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ANOTACIJA

No biomasas iegiita levoglikozenona un ta degradacijas produktu noteikSana atras
pirolizes produktos, izmantojot UHPLC-UV-QDa sistemu. Godina D., zinatniskie vaditaji
LV KKI pétniece, Dr. chem. Kristine Meile un LU KF profesors, Dr. chem. Arturs Viksna,
magistra darbs, 75 lappuses, 32 attéli, 20 tabulas, 48 literatiiras avoti, 2 pielikumi. Latviesu
valoda.

Literatiiras apskata apkopota informacija par levoglikozenona potencialajam
izmantoSanas iesp&jam, ta izdaliSanas un noteikSanas metodém, ka ari ta stabilitati un
iesp&jamajiem degradacijas produktiem. Apkopota informacija par savienojumu stabilitates
noteikSanas metodiku.

Izmantojot UHPLC-UV sistemu, izstradata metode levoglikozenona un ta degradacijas
produktu identifikacijai, ka ari veikta metodes analitisko parametru noteikSana. P&c izstradatas
UHPLC-UV metodes veikti levoglikozenona standartvielas un atras pirolizes produktu —
kondensatu un to ekstrakcijas frakciju — stabilitates p&tijumi dazadas skidinataju sistémas, divas
temperatiiras un mainot $kiduma vides pH. Izmantojot UHPLC-MS sisttmu un veicot
derivatizaciju ar 2,4-dinitrofenilhidrazinu, izstradata metode levoglikozenona noteik$anai, ka
ar1 veikta metodes analitisko parametru noteikSana.

LEVOGLIKOZENONS, STABILITATE, ULTRA AUGSTAS EFEKTIVITATES
gI,(IDRUMA HROMATOGRAFIJA, DEGRADACIJAS KINETIKA, DERIVATIZACIJA,
ANALITISKO PARAMETRU NOTEIKSANA



ABSTRACT

Determination of biomass based levoglucosenone and its degradation compounds
in fast pyrolysis products by UHPLC-UV-QDa. Godina D., scientific adviser from LSIWC:
researcher, Dr. chem. Kristine Meile and scientific adviser from the University of Latvia: prof.
Dr. chem. Arturs Viksna, Master’s thesis, 75 pages, 32 figures, 20 table, 48 literature sources,
2 appendices. In Latvian.

Literature review summarizes information on potential uses of levoglucosenone,
methods for its isolation and detection, as well as its stability and possible degradation products.
Information on the methodology for determining the stability of compounds is also
summarized.

Using a UHPLC-UV system a method for the identification of levoglucosenone was
developed as well as determination of method analytical parameters. According to the
developed UHPLC-UV method, studies of the levoglucosenone stability in standard solution
and in fast pyrolysis products — condensates and their extraction fractions were carried out in
various solvent systems at two temperatures and different pH levels. Using a UHPLC-MS
system and derivatization with 2,4-dinitrophenylhydrazine, a method for the determination of
levoglucosenone was developed, as well as method analytical parameters were tested.

LEVOGLUCOSENONE, STABILITY, ULTRA HIGH PERFORMANCE LIQUID
CHROMATOGRAPHY, DEGRADATION KINETIC, DERIVATIZATION, METHOD
ANALYTICAL PARAMETER DETERMINATION
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APZIMEJUMU SARAKSTS

AOAC — Association of Analytical Communities (Analitiskas komitejas asociacija)

AVG — Average (vidgja vertiba)

Da — daltoni

DCM - dichloromethane (dihlormetans)

DMF — dimethylformamide (dimetilformamids)

DNPH — 2,4-dinitrophenylhidrazine (2,4-dinitrofenilhidrazins)

EMA — European Medicines agency (Eiropas Medicinas agentiira)

ESI — electrospray ionization (elektroizsmidzinasanas jonizacija)

FA —formic acid (skudrskabe)

FDA — Food and Drug Administration (Partikas un zalu agentiira)

FID — flame ionization detector (liesmas jonizacijas detektors)

furfural-DNPH — furfurola un 2,4-dinitrofenilhidrazina atvasinajums

GC/MS — gass hromatography/masspectrometry (gazu hromatografija masspektrometrija)
hidroksi-LGO-DNPH — hidroksilevoglikozenona un 2,4-dinitrofenilhidrazina atvasinajums
HMF — 5-hydroxymethylfurfural (5-hidroksimetilfurfurols)

HPLC-PDA-MS — high performance liquid chromatography-photodiode array-
masspectrometry (augstas efektivitates hromatografija tandéma ar fotodiozu matricas detektoru
un masspektrometrisko detektoru)

QDa — quadrupole masspectrometer (kvadrupola masspektrometrs)
LGO — levoglikozenons
LGO-DNPH - levoglikozenona un 2,4-dinitrofenilhidrazina atvasinajums

NIST — National Institute of Standards and Technology (Nacionalais standartu un tehnologiju
institlts)

NMP — N-methyl-2-pyrrolidone (N-metil-2-pirolidons)

SANTE/SANCO - Method Validation and Quality Control Procedures for Pesticide Residues
Analysis in Food and Feed (Metodes validacijas un kvalitates kontroles vadlinijas pesticidu
atlikumu analizei partika un augsné)

SIR —single ion recording (izdalita jona detektéSana)
THF — tetrahydrofuran (tetrahidrofurans)
tR — retention time (izdaliSanas laiks)

UHPLC — ultra high performance liquid chromatography (ultra augstas efektivitates
Skidrumu hromatografija



IEVADS

Strauji augoSais fosilo energijas resursu patérin$ un kop&jais naftas rezervju
samazinajums ved uz globalu energétikas krizi [1]. Fosilais kurinamais izraisa negativu ietekmi
uz vidi, jo veicina siltumnicas gazu emisijas palielinaSanos, kas savukart rada globalo sasilSanu
[1,2]. Sis globalas problémas veicina tadu atjaunojamo biomasas kimisko vielu iegiisanu un
razoSanu, Kuras iesp&jams plasi izmantot [3]. Fosilo energijas resursu aizstasana ar
atjaunojamiem biomasas resursiem ir biorafinésanas principa pamata [4]. Bioella, kas iegita
biomasas pirolizes procesa, tieck uzskatita par daudzsolosu atjaunojamo Skidras degvielas avotu.
Pirolize ir termokimiskas parveides process, ko veic bezskabekla vide 350 — 650 °C
temperatira. Bioella ir komplekss savienojumu maisijums, kas satur alkénus, aromatiskos
savienojumus, fenolus, furanus, esterus, aldehidus, ketonus, spirtus, cukurus un skabes [5-7].
Levoglikozenons (6,8-dioksabiciklo[3.2.1]okt-2-n-4-ons) jeb LGO ir viens no svarigakajiem
oglhidratiem biodegviela [8]. Levoglikozenons ir 1,6-anhidrocukurs ar unikalu biciklisku
struktiiru. 1,6-anhidro- tilts nodrogina stabilu piranozes 'C4 konformaciju, kas apvienojuma ar
diviem hiralajiem centriem (C1 un Cs) padara LGO par 1pasi pievilcigu substratu organiskai
sintézei [9]. No levoglikozenona atvasinatiem $kidinatajiem ir potencials aizstat paslaik lietotos
toksiskos Skidinatajus, pieméram, dihlormetanu un nitrobenzolu [10]. Vispazistamakais
piemérs LGO pielietojumam ir CyreneTM (dihidrolevoglikozenons), daudzsolosa aprotiska
skidinataja razoSana, ko veic “Circa” grupa Australija [11]. Turklat LGO var izmantot
1,6 - heksandiola sintézg, kas ir svariga izejviela poliméru razoSanas nozaré un pat
farmaceitisko vielu sintézes procesa [12,13].

Lai arT Latvijas Valsts Koksnes kimijas institlita iegiitajos atras pirolizes kondensata
paraugos levoglikozenons tiek noteiks ar GC/MS, bija nepiecieSams izstradat rezultatu
salidzinasanai otru hromatografisko metodi, izmantojot UHPLC-UV sistému, ar kuru bitu
iesp&jams atrak noteikt LGO daudzumu no biomasas iegiita parauga, ka ar1 veikt §Ts metodes
parametru parbaudi. Tacu, lai kadu vielu varétu analizét ar analitiskajam UHPLC proceduram
un izmantot dazadas nozars, tai ir jabut stabilai vai jaapzina pareizi vielas uzglabaSanas
apstakli. Praktiskaja darba tika novérota LGO molekulas noardisanas $kidumos — vai nu
kalibréSanas standartSkidumos, vai tideni saturoSos paraugos. Ta var biit nozimiga probléma
analitiskajas UHPLC proceddiras, tapéc viens no §i pétijuma uzdevumiem bija izpétit LGO
stabilitati dazadas S$kidinataju sisteémas, divas atras pirolizes kondensatu uzglabasanas
temperatiiras (istabas un pazeminata temperattira), skaba un baziska vide un o faktoru ietekmi
uz LGO saturoSo pirolizes produktu UHPLC analizes rezultatiem. P&c sakotngjiem
eksperimentiem, veicot LGO noteikSanu ar masspektrometrisko detektoru, tika secinats, ka

6



LGO elektroizsmidzinasanas rezima bez derivatizacijas nejoniz&jas. Lai izveidotu otru
neatkarigu LGO kvantitativas noteikSanas metodi, LGO tika derivatizéts ar 24-
dinitrofenilhidrazinu un tika izmantota UHPLC-MS sisttma. Divas neatkarigas
hromatografiskas metodes, kur tiek izmantoti dazadi detektori un analizes tiek veiktas ar
dazadam kolonnam, sniedz precizaku informaciju par parauga esosa LGO daudzumu, novérsot
iesp&jamos traucgjosos faktorus.

Magistra darba meérkis: izstradat no biomasas iegiita levoglikozenona un ta degradacijas
produktu noteikSanas metodes atras pirolizes produktos, izmantojot UHPLC-MS sistému.
Merka 1stenoSanai izvirziti sekojosi darba uzdevumi:

1) izstradat rutinas analizes metodi no biomasas iegiita levoglikozenona un ta degradacijas
produktu noteikSanai atras pirolizes produktos, izmantojot UHPLC-UV sistému; veikt
§1s metodes parametru parabudi;

2) veikt LGO stabilitates p&tjjumu standartvielai dazados $kidinatajos — idens/acetonitrils,
acetonitrils, acetons, udens/acetons, divas temperatiras — istabas temperatira
(21 = 3 °C) un pazeminata temperatiira (4 £ 3 °C), ka ari parbaudit skabas un baziskas
vides ietekmi;

3) veikt LGO stabilitates p&tijumu atras pirolizes kondensatos un to frakcijas, kas atdalitas
ar Skidruma-skidruma ekstrakciju, péc 2.darba uzdevuma minéta;

4) péc hromatografiskajiem datiem konstruét LGO degradacijas kinétikas Iiknes (LGO
relativa daudzuma procentos atkariba no laika) un noteikt kingtiskos parametrus;

5) izstradat no biomasas iegiita levoglikozenona un ta degradacijas produktu noteikSanas
metodi atras pirolizes produktos, veicot derivatizaciju ar 2,4-dinitrofenilhidrazinu un
izmantojot UHPLC-MS sistemu.

Levoglikozenona hromatografiskas analizes un stabilitates petijumi tika iesakti 2. kursa darba,
savukart magistra darba tie butiski papildinati.
Magistra darba iegitie rezultati tika prezentéti tris stenda zinojumos:

e Godina, D., Meile, K., Zhurinsh, A. Comparison of ionization (ESI) of different biomass
based anhydrosugars. “Eurachem2019”, May 20-21, Estonia, Tartu

e Godina, D., Meile, K. Stability of biomass-based levoglucosenone in aqueous solutions.
“EcoBalt 2018, October 25-27, Lithuania, Vilnius

e Meile, K., Godina, D. Challenges of determining levoglucosenone by UHPLC in
pyrolysis products. “EcoBalt 2018, October 25-27, Lithuania, Vilnius

Publikacija Zurnala “Chemistry”: K. Meile, D. Godina, A. Zhurinsh. Aspects of Determining

Biomass-Based Levoglucosenone by UHPLC-UV in Aqueous Samples.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Levoglikozenona iegiSana

Levoglikozenonu var razot, izmantojot organiskas sintézes celu [14], bet praktiskaka
pieeja ir to ieght no koksnes vai cita lignocelulozes materiala [15]. LGO veidojas celulozes
depolimerizacijas un dehidratacijas selektivas katalitiskas pirolizes procesa salidzinosi zema
temperatiira. Galvena ietekme uz LGO iznakumu pirolizes procesa ir katalizatoram [16]. No
pirolizes reaktora tiek ieguta Skidra frakcija — kondensats vai pirolizes ella —, kas satur ari
daudzus blakusproduktus — citus anhidrocukurus, furanus, fenolus un organiskas skabes [17].

Ir labi zinams, ka pirolizes procesa iegiito savienojumu sadalfjumu ietekmé
eksperimentalie apstakli. Veicot neapstradatas celulozes pirolizi, tiek iegits levoglikozans (1,6-
anhidro-p-D-glikopiranoze) ar aptuveni 60 % iznakumu. Lapu koku skeldas tiek apstradatas ar
s€rskabi un izturetas reaktora pie paaugstinatas temperatiiras, iegiitais cellolignins tiek skalots,
7avets un sasmalcinats. Parkarséta tvaika pliisma cellolignins tiek padods uz termoreaktoru, kur
notiek pirolizes process. Levoglikozans veidojas pie 320 °C temperatiiras. P&c pirolizes ogles
atdala ciklona, bet $kidros produktus — kondensatora [18]. Ar skabi impregnétas celulozes
pirolizé iegtst levoglikozenonu ar daudz zemaku iznakumu (Iidz 10 — 12 %) [8,9]. Jamin, ka
celulozes pirolizes mehanismu joprojam nav izdevies pilniba izprast, tacu ir publicéti daudzi
nozimigi atklajumi $aja joma. Levoglikozenona veidosanas, formali levoglikozana divkarsa
dehidratacija, ir transformacijas piemé&rs, kuras mehanisms vél nav pilniba izskaidrots.
Pieméram, pilnigs transponéta enona izolevoglikozenona trikums pirolizatos ir bitisks
eksperimentals noverojums, kas joprojam nav atrisinats. Galvena transformacija, kas definé
reakcijas selektivitati, ietver 1,2-hidrida pareju no katjona, kas radies levoglikozenona
dehidratacija C-3 pozicija. Molekulas pseidosimetrija lauj notikt divam iespg&amam
blakusreakcijam, 1.1. attéla nosauktas A un B. Reakcija A noris deprotongSanas pie 2. pozicijas,
veidojas karbonilgrupa un iegiist levoglikozenonu, tacu B reakcija deproton&$anas un

karbonilgrupas veidoSanas noris pie 4. oglekla atoma un veidojas izolevoglikozenons [9].
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1.1.att. Levoglikozenona (2) un izolevoglikozenona (3) veido$sanas mehanisms celulozes pirolizes

procesa no levoglikozana (1) [9]



Lai celulozes vai biomasa pirolizes procesa tiktu iegiits levoglikozenons jau lielaka
iznakuma, ir nepiecieSams veikt katalitisko pirolizi [19]. Selektivai LGO ieguvei ka potencials
katalizators tiek izmantota ortofosforskabe (HsPOas). Tacu pieradits, ka art sérskabi (H2SO4) un
jonu $kidrumus [20,21] var izmantot ka katalizatorus. So katalizatoru pielietojumam ir ari
negativie aspekti — Sos katalizatorus nepiecieSams impregnét celulozé vai biomasa, ka ari
nepiecieSams veikt kompleksus prieksapstrades procesus. Turklat skabes un jonu skidumi ir
termiski nestabili; ar s@rskabi un ortofosforskabi pirolizes procesa notiek termalas
kondensacijas reakcijas, bet jonu §kidumi degradgjas, ta nelaujot tos regenerét. Lidz ar to cietie
skabju katalizatori varétu biit potenciala alternativa §kidrajiem skabju katalizatoriem. Sobrid
tikai sulfoné&ti metala oksidi var tikt izmantoti LGO iegtiSanai [22—24]. Turklat Sos katalizatorus
ir viegli lietot — nepiecieSams tikai mehaniski tos sajaukt kopa ar celulozi vai biomasu, ka ari
tie ir termiski stabili un var tikt regeneréti. Galvenokart LGO razo$anai tiek izmantota celuloze,
jo biomasa esoSie blakuskomponenti var negativi ietekmét LGO veidoSanos. Pelni jeb
mineralvielas, kas atrodami biomasa, var inhib&t celulozes depolimerizacijas reakcijas, lai
veidotu anhidrocukuru produktus [15]. Tadgl ir bitiski attistit biomasas pielictojumu LGO
pirolitiskai ieguvei, lai netiktu t€réti papildu resursi citas vielas razoSanai, bet tiktu izpildits

biorafiné$anas princips.

1.2. Levoglikozenona raksturojums un pielietojums

Levoglikozenons (6,8-dioksabiciklo[3.2.1]okt-2-én-4-ons) ir anhidrocukurs, kas satur
divkarSo saiti, kas konjugéta ar karbonilgrupu, aizsargatu aldehidgrupu un divas aizsargatas
hidroksilgrupas. 1,6-anhidro-tilts nodrosina stabilu piranozes !Cs konformaciju, kas
apvienojuma ar diviem hiralajiem centriem (Ci1 un Cs) padara LGO par 1pasi pievilcigu
substratu organiskai sintézei (1.2. attéls) [14]. P&d&jo gadu laika LGO izmanto organiskaja
sint€z€ un dazadu farmaceitisko preparatu razoSana. Ka galvenas no levoglikozenona iegutas
vielas minamas:

e (+)-hloriolids ((+)-chloriolide)), kas ir pretvéza preparats;

e hidrogenéta LGO forma — dihidrolevoglikozenons (Cyrene), kas ir no biomasas iegiits
polars aprotons §kidinatajs ar lidzigam ipaSibam ka dimetilformamidam (DMF), N-
metil-2-pirolidonam (NMP) un sulfolanam;

e 5-hidroksi-metildihidrofuranons — nukleinskabju prekursors;

e 1,6 heksandiols — plasi izmanto polim&ru razoSana [25].



