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KOPSAVILKUMS

Lielmolekularo un mazmolekularo ligninam radniecigo augu polifenolu struktiiras
un antioksidativas aktivitates izpéte, to kopsakaribu raksturo$ana. Ponomarenko J.,
zinatniskie vaditaji: Dr. chem. prof. A. Viksna; Dr. habil. chem. T. Dizbite. Promocijas darbs,

187 lappuses, 74 atteli, 41 tabula, 264 literattiras avoti, 6 pielikumi. LatvieSu valoda.

DABAS ANTIOKSIDANTI, DIARILHEPTANOIDI, LIGNINS, SAKARIBAS STARP
AUGU POLIFENOLU STRUKTURU UN ANTIOKSIDATIVO AKTIVITATI,
ANTIOKSIDATIVAS AKTIVITATES NOTEIKSANAS METODES, HEMOMETRIJAS
METODES

Darba ir izstradata metodologija augu polifenolu antioksidativas aktivitates
noveértéSanai. Ir vispusigi izp@tita, salidzinata un savstarp€ji izverte€ta radniecigo
mazmolekularo un lielmolekularo augu polifenolu antioksidativa aktivitate. Noskaidroti
faktori, kas to ietekmé, reakciju mehanismi ar dazadiem brivajiem radikaliem, ka ari
struktiiras un antioksidantivas aktivitates sakaribas. No Latvija un citur Eiropa izplatito
lapkoku mizam ir izdaliti un izpétiti: 1,7-bis-(3,4-dihidroksifenil)-heptan-3-on-5-O-p—D-
ksilopiranozids) (oregonins), 1,7-bis-(3,4-dihidroksifenil)-3-hidroksiheptan-5-O--D-
ksilopiranozids ~ (hidroksioregonins) un 1,7-bis-(4-hidroksifenil)-heptan-3-on-5-O-§-D-
glikopiranozids (platifilozids). SalidzinaSanai ir izmantots kurkumins. Apvienotie
eksperimentalie (testi ar DFPH®, ABTS®", 0,*, ROO® radikaliem) un teorétiskie (kvantu
Kimijas aprékini) p&tijjumi paradija no mizas izdalito diarilheptanoidu augsto potencialu
antioksidantu loma. Aprekinatie termodinamiskie parametri lava noskaidrot diarilheptanoidu
struktiiras un aktivitates sakaribas un darbibas mehanismus. Ir izpétiti 50 tehnisko ligninu
paraugi, kas ir fitomasas kimiskas parstrades produkti vai blakusprodukti. Tie atSkiras gan péc
botaniskas izcelsmes (viengadigi augi, skuju koki, lapkoki), gan péc izdaliSanas metodes
(sarma, kraft, Bjorkmana metodes, atra pirolize, hidrolize). Izmantojot Py-GC-MS-FID, FTIR,
EPR, DSK, TG, UV/VIS spektroskopijas, gélfiltracijas hromatografijas un titrimetriskas
metodes, ir noskaidrota ligninu struktiira. Ir izpétita ligninu antioksidativa aktivitate testos ar
DFPH®, ABTS®", 0,*", ROO*® radikaliem, to antioksidativa darbiba e]]a, poliuretanu plévés un
to ietekme uz cilvéku asins biokimiskajiem raditajiem. Ir paradits ligninu ka antioksidantu
augsts potencials un izstradatas metodes, kas paplasina to izmantoSanas iesp&jas. Lai
racionaliz&tu ligninu struktiiras un antioksidativas aktivitates kopsakaribas, ir izmantotas
korelacijas, parcialas korelacijas, daudzfaktoru regresijas analizes, tai skaita CCR —

korelgjoSo komponentu regresija.



ABSTRACT

Investigation of the structure and antioxidant activity of high-molecular and low-
molecular lignin related plant polyphenols and characterization of their structure-
activity relationships. Ponomarenko J., supervisors: Dr. chem. prof. A. Viksna; Dr. habil.
chem. T. Dizhbite. PhD thesis, 187 pages, 74 figures, 41 tables, 264 literature references, 6

appendices. In Latvian.

NATURAL ANTIOXIDANTS, DIARYLHEPTANOIDS, LIGNIN, STRUCTURE-
ANTIOXIDANT ACTIVITY RELATIONSHIPS OF PLANT POLYPHENOLS, METHODS
FOR THE DETERMINATION OF ANTIOXIDANT ACTIVITY, CHEMOMETRICS

A methodology for the evaluation of the antioxidant activity of plant polyphenols was
developed. The antioxidant activity of related monomer and polymer plant polyphenols was
thoroughly investigated, compared and evaluated. The mechanisms of the reactions with
different free radicals, as well as factors, which influence the antioxidant activity were found.
1,7- bis-(3,4-dihydroxyphenyl)-heptan-3-one-5-O-D-xylopyranoside (oregonin); 1,7-bis-(3,4-
dihydroxyphenyl)-3-hydroxyheptane-5-O-p-D-xylopyranoside (hydroxyoregonin) and 1,7-
bis-(4-hydroxyphenyl)-heptane-3-one-5-O-p-D-glucopyranoside  (platyphylloside)  were
isolated from the bark of deciduous trees, widely spread in Latvia and elsewhere in Europe.
Curcumin was used as a reference antioxidant. The joined experimental (tests with DFPH®,
ABTS®*", 0,*, ROO* radicals) and theoretical (quantum chemistry calculations) studies
showed a high potential of bark diarylheptanoids as antioxidants. The calculated
thermodynamic descriptors allowed establishing the structure-activity relationships and
elucidating the mechanisms of antioxidant action. 50 lignin samples were obtained as by-
products/products of the chemical processing of phytomass. They differ by botanical origin
(annual plants, coniferous trees, deciduous trees) and by the isolation technique
(delignification by alkali, kraft process, Bjorkman method, fast pyrolysis, hydrolysis). The
structure of lignins was characterized, using Py-GC-MS-FID, FTIR, EPR, DSC, TG, UV/VIS
spectroscopy, SEC, titrimetric methods. The antioxidant activity of lignins in tests with
DFPH®, ABTS®", 0,*", ROO* radicals was characterized. The antioxidant action of lignins in
oil, polymeric materials (polyurethane films), as well as their influence on blood’s biomarkers
in vitro, was studied. The high potential of lignins as antioxidants was shown, and methods,
which alow broadening the application area of lignin products, were developed. To rationalize
the structure and antioxidant activity properties of lignins, pair correlation, partial correlation

and multivariate regression analyses were used, including correlated components regression.



IEVADS

Pétijuma aktualitate

Daudzi materiali, partikas produkti, cilvéku veselibas apriipes 1idzekli, kosmétika u.c. ir
paklauti oksidativai degradacijai. Gandriz visiem oksid&joSamies organiskajiem substratiem ir
nepiecieSams pievienot antioksidantus, lai aizsargatu to TpaSibas un pagarinatu izmantoSanas
laiku. 2013. g. junija antioksidantu tirgus sastadija 1,5 miljardus (mlrd) USD. Tradicionalo
sintétisko antioksidantu izmantoSana ir ekologiski nedrosa, ka ari var apdraudét cilvéku
veselibu. Pieméram, antioksidanti var izskaloties no iepakojuma un nonakt partikas
produktos. Strauji pieaug sabiedribas neapmierinatiba ar sintétiskajiem partikas
antioksidantiem, kuru drosiba ir apSaubama. Pateicoties daudz zemakai toksicitatei un
biodegradgjamibai, dabigie antioksidanti var€tu biit laba alternativa sint€tiskajiem. Interese
par dabigajiem antioksidantiem strauji pieaug veselibas apripes joma. Ir paradits, ka vesela
rinda nopietnu cilvéku slimibu, tadu ka v€zis, ateroskleroze, sirds slimibas,
neirodegenerativas slimibas, ka arT Parkinsona slimiba, Alcheimera slimiba un priekslaiciga
novecos$ana ir saistitas ar organisma oksidativo stresu.

No 2010. Iidz 2012. gadam raksti par dabas antioksidantiem bija visvairak lasito
zinatnisko publikaciju topa dazadas kimijas nozarés (p&c ScienceDirect datiem). Dabas
metabolitu sintétiska transformacija ir viens no perspektivakajiem misdienu medicinas
virzieniem. Visizplatitakie dabas antioksidanti ir polifenoli. Lidz §im bridim ka antioksidanti
labi ir raksturoti flavanoidi, lignani, stilbéni, fenolskabes u.c. Diarilheptanoidu un ligninu
sisteématiskie pétijumi Saja aspekta ir veikti ieveérojami retak. Uzkrajoties informacijai par
augu fenola savienojumu antioksidativo aktivitati, rodas nepiecieSsamiba izveidot datu bazes,
noskaidrot kvantitativas struktiiras un antioksidativas aktivitates sakaribas (QSAR). Lignina
un vispar dabas poliméro polifenolu struktiiras un aktivitates sakaribu noskaidroSanu
apgritina to struktiiras raksturoSanas griitibas, ka ar1 neiesp&jamiba izteikt antioksidativo
aktivitati uz savienojuma 1 molu.

Lignins ir otrais izplatitakais fotosintez&tais dabas polimérs péc celulozes. Katru gadu
celulozes razosanas procesos no augu biomasas tiek izdaliti apm&ram 50 - 100 miljoni tonnu
tehnisko ligninu. Degvielas etanola raZzoSana no lignocelulozes izejvielam, ko nosaka Eiropas
Savienibas direktivas, palielinas ligninu saturo$o hidrolizes blakusproduktu daudzumu.
Paslaik tehniskie lignini tiek izmantoti galvenokart ka kurinamais, kas ir neadekvati to

potencialajai vertibai, kuru nosaka $1 poliméra polifenola daba. P&tot rupniecisko
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antioksidantu izmantoSanas veésturi, var novérot tendenci pariet no mazmolekularajiem uz
lielmolekularajiem antioksidantiem.

Latvijas mezi un tajos esoSie augu resursi ir viena no galvenajam valsts bagatibam.
Paslaik koku mizu ka mezizstrades un kokapstrades atlickas sadedzina, kaut gan ta var klit
par izejvielu augstvertigu produktu iegiiSanai. Augu evoliicijas rezultata ka atbildes reakcija
uz dazadiem, tai skaitd oksidativajiem stresiem, to miza tiek uzkrati biologiski aktivi
polifenoli. Starp mizas polifenoliem ir ar1 diarilheptanoidi.

Linearie diarilheptanoidi un lignins ir radniecigi polifenoli. Tie satur ar aromatisko
gredzenu savienotas alifatiskas kédes, tiem ir lidzigas funkcionalas grupas. Gan izdalitie

lignini, gan diarilheptanoidi biezi ir savienoti ar cukuru atlikumiem.

Darba meérkis

Promocijas darba mérkis ir diarilheptanoidu, kas ir izdaliti no Latvijas lapkoku mizas,
un ligninu, kas ir dazadu lignocelulozes izejvielu parstrades procesu blakusprodukti,
struktiras un antioksidativo ipaSibu sistematiska un vispusiga izpétiSana, kas lautu izveidot
teorétisko pamatu So augu polifenolu efektivai izmantoSanai par antioksidantiem dazadas
jomas. ST mérka realizacija var palielinat Latvijas meZa industrijas sektora ekonomisko

potencialu, radot no atkritumiem produktus ar augstu pievienoto vertibu.

AizstavéSanai izvirzitas tézes

v’ Paslaik neracionali izmantojamie fitomasas mehaniskas un kimiskas parstrades
blakusprodukti ir perspektivs efektivu, videi draudzigu, cilvékiem droSu antioksidantu
avots.

v" Augu polifenolu antioksidativas aktivitates noteik$anai ir jaizmanto vispusiga analitiska
pieeja. Apvienojot analitiskas kimijas metodes (eksperimentalas un hemometrijas) ar
molekularas modeléSanas metodém, var iegiit ievérojami vairak informacijas par augu
polifenolu darbibas mehanismiem, ka art struktiiras un aktivitates sakaribam.

v’ Neskatoties uz to, ka polimériem antioksidantiem tiek pievérsta mazaka uzmaniba,
salidzinot ar monomériem, tiem ir liels potencials dazadas jomas. Radniecigajiem
monomeériem un polimérajiem polifenoliem ir lidzigas struktiiras un antioksidativas
aktivitates sakaribas un darbibas mehanismi.

v’ Izstradajot piemérotu antioksidativas aktivitates izteikSanas veidu un izvéloties to

struktiiras sarezgitibai, dazadibai un heterogenitatei adekvatu paraugu skaitu, ir iespgjams
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aprakstit ligninu kvalitativas (SAR) un kvantitativas (QSAR) struktiiras un aktivitates

sakaribas.

Darba uzdevumi

1. Pamatojoties uz KKI iegtitajiem datiem par Latvijas lapkoku mizu kimisko sastavu, izdalit
dazadas struktiras diarilheptanoidus no baltalkSna (Alnus incana) un bérza (Betula
pendula) mizam.

2. Pielagot un optimizet dazadas analitiskas metodes, lai analiz&tu tehnisko ligninu (fitomasas
kimiskas parstrades blakusproduktu vai produktu) struktiiras Ipasibas, kuras var ietekmét
antioksidativo aktivitati.

3. Izstradat metodologiju mazmolekularo un lielmolekularo augu polifenolu antioksidativas
aktivitates noteikSanai, ka ari strukttras un aktivitates sakaribu noteikSanai.

4. Vispusigi izpétit mazmolekularo diarilheptanoidu un lielmolekularo ligninu antioksidativo
aktivitati. Savstarpgji salidzinat un izvertét Sos radniecigos polifenolus. Atrast struktiiras un
aktivitates sakaribas un aprakstit pétamo polifenolu darbibas mehanismus.

5. Izpéetit optimalakas frakciong€Sanas metodes ligninu antioksidativas aktivitates reguléSanai.

6. Atlasit perspektivakos antioksidantus un parbaudit to efektivitati, izmantojot dazadas
kimiskas un biologiskas sist€émas, ka ari izvertét mazmolekularo un lielmolekularo

polifenolu praktiskas izmantoSanas iespgjas.

Rezultatu praktiska nozimiba

Petijumu rezultati deva iesp&ju piedavat produktus ar augstu pievienoto vértibu, kuri
legiiti no mizas un dazadas izcelsmes ligniniem. Lignini ir pieejami riipnieciski nozimigos
daudzumos ka lignocelulozes biomasas mehaniskas, kimiskas un biotehnologiskas parstrades
atkritumi vai blakusprodukti. Sie p&tTjumi sniegs ieguldijumu Eiropas Savienibas strategisko
uzdevumu risinajuma, kas dotaja bridi ir aktuals arT Latvijas sabiedribai — uz maksimalu
atjaunojamo izejvielu izmantoSanu orientétas ekonomikas radisana (,,Bioeconomy™).

LietiSkaja aspekta — iegiitie rezultati laus piedavat jaunus poliméru kompozitu
stabilizatorus, partikas piedevas, biologiski aktivus savienojumus higi€nai, nosakot mérka
produktu  izmantoSanas jomu, un uz mazmolekularo (diarilheptanoidi) un
oligoméro/lielmolekularo  (lignini) polifenolu bazes radit alternativu sinttiskajiem
antioksidantiem. Darba gaita iegiitie rezultati ir izmantoti, izstradajot partikas piedevu

,»Orvitals” (tiek razots no 2012. gada, razo SIA FIDE) un krému ,,P&c sauloSanas” (tiek razots
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ieinteres€jusi partikas produktu razosanas uznémumu (EDPOL, Polija).

Petijumu rezultati par ligninu antioksidativo darbibu uz modelu poliuretanu
termooksidésanos, parada, ka uz to bazes ir iesp€ams radit efektivus kompozitmaterialu
stabilizatorus.

Petfjumu rezultati ir izmantoti RSU Cilvéka fiziologijas un biokimijas katedra, lai

ieklautu macibu programma diarilheptanoidu un lignina biokimiskas izp&tes darbus.

Iegiito rezultatu zinatniska novitate

v Ir izstradata metodologija augu mazmolekularo un lielmolekularo polifenolu
antioksidativas aktivitates vispusigai raksturoSanai, kura apvieno eksperimentalas
analttiskas kimijas, hemometrijas un molekularas modeleSanas metodes.

v’ Pieradits, ka, izsakot ligninu (ka arT dazadu polifenolu ekstraktu) antioksidativo aktivitati
testa ar stabilajiem brivajiem radikaliem ka dezaktivéto radikalu skaitu uz 1 fenola
hidroksilgrupu, struktiiras un aktivitates sakaribas var aprakstit vislabak.

v’ Pirmo reizi ir vispusigi raksturota Eiropas lapkoku mizas diarilheptanoidu antioksidativa
aktivitate un paradita to potenciala izmantoSana dazadas jomas. Ir aprakstiti So
savienojumu darbibas mehanismi reakcijas ar dazadiem briviem radikaliem - oksid&tajiem.
Molekularas modelésanas metodes diarilheptanoidu struktiiras un aktivitates savstarpgjas
atkaribas racionalizéS$anai lidz Sim nav izmantotas.

v Ir izstradata Py-GC-MS-FID rezultatu apstrades metode, kas lauj raksturot tadas lignina
struktiiras TpaSibas ka: skabekli saturoSas grupas fenilpropana vienibu sankédés; CHp-
grupas fenilpropana vienibu sankézu a-—stavokli; lignina makromolekulas destrukcija
fitomasas kimiskas parstrades gaita.

v’ Izmantojot izstradato antioksidativas aktivitates analizes metodologiju, ir atklats, ka visas
lignina modelvielu antioksidativo aktivitati ietekmé&josas struktiiras ipasibas nosaka ari
lielmolekularo ligninu antioksidativas 1paSibas, un paraditas kopigas struktiiras un
antioksidativas aktivitates sakaribas radniecigajiem dabas mazmolekularajiem un
lielmolekularajiem polifenoliem, ka art to Iidzigie darbibas mehanismi. Pirmo reizi ir
vispusigi raksturota ligninu antioksidativa aktivitate.

v Ir paradits, ka hemometrijas metozu ievieS8ana lignina analitiskaja kimija var bitiski
veicinat tas attistibu un lignina racionalu izmantoSanu. Izmantojot hemometrijas metodes,
tai skaita CCR-korelgjoso komponentu daudzfaktoru regresijas analizi (pirmo reizi), ir

kvantitativi aprakstitas lignina struktiiras un antioksidativas aktivitates sakaribas.
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¥ Darba izpildes gaita pirmo reizi ir paradits, ka, frakciongjot ligninu ar organiskajiem
Skidinatajiem, var iegiit antioksidantu virkni, mainot to ipasibas (Ts, polidispersitate,
molekulmasas sadalijums) un dazadu lignina struktiiras vienibu proporcijas, tada veida
regul&jot to efektivitati dazadas polaritates sist€mas un materialos, un rezultata paplasinot

iespéjas ligninu izmantoSanai par antioksidantiem.

Pétijuma rezultatu aprobacija

Promocijas darba rezultati ir apspriesti un atspoguloti 13 zinatniskajas publikacijas, 13
starptautiskas zinatniskas konferencés un 8 Latvijas méroga konferencés (6. pielikums). Ir
iegiiti 2 Latvijas Republikas patenti.

legttajiem rezultatiem ir svarigs ieguldijums $adu projektu realizacija:

e LZP projekts 1054 ,,Videi draudzigo funkcionalo produktu un hibrido materialu dizains uz
koksnes polifenolu bazes” (2009. - 2012.9.)

e LZP projekts 564/2012 “Koksnes biomasas frakciong€Sana, izmantojot jonu skidrumus un
izdalot veértigus polifenolu un celulozes produktus (2013. - 2016.9.)

e VPP-5 projekta Nr. 2 ,Jaunu produktu un inovativas meza apsaimniekoSanas, meza
koksnes un nekoksnes produktu razosanas tehnologijas, racionali izmantojot meza resursus
un biutiski palielinot produkcijas pievienoto vertibu” 2.4. apakSprojekts ,,Maztonnazas
produkti ar augstu pievienoto vértibu no koksnes ar biorafinérijas tehnologijam, materiali
ar uzlabotam ilgizturibas ipasibam” (2010. - 2013.9.)

e FP7-241566 "Biocommodity refinery" ("Produkti biorafinésanai") (2010. - 2014.9.)

Pateicibas

Sis darbs izstradats ar Eiropas Sociala fonda atbalstu projekta «Atbalsts doktora
studijam Latvijas Universitatéy.

Promocijas darba autore izsaka dzilu pateicibu zinatniskajiem vaditajiem — LV KKI
vadosai pétnieces Dr. habil. chem. Tatjanai Dizbitei un Dr. chem. profesoram Arturam
Viksnam par sniegtajam konsultacijam un padomiem, kas veicinaja darba izstradi.

Autore pateicas Limozas Universitates prof. Dr. phys. Patrikam Trouillas par
nenoveértéjamu palidzibu kvantu kimijas aprékinos, ka ari CALI (CAlcul en LImousin) par

piedavatajiem datorresursiem.
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Autore pateicas visiem, kas palidzgjusi sasniegt darba rezultatus, ipasi LV KKI
vadosSajai pétniecei Lignina kimijas laboratorijas vaditajai prof., Dr. habil. chem. Galinai
Telisevai, ka ar1 LV KKI vadosajai p&tniecei Dr. habil. chem. Galinai Dobelei, Johana von
Thunena varda nosaukta Koksnes tehnologijas un koksnes biologijas institata prof. Dr. chem.
Ditriham Meieram, Kaunas Tehniskas Universitates Kimiskas tehnologijas fakultates prof.
Dr. chem. Rimantam Venskutonim un RSU prof. Dr. med. Jelenai Krasilnikovai.

Sirsnigi pateicos LV KKI Lignina kimijas laboratorijas kolektivam, 1pasi Vilhelminei
Jurkjanei, Marim Laubertam, Ligai Rozei un Lilijai JaSinai.

Ipasi sirsnigi par atbalstu, pacietibu un sapratni autore pateicas savam viram, délam un

vecakiem.
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1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Fenola antioksidantu izmanto$ana un to nozime

Daudzi ripniecibas produkti, pieméram, plastmasas, elastoméri, smérvielas, naftas
produkti (benzins, aviacijas degvielas un dzingja ellas), cepamas ellas, kosmétika, ka ari
partikas produkti, ir paklauti degradacijai, ko izraisa oksidativie, mehaniskie, siltuma un
gaismas stresi. Par degradacijas galveno iemeslu uzskata autokatalitisko procesu, kuru izraisa
ieprieckSmin€to  stresu iedarbiba raduSies brivie radikali. Piemé&ram, poliméru
termooksidésanas destrukcijas apstaklos, kad ir pietickami daudz skabekla, notiek saskana ar

vienadojumiem (1.1.) - (1.5.) [1-3].

Iniciacija:
RH—_2T SR rRR—2T R (1.1)

Kédes turpinasana:

R*+0, >RO0O"  ROO®+RH—>ROOH+R" (1.2.)

Kédes sazarosana:

ROOH —»RO* +HO* RO"+RH—>ROH+R® HO*+RH—>H,O0+R® (1.3)
Kedes parrausana:
RO —P ,R-0+R" (1.4)

Reakcijas partrauksana:

2RO0* > R=0+0,+ROH RO®+RO®* - ROOR (1.5.)

Lai novérstu So procesu, gandriz visiem oksid€joSamies organiskajiem materialiem
tiek pievienoti antioksidanti, kas dezaktivé brivos radikalus, tada veida aizsargdjot materialu
pasibas un pagarinot izmantoSanas laiku [3, 6]. Piem&ram, (1.6.) — (1.8.) vienadojumi parada

fenola antioksidantu reakcijas ar (1.1.) - (1.3.) reakcijas izveidojuSamies skabekli saturo$ajiem

radikaliem:
ROO® + ArOH— ROOH + ArO°® (1.6.)
RO® + ArOH — ROH + ArO*® x.7)
HO® + ArOH — H,0 + ArO* (1.8)
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Reakcijas rezultata izveidojusies ArO" (fenoksilradikali) ir mazaktivi vai tie savienojas
ar brivajiem radikaliem, veidojot molekularus produktus, pieméram, saskapa ar

vienadojumiem (1.9.) - (1.10.) [1, 2, 4].

Ar0® + ROO® — ArOOR (hinolidie peroksidi) (1.9)
ArO*® + ArO® — molekularie produkti (1.10)

Vesturiski par antioksidantiem sauca vielas, kas kavéja nevélamas reakcijas ar skabekli.
Intensivie pétijumi, kas tika veikti 19. gadsimta beigas un 20. gadsimta sakuma, paplasinaja
antioksidantu definiciju [5-6]. Saskana ar to antioksidants ir jebkura viela, kura mazos
daudzumos salidzinajuma ar oksid€jamo substratu ievérojami aizkave vai novers §1 substrata
oksidésanos [7].

Jau 20 gs. sakuma bija pazistami vairak neka 500 dabigo un sint&tisko antioksidantu.
Paslaik pasaul€ ir izveidojies dazadu antioksidantu tirgus, kura fenola savienojumiem ir Tpasi
svariga nozime [1, 5-12].

Vairak neka 90% no pasaules antioksidantiem patéré Ziemelamerika, Rietumeiropa un
Azijas Klusa okeana regions. 2011. gada antioksidantu izmanto$ana pa nozarém atSkiras
dazados regionos, bet kopuma ta sadalijas sekojos$i: gumija (un latekss) - 53%; plastmasas -
36%; partika un bariba - 8%; naftas degvielas - 3% [13]. Bija prognozé&ts, ka piecu gadu
patérina picauguma temps antioksidantiem (Iidz 2016. g.) biis robezas no 2% Iidz 4% gada.
Paslaik (2013. g. junijs), antioksidantu tirgus sastada 1,5 miljardi (mlrd) ASV dolaru [14].

Starp plasak izmantojamiem sintétiskajiem antioksidantiem ir aizvietotie fenoli:
propilgalats (PG) (1), tert-butilhidrohinons (TBHQ) (2), butil&ts hidroksianizols (BHA) (3) un
butiléts hidroksitoluols (BHT) (4) (1.1. att.). Tos jau vairak neka 50 gadus izmanto partikas
ripnieciba, lai noveérstu vai aizkavetu tauku oksidesanos ellas, taukos un taukus saturoSos
partikas produktos. Tomér S$o sintétisko antioksidantu dro§iba ir apSaubama, tapéc to
pievienoSana partikai tiek stingri reguléta. Atlautas pielaujamas koncentracijas atSkiras
dazadas valstis. Pieméram, ASV TBHQ ir atlauts izmantot ka partikas piedevu, bet Eiropas
Savieniba tas ir pilnigi aizliegts [15]. Parasti sintétisko antioksidantu atlautas koncentracijas
ellas un taukos ir 100 - 200 pg-g™ (0,01 - 0,02%), un vispar antioksidantu saturs partika
neparsniedz 0,5% [15-17]. 1.1. att€la redzamos fenola antioksidantus izmanto ari kosmétika,
gumijas, adhezivos, lubrikantos, hidrauliskajos Skidrumos, turbinu un tehniskajas ellas,

degvielas.
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COOCH,CH,CHj, OH OH OH

C(CHj;), C(CH3); C(CH3)3

HO OH C(CH,),

OH OH OCH, CHy

1.1. att. Plasi izmantojamo fenola antioksidantu PG (1), TBHQ (2), BHA (3), BHT (4)

struktarformulas

P&tot rupniecisko antioksidantu izmantoSanas v&sturi, vérojama tendence pariet no
zemas molekulmasas antioksidantiem uz antioksidantiem ar lielaku molekulmasu, pat lidz
polimériem antioksidantiem [18].

Sintetiskie polimeru antioksidanti biezi ir polifenolu atvasinajumi ar garu alkilkedi, kas
uzlabo antioksidanta $kidibu poliméra, jo mazmolekularie mobilie antioksidanti ar ierobezotu
Skidibu poliméra noteiktos apstaklos var no ta atdalities. Komercialu polim&rmaterialu
antioksidantu piemeéri ir Irganox 1010 (5) un Irganox 1076 (6) (1.2. att.) [19-20]. Tomér

literattira ir dati par Irganox 1010 izskaloSanos no polim&ru matricas noteiktos apstaklos [21].

HO
(]
(0]
e} O OH
[e) (e}
o o0
o
5

OH

HO

1.2. att. Irganox 1010 (IN1010) (5) un Irganox 1076 (IN1076) (6) struktiirformulas

Antioksidantu saturs poliméros parasti ir 0,5 - 1% p&c masas un neparsniedz 2% [10,
18, 22-23].
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Tradicionalo sintétisko antioksidantu izmantoSana polimé&ros ir ekologiski nedrosa. Tie var
apdraudét ar1 cilvéku veselibu, piem&ram, ja tie no partikas iepakojuma nonak partikas produktos.
Pateicoties daudz zemakai toksicitatei un biodegrad€jamibai, dabigie antioksidanti varétu bt laba
alternativa sintétiskajiem [21-22].

Svarigakie komerciali izmantojamie dabigie antioksidanti ir tokoferoli un
askorbinskabe, pedeja laika tiek izmantoti arT daZi augu ekstrakti. So ekstraktu aktivas vielas,
galvenokart, ir polifenolu savienojumi [2, 20, 24-26].

Interese par dabigajiem antioksidantiem strauji pieaug ari veselibas apriipes joma. Ir
paradits, ka vesela rinda nopietnu cilvéku slimibu, tadu ka vézis, ateroskleroze, sirds slimibas,
neirodegenerativas slimibas, ka ari Parkinsona un Alcheimera slimibas un priekslaiciga
novecos$ana ir saistiti ar brivo radikalu-oksidétaju darbibu [26-28].

Ipasi svarigi cilvéku fiziologijas zina ir OH" (hidroksil-), O," (superoksid-) un ROO’
(peroksil-) radikali. Tos sauc arl par aktiva skabekla formam (vai ROS — reactive oxygen
spieces) [29]. Brivie radikali ir svarigi dzivo §tinu metabolisma starpprodukti [30]. Viens no
pasu Sunu superoksidradikala avotiem ir enzims ksanttnoksidaze, kas ir plasi izplatits dzivajos
organismos (no bakterijam lidz cilvekam) un ir sastopams dazados ziditaju audos.
Ksantinoksidaze ir molibdéna - dzelzs - séra flavingrupas enzimu parstavis un katalizé purinu
hidroksilésanu. Organisma darbojas aizsargsisteéma, kas dezaktivé brivos radikalus vai novers
to veidoSanos. Ta sastav no specifiskiem enzimiem, metalu helatoriem un nespecifiskiem
antioksidantiem [31-32]. Piem&ram, enzimatiskais antioksidants superoksiddismutaze parvers
skabekla anjonradikalus tdenraza peroksida, katalaze un glutationperoksidaze reducé
tdenraza peroksidu par tideni un skabekli un tada veida noveérs radikalu veidosanos. Metalu
helatori saista parejas metalu jonus un tada veida nover$ reakcijas, kuras veidojas reaktivie
oksidanti. Pieméram, dzelzs jonu saisti§ana novér§ hidroksilradikalu (OH") veido$anos

sekojosa reakcija [33-37].
Fe?"+ H,0; — Fe**+ OH" + OH" (1.11.)

Ja oksidesanas reakcijas sakas, neskatoties uz enzimu un metalu helatoru darbibu, sak
darboties nespecifiskie brivo radikalu saistiSanas antioksidanti, kurus biezi sauc vienkarsi par
antioksidantiem. Tie ietver sevi vitaminu C, vitaminu E, karotenoidus, tiola grupu saturoSus
savienojumus, aminogrupu saturoSus savienojumus, ka arl daudzus dazadus fenola
antioksidantus [31, 34].

Nelabveligos apstaklos, tados ka atmosfeéras, augsnes un twdenstilpnu piesarnojums,
tehnogeno elektromagnétisko lauku parmeriba, radiacija, nesabalanséts uzturs, slikta partikas

kvalitate, ieveérojami pastiprinas oksidéSanas reakcijas organisma, un endogéno (ieks€jo)
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antioksidantu aizsargsisttma nesp€j noveérst brivo radikalu veidoSanos bistami lielas
koncentracijas. Viens no veidiem, ka samazinat ar brivajiem radikaliem izraisitu slimibu
risku, ir eksogéno (argjo) agentu - antioksidantu izmantosana [35-40].

Fenola savienojumi ir pirmas no augu ekstraktiem izdalitas biologiski aktivas vielas
[38]. Sis vielas satur vismaz vienu aromatisku gredzenu, kas ir saistits ar vienu vai vairakam
hidroksilgrupam un citiem aizvietotajiem. Savienojumus ar vairakam fenola hidroksilgrupam
sauc par polifenoliem. Augu fenolu benzola gredzens ir veidojies saskana ar 1.3. attéla

paradito shému.

COOH
Py COOH Hz0
H,0,PO y HJ%PO\H/COOT/ HO., COOH
PP L i i
HO ' > Yo 21 =" oH
OH H,0,PO™ ™ OH
7 8 9 OH 10 11
NAPPH
NADP-
H,0,PO__COOH
hif COOH COOH
P CH, ADP ATP
>
cooH 6 " HIREN
H,0,PO I OH H OH
OH OH
13 12
COOH
NH
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1.3. att. Fenilalanina (18) biosintézes reakciju shéma

7 - eritrozes 4-fosfats; 8 - fosfoenolpiruvats; 9 - 3-deoksi-D-arabino heptulosonata 7-fosfats; 10 - 3-
dehidrohinats; 11 — 3-dehidroSikimats; 12 — Sikimats; 13 - Sikimata-3-fosfats; 14 - 5-

enolpiruvil§ikimata-3-fosfats; 15 - horizmats; 16 - prefenats; 17 - arogenats; 18- fenilalanins

Aromatiska gredzena biosintézes izejvielas ir fosfoenolpiruvats (8), kas veidojas
glikozes glikolitiskas sadaliSanas procesa, un eritrozo-4-fosfats (7), kas ir glikozes
oksidésanas starpprodukts. Benzola gredzena biosintézes galvenais starpprodukts ir
Sikimskabe (12) (1.3. att.). Paradito reakciju secibu rezultata izveidotais L-fenilalanins (18) ir

visu augu fenolu talakas biosintézes izejas savienojums [38, 40]. (9) - (18) produktu
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veidosana piedalas enzimi: 3-deoksi-D-arabino-heptulosonata-7-fosfata sintetaze; 3-
dehidrohinata sintetaze; 3-dehidrohinata dehidrataze; Sikimata-NADP oksireduktaze; Sikimata
kinaze; 5-enolpiruvil§ikimata-3-fosfata sintetaze; horizmata sintetaze; horizmata mutaze;
prefenata aminotransferaze; arogenata dehidrataze. Péc L-fenilalanina (18) sintézes sakas
specifiskas otréjas parvertibas, kuru rezultata veidojas dazadi fenola savienojumi [40-41]. Ir
tikai loti neliels skaits augu fenolu, kuru aromatiskais gredzens neveidojas reakcijas ar
Sikimatu (12) ka galveno starpproduktu [40].

Galvenas augu fenolu klases ir: Cg, vienkar$i fenoli (pieméram, rezorcinols (19)); Ce-
C,, fenolskabes (pieméram, galluskabe (20)); Cg-C,, acetofenoni un fenilacetoskabes; Cg-Cs,
hidroksikanglskabes (pieméram, kafijas skabe (21)); Cg-C4, hidroksiantrahinoni (pieméram
fizcions (22)); C¢-C1-Cs, ksantoni, Cg-C,-Cs, stilbéni (pieméram rezveratrols (23)); Cg-C3-Cs,

flavanoidi (pieméram, kvercetins (24)); Cg-C7-Cs, diarilheptanoidi; (Ce-Cy),, hidroliz€jamie

tanini; (Cs-C3),, lignani (pieméram, matairezinols (25)); (Cs-C3-Cs),, biflavanoidi (pieméram,

(26)); (C6-C3)n, lignins; (Cs-C3-Cg)n, kondensétie tannini (procianidini) (27) (1.4. att.) [38,42].

HO
(0]
@ﬂ )

1.4. att. Galveno augu fenolu KklaSu parstavji

19 — rezorcinols; 20 — galluskabe; 21 — kafijas skabe; 22 — fizcions; 23 — rezveratrols; 24 — kvercetins;

25 — matairezinols; 26 — agatisflavons; 27 — procianidini
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Fenola savienojumi veic dazadas auga aizsargfunkcijas, taja skaita: brivo radikalu
dezaktivéSanu, metala jonu helatéSanu, biocidas funkcijas, aizsardzibu no zaleédajiem, padarot
augu tiem nepatikamu péc garsas. Lielaka dala augu nepartraukti sinteze fenola savienojumus,
tacu to uzkrasanas var tikt inducéta ar biotiskajiem un abiotiskajiem stresiem, tadiem ka UV
starojums, zemas temperatiiras, baribas vielu nepietickamiba, v&ji, patogénu uzbrukums [38,
40-45].

P&dgjos gados aktivi tiek rekomend€ta auglu un darzenu regulara lietosana uztura, jo
polifenoliem, kuri ietilpst to sastava, ir svariga loma ilgtermina veseliba un dazadu
saslimSanu riska samazinasana. Pateicoties polifenolu antioksidativajai, ka ari biologiskajai
aktivitatei, pieméram, antibakterialai, antiseptiskai, pretickaisuma, polifenolus saturosus
augus kop$ seniem laikiem izmanto tautas medicina. Neskatoties uz taukiem bagatu digtu,
Francija novéro zemu aterosklerozes un koronaras sirds slimibas limeni. So ,,Francijas
paradoksu” izskaidro ar sarkana vina sastava ietilpstoSo polifenolu sp&u inhibét zema
blivuma lipoproteina (LDL low - density lipoprotein) oksidésanos [46 - 49].

Veiksmigo dabas antioksidantu izmantoSanu nosaka to struktiiras-aktivitates sakaribu

un darbibas mehanismu noskaidro$ana.

1.2. Fenola antioksidantu radikalu dezaktivéSanas mehanismi

Antioksidantu darbibas pamata, galvenokart, ir to sp&ja dezaktivét brivos radikalus [50].

Ir pieradits, ka fenola antioksidanti dezaktivé brivos radikalus, pateicoties H-atoma
parnesei no antioksidanta (ArO-H) aktivas -OH grupas (grupam) uz brivo radikali (R") [51-
53]. Pieméram, aizvietojot eigenola (2-metoksi-4-(prop-2-ols)-fenols) un gvajakola (2-
metoksifenols) Gidenraza atomu pie fenola hidroksilgrupas ar metilgrupu, to sp&ja dezaktivét
radikalus pazud [53-55].

H-atoma parneses procesam atbilst Cetri iesp&jamie mehanismi:

1) Ar protonu saistita elektrona parneses (Proton Coupled Electron Transfer —

PCET) mehanisma pamata ir sekojoSa reakcija:
ArO-H +R*— ArO" + R-H (1.12)

R var bt jebkurs radikalis, kas ieklauts oksidé$anas kedes, ieskaitot ROO", OH', O,".

Tas ir atomarais process, kura tdenraza atoms tiek parnests oksidativaja sistéma. S1

mehanisma norise ir atkariga no fenola O-H saites disociacijas entalpijas (BDE):
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BDE = H°293K(Ar0') + HozggK(H.) - HozggK(ArOH) (113)

Jo zemaka ir BDE, jo vieglaka ir O-H saites homolitiska disociacija un lielaka tas loma
antioksidativaja reagétsp&ja. BDE vértibu nosaka fenola savienojuma struktiira un fenola
hidroksilgrupas izvietojums. Piem&ram, aprékinu rezultati parada, ka 0-metoksilgrupas
pazemina BDE (1.1. tabula) [56]. Tas sakrit ar eksperimentu datiem par o-metoksilgrupu
pozitivo ietekmi uz fenolu antioksidativo aktivitati (1.2. tabula) [54-57]. BDE vértibas atskiras

dazadam fenola hidroksilgrupam savienojuma sastava.

1.1. tabula
Dazadu fenolu O-H saites disociacijas (ArOH—ArO+H") energijas (BDE)
Fenola nosaukumi Struktirformula kcgl[-) rEél'l
Fenols © 83,9
OH
H,CO
2,6-dimetoksifenols (siringols) HOI; 75,4
OCH,
o
4-hidroksi-3-metoksibenzaldehids (vanilins) ”3‘30]@)% 83,0
HO
o
4-hidroksi-3,5-dimetoksibenzaldehids oo H 6.8
(siringilaldehids) HO '
OCH,
1-(4’-hidroksi-3’-metoksifenil)-propan-2-ons HBCOD/}(CW 80.5
(gvajacilacetons) HO ° '
H,CO CH,
1-(4’-hidroksi-3,5-dimetoksifenil)-2- propanons m 755
(siringilacetons) HO '
OCH,
O
3-(4’-hidroksi-3’-metoksifenil)-prop-2-énals H,CO NNy 792
(koniferilaldehids) ’
HO
O
1-(4’-hidroksi-3,5’-dimetoksifenil)- prop-2-énals HCO Ny 755
(sinapilaldehids) HO '
OCH,

2) Elektrona parneses — protona parneses (ET-PT) mehanisma pamata ir sekojoSas

reakcijas:

R*+ ArOH — R + ArOH™ — RH + ArO’ (1.14)
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Reakcijas (1.14.) pirmaja soli veidojas katjonradikals ArOH", kas heterolitiski disocié.
Rezultata veidojas tadi pasi produkti ka PCET mehanisma (ArO” un RH).

ST mehanisma norise ir atkariga no jonizacijas potenciala (IP):
IP = H°298K(ArOH+') - HozggK(ArOH) (115)

ArOH™ O-H saites heterolitiska disociacija ir stipri eksotermiska fenola savienojumiem.

Parasti ArOH™" ir Joti nestabils, tapéc ET-PT mehanisma ieguldijums ir maznozimigs.

3) Secigas protona zaudéSanas elektrona parneses mehanisma (SPLET) pamata ir

sekojosas reakcijas:
ArOH— ArO” +H";ArO" +R* > ArO"+R;R™+H" > RH (1.16.)

Saja mehanisma polifenols pirmaja soli tiek deprotonéts un tada veida aktivéts, lai vieglak
parnestu elektronu, fenoksilradikals veidojas no ArO™ anjona. So procesu norise ir atkariga no
pH un dazadu polifenolu OH grupu spgjas deprotonéties. ST mehanisma ieguldijums stipri
palielinas sarmaina vidg, kura tiek atvieglots pirmais solis - deprotongsana.

Mehanisma norise ir atkariga no elektrona parneses entalpijas (ETE):
ETE = HozggK(ArO.) - H°298K(Ar0') (117)

Saskana ar kingtikas pétijumu datiem SPLET mehanisms ir atraks neka PCET [51-53]. Saja
mehanisma veidojas tie pasi produkti ka PCET un ET-PT mehanismos (ArO°® un RH).

4) Aduktu veidoSanas mehanisma pamata ir reakcija:
ArO-H + R" — [ArOH-R]" — metaboliti vai ArO" + RH (1.18))

Sis mehanisms realiz&jas reti. Dazreiz tas ir sastopams reakcijas ar OH" brivajiem radikaliem
(un Gdens klatbatné var veidoties tie pasi produkti, kas pargjos mehanismos: ArO” un RH).

PCET, ET-PT un SPLET mehanismos veidojas vieni un tie pas$i reakcijas produkti (ArO’
un RH) un ir vienada termodinamiska reagentu un produktu bilance: AGPeET = AGF™PT =
AG®""ET. So procesu norisi labi raksturo O-H saites disociacijas entalpija, un O-H BDE ir
atzits par galveno termodinamisko deskriptoru, kas palidz racionalizét antioksidantivo
aktivitati [51], bet IP un ETE ir svarigi antioksidativas aktivitates otr&jie deskriptori.

