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ANOTACIJA

Skidruma hromatogrifijas un masspektrometrijas metoZu izstrade un
pielietojums antioksidantu noteikSanai, RuSko J., zinatniskais vaditajs Asoc. prof. Dr.
chem. Bartkevi¢s V., magistra darbs, 52 lappuses, 20 attéli, 6 tabulas, 60 literatiras avoti.

LatviesSu valoda.

Antioksidanti ir plasi izplatiti augu valsts partikas produktos un pedéja desmitgade tiem ir
pieveérsta pastiprinata uzmaniba. Pateicoties to veselibu uzlabojoSajam ipaSibam, ir radusies
palielinata interese par to noteikSanas veidiem dazada veida augos un augu izcelsmes
produktos. Lidz ar augsti efektivas Skidrumu hromatografijas pieejamibu apvienojuma ar
augstas izSkirtsp&jas masspektrometriju, ir paverti jauni apvarsni analitisko metozu izstradei
sarezgitas paraugu matricas.

Darba dots ieskats par antioksidantu un polifenolu paSibam, to izdaliSanu no partikas
produktiem, paraugu sagatavoSanas un noteikSanas metodém, izmantojot augsti efektivas
Skidruma hromatografijas metodes. Ka pétjjumu objekts ir izvirziti antioksidanti, kas ir
sastopami Sokolade un citos kakao produktos.

Darba ir izstradata un pielietota antioksidantu analizes metode izmantojot hibrida-Orbitrap
augstas izSkirstsp&jas masspektrometru. Izstradatas paraugu sagatavosanas metodes, kuras ir
atras un efektivas. Metode validéta, lai parliecinatos par metodes precizitati, pareizibu un
kop€jo uzticamibu. Noteikts antioksidantu saturs 26 Sokolades paraugos, kuros kopgjais 8

izvélgtu antioksidantu saturs ir robezas no 330 — 2631 mg-kg™' parauga.

ANTIOKSIDANTI, POLIFENOLI, FLAVAN-3-OLI, FENOLAS SKABES, METODES
VALIDACIJA, AUGSTEFEKTIVA SKIDRUMA HROMATOGRAFIJA, AUGSTAS
IZSKIRTSPEJAS MASSPEKTROMETRIJA, ORBITRAP, PFP STACIONARA FAZE



ANNOTATION

Development and application of liquid chromatography — masspectrometry
methods for the determination of antioxidants, Rusko J., scientific supervisor Asoc. prof.
Dr. chem. Bartkevics V., masters thesis, 52 pages, 20 pictures, 6 tables, 60 literature sources

cited. Written in latvian.

Antioxidants are wildly distributed in plant products and in recent decades an attention
has been raised due to their beneficial properties to human health. An interest has been given
in determination of polyphenolics in different types of plants and plant products.
Consequently, availability of UPLC systems and columns with sorbent sizes smaller than 2
um and the modern high resolution mass spectrometry tools indicate new horizons to the
development of new methods for the analysis of complex sample matrices.

The study gives an overview of antioxidant and polyphenol charateristic properties,
distribution in food products, sample preparation and detection methods, using HPLC. As the
main subjects of research antioxidants which are found in chocolate and other cocoa products
have been evaluated.

The developed method is based on rapid sample preparation and UPLC methods in
tandem with hybrid-Orbitrap HRMS technology. Method has been validated to assure its
precision, accuracy and reliability. 26 chocolate samples were analysed and concentrations of
selected 8 antioxidants were determined. Total concentrations of selected antioxidants varied

from 330 to 2631 mg-kg™.

ANTIOXIDANTS, POLYPHENOLICS, FLAVAN-3-OLS, PHENOLIC ACIDS, METHOD
VALIDATION, HIGH PERFOMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY, HIGH
RESOLUTION MASS SPECTROSCOPY, ORBITRAP, PFP PHASE
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APZIMEJUMU SARAKSTS

HPLC — augstas efektivitates Skidruma hromatografija

HRMS — augstas izSkirtsp&jas masspektrometrija

Orbitrap-HRMS — Orbitrap augstas iz8kirtsp&jas masspektrometrija

UHPLC-MS — ultra efektiva skidruma hromatografija ar masspektrometru
UHPLC-TOF — ultra efektiva Skidruma hromatografija ar nolidojuma laika detektoru
UHPLC-Orbitrap-MS — ultra efektiva Skidruma hromatografija - Orbitrap augstas
iz8kirtsp&jas masspektrometrija

UHPLC-QqQ-MS/MS — ultra efektiva Skidruma hromatografija — kvadrupola tandéma
masspektrometrija

C-Trap — jonu glabasanas slazds

HCD - augstas energijas sadursmju un disociacijas $tina

CID — collision-induced dissocation jeb neselektiva molekulu fragmentéSana kolizijas
rezultata (notiek avota)

TOF — nolidoSanas laika masspektrometrija

ESI — elektronu izsmidzinasanas jonizacija

QqQ — tandéma kvadrupols

QqTOF — kvadrupola - nolidojuma laika detektors

Liquid-liquid extraction (LLE) — Skidruma — skidruma ekstrakcija

Solid phase extraction (SPE) — cietfazes ekstrakcija

t-SIM — mérktieciga selektiva jonu monitorésana

t-MS? jeb MRM, jeb PRM — tandém masspektrometriska jonu monitorésana



IEVADS

P&dgja desmitgade antioksidantiem un polifenoliem ir pieaugusi nozime, veicinot izpratni
par biologisko sisttmu vitalam funkcijam, atbildot uz atslégas jautajumiem. Ir zinams, ka
fenolu savienojumiem ir labvéliga ietekme uz veselibu, jo tie ir dabisko antioksidantu avots
un tiem piemit tadi biologiskie efekti ka brivo radikalu saistiSana, metalu helatacija, Stinu
proliferacija (p&ciekaisuma atjauno$ana), enzimatiskas aktivitates un parvades celu regulacija.
[1.2]

Polifenoli ir plasi sastopami auglos, darzenos, riekstos, séklas, dzerienos un daudzos to
parstrades produktos, ja ka sastavdalas tiek izmantoti dabigie produkti. Biezak lietotie
antioksidantu avoti cilveki uztura musdienas ir kakao, aboli, t&jas, dazadas ogas, kafija, vins,
ievarfjumi, 3Sokolade. [3] Sada veida paraugi ir sare’giti, jo tie satur dazadas fenolu
savienojumu klases, kuras sava starpa atSkiras ar dazadam polaritatém un molekulu izm&riem,
sakot no vienkarsiem fenolu savienojumiem, pieméram, fenolu skabém (salicilskabe, vanilins,
gallskabe), lidz oligomériem, pieméram, procianidini vai kondensé&ti tannini. Ir japiemin, ka
fenolu savienojumi sastada mazas masas dalas iepriek§ mingtajos paraugu veidos.

Atskirigais So molekulu kimiskais raksturs sarezgi analizi un nosaka nepiecieSamibu péc
jaunam analitiskam un hromatografiskam metodes. Tas ir noticis péd€jas desmitgades laika
un turpinas vél Sodien — tiek izstradatas jaunas metodes polifenolu identific€Sanai un
kvantificéSanai augu valsts paraugos, €dienos, uztura bagatinatajos un farmaceitiskos
preperatos. Jaunu tehnologiju attistiba, ka pieméram, ultra augstas izskirtsp&jas Skidruma
hromatografija (UAESH) un tandéma masspektrometrija (MS/MS), ir lavusi pétniekiem
izskaidrot sarezgitas fenolu struktiras viegli nosakot precizas molekulu masas un
fragmentacijas veidus.

Tiesi Skidruma hromatografijas savietojamiba ar masspektrometriju ir piemérota partikas
paraugu analizém. Hromatografija, ka riks vielu sadaliSanai un masspektrometrija
identifikacijai, piedava mums informaciju par sarezgitam vielu kombinacijam, nodrosSinot
skrininga, apstiprino$as un kvantitativas funkcijas desmitiem dazadu komponentu vienas

analizes laika. [4]

Pétijjuma nozimiba:
1. Jaunakas zinatniskas literatiiras dati liecina par polifenolu augstu nozimibu augu

funkcionalo 1pasibu uzturésanai, ka arT nozimi cilvéku organisma fiziologisko funkciju

darbibai.



2.

Galvena polifenolu prieksrociba salidzinot ar citiem antioksidantiem ir to sp&ja saistit
un deaktivizet organismam nevélamu savienojumu klastu, ka brivos radikalus un

parejas metalus.

Darba meérkis — apkopot literattiru par musdienas lietotajam analitiskajam metodém

antioksidantu, t. sk. polifenolu, noteikSanu dazadas matricas, izmantojot augsti efektivo

Skidruma hromatografiju un masspektrometriskas metodes.

Darba uzdevumi:

1.
2.

Apkopot un analizet literattiru par antioksidantu veidiem un to kimiskajam 1pasibam.
Apkopot un analizet literatiru par lidz Sim zinamam antioksidantu noteikSanas
metodém.

Izstradat un validét analitisko metodi astonu antioksidantu noteikSanai Sokolades
paraugos, izmantojot UHPLC-Orbitrap-MS.

Aprobet izstradato metodi, antioksidantu identific€Sanai un kvantic€Sanai analizgjot

Latvijas tirgt izplatitajos Sokolades paraugos.



1. Literatiuiras apskats

1.1. Fenolu savienojumi un to sastopamiba partika

Fenolu savienojumi sastada svarigu dalu no cilveku uztura. To kimiska strukttra
sastdv no vismaz viena aromitiska gredzena ar vienu vai vairakam hidroksilgrupam. Si
savienojumu klase sastav no vienkar$am, mazam aromatisko grupu struktiiram, lidz pat
lielam, sarezgitam struktiiram ka tannini un atvasinatie polifenoli. [5,6]

Sai savienojumu klasei neeksisté konkréts iedalfjums, bet atsevidku publikaciju un
gramatu autori ir piedavajusi sava veida iedalijumus. Autori klasificé fenolus p&c to oglekla
atomu skaita un saiSu savstarp&ja novietojuma. Tos biezi var sastapt konjugétus ar cukuriem
vai organiskam skabém. Ka pieméru $ada veida iedalfjumam var minét, flavanoidus un ne-
flavonoidus. Ne-flavonoidi lielakoties ir sastopami partikas un dzerienu parstrades produktos,
ka tgjas, vinos, kafija un kakao. To sastava ir fenolu transformacijas produkti, kurus apraksta
ka atvasinatos polifenolus. Tanninu nosaukums ir c€lies no augu ekstraktiem, kuri tika
izmantoti adas apstrade, un tie ir biezi sastopami partikas produktos, bet parak mazas
koncentracijas, lai apstradatu adu.

Flavonoidi (1) ir polifenoli, kuri sastav no 15 oglekla atomiem — diviem aromatiskiem
gredzeniem, kuri sava starpa ir saistiti ar tris ogleklu saiti. Tie ir visbiezak sastopamie fenoli

augu valsti, lielakoties atrodami augu lapas un auglu miza.

@]

(@]
\ S+
(@)
O

1. att. Flavanoidu iedalijums — strukturalas atSkiriba

8



Flavonoidu apaksklases sastav no flavanoliem (2), flavoniem (3), flavan-3-oliem (4),
antrocianidiniem (5), flavanoniem (6) un izoflavoniem (7). Mazak sastopamie parstavji ir
dihidroflavanoli (8), flavan-3,4-dioli (9), kumarini (10), halkoni (11), dihidrohalkoni (12) un
auroni (13). Uz flavanoidu bazes skeleta (1) var biit dazadi aizvietotaji.

Flavanoli (2) ir visplasak izplatitie no flavanoidu klases parstavjiem, tie ir sastopami
gandriz visos augos, iznemot alg€s un sénés.

