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ANOTACIJA

Medus sekundaro metabolitu noteik§ana izmantojot kodolu magnétisko rezonansi.
Salajeva M., zinatniskais vaditajs Mg.chem. Labsvards K. D. Bakalaura darbs, 35 lappuses, 10
atteli, 3 tabulas, 38 literataras avoti, 3 pielikumi. Latviesu valoda.

Medus ir ne tikai partikas produkts, bet arT tick uzskatits par terapeitisku lidzekli, tap&c ir
svarigi noteikt sastava esos$0s cukurus, fermentus, mikro un makro elementus, kuri ir labveligi
cilvéka organismam. Darba apkopota zinatniska literatira par medd sastopamajiem
sekundarajiem metabolitiem, 1pasi pieverSot uzmanibu alkaloidiem, flavonoidiem un fenolajam
skabém. Aplukota informacija par kvantitativu kodolu magnétisko rezonansi pielietojumu.
Izpétita literatlira par hemometriju un galveno komponentu analizi. Darba veikta NMR analize
medum. Eksperimenta tiek izmantots deiteréts tdens ka Skidinatajs, satuross fosfata
doming&josus metabolitus, organiskas skabes, aminoskabes u.c. organisko savienojumu grupas.
Veicot hloroforma ekstrakciju izmantots 1,4-dinitrobenzols ka iek$€jais standarts. Iegutie
rezultati apstradati izmantojot statistiskas apstrades metodes.

MEDUS, FENOLAS SKABES, FLAVONOIDI, DEITERETS UDENS, KODOLU
MAGNETISKA REZONANSE, GALVENO KOMPONENTU ANALIZE



ABSTRACT

Detection of secondary honey metabolites using nuclear magnetic resonance.
Salajeva M., scientific adviser Mg.chem. Labsvards K. D. Bachelor thesis, 35 pages, 10 figures,
3 tables, 38 literature sources, 3 annexes. In Latvian.

Honey is not only a food but is also considered a therapeutic tool, so it is important to
identify the ingredients of sugars, enzymes, micro and macro that are beneficial to the human
body. The work summarises the scientific literature on secondary metabolites in honey, with a
particular focus on alkaloids, flavonoids and phenolaic acids. The scientific literature on the
secondary metabolites present in honey is summarized in the thesis with a particular focus on
alcaloids, flavonoids and phenolic acids. The information on quantitative using of nuclear
magnetic resonance is reviewed. As part of this work, NMR analysis of honey has been
conducted. In the experiment deuterated water was used as a solvent that contained phosphate
buffer solution. The *H-NMR spectrum of honey samples solved in deuterated water comprises
expressed dominant metabolites, organic acids, amino acids and other groups of organic
compounds. In the case of chloroform extraction, 1,4-dinitrobenzene has been used as an
internal standard. The results obtained have been processed using statistical processing
methods.

HONEY, PHENOLIC ACIDS, FLAVONOIDS, DEUTERATED WATER,
NUCLEAR MAGNETIC RESONANCE, PRINCIPAL COMPONENT ANALYSIS
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APZIMEJUMU SARAKSTS

ASV - Amerikas Savienotas Valstis;

Aw — zema Udens aktivitate;

D.0 - deiterets adens;

DNB — dinitrobenzols;

'H-NMR - protonu kodolu magnétiska rezonanse;
HPLC — augsti efektiva Skidruma hromatografija;

IS - infrasarkana Furje spektroskopija;

NMR - kodolu magnétiska rezonanse;

LC-MS — skidrumu hromatografija-masspektrometrija;
MAS — magiska lenka rezonanses spins (Magical-angle spinning);
MBC — minimala baktericida koncentracija;

MIC — minimala inhibitoriala koncentracija;

MRI — magnétiskas rezonanses attéldiagnostika,

PA — pirolizidina alkaloidji;

PANO - pirolizidina alkaloidu-N-oksidi;

PCA — galveno komponentu analize;

PHBA - 4-hidroksibenzoskabe;

QSAR — struktiiras un aktivitates kvantitativa attieciba;
RF — radiofrekvence;

TOCSY - korelacijas spektroskopija;

USFDA - ASV partikas un zalu parvalde;



IEVADS

Medus ir dabigs sirups, kura organoleptiskas ipaSibas (krasa, garSa un tekstiira) ir
kompleksa fizikali kimisko parametru funkcija, ko galvenokart nosaka botaniska un
geografiska izcelsme. Biitiba tas ir koncentréts cukuru tidens $kidums.! Medus ir bagats ar
fenolam skabém un flavonoidiem, kuriem piemit biologiska iedarbiba un tie darbojas ka
dabigie antioksidanti. Antioksidanti cilvéka organisma palidz atbrivoties no brivajiem
radikaliem, kuri izraisa $tinu bojajumus, novajinot imiinsisttmu un veicinot infekciju, un
dazadu slimibu attistiSanos, tadel biitu verts plasak pétit antioksidantu saturu medi izmantojot
ktmiskas analizes, jo tas ir pakartots paterétaju interesem. Ja dalu no ikdiena paterétajiem
saldinatajiem aizvietotu ar medu, tas raditu antioksidantu pieaugumu cilvéku uztura.?
Kodolmagnetiskas rezonanses spektroskopija ir viena no precizakajam analizes metodém
petnieciba. Pedejos gados NMR ir ieguvusi lielaku atzinibu ka iedarbiga metode, kas sp€jiga
parraudzit dazadus kimiskos savienojumus viena eksperimenta ietvaros 1sa laika un kvantitativi
noteikt molekuldro grupu relativo daudzumu.*

Darba merkis: izpétit kvalitativas medus sekundaro metabolitu noteikSanas iespé&jas
izmantojot kodolu magnétisko rezonansi dazadas botaniskas izcelsmes paraugiem.

Darba uzdevumi:

e Aplikot zinatnisko literatiiru par medii sastopamajiem sekundarajiem metabolitiem;
e pielagot paraugu sagatavosanu polaru/nepolaru savienojumu pétisanai;

e veikt kvalitativas analizes medus paraugiem;



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Dabiga medus veidosanas, sastavs un ipasibas

Medus ir salds, viskozs partikas produkts, ko razo medus bites un dazi tiem radniecigi
kukaini. Bites razo medu no augu cukuru saturoSiem sekrétiem (ziedu nektara) vai no citu
kukainu sekrétiem (tadiem ka medus rasa), veicot regurgitaciju, iedarbojoties ar fermentiem un
iztvaicgjot Gideni. Bites glaba medu vaska konstrukcijas, ko devé par medus karem. Medus bisu
(Apis gints) razota medus daudzveidiba ir loti labi zinama ta komercialas pieejamibas un
patérina d&l. Medus tiek ievakts no savvalas bisu kolonijam vai no domestic€tu biSu stropiem,
§1 prakse ir zinama ka biskopiba jeb dravnieciba.’

Baribas mekl&Sanas laika bites piekliist dalai no savakta nektara, lai nodroSinatu lidoSanas
muskuliem metabolisko aktivitati, savukart lielaka dala no savakta nektara ir paredz&ta
regurgitacijai, sagremosanai un uzglabasanai medus veida. Auksta laika vai tad, kad citi baribas
avoti izsikst, pieaugusas bites un to kapuri izmanto partika medus krajumus.®

Medus kimiska sastava lielako daju veido dazadi cukuri, kas ar1 veido lielako daju no

energetiskas vertibas. Parasti medus sastavu veido fruktoze, glikoze, tidens, maltoze.’
= Fruktoze

4% 2%1% = Glikoze

= Udens
17%

Maltoze

= Oglhidrati

= Saharoze

31%

= Minerali, vitamini, enzimi
utt.