Dazadi reakcijas mehanismi konkur€ sava starpa, un noteikta mehanisma norise ir atkariga
no antioksidanta struktiiras, briva radikala - oksidétaja, reakcijas vides (galvenokart,

skidinataja polaritates un pH) [58].
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1.3. Antioksidativas aktivitates pétiSanas metodes

Lai iegiitu vispusigu informaciju par savienojuma antioksidativajam ipasibam, ir
jaizmanto vairaku metozu kombinacijas. Izvéloties kadu no metodém, ir janem véra
nepiecieSamiba raksturot gan termodinamiskus, gan kin&tiskus ar antioksidativu
aktivitati saistitus faktorus, ka arT metodes pieejamiba, laba reproducgjamiba,
izmantoSanas iesp€jas hidrofiliem un lipofiliem antioksidantiem, detekt€Sanas iespé€jas,
traucéjoso faktoru ictekme [59-64]. Ir japiever§ uzmaniba ari prooksidantajam efektam.
Eksperimentalo analitiskas kimijas metozu kombinacija ar molekularas model&Sanas
metodém ir loti perspektivs panemiens, kas lauj iegiit vertigu informaciju par antioksidantu
darbibas mehanismiem, noskaidrot to struktiiras-aktivitates sakaribas.

Eksperementalas metodes balstas uz diviem dazadiem principiem. ReducéSanas

metozu (,,reduction assay”) principa pamata ir shéma (1.19.):
Antioksidants — Indikators — Reducéts indikators (1.19))

Visbiezak izmanto fotometrisko detektéSanu, kur reducéta indikatora krasas izmaina
(gaismas absorbcijas palielinasanas vai samazinasanas pie noteikta vilpa garuma) korelg
ar antioksidanta koncentraciju parauga [32, 62, 65]. Sis metodes ir piemé&rotas
antioksidativo aktivitati noteico$o termodinamosko faktoru noskaidroSanai. Ka paradits
ieprieks, antioksidantu sp&jai dezaktivet brivos radikalus ir liela nozime dazadas jomas,
tapec par antioksidantu 1pasibu indikatoriem parasti tiek izmantoti stabilie brivie
radikali. Visplasak tiek izmantots 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilradikalis (DFPH"). Tas ir
pieejams, viegli uzglabajams, labi $kist dazados organiskajos $kidinatajos [58, 63, 65].
Nesaparota elektrona delokalizacija pa visu molekulu nodroSina §1 radikala stabilitati un
intensivi violeto krasu. Kad DFPH’ saturo$o §kidumu sajauc ar substratu, kas var atdot
tdenraza atomu (AH), veidojas reducéta radikala bezkrasaina forma (DFPH-H) (1.5.
att.). ST ir viena no vienkar§akajam metodém relativas antioksidativas reagétspéjas un
radikalu dezaktivéSanas reakcijas stehiometriska skaitla noteikSanai [35]. Metodes
galvenie trikumi: fenola savienojumi vai to oksidéSanas produkti var absorbét gaismu pie 517
nm; var rasties sfeériski traucéjumi molekulam ar lielu molekulmasu; DFPH" radikalis

neeksiste in vivo [59].
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1.5. att. DFPH struktiira pirms un péc reakcijas ar antioksidantu (AH)

Citi plasi izmantojamie radikali ir 2,2’-azinobis(3-etilbenztiazolin-6-sulfonskabes)
katjonradikali, ABTS™ (1.16. att.).

N S SOH
J@[ SN j@( ABTS
HO,S S I\II bezkrasains
C2H5
+e_ﬂ -e
C2H5
+-|\Il . S SOH
S == e
HO,S S N
b

zilganzal§, max 734 nm
CH
|2 5
N S SO.H
\>—N—N:<
HO,S S )
C2H5

1.6. att. ABTS un ABTS®" katjonradikalu struktiiras

Tie ir stabili un Skisto$i dazados organiskajos $kidinatajos un tideni. AtSkiriba no
DFPH’, kas ir komerciali pieejams, ABTS®" katjonradikalus pirms reakcijas ar
antioksidantu ir nepiecieSams  generét no  2,2’-azinobis(3-etilbenztiazolin-6-
sulfonskabes) (1.6. att.). Sim mérkim izmanto dazadus oksidétajus, pieméram, K,S,0g
[32, 35]. Reakcijas rezultata veidojas ABTS reducéta forma (1.6. att.) vai ABTS degradacijas
produkti un notiek atkrasosanas [67-68]. ABTS®" radikalis neeksist in vivo [59, 63, 69].
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Ka indikatorus izmanto ari metalu krasainos kompleksus. 1.2. tabula ir apkopoti
plasak izmantoto metozu nosaukumi un principi.
1.2. tabula

Reducésanas metoZu ar metalu kompleksu indikatoriem nosaukumi un principi

Metodes Analitiskais
Reakcijas vienadojums
nosaukums signals
Fe(TPTZ)," + ArOH — Fe(TPTZ),”* (zils) + | intensivi zilas
FRAP [70-75] . .
ArO +H krasas veidoSanas
TPTZ: 2,4,6-tripiridil-s-triazina ligands Amax=593 Nm
n Cu(Nc),”* + Ar(OH), — n Cu(Nc)," | dzelteni-oranzas
CUPRAC ) . .
[(71.74] (oranzs)+ Ar(=0), (hinons) + n H krasas veidoSanas
Cu(Nc),**- bis(neocuproins) vara helats Amax=593 nm
Mo(VI) (dzeltens) + e (no AH) — Mo(V) | dzeltenas krasas
Folin .
(zils) atkrasoSana
[71-75]

MO(V') ir 3H20‘P205‘13W03‘5MOO3‘10H20 Xmax:765 nm
krasaina savienojuma aktivais centrs

Konkurences metozu principa pamata ir 1.7. attéla paradita shéma. Sis metodes
lauj nemt véra kinétiskos faktorus antioksidativas aktivitates raksturoSana. Oksidétajs
reagé ar indikatoru, izraisot izmainas ta UV/VIS absorbcija, fluorescencé, luminiscencé
val citd meéramaja TpaSiba. Antioksidants sacenSas ar indikatoru par reakciju ar
oksideétaju un tada veida noveér§ indikatora oksidéSanos un signala izmainas. Ka

oksidétaju izmanto dazadus radikalus [32, 63].

Oksidants Indikators > Oksidets
\ indikators
Anti- - Minimizéts

oksidants i efekts

1.7. att. Konkurences metoZu princips

Skabekla radikalu absorbcijas kapacitates — ORAC (oxygen radical absorbance

capacity) metode ir visplasak izmantojama konkurences metode. Antioksidants un
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substrats — fluorescgjoSais savienojums kinétiski konkuré par skabekla aktivajam
formam - peroksilradikaliem, kuri tiek generéti, termiski sadalot azosavienojumus,
pieméram, AAPH (2,2’-azobis-2-metil-propanimidamida dihidrohlorids). Saja metodé
antioksidativo aktivitati novérté, mérot fluorescences intensitati un tas izmainas atkariba
no reakcijas laika. Skabekla radikalu iedarbibas rezultata notiek fluorescgjosa
savienojuma degradacija, un fluorescence samazinas. Savienojumu klatbutng, kas spgj
saistit skabekla radikalus, fluorescences laiks palielinas (1.8. att.). Sakotng&ji ka

fluorescé&joso savienojumu izmantoja -fikoerotrinu, vélak fluoresceinu [75-77].

N, HC
\N+ Cl,
LN A N N, H
H.N \N NH2 % = + 2 N
’ | " by
N + 0, HNT C
NNy 2 /\
Cl
J O/O.
Fluorescgjoss -
. H. +HCI
savienojums N

Fluorescences zudums 2 |
H,N
0—0

Antioksidants
Fluorescence

1.8. att. ORAC metodes princips

ORAC metodé antioksidants mijiedarbojas ar peroksilradikaliem p&c ar protonu
saistita elektrona parneses (PCET) mehanisma (1.12.), uzradot klasisko ké&des
oksidésanas reakciju parraujoso aktivitati [63, 77]. Metodes galvenas prieksrocibas: ta ir
standartizéta, kas lauj salidzinat dazadu laboratoriju rezultatus; kombiné meérjjumus par
antioksidantu ietekmi uz substrata oksidé$anas kinétiku un intensitati; generctie radikali
eksist€ in vivo. Metodes trikumi: nepiecieSama darga aparatiira, pH-jutiga, tada veida radikali
in vivo netiek generéti [75, 77-79].

Cita konkurences metodé antioksidantivas aktivitates noveértéSanai tiek izmantoti

sistéma hipoksantins/ksantinoksidaze generéti skabekla anjonradikali (O;") (1.9. att.).
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1.9. att. Ksantinoksidazes katalizéta hipoksantina parvérSanas par urinskabi

28 — hipoksantins, 29 — ksantins, 30 - urinskabe

Radikalu saturs tiek noteikts fotometriski ar NBT (nitrozila tetrazolija sals) indikatora
palidzibu, kura rekcija ar skabekla anjonradikaliem veidojas krasains savienojums ar

absorbcijas maksimumu pie 560 nm (1.20.):

40,° + NBT — diformazans + 4 O, (1.20.)

zilgani-violets

Antioksidants dezaktivé dalu brivo O,*", ta rezultata mazak radikalu reagé ar indikatoru,
veidojas mazak diformazana un absorbcija samazinas. Metodes prieksrociba: brivie
radikali, to generéSanas mehanisms un procesu kataliz€joSs enzims eksisté in Vivo
Trikumi: dargs un nestabils enzims, pH un temperatiiras atkariba [60, 80].
Antioksidantu aktivitates noveért€Sanai izmanto art realas sist€mas. Dazi pieméeri ir

paraditi 1.3. tabula [32, 81-84].

1.3. tabula

Konkurences metoZu pieméri realajas sistémas

Oksidéjamais Oksid- )
Substrats o Indikators DetekteSana
savienojums étajs

kalija jodids, kas reakcija | ) .
izdalita joda titré€Sana
o ar  lipidu  oksid&sanas . _
rapsu ella lipidi 0, (19 ) . ar natrija tiosulfata
produktiem (peroksidiem)

) ] standartskidumu
izdala jodu
tiobarbiturskabes
) . o atvasinajumi, kas  dod | fotometriska, pie 532
eritrociti lipidi H,0,
krasainus produktus ar | nm
lipidu peroksidiem
polietiléna o masas zudums, siltuma | termiska analize (TG,
polietiléns 0, (1%
pleve plisma DSK)
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P&tijjumu rezultatu izteikSanai ir svariga loma parauga antioksidativas aktivitates
objektivaja atspogulosana, rezultatu salidzinasana un izvertésana.

Visbiezak rezultati pamatojas uz mérijjumiem, kas tiek veikti pie fikséta
galapunkta. Sie rezultati tiek salidzinati ar references materialu, par kuru parasti izmanto
Troloksu (Trolox) - (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilhroman-2-karbonskabe) (31) (1.10.

att.), kas ir vitamina E GidenT $kistoSais analogs [7, 32, 65].

CH,
HO 0o
OH

ch, Sl

1.10. att. Troloks - (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilhroman-2-karbonskabe) (31)

Antioksidativo aktivitati biezi izsaka ka Troloksam ekvivalento antioksidativo
aktivitati/kapacitati (TEAC), kas ir antioksidanta molara (mmol-L™") koncentracija, kura
antioksidants inhib& brivo radikali tikpat ka 1 mM Troloksa (31) $kidums tados pasos
apstaklos (pieméram, to izmanto ABTS, FRAP, ORAC metodés) [85]. Gadijumos, kad
antioksidantam nav noteiktas molekulmasas, ka tas ir augu ekstraktiem, rezultatus var
izteikt ka Troloksa ekvivalentus uz ekstrakta 1 gramu, lidzigi ka tiek noteikta
jonapmainas sveku aktivitate [86-90]. ST rezultatu izteik3anas metode lauj salidzinat
dazadus publicetus datus, ja metode, skidinatajs un laiks ir vienadi. Cits rezultatu izteikSanas
veids, ko biezi izmanto pie fikséta galapunkta meérfjumiem, ir inhib&Sanas masas dalas
mériSana, salidzinot tuks$a parauga signala intensitati un analitisko signalu péc test€Sanas
parauga pievienoSanas (izmanto DFPH® metodg). Biezi izmanto IKso parametru (jeb ECso,
ICs0), kas parada, kada antioksidanta koncentracija ir nepiecieSama, lai panaktu 50%
inhib&sanas efektu. So parametru piedavaja Brand-Williams un vina kolégi [91] , un
velak to plasi saka izmantot citi p&tnieki, lai prezentétu savus rezultatus. Ka termins tas
tika ieviests analogi ,,biologiskiem” parametriem, tadiem ka LDsg (toksikologija: letala
doza 50 - doza, kas izraisa navi 50% no eksperimenta dzivniekiem). Jo lielaka ir
antioksidativa aktivitate, jo zemaka ir IKso vertiba. Ta ka inhib&Sanas pakape (%) ir
atkariga gan no radikala koncentracijas, gan no nemta parauga koncentracijas, nevar salidzinat
pétijumus, kuros izmanto dazadas izejas koncentracijas. Izmantojot mérijumus pie fikséta

galapunkta, ir japarliecinas, ka dotaja laika reakcija ir beigusies.

30



Citu rezultatu pamata ir substrata oksidéSanas kinétiskie pé&tijumi. ORAC un citas
metodes antioksidativas aktivitates kvantitativai noteik$anai méra laukumu starp divam

Iikném — substrata oksidéSanas likném ar un bez antioksidanta (net AUC, area under curve)
(1.11. att.) [63, 77].

net AUC

Ar antioksidantu

Signala intensitate

antioksidanta

Laiks

1.11. att. Laukums starp substrata oksidéSanas likném ar un bez antioksidanta [34]

Dazas metod€s rezultatus izsaka, izmantojot laiku, uz kuru antioksidants spgj aizkavet
substrata oksidéSanos — indukcijas laiku (biezi izmanto tauku oksidéSanas metodés). P&tot
dazadus savienojumus sarezgitos maisijumos, $is parametrs nav izmantojams [59].
Teorétiskajos petijumos antioksidativas aktivitates racionalizéSanai un paredzéSanai tiek
aprekinati dazadi termodinamiskie deskriptori, galvenokart, O-H saiSu disociacijas entalpijas,
deproton&sanas un jonizacijas energijas. Ir paradits, ka dazadiem polifenoliem $adu aprékinu
rezultati labi korel€ ar eksperimentali noteikto antioksidativo aktivitati [52-53, 58, 92-93].
Augu izcelsmes polifenolu strukturala dazadiba apgriitina to antioksidativas darbibas
mehanismu un struktiiras-aktivitates sakaribu noteik$anu. Siem dabas antioksidantiem
pieméroto antioksidativas aktivitates pétiSanas metozu izvéle ir svarigs analitiskas un
dabasvielu kimijas jautajums. Lidz §im bridim ka antioksidanti ir labi raksturoti flavanoidi,
lignani, stilbéni, fenolskabes u.c. Diarilheptanoidu un ligninu sistematiskie pétijumi Saja

aspekta ir veikti ievérojami retak.
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1.4. Diarilheptanoidi

Diarilheptanoidiem ir divi aromatiskie gredzeni, kas sava starpa ir saistiti ar alifatisko
k&di, kas sastav no septiniem oglek]la atomiem. Tos var iedalit divas grupas: linearajos un
cikliskajos diarilheptanoidos. Linearos diarilheptanoidus var iedalit divas apakSgrupas:
nefenola diarilheptanoidi un linearie fenolu diarilheptanoidi jeb kurkuminoidi [94-95].

Kurkuminoidu specifiskas biosintézes izejviela ir 4-kumaril-CoA (p-kumaril CoA) (30),

kas ir veidojies no fenilalanina (18) p&c ta biosintézes saskana ar 1.12. attéla paradito shému.

OH
NH, PAL CAH
— » HO — 10
HO -NH3 \ 02 \
e} NADPH
o 18 32 °© 33
CoA-SH 4CL
ATP
OH
CoAS \
o 34

1.12. att. 4-kumaril-CoA (34) veidoSanas no fenilalanina (18) shéma

PAL -fenilalanina amonija liaze, CAH - cinamat-4-hidroksilaze, 4 CL - 4-kumarat-CoA ligaze; 32 -
kang]skabe; 33 - p-kumarinskabe

1.13. attela ir paraditi diarilheptanoida kurkumina (39) biosintézes no 4-kumaril-CoA
(p-kumaril CoA) (34) iesp&jamie celi.

Kurkumins -1,7-bis-(-4-hidroksi-3-metoksifenil)-1,6-heptadién-2,5-dions (41) (1.13.
att.) ir pirmais atklatais diarilheptanoids. To ieglist no Curcuma longa sakném un stublaja. C.
longa ir plasi kultivétais augs Azijas tropiskajas zonas un Centralaja Amerika. [96-98].
Kurkumins (41) bija diarilheptanoidu vienigais zinamais parstavis lidz 1964. gadam.
Nakosajos 30 gados no dazadam augu sugam tika izoléti 70 lineari un 35 makrocikliski
diarilheptanoidi. Cikliskie diarilheptanoidi veidojas no lineariem diarilheptanoidiem

oksidativas ciklizacijas rezultata [96-98].
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1.13. att. Diarilheptanoida kurkumina (41) biosintézes shéma

35 — 4-kumaril-5-O-sikimats; 36 — kafeoil-5-O-§ikimats; 37— kafeoil-CoA; 38 — feruoil CoA;
39-demetoksikurkumins; 40 — bisdemetoksikurkumins; CST = p-kumarilSikimata transferaze; CS3’H
= p-kumaril 5-O-§ikimat 3-O-hidrolaze; CCOMT = kafeoil-CoA O-metiltransferaze

Diarilheptanoidu izdaliSanai no augu izejvielam izmanto ekstrakciju ar organiskajiem
Skidinatajiem. Parasti veic secigu ekstrakciju ar dazadas polaritates Skidinatajiem, un
diarilheptanoidus izdala no etilacetata frakcijas [99-104]. Augsti efektiva Skidruma
hromatografija (HPLC) ir visplaSak izmantota diarilheptanoidu un citu mazmolekularu
hidrofilo ekstraktvielu analizes metode. Visbiezak izmanto UV- detektoru, dioZu matricas
detektoru (DAD), ka ari fluorescences detektoru. Misdienas polifenolu pétisanai HPLC
apvieno ar MS un PMR. Diarilheptanoidu struktiiras analizei izmanto arT Furjé transformaciju

infrasarkano spektroskopiju (FTIR) [103-106].

1.4.1. Mizas diarilheptanoidi

Diarilheptanoidi ir plasi izplatiti kokaugu koksné un miza. Galvenokart diarilheptanoidu
savienojumi ir raksturigi bérzu (Betulaceae) dzimtas gintim, pasi alkSnu (Alnus) sugam [94-
95, 100-102]. Visvairak datu ir par diarilheptanoidu izdaliSanu no Azija un Ziemelamerika
augoSo alksnu mizam. [94-95, 102, 111]. Sarkanaja alksni (Alnus rubra), Japanas alksni

(Alnus japonica), ka art Alnus firma, Alnus hirsuta un Alnus nepalensis, ir atklati un izp&titi
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dazadas struktiiras diarilheptanoidu savienojumi. Pieméram, 1.14. attela ir paraditi linearo
fenola diarilheptanoidu glikozidi ar cukura atlikumu pie 5. alifatiskas k&des oglekla atoma un
karbonilgrupu pie 3. alifatiskas k&des oglekla atoma, kas ir izdaliti no Japanas alk$pa (Alnus

Japonica) mizas.

Xyl Gle
/
o o o o

HO ! 42 l OH HO ! 43 l OH

Xyl Xyl

/
o o o o
HO OH
HO O 44 O OH HO l 45 l OH
Xyl
o o

OH

HO O
HO 46 l OH

1.14. att. No Japanas alk$na (Alnus japonica) mizas izdalitie diarilheptanoidu glikozidi ar vienu
cukura atlikumu un karbonilgrupu;

(glc = B-D-glikopiranozil- un xyl = B-D-ksilopiranozil-) 42 — platifilanol-5-ksilopiranozids; 43 —

platifilozids; 44 — alnuzids A; 45 — alnuzids B; 46 — oregonins

1.15. attéla ir paraditi no sarkana alkSpa (Alnus rubra) mizas izdalito linearo fenola

diarilheptanoidu glikozidi ar cukura grupu pie 3 oglekla atoma, kas nesatur karbonilgrupu.

Xyl Glc
/

HO OH HO OH

HO O 47 O oH 1o O 48 O on

1.15. att. No Sarkana alkspa (Alnus rubra) mizas izdalitie diarilheptanoidu glikozidi bez

karbonilgrupas alifatiskaja kede

43 - 1,7-bis(3,4-dihidroksifenil)-heptan-3-O-B-D-ksilopiranozids; 44 - 1,7-bis(3,4-dihidroksifenil)-
heptan-3-O-B-D-glikopiranozids.
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Alnus rubra miza ir pieraditi ari sarezgitakas struktiiras diarilheptanoidu glikozidi, kas
satur vairakus cukura atlikumus [100, 111]. No Alnus Japonica, Alnus rubra, Alnus hirsuta un
Alnus firma mizam ir izdaliti arT dazadi diarilheptanoidi briva veida, pieméram, 1.16. attéla

paraditie savienojumi [112].
o o OH
HO OH HO
= OH
49 50
HO OH  Ho OH
o o
HO 2 OH HO 52 OH
o
HOM O/ ‘0%
HO 53 OH
1.16. att. No dazadu alk§nu mizam izdalitie diarilheptanoidi ar kabonilgrupu alifatiskaja kedeé.

49 — hirsutenons; 50 — hisrsutanonols; 51 — platifilenons; 52 — platifilons

A. rubra, A. Japonica un A. hirsuta mizu sastava ir identificéti ari cikliskie

diarilheptanoidi. Dazas $o savienojumu struktiiras ir paraditas 1.17. attéla [111- 112].

HO
HO HO OH HO
HO
i O O ’ ; O : O

1.17. att. No dazadam alk$pu mizam izdalitie cikliskie diarilheptanoidi

54 - alnusonols; 55 - alnusdiols; 56 - alnusoksids; 57 - alnusons

Pétijumi par diarilheptanoidu identificéSanu un izdaliSanu no Eiropas alk$niem ir loti

ierobezoti. 2002.gada tika zinots par diarilheptanoida oregonina (1,7-bis-(3,4-dihidroksifenil)-
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heptan-3-one-5-0-B-D-ksilopiranozids) (46) izdaliSanu no Vacijas A. glutinosa mizas, ka ari
par ta identifikaciju A. incana, A. viridis, un A. Cordata mizas. Alnus glutinosa un Alnus
incana ir izplatiti Ziemeleiropa, A.viridis ir atrodams Alpu kalnaina regiona, A. cordata
dzimtene ir Dienviditalija un Korsika. Pagaidam oregonins (46) nav komerciali piecjams
[115-119].

No Eiropas bérza (Betula pendula) ieks€jas mizas ir izdaliti 7 diarilheptanoidi, tai skaita
platifilozids (43) un platifilons (53) [120].

1.4.2. Diarilheptanoidu antioksidativa un biologiska aktivitate

Diarilheptanoidiem piemit dazadas biologiskas un farmakologiskas aktivitates, ieskaitot
pretickaisuma, pretséniSu, antibakterialas, pretvirusu, imunomodul&osa un citas, ka ari
antioksidativa aktivitate [121-123]. Starp diarilheptanoidiem vislabak ir raksturots kurkumins
(41) [69, 124-128]. Pétijumi par kurkumina (41) antioksidativo aktivitati paradija, ka tas spgj
darboties ne tikai ka brivo radikalu dezaktivators, bet arT ka metalu helators un inhib&t ar
metalu joniem inici€to oksidativo stresu, ka arT ietekmé&t enzimatiskus antioksidantus [129].
Kurkumins (41) un radniecigie diarilheptanoidi nav toksiski, ko apstiprina fakts, ka sausa
kurkuma ir plasi izmantota ka partikas komponente [130-132]. Kurkuminu (41) saturosa
Curcuma longa (Zingiberaceae) sakne ir Joti populara Azijas medicina ka Iidzeklis pret aknu
slimibam un reimatismu. Eiropas etnomedicina rekomendé kurkumu ka hol@ras arstniecibas
lidzekli [125].

Tautas medicina izmanto ari diarilheptanoidus saturo$u koku mizu. Piem&ram, Alnus
japonica miza ir izmantota austrumu tradicionalaja medicina, lai arstétu drudzi, asinosanu,
kunga - zarnu trakta trauc€jumus, vézi un alkoholismu. Alnus rubra mizu Ziemelamerikas
pamatiedzivotdji izmantoja dazadu slimibu (no saaukstéSanas Iidz pat sirds sapém) arstéSanai
[95]. Petijumos par izdalitajiem mizas diarilheptanoidiem ir paradits, ka oregoninam (46)
(1.14. att.) un hirsutanonolam (50) (1.16. att.) piemit pretaudz&ju, pretiekaisumu un
antioksidativie efekti [133].

Pétijumi par diarilheptanoidu struktiras-antioksidativas aktivitates saistibu un darbibas
mehanismiem ir veikti, parsvara izmantojot kurkuminu (41) un ta atvasinajumus [134, 69,
135-138].

Ka bija paradits ieprieks, vienkarSo fenolu antioksidativo aktivitati palielina o-stavokli
(attieciba pret fenola hidroksilgrupu) esosas metoksilgrupas vai hidroksilgrupas [54, 57, 139].
0-Metoksilgrupam ir svariga nozime diarilheptanoidu antioksidativaja aktivitatg, ko apstiprina

pétijumi par kurkumina (41), demetoksikurkumina (58) un bis-demetoksikurkumina (59)
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aktivitati, izmantojot linolskabes peroksidésanas un fosfomolibdéna metodes. So savienojumu

struktiiras ir paraditas 1.18. attéla.

1.18. att. Kurkumins un ta analogi, kas atSkiras péc metoksilgrupu skaita

41 - kurkumins; 58 — demetoksikurkumins; 59 — bis-demetoksikurkumins [139]

0-Metoksilgrupu un o-hidroksilgrupu ieguldijumu diarilheptanoidu antioksidativaja
aktivitaté apstiprina ari pétijumi par dazadu kurkuminoidu un tetrahidrokurkuminoidu
reakcijam ar 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilradikaliem [134].

Ir veikti pétijumi par kurkumina ketoformas alifatiskas kédes centrala oglekla atoma
lomu brivo radikalu dezaktivéSana. Iesp&jamais reakcijas mehanisms ar 2,2-difenil-1-

pikrilhidrazilradikaliem (DPPH") ir paradits 1.19. attéla.

1.19. att. Kurkumina (41) un 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilradikalu (DFPH®") iespgjamais

reakcijas mehanisms
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Petijumi par alifatiskas kédes struktiiras ietekmi uz diarilheptanoidu antioksidativo
aktivitati ir pretrunigi. Dazi pétijumi parada, ka dubultsaites alifatiskaja kede (ieskaitot C-C
dubultsaites a-stavokli pret gredzenu) palielina diarilheptanoidu antioksidativo aktivitati [140-
142], turpreti citi parada, ka attieciba pret aromatiskajiem gredzeniem o-stavokli esosas
dubultsaites to samazina [134]. Paradita alifatiskas kédes hidroksilgrupu iesp&jama pozitiva

ietekme uz diarilheptanoidu antioksidativo aktivitati [142].

1.5. Lignins

1.5.1. Dabas lignins

Lignins ir triisdimensionals polimérs, kas sastav no metoksilétam fenilpropana (Cs-Cs)
vienibam, kas saistitas ar dazada tipa &teriskajam un C - C saitém [56].

Augu valsti lignins ka fotosintez&tais dabas polimérs apjoma zina ienem otro vietu péc
celulozes. Dabiskos apstaklos tas eksist€ interpoliméraja kompleksa ar ogludenraziem,
galvenokart, hemiceluloz€m. Tas ir koksnes pamatsastavdala (vidgji 20 - 30% no sausas
koksnes masas). Skuju koku koksne satur no 24% lidz 33% lignina, bet lapkoku - no 19% lidz
28%. Lignins ietilpst arl viengadigo augu sastava. Bambusniedru, cukurniedru un labibas
augu stiebros ta saturs svarstas no 15% lidz 25%. Lignina sadalijums augos ir nevienmerigs
[143-144]. Lignina biologiska funkcija ir kopa ar polisaharidiem veidot izturigas augu audu
struktiiras, nodroSinot augu mehanisko izturibu, wUdens parvades sisttmu sablivéjumu,
aizsargspé€ju pret biodegradaciju un citam nevélamam apkartgjas vides iedarbibam [115, 145].
Ligninam ir svariga loma celulozes aizsardzibai koksné pret fotodegradaciju.

Lignina molekula veidojas tris hidroksikanglspirtu: 4 - kumarilspirta, koniferilspirta un
sinapilspirta polimérizacijas rezultata. So monolignolu specifiska biosintéze sakas no 4-
kumaril-CoA (p-kumaril CoA). Lignina biosintézes reakcijas lidz 4-kumaril-CoA sintézei ir
tadas paSas ka diarilheptanoidu biosintéze. Fenilalanina sintézes shéma ir paradita 1.3.attela,
4-kumaril-CoA (p-kumaril CoA) sintézes shéma - 1.12. att€la, monolignolu specifiskas
biosintézes shéma - 1.20. atte€la. Pe&c metoksilésanas pakapes atSkirigie p-hidroksikanglspirti
veido poliméra p-hidroksifenilvienibas (H), gvajacilvienibas (G) un siringilvienibas (S) (1.20.
att.). Skuju koku lignina parsvara ir gvajacilvienibas (4-hidroksi-3-metoksifenilpropans), bet
lapkoku lignina kopa ar iepriekSminétajam struktiirvienibam ir ari siringilvienibas (4-
hidroksi-3,5-dimetoksifenilpropans). Viengadigo augu lignina ietilpst gvajacilvienibas,

siringilvienibas un arT p-hidroksifenilvienibas [146-147].
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1.20. att. Monolignolu specifiskas biosintézes shéma

62 - p-kumarilaldehids; 63 - sinapilaldehids; 64 — koniferilaldehids; 65 — 5-hidroksikoniferilaldehids;
66 — kumarilspirts; 67 — sinapilspirts; 68 — koniferilspirts; HCT- p-hidroksikanamoil-
CoA:hinat/sikimat-p-hidroksicinamoiltransferaze; C3H - p-kumarat-3-hidroksilaze; CCoAOMT -
kafeoil-CoA O-metiltransferaze; CCR - cinamoil-CoA reduktaze; F5H — ferulat-5-hidroksilaze;
COMT - kafijas skabes O-metiltransferaze; CAD — cinamoil-spirta dehidrogenaze

Monome@ro  spirtu  polimerizacija sakas ar to fermentativo oksidéSanu
(dehidrogenizaciju), kuras rezultata no monolignoliem tiek atpemts protons un veidojas
mezoméra radikalu sistéma. Sie oksidésanas produkti saistas sava starpa, veidojot dilignolus,
trilignolus un oligolignolus. Talaka polimerizacija (“end wise” polimerizacija) notiek,
monolignoliem saistoties ar di - vai oligolignolu fenola gala grupam, vai ar saistoties divam
radikalu gala grupam, veidojot sazarota poliméra molekulu [144, 148-149]. Lignina

makromolekulu nevar aprakstit ar vienu vai vairaku monomervienibu vienkarSu kombinaciju,
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ka celulozei un hemicelulozém, jo ta veidojas nevis genétiski noteikta regulara procesa
rezultata, bet lignolu nejausas saistiSanas (dazadas vietds) rezultata [150]. Lignina saiSu

dazadibu demonstré Brunova modelis (1.21. att.) [148].
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1.21. att. Skuju koku koksnes lignina fragmenta shéma

A - B-ariléteris [B-O-4]; B - fenilkumarans [B-5(a-O-4)]; C - B-1; D - difeniléteris [5-O-4]; E -
dibenzodioksocins [5-5/B-0-4(a-0O-4)]; F - resinols [B-B"(y-O-a)]

Galvenais saites tips ir B-O-4 saite (A 1.21. att.), kas sastada vairak neka pusi no visu
saiSu tipiem starp fenilpropana struktiirvienibam ligninos [151-152]. Lignina makromolekula

ir sastopamas dazadas funkcionalas grupas: metoksilgrupas; fenola hidroksilgrupas;
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alifatiskas hidroksilgrupas; karboksilgrupas; karbonilgrupas (aldehidgrupas vai
ketogrupas propana kédes o-, B- un y-stavokli, hinonas grupas); C=C dubultsaites
propana k&de. Lignina struktiira un kimiska heterogenitate ir atkariga no ta lokalizacijas
vietas auga un $inas sienina, auga sugas un augsanas apstakliem. Lignins tiek raksturots
ar funkcionalo grupu un substruktiiru dazadu izkartojumu makromolekulas ar dazadu
molekulmasu. Lignina polidispersitates (molekulmasas izkliedes) rezultata apskata vidgjo
skaitlisko M, un vidéjo masas M, molekulmasu vertibas. M,/M, attieciba raksturo
polidispersijas pakapi [153-157].

Izdalot ligninu no augu audiem, tiek mainita to molekulmasa un funkcionalo grupu
saturs, ka ar1 tiek modific€tas saites starp fenilpropana vienibam un propana ké&des struktiiru,
atkariba no izdaliSanas metodes [153-158]. Lignina izdaliSanas metodes principiali iedalamas
divas grupas: 1) izSkidina holocelulozi (celuloze + hemicelulozes), pari paliek neskistoss
lignins, kuru nofiltré; 2) izSkidina paSu ligninu un to no Skiduma izdala ar dazadiem
paneémieniem. Uz S§im metodém pamatojas dazadas fitomasas kimiskas parstrades
tehnologijas.

Viens no panémieniem, ka var izdalit maz izmainitu ligntnu (salidzinot ar augu audu
ligninu), ir izmantot Bjorkmana procediru: fitomasas miltus ilgsto§i mal bumbu
vibrodzirnavas inerta vid€, parasti suspensija toluola vai atdzes€jot, pec tam ekstrahé ar
dioksanu. IzdaliSana notick bez aktivu kimisku reagentu (skabes, sarmi, oksidétdji un
tamlidzigi) iedarbibas, un iegitais lignins (maltas koksnes lignins, angl. MWL — milled wood
lignin jeb Bjorkmana lignins) visvairak tiek izmantots lignina kimiskas struktiiras pétijumos.
saiSu mehanokimisko destrukciju. Egles MWL lignins satur 15,60% metoksilgrupu, 2,97%
fenola hidroksilgrupu, 9,29% alifatisko hidroksilgrupu, 3,06% karbonilgrupu; ta M,, ir ap
15000 [157, 159-160].

1.5.2. Tehniskie lignini

Ligninus, kurus iegiist ka blakusproduktus péc koksnes vai lauksaimniecibas augu
kimiskas parstrades, sauc par tehniskajiem ligniniem, jo to dabiska struktiira ir modificéta
parstrades procesos [154-161]. Fitomasas kimiskas parstrades pamatvirzieni ir celulozes -
papira ripnieciba, hidrolizes ripnieciba un termiska sadaliSana. Katru gadu celulozes
varisanas un papira iegiiSanas procesos no koksnes tiek izdaliti ap 50 - 100 miljonu tonnu
tehnisko ligninu. Degvielas etanola razoSana no lignocelulozes izejvielam, ko nosaka Eiropas

Savienibas direktivas, palielinas ligninu saturo$o hidrolizes riipniecibas blakusproduktu
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daudzumu. Gandriz visa koksnes kimiskas parstrades attistibas vesturé parsvara tika domats
par galveno produktu Tpasibu uzlabosanu. Ligninu saturosie blakusprodukti galvenokart tiek
izmantoti ka kurinamais, lai uzlabotu pamatprocesa energétisko bilanci, un tikai neliela dala
(1-2%) tiek parveérsta produktos ar pievienoto vértibu. PE€d&jos gados situacija sak mainities,
jo tiek apzinats lignina lielais potencials dazadas jomas. Tiek izstradatas jaunas lignina
izdaliSanas tehnologijas, lai uzlabotu ieglistamo blakusproduktu ipaSibas un efektivi tos
izmantotu [162-164].

90% no visam celulozes ieglSanas riipnicam izmanto ta saucamo ‘kraft’ jeb
sulfatvarisanas metodi. Saja procesa iegiist celulozi ar lielu izturibu, kura visvairak tiek
izmantota ka izejviela papira rOpnieciba. Sasmalcinatu koksni 180 °C temperatiira
autoklavos apstrada ar Na,S + NaOH tdens skidumu (NazS iegiist no Na,SOy4 reakcija ar
oglekli). Lignins pariet $kiduma, ko sauc par atsarmu. Kraft ligninu iegtst, atdalot to no
sulfatvarijjuma atsarma, pazeminot pH (parasti ar s€rskabi, arT ar CO3), nogulsng&jot un
filtrgjot. P&c tam iegltas nogulsnes izzaveé. Lignina izdaliSanai no sulfatvariSanas
atsarma ir gara vesture, pirmie patenti bija izsniegti pirms vairak neka simt gadiem.
P&dgjos gados Innventia AB un Chalmers University of technology sadarbibas projektos
attistfja jaunu LignoBoost tehnologiju, kas lauj iegiit augstas tiribas ligninu. Ta ietver
sevi dalgji iztvaikojusa atsarma izgulsnéSanu pie pH 10, kam seko filtrésana, atkartota
lignina tehnologiska Skidruma (cake) re-suspendéSana skaba Skiduma pirms otras
filtrésanas un skaloSanas [165]. Kraft ligninus iegist no skuju koku un lapkoku
koksnes. Kraft ligniniem piemit hidrofobas Tpasibas, tie $kist sarmu §kidumos un dazos
organiskos $kidinatajos (dimetilsulfoksids, dioksans). Eterisko saiSu destrukcijas rezultata
palielinas fenola hidroksilgrupu daudzums. ElimingSanas reakcijas samazina alifatisko
hidroksilgrupu daudzumu. Sulfatvarisanas procesa notiek reakcijas, kuru rezultata lignina
veidojas stiréna (69) un stilbénu (70) struktiiras (1.22. att.), ka arT katehola un difenila
(71) vienibas [166-168].

69 70 71

1.22. att. Stiréna (69), stilbéna (70) un difenila (71) struktiiras

Pedgja laika tiek aktivi veikta izpete s€ru nesaturoSo delignifikacijas procesu izstrades

joma. Riipnieciski realizéts ir natronprocess jeb sarma varisana. Saja procesa celulozi vara ar
42



natrija hidroksida tidens Skidumu pie paaugstinata spiediena un temperatira >150 °C.
Skiduma pariet praktiski viss lignins un hemicelulozes. Skidumu neitralizgjot ar skabi (HCI,
H,SO, ari COy), izgulsngjas sarma lignins, kura iznakums no lignina in Situ nav
simtprocentigs, jo notiek ieveérojama lignina destrukcija. Preparats ir ar augstaku fenola -OH
grupu saturu, salidzinot ar citiem lignina preparatiem. Ka katalizatoru lieto antrahinonu, kas
paaugstina celulozes un lignina iznakumu. Saja procesa izmanto parsvara nekoksnes
augus: graudaugu salmus, cukurniedres, kanepes, sisalu, abaku, linus, dzutu u.c. [169-
170].

Tiek veikti intensivi pétijumi par dazadu organisko $kidinataju (pieméram, fenols,
etanols, metanols, etikskabe, skudrskabe) izmantosanu delignifikacija. Ir izstradati celulozes
razosanas procesi ar organisko $kidinataju izmantoSanu, pieméram, Organocell [171], bet tie
nav ieviesti riipnieciba ekonomisku iemeslu dé]. Paslaik Sos procesus piedava augu izejvielu
parstradei lignocelulozes biorafiné$anas tehnologijas [172].

AtSkirtba no iepriek§ min€tajam augu biomasas kimiskas parstrades metodém,
kuras lignins tiek iegiits ka SkistoSais produkts un talak tiek izgulsnéts, degvielas etanola
razoSanas procesos ligninu saturo$o blakusproduktu iegiist ka cietu, neskistoSu atlikumu.
Etanola razoSanas procesa tiek veikta lignocelulozes biomasas hidrolize, kuras rezultata
oglhidrati tiek parveérsti monosaharidos, kas ar raugu palidzibu tiek ferment&ti par
etanolu. Oglhidratu hidrolizi var veikt dazadu mineralskabju vide, no kuram s&rskabe ir
vairak pienemama no ekonomiska viedokla, ka ari izmantojot fermentus. Ka izejvielu
izmanto gan koksni, gan lauksaimniecibas augus. Hidrolizes lignins parasti satur daudz
oglhidratu degradacijas produktu, ekstraktvielu un neorganisko savienojumu
piemaisijumu. Mineralskabju un temperatiiras ietekmé notiek lignina kondensacija —
aktivo reag€tspgjigo grupu zudums un papildu —C-C- saiSu veidoSanas, lidz ar to
ievérojami pazeminas hidrolizes lignina reagétsp&ja un skidiba [171, 173]

Viena no perspektivakajam koksnes termokimiskas konversijas tehnologijam ir
atra pirolize (AP). AP dod iesp&ju parveérst biomasu un tas parstrades atkritumus
Skidruma (pirolitiska ella) ar augstu energ€tisko blivumu, ko ir vieglak transportét,
uzglabat un izlietot neka paSu biomasu. DaZadas raZotsp€jas un atSkirigu darbibas
principu atras pirolizes iekartas darbojas 15 ES wvalstis, ka ari ASV, Kanada un
Australija. Pamatprasiba iekartas reaktora konstrukcijai ir augsta siltuma parvade.
P&dgjos gados intensivi tiek pétits pirolitiskas ellas kimiskais sastavs un 1pasibas ar
mérki izdalit savienojumus ar veértigam Ipasibam, gan arl uzlabot pirolitiskas ellas ka

degvielas Tpasibas [174-176].

43



Pirolitiska ella (PE) ir sarezgits fenolu un oglidenrazu savienojumu maisijums,
kura pamata ir hemicelulozu, celulozes un lignina termodegradacijas produkti. Liela
atruma disperggjot tident, pirolitisko ellu sadala Gideni $kisto$ajas un tidenT neskistoSajas
frakcijas. UdenT neskistosas frakcijas satur hidrofobus komponentus, galvenokart ligninu
atvasinajumu fragmentus, ta saucamos pirolizes ligninus. Pirolizes procesa lignina -O-4
saites tiek parrautas, veidojas ligninu oligoméri ar relativi zemu molekulmasu.

Iesp&jama struktiira paradita 1.23. attela [177-178].

1.23. att. Pirolizes lignina struktiras formalais modelis (CsHs;0,;) ar masu 1315 gemol™

1.5.3. Lignina struktiiras analizes metodes

IepriekSminéto ligninu struktiiras komponentu dazadibu paplasina un padzilina jaunu
fitomasas kimiskas (un termokimiskas) parstrades tehnologiju un ligninu saturo$o
blaksuproduktu izoléSanas metozu attistiba. Patlaban nav analitisko metozu, kas lautu pilnigi
raksturot lignina struktiru. Loti biezi rodas nepiecieSamiba raksturot noteiktas lignina
struktiiras TpasSibas atkariba no jomas, kura to v€las izmantot. Lai iegiitu pec iesp&jas vairak
informacijas par to, ir nepiecieSams apvienot daudzas metodes. Ligninu analitiskos
pétijumus var iedalit vairakas grupas: funkcionalo grupu noteikSana, elementanalize,

spektroskopiskas metodes, degradacijas eksperimenti un molekulmasas noteikSana.
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Metoksilgrupu noteik$anai visplagak izmanto Ceizela-Fibeka-Svapaha metodi, kas
ietver sevi So grupu kvantitativo parrausanu ar jodiidenrazskabi, veidojot metiljodidu.
Kopgjo hidroksilgrupu noteiksanai izmanto kodolmagné&tisko rezonansi, acetiléSanas un
metiléSanas reakcijas u.c. Fenola hidroksilgrupas nosaka, izmantojot potenciometrisko
un konduktometrisko titréSanu, hemosorbcijas un metiléSanas metodes, diferencialo UV -
spektroskopiju u.c. Alifatiskas hidroksilgrupas nosaka ka starpibu starp kop&jo un fenola
hidroksilgrupu saturu. Aldehid- un ketogrupu noteikSanai vispla§ak izmanto reakciju ar
hidroksilamina hidrohloridu. Karboksilgrupas nosaka, izmantojot galvenokart
potenciometrisko un konduktometrisko titréSanu [157, 179-180].

