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ANOTACIJA

Saponinu satura izvértéjums graudaugos un to parstrades produktos. Spruksta R.,
darba vaditajs Dr. kim., asoc. Prof. Jakobsone I. Magistra darbs, 56 lappuses, 13 attéli, 15
tabulas, 45 literatiras avoti, 2 pielikumi. LatvieSu valoda.

Darba apkopota literatira par graudaugiem, saponiniem, saponinu savienojumiem,
saponinu noteikSanas metodém, saponinu biologiskajam un farmakologiskajam ipasibam.
Eksperimentali ar gravimetrisko noteikSanas metodi ir iegiiti saponinu savienojumi glikozidu
veida, aprckinats to saturs un novértéta sakariba starp graudaugu veidiem un to parstrades
produktiem. Ar spektrofotometrisko metodi, izmantojot vanilina—perhlorskabes S$kidumu
maistjumu, noteikts Kkop&jo saponinu savienojumu Saturs graudaugos un to parstrades
produktos. Modificgjot augsti efektivo Skidruma hromatografijas metodi, kvalitativai
saponinu savienojumu noteik$anai, auzu graudu un auzu parslu paraugiem, Kvantitativi
noteikti triterpenoido saponinu Savienojumi (oleanolskabe un ursolskabe). Efektivakai
saponinu savienojumu izdaliSanai no graudaugu matricas tiek pielietotas Cetras paraugu
sagatavosanas metodes. Rezultati un darba gaita pielietotas metodes savstarpgji salidzinatas.

GRAUDAUGI, AUZU PARSLAS, SAPONINI, OLEANOLSKABE, URSOLSKABE,
GRAVIMETRIJA, SPEKTROFOTOMETRIJA, AESH.



ABSTRACT

Evaluation of the saponin content in cereals and cereal-based processed products.
Spruksta R., supervisor Dr. chem., assoc. prof. Jakobsone |. Master thesis, 56 pages, 13
figures, 15 tables, 45 literature references, 2 appendices. In Latvian.

Information about cereals, saponins, saponin compounds, saponin determination
methods and their biological and pharmacological features has been studied. Saponin
compounds in glycoside form, their content calculations and the connection between cereals
and cereal-based processed products was determined experimentally using gravimetric
method. The total saponin compound, in cereals and cereal-based processed products, were
determined applying spectrophotometric method, using vanillin-perchloric acid solution. The
saponin triterpenoid compounds (oleanolic acid and ursolic acid) were determined
quantitatively by modifying high-performance liquid chromatography, for qualitative saponin
compound determination, in cereals and cereal-based processed products. For more effective
saponin compound extraction from cereal matrix, four sample preparation methods were used.
The results and methods applied in the study were compared to each other.

CEREALS, OATMEAL, SAPONINS, OLEANOLIC ACID, URSOLIC ACID,
GRAVIMETRY, SPECTROPHOTOMETRY, HPLC.



SATURS

APZIMEJUMU SARAKSTS .....coiiiiiicieteeceete ettt 5
IEVADS ..o r ettt ne e te et nneenen 6
1.  LITERATURAS APSKATS ...coiiiieiiiieiiteetee sttt 7
1.1. Graudaugi Un to rakStUIOJUMS ........eecuiiieiiierie e st e sie e sre e 7
1.2, SaponTnu rakStUTOJUINS . ...vveiiiieiiiie ittt e s nine e 10
1.3. Saponinu biologiskas un farmakologiskas Tpasibas ..........cccccevvrieiveresiesieennnns 15
1.4. Oleanolskabe un UrsolSKADE ...........c.eiiiiiiiiiiiiieee e 16
1.5. Ekstrakcijas metodes, to ietekm@josie faktori........cccooveririinieiiiiiiiciscseee 17
1.6. Saponinu noteikS§anas MEtOAES. ........cerveriiriieiieiiiie e 20
2. EKSPERIMENTALA DALA ......ceotiiititceeece et 25
2.1, 1Zmantotd APATATIIA .......ovveeireriieriieie ettt 25
2.2, REAGENLI..c.eitiiiiiitieteiee bbb 25
2.3. Analiz€amo paraugu rakStUrOJUIMS. .......ceoviivirieiiiiese e 26
2.4. Saponinu satura gravimetriska noteik§ana ..........ccoccovvveiiiiiiieniniinee e 28
2.5. Kopgjo saponinu savienojumu satura spektrofotometriska noteiksana............... 29
2.6. Oleanolskabes un ursolskabes noteiksana ar AESH metodi..........co.ccovvervennne. 32
3. REZULTATIUN TO IZVERTEJUMS .....c.coeiiiiirieeeeeeeeeeee e 37
3.1. Saponinu satura gravimetriska noteikS§ana ..........c.cccoeeeeiiiiiiieniiiiiic i 37
3.2. Kopgjo saponinu savienojumu satura spektrofotometriska noteikSana............... 38
3.3. Oleanolskabes un ursolskabes noteiksana ar AESH metodi...........co.ccorvervrrnnnn. 41

3.3.1. Linearitate, noteikSanas robeza (LOD) un kvantific€Sanas robeza (LQD)45

3.3.2. Oleanolskabes un ursolskabes kvantitativa noteikSana paraugos ............. 46
SECINATUMI ...ttt ettt ettt vttt sttt s s st tesesn e 50
PATEICTIBA .....oooiiieeeteeeee ettt ettt ettt sttt esn s sttt esn st tenens 51
IZMANTOTA LITERATURA ......cootiiiieicteetee ettt en st 52
PIELIKUMI ..ottt bbbttt bbb eneas 56

1. pielikums Spektrofotometriskas metodes rezultatu apkopojums

2. pielikums AESH metodes attlotas hromatogrammas

4



APZIMEJUMU SARAKSTS

AESH - augsti efektiva $kidruma hromatografija;

AU — absorbcijas vieniba;

DI — droSibas intervals;

FTIS — Furje transformacijas infrasarkana spektroskopija;
LOD - noteikSanas robeza;

LQD — kvantificéSanas robeza;

MAE — mikrovilgu veicinata ekstrakcija;

PSH — planslana hromatografija;

S — hromatografijas signala laukums;

Sn — standartnovirze;

UAESH - ultra augsti efektiva $kidruma hromatografija;
UE — ultraskanas ekstrakcija;

UV — ultra violeta gaisma.



IEVADS

Medicina un uztura lietojamie augi ir apdraud@ti ar apkart§jas vides izraisitam
patogénam slimibam. Tas spgj izraisit plaSs organismu spektrs (pieméram, sénes, bakterijas,
virusi, parazitiskie augi, kukaini), kas ietekmé auga kop&jo veselibu un talaku izmantoSanu.
Katrs augs ir nodros$inats ar dabigu izveidotu aizsargslani, viens no tiem ir saponini. Saponini
ir sekundarie metaboliti, kuri sastopami daudz dazadu augu sugas (piem&ram, pupas, zirnos,
auzas, garSvielas, bérza tasi). Tie ne tikai darbojas ka kimiska barjera, lai aizsargatu augus
pret virusu, mikroorganismu infekcijam un dzivnieku uzbrukumiem, bet p&d€jo desmit gadu
laika ir augusi interese par to biologiskajam un farmakologiskajam ipasibam. Saponinu
savienojumiem atklatas antialergiskas, antibakterialas, citotoksiskas, pretaudz&ju un citas loti
nozimigas pasibas.

Auzas no citiem graudaugiem atSkiras ar to, ka vienigajam dabiski veidojas gan
steroido, gan triterpenoido saponinu savienojumi. Parjos graudaugos un stiebrzalé saponini
nav atklati. Tas pastiprina vélmi izp&tit saponinu satura izveértéjumu pilngraudos un uztura
plasi lietojamos, rapnieciski parstradatos (attiritos) graudos. Papildinat graudaugu biologisko

vielu sastavu.

Darba meérkis: pieradit un izvertét saponinu saturu dazadu Skirgpu graudaugos un to

parstrades produktos, ar darba izmantotam noteikSanas metodém.

Darba uzdevumi:

. iepazities un apkopot literatiru par graudaugiem, graudaugu parstrades
produktiem, saponiniem, saponinu biologiskajam un farmakologiskajam
1pasibam, saponinu iegiisanas un noteikSanas metodém;

o gravimetriski un spektrofotometriski noteikt saponinu saturu dazadu skirpu auzu
graudos, miezu graudos, miezu griibas un uztura plasi lietojamas auzu parslas;

o ar AESH metodi noteikt oleanolskabes un ursolskabes saturu dazadu $kirpu auzu

graudos, miezu graudos, miezu griibas un uztura plasi lietojamas auzu parslas.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Graudaugi un to raksturojums

Graudaugi jeb labiba ir graudzalu Poaceae dzimtas kulttraugi. Graudaugiem misdienas
ir licla nozime cilvéku un dzivnieku uztura, partikas aprité un energijas razosana (biogaze,
bioetanols). Galvenajiem graudaugi ir kviesi, kukuriiza, risi, miezi, prosa, auzas un rudzi.
Pasaulé tos audzé aptuveni 60% no lauksaimnieciba izmantojamas zemes. Visu labibu
audze€Sanas princips ir praktiski vienads. Tie ir viengadigi augi, kas dot vienu razu. Klimatam
ir liela nozime to audzesana. ,,Siltas sezonas” graudaugus (kukuriiza, risi, prosa) audz€ tropu
zemienés. Risiem ir nepiecieSams liels siltums un mitrums, bet prosai ir nepiecieSami sausi
audzeSanas apstakli. ,,V&sas sezonas” graudaugi (kviesi, rudzi, miezi un auzas) vislabak aug
mérenaja klimata [1, 2].

Kviesi. KvieSu graudi ir visvairak audzeta labiba pasaulé. Galvenas kvieSu Skirnes ir
mikstie kvie$i (Tritucum vulgare), cietie kviesi (Triticum durum) un pundurkviesi (Triticum
compactum). Miksto kviesu miltus, audz&tus dazados klimatiskajos apstak]os, parasti izmanto
maizes un konditorejas izstradajumu cepSana. Cietie kvie$i piemé&roti pastas un makaronu
pagatavosanai [3].

MieZi. Miezu graudi (Hordeum vulgare) ir ceturtais plasak izplatitais graudaugs, talit
peéc kvieSiem, risiem un kukuriizas. Tos galvenokart izmanto uztura, lopbariba un iesala
raZzoSana alkoholiskajos dzerienos. MiezZi aug dazados klimatiskajos apgabalos, pieméram,
meérenajos, subarktiskajos un subtropu. Tie ir izturigaki pret sausumu un karstumu, neka citi
graudaugi. Graudi satur augstu oglhidratu, olbaltumvielu, kalcija, fosfora un B vitamina
daudzumu. Miezu miltus neizmanto maizes cepSana, jo tie satur maz lipekli un elastigo
proteinu Vielu. Uztura daudzas pasaules dalas plasi izmanto miezu griibas, kas ir miezu
graudu parstrades produkts. Miezu graudu pul&Sanas laika, veselais kodols tiek atdalits no
argjas mizas un kliju slana [3].

Rudzi. Rudzu graudus (Secale cereale) médz saukt ari par ziemas rudziem. Tos
galvenokart izmanto rudzu maizes cepSanai un alkoholisko dz€rienu (piem€ram, viskija)
razosanai [3]. Rudzi satur augstu Skiedrvielu saturu, biologiski aktivas vielas ar antioksidanta
ipasibam un to pielietojums partika pozitivi ietekmé cilvéka veselibu [4].

Auzas. Auzu graudi ietver lielu skaitu Skirpu, tostarp vispazistamakas ir s€jas auzas
(Avena satavia), velna auzas (Avena strigosa) un savvalas auzas (Avena sterilisand). Auzas

audzé daudzas valstis, bet tas nav piemérotas Vidusjiiras klimatam. Siem graudiem ir augsts
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tauku saturs, tos plasi lieto uztura ka auzu parslas, auzu miltus un lopbaribu [3]. Tie ir
pazistami ka unikals uzturvielu avots ar augstu olbaltumvielu (13-22%) un labi sabalansétu
aminoskabju saturu. Auzu graudu taukos nepiesatinato taukskabju saturs ir lielaks neka
kvieSu, miezu un rudzu taukos. To sastava ir linolskabe, linolénskabé un oleinskabe. Graudos
ir liels Skiedrvielu saturs, viens no tiem ir (1-3), (1-4) B-D — glikans vai ari ASB — glikans [5].

Grauda uzbiive. Graudu veido tris galvenas sastavdalas — klijas, diglis un endosperma
(skat. 1.1. att.). Zem grauda argja aizsargajosa apvalka — pleksnes, atrodas vairaki (4-5)
grauda apvalka slani, pieméram, argjais un iek3gjais slanis (perikarps) un aleirona slanis. Sis
dalas tiek atdalitas graudu apstrades procesa un veido tas saucamas klijas. Argjais grauda
apvalks aizsarga graudu no vides, tai skaitd Gidens, mikroorganismu un kait€klu nelabveligas
ietekmes. Zem vairakam graudu kartam, grauda vidi (kodola) atrodas endosperma, kuras
uzkrajas galvenas baribas rezerves, pieméram, ciete (50-75% no grauda masas). Par&jo
endospermas dalu veido proteini, Stinu sieninu polim@ri, vitamini, mineralvielas un

Skiedrvielas [6].

Klija
Endosperma
I? ot lulo
Klij':ls;:réjais slanis A:a":i:eo ks ilfz‘eni
fronikasia) Protemi
H’zip od:"nl:a B vitamins
Dzelz
Seklas apvalks o
Celuloze
Hemiceluloze
Lignani
Aleirona slanis Diglis
Arabinoksilani
Beta-glikans Colnlozz
Proteini Frukz:oz.e
B vitamins ngml_
E vitamins - vz'tanu_ns
Minerali 8 w.ta. S
Fenoli Ta'ukz_(l.zpzdz)
Alkilrezorcini Ml
Ferulskabe

1.1. att. Grauda uzbiive, kimiskas un biologiski aktivas vielas [7]



Graudu kimiskais un biologiski aktivo vielu sastavs. Grauda biokimisko struktiiru
veido oglhidrati, olbaltumvielas jeb proteini, tauki jeb lipidi, mikroelementi, vitamini, Gdens
un Skiedrvielas (skat. 1.1. tabulu). Jau iepriek§ pieminéts, ka grauda visvairak ir ciete (50-
70%), proteini (8-30%), tauki (3-10%), Skisto$as un neskistosas skiedrvielas (5-15%),
mineralvielas. Grauda biokimisko sastavu var ietekmét gan Skirnu genétiskas ipaSibas, gan
audzeSanas apstakli, kas var butiski atSkirties starp dazadam skirn€m un sugam. Dazadas
graudu dalas bioktmisko vielu sastavs un koncentracijas ir atskirigas. Visvertigakas vielas ir
biologiski aktivas vielas — mineralvielas, vitamini un citi biokimiski savienojumi. Tam ir liela

nozime ne tikai grauda dzivibas procesu uzturé$ana, bet ari cilvéku veselibas uzlabosana [6].

