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Apziméjumu saraksts

ABTS - 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonskabe) ( no anglu val. 2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)

DMEM — Dulbeko modificéta Igla barotne (no anglu val. Dulbecco’s Modified Eagles
Medium)

DPPH - 2,2-difenil-2-pikrilhidrazilhidrats

EDTA- etilendiamintetraetikskabes dinatrija sals

FRAP — dzelzs reducésanas kavésanas potencials (no anglu val. Ferric Reducing
Antioxidant Power)

FBS — fetalais tela serums (no anglu val. Fetal Bovine Serum)

HRMS — augstas izSkirtspéjas masas spektrometrija (no anglu val. High Resolution Mass
Spectrometry)

MIC - minimala inhibéjosa koncentracija (no anglu val. Minimum Inhibitory
Concentration)

MBC - minimala baktericida koncentracija (no anglu val. Minimum Bactericidal
Concentration)

NAC- N-acetil- L- cisteins

PBS — fosfatu buferskidums (no anglu val. Phosphate Buffered Saline)

PCA — principialo komponentu analize (no anglu val. Principal Component Analysis)

ppm — miljona dala (no anglu val. parts per million)

ROS — reagétspéjigas skabekla formas (no angju val. Reactive Oxygen Species)

RSM - atbildes (reakcijas) virsmas metode (no ang|u val. Response Surface Methodology)

TFA- trifluoretikskabe (no anglu val. Trifluoroacetic Acid)

TBHP- terc-butilhidroperoksids

UPLC-PDA — ultra augstas izSkirtsp€éjas skidruma hromatografs ar fotodiozu detektoru
(no angl.val. Ultra High Performance Liquid Chromatograph with Photo Diode Array)

UV — ultravioletais starojums



Kopsavilkums

Latvijas teritorija savvala sastopamas un kultiveétas Vaccinium gints ogas ir nozimigs
resurss ar plasu, bet neapzinatu izmantoSanas potencialu, to sekundaro metabolitu
sastava izpéte ir nozimigs uzdevums, kas var iezimét So ogu izmantoSanas iespéjas
partikas rupnieciba un medicina. Magistra darba meérkis ir pétit Vaccinium gints ogu
spiedpaliekas esoso polifenolu iegliSanu un to attiriSanas iespéjas, ka ari veikt to kimiska
sastava izpéti un biologiskas aktivitates raksturosanu. Veikta ogu polifenolu ekstrakcijas
apstaklu izpéte un optimizacija J]ava identificét ultraskanas ekstrakciju ka visefektivako
ekstrakcijas metodi. Izmantojot virsmas reakcijas metodi, tika noskaidrota optimala
polifenolu un antocianu ekstrakcija izmantojama skidinataja koncentracija- ar
trifluoretikskabi paskabinats metanols vai etanols. Pieradita 37 polifenolu klatbitne
iegltajos ekstraktos un noteikti to daudzumi, kas lava veikt hemotaksonomijas analizi.
Vaccinium gints ogu polifenolu koncentratus (polifenolu saturs lidz 56%) raksturo augsta
brivo radikalu saistiSanas sp€ja, kas tika noskaidrota veicot Slinu citometrijas testus, tapat
tika paradita ieglto ekstraktu spéja kavét dermas fibroblastu proliferaciju. legutie
ekstrakti parada antimikrobialu aktivitati pret dazadam cilvékam patogénam baktérijam
(Enterococcus, Streptococcus, Staphylococcus).

Atslégas vardi: Vaccinium; polifenoli; ekstrakcija; optimizacija; fibroblasti; antimikrobiala
aktivitate; brivo radikalu saistiSana



Abstract

Berries of Vaccinium spp. found in bogs and forests of Latvia are a valuable, yet
unappraised, resource with a great potential for the use in food and medical industries.
The aim of this work was to investigate the possibilities of the polyphenolic extraction
from berry press residues, to analyticaly describe the polyphenolic extracts and to
investigate the possible biological activity of these extracts. Performed investigation of
possibilities for the extraction of berry phenolics revealed ultrasound assisted extraction
to be the method of choice for berry press residues. Response surface methodology was
used to identify the optimal solvent concentrations used for the extraction of total
polyphenols and anthocyanins, it was found that ethanol and methanol acidified with
trifluoroacetic acid gave the highest extraction yield. In total 37 individual polyphenols
were identified and quantified in the prepared extracts, allowing to perform
chemotaxonomic analysis. The prepared polyphenol concentrates (polyphenolic contents
up to 56%) were described to have a high radical scavenging activity, which was measured
in vitro by cell cytometry, also the extract ability to interrupt proliferation of dermal
fibroblasts was observed. Moreover, the prepared concentrates show antimicrobial
activity against various pathogenic microorganisms (Enterococcus, Streptococcus,
Staphylococcus). Translated captions of figures and tables can be found in the supplement
(2.,2.1., 2.2, pielikums).

Keywords: Vaccinium; polyphenols; extraction; optimisation; fibroblasts; antimicrobial
activity; radical scavenging activity



levads

Augu valsts sekundaro metabolitu sastava un ipasibu izpéte ir nozimigs pétijumu virziens,
gan no augu valsts evolicijas, gan biokimisko procesu augos izpratnes viedokla. No
praktiskas izmantoSanas viedok|a nozimigs izpétes objekts ir Vaccinium gints augi— lielogu
dzérvenes (Vaccinium macrocarpon L.), augstas krimmellenes (Vaccinium corymbosum
L.), parastas mellenes (Vaccinium myrtillus L.), briklenes (Vaccinium vitis-idaea L.) un
purva dzérvenes (Vaccinium oxycoccos L.), kas tiek kultivéti, ka arT to ogas tiek ievaktas
savvala. Viena no vielu grupam, kuras nosaka Vaccinium gints ogu izmantoSanas iespéjas
un biologisko aktivitati, ir polifenoli (ar vairakam hidroksilgrupam modificéti aromatiskas
struktdras saturosi savienojumi, kas konjugéti ar oglhidrata atlikumu), kuriem piemit
spéja saistit brivos radikalus un cita veida biologiska aktivitate. Savukart polifenolu vidu
Tpasi atziméjami ir antociani — polifenolu grupa, kas nosaka Vaccinium gints ogu krasu,ka
ari veic daudzas citas nozimigas funkcijas. Vaccinium gints ogu ekstraktiem un to
polifenoliem ir pieraditas sp€jas inhibét dazadu mikroorganismu augsSanu, véza Sinu
proliferaciju, spéja saistit brivos radikalus un kavéet stinu novecos$anos, ka ari cita veida
aktivitates (Bagchi et al., 2004; Juranic and Zizak, 2005; Nile and Park, 2014). Neskatoties
uz Vaccinium gints ogu potenciali augsto biologisko aktivitati un plasajam to izmantoSanas
spéjam, ka ar1 padzilinatas izpétes aktualitati, to polifenoli, bet 1pasi antociani ir pétiti
relativi maz. No otras puses, nozimiga probléma ogu izmantoSanas risinajumu izstrade ir
ogu spiedpalieku izmantoSanas iespéju izpéte, kas paslaik ir partikas (ogu sulas) razoSanas
atkritumprodukti, kas turklat veidojas lielos apjomos, bet potenciali var klGt par augstas
pievienotas vertibas produktu avotu. Galvena probléma ogu spiedpalieku izmantos$ana ir
saistita ar metozZu izstradi, kas nodroSina mérksavienojumu (pieméram, polifenolu)
efektivu izdalisSanu, izmantojot, vélams, videi draudzigus risinajumus, respektivi,
ekstrakcijas procesu optimizaciju, atbrivojoties no nevélamam vielam, bet koncentréjot
izpétei un izmantoSanai perspektivus savienojumus, iegltu ekstraktvielu sastava izpéti,
saistot to ar izpratnes attistiSanu par Vaccinium gints ogu sekundaro metabolitu sastavu
un to biologiskajam funkcijam.

Magistra darba merkis ir veikt Vaccinium gints ogu spiedpalieku polifenolus saturosa
ekstrakta iegliSanu un attirisanu, ta kimiska sastava izpéti un biologiskas aktivitates
raksturoSanu.

Magistra darba uzdevumi ir: a) izstradat polifenolu un pasi antocianu ekstrakcijas metodi
no Vaccinium gints ogu spiedpaliekam un optimizét ekstrakcijas apstak|us; b) pétit attirita,
izmantosSanai perspektiva polifenolu ekstrakta sastavu; c) pétit  attirita polifenolu
ekstrakta biologisko aktivitati, respektivi, spéjas saistit brivos radikalus in vitro un ietekmi
uz izveletam baktériju sugam un fibroblastu Sanam.
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1. LiteratUras apskats

1.1. Vaccinium gints ogas, to raksturojums un izmantosanas iespéjas

Viens no svarigakajiem Latvijas dabas resursiem ir ogas, kuras tradicionali tiek izmantotas
partika un etnomedicina. Mausdienas So ogu izmantoSanai partikas rdpnieciba,
biofarmacija un kosmetologija tiek pievérsta arvien lielaka uzmaniba, pateicoties So ogu
veselibu uzlabojosajam Tpastbam. Nozimigas cilvéka uztura lietotas savvalas un kultivétas
ogas pieder pie Vaccinium gints. Vaccinium ginti parstav lielogu dzérvenes (Vaccinium
macrocarpon L.), augstas krimmellenes (Vaccinium corymbosum L.), parastas mellenes
(Vaccinium muyrtillus L.), bruklenes (Vaccinium vitis-idaea L.) un purva dzérvenes
(Vaccinium oxycoccos L.) (1.1. tabula). Vaccinium gints pieder pie augstakajiem augiem,
atrodas séklaugu nodalijuma, segséklu apak$nodalijuma, divdigllapju klasé, Eriku
(Ericaceae) dzimta. Briklenes, dzérvenes un mellenes savvala sastopamas Eirazijas,
Ziemelamerikas un Grenlandes tundras, mezatundras un skuju koku mezu zona, ka ari
kalnos — attiecigas joslas uz dienvidiem Idz Alpiem, Kaukazam, Altajam, Korejai un
Japanas ziemelu salam (Ritchie, 1996; Maurin$ un Zvirgzds, 2006), bet atrodas ari
Dienvidamerika (Jacquemart, 1996). Mellenu izplatiba Eiropa ir nedaudz plasaka un ta
sniedzas I1dz Portugales ziemel|u dalai, ka arT Spanijai, Italijai (Ritchie, 1996). Ziemelu
robezas nav zinamas, bet ir noskaidrots, ka tas atrodamas talu aiz polara loka, turklat
mellenes atrastas augstuma lidz 3000 m virs juras [iTmena.

Pasaulé zinamas 350 — 450 zilenu un mellenu sugas, tomér Latvija savvala sastopamas
tikai divas — parasta mellene Vaccinium muyrtillus L. un parasta zilene Vaccinium
uliginosum L. (Maurins un Zvirgzds, 2006). Zilenu, briklenu, dzérvenu un mellenu izplatiba
Latvijas apstaklos ir saméra augsta — tas saistams ar mitru mezu un purvu biotopiem, kas
ir pieméroti to augSanai. Savukart krimmellenes ir saméra jauna krimogulaju kulttra
(20.gs. sakums), kas izveidota Zieme|amerika no vairakam savvalas mellenu sugam. Latvija
Sis krims savvala nav sastopams. Krimmellenu skirnu skaits pasaulé sasniedz jau vairakus
simtus, bet plasi izplatitas ir ap 60 skirném, kuras ir vispiemérotakas komercstadijumiem
(U.S. Highbush Blueberry Council, 2017). Lidzigi ari lielogu dzérvenes (Amerikas
dzérvenes, dizbriklenes) Latvija nav sastopamas savvala, tas tika ievestas Eiropa no
Ziemelamerikas 19.gs. vidd. Krimmellenes un lielogu dzérvenes tiek kultivétas purvainas,
skabas augsnes, Sis Vaccinium gints ogas partikas industrija tiek izmantotas visvairak (gan
svaiga veida, gan parstradatas), pateicoties So ogu razigumam, atraudzibai un
piemérotibai Latvijas klimatam (U.S. Highbush Blueberry Council, 2017; US Cranberries,
2017).

Briklenes ir plasi sastopamas visa Latvijas teritorija, tas aug skuju koku un jauktajos
mezos, purvos, kriimajos un izcirtumos. Bruklene ir [idz 25 cm augsts mazzal$ puskriams
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ar loZznajosSu sakneni un staviem zarainiem stumbriem. Tradicionalaja medicina parsvara
tiek lietots bruklenu lapu uzléjums, lai arstétu podagru vai ka diurétisku Ilidzekli
nierakmenu arstésanai. Ogas tiek izmantotas ka pretiekaisuma lidzeklis, augstas kermena
temperatiras samazinasanai un ka éstgribu veicinoSs lidzeklis (Rubine u.c., 1974).
Musdienas parsvara tiek lietoti produkti, kas gatavoti no ogam, pieméram, sulas,
ievarijumi, ka arT uztura bagatinataji ar pretiekaisuma Tpastbam (pieméram, pret urincelu
iekaisumiem). Latvija Sis ogas netiek kultivétas, tas tiek ievaktas savvala.

Mellene ir 15—-20 cm augsts, neliels, vasarzals, zarains krims ar Skautnainu stumbru, kas
plasi sastopams visas Latvijas priezu eglu un jaukto koku meZos. IzmantoSanai tautas
medicina tiek atziméta mellenu savelko$a iedarbiba, ko nosaka mellenés esosas
miecvielas. Mellenu drogas (ogas) spéj samazinat cukura daudzumu asinis, tas tiek
lietotas, lai samazinatu akdtus un hroniskus kunga un zarnu trakta darbibas traucéjumus,
caureju bérniem. Ogu izvilkumi tiek lietoti ari pret Zagam, cingu, gastritu un kolitu (Rubine
u.c., 1974). Ari masdienas mellenes tiek bieZi pievienotas dazadam arstnieciskam téjam.
Pateicoties mellenu maigajam aromatam un intensivajai krasai, tas tiek plasi izmantotas
dzérienu un piena produktu raZoSana. Kosmétikas rlpnieciba izmanto mellenu séklinu
ellu, ta satur daudz nepiesatinatas omega-3 un omega-6 taukskabes (Aston Chemicals,
2017).

Purva dzérvenes ir plasi izplatitas Latvijas purvos, tie ir aptuveni 5 cm augsti, 10—-80 cm
gari, loZznajosi krimi. Purva dzérvenes tiek parsvara izmantotas ievarijjumu (augsts pektina
saturs), alkoholisko dzérienu gatavos$anai vai etnomedicina, tas ir aromatiskakas, ka
lielogu dzérvenes. Ogas tiek ievaktas savvala, griti pieejamos purvos, tas netiek
kultivetas, tapéc to iegliSanas apjomi ir salidzinosi mazi. Medicina Sis ogas tiek izmantotas,
lai novérstu dazada veida infekciju slimibas, augstu temperatiru un, lai samazinatu kunga
skabes veidosanos (NatureGate, 2017).

Lielogu dzérvenes, to pieejamibas dé|, ir guvusas lielu popularitati patérétaju vida. Sis
ogas Latvija tiek komerciali audzétas plasas purva teritorijas. Lielogu dzérvene ir muzzals
krams, kas var veidot lidz pat 1 metru gariem horizontaliem stublajiem. Lielogu dzérvenu
ogas plasi tiek patéretas svaiga veida, bet to sula, pateicoties to konservéjoSajam
1pasibam, tiek pievienota citiem produktiem, ka dabigs konservants. Ogu ekstrakti tiek
pievienoti daZadiem uztura bagatinatajiem, kas izmantojami profilaktiskai urincelu
infekciju arstéSanai. Lielogu dzérvenu sula tiek rekomendéta ka probiotikis, jo ta sekme
zarnu mikrofloras attistibu (AgMRC, 2017).

Tapat ka lielogu dzervenes, art krimmellenes tiek plasi kultivétas visa Latvijas teritorija.
Krimmellenes ir 2—4 m augsti krimi, kas zied maija un ogu razu dod no julija lidz
augustam. Razas laika ogu krumi spéej veidot lielus, zilu ogu kekarus, kas tiek izmantots ari
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apstadijumos ka dekorativs elements. Sis ogas visvairak izmanto svaiga veida, pateicoties
to izskatam (lielas, suligas ogas), tas pievienojot dazadiem desertiem, piena produktiem
un izmanto sulas iegtisanai. Medicina tiek izmantotas gan krimmellenu ogas, gan lapas,
lai arstétu caureju, aterosklerozi, acu slimibas, diabétu (Wildflower center, 2017).

1.1. tabula. Pétijuma izmantotas Vaccinium gints ogas.

Nosaukums latinu val. Nosaukums Nosaukums anglu val. | Attéls
latvieSu val.
Vaccinium macrocarpon Lielogu .
- American cranberry
L. dzérvene
Vaccinium corymbosum Augsta
y _ & Blueberry
L. krimmellene
.. . Parasta .
Vaccinium myrtillus L. Bilberry
mellene
- Purva
Vaccinium oxycoccos L _ Bog cranberry
dzérvene
Vaccinium vitis-idaea L. Bruklene Lingonberry/cowberry

Nemot véra Vaccinium gints ogu plasas izmantoSanas iespéjas dazadu infekciju
noveérsanai un slimibu arstéSanai ir svarigi pétit to sastavu. Vaccinium gints ogas satur
vitaminus, mineralos elementus, organiskas skabes, fenola savienojumus, glikozidus un
antocianus, kuriem ir spécigu antioksidantu 1pasibas. Ogas krasu nodrosina udent skistosi
pigmenti — antociani, kas, iespéjams, ir butiski veselibu uzlabojosi savienojumi (potenciali
ietekmé iekaisuma procesus, sirds un asinsvadu saslimsanas), to koncentracija ogas ir
1pasi augsta.
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1.2. Vaccinium gints ogu polifenoli

Polifenoli ir augu sekundarie metaboliti, kas sastav no aromatisko oglidenrazu
gredzeniem, kuros viens vai vairaki Gdenraza atomi aizvietoti ar fenolu hidroksilgrupam.
Augi satur lielu fenolu un polifenolu dazadibu, pieméram, benzoskabes, kanélskabes,
flavonoidus, izoflavonoidus, lignanus, taninus un citus. Ogas galvenas fenolu klases ir
hidroksibenzoskabes, hidroksikanélskabes,  flavonoli, antociani, flavan-3-oli,
proantocianidini un elagitanini (1.1. attéls).

Polifenolu biosintézes nozimigs starpprodukts ir fenilalanins, kura priekstecis ir
Sikimskabe, no kuras sekojoSi veidojas trans-kanélskabe, kas ir prekursors daudzam
fenolskabem. T- kané|skabe var parvérsties par p-kumarinskabi, kuras molekula savukart
var tikt hidroksiléta 3 un 5 pozicija un metiléta veidojot kafijskabi, ferulinskabi un citas
vielas — visus Sos savienojumus sauc par fenilpropanoidiem un tie satur fenola gredzenu
(C6) un blakus virkni (C3) (Shahidi and Naczk, 2003; Shahidi and Chandrasekara, 2010).

Polifenoli
I
I I I I ]
Fenolskabes Stilbéni Flavonoidi Kumarini Tanini
I
I I I I I ]
Flavanoli Izoflavonoidi Antocianidini Flavonoli Flavoni Flavanoni
Cianidins Kvercetins o Eriodiktiols
Genisteins o Apigenins _
Katehins R Pelargonidins Kampferols o Hesperins
Daidzeins L L Krisins ] _
Epikatehins S Delfinidins Miricetins ~ Naringenins
Glicitelns . o Luteolins
Malvidins Fisetins

1.1. attéls. Polifenolu klasifikacija ar flavonoidu grupas ietilpstoso vielu piemériem.

Ar1 benzoskabes atvasinajumi tiek sintezéti no fenilpropanoidiem, atskelot divus oglekla
atomus saturosu virkni. Fenilpropanoidu hidroksilésana un metilésSana noved pie dazadu
savienojumu  sintézes, pieméram, dihidroksibenzoskabes, protokatehinskabes,
vanilinskabes, cerinskabes, gallusskabes. Hidroksibenzoskabes visbiezak ir sastopamas
saistita forma un ir sarezgitu strukturu sastavdala, veidojot, pieméram, taninus, ka ari to
vienkarsa forma ka organiskas skabes un cukuru atvasinajumi (Shahidi and Naczk, 2003;
Robert and Mike, 2006).
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Flavonoidi veidojas kondensacijas reakcija ar malonilkoenzimu A no fenilpropanoidiem
(C6—C3), veidojot halkonus un pécak skaba vidé cikliskus savienojumus. Sada veida tiek
veidoti flavanoli, flavan-3-oli un citi ar tiem saistiti savienojumi. Kopuma aprakstiti ir ap
8150 dazadu flavonoidu, tie iedalas 12 klasés un atskiras ar molekula esoSo gredzenu
aizvietotibu (Markham and Andersen, 2006) (1.1. attéls).

1.2.1. Antociani

Vards antociani ir célies no grieku vardiem anthos (zieds) un kyanos (zils), kas senak tika
izmantots, lai aprakstitu rudzupukes (Centaurea cyanus) ziedus. Antociani ir polifenoli, kas
atbild par augu pigmentaciju (ziedi, augli, lapas), sakot ar gaisi roza krasu lidz pat sarkanai,
violetai vai tumsi zilai krasai, un tie ir lielaka Gdent SkistoSo pigmentu grupa ar augu
izcelsmi (Strack and Wray, 1994). Pedéjo desmit gadu laika ir strauji pieaudzis identificéto
antocianu skaits, kas ir izskaidrojams ar modernu metozu izmantosanu to identifikacija un
paaugstinato interesi par $im molekulam to iespé&jamas biologiskas aktivitates dé|. Sobrid
pilntba aprakstitas ir 575 antocianu molekulas un to struktdras (Andersen and Jordheim,
2006; Andersen, 2007) .

Balstoties uz zinamajiem flavonoidu biosintézes celiem, ir pienemts uzskatit, ka dazadas
flavonoidu grupas ir paradijusas secigi augu evolicijas cela. Saskana ar So pienémumu
vienkarsakas vielu grupas (pieméram, flavanoni), kas paradas atrak biosintézes cel3, ir
radusas pirmajos augos, kas veica fotosintézi, bet vielu grupas, kas biosintézes cela
paradas veélak, ir sastopamas augos, kas evolucionari izcélusies nesen (Stafford, 1991;
Cooper-Driver and Bhattachary, 1998). Jaunakos pétijumos Sie pienémumi tiek apstridéti,
jo antocianiir atrasti aknu stinas un paparzaugos, kas nozime, ka spéja sintezét antocianus
ir daudz senaka, neka tika uzskatits un evollcijas gaita antociani ir ieguvusi daudzas
funkcijas, kas saistitas ar augu fiziologiju.

Antociani sastav no aglikona (antocianidins), oglhidrata paliekas un diezgan biezi tie satur
acilgrupas. Antociana aglikona dalu veido Cis struktlira (C6—C3-C6) (Andersen and
Jordheim, 2006). Zema pH antocianu molekulam ir pozitivs ladins, o formu sauc par
flavilija katjonu, pH vértibam mainoties, antocianu molekula var mainit atomu un saisu
izvietojumu, tadejadi mainot krasu. Neskatoties uz antocianu dazadibu (aptuveni 30
dazadas vielas), aptuveni 90% no visiem antocianiem sastav no pelargonidida, cianidina,
delfinidina, peonidina, petunidina vai malvidina, kas sava starpa atskiras ar 3. gredzena
metoksiletajam un hidroksilétajam grupam B gredzena (Andersen and Jordheim, 2006)
(1.2. attels).

Lielaka dala antocianu pie C3 hidroksilgrupas satur 1, 2 vai 3 oglhidrata atlikumus.
Oglhidrata atlikums var saistities ne tikai pie 3. pozicijas, bet ar1 pie 5., 7. un retak pie 4.
pozicijas (Brouillard, 1988; Fossen et al., 2003; Williams and Grayer, 2004) ar éteru saitém
(Saito et al., 2003). Antocianu struktiras veidoSana visbiezak piedalas glikoze (90%),
ramnoze, galaktoze, ksiloze, arabinoze (1.2. attéls, Rs3). Visretak sastopamais ar
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antocianidiniem konjugétais monosaharids ir glikuronskabe (Andersen and Jordheim,
2006).

R,

OH
Antocianidins R: Rz Amax , NM
Pelargonidins H H 494 nm
Cianidins OH H 506 nm
Peonidins OMe H 506 nm
Delfinidins OH OH 508 nm
Petunidins OMe OH 508 nm
Malvidins OMe OMe 510 nm

1.2. attéls. Daba visbieZak sastopamie antocianidini, to B—gredzena aizvietojosas grupas (satur
R1 un Rz) un savienojumu sorbcijas maksimumi (Giusti and Wrostad, 2003).

Vairak ka 65% no identificetajiem antocianiem, kam noteikta struktdra, ir aciléti un
antocianu daudzveidiba ir cieSi saistita ar to spéju savienoties ar acilgrupam (Andersen
and Jordheim, 2006). Antocianu cukura vienibas var tikt acilétas ar alifatiskam vai
aromatiskam acilgrupam. Aromatiskas acilgrupas ietver dazadas hidroksikanélskabes (p-
kumarinskabe, kafijskabe, ferulinskabe) un hidroksibenzoskabes (p-hidroksibenzoskabe,
gallusskabe). Alifatiskas acilgrupas veido malonskabe (visbiezak sastopamais acilatlikums
antocianu molekulas), etikskabe, maleinskabe, dzintarskabe, vinskabe, skabenskabe
(Andersen and Jordheim, 2006).