1.1.att. Medus sastava diagramma



Oglhidrati. VVeido lielako medus dalu — ap 82 %. Taja esosie oglhidrati ir monosaharidi:
fruktoze (38,2 %) un glikoze (31 %); un disaharidi (~9 %) — saharoze, maltoze, izomaltoze,
maltuloze, turanoze un kojibioze. Ir arl nedaudz oligosaharidu (4,2 %), ieskaitot erlozi,
teanderozi un panozi, kas veidojas nektara un medus rasa esoSo augstako saharidu nepilnigas
saskel3anas rezultata.®

Olbatumvielas un aminoskabes. Medus satur vairakus fermentus, ieskaitot invertazi, kas
parvers saharozi glikozé un fruktozg; amilazi, kas saskel cieti mazakos fragmentos; glikozes
oksidazi, kas parver§ glikozi glikonolaktona, kur§ savukart dod rezultata glikonskabi un
udenraza peroksidu; katalazi, kas saSkel glikozes oksidazes veidoto peroksidu tGdeni un
skabekli; un skabo fosforilazi, kas atskel neorganiskos fosfatus no organiskajiem fosfatiem.
Medus satur 18 brivas aminoskabes, no kuram visvairak ir prolina.®

Vitamini, mineralvielas un antioksidanti. Medus satur B vitaminu (riboflavina, niacina,
folskabes, pantoténskabes un B6 vitamina). Tas satur arT askorbinskabi (C vitaminu) un tadas
mineralvielas ka kalcijs, dzelzs, cinks, kalijs, fosfors, magnijs, seléns, hroms un mangans.
Galvena antioksidantu grupa medi ir flavonoidi, viens no kuriem, pinocembrins, ir unikals
medum un biSu propolisam. Askorbinskabe, katalaze un seléns ir arT antioksidanti. Kopuma
nemot, jo tumsaks ir medus, jo labakas ir ta antioksidanta Ipasibas.®

Citi savienojumi. Medus ar satur tadas organiskas skabes ka etikskabe, butanskabe,
skudrskabe, citronskabe, dzintarskabe, pienskabe, abolskabe, piroglutaminskabe un
glikonskabe, ka art vairakas aromatiskas skabes. Galvena medu esosa skabe ir glikonskabe, kas
veidojas, glikozes oksidazei saskelot glikozi. Medus satur arT hidroksimetilfurfurolu — dabigos
cukuros, ja pH zem 5.8

Medus ir populars tautas medicinas lidzeklis pret apdegumiem un citiem adas
bojajumiem. P&tijumu rezultati liecina, ka tas palidz otras pakapes apdegumu dziedinasana 4-5
dienas atrak neka citi lidzekli aps€jiem, un pécoperacijas infekcijas, kas apstradatas ar medu,
sadzist atrak un ar mazakiem nelabvéligiem efektiem ka arst€jot ar marles pars€jiem ar
antiseptiskiem lidzekliem. Medus izmantoS$anai dazadu citu brii¢u arstéSana rezultatiem ir zema
kvalitate, un viennozimigus secinajumus izdarit nevar. P&tijumu rezultati neliecina, ka medus
produktus vajadzétu izmantot Venoza staze radito ¢hilu vai ieaugusu tk$ka nagu arstéSanai.’
Dazus lieto$anai medicina paredz&tus medus produktus Amerikas Savienotas Valstis (ASV)
partikas un zalu parvalde (UFSDA) apstiprindja lietoSanai mazu bricu un apdegumu

arstesana.’®



Medus kop$ Senajiem laikiem tiek lictots ka antibiotikam pielidzinats lidzeklis, kuru
misdiends $adam nolikam izmanto arT tradicionalas medicinas un fitoterapijas
praktizetaji. Medus antibakterialo iedarbibu pirmoreiz demonstréja Niderlandes zinatnieks
Bernardus Adrianus van Ketels 1892. gada. Kops ta laika vairaki p&tfjumi ir pieradijusi, ka
medum piemit plasa antibakteriala aktivitate pret grampozitivam un gramnegativam
baktérijam, kaut gan $1 sp&ja plasi mainas dazadiem medus veidiem. Antibiotiku rezistentu
bakteriju izplatisanas deél peédejas vairakas desmitgades interese par medus antibakterialo
1pasibu izpéti ir atjaunojusies. Medus sastavdalas saskana ar provizoriskiem pétijjumiem, kas
potenciali izmantojamas ka antibiotikas, ieklauj metilglioksalu, tGdenraza peroksidu un
rojalizinu (d@vets ar1 par defenzinu-1).%

Medus ka antibakteriala lidzekla izmantoSana ir zinama kop$ seniem laikiem. Ir vairaki
pétfjumi saisttba ar medus antibakterialo iedarbibu,'? kas, ka skiet, iedarbojas gan uz
grampozitivajam, gan uz gramnegativajam bakterijam, kaut gan pirmas ir jutigakas. Visi 1.1.
tabula apkopotie petijumi tika veikti, izmantojot agara diska diftizijas testu un noveért&jot dazada
veida medus minimalo inhib&joso koncentraciju (MIC) un minimalo baktericido koncentraciju
(MBC) dazadam baktérijam. Kopuma monofloram (vienas ziedu sugas) medum ir lielaks
antibakterials efekts neka dazadu ziedu medum.® So sp&ju lielakoties nosaka dazas ta matricas
fizikalas ipasibas, pieméram, maza Gdens aktivitate (Aw), lielais osmotiskais spiediens, zemais
pH un mazais olbaltumvielu saturs, kas kavé baktériju augSanu. Papildus $tm fizikalajam
ipasibam medus antibakterialo iedarbibu nosaka ar1 glikozes oksidaze, H>O> un dazi fenolu
savienojumi, pieméram, pinocembrins, cerinskabe un daZi citi savienojumi.'* Neseni pétfjumi
koncentréjas uz metilglioksala klatbtitnes un lomas, it seviski t&jas koka (Leptospermum
scoparium) medd, jo to uzskata par visliclaka meéra atbildigu par medus neperoksidu

pretbakterialo iedarbibu.®

1.1.tabula
Dazi medus antibakterialo iedarbibas piemeéri
Bakteriju celms Kliniska nozime
Helicobacter pylori Peptiska ¢ula, laundabigi kunga audzgji, hronisks gastrits
Pseudomonas aeruginosa Diabgtiskas pedas ¢alas, bracu infekcija, urincelu infekcijas
Escherichia coli Urincelu infekcijas, caureja, septicémija, bracu infekcijas
Mycobacterl_um Tuberkuloze
tuberculosis
Staphylococcus aureus Sadzive iegiitas un nozokomialas infekcijas
Proteus spp. Septicémija, urincelu infekcijas, briicu infekcijas
Salmonella enterica Zarnu infekcija, drudzis
Acinetobacter baumannii Inficesanas caur valejam briicem, katetram un elposanas caurulitiem
Vibrio cholerae Holéra
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1.2. Medii sastopamie sekundarie metaboliti

Pirolizina alkaloidi (PA). Tie ir augu sekundarie metaboliti. Ir zinots, ka PA piemit
hepatotoksiska, mutagéna un kancerogéna iedarbiba; ta ir ievérojama dabigu toksinu grupa, kas
iedarbojas uz majlopiem, savvalas dzivniekiem un cilvékiem. Lidz $im bridim pasaulg ir
pazinots par vairak neka 10 000 PA saindéSanas gadijjumiem. Vairakos rakstos ir zinota
informacija par PA konstatéSanu dazados partikas produktos, ieskaitot medu, pienu, galu, olas,
teju un salatus. Parskata raksta tika apkopota PA piesarnojums partika, jaunakas atklaSanas
metodes un regul€josas normas un iestades dazadas wvalstis, cerot piedavat efektivus
risinajumus, lai minimizétu PA patérésanu kopa ar &dienu.*®