Elementanalize kopa ar metoksilgrupu noteikSanu dod informaciju par Cg vienibu
vidgjo saturu lignina.

Biezak izmantojamas spektroskopiskas metodes ir UV un IS spektroskopija,
kodolmagnatiskas rezonanses spektroskopija (PMR un '*C-PMR), masspektroskopija
kombinacija ar gazes hromatografiju, elektronu spinu rezonanses spektroskopija (EPR)
[146, 157, 179]. Paslaik ir zinams, ka jebkuras koksnes sugai un visiem no koksnes
izdalitajiem preparatiem piemit paramagnétiskas 1pasibas - to struktiira ir brivie radikali.
Pirmoreiz paramagnétisko centru klatbiitne lignina tika atklata 1960. gada. Ligninam tipiska
EPR likne - singlets. EPR metodi izmanto lignina paramagnétisko centru noteikSanai, lignina
struktiras polikonjugacijas noteikSanai, ligninu transformacijas raksturo$anai kimiskajos,
biologiskajos un termiskajos procesos, ligninu kompleksu veidoSanas ar parejas metaliem,
termisko parvertibu un savietojamibas ar cietiem polimériem pétiSanai [179].

Degradacijas metodes ietver sevi kimiskas degradacijas apstrades panémienus:
etanolizi; acidolizi; hidrogenolizi; maigo hidrolizi; tioacetolizi; oksidéSanu ar
permanganatu, ar nitrobenzolu, ar vara(ll) oksidu; ozonéSanu; termiskas degradacijas
metodi. So metozu pamata ir lignina molekulas sakeliana mazmolekularos produktos,
kuru identificéSana lauj iegiit informaciju par makromolekulas uzbiivi un saisu veidiem
taja. Analitiska pirolize pieder pie perspektivakajam destruktivajam metodém kimija, to
tradicionali izmanto ligninu struktiras pétiSana. Galvenie kimiski destruktivo metoZu trikumi
ir to sarezgitiba oksidgjoSo agentu izmanto$anas un analizes veikS$anas laikietilpibas dél.
Analitiskas pirolizes metode ir atra, jo nav nepiecieSama sarezgita kimiska apstrade, parauga
sagatavoSanai to tikai zavé un sasmalcina. Lignocelulozes materialu analitiskas pirolizes
procesa polisaharidu un lignina degradacijas produktus sadala ar gazes hromatografiju un
identificé ar masspektrometriju. Piroliz€ molekula termiski tiek saskelta specifiskas vietas
ar zemam saiSu energijam. Analitiskas pirolizes apstak]os notiek &te un oglekla-oglekla

saiSu parrauSana, un rezultata lignins sadalas Iidz monoméru un diméru savienojumiem.
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Identificétic monomeérie destrukcijas produkti, to absoliitie vai relativie daudzumi sniedz
informaciju par poliméras molekulas struktiru kopuma. Piemérotos apstaklos lignina
pirolizes procesa veidojas monoméri fenoli, kuros propana k&de ir pilnigi atdalita vai
saisinata lidz vienam vai diviem oglekla atomiem. Savienojumu ar saisinatu kédi esamiba
pirolizes produktos liecina par f-aril-tera saiSu destrukciju. Pirolitiskas dehidrogenacijas
rezultata propana keédés veidojas jaunas dubultsaites. Metode ir noderiga dazadas
izcelsmes ligninu atrai salidzinasanai un tiek plasi lietota lignina strukttiras pétiSanai. Uz
pirolizes produktu gvajacil- un siringilatvasinajumu relativa satura pamata iesp&jams paraugus
klasificeét ka gvajacil-tipa vai gvajacil/siringil-tipa ligninus. [178-179, 181-189].

Lignina molekulmasas noteikSanai visplasak izmanto gélfiltracijas hromatografiju, kuru
apzim¢ ari SEC (size exclusion chromatography) vai GPC (gel permeation chromatography).
Saskana ar $1s metodes pamatprincipu, ar mazakiem eluenta tilpumiem izdalas lielmolekularas
frakcijas, ar lielakiem tilpumiem - mazmolekularas frakcijas. KalibréSanai parasti izmanto
polistirolu standartus [178, 183]. Molekulmasas noteik$anai izmanto ari gaismas izkliedes,
tvaika spiediena osmometrijas un ultrafiltracijas metodes [179].

Sakara ar lignina ka analitiska objekta sarezgitibu analizu gaita nakas saskarties ar
milzigu datu daudzumu. PaSlaik Sie dati netiek pienacigi izvert€ti un salidzinati, un
hemometrisko metoZu ievieSana un attistiba ir viens no svarigakajiem lignina analitiskas
ktmijas uzdevumiem. Bez ta lignina veiksmiga izmantoSana dazadas jomas, tai skaita ka par

antioksidantu, nav iesp&jama.

1.5.4. Lignina antioksidativa un biologiska aktivitate

Paslaik ligninu antioksidativa aktivitate, proti, sp&ja dezaktivét brivos radikalus, ir labi
dokumentéta. Pieméram, ir paradita dazadu ligninu sp€ja dezaktivet skabekla anjonradikalus
un 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilradikalus, kas ir atkariga no lignina izdaliSanas metodes
[189-191]. Lignins, kas ir ieglits no blakusproduktiem p&c etanola razo$anas no kukurtizas
stiebra, veicot to ekstrakciju ar sarmu, uzradija augstu antioksidativo aktivitati attieciba pret
fluoresceina oksidésanos ar peroksilradikaliem, ka arT antimikrobialo aktivitati attieciba pret
Gram-pozitivajam baktérijam (Listeria monocytogenes un Staphylococcus aureus) un raugu
(Candida lipolytica) [192]. Ir paradits, ka kraft lignins ir tikpat efektivs kukuriizas ellas
antioksidants ka vitamins E [56, 191, 193].

Lignins inhibé radikalus un novérs celulozes autooksidéSanos un depolimerizaciju
tehniskaja celulozg un papiros. Lignina ieklauSana poliméru sistémas var stabilizét materialu
pret foto- un termisko oksidésanos [145, 194-200]. Piemé&ram, ievadot ligninu, kas ir izdalits

no berza koksnes priekshidrolizes blakusproduktiem, polipropiléna vai reciklétaja
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polipropiléna no 0,5 lidz 10% (p& masas), ievérojami palielinas materiala stabilitate.
Antioksidativais efekts pieaug, palielinoties lignina koncentracijai poliméra no 0,5% lidz 5%.
Ir novérots sinergisms ar komercialo antioksidantu Irganox 1010. Lignina ievadiSana palielina
ar1 §1 materiala stingribu [201]. Diemzel, parastie antioksidanti turpina uzradit stabiliz€joSo
efektu ar péc izstradajuma izmantoSanas beigam, kad tas nonak izgaztuveé. Tas nav v€lams, jo
bremzg plastmasas atkritumu sadaliSanos. Nemot v&ra lignina bionoardiSanas sp&ju ar
noteiktiem mikroorganismiem, ta izmantoSana par antioksidantu kompozitos laus noverst $o
trikumu. Piem&ram, ir paradits, ka lignina, kas ir linu natronvariSanas procesa
blakusprodukts, ievadiSana mazas koncentracijas (4,2% un 9,3% péc masas)
poli(etilenadipat)uretana plévés ieveérojami uzlabo $§1 materiala degrad€jamibu ar séniSu
enzimiem, Tpasi ar lakazi, kas tika izdalita no Aspergillus sp. [202].

Liela molekulmasa, slikta sagremojamiba un ierobezota izplatiba partikas produktos
ierobezoja pétijumus par $o arkartigi sarezgito vielu ka par uzturvielu vai farmakologiski
aktivo vielu, salidzinot ar pétijumiem par mazmolekulariem polifenoliem. Tomér ir interesanti
atzimé&t, ka vienkarSiem fenoliem, kas ir lapkoku lignina model]vielas (sinapilaldehids,
siringilaldehids, siringols, siringilacetons) ir zemakas fenola O-H sai$u disociacijas energijas,
salidzinot ar rezveratrolu un vienadas fenola O-H saiSu disociacijas energijas, salidzinot ar
katehinu — vienu no spécigakajiem uztura antioksidantiem [56]. Dazadi pétnieki pieskir
lignina atvasindajumiem veselibas aizsardzibai svarigas 1IpaSibas, ieskaitot antimutagéno,
imunostimul&joso, antibakterialo un citas [203-205]. Paradits, ka Lentinus edodes (Sitaké
sénes) micellas ekstrakta attirita frakcija inhibé cilvéka imunodeficita virusa darbibu.
Izradijas, ka §is frakcijas aktiva viela ir Gident SkistoSie lignina atvasinajumi, kas veidojas no
neskistoSa cukurniedru lignina péc biologiskas karboksiléSanas un degradacijas Lentinus
edodes darbibas rezultata. Ari Skistosajam lignosulfonatam (LS) piemit analogiska iedarbiba
attieciba pret cilvéka imunodeficita virusu in vitro. LS piemit imunostimul&josa aktivitate
[172, 206]. Priedes Pinus parviflora ¢iekuru ekstraktiem piemit pretvéza iedarbiba (kunga
vEézis). Japana tos izmanto vairak neka 100 gadus, Tpasi Kyushu regiona. Meklgjot aktivo
vielu, kas varétu tikt izmantota véZa kimijas terapija, tika paradits, ka aktivam pretaudzeju
vielam ir lignina daba [207, 208-209]. Ka partikas Skiedras svariga sastavdala lignins var
inhibét enzimus, kas ir saistiti ar superoksidanjona radikala generéSanu, un kavét véza Stnu
augSanu [210], ka arT noverst ar brivajiem radikaliem saistitas slimibas, pateicoties sp€jai tos
dezaktivét. Paradits, ka ligninu saturoSiem fitomasas kimiskas parstrades blakusproduktiem ir
liels potencials ka dzivnieku baribas aktivajai sastavdalai, tiem piemit dazadas biologiskas un
antioksidativas aktivitates. Fitomasas riipnieciska parstrade var palielinat lignina in situ

sagremojamibu. [211-212]. Dazadu industrialo ligninu pétijjumi paradija, ka tie nekairina adu
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un acis, tiem ir liels potencials kosmétika [213]. Tie uzrada augstu antioksidativo aktivitati
koncentracijas, kuras nav kaitigas cilvéku normalajam $tinam [214].

Ligninu molekulas sarezgetibas d€l ir gruti saistit to antioksidativo aktivitati ar
noteiktam struktiiras vienibam. Uzskata, ka galvena loma lignina redoks-reaktivitate ir fenola
hidroksilgrupam, un tie var darboties lidzigi citiem fenola antioksidantiem [54, 215-216].
Udenraza atomi, kas nav fenola grupas sastava, arT var dot ieguldijumu ligninu sp&ja saistit
radikalus [76, 217-218]. Dazi autori parada, ka oligomériem un polimériem fenoliem ir lielaks
potencials ka antioksidantiem, salidzinajuma ar monomeériem fenoliem. Piem&ram, ir paradita
kondens€to un hidroliz€jamo taninu augstaka sp&ja dezaktivet stabilos brivos radikalus,
salidzinot ar monomériem flavanoidiem [219-220]. Lai pieraditu, ka par ligninu dazadam
biologiskajam aktivitatém ir atbildiga tieSi lignina poliméra strukttra, tika parbauditi ta
sintétiskie dehidrogenésanas poliméri. Sie poliméri uzradija ligniniem lidzigu bioaktivitati,
kamér neviens no trim monomérajiem fenilpropanoidiem (p-kumarilskabe, ferulskabe, kafijas
skabe) §is aktivitates neuzrada [208]. Ligninam ir raksturiga augstaka termiska un biologiska
stabilitate, ka arT augstaka noturiba pret migraciju no materiala izskaloSanas vai iztvaiko$anas
del, salidzinot ar mazmolekularajiem savienojumiem, un tas var tikt izmantots tadas jomas,
kuras monomolekularo antioksidantu izmantoSana ir neefektiva. Dazi flavanoidi ir raksturoti
ka prooksidanti, kas organisma veicina skabek]a aktivo dalinu generé$anu. Pretéji, salidzinosi
lielmolekularas frakcijas no izekstrah&tiem augu polifenoliem, saskana ar literatiiru, neuzrada
prooksidanto efektu [219-222].

Liz $im veiktie lignina struktiiras-aktivitates petijumi, nelava iegtit daudz informacijas,
jo nav izstradats poliméram ligninam piemérots antioksidativas aktivitates izteikSanas veids.
Pétijumos par izdalito ligninu antioksidativo aktivitati ir paradits, ka liela molekulmasa un
paaugstinata molekulmasas izkliede (polidispersitate M,/M;) samazina ligninu sp&ju saistit
brivos radikalus. V&l viens faktors, kas ietekmé ligninu antioksidativo aktivitati, ir izol&to
ligninu heterogenitate jeb piemaisijumu saturs. Sie piemaisijumi (polisaharidi, proteini un
citas makromolekulas, atkariba no lignina izcelsmes) maina polaritati un samazina aktivo
fenola hidroksilgrupu koncentraciju. Oglhidratu piemaisijumu polaras grupas var veidot
tidenraza saites ar ligninu fenola hidroksilgrupam un tadejadi samazinat to antioksidativo
aktivitati [173, 188,]. Viens no panémieniem lignina produktu heterogenitates samazinasanai
ir to frakcionéSana, kas peéd€jos gados piesaista arvien lielaku uzmanibu. FrakcionéSana ar
organiskajiem Skidinatajiem var ne tikai uzlabot ieglistamo ligninu tiribu, bet ar1 saSaurinat
molekularas masas sadalfjumu un regulét polaritati un tada veida veicinat ligninu izmantoSanu

par izejvielu antioksidantu razosana [173, 223-224].
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1.6. Literatiiras apskata kopsavilkums

Saistiba ar pieaugoSam prasibam péc tehnisko materialu un partikas produktu
kvalitates un T1pasibu stabilitates, ka ar1 ar nelabvéligo apkartéjas vides apstaklu
pastiprinasanos, strauji pieaug interese par augu polifenolu antioksidantiem, kuri ir
seviski svarigi cilvéka organisma aizsardzibai. Neskatoties uz lielu pétijumu skaitu, kas
ir veltiti augu polifenolu antioksidantajam 7ipaSibam, to rezultati nav savstarpé&ji
izvertéti, trikst poliméru un monomeéru polifenolu salidzinajumu. Dazadu pé&tniecisko
institliciju rezultatus ir griiti salidzinat, jo tie ir iegiiti dazados apstaklos, ari rezultatu
izteikSanas veids nav vienots. Apskatito literatiras avotu vairakuma augu ekstraktu un
lielmolekularo savienojumu antioksidativo aktivitati izsaka uz ekstrakta/liclmolekulara
savienojuma vienu gramu vai izmantojot masas koncentraciju (IKso gadijuma). Tas dod
praktisku priekSstatu par So preparatu izmantoSanas iesp&jam, bet S$is rezultatu
izteikSanas veids nav piemé&rots struktiiras-antioksidativas aktivitates p&tijjumiem. Lai
veicinatu augu polifenolu izmantoSanu par antioksidantiem, ir jasakarto to
antioksidativas aktivitates noteikSanas metodes. Eksperimentalo pétijjumu apvieno$ana
ar teorctiskajiem Skiet loti perspektiva struktiiras-aktivitates sakaribu noskaidrosanai,
bet paslaik §is panémiens augu fenolu analitiskaja kimija ir maz attistits. Lielaka dala
petijumu par augu fenolu izdaliSanu un antioksidativajam pasibam ir veltiti savienojumiem,
kurus izdala no augliem, ogam, darzeniem, dazam zalém, sakném [103, 138, 207, 225-236].
Ekonomisko, ekologisko un citu iemeslu d€] pieaug interese par antioksidantu iegliSanu no
partikas riipniecibas un lauksaimniecibas blakusproduktiem, piem&ram, no risu un griku
sénalam, kartupelu mizas, citrusauglu mizas [233-236]. Koksnes mehaniskas un kimiskas
parstrades blakusproduktu ekstrah&Sana ir maz izplatita, kaut gan tie varétu bt potenciala
izejviela vertigu produktu razoSanai [236]. Pieméram, skuju koku atzarojuma vieta
kodolkoksneé t.s. zaru “saknes”, var saturét 11dz pat 30% polifenolu lignanu. Somijas petnieki
ir izstradajusi ChipSep procesu, kas lauj atdalit zarus no celulozes razosanas plismas un veikt
to ekstrakciju, lai ieglitu lignanus, ipasi hidroksimatairezinolu, un test&jusi to pilotiekartas
méroga. 2006. gada HMRIlignan™ produkts izgaja tirgii. Koku miza ir koncentréti dazadi
biologiski aktivie fenola savienojumi, tai skaita diarilheptanoidi. Polifenolu uzkrasanas miza
augu evoliicijas rezultata ir to atbildes reakcija uz dazadiem, tai skaita oksidativajiem stresiem
[138, 207, 230-231]. Mizas diarilheptanoidiem ka dabas antioksidantiem netiek veltita
pietickoSa uzmaniba, un to struktiiras-aktivitates sakaribas ir neskaidras. Starp
diarilheptanoidiem vislabak ir raksturota kurkumina, kuru izdala no Curcuma longa

(pladi kultivetais augs Azijas tropiskajas zonas un Centralaja Amerika) sakném un
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stublaja, antioksidativa un biologiskas aktivitates. Ir veikti p&tfjumi ari par kurkumina
atvasinajumu struktiiras - aktivitates sakaribam.

Lignocelulozes biomasas kimiskas parstrades blakusproduktu pamatsastavdala ir
polim@rais polifenols lignins. Paslaik ligninu antioksidativa aktivitate ir labi
dokumentéta, tomér tikpat ka nav informacijas par to struktiiras-aktivitates sakaribam,
darbibas mehanismiem. P&tjjumi par ligninu antioksidativo aktivitati ir veikti,
izmantojot loti ierobezotu ligninu skaitu. Ligninu heterogenitate un struktiiras dazadiba
atkaritba no avota, ka ari tas izmainas atkariba no izdaliSanas metodes, nosaka
nepiecieSamibu veikt pé€tijumus, izmantojot lielu ligninu paraugu dazadibu, ka ari
dazadu metozu kombinaciju. Lignina analitiskas kimijas attistiba ir saistita ar
hemometrisko metozu ievieSanu un attistibu. Sakara ar to, dota darba uzdevumi bija
izpétit radniecigo mazmolekularo diarilheptanoidu wun lielmolekularo ligninu
antioksidativas ipasibas atkariba no to struktiiras un logiski izskaidrot struktiiras-
aktivitates sakaribas, vispusigi izvertét So savienojumu darbibu dazadas sint&tiskajas un
dabas sistemas, kas lautu ieglit no biomasas mehaniskas un kimiskas parstrades
neracionali izmantojamiem blakusproduktiem efektivus antioksidantus izmantoSanai

dazadas jomas.
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2. EKSPERIMENTALA DALA

2.1. Petijjuma objekti

|. Diarilheptanoidi

No lapkoku mizam iegitie diarilheptanoidi: 1,7-bis-(3,4-dihidroksifenil)-heptan-3-on-5-
O-B-D-ksilopiranozids (oregonins) (46); 1,7-bis-(3,4-dihidroksifenil)-3-hidroksi-heptan-5-O-
B-D-ksilopiranozids (72) un 1,7-bis-(4-hidroksifenil)-heptan-3-on-5-O-f-D-glikopiranozids
(platifilozids) (43).

P&tijumos ir izmantots arl komerciali pieejamais diarilheptanoids kurkumins (1,7-bis-(-
4-hidroksi-3-metoksifenil)-1,6-heptadién-2,5-dions) (41) (hromatografiski tirs, EXTRASYN-
THESE).

Il. Augu biomasas kKimiskas parstrades blakusprodukti

1) Skuju koku un lapkoku koksnes kraft lignini, kas ir izdaliti no celulozes variSanas atsarma
ar Inventia AB, izmantoto LignoBoost procesu. Sapemti no Inventijas AB (Zviedrija)
(10.2009. un 09.2010).

2) Celulozes iegiiSanas kraft procesa iegtts blakusprodukts no skuju koku un lapkoku koksnes

parstrades rapnicas. Sanemts no SIA Borregard Lignitech.

3) Celulozes ieguisanas, izmantojot natron- jeb sarma delignifikaciju, blakusprodukti. Iegati
no lauksaimniecibas augiem (abaka (Musa textilis), cukurniedres (Saccharum officiranum),
sisals (Agave sisalana), dzuta (Corchorus), kanepes (Cannabis), lini (Linum usitatissimum
L), kviesu (Triticum) salmi) eksperimentalas iekartas Sveicé un papirfabrika Thonon

(Francija) un sanemti no SIA Granit (Lausanne, Sveice).

4) Biolignins™ ir izdalits no kvieSu salmiem, izmantojot etikskabes-skudrskabes-iidens

maisijumu CIMV pilotriipnica (Pomacle, Francija).

5) Degvielas etanola razoSanas blakusprodukts. Iegiits IFP (Institute of French Petroleum)

pilotiekarta (Parize, Francija) péc kvieSu salmu hidrolizes, sanemts (03.2009.)
I11. Laboratorija iegutie lignini

1) Egles (Picea Abies) maltas koksnes lignins. Izdalits Koksnes kimijas institiita péc

Bjorkmana aprakstitas metodes [159].

2) No melnalksna (Alnus glutinosa) un osa (Fraxinus excelsior) ar sarmu izdaliti laboratorijas

lignini. To iegtiSana un raksturojums ir apraktiti talak.
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V. Pirolizes lignini

legtiti KKI eksperimentalaja iekarta. Iekarta sastav no divam kameram: 1. - kamera
izejas materiala zaveésana (180 °C temperatiira), 2. — ablativas pirolizes kamera (550 °C
temperattra). Reaktora kapacitate 150 g izejas materiala viena cikla. Iegita pirolizes ella
tika sadalita Gideni SkistoSaja un tideni nesSkistoSaja frakcijas. 60 mL pirolizes ellas pa
pilienam tika pievienota 1 L ledus auksta @idens, maisot ar 6000 apgr/min izmantojot
maisitaju Ultra turrax (IKA-ULTRATURRAX T 50 basic, Germany). Ellas-tidens attieciba bija
vismaz 1:10. Pirolizes ligninus (tiden1 neskisto$a frakcija) mazgaja ar tdeni un zavéja

vakuuma. Pirolizes ligninu iznakums no koksnes 10-12%.
2.2.Aparatiira

e Elektriska plitina Gerhard; max temp.=350 °C

e Rotacijas ietvaicétajs Heidolph Instruments (1000-0 mbar, =1 mbar, +1°C)

e Analitiskie svari Precisa 262SMA-FR (+ 0,0001g)

e Analitiskie svari - KERN ALJ 220-4, Max masa =220 g. d=0,1 mg

e Zavskapis FN 400 (= 1°C)

e Vakuumzavskapis — Vaciotempt-t, 0 -760mm/Hg

e Liofilizacijas aparats Heto PowerDry PL3000

e Preparativais hromatografs Biotage SP1

e Kolona KP-C18-HS, 90 A, dalinu izmérs 35-70 pm

e Kolonna Zorbax Eclipse XDB-C18, dalinu izmérs 5 um, 4,6x150 mm

e Autoklavs; max temp.= 350 °C

e Magnétiskais maisitajs; max apg.-min*=1500

e Stikla filtrs ar poru izméru 40 pm,

e Ultra skanas vanna — Cole Parmer 8891, 100 W, 42 KHz + 6 %

e Infrasarkanais spektrometrs — PerkinElmer ATR-FT-IR, 4000 — 450 cm™ d=4 cm™

e Presforma PerkinElmer, diametrs 13 mm

e Automatiska titréSanas iekarta — ABU 901 ar biretes tilpumu 20 mL

e Gazes hromatografs — Shimatdzu GC-MS-QP2010; pirolizes sistéma Frontier Lab (Py-
2020 iD) ar automatisko paraugu ievadisanas ierici (AS-1020 E)

e Kapilara tipa kolonna (60 m>0,25 mm>0,25 pm) ar fazi RTX-1701

e BRUKER EMX elektronu paramagnétiskas rezonanses (EPR) spectrometrs
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e Bruker Avance 400, Bruker Avance 300 MHz

e UV/VIS spektrometrs (PerkinElmer Lambda 25 UV/VIS (£0,0001 nm)

e FLUOstar Omega mikroplasu lasitajs (BMG LABTECH), Germany

e ML OXIPRES (Mikrolab Aarhus) aparats ar divam mériSanas $inam

e Termogravimetrijas aparats Metter Toledo TGA/SDTA 851 maks. t. 1000 °C

e Metter Toledo TGA/DTA 851 termiskas analizes iekarta; Metler Toledo Star® DSC
823° termiskas analizes iekarta

e Skidruma hromatografs (HPLC) Agilent 1100 ar UV-DAD un RI detektoriem

e Econofilter Syringe Filras filtrs (Agilent Technologies) ar 0,2 um poram

e GPS/SEC kolonna 300x 7,50 mm

e Automatiskais paraugu kratitajs Labquake Tube Shaker

e Ceizela ickarta (laboratorija konstruéta stikla ickarta)
2.3.Reagenti

e Heksans (blivums ~0,66 kg-L™), CAS Number: 2493-44-9

e Etilacetats (blivums 0,90 kgeL™"), CAS Number: 141-78-6

e Ledus etikskabe, CH3COOH, CAS Number: 64-19-7, 99,5%

e Jodudenrazskabe, HI, Acors organic CAS No: 10034-85-2, 57 %

e Etanols, CAS Number:64-17-5, 96%

e Metanols (HPLC gradient grade), CAS Number: 67-56-1; 99,5%

e Natrija borhidrids, NaBH; CAS Number:16940-66-2; 99,9%

e (C18-HS sorbents 90 2\, dalinu izmérs 35-70 um

e Natrija hidroksids NaOH, CAS No: 1310-73-2, 99,9

e Sérskabe H,SO,4 Sigma Aldrich, CAS No: 7664-93-9, 95-98%

e Salsskabe HC1 CAS No: 7647-01-0, 37%

e Dihlormetans CH,Cl, Lach-Ner;CAS:75-09-2

e n-Propanols CsH;,OH (HPLC grade), Sigma Aldrich, CAS No: 71-23-8; 99,9%
e Fosfora pentoksids P,Os Lach-ner, CAS No0:1314-56-3

e Kalija bromids, KBr (FT-IR grade) Sigma-Aldrich, CAS No: 7758-02-3, >99,%
e Fenols CgHsOH, Acors organic, CAS No: 108-95-2, 99 %

e Etikskabes anhidrids (CH3CO),0, Lach-Ner, CAS No: 108-24-7, 99,5%

e Kalija jodids KI, Sigma-Aldrich, CAS No: 7681-11-0, >99,0%
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Acetons (C3HgO), Lach-Ner, CAS No: 8006-64-2, 99,5%

Sarkana fosfora suspensija ideni 1%, CAS No: 7723-14-0;

Natrija tiosulfats Na;S,03 0,1 M skidums, Sigma Aldrich, CAS No: 7772-98-7
Broms Br,, Sigma-Aldrich, CAS: 64-19-7, 99,99%

Natrija acetats CH3COONa, Sigma-Aldrich, CAS No: 64-19-7, >99,7%

Slapeklis N2, 99,99%

Skudrskabe HCOOH, Sigma-Aldrich, CAS: 64-18-6, > 96,0%

Piridins CgHsN, Sigma Aldrich, CAS No 110-86-1, 99,9%

Helijs (nesgjgaze), 99,99999%

Skidrais slapeklis N

Dimetilsulfoksids DMSO (CHj3),SO, Sigma Aldrich, CAS No: 67-68-5, 99,9%

ABTS 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonskabes diamonija sals
C18H24N606S4,; M=548,7 g-mol™ Sigma Aldrich, CAS No: 30931-67-0; ~ 98%
Kalija dihidrogénfosfats KH,PO4, > 99,0%, Sigma Aldrich, CAS: 7778-77-0;

Natrija hidrogénfosfats kristalhidrats Na,HPO4 12H,0 >99,0%, Sigma Aldrich,
CAS: 10039-32-4

Kalija hlorids, KC1 > 99,0%, Sigma Aldrich, CAS No: 7447-40-7

Kalija persulfats K,S,0g >99,0%, Sigma Aldrich, CAS No: 7727-21-1

DFPH 2,2-difenil-1-pikrilhidrazils ~90%, M=394,32 gomol'l, Sigma-Aldrich,
CAS:1898-66-4

Etiléndinitrotetraetikskabe, EDTA ~99%, Sigma-Aldrich, CAS:60-00-4

Natrija karbonats kristalhidrats Na,CO3x 10H,0, > 99,5%, Sigma-Aldrich, CAS:
6132-02-1

Natrija hidrogénkarbonats NaHCOj3, Sigma-Aldrich, CAS: 144-55-8

Hipoksantins >99%, CsH;N4O, Sigma-Aldrich, CAS: 68-94-0

Nitrozilie tetrazolija sali, NBT, Sigma-Aldrich, CAS: 298-83-9

Ksantinoksidaze, Sigma-Aldrich, CAS: 9002-17-9

Fluoresceins, Sigma-Aldrich, CAS: 2321-07-5

2, 2’-azobis(2-amidino-propan) dihidrohlorids, AAPH, CgH1gNg-2HC1 CAS No: 2997-
92-4

Natrija hlorids, NaCl >99,0%, Sigma-Aldrich, CAS No: 7647-14-5

Troloks  (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilnroman-2-karboksiskabe) Ci4sH1804 >98%
(HPLC); Fluka, CAS: 53188-07-1
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e TBHQ (tert-butilhidrohinons), (CH3)3CCg¢Hs-1,4-(OH),, > 97%, Sigma-Aldrich, CAS
No: 1948-33-0

e Rapsu ella (nerafinéta, bez antioksidantu piedevas)

e  Skabeklis O,>99,0%

e PEG-400 (polietilenglikols ar MW 400 g mol™), ROTH, Art.-Nr. 0144.1

e PMDI (komercials polimérais difenilmetanadiizocianats Voratec SD 100 ar izocionata
grupu (NCO) saturu 31%)

e Alvas dibutillaurats (C4Hg)2Sn(C11H23C00)5,, tiriba: 95 % Cas No: 77-58-7

e Tetrahidrofurans (THF), 99,5% Extra Dry, Acors organic, CAS No: 109-99-9;

e P,0s, Lach-ner, CAS N0:1314-56-3

2.4. Diarilheptanoidu izdaliSana no mizam

2.4.1. Etilacetata ekstrakta iegiiSana

Diarilheptanoidu izdaliSanai izmantoja Latvijas lapkoku mizu. Baltalksna (Alnus
incana) mizas ir ieglitas no Latvija, Ogres novada, Ogresgala mezos augos$iem apméram 30
gadus veciem alks$piem un ievaktas 2010. gada 5. — 9. augusta. Bérza (Betula pendula) mizas
ieglitas no Daugavpils rajona augosiem apméram 30 gadus veciem b&rziem un ievaktas 2010.
ar kombing€to sieta sistemu caur 0,5 mm sietu. Sagatavotas mizas mitrums 8 + 1 %.

Mizu ekstrakcijas veica, izmantojot Skidinatajus ar pieaugoSu polaritati: heksanu —
etilacetatu — etanolu. Soksleta aparats sastavéja no kolbas (500 mL), ekstraktora (200 mL) un
dzesinataja. Parauga (~5 @) ekstrakcija ilga 6-8 stundas. Ekstraktu ietvaic€ja, izmantojot
rotacijas ietvaicétaju. Udens vannas temperatira bija 40 °C, spiediens atkarigs no
atdestilgjama Skidinataja virSanas temperatiiras. Sausa ekstrakta iegiSanai veica liofilizaciju.
tdens. legiito suspensiju ietvaicgja rotacijas ietvaicétaja (temperatira 40 °C, spiediens 130-50
mbar) Iidz pilnigai spirta atdestiléSanai. Ekstrakta suspensiju tdeni sasaldéja zema
temperattra (-30 °C), vienmérigi maisot, 1idz viss maisijums bija viendabigi izklajies gar
apalkolbas sieninam. Kolbu ar sasaldéto maisijumu pievienoja liofilizacijas aparatam. P&c

apméram 24 stundam liofilizacijas aparata ekstrakts bija iegiits cieta agregatstavokli.
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2.4.2. Oregonina izdaliSana no baltalkSna mizas etilacetata ekstrakta

Pagatavoja 2-2,5% baltalkSna mizas etilacetata ekstrakta Skidumu, ka Skidinataju
izmantoja 40% etanola s$kidumu. Etilacetata ekstrakta Skidumam veica preparativo
hromatografiju, izmantojot gradientu 0-25%, absorbciju meérija pie 280 un 315 nm. Ka
eluentu A preparativajai hromatografijai izmantoja 20% C,HsOH + 1% CH3;COOH skidumu,
eluents B bija 96% C,HsOH. 2.1. attéla dota baltalkSna mizas etilacetata eckstrakta
preparativas hromatografijas hromatogramma, 2.2. att€la redzama 3. frakcijas preparativa

hromatogramma, kura doming&josais savienojums ir oregonins (46).
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2.1. att. Preparativa hromatogramma baltalk§pu mizas etilacetata ekstraktam.

Viena frakcijas vieniba ir 15mL, eluents A = 20% C,HsOH un 1% CH;COOH tdens $kidums, eluents
B = 96% C,HsOH, detektésana 280 nm

Lai ieglitu oregoninu (46) ar tiribas pakapi lielaku par 95%, frakcijas, kuras satur
visvairak oregonina (46), atkartoti attirija ar preparativo hromatografiju.

Oregoninu (46) pieradija un ta saturu noteica, izmantojot UV, MS, HPLC, FTIR un PMR
metodes, ka aprakstits [237-238]. UV Amax (CH30H) 224, 281 nm. FTIR vmax, cm™: 1700
(C=0), 1606, 1518 (aromatiskais gredzens). ES™: m/z 477 [M-H]’; ES": m/z 501 ([M+Na]"),
329. PMR dati ir aprakstiti [239].
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2.2. att. Preparativa hromatogramma baltalk§nu mizas etilacetata ekstrakta 3. frakcijai.

Viena frakcijas vieniba ir 15mL, Eluents A = 20% C,HsOH un 1% CH3;COOH tidens $kidums, eluents
B = 96% C,HsOH, detektésana - pie 280 hm

2.4.3. Hidroksioregonina iegiSana

Struktiiras-antioksidativas aktivitates pétiSanai oregonina (46) karbonilgrupas reducgja

ar natrija borhidridu.

HO " OH
OH

HO HO

HO i OH

Ho O O — O O
—»
HO 46 OH HO 72 OH

2.3. att. Oregonina (46) karbonilgrupas reducésana

72 - hidroksioregonins

......

mL metanola. Ar magnétisko maisitaju iegiito Skidumu maisija [idz visa ekstrakta izSkiSanai.
Nosvera 0,5g natrija borhidrida, to iebéra iegiitaja Skiduma un maisija ar magnétisko maisitaju
istabas temperattra ~ 1 stundu. Péc tam reakcijas maisijuma iel€ja 50 mL destiléta tidens,
nedaudz paskabinaja ar koncentrétu etikskabi un atSkaidija ar destilétu tideni Iidz 200 mL.

Iegtita reducéta parauga attiriSanai izmantoja ar C18-HS sorbentu 90 A pilditu kolonnu, dalinu
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izmérs 35-70 um. 15 cm gara stikla kolonna ievietoja vati un piepildija ar C18-HS sorbentu,
raugoties, lai neizveidojas gaisa burbuli. Sorbenta slana augstums 10 cm. Iegiito reducéto
ekstraktu attirfja elugjot caur So kolonnu. Analiz€amais savienojums — 1,7-bis(3,4-
dihidroksifenil)-heptan-3-o0ls-5-O-ksilopiranozids (72) vai saisinati hidroksioregonins (72) -
attiriSanas laika adsorbgjas uz sorbenta un kolonna ir redzams ka briinganas krasas josla.
AttiriSanu no piemaisijumiem kontrolgja, izmantojot UV/VIS spektrometru. Elugja, kamér
absorbcija pie 280 nm vairs nemainijas un bija tuvu bazes linijai. Kad visi piemaistjumi bija

- =v

izmazgati, hidroksioregoninu elu&ja ar tiru etilspirtu. AttiriSanas gaita paradita 2.4. attela.

Vajadziga komponenta
Parauga PiemEi5|Jumu eluétana
atdaliana

ievadizana
A — o

[

2.4.att. Hidroksioregonina (72) attirisana

Pé&c attirisanas ar C18-HS kolonnu, hidroksioregoninu (72) papildus attirija, izmantojot
preparativo hromatografiju. Pagatavoja 2-2,5% Skidumu, ka Skidinataju izmantoja 40%
etanola skidumu. Veica preparativo hromatografiju, izmantojot gradientu 0-15%; absorbciju
meérija pie 280 un 315 nm. Ka eluentu A izmantoja 20% C,HsOH + 1% CH3;COOH $kidumu,
eluents B bija 96% C,HsOH. leguva hidroksioregoninu ar tiribas pakapi ap 90%.

Hidroksioregoninu (72) pieradija un ta saturu noteica, izmantojot UV, MS, HPLC, FTIR
un PMR metodes, ka aprakstits [237-238]. Amax (CH30H) 282 nm. ES™: m/z 479 [M-H]".
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2.4.4. Platifilozida izdaliSana no bérza mizas etilacetata ekstrakta

Pagatavoja 2-2,5% bérza mizas etilacetata ekstrakta skidumu, ka $kidinataju izmantoja
40% etanola Skidumu. Be@rza mizas etilacetata ekstrakta Skidumam veica preparativo
hromatografiju, izmantojot gradientu 5-25%. Absorbciju merija pie 280 un 315 nm. Ka
eluentu A izmantoja 20% C,HsOH + 1% CH3COOH skidumu, eluents B bija 96% C,HsOH.
leguva platofilozidu (43) ar tiribas pakapi ap 90%.
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2.5. att. Berza (Betula pendula) mizas etilacetata ekstrakta preparativa hromatogramma.

Viena frakcijas vieniba ir 15 mL , eluents A = 20% C,HsOH un 1% CH;COOH tdens $kidums,
eluents B = 96% C,HsOH, detektesana 280nm; Amax (CH3OH) 281 nm. ES™: m/z 475 (M-H)’, 295.
PMR dati ir aprakstiti [122].

2.5. Tehnisko ligninu izdali§anas, attiriSanas un frakcionéSanas metodes

2.5.1. Sarma ligninu izdaliSana no melnalk$na un o$a koksnes

Sarma lignina preparatu ieguva, varot skaidas autoklava 160 °C temperatiira 3 stundas.
Skaidu un 5% NaOH attieciba bija 1:10. Autoklava tilpums 1 litrs. Skaidu daudzums 70 g.
NaOH $kiduma tilpums 700 mL. Atfiltr&ja celulozi, atmazgaja 1idz pH 7. Filtratu paskabinaja
lidz pH 2 ar koncentrétu s€rskabi, kas atskaidita ar fideni attieciba 1:1. Paskabinato filtratu
sildija ar atteces dzesétaju iidens vanna 2,5 stundas. Ligninu nofiltr§ja un skaloja ar karstu
tideni kamér SO,* joni vairs nav detektgjami. legito ligninu 7avéja vakuumzavskapi 40°C

temperatiira.
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Melnalk$pa sarma lignina iznakums ap 20% (no sausas koksnes, mitrums < 1%). OSa sarma

lignina iznakums 20,50% (no sausas koksnes, mitrums < 1%).

2.5.2. Lignina izdaliSana no etanola razoSanas blakusproduktiem

No kviesu salmiem etanola (degvielas) razoSanas procesa iegiitajam blakusproduktam

ir liels oglhidratu saturs. Lignina attiriSanai izmantoja 2.6. att¢la paradito shemu.

HClyonc, ITdz pH = 3,5

Filtrats

4% NaOH
95°C / 2h

Mazga ar

Paraugs FiltreSana
karstu H,0

2.6. att. Lignina izdalifana no degvielas etanola raZo$anas blakusproduktiem

Apme@ram 7,5 gramus (parrékinot uz sausu masu, mitrums < 1%) lignina saturoSa
parauga ievietoja 250 mL koniskaja kolba un pievienoja 50 mL 4% NaOH $kiduma- Paraugu
divas stundas sildija uz elektriskas plitinas 95 °C temperatiira, atdzesgja Iidz istabas
temperatiirai, péc tam filtr§ja caur iepriek§ izzavetu un nosvértu stikla filtru ar poru izméru
40 pm. Nogulsnes skaloja ar nelielu daudzumu tdens, lidz filtrats kluva gaiSi briins, abus
filtratus apvienoja, parlgja 300 mL varglaze. Pievienoja koncentrétu HCI, sakuma lielakas
devas un péc tam pa pilienam, lidz pH sasniedza 3,5 (ekstrakts izkrita nogulsnés). Péc 2-3
stundam iegiitas nogulsnes filtréja caur stikla filtru un-skaloja ar destiléto Gideni lidz neitralai
reakcijai. legiitas nogulsne zaveja vakuumzavskapi 1idz konstantai masai, ka desikantu lietojot
P,Os. Katram paraugam veica 2 paralélas ekstrakcijas.

Sarma ekstrakta iznakums: 34,5 + 0,1 % (no izejas masas, mitrums < 1%).

2.5.3. Ligninu saturoSo blakusproduktu frakcionéSana ar organiskajiem Skidinatajiem

Lai samazinatu produktu heterogenitati, polidispersitati, atdalitu neskistosas frakcijas,
izmantoja ekstrakciju ar organiskajiem Skidinatajiem ar pieaugoSu polaritati: dihlormetans,
(Hansena $kidibas parametri 83 = 18,2 MPa”, &p = 6,3 MPa” un 8y =6,1 MPa”), n-propanols
(24,6; 6,8 un 17,4 MPa”, attiecigi) un metanols (29,6; 12,3 un 22,3 MPa”, attiecigi) [240].
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Ligninu saturoSos blakusproduktus, kurus iegiist péc celulozes iegiiSanas péc kraft un

LignoBoost kraft procesiem, frakciongja péc 2.7.attéla redzamas ekstrakcijas shémas.