Daudz pulu ir pielikts, lai izskaidrotu krasu variacijas, ko spéj dot antocianu molekulas
augos un Tpasa uzmaniba tiek pievérsta zilajai krasai (Brouillard and Dangles, 1994;
Andersen and Jordheim, 2006). Tiek izdaliti cetri mehanismi, kas stabilizé antocianus
Sunas ieksiené: 1) pasasociacija,2) intramolekulara kopigmentacija, 3) intermolekulara
kopigmentacija starp dazadam molekulam un 4) kompleksu veidoSana starp antocianiem
un metala joniem (Nerdal and Andersen, 1991). Papildus faktori (antocianu lidzsvara
formas, to glikozilesana un acilésana, arejo faktoru iedarbiba, ka pH, temperatiara) var
ietekmét iepriekS minétos stabilizacijas mehanismus. Kopigmentacija kopa ar pH ir

13



visbatiskakais mehanisms, kas ietekmé krasu veidosanos tiesi zilajos ziedos (Goto and
Kondo, 1991; Brouillard and Dangles, 1994; Harborne and Williams, 2000) .

Retos gadijumos antocianu molekulas veido kompleksus ar metala joniem, kas var batiski
ietekmeét antocianu krasu. Pieméram, komelinina molekula, kas tika atklata Commelina
communis ziedos, ir molekula, kas satur divus magnija atomus un veido makromolekulu
ar seSam konjugétam antocianu struktiram un seSiem flavonu atlikumiem (Kondo et al.,
1992). Ir zinams arl tas, ka antociani ar hidroksilgrupam orto- pozicijas var veidot
kompleksus ar triskarsi ladétiem metala joniem, kas ietekmé, pieméram, krasu izmainas
Hydrangea macrophylla, ko izraisa pH izmainas un aluminija jonu kompleksacija (Kondo
et al., 1992).

Antociani ir iesaistiti insektu un citu dzivnieku pievilinasana apputeksnésanas un séklu
dispersijas sekmésanai (Strack and Wray, 1994; Harborne and Williams, 1995). Antocianu
lokalizéSanai augSéja lapu dala vai epidermalajas Sinas ir fiziologiska nozime auga
izdzivoSanai. Antocianu daudzums palielinas, kad augs tiek paklauts aukstumam, baribas
vielu deficitam (fosfatu deficits), kaitéklu uzbrukumam, patogénu uzbrukumam. Saja
konteksta antociani pilda adaptogéna funkciju sausuma, aukstuma stresa parvarésanai,
oksidativa stresa un UV gaismas ietekmes samazinasanai (Simmonds, 2003; Close and
Beadle, 2003).

Pedejo piecpadsmit gadu laika antocianiem ir pievérsta liela uzmanibas saistiba ar to
potencialo ietekmi uz veselibu un tie tiek pieskaititi pie nozimigam vielu grupam
funkcionalas partikas izstradei. ST interese radusies pateicoties to iespéjamajai aktivitatei
ka antioksidantiem un tiem ir potencialas izmantoSanas iesp€éjas kardiovaskularu slimibu
arstésana, véza arstésana, dazadu virusu inhibésana (HIV-1) un redzes uzlaboSana (Kamei
et al., 1995; Nakaishi et al., 2000; Stintzing et al., 2002; Wrolstad et al., 2002 Moyer et al.,
2002; Rechner and Kroner, 2005; Cecchini et al., 2005; Cooke et al., 2005; Beattie et al.,
2005; Jang et al., 2005; Kalt, 2014; Yosuf et al., 2016). Antioksidativas 1pasibas un citas
veselibu uzlabojosas Tpasibas, kas novérotas in vitro, ir atkarigas no So savienojumu
absorbcijas in vivo, to metabolisma un sadalijuma organisma (Rice-Evans, 2003).
Neskatoties uz to, ka daudzi pétijumi ir paradijusi antocianu minimalo absorbciju seruma,
interese par Sim molekulam joprojam nav mazinajusies, jo nesenaki pétijjumi parada
antocianu pozitivo iedarbibu kunga—zarnu trakta (He et al., 2009).

Plasa antocianu sastopamiba ziedaugos lauj tos izmantot hemotaksonomija, lai
identificetu augus (Cooper-Driver, 2001). Nemot véera ziedu krasu veidoSanas biosintézes
celu, kas ir plasi izpétits, var atlasit génus, kas kodé $1 cela enzimus, no publiski pieejamam
DNS datubazem.

Cilvéki uztura izmanto daudzus produktus, kas ir bagati ar antocianiem, pieméram, dazadi
augli, ogas, sarkanvins, saknaugi un citi darzeni. Cianidins ir partika visvairak atrodamais
antocianidins (Manach et al., 2004). Antocianu daudzums, kas atrodams partikas
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produktos, visbiezak ir proporcionals krasas intensitatei un, pieméram, var sasniegt no 2
lldz 4 g antocianu uz kg mellenu. Augliem nogatavojoties, antocianu daudzums var
palielinaties. Vins satur aptuveni 220-340 mg antocianu/L un vinam nogatavojoties
antociani var veidot dazadas kompleksas struktiras tadéjadi mainot vina krasu. Nav
skaidri noteikts diena uznemamo antocianu daudzums, tas svarstas no 5 lidz 9 mg dieng,
lldz 215 mg vasara un 180 mg ziema (Clifford and Brown, 2005).

Vésturiski antocianus saturosi produkti ir lietoti dazadiem mérkiem. Pieméram, Otra
Pasaules kara laika Britu Karalisko gaisa spéku pilotu eédienkarte tika ieklautas mellenes,
tadéjadi uzlabojot vinu redzi lidojot nakti. Cernobilas AES avarija cietusajiem cilvékiem
tika ieteikts uztura lietot daudz aroniju, tadéjadi samazinot augsto radioaktivitates devu
izraisttas sekas (Wrolstad, 2004).

Pasaulé ir palielinajusies interese par dabigas izcelsmes krasvielu izmantoSanu, kas saistita
ar patéréetaju interesi par dabigiem produktiem un sintétisku krasvielu izmantoSanas
ierobezojumiem. TirgQ, art Latvija, ir pieejamas dazadas izcelsmes dabigas krasvielas, kas
razotas no vinogam (Vitis spp.), pluskoka ogam (Sambucus nigra), sarkanajiem kapostiem
(Brassica oleracea), aronijam (Aronia melanocarpa). Neskatoties uz $adu produktu
pieejamibu, tos parsvara izmanto tikai dzérienu un saldumu raZo$ana, nemot véra to
zemo stabilitati ddens Skidumos, kur pH ir augstaks par 3.

1.2.2. Hidroksibenzoskabes

Hidroksibenzoskabes ir benzoskabes atvasinajumi. So skabju dazadibu nosaka aromatiska
gredzena hidroksileSana un metilésana atskirigas aromatisko gredzenu pozicijas, tas var
blt sastopamas Skistosa forma konjugétas ar cukuriem vai organiskajam skabém, vai ari
piestiprinatas pie Sinas sieninam (lignana) (Schuster and Herrmann, 1985; Strack, 1997).
Hidroksibenzoskabes, kas atrodamas ogas, ir p-hidroksibenzoskabe, gallusskabe,
protokatehinskabe, vanilinskabe, cerinskabe. Vaccinium un Rubus gints ogas, pieméram,
mellenes, zilenes, bruaklenes, lacenes, aronijas un avenes satur daudz
hidroksibenzoskabju (Maatta-Riihinen et al., 2004a; Maatta-Riihinen et al., 2004b;
Taruscio et al., 2004; Mattila et al., 2006) . Gallusskabe tika identificeta ka visvairak
sastopama hidroksibenzoskabe avenés, lacenés, rozu auglos, bet protokatehinskabe lielos
daudzumos atrasta bruklenés, dzérvenés, érkskogas, janogas un upenés (Mattila et al.,
2006; Tuberoso et al., 2010).

1.2.3. Hidroksikané|skabes

p- kumarinskabe, kafijskabe un ferulinskabe ir visbiezak sastopamas hidroksikanélskabes
augos, kuras ir saistitas pie Sinapvalka vai atrodas citoplazma konjugétas ar oglhidratiem.
Tikai neliela dala no visam augos atrodamajam hidroksikanélskabém ir briva forma.
Dazadi kafiju saturosi dzérieni, ka ari aboli, piladZi un mellenes satur daudz
hidroksikané|skabes, pieméram, hlorogénskabi, kas ir kafijskabes esteris un ir plasi
sastopams augos (Mattila et al., 2006). Ferulinskabe un p-kumarinskabe ir galvenas
kanelskabes, kas ir saistitas ar hemicelulozi un citiem Stnapvalka materialiem (Andreasen
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et al., 2001; Nino-Medina et al., 2010). Tadas hidroksikané|skabes ka sinepskabe ir atrasta
rapSu seklas (Vuorela et al.,, 2003; Khattab et al., 2010), piladZi satur daudz
hlorogénskabes (Kdhkonen et al., 2001; Hukkanen et al., 2006; Mattila et al., 2006),
mellenes, aronijas un krimmellenes un dazadi p1ladZu kultivari satur daudz kafijskabes
atvasinajumu (Maatta-Riihinen et al., 2004a; Maatta-Riihinen et al., 2004b; Taruscio et
al., 2004; Hukkanen et al., 2006; Mattila et al., 2006), upenes, janogas, briklenes,
dzérvenes, lacenes, avenes, zemenes, smiltsérkski satur daudz p-kumarinskabes, bet to
kopéjais hidroksikanélskabju daudzums ir zems (Maatta-Riihinen et al., 2004a; Maatta-
Riihinen et al., 2004b; Taruscio et al., 2004; Mattila et al., 2006).

1.2.4. Flavonoli

Kampferols, kvercetins, miricetins un izoramnetins ir galvenie ogas sastopamie flavonoli.
Partika visbiezak tie ir O-glikozidu veida, kur glikoze ir visbiezak sastopamais cukura
atlikums. Flavonoli ir ar iedzeltenu krasu, tiem Gdent ir zema $kidiba un tie sastopami
aptuveni 80% augstako augu lapas vai auglos (Kithnau, 1976). Krimmellenes, mellenes un
upenes satur daudz flavonolu, it Tpasi kvercetinu. Mellenés ir 1pasi augsta flavonolu
koncentracija, to sastada kvercetina un miricetina atvasinajumi (Hakkinen et al., 1999;
Maatta-Riihinen et al., 2004a; Borges et al., 2009). Lielogu dzérvenu spiedpaliekas ir
atrodams daudz favonolu, tikmeér lacenés un avenes, kas ir Rubus gints ogas, tika atrastas
loti zemas flavonolu koncentracijas. Kopuma nemot kvercetinu atvasinajumi ir visvairak
sastopamie flavonoli, ar iznémumiem, pieméram, érkskogas, kur galvenais flavonols ir
izoramnetins, un upenés, smiltsérkskos, kur galvenais flavonols ir miricetins (Maatta-
Riihinen et al., 2004a; Maatta-Riihinen et al., 2004b; Taruscio et al., 2004; Borges et al.,
2009; Tuberoso et al., 2010).

1.2.5. Flavan-3-oli un to diméri

Proantocianidini ir veidoti no flavan-3-olu vientbam, savienojot tos ar interflavanu saitém.
Flavan-3-oliem ir C6-C3-C6 flavonoidu struktira. Visizplatitakie flavan-3-oli ir (+)
katehins, (-) epikatehins, gallokatehins un epigallokatehins. Monoméras flavanu
struktdras ir savienotas ar citam flavanu vienibam ar C-C (oglekla) saitém. B tipa
proantocianidiniem ir viena interflavanu saite, kura C4 pozicija savienojas ar citas vienibas
C8 vai C6. A tipa proantocianidiniem ir divas interflavanu saites, kur viena saite veidojas
no C4 ar C6 vai C8 un otra saite veidojas no C2 ar C5 vai C7 (Santos-Buelga et al., 2000).
Dab3a ir sastopami proantocianidini, kuri veidoti no 2 lidz 10 flavanu vienibam. Sis
poliméru molekulas spéj izgulsnét proteinus, taja pasa laika tas var viegli sabrukt
paaugstinata temperatlra, skaba vide vai skabekla iedarbiba.

Proantocianidini ir atrodami kakao auglos, ka ari daudzas ogas, pieméram, aronijas,
dzérvenés un bruklenés (Maatta-Riihinen et al., 2004a; Hellstrom et al., 2009). Visbiezak

ogas ka lielogu dzérvenes, briklenes, mellenes, melnas vistenes u.c. (Hellstrom et al.,
2009). No medicina izmantojamajiem flavonoidiem proantocianidini ir ar vislielako
izmantos$anas potencialu.
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1.2.6. Polifenolu sadalijums augos

Polifenolu savienojumi ir nevienmeérigi sadaliti augos (Macheix et al., 1990). Zinasanas par
polifenolu sadalijumu augos lautu sagatavot produktus, kas ir bagati ar Sim vielam un
optimizét polifenolu ekstrakcijas iznakumus, iegiistot tos maksimali lielus. Sie savienojumi
ir parsvara lokalizéti Sinapvalka, kur atrodams lignins un dazadas vienkarsakas uzbuves
molekulas (flavonoidi, ferulskabes esteri), vai vakuolas, kur lokalizéjas $kistosi polifenoli
un to atvasinajumi. Vinogas flavonolu glikozidi, antociani un hidroksikanélskabes esteri
akumuléjas subepidermalajas sStnas (Moskowitz and Hrazdina, 1981).

Skistosie polifenoli parsvara uzkrajas auglu aréjos sinu slanos — epidermalajas un
subepidermalajas $nas, nevis augla iekSpusé, mikstuma (Macheix et al., 1990). Loti liela
loma polifenolu sintézé ir gaismai, tiesi tapéc lielaka dala polifenolu ir atrodami tiesi ogu
un auglu mizinas. Upenés, vinogas, abolos un persikos flavonolu glikozidi ir parsvara
atrodami augla miza (Price et al., 1999). Antociani var bit sadaliti visa auga (zemenes,
upenes, mellenes), vai tikai mizina (krimmellenes, lielogu dzérvenes). Ari katehini un
tanini visbiezak ir atrodami lielakas koncentracijas tiesi aréjos augla slanos. Bumbieros un
abolos (+) katehins un (-) epikatehins ir augstakas koncentracijas miza neka visa paréja
auglt. Tapat art hidroksikané|skabes ir atrastas augstakas koncentracijas gatavu auglu
miza, bet abolos hidroksikané|skabes sadalijums ir atkarigs no abolu kultivara (Macheix et
al., 1990; Price et al.,, 1999; Pandey and Rizvi, 2009). Polifenolu sadalijums un
koncentracija augos un to auglos ir atkariga no nogatavinasanas pakapes, kopuma tiek
uzskatits, ka polifenolu koncentracija ir augstaka negatavos auglos un svaigos dzinumos.
GaiSiem augliem nogatavojoties polifenolu saturs vienmeérigi samazinas (gaisas vinogas,
mango, banani), bet sartiem augliem polifenolu saturs strauji paaugstinas tiesi
nogatavosanas pédéja stadija, kas ir skaidrojams ar antocianu akumulaciju auglos
(Macheix et al., 1990; Pandey and Rizvi, 2009).

1.2.7. Flavonoidu ietekme uz veselibu

Flavonoidu ietekme uz veselibu, to spéciga antioksidativa iedarbiba un in vitro efekti tiek
pétiti jau kops 1966. gada (Clemetson and Andersen, 1966). Flavonoidi ne tikai darbojas
ka spécigi antioksidanti, bet tiem ir ari potenciala nozime dazadu nevélamu transkripcijas
faktoru inhibicija, pieméram, NF-kB transkripcijas faktors, kurs regulé daudzus génus, kas
atbildigi par atbildi uz iekaisuma stresu (Karlsen et al., 2008). Ir pienemts uzskatit, ka
flavonoidi tiek absorbéti pasivas diftzijas cela péc glikozidu grupu atskelSanas, ko veic
zarnu mikrobiota (Hollman et al., 1995). Tiek pievérsta ari uzmaniba So savienojumu
spéjai efektivi inhibét Sdnas ciklu, Stnu daliSanos, oksidativo stresu, inducét
detoksifikacijas enzimus, apoptozi un imunsistémas aktivizésanu. Flavonoidi ari uzlabo

atrodami dzeérveneés, traucé uropatogéno baktériju piestiprinasanos pie urinceliem (Foo
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et al., 2000), dzérvenes saturosi produkti ir plasi pieejami aptiekas un tiek piedavati ka
preventivi [idzek|i urincelu iekaisumiem.

1.3. Ogas atrodamo polifenolu ieglisanas un izpétes metodes

1.3.1. Polifenolu ekstrakcijas metodes

Ekstrakcija ir viens no vissvarigakajiem soliem polifenolu izpéte, identifikacija un
izmantos$ana, tomeér, neskatoties uz to, nav izveidota viena, standartizéta ekstrakcijas
izmantota tehnika polifenolu izdalisanai (Baydar et al., 2004; Bucic-Kojic et al., 2007). Liels
pétijumu skaits tiek veltits polifenolu analizei un ekstrakcijai no augliem, darzeniem, vina,
kafijas, téjas, garSaugiem, labibas (Balasundram et al., 2006; Luthria and Pastor-Corrales,
2006; Naczk and Shahidi, 2006). Polifenoli tiek ekstrahéti izzavejot, liofilizéjot un
sasmalcinot izmantojamo augu materialu un lietojot solventus, lai Sos savienojumus
atgltu. Izmantojot $adu pieeju ieglst ne tikai polifenolus, bet arT citus savienojumus,
pieméram, cukurus, organiskas skabes un proteinus no ka ir jaatbrivojas papildus
attirisanas solos (Castaneda-Ovando et al., 2009).

Polifenolu savienojumu iegl$anai parsvara izmanto cietas fazes—skidruma (solid-liquid)
un Skidruma-Skidruma ekstrakciju, kur polifenolus satuross augu materials tiek sajaukts
ar solventu. Skidinatajs, kam ir lidziga polaritate ar intereséjo3o vielu grupu, sevi uznem
$0s savienojumus, tadéjadi veidojot tiru ekstraktu. Sada pieeja tiek lietota razosana, kur
veidojas skidri blakusprodukti, pieméram, dzérienu industrija (Muller et al., 2008). Cietas
fazes— Skidruma ekstrakcija balstas uz masas transporta procesu, kad cietas vielas, kas
atrodas matrica, izSkist apkart eso3aja $kidinataja. So metodi izmanto lieltonnazas
razosana, lai atgltu vertigas vielas, pieméram, saharozi no cukurbietém vai
cukurniedrém, lipidus no rapsu seklam, dzivnieku bariba izmantojamus proteinus,
fitokimikalijas un polifenolus no augliem vai darzeniem. Vairaki faktori ietekmé

______

______

ekstrakcijai ir paskabinats etanols un metanols, bet izmantots tiek ari etilacetats,
hloroforms, 2-10M NaOH, petroléteris, acetons, heksans, dietiléteris un tdens (lgnat et
al., 2011). Tiek izmantotas ari konvencionalas ekstrakcijas metodes, pieméram, sildisana,
varisana, varisana zem atteces, bet Sis metodes var samazinat polifenolu koncentraciju
ekstraktos pateicoties tam, ka nestabilas molekulas var hidrolizéties vai oksidéties.
Pedejos 10 gados polifenolu ekstraktu iegtisanai izmanto ultraskanas, enzimatisku,
mikrovilnu un superkritisko skidruma ekstrakciju. Starp Sim metodém izcelas ultraskanas
ekstrakcija ka leta, vienkarSa un efektiva alternativa konvencionalajam ekstrakcijas
metodem (Wang and Weller, 2006).

1.3.2. Polifenolu analitiskas izpétes metodes

Augos esoSo polifenolu kvantificéSanai ir izveidotas vairakas spektrofotometriskas
metodes. Sis metodes balstas uz dazadiem principiem un tas izmanto, lai noteiktu dazadu
strukturalo grupu klatesamibu iegitajos polifenolu ekstraktos. Folina-Sikolté (Folin-
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Ciocalteu) metode tiek plasi izmantota, lai noskaidrotu kopéjo polifenolu daudzumu,
vanilina proantocianidinu metode tiek izmantota, lai noskaidrotu proantocianidinu saturu
ekstraktos (Naczk and Shahidi, 2006). Spektrofotometriska antocianu kvantificéSanas
metode balstas uz antocianu unikalo spéju mainit krasu dazada vides pH (Lapornik et al.,
2005). Spektrofotometriskas metodes spéj sniegt |oti vértigu kvalitativu un kvantitativu
informaciju, s metodes tiek plasi izmantotas vairaku polifenolu grupu raksturo$anai, tas
ir viegli veicamas un létas.

Spektrofotometriskas metodes dod iesp€ju kvantificét ekstraktos esosas vielu grupas, bet
izmantojot $is metodes nav iespéjams identificét un kvantificét atseviskus savienojumus.
Individualai savienojumu identificéSanai tiek izmantotas hromatografiskas metodes —
Skidruma hromatografija ar dazada veida detektoriem. Antocianu identificésanai ir
iespéjams izmantot fotodiozu detektoru redzamaja gaismas spektra, citiem polifenoliem
ir nepiecieSams izmantot UV vai fluorescentas gaismas detektorus (Naczk and Shahidi,
2006). So detektoru izmanto$ana lauj identificét savienojumus péc to izdalidanas laika, ka
noskaidroSanai ir nepiecieSams izmantot analitiski tiras standartvielas. Nezinamu
savienojumu identifikacijai tiek izmantoti masas spektrometrijas (MS) detektori, kas lauj
ieglt katra savienojuma masas fragmentacijas spektru vai precizu savienojuma masu
(Fulcrand et al., 2008; Bureau et al., 2009). MS instrumentu jutibas un pieejamibas strauja
attistiba lauj veiksmigi izmantot jaunas metodes nezinamu savienojumu identificésanai
un kvantificeéSanai. Orbitrap-MS ir augstas izSkirtspéjas masas spektrometrs (HRMS), kas
detektét pat pikogramu robeZas. lzmantojot Orbitrap-MS 1pasi augsto izskirtspéju un
jutibu ir veiksmigi noteikts polifenolu un citu antioksidantu saturs vairakos produktos—
valriekstos (Regueiro et al., 2014), avenu un kazenu lapu ekstraktos (Pavlovic¢ et al., 2016),
vinogas (Lopez-Gutiérrez et al., 2016), vina (Vallverdu -Queralt et al., 2015), zalaja téja
(Lépez-Gutiérrez et al., 2015).

Sagatavoto ekstraktu satura biezi vien ir ari nevélamas molekulas, kas var traucét analizei.
Lai atbrivotos no Siem savienojumiem tiek izmantota cietfazes ekstrakcija. Polifenolu
ekstraktu attiriSanai izmanto daudz un dazadus sorbentus, popularakie no tiem ir XAD-7,
XAD-16, EXA-90, EXA-118, XAD-2, LH-20 (Silva et al., 2007). Sadu sorbentu izmanto3ana
lauj attirit un koncentrét ieglto ekstraktu.

1.3.3. Biologiskas aktivitates raksturoSanas metodes

leglto, polifenolus saturos$o, ekstraktu biologiskas aktivitates izpéte ir veikta izmantojot
dazadus mikroorganismus, ka ari dazadas cilvéeka SuUnu Iinijas un dzivniekus.
Mikrobiologiskas aktivitates raksturosanai tiek izmantota agara difuzijas metode. Gram-
negativo un gram—pozitivo baktériju augSanas spé€jas ir novértétas dazada veida ogu
ekstraktu un tiru vielu klatbatné. Sadi testi ir veikti gan ar patogénam (Salmonella) gan
nepatogenam (Lactobacillus) baktérijam. Precizakai mikroorganismu augsanas
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novértésanai intereséjosas baktérijas tiek audzétas Skidraja barotné ar dazadu ekstraktu
koncentraciju (Puupponen-Pimia et al., 2001). Lidzigi ar cilvéka Sinas tiek audzétas
Skidraja barotné ekstrakta klatbitné, tiek novértéta Sinu augsanas vai izdzivoSanas spéja
atkariba no ekstrakta koncentracijas (Zafra-Stone et al., 2007). Izmantojot kazenu, melno
avenu, krimmellenu, dzérvenu, parasto avenu un zemenu ekstraktus ir paradita véza
Sdnu augSanas inhibicija un apoptozes stimuléSana dazadas cilveka véza Sunu lnijas
(Seeram et al., 2006). Ogu polifenolu ekstraktiem tiek piedévéta augsta biologiska un
antiradikala aktivitate, ST aktivitate ir daudz apskatita dazados pétijumos, (Seeram et al.,
2006) izmantojot antiradikalas aktivitates noteikSanas metodes (ORAC, DPPH, ABTS,
FRAP), savukart in vivo brivo radikalu saistiSanas spéjas apskatitas nav.
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2. Materiali un metodes

2.1. Izmantota aparattra

Analitiskas dzirnavas IKA M20 (ES)

Analttiskie svari Sartorius (Vacija)

Ekstraktors, ekstrakcijai ar CO; superkritiska stavokli Separex (Francija)

Kratitajs Biosan (Latvija)

Liofilizators Labconco FreeZone (ASV)

Mikrovilnu ekstrakcijas iekarta Milestone Ethos One (Austrija)

Ultraskanas vanna Cole-Parmer (ASV)

Soksleta ekstraktors Labor-technik Behr ET2 Soxhlet (Vacija)

UV-Vis spektrofotometrs Shimadzu UV-1800 (Japana)

UV-Vis spektrofotometrs Ultrospec 3100 pro (Lielbritanija)

Ultra augstas izSkirtspéjas Skidruma hromatografs ar fotodioZu detektoru Waters
ACQUITY (ASV, Irija, Singapara)

Ultra augstas izskirtspéjas Skidruma hromatografs Thermo Accela ar Orbitrap Q-Exactive
masas spektrometru Thermo Fisher Scientific (ASV), ZP| “Bior”

Udens attirisanas iekarta Millipore Elix (Francija)

Dzivo $lnu monitoringa sistéma IncuCyte ® Zoom (ASV)

Plismas citometrs BD FACSCalibur (Belgija)

2.2. 0gu un to spiedpalieku iegtsana un sagatavosana izpétei

Savvalas un kultivétas ogas tika ievaktas Latvija, 2016. gada vasara/rudeni. Lielogu
dzérvenes (Vaccinium macrocarpon L.) un krimmellenes (Vaccinium corymbosum L.) tika
ievaktas Z/S “Strelnieki”, kas atrodas Babites pagasta. MeZa mellenes (Vaccinium myrtillus
L.) un briklenes (Vaccinium vitis-idaea L.) tika ievaktas Saulkrastu novada mezos. Purva
dzérvenes (Vaccinium oxycoccos L.) tika ievaktas Slampes pagasta esoSaja Kemeru
nacionalaja parka. Visas pétijuma izmantotas ogas tika ievaktas ar rokam. Ogas tika
sasaldetas pie -20°C, aptuveni 4-6 stundas péc to ievakSanas. Ménesa laika péc ogu
sasaldésanas ogas tika Iénam atlaidinatas 5°C temperatira un sagatavotas sulas
spieSanai. Atlaidinatas ogas tika saspiestas izmantojot porcelana piestu un izmantojot
mehanisko sulas spiedi (BIOWIN) ogu masa tika atbrivota no sulas, tadéjadi ieglstot ogu
mizinu un séklinu masu (ogu izspiednes jeb spiedpaliekas) ar aptuveni 10% mitruma.
legltas ogu spiedpaliekas nekavéjoties tika sasaldétas pie -20°C tadéjadi tas sagatavojot
liofilizésanai. Sasaldétas ogu spiedpaliekas tika liofilizétas aptuveni 3 dienas pie -45°C
(Labconco FreeZone liofilizators). lzzavétas ogu spiedpaliekas tika smalki samaltas
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izmantojot analttiskas dzirnavas (IKA M20) ieglstot viendabigu ogu spiedpalieku pulveri.
No 1 kg ogu tika ieguti no 150 g lidz 250 g ogu spiedpalieku atkariba no izmantotajam
ogam. Veselas, eksperimentos izmantotas ogas péc to ievaksanas un sasaldésanas tika
liofilizétas.