1.1. tabula
Graudaugu sastavs [8]
Sastavs Kviesi Miezi Rudzi Auzas

Mitrums, % 10,0 10,6 10,5 9,8
Proteini, % 14,3 13,0 13,4 12,0
Tauki (lipidi), % 1,9 2,1 1,8 51
Skiedrvielas , % 3.4 5,6 2,2 12,4
Pelnvielas, % 1,8 2,7 1,9 3,6
Vitamins B1 (tiamins),

55 5,7 44 7,0
mg/kg
Vitamins B2 (riboflavins),

13 2,2 1,8 1,8
mg/kg
Vitamins PP (niacins),

63,6 64,5 1,3 17,8
mg/kg
Pentoténskabe

13,6 7,3 7,7 14,5
mg/kg

Hemiceluloze ir polisaharidu grupa, kas saistita ar augu $tnu sieninu komponentiem,
pieméram, ar celulozes, olbaltumvielas, ligninu un fenola savienojumiem. Graudaugos
hemicelulozei klat parasti ir arabinoksilani, beta-glikans un pektini [7].

Graudi ir dabigs E vitamina avots cilvékam. Tiek saukts ar par tokoferolu. E vitamins ir
antioksidants, kas cilvéka organisma spgj darboties $tinu Iimeni, aizsargajot to apvalkus no

brivo radikalu ietekmes, ka arT kontrolg seléna daudzumu organisma [9].




Fitosteroli, saukti arT par auga steroliem. Visvairak fitosterolu sastopami tiesi diedz&tos
graudos. Tie ir specifiski kimiski savienojumi augos, lidzigi partikas holesterinam, tikai tie
neabsorbgjas cilveéka organisma, bet sp&j regulét holesterina daudzumu. Visvairak fitosterolu
sastopami tie$i diedz&tos graudos [6].

Graudos sastopami ar1 lignani — augu kimiskas strukttras — fitoestrogéni [8], kas ir auga
hormons ar antioksidantu Tpasibam. Lignanus nav iesp&jams noteikt ,,attiritos” graudos, jo tie
koncentrgjas galvenokart tikai grauda ar€ja apvalka. Visvairak lignani sastopami pilngraudu
kvieSu, auzu un rudzu miltos [6].

Daudzas biologiski aktivas vielas ir kopigas vairakiem augu partikas produktiem,
pieméram, fenola rindas savienojumi, bet tikai auzu graudos sastopami fitoaleksini, kas ir
uzskatami par augu valsts antibiotiku. Ta atbild par augstu antioksidantu aktivitati pilngraudu
produktos [6].

Graudu parstrade. Graudu parstrades procesa tie zaudé daudz biologiski aktivas vielas.
Ta ka veselus, neapstradatus graudus nav iesp§jams izmantot partika, pieradijies, ka
parstrades procesi lauj graudus attirit no argja apvalka, grauda dalipam un no kaitigam
aizsargvielam, kas graudam veidojas dabiga cela. Lidz ar to, apstrade palidz biologiski
aktivajam vielam atbrivoties no pargjas grauda strukturas, laujot tam vieglak uzsiikties cilveka

organisma. Parstrades procesos jaizmanto pareizas tehnologijas [10].

1.2. Saponinu raksturojums

Saponini ir sekundarie metaboliti, kuri sastopami daudz dazadu augu sugas (pieméram,
arstniecibas augos, ziepjusakng€, zirnos, pupas, auzas, garSvielas). Saponinu nosaukums ir
atvasinats no latinu valodas ,,Sap0”, kas nozimé ziepes. Tie darbojas ka kimiska barjera, lai
aizsargatu augus pret virusu un mikroorganismu infekcijam un dzivnieku uzbrukumiem. Tie
uzkrajas visas auga dalas vai atseviSkos organos — saknenos un sakné€s, lapas, ziedos vai
auglos. Saponini tiek saukti par toksiskam vielam, kas palidz augam izdzivot [11].

Saponiniem piemit virsmaktivas vielas ipasibas, ar ko ir iesp&jams atSkirt tos no citiem
glikozidiem, kuri $kist Gident un veido koloidu Skidumu. Augus, kas satur saponinus,
pieméram, ziepjusakne (Saponaria officinalis), jau gadsimtiem tikusi plasi izmantota, ka
mazgaSanas Iidzeklis, pateicoties tas amlfifiliskai dabai, lipidos SkistoSajam un tdeni
SkistoSajam sait€m. Saponinus izmantoja majlopiem ka baribas piedevu, lai palielinatu iegiita
piena un vilnas apjomus. Azijas un Klusa okeana zvejnieki, izmantojusi par zivju indi, lai

palielinatu nokerto zivju apjomus [12].
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Saponinus izmanto ne tikai sadzivei, bet to biologisko ipasibu dé] nesen tika atklats
pielietojums farmacija. Vispazistamakas ipaSibas ir pretiekaisuma, pretséniSu, pretvirusu,
antibakterialas, audz&ju $tinu augSanu apturosas un citas Tpasibas [13].

Partika vai dzivnieku bariba sastopamais saponins netiek uzskatits par uzturvielu, jo tie
var palielinat dzivnieku Stnu caurlaidibu, neatgriezeniski apvienojoties ar to membranu
steariniem. Ir veikti petfjumi ar Zurkam, ievadot lielu devu saponina, kas izraisa caureju,
histo-patologiskas izmainas aknas un nierés, ka rezultata noved pie zurku naves. Saponinu
toksiskums tiek uzskatits par zemu, bet to uzpemot liela koncentracija, var ietekmét citu
uzturvielu uzsiikSanos organisma, oglhidratu sagremoSanu un lipidu metabolisma vielmainu
[13].

Saponini ir liclas molekulas, kas satur hidrofobo dalu. Tas sastav no triterpenoida (30
oglekla atomiem) vai steroida (27 oglekla atomi ar 6 gredzenu spirostana vai 5 gredzenu
furostana struktiiru) pamata un hidrofilo dalu, kas sastav no vairakam monosaharidu atliekam.
Triterpenoido saponinu savienojumi parasti atrodas divdigllapju (piem&ram, sojas pupas,
pupas, zirni, t&ja, cukurbietes, auzas, spinati) augos, turklat steroidu saponini atrodas
viendigllapju augos (pieméram, auzas, pipari, baklazani, tomatu s€klas, puravi, sipoli) (skat.

1.2. tabulu) [14].

1.2.tabula

Triterpenoido un steroido Saponinu savienojumi dazados augos

Triterpenoido saponinu savienojumi Steroido saponinu savienojumi

Graudzalu dzimta: Velna auzas (Avena
strigosa), S¢€jas auzas (Avena sativa),
Kladzinprosa (Panicum virgatum)
Naktenu dzimta: Sarkanie pipari
(Capsicum frutescens), Edamais tomats
(Solanum lycopersicum), Kartupelis

Graudzalu dzimta: Velna auzas (Avena
strigosa), S€jas auzas (Avena sativa)

Balandu dzimta: Parasta biete (Beta
vulgaris), Kvinoja séklas (Chenopodium

quinoa) (Solanum tuberosum)

Paksaugu dzimta: Sgjas zirpi (Pisum Sipolu dzimta: Kiploki (Allium sativum),
sativum), Sarmataina soja (Glycine max), Nokarenais sipols (Allium nutans), Puravs
Lucerna (Medicago truncatula), Parastas (Allium porrum), Darza sipols (Allium
pupinas (Phaseolus vulgaris) cepa), Maurloks (Allium schoenoprasum)
T€jas koka dzimta: T€jas koks (Camellia

sinensi)

Noverots, ka jauniem augiem raksturigs augstaks saponinu saturs, neka nobriedusiem
un gados vecakiem augiem. Saponinu saturu augos var ietekmét vides fiziologiskais stavoklis

un uzglabasanas apstakli péc to novakSanas. Tos ieglist no dazadam auga dalam, pieméram,
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ka sakném, lapam, augliem, mizam un ziedu katiem, kur to kop€jais saturs var iecvérojami
atskirties [14].

Saponinu kimiska struktiira. Saponini ir glikozidu savienojumi. To struktiira sastav no
aglikona, kas pazistams ka sapogenins — tdeni neSkistoSiem savienojumiem (steroida,
triterpenoida vai alkoloida forma) un glikona - Gdent $kistoSajiem cukuru savienojumiem (L—
arabinoze, D—ksiloze, D—glikoze, D—glikuronskabe, D—galaktoze, L-ramnoze, D—fruktoze),
kuri atskiras p&c to veida un kopgja cukura daudzuma [15, 16]. Saponina sadalfjuma struktiiru

attelota 1.2. attela.

«/éill 0{15

Glfons Aglikons

Cukuri Sapogenins
D-arabinoze
D-ksiloze
D-glikoze Neitralie saponini Skabie saponini
D-glikuronskabe ¢ ¢
D-galaktoze
L-ramnoze Steroids Triterpenoids
D-fruktoze

1.2. att. Saponina sadalijuma struktiira

Glikona dalu saponina struktiira sauc par oligosaharidiem. Oligosaharidi pie sapogenina
ir saistiti ar estera vai &tera glikozidisko saiti pie vienas vai divam glikoziléSanas vietam [17].
Aglikons var saturét vienu vai vairakas nepiesatinatas C—C saites. Kad oligosaharida k&de ir
pievienota pie 3 molekulas oglekla atoma, tad to sauc par monodesmosida saponinu, bet
saponini, kas papildinati ar cukura atlikumu pie 26 vai 28 oglekla atoma, tiek saukti par
bidesmosida saponinu. Atkariba no aglikona dabas, saponinus iedala divas galvenajas grupas:

saponini ar steroida aglikonu un saponini ar triterpenoida jeb triterpéna aglikonu (skat. 1.3.
tabulu) [16, 18].
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Iespéjamas saponinu aglikona formas

1.3. tabula

Aglikona veids

Aizvietotajs pie R

Aglikona forma

Triterpenoida

HiC, FH;

C

Oleanana

(Oleanane)

HLC
CHy

Hopana

(Hopane)
CH4

Dammarana

CHy

Cukuri (Dammarane)

Ursana

(Ursane)

Spirostana

Steroida (Spirostane)

H5C

CHy R Glikoalkoloida

(Glycoalcaloid)
CH4

Furostana

Cukuri

%C"B
HqC HaC
CHy
HSC\©
O [3¢]
X
O‘U
T
z o
<:>_-_I
O
HsC
H3C>_\—CH3

(Furostane)

Saponini graudaugos. Auzas no citiem graudaugiem atSkiras ar to, ka vienigajam
dabiski veidojas gan steroido, gan triterpenoido saponinu savienojumi. Par&jos graudaugos un
stiebrzal€ saponini nav pétiti.

Pec veiktajiem pétijumiem, ir pieradijies, ka auzas satur divu veidu saponinus — steroida
avenakozidu (avenacosides) un oleanana tipa triterpenoida avenacinu (avenacin). Savienojumi
atrodami auzu sakng&s, lapas un grauda kodola argjos slanos [13].

Avenacins ir avenacina A-1, A-2, B-1, un B-2 strukturali saistiti triterpenoido
saponinu savienojumi, kuri visvairak atrodami auzu saknés, galvenokart aktiviz&jas avenacina
A-1 forma (skat. 1.3. att.) [19]. Avenacins A-1 ir esterificéts ar N-metilanthranil skabi, kas
fluorescé ultravioleta gaisma. Tie var kavét séniSu un patogéno virusu (pieméram,

G.graminis) veidoSanos, kas graudaugiem izraisa lielus razas zaud&jumu [13, 20].
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1.3. att. Triterpenoida saponina avenacina A—1 kimiska struktiira

Avenakozids atrodams auga vakuolas, grauda endosperma un aktiviz&jas audu bojajumu
gadijuma, ko izraisa patogénie virusi, sagraujot auga membranas.
P&c 1.4. attéla, var redzét, ka spirostana tipa aglikona avenakozida A un B steroidos saponinus
ir iespgams  parveidot  aktivajas  pretséniSu  26—dezglukoavenakozida (26—

desglucoavenacoside) A un B formas [13].

CH,
> R1
O/
OH OH
/ﬁ/ /&O Avenakozids A R,=8D-Gle R,=H
' 0
HO
R0 OH H8H o Avenakozids B R,=8-D-Glc R,=8-D-Glc
0
26-Dezglukoavenakozids AR, = H R,=H
OH
OI—? Ha 26-Dezglukoavenakozids BR, = H R,=8-D-Glec

1.4. att. Steroidala avenakozida saponina iespéjamo formu kimiska struktiira
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1.3. Saponinu biologiskas un farmakologiskas ipasibas

Citotoksiska un pretaudzeju aktivitate. Veikti daudz zinatniski pétjjumi saistiba ar
saponinu citotoksiskajam TpaSibam, bet ne vienmer tie bija veiksmigi. Saponinu citotoksiskais
mehanisms veidojas nomacot DNA Siinu parveidoSanos, tadéjadi izraisot atgriezenisku
fenotipisku reakciju audzgja Stnas. Kad pretaudz€ja mehanisms norit nomacosi iedarbojoties
uz/ap audz€ju novietotajam $tinam, tick mazinata audzg€ja augsana. Metastazes nomaksana un
imunsistémas stimul&Sana ir svarigi faktori. Saponini tiek biezi izmantoti véza arstéSana, jo
gandriz visi izraisa apoptozi un iznicina audzgja Stnas. Tiem ir mazi negativie blakus efekti,
kas neizraisa nekrozi [21].

Pretvirusu aktivitate. Dazi saponini (ar oleanana tipa sapogeninu) var nomakt DNA
sintézi herpes infekcijas izraisitaja ,, Herpes simplex” virusa (HSV), savukart ursana tipa
sapogenini nomac ta paSa virusa kapsida proteinu. Citi saponini ierobezo otra tipa
poliomielita (smaga injekcijas slimiba, ko izraisa polioviruss) virusa ietekmi. Veikti
eksperimentali p&tijumi uz truSiem, kur Sie savienojumi spgj samazinat keratitu, ko izraisijis
HSV. No lakricas saknes (Glycyrrhiza glabra) iegiitajam saponina savienojumam -—
glicirizinam ir vislielaka bioaktivitate. Tas spgj aizturét virusus (pieméram, HIV-1), kas
ietekm& DNA un RNA. Darbibas pamatprincips ir nomakt kinazes C proteinu uUn enzima
atjaunosanos, kas savieno $os virusus ar CD4+ receptoriem, kuri sastopami T $tinas [12; 21].

Pretiekaisuma un antialergiska aktivitate. Saponinu pretickaisuma aktivitates p&tisana
ir veikta izraisot iekaisumu ar karaginanu (partika izmanto ka stabilizatoru vai emulgatoru).
Oleanana un ursana sapogeniniem ir vislielaka pretickaisuma un antialergiska aktivitate. To
iedarbiba tiek skaidrota ar garozas mimeétiskas aktivitates ierobezojoso iedarbibu uz iekaisuma
izdalitajiem mediatoriem, kuri degrad€josi iedarbojas uz glikokortikoidu. Tiek nomakta
ofenzimu veidoSanas un normaliz&ta palielinato asinsvadu caurlaidiba [21].

