5 g kondensata (K tipa paraugi) vai 100 mg pastas (P tipa paraugi),
vai 50 mL mérkolba iesvéra aptuveni 100 mg kristaliskas vielas (C tipa paraugi) un atSkaidija
ar idens/acetonitrila maistjumu 50:50 (v/v). Skidumus filtréja caur neilona membranas filtriem.
Injekecijas tilpums analizém bija 2 pL.

Lai novértétu UHPLC-MS/ELSD metozu jutibu, precizitati un pareizibu, noteica relativo
standartnovirzi seSiem paral€lajiem mérjjumiem gan standartvielai levoglikozanam, gan
levoglikozanam matrica (P tipa paraugos). NoteikSanas robezu LOQ aprékinaja péc
formulas [167]:

%% wur (2.7)

a

LOQ =

LOQ - noteiksanas robeza [mg-mL™], S¢ — standartnovirze seSiem paralélajiem méerjjumiem

[mg-mL™], a — taisnes virziena koeficients kalibrésanas grafika.

Metozu atgiistamibu noteica, P tipa paraugiem pievienojot zinamas koncentracijas

standartpiedevas. Atglistamibu aprékinaja péc formulas:

y - . -y -
R — 100% . Y'parauga ar standartpiedevu parauga, kur (28)

Ystandartpiedeva

R — atgiistamiba [%], y — koncentracija [mg-mL™?].

Cukuru klases savienojumus kvantitativi noteica, izmantojot divas izokratiskas UHPLC
sistémas, kur:

1) nekustiga faze bija Amidu kolonna 60 °C temperatiira, bet kustiga faze bija
tidens/acetonitrila maisijums 30:70 (v/v) ar 0,05 % amonija hidroksida piedevu, pliismas atrums
bija 0,15 mL-min™, analizes laiks 10 min;

2) nekustiga faze bija HILIC kolonna 30 °C temperatiira, bet kustiga faze bija 10 mM
amonija formiata bufer§kidums tidens/acetonitrila maisijuma 10:90 (v/v), plismas atrums bija
0,4 mL-min™, analizes laiks 13 min.

Tika arT izstradatas gradienta sist€émas, lai atseviSkos gadijumos kvalitativajai analizei

labak atdalitu dazadus anhidrosaharidus. Abu kolonnu gradienta parametri raksturoti 2.2 tabula.
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2.2. tabula

Gradienta programmas Amidu un HILIC kolonnam

Amidu kolonna, plismas atrums 0,2 mL-min™ HILIC Kkolonna, pliismas atrums 0,5 mL-min™*
Laiks, min H2O/ACN 60:40 + ACN Laiks, min | 10 mM amonija formiats ACN
0,1 % NH4+OH H>O/ACN 10:90
0 30 % 70 % 0 50 % 50 %
1 30 % 70 % 0,5 50 % 50 %
12 70 % 30 % 7 100 % 0%
13 70 % 30 % 10 100 % 0%
15 30 % 70 % 12 50 % 50 %
20 30 % 70 % 16 50 % 50 %

Selektivitati jeb vielu hromatografisko atdaliSanu aprékinaja péc formulas:

a =27 (2.8)

tr,l_to

o — selektivitate, t — savienojuma izdaliSanas laiks [min], to — briva tilpuma izdaliSanas laiks [min].

NoteikSanai izmantoja divus detektorus: kvadrupola masspektrometru MS un gaismas
izkliedes detektoru ELSD. MS detektésanu veica 100-400 m/z diapazona, negativaja ESI
reZima ar 5 V konusa spriegumu un 0,8 kV kapilara spriegumu, levoglikozana kvantificéSanai
izmantoja atseviSsku jonu detektéSanu (SIR) m/z vértibam: 161, 207, 323. ELSD detektora
parametri bija: pastiprinajuma koeficients 100, slapekla spiediens 30 psi (2,0 atm),
iztvaic€Sanas temperatiira 40 °C, izsmidzinasana dzeseSanas rezima. 2.2. atteéla redzami

levoglikozana kalibréSanas grafiku piemeéri, kas iegti ar dazadam detekteSanas metodém.

1600000 A QDa Ms . ® 207 m/z 7000000 - ELSD
1400000 1 _ o e 10+ 4,2:105 ®323m/z 6000000 - 3,8-10% - 9-10°
y=235,00" X+4,2: .." y=3,8: X - 9-
~ 1200000 - R?=0,998 @ ®161m/z 5000000 - R?= 0,994
p
% 1000000 - » 0 4000000 -
< 800000 - ) " y=3,3.10°- 3-10*
= . R R?= 0,996 3000000 - R
< 600000 - i
= 400000 - . y = 4,810 + 1,0-10° 2000000 .
... RZ =0,97 _.'
200000 - O @@ ® ’ 1000000 - .
L e
O T T T 1 O T T T 1
0 1 2 3 4 00 05 10 15 20
y, mg-mL? y, mg-mL?

2.2. att. Levoglikezana UHPLC noteikSanas kalibrésanas grafiki: pa kreisi — ar kvadrupola
MS detektoru, pa labi —ar ELSD detektoru

2.5. Anhidroglikozes izoméru noteik§ana ar HPLC-RI
Lai atdalitu anhidroglikozes izomérus — levoglikozanu un 1,6-anhidro-B-D-glikofuranozi,

bija nepiecieSams izmantot hromatografiju, kas balstas ekskliizijas un ligandu apmainas

mehanismos. Tam izmantoja HPLC-RI metodi ar katjonu apmainas sveku kolonnu Pb?" forma.
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Eluents bija dejonizéts fidens ar pliismas atrumu 0,6 mL-min™. Kolonnas temperatiira bija
84 °C, injekcijas tilpums 30 pL. Refrakcijas indeksa detektora Stinas temperatiira bija 60 °C.
Gatavoja paraugu $kidumus fideni ar koncentraciju 5 mg-mL™?. KalibréSanai sagatavoja
levoglikozana standartvielas $kidumu sériju 1-5 mg-mL?. Skidumus filtr§ja caur neilona

membranas filtriem.

2.6. Fenolu un furanu noteikS§ana ar UHPLC-UV

Fenolu un furanu tipa savienojumu noteikSanai izméginaja dazadas apgrieztas fazes
UHPLC kolonnas 30 °C temperatiira gradienta apstaklos ar plismas atrumu 0,4 mL-min™.
Gradienta programma paradita 2.3. tabula.

2.3. tabula
Apgrieztas fazes UHPLC gradienta programma

Laiks, min | 0,1 % skudrskabe tideni ACN
0 95 % 5%

7,0 5% 95 %

7,5 5% 95 %

8,0 95 % 5%

10 95 % 5%

Lai noteiktu atsevisku savienojumu izdaliSanas laikus, savstarp&jo atdaliSanos un
uznemtu to UV spektrus, sagatavoja $adu standartvielu $kidumus — furfurols, 5-HMF,
vanilinskabe, vanilins, gvajakols, siringols, metilgvajakols, metilsiringols, siringaldehids,
acetosiringons, izoeigenols. No Siem savienojumiem pirolizes kondensatos pietiekoSi vargja
atdalit un identificét furfurolu, HMF, vanilinskabi, vanilinu un siringaldehidu, ko kvantificgja
izmantojot UV mérfjumus pie 275 nm vilpa garuma. Papildus savienojumu identificéSanai
izmantoja kvadrupola MS detektoru 100-400 m/z diapazona, pozitivaja ESI rezima ar 12 V
konusa spriegumu un 0,8 kV kapilara spriegumu.

Standartvielu koncentracija kalibréSanas $kidumos bija 0,02-0,2 mg-mL™*. K tipa
paraugus sagatavoja, 25 mL mérkolba iesverot apméram 3 g kondensata un atSkaidot ar
tidens/acetonitrila maistjumu 50:50 (v/v). Skidumus filtréja caur neilona membranas filtriem.

Injekcijas tilpums bija 2 pL. 2.3. attela redzami furanu un fenolu kalibréSanas grafiku piemeri.

48



5000000 ~

.
4500000 + y=4,01107x + 410 .
4000000 A R*=0,9992 .~
. 3500000 - .
S furfurol
€ 3000000 A & y=2,9610%+710° @ furiurols
© R? = 0,9995 )
€ 2500000 - S e @ S HMF
3 2000000 - e y =1,71-10"x + 5-10° ® vanilins
= o R?=0,9991 @ vanilinskab
cqé 1500000 - ..... . vanilinskabe
.o y=8,0-10°% - 3-10¢ @ siringaldehids
1000000 - : o R?=0,998 &
500000 - .. JEUETII, S ® y=59010%+710°
0 ,' 'x,.-.:::‘.'-‘--""' R?=0,9991
0,0 0,1 0,1 0,2
y, mg-mL?

2.3. att. HMF, furfurola, vanilinskabes, vanilina un siringaldehida UHPLC-UV noteik§anas

kalibrésanas grafiki

Lai noveértetu UHPLC-UV metodes precizitati un pareizibu, noteica relativo
standartnovirzi seSiem paral€lajiem mérjjumiem gan standartvielam furfurolam, HMF,
vanilinskabei, vanilinam un siringaldehidam, gan Siem savienojumiem matrica. Metodes
atglistamibu noteica, paraugiem pievienojot standartpiedevas. Atglistamibu aprékinaja péc

2.8. formulas.

2.7. Pirolizes produktu SEC analize

Izmantojot ekskliizijas hromatografiju (SEC) tdens vidé ar AQ tipa kolonnam, paraugu
$kidinatajs un eluents bija dejonizétais fidens, pliismas atrums bija 0,6 mL-min?, injekcijas
tilpums bija 20 pL, kolonnas temperattra bija 40 °C. Sagatavoja Sadu vielu standartSkidumu
sériju ar koncentraciju 1 mg-mL™: levoglikozans 161 g-mol™?, glikoze 180 g-mol™, celobioze
342 g-mol'l, dekstrani 4400, 9900, 21400, 43500 un 12400 g-mol'l. Atkariba no to
koncentracijas pirolizes kondensatus pirms analizes 3-10 reizes atSkaidija ar dejonizeto tideni.

UdenT neskistoSajam pirolizes kondensatu frakcijam Iidzigi tika veikta SEC organiska
Skidinataja tetrahidrofurana videé, izmantojot XT tipa kolonnas. Izmantoja polistirola
standartvielas ar molmasam: 266, 570, 1250, 2250, 3460, 6670, 8900, 15500, un

21200 g-mol™. Ieguva 2.4. attéla redzamas tresas pakapes polinomu kalibrésanas Iiknes.
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2.4. att. SEC-RI hromatografijas kalibrésanas grafiki: tdens videé — cukuru un dekstranu

standarti, tetrahidrofurana vidé — polistirola standarti

2.8. Pirolizes produktu kvalitativa analize ar augstas izSkirtspéjas
masspektrometriju

Pirolizes produkti tika visparigi analizéti ar kvadrupola-nolidojuma laika tandéma
masspektrometru 50-1200 Da diapazona negativa ESI reZzima. Metodes parametri bija:
skenéSanas laiks 0,1 s, kolizijas energija 10 V, konusa spriegums 40 V. Jonizacijas avota
temperattira bija 120 °C, desolvatacijas temperatiira bija 400 °C un desolvatacijas gazes (Ar)
pliisma bija 600 L-h™. Analtzu laika masas korekcijai izmantoja leicina enkafalina standarta
fikséto masu (ESI- m/z bija 554,2615) skiduma ar koncentraciju 50 ng-mL™. Detektora
1z8kirtsp&ja bija 20000-23000. Rezultati tika apstradati ar MassLynx V 4.1. programmatiru.
Savienojumu identifikacijai izmantota programmas funkcija Elemental composition,
ierobezojot piedavatas struktirformulas ar iesp&jamo elementu sastavu: C, H, O, Na, un
ChemSpider datubaze [168].

Lai selektivi detekteétu 1,6-anhidroglikozes izomeérus, tika sastadita tandéma
masspektrometrijas metode SRM reZima joniem ar m/z veértibu 161 un 221. Metodes parametri
bija: negativa ESI, kolizijas energija 7 V, konusa spriegums 30 V. Pargjie parametri tadi pasi,

Vo——

ka aprakstits ieprieks€ja rindkopa.

2.9. Pirolizes produktu sadaliSana, izmantojot jonu apmainas svekus

Pirolizes kondensatu sadaliSanai ar jonu apmainas svekiem sagatavoja vienkarSu atvertas
kolonnas hromatografijas sistému. Stikla kolonna, kurai apaksa bija piekauséts krans pliismas

reguléSanai un kuras iekS€jais diametrs bija 2 cm, ievietoja vates gabalinu un skaloja ar
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dejonizetu tdeni. P&c tam iepildija jonu apmainas sveku suspensiju tideni, lai sorbenta slana
augstums biitu 50-60 cm. Kolonna tika Iidzsvarota atbilstosi sorbenta veidam, ka aprakstits
2.4. tabula. Mazakiem paraugu daudzumiem izmantoja kolonnu ar 1 cm diametru un 30 cm

sorbenta slani.

2.4. tabula
Sorbenta sagatavoSana pirms pirolizes kondensatu ievadiSanas kolonna
Sorbents SagatavoSanas procediira
Vaji skabi katjonu apmainas sveki Na* Skaloja ar 2 L dejonizgta idens
forma

Skaloja ar 10 % Ca(OH); skidumu, Iidz vargja
noverot sveku sarausanos visa kolonnas tilpuma,
p&c tam skaloja ar 2 L dejonizeta tidens.

Stipri skabi katjonu apmainas sveki H"
forma

Skaloja ar 1,5 % NaOH skidumu, lidz eluata ar
AgNO:s; vairs neuzradijas Cl joni, p&c tam
skaloja ar dejonizetu tideni I1dz neitralam pH.

Stipri baziski anjonu apmainas sveki CI°
forma

Nefunkcionalizti polistirola sveki Skaloja ar 2 L dejonizéta tidens

Pirolizes kondensatu paraugus ar sausnes saturu < 6 % ietvaic€taja sakoncentrgja lidz
~20 %, filtr&ja caur kroku filtru un 10-15 mL iepildija kolonna. Tika parbaudits, vai, filtrgjot
paraugus, nerodas levoglikozana zudumi — ar jodometrisko metodi nogulsnés levoglikozans
netika konstatéts, bet paraugd pirms un péc filtréSanas nebija bitiskas levoglikozana
koncentracijas izmainas (3 % robeZas, kas ieklaujas metodes nenoteiktiba). Kad paraugs bija
iepildits kolonna, iestatija vienmérigu tidens vai tidens/etanola maisijuma plismas atrumu (0,6-
1,6 mL-min'l) un ik p&€c 10 min savaca eluata frakcijas, kuras noteica sausnes, levoglikozana,
kopgjo cukuru un piemaisijumu saturu, ka aprakstits 2.3. apak$nodala. Eksperimentus veica
istabas temperatiira 20 + 4 °C.

Preparativas hromatografijas eksperimenti tika turpinati, izmantojot automatiz&to
preparativas cietfazes ekstrakcijas iekartu ,,Sorbomate”, kuras fotografija un shematiskais
att€lojums redzami 2.5. att€la. Pirolizes kondensatu sadaliSanu ar ,,Sorbomate” veica lidzigi, ka
aprakstits ieprieks ar atvertas kolonnas sisteému. 100 mL stipri baziskos anjonu apmainas svekus
OH- vai stipri skabos katjonu apmainas svekus Ca®" forma iidens suspensijas veida iepildija
preparativaja kartridza ar aksialo saspieSanas ierici. Plismas atrums bija 30 mL-min™, telpas
temperattira 21 + 1 °C, frakciju savakSanas programmu sastadija, vadoties péc UV absorbcijas
mérfjumu izmainam pie vilna garuma 275 nm. Viena eksperimenta vargja sadalit aptuveni 1,2 L

kondensata, kas atbilst 35-40 g sausnes.

51
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2.5. att. ,,Sorbomate’’ automatizéta preparativas cietfazes ekstrakcijas iekarta: pa kreisi —

iekartas fotografija LVKKI, pa labi — iekartas shematisks att€lojums

2.9. Fenolu desorbcija no anjonu apmainas svekiem

Ar fenoliem piesatinatus anjonu apmainas svekus OH™ forma izbéra no kolonnas un lava
izzut istabas temperatiird. P&€c tam sauso sorbentu vienmerigi samaisija un piecas 50 mL
sverglazites iesvera pa 3 g. Katra sverglazité pievienoja pa 30 mL $kidinataja:
e metanolu
e metanolu/tdeni (75:25 v/v)
e metanolu/etikskabi (75:25 v/v)
e ctanolu/etikskabi (75:25 v/v)
e metanolu/etikskabe/tideni (60:20:20 v/v/v)

Paraugus maisija 30 min, p&c tam dekant&ja Skidumus un piecreiz atSkaiditus analiz&ja ar
UHPLC, ka arT noteica kop&jo fenolu saturu péc Folina-Cikalto metodes. Lai apstiprinatu
tendences, desorbcija ar dazadiem skidinatajiem tika veikta sorbentiem, kas bija piesatinati tris

dazados pirolizes kondensatu sadaliSanas eksperimentos.
2.10. Levoglikozana KristalizeSana

Lai izveletos piemérotako Skidinataju levoglikozana kristaliz€Sanai, parkristalizgjot
standartvielu, tika salidzinata iegtita produkta tiriba un iznakums, izmantojot acetonu, metanolu
un etanolu. Ta ka etanols uzradija vislabakos rezultatus, tas tika izmantots dalgji attirito
levoglikozana frakciju, kas bija izdalitas no pirolizes kondens€jamajiem produktiem,
parkristalizéSanai. 10 g parauga pievienoja 20 mL etanola un maisot kars€ja uz elektriskas

plitinas, lidz levoglikozans bija izSkidis, atdzes€ja lidz istabas temperatiirai, filtr§ja zem
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vakuuma un kristalus divas reizes skaloja ar aukstu ectanolu. Lai veicinatu krasaino
piemaistjumu atdaliSanu, karstajam levoglikozana Skidumam etanola pievienoja 0,2 g aktivétas
ogles, maisija 5 min un atri nofiltr§ja, lai, Skidumam atdziestot, levoglikozans nesaktu
kristaliz&ties ar ogles dalinu ieslégumiem. Tad Skidumu atdzes&ja un filtr&ja, kristalus divreiz
skalojot ar atdzes€tu etanolu. Attiritajam levoglikozanam noteica krasu péc UV absorbcijas pie
420 un 275 nm vilpa garumiem, ka arT kuSanas temperatiiru un optisko grieSanas lenki, ko
aprékinaja péc formulas:

at

__1-0,00037(t—20°C)

20
ap Iy

, kur (2.9)

t — eksperimenta temperatiira [°C], o' — eksperimentali noméritais grieSanas lenkis temperatura t, | —

kivetes garums [dm], y — parauga koncentracija [g-mL™?].
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3. REZULTATU IZVERTEJUMS

Turpmak apkopoti, apstradati un izverteti rezultati, kas iegiti ar 2. nodala aprakstitajam
metodém. Aprakstita dazadu UHPLC analitisko metozu izstrade un pielietojamiba pirolizes
kondensatu analizém (cukuru atvasinajumu, fenolu un furanu noteiksana), ka art preparativa
pirolizes kondensatu frakciongSana ar dazadam jonu apmainas sveku kolonnam, lai izdalitu un
attiritu levoglikozanu. Augstas tiribas levoglikozana iegtiSanai izmantota kristaliz€Sana etanola
un apstrade ar aktivéto ogli. Izvertéta iesp&ja no pirolizes kondensatiem izdalit levoglikozana

izoméru 1,6-anhidro-B-D-glikofuranozi.

3.1. Cukuru atvasinajumu Kkvantitativas noteik§anas UHPLC metodes
izstrade

Cukuru atvasinajumu analizém tika izmantots gaismas izkliedes detektors un kvadrupola
masspektrometrs, apskatitas divas UHPLC hidrofilas mijiedarbibas kolonnas —
nefunkcionalizéts HILIC sorbents, ka arT ar amidgrupam atvasinats sorbents. Pirolizes
kondensatos galvenais cukuru analizZu mérka savienojums ir levoglikozans, bet turpmak
aprakstitas metodes izstradatas arT iespgjai analiz€t citus cukurus vai to atvasinajumus,

piem&ram, koksnes hidrolizes produktos.

Detektori.

Lai izstradatu cukuru noteikSanas metodi, izmantojot UHPLC, vispirms jaizvélas
piemérota detektéSanas metode. Tika izvertéta divu detektoru — gaismas izkliedes detektora
(ELSD) un kvadrupola masspektrometra (MS) — parametru mainas ietekme uz analitu
signala/trok$na attiecibu. 3.1. attéla redzams, ka, mainot tris ELSD parametrus —
izsmidzinatajgazes N2 spiedienu, iztvaic€Sanas temperatiiru un pastiprindjuma koeficientu,
optimala signala/troksna attieciba levoglikozana gadijuma bija $ados apstaklos: N2 spiediens
30 psi, iztvaicéianas temperatira 45 °C un pastiprinajuma koeficients 100. Sie detekté$anas
apstakli bija piemérotakie ar1 citu cukuru, pieméram, ksilozes, glikozes, saharozes un
celobiozes, noteikSanai. Literatara aprakstits [169], ka, palielinoties N2 plismas atrumam vai
spiedienam, levoglikozana signals samazinas, savukart iztvaic€Sanas temperatlras
palielinaSana sakotngji uzlabo signala intensitati, jo tiek veicinata kustigas fazes iztvaikoSana,
tacu parak augsta temperatiira var samazinat analita signalu, ka tas noverots art $in1 gadijuma.
Svarigi piemingt, ka visu eksperimentos izmantot cukuru kalibréSanas grafiki bija lidzigi —
vienada koncentraciju diapazona taisnes vienadojumos A loceklis visiem cukuriem sakrita

10 % robezas, bet B loceklis — 2 % robezas. Vidgjais visu cukuru kalibrésanas taisnes
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vienadojums bija: y = (2,9-10% + 0,12-106)x — (1,0-10° + 0,03-10°). Tatad nepieciesamibas
gadijuma, pieméram, ja nav pieejams kads mono- vai oligosaharida standarts, kalibréSanu

kvantitativam analizém ar ELSD var veikt, izmantojot cita cukura standartu.