2.3. Ogu polifenolu ekstrakcija

Ogas esoso polifenolu ekstrakcijas optimizacija tika veikta parbaudot dazadas ekstrakcijas
metodes: a)apstrade ar mikrovilniem; b)apstrade ar ultraskanu un sekojosa paraugu
kratiSana; c) Soksleta ekstrakcija un d) ekstrakcija ar superkritisko CO,. Optimizéti tika ari
Sajas metodés izmantotie Skidinataji, piedevas tiem, bet ekstrakcijas efektivitate tika
novértéta nosakot ekstraktvielu daudzumu un tas raksturojo$os summaros parametrus.

Visi iegutie ekstrakti, péc ekstrakcijas procediras beigSanas tika filtréti izmantojot 0,45
um poru diametra filtru. Sagatavotie ekstrakti tika uzglabati pie 4°C tumsa, summaro
lielumu analizes tika veiktas 48h laika.

2.3.1. Ekstrakcijas optimizésana
Soksleta ekstrakcija

Soksleta ekstrakcija tika veikta izmantojot 100 mL 96% etanola kopa ar 0,5%
trifluoretikskabes (TFA) (v/v %). 1 g ogu spiedpalieku pulvera tika iesverts celulozes
kapsula, kas tika noslégta ar stikla Skiedras vati un ievietota Soksleta ekstrakcijas kapsula
veicot ekstrakciju 12 stundas pie 80°C zem atteces dzesinataja (ekstrakcijas gaita tika
veikti 25 cikli). Soksleta ekstrakcija tika veikta paraléli 5 paraugiem ekstrakcijas iekarta
(Labor-technik Behr ET2 Soxhlet).

Mikrovilnu ekstrakcija

Mikrovilnu ekstrakcija tika veikta izmantojot mikrovilnu ekstrakcijas iekartu (Milestone
Ethos One). 0,5 g ogu spiedpalieku pulvera tika iesvérti mikrovilnu ekstrakcijas kapsulas
un aplieti ar 50 mL izmantota skidinataja (96 %, 70 %, 50 %, 25 % etanols, 0,5 % TFA, v/v
%; 80 %, 50 % etanols, v/v %). Ekstrakcijai tika izmantota ekstrakcijas programma, kas
ietvéra 10 mintsu uzsilsanas laiku, pievadot 600W jaudas, lidz temperatira sasniedza
80°C, péc kuras sasniegSanas temperatdra tika uzturéta konstanta 20 minates.

Ultraskanas ekstrakcija

Ultraskanas ekstrakcijas optimizésanai tika iesverts 0,5 g ogu spiedpalieku pulvera un
apliets ar 50 mL sagatavota skidinataja. Ekstrakcijas metozu izvélei tika pétita ultraskanas
jaudas ietekme uz ekstrakcijas efektivitati (100 W un 360W) izmantojot ultraskanas vannu
(Cole-Parmer), kura tika nodrosinata konstanta temperatdra, kas neparsniedza 30°C. Péc
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parauga apstrades ar ultraskanu tie tika atstati kratities (120 rpm) uz 24 stundam,
izmantojot kratitaju (Biosan).

Ekstrakcija ar CO; superkritiska stavoklr

Ekstrakcija ar CO, superkritiska stavoklt veikta izmantojot ekstraktoru Separex (Francija).
Ekstraktora kolonna tika iepilditas 20,00 g sausas lielogu dzérvenu spiedpaliekas un no
virsas noblivétas ar stikla loditém. Ekstrakcija veikta pie spiediena 350 bar, kolonnas
temperataras 45 °C, CO; plasmas atrumu iestadot 25 g/min. Péc 2 stundu ekstrakcijas
iekarta tika apturéta un ogu izspiednes iznemtas. lekartas skalosanai ta tika palaista bez
parauga pie iepriekS minéta spiediena un CO; plismas atruma, pieslédzot 96 % etanola
plismu ar atrumu 2 mL/min. Sistéma tika skalota ar 5 x 20 mL etanola. Péc ekstrakcijas
atglta ogu spiedpalieku masa bija 18,50 g. Péc etanola iztvaicéSanas tika iegiti 1,24 g
ekstraktvielu.

Ekstrakcijas apstaklu optimizacija izmantojot atbildes (reakcijas) virsmas metodi
(RSM)

Polifenolu un antocianu ekstrakcijas efektivitate par ekstrahentiem izmantojot etanola
vai metanola Gdens maisijumus skabes klatbatné (skudrskabe un trifluoretikskabe TFA)
tika pétita ar atbildes virsmas metodi (no anglu val. Response Surface Methodology, RSM).
Lai noskaidrotu optimalos ekstrakcijas apstaklus, tika testéti divi faktori tris limenos (2.1.
tabula). Eksperimentala dizaina piemérs ir redzams 2.2. tabula un $ada pasa veida tika
veikti eksperimenti ar etanolu/skudrskabi; metanolu/skudrskabi; etanolu/TFA;
metanolu/TFA. Eksperimenti tika veikti randomizéta kartiba, lai izvairitos no
neizskaidrojamas variésanas. Katram mainitajam parametram tika pieskirts kods, lai
izveidotu eksperimenta (2.2. tabula) planu. Katra eksperimenta tika meriti divi mainigie—
kopéjais antocianu saturs (mg/100 g spiedpalieku) un kopéjais polifenolu saturs (g/100 g
spiedpalieku). Balstoties uz izveidoto eksperimentalo dizainu (2.2 tabula) sagatavotie
modeli tika pieméroti kvadratiskam polinomialam modelim.

2.1. tabula. Ekstrakcijas apstak/u optimizacija izmantotie neatkarigie mainigie, to istas un
kodétas vértibas izmantotaja atbildes virsmas metodes modeli.

Simbols Limenu kodi
Neatkarigie mainigie -1 0 +1
Etanols/Metanols, v/v % X1 96% /100% | 70 40
Skudrskabe/TFA, v/v % Xz 10% / 1% 5% /0,5% 1% /0,1%
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Ekstrakcija tika veikta iesverot 0,50 g dzérvenu spiedpalieku un aplejot tas ar 50 mL
konkrétaja ekstrakcija izmantota solventa. Ekstrakts tika ievietots ultraskanas vanna uz 25
minGtém, nofiltréts un uzglabats 4°C tumsa, lidz parauga analizei.

2.2. tabula. Ekstrakcijas apstaklu optimizacijas eksperimenta divu faktoru un tris limenu centrala
kompozitu dizaina plans ar 3 centra punktiem saskana ar atbildes virsmas modeli.

Standarta | Eksperimentu Faktors 1 (X;) | Faktors 1 (X;) | Eksperimenta kods
seciba seciba Etanols, tilp. % | TFA, tilp. %

(kods) (kods)
1 4 40 (+1) 0,1(+1) +1+1
2 9 40 (+1) 0,5 (0) +10
3 6 40 (+1) 1,0(-1) +1-1
4 1 70 (0) 0,1 (+1) 0+1
5 8 70 (0) 0,5 (0) 00
6 11 70 (0) 0,5 (0) 00
7 10 70 (0) 0,5 (0) 00
8 7 70 (0) 1,0 (-1) 0-1
9 3 96 (-1) 0,1(+1) 141
10 5 96 (-1) 0,5 (0) -10
11 2 96 (-1) 1,0 (-1) -1-1

2.3.2. Ekstraktvielu attirisana

Izvértejot optimizacija iegutos optimalos ekstrakcijas apstaklus, tika sagatavots ekstrakts
izmantojot 50 g ogu spiedpalieku. Ogu spiedpaliekas tika aplietas ar 500 mL ekstrakcijas
maisijuma, kas sastavéja no metanola (Purchem) un TFA (97:0,3 v/v %) (Sigma Aldrich).
Ekstrakts tika ievietots ultraskanas vanna (Cole-Parmer) uz 40 mindtém, nomainot Gdeni
ultraskanas vanna ik péc 20 mindtém, lai novérstu uzkarSanu. legutais ekstrakts tika
filtréts caur 0,45 um filtru. Lietotais filtrs kopa ar uz ta esoSajam smalkajam ogu dalinam
tika ievietots atpakal ekstrakcijas trauka. Ogu spiedpaliekas Sada veida tika ekstrahétas 3-
5 reizes, atkariba no parauga (mellenes 5 reizes, dzérvenes, briklenes 3 reizes). legutas
ekstrakta porcijas tika apvienotas apalkolba un ietvaiceétas pazeminata spiediena 40°C
temperatdra lidz aptuveni 200 mL tilpumam (Heidolph RotaVap). letvaicétais ekstrakts
tika kvantitativi parnests dalpiltuve, tika pievienoti 200 mL heksana, $ada veida
ietvaicétais ekstrakts tika reekstrahéts 3 reizes. Péc heksana atdalisanas dalpiltuve, tdens
faze tika parnesta uz apalkolbu un ietvaicéta pazeminata spiediena, lai atbrivotos no
ekstrakta palikusa heksana. legutais ekstrakta koncentrats Saja stadija tika sagatavots
sorbcijas hromatografijai. Sorbcijas hromatografijai tika izmantots 100 g Amberlite XAD7-
HP sorbents (Sigma Aldrich) (Denev et al., 2010; Chandrasekhar et al., 2012; Braunlich et
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al., 2013), kas tika iepildits stikla kolonna, kas tika noslégta ar stikla vati. Kolonna tika
kondicionéta izmantojot demineralizétu uUdeni 24 stundas. Sagatavotaja kolonna uz
sorbenta slana tika uznesti 100 mL ekstrakta koncentrata. Péc parauga sorbcijas uz
kolonnas ta tika skalota ar lielu demineralizéta ddens daudzumu. Polifenolu desorbcija
tika veikta izmantojot 250 mL 96% etanolu (Enola), kam pievienota 5% skudrskabe (v/v %)
(Sigma Aldrich). Lai kolonnu varétu izmantot atkartoti, ta tika skalota ar 1 L 96% etanolu
un péc tam kondicionéta ar demineralizétu Gdeni. Savakta 250 mL frakcija, kas satur
paraugu, tika ietvaicéta pazeminata spiediena lidz sausam ar rotacijas ietvaicétaju, tad
lidz -45°C atdzeséta liofilizatora un pazeminata spiediena zavéts 2 dienas. Péc zavésanas,
gatavais produkts, sauss ogu polifenolu ekstrakts, tika savakts un uzglabats tumsa 4°C.
Ekstrakcijas procesa visi izmantotie S$kidinataji tika savakti un atkartoti izmantoti
ekstrakcijas procesam.

2.4. Ogu polifenolu sastava izpétes metodes

2.4.1. Ogu ekstraktvielu summaro parametru analizes metodes
Sausnes daudzuma noteikSana

Sausnes noteikSanai ekstraktos tika izmantotas 24 stundas pie 80°C Zzavétas stikla
pudelites. lzZzavétas pudelites tika atdzesétas lidz istabas temperatlirai un ievietotas
eksikatora uz vismaz 3 stundam pirms to lietoSanas. Katra pudelite tika nosvérta uz
analttiskajiem svariem un péc tas nosvérsanas pudelités, izmantojot pipeti, tika ievietots
1,0 mL ekstrakta. Pudelites ar ekstraktu tika Zavetas 24 stundas pie 40°C. Péc ekstraktu
izzavéSanas pudelites tika ievietotas eksikatora uz vismaz 3 stundam un tad nosveértas uz
analitiskajiem svariem. Katrs ekstrakts tika sagatavots 3 atkartojumos un katra pudelite
tika sverta tris reizes, rezultati izteikti ka vidéjais no 3 mérijumiem. Pudelites svara un
pudelites un ekstrakta svara starpiba tika izteikta ka sausne uz 100 g spiedpalieku.

Kopéja oglhidratu daudzuma noteiksana

Kopéjais oglhidratu daudzums tika noteikts saskana ar fenola—sérskabes metodi,
izmantojot glikozi ka standartu (DuBois et al., 1956). Pie 1 mL ogu ekstrakta vai 1 mL
atskaidita ogu ekstrakta tika pievienots 1 mL 5% (w/v %) fenola skiduma un iegltais
maistjums tika sajaukts. 5 mL koncentréta sérskabe tika pievienota fenola sSkidumam un
uzmanigi sakratita. Paraugi tika inkubéti 40 mindtes istabas temperatlira un sorbcija
nomeérita pie 488 nm. Kalibracijas Itkne tika konstruéta tada pasa veida parauga vieta
izmantojot glikozes standartskidumus (0— 200 mg/L). Visi mérijumi tika veikti stikla kivetés
(I=1cm) izmantojot spektrofotometru (Shimadzu UV-1800), pret kiveti, kura paraugs tika
aizstats ar demineralizétu tdeni.
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Kopéja polifenolu daudzuma noteikSana

Kopéjais polifenolu daudzums tika noteikts izmantojot Folina-Sikolté (Folin-Ciocalteu)
spektrofotometrisko metodi (Folin and Ciocalteu, 1927; Siriwoharn et al., 2004).
Standartliknes sagatavos$anai tika izmantota gallusskabe koncentracijas intervala no 0,025
lidz 0,350 mg/mL. 1 mL standarta tika sajaukts ar 5 mL Folina-Sikolté reagenta, at$kaidita
ar demineralizétu Gdeni (1:10) un pievienoti 4 mL 7,5% natrija karbonata skiduma. Paraugi
tika inkubéti 20—30 minutes tumsa un nomeériti pie 765 nm pret destiletu adeni stikla
kivetés (Shimadzu UV-1800). Paraugu sagatavosana tika veikta tada pasa veida ka
standartu sagatavoSana, atSkaidot paraugu atkariba no iespéjamas polifenolu
koncentracijas, ta, lai iegltais mérijjums bitu standartliknes linearaja intervala. Kopé€jais
polifenolu daudzums tika izteikts ka galluskabes ekvivalenti uz 100 g ogu spiedpalieku.

Kopéja antocianu daudzuma noteiksSana

Kopéja antocianu daudzuma noteikSanai sagatavotajos ekstraktos tika izmantotas
paraugu sorbcijas atikiribas pie dazadiem pH (Lee et al., 2004). Saja metodé tiek
izmantota antocianu molekulu spéja mainit krasu atkariba no pH. Tika sagatavoti divi
buferu Skidumi ar dazadiem pH, 0,025 M kalija hlorida skidums pH 1,0 un 0,4 M natrija
acetata Skidums ar pH 4,5 (pH tika noreguléts ar koncentrétu HCI). Katrs paraugs tika
atSkaidits augstak minétajos buferos ta, lai absorbcija pie 520 nm ir spektrofotometra
sorbcijas linearaja intervala un parauga:bufera attieciba neparsniedz 1:5. AtSkaiditie
paraugi tika atstati tumsa uz 20-30 mindtém un meérijumi tika veikti ne ilgak ka péc 50
minttém. Paraugu sorbcija katram atskaidijumam tika merita pie 520 nm un pie 700 nm
pret demineralizétu Gdeni izmantojot spektrofotometru (Shimadzu UV-1800). Kopéjais
antocianu daudzums tika apréekinats izmantojot sekojosu formulu:

Ax MW x DF x 103
exl

Kopéjie antociani (cianidina-3-glikozida ekv., mg/L) = , kur

A= (A 520nm — A 700nm) PH 1,0 — (A 520nm — A 700nm) pPH 4,5

MW= cianidina-3- glikozida molmasa, 449,2 g/mol

DF=atskaidijums

I=kivetes izmérs

& = 26900 molaras ekstinkcijas koeficients ( L x mol ** x cm™?) cianidin-3-glikozidam
103= faktors parejai no g uz mg

Kopéja proantocianidinu daudzuma noteikSana

Kopéjais proantocianidinu daudzums tika noteikts izmantojot to reakcijas produktu ar 4-
dimetilaminokanélaldehidu (DMAC) spektrofotometrisku analizi (Prior et al.,, 2010;
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Horszwald et al.,, 2013; Krueger et al., 2013; Krueger et al., 2016). Tika sagatavots
paskabinats etanola skidums (12,5 mL 36% HCI; 12,5 mL tddens; 75 mL 91% etanols) un
DMAC reagents (0,05 g DMAC; 50 mL paskabinata etanola). Standartlikne tika sagatavota
izmantojot epikatehina standartskidumu (200 ug/mL). Epikatehina standartskidums tika
atskaidits (1; 2; 3; 4; 5; 8; 10 ug/mL koncentracija) un mérits tada pasa veida ka paraugi.
630 pL atSkaidtts paraugs vai standartSkidums tika ievietots kiveté un tam pievienots 1890
uL DMAC reagents. Parauga absorbcija tika mérita 25—30 minates ar 30 sekunZu intervalu
pie 640 nm izmantojot 630 uL etanola + 1890 uL DMAC reagentu ka blanku (Shimadzu
UV-1800). Paraugs tika atSkaidits ta, lai mérijumu sorbcija atrastos standartliknes
linearaja intervala. Rezultati tika izteikti ka g proantocianidini/ 100 g ogu pulvera.

2.4.2. Ogu ekstraktvielu antiradikalas aktivitates analize

DPPH metode antiradikalas aktivitates noteikSanai

2,2-difenil-2-pikrilhidrazilhidrata (DPPH) antiradikala aktivitate tika spektrofotometriski
noteikta izmantojot laboratorijai pielagotu metodi (Brand-Williams et al., 1995). Sis
metodes pamata ir DPPH spéja reducéties Gdenraza donora klatbitné (antioksidants),
veidojot DPPH-H rekombinanto (ne-radikalo) formu (Bondet et al., 1997). 10 mg DPPH
tika izSkidinati 250 mL 80% metanola, lai iegtitu DPPH skidumu, kura sorbcija ir no 0,95
lidz 1,10 pie 517 nm. DPPH Skidums tika svaigi sagatavots pirms katras analizes. 200 uL
parauga vai parauga atSkaidijums tika pievienoti 3 mL DPPH skiduma. Paraugs tika
inhibéts vismaz 30 minGtes tumsa un sasniedzot stabilus sorbcijas radijumus tika veikts
meérijums. Standartlikne (1-5 uM) tika sagatavota izmantojot 5,7,8-tetrametilhroman-2-
karbonskabi (Trolox), kas tika izSkidinata 96% etanola. Visi meérijumi tika veikti izmantojot
stikla kivetes un Shimadzu UV-1800 spektrofotometru.

ABTS metode antiradikaldas aktivitates noteikSanai

Antiradikalas aktivitates noteikSanai  tika pielietota zalgani zila 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonskabes (ABTS) radikala katjona spéja zaudét krasu tam
rekombinéjoties. ST metode tiek pielietota, lai noteiktu gan lipofilu, gan hidrofilu
antioksidantu spéju saistit brivos radikalus (Re et al., 1999). Tika sagatavoti buferskidumi
un standartskidumi. Fosfata buferskidums tika sagatavots iesverot 0,27 g KH;POa4, 1,42 g
NazHPOg4, 8,18 g NaCl un 0,15 g KCl un izskidinot 1 L Gdens. pH tika iestadits ar 0,1 N NaOH
[idz pH 7,4. ABTS izejas Skidums (2mM) tika sagatavots iesverot 0,1029g ABTS un izskidinot
to 100 mL fosfata buferskiduma. Kalija persulfata skidums (70 mM) tika sagatavots
iesverot 0,9461 g Ky;S;0s 50 mL demineralizéta Gdens. Trolox standartSkidums tika
sagatavots nosverot 0,0250 g Trolox un izskidinot to 100 mL 96% etanola. Sis metodes
sagatavosana un izpilde ilgst divas dienas. Pirmaja diena tiek sagatavots ABTS+ skidums:
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50 mL ABTS izejas Skiduma tika sajaukts ar 200 pL kalija persulfata sSkiduma, novietots
tumsa uz 12-16 stundam. Saja laikd $kiduma eso3ais ABTS tiek parvérsts par ABTS+
Skidums tika atSkaidits ar fosfata buferSkidumu neilgi pirms meérijumiem ta, lai gala
Skiduma absorbcija batu 0,800 + 0,030 pie 734 nm. 5 mL atSkaidita ABTS+ tika sajaukts ar
50 uL parauga un nomerits pie 734 nm péc 30 mintutém. Fosfata buferskidums vai etanols
tika izmantots ka negativa kontrole. Standartlikne tika sagatavota izmantojot Trolox
standartSkidumu koncentraciju intervala no 2 uM lidz 10 pM. Visi meérijumi tika veikti
izmantojot spektrofotometru Shimadzu UV-1800.

FRAP metode antiradikalas aktivitates noteiksSanai

Antioksidantu spéju ietekmét Fe(lll) reducéSanos raksturo dzelzs reducésanas kavésanas
potencials (FRAP), kas tika noteikts péc Benzie and Strain, 1996 modificétas metodes
(Biskup et al., 2013). Saja metodé tiek mérita Fe (I1l) reducésana par Fe (lI) antioksidanta
klatbGtné. Lai sagatavotu FRAP reagentu ir nepiecieSams acetata buferis 300 mM,
atSkaidita HCl 40 mM, 2,3,6- tri [2-piridil]-s-triazins (TPTZ) 10 mM, un dzelzs (lll) hlorida
Skidums 20 mM. Svaigi, pirms katras analizes tika sagatavots FRAP reagents, kas sastav no
200 mL acetata bufera, 20 mL TPTZ skiduma, 20 mL dzelzs hlorida Skiduma un 24 mL
demineralizéta tUdens. Sajauktais FRAP reagents tika turéts 37 °C Gdens vanna. 30 ulL
piemérots parauga atsSkaidijums tika ievietots kiveté un strauji pievienots 1 mL FRAP
reagenta. Paraugi tika meriti stikla kivetés pret demineralizétu tdeni pie 593 nm péc 15
minusu inkubacijas perioda izmantojot Shimadzu UV-1800 spektrofotometru. Kalibracijas
lTkne tika konstruéta izmantojot 1000 uM Trolox standartskidumu intervala no 1 lidz 10
mM. Stipri iekrasotiem paraugiem par blanku tika lietots demineralizéts Gdens kopa ar 30
ML parauga.

2.4.3. Ogu polifenolu hromatografiskas analizes metodes

Skidruma hromatografija (UPLC-PDA) antocidnu noteik$anai un kvantificé$anai

Antocianu noteikSana un kvantificésana tika veikta izmantojot ultra augstas izSkirtsp€jas
Skidruma hromatografiju (UPLC, Waters ACQUITY). UPLC sistéma bija aprikota ar
lidz 4 °C) (SM—FTN), kolonnas silditaju (CH—A) un fotodiozu (PDA) A detektoru. PDA dati
tika savakti izmantojot Waters Empower datu iegliSanas programmatdaru.

Antocianu analizes tika veiktas péc modificétas metodes pie 35°C izmantojot C18 kolonnu
(Acquity UPLC BEH C18 2,1x50 mm i.d., 1,7 um) kopa ar kolonnas prieksfiltru (Rui et al.,
2011; Cretu and Morlock et al., 2014). Kustiga faze sastavéeja no (A) 5,0% skudrskabes un
(B) no metanola/tdens ar 1,0% skudrskabes (70:30 v/v%). Plismas atrums tika iestadits
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0,250 mL/min. Analizém tika uzstadita gradienta sistéma, kur solvents A tika lietots no
80% lidz 75% 15 minasu laika, no 75% lidz 60% 7 mindtés un no 60% lidz 0% 18 minates,
tam sekoja 10 minasu stabilizacija 80% solventa A. Kopéjais analizes ilgums bija 40
minutes. Injekcijas tilpums bija 2,0 pL. Savienojumu identifikacija tika veikta salidzinot
izdah$anas laikus ar references standartiem un literatira atrodamo informaciju.
Antocianu kvantificéSana tika veikta izmantojot cianidina-3-O-glikozida (Sigma Aldrich)
aréjo kalibracijas grafiku intervala no 3—-100 mg/mL. Skidruma hromatografiskas analizes
tika veiktas dr.kim. Jorena Kviesa vadiba.