-0 OH
o) Y~
—o « ) —~ . O p
l"'Ol th PN
\/ OH o OH
N .{\’ ‘ oH 6
o] —__ro° (+)-hloriolids
2 O +H,.-H ~-Ox
i ( ) —— HO
Levoglikozenons \_{ ;
4 O
Dihidrolevoglikozenons +H,
(Cyrene) !
H* Ho/ R N ,-OH
(peracids)
2 1,6-heksindiols
09~/ "OH

S-hidroksi-m;tildihidrofunnons

1.2.att. Levoglikozenona (2) pielietojuma shéma organiskaja sinteze [14]

Visplasako  uzmanibu izpelnijusies tieSi LGO  hidrogenéta forma —
dihidrolevoglikozenons (Cyrene). Tas ir hirals, dipolars, aprotons $kidinatajs, kuru iesp&jams
izmantot organiskaja sint€z€ un farmaceitisko vielu raZzosana. Dihidrolevoglikozenons ir no
atjaunojamiem resursiem izdalita alternativa tadiem toksiskiem Skidinatajiem ka dihlormetans

(DCM), dimetilformamids (DMF) [10,11].

1.3. Stabilitates petijumi

Savienojumiem, kas ir reag€tsp&jigi un Iidz ar to nestabili, piemé&ram, a,B-nepiesatinatie
karbonilsavienojumi, ir nepiecieSams noteikt to stabilitati dazadu faktoru ietekmé, lai varétu
izveleties atbilstoSus uzglabasanas apstaklus, ka arT vielas degradacija neietekmétu
kvantitativas noteikSanas rezultatus. Farmaceitiskajiem preparatiem stabilitates noteikSanas
metodika aprakstita Eiropas farmakopeja [26]. Péc Eiropas farmokopejas, veicot savienojuma
(aktivas vielas vai gatavas produkcijas) stabilitates testéSanu, ir nepieciesams izvéléties laika
periodu, kas sniegtu pilveértigu informaciju par savienojuma izmainam laika gaita un biitu
iesp€jams izvertet atlauto uzglabasanas terminu. Test€Sanas bieZzums jaizvélas tads, lai iegitu
pietickamu datu kopumu izvélétaja laika perioda [26]. Analita stabilitate validacijas vadlinijas
netiek definéta ka atsevisks parametrs, iznemot SANTE/SANCO [27], EMA [28], FDA [29],
AOAC [30]. Tas skaidrojams ar faktu, ka analita degradacija ietekm&s metodes precizitati, ja
analits nav stabils. Neskatoties uz to, stabilitate ir svarigs parametrs, kuru nepiecieSams izdalit
validacijas procesa, lai noskaidrotu, vai un cik nestabils ir savienojums, ka ir iesp&jams mainit
analizes apstaklus, lai uzlabotu analita stabilitati, un ka ir iesp&jams iegiit pareizus rezultatus,
ja savienojums ir nestabils. Analita stabilitate ir janodro$ina, sakot no parauga nemsanas,
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priekSapstrades, uzglabasanas, sagatavoSanas Iidz pat analizei, lai iegltu pareizus rezultatus.
Lidz ar to stabilitates testi ir vieni no laikietilpigakajiem posmiem metodes validacijas procesa
[30].

Sadas vadlinijas ir attiecinamas uz farmacijas industriju, tadu ari biorafinacijas
industrija ir svarigi izvertet iegtto produktu stabilitati, to noturibu laika gaita, ka ar1 izvertet
dazadus faktorus, ar kuriem tiem var€tu biit saskare, ka, piemeram, Skidinataja ietekme,
temperattra, vides pH utt. Stabilitate tiek definéta ka analita koncentracijas samazinaSanas
noteikta laika posma. Janem véra, ka iesp€jama ne tikai analita degradacija parauga, bet ari
standartS8kiduma. Ja degradacija parauga un standartSkiduma noris ar vienadu atrumu, tad tiek
ietekmeta tikai metodes precizitate. Ja degradacijas atrums atskiras, tad tiek ietekmé&ta gan
metodes precizitate, gan pareiziba. Veicot stabilitates petijumus, izdala ilgtermina,
standartSkiduma un istermina stabilitati un to ietekméjosSos faktorus (laiks, temperatiira, pH

utt.). Dazadi stabilitates veidi att€loti 1.3. attéla [30].

llgtermina stabilitate

. Hromatogrifija - nesaderiga
Sasaldézanas un [,
nekustiga vai kustigi fize

atlkauséianas stabilitite

Laiks, pH,
Parauga transportésana nekustigas
fizes sastivs - i .
S Istermina stabilitate
Laiks,
temperatira
’ ~ "4
Laiks ilita
L'zgl:llbiis“:mu biologiskis i tempe,rftf':ra > Stabilitate
matricas
Laiks, temperatiira ... Laiks, temperatira, Laiks, temperatiira,
-— pH, gaisma ... pH, gaisma ...
Analitiskie references standarti <
,/ ™
A?n_:lllitrf s_tlnnd:lns" kidums daZados Analizéjamie Fidumi
skidinitijos
Standartskiduma stabilitite

1.3.att. Stabilitates veidi un to ietekméjosie faktori [30]

Savienojuma stabilitate var tikt noteikta péc hromatografijas metodém - joslas laukuma
attiecibas vai p&c koncentraciju attiecibas [30].

Savienojumu degradacija parasti atbilst pirmas jeb pseidopirmas pakapes reakcijai, jO
tas atrums ir atkarigs tikai no attiecigas vielas koncentracijas. Tas skaidrojams, ar to, ka, ja
notiek, pieméram, savienojuma hidrolize Gidens $kiduma, tidens ir liela parakuma pret aktivo

vielu. Tad var uzskatit, ka Gdens koncentracija laika gaita nemainas un to var nenemt véra [31].
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Zinatniskaja literatiira atseviski pétijumi par LGO stabilitati un degradacijas kingtiku
netika atrasti. Tacu janem véra, ka peéc EMA bioanalitisko metozu validacijas vadlinijam [28]
analita stabilitate nevar tikt pieradita vai noliegta p&c literatiiras datiem, ir nepiecieSams veikt
stabilitates testéSanu [30]. Citi autori, pétot LGO iegtsanu atras pirolizes procesa, secindjusi,
ka atseviskos gadijumos tiek iegiiti pazeminati LGO iznakumi. Autoru grupa (C. Fei, et al.),
pétot levoglikozenona iegiisanu no celulozes, nonakusi pie secinajuma, ka LGO iznakums ir
atkarigs no celulozes pirolizes procesa izmantota $kidinataja [25]. Ja pirolizes procesa ka
Skidinatajs tiek izmantots tidens, tad LGO iznakums ir mazaks, turpreti 5-hidroksimetilfurfurola
(5-HMF) daudzums pieaug. Tika parbaudita ari polara aprotona $kidinataja ietekme, attiecigi
fidens vieta izmantojot tetrahidrofuranu (THF). Sajos apstaklos tika iegiits visaugstakais LGO
iznakums [25]. Var secinat, ka polars protondonors $kidinatajs ka tidens butiski ietekm& LGO
stabilitati, Sajos apstaklos noris LGO degradacija par 5-HMF.

Zinatniskaja literatira nav aprakstiti LGO degradacijas mehanismi. Ir izpétitas
levoglikozenona organiskas sint€zes perspektivas. Izp&tot informaciju par organiskajam
sinte€zém, kur LGO izmanto ka izejvielu, un, salidzinot reakciju apstaklus ar atras pirolizes
produktu iegiiSanas un uzglabasanas apstakliem, var secinat potencialos LGO degradacijas
mehanismus. Levoglikozenonu karsgjot neorganisku skabju tidens skiduma, tiek iegtits 5-HMF
(8) (skabes katalizéta heksozu dehidratacija) (1.4. attéls). Noris LGO molekula esosa 1,6-
anhidro tiltina SkelSanas un starpstavokla veidosanas (9). Var notikt arT tidens pievieno$anas
LGO dubultsaitei un iegits savienojumu 10, kas var tikt atdalits no LGO, veicot ekstrakciju ar
hloroformu. Savienojuma 10 augsta $kidiba tident skaidrojama ar molekula eso$as keto grupas

hidrataciju un diola 11 veidosanos [32].

H20H

0 O

— | { oH| — HO{:H,@LHU

0

2 — ? 3

— R
X X
O OR
10:x = oH 1I:x =0H,R=H

1.4.att. Levoglikozenona (2) skabju katalizétas reakcijas [32]
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1.4. Levoglikozenona noteikSanas metodes

Visbiezak pirolizes produkti, kuri satur LGO, tiek analiz&ti, izmantojot gazu
hromatografiju masspektrometriju (GC/MS). Bitiska priekSrociba, kas saistita ar GC/MS, ir
iesp&ja identificét savienojumus, izmantojot NIST MS biblioteku [19,33]. Kvantitativam
analizém, lai uzlabotu analitiskos raksturlielumus — precizitati un atkartojamibu kas iegtti ar
gazu hromatografu ar liesmas jonizacijas detektoru (FID), nepiecieSams izmantot iek$gjo
standartu — 1,2,4,5-tetrametilbenzolu [19].

Skidruma hromatografija nav pirma izvéle LGO saturoiu pirolizes produktu analizém,
Jo apgrieztas fazes hromatografija LGO dalgji vai pilniba parklajas ar 5 - hidroksimetilfurfurolu
(HMF) (1.5.attels) [8]. Ja analizes tiek veiktas ar Skidruma hromatografu, tad ka detektoru
izmanto fotodiozu matricas detektoru (PDA) un izvélas vilnu garumus 210 [34] vai 220 nm [8].
Literatira LGO jonizacija elektroizsmidzinaSanas (ESI) rezima nav aprakstita. Tacu,
izmantojot elektrotrieciena jonizaciju gazu hromatografija, kad LGO standartskidums ir svaigi
pagatavots, novéro jonu ar masas ladina attiecibu 126 Da. Ja standartskidums nav pagatavots
tieSi pirms analizes veikSanas, tad masspektra novéro jonu ar masas ladina attiecibu 98 Da [35].
Ta ka pieejama literatiira par LGO analizém ar HPLC-UV/MS ir minimala, tad ir svarigi veikt
pettjumus $aja aspekta. Miusdienas Skidruma hromatografija ir loti izplatita analizes metode, un
ta ir pieejama arvien lielakam skaitam laboratoriju. Ar skidruma hromatografiju LGO analizes

iesp&jams veikt 1saka laika neka ar gazu hromatografiju

5-hidroksimetilfurfurols

Levoglikozenons
Nezinims savienojums A
\ J Furfurels
[] /
1

1.5.att. HPLC-UV hromatogrammas pie vilnu garuma 254 nm daZadiem sulfonétiem pirolizes
pirolizes paraugiem (a — celuloze (200 °C, 2 min), b — levoglikozans (200 °C, 2 min),
¢ — levoglikozenons (240 °C, 3 min), d — furfurols (200 °C, 3 min) [8]
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Literattira nav pieejama informacija par noteikSanas metodém, kur tiktu veikta LGO
derivatizacija, lai uzlabotu ta jonizaciju elektroizsmidzinaSanas (ESI) apstaklos. P&éc savas
struktiras LGO ir a-B nepiesatinats ketons, kuram ir reag@tspgjiga karbonilgrupa. So
karbonilgrupu biitu iesp&jams derivatizét. Ka viena no visbiezak izmantotajam
karbonilsavienojumu noteik$anas metodém ir to derivatizacija ar 2,4-dinitrofenilhidrazinu [36].
Eksisté standartmetode, kur So derivatiz&joSo reagentu izmanto, lai noteiktu aldehidus un
ketonus dzeramaja tideni [37]. DNPH tiek izmantots arT, lai noteiktu aldehidus un ketonus asins
plazma [38,39], urina [40,41], gaisa [42] un dazados Gdens paraugos [43].

Metode balstas uz 2,4-dinitrofenilhidrazina reakciju ar karbonilsavienojumu skaba vidé

(1.6. attels).

O -\. H#" o 0 o L -
Oy, A O, A ' O, -0 -
’JL H . . /l B O R L O, R /L HHos, R
& T TR A W o g "“r'"""“q _— P e T i P T g™
ﬁ\]- \...- T "it_ . | H, 3 ‘:{I 3 4
By o s T . W Sy ! A
Esrbomil- ! g i
O - savienojums o a a
12 Neserils rerrapdrishs
sed-dinitrofenilbidrazing intermediits
(DNFH)
[ O O Oy O
J-":,\. 'tt-h_. i " H
M H HHOL R
. . M [
P \-\.'r‘—_f A — :—fﬂ:hb .—-"“\,L.___-_ﬂR c— :"-q:t’\-b .a"u'-m"' R
| “n, J\ J L J\ ,J :
o o 0, r H La]
S Oy . > Y - =
I — B |
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Tnsfms (hidrazasns) Proton#is inalms

1.6.att. Karbonilsavienojumu reakcijas shéma ar 2,4-dinitrofenilhidrazinu (12) [44]

DNPH ta C=N dubultsaites d&] novéro E- un Z-stereoizomerus. Attiritam aldehid-2,4-
dinitrofenilhidrazonam novéro tikai E-stereoizoméru, bet UV radiacijas vai pievienotas skabes
ietekmé veidojas abi izomeri [44,45]. Lai novérstu So izomerizacijas problému, ir izstradata
metode, kur karbonil-2,4-dinitrofenilhidrazona C=N dubultsaite tiktu parvérsta par C-N saiti,
veicot reduktivo amingSanu ar 2-pikolina boranu [46]. Iegiitos karbonilatvasinajumus analize
ar Skidruma hromatografu, kur par detektoru izmanto dioZu matricas un/vai masspektrometru,
jo radusamies atvasinajumam raksturiga gan augsta absorbcija, gan izteikta jonizacija ESI un
APCI apstaklos [44].

Literatira praktiski nav aprakstita LGO noteikSana, izmantojot Skidruma
hromatografiju, pieejami dazi avoti [8,34], kuros LGO nosaka ar UHPLC-UV sistému. LGO
jonizacija EST apstaklos 1idz $im nav pétita, lidz ar to magistra darba tika izstradatas vairakas
LGO noteikSanas metodes, izmantojot UHPLC-MS sistému, ka arT pétita $is vielas stabilitate
un degradacijas kinétika.
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2. EKSPERIMENTALA DALA
2.1. Izmantota aparatiira un reagenti

Izmantotas laboratorijas iekartas un piederumi:

Ultra augstas efektivitates skidruma hromatografijas “Waters Acquity H-Class” iekarta
ar kolonnas un paraugu termostatu, nepartrauktu kustigas fazes degaz€Sanas iekartu,
automatisko paraugu injicéSanas iekartu, fotodiozu matricas detektoru (PDA),
kvadrupola masspektrometru (QDa) un skidruma hromatografijas augstspiediena siikni
“Waters Acquity H-Class Quaternary Solvent Manager” (Waters, ASV)

Analitiskie svari “Kern ABS” (x 0,1mg; max masa 220 g)

pH-metrs “HI-2002 Edge” (+ 0,01 pH; m&riSanas diapazons: no — 2,00 Iidz 16,00 pH)
Biohit Proline automatiska pipete 1000 — 5000 pL (+ 0,00001 uL)

Biohit Proline automatiska pipete 100 — 1000 uL (+ 0,000001 uL)

Nylaflo™ Membrane neilona membranas filtri (0,45 pum, 47 mm)

Hromatografiskas analizes dati levoglikozenona degradacijas gaitas kontrolei, izmantojot

UHPLC-UV sistému:

Apgrieztas fazes hromatografijas kolonna “CSH Fluoro-Phenyl” (1.7 pm, 2.1 x 100
mm) (Waters Corporation, Ireland)

Kustigas fazes sastavs: A kanals — acetonitrils/dejonizéts tidens (MilliQ) (40:60) ar
0,1 % NHs piedevu; izokratiski apstakli

Parauga injekcijas tilpums: 2,00 pL

Kolonnas temperatiira: 30 °C

Pliasmas atrums: 0,150 mL-min!

Analizes laiks: 10 min

UV/VIS spektru uznemsanas diapazons: 210 — 400 nm

Hromatografiskas analizes dati levoglikozenona derivata analizei, izmantojot UHPLC-MS

sistemu:

Apgrieztas fazes hromatografijas kolonna “CSH Phenyl-Hexyl” (1.7 pm, 2.1 x 100
mm) (Waters Corporation, Ireland)

Kustigas fazes sastavs: A kanals — dejonizéts tidens (MilliQ) ar 0,1 % skudrskabes
piedevu, B kanals — ACN; gradienta apstakli (2.1. tabula)
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2.1.tabula
Gradienta apstakli

Laiks, min | A, % | B, %
0,00 90 10
2,50 90 10
7,00 10 90
7,50 10 90
8,00 90 10
10,00 90 10

Parauga injekcijas tilpums: 2,00 pL.

Kolonnas temperatiira: 30 °C

Plasmas atrums: 0,4 mL-min!