35000 18000 - 16000 - —e—levoglikozans
ksiloze
230000 516000 814000 :
] 214000 2 12000 —+—glikoze
& 25000 £ £ saharoze
w 12000 ® 10000 A _
® 20000 * ® 10000 -4 —&—celobioze
& 5 % 8000
= - -
o 8000 ]
£ 15000 £ £ 6000
£ <. 6000 5
£ 10000 .; I 4000 A
'" 5 4000 S
= 5000 @ 2000 w2000
0 + T T T 1 0 A T T T 1 0 T T T 1
30 35 40 45 50 35 40 45 50 55 50 100 150 200 250
slapekla P, psi iztvaicé3anas T, °C pastiprinajuma koeficients

3.1. att. Gaismas izkliedes detektora izsmidzinatajgazes N, spiediena, iztvaicéSanas

temperatiiras un pastiprinajuma koeficienta vértibas ietekme uz analitu signala/troksna attiecibu

MS gadijuma bija jaizvelas gan optimali parauga jonizeéSanas apstakli, gan m/z veértibas,
pie kuram veikt atsevisku jonu detekteSanu (SIR rezima). Ta ka tika petitas divas dazadas
hromatografiskas sistémas un katrai kolonnai tika izmantota atSkiriga kustiga faze, tika
noverotas cukuru jonizacijas atskiribas, ja kustiga faze bija:

1) tdens/acetonitrils ar NH4OH piedevu (pH 7,5-9 atkariba no NH4OH koncentracijas);

2) amonija formiata buferSkidums tidens/acetonitrila maisijuma ar pH 4,5.

1. pielikuma paraditi dazu atSkirigu cukuru vai cukuru atvasinajumu masspektri, bet
3.1. tabula apkopota informacija par levoglikozana, ksilozes, fruktozes, glikozes, saharozes un
celobiozes izteiktakajiem joniem. Interesanti, ka S0 savienojumu molekularie joni [M-H*]
tikpat ka nekad nebija intensivakie, it seviski kustigaja faze ar buferSkidumu. Pirmaja kustigas
fazes varianta vienigais iznémums bija saharoze ar intensivako jonu m/z 341, celobiozes
molekulara jona intensitate bija 50 %, bet levoglikozana molekulara jona m/z 161 intensitate
bija tikai 15 % un glikozes jona m/z 179 — 10 %. Visiem cukuriem raksturiga aduktu veidosana
ar UHPLC sistéma esoSo skudrskabi, kas ir bieZi izmantota kustigas fazes piedeva. Ar1 literatiira
minéts, ka disaharidam laktozei negativaja jonizacijas rezima uzradits ,,negaiditi intensivs
signals 387,1 m/z” [159], kas tapat ka celobiozes un saharozes gadijuma (3.1. tabula)
skaidrojams ar formiata adukta veidoSanos.

Levoglikozanam uzradits ari adukts ar Gdeni m/z 179, bet visintensivakais jons
levoglikozana masspektra bija dimérs ar m/z 323, ja kustigaja faze saturéja NH4OH piedevu,
bet ne m/z 323, ne 161 joni netika detektgti, ja kustigaja faz€ bija buferskidums ar zemaku pH,

tatad lielakas formiata jona koncentracijas gadijuma adukta veidoSanas parliecinosi izkonkurgja
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molekulara jona veidoSanos un dimerizaciju jonizacijas laika. Ari ksilozes un glikozes
gadijuma bija nov€rojama dimerizacija un neidentificeétu aduktu veidoSanas. Ta ka
elektroizsmidzinaSanas jonizacija pieder salidzinoS$i ,,maigajiem” jonizacijas veidiem [170],
izteiktu fragmentu jonu konkréto savienojumu masspektros nebija. Celobioze bija vienigais
savienojums, kura masspektra bija véra nemams fragmenta jons ar m/z 161, kas radies, $keloties
§1 savienojuma glikozidiskajai saitei. Glikozei, lai gan ar zemu intensitati, bija novérojams

dehidratétais jons [M-H.O-H"]" ar m/z 161.

3.1. tabula
Cukuru masspektros noverotie intensivakie joni
Eluents ar 0,05 % NHsOH Eluents ar 10 mM amonija
L - piedevu formiata bufer§kidumu
Savienojums, ta molmasa :
Jons m/z | . Jona Jons m/z | . Jona
intens. % intens. %
[2M-H*T 323 100 [M+FA-H* 207 100
Levoglikozans, 162 g-mol ['\"[KAF_Q;']TT igz ‘ig [M+Y-HT] | 285 20
[M+H,O-H*T | 179 5
. ! [M+FA-H*T | 195 100 [M+FA-H*T 195 100
Ksiloze, 150 g-mol 2M+X-HT | 307 70 RM+X-HT | 307 10
[2M+X-H+] | 367 100 [M+FA-H*T 225 100
Fruktoze, 180 g-mol*! [M+FA-H+]" | 225 10 [2M+X-H*] 367 40
[M-H*T 179 20
[M+FA-H*] | 225 100 [M+FA-H* 225 100
. ! [2M+X-H*]- | 367 30 [2M+X-H*] 367 60
Glikoze, 180 g-mol [M-HT 179 10 [M-HT 179 5
[M-H20-H+] | 161 5
R [M-H*T 341 100 [M+FA-H+]- 387 100
Saharoze, 342 g-mol [M+FA-H*T 387 95
[M+FA-H*] | 387 100 [M+FA-H+]- 387 100
Celobioze, 342 g-mol* [M-H*T 341 50
[M-GI-H*T 161 30

*M — savienojuma molekula, FA — skudrskabe, X,Y — nezinami fragmenti, Gl - glikoze

MS signala intensitati iesp&jams mainit, izvéloties jonizacijas energiju. 3.2. att. redzams,
ka 5 V stipra negativa jonizacija nodrosinaja lielako signala/trok$na attiecibu joniem ar m/z
vertibu 161 gan levoglikozana molekulara jona gadijuma, gan glikozes un celobiozes fragmentu

jonu gadijuma.

1000
2
ﬁ 200
-‘HE levoglikozans, m/z 207
T 600 —e—evoglikozans, m/z 323
&; 400 —s—levoglikozans, m/z 161
=} —m—celobioze, m/fz 161
2 200 ——glikoze, m/z 179
=
2 o ; ; : ; ——glikoze, m/z 161

1 2 3 4 5 6 7 B 5% 10 11
jonizacijas energija, V

3.2. att. Kvadrupola MS jonizacijas energijas ietekme uz jonu signala/troksna attiecibu
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Palielinot jonizacijas energiju, samazinajas levoglikozana diméra jona signala intensitate
un taja pasa laika palielingjas levoglikozana un skudrskabes adukta signala intensitate.
Savukart, levoglikozana-tidens adukta intensitate butiski samazinajas, palielinot jonizacijas
energiju augstak par 5 V. Pretéjs efekts novérojams glikozes gadijuma — molekulara jona
signala/troksna attieciba pieauga, palielinot jonizacijas energiju. Veicot MS detektéSanu SIR
rezZima pie 3.1. tabula min€tajam m/z vertibam, tikai atseviskos gadijumos vargja iegiit
kalibrésanas grafikus ar linearitati R? > 0,99, lai veiktu kvantitativas analizes. Japiebilst, ka
cukuru analizés nav neparasti kvantificéSanai izmantot aduktu, nevis molekularos jonus [158,
159]. 3.2. tabula redzams, ka R? vismaz 0,99 bija, veicot mérijumus m/z vértibam 323 un 207
levoglikozanam, 195 ksilozei, 225 glikozei un 387 saharozei un celobiozei. Cukuru noteikSanas
jutiba ar MS detektoru bija aptuveni 2 mg-mL™?. Vislabako jutibu un LOQ = 0,6 mg-mL"

uzradija levoglikozana noteikSana, veicot meérijumus joniem ar m/z 323.

3.2. tabula

Atsevisku cukuru jonu MS detektéSanas noteik§anas robeza LOQ un linearitate R?

Savienojums | Jons, m/z | LOQ, mg-mL™* R2 (a;ll_garl:g:sL-l)
Levoglikozans 323 0,9 0,996

161 2 0,97

207 2 0,998
Ksiloze 195 1 0,996
Glikoze 225 2 0,990
Saharoze 387 6 0,97
Celobioze 387 3 0,990

Kontrastam 3.3. tabula paradita to pasu cukuru noteikSanas linearitate un jutiba ar ELSD
detektoru. Atskirtba no MS detektora, kura jutiba un linearitate var bitiski atSkirties pat
lidzigiem savienojumiem, ar ELSD detektoru visu cukuru noteik3anai linearitate bija R? > 0,99.
Tapat arT noteik$anas robeZa visu cukuru gadijuma bija lidziga — aptuveni 0,04 mg-mL™, kas ir
vairak neka desmitreiz labaks raditajs neka MS detektoram. Literattira minéta levoglikozana
noteik3anas robeza ar ELSD detektoru 0,009 mg-mL™ 10 pL injekcija [169]. Nemot véra, ka
Saja darba injekcijas tilpums bija 2 pL, iegttas cukuru LOQ vertibas ir [idzigas vai pat zemakas

par literatiras datiem.

3.3. tabula
Cukuru ELSD detekteSanas noteik§anas robeza LOQ un linearitate R?
Lo R Linearitate
Savienojums LOQ, mg-mL R?(0,3-2 mg-mL-)
Levoglikozans 0,04 0,994
Ksiloze 0,05 0,992
Glikoze 0,02 0,991
Saharoze 0,04 0,990
Celobioze 0,04 0,990
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Kolonnas.

Cukuru hromatografiskajam analiz€m ar iztvaicgjoSajiem detektoriem, tadiem ka ELSD
vai MS biezi izmanto kustigo fazi ar gaistosam baziskam piedevam (amonija hidroksidu vai
trietilaminu) [171]. Saja darba amidu kolonnas gadijuma tika lictota amonija hidroksida
piedeva, jo ta ir vélamaka, stradajot ar MS detektoru. Izvertejot piedevas koncentracijas ietekmi
uz levoglikozana jonizaciju, tika noskaidrots, ka vislielaka signala/trok$na attieciba bija ar
<0,05% NH4OH. 3.3. attela redzama NH4sOH koncentracijas (tilpuma %) kustigaja faze

ietekme uz levoglikozana un citu cukuru jonu signala/troksna attiecibu.

5000 levoglikozans, m/z 207
T% 2000 1 —e—levoglikozans, m/fz 323
'% 5000 —o—IeuDg!ikuzéng m/z 161
’g. celobioze, m/z 161
ﬂéﬂ 2000 - ——glikoze, m/z 225
Eu- 1000 —b—glikoze, m/z 161
= :
E‘ ] *

0,025 0,050 0,075 0,100
MH40H piedeva kustigaja fazg, %

3.3. att. Kustigas fazes piedevas NH:OH Kkoncentracijas ietekme uz analitu jonu

signala/troksna attiecibu kvadrupola masspektrometrija

Ta ka HILIC kolonna ir lietojama tikai lidz pH 5, tas gadijuma par kustigo fazi tika
izvelets 10 mM amonija formiata buferSkidums ar pH 4,5. V&l japiemin, ka HILIC kolonnai ir
ierobezojumi ne tikai attieciba uz eluenta pH, bet ar1 kolonnas temperatiru — ta nedrikst
parsniegt 45 °C, tapéc analizém tika izmantota 30 °C temperatiira. Savukart Amidu kolonna ir
lietojama Iidz pat 90 °C, Iidz ar to bija iesp&€jams parbaudit kolonnas temperatiiras ietekmi uz
dazadu cukuru Skiduma sadaliSanu. 3.4. att€éla redzamas devinu cukuru — levoglikozana,
ksilozes, arabinozes, mannozes, glikozes, galaktozes, saharozes, celobiozes un rafinozes —
Skiduma hromatogrammas, kas iegiitas pie atSkirigam Amidu kolonnas temperatiiram: 30, 50
un 70 °C.

Temperatiira zemaka par 60 °C biitiski paplatinajas vai pat saskelas vairaku cukuru joslas.
Zinams [172], ka §ada paradiba raksturiga monosaharidiem mutarotacijas dél. Redzams, ka tas
attiecas ar1 uz disaharidu celobiozi, kuras struktiira (atSkiriba no disaharida saharozes un
trisaharida rafinozes) ir reduc€josa cukura elementarvieniba. Levoglikozanam ar anhidrogrupu
starp C1 un C6 oglekla atomiem raksturigas no temperatiiras neatkarigas Sauras hromatografijas
joslas. Salidzinot hromatogrammas 30 °C un 70 °C temperattra, redzams, ka nereducgjoso
saharidu — levoglikozana, saharozes un rafinozes — joslu platumi samazinajas par < 10 %. Saja

gadijuma nebija runa par o- un f-anoméru veidoSanos, bet gan masas parneses procesiem, jo
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augstaka temperatiira joslu platums nedaudz samazinajies lidz ar izdaliSanas laika
samazinasanos. Savukart, reducgjosajiem cukuriem temperatiiras ietekmé& joslu platums
samazinajies $adi: ksilozei par 40 %, arabinozei par 50 %, mannozei par 50 %, glikozei par
15 %, galaktozei par 50 % un celobiozei par 5 %. Lai gan reducgjoSo cukuru — glikozes un
celobiozes joslas zemakaja temperatiira paplatinajas salidzinosi maz, joslu formas izmaina bija
actmredzama: zemaka temperatiira joslas zaudgja augstumu un kluva asimetriskas. Turpmakam
levoglikozana un citu pirolizes produktos atrodamo cukuru atvasinajumu analiz€ém ar Amidu

kolonnu tika lietota 60 °C temperatiira.
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3.4. att. Cukuru maisijuma UHPLC-ELSD hromatogrammas atkariba no Amidu kolonnas
temperatiras: 1 — levoglikozans, 2 — ksiloze, 3 — arabinoze, 4 — mannoze, 5 — glikoze, 6 — galaktoze,

7 — saharoze, 8 — celobioze, 9 — rafinoze

Par pamatu cukuru noteikSanas metodei ar Amidu kolonnu nemta ,,Waters” UHPLC
metode [171], kas saskana ar literatiiru piemérota ksilozes, fruktozes, mannozes, glikozes,
saharozes, celobiozes un augstaku oligosaharidu atdaliSanai. Praks€ atklajas, ka dazu koksnes
kimija raksturigu cukuru atdaliSana bija nepilniga. Cukuru izdaliSanas seciba — atkariba no
molekulu izméra, hidroksilgrupu skaita un telpiska novietojuma — bija $ada: levoglikozans,
ksiloze, arabinoze, fruktoze, mannoze, glikoze, galaktoze, saharoze, celobioze, rafinoze. HILIC
kolonnas gadijuma izdaliSanas seciba bija tada pati, bet lielakoties cukuru sorbcija HILIC
kolonna bija daudz spécigaka neka Amidu kolonna — to parada atSkirigas izdaliSanas

koeficientu k’ vértibas, kas apkopotas 3.4. tabula.
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3.4. tabula

Cukuru izdali§anas laiki tr, izdaliSanas koeficienti k’ un selektivitate o

t, min K (i} (pre.t iep_riek§éjo
Savienojums — — saylenOJumu)
Amidu kolonna HILIC Amidu HILIC Amidu HILIC
kolonna kolonna
Levoglikozans 2,263 +0,012 1,50+ 0,02 2,7 2,1 - -
Ksiloze 2,79+ 0,02 2,34+ 0,02 3,3 3,3 1,2 1,6
Arabinoze 2,89+ 0,02 2,841 £+ 0,002 3,4 41 1,0 1,2
Fruktoze 3,09+ 0,02 3,426 +0,0012 3,6 4,9 1,1 1,2
Glikoze 3,38+ 0,03 4,12 + 0,04 4,0 5,9 1,1 1,2
Galaktoze 3,54+ 0,06 4,68+ 0,02 4,2 6,7 1,0 1,1
Saharoze 4,13 +0,03 6,5+0,3 4,9 9,3 1,2 14
Celobioze 4,65+ 0,05 12,2+0,2 55 17 1,1 1,9

Ksilozes izdaliSanas koeficienti k> Amidu un HILIC kolonna bija vienadi — 3,3, bet
levoglikozana (vienigais savienojums, kas izdalijas pirms ksilozes) k> ar Amidu kolonnu bija
gandriz par tresdalu lielaks neka ar HILIC kolonnu. Tatad levoglikozans ar mazaku OH-grupu
skaitu un anhidrogrupu ta kimiskaja struktiira salidzino$i vajak mijiedarbojas ar
nefunkcionalizéto HILIC sorbentu. Pret€ja tendence bija novérojama pargjiem cukuriem, kuri
izdalijas péc ksilozes — to k’ ar HILIC kolonnu bija ievérojami lielaki neka ar Amidu kolonnu.
Visvélak izdalita cukura — celobiozes — k’ ar HILIC kolonnu bija aptuveni tris reizes lielaks
neka ar Amidu kolonnu un attiecigi art kopgjais analizes laiks ar HILIC kolonnu bija ilgaks un
eluenta patérin$ lielaks. [zmantojot Amidu kolonnu, izdaliSanas laiku relativa standartnovirze
gan vienas dienas ietvaros, gan dazadas dienas neparsniedza 1 %. Ar HILIC kolonnu viena
diena veiktas analizés izdaliSanas laiku relativa standartnovirze bija < 1 %, bet, salidzinot
dazadas dienas veiktas analizes, izdaliSanas laiki bija atSkirigi ar relativo standartnovirzi lidz
pat 15 %, kas skaidrojams ar to, ka HILIC kolonnas gadijuma tika izmantota kustiga faze ar
vairak sastavdalam, ka de] katra pagatavoSanas reize varg€ja nedaudz atSkirties eluenta sastavs.
IzdaliSanas laiku nobides neietekméja savienojumu savstarp&jo atdaliSanos.

3.5. attels uzskatami ilustré to, ka ar HILIC kolonnu bija iesp&ams atdalit tadus
savienojumu parus, kuru atdaliSana ar Amidu kolonnu bija nepilniga. Amidu kolonnas
gadijuma epiméru pariem ksiloze/arabinoze un glikoze/galaktoze selektivitate a bija 1,0, Iidz
ar to ar Amidu kolonnu var noteikt pentozes (ksiloze + arabinoze) un heksozes (glikoze +
galaktoze) ka grupas, nevis individualus cukurus. Savukart, ar HILIC kolonnu visiem cukuru
pariem o bija > 1,1, tatad HILIC kolonnas biitiska priekSrociba ir iesp&ja noteikt atseviskus
monosaharidus — pat epimeérus. Lai ar Amidu tipa nekustigo fazi atdalitu min€tos cukuru parus,
nepiecieSams palielinat teorétisko Skivju skaitu, pieméram, virkné saslédzot divas 15 cm garas
Amidu tipa kolonnas, ka rezultata var atdalit glikozi un galaktozi, bet ievérojami palielinas

analizes laiks — Iidz pat 40 min [173].
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3.5. att. Cukuru UHPLC-ELSD hromatogrammas, izmantojot Amidu un HILIC kolonnu:

1 —levoglikozans, 2 — ksiloze, 3 — arabinoze, 4 — fruktoze, 5 — glikoze, 6 — galaktoze

Lai pastavigi veiktu levoglikozana noteikSanu praktiskaka ir Amidu kolonnas metode, jo
mazaka pliismas atruma (0,15 mL-min? Amidu kolonnai, bet mL-min™* HILIC kolonnai) un
analizes laika d€] var patérét mazak eluenta un samazinat katras analizes izmaksas.

Levoglikozana kvantitativai noteikSanai paraugos tika salidzinatas §adas metodes:

e Amidu vai HILIC UHPLC kolonna ar ELSD detektoru,
e Amidu UHPLC kolonna ar kvadrupola MS detektoru SIR rezima (323, 207 un 161 m/z),
e HILIC UHPLC kolonna ar kvadrupola MS detektoru SIR rezima (207 un 285 m/z).

Izveleto UHPLC metozu pielietojums paraugu analizém.

UHPLC levoglikozana noteikSanas metodém tika izvertéta pareiziba un precizitate.
Pareizibu raksturoja standartpiedevas atglistamiba matrica, bet precizitati — relativa
standartnovirze seSiem paral€lajiem levoglikozana mérjjumiem standartSkiduma un matrica.
3.5. tabula apkoptie rezultati parada, ka visam izvéletajam metodém atgiistamiba bija tuva
100 % (tikai divu metozu — UHPLC-MS ar Amidu kolonnu un m/z 323 SIR reZimu, ka ari
UHPLC-MS ar HILIC kolonnu un m/z 207 SIR rezZimu — atgiistamibas rezultatu
standartnovirzes neieklava 100 % veértibu). Kopuma atgiistamibai gandriz visos gadijumos bija
tendence uz nedaudz paaugstinatu rezultatu, bet nevienas metodes atglistamibas vidgja veértiba
neparsniedza 110 %. Tikai metodei, izmantojot Amidu kolonnu ar MS m/z 207 detektéSanu,
atglistamiba bija ievérojami pazeminata — 91 %. ELSD detektora precizitate bija laba abu
kolonnu gadijuma, t.i., relativa standartnovirze pat matrica neparsniedza 3 %. MS detektora

gadijuma relativa standartnovirze lielakoties bija 5-10 % robezas.
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3.5. tabula

Dazadu UHPLC levoglikozana noteik§anas metoZu pareiziba un precizitate

Metode Atgiistamiba % = Se Srs %, standartskiduma Sr6 %, matrica
UHPLC (Amidu)-ELSD 101 £3 2 0,7
UHPLC (Amidu)-MS m/z 323 103 +£2 7 7
UHPLC (Amidu)-MS m/z 161 101 +4 8 4
UHPLC (Amidu)-MS m/z 207 91+7 11 7
UHPLC (HILIC)-ELSD 99,6 £ 1,3 2 3
UHPLC (HILIC)-MS m/z 207 107+6 5 2
UHPLC (HILIC)-MS m/z 285 100+ 5 14 10

AtseviSkas analitiskas metodes tika izmantotas levoglikozana noteikSanai pirolizes
produktu paraugos, kuros bija atskirigs levoglikozana tiribas Iimenis: pirolizes kondensati — loti
atSkaiditi idens $kidumi (levoglikozana koncentracija < 4 %); pastas (ietvaicéti kondensati,
atsalni, dal€ji attirita levoglikozana frakcijas) — dazadu vielu maisijumi ar idens saturu aptuveni
10 %, (levoglikozana koncentracija 40-90 %); kristalisks levoglikozans — ar kristalizé$anu
attirits levoglikozans (levoglikozana koncentracija > 90 %).

Levoglikozana kvantitativas noteikSanas rezultati atrodami 2. pielikuma, bet grafisku
kopsavilkumu var redzét 3.6. attéla. Salidzinamus rezultatus vargja iegiit, izmantojot abas
UHPLC kolonnas apvienojuma ar ESLD detektoru, ka arT Amidu kolonnu ar MS (m/z 323).
Bet HILIC kolonnas gadijuma ar MS matricas ietekmes dgl tika iegiti ieveérojami paaugstinati
rezultati (piemeram, levoglikozana koncentracija kondensata tika noteikta ka 4,8 %, kaut ar1
sausnes koncentracija parauga bija tikai 3,8 %, vai pastas parauga tika noteikta 120 %
levoglikozana koncentracija), tap€c §1 metode atzita par nepiemerotu un turpmak netika
izmantota. Salidzinagjumam tika izmantota jodometriskas titréSanas metode, ar ko nosaka
levoglikozanu (anhidrosaharidus) un kopgjos cukurus (bez anhidrogrupam), ko aprékina ka
glikozes ekvivalentus.