Fitomasas parstrades
blakusprodukts

a

CH.ClI, CH2CI2-frakcija]

C3H;OH ’>C3H70H-frakcija}

CH30H-frakcija]

"

"

CH,OH

"

X - frakcija

|

2.7. att. Tehnisko ligninu frakcioné$ana ar organiskajiem $kidinatajiem

Apméram 10 gramus lignina (parrékinot uz sausu masu, mitrums < 1% ) ievietoja 250
mL varglaze un pievienoja 40 mL dihlormetana (CH,Cl,). Ligninam lava uzbriest (apméram 1
stundu), péc tam maisijumu 15 mindtes apstradaja ultraskanas vanna. Paraugu filtréja caur
iepriek§ izzavetu un nosvertu stikla filtru ar poru izméru 100 pm un ekstraktu savaca
apalkolba. Nogulsnes atkartoti apstradaja ar 40 mL dihlormetana, nofiltr§ja un ekstraktus
apvienoja. Procediru atkartoja 4-5 reizes, lidz ieguva loti gaiSu ekstraktu, uzskatot, ka visa
dotaja Skidinataja Skistosa lignina dala ir atdalita no nogulsném. Iegttas nogulsnes Zavéja lidz
konstantam svaram vakuumzavskapi, ka desikantu izmantojot P,Os, péc ekstrahgja ar nakoso
Skidinataju — propanolu (C3H;OH) tie$i tapat, ka aprakstits ieprieks, frakciongjot ar
dihlormetanu. P&c otras ekstrakcijas palikusas nogulsnes ekstrah&ja ar metanolu (CH3;OH), ka
aprakstits ieprieks [223]. P&c katras ekstrakcijas iegiitos apvienotos ekstraktus pie pazeminata
spiediena iztvaic€ja rotacijas ietvaic€taja, tad zaveja vakuumzavskapi Iidz konstantai masai.

Katram paraugam veica 2 paral€las ekstrakcijas.
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2.1. tabula

Kraft un sarma ligninu frakciju (F) iznakumi ar standartnovirzém %; (mitrums < 1%)

Paraugs F-CH,Cl, | F-C3H;OH | F-CH30H F-X

Skuju - koku - Kraft  Lignoboost | o 5, 3 | 113104 | 129405 | 663+0.9
lignins

Lapkoku Kraft Lignoboost lignins | 23,2 +0,5 48,3+ 0,6 92+0,5 19,3 £0,2
SkUJ_u_ kOkl_J Kraft lignins (izdalits 0204005 | 0304005 | 327209 |66.5+07
tradicionali)

Melnalk$na sarma lignins 20,0 +0,8 21,5+0,8 20,5+0,7 |37,9+0,7
Osa sarma lignins 349+ 0,8 21,5+ 0,7 189+0,9 | 24,1+0,6
Abakas sarma lignins 25,7+0,6 38,0+0,4 21,004 | 153+0,3
Linu sarma lignins 26,1 £0,3 24.1+0,6 17,0+0,7 |32,8+0,6

Biolignina™ (blakusprodukts, kas ir iegiits celulozes un etanola raZo$ana izmantojot

organiskos $kidinatajus) frakcioné$anai tika izmantota analoga metode, tikai ar citiem

Skidinatajiem: dihlormetans, metanols un dihlormetana - metanola maisijums (3:4). legiito

frakciju iznakumi doti 2.2. tabula.

2.2. tabula

Biolignina™ frakciju (F) iznakumi % ar standartnovirzém; mitrums < 1%

F-CH,Cl;

F-CH3OH

F -CH,CI,/CH;0H

F-X (neSkistosa

7,4+0,2

14,5+0,2

18,2+0,5

59,9+0,5

2.6. Tehnisko ligninu struktiiras analize

Visus pétamos paraugus pirms analizém homogeniz€ja un zav€ja vakuuma 40 °C

temperatiira, [iJdz mitruma saturs parauga bija < 1%. Paraugiem noteica pelnu saturu (700 °C,

3 stundas) un visu analiZzu rezultatu aprékinaSanai izmantoja paraugu masu bez pelniem.

2.6.1. FTIR spektroskopija

FTIR spektrus uznéma ar PerkinElmer Spectrum One FTIR spektrometru istabas

temperatira. Vispirms uznéma fonu spektru, lai rezultgjosa spektra neparaditos atmosfeéras

CO; un udens tvaika absorbcijas joslas. Spektru uznemsSanai izmantoja KBr tableteéSanas

tehniku. Nosvéra 1 - 1,5 mg sausa (mitrums < 1%) un homogenizéta pétama parauga un
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pievienoja ~ 180-200 mg kalija bromida, rpigi samaisija un sasmalcindja piesta. legito
viendabigo maisTjumu ievietoja presforma ar diametru 13 mm un pres€ja ar hidraulisko presi
(slodze 10 tonnas uz cm?). legitajai tabletei uzpéma FTIR spektru (izskir§ana 4 cm™,
skenéSanu skaits: 64 ). Bazes linijas korekcijai izmantoja datorprogrammu Spectrum v5.0.1.
Iegiitos spektrus normalizgja pret smaili 1514 cm™ (lignina aromatiska gredzena svarstibas),
vai ar1 pret lielako smaili. Merjjumus atkartoja 3 reizes. legito spektru piemérs dots 2.8.

attéla.

o

e

4000 3600 3200 2500 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 450
Vilna skaithis, cm™ .

2.8. att. Etanola (degvielas) razo$ana no kvieSu salmiem iegiitais produkts (zila krasa), ta sarma

ekstrakts (melna krasa), sarma neskistosa frakcija (sarkana)

2.6.2. Metoksilgrupu satura noteik§ana

Analizei izmantoja Ceizela-Fibeka-Svappaha metodi, kas ir modificéta KKI
Lignina kimijas laboratorija [160]. Metodes biitiba: apstradajot organisko savienojumu,

kas satur metoksilgrupas, notiek kvantitativa reakcija (vienadojums 2.1.):
R-OCHj; + HJ — R-OH + CH3J (2.1.)

Izveidojusos metiljodidu ka viegli gaistoSu savienojumu kvantitativi pardestile,
uztverot natrija acetadta un ledus etikskabes maisijuma, kur§ satur bromu. Broms
kvantitativi reag€ ar metiljodidu (vienadojums 2.2.):

CHs3J + Br, — CH3Br + JBr (2.2.)
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Vienlaicigi broma parakums oksidé joda bromidu (vienadojums 2.3.):
JBr + 2Br; + 3H,O0 — HJO3; + SHBr (2.3.)

Sim $kidumam pievienojot kalija jodida un sérskabes parakumu, izdalas brivs jods

vienadojums 2.4):
HJO3; + SHJ — 3J; + 3H,0 (2.4.)

Izdalijusais joda daudzums ir ekvivalents metoksilgrupu saturam nemtaja iesvara,

un to nosaka, titrgjot ar natrija tiosulfatu péc vienadojuma 2.5. :
3Jo + 6Na,S,03 — 6Nal + 3Na»,S,04 (25)

Analizi veica 2.9. attéla redzamaja iekarta.

0
i

1 - reakcijas kolba

2 - atteces dzisinatajs

3 - skaloianas trauks

4 - uzmava skalo$anas trauka
uzpildiZanai

5 - barboteris

\i] 6 - uztveéregj megene

2.9. att. Tekarta metoksilgrupu noteik$anai

Reakcijas kolbina iesvéra ~ 40 mg analiz€jama parauga ar precizitati 0,1 mg.
Kolbina 1 pievienoja ~ 0,5 g fenola, 6 pilienus etikskabes anhidrida un 3 mL 57%
jodudenrazskabes Skiduma. Skalotni lidz pusei piepildija ar sarkana fosfora suspensiju
tdeni. Uztvérégjmégene caur piltuviti ieléja 15 mL broma §kiduma, ievietoja barbotieri
un pievienoja aparatam. Uztveérgjmegeni caur novadu savienoja ar skalotni, kura bija
10% HCOOH skidums. Reakcijas kolbinu savienoja ar N, balonu un izturéja 30 minites
termoregul€jama vanna 140 °C temperatiira, vienlaicigi sekojot vienmerigai N, pliismai.

UztvergjSkidumu kvantitativi ieskaloja 250 mL Erlenmeijera kolba ar pieslipetu
aizbazni, kura iepriek§ bija ielieti 25 mL 20% CH3COONa. Energiski saskalojot,

sarkanbriinajam $kidumam no biretes pievienoja 4 % HCOOH, uzreiz 4 mL, p&c tam pa
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pilienam 1idz $kidums atkrasojas. P&c tam piepilinaja 2 pilienus metilsarkana Skiduma
un novéroja krasa izmainu. Kad viss broma parakums bija sadalits, kolba pievienoja 20
mL 10% H,SO4 un 5 ml 10% KI, kolbu noslédza ar aizbazni un atstaja stavét 5 mindtes.
Izdalito jodu titréja ar 0,05 M NapS,03 Iidz gaiSi oranzai nokrasai, tad pielika 2 mL
cietes Skiduma un, intensivi skalojot, pabeidza titréSanu.
Analizi atkarto tris reizes.

Metoksilgrupu saturu aprékinaja péc vienadojuma (2.6.);

W(OCH,) = M-lOO%

G, (1- Wr) (2.6.)
100

W(OCHj3) — metoksilgrupu saturs

V- titréSana patérétais 0,05 M Na,S,03 tilpums, mL;

f— 0,05 M Na;S,03 koncentracijas korekcijasfaktors
0,5172— OCHg3 masa, kas atbilst 1 mL 0,05 M Na,S,03, mg
Gw — sauss analiz€jamais iesvars (mitrums < 1%), mg

W,— parauga relativais mitrums, %.

2.6.3. Hidroksilgrupu satura noteik$ana

-OHtenola UN -OHcoon noteikSanai izmantoja konduktometrisko titréSanu. Lignina
sastopamo skabo funkcionalo grupu (skabo -OHcoon Un fenola -OHgenola) kvantitativai
analizei biezi izmanto “skabes — bazes” konduktometriskas titréSanas metodi. Ievadot
titréjama videé sarmu (tiesa titréSana), skabo grupu jonizacijas pakape pieaug, un lidz ar
to sistéma pieaug summara elektrovaditsp&ja. Sadu sistému titréjot ar skabi, notiek
pretejais (apgriezta titréSana), un atbilstoSi skabumam titréjas vispirms vajakas skabas -
OHyenola, pec tam skabakas -OHcoon grupas.

50 mg lignina preparata iesvéra pudelité (10 mL), kura bija iepildits slapeklis, un
aplgja ar 5 mL 0,1 M natrija hidroksida $kiduma. P&c 24 stundam pudelites saturu
kvantitativi ar destilétu tdeni ieskaloja titréjama glazite, ievietoja taja konduktometrisko
Stinu (elektrodus) un titréja ar 0,1 M HCI skidumu lidz ~ 6 mL tilpumam. TitréSanu
vadija un fiks€ja datoriz&ta rezima.

Apréekinus veica péc formulam (2.7.) un (2.8.).
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a-1,7

OHcoon = .100% 2.7))

b-1,7

OH,,, =———-100% 2.8.
A o (2.8

fen

OHcoown - karboksigrupu saturs parauga, %;
OHysenola - fenola hidroksilgrupu saturs parauga, %;
a,b - patérétais titranta tilpums, mL;

A - sausa iesvara masa (mitrums < 1%), mg;

1,7 - hidroksilgrupu masa, kas atbilst 1 mL 0,1M salsskabes HCI §kidumam, mg.
Katru analizi atkartoja 3 reizes.

Kopé€jo -OH grupu noteikSana ar acetileSanas metodi. Lai noteiktu kop&jo OH grupu
saturu lignina, biezi izmanto acetiléSanu ar etikskabes anhidrida un piridina maisijumu

(vienadojumi 2.9. — 2.12.);
R-OH + (CH3C0),0 — R-OCOCH3 + CH3COOH (2.9.)

Analiz€jama preparata iesvaram pielika acetiléjosa maisijuma precizu daudzumu, péc
reakcijas norises Ac,O parakumu sadalija ar Gideni un AcOH titréja ar sarmu. Paraléli
veica tuk§o meginajumu bez parauga iesvara. P&c tukSajam megindjumam un parauga
attitréSanai patéréto sarma tilpumu starpibas atrada reakcija saistita AcOH daudzumu,

kas ir ekvivalents acetile§jamo OH grupu saturam.

R-(OH)x + n(CH3C0),0 — R-(OCOCHj3)x + (2n-x)CH3COOH (2.10.)
Tuks$aja meéginajuma:

n(CH3CO),0 — 2nCH3COOH (2.11)

Starpiba 2n - (2n-x) = X

Acetilg§jamo OH grupu saturu analiz€jama parauga aprékinaja péc vienadojuma (2.12.);

(b, —b)-170 %

[OH]= ) (2.12.)

G - analiz€jama parauga iesvara masa, mg;
b - 0,1 M KOH tilpums, titréjot reakcijas maisijumu péc acetiléSanas, mL;

bo- 0,1 M KOH tilpums, titrjot tuk§aja meéginajuma, mL
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Kopg&jo acetilegjamo hidroksilgrupu saturu izmantoja, lai aprékinatu alifatisko
hidroksilgrupu saturu. To aprékinaja ka starpibu starp kop&jo acetilejamo hidroksilgrupu
saturu un skabo titréjamo hidroksilgrupu saturu [160, 179].

2.6.4. Analitiska pirolize - Py-GC-MS-FID

Pirms analizém lielu uzmanibu veltijam lignina paraugu homogenizacijai.

~ 2,5 mg homogeniz&éta parauga parnesa terauda tigeliti un ievietoja to pirolizes
sistémas Frontier Lab (Py-2020 iD) automatiskaja paraugu ievadiSanas iericé (AS-1020 E).
Pirolizes procesu veica 500 °C temperatiira 15 sekundes. P&c pirolizes caur gazes
hromatografa injektoru gazveida sadaliSanas produkti nonaca (split-rezima — 1 : 30) kapilara
tipa kolonna (60 m x 0,25 mm x 0,25 pm) ar fazi RTX-1701. lekarta ir modificéta ar
nesgjgazes plismas dalitaju Silica Outlet Splitter VSOS (SGE, Ringwood, Victoria, Australia)
lai vienlaicigi darbotos ar FID un MS detektoriem. Produktu identifikacijai izmantoja MS
detektoru, to relativa satura noteikSanai izmantoja liesmas jonizacijas detektoru (FID).

Gazes hromatografa nesgjgaze bija hélijs ar linearo pliismas atrumu kolonna 20,0 cm s™.
Hromatografijas procesu veica sekojosa rezima: 7,5 minites, sakot no 40 °C, uzturgja doto
temperatiiru nemainigu, tad to ar atrumu 3 °Cemin™ paaugstinaja lidz 270 °C , péc tam 10
miniites uzturéja doto temperatiiru nemainigu. legiito pirogrammu piemérs redzams 2.10.
attela.

Masas spektru uzpemsSanai izmantoja elektrona trieciena jonizaciju (70 eV) un
kvadrapola masas analizatoru ar sken&$anas apgabalu no 15,00 lidz 350,00 m/z. Savienojumu
identifikacijai izmantoja Shimadzu Corporation (Japan) Lab Solution datu bazi (GC-MS
solution Version 2.40).

Analizi atkartoja 3 reizes.
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2.10. att. Lapkoku koksnes LignoBoost kraft lignina pirogramma
2.6.5. Elektronu paramagnétiskas rezonanses spektrometrija

EPR spektrus uznéma istabas temperatiira, izmantojot datora kontroletu BRUKER EMX
spektrometru, X band frekvencé. EPR spektrus ieguva pie sekojoSiem parametriem:
mikrovilnu frekvence - 9,6 Ghz, magnétiska lauka modulacijas frekvence - 50 kHz,
mikrovilgu jauda 1 mW, centralais magnétiskais lauks 345 mT, modulacijas amplitiida -
0,02 mT, sken&sanas intervals 10 - 20 mT; g-vértiba (proporcionalitates starp megné&tisko
dipolmomentu un radikala nesaparota elektrona lenka momentu konstante) un linijas platums
AHmax tika noteikts tie$i no spektra. Brivu radikalu (paramagnétisko centru) koncentraciju
aprékindja, salidzinot pétama parauga un references materiala (paraugs, kas satur 1,9x10%
spinss=cm™, Bruker) spektru integralas intensitates. EPR spektru integralas intensitates ieguva,
noveértgjot to divkarSos integralus, izmantojot WIN EPR programmattru (Bruker).
Polikonjugéto sisttmu daudzumu lignina matrica noveért€ja péc stabilu paramagnétisku
centru koncentracijas parauga. Lai raksturotu z-konjugétas sistému veidosanos ligninu
paraugos, izmantoja veértibu, kas apzimé konjugacijas apgabalu izméru un kuru noteica
no lignina stabilo paramagné&tisko centru EPR spektru liknes ka CH fragmentu skaits,
kas ir iesaistiti nesaparota elektrona delokalizacijas apgabala.

n-Konjugétas sistémas izmérus aprekinaja péc formulas (2.13):
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n>1+ (AHo/ AHep)? (2.13.)

AHg - p-elektrona un protona, kas atrodas CH fragmenta, mijiedarbibas spektra
linijas platums (2,25 mT);

AHgs - eksperimentali iegttais EPR linijas platums.

Lai atdalitu brivus radikalus, kas nav saistiti ar polikonjugétam sistémam, pirms EPR
spektra uznemsSanas paraugus izturéja 100 °C temperatira un dzila vakuuma (1-10'4 Torr).
Parauga masa bija 10.0 - 20.0 mg (mitrums < 1%). Nesaparota elektrona delokalizacijas

regiona izmérs korel€ ar aromatiskuma pakapi [241-243].

6.0x10° 1
4.0x10°

2.0x10°

Intensitate
o
o
1

-2.0x10°

-4.0x10°

-6.0x10°

-7t - r . r 1 . r 1 T r T 1
3480 3500 3520 3540
Magneétiskais lauks, G

2.11. att. O%a sarma lignina EPR spektrs

Polikonjugéto sistému daudzumu lignina matrica noveértéja pec stabilu paramagnétisku

centru koncentracijas parauga.

2.6.6. Molekulmasas novértesana

Gelfiltracijas hromatografija. Pagatavoja parauga Skidumu dimetilsulfoksida
(DMSO0), lai masas koncentracija batu 1 mg-ml™. Tegiito $kidumu uz 24 stundam atstja uz
automatiska kratitaja. Péc 24 stundam paraugus nofiltréja, izmantojot Econofilter Syringe
filtru (Agilent Technologies) ar 0,2 pm poram. legito filtratu (100 pL) ievadija hromatografa
un veica hromatografijas analizi, izmantojot Skidruma hromatografu Agilent 1100 ar UV-DAD

un RI detektoriem Hromatografiju veica 60 °C temperatiira, izmantojot GPS/SEC 300 mm x

7,50 mm kolonnu, eluents — DMSO. Molekulmasas noveértésanai izmantoja savienojumu

izdaliSanas laikus: sakuma iziet liclmolekularakas frakcijas, pédéjas — frakcijas ar mazakam
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molekulmasam. Lai izdaliSanas laiki korelétu ar molekulmasas veértibam, tika veikta

kalibrésana ar polistirolu standartiem. legtito hromatogrammu piemérs — att. (2.12).

3 /al
— / \}
10 7 /N
— iy
08 S i
3 / ,‘
06 7 ]
= — !
(o)) 3 A
ie) = \
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E 1
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02 34 Y
0.0 = t\" ) __“::::__;_L__/_:_j-,-pk-*'“‘ . —
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Molmasa, D

2.12. att. Melnalk§pa sarma lignina metanola $kisto§as frakcijas molekulmasas sadalijums

Nosaka vidgjas skaitliskas (M;,) (vienadojums 2.14.) un vidéjas masas (My)

(vienadojums 2.15.) molekulmasas, ka ari polidispersitates pakapi, kas ir vienada ar M,,/M,.

M = ZNiMi
2N, (2.14)

CDONM?
tOXNM, (2.15.)

M; — noteiktas poliméra molekulas molekulmasa

N;— molekulu skaits ar molekulmasu M;

2.6.7. Termiska analize

Termogravimetrijas analize. Izmantojot iekartu Metter Toledo TGA/SDTA 851,
noteica paraugu masas zudumus atkariba no karséSanas temperatiiras. Sakotn&jais parauga
iesvars bija ~ 8 mg, uzkarsgsanas atrums 10 °C min™. Paraugu karsgja slapek]a atmosfera lidz

650 °C, atdzes&anas atrums 50 °C min™. Iegtto TG liknu piemérs - att. 2.13.
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2.13. att. Skuju koku koksnes LignoBoost kraft lignina termogravimetrijas Iiknes

Diferencialskenéjosa kalorimetrijas analize. StikloSanas temperatiiras noteik$anai

izmantoja diferencialas skené$anas kalorimetru Metler Toledo Star® DSC 823°, parauga

iesvars ~ 8 mg. Skeng&Sanu veica divas reizes, pirmaja skenéSana paraugu uzkarsg€ja lidz 140

°C ar atrumu 25 °C min™, tad atdzesgja lidz -50 °C, otraja reizé uzkarsgja no -50 °C lidz 170

°C ar atrumu 10 °C min™ (slapekla atmosfera) [244]. Stikloanas temperatiiras noteik3anai

izmantoja datorprogrammu Star® Software Version 9.00, lietojot DIN standartu Nr. 51007.

Iegiito DSK liknu piemérs - 2.14. att.

Izejas paraugs

dH/dT

0 50 100 150 200
T, °C

dH/dT

Dihlormetana Skistosa frakcija

0 50

100 150 200
T, °C

2.14. att. Lapkoku koksnes LignoBoost kraft lignina un ta dihlormetana $kisto$as frakcijas DSK

Iiknes
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2.7. Antioksidativas aktivitates raksturoSanas analitiskas metodes

2.7.1.  2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonskabes  (ABTS®")  radikalu

inhibéSanas metode

Pagatavoja 2 mM ABTS skidumu: nosvéra 0,055 g ABTS un izskidinaja 50 mL
fosfata buferskiduma, kas saturgja 8,18 g NaCl, 0,27 g KH»PO4 3,58 ¢
Na,HPO4x11H,0 un 0,15 g KCI 1 litra destiléta ddens. Skiduma pH jabat 7,4, tapec pH
regul&anai nepiecieSsamibas gadijuma pielika 0,1 M NaOH vai 0,1 M HCIl. ABTS*®"
stabilo radikalu izejas Skidumu ieguva, 50,0 mL 2 mM ABTS Skidumam reaggjot ar 200
puL 70 mM K»S,0g tidens Skiduma. Maisfjumu atstaja tumsa, 21+£1°C temperatiira 16
stundas. Izejas ABTS®" skidumu at$kaidija ar fosfata buferskidumu, lai absorbcijas
vértiba pie 734 nm biitu 0,800 = 0,030. Iegiito ABTS®" darba $kidumu izmantoja
paraugu antioksidativas aktivitates noteikSanai.

Pirms antioksidativas aktivitates noteikSanas mé&rija absorbciju pie 734 nm atkariba no

ABTS®" koncentracijas un ieguva regresijas vienadojumu (2.16.)

y=23,85x-0,007 (2.16.)
R2=0,999987

Antioksidativas aktivitates noteik$anai 3,0 mL ABTS®" darba $kiduma iemérija 1 cm
kivete (PMMA kivetes, V=4,5 mL) un pievienoja 30 pL noteiktas masas koncentracijas
parauga Skiduma DMSO §kidinataja, labi sakratija un 10 min iztur&ja tumsa pie 21£1°C.
P&c tam izmérija absorbciju (Aa) pie 734 nm, izmantojot UV/VIS spektrometru. Ka
salidzinasanas $kidumu izmantoja fosfata bufer§kidumu (PBS) (3 mL PBS + 30 pL
DMSO). Katram paraugam pagatavoja un analiz€ja vismaz 5 dazadas koncentracijas
Skidumus, un katram Skidumam meérjjumus atkartoja 3 reizes. Lai novertetu
antioksidanta ietekmi uz briva radikdla inhib&$anu, precizi noteica darba ABTS®"
skiduma absorbciju eksperimenta apstaklos: 3,0 mL ABTS®" darba $kiduma iemérja 1
cm kiveté un pievienoja 30 pL skidinataja DMSO (bez parauga). Absorbciju (Ag)
izmeérija péc 10 minitém pie 734 nm. Ka salidzinasanas skidumu izmantoja 3 mL PBS +
30 pL DMSO. Sos mérijumus atkartoja vairakas reizés darba gaita.

ABTS®" inhib&sanu (absorbcijas samazinasanos pie 734 nm) aprékinaja péc

formulas (2.17.).
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_ (AB _AA)

B

| x100% (2.17)

| - inhib&Sana, %;
Ag . darba Skiduma absorbcija bez antioksidanta;

Ax - darba Skiduma absorbcija ar antioksidantu péc 10 min.

Ka references meterialu izmantoja Troloksu, ta sp&ja inhib&ét radikalus atkariba no

koncentracijas ir paradita 2.15. att.

100 -
80 -
60 -

X

— y =3246,1x - 1,46
40 - R?2=0,9994
20 -
0_""I""I""I""I""I

0 0,01 0,02 0.03 0,04 0.05
C, mmol-L!

2.15. att. ABTS™ inhib&$ana (I) atkariba no Troloksa molaras koncentacijas (C)

2.7.2. 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilradikalu (DFPH"®) inhibéSanas metode

Pagatavoja 1-10“ mol-mol™ DFPH® skiduma metanola. legito DFPH® darba
Skidumu izmantoja paraugu antioksidativas aktivitates noteikSanai. Pirms tam noteica
absorbcijas (pie 515 nm) atkaribu no DFPH® koncentracijas un ieguva regresijas

vienadojumu (2.18.)

y=8,3 x + 0,001 (2.18.)
R2=0,99995

3,0 mL DPPH® darba $kiduma iemérija pudelité (Rotilaba Probenflaschchen, V=4
mL) un pievienoja 30 uL noteiktas koncentracijas parauga Skiduma DMSO, labi

sakratfja un 15 min izturgja tumsa 21+1 °C temperatiira,.p€c tam saturu atri parnesa
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kvarca kiveté un meérija maisijuma absorbciju (Aa) pie 515 nm, izmantojot UV/VIS
spektrometru. Ka salidzinaSanas Skidumu izmantoja metanolu. Katram paraugam
pagatavoja un analiz&ja 5 dazadas koncentracijas Skidumus. Katram no tiem mé&rjjumus
atkartoja 3 reizes.

Lai noveérteétu antioksidanta ietekmi uz briva radikala inhib&Sanu, precizi noteica
darba DFPH® $kiduma absorbciju eksperimenta apstaklos: 3,0 mL DFPH® darba
Skiduma iemérija 1 cm kvarca kiveté un pievienoja 30 pL Skidinataja DMSO (bez
parauga). Absorbciju (Ag) izmérija péc 15 minutém pie 515 nm. Ka salidzinasanas
$kidumu izmantoja metanolu. Sos m&rijumus atkartoja vairakas reizes darba gaita.

DFPH® inhib&Sanu (absorbcijas samazina$anos pie 515 nm) aprékindja péc
formulas (2.19.)

(ABA_—AA) x100% (2.19.)

| =
I-DFPH’ inhibéSana, %;
Ag . DFPH* darba skiduma absorbcija bez antioksidanta;

Ap -DFPH’ darba skiduma absorbcija ar antioksidantu p&c 15 min.

Ka references meterialu izmantoja Troloksu, ta sp&ja inhib&t radikalus atkariba no

koncentracijas ir redzama 2.16. att.

100,0 -

80.0 -
; y = 4144x - 26.8

60,0 R2=0.994

20.0 1

0 ] T T T T T T T T T T T T T T 1
0 0,02 0,04 0,06
C, mmol-L!

2.16. att. DFPH’ inhibéSana (I) atkariba no Troloksa molaras koncentracijas (C)
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2.7.3. Hipoksantins/ksantinoksidaze sistema generéto O,° radikalu inhib&éSanas metode.

0, metodé antioksidativas  aktivitates novértésanai tiek izmantoti
hipoksantins/ksantinoksidaze sistéma genercti skabekla anjonradikali. Radikalu saturu
nosaka fotometriski ar NBT (nitroblue tetrazolium salts — nitrozila tetrazolija sali)
indikatora palidzibu, kura reakcija ar skabekla anjonradikaliem veidojas krasains
savienojums ar absorbcijas maksimumu pie 560 nm. Antioksidants dezaktivé dalu brivu
0,*, ka rezultata mazak radikalu reagé ar indikatoru, veidojas mazak diformazana, un
absorbcija samazinas. Pagatavoja 0,06 mM EDTA Skidumu NaHCOj; - NayCOgs
buferskiduma ar pH=10,2, 250 puM hipoksantina tdens S$kidumu, 150 uM NBT
(indikators) tidens Skidumu un 0,06 U-ml™ ksantinoksidazes tdens §kidumu. Lai noteiktu
anjonradikalus saturo§a Skiduma absorbciju darba sisttma bez antioksidanta
pievienosanas, 0,5 mL EDTA S$kiduma ielgja PMMA kivete, pievienoja 1 mL
hipoksantina, 0,8 mL udens, 30 uL DMSO, 0,5 mL NBT 8kiduma un 0,2 mL
ksantinoksidazes $kiduma — kivetes saturu labi samaisija un ievietoja termostata 24 °C
temperatiira 15 miniites. P&c tam meérija absorbciju pie 560 nm. Ka salidzinaSanas
Skidumu izmantoja Skidumu, kas ir iegits tapat ka analiz€jamais Skidums, bet 0,2 mL
ksantinoksidazes tidens $kiduma vieta pievienoja 0,2 mL destiléta Gidens. Lai noteiktu
antioksidantu paraugu sp&ju dezaktivét skabekla anjonradikalus, 0,5 mL EDTA Skidumu
ielegja PMMA kivetg, pievienoja 1 mL hipoksantina, 0,8 mL tdens, 30 puL antioksidanta
Skiduma DMSO, 0,5 mL NBT $kiduma un 0,2 mL ksantinoksidazes $kiduma. Kivetes
saturu labi samaisTja un ievietoja termostata 24 °C temperatiira Uz 15 miniitém. P&c tam
mérija absorbciju pie 560 nm. Ka salidzinaSanas Skidumu izmantoja Skidumu, kura 0,2
mL ksantinoksidazes tidens Skiduma vieta bija pievienots 0,2 mL destiléta tidens. Visi
$kidumi un reagenti pirms sajauk$anas bija termostatéti 24 °C temperatira. Ka
references materialu izmantoja Troloksu.

Absorbcijas samazina$anos aprékinaja péc formulas (2.20.);

(Ag

| = A;AA) x100% (2.20)

| - O,° radikalu inhib&s$ana, %;
Ag - O,° radikalu parauga bez antioksidanta absorbcija péc 15 min.;

Anp - radikalu parauga ar antioksidantu absorbcija péc 15 min.
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2.7.4. Skabekla radikalu absorbcijas kapacitates metode

ST metode ir standartizéta. Skabekla aktivas formas, kas tick generétas AAPH [2, 2’-
azobis(2-amidino-propan)dihidrohlorids] ~ termiskas  sadaliSanas  procesa, Samazina
fluoresceina fluorescenci. Antioksidanta pievienoSana stabilizé fluoresceina signalu [245-
246].

Pagatavoja fosfata bufer§kidumu: (PBS) izskidinaja 8.18 g NaCl, 0,27 g KH,PO4x12
H,0, 3,58 g Na;HPO,4 un 0,15 g KC1 1 L destiléta tidens. Panaca, lai PBS skiduma pH ir 7,4.
Izejas fluoresceina Skiduma pagatavosanai izskidinaja 0,0225 g fluorescetna 50 mL PBS
$kiduma. Lai iegiitu 95,68 nmol-L™ fluoresceina $kidumu, kuru izmantoja testéanai, 800 puL
darba Skiduma pievienoja 50 mL PBS. 240 mM AAPH skidumu pagatavoja, izskidinot
1,6272g AAPH 25 mL PBS skiduma. Skabekla radikalu absorbcijas kapacitates (ORAC) testu
veica, izmantojot FLUOstar Omega mikroplasu lasitaju (BMG LABTECH, Germany).
Izmantoja 96 Siunu plati. Plates Stnas uzpildija ar 25 pl p&tama parauga vai Troloksa
§kiduma, vai PBS skidumu tuk$ajam mérijumam, péc tam katras $linas saturam pievienoja
150 pL fluoresceina Skiduma. Lai katram mérijumam veiktu tris paralélus eksperimentus, tris
reizes atkartoja katras Siinas saturu. Mikroplati ievietoja mikroplasu lasitaja un 15 min.
inkub&ja 37 °C temperatiira. Izmantojot automatiskas uzpildes sistému, katras $linas saturam
atri pievienoja 25uL AAPH Skiduma un veica fluorescences mérjjumus. Mérjjumus veica

apméram 90 miniites (81 cikls).

300000 - —Bez antioksidanta

250000 —— Troloks 0.0125 mmol/L
g —<— Troloks 0.0250 mmol/L
1= 200000 - —s— Troloks 0,0500 mmol/L
1]
= —o— Troloks 0,1000 mmol/L
2 150000 -
[&]
5
9 100000 -
2
o
= 50000 A
[

0 T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100

Laiks, min

2.17. att. Fluoresceina oksidé$anas inhibé$ana atkariba no antioksidanta Troloksa

koncentracijas
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Laukums zem Iiknes (AUC) aprékinaja, izmantojot 2.21. vienadojumu
AUC = (0.5+f/fo+f,/fo+3/fo++Fi/fy) x CT (2.21))

Kur fo= sakuma fluoresceina fluorescences vértiba cikla 1; fi= fluorescences veértiba cikla i un

CT= ciklu skaits minute.

net AUC = AUCparaugs - AUCbez antioksidanta (2-22-)
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1 ]
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U 6 A
=
< 4]
=
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Z 2 4
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0.1 0,12

C, mmol-L!

2.18. att. Fluoresceina degradacijas Iiknes net AUC laukuma atkariba no Troloksa

koncentracijas

Katra parauga antioksidanto kapacitati izteica ka Troloksa ekvivalentu umoli (TE) uz 1
gramu ekstrakta/parauga vai Troloksam ekvivalenta antioksidanta koncentraciju. Rezultatu
aprékinaSanai izmantoja regresijas vienadojumu (Y=aX+b) starp Troloksa koncentraciju un
neto laukumu zem fluoresceina sabrukSanas liknes (2.17 att., 2.18. att.), ka arT paraugam
aprékinato net AUC (vienad. 2.21 un 2.22). KalibréSanai izmantoja zinamu troloksa

koncentraciju PBS skidumus (2.17 att.).
2.7.5. Lipidu oksidesanas inhibéSanas metode

Rapsu ellu izmantoja ka substratu, lai noveértétu petamo paraugu sp&ju inhib&t lipidu
oksidésanos ar skabekli. 0.0250 (= 0.0001 g) antioksidanta (p&tamie ligninu saturosie produkti
vai TBHQ - tert-butilhidrohinons) iesvéra reakcijas traucina un pievienoja ellu 1idz reakcijas
maisijuma masai 5.00 g. Reakcijas maisjjumu 30 min. paklava ultraskanas iedarbibai.

Kontrolei izmantoja 5,00 g tas pasas e]las bez antioksidanta (TBHQ vai pétamie produkti)
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piedevas. Lai novértétu ellas oksidésanos, izmantoja ML OXIPRES (Mikrolab Aarhus) iekartu
ar divam meériSanas $inam. Reakcijas traucinu pievienoja skabekla balonam, skaloja ar
skabekli un tad uzpildija ar skabekli 1i1dz noteiktam sakuma spiedienam. Reakcijas trauku
ievietoja termostata un saka registrét spiediena izmainas. Eksperimenta apstakli bija: reakcijas
maisijuma masa = 5,0 g; antioksidanta saturs = 0,5 %, sakuma spiediens reakcijas sist€éma = 5
bar; temperatiira 130 °C. Katru analizi atkartoja 3 reizes. Standartnovirze visos gadijumos bija
0.1-1% robezas. Paraugu bez antioksidanta analizgja tados pasos apstaklos, tikai bez jebkadas
piedevas. Indukcijas periodu aprékinaja ka laiku, kura strauji sak krist spiediens (2.19. att.).
Ellas aizsardzibas faktora (protection factor - PF) un parauga antioksidativas aktivitates (AA)

vertibas aprékinaja péc ((2.23.) un (2.24.) vienadojumiem).
PF = IPx/IPk (2.23)
AA = (IPx - IP)/(IPtgHg - IPK) (2.24.)

IPx - ellas ar pé€tama antioksidanta piedevu indukcijas periods, stundas;
IPk - ellas bez antioksidanta piedevas indukcijas periods, stundas;

IPteHg - ellas ar sintétiska antioksidanta TBHQ piedevu indukcijas periods, stundas.

—Rap3u ella, kontrole
74 1 \ ——TBHQ
1 Pirolizes lignins, osis

7.0 1

66

6.2

Spiediens, bar

58 ]

5.4 |Indukcijas laik;

5.0:""I""I""I""I""I""I""I""I
0 0,5 1 1,5 2 25 3 3,5 4

Laiks, stundas

2.19. att. Rapsu ellas oksidésanas indukcijas laika palielina§anas antioksidantu ietekmé

2.7.6. Poliméru materialu termooksidejosas destrukcijas inhibéSanas metode

Ligninu saturoSu ekstraktu ievietoSana kompozitmateriala. Poliuretana (PU)
elastom@ru ieglsSanai izmantoja literatlra aprakstitu metodi [247]. PU elastoméru ieguva,

sajaucot polietilénglikolu (PEG) un 4,4-difenilmetana diizacianata poliméru (PMDI), ka
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katalizatoru izmantojot alvas dibutillauratu; ka Skidinataju lietoja  ekstra-sausu
tetrahidrofuranu (THF). PU elastom@ra kopé&ja masa bija 9,5 grami, un no S$is masas rékinaja
antioksidanta masu, lai ta butu 2,5% no kopéjﬁs PU elastoméra masas. 0,2375 gramus ligrﬁna
kolbas esoSos maisijumus maisija ar magnétiskajiem maisitajiem, péc 5 min tresaja pievienoja
katalizatoru un turpinaja maisit vél 5 min. Tad apvienoja PEG $kidumu ar PMDI §kidumu un
maisija 2 - 3 min. P& tam pievienoja lignina Skidumu un maisija vél 10 min., tad ievietoja
ultraskanas vanna un paklava ultraskanai 5 min. Iegiito maisijumu izl&ja apala forma (22 cm
diametra), uz 1 stundu parklaja ar stiklu. Péc 1 dienas iegiito elastom&ru nonéma no formas un
1 nedelu zavgja eksikatora ar P,Os, péc tam. zavgja 8 stundas 95 °C. Kontroles PU pléves
iegliSanai visas procediiras veica tapat, tikai nepievienoja ligninu saturoSo ekstraktu.

Ligninu saturoSo ekstraktu ietekme uz PU oksidativo destrukciju. Modelu PU

plévju termooksidésanas destrukciju pétija temperatiiras no 20°C Iidz 700 °C.

100 = 12 8
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2.20. att. Termogravimetrijas liknes kontroles poliuretana plévei (bez antioksidanta piedevas)

un plévei ar peétama lignina parauga metanola $kistoSo frakciju

Termogravimetrisko analizi veica gaisa atmosféra (plismas atrums 50 mL-min™),
izmantojot Metler Toledo Star System TGA/DTA 851e iekartu, uzkarséSanas atrums bija 10 °C

min™. Sakotngjais parauga iesvars bija 8 - 10 mg. Tapat analizéja materialu bez
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antioksidanta. Veica piecus paralélus eksperimentus. Iegato TG liknu pieméri ir paraditi 2.20

attéla.

2.7.7. Polifenolu ietekmes uz asins biokimiskajiem raditajiem (in vitro) pétiSanas

metodes

P&tijumi ir veikti sadarbiba ar RSU Cilvéka fiziologijas un biokimijas katedru un Latvijas
arstnieciskas dietologijas =zinatniski-praktisko centru. Asinis péma no brivpratigajiem
pacientiem ar metabolisko sindromu. Izmantoja ari asins no pacientiem ar normalu
metabolisma gaitu. Veica 40 sérijas eksperimentu in vitro. Asins biokimiskos raditajus pirms
un péc inkub&Sanas ar p&tamajiem polifenoliem noteica ar eiro-sertificétam metodém,
izmantojot Random testéSanas komplektus (CAT, SD 125, RS 504 and NX 2332).

Novertgja polifenolu ietekmi uz lipidu peroksidéSanas raditaju (malondialdehids) un
proteinu oksidéSanas raditajiem (proteinu aldehidi un ketoni). Malondialdehids (MDA) ir
lipidu peroksidéSanas produkts, ta koncentracijas palielinaSanas asinis izraisa dazadus
degenerativus procesus, pieméram, aterosklerozes agresivo attistibu. Malondialdehida
noteik§anas metode balstas uz MDA reakciju ar tiobarbitiirskabi un rekcijas produktu
fotometrisko noteikSanu. Proteinu aldehidi un ketoni rodas proteinu oksidé$anas rezultata
(aminoskabju sankézu tie$ds oksidé$anas rezultata). So savienojumu uzkra$anas asinis var
izraisit nev€lamus procesus. To noteikSanas metode balstas uz reakciju ar 2,4-

dinitrofenilhidrazinu un reakcijas produktu fotometrisko noteikSanu [248-251].

2.8. Hemometriskas analizes metodes

Pétijumu datu drosibas intervalu un standartnovirzu aprékinasanai izmantoja MS Excel
2010 un IBM SPSS Statistics 21,0 programmatiru. Dazadu struktiiras analizu rezultatu
savstarpgjai izvertéSanai izmantoja paru korelacijas analizi. Lai klasificétu paraugus péc to
strukttiras pasibam, ir izmantota PCA (,,Principal Component Analysis”) metode (XLSTAT
2013). Kvalitativo struktiiras-aktivitates sakaribu noteikSanai lietoja parcialas korelacijas
analizi (IBM SPSS Statistics 21,0). Kvantitativo struktiiras-aktivitates sakaribu rakturoSanai ir
izmantotas daudzfaktoru regresijas analizes metodes (PLS, CCR — korel€joSo komponentu
regresija) (XLSTAT 2013).
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2.9. Molekularas modeléSanas metodes

Lai iegiitu informaciju par pétamo polifenolu antioksidativas darbibas mehanismiem, ka
arT sakartotu struktiiras-antioksidativas aktivitates sakaribas, aprékinaja galvenos ar fenola
savienojumu redoks-reagétsp€ju saistitus deskriptorus:

1) O-H saisu disociacijas entalpijas (BDE) aprékinaja atnemot izejas fenola (ArOH)
entalpiju no attieciga fenoksilradikala (ArO®) un H°® entalpiju summas (skat. 1.13.
vienadojumu);

2) Jonizacijas potencialu (IP) aprékinaja ka starpibu starp attieciga katjonradikala
(ArOH™) un izejas fenola (ArOH) entalpijam (skat. 1.15. vienadadojumu);

3) Elektrona parneses entalpiju (ETE) no deprotonétas formas aprékina ka starpibu starp
attieciga fenoksilradikala (ArO®) un izejas polifenola deprotonétas formas ArO™ entalpijam
(skat. 1.17. vienadojumu).

Energijas aprékinasanai un geometrijas optimizacijai izmantoja DFT B3P86/6-31+G(d,p)
shému un DFT ©B97XD/6-31+G(d,p)//®B97XD/6-31G(d) shému. Pirma aprékinu shéma ir
loti labi piemérota polifenolu BDE aprékinasanai, otra sh€ma ir izmantota, lai pemtu véra
nekovalentas mijiedarbibas (galvenokart z-stacking miisu gadijuma) [51, 92-93].