Hromatografija — augstas izskirtspéjas masspektrometrija (Orbitrap-MS)
polifenolu identifikacijai un kvantificéSanai

Ogu ekstraktvielu hromatografiska analize tika veikta izmantojot Thermo Accela UHPLC
sistému (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, ASV) ar Kinetex PFP (100 mm x 3,0 mm
i.d., dalinu izmérs 1,7 um) kolonnu (Phenomenex, Torrance, CA, ASV). Kolonnas
temperatira tika uzstadita 40°C, un plismas atrums 250 pL/min. Kustiga faze sastavéja
no (A) 10mM udenrt izSkidinata amonija formiata ar pievienotu skudrskabi (0,1 tilp. %) un
(B) acetonitrila. Analizém tika uzstadita optimizéta gradienta sistéma, kura sakas ar 98%
A (0-1,0 min); 98-2% A (1,0-10,0 min); 2% A (10,0-14,0 min); atgriezas uz sakotnéjo
uzstadijumu (14,0-14,1 min); kolonnas lidzsvarosana (14,1-16,0 min). Injekcijas tilpums
bija 5 pL.

UHPLC instruments tika savienots ar Orbitrap Q-Exactive masas spektrometru (Thermo
Fisher Scientific), kas aprikots ar silditu elektro—izsmidzinasanas jonizacijas interfeisu
(HESI-11). Negativais jonizacijas rezims tika izmantots, lai iegitu masas spektrus kopa ar
pilnu skenésanas opciju masas/ladina (m/z) diapazona no 100-1500 pie 150 000
izSkirSanas spéjas. Tika izmantoti sekojosi procediras apstakli: avota spriegums -3 kV;
skaloSanas gaze 18 vienibas; ieplides gaze 3 vienibas; kapilara temperatara 300 °C; S-
lecas RF limenis 50; piepludes gazes silditaja temperatira 350°C. Automatiska
pastiprinataja kontrole (AGC) tika uzstadita lidz 3e®, maksimalais injekcijas laiks bija 200
ms. lzmantotie parametri prieks izvéléto jonu monitoringa (t-SIM) skenéSanas rezima bija
tadi pasSi ka pilnas skenéSanas uzstadijumos. Meérka masas tandéma masas
spektrometrijas rezims tika izmantots pie izSkirtspéjas 17 500 un AGC vertiba tik uzstadita
uz 100 000 (t-MS?). Prekursoru izolacijas solis SIM un MS? reZzimos tika uzstadits uz 2 m/z.
Pielaujama masas kltda tika uzstadita uz 5 ppm. Analizéto savienojumu kolizijas energijas
tika noskaidrotas inflizijas eksperimentos. Orbitrap-MS sistémai tika veikta aréja masas
kalibracija intervala no 50 lidz 2000 m/z péc iekartas razotaju ieteikumiem. Savienojumu
identificésanai un kvantificéSanai tika izmantotas standartvielas. Datu analize tika veikta
izmantojot Xcalibur 3.0 un Mass Frontier 7.0 programmatiru (Thermo Fisher Scientific).

29



Orbitrap-MS analizes tika veiktas ZPI “Bior” sadarbiba ar pétnieku Jani Rusko asociéta
profesora Vadima Bartkevica vadiba

2.5. Vaccinium gints ogu polifenolu biologiskas aktivitates raksturojums
2.5.1. Antimikrobialas aktivitates izpétes metodes

Agara difazijas tests

Eksperimentos izmantotie mikroorganismi tika ieglti no Latvijas Mikroorganismu Kultlru
Kolekcijas (LMKK). Polifenolu ekstraktu iedarbiba uz Eschericia coli ATC 25922 (LMKK 332),
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 (LMKK 331), Micrococcus luteus (LMKK 25), Bacillus
cereus 8035 (LMK 330), Enterococcus faecalis 1875 (LMKK 302), Staphylococcus
epidermidis ATCC 14990 (LMKK 333), Bacillus subtilis 6633 (LMKK 329), Streptococcus
pyogenes ATCC 19615 (LMKK 620), Staphylococcus aureus 209-p (LMKK 334) tika
noveértéta izmantojot agara diflzijas metodi. Tika sagatavotas Petri plates ar Millera-
Hintona agaru (MH), kur barotnes biezums bija 4-6 mm. Minétas baktériju sugas tika
audzétas uz Petri platém. Lai izveidotu baktériju suspensiju tika izmantots aptuveni 3 mL
sterils tdens, kura tika ievietotas attiecigas baktérijas un suspensijas optiskais blivums tika
pielagots no 0,08 Abs Idz 0,10 Abs pie 625 nm ar sterilu udeni izmantojot
spektrofotometru (Ultrospec 3100 pro). 3 mL suspensijas tika ievietoti MH plate, noklajot
visu plates virsmu un, izmantojot pipeti, suspensija tika nonemta no plates un plate sterila
gaisa plisma nozaveéta. Katra platé vienmeériga izvietojuma tika izveidotas Cetras bedrites
ar diametru 7 mm. lzmantojamie ekstrakti tika sagatavoti 50% etanola Skiduma
koncentracija 15 mg/mL, izfiltréti (0,25 um sterils filtrs) un 70 plL ekstrakta tika ievietots
izveidotajas agara bedrités. Péc ekstrakta uzsuksanas Petri platé izveidotajas bedrites, tas
tika ievietotas pie +37 °C inkubatora. Péc 24h inkubacijas, izveidojusas inhibicijas zonas
tika izmeritas (£ 1 mm).

Minimalds inhibéjosas koncentrdcijas noteiksana

Minimalas inhibejosas koncentracijas noteikSanai tika izmantotas uz Petri plates svaigi
sagatavotas baktériju kultiras, kam tika identificétas inhibésanas zonas agara difuzijas
testos. 3 mL sterila Gdens tika ievietotas baktérijas un suspensijas optiskais blivums tika
piereguléts no 0,08 lidz 0,10 pie 625 nm izmantojot sterilu Gdeni. leguta suspensija tika
atSkaidtta 1:100 ar sterilu Gdeni Tsi pirms lietoSanas. Eksperiments tika veikts izmantojot
96 laucinu plati (Sarstedt), kur katra laucina tika ievietoti 100 uL testéjama ekstrakta (tika
veikts sérijveida atSkaidijums) vai kontroles paraugs (negativa kontrole— 100 pL ekstrakta,
100 pL barotne; pozitiva kontrole — 100 puL barotne; 100 pL baktériju suspensija). Katra
laucina péc ekstrakta ievietoSanas tika pievienoti 100 pL atSkaidita baktériju suspensija.
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96 laucinu plates tika inkubétas +37 °C 24h, péc kuram, katra laucina optiskais blivums
tika meérits pie 600 nm izmantojot plasu lasitaju (Tecan Infinite 200). No iegltajiem
rezultatiem tika ieglta minimala inhib&josa koncentracija (MIC). Lai noteiktu minimalo
baktericido koncentraciju (MBI), 10 pL no laucina satura tika izséti uz MH Petri platém
(laucini kuros, péc vizuala novértéjuma, netika novérots sadulkojums). Plates, kuras
netika novérota mikroorganismu attistiba paradija baktericidu koncentraciju. Plates, kur
tika novérota mikroorganismu attistiba, uzradija minimalo inhibéjoSo koncentraciju, kas
ir zemaka antimikrobialas vielas koncentracija, kas inhibé mikroorganismu augsanu (par
80%) (Schwalbe et al., 2007). Viss darbs ar baktériju kultGram tika veikts laminaras
plismas skapi ievérojot aseptiska darba pamatprincipus.

2.5.2. Ogu ekstraktvielu ietekmes uz epitélijSinu attistibu izpétes metodes

Sanu kultivé$ana un proliferacijas testi

Stnu eksperimentos tika izmantotas cilvéka dermas fibroblastu linijas, kas iegiitas no
pécoperaciju materiala (saskana ar Biomedicinas pétijumus reglamentéjosajiem tiesibu
aktiem Latvija par zinatné izmantojama materiala iegi$anu?). Darba tika izmantotas tris
[1dz astonu parséjumu dermas stnu linijas.

Sasaldétas Snas tika |éenam atkausétas Udens termostata un parnestas uz tiru, sterilu
centrifugésanas mégeni. Atkausétajam sStinam tika pievienota standarta S10 barotne (10%
FBS; 100 ug/mL penicilina/streptomicina saturoSu DMEM) un centrifugéta 15 minQtes
1200 apgr./min. Centrifugétas stnas tika atbrivotas no supernatanta un resuspendétas
standarta S10 barotné. Resuspendétas Slnas tika izsétas T-75 kultivéSanas flakona un
ievietotas inkubatora (+37°C; 5% CO.). Flakona esosa barotne tika regulari atjaunota lidz
Sunas sasniedza 80-90% konfluenci.

Kultivétas Sunas tika atbrivotas no S10 barotnes un noskalotas pievienojot sterilu 1x PBS.
Noskalotas snas tika atbrivotas no PBS un tas tika tripsinétas (0,25% tripsins/EDTA)
ievietojot flakonus inkubatora uz 5 minGtém. Stnu tripsinésana tika novértéta izmantojot
mikroskopu un, kad SUnas bija atravusas no flakona virsmas, tripsinésanas reakcija tika
apstadinata pievienojot 20% FBS, kas at3kaidits PBS. Sinas tika koncentrétas tas
centrifugéjot 5 minGtes 1200 apgr./min un tad resuspendétas S10 barotneé.
Resuspendétas Stnas tika saskaititas izmantojot hemocitometru (Neubauer). Dermas
fibroblastu $tnas tika at3kaiditas izmantojot S10 Iidz 3 x 103 3Gnu/100 pL un katra 96—
laucinu plates laucina tika izséti 100 pL no Stnu suspensijas. lzsétas plates tika inkubétas

1 Biomedicinas pétijumus reglamentg&josie tiesibu akti Latvija.
http://www.biodrosiba.lu.lv/fileadmin/user_upload/lu_portal/projekti/antropologija/Petijumu_tiesibu_akti.pdf
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2 dienas +37°C, 5% CO, atmosféra. Péc divam dienam tika sagatavoti ogu ekstraktu
atskaidijumi S10 barotné 0,05%-3% (v/v%). Sakotnéja ekstraktu koncentracija bija 20
mg/mL. 2 dienas inkubétaja platé katrs laucins tika saudzigi atbrivots no taja esosas
barotnes un tuksajos laucinos tika pievienots 100 puL S10 barotné atskaiditais ekstrakts.
Kontrolei tika izmantota S10 barotne bez pievienotiem ekstraktiem, S10 barotne, kurai
tika pievienots neséjs (etanols) augstakaja izmantotaja koncentracija (0,5% etanols).
Katram ekstrakta atSkaidijumam tika izmantoti 2—3 atkartojumi. Péc plasu sagatavoSanas
tas tika ievietotas IncuCyte® Zoom iekarta, kur tika monitoréta Stnu konfluence Ilidz S10
kontroles laucini, bez pievienota ekstrakta, sasniedza 100% konfluenci. IncuCyte®
uznéma Sunu konfluences datus reizi stunda, iegltie rezultati tika analizéti izmantojot
iekartas razotaja piedavato programmaturu (Essen BioScience, ASV).

Brivo radikalu saistisanas spéjas in vitro

Dermas fibroblastu Stnu kultiram tika pievienoti visi testétie ekstrakti (0,25% un 0,125%
koncentracijas) uz 24 stundam (+37°C; 5% CO>). Stinas tika savaktas (0,25% tripsins/EDTA)
un resuspendétas barotné (10% FBS/DMEM), kur 1 stundu tika inducéts ROS. Kontroles
paraugs tika inkubéts 1 stundu pirms Stnu ievakSanas kopa ar kontroles antioksidantu (C—
vitamins) un NAC (2000 uM). ROS inducésanai tika lietots TBHP (200 uM) un inkubéts ar
§Gnam 1 stundu. Stnas tika inkubétas 1 stundu tumsa ar CellROX™ Green (500 nM)
krasvielu un 15 minGtes ar SYTOX™ Red Dead Cell Stain (5 nM). Analize tika veikta
izmantojot BD FACSCalibur plismas citometru ieglstot 20000 sken&jumus uz paraugu.
Vidéja fluorescences intensitate (MFI) tika izmantota, lai novértétu antioksidativas
1pasibas analizétajos paraugos — zemakas MFI vértibas nozimé labakas brivo radikalu
saistiSanas sp€jas un aizsardzibu pret ROS izraisitiem Slinu bojajumiem.

2.6. Datu apstrades un statistiskas analizes metodes

Datu apstrade un aprékini tika veikti izmantojot MS Office Excel programmatiru.
Statistiskie testi (a=0,05) — Students t-test, Paired t-test, ANOVA, Tukeys HSD tika veikti
izmantojot GraphPad Prism un SAS JMP programmaturu. Eksperimentalais dizains un
ekstrakcijas Response surface optimizacija (RSM), ka art verifikacijas eksperimentu datu
salidzinasana tika veikta SAS JMP programmatura. Orbitrap-MS efektivai datu apstradei
tika izmantota programma R (programmas izmantoSana palidzibu sniedza asociétais
profesors Didzis Elferts), ka art MS datu apstrades programmas Xcalibur un MassHunter.
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3. Rezultati un to apspriesana

3.1. Ogu polifenolu ekstrakcijas iespéju izpéte

3.1.1. Ekstrakcijas metodes un apstaklu izpéte

Ekstrakcija izmantota solventa izvele

Polifenoli un antociani ir polaras molekulas, kuru ekstrakcijai tiek izmantoti dazadi polari
solventi — Gdens (Kim et al., 2009; Denev et al., 2010; d’Alessandro et al., 2012), etanols
(Chen et al., 2007; d’Alessandro et al., 2012; Cuji¢ et al., 2016), metanols (Litti et al., 2007;
Corrales et al., 2010; Sojka et al., 2013), acetons (Vatai et al., 2008; Kylli et al., 2010; Chen
et al., 2016), acetonitrils (Latti et al., 2007; Rui et al., 2011). Pareiza solventa izvéle
ekstrakcijas procesam ir viens no nozimigakajiem faktoriem, lai iegltu péc iespé&jas
lielakus ekstraktvielu iznakumus. Polifenolu molekulu dazadiba |auj, izmantojot dazadus
solventus, ieglt ekstraktus ar atskirigu polifenolu koncentraciju un kompoziciju.

3.1. tabula. Ekstrakcija izmantoto solventu ietekmes uz kopéjo polifenolu, antocianu, oglhidratu
un sausnes saturu iegatajos ekstraktos (izteikts ka g/100 g ogu spiedpalieku). () pardada mérijumu
standartnovirzi. (*>%9) atskirigi burti parada statistiski bitiskas atskiribas starp parametriem
katras grupas ietvaros, (ANOVA, Tukeys HSD test, n=3). Solventu koncentracijas uzraditas tilp. %.

Ekstrahenta sastavs Sausne Oglhidrati Antociani Polifenoli
Acetonitrils 49,5%, TFA 0,5% 37,24 + 1,53 7,82+0,27°¢ 0,228 + 0,006 | 3,84 +0,12°
Acetons 50% 34,29 + 1,41° 12,17 £ 0,43 0,151 +0,004° | 2,70 +0,08°
Acetons 75% 36,01+1,48* | 18,52 +0,65° 0,156 + 0,004° | 2,69 +0,08°
Metanols 60%, acetons 30% 37,94 +1,56* | 16,86 +0,59° 0,184 +0,005° | 2,34 +0,07°
Metanols 99%, HCl 1% 48,38+1,98° | 17,93+0,63° 0,451 +0,011* | 4,80 £ 0,14°
Udens, HCI 1% 16,91 +0,69° | 14,82 +0,52%® | 0,098 +0,002°¢ | 0,89 +0,03¢
Etanols 70%, HCl 1% 39,62 +1,59* | 16,85 +0,51° 0,204 +0,005° | 3,43 +0,09°
Metanols 99,9%, TFA 0,1% 41,12 +1,64° | 12,52+0,37° | 0,223 +0,005" | 2,80 +0,07°
Etanols 99,9%, TFA 0,1% 37,92 +1,51° | 12,07 +0,30° | 0,170+ 0,004° | 1,61 + 0,04¢
Metanols 95%, skudrskabe 5% | 39,74 +1,58° | 13,05+0,32° | 0,695 +0,017% | 4,84 +0,12?
Metanols 99%, TFA 1% 38,82 +1,55° | 15,50+0,38*® | 0,205+ 0,005° | 3,61 + 0,09°

ST pétijuma uzdevums bija péc iespéjas efektivaka antocianu ekstrahé&sana, taja pasa laika
ieglstot ari maksimali lielu kopéjo polifenolu daudzumu. Apkopojot literatiru, tika
izveléti citu autoru lietoti solventi un solventu kompozicijas, kas tika izmantoti antocianu
ekstrakcija. Neskatoties uz lielo skaitu antocianu ekstrakcijam veltito publikaciju, to
ekstrakcijas apstakli batiski atSkiras. Petijjumu uzsakot, tika veikti vairaki eksperimenti, lai
noskaidrotu optimalas solventu kompozicijas turpmakai antocianu ekstrakcijai (3.1.
tabula). Ekstrakcija izmantota solventa izvéles eksperimenti tika veikti izmantojot lielogu
dzérvenu spiedpaliekas, pielietojot ultraskanu ekstrakcijas efektivitates paaugstinasanai.

33



Veiktie eksperimenti parada, ka metanolu saturos$as solventu kompozicijas ir efektivakas
antocianu un polifenolu ekstrakcijai (3.1.tabula). Vislielakais antocianu saturs tika ieguts
ekstrahéjot lielogu dzérvenu spiedpaliekas ar metanolu 99%, 1% HCl (0,451 g/100 g
spiedpalieku) un metanolu 95%, skudrskabi 5% (0,695 g/100 g spiedpalieku). Sie
ekstrahenti nodrosSina iespéjas ieglt ekstraktus ar vislielako kopéjo polifenolu saturu,
respektivi, 4,80 g/100 g spiedpalieku un 4,84 g/100 g spiedpalieku. Udens un 1% HCI
izmantoSana par ekstrakcijas solventu dod zemus ekstraktvielu iznakumus (16,91 g
sausnes/100 g spiedpalieku), bet sameéra lielu kopéjo oglhidratu saturu (14,81 g/100 g
spiedpalieku) (3.1. tabula). Udens izmanto$ana polifenolus saturo3u ekstraktu iegianai
nav ieteicama, jo lielais oglhidratu saturs un mazais polifenolu/antocianu saturs (tikai
0,89/0,098 g/100 g spiedpalieku) padara 31 solventa izmantosanu talakai ekstrakta
apstradei par apgrutinatu. Etanols, ka solvents, kuru ir iespéjams izmantot partikas
industrija, nodrosina iespéjas ieglt ekstraktus ar augstu polifenolu/antocianu saturu.
Etanols 70%, HCl 1% ka ekstrakcijas solvents dod saméra augstu kopéjo ekstrakcijas
iznakumu (39,62 g sausne/100 g spiedpalieku), neskatoties uz augsto oglhidratu
koncentraciju (16,85 g/100 g spiedpalieku) un Sis solvents ir izmantojams, lai iegitu
augstu kopéjo polifenolu saturu (3,43 g/100 g spiedpalieku) (3.1. tabula).

Nemot véra polifenolu polaritati, visbiezak izmantotie ekstrakcijas solventi ir metanols,
etanols un acetons. Veiktie eksperimenti parada to, ka metanols ir visefektivakais
solvents, tam seko etanols, acetonitrils un acetons. So solventu izmanto3ana ekstrakcija
nodrosSina art citu polaru vielu klatbtni iegutajos ekstraktos, pieméram, dazadi cukuri,
organiskas skabes un proteini, kas var traucét ekstraktu talaku izmantoSanu (gan
analitiskaja darba, gan partika un biomedicina izmantojamu ekstraktu iegsanai).
Ekstrahéjot antocianus no melna sorgo ar metanolu un 0,1% HCl vai 70% acetonu,
paskabinata metanola izmantoSana nodrosinaja divas reizes augstaku antocianu saturu,
neka Gdens—acetona maisijuma izmantosSana (Lee et al., 2004; Awika et al., 2005). Ari
magistra darba pétijuma iegltie rezultati parada to, ka acetons dod aptuveni 2—4 reizes
mazaku antocianu saturu. Salidzinot iegltos rezultatus ar citu autoru darbiem,
paskabinats etanols un metanols ieziméjas ka visbiezak izmantotie solventi (Cacace and
Mazza, 2003; Awika et al., 2005; Amr and Al-Tamimi, 2007). TieSi metanols ir minéts ka
visefektivakais solvents antocianu ekstrakcijai no vinogam, tas ir par 20% efektivaks ka
etanols un 73% efektivaks ka tirs Gdens, neskatoties uz to, metanola toksiskuma dél,
partikas industrija priekSroka tiek dota etanolam (Metivier et al., 1980; Castaneda-
Ovando et al., 2009). Salidzinot antocianu saturu starp etanola un metanola ekstrakcijam,
izmantojot metanolu var iegit pat lidz 340% vairak antocianu (etanols 70%, HCl 1% —
0,204 mg/100 g spiedpalieku un metanols 95%, skudrskabe 5%— 0,695 g/100 g
spiedpalieku) (3.1. tabula).
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Ekstrakcijas vides paskabinasanas ietekme uz ekstrakcijas efektivitati

Kopéjo ekstrakcijas iznakumu ietekmé daudzi faktori un viens no tiem ir vides
paskabinasanas ietekme. Skabes pievienoSana antocianu ekstrakcijas procesa stabilizé
antocianu molekulas un paaugstina ekstrakcijas iznakumus. Apkopojot literatlra atrasto
informaciju par ekstrakcija izmantotajam skabém, tika izvélétas visbiezak izmantotas
skabes - trifluoretikskabe (Rui et al., 2011), hloridenrazskabe (Burdulis et al., 2007; Chen
et al., 2007), skudrskabe (Latti et al., 2007; Séjka et al., 2013), etikskabe (Chen et al.,
2016), trihloretikskabe un sérskabe (3.1. attéls). Lai salidzinatu katras testétas skabes
izmantoSanas efektivitati, tika veiktas vairakas ekstrakcijas, salidzinot kopéjo polifenolu
un antocianu saturu iegutajos ekstraktos. Ekstrakcijas tika veiktas izmantojot ultraskanas
ekstrakcijas metodi, lielogu dzérvenu spiedpaliekas, 50 mL 96% etanola ka ekstrahentu
un 1% katras pétitas skabes (tilp.%).
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3.1. attéls. Ekstrakcijas vides (96 % etanola) paskabinasanas ietekme uz polifenolu un antocianu
daudzumu (g/100 g ogu spiedpalieku) ogu (lielogu dzérvenes) spiedpalieku ekstraktos. Kladas
intervals atspogulo mérijumu standartnovirzi. (*) parada statistiski bdtiskas atskiribas (t-test,
p<0,05, n=3), salidzinot ar 96 % etanolu.

Ekstrakcijas vides paskabinasana, izmantojot dazadas skabes, paradija butiskas atskiribas
ekstrakcija ieglto kopé€jo polifenolu un antocianu daudzuma (3.1. attéls). Kaut gan
atskiribas nebija statistiski butiskas, skudrskabe, etikskabe, sérskabe un trihloretikskabe
dotajas ekstrakcijas uzradija nedaudz lielakus polifenolu un antocianu iznakumus ka
etanols, kam netika pievienota skabe. Ekstrakcija izmantojot hloridenrazskabi (HCI),
izdevas ieglt batiski vairak polifenolu (2,4 g/100 g spiedpalieku), neka izmantojot citu
skabju piedevas, bet iegttais antocianu daudzums bija lidzigs (0,169 g/100 g
spiedpalieku). Trifluoretikskabe (TFA) uzradija ievérojami lielaku antocianu daudzumu
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(0,281 g/100 g spiedpalieku) neka citas testétas skabes, bet lidzigus daudzumus polifenolu
(1,9 g/100 g spiedpalieku) iegtajos ekstraktos.

Antocianu ekstrakcijai izmantojot paskabinatus solventus, ir janem véra antocianu
stabilitate. Ekstrakcija nav ieteicams izmantot stipras skabes, kas var hidrolizét ekstrakta
eso$os acilétos antocianus (antocianu glikozidu saites) (Kapasakalidis et al., 2006). Lai
izvairitos no antocianu hidrolizes, ir ieteicams izmantot vajakas skabes, pieméram,
etikskabe, skudrskabe, nevis stipras skabes, ka sérskabe un salsskabe (Denev et al., 2010).
Trifluoretikskabe tiek izmantota ekstrakcija pétnieciba, ka ari analitiskaja darba, un ari
magistra darba pétijuma Sis skabes piedeva nodrosinaja vislielakos antocianu iznakumus,
kas ir skaidrojams ar Sis skabes augsto elektronegativitati pateicoties molekula esosas
trifluormetilgrupas ietekmei uz protona atskelSanos no karboksilgrupas (Key et al., 1997).
Hlortdenrazskabes piedevas ekstrahentam nenodrosinaja lielakus antocianu iznakumus,
taja pasa laika uzradot augstakas polifenolu koncentracijas neka citas pétitas skabes, kas
lauj secinat, ka HCl ir izmantojama citu polifenolu ekstrakcijai. So skabju izmanto$anas
gadijuma noteikti ir janem véra to ietekme uz talak izmantojamajam analitiskajam
metodém, jo zems pH un stipras skabes var ietekmét analitiskos mérijumus, ka art bojat
aparattru. Tapat ir janem véra ekstrakta talakas izmantoSanas meérkis. Izstradajot
produktu (sausu polifenolu koncentratu), skabes klatbltne nav vélama, no tas ir jaspéj
atbrivoties péc iespéjas vieglak, tadéjadi nesadardzinot razoSanas procesu.

Nemot véera visus faktorus, ekstrakcijas vides paskabinasanai ir ieteicams izmantot
organiskas skabes, pieméram, skudrskabi — no tas ir viegli atbrivoties péc ekstrakcijas
(ietvaicet pazeminata spiediena) un ta nedegradé ekstrakta esoSos savienojumus.
Vienlaikus, pétniecibai iespéjams izmantot ekstrakcijas vides paskabinasanai
trifluoretikskabi.