Analizes laiks: 10 min

UV/VIS spektru uznemsanas diapazons: 210 — 400 nm
Elektronu izsmidzinasana negativaja rezZima (ESI-)
DetektéSanas diapazons: m/z 50 — 500 Da

Konusa spriegums: 3V

Kapilarais spriegums: 0,8 kV

Izdalitie joni: m/z 305, 95, 125 Da

Izmantotie kimiskie reagenti:

Levoglikozenons, tiriba > 95 % (Merck, cat. No. 37112-31-5)

Furfurols, tiriba 99 % (Merck, cat. No. 98-01-1)

Acetonitrils LC-MS CHROMASOLV® (Merck, cat. No 34967)

Acetons LC-MS CHROMASOLV® (Merck, cat. No 67-64-1)

Amonija hidroksida skidums LiChropur® (Merck)

Skudrskabe LiChropur® (Merck, cat. No 64-18-6)

2,4-dinitrofenilhidrazins, tiriba 97 % (Merck, cat. No. 119-26-6)

Attirits Gidens, Gidens attiri$anas sistéma Direct — Q 3UV 18,2 MQ-cm™ 25 °C

2.2. Atras pirolizes produktu paraugi

Atras pirolizes produktu paraugus ieguva Latvijas Valsts Koksnes kimijas institiita

Biorafinésanas laboratorijas levoglikozenona razoSanas pilotiekarta. Pirolizes $kidros paraugus

sagatavoja, izmantojot lignocelulozi, kas iegiita no hidrolizétam bérza (Betula pendula)

skaidam. Samaltu b&rza koksni (0,40 — 0,63 mm) piesiicinaja ar fosforskabes tidens skidumu (5
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masas % uz sausu izejvielu), péc tam piesiicinato materialu zavéja 103 °C temperatiira un
ievadija Sneka reaktora. Pirolizes temperatiira bija 340 °C, katra eksperimenta izmantoja 80 g
izejvielas. Padeves atrums bija 12 g:min’, vidgjais uzturésanas laiks reaktora bija 1,3 min,
slapeklis ka nesgjgaze ar plismas atrumu 0,3 L-min™t. Produktu tvaikus izvadija caur Libiga
dzesinataju, un skidros produktus savaca apalkolba. Eksperimenta provizoriskos ekstrah&sanas
eksperimentus veica ar hloroformu, péc tam veica skidinataja aizvadisanu, izmantojot rotacijas

ietvaicéSanu.

2.3. Levoglikozenona noteik§anas metodes izstrade un analitisko parametru
noteik§ana, izmantojot UHPLC-MS sistému

Levoglikozenona kvalitativas un kvantitativas noteik§anas metodes izstradei testja tris
apgrieztas fazes hromatografijas kolonnas, tam atbilsto$as kustigas fazes, ka ari pozitivu vai
negativu jonizacijas rezimu (2.2. tabula). P&c hromatografijas datiem izvél&jas optimalako LGO
noteik$anas metodi un veica §is metodes analitisko parametru noteik$anu. Ta ka no biomasas
iegiitiem paraugiem nav izveidotas atseviskas validacijas vadlinijas, tad $3ja darba izstradato
LGO noteikSanas metozu analitiskie parametri izv€l&ti un noteikti balstoties uz farmaceitisko
preparatu un pesticidu noteik$anas metozu validacijas vadlinijam [27,28,47], ka arT informaciju,
kas iegiita no Tartu Universitates organizétajiem kursiem “LC-MS Method Validation
(P2AV.TK.829)” [30]. Analitisko parametru atbilstiba noteikta p&c pesticidu atlieku

noteik$anas metozu validacijas prasibam [27].

2.2.tabula
Levoglikozenona noteik§anas metoZu parametru apkopojums
o em Kolonnas Jonizacijas
Kolonna Kustigas fazes saturs temperatiira, °C | rezims (ESI)
CSH Phenyl-Hexyl A kanals - dei(omzel;[ﬁ udeng (MilliQ)
(1,7 um, 2,1 x 100 ar 0,1 % skudrskabes piedevu 30 Pozitivs
’ n’]m’) B kanals — ACN; gradienta reZims
(2.1.tabula)
BEH Amide A kanals — dejonizéts tidens
(1,7 um, 2,1 x 100 | (MilliQ)/ACN (40/60) ar 0,1 % NHs 60 Negativs
mm) piedevu; izokratiski apstakli
CSH Fluoro-Phenyl A kanals — dejonizets Gidens
(1,7 pm, 2,1 x 100 | (MilliQ)/ACN (40/60) ar 0,1 % NHs 30 Negativs
mm) piedevu; izokratiski apstakli

Pagatavoja LGO standartskidumus acetonitrila/idens maisijuma (50:50 (v/v)) diapazona

1 — 150 % no iesp&jama levoglikozenona satura atras pirolizes kondensata parauga. Pagatavoja
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LGO standartskidumus ar masas koncentraciju 2; 0,2 un 0,05 mg/mL un no tiem atskaidijumus
ar masas koncentraciju 0,001; 0,005; 0,01; 0,05; 0,08; 0,1; 0,12; 0,15 mg/mL (precizas skidumu
masas koncentracijas apkopotas darba 2. pielikuma 2.1.tabula).

Katru atskaidijumu analizgja, izmantojot UHPLC-UYV sistému jaukta seciba ar tris atkartotam
injekcijam.

KvantificeSanas un detektéSanas robeZu noteik§ana

Metodes detekt€Sanas robeza ir zemaka analita kocentracija parauga, ko iesp&ams ticami
atskirt no nulles, bet metodes kvantficéSanas robeza ir analita koncentracija parauga, Ko ir
iesp&jams noteikt ar pietickamu atkartojamibu un pareizibu [48]. KvantificéSanas robeza (LOQ)
tiek raksturota ar hromatografiskas joslas signala un troksna attiecibu 10, bet detekt€Sanas
robezas (LOD) attieciba ir 3.

Sis vértibas aprekinaja pec formulam 2.1. un 2.2., izmantojot kalibrésanas grafika datus (joslu
laukumu vidgjo standartnovirzi un taisnes virziena koeficientu), kurs iegtits ieprieks aprakstitaja
punkta — linearitate. LOD un LOQ vértibas aprékinaja visa linearaja koncentraciju diapazona,

ka arT nemot vera tikai pirmos kalibréSanas grafika punktus (no 0,001 1idz 0,01 mg/mL).

10-AVG Sn

LOQ = T' (21)

3-AVG Sn

LOD = , kur (2.2)

LOQ — kvantificg$anas robeza (Limit of quantification), mg/mL
LOD - detektesanas robeza (Limit of detection), mg/mL

AVG Sn - vidgja standartnovirze no joslas laukuma vértitbam, AU-s
a — kalibréSanas taisnes virziena koeficients

Joslu laukumu standartnovirzi aprékina péc formulas 2.3.

S, = /Z(";+‘” keur 2.3)

Sn— standartnovirze, AU-s

X —meérijjuma vertiba

N — mérjumu skaits

Atgiistamiba

Atgiistamibas parbaudi veica diapazona no 80 lidz 120 % no 0,224 mg/mL levoglikozenona
koncentracijas, kas atbilst sagaidamajai LGO masas koncentracijai atras pirolizes kondensata.
Atras pirolizes kondensata paraugu atSkaidija ar acetonitrila/tidens maisijumu (50:50 (v/v)) lidz
masas koncentracijai 0,8 mg/mL (péc kalibréSanas grafika aprékinata LGO masas koncentracija
parauga dota darba 3.1. nodala 3.2. tabula).

Skidumu sagatavosana atgiistamibas noteik3anai attglota 2.3. tabula.
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2.3.tabula

Skidumu sagatavo$ana LGO atgiistamibas izverte$anai

Limenis, % 80 100 120
Pievienota LGO standartskiduma masas koncentracija, mg/mL | 0,260 | 0,260 | 0,260
Pievienotais LGO standartskiduma tilpums, mL 0,60 | 0,75 | 0,90
Pievienotais atras pirolizes kondensata parauga tilpums, mL 0,90 | 0,75 | 0,60
Teorétiska LGO masas koncentracija, mg/mL 0,217 | 0,224 | 0,231

Katru skidumu (atras pirolizes kondensata paraugs bez piedevas un ar LGO standartpiedevu)
analiz€ja, izmantojot UHPLC-UV sistemu jaukta seciba ar tris atkartotam injekcijam.

Teorétisko LGO masas koncentraciju aprékinaja péc formulas 2.4.

v v
_ . par . Vstand
Yteor = (Vbez piedevas ) + (Vstandarték )r kur (2-4-)
Vkop ’ Vk

op
Yieor — teorétiska LGO masas koncentracija, mg/mL
Yhez piedevas — LGO masas koncentracija atras pirolizes kondensata parauga (p&c kalibréSanas
datiem), mg/mL
Vpar— pievienota atras pirolizes kondensata tilpums, mL
Vkop — kopgjais skiduma tilpums, mL
Vstand — pievienotais LGO standartskiduma tilpums, mL
Atgustamibu (R) aprékinaja péc formulas 2.5.
R =" . 100, kur (2.5)

Yteor

R — atgtistamiba (recovery), %
Yapr — pEc kalibréSanas datiem aprékinata LGO masas koncentracija, mg/mL

Atkartojamiba

Sistémas precizitati noteica, veicot LGO standartskiduma (ar masas koncentraciju 0,1 mg/mL;
skidums no linearitates parbaudes) sesas atkartotas injekcijas. Metodes precizitati noteica atras
pirolizes kondensata paraugam, kuram pagatavoja sesus atseviskus skidumus acetonitrila/idens
maisijuma (50:50 (v/v)) ar masas koncentraciju 0,8 mg/mL. Sist€émas precizitate raksturo
iekartas precizitati, bet metodes precizitate papildus nem ve€ra paraugu sagatavoSanas
procediiras ietekmi.

Atkartojamiba noteikta, aprékinot joslu relativo standartnovirzi péc 2.6. formulas.

ATKARTOJAMIBA = —jostas lawkumiem 43 oy (2.6.)

Gjoslas laukumiem

SNjoslas laukumiem — standartnovirze no LGO joslas laukumu veértibam, AU-s

AVG joslas laukumiem — LGO jOSlaS laukumu Vldé_]ﬁ Vérﬁba, AU-s
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2.4. Levoglikozenona stabilitates eksperimenti

2,00 mg/mL LGO standartvielas izskidinaja tideni, fideni/acetonitrila (50:50 (v/v)),
acetonitrila, ideni/acetona (50:50 (v/v)) un acetona un filtréja vairakas UHPLC hromatografijas
pudelités, kuras uzglabaja istabas temperatiira (21 + 3 °C) vai ledusskapi (4 + 3 °C) lidz trim
méneSiem. Minétas temperatiiras izveletas, lai izvertétu, kada ir atbilstosa atras pirolizes
kondensatu uzglabasanas temperatiira, kura nenotiktu LGO degradacija. Vides pH ietekmes
izvertesanai pagatavoja divus LGO standartskidumus Gideni/acetonitrila (50:50 (v/v)) (y =2,00
mg/mL) un pievienoja skudrskabes vai amonija hidroksida skidumu, 1idz ieguva pH vértibu ~
2 vai ~ 9. Vides pH vértiba ~ 2 izvél&ta, jo analiz&jama parauga (atras pirolizes kondensata) ir
skaba vide (pH 1,5 — 2,5). Vides pH ~ 9 izvéléta ka maksimala vértiba, kas neboja izmantoto
analitisko kolonnu (CSH Fluoro-Phenyl). Precizas iegiito $kidumu pH vértibas noteica ar pH-
metru. Katru skidumu filtréja UHPLC hromatografijas pudelités un uzglabaja augstak teksta
mingtajas temperattras. Degradacijas kin&tikas parametru aprékiniem no LGO standartskiduma
(y = 2,00 mg/mL) pagatavoja atSkaidijumu s€riju (Skidumu precizas masas koncentracijas
noraditas 1.1. — 1.4. tabulas, 1. pielikuma). P&c vairaku dienu laika intervala Skidumus analizgja
ar UHPLC-UV péc 2.1. nodala aprakstitas metodes, izmantojot CSH Fluoro-Phenyl kolonnu,
lai novérotu LGO hromatografiskas joslas laukumu samazinasanos. Katra parauga
uzglabasanas laiks atSkiras, jo atSkiras ar1 LGO degradacijas atrums; ja LGO relativais
daudzums parauga bija zem 10 %, tad turpmakas analizes ar attiecigo paraugu netika veiktas.
Vai ari, ja LGO relativais daudzums procentos liela laika perioda (2 ménesi) praktiski
nemainijas, tad stabilitates eksperiments tika partraukts. Atraja pirolizé iegilitos kondensatus
(P57; P75; P93), to ekstraktus un péc ekstrakcijas iegiitos tidens atlikumus (turpmak teksta,
tabulas un attélos Gdens slanis) (P75 un P93) atskaidija ar Gdeni/acetonitrilu (50:50 (v/v)) lidz
masas koncentracijai 10,5 mg/mL un uzglabaja abas temperattras, un analiz&ja, ka aprakstits
ieprieks (2.4. tabula). Paraugus bez atSkaidiSanas uzglabaja ledusskapi (2.4. tabula noradits ka
neatskaidits kondensats, ekstrakts vai tidens slanis) un veica to atSkaidiSanu tikai pirms
hromatografiskas analizes. Izveidotas kin&tiskas liknes, lai att€lotu LGO relativa daudzuma

samazinasanos laika (w (LGO), % = f (laiks)) (1. pielikuma kin&tikas Iiknu datu tabulas).
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2.4.tabula

Levoglikozenona stabilitates eksperimentos izmantotie paraugi

Parauga veids Skidinatajs v(Skid.), Uzglaba_sanas _Uzglabas.anas
’ mg/mL temperatiira, °C ilgums, dienas
H.O/ACN (50:50 76
(v/v))
LGO standartviela 100 % ACN 67
100 % acetons 4+3°C;
Acetons/H,0 2,00 21+£3°C
(50:50 (v/v))
LGO standartviela 61
(pH ~ 2) H.O/ACN (50:50
LGO standartviela (v/v))
(PH~9)
P 57 neatSkaidits 4+3°C
o 73
kondensats
P 57 kondensats 107
- 4+3°C;
P 75 kondensats 91 +3°C 93
P 75 ekstrakts -
P 75 udens slanis 103
P 93 neatSkaidits 4+3°C
o 49
kondensats
H.O/ACN (50:50 4 +3°C;
P 93 ki a 10,5 '
93 kondensats (Vi) 91 +3°C 93
P 93 neatSkaidits 4+3°C 61
ekstrakts
4 +3°C;
P 93 ekstrakts 21 +3°C 93
P 93 neatskaidits 4+3°C
- . 49
udens slanis
_ _ . 4+3°C;
P 93 tidens slanis 91 +3°C 93

P&éc hromatografijas datiem — joslas laukuma izmainas atkariba no laika, aprékinaja
LGO relativo daudzumu katra laika vieniba un konstrugja kinétikas liknes. LGO relativo

daudzumu katra laika vieniba aprékinaja péc 2.7. vienadojuma.

joslas laukums;

W(LGO)’% = joslas laukumsg, . 100' keur (2'7')

W(Lco),% - LGO relativais daudzums, %

Joslas laukumsio — sakotné&jais LGO joslas laukums, AU-S

Joslas laukumst — LGO joslas laukums laika vieniba, AU-s

Relativo LGO samazinajumu diennakti katra laika intervala aprékinaja péc 2.8. vienadojuma
un noteica vidgjo vertibu.
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Wo(160),9% W (1L60).%
W(L60),% samaz = to—t , kur (2.8.)

W(LGO),% samaz — LGO relativa daudzuma samazinajums, %
Wo (LG0o)% — sakotngjais LGO relativais daudzums, %
to— degradacijas sakotngjais laiks (0 dienas)
t — degradacijas laika vieniba, dienas
No sakotngjas Skiduma masas koncentracijas aprékinaja LGO sakotng&jo molaro

koncentraciju (2.9. vienadojums).

(sk1d)
Caugoysakotn = 3 go5 1000, kur (2.9.)

C (Lc0), sakon — levoglikozenona sakotn&ja molara koncentracija, mmol/L
v(8kid) — analiz&jama skiduma masas koncentracija, mg/mL
M(LGO) — levoglikozenona molmasa, g/mol

Peéc iepriekS aprékinata procentuala LGO relativa daudzuma laika vieniba (2.7.
vienadojums) aprékinaja LGO molaras koncentracijas samazinajumu katra laika vieniba (2.10.
vienadojums).
Cweo)samaz. = (Ceo) sakotneja * (W(L60),% samaz)/100)), kur (2.10)

C(Lc0), samaz — levoglikozenona molaras koncentracijas samazinajums laika vieniba, mmol/L

2.5. Levoglikozenona noteik§anas metodes izstrade un analitisko parametru
noteikSana, veicot derivatizaciju ar 2,4-dinitrofenilhidrazinu

Levoglikozenona derivatizacijas metode adaptéta, par pamatu izmantojot
standartmetodi karbonilgrupu saturo$u savienojumu noteikSanai tdent [37].

Parbaudita reagentu pievienosanas secibas, skabes daudzuma, temperatiiras un reakcijas
laika ietekme uz levoglikozenona derivatizaciju. Pagatavoja LGO standart$kidumu acetonitrila
ar masas koncentraciju 0,2 mg/mL, ka ari 24-dinitrofenilhidrazina (DNPH) skidumu
acetonitrila ar masas koncentraciju 3 mg/mL. Standartmetodé skabu vidi nodro§inaja ar citrata
bufer§kidumu, tacu darba izmantoja koncentrétu skudrskabi (FA) ka gaistosu savienojumu.