Pretsenisu, pretparazitu un antibakteriala aktivitate. PEd&jo 20 gadu laika ir augusi
interese par antimikrobalo lidzeklu iegtSanu no augiem, jo tradicionalas antibiotikas
(galvenokart tas, kuras iegitas no mikroorganismiem) ir nepietiekosi efektivas, kuras izraisa
vairakas blakus paradibas, ka arT ar laiku var veidoties noturigas stinu slimibas [22]. Saponinu
pretséniSu, pretparazitu un antibakteriala aktivitate ir sp&ja veidot savienojumus ar holesterina
membranu, ka rezultata palielinas to caurlaidiba un citoplazmas satura noplade [23].

Moluscidala aktivitate. Daziem saponiniem piemit moluscidala aktivitate, (sp€ja
atbaidit vai pat nogalinat gliemezus un moluskus) pret Biomphalaria glabrata, starpposma
Schistosoma mansoni parazitu nésataju, kas izraisa Sistosomozi. Sistosomoze ietekmé

miljoniem cilvékus Azija, Afrika un Dienvidamerika. Monodesmosidiskajiem saponiniem,

15



kuri satur oleanolskabes sapogeninu, ir vislielaka ietekme pret So slimibu, jo tie ar lielaku
intensitati iedarbojas uz parazita $inu membranas esoSo holesterinu. Rezultata veicinot poru
veidosanos, kas nodrosina $kidrumu noplidi. Sada pasa veida iedarbojas ari ekotoksiskie
spermicidi (vielas, kas izraisa tieSus vai aizkav€tus draudus vienam vai vairakiem vides
elementiem), kuri sastopami dazos saponinos. Vienigais veids, ka ierobezot Sistosomozes
attistibu ir iznicindt starpposma nésatdjus un Kkimijas terapijas pielictosana. Sobrid
izplatitakais molusticids ir niklosamids, tiem ir liels potencials alternativas kimijas terapijas

izstradei [23, 24].

1.4. Oleanolskabe un ursolskabe

Oleanolskabe (oleanolic acid: 3B-hidroksi—olea—12—-en-28-oic acid) un ta izomers
ursolskabe (ursolic acid: 3p-hidroksi—urs—12—en-28-oic acid) ir pentacikliski triterpenoidu
savienojumi ar 30 oglekla atomiem (skat. 1.5. att.), kuri biosint&tiski atvasinati no cikliz&ta
skvaléna. Skvaléns tiek uzskatits par kop€o prekursoru gan steroidu, gan triterpenoidu
biosintézém. Sie savienojumi augos sastopami ka brivas skabes vai ka skabes ar glikona dalu

(ar vienu vai vairakam cukura kédém) [25].

1.5. att. Oleanolskabes (A) un ursolskabes (B) kimiska struktiira

Oleanolskabe iegiita no vairak neka 1620 augu sugam, kur starp tiem ir daudzi partikas
un arstniecibas augi. Nekonjuggts triterpenoids, pieméram, oleanolskabe augos ir vasku veida,
kas augam novers tidens zudumu un kalpo ka aizsardzibas barjera pret patogéniem virusiem.
DaZos augos, pieméram, ka olivu lapam oleanolskabe ir kristalu veida, kura veido fizisku
barjeru pret séniSu uzbrukumiem. Viena no svarigakajam oleanolskabes farmakologiskajam
ipasibam ir aknu darbibu veicinoSa aktivitate. Ir pieradits, ka oleanolskabe ne tikai efektivi
aizsarga aknas no Kkimiski izraisitajiem bojajumiem, bet arT pasargd no hroniskam aknu
slimibam (ciroze un fibroze). Veikti vairaki pétjjumi par oleanolskabes antioksidanta,

pretvéza un pretiekaisuma ipasibam [26].
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Ursolskabe ka hidroksilgrupas pentacikliska triterpéna skabe ir sastavdala vairakos
arstniecibas augos un ka vaskam lidzigs aizsargslanis ir atrodams dazados auglos, piemé&ram,
abolos, bumbieros, olivas, zavétas plimes, dzérvenés un viges. Ursolskabei piemit
ievérojamas farmakologiskas ipaSibas, to starp, aknu darbibu veicinoSas, pretiekaisuma,
pretdiabéta, antibakterialas, pretvirusu un pretvéza ipasibas. P&déjo desmit gadu laika
zinatnieku uzmanibu pievers skabes daudzfunkcionalai pretvéza aktivitatei. Mehanisma
princips ir spgja izraisit v€za Siinu apoptozi, noveérst tumorogenitates risku un kavét véza

Stnu proliferaciju [27].

1.5. Ekstrakcijas metodes, to ietekméjoSie faktori

Saponinus no auga matricas var izdalit ekstraktu veida. Galvenie efektivas ekstrakcijas
faktori ir Skidinatajs (ekstrahents), laiks, temperatira, pH un auga materiala 1pasibas
(komponentu sastavs, dalinu izmérs). Ekstrakcija visbiezak lietotie Skidinataji ir wdens,
etanols, metanols un spirta idens maisijumi. Tas skaidrojams ar to, ka saponini ir polari
savienojumi, Iidz ar to nepiecieSams ari polars $kidinatajs [28].

Lai palielinatu ekstrakcijas efektivitati ir javeic priekSapstrades posms, kas ietver
parauga zavés$anu, sasmalcinaSanu un attaukoSanu, lai nonemtu lipofilas vielas (izmantojot
lipofilu $kidinataju, piem&ram, n-heksanu, petroléteri, acetonu vai etilacetatu). Attaukosanu
var veikt pirms ekstrakcijas vai ekstrakcijas laika. lepriek§ tika minéts, ka visbiezak
izmantotie §k1dinataji ir Gidens, etanols, metanols un spirta iidens maisijumi. Ekstrakts péc tam
butanola maisijums tiek ietvaic€ts 1idz sausam atlikumam. Ir veikti p&tijumi, lai iegiitu pec
iesp&jas tiraku savienojumu, Viens no ierosinajumiem ir apstradat ar dietiléteri vai acetonu un
veikt dializes procesu, lai atdalitu skistosas idens molekulas un cukurus [29].

Saponinu ekstrakcija un iegiiSana nav viegla, dél to sarezgitas struktiras (dazadie
aizvietotajie (OH, CHj; vai COOH) pie aglikona dalas un dazadie monosaharidi,
oligosaharidi). Saponini nav gaistoSi, kimiski un termiski nestabili savienojumi, kuru
koncentracija augos ir zema. Tadgjadi japieverS lielaka uzmaniba veicot ekstrakceiju,
piemérojot relativi vieglus apstaklus. BieZzi saponinu iegiiSanai no auga materiala pielieto
paaugstinatas temperatiras ekstrakciju, kur par $kidinataju izmanto spirta—tidens maisfjumu,
Spirts tiek ietvaicéts un tidens atlikums apstradats ar n—butanolu. Lielakas problémas, kas var
rasties sadas ekstrakcijas laika ir nestabilas molekulas (piem&ram, acilétas formas)
sadaliSanas, veidojot artefaktus, nevis saponinus. Ekstrakcija ar metanolu, ipasi steroido

saponinu savienojumiem, var veidoties metil atvasinajumi. Tadg&jadi, izmantojot metanolu par
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Skidinataju, ir labak veikt auksto ekstrakciju. Pie ekstrakcijas problémam jaatzimé, ka dazi Joti
polari saponini, pieméram, bidesmosidi un tridesmosidi var palikt @idens slant vai ari
ekstrakcija var nebit kvantitativa [30].

Ekstrakciju metodes iedala divas grupas — klasiskajas un dabai draudzigakajas metodeés.
Klasiskajas metodes pielieto lielu daudzumu polaro skidinataju, paaugstinatu temperattru un
intensivi maisa, lai iegiitu analiz€jamas vielas izdaliSanos no auga matricas. Videi
draudzigakas ekstrakciju metod€s tiek izmantoti drosaki ekstrahenti, kas veido energijas
efektivitati un apkartéjas vides piesarpojuma samazinasanu. Par galveno ekstrakcijas
$kidinataju izmanto Gdeni. Nosakot saponinu kvantitativo saturu konkrétajam augam, p&tnieki
iesaka izveléties dabai draudzigakus ekstrakciju veidus un tehnologijas, pieméram, ka
mikrovilpu vai ultraskanas metodi, kas sniedz lielaku efektivitati un iznakumus [31].
Visbiezak lietotas ekstrakciju metodes saponinu izdaliSanai no auga parauga ir mikrovilnu
veicinata ekstrakcija, ultraskanas, soksleta un maceracijas ekstrakcijas.

Mikrovilpu veicinata ekstrakcijas (MAE) metode. Metode pazistama, ka videi
draudziga un eckonomiska ekstrakcijas metode, kuru plasi izmanto biologiski aktivo
savienojumu ieguiSanai no dazadiem augiem. Mikrovilgu energija galvenokart karsé materiala
molekulas tas iekSieng. Raditie vilni var iespiesties auga materiala un savstarpgji iedarboties
ar polaram $kidinataja molekulam (pieméram, ka tidens, etanols u.c.) ta iekSiené gener&jot
siltumu. Rezultatad auga Stnas iekSpusé palielinas spiediens, kas noved pie Stnapvalka
parrausanas [31].

Ir veikti ekstrakciju metozu pétijumi, kur tika savstarpgji salidzinats reakcijas laiks,
temperattiira un ekstrahenta tilpums. Ka pieméru var minét, kopgjo triterpenoido saponinu
savienojumu Kkolorimetrisku noteik$anu plakanpiepé (Ganoderma atrum), izmantojot Cetras
ekstrakciju metodes (skat. 1.4. tabulu). P&c sniegtajiem rezultatiem, $kidinataja patérina un
ekstrakcijas laika, var secinat, ka MAE ir alternativa metode saponinu izdaliSanai no parauga

[32].
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1.4. tabula

Ekstrakciju metozZu salidzinajums kopéjo triterpenoido saponinu savienojumu satura

noteikSanai
Ekstrkcijas veidi Elstrakeijas Skidinatdjs ey | [P sap i
laiks tilpums, mL/g saturs,%

Maceracijas 12 h 95% etanols 40 2,58
ekstrakcija
Ultraskaas 30 min 95% etanols 60 1,72
ekstrakcija
Mikrovilgu 5 min 95% etanols 25 511
ekstrakcija

Soksleta 2h 95% etanols 40 2,22
ekstrakcija

Ultraskanas ekstrakcijas (UE) metode. Atskiriba no klasiskajam ekstrakciju metodem
(Soksleta un paatrinata S$kidinataja eckstrakcija), ultraskapas ekstrakcija ir viena no
vienkarSakajam, efektivakajam un tris reizes atrakajam ekstrakciju metodém saponinu
izdaliSanai no dazadiem augu paraugiem [33].

Sis metodes efektivitati var raksturot ar tas raditajiem ultraskanas vilpiem $kidinataju
sisttma. Tas palidz Skidumam iespiesties auga $iina, kas izraisa $finu uzptiSanos, membranu
interes¢josos savienojumus no dazadam, sarezgitam augu matricam. Ekstrakcija var izmantot
jebkura veida polarus skidinatajus, bet viens no visbiezak lietotajiem ir etanols vai idens—
etanola maistjums [34].

Zinatnieki ar AESH metodi ir pétijusi oleanolskabes un ursolskabes saturu granatabola
ziedos (Punica granatum), pielietojot dazadus ekstrakciju veidus. P&tijuma abu savienojumu

iegtiSanai par efektivako tika atzita ultraskanas ekstrakcija (skat. 1.5. tabulu) [35].

1.5. tabula
Ekstrakciju efektivitates salidzinaSana oleanolskabes un ursolskabes iegiSanai no

granatabola ziediem (Punica granatum)

Ekstrakcijas | Ekstrakcijas | 90% Etanola | Oleanolskabes Ursolskabes
veids laiks tilpums, mL iznakums, mg/g iznakums, mg/g

Maceracg_as 24 h 100 2,72+0,01 3,334+0,01
ekstrakcija
Ultraskaglgs 50 min 20 9,72+0,12 12,59+0,13
ekstrakcija

Sokslet_a_t 6 h 100 5,31+0,01 8,06+0,03
ekstrakcija
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Soksleta ekstrakcijas metode. Soksleta ekstrakcijas metodé noris destilacijas process
(8kidinataja uzsildiSana lidz virSanas temperatirai), Kur $kidinataja tvaika kondensatu novirza
izejas traukos. Plasi pielieto partikas un citu industrialo laboratoriju pétjjumos. Visbiezak
lietotais §kidinatajs ir etanols, bet izmanto arT metanolu. Ekstrakcijas trukumi ir laiks, kas var
aiznemt vairakas stundas vai pat dienas [30].

Maceracijas ekstrakcijas metode. Maceracijas ekstrakcijas metodé auga paraugs tiek
ievietots noslégtos traukos un meércets noteikta Skidinataja daudzuma, istabas temperatiira.
Saponinu iegiiSanai parasti izmantotie $kidinataji ir etanols vai metanols. Metodes trikumi ir

liels 8kidinataju tilpuma patérin$ un ekstrakcijas ilgums, kas aiznem pat vairakas dienas [35].

1.6. Saponinu noteikSanas metodes

Pirms saponinu noteikSanas augu valsts produktos, iesaka veikt vienkarSu procediiru, lai
parbauditu saponinu kvalitativo saturu. M&gené ievieto auga materialu, to uzpilda ar destilétu
tideni un sakrata 2 min. Stabilu un noturigu putu paradiSanas Skidruma vismaz 15 min, norada
par saponinu klatbtitni auga parauga [30].

Visbiezak saponinu kvantitativai noteikSanai izmanto spektrofotometriskas un
hromatografiskas metodes. Atskiritba starp Stm divam metodém ir tada, ka
spektrofotometriska metode dod iesp&ju noteikt kop&o saponinu saturu auga, bet ar
hromatografijas metodi ir iesp&jams identificét konkréto saponina savienojumu un noteikt ta
kvantitativo saturu auga. Veikti pétfjumi, kuros veikta klasiskas AESH un UAESH
savstarpgja salidzinasana, kur autori pierada, ka ar UAESH metodi var iegiit augstaku
iz8kirtsp&ju un atrakus analizes rezultatus saponinu iegtisanai [30].

Kopgjos saponinus ir iesp&jams noteikt arT izmantojot klasiskas fizikali kimiskas analizu
metodes, pieméram, ka gravimetriju. Konkréto saponinu funkcionalo grupu identificé$anai,
pielieto infrasarkanas spektroskopijas (IS, FTIS) metodes.