Flavan-3-oli ir strukturali vissarezgitakie no flavanoidu klases. Tas ir skaidrojams ar divu
hiralo centru esamibu piesatinatas C-C saites klatbiitneé starp abiem aromatiskajiem
gredzeniem. Vienkarsakie monoméras formas parstavji ir (+)-katehins (14) un ta izomers (-)-
epikatehins (15), kuri daba ir sastopami gan briva, gan hidroksiléta - gallokatehinu (16) veida.
Tiem ir iesp&ami ar1 gallskabes esterifikacijas - kondensacijas produkti (17). No Siem
vienkarSakajiem parstavjiem tiek veidotas polimeras un oligoméras formas proantrocianidini
jeb kondensétie tannini. Divi hiralie centri flavan-3-olu (4) molekula rezult§jas Cetros

izoméros katram B-gredzena hidroksiliesanas produktu Iimenim.

OH OH

OH OH OH OH
HO o @[ HO 0 ©: HO o HO o
: OH 2 OH OH OH
OH "OH OH ©
OH OH OH OH OH
14 15 16 17
OH

OH
2. att. Flavan-3-olu veidi

Oligomerie un polim@rie proantrocianidini ir ar papildus hiralo centru C4 oglekla
vieta, katram attiecigajam fragmentam.

Tipiskos AESH apgrieztas fazes apstaklos enantiom&ru pari netiek atdaliti.

Proantrocianidini tiek iedaliti A, B un C tipos. B tipa veidoti no (+)-katehina (14) un

(-)-epikatehina (15), kuri sava starpa ir saistiti ar C4 un C6 vai C8 (18) oglekliem. A tipa

veido €teru saiti starp C2 un C7 oglekliem. OH
Sis struktiiras var veidot poliméru virknes saturot lidz " o ©/OH
pat 50 dazadiem katehinu fragmentiem. Tikai katehinu on
struktiiru saturo$os polimérus sauc par procianidiniem un tie ir ©/OH
visbiezak sastopamie proantrocianidini augos.
Partikas (tgjas, kafijas, kakao) gatavoSanas procesos ““OH

monomeri tiek parveidoti par teaflaviniem, teacitriniem
tearubiniem. [6]

3. att. Proantrocianidins B2



Ne-flavanoidu vielu klase sastav no vienkarSam fenolu skabém, fenolu alkoholiem,
stilbéniem, halkoniem un lignaniem. Fenolu skabes tiek sadalitas benzoskabes atvasinajumos,
veidotos uz C6-Cl skeletu, ka vanilinskabe (19) un gallskabe (20) un kang&lskabes
atvasinajumos, kuri ir veidoti uz C6-C3 skeletu, ka ferulskabe (21) un 34-
dihidroksikang&lskabe (22). Benzoskabju atvasinajumu vidi ir ari hidroksifenilacetskabju un
hidroksifenilpropanskabju atvasinajumi.

Vanilinskabe (19) ir sastopama garSvielas ka oregano un timians, ka ari olivas,
gallskabe (20) — vinos, t&jas, kastanos, ferulskabe (21) — Sokolade, graudaugu &dienos,

bananos, ananasos. [7,8]

0 o)
o HO HO HO
- ﬁonﬂ OH
OH OH
HO HO HO = o =
OH 0 o)
19 20 21 22
4. att. Benzoskabes atvasinajumi
Fenolu alkoholi plasi izplatiti olivas un to ella, stilbéni sastopami vina un garSvielas,

halkoni - auglos (abolos, citronos), darzenos (tomatos, pupinas, kartupelos) un garSaugos

(lakrica), lignani — lins€klas un to ella. [9,10]
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1.2. Antioksidantu kimiskas un biologiskas ipasibas

Polifenoli ir sekundarie metaboliti, ko augi biokimiskos procesos sintezg, aizsardzibai
pret citu organismu nelabvéligo ietekmi. [11] To lietoSana uztura nodrosina aizsardzibu pret
dazadam degenerativam slimibam un ir saistita ar samazinatiem riskiem ieglt Vveézi,
kardiovaskularas slimibas, iekaisuma procesus. Neseni pétijumi pierada to, ka §is slimibas ir
saistitas ar oksidativo stresu, kas rodas no reaktivajam skabekla un slapekla dalinam.

Dabas kimiskas vielas (phytochemicals), galvenokart polifenoli, izrada lielaku

antioksidantu aktivitati, salidzinajuma ar askorbinskabi. Brivo radikalu neitralizacija notiek

fenoliem dongjot elektronu vai idenraza atomu (5. att.)

5. att. Brivo radikalu savak§anas mehanisms un tautomeéras formas

Konjugetas sisteémas polifenolos un hidroksiléSanas centru steriskais izvietojums, ka
hidroksilgrupas pie 3C oglekla flavonos (4), sp€le lielu lomu nosakot kop€jas antioksidantu
aktivitates. Polifenoli samazina brivo radikalu gener€Sanas atrumu, tadejadi samazinot
oksidéSanas atrumu, inhib&jot vai deaktivgjot aktivos radikalu prekursorus. Tie darbojas ka
tieSie radikalu savacgji lipidu peroksidéSanas kedes reakcijas, ka kédes lauzgji — tie doné
elektronu brivajam radikalim, tadejadi tos neitraliz&jot un kliistot stabili jeb mazak reaktivi,
un apstadinot k&des reakcijas. [12,13]

Polifenoli darbojas arT ka metalus helat&josi savienojumi (6. att.). [13]

Cu?*

Ascorbic acid

OH O\C/u2+

6. att. Antrocianidina (5) Cu®* jonu helatacija
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H . Ry

HO o o
L on 1 oH
L L
OH

.. 1 = 3+ P — e 1. . . . o - v v
Tie inhibe Fe’ reducesanas procesu, tadejadi samazinot hidroksil radikalu razosanu

Fentona reakcija (7. att.). [14]

Fe2* + Hy0, —> Fe¥* + HO + OH Fe3 + H,0, —> Fe?* + HOO + H'

7. att. Fentona reagenta redox procesu reakcija

Oksidativais stress ierosina novirzes no Iidzsvara Stnu reduc€Sanas un oksidéSanas
procesos, kas ir novérojams dazados véza Stnu veidos, tadejadi ierosinot onkogénu stimulu.
Sads stimuls ir pirmais solis mutagénam un kancerogénam parvértibam, ka ari $anu
novecosanai. L1dz 2006. gadam ir identificéti vairak neka 100 oksidétie DNS produkti. [15]

Kvercetins ir flavanols, kur§ sp&j aizsargat DNS no oksidativajiem bojajumiem, kurus

var izraisit brivie hidroksil, peroksid un skabekla radikali (8. att.). [13]

DNA

Hidrolysis

o}
‘Cuz DNA DNS —Cu?*

DNA damage

H20,

8. att. Kvercetina vara kompleksa iedarbiba uz DNS bojajumiem

Liels skaits epidemilogisko petijumu ir paradijis, ka lietojot uztura partiku, kurai ir
liela antioksidantu kapacitate un to sastava ir polifenoli, samazina risku saslimt ar diab&tu un
no ta izrietosajam ilgtermina slimibam — neiropatiju, nefropatiju, retinopatiju. [16]

Vidusjiiras di€ta — tradicionala ar augstu fenolu saturu uztura, lietojot olivellu, jiiras
veltes un zivis, fetas sieru, riekstus, dateles, vinu. Uztura maz tiek lietota sarkana gala, €diens

tiek cepts uz grila, nevis pannas. Sis diétas rezultata ir krietni mazaka iespéja saslimt ar sirds
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slimibam un infarktu, samazinata asins lipidu koncentracija, veidojas aizsardziba pret
oksid&Sanas un iekaisuma procesiem. [17]

Ir veikti petijumi, kas apstiprina stilbéna — resveratrola pozitivo iedarbibu uz adas
novecosanu — process notiek 1enak. Verts pieminét, ka tam piemit pretséniSu, antibakteriala
un pretiekaisuma iedarbiba. Tas ir sastopams tadu ogu, ka vinogu un kriimu mellenu miza, ka

ari dazados vinos. [18] Sarkanvina ta koncentracijas var sasniegt 13 mg-L™. [19]

1.3. Paraugu sagatavoSana — ekstrakcijas un koncentrésanas tehnikas

Partikas produkti ir sarezgita matrica, bet ne vienm@r ir nepiecieSama paraugu
sagatavoSanas procedira.  AtseviSskos gadijumos pietieck ar paraugu atSkaidiSanu, ka
piem&ram askorbinskabes koncentracijas noteikSana apelsinu sula [20] vai polifenolu satura
noteikSana t&ja, izmantojot UPLC- MS/MS sistému [21]. T€jas paraugi tika atsSkaiditi tikai 10
reizes, bez jebkadas papildus paraugu sagatavosanas, bet lidz ar to, bija novérojams ESI
piesarnojums — jonu avots atri kluva netirs.

Tas gan, protams, ir iesp&jams tikai Skidriem, polariem paraugiem. Tados paraugos, ka
Sokolade, kakao, el]la ir nepiecieSama paraugu sagatavoSanas procediira pirms
hromatografiskas analizes un ta viennozimigi ir sarezgitaka neka vienkarSa paraugu
atSkaidisana.

Tabula Nr. 1.3.1. un 1.3.2. ir apkopotas dazas biezak lietotas paraugu sagatavosanas
metodologijas polifenolu noteikSanai, izmantojot UHPLC-MS sistémas, dazados partikas
produktos. Visbiezak izmantotas procediiras ir Skidruma-Skidruma ekstrakcija (LLE) un

cietfazes ekstrakcija (SPE).

Skidruma ekstrakcija (Liquid-liquid extraction):

Polifenolu ekstrakcija, veicot Skidruma ekstrakciju (LLE), parasti tiek veikta,
izmantojot tadus Skidinatajus, ka tdens [22-24], karsts tUdens [25], metanols [26,27],
metanols/skudrskabe [28-30] acetons/tdens/etikskabe (Sokolades matrica) [31-34] vai
acetonitrils/tidens [35].

Veicot LLE augu paraugiem, polifenoli var tikt degrad@ti enzimatisko reakciju
rezultata, ja paraugs ir svaigs. Ir ieteicams paraugus iepriek$ izzavet vai liofilizét, ka art
smalki saberzt. Lielaka dala ekstrakcijas tehniku ir diezgan laikietilpigas un patéré daudz
Skidinataja. Biezi pavaditais laiks, veicot ekstrakciju, ir krietni lielaks, neka veicot

hromatografisko atdaliSanu, izmantojot UHPLC sistémas.
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1.3.1. tabula. Biezak lietotas paraugu sagatavoSanas metodologijas polifenolu analizém

Partikas Noteiktie Ekstrakcijas veids Stacionara Kustiga faze MS IdentificeSana/ Atsauce
paraugs | savienojumi faze metode kvantificeSana
Kiniesu Flavoni LLE (iidens un metanols / BEH Cy5 (100 x A) 0,1 % skudrskabe QqQ Kvantificésana [22]
tautas tidens) 2,1 mm, 1,7 um) B) metanols
medicina
Kiniesu Flavanoli LLE (tudens) BEH Ci5 (50 x A) 0,2 % etikskabe Q-TOF Identificésana [23]
tautas 2,1 mm, 1,7 um) B) acetonitrils
medicina
Baltvins, Fenolu LLE (iidens) BEH Cg (150 x A) 7,5 mM skudrskabe QqQ Kvantificésana [24]
greifritu skabes 2,1 mm, 1,7 um) B) acetonitrils
sula,
zala teja
Tg&ja Flavanoli LLE (karsts tidens) BEH C,5 (100 x A) 0,1 % skudrskabe QqQ Kvantificésana [25]
2,1 mm, 1,7 um) B) metanols
Salatlapas Fenolu LLE (metanols) HSS T3 (100 x A) tdens / metanols / QqQ Kvantificésana [26]
skabes 2,1 mm, 1,8 um) | skudrskabe (94,9/5/0,1, v/v/v)
B) iidens / metanols /
skudrskabe (39,9 /60 /0,1,
\/A7A%)
Kiniesu Flavonoli LLE (metanols) HSS T3 (100 x A) 0,1 % skudrskabe Q-TOF Identific€Sana [27]
tautas 2,1 mm, 1,8 um) B) acetonitrils
medicina
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1.3.2. tabula. BieZak lietotas paraugu sagatavosanas metodologijas polifenolu analizém