Vispirms parbaudija reagentu pievieno$anas secibu, ka ari izejvielas un reagentu
daudzuma attiecibu. Ta ka ketonu un aldehidu derivatizaciju ar DNPH ir nepiecieSams veikt
skaba vide, noteica optimalo skabes daudzumu. LGO derivatizaciju veica sekojosas
temperattras: 5; 20; 40; 60 °C. Reakcijas ilgums bija 10 min, 1 h, 2 h, 24 h. P&c iegitajiem
datiem izvelgjas optimalako temperatiiru. Standartmetodé reakciju veic 1 stundu 40 °C
temperatiira. Veica reakcijas kinétikas merjjumus, kur parauga skidumu analiz&ja ar seSam
atkartotam injekcijam 1 stundas garuma.
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P&c iegiitajiem datiem izv¢€l&jas optimalako LGO derivatizacijas metodi, ko veica péc
2.5. tabula aprakstitajiem reakcijas parametriem un $adas izejvielas un reagentu pievienosanas
secibas: LGO + FA + DNPH (1:1:1). Izveidoto metodi parbaudija ar atras pirolizes kondensata

paraugu. Pagatavoja atras pirolizes kondensata paraugu acetonitrila ar masas koncentraciju 0,5

mg/mL.
2.5.tabula
Levoglikozenona derivatizacijas ar 2,4-dinitrofenilhidrazinu reakcijas parametri
Pievienotais LGO Pievienotais Pievienotais Reakciias
standartvielas/atras DNPH (y=3 - - y Temperatiira,
. o _ . FA tilpums, ilgums, o
pirolizes kondensata mg/mL) tilpums, . C
. mL min
tilpums, mL mL
0,5 0,5 0,5 10 5

Hromatografiskas analizes veica péc 2.1. nodala aprakstitas metodes. Salidzinaja LGO
derivata jonizaciju elektroizsmidzinaSanas pozitivaja un negativaja reZima. LGO noteikSanas
metodes analitiskie parametri izv€léti un noteikti balstoties uz farmaceitisko preparatu un
pesticidu noteikSanas metozu validacijas vadlinijam [27,28,47], ka arT informaciju, kas iegiita
no Tartu Universitates organizétajiem kursiem “LC-MS Method Validation (P2AV.TK.829)”
[30]. Analitisko parametru atbilstiba noteikta p&c pesticidu atlieku noteikSanas metozu
validacijas prasibam [27].

Linearitate

Pagatavoja LGO standartskidumus acetonitrila diapazona 1,25 — 150 % no iesp&jama
levoglikozenona satura atras pirolizes kondensata parauga.

Pagatavoja LGO standart§kidumus acetonitrila ar masas koncentraciju 1; 0,2; 0,05 mg/mL un
no tiem atSkaidijumus ar masas koncentraciju: 0,0025; 0,005; 0,0075; 0,01; 0,025; 0,05; 0,1;
0,15; 0.2; 0.3 mg/mL (precizas skidumu masas koncentracijas apkopotas darba 3.4. nodala 3.6.
tabula). Péc tam veica LGO derivatizaciju katram atSkaidijjumam péc 2.5. tabula dotajiem
reakcijas parametriem.

Katru atskaidijumu analizgja, izmantojot UHPLC-MS sistému jaukta seciba ar tris atkartotam
injekcijam. Katru skidumu sagatavoja tiesi pirms konkrétas hromatografiskas analizes.

KvantificeSanas un detektéSanas robezu noteik§ana

KvantificéSanas un detektéSanas robezu vértibas aprékinaja péc 2.3. nodala aprakstitas
metodikas un aprékinu formulam.

Atgiistamiba

Atgtistamibas parbaudi veica ar atras pirolizes kondensata paraugu, ko pagatavoja acetonitrila

ar masas koncentraciju 0,5 mg/mL. Lai izvérteétu matricas ietekmi uz LGO derivatizacijas gaitu,
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parauga $kidumu atSkaidija ar acetonitrilu 4 un 10 reizes (sekojosi atskaidijumi izvel&ti, lai
iegttas LGO joslas laukuma vértibas ieklautos kalibracijas grafika smaguma centra). Parauga
skidumam, kuru atskaidija 4 reizes, pievienoja LGO standartskidumu ar masas koncentraciju
0,05 mg/mL, bet parauga Skidumam, kuru atSkaidija 10 reizes, pievienoja LGO
standartS§kidumu ar masas koncentraciju 0,02 mg/mL (pievienoto LGO standartSkidumu
precizas masas koncentracijas dotas 2.6. tabula). Péc tam veica LGO derivatizaciju katram

atSkaidijumam péc 2.5. tabula dotajiem reakcijas parametriem.

2.6. tabula
Sl,ddumu sagatavoSana LGO atgiistamibas izvértéSanai, veicot derivatizaciju ar DNPH
Atras pirolizes
kondensata Pievienotais Pievienota LGO s =
s o e o - . Teoretiska
parauga atras pirolizes | standartSkiduma | Pievienotais LGO
= ; ‘e LGO masas
(y=0,529 kondensata masas standartSkiduma ~ ..
~ . . ’ koncentracija,
mg/mL) parauga koncentracija, tilpums, mL ma/mL
atSkaidijums, tilpums, mL mg/mL g
reizes
4 0,5 0,0530 0,5 0,0542
10 0,5 0,0265 0,5 0,0243

Katru skidumu (atras pirolizes kondensata paraugs bez piedevas un ar LGO standartpiedevu)
analizgja, izmantojot UHPLC-MS sistému jaukta seciba ar tris atkartotam injekcijam. Katru
analiz€jamo $kidumu pagatavoja tiesi pirms konkrétas hromatografiskas analizes.

Teorétisko LGO masas koncentraciju aprékinaja péc formulas 2.4. Atgiistamibu aprékinaja péc
formulas 2.5.

Atkartojamiba

Sisteémas precizitati noteica veicot LGO standartskidumu (ar masas koncentraciju 0,15 un 0,01
mg/mL) seSas atkartotas injekcijas. Metodes precizitati noteica atras pirolizes kondensata
paraugam, no kura pagatavoja seSus atseviSskus atSkaidijumus acetonitrila ar masas
koncentraciju 0,05 mg/mL. LGO derivatizaciju katram analiz€jamam skidumam veica péc 2.5.
tabula dotajiem reakcijas parametriem. Katru analiz€jamo $kidumu pagatavoja tiesi pirms
konkrétas hromatografiskas analizes.

Atkartojamibu noteica, aprékinot joslu relativo standartnovirzi peéc 2.6. formulas.
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3. REZULTATI UN TO IZVERTEJUMS
3.1. Levoglikozenona noteik§anas metodes izstrades un analitisko

parametru noteikSanas rezultati, izmantojot UHPLC-MS sistemu

Lai Latvijas Valsts Koksnes kimijas institiita ieglitajos atras pirolizes kondensata
paraugos tiktu kvalitativi un kvantitativi noteikts levoglikozenons, bija nepiecieSams izstradat
hromatografisko metodi, ar kuru biitu iesp&jams atri un precizi noteikt LGO daudzumu no
biomasas iegiita parauga, ka ar veikt §1s metodes analitisko parametru parbaudi. Optimizgtas
metodes analitiskie parametri izv€léti un noteikti balstoties uz farmaceitisko preparatu un
pesticidu noteikSanas metozu validacijas vadlinijam [27,28,47], ka arT informaciju, kas iegtta
no Tartu Universitates organizétajiem kursiem “LC-MS Method Validation (P2AV.TK.829)”
[30]. Analitisko parametru atbilstiba noteikta p&c pesticidu atliecku noteikSanas metozu
validacijas prasibam [27]. Tika noteikta LGO linearitate, atglistamiba, atkartojamiba,
kvantitativa un detekté$anas robezvértiba, ka ari LGO stabilitate un to ietekmgjosie faktori.
LGO stabilitate sikak aprakstita 3.2. nodala, bet levoglikozenona degradacijas kingtikas
parametru aprékins izklastits 3.3. nodala.

Literattira minéts, ka LGO iesp&jams noteikt, izmantojot UV detektoru, un detekteSanu
veikt pie 220 nm vilnu garuma [8]. Tacu, ja tiek izmantots tikai UV detektors, nav iesp&jams
pilnigi spriest par pirolizes kondensata esoSajiem komponentiem, ka art LGO potencialajiem
degradacijas produktiem. Tadél masspektrometriskais detektors kopa ar UV detektoru sniegtu
pilnigaku ainu.

Sakotngji, veicot LGO analizes ar CSH C18 Phenyl-Hexyl kolonnu, tika izmantots pozitivs
elektroizsmidzinasanas rezims (ka kustigas fazes piedeva izmantota skudrskabe). Furfurola ka
viena no LGO degradacijas produkta identitate tika pieradita péc standartvielas izdaliSanas laika
un UV spektra. Sajos apstaklos kopgjas jonu stravas hromatogramma tika novéroti joni ar masas
ladipa attiecibu (m/z) 97 un 127 Da. Jons ar m/z veértibu 127 Da teorétiski atbilst LGO
molekularajam jonam [M+H" = 127 Da], tacu $ jona signala intensitate bija zemaka neka jonam

ar m/z vertibu 97 Da (3.1. attéls — izdalita jona (SIR) hromatogrammas).
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3.latt. UHPLC-QDa izdalita jona (SIR) hromatogrammas LGO standartSkidumam
acetonitrila/idens maistjuma (50:50 (v/v)) (joslanr. 1. tR = 1,43 min, joslanr. 2. tR =1,56

min)

Starpiba starp 127 un 97 Da ir 30 Da, kas var atbilst formaldehida molekulas izskelSanai.
Péc UV hromatogrammas (3.2. att€ls) redzams, ka ar So metodi tick panakta pietickama LGO
un furfurola izskir$ana: izdalisanas faktors (k) LGO un furfurolam ir 0,98; 1,15; bet selektivitate
(o) starp LGO un furfurolu ir 1,17.

0.3 1
0.25

0.2
0.15

Absorbcija

0.1
0.05

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3
Laiks, min

3.2. att. UHPLC-UV hromatogramma LGO standartS§kidumam acetonitrila/idens maisijuma

(50:50 (v/v)) (1 - LGO tR = 1,41 min; 2 — furfurols tR = 1,53 min)

Furfurols $ajos apstaklos jonizgjas, un kopgja jonu stravas hromatogramma ir redzams jons ar
m/z vertibu 97 Da. Péc UV hromatogrammas redzama kada polaraka komponenta neatdalisanas
no LGO (LGO degradacijas produkts) (3.2 attéls). Lidz ar to Sajos apstaklos nav iesp&jams
pilnigi apgalvot, ka LGO jonizgjas. Negativaja elektroizsmidzinaSanas reZima neviens no
augstak mingtajiem joniem (M/z 95 un 125 Da) netika detekt&ts.

Talak analizes tika veiktas ar hidrofilo mijiedarbibu tipa (HILIC) BEH amide kolonnu,
ka piedeva kustigajai fazei tika izmantots amonija hidroksida skidums. Gan pozitivaja, gan
negativaja elektroizsmidzinaSanas rezima tika noveéroti iepriek§ min&tie joni, tikai Sajos

apstaklos jons ar m/z vértibu 125 Da bija intensivaks (3.3. att€ls).
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3.3.att. UHPLC-QDa izdalita jona (SIR) hromatogrammas LGO standartSkidumam

acetonitrila/idens maisijuma (50:50 (v/v)); tR = 1,82 min

Izmantojot BEH amide kolonnu, péc UV hromatogrammas redzams, ka LGO un
furfurols neatdalas, bet atdalas iepriek§ minétais polarais savienojums, kas no LGO neatdalijas,
izmantojot CSH C18 Phenyl-Hexyl kolonnu: izdalisanas faktors (k) LGO, LGO degradacijas
produktam ir 1,47; 1,19; selektivitate (a) starp LGO un degradacijas produktu ir 1,24 (3.4.

attels).
1.4 1
1.2
© 1
Sos
S 06
a8 2
< 04
0.2
O #;/\J

0 1 Laiks, min 2 3 4

3.4.att. UHPLC-UV hromatogramma LGO standart§kidumam acetonitrila/iidens maisijuma
(50:50 (v/v)) (1 — LGO degradacijas produkts tR = 1,56 min; 2 — LGO + furfurols tR =
1,76 min)

Ja ka piedeva tiek izmantota baze un negativs elektroizsmidzinasanas reZims, tad
furfurols nejonizgjas. Péc savienojumu izdaliSanas laikiem var secinat, ka Sajos apstaklos
joniz&jas nevis LGO, bet gan ta degradacijas produkts. Sim savienojumam kopgjas jonu stravas
hromatogramma noveéro jonus ar m/z vértibu 125 Da [M-H]", 95 Da [M-CH20-H] un 143 Da,
kas atbilst idens molekulas pievienoSanai LGO.

Ta ka ieprieksgja metode, kur ka piedeva kustigajai fazei tika izmantota baze (NHas),
tika panakta LGO degradacijas produkta jonizacija, tad arT Saja metode tika veikta jonizacija

negativaja elektroizsmidzinaSanas reZima un ka piedeva kustigajai fazei tika izmantota baze.
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Tika izmantota C18 Fluoro-Phenyl kolonna, lai panaktu LGO un furfurola pilnigu atdalisanos.
P&c UV hromatogrammas redzams, ka LGO un ta degradacijas produkti atdalas (3.5. attls).

0.8 2
(4]
= 0.6
(&)
O
P -
g 0.4 1
<
0.2 3
0 N\
0 0.5 1 1.5 2 25 3 3.5 4
Laiks, min

3.5.att. UHPLC-UV hromatogramma LGO standart§kidumam acetonitrila/idens maisijuma
(50:50 (v/v)) (1 — LGO degradacijas produkts tR = 1,64 min; 2 - LGO tR = 2,25 min; 3 —
furfurols tR = 2,41 min)

P&c hromatografiskajiem datiem secinats, ka LGO (2) galvenie degradacijas produkti ir
furfurols (13) un hidroksilevoglikozenons (14). Hidroksilevoglikozenona struktirformula ir

pienemta, balstoties uz masas starpibu starp LGO un raduSos degradacijas produktu.

3.6.att. Levoglikozenona (2) galvenie degradacijas produkti: furfurols (13) wun

hidroksilevoglikozenons (14)

Izdali8anas faktors (k) LGO, furfurolam un LGO degradacijas produktam ir 2,16; 2,38;
1,30. Selektivitate (a) starp LGO un furfurolu ir 1,10, starp LGO un ta degradacijas produktu
ir 1,66. Lidz ar to $1 metode var tikt izmantota LGO degradacijas produktu hromatografiskai
atdalisanai. Lai arT tika panakta LGO degradacijas produkta jonizacija, pats LGO nejonizgjas
neviena no parbauditajam metodém. Lidz ar to 3. metod€ kvalitativas un kvalitativas analizes
ir ieteicams veikt, izmantojot UV detektoru. Sai metodei tika veikta arT analitisko parametru
noteikSana pie vilnu garuma 220 nm.
Linearitate

Tika pagatavoti desmit LGO standartSskiduma atSkaidijumi acetonitrila/Gidens
maisijuma (50:50 (v/v)) diapazona 1 — 150 % no iespg€jama levoglikozenona satura atras
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pirolizes kondensata parauga. Katrs atSkaidijums sistema tika ievadits tris reizes. Rezultati

apkopoti 2. pielikuma 2.1. tabula un 3.7. attéla.
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3.8.att. Regresijas atlikuma diagramma

P&c regresijas atlikuma diagrammas (3.8. att€ls) redzams, ka LGO kalibréSanas grafiks
koncentraciju diapazona no 0,00130 Iidz 0,286 mg/mL paklaujas linearai sakaribai un ir
homoskedastisks.

KvantificeSanas un detektéSanas robezu noteik§ana

KvantificeSanas un detekt€Sanas robeZu veértibas tika aprékinatas peéc formulam 2.1. un
2.2., izmantojot kalibréSanas grafika datus. Aprékiniem nepiecieSamie dati doti 3.1. tabula un
2. pielikuma 2.1. tabula. Linearaja koncentraciju diapazona (no 0,00130 lidz 0,286 mg/mL):
LOD = 0,0008 mg/mL
LOQ = 0,003 mg/mL
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Nemot véra pirmos tris kalibréSanas grafika punktus (no 0,00130 Iidz 0,0130 mg/mL):
LOD =0,00010 mg/mL

LOQ =0,0003 mg/mL

3.1.tabula
KvantificéSanas un detektéSanas robezu vértibu noteik§anas dati

ASk. Nr. | y(LGO standartsk.), mg/mL | Sn joslas laukumam (UV, 275 nm), AU-s | Sn %
1. 0,00130 5 0,008
2. 0,00650 82 0,03
3. 0,0130 4346 0,8
4. 0,0650 7958 0,3
5. 0,104 23912 0,5
6. 0,130 26308 0,4
7. 0,156 21259 0,3
8. 0,195 23703 0,3
9. 0,260 5240 0,04
10. 0,286 52 0,0004
AVG Sn joslas laukumiem, AU-s 11287

Atgustamiba
Atgilistamibas parbaude tika veikta diapazona no 80 lidz 120 % no 0,224 mg/mL

levoglikozenona koncentracijas. Atglistamiba tika aprékinata pec formulas 2.4. un iegttie

rezultati apkopoti 3.2. tabula.