UVIVIS spektrofotometriskd metode. So metodi plasi pielieto kopgjo saponinu
savienojumu kvantitativa satura noteikSanai augu valsts paraugos, jo ta ir vienkarsa, atra un
leta. Kop€jos saponinu savienojumus visbiezak nosaka izmantojot vanilina—ledus etikskabes
un perhlorskabes maisTjumu. Metodes pamatprincips ir oksidétu triterpenoido saponinu
savienojumu reakcija ar vanilinu (vanilins viegli oksid&jas). Perhlorskabe lietota ka oksidants
un §1s reakcijas noteicosa krasa ir violeta. Kolorimetriska parbaude balstita uz sapogenina
struktiiru vai aglikona savienojumu. Aglikons ar OH grupu pie C-3 stavokla reagg ar vanilinu
skaba vidg, lai veidotu hromogénu, kuram ir tada pati absorbcija arT tad, kad aglikons ir brivs

vai saistits ar oligosaharidiem. Pirms $is metodes izmantoSanas ir jaizverteé dazi faktori,
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piemé&ram, tadi ka standartviela un absorbcijas maksimuma vilna garums. Perhlorskabes vieta
tiek lietota arT sérskabe, bet pétijumi norada uz to, ka vanilina—sérskabes maisijumam ir slikta
stabilitate, kas var trauc€t saponinu struktiirai noskelt esoSos oligosaharidus [30, 36, 37].

Kinas zinatnieki pé&tijusi kop&jo saponinu savienojumu saturu kukuriiza (Zea mays),
izmantojot spektrofotometrisko metodi. Kukuriizas ekstraktam tika pievienots 5 % vanilina—
ledus etikskabes maisTjums, perhlorskabe un kartigi samaisits. Sildits tidens vanna 15 min pie
60 °C un p&c tam atdzesets 5 min ledus vanna. Reakcijas beigas pievienota ledus etikskabe un
kartigi samaisits [idz homogénam skidumam. Reakcijas maisijumam merita absorbcija pie
vilpu garuma 510 nm pret salidzinaSanas Skidumu (tuksSais). Metodé tika izmantota
oleanolskabes standartviela, kur pec uzpemtas kalibréSana taisnes vienadojuma aprékinats
kop€jo saponinu savienojumu saturs parauga (mg/100g produkta) [38].

Cita Kinas zinatnieku grupa noteikusi kopgjo triterpenoido saponinu savienojumu saturu
plakanpiepé (Ganoderma atrum), izmantojot kolorimetrisko metodi. Analiz€jama parauga
etanola ekstraktam tika pievienots 5% vanilina—ctikskabes $kidums un perhlorskabe. Viss
kartigi samaisits un sildits 15 min pie 70 °C un p&c tam atdzeséts 2 min ledus vanna. Ar
etilacetatu tika uzpildits Iidz 5 mL kopgja tilpuma. Sagatavotie paraugi atdzeséti lidz istabas
temperattirai. Vienam no paraugiem tika mérits absorbcijas maksimums diapazona no 200
lidz 700 nm. Paraugiem mérita absorbcija pie vilna garuma 550 nm. Metod¢ ka standartviela
tika izmantota oleanolskabe, kur péc uzpemtas kalibré$ana taisnes vienadojuma aprékinats
kopgjo triterpenoido saponinu savienojumu saturs parauga (%) [31].

Infrasarkanas spektroskopijas (FTIS) metode. FTIS metodi izmanto ieglitas vielas
funkcionalo grupu identificé8anai un tas tiribas noteikSanai. So metodi plasi pielieto
farmacija, galvenokart, kvalitativiem raksturojumiem.

Veikti pétijumi triterpénu saponinu funkcionalo grupu identific€Sanai ar&ja beérza tasi.
Metodé izmantota izzavéta berza tass ekstrakta frakcija un standartvielas (betulinskabe,
betulins un lupeols), kuram uzpemti IS standartspektri. Paraugi sasmalcinati smalka,
viendabiga pulveri. Tabletes pagatavoSana tika izmantota nes€jviela KBr. Uzpemti
infrasarkanie spektri diapazona no 4000 lidz 400 cm™ ar spécigiem funkcionalo grupu
signaliem - betulinskabe: 3484 cm™ (OH), 2870 cm™ (CH,), 1686 cm™ (C-0), 1432 cm™
(OH), 1362 cm™ (CH,—CH-CHj3), 1156 cm™ (C-O); betulins: 3448 cm™ (OH), 2868 cm™
(CH,—CHs), 1638 cm™ (C-C), 1432 cm™ (OH), 1388 cm™ (CH,—CH-CHs); lupeols: 3308 cm’
! (OH), 2872 cm™ (CH,), 1630 cm™ (C=C), 1468 cm™ (CH), 1380 cm™ (CH3), 920 cm™ (CH).
Uznpemta parauga IS spektra raksturigie funkcionalo grupu signali un absorbcija sakrit ar
standartvielu spektriem, péc ta var secinat, ka bérzu tass satur triterpénu vielas — betulinskabi,

betulinu un lupeolu [39].
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Zinatnieki no Indijas, izmantojot FTIS metodi Spraislu lantana (Lantana camara) auga
sakn@ identific€jusi oleanolskabes funkcionalas grupas. PulverT sasmalcinats augs tris reizes
tika attaukots ar petroléteri. P&c tam izmantojot maceracijas eckstrakciju, Cetras reizes
ekstragéts ar etanolu istabas temperatiira. Savaktais $kidinatajs tika ietvaic€ts un neattiritas
nogulsnes Skidinatas hloroforma, laujot pa nakti izgulsnéties. Nogulsnes Cetras reizes tika
kristalize€tas ar metanolu, kas iznakuma deva oleanolskabes kristalus. Iegttajai tabletei
uznémti 1S spektri, diapazona no 4000 lidz 400 cm™. 1.6. attéla redzami spécigi funkcionalo
grupu signali — 3333 cm™ ((OH), 2932 cm™ (CHy), 1455 cm™ (C=0), 1361 cm™ (CHj), 1107
cm™ (C-0), kuri sakrit ar oleanolskabes references standarta spektru. legitie rezultati liecina
par efektivas maceracijas ekstrakcijas un FTIS metodes pielietoSanu oleanolskabes iegtisanai

un pieradisanai no Spraislu lantana auga saknes [25].
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1.6. att. IS spektrs oleanolskabes pieradisanai Spraislu lantana (Lantana camara) auga sakné

Hromatografiskas metodes. Attieciba uz saponinu kvantitativo analizi, biezi lietota
metode ir augsti efektiva Skidruma hromatografijas (AESH) metode. Saponinu molekulara
struktiira maz satur hromoforus, ka rezultata tiem ir zema UV absorbcija, kas ierobeZo iesp&ju
paraugu analiz€Sanai izmantot UV detektorus. Lielaka dala no veiktajiem pétjjumiem
saponinu UV absorbcijas maksimums ir no 200 Iidz 210 nm. Tikai 2,3-dihidro-2,5-
dihidroksi—6-metil-4-pirona (DDMP) konjuggta sojas saponina, glicerinretinskabes glikozida
un kukurbitactna UV absorbcijas maksimums ir pie 295 nm, kur to noteikSana ar UV-VIS
detektoru varétu but veiksmiga [40]. Neskatoties uz $o ierobezojumu, ir veikti petijumi mate
tgja (llex paraguariensis), kura noteikta oleanolskabe un ursolskabe pie zema vilna garuma,
203 nm. Metodg tika veikta tidens ekstrakcija un hidrolize ar salsskabes $skidumu (1,5 M), lai
no saponina aglikona dalas (sapogenina) noskeltu oligosaharidus. Sagatavota parauga
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izdaliSanas laikus salidzinaja ar oleanolskabes un ursolskabes standartvielu izdaliSanas
laikiem [41].

Izstradatas analitiskas metodes dazadiem augu paraugiem, lai noveérstu iepriek§ minétas
problémas. Saponinu noteik§anai izmanto augsti efektivo Skidruma hromatografijas (AESH)
metodi ar iztvaikosanas gaismas izkliedes (ELSD) detektoru, kas lauj atdalit sojas sapogenolu
A un B (soyasapogenol) ar C-18 kolonnu un kustigo fazi — acetonitrils:1-
propanols:iidens:etikskabe (80:6:13,9:0,1). Zensena augos ar ELSD detektoru, tika veiksmigi
atdaliti saponini ar SpHerisorb ODS2, C18 kolonnu un kustigo fazi — etikskabe:tidens, kur
savienojumu kvantitativais saturs aprckinats péc kalibréSanas taisnes, saskana ar kuru
noteikSanas robeza ir 50 ng [40].

Veikti petijumi saponinu savienojumu — avenakozida A (avenacosides A), avenakozida
B (avenacosides B), un 26-dezglukoavenakozida (desglucoavenacoside) noteik$anai ar ultra
augsti efektivo skidruma hromatografijas (UAESH) metodi. Markis bija izstradat atru
pieradisanas metodi, ar kuru iesp&jams noteikt saponinu kvantitativo saturu 16 dazadas Polija
audzétas auzu graudu $kirngs. P&c literatiiras salidzinot UAESH ar klasisko AESH metodi, tai
ir atraks analiz€jama komponenta izdaliSanas laiks, ta sniedz labaku izskirtsp&ju, ka ari
samazina organisko Skidinataju daudzumu. Metodé izmantotais masas detektors jonu
monitoringa rezima (SIM), skaidri att€loja maksimuma punktus, lava veikt to vieglu
integraciju. Ekstrakta matrica netraucgja saponinu izdali$anai, kas parasti ir problema AESH
metodé izmantojot UV detektoru. Labus rezultatus uzradija auzu graudu Skirne ,,Nagus”, kur
noteikto triterpenoido saponinu Savienojumu saturs bija - avenakozids A 550,9+11,9 pg/g,
avenakozids B 325,2+3,1 pg/g un 26-dezglukoavenakozids 32,7+0,2 pg/g. [13].

AtseviSku komponentu identificéSanai no dabigdm vielam, izmanto ari planslana
hromatografijas (PSH) metodi. Ta ir atra, vienkar$a un kvalitativa metode un tas prieksrociba
ir vairaku paraugu vienlaiciga salidzinasana. Veikti p&tijumi saponinu noteik$anai sojas pupas
(Glycine max) ar PSH analizi. Paraugu uznesanai izmantotas aluminija plaksnites ar silikagéla
parklajumu. Par kustigo fazi tika lietots $kidinataju maisijums — dihlormetans:metanols (9:1).
Péc tam plaksnite apsmidzinata ar kalija dihromata un s€rskabes maisijumu. Plaksnites tika
zavetas, I1dz kamér UV gaisma atte€lojas sarkanigi violeti plankumi, kas liecin@ja par saponinu
klatbtitni sojas pupu parauga [42].

Gravimetriska metode. Ar gavimetrisko metodi ir iesp&jams noteikt kop&jo saponinu
kvantitativo saturu analiz€jamam paraugam. Tas pamata ir ieglitas vielas masas mériSana.
Gravimetrija vairs nav plasi pielietota analitika metode, jo ir nepreciza, laikietilpiga, pateré
daudz reagentus, nesniedz daudz informacijas par analiz€jamo vielu, bet neskatoties uz to, ir

metodes un nozares kur to pielieto pat Sodien.
23



Zinatnieki no Niggrijas noteica kop&jo saponinu saturu Afrikas bérza lapas (Anogeissus
leiocarpus) ar dubulto skidinataju ekstrakcijas gravimetrisko metodi. 20 g sasmalcinatam
paraugam tika pievienots 200 mL 20 % etanola $kidums un maisjums sildits 4h pie 55 °C.
Atdzeséts auksta Gdens vanna un filtréts. Atlikums ekstragéts divas reizes ar 200 mL 20 %
tdens—etanola Skidumu un ekstrakti apvienoti. Kombingtais ekstrakts samazinats lidz ~ 40
mL pie 90 °C. Ekstrakts parvietots 250 mL dalamaja piltuvé, kur ekstragéja ar 20 mL
dietiléteri. P&c divu slanu noslanosanas saglabats tidens slanis. AttiriSana ar dietiléteri tika
atkartota. Udens slanis ekstragets ar 60 mL n-butanolu un n-butanola frakcija divas reizes
skalota ar 5 % NaCl skidumu. MaisTjums ietvaicéts lidz sausam atlikumam ieprieks nosvérta
kolba un talak zavéets zavskapi pie 60 °C. Eksperiments atkartots divas reizes, lai iegtitu vidéjo
veértibu. Saponinu saturs paraugos aprekinats procentos (%). Saponinu saturo$o sauso
atlikumu izmantoja kop&jo saponinu satura spektrofotometriskai noteiks$anai [423.

Citu zinatnieku grupa no Nigerijas kop€jo saponinu noteikSanai dazadas garSvielas
(ingvera, sipolos, kiplokos, piparos) izmantoja divus $kidinatajus — acetonu, lai lipidi parietu
$kidinataja un metanolu, lai izekstragétu saponinus. 2 g garSvielu paraugs tika ievietots
Soksleta aparata un pievienots 250 mL acetona. Ekstrakcija tika veikta 3 h. Péc tam
pievienota 150 mL apalkolba ar 100 mL metanolu un ekstrakcija tika turpinata vél 3 h.
Metanols péc ekstrakcijas atdestiléts un saponinu saturoSais sausais atlikums zavéts ieprieks
nosverta apalkolba. Saponinu saturs aprékinats g/100 g garSvielu parauga (ingvera 3,99+0,05;

kiplokos 13,93+0,01; sipolos 48,35+0,05; piparos 9,92 +0,02) [44].
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2. EKSPERIMENTALA DALA

2.1. Izmantota aparatiira

2.2.

Analitiskie svari PRECISA (= 0,0001g);

Centrifuga TY 5.375 — 4261 — 76 (max. 10000 apgr min™);
Centrifiga JOUAN B4 i (max. 4000 apgr. min™);

Kafijas dzirnavinas CLATRONIC;

Laboratorijas svari KERN (+ 0,01g);

Plitina WISESTIR (ar maisitaju un
sensoru);

Rotacijas ietvaicetajs LABOROTO 4001 HEIDOLPH,;

temperaturas

Skidruma hromatografs Waters 600E (UV detektors waters 2895 (203 nm), kolonna
C-18, 4,6 mm ID x 150 mm (5 um), kustiga faze acetonitrils:tidens (75:25),

kolonnas termostata temperatira 35 °C, plismas atrums 1 ml/min, parauga tilpums

S5 ul).

UV/VIS spektrofotometrs Lambda 25 (PerkinElmer Instruments) (= 0,1 nm);

Zavskapis Memmert (+1°C).