Aprékinus veica ari nemot véra Skidinataja ietekmi, izmantojot PCM (polarizable
continuum model) pieeju. Visus aprékinus veica, izmantojot Gaussian(09® programmatiiru no
Gauss Inc, USA. Spina blivuma sadalijumu ArO*® radikalos raksturoja, balstoties uz Mulliken

analizém, izmantojot Limozas Universitates.programmatiru ZOA.
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3. REZULTATI UN TO IZVERTEJUMS

3.1. Antioksidativas aktivitates noteik§anas metoZu izvéle un pielagoSana

pétamajiem paraugiem

Struktiiras-antioksidativas aktivitates sakaribu raksturoSanai ir nepiecieSams noskaidrot
antioksidantu un radikalu reakcijas stehiometriju. Pamatojoties uz literatiiras analizi, §im
mérkim ir izvélétas divas ,,reducé$anas” metodes: DFPH® un ABTS®" radikalu dezaktivé$anas
metodes, kas ir pielagotas pétamo polifenolu antioksidativas aktivitates noteikSanai. Ir

noskaidrots laiks, péc kura reakcija starp antioksidantu un radikali beidzas, izejas radikalu

vy — 1

vvvvvv

limit€ analizes iesp&jamibu. Viens no dota darba uzdevumien ir salidzinat un savstarpgji
izvertét dazadu radniecigo augu polifenolu antioksidativo aktivitati, tapéc vajadzétu izvéleties
iespgjami universalaku  Skidinataju. Parbaudot dazadu S$kidinataju ietekmi uz testu
rezultatiem, ir pieradits, ka izvéletajos apstaklos optimala ir DMSO lietosana. DFPH® metode
ir pielagota darbam ar iesp&jami mazakam polifenolu koncentracijam. Tas ir aktuali
savienojumiem, kas var absorbét gaismu pie ta pasa vilpa garuma ka DFPH®. Ir izpétita katra
savienojuma absorbcija izveletajas koncentracijas pie darba vilna garuma, lai parliecinatos, ka
ta batiski neietekmé testa rezultatus. DaZziem paraugiem DFPH® testa rezultati ir parbauditi
UV/VIS detektora vieta izmantojot EPR detektoru. Iegtitie rezultati sakrit, bet sakara ar
UV/VIS detektora lielako jiitibu, salidzinot ar EPR, darba tas izradijas daudz &értaks.

Lai novertetu kinétiskus faktorus, izvélgjamies skabekla radikalu absorbcijas kapacitates
(ORAC) metodi un fermentativaja sisttma generéto O,"” dezaktiveésanas metodes.

Darba gaita ir izpétita ligninu ietekme uz asins biokimiskajiem raditajiem in vitro. Lai
realizétu 3o testu, bija jaizstrada metode Gideni neskistosa lignina ievadiSanai asinis. Sis
fiziologiskaja skiduma (20 mL) un ieguta Skiduma atSkaidiSana ar HCI lidz asins tuvajam pH
(7,4). Ir pabaudita iegiita Skiduma stabilitate, 7 dienu laika merot ta UV/VIS absorbciju.
Izstradata metode palielina lignina analizes iespgjas.

Radikalu dezaktivéSanas aktivitates rezultati ir izteikti ka IKsp, kas parada, kada
antioksidanta koncentracija ir nepiecieSama, lai uz pusi samazinatu izejas briva radikala
koncentraciju. So parametru visbiezak izmanto literatiira. Bet IKsq ir atkariga no radikala
izejas koncentracijas (kuru rakstos biezi vien nenorada), un tas apgritina dazadu pétniecosko

institliciju rezultatu salidzinaSanu, ka arT neraksturo radikala un antioksidanta reakcijas
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stehiometriju. Tapéc Saja darba ir izmantotas ari radikalu dezaktivéSanas kapacitates (RDK),
kas parada, cik radikalu molus dezaktivé viens mols antioksidanta. Jo lielaka ir RDK vértiba,
jo augstaka ir antioksidativa aktivitate. Radikalu dezaktivéSanas indekss RDI (dezaktivéto
radikalu skaits, parrékinats uz fenola hidroksilgrupu skaitu), lauj iegiit vairak informacijas par
pétamo diarilheptanoidu reagétspéju un, papildus fenola hidroksilgrupam, pastiprina citu
strukturas Tpasibu ieguldijumu. Ta ka termodinamiskie parametri tiek aprékinati katrai fenola
hidroksilgrupai, apvienojot teorétiskos un eksperimentalos pétjjumus, ir jéga izmantot RDI
parametru.

Lignins ir polimérs ar precizi nedefingjamu struktiru, tapat nevar izmantot konkrétu
molekulmasas vértibu. Tapéc antioksidativas aktivitates pétijjumos izmanto masas
koncentracijas, 11dzigi ka daudziem polifenolu ekstraktiem, kad tie ir sarezgiti péc sastava un
molekulmasas noteikSana nav iespgjama. Saja gadijuma IKsp parametram ir svariga nozime
no praktiskas izmantosanas viedokla, taCu to nevar izmantot struktiras-aktivitates sakaribu
pétijumos. So pétijumu veikSanai ir jaizmanto molaras koncentracijas, jo tie$i molekulu skaits
nevis to svars nosaka aktivitati [250]. Polifenolu gadijuma antioksidativo aktivitati nosaka
fenola hidroksilgrupas. Lignina gadijuma nav iesp&jams izteikt antioksidativo aktivitati uz 1
molu savienojuma, bet, pamatojoties uz funkcionalas analizes rezultatiem un atrastam IKsg
veértibam, ka ari zinot precizas radikalu koncentracijas pirms un p&c reakcijas ar antioksidantu,

var atrast radikalu dezaktivésanas indeksus, RDI.
3.2. Diarilheptanoidu struktiiras - antioksidativas aktivitates sakaribas

Diarilheptanoidu antioksidativas aktivitates pétiSanai izmantotie oregonins (46) un
platifilozids (43) ir izdaliti no Latvijas lapkoku mizam, hidroksioregonins (72) ir iegits,
reducgjot oregoninu (46) ar NaBH,, kurkumins (41) ir nopirkts no Sigma Aldrich (skat. 2.1.
nodalu).

Sis darbs apvieno eksperimentalas analitiskas kimijas un teorétiskas kimijas petjjumus.
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3.1. att. Diarilheptanoidu struktiiras

3.2.1. Diarilheptanoidu antioksidativas aktivitates raksturosana, izmantojot

eksperimentalas analitiskas kimijas metodes

Ir izpetita diarilheptanoidu sp€ja dezaktivét dazadus stabilus brivos radikalus atkariba no
koncentracijas. Izejas ABTS®" koncentracija reakcijas maistjuma ir 0,037 (£0,001) mmol-L*,

meérjumi tika veikti pe€c 10 miniitém no reakcijas sakuma.

a Hidroksioregonins ® Kurkumins ¢ Platifilozids ® Oregonins < Troloks
80.0 1
60,0 1
\6'3 ? 1
40,0 -
20,0
0,0""I""I""I""I""I""I
0 0,0025 0,005 0,0075 0,01 0,0125 0,015
C, mmol-L!

3.2. att. ABTS™ katjonradikalu inhibé$ana (1) atkariba no diarilheptanoidu vai Troloksa

molaras koncentracijas (C)
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Sakariba starp antioksidanta koncentraciju un 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-
sulfonskabes katjonradikalu dezaktivésanu ir lineara plasa koncentraciju diapazona (R*>0,99)
(3.2. att.).

Ari spéja dezaktivét stabilus brivos 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilradikalus (DFPH’)
atkariba no koncentracijas ir lineara (R?>0,99). Izejas DFPH’ radika]u koncentracija reakcijas
maisijuma ir 0,099 (7+0,004) mmol-L™, mérfjumus veica péc 15 mindtém no reakcijas

sakuma.

® Oregonins 4 Hidroksioregonins @ Kurkumins x Troloks

80.00 -

60,00 1

%

40,00 1

20,00 1

..00 ] T T T [ T T T T [ T T T T ] T T T T [ T T T T ] T T T T ]
0,000 0.010 0,020 0,030 0,040 0,050 0,060
C, mmol-L!

3.3. att. DFPH’ radikalu inhibé$ana atkariba no diarilheptanoidu vai Troloksa molaras

koncentracijas (C)

P&tamo savienojumu antioksidativa aktivitate ABTS®" un DFPH® testos bitiski at3kiras
(3.1. tabula). Oregonina (46) un hidroksioregonina (72) radikalu dezaktivéSanas kapacitates ir
tuvas. DFPH® testa S0 savienojumu RDK ir ievérojami augstaki, salidzinot ar Troloksu (31)
un kKurkuminu (37), kas norada uz lielaku aktivitati (3.1. tabula). Platifilozidam (43) nav
novérota sp&ja dezaktivet DFPH® radikalus (3.1. tabula). Dezaktivéto radikalu skaits,
parrekinats uz fenola hidroksilgrupu skaitu, lauj iegit vairak informacijas par p&tamo
diarilheptanoidu redoksreagétsp&ju un, papildus fenola hidroksilgrupam pastiprina citu
struktiiras TpaSibu ieguldijumu. Radikalu dezaktivésanas indeksa RDI - DPPH/OHyenola
vertibas >1, norada uz izveidoto fenoksilradikalu ka otr&jo antioksidantu piedaliSanos reakcija
ar radikaliem. ABTS®" testd nav novérota nozimiga starpiba starp diarilheptanoidu RDK
veértibam, kas ir ievérojami lielakas, salidzinot ar Troloksu (68). Parrékinot rezultatus uz
fenola hidroksilgrupam, var secinat, ka reakcija ar ABTS®" radikaliem piedalds ne visas
oregonina (46) un hidroksioregonina (72) fenola hidroksilgrupas (3.1. tabula).

Diarilheptanoidu antioksidativa aktivitate ABTS®" un DPPH® testos izteikta gan ka 1Ks,, gan
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ka RDK (dezaktivéto radikalu molu skaits uz 1 molu savienojuma), gan ka RDI (dezaktivéto

radikalu skaits uz vienu fenola hidroksilgrupu) ir paradita 3.1. tabula.

3.1. tabula
Diarilheptanoidu antioksidativa aktivitate ABTS*" un DPPH® testos

Savienojums IKso, pmol-L™ RDK RDI

(skat. 3.1.att.) | ABTS*" | DPPH* | ABTS®" | DPPH®* | ABTS*" DPPH*
Oregonins (46) 6,5+0,3 10,7+0,4 2,6£0,2 4,840,2 | 0,71+0,04 | 1,22+0,06
Hidroksioregonins
a2 5,6+0,2 | 10,0+0,4 | 3,1+0,10 | 5,2+0,3 | 0,82+0,04 | 1,33+0,06
Platifilozids (43) 5,8+0,3 n.a.* 3,0+0,2 n.a.* 1,52+0,08 n.a.*
Kurkumins (41) 6,9+0,2 | 34,5+0,8 | 2,4+0,10 | 1,5+0,10 | 1,20+0,06 | 0,80+0,04
Troloks (31) 16,0+0,3 | 18,6+0,3 | 1,12+0,02 | 2,7+0,10 | 1,12+0,02 | 2,7+0,10

*n.a. — nav aktivs

Spé&jai dezaktivét aktiva skabekla formas ir svariga loma veselibas aprapé [30-32].

Mizas diarilheptanoidi (oregonins (46) un hidroksioregonins (72), kas uzradija augstu

antioksidativo aktivitati abos iepriek§minétajos testos, ir parbauditi arm1 O,°" dezaktivésanas

testa. 02" rodas hipoksantins/ksantinoksidaze fermentativaja sistéma reakcijas maisijuma

antioksidanta klatbiitng. Reakcijas laiks - 15 mindtes. Abi diarilheptanoidi dezaktivé ~ 45-

55% O,°, tas pats efekts ir novérots Troloksam (31) (3.4. att.).

[, %

- % = Troloks —@— Oregonins —&— Hidroksioregonins

60,0
40,0

?

20,0

0,0 20,0 40,0 60,0

C, mmol-L !

3.4. att. O," inhib&sana (I), atkariba no antioksidanta molaras koncentracijas (C)
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Skabek]a radikalu absorbcijas kapacitate (ORAC) sniedz informaciju par antioksidantu
speju aizsargat substratu (Saja testa fluoresceinu) no oksidéSanas ar skabekla
peroksilradikaliem. P&tot fluoresceina oksidésanas kiné&tiskas liknes ar vai bez antioksidantu
klatbutnes, var novertét oksidéSanas sakuma aizkaveSanos antioksidantu darbibas rezultata, ka
ar1 oksidéSanas atruma samazinaSanos (3.5. att.). Antioksidantu darbibas rezultata palielinas
laukumi zem fluoresceina oksidésanas kiné&tiskajam Iikném (AUC). Salidzinot laukumus zem
likném ar un bez antioksidantu klatbitnes — net AUC (laukums zem liknes minus kontroles
parauga laukums zem liknes), novérté antioksidativo aktivitati. No Troloksa (68) kalibrésanas
liknes iegiita regresijas vienadojuma atrod Troloksa (68) koncentraciju, kas atbilst analogai
net AUC vértibai (3.1).

net AUC +1,2364
0,1776

Ctroloks(:ur‘nOI : Ll) = (31)

Aprekinot, kada p&tama parauga koncentracija dezaktivé radikalus tapat ka 1 mmol-L™
Troloksa Skidums, iegiist TEAC (Troloksam ekvivalenta antioksidativa kapacitate) vértibas,

mmol-L". Diarilheptanoidu koncentracija reakcijas maisijuma bija 0,001% wiv.

1 Oregonins
] —— Platifilozids
o 08 3 - - - Bez antioksidanta
2 ] —e— Hidroksioregonins
b _
2 . —— Kurkumins
s 0,6
Q ]
= ]
= i
s 04 -
= ]
5 ]
&2 02
0 N R I-I__I_I-I
0.0 20.0 40.0 60.0 80.0 100.0
Laiks, min

3.5. att. Fluoresceina oksidésanas ar ROO’ kinétiskas liknes ar un bez diarilheptanoidu

klatbiitnes

ST metode lauj vienlaicigi novértst gan substrata oksidésanas pakapi, gan oksidésanas
kinétiku. Hidroksioregonins (72) uzradija augstako antioksidativo aktivitati starp pétitajiem
diarilheptanoidiem. Hidroksioregonina (72) klatblitné intensiva fluoresceina oksidéSanas
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sakas péc indukcijas laika ~ 20 min.; tas pats indukcijas laiks ir oregonina (42) klatbitné.
Platifilozida (43) un kurkumina (41) klatbiitné intensiva oksidéSanas sakas bez indukcijas
laika. Péc 40 minttém hidroksioregonina (72) klatbiitné ir oksidgjies ~ 30% substrata,
oregonina (46) klatbtitné — 50%, platifilozida (43) un kurkumina (41) klatbatné — ~ 60%.
Hidroksioregoninam (72) ir aprékinats TEAC = 0,13 + 0,03 mmol-L™, oregonina (46) un
platifilozida (43) antioksidativa aktivitate bija TEAC= 0,18 + 0,02 mmoI-L'l, un TEAC =
0,22 + 0,02 mmol-L™ attiecigi. Kurkumina (41) TEAC = 0,28 + 0,02 mmol-L™. Iegitie
rezultati parada, ka pétito diarilheptanoidu antioksidativa aktivitate ir ievérojami augstaka,

salidzinot ar Troloksu (31).

3.2.2. Diarilheptanoidu antioksidativas aktivitates racionalizéSana, izmantojot

molekularas modelésanas metodes

Konformacijas analize paradija, ka n-konjugacijas dél kurkumina (37) molekula (enola

forma, kas ir stabilaka) ir pilnigi plakana (3.6. att.).

%

3.6. att. Kurkumina (41) stabilakais konformérs

Citu diarilheptanoidu alifatiskajas k&dés nav dubultsaisu un lidz ar to nav tadas m-
konjugacijas, un molekulas ir lokamas. Ir iegtti divi stabili konformeéri: atvérts un salocits
(3.7. att.). Pedgjais ir stabilizgts, pateicoties nekovalentam mijiedarbibam (tidenraza saites un
n-mijiedarbiba) (3.7. att.).

Oregonina (46) un hidroksioregonina (72) gadijumos (katehola vienibu klatbiitne) abu
konforméru energijas ir tuvas (pirmais ir stabilaks par 0,6 kcal-mol™). Tas ir saistits ar divu

katehola vienibu paral€lu novietojumu n-mijiedarbibu. (3.7. att.).

88



3.7. att. Oregonina (46) un hidroksioregonina (72) stabilakie konforméri: atvérts (46 a un 72 a)
un salocits (46 b un 72 b)

Platifilozida (43) gadijuma (fenola vienibu klatbiitn€), n-mijiedarbiba nav izdeviga, un
salocitas formas stabilizacija piedalas tikai tidenraza saites (3.8. att.). Saja gadijuma H-saites

ir stipras, un rezultata salocita forma, salidzinot ar atvérto formu, ir stabilaka par 4.9

kcal-mol™.
2
¥ R *Mt i
25 3P ‘ﬂ/. v ’*"J
43 a

3.8. att. Platifilozida (43) stabilakie konformeri : atverts (43 a) un salocits (43 b)

Ka aprakstits literatiiras apskata, ir tris galvenie mehanismi, ka izpauZzas fenola

savienojumu sp&ja dezaktivet brivos radikalus. Tie atbilst $adam reakcijam:

1) ArO-H + R’ — ArO" + R-H (PCET) (3.2)
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Termodinamiskais deskriptors: BDE = H®ggk(ArO*®) + H°0gx(H®) - H®20gx(ArOH)

2) ArO-H + R’ — ArOH" + R" — RH + ArO" (ET-PT)
Termodinamiskais deskriptors: 1P = HOax(ArOH"®) - H®95x(ArOH)

3) ArO-H — ArO + H"; ArO"+R"— ArO"+ R; R + H" — RH (SPLET)
Termodinamiskais deskriptors: ETE = H°pggx(ArO*®) - H®gx(Ar0O)

Pétitajiem  diarilheptanoidiem

ir aprekinati

§o0 mehanismu norisi

(3.3.)

(3.4)

noteicosie

termodinamiskie deskriptori (BDE, IP, ETE) (3.2. tabula). Ir nemti véra abi konforméri

(atvertais un salocTtais).

3.2. tabula

Oregonina (46), hidroksioregonina (72), platifilozida (43) un kurkumina (41) O-H saiSu

disociacijas entalpijas (BDE), jonizacijas potenciali (IP) un elektrona parneses entalpijas (ETE)

- BDE, IP, ETE,
Savienojums/OH grupa Konformers L L L
kcal-mol kcalemol™ | kcal-mol
3-OH b arverts (46 a) 76,3 97,3
@) P -
O O Salocits (46 b) 77,9 97,6
3"-OH b atvérts (46 a) 76,4 97,2
. _
O O Salocits (46 b) 77,2 103,0
_ 172,9%
4-OH o b atverts (46 a) 75,3 95,2
DO ¢ salocits (46 b) 74.9 103,8
4-OH b averts (46 a) 755 96,0
® ¢ : salocits (46 b) 74,2 102,2
D
3-OH i\) atverts (72 a) 76,2 97,5
= I 170,8*
o O O salocits (72 b) 77,6 98,8
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3.2. tabulas turpinajums

L BDE, IP, ETE,
Savienojums/OH grupa Konformeérs L L L
kcal-mol kcal-mol™ | kcals-mol
3°-OH b atvérts (12 a) 76,0 97,8
) o o _ _
O O salocits (72 b) 77,7 102,9
4-OH won, b atverts (72 a) 74,6 96,2
o o P 170,8*
salocits (72 b) 74,4 105,0
OH
4-OH b atvérts (72 a) 75,3 96,6
" O O B salocits (72 b) 74,0 102,6
HO '<lD)

AOH . bﬁ atverts (43 a) 82,0 97,6
salocits (43 b) 82,7 105,3
oH

_ 177,3*

4-0H b‘ atverts (43 a) 82,1 98,1

o

salocits (43 b) 81,8 104,3
HO @

g
o8 A (41a) 81,2 100,7

166,7*
@ on

(41 a) 106,9 113,2

HO

* vidgjas vertibas

DFPH® dezaktivésanas racionalizéSana - BDE aprekinu rezultati izskaido DFPH®
testa iegiitos rezultatus diarilheptanoidiem ar piesatinato alkilkedi (3.2. tabula). Zemakas O-H
BDE vértibas ir iegiitas hidroksioregoninam (72) un oregoninam (46). 4-OH un 4’-OH grupu
BDE ir 74 - 75 kcal.mol™, kas ir polifenolu BDE zemo vértibu diapazona, un atbilst loti
aktivam grupam; attieciba uz radikalu dezaktivésanu [252-253]. 3-OH un 3’-OH grupam arT ir
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zemas BDE vartibas (76-78 kcal-mol™). Tas apstiprina katehola vienibas svarigo lomu, kas ir
plasi aprakstita citiem polifenoliem. Katehola vieniba sp&j parnest pat divus tidenraza atomus
(HAT), secigi veidojot fenoksilradikali un o-hinonu. Izveidota fenoksilradikala spina blivuma
sadaliSanas pa aromatisko gredzenu samazina BDE vértibas (piemé&ram, skat. 3.9. att.). Par¢jo
diarilheptanoidu fenoksilradikalu spina blivuma sadalijumi ir doti 2. pielikuma. =-
konjugacijas efekts samazina spina blivumu uz skabek]a atoma, no kura tiek atnemts protons,
padarot izveidoto radikali stabilu un BDE zemu. Starp oregonina (46) un hidroksioregonina
(72) fenoksilradikaliem nav novérota nozimiga starpiba (skat. 2. pielikumu). ArT konformacija
(atverta vai salocita) nozimigi neietekmé BDE vertibas. Tas nozimé, ka intramolekulara

mijiedarbiba nav pietiekosi stipra, lai nodroSinatu ladina parnesi starp gredzeniem.

0,21

3.9. att. Spina blivuma sadalijums oregonina (46) atvértas formas fenoksilradikali, kas ir

izveidots no viena no aromatisko gredzenu 4-OH¢.n, grupas

Kurkumina (41) un platifilozida (43) BDE vértibas ir ievérojami lielakas, salidzinot ar
oregoninu (46) un hidroksioregoninu (72) (~81-82 kcal.mol™). Tas rada, ka $ie savienojumi ir
vaji DFPH® radikalu dezaktivatori. Nemot véra savienojumu veidoSanas entalpijas, brivo
radikalu dezaktiveSanas reakcijas (ArO-H + R®* — ArO® + RH) termodinamisko bilanci var
iegiit ka starpibu starp antioksidantu O-H BDE un oksidétaju R-H BDE. Brivo radikalu
dezaktivésana notiek, ja BDE(ArO-H) < BDE (R-H).

Aprekinata DFPH-H BDE vertiba ir ~ 80 kcal-mol™ (precizak 79.9 kcal-mol™,
izmantojot ®B97XD/6-31+G(d,p) aprékinus), kas padara So testu efektivu, lai atSkirtu
dazadus polifenolus péc to sp&jas dezaktivét radikalus. TieSam, lielakajai dalai polifenolu
BDE vértibas ir tie§i diapazona 70-90 kcal-mol™. Miisu gadijuma oregonins (46) un
hidroksioregonins (72) ir efektivi DPPH® dezaktivétaji (ar BDE << 80 kcalsmol™, skat. 3.2.
tabulu), bet kurkumins (41) un platifilozids (43) ir neefektivi (ar BDE nedaudz lielaku par 80

kcal-mol™, skat. 3.2. tabulu). Pé&tijumos sistématiski ir novérota korelacija starp BDE un
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eksperimentali noteiktajam DFPH® dezaktivésanas kapacitatem, ka arT reagétsp&jas zudums
testa ar DFPH® pie BDE, lielakam par noteikto robezvértibu [93, 252-254]. Dotaja p&tijuma
fenola O-H BDE robezvértibas nozime apstiprinas platifilozida (43) gadijuma un
neapstiprinas kurkumina (41) gadijuma. Tas parada, ka neskatoties uz BDE parametra
svarigumu, tas nevar pilniba izskaidrot fenolu sp&ju dezaktivét brivos radikalus. BDE ir
ick$gjais parametrs, kas nevar viennozimigi raksturot uzvedibu §kidumos, kura ir atkariga no
polaritates, pH un sp&jas disociét. Starpiba starp platifilozidu (43) un kurkuminu (41),
visticamak, ir izskaidrojama ar kurkumina (41) sp&ju deprotonéties un o-metoksilgrupu
svarigo lomu. Kurkumina (41) pKa ir: 8,0; 9,3; un 9,9, kas nozim¢, ka eksperimenta apstaklos
dala no kurkumina (37) ir mono-deprotonétaja forma. Saja gadijuma, SPLET mehanismam
var bt ieguldijums ka otréjam mehanismam [69].

Salidzinot spina blivuma sadalijumu kurkumina (41) fenoksilradikalos un piesatinato
diarilheptanoidu fenoksilradikalos, var izdarit secinajumu par a-dubultsaiSu pozitivo ietekmi
uz izveidoto radikalu stabilitati (3.9. att., 2. pielikums). Fenoksilradikala stabilitate pozitivi
ietekm@ antioksidativo aktivitati (samazina BDE vertibas), tomér tas nozime nav izskirosa, ko
apstiprina kurkumina (37) un platifilozida (43) antioksidativa aktivitate DFPH® testa. Svariga
nozime ir O-H saites sp&jai atdot H atomu. Saskana ar literatiiras datiem, alkilkédes ar
elektrondonoram ipasibam pozitivi ietekmé antioksidativo aktivitati. To var izskaidrot ar So
grupu pozitivo ietekmi uz fenola O-H saites disociaciju. Dubultsaitém piemit atvelkoSs
indukcijas efekts, kas var apgritinat H-atoma atrausanu no fenola OH. Tapéc dubultsaisu
klatbutnes ietekme uz antioksidativo aktivitati nav viennozimiga. Kurkumina (41) gadijuma
nav noverota dubultsaites pozitiva ietekme uz BDE, tomér m-konjugacija var ietekmét spe&ju
veidot aktivus otr&jos antioksidantus.

Dazam kurkumina molekulam deprotongjoties, var tikt aktivéts SPLET mehanisms,
veidojoties fenoksilradikaliem, kas talak spina blivuma sadalijjuma dg] var aktivét alifatiskas
keédes oglekla atomus uz HAT. Tada veida vienas fenola grupas aktivéSanas rezultata tiek
parnesti divi Udenraza atomi un dezaktivétas divas brivo radikalu molekulas. Ar to var
izskaidrot lielaku dezaktivéto DFPH® molekulu skaitu neka sagaidams, noveértgjot kurkumina
pKa vértibas.

ABTS®*" un ROO® dezaktivéSanas racionalizé§ana. ROO-H BDE vértibas ir ~ 88
kcal-mol™. BDE vértiba ROO® radikaliem, kuri veidojas no AAPH (ORAC testd), ir 86,5
kcal-mol™ (izmantojot ®B97XD/6-31+G(d,p) aprekinus). Liclaka BDE vartiba, salidzinot
aktivo un vidgji-aktivo fenolu BDE vértibas, padara testu, kas balstas uz ROO*® dezaktivesanu,
mazak svarigu strukttras-antioksidativas aktivitates sakaribas noteikSanai- Tomer $im testam

ir liela praktiska nozime, jo tas operé ar realajas sisteémas eksistejoSiem radikaliem; ta ir
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konkurences metode, izmantojama antioksidantu reakciju kinétikas pétijumos. Ta ka H atomu
parneses kingtika ir loti atra [58], visi izpétitie diarilheptanoidi uzradija augstu aktivitati Saja
testa. Hidroksioregoninam (72) ir visaugstaka aktivitate atbilstosi zemakai BDE vértibai.

Pretgji aprekinatajam BDE vértibam, ABTS®" testa hidroksioregonina (72) un
platifilozida (43) aktivitates ir gandriz vienadas, tapat ari oregonina (46) un kurkumina (41)
antioksidativas aktivitates. Sadu aktivitati var racionalizét, izmantojot otrgjos deskriptorus: IP
un ETE (3.2. tabula), kas parada elektrona parneses mehanisma nozimigo lomu. ABTS®" testa
brivais radikalis ir pozitivi ladéts, kas var ietekmét kimisko mikrovidi un veicinat elektrona
parnesi no antioksidanta. Ar1 Skiduma esoSie anjoni ka Luisa bazes var veicinat protona
atnemsanu no fenola antioksidanta ar fenolat-anjona veidosanos. Platifilozida (43) nedaudz
lielaka aktivitate $aja testa korel€ ar nedaudz zemakam ETE veértibam (3.2. tabula). Tas parada
SPLET mehanisma ieguldijumu. Hidroksioregonina (69) gadijuma, kas ir aktivaks, salidzinot
ar oregoninu (46), vieniga struktiiras atSkiriba ir pedgja savienojuma OH grupa alifatiskaja
k&dg, salidzinot ar oregonina (46) karbonilgrupu. Ta nedaudz samazina hidroksioregonina IP
(3.2. tabula).

Darba gaita ir paradits, ka molekularas modeléSanas metodes labi papildina
eksperimentalo pétjjumu rezultatus un lauj daudz labak aprakstit struktiras-aktivitates
sakaribas un darbibas mehanismus. Pamatojoties uz deskriptoru aprékinu rezultatiem, var
izveleties perspektivakus antioksidantus, kuru darbiba japéta eksperimentali. Tas lauj

ekonomét laika un materialos resursus.

3.2.3. Diarilheptanoidu antioksidativa un biologiska aktivitate biologiskajas sistémas

Pamatojoties uz §1 darba gaita iegltajiem rezultatiem par mizas diarilheptanoidu
antioksidantivo aktivitati un to darbibas mehanismiem attieciba pret brivajiem radikaliem,
zinot brivo radikalu negativo ietekmi uz dzivajiem organismiem, ka arT nemot véra alksna
mizas garo izmanto$anas vesturi tautas medicina un radnieciga kurkumina (41) plaso
izmantoSanu medicina un ka partikas komponentu, LV KKI zinatnieki veica pétijumus par
baltalkSpa mizas un citu lapkoku mizu diarilheptanoidus saturoSo ekstraktu izmantoSanas
iespéjam vértigo produktu ieghsanai veselibas kopSanai. Neskatoties uz daziem fenoliem
VIVO testos ar salsiidens garnelém un ar zurkam [255-256]. Sadarbiba ar Latvijas medikiem,
pirmkart, ar RSU Cilvéka fiziologijas un biokimijas katedras zinatniekiem, Latvijas
zinatniski-praktiskas arstnieciskas un kosmétiskas dietologijas centru, Rigas 1. slimnicu, ka

arT G&teborgas universitati (Zviedrija), Limozas Universitates Farmacijas fakultati (Francija),
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laboratorijas modelu sistémas un ,,in vivo” eksperimentos (izmantojot Vistar linijas baltas
zurkas) ir novertéti oregonina (46) un diarilheptanoidu saturoso ekstraktu galvenie iedarbibas
virzieni uz dzivo organismu. P&tfjumu rezultati ir atspoguloti zinatniskajos rakstos un
prezentéti specializétajas zinatniskajas konferenc€s (skatit 6. pielikumu) un kluvusi par
pamatu partikas piedevas (dabiska atveseloSanas lidzekla) Orvital, ka ari pécsauloSanas
kréma-balzama izstradei un razoSanai (SIA FIDE). Starp partikas piedevas pozitivajiem
efektiem ir lipidu un proteinu oksidéSanas bremz&$ana. Kréms-balzams bitiski paatrina adas

Stinu regeneracijas procesus un kavé fotonoveco$anas procesu.

3.3. Py-GC-MS-FID metodes pielagoSana tehnisko ligninu sastava un dazadu

struktiiras 1pasibu raksturoSanai

Pétamie tehnisko ligninu paraugi ir iegiiti fitomasas kimiskaja parstradé (skat. 2.1.
nodalu). Tie ka pamatkomponentu satur lielmolekularo polifenolu ligninu, ka galvenos
piemaisijumus — oglhidratus un ekstraktvielas. Oglhidratu piemaisijumi var ne tikai samazinat
fenola hidroksilgrupu koncentraciju parauga, bet ari ietekm@t to reagétsp&ju, jo oglhidrati var

bt saisttti ar ligninu ar &teriskajam un glikozidiskajam saitém (3.10. att.) [257].

L<
Lo I
© o) o—cC
o)
OH
OH OCH: oy |
Benzilétera saite OH —Xxy
Benzilestera saite
L OH
o
Lo CH,OH
o o) o
CH20|4O o 5
© OH
e} QH OH
OH

Fenilglikozidiska saite Acetal-tipa saite

3.10. att. Iesp€&jamie saiu tipi starp ligninu un oglhidratiem

Parasti tehnisko ligninu sastava raksturoSanai izmanto Klasona lignina noteikSanas

metodi, tomer tai ir vairaki trikumi. Literattra ir dati par Py-GC-MS-FID metodes veiksmigo
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izmantoSanu fitomasas kimiskas parstrades blakusproduktu sastava raksturoSanai. [258].
Pirolizé molekula termiski tiek saskelta specifiskas vietds ar zemam saiSu energijam,
veidojoties mazmolekulariem savienojumiem. Sie savienojumi, to relativie daudzumi sniedz
informaciju par parauga sastavu un lignina polimé&ras molekulas struktiiru kopuma.

Pielikuma 2 ir paradits Py-GC-MS-FID analizé iegiuto datu piemeérs: identificEtie
savienojumi, to molekulmasas, (MM), izdalisanas laiki un relativie smailu laukumi (konkréta
savienojuma smailes laukuma attieciba pret visu smailu laukumu summu, Kuri noteikti,
izmantojot FID detektoru). Pirolizes produktus var sadalit oglhidratu degradacijas produktos
(O) (pieméram, furfurols, 2,5-dihidrofurans, 2-propilfurans u.c.); lignina degradacijas
produktos (L) (pieméram, fenols, 2-metoksifenols, 3-metilfenols, 1-metoksi-3-metilbenzols
u.c.); ka arT degradacijas produktos, kas rodas no lipofilajam ekstraktvielam (E) (piem&ram,
3,7-dimetilnonans, 3,8-dimetilundekans, 3-oktadecéns). So produktu relativais saturs raksturo
oglhidratu, lignina un lipofilo ekstraktvielu saturu p&tamajos paraugos. Pirolizes produkti
satur ar1 pirogenétisko tudeni, oglekla dioksidu un metanolu, kas nav diagnostiskie
savienojumi.

Lignina modelvielu un citu vienkar$o fenolu pétijumi parada, ka o-metoksilgrupas (pret
—OHsenola) 1everojami palielina to antioksidativo aktivitati un ievérojami samazina fenola O-H
BDE. Neaizvietotas (ipasi a-stavokli) alkilsankédes ari palielina antioksidativo aktivitati. Tas
ir zinams uz BHT, BHA, dazadu vienkar$o fenolu piemériem. Saja darba tas ir paradits arf uz
piesatinato koksnes diarilheptanoidu piemériem. Daziem vienkarSiem fenoliem dubultsaites
alifatiskaja kede palielina So polifenolu antioksidanto aktivitati, tomér dazos gadijumos —
otradi, samazina to. Ja dubultsaites neatrodas a-stavokli, ir noverota to pozitiva ietekme uz
antioksidativo aktivitati [53, 55], savukart karbonilgrupas sankédes o-stavokli to ievérojami
pazemina. P&tijumi par diarilheptanoidiem (ligniniem radniecigie polifenoli), kas ir veikti §
darba gaita, paradija, ka ar1 sankeédes citas pozicijas esoSas karbonilgrupas ietekmée
antioksidativo aktivitati. To apliecina hidroksioregonina (72) augstaka antioksidativa
aktivitate, salidzinot ar oregoninu (46). Ari hidroksilgrupam un &teriskajam vai
glikozidiskajam saitém sankédé var bit negativa ietekme uz antioksidativo aktivitati, jo
elektronu atvelkosa indukcijas efekta dg€l tie var apgriitinat fenola O-H saites disociaciju, ka
ar1 var mainit FPV skabes-bazes 1paSibas. Lai iegiitu informaciju par min€tajam struktiiras
ipasibam, kas lautu novertét to ietekmi uz ligninu antioksidativo aktivitati, ir izmantota Py-

GC-MS-FID analize. Svarigakie lignina destrukcijas produkti ir paraditi (3.11. att.).
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3.11. att. Svarigakie lignina pirolizes produkti
73- gvajakols; 74- 4-metilgvajakols; 75- 4-etilgvajakols; 76- eigenols; 77- izoeigenols; 78- vanilins;
79- acetovanilons; 63- koniferilaldehids; 68- koniferilspirts; 81- siringols; 82- siringilaldehids; 83-
sinapilaldehids; 88- p-krezols; 89- o-krezols; 90- 4-metilkrezols

Neskatoties uz to, ka literatiira ir daudz datu par pirolizes produktu struktiiru atkariba no
izejas lignina struktiiras, 1idz §im analitiskas pirolizes metode gandriz nav izmantota, lai
raksturotu fenilpropana vienibu sankézu struktiiru. Tome&r §T metode var biit loti piem&rota
dazadu ligninu salidzinasanai, ka arT to struktiiras raksturoSanai saistiba ar kadu mérkipasibu,
misl gadijuma — antioksidativo aktivitati [259-64].

Lai pielagotu Py-GC-MS-FID metodi dazadu lignina makromolekulas strukttiras 1pasibu
raksturo$anai, ir apstradatas 50 tehnisko ligninu paraugu pirogrammas. Katram paraugam ir
veiktas 3 paral€las analizes. Katra parauga pirogramma ir vid€ji 130 smailes, kas atbilst 130

dazadiem savienojumiem, no kuriem atseviski ir analiz&ti lignina izcelsmes pirolizes produkti.
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So produktu smailu laukumi tika normalizéti Iidz 100%, un tika aprékinats noteiktas
struktiiras lignina degradacijas produktu relativais saturs (%) lignina produktos.

Gvajacil- un siringilfenoli. Lignina pirolizes rezultata iegiitie aromatiskie savienojumi
atSkiras péc metoksilésanas pakapes, kas atspogulo dazadi metoksiléto FPV klatbatni lignina
makromolekula. Tie satur vienu (G-tipa fenoli), divas (S-tipa fenoli) vai nesatur o-
metoksilgrupas (3.11. att.) [258]. G+S noteikSanas rezultati korelé ar metoksilgrupu satura
noteikSanas rezultatiem, kas iegiiti, izmantojot tetrimetrisko metodi. Literattra ir paradits, ka
ar Py-GC-MS-FID metodi noteiktais dazu struktiras vienibu saturs, pieméram, dazadi
metoksil&to fenilpropana vienibu saturs; labi sakrit ar citu metozu rezultatiem [259].

Fenoli ar skabekli saturo§am grupam fenilpropana vienibu sankedes. legitie
pirolizes produkti atSkiras p&c sankézu struktiras. Fenoli ar skabekli saturo$am grupam
sank&des, pieméram, acetovanilons un acetosiringons u.c. (3.12. att.), raksturo galvenokart
karbonilgrupu saturu lignina sank&zu a- stavoklos, jo tie veidojas no attiecigajam FPV C,—Cg
vai Cg—C, saiSu parrauSanas rezultata [260]. Dazi pirolizes produkti satur ari alifatiskas
hidroksilgrupas, tomér parsvara tas tiek eliminétas, veidojoties jaunajam dubultsaitém un
tdenim, hidroksilgrupas saturo$o savienojumu saturs ir loti zems [260]. Dazadiem ligniniem
So grupu saturs korel€ ar citu analizu rezultatiem.

Fenoli ar CH,- grupam fenilpropana vienibu sankéZu a-stavokli. Savienojumi ar
CH,- grupas fenilpropana vienibu sankézu a-stavokli, pieméram, 4-metilgvajacils un 4-
etilgvajacils u.c. (3.12. att.) veidojas sankézu C-C saiSu parrauSanas rezultatd. To relativais
saturs atspogulo FPV saturu, kas sankédes a-stavokli satur CH; grupu (alkilaizvietotaju p-
stavoklt pret fenola OH) [260]. Augstaks FPV saturs ar -CH, grupu sank&des a—stavoklt ir
raksturigs lapkoku koksnes ligniniem, ka arT skuju koku koksnes LignoBoost kraft ligninam.

Fenoli ar dubultsaitéem fenilpropana vienibu sankézu o-stavokli. Pirolizes produkti
ar dubultsaitém alifatiskaja kédeé (a—stavokli), pieme&ram koniferilspirts, izoeigenols u.c.
(3.12. att.) veidojas gan no lignina vienibam ar dubultsaitém sankeéd€, gan no vienibam ar
hidroksilgrupam sankézu o- vai P-stavoklos dehidratéSanas rezultata, gan &terisko saiSu
parrausanas rezultata (skat. 3.12. att.) [261-263].

Eigenols (3.11. att.) veidojas no lignina FPV ar y-OH alifatiskajas k&des [260].
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3.12. att. Lignina B-O-4 &terisko saiSu parrausana pirolizes gaita R = -OH vai —-OCHj;

Fenoli ar dazadu fenilpropana vienibu sankéZu garumu. Savienojumi, kas veidojas
no lignina to pirolizes gaita, atSkiras arT pec sankézu garuma (sankedes ar 1, 2 vai 3 oglekla
atomiem). Pirolizes produktu sank&zu garuma dazadiba atspogulo lignina struktiiras izmainas
to izdaliSanas gaita. Savienojumi ar saglabatajam Cj3 sank&dém norada uz mazam struktiiras
izmainam, salidzinot ar in Situ ligninu. Savienojumi ar saisinatam sankédém (C; un C,)

savukart norada uz lignina degradaciju to izdaliSanas gaita [260-262, 264].

3.4. Tehnisko ligninu struktiiras ipasibu un antioksidativas aktivitates

raksturoSana
3.4.1. Sarma lignini, kraft- lignini un laboratorija izdalitie lignini

Augstaks lignina degradacijas produktu saturs ir novérots LignoBoost kraft tehniskajiem
ligntniem. No melnalk$pa un cukurniedrém ar sarmu izdalitajiem tehniskajiem ligniniem ir
raksturigs augsts oglhidratu saturs (skat. 3.3. tabulu). No kanepe€m un liniem ar sarmu
izdalitajiem tehniskajiem ligniniem ir raksturigs augsts (20,4 un 24,7 %) lipofilo ekstraktvielu

degradacijas produktu saturs.
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3.3. tabula

Dazadas izcelsmes produktu relativais saturs , % (ar standartnovirzém) tehnisko ligninu

termiskas degradacija produktos

Lignina Oglhidratu | Ekstraktvielu
Tehniskais lignins degradacijas degradacijas | degradacijas

produkti produkti produkti
Osa SL* 91,3+0,7 7,9+0,2 0,75+0,10
Melnalksna SL* 70,7+ 0.9 28,9+ 09 0,44 + 0,04
Abakas SL* 80,6 = 0,5 16,4+ 0,9 2.9+0,4
Dzutas SL* 88,3+ 0,6 7,1 £0,4 4,6 +0,3
Cukurniedru SL* 70,1 +0.,9 29,8+ 0,3 0,09 £ 0,01
Kanepju SL* 75,5+ 1,1 4,1+0,6 20,4+ 0,2
Linu SL* 71,4+0,4 39+0,3 247+0,4
Sizala SL* 84.5+0,10 8,0+ 0,4 7.6+0,3
Kviesu salmu SL 87,8+ 0,6 8,6+0,10 3,5+0,2
Etanola razoSanas no kviesu salmiem
blakusprodukta sarma $kistosa frakcija 204507 205 033002
Skuju koku KL** 94,0 + 0,3 52+0,7 0,86 = 0,03
Skuju koku KL**-LignoBoost 97,0+0,5 1,8+0,3 1,23+ 0,02
Lapkoku KL**-LignoBoost 97,4+ 0,9 2,5+0,2 0,18 £ 0,02
Skuju koku MWL*** 69,5+0,7 20,0 £ 0,3 10,5+0,2

* SL- sarma lignins;
** KL — kraft lignins;

*** MWL — maltas koksnes lignins

Petamie tehnisko ligninu paraugi ir heterogéni ne tikai péc kimiska sastava, bet ar1 péc

molekulmasas sadalijjuma (3.4. tabula). MWL ligninam ir raksturiga daudz zemaka

polidispersitate, salidzinot ar sarma un kraft ligniniem. Tas liecina par degradacijas un

kondensacijas reakcijam, kas notiek ar lignina makromolekulam, to izdalot kraft procesa vai

ar sarmu.
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3.4. tabula

Fitomasas kimiskas parstrades produktu (tehnisko ligninu) masas vidéja molekulmasa (M,,) un

polidispersitate (M,,/M,)

Tehniskais lignins My, gemol™” My/M,,

Osa SL* 4505 14,2
Melnalkspa SL* 7617 25,1
Abakas SL* 3127 6,3
Dzutas SL* 3457 7,2
Cukurniedru SL* 4120 6,8
Kanepju SL* 3897 7,6
Linu SL* 8358 8,6
Sizala SL* 3143 6,4
Kvie$u salmu SL 4400 8,8
Etanola razoSanas no kviesu salmiem

blakusprodukta sarma $kistosa frakcija 0100 o
Skuju koku KL** 13825 6,5
Skuju koku KL**-LignoBoost 12138 13,5
Lapkoku KL**-LignoBoost 4786 11,4
Skuju koku MWL*** 5720 1,8

* SL- sarma lignins;
** KL — kraft lignins;
*** MWL — maltas koksnes lignins

Veicot delignifikaciju sarmaina vide, notiek lignina depolimerizacija, kas izraisa

OHyenola satura palielinasSanos (salidzinot ar in situ ligninu). lesp&jamo reakciju shémas kraft

procesa ir paraditas 3.13.attela.
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3.13. att. Eterisko saiSu saskelSana sarmaina vide (kraft procesa)

Funkcionalas analizes rezultati apstiprina, ka tehniskajiem ligniniem ir augstaks fenola

hidroksilgrupu saturs, salidzinot ar MWL ligninu (skuju koku koksnes kraft- lignini un
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skojkoksnes MWL). Fenola hidroksilgrupu saturs ievérojami atSkiras no dazadiem avotiem
iegltajiem ligntniem (3.5. tabula). Augstakais So grupu saturs ir novérots no lapkoku koksnes
izdalitajiem ligntniem. Ar sarmu un kraft metod€ izdalitajiem lapkoku koksnes ligniniem ir
tuvs fenola hidroksilgrupu saturs. No kanepém un kvieSu salmiem izdalitajiem ligniniem $o

grupu saturs ir viszemakais.