B UPLC(HILIC)-ELSD ® UPLC(Amidu)-ELSD ® UPLC(Amidu)-MS M jodometrija

4 -
100 - 100 -
314 1 i 80 - 80 -
X 60 - 60 -
22
Q ] i
T c H 40 - 40 -
20 - 20 -
0 - 0 -
K1-0K1-1K1-2K1-3K2-0K2-1K2-2 K2-3 K2-4 PL P2 P3 P4 P5 P6 1 Cc2 3

3.6. att. Levoglikozana noteikSanas rezultati, izmantojot dazadas metodes: K tipa paraugi —

kondensati, P tipa paraugi — pastas, C tipa paraugi — kristaliski
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Paraugu grupas K un P, kas apzime pirolizes produktu kondensatus un pastas, bija izteikta
tendence ar UHPLC(HILIC)-ELSD metodi iegit 10-20 % zemakus rezultatus neka ar
UHPLC(Amidu)-ELSD. Tas liecina par kada savienojuma klatbutni Sajos paraugus, kura
izdaliSanas laiki Amidu kolonnas gadijuma sakrit ar levoglikozana izdaliSanas laiku. C grupas
paraugos, t.i. parkristaliz€ta levoglikozana paraugos, $ada tendence netika novérota, tatad
mingtais piemaistjums kristalizacijas laika ir atdalits.

Salidzinot rezultatus, kas iegiiti ar MS un ELSD detektoriem, izmantojot Amidu kolonnu,
pirmkart, var noveérot, ka lielakajai dalai paraugu ar ELSD iegiiti precizaki rezultati (ar mazaku
standartnovirzi). Otrkart, redzams, ka atseviskiem paraugiem MS un ELSD rezultati sakrita
10 % robezas, tomer atseviskiem K un P grupu paraugiem ar MS iegiitie rezultati bija par 20-
30 % zemaki neka ar ELSD iegiitie. K grupas paraugu titréSanas rezultati bija salidzinami ar
UHPLC analizu rezultatiem, bet koncentrétakajos P grupas paraugos jodometrijas rezultati
visos gadijumos bija paaugstinati, kas skaidrojams ar izteiktu levoglikozana izoméra 1,6-
anhidro-p-D-glikofuranozes un citu anhidrosaharidu ietekmi uz titréSanas rezultatu.
Kristaliskajos C grupas paraugos UHPLC analizes uzradija 100 % tuvu levoglikozana
koncentraciju, bet titréSanas rezultati bija par 1-4 % zemaki. Japiebilst, ka arT komerciala
levoglikozana standarta (99 %) titréSanas rezultats bija tikai 96,5 + 1,3 %. Tatad titrimetriskas
metodes rezultati bija sakritosi, bet regulari samazinati. To var dalgji skaidrot ar nelielu
sistematisko kliidu titréSanas metod€, kas rodas hidrolizes laika, ka arT ar levoglikozana tidens
piesaisti no gaisa. Kars€jot kristaliska levoglikozana paraugus 103 °C temperatiira, izZistot
mitrumam, ta masa samazinajas par vidgji 1,3 %.

Analizgjot pirolizes produktu paraugus, atklajas bitiska atSkiriba kvalitativajiem
rezultatiem, kas iegiiti ar Amidu vai HILIC kolonnu. 3.7. attéla redzams, ka MS
hromatogrammas anhidrosaharidu dimériem atbilstoSajiem joniem [M-H*]" ar m/z 323 un
[M+FA-H'] ar m/z 369 tika atrastas vairakas joslas. Amidu kolonnas gadijuma bija redzams,
ka parauga bez levoglikozana ir vél vismaz Cetri savienojumi ar raksturigo m/z 323 jonu, bet
HILIC kolonnas gadijuma anhidrosaharidu diméru vai tiem lidzigu savienojumu selektivitate
bija labaka — tika izSkirtas 15 dalgji atdalitas m/z 369 jona joslas. Izokratiska UHPLC sistema
iesp&jams saisinat analizes laiku, jo nav javeic sist€mas stabilizacija starp injekcijam, bet, lai ar
Amidu kolonnu labak atdalitu anhidrosaharidus, tika izv€léta gradienta sistéma, kura

anhidrosaharidu diméru savstarp&ja selektivitate o uzlabojas no 1,08 lidz 1,21.
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3.7. att. Pirolizes produktu parauga (P2) UHPLC-MS hromatogrammas, kas iegiitas,

izmantojot Amidu un HILIC kolonnu

Sagatavojot koncentrétakus Skidumus, ar ELSD detektoru vargja iegtit hromatogrammas,
kuras bija iesp&jams integrét arm diméru joslas. 3.8. attela redzams PDA-ELSD un MS
hromatogrammu salidzinajums koncentrétam pirolizes produktu parauga Skidumam
(4 mg-mL?). PDA-ELSD hromatogrammas redzams, ka pirmajas divas miniités izdalijas
pirolizes produktos esoSie savienojumi ar izteiktu UV absorbciju (galvenokart furani un fenoli,
kam ir spécigaka mijiedarbiba ar apgrieztas fazes sorbentiem, bet kas vaji mijiedarbojas ar

Amidu kolonnu).

Rel. int. Rel. int.
1,0 1 200000 -
08 1 . 150000 -
06 4 | ELSD — mfz = 161
100000 + miz = 323
0,4 - —— UV, 275 nm —
02 - 50000 -
D,D L = 0 T T T T
0 1 2t,min 3 4 0 1 2t. min 3 4

3.8. att. Anhidrosaharidi pirolizes produktu UHPLC-UV-ELSD/MS hromatogrammas, kas

iegiitas, izmantojot Amidu kolonnu

Taja pasa hromatogrammas apgabala ari ar ELSD detektoru novérojamas neatdalitu
savienojumu joslas. Nemot vera, ka parauga bija gandriz 20 % levoglikozana, var pienemt, ka
to hromatografisko joslu, kas izdalas pirmajas divas miniites, laukumu summa varétu bit Cetras
reizes lielaka neka levoglikozana joslas laukums, tomér reala proporcija bija 7:3
(piemaistjumi/levoglikozans), kas izskaidrojams ar to, ka fenolu un furanu atvasinajumi ir
gaistosaki par cukuru atvasinajumiem, tapec konkrétajos apstaklos uzradija loti vaju ELSD
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signalu. Vel ELSD hromatogramma var redzéet, ka péc levoglikozana 2,5 lidz 3,3 min intervala
izdalijas jau iepriek§ mingtie anhidrosaharidu diméri, kuru joslu kopgjais laukums bija 5 reizes
mazaks neka levoglikozana joslas laukums.

Diemzel levoglikozana un par€jo anhidrosaharidu atSkirigo koncentraciju dél nebija
iesp&jams sagatavot tadu pirolizes pastas Skidumu, lai vienas hromatogrammas ietvaros ar
ELSD kvantificetu gan levoglikozanu, gan dimérus. Tika sagatavoti parauga Skidumi ar dazadu
koncentraciju, lai gan levoglikozana, gan pargjo anhidrosaharidu koncentracija ietilptu
kalibrésanas grafika — levoglikozana masas dala parauga bija 20 %, bet anhidrodisaharidu
kop€ja masas dala, kalibrgjot pec levoglikozana, bija tikai 4 %. Japiebilst, ka regulari Sadas
analizes nav vélams veikt, jo parauga lielakas koncentracijas dé] tiek noslogota kolonna un
saisinats tas lietoSanas laiks.

Salidzinot ar ELSD detektora hromatogrammu, MS gadijuma paveéras atSkiriga aina.
Detekt&jot jonus ar m/z 323, bija labi redzama levoglikozana josla (tr = 2,2 min), ka ari
anhidrodisaharidu joslas (2,5-3,3 min) ar salidzinamu signala intensitati. Respektivi, péc
levoglikozana un dim@ru joslu intensitates MS gadijuma proporcija bija 1:2
(levoglikozans/anhidrodisaharidi) — pilnigi pretéja neka ELSD detektora hromatogramma. Ta
ka ELSD detektors visiem cukuriem tadiem ka levoglikozans, monosaharidi, disaharidi uzrada
lidzigu (10 % robezas) signalu, tad ar ELSD iegttais rezultats tika pienemts par patieso. Tada
gadijuma var secinat, ka pirolizes produktos atrastie anhidrodisaharidi masspektrometra
konkrétajos analizes apstaklos joniz€jas ievérojami labak neka levoglikozans. Nemot véra
levoglikozana un anhidrodisaharidu joslu savstarpgjo attiecibu MS un ELSD gadijuma, var
pienemt, ka kvantitativais MS rezultats labas jonizacijas del anhidrosaharidu dimériem,
kalibr&jot pec levoglikozana, ir aptuveni desmit reizes paaugstinats. Lidz ar to tajos gadijumos,
kad anhidrodisaharidu koncentracija paraugos bija parak zema ELSD metodei, tie tika
kvantificeti, izmantojot levoglikozana kalibréSanas grafiku, bet joslu laukumiem piemeérojot
koeficientu 0,1.

MS detektors uzradija vél divu anhidrosaharidu klatbiitni, kas redzami, detektgjot jonus
ar m/z 161 (ar tr 1,1 un 2,0 min). Diemzé&l levoglikozana izoméru, tadu ka 1,6-anhidro-p-D-
glikofuranoze vai mannozans, standartvielas nav komerciali pieejamas, lai apstiprinatu So
anhidromonosaharidu identitati.

Turpmak levoglikozana koncentracijas savstarp&jai salidzinaSanai paraugos tiks
izmantota UHPLC(Amidu)-ELSD metode un jodometriska titréSana, bet atseviskos gadijumos
anhidrodisaharidu saturu paraugos raksturos ar UHPLC(Amidu)-MS metodi, detekt&jot jonus

ar m/z 323 un péc levoglikozana kalibréSanas grafika iegtito rezultatu pareizinot ar koeficientu
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0,1, jo ieprieks tika minéts, ka MS detektors anhidrodisaharidu uzradija aptuveni desmit reizes

paaugstinatu rezultatu, kalibr&jot péc levoglikozana.

3.2. Fenolu un furanu noteikSana pirolizes kondensatos ar apgrieztas fazes

UHPLC

Pirolizes kondensatos atrodami dazadi no holocelulozes radusies furanu atvasinajumi, ka
armT daudzi desmiti fenolu atvasinajumu, kas raduSies lignina termiskas destrukcijas
rezultata [174]. Literatara parliecinos$i aprakstita $o abu savienojumu klasu parstavju noteikSana
ar apgrieztas fazes Skidruma hromatografijas metodém dazadas matricas [175-177], tomér
pirolizes produktos furanus un fenolus nav ierasts analiz&t ar Skidruma hromatografiju, bet gan
ar GC savienojumu liela skaita d€l. Pirolizes kondensatu sarezgita un mainiga (atkariba no
izejmateriala veida, priekSapstrades un pirolizes apstakliem) sastava dél griiti prognozét
optimalos hromatografijas apstaklus atseviSsku savienojumu atdaliSanai, tapec pirolizes
produktu analiz€ém testétas $adas UHPLC kolonnas (ar dalinu izméru 1,7 pum): saistita
etilénhibrida (bridged ethylene hybrid) C18 kolonna — BEH C18; augstas izturibas silikagéla
(high strength silica) C18 kolonna — HSS C18; ladéta virsmas hibrida (charged surface hybrid)
C18 kolonna — CSH C18; Fenilheksil- ladeta virsmas hibrida kolonna — CSH PhenH;
Fluorofenil- 1ad&ta virsmas hibrida kolonna — CSH FPhen.
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3.9. att. Pirolizes kondenséjamo produktu UHPLC-UV hromatogrammas, kas iegitas,
izmantojot dazadas apgrieztas fazes kolonnas: A — 5-hidroksimetilfurfurols, B — furfurols, C —
vanilinskabe, D — vanilins, E — siringaldehids
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3.9. att€la redzamajas hromatogrammas paradits, ka ar apgrieztas fazes hromatografiju
apvienojuma ar UV detektoru pirolizes kondensatos vargja atrast aptuveni 15 savienojumus.
P&c UV spektriem un izdaliSanas laikiem, salidzinot ar standartvielam, vargja identificét 5 no
Siem savienojumiem: A — 5-hidroksimetilfurfurols, B — furfurols, C — vanilinskabe, D —
vanilins, E — siringaldehids.

Identific€to savienojumu izdaliSanas laiki no katras kolonnas apkopoti 3.6 tabula.
Atbilstosi apgrieztas fazes hromatografijas teorijai [178] vispirms izdalijas polarakie furanu
atvasinajumi — attiecigi HMF un furfurols, bet vélak izdalijas fenolu atavasinajumi, sakot ar
skabém — vanilinskabe, vanilins, siringaldehids. Furanu atvasinajumu k’ vértibas visu kolonnu
gadijuma bija < 6. HMF un furfurola savstarpgja atdaliSana ar visam kolonnam bija lidziga, ko
raksturoja selektivitate a 1,2-1,3. Fenolu savstarpgja atdaliSana bija sliktaka. Ta ka pirolizes
produktos ir daudz péc struktiiras lidzigu fenolu atvasinajumu zemas koncentracijas, to joslas
biezi parklajas. Tomer, redzams, ka, izmantojot C18 tipa kolonnas, fenolu atdalisana notika

labak neka ar PhenH vai FPhen kolonnam.

3.6. tabula

Dazu furanu un fenolu izdali§anas koeficienti k’ ar dazadam UHPLC kolonnam

Savienojums IzdaliSanas koeficients k’

BEH C18 | HSS C18 | CSH C18 CSH PhenH CSH FPhen
HMF (A) 3,2 4.4 4.6 45 3,5
Furfurols (B) 4,3 54 5,6 55 4,5
Vanilinskabe (C) 7,2 6,6 7,7 7.4 7,8
Vanilins (D) 8,5 7.5 8,5 8,0 8,2
Siringaldehids (E) 8,9 7,8 8,6 8,0 8,7

Salidzinot ar iepriekS aprakstitajam anhidrosaharidu noteikSanas metodém, fenolu un
furanu UHPLC-UV metodei raksturiga labaka jutiba un linearitate. 3.7. tabula apkopotas
noteik3anas robeZas, kas visu savienojumu gadijuma bija < 0,01 mg-mL™. P&c standartpiedevas
metodes vislabaka atglistamiba bija HMF — 103,2 %, fenoliem atgiistamibas rezultati bija tuvu
110 %, bet furfurola atgiistamiba bija vairak neka 150 %, kas izskaidrojams ar vairaku parauga
esosSu savienojumu dal&ju parklasanos viena josla.

3.7. tabula

Furanu un fenolu UHPLC-UV noteik§anas robeza LOQ, linearitate R?, precizitate Sy, % un

atgustamiba
. . Linearitate Precizitate | Atgustamiba, %
Savienojums | LOQ, mg-mL? R?(0,05-1 mg-mL™) Sr.6 % g(vid. +Sg)
HMF 0,002 0,9995 0,4 103,2+0,5
Furfurols 0,003 0,9992 0,4 1584+ 1,3
Vanilinskabe 0,01 0,998 2 110+£2
Vanilins 0,001 0,9991 0,3 107,7+1,2
Siringaldehids 0,004 0,9991 0,8 107 £2
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Vairakos pirolizes produktu paraugos ar UHPLC-UV tika kvantitativi noteikta HMF,
furfurola, vanilinskabes, vanilina un siringaldehida koncentracija (visi rezultati redzami
2. pielikuma). Dazados P tipa paraugos 5-hidroksilmetilfurfurola koncentracija bija 0,25-
0,80 % no sausnes. Furfurola koncentracija atseviskos paraugos bija 0,03-0,19 %,
vanilinskabes koncentracija bija 0,12-0,13 %, vanilina koncentracija bija 0,16-0,17 % un
siringaldehida koncentracija bija 0,65-0,70 %.

K tipa paraugos jeb kondensatos ar sausnes saturu 2-6 % bija 0,019-0,038 % HMF, 0,010-
0,022 % furfurola, 0,0026-0,0046 % vanilinskabes, 0,0040-0,0076 % vanilina un 0,013-
0,033 % siringaldehida. Parrékinot uz sausni, HMF un furfurols veidoja < 1,5 %, tapat ari
noteikto fenolu atvasinajumu masas dala sausné kopa bija < 1,5 %. Ieprieks tika aprakstits, ka
levoglikozana koncentracija kondensatos bija 2-3 % jeb 47-65 % no sausnes. Ta ka nav
pieejamas citu anhidrosaharidu standartvielas, par pargjo cukuru atvasinajumu koncentraciju
paraugos var spriest tikai aptuveni, bet tie varétu biit 5-10 %, tatad p&c masas paliek vel vismaz
40-50 % nezinamu savienojumu no kuriem lielaka dala ir fenolu atvasinajumi. Kondensatu
UHPLC-UV hromatogrammas fenolu izdaliSanas apgabala no 4 1idz 6 min bija redzams bazes
linijas pac€lums (3. pielikuma 2. att€ls), ko var skaidrot ar daudzu fenolu klatbiitni mazas
koncentracijas, kas hromatografiski nav atdaliti. Bet, par detektoru izmantojot kvadrupola
masspektrometru SIR rezima, var€ja iegit katra savienojuma joslu bez citu fenolu traucgjosas
ietekmes. Turklat furfurola joslai UHPLC-UV hromatogramma bija redzami pleci, kas liecina
par vairaku joslu parklasanos. Savukart, UHPLC-MS (m/z 97) hromatogramma furfurola josla

bija simetriska — bez citu savienojumu katbiitnes.

3.8. tabula
Furanu un fenolu UHPLC-MS noteikSanas robeza LOQ, linearitate R?, precizitate Sr,s % un
atgustamiba
Lo R Linearitate Precizitate | Atgtistamiba, %
Savienojums | LOQ, mg-mL R2(0,05-1 mg-mL?) S 6 % (vid. £ Sq)
HMF 0,02 0,998 3 90 +2
Furfurols 0,01 0,9992 2 145+3
Vanilinskabe 0,02 0,998 3 68 +2
Vanilins 0,01 0,990 2 102+3
Siringaldehids 0,02 0,995 3 96 +2

Ta ka MS detektors nodrosinaja labaku fenolu un furfurola noteikSanas selektivitati, tika
izvertéta So savienojumu kvantitativa noteikSana ar UHPLC-MS metodi. Gan UV, gan MS
metodém bija salidzinami linearie apgabali, tomér MS metodes jutiba bija vajaka, un
LOQ < 0,02 mg-mL™. MS metodes mérijumiem bija tendence uz lielaku izkliedi, tomér relativa

standartnovirze visu standartvielu gadijumos bija < 5 %. Matricas ietekmes dél paraugos

68



relativa standartnovirze varcja sasniegt pat 9 %. HMF, vanilina un siringola atglistamibas
ieklavas 90-105 % robezas. Furfurolam tapat ka UV detektora gadijuma bija paaugstinats
atglistamibas rezultats, tatad piemaisijumiem ar lidzigu izdaliSanas laiku, bija ar1 lidziga
struktiira — tie visticamak bija furfurola atvasinajumi, kam jonizacijas laika veidojas fragmenti
ar m/z 97. Savukart, vanilinskabes atglistamibas rezultats bija ievérojami pazeminats — tikai
68 %, kas skaidrojams ar vanilinskabes salidzinoSi mazo koncentraciju parauga un plato, zemo
joslu hromatogramma. Savstarp&ji salidzinot furanu un fenolu noteikSanas rezultatus
(2. pielikuma) kondensatos un pastas ar UV vai MS detektoriem, noskaidrots, ka visos
gadijumos ar MS detektoru noteiktas savienojumu koncentracijas bija zemakas neka tas, kas
noteiktas ar UV detektoru, liela mera pateicoties tam, ka UV detektora gadijuma noteikSanu
traucgja slikti atdalitas blakus joslas. Tom&r MS metodes salidzinosi lielas rezultatu izkliedes

un pazeminatas atgiistamibas d€l, savstarp€jai paraugu salidzinaSanai turpmak tiks izmantota

UV metode.

3.3. Kopsavilkums par pirolizes kondensatu kvantitativajam analizém

Pirolizes kondensatu sastava kvalitates kontrolei izmantotas $adas kvantitativas metodes:
negaistosa atlikuma jeb sausnes satura noteikSana, anhidrosaharidu un levoglikozana titréSana
un UHPLC, glikozes ekvivalentu titréSana, kop&jo piemaisijumu satura raksturoSana peéc UV
absorbcijas, kopgjo skabju titréSana, kop€jo aldehidu titré€Sana, atsevisku furanu un fenolu
noteikSana ar UHPLC. Visi analiZu rezultati atrodami 2. pielikuma, bet 3. pielikuma apskatamas
UHPLC hromatogrammas. 3.10. attéla grafiski paraditi galvenie rezultati — sausnes saturs,
titr§jot noteiktais kopgjais anhidrosaharidu un glikozes ekvivalentu saturs, ar UHPLC-ELSD
metodi noteikta levoglikozana koncentracija, titréjot noteiktais kop€jais skabju un aldehidgrupu
saturs, ka arT ar UHPLC-UYV noteiktais kopgjais fenolu un furanu tipa savienojumu saturs.

K2-0 paraugs no reaktora bija ieglts pirolizes procesa sakuma, kad no iekartas ar
parkarséta tvaika plismu tika izskaloti pirolizes produkti, kas péc ieprieksgja eksperimenta bija
palikusi uz reaktora sieninam. K2-1, K2-2 un K2-3 paraugi tika nemti ik péc 10 min, bet K2-4
paraugs vel péc 20 min.