Reagenti

Acetonitrils (CH3CN ) > 99,9 % (Sigma-Aldrich, CAS numurs 75-05-8) (H225,
H302+H312+H332, H319; P210, P261, P280, P305+P351+P338, P370+P378,

P403+P235);

Dietiléteris ((C2Hs),0) (Chempur, CAS numurs 60-29-7) (H224, H302, H336;

P210, P261);

Etanols (C,HsOH) 96% (CAS numurs 64-17-5) (H225, H319; P210,P280,

P305+P351, P337+P313, P403+P235);

Heksans (CgH14) (SIA Enola, CAS numurs 110-54-3) (H225, H304, H315, H336,
H361f, H373, H411; P201, P210, P273, P301+P310, P308+P313, P331);
Hloroforms (CHCI3) (Chempur, CAS numurs 67-66-3) (H302, H315, H319, H332,

H336, H351, H361, H373; P261, P281, P305+P351+P338);
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o Ledus etikskabe (CH3COOH) (SIA Enola, CAS numurs 64-19-7) (H226, H314;
P280, P305+P351+P338, P310);

e Metanols (CH3OH) > 99,5% (SIA Enola, CAS numurs 67-56-1) (H225,
H301+H311+H331, H370; P210, P280, P302+P352+P312, P304+P340+P312,
P370+P378, P403+P235);

e n-butanols (C4HsOH) (SIA Enola, CAS numurs 71-36-3) (H226, H302, H315,
H318, H335, H336; P210, P280, P301+P312+P330, P304+P340+P312,
P305+P351+P338+P310, P403+P235);

e Natrija hlorids (NaCl) (Chempur, CAS numurs 7647-14-5);

e Oleanolskabe (Oleanolic acid C30H4303) > 97% (Sigma-Aldrich, CAS numurs 508-
02-1);

e Perhlorskabe (HCIO4) 70% (SIA Enola, CAS numurs 7601-90-3)
(H271,H290,H302, H314, H373; P210, P280,P303+P361+P353, P304+P340, P310,
P305+P351+P338, P371+P380+P375);

e Salsskabe (HCI) 35-38% (Chempur, CAS numurs 7647-01-0) (H290, H314, H335;
P260, P280, P303+P361+P353, P304+P340+P310, P305+P351+P338);

e  Ursolskabe (Ursolic acid C3oHgg03) > 90% (Sigma-Aldrich, CAS numurs 77-52-1);

e Vanilins (CgHgO3) > 99% (Sigma-Aldrich, CAS numurs 121-33-5) (H319;
P305+P351+P338).

2.3. Analizéjamo paraugu raksturojums

Darba tika analizéti dazadu labibas Skirnu auzu graudu, miezu graudu un miezu gribu
paraugi, kas selekcionéti Latvijas Valsts Stendes graudaugu selekcijas institiita. Analizéti arl
uztura plasi lietojamo divu auzu parslu paraugi — pilngraudu ,,Valdo” un atri varamas
,Herkuless” auzu parslas. Kopa 18 paraugi. Analiz€jamo paraugu raksturojums redzams 2.1.
tabula.

Uzskaititajam graudu s$kirném ir pieskirti registracijas numuri, jo notiek attiecigas
jaunas Skirnes kvalitates novertéjums. Graudi ir audzéti vienados apstak]os — konvencionalas
audzesanas sist€mas laukos un tie tiek nodroSinati ar pamatméslojumu (80 kg/ha).

Tika izmantoti veseli, neskalditi auzu graudi un to parstrades produkts — auzu parslas
(parstrades procesa tiek placinatas, saspiestas un nonemts ar&jais apvalks). Izmantoti veseli,
neskalditi miezu graudi un to parstrades produkts — skrot€tas miezu griibas (parstrades

procesa tiek nonemts dala no ar€ja apvalka).
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2.1. tabula

Analizéjamo graudu un to parstrades produktu raksturojums

Skirnes numurs vai

N.pk. Paralga nosaukums Parauga numurs nosaukums / Piezimes™*
1. A-1 33027/+80
2. A-2 33926/+80
3. A-3 34241/+80
4. Auzu graudi A-4 34588/+80
5. A-5 IL 3587/+80
6. A-6 SW Betania/+80
7. A-7 Lizeta/+80
7. G-1 12902/P,+80
8. G-2 13083/P,+80
9. Miezu graudi G-3 13074/P,+80
10. G-4 12924/P,+80
11. G-5 12835/P,+80
12. S-1 12902/P,+80
13. S-2 13083/P,+80
14, Miezu griibas S-3 13074/P,+80
15. S-4 12924/P,+80
16. S-5 12835/P,+80
17. Auzu parslas AP ,,Valdo” pilngraudu
18. AV ,,Herkuless” atri varamas

*Apzim&jumi: P — plekSnainie mieZi; +80 — pamatmeslojums, kg/ha (NO3™ un NH4" attieciba

1:1).
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2.4. Saponinu satura gravimetriska noteik§ana

Skidumu pagatavoSana:

e 20% udens—etanola skidums: 1 L varglazé iemérija 208 mL 96% etanola un

pievienoja 792 mL destiléta tdens;

e 5% natrija hlorida Skidums: 100 mL varglazé iesvéra 5,00 g natrija hlorida un

Analizéjamie paraugi. Latvijas Valsts Stendes graudaugu selekcijas institiita

selekciongéti auzu graudu (A-4 un A-5), miezu graudu (G-3), miezu gribu (S-3) un uztura plasi
lietojamo auzu parslu (AP un AV) paraugi (skat. 2.1. tabulu).

Paraugu sagatavoSana. Saskana ar Niggrijas zinatnieku literatlira sniegto gravimetrisko
metodi [42], tika veikta metodes modifikacija. 6 g (ar precizitati = 0,01 g) samaltu grauda
paraugu iesvéra 100 mL cilindra, pievienoja 60 mL heksana un maisot sildija 2 h pie 45 °C.
Maisijumu atstaja uz diennakti. Heksanu dekantgja un attaukoSanu atkartoja. Paraugu zaveja
gaisa, laujot heksanam iztvaikot. 5 g (ar precizitati £ 0,01 g) attaukota parauga iesvéra 100
mL Erlenmeijera kolba, pievienoja 50 mL 20% tidens—etanola $kidumu, nepartraukti maisot 4
h sildija Gidens vanna pie 45 — 50 °C. Paraugu atdzes&ja ledus vanna un centrifugéja 10 min
pie 5000 apgr./min. legtto Gdens—etanola ekstraktu uzmanigi ielgja 100 mL cilindra. Graudu
atlikumam pievienoja 50 mL 20% tdens-etanola $kidumu un ekstrakciju atkartoja pie tadiem
pasiem apstakliem. Savakto tdens-etanola ekstraktu (~ 80 ml) samazinaja ar rotacijas
ietvaicétaju Iidz ~ 20 mL tilpumam. Udens vannas temperatiira 48 °C. Sakoncentréto
ekstraktu parvietoja dalamaja piltuvé un ekstraggja ar dietiléteri (3 x 15 mL). Savakto
dietilétera frakciju izIgja ara, bet Gdens slani ekstraggja ar n—butanolu (3 x 30 mL). Apvienoto
n—butanola frakciju (~ 90 mL) mazgaja ar 5% NaCl skidumu (2 x 10 mL). lepriek$ nosvérta
kolba, n-butanola frakciju ietvaicgja 1idz sausam atlikumam ar rotacijas ietvaicétaju. Udens
vannas temperatiira 55 °C. Sauso atlikumu zaveja zavskapi pie 60 °C Iidz nemainigam svaram
un uzglabaja eksikatora. Gravimetrisko metodi atkartoja tris reizes.

Kopégjo saponinu saturu aprékinaja péc 2.1. vienadojuma.

wy, = =2 100, (2.1)

Mjesv
kur wo,— saponinu saturosais sausais atlikums, %;
mg; — legiita saponinu saturosa sausa atlikuma masa, mg;
M;esy — SAUSU graudu parauga iesvara masa, mg;

100 — reizinatajs, lai saponinu saturu izteiktu %.

Eksperimentali iegiitie rezultati apkopoti 3.1. nodalas 3.1. tabula.
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Sagatavoto sauso paraugu izmantoja kop€jo saponinu savienojumu noteikSanai ar
spektrofotometrisko metodi un triterpenoido saponinu savienojumu (oleanolskabes un
ursolskabes) noteik$anai ar AESH metodi (skat. 2.5. un 2.6. nodau).

2.5. Kopé€jo saponinu savienojumu satura spektrofotometriska noteik§ana

Skidumu pagatavoSana:
e 50% etanola—tdens skidums: 1 L varglazé iemérfja 520 mL 96% etanola un
pievienoja 480 mL destiléta tidens;
e oleanolskabes standartskidums (y=7,2 mg/mL): iesvéra 72 mg (ar precizitati + 0,1
atzimei ar metanolu;

e 5% vanilina—ledus etikskabes Skidums: 100 mL varglaze iesvéra 5,00 g vanilina un

Analizéjamie paraugi. Latvijas Valsts Stendes graudaugu selekcijas institiita
selekcionéti auzu graudu (A-4 un A-5), miezu graudu (G-1 un G-3), miezu gribu (S-1 un S-3)
un uztura plasi lietojamo auzu parslu (AP un AV) paraugi (skat. 2.1. tabulu).

Paraugu sagatavoSana:

1. metode

Saskana ar Kinas zinatnieku literatira sniegto Spektrofotometrisko kopgjo saponinu
savienojumu satura noteikSanu kukuriiza (Zea mays) [37], tika veikta metodes modifikacija. 4
g (ar precizitati = 0,01 g) samaltu analiz&jamo grauda paraugu iesvéra 100 mL cilindra,
pievienoja 50 mL heksana un maisot sildija 2 h pie 45 °C. MaisTjumu atstaja uz diennakti.
Heksanu dekantgja un attaukoSanu atkartoja. Paraugu zaveja gaisa, laujot heksanam iztvaikot.
100 mL Erlenmeijera kolba iesvéra 2 g (ar precizitati + 0,01 g) attaukota parauga, pievienoja
60 mL 50% etanola—idens skidumu un 2 h ekstraggja ultraskanas vanna pie 40 °C. Paraugu
atdzes€ja ledus vanna un centrifugg€ja 10 min pie 5000 apgr./min. Augs€jo spirta—tidens
ekstraktu (~ 50 mL) uzmanigi ielgja 50 mL cilindra. Etanolu ietvaicgja ar rotacijas
ietvaicetaju lidz 20 mL tilpumam. Udens vannas temperatiira 60 °C. Sakoncentréto ekstraktu
parvietoja dalamaja piltuvé un ekstraggja ar n—butanolu (3 x 35 mL). Savaktas butanola
frakcijas (~ 100 mL) ietvaic&ja ar rotacijas ietvaicétaju 1idz sausam atlikumam. Udens vannas
temperatira 55 °C. Saponinu saturoSo sauso atlikumu zavéja zavskapi pie 60 °C lidz
nemainigam svaram un uzglabaja eksikatora. Saponinu saturoSo sauso atlikumu skidinaja 4

mL metanola, ko izmantoja kopgjo saponinu savienojumu spektrofotometriskai noteiksanai.
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2. metode
No saponinu saturo$a sausa atlikuma, kurs iegits saskana ar gravimetriskas noteikSanas
metodi (skat. 2.4. nodalu), iesvéra attiecigo daudzumu un s$kidinaja 4 mL metanola, ko

izmantoja kop€jo saponinu savienojumu spektrofotometriskai noteik$anai (skat. 2.2. tabulu).

2.2. tabula

Spektrofotometriskas analizes metodei izmantotais saponinu

saturo$a sausa atlikuma iesvars

_ ‘. Analizei izmantotais
* Saponinu saturosais - . . .
Parauga Nr. L o saponinu saturoSais sausais
sausais atlikums my**, mg .
iesvars m, mg
A-4 98,7 5,0
A-5 94,4 5,8
G-3 84,4 52
S-3 14,7 5,8
AP 87,5 3,7
AV 38,9 2,2

Apzimgjumi: * skat. 2.1. tabulu; ** skat. 2.4. nodalu

KalibréSanas taisnes iegiiSana. KalibréSanas grafika uznemsSanai 25 mL mérkolbas
iemérija 0,1 mL; 0,2 mL; 0,4 mL; 0,6 mL; 0,8 mL; 1,00 mL; 1,2 mL; 1,4 mL; 1,6 mL; 1,8
mL; 2,00 mL oleanolskabes standartskidumu (y=7,2 mg/mL) un uzpildija visas mé&rkolbas ar
metanolu Iidz atzimei. 1 mL zinamas koncentracijas oleanolskabes standartSskidumam
pievienoja 2 mL 5 % vanilina—ledus etikskabes maisijumu un 8 mL perhlorskabes. Reakcijas
maisijumu maisot sildija 15 min pie 60 °C. Atdzesgja 5 min ledus vanna un pievienoja 5 mL
ledus etikskabes. Reakcijas maisijumu Kkartigi samaisija lidz homogénam Skidumam.
Sagatavotos kalibréSanas Skidumus atdzesgja lidz istabas temperatirai un mérija absorbciju
pie 540 nm 1 cm kivetes pret salidzinasanas $kidumu, kur$ tika pagatavots tapat ka skidumi
kalibréSanas grafika iegiiSanai, bet nepievienoja oleanolskabes standartSkidumu. leprieks
oleanolskabes kalibrésanas Skidumam ar koncentraciju 0,288 mg/mL, noteikts maksimalas

absorbcijas vilna garums (540 nm), mérot no 700 lidz 320 nm (skat. 2.1. att).
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2.1. att. Oleanolskabes kalibréSanas $kiduma (0,288 mg/mL) absorbcijas grafiks (Amax=540

nm)

Kopéjo saponinu savienojumu satura noteikSana. 1 mL sagatavotajam metanola
ekstraktam pievienoja 2 mL 5 % vanilina—ledus etikskabes maisijumu un 8 mL perhlorskabes.
Reakcijas maistjumu maisot sildfja 15 min pie 60 °C. Atdzes€ja 5 min tekosa auksta Gident un
pievienoja 5 mL ledus etikskabes. Reakcijas maistjumu kartigi samaisija 1idz homogénam
Skidumam. Sagatavoto Skidumu atdzes€ja lidz istabas temperatiirai un pret salidzinaSanas
Skidumu mérija absorbciju pie 540 nm 1 cm kiveté. Katru sagatavoto graudauga paraugu
analizgja trs reizes.