Tiek uzskatits, ka meda esosie PA varétu ieklit taja ar ziedputeks$niem, ko nejausi ienes
nektaru vacosas bites.!” Biskopji arl var ti¥am vai neti$am nogadat ziedputeksnus medi ta
iznemsSanas laika vai péc tam. PA un pirolizidina alkaloidu-N-oksidu (PANO) koncentracijas,
kas atrasti daudzos medus veidos, saskana ar publicétiem riska novertejumiem, varétu izraisit
tadas hroniskas slimibas ka aknu ciroze, plausu hipertensija un veézis, ja $adi medus veidi
regulari tiek patéréti ieteicamajas 15-25 g porcijas vai augstakos patérina limenos, par kadiem
zinoja medus patérétaji daudzas valstis. Pieméram, Australija lielakie medus paterétaji 2-4
gadus vecu personu grupa &d 28,6 g medus diena, savukart vecaki patérétaji, 5-65 gadus veci,
ed 40-65 g diena. Tika zinots, ka sieviete, kas griitniecibas laika pateréja 20-30 mg PA diena,
t. i., daudzuma, lidziga tam, kads ir sastopams Echium media, dzemdgja bérnu, kas sirga ar letalu
aknu bojajumu.’®

Bisu savakto ziedputek$nu granulas uztura bagatinatajos satur nektaru (ko bites izmanto
ka saistvielu) un ziedputek$nu graudinus. Nesens pétijums, kas pétija PA biSu produktos
Eiropa, atklaja, ka 11 no 12 ziedputekSnu produktiem saturéja PA vid€ja koncentracija 576,0

ng/kg, savukart 0,6 un 15,5 pug/kg tika noteikti propolisa un peru pienina produktos.®
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Polifenoli. Fenola savienojumi jeb polifenoli ir viena no svarigakajam savienojumu
grupam, kas rodas augos, kuros tie ir plasi izplatiti. Polifenoli ir arT augu sekundaras vielmainas
produkti. Flavonoidi un fenolskabes (gan benzoskabes, gan solonskabes atvasinajumi) ir
svarigakas polifenola klases un paslaik ir jau aprakstiti vairak neka 5000 savienojumu. Uztura
zina flavanoidus var klasificét ka flavonolus.Tiem piemit plasa méroga biologiskas iedarbibas,
tadas ka antibakterialas, pretickaisuma, antialergiskas un antitrombotiskas. Epidemiologiskie
petfjumi norada uz to iesp&jamo nozimi sirds un asinsvadu slimibu un infekcijas slimibu.
Flavonoidi darbojas ka antioksidanti dazados veidos.? Medii izplatitako organisko savienojumu

koncentracijas apkopotas 1.2. tabula.*

1.2.tabula

Medii flavanoidu, fenolo skabju koncentracijas

Flavonoidi Koncentracija, pg/kg Fenolas skabes | Koncentracija, pg/kg
Apigenins 8 Vanilinskabe 4
Kampferols 5 Kofeinskabe 2
Kvercetins 5 Stringskabe 6

Rutins 5 Ferolskabe 1226
Muricetins 2 Hlorgenskabe 2
Galangins 0,4 Galluskabe 4

Tika atzits, ka $1s vielas izdara galveno ieguldijumu medus antioksidanta iedarbiba, kas
lielakoties ir saistita ar brivo radikalu likvidétaju sp&ju veidot stabilakas un mazak toksiskas
molekulas. Fenolu savienojumi stabiliz€ brivos radikalus, kad tie atSkel idenradi no kadas to
hidroksilgrupas; aktivitates pakape ir saistita ar to hidroksilgrupu skaitu.?’ Flavonoidi ir dabigi
kimiskie savienojumi ar nelielu molekulmasu, lielakoties tie Skist fideni. Tie ir veidoti no

diviem benzola gredzeniem ar tris oglekla atomu linearu kédi tiem pa vidu (C6-C3-C6); §1
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struktiira biezi vien parkartojas, veidojot tr1s gredzenus ar 15 oglekla atomiem, kas tiek apziméti

ar A, Bun C. (Skat. 1.2. attélu)

3l

1.2.att. Tipisko flavonoidu struktiira

Parasti Siem savienojumiem ir vismaz divas fenolgrupas (OH), un tie ir bieZi saistiti ar
cukuriem (glikozidi), galvenokart glikozi kopa ar ksilozi, galaktozi, ramnozi, arabinozi,
rutinozidu un glikoramnozi; kad flavonoidi nav saistiti ar cukuriem, tos dévé par aglikoniem.
Flavonoidi tiek klasificeti peéc C gredzena oksidéSanas limena: flavanoli, flavoni, flavanonoli,
flavonoli, flavanoni, izoflavoni, antocianini un antocianidini. Medu visvairak ir flavonu,

flavanolu un flavanolu.?! Flavonoidu apaksklases pieméri tiek apkopoti 1.3. tabula.

1.3.tabula.
Flavonoidu apaksklases un pieméri
Flavonoidu apaksklase Savienojumi
Flavonoli Kvercetins, Kampferols
Flavoni Apigenins, Luteolins
Flavanoli Epikatehins, Gallokatechins
Flavanonoli Naringenins, Hesperidins
I1zoflavoni Daidzeins, Genisteins
Antocianidini Cianidins

Fenolskabes (fenolkarbonskabes) satur fenola gredzenu un vismaz vienu organiskas
karbonskabes funkcionalo grupu; tas var iedalit péc struktiras: C6-C3 (piem., p-kumarskabe,
ferulskabe un kafijskabe), C6-C2 (piem., acetofenoni un feniletikskabes) un C6-C1 struktira

(piem., cerinskabe, vanilinskabe un gallusskabe). Parasti lielaka dala no Siem savienojumiem ir
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savienoti ar auga strukturalajam sastavdalam (celulozi, ligninu), bet var biit arT ar citiem

organisko molekulu veidiem, piemé&ram, glikozi, citiem cukuriem vai flavonoidiem.??

1.3. Kodolu magnétiskas rezonanses spektroskopijas darbibas princips, priekSrocibas un

trakumi

Kodolu magnétiskas rezonances spektroskopija(NMR) ir spektroskopijas metode lokalu
magnétisko lauku noverosanai ap atomu kodoliem. Paraugs tiek novietots magnétiskaja lauka,
un tiek generéts NMR signals, notiekot parauga atomu ierosmei ar radiovilnpiem kodolu
magnétiskaja rezonansg, kas tiek detekt€ta ar jutigiem radiouztveérgjiem. Molekulu ieksgjais
magnétiskais lauks ap atomu molekula maina rezonances frekvenci, laujot pieklat molekulas
un tas atsevisko funkcionalo grupu elektroniskas struktiiras detalam. Ta ka lauki ir unikali vai
loti raksturigi atseviskiem savienojumiem, misdienu organiskas kimijas prakse NMR
spektroskopija ir noteicosa metode monomolekularu organisko savienojumu identificésanai.?

NMR princips parasti ieklauj tris secigus solus. Magnétisko kodola spinu izlidzinasana
(polarizacija), konstants magng&tiskais lauks Bo. Sis kodola spinu izlidzina$anas izjaukana ar
vaju svarstigu magnétisko lauku, ko parasti déve par radiofrekvences (RF) impulsu. IzjaukSanas
rezultata parauga kodolu raidito elektromagnétisko vilnu detekt&sana un analize.?