Ekstrakcijas metodes izvéle

Liela dala biologiski aktivo vielu, taja skaita polifenoli, ir atrodamas ogu mizinas un
seklinas. Pareiza ekstrakcijas metodes izvéle Jauj ieglit maksimali lielu polifenolu un
antocianu saturu ekstraktos. Lai noskaidrotu visefektivak izmantojamo ogu spiedpalieku
ekstrakcijas metodi, tika veikti eksperimenti pielietojot dazadas ekstrakcijas metodes,
ekstrahéjot lielogu dzervenu spiedpaliekas un 96% etanolu ar 0,5% trifluoretikskabes
piedevu (tilp. %) (3.2. tabula).
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3.2. tabula. Lielogu dzérvenu spiedpalieku ekstrakcija izmantoto metoZu salidzinGjums. Rezultati
izteikti ka g/100 g spiedpalieku. (+) parada mérijumu standartnovirzi. (**%°) atskirigi burti pardada
statistiski batiskas atskiribas starp parametriem katras grupas ietvaros (ANOVA, Tukeys HSD test,

n=3).

Ekstrakcijas metode Sausne Oglhidrati Antociani Polifenoli
Mikrovilnu ekstrakcija | 21,01 £ 0,86° 880+0,36° | 0,054+0001° | 1,09 £ 0,04°
Soksleta ekstrakcija 23,88 + 1,80° 833+0,34° | 0,065+0,002° | 1,21 +0,05°
100W ultraskanas 34,05 + 1,40 11,46 +0,47° | 0,135 +0,003® | 1,59 + 0,07
apstrade
360W ultraskapas 3453 +1,42° 12,15+0,50° | 0,147 0,004 | 1,68 + 0,07
apstrade
?::::;“Ska kratisana 33,01 +1,35¢ 11,78 +0,48° | 0,098 +0,002¢ | 1,12 + 0,06¢
Ekstrakcija ar

+ C + d
superkritisko CO, 3,41 +0,19¢ 0,05+0,01 ND 0,05+0,01

legltie rezultati parada, ka izmantojot ekstrakciju ar superkritisko CO; tika ieguti zemi
kopé€jie rezultati (3,41 g sausnes/100 g spiedpalieku), ari polifenolu iznakums (0,05 g/100
g spiedpalieku), kopéjais oglhidratu saturs (0,05 g/100 g spiedpalieku) 3aja ekstrakta bija
loti zems, bet antociani netika detektéti (ND) (3.2. tabula). Mikrovilnu ekstrakcija un
Soksleta ekstrakcija uzradija lidzigus ekstrakcijas iznakumus (21,01; 23,88 g sausne/100 g
spiedpalieku), ka ari lidzigu polifenolu saturu (1,09; 1,21 g/100 g spiedpalieku) un
antocianu saturu (0,054; 0,065 g/100 g spiedpalieku). Ekstrakcijai izmantojot ultraskanu
ar dazadam jaudam, tika iegati visaugstakie sausnes iznakumi (34,05-34,53 g/100 g
spiedpalieku), kas liecina par Sis ekstrakcijas metodes kopéjo efektivitati. Art antocianu
(0,135-0,147 g/100 g spiedpalieku) un polifenolu (1,59-1,68 g/100 g spiedpalieku) saturs
izmantojot So ekstrakcijas metodi bija visaugstakais (3.2. tabula).

Ogu ekstraktu iegtsanai visbiezak izmantotas ekstrakcijas metodes ir apstrade ar
ultraskanu un mikrovilnu ekstrakcija (Chen et al., 2007; Litti et al., 2007; Cuji¢ et al., 2016),
ka ari ekstrakcijas, kur ilgu laiku paraugs tiek kratits kopa ar ekstrahentu (Pinelo et al.,
2005; Makris et al.,, 2008; Denev et al., 2010). Superkritiska CO; ekstrakcija deva
viszemakos iznakumus, kas visticamak skaidrojams ar Sis metodes selektivitati attieciba
pret hidrofobiem savienojumiem. Superkritiska CO2 ekstrakcija nodroSina iespéjas izdalit
zemo polifenolu un antocianu saturu (3.2. tabula). Neskatoties uz superkritiska CO;
ekstrakcijas zemo iznakumu, ST metode lauj sagatavot ekstraktus, kas bagati ar lipidiem
(vaski, taukskabes, steroli). Papildus lipidu ekstraktam, izmantojot subkritisko CO», kur
iespejams iegut polifenoliem bagatu ekstraktu (Paula et al., 2013). Mikrovilnu ekstrakcija
galvenais faktors, kas veicina ekstraktvielu skiSanu solventa, ir temperatdra, bet nemot
véra polifenolu lokaciju Stna, si ekstrakcijas metode nespéj atbrivot maksimali daudz
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polifenolu. Soksleta metode péc sava darbibas principa ekstrakciju nodrosina izmantojot
tiru solventu, kas spé€j iztvaikot un tad kondenséties parauga kapsula. Nemot véra etanola
spéju veidot azeotropu ar ekstrakcija izmantoto skabi (TFA), var secinat, ka ekstrakcijas
gaita tikai neliels daudzums skabes nonaca kontakta ar pasu paraugu, ko parada zemais
antocianu saturs ekstrakta (3.2. tabula). Ultraskanas ekstrakcija ar dazadam jaudam
uzradija visaugstakos ekstrakcijas iznakumus. Paraugu apstradajot ar ultraskanu,
Sunapvalki tiek sagrauti, kas nodroSina sStina esoso vielu atbrivosanu apkartéja vide, taja
skaita ar1 polifenolu, ogu spiedpalieku ekstrakcijas gadijuma tas ir ipasi svarigi, jo parauga
eso$ajam ogu mizinam ir biezi $Gnapvalki (Cuji¢ et al., 2016). Ekstrakcijas metoZu
salidzinajums lauj secinat, ka ultraskanas ekstrakcija ir vispiemérotakais ekstrakcijas veids
tieSi ogu spiedpaliekam, ST metode ir arT vienkarsa un Iéta, kas to Jautu izmantot ne tikai
analitisko paraugu sagatavos$anai, bet ari raZoSanas procesa.

Ultraskanas ekstrakcijas optimizacija

Veiktie eksperimenti optimalas ekstrakcijas metodes noskaidrosanai atklaja, ka
ultraskanas ekstrakcija ir vispiemérotaka ogu spiedpalieku ekstrakcijai (3.2. tabula). Ka
viens no galvenajiem ultraskanas ekstrakciju ietekméjosajiem faktoriem tika identificéts
parauga apstrades ilgums ultraskana. Lai noskaidrotu, ka parauga apstrades ilgums
ultraskana ietekmé antocianu un polifenolu saturu ekstraktos, tika veiktas 7
eksperimentu sérijas, kuras izmantoja 3 dazadu koncentraciju etanola:idens maisijumu
(96%, 70%, 40%) kopa ar 5% skudrskabes piedevas (tilp.%). Izmantojot augstak minéto
ekstrahentu sistemu, tika veikta ekstrakcijas ar ultraskanas apstradi 3, 4, 7, 10, 15, 25 un
40 minutes (3.2., 3.3. atteli).

Katra laika punkta tika nomeriti divi parametri (polifenolu un antocianu saturs), tie tika
grafiski attéloti atkariba no parauga apstrades ilguma ultraskana (3.2., 3.3. attéli). Tika
noskaidrots, ka 40% un 70% etanols ir efektivaks polifenolu un antocianu ekstrakcijas
solvents neka 96% etanols. Ar 40% un 70% etanolu izekstrahéto antocianu un polifenolu
saturs bija statistiski butiski augstaks neka ar 96% etanolu ekstrahétais. d’Alessandro et
al.,, (2012) izmantojot 95% etanolu aroniju polifenolu ekstrakcija ari parada 3$adas
koncentracijas etanolu ka mazak efektivu ekstrahentu. Ekstrakcijas kinétikas raksturs Jauj
secinat, ka gan antocianu, gan polifenolu ekstrakcijas gadijuma nav butiskas atskiribas
starp 15, 25 un 40 minGsu ilgu ultraskanas apstradi. Pirmkart, Sie rezultati parada dazadu
koncentraciju etanola ekstrakcijas efektivitati, kas butiski palielinas paaugstinot etanola
atSkaidijuma pakapi. Otrkart, optimalais ekstrakcijas ilgums ir 15-25 minates (3.2., 3.3.
atteli).
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3.2. attéls. Polifenolu ekstrakcijas kinétika no lielogu dzérvenu spiedpaliekam ultraskanas
iedarbibas rezultata atkariba no parauga apstrades ilguma. Kliddas intervals atspogulo mérijumu
standartnovirzi, n=3. 40, 70, 96 apzimé etanola koncentraciju, %.
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3.3. attéls. Antocidanu ekstrakcijas kinétika no lielogu dzérvenu spiedpaliekam ultraskanas
iedarbibas rezultata atkariba no parauga apstrades ilguma ultraskana. Klidas intervals atspogulo
meérijumu standartnovirzi, n=3. 40, 70, 96 apzimé etanola koncentraciju, %.

Solventa:spiedpalieku attiecibas optimizacija

Ekstrakcijas iznakumu maksimizéSana ir nozimigs solis optimizacija, tas ietaupa laiku un
darba iegulditos materialus, jo tads pats ekstrakcijas iznakums var tikt sasniegts
izmantojot mazak solventa un parauga. Lai izpétitu etanola un metanola ekstrakcijas
efektivitati un ietekmi uz polifenolu un antocianu iznakumu, tika veikti 8 eksperimenti,
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kuros tika mainita solventa:ogu spiedpalieku attieciba. Tika peétitas 4 dazadas
solventa:spiedpalieku attiecibas, 1:30, 1:60, 1:90, 1:120. Visiem izmantotajiem
solventiem tika pievienota 5% skudrskabe (tilp. %) un tika veikta ultraskanas ekstrakcija.

Eksperimentos, kur tika izmantots etanols, netika novérota statistiski butiska atskiriba
starp testétajam solventa:spiedpalieku attiecibam. Ekstrakcijas, kur tika izmantots
metanols, optimala solventa:spiedpalieku attieciba tika novérota starp 1:90 un 1:120 un
Sie eksperimenti uzradija statistiski batiski augstakus rezultatus gan antocianiem (0,174 g
un 0,169 g/100 g spiedpalieku), gan polifenoliem (2,34 g un 2,29 g/100 g spiedpalieku)
(3.4. attels).
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3.4. attéls. Polifenolu un antocianu ekstrakcijas iznakums (g/100 g lielogu dzérvenu spiedpalieku)
metanold (MeOH) un etanold (EtOH) ar pievienotu skudrskabi (5%, tilp. %) atkaribd no
solventa:ogu spiedpalieku masas attiecibam. Kludas intervals atspogulo mérijumu
standartnovirzi. (*) parada statistiski batiskas atskiribas (t-test, p<0,05, n=3).

legltie rezultati parada etanola un metanola ekstrakcijas efektivitati: ekstraktvielu
iznakums, izmantojot etanolu sasniedz piesatinajumu pie solventa:spiedpalieku attiecibas
1:30, savukart metanola ekstrakcijas kapacitate ir augstaka un piesatinajumu sasniedz pie
1:90-1:120. Eksperimenta rezultati ir salidzinami ar citu autoru iegitajiem (d’Alessandro
et al.,, 2012), kad veicot ultraskanas ekstrakcijas optimizaciju ar etanolu no aronijam
pielietota solventa:ogu materiala attiecibu tika noteikta ka 1:20, kas liek domat, ka
etanola  ekstrakcijas  efektivitate  sasniedz  piesatinajumu  aptuveni  pie
solventa:spiedpalieku attiecibas 1:20-1:30.
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3.1.2. Ekstrakcija izmantoto solventu kompozicijas optimizacija

Tradicionalas ekstrakcijas optimizacijas metodes tiek parasti veiktas empiriska veida, kur
vienlaicigi tiek maintts tikai viens ekstrakciju ietekméjoss faktors — Sada pieeja ir
laikietilpiga un visticamak “patiesais” optimums ta ari netiek sasniegts, jo iegutie
parametri ir tieSa mainito parametru funkcija, kas nenem véra ekstrakcija iesaistito
faktoru mijiedarbibu. Matematiska optimizacija nem véra dazadu faktoru mijiedarbibu.
Reakcijas virsmas metodologija (RSM), kuru izveidoja Bokss un Vilsons (Box and Wilson
1951), izmanto statistikas metodes, lai optimizétu procesus un identificétu visbitiskakas
mijiedarbibas.

Polifenolu ekstrakcijas optimizacijas eksperimentu mérkis bija izvéléties optimalos
polifenolu un antocianu ekstrakcijas apstaklus, izmantojot RSM pieeju. Lai validétu
izvélétos, optimalos ekstrakcijas apstaklus (ekstrakcija izmantojamo ekstrahentu), tika
veiktas ekstrakcijas, izmantojot dazadus ogu paraugus — Zavétas, veselas ogas un ogu
spiedpaliekas no 5 Vaccinium gints sugu ogam. Veicot $adu salidzinajumu, tika
noskaidrots, kuru ogu un kada veida paraugs ir ar vislielako potencialu interesgéjoso
ekstraktvielu iegtsanai. Ekstrakcijas optimizacija tika veikta ar diviem ekstrahentiem,
etanolu un metanolu, nemot véra iespéjas iegut augstakos ekstraktvielu daudzumus
analitiskai izpétei (ko nodroSina metanola un trifluoretikskabes izmantosana), gan ari
izmantotas lielogu dzérvenu spiedpaliekas, validacijas eksperimentiem krimmellenu,
parasto mellenu, purva dzérvenu, lielogu dzérvenu un bruklenu spiedpaliekas, ka arl
veselas, Zavetas ogas. No pétitajam ogam ieglto optimalo ekstraktu antocianu sastavs
tika noteikts izmantojot UPLC.

Sadala materiali un metodes 2.1. tabula ir paraditi neatkarigie mainigie, kas tika pielietoti
RSM modela izveide. 2.2. tabula parada eksperimentala dizaina pieméru, kas tika
izmantots RSM modela datu punktu ieguSanai. lzveidotie modeli, kas balstiti uz
eksperimentalo dizainu (2.2. tabula) atbilst kvadratiskam polinomialam modelim. Lai
novértétu modela atbilstibas adekvatumu veikta atbilstibas parbaude. Dispersijas analize
paradija, ka izraudzitais kvadratiskais modelis adekvati reprezenté eksperimentalos datus
attieciba uz kopéjo polifenolu un kopéjo antocianu saturu (visas p veértibas visiem
modeliem < 0,05). Adekvata atbilstiba nodrosina uzticamus un reproducéjamus
rezultatus, kas atbilstibas adekvatumu novértéjumu padara batisku. Daudzfaktoru
determinacijas koeficients bija robezas no 0,8941 lidz 0,9875, izskaidrojot lielako dalu
atbilstosSo regresentu variabilitates un paradot labu modela atbilstibu. 3.3. tabula parada
R? vértibas katram no piemérotajiem modeliem. Visi neatkarigie mainigie bija batiski
(p<0,05), iznemot modelus, kas apraksta metanola un skudrskabes izmantoSanu
antocianu ekstrakcijai un metanola un trifluoretikskabes izmantoSanu polifenolu
ekstrakcijai (p>0,05) (3.3. tabula), tomér mijiedarbiba starp solventu/skabi uzradija
batisku mijiedarbibas efektu (p=0,0329 and p=0,0154, respektivi).
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3.3. tabula. Daudzfaktoru determindcijas koeficienti un neatkarigo mainigo p-vértibas
izstradatajos polinomidlajos modelos atkariba no atbildes mainigajiem (polifenoli, antociani).

Ekstrakcijas solvents | Pievienota skabe | Atbildes mainigais | p vértibas ? R?
skudrskabe Antociani 0,014%; 0,013* 0,9493
Etanols Polifenoli <0,0001*; <0,0001* 0,9654
Trifluoretikskabe Antociani 0,0005*; 0,0486* 0,9721
' Polifenoli 0,0024*; 0,0102* 0,9687
skudrskabe Antociani 0,0818; 0,2378 0,8941
Metanols Polifenoli 0,0009*; 0,0126* 0,9875
Trifluoretikskabe Antociani 0,0012*; 0,0105* 0,9551
' Polifenoli 0,6516; 0,0837 0,9665

2 p-vértibas neatkarigajiem mainigajiem (solvents; skabe); * butisks, 5%

legdto reakcijas virsmu analize

Neatkarigo mainigo ietekme uz ekstrakcijas procesu ir statistiski batiska, kas nozimé, ka
mainot solventa un skabes koncentraciju ekstrahenta, buatiski mainas ekstrahéto
polifenolu (3.5. attéls) un antocianu (3.6. attéls) daudzums, kas skaidrojams ar lielo
polifenolu molekulu dazadibu. Tika sagaidits, ka abas pétitas atbildes reakcijas (antociani
un polifenoli) paradis korelaciju, neskatoties uz to, RSM pieeja atklaja, ka optimalie
ekstrakcijas apstakli antocianiem atSkiras no kopéjo polifenolu ekstrakcijai
vispiemérotakajiem apstakliem. RSM modell maksimizéjot ekstrahéto antocianu
daudzumu tas noveda pie polifenolu koncentracijas samazinasanas un vice versa. Nemot
véra Si eksperimenta meérki maksimizét polifenolu un antocianu ekstrakcijas iznakumus,
tika izvéléeti optimalie ekstrakcijas apstakli gan polifenolu, gan antocianu ekstrakcijai (3.5.,
3.6. attels).
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Metanols

Skudrskabe

tieku

TFA

o 1009554

3.5. attéls. legitds kopéjo polifenolu ekstrakcijas reakcijas virsmas atkariba no izmantota
Skidinataja un skabes koncentracijas.

Etanols Metanols

spiedpalieky

Skudrskabe

Antocianl. /1009

TFA

3.6. attéls. legitas kopéjo antocianu ekstrakcijas reakcijas virsmas atkariba no izmantota
skidinataja un skabes koncentracijas.
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Izmantojot JMP® programmatira pieejamo kontdru profilu riku (no anglu val. contour
profiler  tool), tika izvélétas optimalas inataj koncentracijas
polifenolu/antocianu ekstrakcijai. Abi testétie solventi (etanols, metanols) tika izvéléti
validacijas eksperimentiem. Siem solventiem ir dazadi pielietojumi, etanols ir pielietojams
ar1 partikas rupnieciba, savukart metanols ir izmantojams paraugu sastava analitiskajai
raksturoSanai. Augstakas atbildes reakcijas, gan polifenoliem, gan antocianiem,
kombinacija ar abiem solventiem deva TFA dazadas koncentracijas (3.4. tabula).

3.4. tabula. Optimizétie antocianu un polifenolu ekstrakcija izmantojamie ekstrahenti. ® Antocianu
un polifenolu validacijas eksperimentos ekstrakcija izmantoto solventu saisinajumi.

Solvents, tilp. % Skabe, tilp. % Validacija®
m -
Tés % Antociani Metanols, 97,3 TFA, 0,3 MeOH
= Etanols, 40,0 TFA, 1,0 EtOH
o° ) .| Metanols, 70,0 TFA, 1,0 MeOH
Polifenoli
Etanols, 57,0 TFA, 0,9 EtOH
Kontroles | Antociani/ Metanols, 40 Skudrskabe, 1 MeOH
apstakli | polifenoli Etanols, 90 Skudrskabe, 10 | EtOH

Optimalo ekstrakcijas apstaklu validacija

Reakcijas virsmas optimizacijas rezultata iegltie optimalie apstakli ar abiem testétajiem
skidinatajiem, etanolu un metanolu (3.4. tabula), tika validéti izmantojot 5 dazadas
Vaccinium gints ogu sugas. Viens no validacijas eksperimentu mérkiem bija salidzinat
veselu, zavetu ogu polifenolu un antocianu saturu ar ogu spiedpalieku (izspiednu)
polifenolu un antocianu saturu. Validacijas eksperimenti tika veikti izmantojot liofilizétas
veselas ogas un liofilizétas ogu izspiednes, kas péc tam tika samaltas. 0,5 g ogu pulvera
tika iesverti un aplieti ar 50 mL atbilstosa skidinataja un 20 minGtes apstradati ultraskana.

Ekstrakcijas optimizacijas validacijas eksperimentos iegutie rezultati parada, ka antocianu
saturs briklenu izspiednés ir batiski augstaks, neka veselas ogas, bet kopéjo polifenolu
saturs abos paraugu veidos ir lidzigs (3.7. attéls). Parastajas mellenés antocianu un
polifenolu saturs ir [idzigs, gan ogu spiedpaliekas, gan veselas ogas. Pretéji parastajam
melleném, krimmellenu izspiednés ir bitiski augstaks polifenolu un antocianu saturs. Tas
pats ir novérojams lielogu dzeérvenés un purva dzérvenes, ir batiskas atskiribas starp ogu
spiedpaliekam un veselam ogam (3.7. attels).
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3.7. attéls. Reakcijas virsmas optimizacija iegtto optimalo ekstrakcijas apstak/u validacijas
eksperimenti. Salidzinatas 5 Vaccinium gints ogu sugas, 2 daZadi parauga veidi (izspiednes,
veselas ogas) izmantojot optimalos apstaklus etanolam (EtOH) un metanolam (MeOH). **
apzimé statistiski batisku atskiribu starp kontroles un optimalajiem apstakliem. * apzimé
statistiski batisku atskiribu starp parauga veidiem (paired t-test, n=3). Klidas intervals atspogulo
mérijumu standartnovirzi. Kontroles un optimalie apstakli atrodami 3.4. tabula.
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Statistiski salidzinot (t-tests) abus izmantotos solventus, neparadas batiskas atskiribas,
neskatoties uz to, ekstrakcijas, kur izmantots metanols, dod augstakus ekstrakcijas
iznakumus. Salidzinot dazadas ogas var secinat, ka parastajas mellenés ir batiski vairak
antocianu un polifenolu, neka paréjas izmantotajas ogas. lzmantotie kontroles apstakli
uzrada batiski zemakus antocianu un polifenolu iznakumus, kas vélreiz apstiprina izvéléto
optimalo apstaklu efektivitati, ne tikai lielogu dzérvenu spiedpalieku ekstrakcija, bet ari
citu ogu un dazadu parauga veidu ekstrakcija (3.7. attéls).

Balstoties uz iegltajiem validacijas eksperimentu rezultatiem (3.7. attéls) var secinat, ka
matematiski iegutie optimalie un kontroles ekstrakcijas apstakli izmantojot RSM pieeju ir
veiksmigi pielietojami ogu spiedpalieku un Zavétu ogu pulveru ekstrakcija. Ka tika
noverots, visas pétitajas ogu spiedpaliekas, iznemot parastas mellenes, antocianu un
polifenolu saturs ir augstaks, neka veselas ogas. Veselas ogas lielu masas dalu sastada
oglhidrati, kuru saturs spiedpaliekas ir ievérojami mazaks, jo sulas spieSanas procesa
lielaka dala ogas esoSo cukuru tiek parnesti sula. Tadam ogam ka lielogu dzérveném,
krimmelleném un brikleném, ogas mikstums ir bezkrasains (nesatur antocianus), kas
izskaidro veselo ogu zemo antocianu saturu, salidzinajuma ar ogu izspiedném, kas satur
ogu mizinas. Turpreti parasta mellene, kas ir intensivi krasota gan mizina, gan mikstuma,
satur vienadi daudz antocianu spiedpaliekas un veselas ogas. legitie rezultati sakrit ar jau
iepriek§ novéroto— polifenoli tiek saistiti pie Sunapvalka, tadéjadi polifenolu saturs
spiedpaliekas ir lielaks (Schuster and Herrmann, 1985; Strack, 1997). 3.4. tabula minétie
optimalie ekstrakcijas apstakli ir veiksmigi izmantojami ogu spiedpalieku un veselu ogu
polifenolu un antocianu ekstrakcijai. lzvélétais pétijuma un optimizacijas objekts, ogu
spiedpaliekas, veiktajos validacijas eksperimentos, balstoties uz kopéjo polifenolu un
antocianu meérijumiem, ir ekstrakcija veiksmigi izmantojams materials, kas satur
paaugstinatas ekstraktvielu koncentracijas. No praktiska viedokla Sie rezultati parada, ka
ogu spiedpaliekas satur nozimigas ekstraktvielas ar plasu to izmantoSanas potencialu.
Paslaik ogu spiedpaliekas tiek uzskatitas par atkritumproduktu, tiek nelietderigi utilizétas.

Antocianu saturs ekstraktos izmantojot optimalos ekstrakcijas apstaklus

Izmantojot hromatografiskas metodes ir iespéjams noskaidrot katras intereséjosas vielas
koncentraciju un izsekot parauga esosSo savienojumu mainibai parauga apstrades procesa
(parauga paklausana sulas spiesanai, Zavésanai, ekstrakcijai). Tika pétiti ogu spiedpalieku
metanola ekstrakti, kas iegtti optimalajos apstaklos, lai noskaidrotu ka mainas antocianu
sastavs atkariba no pétitas ogas, veselas ogas un ogu spiedpaliekas (3.4. tabula, 3.7.
attéls).