Partikas Noteiktie Ekstrakcijas veids Stacionara Kustiga faze MS IdentificeSana/ | Atsauce
paraugs | savienojumi faze metode kvantificeSana
Piena Flavanoli, LLE (metanols / skudrskabe, | BEH Ci5 (100 x | A) udens / skudrskabe (9/1, v/v) QqQ Kvantificésana [28]
produkti antrocianidini 9/1, v/v) 2,1 mm, 1,7 um) B) acetonitrils
Vinogas Flavonoli, LLE (metanols / fidens / Zorbax Eclipse A) 0,1% skudrskabe QqQ Identificg$ana un [29]
flavanoli, skudrskabe, 70/30/1, v/v/v) Plus Cy5 (100 x B) acetonitrils / metanols kvantificé$ana
antrocianidini 2,1 mm, 1,8 um) | (50/50, v/v) + 0,1% skudrskabe
, stilbéni (x2)
Japanu zala Flavanoli LLE (metanols / tidens / BEH Cy5 (160 x A) 0,1 % skudrskabe TOF IdentificéSana [30]
teja hloroforms, 2,5/1/1, v/v/v + 2,1 mm, 1,7 um) B) acetonitrils + 0,1%
metanols / 0,1% skudrskabe, skudrskabe
4/1, v/v)
Kakao Flavanols LLE (acetons / tidens / HSS T3 (100 x A) 0,2 % etikskabe QqQ Kvantificésana [31]
etikskabe, 70/29,5/0,5, v/v/v) | 2,1 mm, 1,8 pm) B) acetonitrils
Kakao Flavanoli LLE (acetons / idens / BEH Ci5 (50 x | A)(adens/THF/TFA,98/2/ Q-TOF Kvantificésana [34]
Sokolade skudrskabe, 70/28/2, v/v/v) 2,1 mm, 1,7 um) 0,1,.V/.V/V)
B) acetonitrils + 0.1%
skudrskabe
Rozu Flavanoli, LLE (acetonitrils / tidens, BEH Cy5 (100 x A) 0,05 % TFA Q-TOF IdentificéSana [35]
ekstrakti fenolu skabes 80/20, v/v) 2,1 mm, 1,7 um) B) acetonitrils
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Cietfazes ekstrakcija (Solid phase extraction):

Izmantojot cietfazes ekstrakciju (SPE), tiek ignor€tas liela dala problému, ar kuram
nakas saskarties, izmantojot LLE. SPE ir efektivaka, neka LLE — tiek veiktas kvantitativas
ekstrakcijas, kuras ir viegli realizét, tas ir atras un var tikt automatizétas. Tiek samazinats
nepiecieSamais $kidinataju daudzums un ietaupits laika resurss.

Stacionaras fazes SPE kolonnam ir pieejamas plasa klasta ar visdazakam kimiskam
struktliram un poru izmériem. Polifenolu ekstrakcijam visbiezak izmantotie ir apgrieztas fazes
sorbenti — silika g€la bazes, modificéti ar hidrofobam alkil un aril grupam, galvenokart
balstitam uz C;g principa. [36]

Ka SPE sorbenti tiek izmantoti ari mixed-mode sorbenti, kuri nodroSina divu veidu
mijiedarbibas ar analitiem — jonu apmainas un apgrieztas fazes, bet lidz $§im $ada veida
sorbenti nav pielietoti polifenolu analizém partikas produktos, izmantojot UHPLC-MS.

Svarigs solis SPE ir parauga sakoncentréSana péc elugSanas, to ietvaicgjot slapekla
plisma. Peédgjos gados ir paradijies jauns SPE veids — uSPE. Tiek izmantots mazs parauga
daudzums un paraugs tiek eluéts maza tilpuma, tadejadi nav nepiecieSamiba to sakoncentret
ietvaicgjot pirms hromatografiskas analizes. [37]

Sada veida SPE tehnika tick izmantota biologisko paraugu analizei, piem&ram,
urinam, asins plazmai vai audiem, bet nav bijusi izmantota polifenolu analizei partikas
produktos. Tas varétu bt interesants veids polifenolu analizei, pateicoties atrajam analizém,
ka arf lielajam paraugu skaitam, kas var tikt sagatavots tada pasa laika, izmantojot, piemé&ram,

96-slotu mikroplates.

Paaugstinata spiediena Skidruma ekstrakcija (Accelerated solvent extraction):

ST procediira nav parak biezi izmantota paraugu sagatavosanai polifenolu analizei, bet
ta ir visnotal efektiva - pateicoties augstai temperatiirai un spiedienam tiek patéréts maz laika
un Skidinataja, tadejadi nodroSinot labaku analitu atgiistamibu, neka lietojot tradicionalas
metodes. So procediiru biezi izmanto iegiistot fenolu ekstraktus, kurus talak izmanto uztura
bagatinataju razoSanai.

ASE ir tikusi izmantota kombinacija ar UHPLC-MS antrocianidinu (5) noteikSanai
sarkanajos kapostos un fenolu skabju noteikSanai rozmarina, izmantojot etanolu/tideni, ka

skidinataju. [38,39]

16



1.4. Skidruma hromatografijas iespé€jas

Skidrumu hromatografija, salidzinajuma ar gazu hromatografiju, polifenolu analize
sniedz tadas priekSrocibas ka samazinats instrumentalas analizes laiks un atraka paraugu
sagatavoSanas procedira, jo nav jaievie§ derivatizacijas solis paraugu sagatavoSana.

Pedejo piecpadsmit gadu laika raditds inovacijas paplasina viendimensionalas
Skidruma hromatografijas iesp&jas un uzsver UHPLC lietojamibu. To pamata ir jauna veida
sorbentu formu izstrade, t. sk. monolitas formas un virspusgji porainas formas fazes,
visaptverosnas multidimensiju atdaliSanas un, atseviskos gadijumos, paaugstinatu temperatiiru
lietoSana.

Plasi pieejamas ir kolonnas ar sorbentu izmériem mazakiem par 2 um un kombinacija
ar UHPLC sistéemam, kuras sp& nodrosinat kolonnu pretspiediena izturibu lidz pat 1300 bar.
Saskana ar van Demtera vienadojumu, tiklidz sorbenta dalinu izmérs klust mazaks par
2,5 um, ir noverojams izteikts efektivitates ieguvums un tas neietekmé plismas atrumu, jo
pretestiba arT ir samazinata. [40] Salidzinajuma ar HPLC sistémam, UPLC sistémas nodrosSina
uzlabotu izskirtsp&ju, mazakus analizes laikus, asakas joslas (tas izdalas mazaka laika) un
samazinatus detekt€Sanas limitus. [41]

Autori ir eksperimentali salidzinajusi hromatografisko atdaliSanu flavanoidu
paraugiem kakao matricas, izmantojot HPLC un UPLC sist€émas. No 80 miniiSu analizes laika
HPLC sistemas gadijuma, tas ir samazinats Iidz 12,5 mintit€m, izmantojot UPLC sist€mas.
[31] Papildus saisinatiem analizes laikiem ir nov€rojams ari mazaks matricas efekts, Sini
gadijuma — samazinata jonu supresija. [32]

Sarezgitu matricu, ka partikas produkti, analiz€m peédgjos gados sak izmantot
divdimensionalo hromatografiju. Sis tehnologijas pamata ir divu dazadu analitisko kolonnu
izmantoSana, lai panaktu labaku analitu sadaliSanu, identificéSanu un kvantificéSanu. Lidz ar
labaku vielu atdaliSanu, ir lielaka ticamiba masspektrometriskajiem rezultatiem, pateicoties
mazakam matricas efektam. Otras dimensijas atrums ir svarigakais faktors LC x LC analizes,
lidz ar to tas ir analizes atrumu nosakoSais solis. Lai panaktu atrakus un kvalitativakus
analizes apstaklus ir nepiecieSama UPLC sistéma, ka ari 1sas kolonnas, ar mazu poru izméru,
vai arT monolitiskas kolonnas. Divdimensionala hromatografija ir iepriek§ izmantota vairakos
gadijumos, lai analiz€tu polifenolus Sokoladé. Viena no pétijumiem kolonnas, kas tika
izmantotas, bija ar HILIC un apgrieztas fazes C;s sorbentiem, bet ir izmantotas ar1 vienadas
Zorbax Eclipse Plus C;g kolonnas, lai panaktu maksimalo iesp&amo efektivitati, nosakot
flavanolus, flavonus, antrocianidinus un stilbénus vinogas. [29,42]

Misdienas Skidruma hromatografijas prasibas péc arvien atrakam atdaliSanam un to

efektivitateém pieaug. Partikas polifenolu noteikSana pieprasa robustas un jutigas metodes to
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kvantificéSanai dazadajas matricas. Rutinas analiz€m ir nepiecieSamas metodes ar labam

iz8kirSanas sp&am un lielu atrumu, lai nodroSinatu kvalitates kontroles prasibas.

Polifenolu analiz€m, izmantojot apgrieztas fazes hromatografiju, lielakoties tiek
izmantotas paskabinatas udens fazes kombinacija ar organisko fazi (metanolu vai
acetonitrilu). pH tidens fazei, lielakaja dala gadijumu, ir zemaks par 3, pievienojot skudrskabi
vai etikskabi. [22-31,35] Atseviskos gadijumos tidens fazei tiek pievienots arl organisks
modifikators (THF) un trifluoretikskabe. [34] AtdaliSanu polifenoliem ar [idzigam polaritatém
panak, izmantojot gradienta elu€Sanu ar metanolu vai acetonitrilu, ka ar1, reiz€m, kombinaciju
no abiem. [22-31,34,35] Acetonitrils ir biezak lietots, pateicoties ta 1pasibai radit mazaku

pretspiedienu, neka metanolam.

1.5. UHPLC-MS pielietojums polifenolu noteikSanai

UHPLC-MS apvieno S$kidruma hromatografijas vielu atdaliSanas iesp€jas ar
selektivitati un jutibu, ko piedava MS detektori. Tas lauj identificet atseviskus savienojumus
no savienojumu juras, ar kuru nakas saskarties sarezgitu matricu gadijuma.

MS instrumentu attistibai ped€jo piecpadsmit gadu laika ir bijusi lielaka nozime, neka
HPLC instrumentiem. Tas ir izskaidrojams ar lielaku pieejamibu un mazakam cenam. Iekartas
ir kluvusas krietni advancétakas, ka ar1 robustakas. Rezultata arvien biezak var redzet augsta
Iimena iekartu pielietojumu ari, Skietami, trivialakam lietam, ka, pieméram, flavanoidu
analizém. Lielaka dala petijjumu ir veiktas uz QqQ vai jonu slazdu, ka ari Q-TOF
instrumentiem. P&d&jos piecos gados diezgan plasi ir paradijies ar1 Orbitrap veida detektoru
pielietojums dazadu flavanoidu analizém.
(collision-induced dissocation jeb neselektiva molekulu fragmentéSana avota) ir lielisks
papildus riks, lai precizak noteiktu flavonoidu struktiiras — tas piedava lielisku informaciju par
skeleta fragmentiem. Izmantojot ESI, savienojumi tiek joniz€ti negativaja reZima; iegiitais
negativais jons ir jutigaks, neka pozitivais jons. [22,24-26,30,31]

Atseviskos gadijumos tiek izmantota ar1 pozitiva jonizacija. [35] Pozitivaja rezima
tiek analiz&ti antrocianidini un izoflavonoidi, veidojot [M+]" vai [M+H]" jonus attiecigi. [28]
Tas notiek pateicoties flaviuma katjona klatbatnei (Flavylium cation). Sie katjonie
savienojumi ir stabili tikai gadijumos, kad vides pH < 2.5. [43] Izoflavoni, kuri ir metoksiléti
savienojumi, nejonizgjas, pateicoties tam, ka nav pieejama briva hidroksilgrupa negativaja

rezima.
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Nesena pétijuma rezultata ir noteikts, ka negativaja ESI jonizacija antrocianidini tiek
jonizeti par [M-2H] un [M-2H+H,0] joniem, kas ir unikali, kamér par&jiem polifenoliem ir
raksturigi [M-H], [M+COOH] vai [M+CI] joni. Gadijjuma, kad ka kustigas fazes
modifiaktors ir tikusi izmantota skudrskabe, vai antrocianidini ir hidrohlorida forma, ir
noverojamas ar1i [M-2H+HCI]" un [M-2H+HCOOH] jonizacijas formas. [42] Negativa ESI
jonizacija ir labs instruments, lai atSkirtu Sos savienojumu veidus — parejas ir skaidri redzamas
un savienojumus var viegli izSkirt p&c to masam.