Lidzigi tam biologiskas kimijas specialisti izmanto NMR olbaltumvielu un citu sarezgitu
molekulu identificéSanai. Papildu identifikacijai NMR spektroskopija sniedz detaliz€tu
informaciju par molekulu struktiiru, dinamiku, reakcijas stavokli un kimisko vidi. NMR
izplatitakie veidi ir protonu un oglekla-13 NMR spektroskopija, bet ta ir piemérota jebkada
veida paraugiem, kas satur kodolus, kuriem ir spins.?®

Masdienu augsta lauka NMR iekartas tiek izmantoti elektromagnéti ar supervaditsp&jas
vadiem, kam ir nepiecieSama kriogé€na dzes€Sana, toties tie rada viendabigus un stabilus
magn@&tiskos laukus ar indukciju Iidz pat 23,5 T un *H-NMR spektroskopijai frekvences lidz
pat 1 GHz. Tie ir instrumenti ar arkartigi zemu jutibu. Izmantojot augsta lauka augsta lauka
kodola magnétiska rezonanses spektrometrus, ir iesp&jams atsifrét biologisko makromolekulu
konformaciju. Augsta lauka magnétiskas rezonanses attéldiagnostika (MRI) iekartas atklaj
arvien smalkakas smadzenu struktiras. Lai atrastu vietu apjomigajiem magné&tiem un izpilditu
drosibas prasibas, augsta lauka kodola magnétiska rezonanses iekartas darbojas aizsargatas
telpas. Pieméram, augsta lauka NMR spektrometri parasti nav atrodami stradajosa kimiskaja
laboratorija blakus gazes hromatografam vai infrasarkanajam spektrometram. Lidz ar to laiks
no parauga sagatavosanai lidz NMR spektra iegiSanai pagarinas, jo realajai meériSanai nak klat

parauga nogadasana lidz spektrometram.?
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NMR spektri ir unikali, labi izSkirami, analitiski izsekojami un biezi vien loti labi
prognozg&jami mazam molekulam. Dazadas funkcionalas grupas ir acimredzami atSkiramas, un
identiskas funkcionalas grupas ar dazadiem aizvietotajiem blakus tapat raida atskirigus
signalus. NMR ir liela méra aizstajusi tradicionalas “slapjas” kimiskas analizes, pieméram,
krasu reakcijas vai hromatografiju. Trukums ir tas, ka ir vajadzigs relativi liels attiritas vielas
daudzums — 2-50 mg, kaut gan to var atgtit. Vélams, lai paraugs butu izskidinats $kidinataja, jo
cietvielu NMR analizei ir nepiecieSama atvéléta magiska lenka rezonanses spina(MAS), un tas
var nedot vienadi labi iz8kirtus spektrus. NMR ilgums ir relativi liels un gaidiSana rinda pirms
meérisSanas, un lidz ar to ta nav piemérota atri notiekoSu paradibu noveroSanai, jo veido tikai
vid&ju spektru. Kaut gan lieli piemaisijumu daudzumi ir redzami NMR spektra, pastav labakas
metodes piemaisijumu detektéSanai, piemeéram augstsefektiva skidruma hromatografija. NMR

sakotngji nav loti jutiga — tom@r lielakas frekvencés jutiba ir augstaka.?
1.4. Organisko savienojumu kvantitativa noteik§ana medii izmantojot *H-NMR

Kvantitativas metodes tiek veiksmigi izmantotas kodolu magnétiskas rezonanses (NMR)
spektroskopija. Metode, kas izmanto *H-NMR spektroskopiju, tika izstradata, lai vienlaikus
noteiktu 13 analiz€jamas vielas medil bez ieprieks€jiem atdaliSanas vai koncentréSanas soliem.
Metode veiksmigi tika izmantota, lai noteiktu karbonskabes (etikskabi, skudrskabi, pienskabi,
abolskabi un dzintarskabi), aminoskabes (alaninu, fenilalaninu, prolinu un tirozinu),
oglhidratus (a- un B-glikozi un fruktozi), etanolu un hidroksimetilfurfurolu eikaliptu, virsu,
lavandas, apelsinu ziedu, marsila un rozmarina medii. Kvantitativa analize tika veikta,
izmantojot katras analiz€jamas vielas signala apgabalu medus spektros kopa ar argjiem
standartiem. Signala apgabalu regresijas analize salidzinajuma ar koncentracijas grafikiem, kas
tika izmantoti katras analiz€jamas vielas kalibréSanai, norada uz labu linearo atkaribu virs medi
atrodamajiem koncentracijas diapazoniem, ar korelacijas koeficientiem, lielakiem par 0,990,
13 kvantitativi noteiktajim analizéjamajam vielam.?*

Ta ka NMR spektri satur visu savienojumu rezonanses, kuru koncentracija ir liclaka par
noteikSanas slieksni, tos var veiksmigi izmantot kvantitativajai analizei, ja tiek nemti véra
noteikti tehniskie un instrumentalie parametri; vél jo vairak, lai ieglitu precizus kvantitativos
rezultatus, signali var€tu neparklaties un butu pareizi integréti. Ka tika pieradits daudziem
dabigiem produktiem, *H-NMR spektroskopija dod labu visparigu ainu visiem organisko
savienojumu tipiem parauga. Plasak publiskotas metodes izmanto ieks§€jos standartus, kaut gan
ir pieméri, kad tika piemé&roti argjie standarti.?*

Pedgjos gados augstas izSkirtspgjas NMR tehniku izmantoSana medus izpete ir

ieinteres€jusi vairakas petnieku grupas, un rezultata tika veikti viendimensijas un divdimensiju
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NMR eksperimenti, lai raksturotu un klasificétu lielu medus veidu daudzumu. Augstas
izskirtsp&jas NMR spektroskopija kombinacija ar daudzfaktoru datu analizi tika izmantota, lai
analiz€tu metabolitus, atklatu medus sastava variacijas, atrastu biomarkierus un neparprotami
izskaidrotu medus veidu atskiribam svarigako savienojumu molekularo struktiiru.?

Tika veikta arT kvantitativa analize. [zmantoja selektivus korelacijas spektroskopija NMR
eksperimentus, lai iegiitu piecu aminoskabju un etanola relativas koncentracijas meda. PEtijums
noradija uz problémam, kas paradijas S$im paraugu veidam; vienu izraisja loti liela
koncentraciju atskiriba starp galvenajam un mazakuma sastavdalam, un otru — cukuru
nelabveliga ietekme uz viskozitati un NMR relaksacijas ipasibam. Lielaku medus koncentraciju
gadfjuma tika noverota ievérojama jutibas samazinaSanas pret dazam aminoskabém, tas tika
izskaidrots medus paraugu lielas viskozitates dél un no ta izrietoSas relaksacijas atruma
palielinasanas, izmantojot TOCSY spinu blok&sanu.?®

Petijuma merkis bija izstradat eksperimentdlu procediiru, balstoties uz H-NMR
spektroskopiju, lai kvalitativi noteiktu metabolitus medi, kas lautu iegiit labako signalu
izskirtsp&ju, precizi veikt kvantitativo analizi un saisinat tas laiku.®

NMR spektroskopijai ir vairakas priekSrocibas salidzinajuma ar citam metodém,
piemeram, tas sp&ja sniegt informaciju par plasu sastavdalu klastu viena analize, tas neinvaziva
pieeja un relativi atra datu iegiiSana. NMR mérjjumi kombinacija ar hemometriskajam

piem@ram, safrans, grauzdéta kafija, partikas ellas, piens un medus.?’
1.5. Hemometrija, galveno komponentu analize