Ievérojot secigu 1. paraugu sagatavoSanas metodi, Kop&jo saponinu savienojumu saturu
aprékinaja péc 2.2. vienadojuma.

w=y-V,-—=-—-100, (2.2.)

kur w — kopgjo saponinu savienojumu masas dala parauga, mg/100g parauga;
y — kopg€jo saponinu savienojumu masas koncentracija, mg/mL (p&c kalibréSanas
taisnes);
I/, — pievienotais metanola tilpums, mL;
V, — pievienota n—butanola tilpums, mL;
V5 — atgtita n—butanola frakcijas tilpums, mL;
V7, — pievienotais etanola-tdens skiduma tilpums, mL;
Vs— atgita etanola—tudens ekstrakta tilpums, mL;
M;esy — SAUSU graudu parauga iesvara masa, g;

100 — reizinatajs, lai kop€jo saponinu savienojumu saturu izteiktu mg/100 g produkta.
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Ieverojot secigu 2. paraugu sagatavosanas metodi, kop&jo saponinu savienojumu saturu
aprékinaja péc 2.3. vienadojuma.

w=y-V -2 2. % 00, (2.3)

kur w — kopg€jo saponinu savienojumu masas dala parauga, mg/100g parauga;
y — kopg€jo saponinu savienojumu masas koncentracija, mg/mL (p&c kalibréSanas
taisnes);
/1 — pievienotais metanola tilpums, mL;
m, — saponinu saturoSais sausais atlikums, mg;
m, — analizei izmantotais saponinu saturoSais sausais atlikums, mg;
V, — pievienota n—butanola tilpums, mL;
V5 — atgtita n—butanola frakcijas tilpums, mL;
V, — pievienotais etanola—tdens $kiduma tilpums, mL;
Vs— atguta etanola—tdens ekstrakta tilpums, mL;
Mesp, - SAUSU graudu parauga iesvara masa, g;

100 - reizinatajs, lai kop€jo saponinu savienojumu saturu izteiktu mg/100 g produkta.

Eksperimentali iegiitie rezultati apkopoti 3.2. nodalas 3.2. att€la un 1. pielikuma.

2.6. Oleanolskabes un ursolskabes noteik§ana ar AESH metodi

Analizéjamie paraugi. Latvijas Valsts Stendes graudaugu selekcijas institiita
selekcionéti auzu graudu (no A-1 lidz A-7), miezu graudu (no G-1 lidz G-5), miezu griibu (no
S-1 Iidz S-5) un uztura plasi lietojamo auzu parslu (AP un AV) paraugi (skat. 2.1. tabulu).

Paraugu sagatavoSana:

Saskana ar Brazilijas zinatnieku literatira sniegto oleanolskabes un ursolskabes
noteik§anu maté t&ja (llex paraguariensis) ar AESH metodi [40], tika veikta metodes
modifikacija.

1. metode

Grauda paraugu samala kafijas dzirnavipas. Nosvéra 4,5 g (ar precizitati £ 0,01 g)
samalta parauga un parnesa 200 mL Erlenmeijera kolba. Paraugam pievienoja 100 mL
destiléta tidens, uzlika deflegmatoru un maisot sildija 10 min varo$a Gdens vanna. Paraugu
atdzes€ja un centrifug€ja 10 min pie 5000 apgr./min. legiito aug$&jo tdens slani uzmanigi
nolgja 100 mL meércilindra. Atgiitajam (~ 50 mL) tdens ekstraktam pievienoja 7,5 mL

koncentrétas salsskabes (ieguva 1,5 N) un maisot hidrolizgja 2h pie 60 — 70 °C. Maisijumu
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atdzes&ja auksta fidens vanna un parvietoja dalamaja piltuvé. Udens ekstraktu ekstraggja ar 50
mL hloroformu. Savakto hloroforma frakciju (~ 50 mL) ietvaicg&ja ar rotacijas ietvaicétaju lidz
ellainam atlikumam. Udens vannas temperatiira 45 °C. Sagatavoto paraugu $kidinaja 10 mL
acetonitrila un izmantoja oleanolskabes un ursolskabes noteiksanai ar AESH metodi.

2. metode

Grauda paraugu samala kafijas dzirnavipas. Nosvéra 4,5 g (ar precizitati £ 0,01 g)
samalta parauga un parnesa 200 mL Erlenmeijera kolba. Paraugam pievienoja 100 mL 50%
etanola—tudens Skidumu, uzlika deflagmatoru un maisot sildija Gdens vanna 10 min pie 40 —
50 °C. Paraugu atdzes&ja un centrifugéja 10 min pie 5000 apgr./min. Iegito augs€jo etanola—
tidens slani uzmanigi nol&ja 100 mL mercilindra. Etanolu ietvaicgja ar rotacijas ietvaic€taju
lidz ~ 40 mL kop&am tilpuma. Udens vannas temperatira 60 °C. Udens ekstraktam
pievienoja 6 mL koncentrétas salsskabes (ieguva 1,5 N) un maisot hidrolizgja 2h pie 60 — 70
°C. MaisTjumu atdzesgja auksta tidens vanna un parvietoja dalamaja piltuvé. Udens ekstraktu
ekstragéja ar 50 mL hloroforma. Savakto hloroforma frakciju (~ 50 mL) ietvaic€ja ar rotacijas
ietvaicetaju Iidz ellainam atlikumam. Udens vannas temperatiira 45 °C. Sagatavoto paraugu
skidinaja 10 mL acetonitrila un izmantoja oleanolskabes un ursolskabes noteik$anai ar AESH
metodi.

3. metode

5 g (ar precizitati = 0,01 g) samaltu grauda paraugu iesvéra 100 mL cilindra, pievienoja
60 mL heksana un maisot sildija 2 h pie 40 °C. Maisfjumu atstaja uz diennakti. Heksanu
dekant&ja un attaukoSanu atkartoja. Paraugu zavé&ja gaisa, laujot heksanam iztvaikot. Nosvéra
4 g (ar precizitati = 0,01 g) attaukota grauda parauga un kvantitativi parnesa 200 mL
Erlenmeijera kolba. Paraugam pievienoja 100 mL destiléta @idens un ultraskanas vanna
ekstraggja 2 h. Paraugu atdzes&ja auksta tidens vanna un centrifugéja 10 min pie 5000 apgr.
min™. Tegiito augsjo fidens slani uzmanigi nolgja 100 mL mércilindra. Atgiitajam 80 mL
tdens ekstraktam pievienoja 12 mL koncentrétas salsskabes (ieguva 1,5 N), un maisot
hidrolizgja 2h pie 60 — 70 °C. MaisTjumu atdzesgja auksta Gidens vanna un parvietoja dalamaja
piltuvé. Udens ekstraktu ekstraggja ar hloroforma (3 x 50 mL). Savaktas hloroforma frakcijas
apvienoja (~ 140 mL) un ietvaicgja ar rotacijas ietvaicétaju lidz e]lainam atlikumam. Udens
vannas temperattra 45 °C. Sagatavoto paraugu S$kidinaja 2 mL acetonitrila un sakoncentréja
slapekla plisma lidz sausam atlikumam. Sagatavoto paraugu $kidinaja 200 pL acetonitrila,
centrifugdja 5 min pie 4000 apgr. min™ un izmantoja oleanolskabes un ursolskabes

noteikSanai ar AESH metodi.

33



4. metode

Iegiito sauso frakciju péc apstrades ar n—butanolu (skat. 2.2. nodalu ), skidinaja 30 mL
destiléta tidens un 4,4 mL koncentrétas salsskabes (ieguva 1,5 N), lai veicinatu oligosaharidu
noskelSanu. Paraugu maisot hidroliz&ja 2 h pie 60 — 70 °C. Maisijumu atdzes&ja auksta tdens
vanna un parvietoja dalamaja piltuvé. Udens ekstraktu ekstraggja ar hloroforma (3 x 30 mL).
Savaktas hloroforma frakcijas apvienoja (~ 80 mL) un ietvaic€ja ar rotacijas ietvaicétaju Iidz
ellainam atlikumam. Udens vannas temperattira 45 °C. Sagatavoto paraugu $kidindja 2 mL
acetonitrila un sakoncentrja slapekla pluisma Iidz sausam atlikumam. Sauso atlikumu
Skidinaja 200 pL acetonitrila un centrifuggja 5 min pie 4000 apgr. min™. Sagatavoto paraugu
izmantoja oleanolskabes un ursolskabes noteiksanai ar AESH metodi.

Hromatogrammu uznems$ana. Pc aprakstitais AESH aparatiiras parametriem, uznéma
hromatogrammas oleanolskabes (25 pg/mL), ursorlskabes (25 pg/mL) standartvielu
Skidumiem un sakoncentrétiem analiz§jamiem paraugiem acetonitrila (1.—4. paraugu
sagatavosanas metodes). Savstarp&ji salidzinaja signalu izdaliSanas laikus.

Linearitate, noteikSanas robeZa (LOD) un kvantificesanas robeZa (LQD). Piclietotas
metodes jutibas novértésanai noteica tris krit€rijus — linearitati, LOD un LQD.

Linearitati noteica tos izmérot ursolskabes standartvielas Skidumiem diapazona no 3
lidz 11 pg/mL, kur katru punkta posmu atkartoja tris reizes, lai péc linearas regresijas taisnes
slipuma var€tu apréekinat LOD un LQD.

Metodes noteikSanas robeza (LOD) ir viszemaka analiz€jama koncentracija parauga,
kuru var noteikt ar So analizes metodi, bet nav iesp&jams vertibu kvantificét. LOD parbaudija
ar ursolskabes standartvielas izejas skidumu (25 pg/mL), to atSkaidot Iidz koncentracijai, kura
ir tris reizes lielaka (S/N=3) par bazes linijas signalu (troksni) [45].

LOD aprékinaja péc 2.4. vienadojuma.

LoD =7, (2.4)

kur LOD — noteiksanas robeza, pg/mL;

o — signala laukuma standartnovirze (n=3), pg/mL;

S’—regresijas taisnes slipums.

Metodes kvantificéSanas robeza (LQD) ir viszemaka analiz&jama koncentracija parauga,
kuru var kvantitativi noteikt ar So analizes metodi. LQD parbaudija ar ursolskabes
standartvielas izejas Skidumu (25 pg/mL), to atSkaidot 1idz koncentracijai, kura ir 10 reizes
lielaka (S/N=10) par bazes linijas signalu (troksni) [45].

LQD aprékinaja péc 2.5. vienadojuma.

10-0

LQD = =2 (2.5)

s
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kur LQD — kvantific€sanas robeza, pg/mL;

o — signala laukuma standartnovirze (n=3), ug/mL;

S'—regresijas taisnes slipums.

KalibréSanas taisnes iegiiSana. KalibréSanas taisni ieguva no signalu laukumiem, tos
izmérot Skidumiem ar zinamu koncentraciju, kur katru punkta posmu atkartoja tris reizes. 11,0
mg ursolskabes standartvielu izSkidinaja 20 mL acetonitrila, ieguva precizas koncentracijas
Skidumus 11,0; 22,0; 55,0 un 110,0 pg/mL. Péc iegtitas kalibréSanas taisnes vienadojuma
aprckinaja oleanolskabes/ursolskabes masas koncentraciju analiz&jamos ekstraktu paraugos
acetonitrila maistjuma.

Savukart zinot masas koncentraciju un ievérojot secigu 1. paraugu sagatavosanu metodi,
oleanolskabes/ursolskabes saturu graudaugos un to parstrades produktos aprékinaja pec 2.6.
vienadojuma.

w=y- V2.2 .100, (2.6.)

kur w — oleanolskabes/ursolskabes masas dala parauga, mg/100g parauga;
y — oleanolskabes/ursolskabes masas koncentracija parauga, pg/mL (péc kalibréSanas
taisnes);
I/, — pievienotais acetonitrila tilpums, mL;
7, — pievienotais hloroforma tilpums, mL;
V3 — atgitais hloroforma frakcijas tilpums, mL;
V, — pievienotais tdens tilpums, mL;
Vs— atgiitais Gidens ekstrakta tilpums, mL;
M;espy — SAUSU graudu parauga iesvara masa, g;

100 — reizinatajs, lai konkréta saponina savienojuma saturu izteiktu mg/100 g produkta.

Ievérojot secigu 3. paraugu sagatavoSanas metodi, oleanolskabes/ursolskabes saturu

graudaugos un to parstrades produktos aprékinaja péc 2.6. vienadojuma.
w=y-V, -=——-100, (2.7)

kur w — oleanolskabes/ursolskabes masas dala parauga, mg/100g parauga;
y — oleanolskabes/ursolskabes masas koncentracija parauga, pg/mL (péc kalibréSanas
taisnes);
V1 — sakoncentrétais acetonitrila tilpums, mL;
V, — pievienotais hloroforma tilpums, mL;
V3 — atgiitais hloroforma frakcijas tilpums, mL;

V, — pievienotais tidens tilpums, mL;
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Vs— atgiitais Gidens ekstrakta tilpums, mL;
M;.sp, — SAUSU graudu parauga iesvara masa, g;

100 - reizinatajs, lai konkréta saponina savienojuma saturu izteiktu mg/100 g produkta.

Oleanolskabei un ursolskabei absorbcijas maksimuma punkts ir pie 203 nm, abas
triterpenoidu skabes ir izoméri un to signalu izdaliSanas laiki ir lidzigi, tapéc linearitates,
LOD, LQD noteiksanai un kalibrésanas taisnes iegtiSanai izmantoja ursolskabes standartvielu.

Eksperimentali iegiitie rezultati apkopoti 3.3. nodalas 3.3.; 3.4.; 3.5.; 3.8. tabulas, 3.3.;

3.4. att€los un 2. pielikuma 1.-12.att€los.
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3. REZULTATI UN TO IZVERTEJUMS

Darba gaita rezultatu statistiskajai apstradei - kalibré$anas taiSnu konstrué$anai, veikto
mérjjumu standartnovirzu un droSibas intervalu aprékinasanai (p = 0,95), tika izmantota

datorprogramma Microsoft Excel.

3.1. Saponinu satura gravimetriska noteikSana

Zinot analiz€jama parauga iesvaru un iegiito saponinu saturo$o sauso masu, aprékinaja
saponinu Saturu analiz€jamos graudaugos un to parstrades produktos. legiito saponinu satura

(%) rezultati apkopoti 3.1. tabula. Aprékina piemérs auzu parslu paraugam Nr. AP:

= 3LAMI . 100%=1,63%

Miesy - 5000mg

3.1. tabula

Saponinu saturs dazados graudaugos un to parstrades produktos péc gravimetriskas

noteik§anas metodes

. . . . Saponinu | Saponinu
p Parauga | Sausais | Sausais | Sausais | Sausais
arauga | . . . . . saturs saturs
Np* iesvars, | atlikums | atlikums | atlikums | atlikums
r. M. m m,, mg ms, mg Myig, Mg WyigtDl, WyigtDl1,
g 1, g 21 3 vid, mglloog %
A-4 5,00 98,7 98,6 93,1 96,8 1936+159 | 1,94+0,16
A-5 5,00 94,4 103,9 96,8 98,4 1967+245 | 1,97+0,25
G-3 5,00 84,4 80,9 74,6 80,0 1559+247 | 1,60+0,25
S-3 5,00 14,7 16,4 12,9 14,7 29387 | 0,29+0,09
AP 5,00 87,5 76,3 80,5 81,4 1629+281 | 1,63+0,28
AV 5,00 38,9 66,1 48,7 51,2 1025+684 | 1,03+0,68

* gkat. 2.1. tabulu

Gravimetriska metode paredz saponinu noteikSanu glikozidu veida. Gravimetrija ir
atkartota tris reizes, lai noteiktu vid€jo saponinu Saturu dotajiem paraugiem. Péc paraléli
legiitajiem rezultatiem var secinat, ka metode nav preciza un patiesais kop&jo saponinu
daudzums varétu bt lielaks. Rezultatu neprecizitati ietekme paraugu sagatavosana, jo tika

veiktas vairakas paraugu sagatavosanas stadijas — attaukoSana, centrifugéSana, ekstrakcija,
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attiriSana ar dietiléteri, n—butanolu, natrija hlorida $kidumu un ietvaicéSana, kuras rada
saponinu savienojumu zudumus.