ST analizu metodologija ir daudz ticamaka, neka, agrak bieZi polifenolu analizés
izmantota, UV-VIS, it 1pasi gadijumos, kad notiek ko-eluéSana, vai savienojumi ir mazas
koncentracijas.

Papildus to izskirSanai pé€c masam, tos izSkir arm pec meitas jonu fragmentacijas.
Izmantotas gan tradicionalas MS metodes [30], gan tandémmasspektrometrija
[22,23,25,26,28,29,31,34,35]. MS metod&s parsvara tiek izmantots jutigs detektors ar lielu
masas precizitati, ki TOF vai Orbitrap. TOF ir biezak lietots, pateicoties ta sp&jai iegt
precizu pilna masas diapazona spektru, kas lauj identificét un apstiprinat dazadus
savienojumus. Kombinacija ar UHPLC sisttmam TOF masas detektori ir pieradijusi sevi, ka
gana robusti un ka stabila platforma augstas izSkirtsp&jas masspektrometriskai savienojumu
izskirSanai. [30]

Sarezgitas matricas, lielaks pielietojums ir tada veida detektoriem, ka Orbitrap,
pateicoties ta sp&jai iegiit 11dz pat 500’000 lielu rezolticiju, jaunako flagmanu gadijuma. [44]

Orbitrap tipa detektoriem piemit sp&ja operét lielos masu diapazonos ar lielu masas
precizitati - <I-3 ppm. Salidzinajuma ar TOF instrumentiem, Orbitrap piemit mazaks
skengSanas atrums, tiem darbojoties pie augstas izSkirSanas. Kop§ Orbitrap detektoru
ieviesanas komerciali 2005. gada, tiem ir notikuSas ekstensivas parmainas un ir notikusi
strauja attistiba to veidos un sarezgitiba. Tiek piedavatas dazadas jonu skelSanas tehnologijas
— CID, HCD, ka ar1 vairaki jonu skirosanas soli, izmantojot QqQ.

Laika gaita Orbitrap tipa detektori ir sevi pieradijusi, ka robusta platforma analizém,

un to attistiba noteikti turpinasies.
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2. Eksperimentala dala

2.1. Izmantota aparatiira un reagenti

augstas izSkirtsp€jas masspektrometrs (Orbitrap Q-Exactive), kas savienots UHPLC
sisttmu (Thermo Accela UHPLC);

Kinetex PFP kolonna (100 mm x 3,0 mm i.d., 1,7 um dalinu izmérs);

automatiskas pipetes ar regulgjamu tilpumu 20, 200, 1000 un 5000 pL (Finnpipette);
autosamplera stikla pudelites ar ieliktpiem, 250 pL;

PP stobrini, 15 mL, 50 mL;

PVDF centrifugéjami membranfiltri, @ — 90 mm, poru izmérs 0,22 pm (Merck);
centrifiiga 3K30 (SciQuip);

metanols (Merck, HPLC grade);

acetonitrils (Merck, HPLC grade);

heksans (Fluka, pesticide grade);

toluols (Fluka, pesticide grade);

hloroforms (Fluka, Pesticide grade);

dietiléteris (Lab-Scan, Poland);

fidens (18.2 MQ) attirits ar Milli-Q sistému (Billerica);
skudrskabe, 98% (Sigma-Aldrich, ACS grade);
amonija formiats, 99% (Merck, analytical grade);

PSA un C18 sorbenti, (Sigma, analytical grade)

2.2. StandartSkidumi

(-)-Epikatehina, kvercetina, ferulskabes, Sikmik skabe (Shikimic acid) un p-kumar

skabes standarti tika iegadati no Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Izoviteksins, (+)-

katehins un procianidins A2 tikai iegadati no Extrasynthese (Genay Cedex, France).

Informacija un spektrometriskie dati par savienojumiem ir doti tabula Nr 3.2.1.

Standartu pamatskidumi tikai pagatavoti uz svara bazes, metanola (~ 1000 ng-pL1) un

uzglabati -18 °C temperatiira, tumsas krasas stikla traukos. Standartu darba Skidumi tika

pagatavoti atSkaidot metanola, kocentraciju Itmenos 100 un 10 ng-pL-1, un tika uzglabati

tumsas krasas stikla traukos, +4 °C temperatira.
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2.2.1. tabula. Mérka savienojumu klase un apaksklase, un masspektrometriskie dati

Savienoi Kl Apakskl Molekulara  Aprékinata masa, leglita masa, M? S?_S " f Galvetn.le . NCE?,
avienojums ase paksklase formula Da [M-H] Da [M-H] precizitate, ragment joni, oV
Appm Da
(+)-Katehnins Flavan-3-oli CysH 1406 289,07176 289,07175 0,03 245,0816 25
(-)-Epikatehins Flavan-3-oli CysH 1406 289,07176 289,07178 -0,07 245,0816 25
o2 . .
s Polimérie
Procianidins A2 s ) C;30H24012 575,11950 575,12000 -0,87 285,0405 25
2 flavan-3-oli
2
Izoviteksins - Flavoni C,1H20019 431,09837 431,09848 -0,26 311,0564 25
Kvercetins Flavoni CysH,007 301,03538 301,03534 0,13 151,0022 25
Chlorogenic
p-Kumarskabe CoHgO3 163,04007 163,04026 -1,17 119,0487 25
e acids
g
Shikimic acid ] Cyclitol C;H,405 173,04555 173,04543 0,69 93,0330 50
7
% Chlorogenic
Ferulskabe w y CioH 004 193,05063 193,05084 -1,09 134,0359 10
acids

*Normaliz&ta kolizijas energija

2.3. Paraugi

Divdesmit seSi komerciali pieejamie tumsas un piena Sokolades paraugi tika iegadati
tieSi no vietgjiem izplatitajiem Latvija. leglitie paraugi bija dazadas geografiskas izcelsmes:
Spanija (n=1), Francija (n=3), Belgija (n=1), Sveice (n=3), Vacija (n=9), Danija (n=1),
Somija (n=1), Igaunija (n=1), Lietuva (n=1), Latvija (n=2) un Krievija (n=3). Paraugi tika
iedaliti kategorijas péc to uz mark&uma noradita Sokolades satura ar sadalfjumu: 70-77%,

(n=8); 60-69%, (n=4); 50-59%, (n=4); 41%, (n=2); 33% (n=1).

2.4. Instrumentalas metodes parametri

Hromatografiska analitu sadaliSana tika veikta uz Thermo Accela UHPLC sistemas
(Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, USA), izmantojot Kinetex PFP (100 mm x 3,0 mm
i.d, 1,7um dalinu izmérs) kolonnu (Phenomenex, Torrance, CA, USA). Kolonnas
temperatiira tika uzstadita 40 °C un plismas atrums — 250 puL-min™'. Kustiga faze sastavéja no
(A) 10 mM amonija formiata Gidens skiduma ar 0,1% skudrskabes piedevu un (B) acetonitrila.
Optimizétie gradienta parametri bija sekojosi: sakotn&ji 98% A (0-1,0 min); 98-2% A (1,0-
10,0 min); 2% A (10,0-14,0 min); atgrieSanas uz sakotng&jo stavokli (14,0-14,1 min); kolonnas
kondicion&$ana (14,1-16,0 min). Injekcijas tilpums bija 5 pL.

UHPLC instruments bija savienots ar Orbitrap Q-Exactive masas spektrometru
(Thermo Fisher Scientific), aprikotu ar apsildamu elektroizsmidzinasanas (HESI-II)
jonizacijas avotu. Negativa jonizacija tika izmantota masas spektru iegtiSanai, pielietojot pilna
masas diapazona sken&Sanu ar diapazonu 100-1500 m/z un izskirtspg&ju 70’000 FWHM.
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Sekojosie instrumentalie parametri tika izveleti: source voltage, -3 kV; sheath gas flow, 18
(pienemta vieniba); auxiliary gas flow, 3 (pienemta vieniba); capillary temperature, 300 °C;
S-lens RF level, 50; auxiliary gas heater temperature, 350 °C. Automatic gain control (AGC)
mérkis tika noteikts 3¢® un maksimalais jonu injekcijas laiks bija 200 ms. t-SIM sken&3anas
rezZimam tika izmantoti tadi pasi instrumentalie un masspektroskopiskie parametri, ka pilna
masas diapazona spektriem. Meérktiecigas tandéma masspektroskopiskas metodes parametri
bija sekojosi: izSkirtspgja 17°500 un AGC 100°000. Prekursoru izolacijas logs t-SIM
skengSanas rezZimam bija uzstadits 2 m/z. Pielaujama masas klida — 5 ppm. Kolizijas
energijas visiem analitiem tika noteiktas optimizacijas cela, veicot tieSas infuzijas
eksperimentus, izmantojot standartSkidumus.

Lai garant€tu masas precizitati, pirms katras analizu s€rijas, tika veikta Orbitrap-MS
sisteémas kalibracija pc instrumenta razotaju vadlinijam masu diapazona no 50 lidz 2000 m/z.
Datu analize tika veikta izmantojot Xcalibur 3.0 programnodroS$inajumu (Thermo Fisher
Scientific), spektri tika mekleti un saskanoti pret Mass Frontier 7.0 programmu (Thermo

Fisher Scientific)

2.5. Paraugu pagatavoSana

Sokolades paraugi tika glabati saldétava (-18 °C) un samalti liela atruma laboratorijas
dzirnavas rupja pulveri. 50 mL PP stobrina veic ekstrakciju 200 mg parauga pievienojot 5 mL
2% skudrskabes tidens Skiduma un 25 mL n-heksana. Stobrinu aizvako un maisa 30 mintiites
izmantojot orbitalo rotacijas maisitaju. Parauga stobrinu centrifugé (10 min, 3500 rpm) un
atbrivojas no augseja, n-heksana, slana. 100 pL no centrifugata parnes uz analizu pudeliti un
atSkaida lidz 1 mL tilpumam ar dejonizetu tdeni. Ektraktu filtré izmantojot 0,22 um PTFE

membranfiltrus un parnes autosamplera pudelites, gatavus UHPLC-HRMS analizei.
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3. Rezultatu izveértejums

3.1. Literaturas izpete

Polifenolu noteiksana partika var biit diezgan izaicino$a d€] matricas sarezgitibas.

Ir nepiecieSama paraugu sagatavoSanas procedira, lai samazinatu traucgjoso vielu klatbuitni
un lidz ar to matricas efektu. Miisu gadijuma par matricu ir izvéleta Sokolade. Matrica ar
sarezgita péc uzblves, jo ir nepiecieSami vairaki soli paraugu attiriSana, lai atbrivotos no
piena taukiem, cukuriem, lecitina un, atseviSskos gadijumos, arT no augu taukiem. Paraugu
sagatavoSana kakao matricam un Sokoladei ieprieks ir veikta veicot LLE ekstrakcijas, par
Skidinataju izveloties ar skudrskabi paskabinatu tideni un acetonu. [31,34]

Neviena no iepriek§ minétajiem literatiras avotiem nav minéts, vai ir veikta
ekstrakcijas metozu optimizacija un SPE metozu salidzinajums, tade] ir radusies doma veikt
ekstrakcijas metozu salidzinajumu sava starpa — salidzinat efektivitates atSkirigu sorbentu,
piem&ram, Strata-X un Oasis HLB poliméras apgrieztas fazes gadijuma, ka ar1 dazadu
Skidinataju salidzinajums LLE gadijuma. SPE metoZzu izstradei ir nepiecieSams ar1 eluentu
salidzinajums un parauga vides pH salidzinajums.

Noteikti ir nepiecieSams ieviest paraugu attaukoSanas soli, péc Adamsona metodes,
par $kidinataju izmantojot heksanu. [45] Ekstensiva paraugu attiriSanas procediira samazina
paraugu radito matricas efektu, ka art paliela metodes detekteSanas limitus.