3.5. tabula.
Tehnisko ligninu funkcionalo grupu saturs
. e a 'Oernola a b
Tehniskais lignins -OHienola, %0 b -OCH3, % -OCHj3 uz FPV
uz FPV
Osa SL* 4,6+0,2 0,54+0,02 16,3+0,2 1,05+0,013
Melnalkspa SL* 4,7+0,2 0,55+0,02 11,2+0,3 0,72+0,019
Abakas SL* 4.3+0,10 0,510,010 16,2+0,4 1,04+0,03
Dzutas SL* 3,3+0,10 0,39+0,010 9,5+0.5 0,61+0,03
Cukurniedru SL* 3,0+£0,10 0,35+0,010 12,7+0.2 0,81+0,014
Kanepju SL* 2,14+0,10 0,25+0,010 15,6+0.3 1,00+0,019
Linu SL* 2.5+0,10 0,29+0,010 8,1+0.4 0,52+0,03
Sizala SL* 3,2+0,3 0,38+0,04 14,1+0.2 0,914+0,013
Kviesu salmu SL 2,2+0,3 0,26+0,04 9,8+0.3 0,630,019
Etanola razoSanas no
kvieSu salmiem
2,4+0,2 0,28+0,02 8,8+0,2 0,56+0,013
blakusprodukta sarma
Skistosa frakcija
Skuju koku KL** 3,8+0,10 0,45+0,010 11,5+0,3 0,74+0,019
Skuju koku KL**-
] 3,7+0,10 0,44+0,010 13,4+ 0,4 0,86+0,03
LignoBoost
Lapkoku KL**
) 4,1+0,10 0,48+0,010 18,9+0,7 1,2140,05
LignoBoost
Skuju koku MWL*** 2,8+0,10 0,33+0,010 15,6+0,4 1,00+0,03

% Masas procenti

° FPV — fenilpropana vieniba, tas molekulmasa ir pienemta par 200 g-mol™

* SL- sarma lignins;

** KL — kraft lignins;

*** MWL — maltas koksnes lignins
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Metoksilgrupu satura dazadiba (3.5. tabula) ir saistita ar paraugu botanisko izcelsmi, bet
ta var arT raksturot kondensacijas pakapi. Gvajacil-tipa fenola savienojumi doming ligninos,
kas ir izdaliti no egles, kanepém, liniem un kvieSu salmiem. lev@rojams daudzums H-
produktu ir noveérots ne tikai ligninos, kas ir izol&ti no viendigllapju augiem (kvieSu salmi,
cukurniedres, abaka), bet arT no kanepém (divdigllapju augs). Tas sakrit ar literatiras datiem,
kas parada, ka kanepju ligninam in situ ir atrastas H-lignina vienibas (2% no tipiskajiem
lignina izcelsmes savienojumiem), bet no kanepém izol€tajam ligninam $o produktu saturs ir
9% no lignina pirolizes produktiem (3.6. tabula). Lapkoku koksnes lignins tiek raksturots ar
lielaku metoksilétu lignina atvasinajumu saturu (S un G vienibas) (3.6. tabula). G un S
produktu relativais saturs raksturo struktiirvienibu saturu lignina, kas satur o-metoksilgrupas
(3.6. tabula).

3.6. tabula
Fenola savienojumu bez metoksilgrupam (H-), ar vienu (G-) vai divam (S-) o- metoksilgrupam

relativais saturs, %o lignina izcelsmes termiskas degradacijas produktos

Tehniskais lignins H-fenoli G-fenoli S-fenoli G- un - fenolu
summa
Oga SL* 3,1+0,10 30,0+0,8 66,9+0,8 96,91, 1
Melnalksna SL* 3,940,10 31,3+1,1 64,7+0,9 96,1+0,7
Abakas SL* 15,8+0,6 12,1+0,8 72,2+0,8 84,3+0,5
Dzutas SL* 14,0+0,8 37,4+0,9 48,6+0,9 86,0+0,7
Cukurniedru SL* 22,7+0,9 455+1,1 31,9+0,5 77,3+0,4
Kanepju SL* 23,4+1.4 58,0+1,9 18,6+0,6 76,6+0,8
Linu SL* 12,2+0,6 67,7+0,8 20,1+0,7 87,8+0,4
Sizala SL* 13,7+0,7 25,6+0,6 60,8+0,5 86,3+0,7
Kviesu salmu SL 21,240,6 55,2409 23,6+0,7 78,8+0,9
Etanola razoSanas no kvieSu
salmiem blakusprodukta sarma 6,204 56,5+0,5 37,3+0,8 93,8+0,4
Skistosa frakcija
Skuju koku KL** 13,5+0,3 85,2+0,5 1,404+0,05 86,5+0,7
Skuju koku KL**-LignoBoost 11,8+0,4 88,1+0,7 0,10+0,03 88,2+0,7
Lapkoku KL**-LignoBoost 4,1+0,3 26,8+0,4 69,1+1,1 95,9+0,6
Skuju koku MWL*** 10,0+0,3 90,0+0,4 n.d. 90,0+0,5

* SL- sarma lignins;
** KL — kraft lignins;
*** MWL — maltas koksnes lignins

n.d. — nav detektéts

104




Laboratorija ar sarmu izdalitajiem ligninu saturo$ajiem produktiem G- un S-fenolu summa ir

liclaka neka tehniskajam LigmoBoost kraft ligninam, kas izdalits no lapkoku koksnes. Starp

petamajiem ligntniem augstakais pirolizes produktu saturs, kas satur skabekli saturosus

aizvietotajus sankédes (karbonil-, aldehid-, hidroksilgrupas), ir raksturigs o$a un melnalk$na

sarma ligniniem, ka arT egles MWL ligninam. Augstaks FPV saturs ar -CH, grupu sankédes

a—stavokli ir raksturigs lapkoku koksnes ligniniem, ka ari skuju koku koksnes LignoBoost

kraft ligninam.

3.7. tabula

Dazadu savienojumu relativais saturs (%) lignina izcelsmes termiskas degradacijas produktos

(ar standartnovirzem)

Lignina izcelsmes pirolizes produktu struktiiras ipasiba

CH,- grupas Skabekli Dubultsaites
Tehniskais lignins
sankédes - saturoSas sankédes a- | (ArC;+ArC,)/ArC;
stavoklt grupas sankede stavoklt
Osa SL* 36,240,7 21,7+0,3 15,6+0.3 9,0+0,2
Melnalksna SL* 31,3+0,9 22,140,3 18,3+0,2 6,2+0,2
Abakas SL* 13,620,6 8,140,3 18,4+0,2 2,6+0.2
Dzutas SL* 18,2409 9,0+0,4 20,2+0,2 3,4+0,10
Cukurniedru SL* 17,6+0,5 10,0+£0,2 27,7+0,10 4,1+0,10
Kanpepju SL* 29,0+0,9 4,8+0,10 19,7+0,4 43+0,10
Linu SL* 19,8+0,7 4,4+0,3 13,3+0,4 3,240,10
Sizala SL* 16,5+0,2 5,9+0,2 18,7+0,4 3,840,10
Kviesu salmu SL 20,9+0,5 4,140,2 31,8+0,4 4,6+0,3
Etanola razoSanas no
kvieSu salmiem
blakusprodukta sarma 16,3+0,5 5,7+0,2 31,6+0,3 5,7+0,2
Skistosa frakcija
Skuju koku KL** 10,7:£0,4 9,9+0,3 7,8+0,5 7,3+0,4
Skuju koku KL**-
LignoBoost 36,9+0,3 13,7+0,5 12,3+0,4 3,2+0.4
Lapkoku KL**-
LignoBoost 37,3+0,3 8,3+0,3 20,8+0,7 3,140,4
Skuju koku MWL>=** 32,5+0,4 22,2+0,7 11,0+0,3 3,9+40,4

* SL- sarma lignins;

** KL — kraft lignins;

*** MWL — maltas koksnes lignins
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Tradicionalaja kraft procesa iegiitajam skuju koku koksnes ligninam pé&c pirolizes ir
daudz lielaks savienojumu ar saisinato sankédi saturs, salidzinot ar LignoBoost kraft ligninu.

Tehniskie lignini tiek raksturoti ar polikonjugéto m-saiSu sistému veidoSanos to
makromolekulas. Sadu sistému pieméri ir stilbeni (64) un diarili (65). Polikonjugéto sistému
ipasiba ir paramagnétisko centru klatbiitne ar augstu stabilitati, kam var biit svariga loma
brivo radikalu dezaktivéSana. Visiem pé&tamajiem ligniniem ir intensivs Saurais EPR spektrs-
singlets, ar g-faktoru ~ 2,0030 un Iinijas platumu ~ 0,3 — 0,5 mT, kas ir raksturigs
nesaparotam elektronam, kas ir lokalizéts konjugéta poliméra matrica. No EPR spektriem ir
aprekinats polikonjugéto sistému izmeérs, n — atomu skaits, kas ieklauts nesaparota elektrona
delokalizacija (3.14. att.). Vislielakais konjuggto sist€ému izmérs ir kvie$u salmu un linu sarma
ligniniem. Tradicionalaja kraft procesa no skuju kokiem iegiitajam ligninam konjugacijas

sistéemu izmeérs ir mazaks.

3.14. att. =-konjugéto sistému izmérs (n-atomu skaits, kas ieklauts nesaparota elektrona
delokalizacija)
SL - sarma lignins; KL — kraft lignins; SF — sarma $kistosa frakcija; MWL — maltas koksnes lignins;
IFP-SF — etanola razos$anas no kvie$u salmiem blakusprodukta (sanemts no IFP — Institute of France

Petroleum) sarma frakcija.
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Lignins ir polimérs ar struktiiru, kuru nevar precizi defin€t, tapat nevar izmantot
konkrétu molekulmasas vertibu. Tapéc antioksidativas aktivitates p&tijumos izmanto masas
koncentracijas, 1idzigi ka daudziem sarezgita sastava polifenolu ekstraktiem, molekulmasas
definicija nav iesp&jama. Ir izpétita ABTS™ un DFPH’" radikalu dezaktivé$ana atkariba no
ligninu produktu koncentracijas. Sis sakaribas ir linearas. Skat. pieméru 3.15. attéla un 3.16.

attgla. Visu iegiito regresijas vienadojumu R? vértibas ir liclakas par 0,99.

1000 e Kviesu salmu SL ¢ Kanepju SL a DZutas SL

90,0 7
80,0 -
70,0 1

[, %

60,0 7
50,0 7
40,0 1

30,0 7

20:0:||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

20 40 6,0 80 10,0 12,0 140 16,0 18,0
v, mgL

3.15. att. ABTS™ katjonradikalu inhib&Sanas (1) atkariba no kvieSu salmu, kanepju vai dZutas

sarma ligninu (SL) masas koncentracijam (y)

+ Skujkoksnes KL
¢ Skujkoksnes KL LignoBoost
A Lapkoksnes KL LignoBoost

I
o
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3.16. att. DFPH’ radikalu inhibéSanas (J) atkariba no dazadu kraft ligninu (KL) masas

koncentracijam (y)
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Antioksidanto aktivitati ABTS®" un DFPH® testos bieZi izsaka ka IKsp, mg-L™, kas

parada, kada antioksidanta koncentracija ir nepiecieSama, lai uz pusi samazinatu radikalu

koncentraciju (3.8. tabula.).

3.8. tabula

Tehnisko ligninu antioksidativa aktivitate ABTS®" un DFPH® testos, izteikta ka IKs

IKso, mg-L™
Tehniskais lignins - _
ABTS DFPH

Osa SL* 5,3+0,10 17,0+0,3
Melnalksna SL* 5,9+0,10 19,7+1,2
Abakas SL* 49+03 36,4+1,3
Dzutas SL* 6,6+0,10 58,7+0,9
Cukurniedru SL* 9,4+0,2 129,3+4,5
Kanepju SL* 7,640,3 93,4+0,9
Linu SL* 7,1+0,4 28,5+0,7
Sizala SL* 4,6+0,9 45,7+0,9
Kviesu salmu SL 10,8+0,3 174,0+3,2
Etanola razoSanas no kvieSu salmiem
blakusprodukta sarma $kistosa frakcija 7,2£0,10 121203
Skuju koku KL** 6,1+0,2 29,3+0,8
Skuju koku KL**-LignoBoost 3,8 40,2 17,4+0,5
Lapkoku KL**-LignoBoost 4.8+0,10 15,0+0,6
Skuju koku MWL*** 20,2+0,6 98 +5,2
Troloks 4,01+0,07 4,66 +0,07

* SL- sarma lignins;
** KL — kraft lignins;
*** MWL — maltas koksnes lignins

Lielaka aktivitate ir sizala, abakas un oSa sarma ligniniem, kas korel€ ar fenola hidroksilgrupu

un o-metoksilgrupu augsto saturu.

IKsp parametram ir svariga nozime praktiskai

izmantosanai, tacu to nevar izmantot struktiiras-aktivitates petijumos. Lai veiktu struktiiras-

aktivitates sakaribu pé&tijumus, ir atrasti radikalu dezaktivésanas indeksi — RDI, kas parada

dezaktivéto ABTS®" katjonradikalu vai DFPH® radikalu molu skaitu uz 1 molu fenola

hidroksilgrupu (3.9. tabula.).
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3.9. tabula

Fenola hidroksilgrupu saturs tehniskajos ligninos (OH fenola, moI-g'l) un to antioksidativa

aktivitate ABTS®" testa, izteikta ka dezaktivéto radikalu skaits uz 1 g parauga (dezaktiveti

ABTS™, mol-g'l) vai uz 1 molu fenola hidroksilgrupu (RDI)

OH fenola, Dezaktiveti ABTS™,
Tehniskais lignins mol-g'l mol-g'l RDI
Osa SL* 0,0027 0,0032 1,1940,08
Melnalkspa SL* 0,0028 0,0029 1,04+0,07
Abakas SL* 0,0025 0,0035 1,37+0,12
Dzutas SL* 0,0019 0,0026 1,33+0,06
Cukurniedru SL* 0,0018 0,0018 1,02+0,06
Kanepju SL* 0,0012 0,0022 1,81+0,17
Linu SL* 0,0015 0,0026 1,63+0,17
Sizala SL* 0,0019 0,0035 1,96+0,23
KvieSu salmu SL 0,0013 0,0016 1,22+0,23
blakusprodultasarm Sstose ke | 00014 0,0024 1,67+0,18
Skuju koku KL** 0,0022 0,0028 1,254+0,08
Skuju koku KL**-LignoBoost 0,0022 0,0045 2,06+0,17
Lapkoku KL**-LignoBoost 0,0024 0,0035 1,47+0,07
Skuju koku MWL*** 0,0018 0,0008 0,51+0,04
Troloks 0,004 0,0042 1,1+0,12

* SL- sarma lignins;
** KL — kraft lignins;
*** MWL — maltas koksnes lignins.

RDI parada, ka reakcija ar antioksidantu dezaktivéto ABTS®" katjonradikali molu skaits ir

lielaks, neka fenola hidroksilgrupu skaits. Tas nozime, ka produktiem, kas veidojas no

ligniniem péc mijiedarbibas ar ABTS®", ari piemit antioksidativa aktivitate. Augstaka
g p ] p g

aktivitate (2,0) testa ar ABTS®" katjonradikaliem ir skuju koku koksnes LignoBoost kraft

ligninam. Sizala sarma ligninam dezaktivéto radikalu molu skaits ir gandriz divas reizes

lielaks neka fenola hidroksilgrupu skaits. Citi lignini ar augstu ABTS® /OHsenoia attiecibu

(RDI) ir kapepju, linu tehniskie

lignini un etanola razoSanas no kvieSu salmiem

blakusprodukta sarma frakcija (3.9. tabula.). So ligninu struktiiras kopgja Ipasiba ir vienlaicigi

zems oglhidratu degradacijas produktu saturs, zems lignina pirolizes produktu saturs ar
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skabekli saturo$am grupam sankedes, relativi liels produktu saturs ar nedegradéto propana
sankedi.

Antioksidativas aktivitates testéSanas rezultati ar DFPH® radikaliem ir doti 3.10.
tabula. Saja testa petamo lignina produktu antioksidativa aktivitate ir daudz zemaka,
salidzinot ar ABTS®" testu, jo viens grams parauga sp&j dezaktivét mazaku radikalu molu
skaitu. Ir redzams, ka parsvara fenola hidroksilgrupu molu skaits ir lielaks neka dezaktivéto
DFPH® radikalu skaits (ieprick$cja testa bija otradi). Diarilheptanoidi, kas ir ligniniem
radniecigie polifenoli, reagé ar ABTS®" un DFPH® radikaliem péc dazadiem mehanismiem.
Acimredzot, ari ligninu gadijuma $ajas reakcijas ir dazadi mehanismi, un sp&ju dezaktivét
ABTS®*" un DFPH® radikalus ietekmé dazadas struktiiras ipasibas. Ka bija paradits
diarilheptanoidu gadijuma, DFPH-H ir salidzino$i zema BDE vértiba. Lai reakcija ar $o
radikali notiktu, fenola O-H BDE vértibai jabuit zemakai. Acimredzot, ne visas lignina fenola

OH grupas atbilst $ai prasibai. Piem&ram, karbonilgrupas alifatiskaja k&dgé palielina BDE.

3.10. tabula
Fenola hidroksilgrupu saturs tehniskajos ligninos (OH fenola, mol-g'l) un to antioksidativa
aktivitate DFPH® testa, izteikta ka dezaktivéto radikalu skaits uz 1 g parauga (dezaktiveti

DFPH?®, mol-g'l) vai uz 1 molu fenola hidroksilgrupu (RDI)

OH fenola, Dezaktivéti DFPH’,
Tehniskais lignins 1 1 RDI
mol-g mol-g

Osa SL* 0,0027 0,0029 1,09+0,07
Melnalkspa SL* 0,0028 0,0025 0,92+0,10
Abakas SL* 0,0025 0,0014 0,54+0,04
Dzutas SL* 0,0019 0,0009 0,44+0,02
Cukurniedru SL* 0,0018 0,0004 0,224+0,010
Kanepju SL* 0,0012 0,0005 0,43+0,03
Linu SL* 0,0015 0,0018 1,19+0,08
Sizala SL* 0,0019 0,0011 0,58+0,07
KvieSu salmu SL 0,0013 0,0003 0,22+0,04
Etanola razoSanas no kviesu salmiem

blakusprodukta sarma skistosa frakcija 0,0014 0,0012 0,84+0,08
Skuju koku KL** 0,0022 0,0017 0,76+0,05
Skuju koku KL**-LignoBoost 0,0022 0,0029 1,32+0,08
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3.10. tabulas turpindjums

OH fenola, Dezaktiveti DFPH',
Tehniskais lignins 1 1 RDI
molsg mol.g
Lapkoku KL**-LignoBoost 0,0024 0,0033 1,38+0,10
Skuju koku MWL*** 0,0018 0,0005 0,31+0,03
Troloks 0,004 0,011 2,7+0,3

* SL- sarma lignins;

** KL — kraft lignins;

*** MWL — maltas koksnes lignins.

LignoBoost kraft ligninu un linu sarma lignina RDI vértiba, atskiriba no paréjiem, ir >1.

Tas norada uz visu $o savienojumu sastava esoso fenola OH grupu zemam BDE v&rtibam.

Skabek]a radikalu absorbcijas kapacitates (ORAC) testa rezultati ir redzami 3.17. attéla.

Antioksidantu koncentracija reakcijas maisijuma bija 0,0025 % (w/v). Saja testa tika veikti

antioksidantu un peroksilradikalu reakcijas kinétikas pétijumi.

A
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3.17. att. Fluorescina oksidé$anas kinétiskas liknes ar ROO’ bez antioksidanta, sarma ligninu

(A) un kraft ligninu (B) klatbuitné
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3.17. att. Fluorescina oksidéSanas kinétiskas liknes ar ROO’ bez antioksidanta, sarma ligninu

(A) un kraft ligninu (B) klatbuitné

SF — sarma $kistosa frakcija

Lignina produktu klatbutné palielinas laiks, péc kura sakas substrata intensiva
oksidésanas. Augstako aktivitati $aja testa uzradija LignoBoost kraft lignini. No Troloksa
kalibrésanas liknes iegiita regresijas vienadojuma atrod Troloksa koncentraciju (mmolsL™),
kas atbilst tadai paSai net AUC vértibai, un aprékina, cik Troloksa mmol ekvivalentiem atbilst

1 g petama parauga.

3.11. tabula
Tehnisko ligninu antioksidativa aktivitate ORAC testa, mmol TE-g'l

Lignina paraugs mmol TE.g"
Osa sarma lignins (SL) 6,9+0,4
Melnalksna sarma lignins (SL) 2,540,3
Etanola razoSans no kvieSu salmiem blakusprodukta sarma Skistosa frakcija 2,1+0,3
Skuju koku kraft (KL) LignoBoost 580,3
Lapkoku kraft (KL) LignoBoost 5,6+0,5
Troloks 4,0+0,3

Saja testa augstaka aktivitate ir o$a sarma ligninam, kas parada ta augsto antioksidativo

potencialu biologiskajas sistémas.
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Atskiriba no mazmolekularajiem fenoliem un Troloksa (68), tehniskie lignini sp&j par

90% (vai vairak) samazinat superoksida anjonradikala O, koncentraciju.

—<—Lapkoksne KL LignoBoost —e— Skujkoksne KL LignoBoost
—e—Skujkoksnes KL ——03a SL
—o—Troloks

100,0 -

0:0 i T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0,0 25,0 50,0 75,0 100,0 125,0
7, mgL!

3.18. att. O,* inhibésana (I), atkariba no antioksidanta masas koncentracijas (y)

KL- kraft lignins; SL — sarma lignins

Osa sarma ligninam ir visaugstaka aktivitate Saja testa, kas sakrit ar ORAC testa
rezultatiem. Osa sarma lignina augsta aktivitate testos ar skabekla aktivajam formam parada,
ka tas ir perspektivs antioksidants izmantoSanai veselibas apriipé. Lielmolekularie polifenoli
salidzinajuma ar mazmolekularajiem ir mazak toksiski [80].

Lai parbauditu o$a sarma lignina ietekmi uz asins biokimiskajiem raditajiem, ir veikti
49 s@rijtesti in vitro. P&tijjuma izmantoja asinis, kas tika npemtas no pacientiem ar
hiperglikémijas diagnozi. Sie pacienti izgaja arstniecisko kursu Kosmétiski arstnieciskaja un
dietologijas centra. V&l eksperimenta piedalijas brivpratigie ar diagnozi — dismetabolisms.
Kontrolei izmantoja asinis no donoriem ar normalu metabolisma gaitu. Visi asins parametri
tika noteikti gan pirms, gan péc diarilheptanoidu pievienos$anas. Pétijumi ir veikti uz RSU
eirosertificétas laboratorijas bazes sadarbiba ar Cilvéka biokimijas un fiziologijas katedru.
Malondialdehids (MDA) ir viens no lipidu oksidéSanas galaproduktiem, ta koncentracija asins
plazma ir lipidu peroksidacijas intensitates raditajs. MDA koncentracija asins plazma
samazinajas péc inkub&Sanas gan ar baltalkSpa mizas etilacetata ekstraktu, gan ar oregoninu
(42) (3.19. att.). MDA norma ir < 3,25 nmoleml™, ta koncentracijas palielinasanas asinis
izraisa dazadus degenerativus procesus, pieméram, aterosklerozes agresivo attistibu. P&tijumi
par oSa sarma lignina ietekmi uz asins biokimiskajiem raditajiem paradija, ka péc

inkub&Sanas ar oSa sarma lignina Skidumu (fiziologiskaja Skiduma) dazadas koncentracijas,
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samazinas malondialdehida koncentracija asins plazma. Izradijas ari, ka lignina preparata

ievadiSana nemaina asins pH.

OPirms EP&c MDA
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3.19. att. Malondialdehida saturs (nmol-mg™) asins plazma pirms un p&c inkub&$anas ar

dazadas koncentracijas o$a sarma lignina Skidumu

Proteinu aldehidi un ketoni rodas olbaltumvielu oksidésanas rezultata. Ar olbaltumvielu
oksidgjamibas aktivaciju ir saistits arterosklerozes attistibas periods, Alcheimera un
Parkinsona slimibas. Proteinu karbonilsavienojumu norma ir < 0,70 nmolemg™.

Inkub&$ana ar osa sarma lignina Skidumu (lignins izskidinats fiziologiskaja skiduma,
izmantojot speciali izstradatu metodi) samazina proteinu aldehidu un ketonu, kas ir

olbaltumvielu oksidésanas raditajs, saturu asinis (skat. 3.20. att.).

Proteinun karbonilsavienojumi
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3.20. att. Proteinu oksid@sanas produktu saturs (nmol-mg™) asinis pirms un péc inkub&3anas ar

dazadas koncentracijas oSa sarma lignina §kidumiem
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Struktiiras-aktivitates sakaribu noskaidro$anai izmanto DFPH® un ABTS®" testu
rezultatus. 3.12. tabula ir paraditas paru korelacijas starp noteiktam struktiiras Tpasibam un
antioksidativo aktivitati.

3.12. tabula
Pirsona korelacijas koeficienti starp dazadiem parametriem, kas raksturo ligninu struktiiras

ipasSibas, un antioksidanto aktivitati ABTS®" un DFPH® testos

Struktaras parametrs Pirsona korelacijas koeficients (n=13, a=0,05)*
DFPH’ tests ABTS™ tests
G+S fenolu relativais saturx, % 0,83 -0,03
CH,- grupas sankédes o-stavokli, % 0,64 0,11
Skabekli saturoSas grupas sankede, % 0,42 -0,46
n-konjugéto sist€mu izmers -0,15 -0,05
Metoksilgrupas, moli uz FPV 0,38 0,11
Dubultsaites, sankédes a-stavokli, % -0,28 -0,23
Oglhidratu relativais saturs, % -0,38 -0,71
(ArC1+ArC,)/ArCs 0,11 -0,44
My 0,40 0,16
Mw/M, -0,04 0,08

*Statistiski nozimigas korelacijas vertibas ir izdalitas treknraksta

Pétamajiem ligniniem DFPH’ testa ir atrasta nozimiga pozitiva paru korelacija starp
antioksidativo aktivitati un (G+S) fenolu saturu, ka ari nepiesatinato neaizvietoto alkilsank&zu
saturu. Tas atbilst lignina modelvielu un citu zemmolekularo fenolu pétijumu rezultatiem.
ABTS™ testa $ie parametri neietekmé antioksidativo aktivitati. Saja testa ir atrasta nozimiga
negativa paru korelacija starp oglhidratu saturu un antioksidativo aktivitati. Tas parada, ka
lignini reagé ar DPPH" un ABTS™ radikaliem pé&c dazadiem mehanismiem. Ari
diarilheptanoidiem ir paradits svarigs SPLET mehanisma ieguldijums reakcija ar ABTS™

radikaliem, bet reakcija ar DPPH’ radikaliem notiek péc PCET mehanisma.

3.4.2. Pirolizes lignini

Saskana ar literatliras datiem, pirolizes ligniniem ir zemas molekulmasas, un tie

saltidzinajuma ar citiem ligniniem ir lipofilaki [178].
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Izmantojot Py-GC-MS-FID analizes metodi,

péc termiskas degradacijas produktu

sastava un dazadas izcelsmes savienojumu relativa satura (% no visiem degradacijas

produktiem) var spriest par izejas parauga sastavu (3.13. tabula).

3.13. tabula
Dazadas izcelsmes produktu relativais saturs (%0) pirolizes ligninu (PyL) termiskas degradacijas
produktos
Lignina Oglhidratu Ekstraktvielu
Tehniskais lignins degradacijas degradacijas degradacijas
produkti produkti produkti
Alksnpa PyL 80,0+0,9 18,104 1,9+0,10
Osa PyL 83,2+1,4 15,5+0,5 1,3+0,10
Apses PyL 75,9+0,7 23,8+0,8 0,20£0,010
Jauktas lapkoku koksnes PyL 81,7+0,8 16,5+0,8 1,840,05
Skuju koku PyL 75,620,9 21,0+0,4 3,4+0,05

Salidzinot ar citiem ligniniem, pirolizes ligninos ir augsts fenola hidroksilgrupu saturs

(3.14. tabula). Noteiktais fenola hidroksilgrupu saturs sakrit ar [177] datiem. Tiem ir ari

lielaks atomu skaits, kas ieklauts nesaparota elektrona delokalizacija.

3.14. tabula

Pirolizes ligninu (PyL) funkcionalo grupu saturs (%) un w-konjugéto sistému izmérs

n-konjugeto
Pétamais liglﬁna 'Oerno|a 'Oern0|a 'OCH3 'OCH3 uz .
a b a b sistéemu
paraugs saturs, % uz FPV saturs, % FPV )
IZmers
Alksna PyL 7,1+£0,3 0,84+0,04 10,9+0,11 0,70+0,007 30
Osa PyL 7,3+£0,2 0,86+0,02 12,2+0,12 0,79+0,008 30
Apses PyL 6,1£0,2 0,72+0,02 9,80+0,09 0,63+0,006 26
Jauktas lapkoku
6,6+0,3 0,78+0,04 10,7+0,11 0,69+0,007 26
koksnes PyL
Skuju koku PyL 6,0+0,2 0,71+0,02 8,6+0,09 0,550,006 26

% Masas procenti

° FPV — fenilpropana vieniba, tas molekulmasa ir pienemta par 200 gemol™
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Izmantojot Py-GC-MS-FID analizes datus, ir raksturotas ligninu struktiiras paSibas,
kuram var but svariga loma to antioksidativaja aktivitate (3.15. tabulas dati). G+S produktu
summa raksturo o-metoksilgrupas saturosu fenilpropana vienibu (FPV) daudzumu.

3.15. tabula

DazZadu savienojumu relativais saturs (%) lignina izcelsmes termiskas degradacijas produktos

(ar standartnovirzeém)

Lignina izcelsmes pirolizes produktu struktiiras ipasiba
Tehniskais CH,- grupas Skabekli Dubultsaites
G+S (AI’C1+AFC2)/
lignins ) sankédes .- | saturoSas grupas | sankédes o.-
fenoli ArCs
stavokli sankéde stavokli
AlkspaPyL* | 90,1409 | 22,8+0,2 8,3+0,7 16,8+0,2 1,3+0,3
Osa PyL* 89,5+0,4 | 24,8+0,4 9,0+0,7 17,3+0,5 1,3+0,3
Apses PyL* | 882405 | 26,7+0,3 7,740,3 20,4+0,7 1,8+0,10
Jauktas
lapkoku 90,3+0,3 | 21,304 13,5+0,7 16,7+0,4 1,10,3
koksnes PyL*
Skuju koku
pyL* 87,6403 | 28,7+0,5 6,840,6 15,740,6 1,8+0,2
Skuju koku
MWL % 85,540,4 | 32,5+0,6 22,2+0,3 11,0+0,3 3,9+0,3

* SL- sarma lignins;
** KL — kraft lignins;
*** MWL — maltas koksnes lignins.

Rezultati ir paraditi ar standartnovirzém.

Metoksilgrupu saturs ir atkarigs no parauga botaniskas izcelsmes un izdaliSanas
metodes. Lapkoku lignini (kraft, sarma) satur ~ 1 metoksilgrupu uz 1 FPV, skujkoku lignini —
0,7 (skat. 3.5. tabulu). Pirolizes lapkoku un skuju koku ligniniem §is vértibas ir ievérojami
zemakas. Pirolizes ligniniem ir raksturigs ieveérojami lielaks atomu skaits, kas ieklauts
nesaparota elektrona delokalizacija. Vienlaicigi, saskapa ar Py-GC-MS-FID datiem,
o—dubultsaiSu saturs nav lielaks, salidzinot ar citiem ligniniem. Tas liecina par ievérojamo
bifenila struktiiru saturu, kas palielina n-konjugéto sistému izmé&rus. Saskana ar literatiiras
datiem, pirolizes ligniniem ir raksturigs augsts kondens€to struktiiru saturs. Pirolizes
ligniniem ir zemakas (ArC;+ArC,)/ArC; veértibas, salidzinot ar sarma, kraft un MWL ligniniem. Tas

liecina par ievérojamu &terisko saisu destrukciju pirolizes ligninos.
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2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonskabes (ABTS®*") katjonradikalu
dezaktivéSanas atkariba no pirolizes ligninu koncentracijas ir lineara. Saskana ar iegiitajiem
rezultatiem (3.16. tabula) ne katra pirolizes lignina fenola hidroksilgrupa piedalas reakcija ar
ABTS®" radikaliem.
3.16. tabula
Pirolizes ligninu (PyL) antioksidativa aktivitate ABTS® " testa, izteikta ka IKso, un radikalu

dezaktivésanas indekss (RDI)*

P&tamais lignina I Kso, OH fenola, Dezaktiveti ABTS™, =Dl
paraugs mg-L* mol.g™ mol.g™

Alkina PyL 5,402 0,0042 0,0033 0,78+0,07
Osa PyL 5,0+0,3 0,0043 0,0033 0,76+0,07
Apses PyL 6,502 0,0036 0,0026 0,73+0,05
Jauktas lapkoku 6,704 0,0039 0,0025 0,65+0,07
koksnes PyL

Skuju koku PyL 6,7£0.2 0,0035 0,0025 0,72+0,05

* IKsp, parada, kada antioksidanta koncentracija ir nepiecieSama, lai uz pusi samazinatu
radikalu koncentraciju, un radikalu dezaktivésanas indekss (RDI) parada dezaktiveto radikalu

skaitu uz vienu OHenola

Pirolizes ligninu antioksidativa aktivitate DFPH® testd, izteikta gan ka IKso, gan ka RDI
(radika]u skaits uz OHyenola) ir tuva dazadu sarma ligninu aktivitatei. Toties to aktivitate
ABTS®" testa, izteikta ka RDI (ABTS®*"/OHtenola) it zemaka, salidzinot ar sarma un kraft
ligniniem. Tas var biit saistits ar salidzinoS8i augstu oglhidratu saturu, kuram iepriek§ Saja
darba ir paradita ievérojama negativa ietekme uz antioksidativo aktivitati ABTS®" testa un
nav novérots tas pats efekts ka DFPH® testa (3.17. tabula).

3.17. tabula
Pirolizes ligninu (PyL) antioksidativa aktivitate DFPH® testa, izteikta ka IKso un radikalu
dezaktivésanas indekss (RDI)

Tehniskais lignins IKso, mgeL™ | Dezaktiveti DFPH’, mole.g™ RDI
Alksna PyL 16,7+ 0,4 0,0030 0,72+0,05
Osa PyL 154+1,3 0,0032 0,76+0,09
Apses PyL 18,5+0,8 0,0027 0,75+0,06
Jauktas lapkoku koksnes

15,0+ 0,9 0,0033 0,86+0,10
PyL
Skuju koku PyL 24,2+ 0,5 0,0021 0,59+0,03
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AlkS$na un oSa pirolizes lignini uzradija augstako aktivitati abos testos. Testa O,~
pirolizes lignini dezaktivé Iidz 100 % skabekla aktivo formu (3.21. att.). Lapkoku koksnes
pirolizes ligniniem piemit augstaka aktivitate. To var izskaidrot ar lielaku fenola
hidroksilgrupu un vienlaicigi lielako metoksilgrupu saturu $ajos ligninos. Egles pirolizes
ligninam, kuram ir zemakais fenola hidroksilgrupu un zemakais metoksilgrupu saturs, ir

zemaka aktivitate visos iepriekSminé&tajos testos.

—e— O8a PyL —e— Apses PyL

——Egles PyL = = = AlkSna PyL
100.0

0,0 T T T T T T T T 1T T
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0
v, mg Lt

3.21. att. O,* inhibé$ana (I), atkariba no pirolizes ligninu (PyL) masas koncentracijas (y)

Pateicoties pirolizes ligninu augstajai sp&jai dezaktivét brivos radikalus, ka arT to
labajai savietojamibai ar nepolarajiem substratiem, tie darbojas ka inhibitori ellas oksidésanas
procesa ar skabekli. RapsSu ellas oksidéSanas kin&tiska litkne ar un bez antioksidantu
Klatbitnes ir paradita 2.19. att€la. No $§im likném ir aprékinati indukcijas laiki, aizsardzibas
faktori un antioksidativa aktivitate, % no plasi izmantojama TBHQ references antioksidanta.
Iegitie rezultati parada, ka osa pirolizes lignina aktivitate ellas oksidéSanas testa ir 80 % no
TBHQ aktivitates (3.18. tabula). Neskatoties uz augsto antioksidativo aktivitati citos testos,
oSa sarma lignins e]las oksideSanas testa neuzrada antioksidativo aktivitati. Veiktie petijumi
parada, ka antioksidanta izmantoS$anas iesp&jas nosaka ne tikai augsta radikalu dezaktivésanas

sp€ja, bet art savietojamiba ar materialu.
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3.18. tabula
No o$a ar dazadam metodem izdalito ligninu antioksidativa aktivitate (AA) un aizsardzibas

faktors (PF) rapsu ellas oksidéSanas testa

Paraugs Indukcijas laiks, h PF AA
Rapsu ella, kontrole 1,22 1,0 0,0
TBHQ 2,82 2,3 1,0
Osa sarma lignins 1,36 1,1 0,1
Osa pirolizes lignins 2,49 2,0 0,8

3.4.3. LignoBoost kraft ligninu frakcijas

Pirolizes lignins, kas ir uzradijis augstu aktivitati testa ar ellu, ir ieguts, frakciongjot
koksnes pirolizes produktu hidrofilajas un hidrofobajas frakcijas. Pateicoties LignoBoost kraft
ligninu augstai antioksidativai aktivitatei dazados testos, augstai termiskai stabilitatei, ko
apstiprina termogravimetrijas analizes rezultati (2.13. att.), tiem ir liels potencials ka
antioksidantiem dazados kompozitmaterialos. FrakciongSana ar organiskajiem $kidinatajiem
lauj ieglt no tehniskajiem ligniniem frakcijas, kas ir savietojamas ar dazadiem substratiem.
Frakciongjot ir iesp&jams ietekmét OH-grupu saturd (polaras grupas) un Karbonilgrupu
(salidzinosi nepolaras grupas) saturu.

Izmantojot organiskos skidinatajus, no Lignoboost kraft tehniskajiem ligniniem ir
iegiitas Cetras frakcijas: dihlormetana skistosa frakcija (F-CH,Cl;), n-propanola S$kistosa
frakcija (F-C3H;OH), metanola Skistosa frakcija (F-CH3OH) un izvéletajos $kidinatajos
neskistosa frakcija (F-X) (iznakumi — eksperimentalaja dala). Izvélétajos Skidinatajos
Skistosajam frakcijam skuju koku LignoBoost kraft ligninam ar lielako iznakumu ir iegiita
metanola skistoSa frakcija (= 13%), bet lapkoku koksnes LignoBoost kraft ligninam — n-
propanola skistosa frakcija (= 48%).

FTIR spektoskopijas rezultati apstiprina, ka iegitajam ligninu frakcijam ir dazads
kimiskais sastavs. Lignina un to frakciju FTIR spektri ir paraditi 3. pielikuma. F-CH,Cl,
frakcijai ir raksturiga paaugstinata absorbcija metil- un metiléngrupu C-H svarstibu regiona
starp 3045-2780 cm™, ko var interpretét ki paaugstinatu lipofilo vielu saturu $aja frakcija.
Saskana ar Faix (1991) aprékinatais spektralas kondensacijas indekss, palielinas rinda: F-
CH,Cl, (0.37) < F-C3H;0OH (0.44) < F-CH30H (0.50) < F-X (0.58). Paaugstinato absorbciju
C-O un O-H grupu svarstibu regiona starp 3420 cm™ un 1050 cm™ frakcija F-X varétu

skaidrot ar paaugstinatu cukuru piemaisijumu daudzumu taja (3.19. tabula.).
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Izmantojot Py-GC-MS-FID analizi, ir kvantitativi noveértéts dazadu frakciju sastavs.

Frakcijas atskiras arT péc oglhidratu un lipofilo ekstraktvielu piemaisijumu satura (3.19.

tabula).

3.19. tabula.

Dazadas izcelsmes produktu relativais saturs , % (ar standartnovirzém) pétamo paraugu

termiskas degradacija produktos

Paraugs, frakcija

Lignina degradacijas

produkti degradacijas produkti

Oglhidratu

Ekstraktvielu
degradacijas produkti

Skuju koku koksnes LignoBoost kraft lignins

Nefrakcionéts

97,040,9 1,80+0,05 1,22+0,03
F-CH.Cl, 92,3+0,8 2,2040,08 5,60+0,04
F-CsH,OH 95,5+0,7 2,40+0,09 2,10+0,09
F-CH;OH 97,3+0,8 1,61+0,09 1,11+0,02
F-X 97,5+0,6 1,80+0,03 0,63+0,02
Lapkoku koksnes LignoBoost kraft lignins

Nefrakciongts 97,4+0,5 2,52+0,04 0,23+0,010
F-CH.Cl, 97,9+0,8 0,72+0,02 1,52+0,010
F-CsH;0H 98,6+0,5 0,73+0,03 0,70+0,03
F-CH;OH 97,4+0,8 2,21+0,03 0,53+0,05
F-X 91,5+0,2 8,50+0,09 <0.01

Abu LignoBoost kraft tehnisko ligninu frakciju vidéjas molekulmasas pieaug seciba:

dihlorometana $kistosa frakcija < n-propanola $kistosa frakcija < metanola $kistosa frakcija <

izveletajos Skidinatajos neskistosa frakcija. Neskatoties uz izejas ligninu vidéjo molekulmasu

lielo starpibu, ar vienadiem organiskajiem $kidinatajiem no $Tm ligniniem iegtto frakciju

molekulmasas ir tuvas (3.20. tabula).