No katras graudaugu serijas tika izveleti divi paraugi, lai novértetu kop&jo saponinu
sakaribu starp auzu graudiem, miczu graudiem, miezu grubam, kas selekcionéti Latvijas
Valsts Stendes graudaugu selekcijas institita un uztura plasi lietotajam auzu parslam.
Rezultati parada, ka auzu graudu, miezu graudu un pilngraudu auzu parslu kop&jo saponinu
saturs ir lielaks neka miezu griibam un atri varamam auzu parslam, kuram ir nonemta dala no
apvalka, placinatas un sasmalcinatas. So metodi var izmantot, kad ir nepiecie$ams noteikt
aptuveno saponinu saturu analiz€jama parauga vai analiz€t saponinu saturos$a sausa atlikuma
sastavu ar citam metodém. Japiemin, ka sausais atlikums var saturét kadus citus polarus

savienojumus.

3.2. Kopg€jo saponinu savienojumu satura spektrofotometriska noteikSana

Kopgjo saponinu savienojumu saturs auzu graudu (A-4 un A-5), miezu graudu (G-1
un G-3), miezu grabu (S-1 un S-3) un auzu parslu (AP un AV) paraugos, noteikts ar
spektrofotometrisko metodi, izmantojot vanilina—ledus etikskabes un perhlorskabes reagentus.
Sis reakcijas noteicosa krasa ir violeta.

legttie dati kalibréSanas taisnes konstru€Sanai ir redzami 3.2. tabula un attiecigi

kalibrésanas taisne attélota 3.1. attela.

3.2. tabula

Dati kalibrésanas taisnes iegtiSanai

Oleanolskabes Skiduma koncentracija y, Absorbcija, A (#=540 nm, b=1cm)

mg/mL

0,029 0,0821
0,058 0,1483
0,115 0,2755
0,173 0,3667
0,230 0,5077
0,288 0,6309
0,346 0,7445
0,403 0,8690
0,461 0,9989
0,518 1,1047
0,576 1,2312
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14 1
: y = (2,097+0,014)x + (0,023+0,005)
12 1 R = 0,9996

3.1. att. Kalibrésanas taisne kop€jo saponinu savienojumu noteikSanai (A=540, b=1cm)

Kopgjo saponinu savienojumu satura noteiksanai tiek izmantots iegiitas taisnes
vienadojums y =2,097 x + 0,023, R% = 0,9996, kur X — masas koncentracija y, mg/mL un'y —
absorbcija. Zinot analizjama parauga absorbciju A, iesp&jams aprékinat saponinu Mmasas
koncentraciju y, mg/mL.

Aprékina piemérs auzu parslu paraugam (Nr. AP), péc 1. paraugu sagatavoSanas
metodes:

y = 2,097x + 0,023

0,5786 = 2,097x + 0,023

_0,5786-0,023
- 2,097

=0,265 mg/mL

Savukart, zinot masas koncentraciju y un izmantojot darba gaita secigu parauga
sagatavoSanu, iesp&jams noteikt kop&jo saponinu savienojumu saturu, mg/100g produkta.

Aprékina piemérs auzu graudu paraugam (Nr. AP), péc 1. paraugu sagatavoSanas
metodes:

w=y-V; T 100 = 0,265mg/mL - 4mL - —— - SomL2g 100=67mg/100g

legttie rezultati apkopoti 1. pielikuma.
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3.2. att. Kopg&jo saponinu savienojumu saturs graudaugos un to parstrades produktos

Ar spektrofotometrisko metodi salidzinati divi paraugu sagatavoSanas (ekstrakciju)
veidi, kur 2. paraugu sagatavosanas metode (Skat. 2.5. nodalu), kas paredzéta gravimetriskai
saponinu noteikSanai, paredz lielaku kop&jo saponinu savienojumu saturu analiz&jamos
paraugos (skat. 3.2. att.). Paraugu sagatavosanas metod¢ tiek pievérsta uzmaniba ekstrakcijas
posmam, kur divas reizes paraugs ekstragéts ar tidens—etanola $kidumu, iegitais ekstrakts
attirits tris reizes ar dietilSteri, trTs reizes ekstragéts ar n - butanolu un n - butanola frakcija
attirita ar 5% NaCl §kidumu. Sadi paraugu sagatavoSanas posmi palidz vélamo savienojumu
labaku izdali§anu no parauga matricas un atbrivoties no citiem traucgjoSiem savienojumiem.
Japiemin, ka ar1 lielaks parauga iesvars ekstrakta pagatavoSana nodroSina lielaku saponinu
savienojumu daudzumu.

Pec vidgji iegitajiem rezultatiem (skat. 3.2. att. un 1. pielikumu), kop&jo saponinu
savienojumu saturs visvairak novérojams auzu graudu (A-4 un A-5) un auzu parslu (AP un
AV) paraugiem. Mieziem un miezu gribam, kur riipnieciski graudiem nonemts dala apvalka,
kop€jo saponinu savienojumu saturs ir mazaks, ka arT literatira piemingts, ka viendigllapju
augu sugas maz satur vai vispar nesatur triterpenoido saponinu savienojumus (skat. 1.2.
nodalu).

Metode ir atkartojama, bet rezultatu standartnovirzes lielas. Svarigakais eksperimenta
laika ir ievérot secigu reagentu pievienoS$anu, nodrosinat $kidumu sildiSanas temperatiiru pie
60 °C, neparsniegt sildisanas laiku (silda 15 min) un nodro$inat kartigu samaisiSanu lidz

homogenam skidumam, kas ietekm&ja darba gaita raditas kluidas starp paral€liem paraugiem.
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3.3. Oleanolskabes un ursolskabes noteik$ana ar AESH metodi

Oleanolskabe un ursolskabe auzu graudu, miezu graudu, miezu griibu, kuri selekcionéti
Latvijas Valsts Stendes graudaugu selekcijas institiita un uztura plasi lietojamo auzu parslu
paraugos, noteiktas ar AESH metodi, izmantojot oleanolskabes un ursolskabes standartvielu.

Piemeklgjot atbilstoSos apstaklus triterpenoido saponinu savienojumu izdaliSanai no
grauda parauga matricas, pielietoja ¢etras paraugu sagatavosanas metodes, kuras tika ieklauti
vairaki pirms apstrades posmi (ZaveéSana, attaukoSana un attiriSana), ekstrakcija ar polaru
skidinataju un hidrolize, lai noskeltu saponina struktirai esoSos cukurus (monosaharidi un
oligosaharidi).

1. Metode (skat. 2.6. nodaju)

Ar S0 paraugu sagatavoSanas metodi analiz€ja auzu graudu (A-7), miezu graudu (no
G-1 Iidz G-5), miezu griubu (no S-1 Iidz S-5) un auzu parslu (AP un AV) paraugus.

P&c oleanolskabes (25 pg/mL) un ursolskabes (25 pg/mL) standartvielu $kidumiem un
sakoncentréto paraugu hromatogrammam, tika salidzinati signala izdaliSanas laiki, lai
parliecinatos par oleanolskabes un ursolskabes klatbiitni graudu un to parstrades produktu
parauga.

Oleanolskabes standartvielas un analiz€jama auzu graudu parauga (A-7) vidgjie
signala izdalisanas laiki ir vienadi pie 10,95 min, turpretim ursolskabes standartvielas
izdaliSanas laiks ir v&laks (skat. 3.3. tabulu), péc ka var secinat, ka auzu graudu (A-7) paraugs

satur oleanolskabi.

3.3. tabula
Standartvielu un auzu grauda (A-7) parauga izdali§anas laiku salidzinaSana
Oleanolskabes Ursolskabes A7 parauda siendla
Nr.p.k. standartvielas standartvielas -1 parauga signat
. "y . . . — ) . | izdaliSanas laiks, min
izdaltSanas laiks, min | izdaliSanas laiks, min
1. 11,06 11,50 10,97
2. 10,87 11,52 11,01
3. 10,92 11,57 10,87
Videjais laiks, 10,95+0.24 11,53+0,09 10,95+0,18
min£DI

Lai parbauditu, ka auzu graudu paraugs satur oleanolskabi, paraugam pievienoja
ursolskabes standartvielas piedevu. Pieradijas, ka auzu graudu paraugs (A-7) nesatur

ursolskabi (skat. 3.3. att.), jo to signalu izdaliSanas laiki ir atSkirigi 10,87 min un 11,37 min.
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3.3. att. Analizéjama auzu graudu (A-7) parauga un ursolskabes standartvielas piedevas
hromatogramma

Iegiitajam miezu graudu (N0 G-1 lidz G-5) un miezu grabu (no S-1 lidz S-5) paraugu
hromatogrammam (skat. 2. pielikuma 3. un 4.att.), nenovéro signala veidoSanos pie
standartvielu izdaliSanas laika apgabala. Lai parliecinatos, ka miezu graudi un miezu grubas
nesatur triterpenoido saponinu savienojumus — oleanolskabi un ursolskabi, paraugi tika
atkartoti analiz&ti p&c 3. un 4. paraugu sagatavoSanas metodes.

[egiitajam auzu parslu paraugu (AP un AV) hromatogrammam (skat. 2. pielikuma 5.; 6.;
un 7. att.) novéro signalu pie ursolskabes standartvielas izdaliSanas laika apgabala. 3.4. tabula
att€lo to vidgjos izdalisanas laikus, kuri savstarpgji ir stipri lidzigi. 3.4. att€la salidzinasanas

hromatogramma pierada, ka auzu parslu paraugi satur ursolskabi.

3.4. tabula
Standartvielas un auzu parslu (AP un AV) paraugu izdali§anas laiku salidzinasana
Ursolskabes . .-
. AP parauga signala AV parauga signala
Nr.p.k. iz dasltz'?crzlszgt}/c;?li?smin izdalisanas laiks, min izdaliSanas laiks, min
1. 15,18 15,08 15,05
2. 15,16 15,10 15,09
3. 15,16 15,10 15,07
Vldgiiil')al' ks, 15,17+0,03 15,09+0,03 15,07+0,05
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3.4. att. Analizéjamo auzu parslu PA (zils), AV (melns) paraugu un ursolskabes standartvielas

(roza) salidzinasanas hromatogramma

2.Metode (skat. 2.6. nodaju)

Ar So paraugu sagatavoSanas metodi analiz&ja auzu parslu (AP un AV) paraugus.

Lai parliecinatos par cita polara Skidinataja efektivu pielietoSanu ekstrakcijas laika, auzu
parslu paraugiem Udens vieta tika izmantots 50% etanola—tdens $kidums. Iegiitajas
analiz€jamo paraugu hromatogrammas (skat. 2. pielikuma 8. att.), standartvielu izdaliSanas
apgabala nenovéro nekadu signalu. Iemesls varétu bit izskaidrojams ar to, ka ekstrakcijas
laika paaugstinata temperattira un kimiska apstrade ietekmé nestabilo molekulu sadaliSanos
un citu savienojumu veidoSanos.

3.Metode (skat. 2.6. nodaju)

Ar So paraugu sagatavoSanas metodi analiz€ja auzu graudu (no A-1 lidz A-6), miezu
graudu (no G-1 lidz G-5), miezu gribu (no S-1 Iidz S-5) un auzu parslu (AP un AV)
paraugus. Metodé vairak pieveérsa uzmanibu analiz€jamo paraugu priekSapstrades un
ekstrakcijas posmam. P&éc parauga zavéSanas un sasmalcinasanas, veica attaukoSanu ar n -
heksanu, lai atbrivotos no lipofilam vielam (taukiem), kuras var batiski traucét ekstrakcijas
laika. Ekstrakciju veica ultraskanas vanna, lai veicinatu interes€joSo savienojumu izdaliSanu
no sarezgitas graudauga matricas. Atlikumu péc apstrades ar hloroformu skidinaja acetonitrila
un maistjumu sakoncentr&ja slapekla plisma lidz sausam atlikumam.

Oleanolskabes (25 pg/mL), ursolskabes (25 ug/mL) standartskidumu un auzu parslu
(AP un AV) paraugu hromatogrammu signalu izdaliSanas laiki att€loti 3.5. tabula un 2.
pielikuma 9.; 10.; 11.; un 12. att€los.
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3.5. tahula

Standartvielu un auzu parslu (AP un AV) paraugu izdali$anas laiku salidzinasana

Ursolskabes Oleanolskabes AP parauga AV parauga
. standartvielas
NI-D.K standartvielas Rty ) signala signala
PK. izdaltsanas laiks, lzdalzsan_as laiks, izdalisanas laiks, | izdalisanas laiks,
min min min min
1. 14,37 14,18 14,31 14,29
2. 14,34 14,20 14,36 14,32
3. 14,35 14,18 14,34 14,30
Vidgjais
laiks, 14,35+0,04 14,19+0,03 14,34+0,06 14,30+0,04
min=DI

P&c to signalu vidgjiem izdaliSanas laikiem var secinat, ka auzu parslu paraugi satur
ursolskabi, jo péc pirmas paraugu sagatavosanas metodes ari izdalita signala laiks ir tuvs
ursolskabes standartam. Japiebilst, ka slapekla plisma sakoncentrétajiem paraugiem ir
noveérojamas signali/smailes ar lielaku intensitati.

Auzu graudu (A-4 un A-5) paraugu hromatogrammas uzrada signalu veido$anos pie
14,32 min un 14,29 min. To intensitate bija loti zema, tape&c atkartoti netika uzpemtas
hromatogrammas.

Auzu graudu (A-1, A-2, A-3 un A-6) paraugu hromatogrammas neuzrada signalu
veidoSanos pie standartvielu izdaliSanas laika.

Miezu graudu (no G-1 lidz G-5), miezu gribu (no S-1 lidz S-5) paraugu
hromatogrammas neuzrada signalu veidosanos pie standartvielu izdaliSanas laika, p&c ka var
secinat, ka miezu graudi un miezu griibas nesatur triterpenoido saponinu Savienojumus —
oleanolskabi un ursolskabi. Tas pats pieradas ari analiz€jot paraugus pe€c pirmas paraugu
sagatavoSanas (ekstrakcijas) metodes.

4.metode (skat. 2.6. nodaju)

Ar So paraugu sagatavoSanas metodi analiz&ja auzu graudu (A-4 un A-5), mieZu graudu
(G-5), miezu griibu (S-5) un auzu parslu (AP un AV) paraugus.