Iespgjams, tiks izmantots metodes iekS€jais standarts — kads deiteréts fenolu klases
savienojums, lai labak paredz€tu un parrékinatu metodes atglstamibas, ka arT uzlabotu

precizitati.

P&c paraugu sagatavoSanas metodes izstrades ir nepiecieSams veikt instrumentalo
metoZu optimizaciju — pielagot un izveértét dazadas kolonnas nosakot optimalo skivju skaitu
un savienojumu sadaliSanas koeficentu. Piemérotas kolonnas optimizacijai var but apgrieztas
fazes C18 kolonnas, ka, pieméram, Hypersil Gold vai Kinetex C18, ka art literattira biezi
pieminétas BEH C18 kolonnas. Var novérot $kivju skaita un sadaliSanas koeficentu izmainas,
mainot kolonnu dimensijas un dalinu izm&rus. Mainot kolonnu dimensijas var panakt ar1
augstaku jutibu.

Par kustigo fazi viennozimigi ir nepiecieSams izvéleties skabas vides tidens Skidumu
un kadu organisku polaru skidinataju, ka art pielietot gradienta apstak]us.

Par jonizacijas avotu kalpos H-ESI, ka maigas jonizacijas veids. APCI nav

nepiecieSams izmantot, jo tas ir biezak lietots nepolaru struktiiru analizei, kameér polifenoli ir
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izteikti polari. Ir iesp&ams salidzinat pozitivas un negativas jonizacijas atskiribas polifenolu
gadijuma.

Orbitrap detektoram pietiek jutibas un izSkirSanas sp€jas, lai veiktu uzticamus pilna
masas diapazona eksperimentus, bet ta ka intereses molekulas ir oligoméri ar dazadam
stereokimiskam struktiiram, pamatota interese ir veikt fragmentacijas eksperimentus, lai
noteiktu molekulu skelSanas veidus un vairak uzzinatu par to strukturalajam Tpasibam.

Fragmentacijas eksperimentu laika ir iesp&ams mainit pievaditas kolizijas jeb
SkelSanas energijas un, attiecigi, saskelt molekulas, lai uzzinatu vairak par to fragmentacijas
veidiem, lidzigi, ka tas ir darits divdimensionalos pétjjumos augu un kakao polifenolu
gadijuma. [46] Papildinajums jeb turpindjums S§im lidzigajam darbam, butu pétjjumi vél

sarezgitakas matricas klatbutné.

3.2. Paraugu sagatavoSanas metodes izstrade

Fenolo antioksidantu noteikSana Sokolades paraugos vistipiskakie hromatografiskos
un masspektrometriskos traucgjumus radosie savienojumi ir cukuri un tauki. Ta ka analiti ir
polaras kimiskas dabas, papildus meérka savienojumu ekstrakcijai, ir iesp&jams izmantot
nepolarus organiskos $kidinatajus, kas nodroSina lipidu frakcijas atdaliSanu. Ka fakultativa
iesp&ja, tika izmé&ginata dispersivas cietfazu ekstrakcijas (dSPE) ieteikme uz rezultatu,
izmantojot PSA (primaro un sekundaro aminu maisijuma jeb primary-secondary amines)
sorbentu.

Parauga ekstrakcijas efektivitati miisu darba noteica sava starpa izvertgjot Ceturs
ekstrakcijas Skidinatajus — tideni, 2% skudrskabi tidens $kiduma, 2% skudrskabi acetonitrila
un acetona-tidens-skudrsskabes skidumu (70:28:2 v/v/v).

legtitie mérksavienojumu hromatografiskie laukumi tika sava starpa salidzinati un
izteikti procentuali, relativi pret acetona-tidens-skudrsskabes Skidumu (70:28:2 v/v/v). legitie
hromatografisko joslu laukumi liecindja par to, ka acetona-tidens-skudrsskabes Skiduma
ektrakcijas efektivitate bija vislielaka, salidzinot ar datiem, kas tika iegiiti no citam
ekstrakcijas sisttmam. Taja pasa laika var€ja noverot to, ka Iidz ar palielinatu efektivitati
attieciba uz meérksavienojumiem, tiek ekstrah&ts arT krietni lielaks pigmentu daudzums un
citu, trauc€joso savienojumu daudzums. Véra nemams ir ar1 fakts, ka ir nepiecieSams papildus
paraugus sagatavosanas solis, lai ietvaic€tu paraugus, lai iztvaic€tu acetonu, kas ir diezgan reti
izmantots apgrieztas fazes hromatografijas Skidinatajs. Vidgjas ekstrakcijas efektivitates un

standartnovirzes ieprieks noraditajam ekstrakcijas sisttmam ir dotas Tabula 2.2.1.
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______

savienojumu ekstrakcija®

Ekstrakcijas efektivitate, % (n=3)

2% skudrskabe

Savienojums

.Udens, 2% §kudrsk2'1be, acetonitrila

vid £ RSD vid £ RSD vid + RSD,

(+)-Katehnins 90,7+0,5 69,5+2,8 151,7+3,1
(-)-Epikatehins 98,2+0,5 69,7+ 0,4 11,6 1,4
Procianidins A2 17,7+2,0 26,0+ 1,3 26,6 £2,2
Izoviteksins 74,8 +2,2 58,8+1,0 432 +34
Kvercetins 54+3,0 10,3+2,0 443+ 0,3
p-Kumarskabe 102,7+0,3 61,1+£1,0 89,6 + 1,6
Shikimic acid 99,2 +£0,3 82,3+3,0 57,0£3,6
Ferulskabe 85,8 +3,4 58,7+2,1 47,4+ 3,1

*Ekstrakcijas apstakli: attaukota $okolades parauga masa, 200 mg; ekstrakcijas $kidinataja tilpums,
SmL; istabas temperatiira; ultraskanoSana 15 min; 10-reizes liels parauga atSkaidijums;
standartpiedevas koncentracija, 50 mg-kg'l.

Ja salidzina ektrakcijas efektivitates katehiniem, tad iegttie joslu laukumi bija par 20-30%
lielaki, izmantojot tiru @ideni, salidzinot ar Gideni, kuram bija pievienota skudrskabes piedeva.
Tomer, ekstrah@tais procianidinu daudzums bija par 9% lielaks, kad paskabinats tidens tika
izmantots, ka ekstrakcijas $kidinatajs. Fenolo skabju gadijuma, ekstrakcijas efektivitates bija
pienemamas, robezas no 60 Iidz 100% un nebija noveérojama izteikta konkrétas skidinataju
sistémas priekSrociba. IzrietoS$i, gan iidens, gan skudrskabe ir pienemami ekstrakcijas
Skidinataji, bet ta ka oligomerie flavan-3-oli ir galvenas intereses molekulas Sokoladg, tika
dota priekSroka 2% skudrskabes skidumam tiden.

Ka nakamais solis, tika izverteta skidruma-Skidruma ektrakcijas (LLE) efektivitate
attieciba pret lipidiem, izmantojot nepolarus, aprotonus, lipidus SkidinoSos Skidinatajus ka
heksanu, toluolu, hloroformu un dieetiléteri. ST procediira tika veikta viena soli, apvienojot to
ar fenolu ekstrakciju, izmantojot 2% skudrskabi, kas tika izveleta ieprieks€jos eksperimentos.
Sokolades paraugi tika kratiti kopa ar §kidinataju maisijumu, izmantojot orbitalo maisitaju un
nepolarais Skidinatajs tika nopemts. Tika iegiita atgiistamiba visam LLE proceduram,
izmantojot iepriek§ min&tos $kidinatajus, relativi pret LLE proceduru, kura tika izmantots n-
heksans un 2% skudrskabe tidens skiduma.

Noveroja bitisku fenolo savienojumu zaud€jumu eksperimenta, kura tika izmantots
dieetileteris lipidu atdaliSanai, kas sakrit ar rezultatiem, kuri ieprieks ir jau reiz novéroti. [47]
Tika noveroti nelieli fenolo skabju zudumi, kad hloroforms tika izmantots lipidu aizvaksanai,
bet flavan-3-olu atgiistamibas bija lidzvertigas vai labakas (104-129%), kad toluols un
hloroforms, bija izmantots lipidu frakcionéSanai. Toluola izmantoSana lipidu nonemsSanai

veicinaja ferulskabes atglistamibas samazinaSanos 1idz 70% (Attels 3.2.1.).
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Attéls 3.2.1. Skidinataju ieteikme uz fenolo savienojumu atgiistamibu®
*Ekstrakcijas apstakli: Sokolades parauga masa, 200 mg; organiska/idens $kidinataja attieciba, 5:1 v/v;
istabas temperatiira; maisiSana izmantojot orbitalo maisitaju, 15 minites; 10-reizes liels ekstrakta

at$kaidijums; standartpiedevas kocentracija, 50 mg-kg™

Eksperimentu rezultata, n-heksans tika izvelets ka primarais $kidinatajs ektraktu attiriSanai
no lipidiem, nemot véra labakas atgtistamibas fenolu skabém un kopsumma labam polifenolu
atglistamibam, ja salidzina pret toluolu un hloroformu ka LLE $kidinatajiem.

dSPE attirisana tika veikta izm&ginot divus dazadus sorbentus. Tika izveidotas tris
sisttmas: C18, 30 mg; PSA, 30 mg; C18+PSA; 30+30 mg. Sadas sistémas tika izveidotas ar
meérki izveleties piemerotako sorbentu sistemu Sokolades paraugu ekstraktu attiriSanai no
matricas. PSA tipiski tiek izmantots, lai atbrivotos no ekstrakta esoSajiem polarajiem
pigmentiem, cukuriem un skabém, kamér C18 sorbents vislabak sorbé pari palikuSos lipidus
un nepolaras komponentes. [48]

Sorbenti tika pievienoti 0,5 mL centrifugata ekstrakta, iegiita no Sokolades LLE sola,
izmantojot Skidumu kombinaciju n-heksans un 2% skudrskabe tideni. Ekstrakti tika salidzinati

ar to pasu ekstraktu, pagatavotu nepielietojot dSPE attirisanu.
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Tika noteikts, ka sistéma, kura tika izmantota abu sorbentu kombinacija samazinaja
koncentraciju fenolu skab&ém un polifenolie, ka tas ir ilustréts Attela 3.2.2. Iemesls ir stipra
fenolu sorbcija uz C18 un PSA maisijuma, nemot véra ari to ka fenoli ir sastopami diezgan

mazas koncentracijas.

Ferulskabe

Shikimic acid

p-Kumarskabe

Kvercetins
) OPSA
]
Izoviteksins = BCl8
| L [ | +
Procianidins Cl18 +PSA

(-)-Epikatehins

(+)-Katehins

T T T

0 20 40 60 80 100
Zaud@ta analita daudzums péc dSPE, %

Attels 3.2.2. dSPE procediras ietekme uz analitu daudzumu®
*Ekstrakcijas apstakli: ekstrakta tilpums, 500 pL; maisiSana izmantojot vortex maisitaju, 1 min;
ultrasonificéSana, 15 min; 10-reizes liels ekstrakta atSkaidijums; standartpiedevas koncentracija,

50 mg-kg™.

Tika noveroti lielaki fenolo skabju zudumi PSA klatbuitng, bet C18 — polifenolu zudumi.
Veiktie papildus eksperimenti liecinaja par to, ka lietotais PSA daudzums nebija pietickams,
lai elemin&tu no matricas cukurus, kuru klatbiitne bija sastopama masspektros. Tadejadi dSPE
procediira tika eleminéta, d€l nesp€jas ieverojami atbrivoties no matricas komponentiem, pie
reizes palielinot analitu zudumus.