Hemometrija apvieno matematiku, statistiku un logiku, lai noformétu vai izvélétos
optimalas mériSanas procediras un eksperimentus. Ta lauj iegiit kimisko informaciju, analiz&jot
kimiskos datus, un palidz izprast kimiskas sisteémas. Pe€d€jos gados hemometrija ir kluvusi par
svarigu analitiskas kimijas sastavdalu. Pateicoties tas metodeém, tiek dota iesp&ja efektivi
analizet datus, kas iegiiti no dazadiem instrumentiem. Cita gadijuma $adu lielu datu analize ir
laikietilpigs process, un tas var beigties ar nepardomatu interprétaciju vai secinajumiem.?®
Lielaka dala analitiku saprot nepiecieSamibu lietot statistiku kimiskaja analiz€ un izmanto to,
lai aprékinatu vid€jas noteikSanas robeZas un to novirzes hipotézu parbaudes. Biezi tiesi Sos
vienkarSos panémienus sauc par hemometrisku pieeju analitiskaja kimija, un tikai neliels
daudzums pétnieku izvélas izmantot hemometriju datu analizei. Hemometrija ir atradusi
daudzus pielietojumus visdazadakajas kimijai tuvas un talas jomas. To lieto fizikalaja kimija
kingtiskas izp&tei,?® organiskaja kimija, lai prognoz&tu savienojumu aktivitati pec to struktiiras

(QSAR),* poliméru kimija, teorétiskaja un kvantu kimija.3! Hemometrija tick izmantota plasa
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nozaru diapazona — no alus darTtavas Iidz pat astronomijai. To piem&ro tiesu stridu risinasanai
par vides aizsardzibu®? un pusvaditdju razosanas kvalitates kontrolei.

Kimija prasiba p&c datu analizes izp&tes biezi vien saistita analiz&jot sarezgitos paraugus,
piemeram, vides paraugus ka arT ar struktiiru un pasibu attiecibu joma. Hemometrijas disciplina
paredz vairakas metodes $adu problému risinasanai. P&€dgjo gadu laika daudzas no $Tm metodém
kluva pieejamas personalajiem datoriem, izmantojot statistikas programmatiiras pakotnes vai
Ipasu programmatiiru, ko izstradajusi kimijas nozares specialisti. Tagad atrai piekluvei atrodas
visdazadakas hemometrijas metodes, kuras ir nepiecie$ams izmantot, jo ir sarezgTjusas aktualas
problémas kimija. Galveno komponentu analize (PCA) ir lieliska metode datu analizei kimija.
Klasteru analize p€ta objektu dabisko grupu esamibu. Kad klasteri var tikt atrasti ir jaatrod to
lidzibas starp visiem dalibniekiem. Vissvarigaka metode daudznozaru datu analizes izpé€tej ir
datu dimensijas un grafiska att€lojuma samazinasana. Metode, kas biitiba ir koordinatu sist€émas
rotacija, tiek saukta ari par “Eigenvektora-projekciju”.®*

Galveno komponentu analize ir daudzveidiga statistiskas analizes tehnologija, ko
izmanto, lai samazinatu telpas izméru lielumu ar minimalo lietderigas informacijas zudumu. To
piedavaja K. Pirsons 1901. gada, bet péc tam detalizeti to talak izstradaja amerikanu ekonomists
un statistikis G. Hottelings. No matematiska skata punkta galveno komponentu analize ir
ortogonala lineara parveidosana, kas atspogulo datus no sakotngjas telpas uz jaunu mazakas
dimensijas telpu. Turklat jaunas koordinatu sist€émas pirma ass tiek veidota ta, lai datu dispersija
gar to biitu maksimala. Otra ass tiek veidota ortogonali pirmai ta, lai datu dispersija gar to biitu
maksimala to atlikuSajiem iesp&jamiem. Pirma ass tiek saukta par pirmo galveno komponentu,
otro — otro utt.® PCA ir visiecinitaka metode hemometrija. Ta samazina datu kopu izmérus un

vienkarso datus, lai tos varetu viegli un jégpilni interpetét.®
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2. EKSPERIMENTALA DALA

2.1.1. Darba izmantota aparatiira

o Kodolu magnétiskas rezonanses spektrometrs Fourier300. Razotajs:Bruker;

o Analitiskie svari KERN & Sohn , s/n WB0810231, precizitate +0,1 mg;

e Rotacijas ietvaicétajs Rotavapor R — 300, Razotajs: Buchi, tmax — 220 °C;

e Vakuumpumpis. Razotajs: VACUUBRAND, s/n 31514001 — 313078;

e Laboratorijas centrifiga LMC — 3000. Razotajs: Biosan, s/n 01020817050053;
o Analitiskie svari BOECO Germany, s/n WL083345, prezicitate £0,1 mg;

e Svari KERN 440-33, s/n WC0299684, precizitate 0,01 g;

e 7avesanas skapis. Razotajs: Memmert, tmax — 220 °C, , precizitate 0,5 °C,

e pH-metrs AM1605. Razotajs: Adrona, s/n 10320002, precizitate £0,01 pH;

o Datorprogramma: MestReNova, versija 14.2.1;

o Datorprogramma: Minitab. versija 17.1.0;

2.1.2. Darba izmantotie reagenti

o D20 MagniSolvTM, NMR >99.9 % (Sigma Aldrich, cat. N 151882);
e Konc. H3PO, (ACS reagent, >85 %) (Sigma Aldrich, N’ 695017);

«  KH,PO, (ACS reagent, >99,0 %) (Redi-DriTM, cat. N’ 795488);

e NaNj; (ReagentPlus®, >99,5 %) (Sigma Aldrich, N’ S2002);

e CHCIs (Honeywell, >99,0 %) (Sigma Aldrich, cat. N’ 32211);

e CDClIs (Eurisotop, >99,5 %) (Sigma Aldrich N’ 151823);

2.2. Medus paraugu raksturojums

Medus paraugu ievakSana veikta 2019. gada intervala no marta Iidz 2020. gada
decembrim. Medus paraugi tika ievakti Latvija, ka arT Lietuva un klasificéti ka dabigi medus
paraugi. Pétijuma tika izmantoti 110 medus paraugi. 84 paraugi ir no Valsts zinatniska instittita
‘BIOR’, 20 no Latvijas Biskopibas biedribas, 4 paraugi no Lietuvas komerciali pieejamajiem
veikaliem un 2 — komercialie paraugi no Latvijas. Zinams, ka 32 no tiem ir monoflorala veida,

36 poliflorala veida, 23 jaukta veida. Informacija par medus paraugiem apkopota 2.1. tabula.
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2.1. tabula

Medus paraugu skaits un apzimejumi

Veids ApzZIméjums Skaits
Griku ziedu medus G 16
Virsu ziedu medus \4 19
Rapsu ziedu medus R 12
Liepu ziedu medus L 15
Dazadu ziedu medus K 8
BiSu amolina ziedu medus B 5
Abolina ziedu medus AB 6
Pienenu ziedu medus P 9
Plavas ziedu medus PL 11
Meza ziedu medus M 9

2.3. Medus NMR analize deiteréta buferSkiduma

NMR pudelité izskidinaja 200 + 3 mg analizéjama medus parauga 1 mL D,0O
buferskiduma. Parnesa pagatavoto skidumu NMR megene un uzpéma 'H-NMR spektru. Tika

uznemts viens NMR spektrs katram paraugam.