Visu nosakamo savienojumu vai savienojumu grupu koncentracija kondensatos ar laiku
vienmerigi pieauga, tomer savienojumu savstarp&ja proporcija parauga mainijas. Pirolizes laika
butiski pieauga ar titréSanu noteikta kop€a anhidrosaharidu koncentracija — 10 min laika
nemtaja parauga bija 56 %, bet 50 min laika — 67 %. Tomer, atseviski apskatot levoglikozana
koncentracijas izmainu, var redzeét, ka ta koncentracija pieauga tikai par 5 %, bet
anhidrosaharidu dim@ru koncentracija samazinajas no 0,44 % Ilidz 0,12 %. Atsevisku

savienojumu proporcijas izmainu atkariba no laika var skaidrot ar temperatiiras izmainam
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reaktora procesa gaita. PEc izejmateriala ievadiSanas iekarta temperattira pakapeniski kritas par
aptuveni 20 °C, tatad var secinat, ka augstaka temperatiira ir labvéligaka tam, lai kondensata

nonaktu anhidrodisaharidi, bet levoglikozana koncentraciju temperatiiras izmaina butiski

neietekméja.
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3.10. att. K2 serijas pirolizes kondensatu analiZu rezultati: pa kreisi — dazadu savienojumu vai
savienojumu grupu koncentracija kondensata, pa labi — furanu, fenolu un cukuru atvasinajumu

koncentracija sausng

Literatiira ka galvenie celulozes parkarséta tvaika pirolizes produkti minéti levoglikozans,
glikolaldehids, furfurols un HMF [179]. P&dg&jie divi ir furana atvasinajumi, kas ar UHPLC-UV
tika noteikti ar1 K2 s€rijas paraugos. To koncentracija, attiecinot pret sausni, tikpat ka
neizmanijas: 0,71-0,75 % HMF un 0,41-0,43 % furfurols. Lai raksturotu kop&jo furanu saturu
paraugos, tika integrétas visas hromatogrammas joslas, kuru izdaliSanas laiki bija [idz 4 min,
un kvantificétas pec HMF kalibrésanas grafika. Sadi tika iegiita kopéja furana atvasinajumu
koncentracija, kas paraugos svarstijas no 1,9 lidz 2,1 %.

Pargjas joslas, kas UHPLC-UV hromatogramma bija redzamas péc 4 min, tika kopigi
integrétas un kvantificétas péc siringaldehida kalibréSanas grafika, iegiistot kop&jo fenolu
koncentraciju, kas samazinajas no 11 % K2-1 parauga lidz 9 % K2-4 parauga. Tada pati
tendence bija novérojama ar1 atseviski noteiktajiem fenoliem — vanilinskabei, vanilinam un
siringaldehidam. Japiebilst, ka minétie individualie fenoli veidoja tikai desmito dalu no
kopgjiem fenoliem. Pargjie fenoli ar UHPLC metodi netika atdaliti un identific€ti. Zimigi, ka
titrjot iegutais aldehidu grupu rezultats pirolizes produktos ar pirolizes laiku samazinajas, kas
liecina par karbonilgrupas saturoSo fenolu (tai skaita vanilina un siringaldehida) biitisko ietekmi
uz §1s titréSanas metodes rezultatu. Ta ka titr&jot iegiitais aldehidu rezultats ir gandriz tris reizes
augstaks neka fenolu un furanu UHPLC-UV metodes rezultati, var secinat, ka paraugos bija

ievérojama mazmolekularo aldehidu, piemé&ram, glikolaldehida, koncentracija. GaistoSo
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mazmolekularo aldehidu lielo saturu kondensatos pieradija eksperimenti, kuros tika titréti
103 °C izzaveti kondensatu paraugi (negaistosais atlikums), iegiistot tiesi tr1s reizes zemaku
rezultatu, neka titr§jot nekarsétus kondensatus.

Ta ka fenoli un furani tika noteikti ar UV detektoru, tika apskatita sakariba starp ar
UHPLC iegiitajiem rezultatiem un tieSiem UV mérfjjumiem kondensatu skidumos. Sagrupgjot
visas UHPLC-UYV joslas divas dalas (pirms un p&c tr = 4 min), abu dalu laukumu attieciba bija
aptuveni 1:1, tap&c tieSos merijumos iegitas pirolizes kondensatu Az7s vertibas dalija ar divi un
kvantificgja peéc HMF (furaniem) un siringaldehida (fenoliem). 3. pielikuma 7. tabula redzams,
ka $ada veida iegiitie spektrofotometrijas rezultati furanu gadijuma bija salidzinami ar UHPLC-
UV rezultatiem: ar UHPLC iegitie rezultati bija 1,9-2,0 %, bet ar spektrofotometriju — 1,8-
1,9 %. Tatad ar abam metodem tika ieguti rezultati ar tendenci tikai nedaudz pieaugt, tapat ka
individuali noteikto furanu gadijuma.

Tomér ar abam metodeém iegiitie fenolu noteikSanas rezultati atskiras pat par tresdalu, kas
skaidrojams ar to, ka fenolu paraugos skaitliski bija vairak un lidz ar katra savienojuma
atSkirigo UV absorbcijas maksimumu un absorbcijas koeficientu, bija lielaka iesp€ja rasties
klidai. Kopuma kondensatu relativajai absorbcijai [AU-mg™], parrekinot uz sausni, piemita
tendence samazinaties 1idz ar pirolizes laiku, tatad visparigi UV absorbcijas merijumi drizak
raksturo fenolu, nevis furanu saturu pirolizes S$kidrajos produktos. Papildus fenolu
koncentracija tika noteikta, izmantojot Folina-Cikalto metodi. Salidzinot visas fenolu
noteikSanas metodes (2. pielikuma 7. tabula), redzams, ka absolutas vértibas nesakrit nevienai
no metodém, kas skaidrojams ar to, ka katrai metodei izmantota atSkiriga kalibracija, bet
pozitivi var vertét to, ka savstarpgji sakrita ar UHPLC-UV un Folina-Cikalto metodém iegiito
rezultatu tendence samazinaties lidz ar pirolizes laiku. UHPLC-UV gadijuma fenolu saturs
kondensatos no 10 lidz 50 min samazinajas par 20 %, bet Folina-Cikalto metodes gadijuma —
par 21 %, tatad abas metodes ir vienlidz selektivas attieciba uz fenoliem. Bet tiesa UV-Vis
absorbcijas meérisana pie 275 nm vilpa garuma deva atSkirigus rezultatus ar tendenci
samazinaties tikai par 5 %, jo fenolu noteikSanu trauce furanu klatbutne.

Fenolu atvasinajumi neapSaubami atstdja iespaidu uz alkalimetriskas titréSanas
rezultatiem. Skabes skaitlis TAN, titrgjot ar KOH, kondensatos bija 0,97 1idz 2,9 mg KOH-g?,
bet, titr§jot paraugus, kuri bija iztvaic€ti 103 °C temperatiira, tika iegiiti gandriz tris reizes
zemaki rezultati, kas apliecina to, ka bez gaistoSajam mazmolekularajam skabém (etikskabe,
skudrskabe) kondensatos bija karboksilgrupas saturo$i fenolu atvasinajumi, piemé&ram,
vanilinskabe. TitréSanai izmantojot tributilamonija hidroksidu, tika iegtiti sakrito§i TAN
rezultati (3 % robeZas), bet, titréSanas Iiknés izSkirot divus lécienus, varg€ja noskaidrot, ka

lielakais ieguldijums $aja rezultata bija fenoliem (PhAN bija 0,86 Iidz 2,8 mg KOH-g™?).
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3.11. redzams shematisks salidzinato metozu apkopojums. Kamér notiek pirolizes
procesu izpete Un optimiz€Sana laboratorijas Itmeni vai pilotiekartas, vélams izmantot p&c
iespjas selektivakas metodes, kas sniedz maksimali daudz informacijas — UHPLC metodes gan
anhidrosaharidiem, gan furaniem un fenoliem. Tomér janem véra, ka rutinas analizém
ripnieciba, kas domatas produktu kvalitates kontrolei, nevis padzilinatai izpétei, piemé&rotakas
var€tu but Iétakas un vienkarsakas kimiskas metodes. Jodometriska titré$ana var tikt izmantota,
lai monitor€tu kop&jo anhidrosaharidu koncentraciju pirolizes produktos, tomér janem veéra, ka
atseviSkos gadijumos AGF klatbiitn€ var tikt iegiits paaugstinats rezultats. Lai atseviski noteiktu
1,6-anhidroglikozi jaizmanto Skidruma hromatografija, bet salidzinoSi dargas UHPLC vieta
varétu izmantot HPLC-RI ar ligandu apmainas kolonnu, ka aprakstits literatara [180].
Visparigai fenolu noteiksanai UHPLC vieta var izmantot Folina-Cikalto metodi, bet furanu
noteik$ana bez Skidruma hromatografijas nav iesp&ama, jo gan UV-Vis spektrometrijas, gan
potenciometriskas titréSanas metodés furanu noteikSanu traucé fenolu klatbiitne. Pagaidam
vienigas industrialas pirolizes riipnicas razo bioellu ka degvielu, nevis kimisko savienojumu
avotu, tapec specifiskas analizes metodes nav bijusas nepiecieSamas, ta vieta uzsvars ir uz
bioellas fizikalajam 1pasibam, ka viskozitate, blivums, arT tidens un cieto dalinu saturs u.c.,
tomer, paredzot drizu biomasas izcelsmes kimikaliju razoSanu biorafinérijas, skaidrs, ka bis

nepiecieSamas specifiskas analizes metodes konkrétiem kimiskajiem produktiem.

Jodometriska UHPLC- UHPLC- Folina-Cikalto ~ Potenciometriska
titrédana ELSD/MS uv/ M%l/v/i metode titrédana

anhidrosaharidi furanl fenoh skabes aldghidi

3.11. att. Izmantoto metoZu apkopojums pirolizes kondensatu kvantitativajam analizém: ar
zalu krasu — piemerotakas metodes petniecibai (pirolizes kondensatiem, kas iegiiti laboratorijas vai
pilotiekartas), ar oranzu krasu — piemerotakas metodes rutmas analiz€m (riipnieciba), ar melnu krasu —

nepiemeérotas vai dalgji piemerotas metodes

Ar izmantotajam metodém pirolizes kondensatos nosakot atseviskus savienojumus
(levoglikozanu, HMF, furfurolu, vanilinskabi, vanilinu un siringolu), p&c masas ir izdevies
kvantitativi raksturot aptuveni 50 % griiti gaistoso savienojumu. Bet, ja saskaita savienojumu
grupu noteikSanas rezultatus — anhidrosaharidus, glikozes ekvivalentus jeb monosaharidu
vienibas, furanus un fenolus, iegltais rezultats pirolizes kondensatos bija 95-103 % p&c masas,
kas norada uz to, ka kop€jo kimisko savienojumu grupu noteik$anas metodes ir pielietojamas

pirolizes produktu sastava kontrolei.
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3.9. tabula

Pirolizes kondensatos kvantitativi noteikto savienojumu vai to grupu summa sausné

Atseviski savienojumi w, % Savienojumu grupas w, %
Paraugs | (LG, HMF, furfurols, vanilinskabe, (anhidrosaharidi, glikozes ekv.,
vanilins, siringols) furani, fenoli)
K2-0 54 103
K2-1 48 96
K2-2 50 96
K2-3 49 97
K2-4 51 95

Parrékinot rezultatus uz absoluti sausu izejmaterialu (lignocelulozi), levoglikozana
iznakums bija 22 %, bet kopgjais anhidrosaharidu iznakums bija 30 % un kopgjais heksozu
vienibu iznakums 7,7 %. Fenolu iznakums no lignocelulozes bija 4 %. Sausnes iznakums bija
tikai 44 % no lignocelulozes, tatad licla dala pirolizes produktu bija gaistosi, mazmolekulari
savienojumi (organiskas skabes, aldehidi un spirti). No negaistosajiem savienojumiem lielaka
uzmaniba pieveérSama cukuru atvasinagjumiem, kas kopuma veidoja 68 % iznakumu no
celulozes, tai skaita, levoglikozana iznakums bija 40 % no celulozes, kas vértéjams ka augsts

un praktiski nozimigs rezultats.

3.4. Pirolizes kondensatu kvalitativais raksturojums

Izmantojot augstefektivo ekskliizijas hromatografiju (tdens vid€), noskaidrots, ka
pirolizes kondensatos domingja savienojumi ar molmasim < 500 g-mol?. SEC-RI
hromatogramma 3.12. attéla izdalitas etras savienojumu grupas: My > 22000 g-mol™ (mazak
par 5 % no kopgja joslu laukuma), 500-3200 g-mol™ (18-21 %), 200-500 g-mol™* (45-50 %) un
<200 g'mol™? (30 %). Diemzél janem v&ra, ka noraditais procentualais saturs ir izmantojams,
tikai lai sava starpa salidzinatu katras frakcijas ipatsvaru dazados paraugos, jo literatiira
aprakstits, ka mazmolekularo savienojumu RI signals var biit pat par tris kartam zemaks neka
lielmolekularo savienojumu signals [181], kas nozim&, ka paraugos tie$i mazmolekularo
savienojumu ir proporcionali pat vel vairak, neka var spriest péc hromatografijas joslu
laukumiem. Turklat mazmolekularo savienojumu grupa ietilpst ari tadi savienojumi, kas $i
darba ietvaros netika noteikti ar UHPLC metodem, t. sk., etikskabe (60 g-mol™) un skudrskabe
(46 g-mol™). Tas, ka lielmolekularo savienojumu grupam netika konstatéta UV absorbcija,
liecina par to, ka tie bija celulozes un hemicelulozes atlikumu (nevis lignina) termiskas

destrukcijas produkti jeb oligo- un polisaharidi.
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3.12. att. Pirolizes kondenséjamo produktu (K2-1) SEC-RI hromatogramma

Ar nolidojuma laika masspektrometru tika veikta atseviSsku savienojumu identifikacija,
atdaliSanai izmantojot gan apgrieztas fazes, gan hidrofilas mijiedarbibas hromatografiju. Ar
augstas izskirtspgjas masspektrometriju bija iesp&ams identificét savienojumu precizo
molmasu, visparigo struktiiru un iesp&jamas funkcionalas grupas, bet ne konkrétus izomeérus.
3.13. un 3.17. attélos redzamajas hromatogrammas atziméti 40 savienojumi, kuru TOF/MS

spektri apkopoti 4. un 5. pielikuma.

Hidrofilas mijiedarbibas hromatografija.

Veicot pirolizes produktu analizi ar nolidojuma laika masspektrometru, vargja detektet
daudz vairak savienojumu neka ar kvadrupola masspektrometru. Hromatogramma 3.13. attéla
var noverot, ka ar Amidu kolonnu gradienta apstaklos dal&ji atdaliti vairak neka 10 savienojumi.
Hromatogrammas sakuma lidz 1,5 min parklajas tie savienojumi, kuru atdaliSana ar hidrofilas
mijiedarbibas kolonnam nav iesp&jama, piemeram, furana un fenola atvasinajumi, ko analize ar
apgrieztas fazes hromatografiju. Bet 1,5-7 min laika izdalijas vairaki cukuru atvasinajumi, no
kuriem 13 talak raksturoti, balstoties uz TOF/MS datiem, bet 3.14.-3.16. attélos redzamas

strukturformulas, kas atbilst daZziem no MS spektros detektetajiem fragmentjoniem.
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3.13. att. Pirolizes kondenséjamo produktu UHPLC-TOF/MS hromatogramma (BPI):

Amidu tipa kolonna gradienta apstaklos, ESI negativaja rezZima
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1. savienojumam ar molekularo jonu ([M-H]) ar m/z 409,135 atbilst strukttrformula
C16H26012. Starp fragmentjoniem viens no zimigakajiem ir jons ar m/z 161,046, kas atbilst
glikozes atlikumam CgsHoOs [182], tatad Sis savienojums ir kads cukuru atvasinajums.
Literattra par disaharidu fragmentaciju mingts, ka jons ar m/z 161 raksturigs tiesi B-izomé&riem,
kamér a-izomériem raksturigaks jons ar m/z 101 [183]. Fragmenta ar m/z 363,130 formula ir
C15H23010, bet fragments 347,099 veidojies, vél zaud€jot CHs- grupu. Jons ar m/z 727,266
varétu biit veidojies caur savienojuma molekulu dimerizaciju, taja pasa laika zaudgjot
fragmentu 91,004.

2. savienojums ir levoglikozans ar intensivu molekularo jonu ar m/z 161,046, ka ari
tipisko dimerizacijas jonu 323,099. 3. savienojuma intensivaka jona 163,026 formula ir
CsH70s. Par spiti salidzino$i zemajai intensitatei, molekularais jons varétu bt 337,113 ar
formulu C13H22010. Fragmentam ar m/z 293,088 atbilst formula C11H1709, bet fragmentam ar
m/z 119,035 — C4H70s.

Tika detektéti vairaki savienojumi ar molekularo jonu 323,099, kam atbilst formula
C12H20010. Var uzskatit, ka tie ir C6 monosaharida un anhidrosaharida vienibas saturosi diméri,
kas vai nu radusies ka pirméjie celulozes pirolizes produkti (ka celobiozans), vai ka sekundarie
produkti, dimerizgjoties levoglikozanam (ka maltozans) [103]. Var novérot, ka daziem no Siem
anhidrodisaharidiem masspektros ir atskirigi fragmentjoni, tomér visos gadijumos masspektros
paradas heksozes atlikuma jons 161,046, ka ari [2M-H]" jons 647,204. 161,046 jona intensitate

masspektros bitiski atSkiras, kas saistits ar dazadu disaharidu glikozidiskas saites atskirigo

Hlxx © AP H2lxy O~ A A
o} o OH
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OH
OH [M H] 409,135 m/z HO oH [M-CH302] 363,130 m/z

OH
HyCx
m o
HO \
[M-C10H1507]- 161,046 m/z
HO OH
[IVI CzHaoz] 347,099 m/z

OH

sp&ju Skelties.

3.14. att. Disaharida atvasinajuma (1. savienojuma) TOF/MS spektra detektéto

fragmentjonu struktiirformulas

9. un 10. savienojumu masspektros heksozes atlikuma fragments tikpat ka nav
novérojams. Visos masspektros paradas ari formiata adukta [M+FA-H]" jons ar m/z 369,104,
bet 10. savienojuma masspektra paradas ar jons ar m/z 383,065, kas teorétiski varétu biit

acetata adukts. Pie atSkirigajiem joniem var minét 221,067, kas paradijas ar1 levoglikozana

75



standartvielas masspektra, tapéc apstiprina tieSi glikopiranozes vienibas klatbiitni Sajos
savienojumos. Literattira aprakstita T jona klatbuitne vairaku disaharidu — celobiozes, maltozes,
soforozes un gentobiozes — ESI spektros, tomér jons ar m/z 221 nav ticis novérots laminaribozes
(1—3 glikozidiska saite) MS spektra [184]. Oglhidratu MS spektros jons ar m/z 221 ir skaidrots
ka monosaharids, kas ar glikozidisko saiti saistits ar glikolaldehida vienibu [183] . Sis jons ir
detektets visu anhidrodisaharidu, iznemot 7. un 8., masspektros. Tikai 4. un 5. savienojumu
masspektros var novérot fragmentu ar m/z 293,087, kuram atbilst formula Ci1H170s.

Vismazakajam detektétajam fragmentam ar m/z 101,024 atbilst formula C4HsO3.

0

[M-CaHsOa] [M-CeHgOs]
o o oH 221,067 miz ): 161,046 m/z o. o OH
HO o] o)w)‘ N O . HO
OH HO N HO . OH
HO on [M-HF Ho oH [M-CH0]
" 323,099 m/z HO OH HO OH y 293,087 miz
CH OH
3.15. att. Anhidrodisaharidu (4.-10. savienojumu) TOF/MS spektros detektéto
fragmentjonu struktirformulas
Mazas koncentracijas varga detektét trisaharidu atvasinajumus CigH30015 ar

molekularajiem joniem ar m/z 485,151 (11. un 13. savienojums). Visticamak tie ir trisaharidi
ar vienu anhidrogrupu. 13. savienojumu masspektra labi redzams fragmentjons 341,109, kas
atbilst disaharida, piem&ram, celobiozes, atlikumam. 11. savienojumam izveidojies adukta jons
ar 521,127, bet 13. savienojumam — 531,156. Gan 11., gan 13. savienojuma gadijuma
masspektros novérojami ari [2M-H] joni ar m/z 971,309. Sis jons tika detektéts arl
12. savienojuma spektra, kaut ari $aja gadijuma nav molekulara jona 485,151, bet gan 531,156,

kam atbilst formula C19H32017, t.i., metiltrisaharids.
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3.16. att. Trisaharidu atvasinajumu (11.-13. savienojumu) TOF/MS spektros detektéto

fragmentjonu struktirformulas

Apgrieztas fazes hromatogrdfija.
Jau iepriek§ 3.2. apakSnodala minéts, ka ar apgrieztas fazes hromatografiju pirolizes

produktos var€ja novérot daudz dalgji atdalitu fenolu atvasinajumu joslu, kas ietilpst
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mazmolekularo pirolizes produktu grupa (Mw < 200 g-mol™?), un pat ar UV un kvadrupola MS
vargja veikt So savienojumu identifikaciju (spektri redzami 6. pielikuma). Salidzinot ar
standartvielam, dro$i apstiprinati septini savienojumi — HMEF, furfurols, vanilinskabe,
siringilskabe, vanilins, gvajakols un siringaldehids. Izmantojot NIST datubazi [185], tris
savienojumus varéja identificét péc UV spektriem un molmasam — metileigenolu (m/z 179),
3,4-dimetoksikanélskabi (m/z 209) un 1,2,4-trimetoksibenzolu (m/z 169). Vairakos kvadrupola
MS spektros vargja atrast molmasas, kas atbilst savienojumiem, kuri LVKKI Lignina
laboratorija K2-4 kondensata identificéti ar GC-MS (7. pielikums) — 3-metilciklopentan-1,2-
dions (m/z 113), 5-hidroksimaltols (m/z 143), 5-metilfurfurols (m/z 111), 4-etilsiringols (m/z
183), homovanilins (m/z 167). Tom&r vairakus savienojumus nevargja identificét, t.sk., kadu
furankarboksilskabi ar m/z 113, ka ar1 fenolu atvasinajumus ar m/z vértibam 163, 197 un 169,
kuri izdalijas péc 4,5 min.