Beigu paraugu sagatavoSanas procediira sastavéja no LLE sola, kura tika izmantots 2%
skudrskabes tdens Skidums un heksans, tilpuma attiecibas 1:5. Kopg&ja procediira ir
vienkarSota un pateéré mazak laika, tadejadi veicinot lielu paraugu caurlaidi. Literatura
iepriek§ mingtas metodes biezi sastdv no vismaz tris soliem (attaukoSanas, ekstrakcijas,
Skidinataja iztvaic@Sanas) un lieliem pater§jamiem resursiem, kameér mes esam apvienojusi
Sos paraugu sagatavosanas solus un sasniegusi precizus rezultatus.
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3.3. Hromatografiska sadalijuma optimizacija

Hromatografiska selektivitate tika optimizéta piemekl&jot un pielagojot kustigas un
stacionaras fazes. Ka tideni saturosas fazes tika izvértétas: 0,1% skudrskabe, 10 mM amonija
formiata Skidums un 10 mM amonija formiata buferSkidums ar pievienotu 0,1% skudrskabes
(v/v). Acetonitrils tika izv€lets ka organiskais kustigas fazes modifikators, nemot véra ta sp&ju
nodroSinat mazaku pretspiedienu, salidzinajuma ar metanolu, un labaku hromatografisko joslu
formu. [49] Iepriek§ minétas kustigo fazu kombinacijas tika testetas izmantojot C18 un
pentafluorofenil (PFP) ar sorbentu saistitas kolonnas. Kolonnu efektivitate tika salidzinata
injicgjot 5 puL standarta, koncentraciju limeni 100 pg-pL”, veicot tris atkartojumus un
aprékinot teorétisko Skivju skaitu (V) un izdaliSanas faktoru (k) vienados gradienta apstaklos
katram mérka savienojumam.

Hromatogrammas ar kvercetina tailingu jeb asimetriju (Attéls 3.3.1., B segments) tika
ieglitas izmantojot C18 kolonnas, tadejadi rezultajot loti maza teoretisko Skivju skaita,

salidzinot ar citiem savienojumiem.
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Attels 3.3.1. Katehinu (A) un kvercetina (B) hromatogrammas, iegiitas ar divam dazadam

kolonnam (1 — C18, 2 — PFP)
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Par spiti kvercetina lielajai joslas asimetrijai, izmantojot C18 kolonnu, tikai neliela
joslas izpluSana tika noveérota, izmantojot PFP kolonnu. Fenolo skabju gadijuma, krietni
lielaka efektivitate tika novérota C18 kolonnam, salidzinot ar PFP, bet toties flavanoidiem
lielaka bija efektivitate, izmantojot C18 sorbentu. (Attels 3.3.1, A segments)

Fluoréta stacionara faze nodroSina lielaku selektivitati attieciba pret polariem
analitiem, aromatiskiem un nepiesatinatiem savienojumiem, fenoliem, halogenétiem
savienojumiem un taksaniem, pateicoties augstu elektronegativajiem fluora atomiem. Veéra
nemams ir fakts, ka PFP stacionara faze ir loti hidrofoba un var tikt lietota kustigas fazes
apstaklos ar lielu Gdens saturu, kas ir svarigi misu gadijuma, kad gradienta sakotngja
kompozicija ir 98% tdens faze.

Buferétas sist€émas izmantoSana salidzinajuma ar vienkar$i paskabinato tidens fazi
palielinaja teorétisko Skivju skaitu. Kolonnas efektivitate katehinam un epikatehinam
palielinajas divas un Cetras reizes attiecigi, kamér pargjiem savienojumiem §1 N skaita izmaina
nebija tik izteikta. Visefektivaka no fazém bija 10 mM amonija formiats ar 0,1% skudrskabes
piedevu. Ta radija lielakas N vertibas un sadalijuma koeficenti bija robezas no 2 — 4. Kopgjais

hromatografiskais vielu sadalfjums ir paradits Attéla 3.3.2.
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Attéls 3.3.2. Ekstrah@tas jonu hromatogrammas Sokolades ekstraktam ar standartpiedevu
(500 mg-kg™"); 1 — shikimic acid, 2, 3 — katehins un epikatehins, 4 — izoviteksins, 5 — procianidins

A2, 6 — p-kumarskabe, 7 — ferulskabe, 8 - kvercetins

m/z=173.04355-173.04529
FTMS - p ESI Full ms
[100.00-1500.00] MS

m/z=289.07031-289.07321
FTMS - p ESI Full ms
[100.00-1500.00] MS

m/z=431.09621-431.10053
FTMS - p ESI Full ms

[100.00-1500.00] MS

m/z=575.11662-575.12238
FTMS - p ESI Full ms
[100.00-1500.00] MS

m/z=163.03798-163.03962
FTMS - p ESI Full ms
[100.00-1500.00] MS

m/z=193.04891-193.05085
FTMS - p ESI Full ms
[100.00-1500.00] MS

m/z=301.03387-301.03689
FTMS - p ESI Full ms
[100.00-1500.00] MS
SP 2 3

3 NL: 2.08E7

E 1

E SP 2.3

3 NL: 9.03E7

E 2,3

E SP 2 3

= NL: 7.08E7

] 4

= SP 2 3

3 NL: 1.19E7

B 5

. SP 2 3

E NL: 1.26E8

3 6

. SP 2 3

= NL: 1.62E7

= 7

3 SP 2 3

NL: 1.93E8

8

—

9 10



3.4. HRMS apstakli

Sini darba tika izvertéti dazadi Q-Orbitrap MS detektora skené$anas reZimi,
izmantojot signalu intensitates un signala pret troksni attiecibu (SNR) ka kriterijus. Selektiva
jonu monitoréSana (t-SIM) ir biezi uzskatita par gana atbilstoSu detekt€Sanas metodi,
pateicoties tas sp&jai izol€t analita jonus no matricas, izmantojot kvadrapolu, bet zinami jonu
zudumi var notikt izolacijas procesa laika. [50] Sokolades ekstrakti tika analiz&ti izmantojot
tandém-masspektrometrisko (t-MS” jeb t-MRM), t-SIM un pilna masas diapazona jeb fiull

scan (FS) detektéSanas metodes un tika izvert€tas signalu intensitates un SNR astoniem

savienojumiem.
2.0E+07 5
1.8E+07 ”
1.6E+07
S 1 4E+07
g
g 1.2E+07 1
[+
:L; 1.0E+07 SN S/N -
Z 8.0E+06 13300 —p «—34000 t-SIM
< ===-t-MRM
6.0E+06 37750 37750
4.0E+06 1220 3046
2.0E+06
1.5E+04
5.4 5.6 5.8 6 6.2

Time, min

3.3.1. attéls Katehinu (1 — katehins, 2 — epikatehins) hromatogrammu salidzinajums dazados

skeneSanas rezimos (Full scan, t-SIM, t-MRM) ar masas izolacijas logu 5 ppm

Ka tas ir redzams Att€la 3.3.1., FS sken@Sanas rezims rada vislielakas signalu
intensitates un lielako SNR, kamér veicot eksperimentus t-SIM sken&$anas rezima, abi iegiitie
parametri ir krietni zemaki un t-MRM rezima tie ir viszemakie. Attela 3.3.2. ilustrétas signalu
intensitates un SNR arT pargjiem izvéletajiem analitiem. Ir redzams, ka arT par&jo analitu
gadijuma, SNR un intensitates ir lielakas FS gadijuma, salidzinot ar t-SIM un t-MRM, ar
vienu izp€mumu — ferulskabi, kurai novérojama lielaka intensitate t-SIM skeng&Sanas rezima,

salidzinot ar FS.
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3.3.2. attéls Signalu intensitasu un S/N attiecibas salidzinajums tris daZadiem skeneSanas

reZimiem, n=5, rezultati izteikti logaritmiska skala

SNR parametrs vislielakais ir FS skenéSanas rezima 5 no 8 analitiem. Taja pasa laika
t-SIM bija paraks katehinu detektéSanai un, kad salidzinats ar t-MRM, bija krietni paraks
SNR parametra, iznpemot fenolu skabju gadijuma, kuras uzradija lidzigu vai labaku
performanci t-MRM rezima.

Ta ka FS izradija lielako jutibu misu pielietojuma, Sis sken€Sanas reZims tika
pielietots ka galvenais sken&Sanas rezims kvantificeéSanai. FS var lieliski tiks pielietots art ka
skrininga metodes pamatakmens, nodroSinot ne tikai kvantific€Sanu, bet citu savienojumu
identific€Sanu, kas nav iesp&jams t-SIM un t-MRM rezimos, kad ir nepiecieSamiba sastadit

analitu ietverSanas sarakstu ar prekursoru masam un hromatografiskajiem izdaliSanas laikiem.

Papildus meérktiecigam izvéleto savienojumu analizém, tika veikta Sokolades paraugus
saturoSo savienojumu identifikacija izmantojot iepriek§ aprakstitas FS metodes parametrus.
Lai izvertétu raksturigos molekulas fragmentus, tika izmantota augstas-energijas kolizijas
disociacijas (HCD) S$iina, kas tika oper€ta visu jonu fragmenteSanas (AIF) rezima,
kombinacija ar FS, tadejadi vienlaicigi laujot veikt gan prekursoru, gan fragmentjonu
skenéSanu.

Savienojumi tika identifcéti pec tris krit€rijiem — precizas masas noteik$ana prekursora
jonam, HCD S$tnas inducétajam fragmentacijas modelim ar vismaz vienu prekursora jonu un,
nedrosibas gadijuma, péc izotopu modela atbilstibas.

Tika iegutas divas masas spektru bazes virsotnes iegiitas no divam
hromatografiskajam joslam ar vértibam 577,1368 m/z ([C30H26012-H]), noradot uz

procianidina B diméru klatbuitni. Ka tas jau ir iepriek$ literatiira aprakstits [51], abiem
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Veicot talaku spektru izmekleéSanu izdevas atrast procianidina trimérus (CssH330;5) un
tetram@rus (CeoHasO24) pie m/z vertibam 865,2022 (tg = 5,50 min; 5,70 min; 5,85 min,
Am = 4,9 ppm) un 1153,2550 (tg = 5,70 min; 5,85 min, Am =7,9 ppm), attiecigi, ki ari MS®
modeli atbilda literattra ieprieks aprakstitiem. [52.]

12-Hidroksijasminskabes sulfats deva m/z vértibu 305,0708 ([C12H;307S-H]"), bet to ir
loti viegli sajaukt ar epigallokatehinu (m/z 305,0667). HCD S$iinas raditais fragmentacijas
modelis noradija bazes masas piki pie m/z vértibas 225,1132 ([C1,H;304-H]'), noradot uz SO;
fragmenta zaudéSanu, tadejadi apstiprinot izvirzito molekulas struktiiru, kura ari ir bijusi
ieprieks literatiira aprakstita. [52]

AIF eksperimenti sevi pieradija ka loti veértiga piedeva skrininga un identifikacijas
metodei fenolo savienojumu gadijuma, izmantojot fragmenteSanas modela atbilstibu ar

iesp€ju So identifikaciju apvienot ar FS kvantificéSanu.

3.5. Metodes aprobacija un veiktspéja

Metodes veiktsp&ja tika izvert€ta nosakot precizitati, izteiktu ka relativo
standartnovirzi (RSD), linearitati, kvantificésanas robezu (LOQ) un matricas efektu.

Ieksdienas precizitate tika noteikta pieciem replikatiem, divos standartpiedevu
Iimenos, kamer starpdienu precizitate tika izvertéta divam sekojo$am dienam. legiitas RSD
vértibas bija robezds no 52 Ilidz 8,2% 1000 mg-kg' un 5,5 lidz 14,2% 10 mg-kg’'
koncentraciju Itmenos. Linearitate metodei tikai noteikta izmantojot matricai pieskanoto
kalibraciju. Kalibracijas taisnes izradija pietickoSu linearitati Tabula 3.4.1. noraditajos
koncentraciju diapazonos ar noteikSanas koeficentu lielaku par 0,993 visiem analitiem, bet ar

. R . . _ 24 ..
vienu izp€émumu — izoviteksinu, kam R” bija 0,988.