D-0 buferskiduma pagatavosana

Varglaze izskidinaja 2,04 g KH,PO,4 un 1,92 mg NaN3 un 40 mL D,0. Pievienoja 85%
HsPO, lidz buferskiduma pD sasniedza 4,4.

Analizes parametri NMR spektrometram

o Laika doméns: 64 000 punktu;
e Manekena skengjumi: 8;

e Miksesanas laiks: 125 ms;

e Relaksacijas aizture: 1 —-2s;

e Spektra platums: 6103 Hz;

e Vienas skenésanas ilgums: 5,37 s ;
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o Priekspiesatinasanas sprieguma limenis cikla aizkavésanas un miksesanas laika: -40
dbW;

'H-NMR spektrus apstradaja ar MestReNova programmatiiru (versija 14.2.0). Izmantoja
Vitakera metodi (Whittaker smoother) automatiska bazes linijas korekcijai. a-glikopiranozes
dubleta signals (6 = 5,320 ppm) tika izmantots par atsauci ktmiskajam nobidém. Spektralais
regions zem 0 ppm un virs 10 ppm, Gidens regions no 4,75 Iidz 5,05 ppm tika iznemti no

apstrades. Izmantoja signdla intensitates integrala summu no 0,01 Iidz 0,005 ppm.*
2.4. Medus hloroforma ekstraktu NMR analize

Centrifiigas mégeni ar magnétisko maisitaju iesvéra manuali sajauktu medu 12,0 £ 0,1 g,
pievienoja ar Mora pipeti tideni 10 mL. Centrifiigas mégeni manuali sakratija 1idz medus
iz8kida, pievienoja ar Mora pipeti hloroformu 10 mL. Abus slanus maisija uz magnétiska
maisitaja pie 1100 rpm 15 minutes. Augs€jo tdens slani uzmanigi dekantgja, hloroformu
parnesa dalamaja piltuvé. 7,0 mL hloroforma parnesa apalkolba un ietvaic€ja pazeminata
CDCls, tad ar Hamilton $lirci pievienoja 50 pL 13,2 mM koncentréta 1,4 — DNB skiduma (beigu
1,4 — DNB koncentracija bija 1,20 mM). Iegtto Skidumu samaisija un parnesa NMR pudelite.

lekSeja standarta Skiduma pagatavoSana

Iesvéra 11,10 mg 1,4 — dinitrobenzola un izskidinaja 3 mL CDCls. Tad piepildija ar
CDCls lidz atzimei un ieguva 13,2 mM koncentréta 1,4 — DNB $kiduma.

NMR spektra uznemsanas parametri hloroforma ekstrakcijas metodei

Atlikusais CHCls signals tika izmantots ka atsauce uz kimisko nobidi (& = 7,2600 ppm),
eksponenciala apodizacija ar LB = 0,3 Hz, nulles tika aizpilditas 128 000 punktu,
manualas/automatiskas fazes korekcijas, bazes linijas korekcija ar Vitakera metodi (Whittaker
smoother). 1,4-DNB ieks¢ja standarta signals (singlets, & = 8,43 ppm, integralis Ad/2 = 30 Hz)
tika izmantots savienojuma apskaitiSanai. Sken&juma skaits (NS) = 256 un relaksacijas aizture

ir 15 sekundes.
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3. REZULTATI UN TO IZVERTEJUMS

3.1. Kodolu magnétisko rezonanses spektra analize

Kodolu magnétiskas rezonanses spektri varétu nodrosinat medus informaciju par dazadu
medus sastavdalu dabiskajam devam. Eksperimenta mérkis ir iegiit piemérotu H-NMR
spektru, lai identificét organiskos savienojumus. Medus parauga *H-NMR spektrs paradits 3.1.

attela.

9.0

5, ppm

3.1. att. "H-NMR spektrs deiteréta idens bufer§kiduma (pD 4.4) medus paraugam L

Uznemtajos NMR spektros zems kimiskas nobides intervals no 0,75 Iidz 3,00 ppm atbilst
alifatiskiem savienojumiem. Kimiskas nobides centralais regions no 3,00 lidz 5,90 ppm ir
raksturigs cukuriem, oglhidratiem. Augstakaja kimiskas nobides intervala sakot no 6,00 lidz
8,50 ppm ir aromatiskie savienojumi, t.i. polifenolu signalu apgabals. Visas §1s vértibas tika

apstriprinatas individuali uznemot katram savienojumam savu NMR spektru un salidzinot ar
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literattira apskatitajiem datiem par savienojumu kimisko nobidi. Tomér organisko savienojumu
piederigo signalu kimiskas nobides var atSkirties no teorétiskas, tadel ir janoverte signals, p&c
ka var méginat izteikt mingjumus par ta piederibu attiecigajam savienojumam.

Kodolu magnétiskas rezonanses medus spektra ir signals ar 1,20 ppm kimisko nobidi, kas
varetu atbilst etilspirtam. Spektra skaidri redzamie un visintensivakie signali intervala no 3,49-
3,96 ppm atbilst fruktozei, no 4,75-5,05 ppm pieder eksperimenta lictojamam bufer§skidumam
- deiterétajam tidenim, duplets, kur§ redzams pie 5,05 ppm pieder vienam no izplatitakajiem
cukuriem med - a -glikozei. Ka arf signals no 6,87 lidz 6,92 ppm provizoriski atbilst tirozZinam
vai 2-amino-3-(4-hidroksilfenil)-propanskabei. Signals ar kimisko nobidi 8,24 ppm ir
raksturigs skudrskabei. Medus paraugu tidens ekstraktu *H-NMR spektrus raksturo galveno
SkistoSo metabolitu klatbutne, starp tiem doming€josa loma ir oglhidratiem, savukart citiem

komponentiem, pieméram, organiskajam skabém un aminoskab&m ir mazaks saturs.’

3.2. Medus sekundaro metabolitu spektru analize

'H-NMR normalizéta spektra paraugu fragmenti paraditi 3.2 un 3.3. attélos Visi spektri
tiek apstradati un negativas vertibas nonemtas un izmantota integrala intervala platums ar 0,01
ppm lielu platumu. Polifenolu signalu iesp&jamais kimiskas nobides diapazons ir paradits 3.2
attéla. Sekundarie metaboliti, t.i. flavonoidi un fenolas skabes tika identificéti ar NMR.
Alifatiskais regions paradits 3.3. attéla. Sajas spektra fragmentu ainas tiek attélotas uzskatamas

atskiribas starp dazadiem medus paraugiem.
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S, ppm
3.2. att. Normalizeta *H-NMR spektra regions no 6,00 Irdz 8,50 ppm ar atSkirigu bazes Iiniju par

1,20 no signala intensitates

Tika uznemti 110 medus paraugu spektri ar dazadam floralam un geografiskam
izcelsmeém. Visiem apvienotiem un binnotiem medus paraugu spektriem ar kimisko nobidi 6,00
— 8,50 ppm ir atklata lidziba, kas var&tu uzradit iesp&jamas kimiska sastava lidzibas. (Skat. 3.2.
attelu). Kimiskas nobides intervals no 6,00 lidz 8,50 ppm ir polifenolu signalu apgabals.
pie ~ 8,20 ppm, bet ar atSkirigam intensitatém. VirSu un jaukta medu, kurs sastav no purva un
vir§u medus, ir lidzigi un intensivi signali no apméram 7,00 ppm — 7,23 ppm. Duplets pie 7,05
ppm varétu biit kofeinskabe, kurs ir redzams griku medum. Abolina un griku medum ir identiski
signali ar kTmisko nobidi no 7,14 — 7, 26 ppm. Jaukta medi ar lielu koncentraciju ir atbilstosa
fenolas skabe — 4-hidroksibenzoskabe(PHBA) ar signala kimisko nobidi 6,75 lidz 6,80 ppm.
Griku meda ir signals pie 6,00 ppm, kurs raksturigs epikatehinam, bet ta intensitate ir ar zemu

signala attiecibu.
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Liepu medii polifenolu savienojumi nav identificéti. Parauga ir maz metabolitu vai to
vispar nav, o intervala no 6,00 - 8,00 ppm nav saskatams neviens signals. Ka ar1 bisu amolina
medum ir loti nieciga sekundaro metabolitu koncentracija, kura nav novértéjama izmantojot
'H-NMR spektru deitergta fidens buferskiduma (pD 4,4). Diemz&l NMR spektra neizdevas
noteikt pirolizidina alkaloidus(PA) to vaju koncentraciju dgl.