Veicot analizes ar daudz jutigako QTOF masspektrometru, tika detekt&ti vairaki fenolu
atvasinajumi ar molmasam Iidz aptuveni 200 g-mol™. 3.16. attéla 14.-22. josla athilst
mazmolekularo savienojumu grupas parstavjiem, tai skaita, fenolu ketoniem, aldehidiem un

karboksilskabem.
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3.17. att. Pirolizes kondenséjamo produktu UHPLC-TOF/MS hromatogramma (BPI): C18

kolonna gradienta apstaklos, ESI negativaja rezima

Vairaku mazmolekularo savienojumu masspektros bija novérojami joni ar $adam m/z
verttbam: 191,035, 167,035 un 109,030. 14.-24. savienojuma struktiirformulas izdali§anas
seciba bija — C10HeOgs (M/z 225,041), C10H1304 (M/z 197,082), C7H9O2 (M/z 125,061), C10H704
(m/z 191,035), CoH703 (m/z 163,040), CgH704 (m/z 167,035), CgH7O3 (m/z 151,040), C10H704
(m/z 191,035), C10H1104 (M/z 195,066), CoHgOs (m/z 197,046) un CoHoO4 (m/z 181,051).
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3.18. att. Fenolu TOF/MS spektros detektéto fragmentjonu struktiirformulas

Salidzinot mazmolekularos savienojumus, izc€las 23. savienojums, kura masspektra
atkartoti novérojami joni [M-H+130] un [M-H+152]. Par molekularo jonu tiek pienemts
intensivakais jons ar m/z 197,046. Varétu uzskatit, ka Sis ir lielmolekulars savienojums ar
molekularo jonu 913,104, kuram jonizacijas laika tiek vairakkartigi secigi $kelti fragmenti ar
m/z 130 un 152. Literatira minéts, ka 152 masas zudums norada uz galluskabes vienibas
atSkelSanu [186], tomér, nemot véra savienojuma izdaliSanas laiku, iesp&jamaks Skiet
molekularais jons ar m/z vértibu 197,046.

Tika detektgti arl vairaki savienojumi ar molmasam virs 200 g-mol™. 25. un 26.
savienojumiem izteikti molekularie joni ar m/z 341,088, kam atbilst formula C15H1709, bet tiem
bija atskiriga fragmentacija. Spriezot péc molmasam, Sie savienojumi ir fenilglikozidi.
25. savienojumam detektéts fragmentjons ar m/z 297,097 un formulu C1sH1707, ka ar7 var
noverot fragmentjonu 151,040, kas atbilst vanilina izom&ra vienibai CgH7O3. Savukart,
26. savienojumam izteiktakie fragmentjoni bija ar m/z vértibam 225,076 un 147,045, kam
atbilst formulas C11H130s un CgH7O2. Ari 34., 36. un 37. savienojumus var ierindot

fenilglikozidu grupa ar molmasu virs 380 g-mol™.
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3.19. att. Fenilglikozida (25. savienojums) TOF/MS spektra detektéto fragmentjonu

struktiarformulas

Vairaku savienojumu (30.-32.) masspektros paradijas joni ar m/z 401,123, kam atbilst
fenolu kondensacijas produktu formula C21H210s. V@l izplatitakie fenolu fragmentjoni bija ar
m/z vértibam 123,045 (28., 29., 32., 33.) jeb C7H702, 165,056 (33., 35.) jeb CoHgO3 un 177,056
(31., 38.) jeb C10H9Os.
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Hromatogramma 3.17. attéla redzams, ka liela furanu un fenolu skaita del, lielaka dala
joslu parklajas, tapéc ir apgritinata So savienojumu viennozimiga identifikacija. Turklat nav
pamata domat, ka izvelétie MS apstakli ir vienlidz pieméroti visiem savienojumiem, lai iegiitu
molekularos jonus un identifikacijai atbilstoSus fragmentjonus, tap&c pétijumi par pirolizes
kondensatos atrodamo furanu un fenolu atvasinajumu identifikaciju tiks turpinat arpus St

promocijas darba ietvariem, vispirms veicot paraugu sadaliSanu frakcijas.

3.5. Pirolizes kondensatu stabilitate

Saistiba ar pirolizes Skidrajiem produktiem plasi pazistama probléma ir to novecoSana,
kas visvairak problémas rada bioellas ka degvielas konteksta. Klasiski bioellas noveco$anos
raksturo ar viskozitates [187], aldehidu satura [188] vai molmasu sadalijuma [189] izmainam.
Praktiski bioellas noveco$anos novéro ka divu savstarpgji neskistosu slanu veidosanos. ST darba
ietvaros runa ir par parkarséta tvaika plisma ieglitiem pirolizes kondensatiem ar augstu tidens
saturu, ko nav paredz€ts izmantot par degvielu, bet gan par vertigu kimisko savienojumu avotu.
Atskiriba no bioellas LVKKI pirolizes kondensatos nav novérojama divu slanu veidoSanas, bet
notiek nogul$nu veidosanas uz trauka sienam. Nogulsnes seviski strauji veidojas tikko savakta
kondensata, kas skaidrojams ar dazadu savienojumu Skidibas samazinasanos, kondensatam
atdziestot lidz istabas temperattrai (tikko savakta kondensata temperatiira ir 70-80 °C). Tiek
uzskatits, ka laika gaita pirolizes produktos notiek kondensacijas un polimerizacijas procesi, ka
rezultata rodas lielmolekulari savienojumi [189]. Veicot kondensata Skiduma dalas un tris
méneSu laika izkrituSu nogulSnu SEC-RI analizes (THF vidg€), noskaidrots, ka nogul$nu
molmasa galvenokart bija 200-4500 g-mol™ ar maksimumu pie 800 g-mol™?, kamér $kiduma
eso$o savienojumu molmasa neparsniedza 3200 g-mol™ ar maksimumu pie 400 g-mol?, tatad
izgulsn€jas galvenokart savienojumi ar vidgi lielam molmasam. Gan kondensata, gan
nogulsnés bija detektdjami savienojumu grupa ar molmasam > 20000 g-mol?, bet %o
savienojumu Ipatsvars abos gadijjumos bija tikai 5-7 % no kop&a joslu laukuma RI
hromatogrammas. Tas nozimé, ka savienojumu molmasa nav noteicoSais faktors to Skidibai
tdeni. Turklat lielmolekularajiem savienojumiem nepiemita UV absorbcija, tatad tie bija
celulozes nevis lignina termiskas destrukcijas produkti. Salidzinot ar literatiiras datiem par
zema Udens satura bioellam [189], kondensatos My izmaina bija gandriz neievérojama.

Lai parbauditu, vai kondensatos nogulsnes laika gaita veidojas arl neatkarigi no
temperatliras izmainam, atdzisis kondensats tika turéts istabas temperatiira un ik péc noteiktiem
laika intervaliem tika nosvertas uz trauku sienam izveidojusas nogulsnes. 3.20. att€la redzams,
ka tris ménesu laika no 10 mL kondensata izgulsn&jas 28 mg nogul$nu. Puse no $im nogulsném

bija izkrituSas jau pirmaja diena (14 mg 24 h laika), bet péc tam izgulsnéSanas atrums
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ieveérojami samazindjas. Nogul$nu sastava bija atrodams lidz 20 % levoglikozans, tatad tris

ménesu laika var tikt zaud&ti aptuveni 2 % levoglikozana, kas sakotngji ir kondensata.
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3.20. att. Nogul$nu veidoSanas pirolizes kondensata, uzglabajot istabas temperatiira

Ar SEC-RI (THF vidg€) analizém tika noskaidrots, ka nogulsnés domingja savienojumi ar
molmasu 360 g-mol™, neatkarigi no laika, cik ilgi tas bija veidojusas, tomér, salidzinot vienas
dienas un tris méneSu laika veidojusas nogulsnes, varéja konstatet maksimalas detektetas
molmasas pieaugumu no 1800 Iidz 2300 g-mol™?. Kopuma tika novérots, ka istabas temperatiira
trts meénesu laika kondensata sausnes saturs samazinajas par 7 %, aldehidu saturs samazinajas
par 5 %, UV absorbcija samazinajas par 34 %, bet anhidrosaharidu un skabju saturs palielinajas
par attiecigi 8 % un 23 %. Isaka laika posma, t.i., vienas diennakts laika batiskas izmainas tika
konstatgtas tikai UV absorbcijas mérijumos, kas samazinajas par 8 %. Ar UHPLC-UV metodi
tika noverots, ka laika gaita samazinajas tikai dazu fenolu atvasinadjumu koncentracija, kas
sakrit ar literatiira aprakstito zema tidens satura bioellas gadijumu, kura novecoSanas laika dazu
fenolu atvasinajumu, piem&ram, 1,2-dihidroksibenzola, koncentracija nemainijas, kameér 1,3-
dihidroksibenzola koncentracija laika gaita ievérojami samazinajas [190].

Veicot paatrinatas novecoSanas eksperimentu 80 °C tika noverota ta pati tendence picaugt
skabju koncentracijai un samazinaties aldehidu koncentracijai un UV absorbcijai. Paaugstinata
temperatiira visstraujaka izmaina bija noveérojama skabju koncentracija: 80 ° temperatiira
6 stundu laika bija notikusas gandriz tadas paSas izmainas ka istabas temperattira tris ménesu
laika. Savukart levoglikozana koncentracija nebija mainijusies, kas sakrit ar literatiiras datiem
par to, ka bioella anhidrosaharidi ir stabili [190]. Jasecina, ka levoglikozana iegtisanas konteksta
pirolizes kondensatu novecoSanas procesam nav biitiskas nozimes, tomer, lai pareizi raksturotu
pirolizes produktu iznakumu, japieverS uzmaniba tam, cik atri péc kondensatu savaksanas tiek
veiktas kop€jo skabju, fenolu vai aldehidu analizes. Laikam ejot, pirolizes kondensatu analizu
rezultati vairs nereprezent€ pirolizes procesa produktus un nesniedz pareizu priekSstatu par

pirolizes mehanismiem.
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3.6. Pirolizes kondensatu preparativa sadaliSana

Pirolizes kondensatu sadaliSanai tika izmantotas preparativas kolonnas, kas pilditas ar
dazadiem sorbentiem: vaji skabi katjonu apmainas sveki Na* forma (ar DVB $kérssaistita akrila
polim@ra matrica ar karboksilskabes funkcionalajam grupam), stipri skabi katjonu apmainas
sveki Ca®* forma (ar DVB $kérssaistita polistirola matrica ar sérskabes funkcionalajam
grupam), neitrali DVB-polistirola sveki, stipri baziski anjonu apmainas sveki Cl" vai OH" forma
(ar DVB skerssaistita polistirola matrica ar etraizvietota amina funkcionalajam grupam).

3.21. att€la paraditas galvenas tendences pirolizes kondensatu sadaliSana ar minétajiem
sorbentiem. Viena un ta pasa pirolizes produktu parauga sadaliSanai izmantoja vienada izméra
kolonnu, pilditu ar atSkirigiem svekiem. Lidz ar to eksperimentos vienigais mainigais bija
sorbenta veids, un vargja izdarit secinajumus par katra sveku veida mijiedarbibu ar pirolizes
produktu maisijumu. No kolonnam, kuras bija pilditas ar neitralajiem svekiem, ka ar1 anjonu
apmainas svekiem CI" vai OH" forma izdaljas tikai viena frakcija — 3.21. attéla A, B un C. Sajas
frakcijas bija samazinats fenolu atvasinajumu saturs, jo tie tika specigi aizturéti kolonnas.
Savukart, no katjonu apmainas kolonnas viena p&c otras izdalijas divas frakcijas D1 un D2.
Frakcijas A, B un D1 izdalijas ar aptuveni vienadu eluenta tilpumu — 100 mL, tatad §is frakcijas
vaji mijiedarbojas ar attiecigajiem sorbentiem. D2 frakcija izdalijas tieSi péc D1 frakcijas, un

art C frakcija tika méreni aizturéta un izdalijas ar 200 mL eluenta tilpuma.

B
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3.21. att. Pirolizes kondensatu frakcijas, kas iegiitas ar: A —neitralu sveku kolonnu, B —anjonu
apmainas sveku kolonnu C1” forma, C — anjonu apmainas sveku kolonnu OH" forma, D1 un D2 — katjonu

apmainas sveku kolonnu Ca?* forma

Gan nefrakcionéto pirolizes produktu maisijumu, gan iegitas frakcijas analiz€ja ar
dazadam metodém, ko var iedalit péc pielietojamibas cukuru vai fenolu atvasinajumiem,
balstoties uz o savienojumu atskirigajam pasibam. Tapéc fenolu saturu paraugos raksturoja
tiesi UV absorbcijas mérijumi pie 275 nm vilna garuma, ka art UHPLC (C18 kolonna) un SEC
ar UV detektoru, bet cukuru atvasinajumu saturu raksturoja jodometriskas titréSanas rezultati,

ka ari UHPLC (Amidu kolonna) ar MS un SEC ar RI detektoru.
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Ka jau iepriek§ aprakstits, izmantojot apgrieztas fazes UHPLC-UV metodes, pirolizes
kondensatos atrodami neskaitami fenolu atvasinajumi, un S$aja pétjjumu sadala netika
identificéti un kvantificéti individuali savienojumi, bet gan p&c visu hromatografisko joslu
laukumu summas tika izvertets kop&ja fenolu satura izmaina frakcijas, salidzinot ar sakotngjo
paraugu. Sakotn&jam paraugam kop&a UV absorbcija pie 275 nm bija 4,0 AU-mg™.
Jodometriska titréSana parauga uzradija 55 % anhidrosaharidu un 11 % glikozes ekvivalentu.
UHPLC-MS ar Amidu kolonnu uzradija vairakus anhidrosaharidus (3.21. att.). Divas
hromatografiskas joslas atbilda anhidrosaharidu monomériem — levoglikozanam (tr = 2,3 min)
un ta izomé&ram (tr = 1,2 min), bet 3-4 min laika izdalijas savienojumi ar m/z vértibam 323, kas

atbilst anhidrosaharidu dimériem.
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3.22. att. Pirolizes kondensata UHPLC-MS (Amidu kolonna) hromatogramma, atlasot MS

meérijjumus m/z vérttbam 161 un 323

SEC-RI analizes paradija (3.23. att.), ka pirolizes produktos domingja savienojumi ar
molmasu Iidz 400 g-mol™, tomér jutigakais UV detektors [191] uzradija tadu savienojumu
klatbiitni, kuru molmasas sasniedza 20000 g-mol™ un kam piemita spéciga UV absorbcija art

zemas koncentracijas.
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3.23. att. Pirolizes produktu SEC-RI (pa kreisi) un SEC-UV (pa labi) hromatogrammas
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Turpmak aprakstita katra sorbenta mijiedarbiba ar pirolizes produktiem. Katras frakcijas

UHPLC un SEC hromatogrammas atrodamas 8. pielikuma.

Neitralie sveki.

Izmantojot neitralo sveku kolonnu, tika izdalita viena pirolizes kondensatu frakcija, kas
pEc tidens iztvaic€Sanas bija briina, kristaliska. P&c masas no kolonnas izdalitaja frakcija bija
aptuveni 70 % parauga komponentu. Péc UV spektrofotometriskajiem mérfjjumiem pie 275 nm
vilna garuma fenolu saturs parauga bija samazinajies par 95 %. Lidzigu tendenci paradija ar1
SEC-UV analizes: fenolu ar My < 100 g-mol™? samazinajums bija par 90 % un ar My, 100-
20000 g-mol™ — par 80 %. legiitaja frakcija bija ievérojami palielinajusies anhidrosaharidu
koncentracija, salidzinot ar sakotn&jo paraugu: no 55 % uz 88 %. Péc UHPLC-MS datiem
anhidrosaharidu monomeru koncentracija p&c frakcionésanas parauga bija dubultojusies, bet
anhidrosaharidu diméru koncentracija palielinajas vél vairak. Tome@r ar titréSanu noteikto
glikozes ekvivalentu koncentracija samazinajas no 11 % Iidz 1,5 %. Tas nozimé, ka kolonna
tika aizturti ne tikai fenoli, bet arT kadi glikozidi. Visticamak So glikozidu struktiiras bija art
saltdzino$i nepolarakas fenolu vienibas, tapec fenoli un glikozidi p&c viena un ta pasa
adsorbcijas mehanisma mijiedarbojas ar sorbenta polistirola divinilbenzola materialu. Ta ka
fenoli ar lielakam molmasam bija sliktak atdaliti, var secinat, ka ar1 ekskliizijas mehanismam
bija ietekme uz pirolizes produktu sadaliSanu ar neitralo sveku kolonnu.

Izmantojot standartvielas — glikozi un levoglikozanu — noskaidrots, ka monosaharidu un
anhidrosaharidu izdaliSanas laiki no neitralo sveku kolonnas atSkiras. 3.24. attéla pa kreisi
redzams, ka glikoze ka polarakais savienojums izdalijas pirms levoglikozana. Tomeér pirolizes
produktu gadijuma (3.24. att€la pa labi) tika noverota tika viena josla, kas sastav&ja galvenokart
no anhidrosaharidiem, tai skaita levoglikozana, bet monosaharidu josla netika detektéta. Tas
velreiz liecina par to, ka pirolizes produktos glikozes vienibas eksisté saistita veida glikozidos,

nevis ka brivi monosaharidi.
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3.24. att. Glikozes un levoglikozana maisijuma (pa kreisi) un pirolizes kondensata (pa labi)
sadaliSana ar nefunkcionalizéto sveku kolonnu: kustiga faze dejonizéts Gdens ar plismas atrumu

1,2 mL-min?
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Anjonu apmainas sveki.

Stipri baziski anjonu apmainas sveki pirolizes kondensatu sadaliSanai tika izmantoti gan
CI', gan OH" forma. CI” forma ir stabilaka, tap&c $T tipa sveki parasti tiek uzglabati un piegadati
Cl" forma, turklat partikas cukuru attiriSana parasti izmanto CI formu, bet $ada veida pastav
iesp&ja piesarnot paraugu ar hloridjoniem, tapéc tika izmé&ginata ari sveku OH™ forma.
3.25. attela redzams, ka OH™ formas sveku kolonna lava iegiit tiraku anhidrocukuru frakciju. Ar
CI” formas sveku kolonnu tika iegiita briina amorfa frakcija, kas saturgja 58 % levoglikozana,
bet 31 % parauga tika aizturéts kolonna, savukart, OH™ formas sveku kolonna palika 54 %
parauga, laujot savakt gaiSakas krasas kristalisku frakciju ar > 95 % levoglikozana. Turklat CI’
formas gadijuma savaktaja frakcija joprojam tika notitrétas heksozes elementarvienibas (18 %),

kamer OH™ formas gadijuma to saturs samazinajas lidz 1 %.
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3.25. att. Pirolizes kondensata sadaliSana ar stipri bazisku anjonu apmainas sveku

kolonnam CI vai OH" forma: kustiga faze dejoniz&ts idens ar plismas atrumu 1,5 mL-min?

Ar OH™ formas svekiem fenolu atdaliSana no pirolizes produktiem notika Iidzigi ka
neitralo sveku gadijuma. Gan tiesa UV metode, gan UHPLC-UV uzradija fenolu satura
samazinagjumu par 99 %. SEC-UV wuzradija 99 % samazinajumu mazmolekularajiem
savienojumiem (< 100 g-mol™), bet tikai 90 % samazinajumu savienojumiem ar molmasu 100-
20000 g-mol™. Visticamak $ie lielmolekularie savienojumi ar UV absorbciju ir fenolu un
saharidu, ko raksturo glikozes ekvivalentu saturs, kondensacijas produkti. Ta ka ar OH™ formas
svekiem iegiitaja frakcija nesamazinajas glikozes ekvivalentu saturs, bet samazinajas fenolu
saturs, var secinat, ka no kolonnas izdalito fenolu glikozidu struktiiras uz vienu fenolu
elementarvienibu bija vairakas cukuru elementarvienibas.

Izmantojot anjonu apmainas svekus CI” forma, tika ieguti sliktaki rezultati — tika atdaliti
tikai 50 % fenolu. Notekiidenu attiriSana fenolu atdaliSana ar jonu apmainas svekiem parasti
tiek piedévéta adsorbcijas mehanismam gan anjonu apmainas, gan neitralajiem svekiem [192].

Labakus fenolu atdaliSanas rezultatus ar CI” formas svekiem var€tu iegiit, optimizgjot kustigas
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fazes pH [193], tomér buferskidumu lietosana levoglikozana frakcija varétu ieviest jaunu
piesarnojumu un kopuma sadardzinat metodi.

Salidzinot ar citiem sorbentiem, anjonu apmainas sveki OH™ forma lava iegtt vistirako
levoglikozanu, turklat par eluentu izmantojot tikai ideni. Tomér So sveku gadijuma aktualiz&jas
jautajums par sorbenta regeneraciju un lietoSanas ilgumu, jo, dalai parauga paliekot kolonna,
tas efektivitate strauji samazinas, 11dz sveki vairs nav lietojami. Eksperimentali tika noskaidrots,
ka ar 100 g sorbenta no 1,2 L pirolizes kondensatu (24 g sausnes) vargja iegiit 15 g kristaliska
levoglikozana. P&c $1 parauga daudzuma sveki bija pilniba piesarnoti un tos vajadz&ja regenerét.
Lai pilniba attiritu kolonnu, to vajadz&ja skalot ar 5 % natrija hlorida skidumu un péc tam
kondicionét ar natrija hidroksida Skidumu, lai atkal ieglitu nepieciesamo OH~ formu.
3.10. tabula paradits, ka arT péc regenerésanas, anjonu apmainas sveku kolonna nezaudgja sp&ju
atdalit levoglikozana frakciju ar salidzinamu tiribu. Pirolizes kondensata parauga levoglikozana
saturs bija 50,0 + 1,0 % no sausnes, bet péc attiriSanas tas palielinajas lidz aptuveni 90 %
neatkarigi no regeneracijas ciklu skaita. Piemaistjumu klatblitni raksturoja ar relativajam
absorbcijas vienibam pie 275 nm vilpa garuma uz 1 g sausnes (AU-mg™). Sakotnéji parauga
piemaistjumu Iimenis bija 7,64 + 0,02 AU mg™, bet péc attirisanas — apméram 0,7 AU-mg™.
Tapat novéroja, ka péc regeneréSanas nemainijas sorbenta kapacitate, t.i., arl péc

3. regeneracijas, ar 100 g sorbenta vargja attirit 1,2 L pirolizes kondensata.

3.10. tabula
Levoglikozana frakcijas tiriba atkariba no sorbenta regenerésanas reizes
Sorbents Levoglikozans, w% | Piemaisijumi, AU-mg™
1. lietoSanas reize 88+ 3 0,59 +0,10
Pé&c 1. regeneracijas 89,0+1,1 0,73 £ 0,04
Péc 2. regeneracijas 90 + 4 0,61+0,11
Péc 3. regeneracijas 88+ 3 0,85 +0,10

Regeneresanas procesa no kolonnas tika izskalots natrija hlorida skidums, kas saturgja
savienojumu ar véra nemamu koncentraciju, pagaidam praktiski netiek izskatitas metodes ta
sadaliSanai un talakai izmantoSanai. Zinams, ka natrija hlorida atdaliSanai riipnieciba tiek
piedavati membranu filtri [194], lai cikliski izmantotu vienu un to paSu natrija hloridu, ka ari
ieglitu pirolizes kondensatu frakciju bez levoglikozana, ko var izmantot, pieméram,
tekstilmaterialu krasosanai [16].