Optimalajos ekstrakcijas apstaklos iegltajos antocianu ekstraktos tika atrasti 15 dazadi
antociani, kas tika identificéti izmantojot UPLC-PDA (3.8. attéls). Savienojumu
identifikacija tika veikta balstoties uz references standartu izdalisanas laiku (RT) un
literatira aprakstito antocianu izdaliSanas secibu, lietojot lidzigus hromatografijas
apstaklus. Sarkani krasotas ogas satur 4 (briklenes) lidz 6 dazadus antocianus (lielogu un
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purva dzérvenes). Tumsi krasotas ogas (parastas un krimmellenes) satur 15 identificétos
antocianus (3.5. tabula). Parastajas mellenés lielako antocianu daju veido delfinidina-3-O-
galaktozids un delfinidina-3-O-glikozids ( =14%), savukart krimmellenés papildus
minétajiem savienojumiem augstas koncentracijas ir atrodami ari peonidina-3-O-
arabinozids (ldz 32% ogu spiedpaliekas), malvidina-3-0O-glikozids (22,39% veselas ogas)
un malvidina-3-0O-arabinozids (23,59% ogu spiedpaliekas). Purva dzérvenés visvairak tika
atrasts cianidina galaktozids (lidz 23,93% ogu spiedpaliekas) un peonidina galaktozids
(33,45% ogu spiedpaliekas) (3.6. tabula). Ari lielogu dzérvenés viens no galvenajiem
antocianiem ir peonidina galaktozids (30,51% veselas ogas), bet Sajas ogas augstakas
koncentracijas, neka purva dzérvenés, ir atrodams cianidina arabinozids (34,70% ogu
spiedpaliekas). Briklenés, no tajas atrodamajiem 4 antocianiem, visvairak ir atrodams
cianidina galaktozids (83,02% veselas ogas) (3.5.,3.6. tabula).
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3.5. tabula. Optimizétos ekstrakcijas apstaklos iegitos ogu spiedpalieku/veselu ogu ekstraktos atrastie antociani un to daudzums. Delfinidina-3-O-
galaktozids (D-gal), delfinidina-3-0-glikozids (D-glc), cianidina-3-O-galaktozids (Cy-gal), delfinidina-3-O-arabinozids (D-ara), cianidina-3-0-glikozids
(Cy-glc), petunidina-3-0O-galaktozids (Pt-gal), cianidina-3-O-arabinozids (Cy-ara), petunidina-3-0-glikozids (Pt-glc), peonidina-3-O-galaktozids (Pe-
gal), petunidina-3-O-arabinozids (Pt-ara), peonidina-3-0-glikozids (Pe-glc), malvidina-3-O-galaktozids (Mv-gal), peonidina-3-O-arabinozids (Pe-
ara), malvidina-3-0O-glikozids (Mv-glc), un malvidina-3-O-arabinozids (Mv-ara). Koncentrdacija mg/100 g ogu spiedpalieku/veselu ogu. + Parada
mérijumu standartnovirzi (n=5). “—” apzimé savienojumus, kuru koncentrdcija bija zem detektésanas slieksna. B- ogu spiedpalieku metanola
ekstrakts; C-veselu ogu metanola ekstrakts.

Savien. D-gal D-glc Cy-gal D-ara Cy-glc ;I Cy-ara Pt-glc Pe-gal Pt-ara Pe-glc | Mv-gal | Pe-ara | Mv-glc Mv-ara Kopa
Pikis*: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15| (me/e)
295,63+ | 363,14 259,01 244,76 242,60 87,23 24,22+ | 66,55+ 99,88 223,32 56,81+ | 25,80+
+ +
Parasts mellene B 6,22 +3,76 +2,97 +8,01 440,88 £ 8,91 +0,44 +7,81 2,67 0,81 175,96 £ 5,37 +8,37 | £0,64 5,17 0,61
C 358,97+ | 331,34 339,61 292,02 33127+ 710 252,96 85,97 20,84 56,58 £ 110.70 + 0 30 68,41 160,36 25,54 24,35+
12,85 +8,51 +10,98 | +9,31 e +5,87 +0,19 | 4,67 6,95 e +2,82 | £3,85 3,49 0,77
300,3
2,30+ 12,00 + 2 + 1 * 7 + 23+ ! 46+ | 22 7+
B 92,30 ,00 0,80 80,05 8,38 43,17 3,00 80,0 8,89 58,23 3,34+0,98 54 38,46 0,95 9,3
_ 1,65 0,02 0,97 +2,99 1,28 +4,01 1,69 1,04 3,55 +1,05 0,24
Krimmellene 1,15
41,17 53,92 ¢ 15,32 + 34,06 10,42 + 21,33 3,31+ 10,57 + 62,06 95,58+ | 36,57 % 4,27 +
+ +
¢ 1,32 1,96 0,32 +0,23 2563+0,42 0,43 +3,39 | 0,09 0,64 17,04£0,17 +0,64 | 2,89 2,89 0,15
B _ _ 84,35+ | 578+ | | 6582% | 117,90 | 16,87 | 61,71 | _ 3,52+
_ 1,73 0,10 2,54 +2,66 +1,34 +1,34 0,10
Purva dzérvene
c _ _ 40,75+ | s62+ | 3321 | 5555+ | 19,26 | 31,88 | _ 1,86t
0,92 0,14 1,00 1,54 +0,75 +0,31 0,05
B B _ 1394+ | 1,26+ | | 3880+ | 2521+ | 2,77+ | 29,83 | _ 1,12+
Lielogu 0,63 0,07 1,51 1,54 0,28 +0,62 0,05
dzérvene C . _ 137,56 _ B _ 97,27 £ N 134,95 N 4,14 + N 68,43 i N 4,42 +
+2,05 1,79 +2,06 0,29 +1,14 0,07
5 . B 308,25 | 2900 | | 7267 | - B 451+ | — . . 4,14 +
Briklene +0,39 +0,10 0,89 0,11 0,02
c _ _ 142,68 | 2691 | [153% | — _ 074+ | _ — _ _ 1,72+
+0,21 +0,73 0,15 0,05 0,01

*- skatit nodala 3.4.1.
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3.6. tabula. Optimalajos apstaklos iegitajos ogu/to spiedpalieku metanola ekstraktos atrodamo
antocidnu procentudlais sadalijums (savienojuma nosaukumu apziméjumi sniegti 3.5. tabula). Zali
iekrasotas sinas apzimé katra ekstrakta visaugstakajas koncentrdcijas atrastos antocianus. “—”
apzimé savienojumus, kuri netika atrasti. B- ogu spiedpalieku metanola ekstrakts; C-veselu ogu
metanola ekstrakts.

Parasta _ Purva Lielogu _

mellene Krammellene dzérvene dzérvene Briklene
Savien.: | Pikis: B C B c B c B C B C
D-gal 1 11,46 | 14,74 9,85 9,64 | — — — — — —
D-glc 2 14,08 | 13,61 1,28 | 12,63 | — — — — — —
Cy-gal 3 10,04 | 13,95 2,22 3,59 | 23,93 | 21,88 | 12,47 | 31,10 | 74,38 | 83,02
D-ara 4 9,49 | 11,99 8,54 7,98 | — — — — — —
Cy-glc 5 17,09 | 13,61 0,89 6,00 1,64 3,02 1,13 | — 7,00 | 15,66
Pt-gal 6 — — — — — —
Cy-ara 7 9,40 | 10,39 1,39 2,44 | 18,68 | 17,83 | 34,70 | 21,99 | 17,53 0,89
Pt-glc 8 3,38 3,53 8,55 5,00 | — — — — — —
Pe-gal 9 0,94 0,86 0,95 0,78 | 33,45 | 29,82 | 22,55 | 30,51 | — —
Pt-ara 10 2,58 2,32 6,22 2,48 | — — — — — —
Pe-glc 11 6,82 4,55 0,36 3.99 4,79 | 10,34 2,48 0,94 1,09 0,43
Mv-gal 12 — — — — — —
Pe-ara 13 3,87 2,81 32,06 14,53 | 17,51 | 17,11 | 26,68 | 15,47 | — —
Mv-glc 14 8,66 6,59 4,11 | 22,39 | — — — — — —
Mv-ara 15 2,20 1,05 23,59 8,56 | — — — — — —

leglito optimalo antocianu ekstraktu UPLC-PDA datu analize tika veiksmigi pielietota, lai
noskaidrotu ekstraktos esoSo antocianu sastavu dazadas Vaccinium gints ogas. Salidzinot
ogu paraugu veidus, var secinat, ka atkariba no ekstrakcija izmantota parauga veida
antocianu sastavs butiski nemainas. Dazadu antocianu procentualais sadalijums veselas
ogas un spiedpaliekas ir praktiski vienads, ar daziem iznémumiem, pieméram,
krimmellené malvidina glikozids veselas ogas (22,39%) un spiedpaliekas (4,11%) un
cianidina arabinozids briklenu spiedpaliekas (17,53%) un veselas ogas (0,89%) (3.6.
tabula). Parastajas mellenés atrastie antociani, cianidina galaktozids, cianidina glikozids
paradas ka galvenie antociani citu autoru darbos, bet Saja pétijuma atrastie galvenie
antociani, delfinidina glikozids un galaktozids aiznem mazaku dalu no atrastajiem
antocianiem (Chandra et al., 2001). Savukart citu autoru (Stefanut et al., 2011) darba
tapat ka Saja péetijuma galvenie parasto mellenu antociani tika identificéti ka delfinidina
glikozids un cianidina glikozids (3.6. tabula). Wu un Prior, (2005) analizétajos
krimmellenu paraugos atrastais peonidina arabinozids atrasts daudz zemakas
koncentracijas, ka $aja pétijuma, bet delfinidina galaktozids un glikozids ieziméjas ka
galvenie antociani. Wu un Prior, (2005) pétijjuma tika analizéti antociani art dzérvenu
paraugos, kur, tapat ka Saja pétijuma, cianidina galaktozids un peonidina galaktozids ir
galvenie dzérvenés atrodamie antociani. Sadas koncentraciju izmainas var veidoties
atkariba no izmantota ogu parauga— konkréta parauga ievaksanas laiks, vieta, auga
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apénojums, ogu nogatavosanas pakape, ka art ogu kultivars. legltie antocianu
koncentracijas UPLC dati, tapat ka optimalo apstaklu validacijas dati parada, ka ogu
spiedpaliekas (purva dzérvenes, krimmellenes, briklenes) ir vairak antocianu salidzinot
ar veselam ogam (3.5. tabula).

3.2. Ogu polifenolu ekstraktu attiriSana

Veikta ekstrakcijas optimizacija Jauj iegut maksimali lielus ekstraktvielu iznakumus, ar
Tpasu uzsvaru uz intereséjosajam vielu grupam. legltie Vaccinium gints ogu ekstrakti
galvenokart satur antocianus un citus polifenolus, kas ir vielas ar augstu biologisko
aktivitati. Papildus vértigajam ekstraktvielam iegitajos spiedpalieku ekstraktos ir
atrodamas ari nevélamas vielas, kas var apgratinat ekstraktu talaku parstradi,
izmantos$anu, to uzglabasanu un var ietekmeét fizikalo stavokli. Ekstraktos esoSie cukuri un
organiskas skabes apgrutina pulverveida ekstrakta iegliS$anu, to padarot par biezu, viskozu
masu, kuras talaka izmantoSana, pieméram, ka funkcionalas partikas vai uztura
bagatinataju sastavdalu klUst problematiska. Lai atbrivotos no ekstrakta nevélamam vielu
grupam tika izmantota sorbcijas hromatografija, pielietojot Amberlite XAD7-HP sorbentu,
kas pateicoties viegli hidrofobai iedarbibai sp€j sorbét polifenolu un antocianu molekulas,
taja pat laika nesaistot nevélamas cukuru un organisko skabju molekulas (Chen et al.,
2016).

legltie optimalie antocianu ekstrakcijas apstakli tika izvertéti praktiskam pielietojumam
lielaku ekstrakta tilpumu ieglSanai. Neskatoties uz metanola un TFA augstako efektivitati
antocianu ekstrakcija, preparativi izmantojamu paraugu ieglisanai tika nolemts izmantot
metanolu un skudrskabi (95:5 tilp.%), jo no skudrskabes ir vieglak atbrivoties péc
ekstrakcijas, ta ir |leétaka un darba droSibas zina i skabe ir vienkarsak izmantojama un ta
nenodara kaitéjumu izmantotajai aparatirai. Papildus tika nolemts esoSo ogu materialu
(50 g) atkartoti ekstrahét ar jaunu ekstrahenta porciju tris reizes sarkanajam ogam
(braklenes, dzervenes) un piecas reizes tumsajam ogam (mellenes), lai pilntba spétu
izdalit ogu spiedpaliekas esosas ekstraktvielas.

- —v

Balstoties uz ekstrakcijas shému tika veikta ekstraktu attirisana izmantojot XAD7-HP
sorbentu (1. pielikums), kura pielietoSana ogu polifenolu izdalisanai ieteikta ieprieks
veiktos pétijumos (Silva et al., 2007; Chen et al., 2016). Sagatavotie ekstrakti tika ievaditi
kolonna, skalojot ar Gdeni attiriti no oglhidratiem un eluéti ar paskabinatu etanolu.
Eluéetais polifenolu koncentrats tika ietvaicéts vakuuma un tad liofilizéts iegustot sausu,
pulverveida polifenolu koncentratu. Atkariba no ogu sugas, iegita polifenolu koncentrata
daudzums atskiras, parasto mellenu (3,21 g koncentrata/100 g spiedpalieku) un
krimmellenu (3,33 g koncentrata/100 g spiedpalieku) ekstrakti dod augstaku koncentrata
iznakumus, neka braklenes (2,63 g koncentrata/100 g spiedpalieku), lielogu dzérvenes
(2,44 g koncentrata/100 g spiedpalieku) un purva dzérvenes (3,05 g koncentrata/100 g
spiedpalieku) (3.7. tabula).
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Nemot véra optimalo ekstrakcijas apstaklu validacijas rezultatus (3.7. attéls), kas paradija,
ka tumsi krasotajas ogas (mellenés) ir vairak antocianu, iegtie polifenolu koncentratu
iznakumi nav parsteidzosi, jo tiesi antociani ir galvena polifenolu grupa $o ogu ekstraktos.
legutais purva dzérvenu polifenolu koncentrats, lai gan mazaka daudzuma, deva saméra
augstus iznakumus, visticamak tas ir skaidrojams ar purva dzérvenés esoSajiem
proantocianidiniem (Krueger et al., 2013), vai citam tajas esoSam vielam.

3.7. tabula. legltstama polifenolu koncentrata daudzums no 100 g ogu spiedpalieku izmantojot
Amberlite XAD7-HP sorbentu. + Parada mérijumu standartnovirzi (n=3).

Polifenolu koncentrats, g/100
g spiedpalieku
Lielogu dzérvenes 2,44 +0,14
Krimmellenes 3,33+0,18
Purva dzérvenes 3,05+0,17
Parastas mellenes 3,21+0,18
Briiklenes 2,63 +0,15

Izmantojot sorbcijas hromatografiju ir svarigi noskaidrot izmantota sorbenta kapacitati un
intereséjoso vielu atglistamibu péc hromatografijas proceddras. legito ekstraktu kopéjais
polifenolu saturs tika nomeérits pirms hromatografijas un iegtto polifenolu daudzums tika
nomeérits péc hromatografijas procediras, atgutais polifenolu daudzums tika izteikts
procentuali (3.8. tabula). legltais rezultats parada, ka polifenolu atgiistamiba péc XAD7-
HP hromatografijas procediras ir no 71,23% (krimmellenes) lidz 78,41% (bruklenes) (3.8.
tabula). Vidéji 25% no iegltajiem polifenoliem izejas ekstrakta hromatografijas procesa
tiek zaudéti. Kopéjo polifenolu daudzums tiek noteikts izmantojot Folina-Sikolté metodi,
kas péc sava darbibas principa sp€j detektét ne tikai polifenolus, bet ari citus
antioksidantus, aminoskabes, vitaminus, kas hromatografijas procesa tiek aizskaloti,
tadéjadi samazinot iegltos atglstamibas raditajus. Neattirits ogu polifenolu ekstrakts
satur daudz dazadu ekstraktvielu, taja skaita dazadus vitaminus, organiskas skabes u.c.
XAD7-HP sorbenta izmantoSana parauga attiriSanai un sasniegtie vielu atglstamibas
raditaji 'dz ar to uzskatami par apmierinoSiem un ir pamats apgalvot, ka pielietotas
metodes paver iespéjas iegut Vaccinium gints ogu polifenolus preparativos (> 1g)
daudzumos. Minétie ekstrakti ieglstami cieta veida un talaka pétijuma tie apziméti ka
“polifenolu koncentrats”.

3.8. tabula. Polifenolu atgistamiba péc XAD7-HP sorbcijas hromatogradfijas. + Parada mérijumu
standartnovirzi (n=3).

Polifenolu atglistamiba,%
Lielogu dzérvenes 73,49 + 4,05
Krimmellenes 71,23 +3,91
Purva dzérvenes 77,55+ 4,27
Bruklenes 78,41 +4,31
Parastas mellenes 75,21+4,17

51



3.3. Ogu polifenolu ekstraktu visparéjs raksturojums

Polifenolu koncentratos, kas tika ieguti no 5 dazadam Vaccinium gints ogam, tika noteikti
dazadi raditaji So ekstraktu visparéjam raksturojumam.

3.9. tabula. Dazadu ogu polifenolu koncentratu visparéjie raditaji. = Parada mérijumu
standartnovirzi (n=3).

Polifenoli, g/100 g Proantocianidini, g/100 | Antociani, g/100 g

polifenolu koncentrata | g polifenolu koncentrata | polifenolu koncentrata
Lielogu dzérvenes 47,85+ 2,15 0,43 +0,02 3,13+0,14
Kriimmellenes 36,45+ 1,64 4,62 +0,21 13,26+ 0,6
Purva dzérvenes 48,54 +2,18 8,61 +0,39 5,95 +0,27
Parastas mellenes 55,98 + 2,52 1,91+0,09 34,75+ 1,56
Briiklenes 52,46 £ 2,36 2,04 £ 0,09 1,59 + 0,07

Kopéjo raditaju analizes parada, ka lielaka polifenolu koncentracija ir parasto mellenu
koncentratos (55,98 g/100 g koncentrata), kur 34,75 g/100 g koncentrata ir antociani.
Purva dzérvenu koncentrata ir 48,54 g polifenolu /100 g koncentrata, no kuriem tikai 5,95
g/100 g koncentrata ir antociani, savukart proantocianidini ir atrodami visaugstakaja
koncentracija no visiem sagatavotajiem koncentratiem (8,61 g/100 g ogu) (3.9. tabula).
Augsta proantocianidinu un zema antocianu koncentracija izskaidro koncentratu
sagatavosanas iznakumu rezultatus (3.7. tabula). Lielogu dzérvenu koncentrata tika
atrasti maz antociani (3,13 g/100 g koncentrata), ka art maz proantocianidinu (0,43 g/100
g koncentrata), kas liecina par citu, nezinamu, vielu klatbatni (47,85 g polifenolu/100 g
koncentrata) (3.9. tabula). Vismazakais kopéjais polifenolu daudzums tika noteikts
krimmellenés (36,45 g/100 g koncentrata), kuras, neskatoties uz to, tika atrasta augsta
antocianu (13,26 g/100 g koncentrata) koncentracija un proantocianidinu (4,62 g/100 g
koncentrata) koncentracija (3.9. tabula).

legutie ekstrakta koncentrati satur augstas polifenolu (36,45-55,98 g/100 g koncentrata)
ka ari antocianu koncentracijas (3.9. tabula). Polifenoli ir plasi pazistami ka spécigi
antioksidanti un nemot véra sagatavotu ekstraktu augsto polifenolu koncentraciju, So
ekstraktu spéja inhibét brivos radikalus tika noteikta izmantojot tris dazadas antiradikalas
aktivitates noteikS8anas metodes. lIzmantotas antiradikalas aktivitates noteikSanas
metodes péc sava darbibas principa ir dazadas. ABTS un DPPH metodes balstas uz
sintétiska radikala oksidésanu, kur ABTS radikalis tiek veidots eksperimenta gaita,
savukart DPPH ir stabils radikalis. FRAP no Sim metodém atskiras ar to, ka reakcijas gaita
tiek mérita antioksidanta spéja reducét Fe(lll) par Fe(ll). Katra metodé iegltie rezultati
tika izteikti ka mM reducéta Trolox/1g koncentrata. Par cik ar dazadam metodém iegltos
rezultatus nevar tieSi salidzinat, tika veikti eksperimenti izmantojot standarta
antioksidantu, C vitaminu. FRAP metode uzrada, ka visos polifenolu koncentratos
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antioksidativas Tpasibas ir labakas, ka C vitamina kontroles parauga. Lidzigi ari ABTS un
DPPH metodes uzrada augstaku antioksidativo aktivitati polifenolu koncentratos, ka
kontroles parauga (3.10. tabula). Krimmellenu koncentrats, kura tika atrasti vismazak
kopéjo polifenolu (3.9. tabula), izmantojot ABTS un DPPH metodi tika atrasta zemaka
antioksidativa aktivitate ka kontroles parauga (3.10. tabula). Salidzinot daZadas
antiradikalas aktivitates noteikSanas metodes, ir novérojama korelacija (r=0,8434—
0,9301). FRAP, DPPH un ABTS metodes uzrada parasto mellenu, briklenu un purva
dzérvenu koncentratus ka visefektivakos brivo radikalu inhibitorus (3.10. tabula). Sie
rezultati arl koreléjas ar kopéjo polifenolu daudzumu (pieméram, ABTS r=0,9927,
p=0,0003), kas augstakaja koncentracija tika noteikts tiesSi augstak minétajos ekstraktu
koncentratos (3.9. tabula).

3.10. tabula. Ogu polifenolu koncentratu antioksidativas aktivitates noteikSana izmantojot FRAP,
ABTS un DPPH metodes. + Parada mérijumu standartnovirzi (n=3). * apzimé statistiski batiskas
atskiribas starp katras metodes kontroles parauga un polifenolu koncentrata mérijumiem. Zala
krasa apzimé visaugstako vértibu,dzeltena 2. augstaka, oranza 3. augstaka.

FRAP | ABTS | DPPH
mM Trolox eq/1 g polifenolu koncentrata
Lielogu dzérvenes 27,0 +1,2 51,2* £ 2,2 15,5%+0,8
Krimmellenes 244+1,1 356+1,4 11,8+0,6
Purva dzérvenes 28,8%*+1,3 53,7*+2,1 16,8* £ 0,7
Parastas mellenes 43,7*+2,1 65,8* £2,6 19,2* +0,9
Briiklenes 31,1*+1,4 58,5%+2,3 215%+1,1
Kontrole: C vitamins 20,2+0,9 38,1+1,5 13,9+0,7

Apskatot iegltos attirita ekstrakta kopéjos raditajus parasta mellene ieziméjas ka
visvertigakais ekstrakts— tam ir augsta antiradikala aktivitate, ka ari liels antocianu un
polifenolu saturs. Krimmellenes, kuras tika noteikts vismazakais kopé&jo polifenolu
daudzums, uzradija ar1 viszemako antiradikalo aktivitati. Krimmellenes un lielogu
dzervenes kopéjo polifenolu un antiradikalas aktivitates raditajos ir saraksta apaksgala
(3.9., 3.10. tabula), kas iespéjams skaidrojams ar So ogu izcelsmi. Abas ogas ir kultivétas
un selekcionétas, lai iegutu péc iespé€jas lielaku razu, péc iespéjas mazaka laika, kas
samazina So ogu biologisko vertibu. Polifenoli ir ogu sekundarie metaboliti, kas nodrosina
ogu rezistenci pret kaitékliem, briva daba augusam ogam Sie savienojumi ir nozimigaki
(Landi et al., 2015).
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3.4. Ogu polifenolu ekstraktu sastava izpéte

3.4.1. Antocianu sastava izpéte

legutie ogu polifenolu koncentrati tika analizét izmantojot UPLC-PDA, lai noskaidrotu ka
mainas ogas esoso antocianu sastavs péc ekstraktu attirisanas proceduras.

Antocianu sastavs ogu polifenolu koncentratos ir lidzigs ka optimizacija ieglto ogu
spiedpalieku optimalo ekstraktu sastavs. Galvenie antociani polifenolu koncentrata ir
delfinidina galaktozids, delfinidina glikozids un cianidina glikozids. Krimmellenés galvenie
antociani ir delfinidina galaktozids, peonidina arabinozids, malvidina arabinozids.
Sarkanajas ogas galvenie antociani ir cianidina arabinozids, cianidina galaktozids un
peonidina galaktozids (3.11. tabula).

Polifenolu koncentratu antocianu analizes parada, ka antocianu sastavs nemainas péc
ekstraktu attiriSanas. Koncentrétaja ekstrakta paradas savienojumi, kas netika detektéti
optimalajos apstak|os iegiitajos ekstraktos (3.5. tabula). So savienojumu sorbcija ir 520nm
(3.11. tabula apziméti ar “nezinams”), kas liek domat, ka Sie nezinamie savienojumi art ir
antociani. Veicot literatlras analizi netika atrasta informacija par So savienojumu
struktdru. Optimalajos apstaklos iegltajos ekstraktos Sie savienojumi neparadas, jo to
koncentracija ir zem detektéSanas sliekSna, savukart polifenolu koncentrata, péc
hromatografiskas attiriSanas tie paradas detektéjama koncentracija. Ar UPLC identificétie
savienojumi tika kvantificeti un salidzinot kopéjo kvantificeto antocianu saturu (3.11.
tabula) ar spektrofotometriskas analizes kvantificeSanas datiem (3.9. tabula), neuzradijas
statistiski batiskas atSkiribas, kas nozime, ka abas izmantotas metodes dod lidzigus
rezultatus (p vértiba 0,1045). Izmantota hromatografijas metode spéj nodroSinat
nepiecieSamo vielu sadalljumu un simetrisku piku formu, lai varétu veikt vielu
kvantificéSanu (3.8. attéls). UPLC-PDA izmantosana Sada veida ekstraktvielu analizei ir
ierobeZota, jo ir nepiecieSamas dargas standartvielas. Antocianu molekulu Joti tuva lidziba
apgratina Sada veida analizu veikSsanu. Redzamaja un UV gaisma esosie antocianu
sorbcijas maksimumi ir |oti l1dzigi, tadel nav iespéjams noteikt specifiskus antocianu
sorbcijas vilna garumus to identifikacijai (3.11. tabula). Lai noteiktu nezinamos
savienojumus ir nepiecieSams preparativiizdalit nezinamo vielu, iegit tas masspektrus un
kodolmagnétiskas rezonanses spektrus, vai ari hidrolizét ekstraktvielu paraugu un veikt
aglikonu kvantificésanu (3.8. attéls, 3.11. tabula).
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3.11. tabula. Ogu polifenolu koncentratu antoci@nu sastava noteikSana un kvantificéSana. Koncentrdacija — mg/g polifenolu koncentrata. + Pardada
mérijumu standartnovirzi (n=5).. “—” apzimé savienojumus, kuri netika detektéti. RT, min apzimé savienojuma hromatografiskas izdalisanas laiku.