NMR signals ir atkarigs no katra konkréta kodolu veida atraSanas vietas molekula, jo
pargjie molekulas atomi un kimiskas saites var samazinat magnetiska lauka iedarbibu uz atomu,
ko sauc par signala kimisko nobidi. Lai kimiskas nobides var&tu savstarpgji salidzinat
nepiecieSama iekS€jo standartu parbaude. Par standartvielu var izmantot tadu Skidinataju ka
dekstrana sulftata natrija sals. Protams, lai iegiitu precizakus rezultatus bitu ieteicams lietot
citas metodes, pieméram, infrasarkana Furje spektroskopija(IS), skidruma hromatografija —
masspektrometrija(LC-MS).

Talakiem pétijumiem var veikt kvantitativu analizi medus paraugiem. NMR metode
sniedz informaciju par parauga sastavu, kas ir uzskatama par kvalitativo analizi, tomeér plasakai
informacijai ir nepiecieSams veikt kvantitativo analizi. Lidz Sim tika izskatits gadijums, kad
maistjums ar visam komponentém atrodas viena ampula, ka rezultata ir iesp&jams noteikt
maisijuma sastavdalu attiecibu. Absoliita kvantitativa analizes metode - tiek sagatavoti paraugi
ar zinamu koncentraciju, tick veidota kalibréSanas Iikne(NMR signala amplitida — vielas
koncentracija parauga). Pamatprasibas: ampulas ir pilnigi vienadas vai kalibrétas, ka ari

spektrometram jabiit stabila darba stavokli.

24



-Virsi -Liepu -Aboling

N M A N A

3.3. att. Normalizeta *H-NMR spektra regions no 0,75 Iidz 3,00 ppm ar atSkirigu bazes Iiniju par

1,20 no signala intensitates

3.3. attéla tiek paradits alifatiskais apgabals medus paraugiem ar dazadu ziedu izcelsmi.
Lai uzzinatu par par€jo paraugu sastavu, tika panemts jauktais medus paraugs ka salidzinajuma
medus, jo ta sastava ir citu ziedu piemaisijumi, péc kuriem var izvertét un veikt min&jumus par
virSu, bisu amolina, liepu, abolina, griku un jaukto medu. Katram medus paraugam ir izveidota
sava at8kiriga NMR spektra aina.

Divos medus paraugos — bisu amolina un liepu ir viens loti identisks signals pie ~ 1,16
ppm. Jauktam medum ir skaidri redzams triplets kimiskas nobides intervala no 0,94 ppm lidz
1,00 ppm. Abolinam medii ir signals ar kimisko nobidi 1,21 ppm Iidz 1,24 ppm, kurs$ atbilst
5,6-dihidrotiminam. Liepu un biSu amolinam medus paraugiem ir izteikts metilglioksala signals
pie ~ 1,23 ppm, ka arT ir iesp&jamais etikskabes signala veidosanas pie 1,92 ppm virSu un
jauktam medum. Griku medum nav izteikts neviens skaidri saredzams signals regiona no 0,75
— 3,00 ppm. Visiem medus paraugiem ir signali intervala no 2,75 Iidz 2,83 ppm.

Tika parbaudits alifatiskais regions medus paraugiem. NMR spektra rezultati uzradija
atSkiribas dazu metabolitu satura. Dazus metabolitus griiti identificét to zema satura dél, izradot

spektra vajas intensitates signalus, ka arT trokSna dél. Lai uzlabotu precizu metabolitu
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iedalfjumu var izmantot atbilstoso metodi - augsti efektiva skidruma hromatografija(HPLC)

apvienojot ar NMR, lai atdalitu dazadas polaritases ekstraktus.

3.3. Galveno komponentu analize

Galveno komponentu analize (PCA) tika izmantota rezultatu vizualizacijai un ka
instruments dazadu medus veidu diferencésanai. Galveno komponentu analize veikta
izmantojot Minitab datorprogrammu. Katrs NMR spektrs tiek projicéts un ka rezultata tiek
iegiita Tpasvertibas un galveno komponentu veértibas. Eksperimenta tika parbauditi spektralie

apgabali, lai aprékinatu & 0,75 — 8,50 ppm *H-NMR.
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3.4. att. PCA grafiks (scree plot)

3.4. attela tiek paradits ipaSvertibas grafiks (scree plots). Scree plot grafiks attélots
dilstosa seciba, komponentu skaits tika samazinats lidz 10 komponentém, jo nebija
novérojamas biitiskas atSkiribas. Balstoties uz statistiku pirmie divi vai tris komponenti rada
vislielako pienesumu. Saskana ar 3.4. attelu tiek pienemts, ka komponenti ar noteiktu veértibu
ir lielaki par 1 atkariba no galvenajam komponentém. Pirmais galvenais komponents ietver
30,8% dispersijas un otrs galvenais komponents 18,2% dispersijas no datiem. Kopuma divi
galvenie komponenti veido 49%.

26



Parasti biezak lietotie daudzmainigo statistikas riki un rezultati tiek paraditi galveno
komponentu vértibu grafika (score plot). Galveno komponentu vértibu grafiks ir medus Karte,
kas parada tuvuma pakapi kvadratveida gabala, noradot cik Iidzigi vai atSkirigi ir saistitie dati

par *H-NMR intensitati no 0,75 ppm Iidz 8,50 ppm. Galveno komponentu grafiks tiek paradits

3.5. attela.
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3.5. att. PCA grafiks (score plot)

Tika analizéti 30 medus paraugi. 3.5. attéla tika att€lots divdimensionals PCA grafiks,
kur PC1 uz x ass ir pirma galvena komponente un uz y ass PC2 — otra galvena komponente.
PCA grafika konstruésanai izmantots bin width 0,04 ppm.

Medus paraugi tiek iedaliti 7 grupas, katrs punkts parstav vienu medus paraugu. 3.5. attéla
paraditi 6 vienveidiga zieda medus paraugi— abolina, bisu amolina, griku, liepu, plavas un
rapSu. PCA grafika ir ar1 jauktais medus, kura sastava maisijuma ir ari citi ziedi. Jauktais, biSu
amolina, rapSu un liepu medus ir izvietoti viena diapazona, tuvu viens otram un tikai plavas,
griku un abolina ir redzami sporadiski. Dazu medus veidu parklasanas iemesls var bt
biskopibas tehnologijas, pieméram, kolonijas uzsakSana, stradasana ar bites koloniju,
savaksana utt. Attieciba uz migréjosajam bitem ir iespejams sajaukt dazadu biSkopju izgatavoto
medu.3® Ir izveidojies viens klasteris, kur jauktais, biu amolina un rapsu atrodas tuvu centram

un tas nozime, ka paraugs atspogulo vid€jo vértibu.
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Saskana ar 3. pielikumu, kur ir paradits ieguldijumu grafiks (loading plot) var secinat, ka

tie medus paraugi, kuri ir pa labi no centra ir pozitiva korelacija, jo daziem vektoriem sakrit

virziens un vini atrodas blakus viens otram.
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3.6. att. PCA grafiks 'H-NMR skaitla formata spektriem ar bin width 0,05 ppm

3.6. attéla paraditi pétijuma analizéti 84 medus paraugi. Tika izmantota PCA grafika
konstrug$ana izmantojot no H-NMR spektra iegiitos rezultatus. Salidzinajuma ar 3.5. attélu
tieck izmantots integréta intervala platuma (bin width) 0,05 ppm. Kopuma divie galvenie
komponenti veido 46,8%.