Ta ka literatira [195] aprakstita oglhidratu un polifenolu sadaliSana ar lidzigiem
sorbentiem, izmantojot fenolu desorbciju ar etanola skidumu, ka alternativa NaCl skidumam
regeneracijas procesa var buit dazadi organiskie skidinataji. 3.11. tabula salidzinata desorb&to

savienojumu koncentracija dazadas Skidinataju Sist€émas, ko raksturo kopgjo fenolu un

85



individualu savienojumu koncentracijas. Viszemaka desorbéto fenolu koncentracija bija
metanola 1,21 mg-mL™. Metanolam pievienojot fideni, desorbcija uzlabojas Iidz 2,1 mg-mL?,
savukart etikskabes pievienosana desorbciju palielindja Iidz 2,7 mg.-mL* fenolu. Japiebilst, ka,
aizvietojot metanolu ar etanolu, desorbcijas efektivitate samazinajas no 2,7 lidz 2,3 mg-mL™.

Kopuma skabes klatbiitnei bija vislielaka ietekme uz desorbciju.

3.11. tabula
Fenolu koncentracija regenerésanas Skidinatajos

Skidinatajs Wrenoli , Mg-mL? | Wyanitins, mg-mL™? | Wyanitinsk, mg-mL™ | Wiringilsk., mg-mL*!
Metanols 1,21 £0,08 0,0077 £ 0,003 0,0062 + 0,0004 0,0081 + 0,0009
Metanols/tdens 2,1+0,3 0,0080 + 0,004 0,018 + 0,002 0,041 + 0,005
Etanols/etikskabe 2,3+0,6 0,0061 +=0,0014 0,040 + 0,004 0,095 +£0,010
Metanols/etikskabe 2,7+0,2 0,0062 + 0,0006 0,039 + 0,004 0,099 + 0,008
Metanols/etiksk./tidens 2,7+0,2 0,0063+ 0,0008 0,041 + 0,004 0,106 + 0,009

Tika novérotas ne tikai kvantitativas, bet ari kvalitativas atSkiribas desorbé&tajiem
savienojumu maisTjumiem atkariba no ta, vai regeneracijas Skidumiem bija pievienota
etikskabe. 3.26. attéla paraditas dazadu regenerésanas Skidumu hromatogrammas. Bija atseviski
savienojumi, kuri desorbgjas etikskabes klatbutng, bet palika fikseti uz sorbenta bez etikskabes,
kas teor€tiski nozimé, ka ir iesp&ams svekus vispirms regenerét ar $kidinataju, kura nav
etikskabes un desorbét lielako dalu fenolu, bet péc tam ar etikskabi saturoSo Skidinataju

selekttvi desorbét atlikuSos skabju tipa savienojumus, starp kuriem bija vanilinskabe un

siringilskabe.
OCH;
0.7 -
HO
0.6 1 siringilskabe H

05 HO— \
0,4 - o

=
OCH; .
< 0.3 - vo ] fenoli
02 1  vanilinskabe )_@OH —— metanols/idens/efikskabe
0.1 1 —— metanols/idens
0,0 - i . . |
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3.26. att. Anjonu apmainas sveku regenerésanas Skidumu UHPLC-UV hromatogrammas

Praktiski veicot eksperimentu kolonna, ar fenoliem piesatinatu kolonnu skalojot vispirms
ar metanolu/tideni, bet p&c tam ar metanolu/tideni/etikskabi, tika iegtita pirma fenolu frakcija,
kura nebija fenolu skabju. Savukart, otraja fenolu frakcija bija vanilinskabe un siringilskabe,
bet ar1 zemaka koncentracija citi fenoli. Tas nozimé, ka, lai pilnigi desorbétu fenolus ar
metanolu/tdeni, skidinatajam ar sorbentu nepiecieSams ilgaks kontakta laiks, neka tas ir, ar

plismu skalojot kolonnu.
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Katjonu apmainas sveki.

Izmantojot vaji skabu (Na* forma) vai stipri skabu (Ca®* forma) katjonu apmainas sveku
kolonnas, bija iesp&ams savakt divas frakcijas. Abos gadijumos vispirms izdalijas
blakusproduktu frakcija, bet pé€c tam pamatprodukta levoglikozana frakcija. 3.27. attéla
redzama pirolizes produktu pastas sadaliSana ar vaji un stipri skabiem katjonu apmainas
svekiem. Galvena atSkiriba novérojama anhidrosaharidu sadalifjuma — ar stipri skabajiem

svekiem levoglikozans labak atdalits no pirmas anhidrosaharidu frakcijas.

07 - 07 ——szausne
0s | —s—glikozes vienibas
= —i—anhidrosaharidi
= 03 - \
—f rel. vien.
01 A
= e
-0,1 B0 10 180 240 01 4 &0 120 180 240
t, min t, min

3.27. att. Pirolizes produktu sadaliSana ar vaji un stipri skabu katjonu apmainas sveku
kolonnam: pa kreisi — vaji skabi katjonu apmainas sveki Na* forma, tidens 0,6 mL-min, pa labi — stipri

skabi katjonu apmainas sveki Ca?* forma, tidens 1 mL-min™!

Ar katjonu apmainas sveku kolonnu Ca?* forma iegiitaja levoglikozana frakcija fenolu
saturs bija samazinajies par vismaz 75 %, padarot to lidzigu frakcijam, kas bija attiritas ar
neitralajiem svekiem un anjonu apmainas svekiem OH™ forma. Anhidrosaharidu, galvenokart,
levoglikozana koncentracija $aja frakcija bija 92 %, bet glikozes ekvivalentu koncentracija bija
tikai 2,5 %. Savukart, pirmaja frakcija bija koncentréti fenoli, kas UV absorbciju palielinaja par
60 %. Pirmaja frakcija bija ari véra nemams anhidrosaharidu saturs — 37 %, ka ar1 10 % glikozes
ekvivalentu, jo eksklizijas mehanisma dél atrak izdalijas lielmolekularie savienojumi —
glikozidi un anhidrosaharidu dimeéri. SEC-UV analizes apstiprinaja ekskliizijas mehanisma
lomu, jo pirmaja frakcija lielmolekularo savienojumu saturs bija palielinajies piecas reizes, bet
otraja (levoglikozana) frakcija tikpat ka nebija ar RI detektoru detekt€jamu savienojumu ar
molmasam > 170 g-mol™?. Spriezot pec UHPLC-MS hromatogrammam, detekt&jot jonus ar
m/z 161, pirmaja frakcija bija arT citi anhidromonosaharidi, tatad ar katjonu apmainas sveku
kolonnu Ca?* forma péc ligandu apmainas mehanisma tika atdaliti anhidroglikozes izoméri.

Lai uzlabotu pirolizes produktu atdaliSanu katjonu apmainas kolonna, tika veikti
eksperimenti, kustigajai fazei pievienojot etanolu. Neatkarigi no eluenta sastdva visos
gadijumos pirma josla jeb frakcija izdalfjas aptuveni vienada laika, tatad
hidrofobajam/hidrofilajam mijiedarbibam S$aja gadijuma nebija bitiskas nozimes. Ta ka

levoglikozana skidiba etanola ir daudz zemaka neka tdeni, Iidz ar etanola tilpuma dalas
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palielinasanu palielinajas levoglikozana izdaliSanas laiks. Ka redzams 3.28. att€la, tas loti labi
bija noverojams vaji skabo sveku gadijuma. Pievienojot eluentam etanolu, tika atdalita ne tikai
viena anhidrosaharidu josla, bet izveidojas gara anhidrosaharidu fronte, kas sakas jau pie
120 min. 120 min laika, visticamak, izdalijas anhidrocukuru diméri vai augstaki oligoméri, bet

laika starp oligomériem un lielako levoglikozana joslu, izdalijas levoglikozana izoméri.

U_,? {I_.-" i U_,? i m— AL NE
=—s—rlikozes vienibas

0,5 05 - 05 E
#® & ® —de— g rhidrosaharidi
20,3 203 | 20,3 )
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0,1 0,1 - ! 0,1 ;E:: : 5}
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3.28. att. Pirolizes kondensata sadaliSana: sorbents — vaji skabi katjonu apmainas sveki

Na* forma, eluents — dejonizéts tidens vai iidens/etanola maistjums, pliismas atrums — 0,6 mL-min?

3.12. tabula redzamas 1. un 2. frakcijas selektivitates koeficienti un izskirSanu vértibas
atkariba no eluenta sastava. Etanola pievienoSana eluentam butiski uzlaboja gan selektivitati,
gan izskirSanu, bet taja paSa laika art ieveérojami palielindja kop&jo atdaliSanas ilgumu. Ka
piemérotakais eluenta sastavs tika izvelets tidens/etanola maisijums tilpumu attieciba 4:1, kas
lava pietiekosi atdalit levoglikozanu no pargjiem pirolizes kondensata komponentiem, ka art
nevajadzigi nepaildzinaja atdaliSanu. Sadalot pirolizes kondensatu divas dalas, var€ja iegiit pec

masas aptuveni vienadas frakcijas, no kuram otraja bija Iidz 90 % tirs levoglikozans.

3.12. tabula

Pirmas un otras frakcijas izdaliSanas laiks tr un izdaliSanas koeficients k, ka ar1 $o joslu para
selektivitates koeficients a un iz§kir§ana R, izmantojot vaji skabu katjonu apmainas sveku
kolonnu ar dazadiem eluentiem

tr, Min k
Eluents 1. fr. 2. fr. 1. fr. 2. fr. ¢ R
Udens 118 191 0,57 1,6 2,7 0,94
Udens/etanols (4:1) 118 245 0,57 2,3 4,0 1,8
Udens/etanols (2:1) 120 291 0,60 2,9 4.8 1,9

3.29. attela redzamas cetru dazadu pirolizes kondensatu hromatogrammas, kas iegiitas ar
vaji skabo katjonu apmainas sveku kolonnu un tidens/etanola maisijumu (4:1). Visos gadijumos
apstiprindjas iepriekS aprakstita tendence paraugiem sadalities divas frakcijas, no kuram
pirmaja bija fenoli, furani, oligosaharidi, bet otraja — galvenokart levoglikozans. Otrajas

frakcijas (pec 90 min) tika iegits levoglikozans ar 70-90 % tiribu, atgistamiba bija virs 70 %.
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3.29. att. Dazadu pirolizes kondensatu sadalisana: sorbents — vaji skabi katjonu apmainas sveki

Na* forma, eluents — dejonizéts tidens vai fidens/etanola maisijums, pliismas atrums — 1,2 mL-min-*

3.30. attela redzams, ka neatkarigi no sakotn&jas levoglikozana masas dalas parauga (w%
no sausnes) savaktajas otrajas frakcijas levoglikozana tiriba bija salidzinama. Pat no pirolizes
kondensatiem, kuros bija salidzino$i zema levoglikozana koncentracija bija iesp&jams iegiit
viegli kristaliz&jamu levoglikozana frakciju, tatad So metodi var uzskatit par stabilu un robustu,
salidzinot ar klasisko ,,acetona metodi’’, ar kuru levoglikozanu var attirit tikai atseviskos

gadijumos [196] — atkariba no sakotngjas levoglikozana koncentracijas un piemaisijumu dabas.
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3.30. att. Levoglikozana koncentracija dazados pirolizes kondensatos (no sausnes) pirms un

péc attiriSanas ar vaji skabajiem katjonu apmainas svekiem

3.29. attela redzams, ka visos paraugos bez levoglikozana bija arT citi anhidrosaharidi.
Aprekinot otraja frakcija savakta levoglikozana masas dalu no visiem atrastajiem
anhidrocukuriem (pirmas un otras frakcijas anhidrosaharidu satura summa), tika noskaidrots,
ka pirolizes kondensatos levoglikozana un citu anhidrosaharidu attieciba bija lidziga. No

kopgjiem anhidrosaharidiem levoglikozans bija 70-80 %.
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Kustigajai fazei pievienojot 20 % etanolu, paliclinajas selektivitate starp pirmo un otro
frakciju (a 2,8 — 3,7), tomer praktiski tas neietekméja iesp&ju atdalit anhidrosaharidu frakcijas,
tapec turpmakos eksperimentos stipri skabos svekus lietoja ar fideni ka kustigo fazi. Ta ka stipri
skabie katjonu apmainas sveki nodros$inaja labu sadalijumu starp pirmo anhidrocukuru frakciju
un levoglikozanu, tie tika izmantoti, lai sadalitu Latvijas Organiskas sintézes institiita iegiitu
paraugu, kur$ satur&ja no pirolizes kondensatiem izdalitu anhidrosaharidu frakciju?. Sanemto
anhidrosaharidu paraugu sadalot ar stipri skabo katjonu apmainas sveku kolonnu, tika iegiitas
divas izteiktas hromatografijas joslas. Zimigi, ka, arT §T parauga frakcijas jodometriski titrgjot
pec levoglikozana/kop€jo cukuru noteikSanas metodes, pirmaja hromatografijas josla pie
60 min tika iegliti negativi heksozu rezultati (3.32. atteéla pa kreisi). Saskana ar literatiira
atrodamo informaciju [59, 121] un OSI veiktajam NMR analizém, tika pienemts, ka
hromatogrammas pirma josla atbilst 1,6-anhidro-p-D-glikofuranozei (AGF), un tika korigétas

2.4 un 2.5. formulas, p&c kuram aprékina levoglikozana un monosaharidu saturu paraugos.
0]

o 0
2 NalO, o
3% HCHO + 2H,0 +
HOY" "10OH P ~
o) 0
OH
(LG)

(AGF)

3.31. att. Levoglikozana (LG) un 1,6-anhidro-p-D-glikofuranozes (AGF) oksidé$ana ar

natrija perjodatu

3.31. atteéla redzams, ka atSkiras levoglikozana un AGF oksidéSanas reakcijas:
levoglikozana un natrija perjodata stehiometriska attieciba ir 1:2, bet AGF un natrija perjodata
stehiometriska attieciba ir 1:1. Lidz ar to 2.3. un 2.4. formulas tika ievesti AGF oksideSanas
reakcijai atbilstoSie stehiometriskie koeficienti un iegtitas $adas formulas:

W%AGF = 100% - Ctiosulfats' (V1 tiosuifats—V2 tiosulfats)'MAGF (31)
(30—-6)Mparaugs

6
Ctiosulfats V2—5o—(V1—V2)) Mgk
W%heksozes = 100% - L 20=6 e (32)

30'Mparaugs

22013. gada Latvijas Organiskas sintézes institiita Dr. chem. P&tera Trapenciera vadiba péc Latvijas Valsts
koksnes kimijas institiita pasiitijuma tika veikts petijums par pirolizes organiskajiem produktiem, ka ietvaros tika
identificeti dazi savienojumi, ka arT ar tiesas fazes Skidruma hromatografiju izdalita anhidrocukuru frakcija.
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AGEF atbilstosas 3.1. un 3.2. formulas tika izmantotas, lai parrékinatu pirmas frakcijas
analizu rezultatus, bet otras frakcijas rezultati joprojam tika rékinati péc levoglikozanam
atbilstosajam 2.3. un 2.4. formulam. 3.32. attéls parada, ka 3.1. un 3.2. formulas ir ticamas, jo

vairs netiek iegiiti izteikti negativi heksozu rezultati.
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3.32. att. Levoglikozana (LG) un 1,6-anhidro-p-D-glikofuranozes (AGF) atdali§ana: pa
kreisi — hromatogramma, kura iegiita izmantojot 2.4. un 2.5. formulas, pa labi — hromatogramma, kura

kombinétas 2.3., 2.4. un 3.1. un 3.2. formulas

2

Pirolizes kondensatu frakcionésanas méerogosana ar iekartu ,,Sorbomate .

No iepriekS aprakstitajiem pirolizes kondensatu frakciongSanas variantiem, par
derigakajiem jaatzist sadaliSanu ar stipri skabiem katjonu apmainas svekiem Ca®" forma un
stipri baziskiem anjonu apmainas svekiem OH™ forma. Abi varianti sniedz atSkirigus, bet
vienlidz interesantus rezultatus, tapec tika izskatita to izmantoSana lielakiem paraugu apjomiem
ar lielaku plismas atrumu (20-30 mL-min?), ko nodrosindja automatizéta ickarta
,,Sorbomate’’. 3.13. tabula salidzinata pirolizes kondensatu frakciong€sana ar anjonu vai katjonu

apmainas sveku kolonnam.
3.13. tabula
Pirolizes kondensatu frakcioneS$ana ar stipri skabiem katjonu apmainas svekiem vai stipri

baziskiem anjonu apmainas svekiem iekarta ,,Sorbomate’’

Parauga Kolonnas . Para_lnga Frakciju Kolonnas
Sorbents - N ievadiSana 1w . v
sagatavoS$ana | kondicioné$ana - savakSana regenerésana
kolonna
I, Kondensata
Stlpn skabi ietvaic€Sana Nelielas . -
katjonu - 0 Metanols, - Tiek atdalitas ; 0
. lidz 20 % 0 < porcijas (pa _ Reti ar 5 %
apmainas 5 % Ca(OH): k., un savaktas .
. sausnes _ 3-5¢ . 0 Ca(OH): sk.
sveki tdens divas frakcijas ’
o - saturam, sausnes)
Ca“* forma filira
iltréSana
Stipri baziski Nepartraukti . -
anjonu Kondensata Metanols, (lidz24 g l;:r\]/f)];lsii\c/)i];;i Biezi ar
apmainas filtratana 2 % NaOH sk., sausnes uz saturosa 5 % NaCl un
sveki OH" tdens 100g frakciia 2 % NaOH sk.
forma sorbenta) !
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Lai pirolizes kondensatus sadalitu divas frakcijas ar katjonu apmainas svekiem, paraugs
vispirms jaietvaicg€, lidz sausnes saturs ir aptuveni 20 %, pretgja gadijuma hromatografijas
joslas paplatinas un pasliktinas frakciju atdaliSana. Ar spektrofotometrisko detektoru novérojot
pirmas frakcijas beigas, var atrast bridi, kura jasak vakt otro frakciju, kas satur galvenokart
levoglikozanu. Levoglikozana koncentracija otraja frakcija bija > 70 %, bet pirmaja frakcija
tika savakti pargjie pirolizes produkti. Sis metodes prieksrociba ir ta, ka levoglikozans bija labi
atdalits no AGF, kas palika pirmaja frakcija, tapéc varga ne tikai savakt kristalisko
levoglikozana frakciju, bet art turpinat eksperimentus ar pirmo frakciju, lai izdalitu AGF. Lai
sadu pirolizes paraugu frakcionéSanu realiz€tu riipnieciskos apmeéros, biitu javeic biitiski
finansiali ieguldfjumi aprikojuma, kas nepartraukta hromatografijas procesa lautu iegit
maksimalu levoglikozana iznakumu (simulated moving bed) [197].

Anjonu apmainas sveki bija vislabak piemeéroti apjomigai, bet vienkarSai levoglikozana
izdaliS8anai no pirolizes produktiem. Pirmkart, ar anjonitu kolonnu tika iegiita kristaliska
levoglikozana frakcija ar visaugstako tiribu (> 80 %). Otrkart, Sos svekus bija visvienkarsak
lietot — nebija nepiecieSams ietvaicét pirolizes kondensatus, bet tos vargja ievadit kolonna
atSkaidita veida. Lidz ar to pats paraugs kalpoja ka eluents un nevajadz€ja izmantot papildus
tdeni. Paraugu var€ja ievadit kolonna, lidz sorbenta pilnigai piesarnosanai, ko bija viegli
detektét p&c eluata krasas izmainas, respektivi ar spektrofotometru. Par zinamu trakumu var
uzskatit to, ka sorbents saméra biezi jaregeneré ar NaCl skidumu, tomer, ka jau ieprieks
aprakstits, pozitivi ir tas, ka sorbenta sp€ja attirit levoglikozanu nemazinas ar1 péc atkartotas
regenerésanas. Péc bitibas var uzskatit, ka levoglikozana attiriSana ar anjonitu kolonnu notika
pec cietfazes ekstrakcijas, nevis hromatografijas principiem, jo $aja gadijuma sadaliSana bija
tikai lidzsvara process, nevis kombinétais lidzsvara un kinétiskais process ka Skidruma
hromatografija [198]. Anjonu apmainas sveki jau ir sevi pieradijusi ka pienemamu metodi
partikas cukura atkraso$anai [58, 199, 200], tapéc §1 pétijuma nosléguma ripnieciskai

levoglikozana attiriSanai tiek piedavata anjonu apmainas sveku (OH™ forma) metode.

3.7. Levoglikozana attiriSana

Neatkarigi no izvéléto jonu apmainas sveku veida (anjonu apmainas OH™ forma vai
katjonu apmainas Ca®* formad) no pirolizes kondensatiem vargja atdalit frakciju, kura
levoglikozana koncentracija neparsniedza 90 %, tapéc bija nepiecieSams vel viens attiriSanas
solis, lai ieglitu augstas tiribas levoglikozanu. Piemaisijumu satura puskvantitativai
raksturoSanai izmantota UV/Vis spektrofotometrija. Starptautiski pienemts cukuru tiribas
raditajs ir krasa, ko raksturo absorbcija pie 420 nm vilna garuma, bet koksnes pirolizes gadijuma

blakusproduktu absorbcijas maksimums ir pie 275 nm vilpa garuma.
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Parkristalizgjot levoglikozana (95 %) paraugu tris dazados Skidinatajos — acetona,
metanola un etanola, noskaidrots, ka vistirako produktu ar augstako iznakumu iegtist no etanola,
t.i., 88 % iznakums ar parauga krasu (As20) 280 vienibas. Metanola gadijuma iznakums bija

85 % ar krasu 570 vienibas, bet acetona gadijuma — 77 % ar krasu 330 vienibas.

LG péc kristalizésanas
LG frakcija péc preparativas LG 95-98 %
letvaicéts pirolizes Skidruma hromatografijas
kondensats (Wadens 10 %) LG 80-90 %
LG <50 %

3.33. att. Pirolizes produktu un attirita levoglikozana fotografijas

Parkristalizgjot levoglikozanu saturosas pirolizes produktu frakcijas no etanola, vargja
iegtit 95-98 % tiru levoglikozanu ar 50-60 % iznakumu. Zudumi radas levoglikozana skidibas
etanola dél (aptuveni 10g-100 mL™?), ka arT blakusproduktu mijiedarbibas d&l. 3.14. tabula
salidzinata piemaisjjumu koncentracija levoglikozana paraugiem, kas secigi iegtti tris

parkristalizacijas, pedeja pievienojot aktiveto ogli.