Dihlormetana frakcijai ir relativi zemas M, un M, vertibas, kas parada, ka ta sastav,

galvenokart, no oligomériem lignina izcelsmes savienojumiem. Visam frakcijam ir raksturigi

2-4 reizes zemaki polidispersitates indeksi (My/My), salidzinot ar nefrakcionétiem paraugiem

(3.20. tabula). Metanola frakcija ir vishomogénaka péc molekulmasas sadalfjuma.
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3.20. tabula

LignoBoost kraft ligninu un to frakciju masas vidéja molekulmasa (M), vidéjas skaitliskas

molekulmasas (M) un polidispersitate (M,,/M,)

Paraugs, frakcija M, M, M,,/M,
Skuju koku koksnes LignoBoost kraft lignins
Nefrakcionéts 12138 899 13,5
F-CH.Cl, 698 138 5.1
F-CsH,0H 2087 518 4,0
F-CH;OH 4465 1202 3,7
F-X 18636 4441 4,2
Lapkoku koksnes LignoBoost kraft lignins
Nefrakcionéts 4786 421 114
F-CH.CI, 799 184 4,3
F-CsH;,0H 1996 392 51
F-CHsOH 4488 2137 2,1
F-X 18396 4959 3,7

Lai noveértétu minéto frakciju izmantoSanas iesp&jas poliméru kompozitos, svarigs

raksturlielums ir lignina produktu stiklosanas temperatiira (Ts). Salidzinot izejas LignoBoost

kraft blakusproduktu un to frakciju Ts vértibas, var secinat, ka tas pieaug lidz ar pieaugosu

molekulmasu ( 3.21. tabula).

3.21. tabula
DSK un DTG analiZu rezultati LignoBoost kraft ligniniem un to frakcijam
Paraugs | T,°C | Toakuma °C | Trmaks, °C | Atlikums 500 °C, %
Skuju koku koksnes LignoBoost kraft lignins

Nefrakciongts 157 272 378 55.5
F-CHCl 55 219 370 36
F-CsH/,0H 121 282 380 62
F-CH30H 176 280 394 49.9

F-X 162 286 384 56

Lapkoku koksnes LignoBoost kraft lignins

Nefrakcionéts 113 214 365 43
F-CH,Cl, 63 223 377 30
F-C3H;0H 123 234 365 49
F-CH30H 164 240 354 50

F-X 169 239 340 54
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F-CH,CI; frakcijas stikloSanas temperatiiras liela atSkiriba no izejas parauga un citam
frakcijam var bit saistita ar §1s frakcijas lignina oligomé&ro dabu. Lipofilas ekstraktvielas, kuru
saturs Sajas frakcijas ir palielinats, var kalpot ka plastifikators. Nefrakcion&to paraugu un citu
frakciju stikloSanas temperatiras sakrit ar dazadu ligninu Ts, kas ir noraditi literatura. F-
CH,Cl, frakcijas stikloSanas temperatiras pazeminata veértiba parada, ka tai var but liels
potencials ka nepolaro substratu antioksidantam (piem&ram, poliméru kompoziti, ellas).
Vertgjot izmantosanas iesp&jas poliméru kompozitmaterialos, ir janem véra dihlormetana
Skistosas frakcijas daudz zemaka termiska stabilitate, salidzinot ar izejas ligniniem un paréjam
frakcijam. Tas ierobezo §is frakcijas izmantoSanas iesp&jas poliméros, kas tiks paklauti

augstas temperaturas iedarbibai. FrakciongSanas rezultata mainas funkcionalo grupu saturs.

3.22. tabula
Funkcionalo grupu saturs LignoBoost kraft ligninos un to frakcijas
Paraugs -OHfenoia saturs, | -OHgenoia UZ -OCHj; -OCH, uz FPV’
% FPV® saturs, %°
Skuju koku koksnes LignoBoost kraft lignins
Nefrakcionéts 3,72+0,04 0,44+0,002 13,40+0,02 0,860,001
F-CH,Cl, 5,84=0,09 0,68+0,010 12,52+0,05 0,80+0,003
F-CsH,OH 4,53+0,02 0,53+0,0002 16,77+0,04 1,08+0,003
F-CH;OH 4,30+0,09 0,510,010 14,10+0,05 0,91+0,003
F-X 3,82+0,05 0,45+0,006 13,53+0,12 0,87+0,008
Lapkoku koksnes LignoBoost kraft lignins

Nefrakcionéts 4,12+0,05 0,48+0,006 18,87+0,09 1,21+0,006
F-CH,Cl, 4,91+0,03 0,58+0,004 18,404+0,06 1,18+0,004
F-C3;H;OH 4,13+0,02 0,48+0,002 19,76+0,08 1,27+0,005
F-CH;OH 3,85+0,05 0,45+0,002 19,94+0,04 1,28+0,0010
F-X 3,01+£0,04 0,35+0,005 16,29+0,08 1,05+0,0010

2 Masas procenti® FPV — fenilpropana vieniba, tas molekulmasa ir pienemta par 200 gemol™

Dihlormetana $kisto$aja frakcija ir palielinats lignina izcelsmes pirolizes produktu
relativais saturs ar skabekli saturo$ajam grupam sankédé (parsvara karbonilgrupas) (3.22.

att.). Tas norada uz sadu grupu palielinatu saturu lignina makromolekula.
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3.22. att. Savienojumu ar skabekli saturo$ajam grupam sankédé relativais saturs (%)

lignina izcelsmes termiskas degradacijas produktos

KL- kraft lignins

Karbonilgrupas ir mazak polaras, salidzinot ar hidroksilgrupam, karboksigrupam un
oglhidratu atvasinajumiem, tapéc lignina makromolekulas ar So apaks$vienibu paaugstinato
saturu labak $kist salidzinoSi nepolaraja dihlormetana. Savienojumu ar o-metoksilgrupam
(G+S fenoli); CH,- grupam sankédes a-stavokli; dubultsaitém sankédes o-stavokli relativais
saturs (%) lignina izcelsmes termiskas degradacijas produktos, ka ar1 termiskas degradacijas
produktu (fenolu) ar saisinatam sankédém pret Cz sankédém attieciba ((ArC1+ArC;)/ArCs) un
n-konjugéto sist€mu izmérs ir doti tabula (3.23.). Dihlormetana Skistosajai frakcijai ir

raksturigi mazaki n-konjugeto sistému izmeri.
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3.23. tabula

Dazadas izcelsmes produktu relativais saturs , % (ar standartnovirzeém) LignoBoost kraft ligninu

termiskas degradacija produktos

Lignina izcelsmes pirolizes produktu struktiiras ipasiba
M | O | ot | DU | arcrarcy | 7L

fenoli sankedes o-stavokli ArCs o

stavokli izmérs
Skuju koku koksnes LignoBoost kraft lignins

Nefrakcion@ts | g8 2+0,7 | 36,9+0,9 12,340,6 3,240,10 1441

F-CH.Cl, 93,7+0,6 | 28,5+0,7 12,2+0,7 2,8+0,10 8+1
F-CsH;OH 88,0+1,1 | 41,9+0,8 14,00,8 4,6+0,10 18+1
F-CH30H 87,8+0,5 | 38,1+0,4 14,5+0,5 4,5+0,10 1621
F-X 87,8+0,8 | 37,3+0,4 13,440,8 3,4+0,10 1241

Lapkoku koksnes LignoBoost kraft lignins

Nefrakcion@ts | 959404 | 37,3+0,7 20,8+0,4 3,1+0,10 13+1
F-CH.Cl, 96,9+0,4 | 33,6+0,5 16,740,5 4,620,10 10+1
F-CsH;OH 95,7403 | 38,2+0,8 19,5+0,4 3,6+0,10 161
F-CH30H 94,940,6 | 38,0+0,4 19,7+0,3 4,3+0,10 1441
F-X 94,840,8 | 34,0+0,8 27,5+0,9 2,3+0,10 13+1

Ir izpétita LignoBoost kraft ligninu frakciju antioksidativa aktivitate testos ar dazadiem

radikaliem. ABTS®" un DFPH® radikalu inhibé$ana atkariba no p&tama antioksidanta masas

Koncentracijas ir lineara plasa koncentraciju diapazona. 3.24. tabula ir paraditas aprékinatas

IKs, vertibas, ka ar1 aktivitate, kas izteikta ka RDI (dezaktivéto radikalu skaits uz vienu

Oernola)-

Frakciju aktivitates testos ar dazadiem radikaliem ir tuvas. Viszemaka aktivitate ir F-

X, izveletajos Skidinatajos neskistosai frakcijai. Ja RDI ir > 1, tas parada otr&jo antioksidantu

aktivitati, kuri veidojas no ligniniem.
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3.24. tabula

LignoBoost kraft ligninu un to frakciju antioksidativa aktivitate ABTS®" un DFPH® testos,

izteikta ka IKsoun radikalu dezaktiveésanas indekss (RDI)*

paraugs 1ABTS'+ 1DFPH'
K50, mgeL’ RDI 1Ks0, mg-L RDI
Skuju koku koksnes LignoBoost kraft lignins
Nefrakcionéts | 3,81 + 0,05 2,05+0,04 17,4+0,5 1,324+0,05
F-CH,Cl, 4,08 +0,08 1,22+0,05 21,0 £0,8 0,70+0,04
F-C3H;OH 3,1+0,2 2,07+0,14 11,0 £0,7 1,724+0,11
F-CH;OH 3,80 +0,10 1,77+0,09 13,0 £0,7 1,5240,13
F-X 4,70 £0,10 1,62+0,06 21,1 +0,4 1,0620,04
Lapkoku koksne LignoBoost kraft lignins
Nefrakcionéts 4,8 £0,2 1,47+0,08 15,0 £0,6 1,38+0,08
F-CH,Cl, 4,05 +0,08 1,46+0,04 17,6 £1,4 0,99+0,09
F-C3H;OH 3,70 0,2 1,91+0,12 11,3 £0,3 1,83+0,06
F-CH3;OH 4,23 +0,07 1,80+0,04 12,0 £0,3 1,86+0,06
F-X 6,4 0,2 1,510,07 17,4 £0,7 1,63%0,09

* IKsp parada, kada antioksidanta koncentracija ir nepiecieSama, lai uz pusi samazinatu

radikalu koncentraciju, un radikalu dezaktivésanas indekss (RDI) parada dezaktivéto radikalu

skaitu uz vienu OHenola

Skabekla anjonradikalu inhib&Sanas atkariba no antioksidanta masas koncentracijas nav

lineara (3.23. att.). Izpétitie LignoBoost kraft lignini un to frakcijas inhib& lidz 90% vai pat

vairak O,*". Tas ir vairak neka; Troloksam (68) un diarilheptanoidiem.
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3.23. att. O,* inhibésana (I), atkariba no skuju koku koksnes (A) vai lapkoku koksnes (B)

LignoBoost kraft ligninu frakciju masas koncentracijam (y)

Ir izpétita dazadu frakciju ietekme uz fluoresceina oksidésanas kinétiku ar

peroksilradikaliem (ORAC) (3.24. att.).
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3.24. att. Fluorescina oksidéSanas Kinétiskas Iiknes ar ROO’ bez antioksidanta, skuju koku

koksnes (A) un lapkoku koksnes (B) LignoBoost kraft ligninu un to frakciju klatbutné

Saja testa augstako aktivitati uzradija abu ligninu dihrormetana $kistosas frakcijas.
Frakciju antioksidativa aktivitate $aja testa samazinas lidz ar pieaugo$u molekulmasu.

Ir aprekinati laukumi zem Iikném ar un bez antioksidanta klatbtitnes. Rezultati ir izteikti

ka mmol TE uz 1 g parauga (3.25. tabula).
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3.25. tabula

LignoBoost kraft ligninu un to frakciju antioksidativa aktivitate ORAC testa, mmol TE-g'1

Paraugs

mmol TE°g‘1

Skuju koku koksnes LignoBoost kraft lignins

Nefrakcionéts 5,8+0,3
F-CH,CI, 8,6+0,6
F-C3H,OH 5,1+0,2
F-CH3;OH 3,5+0,4
F-X 1,7+0,2
Lapkoku koksnes LignoBoost kraft lignins
Nefrakcionéts 5,6 £0,5
F-CH,CI, 8,1+0,6
F-C3H,OH 5,7+0,4
F-CH3;0OH 4,8+0,3
F-X 2,4+0,2

Neskatoties uz LignoBoost kraft lignina augsto antioksidativo aktivitati dazados testos,

tas uzradija loti zemu antioksidativo aktivitati attieciba uz rapsu ellas oksidésanu ar skabekli.

To var skaidrot ar zemo §i salidzinosi polara lignina savietojamibu ar ellu — nepolaru vidi.

Taja paSa laika dihlormetana $kistosa frakcija, kurai arT ir augsta antioksidativa aktivitate

dazados testos, ir daudz lipofilaka. Salidzinot §is frakcijas antioksidativo aktivitati ar izejas

lignina un hidrofilakas frakcijas (F-CH3OH) sp&ju samazinat un aizkavét ellas oksidéSanos,

var secinat, ka savietojamibai ar substratu ir svariga loma. Ka references antioksidants ir

izmantots sintétiskais fenols TBHQ. Izejas lignins un F-CH3;OH frakcija nepalielina ellas

oksidéSanas indukcijas laiku, to aizsardzibas faktors ir =1 (tapat ka rapSu ellai bez

antioksidanta piedevas) un antioksidativa aktivitate, salidzinot ar TBHQ ir = 0. F-CH,Cl,

ievérojami palielina e]las oksidéSanas indukcijas laiku. Tai aprékinatais aizsardzibas faktors ir

1,6, un antioksidativa aktivitate ir 80% no TBHQ aktivitates (3.25. att.).
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3.25. att. Skuju koku koksnes LignoBoost kraft lignina un ta frakciju antioksidativa aktivitate

rapsu ellas oksideésanas testa

Antioksidativa ietekme uz poliuretanu plévju termooksidésanas destrukciju

Skuju koku koksnes un lapkoku koksnes LignoBoost kraft lignini un to frakcijas tika
ievaditas pleves, saturs 2,5 % (pec masas). legiitas PU pléves bija caurspidigas, bez cietajiem
ieslégumiem un viendabigi biezas (ap 200 um). Pleves sildija gaisa atmosfeéra un pétija to
termo-oksidésanas destrukciju. TGA dati skaidri paradija p&tamo paraugu antioksidativo
efektu, kas izpauzas ka PU plévju oksidésanas sakuma (Tgxuma) UN maksimalas (Tmaks)
temperatiiras nobide, ka arT PU termooksidésanas destrukcijas procesa atruma samazinasanas
pirmaja degradacijas etapa (3.26. tabula). Ir zinams, ka poliuretaniem uz poli€teru bazes (kas
ir izmantoti dotaja pétijjuma ka modeléSanas elastoméri) $is pirmais degradacijas etaps ietver
sevl PU molekulas sadaliSanos par pirmgjiem aminiem, kas notiek péc radikalu mehanisma
(k&des reakcijas) [11]. Antioksidantu, Tpasi telpiski traucéto fenolu, pievieno$ana var stabilizét

PU pret oksidésanos [20]. Augstako antioksidativo efektu uzradija propanola skistosa frakcija.
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3.26. tabula

LignoBoost kraft ligninu ietekme uz poliuretana plévju termooksidéSanas destrukciju

Maksimalais degradacijas
Pleves paraugs T sakuma, °C T maks, °C atrums, mg%min' L
Bez piedevas 270 300 0,96
Skuju koku koksnes LignoBoost kraft lignins

Ar nefrakgloneta 280 320 0,57

parauga piedevu

Ar F-CH,CI, 290 320 0,64

Ar F-C;H,OH 303 330 0,47

Ar F-CH;0H 295 325 0,50

Lapkoku koksnes LignoBoost kraft lignins

Ar nefrakgloneta 290 321 0,56

parauga piedevu

Ar F-CH,CI, 290 320 0,59

Ar F-C;H,OH 305 330 0,34

Ar F-CH;0H 301 325 0,40

DFPH® un ABTS®" testu rezultati bija veiksmigi izmantoti struktiiras-aktivitates
petijumos. 3.27. tabula ir paraditas Pirsona korelacijas koeficienta vertibas, kas raksturo
dazadu struktiiras ipasibu ietekmi uz LignoBoost kraft ligninu antioksidativo aktivitati
ABTS*" un DFPH" testos.

3.27. tabula
Pirsona korelacijas koeficienti starp dazadiem parametriem, kas raksturo lignina produktu

struktiiras pasibas un antioksidativo aktivitati ABTS®" un DFPH® testos

. - .. . % (e —

Struktiiras parametrs Pirsona km;elacuas koeficients* (n=10, v 0,25)
DFPH ABTS

G+S fenolu relativais 0,08 050

saturx, %

CH,- grupas sankedes o.-

stavokli, % 0,71 0,87

Skabekli saturo$as

grupas sankede, % -0.87 -0,95

_Tt-k(injugeto sist€ému 0,82 0,89

1Zmers

Metoksilgrupas, moli

uz EPV 0,68 0,24

Dubultsaites, sankédes

o-stavokli, % 0,55 0,06

Oglhidratu relativais 017 0,24

saturs, %

(ArC,+ArC,)/ArCs 0,27 0,51

M., -0,06 -0,03

Mw/M, -0,18 0,11

*Statistiski nozimigas korelacijas koeficientu vertibas ir atzimetas treknraksta
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LignoBoost kraft ligninu frakciju antioksidativo aktivitati DFPH® un ABTS®" testos
ievérojami ietekmé m-konjugéto sistému izméri. Tas var but saistits ar to, ka n-konjugacija
stabilizé izveidotos fenoksilradikalus, ka ari ar o— dubultsaiSu ieguldijumu otr&jo
antioksidantu veidosana no fenoksilradikaliem. Viena no strukttiras Ipasibam, kas pozitivi
ietekmé antioksidativo aktivitati, ir alkilaizvietotaju klatbiitne (bez skabekli saturoSajiem
aizvietotajiem vai dubultsaiteém). Alkilaizvietotaju pozitivais efekts ir saistits ar to elektron-
donorajam Tpasibam un pozitivo indukcijas efektu, kas atvieglo H atoma atnemsanu no fenola
hidroksilgrupas. CH,- grupas ari var piedalities reakcija ar radikaliem ka H-atoma donori.
DFPH?® testa ir novérots arT skabekli saturo$o aizvietotaju sankedé (parsvara karbonilgrupas)
negativais efekts. Ir zinams, ka §Ts grupas palielina vienkarSo fenolu BDE un samazina
antioksidativo aktivitati. DFPH® testa ir novérota metoksilgrupu nozimiga pozitiva ietekme uz

antioksidativo aktivitati.

3.4.4. Biolignina™ frakcijas

Biolignins™

ir iegiits ka blakusprodukts celulozes un degvielas etanola razoSana no
kvieSu salmiem, izmantojot organiskos $kidinatajus (etikskabes un skudrskabes maisijumu.
Tam ir loti zema $kidiba, tap&c ta izmanto$ana par antioksidantu nav iesp&jama. Veicot secigu
frakcion€Sanu ar organiskajiem Skidinatajiem, var izdalit SkistoSas frakcijas, kuram turklat
piemit augsta reagétspéja. Frakcion&Sanai tika izmantota shéma: dihlormetans, metanols un
dihlormetana-metanola maistjums (3:4). legiito frakciju iznakumi ir paraditi 2.2. tabula.
Saskana ar Py-GC-MS-FID  rezultatiem, lielakais lignina  saturs ir

dihlormetana/metanola $kidinataju maisijuma Skistosajai frakcijai (3.28. tabula.).

3.28. tabula
Dazadas izcelsmes produktu relativais saturs (%) Biolignina™ frakciju termiskas degradacijas
produktos
Lignina Ekstraktvielu
Oglhidratu B
Paraugs degradacijas ) degradacijas
i degradacijas produkti i
produkti produkti
Biolignins™ F-CH,CI, 50,9+0,7 21,0+0,8 28,1+0,3
Biolignins™ F-CH;OH 57,1+0,9 34,2+0,5 8,70+0,09
Biolignins™ F-CH,CI,/CH;OH 67,0+0,6 31,340.8 1,70+0,09
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No Biolignina™ iegiito frakciju molekularo masu sadalfjums un funkcionalo grupu

saturs ieverojami atskiras (3.29. tabula).

3.29. tabula

Biolignina™ frakciju masas vidéja molekulmasa (M,,), vidéjas skaitliskas molekulmasas (M,,) un

polidispersitate (M,,/M;)

Paraugs M,, gemol™ M,, gemol™ Mu/M,
Biolignins™ F-CH.CI, 334 1973 5,9
Biolignins™ F-CH5;OH 541 2201 41
Biolignins™ F-CH,CI,/CH;OH 1094 5295 4.8

Salidzinot ar citiem p&tamajiem ligniniem, Biolignina™ frakcijam ir raksturigs zems

metoksilgrupu saturs (3.30.tabula) un vienlaicigi liels atomu skaits, kas piedalas nesaparota

elektrona delokalizacija.

3.30. tabula

Funkcionalo grupu saturs un n-konjugéto sistému izmers Biolignina™ frakcijas

Paraugs 'Oerno|a 'Oern0|a uz 'OCH3 'OCH3 uz TC-kOIljllgétO
saturs, %°? FPV® saturs, %2 FPVP sistému izmers

Biolignins™
E-CH.CI 3,6+0,05 0,42+0,006 9,2+0,10 0,59+0,006 29

= 212
Biolignins™

F-CH-OH 3,6+0,10 0,42+0,010 11,0+0,2 0,71+0,013 25

= 3
Biolignins™

2,8+0,10 0,33+0,010 11,4+0,2 0,73+0,013 25

F-CH,CI,/CH;0H

% Masas procenti ° FPV — fenilpropana vieniba, tas molekulmasa ir pienemta par 200 g-mol™*

Izmantojot Py-GC-MS-FID analizes datus, ir raksturotas ligninu struktiiras Tpatnibas,

kuram var bt svariga loma to antioksidativaja aktivitate (3.31. tabulas dati).
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3.31. tabula
Dazadu savienojumu relativais saturs (%) lignina izcelsmes termiskas degradacijas produktos

(ar standartnovirzeém)

Lignina izcelsmes pirolizes produktu struktiiras ipasiba
CH,- grupas Skabekli Dubultsaites

Tehniskais lignins ) (ArC,+ArcCy)

G+Sfenoli | sankédes a- saturosas sankédes o- IAFC

ris
stavokli grupas sankéde stavokli
Biolignin™
F-CH,Cl, 90,9+0,8 10,7+0,5 20,7+0,2 33,4+0,9 4,0+0,10
Biolignin™
F-CH,OH 85,9+0,9 13,6+0,7 5,5+0,3 39,8+0,7 5,1+0,10
Biolignin™
+ + + + +

F-CH,Cl,/CH,OH 83,8+0,7 16,6=0,4 6,8+0,4 28,6+0,5 3,9+0,10

Tapat ka kraft ligniniem, §1 lignina dihlormetana frakcija ir novérots palielinats
karbonilgrupu saturs. ST lignina frakcijam ir raksturigs ievérojami lielaks pirolizes produktu
saturs ar dubultsaiteém alifatiskas kédes o-stavokli, ka ari augsts tadu produktu saturs, kas

liecina par &teriskajam saitém.

3.32. tabula
Biolignina™ frakciju antioksidativa aktivitate ABTS® un DFPH® testos, izteikta ka IKs,un

radikalu dezaktivésanas indekss (RDI)*

ABTS™ DFPH’
Paraugs I "
|K50, mg°L' RDI |K5o, mgOL' RDI
Biolignina™ F-CH,ClI, 10,7 £0,3 0,75+0,03 50,0+1,4 0,47+0,02
Biolignina™ F-CH;OH 7,1+0,3 1,13+0,08 42,7+0,8 0,55+0,03
Biolignina™ F-CH,Cl,/CH;OH 9,1+ 0,3 1,13+0,08 42,8+1,0 0,71+0,04

* |Kso, parada, kada antioksidanta koncentracija ir nepiecieSama, lai uz pusi samazinatu

radikalu koncentraciju, un radikalu dezaktivéSanas indekss (RDI) parada dezaktivéto radikalu

skaitu uz vienu OHenola

Sim lignina frakcijam ir raksturiga ievérojami lielaka aktivitaite ABTS®" testa,
salidzinot ar DFPH® testu. DFPH® testa RDI ir ievérojami zemaki par 1, kas norada, ka lielai

dalai no lignina fenola hidroksilgrupam ir augstas BDE vértibas.
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Antioksidativa aktivitate testa ar superoksida radikaliem ir ievEérojami zemaka,
salidzinot ar kraft un sarma ligntniem (3.26. att). Dihlormetana Skistosajai frakcijai ir zemaka

aktivitate visos testos ar brivajiem radikaliem.

—e FCH)Cl, —# FCH;0H —aFCH,Cl,/CH;0H
30.0
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— 40,0 1
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3.26. att. O,* inhib&sana (I), atkariba no Biolignina™ frakciju masas koncentracijam (y)

Biolignina™ $kidiba ir loti zema, tapec $o produktu nav mérktiecigi ievadit poliméra
kompozita ka antioksidantu. FrakciongSana deva iespgju iegiit aktivas frakcijas ar lielu
potencialu ka antioksidantiem poliuretanos. Lignina frakcijas tika ievaditas poliuretanu
kompozicija priekspolimerizésanas stadija, 5 % péc masas. Sis frakcijas spgj aizsargat
poliuretana materialu no termooksidéSanas destrukcijas. Augstaka antioksidativa aktivitate ir
frakcijai, kas iegiita, izmantojot dihrormetana/metanola maisijumu (3:4). Lignina frakcijas
nobida materiala degradacijas sakuma un maksimalas degradacijas temperatiiru uz augstakas
temperatiiras pusi attiecigi no 7°C uz 22°C un no 9°C uz 70°C, ka ar1 1,5 - 2,4 reizes samazina

maksimalo degradacijas atrumu (3.27. att.).
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3.27. att. Biolignina ™ frakciju ietekme uz PU plévju termooksidé$anas destrukciju

DTA dati paradija arl izmainas PU modelplévju termooksidésana: eksotermiskie

maksimumi, kas ir saistiti ar PU destrukcijas gaistoSo produktu oksidéSanos, nobidijas uz

augstakas temperatiiras regionu (uz 20-30 K) (3.33. tabula).

3.33. tabula
Biolignina™ frakciju ietekme uz poliuretana plévju termooksidésanas destrukciju
DTG Maks. « | DTA ekso-smailes
Paraugs Tsatuma, T masas | T so0", temperatiira T K
g K maks-» zudums, K P ) maks;
K .1 K
mgemin
PUbez lignna | 535, 5 | 57700 | O94% | 63340 | 5802 | 639+2 | 804=3
piedevas 0,05
PU ar 0.56 +
Biolignina™ F- | 544+2 | 616+2 ’ 6382 | 590+2 | 639+2 | 834+3
0,02
CH.CI,
PU ar 0.44 +
Biolignina™ F- | 552+2 | 624+2 ’ 675+2 | 603+2 | 675+2 | 84143
0,03
CH3;0H
PU ar 027 +
Biolignina™ F- | 559+2 | 675+2 00p | 675+2 | 608+2 | 675+2 | 8523
CH,CI,/CH30H ’

* Temperatiira, kas atbilts 50% parauga masas zudumam.

136




3.5. Pétamo ligninu kopas SAR un QSAR noteikSana

Petijumos ir izmantoti visi iepriek§ aprakstitie lignina produkti, struktiiras-
antioksidativas aktivitates pétijumiem iegitas ari sarma ligninu (izdaliti no abakas, liniem,
melnalk$pa un o$a) un skujkokiem Curan kraft lignina (tradicionala izdaliSanas metode)
frakcijas (skat. 2.5.3. nodalu). Pavisam ir izpétiti 50 lignina paraugi. 5. pielikuma ir aprakstiti
promocijas darba noteiktie So ligninu struktliras parametri, un antioksidativa aktivitate
ABTS®" un DFPH® testos.

Lai korekti veiktu struktiiras-aktivitates sakaribas pétijumus, ir janem véra objektu
heterogenitate. Dotaja pétijuma ir izveléti dazadas izcelsmes lignini, kuru struktiira ir
ietekméta dazados parstrades procesos. Lai klasificEtu paraugus péc to struktiiras Tpasibam, ir
izmantota PCA (,,Principal Component Analysis”) metode (XLSTAT 2013). PCA ir veikta,
izmantojot 9 struktiiras TpaSibas: G+S fenolu saturs, FPV vienibu saturs ar -CH,
aizvietotdjiem sankézu o-stavokli, FPV vienibu saturs ar O saturoSiem aizvietotajiem
sank&deés, oglhidratu saturs, (ArC;+ArC,)/ArCs; attieciba, m-konjugéto sistemu izméri, My,
metoksilgrupu saturs (uz FPV), FPV saturs ar dubultsaitém sank&zu o-stavokli (5. pielikums).
Lai izskaidrotu ~ 80% stuktiiras dazadibas, ir nepieciesamas 4 komponentes (PCs), piecas
komponentes izskaidro ~ 87% struktiiras dazadibas. Pirmas divas PC izskaidro 27,5% un
21,9%, attiecigi. Izvelétas struktiiras ipasibas kopa ar paraugu skaitu lauj apvienot p&tamos
paraugus viena grupa, nesadalot tos klasteros atkariba no botaniskas izcelsmes un/vai
parstrades metodes. Pétamo ligninu klasifikacija PC1 un PC2 koordinatés ir paradita 3.28.
attela. Katrs lignina paraugs ir apziméts ar numuru 1-50, kuru atSifréjumus skat. 5. pielikuma.
Analizgjot datus citas principialo komponentu koordinatés, ari nebija iesp&jams izdalit
atsevisSkas grupas.

Paraugs L 10, kas stipri atSkiras no pargjiem, ir melnalkSpa sarma ligninu neSkistoS§a
frakcija (F-X), kas iegiita péc ekstrakcijas ar organiskajiem $kidinatajiem; tas satura ir daudz

oglhidratu piemaisijumu, un tai ir sarma ligniniem neraksturigi lielas molekulmasas.
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3.28. att. Petamo ligninu klasifikacija PC1 un PC2 koordinatés

Ligninu struktiiras-antioksidativas aktivitates sakaribu noteikSanai ir izmantota Pirsona
korelacijas analize. Dazas no p€tamajam struktiiras IpaSibam nozimigi korelé sava starpa
(3.34. tabula). Molekulmasa pozitivi korelé ar oglhidratu saturu, kas norada uz to, ka
oglhidrati ir kompleksos ar ligninu.

3.34. tabula

Lignina struktiiras deskriptori un to savstarpeja korelacija

Pirsona korelacijas koeficients* (n=50)

Parametrs
X1 Xz X3 X4 Xs Xe X7 Xs X

G+S fenolu relativais

1,00 | 037 | 051 | -007 | 0,32 | -0,24 | -0,18 | 0,35 | 0,08
saturs, % , X;

CH,- grupas sankedes o- 037 | 1,00 | -011 | 003 | 019 | -009 | -0,06 | 0,60 | 017
stavokli, %, X,

Skabekli saturosas grupas

-0,11 , -0,03 , -0,46 | -0,23 | 0,03 | -0,08
sankedz, %, Xs 0,51 1,00 0,34

Oglhidrati, %, X4 -0,07 | 0,03 | -0,03 | 1,00 | 0,61 0,14 0,27 | -0,16 | 0,53

(ArC+ArC,)/ArCs, Xs 032 | 019 | 0,34 | 061 | 1,00 | -0,31 | -0,08 | 0,18 | 0,57

Dubultsaites sank&des

-0,24 | -0,09 | -0,4 014 | -0,31 | 1, 0,21 | -0,08 | -0,11
a—stavokli, % Xg 0.46 00

n-konjugeto sistému izmérs, | 19 | 05 | 023 | 027 | -008 | 021 | 100 | -036 | 0,05

X7
mol OCHa/mol FPV, Xg 0,35 | 060 | 003 | -0,16 | 0,18 | -0,08 | -0,36 | 1,00 | -0,08
My, gemol™ X, 0,08 | 0,17 | -0,08 | 053 | 057 | -0,11 | -0,05 | -0,08 | 1,00

*Vertibas, apzimétas ar trekninajumu, ir nozimigi atskirigas no 0, ar a=0,05.
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Molekulmasas nozimigi pozitiva korelacija ar (ArC;+ArC,)/ArCs; norada uz lignina
kondensacijas reakcijam ta izdaliSanas gaita. Oglhidratu satura nozimigi pozitiva korelacija ar
(ArC,+ArC,)/ArCs liecina par to, ka oglhidrati var kimiski saistities ar ligninu fitomasas
kimiskas parstrades gaita, kas sakrit ar literatiiras datiem.

Parcialas korelacijas analize lauj noveérteét katra faktora ietekmi uz antioksidativo
aktivitati, novérSot citu faktoru ietekmi (3.35. tabula). Lielaka pozitiva ietekme uz
antioksidativo aktivitati DFPH® testa ir (G+S) fenolu un metoksilgrupu saturam, ka ar7 fenolu
ar CH»- sank&zu a-stavokli saturam. Tas sakrit ar lignina modelvielu un citu mazmolekularo
fenolu struktiiras-aktivitates pétijumu rezultatiem. Antioksidativo aktivitati DFPH® testa
nozimigi negativi ietekmé skabekla aizvietotaju (parsvara aldehid- un karbonil- grupas)
klatbtitne alkilsank&d€s un palielinati m-konjugéto sist€ému izméri, kas raksturo fenolpropana
vienibas ar o— dubultsaittm un diarilus. Lignina modelvielu p@tijjumos ir noverota
o—karbonilgrupu negativa ietekme uz antioksidativo aktivitati un a—dubultsaisu
neviennozimiga ietekme uz to. No vienas puses, fenoksilradikala stabilitate samazina BDE

vertibas, no otras puses, parak lielai stabilitatei var biit negativa ietekme [4].

3.35. tabula
Antioksidativas aktivitates (DFPH® un ABTS®" testos) korelacija ar lignina struktiiras

deskriptoriem

Pirsona korelacijas koeficients* (n=50, a=0,05)
Parametrs, kas raksturo struktiiras ipasibu Paru korelacija Parciala korelacija
DFPH* ABTS*" DFPH* ABTS*"
G+S fenolu relativais saturx, % 0,54 0,25 0,58 -0,18
CH,- grupas sankedes a-stavokli, %, 0,72 0,37 0,47 0,22
Skabekli saturosas grupas sankede, %, -0,11 0,08 -0,48 -0,27
n—konjuggto sistému izmérs, n C -0,31 -0,50 -0,34 -0,45
Dubultsaites, sankédes a-stavokli, % -0,04 -0,24 0,013 0,21
Oglhidrati, % -0,12 -0,08 -0,096 -0,58
(ArC,+ArC,)/ArCs 0,16 0,52 0,08 0,74
-OCHJ/FPV 0,63 0,54 0,19 0,05
M., gemol™ 0,14 0,22 0,04 -0,11

*Vertibas, apzimétas ar trekninajumu, ir nozimigi atskirigas no 0, ar a=0,05.
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Svarigakais faktors, kas pozitivi ietekmé antioksidativo aktivitati ABTS®" testa, ir
liclaka (ArCi+ArCy)/ArCs attieciba, kas raksturo lignina in situ struktiiras izmainas
izdaliSanas gaita. Nozimigakie negativie faktori ir oglhidratu saturs un palielinati ©-konjugéto
sistému izmeri.

Ka paradits diarilheptanoidu gadijuma, antioksidativo aktivitati DFPH® testa izskaidro
PCET deskriptori, bet ABTS®" testa nozimigs ir SPLET ieguldijums. Ari ligninu gadijuma
struktliras parametri, kas ietekmé antioksidativo aktivitati DFPH® testa, ir viegli
izskaidrojami no PCET mehanisma viedok]a. ABTS®" aktivitati noteico$os faktorus ir griitak
izskaidrot, un tie parada citu mehanismu ieguldijumu.

Korelacijas analizes rezultati ir izmantoti, lai izvéletos struktiras deskriptorus un
aprakstitu struktiiras-antioksidtivas aktivitates sakaribas, izmantojot daudzfaktoru linearas
regresijas vienadojumu. DFPH® testa iegiitie regresijas vienadojuma deskriptori un to

koeficientu vértibas ir paraditas 3.36. tabula, R?= 0,75.

3.36. tabula
DFPH?® testa iegiita struktiiras-aktivitates regresijas (parasta daudzfaktoru lineara regresija)

vienadojuma koeficientu vertibas

Vienadojuma koeficienti Standartizetie koeficienti
Strukttiras deskriptors Koe_flcilenta Standartk]ida Koe_flcilenta Standartklida
Veértiba vertiba
Brivas loceklis -3,12 0,70
G+S fenolu relativais 0,045 0,008 0,53 0,10
saturx, %
CHs- grupas sankedes 0,022 0,004 0,46 0,09
a—otavokli, %,
Skabekli saturosas
arupas sankade, %, -0,018 0,004 -0,40 0,10
m-konjugelo sistemu 0,017 0,005 0,27 0,08
izmérs, n C

Lai izveidotu ticamaku struktiras-aktivitates sakaribu vienadojumu, ir izmantota ari
daudzfaktoru ,,Correlated Component Regression” (CCR) analize. Tapat ka PLS (partial least
square) metode, CCR analize pieder pie metodém, kas lauj vienlaicigi ,,noregulét”
(regularization) rezultatus, nemot véra to savstarp&jo korelaciju, ka ari nepiecieSamibas
gadfjuma izslégt no modela nenozimigus faktorus. Atskiriba no parastas daudzfaktoru
regresijas analizes, CCR analizé faktoru (deskriptoru) skaits var biit liels (salidzinajuma ar
novérojumu skaitu). Korelgjoso komponentu regresijas metode (CCR) izmanto atru
Skérsenisku validaciju, lai ieglitu sakartotu algoritmu ticama modela iegiiSanai. Lai iegltu

regresijas vienadojumu, CCR analizg ir izmantotas 9 lignina struktiiras Tpasibas. Aprekinu
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rezultati paradija, ka starp 9 struktiiras ipasibam tikai 5 batiski ietekmé& antioksidativo
aktivitati DFPH® testa (to koeficienti regresijas vienadojuma nozimigi atSkiras no 0. legitais

regresijas vienadojums:
Y =-3,08+0,043%xX;+0,018xX,-0,018xX3-0,014xX;+0,24xXg (3.5.)

Y, — antioksidativa aktivitate DFPH® testa (mol dezaktivéto DFPH*/mol OHenola)

X1 — G+S fenolu relativais saturs, %

X, — fenilpropana vienibu ar CH,- grupam sank&des a-stavokli relativais saturs%

X3 — fenilpropana vienibu ar skabekli saturoSajam grupam sankedes relativais saturs, %
X7 — m-konjuggto sistemu izmérs (atomu skaits)

Xg — OCH3/FPV

Iegtitais modelis labi apraksta zinamo deskriptoru ietekmi uz antioksidativo aktivitati
(3.29. att.). Determinacijas koeficients R?=0,76 parada, ka vienadojuma ieklautie strukturas
deskriptori izskaidro ~ 80% no antioksidativas aktivitates variacijas. Tas norada uz svarigo
struktiiras deskriptoru esamibu, kurus neizdevas noteikt. Starp $adiem deskriptoriem var bt

telpiskie faktori.
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3.29. att. Prognozéjamas un eksperimentali noteiktas RDI vértibas DFPH® testa
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Tomér Sim QSAR vienadojumam ir liela nozime, jo tas parada, ka ligninu
antioksidativo aktivitati (reakcijas pec PCET mehanisma) nosaka tas pasas struktiiras 1pasibas
ka lignina modelvielam un radniecigajiem mazmolekularajiem polifenoliem, kas lidz Sim
nebija paradits. Ir noskaidrots, ka polifenolu molekulmasa neietkmé termodinamiku to
reakcija ar radikaliem.

Regresijas vienadojuma koeficienti parada, ka izmainisies rezultativais faktors
(antioksidativa aktivitate), ja dotais deskriptors (struktiiras ipasiba) izmainisies par vienu
vienibu, pargjiem faktoriem paliekot nemainigiem. Tie nedod priekstatu par katra deskriptora
relativo svarigumu un ieguldijumu antioksidativaja aktivitaté. Lai klasificEtu deskriptorus péc
to ietekmes uz antioksidativo aktivitati, ir jaizmanto standartizéto koeficientu vertibas.
Saskana ar parastas daudzfaktoru linearas regresijas analizes rezultatiem, antioksidativo
aktivitati noteicoSie strukttiras deskriptori péc to ieguldijuma ir klasificgjami sekojosi: G+S
fenilpropana vienibu relativais saturs (0,53) >fenilpropana vienibu ar CH,- grupam
sankédes o-stavokll relativais saturs (0,46) > fenilpropana vienibu ar skabekli
saturo$ajam grupam sankédeés relativais saturs (-0,40) > n-konjugéto sistemu izmérs (-
0,27). Saskana ar CCR analizes rezultatiem antioksidativo aktivitati noteicoSie strukturas
deskriptori p&c to ieguldijuma ir klasific€jami sekojosi: G+S fenilpropana vienibu relativais
saturs (0,51) > fenilpropana vienibu ar CH,- grupam sankédes a-stavokli relativais
saturs (0,37) > fenilpropana vienibu ar skabekli saturo$ajam grupam sankedes relativais
saturs (-0,40) > n-konjugéto sistemu izmérs (-0,23) > -OCH3/FPV (0,16). Abas §is analizes
vienadi klasific€ deskriptoru ieguldijumus, bet CCR analize lava labak atskirt tos sava starpa.
CCR analize paradija, ka augstako Skeérséniskas validacijas koeficienta vértibu (0,70) iegust, ja
vienadojuma ieklauj 5 deskriptorus. Parastas daudzfaktoru linearas regresijas analize nedeva iespgju
novertet piekta deskriptora (-OCH3/FPV) svarigumu.

Antioksidativo aktivitati noteicoSas struktiiras ipasibas norada uz ligninu reakciju ar
DFPH® pec PCET mehanisma. Lielakais ieguldijums ir deskriptoram, kas raksturo o-
metoksilgrupu saturu. Metoksilgrupas (0-stavokli) ievérojami pazemina fenola O-H BDE, ka
arl palielina vienkarSo fenolu antioksidativo aktivitati. Svarigs ieguldijums ir CHj-
aizvietotaju klatbiitnei sankédes o— stavokli. Sis grupas darbojas ka elektronu donori,
atvieglojot fenola O-H saites heterolitisko disociaciju. Skabekli saturosas grupas fenilpropana
vienibu sank&des negativi ietekmé ligninu antioksidativo aktivitati. Tas var bt saistits ar SO
grupu elektronatvelkoSu indukcijas efektu, kas palielina BDE.

Pétijumos par diarilheptanoidu antioksidativo aktivitati ir paradits, ka ABTS®" tests
var dot vertigu informaciju par struktiiras pasibam, kas nosaka SPLET mehanisma norisi.