Zali iekrasotds Sinas apzimé katrd ekstrakta visaugstakajas koncentrdcijas atrastos antocianus.

Daudzums (mg/g polifenolu koncentrata)?

Pika nr. | Savienojuma nosaukums RT, min | Amax, NM Parasta mellene | Kriimmellene | Purva dzérvene | Lielogu dzérvene | Briiklene

1 | Delfinidin-3-O-galaktozids 5,79 | 257,78; 345,69; 519,81 31,41 + 3,06 7,62 +£0,64 — — —

2 | Delfinidin -3-O-glikozids 8,01 | 274,59; 345,69; 519,81 39,70 + 3,22 1,83+0,17 — — —

3 | Cianidin-3-0O-galaktozids 9,23 | 278,15; 328,23; 512,50 26,50 £ 2,28 1,56 £0,13 9,81 +0,96 1,73+0,17 19,30+ 1,89

4 | Delfinidin -3-O-arabinozids 10,19 | 275,78; 345,69; 522,24 26,27 £ 2,55 6,47 + 0,53 — — —

5 | Cianidin-3-O-glikozids 13,37 | 278,20; 329,88; 513,70 0,71+0,06 0,06 + 0,01 1,65+ 0,15

6 | Petunidin-3-O-galaktozids 13,37 | 275,45; 345,65; 525,60 9,18 14,21 0,86£0,81 — — —

7 | Cianidin-3-O-arabinozids 15,19 | 278,15; 513,72 28,70+ 2,34 1,15+0,09 9,14 + 0,89 3,07+0,31 5,44 + 0,45

8 | Petunidin-3-O-glikozids 16,55 | 275,78; 345,69; 519,81 8,95+0,71 6,50 £ 0,60 — - -
nezinams 19,52 | 272,21; 334,50; 527,01 — 1,42 +0,13 — — —
nezinams 21,18 | 274,9; 345,69; 519,81 29,55 +2,63 0,24 +0,02 — — —

9 | Peonidin-3-O-galaktozids 21,64 | 278,15; 512,50 2,73+0,28 0,24 + 0,02 12,41 +1,21 3,04 0,21 0,33 £0,04

10 | Petunidin-3-O-arabinozids 23,12 | 277,00; 348,00, 525,90 8,55+ 0,76 5,54+ 0,44 - — —

11 | Peonidin-3-0-glikozids 25,81 | 278,15;361,22; 514,93 3,28 +0,30 0,36 +0,04 0,86 +0,07

12 | Malvidin-3-O-galaktozids 25,81 | 275,45; 345,68; 524,45 2044191 1582029 — — —

13 | Peonidin-3-O-arabinozids 26,71 | 277,00; 348,00; 525,90 9,93+0,86 25,82 + 2,45 8,18+0,70 2,31+0,23 0,31+0,03

14 | Malvidin-3-O-glikozids 29,02 | 275,78; 345,68; 524,68 26,20+ 2,38 5,34 +0,49 — — —

15 | Malvidin-3-O-arabinozids 30,15 | 275,78; 345,69; 527,10 6,39 0,62 19,61 +1,14 — — —
nezinams 32,74 | 279,34; 522,24 1,90 + 0,10 0,79 £ 0,06 2,19+0,19 — —
nezinams 35,29 0,66+ 0,08 4,24 +0,38 - - -

Kopa, g/100 g polifenolu koncentrata 31,71 9,08 4,57 1,06 2,79
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3.8. attéls. Ogu polifenolu koncentrata hromatogrammas pie 520nm. Cipari virs pikiem pardada
identificétos antocianus (3.5., 3.6., 3.11. tabula). A- lielogu dzérvene, B- parasta mellene, C-
krimmellene, D- purva dzérvene, E- briklene.

3.4.2. Ogu ekstraktvielas eso$o polifenolu sastava izpéte

Analizéjot pétito ogu ekstraktu sastavu tika definéts, ka galvena intereséjosa polifenolu
grupa ir antociani, tomeér jaatzimé, ka iegutajos ekstraktos ir atrodama liela polifenolu
daudzveidiba. Izmantojot augstas izskirtspéjas masas spektrometriju (HRMS) tika veikta
polifenolu koncentratu analize, lai noskaidrotu polifenolu sastavu un ekstraktos esoso
vielu koncentracijas. Veicot Orbitrap-MS analizi tika identificéti un kvantificéti 24 dazadi
savienojumi (3.12. tabula). KvantificéSanai tika izmantota aréja kalibracija.
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3.12. tabula. Polifenolu koncentratos identificétie savienojumi un to daudzums (ug/g) polifenolu koncentrata. Kvantificésanas klddas intervals lidz
5%. ND — vielas koncentracija mazéaka par detekcijas limitu (5 ug).

Savienojums Mol.form. | [M-H]-; +* | Atrasta masa | Klida, ppm | Braklenes | Purva dzérvenes | Lielogu dzérvenes | MeZa mellenes | Kriimmellenes
16 | 4-hidroksibenzoskabe® C7HeO3 137,0244 137,0239 3,7876 556 116 95 80 76
17 | Protokatehinskabe® C7HeO4 153,0193 153,0189 2,8362 2287 1151 374 3376 2967
18 | p-kumarinskabe® CoHsO3 163,0401 163,0403 -1,1715 1374 313 272 182 26
19 | Galluskabe® C7HeOs 169,0142 169,0143 -0,3017 23 33 105 585 770
20 | Kafijskabe® CoHsO4 179,0350 179,0347 1,5863 747 352 103 293 240
21 | Ferulskabe® C10H1004 193,0506 193,0508 -1,0671 2352 303 33 105 454
22 | Cerinskabe® CoH100s5 197,0455 197,0448 3,8012 21 30 23 193 1534
23 | Resveratrols© C14H1203 227,0714 227,0724 -4,5404 ND 31 73 38 50
24 NaringenTnsb Ci1sH120s 271,0612 271,0624 -4,4307 73 27 14 10 16
25 | Kampferols® Ci1sH1006 285,0405 285,0415 -3,6346 90 76 34 11 66
26 | Cianidins® CisH1106" | 287,0550° 287,0540 3,5409 ND 94 ND ND 13
27 | (+)-Katehins® Ci15H1406 289,0718 289,0718 0,0484 14038 4368 123 53 ND
28 | (-)-Epikatehins© C15H140s6 289,0718 289,0718 -0,0553 3980 1632 242 1092 ND
29 | Elaginskabe® C14HeOs 300,9990 300,9985 1,6412 884 345 235 207 169
30 | Kvercetins© Ci5sH1007 301,0354 301,0353 0,1296 559 893 1208 184 977
31 | Delfinidins® CisH1:07° | 303,0499° 303,0487 4,0634 1382 3408 170 1079 574
32 | Taksifolins® CisH1207 303,0510 303,0513 -0,8942 1758 2285 5608 6184 1500
33 | Miricetins® Ci5sH100s 317,0303 317,0302 0,2965 2448 2641 815 3889 3388
34 | Malvidins® C17H1s07* | 331,0812° 331,0803 2,8133 79 124 323 229 10186
35 | Hlorogénskabe® C16H1809 351,1238 351,1242 -1,1420 902 10833 166 2269 145
36 | Kvercetina-3-glikozids® | C21H20012 353,0878 353,0876 0,5919 1020 4382 216 913 528
37 | Procianidins A2° Cs30H24012 575,1195 575,1200 -0,8624 22414 1893 5474 301 101
38 | Procianidins B2° C30H26012 577,1352 577,1352 -0,0797 5638 2898 48 3163 ND
39 | Rutins® C27H30016 609,1461 609,1466 -0,7978 451 368 ND ND 286

? — savienojuma masa pozitivaja jonu plisma. ° — Extrasynthese; ¢ — Sigma Aldrich.
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Identificétie savienojumi tika kvantificéti izmantojot standartvielas. legtta savienojuma
masa tika salidzinata ar aprékinato, kas lauj parliecinaties par nekllidigu savienojuma
identifikaciju (klada, ppm < 10) (3.12. tabula). Kvantifikacijas dati parada lielu polifenolu
daudzveidibu, bet nosakamo savienojumu skaitu iespéjams palielinat, izmantojot citas
standartvielas. Bruklenu ekstrakta tika atrasta augsta procianidina A2 koncentracija, ka
ari 81 savienojuma prekursors— katehins. Purva dzérvenés tika atrasta augsta
hlorogénskabes koncentracija (3.12. tabula). Izmantojot Orbitrap-MS ir iespéjams ieglt
kvantificéSanas datus liela koncentracijas diapazona ar augstu jutibu, kas ir Sis metodes
priekSrociba, bet kvantificeSanu var veikt tikai savienojumiem, kam pieejams standarts,
kas padara jaunu ekstraktvielu identificésanu apgruatinatu.

Apvienojot normalizétus UPLC-PDA un Orbitrap-MS kvantificéSanas datus, tika veikta
principialo komponentu analize (PCA) (3.9. attéls). legltie PCA rezultati parada atskiribas
starp pétitajiem ogu ekstraktiem: abi iegutie komponenti spéj izskaidrot 83,9% no ieguto
datu variabilitates (3.9. attéls). Krimmellenes un parastas mellenes péc tajas
atrodamajiem savienojumiem tika grupétas viena kvadranta, turpretim lielogu dzérvenes,
purva dzérvenes un bruklenes grupéjas blakus kvadranta. Ka tika novérots ari citos
eksperimentos, tumsas ogas (mellenes) un sarkanas ogas (dzérvenes, briklenes) sava
starpa parada batiskas atskiribas. Sadu iedaljumu nodro$ina ogas esosie antociani, ka ari
citi polifenoli.
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3.9. attéls. Hromatogrdfiski kvantificéto ogu ekstraktvielu principialo komponentu analizes (PCA)
rezultati.
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Papildinot PCA analizi tika veikta hierarhiska klasteranalize atbilstoSi Varda metodei
(Ward’s method). Datu vizualizacijas noltkos tika izveidots dubults klasteris, kas parada
savienojumu (1 dz 37) grupésanos atkariba no ogas (3.11., 3.12. tabula). Lidzigi ka PCA
analizé var vizuali novérot divu ogu grupu veidoSanos, tumsas un sarkanas ogas (3.10.
attéls). “Siltuma karte” (heat map) parada savienojumus, kas ir augstakas koncentracijas
(sarkans) un savienojumus, kas ir zemas koncentracijas (zal$), kas Ilidz ar to Jauj secinat par
katra konkréta savienojuma ieguldijumu ogu sadalijjuma izveidé. Interesanti ir novérot, ka
klasteri, kas veidojas no ogas esoSajiem savienojumiem, sadalas vielu grupas— antociani
veido kopéju klasteri (savienojuminr. 1, 2,4, 7,9, 12, 13, kas ir delfinidinu, malvidinu un
petunidinu saturosi antociani), cianidinu un peonidinu saturosi antociani (savienojumi nr.
3, 5, 6, 10, 11), proantocianidini un to prekursori (savienojumi nr. 25, 26, 35, 36),
fenolskabes (savienojumi nr. 16-20). Tadejadi var secinat, ka atskiribas starp dazadam
ogam veido atskiribas vielu grupu sadalijuma, respektivi to sekundaro metabolitu spektrs
(3.10. attels).
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3.10. attéls. Klasteranalize grupéjot kvantificétos savienojumus analizétajos ogu ekstraktos.
Savienojumi 1 lidz 37 atrodami 3.11. un 3.12. tabula.
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Lietotas metodes individualu savienojumu identificéSanai un kvantificéSanai tika
veiksmigi pielagotas ogu paraugu analizei. legltie rezultati parada atskiribas starp ogu
sugam un tajas esoso polifenolu un antocianu sastavu, ka art koncentraciju. Veikta PCA
un klasteranalize dod ieskatu ieglto datu iesp&jamai izmanto$anai hemotaksonomija.
Izmantojot un paplasinot izveidotas metodes bitu iespéjams veikt hemotaksonomisku
analizi dazadu vienas sugas kultivaru ogam, lai novérotu atskirtbas starp konkréto
kultivaru metabolitiem, ka ar1 veikt ogu metabolisma izpéti.

3.5. Ogu polifenolu ekstraktu biologiskas aktivitates izpéte
3.5.1. Ogu ekstraktu ietekme uz epitélijSinam

Polifenolu koncentratu ietekme uz dermas fibroblastu Sinu proliferaciju

Attirito ogu polifenolu koncentratu ietekme uz dermas fibroblastiem tika novértéta mérot
sunu konfluenci ekstraktu klatbatné. 3.11. attéla ir redzamas iegutas Stnu proliferacijas
ltknes. Bruklenu (3.11. attéls E), parasto mellenu (3.11. attéls D), krummellenu (3.11.
attéls A), lielogu dzérvenu (3.11. attéls C) un purva dzérvenu (3.11. attéls B) polifenolu
koncentrats, ja lietots augstakas koncentracijas, kavé Sunu proliferaciju (sakot no
koncentraciju limena 0,1 un 0,2 mg/mL) Jaujot sasniegt 10—-30% Sinu skaita pieaugumu
(3.11. attels). Visos apskatitajos ekstraktos Stinu proliferacija tiek kavéta, salidzinot ar S10
barotni, kam netika pievienots ekstrakts. lzmantotais parauga skidinatajs (0,5% etanols)
negativi ietekme stnu proliferaciju, kas nelauj pilnitba novértét ekstraktu iedarbibu uz
sunam zemakas ekstrakta koncentracijas.
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3.11. attéls. Ogu polifenolu koncentratu iedarbiba uz dermas fibroblastu Sinu proliferaciju.
Kontrolei izmantota S10 barotne bez pievienota ekstrakta vai Skidinatdja. Kladas intervals
atspogulo mérijumu standartnovirzi.. Visi izmantotie ekstrakti tika sagatavoti koncentracija 20
mg/mL un atskaiditi lidz nepiecieSamajai koncentrdcijai S10 barotné.

legdto ekstraktu spéja saistit brivos radikalus in vitro

Lai novertéetu polifenolu koncentratu antioksidativo aktivitati, tika veikti in vitro Stnu
citometrijas testi, kuros tika novérota ekstraktu spéja saistit brivos radikalus dermas
fibroblastos. C—vitamins tika izmantots ka kontroles antioksidants (0,05 mg/mL), un 0,5%
etanols tika izmantots ka kontroles paraugs, lai izslegtu Skidinataja iedarbibas efektu.
legltas ekstraktu vidéjas fluorescences vertibas (MFI) tika salidzinatas ar antioksidanta
MFI vertibu (3.13. tabula). Polifenolu koncentrati tika pievienoti Sinam, ta, lai gala
koncentracija S10 barotné batu 0,05 un 0,025 mg/mL. Ogu polifenolu koncentratu

61

R

[ L WP, S

90

O —ore— —oa—

Db e



antioksidativas Tpasibas koncentracija 0,05 mg/mL tika novértétas ka labas un |oti labas,
izmantojot “siltuma karti” (heat map) datu reprezentacijai (sarkans—dzeltens—zals) (3.13.
tabula). Zemakaja koncentracija, 0,025 mg/mL, |oti labas antioksidativas 1pasibas uzradija
lielogu dzérvenu ekstrakts, labas antioksidativas Tpasibas uzradija krimmellenu ekstrakts,
savukart bruklenes un purva dzérvenes uzradija ar kontroles antioksidantu lidzigas
antioksidativas 1pasibas. Antioksidativo Tpasibu atskirtbas starp dazadas koncentracijas
lietotajiem ekstraktiem parada, ka ekstrakta iedarbiba ir atkariga no izmantotas
koncentracijas un tas izmainas var batiski mainit iedarbibu uz Sinam (3.13. tabula).

3.13. tabula. Polifenolu koncentratu in vitro antioksidativo ipasibu noteiksana izmantojot sinu
citometriju. * parada bitiski atskirigu rezultatu salidzinot ar standarta antioksidantu — C-vitaminu
(t-test, p<0,05).

Paraugs Dispersijas koef. | Novérojumi® | MFI vértiba® | Antioksidativas pasibas®
Neséjs 66,74 4542 590,87* sliktas
C-vitamins (antioksidants) 52,84 7045 403,15 Antioksidanta limenis
Krammellene 0,05 mg/mL 58,54 8384 207,21* loti labas
Parasta mellene 0,05 mg/mL 62,61 5466 203,51* loti labas
Purva dzérvene 0,05 mg/mL 55,38 3376 283,87* labas
Lielogu dzérvene 0,05 mg/mL 57,04 3010 159,63* Joti labas
Braklenes 0,05 mg/mL 58,67 2871 296,93* labas
Krimmellene 0,025 mg/mL 58,6 5956 264,16* labas
Parasta mellene 0,025 mg/mL 59,47 5824 482,61* sliktas
Purva dzérvene 0,025 mg/mL 54,55 4782 392,42 Antioksidanta limenis
Lielogu dzérvene 0,025 mg/mL 56,69 5118 230,82* loti labas
Bruklenes 0,025 mg/mL 54,12 1072 410,47 Antioksidanta [imenis

2 — eksperimenta novéroto $nu skaits. ° — vidéja fluorescenses vértiba. ¢ — noteikts izmantojot
“siltuma karti”.

Daudzi neatkarigi pétijumi ir paradijusi korelaciju starp svaigu auglu un darzenu patérinu,
lai noverstu, aizkavétu vai samazinatu hronisku, degenerativu slimibu attistibu, tai skaita
véZa attistibu (Bickford et al., 2000; Juranic and Zizak, 2005). Svaigi augli ir bagatigi baribas
vielu avoti, to satura ir vitamini, antioksidanti, mikro— un makroelementi, skiedrvielas, ka
ari spécigi hemoprotektanti— polifenoli. Sim daudzveidigajam augu izcelsmes molekulam
piemit spéjas darboties ka antioksidantiem, antibakterialiem un antivirusu agentiem.
Pétijumos ir pieradits mellenu, krimmellenu un dzérvenu ekstraktu spécigais
antioksidativais potencials, kas, salidzinot ar C, E vitaminiem un B-karotinu, ir daudz
augstaks (Bagchi et al., 2000). Ogas atrodamie antociani atSkiriba no citiem
antioksidantiem ir unikalas molekulas, ko nosaka to spéjas sava struktira delokalizéet
elektronus un veidot dazadas struktlras atkariba no pH (Amouretti, 1972; Bettini et al.,
1985).

Saja pétijuma tika veikti eksperimenti izmantojot dermas fibroblastu $Gnas un tika
novertéta ieglto ekstraktu ietekme uz So Stnu proliferaciju un in vitro antioksidativas
Tpasibas. Veikta literatliras analize parada, ka izmantojot citu ogu/auglu polifenolu
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ekstraktus ir iespéjams novértét ietekmi uz cita veida Sinam un véza Sinu linijam.
Endoteliala disfunkcija ir svarigs faktors vaskularo slimibu ierosinasana, un ir pieradits, ka
antociani uzlabo endotelialo funkciju (Youdim et al., 2000a). PlGSkoka ogu antociani tika
izmantoti, lai pétitu endotélija Stnu reakciju uz So ogu ekstraktiem un tika paradita
aizsargajosa iedarbiba pret dazadiem oksidativa stresa izraisitajiem. Vaskularas endotélija
Sunas spéj inkorporét antocianus membrana un citosola, padarot tas izturigakas pret
oksidativo stresu un tadéjadi samazinot vaskularo slimibu riskus (Youdim et al., 2000a).
Mellenu polifenolu ieklauSana uztura nodroSina bdatisku aizsardzibu pret brivajiem
radikaliem un oksidativo stresu eritrocitos (in vivo) (Youdim et al., 2000b). VEGF, kas ir
angiogenézes biomarkieris, spélé batisku lomu audzéju apasino$ana (Nguyen, 1997).
Pétljumos, izmantojot mellenes, krimmellenes, dzérvenes u.c., tika aplikota So ekstraktu
spéja inducet VEGF HaCaT keratinocitos. Tika paradita butiska VEGF ekspresijas inhibicija,
ko inducé H;0, un TNFa (Bagchi et al., 2004). Eksperimentos, kur ka modelis tika
izmantoti grauzéji ir paradita parasto mellenu sp€ja uzlabot atminu, redzi un citas manas
(Saija et al., 1990; Cignarella et al., 1996)

Krimmellenu, parasto mellenu, braklenu, dzérvenu un citu ogu ekstrakti uzrada
potencialas hemopreventivas Tpasibas (Bomser et al., 1996; Xue et al., 2001; Seeram et
al., 2006; Chen et al., 2007). Antociani un elaginskabe, kas augstas koncentracijas ir
sastopami ari $aja pétijuma izgatavotajos ekstraktos (3.11., 3.12. tabula), ir identificeti ka
savienojumi ar pretvéza aktivitatém. Avenu ekstrakti uzrada antiproliferativu efektu aknu
véZa Slnas (Liu et al., 2002). Liofilizétas avenes tika izmantotas, lai novértétu to iedarbibu
uz audzejiem grauzéjos un tika atklats, ka radusos audzeju daudzums un kopé€jais audzéju
izmeérs ir krietni mazaks Zurkas, kas sanémusas lielu devu liofilizéto avenu (Harris et al.,
2001).

Apkopota informacija par dazadu ogu polifenolu iedarbibu uz stnam in vitro un in vivo
lauj apgalvot, ka ogu ekstraktvielas ir vertigs produkts ar daudzam iesp&jamam
biologiskam aktivitatem un veselibu uzlabojosam Tpasibam. legitie rezultati izmantojot
dermas fibroblastu Stinas demonstré antiproliferativu aktivitati, kas iezimé So ekstraktu
iespéjamo izmantoSanu pretvéza medikamentos vai ka papildinajumu véza terapija (3.11.
tabula). Sadu pienémumu atbalsta ari vairdki pétijumi, kur vairakas no $eit pétitajam
ogam ir izmantotas, lai novertétu so ogu ekstraktu ietekmi uz dazadam véza sunu linijam,
pieméram, cilveka mutes dobuma, krits véZa, prostatas un resnas zarnas véza Sunu
[nijam (Seeram et al., 2006). Neskatoties uz to, ka daudzos pétijumos ir novérota ogu
ekstraktvielu iedarbiba un spéjas inhibét véza Slinas, tieSs iedarbibas mehanisms tiek
apskatits tikai dazos no péetijumiem, kas paver iespéju turpinat eksperimentus un veikt
padzilinatu izpéti Saja joma. legltie SUnu citometrijas rezultati paradija augstu
efektivi samazinat oksidativo stresu Sinas (3.13. tabula). Citos pétijumos ne vienmeér tiek
veikta padzilinata kimiska analize (biezi tikai kop€&jo raditaju noteiksana), kas nelauj
salidzinat dazadu ogu ekstraktu sastavu un tadeéjadi nelaujot secinat par konkrétam
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vielam, kas nodroSina paaugstinatu aktivitati Stinu limeni. Ka vielas ar augstu biologisko
aktivitati un pretvéza aktivitati tiek minétas elaginskabe un vielu grupa antociani. Visas
augstak minétas veselibu uzlabojosas ipasibas, kas tiek piedévétas ogu polifenoliem,
padara polifenolu koncentratu iegtiS$anu no ogu spiedpaliekam par praktiski izmantojamu
rezultatu. Precizai ieglto ekstraktvielu raksturo$anai in vitro $tnu linijas, ir nepiecieSams
veikt vairak eksperimentu, izmantojot dazadas véza Sinu linijas, ka arl nepiecieSams
izprast konkréto vielu iedarbibas mehanismus, kas aptur stnu proliferaciju.

3.5.2. Ogu ekstraktu antimikrobiala aktivitate
Ogu polifenolu koncentratu antimikrobiala aktivitate

Antimikrobialas aktivitates skrininga nolukos tika veikti agara difuzijas testi ar dazadiem
mikroorganismiem, izmantojot iegltos ogu polifenolu koncentratus. Polifenolu
koncentratu iespéjamo izmantoSanas iespéju izpétei tika veikti eksperimenti ar cilvékam
patogéniem mikroorganismiem (3.14. tabula), kas ir atbildigi par adas vai zarnu
infekcijam, saindésanos ar partiku vai urincelu iekaisumiem.

legltie inhibicijas zonu mérijumi, kas redzami 3.14. tabula, parada, ka E.coli un
P.aeruginosa (gram—negativas baktérijas) netiek inhibétas. Testéto gram-—pozitivo
baktériju, M.luteus, B.cereus, E.faecalis, S.epidermidis, B.subtilis, S.pyogenes, S.aureus
attistiba tiek inhibéta ieglto ogu polifenolu koncentratu klatbitnée. Vieslielaka ogu
ekstraktu ietekme ir novérojama uz S.epidermidis (84 mm kopéja inhibicija), M.luteus (69
mm kopé€ja inhibicija) un S.pyogenes (74 mm kopéja inhibicija (3.14. tabula), kas parada
So mikroorganismu augsto jutigumu pret polifenolu iedarbibu. Savukart vismazaka
ekstraktu ietekme tika novérota uz B.subtilis (54 mm kopéja inhibicija), B.cereus (63 mm
kop€ja inhibicija), E.faecalis (46 mm kopé€ja inhibicija) (3.14. tabula), kas parada vajaku
polifenolu iedarbibu uz minétajiem mikroorganismiem.
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3.12. attéls. Agara difazijas testu inhibicijas zonu lielums atkariba no lietota ekstrakta (15 mg/mL
50 % etanola) un izmantotas baktériju sugas.