3.14. tabula
Piemaisijumu saturs attirita levoglikozana paraugos
- g Krasas (péc ~
(1)
AttiriSana Levoglikozans w, % ICUMSA) Krasazrs
Vienreiz parkristalizets 95+2 7500 = 200 108500 + 400
Atkartoti parkristalizéets 97,1+1,1 2220+ 50 13890 + 50
Atkartoti parkristalizets, 97,5409 230+ 40 2770 + 50
izmantojot aktivéto ogli

Atkartota parkristalizacija palielinaja levoglikozana tiribu par vismaz 2 %. Apstrade ar
aktiveéto ogli neatstaja butisku ietekmi uz levoglikozana koncentraciju, tomér UV/Vis
absorbcijas mérjjumi paradija ieverojamu krasaino piemaisijumu daudzuma samazinajumu, kas
liecina par to, ka piemaisijumu masas koncentracija bija neliela, bet to absorbcija intensiva. Ar
ogli apstradata parauga krasa (A42o0) bija 230 vienibas, kas ir vairakas reizes zemaks rezultats
neka paraugam, kas bija parkristalizéts, neizmantojot ogli, tom&r komerciali pieejamajam
levoglikozanam krasa bija < 2 vienibam. Par piemaisijumi klatbiitni ar ogli attiritaja

levoglikozana parauga liecindja art nelielas kuSanas temperatiiras un optiska grieSanas lenka
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atSkiribas, salidzinot ar standartvielu. legltajam paraugam kuSanas temperatira bija
180,6 + 0,3 °C un optiskais grieSanas lenkis bija -69 + 2 ° (standartam attiecigi 181,5 + 0,4 °C
un-65+ 2 °).

3.8. Kompleksa pirolizes kondensatu frakcionésana

Lai gan levoglikozans ir galvenais lignocelulozes pirolizes produkts ar vislielako
iznakumu, ir interese izdalit un valorizet arT citus savienojumus vai to grupas, jo tada veida tiktu
nodro$inati biorafiné$anas principi un palielinats razoSanas kopé&jais ekonomiskais izdevigums.
Citu pirolizes produktu starpa jamin 1,6-anhidro-p-D-glikofuranoze, kas ir literatira biezi
aprakstits no biomasas ieglistamais savienojums — pé&c levoglikozana tas ir nakamais
anhidrosaharids ar lielako koncentraciju pirolizes produktos [201], tap&c ir liela interese izdalit
AGF ne tikai ka ekonomiski nozimigu produktu ar augstu pievienoto vértibu, bet ar lai to
izmantotu par standartvielu analizém, jo pagaidam AGF pirolizes kondensatos tiek kvantificta
pec levoglikozana, laujot iegiit tikai aptuvenus rezultatus.

Ieprieksejas apakSnodalas aprakstits, ka levoglikozanu vispraktiskak izdalit un attirit,
veicot kondensata sadaliSanu ar anjonu apmainas sveku (OH™ forma) kolonnu un sekojoSu
kristalizaciju. Tomér kristalizacijas procesa dala levoglikozana paliek atsalni, tapeéc sava zina
efektivak p&c anjonu apmainas sveku kolonnas veikt levoglikozanu saturo$as frakcijas
sadaliSanu ar katjonu apmainas sveku kolonnu, pirmaja frakcija savacot anhidrosaharidus bez
levoglikozana. 3.34. attéla redzama anhidrosaharidu frakcijas sadaliSana ar katjonu apmainas
sveku Ca?* forma kolonnu, kur pirmaja frakcija atkal redzams zimigais negativais heksozu jeb
glikozes ekvivalentu titré€Sanas rezultats, kas, ka ieprieks aprakstits, liecina par anhidrosaharidu

klatbutni, kurus oksidé viena perjodata molekula (nevis divas, ka levoglikozanu).

18
—e—sausne

13 —e—anhidrosaharidi
. 0% heksozes
£

0,3 -

T T - A
0,2 9 10 20 30 a0 50
t, min
-0,7 -

3.34. att. No pirolizes kondensata izdalitas anhidrosaharidu frakcijas sadaliSana ar katjonu

apmainas sveku Ca?* forma kolonnu

Lai detalizétak izpétitu pirmo anhidrosaharidus saturoso frakciju, kas iegiita ar katjonu

apmainas sveku kolonnu, tika veikta riipiga frakciju analize, izmantojot gan 3.1. apaksnodala
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aprakstitas UHPLC metodes, gan HPLC metodi ar Pb?* formas kolonnu. Tika kvantificéti

(kalibrgjot pec levoglikozana) vairaki atseviski savienojumi, kuri raksturoti 3.15. tabula.

3.15. tabula

Savienojumi anhidrosaharidu frakcija

Metode Pazimes Identitate, apziméjums
UHPLC(Amidu)- | tr = 2,1 min Anhidroglikoze (LG un AGF), AG-ELSD
ELSD tr = 2,6 min Anhidrodisaharidi, ADS-ELSD
UHPLC(Amidu)- | tr = 1,1 min, m/z = 161 | Anhidrosaharids, AS-MS
MS tr = 2,1 min, m/z = 323 | Anhidroglikoze (LG un AGF), AG-MS
tr = 12,9 min . . ..
tr = 14.8 min Anhidrodisaharidi, ADS-RI(1,2)
HPLC-RI ';R f 122 m:g 1,6-Anhidro-p-D-glikofuranoze, AGF-RI
R — ) - . . . . .
tn = 21.6 min Nezinami savienojumi (cukuri), X-RI(1,2)
tr = 27,6 min Levoglikozans, LG-RI

Izmantojot UHPLC Amidu kolonnu, gan ar ELSD, gan kvadrupola MS vargja noteikt

levoglikozanu, bet tika apstiprinats, ka ar So metodi netiek atdalits levoglikozana izomérs AGF,

tapec josla ar tr 2,1 min atbilst anhidroglikozei AG, kas ietver abas formas (furanozi un

piranozi). Ar ELSD metodi vargja noteikt arT anhidrodisaharidus ADS, savukart MS detektors

paradija kada anhidrosaharida AS klatbiitni, kas izdalijas salidzinos$i agri — 1,1 min laika. Lai

atdalitu anhidroglikozes izomérus (3.35. att.), tika izmantota HPLC-RI metode, kuras gadijuma

levoglikozana izdaliSanas laiks bija 27,6 min, bet AGF izdaliSanas laiks bija 15,8 min.

100 - ‘T;
UHPLC{Amidu)-ELSD
2 80 -
o 0,5
:E 60 - 04
£ 03 AS
Ev] w
= 0,1
2 20 - 0
0 0:5 J.“ 1:5 T T
0 0,5 1 1,5 2 4
t, min
100 -
HPLC-RI
8 80 -
g
'S 60 -
2
& 20 A ADS
ADS
0 . -

2 4 6 8 10

12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34
t, min

3.35. att. Anhidrosaharidu UHPLC(Amidu)-ELSD un HPLC-RI hromatogrammas: paraugs

nemts uz 1. un 2. frakcijas robezas, t.i., pie 120 min 3.36. att€la (apzim&jumus skat. 3.15. tabula)
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Par mingto savienojumu identitati var spriest, kopa apskatot gan analitiskas Skidruma
hromatografijas, gan preparativas sadaliSanas ainu. 3.36. att€la anhidrosaharidu frakcijas
preparativaja hromatogramma ievietoti ar analitiskajam metodém noteiktie savienojumi (attela
pietuvinata 1. frakcija, jo otraja frakcija tika detektéts tikai levoglikozans). Pirmkart, jaievéro,
ka 1. frakcija dominé savienojums ar izdaliSanas maksimumu pie 80-90 min. Sis savienojums
tikpat ka vienadi kvantificéts ar trim metodém — HPLC-RI (tr = 15,8 min), UHPLC(Amidu)-
ELSD un —MS (tr = 2,1 min). Analitiski $T savienojuma tr un intensivaka jona m/z vértiba
UHPLC gadijuma sakrit ar levoglikozanu, kas liecina par lidzigu kimisko struktiiru, respektivi,
liecina, ka $is savienojums ir AGF. HPLC gadijuma gan $is savienojums izdalijas daudz atrak
neka levoglikozans, kas varétu likt domat, ka tas ir anhidrodisaharids, kura atro izdaliSanos
nosaka ekskliizijas mehanisms [202]. Bet dimérs nevarétu vienlaicigi ar levoglikozanu
izdalities no Amidu kolonnas, tatad jasecina, ka AGF izdaliSanos no katjonu apmainas sveku
kolonnam (gan analitiskam, gan preparativam) galvenokart nosaka ligandu apmainas
mehanisms, kas nodro$ina augstu selektivitati starp AGF un levoglikozanu. Japiebilst, ka $is
savienojums, jodometriski titr&jot, pazemina glikozes ekvivalentu rezultatu (negativas
vertibas), kas papildus liecina par to, ka tas ir AGF, vienlaicigi izslédzot iesp&ju, ka tas ir kads

piranozes formas izomérs, pieméram, 1,6-anhidro-f-D-mannopiranoze.

= = sausne AG-ELSD ADS-ELSD === AS-MS —0— AG-MS
—d— ADSRI(1) —4—ADSRI2) == AGF-RI o X-RI(1) —8— LG-RI

0,5

0,4

W, ¥

¥

0,2

0,1

3.36. att. Anhidrosaharidu (apziméjumus skat. 3.15. tabula) frakcijas preparativa

hromatogramma (katjonu apmainas sveki Ca®* forma) (apzimé&jumus skat. 3.15. tabula)
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Ta ka tris detekteSanas metodes uzradija salidzinamu AGF rezultatu, var pienemt, ka
kalibréSana péc levoglikozana lauj atbilstosi novertét AGF kvantitativo saturu frakcijas. Péc
ieglitajiem datiem 1. frakcija (60-120 min 3.36. attéla) AGF saturs bija apméram 50 % (54 %
ar HPLC-RI, 48 % ar UHPLC-ELSD, 55 % ar UHPLC-MS). Pargjos aptuveni 50 % 1. frakcija
veidoja anhidrodisaharidi un citi cukuru atvasinajumi. HPLC-RI rezultati liek parskatit ar
hidrofilas mijiedarbibas UHPLC metodém iegiitos levoglikozana noteikS$anas rezultatus, jo péc
HPLC-RI rezultatiem novérots, ka pirolizes kondensatos AGF saturs bija 20-25 % no kopgja
anhidroglikozes daudzuma.

Ar UHPLC-ELSD metodi noteiktais anhidrodisaharidu (ADS-ELSD) saturs frakcijas
sakrita ar savienojuma ADS-RI(2) koncentraciju, bet ar HPLC metodi vél tika noteikts kads
cits anhidrodisaharids ADS-RI(1), ka ari nezinami savienojumi, kuru izdaliSanas laiks bija starp
AGF un levoglikozanu. Ta ka tie no preparativas kolonnas izdalijas salidzinosi vélak (80-
110 min laika), var secinat, ka runa ir par monosaharidu atvasinajumiem, piemeéram,
mannozanu vai galaktozanu, nevis disaharidiem.

Ar UHPLC-MS metodi preparativas hromatogrammas sakumdala (ap 70 min 3.36. attcla)
tika atrasts savienojums, kura intensivaka jona m/z vértiba bija 161, kas atbilst anhidroheksozes
molekularajam jonam, tomér agrais izdaliSanas laiks no Amidu kolonnas liecina par to, ka Sis
cukura atvasinajums bija saistits ar kadu nepolaraku struktiiru.

Izmantojot nolidojuma laika masspektrometriju, tika pétita iesp&ja selektivi identificét
levoglikozanu un AGF UHPLC gadijuma. Lai gan ne Amidu, ne HILIC kolonna nenodroSinaja
pietiekamu 1,6-anhidroglikozes izom&ru savstarpgjo atdalisanu (o < 1,1), TOF/MS apstaklos
levoglikozanam un AGF noveéroti atSkirigi masspektri., kas redzami 3.37. attéla. Lidz ar to
paveras iespgjas Sos savienojumus selektivi detekt€t ar tandéma masspektrometriju SRM
rezima. Gan levoglikozana, gan AGF masspektros bija molekularie joni [M-H] ar m/z vértibu
161,046, ka art dimerizacijas produktu [2M-H]" joni ar m/z 323,099. Ka bitiskako atskiribu $o
anhidrosaharidu spektros var min€t jonu ar m/z vertibu 221,012, kas raksturigs tikai
levoglikozanam, bet ne ta furanozes formas izomé&ram. Attiecigi tika sastadita tandéma

masspektrometrijas programma SRM reZima detekt€jot jonu ar m/z 161 un 221 veidoSanos.
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3.37. att. Anhidrosaharidu frakciju UHPLC-TOF/MS hromatogrammas, ka ari
levoglikozana (LG) un 1,6-anhidro-p-D-glikofuranozes (AGF) TOF/MS spektri: ESI- MS BPI;

atdaliSana ar Amidu kolonnu gradienta apstaklos

3.38. attéla redzams, ka levoglikozanu saturosaja frakcija ar MS SRM metodi tika atrasts
savienojums ar tr = 2,5 min, bet AGF saturo$aja frakcija $aja laika josla nav detektéta, tatad ir
iesp&jams selektivi noteikt levoglikozanu AGF klatbiitng, pat ja Sos izom@rus nevar atdalit ar
hidrofilas mijiedarbibas UHPLC kolonnam. Tomér kvantitativu levoglikozana noteikSanu
traucé SRM detektésanas metodes zema jutiba, ka ari levoglikozana joslas forma — plata,
saSkelta josla. Japiebilst, ka joslas saskelSana notika tieSi detekt€Sanas ietvaros, jo, izvEloties
citas m/z vertibas, pieméram, 323, levoglikozana josla netika saskelta un bija simetriska. Joslas,
kas iegiita detekt&jot jonu ar m/z veértibu 221, saSkelSanos iesp&jams skaidrot ar to, ka,
veidojoties aduktam, tiek saSkelts 1,6-anhidro tiltins, un klust iesp&jama a- un B-formu

1izomerizacija C1 pozicija ka jebkuram reducgjoSam cukuram.
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3.38. att. Anhidrosaharidu frakciju UHPLC-TOF/MS hromatogrammas: ESI- SRM

(m/z 161 un 221) BPI; atdalisana ar Amidu kolonnu gradienta apstaklos
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3.39. att. Kompleksas pirolizes kondensatu frakcionéSanas shema

Kopuma var sastadit kompleksas pirolizes kondensatu frakcionésanas shému (3.39. att.),
kas ka pirmo ietver kondensata sadalisanu ar adsorbcijas hromatografiju, izmantojot anjonu
apmainas svekus OH™ forma, ka rezultata Skiduma veida tiek iegiita anhidrosaharidu frakcija,
bet uz svekiem adsorbéta veida paliek fenolu frakcija, ko talak, veicot selektivu desorbciju ar
dazadiem $kidinatajiem, varétu sadalit atseviskas fenola atvasinajumu frakcijas, balstoties uz to
funkcionalajam grupam, pieméram, atseviski izdalot fenolkarboksilskabes (vanilinskabi,
siringilskabi), kuru potencialais pielietojums medicina aprakstits jaunakaja literatiira [203,
204]. Savukart, anhidrosaharidu frakciju talak var sadalit péc kombingéta ligandu
apmainas/ekskliizijas mehanisma, ko nodro§ina katjonu apmainas sveki Ca®* forma un ka
rezultata tiek savakta levoglikozana frakcija, ko parkristalizéjot iegiist levoglikozanu ar tiribu
virs 98 %. P&c kristaliz€Sanas atsalni paliek dazadi cukuru atvasinajumi un citi piemaisjumi
zemas koncentracijas. Frakcija, kas paliek péc levoglikozana atdaliSanas ar katjonu apmainas
sveku kolonnu, satur AGF un citus anhidrosaharidus, ko varétu sadalit, piemeklgjot atbilstoSu
ekskliizijas hromatografijas sorbentu, lai pe€c molekulu izméru atSkiribam atdalitu AGF no
oligomeériem. Var prognozéet, ka $ada veida tiks iegtita AGF ar tiribu virs 90 %, bet atlikuSos
blakusproduktus var apvienot ar atslani, kas palicis péc levoglikozana kristaliz€Sanas, un $o
cukuru atvasinajumu maisjjumu hidrolizét, lai iegiitu glikozi, kas ir pieprasita izejviela
biomasas izcelsmes pienskabes [205] un bioetanola [206] razosana. Tada veida ari pirolizes
kondensatu sadaliSana tiek ieverots biorafin€Sanas princips, no viena izejmateriala ieglistot péc

iespgjas vairak izmantojamu produktu.
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SECINAJUMI

1. Levoglikozana noteikSanu ar UHPLC hidrofilas mijiedarbibas kolonnam atseviskas
paraugu grupas traucé levoglikozana izoméra 1,6-anhidro-p-D-glikofuranozes klatbitne, ko
iespgjams noverst, detektéSanai izmantojot tandéma masspektrometriju specifiska SRM rezima.
Rutinas analizém piemérotaka levoglikozana noteik$anas metode ir HPLC ar ligandu apmainas
kolonnu, kas nodro$ina levoglikozana un ta izomera atdaliSanu.

2. Fenolu un furanu vienlaicigai noteikSanai pirolizes kondensatos izmantojama viena un
ta pati apgrieztas fazes UHPLC metode. Liela savienojumu skaita dé| tos visus nav iesp&jams
pietickami atdalit un selektivi noteikt ar UV detektéSanu, bet ir iesp&jams tos noteikt ka
atseviSkas grupas. Starp individuali noteiktajiem savienojumiem augstaka koncentracija bija 5-
hidroksimetilfurfurolam, furfurolam, vanilinam un siringaldehidam.

3. Izpetes posma (laboratorijas apstaklos vai pilotiekartas) pirolizes produktu sastava
raksturosanai vélams izmantot pec iesp&jas specifiskakas analitiskas metodes, t.i., Skidruma
hromatografiju apvienojuma ar masspektrometriju, bet rutinas analizém riipnieciba, lai
visparigi monitorétu pirolizes produktu kvalitati, var izmantot vienkar§akas un 1etakas kimiskas
metodes — jodometrisko titré$anu anhidrosaharidu noteik$anai un Folina-Cikalto metodi fenolu
noteikSanai, kas lauj savstarpgji salidzinat viena tipa paraugus.

4. Petitajos pirolizes kondensatos galvenokart atrodami savienojumi ar molmasu 200-
500 g-mol™, t.sk., fenilglikozidi un anhidrosaharidu diméri, ka arf mazmolekulari savienojumi
ar molmasu < 200 g-mol™, galvenokart anhidrosaharidu monomeéri, fenoli un furani.

5. Pirolizes kondensatu uzglabasanas laika neveidojas biitiski levoglikozana zudumi, bet
ir novérojamas kondensatu noveco$anas pazimes — samazinas kop¢jais furanu un fenolu saturs
un veidojas nogulsnes.

6. Pirolizes produktu sadaliSana ar kolonnas hromatografiju iesp&jama, izmantojot
dazadus sorbentus. Neitralo un anjonu apmainas sveku gadijuma adsorbcijas mehanisms
nodroSina fenolu uzkrasanos kolonna, kamér Gidens frakcija izdalas cukuru atvasinajumi.
Visefektivaka fenolu adsorbcija notiek, izmantojot anjonu apmainas svekus OH™ forma, paradot
pretjona lomu fenolu atdaliSana. Savukart, izmantojot katjonu apmainas svekus, ekskliizijas un
ligandu apmainas mehanismu dél no kolonnas secigi izdalas divas frakcijas, no kuram pirmaja
atrodami fenoli, ka arT lielmolekularie savienojumi un tadi cukuru atvasinajumi ka 1,6-anhidro-
B-D-glikofuranoze un anhidrodisaharidi, bet otraja — galvenokart levoglikozans.

7. Darba rezultata levoglikozana riipnieciskai izdaliSanai no koksnes atras pirolizes
produktiem tiek piedavata preparativas hromatografijas metode, izmantojot anjonu apmainas

svekus OH™ forma. Ar So metodi iegtist ~ 90 % tiru levoglikozana frakciju ar vairak neka 70 %
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augstu iznakumu. Veikta preparativas frakcion€Sanas metodes parnese no atvértas kolonnas
sisttmas uz jauno Latvija izstradato automatisko preparativas cietfazes ekstrakcijas iekartu
,Sorbomate’” (Faneks, Latvija), bet talaks apstiprinajums iesp&jai metodi meérogot iegiits Bio
Base Europe Pilot Plant (Belgija) demonstréjumos, ko SuperBIO projekta ietvaros organiz&ja
uznémums Nova Pangaea Technologies Ltd (Lielbritanija).

8. Kombingjot dazadas metodes, ir sastadita kompleksa pirolizes produktu frakcionésanas
shéma, kas atbilstosi biorafinéSanas principiem lauj no kondensatiem izdalit vairakus vértigus

savienojumus un savienojumu grupas.
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PIELIKUMI
1. pielikums

Cukuru masspektri

Pielikuma paraditi cukuru masspektri, kas iegati ar kvadrupola MS.
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Pirolizes produktu analizu rezultati

2. pielikums

1. tabula

Sausnes saturs, kop€jo skabju un aldehidu koncentracija pirolizes kondensatos (xvid. + S3)

Skabes, mg KOH-g*

Paraugs | Sausne, % Aldehidi, % TAN

ar KOH ar TBAOH CAN PhAN
K1-0 4,661 £+ 0,005 1,18+ 0,03 1,85+ 0,03 - - -
K1-1 6,09 + 0,06 1,82+ 0,03 10,15 + 0,08 - - -
K1-2 5,36 + 0,04 1,38+ 0,04 4,27 + 0,02 - - -
K1-3 5,3+0,2 0,85+ 0,03 2,55+ 0,03 - - -
K2-0 1,45+ 0,06 0,397 + 0,008 0,97 +0,02 1,04 + 0,09 0,18 + 0,09 0,864 + 0,009
K2-1 2,52 + 0,05 0,737+ 0,003 | 1,697 +0,005 | 1,727+0,014 | 0,114 + 0,006 1,61+ 0,05
K2-2 3,353 +£0,009 | 0,945+0,004 | 2,077 +0,010 | 2,069+0,011 | 0,128 +0,007 1,94 + 0,04
K2-3 4,051+ 0,009 | 1,105+ 0,002 2,63 +0,02 2,64 + 0,04 0,117 +0,012 2,53+ 0,02
K2-4 5,13 +0,06 1,316 £ 0,009 | 2,873 +0,014 2,89 + 0,04 0,113 +0,013 2,78 + 0,05

2. tabula

Aldehidu un skabju koncentracija pirolizes kondensatos, kas ietvaicéti 103 °C (xvig. £ S3)

Paraugs Aldehidi, % TAN (ar KOH), mg KOH-g*

K2-0 0,15+0,02 0,24 + 0,04

K2-1 0,24 + 0,03 0,488 + 0,014

K2-2 0,30 £ 0,02 0,645+ 0,013

K2-3 0,37 £0,02 0,78 £ 0,06

K2-4 0,457 + 0,006 1,08 £ 0,02

3. tabula
Levoglikozana kvantitativas noteikSanas rezultati, masas dala % parauga + S3
Paraugs UHPLC (Amidu kolonna)- UHPLC (HILIC)- Jodometriska titréSana
MS 323 m/z ELSD ELSD anhidrosaharidi glikozes ekv.