Levoglikozenona atgiistamibas dati

3.2.tabula

Limenis, I J?f'las v(LGO kal.)), | Y(LGO teor.), | Atgiistamiba, | AVG atgiistamibai * Sn,
% aukums, mg/mL mg/mL % %
AU-s
Bez 8469104 0,1880 - - -
piedevas 8325414 0,1848 - - -
8456971 0,1878 - - -
9261338 0,2056 0,217 94.8
80 9180015 0,2038 0,217 94.0 94,5+0,5
9254356 0,2054 0,217 94.7
9657807 0,2144 0,224 95.7
100 9770851 0,2169 0,224 96.8 96,3+0,6
9716920 0,2157 0,224 96.3
10172835 0,2258 0,231 97.6
120 10134528 0,2249 0,231 97.3 97,5+0,2
10168742 0,2257 0,231 97.6
Atkartojamiba

Sisteémas precizitate tika noteikta, veicot LGO standartskiduma (ar masas koncentraciju

0,130 mg/mL) sesas atkartotas injekcijas. Metodes precizitate tika noteikta atras pirolizes
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kondensata paraugam, no kura pagatavoti seSi atseviski atSkaidijumi acetonitrila/idens
maistjuma (50:50 (V/v)).
Atkartojamibu aprékinaja pec 2.5. formulas. Iegiitie dati apkopoti 3.3. tabula.

3.3.tabula

Atkartojamibas (sistémas un metodes precizitate) rezultati

Joslas Sn joslas AVG joslas
laukums, laukumam, laukumam,

AU-s AU-s AU-s
5899773
5862409

LGO
standartSkidums 0,130 °895163 18300 5881249 0,3

(sist€mas precizitate) 5858394
5875448

5896308
10176684
10114460

Atras pirolizes
1012824
kondensata paraugs 0,787 1810&;322 37377 10114557 0.4
(metodes precizitate)
10103451

10063178

Y(8kid.),
mg/mL

Atkartojamiba,
%

3.2. Levoglikozenona stabilitate standartSkidumos un pirolizes produktos

Sakotngji tika analizéta LGO standartvielas stabilitate dazados Skidinatajos, divas
temperatiiras. P&c hromatografijas datiem — joslas laukuma izmainas atkariba no laika, tika
aprékinats LGO relativais daudzums katra laika vieniba un konstruétas kinétikas liknes. LGO
relativo daudzumu katra laika vieniba aprékinaja pec 2.7. vienadojuma.

Relativo LGO samazinajumu diennaktt katra laika intervala aprékinaja p&c 2.8. vienadojuma
un noteica vidgjo vertibu.
Apréekinatie rezultati apkopoti 1.1. — 1.13. tabula, 1. pielikuma.

Péc 3.9. attéla redzams, ka visstraujak LGO degradacija noris, ja standartviela tiek
Skidinata un uzglabata Giden, kas ir polars protondonors $kidinatajs. LGO relativa daudzuma
samazinajums diennakti, ja ka Skidinatajs tiek izmantots Gdens, ir 4,66 %. Ja tiek izmantots
polars aprotons $kidinatajs ka acetons vai acetonitrils un skidums tiek uzglabats ledusskapt
(4 £ 3°C), LGO degradacija noris loti 1&ni. LGO relativa daudzuma samazinajums diennakti
acetonitrila ir 0,21 %, bet acetona 0,18 %. Izmantojot Sos pasus $kidinatajus, bet uzglabajot tos
21 °C tempeartiira, noveéro 1énu LGO degradaciju. Attiecigi acetonitrila relativa daudzuma

samazinajums diennakti ir 0,40 %, bet acetona 0,63 %. Izmantojot Gidens/acetonitrila (50:50
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(v/v)) vai tdens/acetona maisijumu (50:50 (v/v)), LGO degradacija noris jau ievérojami
straujak neka, ja tiek izmantots 100 % ACN vai acetons. Attiecigi 4 °C temperatiira
tidens/acetona (50:50 (v/v)) vidé LGO relativa daudzuma samazinajums diennakti ir 1,5 %j;
tdens/acetonitrila (50:50 (v/v)) vid€ ir 1,7 %, bet 21 °C temperatiira idens/acetona (50:50 (v/v))
vide - 3,5 %, bet tdens/acetonitrila (50:50 (v/v)) vide ir 4,19 %. Lidz ar to var secinat, ka
degradacijas atrumu butiski ietekm€ tidens klatbtitne; Skiduma esosSie -OH joni paatrina LGO
degradaciju, noris hidrolize. Ar1 temperatiirai ir biitiska ietekme degradacijas atruma
palielinasana: istabas temperatiira (21 £ 3 °C) LGO degradgjas straujak neka 4 °C.

Ja LGO standartviela tiek skidinata tideni/acetonitrila (50:50 (v/v)) un ar skudrskabes
Skidumu tiek radita skaba vide (pH = 2,10), 4 °C temperatira LGO relativa daudzuma
samazinajums diennaktt ir 1,2 %, bet 21 °C temperatiira — 2,3 %. Tatad skaba vide papildus
neveicina LGO degradaciju.

Baziska vide (pH = 9,30) LGO degradacijas relativa daudzuma samazinajumu diennakti
nebija iesp&jams aprékinat, jo pec pirmas dienas hromatografijas datiem LGO bija pilniba

degradgjies. Var uzskatit, ka sados apstaklos LGO degradgjas mazak neka stundas laika.

120

® acetons, 4 °C
ACN, 4 °C

A ACN, 21°C

M acetons, 21 °C

X acetons/H20, 4°C

W (LGO), %

H20/ACN, 4 °C
® H20/ACN, 21 °C
+ acetons/H20, 21 °C

H20, 4 °C

0 10 20 30 40 50 60 70 80

laiks, dienas

3.9. att. Levoglikozenona standartvielas relativa daudzuma izmainas laika gaita (W(LGO), %

= f(laika)

P&c standartvielas degradacijas eksperimentiem tika veikts art pirolizes kondensatu, to
ekstraktu un tdens atlikumu (Gidens slanu) stabilitates pétjjums (1.14. — 1.18; 1.23. — 1.25.
tabula, 1. pielikuma aprékinatie dati kondensatu paraugiem). Darba 2.4. nodala uzskaititi

izveletie paraugi. Pec 3.10. att€la redzams, ka visstraujak LGO degrad€jas neatskaiditaja
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W (LGO),%

100 @

90
80
70
60
50
40
30
20
10

kondensata, kurs tiek atSkaidits tikai pirms hromatografiskas analizes. Neatskaidita kondensata
P57 LGO relativa daudzuma samazinajums diennakti ir 2,7 %; P93 ir 4,2 %. Tas skaidrojams
ar kondensata jau esoso tideni, kas radies no skaidu impregnésanas ar skabes skidumu. Ka art
neatSkaidita kondensata ir vislielaka LGO koncentracija; un reakcijas atrums ir tiesi atkarigs no
vielas koncentracijas. AtSkaiditajiem kondensatiem degradacijas atrumu ietekmé uzglabaSanas
temperatiira — visstraujak noris istabas temperatiira (21 °C). Attiecigi istabas temperatiira
kondensata P57 LGO degrad&jas diennakti par 1,5 %, P75 — par 2,3 %, bet P93 — par 1,9 %.
Kondensatiem, kas uzglabati 4 °C temperatiira, LGO diennakti degradéjas leénak, attiecigi P57
— par 0,93 %, bet P75 — par 1,3 %; P93 — par 1,1 %.

100 @
-q ® P57 kondensats, 4 °C 90 ® P75 kondensats, 4 °C
"o @ N ® P57 kondensats, 21 °C 80 | : *.e ® P75 kondensats, 21 °C
.. S By
P57 neatskaidits kondensats 70 B
o © ! .
» e, o160 | - o
.. O ®
Py o O 50 ®
S ] o
o9 40 .
.- ) = o
-9 ° "o 30 .
®.9 " Q._'.
e 20 ' )
‘. [ o-.. . @
........ PYIPY
0 20 40 60 80 100 120 0
laiks, dienas 0 20 40 60 80 100
laiks, dienas
100 @
® P93 kondensats, 4 °C
90 ‘
80 . .‘ ® P93 kondensts, 21 °C
70 k
N . P93 neatskaidits kondensats
= 60 .
8 50 . e
= 40 '--.,‘ "o
= 30 ;
..
20 e.g ®-a.
10 B T A
O 9.9
0
0 20 40 60 80 100
laiks, dienas

3.10. att. Levoglikozenona degradacijas kinétikas liknes atras pirolizes kondensatu paraugos —

P57, P75 un P93 (W (LGO), % = f(laika)

No kondensatiem ar hloroformu tika iegtiti ekstrakti un veikti to stabilitates
eksperimenti (1. pielikuma 1.19. — 1.20; 1.26. — 1.28. tabula). Analizgjot kondensatu ekstraktus
(3.11. attels), secinats, ka vislénak degradacija noris neatSkaidita ekstrakta, attiecigi

neatSkaidita ekstrakta P93 LGO relativa daudzuma samazinajums diennakti ir 1,4 %.
33



Neatskaidita ekstrakta nav tidens (papildus -OH jonu), kas varétu veicinat LGO degradaciju.
Lidzigi ka kondensatiem art ekstraktos, kas uzglabati istabas temperatiira (21 °C), LGO sadalas

straujak. Ekstrakta P75 LGO diennaktt degradgjas par 2,4 %; P93 — par 1,9 %.

100 @, 120

%0 ®P 75 ekstrakts, 4 °C ® P93 ekstrakts, 4 °C
@
‘-‘ P 75 ekstrakts, 21 °C P93 ekstrakts, 21 °C

80 . 100 ¢

70 4 P93 ekstrakts (izejas)
© i
o . 80 | %
6 60 0 © "
® 50 & .
- o, 60 -
= 40 ® )

@
30 b
¢.0 = 40 o o
20 .,
o... ®.0.. .
10 o9 20 Y
-9
0 ... @
0 20 40 60 80 100
laiks, dienas 0
arks, 0 20 40 60 80 100
laiks, dienas

3.11.att. Levoglikozenona degradacijas kinétikas Iiknes atras pirolizes ekstraktu paraugos — P75
un P93 (W (LGO), % = f(laika)

P&c atras pirolizes kondensatu ekstrah&sanas ar hloroformu iegitie tidens atlikumi (talak
teksta, tabulas un attlos Gdens slani) ar tika analizeti (1. pielikuma 1.21. — 1.22; 1.29. — 1.31.
tabula). P&c 3.12. att€la secinams, ka LGO degradacija strauji noris neat$kaidita parauga — jau
pec dazam dienam novero strauju LGO relativa daudzuma kritumu. NeatSkaidita iidens slana
parauga P93 LGO diena degradgjas par 5,5 %. Skaidrojums lidzigs ka neatSkaiditu kondensatu
gadijuma. Udens slanu gadijuma temperattrai nav tik izteikta nozime LGO degradacijas atruma
palielina$ana, ka tas bija kondensatu un ekstraktu gadijuma. Udens slana paraugam P75, kur§
uzglabats 4 °C temperatira, LGO degradgjas diennakti par 1,1 %, bet 21 °C temperattra par 1,7
%. Tacu Gidens slana paraugam P93, kas uzglabats 4 °C temperatiira, LGO relativa daudzuma
samazinajums diennakti ir 3,2 %, bet 21 °C temperatara ir 3,3 %. Siem paraugiem LGO

degradaciju butiski ietekmé palielinata iidens klatbiitne.
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3.12. att. Levoglikozenona degradacijas kinétikas liknes atras pirolizes kondensatu ekstrakcija

iegtito tidens atlikumu (@idens slanu) paraugos — P75 un P93 (W (LGO), % = f(laika)

3.3. Levoglikozenona degradacijas kinétikas parametru noteikS§anas
rezultati

Farmaceitiskajiem preparatiem kimisko stabilitati nosaka tidens Skidumos. Ka jau
literatiiras apskata 1.4. nodala minéts, lielakajai dalai no So farmaceitiski aktivo vielu
degradacijas kinétiku apraksta pirmas kartas atruma konstantes vienadojums (3.1.
vienadojums), jo noris reakcija ar tdeni Gdens skiduma, lidz ar to var pienemt, ka Gdens
koncentracija laika gaita nemainas, ir konstanta. LGO degradacijas kinétikas atruma konstantes
rekinatas tikai standartS§kidumiem, ne atras pirolizes produktiem — kondensatiem, to ekstraktiem
un Udens slaniem, jo paraugos esoSie citi komponenti var ietekmét levoglikozenona
degradacijas gaitu un l1dz ar to art kinétiku.

— % = k[LGO], kur (3.1)
[LGO] - petamas vielas koncentracija, mmol/L

t — laiks, dienas.

k — atruma konstante, 1/dienas.

dC/dt — atrums, ar kadu vielas koncentracija samazinas

Darba LGO degradacijas atruma konstantes tika noteiktas standartvielas tdens
Skidumiem divas temperattras, kur attiecigi LGO $kidinats tideni (4 °C), tideni/acetona (4 un
21 °C) un uden’/ACN (4 un 21 °C). No tdens/ACN standartskiduma tika pagatavoti 5
atSkaidijumi ar sekojosam $kidumu masas koncentracijam (3.4. tabula un 1.1. — 1.4. tabulas, 1.

pielikuma) un katram noteikta degradacijas atruma konstante.
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3.4.tabula

LGO standart§kiduma atSkaidijumu precizas masas koncentracijas

Atskaidijums

Skidinatajs

y(8kid.), mg/mL

UzglabaSanas temperatiira, °C

1.

G WINE 0T R W

ACN/H:0

0,227

0,341

0,454

0,568

0,795

0,103

0,207

0,310

0,414

0,517

21

No sakotngjas skiduma masas koncentracijas tika aprékinata LGO sakotngja molara

koncentracija (2.9. vienadojums).

Pec iepriekS aprékinata procentuala LGO relativa daudzuma laika vieniba (2.7.

vienadojums) aprékinaja LGO molaras koncentracijas samazinajumu katra laika vieniba (2.10.

vienadojums).

Aprekinatie dati att€loti 1. pielikuma 1.1. — 1.7. tabula.

Peéc LGO molaras koncentracijas samazinajuma tika konstruétas kinétikas Iiknes

(C(Lc0)samaz = f(laika)) Gidens standartskidumiem (3.13. — 3.15. attgls).

6.0

C (LGO), mmol/L

®C (LGO) = 4,90 mmol/L
C (LGO) = 3,50 mmol/L
C (LGO) = 2,80 mmol/L
C (LGO) = 2,10 mmol/L
®C (LGO) = 1,40 mmol/L

“e...
‘.
...... “” e '-.\,.....,,.
| | | DEXVPU @ -- '0"""""0““""’
40 60 %
laiks, dienas

3.13.att. Levoglikozenona molaras koncentracijas samazinajums laika vieniba katra no

______
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@ C (LGO) = 3,19 mmol/L
C (LGO) = 2,55 mmol/L
C (LGO) = 1,91 mmol/L

@ C (LGO) = 1,28 mmol/L

@ C (LGO) = 0,638 mmol/L

e, -
@-... el it B, -~
............................... [ P S
@ g {  RXXXXAXRX { RRRRRXIXEINK : ....... .;
10 20 30 40 50 60
laiks, dienas

3.14 att. Levoglikozenona molaras koncentracijas samazinajums laika vieniba katra no

atSkaidijumiem, kas $kidinati iden’/ACN (50:50 (v/v)) un uzglabati 21 °C temperatiira

0.5 Y

®H20,4°C
Q @ acetons/H20, 4 °C
Q.
e acetons/H20, 21 °C
Q._
“®....
........... ®
. ‘o
20 30 40 50 60 70
laiks, min

3.15.att. Levoglikozenona molaras koncentracijas samazinajums laika vieniba tident (4 °C) un

tident/acetona (50:50 (V/v)), kas uzglabati 4 un 21 °C temperatiira

Lai noteiktu LGO degradacijas kinétikas atruma konstanti, tika konstruétas Iiknes, kur

atlikta LGO molaras koncentracijas naturallogaritma (In(c) (LGO)) atkariba no laika (3.16. —

3.18. attéls). Kingtiskas Iiknes konstruétas un aprékini veikti apgabala, kur novérojama LGO

koncentracijas samazinaSanas; atlikusas dienas, kad LGO molara koncentracija praktiski vairs

nemainas, nav nemtas vera.

®C (LGO) = 4,90 mmol/L
C (LGO) = 3,50 mmol/L
C (LGO) = 2,80 mmol/L

LTI '
e @ ®C (LGO) = 2,10 mmol/L
......... ,' eoC (LGO) =1,40 mmol/L
...................... .. ks, dienas
15~ €025, 30 TG 40
......... [}

3.16.att. Levoglikozenona molaras koncentracijas naturallogaritma samazinajums laika vieniba

katra no atSkaidijumiem, kas Skidinati Gideni/ACN (50:50 (v/v)) un uzglabati 4 °C

temperatiira
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Ln(C) (LGO)

3.17.att.

3.18.att.

®C (LGO) = 3,19 mmol/L
1.5000 C (LGO) = 2,55 mmol/L
C (LGO) = 1,91 mmol/L
05000 S @ ® O o.... laiks,dienas C (LGO) = 1,28 mmol/L
00000 $O:r L ®C (LGO) = 0,638 mmol/L

-0.5000 & o 5 10, 15 20T % 30

-1.0000 -
-1.5000
-2.0000
-2.5000

Levoglikozenona molaras koncentracijas naturallogaritma samazinajums laika vientba

______

2.0
®H20,4°C

10¢ acetons/H20, 4 °C

. Laiks, dienas
0.0 acetons/H20, 21 °C
0 .. 10 20 30 40
-1.0

In(C) (LGO)
3

-2.0 'S
-3.0

-4.0

Levoglikozenona molaras koncentracijas naturallogaritma samazinajums laika vieniba

ident (4 °C) un adeni/acetona (50:50 (v/v)), kas uzglabati 4 un 21 °C temperatira

P&c katras liknes taisnes vienadojuma (3.1. vienadojums) tika noteiktas reakcijas atruma

konstantes (3.5. un 3.6. tabulas).