Izmantojot CCR analizi, ir iegiits regresijas vienadojums:
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Y2 =1,46 -0,013%xX3-0,015% X4+0,050 X5-0,018xX7+0,32x X3 (3.6)

Y, - antioksidativa aktivitate ABTS®*" testa (moli dezaktivéto ABTS®* " /moli OH fenola)
X3 — fenilpropana vienibu ar skabekli saturo$ajam grupam sank&des relativais saturs, %
X4 — oglhidratu relativais saturs, %
Xs— (ArC1+ArC,)/ArC; attieciba
X7 — m—konjuggto sistemu izmé&rs (atomu skaits)
Xg — OCH/FPV

Saskana ar CCR analizes rezultatiem, antioksidativo aktivitati noteico$ie struktiras
deskriptori péc to ieguldijuma ir klasificgjami sekojoSi (iekavas ir dotas standartiz&to
koeficientu vértibas): (ArC;+ArC,)/ArCs (0,92) > oglhidratu relativais saturs (-0,51) >
fenilpropana vienibu ar skabekli saturo$ajam grupam sankeédes saturs (-0,33) >
n—konjugéto sistemu izmérs (-0,32) > — OCH,/FPV (0,16). Atskiriba no ieprieks€ja modela,
svarigakais struktiiras deskriptors, kas pozitivi ietekmé antioksidativo aktivitati ABTS®" testa,
ir (ArC1+ArC,)/ArC; attieciba, kas raksturo lignina struktiiras izmainas ta izdaliSanas gaita,

tai skaita &terisko saiSu destrukciju.
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3.30. att. Prognozéjamas un eksperimentali noteiktas RDI vértibas ABTS®" testa

Antioksidativa aktivitate ABTS®" testa nav atkariga no G+S fenilpropana vienibu satura

un CHy- aizvietotaju sankédes a— stavokli satura, kas nosaka fenola O-H saites heterolitisko
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disociaciju, toties ta ir atkariga no fenilpropana vienibu ar skabekli saturoSajam grupam
sankédes satura un n—konjugéto sistemu izmera, kas nosaka elektrona parnesi no polifenola
uz radikali. Tas norada uz ligninu reakciju ar ABTS®" péc SPLET vai ET-PT mehanisma.
Lignina un diarilheptanoidu pKa veértibu salidzinajums liecina SPLET mehanisma laba. Art
ogliidenrazu ievérojama negativa ietekme var but saistita ar to ietekmi uz ligninu pK,
vertibam, kam ir svariga nozime SPLET mehanisma. Determinacijas koeficients, kas parada,.
kadu dalu no rezultativa faktora variacijas izskaidro modeli ieklautie parametri, ir 0,75 (3.30.
att.). Starp faktoriem, kuriem var biit svariga loma reakcija ar ABTS®", ir o-, B- un y-
alifatiskas  hidroksilgrupas, sferiskie faktori, iekSmolekularas tidenraza saites. P&tijumu
rezultati parada, ka ABTS®" un DFPH® testu kombinacija palidz aprakstit diarilheptanoidu un
ligninu strukturas-aktivitates sakaribas, nemot véra gan ar protonu saistitu elektronu parneses,
gan atseviSko elektronu parneses mehanismus. CCR analize ir labi piem@rota ligniTnu QSAR

noteik$anai.
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SECINAJUMI

1) Izstradata metodologija augu mazmolekularo un lielmolekularo polifenolu antioksidativas
aktivitates vispusigai raksturoSanai, kura apvieno eksperimentalas analitiskas kimijas,
hemometrijas un molekularas modeléSanas metodes, lauj iegtt plasaku informaciju par
polifenolu struktiiras un antioksidativas aktivitates sakaribam un prakstiskas izmantoSanas
iespéjam. Tam ir svariga nozime dabas resursu izmantoSanas racionalizacija, ka ar1 dabas

polifenolu izmantoSanas optimizacija.

2) Pieradits, ka testa ar stabilajiem brivajiem radikaliem, izsakot augu polifenolu
antioksidativo aktivitati ka dezaktivéto radikalu skaitu uz fenola hidroksilgrupu, vislabak

var aprakstit strukttiras un aktivitates sakaribas.

3) Apvienotie eksperimentalie un teorétiskie pé&tijumi paradija mizas diarilheptanoidu
katehola vienibas ka H-atoma donora svarigumu efektivai radikalu dezaktivéSanai. Ir
apstiprinata citam polifenolu klasém zinama o-metoksilgrupu pozitiva ieteckme uz
antioksidativo aktivitati, ka ari alifatiskas k&des karbonilgrupu negativa ietekme. Ir
paradits, ka dubultsaites alifatiskas k&des o-stavokli ieve@rojami palielina izveidoto
fenoksilradikalu stabilitati, bet nepalielina antioksidativo aktivitati. PCET (protonu
saistita elektronu parnese) ir galvenais mehanisms diarilheptanoidu reakcijas ar brivajiem
radikaliem, svarigs ieguldijums ir ari SPLET (seciga protona zaud&Sanas elektronu

parnese) mehanismam.

4) Visas lignina modelvielu antioksidativo aktivitati ietekmgjosas struktiiras ipaSibas nosaka
ar1 lielmolekularo ligninu antioksidativas ipaSibas, un paraditas kopigas struktiiras un
antioksidativas aktivitates sakaribas radniecigajiem dabas mazmolekularajiem un
lielmolekularajiem polifenoliem, ka ar1 to lidzigie darbibas mehanismi. Nav konstatéta
molekulmasas palielinaSanas negativa ietekme uz pé&tamo polifenolu antioksidativo

aktivitati.

5) Svarigakas struktiras ipasibas, kas ietekmé ligninu reagétsp&ju péc PCET mehanisma, ir:
o-metoksilgrupas, CHj-grupas alifatiskas kédes a-stavokli, karbonilgrupas alifatiskaja
kéde, m-konjugéto sistému izmers. Svarigakas strukturas 1pasibas, kas nosaka ligninu
reag€tsp&ju péc mehanismiem, kas ir saistiti ar atseviska elektrona parnesi (SPLET; ET-PT

- elektronu parnese - protonu parnese), ir eteriskas saites alifatiskajas k&des, oglidenrazu
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saturs, metoksilgrupu skaits uz fenilpropana vienibu, m—konjugéto sistému izmérs. Pirmo
reizi ieglti analitiskie modeli, kas kvantitativi raksturo ligninu struktiiras un aktivitates

sakaribas dazados testos.

6) Frakciongjot ligninu ar organiskajiem $kidinatajiem, var iegit antioksidantu virkni, mainot
to 1pasibas (Ts, polidispersitate, molekulmasas sadalijums) un dazadu struktiiras vienibu
proporcijas, tada veida regul€jot to efektivitati dazadas sist€mas/materialos un rezultata
paplasinot ligninu izmantoSanas iesp&jas par antioksidantiem. Piem&ram, ir paradits, ka
kraft ligninu poliméras frakcijas ap 2 % uzrada ievérojamu inhib&joso aktivitati attieciba uz
poliuretanu plévju termooksidéSanas destrukciju, bet to oligomera frakcija efektivi stabilizé

rapsu ellu pret oksidesanos ar skabekli.
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PIELIKUMI

1. PIELIKUMS
Diarilheptanoidu HPLC hromatogrammas
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Relativas vienibas

Intensitate,

0 5 10 15 20 25

Laiks. min
Baltalk§na mizas etilacetata ekstrakta HPLC hromatogramma. Zorbax Eclipse XDB-
C18 kolonna, dalipu izmérs 5 pM, 4,6x150 mm (Agilent); Eluents A: 5% MeOH,
0,1%HCOOH, bidestilets adens, Eluents B: MeOH, 0,1% HCOOH. Rezims 25%
Eluents B un 30 min DetektéSana: A= 280 nm, injekcijas tilpums:10 pL, kolonnas temp.

=30°C
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Melnalk$na mizas etilacetata ekstrakta HPLC hromatogramma. Zorbax Eclipse XDB-
C18 kolonna, dalinu izmérs 5 pM, 4,6x150 mm (Agilent);Eluents A: 5% MeOH,
0,19%HCOOH, bidestiléts adens, Eluents B: MeOH, 0,1% HCOOH. Rezims 25%
Eluents B un 30 min Detektésana: A= 280 nm, injekcijas tilpums:10 pL, kolonnas temp.

=30°C

169



400 4

300

2004

Relativas vienibas

Intensitate,

o 10 20 "3 40 50 60
Laiks, min

Bérza mizas etilacetata ekstrakta HPLC hromatogramma. Zorbax Eclipse XDB-C18
kolonna, dalipu izmérs 5 pM, 4,6x150 mm (Agilent);Eluents A: 5% MeOH,
0,1%0HCOOH, bidestiléts aidens, Eluents B: MeOH, 0,1% HCOOH. Detektésana: A= 280
nm, injekcijas tilpums:10 pL, kolonnas temp. = 30°C
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[ntensitate,
Relattvas vienibas
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0 e —

0 5 10 15 20 25
Laiks, min
Attirita oregonina HPLC hromatogramma. Zorbax Eclipse XDB-C18 kolonna, dalinu
izmérs 5 pM, 4,6x150 mm (Agilent);Eluents A: 5% MeOH, 0,1%HCOOH, bidestiléts
tidens, Eluents B: MeOH, 0,1% HCOOH. Detektésana: 2= 280 nm, injekcijas tilpums:10
pL, kolonnas temp. = 30°C
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Relativas vienibas
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0 ! h R ,flﬂl"w' ll\p'—_
0 5 10 15 20 25
Laiks, min
Attirita platifilozida HPLC hromatogramma. Zorbax Eclipse XDB-C18 kolonna, dalinu
izmérs 5 pM, 4,6x150 mm (Agilent);Eluents A: 5% MeOH, 0,1%HCOOH, bidestiléts
tidens, Eluents B: MeOH, 0,1% HCOOH. Detektésana: 2= 280 nm, injekcijas tilpums:10
pL, kolonnas temp. = 30°C

Relattvas vienibas
[
—
L]

[ntensitate,

0 5 10 15 20 25
Laiks, min
Hidroksioregonina epiméru maisijuma hromatogramma, ar domingjoso epiméru no
alk$npu mizam. HPLC hromatogramma. Zorbax Eclipse XDB-C18 kolonna, dalinu izmérs
5 uM, 4,6x150 mm (Agilent); Eluents A: 5% MeOH, 0,1%HCOOH, bidestiléts tidens,
Eluents B: MeOH, 0,1% HCOOH. Detektésana: A= 280 nm, injekcijas tilpums:10 pL,
kolonnas temp. = 30°C
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2. PIELIKUMS
Spina blivuma sadalijums diarilheptanoidu fenoksilradikalos

Oregonina fenoksilradikali
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Hidroksioregonina fenoksilradikali

v )
I T
4+ f —
4T [ I
o S
7/ 3-OH L/ 40H
I|'_ |:I ) A
|l,L |] ) - 1| [ o
! A | { A -""’f —t ---n — 1. ..";_
,-'/')"""-\.....T.-,-" oy -;-..1_---.1-....\_\_ ‘_?dﬁ/. u'lga _,/""-r"'z I D.l-;- ! @034
Ly , ] , ' Voss 77 A r-e0,21
—.-'/ A . ' L - .
A o w"” -7
X 3.0H 4-OH
e
| 4 P g 0,17 N
.:?_ Tl —-f o l.'“*'.ulsz I + "_.L--...'“bezg
; . L f
A C
. ! N 3 K B
[Ty 042" R Sy
4 ..h'““."'-*%""r,"r“ sl ! . ".. :/— _Cw _J
j'l 1 I 1 ! l\\‘\ —{}-
. -»___._rl__,- ~ - "—A,I* _
A
)
e
I T
T L
3'-OH L/
1
|
A, ) _ L s
oisl S~ T L“'“\ !
il —" b i
0,36 "0,41 b
"o ‘ T,
]
0,35
[ ] ™, ]
3'-OH N
e *. ",
Il."ll f-\"'\-\. . .__\_“:‘/f
s !
——] .
I' . A T
+
L] ( -
-\.I__ - —— s
| / 1 ‘3"'.3,29
- 0,29, —o,:
s _""t/ll,l?

173



N
—
AR
\,
-~
Pt
& _,:'l\

- .
- 4 !

0,32 o ;

. o |
r

oy ot
0,24 - _(
0,34
*, s
| _ ., _{ :__.
L / \
\ 4 -.

Platifilozida fenoksilradikali

.
/r />-.-
-~ —y A
~ \ L
\ 1 ~ .
| T i ~
dm e \
E"f_‘-’ B 0,31 ¥
— 1 \ |
oo P S 0,34 P , & |
| r.I TR, .I:I_,-;i A
1 '. .—-
R 0,32

Kurkumina fenoksilradikals

174

‘I
)
|
5 P
e
i
\
\
b
e \
L N
N
l‘-
L



3. PIELIKUMS
No lauksaimniecibas augiem iegiito sarma ligninu (SL) analitiskas pirolizes (Py-GC-MS-

FID) gaistoSie produkti un to relativais saturs, %.

Pirolizes produktus var sadalit oglhidratu degradacijas produktos (O), lignina degradacijas

produktos (L) un ekstraktvielu degradacijas produktos (E).

o IzdaliSanas Savienojuma relativais saturs, %
Savienojums Izcelsme | MM laiks. min (FID)
' Linu SL | Kanpepju SL | Sizala SL

Oglekla dioksids O, L 44 4,859 13,37 20,37 18,79
Udens O, L 18 5,143 10,69 12,29 14,96
Metanols O, L 32 5,327 1,01 n.d. n.d.
4-Metil-1-penténs E 84 5,926 1,09 1,35 1,48
2-Metilpropanals O 72 6,321 0,12 0,12 0,04
2-Metilfurans 0 82 6,474 0,10 0,11 0,18
2,3-Butandions 0 86 7,043 0,06 0,00 0,20
2-Metil-1-butanols 0 88 7,285 0,19 0,25 0,21
3-Metilbutanals 0 86 8,084 0,23 0,25 0,25
2-Metilbutanals, 0 86 8,226 0,29 0,34 0,26
Etikskabe O, L 60 9,075 0,37 0,36 0,63
1-Okténs E 112 9,784 0,32 0,32 n.d.
1-Hidroksi - 2-propanons 0 74 10,393 0,09 0,05 0,10
Toluols ( metilbenzols) L 92 10,619 0,43 0,66 0,46
Propionskabe 0 74 12,745 0,12 0,16 0,18
Heksanals ( n-Kapronaldehids) (6] 100 13,190 0,09 0,03 n.d.
1-Nonéns( n-Non-1-&ns) E 126 13,707 0,37 0,40 0,18
1,3-dimetil - benzéns L 106 14,509 0,05 0,04 0,12
Pirols E 67 14,691 0,14 0,06 n.d.
1,4-dimetil - benzéns L 106 14,895 0,11 0,13 n.d.
(S)-5-Hidroksimetil-2(5H)- 0 114 15,937 n.d. n.d. 0,10
furanons
Stirols (etenilbenzens) L 104 16,743 0,17 0,26 0,79
Furfurols 0 96 17,576 0,19 0,16 1,14
1-Decéns ( n-1-decéns) E 140 18,553 0,37 0,43 0,18
2-Metilfurfurols 0 98 19,650 n.d. n.d. 0,13
1-Acetiloksi - 2-propanons 0 116 20,092 n.d. n.d. 0,08
2-Metil - 2-ciklopentén-1-ons 0 96 20,459 0,11 0,10 n.d.
OZn,;’:-Dlmetll— 2-ciklopentén-1- 0 110 21.375 0,05 0,09 nd.
D-Limonéns (1-metil-4-(1-
metiletenil )— ciklohekséns) E 136 21,593 0,05 0,07 nd.
1,2-Ciklopentandions 0 98 23,280 0,13 0,03 0,28
1-Undeceéns E 154 23,709 0,26 0,27 0,09
1-metoksi-3-metilbenzéns L 122 24,338 0,22 0,20 0,11
5-metil- 2-
furankarboksialdehids 0 110 24,715 n.d. nd. 011
3-Hidroksi-5,6-dihidro-(4H)- o) 114 27,338 n.d. n.d. 0,54
piran- 4-ons
2-hidroksibenzilaldehids L 122 27,941 0,07 0,08 0,06
2,3,3-trimetiloktans E 156 28,662 0,39 0,21 n.d.
3-Tetradekéns E 196 28,790 0,26 0,27 0,12
6-Metiltridekans E 198 29,199 n.d. 0,14 n.d.
Fenols L 94 30,173 1,61 1,50 0,72
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Savienojuma relativais saturs, %

Savienojums Izcelsme | MM Ilzac}ills?nni?]s (FID)
' Linu SL | Kanpepju SL | SizalaSL

p-Gvajakols L 124 31,255 12,43 6,48 3,61
2-Metilfenols L 108 32,435 0,91 0,78 0,49
2,3-Dimetilfenols L 122 33,175 0,10 0,09 0,08
Tridekans E 184 33,479 0,21 0,10 n.d.
(Z)-3-Tetradekéns E 196 33,652 0,27 0,27 0,11
4-Metilfenols L 108 34,208 0,61 1,27 0,47
3-Metilfenols L 108 34,335 0,51 0,50 0,21
2-Metoksi-3-metilfenols L 138 34,448 0,99 0,72 0,80
5-Metilgvajakols L 138 35,468 0,14 0,08 0,03
4-Metilgvajakols L 138 36,141 5,20 8,04 3,51
3,4-Dimetilfenols L 122 36,443 0,93 1,18 0,42
1,2-Dimetoksi-3-metilbenzéns L 152 36,896 0,39 0,23 0,09
2,3,6-Trimetilfenols L 136 37,412 0,09 0,11 0,11
1,4-Dimetoksi-2-metilbenzéns L 152 38,046 0,45 0,15 0,16
1,3-Dimetoksi-2-metilbenzéns L 152 38,148 0,15
3-Tetradecéns E 196 38,192 0,28 0,19 0,17
2,5-Dimetilfenols L 122 38,221 0,26 0,52
3-Etil- un 4-Etil-fenols L 122 38,352 0,56 1,11 0,31
3,5-Dihidroksiacetofenons L 152 38,983 0,39 0,53 0,56
2,4,6-Trimetilfenols L 136 39,657 0,04 0,06
4-Etilgvajakols L 152 39,987 3,06 3,68 1,59
2-Etil-4-metilfenols L 136 40,298 0,14 0,27 0,15
1,4-Dimetoksi-2,3- L 166 | 42,082 nd. n.d. 0,07
dimetilbenzeéns
2-Hidroksi-5-metoksi- L 166 42,110 0,14 0,07 n.d.
acetofenons
2,3-Dihidrobenzofurans 0] 120 42,301 0,65 0,62 0,38
1-Tetradekans E 198 42,361 0,10 0,20 n.d.
1-Tetradekéns E 196 42,539 0,17 0,13 n.d.
4-Vinilgvajakols L 150 42,673 4,60 4,18 2,48
m-Gvajakols (3-metoksifenols) L 124 42,943 0,04 0,08 0,07
Eigenols L 164 43,617 0,59 0,56 0,18
4-Propilgvajakols L 166 43,697 0,81 0,73 0,31
4-Allilfenols L 134 44,241 n.d. 0,08 n.d.
Siringols L 154 45,060 4,20 2,49 11,07
2-Metoksi-5-(2-propenil)-fenols L 164 45,433 0,24 0,13 0,28
4-Etenil-1,2-dimetoksibenzéns L 164 45,607 0,35 0,24 0,15
Cis-izoeigenols L 164 46,029 0,81 0,67 0,32
Pentadekans E 212 46,415 0,03 0,18 n.d.
Heksadekans E 226 46,438 0,19 n.d. n.d.
3-Metoksi-5-metilfenols L 138 46,523 n.d. 0,35 0,44
(E)-9-Eikoséns E 280 46,631 0,29 0,27 n.d.
1,2-Dimetoksi-4-metilbenzéns L 152 47,017 n.d. n.d. 0,11
2-allilfenols L 134 47,262 0,07 0,06 n.d.
Trans-izoeigenols L 164 48,363 3,25 2,63 0,99
4-Metilsiringols L 168 48,814 1,15 2,39 9,33
Vanilins L 152 49,380 0,14 0,12 0,27
5-Metoksi-2,3-dimetilfenols L 152 49,878 n.d. 0,17 0,18
Heptadekans E 240 50,305 0,25 0,25 n.d.
(E)-9-Eikoséns E 280 50,501 0,18 0,19 n.d.
4-Etilsiringols L 182 51,767 1,25 1,25 3,47
(E)- 7-metil-7-heptadekéns E 252 51,788 0,00 0,67 n.d.
Acetogvajakols L 166 52,725 0,83 0,77 0,41
Heptadekans E 240 53,986 0,19 n.d. n.d.
4-Vinilsiringols L 180 54,105 0,78 1,12 3,09
(E)-3-Oktadekens E 252 54,179 0,26 0,32 n.d.
Gvajacilacetons L 180 54,697 0,34 0,29 0,19
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Savienojuma relativais saturs, %

Savienojums Izcelsme | MM Ilz;}ills?nni?]s (FID)
' Linu SL | Kanpepju SL | SizalaSL

4-Allilsiringols L 194 54,748 0,42 0,53 1,35
Propiovanillons L 180 55,832 0,11 0,20 0,07
4-Propenil-(cis)siringols L 194 56,697 0,22 0,29 0,77
Heptadekans E 240 57,456 0,21 0,28 0,18
10-Heneikoséns E 294 57,676 0,24 0,32 0,12
3,7,11,15-Tetrametil-2-
heksadekan-1-ols E 296 57,871 0,10 0,16 n.d.
1,6-Anhidro-f-D-glukopiranoze 0 162 58,674 n.d. nd. 0,36
(levoglikozans)
4-propenil-(trans)siringols L 194 58,997 0,79 0,78 2,56
6,10,L4-trimetil-2- E 268 59,446 0,38 0,25
Pentadekanons
Siringilaldehids L 182 60,266 n.d. n.d. 0,30
8-heksilpentadekans E 296 60,791 0,23 0,32 n.d.
1-Nonadekens E 266 61,009 0,22 0,37 n.d.
Heksadekanskabes metilesteris E 270 61,086 0,31 n.d. n.d.
Acetosiringons L 196 62,691 0,24 0,23 0,76
Cis-9-heksadekenals E 238 63,518 0,16 n.d. n.d.
10-Heneikoséns E 294 63,968 0,17 0,18 n.d.
Siringilacetons L 210 64,156 n.d. n.d. 0,36
1-Nonadekens E 266 64,190 0,28 0,22 n.d.
Propiosiringons L 210 65,142 n.d. 0,04 0,12
Tetratriakontans E 478 67,126 0,46 0,28 0,12
1-Trikoséns E 322 67,343 0,26 0,30 0,18
Oktadekanskabes metilesteris E 298 67,475 0,13 n.d. n.d.
9-Metoksiantracéns E 208 67,986 2,07 0,35 0,36
Visi-trans-skvaléni E 410 68,555 0,10 0,39 0,30
9,10-Antracéndions E 208 69,333 5,13 1,81 0,79
Heneikosans E 296 69,961 0,19 0,20 0,14
1-Trikoséns E 322 70,192 0,30 0,25 0,09
Heksatriakontans E 506 70,800 n.d. n.d. 0,15
Tetrakosans E 338 72,785 0,16 0,15 n.d.
1-Trikoséns E 322 73,014 0,13 0,14 n.d.
1-Trikoséni E 322 75,536 0,22 0,18 0,19
Tetrakosans E 338 75,781 0,10 0,10 n.d.
1-Trikoséns E 322 78,538 0,17 0,15 n.d.
Tetrakosans E 338 78,856 0,18 0,23 n.d.
Heneikosans E 296 82,011 0,33 0,32 n.d.
1-Trikoséns E 322 82,255 n.d. 0,12 n.d.
Neidentificeti (no 2.69 2,02 118

hromatogrammam)

MM — molekulmasa, gemol™

n.d. — nav detektéts
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4. PIELIKUMS

Skuju koku koksnes un lapkoku koksnes LignoBoost kraft ligninu un to frakciju FTIR
spektri

Skuju koku koksnes

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 450
cm -1

Izejas paraugs (1) CH,Cl; frakcija (2) C;H;OH frakcija (3) Pec ekstrakceijas (5)
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5. PIELIKUMS

Kvantitaivo struktiiras-aktivitates sakaribu noteik§anai (QSAR) izmantojamo ligninu struktiiras

deskriptoru apziméjumi un to atSifréjumi

Produktu ar noteiktam struktiiras ipasibam relativais saturs lignina izcelsmes pirolizes produktos, %

X1 X5 X3 X4 Xs Xs
CH; Dubultsaites
(G+S) Skabekli saturo3as o
| sankédes a— Oglhidrati | (ArCy+ArC,)/ArCs sankédes a—
fenoli grupas sankedes
stavokli stavokl,
Struktiiras Tpasibas Antioksidativa aktivitate, RDI
X7 Xs X Y, Y,
[1-konjuggto sistemu mol(OCHs) Muw, mol (DFPH’)/ mol(ABTS™)/
izmérs, atomu skaits /mol(FPV) gemol™ Mol (OHsenota) MOI(OH¢enota)

Ligninu struktiiras deskriptoru un antioksidativas aktivitates vértibas

Nr. Paraugs Xy X5 X3 X4 Xy Xe X7 Xs Xy Y| Y,
1. | OsaSL 96,89 | 36,18 | 21,70 | 7,89 | 896 | 1562 | 13 | 11 | 4505 | 11| 1,2
2. | Osa SL F-CH,Cl, 98,49 | 27,87 | 4392 | 0,14 | 15,99 | 10,40 8 0,9 818 |10 19
3. | Osa SL F-CsH;0OH 97,28 | 44,87 | 10,15 | 0,50 | 11,20 | 17,29 | 14 | 18 | 1857 |18 | 2,0
4. | OsaSL F-CH;0OH 96,93 | 39,44 | 1169 | 094 | 7,46 | 18,10 | 12 | 17 | 3726 | 1,7 | 1.8
5. | OsaSLF-X 96,34 | 41,89 | 12,49 | 4456 | 533 | 1737 | 10 | 0,8 | 18454 | 1,7 | 11
6. | Melnalks$pa SL 96,05 | 31,26 | 22,09 | 28,86 | 6,17 | 1828 | 19 | o,7 | 7617 |09 | 1,0
Melnalkspa SL F-
7. CH,Cl, 98,22 | 17,48 | 4533 | 0,57 | 13,50 | 11,51 3 15 638 [ 12| 21
Melnalkspa SL F-
8. CaH,OH 95,84 | 31,90 | 16,59 | 571 | 9,60 | 17,89 3 13 1997 | 18| 2,2
Melnalksna SL F-
9. CH:OH 9535 | 31,78 | 12,04 | 3,28 | 4,77 | 22,56 4 13 4360 | 1,3 | 19
10. | Melnalkspa SL F-X | 97,00 | 37,25 | 25,31 | 93,80 | 60,00 | 6,50 16 | 10 | 38739 | 13| 28
11. | Abakas SL 84,25 | 13,60 | 8,08 | 16,44 | 256 | 18,40 | 11 | 10 | 3127 |06 | 1,4
Abakas SL F-
12. CH,Cl, 87,96 | 19,54 | 16,04 | 13,04 | 2,10 | 19,34 | 4 11 717 | 10| 1,7
Abakas SL F-
13. CaH,OH 77,44 | 27,34 | 2,95 | 27,83 | 1,58 | 21,95 4 12 2149 (09| 1,7
14. | Abakas F-CH;OH 89,35 | 30,02 | 4,76 | 14,05 | 1,32 | 27,39 6 1,3 | 439 18| 15
15. | Abakas SL F-X 91,07 | 22,83 | 3,70 | 2593 | 0,84 | 37,74 | 17 | 0,8 | 18109 | 0,8 | 0,8
16. | Dzutas SL 86,02 | 18,22 | 897 | 7,08 | 3,39 | 1780 | 12 | 0,6 | 3457 |05 | 1,4
17. | Cukurniedru SL 77,32 | 17,63 | 10,03 | 29,78 | 4,14 | 25,09 | 10 | 0,8 | 4120 | 0,2 | 1,0
18. | Kanepju SL 76,63 | 28,99 | 4,75 | 4,09 | 434 | 1405 | 15 | 1,0 | 3897 |04 | 1,8
19. | Linu SL 87,80 | 19,76 | 4,41 | 390 | 3,17 | 1330 | 23 | o5 | 8358 | 0,9 | 1,7
20. | Linu SL F-CH,Cl, 93,97 | 21,70 | 22,67 | 3,66 | 4,20 | 22,93 9 04 | 847 |09 13
21. | Linu SL F-CsH,OH | 86,02 | 27,31 | 3,03 | 7,89 | 4,36 | 22,36 7 0,7 | 2452 | 15| 17
22. | Linu F-CH;OH 8542 | 1852 | 2,35 | 4,18 | 3,70 | 15,06 6 0,7 | 4085 | 12| 15
23. | Linu SL F-X 87,53 | 20,45 | 4,16 | 533 | 3,32 | 20,65 9 06 | 18131 11| 14
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Nr. Paraugs X4 X, X3 X4 Xs Xe X5 Xs Xq Y| Y,
24. | Sizala SL 86,32 | 16,48 | 591 | 7,96 | 3,75 | 18,68 | 17 | 0,9 | 3143 [ 06 | 1,8
25. | Kviesu salmu SL 78,77 | 20,88 | 4,10 | 864 | 4,60 | 2840 | 25 | 0,6 | 4400 | 0,2 | 1,2
Etanola razoSanas no
kvieSu salmiem
26. | plakusprodukta (Fp | 9381 | 16,26 | 572 | 927 | 569 | 3158 | 4 | 06 | 5720 | 00| 17
sarma frakcija
g7, | SkujukokuCuran | gq 50 | 1065 | 987 | 516 | 730 | 7,75 | 10 13825 | 0,7 | 1,3
kraft lignins 0,7
Skuju kokuCuran
28. | \raft F-CH,Cl, 9487 | 823 | 5382 | 013 | 360 | 672 | 10 | oo | 2505 03| 11
Skuju kokuCuran
29. | \raft F-CyrhOH 91,06 | 841 | 2115 | 763 | 462 | 944 | 12 | o, | 903 |06 |13
Skuju koku Curan
30. | \raft F-CH,OH 8974 | 800 | 1274 | 619 | 622 | 662 | 12 | oo | 2927 |05 | 12
Skuju koku Curan
3L | Lot Ex 86,08 | 1208 | 7,91 | 305 | 620 | 11,30 | 11 | oo | 19433 |07 | 13
Skuju koku
32. | VignoBoost kraft 8819 | 36,93 | 1370 | 176 | 319 | 1234 | 14 | o | 12138 | 13 | 20
Skuju koku
33. | LignoBoost kraft F- | 93,74 | 28,54 | 22,40 | 2,16 | 2,75 | 12,19 | 8 | 0,8 | 698 |07 | 1,2
CH,Cl,
Skuju koku
34. | LignoBoost kraft F- | 87,99 | 41,87 | 9,60 | 2,43 | 459 | 1396 | 18 | 1,1 | 2087 | 1,7 | 2,1
C;H,0H
Skuju koku
35. | LignoBoost kraft F- | 87,82 | 38,09 | 10,40 | 1,63 | 452 | 1453 | 16 | 0,9 | 4465 | 1,5 | 1,8
CHOH
Skuju koku
36. | LignoBoost kraft F- | 87,80 | 37,34 | 11,90 | 1,82 | 3,44 | 1344 | 12 | 0,9 | 18636 | 1,0 | 1,6
X
37. tf;’f't‘o"“ HIgNOBO0St | g5 g6 | 37,31 | 825 | 246 | 313 | 2084 | 13 | ., | 4786 | 14 | 15
Lapkoku LignoBoost
38. | \raft F-CH,Cl, 96,86 | 3361 | 1422 | 068 | 455 | 1668 | 10 | 1,2 | 799 |10 15
Lapkoku
39. | LignoBoost kraft F- | 9565 | 3825 | 7,32 | 0,72 | 362 | 1950 | 16 | 1,3 | 1996 |19 | 1,9
C3H,0H
Lapkoku LignoBoost
40. | | ot E-CHLOH 94,91 | 38,03 | 7,99 | 216 | 429 | 1970 | 14 | 1,3 | 4488 [ 19| 1,8
a1, | Lapkoku'LignoBoost | o, oy | 5404 | 876 | 845 | 229 | 2749 | 13 | 1.1 | 18396 | 1.6 | 1.5
kraft F-X
T TM
42. gg’%’fms F- 90,92 | 10,65 | 20,67 | 14,74 | 4,02 | 3340 | 29 | 0,6 | 1973 [ 05| 0,8
212
T 1 - TM
43. | Biolilignins TF- 85,87 | 13,62 | 547 | 31,82 | 508 | 3983 | 25 | 0,7 | 2201 |06 | 1,1
CH,OH
Biolignins™ F-
2. | GHCWCH.OH 83,84 | 16,59 | 6,83 | 26,96 | 3,90 | 2855 | 25 | 0,7 | 5295 [ 0,7 | 1,1
45. | Alkina PyL 90,09 | 22,76 | 8,32 | 18,10 | 1,26 | 1677 | 27 | 0,7 | nn. [07 | 07
46. | O%a PyL 89,54 | 24,76 | 9,04 | 1552 | 1,25 [ 1733 | 21 [ 08 | nn. |07 07
47. | Apses PyL 88,20 | 26,68 | 7,75 | 23,82 | 1,83 | 2037 | 29 | 0,6 | nn. |08 08
48. | Lapkoku PyL 90,32 | 21,29 | 13,45 | 1651 | 1,12 | 1671 | 26 | 0,7 | nn. |08 08
49. | Skuju koku PyL 87,60 | 28,68 | 6,78 | 20,98 | 1,84 [ 1572 | 26 | 06 | nn. |06 | 06
50. | Skujukoku MWL | 8547 | 38250 | 22,19 | 20,00 | 3,87 | 1096 | 12 | 10 | 5720 | 03 | 0,5
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Vi.

Vii.

6. PIELIKUMS

Publikacijas

Periodika ar apreékinatu citejamibas indeksu:

Dobele G., Dizhbite T., Urbanovich I., Andersone A., Ponomarenko J., Telysheva G.
Pyrolytic oil on the basis of wood and the antioxidant properties of its water-soluble and —
insoluble fraction. Journal of Analytical and Applied Pyrolysis, 2009, 85, pp. 81-85;

Telysheva G., Dizhbite T., Bikovens O., Ponomarenko J., Janceva S., Krasilnikova J.
Structure and antioxidant activity of diarylheptanoids extracted from bark of grey alder
(Alnus incana) and potential of biorefinery-based bark processing of European trees.
Holzforschung, 2011, 65, 4, pp. 623 — 629;

Dobele G., Dizhbite T., Ponomarenko J., Urbanovich 1., Kreicberga J., Kampars V.
Isolation and characterization of the phenolic fractions of wood pyrolytic oil.
Holzforschung, 2011, 65, 4, pp. 503-510;

Dizhbite T., Ponomarenko J., Andersone A., Dobele G., Lauberts M., Krasilnikova
J., Mironova-Ulmane N., Telysheva G. Role of paramagnetic polyconjugated clusters in
lignin antioxidant activity (in vitro). IOP Conf. Series: Materials Science and
Engineering, 2012, 38.

Arshanitsa A., Ponomarenko J., Dizhbite T., Andersone A., Gosselink R. J.A., J. van
der Putten, Telysheva G. Fractionation of technical lignins as a tool for improvement of
their antioxidant properties. Journal of Analytical and Applied Pyrolysis, 2013, 103, pp.
78 — 85.

Ponomarenko J., Dizhbite T., Lauberts M., Viksna A., Dobele G., Bikovens O.,
Telysheva G. Characterization of softwood and hardwood LignoBoost Kraft lignins with

emphasis on their antioxidant activity. Pienemts publicé$anai Zurnala Bioresources.

Ponomarenko J., Trouillas P., Martin N., Dizhbite T., Krasilnikova J., Telysheva G.
Elucidation of antioxidant properties of wood bark derived saturated diarylheptanoids: A
comprehensive (DFT supported) understanding. Iesniegts publicéSanai Zurnala

Phytochemistry.
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Xi.

Xii.

Xiii.

Cita veida periodika:

Ponomarenko J., Dizhbite T., Telysheva G., Viksna A., Dobele G., Bikova T.
Characterization of antioxidant properties of lignins from agricultural plants in relation to

their structure and functionality. Latvian Journal of Chemistry, 2010, 2, pp. 158-174.

Ponomarenko J., Dizhbite T., Viksna A., Lauberts M., Telysheva G. Characterization
of antioxidant activity of lignins and their modification products. Proceedings of 11th
European Workshop on Lignocellulosics and Pulp, Hamburg, Germany, August 16-19,
2010, pp. 569-572.

Ponomarenko J., Dizhbite T., Lauberts M., Volperts A., Lebedeva G., Jurkjane V.,
Telysheva G. Fractionation of technical lignins for improvement of their antioxidant
properties. Proceedings of 12th European Workshop on Lignocellulosics and Pulp, Espoo,
Finland, 2012, pp. 24-27.

Bikovens O., Ponomarenko J., Janceva S., Dizhbite T., Telysheva G. Comparative
study of antioxidant activity of Alnus incana bark polyphenols. XXVth International
Conference on Polyphenols. Polyphenols Communications 2010, Montpellier, France,
August 24-27, 2010, 1, pp.100-101.

Krasilnikova J., Telysheva G., Bikovens O., Dizhbite T., Gergensone M.,
Ponomarenko J. Effect of plant originated diarylheptanoid oregonin on some antioxidant
and lipid peroxidation human blood markers. RSU Collection of scientific papers 2010,
pp. 134-138.

Telysheva G., Dizhbite T., Bikovens O., Ponomarenko J., Janceva S., Krasilnikova J.
Biorefinery for bark of deciduous trees. Proceedings EWLP 2010, 11th European
Workshop on Lignocellulosics and Pulp, Hamburg, Germany, August 16-19, 2010, pp. 77
—80.

Patenti:

1) Latvijas Republikas Patents Nr. 14499. Lidzeklis malondialdehida (MDA) koncentracijas

pazeminaSanai asins plazma. TeliSeva G., Krasilnikova J., Dizbite T., Ponomarenko J.,

Girgensone M.; patenta publikacijas datums 20.07.2012.

2) Latvijas Republikas Patents Nr. 14615. Lidzeklis karbonila olbaltumvielu Iimena

pazeminaSanai asins plazma. Krasilpikova J., TeliSeva G., Dizbite T., Trouillas P.,

Ponomarenko J.; patenta publikacijas datums 20.12.2012.
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Autores ieguldijums publikacijas

I.-1V. publikacijas. Promocijas darba autore izstradaja metodologiju p&tamo polifenolu
antioksidativas aktivitates raksturoSanai un struktiiras-antioksidativas aktivitates sakaribu
noteikSanai un veica attiecigas analizes. Veica perspektivo antioksidantu atlasi un piedalijas to
antioksidativas darbibas parbaudé praksé (pieméroja paraugu koncentracijas, eksperimenta
apstaklus, izstradaja metodi p&tamo polifenolu ievadiSanai asins plazma un e]la). Veica
struktiras-aktivitates pétijumu datu matematisko apstradi, interpret€ja darba gaita iegttos

rezultatus, sagatavoja zinatnisko publikaciju dalas, kas attiecas uz antioksidativo aktivitati.

V. publikacija. Promocijas darba autore izstradaja metodologiju pétamo polifenolu
antioksidativas aktivitates raksturoSanai un struktiiras-antioksidativas aktivitates sakaribu
noteikSanai un veica attiecigas analizes. Izpétija frakcion&Sanas ietekmi uz petamo tehnisko
ligninu antioksidtivo aktivitati in vitro, kas radija pamatu frakciju darbibas parbaudei
kompozitos. Aprob&ja iegilitos rezultatus, piedaloties konferencé: 19 th International
Symposium on Analytical and Applied Pyrolysis, Linz, Austria May 21-25, 2012 ar stenda
referatu: ,,Combination of analytical pyrolysis and fractionation of technical lignin as a tool

for improvement of its antioxidant properties”. Piedalijas publikacijas rakstisana.

VI. publikacija. Disertante piedalijjas produktu izdalisana, attiriSana un modifikacija.
Sagatavoja paraugus analizém, ka arT raksturoja to sastavu un struktiiras Tpasibas, izmantojot
modernas un klasiskas analizes metodes. Veica pétamo ligninu antioksidativas aktivitates
analizes, izmantojot promocijas darba gaita izstradato metodologiju. Veica perspektivo
antioksidantu atlasi un piedalijas to antioksidativas darbibas parbaudé prakse. Izstradajusi un
izmantojusi Py-GC-MS-FID analizes rezultatu apstrades metodi, kas lauj iegiit jaunu
informaciju par lignina struktiru. Veica pétjjumu datu matematisko apstradi, tai skaita
daudzfaktoru korelacijas un regresijas analizes. Interpretgja visus darba gaita iegttos

rezultatus, sagatavoja publikacijas melnrakstu.

VII. publikacija. Promocijas darba autore veica p&tamo paraugu antioksidativas aktivitates
analizes, izmantojot promocijas darba gaita izstradato metodologiju. Izmantojot molekularas
modeléSanas metodes, veica pétamo diarilheptanoidu konformacijas analizi un aprékinaja ar

antioksidativo aktivitati saistitus termodinamiskos deskriptorus. Aprékini ir veikti Francija,
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Limozas Universitaté, sadarbiba ar prof. P. Trouillas. Apstradaja darba gaita iegiitos

rezultatus, sagatavoja un iesniedza publikaciju.

VIII. publikacija. Disertante sagatavoja paraugus analizém, ka ari raksturoja to sastavu un
struktiiras 1pasibas, izmantojot modernas un klasiskas analizes metodes. Veica pé&tamo
paraugu antioksidativas aktivitates analizes. lzstradajusi un izmantojusi Py-GC-MS-FID
analizes rezultatu apstrades metodi, kas lauj iegit jaunu informaciju par lignina struktiru.
Veica pétijumu datu matematisko apstradi. Interpret€ja darba gaitd iegiitos rezultatus,
sagatavoja publikacijas melnrakstu. Aprobg&ja rezultatus, piedaloties konferencé: COST Action
FPO901 ,,Analytical techniques for biorefineries”, workshop on ,,Analytical methods for non-
wood raw materials and their products and processes”, Hamburg, Germany, August 19-21,
2010 ar mutisko zinojumu ,,Antioxidant properties of soda lignins from non-woody plants in

relation to their chemical structure and heterogenity”.

IX. publikacija. Promocijas darba autore sagatavoja paraugus analizém, ka arT raksturoja to
sastavu un struktiiras 1paSibas, izmantojot modernas un klasiskas analizes metodes. Autore
izstradaja metodologiju pétamo polifenolu antioksidativas aktivitates Vispusigai raksturoSanai
un struktiras-antioksidativas aktivitates sakaribu noteik$anai un veica attiecigas analizes.
Veica pétijumu datu matematisko apstradi. Interpretéja visus darba gaita iegiitos rezultatus,

sagatavoja un noforméja publikaciju.

X. publikacija. Veica pétamo paraugu antioksidativas aktivitates analizes, izmantojot
izstradato metodologiju. Izpétija frakcion&Sanas ietekmi uz pétamo tehnisko ligninu
antioksidativo aktivitati. Veica pétjjumu datu matematisko apstradi. Piedalijas publikacijas

sagatavoSana.

XI1.-XI11. publikacijas. Veica pétamo paraugu antioksidativas aktivitates analizes, izmantojot
izstradato metodologiju. Apstradaja darba gaita iegiitos rezultatus un sagatavoja publikacijas

dalas, kas attiecas uz antioksidativo aktivitati.
Patenti. Disertante veica pétamo paraugu antioksidativas aktivitates analizes, izmantojot

izstradato metodologiju. Atlasija perspektivos antioksidantus un sagatavoja tos test€Sanai

asinis. Izstradaja metodi ident neskistosa lignina ievadiSanai asinis.
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