K1-0 3,04+0,10 2,92 +£0,04 2,57 +0,05 2,87 +0,02 0,871 +£0,007
K1-1 1,42 + 0,08 2,13 +0,02 1,799 + 0,013 1,80 £ 0,02 3,162 £ 0,008
K1-2 3,09+ 0,08 2,80+ 0,03 2,481 +0,013 2,66 £ 0,04 1,53 +£0,02
K1-3 3,41 +£0,05 3,04 + 0,06 2,65+0,02 2,84 £ 0,04 1,09 £ 0,02
K2-0 0,71 £0,03 0,748 £ 0,014 0,670+ 0,010 0,93 +£0,06 0,33 +0,03
K2-1 1,08 + 0,14 1,143 £ 0,011 1,04 £ 0,02 1,40 + 0,03 0,684 £0,013
K2-2 1,17+0,12 1,604 + 0,010 1,44 + 0,02 2,02+0,12 0,77 £ 0,05
K2-3 1,3+0,2 1,902 + 0,012 1,72+ 0,02 2,72+ 0,08 0,71 £ 0,04
K2-4 1,81 +0,13 2,507 £ 0,007 2,30 £0,03 34+0,2 0,89 +0,07
P1 37+£5 497+04 46,1+ 1,3 55,6 +0,3 10,6 £ 0,2
P2 32+2 488 +0,3 42.5+0,9 58,4+ 0,4 11,7+ 0,2
P3 36+4 412+0,3 34,4+0,2 46 +£2 16,5+ 0,9
P4 84,2+ 0,8 78 +2 71,1 +1,0 88,01 + 0,09 0,23 +£0,04
P5 8611 83,3+0,9 69,7+1,0 102,8 £ 0,8 -11,9+ 0,4
P6 83+6 89,9+ 0,7 85+2 98,7+0,8 -4,1+0,4
Cil 99+ 12 96 +2 98,4 +0,9 94,7+ 0,3 1,24 +0,13
C2 97 £2 105+2 101,4+0,7 96,02 + 0,14 1,22 £0,06
C3 100 +2 99.4+ 0,6 99,6 + 0,5 95,7 + 0,4 1.9+02
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4. tabula

Anhidrosaharidu diméru saturs pirolizes produktos (xvig. + S3)

Paraugs | Anhidrosaharidu diméri, %
K2-0 0,0072 + 0,0003
K2-1 0,0112 +0,0014
K2-2 0,0124 +0,0012
K2-3 0,0042 + 0,0008
K2-4 0,0062 + 0,0005

5. tabula

AtseviSku furanu kvantitativas UHPLC noteikSanas rezultati, masas dala % parauga + S3

Paraugs HMF, % Furfurols, %
uv MS, 127 m/z uv MS, 97 m/z
K1-0 0,0554 + 0,0002 0,0504 + 0,0009 0,030 + 0,002 0,0233 +0,0012
K1-1 0,0389 + 0,0002 0,038 + 0,002 0,1701 + 0,0006 0,185+0,011
K1-2 0,0321 + 0,0002 0,031 + 0,002 0,0985 + 0,0004 0,085 £ 0,002
K1-3 0,0305 + 0,0002 0,0274 +£0,0011 0,050 + 0,003 0,0411 + 0,0002
K2-0 0,01137 £+ 0,00005 0,0106 = 0,0005 0,00439 + 0,00002 | 0,0030 + 0,0003
K2-1 0,01796 £+ 0,00005 0,0167 = 0,0005 0,01029 £+ 0,00006 | 0,0086 + 0,0003
K2-2 0,02428 +0,00003 0,0220 + 0,0003 0,01416 +£0,00007 | 0,0117 +0,0002
K2-3 0,03048 + 0,00008 0,0269 + 0,0012 0,01754 £ 0,00008 | 0,0139 + 0,0005
K2-4 0,03849 + 0,00007 0,0323 +0,0011 0,0216 + 0,0002 0,0172 + 0,0003
6. tabula
Atsevisku fenolu kvantitativas UHPLC noteikSanas rezultati, masas dala % parauga + S3
Paraugs Vanilinskabe, % Vanilins, % Siringaldehids, %
uv MS, 169 m/z uv MS, 153 m/z uv MS, 183 m/z
K2-0 0,00096 + 0,00079 = 0,00704 = 0,0024 + 0,01348 + 0,0081 =
0,00002 0,00003 0,00014 0,0002 0,00003 0,0008
K2-1 0,00154 + 0,0014 + 0,0093 + 0,0044 + 0,0191 + 0,0110+
0,00004 0,0004 0,0003 0,0004 0,0008 0,0006
K2-2 0,00196 + 0,00205 + 0,0107 0,0052 + 0,0240 + 0,0141 +
0,00008 0,00010 0,0002 0,0003 0,0008 0,0007
K2-3 0,00243 + 0,0029 + 0,0125 + 0,0065 = 0,02808 + 0,0149 =
0,00002 0,0005 0,0002 0,0002 0,00013 0,0003
.y 0,00268 + 0,00322 = 0,0128 + 0,00621 + 0,0326 + 0,0168 +
0,00010 0,00013 0,0004 0,00005 0,0012 0,0006
7. tabula

Kopéja furanu un fenolu sastava noteikS§anas rezultati, masas dala % parauga £ S3

(parrekinot uz sausni)

Paraugs Furani, % Fenoli, % Kopégja Azrs,
9 UHPLC-UV ]| Ass | UHPLC-UV |  Ass GSE mg-100 mg? | rel. AU/mg
K2-0 léggggi 1302 | 14,72+0,05 | 13,5+0,6 21,105 7,248 + 0,005
1,855 +
K2-1 0.008 1,8+£0,3 | 11,27+0,08 | 12,2+0,3 20,9+ 04 6,433 + 0,003
K2-2 2,14 +£ 0,02 2,2+0,2 | 10,17+£0,04 | 13,0+0,2 18,8+0,5 6,682 + 0,012
K2-3 2,10£0,05 | 20+04 | 9,96+£0,09 | 12,8+04 17,1 +0,3 6,516 + 0,014
K2-4 2,04£0,09 | 1,9+02 | 9,03+0,06 | 11,640, 16,4+ 0,3 6,066 = 0,011
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3. pielikums
Paraugu hromatogrammu piemeri

Pielikuma redzamas no Empower programmas izkopétas pirolizes kondensata UHPLC

hromatogrammas, kur atziméetas integrétas joslas.
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1. att. K2-4 parauga UHPLC-MS hromatogrammas (HSS C18 kolonna, kvadrupola
masspektrometrs ESI+ ar SIR m/z: 127, 97, 169, 153 un 183, 31 datu punkta nogludinasana péc
Savitzky-Golay modela): 1,46 min — furfurols, 2,17 min — 5-HMF, 4,00 min — vanilinskabe, 4,81 min —

vanilins, 5,05 min — siringaldehids

122



T T T T
5.00 £.00 750 9.00

Winules

2. att. K2-4 parauga UHPLC-UV hromatogramma (HSS C18 kolonna, fotodioZu detektors
ar A = 275 nm): 1,45 min — furfurols, 2,15 min — 5-HMF, 3,99 min — vanilinskabe, 4,80 min — vanilins,
5,04 min — siringaldehids
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3. att. K2-4 parauga UHPLC-ELSD hromatogramma (BEH Amide kolonna): 2,22 min —

levoglikozans
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4. att. K2-4 parauga UHPLC-MS hromatogrammas (BEH Amide kolonna, kvadrupola
masspektrometrs ESI- ar SIR m/z 161 un 323, 99 datu punkta nogludinasana péc Savitzky-Golay
modela): 1,21 min — anhidromonosaharids, 2,14 min — levoglikozans (m/z 161), 2,18 min —

levoglikozans (m/z 323), 2,87 min — anhidrosaharidu diméri
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5. att. K2-4 parauga UHPLC-ELSD hromatogramma (HILIC kolonna): 1,29 min —
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6. att. K2-4 parauga UHPLC-MS hromatogrammas (HILIC kolonna, kvadrupola

masspektrometrs ESI- ar SIR m/z 207 un 369, 99 datu punkta nogludinasana péc Savitzky-Golay

modela): 1,21 min — levoglikozans, 2,59 min — anhidrosaharidu diméri
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4. pielikums
Ar nolidojuma laika masspektrometriju detektéti savienojumi pirolizes

produktos (hidrofilas mijiedarbibas hromatografija)

Att€los redzami masspektri joslam, kas atdalitas, izmantojot Amidu kolonnu gradienta

apstaklos.
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100+ 161.U46 B.bfer
=
162.050
239.024. 305 0875200
5 T g T T . “t T T T T T T T T T T T T m/z
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
2. att. 2. savienojuma (levoglikozans) TOF-MS (ESI-) spektrs
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o\“_
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3. att. 3. savienojuma TOF-MS (ESI-) spektrs
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4. att. 4. savienojuma TOF-MS (ESI-) spektrs
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5. att. 5. savienojuma TOF-MS (ESI-) spektrs
100+ 323.099 f.ueer
O\C',
647.204
369104
221,067
161,046 \ 370.107 e48.207
t \‘ T T T T L T T T by T T T T T m/z
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
6. att. 6. savienojuma TOF-MS (ESI-) spektrs
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7. att. 7. savienojuma TOF-MS (ESI-) spektrs
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8. att. 8. savienojuma TOF-MS (ESI-) spektrs
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9. att. 9. savienojuma TOF-MS (ESI-) spektrs
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10. att. 10. savienojuma TOF-MS (ESI-) spektrs
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11. att. 11. savienojuma TOF-MS (ESI-) spektrs
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12. att. 12. savienojuma TOF-MS (ESI-) spektrs
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13. att. 13. savienojuma TOF-MS (ESI-) spektrs
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5. pielikums
Ar nolidojuma laika masspektrometriju detektéti savienojumi pirolizes

produktos (apgrieztas fazes hromatografija)

Att€los redzami masspektri joslam, kas atdalitas, izmantojot BEH C18 kolonnu gradienta

apstaklos.
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1. att. 14. savienojuma TOF-MS (ESI-) spektrs
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2. att. 15. savienojuma TOF-MS (ESI-) spektrs
km 2504 atsaln negl 598 (2.326) Cm (591:600-(517:533+1221:1233)) 1: TOF MS ES-
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3. att. 16. savienojuma TOF-MS (ESI-) spektrs
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km 2504 atsaln negl 611 (2.380) Cm (609:619-(443:469+1224:1244)) 1: TOF MS ES-
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4. att. 17. savienojuma TOF-MS (ESI-) spektrs
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5. att. 18. savienojuma TOF-MS (ESI-) spektrs
km 2504 atsaln negl 675 (2.624) Cm (670:678-(442:464+1222:1236)) 1: TOF MS ES-
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6. att. 19. savienojuma TOF-MS (ESI-) spektrs
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km 2504 atsaln negl 695 (2.705) Cm (689:698-(449:474+1221:1249)) 1: TOF MS ES-
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7. att. 20. savienojuma TOF-MS (ESI-) spektrs
km 2504 atsaln negl 703 (2.735) Cm (700:708-(446:469+1223:1244)) 1: TOF MS ES-
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8. att. 21. savienojuma TOF-MS (ESI-) spektrs
km 2504 atsaln negl 713 (2.773) Cm (709:720-(436:473+1226:1255)) 1: TOF MS ES-
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9. att. 22. savienojuma TOF-MS (ESI-) spektrs
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km 2504 atsaln neg1 730 (2.838) Cm (727:732-(650:653+758:761)) 1: TOF MS ES-
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10. att. 23. savienojuma TOF-MS (ESI-) spektrs
km 2504 atsaln negl 744 (2.891) Cm (743:748-(648:649+758)) 1: TOF MS ES-
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11. att. 24. savienojuma TOF-MS (ESI-) spektrs
km 2504 atsaln negl 796 (3.095) Cm (796:805-(352:386+1315:1331)) 1: TOF MS ES-
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12. att. 25. savienojuma TOF-MS (ESI-) spektrs
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13. att. 26. savienojuma TOF-MS (ESI-) spektrs
km 2504 atsaln negl 830 (3.224) Cm (822:831-(1231:1242+1316:1330)) 1: TOF MS ES-
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14. att. 27. savienojuma TOF-MS (ESI-) spektrs
km 2504 atsaln negl 902 (3.503) Cm (893:902-(881:886+1229:1238)) 1: TOF MS ES-
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15. att. 28. savienojuma TOF-MS (ESI-) spektrs
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km 2504 atsaln neg1 909 (3.530) Cm (909:917-(1154:1164+1235:1244)) 1: TOF MS ES-
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16. att. 29. savienojuma TOF-MS (ESI-) spektrs
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17. att. 30. savienojuma TOF-MS (ESI-) spektrs
km 2504 atsaln negl 955 (3.709) Cm (955:969-(881:885+1142:1153)) 1: TOF MS ES-
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18. att. 31. savienojuma TOF-MS (ESI-) spektrs
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km 2504 atsaln negl 997 (3.869) Cm (992:999-(1211:1229+1243)) 1: TOF MS ES-
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19. att. 32. savienojuma TOF-MS (ESI-) spektrs
km 2504 atsaln negl 1016 (3.942) Cm (1016:1022-(1215:1226+1233:1246)) 1: TOF MS ES-
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20. att. 33. savienojuma TOF-MS (ESI-) spektrs
km 2504 atsaln negl 1033 (4.011) Cm (1030:1033-(1222:1230+1320:1326)) 1: TOF MS ES-
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21. att. 34. savienojuma TOF-MS (ESI-) spektrs
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km 2504 atsaln negl 1076 (4.175) Cm (1076:1085-(1147:1155+1232:1241))
80.043

1: TOF MS ES-
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22. att. 35. savienojuma TOF-MS (ESI-) spektrs
km 2504 atsaln negl 1111 (4.308) Cm (1110:1115-(1145:1153+1229:1240)) 1: TOF MS ES-
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23. att. 36. savienojuma TOF-MS (ESI-) spektrs
km 2504 atsaln negl 1128 (4.378) Cm (1126:1131-(1151:1157+1225:1240)) 1: TOF MS ES-
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24. att. 37. savienojuma TOF-MS (ESI-) spektrs
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km 2504 atsaln negl 1185 (4.595) Cm (1174:1185-(1139:1146+1238:1246)) 1: TOF MS ES-
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25. att. 38. savienojuma TOF-MS (ESI-) spektrs
km 2504 atsaln negl 1199 (4.648) Cm (1196:1204-(1139:1150+1229:1246)) 1: TOF MS ES-
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26. att. 39. savienojuma TOF-MS (ESI-) spektrs
km 2504 atsaln negl 1276 (4.946) Cm (1268:1287-(1224:1237+1325:1332)) 1: TOF MS ES-
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27. att. 40. savienojuma TOF-MS (ESI-) spektrs
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6. pielikums

Pirolizes kondensatos atrasto furanu un fenolu atvasinajumu MS un UV spektri

C18

Attelos redzami K2-4 parauga atrasto savienojumu MS un UV spektri (izmantota HSS

kolonna un fotodiozu detektors UV spektru iegtisanai un kvadrupola MS savienojumu

molekularo vai fragmentjonu molmasas noteikSanai).
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1. att. Savienojuma ar tr = 1,13 min MS (pa kreisi) un UV (pa labi) spektri
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2. att. Savienojuma ar tg = 1,45 min MS (pa kreisi) un UV (pa labi) spektri
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3. att. Savienojuma ar tg = 1,59 min MS (pa kreisi) un UV (pa labi) spektri
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4, att. Savienojuma ar tr = 1,76 min MS (pa kreisi) un UV (pa labi) spektri
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5. att. Savienojuma ar tg = 2,15 min MS (pa Kkreisi) un UV (pa labi) spektri
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6. att. Savienojuma ar tg = 3,99 min MS (pa kreisi) un UV (pa labi) spektri
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7. att. Savienojuma ar tg = 4,23 min MS (pa kreisi) un UV (pa labi) spektri
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8. att. Savienojuma ar tr = 4,53 min MS (pa kreisi) un UV (pa labi) spektri
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9. att. Savienojuma ar tr = 4,61 min MS (pa kreisi) un UV (pa labi) spektri
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10. att. Savienojuma ar tr = 4,80 min MS (pa kreisi) un UV (pa labi) spektri
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11. att. Savienojuma ar tg = 4,88 min UV spektrs
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12. att. Savienojuma ar tr = 4,94 min UV spektrs
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13. att. Savienojuma ar tr = 5,02 min MS (pa kreisi) un UV (pa labi) spektri
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14. att. Savienojuma ar tg = 5,04 min MS (pa kreisi) un UV (pa labi) spektri
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15. att. Savienojuma ar tg = 5,08 min MS (pa kreisi) un UV (pa labi) spektri
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16. att. Savienojuma ar tr = 5,20 min MS (pa kreisi) un UV (pa labi) spektri
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17. att. Savienojuma ar tg = 5,46 min MS (pa kreisi) un UV (pa labi) spektri
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18. att. Savienojuma ar tr = 5,51 min MS (pa kreisi) un UV (pa labi) spektri
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19. att. Savienojuma ar tg = 5,69 min MS (pa kreisi) un UV (pa labi) spektri
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20. att. Savienojuma ar tr = 5,71 min MS (pa kreisi) un UV (pa labi) spektri
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7. pielikums
Pirolizes kondensata GC-MS hromatogramma

LVKKI Lignina laboratorija pirolizes produktus analizé ar GC-MS. Attela redzama K2-
4 kondensata hromatogramma, kura detektéti vairak neka 40 savienojumi. Savienojumu

identifikacija redzama 1. tabula.
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1. att. Pirolizes kondensata K2-4 GC-MS hromatogramma (LVKKI Lignina laboratorijas

rezultati)
1. tabula
Ar GC-MS pirolizes kondensata K2-3 atrastie savienojumi (no NIST datubazes)
My: Nosaukums tr, min Laukums Laukuma %
72: Metilglioksals 6,08 18671 0,09
46: Skudrskabe 6,53 38953 0,19
60: Etikskabe 6,67 102786 0,50
74: 2-Propanons, 1-hidroksi- 7,19 19734 0,10
bp*54 84 8,47 18229 0,09
96: Furfurols 8,68 66661 0,33
102: 2(3H)-Furanons, dihidro-4-hidroksi- 10,12 22095 0,11
98: 1,2-Ciklopentandions 10,31 14453 0,07
110: 2-Furankarboksaldehids, 5-metil- 10,65 27817 0,14
bp55 86 10,72 20352 0,10
84: 2(5H)-Furanons 11,23 25395 0,12
114: 4-Hidroksi-,5,6-dihidro-(2H)-piran-2-ons 11,47 12377 0,06
112: 1,2-Ciklopentandions, 3-metil- 11,73 29889 0,15
112: 2-Ciklopentén-1-ons, 2-hidroksi-3-metil- 11,84 15385 0,08
124: Gvajakols 12,39 32988 0,16
128: 3(2H)-Furanons, 4-hidroksi-2,5-dimetil- 12,45 10188 0,05
126: Metil 2-furoats 12,98 36738 0,18
bp126 128 13,15 53053 0,26
116: Pentanskabe, 4-0kso-; Levulinskabe 13,63 103404 0,50
126: Levoglikozénons 13,88 411221 2,00
142: 4H-Piran-4-ons, 3,5-dihidroksi-2-metil- 14,19 247728 1,21
144: 1,4:3,6-Dianhidro-a-d-glikopiranoze 15,60 532112 2,59
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1. tabulas turpinajums

140: 1,2-Benzindiols, 3-metoksi- 15,89 51443 0,25
126: 2-Furankarboksaldehids, 5-(hidroksimetil)- 16,29 322006 1,57
154: Siringols 16,46 446716 2,18
88: 2-Buten-1,4-diols, (2)- 17,01 287457 1,40
bp29 57 85 17,27 16769 0,08
144: 2-Hidroksimetil-5-hidroksi-2,3-dihidro-(4H)-

piran-4-ons 17,38 366523 1,79
bp57 17,50 18067 0,09
168: Siringols, 4-metil- 17,59 399250 1,95
152: Vanilins 17,91 107300 0,52
182: Siringols,4-etil- 18,46 45841 0,22
166: Homovanilins 18,57 31421 0,15
166: Acetogvajakons 18,87 52761 0,26
180: Siringols, 4-vinil- 19,17 22187 0,11
194/196: Siringols, 4-allil- un 4-propil- 19,35 16037 0,08
180: Gvajacilacetons 19,42 59762 0,29
194: Propiogvajakons, a-0Ksi- 20,04 66549 0,32
bp43 20,45 69637 0,34
162: 1,6-Anhidro-p-D-glikopiranoze 21,15 14781624 72,06
182: Siringaldehids 21,19 179683 0,88
196: Homosiringaldehids 21,62 38708 0,19
196: Acetosiringons 21,94 191883 0,94
210: Siringilacetons 22,39 220103 1,07
162: 1,6-Anhidro-B-D-glikofuranoze 22,70 718345 3,50
180: Propiogvajakons 22,79 12793 0,06
224: Propiosiringons, a-0Ksi- 22,87 105830 0,52
bpl67 23,01 21395 0,10

100 %

*bp — base peak
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8. pielikums

No pirolizes produktiem ar dazadam preparativas hromatografijas kolonnam

izdalitas frakcijas

Att€los redzamas SEC un UHPLC hromatogrammas frakcijam, kas iegiitas no viena un

ta pasa pirolizes produktu parauga, izmantojot preparativo hromatografiju ar dazadiem

polimé&ru sveku sorbentiem — neitralus svekus, anjonu apmainas svekus OH™ vai CI” forma un

katjonu apmainas svekus Ca?* forma (katjonu apmaina sveku gadijuma tika iegitas divas

frakcijas).
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1. att. Frakciju UHPLC-UV hromatogrammas, kas raksturo galvenokart fenolu saturu
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2. att.

saturu ar m/z 161 ESI- reZima
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Frakciju UHPLC(Amidu)-MS hromatogrammas, kas raksturo anhidrosaharidu
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Frakciju UHPLC(Amidu)-MS hromatogrammas, kas raksturo anhidrosaharidu
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4. att. Frakciju SEC-RI hromatogrammas, kas raksturo savienojumu sadalijumu paraugos

pec molmasam
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5. att. Frakciju SEC-UV hromatogrammas, kas raksturo UV absorbé&jo$o savienojumu
sadalijumu paraugos péc molmasam
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