3.5.tabula

Reakcijas atruma konstantes 4 un 21 °C temperatiira LGO standart§kidumam tidens/ACN

maisijuma

y(8kid), mg/mL | Uzglabasanas temperatiira, °C | Kk, 1/dienas

0,227 0.031+0,002

0,341 0,029+0,002
0,454 4+3 0,0283+0,0013
0,568 0,0268+0,0013

0,795 0,025+0,002

AVG K, 1/dienas 0,028+0,002

0,103 0,070+0,003
0,207 0,0706+0,0010
0,310 21+3 0,0680+0,0009
0,414 0,0677+0,0004

0,517 0,065+0,002

AVG k, 1/dienas 0,06810,002
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3.6.tabula

Reakcijas atruma konstantes 4 un 21 °C temperatiira levoglikozenona standart§skidumam tident

un iidens/acetona maisijuma

y(kid), mg/mL | Skidinatajs | Uzglabasanas temperatiira, °C | k, 1/dienas
0,399 Udens 4+3 0,191+0,011

_ 4+3 0,020+0,002

0,534 Udens/acetons 51+ 3 0.077£0,007

3.4. Levoglikozenona noteikSanas metodes izstrades un analitisko
parametru noteikSanas rezultati, veicot derivatizaciju ar 2,4-
dinitrofenilhidrazinu

Levoglikozenona derivatizacija tika veikta, balstoties uz adaptetu ketonu un aldehidu
noteik$anas standartmetodi [37]. Par s$kidinataju tika izvéléts acetonitrils, jo péc LGO
stabilitates pétijuma tika secinats, ka acetonitrila LGO degradacijas kinétikas atruma konstante
ir vismazaka, Iidz ar to LGO degradacijas produkti neietekméja derivatizacijas gaitu.

Metodes optimizacijas laika sakotnéji tika parbaudita reagentu pievienosanas secibas,
izejvielas un reagentu daudzuma attiecibas ietekme uz LGO derivatizaciju:

1) LGO + DNPH + FA (1:1:0,5)
2) LGO + FA + DNPH (1:0,5:1)
3) LGO + FA + DNPH (1:1:1)

Tika secinats, ka reagentu pievieno$anas secibai nav bitiskas nozimes, pat ja LGO
sakotngji reagé ar DNPH, derivatizacija (vispar ketonu un aldehidu derivatizacija ar DNPH)
var notikt tikai skaba vidé. Lai reakcija notiktu lidz galam un viss LGO butu izreaggjis,
nepiecieSams pievienot skabi liela parakuma (koncentréta skudrskabe). Tadel tika izvéleta 3.
reagentu pievienosanas seciba un daudzumu attieciba. LGO derivatizacijas reakcija ar DNPH

noris péc sekojosas shémas (3.19. attéls).

.
(0] - o
N H!
0" o 0 ~H* HN N HN™ =+
> H H OH
.. + \ 0 2 H
\@[N,NHZ NS H HN-/ 52 ’ H,\\j( = >
H H - S0
12 2 H
o) H
NE

H (0] 4 H o) H
\
0 :
/N+
0
HN H
-H;0
H” S0~V H

3.19.att. Levoglikozenona derivatizacijas rekacijas shéma (2 — LGO, 12 — DNPH, 15 - LGO

atvasinajums)
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Péc standartmetodes [37] derivatizaciju ar 2,4-dinitrofenilhidrazinu veic 40 °C

temperatra. Tika parbaudita reakcijas norises gaita 5; 20; 40; 60 °C temperatiira, salidzinats

LGO derivata joslas laukums (QDa, SIR 305 Da rezima) katra temperatiira (3.7. tabula). Péc

iegiitajiem datiem secinats, ka 5 °C temperatiira LGO derivata joslas laukums ir vislielakais,

[idz ar to

§1 temperatiira ir optimalaka.

3.7.tabula

Levoglikozenona derivata joslas laukums atkariba no reakcijas temperatiiras

Temperatiira, °C | LGO derivata joslas laukums, Intensitate-s
1617613
5 1609512
1599874
1495032
20 1493023
1490417
1437158
40 1436254
1434521
1154327
60 1153241
1154217

Pec tam, kad tika izvéleéta optimalaka reakcijas temperatira, tika veikti kinétikas

mérijumi, lai noteiktu optimalu reakcijas laiku. Tika nemts v&ra arT laiks, kads nepiecieSams

hromatografam, lai analiz&jamo $kidumu ievaditu sisteéma un saktos analize (noteikts, ka tas ir

3 mindtes). P&c iegilitajiem datiem (2. pielikuma 2.2. tabula un 3.20. att&ls) secinats, ka LGO

derivatizacijas reakcijas optimalais ilgums ir 10 mindtes.

3.20. att.

0.25
QDa, SIR 305 Da

= UV, 275 nm
E 02
=]
g
2 0.5
[~
2
g 01
2 o
3
= 0.05
=

0

0 10 20 30 40 50 60 70

laiks, min

Levoglikozenona derivatizacijas reakcijas kinétikas dati (LGO derivata

koncentracijas izmaina laika)
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Hromatografiskas analizes tika veiktas, izmantojot CSH C18 Phenyl-Hexyl kolonnu. Ta
ka 2,4-dinitrofenilhidrazinam un LGO derivatam piemit izteikta UV absorbcija, analizes tika
veiktas arf ar diozu matricas detektoru (UV), ne tikai kvadrupola masspektrometru (QDa). Ar
abiem detektoriem tika veikta metodes analitisko parametru noteikSana; ar UV detektoru pie
275 nm, bet ar QDa detektoru ESI” rezima pie izdalita jona ar m/z vértibu 305 Da, kas atbilst
LGO derivata teorctiskajai masai [M(LGO-DNPH)-H] (3.21. attels). Tika izvEléts negativs
elektroizsmidzinasanas rezims, kura novéroja labaku LGO derivata jonizaciju. 3.21. attéla
joslas nr. 1. un 2. veidojas no 2,4-dinitrofenilhidrazina reagenta derivatizacijas apstaklos. Sis

joslas novéro tuksaja parauga.

700000
600000 3
500000
400000
300000 1

200000 9
100000
0

5 55 6 6.5 7 7.5 8
Laiks, min

Intensitate

3.21.att. UHPLC-QDa izdalita jona (SIR) hromatogramma (m/z 305 Da) LGO standart§kidumam
acetonitrila (1 un 2 —no DNPH; 3 — LGO atvasinajums tR = 6,74 min)

Tapat novero ar1 LGO degradacijas produktu (furfurola un hidroksilevoglikozenona)
jonizaciju. Furfurolam novéro jonu ar m/z vértibu 275 Da, kas atbilst furfurola derivata masai
[M(Furfural-DNPH)-H], bet hidroksilevoglikozenonam noveéro jonu ar m/z vértibu 323 Da, kas
atbilst hidroksilevoglikozenona derivata masai [M(Hidroksi-LGO-DNPH)-H] (3.22. att&ls).

60000 2
50000 H

40000

30000
3 ——SIRmM/z275Da

20000 SIR m/z 323 Da
10000 k

0 — = - m—_— - _—

Intensitate

5 55 6 6.5 7 7.5 8
Laiks, min

3.22.att. UHPLC-QDa izdalita jona (SIR) hromatogrammas atras pirolizes kondensata parauga,
kas Skidinats acetonitrila (1 — hidroksilevoglikozenona atvasinajums tR = 5,77 min; 2 un

3 — furfurola derivata stereoizoméri tR = 6,91 un 7,05 min)
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Linearitate

Tika pagatavoti LGO standartSkidumi acetonitrila diapazona 1,25 — 150 % no iesp&jama

levoglikozenona satura atras pirolizes kondensata parauga. Katrs atSkaidijums tika analiz&ts,

izmantojot UHPLC-MS sistému jaukta seciba ar trim atkartotam injekcijam. Ar kvadrupola

masspektrometru iegiiti divi lineari koncentraciju diapazoni. legutie dati apkopoti 2. pielikuma

2.3. tabula un 3.23., 3.24. attéla.
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2000000

1500000

1000000

500000

Joslas laukums, Intensitate-s

0

y=(

0.00 0.10

700000
y=((23+0,10)*107x @

5,1+ 0,2)*108)x e
(Rz - 0,934 ) £ 600000 R? = 0.994
N
£ 500000
. £
o = 400000
S 300000 o
g
- 200000 o
=
£ 100000 ®
=
0
0.20 0.30 0 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025
standartsk.), mg/mL v(LGO standartsk), mg/mL

Y(LGO

3.23. att. Levoglikozenona derivata kalibréSanas grafiki (pa labi — mazo koncentraciju diapazona;

pa kreisi — lielo koncentraciju diapazona) (QDa, SIR 305 Da)

2500000

S

*, 2000000

1500000

1000000

Joslas laukums, AU

500000

y = ((6,23 + 0,04)*106)x
R2 = 0.9995 S

0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35
Y(LGO standartsk.), mg/mL

3.24. att. Levoglikozenona derivata kalibrésanas grafiks (UV, 275 nm)
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3.25.att. Regresijas atlikuma diagramma mazo koncentraciju diapazona
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3.26.att. Regresijas atlikuma diagramma lielo koncentraciju diapazona

Pec regresijas atlikuma diagrammam (3.25. un 3.26. attéls) redzams, ka LGO
kalibréSanas grafiks abos koncentraciju diapazonos (no 0,00265 lidz 0,0265 mg/mL; no 0,0530
I1dz 0,318 mg/mL) paklaujas linearai sakaribai un ir homoskedastisks.

KvantificeSanas un detektéSanas robezu noteik§ana

KvantificéSanas un detektéSanas robezu veértibas tika aprékinatas péc 2.3. nodala
aprakstitas metodikas un aprékinu formulam. Aprekinu veik$anai nepiecieSamie dati doti 3.8.
tabula. KvantificéSanas un detekteéSanas robezu vértibas ar QDa detektoru noteiktas mazo
koncentraciju diapazona:

LOD =0,0007 mg/mL

LOQ = 0,002 mg/mL

Ar UV detektoru noteikts, ka kvantificéSanas un detektéSanas robezu vértibas ir sekojosas:
LOD = 0,008 mg/mL

LOQ = 0,02 mg/mL
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3.8.tabula

KvantificeSanas un detektéSanas robezu vértibu noteik§anas dati

Atk Nr, | 7(LGO standargSk.), Iasunkfjoril:rsn, F;?II |a?1nk{ﬁrs1|:rsn, Fé?ml

’ mg/mL Intensitate:s % Intensitate:s %

1 0,00265 83 0,09 673 5

Sel 2 0,00530 4778 3 1172 4

g : g 3 0,00795 281 0,11 3960 9
£s 4. 0,0106 12902 4 1027 2
5, 0,0265 5004 08 4537 3

AVG Sn joslas laukumiem, Intensitate-s 4609 15261

6. 0,0530 12894 2 10135 3

el 7. 0,106 19519 2 19956 3

g : § 8. 0,159 62190 4 28226 3
£s 9. 0,212 35143 2 29208 2
10. 0,318 31399 14 53630 3

Atgiistamiba

Atgiistamibas parbaude tika veikta ar atras pirolizes kondensata paraugu, ko pagatavoja

acetonitrila ar masas koncentraciju 0,5 mg/mL. Lai izvértétu matricas ietekmi uz LGO

derivatizacijas gaitu, parauga Skidums tika atSkaidits ar acetonitrilu 4 un 10 reizes.

Katrs Skidums (atras pirolizes kondensata paraugs bez piedevas un ar LGO standartpiedevu)

tika analiz&ts, izmantojot UHPLC-MS sistému jaukta seciba ar trim atkartotam injekcijam.

Teorétiska LGO masas koncentracija tika aprékinata pec formulas 2.3.

Atgiistamiba tika aprékinata pec formulas 2.4.

LGO atgiistamiba p&c masspektrometra datiem dota 3.9. tabula, bet pec diozu matricas

detektora dota 3.10. tabula.

3.9.tabula

Levoglikozenona atgiistamibas dati péc kvadrupola masspektrometra rezultatiem

Atras pirohzes Joslas LGO | y(LGO AVG
kondensata laukums, Y(kal.), ytfeor.), Atgus:amlba’ atgiistamibai +
" _pzirauga . Intensitate-s mg/mL mg/mL /o Sn, %
atSkaidijums, reizes
812978 0,0371 69
4 811399 0,0368 0,0542 68 66 £ 3
797168 0,0341 63
502320 0,0193 79
10 484220 0,0185 0,0243 76 76+3
473347 0,0180 74

Aprekinata atgiistamiba péc masspektrometra datiem abiem atSkaidijumiem ir zema

(zem 80%), tau, veicot parauga atSkaidiSanu, atglistamiba uzlabojas. Tas skaidrojams ar
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iesp&jamiem matricas trauc€jumiem, kas izdalas no kolonnas kopa ar LGO derivatu un traucé

ta jonizaciju.
3.10.tabula
Levoglikozenona atgiistamibas dati péc dioZu matricas detektora rezultatiem
Atras pirolizes Joslas 7(LGO 7(LGO _ - AVG
kondensata parauga | laukums, kal.), teor.), Atgus;/ao miba, atgiistamibai +
at§kaidijums, reizes AU-s mg/mL mg/mL Sn, %
313670 0,0512 945
4 316820 0,0517 0,0542 95.4 95,0+0,5
315566 0,0515 95.1
112043 0,0192 79
10 124399 0,0212 0,0243 87 82+4
113201 0,0194 80
Atkartojamiba

Sistémas precizitate tika noteikta, veicot LGO standartSkidumu (ar masas koncentraciju
0,15un 0,01 mg/mL) sesas atkartotas injekcijas. Metodes precizitate tika noteikta atras pirolizes
kondensata paraugam, no kura pagatavoti sesi atseviSki atSkaidijumi acetonitrila ar masas
koncentraciju 0,05 mg/mL.

Atkartojamiba noteikta, aprékinot joslu relativo standartnovirzi péc 2.5. formulas.
Apréekinatas atkartojamibas p&c masspektrometra datiem dotas 3.11. tabula, bet péc diozu
matricas detektora datiem dotas 3.12. tabula.

3.11.tabula
Atkartojamibas rezultati péc kvadrupola masspektrometra datiem
- Joslas Sn joslas AVG joslas e
%Sli'rﬁ'ﬂ’ laukums, laukumam, | laukumam, Atkartg/Jamlba’

g Intensitate-s | Intensitate:s | Intensitate-s 0
1468097
LGO 1491786

standgrt_slgldums 0,159 1439515 42639 1467198 3
(sistemas 1514737
precizitate) 1491595
1397458
865253
LGO 778659

standgrt_sl,ddums 0,0106 751641 52534 767217 4
(sistemas 758587
precizitate) 731814
717348
481222
Atras pirolizes 493171
3 507830

kondensata 0,0529 15288 486477 3
paraugs (metodes 483644
precizitate) 466516
481222
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3.12.tabula

Atkartojamibas rezultati péc dioZu matricas detektora datiem

e o Joslas AVG joslas Sn joslas .
Air(:ljlrﬁ.lz’ laukums, laukumam, laukumam, Atkart&'amlba’
g AU-s AU-s AU-s 0
960224
LGO 1009943
standartskidums 1010764 981603
(sist€émas 0,159 996181 27475 3
precizitate) 965365
947140
259597
LGO 256155
standartSkidums 259227 251489
(sistémas 0,0106 248590 8003 3
precizitate) 244833
240529
125512
Atras pirolizes 132789
kondensata paraugs 123352 125326
(metodes 0,0529 124340 4544 4
precizitate) 120635
125512

3.5. Optimizeto levoglikozenona noteikSanas metozu salidzinajums

Magistra darba izstradata levoglikozenona noteikSanas metode, izmantojot UHPLC-UV
sist€ému, ir vienkarSa un atra metode, kur nav nepiecieSams veikt atras pirolizes kondensata
priekSapstradi hromatografiskai analizei. P& metodes parametriem (3.13., 3.14. tabula)
redzams, ka ta sniedz pareizus un ticamus rezultatus. Ta ka analiz&jamais paraugs (biomasas
atras pirolizes produkti) satur dazadus iesp&jamos trauc€joSos faktorus, ir bitiski iegiitos
rezultatus salidzinat savstarpgji starp divam neatkarigdm metodém. No biomasas iegiitu
produktu noteik$anas metodém nav izvirzitas konkrétas validacijas vadlinijas, kas aprakstitu,
kadiem ir jabiit metodes analitiskajiem parametriem. Ta ka analizéta matrica (atras pirolizes
kondensats) ir komplicéta, tad izveidoto metozu analitiskie parametri tika noteikti péc pesticidu
atlieku noteikSanas metozu validacijas vadlinijam (SANTE/SANCO), kur izvirzitie kritériji ir
plasaka diapazona ka farmaceitisko preparatu noteikSanas metozu validacija. Darba izveidoto
metozu analitisko parametru atbilstiba izvirzitajiem kriterijiem apkopota 3.14. tabula. Péc
UHPLC-MS metodes parametriem, kur veikta LGO derivatizacija, redzams, ka tas atgistamiba
ir zema, tacu ta palielinas, ja tiek veikta parauga atSkaidiSana. Lidz ar to var secinat, ka kads no

parauga esoSiem traucgjoSiem komponentiem hromatografiski izdalas reizeé ar LGO derivatu un
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nomac ta jonizaciju (jonu supresija). lzmantojot UV detektoru, atgiistamiba ir optimala un

metodi var izmantot LGO kvantitativai noteikSanai atras pirolizes produktos. KvantificéSanas

robezvertiba visas izstradatajas metodg€s ir pietickama, lai noteiktu LGO rutinas paraugos, jo

metoZzu jutiba ir par vairak ka 100 reiz€m lielaka neka reala atras pirolizes kondensata parauga

esosa LGO koncentracija. Galvenie trikumi LGO noteikSanai, izmantojot UHPLC-MS

sisttmu, ir paaugstinatds metodes izmaksas un ilgaks parauga sagatavosSanas laiks

hromatografiskajai analizei, kas saistits ar LGO derivatizaciju ar DNPH.