Gravimetriskas metodes ieglit0 saponinu saturoSo Sauso atlikumu péc apstrades ar n—
butanolu (skat. 2.2. nodalu), $kidinaja tideni un hidroliz&ja ar koncentrétu HCI, lai iegiito
saponinu struktiirai noSkeltu monosaharidus un oligosaharidus. P&c §ada veida ekstrakcijas un
vairaku stadiju apstrades, saponinu struktiira tika samocita un kimiski, termiski sagrauta, jo
attelotajam paraugu hromatogrammam nenovero signalu veidoSanos pie standartvielu

izdaliSanas laika. Iepriek$ pec 1. un 3. ekstrakciju metodes, auzu graudu un auzu parslu
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paraugu hromatogrammam bija noverojams signalu veidosanas pie standartvielu izdaliSanas

laika apgabala, p&c ta var secinat, ka §T paraugu sagatavosanas metode ir neefektiva.
3.3.1. Linearitate, noteik§anas robeza (LOD) un kvantificéSanas robeza (LQD)

Lai noteiktu analizes metodes jutibu, p&c linearas regresijas taisnes slipuma (S’ = 3082)
(skat. 3.5. att.) un zinamo koncentraciju Skidumu signalu laukumu (S) standartnovirzém (o)

(skat. 3.6. tabulu), aprékinaja LOD un LQD.

43000 T
] y=(3082::35)x+(5370+246)

] R2 = 10,9997
38000 +

33000 |

28000 +

Laukums

23000 +

18000 +

13000 ]

3.5. att. Linearas taisnes grafiks LOD un LOD aprékinasanai

3.6. tabula
Dati LOD un LQD aprékinasanai
foncontctia gL S S S Sia 03
3 14394 13837 14985 14405 + 574
4 18322 17338 18100 17920£516
7 26457 28644 25805 26969 + 1487
11 42840 37038 37801 39226 £ 3153

Aprékinata metodes noteik$anas robeza (LOD) 0,56 ug/mL, ir viszemaka analiz€jama

koncentracija parauga, kuru var noteikt ar So analizes metodi, bet nav iespg&jams vértibu
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kvantificet. LOD parbaudija ar ursolskabes standartvielas izejas Skidumu (25 pg/mL), to
atSkaidot 1idz koncentracijai 3 pg/mL, kura ir tris reizes lielaka (S/N=3) par bazes linijas

signalu (troksni).

LOD prekina piemers:
LOD = 3,30 _ 3,3:574pg/mL 056 L
=T T 3082 OobHg/m

Metodes kvantificésanas robeza (LQD) 4,82 pg/mL ir viszemaka analiz€ama
koncentracija parauga, kuru var kvantitativi noteikt ar So analizes metodi. LQD parbaudija ar
ursolskabes standartvielas izejas Skidumu (25 pg/mL), to atSkaidot Iidz koncentracijai 7

ng/mkL, kura ir 10 reizes lielaka (S/N=10) par bazes linijas signalu (troksni).

LQD préekina piemérs:
L D_10-0_10-1487p.g/mL_482 L
QD =—g—="""3087  ~*82ng/m

3.3.2.  Oleanolskabes un ursolskabes kvantitativa noteikSana paraugos

P&c ursolskabes kalibréSanas grafika vienadojuma, var aprékinat triterpenoido saponinu
savienojumu koncentraciju analiz€jamiem paraugiem acetonitrila maisijuma. Eksperimentali
iegiitie dati kalibréSanas taisnes konstru€Sanai ir redzami 3.7. tabula, attieciga kalibréSanas

taisne 3.6. attéla.

3.7. tabula
Dati kalibréSanas taisnes iegiiSanai
e Wiy | s | » [ s
11 38021 37801 37987 379336294
22 70873 71049 70543 70822+638
55 182380 180068 180234 18089443204
110 362788 362459 362546 362598+424
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3.6. att. Ursolskabes standartvielas kalibrésanas taisne

Koncentracijas aprékinasanai tiek izmantots iegiitais taisnes vienadojums y=3293x + 61;
R?=0,9999, kur x — masas koncentracija y, pg/mL un y — signala laukums ursolskabes
standartvielai (skat. 3.7. tabulu). Zinot analiz€jama parauga signala vidéjo laukumu (skat. 3.5.
tabulu), iesp&jams aprékinat masas koncentraciju y, mg/mL.

Aprékina piemérs auzu graudu paraugam (Nr. A-7), péc 1. paraugu sagatavosanas
metodes:

y =3293x+ 61

52004 = 3293x + 61

_52004-61
T 3293

=15,8 pg/mL

Savukart, zinot parauga masas koncentraciju y un izmantojot darba gaita secigu parauga
sagatavosanu, iesp&jams aprékinat oleanolskabes/ursolskabes saturu mg/100g graudauga vai
to parstrades produkta.

Aprékina piemérs auzu graudu paraugam (Nr. A-7), péc 1. paraugu sagatavoSanas

metodes:
w=y-V, 2. .100 =158 pg/mL - 10 mL - 225 _2O0M 100 = 7022
V3 VsMiesy 50mL 50mL-45g
ug/100g vai 7,0 mg/100g

legiitie rezultati redzami 3.8. tabula.
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Analizéjamo graudaugu un to parstrades produktu rezultati

3.8. tabula

Metodes | Parauga | Signala Pr?];asl;%a OS/US™* Sn (N=3), OS/US
Nr.* Nr.** laukums | koncentracija saturs w, mg/100g Saturs Wyig £
yug/mL mg/100g DI, mg/100g
52004 15,8 7,0
A-7 50793 15,4 6,8 0,102 6,9+0,3
50613 15,4 6,8
7318 <LOD - - -
1. AP 8615 <LOD - - -
8506 <LOD - - -
4120 <LOD - - -
AV 3969 <LOD - - -
4056 <LOD - - -
48760 14,8 0,099
AP 56025 17,0 0,11 0,007 0,11 £ 0,02
52380 15,9 0,11
23657 7,17 0,05
3. AV 29951 9,08 0,06 0,007 | 0,05=0,02
25438 7,71 0,05
A-4 é}f’g <LOD ; - ]
AS | o) | <Lop : : :

Apzim&jumi: * skat. 2.6. nodalu; ** skat. 2.1. tabulu; *** OS - oleanolskabe, US -

ursolskabe; < LOD mazaks par metodes noteikSanas robezu; n=1 veikts viens merjjums.

Oleanolskabes/ursolskabes kvantitativo saturu aprékinaja tikai A-7, AP un AP paraugiem,

jo auzu graudu A-4 un A-5 un auzu parslu AP un AV (ar 1. paraugu sagatavosanas metodi)

paraugu masas koncentracija ir zem metodes noteikSanas robezas.

Darba izmantotie graudi ir audzéti vienados apstak]os, tapec to atskiriba var bat tikai starp

graudu veidiem, Skirn€m un pielietotam paraugu sagatavoSanas metodém (ekstrakcijam). Péc

3.3. tabulas, auzu graudu parauga A-7 (ar 1. paraugu sagatavosanas metodi, skat. 2.6. nodalu)

vid&jie signalu izdalisanas laiki sakrit ar oleanolskabes standartvielas izdalisanas laikiem, p&c

ka var secinat, ka A-7 satur 6,9 + 0,3 mg oleanolskabi uz 100 g auzu graudu.
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Péc 3.5. tabulas, auzu parslu paraugu AP un AV (ar 3. paraugu sagatavoSanas metodi,
skat. 2.6. nodalu) vidgjie signalu izdaliSanas laiki ir tuvu ursolskabes standartvielas
izdaliSanas laikiem, p&c ka var secinat, ka AP un AV satur 0,11 + 0,02 mg un 0,05 + 0,02 mg
ursolskabi uz 100 g auzu parslu. Pilngraudu un atri varamo auzu parslu paraugu rezultati
uzrada likumsakaribas, jo pilngraudu parslas satur divreiz vairak ursolskabes.

Literatiira nav veikta So savienojumu noteikSana graudaugos, tapéc tika apspélétas
Cetras paraugu sagatavosanas (ekstrakciju) metodes, lai atrastu nepiecieSamos apstaklus
triterpenoido savienojumu izdaliSanai no sarezgitas graudaugu matricas. Labaku rezultatu
iegliSanai vajadziga aparatiira ar augstaku izskirtsp&ju un citas standartvielas, jo saskana ar
literaturu (skat. 1.2. nodalu), auzu graudiem raksturigi steroida avenakozida un oleanana tipa

triterpenoida avenacina saponinu savienojumi.

49



SECINAJUMI

Gravimetriskas metodes iegltie rezultati parada, ka metodi var izmantot aptuvenai
saponinu satura izveértéSanai dazadu Skirnu graudaugos un to parstrades produktos, ka ar1
saponinu saturo$a sausa atlikuma sastava analiz€Sanai ar citam saponinu noteikSanas
metodém.

Spektrofotometrisko metodi var izmantot kopE&o saponinu Savienojumu satura
noteikSanai graudaugos un to parstrades produktos, kur vislielako rezultatu uzrada auzu
graudu (A-4 un A-5) un auzu parslu (AP) paraugi.

Darba gaita pieradits, ka ar AESH metodi ir iesp&jams noteikt oleanolskabi un ursolskabi
un aprékinat tas kvantitativo saturu analiz&jamo auzu graudu (A-7), auzu parslu (AP un
AV) paraugos.

Analizéjamo miezu graudu (no G1 lidz G5) un miezu griibu (no S-1 lidz S-5) paraugos,
ar AESH metodi netick pieradita oleanolskabe un ursolskabe.

Gravimetriska, spektrofotometriska un AESH saponinu savienojumu noteik$anas
metodes ir savstarpgji salidzinamas, jo iegiitajos rezultatos ir novérojamas vienas un tas
pasas tendences starp graudu veidiem, $kirném un to parstrades produktiem.

Uzmaniba japievér§ graudu paraugu sagatavosSanai, jo saponini ir termiski, kimiski
nestabili un hidrofili savienojumi, kas var batiski ietekmé&t gala rezultatu.

Lai auzu graudos identificetu triterpenoida avenacina un steroida avenakozida tipa
saponinus, nepiecieSams lietot citas hromatografijas aparatiras (pieméram, literatlira

pieminéto UAESH metodi) un paraugu sagatavo$anas metodes [13].
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1. pielikums

Spektrofotometriskas metodes rezultatu apkopojums

Parauga A  mafml W, Wyid, Sn, (N=3) DI,
Nr. mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g
1. paraugu sagatavoSanas metode

0,4490 | 0,203 51

A-4 04514 | 0,204 51 52 0,90 2
04632 | 0,210 53
06722 | 0,310 78

A5 06832 | 0,315 79 8 1,48 4
0,6587 | 0,303 76
0,1511 | 0,061 15

G-1 0,1698 | 0,070 18 17 1,41 4
0,1734 | 0,072 18
0,2033 | 0,086 22

G-3 0,1855 | 0,077 19 20 1,12 3
0,1912 | 0,080 20
0,0785 | 0,026 6,7

s-1 0,0760 | 0,025 6,3 6,2 0,47 1,2
00712 | 0,023 5,7
0,0894 | 0,032 8,0

S-3 0,0848 | 0,029 7.4 [ 031 08
0,0885 | 0,031 7.8
05786 | 0,265 67

AP 05894 | 0,270 68 66 1,78 4
05602 | 0,256 65
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tabulas turpinajums

04705 | 0,213 54

AV 04588 | 0,208 52 52 1,63 4
04438 | 0,195 51

2. paraugu sagatavosanas metode

0,1154 | 0,044 87

s 0,1133 | 0,043 85 87 1,41 4
0,1162 | 0,044 88
01775 | 0,074 120

AS 0,1759 | 0,073 119 118 1,81 5
01729 | 0,071 116
0,0975 | 0,036 9,0

S-3 0,0956 | 0,035 8.8 8,6 0,47 1.2
0,0900 | 0,032 8,1
0,0834 | 0,029 47

G-3 0,0845 | 0,029 47 46 1,43 4
0,0809 | 0,028 45
0,1016 | 0,037 89

AP 0,0997 | 0,087 36 88 1,56 4
0,1024 | 0,038 90
0,1006 | 0,037 65

AV 0,0984 | 0,036 64 65 1,18 3
0,010 | 0,037 66
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2. pielikums

AESH metodes attglotas hromatogrammas

0.00 2100 400 6.00 8.00 10.00 1200  14.00
Laiks. min

1. att. Oleanolskabes standartvielas hromatogramma, signala izdali§anas laiks pie 11,06 min

0 0 | |
0.000

UG

10,57

0.0044

b

" 0.002 _j\l
0.000 e

0.0002+

Intensitate, AU

=0.0004+
=0, DG -

=0.008

0.00 2.00 4.00 abi 2.00 10.00 12.00
ailcs, min

2. att. Analizéjama auzu graudu (Nr. A-7) parauga hromatogramma, signala izdali§anas laiks
pie 10,97min
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3. att. Analizéjamo mieZu graudu G-1 (sarkans), G-2 (gaisi zils), G-3 (zal§), G-4 (zils), G-5 (roza)

paraugu un ursolskabes standartvielas (melns) salidzinasanas hromatogramma

G0 W) 20 AD 4D 5P 6D 7N D S0 N0 D 00 M0 WO O MO TO WO WO
aikcs, min

4. att. Analizéjamo miezu grabu S-1 (roza), S-2 (gaisi zils), S-3 (zals), S-4 (zils), S-5 (sarkans)

paraugu un ursolskabes standartvielas (melns) salidzinasanas hromatogramma
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Intensitate, AT

5. att. Ursolskabes standartvielas hromatogramma (25 ,0 pg/mL), signala izdali§anas laiks pie

15,18 min

[l iy !
R
e.cea
ooz

=

0015

=

Intensitate, AU

15,10

L0005

R

e
o 60 LD) G0 B80 W 1200 W00 R 4080 60 D00 a0 W M Me0  J200 A

Laiks. min

6. att. Analizéjama auzu parslu (AP) parauga hromatogramma, signala izdaliSanas laiks pie
15,10 min
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tensitat

g 8

&=
15.05

000 200 400 600 S0 10® RO KO BO BO DO 20 20M 2200 2800 000 200 K0
aiks. min

7. att. Analizéjama auzu parslu (AV) parauga hromatogramma, signala izdali§anas laiks pie
15,05 min

Intensitate, AU

gt

og R 1100 e 1300 18R g pLt--] res

L:'a?ka 1min

B 128 =5 b= g L= 1= TR

8. att. Analizéjamo auzu parslu AP (melns), AV (zils) spirta-iidens ekstraktu paraugu un
ursolskabes standartvielas (roza) salidzinasanas hromatogramma
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9. att. Ursolskabes standartvielas hromatogramma (25 ,0 pg/mL), signala izdali§anas laiks pie

14,37 min
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10. att. Oleanolskabes standartvielas hromatogramma, signala izdali§anas laiks pie 14,18 min
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11. att. Analizéjama auzu parslu (AP) parauga hromatogramma, signala izdali$anas laiks pie
14,36 min

E
g 14,29

T00 3m 400 S0 600 700 800 800 E'm 100 200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000
ailcs, min

12. att. Analizéjama auzu parslu (AV) parauga hromatogramma, signala izdali$anas laiks pie
14,29 min
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