3.4.1. tabula Validacijas parametri un matricas efekta izvertejums izmantotajai metodei

Ieksdienas preciziate Starpdienu
o ] o LOQ, Taisnes (n=5), % preciziate (n=2), %
Savienojums Linearitate mg-kg'l ME, % o 1000 o 1000
mg-kg'1 mg~l<g'1 mg-kg'1 mg-kg'1
(+)-Katehnins 0,9952 0,04 112,7 9,9 7,8 9,6 8,0
(-)-Epikatehins 0,9931 0,12 120,1 11,2 8,2 11,1 8,2
Procianidins A2 0,9978 0,13 64,5 12,2 5,7 11,9 5,2
[zoviteksins 0,9887 0,03 128,5 9,0 6,7 10,3 6,7
Kvercetins 0,9979 0,01 140,9 11,8 5,6 11,4 5,7
p-Kumarskabe 0,9996 0,01 51,8 5,7 6,0 5,5 5,4
Shikimic acid 0,9999 0,30 89,6 16,2 6,1 14,2 5,6
Ferulskabe 0,9994 0,03 59,1 15,6 8,8 12,9 7,6
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Lineara kalibracijas taisne bija novérota koncentraciju diapazona no
51idz 10°000 mg-kg™' lielakajai dalai savienojumu, iznemot katehinu un epikatehinu (5 -
5000 mg-kg') un izoviteksinu (5—5000 mgkg'). LOQ vértibas tika definétas ka
koncentracija, kura raksturigais analita jona ([M-H]) signals bija lielaks neka 5000
intensitates vienibas. LOQ vértibas bija robezas no 0,01 mg-kg' kvercetinam lidz
0,30 mg kg™ shikimic acid, attiecigi.

Miusu pétijuma iegutdas LOQ vertibas bija divas reizes zemakas(labakas), neka
pétijumos, kuros izmantotas DAD-MS sistemas [53] un TOF-MS/MS sistémas [31]. LOQ
vértibas DAD-MS sistému gadijuma bija 15,6 mg-kg' katehinam un epikatehinam un
31,2 mg-kg" procianidiniem. TOF-MS/MS aprikojumam LOQ vértibas bija zemakas —
12,2 mg-kg' katehinam un 62,5 mg-kg' epikatehinam. Linearie diapazoni min&tajam
sisttmam bija izteikti mazaki, bet linearitates koeficenti bija labaki.

Metode, kuru ir izstradajusi Castro—Lopez et al., izmantojot LTQ-Orbitrap sistému
antioksidantu notiekSanai kakao pulveri piedava lidzigu precizitati (8,6% RSD katehinam;
3,1% epikatehinam; 10,9% kvercetinam), bet krietni augstakas(sliktakas) LOQ vertibas tika
iegiitas (katehinam, 4,7 mg-kg'; epikatehinam, 10,7 mg-kg"; kvercetinam, 0,14 mg-kg™).
[54]

Matricas efekts (ME) tika izvertets, lai noteiktu cik liela mera notiek jonu signala
slapésana vai uzlaboSana. Matricas efekts tika izvertéts péc izteiksmes (1.), dalot taisnes
virziena koeficientu kalibracijai, kas tika veidota matricas klatbutné (slopemarix) ar taisnes
virziena koeficentu, kas tika iegiits veicot kalibracijas tira kustigas fazes skidinataja (slopesu).
100% vertiba norada uz to, ka matricas efekts neeksiste, >100% - nove€rojams signala
pastiprinajums, <100% - novérojama signala slap&Sana.

Izteiksme (1.) ME=(slopematix/slopestq)* 100

Piezime — dazads Sokolades sastavs var novest pie citadam ME vértibam. legitie
rezultati ir apkopoti Tabula 3.4.1., Iidz ar validacijas rezultatiem. Lielakajai dalai savienojumu
tika noverota signala intensitates palielinasanas. Fenolu skabju gadijuma, neliels ME tika

noverots, bet katehtnu un flavonu ME bija ievérojami lielaks.

3.6. Paraugu analize

AtseviSkais un kopégjais izveleto 8 fenolu savienojumu saturs 26 Sokolades paraugos ir
sumarizéts Att€los 3.5.1. un 3.5.2. attiecigi. Koncentraciju limeni Siem izvéletajiem
savienojumiem bija robezas no zem LOQ lidz pat 1530 mg-kg™'. Katehina un epikatehina

limeni bija robezas no 50 lidz 570 mg-kg™' un no 240 lidz 1530 mg-kg, attiecigi.
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Tika novérota seSas reizes liela starpiba starp zemakajiem un augstakajiem epikatehina
[imeniem $okoladg, kakao satura diapazona no 33 lidz 70%. Sokolades kopuma ar kakao
saturu 70-77%, koncentraciju diapazoni katehinam un epikatehinam vari€ja 6 un 4 reizes
attiecigi. Lielakas koncentracijas procianidinam A2 bija Sokolades paraugos ar augstu kakao
saturu un kopgjais koncentraciju diapazons bija no 1,7 lidz 9,5 mg-kg", Sokoladé ar kakao
saturu lielaku neka 70%. Izoviteksins un kvercetins izradija 7 reizes lielu starpibu starp
zemakajam un lieldkajam koncentracijam (0,5 — 3,8 un 1,8 — 13 mg-kg™, attiecigi). Noteiktais
fenolu skabju saturs bija diapazona zem noteikSanas robezas p-kumarskabes gadijuma, Iidz
44 mg-kg" shikimic acid gadijuma. Kontrastgjot ar ar iepriek§minétajam skabem, ferulskabe
bija atrodama koncentraciju limenos neparsniedzot 20 mg-kg"' ar vienu iznémumu, kad
koncetracija sasniedza 46,1 mg-kg™.

Tika veikts salidzinajums koncentracijam, kas noraditas Atte€la 3.5.1., ar “Phenol
explorer” datubazi [55] un tika iegiita saskana jeb rezultati bija lidzigi ar flavan-3-olu (+)-
katehina un (-)-epikatehina koncentraciju diapazoniem. P&c datubazes datiem, miisu iegiitas
ferulskabes koncentracijas bija relativi zemas un at$kiras desmit reizes, pat tik liela paraugu
kopa. Literatura netika atrasti dati procianidina A2 koncentracijam Sokolad€. Procianidina A
tipa fenoli tipiski var rasties no B tipa procianidiniem oksidativas iek§Smolekularas reakcijas
cela, noradot uz oksidesanas blakusreakciju notikSanu Sokolades razoSanas procesa. [56]

Tika izvertétas korelacijas starp kakao saturu un dazadu antioksidantu koncentracijam,
antioksidantu koncentraciju summu, izcelsmes valstim un iegiitajam koncentraciju
savstarpg&jam korelacijam. Papildus tam, tika izvertéta mijiedarbiba antioksidantu starpa, un
tika novérota ievérojama (R> = 0,77; p<0,05) korelacija starp (+)-katehinu un (-)-
epikatehinu. Sie rezultati sakrit jau ar literatiira iepriek$ aprakstitiem datiem. Véra nemama
korelacija bija starp (-)-epikatehinu un izoviteksinu (R* = 0,80; p < 0,05). Savstarpgja
korelacija starp monomérajiem flavan-3-oliem ir bijusi ieprieks$ aprakstita [34,57], bet ta nav
bijusi aprakstita izoviteksinam ar flavan-3-oliem. Visatpazistamakais Sokolades kvalitates
raditajs, noradits uz iepakojuma, kakao saturs, specigi korelé ar kop&jo antioksidantu
koncentraciju, ka tas ir novérojams Attéla 3.5.2. un tas ir labs indikators patérétajam, ka
Sokolade ar lielaku kakao saturu var dot lielaku labumu veselibai.

Pilnais paraugu saraksts ar antioksidantiem un attiecigajam koncentracijam ir dots

Tabula 3.5.3.
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3.5.3. tabula Individualo fenolo savienojumu saturs, mg-kg™'; C — katehins, E — epikatehins, PCA

— procianidins A2, IV — izoviteksins, QE — kvercetins, pCA — p-kumarskabe, SA — shikimic acid,

FA — ferulskabe

Kakao Kop?jﬁ
Paraugs saturs C E PCA2 IV QE pCA SA FA ant10ks1d_an.t.u
koncentracija
DCl1 70 575 1972 27 3,8 10,7 1,45 44 21,0 2631
DC2 70 205 1112 93 22 6,6 1,26 35 10,1 1381
DC3 70 168 1036 6,5 25 6,1 1,01 27 52 1253
DC4 72 130 592 36 14 28 0,73 25 14,6 771
DC5 70 141 1004 6,7 22 42 040 21 93 1189
DC6 70 142 495 1,7 14 38 034 29 103 684
DC7 72 134 665 48 1,5 42 057 18 74 836
DCS8 56 48 377 09 09 24 058 15 7,6 453
DC9 50 82 434 29 09 24 <001 18 43 544
DC10 72 177 676 23 14 41 0,72 22 11,8 895
DCl11 50 106 699 45 13 28 084 25 52 845
DC12 54 120 893 45 12 45 105 28 53 1058
DC13 73 262 1387 53 2,0 44 046 22 11,2 1694
DC14 72 236 683 42 10 7,1 1,00 21 10,2 964
DCI15 72 285 1167 2,0 1,6 6,5 087 23 7,7 1494
DC16 72 225 1205 7,6 22 46 093 23 52 1473
DC17 72 95 945 &5 1,8 54 045 22 6.8 1085
DC18 64 92 824 32 1,7 3,7 0,64 22 128 961
DC19 77 382 1634 6,8 3,0 87 0,65 26 5,0 2066
DC20 66 139 963 58 1,1 9,7 061 14 58 1139
DC21 60 167 949 58 1,4 42 055 21 46 1154
DC22 66 107 786 34 18 71 066 22 58 934
DC23 70 303 1144 22 19 1,5 0,60 21 89 1483
DC24 41 64 430 34 07 25 <001 14 79 523
DC25 41 46 305 09 05 1,7 049 9 57 368
MK1 33 37 225 0,6 06 1,8 <0,01 20 46,1 330
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3.7. Nakotnes perspektivas un diskusija

Antioksidantu noteikSana fermentetos sojas produktos

Ir veiktas darba iestradnes un izstradata hromatografiska un masspektrometriska
metode sojas s€klu un produktu analizei. Hromatografiska noteikSanas metode ietver Cetrus
izoflavonu klases analitus — dadzeinu (dadzein), genistein, formononetin, biochanin A. Lidzigi
ka $ini darba, analitu hromatografiskai atdaliSanai tiek izmantota PFP kolonna un pilna masas
diapazona skenéSanas reZims pozitivaja jonizacijas rezima. Hromatografiska metode ir 12
minttes ilga, ietverot 4 mintsu kondicion€Sanas laiku. (Attels 3.6.1.) Ir veikta linearitates
diapazona noteikSana, izmantojot standartus, panakot lielisku linearitati (R*>0,999)
koncentraciju diapazona no 5 - 1000 pg-uL™" (standartvielas $kidinataja; injekcijas tilpums
5 uL; SNR zemakaja Iiment >100). Sava starpa ir salidzinatas savienojumu intensitates gan
pozitivaja, gan negativaja jonizacijas rezima [M+H]  un [M-H] joniem attiecigi un tika
izlemts par labu [M+H]" joniem, pateicoties novérotajam lielakam intensitatem.

RT: 2.75-5.75 SM: 9G
NL: 6.57E7

140 miz= 255.0626-255.0678 F: FTMS
] '+ p ESI Full ms [100.00-300.00]
] MS STD_11

120
] 3.35 3.83 \l/ 4 87 NL: 3.86E7
b 255.0643 271. 0593 269.0801 285 0746 m/z= 285.0729-285.0787 F: FTMS

100 H +p ESI Full ms [100.00-300.00]
] I / MS STD_11
807 [ NL: 1.94E7
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60 | \‘ + p ESI Full ms [100.00-300.00]
] J \ [ MS STD_11
40 || [ NL: 1.29E8
] w‘ ’ miz= 269.0781-269.0835 F: FTMS
207 | J + p ESI Full ms [100.00-300.00]
] MS STD_11
/
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3.6.1. attéls Soju saturoSo izoflavonu hromatografiskais sadalijjums (m/z: 255,0634 — dadzein;

271,0593 — genistein; 269,0801 — formononetin; 285,0746 — biochanin A)

Jutiba viennozimigi ir pietiekoSi augsta, lai detektétu savienojumus, kas ir sastopami
salidzinosi lielos daudzums, ka jau dabas vielas, bet problémas zemakajos koncentraciju
Iimenos var sagadat matricas sastava esoSie savienojumi, kas ir sastopami daudz lielakos
daudzumus. Tatad ir nepiecieSams uzlabot detektora selektivitati vai veikt apjomigu paraugu
attiriSanu. Paraugu sagatavoSanas metodes izstrade un valideSana tipiski patére krietni lielakus
resursus, neka masspektrometriskas metodes izstrade un optimizacija. Masspektrometriskas
metodes selektivitati uzlabot var mainot detektéSanas veidu no pilna masas diapazona
skeng&S$anas uz mérka jonu skenéSanu (t-SIM) vai mérka jonu fragment&to sken&Sanu (SRM).