3.13.tabula
Optimizéto levoglikozenona noteikS§anas metoZu salidzinajums
Nr. | Metode R? LOD; LOQ Atgiistamiba Sisttmas | Metodes
precizit. precizit.
Limenis I™:
0,9993 LOD = 0,00010 mg/mL 94'??’2’; zng/ mL
1. UHPLC-UV (0,00130-0,286 , 0,3% 0,4 %
mg/mL) LOQ = 0,0003mg/mL | 96:3£0,6 mg/mL
' Limenis 3:
97,5+0,2 mg/mL
0,991 e
(0,00265-0,0265 4Xp3tr§fja$§,‘ts 1(3kid.)=0,159
= . 30
mg/mL) LOD = 0,0007 mg/mL 66 + 3 mg/mL mg/mL: 3 %
0,
2.1. Qba 0,994 LoQ=0002mgimL | o | y(Ekd=00106 3%
(0,0530-0,318 Arauds: mg/mL: 7 %
UHPLC-MS mg/mL) 26 > 3 mg oL
(LGO deriv. =omg
ar DNPH) 4x atslgald.lts ¥(3kid.)=0,159
paraugs- mg/mL: 3 %
0,9998 LOD = 0,008 mg/mL 95,0 £ 0,5 mg/mL )
2.2. uv (0,00265-0,3180 1o 4%
' i _ s am v(8kid.)=0,0106
mg/mL) LOQ = 0,02 mg/mL 10 x atsl,(alfhts mg/mL: 3 %
paraugs:
82 + 4 mg/mL

* Limenis 1 atbilst 80 % no iesp&jamas LGO koncentracijas atras pirolizes kondensata parauga; [imenis

2 atbilst 100 %, bet limenis 3 — 120 %.
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3.14.tabula

Optimizéto LGO noteik§anas metoZu analitisko parametru atbilstiba izvirzitajam kritérijam péc

SANTE/SANCO validacijas vadlinijam

Atbilst
Analitiskais | Izvirzitais | Metodes Noteikta vértiba izvirzitajam
parametrs kriterijs Nr. kriterijam
Ja/Ne
1 Dati ir lineari, homoskedastiski (0,0013 Ia
o ' —0,2860 mg/mL)
Izverte pec S - —
T Dati ir lineari, homoskedastiski (0,0027
Linearitate regresijas 21 0.0265 5
atlikuma L -0, mg/mL) Ja
diagrammas (0,0530 — 0,3180 mg/mL)
29 Dati ir lineari, homoskedastiski (0,0027 Ia
T —0,3180 mg/mL)
. . Noteikta LOQ vertiba > 100 reizes zem _
LOQ VisMRL™ 1 1.2.1.,2.2 sagaidamas LGO koncentracijas ja
Limenis 1: 94,5+0,5 mg/mL
1. Limenis 2: 96,3+0,6 mg/mL Ja
Limenis 3: 97,5+0,2 mg/mL

Atgiistamiba | 70 — 120 % 21 4x atSkaidits paraugs: 66 + 3 mg/mL Ne
o 10 x atSkaidits paraugs: 76 + 3 mg/mL Ja
29 4x atskaidits paraugs: 95,0 = 0,5 mg/mL Ja
o 10 x atSkaidits paraugs: 82 + 4 mg/mL Ja
1. 0,3% Ja
L v(8kid.) = 0,159 mg/mL: 3 % Ja
psrfctf;::fe <20 % 2.1 v(3kid.) = 0,0106 mg/mL: 7 % Ja
29 v(8kid.) = 0,159 mg/mL: 3 % Ja
- y(8kid.) = 0,0106 mg/mL: 3 % Ja
1. 0,4 % Ja
pﬁiigﬂiﬁe <20 % 2.1. 3% Ja
2.2. 4% Ja

* MRL — maximum residue level (maksimalais pesticidu atlieku Iimenis)
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SECINAJUMI

1. Magistra darba izstradatas un savstarpgji salidzinatas literatira neaprakstitas LGO
noteikSanas metodes, izmantojot UHPLC-MS sistému. Ka optimalaka noteikSanas metode
rutinas analizém ir izmantojot UHPLC-UV sist€ému, jo §1 metode ir atraka un nav
nepiecieSama papildus pirolizes parauga sagatavoSana. Metodei, kurd izmanto
derivatizaciju ar 2,4-dinitrofenilhidrazinu, ir zemaka noteikSanas robeza, kas lauj noteikt
LGO ka piemaisijumu mazos daudzumos, tacu metodei ir garaka pirolizes parauga
sagatavoSana. Metozu parametri atbilst SANTE/SANCO validacijas vadlinijas noteiktajam
prasibam.

2. Peéc levoglikozenona standartvielas stabilitates pé&tijumiem ideni, Gdeni/ACN, ACN,
fideni/acetona un acetona divas temperatiiras (4 un 21 °C) secinats, ka LGO stabilitati
butiski ietekmé tidens klatbiitne un standartskidumu uzglabasanas temperatiira.

3. Atras pirolizes produktiem — kondensatiem, to ekstraktiem un didens atlikumiem, kas satur
LGO, novero tadas pasas degradacijas tendences ka LGO standartSkidumiem — stabilitati
ietekmé tidens klatbiitne, degradacija straujak noris istabas temperatiira (21 °C).

4. Levoglikozenona stabilitates nodroSinasanai nepiecieSams izmantot beziidens katalizatorus
biomasas pirolizes procesa, ka arT veikt ieglita kondensata ekstrakciju. Hromatografiskajam
analiz€m nav ieteicams izmantot organiska Skidinataja (ACN vai acetona) un tdens

maisijumu.
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Levoglikozenona degradacijas kinétikas liknu konstrué$anas un reakcijas atruma konstantes

Levoglikozenona relativa daudzuma izmaina laika gaita standartSkiduma at§kaidijumos 4 °C temperatira

aprekinasanas dati

v(8kid), mg/mL

w(LGO) rel, %

Dienas | 0227 | 0341 | 0454 | 0568 | 0,795
Joslas laukums, au-s

0 3302850 | 4533951 | 6342313 | 7550759 | 9539163 | 100 100 100 100 100
4 3386708 | 4620511 | 5906622 | 6946759 | 8671777 | 103 102 93 92 91
6 3107961 | 4308505 | 5358802 | 5867905 | 8452087 9 95 84 78 89
7 2987615 | 3820860 | 4761082 | 6494747 | 8295091 90 84 75 86 87
12 2706237 | 3663431 | 4999147 | 5858450 | 7625148 82 81 79 78 80
19 1880199 | 2349596 | 3757783 | 4330719 | 6576554 57 52 59 57 69
26 1843019 | 2400502 | 3284077 | 3963595 | 5622460 56 53 52 52 59
35 1213560 | 1601151 | 2280563 | 2925620 | 3758251 37 35 36 39 39
40 1011328 | 1219660 | 1916291 | 2464134 | 2970743 31 27 30 33 31
46 743414 | 884412 | 1514754 | 1897821 | 2004680 23 20 24 25 21
56 483743 | 451433 | 961964 | 1297579 | 1066615 15 10 15 17 11
61 310830 | 296425 | 690208 | 1034284 | 719482 9 7 11 14 8
68 186389 | 153133 | 454932 | 783633 | 362108 6 3 7 10 4
76 119285 91173 320674 | 565042 | 183981 4 2 5 7 2
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1.2.tabula

Levoglikozenona relativa daudzuma samazinajuma, LGO molaras koncentracijas un tas naturallogaritma izmaina laika gaita standartskiduma
at§kaidijumos 4 °C temperatira

v(8kid), mg/mL v(8kid), mg/mL v(8kid), mg/mL
Dienas | 0,227 | 0,341 | 0,454 | 0,568 | 0,795 | 0,227 | 0,341 | 0,454 | 0,568 | 0,795 | 0,227 | 0,341 | 0,454 | 0,568 | 0,795

w(LGO), % samaz C(LGO), mmol/L In(c) (LGO)
0 - - - - - | 140 | 210 | 280 | 350 | 490 | 0337 | 0743 | 103 | 125 | 159
4 06 | 22 | 1,7 | 20 | 23 | 144 | 1,92 | 261 | 322 | 446 | 0362 | 065109859 | 117 | 1,50
6 10 | 26 | 26 | 23 | 1,9 | 1,32 | 178 | 2,37 | 301 | 435 |o0z277 | 0577 | 0862 ) 110 | 147
7 14 | 28 | 28 | 28 | 19 | 1,27 | 1,70 | 225 | 2,82 | 427 | 0237 | 0529 | 0812 ) 104 | 145
122 [ 15| 19 | 21 | 19 | 17 | 1,15 | 163 | 210 | 2,72 | 392 | 0138 | 0487 | 0744 ) 100 | 1,37
19 | 23 | 18 | 21 | 22 | 16 | 0798 | 140 | 1,66 | 201 | 3,38 |-0,226| 0335 | 0,507 | 0,698 | 1,22
26 | 19 | 19 | 1,9 | 1,8 | 1,6 | 0697 | 107 | 1,45 | 1,84 | 2,89 |-0,361 | 0.064 | 0372 | 0,609 | 1,06
3% | 18 | 19 | 1,8 | 1,8 | 1,7 | 0532 | 0711 | 1,01 | 1,36 | 1,93 |-0,631 | 0341 | 0,008 | 0,306 | 0,659
40 | 18 | 19 | 1,7 | 1,7 | 1,7 | 0387 | 0,542 | 0847 | 1,14 | 1,53 |-0,950 | 0613 | -0,166 | 0,134 | 0424
46 | 1,7 | 18 | 1,7 | 16 | 1,7 | 0,315 | 0,393 | 0,669 | 0,881 | 1,03 | -1,15 | “0.935|-0.402 | -0,127 | 0,030
56 | 15 | 16 | 1,5 | 15 | 1,6 | 0,205 | 0,200 | 0425 | 0,602 | 0,548 | -1,58 | “1.61 | -0,856 | -0,508 | -0,601
61 | 15 | 15 | 1,5 | 14 | 1,5 | 0,132 | 0,132 | 0,305 | 0,480 | 0,370 | -2,03 | 203 | -1.19 | -0,734 1 -0,995
68 | 14 | 14 | 14 | 1,3 | 1,4 | 0,079 | 0,068 | 0,201 | 0,364 | 0,186 | -2,54 | “269 | -160 | -1,01 | -1,68
76 | 13 | 13 | 1,2 | 1,2 | 1,3 |0,0506 | 0,0405 | 0,142 | 0,262 | 0,0046 | -2,98 | ~321 | -1.95 | -1.34 | -2,36
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Levoglikozenona relativa daudzuma izmaina laika gaita standart§kiduma atSkaidijumes 21 °C temperatiira

v(8kid), mg/mL

w(LGO) rel, %

Dienas | 0,103 | 0207 | 0310 | 0414 | 0517
Joslas laukums, au-s

0 1495851 | 3183327 | 4465324 | 6042781 | 7790493 | 100 100 100 100 100
1 1378922 | 2965827 | 3978249 | 5572248 | 7246479 92 93 89 92 93
4 1097553 | 2421582 | 3268980 | 4639675 | 6330148 | 73 76 73 77 81
8 804342 | 1802812 | 2531283 | 3543260 | 5104830 54 57 57 59 66
12 711426 | 1307752 | 1902410 | 2665743 | 3758726 48 41 43 44 48
25 248156 | 550613 | 796075 | 1109275 | 1547356 17 17 18 18 20
32 394163 | 556805 | 872808 | 1103011 12 12 14 14
39 303266 | 463500 | 673956 | 922661 10 10 11 12
50 210866 | 317884 | 480618 | 633875 7 7 8 8
56 192310 | 320057 | 481244 | 581935 6 7 8 7
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1.4.tabula

Levoglikozenona relativa daudzuma samazinajuma, LGO molaras koncentracijas un tas naturallogaritma izmaina laika gaita standartskiduma
atSkaidijumos 21 °C temperatira

v(8kid), mg/mL y(8kid), mg/mL v(§kid), mg/mL
Dienas | 0,103 | 0,207 | 0,310 | 0,414 | 0,517 | 0,203 | 0,207 | 0,310 | 0,414 | 0,517 | 0,103 | 0,207 | 0,310 | 0,414 | 0,517

w(LGO), % samaz C(LGO), mmol/L In(c) (LGO)
0 - - - - - |o638] 128 | 1,01 | 255 | 3,19 | 0,450 | 0,243 | 0,649 | 0,936 | 1,16
1 [ 78|68 |[1209] 78 | 70 |0588] 1,29 | 1,70 | 2,35 | 2,97 | -0,531 | 0,173 | 0,533 | 0,855 | 1,09
4 | 67 |60 |67 | 58] 47 [0468] 0970 | 1,40 | 1,96 | 2,59 | -0,760 | -0,0302 | 0,337 | 0,672 | 0,952
8 | 58|54 |54 |52 43 [0343] 0722|109 | 1,50 | 2,09 | -1,07 | -0,325 | 0,0811 | 0,403 | 0,737
12 | 44 | 49 | 48 | 47 | 43 |0303] 0524 |0815| 1,13 | 154 | -1,19 | -0,646 | -0,205 | 0,118 | 0,431
25 | 33 ]33 | 33|33/ 32 |0106] 0221 [0341]0468]0633] -225 | -1,51 | -1,08 | -0,759 | -0,457
32 |31 ] 27 ] 27| 27|27 0,158 | 0,239 | 0,368 | 0,452 -1,85 | -1,43 |-0,999 | -0,795
39 |52 [ 23] 23] 23]23 0,122 | 0,199 | 0,285 | 0,378 211 | -162 | -1,26 | -0,974
50 19 | 19 | 18 [ 18 0,0845 | 0,136 | 0,203 | 0,259 247 | -1,99 | -1,60 | -1,35
56 1,7 | 17 | 16 | 17 0,077 | 0,137 | 0,203 | 0,238 256 | -1,99 | -159 | -144
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1.5.tabula

Levoglikozenona relativa daudzuma samazinajuma, LGO molaras koncentracijas un tas naturallogaritma izmaina laika gaita tidens
standartSkiduma 4 °C temperatiira

Dienas | Joslas laukums, au-s | w(LGO), % | w(LGO), % samaz | C (LGO), mmol/L | In (C) (LGO)
0 5190663 100 - 2,46 0,901
7 1053464 20 11,4 0,500 -0,694
14 266217 5 2,2 0,126 -2,07
23 62681 1 0,4 0,0297 -3,52

1.6.tabula

Levoglikozenona relativa daudzuma samazinajuma, LGO molaras koncentracijas un tas naturallogaritma izmaina laika gaita tidens/acetona
standartSkiduma 4 °C temperatiira

Dienas | Joslas laukums, au-s | w(LGO), % | w(LGO), % samaz | C (LGO), mmol/L | In (C) (LGO)

0 6498572 100 - 3,29 1,19

8 5759137 89 1,4 2,92 1,07

17 4982319 77 1,4 2,53 0,926
22 4386653 68 1,5 2,22 0,799
29 3551223 55 1,6 1,80 0,588
44 1523324 23 1,7 0,772 -0,259
51 1033682 16 1,6 0,524 -0,647
61 598128 9 15 0,303 -1,19
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1.7.tabula

Levoglikozenona relativa daudzuma samazinajuma, LGO molaras koncentracijas un tas naturallogaritma izmaina laika gaita tidens/acetona
standart§kiduma 21 °C temperatiira

Dienas | Joslas laukums, au-s | w(LGO), % | w(LGO), % samaz | C (LGO), mmol/L | In (C) (LGO)

0 6498572 100 - 3,293 1,192

8 2565147 39 7,6 1,300 0,2624
17 1362904 21 4.6 0,6907 -0,3700
22 984926 15 3,9 0,4992 -0,6948
29 675536 10 31 0,3424 -1,072
44 405595 6 2,1 0,2056 -1,582
51 387200 6 1,8 0,1962 -1,628
61 307689 5 1,6 0,1559 -1,858

1.8.tabula

Levoglikozenona relativa daudzuma samazinajuma, LGO molaras koncentracijas un tas naturallogaritma izmaina laika gaita acetona
standart§kiduma 4 °C temperatiira

Dienas | Joslas laukums, au-s | w(LGO), % | w(LGO), % samaz | C (LGO), mmol/L | In (C) (LGO)
0 7732600 100 - 6,587 1,885
7 7861337 102 0,24 6,697 1,902
22 7925618 102 0,11 6,751 1,910
31 8083997 105 0,15 6,886 1,930
41 8481091 110 0,24 7,224 1,977
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1.9.tabula

Levoglikozenona relativa daudzuma samazinajuma, LGO molaras koncentracijas un tas naturallogaritma izmaina laika gaita acetona
standart§kiduma 21 °C temperatiira