Apkopojot un vizualizéjot ieglitos agara diflzijas testu rezultatus ir iespéjams noteikt,
kuru ogu ekstraktam ir visizteiktaka iedarbiba uz pétitajiem mikroorganismiem. 3.12.
attéla iekrasotas zonas parada mikroorganismu inhibiciju atkariba no pielietota polifenolu
koncentrata. Briklenes (108 mm), lielogu dzérvenes (96 mm) un purva dzérvenes (99 mm)
uzrada [dzigus kopéjas inhibicijas raditajus, turpretim kriimmellenes (72 mm) un parastas
mellenes (84 mm) uzrada statistiski batiski zemakus (t-test, p=0.004) raditajus (3.12.
attéls).

Krimmellenu ekstrakta zema antimikrobiala aktivitate pret dazadiem mikroorganismiem
ir skaidrojama ar zemo polifenolu saturu (3.9. tabula). legitais parasto mellenu ekstrakts,
kas uzradija butiski zemaku antimikrobialo aktivitati, satur visaugstako polifenolu
daudzumu no visiem testétajiem ekstraktiem (55,98 g/100 g koncentrata), no kuriem
34,75 % ir antociani. Tas liek domat, ka antociani nav galvena antimikrobialo aktivitati
noteico$a, ekstraktos esosa vielu grupa. So hipotézi apstiprina ari iegitie dati no testiem
ar brukleneém un dzérveném, kur antocianu saturs ir tikai 1,59-5,95% no kopé€ja
polifenolu satura, bet polifenolu saturs ekstrakta ir pat lidz 52% (briklenes) (3.9. tabula).
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Ogu polifenolu koncentratu minimala inhibéjosa un baktericida koncentracija

Mikroorganismiem, kas uzradija jutibu agara diflizijas testos, tika noteikta minimala
inhibéjosa ekstrakta koncentracija (MIC) un minimala baktericida koncentracija (MBC).
Noteiktas ekstraktu koncentracijas, kas apkopotas 3.15. tabula, parada, ka vismazakas
inhibéjosas koncentracijas ir nepiecieSama E.faecalis (0.07-0,14 mg/mL), S.epidermidis
(0,07-0,23 mg/mL) un S.pyogenes (0,07-0,23 mg/mL), paradot So mikroorganismu
paaugstinato jutibu pret ogu polifenoliem. Visaugstako rezistenci pret polifenolu
koncentratu inhibéjoso aktivitati uzradija M.luteus (0,23—0,47 mg/mL) un B.cereus (0,07—
0,55 mg/mL) (3.15. tabula). Viszemaka nepiecieSama baktericida koncentracija tika
noteikta E.faecalis (0,27-1,1 mg/mL), S.epidermidis (0,47-0,55 mg/mL) un S.aureus (0,47
mg/mL). B.subtilis (0,55-1,1 mg/mL), B.cereus (0,55-1,1 mg/mL) un M.luteus (0,47-1,88
mg/mL) uzradija visaugstako nepiecieSamo koncentraciju baktericidai iedarbibai (3.14.
tabula). legltie MIC un MBC rezultati (3.15. tabula) korelé (r=0,9333, p=0,0205) ar
novérotajiem inhibiciju zonu mérijjumiem (3.14. tabula). Tapat ka agara difzijas testos
iegltie rezultati izce| S.epidermidis un S.pyogenes ka visjutigakos mikroorganismus, ari
MIC un MBC eksperimentos So organismu augsana tiek kavéta pie zemam polifenolu
koncentrata devam. Bacillus gints mikroorganismi uzradija vismazakas inhibicijas zonas,
attiecigi paradot visaugstako nepiecieSamo MIC un MBC (3.14., 3.15. tabula).

Lidzigi ka agara diftzijas testa, no MIC un MBC iegltajiem rezultatiem, var secinat, kurs
ekstrakts ir ar vislielako potencialu dazadu mikroorganismu inhibicijai. Pétitos
mikroorganismus visefektivak spéj inhibét sarkano ogu ekstrakti (brtklenu, purva
dzeérvenu un lielogu dzérvenu), no kuriem viszemako inhibéjoSo koncentraciju uzradija
lielogu dzérvenu polifenolu koncentrats (0,07-0,23 mg/mL), pretéji, visaugstaka
inhibéjosa koncentracija bija nepiecieSama krimmellenu ekstraktam (0,14—0,55 mg/mL)
(3.15. tabula). MBC parastajam melleném un krimmelleném ir ievérojami augstaka neka
purva dzérveném, lielogu dzérveném un brukleném (3.15. tabula). Tapat ka iegitie agara
difazijas testa rezultati, ari MIC un MBC rezultatu apkopojums iezimé divas ekstraktu
grupas, tumsas ogas (mellenes) un sarkanas ogas (briklenes un dzérvenes). Tumso ogu
ekstrakti ir nepiecieSami ievérojami augstakas koncentracijas, lai inhibétu un apturétu
pétito organismu augsanu.
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3.14. tabula. Agara difiizijas inhibicijas zonas atkaribd no izmantota ogu polifenolu koncentrata (15 mg/mL 50 % etanola), zonu diametrs izteikts

mm¥*,
M.luteus | E.coli | B.cereus | E.faecalis | S.epidermidis | B.subtilis | S. pyogenes | S.aureus | P.aeruginosa
Parasta mellene 12 - 12 10 16 11 11 12 -
Krimmellene 12 - 10 - 17 10 13 10 -
Purva dzérvene 14 - 14 13 16 11 16 15 -
Lielogu dzérvene 14 - 13 10 19 10 15 15 -
Briiklene 17 - 14 13 16 12 19 17 -
50% etanols - - - - - - - - -

o n

— netika novérota inhibicija.

* Agara bedrites diametrs 7 mm.

3.15. tabula. Polifenolu koncentratu minimala inhibéjosa (MIC) un minimala baktericida koncentracija (MBC), mg/mL.

M.luteus B.cereus E.faecalis | S.epidermidis | B.subtilis | S. Pyogenes | S.aureus
MIC | MBC | MIC | MBC | MIC | MBC | MIC | MBC | MIC | MBC | MIC | MBC | MIC | MBC
Parasta mellene | 0,47 | 0,94 | 0,28 | >0,57 | 0,14 | 0,57 | 0,23 | 0,47 | 0,14 | >1,15| 0,14 | 0,57 | 0,23 | 0,47
Krimmellene 0,47 | 1,88 | 0,55 | >1,10 | 0,14 | >1,10 | 0,14 | >0,55 | 0,27 | >1,10 | 0,14 | >1,10 | 0,23 | 0,47
Purva dzérvene | 0,23 | 0,47 | 0,07 | 0,55 | 0,07 | 0,27 | 0,07 | >0,55 | 0,14 | 0,55 | 0,23 | 0,47 | 0,23 | 0,47
Lielogu dzérvene | 0,23 | 0,94 | 0,07 | >0,55 | 0,14 | >0,55 | 0,07 | >0,55 | 0,24 | 0,55 | 0,07 | >0,55 | 0,23 | 0,47
Braklene 0,23 | 0,47 | 0,08 | >0,62 | 0,08 | 0,31 | 0,23 | 0,47 |0,16| 0,62 | 0,08 | 0,62 | 0,23 | 0,47
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Visas izmantotas gram—pozitivas baktérijas uzradija kavetu proliferaciju, kad tika
paklautas ogu polifenolu koncentratiem. Nemot véra, ka polifenolu galvenais iedarbibas
mehanisms ir saistits ar iedarbibu uz citoplazmatisko membranu, aréjais lipidu slanis, kas
apnem gram—negativas bakterijas, darbojas ka papildus aizsardzibas mehanisms, tadejadi
izskaidrojot ekstraktu zemo aktivitati pret E.coli un P.aeruginosa. Pretéji Saja darba
novérotajam, Pereira et al., (2007) parada olivkoku lapu polifenolu ekstrakta iedarbibu uz
P.aeruginosa. Nemot véra izmantoto paraugu (olivkoka lapas), ekstrakta ieglsanu
(neattirits ekstrakts) nevar tiedi salidzinat iegltos rezultatus. Sada veida antimikrobialo
aktivitati varéja izraisit citi ekstraktos esosie savienojumi, pieméram, organiskas skabes,
vai polifenoli saskana ar citiem, ar membranu nesaistitiem mehanismiem, pieméram,
mijiedarbiba ar substratu (Vattem et al., 2004; Wu et al., 2008). Krimmellenu ekstrakts,
ka ari citi sagatavotie ekstrakti, neuzradija iedarbibu pret E.coli, pretéju rezultatu ieguva
Burdulis et al., (2009), ka sagatavotais krimmellenu metanola ekstrakts spéja inhibét
E.coli. So atskiribu var izskaidrot: (1) cita E.coli celma izmanto$ana, kas var paradit celmam
specifisku rezistenci, (Il) ekstrakta sagatavoSanas procedira (ekstrakta attiriSana) un
solventa izveéle, (lll) ogu materiala izvéle— spiedpaliekas un svaigas ogas var saturét
dazadus savienojumus (Lohachoompol et al.,, 2004) (VI), nepareiza ieglto rezultatu
interpretacija. Lielogu dzérvenu un purva dzérvenu ekstraktiem piemit spéjas novérst
biofilmu veidoSanos urincelos, ko izraisa uropatogéni E.coli (UPEC) celmi. Rodriguez-Pérez
et al., (2016) ieglto lielogu dzérvenu ekstraktu sadalija 13 frakcijas un katru no Sim
frakcijam testéja uz UPEC. Tika novérots, ka miricetinu un kvercetinu saturosas frakcijas
samazinaja biofilmu blivumu, bet frakcijas, kuras bija atrodami dihidroferulskabe,
procianidina A dimeéri, kvercetina glikozidi un prodelfinidins B samazinaja virsmas
hidrofobumu (Rodriguez-Pérez et al., 2016). Neskatoties uz minéto vielu klatbitni $aja
pétijuma iegutajos polifenolu koncentratos netika novérota E.coli inhibicija, idz ar to, lai
iegltu lidzigus rezultatus butu nepiecieSams izveéleties metodes, kas novérté biofilmu
veidoSanos un baktériju sp€ju piestiprinaties pie virsmam. Bacillus gints bakteérijas tiek
minétas ka visjutigakas pret dazadu ogu polifenoliem (Heinonen, 2007), ari Saja pétijuma
paradot ievérojamu inhibiciju sagatavoto ogu ekstraktu klatbutné. Laslo and Kobolkuti,
(2017) petija bruklenu (veselas bruklenes, nevis ekstrakts) iedarbibu uz Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Serratia marcescens,
Bacillus subtilis, Listeria monocytogenes S1 un Listeria monocytogenes S2. Parsteidzosi, ka
augstak minétaja pétijuma iedarbiba tika novérota tieSi uz gram-negativam baktérijam
(Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aeruginosa) (Laslo and Kébolkuti, 2017), kas ir
pretéji Saja peétijuma noverotajam.

MIC un MBC Sada veida ekstraktiem nav ieprieks aprakstitas. Neattiriti ekstrakti, kas
apstradati ar pektinazi ir izmantoti, lai aprakstitu Vaccinium corymbosum ogu un lapu
ekstraktu iedarbibu uz S.aureus, B.cereus, P.aeruginosa (Silva et al., 2013). Silva et al.,

2013 pétijuma ekstrakti tika ieglti izmantojot augu materialu, kas ekstrahéts ar 100°C
H,0, un, lai iegutu sausu ekstrakta koncentratu, tas tika liofilizéts. legttas MIC un MBC
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bija attiecigi 50 mg/mL un >50 mg/mL, kas ir ievérojami augstakas, neka $aja pétijuma
iegatas MIC un MBC vértibas (Silva et al., 2013). Ari Syzygyum joabolanum lapu polifenolu
ekstrakta pret S.aureus uzradita MIC vértiba 300 mg/mL ir ievérojami augstaka neka saja
pétijuma aprakstitas inhibéjosas koncentracijas (Nascimento et al., 2000). Savukart,
Helicrysum italicum ekstraktu MIC vértibas pret S.aureus (0,125-0,5 mg/mL) ir lidzigas
Saja pétijuma iegutajam (Nostro et al., 2001), bet Vaccinium corymbosum ekstrakta
P.aeruginosa MIC veértibas bija 50-70 mg/mL (Nascimento et al., 2000). Tekwu et al.
(2012) testéjot 12 dazadu Kamerlinas arstniecibas augu ekstraktus uz P.aeruginosa un
B.cereus ieguva MIC 0,064—0,512 mg/mL un MBC 1,024-0,128 mg/mL respektivi, kas
atbilst $aja pétijuma iegltajiem rezultatiem. Sadu rezultatu salidzind$ana ir kritiski
jaanalizé. Nemot véra atSkirtbas parauga sagatavo$ana, aktivo vielu atskirigas
koncentracijas, ekstrakta tiribu un citus faktorus. Nemot véra Saja pétijjuma sagatavoto
ogu polifenolu koncentratu attiriSanas metodi un parauga sagatavosanas proceduru, ka
ari iegltas zemas MIC un MIB veértibas, var secinat, ka ekstrakta saturam un tiribai ir
batiska nozime antimikrobialas aktivitates noteiksana.

Veikta literatliras analize, kopa ar iegltajiem datiem, parada lielu rezultatu daudzveidibu
un nenoteiktibu. Vienas gints dazadu ogu sugu ekstraktu vai veselu ogu iedarbibas uz
mikroorganismiem var but dazada. Polifenolu daudzveidiba ekstraktos un dazados
pétijumos ieguto ekstraktu sastavs ir atkarigs no izmantotajiem ekstrakcijas Skidinatajiem,
ekstrakcijas procediras, kas var mainit ieglta ekstrakta biologisko vértibu un aktivitati.
Tika novérotas atskirtbas art dazadu baktériju celmu izmantosana, izmantojot celmus ar
dazadu genetisko materialu var ieglt rezultatus, kas var bat pretéji celmiem bez Sim
mutacijam. Peétijumos, kuros tiek raksturoti ogu ekstrakti ir nepiecieSams konkréti noteikt
izmantojamas baktériju sugas un celmus, ka ari ir nepiecieSams veikt standartizétus
testus, lai noskaidrotu katra polifenola/polifenolu grupas iedarbibu uz konkréto
mikroorganismu (Puupponen-Pimia et al., 2001). Katra no $aja darba apskatitajiem citu
autoru pétijumiem ogu ekstrakcijas metodes, izmantotas mikrobiologiskas metodes,
izmantotie mikroorganismi ir savadaki, kas padara ieglto rezultatu salidzinasanu
apgrutinatu un, Iidz ar to, lauj veikt tikai minéjumus par ekstrakcija izmantota materiala
patieso iedarbibu uz mikroorganismiem.
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Secinajumi

1.

Augu sekundaro metabolitu (polifenolu) sastava izpétei svarigi ir veikt ekstrakcijas apstaklu
optimizaciju un ekstraktvielu analitisku raksturosanu. Optimalie ogu spiedpalieku ekstraktu
ieglSanas apstakliir sekojosi: apstrade ar ultraskanu 25 minates, metanols, kas paskabinats
Vaccinium gints ogu polifenolu (ipasi antocianu) ekstrakcijas apstak|u izpéte un optimizacija
izmantojot virsmas reakcijas metodi, nodrosinaja statistiski ticamus, batiski augstakus
ekstraktvielu iznakumus salidzinot ar lidz Sim izmantotajam ekstrakcijas metodéem.

Ogu sulas razosanas atkritumprodukti, Vaccinium gints ogu spiedpaliekas, ir vertigs
polifenolu avots. Tika pieradits, ka izdalot polifenolus un antocianus, saskana ar
optimalajiem ekstrakcijas apstakliem, ogu spiedpaliekas nodrosina augstakus biologiski
aktivu ekstraktvielu iznakumus neka veselas ogas.

Izveidota ekstraktu attiriSanas proceddra ir izmantojama preparativu paraugu iegtsanai.
Atkariba no izmantotajam ogam tika ieguti 2,44— 3,33 g polifenolu koncentrata no 100 g
ogu spiedpalieku, kas satur 36%— 56% polifenolu, no kuriem fidz pat 33% (parastas
mellenes) ir antociani.

Vaccinium gints ogu polifenolu koncentratus raksturo augsta brivo radikalu saistiSanas
Spé€ja, kas tika noteikta izmantojot ABTS, FRAP un DPPH metodes. Visaugstaka antiradikala
aktivitate piemit parasto mellenu polifenolu koncentratam, bet visi sagatavotie ekstrakti
uzradija augstaku antiradikalo aktivitati salidzinot ar izmantoto standarta antioksidantu (C-
vitamins).

Pétito ogu ekstraktu kimiska sastava analize |ava identificet un kvantificet 15 dazadus
antocianus, ka ari 24 citus polifenolus. Parastas mellenes satur augstas cianidina glikozida
koncentracijas, savukart briklenes satur augstas procianidinu koncentracijas. legitie
kvantificéSanas dati lava veikt klastera analizi un principialo komponentu analizi, kas atklaja
pétito ogu hemotaksonomisko iedalijumu — purva dzérvenu un lielogu dzérvenu kimiskais
sastavs ir ciesi saistits ar briklenu kimisko sastavu un parasto mellenu kimiskais sastavs ir
tuvu saistits ar krimmellenu. Sadas atskiribas veido ogas esosas dazadas vielu grupas,
pieméram, flavanoli, fenolskabes, antociani.

Ogu polifenolu koncentrati relativi zemas koncentracijas (0,0125 mg ekstrakta/mL) spgj
inhibét dermas stnu proliferaciju, ieziméjot iesp€jas pétit to spéjas kavet véza Sunu
attistibu. Veiktie sinu citometrijas testi uzrada butiski labakas ekstraktu antioksidativas
Tpasibas un spéju inhibét brivos radikalus ka lietotais standarta antioksidants (C-vitamins
0,05 mg/mL).

Pétita un pieradita Vaccinium  gints ogu polifenolu spéja inhibét vairaku
mikroorganismu, tai skaita patogéno baktériju, augsanu. Ar adas infekcijam saistito
mikroorganismu  minimala inhibéjosa koncentracija  Micrococcus luteus,
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pyogenes un Staphylococcus aureus, ka art
citu slimibu izraisitaju Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis bija
robezas no 0,07 lidz 1,88 mg ekstrakta/mL.
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Pateicibas

Izsaku pateicibu darba vaditajai Vizmai Nikolajevai par produktivu zinatnisko diskusiju, ka
ari par palidzibu mikrobiologisko testu veik§ana un interpretacija. Pateicos Martinam
Boroduskim, Elzai Kaktinai un llzei Blakei par palidzibu darba bioanalitisko un
biodozimetrisko metoZzu laboratorija un Laurim Arbidanam par sniegto tehnisko atbalstu.
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2. Pielikums. Tabulu un attélu virsrakstu tulkojumi anglu valoda.

Table 1.1. Investigated berries of Vaccinium spp.
Figure 1.1. Classification of polyphenols and examples of substances belonging to flavonoids.

Figure 1.2. The most abundant anthocyanidins in nature, their B-ring substituting groups
(containing R; and R;) and their sorption maximum (Giusti and Wrostad, 2003).

Table 2.1. Independent variables used in the optimization of extraction, their real and coded levels
according to the response surface methodology.

Table 2.2. An example of central composite design with 3 centre points using two factors at three
levels.

Table 3.1. Solvents used for the extraction and their impact on the amount of total polyphenols,
anthocyanins, carbohydrates and dry residue (expressed as g/100 g of berry press residues). ()
represents the standard deviation. (*®¢9) different letters represent statistically significant
differences within the group (ANOVA, Tukey’s HSD test, n=3). Concentrations of solvents
expressed as v/v %.

Figure 3.1. Influence of extraction solvent (96 % ethanol) acidification on the amount of extracted
total polyphenols and anthocyanins (g/100 g American cranberry press residues). Error bars
represent standard deviation. (*) represent significantly difference between the results (t-test, p<
0.05, n=3) when compared with 96% ethanol.

Table 3.2. Comparison of the used methods for the extraction of American cranberry press
residues. Results expressed as g/100 g berry press residues. () represents the standard deviation.
(#><d) different letters represent statistically significant differences within the group (ANOVA,
Tukey’s HSD test, n=3).

Figure 3.2.Effect of sample treatment time using ultrasound assisted extraction from press
residues of American cranberries on the amount of total polyphenols. Error bars represent
standard deviation of the measurements, n=3. 40, 70, 96 represent the concentration of ethanol,
%.

Figure 3.3. Effect of sample treatment time using ultrasound assisted extraction from press
residues of American cranberries on the amount of total anthocyanins. Error bars represent
standard deviation of the measurements, n=3. 40, 70, 96 represent the concentration of ethanol,
%.

Figure 3.4. The amount of extracted total polyphenols and anthocyanins using ethanol (EtOH) and
methanol (MeOH) together with formic acid (v/v, %) depending on the liquid: solid (press residues
of American cranberries) ratio. Error bars represent standard deviation. (*) represent significantly
difference between the results (t-test, p< 0.05, n=3).

Table 3.3. Coefficients of multiple determination and independent variable p-values of predicted
polynomial models for the response of total anthocyanins and polyphenols.
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2.1. Pielikums. Tabulu un attélu virsrakstu tulkojumi anglu valoda.

Figure 3.5. Response surface plots for total polyphenolics as a function of solvent composition
and acid concentration.

Figure 3.6. Response surface plots for total anthocyanins as a function of solvent composition and
acid concentration.

Table 3.4. Optimized solvent compositions using the response surface plots approach. ?
abbreviation of solvents used in the validation experiments.

Figure 3.7. Validation experiments of the optimal and control extraction conditions identified by
the response surface methodology. 2 different types of samples (whole, dried berries and berry
press residues) from 5 species of berries were compared using ethanol and methanol as solvents.
** represents statistically significant differences between the optimal and control conditions. *
represents significant difference between the types of samples (paired t-test, n=3). Error bars
represent standard deviation. Control and optimal conditions can be found in Table 3.4.

Table 3.5. Identification and quantification of anthocyanins found in the optimal extracts of whole
berries and berry press residues. delphinidin-3-O-galactoside (D-gal), delphinidin-3-O-glucoside
(D-glc), cyanidin-3-O-galactoside (Cy-gal), delphinidin-3-O-arabinoside (D-ara), cyanidin-3-O-
glucoside (Cy-glc), petunidin-3-O-galactoside (Pt-gal), cyanidin-3-O-arabinoside (Cy-ara),
petunidin-3-0-glucoside (Pt-glc), peonidin-3-0O-galactoside (Pe-gal), petunidin-3-O-arabinoside
(Pt-ara), peonidin-3-O-glucoside (Pe-glc), malvidin-3-O-galactoside (Mv-gal), peonidin-3-O-
arabinoside (Pe-ara), malvidin-3-O-glucoside (Mv-glc), and malvidin-3-O-arabinoside (Mv-ara).
Concentration expressed as mg/100 g berry press residues/whole, dried berries. (%) represents
the standard deviation of measurements (n=5). “—” represents compounds under the limit of
detection. B- methanolic extract of berry press residues. C- methanolic extract of whole, dried
berries.

Table 3.6. Composition of found anthocyanins in the optimal extracts expressed as percentage
(name of the compounds can be found in the caption of Table 3.5.). Green cells represent the 3
anthocyanins found in the highest concentration in each extract. “—" represents compounds
under the limit of detection. B- methanolic extract of berry press residues. C- methanolic extract
of whole, dried berries.

Table 3.7. Amount of extract that can be produced from 100 g of berry press residues using
Amberlite XAD7- HP sorbent. () represents the standard deviation of measurements (n=3).

Table 3.8. Recovery of polyphenols after the XAD7-HP sorption chromatography. () represents
the standard deviation of measurements (n=3).

Table 3.9. Summary parameters of prepared polyphenolic concentrate. (+) represents the
standard deviation of measurements (n=3).
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2.1. Pielikums. Tabulu un attélu virsrakstu tulkojumi anglu valoda.

Table 3.10. Radical scavenging properties of prepared polyphenolic concentrate determined using
FRAP, ABTS and DPPH methods. (%) represents the standard deviation of measurements (n=3). *
represents significant difference between the measurements and the control sample (Vitamin C).
Green- highest radical scavenging activity, yellow- 2" highest, orange- 3™ highest.

Table 3.11. Identification and quantification of anthocyanins found in the polyphenolic
concentrates in mg/g of polyphenolic concentrate. . (%) represents the standard deviation of
measurements (n=5). “—" represents compounds under the limit of detection. RT- retention time.
Green cells represent the 3 anthocyanins found in the highest concentration in each concentrate.

Figure 3.8. Chromatograms of berry polyphenolic concentrates measured at 520 nm. Peak
numbers represent the identified anthocyanins (Tables 3.5., 3.6., 3.11.). A- American cranberry,
B-bilberry, C- blueberry, D- bog cranberry, E- lingonberry.

Table 3.12. Identification and quantification (ug/g) of polyphenols found in the polyphenolic
concentrates. The error of quantification was determined to be up to 5%. ND- concentration was
lower than the limit of detection (5 pg).

Figure 3.9. Principal component analysis (PCA) of chromatographic quantification data.

Figure 3.10. Cluster analysis of quantified compounds grouped by the analysed extract.
Compounds 1 through 37 can be found in Tables 3.11. and 3.12.

Figure 3.11. Berry polyphenolic concentrate effect on the proliferation of dermal fibroblasts. S10
medium used as a control without added extract or solvent. Error bars represent standard
deviation. All used extracts were prepared in the concentration of 20 mg/mL and diluted in S10
medium.

Table 3.13. in vitro antiradical scavenging properties of polyphenolic concentrates determined by
cell cytometry. * represents significantly different result when compared with standard
antioxidant- Vitamin C (t-test, p< 0.05).

Figure 3.12. The measured diameter of the inhibition zones using Agar diffusion method
depending on the used polyphenolic concentrate (15 mg/mL in 50% ethanol) and bacterial
species.

Table 3.14. Measured Inhibition zones (mm) using agar diffusion method depending on the used
extract (15 mg/mL in 50% ethanol) and bacterial species.

Table 3.15. Minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration
(MBC) of polyphenolic concentrates, mg/mL.
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