Ta ka metode ir ar zinamiem 4 analitiem, var piem&rot mérka jonu sarakstu (t-SIM; inclusion
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list), un, ja ir v€lme, kvantificét péc fragmentu molekulam (SRM, pirms tam piemérojot
atbilstosas kolizijas energijas tiesas paraugu infuzijas apstaklos), kas, salidzinajuma ar FS
masspektrometrisko metodi, dotu neapSaubamu selektivitati, pateicoties augstas izskirstpgjas
masspektriem apvienojuma ar precizu savienojumu fragmentaciju un Sauriem (<5 ppm) jonu

izolacijas diapazoniem.

Ogu polifenolu identificéSana

Ieprieks tika veikta savienojumu identific€Sana izmantojot AIF metodi, kuras darbibas
pamata ir plaSa masas diapazona jonu fragmentacija. Lietota metode ir pietiekosi laba, lai
apvienotu skriningu ar puslidz zinamu savienojumu identifikaciju, bet, gadijumos, kad ir
nepiecieSams neapstridams vielas fragmentacijas modelis, §1 metode var izradaties parak
neselektiva pateicoties lielajam savienojumu skaitam, kas tiek reizé fragmenteti. Gadijumos,
kad liela dala savienojumu ir ar lidzigiem molekulu skeletiem, fragmentacija noved pie liela
skaita izobarisko jonu, kas Iidz ar to var panakt nepareizi izvirzitus fragmentacijas modelus.

Lai veiktu akuratus fragmentacijas modela noteikSanas mérfjumus ir nepiecieSami
mérktiecigi merjjumi, izolgjot izveletas prekursora molekulas, izmantojot kvadrupolu un
iegiistot MS” spektru. Praktiski, izmantojot Q Exactive Orbitrap detektoru, var iegiit ari MS®
spektru, vispirms fragmentgjot savienojumus avota, lietojot CID fragmentaciju (MS®) un péc
tam, mérktiecigi izv€loties fragmentus un selektivi tos talak fragment&jot kolizijas $iina, iegtt
sekojosu MS® spektru. Orbitrap LTQ modelos, vai citos jaundkas paaudzes tribridos ir
integréts ari jonu slazds, kas atvieglo vairaku pakapju fragmentaciju, laujot veikt MS"
fragmentaciju (n= lidz pat 10 fragmentacijas soliem jeb kamér vien jonu parpilniba lauj).

Selektivus un segmentétus MS® spektrus var iegit izmantojot FS-ddMS?* (full scan
data dependant tandem MS). ST metode lauj vienlaikus veikt plasu savienojumu skriningu
veicot pilna spektra sken&Sanu liela masas diapazona, gan veikt savienojumu fragmentaciju
gan brivi izvélétiem savienojumiem, gan definétiem inkliizijas saraksta (inclusion list). Ir
iespgjama ari masspektrometriskas metodes kombinacija ka t-SIM-ddMS?, kas, salidzindjuma
ar FS metodi, ir jutigaka un ar lielaku selektivitati, pateicoties kvadrupola jonu izolacijai
diezgan mazos diapazonos (Iidz pat 0,4 m/z), kas Iidz ar to nodroSina to, ka Orbitrapa netiek
ieinjic@ts tik daudz matricas jonu un ir novérojama mazaka signala supresija, mazaks troksnis,
un, lidz ar to, lielaks SNR. Tomér nakas saskarties ar to, ka t-SIM metodei ir nepiecieSams
mérka analitu saraksts ar definétiem laikiem, kam@r, ja tiek izmantots FS apvienots ar ddMS?,
tiek iegiita pilna spektra sken€Sana un savienojumu fragmentacija notiek, jebkad, kad tiek

detektéts atbilstoSs prekursora jons. AtbilstoSos prekursoru jonus defin€ saraksta (inclusion
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list) un fragmentacija notiek, kad tiek detektéts precizas masas jons 10 ppm liela izolacijas

loga.

Sobrid laboratorija ir pieejami pieci dazadi purva ogu ekstrakti — briklenes,
lielogu dzérvenes, purva dz&rvenes, meZa mellenes un lielogu krimmellenes. Sis ogas ir Joti
bagatas ar fenolajam skab&m un flavanoidiem, bet tam, sava starpa, ir atSkirigs antioksidantu
profils. Mellen&s ir sastopamas vislielakas antrocianu koncentracijas, kamér sarkanajas ogas ir
vislielakas procianidinu koncentracijas. [58,59]

Lielaka dala fenolo savienojumu joniz€jas gan pozitivaja, gan negativaja reZima, bet,
kaut ar1 pozitiva jonizacija izrada lielakas savienojumu jonu intensitates, negativais rezims
izrada lielaku selektivitati gadijumos, kad matricas savienojums(-i) ietekmé merka
savienojumu. [25] Lidz ar to ir nepiecieSami hromatografiskie meérijjumi gan pozitivaja, gan
negativaja jonizacija. Pozitiva jonizacija dod mums iesp&ju ieskatities antrocianu pasaulé, kas
ir loti plasi izplatita dazddu meza ogu gadijuma un negativa lauj izvertet klasiskakos

polifenolos, kas ir buvéti uz katehinu oglekla skeleta.

Sobrid tiek pielietots sekojoss identifikacijas plans:

Tiek pieméroti ilgi (90 min) hromatografiskie gradienta apstakli, C;s stacionaras fazes
klatieng, lai pilniba atdalitu sava starpa savienojumus un to izomérus. So hromatografisko
atdaliSanu pavada merijjumi gan pozitivaja, gan negativaja jonizacija. Paraléli tiek veikti ar1
tuksas hromatografiskas injekcijas (blank runs), izmantojot tiru Skidinataju, lai iegiitu fona
ainu. No parauga spektriem tiek atnemts fona signals, lai tiktu iegtita salidzino$i tira base
peak (att€lots intensivakais masas signals) hromatogramma, no kuras tiek iegtitas doming&joSo

savienojumu prekursoru jonu masas. (Attels. 3.6.2.)

RT: 12.0-50.0 SM: 9G

37.5 NL:
100 7234996 4.67E7
Base Peak F:
FTMS - p ESI Full
90 o
120.00-1500.00]
80 [12 ]
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. 70 _Smpl_top5_
8
e
H] 421
§ 60
£ 29.0 836.5884
£ 50 193.0493 33.0
2 0 5 29.0 610.4180
S 16.5 563.3118 193.0494
o
30 461.1288
2 20.0
147 450.2281 . 6o
10 289.0714 489.1270 26.9 34.3 389 447 9408207
241.1548 5513125 244,407 2449408 |\
I e e R e e R e e
12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50
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3.6.2. attéls Base peak hromatogramma pec fona trokSpa nopemsSanas, uzpemta negativaja

jonizacijas reZima, gara hromatografiska gradienta apstaklos
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No iegutam prekursoru masam tiek veidots inkliizijas saraksts ar defin€tam masam,
kuras tiks paklautas fragmentacijai. Fragmentacija notick izmantojot ddMS® metodi,
pielietojot vairaku pakapju fragmentacijas energijas (stepped NCE), tadejadi iegiistot lielaku
fragmentu skaitu. Paraléli fragmentacijai, tiek iegiiti precizas masas merjumi augstas
iz8kirstp&jas apstaklos (70’000 FWHM), pielietojot lock mass savienojumus ar precizitati
<1 ppm. Lock mass tiek definéts ka tiesa laika on-/ine masas kalibracija un ka izmantotie
savienojumi masas kalibracijai negativaja rezZima kalpo natrija dodecil stearats
(m/z 265,147903) un pozitivaja — kafeins (m/z 195,087652). Tiek noverota art molekulu jonu
aduktu veidoSanas (Attels 3.6.3.), kas lauj labak interpretét savienojumu 1pasibas.
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3.6.3. attéls Savienojuma un ta izomeéru hromatogrammas daZadu jonu aduktu klatbuitne; m/z,

319,058 — [M+CIl], 329,089 — [M+COOH]’, 283,082 — [M-H|

Paraléli tiek izveidota savienojumu fragmentu bibliotéka, iegiita no literatiiras datiem.
Tiek noteikti savienojumi, kuri ir visbiezak sastopami $ada veida paraugos un to
struktiirformulas, izmantojot MassFrontier 7.0 programmatru, kas lauj modelét un paredzet
iespgjamos saskel$anas mehanismus, tadejadi iegiistot fragmentu biblioteku. Iegiitie ddMS?
spektri tiek salidzinati pret fragmentiem, kas ir sastopami izveidotaja biblioteka un tiek
izvirzita hipot€tiska nezinama savienojuma struktiirformula. Ir iesp&jams art salidzinat iegtitos
fragmentus vai prekursorus ar publiski pieejamam MS bibliotekam, ka, piem&ram, M/z
Cloud, bet lielakaja dala gadijumu, spektri nav pieejami, jo Sis dabas vielas nav komerciali

pieejamas vai pat izol&tas, lai iegiitu tiru, apstiprinosu masspektru.

Nezinamo struktiiru izzinaSana dabas molekulu gadijuma viennozimigi ir viens no
lielakajiem izaicinajumiem. Masspektrometrija ir tikai viens no nepiecieSamajiem
instrumentiem. Lai pilniba parliecinatos par izvirzitas struktiiras pareizibu, ir nepiecieSamas
citas apstiprinosas metodes, ka KMR vai XRD, bet §Tm metodém ir nepiecieSami salidzinosi
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loti lieli tiras vielas daudzumi, bet vielu izol€Sanas vai sint€zes procesi ir ]oti laika un resursu
ietilpigi. lesp€jams, laika gaita piecaugs So dabas vielu nozimiba un tiks induc@ti papildus

pétijumi, un tas veicinas talaku, dzilaku izpéti.
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SECINAJUMI

Sekojot analitiskas kimijas petniecibas aktualitatém, ir tikusi izmantota HRMS
tehnologija partikas paraugu analizei un ir izstradata un validéta atra, uzticama
skrininga metode antioksidantu noteikSanai Sokolade.

Salidzinot ar citam, literatiira aprakstitam metodém, ta ir vienkarSota uz vienu soli, kas
nodros$ina samazinatu materialu un laika paterinu.

Izstradata metode lauj izolét mérka savienojumus no Sokolades ekstrakta matricas
izmantojot full scan metodi ar izkirstp&ju 70’000 FWHM un masas ekstrakcijas logu
S ppm.

Salidzinot ar citam sken&$anas metodém pilna masas diapazona sken&Sana izradija
parakumu par t-SIM un t-MS* metodém.

Nakamais solis masspektrometrija ir metodes, kuras lauj kvantificét un kvalificet griiti
nosakamus mérka savienojumus, izmantojot vienlaicigu skriningu un fragmentéSanu.
[60]

Metode nodroSina pietiekosi lielu preciziati (RSD 5,4 —16,2%) un linearu
detekte$anas diapazonu (5 —5000 mg-kg'). Iegitie LOQ ir krietni zemaki neka
ieprieks literatiira noraditie, ar1 fenolu savienojumu noteikSanai.

Tika noteika astonu fenolu savienojumu klatbiitne 26 Sokolades paraugos
koncentraciju limenos sakot no zem noteik3anas robezas lidz 1972 mg-kg™.
Kopsumma S8is pétijums nordda uz Sokolades ka antioksidantu avota, funkcionala

édiena svarigumu.
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