Dienas | Joslas laukums, au-s | w(LGO), % | w(LGO), % samaz | C (LGO), mmol/L | In (C) (LGO)
0 7732600 100 - 6,587 1,885
7 7067755 91 12 6,021 1,795
22 6900180 89 0,49 5,878 1,771
31 7020113 91 0,30 5,980 1,788
41 6073490 79 0,52 5174 1,644

1.10.tabula

Levoglikozenona relativa daudzuma samazinajuma, LGO molaras koncentracijas un tas naturallogaritma izmaina laika gaita acetonitrila
standartSkiduma 4 °C temperatiira

Dienas | Joslas laukums, au-s | w(LGO), % | w(LGO), % samaz | C (LGO), mmol/L | In (C) (LGO)
0 7718668 100 - 6,538 1,878
7 8057746 104 0,63 6,825 1,921
22 7536480 98 0,11 6,383 1,854
31 7427829 96 0,12 6,291 1,839
41 7711380 100 0 6,531 1,877
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1.11.tabula

Levoglikozenona relativa daudzuma samazinajuma, LGO molaras koncentracijas un tas naturallogaritma izmaina laika gaita acetonitrila
standart§kiduma 21 °C temperatiira

Dienas | Joslas laukums, au-s | w(LGO), % | w(LGO), % samaz | C (LGO), mmol/L | In (C) (LGO)
0 7718668 100 - 6,538 1,878
7 7534182 98 0,34 6,381 1,853
22 6498605 84 0,72 5,504 1,706
31 7179500 93 0,23 6,081 1,805
41 6742750 87 0,31 5711 1,742

1.12.tabula

Levoglikozenona relativa daudzuma samazinajuma, LGO molaras koncentracijas un tas naturallogaritma izmaina laika gaita idens/acetonitrila
standart§$kiduma (pH = 2,10) 4 °C temperatiira

Dienas | Joslas laukums, au-s | w(LGO), % | w(LGO), % samaz | C (LGO), mmol/L | In (C) (LGO)
0 9750501 100 - 12,34 2,512
8 8754297 90 1,3 11,07 2,405
17 8263228 85 0,90 10,45 2,347
22 7346539 75 1,1 9,294 2,229
29 6532551 67 11 8,264 2,112
44 4356458 45 1,3 5,511 1,707
51 3364672 35 1,3 4,257 1,448
61 2325059 24 1.2 2,941 1,079
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1.13.tabula

Levoglikozenona relativa daudzuma samazinajuma, LGO molaras koncentracijas un tas naturallogaritma izmaina laika gaita tidens/acetonitrila
standart§kiduma (pH = 2,10) 21 °C temperatira

Dienas | Joslas laukums, au-s | w(LGO), % | w(LGO), % samaz | C (LGO), mmol/L | In (C) (LGO)
0 9750501 100 - 12,34 2,512
8 7238650 74 3,2 9,157 2,215
17 5123793 53 2,8 6,482 1,869
22 3837537 39 2,8 4,855 1,580
29 2976805 31 2,4 3,766 1,326
44 1764355 18 1,9 2,232 0,803
51 1843921 19 1,6 2,333 0,847
61 1649777 17 14 2,087 0,736

Levoglikozenona relativa daudzuma izmaina laika gaita neatSkaidita kondensata P57 4 °C temperatiira

Dienas | Joslas laukums, au-s | y§kid, mg/mL | Korigetais joslas laukums:, au-s | w(LGO), % | w(LGO), % samaz
0 7163157 10,54 679616 100 -
7 4869932 10,92 445964 66 4,9
14 2973154 10,36 286984 42 4,1
23 1349181 10,71 125974 19 3,5
28 882510 10,74 82170 12 3,1
34 564980 10,46 54013 8 2,7

44 478479 10,68 44801 7 2,1
49 414680 10,68 38828 6 1,9
56 334429 10,67 31343 5 1,7
64 342591 10,55 32473 5 15
73 316810 10,48 30230 4 1,3
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*Korigéto joslas laukumu iegiist joslas laukumu dalot ar §kiduma masas koncentraciju.

1.15.tabula

Levoglikozenona relativa daudzuma izmaina laika gaita
kondensata P57 4 °C temperatiira

Dienas | Joslas laukums, au-s | w(LGO), % | W(LGO), % samaz
0 7163157 100 -
7 6398296 89 1,5

14 6734522 85 0,4
23 5858732 82 0,8
28 5695616 75 0,7
34 4484766 63 1,1
44 4172645 58 0,9
49 3352743 52 1,1
56 3346711 47 1,0
64 2533544 35 1,0
73 2474354 35 0.9
78 2104247 29 0,9
85 1637732 23 0.9
100 744249 10 0.9
107 482002 7 09
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1.16.tabula

Levoglikozenona relativa daudzuma izmaina laika gaita

kondensata P57 21 °C temperatiira

Dienas | Joslas laukums, au-s | w(LGO), % | W(LGO), % samaz
0 7163157 100 -
7 6420614 90 15
14 5513867 77 1,6
23 3820492 53 20
28 3098832 43 2,0

34 2135363 30 2,1
44 1912237 27 17
49 1639503 23 1,6
56 1389280 19 1,4
64 1023469 14 1,3
73 976505 14 12
78 645698 9 1,2
85 618146 9 1,1
100 378527 5 0,9
107 336258 5 0.9




1.17 tabula 1.18.tabula

Levoglikozenona relativa daudzuma izmaina laika gaita Levoglikozenona relativa daudzuma izmaina laika gaita
kondensata P75 4 °C temperatiira kondensata P75 21 °C temperatiira
Dienas | Joslas laukums, au-s | w(LGO), % | W(LGO), % samaz Dienas | Joslas laukums, au-s | w(LGO), % | W(LGO), % samaz

0 1956107 100 - 0 1956107 100 -
9 1626360 83 19 9 1076154 55 50
14 1566432 80 14 14 856951 44 4,0
20 1147571 74 2,1 20 551302 28 3,6
30 1149125 59 14 30 518573 27 2,4
35 1012575 52 1,4 35 457209 23 2,2
42 855204 44 1,3 42 340391 17 2,0
50 702810 36 1,3 50 257024 13 1,7
59 645938 33 1,1 59 254316 13 15
64 530839 27 11 64 183113 9 14
71 483200 25 1,1 71 190020 10 1,3
86 343474 18 1,0 86 124106 6 11
93 254952 13 0,9 93 120079 6 1,0
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1.19.tabula

Levoglikozenona relativa daudzuma izmaina laika gaita

ekstrakta P75 4 °C temperatiira

Dienas | Joslas laukums, au-s | w(LGO), % | W(LGO), % samaz
0 1806976 100 -
9 1583791 88 14
14 1460622 81 1,4
20 846267 75 2.7

30 996438 58 15
35 934421 45 1,4
42 753804 42 14
50 512951 28 1,4
59 462125 26 1,3
64 379178 21 12
71 325513 18 1,2
86 200491 11 1.0
93 168350 9 1,0
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1.20.tabula

Levoglikozenona relativa daudzuma izmaina laika gaita
ekstrakta P75 21 °C temperatira

Dienas | Joslas laukums, au-s | w(LGO), % | W(LGO), % samaz
0 1806976 100 -
9 931434 52 5,4
14 682481 38 4.4

20 522086 29 3.6
30 405168 22 2,6
35 390524 22 2,2
42 270083 15 2.0
50 212791 12 1,8
59 190927 11 15
64 151960 8 1,4
71 136873 8 1,3
86 80409 4 1,1
93 72644 4 1,0




Levoglikozenona relativa daudzuma izmaina laika gaita
iidens slani P75 4 °C temperatiira

1.21.tabula

Dienas | Joslas laukums, au-s | w(LGO), % | W(LGO), % samaz
0 536324 100 -
9 484588 90 1,1
14 443607 83 1,2

20 336244 73 1,9
30 361029 67 1,1
35 335880 63 1,1
42 288393 54 1,1
50 238007 44 1,1
59 205664 38 1,0
64 172825 32 1,1
71 122236 23 1,1
86 65841 12 1,0
93 47955 9 1,0
103 23540 4 0,9
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1.22.tabula

Levoglikozenona relativa daudzuma izmaina laika gaita

tidens slani P75 21 °C temperatiira

Dienas | Joslas laukums, au-s | w(LGO), % | W(LGO), % samaz
0 536324 100 -
9 356446 66 37
14 340574 64 2,6
20 249871 54 2,7
30 245526 46 18
35 226161 42 17

42 182509 34 16
50 134170 25 1,5
59 141711 26 12
64 101678 19 1,3
71 90943 17 1,2
86 53782 10 1,0
93 46830 9 1,0
103 33843 6 0,9




1.23.tabula

Levoglikozenona relativa daudzuma izmaina laika gaita neatSkaidita kondensata P93 4 °C temperatiira

Dienas | Joslas laukums, au-s | y8kid, mg/mL | Korigetais joslas laukums:, au-s | w(LGO), % | W(LGO), % samaz
0 2413377 1,86 1297515 100 -
5 1217706 1,67 729165 56 8,8
11 455631 11 414210 32 6,2
21 254292 1,15 221123 17 4.0
26 164257 1,15 142832 11 3,4
32 146926 1,32 111308 9 2,9
40 126019 1,59 79257 6 2,3
49 99383 1,43 69499 5 1,9
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1.24.tabula 1.25.tabula

Levoglikozenona relativa daudzuma izmaina laika gaita Levoglikozenona relativa daudzuma izmaina laika gaita
kondensata P93 4 °C temperatiira kondensata P93 21 °C temperatiira
Dienas | Joslas laukums, au-s | w(LGO), % | W(LGO), % samaz Dienas | Joslas laukums, au-s | w(LGO), % | W(LGO), % samaz

0 2413377 100 - 0 2413377 100 -
5 2204759 91 1,7 5 1830002 76 4,8
11 1912413 79 1,9 21 1163489 48 2,5
21 1995783 83 0,8 26 1061184 44 2,2
32 1652485 68 1,0 32 856366 35 2,0
40 1292768 54 1,2 40 594700 25 1,9
49 1312317 54 0,9 49 489973 20 1,6
54 1205312 50 0,9 54 401073 17 15
61 883745 37 1,0 61 316656 13 1,4
76 550317 23 1,0 76 204159 8 1,2
83 465622 19 1,0 83 167490 7 1,1
93 346332 14 0,9 93 106680 4 1,0
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Levoglikozenona relativa daudzuma izmaina laika gaita neatSkaidita ekstrakta P93 4 °C temperatiira

Dienas | Joslas laukums, au-s | y8kid, mg/mL | Korigetais joslas laukums:, au-s | w(LGO), % | W(LGO), % samaz

0 2422748 0,58 4148541 100 -

5 2222746 0,68 3259158 79 4,3

11 1243060 0,44 2818730 68 2,9

21 2005147 0,62 3239333 78 1,0

32 1263940 0,41 3067816 74 0,8

40 1570745 0,51 3067861 74 0,7

49 1391436 0,42 3336777 80 0,4

54 1277391 0,41 3130860 75 0,5

61 1950871 0,56 3496185 84 0,3
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1.26.tabula



1.27.tabula

Levoglikozenona relativa daudzuma izmaina laika gaita

ekstrakta P93 4 °C temperatiira

Dienas | Joslas laukums, au-s | w(LGO), % | W(LGO), % samaz
0 934476 100 -
5 669009 72 5,7

11 636709 68 2,9
21 575923 62 1,8
32 446637 48 1,6
40 372605 40 15
49 354522 38 1,3
54 294917 32 1,3
61 269973 29 1,2
76 162773 17 1,1
83 132034 14 1,0
93 97650 10 1,0
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1.28.tabula

Levoglikozenona relativa daudzuma izmaina laika gaita
ekstrakta P93 21 °C temperatira

Dienas | Joslas laukums, au-s | w(LGO), % | W(LGO), % samaz
0 934476 100 -
5 685948 73 5,3

11 557254 60 3,7
21 441756 47 2,5
26 389616 42 2,2
32 262256 28 2,2
40 177939 19 2,0
49 124731 13 1,8
54 87737 9 1,7
61 65525 7 15
76 35750 4 1,3
83 30242 3 1,2
93 19612 2 1,1




Levoglikozenona relativa daudzuma izmaina laika gaita neatSkaidita iidens slani P93 4 °C temperatiira

1.29.tabula

Levoglikozenona relativa daudzuma izmaina laika gaita
iidens slani P93 4 °C temperatiira

Dienas | Joslas laukums, au-s | w(LGO), % | W(LGO), % samaz

0 1279751 100 -

5 402837 31 13,7
11 377003 29 6,4
26 334152 26 2,8
32 312351 24 2,4
40 288469 23 1,9
49 251310 20 1,6
54 217035 17 15
61 167252 13 1,4
76 80263 6 1,2
83 55222 4 1,2
93 39438 3 1,0

Dienas | Joslas laukums, au-s | y8kid, mg/mL | Korigetais joslas laukums:, au-s | w(LGO), % | W(LGO), % samaz
0 1279751 59,33 21570 100 -
5 375678 60,37 6223 29 14,2
11 146389 55,99 2615 12 8,0
26 100547 58,52 1718 8 3,5
32 47354 58,55 809 4 3,0
40 55393 58,65 944 4 2,4
49 51645 56,97 907 4 2,0
1.30.tabula 1.31.

tabula

Levoglikozenona relativa daudzuma izmaina laika gaita
iidens slani P93 21 °C temperatiira

71

Dienas | Joslas laukums, au-s | w(LGO), % | W(LGO), % samaz

0 1279751 100 -

5 376419 29 14,1
11 324506 25 6,8
21 302152 24 3,6
26 394478 31 2,7
32 314799 25 2,4
40 314179 25 1,9
49 277737 22 1,6
54 250176 20 15
61 220041 17 1.4
76 139126 11 1,2
83 135407 11 11
93 91362 7 1,0




Levoglikozenona noteik§anas metoZu analitisko parametru noteikSanas dati, izmantojot UHPLC-MS sistemu

Linearitates izvértesanas dati

AtSkaidijuma Nr.

vy($kid.), mg/mL

Joslas laukums, AU-s

RZ

1.

0,0013

59873

59864

59871

0,0065

275148

274987

275045

0,0130

581609

574189

573977

0,0650

2863129

2847215

2855419

0,1040

4698687

4737221

4742485

0,1300

5899773

5856855

5851954

0,1560

7090640

7061943

7049122

0,1950

8539733

8560587

8587030

0,2600

11977224

11967458

11975632

10.

0,2860

12769551

12769457

12769542

0,9993
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2.pielikums

2.1.tabula



Levoglikozenona derivatizacijas reakcijas kinetikas dati 5 °C temperatura

2.2.tabula

Laiks, Joslas laukums (QDa, SIR 305 Da), Y(LGO atvasinajums), Joslas laukums (UV, 275 nm), v(LGO atvasinajums),
min Intensitate-s mg/mL AU-s mg/mL
0 0 0 0 0
3 1434125 0.1551 674888 0.1086
13 1678558 0.2015 1229726 0.1968
23 1580404 0.1829 1228430 0.1966
33 1544027 0.1760 1216038 0.1946
43 1541455 0.1755 1210501 0.1937
53 1506680 0.1689 1193739 0.1911
63 1434125 0.1551 1112448 0.1781
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Linearitates izvérteSanas dati

AtSkaidijuma Nr. | y(3kid.), mg/mL | Joslas laukums, Intensitate:s | R? | Joslas laukums, AU-s R?

92064 13332
1. 0,0027 91916 13965
= 92054 12619
N 176119 28954
& 2. 0,0053 167446 26738
S 175259 27186
= 258997 38467
IS 3. 0,0080 258879 0,991 43936
£ 258463 46162
§ 293401 55605
2 4. 0,0106 315252 57627
g 292441 56308
= 658741 151667
5. 0,0265 658425 159592

649921 159458

841245 325104 0,9998

6. 0,0530 863615 320270

2 863541 305639
S 1190040 617287
= 7. 0,1060 1196576 654279
s 1226639 648761
:% 1442170 963584

= 8. 0,1590 1455408 0,994 990000

£ 1555894 1019999

= 1673985 1384528

S 9. 0,2120 1709106 1326586

2 1638820 1347994

= 2254871 1941045

10. 0,3180 2253671 1938982

2199896 2032886
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2.3.tabula



Magistra darbs ,, No biomasas iegiita levoglikozenona un ta degradacijas produktu noteikSana

b

atras pirolizes produktos, izmantojot UHPLC-UV-QDa sisteému.” izstradats Latvijas Valsts
Koksnes kimijas instittta.
Ar savu parakstu apliecinu, ka petijums veikts patstavigi, izmantoti tikai taja noraditie

informacijas avoti.

Autors:

(personiskais paraksts) (paraksta atsifréjums)

Rekomendgju/nerekomendgju darbu aizstavésanai

Vaditaja no LVKKI: pétniece, Dr. chem. Kristine Meile:
(personiskais paraksts) (datums)

Rekomendgju/nerekomend&ju darbu aizstaveésanai

Vaditajs no LU: prof., Dr.chem. Arturs Viksna:
(personigais paraksts) (datums)

Recenzents: Dr. chem. Dzintars Zads

(personiskais paraksts) (datums)

Darbs iesniegts Kimijas fakultate: (datums)

Dekana pilnvarota persona, metodike: Vija Gutane

(personiskais paraksts)

Darbs aizstavéts magistra gala parbaudijuma komisijas s€dg:

protokols Nr. (ieraksta sekretars)

(datums) (protokola Nr.)

Komisijas sekretare, lektore:

(personiskais paraksts) (paraksta at$ifréjums)
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