PCA grafika ir izveidojusas 2 grupas, t.i. klasteri. Rezultata iegutais grafiks lauj izveidot
klasterus, tadam grupam ka monoflorie un poliflorie medus paraugi. Poliflorie un monoflorie
medus paraugi atrodas blakus asu krustpunktam. Ir dazadu ziedu medus paraugi, kuri ir cies$i
viens otram un strap tiem ir cits medus veids. Grafika redzams, ka ir 4 medus veidi, kam ir
pozitivs PC2 un ~ 60 medus paraugi ar izteikti pozitivu PC1, turklat tie veido lidzigo paraugu

kopu. 20 medus veidi ar negativam PC1 - PC2 vértibam izskatas lineari.
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3.4. Hloroforma ekstrakcijas kvalitativais izvértéjums

Tika apstradati 22 medus paraugi, no tiem ir replikantie mérjjumi. P&tjjuma mérkis ir
iegiit NMR spektrus, lai veiktu kvalitativu izvertgjumu. Liepu medu replikanta *H-NMR

merTjuma spektra piemers tiek paradits 3.7. attéla.
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3.7. att. Normalizeta *H-NMR spektrs ar spektra regions no 0,75 lidz 9,00 ppm ar atSkirigu bazes

Iiniju par 1,20 no signala intensitates

Liepu ziedu medus paraugs tiek atkartots 4 reizes. Skatoties uz spektru var secinat, ka
visiem mérfjumiem ir lidzigie signali, bet ar atSkirigu intensitati. ar Vienam merijjumam nav
izteikts iek$€ja standarta,t.i 1,4-DNB signals pie 8,43 ppm, tas varétu biit maza koncentracijas
de&l. 'H-NMR spektra aina mainas, iek$gja standarta dél, salidzinot ar tH-NMR spektru deiteréta
buferskiduma.

Lai ieglitu precizus un pareizus rezultatus, tiek izmantotas tiras mégenes un vacini,
obligati pirms un p&c noskaloti ar acetonu. Parnest visus paraugus NMR mégenés vienada

daudzuma, t.i. viena limeni, apméram 5 cm no mégenes sakuma. Izmantot ieks$€jo standartu.
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3.5. Galveno komponentu analize nepolariem savienojumiem

Tika konstruéts PCA no medus hloroforma ekstraktu NMR spektriem ciparu formata. Lai
izveidotu PCA grafiku, kas sastavéja no NMR spektra intensitates, tika panemts intergéta
intervala platums (bin width) 0,04 ppm 7 medus paraugiem. PCA grafiks (score plot) paradits

3.8.attéela.
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3.8. att. PCA grafiks 'H-NMR skaitla formata spektriem ar bin width 0,04 ppm

PCA grafika analizéti 3 veidu medus paraugi — griku, liepu un virsu medus. Eksperimenta
tika izmantoti medus paraugi no LatvieSu biSkopibas biedribas, ka ar7 Lietuvas un Latvijas
komerciali pieejams medus. Iegiitajam grafikam nav iesp&jams noteikt veidojosos klasterus.
Krustpunkti asim atrodas grafika centra, dati vienmeérigi izkliedéti. Griku un virSu medus
paraugu skaits ir parak mazs, lai apzimé&tu par vienu grupu un atrodas loti talu no viens otra.
Liepu medus paraugi ir tuvak viens otram, bet nav izveidojusies grupa. Viens virsu medus
paraugs, kurs atrodas kreisaja pus€ no centra var uzskatit par izskritoSo paraugu.

Sekmigai dazada veida medus paraugu pétiSanai un analizé$anai, izmantojot PCA metodi,
biitu velams lietot péc iesp€jas vairak viena veida medus paraugu, par kuriem ir apkopota
informacija, veicot anketéSanu. Ka ar1 iesp&jamais variants apstradat datus ir izmantot parcialo

mazako kvadratu diskriminantu analizi.
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SECINAJUMI

'H-NMR spektra neizdodas ieraudzit pirolizidina alkaloidus(PA) to zemo koncentraciju
del.

Medus paraugos ir sastopami sekundaro metabolitu signali no 6,50 lidz 7,50 ppm. Tika
atrasts kofeinskabe, epikatehins, 4-hidroksibenzoskabe(PHBA).

. ApstiprinoSiem rezultatiem nepiecieSama iek$€jo standartu parbaude izmantojot DSS
vai TSP, ka arf salidzinat ar citam metodém (1S un LC — MS).

. Veiksmigiem PCA rezultatiem nepiecieSams izmantot péc iesp&jas lielaka skaita viena
veida medus paraugus, anketéSanu un ka arT izmantot mazako kvadratu diskriminantu

analizi.
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PATEICIBAS

Izsaku pateicibu par sadarbibu un palidzibu bakalaura darba izstradei LU Kimijas
fakultates Organiskas kimijas katedras pasniedzgjam Mg. Chem., Rihardam Kligam par

'H-NMR spektru uznemsanu.
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PIELIKUMI

1. pielikums. PCA attiecibas tabula

:+0,770058; 0,810091; 0,850124; 0,890156; 0,930189; 0,970221; 1,0

Galveno komponentu analize

Tpasvertibas ~ €0,029 35,491 15,046 12,756 10,287 €,948 5,638 5,377 4,762 4,289 4,097
Proporcija 0,308 0,182 0,077 0,085 0,053 0,038 0,029 02z 0,024 0,022 0,021
Kumulativa 0,308 0,480 0,567 0,632 0,685 0,721 o©,750 0,777 0,802 0,824 0,845
Ipasvértibas 3,832 3,741 3,184 2,956 2,706 2,522 2,177 1,877 1,417 1,191 1,114
Proporcija 0,020 0,018 0,016 0,015 0,014 0,013 0,011 0,010 0,007 0,006 0,006
Kumulafiva 0,865 0,884 0,900 0,916 0,929 0,942 0,954 0,963 0,970 0,977 0,982
Ipadvertibas 1,037 0,%14 0,801 o,€38 0,051 0,021 0,003 0,000 O,000 O,000 0,000
Proporcija g,005 0,005 0,004 O,003 0,000 0Q,000 OQ,000 0,000 O,000 O,000 0,000
Kumulativa 0,938 0,992 0,99 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

1.att. Galveno komponentu analize attiecibas tabula
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2. pielikums. Hloroforma ekstrakcijas NMR spektrs
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2.att. Hloroforma ekstrakcijas NMR spektrs
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PC2 (18,2%)

3. pielikums. Loading plot
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3.att. PCA grafiks (loading plot)
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Bakalaura darbs ,,Medus sekundaro metabolitu noteikSana izmantojot kodolu
magnétisko rezonansi” izstradats LU Kimijas fakultate.

Ar savu parakstu apliecinu, ka pétijums veikts patstavigi, izmantoti tikai taja noraditie
informacijas avoti un iesniegta darba elektroniska kopija atbilst izdrukai.
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